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Einleitung

1 Einleitung

Bilirubinstoffwechsdl

Im roten Blutfarbstoff Hamoglobin und in einigen Enzymen wie Cytochromen,
Katalasen und Peroxidasen kommt Ham vor, ein eisenhaltiges Protein. Beim Abbau des
Hams wird als Abbauprodukt Bilirubin gebildet.

Abbildung 1: Abbau von Hémoglobin
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Téaglich entstehen etwa 250-350 mg Bilirubin pro Kilogramm Korpergewicht aus dem
Hamabbau; der Blutabbau in der Milz liefert mit 70 % den groften Antell. Unter
physiologischen Bedingungen betragt die Bilirubinkonzentration im Serum 5,1 -
17,1 umol/l. Der Abbau des Hams beginnt mit der oxidativen Spaltung des Porphyrin-
rings, wobei Kohlenmonoxid und Eisen freigesetzt werden. Das entstehende Biliverdin
wird zu Bilirubin reduziert. Dieses ist trotz seiner OH-Gruppen nicht wasserldslich, da
diese durch intramolekulare Wechselwirkungen zum Inneren des Molekiils gerichtet
sind. Deshalb wird es an Albumin gebunden zur Leber transportiert [ Siegenthaler 1994].
Im sinusoidalen Raum diffundiert es von seinem Tréger ab und gelangt in den
Hepatozyten hinein. Der genaue Aufnahmemechanismus ist nicht geklart, manche
Autoren vermuten eine Diffusion aufgrund der Lipophilie des Bilirubins, andere
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Einleitung

Autoren berichten von einem rezeptorabhéngigen Aufnahmemechanismus [Persico et
al. 1996]. Im Cytosol wird Bilirubin an Transportproteine wie Ligandin und Z-Protein
gebunden und durch diese zum Endoplasmatischen Retikulum gebracht. An diesem
befinden sich die Uridin-Diphosphat-Glukuronyltransferasen (UGTS), eine Gruppe von
Enzymen, die Bilirubin und andere Substanzen mit Glukuronsdure konjugieren
[Mackenzie et a. 1997]. Neben geringer Affinitat zur Isoform UGT1A4 ist Bilirubin
fast ausschliefdlich Substrat der UGT1A1 und wird als Diglukuronid carriervermittelt in
die Galle ausgeschieden [Miners und Mackenzie1l991] (Abbildung 2).

Hyperbilirubinédmien

Bel verstarktem Anfall von Bilirubin, z.B. bei Hamolyse, kann die Transportkapazitét
des Albumins erschopft werden. Das lipophile Bilirubin diffundiert dann in die Gewebe
und bindet an die elastischen Fasern von Haut und Konjunktiven. Die Ablagerung wird
in den Konjunktiven vor dem weif3en Hintergrund der Skleren meist a's erste sichtbar
(sog. Sklerenikterus), ab Serumkonzentrationen von etwa 34 pmol/l féarbt sich auch die
Haut gelblich. Die Einteilung der Hyperbilirubindmien bzw. dem aus ihnen
resultierenden Ikterus kann nach der Lokalisation der auslésenden Ursache in préhepa-
tisch, intrahepatisch oder posthepatisch erfolgen. Eine weitere Moglichkeit ist die
Einteilung nach pathogenetischen Faktoren (siehe auch Abbildung 2):
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Abbildung 2: Bilirubinstoffwechsel
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Produktionsikterus. Die Bilirubinproduktion Ubersteigt die Konjugationskapazitét
des UGT-Systems; beispielsweise bei Hamolyse [Schrenzenmeier und Heimpel
1993].

Transportikterus: der Transport des Bilirubins von den Lebersinusoiden zu den
Mikrosomen ist gestért, z.B. bel ikterischer Leberzirrhose [Qureshi 1999].
Konjugationsikterus. Die Konjugation des Bilirubins mit Glukuronsdure ist gestort.
Grund hierfir kann ein relativer UGT-Mangel (z.B. Icterus neonatorum, Inhibition
der UGT durch Pregnandiolderivate der Muttermilch) oder ein absoluter UGT-
Mangel (z.B. Fehlen der UGT beim Crigler-Ngjjar-Syndrom Typ 1) [Jansen 1996].
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4) Exkretionsikterus: Stérung der Ausscheidung des konjugierten Bilirubinsin die Gal-
lengénge, z.B. beim Dubin-Johnson-Syndrom oder Rotor-Syndrom [Zimniak 1993].

5) Verschlufdikterus. mechanisch bedingte Abfluf3stérung, z.B. durch Gallengangs-
atresie oder Verlegung des Ductus choledochus durch Karzinom oder Stein
[Herfarth und Scholmerich 1998].

Zur Gruppe des Konjugationsikterus gehtren neben dem Crigler-Ngjjar-Syndrom Typ |
(CN-I) auch der Typ Il (CN-I1) und das Gilbert Syndrom. Wahrend beim CN-I die UGT
vaollig fehlt, ist sie beim CN-II in ihrer Aktivitét sehr stark vermindert. Ursache sind in
beiden Fallen Mutationen in den codierenden Bereichen der UGT-Gene [Ciotti et a.
1997a; Yamamoto et al. 1998]. Beim Typ-1 werden Bilirubinwerte bis 770 pmol/l
erreicht. Durch Ablagerung in den Ganglien des Hirnstammes und die eigene Toxizitét
des Bilirubins in htheren Konzentrationen kommt es zur Intelligenzminderung und Ent-
wicklungsretardierung. Meist fuhrt die Bilirubinenzephalopathie innerhalb der ersten
1% Lebengahre zum Tod. Beim Crigler-Ngjjar-Syndrom Typ Il liegen die Bilirubin-
werte zwischen 100 und 425 pmol/l. Diese Form [&3t sich therapeutisch meist besser
beherrschen: Medikamente wie Phenobarbital induzieren metabolisierende Enzyme und
ermoglichen einen stéarkeren Abbau von Bilirubin. Eine weitere Moglichkeit ist die
Phototherapie. Durch Bestrahlung mit Licht im Wellenlangenbereich des sichtbaren
Lichts andert unkonjugiertes Bilirubin seine Konformation. Durch Umlagerung gelan-
gen die OH-Gruppen an die AulRenseite des Molekils. Es wird dadurch wasserléslich
und kann Uber die Niere ausgeschieden werden [Myara et al. 1997]. CN-I reagiert nicht
auf Phenobarbital [Seppen et al. 1994], und die Phototherapie vermag in durchfihrbarer
taglicher Bestrahlungsdauer nicht solche Mengen an Bilirubin zu isomerisieren, dal3
eine effiziente Senkung der Serumspiegel moglich wéare. Das Gilbert Syndrom resultiert
ebenfalls aus einer Verminderung der Aktivitéat der UGT, jedoch nicht in solch dramati-
schem Mall wie beim Crigler-Ngjar-Syndrom. Die Bilirubinwerte liegen unter
90 umol/l, oft erreichen sie nicht einmal die Serumkonzentrationen, die nétig sind,
einen lkterus klinisch manifest werden zu lassen.
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Gilbert Syndrom

Das Gilbert Syndrom wurde erstmals 1901 von Gilbert und Lereboullet beschrieben und
als “Cholémie simple familiale” bezeichnet [Gilbert und Lereboullet 1901]. Es ist cha-
rakterisiert durch eine intermittierende, unkonjugierte Hyperbilirubindmie in Abwesen-
heit von Hamolyse oder strukturellen Lebererkrankungen [Gilbert und Lereboullet
1907]. Die Serumspiegel des konjugierten Bilirubins sind dabei nicht erhoht. Bereits
Gilbert und Lereboullet beobachteten die familidre Haufung des Syndroms und
schlossen auf eine vererbte Disposition.

Beim Gilbert Syndrom, auch bekannt als “Morbus Meulengracht” oder “lkterus
intermittens juvenilis’ [Meulengracht 1939], handelt es sich um die haufigste angebo-
rene Funktionsstorung des Bilirubinstoffwechsels. Sie wird haufig as Zufallsbefund
wéahrend routineméldiger Laborkontrollen, z.B. bei Blutspenden festgestellt. Die Bili-
rubinwerte schwanken und falen bisweilen auch in den Normalbereich. Langeres
Fasten und andere Strefumstéande fihren zu einem Ansteigen des Bilirubinspiegels
[Owens und Sherlock 1973]. Als Ursache vermuteten Powell et al. [1967] eine ver-

minderte Clearance des Bilirubins mit nachfolgender Akkumulation im Serum.

Klinische Diagnosestellung

Typisch fur das GS ist eine isolierte Erhthung des Serumspiegels fur Bilirubin. Die
Werte liegen typischerweise zwischen 18 und 50 pmol/l [Monaghan 1996], kénnen aber
in Einzelfédlen bis auf 90 umol/l ansteigen [Bosma 1995]. Dabel liegt der Hauptanteil
auf der Fraktion des unkonjugierten Bilirubins. Die endgiltige Diagnose “Gilbert
Syndrom” ist klinisch jedoch nur durch Ausschlufd anderer moglicher Ursachen einer
Erhohung der Bilirubinwerte zu stellen. Hierfir muf3 durch eingehende Anamnese kor-
perliche Untersuchung und gegebenenfallls eine Leberbiopsie ein struktureller Leber-
schaden ausgeschlossen werden. Das Differentiablutbild darf keine Hinweise auf
pathol ogische Veranderungen geben, die Serumwerte fir AST, ALT, y-GT, y-Globulin,
Serumalbumin und LDH missen im Normbereich liegen [Bosma et al. 1995; Sieg et al.
1987]. Die Bestimmung des Haptoglobins kann zum Ausschlul? einer Hamolyse
verwendet werden [Bosma 1995, DeMorais 1992, Ullrich et a. 1986], Serumgallen-

sauren oberhalb des Normbereiches weisen auf einen zirrhotischen Umbau der Leber

Seite 5



Einleitung

hin [Reichel und Sauerbruch 1995, Sieg et a. 1987]. Hierbei wird bereits das Problem
der AusschlulRdiagnostik deutlich, die einen hohen Aufwand an Untersuchungen erfor-
dert und selten eindeutig ist. Ferner herrscht nach wie vor Uneinigkeit beztiglich des
“richtigen” Referenzbereichs fur Bilirubin. Auch wird diskutiert, ob der Normalbereich
bei Mannern und Frauen unterschiedlich hoch sel [Owens und Evans 1975]. In der kli-
nischen Routine wird bisang der gleiche Referenzwert fuir Manner und Frauen ver-
wendet.

Bedeutung des Gilbert Syndroms

Das Gilbert Syndrom ist primér benigne und wird von manchen Autoren weniger als
Krankheit, sondern eher im Sinne einer Variabilitét, bzw. am oberen Ende der Vertel-
lungskurve der Bilirubinwerte liegend betrachtet [Bailey und Robinson 1977]. Einige
Autoren postulieren méaldig erhohte Bilirubinwerte als Schutzfaktoren vor koronarer
Herzkrankheit; auch Zellschadden durch Sauerstoffradikale scheinen vermindert zu
werden [Hegyi et al. 1994; Schwertner et al. 1994]. Wenn neben der isolierten unkonju-
gierten Hyperbilirubinamie jedoch noch weitere Laborparameter aul3erhalb des Refe-
renzbereiches liegen, ist die Diagnosestellung nach den definierten klinischen Kriterien
nicht moglich. Es missen manifeste Lebererkrankungen wie Zirrhose oder Tumor aus-
geschlossen werden. Hierfur kann eine aufwendige Diagnostik nétig werden. Haufig
wird das GS auch als chronische Hepatitis fehldiagnostiziert [MSD-Manual, 5. Aufl.].
Da chronische Hepatitiden oft schubformig verlaufen, konnen trotz ausgepragter histo-
logischer Verdnderungen normale Werte fur die Transaminasen vorliegen [Schlaak und
Gerken 1998]. Zur Bestétigung der Diagnose “Gilbert Syndrom” in klinisch nicht ganz
eindeutigen Falen ist friher die Kinetik von i.v. appliziertem Bilirubin bestimmt wor-
den [Billing et a. 1964]. Beim sog. Hungertest wird eine Diédt von 400 kcal/d Gber 3
Tage gegeben. Dabel steigen die Spiegel des unkonjugierten Bilirubins um etwa 100 %
an [Owens und Sherlock 1973]. Ferner wurde ein Provokationstest mit i.v.-applizierter
Nikotinsdure zur Diagnosestellung beschrieben [Rollinghoff, Paumgartner und Preisig
1981]. Bel Patienten mit Gilbert Syndrom und zum Untersuchungszeitpunkt normalem
Bilirubinwert steigt dieser nach Nikotinsgdureapplikation stérker an, als in der Kontroll-
gruppe. In einzelnen Félen des Verdachts auf Gilbert Syndrom werden sogar Leber-

punktionen durchgefiihrt, die im Fall des Gilbert Syndroms jedoch ohne pathol ogischen
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Befund bleiben, da keine strukturellen Verdnderungen der Leber zu erkennen sind.
Diese Verfahren sind fir den Patienten mit Schmerzen und Infektionsrisiko verbunden
und beanspruchen ein hohes Mal3 an Aufwand in Form von Zeit und Kosten, deren
Rechtfertigung hinsichtlich der — wahrscheinlichen — harmlosen Diagnose des Gilbert
Syndroms, welches ohne therapeutische Konsequenz bleibt, fraglich erscheint. So bleibt
es dann oft bel dem fir Arzt wie Patient unbefriedigenden “Verdacht auf Gilbert
Syndrom”, der die Restunsicherheit einer Ubersehenen und — unter Umstdnden —
schwerwiegenderen Ursache der Bilirubinwerterhthung beinhaltet.

Hinsichtlich der Festsetzung des Normbereichs der Serumbilirubinspiegel herrscht
grof3e Uneinigkeit. Einige Autoren setzten 13,6 umol/l als Obergrenze fir Manner und
Frauen an [Black und Billing 1969], andere schlugen 24 pmol/l fir Manner und
12 pmol/I far Frauen vor [Owens und Evans 1975]. In der klinischen Routine werden
18,8 umol/l als oberer Grenzwert fur Frauen und Ménner gleichermal’en verwendet
[Thomas 1988].

Weiterhin ist eine zuverléssige GS-Diagnostik unabdingbar fur die Interpretation von
Laborwerten in klinischen Studien zur Arzneimittelprifung, speziell in den frihen
Phasen. In diesem Stadium der klinischen Entwicklung neuer Substanzen sind héufig
die Stoffwechselwege noch nicht bis ins Detail geklart und unerwartete Wirkungen, die
nicht aus dem pharmakologischen Profil der Substanz vorherzusagen sind, konnen
auftreten [Weidemann und Martinez 1999]. Eine auftretende Erhéhung von Bilirubin-
werten ist durch das fehlende positive Diagnosekriterium fur GS nicht von diesem zu
unterscheiden und wird immer als Substanz-induziert bzw. -assoziiert bewertet werden
muissen. Selbst wenn der Verdacht eines vorliegenden Gilbert Syndroms besteht, ist
aufgrund der Schwierigkeiten der klinischen Diagnosestellung der Ausschlufd einer
Substanzwirkung nicht mit Sicherheit moglich.

UDP-Glukuronyltransferasen

Bereits 1962 vermutete Arias eine genetische Verdnderung als Ursache des Gilbert
Syndroms. Diese scheine autosomal-dominant mit inkompletter Penetranz und variabler
Expressivitét vererbt zu werden [Arias 1962].

Der hepatische Metabolismus von Bilirubin erfolgt durch Uridindiphosphat-Gluku-

ronyltransferasen (UGTS). Diesist eine Gruppe von Enzymen, die die Konjugation von
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endogenen und exogenen Stoffen mit Glukuronsdure katalysieren. Sie kommen in der
gesamten belebten Umwelt vor. Die 110 bekannten Isoformen lassen sich aufgrund von
Sequenzhomologien in 33 Enzymfamilien mit zahlreichen Subfamilien und Gruppen
einordnen [Mackenzie et al. 1997]. Beim Menschen kommen 17 Isoformen vor, die den
Subfamilien UGT1A oder UGT2B angehdren. Die Mitglieder der UGT1A-Subfamilie
werden durch sogenannte Single-Copy-Gene codiert, die gemeinsam einen Genkomplex
auf Chromosom 2, Region g37 bilden [Van Es et al. 1993]. Dieser Komplex besteht aus
16 Exons, wobei die vier distal liegenden Exons 2-5 jewells die carboxylterminae
Héafte des Proteins codieren. Die aminoterminale Hafte des Enzyms wird durch en
Exon 1 codiert. Von diesen gibt es 13 verschiedene (1A1 — 1A13), welche jewells
proximal der Exons 2-5 liegen. Die mRNA wird gebildet, indem eines der proximalen
Exons 1A mit den vier stromabwérts liegenden Exons 2-5 verknipft wird
(differentielles Spleif3en) [Adachi et al. 1996]. Bel Exon 1A2 handelt es sich um ein
Pseudogen, so dald insgesamt 12 verschiedene Isoformen gebildet werden konnen.
Deren 246 carboxylterminale Aminosduren sind daher jeweils identisch, wahrend die
aminoterminalen Halften vergleichsweise wenig Ubereinstimmungen aufweisen (24-
49 %). Vor jedem Exon 1 liegt ein Promotor, welcher die Transkription der jeweiligen
Isoform reguliert (Abbildung 3). An ihn binden Transkriptionsfaktoren und bilden den
sog. Initiationskomplex. Diesen erkennt dann die DNA-abhangige RNA-Polymerase
(DNA-Polymerase-11) as “Startpunkt” und kann das Gen “ablesen” (transkribieren)
[Burchell et al. 1995].
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Abbildung 3: Organisation der UGT 1A-Subfamilie

Variable Exon 1's of The UGT1 Gene Complex Comrenon
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Proximal jedes Exon 1 liegt ein zugehdriger Promotor, die Exons 2-5 sind bei alen Isoformen
gemeinsam. Die verschiedenen I soformen entstehen durch differentielles Spleif3en.

Die Mitglieder der Subfamilie UGT2B werden alle von jeweils 6 Exons separater Gene
auf Chromosom 4 codiert, so dal3 bel ihnen die Aminosauresequenzen im gesamten
Protein variieren [Meech und Mackenzie 1997]. Die UGTs kommen fast ausschliefdich
im Endoplasmatischen Retikulum von Hepatozyten vor. Sie reichen durch die Lipidbi-
layer der Membran des ER hindurch, wobei der kurze C-terminale Tell der Kette ins
Cytosol reicht, der grofRere und variablere N-terminale Teil befindet sich im Lumen der
ER. Dieser ist vermutlich fir die verschiedenen Substratspezifitéten der einzelnen UGT-
Isoformen verantwortlich, wahrend sich die Bindungsstelle fur das Co-Substrat UDP-
Glukuronsdure am konstanten C-Terminus befindet [Meech und Mackenzie 1997;
Burchell und Coughtrie 1992]. Substrate der UGTSs sind typischerweise kleine, hydro-
phobe Molekile, Aglukone genannt. Die entstehenden N- und C-Glukuronide dieses
Phasell Metabolismus zeichnen sich durch eine grolere Polaritée und damit

Wasserl6slichkeit aus, kdnnen also leichter ausgeschieden werden.

UDP-Glukuronsaure + R-OH - R-O-Glukuronid + UDP + H,0O
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Einleitung

Bel Personen mit Gilbert Syndrom wird die fur Bilirubin zusténdige UGT1A1
(EC 2.4.1.17) vermindert exprimiert, dadurch sinkt die hepatische Glukuronidierungs-
aktivitat. Studien Uber die genetische Grundlage dieses Phanomens beschrieben einen
verdnderten Promotor des UGT1A1-Gens. Zwischen den Nukleotiden —23 und -38
proximal des ersten Basenpaares des UGT1A1 Gens befindet sich der dazugehdrige
Promotor. Im Normalfall besteht dieser Promotor - auch , TATA-Box" genannt - aus
einem TA-Hexamer (Sequenz: A(TA)sTAA). Die TATA-Box ist die Bindungsstelle fur
den Transkriptionsfaktor 11D (TFIID). Er bildet zusammen mit einer Reithe weiterer
Transkriptionsfaktoren einen Multiproteinkomplex, an welchen sich die RNA-
Polymerase-11 anlagert. Dadurch wird dann die Transkription initiiert [Saltzman 1989;
Greenblatt 1991]. Bei Personen mit klinisch diagnostiziertem Gilbert Syndrom war in
diesem Element vor dem Exon 1 in beiden Allelen ein zusétzliches TA-Repeat ent-
halten, so dal3 hier ein Heptamer mit der Sequenz A(TA);TAA vorlag [Bosma et a.
1995], heute als UGT1A1*28 bezeichnet. TFIID bindet an den verdnderten léngeren
Promotor vermutlich mit verringerter Affinitét, wodurch das Gen seltener transkribiert
wird, was zu einer verminderten Expression der UGT1A1l fuhrt. Durch den nun
geschwindigkeitsbestimmenden Schritt des Bilirubinmetabolismus kommt es zu einem
Uberangebot von Bilirubin und die Konzentration im Blut steigt an. Angaben tber das
Ausmal’ dieser Aktivitétsminderung schwanken und liegen bei 48 % [Raijmakers et al.
2000], 25% [Black und Billing 1969], 18-33% [Bosma et a. 1995] und 10 %
[Watanabe et a. 1998] Aktivitét verglichen mit derjenigen normaler Personen. Dies er-
kléart auch die Bezeichnung des Gilbert Syndroms as unkonjugierte Hyperbilirubin-
amie. Einige Autoren betrachten das Gilbert Syndrom als die heterozygote Form des
Crigler-Najjar-Syndrom Typ Il [Koiwa et a. 1995], eine Hyperbilirubindmie, bei der
aufgrund einer Reihe verschiedener Mutationen in den codierenden Genabschnitten
(Basensubstitutionen, Stoppcodons, Rastermutation [Adachi et al. 1996; Clarke et al.
1997; Yamamoto et al. 1998]) die Aktivitat der UGT fast vollstandig fehlt. Dieses Syn-
drom ist jedoch so selten, dal3 die Allelfrequenz nicht ausreichen wirde, um die hohe
Pravalenz des Gilbert Syndroms in der Bevdlkerung zu erklaren [Monaghan et al.
1996].
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Genetische Polymor phismen

In den 50er Jahren wurde erstmals von ererbten Unterschieden von Medikamentenwir-
kungen berichtet, etwa periphere Neuropathie durch Isoniazid bei einer verdnderten
Acetylierung dieser Substanz [Hughes et al. 1954], verlangerte Muskelkontraktionen
nach Suxamethoniumgabe bei Plasma-Cholinesterase-Defizienz [Kalow 1956] oder
Hamolyse nach Therapie der Malaria mit Primaquin bei bestehendem Glucose-6-Phos-
phat-Dehydrogenasemangel [Carson et al. 1956]. 1979 wurde erstmals eine molekular-
biologische Grundlage fir diese Phdnomene entdeckt: polymorphe Enzyme bewirken
einen unterschiedlichen Metabolismus von Medikamenten und fihren so zu unter-
schiedlichen Reaktionen auf diese Substanzen. Als erstes wurde dies fir die sog.
Debrisoquinhydroxylase beschrieben, die nach neuer Nomenklatur CYP2D6 genannt
wird [Eichelbaum et al. 1979]. Heute sind eine ganze Reihe solcher genetischer Poly-
morphismen bekannt, die verantwortlich sind fir interindividuelle Variabilitdten im
Stoffwechsel von Pharmaka. Klinisch relevante Beispiele sind die Cytochrom-P450-
Enzyme, insbesondere die Polymorphismen von CYP2D6 (Debrisoquin/Spartein),
CYP2C19 (Mephenytoin) oder CYP2C9 (Warfarin). Viele dieser Polymorphismen sind
durch das Auftreten unerwarteter Arzneimittelwirkungen vermutet und durch
nachfolgende genetische Analyse identifiziert worden [Ubersicht bei Daly 1995]. Die
Bestimmung der vorliegenden Allelkombination eines Genlocus bei einem Probanden
wird als Genotypisierung bezeichnet. Verglichen mit der normalen Aktivitét eines
Enzyms (sog. Extensive Metabolizer, EM) kommen sowohl genetische Veranderungen
vor, die zu einer verlangsamten Enzymaktivitét fihren (sog. Poor Metabolizer, PMs) as
auch solche, die durch Erhéhung der Kopienzahl eines Gens zu einer beschleunigten
Aktivitét fuhren (sog. Ultra Rapid Metabolizer, URMS). In PMs konnen erhohte
Plasmaspiegel von Arzneimitteln und dadurch stérkere Nebenwirkungen auftreten, in
URMs konnen “normale” Dosen eines Arzneimittels durch den beschleunigten Abbau
wirkungslos sein. Auch kann ein langsamerer Metabolismus die Aktivierung von
Prodrugs wie etwa Codein zu ihrem pharmakologisch wirksamen Metaboliten vermin-
dern, so dal3 keine ausreichend hohen Plasmaspiegel erreicht werden [Desmeules et al.
1991]. Substanzen, deren Abbau selektiv Uber eines der bekannten polymorphen
Enzyme katalysiert wird, kdnnen zur phanotypischen ldentifikation des vorliegenden
Metabolismustyps (URM, EM, PM) verwendet werden [Kivistd und Kroemer 1997].
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Tellweise werden auch Cocktails mehrerer Substanzen zur gleichzeitigen Phanotypi-
sierung mehrerer Stoffwechselwege bzw. Enzymaktivitdten verabreicht [Frye et al.
1997]. Die Phanotypisierung eines polymorphen Stoffwechselweges erlaubt eine diffe-
renziertere Beurteilung der Aktivitdt des Metabolismus verglichen mit der Genotypi-
sierung. Es erfolgt nicht eine Einteilung in drei Gruppen , homozygot wildtypisch®,
»,homozygot mutiert”, , heterozygot* entsprechend der Allelkombination, sondern es
wird ein diskreter Wert ermittelt, so dal3 auch intermediére Stoffwechseltypen moglich
sind. Nachteilig ist hierbel, dal3 auch aul(ere Einflisse wie etwa Rauchen, Erndhrung
oder Komedikation das Ergebnis beeinflussen und auch tageszeitliche Schwankungen
maoglich sind. Die ermittelten Werte verschiedener Probanden sind daher nur bedingt
miteinander vergleichbar. Der Genotyp hingegen ist unabhangig von auf3eren Einfllssen
und somit der robustere Wert hinsichtlich der Vergleichbarkeit; die Schwierigkeiten

liegen hier in der Bestimmbarkeit und Verfligbarkeit der Markergene und Sequenzen.

