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1. 1. Abstract

Background: Hereditary Hemochromatosis (OMIM: 235200) is a common autosomal
recessive disorder of iron metabolism with a homozygous incidence of approximately 1:200
in the central- and north-European area.

Mutations in the HFE gene cause increased iron absorption in the gastrointestinal tract.
Consequently the increased iron absorption leads to iron overload in a variety of organs of the
human body. If untreated this disease results in organ damage which is characterized by liver
cirrhosis and liver cancer, diabetes, cardiomyopathy, arthritis and hypogonadotropic
hypogonadism. If detected at an early stage hereditary hemochromatosis can be treated
successfully by phlebotomy. Detection of any mutations in the HFE gene by genetic
diagnostics is a safe method and helps making a clear diagnosis.

Aim: The aim of this study was the evaluation of a new sequencing protocol which can be
used routinely for the detection of mutations in the human HFE gene in patients with iron
overload of unclear genesis.

Methods: In this study we used nucleotide sequence analysis as a very common method in
molecular diagnostics for examination of the HFE gene in 23 patients with suspected
hereditary hemochromatosis. The method was applied to search after mutations causing
hereditary hemochromatosis. Source material was genomic DNA isolated from patients’
whole blood and amplified by PCR prior to preparation for sequence analysis.

Results: In the present study a method for analysis of mutations in the HFE gene based on
genomic DNA was established. The protocols developed allowed detection of two
heterozygous exonic mutations R23H and L118L and three intronic mutations IVS2+4T>C,
IVS4+48G>A und IVS4+115T>C which were present in heterozygous and homozygous form
among 20 patients with suspected hereditary hemochromatosis. Among eight patients the five
detected mutations were found in different combinations. Three patients did not show any
mutations.

Summary: Our study demonstrates that the sequencing protocol based on genomic DNA can
successfully be used for the detection of mutations in the HFE gene of patients with suspected

hereditary hemochromatosis.






1. 2. Zusammenfassung

Hintergrund: Die hereditire Hamochromatose (OMIM: 235200) ist mit einer
Homozygotenhdufigkeit von etwa 1:200 eine sehr hiufige Stoffwechselkrankheit im zentral-
und nordeuropdischen Raum und folgt einem autosomal-rezessiven Erbgang. Verursacht
durch Mutationen im HFE Gen wird das Spurenelement Eisen vermehrt gastrointestinal
absorbiert. Dies flihrt konsekutiv zu einer Eiseniiberladung in verschiedenen Geweben des
menschlichen Organismus. Unbehandelt kann die Erkrankung zu lebensbedrohlichen
Organschidigungen fiihren, die sich durch Leberzirrthose und Leberkarzinome, Diabetes,
Kardiomyopathie, Arthritis und hypogonadotropen Hypogonadismus kennzeichnen.
Friihzeitig erkannt kann die hereditire Hamochromatose mittels regelmiBiger
Aderlasstherapie erfolgreich behandelt werden. Eine eindeutige Diagnosestellung ist nur
durch den Mutationsnachweis im HFE Gen mit Hilfe molekulargenetischer Methoden
moglich.

Ziel: Das Ziel dieser Studie war die Evaluierung eines neuen Sequenzierungsprotokolls,
welches fiir die Mutationssuche im humanen HFE Gen bei PatientInnen mit Eiseniiberladung
unklarer Genese routineméfig eingesetzt werden kann.

Methoden: Mittels Nukleotidsequenzanalyse wurde in dieser Arbeit die Sequenz des HFE
Gens von 23 Patienten mit Verdacht auf hereditdre Himochromatose untersucht und nach
kausalen Mutationen gesucht. Ausgangsmaterial war aus Vollblut isolierte genomische DNA,
die mittels PCR Amplifikation fiir die Sequenzanalyse aufbereitet wurde.

Ergebnisse: Es ist uns im Rahmen dieser Studie gelungen, ein Verfahren zur
Mutationsanalyse im HFE Gen auf Basis der genomischen DNA zu etablieren. Wir konnten
zwei heterozygote, exonische Mutationen R23H und LI118L sowie drei intronische
Mutationen IVS2+4T>C, IVS4+48G>A und IVS4+115T>C in heterozygoter und
homozygoter Form bei insgesamt 20 Patienten mit Verdacht auf hereditire Himochromatose
identifizieren. Bei acht Patienten wurden diese flinf Mutationen in unterschiedlicher
Kombination gefunden. Drei Patienten wiesen keine Mutationen auf.

Fazit: Unsere Studie zeigt, dass das auf genomischer DNA basierende Sequenzierungs-
protokoll fiir die Mutationssuche im HFE Gen bei Patientlnnen mit Verdacht auf hereditére

Héamochromatose erfolgreich eingesetzt werden kann.
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2. Einleitung

Der Begriff Himochromatose wurde 1889 von dem Strafburger Pathologen Friedrich Daniel
von Recklinghausen eingefiihrt, um die typischen Symptome dieser Erkrankung, wie etwa
pathologisch braune Pigmentierungen der Organe zu beschreiben. Nach seiner Auffassung
rihrten diese Verfarbungen vom roten Blutfarbstoff Himoglobin. [1]

1935 veroffentlichte John Henry Sheldon eine klassische Himochromatose-Monographie und
bewies darin, dass diese Krankheit genetisch determiniert ist und durch Eisenablagerungen im
Gewebe induziert wird. [2]

Forschungstétigkeiten von Marcel Simon et al. [3] fiihrten 1977 zu dem Ergebnis, dass es sich
bei der hereditiren Hdmochromatose um eine autosomal-rezessiv vererbte Erkrankung
handelte. Der Genlokus wurde auf dem kurzen Arm des Chromosoms 6 detektiert und liegt in
unmittelbarer Ndhe zu dem HLA-A3 Gen, welches fiir das humane Leukozytenantigen
(Serotyp A3) kodiert. Aufgrund dieser raumlichen Nihe wurde eine Assoziation beider Gene
bzw. ihrer Regionen angenommen.

SchlieBlich wurde 1996 von John N. Feder et al. [4] mittels positioneller Klonierung das fiir
die hereditire Hamochromatose verantwortliche Gen, welches initial als HLA-H Gen
bezeichnet wurde und spéter in HFE umbenannt wurde, identifiziert.

Seit der Entdeckung des HFE Gens nahm das Interesse der Forschung stets zu. Intensive
wissenschaftliche Beschiftigungen mit diesem Gen, seiner Funktion im Eisenstoffwechsel
sowie anderen daran beteiligten Genen konnten das Wissen iiber die hereditire
Héamochromatose im menschlichen Organismus in den vergangenen drei Jahrzehnten stets
erweitern. Trotzdem ist bis heute die genaue Pathogenese der Eisenakkumulation bei
Vorliegen einer homozygoten HFE Mutation nicht vollstdndig geklart.

In Anlehnung an neuere Erkenntnisse darf davon ausgegangen werden, dass die progrediente
Eiseniiberladung der HFE-assoziierten Hadmochromatose nicht ausschlieBlich aus einer
pathologisch erhohten Eisenresorption im Intestinum resultiert. Vielmehr herrscht hier eine
komplexe Interaktion verschiedener zelluldrer und humoraler Faktoren in einem systemischen
Prozess.

Mit einer Heterozygotenhdufigkeit von 1:10 bis 1:20 und einer homozygoten Inzidenz von
1:100 bis 1:400 ist die hereditire Himochromatose nach wie vor die haufigste genetisch

vererbte Stoffwechselerkrankung im mitteleuropédischen Raum. [5]
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Mittels klinisch-chemischer Diagnostik kann die phéinotypische Eiseniiberladung bei
Patienten mit Verdacht auf Hdmochromatose dieser Krankheit zugeordnet werden. Eine
prézisere, nichtinvasive Variante stellen molekulargenetische Untersuchungsmethoden dar,
wie etwa die HFE Genotypisierung, wodurch die Diagnose der hereditdren Himochromatose
sicher erstellt werden kann und die ursdchlichen Mutationen im HFE Gen nachgewiesen
werden konnen. [6] Jedoch zeigt sich, dass die phinotypische Symptomatik einer genetisch
manifestierten Mutation in einem, an dem Eisenmetabolismus beteiligten Gen, wie dem

HFE Gen, sehr variabel sein kann.

2. 1. Eisenstoffwechsel

Das Spurenelement Eisen (Fe) tibernimmt im menschlichen Korper lebenswichtige
Funktionen, wie Sauerstoffaufnahme und Sauerstofftransport, den mitochondrialen Elektro-
nentransport in den Zellen sowie den gesamten Energiestoffwechsel. Der Eisenbestand des
Korpers, der beim gesunden Menschen ca. 3—5 g betrégt, ist zu etwa 2/3 an Hiamoglobin
gebunden, 1/4 ist Speichereisen (Ferritin, Himosiderin; bei Ménnern ca. 500—-1000 mg, bei
pramenopausalen Frauen etwa 300-400 mg [7]) und der Rest Funktionseisen (eisenhéltige
Enzyme, Myoglobin). Im Durchschnitt werden dem erwachsenen, menschlichen Kdorper ca.
10 mg Eisen aus der Nahrung pro Tag zugefiihrt, wovon nur etwa 10-20% im Duodenum
enteral resorbiert und in weiterer Folge metabolisiert werden. [8]

Beim Abbau von Hidmoglobin in den Erythrozyten wird Eisen freigesetzt, das unter
physiologischen Bedingungen erneut fiir die Synthese von sdmtlichen Proteinen, die
Funktionseisen enthalten, bereitgestellt wird. Diese effiziente Wiederverwertung des Eisens
erklart, weswegen nur 1-2 mg Eisen pro Tag aus der Nahrung im duodenalen Darmabschnitt
resorbiert werden. [8] Durch den téiglichen Verlust von ca. 1-2 mg Eisen iiber Urin,
Stuhl, Galle und Schweifl sorgt der menschliche Organismus fiir eine Balance des
Eisenhaushaltes. [9]

Ein hoherer Eisenbedarf, der zum Beispiel nach Blutverlusten oder bei pridmenopausalen
Frauen wéhrend der Menstruation auftritt, wird durch eine adaptierte Steigerung der
Eisenresorption gedeckt. Ebenso wird bei einem vollen Eisenspeicher die Aufnahme dieses
Spurenelementes regulierend vermindert.

Da der menschliche Korper Eisen nicht aktiv ausscheiden kann, kdnnen weder eine genetisch
determinierte, noch eine erworbene Form der Eiseniiberladung physiologisch kompensiert

werden. Eine, zum Beispiel, aus der hereditaren Himochromatose resultierende Dysbalance
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des Eisens, die in Richtung Mehraufnahme verschoben wird, manifestiert sich klinisch
in Eisenablagerungen in unterschiedlichen Geweben und Organen — vor allem in der Leber
und Haut, im Pankreas und Herzen, aber auch in den Gelenken und endokrinen Organen. [10]
Bedingt durch eine Fehlregulation der intestinalen Eisenabsorption wird die tdgliche
Aufnahme von Eisen inaddquat auf etwa 4-5 mg erhoht. [11] Dies fiihrt dauerhaft zu anfangs

reversiblen, spiter zu irreversiblen Organschéiden. [12]

2. 1. 1. Regulation der Eisenresorption

Mit der Nahrung aufgenommenes Eisen wird zum Grofiteil von Mukosazellen in der
Darmwand des Duodenums resorbiert und zu einem geringen Teil im kranialen Abschnitt des
Jejunums. Es werden sowohl Ham-Eisen, als auch ionisiertes Eisen aufgenommen. Ionisiertes

. . + + . .
Eisen kann in Form von Fe*" und Fe’" im Darmlumen vorliegen.

Fe3<

FCzA / Him

Darmlumen .

......................................... DMT-1 HCP1

Ferritin A
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Abb. 2. 1.: Regulation des Eisenstoffwechsels, (in Anlehnung an Hastka et al. (2007)
DGHO)
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Das {iberwiegend in dreiwertiger Form aufgenommene Nahrungseisen wird von der
Reduktase DCYTB (duodenal cytochrome b) an der luminalen Darmmembran in
zweiwertiges Eisen konvertiert und mit Hilfe des Eisen-Transporters DMT-1 (divalent metal
transporter 1) in die duodenalen Enterozyten aufgenommen (s. Abb. 2. 1., Seite 13). [13]

Héam-Eisen wird an den Him-Rezeptor HCP-1 (heme carrier protein 1) an der luminalen Seite
der Enterozyten gebunden, intrazelluldr durch eine Hdmoxygenase aus dem Porphyrinring
abgespaltet und an das zytoplasmatische Protein Mobilferrin abgegeben. Dieses stellt Fe**
bedarfsabhingig fiir die Produktion von eisenhéltigen Enzymen zur Verfligung (s. Abb. 2. 1.).
Uber den transmembranen Eisentransporter Ferroportin 1 gelangt zweiwertiges Eisen aus den
Enterozyten in das Blut der Vena portae, der Pfortader. Bevor es zur Leber transportiert wird,
wird es wieder zu dreiwertigem Eisen konvertiert. Dieser Valenzwechsel wird von der
kupferhaltigen Ferrodixase Hephastein an der basolateralen Membran der Enterozyten

durchgefiihrt. [13]

Fiir den Transport von Fe’" zu den Hepatozyten und Makrophagen ist das intrahepatisch
gebildete und im Plasma befindliche Protein Transferrin verantwortlich. Transferrin kann
maximal zwei Eisenatome binden und diese zu Eisen speichernden Zellen beférdern. Die
Aufnahme von Transferrin gebundenem Eisen in den Leberzellen ist bedarfsadaptiert und

wird iiber spezifische, transmembrane Transferrin-Rezeptoren (TfR1 und TfR2) reguliert.

