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,, Ll est bon d ajouter

que cet homme m“avait frappé, dés son entrée,

par la coloration presque bronzée de son visage ...”,

Trousseau (1865)
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1 Einfiihrung

1. Einfithrung

1.1. Geschichtlicher Hintergrund

Bei Vorliegen einer dunklen Hautpigmentierung, eines Diabetes mellitus und einer

unklaren Lebererkrankung mufl an eine Himochromatose gedacht werden.

Schon 1865 von Trousseau als Trias beschrieben[l1], wurde die Bezeichnung
Hédmochromatose selbst 1889 durch von Recklinghausen gepragt[2], in der
»falschlichen” Annahme, die Dunkelfirbung der betroffenen Organe sei auf aus dem

Blutzerfall stammenden Hamosiderin zuriickzufithren.

1922 beschrieb Fritsch als erster die familidire Haufung und Erblichkeit des
Syndroms[3]. Seit der gleichnamigen Arbeit von Sheldon 1935 wird erstmals die
vermehrte Eisenakkumulation wéhrend des gesamten Lebens als Ursache der
Erkrankung angesehen[4]. Diese zeigt sich, wie 1936 von Heilmeyer erkannt, in einer
regelméBigen Hypersiderindmie, die auf einer gesteigerte Eisenabsorption aus der
Nahrung im Intestinaltrakt beruht, nachgewiesen 1945 von Granick[5]. Die 1953 aus
diesen Griinden von Kalk vorgeschlagene treffende Bezeichnung ,,Siderophilie” konnte
sich international jedoch nicht durchsetzen, so dafl bis heute unter dem Begriff
,2Hamochromatose” eine grole Anzahl verschiedener Krankheitsbilder zusammengefal3t
werden, die - trotz unterschiedlicher Atiologie und Pathogenese - als gemeinsames

Leitsymptom eine libermifBig gesteigerte Eisenspeicherung des Organismus aufweisen.

Wihrend sie 1959 von Bothwell et al.[6] und Debre et al.[7] noch als
autosomal-dominant erblich beschrieben wurde, gilt sie seit der Arbeit von Saddi und

Feingold 1974 als autosomal-rezessive Erbkrankheit[8].

Die  primdre = H&mochromatose  stellt als  autosomal-rezessiv ~ vererbte
Eisenspeichererkrankung mit einer Mutationsfrequenz von mindestens 1:20 die

hiufigste hereditire Erkrankung Europas dar (s. Abb. 1.1).
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Erkrankung Mutation Frequenz | Heterozygot Homozygot
Frequenz Frequenz

Hamochromatose 1:10 - 20 8-14% 1:200 - 400

ol- Antitrypsinmangel | 1:40 5% 1:1600

Mukoviszidose 1:50 4% 1:2500

Phenylketonurie 1:100 2% 1:10000

M. Wilson 1:300 1:150 1:100000

Abb. 1.1. Hiufigkeiten autosomal-rezessiv vererbter Krankheiten[9]

1.2. Klassifikation der pathologischen Eisenspeicherung

Die meisten Zustdnde pathologisch gesteigerter Eisenspeicherung konnen der in
Abbildung 1.2. dargestellten Klassifikation zugeordnet werden, modifiziert nach R.
Fischer[10] und L.W. Powell[11].

Theoretisch konnen alle genannten Formen zur parenchymalen Eisentiberladung fiihren,
die eine Organbeeinflussung durch Fibrose oder Zirrhose nach sich zieht, mit den
Folgen von unter anderem Kardiomypathie, Diabetes mellitus und
Leberfunktionsstérung. Dennoch beruht die haufigste Form der vermehrten
Eisenspeicherung in der nordeuropédischen Bevolkerung - nach AusschluB3 sekundérer

Ursachen - wahrscheinlich auf einer Punktmutation im HFE-Gen und der daraus

resultierenden Dysfunktion.



1 Einfiihrung

1. Primire Himochromatose

1. Hereditire Himochromatose (hHC)

a) HFE - Gen assoziiert
b) Nicht HFE - Gen assoziiert
- Adulte Form
- Juvenile Form
c¢) Autosomal dominante Form (Solomon Is)

2. Perinatale idiopathische Himochromatose des Neugeborenen

11. Sekundiire (erworbene) Himochromatose - symptomatische
Hamosiderose

1. Generalisierte Himosiderosen

a) Alimentir bedingt
b) Afrikanische Hamochromatose der Bantu - Neger
c¢) Kashin-Becksche Krankheit
d) Iatrogen bedingt
- orale / parenterale Eisenzufuhr
- Transfusionssiderosen
e) Hamatologische Erkrankungen, u.a.
- Thallasdmia maior
- Hamolytische oder aplastische Animie
- Kongenitale Atransferrindmie
- Aceruloplasmindmie
- Polyzythdmie

2. Lokalisierte Organsiderosen

a) Lebersiderosen
- bei chronischer Alkoholschaden
- bei hepatischen Porphyrien
b) Idiopathische Lungensiderose
¢) Nierensiderose bei paroxysmaler Himoglobulinurie
d) Hirnsiderosen
- bei Pick’scher Atrophie
- bei der Alzheimer’schen Krankheit
- bei Chorea Huntington
- bei Morbus Hallervorden-Spatz

Abbildung 1.2. Klassifikation pathologischer Eisenspeicherung
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1.3. Das HFE - Gen

1.3.1. Die C282Y - Mutation

Die Suche nach dem zugrunde liegenden Gen galt neben dem pathophysiologischen
Verstindnis vor allem der Mdglichkeit der prasymptomatischen Krankheitsdiagnostik.
Fiir die Isolation eines Gen muf3 zunichst das betroffene Chromosom gefunden werden,
um anschlieBen bestimmte Abschnitte zu klonen zu kdnnen. Den entscheidenden Schritt
brachten 1976 Simon et al., die die Assoziation von hHC zu HLA-A3 und HLA-B14 am
kurzen Arm von Chromosom 6 nachwiesen[12]. Dieser Zusammenhang mit dem
polymorphen MHC Klasse I Gen auf Chromosom 6p wurde klinisch {iber viele Jahre
hinweg ausgeniitzt, um das Erkrankungsrisiko im familidren Umkreis hHC Betroffener
abzuschitzen.

1993 gelang Jazwinska et al. die Einschrankung des genauen Genlocus auf hochstens

3000 kb (Kilobasenpaare) distal von HLA-A[13] [14].

Die groBBe Suche gipfelte schlieBlich 1996 darin, dal in groBer Zusammenarbeit um
Feder auf dem Chromosom 6 ein einzelnes Gen isolierte werden konnte, das fiir die
hHC verantwortlich sein soll[15]. Eine Einzelmutation Guanin zu Adenin mit der
daraus resultierenden Substitution von Cystein zu Tyrosin im 4. Exon an
Aminosiuren-Position 282, also C282Y soll maBgeblich an der Atiologie der hHC

beteiligt sein.

Noch 1996 wurde die Bedeutung dieses Gens, welches als HLA-H bezeichnet wurde,
durch die Forschungsgruppen um Jazwinska[16] und Jounanolle[17] bekréftigt.
Zunichst als HLA-H bezeichnet, wurde es 1997 vom Nomenklatur-Ausschul3 der

internationalen genetischen Datenbank zu HFE umbenannt[ 18].
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Abb. 1.3. C282Y - Mutation
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1.3.2. Die H63D - Mutation

Beim Sequenzieren des HFE Gens der hHC Patienten, die die C282Y-Mutation nicht
auf beiden Chromosomen trugen, wurden von Feder et al. in zahlreichen Fillen im 2.
Exon von Chromosom 6 eine zusitzliche Punktmutation Cytosin zu Guanin entdeckt,

die einen Austausch von Histidin zu Asparagin an Position 63, also H63D bewirkt[19].
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Abb. 1.4. H63D - Mutation
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Diese Entdeckung 16ste weltweit heftige Diskussionen iiber die Relevanz fiir die
Erkrankung aus, weil

1. die Haufigkeit von H63D bei Patienten und Kontrollgruppe (21%) gleich hoch war,
2. sie nicht auf Chromosomen vorkam, welche C282Y mutiert waren und weil

3. sich die globale Verteilung und Frequenz erheblich von C282Y unterschied[20].

Die Bedeutung der H63D-Mutation ist dennoch weiterhin nicht endgiiltig geklart. Unter
anderem haben einige Studiengruppen um Beutler [21] [22] bei Personen mit jeweils
einer Kopie der Mutation C282Y und H63D, bezeichnet als compound heterozygot,

ebenfalls eine Erhohung des Speichereisens nachgewiesen.

Uberall auf der Welt untersuchten nun Forschungsgruppen ihre Patienten auf die
C282Y Mutation. Das Ergebnis reichte von 100% homozygoter Formen bei hHC
Kranken irischer-schottischer Abstammung in Australien[23], {iber ungefdhr 85% in
den USA[24][25] und Nordeuropa[26] bis zu 50-69% in stideuropdischen Landern[27]
[28]. Die groBe Variabilitit spricht fiir das Vorkommen anderer nicht HFE assoziierte
Formen der hHC.

Als besonders problematisch erwies sich auch die groBBe phianotypische Variabilitdt der
HFE assoziierten hHC. Die Variabilitit wird als vorwiegend genetisch determiniert
angesehen, da schwere Formen der Eiseniiberladung auch bei Personen gesehen wurde,
die andere Gemeinsamkeiten mit hHC - Patienten in den Markern fiir die 4,5 Mb

Region des HLA-A zeigten[29]

Inwiefern die heterozygote Form der C282Y-Mutation eine entscheidende Rolle spielt,
ist noch weiterhin im Unklaren. Nur bei 10% hetrozygoter Méinner konnte eine erhdhte
Eisenakkumulation nachgewiesen werden, in ihrer Auspragung im Vergleich zu den
homozygoten jedoch deutlich geringer und ohne Tendenz zur Entwicklung einer

Leberzirrhose[30].
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1.4. Das HFE - Genprodukt

Mit Hilfe weiterer Sequenzanalysen wurde die Zugehorigkeit von HFE zur MHC
Klasse I Familie gesichert. 58% der resultierenden Aminosduren entsprechen dem
klassischen MHC-I Gen, einschlieSlich HLA-A2[31]. Weitere 53% sind dem
unklassischen MHC-I Gen wie HLA-G homolog[32]. Unklassische Klasse I Molekiile
sind den klassischen &hnliche Konformationen, die jedoch noch keine antigene
Strukturen besitzen. Hier besteht vor allem Ahnlichkeiten mit dem menschlichen

Fc-Rezeptor[33]:

| His63 — Asp |

f , -microglobulin

Extracellular

Plasma membrane

HOOC

Abb. 1.5. Modell des HFE-Protein

Aufgrund breiter Uberschneidungsbereiche der Aminosiuresequenzen zeigt das HFE
Genprodukt vermutlich auch den typischen Aufbau eines MHC-I Molekiils. Dieses
enthdlt neben einem kleinen zytoplasmatischen und einem transmembranalen Anteil
drei extrazellulire Dominen: ol und o2 bilden die variable Ligandenbindungsstelle
und a3 einen Immunglobulin-dhnlichen Bereich. Die beiden Disulfidbriicken, basierend
auf je zwei mit Cystein besetzten Stellen in der Aminosdurenkette von o2 und o3,
stellen die am stirksten konservierten Bereiche des Molekiils dar. Die a3-Domine
interagiert mit >-Mikroglobulin und anderen Molekiilen wie z.B. CD8. Die exakte
Konformation dieses a3-Bereiches ist Voraussetzung fiir eine problemlose Kooperation

der Molekiilketten[34]. Es ist eines dieser zwei streng bewahrten Cysteine, das von der
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C282Y-Mutation betroffen ist, und somit die Interaktion beeintrachtigt. Mittels
Immunofluoereszenzmethoden konnte gezeigt werden, da3 das Wildtyp- und das H63D
mutierte Protein auf der Zelloberfliche exprimiert wird, wihrenddessen das C282Y
mutierte Molekiil im endoplasmatischen Retikulum und dem mittlerem Golgi-Apparat
verharrt, vermutlich weil es nicht am P,-Mikroglobulin binden kann, um an die
Zelloberfliche zu gelangen[35]. Bekréftigt wird Rolle der Disulfidbriicke fiir die
korrekte Konformation der a3-Kette durch eine Studie, die zeigt, dal auch bei der
Mutation C203 am Cystein der reziprogen Stelle der Disulfidbriicke bei der Maus der
intracelluldre Transport des Molekiils aus dem endoplasmatischen Retikulum zur
Zelloberflache unterbleibt[36].

Untersuchungen an >-Mikroglobulin knock-out Miusen[37] bestitigten die Bedeutung
fiir die Entwicklung der hHC. Hier konnten entsprechende pathologischen Vorginge
nachgewiesen werden konnte: Auch diese konnten den Eisentransport von den
Mukosazellen in das Blut nicht limitieren. Die Transferrinséttigung war entsprechend
abnorm hoch und es =zeigten sich deutliche FEisenablagerung v.a. in den

Parenchymzellen der Leber[38].

Die exakte Funktion des HFE-Genproduktes wurde in zahlreichen Studien untersucht:

Vermutlich bildet es den wichtigen Teil des Transferrinrezeptors, der den Bereich des
Rezeptors verstdrkt, der fiir die die Affinitdtsminderung gegeniiber Transferrin
zustandig ist[39]. Eliminiert nun die C282Y diese Inhibitation, indem sie die
B2-Mikroglobulin-Bindung und die daraus resultierende extrazelluldre Expression
verhindert, kann Transferrin leichter an den betroffenen Zellen binden und diesen Eisen

entziehen.

Parkkila et al.[40] untersuchten mit Hilfe polyklonaler Antikdrper gegen den
zytoplasmatischen Teil des Molekiils die Verteilung des HFE-Genprodukts im Kdorper.
Es war in den Zellen der meisten Organe, das Gehirn ausgeschlossen, und in den
zirkulierenden Lymphozyten vertreten. Im Intestinum zeigte es sich vor allem in den

Kryptenzellen, dem Ursprungsbereich aller Enterozyten.
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1.5. Pathophysiologie

Angelehnt an die Ausfiihrungen von L.W. Powell[41] und R. Fischer[42] sollen im
folgenden anhand des normalen Eisenstoffwechsels die pathopysiologischen Folgen der

Mutation bei der Himochromatose erldutert werden.

1.5.1. Physiologischer Eisenstoffwechsel

Uber die normale westliche Ernihrung, werden téiglich zwischen 10 und 20 mg Eisen
aufgenommen. Davon werden zwischen 0,5 und 2 mg pro Tag in der Mukosa des
oberen Diinndarm, v.a. im Bereich des Duodenum resorbiert. Auf der Mukosaebene
beeinflussen mehrere Faktoren die Eisenaufnahme: Eisenbioverfiigbarkeit, intestinale
Motilitit, intestinaler Zellumsatz und exogene / endogene Chelatoren[43] [44].

Sowohl die Aufnahme als auch die Abgabe von Eisen aus den Enterozyten ins Blut sind
wahrscheinlich aktive Prozesse, wobei der Austritt in die Zirkulation langsamer ablauft
und somit die limitierende GrofBle darstellt. Das Eisen wird in den Enterozyten an
mukosales Transferrin gebunden, anschlieBend an der basolateralen Membran auf
Serum-Transferrin {ibertragen und auf dem Blutweg zu den Zielzellen transportiert. Das
iberschiissige Eisen wird in den Enterozyten v.a. in Lysosomen an Ferritin gebunden
aufgehoben und dient in dieser Form als vorldufiger Eisenspeicher, bis es im Rahmen

des physiologischen Zellumsatzes ausgeschieden wird[45].

Der tigliche Eisenbedarf eines Mannes liegt bei 0,5 bis 1 mg, bei einer menstruierenden
Frau hingegen betrdgt dieser etwa 1 bis 2 mg. Ausgeschieden wird das iiberfliissige
Eisen v.a. durch abgestoBene Epithelzellen des Gastrointestinaltrakts, im geringeren
Ausmal} auch mit dem Stuhl oder Urin. Der tagliche Eisenverlust betrdgt insgesamt ca.
0,5 bis 1 mg; bei der menstruierenden Frau addiert sich im Laufe ihrer durchschnittlich

30 jahrigen Fertilitit ein zusétzlicher Eisenverlust von 10 bis 20 g.

Gesamt gesehen obliegt die FEisenbalance also v.a. in der Regulation der

Eisenabsorption[46], die sich normalerweise umgekehrt proportional zur den

10
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Eisenspeichern verhdlt[47]. Bei Eisenmangel (z.B. nach Blutverlusten) konnen sogar bis
zu 25% des Nahrungseisen aufgenommen werden.

Beim Gesunden stellt der Gesamtkorpereisengehalt etwa 5 g dar, davon ca. 35% als
Depoteisen. Dieses ist zu etwa 1/3 in der Leber gespeichert, vorwiegend in Form von
Ferritin, einem Komplex aus 20 % Eisen und Apoferritin, einem o,- Globulin. Nur
unter pathologischen Bedingungen kommt es zur Bildung von Hamosiderin mit 30 %
Eisenanteil. Die iibrigen 2/3 des Speichereisens sind auf die {ibrigen Organe verteilt,
v.a. im Knochenmark. Ungefahr 65% des Gesamteisens sind im Umlauf, hauptsiachlich

im Hamoglobin der Erythrozyten, aber auch als Transporteisen, dem Serum-Transferrin.

1.5.2. Pathopysiologische Vorginge im Eisenstoffwechsel

Bei der hereditiren Hdmochromatose (hHC) ist die tdgliche Eisenabsorption trotz
normaler Nahrungsaufnahme auf das 2 bis 4 fache gesteigert. Hiervon betroffenen sind
alle Teilschritte der Eisenabsorption: Aufnahme in die Mukosa, transzellulldrer
Transport und Transfer ins Blut. Die erhohte Absorptionskapazitit beruht in erster Linie

auf die Steigerung des normalerweise limitierenden Faktors, dem Eisentransfer ins Blut.

Die Transferrinrezeptoren (TfR), die normalerweise bei Eiseniiberladung downreguliert
werden[48], sind bei hHC-Betroffenen an der basolateralen Membran der duodenalen
Mukosa nicht unterdriickt[49]. Wie zuvor berichtet, eliminiert die C282Y Mutation
vermutlich die Downregulation des TfR, indem sie die extrazellullire Expression des
Inhibitors verhindert. Dies zieht eine ibermédBige Eisenabschopfung aus den Zellen ins

Blut nach sich.

Die erhohte Eisenabgabe ins Blut bewirkt nach McLaren et al. einen deutlichen
Schwund an Speichereisen in den Mukosaepithelien[50]. Der erniedrigte Spiegel an
intrazelluldrem Speichereisen in der intestinalen Mukosa, quanitifizierbar durch einen
Mangel an Ferritin-Expression, konnte durch immunhistochemische Verfahren bestatigt

werden[51].

11
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Diesem relativen Eisenmangel versuchen nun die Enterozyten, entsprechend den
physiologischen Vorginge bei der Eisenmangel-Andmie durch maximale Steigerung
der Eisenabsorption aus der Nahrung entgegenzuwirken, Zusammengefaf3t ergibt sich

folgende Eisenbilanz, berechnet in mg/d, modifiziert nach R. Fischer[52]:

Gesunder Mensch Hereditire Himochromatose
15 mg orale 15 mg
Eisenaufnahme
1 mg Absorbierter 4 mg
Eisenanteil
14 m Nicht absorbierter 11m
& Eisenanteil &
Abgeschilferte
1 mg Korperzellen etc. 1 mg
Einfuhr 15 mg | Ausfuhr 15 mg Einfuhr 15 mg | Ausfuhr 12 mg
. . . hoben zugunsten der
ausgeglichen Eisenbilanz versc 8
geg Einfuhr

Bei normalem Eisenverlust iiber den Zellumsatz fiihrt dies schnell zu einer
Akkumulation von 500 bis 1000 mg pro Jahr und es kommt im Laufe der Zeit zur
massiven Expansion der Eisenspeicher[53]. Dabei spielen Geschlechtsunterschiede nur
insofern einen Rolle, als dal3 die Frau wéhrend ihres Lebens durch Menstruation und
Fertilitdt erhebliche Mengen an Eisen verliert (10 bis 20 g) und dank dieses Umstandes

erst ca. 10 Jahre spéter als der Mann eine Himochromatose entwickeln.

1.5.3. Pathogenese des Zellschadens

Der exakte Mechanismus der Zellschddigung durch iiberméfBiges Angebot an Eisen ist
bislang unbekannt. Bacon et al. vermuten, da3 Eisen die Peroxidation von mehrfach
gesittigten Fettsduren induziert[54]; dieser autokatalytische Vorgang fiihrt zur
oxidativen Schiadigung der Zellmembranen und verursacht somit massiven strukturellen
und funktionellen Schaden an den Membranen[55]. Dieser Membrandefekt zieht
Permeabilititsdnderungen und Beeinflussung membranabhingiger Enzyme nach
sich[56]. Sharma et al. demonstrierten an isolierten Hepatozyten, inkubiert in

Eisensalzen den resultierenden peroxativen Schaden an den Fettsduren und die daraus
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folgende Abnahme der Lebensfiahigkeit dieser Zellen. Dieser Effekt lieB sich
erfolgreich durch Vorbehandlung mit FEisenchelatoren und dem Anti-Oxidans
a-Tocopherol (Vit.E) vermindern[57]. Sowohl beim Menschen als auch in vitro wurden
bei Eiseniiberlagerung eine erhdhte lysosomale Fragilitit gefunden, die vermutlich der

Peroxidation der Fettsduren zugrundeliegt.

Obwohl die genaue Pathogenese des Leberzellschadens und der dadurch induzierten

Fibrose noch im wunklaren sind, ist man sich inzwischen angesichts folgender

Feststellungen einig, dal der erhohte Eisenspiegel im Gewebe die primire Ursache

darstellt[58]:

1. Der Bereichen grofter Eisenakkumulation, die periportale Region entspricht dem
Ort grofiten Zellschadens.

2. Unter einer Schwelle der 7 bis 10 fachen normalen Eisenkonzentration ist nur selten
eine Fibrose oder Zirrhose anzutreffen.

3. Eine Vielzahl aktivierter Ito-Zellen sind bei Eisenbelastung signifikant vergrof3ert.

Bei AderlaBBtherapie erweist sich diese Verdnderung jedoch als reversibel[59].

Die Zirrhoseentwicklung in der Leber hHC Kranker lduft in mehrerer Hinsicht
untypisch ab. In Abwesenheit an sich pathognomonischer Entziindungsinfiltrate[60]
finden sich aktivierte Ito-Zellen, die fiir die erhohte Kollagenproduktion verantwortlich
sein sollen[61]. Im aktivierten Zustand nehmen sie die Morphologie
myofibroblastischer Zellen an und synthetisieren neben a-Aktin glatter Muskelzellen
vor allem Kollagen[62]. Die Atiologie der Aktivierung von eisenbeladenen Sternzellen
ist noch nicht vollstindig gekldrt. Einerseits werden fibrogene Zytokine aus
nekrotischen Hepatozyten verdédchtigt[63], anderseits sollen freigesetzte Produkte aus

der Lipidperoxidation die bedeutende Rolle spielen[64].

Georg et al. sehen die Ursache der Fibroseentstehung im Ungleichgewicht zwischen
Auf- und Abbau von Zellgrundsubstanz. Sie entdeckten einen erhéhten Spiegel eines
Inhibitors (TIMP-1) von Metalloproteinase im Gewebe hHC Betroffener. Die

Metalloproteinase ist normalerweise fiir den Abbau der Zellmatrix verantwortlich. Wird
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deren Aktivitdt durch TIMP-1 {ibermaBig unterdriickt, konnte dies entscheidend zur

Fibroseentstehung beitragen[65].

1.5.4. Symptomatik

Im Laufe ihres Lebens entwickeln hHC Kranke aufgrund der Eisenakkumulation eines
oder mehrere der folgenden Symptome[66]:

Miidigkeit

Hyperpigmentation

Libidoverlust

Arthropathien

Abdominalbeschwerden
Diabetische Stoffwechsellage

S Ao

Herzrhythmusstorungen

Das klassische Trias, 1865 beschrieben von Trousseau, beinhaltet Hyperpigmentierung,
Hepatomegalie und Diabetes mellitus, gerade bei jiingeren Patienten sollten jedoch auch

endokrine und kardiale Manifestationen schnell auffallen.

Weil die positive Eisenbalance auf ein paar Milligramm pro Tag limitiert ist, bendtigt
die Anreicherung mit 20-40g {iberfliissigen FEisen und die damit verbundene
Organschidigung viele Jahre. In Folge dessen entwickeln die meisten Patienten erst im
Alter von 40 - 60 Jahren die ersten Symptome, sie wurden jedoch auch bei wesentlich
jiingere Patienten beschrieben, sogar bei Kindern[67]. Meist beruhen solche Félle der
Hamochromatose jedoch nicht auf der C282Y-Mutation, sondern présentieren eine
andere Form der abnormen Eisenspeicherung.

Fertile Frauen werden aufgrund ihres physiologischen Blutverlustes meist erst nach
threr Menopause symptomatisch, so dal im direkten Vergleich bei den Symptomen die
Minnern ca. 10fach iiberwiegen. Mehrere Volkerstudien bekriftigen jedoch die

symmetrische Verteilung unter den Geschlechtern[68].

Die Symptomatik der hHC ist stark abhingig von ihrem Stadium.

Familienuntersuchungen von Adams et al. demonstrieren die Verdnderungen im Laufe
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der Erkrankung, indem sie am Diagnosezeitpunkt die Symptomverteilung bezogen auf

das Lebensalter analysiert haben[69]:

Bei allen hHC betroffenen Personen, die zufillig durch das Familienscreening noch 5
bis 10 Jahre vor dem durchschnittliche Diagnosealter entdeckt wurden, waren bereits
signifikante Symptome unterschwellig vertreten. Dennoch waren noch 46%
beschwerdefrei. Einen manifesten Diabetes mellitus hatten bereits 16%, und bei 5% der
Mainner konnte eine beginnende Leberzirrhose nachgewiesen werden.