Ausblick

Genetische Variationen metabolisierender Enzyme kénnen die Ursache intra- und inter-
individueller Unterschiede der Pharmakokinetik sein. Dies ist insbesondere dann von
klinischer Relevanz, wenn die betreffende Substanz einen schmalen therapeutischen
Index hat [Zuhlsdorf 1998], eine nur geringflgige Erhdhung des Serumspiegels dieser
Substanz schnell zu toxischen Reaktionen fuhrt. Im Fall des Gilbert Syndroms scheint
Paracetamol einer solchen veranderten Kinetik mit héheren Serumspiegeln durch ver-
langsamten Abbau zu unterliegen, wie auch einige andere Pharmaka. Falls die Dia
gnosestellung ,, Gilbert Syndrom® nach definierten klinischen Kriterien mit dem Vorlie-
gen der beschriebenen Mutation korreliert, kbnnte die Genotypisierung eines Patienten
die Durchfuhrung zeit- und kostenintensiver Untersuchungen einsparen. Weliterhin
konnte die Kenntnis des UGT1A1-Genotyps eines Probanden die Zusammenstellung
der Probandengruppen Klinischer Studien ein Rolle spielen. Je nach Prifsubstanz kénn-
ten homozygote Mutanten von vorne herein von der Studienteilnahme ausgeschl ossen
werden, ebenso sind Gruppenvergleiche zwischen den moglichen Genotypen denkbar.
In laufenden Studien konnte bel auftretenden erhohten Bilirubinwerten die Genotypisie-
rung des UGT1A1-Promotors zur Beurteilung der Ursache (Substanz-induziert oder

Gilbert Syndrom) herangezogen werden. Im Falle eines veranderten Metabolismus von
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Paracetamol bei homozygot mutierten Probanden konnte diese Substanz zur Phanotypi-
sierung der Glukuronidierungskapazitdt der UGT1A1 eingesetzt werden. Bei weiteren
Medikamenten, die Substrat dieses Enzyms sind und bei Probanden mit Gilbert
Syndrom demnach vermindert metabolisiert werden, kénnen Dosisreduktionen oder
Verlangerungen der Dosisintervalle angezeigt sein. Zur Uberpriifung dieser Thesen
wurde im Rahmen dieser Dissertation eine klinische Studie durchgefiihrt, die sich in
zwel Telle gliederte: Im ersten Teil wurde ein breit angelegtes Screening durchgefihrt,
in welchem die Diagnose ,, Gilbert Syndrom jalnein/maglich® nach klinischen Kriterien,
der Bilirubinspiegel im Serum und der Genotyp der UGT1A1 bestimmt und die drel
Parameter miteinander korreliert wurden. Dadurch wurde eine Aussage Uber den Wert
der Genotypisierung fir die Diagnosestellung ,, Gilbert Syndrom® ermdglicht. Im zwei-
ten Teil der Studie erfolgte die Phanotypisierung der UGT1A1 im Gruppenvergleich
zwischen homozygoten Mutanten, homozygoten Wildtypen und heterozygoten Alleltré
gern. Hierfir wurde das Schmerzmittel Paracetamol oral verabreicht und durch
Messung seiner Metaboliten im Sammelurin auf die Glukuronidierungskapazitét der
UGT1A1 geschlossen. Diese Werte wurden mit dem Genotyp, dem Bilirubinwert und

der klinischen Diagnose korreliert.
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Zielsetzung

2 Zideder Arbeit

Genotypisierung

Die Frequenz der mit dem Gilbert Syndrom assoziierten Mutation soll in einem
Probandenkollektiv untersucht werden. Dabel soll Uberprift werden, ob die Hohe der
Serumspiegel des unkonjugierten Bilirubins und die Diagnosestellung , Gilbert
Syndrom* nach definierten klinischen Kriterien mit dem Vorliegen der beschriebenen
Mutation korrelieren.

Phéanotypisierung mit Par acetamol

In einem zweiten Teil der Studie soll ein Vergleich bezlglich des Phanotyps der Para-
cetamolglukuronidierung zwischen homozygoten Wildtypen, homozygoten Mutanten
und heterozygoten Alleltragern durchgefihrt werden. Nach oraler Applikation von Para-
cetamol werden im gesammelten Urin unverandertes Paracetamol und Paracetamol-
glukuronid bestimmt. Aus dem Mengenverhéltnis der beiden zueinander kann auf die
Glukuronidierungskapazitdt geschlossen werden. Eine mogliche Korrelation zwischen
dem Genotyp des UGT-Promotors und dem Phanotyp des Paracetamolstoffwechsels
soll Gberprift werden.
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3 Studiendesign und Ethik

Studiendesign

Die Studie gliederte sich in zwei Telle: Im Teil eins wurden Probanden auf den
veranderte UGT1A1-Promotor hin genotypisiert. Hieraus wurde die Korrelation des
Genotyps mit den Bilirubinwerten und der klinischen Diagnosestellung ermittelt.

Im Teil zwel erfolgte die Phanotypisierung mit Paracetamol in kleineren Probanden-
kollektiven als Gruppenvergleich zwischen homozygoten Wildtypen und Mutierten und

heterozygoten Alleltragern.

3.1.1 Genotypisierung

Zur Studienteilnahme wurden méannliche und weibliche Probanden im Alter zwischen
18 und 65 Jahren durch Aushange eingeladen. Am Telefon wurden ndhere Erlauter-
ungen zu Zweck und Ablauf der Studie gegeben.

Am Studientag selber fand ein ausfuhrliches Aufklarungsgesprach statt. Die Probanden
erhielten schriftliche Informationen zur Studie in Form des “Formblatts zur Probanden-
information”. Die Einwilligung zur Teilnahme erfolgte schriftlich (informed consent).
Danach wurde die Anamnese in standardisierter Form erhoben. Dabei wurden Alter,
Grofe, Gewicht, Rauchgewohnheiten und wochentlicher Alkoholkonsum, Allergien
und dauerhafte Medikamenteneinnahme erfragt, ferner nach friherer Gelbsucht,
Hepatitis, bekannter Leberzirrhose, Lebertumoren, Gallensteinen, nach nephrologi-
schen, kardiologischen, héamatol ogischen oder anderen internistischen Vorerkrankungen
und Operationen gefragt. Die Probanden waren zum Zeitpunkt der Blutentnahme fir
klinische Chemie und Hamatologie seit 12 Stunden nichtern. Genufd von Zigaretten
oder Alkohol waren in dieser Zeit ebenfalls untersagt. Zu diesem Zeitpunkt wurden die
Blutentnahme fir die Genotypisierung und das Sammeln von Speichel durchgefihrt.
Die Bestimmungen der Hamatologie und klinischen Chemie wurden vom Labor fir
Klinische Chemie und Toxikologie der Bayer AG innerhalb von 2 Stunden nach
Probenentnahme durchgefiihrt. Ferner wurden je Proband 2 ml Serum direkt nach der
Entnahme bel -70 °C tiefgefroren. Die Werte fur Bilirubin (gesamt, ab 18 umol/I Auf-

trennung in die Fraktionen konjugiertes/unkonjugiertes Bilirubin), Serumgallensduren
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und Haptoglobin wurden aus diesen Proben zu einem spéteren Zeitpunkt (max. 14 Tage
nach Probenentnahme) gesammelt bestimmt. Die genannten Mel3gréfen sind unter
diesen Bedingungen stabil [Guder et al. 1995]. Als Referenzwerte der klinisch-chemi-

schen Parameter und des Blutbildes wurden Literaturwerte verwendet [ Thomas 1988].

Die Diagnose “Gilbert Syndrom” wurde aufgrund der klinischen Daten gestellt. Dabei

wurden 3 Kategorien unterschieden:

Ja Bilirubinwert >18 umol/l, die Fraktion des konjugierten Bilirubins nicht
erhoht, und die folgenden Parameter im Normbereich liegend: ALT, AST,
GLDH, yGT, LDH, Retikulozyten, Hamoglobin MCH, Haptoglobin.
Anamnestisch wurden weitere Ursachen einer Bilirubinwerterhthung
ausgeschlossen, wie z.B. eine kurz zurtickliegende Operation, bekannte
Lebertumoren oder Gallensteine.

Moglich  Bilirubinwert >18 pmol/l und mindestens einer der Parameter ALT, AST,
GLDH, yGT, LDH, Retikulozyten, Hamoglobin MCH, Haptoglobin
aul¥erhalb des Normbereichs liegend

Nein Bilirubinwert <18 pmol/I

3.1.2 Phénotypisierung mit Paracetamol

Aus den im ersten Teil der Studie genotypisierten Probanden wurden homozygote
Mutanten ausgewéhlt und zur Teilnahme am zweiten Teil eingeladen. Ebenfalls
eingel aden wurden Heterozygote und homozygote Wildtypen, die in Alter, Korpergrof3e
und Rauchverhalten moglichst je einem Mutanten entsprachen. Als Ausschluf3kriterien
for die Teilnahme am 2. Studienteil galten die bekannte Anamnese einer schweren
Erkrankung, Auffalligkeiten in Anamnese, klinischer Untersuchung oder den relevanten
Laborwerten, eine bekannte Intoleranz gegeniiber Paracetamol oder anderen NSAID
(z.B. Acetylsalizylsdure), bekannte schwere Allergien, regelmaldiger (taglicher) Konsum
von mehr als einem Liter Bier oder der aquivalenten Menge Alkohol in anderer Form,
regelméfdige Einnahme von Medikamenten, Induktoren von Leberenzymen (z.B.
Methylcholanthren, Carbamazepin, Phenobarbital) und oralen Antikoagulantien oder

anderen Substanzen innerhalb von 2 Wochen vor Studienbeginn, die mit der
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Studienmedikation interferieren konnten, oder Umstellung einer Dauermedikation vor
weniger als 4 Halbwertzeiten der betreffenden Substanz(en). Der Genul3 von
Glycyrrhiza glabra in jeglicher Form (z.B. Lakritz) war ebenfalls untersagt. Wie im
Teil 1 erfolgte auch hier eine Information zum Studienablauf bereits am Telefon und in
der schriftlichen Einladung. Nach einem ausfihrlichen Aufklarungsgesprach und der
Durchsicht der Probandeninformation gaben die Teilnehmer wiederum ihre schriftliche
Einwilligung zur Studienteilnahme. In der Voruntersuchung wurden Blutdruck und
Herzfrequenz bestimmt, Herz und Lunge auskultiert, das Abdomen abgetastet und die
Laborwerte bestimmt. Ebenfalls wurden erneut anamnestische Fragen gestellt und die
Befindlichkeit erfragt.

Am Applikationstag wurde von den Probanden eine Null-Stunden-Urin-Leerwert
erhoben und tiefgefroren. Dann erfolgte die orale Applikation von 1 g Paracetamol (2
Tabletten Benuron 500®) niichtern (fir mindestens 10 Stunden) mit je 1 Glas Wasser. In
den folgenden 30 Minuten verblieben die Probanden unter &rztlicher Aufsicht und
wurden dann von der Probandenstation entlassen. Die Probanden sammelten Uber 2 x 4
Stunden ihren Urin in getrennten Sammelbehdtern. Essen war ab 4 Stunden post
applicationem gestattet, Rauchen ab dem Ende der Urinsammelperioden. Die
Urinsammelflaschen wurden zum 8-Stunden-Wert wieder im Institut fur Klinische
Pharmakol ogie abgegeben. Nach einer Befindlichkeitsbefragung wurden die Probanden
entlassen. Das Urinvolumen wurden notiert und je ein 10 ml Aliquot je Sammelperiode
bei -20°C eingefroren. Der Studienablauf wird schematisch in Abbildung 4
zusammengefalit.

Eine Nachuntersuchung erfolgte innerhalb einer Woche nach dem Applikationstag.
Hierbei wurden die Laborwerte der Leberparameter erneut bestimmt, um ene
Schédigung der Leber durch die Studienmedikation auszuschlief3en.
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Abbildung 4: Zusammenfassung des Studiendesigns Teil 2

Zeit (d) Vorunter- 1d 1d 1d 1d Nachunter-
Zeit (hh) suchung 00 00 04 08 suchung
Zeit (mm) 00 20 00 00

Anamnese X

Klinische Untersuchung X

Klinisches Labor X X
Herzfrequenz, Blutdruck X

Applikation Paracetamol X

Nuchternperiode I I

Befindlichkeitshefragung X X X X X

Urinsammel periode fur
biochemische Untersuchung

[—;T [ — T

Ethik

Der Prifplan wurde der Ethikkommission der Arztekammer Nordrhein unter Leitung
von Prof. von Bergmann zur Prifung vorgelegt. Nach Erhalt des zustimmenden Votums
wurde die Studie nach den Richtlinien fur Gute Klinische Praxis (GCP-Guidelines
[FDA 1996]) durchgefihrt.

Par acetamol

Paracetamol, im anglo-amerikanischen Sprachraum auch Acetaminophen genannt,
wurde als Testsubstanz zur Phénotypisierung gewahlt, da es zu etwa 60 % glukuroni-
diert wird und einige Autoren vermuteten, dal3 es Substrat der UGT1A1 sai: UGT-defi-
ziente Ratten zeigten eine erhthte Empfindlichkeit gegentiber toxischen Wirkungen von
Paracetmaol [DeMorais und Wells 1988]. Bei Probanden mit klinisch diagnostiziertem
Gilbert Syndrom fanden DeMorais et al. [1992] erhdhte Plasmaspiegel in den ersten
beiden Stunden post applicationem. Die Substanz schien daher zur Phanotypisierung der
Glukuronidierungskapazitét der UGT1A1 geeignet zu sain.

Paracetamol ist ein weit verbreitetes Mittel gegen Schmerzen und Fieber. Es ist nicht
verschreibungspflichtig und darf sogar an Kleinkinder ab dem zweiten Monat verab-

reicht werden. Die V erabrei chung an gesunde Probanden erscheint daher unbedenklich.
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4  Abkirzungsverzeichnis

Abkirzungen

6/6
6/7
717

AE
AL
ALT

AP
APS
AST

ATP

AW

BaP

BeP

BMI

Broca Index
C

C1

CE

CGE

DB-17

DNA

dsDNA
Effektive Lange

G2

VGT
GLDH
GS
Hb
HEC
het
i.D.
LDH

homozygot wildtypischer Promotor mit 6 TA-Repeats,
entspricht ,, wt*

heterozygoter Promotor, ein Allel mit 6 und eines mit 7 TA-
Repeats; entspricht ,, het*

homozygot mutierter Promotor mit 7 TA-Repests,
entspricht ,, mut*

Elutionspuffer des,, DNA Blood Kit Midi“, Firma Quiagen
Lysispuffer des,, DNA Blood Kit Midi*, Firma Quiagen
Alaninaminotransferase, = Glutamat-Pyruvat-Transaminase
GPT

Alkalische Phosphatase

Ammoniumpersulfat

Aspartataminotransferase, = Glutamat-Oxalacetat-Transami-
nase GOT

Adenosintriphosphat

Waschpuffer des,, DNA Blood Kit Midi“, Firma Quiagen
Benz-(a)-Pyren

Benz-(e)-Pyren

Body Mass Index [kg/m?]

Korpergewicht * 100 / Korpergrofde — 100 (ohne Einheiten)
Crosdlinker, Anteil von N, N-Bisacrylamid an den
Monomeren der Stamml6sung fur Polyacrylamidgele
Zell-Lysispuffer des ,,Blood and Cell Culture DNA Midi Kit®
der Firma Quiagen

Kapillarel ektrophorese

Kapillargel el ektrophorese

Diphenyldimethylpolysiloxan

Desoxyribonukleinsdure

doppel strangige Desoxyribonukleinséure

Kapillarlange vom Inletende bis zum Detektionsfenster; die
Lange vom Fenster bis zum Outletende ist abhéngig vom
Gerét variabel und fir die Trennleistung nicht relevant

Puffer fur Proteolyse, enthalten im ,Blood and Cell Culture
DNA Midi Kit"

gamma-Glutamyltranspeptidase

Glutamatdehydrogenase

Gilbert Syndrom

Hamoglobin

Hydroxyethylcellulose

Heterozygote Allelkombination der UGT1A1, entspricht 6/7
innerer Durchmesser

L aktatdehydrogenase
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MCH

MCV
MR
mut

NAPQI

OF
QBT

p.a
PAA

P(TAe)
P(TA7)

POP4
RNA
rT3

ssDNA

TAPS
TAE-Puffer
TE-Puffer
TEMED

T3

T4

Tris
UGT1A1
UGT1A6
UGT1A1*28

UGT1A6*2
uv

V79 Zellen
wt

M aReinheiten

MA
Mg
pl
A
b

bp

Mean corpuscular hemoglobin, mittleres korpuskuléres
Hamoglobin

Mean corpuscular volume, mittleres Erythrozytenvolumen
Metabolic Ratio

Homozygot mutierte Allele der UGT1AL, entspricht 7/7
N-acetyl-p-benzochinonimin

Waschpuffer des,, Blood and Cell Culture DNA Midi Kit*
Elutionspuffer des,,Blood and Cell Culture DNA Midi Kit*
Aquilibrationspuffer fiir Saulchen des ,, Blood and Cell Culture
DNA Midi Kit*

pro analysi, zur Analyse

Polyacrylamid
Allelfrequenz = des  wildtypischen Promotors ~ mit
6 TA-Repeats
Allelfrequenz des mutierten Promotors mit
7 TA-Repesats

Performance Optimized Polymer 4, CE-Trennmatrix
Ribonukleinséure

reverses Trijodthyronin

Standard Deviation, Standardabwei chung

einzel strangige Desoxyribonukleinsdure

total monomere, Anteil der gesamten Monomere (Acrylamid
und N, N-Bisacrylamid) an der Stammlésung fir
Polyacrylamidgele)

N-Trig[Hydroxymethyl] methyl-3-aminopropansul fonsaure
Tris-acetat-EDTA-Puffer

TrisEDTA-Puffer

N,N,N",N’,-Tetramethylethylendiamin

Trijodthyronin

Thyroxin

Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
Uridindiphosphat-Glukuronyltransferase Isoform 1A1
Uridindiphosphat-Glukuronyltransferase Isoform 1A6
Polymorphismus im Promotor der UGT1A1, es kommt ein
TA-Heptamer anstelle des normalen Hexamers vor
Polymorphismus im ersten Exon der UGT1A6

Ultraviolett

Lungenfibroblasten einer chinesischen Hamsterlinie
Homozygot wildtypische Allele der UGT1A1, entspricht 6/6

Mikroampere
Mikrogramm
Mikroliter
Ampere
Basen
Basenpaare
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cm

kb
kv

mg
min
ml
mM
nm
p.appl.
p.s.i.
rpm

Definitionen

Gilbert Syndrom, GS

Paracetamol -Phanotyp

Metabolic Ratio, MR

Zentimeter

Gramm

Stunde

kilo Basenpaare, 1000 Basenpaare

Kilovolt

Liter

Molar, mol/l

Milligramm

Minute

Milliliter

Millimolar, mmol/|

Nanometer

post applicationem, Zeit nach der Applikation
pounds per square inch

revolutions per minute, Umdrehungen pro Minute
Sekunde

Unit (Einheit)

Volt

Wird diagnostiziert durch Bilirubinspiegel >18 umol/l bei
normalen Werten der konjugierten Fraktion und den Werten
far AST, ALT, yGT, GLDH, LDH, Hb, MCH, Retikulozyten,
Haptoglobin  innerhalb des Referenzbereichs, keine
anamnestischen Hinweise auf andere Ursachen einer
Bilirubinwerterhéhung.

Die individuelle Glukuronidierungskapazitét fur Paracetamol.
Sie wird durch Bestimmung der Konzentrationen von
Paracetamol und seinem Glukuronid im 2x4 h Sammelurin
mit einer HPL C-Methode bestimmt.

Das Verhdltnis der Stoffmenge von Paracetamol glukuronid
im Urin dividiert durch die Stoffmenge an unverandertem
Paracetamol im Urin der jeweiligen Sammel periode.
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5 Material und Methoden

Material

5.1.1 Chemikalien

Acetaminophen

p-Acetamidophenyl 3-D-Glucuronide, Na-Salz
Agarose MP

Ammoniumpersulfat

Acrylamid
Acrylamid-N,N-Bisacrylamid-L6sung, 19:1, 40 %
N, N-Bisacrylamid

Aqua dest.

Bis-Benzimid (H 33258)

Blood and Cell Culture DNA Midi Kit
Boehringer High Pure PCR Product Purification Kit
Borsaure krist.

Bromphenolblau

EDTA

Ethanol absolut p.a.

Eisessig

Ethidiumbromid 1 %

Ficoll 400

Formamid

Fluorescein

Genetic Analyzer Buffer

HCI

Harnstoff

Hydroxyethylcellulose

Instagene Whole Blood Kit

| sopropanol 96-100 %

Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
Magnesiumchlorid

Methanol Chromasolv

NaCl

NaOH

OliGreen

PBS-Puffer (phosphate buffered saline)
QIAamp Blood Kit 50

QIAquick PCR Purification Kit (50)
TAE-Puffer 10 fach conc.

TAPS (N-Trig Hydroxymethyl] methyl-3-aminopropan-

sulfonsaure)
TEMED

Sigma Deisenhofen
Sigma Deisenhofen
Boehringer Mannheim
BioRad Lab. Minchen
BioRad Lab. Minchen
BioRad Lab. Minchen
BioRad Lab. Minchen
Milli-Q Water System
Hoefer Scientific Instr.
QIAGEN Hilden
Boehringer Mannheim
Merck Darmstadt
BioRad. Lab. Minchen
GibcoBRL

Merck Darmstadt
Merck Darmstadt
Merck Darmstadt
Pharmacia Biotech
Merck Darmstadt
Merck Darmstadt
ABI, Weiterstadt
Riedel-de Haén

Merck Darmstadt
Sigma Deisenhofen
BioRad Lab. Minchen
Merck Darmstadt
Merck Darmstadt
Riedel-de Haén

Merck Darmstadt
Riedel deHaén

Merck Darmstadt
Riedel-de Haén
MoBiTec

ZVS, Bayer AG
QIAGEN Hilden
QIAGEN Hilden
GibcoBRL

Sigma Deisenhofen

BioRad Lab. Minchen
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TE-Puffer, pH=7,4 Fluka

Thiazol Orange Aldrich

TrisHCL Boehringer Mannheim
Tris Base GibcoBRL
Xylencyanol FF Merck Darmstadt

Y O-PRO-1-iodid MoBiTec

Alle Chemikalien waren vom Reinheitsgrad , reinst“ oder ,,p.A.".

512 Enzyme, DNA

10 bp DNA ladder Gibco BRL

20 bp DNA ladder New England Biolabs
50 bp DNA ladder Gibco BRL

100 bp DNA ladder Gibco BRL

pBR 322/ Hae ll| Boehringer Mannheim
Phi X 174 RF DNA / Hae Il Gibco BRL, Karlsruhe
pUC 19 DNA New England Biolabs
Bsm BI New England Biolabs
Bsp HI New England Biolabs
Platinum Tsp Tag Polymerase Gibco BRL

Human Genomic DNA Boehringer Mannheim
Kabsthymus DNA Sigma Deisenhofen

Forward Primer: 5°gTC ACg TgA CAC AgT CAA ACA3" ABI, Weiterstadt
Reverse Primer: 5TTT gCT CCT gCC AgA ggT TCg3' ABI, Weliterstadt

513 Gerate

p/aCE System 5510 Beckman Minchen
p/aCE System MDQ Beckman Minchen
Argon-Laser Beckman Minchen
Dioden Array Spectrophotometer HP 8452A Hewlett Packard
CastAway Elektropohorese-System Stratagene

HE 100 SuperSub Submarine Electrophoresis Unit Hoefer Scientific Inst.
BioTrap Schleicher und Schiill
Power Pac 3000 BioRad Lab. Minchen
GeneAMP PCR System 9600 Perkin EImer
GeneAMP PCR System 2400 Perkin EImer
Fluorimeter TKO 100 Hoefer Scientific Inst.
HPLC mit DAD series 1090 Hewlett Packard
Sigma-Zentrifuge 4 K 15 mit Rotor 175/98 Sigma Deisenhofen
Zentrifuge 5402 Eppendorf Hamburg
Vortex Mixer Vibrofix VF-1 IKA-Werk
Magnetrihrgerat IKAMAG RET IKA-Werk
Wasserbad GFL

Epiilluminator Reprostar 11 mit Kabinett Lamag

CCD-Camera C 4880 mit Filter Hamamatsu
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pH-Meter CG 812

514 SonstigesMaterial

eCAP ssDNA 100 Gel Column

eCAP dsDNA Capillary

eCAP fused silicaKapillaren (50, 75 und 100 umi.D.)
DB-17 Kapillaren fur GC, 100 umi.D.
Probenflaschchen mit Deckeln fir CE

Schott Geréte

Beckman Minchen
Beckman Munchen
Beckman Miinchen
J&W Scientific

Beckman Miinchen

LiChroCART 125-4 HPL C-Cartridge mit LiChroSpher 100 Merck Darmstadt

RP-18 (5 pm)

LiChroCART 4-4 mit LiChroSpher 100 RP-18 (5 pm)

Membranen BT1 und BT2
Sterilfilter 0,45 um
Spritzenfilter 0,45 um

Polypropylen-Réhrchen 50 ml
Polypropylen-Rohrchen konisch, 15 ml, 17,0/ 120 mm
sterile Réhrchen 17,0/ 100 mm

Mikro-Rohrchen 2 ml
1,5 ml Reaktionsgefélie

Probenflaschchen fur HPLC

Krampenkappen
Pipetten
Pipettenspitzen

515 VerwendeteLdsungen

PCR-Puffer

10 x TBE-Puffer

10 x TNE-Puffer

Polyacrylamid Stammlésung, 19:1,

S%C,40%T

Stammlosung 8 % denaturierendes

Polyacrylamid

10 % Ammoniumpersulfat

Merck Darmstadt
Schleicher und Schull
Sartorius Gottingen
Sartorius Gottingen
Greiner Nirtingen
Greiner Ndrtingen
Greiner Nirtingen
Sarstedt Numbrecht
Eppendorf Hamburg
Hewlett Packard
Hewlett Packard
Eppendorf Hamburg
Eppendorf Hamburg

25 mmol/l MgCl,, 100 mmol/l Tris-HCI, 500
mmol/l KCI, pH=8,6; autoklavieren und steril
filtrieren

107,79 Tris base; 55,0 g Borsdure; 9,3 ¢
EDTA; ad 1000,0 ml dH,0; pH=8,0

100 mmol Tris; 10 mmol EDTA; 2 mol NaCl
pH=7,4. L6sung durch einen 0,45um Filter
filtrieren.

76 g Acrylamid; 4 g Bisacrylamid; ad 200 ml
dH,0; bel 37 °C losen; 0,45 um steril filtrieren;
pH<7,0

420 g Harnstoff; 200 ml 40 % Acrylamid-N,N-

Bisacrylamidldsung; 100 ml 10 x TBE; dH,0 ad
1000,0 ml

1gAPS, 10 ml dH,O
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Ladepuffer fir denaturierende PAA-

Gede

Beschwererl6sung fur Agarosegele
Ethi diumbromid-Farbebad

SYBRGold
Bis-Benzimid Stammldsung
Kabsthymus-DNA Ldsung

Losung A fur Fluorimetrie

Kaliumdihydrogenphosphat 1 M
Laufmittel fir HPLC

80 % Formamid; 10 mmol/l EDTA; 1 mg/mi
Bromphenolblau; 1 mg/ml Xylencyanol;
1% SDS

15 % Ficoll 400; 1 mg/ml Orange G; dH,0

200 pl 1 %ige Ethidiumbromidlésung; 2 L dest.
H.O

SYBRGoId 1:1000in 1 x TBE
5 g Bis-Benzimid in 5 ml Aquadest.

100 pI  Kabsthymus DNA-Standard; 100 pl
10 x TNE-Puffer; 800 ul Aquadest.

90 ml Aqua dest.; 10 ml 10 x TNE-Puffer; 10 pl
Bis-Benzimid Stammldsung

136,09 g KH,PO, ad 1000 ml dH,O

95:4:1 (Kaiumdihydrogenphosphat 0,1 M, Me-
thanol, Eisessig): 100 ml 1 mol/l KH,PO,4. 80 ml
Methanol; 20 ml Eisessig; 1800 ml dH,O

Stammldsung  Paracetamol  und je 1 mg/ml und 10 mg/ml in dH,O

Paracetamol glukuronid
10 x Genetic Analyzer Buffer

Matrices fur Kapillarel ektrophorese

Hydroxyethylcellulose (HEC)
Lineares Polyacrylamid
Genescan Polymer

Performance Optimized Polymer 4

1 mol/l TAPS, 100 mmol/l EDTA, mit dH,O
auffillen

0,5%, 1%, 1,5%, 2%, 3% HEC in 1 x TBE,
nativ oder mit 7 mol/l Harnstoff

Acrylamid (4% T, 0% C) in 1 x TBE, mit und
ohne 7 mol/l Harnstoff

5%ige Losung in Genetic Anayzer Buffer;
5 %ige Losung mit 10 % Glycerinin 1 x TBE

POP4; [4% pDMA (Poly(N,N-Dimethyl-
acrylamid)), 8 mol/l Harnstoff, 5% 2-
Pyrrolidinon],

Perkin EImer Weiterstadt
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Methoden

5.1.6 Préaparation genomischer DNA aus Vollblut

Prinzip

Zur Praparation genomischer DNA kdnnen die im Vollblut enthaltenen peripheren
Leukozyten verwendet werden. Hierflr werden die kern- und DNA-losen Erythrozyten
lysiert und dekantiert, anschlieffend werden die Kernmembranen der Leukozyten
aufgel6st. Die DNA wird an das Anionenaustauscherharz der Saulen gebunden, durch
Waschschritte von Zellresten, Proteinen etc. befreit und dann in ein Sammelgefal?

eluiert.