Eisen wird in allen menschlichen Korperzellen durch Ferritin gespeichert. Ferritin ist ein
wasserloslicher Proteinkomplex, der aus einer Proteinhiille, dem Apoferritin, und einem
Eisenoxyhydroxid-Kern besteht.

In den Makrophagen des Knochenmarks, der Leber und der Milz beteiligt sich der Eisen-
Proteinkomplex Hamosiderin, ein Abbauprodukt des Ferritins, ebenso an der Speicherung von

Eisen. [14]

Fiir die Regulation der Eisenaufnahme aus der Nahrung nimmt das in der Leber synthetisierte
Peptidhormon Hepcidin eine zentrale Funktion ein. Indem es DMT-1 hemmend reguliert,
reduziert es die Aufnahme von Eisen in die Enterozyten. Zudem vermindert es, durch
Degradation von Ferroportin 1, die Freisetzung von Eisen aus den Enterozyten in das Blut der
Pfortader. Die Expression und Freisetzung von Hepcidin wird in der Leber von den
Transferrin-Rezeptoren TfR1 und TfR2 sowie von den Eisen regulierenden Proteinen HFE

und Hemojuvelin kontrolliert. [15]
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Um das intrazelluldre Eisen bedarfsadaptiert im Korper verteilen zu konnen und somit den
Eisenhaushalt aufrecht zu erhalten, verfiigt jede Zelle iiber ein Regulationssystem, das es ihr
ermOglicht, Eisen, den Bediirfnissen entsprechend, aufzunehmen und zu speichern. Mit Hilfe
von zytoplasmatischen, Eisen regulierenden Proteinen (,,Iron regulatory proteins®, IRP-1 und
IRP-2), die mit spezifischen RNA-Strukturen, sogenannten ,,Iron responsive elements* (IRE)
interagieren, wird die Translation der am Eisenstoffwechsel beteiligten Molekiile feinreguliert

und ein Gleichgewicht des Eisenbestandes hergestellt. [16]

2.2. Das HFE Gen

Die menschliche Homoostase des Eisens beruht auf der koordinierten Funktion sdmtlicher

daran beteiligter Gene. Dazu gehort das HFE Gen (= Himochromatose-Gen), welches sich
auf dem kurzen Arm des Chromosoms 6 (Lokus: 6p21.3), in unmittelbarer Ndhe zum HLA
Gen befindet (Datenbank OMIM: 235200). Es kodiert fiir ein transmembrandses
Glykoprotein, das eine Lange von 348 Aminosduren besitzt [17] und zur Familie der MHC
Klasse I Proteine gezdhlt wird. [18] Das HFE Protein kann in nahezu allen Gewebearten

nachgewiesen werden, findet sich jedoch vorwiegend in intestinalen und hepatischen Zellen.

Das HFE Protein besteht aus einer Signalsequenz aus 22 Aminosduren, einer
Peptidbindungsregion (ol- und a2-Domine) und einer a3-Domine, die Ahnlichkeiten zu
Immunglobulinen besitzt. Aulerdem enthélt das Protein einen transmembrandsen Bereich und
einen intrazytoplasmatischen Abschnitt.

Die al- und o2-Doméne bilden eine Plattform aus acht antiparallel angeordneten
B-Faltblattstrukturen und zwei a-Helices. Diese Struktur ist an die a3-Doméne gekoppelt,
welche die Zellmembran durchzieht (s. Abb. 2. 2., Seite 16). [19]

Das HFE Protein wird gemeinsam mit B,-Mikroglobulin an der Zelloberfliche exprimiert.
Fiir die Expression ist die Aminosdure Cystein an Position 282 innerhalb der a3-Doméne
zustdndig. Diese Aminosdure bindet iiber eine Disulfidbriicke an B,-Mikroglobulin und
schafft somit die Voraussetzung fiir die Expression des heterodimeren Molekiils.

Somit kann der HFE/B,-Mikroglobulin-Komplex an den Transferrin-Rezeptor TfR1 binden.
TfR1 stellt den wichtigsten Rezeptor fiir Transferrin dar, wodurch die Transferrin vermittelte
Eisenresorption im proximalen Abschnitt des Diinndarms reguliert wird. [20]

Die genaue Funktion des HFE Proteins bei der Aufnahme von Eisen ist nicht vollstindig

geklart. Bekannt ist, dass es keine Féhigkeit zur Peptidbindung und —prisentation besitzt.
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Der Grund dafiir liegt in einer einwérts orientierten Struktur der al-Helix. Dies bedingt eine
Einengung des zwischen der al- und o2-Domine gelegenen Spaltes, wodurch es Peptiden

nicht moglich ist, eine Bindung mit dem HFE Protein einzugehen. [21]

Ende der 1990er Jahre wurde anhand von in vitro Untersuchungen gezeigt, dass das
physiologisch normale HFE Protein die Liganden-Bindungsaffinitidt zu TfR1 herabsetzt. [22]
Neueste Studien geben Grund zur Annahme, dass HFE die TfR1-vermittelte Aufnahme von
Transferrin-gebundenem Eisen in die Zelle begiinstigt. [23] Es bedarf jedoch weiterer

intensiver Forschungen, um die genaue Funktion des HFE Proteins diesbeziiglich zu kléren.

o
#8] 2

2-Mikroglobuli
Bo-Mikroglobulin NH,

e NN
R

Zytosol

AN
L

HOOC

Abb. 2. 2.: Struktur des HFE Proteins mit drei Alpha-Doménen
und seiner Assoziation mit §,-Mikroglobulin

(aus: Klinikarzt 2005; 34 (3): 62)

2.2.1. Exons und Introns des HFE Gens

Das HFE Gen ist auf dem Chromosom 6p21.3 lokalisiert und erstreckt sich mit seinen Introns
und Exons, die eine Gesamtlinge von 9612 Basen zeigen, von der Nukleotidposition
26195427 bis zur Nukleotidposition 26205038 dieses Chromosoms. [24]

Das HFE Gen besteht aus sieben Exons und sechs Introns und kodiert fiir 348 Aminosiuren.
Der Grofiteil des Exons 6, welches aus 1056 Basenpaaren besteht, wird nicht translatiert.
Exon 7 stellt kein Protein kodierendes Exon dar. Die Aminosduresequenz des HFE Proteins

kann Punkt 6.3. der Appendix entnommen werden.
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2.2. 2. Mutationen im HFE Gen

Die HFE-assoziierte, hereditire H&mochromatose (HH1) stellt die hdufigste, genetisch
determinierte Lebererkrankung im nordeuropéischen Raum dar. [25] Thre molekulare Ursache
liegt in den meisten Féllen in einer Punktmutation im HFE Gen.

Die bislang nachgewiesenen, hdufigen Mutationen im Hadmochromatose-Gen bedingen eine
Anderung in der Molekiilstruktur des Proteins und filhren zu dessen Funktions-
beeintrichtigung. Uber komplexe Mechanismen wird eine vermehrte Eisenresorption im
Darm induziert. Mangels effizienter Ausscheidungsmechanismen resultiert ohne Therapie
durchschnittlich innerhalb der flinften Lebensdekade durch Akkumulation von Eisen eine

Schadigung lebenswichtiger Organe.

Volkerkundliche Studien weisen auf eine keltische Abstammung der vor etwa 2000 Jahren im
nordwestlichen Europa erstmals aufgetretenen HFE C282Y Mutation hin. Diese Annahme
wird durch die hoheren Pravalenzen, die in den keltischen Landern, wie Schottland, England
und Irland vorhanden sind, verstdrkt. [26]. Die Ursache fiir den genetischen Defekt in der
Evolution wird in einem Selektionsvorteil fiir Menschen mit hoherer Eisenaufnahme in
Regionen mit Eisenarmut gesehen. Zudem wird angenommen, dass die Mutation im HFE Gen
vor allem den weiblichen Merkmalstragern, die aufgrund der damals {iblichen zahlreichen
Schwangerschaften, der Laktation sowie der Menstruationszyklen, einen hoheren Eisenbedarf
hatten, einen Vorteil bot. Dieser erhohte Eisenbedarf erklidrt auch die im Vergleich zu

Minnern seltenere Manifestation der Himochromatose bei Frauen. [27]

2.2.2.1. HFE C282Y Mutation

Die im nordeuropdischen Raum am haufigsten auftretende Mutation bei Patienten, die an
einer HFE-assoziierten Himochromatose leiden, ist die Transition von Guanin nach Adenin
an Nukleotidposition 845 im offenen Leserahmen des HFE Gens (G845A). Sie fiihrt im
korrespondierenden Polypeptid zu einer Substitution der Aminosdure Cystein 282 nach
Tyrosin (C282Y). [28] Durch Zerstérung einer Disulfidbriicke in der a3-Domine des HFE
Proteins verhindert die Mutation C282Y die korrekte Proteinfaltung und in weiterer Folge
dessen Bindung an B,-Mikroglobulin (s. Abb. 2. 3., Seite 18). Dadurch wird die Expression
des Proteinkomplexes an der Zelloberfliche nicht mehr ermdglicht. Dies fiihrt letztendlich zu
einer Fehlregulierung der intestinalen Eisenabsorption und wird als Ursache fiir den Grofteil
der HFE-assoziierten Himochromatose Fille angesehen. In Nordeuropa liegt die C282Y-

Mutation bei etwa 5 von 1000 Personen in homozygoter Form vor [29].
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Abb. 2. 3.: Strukturmodell des HFE-Genproduktes und der zwei,
fiir die Himochromatose entscheidenden Mutationen:

Cystein/ Tyrosin (C282Y) und Histidin/Asparaginsdure (H63D)
(aus: Klinikarzt 2005; 34 (3): 62)

2.2.2.2. HFE H63D Mutation

Eine weitere Mutation im HFE Gen, welche mit der hereditiren Himochromatose assoziiert
ist, ist die Punktmutation H63D, die aus einem C/G-Austausch an der Nukleotidposition 187
besteht. Dies verursacht im Polypeptid einen Austausch der Aminosdure Histidin zu
Asparaginsdure an Position 63 (H63D). [30] Im Unterschied zur C282Y-Mutation wird das
HFE Molekiil als Heterodimer exprimiert. Es ist jedoch aufgrund des Verlustes einer Histidin-
Aspartat-Briicke in seiner Funktion gestort. Patienten mit homozygoter Mutation zeigen eine
hohere Transferrinséttigung als Patienten ohne Mutation.

Die H63D-Mutation kann auch in Kombination mit der bereits erwdhnten HFE C282Y
Mutation als Compound-Heterozygotie C282Y/H63D auftreten. Etwa 1-2% dieser
compound-heterozygoten Gentrdger werden fiir die Expression einer klassischen
Héamochromatose als priadisponiert eingestuft. [31]

Liegt eine Homozygotie fiir das Allel C282Y bzw. die gemischte Heterozygotie
C282Y/H63D vor, kann die Diagnose der hereditiren Himochromatose als gesichert gelten.
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2.2.2.3. HFE S65C Mutation
Die Transition von Serin nach Cystein in Nukleotidposition 65 (S65C) ist eine HFE Mutation,

die einerseits in homozygoter Form, andererseits als Compound-Heterozygotie mit der
Mutation H63D auftreten kann. Analysen von Mura et al. (1999) [32] zeigen, dass Patienten
eine mildere Form der Himochromatose zeigen konnen. Diese Mutation ist hdufig, kommt

jedoch seltener als die HFE C282Y und die HFE H63D Mutation vor.

Die genaue Auflistung aller bislang beschriebenen Mutationen im HFE Gen kann der

Appendix 6. 4. entnommen werden.