Erwartungsgeméal war das Durchschnittsalter symptomatischer Personen 5 (Ménner) bis
10 Jahre (Frauen) hoher. 40% wurden im Rahmen von Routinechecks oder bei der
Abkldrung der Begleitbeschwerden entdeckt, 16% klagten {iber abdominale und 11%
iiber wechselseitige Schmerzen. Das zur Diagnose filhrende Symptom war bei 43%
Hepatomegalie, zu 26% auffillige Leberfunktionswerte und zu 11% Arthropathie. Bei
25% der Patienten lag bereits ein Diabetes mellitus vor. Die Zeit von den ersten

Symptomen bis zur richtigen Diagnose lag im Durchschnitt zwischen 5 und 8 Jahren.

Die Leber ist als erstes Organ von der Eisenbelastung betroffen. Sie bildet iiber das
Pfordadersystem die erste Station des im Intestinaltrakt aufgenommenen Eisens und
verfiigt iiber einen groBen Teil des endoplasmatischen Retikulum. Dieses ist
maflgeblich am Abbau iiberalteter Erythrozyten beteiligt und nimmt freiwerdende Eisen
auf, welches zudem auch auf dem Blutweg auch aus anderen Organen, insbesondere der
Milz an Transferrin gebunden anstromt. Aber auch andere Organe wie z.B. Pankreas,
Herz und endokrine Driisen werden von den Eisenmengen iiberflutet und zeigen

Beeintrachtigungen in ihrer Funktion:
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Eisenspeicherung mit folgender Schadigung der Parenchymorgane
5

| ,//l\\\.

Sympiomei Leber- Pankreas- Herzmuskel-  Hautpig- Schadigung der
1.Ordnung | zirrhose zirrhose schadigung mentierung  endokrinen Organe

AN N ‘ i N
R j
Portale Storung im
Stauung  Steroidstoff-
l wechsel

Storung der | Herzinsuffizienz | Neben- Hypo- Hypo- Pluriglan-
auferen Reizb-u.Reiziei- | nieren- genita- thyre- dulareIn-
Pankr.- tungsstorungen, | insuff. lismus osen suffizienz

Sekretion Odeme

]SIy(r)nrgtome Femini- Diabetes L e =
b sierung Pigmen- Myxodem Osteo-
tierung Apathwe  porose
Milztumor | Aszites Hypopro- Adynamie
thrombin- Hypotonie
/ amie
v 7 ;
' Leukopenie ¥ / .
Symptome | y : Neuritiden
MO diiig o eSS Retinopathie

| penie

Abb. 1.5 Symptome der hHC nach ihrer Entstehung (nach Fischer et al.)

Makroskopisch ist die Leber vergroBert und knotig und erscheint ebenso wie das
Pankreas in charakteristischer rot-brauner Farbe. Bei der feingeweblichen Untersuchung
findet man bereits frithzeitig deutliche Eisenablagerungen in den periportalen
Parenchymzellen, im spdteren Stadium auch in den Ito-Zellen, Makrophagen und
Gallengangsepithelien[70][71]. Ab einem gewissen Eisenspiegel entwickelt sich
zunéchst periportal die daraus resultierende Leberfibrose und endet schlie8lich ab einer
Eisengehalt von 80umol/g Trockengewicht in einer gemischt makro-mikronoduldren
Zirrhose[72]. Wie bereits erwéhnt fehlt hierbei die sonst typische Entziindungsreaktion,
die umgebenden Parenchymzellen erscheinen unbeteiligt. Die Eisenverteilung
innerhalb der Knoten ist uniform mit vereinzelten Regeneratknoten und
hyperplastischen Bereichen, die weniger Eisen als die umgebenen enthalten, sogenannte
Eisen freie Foci[73] [74].

Als klinisches Korrelat geht die Hepatomegalie normalerweise lange der Entwicklung
von Leberfunktionsstorungen voraus. Sowohl die typischen Leberzeichen wie
Palmarerythem, Bauchglatze, Gyndkomastie und Spider Naevi, als auch die bekannten

Komplikationen bei portalem Hochdruck wie Aszites, Splenomegalie und
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Osophagusvarizen treten insgesamt seltener auf als bei anderen Formen der

Leberzirrhose[75].

Eine der haufigsten Todesursache stellt die Entwicklung maligner Hepatome dar.
Ungefdhr 30% aller ménnlichen hHC Kranken bilden im Rahmen ihrer Leberzirrhose
ein primir hepatozelluldres Karzinom (HCC) aus. Das relative Risiko fiir diese
Personengruppe ist auf das 200fache der Normalbevilkerung erhoht[76][77].
Chronischer Alkohol- und Nikotinkonsum steigern das Risiko nochmals. Die
Entwicklung verlduft immer tiber das Stadium der Zirrhose. Vermutlich sind in erster
Linie die eisenarmen Stellen betroffen, vor allem wenn sie dys- oder hyperplastisch
verdndert sind[78]. Mit Hilfe der Sonographie konnen bereits frithe Stadien (0,5 - 1
mm) erkannt werden, klinisch dominieren erst Spéatsymptome wie Gewichtsverlust,
Fieber, = Komplikationen  portaler = Hypertension und  tastbarer  knotiger
LebervergroBerung. Da eine frithzeitige Diagnose die einzige Chance fiir das Uberleben
darstellt, ist bei allen hHC Kranken eine Leberzirrhose auszuschlielen, und bei
bekannter Zirrhose eine regelméfige Ultraschalluntersuchung und Kontrolle von

a-Fetoprotein unerldBlich.

Im fortgeschrittenen Krankheitsverlauf akkumulieren auch in den Azinuszellen des
Pankreas histologisch nachweisbare Mengen von Hémosiderin. Die chemisch
determinierte  Anreicherung von Eisen 1im sauren Milieu bewirkt eine
Eisenkonzentrationen von bis zu 600 pmol/g Trockengewicht[79]. Dennoch
iiberschreitet die totale Eisenkonzentration niemals die der der Leber. Als Korrelat zur
Eisenbeladung der B-Zellen der Langhans’schen Inseln tritt bei 30-60% eine diabetische
Stoffwechsellage auf, so dal generell ein Diabetes-Screening bei hHC Kranken
empfohlen werden mufl, um den bekannten Spitkomplikationen protektiv
entgegenwirken zu konnen[80].

Fiir die unmittelbare eisenschiadigende Wirkung auf die -Zellen spricht die spontane
Besserung der glukoseintoleranten Stoffwechsellage bei ca. 2/3 betroffener hHC

Patienten nach Aderlaf3therapie[81].
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Der charakteristische Bronzefarbton der Haut kann erst im fortgeschrittenem Stadium
der Erkrankung beobachtet werden. Er beruht auf eine generalisierte Atrophie von
Dermis und Epidermis und einen erhohten Melaningehalt der Basalzellen.
Eisenablagerungen in der Haut variieren sehr und treten v.a. im Bereich der
Schweifldriisen auf. Die Hyperpigmentation ist grundsétzlich generalisiert, tritt jedoch
im Gesicht, Nacken, Extensorenseite der Unterarme und Unterschenkel, in der

Genitalregion und um alte Narben mehr in den Vordergrund[82].

Bei 5-15% der Personen mit manifester hHC wird Hamosiderin auch in den
Herzmuskelfasern gefunden. Die kardiale Eisenkonzentration ist jedoch generell viel
geringer als in Leber und Pankreas und erreicht selten Werte bis 100pmol/g. Klinisch
zeigt sich gewdhnlich im fortgeschrittenen Stadium das Bild einer Stauungsinsuffizienz
mit bilateralen Ventrikeldilatation[83]. Besonders bei jungen sonst unauffilligen
Patienten konnen sich diese Anzeichen plotzlich entwickeln und Fehldiagnosen nach
sich ziehen. Himosiderin, eingelagert in den Reizleitungssystem, verursacht vermutlich
die Arrhythmien, die typischerweise die Krankheit begleiten, seien sie
supraventrikuldrer oder ventrikuldrer Art oder beruhend auf einen beliebigen Grad eines

AV-Blockes[84].

Hodenatrophie und Libidoverlust konnen anderen klinischen Manifestationen
vorausgehen und fallen vor allem bei jungen Patienten hdufig als erstes Symptom auf.
Obwohl dabei bestimmt auch der Leberschaden eine mafigebliche Rolle spielt, basieren
die Beschwerden im friihen Krankheitsstadium wohl eher auf der eiseninduzierte
Beeinflussung von Hypothalamus und vorderen Hypohysenlappen in ihrer

Gonadotropinsekretion und der direkte Eisenablagerung in den Testes[85].

Die Assoziation von Arthropathie und hHC wurde 1964 von Schumacher im Detail
untersucht[86]. Uber wechselseitige Arthropathien im prisenilen Alter klagen zwischen
20 und 70% aller hHC Kranker. Erstaunlicherweise ist der Verlauf der Arthropathie
unabhingig von Dauer und Ausmal} der Eisenbelastung; sie kann sich nach dem Leeren
der Eisenspeicher sogar erst entwickeln. Die Inzidenz und Schwere steigt mit dem

Lebensalter. Himosiderinablagerungen finden sich vor allem in den Chondrozyten und
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den synovialen Basiszellen. Das Eisen soll die Pyrophosphatase in ihrer Aktivitét
einschrianken und durch die fehlende Pyrophosphate -Hydrolyse deren Loslichkeit
verringern, so daf} sich Calciumpyrophosphat -Ablagerungen in den Gelenken bilden
konnen. Die Arthropathie préisentiert sich sehr mannigfaltig. Meist verlduft sie
entsprechend der degenerativen Arthritis, teils dominieren aber auch Attacken mit
akuter Synovitis. Das klinische Bild mit schmerzhaften Gelenkschwellungen und
-deformititen gleicht dem anderer Eiseniliberschuflzustinde und kénnen typischerweise
in den meisten Fillen mit nicht-steroidalen Antiphlogistika erfolgreich beherrscht

werden.

Fiir einige Formen des selten manifestierten akuten Abdominalschmerzes wird Yersinia
enterocolitica verantwortlich gemacht. Das Bakterium findet im Gegensatz zu anderen
Mikroorganismen im Darm normalerweise nicht geniigend Eisen zur Entwicklung und
proliferiert dementsprechend bei allen Formen eines hoheren Eisenangebotes.

Zusammenfassend zeigt folgende Grafik alle typischen Symptome und ihren relativen

Haufigkeiten:
Psychische Storungen
Neurologische Storungen
0
Kardiale Storung 86% S
Hautpigmentierung
90%
Myokardldsion 44% Diabetes mellitus
% |
. manifest latent nachweisbar
LebervergroBerung 64% 15%
und - verhdrtung
100%
e . Milztumor
Bilirubindmie  Plasma-Kolloid- 41%
60% reaktion
100% Endokrine Storungen
3%
Hypothyreose
Magen-Darm-Stérungen Feminisierung
(Abdominalschmerzen) Nebennierenhypofunktion
76% Hodenatrophie

Abb.1.6. Symptome der hHC nach ihrer Haufigkeit (nach R. Fischer)
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1.6. Diagnostik

Die Diagnose hereditére Héamochromatose beruht auf  sorgfaltiger
klinisch-pathologischer Korrelation. Die meisten Ursachen sekundérer Eisentiberlastung
konnen durch eine geeignete Anamnese, hédmatologische und labortechnische
Untersuchungen ausgeschlossen werden:

1. Nachweis im Serum oder Urin

hHC Normalbereich
Mainner Frauen
a. Serum-Eisenkonzentration (pg / dl) > 180 80-180 | 70-150
b. Serum-Transferrinséttigung (%) > 45 <24
c. Ungesittigte EBK (siehe unten) (ug / dl) <50 140 - 250
d. Serum-Ferritinspiegel (ng /1) > 400 23-397 8-159
e. Desferrioxamintest: >4 <1
Ausscheidung in mg im 6h Urin
nach i.m. Gabe von 5Smg Desferroxamin
2. Nachweis in der Leber:
a. Lebereisenkonzentration (HIC) > 80umol/g <40 pmol /g
Trockengewicht
b. Lebereisenindex (HIC / Lebensalter) >2 <19

c. Histologischer Nachweis eines massiven Eisengehalt in den Parenchymzellen der
Leber

1.6.1. Eisenspiegel und die Transferrinsittigung im Serum
Der Eisenspiegel und die Transferrinsittigung (TS) sind bereits sehr friithzeitig erhoht.
Die Aussagekraft der Eisenkonzentration durch zahlreiche Maoglichkeiten

falsch-positiver und falsch-negativer Ergebnisse stark eingeschrankt[87].

Das Plasmatransferrin, ein -Globulin, ist das Eisentransportprotein des Blutes. Seine

Konzentration, die normalerweise zwischen 280 und 400 mg/dl liegt, entspricht der
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totalen Eisenbindungskapazitit (TEBK). Durchschnittlich ist es beim Gesunden etwa zu
einem Drittel abgeséttigt. Dieser Anteil deckt sich mit dem Serumeisen. Die restlichen
zwel Drittel, normalerweise zwischen 140 bis 250 mg/dl, bilden die ungesittigte

Eisenbindungskapazitit (EBK).

Ungesittigte EBK = TEBK - Gesittigte EBK

Ungesittigte EBK = Serum-Transferrinkonzentration - Serum-Eisenkonzentration

Laut Strohmeyer[88] ist bei der hHC der Anteil der ungesittigten EBK charakteristisch
gegeniiber dem der geséttigten vermindert. Entsprechen umgekehrt verhilt es sich bei

der Eisenmangelanidmie.
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Abb. 1.7. Serrumeisen und Eisenbindungskapazitit (nach Strohmeyer und Fischer)

Weiter verbreitet ist die Beurteilung der Transferrinsittigung:

o ( Serun—Eiseniomzertration[pgldl] J
Transferrinsittigung = Erun—Transrrimorzentration[fagidl] P09
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Mc Laren et al. untersuchten die Spezifitit der Transferrinséttigung (TS), indem sie die
Daten gesunder, nicht genetisch untersuchter Australier mit denen C282Y typisierter
hHC betroffener Personen verglichen[89].

Im asymptomatischen Kollektiv hatten 88,2 % der Manner eine TS von weniger als 24
% und die tibrigen 11 % erhohte TS-Werte von durchschnittlich 37 %, der Autor
vermutete hierbei C282Y-Heterozygotie. Im Kollektiv hHC positiver wiesen 98 % der
C282Y-Homozygoten einen TS-Wert von iber 45 % auf, ebenso 22 % der
Heterozygoten. Somit kdnne ab Transferrinséttigungen iiber 45 % ein ernster Verdacht

auf eine Eisenspeichererkrankung gestellt werden.

Falsch positive Ergebnisse kommen z.B. bei chronischem Alkoholismus vor. Da sich
die Transferrinséttigung immer auf die vorhandene Transferrinkonzentration bezieht,
kommen bei eingeschrankter Proteinsynthese (einschlieBlich Transferrin) trotz normaler

Eisenwerte erhohte Werte vor.

1.6.2. Serum - Ferritin

Das Serum-Ferritin spiegelt normalerweise den Pegel des Gesamtkorpereisens
wieder[90].

Die Serumkonzentration steigt beim Gesunden leicht mit dem Alter, bei hHC-Kranken
jedoch wesentlich stirker[91]. Bei unbehandelten Patienten im Endstadium der
Erkrankung kann der Wert um das 10 fache oder noch stirker erhoht sein. Leider
unterliegt er starken Schwankungen, z.B. im Laufe einer Infektion, bei malignen
Prozessen oder hepatozelluliren Nekrosen, und sollte daher vornehmlich als

Verlaufsparameter z.B. bei der Aderlal3therapie verwendet werden.

1.6.3. Desferrioxamin-Test

Der Desferrioxamin-Test dient ebenfalls dazu einen erhdhten Korpereisengehalt
festzustellen. Desferrioxamin (DFO) kann Eisen als Chelator binden und nierengingig
machen. Im Anschluf3 an eine i.m. Injektion einer bestimmten Menge DFO (0,005 bis
0,5 g, abhingig vom Institut) wird die Ausscheidung im Sammelurin (4 bis 24 h, je nach

Einrichtung) gemessen. Uberschreitungen des jeweiligen Referenzwert sind hinweisend
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auf eine erhdhte parenchymale Eisenspeicherung (> 2mg Eisen im 24h Urin nach 0,5 g

DFO-Injektion)[92].

1.6.4. Leberbiopsie

Letztendlich ausschlaggebend fiir die Diagnose ist das Ergebnis der Leberbiopsie.
Hierbei erfolgt zum einen die histologische Beurteilung, zum anderen nach Anfirbung
mit Perls” Prussian Blau die Einteilung der parenchymalen Eisenanreicherung in eine
Skala von 0 bis 4. Wahrend Grad 0 und 1 normal sind, stehen die Grade 2 bis 4 fiir
erhohte Eisenspeicherung[93]. Im fortgeschrittenem Krankheitsverkauf wird
gewohnlich immer Grad 4 erreicht. Leider gibt es zum Ausschluf} einer Zirrhose keinen
alternativen nicht-invasiven Test.

Daneben wird zusétzlich die intrahepatische Eisenkonzentration (HIC) bestimmt. Werte
iiber 80 umol/g Trockengewicht sind fiir die hHC charakteristisch.

Bei jlingeren Patienten mit geméBigter Eisenablagerung (Grad 2 und HIC unter
80umol/g) entsteht nur duBerst selten eine Zirrhose. Sollte dennoch eine Tendenz dazu
bestehen, sollte die Diagnose der komplikationslosen hHC ernsthaft angezweifelt
werden. Eine hohere Spezifitit fiir solche Fille bietet die Berechnung des
altersbezogenen Lebereisenindex (HII), dem Quotienten aus der HIC und dem
Lebensalter. Eine fiir das Alter zu hohe HIC fillt hierbei gerade bei jiingeren Patienten
stairker ins Gewicht. Ein Wert tiiber 2 spricht fiir das Vorliegen einer

Héamochromatose[94].

1.6.5. Sonstige Moglichkeiten

Inwieweit Computertomographie oder Magnetresonanztomograpie bei  der

Diagnosestellung hilfreich sind, ist noch in Diskussion[95][96].

Als Mittel letzter Wahl bleibt in Zweifelsfillen noch die versuchsweise
AderlaB3therapie. Personen ohne Eiseniiberschul bekommen erste Ausfallerscheinungen
ab einem Entzug von 1,5 bis 2 g Eisen. Fiihlt sich der Patient darunter jedoch besser und
fallen die Serum-Eisenwerte nicht entsprechend ab, spricht dies sehr fiir das Vorliegen

einer hHC[97].
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1.7. Therapie

1.7.1. Die Aderlafitherapie

Die Behandlungsmethode der Wahl ist immer noch die AderlaBtherapie. Sie wurde
bereits 1942 von Balfour et al. konzipiert[98]. Davis und Arowsmith wendeten sie
schlieBlich 1952 erstmalig systematisch an[99]. Der Wirkmechanismus ist leicht
verstiandlich. Geht man davon aus, dall der hHC Kranke, wie zuvor beschrieben, etwa
jeden Monat ca. 60 mg Eisen akkumuliert und durch einem Aderlal von 500 ml Blut
dem Korper ca. 200 bis 250 mg Eisen entzogen werden, so resultiert daraus, da3 bereits
ein einziger Aderlall pro Monat zum langsamen Abbau der Eisenspeicher fiihren muf3.
Angesichts dessen, daB3 bei einem hHC Kranken Eisenspeicher in der GroBenordnung
von insgesamt mindestens 20 g vorliegen, ist es offensichtlich, da8 unter Umsténden

wochentliche Aderldsse bis zu drei Jahre notig sind.

Die Behandlung erfolgt entsprechend den Empfehlungen von Fischer nach folgendem
Schema[100]:

Unter zunéchst stationdren Bedingungen beginnt man nach Diagnosesicherung, sofern
es der Allgemeinzustand zuldft, mit wochentlichen Aderldssen von je 500 ml Blut unter
strenger Kontrolle folgender Parameter: Der Hb sollte nicht unter 12 g%, die
Erythrozyten nicht unter 3,8 Millionen, das Serumeisen nicht unter 60 pg/dl, und das
Gesamteiweil3 nicht unter 6,5 g/dl fallen. Andererseits miiite die Frequenz oder die
Menge der Aderldsse entsprechend angepallit werden, oder bei fehlender Erholung die
Diagnose ernsthaft angezweifelt werden. Das subjektive Befinden bessert sich in der

Regel trotz Umstellungsphase schon nach den ersten Aderlédssen.
Die Laborparameter verhalten sich im Laufe der Therapie meist sehr charakteristisch:

Wihrend das Serumferritin als Verlaufsparameter kontinuierlich abfillt, bleibt das

Serumeisen iiber einen langen Zeitraum hinweg konstant. Erst wenn kein Eisen aus den
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Speichern mehr mobilisiert werden kann, kommt es plotzlich zum Konzentrationsabfall,

dem sogenannten Eisensturz.

Serum-Ferritin

Hg/l
Hgb
g/100ml :
204 Totale EBK- Entzogene Eisenmenge (g)
100007 %97 _._._._Hamoglobin_ 0
15- T STTTT e
. (
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Abb. 1.8. Verlauf der Laborparameter bei hHC unter Aderlaitherapie (nach Fischer et al.)

Bestitigt sich das Serumeisen als konstant niedrig oder noch weiter sinkend bei
gleichzeitigem Anstieg der ungesittigten Eisenbindungskapazitit, ist man am
Behandlungsziel angelangt, der vollstindigen Befreiung des Organismus von seinem
Eiseniiberschuf. Um die Eisenfreiheit aufrecht zu halten, sind lebenslang regelmifBig
Sicherheitsaderldsse unverzichtbar, je nach Situation alle 4 bis 8 Wochen oder noch
seltener. Der Eisenspiegel sollte sich zwischen 80 und 160 pg/dl einpendeln. Je nach
Einrichtung sind weitere Kontrollbiopsien der Leber in jedem Fall (Fischer et al.) oder

nur bei Unklarheit iiber das Vorliegen einer Zirrhose (Powell et al.) empfohlen.

1.7.2. Therapie mit Chelatbildnern

Alternativ zur AderlaBtherapie kann die Himochromatose auch mit Chelatbildnern wie
Desferroxamin behandelt werden. Trotz anfinglicher Euphorie[101] sollte diese
Therapieart nur den Patienten vorbehalten sein, bei denen eine Aderlaf3therapie wegen

Andmie, kardialer Insuffizienz oder Hypoproteindmie u.a. nicht praktikabel ist. Die
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Chelatortherapie ist nicht nur erheblich teurer und unbequemer, sondern auch
wesentlich weniger effizient. Es ist bislang kein einziger Fall vollstindiger

Eisenspeicherentleerung durch alleinige Chelatortherapie dokumentiert worden.
1.7.3. Symptomatische Therapie

Bereits bestehende Komplikationen miissen bei der Behandlung entsprechend
berticksichtigt werden. Bei manifester Leberzirrhose erfolgt symptomatische Therapie
der portalen Hypertension, regelmiBiger AusschluB maligner Entwicklung und
gegebenenfalls Lebertransplantation. Kardiale Beteiligung und Diabetes mellitus
werden konventionell behandelt. Andere endokrine Stérungen wie Libidoverlust und
Verdanderungen der sekunddren Geschlechtsmerkmale konnen eventuell mit
intramuskuldren Gaben von Testosteron oder Gonadotropinen verbessert werden

(Powell et al.).
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1.8. Prognose

Unbehandelt fiihrt die hHC unauthaltsam zum Tode, am héaufigsten infolge eines
hepatozelluldren Karzinoms (Inzidenz 119 fach erhoht gegeniiber der
Normalbevolkerung), der Kardiomyopathie (14 fach), der Leberzirrhose (10 fach) oder
des Diabetes mellitus (7 fach). Entscheidend fiir die Prognose ist die friihzeitige
konsequent durchgefiihrte Aderlaftherapie noch vor Entwicklung einer Leberzirrhose.
Im Gegensatz zur 10 Jahre Uberlebenswahrscheinlichkeit von 70 % bei hHC Patienten
mit bestehender Leberzirrhose, ist die der Patienten ohne nachweisbare Zirrhose unter

AderlaBtherapie nahezu gleich der der Normalbevolkerung[102].
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Abb. 1.9. Kumulatives Uberleben bei hHC mit / ohne Zirrhose (nach Niederau et al.)
Dennoch wurde nach Entspeicherung selbst bei fortgeschrittenen Siderozirrhosen ein

Riickgang, z.T. fast bis zu anatomischen Heilung beobachtet[103]. Dementsprechend

bildeten sich auch Zeichen der portalen Hypertension zuriick.
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Die glukoseintoleranten Stoffwechsellage bessert sich nach Aderla3therapie bei ca. 2/3
der betroffenen hHC Patienten[104].

Wihrend sich auch Lethargie und Hyperpigmentation verringern, zeigt die Therapie
beim Hypogonadismus keinen entscheidenden Effekt[105], ebenso bei der Arthropathie;
wohl gut zu beherrschen mit nicht-steroidalen Antiphlogistika, scheint sie sich

unabhingig von der Entspeicherung zu entwickeln[106].

In ihrer Langzeitstudie demonstrierten Niederau et al. die Bedeutung einer frithen
Diagnose und Entspeicherung fiir die Entwicklung von Symptomen und somit fiir das
Uberleben. Sie verfolgten die Ergebnisse bei 251 Patienten iiber einen Zeitraum von bis

zu 33 Jahren, im Mittel 14,1 Jahren.
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Abb. 1.10. Friihdiagnostik bei hHC Patieenten in drei Zeitriumen (nach Niederauer et al.)