Probengewinnung und Lagerung

Peripheres venoses Blut wird in ein 3 mI-EDTA-R6hrchen abgenommen. Falls die
Aufarbeitung nicht sofort erfolgt, kann das Rohrchen im Kihlschrank bei 4 °C fur zwei
Wochen gelagert werden. Préparierte DNA in TrissEDTA-Puffer wird im Kuhlschrank
bei 4 °C aufbewahrt.

Durchfihrung
Zur Préparation genomischer DNA aus Vollblut wurde der ,,Blood and Cell Culture

DNA Midi Kit“ der Firma Qiagen verwendet. Die verwendeten Puffer C1 (Lysepuffer),
G2 (Puffer fur Protease), QBT (Aquilibrationspuffer fur die Saulchen), QC
(Waschpuffer) und AF (Elutionspuffer) sind darin gebrauchsfertig enthaten, die
Protease wird in destilliertem H,O resuspendiert.

Je Probe werden 4 ml Puffer C1 und 12 ml eiskaltes Aqua dest. vermischt und auf Eis
gestellt. 2ml Vollblut und 8 ml des Cl-Wasser-Gemisches werden in ein 15 ml
Polypropylen-Rohrchen pipettiert, gevortext und 10 min auf Eisinkubiert. Die lysierten
Erythrozyten werden bei 1300 x g und 4 °C fir 15 min abzentrifugiert. Der Uberstand
wird dekantiert, erneut 8 ml C1-Wasser-Gemisch dazugegeben und das Pellet mit der
Pipette resuspendiert. Nach 10 min Inkubation auf Eis wird nochmals bei 1300 x g und
4°C fir 15 min zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das Pellet wird mit der
Pipette in 5 ml Puffer G2 resuspendiert. Dann werden 95 ul Protease hinzupipettiert,

gevortext, und die Proben bel 60 °C fir 60 min im Wasserbad inkubiert. Je ein Genomic
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Tip 100 / G wird in einer Halterung tber ein 50 ml Rohrchen gestellt und mit 5 ml
Puffer QBT &quilibriert. Dann werden die gevortexten Proben auf die Saulchen
gegeben. Diese konnen aufgrund einer integrierten Fritte nicht trockenlaufen. Nachdem
die Proben durchgelaufen sind, folgen zwei Waschschritte mit je 7,5 ml Puffer QC.
Dann werden die Saulchen Uber sterile Réhrchen gestellt und die DNA mit 5 ml Puffer
QF (50 °C) euiert, mit 3,5 ml Isopropanol (Raumtemperatur) préazipitiert und sofort bei
>5000 x g und 4 °C fur 15 min zentrifugiert. Der Uberstand wird verworfen und das
Pellet in 2 ml Ethanol 70 % gewaschen. Es folgt ein weiterer Zentrifugationsschritt bei
>5000x g und 4°C fir 15min. Der Uberstand wird verworfen und die Rohrchen
umgekehrt auf Zellstoff gestellt. Nach Verdunstung des Ethanols wird die DNA in
100 pl sterilen TE-Puffer aufgenommen und in sterile Aufbewahrungsgefalie tberfuhrt.

M ethodenspezifikation
Die Ausbeute an DNA aus 2 ml Vollblut nach dem beschriebenen Protokoll liegt

typischerweise zwischen 20 und 50 pg. Die maximale Bindungskapazitdt des Anionen-
austauscherharzes liegt bei 100 pg.

5.1.7 Préaparation genomischer DNA aus Speichel

Prinzip

Zur Prgparation genomischer DNA aus Speichel werden die im Speichel enthaltenen
Zdllen lysiert und dekantiert. Die DNA wird in Anwesenheit chaotropher Salze an die
Silicamembranen der im Kit enthaltenen Spinsaulen gebunden und in zwel Schritten
gewaschen. Dann wird die DNA durch Puffer mit niedrigem Salzgehalt in ein
Sammel gefald eluiert.

Probengewinnung und Lagerung

Der Proband sollte in den letzten 30 min vor der Probenentnahme weder Speisen noch
Getranke zu sich genommen haben. Durch Kaubewegungen und vorsichtiges Reiben
der Backenzéhne an der Wangenschleimhaut werden Epithel zellen abgeschabt und etwa
2ml in ein Rohrchen Uberfuhrt. Die Speichelproben werden bis zur Aufarbeitung bel
4 °C im Kuhlschrank verwahrt, maximal 24 h.

Seite 27



Material und Methoden

Durchfiihrung
Zur |Isolation genomischer DNA aus Speichel wurde der ,,DNA Blood Kit Midi* der

Firma Qiagen verwendet. Die genannten Puffer AL (Lysispuffer), AW (Waschpuffer)
und AE (Elutionspuffer) sind hierin gebrauchsfertig enthalten, die Protease wird in
destilliertem H,O resuspendiert.

Alle Zentrifugationsschritte werden bei Raumtemperatur ausgefihrt. 1 ml Speichel wird
mit 4 ml PBS gemischt und fur 5 min bei 1800 x g zentrifugiert. Der Uberstand wird de-
kantiert und das Pellet mit der Pipette in 180 ul PBS-Puffer resuspendiert. 25 ul Prote-
aselbsung und 200 ul Puffer AL werden zur Probe pipettiert und fir 15s gevortext,
dann 10 min bei 70 °C im Wasserbad inkubiert. Danach werden 200 pl Ethanol zur
Probe gegeben und diese wieder gevortext. Je eine QIAamp Spinsdule wird in ein im
Kit enthaltenes Sammelgefal? gesetzt und die Probe aufgetragen. Bei 6000 x g wird fir
2 min zentrifugiert (eventuell wiederholen), das Filtrat wird verworfen. Auf jede Saule
werden 500 pl Puffer AW gegeben und erneut bei 6000 x g fir 2 min zentrifugiert
(eventuell wiederholen). Das Filtrat wird verworfen. Noch einmal werden 500 pl Puffer
AW auf die Saulen pipettiert, dann wird bei 20.000 x g fur 3 min zentrifugiert. Die
Saule wird in ein Eppendorf Reaktionsgefald tberfihrt und 150 pl Puffer AE (70 °C)
werden auf die Saule pipettiert. Bei Raumtemperatur wird fur 1 min inkubiert und dann
zur Elution der DNA fur 1 min bei 6000 x g zentrifugiert.

M ethodenspezifikation
Die Ausbeute an DNA aus 1 ml Speichel nach dem beschriebenen Protokoll liegt
typischerweise bei 5-15 ng DNA.

5.1.8 Instagene Whole Blood Kit

Prinzip

Bel dieser Methode der DNA-Prdparation werden die im Vollblut enthatenen
Erythrozyten lysiert und dekantiert. Dann werden die Leukozyten gewaschen und
ebenfalls zerstort. Die Zelltrimmer und Proteine werden an eine Matrix gebunden, die
DNA verbleibt im Uberstand.
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Probengewinnung und Lagerung

Peripheres vendses Blut wird in Heparin-, EDTA- oder Zitrat-Rohrchen abgenommen.
Die praparierte DNA kann bei -20 °C tiefgefroren werden. Vor dem Einsatz wird sie
aufgetaut und die Matrix bel 12.000 rpm fur 1 min abzentrifugiert.

Durchfiihrung
50 pl Vollblut werden mit 1 ml Lysis-Puffer in einem 1,5 ml Reaktionsgefél3 vermischt,

gevortext und fur 8 min bel Raumtemperatur stehengelassen. Dann wird bei 12.000 rpm
fur 1 min zentrifugiert und der Uberstand verworfen. 0,5ml Lysis-Puffer werden
hinzugefiigt, gevortext und bei 12.000 rpm fiir 1 min zentrifugiert. Der Uberstand wird
verworfen und der letzte Waschvorgang wiederholt. 200 pl der gut durchmischten
Instagene-Matrix werden dazugegeben und das Gemisch bei 70 °C fir 8 min inkubiert.
Nach kurzem Vortexen wird bei 95 °C fir weitere 4 min inkubiert, gevortext und bei
12.000 rpm fir 1 min zentrifugiert. Entweder wird der DNA-haltige Uberstand direkt
fur die PCR eingesetzt, oder der gesamte Ansatz tiefgefroren.

M ethodenspezifikation

Die Konzentration der DNA bei Prgparation nach dieser Methode liegt im nicht-linearen
Mefbereich des Fluorimeters.

5.1.9 Fluorimetrische Quantifizierung von DNA

Prinzip

Die quantitative Bestimmung der praparierten DNA erfolgt mit Hilfe des Fluoreszenz-
farbstoffes Bis-Benzimid. Dieser interkaliert in die kleine Furche des DNA-
Doppelstranges. Dabel verschiebt sich sein Emissionsmaximum von 492 nm im
ungebundenen zu 458 nm in gebundenen Zustand. Die Detektion erfolgt bel 460 nm
und ist somit spezifisch fir den Bis-Benzimid-DNA-Komplex. Somit kann auf die
Konzentration der doppelstréngigen DNA in der Probe geschlossen werden. Da die
Emission des DNA-Bis-Benzimid-Komplexes vom Gehalt an Guanin und Cytosin
abhangig ist, wird zum Erstellen der Eichgeraden Kalbsthymus-DNA verwendet. Diese
hat einen G-/C-Gehalt und ist mit dem humaner DNA vergleichbar.
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Durchfiihrung
Das Fluorimeter wird kalibriert und eine Eichgerade Uber den Bereich von 100 bis

500 pg/ml erstellt. Nach dem Nullabgleich wird ein Aliquot der Probe zu Ldsung A
hinzupipettiert. Aus der gemessenen Konzentration und der Verdinnung wird die Kon-

zentration der Probe berechnet.

M ethodenspezifikation

Mef3bereich: 10-500 pg/ml DNA
Limit of detection: 2 ug/ml DNA
Limit of quantification: 5 pg/ml DNA

5.1.10 Polymerase K ettenreaktion

Prinzip

Mit Hilfe der Polymerase Kettenreaktion (PCR) kann ein Zielabschnitt der DNA
verviefdtigt werden. In mehreren Zyklen Trennung des DNA-Doppelstrangs in
Einzelstrange (Denaturierung), Anlagerung eines den Zielbereich flankierendes
Primerpaars (Annealing) und Extension durch eine DNA-Polymerase kann eine

Amplifikation um den Faktor 10° erreicht werden.

Durchfihrung
Je Reaktionsansatz werden etwa 200 ng DNA mit den angegeben Konzentrationen der

Primer, Nukleotide, Puffer und Polymerase in ein Reaktionsgefald pipettiert:

Reagenz Konzentration je Reaktionsansatz
Primer A 0,25 pmol/l

Primer B 0,25 pmol/l

Nukleotide je 0,2 mmol/I

MgCl,-Puffer, pH=8,6 2,5 mmol/l

Platinum Tsp Tag DNA-Polymerase 1U

H20 ad 50 pl
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Verwendete Reaktionsbedingungen des Thermocyclers: Initial 94 °C fur 5 min, darauf
folgen 30 Zyklen 94 °C - 57°C - 72 °C fir je 20 s, ein finader Extensionsschritt von
72°C fur 7min und Kihlung der Proben bei 4 °C bis zur weiteren Analyse der
Produkte.

5.1.11 Aufreinigung von PCR-Produkten

Prinzip

Die im Reaktionsansatz der PCR enthaltene DNA wird an ein Packungsmaterial
(Glasfaservlies bei Boehringer, Silicamembran bei QIAGEN) gebunden, welches sich in
kleinen Spinsdulchen befindet. Mit einem speziellen Waschpuffer werden die
Fragmente von Puffersalzen und anderen Zusétzen der PCR befreit, dann erfolgt die
Elution ein Sammelgefal.

Durchfihrung
QUIAquick PCR Purification Kit (50)

Der PCR-Ansatz wird mit dem 5fachen Volumen Puffer PB (Bindungspuffer) vermischt
und auf eine Spinsdule aufgegeben und bei 10.000x g (13.000rpm) fir 60s
zentrifugiert. Das Eluat wird verworfen. 750 ul Puffer PE (Waschpuffer) werden
aufgegeben und erneut bei 10.000 x g fur 60 s zentrifugiert. Nach Verwerfen des Eluats
wird die , leere® Saule nochmals fir 60 s zentrifugiert. Die Elution erfolgt mit 50 pl
Puffer EB (10 mmol/l Tris-HCI, pH 8,5) oder wahlweise 50 pl dH,O (pH 7,0-8,5) durch
zentrifugieren bei 10.000 x g fur 60 sin ein sauberes Sammel gef&f3.

Boehringer High Pure PCR Product Purification Kit

Zu einem 50 pl PCR-Reaktionsansatz werden 250 pl Bindungspuffer hinzugegeben und
vermischt. Ein Filtrationsgefald wird in ein Sammelgefal? gestellt und der Reaktionsan-
satz aufgegeben. Bei 13.000 x g wird fur 30 s zentrifugiert und das Eluat verworfen.
500 ul Waschpuffer werden auf das Filtrationsgefaldt pipettiert und bel 13.000 x g er-
neut fur 30 s zentrifugiert. Das Eluat wird verworfen und der Waschschritt mit 200 pl
Waschpuffer wiederholt. Das Filtergefald wird in ein Sammelgefal} eingesetzt. Der Elu-
tionspuffer wird im Waserbad auf 70 °C erwarmt. 50 pl werden auf das Filtertube auf-

gegeben und fur 3 min bel Raumtemperatur stehen gelassen. Dann erfolgt die Elution
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der DNA-Fragmente vom Glasfaservlies durch Zentrifugation bei maximaler Geschwin-
digkeit fir 30 s.

M ethodenspezifikation

Beide Kits geben einen optimalen Bereich von 400 bp bis 3 kbp Fragmentlange zu
reinigender DNA an. 98 bzw. 100 bp lange Fragmente liegen jeweils an der unteren
Grenze des Moglichen, die Ausbeuten nehmen hier stark ab.

5.1.12 Agarosegelelektrophorese

Prinzip

DNA-Fragmente wandern im elektrischen Feld aufgrund ihrer negativen Ladung in
Richtung Anode. Die Gelmatrix der Agarose setzt ihnen hierbel einen Widerstand
entgegen, der von der Porengrofe abhangt. DNA-Fragmente wandern im Gel mit einer
Geschwindigkeit, die umgekehrt proportional zum Logarithmus ihres Molekularge-
wichts ist. Die Agarosekonzentrationen der verwendeten Gele richtet sich nach der

Lange der zu trennenden Fragmente.

Durchfiihrung
Zur Kontrolle der PCR wurde eine Elektrophorese in 2%igen Agarosegelen

durchgeftihrt. Die Agarose wurde in 0,5 x TAE Puffer in der Mikrowelle bei 180 W
gelost und auf ca. 50 °C abgekihlt. Das Giefsen erfolgte in eine entsprechende Gief3-
wanne mit eingesetztem Kamm bis zu einer Schichthdhe von 1 cm. Bei Raum-
temperatur wurden die Gele zur Polymerisation fir ca. 30 min stehengelassen. In einer
auf 10 °C gekihlten Horizontalapparatur wurden die Gele mit 0,5 x TAE Puffer
Uberschichtet. 3 pl PCR-Produkt wurden mit 4 ul Beschwererlésung und 4 pl dH,0
versetzt, in die Geltaschen geladen und die Gele bel 140 V fur 1 Stunde laufen gelassen.
Nach 10 min Farben im Ethidiumbromid-Farbebad und 10 min entfarben im Wasserbad

wurden die Gele im UV-Licht videodensitometrisch ausgewertet.
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5.1.13 Polyacrylamidgelektrophorese

Prinzip

Das Prinzip der Polyacrylamidgel el ektrophorese beruht ebenso wie das der Agarosegel-
elektrophorese auf dem Prinzip der Gelfiltration. Bel der Herstellung von Polyacryl-
amidgelen werden Acrylamid- und N,N-Bisacrylamidmonomere mit Hilfe von
Ammoniumpersulfat und TEMED quervernetzt, so dal3 ein Gel mit definierter
Porengrof3e entsteht. Diese Porengrofde kann duch Variation der Anteile von Acrylamid
und Bisacrylamid beeinfluf3 werden. Die Gele werden mit Hilfe von Spacern zwischen
zwei Glasplatten gegossen und in Vertikalapparaturen gefahren. Die Gele enthielten
7 mol/l Harnstoff zur Denaturierung der DNA, um eine Trennung rein nach der Frag-
mentlange zu erreichen. In Abhéngigkeit der Basensequenz und daraus resultierender
Sekundér- und Tertiarstrukturen konnen - bei gleicher Fragmentlénge - Unterschiede in
der elektrophoretischen Mobilitét von bis zu 10 % entstehen. Tabelle 1 listet die
Fragmentlangen, mit denen die Farbstoffbanden in Abhangigkeit von der Gelkonzentra-

tion wandern.

Tabelle 1: Wanderungshohe der Farbstoffe

Polyacrylamid Bromphenolblau Xylencyanol
5% 35b 130b
6 % 26b 106 b
8% 19b 75b
10% 12b 55b

aus: Current Protocols Molecular of Biology

Durchfiihrung
Es wurden ausschlielllich 8%ige Gele mit enem Verhditnis von

Acrylamid:Bisacrylamid von 19:1 verwendet, damit betrug der Anteil an Crosslinker
5%. Die Gele wurden nach dem Giefen mindestens eine Stunde lang zur
Polymerisation bei Raumtemperatur stehengelassen. Die Dimension der Glasplatten
betrug 17,5 x 40 cm, die Spacer hatten eine Dicke von 0,2 mm. Ein Vorlaufen der Gele
erfolgte bel 65 W fur 30 min. 1 pl PCR-Produkt wurde in 3 pl Ladepuffer fir 2 min in
kochendem Wasser denaturiert und danach fur 2 min auf Eis inkubiert. Nach dem
Beladen wurden die Gele bei 40 W konstanter Leistung gefahren, bis die
Bromphenolblaubande den unteren Rand des Gels verlassen hatte. Die Gele wurde mit
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SYBRGold geférbt, ein Farbstoff, der an einzel- wie doppelstrangige DNA bindet. In
denaturierenden Gelen ist er >10fach sensitiver a's Ethidiumbromid. Aufgrund der nied-
rigen intrinsischen Fluoreszenz des ungebundenen Farbstoffs ist ein Entfarbeschritt
nicht notwendig. Im UV-Licht des Epiilluminators wurden die Gele unter Verwendung
eines entsprechenden Filters photographiert und als digitales Image gespeichert. Die
Auswertung erfolgte mit Hilfe des Programms ,, RFLP-Scan* der Firma Scanalytics. Bei
heterozygoten Alleltrégern lag der Quotient der prozentualen Spur-internen optischen
Dichte (%IntOD) typischerweise zwischen 0,60 und 0,92. Bei eéinem Verhanisvon <0,5
wurde vom Vorliegen einer sog. Schattenbande ausgegangen und der Proband als

homozygot wildtypisch oder mutiert eingestuft.

5.1.14 Elektroelution von DNA-Fragmenten

Prinzip

Zur Elektroelution von DNA-Fragmenten nach ihrer Auftrennung in Agarose- oder
Polyacrylamidgelen wurde das BioTrap Gerét verwendet. Es besteht aus einer Elutions-
kammer zur Aufnahme des Gelstiicks und Haltevorrichtungen fir zwel verschiedene
semipermeable Membranen. Diese begrenzen die sog. Falle, in welcher die DNA
»gefangen® wird. Die Membran BT2 am Falleneingang ist in einer Richtung durchléssig
fur DNA-Molekile bis zu einer Grofie von 150 kb. Die Membran BT1 am Fallenaus-
gang ist undurchléssig fur Fragmente >14 Basen. Die DNA-Fragmente wandern aus
dem Gelstiick in der Elutionskammer auf die Anode zu und durch die Membran BT2
hindurch in die Falle. Da sie die Membran BT1 am Fallenausgang nicht passieren

konnen, erfolgt die Anreicherung im Fallenvolumen.

Durchfihrung
Nach Elektrophorese in Agarose- oder PAA-Gel wird gewlinschte Bande ethidium-

bromidgefarbt / blind unter UV-Licht bei préaparativem Kamm ausgeschnitten, in die
Elutionskammer des BioTrap-Geréates Uberfihrt und mit 1 x TAE eben Uberschichtet.
Das Gerdt wird mit dem Fallenvolumen Richtung Anode in eine horizontale Elektro-
phoresekammer eingesetzt und diese mit Puffer mindestens bis auf die Flllhéhe in der
Elutionskammer beflllt. Die freie Pufferflache wird abgesperrt. Die Elution erfolgt bei
150 V fur 2 Stunden. Nach Beendigung wird fir 20 s bei 200 V umgepolt, um auf der
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BT1 Membran haftende DNA-Molekile abzuldsen. Dann wird das Eluat enthommen
(Fallenvolumen 200 - 800 pl).

M ethodenspezifikation
Effizienz der Elution liegt bel 90-95 %.

5.1.15 Restriktionsverdau

Prinzip

Restriktionsenzyme sind v.a. bakterielle Enzyme. Sie schiitzen die Bakterienzelle vor
fremder DNA, indem sie diese an bestimmten Stellen zerschneiden. Die bakterieneigene
DNA ist durch ein spezifisches M ethylierungsmuster vor dem Abbau durch ihre eigenen
Endonukleasen geschiitzt. Man unterscheidet 3 verschiedene Typen von Restriktions-
enzymen (Tabelle 2). Die meisten der bekannten Restriktionsenzyme gehdren zum Typ-
Il (etwa 93%). Sie bestehen aus Homodimeren entgegengesetzter Orientierung,
erkennen aso DNA-Sequenzen mit einer doppelten Rotationssymmetrie, sog.
Palindrome. Der Doppelstrang wird geschnitten und zurlick bleiben 3"-Hydroxyl- und
5"-Phosphatenden, entweder als stumpfe (,, blunt-ends*) ohne oder als kohasive (,, sticky-
ends‘) Enden mit 3"-oder 5"-Uberhangen.

Tabelle 2: Restriktionsendonukleasen

Typ-l Typ-l Typ-I1I
Proteinstruktur bifunktionelles Enzym  getrennte Endonuklease  bifunktionelles Enzym
aus drei Untereinheiten und Methylase aus zwei Untereinheiten
Erkennungsstelle zweigeteilt und 4-6-bp-Sequenz, 5-7 bp, asymmetrische
asymmetrisch palindromisch Sequenz
Spaltungsstelle unspezifisch, >1000 bp  identisch mit oder nahe  24-26 bp stromabwarts
von der Erkennungs- der Erkennungsstelle der Erkennungsstelle
stelle entfernt
Restriktion und schlief3en sich gegen- getrennte Reaktionen gleichzeitig
Methylierung seitig aus
Energiebedarf ATP-abhangig - ATP-abhangig

aus: B. Lewin, Gene, Spektrum Akademischer Verlag 1998

Durchfihrung
Die Restriktionsenzyme stellen unterschiedliche Anforderungen an Temperatur, Salz-

konzentrationen und pH-Wert, einige arbeiten nur in Anwesenheit von Serumalbumin.
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Die von den Herstellern gelieferten Puffer bieten diesbeziglich meist die optimalen
Bedingungen. Zur besseren Lagerfahigkeit werden Restriktionsenzyme oft in 50 %
Glycerin aufbewahrt. Viele Enzyme werden jedoch bei Glycerinkonzentrationen >10 %
in ihrer Aktivitdt gehemmt. Im Reaktionsansatz sollte das Volumen der Enzymldsung
deshalb hochstens 10 % betragen. Bel Verdau mit zwei oder mehr verschiedenen
Enzymen, die nicht in gleichem Puffermilieu arbeiten, wird zuerst der Verdau mit
demjenigen Enzym durchgefiihrt, welches die geringeren Salzkonzentrationen bendtigt.
Die Berechnung der einzusetzenden Units an Enzym leitet sich aus der Definition der
Enzymeinheiten her: Eine Unit ist digienige Menge an Enzym, die 1 pg A-Phagen-DNA
in einer Stunde bel der entsprechenden Temperatur vollstandig spaltet. Die Anzahl der
Restriktionsstellen eines jeweiligen Enzyms finden sich in der Literatur, die Lange A-
Phagen-Genoms betragt 48.500 bp.

48.500 bp Anzahl Schnittstellen in der DNA
A X X Menge DNA = Menge Enzym [U]
L&nge DNA Anzahl Schnittstellen im A-Phagen

Zur Herstellung eines Langenstandards von 98 bp wurde ein Doppelverdau von
pUC 19 DNA mit den Restriktionsenzymen Bsm Bl und Bsp HI durchgefiihrt. Diese ar-
beiten im gleichen Puffer, benttigen jedoch unterschiedliche Temperaturen. Bel
groReren Plasmiden ist der prozentuale Anteil des gewinschten 98-bp-Fragments
gemessen an der Gesamtmenge zu klein. Ein typischer Ansatz sah folgendermal3en aus:

Ansatz: pUC 19 DNA 60 ug
Puffer NEB 4 60 pl
Bsp HI 406,3 U
dH,O ad 600 pl

Inkubation fir 1-2 Stunden bei 37 °C
Bsm Bl 774U

Inkubation fur 1-2 Stunden bei 55 °C

Hierbei schneidet Bsm BI blunt ends an Position 629, Bsp HI schneidet 5 -overhanging
ends an den Positionen 727, 832 und 1840. Das kleinste Fragment besitzt demnach eine

Lange von 98 Basenpaaren und zusétzlichen 4 Uberhéngenden Basen am 5°-Ende; im
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denaturierenden Polyacrylamidgel erscheinen bei 98 und 102 b Banden. Ein Abstoppen
der Reaktion mit 10 mmol/l EDTA ist aufgrund der fehlenden Sternaktivitét (Schneiden
von DNA auch an anderen dhnlichen Sequenzen als der erkannten Restriktionsstelle)

der verwendeten Enzyme nicht nétig.

5.1.16 Kapillarelektrophorese

Prinzip

Die Kapillarelektrophorese (CE) stitzt sich auf die bekannten elektrophoretischen
Prinzipien und trennt Moleklle mit verschiedenen Verhdtnissen von Ladung zu Masse.
Dies lauft jedoch in Kapillaren aus Quarzglas mit einem Innendurchmesser von 20-
100 pm und wassrigen Puffersystemen ab. Die Injektion des Analyten in die Kapillare
geschieht elektrokinetisch durch Anlegen von Hochspannung oder hydrostatisch durch
Austiben von Druck oder Vakuum (Abbildung 5).

Abbildung 5: Prinzip der Kapillarelektr ophorese
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Der kleine Innendurchmesser bzw. die im Verhdtnis dazu grof3e Oberflache der
Kapillare ermoglichen eine sehr effektive Ableitung der entstehenden Joulschen
Wéarme. Dadurch kénnen 100fach hthere el ektrische Feldstérken verwendet werden als
in der klassischen Elektrophorese.

Bei DNA-Molekilen bleibt das Ladungs-Massen-Verhdltnis mit steigender Lange
immer gleich; eine Trennung verschieden langer Fragmente ist deshalb nur unter
Verwendung einer Siebmatrix im Puffersystem moglich. Anwendung finden hierbei
Losungen linearer Polymere wie z.B. Polyacrylamid [Heiger et a. 1990],
Cellulosederivate [Clark et a. 1994; Baba et al. 1993], Dextrane [Izmi et al. 1993] oder
Agarose [Bocek et al. 1992], die nach jeden Lauf erneuert werden. Sehr kleine
Fragmente und Oligonukleotide werden auch in Kapillaren analysiert, die mit querver-
netztem Polyacrylamid dauerhaft geflillt sind. Diese Kapillaren haben den Vorteil, dai3
kein Endoosmotischer Flu3 (Massetransport durch die Ladungsverhdltnisse an der
Kapillarinnenwand) entsteht. Zum selben Zweck werden auch Kapillaren verwendet,
deren Wénde mit hydrophilen Substanzen dauerhaft beschichtet sind. Die Detektion
erfolgt in jedem Fall on-line durch ein Fenster im Polyimid-Schutziiberzug der
Kapillaren. UV-oder Dioden-Array-Detektoren machen sich die natlrliche Absorption
von DNA bei einem Maximum bel 254 nm zunutze. Etwa um den Faktor 1000
empfindlicher sind Laser-Induzierte-Fluoreszenz-Detektoren (CE-LIF). Hierbel wird die
DNA (bzw. der entsprechende Analyt) mit einem Fluoreszenzfarbstoff markiert. Im
Detektionsfenster wird der Fluorophor durch den Laser angeregt und die Emission
detektiert. Die Detektionsgrenzen der CE-LIF liegen im Bereich von Atto- bzw.
Zeptomol (10™ bzw. 107! Mol).