2. 3. Das klinische Bild der hereditiren Himochromatose

Seit der Identifizierung des HFE Gens 1996 [33] ist bekannt, dass es sich bei der hereditiren
Héamochromatose nicht um eine monogenetische Erkrankung handelt, die ausschlielich aus
einer Mutation im HFE Gen resultiert, sondern dass unterschiedliche genetische
Verianderungen in verschiedenen Chromosomen vorliegen konnen, die eine pathologische
Eiseniiberladung induzieren.

Die hereditire Hamochromatose wird derzeit in vier Haupttypen unterteilt, die durch
Mutationen im HFE Gen, im HJV Gen bzw. im HAMP Gen, im TfR2 Gen und im SLC40A41
Gen verursacht werden. [34] Tab. 2. 1. (S. 22) und Tab. 2. 2. (S. 23) sollen einen Uberblick

iiber die derzeitige Klassifikation der hereditdren Himochromatose liefern.

2. 3. 1. Hereditare Himochromatose Tvyp 1

Als Typ 1 wird die klassische Himochromatose, die mit Mutationen im HFE Gen assoziiert
ist, klassifiziert. Sie ist die hdufigste Form und tritt vor allem in nordeuropéischen
Populationen auf, in denen die C282Y-Mutation eine hohe Allelfrequenz aufweist. [35]

Das Krankheitsbild der klassischen Himochromatose kann sehr unterschiedlich sein. Erste
Symptome sind im Allgemeinen ein Schwiche- bzw. Krankheitsgefiihl. Diabetes mellitus,
Leberzirrhose, endokrine Dysfunktionen und Kardiomyopathien sind ebenso Anzeichen fiir
diese Erkrankung. Weitere Symptome konnen Arthritis, eine Hyperpigmentierung der Haut,
Hypothyroidismus und hypogonadotroper Hypogonadismus sein. Patienten, die an hereditirer
Hamochromatose Typ 1 erkranken, befinden sich meist in der fiinften Lebensdekade, wobei
Mainner héufiger davon betroffen sind als Frauen (das Verhiltnis von Mann zu Frau betragt

etwa 1:3).
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Es wird angenommen, dass pramenopausale Frauen aufgrund von menstruationsbedingtem
Blutverlust und Schwangerschaften eine Art von natiirlichem Schutz bilden, der sie vor der

klinischen Manifestation einer Eiseniiberladung bewahrt. [36]

2. 3. 2. Hereditire Himochromatose Tvp 2

Als hereditire Himochromatose Typ 2 wird die juvenile Himochromatose bezeichnet, die
ebenso wie Typ 1 eine autosomal-rezessive Erkrankung darstellt, jedoch viel seltener auftritt
und nicht mit Mutationen im HFE Gen assoziiert ist. Die genetische Manifestation basiert auf
Verdnderungen sowohl im Chromosom 1, als auch im Chromosom 19. Aus diesem Grund

wird die juvenile Himochromatose in zwei Subtypen, 2A und 2B, unterteilt. [38]

Der Subtyp 2A beschreibt die Himojuvelin-assoziierte Himochromatose. Das entsprechende
HJV Gen, uspriinglich als HFE2 Gen bezeichnet, wurde im Jahr 2004 auf Chromosom 1
(1g21) identifiziert. [37] Es kodiert fiir das Protein Himojuvelin, von dem angenommen wird,
dass es regulatorische Funktionen im Eisenstoffwechsel einnimmt, indem es die Expression
von Hepcidin iiber einen Signaltransduktionsweg, in Abhéngigkeit des Eisenbestandes,
moduliert. Labordiagnostische Untersuchungen an Patienten mit juveniler Himochromatose
zeigen niedrige Hepcidin-Werte sowie erhohte Serum-Ferritin-Werte und Eisenakkumula-
tionen in parenchymalen Zellen, vor allem in der Leber, im Herzen und in endokrinen Driisen.
Die Erkrankung wird oft bei Patienten in der zweiten und dritten Lebensdekade diagnostiziert.
Der Krankheitsverlauf ist meist schneller und gravierender als bei Hidmochromatose
Typ 1-Patienten und zeichnet sich klinisch vorwiegend durch Kardiomyopathien und

Hypogonadismus aus. Méanner und Frauen sind von der Krankheit gleichermallen betroffen.

Viel seltener als der Subtyp 2A wird der Subtyp 2B beobachtet. Hierbei handelt es sich um
die Hepcidin-assoziierte Hadmochromatose, die durch Mutationen im HAMP Gen auf
Chromosom 19 (19q13.1) induziert wird. Das Hepcidin Molekiil reguliert die
Eisenfreisetzung aus Enterozyten, Makrophagen und plazentaren Zellen.

Aufgrund einer Mutation im kodierenden Gen wird die Struktur des Hepcidin Proteins
verdndert und bewirkt dessen Inaktivierung. Die funktionelle Konsequenz liegt in einer
maximalen Eisenabsorption aus dem Darm sowie der vermehrten Eisenfreisetzung aus
retikuloendothelialen Zellen. Die daraus resultierende Eiseniiberladung in den Hepatozyten
kann langfristig zu Leberfibrose und Leberzirrhose fithren. Von klinischer Relevanz sind auch

Kardiomyopathien sowie Hypogonadismus.
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2. 3. 3. Hereditire Himochromatose Tvp 3

Erstmals im Jahr 2000 wurde die Transferrin Rezeptor 2-assoziierte Himochromatose (Typ 3)
beschrieben. Zu diesem Zeitpunkt war diese die erste hereditire Himochromatose-Form, die
nicht einer HFE Mutation zugeordnet wurde. Das TfR2 Gen befindet sich auf dem langen
Arm des Chromosoms 7 (7q22) und kodiert fiir den Transferrin Rezeptor 2, der fiir die
Aufnahme von Transferrin-gebundenem Eisen in die Zellen verantwortlich ist und sich an der
Regulierung von Hepcidin beteiligt. TfR2 wird ausschlieBlich in der Leber exprimiert.
Mutationen im 7fR2 Gen folgen einem autosomal-rezessiven Erbgang und fithren zu einer
Eiseniiberladung in der Leber, gefolgt von den selben Symptomen, die, wie zuvor erwihnt,
bei einer hereditiren Hamochromatose vom Typ 1 vorgefunden werden konnen. Von
klinischer Bedeutung sind erhohte Serum-Eisen-Werte und Eisenakkumulationen in

parenchymalen Zellen. [39]

2. 3. 4. Hereditire Himochromatose Typ 4

Die Ferroportin-assoziierte hereditire Himochromatose, die nach der Datenbank OMIM als
Typ 4 klassifiziert wird, wird im Unterschied zu den Himochromatose Typen 1-3 autosomal-
dominant vererbt. Defekte im SLC4041 Gen auf dem langen Arm des Chromosoms 2 (2q32)
beeintrachtigen die Funktion des Eisentransport-Proteins Ferroportin im Blut und kénnen
dessen Funktionsverlust bewirken. Die Folge sind eine erhohte intestinale Eisenabsorption
sowie eine vermehrte Freisetzung von Eisen aus retikuloendothelialen Zellen. Die typischen
Symptome sind jenen der HFE Hémochromatose dhnlich, jedoch meist milder. Ein Anstieg
der Serum-Ferritin-Werte sowie eine erhohte Transferrin-Séttigung sind wichtige

Laborparameter zur Diagnose der Ferroportin-assoziierten Eiseniiberladung. [40]

Aktuell gibt es vier verschiedene Formen der hereditdren Himochromatose (Typ 2A, 2B,
3 und 4), die auf Mutationen zuriickzufiihren sind, welche nicht im HFE Gen, sondern in
verschiedenen Genen, auf unterschiedlichen Chromosomen auftreten. Diese Mutationen
wurden in verschiedenen Populationen weltweit beschrieben und sind manchmal nur
auf einzelne Familien beschrinkt. Aufgrund der phinotypischen Ahnlichkeiten der
Héamochromatose Haupttypen wird ersichtlich, dass ihre Gene gemeinsam fiir die Regulation
des Eisenstoffwechsels und die Aufrechterhaltung der Eisen-Homdoostase verantwortlich sind.
Eine Mutation in einem einzigen dieser Gene kann die Regulation des Eisenstoffwechsels

beeintrichtigen und zu einer pathologischen Eiseniiberladung fiihren.
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Fiir das bessere Verstindnis der Regulationsmechanismen werden weitere, intensive

Forschungen an diesen Molekiilen, ihren funktionellen Beziehungen zueinander sowie ihren

Signaltransduktionswegen notwendig sein.

Tab. 2. 1: Uberblick iiber die Klassifikation der hereditiren Himochromatose (HH) in vier
Haupttypen, nach der Datenbank OMIM (Online Mendelian Inheritance in Man) [41; 42]

HFE- q TfR2- Ferroportin-
assoziierte HH LA EL assoziierte HH | assoziierte HH
OMIM Typ 1 Typ 2 Typ 2 Typ 3 Typ 4
Klassifikation Subtyp A Subtyp B
(OMIM 235200) | (OMIM 602390) | (OMIM 606464)| (OMIM 604250) |(OMIM 606069)
Betroffenes
Gen HFE HJV (HFE2) HAMP TfR2 SLC4041
Chromosomale | 6p21.3 1921 19q13.1 7q22 2q32
Lage
Genprodukt HFE-Protein Hemojuvelin Hepcidin T{R2 Ferroportin
Regulation der
Expression von Hemmung der
Hepcidin; Freisetzung Export von
Interaktion mit Unbekannt; von Eisen aus _— . Eisen aus den
. 1 . Moglicherweise
. T{R1; moglicherweise | den Enterozyten,
Funktion des 1 . . Aufnahme von
moglicherweise | Regulation der | Enterozyten, N Hepatozyten,
Genproduktes . . Eisen in die
Erleichterung Expression von | Makrophagen Hepatozvten Makrophagen
der Aufnahme Hepcidin und patozy und plazentaren
von Transferrin- plazentaren Zellen
gebundenem Zellen
Eisen
Modus der Autosomal- Autosomal- Autosomal- Autosomal- Autosomal-
Vererbung rezessiv rezessiv rezessiv rezessiv dominant
Hauptoreane Leber, Leber, Leber, Leber,
prors endokrine endokrine endokrine endokrine .
der Eisen- . .. . .. Leber, Milz
. Driisen, Driisen, Driisen, Driisen,
akkumulation
Herz Herz Herz Herz
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Tab. 2. 2.: Uberblick iiber die Klassifikation der hereditiren Himochromatose (HH) in vier
Haupttypen nach der Datenbank OMIM (Online Mendelian Inheritance in Man) [41; 43]

HFE- . TfR2- Ferroportin-
assoziierte HH LvEE Ll assoziierte HH | assoziierte HH
Eisen- arenchymal arenchymal arenchymal arenchymal retikulo-
ablagerung p Y p Y p Y P Y endothelial
Potenzial der
Schadigung Variabel Hoch Hoch Variabel Niedrig
der Organe
Exzellent; Exzellent; Exzellent; Exzellent, MittelmaBig;
Abnahme des rasche Abnahme
. Abnahme des Abnahme des Abnahme des .
Reaktion auf .. .. .. Serum- der Transferrin-
. Serum-Ferritin- | Serum-Ferritin- | Serum-Ferritin- . st .
therapeutische Ferritin- Sattigung mit
. Wertes und der | Wertes und der | Wertes und der
Phlebotomie . . . Wertes und der | bestehendem,
Transferrin- Transferrin- Transferrin- .
Sittigun Sittigun Sittigun Transferrin- hohen Serum-
gung gung gung Sattigung Ferritin-Wert
Moglich bei
pramenopausalen
Risiko einer Frauen; erhGhtes
Anidmie durch . . . . Risiko einer
therapeutische Nein Nein Nein Nein Anémie nach
Phlebotomie einer aggressiven
Phlebotomie-
Behandlung
Alter bei 4.-5. 2.-3. 2.-3. 4.-5. 4.-5.
Erstdiagnose Lebensdekade Lebensdekade | Lebensdekade | Lebensdekade | Lebensdekade
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2. 4. Diagnostik der hereditiren Himochromatose

2.4. 1. Konventionelle diagnostische Parameter

In der traditionellen klinisch-chemischen Diagnostik werden zur phanotypischen Beurteilung
des menschlichen Eisenhaushaltes bei Verdacht auf eine Eiseniiberladung die Eisen-
konzentration und die Ferritinkonzentration im Plasma bzw. im Serum bestimmt sowie eine
Analyse der Transferrin-Sattigung in wechselnden Kombinationen durchgefiihrt. Isolierte
Analysen der Eisenkonzentrationen im Plasma bzw. Serum werden nicht empfohlen, da
Eisenkonzentrationen, die sich im Normbereich befinden, eine Eiseniiberladung nicht
ausschliefen konnen. Ebenso besteht die Mdoglichkeit, dass erhdhte Eisenkonzentrationen

gemessen werden, denen keine ursidchliche Eisenspeicherkrankheit zugrunde liegt. [44]