In der Graphik spiegelt sich anschaulich der Effekt der zunehmend friiheren Diagnostik
mit anschlieBender konsequenter Therapie wieder. Im jiingsten Zeitraum zwischen 1982
und 1991 konnte gegeniiber der Zeit um 1950 {iber viermal hdufiger die Therapie
bereits im asymptomatischen Stadium begonnen werden. Die

Uberlebenswahrscheinlichkeit stieg dementsprechend deutlich an.

28



1 Einfiihrung

1.9. Zielsetzung der Arbeit

In den vergangenen Kapiteln wurden die unterschiedlichen Faktoren dargestellt, die in
der Pathogenese der hereditdren Himochromatose bedeutsam sein konnen. Die primére
Hamochromatose stellt als autosomal-rezessiv vererbte Eisenspeichererkrankung mit
einer Mutationsfrequenz von mindestens 1:20 die hdufigste hereditire Erkrankung
Europas dar. Entscheidend fiir den Krankheitsverlauf ist die friihzeitige
Diagnosestellung. Dennoch liegt, wie bereits berichtet, die Zeit von den ersten
Symptomen bis zur richtigen Diagnose iiber die Leberpunktion im Durchschnitt
zwischen 5 und 8 Jahren, in denen die Erkrankung uneingeschrankt ihren Lauf nimmt.
Die Moglichkeit der genetischen Diagnostik bietet eine Perspektive diesen Zeitraum
entscheidend zu verkiirzen. Durch familidre Screening - MaBnahmen koénnte die
addquate Behandlung bereits im praesymptomatischen Stadium eingeleitet werden und

ein Ausbruch der Erkrankung effektiv verhindert werden.

Feder et al. gelang 1996 die genaue Identifizierung des HFE-Gens, dessen beide
Mutationen C282Y und H63D fiir die Pathogenese der hHC verantwortlich gemacht
werden. In den Studien mehrerer Lander zeigte die Inzidenz der Mutationen bei hHC
Kranken und asymptomatischen Personen eine gewisse Variabilitit, die auf
Unterschiede in phénotypische Auspragung und Vdlkerabstammung zuriickgefiihrt

wurden

In der vorliegenden Arbeit sollte die Nachweismethode fiir C282Y und H63D
entsprechend der Idee von Merryweather et al.[107] an der Medizinischen Poliklinik
der Universitdt Wiirzburg etabliert und mit alternativen Verfahren korreliert werden.

Als Untersuchungskollektiv diente ein ausgewihlter Personenkreis aus dem Raum
Unterfranken. Untersucht wurden neben Hémochromatosekranken auch ein

Vergleichskollektiv aus der asymptomatischen Bevolkerung.
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2. Material und Methoden

2.1. Untersuchungskollektiv

Fiir die Untersuchungen wurden Personen ausgewihlt, die einen begriindeten Verdacht
auf Hamochromatose aufwiesen, sei er basierend auf einer typischen Histologie oder
Befundkonstellation oder auf einen engen Verwandtschaftsgrad zu einem Erkrankten.
Um Familienstammbdumen aufstellen zu konnen, wurden auch Ehepartner von
Hémochromatosekranken genotypisiert. Als Kontrollkollektiv dienten Personen ohne

klinische Symptomatik aus der Region Unterfranken.

2.1.1. Personen mit Verdacht auf Himochromatose

Es wurden insgesamt 81 Personen aus diesem Kollektiv nach beiden Mutationen

untersucht.

Davon wurden dankenswerter Weise 16 Personen aus der Heinz - Kalk - Klinik in Bad

Kissingen iiberwiesen. 54 Personen stammten aus dem Kollektiv der Medizinischen

Poliklinik Wiirzburg. Die Medizinische Universititsklinik Wiirzburg und das

Kreiskrankenhaus der Stadt Lohr stellten freundlicherweise das Blut von weiteren 4

bzw. 7 Personen zur Verfiigung.

Die 81 Personen setzten sich wie folgt zusammen:

* 19 waren untereinander nicht verwandte Personen mit von Pathologen
diagnostizierter Himochromatose.

* 12 Personen waren erstgradige Verwandte von Patienten mit Himochromatose.

* 29 waren Zuweisungen mit Verdacht auf Himochromatose.

¢ 8 Personen wurden mit Verdacht auf Himochromatose zugewiesen, diese jedoch
von Pathologen ausgeschlossen.

* Bei 15 Personen lag eine eine chronische Hepatitis C - Infektion vor. Die Diagnostik

wurde wegen laborchemischer Hinweise auf eine Eiseniiberladung durchgefiihrt.
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2.1.2. Kontrollkollektiv

Zur Ermittlung der Genfrequenz in der Allgemeinbevolkerung wurden 149 Personen

nach beiden Mutationen analysiert. Als Voraussetzung durften sie keine Verwandtschaft

untereinander vorweisen. Dieses Kollektiv setzte sich folgendermallen zusammen:

Drei weitere Personen, die mit einem Himochromatosekranken verheiratet waren, boten

keinen Hinweis auf eine Erkrankung und interessierten nur zur Ermittlung eines

31 Studenten der Universitdat Wiirzburg
10 Mitarbeiter der Stiftung Julius-Spital Wiirzburg
10 willkiirlich gewéhlte Personen aus dem Regierungsbezirk Unterfranken

98 Probanden aus einer anonymisierten DNA - Bank.

Stammbaumes.
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2.2. Material

2.2.1. Geriiteliste (alphabetisch)

Agarose Gel Elektrophorese

Pharmacia Biotech

Autoklav Melag
Automatische Pipetten Eppendorf
Blutabnahme System Sarstedt
(2,7 ml S-Monovette®)

Digitalkamera Kodak
Eismaschine Scotsman
Filterpipettenspitzen Brandt, Noras
Heizblock Liebisch
Kunststoffkiivetten Eppendorf
Magnetriihrer Hartenstein
Mikrowelle Siemens

PCR-Gefdlle 0,5 ml

Perkin Elmer

PCR-Maschine
(DNA Thermal Cycler 480)

Perkin Elmer

PCR-Reinigungssédulen
(Auto Seg™ G50)

Amershan Pharmacia Biotech

ph-Meter Hartenstein
Photometer Eppendorf
Pipettenspitzen Brandt, Noras
Reagiergefd3e 1,5ml Eppendorf
Sample Tubes 0,5 ml Perkin Elmer
Schiittelinkubator Biihler
Sequenzer Perkin Elmer
(Abi Prism 310 Genetic Analyzer)

Sofortbildkamera Polaroid
UV-Illuminator TFP

Waage Kern
Wasserbad-Inkubator Koéttermann
Zentrifuge Heraeus Sepatech
(Biofuge 28RS)

2.2.2. Chemikalienliste

Agarose zur DNA Elektrophorese Roth
Bromphenolblau Sigma
Destilliertes H>O, Delta-Pharma
EDTA Sigma
Ethanol (96%) J.T.Baker
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Ethanol (70%) J.T.Baker
Ethidiumbromid Sigma
Glycerol Gibco BRL
MgCl, Merck
Mineral6l Sigma

SDS Roth
Tris-base Roth

TSR (Template Surpression Reagent)

Perkin Elmer

Xylenecyanol

Sigma

2.2.3. Laborkits

e Quiamp DNA Blood Mini Kit™ von Quiagen

e TaKaRa Ex Taq™ von Takara

¢  PCR-Mix von Amershan Pharmacia Biotech

* Big Dye™ Terminator RR Mix von Perkin Elmer

2.2.4. Puffer

e TBE-Laufpuffer:

Der 0,5 x TBE Laufpuffer fiir DNA-Agarosegele wurde zunéchst als 10 x Stammldsung

hergestellt.

Ein Liter 0,5 x TBE - Puffer hatte folgende Zusammensetzung:
5,4 g Tris Base, 2,75 g Borsdure, 2 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0), gelost in 1 Liter Aqua

dest.

* Probenpufter:

Der Proben- bzw. Ladungspuffere (10x) fiir Agarose enthielt

30% Glycerol, 0,1IM EDTA pH 8, 1% SDS, 0,25% Bromphenolblau und 25%

Xylenecyanol.

2.2.5. Enzyme und zugehorige Arbeitspuffer
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e fiir C282Y - Mutation:

s Es wurde das Enzym RSA [ der Firma GibcoBRL, Life Technologies in der
Konzentration von 10 U / pl gewdhlt, isoliert aus Rhodopseudomonas
sphaeroides, gelost in folgendem Puffer: 10,0 mM Tris-HCI bei pH 7,4 , 50,0
mM KCl, 0,1 mM EDTA, 0,1 mM PMSF, 1,0 mM DTT, 1,0 mg/ml BSA und 50
% Glycerol. Die spezifische Bindungs- bzw. Spaltungsstelle war 5'- GT / AC -
3" bzw. 3’- CA /TG - 5’. Eine Einheit (U) des Enzymes spaltete 1 ug DNA bei
einer Arbeitstemperatur von 37°C innerhalb einer Stunde.

¢ Als Reaktions - Puffer diente Reakt 1, ebenfalls von der Firma GibcoBRL, Life
Technologies in einer 10x Konzentrat - Zubereitung mit folgenden

Inhaltsstoffen: 500 mM Tris HCI bei pH 8,0, 100 mM MgCl.,.

¢ flir H63D - Mutation:
% Hier fand das Enzym MBO [ Verwendung, isoliert aus Moraxella bovis.
Bezogen wurde es von der Firma Amersham Life Science, gelost zu einer
Konzentration von 10 U / pl in folgendem Puffer: 10 mM Tris-HCl bei pH 7,5 ,
50 mM KCI, 0,1 mM EDTA, 10 mM 2-Mercaptoethanol, 0,01 % BSA und 50 %
Glycerol. Die spezifische Bindungs- bzw. Spaltungsstelle war 5'- GA / TC - 3’
bzw. 3’- CT / AG - 5". Bei einer Temperatur von 37°C spaltete eine Unit (U) des
Enzymes innerhalb einer Stunde 1 pg N°-Methyladenin freie DNA.

% Der Arbeitspuffer K, mitgeliefert von der Firma Amersham Life Science, bot das
ideale Milieu. Er lag ebenfalls in einer 10x Konzentration vor und beinhaltete

folgendes: 200 mM Tris HCI bei einem pH von 8,5 , 100 mM MgCl,, 10 mM
Dithiothreitol, 1000 mM KCI.

2.2.6. DNA-Size-Marker

Zur Bestimmung der Grofe des PCR - Produktes diente eine 100Bp DNA Leiter (0,1
pg/ul) der Firma Tebu GmbH. Die FragmentgroBe erstreckt sich von 100 bis 2072
Basenpaare (Bp).
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2.2.7. Oligonukleotide

Die in der Arbeit verwendeten Oligonukleotide fiir die PCR-Amplifikation wurden von
der Firma Amershan Pharmacia Biotech hergestellt. Die Primer wurden mit
destilliertem Wasser dermalBlen verdiinnt, dal3 sie fiir die normale PCR in einer
Konzentration von 100 pmol/pl und fiir die Sequenz - PCR zu 5 pmol/ul vorlagen.
Primersequenzen:

e Hdamasl = HC282 - I, Genbank Accession Nr.: 292910

Sequenz: 5'- CTG GAT AAC CTT GGC TGT ACC ACC TGG GGA AGA GCA GCG A -3’

e Hdamsl = HC282 - A, Genbank Accession Nr.: 2792910

Sequenz: 5'- CTC AGG CAC TCC TCT CAA CC -3’

e  H(C282-1S, Genbank Accession Nr.: 292910

Sequenz: 5'- ATG TGA CCT CTT CAG TGA CC -3’

e HC282-AS, Genbank Accession Nr.: Z92910

Sequenz: 5'- CTC AGG CAC TCC TCT CAA CC -3’

e H63D -1, H63D - IS, Genbank Accession Nr.: Z92910

Sequenz: 5'- ACA TGG TTA AGG CCT GTT GC -3’

e H63D-A, H63D - AS, Genbank Accession Nr.: 292910

Sequenz: 5'- GCC ACA TCT GGC TTG AAA TT -3’

Die Lagerungstemperatur fiir alle Enzyme mit den zugehdrigen Arbeitspuffern, fiir die
Primer, den 10x PCR-Puffer, die freien Nukleinsduren und vor allem der
DNA-Polymerase war -20°C, fiir das Wasser, das Ol und den 0,5x TBE-Puffer

Raumtemperatur.
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2.3. Vorbereitungen und Grundbedingungen

Um die Gefahr einer Kontamination moglichst gering zuhalten, wurden die
Eppendorfgefdlie und die Pipettenspitzen vor Gebrauch autoklaviert, die Pipetten und
der Arbeitsplatz mit 70% Ethanol gereinigt und ausschlieflich mit sauberen

Handschuhen gearbeitet.

2.4. Gewinnung der Blutprobe

Unter sterilen Bedingungen wurde mit Hilfe eines S-Monovette-Blutabnahmesystems
aus einer Armvene Blut abgenommen. Dabei wurde die Standard 2,7 ml S-Monovette®

benutzt. Gegen die Gerinnung ist dieser bereits 1,6 mg EDTA pro ml Blut beigesetzt.

Um den Datenschutz zu gewihrleisten, wurden alle Blutproben anonymisiert, d.h.
lediglich mit einer fortlaufenden Nummer versehen. Bestand ein klinisch oder hereditir
begriindeter Verdacht auf einen positiven Befund, wurde der Proben-Nummer das
Prifix ,H” vorgesetzt. Damit gelang eine einfache und schnelle Distanzierung

gegeniiber der Kontrollgruppe.
Das Blut sollte aufgrund autolytischer Vorgédnge nach der Abnahme nicht linger als 6

Stunden ungekiihlt aufbewahrt werden. Bis zur Weiterverarbeitung empfiehlt sich die

Lagerung bei -22°C.
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2.5. Isolation der DNA aus dem Blut

Die DNA wurde mit Hilfe eines Fertig-Reagenzien-Kombinats der Firma Quiagen aus
Vollblut extrahiert. Hierbei werden zunéchst die Zellen der weilen Blutreihe lysiert.
Deren DNA bleibt beim anschlieBenden Zentrifugieren iiber eine spezielle Sdule an
dieser haften und ist in einem weiteren Schritt leicht zu eluieren. Sowohl bei der
Reagenzienvorbereitung als auch bei der Isolationsdurchfiihrung wurde in etwas

modifizierter Form nach den Angaben der Herstellungsfirma vorgegangen.

2.5.1. Reagenzienvorbereitung vor erstmaligem Gebrauch und Lagerung

* Quiagen - Protease:
Zur lyophylisierten Protease wurden 1,4 ml (50 Préparationen - Kid) oder 7 ml
(250 Préparationen - Kid) destilliertes Wasser zugegeben und gemischt. Die
Haltbarkeit sei je nach Temperatur 2 bis 3 Monate (+4°) oder 1 Jahr (-20°).

e Puffer AL:
Die Herstellung verlangte das Dekantieren der fertigen Reagenz AL1 in den
Puffer AL (Reagenz AL”).
Der fertige Puffer konne vor Licht geschiitzt fiir ca.l Jahr bei Zimmertemperatur
aufbewahrt werden.

e Puffer AW:
Dem als Konzentrat geliefertem Puffer wurden 40 ml (50 Priaparationen - Kid)
oder 190 ml (250 Priparationen - Kid) 96% Ethanol hinzugefiigt. Die

Haltbarkeit betrage im Anschluf} ca. 1 Jahr bei Zimmertemperatur.

2.5.2. Extraktion

Zunichst wurden folgende Vorbereitungen getitigt:

* Die Blutproben wurden auf Raumtemperatur dquilibriert und anschlieBend durch
Kippen gemischt.

* Die Quiagen Protease und die Puffer AL und AW wurden ebenfalls auf
Zimmerbedingungen temperiert.

¢ Der Puffer AE wurde auf 70°C erhitzt.
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Zell - Lyse:

Zu Beginn wurden 200 pl Vollblut in ein 1,5 ml Eppendorfgefdl gegeben.
Versuche, groBBere Mengen einzusetzen, ergaben, dafl die Verwendung von 200 pl
Blut im Kosten / Nutzen - Verhéltnis die besten Ergebnisse bot.

Hierzu wurden 200 pl Puffer AL und 25 pl Quiagen Protease gegeben und
anschlieBend mindestens 12 sec. gevortext, bis sich das Pellet geldst hatte. Die
Proben wurden nun fiir 5 min. bei Raumtemperatur stehen gelassen und daraufhin
bei 70°C fiir 10 min inkubiert. Nach einer Zugabe von 210 pl 96% Ethanol wurde

nochmals gevortext.

Extraktion und Reinigung der DNA:

Zunichst wurden die Quiamp Spin Siulen, die den DNA - selektiven Filter
enthalten, in ein 2 ml Eppendorfgefil gesteckt. Darauf folgte die Ubertragung der
Probenmixtur auf die Sédule und eine Zentrifugation bei 8000 rpm fiir 1 min..
Wihrend hierbei die DNA im Filter zuriickgehalten wurde, sammelte sich der Rest
im Eppendorfgefdl und konnte verworfen werden.

Die Spin Sdulen wurden in ein neues 2 ml Eppendorfgefd3 gegeben. Zur Reinigung
der DNA wurden 500 pl Puffer AW pipettiert und die Saule bei 8000 rpm fiir 1 min.
zentrifugiert.

Nun folgten erneut Umstecken der Spin Sdulen in ein neues Gefdl3, Verwerfen des
Filtrates, Zugabe von 500 pl Puffer AW und Zentrifugation, jetzt allerdings mit bei
12000 rpm fiir 3 min..

Eluation der DNA aus dem Spin - Filter:

Die fertig gereinigten Spin Sdulen wurden nochmals in ein sauberes Eppendorfgefal3
gegeben. Jetzt wurde aber die GréBe 1,5 ml gewéhlt und dieses entsprechend mit
der Probenummer und dem aktuellen Datum beschriftet.

Auf die Sdulen wurde darauthin der auf 70°C vorerhitzte Puffer AE gegeben und
die Probe zunichst bei Raumtemperatur fiir 1 min., anschlieBend bei 70°C fiir
weitere 5 min. inkubiert.

Nach einer Zentrifugation bei 8000 rpm fiir 1 min bestand das Filtrat aus der im

Puffer AE gelosten DNA
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* In dieser Losung konnte die DNA bei -22°C bis zu ihrer weiteren Verwendung

aufbewahrt werden.
2.5.3. Auswertung der Extraktion

Die Messungen erfolgten an einem Photometer, das nach Auswertung der
Lichtabsorption der Losung gegeniiber reinem destillierten Wasser die Konzentration
der Losung angab.

Das optische System enthilt eine Xenon-Lampe als Lichtquelle und arbeitet mit den
Messwellenldngen von 260 und 280 nm. Die direkte Messung der
Nukleinsdurenkonzentration der dsDNA erfolgt bei 260 nm. Eine Axs - Einheit
entspricht 50pug/ml dsDNA. Der Absorptionskoetfizient bei 260 nm sollte zwischen 0,1
und 1,0 fallen, welches einer Ausbeute von 30 - 50 pg entspricht. Den Quotienten aus
den Absorptionskoeffizienten bei 260 und 280 nm bezeichnet man als Ratio; diese gibt
den Reinheitsgrad der Nukleinsdure an und sollte zwischen 1,7 und 1,9 liegen. Eine
Senkung dieses Wertes ist auf Verunreinigungen durch Proteine oder organische
Losungsmittel zuriickzufiihren. Auch Werte knapp auBerhalb dieser Grenzen brachten

akzeptable Ergebnisse mit sich, so dall diese nur als Richtlinien anzusehen sind.

Vor der Messung wurde ein Teil des Eluat (16ul) 1:5 mit destilliertem Wasser (64 ul)
verdiinnt, anschliefend unter sauberen Bedingungen in 80 pl Glaskiivetten gefiillt und
in das Photometer gegeben. Als Leerwert diente destilliertes Wasser.

Da die Proben 1:5 verdiinnt gemessen wurden, muflten Ergebnisse mit 5 multipliziert

werden.
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2.6. Untersuchung der DNA

2.6.1. PCR

Um kleine strukturelle Verdnderungen der DNA bildlich darstellen zu konnen, hier
handelt es sich sogar um Punktmutationen, muf3 der betroffene DNA-Abschnitt in einer
sehr groBen Kopienzahl vorliegen.

Diese Replikation wird {iber die molekularbiologisch gesteuerte Polymerase - Ketten -
Reaktion (PCR) erreicht. Diese Methode wurde 1984 von Kary Mullis entwickelt und
arbeitet streng nach den Prinzipien der natiirlichen Genomverdoppelung der Zellen
wiahrend der Mitose. Im Gegensatz zur Natur wird jedoch nur ein exakt abgesteckter
Bereich der DNA in groBer Menge amplifiziert. Als Grenzen dienen Oligonukleotide,
sogenannte Primer, die so gewéhlt werden, daf} sie zu bestimmten Bereichen auf dem
plus bzw. minus Strang der Nukleinsdure komplementdr sind und den gewiinschten
Abschnitt einrahmen.

Da jeweils nur ein Nukleinséure-Einzelstrang als Kopiervorlage dient, startet jede PCR
mit einer Denaturierung der Doppelstrang-DNA in zwei Einzelstrange.

Im ,,Annealing - Schritt” lagern sich die Primer als Bereichsgrenzen an.

Diese bilden fiir die DNA - Polymerase die Anfangspunkte, um in der ,,Extension” den
jeweils komplementdren Strang entlang der Einzelstrangmatrize zu synthetisieren.
Dabei bedient sie sich der zugesetzten freien Desoxy-Nukleinsduren (dNTP). So
verdoppelt sich die abgesteckte DNA-Region und kann in den folgenden Zyklen selbst
als Matrize dienen. Im AnschluB kommt es schlieBlich unter denaturierenden
Bedingungen wiederum zur Aufteilung in je zwei komplementére Einzelstringe und der
Vorgang kann von vorne beginnen. Durch vielfache Wiederholung dieser Reaktionen

wird der abgegrenzte Bereich der DNA exponentiell vervielfacht:
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Abb. 2.1. Prinzipien der PCR

Im Gegensatz zu den natiirlichen Vorgingen miissen die Enzyme in vitro iiber ihre
jeweils charakteristische Arbeitstemperatur an- und ausgeschaltet werden.

Die Steuerung der Reaktionsreihenfolge widhrend der PCR gelingt also iiber die
Vorgabe der flir jeden Schritt spezifischen Temperatur in einem festen Zeitschema.
Wihrend die Denaturierungstemperatur normalerweise bei 94°C und die der Extension
meist bei 72°C liegt, mul3 die Anealingtemperatur experimentell fiir jedes Primerpaar
erprobt werden. Ist sie zu niedrig, lagern sich die Primer unspezifisch an und die
Qualitdt sinkt. Zu grole Warme verhindert jedoch die Anlagerung. Auch iiber die
Zykluszahl 148t sich das Ergebnis wesentlich beeinflussen. Je hoher die Anzahl, desto
groBer die Ausbeute, aber um so geringer die Qualitdt, da sich kleine Fehler
exponentiell auswirken. So muB} fiir jede PCR ein eigener Zeit / Temperatur /
Zykluszahl - Plan entworfen werden. Zwei zusédtzliche Reaktionsschritte werden nur
einmal durchgefiihrt: vor Beginn der Zyklen eine vollstindige Denaturierung der
Nukleinsdure bei 94°C und zum Schlufl der PCR-Reaktion eine Phase zur Beendigung
aller begonnenen Polymerisationen bei 72°C. Alle Inkubationsschritte wurden in einem

programmierbaren Heizgerit (sog. Thermocycler) durchgefiihrt.

Ab einer gewissen Amplifikationsmenge kann dieses DNA-Stick nach
elektrophoretischer Auftrennung auf einem Ethidiumbromid - Gel dargestellt werden

und durch dessen Bande nach Grof3e und Reinheit beurteilt werden.
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Vorbereitungen:
Neben den Grundvorbereitungen muflten fiir die PCR spezielle Filter - Pipettenspitzen,
die ein reineres Pipettieren ermdglichen sollen, und PCR - Eppendorfgefilie

autoklaviert werden.

Es wurde wahlweise der PCR-Kit der Firma Takara oder von Amershan Life Science
verwendet. Dieser enthielt jeweils die bendtigte Tag-Polymerase (geklont aus
Thermophilus aquaticus) mit dem zugehorigen PCR-Puffer und die freien Nukleotide
im dNTP-Mix.

Folgende Primer wurden in die PCR eingesetzt:
e (C282Y - Mutation:
Wie in Abbildung 1.3. (S.5) dargestellt, betrifft hier die Punktmutation die Aminosdure
282 bzw. das Basenpaar Nummer 6722 auf dem 6. Chromosom. Um eine Amplifikation
dieses DNA-Abschnittes zu erreichen, wurden Primer vor und nach dieser Stelle
gewdhlt. Fiir eine optimale Funktion sollten die Primer jeweils ein ausgewogenes
Verhiltnis der einzelnen Basen aufweisen.

* Sense-Primer: Hamasl = HC282 -1

Sequenz: 5'- CTG GAT AAC CTT GGC TGT ACC ACC TGG GGA AGA GCA GCG A -3’
* Antisense-Primer: Hamsl = HC282 - A

Sequenz: 5'- CTC AGG CAC TCC TCT CAA CC -3’

* H63D - Mutation:
Hier ist das Basenpaar mit der Nummer 4762, bzw die Aminoséure 63 auf Chromosom
6 verdndert, verdeutlicht in Abbildung 1.4. (S.6). Folgende Primer umrahmen den
betroffenen Teil der DNA:
* Sense-Primer: H63D -1
Sequenz: 5'- ACA TGG TTA AGG CCT GTT GC -3’
* Antisense-Primer: H63D - A

Sequenz: 5'- GCC ACA TCT GGC TTG AAA TT -3’
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Die Primer wurden mit destilliertem Wasser so geldst, dal3 sie anschlieend in einer
Konzentration von 100 Mmol/ ul vorlagen. Zur Vermeidung von Kontamination wurden
von dieser Stammlosung mehrere Aliquots entnommen, die dann jeweils als Reservoir

fir mehrere Versuchsreihen dienten.