M ethodenentwicklung

Die verschiedenen Matrices wurden in Kombination mit den verschiedenen Kapillaren
in unterschiedlichen Lé&ngen getestet. Der Einflul3 verschiedener Temperaturen,
Injektionsarten und Detektoren wurde ebenfalls untersucht. Die jeweils erreichbare
Trennleistung einer Matrix/Kapillare wurde ermittelt. Als interne Standards wurden
Fluoreszin in einer wassrigen Lésung von 107 mol/l und Thiazol Orange as Lésung
von 1 pug/pl in Methanol verwendet. Als Farbstoffe zur LIF-Detektion wurden Y O-
PRO-1 und OliGreen den Trennmatrices beigemischt. YO-PRO-1 bindet an DNA-
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Doppelstrange, OliGreen bindet an einzelstrangige Nukleinsduren (DNA und RNA).
OliGreen besitzt aufgrund seiner ausgepragten Basensel ektivitét eine sequenzabhangige
Fluoreszenzverstérkung. Diese ist am aufféligsten bei Bindung an poly(dT) und am
geringsten bel Bindung an poly(dC). Puffersalze und andere Reagentien fiihren neben
einer Verlangsamung der Wanderungsgeschwindigkeit von DNA-Molekilen zu einer
Verminderung der Signalstarken gegeniiber Messung in Wasser. Beispiel fur diesen
sog. Quenching-Effekt ist die Verminderung des Fluoreszenzsignals von OliGreen: bei
Anwesenheit von 100 mmol/l NaCl wird das Signal um 25 % vermindert, bei 5 mmol/I
MgCl, sogar um 34% (Exzitations- / Emissionswellenlangen 485/520 nm) [Molecular
Probes 1997]. Daher werden nicht aufgereinigte PCR-Fragmente moglichst verdinnt,
um die Salzkonzentrationen gering zu halten.

5.1.17 HPLC

Prinzip
Die High Performance Liquid Chromatography (Hochle stungs-Saulenfliissig-

Chromatographie) dient der Analyse komplexer Stoffgemische. Der Anayt wird in ein
geeignetes Laufmittel aufgenommen, die sog. mobile Phase. Diese wird durch Hoch-
druckpumpen Uber eine Stahlsaule geflihrt, die eine Saulenpackung aus porésen
Teilchen mit einem mittleren Durchmesser von 3-10 um beinhaltet. Hierdurch entsteht
ein hohes Verhdlitnis von Oberflache zu Volumen (das gesamte Hohlraumvolumen
entspricht etwa 80 % des geometrischen Saulenvolumens). Dabel kommt es an der
Grenzschicht zwischen Laufmittel und Saulenbett, der stationdren Phase, zur
Einstellung eines Verteillungsgleichgewichts der gelosten Substanzen. Dieses
Verteilungsgleichgewicht wird durch den Vertellungskoeffizienten K=Cs/Cm
beschrieben, wobei Cs der Konzentration der Substanz in der stationdren und Cm diein
der mobilen Phase bezeichnet. Eine Trennung der Substanzen eines Gemisches ist
maoglich, wenn sich ihre Verteilungskoeffizienten unterscheiden. Diese sind wiederum
abhangig vom verwendeten Laufmittel. Je nach Verteilungskoeffizient wird eine
Substanz mehr oder weniger lange auf der Saule zurtickgehalten, als der alleinige
Transport durch das Laufmittel (Totzeit) zur Elution bendtigen wirde. Diese sog.

Retentionszeit kann durch Detektion der Substanzen am Sdulenausgang bestimmt
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werden, beispielsweise durch Messung der UV-Absorption bei entsprechenden

Wellenlangen.

Probengewinnung und Lagerung

Die Urinsammel gefél3e der je vierstindigen Sammel perioden werden geschiittelt und je
ein Aliquot von 10 ml bei -20 °C bis zur Analytik eingefroren.

Durchfiihrung
Zur Bestimmung der Konzentrationen von unverdndertem Paracetamol und Para-

cetamolglukuronid wurde eine Methode von Goicoechea et a. [1995] modifiziert.
Hierbel wurde eine Saule von 125 mm Lange und 4 mm Innendurchmesser mit einer C-
18-Packung (mittlere Porengréf3e 5 um) in isokratischer Arbeitsweise verwendet. Zum
Ruckhalt groberer Verunreinigungen wurde eine Vorsaule von 4mm Lé&nge mit
gleichem Saulenbett vorgeschaltet. Das I njektionsvolumen betrug 20 pul, die Temperatur
des Saulenofens 50 °C. Bel einer Flulate von 1,5 ml/min wurde ein Druck von etwa
200 bar erreicht. Die Detektion erfolgte im UV-Licht bei 248 nm. Je Probe wurde eine
Doppelbestimmung durchgefiihrt. Die Laufzeit pro Analyse betrug 16 min, um
mogliche Verunreinigungen zuverléssig von der Saule zu entfernen. Die Auswertung

der Chromatogramme erfol gte durch die systemeigene Software.

Standardreihe

Zur Erstellung einer Standardreihe wurde Sammelurin von 3 verschiedenen Personen
mit Paracetamol und Paracetamol glukuronid versetzt und auf 1:10 mit destilliertem H,O
verdinnt, so dal3 die Urine Konzentrationen von je 5, 10, 25, 50, 100, 150 und
300 pg/ml Paracetamol und Paracetamol glukuronid enthielten.

Probenvorbereitung
Die Urine wurden nach dem Auftauen steril filtriert und 1:10 in dH,O verdinnt. Dann
wurden je 200pl in ein Probenvia eingeflllt und diese mit Krampendeckeln

verschlossen.
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M ethodenspezifikation

Mef3bereich: <1 pg/ml bis>1500 pg/mi
Limit of Quantification: <1 pg/ml
Limit of Detection: <1 pg/mi

Statistische Analyse

Zur statistischen Auswertung der Studie wurde das SAS®-Softwarepacket, Version
6.12, verwendet.

Deskriptive Statistik (Fallzahl, Mittelwert, Standardabweichung, Median, Maximum,
Minimum, oberes und unteres Quartil) wurde fir die demographischen Daten berechnet.
Die Pravalenz der klinischen Diagnose wurde fur ale Probanden gemeinsam und
getrennt nach Geschlecht und nach Rauchstatus bestimmt. Die Verteilung der Werte fir
Alter, Gewicht, BMI, ALT, AST, GLDH, yGT vs. die drei mdglichen Kategorien fir
GS wurden gegeben. Die Pravalenz der Genotypen wurde fir die Gesamtgruppe und
nach Geschlechtern getrennt berechnet, ebenso Mittelwerte und Standardabweichungen
der Bilirubinwerte und Leberenzyme und deren Verteilung. Die Unterschiede der
Bilirubinwerte zwischen den Geschlechtern wurden wegen der nicht-normaen
Vertellung mit dem Wilcoxon Rangsummentest untersucht, die der Leberenzyme mit
dem Student’s t-test. Die Unterschiede beziiglich der Bilirubinwerte nach Genotypen
wurden mit dem nicht-parametrischen Kruskal-Wallis Test getestet. Die Korrelation von
klinischer Diagnose und Genotyp wurde sowohl fur alle moglichen Kategorien als auch
fur jeweils zwel Kategorien (“GS-ja’, “GS-nein’; ,homozygot mutiert”, “anderer
Genotyp”) ermittelt und auf signifikante Unterschiede hin getestet (Wahrscheinlich-
keitsverhadltnis x> Test). Sensitivitat, Spezifitat und der pradiktive Wert wurden jeweils
berechnet. Neben der Betrachtung der Gesamtpopulation erfolgte hier eine Auswertung
nur der Manner. Zur Berechnung des pradiktiven Werts wurde das Bayes-Theorem

verwendet und die Pravalenz des GS aus den Studiendaten errechnet.

Sensitivitat* Préavalenz
(Senditivitét * Pravalenz) + (1 — Spezifitat)* (1 — Préavalenz)

Pradiktiver Wert =
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Ein loglineares Modell wurde zur Analyse von Diagnose (2 Kategorien), Geschlecht
und Genotyp (2 Kategorien) als Effekte verwendet. Ein weiteres loglineares Modell
diente zur Untersuchung der Korrelation von Diagnose, Geschlecht, Genotyp, Alter und
Gewicht (jeweils in 2 Klassen, jewells der Median as Klassengrenze fur Alter und
Gewicht). Ein drittes Modell beriicksichtigte die klinische Diagnose und den Genotyp in
jewells allen drei Kategorien (Wildtypen, Heterozygote und Mutanten) und das
Korpergewicht in 2 Klassen (< Median (72 kg) und > Median).

Probeweise wurden die Rollen von Genotyp und Kklinischer Diagnose vertauscht, d.h. es
wurde angenommen, dal3 der Genotyp wahr ist und die klinische Diagnose als Test zu
bewerten ist. Sensitivitdt, Spezifitdt und pradiktiver Wert wurden hierfir berechnet,
ebenso fur die Bewertung bel niedrigeren Bilirubinobergrenzen fir Manner (12, 14 und
16 pmol/l anstelle von 18 umol/l) und fir eine Bilirubinobergrenze von 15 umol/l fir
Frauen. Ferner wurden nur die beiden Kategorien von Genotypen *“homozygot mutiert”

und “heterozygot” im Vergleich zu den nicht-mutierten betrachtet.

Deskriptive Statistik fur die Variablen ALT, AST, GLDH, yGT und Bilirubin gegen
Geschlecht und Genotyp und gegen klinische Diagnose wurden berechnet. Explorative
statistische Tests fir die aufgelisteten Vergleiche wurden durchgefihrt:

Manner mit ,GS-ja* gegen Manner mit ,, GS-nein*

Manner mit ,, GS-nein“ gegen Frauen mit ,, GS-nein®

Manner des Genotyps 7/7 gegen Manner der anderen Genotypen (6/6 und 6/7)

Frauen des Genotyps 7/7 gegen Frauen der anderen Genotypen (6/6 und 6/7)

Manner des Genotyps 7/7 gegen Frauen des Genotyps 7/7

Méanner der Genotypen 6/6 und 6/7 gegen Frauen der Genotypen 6/6 und 6/7
Fir den ersten Vergleich wurde der nicht-parametrische Kolmogorov-Smirnov Test
verwendet. Eine parametrische Bestimmung der Lokalisation war nicht nétig, da durch
die Definitionskriterien fur die Diagnose “Gilbert Syndrom” bereits klar war, dal3 die
Verteilungstypen der Populationen mit und ohne GS essentiell unterschiedlich sind: Die
Verteilung der Werte der GS-ja-Gruppe war durch den Normalbereich der Laborwerte
eingegrenzt, wahrend die der GS-nein-Gruppe nicht beschrankt war. Daraus folgt, dafl3
die Variabilitdt der Leberwerte in der GS-nein-Gruppe grél3er war as die der GS-ja
Gruppe. Statistische Vergleiche mit der Gruppe “Frauen mit Diagnose GS-ja’ (Frauen
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mit ,GSja‘ gegen Frauen mit ,GS-nein“; Manner mit ,GSja‘ gegen Frauen mit ,GS-ja")
wurden wegen der kleinen Fallzahl (weibliche GS-ja: N=3) nicht durchgefihrt.

Die Berechnung der Parameter n, Mittelwert, SD, Minimum, Median, Maximum der
Metabolic Ratios erfolgte nach Rauchstatus, Pearson’s und Spearman’s Korrelations-
koeffizienten wurden berechnet fir die MRs und jede der folgenden Variablen: Alter,
Gewicht, BMI, ALT, AST, GLDH, yGT (am Teil 2 nahmen nur Méanner teil). Ferner
wurden die statistisch-beschreibenden Parameter der Metabolic Ratios nach Genotyp
berechnet. Um einen statistischen Unterschied in den Genotypen beziiglich der MRs zu
ermitteln, wurde eine Varianzanalyse (ANOVA) der MRs durchgefiihrt, die einen Term
fur Genotyp in das Modell einbezog. Wo nétig wurden die Daten vor der Analyse
logarythmisch transformiert. Ferner wurden die 0.g. Parameter fir die MRs auch nach
GS-Diagnose berechnet. Zur Uberpriifung der Korrelation zwischen Diagnose und
Bilirubinspiegel wurden die Korreationskoeffizienten nach Pearson und Spearman

berechnet.

Fallzahl schatzung:

Fir Teil 1 der Studie mufdte die Anzahl Probanden gentigend grof3 sein, um mindestens
6 homozygot mutierte (UGT1AL1/7) zu identifizieren (s.u.).

Fur Teil 2 der Studie wurde eine Zahl von 6 mannlichen UGT1A1/7 homozygoten und
6 entsprechenden UGT1A1/6 homozygoten Probanden als ausreichend betrachtet, um
eine statistisch signifikante Differenz von 9,5 in den Metabolic Ratios zwischen den

beiden Gruppen zu testen (a=0.05, power=80%, SD=5.0).
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6 Ergebnisse

Methoden

6.1.1 DNA-Extraktion

Die DNA-Extraktion aus Speichel ist ebenso zuverléssig wie die aus Vollblut mit dem
Qiagen Kit, vorteilhaft sind die geringeren Préparationszeiten und Kosten. Die Aus-
beute ist geringer, aber auf alle Falle ausreichend fur mehrere PCR-Ansdtze. Allerdings
mussen die Speichelproben innerhalb von 24 Stunden aufgearbeitet werden, wéhrend
die Vollblutproben ohne weiteres zwei Wochen im Kuhlschrank gelagert werden
koénnen. Die DNA-Extraktion aus Vollblut mit dem Instagene-Kit funktioniert ebenfalls
zuverldssig und mit geringem Aufwand an Zeit und Kosten, die Ausbeute reicht
alerdings nur fir etwa 2 PCR-Ansétze aus. Die Ergebnisse der Genotypisierung waren
nach allen drei Methoden der DNA-Pré&paration identisch.

6.1.2 Fragmentanalyse

Da Herstellung, Beladung, Lauf und Farbung von PAA-Gelen zeitaufwendig und mit
dem Hantieren mit giftigen Chemikalien verbunden sind, wurde nach einer Moglichkeit
gesucht, die Genotypisierung des UGT1A1l Promotors automatisiert mit Hilfe der
Kapillaren Gelelektrophorese durchfiihren zu kénnen. Verschiedene Trennmatrices, Ka-
pillaren und Laufebedingungen wurden auf ihre Trennleistung hin verglichen. Fur
Trennungen unter denaturierenden Bedingungen wurde die DNA mit 50 % Formamid
verdinnt und vor der Injektion bel 95 °C fur 2 min denaturiert und bis zur Verwendung
auf Eisinkubiert.

Eine Trennleistung von einer Base Langenunterschied konnte mit Kapillaren erreicht
werden, die dauerhaft mit denaturierendem Polyacrypamid gefllt waren (Abbildung 6).
Die verwendete Kapillare hatte einen inneren Durchmesser (i.D.) von 100 um und eine
effektive Lange von 47 cm. Die effektive Lange bezeichnet die Trennstrecke einer
Kapillare vom Inlet bis zum Detektionsfenster. Der fur die Trennleistung unwesentliche
Kapillarabschnitt vom Detektionsfenster bis zum Outletende wird hierbei nicht
berticksichtigt.
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Abbildung 6: Elektropherogramm: 1-b-Trennung in gelgefullter Kapillare
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Kapillare: eCAP ssDNA 100 Gel Column (100 pm i.D. x 47 cm e.L.); Injektion: -10kV fir 4 s,
Trennung: -14 kV; T=20 °C. Probe: pBR 322 DNA /Heelll Verdau. Die Fragmente mit 123
und 124 b Lénge sind voneinander getrennt.

Diese Kapillaren haben jedoch den Nachtell begrenzter Lebensdauer, v.a. be in
Formamid denaturierten Proben. Ferner sind die Laufzeiten sehr lang, da die Kapillare,
ahnlich einer HPLC-Saule, erst wieder , freilaufen” muf3, bevor die néchste Probe aufge-
geben werden kann. Bei austauschbaren Medien kann nach Detektion des interessieren-
den Bereichs die Trennmatrix mit weiteren ,, uninteressanten” Fragmenten durch frische
Matrix ersetzt werden.

Mit 2 % Hydroxyethylcellulose in 1 x TBE-Puffer konnte in einer mit Diphenyl-
dimethylpolysiloxan-beschichteten Kapillare (DB-17) der Dimension 100 um i.D. x
37cm el. eine maximae Trennleistung von 4 bp erreicht werden (Abbildung 7).
Laufbedingungen hierbei waren T =20 °C, Injektion -10kV fir 2s, Separation bei
-10 kV, Farbstoff: YO-PRO 1 pl/4 ml Matrix. Die Veranderungen der Trennleistung in
Abhangigkeit von der Konzentration der Hydroxyethylcellulose (HEC) und der
verwendeten Spannung (Kapillare: DB-17, 100 umi.D. x 37cmel.; T=20°C) sind in
Abbildung 8 dargestellt.
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Abbildung 7: Elektropherogramm: 4 bp Trennung in 2% HEC
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Fur die Analyse unter denaturierenden Bedingungen wurde POP4 verwendet (4 %
pDMA (Poly(N,N-Dimethylacrylamid)), 8 mol/l Harnstoff, 5% 2-Pyrrolidinon), ein
kommerziell erhédltliches viskoses Polymergemisch. Als Puffer an den Kapillarenden
wird 1 x Genetic Analyzer Buffer verwendet. Auf einer Kapillare ohne innere Beschich-
tung (uncoated), 50um i.D. x 40 cm effektive Lange, konnte bei einer Temperatur von
60 °C bei einer Spannung von -15 kV eine DNA-Leiter von Fragmenten mit jewells
10 b Léangenunterschied aufgetrennt werden (Abbildung 9).

Ein Trennung von 2 Basenpaaren bel nativen bzw. 2 Basen bel denaturierenden
Matrices war mit keiner der getesteten austauschbaren Matrices moglich. Daher konnte
die Genotypisierung des UGT1A 1 Promotors leider nicht automatisiert werden.

Abbildung 9: Elektropherogramm 10-b-Trennung in POP4
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6.1.3 Konzentrationsbestimmung von Paracetamol und Paracetamolglukuronid

Die Bestimmung der Konzentrationen von Paracetamol und Paracetamolglukuronid im
gesammelten Urin erfolgte durch eine HPLC-Methode. Abbildung 10 zeigt ein typi-
sches Chromatogramm, Abbildung 11 eine typische Standardreihe von Paracetamol und

Paracetamolglukuronid in Sammelurin, wie die Proben, 1:10 mit destilliertem Wasser
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verdinnt. Die Korrelationskoeffizienten der Peakflachen zu den Konzentrationen
betragen r°=0,9999 fiir Paracetamol und r>=0,9997 fiir Paracetamol-Glukuronid.

Abbildung 10: Typisches Chromatogramm

P -G lukuranid

B
— a0E

1818

=
$ Faraceiamal

Abbildung 11: Typische Standardreihe von Paracetamol und Paracetamol-Glukuronid

1 (b
8000 A
Faraelamal
T
A
% s000
@
: Hulurorid
= 4000 /. ]
j: : ~
[n __.--""--
2000 l""f-—--
| ____.-""
[ | ,,--"'.
.
D _ﬂ ] ] ] I | ]
i) &0 100 150 200 260 300 350

Konzentration [pg/ml]

.
g B
B 0 12 i 1 mn

Seite 48



Ergebnisse

Studienteil 1

Der erste Teil der Studie fand zwischen Dezember 1998 und Februar 1999 statt. Es
nahmen 304 Probanden daran teil, jeweils 152 Manner und Frauen. Die Anamnese
wurde standardisiert erhoben. Die Werte fir Hamatologie und klinische Chemie wurden
vom Labor fur klinische Chemie und Toxikologie der Bayer AG bestimmt.

6.1.4 Demographische Daten

Tabelle 3 gibt die wichtigsten demographischen Daten der Studienpopulation nach Ge-
schlecht wieder, Tabelle 4 listet weitere demographische Parameter der Gesamtpopu-
lation. Der afrikanische Proband wird von samtlichen statistischen Auswertung
bezlglich Gilbert Syndrom, Bilirubinwert und Korrelationen ausgeschlossen, da die
Bilirubinwerte dieser ethnischen Gruppe bel gleichem Genotyp deutlich niedriger liegen
[Beutler et a. 1998]. Die demographischen Tabellen listen seine Werte jedoch mit an.

Tabelle 3: Mittelwerte, Standar dabweichung und Ber eiche demographischer Daten

Mannliche Weibliche Gesamte
Probanden Probanden Population
N=152 N=152 N=304
Alter [Jahre] Mittelwert 353 334 34,3
SD 9,7 9,6 9,7
Bereich 18-64 18 -60 18-64
Rasse kaukasisch N=151 N=152 N=303
afrikanisch N=1 N=1
Gewicht [kg] Mittelwert 82,4 64,6 73,5
SD 10,8 11,4 14,2
Bereich 60 —115 40-104 40-115
BMI [kg/m?] Mittelwert 25,1 22,8 23,9
SD 31 34 34
Bereich 18,0—-34,6 16,4-34,2 16,4—-34,6
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Tabelle 4: Frequenzen und prozentuale Haufigkeiten demographischer und anamnestischer Daten
der gesamten Studienpopulation

Gesamte Population,

N=304

Geschlecht

Rasse

Relevante anamnestische Daten

Begleitmedikation

Rauchverhalten

Typ Raucher

(nur Raucher)

Raucherstatus

Alkoholkonsum

Begleitmedikation

Genotyp

Gilbert Syndrom

Ménnlich
weiblich
kaukasisch
afrikanisch
Nein

Ja

Nein

Ja
Nichtraucher
Passivraucher
Ehemaliger Raucher
Raucher
Zigaretten
Zigarren
Pfeife

Nichtraucher, inkl. passive und
ehemalige

< 10 Zigaretten/Tag*
> 10 Zigaretten/Tag **

Abstinent

Gering (<40 g/day)
Moderat (40-80 g/day)
Viel (>80 g/day)

Nein

Ja

UGT 1A1/6 homozygote
heterozygote

UGT 1A1/7 homozygote
UGT 1A1/5-1/6 heterozygote
Nein

Ja

Mdglich

N=152 (50,0%)
N=152 (50,0%)
N=303 (99,7%)
N= 1 (0,3%)
N=174 (57,2%)
N=130 (42,8%)
N= 213 (70,1%)
N=91 (29,9%)
N=185 (60,9%)
N= 5 (1,6%)
N= 21 (6,9%)
N= 93 (30,6%)
N=91 (97,8%)
N=1 (1,1%)
N=1 (1,1%)
N=211 (69,4%)

N=22 (7,2%)
N=71 (23,4%)
N=94 (30,9%)
N=202 (66,4%)

N=6 (2,0%)

N=2 (0,7%)

N= 213 (70,1%)
N=91 (29,9%)
N=128 (42,1%)
N=139 (45,7%)
N=36 (11,8%)
N=1 (0,3%)
264 (86,8%)
26 (8,6%)
14 (4,6%)

*  eingeschlossen Zigarrenraucher
**  eingeschlossen Pfeifenraucher
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6.1.5 Pravalenz desGilbert Syndroms

Diefolgende Tabelle 5 falét die Haufigkeit des klinischen GS nach Geschlecht und nach

Raucherstatus zusammen. Der Unterschied der Prévalenz des klinischen GS zwischen

Mannern und Frauen ist statistisch signifikant (p = 0,001, x>-Test), wahrend kein sta-

tistisch signifikanter Unterschied in der Haufigkeit des Syndroms zwischen Nichtrau-

chern, starken und weniger starken Rauchern besteht.

Tabelle 5: Gilbert Syndrom nach Geschlecht und Raucher status

Gilbert Gilbert Gilbert
Syndrom = Syndrom = Syndrom =
nein ja madglich
Geschlecht Ménnlich, N = 151 116=76,8% 23=152% 12=7,9%
Weiblich N = 152 147 = 96,7% 3=2,0% 2=1,3%
total, N = 303 263=86,8%  26=28,6% 14 =4,6%
Raucherstatus Nichtraucher, N= 211 178=84,4% 21 =10,0% 12=5,7%
< 10 Zigaretten/Tag N= 21 19 =90,5% 1=48% 1=4,8%
> 10 Zigaretten/Tag, N= 71 66 = 93,0% 4=5,6% 1=1,4%

In den Nichtrauchern sind passive und ehemalige Raucher eingeschlossen. Der Zigarrenraucher féllt in

die Kategorie <10 Zig./Tag, der Pfeifenraucher in die Kategorie 210 Zig./Tag.

6.1.6 Genotypen

Die Ermittlung der Genotypen erfolgte durch Amplifikation des Promotorbereichs der
UGT1A1 mit Hilfe einer PCR-Methode und nachfolgende Differenzierung der Allele
durch hochauflésende Polyacrylamid-Gelelektrophorese. Abbildung 12 zeigt ein

solches typisches PAA-Gel.
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Abbildung 12: Polyacrylamid-Gel zur Bestimmung des Genotyps

Die Spuren M enthaten den
Langenmarker (Phi X 174 RF DNA /
Hae lll + 50 bp Leiter) mit Banden bei
100 b und 118 b.

Der Genotyp der Probanden auf den
Spuren 3, 7 und 10 wurden as wild-
typisch identifiziert, die der Spuren
1,256 und 9 as heterozygot und
digjenigen auf Spur 4 und 8 als mutiert.

Tabelle 6 zeigt die Haufigkeitsvertellung der Genotypen bei den Geschlechtern.

Tendenziell gab es in der Gruppe der Manner mehr Mutanten und in der Gruppe der
Frauen mehr Wildtypen. Der Unterschied ist jedoch nicht statistisch signifikant

(p = 0,075, x> Test).

Tabelle 6: Haufigkeiten der Genotypen nach Geschlecht

Wildtyp Heterozygot Mutant Heterozygot
(6/6) (6/7) (717) (5/6)
Mannlich, N = 152 56 = 36,8% 73 =48,0% 23=15,1% -
Weiblich, N = 152 72 =47,4% 66 = 43,4% 13=28,6% 1=0,7%
Total, N = 304 128 =42,1% 139 =45,7% 36 =11,8% 1=0,3%

6.1.7 Leberenzymeund Bilirubin

Aus der Tabelle 7 (Verteilung der Parameter Alter, Korpergewicht und BMI vs.
Geschlecht; Mittelwerte und Standardabweichungen) geht hervor, dal3 die Werte der

weiblichen generell unter denen der méannlichen Probanden lagen. Dal3 heildt, die Frauen

waren durchschnittlich jinger und leichter und hatten einen geringeren BMI.

Seite 52



Ergebnisse

Tabelle 7: Alter, Gewicht, BMI nach GS; Mittelwerte (SD)
Geschlecht GS N Alter [Jahre] Gewicht [kq] BMI [kg/n]
Mannlich Nein 116 36,01 (9,45) 83,15 (11,07) 25,35 (2,99)
Ja 23 31,00 (11,33) 78,39 (8,47) 23,74 (2,45)
Méglich 12 36,50 (7,50) 82,33 (11,73) 25,12 (3,69)
Weiblich Nein 147 33,63 (9,58) 64,78 (11,43) 22,79 (3/45)
Ja 3 28,00 (6,93) 59,67 (8,39) 21,84 (3,90)
Maoglich 2 23,00 (2,83) 60,50 (12,02) 21,49 (3,38)
Total Nein 263 34,68 (9,58) 72,92 (14,50) 23,93 (3,49)
Ja 26 30,65 (10,85) 76,23 (10,30) 23,52 (2,63)
Méglich 14 34,57 (8,50) 79,21 (13,80) 24,60 (3,76)

Tabelle 8 listet die Leberwerte und die Bilirubinspiegel (Gesamtbilirubin) nach

Geschlecht. Die Bilirubinwerte waren bei den Frauen mit einem Mittelwert (SD) von
10,17 (5,37) umol/l niedriger verglichen mit 14,39 (8,95) umol/l bel den Mannern.
Dieser Unterschied ist statistisch signifikant (t-test: p<0,001).

