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1.  Einleitung

Die Suche nach der Vererbbarkeit bestimmter Merkmale und Eigenschaften
nahm ihren Anfang bereits im Jahre 1865 mit den Arbeiten des Augustiner-
monchs Gregor Mendel. Dieser stellte Regeln bezlglich der Vererbung gut
abgrenzbarer Merkmalspaare auf, welche er aus seinen Kreuzungsversuchen
an Erbsen ableitete. In Analogie zu den Arbeiten Mendels befasste sich die
noch unausgereifte Genetik des frihen 20. Jahrhunderts zunachst ebenfalls nur
mit Krankheiten, deren Erbgang monogen und damit einfach herzuleiten war.
Von Bedeutung war aullerdem, dass das Vorliegen dieser Erkrankungen mit
den Mitteln der zeitgendssischen Medizin eindeutig abgegrenzt werden konnte.
Zu dieser Art der monogen vererbten, gut abgrenzbaren Erkrankungen wird
auch die in dieser Arbeit untersuchte HFE-assoziierte Hereditare Hamo-
chromatose (Abklrzung: HFE-assoziierte HH oder HH1) gezahlt, bei der eine
Eisenlberladung des Organismus aufgrund einer Stérung im Eisenstoffwechsel
vorliegt. Obwohl bereits im Jahre 1936 eine genetische Grundlage dieser
Erkrankung vermutet wurde, konnten Veranderungen im HFE-Gen als Ursache
fur den Groldteil der Hereditaren Hamochromatosen erst im Jahre 1996
identifiziert werden und sind seitdem Gegenstand intensiver Forschung. Auch
ein Teil der vorliegenden Arbeit widmet sich der Erforschung von Veranderun-
gen im HFE-Gen bei dieser Erkrankung und den mit der Eisenuberladung
assoziierten klinischen Symptomen.

Im Gegensatz zur monogen vererbten HH1 ist die Atiologie des ebenfalls im
Rahmen dieser Arbeit untersuchten Morbus Parkinson (MP) noch weitgehend
ungeklart. Es ist aber von einer multifaktoriell bedingten Genese auszugehen,
bei der die Abgrenzung des Einflusses der genetischen Komponente von der
Beeinflussung durch diverse Umweltfaktoren nicht immer einfach ist. Zu den
moglichen Einflussfaktoren wird dabei u.a. eine Storung im Eisenhaushalt
gezahlt. Hinweisend hierfir war der mittels post-mortem Studien gefuhrte
Nachweis eines erhdhten Eisengehalts in der Substantia nigra (SN) durch
Lhermitte et al. im Jahre 1924. Diese Beobachtung konnte in mehreren

folgenden Studien bestatigt werden. Demnach scheint eine Untersuchung der
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Gene, welche die Eisenaufnahme und -speicherung im Korper regulieren, bei
der Suche nach méglichen Einflussfaktoren beziiglich der Atiologie der
Erkrankung sinnvoll, wobei auch das HFE-Gen zu dieser Gruppe von Genen
gezahlt wird. Der zweite Teil dieser Arbeit befasst sich aus diesem Grund mit
der Erforschung von Veranderungen im HFE-Gen beim idiopathischen MP.
Dabei ist anzumerken, dass im Falle multifaktoriell bedingter Erkrankungen eine
Aussage Uber den Stellenwert diverser Einflussfaktoren sehr viel schwieriger ist
als bei den monogen vererbten Krankheiten und damit eine neue Heraus-

forderung an die moderne Genetik darstellt.
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1.1..A+B Aufbau

Im Rahmen dieser Arbeit werden zwei sehr unterschiedliche Krankheitsbilder,
die HFE-assoziierte Hereditare Hamochromatose (HH1) und der M. Parkinson
(MP), im Hinblick auf das Vorliegen von Sequenzvariationen im HFE-Gen und
einer daraus folgenden Eisenstoffwechselstorung hin untersucht. Die Stérung
im Eisenhaushalt bildet demnach die gemeinsame Grundlage dieser zwei hier
untersuchten Krankheitsbilder. Daher scheint es sinnvoll, das Kapitel Uber die
Bedeutung des Eisens im menschlichen Organismus und Uber die Folgen einer
Eisenstoffwechselstorung fur den Korper den Abschnitten Uber die beiden
Krankheitsbilder voranzustellen. Diese werden sodann separat voneinander
besprochen, wobei zur besseren Ubersicht die Zugehdrigkeit des jeweiligen
Kapitels mit Hilfe von Grof3buchstaben kenntlich gemacht wird (A steht fur HFE-
assoziierte Hereditare Hamochromatose, B fur den M. Parkinson). In Anlehnung
an diese Vorarbeit wird schlieBlich ein Uberblick tiber die Rolle des HFE-Genes
gegeben, welches eine wichtige Funktion in der Regulierung der Eisen-
resorption erfullt und dessen molekulargenetische Untersuchung Thema der

vorliegenden Arbeit ist.
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1.2.A+B Eisen

1.21.A+B Eisen im menschlichen Organismus

Der Gesamtbestand an Eisen im menschlichen Organismus betragt 3-4 g.
Davon entfallen 80 % als sog. ,Funktionseisen® auf das Hamoglobin, Myoglobin
und eisenhaltige Enzyme, 20 % werden als Depoteisen vorwiegend in Leber,
Knochenmark, Milz und Darmmukosa in Form von Ferritin oder Hamosiderin
gespeichert und nur 0,1-0,2 % sind als Transporteisen fur die aktuelle
Versorgung der Organe frei verfugbar.

Die Aufnahme des Eisens erfolgt im Duodenum und oberen Jejunum und
betragt durchschnittlich 1-2 mg pro Tag. Dieser Wert ist abhangig vom Eisen-
gehalt der Nahrung, der Art der aufgenommenen Eisenverbindungen, dem
Gehalt der Nahrung an verschiedenen Zusatzen, der Aziditat des Magensafts
sowie von der Darmmotilidt und nicht zuletzt von den Bedurfnissen des
Organismus. Die gleiche Menge wird taglich ausgeschieden, wobei dem Stuhl
und der Galle hierbei die entscheidenden Rollen zukommen (Chemnitz et al.,
2000).

Tab. 1.1. Ubersicht des Eisenhaushaltes im menschlichen Organismus (nach Ohlsen, 1982)

Frauen 3,549
Gesamtbestand an Eisen
Manner 4-5¢g
insgesamt 80 %
Funktionseisen Hamoglobin 70 %
Eisenhaltige Enzyme, Myoglobin, Hamine 10 %
Depoteisen Ferritin, Hdmosiderin 20 %
Transporteisen An Transferrin gebunden 0,1-0,2 %
Tagliche Aufnahme Mukosa im Duodenum und oberem Jejunum 1-2 mg
insgesamt 1-2 mg
Stuhl 0,6 mg
Tagliche Ausscheidung Galle 0,5 mg
Schweil} 0,3 mg
Urin 0,1 mg
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Das bei den in der Tabelle 1.1. aufgefuhrten Prozessen bendtigte Eisen wird
aber nicht nur mit der Nahrung aufgenommen. Dies wird augenscheinlich, wenn
man bedenkt, dass der tagliche Eisenbedarf allein fur die Erythropoese bereits
25 mg betragt, aber nur 1-2 mg pro Tag resorbiert werden. In der Tat stammt
der Groliteil dieses Eisens aus dem Recycling spezialisierter Makrophagen,
welche alte oder geschadigte Erythrocyten phagocytieren und das hierbei frei-
werdende Eisen wieder der Erythropoese zur Verfigung stellen (Brittenham,
1994). Neben diesem Recycling-Mechanismus besitzen bestimmte Organe
aullerdem schnell mobilisierbare Eisenspeicher, so dass ein nahrungsbedingter
Eisenmangel zumindest kurzfristig gut kompensiert werden kann.

Kommt es allerdings im Falle einer langfristigen Eisenrestriktion zu gréferen
Abweichungen vom Normwert flr Eisen, so ist mit schweren Stérungen zur
rechnen, welche durch den Ausfall der eisenabhangigen Reaktionsvorgange
bedingt werden. Geht man dabei vom Extremfall aus, so wird eine Ubermallige
Reduktion von Eisen durch Verursachung einer schweren Anamie und dem
Stillstand der Zellproliferation zum Tode filhren. Aber auch die Uberséattigung
mit Eisen ist auf langere Sicht durch die Schadigung und den dadurch
bedingten Ausfall zahlreicher Organe todlich (Hentze et al., 2004).
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1.2.2.A+B Regulierung des Eisenbestandes

Aus dem bisher Gesagten ist leicht ersichtlich, dass die Aufrechterhaltung des
Gleichgewichtes zwischen Eisenaufnahme und -ausscheidung von enormer
Bedeutung ist. Aber auch die Regulierbarkeit dieser Mechanismen ist
entscheidend, um auf veranderte Bedurfnisse des Organismus adaquat und
schnell reagieren zu kénnen.

Bevor nun auf die komplexen Mechanismen dieser Regulierung eingegangen
wird, sollen zum besseren Verstandnis vorab einige Proteine und deren
Funktion innerhalb dieses Systems erklart werden. Auch im Hinblick auf den
Ergebnisteil dieser Arbeit scheint dies sinnvoll, da einige der folgenden Proteine
im Rahmen dieser Arbeit als Marker flr das Vorliegen der entsprechenden

Krankheit dienen.

Transferrin (Tf): Tf ist ein Glykoprotein mit zwei Eisenbindungsstellen fur
dreiwertiges Eisen (Crichton, 1990). Es wird in der Leber synthetisiert, wobei
die Syntheserate durch den jeweiligen Eisenbedarf reguliert wird: Sie steigt bei
Eisenmangel und wird reduziert bei Eisenubersattigung (Heilmann, 1981;
Seligmann et al., 1988). Tf dient dem Groliteil der Zellen des Organismus als
Eisenlieferant und wird nach Bindung an den Transferrinrezeptor in die Zelle
aufgenommen (Young et al., 1981; Cole et al., 1983; Morgan et al., 1986), wo
es nach Abgabe der Eisenatome als Apotransferrin wieder freigesetzt wird
(Neutra et al., 1985). Dabei besitzt Transferrin mit zwei gebundenen Eisen-
atomen die hochste Affinitat zum Transferrinrezeptor, gefolgt von Transferrin
mit einem Eisenatom und schliel3lich dem Apotransferrin (Young et al., 1984;
Hueber et al., 1985).

Transferrinsattigung (TfS): Das zirkulierende Transferrin ist unter normalen
Bedingungen nur zu durchschnittlich 30 % mit Eisen beladen, wahrend der Rest
als Apotransferrin vorliegt. Dieser Wert richtet sich nach dem Eisenbestand im
Organismus und steigt bei Eisenuberschuss bzw. sinkt bei Eisenmangel

(Heilmann, 1981; Seligmann et al., 1988). Wahrend das Verhaltnis von
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Transferrin mit zwei Eisenatomen zum Transferrin mit einem Eisenatom bei
einer TfS von 30 % bei 1:2 liegt, wird es bei einer TfS von 15 % auf das
Verhaltnis von 1:5 herabgesetzt (Young et al., 1984; Huebers et al., 1985). Die
TfS ist dartUber hinaus ausschlaggebend bei der Regulation der Eisenresorption
aus der Nahrung (vgl. 1.1.3.A+B).

Transferrinrezeptor (TfR): Der Rezeptor besteht aus zwei identischen
Untereinheiten, welche durch Disulfidbricken miteinander verbunden sind
(Trowbridge et al., 1984). Er bindet eisenhaltiges Transferrin und versorgt so
die Zellen mit Eisen. Hierzu wird der nach Bindung des Transferrins an seinen
Rezeptor entstandene Komplex durch Endocytose in die Zelle aufgenommen
und durch Ansauerung des Inhalts die Konformation der Molekile im Endosom
verandert (Neutra et al., 1985). Die Bindung des Eisens wird dabei so weit
gelockert, dass es nach der Reduktion zu zweiwertigem Eisen durch eine noch
nicht genau identifizierte Ferrireduktase mit Hilfe des Eisentransporters DMT1
aus den Vesikeln heraus und in das Zytoplasma exportiert werden kann
(Fleming et al., 1998; Cheng et al.,, 2004). Das nunmehr zytoplasmatische
Eisen wird verschiedenen Syntheseprozessen in der Zelle zugefluhrt, in Ferritin
sequestriert (Torti et al., 2002) oder, wenn es sich um Hepatocyten handelt, an
neu synthetisiertes Transferrin gebunden und wieder freigesetzt. Das nach der
Eisenabgabe entstandene Apotransferrin bleibt zunachst noch an seinen
Rezeptor gebunden und wird erst nach seinem Transport an die Zelloberflache
freigegeben (Chemnitz et al., 2000).

Wichtig ist auch zu wissen, dass zwei Arten dieses Rezeptors existieren: TfR1
und TfR2. Dabei ist der ubiquitar vorkommende TfR1 fur die Eisenaufnahme
und damit Eisenversorgung der meisten Zellarten des Korpers verantwortlich
(Anmerkung: der TfR1 besitzt eine hohere Affinitat zum Tf als TfR2) (Heilmann,
1981; Seligmann et al., 1988). Die Syntheserate dieses Rezeptors wird auf der
Stufe der mRNA reguliert. Das 3’-Ende der mRNA beinhaltet hierzu vier Eisen-
regulatorische Elemente (IRE), welche nach Bindung eines IRE-bindenden
Proteins bei Eisenmangel den Abbau der mRNA supprimieren und damit zu
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einer vermehrten Synthese fuhren (Casey et al., 1989; Koeller et al., 1989;
Leibold et al., 1990).

Der TfR2 wiederum wird hauptsachlich von Hepatocyten sowie duodenalen
Kryptenzellen und Zellen der Hamatopoese exprimiert, wobei die mRNA keine
Bindungsstellen fur IRE-bindende Proteine besitzt. Damit scheint die Synthese-
rate unabhangig vom aktuellen Eisenbestand zu sein (Kawabata et al., 1999;
Hentze et al., 2004). Der Rezeptor soll auRerdem bei der Aufnahme von Eisen
in Hepatocyten und bei der Regulation der Eisenresorption aus der Nahrung
beteiligt sein (vgl. auch unten) (Camaschella et al., 2000; Roetto et al., 2003;
Fleming et al., 2002).

Obwohl die hier beschriebene TfR-vermittelte Aufnahme von Eisen den wohl
wichtigsten Vorgang zur Eisenversorgung der Zellen darstellt, existieren auch
andere, nicht-Transferrin-gebundene Aufnahmemechanismen, auf die hier aller-

dings nicht naher eingegangen werden soll.

Ferritin: Ferritin ist ein spharisches Molekll bestehend aus 24 H- und L-
Untereinheiten, welches bis zu 4500 Eisenatome in einem mikrokristallinen
Kern als polymeres Eisenoxyhydroxidphosphat inkorporieren kann. Das
Verhaltnis der H- zur L-Untereinheit variiert je nach Zelltyp (Harrison, 1977,
Munro et al.,, 1978; Theil, 1987). Dabei besitzt die H-Untereinheit eine
Ferroxidase-Aktivitat, so dass zweiwertiges Eisen vor der Sequestrierung
oxidiert werden kann (Hentze et al., 2004). Ferritin findet sich in allen Zellen des
menschlichen Organismus, wobei der Hauptteil in Leber und Milz vorliegt
(Munro et al., 1978; Theil, 1987). Sein Abbau erfolgt in Proteasomen oder
sekundaren Lysosomen, wo mitunter auch Hamosiderin, ein heterogenes
Aggregat aus Eisen, partiell abgebautem Ferritin, Proteinen, Fetten und
Zuckern entstehen kann (Zahringer et al., 1980; Drews et al., 1980; Halliday et
al., 1988). Die Elimination erfolgt dann vorrangig durch Fusion der Lysosomen
mit den Canaliculusmembranen und durch Freisetzung ihres Inhalts (Hentze et
al., 2004).

Auch die Syntheserate dieses Molekuls wird auf der Stufe der Translation der
Ferritin-mRNA reguliert (Torti et al., 2002): An der 5-Region der nicht-



1 Einleitung 9

translatierten mRNA befindet sich ein Eisen-regulatorisches Element (IRE),
wobei es sich um eine haarnadelféormige Struktur aus hochkonservierten,
unpaaren Nukleotiden handelt (Aziz et al., 1987; Rouault et al., 1988; Haile et
al., 1989). Bei Eisenmangel setzt sich ein IRE-bindendes Protein auf diese
Struktur und supprimiert die Translation der mRNA und somit auch die Ferritin-

synthese (Rouault et al., 1988).

Die bisher genannten Molekule sind demnach als Variablen des Eisenbestands
im Korper anzusehen. Tabelle 1.2. gibt hierzu einen Uberblick der jeweils statt-
findenden Veranderungen. Mit Hilfe von Messungen der Menge dieser Molekule
kann man somit Aussagen uUber aktuelle Verhaltnisse bezlglich des Eisen-

gehaltes des Organismus machen (vgl. 1.2.1.A).

Tab. 1.2. Uberblick der Anderungen in der Syntheserate der Molekiile bei Eisenmangel- bzw.
-iiberschuss
Abkurzungen: Tf: Transferrin; TfS: Transferrinsattigung; TfR: Transferrinrezeptor

Tf TFS [%] TfR Ferritin
Bei
- 1 ! 1 !
isenmangel
Bei
Eiseniberschuss l T l T

1.2.3.A+B Die Eisenresorption

a. Aufbau

Bei der Regulierung des Eisenbestandes im menschlichen Organismus kommt
der Eisenresorption die eigentliche SchlUsselfunktion zu, da der Koérper nur
eingeschrankte Ausscheidungsmechanismen fur dieses Metall besitzt. Die
Eisenresorption wiederum kann sowohl durch externe Faktoren, wie
Zusammensetzung der Nahrung, als auch durch gastrointestinale Verhaltnisse,
wie z.B. durch die Darmmotilitat, beeinflusst werden. Daruber hinaus wird die
Resorption mittels einer komplexen Signalkaskade diverser Botenstoffe
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reguliert, welche die aktuellen Bedurfnisse des Korpers signalisieren (Chemnitz
et al., 2000).

Bezuglich dieser Mechanismen existieren bis dato viele verschiedene, sich
durchaus auch wiedersprechende Modelle. Im Folgenden soll auf einige dieser
naher eingegangen werden, wobei das Modell von Frazer et al. (2003) eine
sehr gute Ubersicht der Eisenstoffwechselregulation unter normalen Bedingun-
gen sowie bei den verschiedenen Subtypen der Hereditaren Hamochromatosen
(HH) zu bieten scheint. Daher soll dieses als Grundlage fiir die folgende Uber-

sicht dienen und dabei fallweise durch anderweitige Quellen erganzt werden.

b. Modell zur Regulierung der Eisenresorption

In der Nahrung liegt Eisen vor allem in der dreiwertigen Form vor und muss, um
resorbiert werden zu konnen, zunachst zu zweiwertigem Eisen reduziert
werden. Diese Reduktion findet mittels eines Enzyms, der Ferrireduktase Dcytb
(McKie et al., 2001), an der luminalen Enterocytenmembran statt. Der Eisen-
transporter DMT1 ermdglicht als einer der wohl wichtigsten Importkanale im
Darm sodann die Aufnahme des reduzierten Eisens, welches in den intra-
zellularen Eisenpool gelangt (Fleming et al., 1997; Gunshin et al., 1997). Dies
unterscheidet die Eisenaufnahme im Darm von den restlichen Korperzellen, die
das Eisen vorwiegend Uber das Transferrin-Transport-System erhalten (Young
et al., 1981; Cole et al., 1983; Morgan et al., 1986). Der Mechanismus flr den
anschlieBenden Transport aus der Zelle heraus ist noch nicht genau geklart.
Neben anderen Molekilen wird eine Vermittlung von Seiten des Ferroportin-
molekuls vermutet. Dieser mit Ireg1 identische Transporter ist das bislang am
genauesten untersuchte zellulare Exportsystem fur Eisen. Es konnte in
duodenalen Enterocyten, Makrophagen, Hepatocyten, plazentaren Syncytio-
trophoblastzellen und in einigen Gehirnzellarten nachgewiesen werden (Abboud
et al., 2000; Donovan et al., 2000; McKie et al., 2000). Da es nur zweiwertiges
Eisen transportieren kann, ist die Beteiligung einer Ferroxidase flr die Beladung
von Apotransferrinmolekulen nétig, da Transferrin wiederum nur dreiwertiges
Eisen binden kann. Im Duodenum wird die Funktion der Ferroxidase durch das

Molekul Hephaestin (Vulpe et al.,, 1999), in den restlichen Geweben durch
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Coeruloplasmin (Harris et al., 1999) erfullt. Neben seiner Funktion als Eisen-
transporter scheint das Ferroportin aul’erdem von Bedeutung bei der
Regulierung der Eisenaufnahme aus der Nahrung zu sein. Bei Eisenmangel
wird es hochreguliert und exportiert vermehrt Eisen aus der Zelle, was
wiederum einen Reiz fur die Erhdhung der Syntheserate der vorangehenden
Molekule darstellt. Da aber die Hochregulation der Ferroportinsynthese selber
hierzu verschiedener Signale zur Aktivierung bedarf, scheint es damit kein
Messfuhler flir den Eisenbestand und -bedarf des Organismus zu sein (Frazer
et al., 2003), sondern eher auf Signale anderen Ursprungs zu reagieren.
Neuere Untersuchungen weisen dabei darauf hin, dass es sich bei diesen
Signalen um Botenstoffe aus der Leber handelt, womit dieses Organ als
primarer Regulator des Eisenbestands angesehen werden kann. Bestimmte
Storungen in der Exprimierung dieser hepatischen Botenstoffe sollen entspre-
chend zur Ausbildung von Krankheitsbildern wie den HH-Subtypen mit ihrer
Eisenakkumulation fihren kdnnen (Frazer et al., 2003).

Eines der wichtigsten hepatischen Proteine scheint hierbei das Hepcidin zu
sein, welches vom HAMP-Gen codiert wird (Nicolas et al., 2001; Fleming et al.,
2001). Es fuhrt uber noch nicht genau definierte Veranderungen an den
Enterocyten zu einer Hemmung der Resorption von Eisen im Darm und zu einer
Reduktion der Eisenabgabe aus Makrophagen und Syncytiotrophoblastzellen
(Frazer et al., 2002). Bei bestimmten Mutationen in diesem Gen tritt eine
schwere Hamochromatose bei relativ jungen Patienten auf (Roetto et al., 2003).
Die Syntheserate dieses Proteins ist im Normalfall abhangig von der Trans-
ferrinsattigung (Frazer et al., 2002) und damit der Eisenkonzentration im Koérper
und kann gemald dem Modell von Frazer et al. auf zweierlei Arten erhdht
werden: Uber das HFE-Protein und den TfR2. Im Folgenden sollen diese
beiden Mechanismen naher erlautert werden.

c. Das hepatische Regulierungsmodell nach Frazer et al.
Bei einer Eisenuberladung des Korpers steigt zunachst die Transferrinsattigung
als eine Variable des Eisenbestandes im Organismus an, wobei das Tf unter

diesen Umstanden vermehrt als Molekll mit zwei Eisenatomen vorliegt. Im
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Gegensatz hierzu wird die Syntheserate des TfR1 reduziert, so dass eine
geringere Anzahl an Rezeptoren fur eine Bindung mit dem Tf und dem HFE-
Protein zur Verfugung steht. Bei letzterem handelt es sich um ein von der Leber
synthetisiertes Protein (vgl. 1.4.A+B), dessen Bindungsstelle am TfR1 mit der
Tf-Bindungsstelle Uberlappt. Da das vermehrt produzierte und Uberwiegend mit
zwei Eisenatomen beladene Tf aber eine hohere Affinitat zum TfR1 als das
HFE-Protein besitzt (West et al., 2001), verdrangt es im Falle der Eisenuber-
ladung letzteres kompetitiv aus der Bindung zum Rezeptor, welcher aufgrund
der reduzierten Syntheserate in insgesamt geringerer Gesamtmenge vorliegt.
Das demnach vermehrt frei liegende HFE-Protein sendet sodann Signale an die
Hepatocytenkerne und stimuliert dadurch die Synthese von Hepcidin (Bridle et
al., 2003).

Alternativ hierzu kann die Synthese dieses Molekuls auch durch Vermittlung
uber das TfR2 erhoht werden. Durch den relativ hohen Anteil von Tf mit zwei
Eisenatomen bei Eisenlberladung und der reduzierten Anzahl der TfR1 wird
namlich vermehrt Tf auch an TfR2 gebunden, was ebenfalls zur Signaltrans-
duktion an den Zellkern Uber noch nicht genau erforschte Mechanismen fuhrt
und somit die Hepcidinsynthese erhoht (Deaglio et al., 2002).

Durch einen Eisenmangel werden die jeweils hierzu gegensatzlichen Mechanis-
men in Gang gesetzt. Die TfS und entsprechend der Anteil an Tf mit zwei
Eisenatomen ist erniedrigt, wohingegen fur das TfR1 eine erhdhte Syntheserate
vorliegt. Demnach kann das HFE-Protein an den vermehrt frei liegenden TfR1
binden und sendet somit keine Signale an den Zellkern zur Erhdhung der
Hepcidinsynthese mehr. Auch die Bindung von Tf an den TfR2 wird entspre-
chend reduziert, so dass auch dieser Signaltransduktionsweg nicht aktiviert und

die Eisenresorption im Darm nicht Uber das Hepcidin gehemmt wird.

d. Stérungen im hepatischen Regulierungsmodell
Bei Stérungen in der hepatischen Signalkaskade mit der Folge der gestorten
oder verminderten Hepcidinsynthese, kann es zur Eisenuberladung kommen,

wobei Storungen auf verschiedenen Ebenen zustande kommen kdnnen.
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Bei Veranderungen im HFE-Protein kann die Hepcidinsynthese nicht mehr auf
diesem Wege erhoht werden und es kommt zur Eisenuberladung. Das gleiche
geschieht bei Veranderungen im TfR2 (Camaschella et al., 2000). Da aber in
beiden Fallen der jeweils zweite Mechanismus noch intakt ist, liegt die
Vermutung nahe, dass die Eisenuberladung nicht ganz so gravierend ausfallt
wie bei einer Veranderung im HAMP-Gen oder dem Hemojuvelin-Gen (HJV
oder HFE2; moduliert nach gegenwartigem Kenntnisstand die Expression von
Hepcidin) (Papanikolaou et al., 2004). Bei einem Vergleich der den verschiede-
nen Subtypen der HH zugeordneten Phanotypen, wie er in Tabelle 1.3 vorge-
nommen wurde, bestatigt sich diese Hypothese.

e. Hierarchie der Regulierung

Beim Subtyp 4 der HH handelt es sich um eine Erkrankung, bei welcher
Veranderungen im Ferroportinmolekul eine systemische Eisenakkumulation
bedingen. Auch bei diesem Subtyp fallt die Eisenuberladung nicht ganz so
gravierend aus wie bei Veranderungen im HAMP-Gen, wobei noch nicht
abschlieBend geklart ist, inwieweit alternative Mechanismen die ausgefallene
Funktion ersetzen konnen (Pietrangelo, 1999). Das Eisen befindet sich bei
dieser Erkrankung vor allem in Zellen des Reticulo-endothelialen Systemes, wo
es aufgrund einer Stérung im Eisenrecycling langer verbleibt und dadurch in
nicht ausreichendem Malie der Hamatopoese zur Verfligung gestellt werden
kann. Dieser ,Pseudo“-Eisenmangel stimuliert so die Eisenresorption im Darm
(Montosi et al., 2001). Interessanterweise scheint die Hepcidinsynthese durch
die Leber diesen Regelkreis nicht durchbrechen zu kdnnen, da die Eisen-
resorption fortlaufend erhdht ist, obwohl viele Organe bereits eine Eisenuber-
ladung aufweisen. Daher wird von einer hierarchischen Beziehung bei der
Regulation der Eisenresorption ausgegangen, wobei die Signale aus den
hamatopoetischen Zellen die hepatischen Botenstoffe aufwiegen, wie anhand
mehrerer Untersuchungen an Mausen mit Hypotransferrinamie und gestorter

Hamatopoese gezeigt werden konnte (Trenor et al., 2000; Buys et al., 1991).
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In der folgenden Tabelle 1.3. soll eine Ubersicht tber die unterschiedlichen

Formen der Hereditaren Hamochromatosen gegeben werden, wobei die Zuord-

nung des Schweregrades des jeweiligen Phanotyps bei entsprechendem

Gendefekt mit Hilfe dieser Vorarbeit besser verstandlich wird. Der Subtyp 1 als

haufigster Vertreter dieser Erkrankungsformen ist Gegenstand der vorliegenden

Arbeit und wird unter 1.2. naher erklart.

Tab. 1.3. Ubersicht iiber die verschiedenen Formen der Hereditiren Himochromatose
Abkurzungen: HH: Hereditdre Himochromatose; OMIM: Online Mendelian Inheritance in Man
(Pietrangelo, 2004)

- . - Ferroportin-
HFE-aiIsl-tl)znerte Juvenile HH TfR2-ailsl_loznerte gebundene
HH
OMIM- | Typ 1 Typ 2A Typ 2B Typ 3 Typ 4
Klassifikation
Betroffenes HFE HJV HAMP TfR2 SLC40A1
Gen
Genprodukt | HFE-Protein Hemojuvelin Hepcidin TfR2 Ferroportin
Regulation der Unbekannt, Hemmung der Regulation der Export von
Hepcidinsynthese; | mdglicherweise | Eisenresorption | Hepcidinsynthese; | Eisen aus
Interaktion mit Expression von | im Darm; mdglicherweise Enterocyten,
Funktion des | dem TfR1 Hepcidin Eisenaufnahme in | Hepatocyten
Genprodukts (dadurch beeinflussend E.emr?ur)Q (t'ier Hepatocyten; und
bedingter Effekt 'SeE rtelse thmg Makrophagen
noch nicht 3:13 nterocyten
geklart), Makrophagen
Eisenablage- | parenchymal parenchymal parenchymal parenchymal Reticulo-
rung endothelial
Vererbungs- | Autosomal Autosomal- Autosomal Autosomal Autosomal
Modus rezessiv rezessiv rezessiv rezessiv dominant
Alter bei 4.-5. 2.-3. 2.-3. 4. -5. 4. -5,
Erstdiagnose | Lebensdekade Lebensdekade | Lebensdekade Lebensdekade Lebensdekade




1 Einleitung 15

1.2.4.A+B Oxidativer Stress als Schadigungsmechanismus von Eisen

Den Kapiteln bezlglich der zwei Krankheitsbilder soll hier ein kurzer Abschnitt Gber den
Hauptmechanismus der durch eine Eisenuberladung hervorgerufenen Schadigung vorangestellt
werden. Dabei ist anzumerken, dass dieser zwar wohl den wichtigsten, aber bei weitem nicht
den einzigen Mechanismus hierflr darstellt. Auf die anderen Schadigungsprozesse soll hier

nicht weiter eingegangen werden.

Eine der wichtigsten Voraussetzungen fur die Entstehung hoherer Lebens-
formen war der Erwerb der Fahigkeit zur Oxidation von Nahrstoffen und damit
maximal effektiven biologischen Energieversorgung. Auch die Fahigkeit der
Bildung von Radikalen war hierbei von grofl3er Bedeutung.

Davon abgesehen birgt allerdings der Umgang mit Sauerstoff und v.a. auch mit
seinen besonders reaktionsfahigen Radikalen betrachtliche Gefahren. So sind
letztere imstande, nahezu alle Verbindungen im tierischen Organismus oxidativ
zu verandern und dadurch deren Funktion schwer zu beeintrachtigen. Die
wichtigsten Radikale sind hierbei das Superoxid-Radikal, das Perhydroxyl-
radikal, das Wasserstoffperoxid, das Hydroxylradikal sowie Oxylradikale,
welche bei der Lipidoxidation entstehen. Diese Radikale konnen zu Strangbru-
chen und Anderungen in der Basensequenz der DNA sowie zu Modifikationen
an den Aminosauren in Proteinen und damit zu deren Funktionsverlust fuhren.
Von besonderer Bedeutung ist auch die Membranschadigung durch Lipidperoxi-
dation, welche eine Lipidperoxidationskaskade in Gang setzt. Diese Membran-
schadigungen fluhren sodann zur Reduktion der Fluiditat der Lysosomen-
membran, zur Abnahme der CytP450-Enzymaktivitdt im Endoplasmatischen
Retikulum sowie zu einer geringeren Oxidationsrate von Glutamat und Succinat
bei gleichzeitigem Abfall der Calciumsequestrationskapazitat und erniedrigtem
ATP- und ADP-Spiegel durch Schadigungen an der Mitochondrienmembran.
Diese Anderungen kénnen sodann zur Nekrose oder Apoptose der betroffenen
Zelle fuhren.

Zur Entgiftung dieser Radikale hat der Organismus spezielle Mechanismen

entwickelt, die antioxidativ wirksam sind. Diese konnen mittels eines
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enzymatischen oder nicht-enzymatischen Reaktionsweges die Bildung der
Radikale hemmen, ihre Wirkung aufheben oder aber die bereits entstandenen
Schaden beseitigen und reparieren. a-Tocopherole (Vitamin E), Ascorbat,
Glutathion, Superoxiddismutasen und Glutathionperoxidasen und nicht zuletzt
die Enzyme fur die Reparatur von DNA- und Membranschaden sind einige
Beispiele fur Antioxidantien.

Von groRer Bedeutung ist dabei, dass ein Hauptteil der Radikale bei Metall-
katalysierten, vor allem aber auch bei Eisen-katalysierten Reaktionen entstehen
kann. Die gleichen Reaktionen, welche essentiell fiir das Uberleben des
Organismus sind, konnen also durch eine Eisenuberladung und Erschopfung
der antioxidativen Ressourcen Uber die Fenton-Reaktion zu oxidativem Stress
mit allen oben genannten Folgen fihren und machen das Eisen so zu einer

potentiell schadigenden Noxe (Loffler et al., 1998).