2.6.1.1. PCR C282Y

Durchfiihrung:
Zu Beginn wurden jeweils folgende Reagenzien langsam aufgetaut, gevortext, kurz
zentrifugiert und anschlieBend auf Eis gestellt:

¢ Extrahierte DNA-Proben, gelost in Quiagen-AE-Puffer

¢ 10x PCR-Puffer

* Sense-Primer-Aliquot, Antisense-Primer-Aliquot

* dNTP-Mix.
Die Tag-Polymerase wurde bis zum Gebrauch bei -20°C belassen. Von einer frischen
Flasche mit destilliertem Wasser und vom Mineralol wurde jeweils ein Aliquot
benoétigter Menge abgefiillt.
Es wurde in jeder Sitzung zusitzlich eine Negativprobe hergestellt, die alle Reagenzien
ausschlielich der DNA enthielt, um eine DNA-Verschleppung in eine der Substanzen
aufzudecken.
Da jede Verzogerung oder Erwdrmung einen vorzeitigen oder unspezifischen
Reaktionsbeginn auslosen konnte, wurden maximal insgesamt 20 Proben in einer
Sitzung amplifiziert und ausschlieBlich auf Eis pipettiert.

Hierbei wurde folgendermallen vorgegangen:

Reagenz Menge pro Probe Menge fiir Negativprobe
DNA 100 ng

10x PCR Puffer 10 pl 10 pl

dNTP-Mix (20 bzw. 2,5 mM) 0,02 pmol 0,02 pmol

Primer HC282-1 (100 pmol/ul) | 35 pmol 35 pmol

Primer HC282-A (100 pmol/ul) | 35 pmol 35 pmol

Tag-Polymerase (5U/ul) 1 pl 1 ul

Aqua dest. Auf 100 pl auffiillen Auf 100 pl auffiillen
Gesamt 100 pl 100 pl
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Da mit Zugabe der Taq-Polymerase bei der entsprechenden Temperatur (72°C) die PCR
startet, wurde diese immer als letzte pipettiert. In Anschlul wurden die Proben gut
gemischt und kurz zentrifugiert, um den Inhalt wieder am Boden zu sammeln. Nachdem
jede Probe mit ca. 60 ul Mineral6l iiberschichtet worden war, um ein Verdunsten
wihrend der hohen Temperaturen verhindern sollte, konnten die verschlossenen

Eppendorfgefdfie in die PCR - Maschine gestellt werden. Diese war folgendermafB3en

programmiert:
Anzahl | Denaturierung | Annealing Extension
Erster Zyklus 1 94°C fiir 5 min. | 59°C fiir | min. | 72°C fiir | min.
Folgende Zyklen | 35 94°C fiir 1 min. | 59°C fiir 1 min. | 72°C fiir 1 min.
Letzter Zyklus 1 94°C fiir 1 min. | 59°C fiir | min. | 72°C fiir 5 min.

Darauthin stellte sich das Gerit auf konstante 4°C. Die Proben wurden baldmdglichst
entnommen, unter dem aufliegende Ol hervor in ein neues Eppendorfgefil pipettiert

und bis zur Weiterverarbeitung bei -20°C eingefroren.

2.6.1.2. PCR H63D

Hierbei wurde entsprechen der PCR C282Y vorgegangen, allerdings natiirlich unter

Berticksichtigung eines eigenen Pipettierplanes:

Reagenz Menge pro Probe Menge fiir Negativprobe
DNA 100 ng

10x PCR Puffer 10 pl 10 pl

dNTP-Mix (20 bzw. 2,5 mM) | 0,02 pmol 0,02 pmol

Primer H63D-I (100 pmol/ul) | 35 pmol 35 pmol

Primer H63D-A (100 pmol/ul) | 35 pmol 35 pmol

Taq-Polymerase (5U/ul) 1 ul 1 pl

Aqua dest. Auf 100 pl auffiillen Auf 100 pl auffiillen
Gesamt 100 pl 100 pl
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Das Programm der PCR-Maschine war folgendermaf3en:

Anzahl | Denaturierung | Annealing Extension
Erster Zyklus 1 94°C fiir 5 min. | 56°C fiir 1 min. | 72°C fiir 1 min.
Folgende Zyklen | 30 94°C fiir 1 min. | 56°C fiir 1 min. | 72°C fiir 1 min.
Letzter Zyklus 1 94°C fiir 1 min. | 56°C fiir 1 min. | 72°C fiir 5 min.

2.6.1.3. Kontrolle der PCR-Ergebnisse

Die Kontrolle der Ergebnisse erfolgte nach elektrophoretischer Auftrennung der Proben.

!

300 bp

200 bp ™
-
100 bp

sauher e

Die als sauber bezeichnete Banden waren im Gegensatz zu den unreinen Proben scharf
abgegrenzt und lagen im vorliegendem Fall (Kontrolle des C282Y-PCR-Produktes)
etwa bei 150 bp . Folglich konnte dieses PCR - Produkt fiir die weitere Diagnostik
verwendet werden, wihrend die anderen verworfen werden mufiten. Die Kontrolle der

PCR-Produkte zur Analyse der H63D-Mutation wurde gleichermaflen durchgefiihrt.
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2.6.2. Restriktion und Befundung

Eine Restriktionsanalyse arbeitet nach folgendem Prinzip:

Gentechnisch hergestellte Enzyme binden unter definierten Bedingungen an spezifische
Loci der DNA und spalten diese dort. Besitzt ein PCR - Produkt bestimmter Lénge ein
oder mehrere bekannte Bindungs- bzw. Teilungsorte, wird es durch diesen Vorgang in
zwel oder mehrere Stiicke entsprechender Grofle aufgetrennt. Mit Hilfe einer
elektrophoretischen Sortierung nach der Lénge ist dieser Vorgang leicht zu
kontrollieren.

Fiir die Diagnostik von Punktmutationen wéhlt man nun Enzyme, die exakt an der zu
untersuchenden Stelle haften. Je nach Art binden und spalten sie nur im Falle des

Wildtypes oder der Mutation und gestatten somit eine Differenzierung:

* Restriktionanalyse zur Diagnostizierung der C282Y - Mutation:
Das Enzym RSA I trennte das C282Y - PCR - Produkt der Lénge 158 Basenpaaren
(bp) nur im Falle der Mutation in zwei Stiicke der Groflen von 47 und 111 bp auf.

¢ Restriktionanalyse zur Diagnostizierung der H63D - Mutation:

Im Gegensatz zur vorherigen Reaktion spaltete das Enzym MBO I das H63D - PCR -
Produkt mit der Lange 202 bp nur im Falle des Wildtypes in zwei Stiicke der GroB3en 68
bp und 140 bp auf.

Hierbei ist also eine Unterscheidung zwischen Wildtyp und Mutant einfach.
Entscheidend ist allerdings die Wahl der richtige Arbeitstemperatur und des jeweilige
DNA / Enzym - Verhiéltnis, da nur so eine korrekte Anlagerung und vollstindige
Teilung sicher gestellt sind.

Zur Untersuchung der C282Y - und der H63D - Mutation diente das jeweilige PCR -
Produkt bekannter Lénge.

Die einzusetzende Menge an DNA wurde experimentell optimiert. Eine Dichte -
Messung des PCR - Produktes erschien unnétig, da in die PCR immer eine konstante

Menge DNA eingesetzt und jeweils die gleiche Zyklenzahl gefahren wurde.
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2.6.2.1. Restriktionanalyse des C282Y - PCR - Produktes

Nach den Grundvorbereitungen wurden die PCR-Produkte und die jeweiligen Puffer
langsam aufgetaut, gevortext, kurz zentrifugiert und anschlieend auf Eis gelegt. Die

Enzyme wurden entsprechend der PCR bis zum Gebrauch bei -20°C belassen.

Im Laufe der Untersuchungen einigte man sich auf folgenden Pipettierplan:

Reagenz Menge
C282Y - PCR - Produkt | 8,0 pl
Puffer Reakt 1 1,5 pl
Aqua dest. 5,0 ul
RSA T (10 U/pl) 0,5 ul

Es wurde ausschlieBlich auf Eis pipettiert. Nach Zugabe von RSA I und anschlieender
Durchmischung wurden die Proben bei 37°C fiir eine Stunde inkubiert und

anschlieBend wieder auf Eis gestellt.

Wie bereits beschrieben wechselt bei der C282Y - Mutation innerhalb des Basentripletts
fiir die Aminoséure 282 die Base Guanin zu Adenin, d.h. aus ,,TGC” fiir Cystein wird
»TAC” flir Tyrosin. Dadurch entsteht die spezifische Bindungsstelle ,,GTAC” fiir das
Restriktionsenzym RSA-I . Folglich trennt dieses ausschlieBlich im Falle der Mutation
das C282Y - PCR - Produkt mit der Lédnge von 158 Basenpaaren (bp) in zwei Stiicke
der GroBen von 47 bp und 111 bp auf.

Ein DNA - Fragment mit der Linge von 47 bp ld6t sich auf dem Gel nicht darstellen.
Somit erscheint der ungespaltene Wildtyp als einzelne Bande bei 158 bp, der Mutant als
Spaltprodukt bei 111 bp. Besonders eindrucksvoll demonstriert das Restriktionsprodukt
einer heterozygoten Person den Teilungsvorgang. Hierbei erzeugt sowohl der Anteil des
Wildtyps als auch der mutierte Teil seine jeweils spezifische Bande. Es ist also eine
Doppelbande bei 158 und 111 bp zu sehen. Somit erscheinen alle Banden, die maximal
auftreten und konnen, wenn durch Sequenzierung gesichert zum diagnostischen

Vergleich bei neuen Untersuchungen herangezogen werden.
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Wildtyp - C282Y (-/-) C282Y-Mutation (+/+)

PCR-Produkt HC282-A | | HC282-1

AC] - [GT][AC.]

Restriktion wenn |.GTAC...|=>[..G
mit RSA-I

Restriktions- HC282-1 GTGC HC282-A
ergebnis

[_aufrichtung
des Gels

AC) \ (HC282-A

k——— 158 bp ——— k—47 bp —>{ &«—111bp —

(nicht darstellbar)
E w
53
— 2
EE
=
Auswertung l Wildtyp (-/-) l C282Y(+/+) homozygot
C282Y(+/-) C282Y(+/-)
heterozveot heterozygot

Abb. 2.2. Restriktionsanalyse C282Y

2.6.2.2. Restriktionanalyse des H63D - PCR - Produktes

Der Pipettierplan war folgendermal3en:

Reagenz Menge
H63D - PCR - Produkt 5,0 ul
Puffer K 1,0 ul
Aqua dest. 3,5 ul
MBO I (10 U/ul) 0,5 ul

Die Vorgehensweise entsprach im wesentlichen der der Restriktionanalyse fiir die
C282Y - Mutation. Jedoch muflten diese Proben fiir zwei Stunden im Heizblock bei

37°C stehengelassen werden.
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PCR-Produkt

Wildtyp - H63D (-/-)

H63D-Mutation (+/+)

H63D-A |

| H63D-1

H63D-1 | \GATC

Restriktion wenn ... | GATC...| =>[..GA c] = [GAa][rC..]
mit MBO-I :
MBO-I
Restriktions- o [H63D1 \/NGAT G\/\/ H63D-A |
ergebnis A Ee 'g
H63D-1 GA iz
3
Tc)/ (He3D-A| ¥
l«—140bp —f{«—68bp—>] | k——— 208 bp —— ]
Q 2]
B[ —=
=S
—
Auswertung l H63D (+/-) l
heterozygot

Wildtyp (-/-)

H63D (+/+)
homozygot

Die Auswertung der Ergebnisse unterscheidet sich allerdings erheblich von der vorherig
beschriebenen Restriktionsanalyse. Wie bereits mehrfach dargestellt mutiert hierbei im
Basentriplett fiir die 63. Aminosdure die Base Cytosin zu Guanin, d.h. ,,CAT” fiir
Histidin wird zu ,,GAT” fiir Asparaginsdure. Durch die Mutation wird die spezifische
Spaltungsstelle des Enzymes MBO-I ,GATC” zerstort, d.h. im Gegensatz zur
vorherigen Reaktion spaltet MBO I das H63D - PCR - Produkt mit der Lénge von 208
Basenpaaren (bp) nur im Falle des Wildtypes in zwei Stiicke der Grof3en 68 bp und 140
bp auf. Die DNA des Mutanten bleibt davon unbeeinflufit mit 208 BP erhalten.
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Somit erscheint der Wildtyp doppelbandig bei 140 und 68 bp, wihrenddessen der
Mutant nur eine Bande bei 202 BP zeigt. Der Heterozygote dominiert hier demnach
sogar dreibandig.

Auch hier wurde bei den sich anschlieBenden Untersuchungen dieser Mutation jeweils

eine durch Sequenzierung bestétigte heterozygote Probe parallel aufgetragen.

2.6.3. Agarosegelelektrophorese

Diese Standardmethode basiert auf einer Auftrennung von DNA-Fragmenten in einem
elektrischem Feld. Agarose, ein Polysaccharid aus roten Meeresalgen ist ein lineares
Polymer, welches hauptsdchlich aus Galaktose besteht. Es wird durch Aufkochen in
Wasser geldst und geliert beim Abkiihlen. Dabei bilden sich aus dem Polysaccharid-Sol
Doppelhelices aus, die sich zu relativ dicken Fiden zusammenlagern. Nach Anlegen
eines elektrischen Feldes wandern die aufgetragenen Nukleinsduren aufgrund ihrer
negativen Ladung (Phosphatgruppen) durch die Poren des Gels von der Kathode zur
Anode. Die Wanderungsgeschwindigkeit ist abhdngig von der Grof3e und Konformation
der Nukleinsduren.

Zur Auftrennung von grofen Fragmenten werden Gele mit niedrigen
Agarosekonzentrationen verwendet. Bei niedermolekularen Fragmente bendtigt man
Gele hoherer Agarosekonzentrationen. Die Dauer der Gelelektrophorese ist abhédngig
von der verwendeten Gelkammer. In der Regel wurden 100 Volt Spannung angelegt.

Die Stromstérke lag unter 100mA.

Das amplifizierte Produkt sollte entweder im Falle der Kontrolle der PCR-Produkte eine
GroBe von 158 (C282Y) bzw. 208 Basenpaaren (H63D) oder nach Restriktion zwischen
68 und 208 Basenpaaren haben.

Somit wurden Agarosegele mit zwei verschiedenen Agarosekonzentrationen eingesetzt.
Zur Kontrolle der PCR-Produkte geniigten Agarosegele mit einer Agarosekonzentration
von 1%, wihrend zur Beurteilung der Restriktionsanalysen Agarosekonzentrationen
von 2,5% die besten Ergebnisse ergaben.

Zur Herstellung eines 30ml Geles bendtigte man je nach Verwendung folgende

Inhaltsstoffe:
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Anwendung PCR-Kontrolle Restriktionsanalyse
Agarosekonzentration 1% 2,5%

0,5x TBE-Puffer 30 ml 30 ml
Agarose 03¢g 0,75
Ethidiumbromid 1,6 ul 1,6 ul

Unter Beriicksichtigung der Mengenangaben wurde die Agarose in den 0,5x
TBE-Puffer gegeben und in der Mikrowelle aufgekocht. Nach Abkiihlen auf ca. 50°C
wurde der Losung das Ethidiumbromid zugesetzt und blasenfrei in einen horizontalen
Elektrophoresegeltriger gegossen. AnschlieBend wurde der entsprechende Gelkamm
eingesetzt. Sobald das Agarosegel bei Raumtemperatur polymerisiert war, entfernte
man den Kamm und setzte den Trager in die Elektrophoresekammer ein, so daf das Gel
mit dem Laufpuffer 0,5x TBE-Puffer bedeckt war.

Neben dem GroBenstandardmarker (2pl) trug man die zu untersuchende DNA-Proben,
versetzt mit der entsprechenden Menge an Probenpuffer (10x DNA-loading buffer) auf
das Gel. Zur erleichterten Beurteilung der Restriktionsanalyse wurde hier jeweils
zusitzlich eine in gleicher Weise aufgearbeitete, als heterozygot bekannte und durch
Sequenzierung gesicherte Probe parallel eingesetzt. Das Gel liel man anschlieend bei

100 Volt die benétigte Zeit laufen

Folgende Mengen waren erforderlich:

Anwendung PCR-Kontrolle Restriktionsanalysen
DNA-Probe 6 ul 7 ul
Loading buffer 1 pul 1 pul
Laufzeit ca. 30 min. ca. 45 min.

Nach Beendigung des Laufes wurde die Auftrennung mit einem UV-Illuminator bei

254nm kontrolliert und mit einer Sofortbild oder einer Digitalkamera photographiert.
Durch Vergleich mit dem GroBenstandardmarker (100 bp - Schritte) bzw. den

standardisierten Restriktionsproben war die Bestimmung der jeweiligen Linge bzw. die

Beurteilung der Restriktionsergebnisse einfach. Waren die Banden scharf abgrenzbar

52



2 Material und Methoden

und dariiber hinaus keine weiteren Produkte anderer Dimensionen vorhanden, konnte

die PCR bzw. die Restriktionsanalyse konnte als erfolgreich angesehen werden.
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2.6.4. Sequenzierung und Diagnose

Die Sequenzanalyse nach Sanger basiert auf einer PCR, der jedoch zusédtzlich chemisch
modifizierte Nukleotide, sogenannte Didesoxy - Nukleinsduren (ddNTP) hinzugefiigt

sind. Die DNA-Synthese
Oligonukleotid-Primer mittels der DNA-Polymerase. Durch den zufélligen Einbau der

erfolgt ebenfalls durch die Verldngerung kurzer
3’- fluoreszenzmarkierten ddNTP’s kommt es zum vorzeitigem Abbruch der

DNA-Synthesekette, da Hydroxylende fehlt,

Phosphodiesterbindung kniipfen zu konnen. Im richtigen Konzentrationsverhiltnis

thnen ein 3'- um die nichste

zueinander kommt es folglich wéhrend der vielfach wiederholten Replikation zum

statistisch verteilten Abreiflen an jeder Position des DNA-Stranges. Da jede der vier

Nukleinbasen mit einen eigenen Fluereszenzfarbstoff versehen ist, entstehen
entsprechend markierte DNA-Fragmente jeder moglichen Lénge. Mittels
Gelelektrophorese der Grole nach sortiert, kann das Produkt mit einem
computergesteuen Laser - Detektionssystem analysiert werden.
1. 2 3. 4. Replikation Elektrophorese
D G [ > 2 P l
N \%
D e e ]
- [aT(q Stop 5
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RS 3
R \ Q@
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Auswertung
] normale Desoxy-Nukleinsiure )
N farblich markierte
AT < Didesoxy - Nukleinsaure kGTACEAGGAf\IGG
A = => filhrt zum Kettenabbruch I ;“lr
R 3

Abb. 2.4. Prinzipien der Sequenzierung
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Die erhaltenen Signale werden graphisch in Kurven dargestellt. Die Intensitit der
jeweiligen Farbe, d.h. die Anzahl der Stiicke gewisser Linge, die gleichermallen
gekennzeichnet sind und somit mit der gleichen Nukleinbase enden, bestimmt die Hohe
der Kurve und bewirkt die automatische Zuordnung eines Nukleides. Die Reihenfolge
der Farbmaxima entspricht folglich der der Nukleide.

Sofern sich zwei Kurvenmaxima iiberlagern, deutet dies auf das gleichzeitige
Vorkommen zweier verschiedener Nukleinbasen an der selben Stelle des Genom, d.h.

auf eine heterozygote Anlage hin.

2.6.4.1. Amplifikation der Sequenzabschnitte

Die DNA muflite fiir die Sequenzierung der betroffenen Stellen unter neuen
Bedingungen nochmals aus der extrahierten DNA amplifiziert werden, da die Bereiche,
die fiir die Restriktionsanalyse vorbereitet wurden den Anforderungen der
Sequenzierung nicht entsprachen:
e (C282Y - Mutation:
Das DNA - Fragment, das bereits durch die beschriecbene PCR fiir die
Restriktionsanalyse vorlag, war fiir die Sequenzierung ungeeignet, da die zu
beurteilende Stelle zu nahe am Rande des Teilstiickes lag (siche Abb. 1.3.). Folglich
mufiten die Grenzen fiir die PCR weiter gesteckt werden, indem der betroffene
Primer, hier der Sense - Primer HC282-I, gegen einen neuen, weiter von der
mutierten Stelle entfernten ausgetauscht wurde. Die Primer wurden in einer
besonders reinen Form gewdhlt. Deshalb mufite auch der Antisense - Primer
gewechselt werden.
Die Bedingungen waren bis auf folgendes entsprechend der obig genannten PCR:
= Fingesetzt wurden hierbei nur 50 ng DNA.
= Die neuen Primer waren:
Sense - Primer: HC282-IS mit der Sequenz: 5'- ATG TGA CCT CTT CAG TGA
CC-3’
Antisense - Primer: HC282-AS mit der Sequenz: 5- CTC AGG CAC TCC TCT CAA

CC-3
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* Die Programmabfolge war:

Anzahl

Denaturierung

Annealing

Extension

Erster Zyklus 1

94°C fur 5 min.

56°C fir 1 min.

72°C fir 1 min.

Folgende Zyklen | 30

94°C fur 1 min.

56°C fur 1 min.

72°C fir 1 min.

94°C fur 1 min.

56°C fur 1 min.

72°C fur 5 min.

Letzter Zyklus 1

¢ H63D - Mutation:
In diesem Fall war das bereits gewdhlte DNA - Fragment auch fiir die
Sequenzierung richtig gewdhlt. Trotzdem mufte auch hier eine neue PCR
gefahren werden, da die in die Restriktions - PCR eingesetzten Primer nicht zur
Sequenzierung geeignet waren. Die neuen, den Anforderungen entsprechenden
Primer erhielten den Namenszusatz ,,-S”. Die PCR-Bedingungen konnten jedoch

beibehalten werden.

2.6.4.2. Aufreinigung der PCR - Produkte

Da bei dem hochsensitiven Vorgang der Sequenzierung absolute Reinheit obligatorisch

war, konnten nur PCR - Produkte, die bei der Kontroll - Elektrophorese eine sehr

saubere Bande zeigten, verwendet werden. Zusitzlich muflten sie unter Verwendung
des AutoSeq™ G-50 Protokolls {iber Sdulchen aufgereinigt werden:

e Zunichst wurden die Auto Seg™ G50 - Siulen bei 2000x g fiir zwei Minuten
zentrifugiert, um das Konservierungsmittel zu entfernen, und anschlieend in ein
neues 1,5 ul - Eppendorfgefal3 gesteckt.

* Daraufthin wurden maximal 20 pl des PCR - Produktes auf die Sdule gegeben und
dann bei 2000x g fiir zwei Minuten zentrifugiert.

* Das Eluat entsprach der gereinigten DNA.
2.6.4.3. Sequenz - PCR

Da die DNA anschlieBend nur in eine Richtung gleichzeitig sequenziert werden konnte,
durfte die DNA hierbei nur einseitig amplifiziert werden. Also durfte in die PCR jeweils
nur ein Primer eingesetzt werden, um die entsprechende Nukleinsduresequenz in 5” - 3°
- Richtung oder umgekehrt zu erhalten. Die PCR - Bedingungen mufiten neu angepal3t

werden. So sollte beispielsweise durch Wahl einer niedriger Annealing - Temperatur
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und somit einer geringeren Spezifitdit die Anlagerung der modifizierten Nukleide

erleichtert werden.

Fiir die PCR wurde ein spezieller Sequenzier-Kit eingesetzt, der fertige ,,ABI PRISM®

Big Dye™ Terminator” der Firma ,,Perking-Elmer Corporation - Applied Biosystems”

mit folgenden Inhaltsstoffen:

farbmakierte Didesoxy - Nukleotide, die den Kettenabbruch bewirken:

Diese sind mit an Dichlororhodamin gebundenem Fluoreszenzfarbstoff [x]
versehen:

A-Dye Terminator gekennzeichnet mit Dichloro[R6G]

C-Dye Terminator gekennzeichnet mit Dichloro[ROX]

G-Dye Terminator gekennzeichnet mit Dichloro[R110]

T-Dye Terminator gekennzeichnet mit Dichloro TAMRA]

Die Fluereszenzfarbstoffe haben folgendes Emissions - Spektrum:

L dRHO GRS JTANRA GROX.

=
@

=
o))

Fluoreszenz
o o
¥ N

" SRR [, P T =
S00 S50 600 650 F00

Wellenlange (nm)

o

Desoxynukleosidtriphosphate:

dATP, dCTP, dITP anstatt dGTP und dUTP an Stelle von dTTP, um den Einbau der
Didesoxy - Nukleotide zu erleichtern.

AmpliTag® DNA-Polymerase:

Diese ist eine molekularbiologisch modifizierte Form der Thermophilus aquaticus
DNA-Polymerase. Durch eine Punktmutation verdndert, akzeptiert diese neben den

normalen Desoxy - Nukleotiden auch die Didesoxy - Nukleinsduren. Die
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urspriingliche Pyrophosphatase ist zudem durch eine thermostabile anorganische

ersetzt worden.

Folgende Mengen wurden bei beiden Mutationen in die PCR eingesetzt:

Reagenz Menge pro Probe
DNA (gereinigtes PCR - Produkt) | 4 ul

1 Primer 5 pmol

Big Dye™ Terminator 8 ul

Aqua dest. 7 ul

Gesamt 20 pl

Das PCR - Programm war ebenfalls fiir beide Mutationen gleich, wie folgt:

Anzahl | Denaturierung Annealing Extension
Erster Zyklus 1 94°C fiir 5 min.
Folgende Zyklen | 25 94°C fiir 0,5 min. | 50°C fiir 1 min. 60°C fiir 3 min.
Letzter Zyklus 1 72°C fiir 5 min.