Tabelle 8: Leberenzyme und Bilirubinwerte nach Geschlecht; Mittelwerte (SD)

AST [U/1] ALT [U/] yGT [U/] GLDH[U/  Bilirubin [umol/]
M énner 1022(2,94)  1371(674)  12,28(8,02) 1,72(1,67) 14,39 (8,95)
Frauen 8,62 (2,09) 8,96 (3,83) 836(513)  1,18(1,14) 10,17 (5,37)
Gesamt 9,41 (2,67) 11,33(597)  10,31(7,01) 1,45 (1,45) 12,28 (7,66)

6.1.8 Korrelation Klinische Diagnose GS — Genotyp

Tabelle 9 gibt die Frequenzen des klinischen GS nach Genotyp und Geschlecht in allen

Kategorien wieder.
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Tabelle 9: Frequenzen GS nach Genotyp und Geschlecht (alle Kategorien)

Gilbert Syndrom

Geschlecht Genotyp total nein ja moglich
total 6/6 127 (100,0%) 121 (95,3%) 2 (1,6%) 4(3,1%)
6/7 139 (100,0%) 124 (89,2%) 10 (7,2%) 5 (3,6%)
717 36 (100,0%) 17 (47,2%) 14 (38,9%) 5 (13,9%)
5/6 1 (100,0%) 1 (100,0%) - -
total 303 (100,0%) 263 (86,8%) 26 (8,6%) 14 (4,6%)
mannlich 6/6 55(100,0%) 50 (90,9%) 2 (3,6%) 3 (5,4%)
6/7 73(100,0%) 59 (80,8%) 9 (12,3%) 5 (6,8%)
717 23 (100,0%) 7 (30,4%) 12 (52,2%) 4 (17,4%)
total 151 (100,0%) 116 (76,8%) 23 (15,2%) 12 (7,9%)
weiblich 6/6 72 (100,0%) 71 (98,6%) - 1 (1,4%)
6/7 66 (100,0%) 65 (98,5%) 1 (1,5%) -
77 13 (100,0%) 10 (76,9%) 2 (15,4%) 1(7,7%)
5/6 1 (100,0%) 1 (100,0%) - -
total 152 (100,0%) 147 (96,7%) 3 (2,0%) 2 (1,3%)

Werden fur die folgende Betrachtung die Gruppe der ,, GS-mdglich® und der 5/6-Geno-

typ ignoriert, resultiert Tabelle 10.

Tabelle 10: Haufigkeit GS (ja/nein) nach Genotyp (3 Kategorien)

Geschlecht Genotyp GS=nein GS=ja Tota
Gesamt 6/6 121 2 123
6/7 124 10 134
77 17 14 31
Total 262 26 288
Ménner 6/6 50 2 52
6/7 59 9 68
717 7 12 19
Total 116 23 139
Frauen 6/6 71 0 71
6/7 65 1 66
"7 10 2 12
Total 146 3 149
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Fur die Hypothese, dald3 die Variable , Gilbert Syndrom* gleichmaiig verteilt ist
zwischen den Gruppen der wildtypischen Genotypen, der Heterozygoten und der
Mutanten betrégt der p-Wert 0,001 fir Manner und Frauen zusammen betrachtet, 0,001
fur Manner aleine und 0,017 fur Frauen alleine. Das bedeutet, dal3 ein klarer Zusam-

menhang zwischen dem Genotyp und dem Auftreten des Gilbert Syndroms besteht.

Tabelle 11 gibt die Frequenzen des klinischen GS vs. Genotyp in je zwel Kategorien

wieder (GS-ja/ GS-nein; homozgot-mutiert / anders).

Tabelle 11: Haufigkeit GS (ja/nein) nach Genotyp (zwei Kategorien)

Mutanten Andere Genotypen Total
(717) (6/6 und 6/7)
Gilbert Syndrom = ja 14 12 26
Gilbert Syndrom = nein 17 245 262
Total 31 258 288

Unter der Annahme, dal3 die klinische Diagnosestellung des Gilbert Syndroms den
tatsachlichen Krankheitsstatus erfaldt, konnen folgende Aussagen zur Genotypisierung
als Testverfahren getroffen werden:

Die Sengitivitét des Gentests betragt: 14/26 = 53,8%.

Die Spezifitat des Gentests betragt: 245/262 =93,5%.

Der pradiktive Wert des Gentests betragt 43,9%.

Diese Ergebnisse verandern sich nicht mal3geblich, wenn nur die Manner betrachtet
werden (Sensitivitét: 52%, Spezifitdt: 94%, pradiktiver Wert: 63%). Entsprechende
Berechnungen fur Frauen werden nicht angestellt, da in dieser Gruppe nur 3 Félle von
GS auftraten.
Insgesamt betragt die Prévalenz des GS 8,6%. Fur die Untergruppen der einzelnen
Genotypen betragen die Frequenzen:

Wildtypen (6/6): 1,6%

Heterozygote (6/7): 7,2%

Mutanten (7/7): 38,9%
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Wenn man den Gentest modifiziert betrachtet und als ein positives Ergebnis sowohl den
homozygot mutierten al's auch den heterozygoten Genotyp betrachtet, dann ergeben sich
folgende Charakteristika:

Sensitivitét: 24/ 26 = 92,3%

Spezifitét: 123/262 = 46,9%

Pradiktiver Wert: = 13,9%

Das bedeutet, falls bel dem Probanden ein GS vorliegt, dann hat er mit hoher Wahr-
scheinlichkeit auch einen positiven Gentest (92,3%). Bel einem positiven Gentest ist es
jedoch eher unwahrscheinlich, dafld der Patient ein GS hat (13,9%).
Unter der hypothetischen Annahme, da3 das Vorliegen des homozygot mutierten
Genotyps den wahren Krankheitsstatus ausmacht, kann die klinische Diagnose durch
die Bewertung von Bilirubin und den Leberenzymen zur Vorhersage der Krankheit
betrachtet werden. Dieser Test hétte folgende Charakteristika:

Sengitivitét: 14/ 31 =45,2%

Spezifitét: 247/259 = 95,4%

Prédiktiver Wert:  =56,7%

Die Sensitivitét des Tests kann gesteigert werden, indem die Obergrenze fur Bilirubin
von 18 pumol/I gesenkt wird. Damit einhergehend sinkt allerdings die Spezifitét, so dal3
der pradiktive Wert ebenfalls abnimmt. Beispielsweise ergibt ein Senken der Bilirubin-
obergrenze auf 12 umol/l, wie in Tabelle 12 gelistet, eine Sengitivitdt von 72%, eine

Spezifitdt von 71% und einen pradiktiven Wert von nur noch 25%.

Tabelle12: Sengitivitét, Spezifitat und préadiktiver Wert bel als wahr angenommenem Genotyp
fur die Bestimmung des Gilbert Syndroms, nur M &nner

Obergrenze fur Bilirubin Sensitivitét Spezifitat Pradiktiver Wert
(umol/l)
16 56,7% 87,5% 37,9%
14 65,5% 81,7% 32,5%
12 72,4% 71,2% 25,3%
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Tabelle 13 stellt die Frequenzen GS nach Genotyp fur die Gruppe der Frauen dar, wenn
fur die Diagnosestellung ein oberer Bilirubinwert von 15 umol/l betrachtet wird. Der
p-Wert fur die Null-Hypothese, da3 die Diagnose GS-ja in alen Gruppen von
Genotypen gleich haufig vorkommt, ist 0,001 (ohne Betrachtung der GS-mdglich-
Gruppe). Demnach besteht eine Assoziation zwischen Gilbert Syndrom und Genotyp.

Tabelle 13: Haufigkeit GS vs. Genotyp, Frauen, Bilirubinober grenze 15 pmol/|

Gilbert Syndrom Frauen, Obergrenze 15 pmol/|

Genotyp GS-nein GSja GS-moglich Total
6/6 70 (97.2%) 2( 2.8%) 72 (100.0%)
6/7 59 ( 89.4%) 7 ( 10.6%) 66 (100.0%)
717 5 ( 38.5%) 5 ( 38.5%) 3(23.1%) 13 (100.0%)
5/6 1 (100.0%) 1 (100.0%)
total 135 ( 88.8%) 14 ( 9.2%) 3( 2.0%) 152 (100.0%)

Insgesamt zeigt die statistische Analyse eine eindeutige positive Korrelation zwischen
der klinischen Diagnose des Gilbert Syndroms und dem Genotyp (p<0,001, x>-Test).
Der Phi-K oeffizient als ein gebrauchliches Mef3verfahren fir die Stérke von Zusammen-
héngen und wird interpretiert wie ein Korrelationskoeffizient. In diesem Fall ergibt die

Berechnung des Phi-K oeffizienten einen Wert von 0,438.

6.1.9 Korreation Bilirubin - Genotyp

Die Bilirubinwerte der homozygoten Wildtypen lagen durchschnittlich am niedrigsten,
die der homozygoten Mutanten am hdchsten. Dies gilt fur die Gesamtgruppe wie fur
Manner und Frauen getrennt. Der Unterschied war statistisch signifikant (p<0,001;
ANOVA). Dabei muR’ angemerkt werden, dal3 die Variabilitdt der Werte bel den homo-
zygot Mutierten deutlich grof3er war verglichen mit den anderen Genotypen. Tabelle 14

faldt Mittelwerte und Standardabwei chungen zusammen.
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Tabelle 14: Mittelwerte (SD) fur Gesamtbilirubin [pmol/l], nach Genotyp

Wildtypen Heterozygote Mutanten Heterozygote
(6/6) (6/7) (717) (5/6)
N=128 N=139 N=36 N=1
Ménnlich, N = 151 11,46 (4,83) 13,40 (6,00) 24,55 (15,42) -
Weiblich, N = 152 8,74 (3,08) 10,32 (4,13) 17,79 (11,70) 4,10 (-)
Total, N = 303 9,92 (4,15) 11,94 (541) 22,11 (14,40) 4,10 (-)

Die Verteilungen Uberlappen sich und zeigen unterschiedliche Formen, so daf3 der

Mittelwert aleine die Verteilung der Bilirubinwerte Uber die Genotypen nicht
hinreichend charakterisiert (Abbildung 13).

Abbildung 13: Verteilung der Bilirubinwerte nach Genotyp
G

=#=wi ~S—hai —Fmut

Hilufigkeit

=1 =110 =20 =30 =40 =50 1] =70

Bilirubin [puM ]

Dargestellt ist die Haufigkeit der Bilirubinwerte in Klassen von 5 pumol/I. ,wt* bezeichnet

die wildtypische Allelkombination, , het* den heterozygoten Genotyp und , mut* den
homozygot mutierten Genotyp.
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6.1.10 Korreation Bilirubin —Klinische Diagnose GS

Tabelle 15 zeigt die deskriptive Statistik fur Bilirubin gegen die klinische Diagnose GS
in alen drel Kategorien (ja, nein, moglich).

Tabelle 15: Bilirubin [pmol/l] vs. Klinische Diagnose

Geschlecht GS N Mittelwert (SD)  Minimum Median Maximum
Ménnlich Nein 116 10,83 (3,50) 4,10 10,80 18,00
Ja 23 25,49 (9,92) 18,30 21,30 56,10
Méglich 12 27,58 (13,59) 19,00 25,10 69,70
Weiblich Nein 147 9,47 (3,34) 4,10 8,80 18,00
Ja 3 33,67 (14,82) 22,20 28,40 50,40
Méglich 2 26,40 (6,65) 21,70 26,40 31,10
Total Nein 263 10,07 (3,47) 4,10 9,65 18,00
Ja 26 26,43 (10,55) 18,30 21,85 56,10
Madglich 14 27,41 (12,65) 19,00 25,10 69,70

Durch die Definition der Diagnosestellung liegen die Bilirubinwerte der Probanden
ohne GS mit einem Mittelwert (SD) von 10.07 (3.47) umol/l niedriger as die der
Probanden mit GS (26.43 (10.55) umol/l). Die Variabilitdt war in der Gruppe mit GS
deutlich groRRer alsin der Gruppe ohne GS.

6.1.11 Leberwerte

Tabelle 16 zeigt in erster Linie die Unterschiede zwischen Ménnern und Frauen (jeweils
letzte Reihe eines jeden Parameters). Ein Unterschied in der Verteilung der ALT-Werte
zwischen mannlichen GS-ja und mannlichen GS-nein wurde angedeutet mit etwas
hoherem Mittelwert (13,6 U/l) und SD (6,41 U/I) fur die mannlichen GS-nein als bel
den GS-ja (11,8 U/l; SD 4,43 U/l). Allerdings konnte solch ein Unterschied aufgrund
der Definition der Kriterien zur klinischen Diagnosestellung erwartet werden. Anaog
hierzu konnte ein (weniger deutlicher) Unterschied zwischen GS-ja und GS-nein in
Bezug auf die yGT erkannt werden. Ebenfalls durch die Diagnosekriterien bedingt
waren die Bilirubinwerte zwischen den GS-Diagnosegruppen eindeutig unterschiedlich.

Die Verteilungen Uberschneiden sich per definitionem nicht und die Mittelwerte (SD)
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waren demnach mit 25,5 pmol/l (9,92 pmol/l) héher in der GS-ja-Gruppe dsin der GS-

nein-Gruppe mit 10,8 pumol/I (3,50 umol/l).

Tabelle 16: Explorative p-Werteder Vergleicheder Leberenzyme und Bilirubin vs. GS

Variable Vergleich N Statistischer Test nichtadjustierter
p-Wert
ALT (U Manner: GSjavs GS-nein 23vs116  Kolmogorov-Smirnov 0,031
Frauen: GSjavs GS nein 3vs 147 Nicht getestet 2
GSja Manner vs Frauen 23vs3 Nicht getestet 2)
GSnein: Ménner vs Frauen 116 vs 147 t-test unequal variance 0,0001
AST (U/l) Manner: GSjavs GSnein 23vs116  Kolmogorov-Smirnov 0,330
Frauen: GSjavs GS nein 3vs 147 Nicht getestet 2
GSja Manner vs Frauen 23vs3 Nicht getestet 2)
GSnein: Ménner vs Frauen 116 vs 147 t-test unequal variance 0,0001
GLDH (u/l) Manner: GSjavs GS nein 23vs116  Kolmogorov-Smirnov 0,357
Frauen: GSjavs GS nein 3vs 147 Nicht getestet 2
GSja Manner vs Frauen 23vs3 Nicht getestet 2)
GSnein: Ménner vs Frauen 116 vs 147 t-test unequal variance 0,001
YyGT (U/l) Manner: GSjavs GS nein 23vs116  Kolmogorov-Smirnov 0,089
Frauen: GSjavs GS nein 3vs 147 Nicht getestet 2
GSja Manner vs Frauen 23vs3 Nicht getestet 2)
GSnein: Ménner vs Frauen 116 vs 147 t-test unequal variance 0,0001
Tot. Bilirubin ~ Manner: GSjavsGSnein ~ 23vs116 Nicht getestet ¥
(umol/) Frauen: GSjavsGSnein  3vs147 Nicht getestet 2
GSja Manner vs Frauen 23vs3 Nicht getestetz)
GSnein: Ménner vs Frauen 116 vs 147 0,002

t-test equal variance

) Diebeiden Gruppen “GS+ja’ und “GS-nein” sind essentiell unterschiedlich aufgrund der Diagnosekri-
terien betreffend Gesamtbilirubin. Daher ist ein statistischer Test nicht notwendig.
) Die Fallzahl der Frauengruppe ist zu klein fir nicht-parametrische Testung.

Die Tabelle 17 vergleicht die Leberenzyme und Bilirubinwerte der verschiedenen

Genotypen und Geschlechter. Hauptsachlich wird der bestehende Unterschied zwischen

Mannern und Frauen betont (letzte beiden Reihen je Parameter). Die Hinweise flr einen

Unterschied zwischen den Geschlechtern scheint dem p-Wert nach bei den Mutanten
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weniger ausgepragt zu sein als bei den anderen Genotypen, da die Stichprobe der
M utantenpopul ation sehr viel kleiner war a's die anderen (36 versus 267).

Bezlglich der vier betrachteten Leberwerte konnten zwischen den Genotypen keinerlei
Unterschiede festgestellt werden. Bei Bilirubin hingegen waren die Mittelwerte (SD)
der Mutanten hoher as die der anderen Genotypen, jeweils bei beiden Geschlechtern:
24,6 (15,4) pmol/l vs 12,6 (5,58) umol/l bei den Mannern und 17,8 (11,7) pmol/l vs 9,5
(3,71) pmol/l bei den Frauen.

Tabelle 17: Explorative p-Werteder Vergleicheder L eberenzyme und Bilirubin vs. Genotyp

Variable Vergleich N Statistischer Test Unadjusted p-
value of test
ALT (U/l) Ménner: mut vs wt/het 23vs 128 t-test equal variance 0,611
Frauen: mut vs wt/het 13vs 139 t-test unequal variance 0,504
Mut: Ménner vs Frauen 23vs13 t-test equal variance 0,058
wt/het: Manner vs Frauen  128vs139  t-test unequal variances 0,0001
AST (U/) Manner: mut vs wt/het 23vs128 t-test equal variance 0,991
Frauen: mut vs wt/het 13vs 139 t-test unequal variance 0,229
Mut: Mé@nner vs Frauen 23vs13 t-test equal variance 0,588
wt/het: Manner vs Frauen 128vs139  t-test unequal variance 0,0001
GLDH (U/) Manner: mut vs wt/het 23vs128  t-test unequal variance 0,538
Frauen: mut vs wt/het 13vs 139 t-test equal variance 0,956
Mut: Manner vs Frauen 23vs13 t-test unequal variance 0,173
wt/het; Manner vs Frauen  128vs139  t-test unequal variance 0,003
VGT (U/l) Ménner: mut vs wt/het 23vs 128 t-test unequal variance 0,090
Frauen: mut vs wt/het 13vs 139 t-test equal variance 0,109
Mut: Mé@nner vs Frauen 23vs13 t-test unequal variance 0,073
wt/het: Manner vs Frauen 128vs139  t-test unequal variance 0,0001
Tot. Bilirubin  Ménner: mut vs wt/het 23vs128  t-test unequal variance 0,001
(Hmol/1) Frauen: mut vs wt/het 13vs139  t-test unequal variance 0,025
Mut: Mé@nner vs Frauen 23vs13 t-test equal variance 0,180
wt/het; Manner vs Frauen  128vs139  t-test unequal variance 0,0001
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6.1.12 Analyseloglinearer Modelle

Um die mehrdimensionale Korrelationsstruktur mehrerer verschiedener Variablen zu
untersuchen, wurden die folgenden loglinearen Modelle errichtet:
Modell 1: Ein Modell welches Geschlecht, Korpergewichtsklasse (< Median (72 kg)
und > Median), und Genotyp (homozygot mutiert oder anders) berticksichtigt
Modell 2: Ein Modell beinhatend Gilbert Syndrom (Ja oder Nein), Altersklasse
(< Median (72 Jahre) und > Median), Korpergewichtsklasse (< Median (72 kg) und
> Median), und Genotyp (homozygot mutiert oder anders)
Modell 3: Ein Modedl fur Gilbert Syndrom (Ja, Nen, Maoglich),
Korpergewichtsklasse (< Median (72 kg)und > Median), und Genotyp (homozygot
mutiert, heterozygot, homozygot wildtypisch)
Aufgrund geringer Datenmengen (z.B. entsprachen nur 3 Frauen den Diagnosekriterien
“GSja’) konnten Modelle mit grofReren Anzahlen von Variablen nicht angepaldt
werden. Vor dem Erstellen der Modelle wurde gezeigt, dal3 der Raucherstatus und das
Alter keine besondere Beziehung zu den eingeschlossenen Kriterien zeigen
(ausgenommen Alter mit GS, siehe Tabelle 4). Die erste Modellanalyse zeigte einen
signifikanten Zusammenhang zwischen Geschlecht und Korpergewicht (p<0,001), was
durch den Unterschied in den mittleren Korpergewichten zwischen Mannern und Frauen
erklart werden kann, welcher bereits erwdhnt wurde (Tabelle4). Die zweite Anayse
zeigte eine signifikante Beziehung zwischen Genotyp und Gilbert Syndrom (p<0,001).
Eine Beziehung wurde angedeutet zwischen GS und Korpergewicht (p=0,11), zwischen
GS und Altersklasse (p=0,09) und zwischen Altersklasse und Gewichtsklasse (p=0,06).
Das dritte Modell, welches alle Kategorien fir klinische Diagnose und Genotypen
berlicksichtigt, zeigte wiederum einen signifikanten Zusammenhang zwischen GS und

Genotyp (p<0,001) und deutet eine Beziehung zwischen GS und Gewichtsklasse an.

Studienteil 2

Teil 2 der Studie wurde im Mai 1999 durchgefthrt. Es nahmen 9 Probanden mit
mutiertem, 8 Probanden mit heterozygotem und 6 Probanden mit homozygot wildtypi-
schem UGT1A1 Promotor teil. Von diesen 23 Probanden konnten die Daten von 22

kompl ett ausgewertet werden. Aufgrund eines Fehlers beim Urinsammeln sind fir einen
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der Mutanten nur die Daten fur die gesamte Sammelperiode von 0-8 Stunden
verfligbar. Diese sind in der folgenden Auswertung nicht einbezogen, wenn nicht extra

angemerkt.

6.1.13 Phanotypen

Tabelle 18 zeigt die Metabolic Ratios (MRs) versus Raucherstatus. Zwischen den MRs
der Nichtraucher, der leichten (<10Zigaretten/Tag) und starken Raucher
(> 10 Zigaretten/Tag) war keinerlel Unterschied erkennbar. Dabei muf jedoch in
Betracht gezogen werden, dal3 die Anzahl der Probanden in den Subgruppen nur 16, 2
bzw. 5 betrug.

Tabelle 18: MR vs. Raucher status

Sammel- Raucherstatus N Mittelwert SD Minimum Median Maximum
periode

0-4h Nichtraucher 16 15,63 8,85 5,23 12,74 35,13
<10 Zig./Tag 2 16,48 1,58 15,36 16,48 17,60
>10Zig./Tag 4 18,08 9,39 9,26 17,66 27,74

Total 22 16,16 8,34 5,23 14,19 35,13

4-8h Nichtraucher 16 27,80 14,06 7,41 29,43 60,63
<10 Zig./Tag 2 23,27 4,33 20,21 23,27 26,33
>10Zig./Tag 4 26,54 13,16 7,89 29,73 38,81

Total 22 27,16 12,98 7,41 29,01 60,63

0-8h Nichtraucher 16 18,27 9,55 6,13 16,84 36,43
<10 Zig./Tag 2 19,75 2,66 17,87 19,75 21,63
>10Zig./Tag 4 20,82 9,27 511 23,18 28,37

Total 22 18,95 8,90 511 18,18 36,43

Tabelle 19 listet Korrelationskoeffizienten fur Metabolic Ratios vs. Alter, Gewicht,
Body Mass Index, ALT, AST, GLDH und yGT. Hieraus 1&8% sich eine positive
Korrelation zwischen der Metabolic Ratio und den Parametern ALT und GLDH
erkennen. In beiden Fallen betrug der Korrelationskoeffizient nach Pearson 0,55
(p<0,01) fur die gesamte Sammel periode von 0 — 8 Stunden.

Seite 63



Ergebnisse

Tabelle 19: Korrelationskoeffizienten MR 0-8 h vs. Alter, Gewicht, BMI, ALT, AST, yGT, GLDH

Pearson Spearman

Varigble  Sammelperiode Korrelationp  p-Wert Hy: p=0  Korrelationp  p-Wert Hy: p=0

Alter [Jahre] 0-4h 0,2108 0,3463 0,2611 0,2405
4-8h 0,0329 0,8843 -0,0804 0,7220

0-8h 0,2308 0,2893 0,2782 0,1986

Gewicht [kg] 0-4h 0,1827 0,4158 0,1508 0,5031
4-8h 0,2112 0,3455 0,0646 0,7751

0-8h 0,2221 0,3084 0,0955 0,6647

BMI 0-4h 0,239 0,2829 0,2513 0,2593
4-8h 0,1085 0,6307 0,0898 0,6911

0-8h 0,2640 0,2235 0,3459 0,1059

ALT [U/l] 0-4h 0,5895 0,0039 0,4681 0,0280
4-8h 0,3842 0,0775 0,2434 0,2751

0-8h 0,5514 0,0064 0,4503 0,0311

AST [U/]] 0-4h 0,3131 0,1559 0,1108 0,6234
4-8h 0,1801 0,4225 0,1414 0,5303

0-8h 0,2928 0,1752 0,2212 0,3104

yGT [U/l] 0-4h 0,1576 0,4837 -0,0011 0,9960
4-8h 0,3109 0,1591 -0,0824 0,7154

0-8h 0,2592 0,2324 0,1047 0,6345

GLDH [U/l] 0-4h 0,4899 0,0207 0,4329 0,0442
4-8h 0,4593 0,0315 0,3118 0,1577

0-8h 0,5504 0,0065 0,5602 0,0054

6.1.14 Korrelation Phénotyp - Genotyp

Tabelle 20 zeigt die deskriptive Statistik fur die Metabolic Ratios gegen die Genotypen.

Die MRs betrugen im Mittel 16,16 (SD = 8,34) in der Sammelperiode von 0 bis4
Stunden p.appl., 27,16 (SD = 12.98) in der Sammelperiode 4—8h und 18,95 (SD =
8,90) in der Sammelperiode von 0 bis8 h.

Die Metabolic Ratios der gesamten Sammelperiode waren bel den homozygot
Mutierten um 2,8 grél3er als die der homozygoten Wildtypen und um 2,7 gréR3er als die
der Heterozygoten, aber der Unterschied war nicht statistisch signifikant. Am
deutlichsten war die Differenz (bis zu 6,7) in der Sammelperiode von 4 bis8 Stunden.
Es mul3 dabei beachtet werden, dal3 die Studie geplant und angelegt war, einen
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Unterschied in der Metabolic Ratio von 95 mit ener angenommenen
Standardabweichung von 5 herauszuarbeiten. Die tatsachliche Standardabweichung der
Daten variierte von 8 bis 17 innerhalb der verschiedenen Sammelperioden und

Genotypen.

Tabelle 20: M etabolic Ratios vs. Genotypen

Sammelperiode Genotyp N MR Mittelwert SD
0-4h 6/6 6 15,28 8,45
6/7 8 15,70 9,23
717 8 17,26 8,38
total 22 16,16 8,34
4-8h 6/6 6 25,00 8,91
6/7 24,53 10,63
717 31,41 17,42
total 22 27,16 12,98
0-8h 6/6 17,82 8,63
6/7 17,90 8,82
77 8 20,64 9,01
total 22 18,95 8,90

Das Diagramm der empirischen Verteilungen der MRs (Abbildung 14) zeigt, dal3

zwischen den Genotypen offenbar keine Unterschiede bestehen.

Abbildung 14: Empirische Verteilung der M Rsvs. Genotypen
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Dargestellt sind die klassierten Metabolic Ratios gegen die Genotypen. ,,6/6" bedeutet , Wildtyp“,, ,,6/7*
sind die Heterozygoten und ,, 7/7* die homozygoten M utanten.
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6.1.15 Korrelation Phénotyp — Klinische Diagnose GS
Tabelle 21 gibt die MRs Uber die klinischen Diagnosen wieder. Zwischen Probanden

mit und ohne GS war kein Unterschied beziglich der MRs zu erkennen. Die MRs
schienen bei Probanden mit unsicherer Diagnose (GS moglich) grof3er zu sein, aber zu
dieser Kategorie gehorten nur zwei Probanden verglichen mit 6 mit GS und 14 ohne.