In der Himochromatose-Diagnostik ist die Transferrin-Séttigung der sensitivste Parameter zur
Erfassung der Eiseniiberladung. Die Transferrin-Eisen-Sattigung ist ein Mal} fiir das im
Korper zur Verfiigung stehende Funktionseisen und wird nach folgender Formel berechnet:

[45]

Serumeisen [pmol/1]
Transferrin-Sattigung [%]: x 398
Transferrin im Serum [mg/dl]

Eine Eiseniiberladung im menschlichen Organismus fiihrt zu einer erhohten Transferrin-
Sattigung. Transferrin-Séattigungen beim niichternen Patienten {iber 45% (bei prédmeno-
pausalen Frauen iiber 35%) sind ein sensitiver Hinweis fiir eine mogliche hereditire

Hémochromatose. [46]

2. 4. 2. Nichtinvasive Leber-Eisen-Quantifizierung

Eine nichtinvasive Methode zur Quantifizierung des Leber-Eisens stellt die Messung der
magnetischen Suszeptibilitdt der Leber in vivo mittels SQUID-Biosuszeptometer dar (SQUID
= supraconducting quantum interference device). [47]

Dazu wird ein kleines, hoch konstantes Magnetfeld aulen an den Korper angelegt. Durch das
paramagnetische Speichereisen in der Leber des Patienten wird eine Storung dieses
Magnetfeldes induziert, dessen GroBe gemessen und direkt in die Eisenkonzentration

umgerechnet werden kann.
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Trotz ihrer hohen Sensitivitidt und Schnelligkeit konnen mangels uniformer Eisenverteilung in
der Leber bei dieser diagnostischen Methode Abweichungen vom Mittelwert auftreten.
Im Vergleich zur klassischen Leberbiopsie stellt die Messmethode mittels Biomagnetometer

eine weitaus zuverlissigere Methode zur Leber-Eisen-Quantifizierung dar. [48]

2. 4.3. Molekulargenetische Diagnostik bei hereditirer Himochromatose

Mit Hilfe der Genotypisierung der beiden am hiufigsten auftretenden Mutationen C282Y und
H63D wird die Diagnose der hereditdren Himochromatose sowohl bei homozygoten C282Y -
Erbtragern, als auch bei der Compound-Heterozygotie C282Y/H63D gesichert.
Unter anderem stehen folgende molekulargenetische Methoden zur Verfiigung: [49]

e Polymerase-Kettenreaktion (PCR) mit nachfolgendem Restriktionsfragmentlédngen-

polymorphismus (RFLP)
e Allel-spezifische Amplifikation
e Real-time PCR-Verfahren

¢ FEinzelstrangkonformationspolymorphismus (SSCP) mit Kapillarelektrophorese

Eine Kombination von konventionellen und molekulargenetischen Untersuchungsmethoden
kann bei ca. 90% der Patienten mit phidnotypischer Eiseniiberladung die Ursache abkldren.
Wird in einem gendiagnostischen Verfahren keine Mutation im HFE Gen gefunden, kann in
dringenden Fillen mittels Sequenzierung der Exonstrukturen sowie der Uberginge von Exons

zu Introns eine seltene Mutation nachgewiesen werden.

2. 5. Therapie der hereditiren Himochromatose

Die effektivste Behandlungsmethode der hereditiren Himochromatose stellt die Phlebotomie
dar. Mit einem wochentlichen Blutentzugsvolumen von zirka 500 ml, welches in etwa einer
Menge von 250 mg Eisen entspricht, soll eine lineare Abnahme der Leber-Eisenkonzentration
erzielt werden. Bei der Blutentnahme muss der Hématokrit — der Anteil der zelluldren
Bestandteile am Volumen des Blutes — beriicksichtigt werden, um einer Andmie vorzubeugen.
Das Therapieziel ist ein Serum-Ferritin-Wert von weniger als 50 ng/ml [50].

Durch wiederholende Messungen mittels eines Biomagnetometers konnen friihzeitig
Abschétzungen der individuell vorhandenen Eisenreservoirs vorgenommen werden und der

Fortgang der Aderlass-Therapie jederzeit objektiv geklédrt werden.
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2. 6. Ziel der Diplomarbeit

Das Ziel der vorliegenden Arbeit bestand darin, ein System zur Mutationsanalyse bei
PatientInnen mit Eiseniiberladung unklarer Genese zu etablieren. Dieses System sollte die
Mutationssuche im HFE Gen von Patientlnnen, bei denen ein Verdacht auf hereditire
Héamochromatose bestand, ermoglichen.

Fiir die Durchfiihrung der Sequenzanalyse des HFE Gens auf Basis der genomischen DNA
wurde die Vorlage von Steiner et al. (2002) [51] verwendet. Michael Steiner publizierte im
Jahr 2002 eine neue Mutation im HFE Gen. Mittels eines molekularen gendiagnostischen
Verfahrens wurde in einem, an hereditdrer Himochromatose erkrankten, vietnamesischen
Patienten eine neue, homozygote Mutation IVS5+1G/A an der Schnittstelle zwischen Exon 5
und Intron 5 gefunden. Der Patient wies keine der drei HFE-Mutationen C282Y, H63D und
S65C auf, zeigte jedoch typische klinische Symptome einer hereditiren Hamochromatose.
Anlehnend an die Vorlage von Steiner et al. [51] wurde ein Mutationsanalyse-Verfahren im
HFE Gen etabliert und an anonymisierten PatientInnen, bei denen im Rahmen einer zuvor
bereits durchgefiihrten Genanalyse keine der HFE Mutationen C282Y, H63D und S65C
detektiert wurde, getestet.
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3. Material und Methoden

3. 1. Patienten und Ausgangsmaterial

Von 23 Patienten, die biochemische Zeichen einer Eiseniiberladung aufwiesen, wurde bereits
zuvor im Rahmen der Routinediagnostik nach den im nordeuropédischen Raum héufigsten,
HFFE-assoziierten Mutationen C282Y, H63D und S65C gesucht.

Da die Proben keine dieser Mutationen aufwiesen, wurde im Rahmen der vorliegenden
Diplomarbeit mittels eines entsprechenden PCR Systems und einer implizierten
Sequenzanalyse nach weiteren Mutationen gesucht, die im Zusammenhang mit der

hereditiren Himochromatose stehen konnten.

Prinzipiell setzt sich eine Mutationsanalyse mittels Sequenzierung aus folgenden technischen
Schritten zusammen:

1. Isolierung der DNA

2. PCR zur Amplifizierung des zu sequenzierenden Gens, in dem die Mutation vermutet
wird
Reinigung der PCR Produkte
Sequenzreaktion / Sequenzanalyse via PCR
Reinigung der sequenzierten PCR-Produkte

Sequenzanalyse mittels Kapillarelektrophorese

N AW

Mutationsanalyse via Software, durch Vergleich der Basensequenz der Proben mit

einer Referenzsequenz, die keine Mutation enthélt (= Wildtyp)

Aufgrund dessen, dass von den 23 Patienten anonymisiertes Restmaterial vorhanden war, war
das Ausgangsmaterial fiir diese Studie somit bereits im Labor vorhandene DNA.

Als Mutationskontrolle diente eine heterozygote Probe eines ebenso anonymisierten
Patienten, welche die Mutationen C282Y und H63D trug. Die aus Vollblut isolierte DNA

dieses Patienten sowie ein gesundes Vergleichskollektiv standen bereits zur Verfiigung.
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3. 1. 1. Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Fiir die Durchfiihrung einer Sequenzanalyse ist die Amplifizierung der zu untersuchenden
Genabschnitte mittels PCR Voraussetzung, um geniligend Material fiir die Sequenzierung zu
erhalten. Das Prinzip der PCR besteht darin, einen bestimmten DNA-Abschnitt durch die
gezielte Auswahl von Primern enzymatisch zu amplifizieren. In sogenannten PCR-Cyclern
wird mittels eines automatisierten Zyklusverfahrens, das aus einem Denaturierungs-, einem
Annealing- und einem Syntheseschritt besteht, binnen kurzer Zeit eine groBe Anzahl von
Kopien an DNA-Abschnitten produziert. Fiir eine erfolgreiche Amplifikationsreaktion sind
die Mischung der notwendigen Komponenten nach einem Standardprotokoll (PCR
Mastermix) sowie die Programmierung des PCR-Cyclers (Eingabe der Temperaturen, der

Dauer der einzelnen Teilschritte sowie der Anzahl der Zyklen) entscheidend.

3. 2. Amplifikation der genomischen DNA mittels PCR

Fiir die Amplifikation der in der vorliegenden Arbeit untersuchten Exons 1-6 des HFE Gens
wurden die in der Vorlage von Steiner et al. [51] beschriebenen Primer verwendet. IThre

Sequenzen konnen der Tabelle 3. 1. entnommen werden.

Primer Sequenz 5" — 3’ PCR Produkt  Annealing-
GrofBe, bp Temperatur, © C
Ex 1 fw CAACAACACCCCTTCAGGAT 297 61
Ex1rv TGAGCAGGTCCTCCAAAGTT 61
Ex 2 fw ACATGGTTAAGGCCTGTTGC 264 61
Ex2rv GCTCCCACAAGACCTCAGAC 61
Ex 3 fw CTTGGGGATGGTGGAAATAG 276 61
Ex3rv GAGCAACCTCCTCCACTCTG 61
Ex 4 fw GGTCCAGTCTTCCTGGCAAGG 276 61
Ex 4 rv GCACTCCTCTTAACCCCCAATAG 61
Ex 5 fw GATGAGAGCCAGGAGCTGAG 114 61
Ex5rv CCCTGGGGCAGAGGTACT 61
Ex 6 fw GGTTTGTGATGCCTCTTTCC 1056 56
Ex 6 v TGGGGAAATCTTTTTGAGGA 56

Tab. 3. 1.: Primer fiir Amplifizierung des HFE Gens, nach Steiner et al. [52]

bp = Basenpaare, Ex = Exon, fw = forward, rv = reverse
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Fiir die Amplifizierung der sechs Primerpaare wurde zuerst ein PCR-Gradient fiir jedes Exon
des HFE Gens gesondert durchgefiihrt. Dadurch konnten die optimalen Bedingungen fiir die
PCR Systeme eruiert werden, die auf folgenden Angaben (s. Tab. 3. 2. und 3. 3.) basierten:

Schritt Temperatur Zeit
Initiale Denaturierung 94°C 2 min
Denaturierung 94°C 15 sec ~
56°C
Annealing 30 sec > 35%
61°C
Extension 72°C 45 sec /
Finale Extension 72°C 7 min
Finale 4°C Unendlich

Tab. 3. 2.: PCR-Protokoll

Primer Annealing-Temperatur, °C
Ex1fw/Ex1rv 61
Ex2fw/Ex2rv 61
Ex3fw/Ex3rv 61
Ex4 fw/Ex4rv 61
Ex5fw/Ex5rv 61
Ex 6 fw/Ex 6 rv 56

Tab. 3. 3.: Annealing-Temperaturen; Ex = Exon, fw = forward, rv = reverse
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Fiir die optimale Durchfiihrung der jeweiligen PCR von Exon 1-6 wurde folgendes Protokoll

fir den PCR-Mastermix verwendet:

Mastermix 1x

10x HF Puffer ohne MgCl, 2,5 | ul
25mM MgCl, L5 | ul
dNTP Mix (LOT Nr.: 302144) 2,0 | ul
HFE Exon 1-6 Primer fw (10pmol/ul) 2,5 | ul
HFE Exon 1-6 Primer rv (10pmol/ul) 2,5 | ul
HFE Enzym (3,5U/ul) (LOT Nr.: HO8012) 0,2 | ul
HPLC Wasser 12,8 | pl
Total 24 | ul
DNA unverdiinnt 1| pul

Die Protokolle (25ul-Ansdtze) wurden mit den Thermocyclern Multicycler PTC 200-1 und
PTC 200-3 (MJ Research) erstellt.

Zur Uberpriifung der erfolgreichen Amplifikation wurde nach der jeweiligen abgeschlossenen
PCR das PCR-Produkt mit Hilfe der Gelelektrophorese, die zusammen mit einem
entsprechenden Lingenmarker und einer Negativprobe durchgefiihrt wurde, auf seine
Basenlidnge und Reinheit untersucht.