2.6.4.4. Sequenzierung

Im Anschlu3 erfolgte nochmals eine Aufreinigung der Sequenz - PCR - Produkte,
entsprechend dem oben genannten Verfahren.

Nun wurden jeweils 5 pl des gereinigten Produktes zu 15 pl Template Suppression
Reagent (TSR) in die dafiir vorgesehenen 0,5 ml Sequenziergefile (Sample Tubes)
gegeben, diese mit dem dafiir vorgesehenem Gummideckel verschlossen und griindlich
gemischt. Anschliefend folgte eine Denaturierung bei 94°C fiir zwei Minuten. Nach
einem Abschrecken auf Eis konnte die Sample Tubes im Autosampler der Sequenzier -

Maschine gestellt werden.

Die folgenden Schritte erfolgten fiir jede Probe automatisch:

Wihrend eine positive Elektrode (Kathode) mittels einer feinen gelgefiillten Kapillare
mit der Probe in Kontakt trat, tauchte eine negative Elektrode (Anode) in einem Puffer
ein. Durch das elektrische Feld gelangte ein geringer Teil der zu untersuchenden Probe

in die Kapillare (Elektroinjektion). Das Gel in der Kapillare bewirkte zugleich die
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Auftrennung nach der Kettenlénge. In dieser Konstellation wurden die Nukleotide in ein
Detektorfeld tibergefiihrt, in dem ein Laser die fluoreszenzmarkierten ddNTP’s anregte.
Diese Signale konnten in gegebener Reihenfolge iiber Sensoren detektiert werden und
von einem Computer zur Auswertung libermittelt werden. Zur Analyse einer Probe

bendtigte das Gerdt ungefdhr 30 Minuten.

2.6.4.5. Auswertung

Die vom Sequenzierer ausgegebenen Kurven sollten griindlich nachgepriift werden. Die
automatische Auswertung zu kleiner Maxima oder bei Uberlagerungen einzelner
Kurven konnten nicht unkritisch iibernommen werden, da diese auf Fehlinterpretation
des Computers beruhen konnten. Nur deutlich voneinander getrennte Kurvenmaxima
konnten akzeptiert werden. Anders war die Sachlage natiirlich vom Falle einer
heterozygoten Punktmutation, da hier insbesondere die Uberschneidung der

entsprechenden Kurvenmaxima zu erwarten war.
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3. Ergebnisse

3.1. Validisierung der Restriktionsergebnisse

Entsprechend der Angaben im Teil Material und Methoden, wurde zunédchst aus dem
jeweiligen Vollblut die DNA extrahiert. AnschlieBen wurde zu den genannten
Bedingungen je eine PCR zur Beurteilung der C282Y - bzw. der H63D -
Mutationsstelle gefahren. War diese erfolgreich konnte das Produkt zur Diagnose

restringiert und sequenziert werden:

Um die Ergebnisse der Restriktionsanalyse zu kontrollieren, wurden fiir beide
Mutationen neben Proben, die als homozygot Wildtyp oder homozygot mutiert
diagnostiziert wurden, auch solche sequenziert, die durch die Restriktionsanalyse als
heterozygot erkannt wurden. Die Ubereinstimmung untereinander und mit dem

klinischen Bild des Patienten soll anhand folgender Beispiele demonstriert werden:
3.1.1. Homozygotie C282Y Mutation - Homozygot H63 Wildtyp

Bereits 1977 wurden bei einem 65 jahriger Patient der Heinz - Kalk - Klinik, Bad
Kissingen die Erkrankung histologisch anhand einer deutlichen Eiseniiberladung des
Leberparenchyms nachgewiesen. Die Ferritin- und Eisenwerte des Serums waren
deutlich erhoht. Dank der konsequenten Aderla3therapie konnte eine extrahepatische
Manifestation bisher verhindert werden.

In der Elektrophorese zeigten sich folgende Ergebnisse der Restriktionsanalyse:

200 bp
100 bp
—200 bp
—100 bp

__ Basenlingenleiter — Basenlingenleiter

Patient

Heterozygote Kontrolle

Patient

| Heterozygote Kontrolle

Restriktion nach C282Y Restriktion nach H63D
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Nach Restriktion erscheint das C282Y - PCR - Produktes des Patienten bei 111 BP,
entsprechend der Bande des mutierten Anteils der heterozygoten Kontroll - Probe. Da
RSA-I das PCR - Produkt vollstindig spalteten konnte, ist in diesem Fall von einer
homozygoten Form der Mutation C282Y auszugehen. Auch MBO 1 teilte das gesamte
H63D - PCR - Produkt der Linge 208 BP in Stiicke der Lange 140 BP und 68 BP. Es
konnte also keine H63D Mutation vorliegen. Die Diagnose lautete somit homozygot
C282Y - Mutation und homozygot H63 - Wildtyp.

Im Anschluf3 erfolgte die Sequenzierung der DNA des Patienten an den betroffenen

Stellen, um die Ergebnisse der Restriktion zu verifizieren.

TATACGITACLAGGTGGAGCA ST TCTATMGATICATIGAG AGTC
” ﬂ 200 114 f

WD
ﬂ(\p N

ALM,MJ UL

Sequenzierung nach C282Y Sequenzierung nach H63D

Im Falle der Sequenzierung nach der C282Y - Mutation zeigte die Kurve am

betroffenen Platz einen Peak fiir die Base Adenin, der nicht durch andere Kurven
iiberlagert wurde oder im Untergrundrauschen unterging. Somit konnte die vom
Computer ermittelte Basenfolge ,,TAC”, welche den Code fiir Tyrosin darstellte, ohne
Bedenken iibernommen werden und die DNA bei dieser Untersuchungsart folglich
ebenfalls als homozygot mutiert C282Y bewertet werden. Ebenso einfach war die
Entscheidung bei der Sequenzierung nach der H63D - Mutation. Hier bildete die Kurve
an der entscheidenden Stelle fiir die Base Cytosin einen eindeutigen, von anderen Basen
nicht beeinflufiten Peak. ,,CAT” codiert fiir Histidin. Es lag also der Wildtyp H63

homozygot vor.
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Folglich fiihrten bei diesem Patienten die Beurteilung der Klinik, die
Restriktionsanalyse und die Sequenzierung zum gleichen Resultat: Vorliegen der

homozygoten Mutation C282Y und des homozygoten Wildtypes im Falle H63.

3.1.2. Compound Heterozygotie C282Y - H63D

Die 58 jdhrige Patientin kam ebenfalls aus dem Krankengut der Heinz - Kalk Klinik.
Sie fiel durch eine Leberblindpunktion auf, die im Rahmen einer anderen Erkrankung
durchgefiihrt worden war. Die brachte eine deutliche Siderose und nur méaBige
Verfettung des Leberparenchyms ans Licht. Im Anbetracht ihrer auf iiber 650 pg/l
erhohten Serum - Ferritin Werten und den Aussschlul einer extrahepatische
Manifestation vermutete man das Vorliegen einer Frithform der hereditiren
Hamochromatose. Unter konsequenter Aderlaftherapie hielten sich ihre Ferritin - Werte

unter 100 pg/l. Die Restriktionsanalysen kamen zu folgendem Ergebnis:

55 sy

=S =8
Basenléingenletter Basenldngenletter
Patientin

Patientin
Heterozygote Kontrolle

- Heterozygote Kontrolle

Restriktion nach C282Y Restriktion nach H63D

In beiden Untersuchungen konnten die Enzyme das PCR-Produkt nicht vollstindig
verdauen. Die Banden der Patientin entsprachen folglich denen der heterozygoten
Probe, d.h. es bildeten sich neben den beiden mutierten auch die jeweiligen Wildtyp -

Allele ab.
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Die Sequenzierung der betroffenen Genabschnitte brachte ein interessantes Bild hervor:

ATATAC GTNCICAGGTG GAG! ST TCTAT GAT|INAT GAGACL

180 190 11Q ﬂ Wh ’. w

M L

Sequenzierung nach C282Y Sequenzierung nach H63D

In der linken Abbildung, die den Bereich der C282Y - Mutation enthilt, erkennt man
deutlich die sich iiberlagernden Kurven der beiden konkurrierenden Basen Adenin und
Guanin. Die Computerauswertung ergab ein ,,N”, da sich keine eindeutige Zuordnung
auswerten lieB. Im Anbetracht einer Heterozygotie, d.h. der parallel zueinander
vorliegenden mutierten und Wildtyp - Allele, erscheint dies durchaus verstindlich. Im
Bereich der H63D - Mutation traten an der entscheidenden Stelle ebenfalls zwei Peaks
iibereinander auf, fiir Cytosin und Guanin. Die Sequenzierung bestétigte infolgedessen

die Resultate der Restriktionsanalyse: Compound heterozygot C282Y - H63D.
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3.1.3. Homozygot C282 Wildtyp - Homozygotie H63D Mutation

Die im Anschlufl beschriebene Blutanalyse stammte aus der anonymisierten DNA -

Bank. Die Restriktionsanalyse ergab folgendes Ergebnis:

&5
(-
S =S
~Q —
il

- Heterozygote Kontrolle

o
&5
oo O
o O
(\]v—d

Basenlingenleiter

Patientn
Heterozygote Kontrolle

Restriktion nach C282Y

Restriktion nach H63D

In diesem Fall spaltete RSA 1 das C282Y - PCR - Produkt nicht. Es lag folglich
homozygot der Wildtyp vor. Auch MBO I konnte sein PCR - Produkt nicht aufteilen,

entsprechend einer H63D Mutation beider Aleele. Das Ergebnis wurde ohne zusétzliche

Sequenzierung verwertet. In der

folgendermafien abgebildet:

Sequenzierung hétten

sich die Genotypen

ATATACGEHTGCCITAGGTGGAC

—

ﬂ Z
|

JCTGITCGrGI TCTAMGATGAT FAG

T

i

Sequenzierung nach C282Y

Sequenzierung nach H63D
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3.2. Patientencharakteristik

3.2.1. Kontrollkollektiv

Gruppe K:

149 Personen aus der Allgemeinbevolkerung als Kontrollkollektiv, zu 52% ménnlich,

das Medianalter 26.

3.2.2. Patienten mit V.a. Himochromatose

Gruppe 1:

19 untereinander nicht verwandte Personen, H&mochromatose von Pathologen
diagnostiziert, zu 79% ménnlich, das mediane Lebensalter 58 Jahre.
Die Aussagekraft der Pathologie muB3 jedoch kritisch beurteilt werden, da in den

meisten Fillen die Diagnose ohne Bestimmung des Lebereisenindex gestellt wurde.

Parameter Anteil
/ Gemessen

Max. Serum - Eisen > 180 pg/dl | 16/17 =
Max. Serum - Ferritin > 450 pg/l | 18/19 =
Transferrin - Sattigung > 50% 9/9 =
Leberzirrhose 9/18 =
Kardiale Manifestation 4/16 =
Diabetes mellitus 5/16 =
Arthritis 8/16 =

Abb. 3.1. Symptomkonstellation Gruppe 1

Gruppe 2:

29 Zuweisungen unter dem Verdacht einer Hadmochromatose, histologisch nicht
untersucht,

zu 75% mannlich, das Medianalter 46.

Gruppe 3:
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8 Personen, zugewiesen unter dem Verdacht auf Hdmochromatose, von Pathologen
diese jedoch histologisch ausgeschlossen, zu 75% minnlich, das Medianalter 60.

Der Verdacht auf Erkrankung basierte auf folgender Symptomkonstellation:

Parameter Anteil
/ Gemessen

Max. Serum - Eisen > 180 pg/dl 2/8 =

Max. Serum - Ferritin > 450 pg/l 4/8 =

Transferrin - Séttigung > 50% 0/5 = 0%
Leberzirrhose 2/8 ©
Diabetes mellitus 2/8 =

Abb. 3.2. Symptomkonstellation Gruppe 3

3.2.3. Patienten mit chronischer Hepatitis C

Gruppe Hep.C:

15 Personen mit chronischer Hepatitis C, eingewiesen wegen laborchemischen

Hinweisen auf eine Eiseniiberladung, zu 73% maénnlich, das Medianalter 46.

Parameter Anteil
/ Gemessen

Max. Serum - Eisen > 180 pg/dl 6/15 =

Max. Serum - Ferritin > 450 pg/l 3/13 =

Transferrin - Sattigung > 50% 2/3 ©
Leberzirrhose 6/15 =
Diabetes mellitus 4/15 =

Abb. 3.3. Symptomkonstellation Gruppe Hep.C
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3.2. Auswertung der Ergebnisse

3.2.1. Genom - Verteilung im Untersuchungskollektiv

Zunichst soll die Verteilung der einzelnen Mutations - Verhdltnisse innerhalb der
jeweiligen Gruppen ohne zusétzliche Prdmissen demonstriert werden. Die Aufteilung
entsprechend des histologischen Befundes ermdglicht einen Vergleich untereinander

und vor allem mit international aufgefiihrten Statistiken.

Die Patienten mit pathologisch diagnostizierter Erkrankung an H&mochromatose
(Gruppe 1), siche Abbildung 3.4., weisen den mit Abstand grofiten Anteil an

Mutationen auf.

C282Y ++/ H63D --
63,2%

C282Y +-/ H63D +-
21,1%

C282Y +-/H63D --
5,3%

C282Y --/ H63D --
5,3%

C282Y --/ H63D +-
5,3%

Abb. 3.4. Gruppe 1: Patienten mit pathologisch diagnostizierter Himochromatose

2/3 der Patienten sind homozygot fiir die C282Y - Mutation, 21% sind compound
mutiert und weitere 11% haben eine der beiden Mutationen heterozygot. 5% dieser

Personengruppe haben das jeweilige Wildtyp - Gen homozygot im Genom.
Wie in Abbildung 3.5. zu sehen ist, weisen auch Gruppe 2, die aufgrund der klinischen

Auffilligkeit eingewiesen wurde, 51% eine Mutation C282Y auf, 21 % homozygot und
17% compound heterozygot mit H63D:

67



3 Ergebnisse

C282 --/ H63D --
37,9%

C282Y ++/ H63D --
20,7%

C282Y +-/ H63D +-
17,2% C282Y --/ H63D +-
C282Y +-/H63D -- 10,3%

13,8%

Abb. 3.5. Gruppe 2: Patienten mit Verdacht auf Erkrankung, Histologie unbekannt

Den beiden vorausgegangenen entgegengesetzt erscheint jedoch die Verteilung
innerhalb der Gruppe 3, in der eine hHC histologisch ausgeschlossen wurde, dargestellt

in Abbildung 3.6:

C282Y --/ H63D --

o

C282Y +-/ H63D --
25,0%

Abb. 3.6. Gruppe 3: Patienten mit typischen Symptomen, histologisch ausgeschlossen

Hier sind % der Personen frei von beiden Mutationen und keine homozygot fiir die
C282Y - Mutation oder compound heterozygot fiir C282Y und H63D, obwohl klinisch
mehrere Symptome fiir eine Himochromatose - Erkrankung gesprochen haben. Das
Ergebnis der genetischen Untersuchung deckt sich somit mit dem histologischen und

stellt die rein klinisch gestellte Verdachtsdiagnose in Frage.
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In der Gruppe Hep.C. mit bekannter chronischer Hepatitis C, vorgestellt aufgrund einer
erhohten Eisenspeicherung, sind die beiden die Mutationen gleichermallen selten

vertreten, dargestellt in Abbildung 3.7.

C282Y --/ H63D --
80,0%

A

/'\

C282Y --/ H63D +-
20,0%

(
i

Abb. 3.7. Gruppe Hep.C: Patienten mit chronischer Hepatitis C

Wihrend fiir die Untersuchung von Personen mit Verdacht auf Erkrankung jeweils nur
kleine Personengruppen von im Durchschnitt 24 Patienten zur Verfiigung standen,
konnte zwecks der Bestimmung der Verteilung in der Normalbevdlkerung eine Anzahl
von 156 Personen iiberpriift werden. Hiermit ergab sich eine aussagekriftige Analyse

der Allelfrequenzen im Untersuchungsgebiet Unterfranken.

C282Y --/ H63D --
62,6%

C282Y --/ H63D +-
27,1%

C282Y +-/ H63D ++
(1)
0,6%
C282Y +-/ H63D +-
()
1,9%
C282Y +-/ H63D --
(10)
6,5%

C282Y --/ H63D ++
(2)
1,3%

Abbildung 3.8. Gruppe K: Kontrollkollektiv
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Ungefahr /5 der Untersuchten sind frei von beiden Mutationen. Nur 9 % sind
heterozygot fiir C282Y, einschlieBlich knapp 2 % compound Heterozygoten fiir C282Y
und H63D. Die H63D - Mutation allein ist jedoch wesentlich haufiger vertreten. 27 %
in heterozygoter und 1,3 % in homozygoter Form. Interessanterweise ist 1 Person (~
0,6%) heterozygot C282Y und homozygot H63D, das heifit ein Chromosom ist von

beiden Mutationen betroffen.

Bei der Chromosomenanalyse zeigt sich folglich ein Anteil von 4,5 % C282Y mutierten
DNA-Strangen. Daraus errechnet sich eine Haufigkeit der Heterozygotie C282Y von 1:
22,2 und der Homozygotie von 1: 493,8 , d.h. ein Anteil von 2 %o in der Bevdlkerung.
16,4 % der Chromosomen sind H63D mutiert; somit ergibt sich fiir Heterozygotie
H63D eine Wahrscheinlichkeit von 1: 6,1 , fiir Homozygotie H63D von 1: 37,2 ,
entsprechend einem Prozentsatz von 2,5 % der Normalbevdlkerung.

Fiir die Compound-Heterozygotie errechnet sich entsprechend der Hardy-Weinberg
Gleichung eine Wahrscheinlichkeit von 4,5 % (C282Y) x 16,4 % (H63D) x 2, folglich
1,5 %.

Zusammenfassung:

Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3 Gruppe Hep.C | Gruppe K
C282Y |H63D |Anzahl |% Anzahl |% Anzahl |% Anzahl |% Anzahl |%
++ -- 12 63,2 |6 20,7 |0 0 0 0 0 0
+- -- 1 5,3 4 13,8 |2 25 0 0 10 6,5
+- +- 4 21,1 |5 17,2 |0 0 0 0 3 1,9
+- ++ 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0,6
- +- 1 5,3 3 10,3 (0 0 3 20 42 27,1
- ++ 0 0 0 0 0 0 0 0 2 1,3
-- -- 1 5,3 11 37,9 |6 75 12 80 97 62,6
Summe 19 100 |29 100 |8 100 |15 100 | 155 100
Allelfrequenz (%)
C282Y 29/38 (76,3%) [21/58 (36,2%) |2/16 (12,5%) 0/30 (0%) 14/310 (4,5%)
H63D 5/38 (13,2%) |8/58 (13,8%) |0/16 (0%) 3/30 (10%) 51/310 (16,5%)
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3.2.2. Proportionale Verteilung des Untersuchungskollektiv nach dem

Mutationsstatus

Um Mutationsverhéltnisse der Gruppen miteinander vergleichen zu kénnen, wird im
folgenden der jeweils proportionale Anteil des Mutationszustandes innerhalb eines

Kollektives dem in den anderen gegeniibergestellt.

B Gruppe 1 =] Gruppe 3
| Gruppe 2 ] Gruppe K

%

100

C282Y ++/ H63D -- C282Y +-/ H63D -- C282Y --/ H63D --
C282Y +-/ H63D +- C282Y --/ H63D +-

Abbildung 3.9. Proportionaler Anteil des Mutationsstatus innerhalb des jeweiligen

Kollektives

Anhand Abbildung 3.9. wird ersichtlich, dafl eine Homozytogie C282Y vor allem bei
histologisch gesicherter Erkrankung, auch bei symptomatischen Patienten mit fehlender
Histologie, nicht jedoch im Kontrollkollektiv oder histologisch negativen Féllen

vorkommt.

Auch der prozentuale Anteil der Compound - Heterozygotie C282Y und H63D ist bei
den histologisch gesicherten Erkrankten am groBten, gefolgt von den Patienten, die

aufgrund klinischer Verdachtsdiagnose zugewiesen wurden. Wéhrenddessen tritt die
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Compound - Heterozygotie bei den Patienten, bei denen eine Erkrankung histologisch
ausgeschlossenen worden ist, gar nicht auf. Der Anteil in der Kontrollgruppe entspricht

in etwa der Auftritts- Wahrscheinlichkeit entsprechend Hardy-Weinberg.

Im Gegensatz zu den vorherigen Graphiken tritt der Anteil alleiniger Heterozygotie
C282Y mit fehlender zweiter Mutation H63D in Gruppe 1 und 2 gegeniiber der
Normalbevolkerung und den Patienten mit histologischem Ausschlul in den

Hintergrund.

Auch der Anteil vollig fehlender C282Y Mutation stellt in der Gruppe der histologisch
gesicherten Erkrankten der Wildtyp C282 nur einen sehr kleinen Stellenwert dar,
unabhingig vom Auftreten der H63D Mutation. Hier dominieren die Anteile im

gesunden und histologisch unauffilligen Untersuchungskollektiv.

3.2.3. Genverteilung unter der Primisse einer bestehenden Mutation

Nun soll die Allelfrequenzen bei bestehender Heterozygotie einer Mutation gezeigt

werden.

Gruppe 1 Gruppe K

C282Y -- C282Y +-
(3)
6,7%

(1)
20,0%

C282Y -
C282Y +- 42)

8 0(430/ 93,3%
i (]

Abbildung 3.10. C282Y Status bei Heterozygotie H63D
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Gruppe 1 Gruppe K
H63D ++
H63D -- (1)
(1) 1
20.0% H6:(33[)) *
21,4%
H63D --
H63D +- (10)
(4) 71,4%

80,0%

Abbildung 3.11. H63D Status bei Heterozygotie C282Y

In der Abbildungen 3.10. erkennt man die Unterschiede in der Haufigkeitsverteilung
der Heterozygotie C282Y bei bestehender Heterozygotie H63D zwischen den
histologisch gesicherten Erkrankten und dem Kontrollkollektiv. Bei bestehender
Erkrankung sind 80 % aller H63D Heterozygoten auch C282Y heterozygot, wéhrend es

mit knapp 7 % im Kontrollkollektiv nur sehr wenige sind.

In gleicher Weise erscheinen die Verhéltnisse bei bekannter Heterozygotie C282Y in
Abbildung 3.11.. Innerhalb der Hamochromatose-Patienten stellen die gleichzeitig
Heterozygoten H63D 4/5 aller C282Y Heterozygoten dar, im Kontrollkollektiv sind es
nur 1/3.

Hier zeigt sich die deutlich erh6hte Heterozygotenfrequenz beider Mutationen bei der
jeweiligen Heterozygotie der anderen Mutation im kranken Personenkreis im Gegensatz

zum Kontrollkollektiv.
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3.2.4. Korrelationen

Nun soll der Zusammenhang der der Krankheitsausprigung mit dem Mutationszustand
untersucht werden. Von Interesse ist vor allem ein Bezug zu den klinischen

Beschwerden und den labortechnisch nachweisbaren Parametern.
3.2.4.1. Genstatus zu klinischem Beschwerdebild

Zunichst soll das klinische Beschwerdebild dem jeweiligen Mutationsstatus zugeordnet

werden. Hierbei wurden nur die Daten histologisch gesicherter Erkrankter verwendet.

C282Y ++ / H63D -- E !I

C282Y +-/ H63D +- ] Gesamt
B Arthritis
] Zirrhose
C282Y +-/H63D -- [ Diabetes mell.
B Kard. Manifest.
C282Y --/ H63D +-
C282Y --/ H63 D --

— ! I
0 2 4 6 8 10 12

Abbildung 3.12 Verteilung typischer Befunde bei jeweiligem Mutationsstatus, Gruppe 1

In der Abbildung 3.12. hdufeln sich die einzelnen Befunde bei der homozygoten
Mutation C282Y und bei der Compound - Heterozygotie. Auffillig ist vor allem das
Hervortreten von Arthritis und zirrhotischen Umbauvorgéngen der Leber vor Diabetes
mellitus und kardialer Manifestation. Da die einzelnen heterozygoten Mutationen
innerhalb dieser Gruppe nur sehr selten vorkommen, ist bei diesen eine statistische
Aufstellung nur schwer zu beurteilen. Interessant ist der auch der jeweilige

Umbkehrschlul3:
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Arthritis

B c282Y ++/H63D --
[ c282Y +-/ H63D +-
] c282Y +-/ H63D --
[] c282Y --/ H63D +-
[] c282Y --/ H63D --

Zirrhose

Diabetes mell.

Kard. Manifest.

Abb. 3.13. Prozentualer Anteil des Mutationsstatus beim einzelnen klinischen Befund,

Gruppe 1

Wie in Abbildung 3.13. zu sehen ist, dominiert bei jedem klinischen Befund innerhalb
der histologisch gesicherten Gruppe die homozygote Form der C282Y Mutation,
gefolgt von der Compound Heterozygotie C282Y / H63D. Jedoch muf3 hierbei
beriicksichtigt werden, dal diese beiden Gruppen auch den weitaus groBten Anteil

innerhalb des histologisch gesicherten Kollektivs bilden.

Im Vergleich zu den Verhiltnissen innerhalb der Gruppe mit histologischem
Krankheitsausschluf3, darstellt in der Abbildung 3.14., fillt folgender

Verteilungsunterschied auf:

C282Y +- [H63D x [] Gesamt
B Arthritis
L] zZirrhose
[ Diabetes mell.
C282Y --/ H63D x B Kard. Manifest.
) ' * * : |
0 2 4 6 8

Abbildung 3.14. Korrelation klinisches Beschwerdebild zu Mutationsstatus, Gruppe 3
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Arthritis und kardiale Manifestation fehlen vollig, zirrhotischer Leberumbau und

Diabetes mellitus bilden jedoch gleiche geringe prozentuale Anteile.

In der Gruppe der Patienten mit bekannter chronischer Hepatitis C ist der Anteil an

manifester Leberzirrthose erwartungsgemi3 hoch, dargestellt in Abbildung 3.15.