Tabelle 21: Metabolic Ratios vs. Klinische Diagnosen

Sammelperiode Gilbert Syndrom N MR [Mittelwert] MR [SD]
0-4h Nein 14 15,70 8,81
Ja 6 14,04 6,93
Madglich 2 25,67 0,66
Total 22 16,16 8,34
4-8h Nein 14 24,64 9,51
Ja 6 26,94 15,14
Maglich 2 45,48 21,43
Total 22 27,16 12,98
0-8h Nein 14 28,14 8,23
Ja 6 16,77 8,91
Mdoglich 2 31,64 6,29
Total 22 18,95 8,90

6.1.16 Korrelation Phénotyp — Bilirubin

Tabelle 22 zeigt die Bilirubinwerte und Metabolic Ratios der drei Sammel perioden
(jeweils Mittelwert und Standardabweichung) in Abhangigkeit vom Genotyp der

Probanden des zweiten Studienteils.

Tabelle 22: Bilirubinwerte und M etabolic Ratios vs. Genotyp

MR Acetaminophen

Genotyp N  Bilirubin MW (sd) 0-4h 4-8h 0-8h
wt 6 14,73 (5,81) 15,25 (8,41) 25,00(8,91) 17,82 (8,63)
het 8 14,33 (2,80) 15,70 (9,23) 24,53 (10,63) 17,90 (8,82)
mut 8 27,83 (12,63) 16,01 (9,18) 31,41(17,42) 20,64 (9,91)

total 22 19,35(10,34) 15,69 (857) 27,16(12,98) 18,95 (8,90)
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Tabelle 23 gibt die Korrelationskoeffizienten der MRs gegen die Bilirubinwerte wieder.
Die Koeffizienten schienen sich fur die verschiedenen Sammelperioden zu
unterscheiden: r=0,07 fur 0-4h, r=0,42 fur 4-8h, und r=0,16 fur die gesamte
Sammelperiode. Allerdings war keiner der Koeffizienten dtatistisch signifikant

verschieden von null.

Tabelle 23: Korrelationskoeffizienten der MRsvs. Bilirubinwerte

Pearson Spearman
Sammelperiode Korrelation p p-Wert Hy: p=0 Korrelation p p-Wert Hy: p=0
0-4h 0,0653 0,7729 0,1575 0,4838
4-8h 0,4199 0,0517 0,3732 0,0871
0-8h 0,1579 0,4717 0,1754 0,4233

Ubersicht tiber die explorativen statistischen Tester gebnisse

In Tabelle 24 sind die Ergebnisse der statistischen Tests zusammengefalit.

Tabelle 24: Explorative statistische Tester gebnisse

Getestete Variable Vergleich Test p-Wert
Pravalenz GS (3 Kat.) Manner vs. Frauen X>-Test 0,001
Raucherstatus (3 Kat.) y2-Test 0,295
Genotyp (4 Kat.) Ménner vs. Frauen X>-Test 0,087
Genotyp (4 Kat.) GS(3Kat.) X>-Test 0,001
Genotyp (2 Kat.: mut und anders) GS(2Kat.: nein, ja)  x*Test 0,001
Bilirubin Ménner vs. Frauen 2-Wege-ANOV A 0,0001
Genotyp (4 Kat.) 0,0001
Genotyp-Geschlecht 0,2651
Alter Manner vs. Frauen 2- Wege-ANOVA 0,0467
GS 0,0380
GS-Geschlecht 0,3250
Gewicht Manner vs. Frauen 2- Wege -ANOVA 0,0001
GS 0,3149
GS-Geschlecht 0,9216
BMI Manner vs. Frauen 2- Wege-ANOVA 0,0117
GS 0,3799
GS-Geschlecht 0,8592
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7 Diskussion

Bilirubin ist ein Abbauprodukt hauptséchlich des roten Blutfarbstoffs Hamoglobin.
Seine Produktion durch die Erythrozytenmauserung und seine Elimination durch Gluku-
ronidierung in der Leber und Ausscheidung in die Galle bilden ein Fliel3gleichgewicht,
wodurch der Serumspiegel von Bilirubin relativ konstant gehalten wird. Bei starkem
Ansteigen des Serumspiegels kann sich Bilirubin in den Geweben ablagern und
aufgrund seiner gelben Eigenfarbe eine “Gelbsucht” (lkterus) hervorrufen. Die
maoglichen Ursachen fir einen solchen Ikterus sind vielféltig und reichen von schweren
Erkrankungen wie Leberzirrhose und Tumoren Uber Hepatitiden und Hamolysen bis hin
zu benignen Gruinden wie dem Gilbert Syndrom.

Dieses wurde erstmals 1901 durch A. Gilbert beschrieben und als ,,cholémie simple
familiale" bezeichnet. Die Diagnose , Gilbert Syndrom* wird gestellt, wenn ene
isolierte Erhohung des unkonjugierten Bilirubins vorliegt, ohne dal3 weitere Parameter
der Leberfunktion erhoht sind, und wenn andere Ursachen einer Bilirubindmie
ausgeschlossen werden koénnen [Sieg et a. 1987]. Problematisch wird dies dann, wenn
einzelne weitere Laborwerte (knapp) Uber dem dblichen Referenzwert liegen. Da
erhdhte Bilirubinwerte ein relativ unspezifischer klinischer Befund sind, kann der
Ausschlufd anderer Ursachen dann sehr aufwendig werden. Charakteristisch fur das GS
ist ferner, dal? die Bilirubinspiegel der betroffenen Personen schwanken und zeitweisein
den Referenzbereich fallen [Foulk et al. 1959]. Dies kann in klinischen Studien zur
Arzneimittelprifung zu Schwierigkeiten bel der Beurteilung von Laborwerten fuhren:
Ein isoliertes Ansteigen des Bilirubinwerts wird immer als substanzinduziert bzw. —
assoziiert bewertet werden muissen, da es bislang keine Kriterien zur positiven
Diagnosestellung des GS gibt. Ferner ist bel Personen mit GS ein veranderter
Metabolismus von diversen Pharmaka und einigen anderen Substraten beschrieben
worden, wdahrend andere Arbeitsgruppen von enem normaem Stoffwechsel
berichteten. Insgesamt sind die Beobachtungen hier recht widersprichlich.

Als Ursache des Gilbert Syndroms ist seit langem ein genetischer Defekt vermutet
worden, welcher zu einer verminderten Clearance des Bilirubins fuhrt [Arias 1962].
Nach Arbeiten von Bosma et al. [1995] scheint eine Mutation im Gen der Uridin-
Diphosphat-Glukuronyltransferase Isoform 1A1 (UGT1A1) die Ursache des GS zu sein.

Dieses Enzym ist fur die Glukuronidierung von Bilirubin zustandig. Eine TA-
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Duplikation im Bereich des Promotors der (UGT1A1) fuhrt zu einem TA-Heptamer
anstelle des normalen Hexamers. Die Folge ist eine verminderte Transkription des Gens
und eine geringere spezifische Gesamaktivitét dieses Enzyms, so dal3 bei gleichbleiben-
der Bilirubinproduktion (taglicher Erythrozyten-turnover) ein Anstieg der Serumspiegel

von unkonjugiertem Bilirubin resultiert (sog. unkonjugierte Hyperbilirubinamie).

Im Rahmen dieser Dissertation wurde die Haufigkeit der beschriebenen Mutation in
einer Population von Méannern und Frauen im Alter von 18-65 Jahren untersucht. Ferner
wurde fur jeden Probanden der aktuelle Bilirubinwert bestimmt und die Diagnose ,, GS*
nach definierten klinischen Kriterien gestellt. Die Korrelation dieser drei Parameter
(Bilirubinwert, Genotyp, Klinische Diagnose GS) untereinander wurde tberpriift und
daraus eine Bewertung der Genotypisierung als Test fur die Diagnose des Gilbert
Syndroms abgeleitet. In einem zweiten Studientell sollte die Auswirkung der Mutation
auf die phanotypische Glukuronidierungskapazitét der UGT1A1 untersucht werden.
Hierfir wurden kleinere Kollektive mannlicher Probanden nach dem Genotyp
ausgewahlt und das Schmerzmittel Paracetamol oral verabreicht. Paracetamol wird zum
grofdten Teil durch Glukuronidierung metabolisiert und scheint nach Arbeiten anderer
Autoren ein Substrat der UGT1A1 zu sein [De Morais und Wells 1988; De Morais et al.
1992].

Bilirubinspiegel

Am ersten Teil der Studie nahmen 304 Probanden teil, jeweils 152 Manner und Frauen.
Ein afrikanischer Proband wurde von der statistischen Auswertung ausgeschlossen, da
bei gleichem Genotyp die Bilirubinwerte dieser ethnischen Gruppe deutlich niedriger
sind als bel Kaukasiern [Beutler et al. 1998]. Insgesamt zeigten die Bilirubinwerte keine
Normalverteilung. Dies ist eine Beobachtung, die bereits Bailey und Robinson [1977]
gemacht hatten. Auch haben die graphischen Verteilungen der Bilirubinwerte bel
Mannern und Frauen unterschiedliche Formen (Abbildung 15), bei den Frauen sind die

niedrigeren Bilirubinspiegel haufiger als bei den Mé&nnern.
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Abbildung 15: Verteilung der Bilirubinwerte bei den Geschlechtern
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Die Bilirubinwerte der Frauen lagen im Mittel signifikant unter denen der Manner
(p<0,001), die Streubreiten der Verteilungen sind in beiden Gruppen sehr grof3, wie
Abbildung 16 zeigt. Dargestellt sind die Bilirubinwerte nach Geschlechtern, wobei die
Boxen die 25. und 75. Perzentile reprasentieren, der Querbalken zeigt den Median. Die
Fehlerbalken markieren die 10. und die 90. Perzentile, alle Punkte, die au3erhalb dieses
Bereichs liegen, sind einzeln dargestellt.
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Abbildung 16: Bilirubinspiegel vs. Geschlecht
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Die Begrenzungen der Box repréasentieren die 25. und die 75. Perzentile, der Querbalken in der Box zeigt
den Median. Die Fehlerbalken markieren die 10. und die 90. Perzentile, auerhalb liegende Werte sind
einzeln dargestellt.

Dal3 die Bilirubinwerte bei Ménnern und Frauen unterschiedlich hoch sind, hatten
bereits andere Arbeitsgruppen beschrieben [Sieg et al. 1987; Muraca et al. 1987]. Bailey
und Robinson [1977] hatten die Bilirubinwerte von tber 18.000 Patienten beider
Geschlechter ausgewertet und daraufhin die Festlegung neuer Normwerte fur Bilirubin
vorgeschlagen: <25 umol/l fur Manner und <19 pmol/l fur Frauen. Ein Referenz-
bereich bezeichnet im Allgemeinen den Bereich der 2fachen Standardabweichung der
Werte eines Parameters. Wenn die Verteilungen und Mittelwerte eines Parameters
unterschiedlich fr die beiden Geschlechter sind, ergeben sich daraus auch unterschied-
liche Grenzen der Normalbereiche, wie es bei einer Reihe von Laborparametern bekannt
ist (z.B. bel den Transaminasen AST und ALT). Somit scheint auch fur Bilirubin die
Festlegung geschlechtsspezifischer Referenzbereiche sinnvoll. Die Werte der Parameter
AST, ALT, yGT, GLDH und Bilirubin gegen die Geschlechter ist in Abbildung 17
dargestellt.
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Abbildung 17: L eberenzyme und Bilirubin vs. Geschlecht
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Dargestellt sind Mittelwerte und Standardabweichungen der Leberwerte und Bilirubinspiegel nach
Geschlecht. Die Unterschiede zwischen Mannern und Frauen sind jewells statistisch signifikant
(p<0,001). Die Referenzbereiche der L eberenzyme sind geschlechtsspezifisch, der fir Bilirubin nicht.

Dai’ die Bilirubinwerte bei Mannern und Frauen im Normalfall unterschiedlich hoch
sind, liegt nach Bensinger et al. [1973] wahrscheinlich nicht an einer unterschiedlich
hohen Produktion von Bilirubin. Vielmehr ist die Clearance des Bilirubins bei Frauen
hoher als bei Mannern, jeweils bezogen auf Kilogramm Korpergewicht [Berk et al.
1969]. Eine Erklarung fur diese Tatsache kénnten die Ergebnisse von Sanchez-Pozzi et
al. [1992] liefern. Nach ihren Untersuchungen ist die Aktivitét der UGT von der Lipid-
zusammensetzung der mikrosomalen Membranen abhangig. In vitro sinkt die Aktivitét
der UGT mit steigendem Cholesterolgehalt und sinkendem Gehalt an Phosphati-
dylcholin. Cholesterin schrankt durch seine sperrige Molekulstruktur die Fluiditét der
Membranen ein. Da sich die Zusammensetzung der Auf3en- und Innenseiten der
Zellmembranen unterscheiden und auch die Membranen der Organellen einen anderen
Gehalt an Cholesterin aufweisen als die Zellmembranen [Stryer 1995], ist ein unter-
schiedlicher Gehalt von Cholesterin und Phosphatidylcholin bei den Geschlechtern
denkbar. Catania et al. [1995] konnten keine Unterschiede der Lipidzusammensetzung
zwischen Mikrosomen von mannlichen und weiblichen Ratten feststellen. Nach dieser
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Arbeitsgruppe beruht der geschlechtsabhangige Unterschied der Aktivitdt der UGT auf
Unterschieden in der Menge des exprimierten Enzyms und dessen Aktivitét. Allerdings
wirft die Verwendung von Mikrosomen einige Probleme auf, da praparative Artefakte
wie z.B. Vesikelbildung der Membranen die Bewertung der Ergebnisse erschweren
koénnen [Wishart und Fry 1979].

Klinisches Gilbert Syndrom

Die Diagnose ,, Gilbert Syndrom-ja‘ nach den definierten klinischen Kriterien wurde bei
15,1 % der Manner und 2,0 % der Frauen gestellt, fur die Gesamtpopulation errechnet
sich somit eine Haufigkeit von 8,6 %. Diese ist identisch mit der von Sieg et al. [1987]
ermittelten Haufigkeit des Syndroms. Nach unseren Daten liegt die Mannerwendigkeit
bei gut 7:1, wéhrend Sieg et al. [1987] bei einer Prévalenz des GS von 12,4 % bel
Mannern und 4,8 % bel Frauen eine Prédominanz der Ménner von etwa 3:1 ermittelten
(Abbildung 18).

Abbildung 18: Klinische Diagnose GS vs. Geschlecht
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14+ B Sieg et al. 1987
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Unser Ergebnis konnte beeinflu®t worden sein durch das groRere Interesse zur
Studienteilnahme derjenigen Maénner, die bereits an friheren Studien zur
Arzneimittelprifung teilgenommen hatten und dort in den routinema3igen Labor-

kontrollen durch maRig erhdhte Bilirubinwerte aufgefallen waren. Klinische
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Arzneimittelstudien, vor allem zu Beginn der Entwicklung eines M edikaments, werden
in der Regel nur an Mannern durchgefthrt. Daher wuldten nur wenige der Frauen von
ihren erhéhten Bilirubinwerten und ihr Interessen an der Studie war weniger ausgepragt.
Als oberen Referenzwert eines normalen Bilirubinspiegels verwendeten Sieg et al.
[1987] 18,8 umol/l, in unserer Studie wurde ein Wert von < 18,0 umol/l as normal
betrachtet. Im Rahmen der Prazision der Bilirubinbestimmung [Doumas und Eckfeldt
1996] konnen diese Werte als aquivalent betrachtet werden, ein mal3geblicher Einflufd
auf die Haufigkeit des GSist hieraus nicht zu erklaren.

Die Festlegung des Referenzbereiches fur Bilirubin wird, wie bereits erwahnt, kontro-
vers diskutiert. In vielen Kliniken wie auch in einem Grofiteil der Literatur werden
18 umol/l als oberer Normwert angegeben. Einige Autoren verwendeten hingegen
andere Referenzwerte: Powell et a. [1967] bewerteten bereits Werte oberhalb von
13,6 umol/l — bel entsprechenden welteren Kriterien — als Gilbert Syndrom, bei Owens
und Evans [1975] waren es 17,1 umol/l, bei Nosslin [1960] 24 umol/I; jeweils identisch
fur beide Geschlechter. In alen Untersuchungen fiel auf, dal3 das GS bei Mannern
haufiger vorkommt, als bei Frauen. Owens und Evans [1975] hatten aufgrund der
bimodalen Verteilung der Bilirubinwerte in ihrer Studie jeweils den Antimod der
Verteilung a's neue obere Grenze des Bilirubin-Referenzbereichs ermittelt. Diese lagen
bei 24 und 12 umol/l fir Manner und Frauen, respektive. Aus diesen Uberlegungen
heraus verwendeten sie zur Auswertung ihrer Studie nachtréglich diese revidierten
geschlechtsspezifischen Referenzwerte; die Frequenz des Gilbert Syndroms lag dadurch
bei beiden Geschlechtern um 6 %. Die Tatsache, dal3 das klinische Gilbert Syndrom bel
Mannern und Frauen gleich haufig vorkommt, wenn man fir die Geschlechter unter-
schiedliche Referenzbereiche verwendet, |83t sich auch mit den Daten der vorliegenden
Studie nachvollziehen: Wenn zur Diagnosestellung bei den Frauen ein Bilirubinwert
von 12 umol/l als Obergrenze angesetzt wird, dann betragt die Frequenz des klinischen
GS in der untersuchten Gruppe 13,2 % und entspricht damit in etwa der der Méanner.
Die Freguenz des GS insgesamt liegt in dieser Studie alerdings bel mehr as dem
Doppelten als die von Owens und Evans [1975] ermittelte. Nach Owens und Evans
[1975] und Powell et al. [1967] sind die Bilirubinwerte bimodal verteilt, was die
Existenz zweier Subgruppen hinsichtlich der Hohe der Bilirubinspiegel andeutet. Nach
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unseren Daten zeigen die Bilirubinwerte eine schiefe Verteilung, was eventuell durch
starkes Uberlappen der beiden Subgruppen durch die groRen Variabilitdten erklart
werden kann. Andererseits ist von anderen Autoren bezweifelt worden, dald solche
Untergruppen Uberhaupt existieren und Personen mit GS vielmehr das obere Ende der

Verteilungskurve der Bilirubinwerte reprasentieren [Bailey und Robinson 1977].

M utationsfrequenz

Zur Genotypisierung wurde jewells das Gen der UGT1A1 auf die Anzahl der TA-
Repesats in der Promotorsequenz hin untersucht und die Frequenz der verschiedenen
Allele ermittelt. Die Frequenz p eines mutierten Allels (TA-) berechnet sich wie folgt:

2 [Anzahl der homozygoten Mutanten + Anzahl der Heterozygoten

TA7)=
p(TAT) 2 [Anzahl Anzahl aler untersuchten Individuen aler drei Genotypen

In der Gesamtgruppe vom Mannern und Frauen lag sie bei p(TA7)=0,35, das entspricht
einer Haufigkeit von 12,25 % homozygoten Mutanten in der Population. Monaghan et
a. [1996] errechneten eine Mutationsfrequenz von p(TA7)=0,38 in einer schottischen
Population. Sampietro et al. [1998] bestimmten in einer italienischen Population eine
Mutationsfrequenz von p(TA7)=0,44. Die Frequenzen liegen etwa in einer Grof3en-
ordnung, allerdings unterscheiden sich die Strategien der Probandenrekrutierung. Die
Studien von Monaghan et a. [1996] und Sampietro et a. [1998] gingen von ener
kleinen Anzahl Probanden aus, bei denen nach klinischen Kriterien ein Gilbert Syndrom
vorlag. Kontrollpersonen wurden dann aus dem Umfeld des untersuchenden Instituts
dazugeholt. In der vorliegenden Studie wurde eine grof3e Anzahl von Probanden
(n=304) auf die beschriebene Mutation hin untersucht, ohne dal3 vorher Informationen
Uber den klinischen Status der Probanden bekannt waren, so daf3 die Probandenauswahl
unbeeinflu’t war. Eine Ubersicht iiber weitere Studien zu Mutationsfrequenzen gibt
Tabelle 25. Monaghan et a. [1996] hatten 40 Frauen mit untersucht und keine Unter-
schiede in der Haufigkeit der Mutation gegentiber Méannern feststellen kénnen. In
anderen Studien wurden nur einzelne Frauen mit eingeschlossen und nicht gesondert

ausgewertet. Lampe et al. [1999] beschrieben in einer kaukasischen Population eine
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Allelfrequenz des mutierten heptameren UGT-Allels von p(TA7)=0,295 und lagen
damit unterhalb den o.g. Frequenzen. Hier erfolgte die Probandenrekrutierung
unabhéngig vom klinischen Status, allerdings war die Fallzahl kleiner. Daraus ergibt
sich die Annahme, dal3 die tatséchliche Mutationsfrequenz eher etwas unter der von uns
ermittelten liegt, als dartiber. Bezlglich der Geschlechtsverteilung machen Lampe et al.
[1999] aber leider keine Angaben.

In neuerer Literatur tauchen auch Berichte Uber heterozygote Mutationen in
kodierenden Bereichen des Exon 1 oder Kombinationen solcher mit dem veranderten
UGT1A1-Promotor auf [Strassburg und Manns 2000]. Diese Bedeutung dieser

Beobachtungen bleibt bislang unklar und wird noch diskutiert.

Tabelle 25: Ubersicht weiterer Studien zu M utationsfrequenzen der UGT1A1*28

Population N p(TA7) Referenz
Deutsche 266 0,35 Borlak et a. 2000
Schotten 77 0,38 Monaghan et al. 1996
Européer 71 0,387 Beutler et al. 1998
Kaukasier 202 0,295 Lampe et al. 1999
Italiener 100 0,44 Sampietro et al. 1998
Italiener 98 0,36 Biondi et al. 1999
Japaner 57 0,105 Uyamaet al. 1997
Japaner 58 0,085 Ando et al. 1998

Der Anteil der Frauen war in unserer Studie ebenso grofd wie der der Manner, je n=152.
Nach den Geschlechtern aufgeschlisselt betragen die Frequenzen der Mutation
pP(TA7)=0,39 bel den Mannern und p(TA7)=0,30 bei den Frauen. Das Verhdtnis liegt
bei 1,3: 1 (Méanner : Frauen), diesist statistisch gesehen kein Unterschied (p=0,075).

Monaghan et al. [1996] hatten 40 Frauen mit untersucht und keine Unterschiede in der
Haufigkeit der Mutation gegentber Méannern feststellen konnen. In anderen Studien
wurden nur einzelne Frauen mit eingeschlossen und nicht gesondert ausgewertet.
Lampe et al. [1999] beschrieben in einer kaukasischen Population eine Allelfrequenz
des mutierten heptameren UGT-Allels von p(TA7)=0,295 und lagen damit unterhalb den
0.9. Frequenzen. Hier erfolgte die Probandenrekrutierung unabhangig vom klinischen
Status, allerdings war die Fallzahl kleiner. Daraus ergibt sich die Annahme, dai die

tatséchliche Mutationsfrequenz eher etwas unter der von uns ermittelten liegt, als
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darliber. Beziiglich der Geschlechtsverteilung machen Lampe et al. [1999] aber leider
keine Angaben.

In neuerer Literatur tauchen auch Berichte Uber heterozygote Mutationen in
kodierenden Bereichen des Exon 1 oder Kombinationen solcher mit dem veranderten
UGT1A1-Promotor auf [Strassburg und Manns 2000]. Diese Bedeutung dieser
Beobachtungen bleibt bislang unklar und wird noch diskutiert.

Die von uns durchgeftihrte Studie ist derzeit die groféte zu diesem Thema und untersucht
ein sehr weites Spektrum von Parametern. Die Untersuchung der komplexen
Korrelationen der Daten erlaubt eine weitreichende Schluf¥folgerung, wie im Folgenden
ausgefuhrt wird.

Korrelation der Parameter

Die Bilirubinwerte zeigen eine enge Korrelation mit dem vorliegenden Genotyp. Bei
Probanden mit der homozygoten Mutation liegen die Bilirubinwerte deutlich Uber denen
von heterozygoten oder homozygot wildtypischen Probanden. Dieser Unterschied in der
mittleren Hohe der Bilirubinwerte der drei mdglichen Genotypen ist statistisch
signifikant (ANOVA, p<0,001). Dies gilt sowohl fir die Gesamtgruppe als auch fir
Manner und Frauen getrennt betrachtet (Abbildung 19). Die Variabilitét der Werte in
der Gruppe der homozygot Mutierten war deutlich gréf3er alsin den anderen Gruppen.
Die steigenden Bilirubinwerte mit zunehmender Lange des UGT1A1-Promotors hatten
auch Monaghan et al. [1996] sowie Lampe et al. [1999] beschrieben. Die grof3e Varia-
bilitat der Werte bel den Mutanten kann auf eine grof3ere Schwankungsbreite der Bili-
rubinspiegel innerhalb der Gruppe der 7/7-Genotypen zurlckgeftihrt werden. Diese
spiegelt das Problem der klinischen Diagnosestellung an einem Indextag wieder. Da das
Gilbert Syndrom sich durch schwankende Bilirubinspiegel auszeichnet, 143t sich bereits
hieraus ein kausaler Zusammenhang zwischen Genotyp und Klinischem Gilbert
Syndrom ableiten.
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Abbildung 19: Bilirubin vs. Genotyp und Geschlecht
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Die Box représentiert die 25. und 75. Perzentile, die innere Linie den Median. Die Fehler-

balken zeigen die 5. und 95. Perzentile, aul3erhalb dieses Bereichs liegende Mef3punkte sind
einzeln dargestellt.

Einhergehend mit den Diagnosekriterien liegen die Bilirubinwerte in der Gruppe der
,GSja hoher als in den anderen Gruppen. Auch innerhalb der klinischen GS-ja
Gruppe ist die Variabilitdt der Bilirubinwerte sehr viel grofRer as in den anderen
Diagnosegruppen.

Die klinische Diagnose des GS zeigt wie die Bilirubinspiegel ebenfalls eine enge
Korrelation mit dem Genotyp, was sowohl durch den x*Test as auch durch die
Anayse der loglinearen Modelle abgeleitet werden kann (p-Wert jeweils < 0,001).
Abbildung 20 zeigt die Haufigkeit der Diagnosen bei den Genotypen.
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Abbildung 20: Klinische Diagnose vs. Genotyp, M dnner
100 -
Q0 1
80 1
70 7
60 7
50 7
40 -
30
20 1
10 +7
0

BESnein MGSja BMGS miglich
| * |
| * 11 * |

H aufigkeit Diagnose [% ]

6/6 6/7 7/7
Genotyp

Die Abbildung zeigt die Haufigkeiten der einzelnen Diagnoses nach Genotypen fur die
Manner. * bezeichnet statistisch signifikante Unterschiede.