1 Einleitung 17

1.3.1.A Die HFE-assoziierte Hereditare Hamochromatose

Die HFE-assoziierte Hereditare Hamochromatose (HH1) ist, abgesehen vom
Gilbert-Syndrom, die haufigste vererbbare Lebererkrankung in Nordeuropa
(Chemnitz et al.,, 2000). Sie wird autosomal-rezessiv vererbt, wobei die
Substitution von Cystein durch Tyrosin auf Position 282 (C282Y) im HFE-Gen
(positioniert auf dem kurzen Arm des Chromosoms 6) (vgl. 1.4.A+B) die
wichtigste Mutation darstellt (Feder et al., 1996). Diese Mutation flhrt Uber
komplexe Mechanismen zu einer vermehrten Eisenresorption im Darm.
Mangels effizienter Ausscheidungsmechanismen kommt es durchschnittlich
innerhalb der 5. Lebensdekade zu einer Eisenlberladung des Organismus und
schliel3lich zu einer damit assoziierten Schadigung lebenswichtiger Organe
(Chemnitz et al., 2000).

Die Pravalenzen fur diese Mutation sind in Nordeuropa insgesamt sehr hoch
und betragen fur die homozygote Mutation 1:300 bis 1:400, fur die heterozygote
1:10 bis 1:20. Dabei weisen volkerkundliche Studien auf eine Kkeltische
Abstammung dieser Mutation hin, was durch die erhohte Pravalenz in Landern
keltischen Ursprungs wie Irland, Schottland und England und einem Nord-Sud-
Gefalle der Pravalenzen noch erhartet wird (Merryweather-Clarke et al., 1997;
Rochette et al., 1999). Den Grund fur den Erhalt dieses genetischen Defekts in
der Evolution vermutet man in einem mit der vermehrten Eisenaufnahme
assoziierten Uberlebensvorteil in Regionen mit Eisenarmut (Motulsky, 1979).
Fir die Frauen konnte aul3erdem die Auffullung der Eisenspeicher des Korpers
von Vorteil gewesen sein, welche aufgrund der Menstruation, Laktation und
nicht zuletzt aufgrund der damals Ublichen zahlreichen Schwangerschaften in
starkem Malde beansprucht wurden (Datz et al., 1998). Der dadurch erhohte
Eisenbedarf wird auch heute noch zur Erklarung fur das durchschnittlich hohere
Lebensalter bei Krankheitsausbruch und der im Vergleich zum mannlichen
Geschlecht sehr viel selteneren Manifestation der Erkrankung bei Frauen
(Frauen erkranken 5 bis 10mal seltener) herangezogen (Chemnitz et al., 2000).
Aber auch bezuglich des mannlichen Geschlechts kann davon ausgegangen

werden, dass die Krankheit in vielen Fallen gar nicht erst manifest wurde, da
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einerseits die damalige Lebenserwartung der Menschen geringer war und
andererseits, damals wie auch heute, die homozygote Mutation nur eine relativ
niedrige Penetranz aufweist (Pietrangelo, 2004). Dieser Umstand wird auch zur
Erklarung der Diskrepanz zwischen den Pravalenzen der manifesten HFE-
assoziierten HH, welche 1:4000 bis 1:5000 betragt, und der Haufigkeit der
homozygoten Mutation herangezogen.

Im Falle der Krankheitsmanifestation konsultieren die Patienten den Arzt haufig
zum ersten Mal wegen Mudigkeit oder Gelenkbeschwerden. Gleichzeitig liegt
fast immer eine Leberschadigung vor. Diese weist ein breites Spektrum auf, das
vom Auftreten leicht erhdhter Aminotransferasen bis zum Vorliegen eines
Hepatocellularen Carcinoms reicht. Daneben kdénnen Schaden an endokrinen
Organen, an den Gelenken und am Herzen, eine verstarkte Hautpigmentierung
sowie Abdominalschmerzen vorliegen (Pietrangelo, 2004). Auch eine dissemi-
nierte Eisenakkumulation im Gehirn wurde bei einigen wenigen Patienten mit
einer HFE-assoziierten HH beschrieben (Miyasaki et al., 1977), was vermutlich
mit zu dem Schwachegefuhl und der Abgeschlagenheit beitragt. Um die Eisen-
akkumulation im Organismus und damit den Grad der Erkrankung bei diesen
Patienten feststellen zu konnen, werden die Laborwerte fur Transferrin, Ferritin,
Eisen im Serum sowie die aus Eisen und Transferrin berechenbare Transferrin-
sattigung bestimmt. Diese Laborwerte kdnnen auch als Marker flr das
Vorliegen und den Verlauf einer Hamochromatose eingesetzt werden
(Pietrangelo, 2004).

Tabelle 1.4. zeigt die Haufigkeitsverteilung der charakteristischen Symptome

und den jeweils zugrundeliegenden Pathomechanismus.
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Tab. 1.4. Ubersicht der Haufigkeit der Symptome bei manifester HFE-assoziierter HH und deren
zugrundeliegender Pathomechanismus (nach Chemnitz et al., 2000)

Symptomatik Haufigkeit Zugrundeliegender Pathomechanismus
Schwache, » Méglicherweise noch nicht genau definierte Affektion im ZNS
0,
Abgeschlagenheit 3%
Libidoverlust / + Eisenakkumulation in gonadotropen Zellen des Hypophysenvorder-

56 % / 50 % lappens mit der Entstehung eines sekundaren hypothalamisch

Hodenatrophie hypophysaren Hypogonadismus

Abdominal- » Moglicherweise im Rahmen der Hepatomegalie
0,
schmerzen 50 %

» Entwicklung unabhéangig von der Krankheitsdauer und keine enge

Arthralgien 47 % Korrelation zur Eisenakkumulation; daher kaum durch Aderlass-
therapie beeinflussbar.

Zirrhosen / 94 % | 76 % * Fibrosierung / Zirrhose
Hepatomegalie ° ° . Parenchymzellnekrosen mit Anstieg der Laborparameter

» Zunachst Entstehung einer chronischen Hyperinsulindmie durch
Verminderung des Insulinabbaus durch die Leber mit der

. 53 % Ausbildung einer Glucosetoleranzstérung;
Diabetes o
» Zusatzliche Zerstérung der Langerhans-Inseln durch Eisen-
akkumulation
Verstirkte 82 % « Vor allem in Axillen, Lenden, Genitalien und alten Narben;
Pigmentierung * Beruht im wesentlichen auf einer Ablagerung von Melanin;

Die Therapie der HFE-assoziierten HH ist rein symptomatisch und konzentriert
sich auf eine Senkung des Eisenbestandes, da dieser ursachlich fur das
Auftreten der klinischen Symptomatik ist und der Kdérper nur eingeschrankte
Moglichkeiten besitzt, den Eisenbestand auf natirliche Weise zu verringern.
Hierbei wird kunstlich mit Hilfe der prima vista mittelalterlich anmutenden Ader-
lasstherapie ein Eisenverlust erzeugt, dessen Effizienz durch Bestimmung der
oben genannten Laborparameter Uberpruft wird. Eine Intensivierung dieser
Therapie kann durch gleichzeitige Infusion des Eisen-Komplexbildners
Deferoxamin (DFO) erreicht werden (Chemnitz et al., 2000). Dies ist ein aus
Streptomyces pilosus gewonnener Chelatbildner fur trivalente Kationen, der als
Komplex renal eliminiert werden kann. Unter der Therapie kdnnen sich viele der
klinischen Symptome bessern. Einige der bereits zum Behandlungsbeginn
fixierten Schaden sind allerdings irreversibel, durch die Therapie kann hier

lediglich eine Progression der Symptomatik verhindert werden. Durch frih-
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zeitige Diagnose der Krankheit und fruhzeitige Intervention konnen Symptome
und Spatfolgen auch ganzlich verhindert werden (Pietrangelo, 2004).

Von Bedeutung ist auch zu wissen, dass seit der Entdeckung unterschiedlicher
genetischer Grundlagen fur eine Eisenuberladung die alte Bezeichnung der
Hereditaren Hdmochromatose fiir dieses Krankheitsbild nunmehr als Uberbe-
griff fur eine Reihe von Krankheiten mit einer Eisenuberladung steht. Die hier
behandelte HFE-assoziierte Hereditare Hamochromatose wird laut der
Datenbank Online Mendelian Inheritance in Man als Subtyp 1 bezeichnet und
stellt den Hauptvertreter der Hereditaren Hamochromatosen dar (Pietrangelo,
2004).



1 Einleitung 21

141.B Der idiopathische M. Parkinson

Der idiopathische M. Parkinson (MP) ist ein durch Dopaminmangel verursach-
tes hypokinetisch-hypertones Syndrom.

Die Pravalenz der Erkrankung weist eine Steigerung in Abhangigkeit vom
Lebensalter auf und wird mit 1 % weltweit und mit 1,6 % bei den Uber 60-
jahrigen angegeben (de Rijk et al., 1997; Zhang und Roman, 1993). Demnach
manifestiert sich die Erkrankung vorwiegend nach dem 60. Lebensjahr.
Allerdings gibt es auch Patienten, bei denen der MP bereits in der 3. oder 4.
Lebensdekade diagnostiziert wird (Deuschl et al., 1999).

Erstmals beschrieben wurde das Krankheitsbild 1817 von James Parkinson,
nach dem das Syndrom spater benannt wurde. Parkinson publizierte eine
Abhandlung unter dem Titel ,An essay on the shaking palsy“, unter der
Annahme, dass der Tremor das wesentliche Charakteristikum der Krankheit
darstellt. Von dieser Bezeichnung leitete sich auch der lateinische Name
.Paralysis agitans“ und die volkstimliche Bezeichnung ,Schuttellahmung“ ab.
Heute werden dem Parkinsonismus vier Kardinalsymptome zugeschrieben: die
Akinese oder in milderer Auspragung die Brady-/Hypokinese, der Rigor, der
Ruhetremor sowie Storungen der posturalen Reflexe, welche die reflektorischen
Ausgleichsbewegungen bei passiver Auslenkung aus der Gleichgewichts-
position bezeichnen. Diese Symptome beginnen in der Regel einseitig und
breiten sich mit fortschreitender Krankheitsdauer auf die andere Korperhalfte
aus, wobei die Seitendifferenz auch im Weiteren bestehen bleibt. Zu Beginn der
Erkrankung sind diese Symptome allerdings oft noch nicht sehr gut abgrenzbar.
So konsultieren viele Patienten ihren Arzt erstmals aufgrund von Lumbago oder
einem Arm-Schulter-Syndrom. Nicht selten wird vor der Feststellung des MP
eine Depression diagnostiziert, da die Patienten uber einen Mangel an Energie
und Schlaflosigkeit klagen. Nur ein Drittel aller Patienten kommt mit dem
Tremor als Initialsymptom zum Arzt, wobei die Abgrenzung zum essentiellen
Tremor bei Fehlen der anderen Kardinalsymptome nicht immer einfach ist
(Deuschl et al., 1999).
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Der Pathomechanismus fur einen Grofteil der bei dieser Krankheit beobach-
teten Bewegungsstorungen liegt, wie oben bereits erwahnt, in einem Dopamin-
mangel, welcher durch die fortschreitende Degeneration melaninhaltiger
Neurone in der Pars compacta der Substantia nigra (PcSN) verursacht wird
(Hirsch et al., 1988). Dabei wird vermutet, dass die Neurodegeneration ihren
Anfang bereits Jahre vor dem Krankheitsausbruch nimmt. Da aber die
Dopaminsynthese in den noch vorhandenen Zellen kompensatorisch erhdht
wird, kommt es zunachst zu keiner klinischen Symptomatik. Erst nach einem
Verlust von durchschnittlich 60 % der Zellen der PcSN und einer Reduktion des
Dopaminbestands auf 80 % machen sich die ersten Symptome bemerkbar
(Deuschl et al., 1999).

Um die Bedeutung der PcSN im Rahmen dieser Erkrankung besser aufzeigen
zu konnen, soll hier zunachst auf die Funktion dieser Struktur eingegangen
werden:

Die Substantia nigra ist eine mesencephale Ansammlung von Neuronen mit
einem hohen Melaningehalt, was eine gute Abgrenzung dieses Kerngebietes
auf Querschnitten ermaoglicht. Sie stellt eine wichtige Komponente innerhalb des
komplexen Regelkreises der Basalganglien dar, welche sich aus funf subkorti-
kalen Kerngebieten zusammensetzen: dem Globus pallidus, dem Ncl.
caudatus, dem Putamen (die beiden letzteren werden auch als Striatum
zusammengefasst), dem Ncl. subthalamicus sowie der Substantia nigra.
Innerhalb des Schaltkreises zwischen diesen funf Strukturen werden die im
Assoziationskortex entworfenen Bewegungsimpulse hinsichtlich Durchfuhrbar-
keit und Sinn geprift und dementsprechend unterdriickt oder gebahnt. Dabei
entscheidet letztendlich der Erregungszustand des Globus pallidus, ob ein
Impuls zur Bewegungsinitiation fuhrt oder nicht. Wird der Globus pallidus vom
Striatum gehemmt, so wird der Impuls unterdrickt und der Bewegungsentwurf
verebbt. Daher wird dem Striatum auch vereinfacht eine inhibitorische Funktion
hinsichtlich der Motorik zugesprochen. Die PcSN wiederum kann mittels des
Neurotransmitters Dopamin das Striatum hemmen. Dadurch erhalt der Globus
pallidus keine unterdrickenden Signale mehr und der Bewegungsimpuls kann

ausgefihrt werden (Trepel, 1999).
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Durch den Ausfall dieser dopaminergen Neurone der PcSN beim MP kann das
Striatum allerdings nicht mehr gehemmt werden und es resultiert eine Uber-
funktion des Globus pallidus. Die Uberfunktion eben dieser Struktur wird zur
Erklarung wichtiger motorischer Symptome wie Rigor und Akinese beim MP
herangezogen (Ehringer et al., 1960).

Die oben beschriebene Degeneration der dopaminhaltigen Neurone ist auf
histologischen Schnitten erkennbar, wobei der Nachweis von sog. Lewy-
Korperchen ein charakteristisches histologisches Merkmal der Krankheit dar-
stellt. Bei diesen handelt es sich um eosinophile, intrazytoplasmatische Ein-
schlusskorperchen, welche in den degenerierenden Zellen auffindbar sind. Da
diese aber auch bei anderen Krankheitsbildern vorhanden sein kdnnen, ist ihr
Nachweis nicht pathognomonisch fur das Vorliegen eines MP.

Zusatzlich zu den oben beschriebenen Strukturschaden in der PcSN, konnen
besagte Degenerationen und Lewy-Korperchen allerdings auch in anderen
pigmentierten Hirnarealen vorliegen und erklaren zumindest teilweise die
zusatzlichen Symptome beim MP. Der Nachweis von Degenerationen im nor-
adrenergen Locus coeruleus und im serotonergen N. raphe dorsalis wird
demnach mit dem haufigeren Auftreten von Depressionen bei MP-Patienten in
Zusammenhang gebracht. Ebenfalls von der Degeneration betroffen sind der
dorsale Vaguskern, der cholinerge N. basalis Meynert, dessen Lasion zur
Erklarung der kognitiven Stérungen beim MP herangezogen wird, sowie
Neuronen, die weder Melanin noch Katecholamine enthalten (Deuschl et al.,
1999).

Gemal den Studien von Del Tredici et al. (2002) wird diese diffuse Verteilung
der Lasionen durch eine Aszension des Krankheitsprozesses im ZNS erklart.
Dieses in letzter Zeit am meisten diskutierte Modell postuliert, dass die
Erkrankung ihren Anfang im dorsalen motorischen Kern des N. vagus nimmt
und im weiteren Verlauf Uber den Hirnstamm mit der PcSN und den basalen
Anteilen des Grol3hirns bis zum cerebralen Cortex voranschreitet. Abhangig von
der Hohe der Lasionsareale wird die Krankheit in sechs Schweregrade
eingeteilt (Braak et al., 2003; Del Tredici et al., 2004). Neuere Studien weisen

auf eine gewisse Korrelation zwischen der Hohe der Lasionsareale und der
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kognitiven Leistungsfahigkeit der Patienten hin. Allerdings konnte dieser
Zusammenhang nicht bei allen Probanden festgestellt werden, so dass es
weiterer Untersuchungen bedarf, um mogliche individuelle Einflussfaktoren zu
identifizieren (Braak et al., 2005).

Die Therapie des idiopathischen MP ist rein symptomatisch und beinhaltet die
Verabreichung der Transmitter, die aufgrund der Reduktion der entsprechenden
Neurone nicht mehr ausreichend zur Verfligung gestellt werden kdénnen. Auch
neurochirurgische Therapieansatze gewinnen zunehmend an Bedeutung. Die
Langzeitergebnisse dieser Therapieoptionen sind allerdings nicht immer
zufriedenstellend, so dass man sich aus der Aufklarung der Atiologie u.a. auch
effektivere Therapieansatze erhofft (Deuschl et al., 1999).

Wichtig ist auch zu wissen, dass eine analoge Degeneration der oben
genannten Kerngebiete mit der zugehorigen Symptomatik auch im Rahmen
anderer neurodegenerativer Erkrankungen, wie bspw. der Multisystematrophie,
stattfinden kann. Ebenso kdnnen diese Neurone unter der Einwirkung von
Umweltnoxen (CO, Mangan) schwer geschadigt werden oder daran zugrunde
gehen. Durch die folgenden Anderungen im Transmitterhaushalt kommt es
dann ebenfalls zum Auftreten von entsprechenden Parkinson-Symptomen.
Diese atiologisch gut abgrenzbaren Erkrankungen mit Parkinson-typischen
Symptomen muissen vom idiopathischen M. Parkinson abgegrenzt werden, der
mit einem Anteil von 80 % am hé&ufigsten vertreten ist und dessen Atiologie

bislang noch nicht geklart werden konnte.

14.2.B Die Atiologie des idiopathischen M. Parkinson

Obwohl die Atiologie des idiopathischen M. Parkinson nach derzeitigem Stand
der Forschung noch nicht genau definiert werden kann, gibt es doch einige

wegweisende Entdeckungen beziglich der Genese dieser Erkrankung.

1. Hinweisend auf das Vorliegen einer genetischen Komponente war die

positive Familienanamnese bei ca. 20 % der MP-Patienten, deren Alter bei
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Erstdiagnose vor dem 40. Lebensjahr und damit unter dem Durchschnittsalter
bei dieser Erkrankung lag (Deuschl et al., 1999). Im Rahmen von Zwillings-
studien wurden aullerdem deutlich erhdhte Konkordanzraten nachgewiesen
(bei eineiigen Zwillingen: 75 %, bei zweieiigen Zwillingen: 22 %), was auf eine
von Umweltfaktoren weitgehend unabhangige genetische Atiologie hindeutet
(Piccini et al., 1999). Diesen Beobachtungen entsprechend wurden mittels
molekulargenetischer Untersuchungen innerhalb der letzten 8 Jahre 6 Gene
und 8 Genorte identifiziert, die mit dem MP assoziiert zu sein scheinen (Gasser,
2005). Die in den Genen fur monogenetische Parkinsonsyndrome nachweis-
baren Mutationen werden dabei teils autosomal-rezessiv (PARK 2, 6, 7 und 9),
teils autosomal-dominant (PARK 1, 3-5, 8, 10) vererbt. Das DJ-1-Gen (PARK 7)
ist fur ca. 2 % der Parkinsonsyndrome bei den unter 50-jahrigen Patienten
verantwortlich (Abou-Sleiman et al., 2003; Bonifati et al., 2002, 2003; Hedrich et
al., 2001, 2002; van Duijn et al.,, 2001). Kurzlich wurden noch weitere
Mutationen im Synphilin-1-Gen (Marx et al., 2003) und im NR4A2-Gen (Le et
al., 2003; Marx et al., 2003) entdeckt.

Dem Grofteil dieser Genprodukte ist eine wichtige Rolle beim Ubiquitin-abhan-
gigen Proteinabbau gemeinsam, wobei die PARKIN-Proteine als Ubiquitinligase
dienen (Cookson, 2003; De Silva et al., 1996; Lansbury et al., 2002; Marx et al.,
2003; Mouradian et al., 2002). DarlUber hinaus wird einigen (a-Synuklein,
Parkin, DJ-1) eine wichtige Funktion bei der Antwort auf oxidativen Stress
zugeschrieben (Bonifati et al., 2003; Hashimoto et al., 2002; Hyun et al., 2002).

Unter oben genannten Mutationen scheinen vor allem die autosomal-rezessiv-
vererbten Mutationen eine wichtige Bedeutung innezuhaben. Im Rahmen
grolRer Studien konnte namlich das mehrheitliche Vorliegen von nur einem
mutierten Allel bei symptomatischen Patienten nachgewiesen werden (Foroud
et al., 2003; Hedrich et al., 2001, 2002; Hoenicka et al., 2002; lllarioshkin et al.,
2003; Kann et al., 2002; Klein et al., 2003; Lohmann et al., 2003; Lucking et al.,
2000; Nichols et al., 2002; Oliveira et al., 2003; Periquet et al., 2003; van Duijn
et al., 2001). Bei einigen klinisch-asymptomatischen Tragern eines solchen
Allels wurde aulerdem ein auffalliges Ergebnis bei der [F]-Dopa-Aufnahme-

messung mittels Positronenemissionstomographie ermittelt, was auf eine
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kompensierte Neurodegeneration hinweisend ist (Hilker et al., 2001, 2002). Aus
diesen Ergebnissen lasst sich eine zumindest erhdhte Suszeptibilitat der Gen-
trager vermuten, wenn auch das Vorliegen des Genes allein nicht zum
Ausbruch der Krankheit fuhren muss. Die unterschiedliche klinische
Symptomatik musste man dann entweder mit dem gleichzeitigen Vorkommen
des rezessiven Allels mit bislang unbekannten Mutationen oder mit einer
unterschiedlichen Exposition bezlglich verstarkender oder protektiv wirksamer
Umweltfaktoren in Zusammenhang bringen.

Mittels Studien von Zimprich et al. (2004) konnten kurzlich auch Mutationen im
autosomal-dominant vererbten PARKS8 identifiziert werden, welchen eine
gewisse Bedeutung bei der Entstehung des MP zugesprochen wird. Demnach
mussen neben den autosomal-rezessiven auch die autosomal-dominant
vererbten Gene bei weiteren Untersuchungen berucksichtigt werden.
Abschlielend ist anzumerken, dass oben genannte Mutationen nur bei einem
kleinen Anteil der Parkinson-Patienten nachgewiesen werden konnten. Fir den
Groliteil der idiopathischen Parkinsonfalle ist die Frage nach einer genetischen
Beeinflussung der Krankheitsmanifestation demnach noch nicht abschliefend
geklart. Unter Berucksichtigung des Umstands, dass Personen mit positiver
Familienanamnese aber ein drei- bis vierfach erhohtes Erkrankungsrisiko auf-
weisen, muss auch hier von einer zumindest erhdhten Vulnerabilitat fur diese

Krankheit ausgegangen werden (Marder et al., 1996; Semchuk et al., 1993).

2. Auch bestimmten Umweltfaktoren wird eine gewisse Bedeutung in der
Atiologie des idiopathischen MP zugesprochen, wobei von einem Zusammen-
wirken der genetisch veranlagten Suszeptibilitat und dem Umweltgift ausgegan-
gen wird. Allerdings sollten Umweltstoffe in ihrer Bedeutung fur dieses Krank-
heitsbild nicht auf rein additiv wirksame Faktoren reduziert werden. So kann
namlich eine Ubermaflige Exposition gegeniber Mangan und Kohlenstoff-
monoxid auch bei Personen ohne augenscheinliche genetische Pradisposition
zum Auftreten der charakteristischen Symptomatik fuhren (Ceballos-Baumann,
1999). Ebenso verhalt es sich mit dem Neurotoxin Methyl-Phenyl-Tetrahydro-
pyridin (MPTP). Durch eine Inhibition des mitochondrialen Komplexes | fuhrt
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dieses zum Zelluntergang in der Substantia nigra und damit zu einer Reduktion
der Dopaminkonzentration mit allen dazugehorigen Folgen (Langston et al.,
1983).

Im Jahre 1924 stellte Lhermitte et al. mittels post mortem Studien einen erhoh-
ten Eisengehalt in der PcSN von Parkinson-Patienten fest. Diese Beobachtung
konnte in den folgenden Jahrzehnten durch unabhangige Arbeiten bestatigt
werden (Earle, 1968; Riederer et al., 1985; Dexter et al., 1987). Seitdem wird
auch dem Eisen und dessen Fahigkeit zur Radikalbildung eine bestimmte
Bedeutung als Umweltgift in der Atiologie dieser Erkrankung zugesprochen. Mit
Hilfe von diversen speziellen Magnetresonanzuntersuchungen kann heute der
erhdhte Eisengehalt in der PcSN auch beim Lebenden nachgewiesen werden
(Bartzokis et al., 1999; Hutchinson et al., 2000; Mondino et al., 2002; Atasoy et
al., 2004;). Eine wichtige Neuentwicklung in Bezug auf die Bestimmung des
Eisengehalts der PcSN und damit der Moglichkeit der Fruherkennung dieser
Krankheit beim Lebenden stellt die Durchfihrung der transkraniellen Sono-
graphie (TCS) bei MP-Patienten dar (Becker et al., 1995; Berg et al., 2001b;
Walter et al., 2002; Berg et al., 2002). Normalerweise bildet sich der
mesencephale Hirnstamm in der transkraniellen Sonographie als homogen
echoarme Struktur ab. Studien unterschiedlicher Gruppen belegen jedoch, dass
bei Patienten mit MP im anatomischen Bereich der Substantia nigra eine
vermehrte Echogenitat nachweisbar ist. Die Ausdehnung dieser Flache kann
umfahren und planimetrisch vermessen werden. Bei uber 90 % der Patienten
mit MP ist sie > 0.20 cm? welches der oberen Standardabweichung der
Normalbevolkerung entspricht (Berg et al., 2001a). Etwa 10 % der klinisch
Gesunden weisen eine ebenso grolRe Flache auf. PET-Untersuchungen dieser
z.T. jungen Menschen belegen dabei, dass diese Ultraschallauffalligkeit auch
bei Gesunden Hinweis auf eine subklinische Alteration des nigrostriatalen
Systems sein kann. Mittels post mortem Untersuchungen konnte eine enge
Korrelation zwischen der Hohe der gemessenen Echogenitat und dem Eisen-
gehalt nachgewiesen werden (Berg et al., 1999, 2002), was demnach
hinweisend auf eine Eisenuberladung dieser Struktur bei MP-Patienten ist. Die

TCS stellt demnach eine Methode dar, mit welcher Screeninguntersuchungen
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zur Fruherkennung des MP auf effiziente und einfache Art durchgefihrt werden

konnen.

Zusammenfassend lasst sich schlieBlich sagen, dass sowohl genetische als
auch umweltbedingte Faktoren den Ausbruch der Krankheit beeinflussen
konnen. Da allerdings beim idiopathischen MP, der immerhin 80 % der Krank-
heitsfalle ausmacht, bislang weder eine spezifische genetische Mutation noch
ein hierflr ursachliches Umweltgift identifiziert werden konnte, geht man gegen-
wartig von einer multifaktoriellen Genese dieser Erkrankung aus (Foltynie et al.,
2002; Klein, 2001). Dabei verdient die Hypothese der gegenseitigen
Beeinflussung von Mutationen in verschiedenen Suszeptibilitatsgenen sowie
das Eingreifen von Umweltfaktoren in diesen vulnerablen Zustand besondere
Beachtung und muss bei der Interpretation jeglichen Ergebnisses berucksichtigt

werden.

1.4.3.B Eisenhaushalt im Gehirn

Aufgrund seiner herausragenden Rolle im Energiestoffwechsel der Zellen und
bei der Katalyse wichtiger Reaktionsvorgange ist Eisen essentiell fir das
Uberleben des Organismus. Im Gehirn ist Eisen auRerdem an der Synthese
von Neurotransmittern beteiligt (Tyrosinhydroxylase, Tryptophanhydroxylase),
welche unentbehrlich fur kognitive und motorische Vorgange im Korper sind
(Moos et al., 2004). Um diese Funktionen im Gehirn erfullen zu kénnen, muss
das Eisen zunachst allerdings die Blut-Hirn-Schranke passieren. Hierzu wird es
entweder an Transferrin als einem der wichtigsten Eisentransportsysteme
gebunden und mittels Transferrinrezeptor internalisiert oder mittels anderer
Eisentransportproteine, moglicherweise Uber Metalltransporter, aufgenommen
(Moos et al., 2002). Das im Hirngewebe in der zweiwertigen Form vorliegende
Eisen wird durch die Ferroxidase Coeruloplasmin zu dreiwertigem Eisen oxidiert
und der Bindung an Apotransferrin zugefuhrt (Qian et al., 2001). Die Aufnahme

in die Neurone erfolgt sodann entsprechend der Internalisierung in die Endo-
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thelzellen der Blut-Hirn-Schranke (Sturrock et al., 1990). Fir den intrazellularen
Transport des Eisens aus dem Endosom in das Zytoplasma ist vermutlich der
Einsatz des divalenten Metalltransporters 1 (DMT1) nétig (Gunshin et al., 1997;
Moos et al., 2000, 2003; Burdo et al., 2001), wobei Eisen hierfir als zwei-
wertiges Metall vorliegen muss. Im Cytoplasma wird das Eisen schlief3lich
entweder direkt bei eisenabhangigen Reaktionen bzw. Synthesen verbraucht
oder Eisen-speichernden Molekulen zugeflhrt.

Die Speicherung von Eisen im Gehirn erfolgt dabei je nach Zelltyp durch
Bindung an Ferritin oder Neuromelanin. In Oligodendrocyten, Astrocyten und
Mikrogliazellen herrscht Ferritin als Speichermolekul vor (Connor et al., 1990;
Zecca et al., 2001). In einigen Neuronen findet sich zusatzlich zum Ferritin das
Neuromelanin (Jellinger et al., 1992, 1993). Bei letzterem handelt es sich um
einen Pigmentstoff mit zwei Bindungsstellen fur Eisen (Ben Shachar et al.,
1991; Double et al., 2003), das in der SN und im Locus coeruleus synthetisiert
wird und Unterschiede zum epidermalen Melanin aufzuweisen scheint (Double
et al., 2000). Dieses Molekdul ist im Normalfall nur zu 50 % gesattigt und besitzt
daher eine freie Bindungskapazitat fur Dopaminoxidationsprodukte, kationische
Molekule und auch freie Metallionen (G6tz et al., 2004). In vitro Studien konnten
aullerdem die Fahigkeit zur direkten Interaktion und damit Inaktivierung von
freien Radikalen nachweisen (Ben Shachar et al., 1991; Double et al., 1999).
Diese Eigenschaften erklaren am wahrscheinlichsten die vermutete neuro-
protektive Wirkung des Molekuls. Es gibt aber auch Untersuchungen, die auf
eine eher neurotoxische Wirkung dieses Molekuls, v.a. bei Eisenlberladung,
hinweisen. Demnach soll an Neuromelanin gebundenes Eisen noch Redox-
Aktivitat besitzen (Castellani et al., 2000). Auch auf die Moglichkeit der Freigabe
von Eisen aus der Bindung mit Ferritin und nachfolgender toxischer Wirkung bei
Eisenuberladung wird hingewiesen (Halliwell et al., 1986; Gotz et al., 1994).

Bei MP-Patienten ist die Ferritinkonzentration in der SN deutlich erhdht
(Jellinger et al., 1990, 1992; Riederer et al., 1988), wahrend die Neuromelanin-
konzentration um durchschnittlich 50 % reduziert ist (Zecca et al., 2002). Dabei
ist noch nicht geklart, ob Neuromelanin in geringerer Menge oder aber in ver-

anderter Form mit gestorter Funktion synthetisiert wird (Aime et al., 2000;
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Lopiano et al., 2000). Ebenso ware es mdglich, dass die verminderte
Konzentration durch den Verlust an dopaminergen Neuronen in der SN beim
MP zustande kommt. Neben der verminderten Neuromelaninkonzentration
konnte mittels post mortem Studien eine Verschiebung des Verhaltnisses von
zweiwertigem zu dreiwertigem Eisen zu Gunsten des letzteren in der SN, ein
vermehrtes Auftreten von Metaboliten der Lipidperoxidation sowie eine
verminderte Glutathionkonzentration ermittelt werden. Diese Befunde sind
hinweisend auf das Vorliegen von oxidativem Stress in der Zelle, wobei die
Vermutung nahe liegt, dass der Eisenuberschuss eine Schlusselfunktion erfullt.
Das vermehrt vorliegende dreiwertige Eisen wiederum spricht moglicherweise
fur ein gehauftes Ablaufen der den oxidativen Stress férdernden Fenton-
Reaktion (Go6tz et al., 2004). Die Reduktion von Neuromelanin und der gleich-
zeitige Nachweis von vermehrtem oxidativem Stress bei MP-Patienten ist
demnach, im Gegensatz zu der Hypothese der neurotoxischen Wirkung des
Neuromelanins, hinweisend auf eine eher neuroprotektive Wirkung dieses
Molekuls (G6tz et al., 2004).

Abgesehen von der beschriebenen oxidativen Wirkung scheint das Eisen aller-
dings noch weitere schadigende Reaktionsmechanismen bewirken zu kénnen,
welche im Folgenden besprochen werden sollen.