C282Y -- /H63D +- [] Gesamt
B Arthritis
] Zirrhose
[ Diabetes mell.
C282Y -/ H63D - B Kard. Manifest.
! |

0 2 4 6 8 10 12 14

Abbildung 3.15. Korrelation klinisches Beschwerdebild zu Mutationsstatus, Gruppe
Hep.C

3.2.4.2. Genstatus zu Laborwerten

Auch der Vergleich der Mutationsverhéltnisse mit den zugehorigen Laborwerten fiihrt
zu interessanten Ergebnissen. Hierbei wurden ausschlieBlich Daten von Personen mit
klinischem Bild der Hidmochromatose verwertet, unabhidngig vom pathologischen
Befund. Als typisch fiir eine Himochromatose gilt folgende Laborwertkonstellation:

¢ Transferrinséttigung > 50%

* Serum - Eisen - Spiegel > 180 pg/dl

* Serum - Ferritin - Wert > 450 pg/l

Wie bereits in der Einleitung erwdhnt, konnen diese Werte jeweils einzeln oder auch in
Kombination selbstverstindlich auch bei einer Vielzahl anderer Erkrankungen
vorkommen, wie z.B. bei chronischen Entziindungen oder nach einer Hamolyse. Somit
konnen diese Werte fiir sich allein betrachtet noch keine entscheidende Beweislast fiir

eine Himochromatose - Erkrankung bieten.
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Wie in Abbildung 3.16. zu sehen ist, stellen bei Vorliegen der drei pathologischen
Laborparameter die Patienten mit einer homozygot vorliegenden C282Y Mutation

zwischen 50 und 75 % des Gesamtkollektives.

Transferrinsattigung > 50%

C282Y ++/ H63D --
66,7%

C282Y +-/ H63D --
11,1%

C282Y +-/H63D +-
22,2%

Serum - Eisen > 180 ug/dl

C282Y ++/ H63D --
75,0%
C282Y +-/ H63D --
1
6,3%
C282Y +-/ H63D +-
18,8%
Serum - Ferritin > 450 ug/l
C282Y ++/ H63D --

52,4%

C282Y --/ H63D --
14,3% C282Y +-/ H63D +-
C282Y --/ H63D +- 23,8%
4,8% C282Y +-/ H63D --
4,8%

Abb. 3.16. Verteilung der Mutationsverhiltnisse bei typischen Laborwerten, (Gruppe
1,2,3)
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Ca. 90 % der Patienten mit erhohter Transferrinsittigung oder pathologischem
Serum-Eisenspiegel sind entweder homozygot C282Y oder compound heterozygot
C282Y und H63D mutiert. Bei erh6htem Serum - Ferritin - Wert sind 3/4 homozygot
C282Y oder compound heterozygot (C282Y und H63D), 14 % haben keine der beiden

Mutationen.

Transferrinsattigung > 50%

Gruppe 1

Gruppe 3

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1

Serum-Eisen > 180ug/dl

Gruppe 1
Gruppe 3
|
1
Gruppe 1
Gruppe 3
y T T y y T y |
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1

Bl c282Y ++/H63D -- [ ] C282Y +-/H63D --
L[] c282Y +-/H63D +- [ ] C282Y --/H63D ?

Abb. 3.17. Korrelation der Laborwerte mit der Histologie, aufgeteilt nach

Allelverhiltnissen
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In Abbildung 3.17. ist fiir pathologisch diagnostizierte und ausgeschlossene Erkrankung
der proportionale Anteil an auffilligen Laborwerten dargestellt, aufgeschliisselt nach
dem jeweiligen Mutationsverhiltnis. Im histologisch gesicherten Anteil sind die drei
Laborparameter fast zu 100% pathologisch, wihrend nur 1/8 der Patienten, bei denen
eine Erkrankung durch Biopsie ausgeschlossen wurde, laborchemisch auffillig sind.
Die Korrelation der Laborwerte zu den Mutationsverhiltnis zeigt sich deutlicher in
Abbildung 3.18.. Hier ist fiir jede Mutationssituation der jeweilige proportionale Anteil
an pathologischen Laborwerten graphisch dargestellt.

C282Y ++/ H63D --

C282Y +-/ H63D +-

C282Y +-/ H63D --

C282Y --/ H63D ?

M Transferrinsattigung > 50%
[0 serum - Eisen > 180 pg/d|
Serum - Ferritin > 450 gl

Abb. 3.18.Verteilung der Laborwerte bei bekanntem Mutationsverhéltnis, (Gruppe 1,2,3)

Bei diagnostizierter Homozygotie C282Y haben 100 % der Patienten eine erhohte
Transferrinséttigung, ebenso 100 % ein erhdhtes Serum - Eisen und tiber 90 % erhdhte
Serum - Ferritin - Werte. In gleicher Weise zeigen sich die Personen mit bekannter
Compound - Heterozygotie C282Y / H63D, 100 % mit einer pathologischen
Transferrinséttigung, 75 % mit Serum - Eisen {iber 180 pg/dl und 100 % mit Serum -

Ferritin von iiber 400 pg/dl. Deutlich geringer werden die prozentualen Anteile bei
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isolierter Heterozygotie C282Y. Erhohte Transferrinsittigung und Serum - Ferritin -
Werte haben hier 50 % und nur noch 30 % habe hohe Serumeisenkonzentrationen. Bei
den Personen mit homozygoten Wildtyp wurde aufgrund der geringen Personenanzahl
auf eine statistische Auftrennung nach dem Mutationsstatus H63D verzichtet. Eine
Transferrinséttigungserhohung war nicht mehr vertreten, wihrenddessen Eisen und

Ferritin im Serum bei 30 bzw. 70 % erhoht waren.

3.2.5. Anderung der Laborwerte im Laufe der AderlaBtherapie

Der Wandel der typischen Laborwerte im Laufe der AderlaBBtherapie soll im folgenden
dargestellt werden, wiederum aufgeschliisselt nach dem Mutationsstatus. Es wird
jeweils der durchschnittliche Wert abgebildet. Dabei iiberragen die Werte der Patienten,
die homozygot C282Y oder compound C282Y / H63D mutiert sind, bei jedem

Parameter die der anderen.

250
g 200
c K b
o
XU \
Ll
. 150 = .
£ o o
3 & i
[
[}
? 100 Y
Initial Maximal Aktuell
=/ C282Y ++ / H63D - 203 232 149
* C282Y +-/H63D 4 183 188 138
O C282Y +-/H63D - 135 135 104
N C282Y --/ HB3D -- 129 146 97

Abbildung 3.19 Wandel des Serum - Eisen - Spiegels im Laufe der Therapie
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Die Abbildung 3.19. spiegelt die Abnahme aller Serum - Eisen - Spiegel wahrend der
Aderlalltherapie wieder, allerdings fiir die C282Y homozygoten oder compound
heterozygoten Patienten auf einem wesentlich hdherem Niveau. Bei diesen ergibt sich
auch der deutlichste Effekte, eine Nachlassen um immerhin 25 % auf Werte im oberen

Normbereich.

Wesentlich ausgeprégter ist die Diskrepanz in Abbildung 3.20. anhand des Zuriickgehen
der Serum - Ferritin - Werte zu sehen. Bei den homozygot C282Y oder compound
heterozygot C282Y / H63D Mutierten reduzieren sich die Werte sogar um 75 % auf
anndhernd normale Werte. Die Werte bei der isolierten heterozygoten Formen von

C282Y und bei den homozygot Wildtypen gehen nur leicht zuriick oder steigen sogar

leicht an.

_ 1500

=

(@]

=

k=

?é' 1000
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S 500
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0 T T T
Initial Maximal Aktuell

=& C282Y ++/ H63D 1358 1614 313
* C282Y +-/ H63D - 1162 1162 287
© C282Y +-/H63D - 946 990 674
A C282Y --/ H63D - 619 818 712

Abbildung 3.20. Anderung des Serum - Ferritin - Spiegels im Laufe der Therapie
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Sehr gleichformig erscheint die Abnahme der Transferrinsittigungen in Abbildung
3.21. Wie in den vorausgegangenen Darstellungen verlaufen die Kurven auf dem
vorbeschriebenen  unterschliedliche  Niveau, hier  allerdings bei  allen
Mutationsverhiltnissen nahezu parallel. Es ergibt sich in jeweils eine Verringerung auf

ungefdhr 85 % des Ausgangswertes.

o 80 B~
: i
=
2 | % I
® 60—
: I o
= X
£ 40
2 I
0
c A
E R
= 20 4
| |
Initial Aktuell
# C282Y ++ / HB3D -- 80,2 68,2
% C282Y +- / H63D +- 67 53
© C282Y +-/ H63D -- 61,5 54
A C282Y --/ H63D -- 30 22

Abbildung 3.21. Verlauf der Transferrin - Siittigung wihrend der Therapie
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3.2.6. Stammbaume

In Anbetracht der These, da} es sich bei der Himochromatose um eine rezessiv -
autosomal vererbte Erkrankung handelt, sollen im folgenden in Form einzelner Fille die
genetischen Stammbdume einiger Patienten aufgezeichnet und die Weitergabe der
jeweiligen genetischen Verdnderungen entsprechend der Mendelschen Regeln
demonstriert werden. Fiir die Kennzeichnung der einzelnen Mutationsverhéltnisse

werden die in Abbildung 3.22. gezeigten Symbole verwendet.

Maénnlich:
C282Y -- /H63D -- C282Y -- / H63D --
C282Y +- / H63D -- C282Y -- / HB3D +-
.: C282Y ++ /[ HB63D -- :. C282Y --/ HB3D ++
Weiblich:

OO C282Y -- /H63D -- OO C282Y --/ H63D --
QO C282Y +- / H63D -- QQ C282Y --/ H63D +-

.Q C282Y ++/ H63D -- O‘ C282Y --/ H63D ++

Abbildung 3.22. Symbole zum Erstellen der genetischen Stammbaume

Fall 1:

Der vorgestellte Patient (P), mannlich, geboren 1954, stammte aus dem Krankengut der
Heinz-Kalk-Klinik, Bad Kissingen. Seit Beginn der 90er Jahre kam es zunehmenden
Gelenkbeschwerden. 1994 wurde via Leberblindpunktion das Vorliegen einer
Hémochromatose mit beginnender kleinknotiger Leberzirrhose festgestellt. Aufgrund
nur sporadisch durchgefiihrter Aderlaftherapie blieb es bei deutlich erhdhten Serum -
Ferritin - Werten. 1995 wurde ein sekundirer Hypogonadismus mit ausgeprigter

Osteoporose diagnostiziert. Eine relevante kardiale Schiadigung konnte ebenso wie ein
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Diabetes mellitus bisher ausgeschlossen werden. Die genetische Untersuchung ergab
passend zum Beschwerdebild eine Compound Heterozygotie C282Y und H63D. Die

Familienangehorige waren bislang beschwerdefrei. Die genetische Verteilung war

folgendermaf3en:
P
C282Y +-/ HB3D +- C282Y -- / HB3D --
C282Y -- / H63D -- C282Y +-/ H63D --

Abbildung 3.23. Stammbaum zu Fall 1

Aus der Ehe des compound heterozygoten Mannes mit seiner fiir beide Mutationen
negativen Frau kam ein Sohn, der ebenfalls keine Mutationen aufwies und eine Tochter,

die heterozygot C282Y war.

Fall 2:

Bei diesem Patienten (P) handelt es sich um einen 51 jahrigen Mann, bei dem
angesichts eines manifesten Diabetes mellitus und einer ausgepréigten Arthritis 1992 die
Diagnose Hamochromatose gestellt wurde. Seitdem steht er unter regelméBiger
Kontrolle der Medizinischen Poliklinik der Universitdt Wiirzburg. Die anfangs sehr
hohen Serum - Eisen- und Serum - Ferritin - Werte konnten dank regelméBiger
AderlaBtherapie effizient gesenkt werden. Somit konnte bisher die Ausbildung
hepatischer Komplikationen vermieden werden. Bei der Untersuchung der Ehefrau
kamen ebenfalls erhohte Serum - Eisen-, Ferritin- und Transferrinsattigungs - Werte ans
Licht. Die beiden Tochter waren bislang beschwerdefrei.

Die genetische Untersuchung ergab folgendes:
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Der Patient stellte sich wie im vorherigen Fall als compound heterozygot mutiert
heraus, seine Frau jedoch als isoliert heterozygot H63D. Die beiden Tochterwaren beide

compound heterozygot C282Y und H63D.

P

OO

C282Y +-/ H63D +- C282Y --/ HB63D +-

| |
o0 )

C282Y +-/ H63D +- C282Y +-/ H63D +-

Abbildung 3.24. Stammbaum zu Fall 2

Fall 3:

Der im Jahre 1949 geborene Patient (P) der Medizinischen Poliklinik der Universitit
Wiirzburg klagte tiber langjéhrige Gelenkbeschwerden. In Anbetracht stark erhohter
Serum - Eisen- und Ferritin - Werte schlo man Ende 1997 auf das Vorliegen einer
Hémochromatose mit Manifestation im Bewegungsapparat. Eine hepatische Beteiligung
konnte gliicklicherweise ausgeschlossen werden. Auch bei diesem Patienten konnte
durch konsequente AderlaBBtherapie ein Fortschreiten bis jetzt vermieden werden.

Leider stand zur Familienuntersuchunng nur das Blut der Tochter zur Verfligung.

P
C282Y ++/H63D -- C282Y ? /H63D ?

o0

C282Y +-/ H63D +-

Abbildung 3.25. Stammbaum zu Fall 3
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Die genetische Untersuchung des Patienten ergab eine homozygote Mutation C282Y.
Die Tochter war heterozygot fiir beide Mutationen. Damit lag eine compound

Heterozygotie C282Y und H63D vor.

Fall 4:

Bei der 47 jahrigen Patientin (P) der Heinz - Kalk - Klinik, Bad Kissingen waren seit
1972 sehr schwache Menstruationen bekannt. 1973 und 1978 kam es zu normal
verlaufenden Spontangeburten. Seit 1979 wies die Patientin langsam ansteigende
Eisenwerte im Blut auf. 1987 wurde anhand einer Laparaskopie mit Leberbiopsie eine
Hémochromatose mit beginnender periportaler Fibrose diagnostiziert. Das Serum -
Ferritin war bereits auf Werte iiber 700 pg/l angestiegen. Nach regelméBigen
Aderldssen von insgesamt 19,5 Liter konnte dieser Wert auf unter 40 pg/l gesenkt
werden. Eine Kontrollbiopsie zeigte eine deutliche Eisenentspeicherung der Leber.
Dieser Zustand konnte unter halbjdhriger Aderlatherapie beibehalten werden. Zur
Familienanamnese war bekannt, das bereits ihre Mutter unter einer schweren
Héamochromatose mit ausgeprigter Leberzirrhose litt. Auch diese konnte unter
wiederholten Aderldssen entspeichert werden, verstarb jedoch 1998 an einer
obstruktiven Lungenerkrankung. Die DNA - Analyse der Familie zeigte anschlieend

Bild:

verstorben
an
Hamochromatose

|
OOP

C282Y -- / H63D -- C282Y --/ H63D --

C282Y --/ H63D -- C282Y --/ H63D --

C282Y --/ H63D +-
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Abbildung 3.26. Stammbaum zu Fall 4
Allein beim Vater der Patientin lie} sich eine isolierte heterozygote Form der H63D
Mutation nachweisen. Die Patientin, ihr Ehemann und beide S6hne waren frei von

beiden untersuchten Mutationen.
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4. Diskussion

Wie in der Einfilhrung dargestellt, ist eine frithzeitige Diagnose der Himochromatose
entscheidend fiir die Lebenserwartung der betroffenen Menschen. Zum Zeitpunkt der
klinischen Auffilligkeit ist sie jedoch meist schon weit fortgeschritten. Die familidre
Haufung der Erkrankung war schon seit langem bekannt, nur fehlte die Moglichkeit
einer préklinischen, genetische Untersuchung dieser Veranlagung. Feder et al.
entdeckten zwei Mutationen im HFE Gen, die sie fiir die Pathogenese der hereditidren
Hémochromatose verantwortlich machten. Die Mutationen kommen jedoch je nach
Bevolkerungszusammensetzung in unterschiedlicher Haufigkeit bei hHC Kranken und
in der Normalbevolkerung vor. Infolgedessen wird die Bedeutung beider Mutationen
fiir die Krankheitsentwicklung noch weiter diskutiert. Diese Arbeit dient der

Untersuchung der Genomverhéltnisse in der Region Unterfranken.

4.1. Methode

Zur Diagnostik diente jeweils eine Restriktionsanalyse, eine relativ einfache und
schnelle Moglichkeit, eine sichere Auskunft iiber die genetischen Verhiltnisse der
untersuchten Chromosomen zu erhalten. Diese Methode wurde bereits erfolgreich von
mehreren Forschungsgruppen eingesetzt (Carella et al. (1997), Merryweather-Clarke et
al. (1997), u.a.). Bei Jackson et al. galt sie sogar als Referenzmethode bei der
Einfilhrung einer neuen Screeningtechnik, der Heterodublexanalyse[108]. Dennoch
wurden die Proben anfangs zweigleisig untersucht; neben der Restriktionanalyse wurde
nach herkémmlicher Art an den betroffenen Genabschnitten sequenziert, um das
Ergebnis der Restriktionsanalyse zu verifizieren. Erwartungsgemdll kamen beide
Methoden zum gleichen Resultat, passend zum klinischen Bild des Patienten, so da3 auf
das Sequenzieren verzichtet werden konnte. Fiir die Untersuchung grof3er Probenzahlen
bietet die Sequenzierung eine ungeeignete Alternative, da sie wesentlich aufwendiger,
teurer und storanfélliger ist. Bereits kleinste Verunreinigungen kdnnen dazu fiihren, daf3
die Probe nicht ausgewertet werden kann und der gesamte Untersuchungsablauf

wiederholt werden mufB. In Einklang mit vorausgegangenen Studien ist die
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Restriktionsanalyse in der vorliegenden Arbeit genauso zuverldssig, jedoch wesentlich

einfacher, giinstiger und vor allem weniger storanfillig als die Sequenzierung.

4.2. Die C282Y Mutation

4.2.1. Keltischer Ursprung der C282Y-Mutation

Die Entstehung der C282Y - Mutation geht vermutlich auf die Kelten zuriick[109]. Im
Laufe der friihzeitlichen Volkerwanderungen konnte sich die Mutation iiber einen
groBBen Teil Europas verteilt haben. Sie zog moglicherweise einen gewissen selektiven
Vorteil bei groBeren Eisenverlusten, z.B. bei Blutungen mit sich. Merryweather-Clarke
et al. gingen dieser These in ihrer weltweiten Chromosomenanalyse auf die
C282Y-Mutation nach und fanden eine iiberproportionale Haufung in der Bevdlkerung
Nordeuropas. Wihrend weltweit eine C282Y Allelfrequenz von 1,9% vorlag, fanden sie
mit 10% die hochste Frequenz von C282Y in der Bevolkerung Irlands, die groftenteils
keltischer Abstammung ist. In den Léndern auerhalb des keltischen Einflusses konnte
die Mutation hingegen in keinem signifikantem AusmalBl nachgewiesen werden;
untersucht wurden 521 Afrikaner, 242 Asiaten und 322 Ureinwohner Australiens[110].
Auch in Japan ist die C282Y Mutation nicht vertreten[111].

Um die These des keltischen Ursprungs zu stiitzen soll nun die weltweite Verteilung der
C282Y-Mutation genau dargelegt werden. Der Vergleich mit der Volksabstammung
146t erstaunlich viele Gemeinschaften erkennen.

In Italien, von den keltischen Wanderungen nur peripher tangiert, waren nur bei 1 % der
Chromosomen von der C282Y-Mutation betroffen, folglich sogar weniger im globalen
Durchschnitt[112].

Wihrenddessen bildeten Deutschland und Frankreich entscheidende Stationen in den
keltischen Wanderungsbewegungen. Im Jahre 500 v.Chr. waren sie vor allem im
stiddeutschem Raum ansissig (siche Abb. 4.1). Hierzu passen sehr gut die Ergebnisse
der vorliegenden Studie mit einer C282Y - Privalenz von 4,5% in Unterfranken und

5,2% in der Untersuchung von Gottschalk et al[113].
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Abbildung 4.1. Wanderung der Kelten[114]

Im Laufe der Jahrhunderte mufiten die Kelten von Mitteleuropa weichen und gelangten
iiber Frankreich in die nordeuropdischen Léander, vor allem GrofBbritannien und Irland,
wo sie seit ungefdhr 115 n.Chr. den groBiten Bevdlkerungsanteil bilden. Kleinere
Gruppen siedelten sich in Nordspanien und Oberitalien an[115].

Analog zu den keltischen Wanderbewegungen erscheint die globale Verteilung der

C282Y-Mutation:
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10%
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(160%)
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3-8%

(62-85%)

Weltweit: 1,9%
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Abb. 4.2. C282Y Mutation: Allelfrequenz in der Allgemeinbevolkerung, (bei hHC

Kranken)

Wiéhrend in Frankreich und Spanien 3% der Chromosomen die C282Y Mutation
aufweisen[116] [117], steigert sich die Allelfrequenz entsprechend der keltischen
Hauptwanderbewegung auf 8,5% in Ostengland[118] und gipfelt im Zielland Irland, das

mit 10% die weltweit hochste Mutationsfrequenz aufweist. Auch in den benachbarten
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nordeuropdischen Lidndern, z.B. in Schweden wurde mit 7,7% eine hoher C282Y
Frequenz in der Bevolkerung festgestellt[119].

Die Auswanderungen in den letzten Jahrhunderten nach Amerika und Australien
spiegelt sich in folgenden Ergebnissen wieder: Feder et al. stellte bei unwillkiirlich
gewihlten Personen aus den USA eine Mutationsfrequenz von 3,2% fest[120], hingegen
kamen Beutler et al. bei Biirgern der USA, deren Urspriinge nachweislich auf Europa
zuriickgehen, auf eine Haufigkeit von 7,5%[121]. Zu einem dhnlichen Resultat fiihrten
die Studien von Cullen et al. an einer groBen Anzahl Neugeborenen in Queensland
(Australien), deren Vorfahren aus Irland oder Schottland kamen[122]. Diese
unterschieden sich durch eine Mutationsfrequenz von 6% gegeniiber 0,36% in der
Urbevolkerung[123]. Die C282Y Mutation in der Urbevolkerung (0,36%) kam
ausschlieflich in Konjugation mit einem typischen kaukasischen HLA Haplotyp vor,

folglich basierend auf eine eine Volkdurchmischung im Laufe der Zeit.

Im gleichen Sinne verliefen auch die Untersuchung an ethnisch verschiedenen
Bevolkerungsanteilen innerhalb Europas:

Roth et al. analysierten die Chromosomen aus drei Gruppen, deren Vorfahren aus
Algerien, Athiopien und Senegal nach Europa ausgewandert waren[124]. Bei allen drei
Stimmen trat die Mutation C282Y nicht auf, wéhrend sie in der Bevodlkerung
ureuropdischer Abstammung héaufig priavalent war.

Beutler et Gelbart vermuteten ebenfalls den keltischen Ursprung der Mutation und
untersuchten 381 Ashkenazi - Juden, die vermutlich im 8. Jahrhundert nach Europa
eingewandert sind[125]. Die Allelfrequenz von C282Y lag innerhalb dieser
Gemeinschaft bei nur 1,3 % gegeniiber 7 % in der umgebenden nicht-jlidischen
Gesellschaft.

Zu den gleichen Ergebnissen kam eine ethnische Studie vom Beckman et al. in
Schweden[126]. Wihrend die C282Y Mutation bei den alteingesessenen Schweden mit
einer Frequenz von 7,5% vorlag, war sie bei Schamaiten nur zu 2% und bei den
Mordwinen nur zu 1,8% vorhanden. Die Schamaiten waren im Mittelalter aus dem
spéteren Litauen eingewandert, die Mordwinen stammen aus dem Wolgagebiet[127]. In
der aus Asien (Inien, China) stammenden Bevolkerung war die C282Y Mutation fast

gar nicht nachweisbar.
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4.2.2. Bedeutung der C282Y-Mutation fiir die hereditire Himochromatose

Im Anschlufl an die Darstellung der Verteilung der C282Y Mutation im Erbgut der
Allgemeinbevolkerung soll im folgenden auf die Bedeutung der homozygoten Form fiir
die Erkrankung an Himochromatose eingegangen werden.

Seit Feder et al. im August 1996 die C282Y Mutation mit der priméren
Hédmochromatose assoziierten, untersuchten zahlreiche Forschungsgruppen die

Pravalenz der C282Y Mutation in ihrem Krankengut.