Fiir die Gelkontrolle wurden jeweils 3 ul PCR Produkt mit 1ul 5x loading buffer gemischt. In
der ersten Spur des 6%-igen Polyacrylamid Gels wurden 3ul Mspl Langenmarker pipettiert.
In den daneben befindlichen Spuren wurden jeweils 3ul der PCR-Produkte aufgetragen.
Abschliefend folgte die Negativkontrolle in einer eigenen Spur. Bei einer Stirke von
175 Volt wurde das beladene Polyacrylamid Gel fiir 45 min der Elektrophorese zugefiihrt.
Unmittelbar danach wurde das Gel fiir 15 min mit dem Fluoreszenzfarbstoff Sybr Green in
einer Wanne gefarbt, um die DNA-Banden auf dem Gel nachweisen zu konnen, und dieses
auf dem UV Transilluminator fotografiert. AnschlieBend wurden die Bandenmuster

hinsichtlich ihrer Qualitit und Quantitit beurteilt.
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3. 3. Reinigung mittels Exo-SAP-IT-Verdau

Nachdem die PCR-Amplifikation fiir alle sechs HFE Exons erfolgreich abgeschlossen war,
wurden die PCR-Produkte fiir die Sequenzanalyse gereinigt und enzymatisch aufbereitet.
Dazu wurden sie einem Exonuklease- und Shrimps-alkalischer Phosphatase-Verdau

(ExoSAP-IT) im Thermocycler PTC 200-1 unterzogen.

Protokoll der enzymatischen Reinigung der PCR-Produkte:

Volumen
PCR-Produkt 10 pl
ExoSAP-IT (LOT Nr.: 116776) 4 ul
Gesamtvolumen 14ul
Schritt Temp. Zeit
Enzyminkubation 37°C 30 min
Enzyminaktivierung 80°C 15 min
Finale 4°C Unendlich

Nach dem enzymatischen Reinigungsvorgang mittels ExoSAP-IT wurde abermals eine
Gelelektrophorese zur Kontrolle durchgefiihrt. Dazu wurden jeweils 2ul des PCR-Produktes
bzw. des Low DNA Mass Ladder-Markers mit 1ul 5x loading buffer gemischt und auf ein
6%-iges Polyacrylamid Gel aufgetragen. Bei 150 Volt und einer Laufzeit von 40 min wurden
die PCR-Produkte ihrer Grofle nach aufgetrennt. Nach einer 15-miniitigen Farbeprozedur mit
Sybr Green wurden die fertigen Gele wieder im UV Transilluminator fotografiert, um den
Reinigungsschritt qualitativ zu liberpriifen und abschitzen zu kénnen, welches Volumen an

gereinigtem PCR-Produkt fiir eine optimale Nukleotidsequenzanalyse bendtigt werde.

3. 4. Sequenzreaktion

Um die Basensequenz der DNA bestimmen zu konnen, existieren unterschiedliche
Sequenzierverfahren, wobei im Prinzip sowohl der kodierende, als auch der nicht kodierende
DNA-Strang sequenziert werden. In der vorliegenden Arbeit wurden die Sequenzreaktionen
mittels der ,,Cycle Sequencing™ Technik, einer Modifikation der DNA-Sequenziermethode
nach F. Sanger et al. (1977) [53], durchgefiihrt.
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Neben DNA, Primern, thermostabiler DNA-Polymerase und vier dNTPs sind weitere
Komponenten, und zwar vier, mit verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen markierte ddNTPs
sowie Puffer mit Magnesium- und Kalium-Ionen dazu notwendig.

Bei dieser Methode wird der zu analysierende Abschnitt des DNA-Doppelstranges, der als
Matrize fiir die Synthese neuer DNA-Fragmente dient, zuerst durch Erhitzung denaturiert und
in zwei Einzelstrainge aufgeteilt. Ausgehend vom Sequenzierprimer, der an den
komplementidren DNA-Strang bindet, wird dieser, durch Anfligen von dNTPs mit Hilfe der
DNA-Polymerase solange linear verldngert, bis zufdlligerweise und abhingig von der
komplementiren Base ein Didesoxynukleotidtriphosphat (ddNTPs = ddATP, ddCTP, ddGTP,
ddTTP) eingebaut wird. Der Einbau eines ddNTPs verursacht einen Kettenabbruch, da
aufgrund der fehlenden Hydroxygruppe an seinem 3’-C-Atom kein weiteres Nukleotid an
den komplementidren DNA-Strang eingefiigt werden kann. Somit entstehen unterschiedlich
lange DNA-Fragmente, die endstéindig mit einem Fluoreszenzfarbstoff markiert sind. Nach
kapillarelektrophoretischer Auftrennung im Sequenzierer werden die Farbstoffmolekiile der
DNA-Fragmente beim Passieren eines Detektionsfensters von einem Laserstrahl angeregt,
wodurch sie Fluoreszenzsignale senden. Die Abfolge dieser Signale entspricht der
Basensequenz des untersuchten DNA-Stranges. Mit Hilfe einer Sequenzanalyse-Software

kann ein farbiges Schema der DNA-Sequenz erstellt werden.

Fiir die Nukleotidsequenzanalyse wurden jene, unter Punkt 6. 1. im Appendix der vorliegen-
den Arbeit, aufgelisteten Oligonukleotidprimer verwendet. Fiir die Durchfiihrung der
Sequenzreaktionen wurde der ABI PRISM BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit

verwendet.

Protokoll fiir die Sequenzreaktion von HFE Exon 1-6 (jeweils 10 pl-Ansatz):

Mastermix 1x
RRM (1,6ul Magic Dye + 0,4ul Big Dye) 2 ul
HFE Exon 1-6 fw + rv Primer (1,6pmol/ul) 2 ul
5x Puffer 1,5 pl
HPLC Wasser (variabel) 2,5 ul
Total 8l
PCR-Produkt 2ul
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Durch Vergleich der Fragmentlingen der PCR-Produkte nach dem ExoSAP-IT-Verdau mit
dem Low DNA Mass Ladder-Langenmarker wurde ein entsprechendes Volumen der Proben

fiir die Sequenzreaktion eingesetzt, wobei folgende Faustregel beriicksichtigt wurde:

Fragmentliange (in bp)
50

= Menge in ng

Um unsere 10pul-Ansétze konstant zu halten, wurde, je nach Volumen des PCR-Produktes, das
entsprechende Volumen an HPLC Wasser eingesetzt, wobei die PCR-Produkte prinzipiell auf

eine Konzentration von 1,5-5 ng/ul mit HPLC Wasser verdiinnt werden sollten.

Die Sequenzreaktion wurde an den Thermocyclern Multicycler 200-1 und 200-3 unter den in

Tabelle 3. 4. aufgelisteten Bedingungen durchgefiihrt.

Schritt Temperatur Zeit
Initiale Denaturierung 96°C 1 min
\
Denaturierung 96°C 10 sec

> 25x

Amplifikation 56°C 5 sec
4
Extension 60°C 4 min
Finale 4°C Unendlich

Tab. 3. 4.: Protokoll PCR-Amplifikation — Cycle Sequencing
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3. 5. Reinigung der Sequenzierprodukte vor der Kapillarelektrophorese

Um ein optimales Sequenzierergebnis zu erhalten, ist es notwendig, die Produkte der
Sequenzreaktion vor der Nukleotidsequenzanalyse aufzureinigen. Dies wurde mittels
Montage SEQ96 Sequencing Reaction Cleanup Kit der Firma Millipore durchgefiihrt.
Bei diesem Arbeitsschritt werden die Sequenzproben mit Hilfe eines Vakuumverteilers
durch Vakuumfiltration von iiberschiissigen Farbstoff-Terminatoren und Salzen, die bei der

Kapillarelektrophorese storend wirken, befreit.

Praktisch wurden die Sequenzansétze folgendermaB3en durchgefiihrt:

Zuerst wurden die Sequenzreaktionen mit 25ul Injection Solution verdiinnt, mit der
elektronischen Pipette 3—5 Mal gemischt und anschlieBend auf den Boden der Wells der
SEQ96 Platte transferiert. Da nicht alle 96 Wells der Platte gebraucht wurden, wurden die
unbenutzten Wells mit einem Klebeband luftdicht abgedeckt, um einen optimalen
Vakuumaufbau zu gewéhrleisten.

Als néchstes wurde der Vakuumverteiler an den Schlauch der Vakuumpumpe angesteckt, der
Schlauch mit dem Plastikventil verschlossen und die Reinigungsplatte auf den Vakuum-
verteiler aufgesetzt.

Nach Einschaltung der Vakuumpumpe und Offnen des Plastikventils am Schlauch wurden die
Proben bei einem Unterdruck von 20-25mmHg vier Minuten filtriert, bis alle Wells
vollstindig entleert waren. Prinzipiell sollte ein Ubertrocknen durch zu langes Filtrieren
vermieden werden.

Das Plastikventil wurde wieder geschlossen, die Vakuumpumpe abgeschaltet und die Platte
vom Vakuumverteiler entfernt, nachdem sich das Vakuum vollstdndig abgebaut hatte. Zum
Druckausgleich wurde das Ventil wieder gedffnet.

AnschlieBend wurde die Unterseite der Reinigungsplatte auf einem Papierhandtuch leicht
abgeklopft, bevor in einem zweiten Waschschritt nochmals 25ul Injection Solution in die
Filterwells pipettiert wurden, und die Vakuumfiltration, wie oben erldutert, ein weiteres Mal
durchgefiihrt wurde.

Nach der zweiten Filtration wurde die Platte abermals auf einem Papiertuch vorsichtig

abgeklopft und die gereinigten Sequenzproben mit 25ul Injection Solution resuspendiert.
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Beim Resuspendieren wurde folgendermallen vorgegangen:

Das gewiinschte Endvolumen von 25ul Injection Solution wurde in die Wells der
Reinigungsplatte so pipettiert, dass mit der Pipette die Proben 20 Mal auf- und abpipettiert
wurden, ehe sie in eine frische 96Well-Sequenzplatte transferiert wurden.

Dabei wurde darauf geachtet, dass keine Lufteinschliisse im Endvolumen vorhanden waren,
da die Kapillaren des automatisierten Sequencers ,,ABI PRISM® 3130 Genetic Analyzers®
(Fa. Applied Biosystems) beim Ziehen von Luft zerstort werden.

Nach der Benutzung wurde der Vakuumverteiler unter flieBendem, deionisiertem Wasser

gereinigt.

3. 6. Kapillarelektrophorese

Nach der Aufreinigung der Sequenzierprodukte wurden die Proben auf eine Sequenzplatte
transferiert, um in weiterer Folge mittels Kapillarelektrophorese im ABI PRISM® 3130
Genetic Analyzer in einem automatisierten Prozess analysiert zu werden. Mit Hilfe des
Arbeitsprogrammes Data Collection Softeware Version 2.0 wurden die gewonnenen

Sequenzierdaten auf der Festplatte eines Windows NT Computers gespeichert.

3. 7. Mutationsanalyse

Nachdem die Sequenzierdaten in das Softwareprogramm SeqScape Version 2.5 (ABI
PRISM® 3130) eines Analysecomputers importiert wurden, fanden die Auswertung und
Befundung der analysierten DNA-Sequenzen mit Hilfe dieses Programmes statt. Dabei wurde
darauf geachtet, dass die Signalintensitdten einen Wert zwischen 100 und 1000 aufwiesen.

Die Nukleotidsequenzen wurden mit der in der vorliegenden Arbeit verwendeten
Referenzsequenz (GenBank Accession Number: NC 007592) verglichen und eine Mutations-
analyse durchgefiihrt. Bei der Auswertung der Basen waren nicht automatisch identifizierte
Basen farblich rot markiert. Diese wurden nach einer visuellen Nachkontrolle und eindeutiger
Zuordnung der Peaks manuell beurteilt. War eine prizise Beurteilung der Peaks mangels

Qualitét nicht moglich, wurde die Sequenzreaktion wiederholt und erneut beurteilt.
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4. Resultate

Fiir die Etablierung unseres PCR-Systems und die Mutationsanalyse im HFE Gen wurde
anonymisiertes Restmaterial von 23 Patienten verwendet, welches bereits als isolierte DNA
zur Verfiigung stand. Als heterozygote Kontrolle wurde die DNA eines weiteren
anonymisierten Patienten herangezogen. Eine anonyme Negativkontrolle stand ebenfalls zur

Verfligung.

Nach der Vorlage von Steiner et al. [54] wurde, unter Verwendung der darin beschriebenen
Primer, zuerst ein PCR-Gradient erstellt, anhand dessen sich herausstellte, dass die optimale

Annealing-Temperatur fiir die HFE Exons 1 bis 5 bei 61° C lag und fiir Exon 6 bei 56° C.