Demnach soll Eisen (neben anderen Molekllen) an der Umwandlung von
Synuklein-Proteinen von der a-helikalen in die p-Faltblattstruktur beteiligt sein,
welche in dieser Form auch in den Lewy-Korperchen nachweisbar sind
(Hashimoto et al., 1999, 2003; Paik et al., 1999, 2003). Eine wichtige Rolle bei
der Aggregation eben dieser a-Synukleinproteine erfullt auch das vermehrte
Vorkommen von Advanced glycation end products (AGE-Products) (Munch et
al., 2000). Da die Bildung dieser AGE-Strukturen eisenabhangig verlauft, kann
ein vermehrtes Eisenvorkommen somit indirekt die Aggregatbildung von o-
Synuklein beeinflussen. Eisen kann auch selber mit dem gleichen Effekt an
dieses Protein binden (Wolozin et al., 2002; Kim et al., 2002; Youdim et al.,
2004). Aus diesem Aggregationsprozess scheint vor allem bezuglich der
dopaminergen Neurone eine selektive Toxizitat zu resultieren (Forloni et al.,
2001; Lo Bianco et al., 2002; Volles et al., 2001, 2002, 2003). Das a-Synuklein
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soll allerdings auch ohne vorangehende Aggregation in der Lage sein, in
Anwesenheit von zweiwertigem Eisen Hydroxylradikale zu bilden (Turnbull et
al., 2001; Tabner et al., 2002), welche die entsprechenden Zellen schadigen
kdénnen.

Einen weiteren Mechanismus stellt wahrscheinlich die Fahigkeit des Eisens zur
Oxidation von Katecholaminen dar (Conway et al., 2001), welche im Normalfall
die Oligomere des Synukleinproteins durch eine kovalente Bindung stabili-
sieren. Durch den vermehrten Abbau der Katecholamine bei Eisenlberschuss
bilden diese Oligomere Protofibrillen aus und interagieren mit den Membranen
der Zellorganellen. Dies wiederum kann zu einer Freisetzung bestimmter
Mediatoren fuhren, welche moglicherweise an der Einleitung der zellularen
Apoptose beteiligt sind (Tabrizi et al., 2001; Hsu et al., 2001; Saha et al., 2001).
Diesen Eigenschaften des Eisens entsprechend scheint eine vermehrte Eisen-
konzentration allein oder als zusatzliche Noxe bei Vorliegen anderer Risiko-
faktoren ausreichend, um einen Funktionsverlust bzw. Zelltod von Neuronen in
der PcSN mit dem Auftreten einer Parkinson-Symptomatik bewirken zu kénnen
(Dexter et al., 1989; Griffiths et al., 1999). Trotzdem muss zunachst die Frage
nach dem Ausloser dieser Eisenuberladung beantwortet werden, um eine
abschlielRende Aussage bezuglich der Bedeutung der beobachteten Eisenakku-
mulation fur den MP treffen zu kdonnen. Im Falle einer sekundaren Eisen-
akkumulation nach vorangegangener Neurodegeneration wirde es sich namlich
um eine rein physiologische Reaktion des Korpers handeln, welche ohne
jegliche Bedeutung flr die Atiologie des MP wére. Ganz anders wiirde es sich
hingegen beim Nachweis des Vorliegens einer genetischen Veranderung mit
der Folge einer lokalen Eisenstoffwechselstérung verhalten, wobei besagte
genetische Veranderung am ehesten in Proteinen zu erwarten ware, welche
den Eisenstoffwechsel im Organismus regulieren. Zu diesen Regulator-
molekulen wird auch das HFE-Protein gezahlt, welches aufgrund eben dieser

Uberlegung im Rahmen der vorliegenden Arbeit untersucht werden soll.
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1.5.A+B Das HFE-Protein

Das HFE-Protein ist ein Transmembranprotein, welches zur Familie der MHC-
Klasse-I-Proteine gezahlt wird (Lebron et al., 1998) und nahezu in allen
Gewebearten nachgewiesen werden kann. Es besteht aus 343 Aminosauren
und wird vom HFE-Gen codiert, welches auf Chromosom 6p21.3 distal der
Gene fur die MHC-Proteine lokalisiert ist. Das Protein besitzt eine Signal-
sequenz aus 22 Aminosauren, eine Peptidbindungsregion (a1- und a2-Region),
eine a3-Doméne, die Ahnlichkeiten zu Immunglobulinen aufweist, ein trans-
membrandoses Areal sowie einen kurzen intrazytoplasmatischen Abschnitt.

Fir die regelhafte Oberflachenexpression ist die Aminosaure Cystein an der
Position 282 innerhalb der a3-Domane von herausragender Bedeutung. Diese
Aminosaure bindet Uber eine Disulfidbricke an B2-Mikroglobulin, wobei diese
Bindung die Voraussetzung fur die Oberflachenexpression dieses nun als
Heterodimer vorliegenden Molekils darstellt (Feder et al., 1996). An der Ober-
flache bilden dann die a1- und die a2-Domane eine Plattform, welche aus acht
antiparallel angeordneten B-Faltblattstrukturen und zwei dartber positionierten
Helices besteht. Diese Struktur Uberlagert die a3-Domane sowie das daran
gebundene B2-Mikroglobulin (Bennett et al., 2000).

Trotz der strukturellen Ahnlichkeiten mit den MHC-Molekillen bestehen doch
einige wichtige Unterschiede. Der bedeutendste Unterschied zwischen den
beiden Molekulen ist dabei die Unfahigkeit des HFE-Molekuls zur Peptid-
bindung und -prasentation. Der Grund hierfur ist die Einwarts-Orientierung einer
al-helikalen-Struktur, welche die Spalte zwischen a1- und a2-Domane stark
einengt und damit eine den MHC-Klasse I-Molekllen analoge Peptidbindung
unmoglich macht (Lebron et al., 1998).

Allerdings ist das HFE-Molekul in der Lage, uber andere Struktureinheiten als
die MHC-Klasse I-Molekule an den membrandsen Transferrinrezeptor (TfR) zu
binden (Feder et al., 1998; Parkkila et al., 1997). Dies ist ein aus zwei
identischen Untereinheiten bestehendes Homodimer, welches entweder je zwei
HFE-Protein-Molekule oder zwei eisenbeladene Transferrin-Molekule binden

kann. Die Bindung des HFE-Proteins erfolgt dabei tUber die a1- und a2-Domane
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mit zwei helikalen Strukturen des TfR-Molekules. Das Kernstuck der Inter-
aktionsflache bilden die a1-Domane des HFE-Proteins und die Helices 1 und 3
des TfR-Molekulles. Hierbei verlduft die a1-Doméane des HFE-Proteines uber
seine ganze Lange antiparallel zur Helix 3 des TfR-Molekiles, wahrend die
Helix 1 mit der C-terminalen Region der a1-Domane des HFE-Proteines inter-
agiert. Dieser kleine Abschnitt beinhaltet einen hydrophoben Kern, der von den
Aminosauren Valin, Leucin und Tryptophan gebildet wird und bei deren
Mutation Anderungen in der Affinitat der zwei Molekiile zueinander entstehen.
Ebenso kénnen auch Anderungen in allen anderen Areale, welche an der Inter-
aktionsflache zwischen den beiden Molekulen beteiligt sind, zu einer Reduktion
der Affinitat und damit zu Stérungen in der Funktion dieser Molekulle flhren
(Bennett et al., 2000). Von Bedeutung ist auch, dass die Bindung der zwei
Molekule abhangig vom pH-Wert ist (Lebron et al., 1998, 1999a), wobei man
davon ausgehen kann, dass milieuabhangige Konformationsanderungen an
Aminosauren im TfR-Molekdl, v.a. hinsichtlich der Areale mit Histidin, Einfluss
hierauf nehmen. So bindet HFE bei einem physiologischen pH, wie er an der
Zelloberflache zu messen ist (~ pH 7,4), mit hoher Affinitat an den Rezeptor,
wahrend die Bindung bei erniedrigtem pH (z.B. in Endosomen mit pH=6) nur
schwer oder gar nicht zustande kommt (Bennett et al., 2000).

Im Gegensatz hierzu ist die Bindung des eisenbeladenen Tf-Moleklles an den
TfR1 relativ unabhangig vom pH, die Affinitdt zum Tf steigt aber mit dem
Sattigungsgrad an Eisen (Apotransferrin bindet so gut wie nie an den Rezeptor,
wahrend zweifach beladenes Eisen eine hohe Rezeptoraffinitat aufweist)
(Young et al., 1984; Huebers et al.,, 1985). Das Tf bindet dabei mittels der
Aminosauren 646-648 an der Helix 3 des TfR1-Molekuls. Die gleichen Amino-
sauren sind auch an der Interaktion mit dem HFE-Molekul beteiligt. Aufgrund
dieser Uberlappung der Bindungsstellen wurde vermutet, dass eine Bindung
von HFE an den Rezeptor die Bindung von eisenbeladenem Tf in einem
kompetitiven Verdrangungsmechanismus verhindern und so die Transferrin-
vermittelte Eisenaufnahme in die Zellen reduzieren kann (Lebron et al., 1999b).
Das bedeutet auch, dass Anderungen im HFE-Molekiil, welche diese Bindung

beeinflussen, zur unkontrollierten Eisenaufnahme der Zellen fihren wirden.
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Tatsachlich ergaben Untersuchungen an HFE-knockout Mausen biochemische
und histopathologische Befunde, welche mit den Ergebnissen von Patienten mit
Hereditarer Hamochromatose Ubereinstimmen und damit diese Hypothese
zunachst stitzen (Zhou et al., 1998; Bahram et al., 1999). Nachdem aber
aktuellere Untersuchungen teils widerspruchliche Ergebnisse hierzu aufwiesen
(Montosi et al., 2000; Drakesmith et al., 2002), teils Signalkaskaden mit
Beteiligung des HFE-Molekuls aufdeckten (Muckenthaler et al., 2003; Nicolas et
al.,, 2003), muss nun davon ausgegangen werden, dass der Regulations-
mechanismus nicht auf einer einfachen rein kompetitiven Verdrangung beruht,
sondern der Eisenregulation durch das HFE-Molekll sehr viel komplexere
Mechanismen zugrunde liegen, die noch naher untersucht werden mussen.

Bislang konnten einige Mutationen im HFE-Molekll nachgewiesen werden,
welche eine Anderung in der molekularen Struktur des Proteins bedingen und
damit zu einer Beeintrachtigung seiner Funktion fuhren. Die wichtigsten und
auch haufigsten Anderungen bzw. Mutationen sind dabei der Austausch von
Cystein zu Tyrosin an der Position 282 (C282Y) in der a3-Domane und von
Histidin zu Aspartat an der Position 63 (H63D) in der a1-Domane. Bei Vorliegen
der C282Y-Mutation kann das HFE-Molekul mangels einer Disulfidbricke kein
B2-Mikroglobulin mehr binden und das Molekll wird erst gar nicht exprimiert.
Diese Mutation bedingt demnach einen vollstandigen Ausfall der HFE-Funktion
und ist fir den Grofdteil der HFE-assoziierten HH-Falle als ursachlich anzu-
sehen (ca. 83 %) (Feder et al., 1997; Waheed et al., 1997). Da allerdings auch
das Vorliegen der homozygoten Mutation nicht immer zum Ausbruch der Krank-
heit fhrt, muss von einem moglichen modifizierenden Einfluss ausgegangen
werden. Dabei kann es sich um eine unvollkommene Penetranz der Mutation
handeln. Es ist aber auch moglich, dass bestimmte Umweltfaktoren oder
zusatzliche Mutationen an anderen Loci des HFE-Genes bzw. in anderen
Eisen-regulierenden Genen modifizierend wirksam sind (Pietrangelo, 2004).

Bei der H63D-Mutation wird, im Gegensatz zur C282Y-Mutation, das Molekdl
als Heterodimer zwar exprimiert, ist in seiner Funktion aber aufgrund des
Verlustes einer Histidin-Aspartat-Brucke (Waheed et al., 1997) gestort und kann

somit in der homozygoten Form ebenfalls zu Hamochromatose-spezifischen
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Symptomen fuhren. Aullerdem entwickeln durchschnittlich 1-2 % aller Indi-
viduen mit einer sog. Compound-Heterozygotie (heterozygot sowohl fur die
C282Y als auch fur die H63D) eine HFE-assoziierte HH. Die klinische Relevanz
der H63D-Mutationen sowie der Compound-Heterozygotie ist letztendlich aber

noch nicht abschliefiend geklart (Pietrangelo, 2004).
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1.6.A+B Zielsetzung der Arbeit

Im ersten Teil der Arbeit sollten zunachst die sechs Exons des HFE-Genes im
HH1-Kollektiv auf Veranderungen in ihren Sequenzen hin untersucht werden.
Das Kollektiv setzt sich hierbei aus Patienten zusammen, deren HFE-Gen
bezuglich des Vorliegens der zwei Hauptmutationen C282Y und H63D aufgrund
des Verdachts auf eine HFE-assoziierte HH bereits untersucht wurde. Ein
grolRerer Anteil dieser Patienten wies allerdings keine der zwei fur diese
Krankheit begunstigenden Mutationen auf. Entsprechend gab es Anlal3 zu
vermuten, dass bei diesen Patienten genetische Veranderungen vorliegen
konnten, welche Uber andere Mechanismen an der Regulation des Eisenstoff-
wechsels beteiligt sein konnten. Gleichermalien konnte aber auch postuliert
werden, dass in den routinemalig Ublicherweise nicht mit untersuchten HFE-
Exons 1, 3, 5 und 6 sowie an den nicht untersuchten Loci der HFE-Exons 2 und
4 Mutationen vorliegen, welche allein oder im Sinne additiv wirksamer Faktoren
an der HH-Pathogenese beteiligt sein kdnnten. Demnach schien es sinnvoll, die
gesamte HFE-Gensequenz dieser Patienten zu bestimmen, um so mdglicher-
weise modifizierend wirkende Mutationen in anderen Loci des gleichen Genes
identifizieren zu konnen. Zusatzlich sollte die Erhebung der zum Diagnosezeit-
punkt bekannten Krankengeschichte der Patienten dieses Kollektives dazu ver-
wendet werden, in einer deskriptiven statistischen Auswertung die Zusammen-
hange zwischen der jeweiligen klinischen Symptomatik/dem jeweiligen Phano-
typ und dem zugrundeliegenden Genotyp darzulegen.

Im zweiten Teil der Arbeit sollten sodann mittels einer multizentrischen Fall-
Kontroll-Studie moégliche Zusammenhange zwischen Veranderungen im HFE-
Gen und dem idiopathischen MP untersucht werden. Hierbei schien das HFE-
Protein als einer der Hauptregulatoren des Eisenstoffwechsels aufgrund der
auffallig hohen Eisenwerte in der SN von MP-Patienten ein geeigneter Kandidat
fur eine Screening-Untersuchung mit dem Ziel der weiteren Aufklarung der MP-

Atiologie zu sein.
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2.1.A+B Chemikalien

Die folgenden Chemikalien wurden im Rahmen dieser Arbeit eingesetzt:

Acetonitril

Agarose, NuSieve 3:1

Ampuwa
Borsaure

Bromphenolblau

Essigsaure
Ethanol
Ethidiumbromid

Ethylendiamintetraessigsaure,
Na,-Salz (EDTA)
Ficoll Typ 400 20 %

Glycerol

Isopropanol

Natriumacetat (NaOAc)
Natriumhydroxid (NaOH)
Salzsaure (HCl(aq))
Triethylammoniumacetat (TEAA)
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
(Tris)

Xylencyanol

Merck, Darmstadt

Biowhittaker Molecular Applications,
Taufkirchen

Fresenius Kabi GmbH, Bad Homburg
Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim

Carl Roth GmbH + Co, Karlsruhe
Merck, Darmstadt

Carl Roth GmbH + Co, Karlsruhe
Carl Roth GmbH + Co, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Transgenomic, Crewe (Grol3britannien)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim

Merck, Darmstadt
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2.2 .A+B

Puffer und Losungen

Alle Losungen wurden mit doppelt destilliertem, voll-entsalztem Ampuwa-

Wasser angesetzt.

2.2.1.A+B Puffer fiir Enzyme

10 x BioTherm Puffer

2.2.2.A+B Allgemeine Puffer

Blaumarker (fur Agarosegele)

10 x Ladepuffer (fur Agarosegele)

10 x Tris-Borat-EDTA (TBE), pH 8,0

2.2.3.A+tB Sonstige Losungen

Fir DHPLC:
Puffer A, pH 7,0
Puffer B, pH 7,0

Puffer C

GeneCraft, Minster

0,01 % (w/v) Bromphenolblau
8 % (v/v) Ficoll (Typ 400)
1 x TBE

0,1 % (w/v) Bromphenolblau
0,1 % (w/v) Xylencyanol
50 % (v/v) Glycerin

890 mM Tris
890 mM Borsaure
20 mM EDTA (pH 8,0)

0,1 M TEAA
0,1 M TEAA
25 % (viv) Acetonitril
75 % (v/v) Acetonitril
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FiUr das Abstoppen der zyklischen Sequenzierung:
Stop-Ldsung 1,5 M NaOAc, pH 5,2
50 mM NazEDTA, pH 8,0

Sonstige:
dNTPs GeneCraft, Munster
Ethidiumbromidlésung 0,5ug/ml Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

Steinheim

2.3.A+B Zusammenstellung der DNA-Proben

Es wurden je 100 pl der DNA-Proben mit einer Konzentration von 50ng/ul auf

Masterarbeitsplatten pipettiert (vgl. 3.1.6.A+B).

2.4.A+B Quelle der Referenzsequenz

Die Referenzsequenzen fur das humane HFE-Gen wurden von NCBI unter der
Internetadresse www.ncbi.nlm.nih.gov bezogen.

Genomische DNA-Sequenz: NT_007592

mRNA: NM_000410.2

2.5.A+B Ubersicht der Primer (Oligonukleotide)

Die in dieser Arbeit eingesetzten Primer wurden alle von der Firma Metabion
GmbH, Martinsried synthetisiert, wobei die Konzentration dieser Primer 100
pmol/l betrug. Einige der Primer wurden aus Griunden der langeren Haltbarkeit
als lyophilinisierte Salze bestellt. Um auch hier die gleiche Endkonzentration zu
erhalten, wurde die vom Hersteller angegebene Menge an Ampuwa-Wasser

hinzugefligt. Tabelle 2.1. gibt einen Uberblick tiber die eingesetzten Primer.
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Tab. 2.1. Ubersicht der einzelnen als Primer eingesetzten Oligonucleotide des HFE-Genes mit

Angabe des GC-Gehaltes und der Schmelztemperatur

Die Zahlen in der Bezeichnung der Oligonucleotide sind laborintern vergebene Nummern. Ex: Exon; FP:
Vorwartsprimer; RP: Riickwartsprimer

Bezeichnung Sequenz 5'— 3’ GC-Gehalt Schmelztemperatur
1108_HFE _Ex1_FP |GGT GAC TTC TGG AGC CAT CC 60 72
2318_HFE_Ex1 neu [CCC AAG CGC AAA GAA AAAG 474 54,5
1110_HFE _Ex2 FP |CTA CAC ATG GTT AAG GCC TG 50 66
1111_HFE Ex2 RP |ACC TCAGACTTCCAGCTGTT 50 66
1112_HFE Ex3 FP |GGT TGC AGT TAA CAA GGC TG 50 69
1113_HFE Ex3 RP |TCC TCC ACT CTG CCA CTA GA 55 68
1863_HFE Ex4 FP |AGA TCC CCT CTC CTC ATC CT 55 59,06
1864 HFE Ex4 RP |TTT TCT CAG CTC CTG GCTCT 50 59,31
1116 HFE Ex5 FP |AGT GAG ATG AGG ATC TGC TC 50 64
1117_HFE_Ex5_RP [CAC AGT GAC TTC TCAACC TC 50 62
2424 HFE Ex5_RP |AGA GAC TTC CCC CTT GTT CC 55 59,4
1118 HFE Ex6 FP |AGA GAA GAG GCA AGA TGG TG 50 67
1119_HFE Ex6 RP |CAA GGA GTT CGT CAG GCA AT 50 70

2.6.A+B

100 bp DNA-Leiter 1 pg/ul

DNA-GroRenstandard

Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Fragmentlangen [bp]: 2072,

1500, 1400, 1300, 1200, 1100,
1000, 900, 800, 700, 600, 500,
400, 300, 200, 100
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2.7.A+B Kits

CEQ Dye Terminator Cycle
Sequencing (DTCS)Quick Start Kit

QIAquick Gel-Extraktions-Kit
RNeasy-MIDI-Kit

2.8.A+B Gerate

CEQ 8000 Zyklussequenzierer
Elektrophoresekammer 40-0708

Elektrophoresekammer 40-1214
Elektrophorese Spannungsgeber
Consort E 835

Eppendorf BioPhotometer

Ultrospec 3100 pro
Eppendorf Zentrifuge 5417 C

Eppendorf Zentrifuge 5804

Eppendorf Thermomixer compact

Fotodokumentationsanlage

Transilluminator
Gene-Amp PCR System 9700

Beckman Coulter GmbH, Krefeld
Pyrosequencing AB, Uppsala
(Schweden)

Qiagen GmbH, Hilden

Qiagen GmbH, Hilden

Beckman Coulter GmbH, Krefeld
PEQLAB Biotechnologie GmbH,
Erlangen

PEQLAB Biotechnologie GmbH,
Erlangen

PEQLAB Biotechnologie GmbH,
Erlangen
Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH,
Hamburg

amersham pharmacia biotech
Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH,
Hamburg
Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH,
Hamburg
Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH,
Hamburg

Biostep GmbH, Jahnsdorf

Applied Biosystems, Foster City
(USA)
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Magnetriahrer IKAMAG REO Bachofer Laboratoriumsgerate
Reutlingen

Milli-Q Millipore GmbH, Eschborn

Thermocycler MJ Research PTC 200 Biozym Diagnostik GmbH, Hessisch
Oldendorf

Thermomixer HBT 130-2 HLC-Haep Labor consult, Bovenden

pH-Meter MP 230 Mettler Toledo GmbH, Giessen

Pipetten Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH,
Hamburg

UV-Tisch Bachofer Laboratoriumsgerate,
Reutlingen

Vakuumzentrifuge Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH,

Eppendorf Concentrator 5301 Hamburg

Vortexer REAX control Heidolph Instruments GmbH + Co,
Schwabach

Waage Precisa XT 6200C-FR PESA Waagen GmbH; Bissingen-
Steinhofen

WAVE HT 3500 Transgenomic, Crewe

Nukleinsaure-Fragmentanalyse-System (Grolbritannien)

2.9.A+B Verbrauchsmaterialien

Beckman 96-well Platten Beckman Coulter GmbH, Krefeld

Easy Peel Klebefolie PEQLAB, Biotechnologie GmbH,
Erlangen

Easy Pierce Strong Klebefolie PEQLAB, Biotechnologie GmbH,
Erlangen

Eppendorf-Reaktionsgefalle Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH,
Hamburg

Microwell 96 U-Platten Nunc GmbH + Co KG, Wiesbaden
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Multi 96 well PCR-Platten PEQLAB, Biotechnologie GmbH,
Erlangen

PCR Softstrips Biozym Diagnostic GmbH, Hessisch
Oldendorf

Pipettenspitzen Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH,

Hamburg
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3 Methoden

Abbildung 3-1 soll zur Veranschaulichung der Vorgehensweise in dieser Arbeit
dienen. In diesem Kapitel werden zunachst die Prinzipien der dabei

angewandten Untersuchungsmethoden erklart.

Statistik
3.6.

Spezielle Analyse der
auffalligen Proben
3.5.5.

Genetische Analyse des HFE-Genes mit Hilfe der
DHPLC
3.3.-3.54.

Anhand der klinischen Symptomatik werden die jeweiligen Patienten- und
Kontrollkollektive zusammengestellt
3.1-3.2

Abbildung 3-1 Schema zur Vorgehensweise

Die Zahlenangaben am Ende beziehen sich auf die jeweiligen Kapitel im folgenden Methodenteil. Durch
die entsprechenden Angaben in Abbildung 4-1 kdnnen die hier besprochenen Methoden parallel zum
folgenden Ergebnisteil eingesehen werden.
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311.A Zusammenstellung des Himochromatose-Kollektives und der
DNA-Proben

Zur genetischen Analyse des HFE-Genes wurde die DNA aller Patienten
eingesetzt, welche aufgrund des Verdachts auf eine Hamochromatose bzw. zur
Genotypenanalyse aufgrund der Verwandtschaft mit einem an der HH1
erkrankten Patienten mit auffalligem Genotyp im Institut fir Humangenetik,
Abteilung Medizinische Genetik der Universitatsklinik Tubingen auf die zwei
Hauptmutationen in Exon 2 (H63D) und Exon 4 (C282Y) hin untersucht worden
waren. Nachdem von einigen dieser Patienten nicht mehr genug DNA-Probe
zur Verfigung stand und durch das Versenden von Briefen an die jeweiligen
Hausarzte mit der Bitte um Aufklarung des Patienten Uber den Inhalt dieser
Arbeit und Zusendung von Blut, nur wenig weitere DNA gewonnen werden
konnte, waren es insgesamt 116 Patienten, wobei die jeweiligen Proben im
Zeitraum vom 30.01.2001 bis 07.11.2003 an das Institut gesendet worden
waren. Bei diesen Patienten bestand dabei ein jeweils unterschiedlich
begriundeter Verdacht auf das Vorliegen einer HH1. Daher schien es
angebracht, die Patienten je nach Klinik und Angabe auf dem Einsendeschein
in vier Gruppen einzuteilen. Tabelle 3.1. zeigt die Kriterien, anhand welcher die

Gruppeneinteilung erfolgte.
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Tab.3.1. Auflistung der Kriterien zur Einteilung der Patienten in Gruppen
Abkurzungen: HH1=HFE-assoziierte Hereditare Hamochromatose.

Einschlusskriterien fiir die jeweilige Gruppe
« Der Patient hat auffallige Laborwerte fiir einfache Eisen—
Gruppe 1 D_r|r_19ender Stoffwechsel-Parameter wie Eisen, Transferrin, Ferritin
klinischer
Verdacht oder Transferrinsattigung, gleichzeitig ist auf dem Einsendeschein
auf HH1 ,Dringender V.a. HH1“ vermerkt;

» Auf dem Einsendeschein ist ,Dringender V.a. HH1“ vermerkt; Es
existieren keine vorbekannten Laborwerte;

» Auf dem Einsendeschein ist nichts vermerkt, jedoch legen vorbe-
kannte pathologische Eisen-Stoffwechselparameter das Vor-
liegen einer HH1 nahe.

* Der Patient ist verwandt mit einem anderen Patienten, der sowohl

Gruppe 2| Kranker die Klinik einer HH1 als auch den dazu passenden Genotyp hat,
Verwandter
und zeigt selbst bereits die klinischen Symptome einer HH1.
« Der Patient selbst zeigt keinerlei klinische Symptomatik. Aufgrund
Gruppe 3 | Gesunder der engen Verwandtschaft zu einem Patienten, der sowohl die Klinik
Verwandter
einer HH1 als auch den dazu passenden Genotyp hat, schien
eine Genanalyse angebracht;
« Auf dem Einsendeschein ist nichts vermerkt, der Patient hat im
Gruppe 4 H.H1 als. Normbereich liegende Eisen-Stoffwechsel-Parameter;
Differential-
Diagnose » Auf dem Einsendeschein ist ,Hepatopathie unklarer Genese*
vermerkt, die HH1 ist lediglich eine Differentialdiagnose;

46
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3.1.2.A Anlegen von Patientenbdgen zur Erfassung der Klinik

Um die in den archivierten Patientenakten niedergelegten klinischen Angaben
besser erfassen und ordnen zu koénnen, wurde fur jeden Patienten ein
Patientenbogen angelegt. Auf diesen wurden alle Daten gesammelt, welche fur
die in dieser Arbeit geplante Auswertung relevant sind. Tabelle 3.2. zeigt einen

solchen Bogen und dessen jeweilige Inhaltspunkte.

Tab. 3.2. Muster eines Patientenbogens zur Erhebung relevanter Patienten-bezogener Daten

Die ,ID“ ist eine in dieser Arbeit willkiirlich vergebene Nummer und hat keinerlei Bedeutung fir die
Einteilung der Patienten. Die ,DNA-Nummer® ist die von der Humangenetik vergebene interne
Laboruntersuchungsnummer. Das ,DNA-Ergebnis 1“ bezieht sich auf die vorangegangene Analyse der
Exons 2 und 4 im Institut fir Humangenetik, Abteilung Medizinische Genetik, wahrend alle weiteren
Ergebnisse im Rahmen dieser Arbeit erhoben wurden. Die Gruppenzugehoérigkeit wurde nach den
Kriterien, welche in Abbildung 3.1 aufgelistet sind, ermittelt. Die Rubrik ,verwandt mit“ bezieht sich auf eine
etwaige Verwandtschaft mit Patienten, die ebenfalls in der Humangenetik Tilbingen untersucht wurden.
Die darauffolgende Spalte enthalt Angaben zum Verwandtschaftsgrad dieses Patienten mit dem anderen
hier aufgefiihrten Patienten. Die ,Aufnahme® bezieht sich auf die Unterscheidung eines stationdren oder
ambulanten Aufenthalts bzw. Einsendung von extern. Der ,Phanotyp“ bezieht sich auf ,Krank oder
»Gesund® und ist als Zusatz zur Gruppeneinteilung anzusehen. Die folgenden Laborparameter sind jeweils
so angeordnet, dass der erste Wert den gemessenen Wert in der Ublicherweise angegebenen Messeinheit
angibt, wahrend die zweite Spalte fir die Einschatzung des Wertes in ,erhéht®, ,erniedrigt® und ,normal“
dient. Bei der Aufzéhlung der einzelnen Symptome wurde jeweils ein ,ja“ oder ,nein“ eingetragen, wobei
das ,nein“ nicht unterscheidet, ob tUberhaupt auf diese Frage hin untersucht worden ist. Diese Problematik
bei Erhebung und Darstellung der Patienten-bezogenen Daten wird im Ergebnisteil noch einmal
aufgegriffen und diskutiert. Abklirzungen: Verwandtsch.grad= Verwandtschaftsgrad; BE f DNA=
Blutprobeneingang fiir DNA-Analyse; Transferrinsatt.=Transferrinsattigung; Sonst.= Sonstiges; Sek.=
sekundar

Patientenbogen
ID DNA-Nr. Geburtsdatum Alter Nationalitat
Geschlecht DNA-Ergebnis 1 Exon 2
Polymorphismen Exon 4 Endergebnis
Gruppe
Blutsverwandtschaft
Verwandt mit
der Eltern Verwandtsch.Grad
Datum der
Aufnahme

Vorstellung
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Aufnahmegrund
Aufnahmezustand
Sonstiges zur Aufnahme
Datum BE f DNA
Indikation DNA-Unters
Phanotyp Transferrin(mg%) Transferrin Ferritin(ug%)
Ferritin Eiseni S (ug%) Eisen Transferrinsatt.(%)
Transferrinsatt. GOT(U/) GOT GPT(U/) GPT
y-GT (U/l) y-GT Quick (%) Quick
Bilirubin ges.(mg%) Bilirubin Albumin (9%)

Albumin

Ges.Eiweil} (g%)

Ges.Eiweil}

Leber-Sono

Leber-Biopsie

Leber-Veraschung

Hepatitis

Sonst. Ursachen fiir Leberschaden

Hautcolorierung

lkterus

Mudigkeit

LebervergréRerung

Leberzirrhose

HCC
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MilzvergroRerung Gallenblasensteine Diabetes mellitus Typ I
Abdominalschmerz Herzrhythmusstérungen Herzinsuffizienz
Sek.
. . Hypothyreose Osteoporose
Kardiomyopathie
Arthropathie

Sonstiges an Klinik

Comorbiditaten 1

Comorbiditaten 2

Sonstiges
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3.2.B Zusammenstellung des Parkinson-Kollektives

Um Aussagen uUber den Einfluss bestimmter Merkmale auf ein Krankheitsbild
machen zu kénnen, mussen zunachst zwei sich moglichst nur bezuglich der
Erkrankung unterscheidende Kollektive zusammengestellt werden. Das eine
Kollektiv setzt sich dabei aus Patienten mit dieser Erkrankung zusammen,
wahrend das Kontroll-Kollektiv aus Probanden besteht, die als gesund erklart
wurden.

Die Zusammenstellung der zwei im Rahmen der hier vorliegenden Arbeit
untersuchten Kollektive erfolgte anhand der klinischen Untersuchungen durch
die Neurologischen Universitatskliniken in Dresden, Homburg, Biskirchen,
Rostock und Wodrzburg unter der Leitung von Frau PD Dr. Berg,
Universitatsklinik Tdbingen und Herrn Prof. Dr. Becker, Universitatsklinik
Homburg.

Hierzu wurde neben der Erhebung einer Anamnese eine ausflhrliche
neurologische Untersuchung durchgefuhrt. Wenn ein Patient eindeutige
klinische Symptome fur das Vorliegen der Parkinsonschen Erkrankung aufwies,
wurde zusatzlich der Schweregrad der Erkrankung mittels der Stadien-
Einteilung von Hoehn und Yahr (1967) sowie der UPDRS (Unified parkinsons
disease rating scale) (Fahn S et al., 1987) bestimmt.

So entstanden ein Patientenkollektiv aus 281 Probanden und ein
Kontrollkollektiv aus 280 Personen.

Die untere Altersgrenze im Patientenkollektiv betrug hierbei 29 Jahre, die obere
Grenze wurde bei 88 Jahren angesetzt. Demnach wurden also auch Patienten
in das Kollektiv aufgenommen, deren Alter weit unter dem Durchschnittsalter fur
diese Krankheit liegt. Der Grund hierfur ist die Annahme, dass die genetisch
determinierten Formen der Parkinsonschen Erkrankung sehr viel fruher als
durchschnittlich erwartet auftreten, wie es bspw. auch bei Mutationen im Parkin-
Gen der Fall ist (Lucking et al., 2000), und im Rahmen dieser Arbeit eben diese
genetisch modifizierten Formen untersucht werden sollen.