Wenn man den Wert der Genotypisierung als Test zur Voraussage des klinischen
Erscheinungsbildes (GS ja oder nein) beurteilt, ergibt sich aus der Sensitivitdt von
53,8 % und der Spezifitéat von 93,5 % ein pradiktiver Wert von nur 43,9 %. Demnach
hatten nur 43,9 % der als homozygot mutiert erkannten tatséchlich die Diagnose GS-ja.
Der geringe Vorhersagewert erklért sich zum Teil aus einer Anzahl von Probanden, die
zwar den homozygot mutierten UGT1A1-Promotor besal?en, dennoch aber normale
Bilirubinspiegel und daher klinisch kein GS hatten. Das GSist alerdings bekannt dafUr,
dal? die Bilirubinwerte schwanken und zeitweise in den Normbereich fallen [Foulk et al.
1959, Biondi et al. 1999]. Daher lauteten die Kriterien fur die Diagnosestellung des GS
in einer klinischen Studie von Powell et a. [1967] beispielsweise ,unkonjugierte
Hyperbilirubindmie bei mindestens 2 Messungen innerhalb von 6 Monaten”. Dabei fiel
immer mindestens ein Bilirubinwert der Bestimmungen in den Normbereich. Bei finf
unserer Probanden mit 7/7-Genotyp und der Diagnose ,GS-nein® waren d&ltere
Laborbefunde verfliigbar. Bei vier von ihnen war mindestens einer der Bilirubinwerte

auf Uber 18 umol/l erhdht, am Indextag der Studienteilnahme hatte die Schwankung
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also gerade einen Tiefpunkt erreicht. Bel einem weiteren Probanden konnte der niedrige
Bilirubinwert trotz homozygoter Mutation auf die Einnahme von Antiepileptika zuriick-
gefuhrt werden. Solche Substanzen wie auch Barbiturate sind als Induktoren von
Enzymen bekannt. Die UGT1A1 wird auch durch Phenytoin und Phenobarbital
induziert, wie an humanen Lebermikrosomen gezeigt wurde [Sutherland et al. 1993,
Brierley et al. 1996]. Ebenso kann Ethanol die Expression der UGT1A1 steigern, wie
auch andere Isoformen der UGTs und CY P2E1 dadurch induziert werden konnen [Idéo
et a. 1971]. Esist also auch denkbar, dal3 die phanotypische Expression des mutierten
Genotyps durch &uf3ere Faktoren maskiert wird. Bei den Frauen |&%t sich die grofiere
Diskrepanz zwischen Genotyp und Diagnose (13 homozygote Mutanten, davon nur 2
mit Diagnose GS-ja) darauf zurtickfuhren, dal3 der Referenzbereich fur Bilirubin mit
einer Obergrenze von 18 umol/l vermutlich zu grof3 ist. Wenn man diesen auf 15 pmol/I
senkt, fallen 10 Frauen in die Kategorie GS-ja, davon sind 7 homozygote Mutanten.
Damit liegt die Sensitivitét bei 70,0 %, die Spezifitdt bel 96,3 % und der pradiktive
Wert betragt 62,9 %. Er liegt somit hther als der entsprechende Vorhersagewert bei den
Méannern mit einer Obergrenze von 18 umol/l, das heifd, dal3 bei einem oberen
Grenzwert fur Bilirubin von 15 umol/I bel den Frauen die klinische Diagnosestellung
mit der Genotypisierung gut vorhersehbar ist. Wenn bei den Mannern die
Bilirubingrenze gesenkt wird, beispielsweise auf 12 pumol/l, wird der (Gen-) Test zwar
sensitiver, aber die Spezifitéat nimmt deutlich ab, da dann mehr und mehr Probanden mit
wildtypischem oder heterozygotem Promotor in die ,GS-ja‘-Gruppe falen. Der
prédiktive Wert sinkt auf nur noch 25,3 % und wird so praktisch unbrauchbar (siehe
Tab. 10, Kap. Ergebnisse). Deshalb scheinen 18 pmol/l a's oberer Bilirubinreferenzwert
bei Mannern eine sinnvolle Grenze zu sein.

Mit einer Allelfrequenz von p(TA7)=0,39 bei Mannern und p(TA7)=0,30 bel Frauen ist
die Mutation bei den Mannern nur um den Faktor 1,3 hdufiger as bel den Frauen. Die
beobachtete Pré&dominanz der Manner im klinischen Bild von 7:1 und die in der
Literatur beschriebene von 3:1 [Sieg et al. 1987] bzw. 4:1 [Owens et a. 1975] spiegelt
sich hierin nicht wieder. Dies |&3t sich aber durch den Referenzbereich fir Bilirubin
erklaren, der bei den Frauen eigentlich tiefer angesetzt werden mufd as bei den

Mannern. Demnach waren Bilirubinspiegel von 18 pmol/l bereits a's erhéht und damit
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als GS zu bewerten. Das Syndrom tritt dann bei Frauen und Méannern etwa gleich haufig
auf.

17,4 % der homozygot mutierten Ménner (n=4) fallen in die Gruppe ,, GS-méglich”. Der
Grund hierfar ist in alen vier Féllen eine Erhthung mindestens eines Leberwertes, die
Hamolyseparameter und das sonstige Blutbild zeigen bei ihnen keine Verénderungen.
Diese 4 haben vermutlich ebenfalls ein GS, bei ihnen ist die klinische Diagnose durch
die leichten Leberwerterhdhungen aber nicht eindeutig zu stellen. Damit sind sie
typische Félle, in denen sich in der Klinik eine weitergehende Diagnostik anschlief3en
mUf3te, um andere Ursachen fur die erhohten Bilirubinwerte auszuschlief3en.

Die Abbildung 21 zeigt die Verteilung der Leberenzyme und Bilirubinwerte gegen die
Genotypen fur die Gruppe der Manner. Nur die Werte der Bilirubinspiegel sind
unterschiedlich zwischen den Genotypen, die Leberenzyme hingegen nicht. Anders
ausgedriickt haben Probanden mit dem mutierten 7/7-Genotyp also typischerweise
erhdhte Bilirubinspiegel bel normalen Werten fir Leberenzyme, also genau digjenige
Konstellation von Laborbefunden, die fur die klassische klinisch-chemische Diagnose
des Gilbert Syndroms charakteristisch ist.
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Abbildung 21: L eberenzyme und Bilirubin vs. Genotyp, M &nner

45 50
- —
40 - -7 P
- 7 o
e T — 40
— A0S
H
= =
|
| a0 S
1K
— 10
— 0

AST ALT GGET =LOH Eilirubin

Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen der Leberwerte und
Bilirubinspiegel der Manner aufgeschliisselt nach Genotypen. Nur die Bilirubinwerte
sind statistisch signifikant unterschiedlich bei den Genotypen.

Die Genotypisierung ist demnach ein sensitiver und wahrer Marker fir die Diagnose
des Gilbert Syndroms. Sieist der klinischen Diagnose tberlegen, da der Genotyp keinen
Schwankungen unterworfen ist und stets eindeutig einer Gruppe (6/6 = wt, 6/7 = het,
7/7 = mut) zugeordnet werden kann; es wird also genau das Problem der ,, GS-mdglich®
umgangen.

Einen weiteren Hinweis darauf, dal3 die Mutation kausal mit den erhdhten Bilirubin-
spiegeln zusammenhangt, gibt die Arbeit von Jansen et a. [1997]. Sie zeigten, dai3
homozygot wildtypische Patienten ebenfalls ein Gilbert Syndrom entwickeln, wenn sie
ein Lebertransplantat erhalten, dessen Spender den homozygot mutiertem UGT1A1-
Promotor besal3. Bei denjenigen Probanden, die bei wildtypischem Promotor die
Diagnose ,GS-ja" hatten, sind die zugrundeliegenden Ursachen fur die erhthten
Bilirubinwerte nicht so eindeutig zu ermitteln.

In bisherigen Studien Uber den Zusammenhang von Gilbert Syndrom und TA-Duplika-
tion im Promotor der UGT1A1 wurde in jeweils bei Probanden mit klinisch diagnosti-
ziertem GS nach der Mutation gesucht. Bosma et al. [1995] und Monaghan et al. [1996]
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wurden jeweils bei allen ihren Patienten flindig. Da die errechnete Frequenz der homo-
zygoten Mutation in der Gesamtpopulation hoher lag als die Haufigkeit des klinischen
GS in der Literatur, ergab sich fur Bosma et a. die Aussage, da3 die Mutation
,necessary, but not sufficient” fur die klinische Manifestation des Syndroms sei.
Sampietro et al. [1998] hatten bel 55 % ihrer Kontrollprobanden ohne GS ebenfalls die
homozygot heptamere Promotorsequenz bestimmt und deshalb Bosmas Aussage
unterstiitzt, wie auch eine Reihe anderer Autoren. Neuere Studien haben sich nur noch
mit dem Zusammenhang erhohter Bilirubinwerte und der beschriebenen Mutation
befaldt, ohne das klinisch definierte GS zu betrachten (z.B. Lampe et al. 1999).

Bislang ist noch nicht die Aussagekraft der Genotypisierung als Test fir GS bestimmt
worden. Diese &3 sich aus den gebréuchlichen Parametern zur Bewertung von Testver-
fahren bestimmen (Sensitivitét, Spezifitat, Pradiktiver Wert; s.0.), eine weitere Mdglich-
keit ist der Phi-Koeffizient. Dieser ist ein gebrauchliches Mefdverfahren fur die Starke
von Zusammenhangen und wird interpretiert wie ein Korrelationskoeffizient. Das heif¥,
ein Wert nahe null indiziert einen geringen (wenn tberhaupt einen) Zusammenhang, ein
Wert nahe dem Maximum 1 spricht fir nahezu perfekte Vorhersagbarkeit. Fir die Para-
meter Genotyp und Kklinische Diagnose GS ergibt die Berechnung des Phi-K oeffizienten
einen Wert von 0,438. Das bedeutet, dal3 bei homozygot mutiertem Promotor die
Chance, die Diagnose ,,GS-ja* zu haben, relativ ungenau vorherzusagen ist. Ganz an-
ders sieht es aber mit der Wahrscheinlichkeit aus, in der Zukunft erhdhte Bilirubinwerte
zu bekommen: diese ist deutlich erhtht. Der homozygote heptamere Promotor der
UGT1A1 ist demnach ein Indikator fur schwankende Bilirubinwerte, die aber nicht
permanent oberhalb des Referenzwertes liegen missen. Dadurch erklért sich auch die
groRere Variabilitét der Bilirubinwerte in der Gruppe der homozygoten Mutanten bzw.
der Probanden mit GS. Die Bilirubinwerte liegen nicht auf einem insgesamt héheren
Niveau, sondern schwanken, so dal3 sich eine grof3ere Streubreite der Werte ergibt, as
in den anderen Gruppen. Der spezifische Phanotyp ist wie die meisten Krankheiten
nicht ausschliefdlich abhangig von der genetischen Konstellation, sondern fast immer
auch von intrinsischen nicht-genetischen und von extrinsischen Faktoren [Zuhlsdorf
1998]. Im Fal des Gilbert Syndroms sind diese Faktoren Ernahrung und Alkohol,
Begleitmedikation, Stress und andere Krankheiten. Diese Tatsache wird auch bei der
klassischen Diagnosestellung des Syndroms durch den Hungertest ausgenutzt, bei dem
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die Bilirubinwerte der Patienten durch Nahrungsentzug auf Uber das Doppelte des
Ausgangswertes gesteigert wurden [Owens and Sherlock 1973], was deutlich den
grofRen Einflufd dieser @uf3eren Faktoren belegt. Demnach ist die homozygote Mutation
hinreichend fur die klinische Manifestation des Gilbert Syndroms in seiner klassischen
Definition mit schwankenden Bilirubinspiegeln. Die Genotypisierung ist unabhéngig
von solchen Schwankungen und damit der klinischen Diagnose tberlegen. Sie kann also
verwendet werden, um bel bestehendem Verdacht auf GS durch die positive Bestéti-
gung bel entsprechender genetischer Konstellation sicher zu gehen. Auch ist siein ihrer
Aussagekraft anderen Tests Uberlegen, wie beispielsweise dem in der Einleitung er-
wahnten Nikotinsaureprovokationstest [Rollinghoff, Paumgartner und Preisig 1981].
Dieser macht bei positiven Ergebnis die Diagnose GS zwar wahrscheinlich, kann sie
jedoch nicht mit Sicherheit belegen. Gleiches gilt fur den Rifampicintest, der das
Bilirubin von Patienten mit GS stérker ansteigen |a%t als jenes von Probanden ohne
[Murthy et al., 2001]. Allerdings ist er recht unspezifisch und erzeugt auch bei anderen
chronischen Lebererkrankungen hohere Bilirubinwerte [Erdil et a., 2001]. Vor alem
bei parallel bestehender leichter Erh6hung von Leberwerten, wie etwa bel unseren vier
Probanden mit der Diagnose “GS-mdglich”, kann den Patienten eine aufwendige
Diagnostik erspart werden. Die positive Bestétigung eines Verdachtes ist sowohl fir
den Arzt als auch fir den Patienten befriedigender as eine generell problematische
Ausschluf3diagnose. Wenn im Gegenzug der Genotyp als Goldstandard betrachtet wird,
fallt bei bekanntem 7/7-Genotyp die Zuordnung plotzlich auftretender erhohter
Bilirubinwerte zum GS leichter.

Rudenski und Halsall [1998] stellten theoretische Uberlegungen an zur Bedeutung der
Genotypisierung des UGT1A1 Promotors bel klinisch manifestem Ikterus. Aus Inzidenz
und Prévalenz von Gilbert Syndrom und anderen moglichen Ursachen eines Ikterus
kamen sie zu dem Schluf3, dai? bei manifestem Ikterus und 7/7-Genotyp das Risiko einer
ernsten Lebererkrankung als Ursache zwar reduziert ist, dieses aber nicht komplett aus-
geschlossen werden kann. Eine Koexistenz von GS und einer ernsthaften Erkrankung ist
prinzipiell moglich. AulRerdem liegen die Bilirubinspiegel beim GS relativ selten so
hoch, dai? eine Gelbsucht entsteht (>34 pmol/l), auch wenn die Definition des GS Bili-
rubinwerte bis 90 umol/l zul&’t. Diese theoretischen Uberlegungen werden durch die
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klinischen Daten dieser Studie unterstitzt: Unter den Probanden dieser Studie zeigten

nur drei der mutierten Manner Anzeichen eines Sklerenikterus.

Andere Populationen

Eine Reihe von Studien, insbesondere solche zu genetischen Fragestellungen, sind in
Populationen durchgefihrt worden, die aufgrund ihrer geographischen Lage (u.a. Inuit
und Islander) oder aus politisch-kulturellen oder religiésen Grinden Uber lange Zeit-
raume isoliert waren. Hier ist es durch die fehlende oder geringe Migration nicht oder
nur wenig zu einer Durchmischung mehrerer Genpools gekommen. Durch das Phéno-
men der Fixation oder Elimination von Mutationen oder Allelen kommen diese, wenn
sie auftreten, haufiger vor als in Populationen, deren Genpool standig neue Einflisse
von aul3en erhdlt. Daher ist der Anteil homozygoter Genloci grof3er als in anderen
Populationen, ein Umstand, der zu einer htheren Manifestationsrate homozygot-
rezessiver Krankheiten in diesen Gruppen fuhrt.

Monaghan et a. [1997] untersuchten 148 Inuit auf die beschriebene Mutation des
UGT1A1-Promotors. Die Mutationsfrequenz betrug p(TA7)=0,43 und war somit hdher
alsin einer weniger isolierten Population.

Bel Japanern hingegen kommt der mutierte UGT1A1-Promotor deutlich seltener vor.
Hier konnte eine Frequenz von p(TA7)=0,105 ermittelt werden (siehe auch

Tabelle 25). Allerdings gibt es Hinweise auf zwei weitere regulatorische Sequenzen, in
welchen Mutationen vorliegen und zum klinischen Bild des GS fuhren konnen [Uyama
et a. 1997]. Ferner finden sich mehrere Berichte homo- und heterozygoter Missense-
Mutationen in codierenden Abschnitten der UGT-Gene assoziiert mit dem klinischen
Bild des Gilbert Syndroms [Aono et al. 1995; Koiwai et al. 1995; Kamisako et al. 1997,
Maruo et a. 1998; Burchell und Hume 1999]. Auch hatten Ando et al. [1998] in einer
japanischen Population keinen Unterschied in der Hohe der Bilirubinwerte bei den Ge-
schlechtern feststellen kdnnen. Insgesamt scheint das GS bei Japanern mit anderen
Mutationen assoziiert zu sein, als bel Kaukasiern. Bosma und Monaghan hatten bei den
von ihnen kontrollierten Kaukasiern keine Mutationen in codierenden Bereichen der
UGT-Gene entdeckt.

Bei Afrikanern sind zwei weitere Variationen des Promotors beobachtet worden. Bei

ihnen treten — anders as bei Kaukasiern und Asiaten — TATA-Boxen mit 5 oder 8 TA-
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Repeats auf. In vitro korreliert die Lange des Promotors invers mit der Aktivitdt der
UGT1A1, mit steigender Zahl an TA-Repeats der TATA-Box nimmt die Aktivitét ab.
Ein kinstlich hergestellter Promotor mit 9 TA-Repeats schien diese Tendenz weiter
fortzusetzen. Daher liegt die Vermutung nahe, dal3 die Bilirubinspiegel ansteigen mit
zunehmender Anzahl an TA-Repeats im Promotor und deshalb invers korrelieren mit
der Aktivitét der UGT [Beutler et al. 1998]. Dies scheint tatsachlich auch fir in vivo-
Bedingungen zu gelten. Unter den weiblichen Probanden in unserer Studie fand sich
eine Kaukasierin mit einer Kombination eines wildtypischen UGT1A1-Allels mit 6 TA-
Repeats, das zweite Allel war 2 bp kirzer und besal3 5 TA-Repeats. Der Bilirubinwert
bei dieser 5/6-Mutation lag mit 4,1 umol/l am untersten Rand aller Bilirubinwerte der
Gesamtgruppe. Uber die Nationalitdt der Eltern dieser Probandin, welche diese
»arikanische Mutation®* vererbt haben, ist leider nichts bekannt.

Phanotypisierung mit Paracetamol

Die phanotypische Charakterisierung eines polymorphen Stoffwechselweges kann
durchgefiihrt werden, wenn eine Substanz verflgbar ist, welche von dem spezifischen
Enzym metabolisiert wird. Nach Applikation der Substanz werden ihre Metaboliten und
die unveranderte Substanz in Urin oder Blut bestimmt und die Mengen zueinander ins
Verhdtnis gesetzt. Daraus ergibt sich ein diskreter Wert, die sog. ,Metabolic Ratio®,
welche die Aktivitét des untersuchten Stoffwechselweges beschreibt. Hierbel sind auch
intermediére Stoffwechseltypen moglich, was eine differenziertere Beurteilung gestattet
als die Genotypisierung. Diese betrachtet nur die vorliegenden Allele und teilt nach
deren Kombination in drei Gruppen ein. Nachtell der Phanotypisierung ist, dal3 auch
weitere Faktoren wie z.B. Rauchen oder Erndhrungsgewohnheiten mit einflief3en. Auch
sind zyklische oder zirkadiane Schwankungen und Verdnderungen in Abhangigkeit vom
L ebensalter denkbar, wéahrend der Genotyp nicht solchen Verénderlichkeiten unterliegt.
Die interindividuelle Vergleichbarkeit der ermittelten phanotypischen Werte ist deshab
geringer als die der Genotypisierung. FUr eine eingehende Beurteilung eines polymor-
phen Stoffwechselweges ist es daher winschenswert, Geno- und Phénotypisierung
parallel durchfihren zu konnen. Nach Literaturhinweisen schien Paracetamol (im
englischen Sprachraum Acetaminophen) geeignet zu sein fir die Phanotypisierung der
Aktivitét der UGT1A1 [De Morais et al. 1988; De Morais et al. 1992].
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Paracetamol ist ein welt verbreitetes Schmerzmittel, das gut vertraglich und rezeptfrei
erhdltlich ist. Paracetamol wird nach oraler Gabe rasch im Magen-Darm-Trakt
resorbiert. Maximale Plasmakonzentrationen werden nach 30-60 min erreicht, die
Bioverflgbarkeit betragt ca. 90 %. Angaben zur Plasmahalbwertzeit liegen zwischen 1-
3h. Nur etwa 2-4 % des Paracetamols werden unverandert Uber die Niere ausge-
schieden, der grofdte Teil unterliegt hepatischer Konjugation. 60 % hiervon werden
durch UGTs glukuronidiert, 30 % durch Sulfotransferasen sulfatiert. Zwischen 5 und
10% werden von Cytochrom P450-Enzymen metabolisiert, hauptséchlich durch
CYP2EL, in kleineren Anteilen durch CYP1A2 und CYP3A4 [Raucy et a. 1989,
Thummel et al. 1993, Patten et al. 1993]. Durch die Oxidation entsteht N-Acetyl-p-
benzochinonimin (NAPQI). Dieses kann an Proteine binden und die zellulére Integritét
stéren, was im Normalfall aber durch sofortige Kopplung an Glutathion verhindert wird.
Nach enzymatischer Degradation in der Niere erscheinen die Metabolite als
Merkaptursauren im Urin. Wenn die Glutathionvorrdte der Leber erschopft sind und
nicht mehr ales entstehende NAPQI gebunden werden kann, konnen Leberzellnekrosen
oder Nekrosen renaler Tubuli die Folge sein (Abbildung 22) [Mitchell et al. 1973;
Nelson et al. 1990]. Bel Paracetamoldosen von tber 10 g kann es auf diesem Weg zum
Leberkoma kommen. Bei bestehendem Favismus ist die Gefahr besonders hoch. Dabei
besteht aufgrund einer Mutation ein Mangel an Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase.
Dieses Enzym ist an der Regeneration des Glutathions beteiligt, d.h. bel einem
Enzymmangel kann verbrauchtes Glutathion nur verlangsamt wieder regeneriert
werden. Schon bel geringen Dosen von entstehendem NAPQI werden die Vorréte
erschopft, die Leberzelle wird friher geschadigt [Beutler 1994]. SH-Donatoren wie N-
Acetylcystein finden als Antidote Verwendung bei Paracetamolvergiftungen [Slattery et
al. 1987].
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Abbildung 22: Stoffwechsel von Paracetamol
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In UGT-defizienten Gunn-Ratten treten haufiger und bereits bel geringen Dosen Leber-
nekrosen auf, as bei Ratten mit normaer Ausstattung an UGTs. Durch die fehlende
Glukuronidierungsmoglichkeit wird Paracetamol bei diesen Ratten vermehrt durch
Sulfotransferasen und Cytochrome metabolisiert, was eine verstarkte Bildung von
NAPQI nach sich zieht [De Morais 1988]. Sobald dieses die Entgiftungskapazitét des
Glutathions Ubersteigt, kommt es zur Leberschddigung. Bei Patienten mit klinisch
diagnostiziertem Gilbert Syndrom konnten De Morais et a. [1992] &hnliches
beobachten: Die Glukuronidierung von Paracetamol lag im Zeitintervall 0-2 h post
applicationem um 31 % unter der von normalen Personen, dabei waren Konzentrationen
der Merkaptursauremetabolite, die nach Kopplung von NAPQI an Glutathion entstehen
konnen, erhdht gegeniiber der Kontrollgruppe. Da bei Patienten mit GS aufgrund der
von Bosma et al. [1995] beschriebenen Mutation die UGT1A1 vermindert exprimiert
wird, liegt die Vermutung nahe, dal3 Paracetamol Substrat dieser Isoform der UGTsist.
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Die Glukuronidierungsaktivitét der UGT1A1 sollte phéanotypisch bestimmt werden um
die ermittelten Werte zwischen den drel Gruppen der verschiedenen Genotypen zu
vergleichen. Hierfir wurde 1 g Paracetamol an 23 mannliche Probanden der drei mogli-
chen Genotypen (sechs Wildtypen, acht Heterozygote, neun Mutanten) oral verabreicht
und Uber 2 x 4 Stunden Urin gesammelt. Die Einnahme von UGT-induzierenden Medi-
kamenten, der Genul3 von kohlhaltigen Speisen sowie von Zigaretten und Alkohol war
den Probanden wéhrend der Dauer der Studie untersagt. Der Quotient aus Paracetamol-
glukuronid und unverandertem Paracetamol im Urin, die Metabolic Ratio, wurde
getrennt fur beide Sammelperioden 0-4 h und 4-8 h und fir die Gesamtperiode 0-8 h
bestimmt. Die Verteilung der Metabolic Ratios in den drel Gruppen von Probanden
wird in Abbildung 23 wiedergegeben.

Abbildung 23: MR vs. Genotyp
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Die Box reprasentiert die 25. und die 75. Perzentile, der Querbalken der Box den
Median und die Fehlerbalken die 5. und die 95. Perzentile.

Abbildung 24 zeigt die MRs der ersten Sammelperiode (0-4 Stunden) nach
Bilirubinwerten und Genotypen (Wildtypen und Mutanten). Hieraus &3t sich bereits
graphisch ablesen, dal? die Metabolic Ratios inklusive der Schwankungsbreite keinen

Unterschied zeigen zwischen Wildtypen oder Mutanten. Der mittlere Bilirubinspiegel
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hingegen liegt bel den Mutanten deutlich hoher und die Streubreite der Werte ist gut
doppelt so breit verglichen mit den Wildtypen.

Abbildung 24: MR 0-4 h vs. Bilirubin und Diagnose
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Ein Zusammenhang der Glukuronidierung von Paracetamol mit dem Genotyp der
UGT1AL1 und ihrer Aktivitét, gemessen durch den Bilirubinspiegel, kann hieraus nicht
abgeleitet werden. Vielmehr scheint die Konjugation des Paracetamols mit Glukuron-
saure durch ein anderes Isoenzym zu erfolgen. Denkbar wére nach den in vitro-
Ergebnissen von Bock et a. [1993] beispielsweise die UGT1A6 oder mehrere
Isoformen der UGTs mit sich Uberl appenden Substratspezifitéten.

Ullrich et al. [1987] hatten von einer unveranderten Glukuronidierung des Paracetamols
berichtet. Sie hatten die Glukuronidierung in einem Gesamtintervall von 8 h Uber Nacht
gemessen. Esteban und Pérez-Mateo [1993] hingegen konnten die von De Morais et al.
[1992] beobachtete verénderte Glukuronidierung des Paracetamols teilweise bestétigen.
In zwei der sechs von ihnen beobachteten Fale war die Glukuronidierung des
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Paracetamols signifikant vermindert. Bei diesen Probanden war die Diagnose Gilbert
Syndrom nach klinischen Kriterien gestellt worden, der Genotyp des UGT1Al
Promotors also unbekannt. Hierbei koénnte es sich auch um eine Veranderung eines
anderen Gens gehandelt haben, welches den Metabolismus von Paracetamol beeinflufit,
etwa die UGT1AG6. Hierfur spricht auch die normale Glukuronidierung in den anderen
vier Fallen [De Wildt et al. 1999]. Diese Uberlegungen werden durch Beobachtungen
von Lampe et a. [1999] stark unterstitzt: Sie hatten in mehreren Populationen die
Haufigkeiten von zwei Polymorphismen untersucht: den des UGT1A1 Promotors und
einen weiteren im ersten Exon der UGT1A6. Zwel Missense-M utationen fuhren hierbel
zu Aminosaurensubstitutionen an zwei Positionen des Enzyms und dadurch zu
verminderter Aktivitdt desselben. Dieser Polymorphismus wird als UGT1A6*2
bezeichnet [Ciotti et al. 1997b]. Bel Kaukasiern und Asiaten waren Probanden mit
homozygot mutierten Genloci fur beide Gene 10fach héufiger, als erwartet; solche mit
einem homozygot mutierten und einem homozygot wildtypischen Gen hingegen waren
etwa 10fach seltener. Daraus leiteten Lampe et al. [1999] eine Kopplung der beiden
Gene ab. Die Streubreiten der MRs waren bei den homozygot mutierten etwas grofier
as in den anderen Gruppen. Hier kann spekuliert werden, dal3 die Kopplung des
UGT1A1 Polymorphismus an den der UGT1A6*2 dazu fuhrt, dald in der Gruppe der
UGT1A1-7/7 Genotypen auch einige Probanden die UGT1A6*2 Mutation besal3en und
daher eine veranderte Glukuronidierung von Paracetamol aufwiesen, was unter den
anderen UGT 1A 1-7/7-Probanden mit normaler UGT1A6 unterging.

Die Einfllusse weiterer Faktoren wie z.B. Geschlecht, Rauchverhalten etc. wurden in den
Studien von Ullrich et al. [1987] und Esteban und Pérez-Mateo [1993] nicht beriick-
sichtigt. Ullrich et a. [1987] untersuchten 10 Manner und eine Frau mit GS, als
Kontrolle diente eine Gruppe aus je 5 Mannern und Frauen, Esteban und Pérez-Mateo
[1993] auffern sich nicht beziiglich der Geschlechtsverteilung. Diese hat jedoch nach
Bock et al. [1987; 1994] einen Einfluld auf die Glukuronidierung von Paracetamol. Bei
Frauen liegt sie hoher as bei Méannern, ebenso bei starken Rauchern (Uber
10 Zigaretten/d), die Einnahme von Phenytoin, Rifampicin und oralen Kontrazeptiva
kann sie steigern. Ferner fuhren kohlhaltige Nahrungsmittel zu einer gesteigerten
Glukuronidierung von Paracetamol, vermutlich tUber eine Induktion des. Weil3kohl und
Rosenkohl enthalten Vorstufen von Stoffen, die der Para-Amino-Hippurséaure dhnlich
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und als Enzyminduktoren bekannt sind Enzyms [Pantuck et al. 1984]. Ethanol induziert
CYP2E], ist aber gleichzeitig auch dessen Substrat. Dadurch ist eine Induktion wie
auch eine Inhibition des Enzyms moglich, was sich in ener gesteigerten oder
verminderten Bioaktivierung von Paracetamol aulRern kann. Die gegensétzlichen
Reaktionen sind abhangig von Menge und Zeitintervall der Einnahme von beidem
[Slattery et a. 1996]. Verschiedene weitere Umstande konnen ebenfalls auf die Gluku-
ronidierungsaktivitat der Leber EinfluR nehmen [Ubersicht bei Miners und Mackenzie
1991].