Nach einem Standard PCR-Protokoll wurde, unter Verwendung der jeweiligen spezifischen
Primer, die PCR-Amplifikation aller gDNA-Abschnitte durchgefiihrt (vergl. Kap. 3. 2.). Mit
Hilfe der daran angeschlossenen Polyacrylamidelektrophorese wurde anhand der Stérke und
Schirfe der jeweiligen Bande die Qualitdt der DNA beurteilt. Damit wurde bestétigt, dass die
optimalen Bedingungen fiir die PCR-Amplifikation erfasst worden waren, da die

Amplifikation bei allen sechs Exons des HFE Gens einwandfrei funktioniert hatte.

Die Abbildungen 4. 1. und 4. 2. zeigen das Ergebnis der Polyacrylamidelektrophorese nach
erfolgter PCR-Amplifikation von Exon 5.

622bp
527bp

404bp
309bp
242/217/201bp

190 / 180 / 160bp
147/ 123bp

56 7 8 9 10 11 12 13 14

Abb. 4. 1.: Polyacrylamidelektrophorese nach PCR im Exon 5; Proben: 1 bis 14 = anonymi-

sierte Patienten mit Verdacht auf hereditdre Himochromatose; M = Langenmarker Mspl

37



622bp
527bp

404bp

g

Rt

309bp

GF & 0 w9 o 08 0

242/217/201bp
190/ 180 / 160bp

147/ 123bp
110bp
90bp
76bp
67bp
34 bp

15 16 M 17 18 19 20 21 22 23 H N

Abb. 4. 2.: Polyacrylamidelektrophorese nach PCR im Exon 5; Proben: 15 bis 23 = anonymi-
sierte Patienten mit Verdacht auf hereditire Himochromatose Typ 1; M = Langenmarker

Mspl; H = heterozygote Kontrolle; N = Negativkontrolle; bp = Basenpaare

Nach der erfolgreichen PCR-Amplifikation aller Proben in den Exons 1 bis 6 wurden die
PCR-Produkte weiter verarbeitet. Vor der Sequenzanalyse erfolgte die Reinigung mittels
ExoSAP-IT-Verdau. Die folgenden Abbildungen 4. 3. bis 4. 6. zeigen die qualitativ zufrieden
stellenden Gelkontrollen fiir die Exons 1, 2, 3 und 5, die anschlieBend an den Reinigungs-

schritt folgten.

2000bp
1200bp
800bp

IUE - S e e e 0 e i

200bp

100bp

45 6 78 9 10111213 14

Abb. 4. 3.: Gelkontrolle nach ExoSAP-IT-Reinigung der PCR-Produkte im Exon 1; Proben:
1 bis 14 (Proben 15 — 23, H und N ohne Abbildung); M = Lingenmarker (Low DNA Mass
Ladder der Fa. Invitrogen); H = heterozygote Kontrolle; N = Negativkontrolle
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2000bp
1200bp
800bp

400bp | KW

St el ol ) vl e o ot ) e ) e G "'H"'---uuuu-.

200bp —

100bp

2345678 91011121314 I5M16 17181920212223 H N

Abb. 4. 4.: Gelkontrolle nach ExoSAP-IT-Reinigung der PCR-Produkte im Exon 2; Proben:

1 bis 23; M = Langenmarker; H = heterozygote Kontrolle; N = Negativkontrolle

2000bp
1200bp

800bp

v i Y ) et et i
400bp Whuuﬁuuuuwwuu—ul—l

200bp

100bp

1 2M345 67 8 91011121314 1516 17 M 181920212223 H N

Abb. 4. 5.: Gelkontrolle nach ExoSAP-IT-Reinigung der PCR-Produkte im Exon 3; Proben:

1 bis 23; M = Liangenmarker; H = heterozygote Kontrolle; N = Negativkontrolle
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1200bp
800bp

et o bl ot ot ok ed el Nl Sl e bl et

200bp

100bp

M123456 78 91011121314 15 M 16171819 2021

400bp - Yo el vt el Gt ot el eed

2223 H N

Abb. 4. 6.: Gelkontrolle nach ExoSAP-IT-Reinigung der PCR-Produkte im Exon 5; Proben:

1 bis 23; M = Langenmarker; H = heterozygote Kontrolle; N = Negativkontrolle
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4. 1. Detektion von Mutationen im HFE Gen

Unter den 23 untersuchten Patienten wiesen drei in allen Exons und angrenzenden Intron-
Abschnitten des HFE Gens keine Mutationen auf. Die librigen 20 Patienten wurden beziiglich
Verdanderungen in der Nukleotidsequenz positiv getestet und zeigten mindestens eine
Mutation, wobei es sich hier hauptséchlich um eine Mutation in einem Intron handelte.

Im Exon 1 konnte eine bis dato in der Literatur nicht beschriebene, heterozygote Mutation
5228G>A, R23H identifiziert werden (siche Abb. 4. 7.). An der Nukleotidposition 5228 fand
eine Substitution der Base Guanin zu Adenin statt. Dies verursacht eine Anderung des
Kodontripletts CGC zu CAC. CGC kodiert fiir die Aminosdure Arginin, wihrend CAC fiir
Histidin kodiert. Somit entsteht eine Anderung der Aminosiureabfolge im Exon 1, die

moglicherweise zu einer Anderung in der dreidimensionalen Struktur des HFE Proteins

fithren kann.

Upstream Exoni | In1tr-:-n1 =1l
AGACCGCGGTCCTGCAGGGGC TTGCTGC GTGAGTCCGAGE
2210 SZz0 5230 5237 2247

gtygagtcoccgagg

3] F 3] 3 C 3] = A C C
AGACCGCGGTCCTGCAGGGGC TTGCTGC GTGAGTCCGAGE
AGACCGCGGTCCTGCAGGGGCE TTGECTGC GTGALGTCCGAGG
AGACCGCGGTCCTGCAGGGGCE TTGECTGC GTGALGTCCGAGG
AGACCGCOGGTCCTGCAGGGEC TTECTGCE GTFLGTCCGAGG
AGACCGCOGGTCCTGCAGGGEC TTECTGCE GTFLGTCCGAGG
AGACCGCOGGTCCTGCAGGGEC TTECTGCE GTFLGTCCGAGG
AGACCGCOGGTCCTGCAGGGEC TTECTGCE GTELGTCCGAGG
AGACCGCOGGTCCTGCAGGGEC TTECTGCE GTELGTCCGAGG
AGACCGCOGGTCCTGCAGGGEC TTECTGCE GTELGTCCGAGG
AGACCGCGGTCCTGCAGGGEC TTECTGCE GTGLGTCCGAGEG
AGACCGCGGTCCTGCAGGGEC TTECTGCE GTGLGTCCGAGEG
AGACCGCGGTCCTGCAGGGEC TTECTGCE GTGLGTCCGAGEG
AGACCGCOGGTCCTGECAGEGEC TTECTGCE GTGLGTCCGAGG

i LAl

ccac TcCcTacC CTTGCTGC

P.9
reverse

T

ﬂ_ MM%

C CELCT C

fumans | 11/ AV MMA VAL

Abb. 4. 7.: Heterozygote R23H Mutation des Patienten 9 im HFE Exon 1; P. = Patient

1 I

C

~ —
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Im Ubergangsbereich zwischen Intron 1 und Exon 2 sowie im gesamten Exon 2 wurden in
allen 23 Proben keine Mutationen detektiert. Die heterozygote Kontrollprobe zeigte den
»Single Nukleotid Polymorphismus® (= SNP) 8671C>G, H63D, im Exon 2 (ohne Abb.) und
lieferte damit eine Bestéitigung der korrekten Durchfiihrung der Sequenzierung sowie der
Sequenzanalyse.

Im Intron 2 gelang es, den bereits bekannten Polymorphismus 8828T>C,
IVS2+4T>C (sieche Abb. 4. 8. und Abb. 4. 9.) in 11 von 23 Patienten sowie in der
heterozygoten Kontrollprobe zu detektieren. Unter den 11 positiven Proben wiesen zehn die
genannte Mutation in einer heterozygoten Form auf, eine Probe war in beiden Allelen mutiert
(sieche Abb. 4. 9.). Die Mutation IVS2+4T>C wird als ,,intervenient sequence® (= IVS)

Mutation bezeichnet und stellt eine Spleiling-Mutation dar.

FESiIntron | l?t-lntronS EZ8InElntronS EXamE Introng EZ&ndin
CCACAGCALAGDG GTAFGTGGAGAGGGGGCCTCACCTTCCTGAGGTT GTC
gE2l 8825 8535 8845 8855
_ gtatgtggagagyggyggygcctocaccttcoctgagygttgto:
T T & E
CCACAGCALAGEG GTATGTGGAGAGGGGGCCTCACCTTCCTGAGGTT GTC
CCACAGCLAGEG GTA%GTGGAGAGGGGGCCTCACCTTCCTGAGGTTGTCj
CCACAGCLAGEG GTAFGTGGAGAGGGGGCCTCACCTTCCTGAGGTT GTC
CCACAGCLAGEG GTAFGTGGAGAGGGGGCCTCACCTTCCTGAGGTT GTC
CCACAGCAAGE CTAFGTGOGAGAGGGGGCCTCACCTTCETGAGGTTGTC
CCACAGCAAGE CTAFGTGCGAGAGGGGGLCCTCACCTTCCTGAGGTTGTC
CCACAGCAAGE CTATGTGCGAGAGGGGGLCCTCACCTTCCTGAGGTTGTC
CCACAGCAAGE CTAFGTGOGAGAGGGGGCCTCACCTTCCTGAGGTTGTC
CCACAGCAAGE GTAFGTGOGAGAGGGGGCCTCACCTTCCTGAGGTTGTCC
CCACAGCAAGE GTAFGTGOGAGAGGGGGCCTCACCTTCCTGAGGTTGTCC
CCACAGCAAGE GTALEGTGOGAGAGGGGGCCTCACCTTCCTGAGGTTGTCC
CCACAGCALAGDG GTATGTGGAGAGGGGGCCTCACCTTCCTGAGGTT GTC
CCACAGCALAGDG GTA% TGGAGAGGGGGCCTCACCTTCCTGAGGTTGTC
CCACAGCALAGDG GTA% TGGAGAGGGGGCCTCACCTTCCTGAGGTTGTC
CCACAGCALAGDG GTAFGTGGAGAGGGGGCCTCACCTTCCTGAGGTT GTC
el ) HIielel 0 o 1 anluaaann
TAFET ccrcaAcCcTITCCT TreTC
P. 14
reverse
J\ Pt -J'\\_n_ — —_ Ee -
I i s
T CCTCACCTTCCT TTGTEC
P. 14
v |7 AR A
CCACAGCAAGE CTAFNGTGOGAGAGGGGGLCCTCACCTTCCTGAGGTTGTC]

Abb. 4. 8.: Heterozygote IVS2+4T>C Mutation des Patienten 14 im Intron 2 des HFE Gens;
P. = Patient
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A nt E&Elntronz EZE InElntrond EXEnE Intront EZGny|n
|

P. 10
reverse

P. 10
forward

GTa

og825
qJrTa

FTGGCAGAGGGGGCCTCACCTTCCTGAGGTTGTC A

TtggagdagddyyCcCctocacctooctdaddoogto

GTAa
GTa
GTa
GTa
GTa
GTAa
GTa
GTAa
GTa
GTAa

GTALCGTGGAGAGGGGGCOCCTCACCTTCECTGAGGTTGTC A

|!|L pnninindadnll 1 wul  0lne N

[A

,
[
[f
[
T
[
[

[

FTGCAGAGGHGGGCCTCACCTTCCTGAGGTTGTC A
FTGGCAGAGGGGGCCTCACCTTCCTGAGGTTGTC A
G TGGAGAGGGGGCCTCACCTTCCTGAGGTTGTC A
FTGGCAGAGGGGGCCTCACCTTCCTGAGGTTGTC A
G TGGAGAGGGGGCCTCACCTTCCTGAGGTTGTC A
FTGGCAGAGGGGGCCTCACCTTCCTGAGGTTGTC A
TG CAGAGGGGGCCTCACCTTCCTGAGGTTGTC A
FTGGCAGAGGGGGCCTCACCTTCCTGAGGTTGTC A
TG CAGAGGGGGCCTCACCTTCCTGAGGTTGTC A
FTGCAGAGGHGGGCCTCACCTTCCTGAGGTTGTC A

T coTrcACCTITCCT ITHETC

HMART e
.II|I|IIIII||..|u|IIIuII|IIII|I|

CCTCACCTTCCT TTGETC

A A Ay

Abb. 4. 9.: Homozygote IVS2+4T>C Mutation des Patienten 10 im Intron 2 des HFE Gens;

P. = Patient
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Im Exon 3 des Patienten P. 3 wurde die Mutation 9047G>A, L118L identifiziert (siche Abb.
4. 10.). Trotz des Basenaustausches in der kodierenden DNA induziert diese Mutation keine
Anderung in der Aminosiureabfolge, da beide Kodontripletts CTG und CTA fiir die
Aminosdure Leucin kodieren, wodurch die Proteinstruktur des HFE Proteins unverdndert

bleibt.