Zusatzlich zu der klinischen Anamnese wurde auf’erdem bei allen Probanden

der zwei Kollektive die Echogenitat der Substantia nigra (SN) mit Hilfe der
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transkraniellen Sonographie (TCS) bestimmt. In mehreren Studien wurde
namlich bei uUber 90 % der Parkinson-Patienten eine im Vergleich zur
Normalbevolkerung erhdhte Echogenitat der SN nachgewiesen (Becker et al.,
1995; Berg et al., 2001; Walter et al., 2002). In anschlieRenden post mortem
Studien konnte sodann ein erhdhter Eisengehalt in der SN als Ursache fur die
beobachtete Echogenitatserhohung festgemacht werden (Berg et al., 1999;
Berg et al., 2002).

In Anlehnung an diese Studien wurde auch hier eine entsprechende Messung
an beiden Kollektiven durchgefuhrt. Dabei wurde eine Echogenitatsflache von
20,20cm?, welche der 75. Perzentile in der Normalbevolkerung entspricht, als

auffallig gewertet.
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3.31.A Vorbereiten der Arbeitsplatten im HH1-Kollektiv

Der Grofteil der DNA-Proben mit Angabe der jeweiligen Konzentration lag
bereits zu Beginn der Studie in ausreichender Menge isoliert vor. Nach Anfrage
an die entsprechenden Hausarzte wurde von einigen Patienten zusatzlich
EDTA-BIut fur diese Studie eingesendet, da in diesen Fallen nicht mehr genug
Probe vorhanden war. Hier erfolgte eine standardisierte Isolierung der DNA
(,Vollsalzmethode®, Miller et al., 1988) mit anschlieRender photometrischer

Konzentrationsbestimmung (Sambrook J et al., 1989).

3.3.2.B Konzentrationsbestimmung und Vorbereiten der

Arbeitsplatten im Parkinson- Kollektiv

Nach schriftichem Einverstandnis von Seiten der Patienten erfolgte die
Blutentnahme und standardisierte Isolierung der DNA (,Vollsalzmethode®, Miller
et al.,, 1988). Anschlieliend wurde die Konzentration der DNA-Proben mittels
photometrischer Messungen (Sambrook J et al., 1989) bestimmt. Die so
aufgearbeiteten Ansatze lagen zu Beginn der vorliegenden Studie bereits auf

Masterarbeitsplatten pipettiert vor.

3.3.3.A+B Bestimmung der DNA-Konzentration und Fertigstellen der
Arbeitsplatten

Die Konzentrationsbestimmung der DNA erfolgte mittels photometrischer
Messungen in Quarzkuvetten mit einer Wellenlange von 260nm, bei welcher
das Absorptionsmaximum von Nucleinsauren liegt. Dabei entspricht eine
optische Dichte (OD) einer Konzentration von 50ug/ml (Sambrook J et al.,
1989).
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FUr das anschliel3ende Fertigstellen der Arbeitsplatten wurden sodann je 100ul
der entsprechenden DNA-Probe mit einer Konzentration von 50ng/ul in 96-well
Platten (Microwell 96U, Nunc GmbH) tberfuhrt.

Beim  HH1-Kollektivn waren die  Konzentrationen der einzelnen
Ausgangslosungen allerdings sehr uneinheitlich. Um hier eine Endkonzentration
von 50ng/ul zu erhalten, musste fur jede Probe einzeln berechnet werden, wie
viel Ampuwa-Wasser hinzupipettiert werden musste, um die bendtigten 100l
einer DNA-Stammlésung mit entsprechender Konzentration zu erhalten.

Die DNA-LOsungen der Parkinson-Patienten und der Kontrollen hingegen lagen
bereits zu Beginn der Studie mit einer Konzentration von 500ng/ul vor. Durch
die entsprechend bendtigte Zugabe von Ampuwa-Wasser (1:10 Verdinnung)
wurden sie auf die gewlnschte Konzentration von 50 ng/ul verdinnt.

Das jeweils letzte well der Platten wurde mit Ampuwa-Wasser als
Negativkontrolle gefullt. Die so fertiggestellten Platten dienten sodann als

Ausgangsbasis fur alle weiteren Analyseschritte.
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3.41.A+B Qualitatskontrolle der DNA mit Hilfe der PCR

Um die Qualitdt der DNA-Proben zu Uberprifen, wurde eine Polymerase-
Ketten-Reaktion (PCR) von jeder einzelnen Probe durchgefuhrt. Das Prinzip
dieser Untersuchungsmethode soll im Folgenden naher erklart werden.

Die PCR (Mullis und Faloona, 1987) ist ein in vitro Verfahren zur exponentiellen
Vervielfaltigung eines zwischen zwei bekannten DNA-Sequenzen liegenden
Abschnitts.

Das Verfahren gliedert sich dabei in drei Hauptabschnitte: Denaturierung,
Annealing und Elongation. Durchgefihrt wird die PCR in speziell hierzu
entwickelten Heizblocken bzw. Thermocyclern, welche fir die jeweils
angegebene Zeit die angegebenen Temperaturen gewahrleisten.

Der erste Schritt hierbei ist die initiale Denaturierung, welche zu einer Trennung
der Doppelstrange der Ausgangs-DNA (,template-DNA®) flhrt. Dies ist meist
zwischen 92-98 °C der Fall. Anschlieend wird auf ca. 55 °C abgekuhlt, so dass
die in den Reaktionsansatz zugefligten Primer in Form von Oligonukleotiden an
die nun als Einzelstrang vorliegende Ausgangs-DNA binden konnen.
AnschlieBend wird die Temperatur auf 72 °C erhoht, wobei dies dem
Temperaturoptimum der thermostabilen Tag-Polymerase entspricht, welche
durch den Einbau von einzelnen freien Nucleotiden die Primer verlangert und
damit einen zum Einzelstrang komplementaren Strang produziert.

Dieser Vorgang wird 20-40mal wiederholt, wobei die Denaturierungszeit in den
folgenden Zyklen verkurzt wird, da die hohen Temperaturen auch nachteilige
Effekte wie eine Depurinierung von Primern oder der Template-DNA aufweisen.
SchlieBlich wird nach dem letzten Zyklus eine finale Elongation bei 72 °C und
einer Dauer von 5-10 Minuten eingeleitet, welche sicherstellen soll, dass die
Polymerase ihre Arbeit vollstandig beendet.

Als mehrheitliches Endprodukt erhalt man schlieRlich den zu untersuchenden
DNA-Abschnitt, welcher zwischen den zwei eingesetzten Primern positioniert
war.

Tabelle 3.3. zeigt einen PCR-Ansatz mit einem Volumen von 25ul, wie er im

Rahmen dieser Arbeit eingesetzt wurde. Die angegebenen Einzelkomponenten
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wurden hierzu mit der jeweiligen DNA-Probe in einem tube zusammengefuhrt.
Anschliellend wurde soviel Ampuwa-Wasser zugeflgt bis ein Ansatz von 25yl
entstanden war. Um die Komponenten moglichst zu schonen, wurde der

Vorgang auf Eis durchgefuhrt.

Tab. 3.3. Ubersicht der Einzelkomponenten in der PCR fiir die Amplifikation der 6 Exons des HFE-

Genes
Komponente Menge oder Stammlésung
Endkonzentration
DNA-Matrize 250ng 50ng/ul
Primer 1 0,4uM 100pM
Primer 2 0,4uM 100uM
dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) 0,1mM je 10mM
DNA-Polymerase 2U 5U/ul
Reaktionspuffer 2,5x 10x
MgClI2 1,5mM 15mM
Ampuwa-Wasser Auffullen auf 25 pl
Endansatz 25ul

Danach wurde das tube mit dem fertigen Ansatz in einen Thermocycler, hier in
einen MJ Research PTC200, gestellt und gemal der in Tabelle 3.4.
angegebenen Zeiten und Temperaturen einer PCR unterzogen.

Tab. 3.4. Reaktionsbedingungen fiir die PCR im Thermocycler fiir die Amplifikation der 6 Exons des

HFE-Genes
Schritt Bezeichnung Temperatur [°C] | Zeit [min.]
1 Initiale Denaturierung 95 5
2 Denaturierung 94 0,5
3 Annealing 55 1
4 Elongation 72 1
Wiederholung der Schritte 2-4 29mal
5 Finale Elongation 72 10
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Das Endprodukt wurde sodann bis zur weiteren Verarbeitung bei +4 °C oder -
20 °C aufbewahrt. Der Erfolg und die Qualitat der durchgefuhrten PCR konnte

mittels Agarosegelelektrophorese Uberprift werden.

3.4.2.A+B Agarosegelelektrophorese zur Qualitatskontrolle der
Amplifikate

Mit Hilfe der Agarosegelelektrophorese konnen DNA-Fragmente, die einer PCR
unterzogen wurden, voneinander getrennt, identifiziert und anhand des
Vergleichs mit einem Referenz-Basenpaarleiter bezlglich ihrer Lange
eingeschatzt werden. Das dieser Methode zu Grunde liegende Prinzip ist die
Wanderung der negativ geladenen DNA-Fragmente in einem Spannungsfeld in
Richtung der Anode, wobei langere Fragmente langsamer wandern als die
klrzeren und damit eine Trennung der Fragmente nach deren Grdlie mdglich
ist (Sambrook, J et al., 1989).

FiUr die Herstellung eines 2 %igen Gels wird dabei zunachst die entsprechend
bendtigte Menge an Agarose durch Aufkochen in 1XTBE gelost. Nach dem
Abkuhlen der Lésung auf ca. 45 °C wird soviel Ethidiumbromid zugefugt bis
eine Endkonzentration von 30ug/ml erreicht ist, wobei Ethidiumbromid ein in die
DNA interkalierender Farbstoff ist, welcher unter Anregung durch UV-Licht
(Wellenlange:254-366nm) ein orange-rotes Licht (Wellenlange:590nm) emittiert.
Nach dem Einsetzen von Kdmmen und Abkuhlen des Gels werden je 5ul des
PCR-Produkts mit 2ul Ladepuffer in die 2mm dicken und 3-8mm breiten
Probetaschen eingeflllt. Pro Reihe wird auerdem noch ein Basenpaarleiter als
Referenz fur die spatere Langeneinschatzung hinzugefugt, von dem zuvor eine
5 %ige Losung in Blaupuffer hergestellt worden war.

Sowohl der eingesetzte Ladepuffer als auch der Blaumarker werden dabei zur
Erhéhung der Dichte des PCR-Produkts bzw. des Basenpaarleiters eingesetzt.
Dies soll einem Entweichen des Ansatzes aus der Probetasche in den
Elektrophoresepuffer vorbeugen. Dartber hinaus weisen diese Farbstoffe eine

negative Ladung auf, so dass sie in Analogie zur DNA als sichtbare Farbstreifen
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in Richtung Anode wandern und somit einer groben Orientierung der bereits
zuruckgelegten Wanderstrecke der DNA dienen konnen.

Fir die Untersuchung der PCR-Produkte wurde im Rahmen dieser Arbeit je
nach Anzahl der Einzelproben ein Mini-Gel (ca. 6-8cm lang) oder ein Midi-Gel
(ca. 20cm lang) hergestellt und unter einer Spannung von 80V bzw. 115V fur
die Dauer von ca. 30 Minuten in die Gelkammer gestellt. Als
Elektropheresepuffer diente dabei 1xTBE.

Das fertige Gel wurde schlieflich mit Hilfe einer digitalen

Farbdokumentationsanlage visualisiert und dokumentiert.

3.4.3.A+tB Heteroduplex-Bildung fiir die DHPLC-Analyse

Nach der Qualitatsprifung der Amplifikate mittels Agarosegel wurde jeweils ein
definiertes Volumen zweier Amplifikate in ein neues well Uberfuhrt, so dass
beide Proben nun zu gleichen Teilen im selben Ansatz vorlagen.

Diese Mischung wurde anschlielRend der Heteroduplexbildung im Thermocycler
(Gene-Amp PCR System 9700) unterzogen. Hierbei wird der Ansatz zur
Denaturierung fur 2 Minuten auf 94 °C erhitzt. Danach wird die Renaturierung
durch langsames Abkuhlen auf 10 °C Uber einen Zeitraum von 30 Minuten
eingeleitet.

Dem jeweiligen Ansatz kann auch zur Volumenerhohung Ampuwa-Wasser
zugefugt werden. Im Rahmen dieser Arbeit wurde dies lediglich bei Amplifikaten
mit sehr hohem Elutionspeak am DHPLC-Gerat vorgenommen, da dies auf eine

sehr hohe Konzentration im Ansatz hinweisend ist.
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3.4.4.A+B  Mutationsscreening mit Hilfe der DHPLC

Die denaturierende Hochleistungsflissigkeitschromatographie (Denaturing
high-performance liquid chromatography, DHPLC) ist ein automatisiertes
Verfahren mit hohem Probendurchsatz, welches zur schnellen Auffindung von
Veranderungen in der DNA-Sequenz eingesetzt wird (Underhill et al., 1996).
Hierzu werden je zwei PCR-Produkte zu gleichen Volumenanteilen gemischt
und der Heteroduplexbildung unterzogen, indem sie zunachst auf 95 °C erhitzt
und dann langsam wieder abgekuhlt werden. Beim Abkuhlen lagern sich die
durch die hohen Temperaturen erzeugten Einzelstrange wahllos aneinander,
was bedeutet, dass sich im Falle der Heterozygotie oder Homozygotie fur eine
Mutation bei einer der Proben Doppelstrange bilden, welche keine durchgehend
komplementare Sequenz mehr aufweisen. Unter solchen Bedingungen kdnnen
demnach 4 unterschiedlich konfigurierte Doppelstrange entstehen.

Nach der Heteroduplexbildung wird der Ansatz in das DHPLC-Gerat gestellt, wo
mit Hilfe einer Injektionsnadel eine vorgegebene Menge der Probe auf eine
Saule Uberfuhrt wird. Hier wird die negativ geladene DNA der Hetero- und
Homoduplices Uber ihre Phosphatgruppen an den hydrophilen Arm des
Triethylammonium-Kations(TEAA) gebunden, welcher aus Ammoniumkationen
besteht und die mobile Phase der Chromatographie darstellt. Uber die
Alkylgruppen am anderen Ende des TEAA-Moleklls wird die DNA an der
hydrophoben, neutralen  Polymermatrix aus  Polystyrol-Divinylbenzol
(DNASep™HAT, 6,5mm@x37mm lang, Transgenomic) fixiert, welches die
stationare Phase darstellt. Nach diesem initialen Bindungsvorgang findet die
lonen-Umkehrphasenchromatographie  statt. Hierzu wird bei einer
vorgegebenen Temperatur das Acetonitril in kontinuierlich ansteigender
Konzentration Uber die Sdule mit der daran gebundenen DNA geleitet, welches
die Lésung der DNA-Molekile von der stationaren Phase bewirkt. Dabei |6sen
sich die heterozygoten Strange im Vergleich zu den homozygoten Strangen
schneller von der Saule ab.

Der Grund hierfar ist die Freilegung eines hydrophilen Kerns in der DNA im

Falle einer fehlerhaften Aneinanderlagerung zweier Nucleotide. Dieser Kern
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interagiert mit der wassrigen Komponente der mobilen Phase und fuhrt so zu
einem schnelleren Ablosen des DNA-Strangs von der Saule. Durch die Wahl
der geeigneten Analysetemperatur wird dieser Kern noch vergrofert und damit
der Vorgang noch weiter beschleunigt. Dies fuhrt schlieBlich zu einem
signifikant schnelleren Ablosen der Heteroduplices im Vergleich zu den
Homoduplices, was anhand der Registrierung eines Elutionsprofils visualisiert
werden kann.

Sowohl die hierfur optimale Temperatur als auch der geeignete Gradient
werden von der WAVEMAKER-Software nach Eingabe der jeweiligen Sequenz
berechnet und vorgeschlagen (vgl. 3.3.3.A+B).

Nach der Messung der Elutionsvorgange mit einer UV-Lampe bei 260nm und
der Erstellung eines Chromatogramms mit Hilfe einer Software, kann sodann
eine Aussage Uber das mdgliche Vorliegen von Veranderungen in der DNA-
Sequenz getroffen werden.
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3.5.1.A+B Primer-Design und Etablierung der PCR-Bedingungen

Um eine PCR durchfihren zu kdénnen, muissen zunachst die passenden
Primerpaare zur Amplifikation des gewilnschten DNA-Abschnitts flr jedes
Fragment einzeln ausgewahlt und bei einer entsprechenden Firma bestellt
werden.

Da im Institut fur Humangenetik, Abteilung Medizinische Genetik die jeweiligen
Primerpaare zur Amplifikation der sechs Exons des HFE-Genes allerdings
bereits vorlagen, wurden diese lediglich hinsichtlich der Durchfuhrbarkeit und
Qualitat in Bezug auf die im Rahmen dieser Arbeit geplanten Analysemethoden
gepruft.

Dabei erwies sich der Ruckwarts-Primer fur Exon 1 als nicht einsetzbar, da hier
zusatzlich zum exonischen Bereich ein sehr groRer Abschnitt des Introns 1 im
Produkt vertreten war und dies zu fast durchgangig auffalligen Elutionsprofilen
am DHPLC-Gerat fuhrte.

Aus diesem Grund wurde mit Hilfe des Online-Computer-Programms Primer 3
ein neuer Primer bestellt, welcher naher am Ende von Exon 1 liegt und damit
weniger intronische Sequenz beinhaltet (http://www-genome.wi.mit.edu/cgi-
bin/primer3_www.cgi). Bei der Auswahl des Primers wurde auf3erdem auf eine
Sequenzlange zwischen 15-27bp, auf einen GC-Gehalt zwischen 20-80 %
sowie auf ein ausgeglichenes Verhaltnis von G/C zu A/T geachtet. Daruber
hinaus war es wichtig, dass die Schmelztemperatur zwischen 55-80 °C lag, um
unter ausreichend hohen Annealing-Temperaturen arbeiten zu kdénnen. Fir die
Amplifikation aller anderen Exons konnten die im Institut bereits vorhandenen
Primerpaare eingesetzt werden.

Nachdem alle Primer vorlagen, wurde fur die Exons 1-6 je eine PCR bei einer
Annealing-Temperatur von 55 °C durchgefuhrt (vgl. Tabelle 3.1 und 3.2). Da
jedoch die Qualitat der Banden der Exons 1 und 4 nach Auftragen auf ein 2
%iges Agarosegel nicht zufriedenstellend war, wurde fur diese Exons zur
Ermittlung der optimalen Annealing-Temperatur eine Gradienten-PCR
durchgefuhrt (vgl. Abb. 4-3 unter 4.1.2.A+B) . Auch hierzu wurde der Standard-

PCR-Ansatz, wie in Tabelle 3.1 gezeigt, verwendet und der fertige Ansatz in
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den Thermocycler gestellt. Als Annealing-Temperatur wurde nunmehr aber kein
einzelner Wert definiert, sondern ein Temperaturintervall mit entsprechenden
Gradienten fur die einzelnen tubes angegeben. Anhand des Ergebnisses im
Agarosegel konnte sodann die optimale Annealing-Temperatur ermittelt

werden.

3.5.2.A+B DHPLC-Methodenoptimierung

Die optimale Analysetemperatur am DHPLC-Gerat wird nach Eingabe der
jeweiligen Sequenz des PCR-Amplifikates mittels Wavemaker-Software 4.1
ermittelt. Die Software berechnet hierzu ein Schmelzprofil flir die angegebene
Sequenz, welche auf dem Poland Algorithmus nach Fixman und Freire (1977)
basiert.

Anhand des so berechneten Schmelzprofils kdnnen nun die Temperaturen
bestimmt werden, bei denen die eingesetzte DNA zu 100 % oder zu 0 % helikal
vorliegt. Fur die Analyse ist die Temperatur von Bedeutung, bei der ca. 99 %
der DNA helikal vorliegt. Bei dieser Temperatur denaturiert die Heteroduplex-
DNA und 16st sich von der Saule, wahrend die Homoduplex-DNA
vergleichsweise etwas langer an der Saule haften bleibt.

Flr manche Sequenzen sind zwei oder mehr Analysetemperaturen nétig, da
Schmelzunterschiede zwischen zwei Bereichen in einem Amplifikat vorliegen
konnen. Dies ist dann der Fall, wenn der Temperaturunterschied zwischen 0 %
und 100 % helikalen Anteils mehr als 5 °C betragt.

Abbildung 3-2 zeigt das Vorgehen zur Ermittlung der geeigneten Temperatur,
welche sodann fur die folgenden Analysen des jeweiligen Fragments eingesetzt

wird.
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Abbildung 3-2 Schmelzprofile zur Ermittlung der Analysetemperatur von Exon 4
Der obere Teil der Abbildung zeigt das von der Wavemaker-Software berechnete Schmelzprofil. Die
unteren zwei Grafiken veranschaulichen das Schmelzverhalten des Fragments bei zwei verschiedenen
Temperaturen. Anhand dieser wurde die Analyse bei zwei Temperaturen beschlossen. Fir den linken
Exonabschnitt wurde eine Temperatur von 59,3 °C, fiir den rechten Schlussteil eine Temperatur von 61,0
°C gewahlt.

Die Analyse am DHPLC-Gerat gliedert sich in vier Abschnitte, welche sich in
der Zusammensetzung der Puffer A und B in der mobilen Phase unterscheiden.
Der so erzeugte Gradient dient dabei der unterschiedlich schnellen Ablosung
der DNA von der Saule, welche wiederum von der Homogenitat der DNA-
Strange abhangt.

Im ersten Schritt erfolgt hierzu die Injektion von 5ul Amplifikat Gber 0,1 Minuten.
In dieser Zeitspanne wird der Anteil an Puffer B um 3 % erhoht, wobei die
Erh6hung um 1 % an Puffer B den Acetonitrilgehalt um 0,25 % erhoht.

Der Gradient zu Beginn des nachsten Abschnitts wird dann so gewahlt, dass
der Elutionspeak bei ca. 1,6 Minuten auftritt. Dieser als Startgradient
bezeichnete Wert wird empirisch bestimmt, indem man Amplifikate unter
verschiedenen Gradienten analysiert und dann denjenigen daraus wahlt, bei
welchem der Elutionspeak bei 1,6 Minuten auftritt.

Abbildung 3-3 zeigt die unterschiedlichen Elutionsprofile von Fragment 1 unter

Einsatz von verschiedenen Gradienten.
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Abbildung 3-3 Ermittlung des Startgradienten
Elutionsprofile von Fragment 1 unter Einsatz verschiedener Gradienten. Es ist nicht nur eine Verschiebung
nach rechts durch Erniedrigung des Anteils an Puffer B erkennbar, sondern auch ein deutlicheres
Hervortreten von Doppelpeak-Mustern, welche auf eine Auffalligkeit im Amplifikat hinweisen. Das hier
vorliegende Muster zeigt das Elutionsprofil von Fragment 1, wie es unter dem Einsatz des alten
Ruckwartsprimers mit groRem intronischen Abschnitt erhalten wurde.

3.5.3.A+B Vorbereitung der Proben fiir die DHPLC

Nach Durchfihrung der PCR in Multi 96-well PCR-Platten (Peglab) wurden die
Amplifikate zunachst einer Qualitatsprufung mittels Agarosegelelektrophorese
unterzogen. Daraufhin wurden je zwei Amplifikate der Exons 1,3,5 und 6 zu
gleichen Anteilen gemischt und im Thermocycler der Heteroduplexbildung
unterzogen. Die Amplifikate der Exons 2 und 4 wurden zunachst nach
demselben Prinzip gemischt. Da aber anhand der Ergebnisse am DHPLC-Gerat
und der darauffolgenden Einzelanalyse und Sequenzierung auf eine hohe
Homozygotenfrequenz geschlossen werden konnte, wurden die Amplifikate
dieser Exons mit CEPH-DNA-Amplifikaten gemischt. Diese als Referenz-DNA
dienende Probe ist die DNA eines Probanden, dessen Genom innerhalb des
CEPH (Centre d’Etudes des Polymorphismes Humaines) als ein Mitglied von
einer der untersuchten Familien analysiert wurde (Dausset et al., 1990). Fir die
Heteroduplexanalyse der Exons 2 und 4 wurde die Probe CEPH-2801
verwendet, welche bei der Sequenzierung keinerlei Mutationen in Exon 2 und 4
aufwies und damit als Wildtyp fir das Poolen mit Proben-DNA geeignet war.

Bei allen anderen Exons wurde auf die Mischung mit einer Wildtyp-DNA
verzichtet, da anhand der Analyse am DHPLC-Gerat und dem darauffolgenden

Sequenzieren einzelner Stichproben auf keine hohe Homozygotenfrequenz
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geschlossen werden konnte, und so das Mischen der Proben untereinander als
hinreichend sicher angesehen werden konnte.

3.5.4.A+B Interpretation eines Elutionsprofils

Anhand der Elutionsprofile am DHPLC-Gerat kdnnen bereits erste Aussagen
uber das Vorhandensein von Sequenzunterschieden gemacht werden. Im
Idealfall entsteht hierbei ein Elutionsprofil mit vier Peaks. In der Praxis hingegen
ist das Vorkommen von zwei oder in Einzelfallen auch drei Peaks sehr viel
haufiger. Dies lasst sich dadurch erklaren, dass das Schmelzverhalten der bei
der Heteroduplexbildung entstandenen vier unterschiedlichen Helices sehr
ahnlich ist und damit auch ahnliche Retentionszeiten erhalten werden. Dies
wiederum kann dazu fuhren, dass jeweils zwei der insgesamt vier Peaks bei der
Analyse sehr nah beieinander auftreten und im Chromatogramm nur noch zwei
Peaks zu erkennen sind. In manchen Fallen kann das so weit gehen, dass statt
der vier Peaks nur noch eine ,Schulter” vor dem zweiten Peak auftritt. Diese
,ochulter® kann dann allerdings sowohl durch einen Sequenzunterschied als
auch durch eine Verunreinigung oder durch ein PCR-Artefakt bedingt sein.
Deswegen ist es von enormer Wichtigkeit, die Elutionsprofile der verschiedenen
Proben immer untereinander abzugleichen und erst dann das vorliegende
Muster als auffallig bzw. unauffallig zu bewerten.

Wenn ein Elutionsprofil als auffallig bewertet wurde, wurden die zwei Proben,
welche zuvor als Pool dieses Muster bedingt hatten, nach der
Heteroduplexbildung im Thermocycler nun jeweils als Einzelprobe am DHPLC-
Gerat analysiert.

Dadurch konnte die Zuordnung der Auffalligkeit auf die einzelne Probe erfolgen
und diese der weiteren Analyse durch Sequenzieren zugefihrt werden. Die
Exons 2 und 4 bildeten hierbei eine Ausnahme. Es zeigten sich einige Falle, bei
denen die Einzelproben nur geringe Auffalligkeiten am DHPLC-Gerat
aufwiesen, wie bspw. die Anderung der Retentionszeit, nachdem dieselben

Proben im Pool eindeutig auffallige Elutionsprofile in Form von Doppel- oder
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Dreierpeaks aufwiesen. Hier wurde das Vorliegen von homozygoten Mutationen
vermutet und auch durch weitere Analysen bestatigt. Daher wurden alle Proben
der Exons 2 und 4 nunmehr im Pool mit einer CEPH-DNA, die nachweislich
keinerlei Mutationen in diesen Exons enthielt, am DHPLC-Gerat analysiert
sowie als Einzelprobe nochmals untersucht.

Gemal den erhaltenen Elutionsprofilen wurden die Proben sodann in Gruppen
zusammengefasst. Den Beobachtungen in einigen Arbeiten von O’Donovan et
al. (1998) und Gross et al. (2000) kann namlich bereits anhand der
unterschiedlichen Elutionsprofile eine erste Zuordnung zur jeweils vorliegenden
Auffalligkeit vorgenommen werden. Hierbei entstanden sowohl Gruppen mit nur

einem Vertreter als auch sehr umfangreiche Gruppen.

3.5.5.A+B Zyklische Sequenzierung zur Absicherung einer Mutation

Nach der Gruppenzuordnung anhand der am DHPLC-Gerat erhaltenen
Elutionsprofile wurden je zwei Proben aus den einzelnen Gruppen (bzw. bei
Gruppen mit nur einem Vertreter die entsprechende Einzelprobe) sequenziert.
Beim Nachweis einer exonischen bzw. exonnahen Variation (<10 Basenpaare
nach dem Exonende) wurden sodann, falls vorhanden, weitere Vertreter der
gleichen Gruppe naher analysiert.

Die Sequenzierung der Proben erfolgte dabei nach den Prinzipien der Sanger-
Sequenzierung mit Tag-Polymerase (Sanger et al., 1977). Die zu analysierende
DNA wird hierbei zunachst denaturiert und mit einem Primer hybridisiert. Da nur
ein Primer (Vorwarts- oder Ruckwarts-Primer) eingesetzt wird, erhalt man
hierbei allerdings eine lineare und keine exponentielle Amplifikation, wie sie bei
der PCR zu erwarten ware. Nach der Hybridisierung des Templates mit diesem
Primer beginnt die Elongationsphase durch den Einbau von Nucleotiden mittels
Tag-Polymerase. Im Falle des Einbaus von einem der vier 2, 3'-
Didesoxynucleotide, welche ebenfalls dem Ansatz beigefiugt und je nach Art
des Nucleotids mit unterschiedlichen Fluorochromen gekoppelt sind, erfolgt ein
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Kettenabbruch, da die Hydroxylgruppe am 3’C-Atom fehlt und somit kein
weiteres Nucleotid angehangt werden kann.

Der Einbau dieser zum Kettenabbruch fuhrenden Nucleotide erfolgt dabei nach
den Gesetzen der Statistik. Dementsprechend liegen am Ende der
Sequenzierreaktion Fragmente unterschiedlicher Lange vor. Diese werden
durch Zugabe von Formamid einer Denaturierung unterzogen und anschlie3end
auf ein denaturierend wirkendes Sequenziergel aufgetragen. Nach Anlegen der
bendtigten Spannung durchlaufen diese Fragmente das Gel in Abhangigkeit
von ihrer Lange mit unterschiedlicher Geschwindigkeit. Die Denaturierung ist
hierfir entscheidend, da sie den Einfluss von intra- bzw. intermolekularen
Einflissen verhindert und so die Lange des Fragments die einzige
EinflussgroRe auf die Laufgeschwindigkeit im Gel darstellt. Beim Passieren
einer definierten Stelle des Gels werden dann die mit Fluorochromen
markierten Didesoxynukleotide zur Fluoreszenz angeregt. Dabei wird das
emittierte Licht elektronisch gemessen und mit Hilfe einer Software den
einzelnen Nucleotiden zugeordnet. Die zeitliche Abfolge dieser Messungen
stellt somit die zu analysierende Sequenz dar.

Bevor die DNA allerdings der Sequenzierung zugefuhrt werden kann, muss sie
nach der Amplifikation mittels PCR aufgereinigt werden, um alle sonstigen
Strukturen wie freie Primer und Nucleotide zu entfernen, welche ansonsten die
Qualitat der Sequenzierung beeintrachtigen wirden. Hierzu wird das PCR-
Amplifikat wie gewohnt der Agarosegelelektrophorese unterzogen und die
resultierende Bande mit Skalpell-Messer herausgeschnitten. Die folgende
Aufreinigung und Gewinnung des DNA-Amplifikates aus diesem Gelstick
erfolgt dann gemal einem Standardprotokoll mit dem QIAquick™-
Gelextraktions-Kit (Quiagen) uber Anionen-Austauschsaulen.

Das hieraus gewonnene Eluat wird anschlieBend einer zweiten
Agarosegelelektrophorese unterzogen, um aus der Intensitat der dabei ent-
stehenden Bande einen Ruckschluss auf die Konzentration der DNA im Eluat
ziehen und somit das fur die folgende Sequenzierreaktion erforderliche
Volumen des Eluats bestimmen 2zu konnen. Der Ansatz fur die

Sequenzierreaktion setzt sich demnach aus 1,5-2,5 pl Eluat und dem CEQ-
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DTCS Quick Start Kit (Beckman Coulter) zusammen. Dieses Kit enthalt die
DNA-Polymerase, den Sequenzierreaktions-Puffer sowie ein Nucleotid-
Gemisch, welches sowohl die Desoxynucleotide als auch die flr den
Kettenabbruch bendtigten, farbstoffmarkierten Didesoxynucleotide beinhaltet.
Es muss demnach nur noch der fur die Reaktion bendtigte Primer zugefugt
werden, wobei es sich um denselben Primer handelt, der bereits fur die PCR
eingesetzt wurde.

Tabelle 3.5. zeigt die hierzu bendtigten Einzelkomponenten und deren

Konzentration im fertigen Ansatz, welcher auf Eis zusammenpipettiert wird.

Tab. 3.5. Ansatz fiir die Sequenzierreaktion
Die Menge des bendtigten aufgereinigten Produkts wurde entsprechend der Bandenintensitat in der
Agarosegelelektrophorese festgelegt (bei schwacher Intensitat wurde mehr Produkt eingesetzt). Mit
Ampuwa-Wasser wurde schlieRlich auf 10 pl aufgefillt.

Komponente Menge/Endkonzentration | Stammlésung
Aufgereinigtes Produkt 1,5-2,54l -
Vorwarts- oder Rickwarts-Primer 1,4uM 100uM
DTCS Quick Start Mastermix 3ul -
Ampuwa-Wasser Ad 10 pl -
Endvolumen 10l

Die Sequenzierreaktion an sich wird sodann im Thermocycler (Gene Amp PCR
System 9700, Applied Biosystems) in PCR-Softstrips (Biozym) durchgefluhrt.

Tabelle 3.6. zeigt die hierflr erforderlichen Bedingungen.
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Tab. 3.6. Bedingung am Thermocycler fiir die Sequenzierreaktion
Insgesamt werden 30 Zyklen durchlaufen, die Schritte 2 bis 4 werden somit 29mal wiederholt.