Zwischen Rauchern und Nichtrauchern konnten wir keine signifikanten Unterschiede in
den MRs feststellen. Allerdings war die Zahl der Probanden in diesen Subgruppen sehr
klein (6 und 16, resp.). Ebenso konnten bei der Betrachtung MR versus klinische GS-
Diagnosen und MR versus Bilirubinspiegel keine signifikanten Unterschiede ermittelt
werden. Auch hier gilt jewelils, dal3 die Untergruppen nur sehr klein waren. Dazu muf3
angemerkt werden, dal3 die Fallzahlschétzung von n=6 je Genotyp getroffen worden
war, um eine Differenz (SD) in den MRs von 9,5 (5) zu detektieren. Auf die Zahlen in
den anderen Gruppen (Diagnose, Rauchstatus etc.) wurde bei der Rekrutierung nicht
geachtet. Ferner lag die tatséchliche Streubreite der SD fur die MRs zwischen 8 und 17
in den verschiedenen Sammelperioden.

Der im Beipackzettel von Paracetamol gegebene Hinwels, das Medikament sei bei
bestehendem GS nur mit verlangertem Dosisintervall und nach Riicksprache mit dem
Arzt einzunehmen, scheint demnach unndétig zu sein. Patienten mit GS unterliegen nach
diesen Ergebnissen bel der Einnahme von Paracetamol keinem erhéhten Risiko eines
L eberschadens.

Relativ eindeutig ist hingegen der Zusammenhang zwischen einer veranderten Wirkung
von Irinotecan bei Personen mit Gilbert Syndrom. Irinotecan (CPT-11, Campto"”) ist ein
Topoisomerase-I-Inhibitor aus der Klasse der Camptothecine (Alkaloid aus
Camptotheca acuminata) [lyer und Ratain 1998]. Die auftretenden Nebenwirkungen
werden in zwei Phasen mit unterschiedlichen Ursachen untergliedert: Die Frihsymp-
tome werden auf cholinerge Hyperstimulation durch CPT-11 zuriickgefihrt,
verantwortlich fir die spdte Reaktion mit massiver Diarrhoe ist der aktive Metabolit
SN-38. Dieser entsteht durch Offnung des Laktonrings durch Carboxylesterasen in
Serum und Gewebe, durch Glukuronidierung in der Leber wird er wieder inaktiviert
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[Hecht 1998]. Wasserman et al. [1997] hatten zwel Félle massiver Nebenwirkungen
nach CPT-11-Gabe bel Patienten mit klinisch diagnostiziertem GS beschrieben. lyer et
al. [1998a] identifizierten die Isoform UGT1A1 as die Verantwortliche mit Hilfe von
Mikrosomen von Mensch und Ratte. lyer et a. [1999] stellten eine signifikante
Korrelation zwischen SN-38-Glukuronidierung und UGT1A1 Genotyp fest. In Ratten
wurde die Glukuronidierung von SN-38 durch eine Behandlung mit Phenobarbital
gesteigert [Gupta et al. 1997a; Ritter et al. 1999], was die Metabolisierung durch die
UGT1A1 unterstiitzt, da diese durch Phenobarbital induziert wird [Sutherland et al.
1993]. Bel gleichzeitiger Gabe von Vaproinsaure hingegen wurde die Glukuroni-
dierungsaktivitdt hinsichtlich SN-38 vermindert, was als eine Hemmung des Enzyms
gedeutet wird [Gupta et al. 1997a]. Solche Verhdltnisse sind auch fir andere Pharmaka
denkbar, die Substrat der UGT1Al sind. Zur Phanotypisierung des UGT1A1-
Stoffwechsels ist SN-38 alerdings trotzdem nicht geeignet. Das Nebenwirkungs-
potential dieser Substanz Ubersteigt den diagnostischen Wert bei weitem, die Gabe an
gesunde Probanden ist nicht zu vertreten.

Kaplan et a. [1997] untersuchten die Auswirkung des 7/7-Genotyps auf die Inzidenz
der  Neugeborenenhyperbilirubinamie bei  Glucose-6-Phosphat  Dehydrogenase
defizienten neugeborenen Sephardim. Sie fanden, dal3 keine der beiden Mutationen
aleine, aber beide in Kombination die Inzidenz erhdhten. Allerdings sprechen die
Autoren erst bei Bilirubinwerten Uber 257 pmol/l von einer Hyperbilirubindmie. Auch
muld bedacht werden, dal3 das UGT-System bel Neugeborenen noch nicht vollig
ausgereift ist, die Aktivitat der UGTs erreicht erst mit 3-6 Monaten das Level des
Erwachsenen [Onishi et a. 1979]. Auch ein relativer UGT-Mangel durch Hemmung der
UGTs durch Pregnandiolderivate der Muttermilch kommt in Betracht. Die Bedeutung
ontogenetischer Aspekte der UGTs fiur den Stoffwechsel bei Neugeborenen fassen
DeWildt et a. [1999] zusammen. Sampietro et al. [1997] zeigten, dal3 die
Bilirubinspiegel von Erwachsenen mit heterozygoter Thalassdmie oder Glucose-6-
Phosphat Dehydrogenase Defizienz in Kombination mit der 7/7-UGT1A1 hoher lagen,
als bei der Kontrollgruppe mit nur der GS-Mutation. Die Mutationsfrequenz des
UGT1A1 Promotors war in allen drei Kollektiven gleich grof3 (ohne weitere Mutation /
heterozygot fur Thalassamie / Glucose-6-Phosphat Dehydrogenase defizient).
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Andere Substrateder UGT1A1

Als Tiermodell fur GS werden teilweise Gunn-Ratten verwendet. Diese gehdren zum
Wistar-Stamm. Durch eine homozygote Punktmutation in einem der gemeinsamen
Exons entsteht eine Verschiebung des Leserasters im Gencluster der UGTs. Gunn-
Ratten exprimieren keine UGT-Aktivitéat und sind daher Modell fur das Crigler-Najjar
Syndrom Typ |. Heterozygote Gunn-Ratten haben eine verringerte UGT-Aktivitét, die
sich allerdings nicht auf eine Isoform beschrankt [Sato 1991]. Somit existiert fur das
Gilbert Syndrom eigentlich kein adaguates Tiermodell. Lungenfibroblasten chinesischer
Hamster (V79-Zellen) besitzen normalerweise keine UGT-AKktivitéat. Transfektion mit
humaner Bilirubin-UGT-cDNA fihrt zu ener stabilen Expression des Enzyms
[Sutherland et al. 1992]. Eine Reihe von Untersuchungen beziglich der Substratspezifi-
téten der einzelnen Isoformen der UGTs hat in solchen V79-Zellen stattgefunden.
Dadurch konnten die in Tabelle 26 gelisteten Substanzen als Substrate der UGT1A1
identifiziert werden. Einige der genannten Substanzen sind in Nahrungsmitteln
enthalten, Naringenin kommt in Grapefruit vor, Galate in Konservierungsstoffen,
Emodin in Rhabarber und Eugenol in Gewlrznelken. Interessanterweise besitzt die
UGT1A1 eine ausgepragte Stereoselektivitdt und glukuronidiert zwar das physiologisch
inaktive reverse Trijodthyronin (rT3), nicht aber das aktive T3 [Visser et al. 1993]. T3
hingegen ist an der Steigerung der UGT1A1-Expression auf Ebene der Transkription
beteiligt. 3-Methylcholanthren steigert ebenfalls die mRNA-Menge der UGT1Al
[Masmoudi et a. 1997]. Weitere Induktoren der UGT1A1l sind Phenytoin und
Phenobarbital [Sutherland et al. 1993]. Benz-(a)-pyren, Benz-(e)-pyren (BeP) und
Dihydroxybenz-(a)-pyren (BaP) sind Substrate der UGT1A1l [Bock et a. 1992].
Vienneau et al. [1995] konnten eine gesteigerte Zyto- und Embryotoxizitdt in V79-
Zdlen und in UGT-defizienten Ratten feststellen, die mit BaP und BeP belastet wurden.
Da BaP as bekanntes Karzinogen in Zigarettenrauch vorkommt, konnte dies

moglicherweise das Karzinomrisiko von Rauchern mit 7/7-Genotyp steigern.
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Tabelle 26: Substrateder UGT1A1

Referenz Substanz

Bock et al. 1992 Benz-(a)-pyren, Benz-(e)-pyren, Dihydroxybenz-(a)-pyren

Sutherland et al. 1992 4-Methylumbelliferon (auch Substrat anderer 1soformen), 1-
Naphthol

Ebner et al. 1993 Ethinylestradiol

Visser et a. 1993 Reverses Trijodthyronin (rT3) (nicht T3), Thyroxin

Senafi et al. 1994 Oktylgallat (auch UGT1A2), Propylgallat, 4-Nitrophenol,

Eugenol, Methyl-4-Hydroxybenzoat, Anthraflavonséure,
Emodin, Alizarin, 3- und 173-Hydroxysteroide, Quercetin,
Fisetin, Naringenin, Galangin (niedrig),

3-Hydroxyflavon, 7-Hydroxyflavon

Ferner gibt es Hinweise auf eine Bedeutung der UGTs im Zusammenhang mit der
Genese von malignen Lebertumoren. In humanen Hepatozyten wird die Aktivitét der
UGT1A1 wie auch anderer Isoformen deutlich heruntergeregelt, wenn ein hepato-
zelluléres Karzinom oder ein a's Prakanzerose geltendes hepatisches Adenom vorliegen.
Allerdings ist der Zeitpunkt dieser Aktivitdtsminderung nicht bekannt [Strassburg et al.
1997]. Da Ostrogene durch die UGT1A1 glukuronidiert und somit inaktiviert werden,
sind nach Lampe et a. [1999] be verminderter Aktivitdt des Enzyms erhdhte
Plasmaspiegel an Ostrogenen denkbar, die bei hormonsensitiven Tumoren eine Rolle
spielen konnten. Die Glukuronidierung von Substanzen durch die UGTSs tréagt nicht nur
zu deren Inaktivierung bei, sie verhindert auch deren Metabolismus durch andere alter-
native Stoffwechselwege. Zum Beispiel die Bioaktivierung einer Substanz durch Cyto-
chrom-P450-Enzyme kann zu reaktiven Metaboliten fuhren, die ihrerseits die Leber
schadigen konnen. UGT-defiziente Ratten reagieren empfindlicher auf Paracetamol [De
Morais et a. 1988] und auf Phenytoin und seinen Metaboliten HPPH [Kim et al. 1997].

Den UGTs kommt demnach insgesamt eine zytoprotektive Aufgabe zu.

Bilitranslokase

Der genau Mechanismus, mit welchen Bilirubin und andere Substanzen in die Hepato-
zyten gelangen, ist bislang strittig. Einige Autoren sprechen von Diffusion, andere
vermuten einen Carrier-vermittelten Transport. Dieser Carrier, die sog. Bilitrans okase,

ist offenbar in der sinusoidalen Plasmamembran der Hepatozyten lokalisiert und scheint
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nach Versuchen an Rattenlebern ATP-abhangig zu sein; der genaue Mechanismus ist
jedoch noch nicht gekléart [Pascolo et al. 1998]. Das Protein soll fir den Transport von
Bilirubin und anderen organischen Anionen wie Bromsulfophthalein zustandig sein
[Baldini et al. 1986; Sottocasa et a. 1989; Passamonti et al. 1998]. Eine eventuelle
Beteiligung dieses Anionencarriers an der Pathogenese des GS ist immer wieder in
Erwagung gezogen worden. Gentile et a. [1985] beobachteten eine verlangerte hyper-
bilirubinamische Phase nach Inhibition der Bilitranslokase mit Rifamycin. Diese Phase
war bel Frauen mit wie ohne klinischem GS weniger lang und stark als bei den ent-
sprechenden Mannern. Dies wirde auch in Einklang stehen mit den insgesamt
niedrigeren Bilirubinwerten und der geringeren Frequenz des klinischen Gilbert
Syndroms der Frauen. Etwa 1/3 der Patienten mit GS zeigen eine verminderte Clearance
von Bromsulfophthalein (BSP) und Indocyanin Griin (ICG) [Testa et a. 1995; Persico
et a. 1996; Serra et al. 1997]. Da diese Farbstoffe beide nicht in der Leber glukuroni-
diert, sondern an Glutathion gekoppelt werden [Macklon et al. 1979], paldt die Beobach-
tung jedoch zu dem vermuteten Defekt im hepatischen Aufnahmemechanismus. Das
Transportsystem fur ICG und BSP hat nach Torres [1996] bel welblichen Ratten eine
hohere Affinitét zu seinen Substraten als bei mannlichen. Nach Persico et al. [1988] ist
dieses Phénomen dstrogenabhéangig. Ob dies auch auf den Menschen Ubertragbar ist,
bleibt jedoch offen. Allerdings kénnte dies ein Grund daftir sein, dal3 bei den Frauen die
Bilirubinwerte niedriger liegen und die Hemmung durch Rifamycin weniger lange
andauert. Andere Autoren hingegen konnten die verminderte Clearance von ICG und
BSP nicht nachvollziehen [Nambu und Namihisa 1996]. Auch De Morais et al. [1992]
konnten weder hohere Plasmakonzentrationen noch verlangerte Eliminationsha bwerts-
zeiten nach Gabe von Paracetamol beobachten, wie sie bel einem defekten Transport-
system zu erwarten waren. Schmid und Hammaker [1959] wiederum berichteten von
verminderter Clearance bei normaler Glukuronidierung. Nach Orzes et al. [1987] sind
bei Personen mit GS die freien Fettsauren analog den Bilirubinspiegeln erhoht, was
ebenfalls durch den vermuteten Defekt im Transportsystem erklart wurde. Dies scheint
aber heute nicht mehr haltbar zu sein, da fir Bilirubin und freie Fettsduren unter-
schiedliche Transporter zu existieren scheinen [Tiribelli 1999]. Auch sind inzwischen
zwel verschiedenen Transportsysteme identifiziert worden, die parallel zueinander
arbeiten und sich durch ihre Affinitét zu ihren Substraten und die Elektrogeniét
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unterscheiden [Torres et a. 1993]. Insgesamt ist das klinische Bild sehr heterogen, die
widersprichlichen Ergebnisse nach Applikation von ICG und BSP stellen diese
Testsubstanzen fir die Beurteilung des Gilbert Syndromsin Frage.

Genetische Polymor phismen

Heute ist eine Anzahl genetischer Polymorphismen bekannt, die zu unterschiedlicher
interindividueller Kinetik und damit Wirkung von Pharmaka fuhren kdnnen. Verant-
wortlich hierfir sind Mutationen in Genen, die fir Enzyme des Stoffwechsels kodieren,
und die dann mit geringerer oder gesteigerter Aktivitét exprimiert werden. Unterschiede
um den Faktor 10 bis 1000 sind beschrieben worden [Inaba et al. 1994]. Ferner sind
genetisch verdnderte Zellrezeptoren bekannt, die die Wirkung von Pharmaka beein-
flussen oder sogar aufheben konnen [Szombathy et al. 1998]. Unter den polymorphen
Enzymen fanden bislang die des Phase-I-Metabolismus, v.a die Cytochrom P450
Enzyme, die grofite Beachtung. Mehr und mehr wird aber deutlich, da’3 auch die
meisten der Phase-11-Metabolismusenzyme Polymorphismen aufweisen [de Wildt et a.
1999], darunter auch die Glukuronyltransferasen.

Die untersuchte TA-Duplikation im Promotor der UGT1AL1 fuhrt zu einer verringerten
Expression des Enzyms und daher zu erniedrigter Clearance und erhdhten Plasma-
spiegeln von unkonjugiertem Bilirubin. Die phanotypische Auspréagung des Genotyps
erfolgt dosisabhangig, die mittleren Bilirubinspiegel der Heterozygoten mit einem
verdnderten Allel liegen zwischen denen der Wildtypen mit zwei normalen Allelen und
den Mutanten mit zwel mutierten Allelen. Dies ist typisch fur Polymorphismen, da
diese meist monogen-kodominant vererbt werden [Evans und Relling 1999].

Durch den Riickstau des endogenen Substrats Bilirubin der UGT1A1 bei homozygoter
Mutation entsteht das Gilbert Syndrom. Demnach sollte auch ein exogenes Substrat
dieses Enzyms mit veranderter Kinetik metabolisiert werden. Um diese Verénderung
quantitativ zu erfassen, wurde Paracetamol verwendet. Dieses zeigt unseren Daten nach
allerdings keine veranderte Kinetik bei Probanden mit der Mutation und ist daher
vermutlich kein Substrat der UGT1AL. Irinotecan, bzw. sein aktiver Metabolit SN-38
hingegen wird offensichtlich von Personen mit der homozygoten Mutation langsamer
eliminiert, was in Zusammenhang mit der verstarkten Toxizitét von Irinotecan zu stehen
scheint [Gupta et al. 1997b; Wassermann et a. 1997; lyer et al. 1998]. Denkbar ist, daid
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weitere Substanzen Substrat der UGT1A1 sind und bei Personen mit der homozygoten
Insertion einer veranderten Kinetik unterliegen. In der Klinik kann eine Bestimmung
des Genotyps vor der Gabe von solchen Substanzen — sofern diese as Substrate der
UGT1A1 identifiziert wurden - verschiedene Konsequenzen haben: Falls méglich, kann
auf aternative Medikamente, die auf einem anderen Weg verstoffwechselt werden,
ausgewichen werden. Im Fall von Irinotecan z.B. auf ein anderes Zytostatikum aus der
Gruppe der Camptothecine; Topotecan (Hycamtin™) scheint einem anderen Metabo-
lismus zu unterliegen als Irinotecan [Herben et a. 1996]. Wenn keine Alternativen
vorhanden sind, kann die Reduktion der Dosis bzw. die Verlangerung des Dosisinter-
valls mit einer engmaschigeren Uberwachung die Vertraglichkeit steigern und das
Risiko von Nebenwirkungen senken. Die Medikation wirde also auf den jeweiligen

Patienten und dessen genetische Konstellation individuel | ausgerichtet werden.

Speziell fur die klinische Forschung stellen die schwankenden Bilirubinwerte beim GS
ein Problem dar, vor alem dann, wenn bei der EinschluBuntersuchung zu einer
Arzneimittelstudie die Werte eines Probanden im Normbereich lagen, dann aber
innerhalb des Studienzeitraumes wieder ansteigen. Oft ist der exakte Weg des
Metabolismus von Substanzen nicht im Detail bekannt, insbesondere in den frihen
Phasen klinischer Studien. Das Wissen tber mdgliche unerwinschte Nebenwirkungen
ist noch relativ begrenzt, und es konnen auch unerwartete unerwiinschte Wirkungen
auftreten, die nicht aufgrund des pharmakologischen Profils der Substanz vorhergesagt
werden konnten [Weidemann und Martinez 1999]. Da ein Ausschlul® von anderen
Ursachen als dem GS fur die Bilirubinwerterhdhung daher nicht sicher mdglich ist und
kein positives Diagnostikkriterium bekannt war, muf3ten solche Anstiege des Bilirubins
bislang als substanzinduzierte Wirkung gewertet werden. Die Genotypisierung des
UGT1A1-Promotors kann nun als ein solches positives Diagnostikkriterium angesehen
werden. Sie gestattet die Entscheidung, ob es sich um eine benigne isolierte
Bilirubinwerterhdhung aufgrund des genetischen Polymorphismus handelt, oder ob ein
Bezug zur Prifmedikation wahrscheinlich ist.

Wenn es Hinweise auf eine Beteiligung polymorpher Enzyme am Stoffwechsel einer
neuen Substanz gibt, kann der Genotyp ein Auswahlkriterium fir Probanden bei der

Durchfihrung von klinischen Studien sein. Deshalb sollte eine genaue Bestimmung des

Seite 98



Diskussion

Metabolismus neuer Medikamente moglichst frih erfolgen. Falls polymorphe Enzyme
wie z.B. UGTs oder CYPs daran beteiligt sind, sollte das Ausmal} des genetischen
Einflusses Uberprift werden. Dazu kénnen klinische Studien mit molekularbiologisch
selektierten Subpopulationen durchgeftihrt werden. Dies sollte lediglich als ein Aspekt
der Charakterisierung einer Substanz betrachtet werden und muf3 nicht das Ende der
klinischen Entwicklung bedeuten [Zihlsdorf 1998]. Vielmehr kann die Entwicklung
hierdurch beschleunigt und werden [Larkin 1998]. Neben Gruppenvergleichen zwischen
Mutanten und Wildtypen ist ebenso der Ausschlul® von Mutanten denkbar, wenn der
Verdacht auf ein erhdhtes Risiko von Nebenwirkungen bei denselben besteht. Dies
erhoht einerseits die Sicherheit der Probanden, andererseits wird vermieden, dal3 durch
Auswahl ,falscher* Patienten teure klinische Studien wiederholt werden missen
[Kuhlmann 1999].

Bereits heute kdnnen eine Reihe von Krankheiten (z.B. Chorea Huntington oder Morbus
Parkinson) mit Hilfe genetischer Diagnostik erkannt werden [Collins 1999a]. Mit der
Fertigstellung des Human Genome Project und der Kenntnis der gesamten Basen-
sequenz der humanen DNA werden vermutlich eine ganze Reihe weiterer genetischer
Grundlagen von Krankheiten aufgedeckt werden [Hoehe et a. 1998]. Bidang ist der
Focus auf monogenetisch kontrollierte Erkrankungen gerichtet [Inaba et al. 1994], die
polygen verursachten Krankheiten stellen eine weitere grof3e Hurde fur die Pharmako-
genetik dar [Kaplan et al. 1997]. Die wachsenden Mdglichkeiten der Technologie, v.a.
die Entwicklung der DNA-Chips machen auch hier zunehmend molekulare Diagnostik
moglich. Es ist denkbar, dal? bei bekanntem Einflul? eines polymorphen M etabolismus
oder anderer Zielstrukturen wie Rezeptoren auf Wirkung und Vertraglichkeit eines
Medikamets in Zukunft die Pharmakotherapie optimal fur jeden Patienten an dessen
genetische Konstellation angepaldt wird. Aufwendiges und nicht immer ungeféhrliches
, 1ria and Error” fiele dann weg [Collins 1999b].

Ausblick

Die Genotypisierung ermoglicht eine schnelle, zuverlassige und eindeutige Diagnose-
stellung des Gilbert Syndroms. Sie ist nicht den Problemen schwankender

Bilirubinwerte unterworfen und daher der klinischen Diagnose deutlich Uberlgen. Es
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bietet sich also an, die Genotypisierung zur routinemal3gen Diagnostik des GS in der
Klinik zu verwenden. Damit blieben den Patienten risikoreiche Leberpunktionen oder
unbefriedigende Ausschluf3diagnosen espart. In der klinischen Forschung ermdglicht die
Genotypisierung der UGT1A1 auf der einen Seite eine prospektive Abschétzung, mit
welcher Wahrscheinlichkeit ein Proband erhéhte Bilirubinwerte bekommen kann. Dies
kann as Ein- oder Ausschlufkriterium fur klinische Studien verwendet werden. Auf der
anderen Seite ermoglicht sie die Entscheidung, ob bereits erhohter Bilirubinwerte durch
den genetischen Polymorphismus verursacht oder durch die Prifmedikation induziert
sind. Mit der Entwicklung eines diagnostischen DNA-Chips kann eine routinemaldige
Genotypisierung eines kompletten Probandenkollektivs oder der gesamten Patienten-
gruppe einer Studie sinnvoll sein. Dies kann moglicherweise nicht nur fir einzelne
polymorphe Enzyme, sondern gleichzeitig fir eine ganze Reihe von metabolisierenden
Enzymen oder Rezeptoren durchgeftihrt werden.

Paracetamol ist nicht zur Phanotypisierung der Aktivitdt der UGT1A1 geeignet, da es
vermutlich von einer anderen Isoform der UGTs als der 1A1 umgesetzt wird. Hingegen
sind eine Rethe von Substanzen bekannt, die Substrate dieser I1soform sind. Durch eine
gezielte Suche in-vitro, beispielsweise in UGT-defizienten Leberzellen, die durch
Transfektion entsprechender DNA nur eine Isoform der UGTs stabil exprimieren,
konnen sicherlich weitere Substrate der UGT1A1 identifiziert werden. Hierbei kann
eventuell eine Substanz gefunden werden, die sich im Hinblick auf Metabolismus und
Nebenwirkungspotential besser zur Phanotypisierung der UGT1A1 eignet als Paraceta
mol oder Irinotecan. Moglich ist auch, dal? die Auswirkungen dieses polymorphen En-
zymsystems auf den Metabolismus von Substanzen und deren Wirkungen grof3er ist, a's
bislang vermutet wurde. Mit der Kenntnis der Substrate, fur die eine Isoform jeweils
zustandig ist, wird die Auswirkung solcher genetischer Polymorphismen wohl an
Bedeutung gewinnen.

Zur Quantifizierung dieses Einflusses kénnen auch Untersuchungen auf Proteinebene
oder Untersuchungen zu Transkription und Expression der entsprechenden Gene
beitragen, wie es derzeit fur die Interleukine durchgefihrt wird. Eine genauere
Untersuchung der Rolle der Bilitranslokase im Bilirubinstoffwechsel kann mdglicher-
weise eine Rolle bel der Pathogenese des Gilbert Syndroms aufdecken. Es bieten sich
also eine ganze Reihe mdglicher Ansatzpunkte fir weitergehende Untersuchungen.
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8 Zusammenfassung

In einer Population von 304 Mannern und Frauen konnte die Frequenz der
TA-Duplikation im Promotor der Uridin-Diphosphat-Glukuronyltransferase Isoform
1A1 bestimmt werden. Sie betragt 0,39 in der Gruppe der Manner und 0,30 in der
Gruppe der Frauen, in der Gesamtgruppe kommt das Allel mit einer relativen
Haufigkeit von 0,35 vor.

Es wurde gezeigt, da’3 die Hohe der Bilirubinspiegel und die Diagnose ,Gilbert
Syndrom* nach definierten klinisch-chemischen Kriterien gut mit dem Genotyp
korreliert. Dabel lagen die mittleren Bilirubinwerte der Frauen deutlich unter denen der
Méanner. Die Festlegung neuer Referenzbereiche fur Bilirubin von <18umol/l fir

Manner und <15umol/I fir Frauen wurde daraus abgel eitet.

Ein Unterschied in der Glukuronidierungskapazitédt von Paracetamol zwischen
Probanden mit homozygot wildtypischer, homozygot mutierter und heterozygoter
Allelkombination konnte nicht nachgewiesen werden. Deshalb scheint die UGT1A1l

nicht das fur Paracetamol verantwortliche 1soenzym zu sein.

Die Bestimmung des Genotyps des UGT1A1 Promotors kann zur Vorhersage zukinf-
tiger oder Erklérung vorliegender erhéhter Bilirubinspiegel herangezogen werden. Dies
kann in der Klinik zur routinemédigen Diagnostik des Gilbert Syndroms eingesetzt
werden. Fur die klinische Forschung bietet die Genotypisierung der UGT1A1 eine
Moglichkeit, zwischen dem genetischen Polymorphismus oder einer Reaktion auf die
Prafmedikation als moglichen Ursachen eine Erhohung der Bilirubinwerte eines

Probanden zu unterscheiden.

Zur Phanotypisierung dieses Stoffwechselweges ist Paracetamol nicht geeignet.
Personen mit Gilbert Syndrom unterliegen bei der Einnahme von Paracetamol

vermutlich keinem erhohten Risiko toxischer Nebenwirkungen.
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