Land Deutschland | Deutschland | Osterreich Italien Frankreich
Unterfranken | Frankfurt
Quelle eigene Daten Gottschalk et al. Datz C et al. Carella et al, Jouanolle et al,
Tissue Antigens J Hepatol am j Hum gen nature genetics
1998; 1997(11); 1997; 1996; 14: 252
51(3):270-275 27(5):773-779 60:828-832
hHC: C282Y ++ 63,2% 90% 77,5% 64% 90,8%
hHC: Compound 21,1% 3,5% 7,5% 5% 4,6%
hHC: Allelfrequenz C282Y 76,3% 93% 81,3% 69% 93,1%
hHC: Allelfrequenz H63D 13,2% 8,8% 6,2% 7% 5,4%
Normal: Allelfrequenz C282Y | 4,5% 5,2% 1% 2,9%
Normal: Allelfrequenz H63D 16,5% 22% 10% 16,5%
Land Spanien Irland UK Ost-England Schweden
Quelle Sanchez et al. Merryweather-Cl | The UK Willis G et al. Cardoso et al.
J Hepatol 1998 arke et al. hemochrom Blood cells mol J Intern Med
(11), J med Gen consortium. dis 1997:8; 1998; 243(3):
29(5): 725-728 1997(4); GUT. 1997(12); | 23(2):288-91 308-308
34(4):275-278 41(6):841-4
hHC: C282Y ++ 87,1% 91% 100% 92%
hHC: Compound 6,5% 4,3% 0% 3,4%
hHC: Allelfrequenz C282Y 90,3% 93,5% 100% 94,2%
hHC: Allelfrequenz H63D 6,5% 2.2% 0% 6,8%
Normal: Allelfrequenz C282Y | 3,0% 10% 8,5% 7,7%
Normal: Allelfrequenz H63D 27,1% 16% 12,4%
Land Irisch- USA europdisch Afrika/Asien/ | Weltweit
Australien USA Australien
Quelle Jazwinska et al. Feder et al. Beutler et al. Merryweather-Clarke et al. Global
Nature genetics nature genetics Blood cells mol prevalence of putative
1996; 1996; dis 1996; haemochromatosis mutations. J med
14:249-251 13:399-409 22:187-194 Gen 1997(4); 34(4):275-278
hHC: C282Y ++ 100% 83% 82%
hHC: Compound 0% 4% 5%
hHC: Allelfrequenz C282Y 100% 85,7% 85,7%
hHC: Allelfrequenz H63D 0% 4,7% 5,4%
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Normal: Allelfrequenz C282Y 3,2% 7.5 0% 1,9%
Normal: Allelfrequenz H63D 17% 12,2% 9% 8,1%

Bei Feder et al. waren 84% der Hamochromatosekranken homozygot von dieser
Mutation betroffenen, wihrend sie im Kontrollkollektiv hochstens auf einem
Chromosom auftrat. Die Allelfrequenz bei Erkrankten von 85,5% im Vergleich zu 3,2%
im Kontrollkollektiv entspricht der enormen Bedeutung dieser Mutation flir die
Erkrankung, besonders bei homozygotem Auftreten. Erwartungsgeméal korrelierte auch
die Verteilung der C282Y-Pravalenz bei hHC Kranken mit der in der
Gesamtbevolkerung. Analysen von Patienten mit nordeuropdischen Ursprung boten die
hochsten Mutationsfrequenzen. In GroBbritannien waren 91% und in Ostengland,
Australien und Neuseeland[128] sogar 100% der an hereditirer Himochromatose
Erkrankten homozygot fiir C282Y. In Schweden waren 92% homozygot betroffen.
Auch in Frankreich und Spanien waren 91% bzw. 87,1% der hHC Kranken im HFE
Gen beider Chromosomen C282Y mutiert. Entsprechend der niedrigen Frequenz der
Mutation in der italienischen Allgemeinbevolkerung lag hier der Anteil homozygot
Mutierter bei nur 64% der hHC Kranker; die C282Y-Allelfrequenz von 69% bei
Erkrankten war dennoch gegeniiber lediglich 1% im Kontrollkollektiv signifikant
erhoht. In Alabama (USA) waren sogar nur 59% der hHC Patienten C282Y homozygot,
die Allelfrequenz lag lediglich bei 62% gegeniiber dem relativ hohem Anteil von 8,1%
in der Allgemeinbevolkerung[129]. Bei chinesischen Patienten mit pathologischer
Eisenspeicherung konnte sie in der grolen Multicenterstudie von Tsui et al. iberhaupt

nicht nachgewiesen werden[130].

In den Kontrollgruppen wurde die homozygote Form der C282Y Mutation nur in
Einzelfdllen beschrieben. Erwéhnenswert ist allerdings, dal3 diese Personen bereits eine
Eiseniiberladung (The UK haemochromatosis consortium, GUT 1997) oder mehrere
Symptome einer beginnenden Hdmochromatose (Datz et al., Hepatology 1997)

aufwiesen.
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Angesichts dieser Tatsachen ist die Bedeutung der homozygoten Form der C282Y
Mutation fiir die Atiologie der hereditiren Hidmochromatose mittlerweile weltweit

anerkannt.

Wie auch in den USA gab es auch in Deutschland deutliche regionale Unterschiede in
der Verteilung. Wahrend Gottschalk et al. in Frankfurt bei 90% aller hHC Patienten die
C282Y Mutation in homozygoter Form vorfand, sind in Unterfranken nur 63,2 % der
histologisch gesicherten Himochromatosekranken homozygot C282Y betroffen. Bei der
Beurteilung der Ergebnisse mufl allerdings beriicksichtigt werden, dafl die
Diagnosestellung durch die Pathologen in der iiberwiegenden Anzahl der Félle ohne
Bestimmung des Lebereisenindex erfolgte. Besonders bei den drei Personen ohne die
typische Mutationskonstellation sollte die pathologische Diagnose kritisch gesehen
werden. Dennoch liegt die C282Y-Allelfrequenz bei 76,3%, also signifikant erhoht
gegeniiber 4,5% in der Kontrollgruppe. Interessanterweise beruht dies auf einem
auffallend hohen Anteil (21,1%) von compound Heterozygoten (C282Y, H63D) unter
den Hdmochromatosekranken, trotz der verhéltnismiBig normalen H63D Allelfrequenz
mit 16,5% in der Allgemeinbevdlkerung. Vermutlich spielt die Compund Heterozygotie
in dieser Region eine iiberdurchschnittliche Rolle fiir die Krankheitsentwicklung. Nur

eine Person zeigte auf beiden Chromosomen den jeweiligen Wildtyp.

Neben histologisch gesicherten H&dmochromatosekranken wurden auch Personen
untersucht, die allein aufgrund ihrer Klinik zugewiesen worden sind, jedoch noch nicht
an der Leber biopsiert worden sind. Hier soll die Verteilung der Mutation innerhalb
einer Gruppe dargestellt werden, deren Diagnose noch nicht histologisch gesichert
wurde, sondern rein symptomorientiert gestellt worden ist. Auch in dieser
Personengruppe (Gruppe 2) waren die Mutationen im Vergleich zum Kontrollkollektiv
signifikant hdufiger nachweisbar: 21 % waren homozygot fiir die C282Y Mutation, 17
% compound heterozygot fiir C282 und H63D. Das ergibt eine C282Y Allelfrequenz
von immerhin 36,2%. Angesichts der unsicheren Auswahlkriterien verdeutlicht dieses
Ergebnis den hohen Anteil mutierter Personen in einer symptomatisch auffilligen
gegeniiber der asymptomatischen Kontrollgruppe. Bei den betroffenen Patienten festigt

sich der Verdacht auf das Vorliegen einer hHC.
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Im Gegensatz dazu waren in der Gruppe 3, deren Verdacht auf eine Himochromatose
durch Leberbiopsie ausgeschlossen wurde 3/4 der Personen frei von beiden Mutationen,
keine war homozygot C282Y oder compound heterozygot und nur % heterozygot

C282Y mutiert.

Ein Vergleich des proportionalen Anteils eines Mutationsstatus innerhalb eines
Kollektives zu dem in den anderen Gruppen zeigt: Homozytogie C282Y tritt
ausschliefllich bei histologisch gesicherter Erkrankung und bei symptomatischen
Patienten mit fehlender Histologie auf, nicht jedoch im Kontrollkollektiv oder bei
Patienten, deren Erkrankung histologisch ausgeschlossen ist. Der verhidltnismaBig
geringere Anteil bei den Patienten, deren Diagnose noch nicht histologisch gesichert
worden ist, begriindet sich in der Vielzahl anderer &dthiologischer Moglichkeiten der

Symptome.

In mehreren Studien wurde ein Zusammenhang zwischen den Hfe-Mutationen und der
Eiseniiberladung bei Patienten mit chronischer Hepatitis C untersucht.
Ubereinstimmend kamen die Studiengruppen um Pirisi M., Hezode C und Negro F. zu
dem SchluB3, da8 die pathologische Eisenspeicherung bei chronischer Hepatitis C vor
allem vom Krankheitsstadium abhéngig ist [131] [132] [133]. Die Hfe-Mutationen
spiele herbei eine eher untergeordnete Rolle, konne allerdings den Krankheitsverlauf
negativ beeinflussen, indem sie den Virus induzierten Zellschaden vorantreibe. Bei
Pirisi et al. waren die Hfe-Mutationen bei 47% der Patienten mit Eiseniiberladung und
chronischer Hepatitis C und nur bei 28% der Kontrollgruppe vertreten.

Die Allelfrequenzen innerhalb des von Hezode et al. untersuchten Kollektives lag fiir
C282Y bei 11% und fiir H63D bei 23.9%.

In der vorliegenden Arbeit war die C282Y Mutation innerhalb dieser Gruppe nicht
vertreten, die Allelfrequenz der H63D Mutation lag bei 10%, also deutlich unterhalb
des Kontrollkollektives. Erwartungsgemdfl war der Anteil an einer manifester
Leberzirrhose hoch, interessanterweise jedoch bei fehlendem Mutationsnachweis sogar
noch hoher als bei Heterozygotie H63D. Ein Assoziation mit einer Eiseniiberladung bei

Chronischer Hepatitis C war folglich nicht nachvollziehbar.
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4.3. Die H63D Mutation

Da die Compound Heterozygotie in Unterfranken mit einem Anteil von 21% der
Héamochromatosekranken einen besonderen Stellenwert zu besitzen scheint, soll im

folgenden niher auf die H63D Mutation eingegangen werden.

Angesichts der hohen Zahl von C282Y heterozygoten Patienten in seinem
Untersuchungskollektiv, vermuteten Feder et al.[134] eine zusidtzliche Mutation, die zur
Atiologie beitriigt. Somit suchten sie auf den von der Mutation nicht betroffenen
Chromosomen ihrer heterozygoten Patienten nach einer andere Mutation, die zusammen
mit dem kranken Allel zur Erkrankung fithren konnte. Dabei fiel ihnen bei 89% dieser
Chromosomen im 2. Exon des HFE-Gens die Cystein zu Guanin Mutation auf, die zur
H63D Substitution fithrt, im Vergleich zu 17% in den Chromosomen der
Kontrollgruppe in ihrem Vorkommen deutlich vermehrt. Trotz dieser hohen Frequenz
bei den heterozygot C282Y mutierten hHC Kranken, sahen sie in der Mutation allein
keinen direkten kausalen Zusammenhang mit der Erkrankung. Aufgrund der hohen
H63D-Heterozygoten-Héufigkeit in der Kontrollgruppe und dem Fehlen von
homozygoten Formen in Krankengut, konne sie auch nur einen Polymorphismus oder
ein Marker fiir eine andere bisher unentdeckte, entscheidende Mutation darstellen. Sie
postulierten somit vor allem eine additive Wirkung bei gleichzeitigem Auftreten des
C282Y mutierten Allel auf dem einen und des H63D mutierten Allel auf dem anderen
Chromosom, der sogenannten Compound-Heterozygotie (H63D,C282Y). Diese trat mit
4% signifikant hdufiger auf als in der Kontrollgruppe mit 0,5%. Bei fehlendem
gleichzeitigen Auftreten beider Mutationen auf einem Chromosom schlossen Feder et

al. eine Konjugation beider Muationen aus.

Weltweit ist die H63D-Mutation mit einer durchschnittlichen Allelfrequenz von 8,1%
weit verbreitet[ 135]. Im Gegensatz zur C282Y Mutation ist sie auch in Bevolkerungen,
die nicht auf europdischer Abstammung basieren hdufig vertreten, so z.B. bei 9% der

Untersuchten aus Athiopien und Algerien[136] und 6,1% in China[137]. Dies spricht
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gegen einen europdischen Ursprung und fiir einen wesentlich fritheren Entstehungs- und
somit Verteilungszeitpunkt der Mutation. In den USA[138], Frankreich[139],
Ostengland[140] und Schweden[141] finden sich Allelfrequenzen zwischen 12% und
17%. Die hochsten Anteile in der Bevolkerung zeigen sich in Spanien mit einer
Allelfrequenz von 27,1%[142], im Baskenland sogar von 30,4% [143]. Die niedrigsten
Werte waren mit 0,99% in Japan[144]. Unterfranken plazierte sich mit 16,5% im
Mittelfeld.

Die Bedeutung der H63D Mutation fiir die Himochromatose wird angesichts der hohen

Préavalenz in der gesunden Bevdlkerung noch heftig diskutiert.

Die Studiengruppen um Jazwinska et al. (1996), Jouanolle et al. (1996) und Carella et
al.[145] bezweifeln einen engen kausalen Zusammenhang, weil in ihrer Studie erstens
die Privalenz der H63D Mutation im Krankengut die des Kontrollkollektiv sogar noch
leicht unterschritt, zweitens Homozygotie bei Patienten sowohl in ihrer Serie als auch in
anderen (Beutler et al. 1996, Feder et al. 1996, Jouanolle et al. 1996) sehr selten
gefunden wurde und drittens weil Compound Heterozygotie auch bei nicht betroffenen
Personen beobachtet wurde (Jazwinska et al. 1996). Ob allerdings eine Interaktion
compound heterozygot mutierter Chromosomenpaare eine Erkrankung begiinstigt,
konnten sie er angesichts eines Anteils von 5% compound heterozygoten in seinem

Krankengut nicht sicher ausschlie3en.

Ernest Beutler[146] héilt dagegen, die Ergebnisse seien falsch interpretiert worden. Bei
der Berechnung der Auftretungsfrequenzen sei nicht beriicksichtigt worden, da3 die
H63D Mutation bisher nur auf C282Y freien Chromosomen gefunden worden sei.
Somit bestidnde bei der Studie von Carella et al. nur bei 47 der 150 Chromosomen die
Moglichkeit, H63D mutiert zu sein. Davon seien 10 betroffen gewesen. Dies entspriche
einer korrigierten Frequenz von 21% statt 7% gegeniiber von 10% in der
Kontrollgruppe, also ein durchaus signifikanter Unterschied. Blicke man nun auf die
Ergebnisse anderer Studien, so kdme man auf das gleiche Ergebnis: Bei Feder et
al.(1996) trugen 8 von 9, bei Jouanolle et al.(1996) 3 von 3, bei Borot et al.(1997) 4 von

8, bei Carella et al., wie berichtet, 5 von 8 und in ihrer eigenen Studie (Beutler et al.
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1996) 8 von 10, also insgesamt 28 von 38 Patienten, die heterozygot C282Y waren, die
H63D Mutation auf ihrem anderen Chromosom, das entspricht einem Anteil von
insgesamt 73,7% gegeniiber 9,6% in der Kontrollgruppe. Angesichts dieser Ergebnisse
sei die Bedeutung der H63D Mutation fiir die Himochromatoeerkrankung wohl schwer
zu verleugnen.

Die Behauptung, Homozygotie H63D sei selten bei Patienten zu finden, trage nichts
entscheidendes zu Diskussion bei, da ausschlieBlich der Compound Heterozygotie mit
C282Y eine Rolle fiir die Himochromatose zugeschrieben wird.

Auch die Beobachtung, dal die compound Heterozygotie in der normalen Bevolkerung
auftrete, konne die Bedeutung fiir die Erkrankung nicht entkréften. Schon Feder et al.
(1996) habe festgelegt, dal die Penetranz sehr niedrig sein miisse, da es nach
Hardy-Weinberg sonst wesentlich mehr compound Heterozygote als C282Y
Homozygote bei den Erkrankten geben miisse.

Die Penetranz liegt im Bereich von 0,46 % (Frankfurt, Gottschalk et al. 1998), 0,44%
(Frankreich, Jouanolle et al. 1996), 0,5% (USA, Feder et al. 1996), 1,16% (Schweden,
Cardoso et al. 1998) und 1,5% (USA, Beutler et al. 1997).

Trotz der hohen H63D Priasenz in Spanien (Sanchez et al. 1998), waren nur wenige
Compund Heterozygote im Krankengut (6,5%) vertreten. Es errechnet sich eine

Penetranz von lediglich 0,41%.

Wie bereits erwihnt, ist in Unterfranken der Anteil von Compound Heterozygoten mit
21,1% der Himochromatosekranken bei unauffilliger H63D Frequenz (16,5%) in der
Allgemeinbevolkerung unverhiltnisméBig groB; in Frankfurt waren es nur 3,5% bei
einer hoheren H63D Frequenz (22%) in der Kontrollgruppe (Gottschalk et al. 1998).
Im Vergleich dazu waren in den USA 4% (Feder et al. 1996), in Frankreich 4,6%
(Jouanolle et al, 1996), in Spanien 6,5% (Sanchez et al. 1998), in Osterreich 7,5% (Datz
et al. 1997) und in Schweden nur 3,5% (Cardoso et al. 1998); in Australien (Jazwinska
et al. 1996) und Ostengland (Willis et al. 1997) war nahezu keiner der

Héamochromatosekranken compound heterozygot.

In Anbetracht dessen wird hier eine iUberdurchschnittliche Penetranz erwartet. In der

Allgemeinbevolkerung liegt die H63D Allelfrequenz bei 0,1645 und die der C282Y
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Mutation bei 0,0452. Entsprechend der Hardy-Weinberg-Gleichung ist die zu erwartene
H63D/C282Y Compound Heterozygotenfrequenz 0,1645 x 0,0452 x 2, also gleich
0,01485 und die der C282Y Homozygotie 0,0452 x 0,0452, also gleich 0,002043. Damit

miifiten im Krankengut die Compound Heterozygotie bei 100% Penetranz um das

T, also 7,27 fache gegeniiber der Homozygotie C282Y vorkommen. Tatséchlich
sind es jedoch nur vier compound Heterozygote gegeniiber zwolf C282Y Homozygoten.
Dies entspricht einer Penetranz von —— gleich 4,6%. Also 4,6% der erwarteten
compound Heterozygoten erscheinen im kranken Kollektiv, im nationalen und

internationalen Vergleich ein auffallend hoher Anteil.

1,16%
(12,4%)

0,5 5 1,50/0 (’?60/0(}0)

(- 17%) 0,46 - 4.6%
(16,5 - 22%)

0,44%
(16,5%)
0,41% Y
(27,1 - 30,4%) 0,39%

(10%)

Abbildung 4.3. H63D-Mutation: Penetranz, (Allelfrequenz in der Allgemeinbevoélkerung)

Entsprechend der Ergebnisse von Ernest Beutler trugen in Unterfranken vier von fiinf
Patienten mit C282Y Heterozyygotie und symptomatischer Himochromatose auf ihrem
anderen Chromosom die H63D Mutation; d.h. es waren 80% der moglichen
Chromosomen betroffen. In der Kontrollgruppe waren nur drei von vierzehn C282Y
Heterozygoten zusitzlich H63D heterozygot, also signifikant weniger. Interessant war
ein bislang nicht beschriebener Fall einer zusétzlichen H63D Homozygotie, das heifit,
ein Chromosom enthélt gleichzeitig beide Mutationen. Wenn man den Vermutungen
von Roth et al. Glauben schenkt, die H63D Mutation sei wesentlich dlter, mutierte also
im Laufe der Geschichte ein bereits H63D mutiertes Chromosom zusdtzlich

entsprechend C282Y. Leider lagen keine Informationen {iber eine symptomatische
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Auspriagung vor. Ebenso waren 80% der H63D Heterozygoten innerhalb der an
Hémochromatose erkrankten Gruppe zusétzlich C282Y heterozygot, im Vergleich dazu

im Kontrollkollektiv nur 6,7%.

Erwartungsgemil entspricht auch der Vergleich des proportionalen Anteils des
Mutationsstatus innerhalb eines Kollektives gegeniiber dem in den anderen Gruppen
den Ausfiihrungen von Ernest Beutler: Der prozentuale Anteil an Compound
Heterozygoten bei den histologisch gesicherten Erkrankten dominiert, gefolgt von den
Patienten, die allein aufgrund klinischer Verdachtsdiagnose untersucht wurden.
Wihrenddessen treten compound heterozygote Patienten innerhalb der Gruppe, bei
denen eine Erkrankung histologisch ausgeschlossenen worden ist, gar nicht auf. Auch

der Anteil in der Kontrollgruppe ist verschwindend gering.

Die Personen mit nur einfacher Heterozygotie C282Y oder H63D waren gleichmifig
iiber alle Gruppen verteilt, so dal die Mutation eines einzelnen Chromosoms fiir die

Erkrankungswahrscheinlichkeit nicht ausschlaggebend zu sein scheint.

Die Personen, die keine der beiden Mutationen aufwiesen, bildeten 3/4 der Personen mit
histologischem Auschlu und 2/3 der Allgemeinbevolkerung. Nur einer von 19
Patienten mit histologisch gesicherter Himochromatose hatte die Wildtyp-Allele auf

seinen Chromosomen.

Die vorliegenden Arbeit konnte im Einklang mit den Ergebnissen internationaler
Studien die hohe Bedeutung der C282Y Homozygotie und der Compound -
Heterozygotie (C282Y, H63D) fiir die Erkrankungshéufigkeit in der Bevolkerung

Unterfrankens bestatigen.
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4.4. Korrelation Phanotypie und Genotypie

Im folgenden soll auf die phénotypische Ausprigung der Erkrankung eingegangen
werden.

Nach Powell et al., die die Ergebnisse mehrerer Studien zusammenfaB3ten, haben
40-80% aller diagnostizierten hHC bereits eine Leberzirrhose, 30-60% einen manifesten
Diabetes mellitus, 5-15% eine symptomatische kardiale Beeintrachtigung, 30% EKG
Abweichungen und zwischen 20 und 70% Gelenkbeschwerden[147].

In der Untersuchung von Niederau et al. haben 57% der hHC Patienten eine manifeste
Leberzirrhose, 48% einen Diabetes mellitus, 35% EKG-Abweichungen und 44%
Arthralgien[148].

Die Verteilung in Unterfranken pafit ins internationale Bild. Interessant ist jedoch auch

die Korrelation mit den Mutationsverhiltnissen.

Bei 50% der Hémochromatosekranken konnte eine Leberzirrhose nachgewiesen
werden. Diese waren zu 50% homozygot C282Y und zu 30% compound heterozygot
(C282Y, H63D), nur je 10% waren einfach C282Y heterozygot oder gar nicht mutiert.
25% zeigten eine Herzbeteiligung. Davon waren sogar 75% homozygot C282Y und die
restlichen 25% compound heterozygot.

31% waren insulinpflichtig, zu */s C282Y homozygot und zu je '/s Compound
heterozygot und einfach C282Y heterozygot.

Uber wechselseitige Gelenkschmerzen klagten 50%; diese waren zu 62% C282Y

homozygot und zu 25% compound heterozygot.

Die Symptome hauften sich bei der homozygoten Form der C282Y Mutation und den
compound Heterozygoten. Insgesamt litten je 40% der Personen, die homozygot C282Y
mutierten waren, unter Arthritis oder Zirrhose und je 25% unter Diabetes mellitus oder
cardiale Mitbeteiligung. Bei den compound Heterozygoten hatten bereits 75% eine
Zirrhose, 50% Gelenkbeschwerden und je 25% Diabetes oder Herzbeteiligung. Bei
beiden Formen iiberwogen interessanterweise Gelenk- und Leberbeteiligung vor Herz-

und endokriner Pankreasinsuffizienz.
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Zusammenfassend 146t sich also eine klare Assoziation zwischen den typischen
Symptomen der Hiamochromatose und der homozygoten Form der C282Y Muation

bzw. der compound Heterozygotie im HFE-Gen erkennen.

Besonders deutlich wird der Zusammenhang im direkten Vergleich mit den Patienten
mit histologisch ausgeschlossener Erkrankung. Eine homozygote Form der C282Y
Muation oder eine compound Heterozygotie kam, wie bereits beschrieben nicht vor.
Typische Symptome wie Arthrits oder kardiale Mitbeteiligung fehlen vdllig. Eine
Leberzirrhose oder ein Diabetes mellitus konnte bei 33% nachgewiesen werden. Es
zeigte sich jedoch keine Haufung im Falle einer C282Y Heterozygotie im Vergleich
zum homozygotem Widtyp beider Allele. Ebenso stellte sich die Verteilung innerhalb
der Gruppe mit bekannter chronischer Hepatitis dar. Erwartungsgemil3 war der Anteil
an manifester Leberzirrhose hoch, bei fehlendem Mutationsnachweis jedoch sogar

hoher als bei Heterozygotie.

Offensichtlich steht eine einfache Heterozygotie C282Y oder H63D in keinem kausalen

Zusammenhang mit der Erkrankungsauspriagung.
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4.5. Korrelation Laborparameter mit Genotypie

Im klinischen Alltag wird die Himochromatose in der Regel erst bei einer deutlichen
Erhohung der fiir den Eisenstoffwechsel charakteristischen Laborparametern im Serum
differentialdiagnostisch berticksichtigt.

Als typisch fiir eine Himochromatose gilt folgende Laborwertkonstellation:

* Transferrinséttigung > 50%

* Serum - Eisen - Spiegel > 180 pg/dl

e Serum - Ferritin - Wert > 450 ng/l

Wie bereits in der Einleitung erwéhnt, konnen diese Werte jeweils einzeln oder auch in
Kombination selbstverstindlich auch bei einer Vielzahl anderer Erkrankungen
vorkommen, wie z.B. bei chronischen Entziindungen oder hdmolytischen Vorgéngen.
Somit konnen diese Parameter jeder fiir sich allein betrachtet noch keinen beweisenden
Wert fiir eine Himochromatose - Erkrankung darstellen. In Kombination kann jedoch
eine Sensitivitdt von 94% und eine Spezifitit von 86% erreicht werden[ 149]. Endgiiltige
Sicherheit bot bislang nur die Leberbiopsie. Die Moglichkeit der genetischen Testung
sollte das bisherige diagnostische Vorgehen verdndern. Wie bereits beschrieben wird

mit HFE-Genotypisierung nahezu die Sensitivitit einer Leberbiopsie erreicht.

In der kanadischen Studie von Adams PC et al. waren 95% der hHC Patienten C282Y
homozygot. Bei diesen wurde zu 91,3% ein Lebereisenindex groBler als 1,9, zu 90%
eine Transferrinsdttigung tiber 55% und zu 96% ein Serumferritin liber 300ug/l
gefunden[150]. Offenbar besteht eine gute Ubereinstimmung der genetischen Analyse

mit den anderen Parametern.