Schritt Ablaufende Reaktion Tem[t)z;atur Zeit
1 Denaturierung 94 90s
2 Denaturierung 96 20s
3 Primer-Annealing 50 20s
4 Polymerisation 60 4 min.

Nach Beendigung der Sequenzierreaktion im Thermocycler wird die Reaktion
gestoppt. Hierzu wird gemafl dem Protokoll von Beckman Coulter flr das Quick
Start Kit ein Stop-Mix angefertigt, indem man je ein Volumenanteil 3-Molarer
Natriumacetatlosung, ein Volumenanteil 100-Millimolarer Natrium-EDTA-
Ldsung sowie ein Viertelvolumenanteil Glykogen miteinander mischt. Je 5pl
dieser Losung werden sodann mit den 10pl Produkt aus der Sequenzierreaktion
in ein 1,5ml Eppendorf-Reaktionsgefaly uberfuhrt. Diesem Ansatz werden
weitere 10ul Ampuwa-Wasser hinzugefugt, mit welchem zuvor das leere
Sequenzierreaktionsgefal® gespult worden war. Anschlielend erfolgt das

Waschen dieses Ansatzes gemafl den Angaben in Tabelle 3.7..
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Tab. 3.7. Darstellung der einzelnen Waschschritte fiir die Sequenzierung
Die Einzelschritte werden in 1,5ml Eppendorf ReaktionsgefalRen durchgefiihrt. Nach Zugabe von Ethanol
wird der Ansatz bei Raumtemperatur zentrifugiert und der Uberstand anschlieRend vorsichtig verworfen,
so dass die DNA schlieBlich am Boden des GefaRes als aufgereinigtes Pellet vorliegt. Der letzte Schritt
dient zur Verflichtigung des Ethanols von der DNA.

Schritt MaBnahmen Zeit [Minuten]

1 60pl 100 %iges Ethanol

2 | Zentrfugieren mit 1400pm | 30
3 220 pl 70 %iges Ethanol

T Zentrfugieren mit 1400pm | 15
5 90 pl 70 %iges Ethanol

e | Zentifugieren mit 1400pm | 15 |
7 Trocknen im abgedunkelten Eppendorf Concentrator 12

Nach dem Trocknen in der abgedunkelten Vakuumzentrifuge (Eppendorf
Concentrator 5301) liegt die DNA schlief3lich als Pellet vor und wird in 40ul SLS
(Sample Loading Solution) resuspendiert. SLS enthalt u.a. Formamid, welches
einer Denaturierung im Ansatz vorbeugt, indem es selbst stabilisierende
Wasserstoffbriicken mit der DNA ausbildet.

Im letzten Schritt wird der Ansatz sodann gemal} den Angaben des Herstellers
in den CEQ 8000 Sequenzierer (Beckman Coulter) gestellt. Hier werden die
Fragmente mittels Kapillargelelektrophorese entsprechend ihrer Lange
aufgetrennt. Dieses Polyacrylamid-Gel wird nach jeder Messung erneuert und
enthalt zusatzlich denaturierend wirkenden Harnstoff. Der zu untersuchende
Ansatz gelangt in einem Zeitraum von 15 Sekunden und einer Spannung von
2kV in die Kapillaren dieses Gels, wo durch eine Erhitzung auf 90 °C fur 120
Sekunden eine Denaturierungsreaktion ablauft und durch anschlielendes
Abkuhlen auf 50 °C die Renaturierung erfolgt. Bei dieser Temperatur und einer
Spannung von 4,2kV  werden die vorliegenden Fragmente sodann

entsprechend ihrer Lange in einem Zeitraum von 85 Minuten aufgetrennt. Nach
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Eingabe der Referenzsequenz kann schliel3lich die analysierte Sequenz mittels
CEQ DNA Analysesoftware Version 5 (Beckman Coulter) beurteilt werden.

Um maoglichst zuverlassige Ergebnisse bei der Sequenzierreaktion zu erhalten,
wurden fur alle zu analysierenden Proben jeweils ein Ansatz mit dem
Vorwartsprimer und ein zweiter Ansatz mit dem Ruckwartsprimer hergestellt.
Bei Vorliegen einer Variation konnte diese somit in zwei Richtungen gezeigt und

damit abgesichert werden.
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3.6.1.A Deskriptive Statistik zu erhobenen Daten des HH1-Kollektives

Das Ziel der in dieser Arbeit durchgeflhrten Analyse bezlglich der HH1 war die
Untersuchung der Zusammenhange zwischen den Variationen im HFE-Gen
(Genotyp) und des jeweiligen klinischen Befundes (Phanotyp).

Daher wurde neben der genetischen Analyse mittels DHPLC fur jeden
Patienten ein Patientenbogen mit dessen jeweiliger Klinik bei Diagnosestellung
angelegt. Die erhaltenen Daten wurden anschlielend einer deskriptiven
statistischen Auswertung unterzogen, deren Aufgabe darin besteht, die
vorliegenden Ergebnisse zu ordnen, tabellarisch und graphisch darzustellen
und durch Angabe bestimmter Kennzahlen, wie z. B. dem Mittelwert, der
Gesamtsumme, dem Minimum, dem Maximum oder dem Streubereich
zusammenzufassen (Harms, 1998).

Demgemall wurden die Patienten des HH1-Kollektives zunachst anhand der
unter 3.1.1.A genannten Kriterien in vier Gruppen aufgeteilt, da diese bezlglich
der vorliegenden Klinik eine sehr inhomogene Zusammensetzung aufwiesen.
Diese Gruppierung bildete sodann die Grundlage fur alle weiteren statistischen
Analysen, auf welche im Ergebnisteil naher eingegangen werden soll.

Auf eine Auswertung mittels eines mathematischen statistischen Testverfahrens
wurde hierbei verzichtet. Die Daten zur jeweils vorliegenden Klinik wurden
namlich retrospektiv anhand der archivierten Patientenakten der Medizinischen
Klinik der Universitatsklinik Tubingen erhoben. In diesen war allerdings eine
Reihe von interessierenden Einflussgrofien nicht dokumentiert worden und
konnte aufgrund des retrospektiven Charakters der Erhebung auch nicht mit
vertretbarem Aufwand erganzt werden. Diese unzureichende Datenqualitat liel3
eine Auswertung anhand eines mathematischen statistischen Testverfahrens

als nicht zulassig erscheinen.
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3.6.2.B Statistische Auswertung am Parkinson-Kollektiv

Fir die statistische Auswertung der fUr das Parkinson-Kollektiv erhaltenen
Ergebnisse wurden verschiedene mathematische Testverfahren durchgefuhrt.
Hierzu wurde zunachst ein Vergleich zwischen dem Patientenkollektiv,
bestehend aus als krank erklarten Personen, und dem Kontrollkollektiv, welches
sich aus als gesund erklarten Personen zusammensetzt, in Bezug auf das
untersuchte Merkmal durchgefuhrt. Anschlieend konnte mit Hilfe eines
entsprechenden Testverfahrens berechnet werden, inwieweit der im
untersuchten Patientenkollektiv beobachtete Effekt auf nicht erfassbare
StorgrolRen zurlckgefuhrt und damit als ein Produkt des Zufalls betrachtet
werden konnte.

Vor Durchfihrung dieses Tests wurde jeweils die sog. Nullhypothese
aufgestellt, d.h. der postulierte Merkmalsunterschied zwischen den zwei
Kollektiven wurde verneint. Mit Hilfe des statistischen Testverfahrens konnte
sodann die Wahrscheinlichkeit berechnet werden, mit der sich die vorliegenden
Ergebnisse bzw. der beobachtete Effekt trotz Richtigkeit der Nullhypothese
einfinden konnten. War diese Wahrscheinlichkeit gering, so wurde die
Nullhypothese verworfen und das Ergebnis als statistisch signifikant
angesehen.

Wichtig ist hierbei allerdings, dass auch im Falle eines signifikanten
Ergebnisses eine gewisse Restunsicherheit bestehen bleibt, welche zu zwei
Fehlerarten fuhren kann: dem Fehler 1. Art und dem Fehler 2. Art. Beim Fehler
1. Art bzw. a-Fehler wird dabei die Nullhypothese verworfen, obwohl das
Ergebnis nur fur die Stichprobe, nicht aber flr deren Grundgesamtheit Guiltigkeit
besitzt, also die Nullhypothese eigentlich richtig ware. In dieser Arbeit wurde der
Wert fur den a-Fehler auf 0,05 festgelegt, was bedeutet, dass in durchschnittlich
5 % der Falle die Nullhypothese trotz Richtigkeit verworfen wurde.

Von Bedeutung ist hierbei auch der mit Hilfe eines statistischen Programms
berechnete p-Wert bzw. die Uberschreitungswahrscheinlichkeit. Dieser gibt an,
mit welcher Wahrscheinlichkeit sich unter der Nullhypothese die gefundenen

bzw. noch extremere Ergebnisse einstellen kdénnen. Demnach muss der
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berechnete p-Wert im Falle der Signifikanz kleiner sein als der a-Fehler bzw.
die Wahrscheinlichkeit, dass sich trotz Richtigkeit der Nullhypothese signifikant
erscheinende Ergebnisse einstellen, kleiner sein als die Wahrscheinlichkeit, die

Nullhypothese trotz Richtigkeit zu verwerfen (Harms, 1998).

3.6.3.B Strukturgleichheit von Patienten- und Kontrollkollektiv

Bei der Testung auf Strukturgleichheit wird Uberpruft, ob zwei Kollektive, welche
in Bezug auf das Vorliegen eines definierten Merkmals untersucht werden
sollen, vergleichbare Werte flr wesentliche Einflussfaktoren wie Alter,
Geschlecht und ethnischem Hintergrund aufweisen. Das Ziel einer solchen
Uberprifung ist dabei, moglichen Fehlinterpretationen beziglich des
untersuchten Merkmals, welche durch ungleiche Ausgangsbedingungen
innerhalb der einzelnen Gruppen entstehen kdnnen, vorzubeugen. Auch die im
Rahmen dieser Arbeit untersuchten Kollektive wurden bezlglich der oben
genannten Faktoren auf eine Strukturgleichheit hin getestet. Zusatzlich wurden
die Werte fur die Ausdehnung der Echogenitatsflache im Bereich der SN
untereinander verglichen, um so einen moglichen Zusammenhang zwischen
der Parkinsonschen Erkrankung und der gemessenen Echogenitatsflache zu
uberprufen.

FUr die numerischen Merkmale Alter und Echogenitat bedeutete dies, dass
zunachst deren Haufigkeit und Median, d.h. der Punkt, vor bzw. hinter welchem
jeweils die Halfte der erhobenen Messwerte liegen, bestimmt sowie das 1. und
3. Quartil bzw. die 25. und 75. Perzentile fur diese Werte definiert wurden.

Mit Hilfe des Levene’s Tests fur intervallskalierte Merkmale wurde anschlief3end
uberpruft, ob die zwei miteinander verglichenen Kollektive einer gemeinsamen
normalverteilten Grundgesamtheit entstammen. Im Falle eines negativen
Ergebnisses wurde flur die gleichen Werte der U-Test nach Mann und Whitney
als approximatives Verfahren fur nicht-normalverteilte Varianzen durchgefuhrt.
Hiermit konnte Uberpruft werden, ob die erhaltenen Werte nicht doch als

Stichprobe aus Verteilungen mit gleichem Median aufgefasst werden kénnen.
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Bei der Auswertung auf Strukturgleichheit bezuglich der nominalskalierten
Merkmale Geschlecht und Ortsherkunft wurde in einem ersten Schritt eine
Kontingenztafel erstellt. Um auch hier die Nullhypothese und damit die Herkunft
der beiden Kollektive aus der gleichen Grundgesamtheit zu Uberprifen, wurde
sodann der exakte Test nach Fisher durchgefuhrt. Bei diesem Test werden die
Randsummen der angelegten Vierfeldertafel als vorgegeben angenommen und
hieraus die Wahrscheinlichkeit berechnet, mit der die beobachtete Besetzung
dieser Tafel oder aber eine noch weniger wahrscheinliche Besetzung rein
zufallig zustande kommen kann.

Sowohl die oben erwahnten Testverfahren als auch die sich daraus ergebenden
Grafiken wurden fir diese Arbeit mit Hilfe des Statistikprogramms SPSS

Version 11.0 erstellt.

3.6.4.B Genotypverteilung und genotypische Homogenitat beider
Kollektive

Um beurteilen zu kdnnen, ob die vorliegende Genotypverteilung innerhalb der
untersuchten Kollektive einer Hardy-Weinberg-Verteilung genugt, wurde
zunachst mit Hilfe des Statistikprogramms Genepop Version 3.1 der exakte
Hardy-Weinberg-Test nach Haldane (1954), Weir (1990), Guo und Thompson
(1992) u.a. durchgefuhrt. Dieser Test arbeitet nach dem gleichen Prinzip wie
der exakte Test nach Fisher (vgl. 3.4.1). Nach Erstellung einer Kontingenztafel
wird bei festgelegten Randsummen die Wahrscheinlichkeit p berechnet, mit der
die beobachtete Besetzung der Tafel oder eine noch weniger wahrscheinliche
Besetzung rein zufallig zustande kommen konnte. Man erhalt dadurch Auskunft
dariber, ob die Genotypverteilung im untersuchten Kollektiv rein zufallig
zustande gekommen ist oder ob gerichtete Einflisse wie bspw.
Fitnessunterschiede, Inzucht oder Verwandtenehen zu Unterschieden in der

Genotypverteilung innerhalb des Kollektives gefuhrt haben.
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AnschlielRend wurden die Patienten und Kontrollpersonen in Bezug auf eine
genotypische Homogenitat hinsichtlich der gefundenen missense-Mutationen in
uberpruft.

Auch hierzu wurde eine Kontingenztafel, wie in Abbildung 3-4 gezeigt, erstellt
und ein exakter Test nach Fisher mit Hilfe des Statistikprogramms SPSS
durchgefuhrt. Eine in diesem Testverfahren erhaltene Signifikanz ist dabei
hinweisend auf einen Zusammenhang zwischen der gefundenen Mutation und

der Parkinsonschen Krankheit.

Kontingenztafel mit moglichen Genotypkombinationen bei einem Locus mit
zwei Allelen

AA AB BB

Patienten a b c atb+c
Kontrollen d e f d+e+f
a+d b+e cHf atb+c+d+e+f

Abbildung 3-4 Kontingenztafel zur Uberpriifung der homogenen Genotypverteilung
Um den exakten Test nach Fisher auf genotypische Homogenitat durchfihren zu kénnen, bedarf es
der Darstellung der Genotypen der einzelnen Loci in einer Kontingenztafel. Die Genotypen lauten AA
homozygot, AB heterozygot und BB homozygot. Die Kleinbuchstaben stehen fiir die Anzahl der
Personen mit jeweiligem Genotyp aus den zu vergleichenden Kollektiven. Der Test arbeitet mit den
hierbei ermittelten Randsummen und berechnet daraus die Wahrscheinlichkeit p.

Bei der Uberpriifung auf genotypische Homogenitat erschien es dabei sinnvoll,
den exakten Test nach Fisher zweimal vorzunehmen, wobei der zweite Test mit
selektierten Daten durchgeflhrt wurde. Diese Selektion bezog sich einerseits
auf Patienten mit einem Echogenitatsbefund von <0,2cm? auf beiden Seiten und
andererseits auf Kontrollpersonen, welche einen auffalligen Echogenitatsbefund
(20,2cm? auf einer Seite) aufwiesen und bei denen daher nicht sicher
ausgeschlossen werden konnte, dass sie in hoherem Alter ebenfalls an
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Parkinson erkranken. Personen, bei denen aufgrund anatomischer
Besonderheiten kein Ultraschall moglich war, wurden ebenfalls aus der
Auswertung rausgenommen. Der Grund fiur diese Selektion war, mogliche
Zusammenhange zwischen den genotypischen Gegebenheiten und dem
auffalligen Echogenitatsbefund aufzudecken, welche ohne diese Selektion

maoglicherweise nicht so deutlich zu sehen waren.

3.6.5.B Uberpriifung auf genotypische und allelische Assoziation

zwischen den Loci

Die Uberprifung auf das Vorliegen einer genotypischen und allelischen
Assoziation basiert auf der Uberlegung, dass eine Veranderung in der Protein-
Struktur und eine damit assoziierte FunktionseinbufRe durchaus erst durch eine
Kombination zweier Loci bedingt werden kann, wobei der Begriff Locus hier fur
die genomische Position der gefundenen Mutation in ein und demselben Gen
steht.

Hierzu wurde bezuglich der Uberprifung auf eine mdgliche genotypische
Assoziation eine Kontingenztafel aus jeweils zwei Loci eines Kollektives erstellt
und anschlielend der exakte Test nach Fisher durchgefuhrt. Je nach erhaltener
Signifikanz wurde sodann eine genotypische Assoziation gemald der
Nullhypothese angenommen bzw. abgelehnt und entsprechende Aussagen
bezluglich eines Zusammenhangs zwischen der Genotypenkonstellation und
dem Krankheitsbild getroffen.

Dieses Testverfahren wurde in der vorliegenden Arbeit mit Hilfe des
Statistikprogramms Genepop 3.1 durchgefuhrt.

Zur Uberpriifung auf die allelische Assoziation wurden zunachst die Haplotypen
ausgezahlt und deren Haufigkeit innerhalb der zwei Kollektive miteinander
verglichen, wobei Haplotyp flr zwei gekoppelte Loci auf einem der zwei
Chromosomen (dem vaterlichen oder dem mutterlichen) steht. Da die
Genotypisierung der einzelnen Personen hierbei mehrere Loci miteinbezog,

wurde die Haplotypenbestimmung allerdings nur an Personen vorgenommen,
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die an maximal einem Locus heterozygot sind. Anhand dieser Daten konnte
sodann eine Kontingenztafel erstellt und auch hier der exakte Test nach Fisher

durchgefuhrt werden.
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4 Ergebnisse

Zur Veranschaulichung der Vorgehensweise dient Abbildung 4-1, welche
bereits zur Orientierung im Methodenteil aufgefihrt war und hier in gleicher
Weise beibehalten wird. Abgesehen von der Statistik werden die Ergebnisse im
HH1-Kollektiv gemeinsam mit den Ergebnissen aus dem MP-Kollektiv

aufgelistet.

Statistik
4.4+4.5

Spezielle Analyse der
auffalligen Proben
43.3-43.4

Genetische Analyse des HFE-Genes mit Hilfe der
DHPLC
421432

Anhand der klinischen Symptomatik werden die jeweiligen Patienten- und
Kontrollkollektive zusammengestellt
4.1

Abbildung 4-1 Schema zur Vorgehensweise

Die Zahlenangaben am Ende beziehen sich auf die jeweiligen Kapitel im folgenden Ergebnisteil. Durch die
entsprechenden Angaben in Abbildung 3-1 (S.44) kénnen die hier angewandten Methoden und deren
Grundprinzipien nachgelesen werden.
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41.A+B Zusammenstellung von Patienten- und Kontrollpersonen

anhand der klinischen Symptomatik

411.A

Die genetische Analyse wurde anhand der isolierten DNA von insgesamt 116
Patienten durchgefuhrt.

Dabei wurde die DNA-Konzentration der jeweiligen Grundstockldsung aller

Patienten mittels photometrischer Messungen bestimmt.

41.2.B
Fir die genetische Analyse am M. Parkinson-Kollektiv stand die isolierte DNA

von insgesamt 281 Patienten und 280 Kontrollpersonen zur Verfligung.

41.3.B

Die Analyse der DNA der 280 Kontrollpersonen erfolgte flr die PCR-Fragmente
2 und 4 unter den gleichen Bedingungen wie fur die Patienten. Die restlichen
Exons (1, 3, 5 und 6) wurden nicht auf Veranderungen hin untersucht, da in
diesen keinerlei genetische Auffalligkeit innerhalb des Patientenkollektives
beobachtet wurde.
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4.21. A+B Qualitatsuberpriifung der DNA

Um die Qualitat der auf 50 ng DNA/ul eingestellten Grundstocklésung zu Uber-
prufen, wurde flr jede Probe eine PCR durchgeflhrt. Mit Hilfe der Agarosegel-
elektrophorese konnte man dann anhand der Starke und Scharfe der erzeugten
Bande auf die Integritat der eingesetzten DNA schlieRen. Die Abbildung 4-2
zeigt ein Beispiel fur ein reprasentatives Ergebnis dieser Qualitatskontrolle.

Allerdings ist anzumerken, dass nicht alle Proben im MP-Kollektiv mittels PCR
erfolgreich amplifiziert werden konnten. Diese Proben wurden einer zweiten
PCR und in manchen Fallen einer dritten PCR unterzogen. Trotzdem konnten
einige Proben nicht amplifiziert werden und wurden aus der Auswertung

herausgenommen (Naheres S. 100, Tabelle 4.6).

M ANN

Abbildung 4-2 Qualitatsuberpriifung der DNA
PCR-Amplifikate der DNA von Exon 2 der Reihen E-H der Kontrollplatte 3 nach Auftrennung in einem
2 %-igen Agarosegel. Abkirzungen: M: 100 bp Langenstandard; N: 2 PCR-Anséatze ohne DNA (Negativ-
kontrolle); A: Ausfall, das heilt trotz Einsatz einer ausreichenden Menge an DNA konnte hier keine Bande
nachgewiesen werden; diese Proben wurden einer zweiten PCR unterzogen;
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4.2.2.A+B Optimierung der PCR-Bedingungen

Zur Ermittlung der optimalen PCR-Bedingungen wurde fur die Fragmente
(Fragment: zwischen zwei PCR-Primern liegender und mittels PCR
amplifizierter DNA-Abschnitt; es beinhaltet das jeweilige Exon, entspricht
diesem aber nicht; vgl. auch S.85) 2, 3, 4, 5 und 6 eine PCR bei einer
Annealing-Temperatur von 55 °C und fur das Fragment 1 eine PCR bei einer
Annealing-Temperatur von 64 °C nach dem Standard-PCR-Protokoll
durchgefiuhrt. Dem  Ergebnis der anschlieBend vorgenommenen
Agarosegelelektrophorese entsprechend wurde fir die Fragmentamplifikate,
welche nur schwache Banden aufwiesen, eine Gradienten-PCR zur Ermittlung
der jeweils optimalen Annealing-Temperatur angesetzt.

Abbildung 4-3 zeigt ein Beispiel fur eine Gradienten-PCR und veranschaulicht
die Wirkung verschiedener Annealing-Temperaturen auf die Qualitdt der

erzeugten Bande.

M 50 50,5 51,5 53,2 55,5584 61,8 64,6 66,8 68,4 69,6

M 70 N

Abbildung 4-3 Gradienten-PCR fiir die Amplifikation von Intron 2
Aufgetrennte PCR-Amplifikate von Intron 2_kurzes Fragment aus Ceph DNA_2801 fur verschiedene
Annealing-Temperaturen. Die jeweilige Annealmg-Temperatur in C ist Uber der Gelspur angegeben. Als
optimale Annealing-Temperatur wurde hier eine Temperatur um 55 °c angesehen. Abkurzungen: N: PCR-
Ansatz ohne DNA bei 56 °C durchgefiihrt (Negativkontrolle); M: 100 bp Langenstandard.
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In Tabelle 4.1. sind die ermittelten optimalen Annealing-Temperaturen
aufgefuhrt. Fur alle Fragmente mit Ausnahme des Fragments 1 wurde das
Standard-PCR-Protokoll beibehalten.

Tab. 4.1. PCR-Bedingungen fiir die Amplifikation der 6 Exons des HFE-Genes

Neben den PCR-Bedingungen fiir die 6 Fragmente ist die jeweilige FragmentgréRe sowie die entspre-
chende ExongréRe angegeben. Fragment 6 nimmt dabei eine Sonderstellung ein. Hier ist das Fragment
namlich kirzer als das entsprechende Exon. Dies liegt daran, dass zum Exon 6 eine Reihe von
Nucleotiden gezahlt werden, welche sich dem Stopcodon anschlieBen und demnach nicht translatiert
werden. In dieser Arbeit wurden diese Nucleotide allerdings als irrelevant betrachtet, da sie nicht im
Protein vertreten sind und demnach die Primer so gewahlt wurden, dass diese Abschnitte nicht amplifiziert
wurden. Die hier angegebenen optimalen PCR-Bedingungen basieren auf Optimierungstests ausgehend
von einem PCR-Standardprotokoll. Soweit nicht anders angegeben beziehen sich alle im weiteren Verlauf
dieser Arbeit durchgefiihrten PCR-Reaktionen zur Amplifikation der Exons des HFE-Genes auf Tabelle
4.1.

) Zeiten fur Grofe des
Exon- ) ) Annealing- . )
. Primer-Bezeichnung Denaturierungs-  |4nnealings- und |PCR-
Exon [Grofe Temperatur 0 .
0 temperatur ["C] Extensions- Fragments
[bp] [C]
phase [s] [bp]

1108_HFE_Ex01FP
1 297 - - 55 95 120 339
1109 HFE_ExOIRP

1110_HFE_Ex02FP
2 263 55 95 120 389
1111_HFE_Ex02RP

1112_HFE_ExO03FP
3 275 55 95 120 360
1113_HFE_Ex03RP

HFE_WAVE_Ex4 F
4 275 55 95 120 484
HFE_WAVE_Ex4 R

1116 _HFE_Ex5FP
5 113 55 95 120 457
1117_HFE_Ex05RP

1116_HFE_Ex05FP
5 113 55 95 120 222
2424 HFE_Ex5_RP

1118_HFE_Ex06FP
6 1055 55 95 120 235
1119 HFE_Ex06RP
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4.3.1.A+B Screening auf Mutationen des HFE-Genes mittels DHPLC

Die Proben von je zwei Masterarbeitsplatten wurden nach erfolgreicher
Amplifikation mittels PCR in einer neuen 96-well Platte zusammengefihrt
(,Pooling®). Hierzu wurde jeweils die Halfte des einen Amplifikates entnommen
und mit der gleichen Menge eines anderen Amplifikates in ein well der neuen
Platte geflllt. Die neue Platte wurde sodann der Heteroduplexbildung
unterzogen und gemald den Angaben in Abbildung 4-4 mittels DHPLC-Gerat
analysiert. Dem Ergebnis des jeweiligen Poolings im DHPLC-Gerat
entsprechend wurde das in den Ausgangsplatten verbliebene restliche
Einzelprobenamplifikat sodann ebenfalls der Heteroduplexbildung unterzogen

und weiter analysiert.
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Einzelprobe A

A 4

Nur Ex 2+4

Probe A

Amplifikat A

Pool A+B

A 4

Probe B

Amplifikat B

Nur Ex 2+4

Einzelprobe B

A 4

Weitere
Analyse, wenn

Heteroduplexbildung

Weitere
Analyse, wenn
auffillig

Peak

auffillig
A: keine
Auffalligkeit
Keine weitere <
Analyse

Keine weitere

Analyse

AV

DHPLC-Gerit

gl
!

Unauffélliger

B: auffilliger

Auffalliger

Peak Peak
/ DHPLC-Gerat

SN

A 4
Sequenzierung

Abbildung 4-4 Diagramm zur Veranschaulichung des Vorgehens

84

Zwei DNA-Proben, Probe A und Probe B, werden nach erfolgreicher PCR miteinander in jeweils gleicher
Menge in einer neuen Platte zusammengefiihrt und dann der Heteroduplexbildung unterzogen. Dabei wird
nur eine Halfte des Amplifikates verwendet; die andere Halfte wird fir mdgliche weitere Untersuchungen
aufbewahrt. Nach der Analyse am DHPLC-Geréat entscheidet sich das weitere Vorgehen: Wenn die Probe
unauffallig war, so wird keine weitere Untersuchung durchgefiihrt. Wenn die Probe aber auffallig war, dann
werden die noch unverarbeiteten Halften der jeweiligen Proben nach der Heteroduplexbildung einer
Einzelanalyse am DHPLC-Gerat unterzogen. Nach der Bestimmung der auffalligen Einzelprobe wird diese
einer Sequenzierung unterzogen. Eine Sonderstellung nehmen Exon 2 und Exon 4 ein. Hier wurden
bereits in der ersten Phase jeweils eine Einzelprobe und eine Pooling-Probe untersucht (ndheres unter

4.3.3.A+B).
Abkirzungen: Ex=Exon
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4.3.2.A+B DHPLC-Bedingungen fiir die Analyse des HFE-Genes

In Tabelle 4.2. sind die optimalen DHPLC-Bedingungen in Bezug auf die
Analysetemperatur und Pufferzusammensetzung aufgelistet. Da es sich bei den
eingesetzten PCR-Amplifikaten nicht ausschlie3lich um den exonischen Teil
des Genes handelt, sondern immer auch intronische Randbezirke, die innerhalb
der jeweiligen Primerpaare liegen, berucksichtigt werden missen, wird in der
Tabelle nicht von Exons, sondern von PCR-Fragmenten gesprochen.
Tab. 4.2. DHPLC-Bedingungen zur Analyse der 6 Fragmente des HFE-Genes

Angegeben ist der Anteil an Puffer A und B fiir den gesamten Analysezeitraum von 2,5 Minuten sowie die
dabei verwendete Analysetemperatur fur jedes PCR-Fragment. Dabei kann der Analysezeitraum in vier

verschiedene Intervalle eingeteilt werden. Das Mischungsverhéltnis aus den beiden Puffern A und B hangt
vom gewahlten Startgradienten (0,1 min. nach Analysebeginn) ab.

PCR- Zeitpunkt [min.] Analysetemperatur
0
Fragment |1 o4en Gradient Waschen Equilibrieren €l
0,0 0,1 2,1 2,2 24

%A %B %A %B %A %B %A %B %A %B

1 45 55 42 58 38 62 45 55 45 55 65.3
2 42 58 39 61 29 71 42 58 42 58 59.7
3 42 58 39 61 29 71 42 58 42 58 59.0

44 56 41 59 31 69 44 56 44 56 61.5

4 43 57 40 60 30 70 43 57 43 57 593

44 56 41 59 31 69 44 56 44 56 61.0

5 43 57 40 60 30 70 43 57 43 57 57.0

44 56 41 59 31 69 44 56 44 56 59.0

6 51 49 48 52 38 62 51 49 51 49 61.5
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4.3.3.A+B Ergebnis des Screenings auf HFE-Mutationen

In der folgenden Tabelle 4.3. sind die als unauffallig gewerteten Elutionsprofile

der Fragmente 1, 3, 5 und 6 bei den jeweiligen Analysetemperaturen abgebil-
det.

Tab. 4.3. DHPLC-Elutionsprofile von Pooling-Proben unauffilliger PCR-Fragmente
Dargestellt sind ubereinander gelegte unaufféllige DHPLC-Elutionsprofile von jeweils vier Pooling-Proben
fur jedes PCR-Fragment bei der jeweiligen Analysetemperatur. Die Hbhe der Peaks ist auf unter-
schiedliche DNA-Konzentration der Pooling-Proben zurlickzufihren. In der Legende sind die Nummern

der Personen dokumentiert, aus deren DNA die PCR-Fragmente hergestellt und fiir die DHPLC-Analyse
zusammengefuhrt wurden.

PCR- DHPLC- DHPLC-Elutionsprofile
! 653 Ban1,66:3Qad
%5
— (20083, (20034
0] — 080763, (20040,
*| — 20041, Q20042
— — (0067, Q20083
Z D
8 ]
[
3 ]
(o)
2 15]
<
104
| ' | ﬁ
0 1 2
Tine (Mnutes)
3 37 Ban3 PGad
£y — o0,
— (20057, (20058
2] 20089, (20080
— — (2283, %
Z D
3
< 154 \‘
e}
9]
2 10
<
1| .
0 } ! ' ! 1 &
0 1 2
Tine (Mnutes)
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PCR- DHPLC- DHPLC-Elutionsprofile
3 >9 Exon3, 61.5Gad
30 (020100, (20101
0102, 020103
25 — (20104, Q20105
S — (0106, Q20107
\E, 20]
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§ 15]
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2 10]
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0 1
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50
45}
40
< 35
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p 30
E 5,
5 0]
8
2 15]
10§
Osé
0
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%‘ 35]
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[0}
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3
5 20
3 15,
<
10
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PCR- DHPLC- DHPLC-Elutionsprofile

61.5

Exon 6, 61.5Gad
— 020283, sy
18] (020285, 030739
1] — 020287, 0202
S 14 ﬂ
E
o 12
o f
S 10 ,‘\
Qo
5 8 f
8 /
<4 /|
41 ]
X /L
- —
| ' ' |
0 1 2

In Tabelle 4.4. sind die Elutionsprofile einiger Proben fur die Fragmente 1 und 6
aufgefuhrt, welche trotz weitgehend unauffalligem Profil doch kleine Unter-
schiede im Vergleich zu den anderen Proben aufwiesen. Hier wurde sicher-
heitshalber eine Sequenzierung durchgefuhrt, bei welcher sich allerdings
keinerlei Auffalligkeiten nachweisen lieRen und demgemaf explizit davon aus-
gegangen werden kann, dass es sich hierbei lediglich um Artefakte handelte.

Das PCR-Fragment 5 nahm unter den untersuchten Fragmenten allerdings eine
Sonderstellung ein. In der Analyse am DHPLC-Gerat zeigten sich einige auffalli-
ge Elutionsprofile, welche in der folgenden Tabelle 4.4. abgebildet sind. Beim
anschlieBenden Sequenzieren konnte allerdings keinerlei Variation im
exonischen Teil bzw. der unmittelbaren Umgebung des Exons 5 (< 10bp nach
Exonende) gefunden werden. Hier handelt es sich moglicherweise um
Sequenzunterschiede im intronischen Abschnitt, der aufgrund der Lage des
reversen Primers relativ grol3 ausfiel und daher aufgrund von Signallberlage-

rungen nicht auswertbar war.
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Tab. 4.4. Elutionsprofile der Fragmente 1, 5 und 6
Die Hohe der Peaks ist auf unterschiedliche DNA-Konzentration der Proben zurlckzufiihren. In der
Legende sind die Nummern der Personen dokumentiert, aus deren DNA die PCR-Fragmente hergestellt

wurden. Diese Proben waren in der DHPLC als Pooling-Proben aufgefallen und daher einer Einzelanalyse
unterzogen worden.