GTCCCACACCCT AGGTCATCCTGGGCTG

] F T F E ] ] 1) &

GTCCCACACCCT AGGTCATCETGGGCTG
GTCCCACACCCT AGGTCATCCTGGGCTG
GTCCCACACCCT AGGETCATCCTGGEGLCT
GTCCCACACCCT AGGTCATCETGGGCTG
GTCCCACACCCT AGGTCATCCTGGGCTG
GTCCCACACCCT AGGETCATCCTGGEGLCT
GTCCCACACCCT AGGTCATCETGGGCTG
GTCCCACACCCT AGGTCATCCTGGGCTG
GTCCCACACCCT AGGETCATCCTGGEGLCT
GTCCCACACCCT AGGTCATCETGGGCTG
GTCCCACACCCT AGGTCATCCTGGEGCT
GTCCCACACCCT AGGETCATCCTGGEGLCT
GTCCCACACCCT AGGTCATCETGGGCTG

CFTCCCACACCC CAGGTCATCCTGGLGCETG
IIIIIIIIIIII IIIIIIIIII..m 1
ITCCCACACCCTRE rcATCCcT

Abb. 4. 10.: Heterozygote L118L Mutation des Patienten 3 im HFE Exon 3; P. = Patient
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Im Exon 4 wurde ein weiterer SNP in der heterzygoten Kontrolle gefunden, der die im
nordeuropdischen Raum am hdufigsten auftretende HFE Mutation C282Y darstellt (siehe
Kap. 2. 2. 2. 1). Der Basenaustausch an der Nukleotidposition 845 der kodierenden DNA
fiihrt zu einer Anderung der Aminosiure Cystein nach Tyrosin, die im HFE Protein eine

Strukturdnderung auslost.

Des Weiteren wurden im Intron 4 zwei weitere Mutationen detektiert. Die erste Mutation,
10728G>A, 1VS4+48G>A wiesen 13 von 23 Patienten auf. Darunter zeigten 11 dieser
Patienten eine heterozygote Form der Mutation auf (siche Abb. 4. 11.), die anderen beiden
Patienten hatten eine homozygote 1VS4+48G>A Mutation (s. Abb. 4. 12.). Der Nukleotid-
austausch von Guanin zu Adenin an der Nukleotidposition 10728 der genomischen DNA ist

ein bereits beschriebener intronischer Polymorphismus im HFE Gen.

---TGAGAGCCNREAGCTGAGARAAATCTATTOGGGGGTTRAGAGG

tgatgagagcoccaggagoctgagaaaatctattyggggttymagadg

————————————— FAGCTGAGAAAATCTATTGGGGGTTERGAG

& rTcTATT Tk

P. 18
reverse |I I| ||II

————————————— KAGCTGAGAAAATCTATTGGGGGTT il
—————————— CCREAGCOCTGAGARAATCTATTGGGGGTT B E
————————————— FAGCTGAGAAAATCTATTGGGGGTT il
—————————— CTGGAGOTOGAGARAAATCTATTGGGGGTT B E
———————————— GrAGCTGAGAMAAATCTATTGGGGGTT (L E
—————————— CAGGAGCTGAGARAAATCTATTGGGGGTT il
————————— CCAGGAGOC TOAGARAATCTATTGGGGGTT (L E
———————————— GrAGCTGAGAAAATCTATTGGGGGTT il
———————————— GEAGCTOLAGALAATCTATTGGGGGTT (L E
—————————— CEGGAGCOCTOAGARAAATCTATTGGGGGTT il
---TGAGAGCCAGGAGC TCAGRALRAATCETATTGGGGGTT (e e
———————————— GrAGCTOACGAAAATCTATTGGGGGTT il

Abb. 4. 11.: Heterozygote IVS4+48G>A Mutation des Patienten 18 im Intron 4 des HFE
Gens; P. = Patient
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---TGAGAGCCNREAGCTGAGAALATCTATTGGGLGTTREGA

11 21 3l 41 5l
tgatgyagagcocaggagotgagaaaatctattygyygtogRaga

————————————— EFAGCTGAGAAAARTCTATTGGGGGTTRRG A
————————————— EAGCTGGAGAAAATCTATTGGGEGGTTERGA
—————————— CCREAGCTGAGALALATCTATTGGGLGGTTRRGA
————————————— CAGCTFAGAAAARTCTATTGGGGGTTRAGD

Ircrarr

P.21
reverse f J? fﬁfﬁ

—————————— CTGGAGCTGAGAAAATETATTGGGGGTT Ga
———————————— GEAGCTGAGAARAATCTATTGGGEGGTT Ga
—————————— CAGGAGC TCAGARAAATCTATTGGGGETT (£}
————————— CCAGGAGOCTGAGAAAATCTATTGGLEGETT Ga
———————————— GEAGCTGAGAAAARATCTATTGGGGGTT Ga
———————————— GEAGCTGAGAARAATCTATTGGGEGGTT (£}
—————————— CEGGAGCTGAGAALATCTATTGGLEGETT Ga
---TGAGAGCCAGGAGC TGAGAALLTCTATTGGGGGTT Ga
———————————— GEAGCTGAGAARAATCTATTGGGEGGTT (B3}
————————————— GAGCTCAGAAAARATCTATTGGGEGGTT Ga
————————————— CAGCTHFAGAAAATCTATTGGGEGGTT (B3}
————————————— GAGCTGAGAAAARATCTATTGGGGGTT Ga
————————————— GAGCTCAGAAAARATCTATTGGGEGGTT Ga

Abb. 4. 12.: Homozygote 10728G>A Mutation des Patienten 21 im Intron 4 des HFE Gens;
P. = Patient
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Die zweite, im Intron 4 gefundene Mutation, 10795T>C, IVS4+115T>C, ist ebenso eine
bereits bekannte Mutation, die bei 8 von 23 Patienten nachgewiesen werden konnte. In sieben

Féllen lag der Nukleotidaustausch von Thymin zu Cytosin in einer heterozygoten Form vor

(siche Abb. 4. 13.) und in einem Fall als homozygote Mutation (siche Abb. 4. 14.).

91 101 111 121
gatctgoctottogttagggddtgggcdagg gt g

CATCTGOTCETTTGTTAGGGGLGTGGGCE
CATCTGOTCETTTGTTAGGGGLGTGGGCE
CATCTGOTCETTTGTTAGGGGLGTGGGCE
GATCTGCOCTCTTTGTTAGGGGGTGGGOTGAGGGT G
GATCTGCOCTCTTTGTTAGGGGGTGGGOTGAGGGT G

!
GATCTGCTCTTTGTTAGGGGGTGGGCEGLGGGTGE

FLGGEETGQ
FLGGEETGQ
FLGGEETGQ

GATCTGCOCTCTTTGTTAGGGGGTGGGONGAGGGT G
GATCTGCTCTTTGTTAGGGGGTOGGGONGAGGGT GO
CATCTGCTCTTTGTTAGGGGGTOGGGOTGAGGGT GO
GATCTGCTCTTTGTTAGGGGGTOGGGONGAGGGT GO
CATCTGCTCTTTGTTAGGGGGTOGGGOTGAGGGT GO
GATCTGCTCTTTGTTAGGGGGTOGGGONGAGGGT GO
GATCTGCTCTTTGTTAGGGGGTOGGGONGAGGGT GO
GATCTGCTCTTTGTTAGGGGGTOGGGOYGAGGGT G

I i
T

A D N P A A A Y

e J\A(\ WA A

||II|I||||III|||II|II||_I|I|||I|
T

TCTGCTCTTTGTT C [

VIR A

Abb. 4. 13.: Heterozygote IVS4+115T>C Mutation des Patienten 3 im Exon 5 des HFE
Gens; P. = Patient

P.3
forward
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FgatctyotCcttoyttagyyddcygdycpt

Jagggrtyg

FEATCTGCTCTTTGTTAGGGGGTGGEOT
GGATETGETETTTGTTAGGGGGTGGGEH
GGATETGETETTTGTTAGGGGGTGGGE%
GGATETGETETTTGTTAGGGGGTGGGE%
GGATETGETETTTGTTAGGGGGTGGGEH

FALGGETG
FALGGGETG
FLGGETG
FLGGETG
FALGGETG

FGALTCTGCTETTTGTTAGGGGEGTEGGC

FLGGETG

FGATCTGCTCTTTGTTAGGGGGTGGGEYGAGGGTG

GGATETGETETTTGTTAGGGGGTGGGEE AGGGTG
FEATCTGCTCTTTGTTAGGGGGETGGEE AGGGETG
GGATETGETETTTGTTAGGGGGTGGGE& AGGGETG
FGATCTGCTCTTTGTTAGGGGGTGGRCE AGGGTG
FGATCTGCTCTTTGTTAGGGGGTGGGE AGGGTG
FGATCTGCTCTTTGTTAGGGGGTGGGE AGGGTG
FGATCTGCTCTTTGTTAGGGGGTGGGCE AGGGTG

FGATCTGCTCTTTGTTAGGGGGTGGGEOEGAGGGTG

||||.|||||||||||||||||||||Ih|||||||

TCTECo T TTToTT
P. 10
Treverse
AWM AR A
I |.|..||II||.|.||||.|.....I.II|I
TCTECTCTTTGETT CLC T
P. 10
forward jwl &#;

Abb. 4. 14.: Homozygote 10795T>C Mutation des Patienten 10 im Intron 4 des HFE Gens;
P. = Patient

Im Appendix 6. 4. wurde eine aktuelle Mutationsliste erstellt, die mehr als 30 Mutationen

beinhaltet. Appendix 6. 5. enthilt eine Liste der Polymorphismen der Exons 1 bis 6 sowie der

Polymorphismen der Introns und nicht-kodierenden 5’-Region.
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Die folgenden Tabellen 6. 1. und 6. 2. sollen eine Ubersicht iiber die Ergebnisse der in der
vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Sequenzanalyse liefern und das haufige Auftreten von
Mutationen in den einzelnen Abschnitten des HFE Gens zeigen. Im Intron 4 wurde in vier
Proben eine Koinzidenz von zwei heterozygoten Mutationen (IVS4+48G>A und

IVS4+115T>C) gefunden, die als kombinierte Heterozygotie bezeichnet wird (s. Tab. 6. 2.).

Probe | Exon 1 Intron 1 Exon 2 Intron 2 Exon 3 Intron 3
1 WT WT WT 1 Het. Mut. WT WT
(IVS2+4T>C)
) WT WT WT 1 Het. Mut. WT WT
(IVS2+4T>C)
3 WT WT WT 1 Het. Mut. 1 Het. Mut. | WT
(IVS2+4T>C) (L118L)
4 WT WT WT WT WT WT
5 WT WT WT 1 Het. Mut. WT WT
(IVS2+4T>C)
6 WT WT WT 1 Het. Mut. WT WT
(IVS2+4T>C)
7 WT WT WT WT WT WT
8 WT WT WT 1 Het. Mut. WT WT
(IVS2+4T>C)
9 1 Het. Mut. | WT WT 1 Het. Mut. WT WT
(R23H) (IVS2+4T>C)
10 WT WT WT 1 Hom. Mut. WT WT
(IVS2+4T>C)
11 WT WT WT WT WT WT
12 WT WT WT WT WT WT
13 WT WT WT WT WT WT
14 WT WT WT 1 Het. Mut. WT WT
(IVS2+4T>C)
15 WT WT WT 1 Het. Mut. WT WT
(IVS2+4T>C)
16 WT WT WT WT WT WT
17 WT WT WT WT WT WT
18 WT WT WT WT WT WT
19 WT WT WT 1 Het. Mut. WT WT
(IVS2+4T>C)
20 WT WT WT WT WT WT
21 WT WT WT WT WT WT
22 WT WT WT WT WT WT
23 WT WT WT WT WT WT
H WT WT 1 Het. Mut. | 1 Het. Mut. WT WT
(H63D) (IVS2+4T>C)

Tab. 6. 1.: Resultate der Sequenzanalyse im HFE Gen, Exon 1 bis Intron 3
Het. Mut. = heterozygote Mutation; Hom. Mut. = homozygote Mutation; WT = Wildtyp
H = Heterozygote Kontrollprobe