Sham et al. [151] genotypisierte 61 Personen, die wegen einer Leberbiopsie oder
klinischer Symptomatik einer Hd@mochromatose verdidchtigt worden waren. Davon
waren 41 (67%) C282Y homozygot. Eine Leberbiopsie ergab bei 84% der C282Y
Homozygoten ein Lebereisenindex groBer als 1,9. Von den 5 (8%) compound
Heterozygoten wurden 4 an der Leber biopsiert; bei 50% war auch hier der
Lebereisenindex grofer als 1,9.

Bei den wenigen Patienten mit Homozygotie H63D (5%) fand sich ebenfalls ein

erhohter Eisengehalt der Leber, ebenso wie bei 50% der Personen mit einzelner
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Heterozygotie C282Y oder H63D. Daraus zogen sie folgende SchluB3folgerung: Die
Identifikation der HFE Mutationen biete eine geeignete Moglichkeit, eine
Hamochromatose zu diagnostizieren, vor allem bei Patienten in einem frithen
Krankheitsstadium. Allerdings komme eine signifikante Eiseniiberlastung auch ohne die
typischen HFE Mutationen vor, eventuell auf Basis einer bislang nicht beschriebenen
Atiologie. So kénne auch Homozytogie H63D mit erhdhter Eisenspeicherung assoziiert

sein.

Auch die Genverteilung bei auffilligen Laborparametern von Patienten aus
Unterfranken, die mit rein klinischen Verdacht einer Hamochromatose zur
Untersuchung kamen, bestétigt die Assoziation pathologischer Laborwerte mit den
beschriebenen Mutationen. Bei allen pathologischen Laborparametern dominiert die
homozygoten Form der C282Y Mutation gefolgt von der Compound Heterozygotie.
66,7% aller Patienten mit einer Transferrinsittigung iiber 50% waren C282Y
homozygot und weitere 22,2% compound heterozygot, zusammen also fast 90% der
Patienten mit Verdacht auf Himochromatose.

94% der Patienten mit einem Eisenspiegel von iiber 180 pg/dl im Serum waren
homozygot C282Y oder compound heterozygot mutiert; bei Serumferritinwerten iiber
450 pg/l waren es 76%.

Nur wenige Patienten mit pathologischen Laborwerten waren heterozygot fiir eine

Mutation oder hatten gar keine Mutation.

In Unterfranken sind, wie bereits beschrieben 63% der Patienten C282Y homozygot
und 21% compound heterozygot. Alle C282Y homozygot Betroffenen hatten eine
Transferrinséttigung von tiber 50% und ein Serumeisen grofBer als 180 pg/dl, tiber 90%
ein Serumferritin iiber 450 pg/l. Die Transferrinséttigung war auch bei allen Patienten
mit compound Heterozygotie pathologisch erhoht, ebenso das Serum-Ferritin und 75%
hatten Serumeisenwerte iiber 180ug/dl. Deutlich kleiner war der Anteil erhohter
Transferrinséttigungswerte im Falle einer einfachen Heterozygotie C282Y bei fehlender
H63D Mutation; hier waren nur noch 50% betroffen. Bei den Patienten mit fehlender

Mutation zeigte sich {liberhaupt keine Erhohung der Transferrinsittigung. Hierin

105



4 Diskussion

spiegelt sich die gute Korrelation der Transferrinsittigung mit den relevanten

Allelverhiltnissen wieder.

Aber auch der Anteil an pathologischen Serumeisen- (28%) und Serumferritinwerten
(70%) war beim Wildtyp geringer als bei der C282Y Homozygotie oder compound
Heterozygotie.

Uber die pathologischen Laborwerte, vor allem iiber eine erhdhte Transferrinsittigung,
wurden also alle moglichen C282Y Homozygoten und compound heterozygoten aus
dem gesamten klinisch auffilligen Klientel herausgefiltert, die Genotypisierung bietet

im Anschluf} die weitere Differenzierung auf dem Weg zur endgiiltigen Diagnose.

In der anschlieBenden histologischen Untersuchung konnte die hohe Sensitivitdt und

Spezifitit der Kombination aus Laborwert und Genotypisierung bestarkt werden.

Die Patienten mit histologisch gesicherter Erkrankung hatten zu 100% eine
Transferrinséttigung tiber 50%. Bei alleiniger Betrachtung der Transferrinséttigung lag
die Spezifitit bei 87%, da auch 13% der Patienten mit histologisch ausgeschlossener
Erkrankung erhohte Transferrinsittigungswerte aufwiesen. Doch in Kombination mit
der Genotypisierung konnte die eine Spezifitdt auf 100% gesteigert werden, da kein

Patienten mit negativer Histologie eine relevante Mutationen des HFE-Gens hatte.

Erhohte Serumferritinwerte hatten 95% der histologisch gesicherten Erkrankten, d.h.
die Sensitivitdit war etwas geringer. 50% der Patienten mit histologisch
ausgeschlossener Erkrankung hatten pathologische Serumferritinwerte, jedoch keine der

relevanten Mutationen.

90% der hHC Kranken mit histologisch  Bestitigung hatten  hohere
Eisenkonzentrationen als 180 pg/dl. Wiederum konnte bei keinem der 25% mit
histologischem Ausschlul und erhdhten Eisenwerten eine Homozygotie C282Y oder
eine compound Heterozygotie nachgewiesen werden. Die Kombination aus der
Bewertung von Transferrinsittigung, Eisenspiegels und Ferritinwertes im Serum und

der Genotypisierung bietet folglich auch bei Verzicht auf komplikationsreichere
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Leberbiopsie eine sehr sichere Moglichkeit eine Himochromatose zu erkennen bzw.

auszuschlief3en.

Nach Fischer et al. verhalten sich die Laborparameter, wie bereits in der Einfiihrung

beschrieben wurde, im Laufe der Therapie sehr charakteristisch[152]:

Wihrend das Serumferritin kontinuierlich abfdllt, bleibt das Serumeisen iiber einen
langen Zeitraum hinweg konstant. Die Konzentration des Serumeisens kann sogar
zeitweise seine Ausgangswerte liberschreiten, ein Zeichen des Mobilisierungseffektes
durch die AderlaBBtherapie. Erst wenn kein Eisen aus den Speichern mehr mobilisiert
werden kann, kommt es plotzlich zum Konzentrationsabfall, dem sogenannten

Eisensturz. Der Eisenspiegel sollte sich dann zwischen 80 und 160 pg/dl einpendeln.

Die Mittelwerte der Laborparameter von den Patienten aus Unterfranken wurden nach
den Mutationsverhiltnissen geordnet. Sowohl bei der Transferrinsdttigung, als auch bei
den Serumkonzentrationen von Ferritin und Eisen liegen die Werte der C282Y und
compound Heterozygoten deutlich {iber anderen und unterstreichen nochmals die grof3e
Ausagekraft der Genotypisierung.

Den Erwartungen entsprechen stiegen die Werte fiir Serumeisen und Serumferritin noch

kurzfristig iiber die Anfangskonzentrationen, bevor sie deutlich absanken.

Die deutlichsten Effekte der AderlaBtherapie auf das Serumeisen, ein Nachlassen um
mindestens 25 % von pathologischen Werten iiber 180 pg/dl auf Normalwerte, konnten
bei den Patienten mit homozygoter C282Y oder compound heterozygoter C282Y /
H63D Mutation beobachtet werden. Die Eisenkonzentration bei einfacher
Heterozygotie (C282Y blieb hingegen fast konstant. Auch bei fehlendem
Mutationsnachweis ~ wirkte sich die  AderlaBBtherapie  deutlich auf die
Serumeisenkonzentration aus, der Wert sank von anfanglich 145 pg/dl auf 98 pg/dl,

beides aber durchaus unauffillige GroBen.

Wesentlich ausgeprégter driickt sich der EinfluB der Mutationsverhiltnisse bei der

Entwicklung der Serumferritinkonzentration aus. Bei den homozygot C282Y oder
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compound heterozygot C282Y / H63D Mutierten sanken die Konzentrationen von
ungefahr 1350 bzw. 1150 pg/l sogar um 75 % auf anndhernd normale Werte um 300
ug/l. Hierin spiegelt sich die hervorragende Eignung der Ferritinwerte als
Verlaufsparameter wihrend der Aderlatherapie wieder. Auffallig ist auch ein hohe
Mittelwert von 946 pg/l bei Heterozygotie C282Y, der sich durch die Aderlal3therapie
allerdings nur um ein Drittel auf 674 pg/l reduzieren 1dBt. Dem entgegengesetzt
verharrten die verhéltnismifBig niedrigen Werte bei den homozygot Wildtypen fast auf

den urspriinglichen Zahlen bzw. steigen sogar noch leicht an.

Bei der Transferrinséttigungwerte differierten vor allem die Absolutwerte. Wéhrend die
Ausgangsittigung bei Homozygotie C282Y durchschnittlich bei 80% lag, war sie bei
Compound Heterozygotie 67%, bei isolierter Heterozygotie um 60% und bei fehlender
Mutation nur noch 30%. Im Laufe der Aderlatherapie sank sie entsprechend der

Eisenentfernung unnabhéngig von den Mutationsverhéltnissen jeweils um ca. 25%.

Dementsprechend erscheint der Serumferritin - Wert der geeignetste Parameter zur
Verlaufskontrolle bei gesicherter Hamochromatose - Erkrankung zu sein,
wihrenddessen die Transferrinsdttigung auch bei anderen pathophysiologischen
Eisenerhohung als Erfolgskontrolle dienen kann und seine Bedeutung vor allem in der
Diagnosefindung hat.

Die besten Aussagen sind sicher in Kombination zu bekommen.
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4.6. Diagnostischer Algorismus bei Verdacht auf hereditarer

Hamochromatose

In Anbetracht der Ergebnisse kann in Ubereinstimmung mit Herrmann et al.[153] und
Powell et al.[154] folgendes diagnostisches Vorgehen bei Verdacht auf eine hereditére

Hémochromatose empfohlen werden:

Dunkelfarbung Herzrhythmusstorrungen

der Haut \ / Kardiomyopathie

Zeichen eines bei einer
<—— Arthropathie

chronischen  ——> [ Transferrinsattigung
Leberschadens
> 50%

mpotenz " ™
l

Amenorrhoe Diabetes mellitus

V.a. Hamochromatose

\

Genotypisierung

v v

Homozygot C282Y Heterozygot fir C282Y oder H63D
Compound Heterozygot Homozygot Wildtyp
v v
Serumferritin Serumferritin
Transaminasen Transaminasen
erhéht normal erhoht normal
Leberbiopsie regelmafige 'differer'ltial- el

+ Kontrollen diagnostisches
Aderlasse Vorgehen

+ + evil.
Kontrollen Leberbiopsie

Abbildung 4.4. Protokoll zum Management bei Verdacht auf Himochromatose
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Wenn ein Patient mit einem oder mehreren der typischen Symptome kommt, sollten
zunichst die laborchemischen Parameter, die auf eine Eisenstoffwechselstorung
hinweisen, kontrolliert werden. Liegt die Transferrinséttigung bei mehreren Messungen
konstant tiber 50% sollte zundchst eine HFE-Genotypisierung durchgefiihrt werden.
Findet sich dann eine homozygote C282Y Mutation oder eine Compound
Heterozygotie, muf3 von einer Hidmochromatose ausgegangen werden. Bei erhdhten
Transaminasen sollte umgehend mit der AderlaBBtherapie begonnen werden und eine
Leberbiopsie durchgefiihrt werden, um eine Leberzirrhose frithzeitig zu erkennen. Falls
Serumferritin und Transaminasen noch normale Werte einnehmen, kann der Beginn der
AderlaBtherapie eventuell noch hinausgeschoben werden. Regelméflige Kontrollen der
laborchemischen Parameter sollten aber unbedingt eingehalten werden.

Liegt jedoch eine Eisenstoffwechselstorung ohne die relevanten Mutationsverhiltnisse
vor, miissen bei erhohten Transaminasen weitere differentialdiagnostischen
Uberlegungen erfolgen und evtl. eine Leberbiopsie durchgefiihrt werden. Bei normalen
Leberfunktions- und Serumferritinwerten sollten laborchemischen Parameter noch

mehrmals kontrolliert werden.
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4.7. Screening auf hereditare Himochromatose

4.7.1. Screening bei Anverwandten

Wie bereits beschrieben, ist die Chance einer Heilung um so grofer, je frither die
Krankheit entdeckt und behandelt wird. Nach Niederau et al. haben die Patienten, die
im prézirrhotischen Stadium diagnostiziert und suffizient behandelt werden, eine
normale Lebenserwartung[155]. Darum sollten bei jedem hHC Kranken alle
Verwandten, insbesondere méannliche Geschwister und Kinder, die das 25. Lebensjahr
tiberschritten werden, untersucht werden. Wenigstens jede wiederholt bestitigte
Erhohung des Serumeisen, des Serumferritin oder der Transferrinsittigung sollte die

Veranlassung einer Genotypisierung nach sich ziehen.

1922 beschrieb Fritsch als erster familidare Hiufung und Erblichkeit des Syndroms[156].
Seit der gleichnamigen Monographie von Sheldon 1935 wird die Erkrankung als
hereditire Form einer wihrend des gesamten Lebens vermehrten Eisenakkumulation

angesehen[157].

Wiéhrend sie von Bothwell et al[158] und Debre et al[l159] noch als
autosomal-dominant vererblich beschrieben wurde, gilt sie seit der Arbeit von Saddi
und Feingold 1974 als autosomal-rezessive Erbkrankheit[160]. Auch Bassett et al.[161]
kamen bei ihrer Familienuntersuchung 1982 zum gleichen Resultat. Sie beobachteten 5
Familien mit einer Himochromatosehdufung liber mindestens zwei Generationen. Die
HLA Typisierung habe bei vier der fiinf Familien eine Heirat zwischen einer
homozygoten und einer heterozygoten Person ergeben und erklire damit die

Erkrankungshiufung.

In der vorliegenden Studie wurden die Familien von vier Himochromatosekranken
genotypisiert.

Der erste Fall beschreibt die Familie eines compound heterozygoten Mannes.

Seine Ehefrau war negativ fiir beide Mutationen, so daB3 eine ausgeglichene Verteilung
unter den Kindern der Familie zu vermuten war. Die Ergebnisse entsprach dem

erwarteten Bild eines autosomal rezessiven Erbganges Wiahrend der Sohn das Gliick
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hatte, ausschlieBlich die gesunden Anteile beider Gene zu erben, bekam die Tochter den

C282Y mutierten Anteil des Vaters, war aber ebenfalls symptomftrei.

Auch in der zweiten Familie war der Patient compond heterozygot. Seine Frau war
jedoch auch heterozygot fiir die H63D Mutation. Die beiden Tochter erbten jeweils den
kranken Anteil eines Elternteils und waren somit beide compound heterozygot C282Y

und H63D.

In der dritten Familie war der Mann homozygot C282Y. Das Blut seiner symptomlosen
Ehefrau stand leider nicht zur Verfiigung. Alle direkten Nachkommen sollten folglich
diesen genetischen Defekt mindestens auf einem Chromosom aufweisen. Tatséchlich
war die Tochter heterozygot fiir die C282Y-Mutation, jedoch hatte sie wohl von der
Mutter die H63D Mutation geerbt, so daf} sich eine Compound Heterozygotie ergab.

Der vierte Fall beschreibt die Familie einer schwer an Himochromatose erkrankten
Frau. Bereits ihre Mutter litt unter einer schweren Himochromatose mit ausgeprigter
Leberzirrhose, konnte zwar noch unter intensiven Aderldssen entspeichert werden,
verstarb jedoch unabhédngig davon an einer obstruktiven Lungenerkrankung. Die
Patientin, ihr Ehemann und beide S6hne waren jedoch wider Erwarten frei von beiden
untersuchten Mutationen. Lediglich der Vater der Patientin war heterozygot fiir H63D.
Da jedoch offensichtlich eine familiire Hiufung einer Himochromatose vorliegt, liegt
die Vermutung nahe, dal} es sich hier um eine andersartige, bislang nicht beschriebene

Mutation handelt.

In den ersten drei Fillen wird eindrucksvoll der autosomal rezessive Erbgang dieser
beiden Mutationen demonstriert. Der vierte Fall, also eine familidre Héufung in
Abwesenheit der typischen Mutationskonstellationen, trat auch bei einer groflen
italienischen Studie auf und gilt als extrem selten[162]. Pietrangelo et al. vermuteten

eine neue genetische Variante der Himochromatose.
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4.7.2. Screening der Allgemeinbevolkerung

Angesichts der hohen Privalenz der Hdmochromatose wird schon seit langerem

diskutiert, ob nicht ein generelles Screening der Bevdlkerung sinnvoll ist. Die

ausfihrlichste Arbeit zu diesem Thema stammt von Paul C. Adams[163]. Die

Hamochromatose entspreche den Voraussetzungen der Weltgesundheitsorganisation, in

das Bevdlkerungsscreeningprogramm mit aufgenommen zu werden:

1.

Die Erkrankung sollte in Atiologie und Pathogenese verstanden sein.
Wie bereits beschrieben trifft dies mittlerweile bei der Himochromatose zu grof3en

Teilen zu.

Die Auswahlkriterien der zu untersuchenden Personen sollten klar definiert sein.

Die Erkrankung ist, wie bereits diskutiert, vermutlich keltischen Ursprungs. Daher
sollten vor allem Volksgruppen mit nordischer und keltischer Abstammung in das
Screeningprogramm aufgenommen werden. Ab welchem Alter die Screening
Untersuchung sinnvoll erscheint, ist noch unklar. Unter 10 bis 15 Jahren ist sie wohl
noch unsinnig, da die Werte fiir Serumferritin und Transferrinsittigung erst mit
dem Alter tiberproportional ansteigen und dann im Screeningprogramm auffallen.

Zudem ist eine Symptomatik im Kindheitsalter extrem unwahrscheinlich.

Es miifite eine geeignete Nachweismethode geben, die von der Bevdlkerung
akzeptiert wird.

Transferrinséttigung und Serumferritinbestimmung sind schon seit ldngerem
Standart jeder Hamochromatosediagnostik, erginzt wird diese nun durch die
Moglichkeit der genetischen Testung. Reine Blutuntersuchungen sollten weniger
Akzeptanzprobleme bereiten als Leberbiopsien. Allerdings treten viele genetischen
Tests angesichts potentieller Diskrimination immer noch miltrauisch gegeniiber. In
den Medien wird immer wieder von moglichen Einschrinkungen bei Lebens- und
Krankenversicherungen berichtet. Bei ausreichender Information sollte jedoch die

Risikoabwigung zu Gunsten der Untersuchung ausfallen.
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4. Die Erkrankung mifte in einem latenten oder frithzeitigem Stadium
diagnostizierbar sein.
Dies ist moglich, da Genotypisierung bereits bei Geburt die Veranlagung zur
Erkrankung festlegt und die Transferrinsittigung weit vor klinischen Symptomen
pathologisch ausfdllt. In diesem Zusammenhang soll nochmals an die beiden
Studien von Adams und Niederau erinnert werden. Adams et al. beschrieben die
signifikant geringer ausgeprigten Symptome bei zufillig im Familienscreening
erkannten Hadmochromatosekranken[164]. Niederau et al. betonten den deutlichen
Riickgang symptomatischer Stadien durch friihzeitige Diagnostik und den Erhalt
anndhernd normaler Lebenserwartung durch die Bewahrung vor den

Komplikationen der Erkrankung[165].

5. Es sollten Therapie- bzw. Praventionsmoglichkeiten bestehen.
Die regelméBige AderlaBBtherapie bietet eine hervorragende und kostengiinstige
Therapiemoglichkeit; eingesetzt im asymptomatischen Stadium verhindert sie

effektiv den Ausbruch der Erkrankung.

6. Es sollte ein strenges Screeningprotokoll vorliegen.
Es herrscht noch Unklarheit dariiber, in welcher Reihenfolge die Untersuchung am
sinnvollsten sind. Am kostengiinstigsten ist momentan die Préiselektion {iber die
erhohte Transferrinséttigung in Verbindung mit pathologischen
Serumferritinkonzentrationen. Dariiber wird ein Grofiteil der
Hémochromatoseerkrankten entdeckt[166] wund die Diagnose Tiiber eine
anschlieBende Genotypisierung mit eventuell zusétzlicher Leberbiopsie gestellt. Bei
primdrer Genotypisierung miiiten nur die Personen weiterhin beobachtet werden,
die eine der relevanten Mutationsverhiltnisse aufweisen, somit bestimmt die
kostengiinstigere Variante, sobald der genetische Test durch die breite Anwendung

billiger geworden ist.

7. Die Untersuchung miifite kosteneffektiv sein.
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Durch die Moglichkeit der Genotypisierung kann vielfach auf die aufwendige

Leberbiopsie verzichtet werden. Adams verglich die Kosten der einzelnen

Screeningprogramme:

Screening nach Kosten / gerettetes Jahr | Referenz
Hiamochromatose $ 496 / in Qualitit

) P . ) < Adams
mittels Transferrinsittigung, anschlieBend uneingeschrianktem
Genotypisierung Lebensjahr [167]
Speiserdhrenmalignom bei Barrett-Osophagus | $ 4151 / gerettetes Streitz
mittels jahrlicher Endoskopie Lebensjahr [168]
Kolonkarzinom $ 40.000 / gerettetes Wagner
mittles Koloskopie Lebensjahr [169]
Hepatozelluldres Karzinom bei Zirrhose $ 44.454 / in Qualitit Collier
mittels Ultraschall und a-Fetoprotein uneingeschrianktem [170]

Lebensjahr

Somit liegen die Kosten fiir das Screening nach Himochromatose weit unter den
anderen bereits laufenden und anerkannten Screeningprogrammen. Beriicksichtigt
miissen bei den Uberlegungen auch die Kosten, die die Erkrankung bei fehlender
rechtzeitiger Diagnose mit sich bringt durch die Entwicklung von Zirrhose,
Hepatozelluldirem Karzinom, Diabetes mellitus und Herzbeteiligung[171]. In einer
Studie von Adams et al. entwickelten iiber 40% der Ménner und tiber 25% der
Frauen innerhalb von 30 Jahren gesundheits- und arbeitseinschrinkende

Komplikationen durch die Erkrankung[172]. Somit ist ist ein Screening auch aus

volkswirtschaftlicher Sicht durchaus kosteneffektiv.

Angesichts dessen entspricht die Hémochromatose allen Anforderungen in ein

Screeningprogramm aufgenommen werden. Nur eine friihzeitige Diagnosestellung und

Pravention kann vor den fatalen Komplikationen dieser Erkrankung schiitzen.
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5. Zusammenfassung

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Bedeutung der C282Y und der H63D Mutation
in der Pathogenese der hereditiren Hadmochromatose zu durchleuchten und ihre
Verteilung in der Region Unterfranken darzustellen. In der Literatur gibt es viele
Hinweise iiber die Rolle der Mutationen in der Entstehung der Erkrankung und iiber die

weltweite Verbreitung.

Vieles spricht fiir den keltischen Ursprung der C282Y Mutation. Vermutlich bildete die
hohere Eisenspeicherfdhigkeit in Zeiten groferer Blutverluste entscheidende selektive
Vorteile. Anhand von Familienuntersuchungen konnte der autosomal rezessive Erbgang

demonstriert werden.

Die Mutationen des HFE-Gens beeinflussen offensichtlich den Transferrinrezeptor an
der vasalen Seite der Enterozyten. Uber vermehrte sanguine Eisenabschdpfung wird
diesen ein scheinbarer Eisenmangel vorgetduscht, dem sie durch maximale Steigerung
ihrer Eisenresorption entgegenwirken. Das iiberschiissige Eisen reichert sich in allen
parenchymalen Organen an, allen voran in der Leber. Durch Interaktion mit
membrangebundenen Fettsduren kommt es iiber die Storung der funktionellen und
strukturellen Eigenschaften der Zytoplasmamembranen zur Beeintrachtigung auf
zelluldrer Basis. Dysfunktion und zelluldrer Untergang fiihren zum typischen

Beschwerdebild der Himochromatose.

Die Ergebnissen der vorliegenden Studie sprechen in Einklang mit den internationalen
Studien fiir die grofe Bedeutung der C282Y in der Pathogenese der priméren
Héamochromatose, sowohl in homozygoter Form oder als auch compound heterozygot
mit H63D.

Die C282Y Mutation war im Erbgut der Himochromatosekranken (76,3%) signifikant
héufiger anzutreffen als in der Kontrollgruppe (4,5%). Die Compound Heterozygotie
scheint in Unterfranken eine besondere Rolle zu spielen. Uber 20% der histologisch

gesicherten Himochromatosekranken trugen diese Mutationskombination. Wéahrend die
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5 Zusammenfassung

Penetranz ubiquitir zwischen 0,5 und 1,5% lag, tiberraschte sie in Unterfranken mit
4,5%.
Sowohl die Homozygotie C282Y als auch die Compound Heterozygotie korrelierten

mit Klinik, Symptomatik und den Parametern des Eisenstoffwechsels.

Therapie der Wahl ist die friihzeitige Eisenentspeicherung durch konsequente
AderlaBtherapie. Da nur eine rechtzeitige Diagnose mit daran anschlieBender Therapie
die Lebenserwartung eines Hamochromatosekranken zu verldngern vermag, muf} ein
Screening aller Anverwandten, wenn nicht sogar der gesamten Bevolkerung keltischer
Abstammung postuliert werden. Hierfiir eignen sich in hervorragender Weise die
Bestimmung iiblicher Blutparameter des Eisenstoffwechsels in Verbindung mit

genetischer Testung.

Der entscheidende Wert der Genotypisierung liegt folglich in der Diagnose und

Behandlung der Erkrankung vor der Entwicklung ihrer fatalen Komplikationen.
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