PCR- DHPLC- DHPLC-Elutionsprofile mit Sequenzierungschromatogramm
Fragment | Analyse-
Temperatu
r [°C]
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Tie (Mhtes)

PCR- DHPLC- DHPLC-Elutionsprofile mit Sequenzierungschromatogramm
Fragment | Analyse-
Temperatu
r [°C]
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Tie (Mh.tes)

PCR- DHPLC- DHPLC-Elutionsprofile mit Sequenzierungschromatogramm
Fragment | Analyse-
Temperatu
r[°C]
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Bei der Analyse der Fragmente 2 und 4 konnten mehrere Elutionsprofile mit
jeweils unterschiedlichem Aussehen am DHPLC-Gerat beobachtet werden. Ent-
sprechend den Elutionsprofilen aus der anschliellenden Einzelanalyse konnten
die Proben sodann in verschiedene Gruppen eingeteilt und anschlie3end
einzelne Vertreter dieser Gruppen unter Verwendung der gleichen Primerpaare
wie fur die PCR sequenziert werden. Dabei wurden immer auch einige der als
unauffallig gewerteten Proben der Einzelanalyse unterzogen, um so einen
Vergleich zu den auffalligen Proben zu haben. AuRerdem wurden alle Proben
sequenziert, deren Zugehdrigkeit mittels ihrer Elutionsprofile nicht eindeutig
bestimmt werden konnte.

Abbildung 4-5 zeigt beispielhaft das Elutionsprofil einer auffalligen Poolprobe in
Gegenuberstellung zu den Elutionsprofilen der zwei Proben aus dem Pool als

Einzelpeaks.

Exon 4, 61 Grad

—— 030713, 030714

Absorbance (mV,

o
-
0.39

T T
0 1 2
Time (Minutes)

Exon 4, 61 Grad

030713
14 030714

Absorbance (mV)

T T
0 1 2
Time (Minutes)

Abbildung 4-5 Gegeniiberstellung einer Pooling-Probe mit den Einzelproben von Fragment 4

Wenn das Elutionsprofil einer Pooling-Probe, hier der Proben 030713 und 030714, einen auffélligen Peak
wie in der oberen Abbildung aufwies, so wurden die einzelnen Proben nochmals am DHPLC-Gerat
analysiert, damit bestimmt werden konnte, welche der Einzelproben auffallig ist. Im vorliegenden Beispiel
ist es die Probe 030713, wie man am unteren Teil der Abbildung sehen kann.
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Das PCR-Fragment 2 bereitete anfangs allerdings Schwierigkeiten bei der
Gruppenzuteilung. So konnte des Oofteren beobachtet werden, dass zwei
Proben, welche im Pool ein eindeutig auffalliges Elutionsprofil gezeigt hatten, in
der Einzelanalyse am DHPLC-Gerat beide ein nunmehr unauffalliges Profil
aufwiesen. Daher wurden stichprobenartig einige dieser Proben einer
Sequenzierung unterzogen, wobei sich eine Homozygotie fur die jeweilige
Mutation zeigte. Dementsprechend wurde daraus geschlossen, dass aufgrund
der hohen Homozygotenfrequenz flr diese Mutation auch die Wahrscheinlich-
keit, dass zwei homozygote Proben zusammengefuhrt werden und dann ein
unauffalliges Elutionsprofil aufweisen, sehr grof3 ist. Dies ist dadurch zu
erklaren, dass am DHPLC-Gerat keine Unterscheidung zwischen dem Peak
einer Poolprobe zweier Wildtypen und dem Peak einer Poolprobe zweier
homozygot mutierter Proben maglich ist. Daher wurde beschlossen, alle in
dieser Arbeit untersuchten Proben fur das Fragment 2 nur noch mit der DNA
Ceph_2801 am DHPLC-Gerat zu analysieren. Das Fragment 2 dieser DNA-
Probe war namlich im Voraus bereits sequenziert worden und wies keinerlei
Mutation in diesem Fragment auf. Mit Hilfe der anschlieRenden Einzelanalyse
am DHPLC konnte so fur jede Probe auf den Genotyp geschlossen werden,
wobei einzelne Proben zur Absicherung des Ergebnisses sequenziert wurden.
Hierbei konnten die anhand des Elutionsprofils vermuteten Auffalligkeiten
durchgehend bestatigt werden.

Das gleiche Vorgehen wurde auch fur das PCR-Fragment 4 des Hamo-
chromatose-Kollektives gewahlt, da bei diesem Krankheitsbild von vornherein
angenommen werden konnte, dass eine relativ hohe Homozygotenhaufigkeit fur
dieses Fragment vorliegt. Auf ein analoges Vorgehen fur das Parkinson-
Kollektiv wurde allerdings verzichtet, da hier im Gegensatz zu Fragment 2 keine
Schwierigkeiten bei der DHPLC-Analyse entstanden.

In Tabelle 4.5. sind die jeweiligen Elutionsprofile mit ihrer zugehoérigen

Sequenzvariation abgebildet.
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Tab. 4.5. Aufféllige Elutionsprofile der Exons 2 und 4 mit Sequenzierung
Oberhalb der Elutionsprofile sind die jeweiligen Proben angegeben. Oberhalb des Chromatogramms der
Sequenzangaben ist der Locus zu der jeweiligen Mutation angegeben. Unter dieser Angabe sind die
jeweils vorliegende Sequenz und die damit assoziierte Genotypisierung vermerkt.
Abklrzungen=A:Adenin; T:Thymin; C=Cytosin; G=Guanin; WT:Wildtyp; HT:Heterozygotie;
HM:Homozygotie; IVS2=1VS2/3889*T>C;

PCR- DHPLC- DHPLC-Elutionsprofile mit Sequenzierungschromatogramm
Fragment | Analyse-
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PCR- DHPLC- DHPLC-Elutionsprofile mit Sequenzierungschromatogramm
Fragment | Analyse-
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PCR- DHPLC- DHPLC-Elutionsprofile mit Sequenzierungschromatogramm
Fragment | Analyse-
Temperatur
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PCR- DHPLC- DHPLC-Elutionsprofile mit Sequenzierungschromatogramm
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PCR- DHPLC- DHPLC-Elutionsprofile mit Sequenzierungschromatogramm
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Tabelle 4.6. gibt einen Uberblick Uber die Gesamtzahl der sequenzierten
Proben von Exon 2 und Exon 4 fur beide untersuchte Kollektive an. Von jedem
detektierten Genotyp wurde eine bestimmte Anzahl an Proben sequenziert,
wahrend die restlichen Proben anhand ihrer Elutionsprofile dem jeweiligen

Genotyp zugeordnet werden konnten.

Tab. 4.6.Uberblick der sequenzierten Proben
Die jeweils erste Zahl gibt die Gesamtzahl der sequenzierten Proben wieder. Die zweite Zahl gibt
die Gesamtzahl der diesem Genotyp zugeordneten Proben an (mittels Sequenzierung und
Elutionsprofil an der DHPLC).
Die Differenz der Gesamtanzahlen im Parkinson- und Kontrollkollektiv bei Exon 2 und Exon 4 ist
durch die unterschiedliche Anzahl der Ausfalle zu erklaren;
Abkurzungen: n=Gesamtzahl der Proben; ( ): Anzahl der Proben, die nicht mittels PCR fir dieses
Exon amplifiziert werden konnten.

Parkinson- Hamochromatose- Kontrollpersonen
Exon Genotyp Kollektiv Kollektiv n=25r')l (23)
n=278 (3) n=116 (0)
Exon 2
WT 4/114 1/55 1/122
IVS2/- 2/70 3/25 1/54
IVS2/IVS2 112 0/4 0/13
H63D/-
VS2/- 5/63 2/26 1/50
H63D/-
IVS2/IVS2 7/12 1/3 2/12
H63D/H63D
IVS2/IVS2 2/6 0/3 0/6
K92N/-
IVS2/IVS2 171 0/0 0/0
Parkinson- Hamochromatose- Kontrollpersonen
Exon Genotyp Kollektiv Kollektiv n=25% (25)
n=269 (12) n=116 (0)
Exon 4
Wildtyp 2/244 1/72 1/232
C282Y/- 7/23 2/33 1/20
C282Y/C282Y 0/1 1/11 0/5
1217T 171 0/0 0/0
C282Y/-
Exon 2/4 H63D/- 0/5 0/10 0/0
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4.3.4.A+B Stammbaumanalyse zum Nachweis der Kopplung der H63D-

Mutation mit der intronischen Sequenzvariation

Bei der genetischen Analyse des PCR-Fragmentes 2 fiel auf, dass die H63D-
Mutation in Exon 2 immer in Assoziation mit der Sequenzvariation
IVS2/3889*T>C in Intron 2 auftrat, welche 4 Basenpaare hinter dem Ende von
Exon 2 liegt und bei welcher die Base Thymin durch die Base Cytosin
ausgetauscht ist. Hieraus wurde die Uberlegung abgeleitet, dass fiir diese
Mutation eine Kopplung mit der beobachteten Variation vorliegen muss

Um die vermutete Kopplung der H63D-Mutation mit der intronischen Sequenz-
variation zu Uberprifen, wurde beschlossen, eine Stammbaumanalyse anhand
von Ceph-DNA (Ceph=Centre d’Etude du Polymorphisme Humain) durchzu-
fuhren. Hierzu wurde das PCR-Fragment 2 mehrerer Elternpaare aus dem
Ceph-Stock auf das Vorliegen einer Heterozygotie fur beide Sequenzvarianten
hin analysiert, wobei auRerdem auf eine zahlreiche Nachkommenschaft der zu
untersuchenden Paare geachtet wurde. Da die Mutter der Familie Ceph-Nr.
1413 mit insgesamt 13 Kindern heterozygot fur beide Varianten war, wurde die
Stammbaumanalyse mit den Vertretern dieser Familie vorgenommen.

In der Tat konnte hierbei festgestellt werden, dass die H63D-Mutation
gemeinsam mit der IVS2/3889*T>C an die Nachkommen vererbt wird und beide
Varianten demnach auf dem gleichen Chromosom vorliegen missen. Abbildung

4-6 zeigt die bei der Stammbaumanalyse erhobenen Ergebnisse.
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O =weiblich, WT . =H63D+IVS2/het. |:| =DNA fehlt

Abbildung 4-6 Stammbaumanlyse der Ceph Familie Nr. 1413

Wie man der Abbildung entnehmen kann, weif3t die GroBmutter die intronische Sequenzvariation hetero-
zygot ohne die H63D-Mutation auf. Da die DNA des Grofvaters fehlt, ist vorerst nicht auszuschlief3en,
dass die Mutter die H63D-Mutation vom Grofvater und die intronische Sequenzvariation von der Grof3-
mutter vererbt bekommen hat. Wenn man aber die Vererbung der zwei Variationen an die Kinder
betrachtet, so haben diese immer beide Variationen gemeinsam, was nicht moglich ware, wenn die zwei
Variationen bei der Mutter auf zwei verschiedenen Allelen liegen wirden. Daher kann man annehmen,
dass die GroBmutter der Tochter ihr Wildtyp-Allel weitergegeben hat und die zwei Variationen vom Grof3-
vater an die Tochter weitervererbt wurden, die diese dann wiederum einem Teil ihrer Nachkommenschaft
vererbt hat. Abkurzungen: WT=Wildtyp; H63D+IVS2/het.=heterozygoter Genotyp flur die H63D-Mutation
und die intronische Sequenzvariation [VS2/3889*T>C; IVS2/het.=heterozygoter Genotyp fiir die
intronische Sequenzvariation IVS2/3889*T>C.
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43.A Deskripitive Statistik anhand der erhobenen Ergebnisse am
Hamochromatose-Kollektiv

Die Auswertung der fur das HH1-Kollektiv erhaltenen Daten wurde anhand
einer deskriptiven Statistik durchgefuhrt, wobei die Grunde fur die Ablehnung
eines mathematischen statistischen Testverfahrens unter 3.4.1.A aufgefuhrt
sind.

Hierzu wurden die Patienten in Abhangigkeit von der jeweils vorliegenden
Untersuchungsindikation (vgl. 3.1.2.A) zunachst in vier Gruppen eingeteilt,
welche sodann die Grundlage fur alle weiteren Analysen bildete. Ziel der
Auswertung war hierbei die Darstellung der Zusammenhange zwischen

Genotyp und Phanotyp.

Einteilung der
Zuordnung der Patienten in Zuordnung der
Genotypen anhand Gruppen gemaR der Phanotypen anhand
der Ergebnisse <> Untersuchungs- <> der Marker fur die
mittels DHPLC-Gerat indikation HH1

Zusammenhange zwischen Genotyp und Phanotyp erforschen

Abbildung 4-7 Schema zur Vorgehensweise mit den erhobenen Daten und Ziel der Auswertung
Die Einteilung der Patienten gemaf der Untersuchungsindikation erfolgte gemafR den Angaben in 3-1
unter Kapitel 3.1.1.A
Abkurzungen: HH1= HFE-assoziierte Hereditdre Hdmochromatose
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431.A Darstellung der Genotypenverteilung innerhalb der einzelnen
Gruppen

Mittels DHPLC-Gerat konnten im HH1-Kollektiv verschiedene Kombinationen
der H63D-Mutation, der C282Y-Mutation und dem Wildtyp ermittelt werden. Um
die Verteilung dieser Genotypen zu veranschaulichen, wurden zwei Formen der
graphischen Darstellung gewahlt, welche im Folgenden aufgelistet sind. Tabelle
4.7. soll hierbei einer ersten Orientierung bezlglich der Gruppengréf3en und
Genotypenverteilung mit Angabe der jeweiligen absoluten Patientenzahl
dienen. In Abbildung 4-8 ist sodann die relative Verteilung der Genotypen
innerhalb der Gruppen dargestellt. Dabei ist anzumerken, dass zugunsten der
Ubersichtlichkeit auf die Darstellung der intronischen Sequenzvariation
IVS2/3889*T>C verzichtet wurde, da mittels der in dieser Arbeit verwendeten
Methoden keinerlei signifikantes Ergebnis bezuglich dieses Polymorphismus
erhoben werden konnte und dieser hier demnach von niederrangigem Interesse
war. Weitere Anmerkungen zu dieser Variation finden sich unter 3.4.2. und
5.2.2.A.
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Tab. 4.7. Einzeldarstellung der Verteilung der Genotypen innerhalb der Gruppen
Dabei steht n/n fir den homozygoten Wildtyp, H63D/- und C282Y/- flir die heterozygote Form der
jeweiligen Mutation, C282Y/H63D fiir die Compound-Heterozygotie, sowie H63D/H63D bzw.
C282Y/C282Y fur die homozygote Mutante der jeweiligen Mutation; HH1=HFE-assoziierte Hereditare
Hamochromatose; Gruppeneinteilung: vgl. Tab. 3.1,;

Gruppe und Gesamt- Diagramm
nahere Anzahl
Bezeichnung
Gruppe 1 54
Dringender klini-
scher Verdacht 10 B/
auf HH1 <| B Ho3D-
3 23 0 H63D/HE3D
5% O C282Y/H63D
3 ‘ m C282Y/-
10 @ C282Y/C282Y
Gruppe 2 19
Symptomatische 0
Patienten mit ann
erkranktem V‘Z B HG3D/-
Verwandten £=° O HB3D/HE3D
Q 2 O C282Y/H63D
; ?‘ B C282Y/-
D C282Y/C282Y
Gruppe 3 6
Symptomlose 0
Patienten @n/n
mit erkranktem 2 ‘ 2 B H63D/-
Verwandten O H63D/H63D
\ O C282Y/H63D
0 B C282Y/-
Q D C282Y/C282Y
Gruppe 4 37
Patienten mit einer :
Hepatopathie un-
klarer Genese, @n/n
HH1 als Differen- ®HE3D/-
o DOH63D/H63D
tialdiagnose - D C282Y/H63D
B C282Y/-
D C282Y/C282Y
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Verteilung der Genotypen der Gruppen 1-4

4
@n/n

5 m H63D/-
0 H63D/H63D

2 0 C282Y/H63D
m C282Y/-

1 ‘ ‘ ‘ m C282Y/C282Y

0% 20% 40% 60% 80% 100%

Abbildung 4-8 Ubersicht iiber die Genotypen und deren Verteilung in den Gruppen
Auf der Ordinate sind die jeweiligen Gruppen eingetragen, auf der Abszisse der Anteil der Patienten
mit jeweiligem Genotyp in Prozent. Abkirzungen: n/n=homocygoter Wildtyp; H63D/-=heterocygoter
Genotyp fir die H63D-Mutation; H63D/H63D=homocygoter Genotyp fiir die H63D-Mutation;
C282Y/H63D=Compound-Heterocygotie fur die H63D- und C282Y-Mutation; C282Y/-
=heterocygoter Genotyp fur die C282Y-Mutation; C282Y/C282Y=homocygoter Genotyp fur die
C282Y-Mutation;

Im Folgenden soll naher auf die obigen Graphiken eingegangen werden.
Gruppe 1 stellt zahlenmalig die groRte Gruppe dar und beinhaltet die Patien-
ten, welche aufgrund einer HH1-typischen Symptomatik molekulargenetisch
untersucht wurden. Demgemalf} waren im Vergleich zu den anderen Gruppen
die fur die HH1 pradisponierenden drei Genotypen (H63D homozygot, C282Y
homozygot, Compound-Heterozygotie fur die H63D und C282Y) in Gruppe 1
am haufigsten reprasentiert. Um diesen Umstand besser darstellen und einen
adaquaten Vergleich zwischen den sehr unterschiedlich groRen Gruppen
vornehmen zu konnen, wurde zusatzlich die relative Verteilung der Genotypen
in Abbildung 4.8. gewahlt, welche diese Aussage bestatigt.

In Gruppe 2 wies ein Grolteil der Patienten eine Heterozygotie fur die Mutation
C282Y auf, wahrend bei den restlichen Vertretern dieser Gruppe eine
Heterozygotie fur die H63D-Mutation, eine Compound-Heterozygotie fir die
C282Y- und die H63D-Mutation oder ein Wildtyp nachgewiesen wurde. Diese
Gruppe setzt sich aus Patienten mit klinischen Symptomen zusammen, welche
mdglicherweise hinweisend auf eine beginnende HH1-Manifestation waren. Die

molekulargenetische Untersuchungsindikation bei den Vertretern dieser Gruppe
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wurde dabei vorrangig aufgrund des Vorliegens einer Verwandtschaft zu einem
an der HH1 erkrankten Patienten mit entsprechend charakteristischem Genotyp
gestellt. Da es sich bei diesen erkrankten Patienten oftmals um ein Elternteil
oder ein Geschwister der hier untersuchten Patienten handelte, wurden letztere
im Hinblick auf das Vorliegen der gleichen Variationen untersucht. Daher
verwundert es nicht weiter, dass ein Groldteil der untersuchten Patienten eine
Heterozygotie fur die H63D- oder C282Y-Mutation aufwies und auch die
anderen Genotypen entsprechend vertreten waren. Diese Varianten wurden
entweder vom ebenfalls untersuchten Elternteil an den Patienten weitervererbt
oder sie stammten im Falle des erkrankten Geschwisters von einem gemein-
samen Elternteil.

Gruppe 3 wiederum wurde aus Patienten zusammengestellt, welche aufgrund
einer Verwandtschaft zu einem an der HH1 erkrankten Patienten mit ent-
sprechend charakteristischem Genotyp molekulargenetisch untersucht wurden,
selber aber keinerlei klinische Symptomatik aufwiesen. Je ein Drittel dieser
Patienten wies den Genotyp Wildtyp, eine H63D-Heterozygotie und eine
Compound-Heterozygotie fur die H63D und die C282Y auf. Diese Verteilung
der Genotypen lasst sich zwanglos in Analogie zu den Ergebnissen in Gruppe 2
aufgrund der bestehenden Verwandtschaftsverhaltnisse zu erkrankten Patien-
ten erklaren.

Gruppe 4 schlieBlich beinhaltet Patienten, bei denen eine Lebererkrankung
unklarer Genese vorliegt und bei denen die molekulargenetische Untersuchung
zur Ausschlussdiagnose einer HH1 durchgefuhrt wurde. Demgemal wies der
Grolteil der Vertreter dieser Gruppe keinerlei Mutation in diesem Gen auf. Bei
ungefahr einem Drittel der Patienten konnte eine Heterozygotie fur die H63D-
oder C282Y-Mutation nachgewiesen werden, wobei diese Genotypen nicht aus-
reichend als Erklarung fur die vorliegende Klinik erscheinen und moglicherweise
als reine Zufallsbefunde innerhalb einer Population mit insgesamt hoher Hetero-
zygotenfrequenz zu werten sind. Anders verhalt es sich mit der beobachteten
Homozygotie fur die C282Y-Mutation. Dieser Genotyp pradisponiert den
Anlagetrager in hohem Male fur eine HH1. Allerdings ist anzumerken, dass

besagter Anlagetrager eine Frau von erst 39 Jahren ist und keinerlei Hinweise
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auf das Vorliegen einer HH1 zeigt. Dies kann einerseits mit der weit unter dem
Manifestations-Durchschnittsalter liegenden Altersstufe der Patientin erklart
werden; andererseits kdnnte eine bekanntermalien starke Regelblutung (bei
Vorliegen eines bis dato unbehandelten intracavitaren Myoms) einer Eisentber-
ladung gegenregulativ wirksam sein. Daher muss hier von einem zufalligen
Vorkommen dieses Genotyps innerhalb der Gruppe 4 ausgegangen werden, da

diese eher in Gruppe 1 zu erwarten gewesen ware.
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43.2.A Darstellung der Verteilung der Werte fiir Ferritin und

Transferrinsattigung innerhalb der einzelnen Gruppen

Unter Beibehaltung der obigen Gruppeneinteilung soll nun naher auf die
Verteilung der Werte fur die Laborparameter Ferritin und Transferrinsattigung
eingegangen werden, welche bezuglich des Krankheitsbildes der HH1 eine sehr
hohe klinische Aussagekraft besitzen und dementsprechend in dieser Arbeit als
spezifische Marker fur diese Erkrankung dienen. AulRerdem sollen in einer
zweiten Darstellung die Ferritin- und Transferrinsattigungswerte der Patienten
mit den drei fur diese Krankheit typischen Genotypen untereinander verglichen
werden, um einen Eindruck Uber den Einfluss des Genotyps auf die phano-
typische Expression der HH1-Krankheit, hier reprasentiert durch die Hohe des
Ferritinwertes und der Transferrinsattigung, zu erhalten. Die entsprechenden
Graphiken sind in den Tabellen 4.8. und 4.9. aufgefuhrt. Um besser unterein-
ander vergleichen zu kdnnen, sind in den Tabellen auch die jeweiligen Durch-

schnittswerte und Spannbreiten angegeben.
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Tab. 4.8. Darstellung der Ferritinwerte in ug%
Da nicht fir alle Patienten des HH1-Kollektives der entsprechende Laborwert vorlag, wird fir jede Gruppe
getrennt angegeben, wie viele Patientendaten verfligbar waren. Dahinter ist die Anzahl der Patienten
angegeben, fir die kein entsprechender Wert vorlag.
Auf der oberen Abbildung werden die Ferritinwerte der einzelnen Gruppen, d.h. je nach zur HH1 mehr
oder weniger passender Klinik verglichen, unabhéangig vom vorliegenden Genotyp. Die Normwerte fir
Ferritin sind fir Manner (m) und Frauen (w) unterschiedlich festgelegt. Daher sind die Mittelwerte fir die
Gruppen far M@nner und Frauen getrennt aufgelistet, wahrend diese Einteilung fir den Mutationsvergleich
unten nicht gemacht wurde, weil die Gesamtzahlen hier insgesamt sehr niedrig sind.
Im unteren Teil sind die Ferritinwerte getrennt nach dem Vorliegen der jeweiligen Hauptmutation
abgebildet. Um eine bessere Ubersichtlichkeit der unteren Abbildung zu erhalten, wurden zwei Werte von
Patienten mit dem homozygoten Genotyp C282Y nicht in die Graphik aufgenommen (die Werte betrugen
1943 ug % und 1746 ug %). Diese beiden Werte wurden auch bei der Berechnung des Mittelwertes nicht
mit einberechnet.

Gesamtzahl Durchschnitts-
der unter- wert (Minimum-
suchten Maximum) in
Patienten/ Graphiken Hg%
Anzahl der Normwerte=3-
fehlenden 30m/2-20w
Daten
Gr1=7/54 Ferritinwerte in ug% der einzelnen 351%2?3?3’9
Gruppen Gr.2w=297,5
(33-1078)
Gr.2=2/6 1500 500 Gr.2m=70,7
c + 400 ¢ (38-132)
g ~ 1000 130 8 « Gr.2w=473
S+ 1200 3& | |43
6 500 - \ T 6
Gr.3=12/19 =gy i L*\ -+ 100 Gr.3m=41,2
0 SOAT M YN AT O SR e 0 (7-97)
Gr.3w=10,5
1 5 9 1317 21 25 29 33 37 (2-19)
Anzahl der Patienten
Gr.4=13/37 Gr.4m=97,1
(5-403)
—&— Gruppe 1 —— Gruppe 2 Gr.4w=44
Gruppe 3 Gruppe 4 (1-219)
H/H=1/3 Ferritin in ug% der Patienten mit den 3 H/H=93,5
Hauptmutationen (41-146)
- H/C=54,2
H/C=3/9 ’
(21-109)
C/C=0/11 C/C=408,6
(9-1943)
50
0
OH63D/H63D BH63D/C282Y OC282Y/C282Y
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Tab. 4.9. Darstellung der Werte fiir die Transferrinsattigung in %

Da nicht fir alle Patienten des HH1-Kollektives der entsprechende Laborwert vorlag, wird fiir jede Gruppe
getrennt angegeben, wie viele Patientendaten verfligbar waren. Dahinter ist die Anzahl der Patienten
angegeben, fiir die kein entsprechender Wert erhoben werden konnte. Auf der oberen Abbildung werden
die Werte fur die Transferrinsattigung der einzelnen Gruppen, d.h. je nach zur HH1 mehr oder weniger
passender Klinik verglichen, unabhéangig vom vorliegenden Genotyp. Die Mittelwerte fur die Gruppen fur
Méanner (m) und Frauen (w) sind getrennt aufgelistet, wahrend diese Einteilung fir den Mutationsvergleich
unten nicht gemacht wurde, weil die Gesamtzahlen hier insgesamt sehr niedrig sind.

Im unteren Teil sind die Werte fir die Transferrinsattigung getrennt nach dem Vorliegen der jeweiligen
Hauptmutation abgebildet.

Gesamtzahl
der unter- Durchschnitts-
suchten wert (Minimum-
Patienten / Graphiken Maximum) in %
Anzahl der Normwerte=16-45 %
fehlenden
Daten
Gr.1=44/10 Transferrinsittigung in % der einzelnen Gruppen Gr.1m=72 (21-111)
Gr.1w=81,9(37-126)
Gr.2=4/2 140
re= Gr.2m=45,7(32-53)
120 - Gr.2w=50(50)
Gr.3=7/12 100 Gr.3m=31,8(20-54)
2 Gr.3w=48,5(40-57)
£ 8
Gr.4=23/14 g o ¥ Gr.4m=39,8(18-103)
é f Gr.4w=36,6(20-71)
40 y o - -
20 A A
0 " RAReS . N j B e e o AN e
1 5 9 13 17 21 25 29 33 37 41 45 49 53
Anzahl der Patienten
—&— Gruppe 1 —i— Gruppe 2 Gruppe 3 Gruppe 4
H/H=1/3 Transferrinsattigung in % der Patienten mit den H/H=62,5(54-71)
3 Hauptmutationen ’
H/C=3/9 H/C=51,8(30-90)
C/C=1/11 CIC=73,3(2-105)
8 9 10
O H63D/H63D m H63D/C282Y O C282Y/C282Y
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Beim Vergleich der Werte innerhalb der einzelnen Gruppen fallt auf, dass
Gruppe 1 fast durchgehend hohere Werte fur Ferritin und Transferrinsattigung
aufweist als die anderen Gruppen. Dies wird durch die entsprechend
berechneten Durchschnittwerte bestatigt, welche auf eine bestimmte Tendenz
innerhalb der einzelnen Gruppen hinweisen. Demgemaly weist Gruppe 1 die
hochsten Werte auf, gefolgt von den Gruppen 2 und 4, wahrend in Gruppe 3 die
niedrigsten Werte erhoben wurden. Dies deckt sich auch mit der Gruppen-
einteilung, welche anhand der vorliegenden Untersuchungsindikation erfolgte.
Eine Ausnahme zu dieser Beobachtung bildet der hohe Einzelwert von 473
Mg% fur das Ferritin in Gruppe 2. Da dieser solitar vorliegende Wert allerdings
nicht ohne Vorbehalt als Durchschnittswert akzeptiert werden kann, erscheint
jegliche Aussage hierzu als inadaquat.

Der im zweiten Teil der Graphiken durchgefuhrte Vergleich zwischen den
Patienten mit den fur die HH1 charakteristischen Genotypen lasst ebenfalls eine
bestimmte Tendenz in Bezug auf die erhobenen Werte vermuten. Demgemaf
wiesen die Patienten mit einer Homozygotie fur die C282Y-Mutation, welche in
hohem Malde fur eine HH1 pradisponiert, auch die hochsten Werte fur das
Ferritin und die Transferrinsattigung auf, gefolgt von den Patienten mit einer
Homozygotie fur die H63D-Mutation und schliel3lich den Patienten mit einer
Compound-Heterozygotie flr die H63D- und die C282Y-Mutation. Diese Beob-
achtung ist auf einen mdglichen Zusammenhang zwischen dem vorliegenden
Gentoyp und Phanotyp hinweisend.

Tabelle 4.10. soll entsprechende Beobachtung nochmals in tabellarischer Form

verdeutlichen.
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Tab. 4.10. Darstellung der Verteilung der Ferritin- und Transferrinsattigungswerte unter den
Patienten mit den drei Hauptmutationen
Unterhalb der Mutation sind die Gesamtzahlen (n) der Patienten angegeben, wiederum darunter die
jeweilige Verteilung innerhalb der Gruppen. Die Laborparameter sind nach unterschiedlichen Grenz-
betragen aufgeteilt, wobei unten jeweils die Anzahl der Patienten (fehlende Daten) angegeben ist, fiir die
keine Werte vorlagen. Abklrzungen: n=Gesamtzahl der Patienten;

C282Y/H63D H63D/H63D (C282Y/C282Y
n=9 n=3 n=11
Gruppe 1 5 3 10
Gruppe 2 2 0 0
Gruppe 3 2 0 0
Gruppe 4 0 0 1
Ferritin in ug%
<120 6 1 6
121-199 0 1 3
200-999 0 0 0
>1000 0 0 2
Fehlende Daten 3 1 0
Tf-Sattigung in %

<50 3 0 2

>50 3 2 8
Fehlende Daten 3 1 1
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4.3.3.A Zusammenfassung der Patientenbogen

AbschlieRend soll hier mit Hilfe der Tabellen 4.11. (mannliche Patienten) und
4.12. (weibliche Patienten) versucht werden, alle anhand der Patientenbdgen

erhobenen klinischen Angaben zusammenzufassen.

Tab. 4.11. Zusammenfassung der Patientenbégen fiir die Manner

Die Tabelle soll zu einem Gesamtuberblick der Patientenbdgen beitragen. Fir das Alter und die
Laborparameter sind die jeweils errechneten Mittelwerte angegeben, in Klammern die Spannweite der
Werte, hinter der Klammer die Anzahl der fehlenden Werte. Fir die Leberbiopsie und die Angabe einer
Siderose bzw. erhhtem Eisenwert gilt, dass die Anzahl der flr die HH1-typischen Ergebnisse angegeben
sind und nach dem Schragstrich die Gesamtzahl der Leber-biopsierten Patienten. Fir den Rest der
Angaben gilt, dass die positiven Ergebnisse vermerkt sind, bei allen anderen Patienten dazu keinerlei
Angaben gemacht waren, wobei unklar bleibt, ob eine Untersuchung durchgefiihrt wurde und negativ war
oder ob keinerlei Untersuchung dazu durchgefiihrt wurde. Abkurzungen: n=Gesamtzahl;
NW=Normalwerte; p=positiv; Fet=erhdhter Eisenwert aus der Veraschung; sek.=sekundar;

Parameter

Gruppe 1m / n=38

Gruppe 2m / n=4

Gruppe 3m / n=11

Gruppe 4m / n=25

Alter

53,2 (26-80) 0

48,5 (29-77) 0

34,5 (11-59) 0

47,8 (20-73) 0

Transferrin (NW=200-
360 mg%)

184,5 (57-339) 6

213,7 (176-247) 1

235,8 (202-270) 6

214 (88-375) 11

Ferritin (NW=3-30m/2-
20w)

263,9 (19-1943) 4

70,7 (38-132) 1

41,2 (7-97) 6

97,1 (5-403) 10

Eisen (NW=60-160
Hg%)

167,1 (7-295) 4

134,3 (113-162) 1

102 (77-153) 6

109,4 (47-221) 7

Transferrinsattigung
(NW=16-45%)

72 (21-111) 8

45,7 (32-53) 1

31,8 (20-54) 6

39,8 (18-103) 11

GOT (NW<18 U/L)

70,6 (11-584) 4

11,7 (10-13) 1

15,8 (34-79) 6

83,2 (7-854) 5

GPT (NW<22 U/L)

130,1 (10-1980) 3

17,3 (13-24) 1

22,2 (7-43) 6

120,5 (9-1519) 3

y-GT (NW<28m/<18w)

157,1 (7-823) 3

21 (11-35)1

19,75 (10-29) 7

109,6 (13-586) 3

Quick (NW= 75-120%)

86 (18-120) 8

106 (103-109) 2

96,7 (80-106) 8

84,5 (26-120) 5

Albumin (3,4-4,8 g/dl)

4,46 (2,3-5,2) 11

4,6 (4,3-4,9)2

4,7 (4,5-4,8)7

3,6 (1,8-4,7) 12
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Parameter

Gruppe 1m / n=38

Gruppe 2m / n=4

Gruppe 3m / n=11

Gruppe 4m / n=25

Ges.Eiweill (NW=6,5-

8,5 g/dl) 7,8 (4,9-87)5 7,5(7,2-8,1)1 7,8(7-8,3)7 7,1(5,8-8,5)6

LB: typisch fur HH1 3p/19 1p/1 0 1p/6

Siderose/Fe? 14p/19 1p/1 0 2p/6
Autoimmunhepatitis 2 0 0 1
chron. HBV 3 0 0 0
chron. HCV 3 0 0 2
Alkoholkonsum 12 1 1 8
Mudigkeit 12 0 0 6
HautSi;frfgiﬁieerung 4 0 0 L
LebervergréRerung 10 1 0 6
Leberzirrhose 12 0 0 4
HCC 2 0 0 1
Splenomegalie 12 1 0 8
Gallenblasensteine 5 0 0 5
Diabetes mellitus Typ Il 8 0 0 2
Abdominalschmerz 3 0 0 2
Herzrhythmusstérungen 2 0 0 0
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Parameter Gruppe 1m / n=38 | Gruppe 2m /n=4 | Gruppe 3m /n=11 | Gruppe 4m / n=25
Herzinsuffizienz 1 0 0 1
sek. Kardiomyopathie 0 0 0 1
Hypothyreose 5 1 1 1
Osteoporose 2 0 0 0
Arthropathie 5 0 1 5
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Tab. 4.12. Zusammenfassung der Patientenbégen fiir die Frauen

Die Tabelle soll zu einem Gesamtiiberblick der Patientenbdgen beitragen. Fir das Alter und die
Laborparameter sind die jeweils errechneten Mittelwerte angegeben, in Klammern die Spannweite der
Werte, hinter der Klammer die Anzahl der fehlenden Werte. Fir die Leberbiopsie gilt, dass die Anzahl der
fur die HH1 typischen Ergebnisse angegeben sind und nach dem Schrégstrich die Gesamtzahl der Leber-
biopsierten Patienten. Fur den Rest der Angaben gilt, dass die positiven Ergebnisse vermerkt sind, bei
allen anderen Patienten dazu keinerlei Angaben gemacht waren, wobei unklar bleibt, ob eine
Untersuchung durchgefiihrt wurde und negativ war oder ob keinerlei Untersuchung dazu durchgefiihrt
wurde. Abkilrzungen: n=Gesamtzahl; NW=Normalwerte; p=positiv; Fe=erhohter Eisenwert aus der
Veraschung; sek.=sekundar;

Gruppe Gruppe 2w / Gruppe 3w/ Gruppe
PERIEIER 1win=16 n=2 n=8 4win=12
Alter 57,7 (37-73) 0 49 (45-53) 0 34,3 (18-47)0 | 56,5 (20-82) 0

Transferrin (NW=200- 179,5 (104-
360 mg%) 264)5

2245 (210- 212,4 (94-293)

194 (194) 1 230)6 5

Ferritin (NW=3-30m/2- 297,5 (33-

20w) 1078) 3 473 (473) 1 10,5(2-19)6 | 44 (1-219)3

Eisen (NW=60-160 187,2 (108-
Hg%) 263) 4

123,7 (59-192) | 104,9 (46-243)

136 (136) 1 o )

Transferrinsattigung

(NW=16.45%) 81,9 (37-126)4 | 50 (50) 1 48,5 (40-57) 6 | 36,6 (20-71) 3

GOT (NW<18 U/L) 1?2’4275121' 10 (10) 1 15 (5-25)6 | 41,7 (7-185) 1
GPT (NW<22 U/L) “132'1815131' 21 (21) 1 12(6-22)5 | 324 (11-125) 1
y-GT (NW<28m/<18w) | 70,8 (7-339) 4 9(9) 1 9.7(6-12)5 | 1836 (210'807)
Quick (NW= 75-120%) | 81,2 (15-120) 5 0 97 (97)7 | 93,8 (46-120) 1
Albumin (3,4-4,8 g/dl) || 3,9 (1,8-5.3) 7 0 49(49)7 | 39(265)7
GeS'Ei‘g";”; /(g:)w =6.5- 173 (5.2-10,5) 4 0 82(82)7 | 7.6(6396)2
LB: typisch fur HH1 1p/7 0 0 Op/6
Siderose/FE 4pl7 0 0 2p/6

Autoimmunhepatitis 0 0 0 1p
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chron. HBV 1 0 0 0
chron. HCV 0 0 0 0
Alkoholkonsum 3 0 0 1
Mudigkeit 5 0 0 1
Hautp?il;;fr;égirﬁ?erung 2 0 0 1
LebervergréRerung 6 0 0 1
Leberzirrhose 3 0 0 2
HCC 0 0 0 1
Splenomegalie 6 0 0 2
Gallenblasensteine 2 0 0 1
Diabetes mellitus Typ I 3 0 0 2
Abdominalschmerz 1 0 0 2
Herzrhythmusstérungen 1 0 0 1
Herzinsuffizienz 1 0 0 0
sek. Kardiomyopathie 0 0 0 0
Hypothyreose 3 0 0 6
Osteoporose 1 0 0 0
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Gruppe Gruppe 2w / Gruppe 3w/ Gruppe
PERIEIER 1win=16 n=2 n=8 4win=12
Arthropathie 2 0 0 2

Bezlglich der Angaben in diesen Tabellen ist einschrankend anzumerken, dass
keinerlei Anspruch auf Vollstandigkeit erhoben werden kann. Fur eine Reihe
von Patienten waren namlich nicht alle der im Rahmen dieser Untersuchung
interessierenden Daten in den entsprechenden Patientenakten dokumentiert
und konnten aufgrund des retrospektiven Charakters der Studie auch nicht mit
vertretbarem Aufwand erganzt werden. Aufgrund dieser unzureichenden
Datenqualitat musste zwangslaufig auf die Auswertung mittels mathematischer
Testverfahren verzichtet werden und die Zusammenfassung der in den
Tabellen 4.11. und 4.12. aufgelisteten Parameter im Folgenden in einer rein
deskriptiven Form durchgefuhrt werden.

Die Gruppen 1, 2 und 4 wiesen vergleichbare Werte in Bezug auf das Durch-
schnittsalter auf, wahrend der Wert in Gruppe 3 sehr viel niedriger ausfiel und
demnach jeglichen Vergleich mit den anderen Gruppen als inadaquat
erscheinen lie. Da die Gruppe 2 mit ihrer niedrigen Zahl an Patienten ohne
jegliche Kilinik aber von nur niederrangigem Interesse fur die vorliegende
Auswertung ist, soll hier nicht naher auf diesen Unterschied eingegangen
werden.

Die Werte fur Eisen und Transferrin im Serum wiesen die gleiche Tendenz auf,
wie sie bereits fur Ferritin und Transferrinsattigung beobachtet wurde. Dies ist
nicht weiter verwunderlich, da die Transferrinsattigung unter Einsatz der Werte
fur Eisen und Transferrin im Serum berechnet wird. Aus diesem Grund wurde
auf eine separate Besprechung dieser Werte verzichtet.

Die ubrigen in den Tabellen aufgefuhrten Laborparameter stellen eine Reihe
von in der Leber synthetisierten Molekilen dar, welche den Grad einer evitl.
vorliegenden Leberschadigung widerspiegeln, ohne dass sie pathognomonisch
fur ein bestimmtes Krankheitsbild waren. Demgemal fielen die Werte fur diese
Molekule sowohl in Gruppe 1 als auch in Gruppe 4 pathologisch aus. Ein
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Vergleich mit den Gruppen 2 und 3 erschien dabei aufgrund der niedrigen
Gesamtzahl der erhobenen Daten in diesen Gruppen nicht sinnvoll.

In Bezug auf die Ergebnisse der teils durchgeflhrten Leberbiopsien und Leber-
gewebe-Veraschungen kann aufgrund der unzureichenden Datenlage ebenfalls
keine Aussage getroffen werden. In den Gruppen 1 und 4 wurde nur ein Teil der
Patienten biopsiert. Unter diesen fanden sich wenige mit einem fur die HH1-
typischen Befund, wahrend die Lebergewebe-Veraschung auffallend haufig
pathologisch ausfiel. In den Gruppen 2 und 3 wiederum war bei keinem der
Patienten eine Leberbiopsie durchgefuhrt worden, was verstandlich ist, da diese
Patienten keine bzw. keine fur HH1 pathognomonische Symptomatik aufwiesen
und die molekulargenetische Untersuchung nur aufgrund des Vorliegens einer
Verwandtschaft mit einem an HH1 erkrankten Patienten durchgeflhrt worden
war.

Die restlichen Angaben in den Tabellen beziehen sich auf das Vorliegen
klinischer Symptome, welche haufig mit einer HH1 assoziiert sind. Auch hier
konnte nur fir einen Teil der Patienten das Vorliegen einer entsprechenden
Klinik erhoben werden. Fur den Rest der Patienten ist aufgrund der mangel-
haften Dokumentation hingegen unklar, ob besagter Patient Uberhaupt auf das
Vorliegen der jeweiligen Symptomatik hin untersucht wurde.
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44.B Statistische Auswertung des M. Parkinson-Kollektives

441.B Strukturgleichheit von Patienten- und Kontroll-Kollektiv

Die Untersuchung auf Strukturgleichheit im Patienten- und Kontroll-Kollektiv mit

den im Methodenteil beschriebenen statistischen Tests ergab die im Folgenden

aufgelisteten Ergebnisse.

100% -
90% -
80% A
70% A
60% -

50% =] KothroIIen
O Patienten
40%
30%
20%
10%
0%
mannlich weiblich
Studienteilnehmer Geschlecht Gesamt
mannlich weiblich
Patienten Anzahl 161 117 278 (3)
Anzahl in 57,9 42,1 100
%
Kontrollen Anzahl 143 136 279 (1)
Anzahl in 51,3 48,7 100
%
Gesamt Anzahl 304 253 557
A“Z;Jh' in 54,6 45,4 100

Abbildung 4-9 Vergleich der Geschlechterverteilung innerhalb der Kollektive
Im oberen Teil der Abbildung ist die Verteilung graphisch dargestellt. Im unteren Teil ist die absolute und
relative Haufigkeit innerhalb der Gruppen angegeben. ( ): Drei Personen im Patienten-Kollektiv und 1

Person im Kontrollkollektiv konnte kein Geschlecht zugeordnet werden.
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Die graphische Darstellung der Geschlechterverteilung in Abbildung 4-9 deutet
bereits auf eine einheitliche Geschlechtsverteilung innerhalb der Kollektive hin.
Diese Vermutung liel3 sich anhand des Ergebnisses beim exakten Fisher Test
bestatigen (p>0,05).

Anders verhalt es sich mit der Altersverteilung (U-Test nach Mann-Whitney:
p=0,00) der Studienteilnehmer. Das Alter der Patienten lag im Durchschnitt
hdher als das Alter im Kontrollkollektiv. Es ist demnach mdglich, dass sich bei
einigen Probanden im Kontrollkollektiv, die bislang als gesund erklart waren, in
hoherem Lebensalter Parksinson-Symptome entwickeln. Da diese Arbeit aber
primar die Korrelation der Echogenitat in der PcSN mit einer vererbten
genetischen Pradisposition fir dieses Krankheitsbild untersucht, welche
unabhangig vom Lebensalter besteht, wird dieser Unterschied nicht weiter

beachtet.

Box-Plot in Gruppen
Variable: Alter

90

80

60 E:‘ |:“:|

50

Alter

40

30

Gruppe

Perzentilen
Studienteilnehmer 25 50 75
Patienten [Gruppe 1] 59 64 71
Alter
Kontrollen [Gruppe 2] 53 57 61

Abbildung 4-10 Darstellung der Altersverteilung innerhalb der Kollektive als Boxplots
Zu sehen ist die Altersverteilung innerhalb des Patienten- und Kontrollkollektives. Der Inhalt der Boxen
entspricht dabei der Altersverteilung von der 25. bis 75.Perzentile. Die Grenzstriche oberhalb und
unterhalb der Boxen markieren das maximal und minimal vorkommende Alter. Die Symbole innerhalb der
Boxen markieren den Median bzw. die 50. Perzentile.
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Die folgende Abbildung soll einen Uberblick der Ortsherkunft der Studienteil-
nehmer geben. Da diese allerdings alle gleicher ethnischer Herkunft sind, ist die

inhomogene Verteilung als irrelevant anzusehen.

Ortsherkunft der Studienteilnehmer
_ 300
[
£ 250
<
g 200 BPat
E 150 - atienten
. B Kontrollen
8 100
£ 50 [ ]
©
S 5, e e =
& S
<|‘/0 @0 ({\0 ol de *0\0
N e < Q N
Ort
Gesamt
Wiirzburg | Biskirchen | Homburg | Rostock | Dresden | Tiibingen
Patienten 53 67 109 39 11 1 280(1)
% der Patienten 18,9 23,9 38,9 13,9 3,9 0,00 100
Kontrollen 13 0 255 12 0 0 280
% der Kontrollen 0,46 0 0,91 0,04 0 0 100
Gesamt 66 67 364 51 11 1 560
% der
Studienteilnehmer 11,8 12,0 65,0 9,1 0,2 0,0 100

Abbildung 4-11 Darstellung der Ort-Herkunft der Studienteilnehmer
Im oberen Teil der Abbildung ist die Ortsverteilung graphisch dargestellt. Im unteren Teil sind die
Verteilungen innerhalb der einzelnen Gruppe und der Gesamtheit aufgelistet. ( ): Fir eine Person aus dem
Patienten-Kollektiv konnte keine Ortszugehdorigkeit erfasst werden.
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Abbildung 4-12 Vergleichende Darstellung der Echogenitat zwischen den Kollektiven
Dargestellt sind die Boxplots bezliglich der Echogenitat in der Substantia nigra im Vergleich zwischen
Kontrollen und Patienten. Dabei reprasentieren die Boxen die 25. bis 75. Perzentile, wahrend die oberen
und unteren Striche die maximalen bzw. minimalen Werte anzeigen. Das Symbol innerhalb der Box
markiert den Median bzw. die 50. Perzentile.

Ein Unterschied zwischen den in der SN gemessenen Echogenitatswerten
innerhalb der beiden Kollektive liel® sich bereits graphisch feststellen. Diese
Vermutung konnte anhand des U-Tests sowohl fur die rechte Seite (p=0.000)
als auch fur die linke Seite (p=0.000) der SN bestatigt werden. Demgemal}
wiesen die Vertreter im Patientenkollektiv hdhere Werte in Bezug auf dieses

Merkmal auf als das Kontrollkollektiv.
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44.2B Genotypverteilung und genotypische Homogenitat der beiden
Kollektive

Um Aussagen bezlglich der Genotypverteilung und genotypischen
Homogenitat innerhalb der zwei untersuchten Kollektive treffen zu kdnnen,
wurden zunachst die Allelfrequenzen der entsprechenden Sequenzvariation in
beiden Kollektiven bestimmt.

Bei Vorliegen einer hinreichend grolien Allelfrequenz fir den zu
untersuchenden Genotyp konnte anschlieBend uberpruft werden, ob die
Genotypverteilung einer Hardy-Weinberg-Verteilung genugt. Abgesehen vom
Locus Ex4/5694*G>A im Kontrollkollektiv, welcher die C282Y-Mutation bedingt,
war der Hardy-Weinberg-Test durchgehend nicht signifikant (p>0,05). Daraus
lie3 sich schlieRen, dass in den untersuchten Kollektiven kein Selektionsdruck
besteht. Das oben erwahnte signifikante Ergebnis im Hardy-Weinberg-Test fur
die C282Y-Mutation wiederum wurde in dieser Arbeit als irrelevant betrachtet,
da aufgrund der fehlenden Signifikanz beim Vergleich der beiden Kollektive
keinerlei Aussage bezuglich dieser Mutation und dem MP getroffen werden
konnte. Aus diesem Grunde wurde auch auf weitere Untersuchungen hierzu
verzichtet.

In Anlehnung an die ermittelte Allelfrequenz wurde aul3erdem festgelegt, ob es
sich bei der Variation um einen polymorphen oder monomorphen Locus
handelte. Von einem polymorphen Locus ist definitionsgemaly immer dann die
Rede, wenn die Frequenz des einen Allels <95 % bzw. die Frequenz des
anderen Allels >5 % betragt. Trifft dies nicht zu, spricht man von einem
monomorphen Locus.

Auch die statistischen Tests zur Uberpriifung auf genotypische Homogenitat
ergaben keinerlei signifikantes Ergebnis. Diese Tests wurden je zweimal
durchgefuhrt, beim zweiten Durchgang mit selektierten Daten (vgl. 3.5.4.B).
Hierzu wurden nur noch Patienten mit Echogenitatswerten von 20,19 cm? auf
einer Seite bzw. Kontrollpersonen mit Werten <0,19 cm? auf beiden Seiten der
SN in die Auswertung mit reingenommen. Auch nach dieser Selektion wurden

keine signifikanten Ergebnisse erhalten (p>0,05).
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Die Ergebnisse der Allelfrequenzbestimmung, des Hardy-Weinberg-Tests fur
jedes Kollektiv und des Genotypenvergleichs zwischen den Kollektiven

(Fisher’s exact test) sind in folgender Tabelle 4.13. aufgelistet.

Tab. 4.13. Ergebnisse der Allelfreuenz, des Hardy-Weinberg-Tests und des Tests auf genotypische

Homogenitét in den zwei Kollektiven
Die Allelfrequenzen sind fiir insgesamt 5 Loci angegeben, wobei die Gesamtzahl der getesteten Personen
(N) in Klammern dahinter steht. Das Signifikanzniveau fir die p-Werte des Hardy-Weinberg-Tests war auf
0=0,05 festgelegt. In der letzten Spalte ist das Ergebnis des Tests auf genotypische Homogenitat
verzeichnet. Auch hier war ein Signifikanzniveau von a=0,05 vorgegeben. Dabei bezieht sich das erste
Ergebnis auf die Testung ohne Selektion, der zweite Wert auf die Testung nach der Selektion anhand der
Echogenitatswerte.

Mutation Patienten Kontrollpersonen Genotypische
Homogenitit
Nicht-
Locus Aminoséure- | Allelfrequenz | Hardy- Allelfrequenz | Hardy- selktiert/
Position Weinberg Weinberg selektiert
Ex2/3732*C>G H63D 0,160 1 0141 0,6177 0,574/0.471
(N=278)
Ex2/3821*A>C K92N 0,002 * 0 * *
(N=273)
1VS2/3889*T>C - 0,356 0,4357 0,317 0,1962 0,151/0,161
(N=278)
Ex4/5499*C>T 1217T 0,002 * 0 * *
(N=268)
0,4419
Ex4/5694*G>A C282Y 0,047 0,058 0,0005 0,229/0,355
(N=268)
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443.B Uberpriifung der Assoziation verschiedener Loci

Zur Uberpriifung der Assoziation zweier Loci wurden verschiedene Tests
hinsichtlich einer genotypischen und allelischen Assoziation zwischen den
gefundenen Loci des HFE-Genes durchgefuhrt.

Hierzu wurde in einem ersten Schritt die Anzahl an Haplotypen in den zwei zu
vergleichenden Kollektiven bestimmt. In Tabelle 4.14. sind alle gefundenen

Haplotypen, die an maximal einem Locus heterozygot sind, aufgelistet.

Tab. 4.14. Auflistung der gefundenen Haplotypen mit maximal einem heterozygoten Locus
In der Tabelle sind alle gefundenen 8 Haplotypen mit maximal einem heterozygoten Locus dargestellt. In
der Tabelle steht die Null fir das Wildtypallel, die Eins fur das mutierte Allel.

Locus
Haplotyp
1VS2/3889*T>C Ex2/3732*C>G Ex4/5694*G>A
1 0 0 0
2 1 0 0
3 0 1 0
4 0 0 1
5 1 1 0
6 1 0 1
7 0 1 1
8 1 1 1

AnschlielRend wurde die Haplotypenverteilung innerhalb der zwei Kollektive auf
Homogenitat hin gepruft. Hierbei konnte flr den Haplotypen 5, bei welchem das
mutierte Allel Ex2/3732*C>G mit der Variation 1VS2/3889*T>C gekoppelt
vorliegt, sowohl im Patienten als auch im Kontrollkollektiv ein signifikantes
Ergebnis (p=0.000) erhoben werden. Die anhand der Stammbaumanalyse (vgl.
4.2.3.A+B) postulierte allelische Assoziation konnte demnach mit Hilfe dieses
Testverfahrens bestatigt werden.

Da diese Kopplung allerdings in beiden Kollektiven gleichermallen nachge-
wiesen wurde, konnte keinerlei Aussage bezlglich eines Zusammenhangs
zwischen dieser Kopplung mit dem Krankheitsbild des MP getroffen werden.
Fiar alle anderen paarweise durchgefuhrten Locivergleiche konnte keinerlei

signifikante genotypische Assoziation ermittelt werden.
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Tabelle 4.15. zeigt die Haplotypenhaufigkeiten innerhalb der einzelnen
Kollektive.
Tab. 4.15. Auflistung der Haplotypenhaufigkeit im Vergleich
Haplotyp Patienten Kontrollen Gesamt
1 268 279 547
2 100 84 184
3 0 0 0
4 15 19 34
5 24 24 48
6
7
8
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5 Diskussion

A HFE-assoziierte Hereditaire Hamochromatose

Bei der HH1 handelt es sich um ein autosomal-rezessiv vererbtes Krankheits-
bild, bei welchem sich aufgrund von molekulargenetischen Veranderungen im
HFE-Gen eine Eisenuberladung des Organismus entwickelt. Die wichtigsten fur
diese Erkrankung pradisponierenden Genotypen sind dabei die homozygote
C282Y-Mutation in Exon 4, die H63D-Mutation in Exon 2 und die Compound-
Heterozygotie dieser zwei Mutationen. Demgemal} wird bei Patienten mit einem
Verdacht auf eine HH1 auf das Vorliegen der oben genannten Mutationen hin
untersucht. Daneben existieren einige seltenere Mutationen im HFE-Gen,
welche ebenfalls mit diesem Krankheitsbild in Verbindung gebracht werden.
Aufgrund der niedrigen Gesamtzahl werden diese selteneren Varianten bei den
routinemalig durchgefuhrten Analysen allerdings normalerweise nicht
berucksichtigt.

Auch fur das im Rahmen dieser Arbeit zusammengestellte HH1-Kollektiv waren
im Voraus entsprechende molekulargenetische Untersuchungen durchgefihrt
worden. Flr eine Reihe von Patienten mit der charakteristischen Symptomatik
einer HH1 konnte hierbei allerdings keine entsprechende Mutation in den Exons
2 oder 4 nachgewiesen werden. Daher wurde beschlossen, bei diesen
Patienten gezielt nach Veranderungen in den nicht untersuchten Gen-
abschnitten des HFE-Genes zu suchen. Hierzu wurden im Rahmen dieser
Arbeit die 6 Exons des HFE-Genes mittels der DHPLC-Analytik untersucht.
Neben dieser molekulargenetischen Untersuchung wurde mittels eines
Patientenbogens retrospektiv die Klinik dieser Patienten zum Datum der Unter-
suchungsanordnung erhoben, um anhand einer deskriptiven statistischen
Auswertung Aussagen uber mogliche Zusammenhange zwischen Genotyp und
gleichzeitig bestehendem Phanotyp treffen zu kdnnen. Unter den klinischen
Angaben dienten dabei die Laborwerte Transferrin, Transferrinsattigung, Ferritin

und Eisen im Serum als Marker flr das Vorliegen einer HH1.
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B Idiopatischer Morbus Parkinson

Beim idiopathischen Morbus Parkinson (MP) handelt es sich um ein durch
Dopaminmangel hervorgerufenes neurologisches Krankheitsbild, dessen
Atiologie noch weitgehend ungeklart ist. Mehrere Studien weisen allerdings auf
ein multifaktoriell bedingtes Geschehen hin, bei welchem auch eine Stérung im
Eisenstoffwechsel mit einer vermehrten Eisenspeicherung von Bedeutung zu
sein scheint. Die transkranielle Sonographie (TCS) stellt dabei neben anderen
Methoden eine Moglichkeit dar, den Grad der Eisenspeicherung in der
Substantia nigra (SN) von MP-Patienten auf einfache Weise zu bestimmen. Mit
Hilfe dieser Neuentwicklung konnte eine signifikant erhdhte Echogenitat in der
SN bei Patienten mit MP ermittelt werden, wobei die Echogenitatsdichte
proportional zu der in der SN gespeicherten Eisenmenge war, wie anhand
mehrerer post mortem Studien nachgewiesen werden konnte (Berg et al., 1999,
2002). Den Grund hierfir vermutet man in einer genetisch bedingten Stdérung
des durch multiple Proteine regulierten Eisenstoffwechsels, wobei auch eine
Storung im HFE-Protein hierfur als geeigneter Kandidat erscheint.

Demgemal wurden im Rahmen dieser Arbeit alle 6 Exons des HFE-Genes in
einem Patienten- und Kontroll-Kollektiv mittels DHPLC und Sequenzierung auf
Veranderungen hin untersucht. Die mittels TCS gemessene Echogenitat bei
den Vertretern beider Kollektive diente neben der Klinik als Marker fur das Vor-
liegen dieser Erkrankung. Anhand der ermittelten Daten konnte anschlie3end
im Rahmen einer multizentrischen Fall-Kontroll-Studie die Relevanz dieser
Mutationen unter Beachtung der Echogenitatswerte im Patienten- und Kontroll-

Kollektiv anhand statistischer Testverfahren Gberpruft werden.
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511.A Ergebnisse des Mutationsscreenings im HH1-Kollektiv

Im HH1-Kollektiv wurden mittels DHPLC und nachfolgender Sequenzierung ins-
gesamt zwei exonische missense-Mutationen und eine intronische Sequenz-
variation gefunden.

Die zwei exonischen Mutationen H63D und C282Y waren bereits vorbeschrie-
ben und kénnen auf der Homepage des NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov) unter der
SNP-ID rs1799945 und rs1800562 eingesehen werden. Bei diesen Mutationen
handelt es sich um die zwei am haufigsten mit der HH1 assoziierten Mutationen
in Exon 2 und Exon 4 (Feder et al., 1996; Aguilar-Martinez et al., 1997; Beutler

et al., 1997a; Ramrakhiani et al., 1998). Auch die oben erwahnte intronische

Sequenzvariation (in NCBI unter SNP-ID rs2071303 abgelegt), welche vier
Basenpaare hinter dem Exon 2 positioniert ist, war bereits aus friheren Studien
bekannt (Beutler et al., 1997b). Bezuglich der Relevanz dieser Sequenz-
variation flur das Krankheitsbild der HH1 herrscht noch Uneinigkeit (Villiers et
al., 1999). Mittels Stammbaumanalyse an einer CEPH-Familie konnte allerdings
eine Kopplung der H63D-Mutation mit dieser intronischen Sequenzvariation
IVS2/3889*T>C festgestellt werden, welche im Parkinson-Kollektiv anhand
eines statistischen Testverfahrens bestatigt wurde. Auf eine mogliche
Bedeutung dieser ebenfalls vorbeschriebenen Kopplung soll unter 5.1.2.A
naher eingegangen werden.

In allen anderen untersuchten Exons konnte keine Sequenzvariation nachge-
wiesen werden. Trotzdem sollen im Folgenden die mittels DHPLC-Analytik und
Sequenzierung erhobenen Ergebnisse fur die anderen Exons und die weitere
Vorgehensweise anhand einer kurzen Zusammenfassung dargestellt werden.
Far das PCR-Fragment 5 wurde bei einigen Proben ein auffalliges Ergebnis am
DHPLC-Gerat beobachtet, wobei das Ergebnis der anschliefenden Sequenzie-
rung keine exonische bzw. exonnahe (< 10bp hinter dem Exonende) Sequenz-
variation ergab. Allerdings ist anzumerken, dass besagte Sequenz aufgrund der
Lage des Ruckwarts-Primers einen sehr grof3en intronischen Abschnitt beinhal-
tete, welcher nicht mit zufriedenstellender Qualitat dargestellt werden konnte

und vermutlicherweise die gesuchte Variation enthielt. Da eine Variation, die so
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weit im Intron positioniert ist, aber mit grofdter Wahrscheinlichkeit keine
Bedeutung fur die Proteintranslation hat, wurde auf weitere Untersuchungen
dieser Auffalligkeit verzichtet.

Fir die Exons 1 und 6 wurde ebenfalls bei einigen Proben ein auffalliges
Elutionsprofil beobachtet. Trotz ausreichender Datenqualitdt konnte mittels
Sequenzierung kein entsprechendes Korrelat fur diese Auffalligkeiten gefunden
werden. Demnach handelte es sich hierbei am ehesten um eine ,Schulter,
welche durch ein bei der PCR entstandenes Artefakt oder durch eine Verunrei-
nigung bedingt wurde.

In Exon 3 konnte keinerlei Auffalligkeit mittels DHPLC ermittelt werden.
Bezuglich der hier eingesetzten Methode der DHPLC ist noch anzumerken,
dass kein einziges Mal ein falsch negatives Ergebnis erhoben wurde, was durch
die hohe Sensitivitat von 96 % dieses Untersuchungsverfahrens erklarbar ist
(Xiao et al., 2001). Eine Eigenart dieser Methode ist auch, dass fur einige der
Exons bei Messungen mit zwei unterschiedlichen Temperaturen in der DHPLC
die Auffalligkeit nur bei einer der Temperaturen nachgewiesen wurde, wahrend
die gleiche Probe bei der entsprechend anderen Temperatur vollig unauffallig
erschien. Dies Iasst sich allerdings sehr einfach anhand des Zusammenhangs
zwischen der Lokalisation der jeweiligen Sequenzvariation mit der entsprechen-
den Schmelzdomane erklaren. Demnach muss die Messung bei der jeweils
idealen Analysetemperatur erfolgen, um einen klaren Unterschied in den

Retentionszeiten zwischen Hetero- und Homoduplex ermitteln zu kdnnen.
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5.1.2.A Mogliche Zusammenhange der Mutationen im HFE-Gen mit
der klinischen Manifestation der HH1

Der Zusammenhang zwischen der HH1 und molekulargenetischen Veranderun-
gen im HFE-Gen wurde bereits im Jahre 1996 durch Feder et al. beschrieben.
Die wichtigsten fur diese Krankheit pradisponierenden Genotypen sind dabei
die homozygote C282Y-Mutation in Exon 4 (Feder et al., 1996; Beutler et al.,
1997a; Ramrakhiani et al.,, 1998), die H63D-Mutation in Exon 2 und die
Compound-Heterozygotie dieser zwei Mutationen (Feder et al., 1996; Aguilar-
Martinez et al., 1997; Beutler et al., 1997a). Im Folgenden soll naher auf die
Veranderungen in der Proteintranslation bei Vorliegen dieser Mutationen und
auf die damit assoziierten klinischen Folgen eingegangen werden.

Die homozygote C282Y-Mutation in Exon 4 pradisponiert den Anlagetrager in
hochstem Male fur eine HH1. Dementsprechend wird dieser Genotyp bei
molekulargenetischen Untersuchungen an Patienten mit einem Verdacht auf
eine HH1 am haufigsten nachgewiesen. Der Grund fur die erhéhte Vulnerabilitat
bei Anlagetragern dieser Mutation ist dabei die ausgetauschte Aminosaure an
der Position 282 innerhalb der a3-Domane, welche im Normalfall fur die
Bindung des B2-Mikroglobulins zustandig ist und die anschliefende Ober-
flachenexpression ermaoglicht. Aufgrund der fehlenden Expression bei Vorliegen
dieses Genotyps kann das HFE-Molekul seine Funktion innerhalb des Regel-
kreises fur die Regulation des Eisenhaushaltes nicht erfullen, was schlie3lich zu
einer unkontrollierten Eisenaufnahme des Organismus mit allen dazugehorigen
Folgen fuhrt (Feder et al., 1996). Da allerdings auch Fallberichte von gesunden
Anlagetragern dieser Mutation existieren, muss davon ausgegangen werden,
dass dieser Krankheitsprozess von zusatzlichen Faktoren abhangig ist und
demnach in Bezug auf diese Mutation von einer hohen, aber nicht vollstandigen
Penetranz ausgegangen werden kann (Pietrangelo, 2004).

Bei Vorliegen der H63D-Mutation wiederum wird das Molekll zwar exprimiert,
ist in seiner Funktion aufgrund des Verlusts einer Histidin-Aspartat-Brucke aber
gestort (Waheed et al., 1997). Auf eine klinische Relevanz dieser Storung

weisen dabei mehrere genetische Untersuchungen mit einem signifikant ver-
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mehrten Auftreten dieses Genotyps bei Patienten mit einer HH1 hin (Feder et
al., 1996; Beutler, 1997c; Fairbanks et al., 1998). Demnach muss von einer
zumindest modifizierenden Wirkung dieses Genotyps auf das Krankheitsbild der
HH1 ausgegangen werden, auch wenn diese Mutation keine so grof3e Bedeu-
tung fur die HH1 aufweist wie die homozygote C282Y-Mutation.

Ahnlich verhalt es sich mit dem Genotyp der Compound-Heterozygotie fiir die
C282Y- und H63D-Mutation. Auch hierzu existieren entsprechende Fallberichte
(Aguilar-Martinez et al., 2001), wobei allerdings von einem noch geringerem
Erkrankungsrisiko (1-2 %) bei Anlagetragern dieser Mutationen ausgegangen
wird.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass keiner dieser drei Genotypen
obligat mit dem Krankheitsbild der HH1 assoziiert ist und der Auspragungsgrad
der Eisenuberladung von Patient zu Patient variiert. Auf der anderen Seite kann
nicht bei jedem Patienten mit der typischen Klinik einer HH1 die jeweils
zugrundeliegende genetische Veranlagung im HFE-Gen gefunden werden.
Demgemal} besteht noch Unklarheit sowohl bezlglich der Bedeutung der drei
wichtigsten Genotypen und deren Relevanz fur den Phanotyp als auch in Bezug
auf das Vorhandensein genetischer Varianten anderer Lokalisation und dem
Mitwirken diverser Umweltfaktoren. Dabei kann es sich bei den mdglicherweise
modifizierend wirksamen genetischen Varianten um exonische oder intronische
Polymorphismen sowie Mutationen im jeweils gleichen oder in anderen Genen
handeln, welche ebenfalls an der Regulation des Eisenhaushalts beteiligt sind
(Aguilar-Martinez et al., 2001). Bislang konnten solche modifizierenden
genetischen Varianten allerdings noch nicht identifiziert werden und bedurfen
daher weiterer Suche.

Auch die Bedeutung des intronischen Polymorphismus, der vier Basenpaare
hinter dem Exon 2 positioniert ist, konnte noch nicht abschlieRend geklart
werden. Villiers et al. (1999) stellten aber eine im Vergleich zum Kontroll-
Kollektiv erhdhte Allelfrequenz dieser Sequenzvariation in einem HH1-Kollektiv
fest, wobei auf eine moglicherweise milde oder auch fehlende phanotypische
Relevanz dieses Polymorphismus hingewiesen wurde. Weitere Unter-

suchungen zeigten, dass die H63D-Mutation niemals solitar, sondern immer in
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Assoziation mit dieser intronischen Variation nachgewiesen wurde, so dass von
einer Kopplung dieser beiden Varianten ausgegangen wird. Demgemal scheint
es durchaus naheliegend, dass die bislang beobachtete klinische Relevanz der
H63D-Mutation erst durch die additive Wirkung dieser zwei Varianten bedingt
wurde.

In letzter Zeit wird aullerdem dem alternativen splicing des HFE-Genes eine
bestimmte klinische Relevanz zugesprochen. Bislang konnten insgesamt 11
aus diesem alternativen splicing entstehende Isoformen des HFE-Proteins
nachgewiesen werden, welche auf der NCBI-Homepage unter der Referenz-
nummer NT007592.14 eingesehen werden konnen. Wahrend bei einigen dieser
Isoformen die zugrunde liegenden Mutationen bekannt sind, welche das
alternative splicing bedingen (z.B. Isoformen 2 und 5), besteht noch weitgehend
Unklarheit bezlglich des splicing-Mechanismus der restlichen Isoformen.
Darunter befinden sich auch Isliche Varianten des HFE-Proteins, bei denen die
Exons 5 und 6 fehlen, welche im Normalfall fir die regelhafte Verankerung des
Proteins in der Zellmembran zustandig sind. Es existieren aber auch Isoformen,
bei denen bestimmte Areale fur Glykosylierungsvorgange fehlen. Diese sind
wichtig flr den zellularen Transport sowie den turn-over dieses Molekuls
(Furnham et al., 2004).

Auch uber die Bedeutung des in den bisherigen Untersuchungen eher vernach-
lassigten Exons 7 besteht noch weitgehend Unklarheit. Dieses mit 1944 bp
langste Exon des HFE-Genes wird nicht translatiert, da dessen Stopcodon
innerhalb des Exons 6 gelegen ist. Damit scheint es zunachst belanglos fur das
HFE-Protein zu sein. Allerdings konnten zwei Polyadenylierungs-Stellen
innerhalb des Exons 7 identifiziert werden, welche madglicherweise ein
entsprechendes alternatives splicing bewirken kdnnen (Sanchez et al., 2001).
Auch existieren einige wenige HFE-Genvarianten, die kein Exon 7 aufweisen,
wobei deren Bedeutung durch weitere Studien abzuklaren ist (Thénié et al.,
2000; Feder, 1999).

Im Rahmen dieser Arbeit wurden, ungeachtet des Vorliegens modifizierender
Umweltfaktoren bzw. Varianten in anderen Genen, die Ublicherweise nicht

analysierten Genabschnitte des HFE-Genes untersucht, um dadurch mdglicher-
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weise eine Erklarung fur die HH1-typische Klinik bei Patienten ohne entspre-
chendem Nachweis von einem der drei Genotypen zu erhalten. Aul3erdem
wurde die phanotypische Relevanz der drei wichtigsten, mit HH1-assoziierten
Genotypen untersucht und mit Hilfe einer deskriptiven Statistik ausgewertet. Als
Marker fur das Vorliegen und den Schweregrad der entsprechenden Klinik
wurden die Eisenstoffwechselparameter Eisen, Transferrin, Transferrinsattigung

sowie Ferritin definiert.

513.A Deskriptive Statistische Auswertung der Ergebnisse im HH1-
Kollektiv

Nach der Gruppeneinteilung des Kollektives gemal® den Angaben des uUberwie-
senden Arztes wurde in einem ersten Schritt die Genotypen-Verteilung inner-
halb der so entstandenen vier Gruppen bestimmt. Die Gruppe 1 beinhaltete
dabei Patienten, deren HFE-Gen aufgrund pathologischer Eisenstoffwechsel-
parameter oder aufgrund eines vom einsendenden Arzt geaulierten Verdachtes
auf das Vorliegen einer HH1 untersucht worden war. In den restlichen Gruppen
wurden Patienten zusammengefasst, bei denen die Untersuchung aufgrund
eines familiaren Vorkommens der HH1 oder als Ausschlussdiagnose bei einer
Lebererkrankung unklarer Genese durchgefuhrt wurde. Mit Hilfe dieser
Gruppeneinteilung konnte dargestellt werden, dass in Gruppe 1 knapp die
Halfte der Patienten einen der drei charakteristischen Genotypen fur diese
Erkrankung aufwies und damit im Vergleich zu den anderen Gruppen den
groliten Anteil der Patienten mit entsprechender Veranlagung beinhaltete. Dies
wiederum unterstreicht die Assoziation dieser drei Genotypen mit dem Krank-
heitsbild der HH1. Bei der zweiten Halfte der Patienten in Gruppe 1 hingegen
konnte keinerlei Mutationen im HFE-Gen nachgewiesen werden, was bedeutet,
dass die vielen unerklarten Falle von HH1 nicht auf Sequenzvariationen in den
restlichen Abschnitten des HFE-Genes zuruckgefuhrt werden konnen. Sie sind
viel eher als ein Produkt von Umweltfaktoren oder aber von Veranderungen in

nicht untersuchten Genen, welche ebenfalls an der Eisenregulierung beteiligt



5 Diskussion 137

sind, anzusehen. Demgemal scheint es in der Tat nicht sinnvoll, beim Ein-
senden von Blutproben mit dem Verdacht auf eine HH1 neben der Uberpriifung
auf das Vorliegen der H63D- und C282Y-Mutation weitere Exons dieses Genes
zu untersuchen. Die bislang mittels mehrerer Studien in den anderen
Abschnitten des HFE-Genes nachgewiesenen Mutationen wiederum durften nur
bei einem verschwindend geringen Anteil der Patienten von Bedeutung sein
und wurden in dem untersuchten Kollektiv nicht beobachtet.

Bei der anschlieBenden gesonderten Beobachtung des Phanotyps von
Patienten mit den drei wichtigen Genotypen konnte die enge Korrelation der
Eisenstoffwechselparameter mit dem zugrundeliegenden Genotyp nachgewie-
sen werden. Dabei wiesen die Probanden mit der homozygoten C282Y-
Mutation die hochsten Werte auf, wahrend die Probanden mit den anderen
Genotypen einen teilweise nur moderaten Anstieg dieser Parameter zeigten.
Bezlglich der anderen HH1-typischen Symptome wurde keine statistische
Auswertung vorgenommen, da aufgrund der retrospektiven Datenerhebung kein
Anspruch auf Vollstandigkeit der Angaben erhoben werden konnte.

Zusatzlich wurde mittels der in dieser Arbeit durchgefuhrten Stammbaum-
analyse eine Assoziation der H63D-Mutation mit der intronischen Sequenz-
variation festgestellt (der Polymorphismus wurde auch ohne diese Mutation
beobachtet). Des Weiteren konnte hierbei nachgewiesen werden, dass beide
Varianten auf dem gleichen Allel vorliegen mussen und dementsprechend
gemeinsam weitervererbt werden. Auf weitere Untersuchungen bezuglich der
Bedeutung dieser Variation musste aufgrund der fehlenden Relevanz allerdings

verzichtet werden.
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5.21.B Ergebnisse des Mutationsscreenings im MP- und Kontroll-
Kollektiv

Im Parkinson- und Kontroll-Kollektiv  konnten mittels DHPLC und
Sequenzierung vier exonische und eine intronische Sequenzvariation gefunden
werden. Dabei sind drei der exonischen Mutationen bereits vorbeschrieben und
konnen auf der NCBI-Homepage (www.ncbi.nim.nih.gov) unter der SNP-ID
rs1799945, rs1800562 und rs4986950 eingesehen werden. Es handelt sich bei
ihnen um die Mutationen H63D, C282Y (Feder et al., 1996; Aguilar-Martinez et
al., 1997; Beutler et al.,, 1997a; Ramrakhiani et al., 1998) sowie T217I. Die

beiden erstgenannten Mutationen stellen dabei die wichtigsten mit der HH1

assoziierten genetischen Veranderungen dar, wahrend fir die ebenfalls
erstmals bei HH1-Patienten beschriebene T217]1-Mutation noch nicht
abschlieBend geklart ist, welche Relevanz diese in Bezug auf das
Krankheitsbild der HH1 aufweist. Bei der vierten gefundenen Mutation handelt
es sich um die K92N-Mutation, welche in dieser Arbeit zum ersten Mal
beschrieben wird. Die intronische Sequenzvariation schliel3lich wurde bereits
unter 5.1.1.A beschrieben und soll hier daher nicht noch einmal aufgegriffen
werden.

In allen anderen Exons konnte keinerlei Sequenzvariation nachgewiesen
werden. In Bezug auf einzelne auffallige DHPLC-Elutionsprofile, welche mittels
Sequenzierung nicht zugeordnet werden konnten, wird hier auf Kapitel 5.1.1.A

verwiesen.
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5.2.2.B Mogliche Zusammenhange der Mutationen im HFE-Gen mit
der klinischen Manifestation des MP

Seit der Erkenntnis, dass bei MP-Patienten ein erhdhter oxidativer Stress inner-
halb der Basalganglien bei gleichzeitig lokal erhohter Eisenkonzentration vor-
liegt (Jellinger et al., 1990, 1992; Riederer et al., 1988), wird genetischen
Veranderungen in den an der Regulation des Eisenstoffwechsels beteiligten
Genen eine mdgliche Relevanz in der Atiologie dieses multifaktoriell bedingten
Syndroms zugesprochen. Dabei wird von einer lokalen Storung im Eisenhaus-
halt ausgegangen, die zu pathologischen Veranderungen innerhalb der
betroffenen Struktur fuhrt. Eine in Analogie zum MP nachweisbare Eisenuber-
ladung im ZNS konnte auch bei anderen neurodegenerativen Erkrankungen
beobachtet werden und steht moglicherweise auch hier in kausalem Zu-
sammenhang mit der jeweiligen Pathologie. Bei der Alzheimer Erkrankung (AD)
bspw. wurde in den bei dieser Krankheit am starksten betroffenen Regionen
(Hippocampus, Amygdala, Cortex, Basalganglien) ein erhdhter Eisengehalt
nachgewiesen (Connor et al., 1992; Deibel et al., 1996; Cornett et al., 1998;
Bartzokis et al., 2000). In Anlehnung an die Studien von Moalem et al. (2000),
Pulliam et al. (2003) und Robson et al. (2005) konnte in einigen Fallen ein
Zusammenhang zwischen Mutationen im HFE-Gen und der AD entdeckt
werden. Allerdings bedarf es noch weiterer Studien, um die Bedeutung dieser
Befunde vollstandig aufzuklaren.

Diesen Beobachtungen entsprechend wurden auch in Bezug auf den MP
mehrere Studien durchgefihrt, um einen kausalen Zusammenhang zwischen
Veranderungen in solchen Regulatorgenen und dem MP aufzudecken. Im
Folgenden sind bespielhaft einige dieser Arbeiten aufgefihrt.

Gemal} den an zwei relativ kleinen Kollektiven (137 und 60 Patienten mit MP)
durchgefuhrten Studien von Dekker et al. (2003) soll das Vorliegen einer Homo-
zygotie fur die C282Y-Mutation im HFE-Gen das Risiko fur den MP erhdhen.
Die Studien von Borie et al. (2001) konnten einen solchen Zusammenhang
nicht feststellen. Allerdings wurde eine signifikant hohere Allelfrequenz fur einen

Polymorphismus im ebenfalls an der Regulierung des Eisenstoffwechsels
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beteiligten Transferrin-Gen identifiziert. Fur die anderen, in dieser Arbeit
untersuchten Moleklle (HFE, Frataxin, Lactoferrin, Transferrinrezeptor) konnte
kein entsprechendes Ergebnis erhoben werden. Die Bedeutung von
Veranderungen in den Genen IRP2, Ferritin und Coeruloplasmin ist ebenfalls
noch nicht abschlieRend geklart (Deplazes et al., 2003; Felletschin et al., 2003;
Hochstrasser et al., 2005) und bedarf noch weiterer Untersuchungen. In
Anlehnung an diese Vorarbeiten scheint das HFE-Gen demnach ein geeignetes
Kandidatengen fir eine entsprechende genetische Untersuchung an einem
relativ groflen Kollektiv, wie sie im Rahmen dieser Arbeit vorgenommen wurde,
Zu sein.

Bestimmte Veranderungen in diesem Gen sind assoziiert mit dem Krankheits-
bild der HH1, bei welchem es durch eine unkontrollierte Eisenresorption im
Darm zu einer Eisenuberladung des Organismus mit allen dazugehdrigen
Folgen kommt. Bei diesen Patienten werden trotz nur selten nachweisbarer
intrazerebraler Eisenablagerungen neurologische Symptome in Zusammen-
hang mit dieser Erkrankung beobachtet. Dabei handelt es sich vorwiegend um
unspezifische Symptome wie Mudigkeit oder Verwirrtheit, aber auch psycho-
motorische Verlangsamung und Polyneuropathien wurden beschrieben (Berg et
al., 2000). In diesen Fallen wird die Eisenablagerung vorrangig im Plexus
choroideus, in der Epiphyse oder perivaskular beobachtet (Miyasaki et al.,
1977). Daneben existieren aber auch Fallberichte Uber das Auftreten von
Parkinson-Symptomen bei HH1-Patienten mit einer bevorzugten intrazerebralen
Eisenablagerung in den Basalganglien (Nielsen et al., 1995; Costello et al.,
2004), was sich wiederum mit den Befunden bei MP-Patienten deckt und das
HFE-Gen damit zu einem interessanten Kandidatengen flir diese Krankheit
macht.

Das HFE-Gen scheint in der Tat nicht nur mit dem Krankheitsbild der HH1
assoziiert. Es existieren namlich auch Untersuchungen, bei welchen die
Veranderungen in diesem Gen als additiv wirksame Suszeptibilitatsfaktoren fur
bestimmte Krankheitsbilder identifiziert werden konnten, zu welchen bspw. auch
die Porphyrien zahlen. Diese sind gekennzeichnet durch eine Aktivitats-

minderung der hepatischen Uroporphyrinogen-Decarboxylase. Ein Subtyp der
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Porphyrien ist dabei die Familiare Porphyria cutanea tarda (F-PCT), die mit
Mutationen des URO-D-Genes assoziiert ist (Garey et al., 1990; McManus et
al., 1996; 1999). Anlagetrager dieser Mutation entwickeln allerdings keinen auf-
falligen Phanotyp, wenn nicht ein zusatzlich additiv wirksamer Vulnerabilitats-
faktor vorliegt. In mehreren Studien konnte nachgewiesen werden, dass die
H63D- und C282Y-Mutationen im HFE-Gen eine additive Wirkung zu dieser
Mutation aufweisen und damit eine erhdhte Vulnerabilitat flr die Entwicklung
klinischer Symptome bei diesen Patienten darstellen (Bulaj et al., 2000). Auch
beim MP scheint eine solche Beeinflussung des Krankheitsbildes durch
entsprechende Veranderungen im HFE-Gen und nachfolgender Storung des
Eisenstoffwechsels maglich.

Um einen Zusammenhang zwischen der Eisenuberladung der SN bei MP-
Patienten mit Mutationen im HFE-Gen zu uberprifen, wurde in dieser Arbeit
eine multizentrische Fall-Kontroll-Studie unter dieser Fragestellung durchge-
fuhrt. Die Auwertung der Daten wurde jeweils zweimal, beim zweiten Durch-

gang mit selektierten Echogenitatswerten, durchgefluhrt.

5.2.3.B Statistische Auswertung der Ergebnisse beim MP

Bei der anhand von selektierten und nicht-selektierten Daten durchgefuhrten
statistischen Auswertung der zwei exonischen Mutationen H63D und C282Y
und der intronischen Variation 1IVS2/3889*T>C konnte fur keine der Sequenz-
variationen ein signifikanter Unterschied zwischen Patienten- und Kontroll-
Kollektiv erhoben werden. Trotzdem kann eine Assoziation des MP und
Veranderungen im HFE-Gen nicht mit absoluter Sicherheit ausgeschlossen
werden. Beim MP handelt es sich namlich um ein multifaktoriell bedingtes
Syndrom. Geht man dabei von einer dhnlichen Atiologie wie bei der F-PCT aus,
SO miussen noch bestimmte zusatzliche Vulnerabilitatsfaktoren vorliegen,
welche dann aufgrund ihrer additiven Wirkung die phanotypische Expression
dieser Krankheit beeinflussen. Das Patienten-Kollektiv wurde aber allein

anhand der klinischen Symptomatik und der erhdhten Echogenitatswerte der
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SN ungeachtet des Vorliegens weiterer Faktoren zusammengestellt. Es ist
demnach nicht auszuschlieRen, dass entgegen der fehlenden Signifikanz bei
Betrachtung des gesamten Kollektives durchaus eine Signifikanz bei der
Betrachtung eines bestimmten Anteils dieses Kollektives erhalten werden
konnte. Da aber bislang keinerlei Hinweise auf mogliche additive Faktoren
bestehen, anhand derer eine solche Einteilung erfolgen konnte, ist eine solche
Auswertung im Rahmen dieser Arbeit nicht moglich.

Zwei der nachgewiesenen Mutationen konnten nur bei je einem MP-Patienten
gefunden werden. Die Bedeutung der bereits vorbeschriebenen T2171-Mutation
ist dabei noch nicht abschlieRend geklart. Die Mutation liegt innerhalb der a3-
Domane, ebenso wie die Aminosaure Cystein an Position 282, welche fur die
Bindung des B2-Mikroglobulins an das HFE-Protein zustandig ist. Damit liegt
die T2171-Mutation allerdings auch in einem Abschnitt des Molekuls, welcher
keinerlei Interaktion zum TfR1 aufweist. Es scheint daher fraglich, ob die T217I-
Mutation das HFE-Protein in seiner Funktion beeintrachtigen kann. Trotzdem
muss davon ausgegangen werden, dass es die Tertiarstruktur des Proteins in
einem bestimmten Grade verandert, da hierbei eine polare Aminosaure durch
eine hydrophobe Aminosaure ersetzt wird. Aufgrund der engen Nachbarschaft
zur Position 282, an welcher auch eine der Hauptmutationen fur die HH1 liegt,
kann eine Beeinflussung daher auch nicht ausgeschlossen werden.

Die K92N-Mutation, welche im Rahmen dieser Arbeit erstmals beschrieben
wird, liegt innerhalb der a1-Domane. Diese bildet zusammen mit der a2-
Domane eine Plattform, welche essentiell fur die Interaktion mit dem Trans-
ferrinrezeptor ist (Bennett et al., 2000). Auch die H63D-Mutation liegt innerhalb
dieser Domane und beeinflusst nachweislich die Entstehung einer HH1. In
diesem Fall wird beim Austausch von Lysin gegen Asparagin eine Aminosaure
mit ungeladener polarer Seitenkette gegen eine Aminosaure mit geladener
polarer Seitenkette ausgetauscht. Da bei der Entstehung der Tertiarstruktur von
Proteinen auch ionische Wechselwirkungen bedeutend fir die korrekte Faltung
des Molekuls sind, muss hier ebenfalls von einer Veranderung innerhalb der

Interaktionsflache zum Transferrinrezeptor ausgegangen werden.
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Ob und inwiefern letztendlich diesen zwei Mutationen eine Bedeutung beim MP
zukommt, kann aufgrund der niedrigen Frequenz dieser Mutationen nicht mit
Sicherheit ausgesagt werden. Allerdings kdnnte diese niedrige Allelfrequenz
auch durch die Heterogenitat des MP erklart werden, welche aufgrund der feh-
lenden eindeutigen Ergebnisse bezliglich der Atiologie trotz groRer Probanden-
zahlen und Studien angenommen werden muss.

Bei der Untersuchung der genotypischen Assoziation der gefundenen
Mutationen konnte eine Kopplung der H63D-Mutation mit der 1IVS2/3889*T>C
nachgewiesen werden, welche unter 5.1.1.A bereits beschrieben wurde. Fur
alle anderen Varianten konnte keinerlei signifikante Assoziation konstatiert
werden.

Fir eine abschlielRende Beurteilung der Mutationen im HFE-Gen und deren
Bedeutung fur den MP ware es sicherlich noch sinnvoll, in weiteren Unter-
suchungen das oft vernachlassigte Exon 7 auf Veranderungen in einem MP-
Kollektiv zu analysieren. Da die Translation an einem Stopcodon innerhalb von
Exon 6 endet, wird eher von einer geringen Bedeutung dieses Exons
ausgegangen und dieses dementsprechend eher vernachlassigt. Sanchez et al.
(2001) konnten aber bei der Untersuchung des Exons 7 bei HH1-Patienten
einen Polymorphismus innerhalb dieses Exons nachweisen, wobei allerdings
noch nicht ausreichend geklart ist, ob diesem Genabschnitt und dem
gefundenen Polymorphismus eine Funktion zuzuschreiben ist. Dartber hinaus
konnte man Untersuchungen bezuglich des Vorliegens der 11 Isoformen des
HFE-Proteins, v.a. innerhalb des Gehirns, durchfihren. Da diese splicing-
Varianten aufgrund von Veranderung innerhalb des Genabschnitts bedingt
werden und diese durchaus auch in Exon-fernen Bereichen innerhalb des
Introns liegen konnen, musste man sich Gedanken uber den Nutzen des
Screenings intronischer Abschnitte bei fehlendem Mutationsnachweis innerhalb
der Exons machen.

Beim Vergleich der Echogenitatswerte in der SN zwischen MP-Patienten und
Kontrollen konnte ein signifikant erhohtes Ergebnis im Patientenkollektiv
erhoben werden. Die Bedeutung der mittels TCS ermittelten Echogenitatswerte

in der SN bei MP-Patienten konnte demnach bestatigt werden. Damit scheint
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die TCS ein hinreichend sicheres Verfahren zur Feststellung der Veranderun-
gen in der SN bei Parkinson-Patienten zu sein. Daruber hinaus stellt dieses ein
nicht-invasives, im Vergleich zur Kernspintomografie kostenglnstiges und
einfaches Verfahren dar, bei Probanden mit positiver Familienanamnese
Screening-Untersuchungen durchzufuhren (Becker et al., 1995; Berg et al.,
2001b; Valente et al., 2002; van Duijn et al., 2001).
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6 Zusammenfassung

A HFE-assoziierte Hereditaire Hamochromatose

Bei der HH1 handelt es sich um ein monogen vererbtes Krankheitssyndrom, bei
welchem es aufgrund von Sequenzvariationen im HFE-Gen zu einer exzessiven
Eisenspeicherung mit folgender Schadigung diverser Organsysteme kommt.
Die wichtigsten, mit dieser Erkrankung assoziierten Genotypen sind dabei die
homozygote C282Y-Mutation in Exon 4, die homozygote H63D-Mutation in
Exon 2 und die Compound-Heterozygotie fur diese zwei Mutationen. Bei einem
Verdacht auf das Vorliegen einer HH1 wird Ublicherweise auf das Vorhanden-
sein dieser Gentoypen hin untersucht. Allerdings kann hierbei nur fir einen Teil
der Symptomtrager das Vorliegen einer entsprechenden Mutation nachgewie-
sen werden, wahrend bei einem betrachtlichen Teil der Patienten mit der
gleichen Symptomatik keine dieser fur die HH1 typischen Mutationen feststell-
bar ist. Hier wird der zugrundeliegende Defekt entweder in den normalerweise
nicht untersuchten Genabschnitten des HFE-Genes oder innerhalb anderer
Gene, welche an der Regulation des Eisenhaushalts beteiligt sind, vermutet.
Auch bei der routinemafig durchgefuhrten molekulargenetischen Analyse des
hier untersuchten Kollektives konnte nur fur einen Teil der insgesamt 116
Patienten ein entsprechender Genotyp festgestellt werden. Daher wurden im
Rahmen dieser Arbeit alle 6 Exons des HFE-Genes innerhalb dieses
Kollektives mittels DHPLC und Sequenzierung untersucht. Hierbei konnte das
Vorliegen der zwei Hauptmutationen der HH1 als exonische missense-
Mutationen und eine intronische Sequenzvariation nachgewiesen werden, Uber
deren Bedeutung noch keinerlei Klarheit besteht. Mit Hilfe einer
Stammbaumanalyse konnte auf3erdem eine Kopplung der H63D-Mutation mit
dieser intronischen Sequenzvariation festgestellt werden.

Neben der genetischen Untersuchung wurde retrospektiv fur jeden Patienten
die vorliegende Klinik anhand eines Patientenbogens erhoben. So konnten
Vergleiche zwischen dem vorliegenden Genotyp und Phanotyp durchgefihrt

werden. Hierzu wurden die Patienten, bei denen die drei wichtigsten Genotypen
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nachgewiesen worden waren, in drei Gruppen eingeteilt und deren Werte fur
die Eisenstoffwechselparameter, welche als Marker fur das Vorliegen und die
Schwere der Eisenlberladung dienen, untereinander verglichen. Dabei wurden
die hochsten Werte fur die homozygote C282Y-Mutation festgestellt, wie bereits
in Anlehnung an andere Studien zu vermuten war. Eine Korrelation zwischen
dem zugrundeliegenden Genotyp und der Schwere der Eisenuberladung konnte
somit nochmals an dem hier gewahlten Kollektiv bestatigt werden.

Bezuglich der genetischen Untersuchung lasst sich zusammenfassend sagen,
dass bei Verdacht auf eine HH1 die Untersuchung auf die zwei Haupt-
mutationen hin ausreichend erscheint, da im HFE-Gen das Vorliegen anderer
Mutationen nur bei einem verschwindend geringen Anteil der Patienten
angenommen werden kann. Es scheint eher sinnvoll, bei negativen
Ergebnissen im HFE-Gen trotz entsprechender Klinik andere Gene auf
Veranderungen hin zu analysieren, welche ebenfalls an der Regulation des
Eisenstoffwechsels beteiligt sind. In Bezug auf die klinischen Daten und die
Korrelation zwischen Phanotyp und Genotyp konnten vorangegangene Studien

bestatigt werden.
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B Idiopathischer Morbus Parkinson

Bei der Entstehung des Morbus Parkinson (MP) wird von einer multifaktoriell
bedingten Pathogenese ausgegangen, wobei noch nicht abschliefiend geklart
ist, ob es sich dabei um eine Wechselwirkung zwischen verschiedenen
genetischen Vulnerabilitatsfaktoren oder aber um einen additiven Effekt von
genetischer Veranlagung und Umweltfaktoren handelt. Seit der Erkenntnis,
dass bei MP-Patienten erhdhte Eisenwerte in der SN vorliegen sowie vermehrt
oxidativer Stress in diesem Gewebe nachweisbar ist, wird auch den Proteinen,
welche den Eisenhaushalt regulieren, eine mdgliche Bedeutung in der
Pathogenese der MP-Erkrankung zugesprochen. Dabei scheint das HFE-Gen
ein geeignetes Kandidatengen bei der Suche nach der Atiologie dieses
Krankheitsbildes zu sein.

Um einen moglichen Effekt von Mutationen im HFE-Gen bei der Entstehung
des MP nachweisen zu kdénnen, wurden daher im Rahmen dieser Arbeit die 6
Exons des HFE-Genes bei einem Patienten- und einem Kontroll-Kollektiv
mittels DHPLC und Sequenzierung untersucht. Aul3erdem wurde bei jedem
Probanden der beiden Kollektive mittels transkranieller Sonographie (TCS) die
Echogenitat der Substantia nigra (SN) fur den MP bestimmt. Die TCS ist ein
nicht-invasives Verfahren zur Visualisierung der Veranderungen in der SN bei
MP-Patienten, welche auf eine Eisenuberladung in dieser Struktur
zurlickzufuhren sind. Die statistische Endauswertung wurde zweimal
durchgefuhrt, beim zweiten Durchgang mit Kollektiven, die anhand der
ermittelten Echognitatswerte selektiet wurden, um einen mdglichen
Zusammenhang zwischen Echogenitatswert und dem Vorkommen von
Veranderungen im HFE-Gen besser erkennen zu kdnnen.

Bei der genetischen Untersuchung konnten 4 exonische missense-Mutationen
und eine intronische Sequenzvariation nachgewiesen werden.

Die gefundenen H63D-Mutation und die C282Y-Mutation stellen dabei die zwei
wichtigsten mit der HH1 assoziierten Mutationen dar, wobei erstere die Inter-
aktion des HFE-Proteins mit dem Transferrinrezeptor beeinflusst, wahrend

letztere die fur die Oberflachenexpression obligate Bindung von (2-Mikro-
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globulin behindert. Diese Mutationen konnten in beiden Kollektiven in hoher
Zahl nachgewiesen werden, ebenso wie die intronische Sequenzvariation
IVS2/3889*T>C.

Die statistische Auswertung dieser Mutationen durch den Vergleich der beiden
Kollektive einmal ohne selektierte Daten und beim zweiten Durchgang in
Abhangigkeit der durch die Methode der TCS gemessenen Echogenitatswerte
ergaben allerdings fur diese zwei exonischen Mutationen und die intronische
Sequenzvariation keine signifikante Assoziation mit dem MP. Bei der
Untersuchung der Assoziation mutierter Allele zweier oder mehrerer Loci
konnte anhand von statistischen Testverfahren festgestellt werden, dass die
H63D-Mutation immer gemeinsam mit dem intronischen Polymorphismus
vorliegt, wobei dieser Assoziation keine bedeutende Rolle zugeschrieben
werden kann, da sie in beiden Kollektiven beobachtet wurde.

Obwonhl diese Ergebnisse demnach gegen einen Einfluss von Veranderungen
im HFE-Gen in Bezug auf den MP sprechen, kann dies ohne weitere Unter-
suchungen hinsichtlich additiv wirksamer Faktoren nicht mit absoluter Sicherheit
ausgeschlossen werden. Das Wissen um solche Faktoren wirde eine
entsprechende Zusammenstellung der zu untersuchenden Kollektive erlauben,
was durch eine unterschiedliche Gewichtung bestimmte Zusammenhange
mdglicherweise besser zum Ausdruck bringen wirde. Da bislang allerdings
keine entsprechenden Faktoren identifiziert werden konnten, wurden die im
Rahmen dieser Arbeit untersuchten Kollektive ohne vorhergegangene Selektion
zusammengestellt und konnten unter Umstanden so zu einer Verschleiern
bestimmter Zusammenhange gefuhrt haben.

Die zwei anderen exonischen missense-Mutationen wurden nur bei je einem
MP-Patienten beobachtet und konnten im Kontroll-Kollektiv nicht nachgewiesen
werden. Bei der T217I-Mutation ist aufgrund der Lage der Mutation keine
Storung der Interaktion zwischen dem HFE-Protein und dem Transferrin-
rezeptor zu erwarten. Allerdings muss beim Austausch einer polaren Amino-
saure durch eine hydrophobe Aminosaure von einer, wenn auch maglicher-
weise unbedeutenden Anderung der Tertiarstruktur des HFE-Proteins ausge-

gangen werden.
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Bei der K92N-Mutation wiederum kann eine Beeinflussung der Interaktion
zwischen dem Transferrinrezeptor und dem HFE-Protein vermutet werden. Bei
dieser in der a1-Domane gelegenen Mutation wird eine Aminosaure mit
ungeladener polarer Seitenkette gegen eine Aminosaure mit geladener polarer
Seitenkette ausgetauscht, wobei eine Anderung in der Tertidrstruktur erwartet
werden kann, welche moglicherweise zu Storungen bei der regelhaften
Interaktion dieses Molekuls zum Transferrinrezeptor fuhren kann.

Insgesamt ist durch die hier erhobenen Daten kein sicherer Zusammenhang
zwischen Mutationen im HFE-Gen und dem idiopathischen MP zu erheben.
Aufgrund der niedrigen Gesamtzahl der beiden letztgenannten Mutationen kann
allerdings keine Aussage bezlglich der Assoziation des MP mit diesen

Sequenzvariationen getroffen werden.
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