Ziffer vor der Bezeichnung einer Mutation = Anzahl der gefundenen Mutationen
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Probe | Exon 4 Intron 4 Exon 5 Intron 5 Exon 6
1 WT 2 Het. Mut. WT WT WT
IVS4+48G>A; IVS4+115T>C
2 WT WT WT WT WT
3 WT 1 Het. Mut. WT WT WT
4 WT WT WT WT WT
WT 2 Het. Mut. WT WT WT
5 IVS4+48G>A; IVS4+115T>C
6 WT 1 Het. Mut. WT WT WT
IVS4+115T>C
WT 1 Het. Mut. WT WT WT
7 IVS4+48G>A
8 WT 2 Het. Mut. WT WT WT
IVS4+48G>A; IVS4+115T>C
9 WT 2 Het. Mut. WT WT WT
IVS4+48G>A; IVS4+115T>C
10 WT 1 Hom. Mut. WT WT WT
IVS4+115T>C
11 WT WT WT WT WT
12 WT 1 Hom. Mut. WT WT WT
IVS4+48G>A
13 WT 1 Het. Mut. WT WT WT
IVS4+48G>A
14 WT 1 Het. Mut. WT WT WT
IVS4+115T>C
15 WT WT WT WT WT
16 WT 1 Het. Mut. WT WT WT
IVS4+48G>A
17 WT WT WT WT WT
18 WT 1 Het. Mut. WT WT WT
IVS4+48G>A
19 WT WT WT WT WT
20 WT 1 Het. Mut. WT WT WT
IVS4+48G>A
21 WT 1 Hom. Mut. WT WT WT
IVS4+48G>A
27 WT 1 Het. Mut. WT WT WT
IVS4+48G>A
23 WT 1 Het. Mut. WT WT WT
IVS4+48G>A
H 1 Het. Mut. WT WT WT WT
C282Y

Tab. 6. 2.: Resultate der Sequenzanalyse im HFE Gen, Exon 4 bis Exon 6

Het. Mut. = heterozygote Mutation; Hom. Mut. = homozygote Mutation; WT = Wildtyp

H = Heterozygote Kontrollprobe

Ziffer vor der Bezeichnung einer Mutation = Anzahl der gefundenen Mutationen
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Tab. 6. 2.: Identifizierte Mutationen im HFE Gen

Genort Basenaustausch  Aminosiure- Mutation Himochromatose-Kollektiv
gDNA Austausch (heterozygot / homozygot)

Exon1  5228G>A Arg23His R23H 1 von 23 (1/0)

Intron2  8828T>C IVS2+4T>C I11von23 (10/1)

Exon3  9047G>A Leul18Leu L118L 1 von 23 (1/0)

Intron4  10728G>A IVS4+48G>A 13von23 (11/2)

Intron4  10795T>C IVS4+115T>C 8 von 23 (7/1)
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5. Diskussion

Um die charakteristische Symptomatik der hereditiren Hdmochromatose Typ 1 auf
molekulargenetischer Ebene abzuklédren, wird zumeist das Vorliegen der beiden, im nord- und
zentraleuropdischen Raum am hiufigsten vorkommenden und fiir diese Erkrankung
pradisponierenden Mutationen — die Mutation C282Y in Exon 4 und die Mutation H63D in

Exon 2 — untersucht.

Im Rahmen der vorliegenden Diplomarbeit wurde ein Kollektiv von 23 anonymisierten
Patienten mit Verdacht auf hereditire H&mochromatose zusammengestellt. Zuvor
durchgefiihrte molekulargenetische Untersuchungen konnten keine entsprechenden
Mutationen in den Exons 2 und 4 nachweisen. Aus diesem Grund wurde -eine

Nukleotidsequenzanalyse auf Basis genomischer DNA im humanen HFE Gen durchgefiihrt.

Mit diesem Analyseverfahren gelang es, drei intronische Mutationen, [VS2+4T>C,
IVS4+48G>A und IVS4+115T>C im HFE Gen, nachzuweisen. Dariiber hinaus wurden zwei
neue heterozygote Mutationen identifiziert, HFE 5228G>A, R23H in Exon 1 und HFE
9047G>A, L118L in Exon 3.

Ziel dieser Diplomarbeit war es, ein auf genomischer DNA basierendes System zur
Mutationsanalyse im HFE Gen zu etablieren, welches eine sichere Methode zum Nachweis
von Mutationen im HFE Gen darstellt. Der Vorteil dieses diagnostischen Verfahrens liegt in
der raschen und einfachen Durchfiihrbarkeit. Aus Vollblut isolierte, genomische DNA wird
mittels PCR amplifiziert und nach einer enzymatischen Reinigung und Aufbereitung einer
Sequenzanalyse unterzogen, bei der beide Allele getestet werden konnen. Dadurch kdnnen
klinische Symptome zugeordnet werden und zudem heterozygote und homozygote

Mutationstrager differenziert werden.

Ein weiterer Vorteil der Sequenzanalyse von genomischer DNA liegt in der Detektierbarkeit
von Mutationen, die zwischen zwei Exons liegen konnen, so genannten intronischen
Mutationen. Derartige Sequenzvarianten konnen zu Fehlern beim Splei3vorgang fiihren und
Storungen bei der Prozessierung der pra-mRNA induzieren, welche in einer Beeintrachtigung

der Proteinfunktion resultieren konnen.

53



In der vorliegenden Arbeit wurde sowohl nach Mutationen in den Exons des HFE Gens

gesucht, als auch die Exon-Intron-Grenzen analysiert.

Vor der Durchfiihrung der PCR-Amplifikation wurde ein Gradient zur Ermittlung der idealen
Annealing Temperaturen der Oligonukleotidprimer vorgenommen. Dazu wurden Primer nach
der Vorlage von Steiner et al. [54] verwendet, deren Nukleotidsequenzen der Tabelle 6. 1. im
Kapitel 6 entnommen werden kdnnen. Sowohl die Ergebnisse des Gradienten als auch die der
PCR-Amplifikation waren zufrieden stellend und erlaubten die Sequenzierung aller 23 zu
untersuchenden Proben. Im Rahmen der daran anschlieBenden Sequenzanalyse wurden

insgesamt finf Mutationen im HFE Gen detektiert.

Die Mutation IVS2+4T>C wurde erstmals von de Villiers et al. [55] beschrieben und stellt
eine mogliche Spleifing-Mutation an der Grenze zwischen Exon 2 und Intron 2 des HFE
Gens dar. Bedingt durch die Substitution der Base Thymin zu Cytosin an der
Nukleotidposition 8828 wird eine Schnittstelle fiir das Restriktionsenzym Rsal gebildet. Die
Anderung der Nukleotidsequenz steht in Verbindung mit einem erhdhten Risiko fiir eine

Hyperferritinimie und ist ein neutraler Polymorphismus. [56]

Von 23 Patienten wiesen insgesamt elf diese Mutation auf (= 48%). Zehn Patienten waren
heterozygote Triger (darunter Acht als kombinierte heterozygote Tréger), eine Person war
homozygot. Diese Person trug neben der genannten Mutation noch die HFE Mutation

IVS4+115T>C, fiir die sie auch homozygot war.

Neben dem Polymorphismus IVS2+4T>C wurden zwei weitere intronische Mutationen
detektiert, die sich im Intron 4 vieler Patienten befanden. Die Mutation IVS4+48G>A wurde
von Totaro et al. [57] erstmals beschrieben und stellt eine Restriktionsschnittstelle fiir das
Enzym Msel dar. Diese Sequenzvariation, die auch als 5569G/A Polymorphismus bekannt ist,
wurde in 13 von 23 Proben gefunden, das einer Frequenz von iiber 56% entspricht. Unter
diesen 13 Patienten hatten neun Proben nur diese einzige Mutation, zwei davon in
homozygoter Form. Drei weitere Proben zeigten eine kombinierte Heterozygotie der
Mutationen IVS4+48G>A, IVS2+4T>C und IVS4+115T>C. Eine Probe trug zusitzlich zu

diesen drei Mutationen noch die Mutation R23H im Exon 1.
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Die Mutation IVS4+115T>C, erstmals von de Villiers et al. [58] erwdhnt, stellt fiir das
Restriktionsenzym Haelll eine Schnittstelle dar. Es wird jedoch angenommen, dass der
Basenaustausch, welcher der Mutation IVS4+115T>C zugrunde liegt, keine Konsequenzen

fiir ein SpleiBing tragt. [55]

Neben den drei bereits beschriebenen intronischen Mutationen IVS2+4T>C, IVS4+48G>A
und IVS4+115T>C wurde in der DNA eines einzigen Patienten eine vierte Mutation, und
zwar die heterozygote Punktmutation 5228G>A, R23H im Exon 1 identifiziert. Die Transition
von Guanin zu Adenin induziert in der Aminoséuresequenz eine Substitution von Arginin zu
Histidin. Anderungen der Aminosiureabfolge kénnen die Konsequenz einer modifizierten
Proteinstruktur tragen, die wiederum zu einer von der Normalfunktion abweichenden
Funktion flihren kann. Eine Mutation wie R23H kann mit dem phénotypischen Krankheitsbild
der hereditdren Hadmochromatose assoziiert werden. Diese Mutation wurde bislang nicht in
der Literatur beschrieben. Intensive Untersuchungen beziiglich der Auswirkung der neu
entdeckten Mutation R23H auf das Erscheinungsbild der Erkrankung werden notwendig sein,

um die eindeutige Assoziation bestdtigen zu konnen.

Im Exon 3 des HFE Gens wurde bei einer Person die bis dafo noch nicht in der Literatur
beschriebene, heterozygote Mutation 9047G>A, L118L gefunden. Da die Kodontripletts
CTG und CTA fiir dieselbe Aminosiure kodieren, tritt hier keine Anderung der
Aminosduresequenz ein und in Folge keine Modifikation der dreidimensionalen Struktur des
HFE Proteins. Die mit einer Himochromatose assoziierenden Symptome konnen bei diesem
Patienten moglicherweise auf seine zusdtzlich vorhandenen Mutationen IVS2+4T>C und

IVS4+115T>C zuriickgefiihrt werden.

In drei Proben konnte keine krankheitsrelevante HFE Mutation gefunden werden. Die
Ursache der klinischen Symptomatik dieser Patienten kann moglicherweise auf eine Mutation
zuriickgefiihrt werden, die sich in einem anderen Gen befindet, dessen Protein ebenso an der
Regulation des Eisenhaushaltes beteiligt ist. Diesbeziiglich wéren weitere Analysen der
entsprechenden Gene von Notwendigkeit. Es existieren jedoch auch Fille, die Pietrangelo et
al. [59] beschrieben haben, in denen eine phinotypische Eiseniiberladung, kombiniert mit den
typischen klinischen, biochemischen und histopathologischen Kriterien fiir die Diagnose der
hereditiren Himochromatose, existiert, denen aber keine ursidchliche Mutation im HFE Gen

zugrunde liegt.
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RoutinemifBig werden fiir die Abkldarung einer Eiseniiberladung biochemische Parameter
eingesetzt. Zu diesen Parametern zéhlen erhohte Serum-Eisen-Werte von iiber 170-200 pg/dl
(Normalwert: 40-160 pg/dl), eine erhdhte Transferrin-Eisen-Sittigung von iiber 45-100%
(Normalwert: 20—45%), Serum-Ferritin-Werte von liber 1000 pg/dl (Normalwert: 35-235
pug/dl) und erhohtes Lebereisen von 2,0-10,5 mg/g (Normalwert: 0,1-0,5 mg/g). [60]
Fir die Abkldrung einer hereditiren Hamochromatose ist die Transferrin-Séttigung der

Schliisselparameter. [61]

Exonische sowie intronische Mutationen im HFE Gen, wie z. B. IVS2+4T>C, kénnen zu
einer Anderung der Transferrin-Eisen-Sittigung sowie der Serum-Ferritin-Konzentration
fiihren, weswegen biochemische Untersuchungen ein wichtiges Kriterium fiir genetisch
determinierte Erkrankungen darstellen. Eine effektivere Methode stellt jedoch die DNA-
Diagnostik dar. Die in der vorliegenden Diplomarbeit durchgefiihrte Sequenzanalyse im HFE
Gen ist ein guter Beweis dafiir, wie hilfreich diese Methode zur Mutationssuche ist: in 87%
der Félle konnten wir die Ursache der Eiseniiberladung kldren. Dariiber hinaus ist es
gelungen, in dieser Arbeit fiir alle sechs kodierenden Exons des HFE Gens ein gut
funktionierendes und fehlerfreies Protokoll zur Mutationsanalyse auf Basis genomischer
DNA zu etablieren, welches nun fiir die routinemiflige Untersuchung von Mutationen im

HFE Gen eingesetzt werden kann.
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6. Appendix

6. 1. Oligonukleotidprimer fiir PCR-Amplifikation

Die folgende Tabelle gibt einen Uberblick iiber die verwendeten Primersysteme und die

Nukleotidsequenzen der einzelnen Primer.

Primer 5-3 Exon
HFE 1 CAACAACACCCCTTCAGGAT 1
HFE 2 TGAGCAGGTCCTCCAAAGTT 1
HFE 3 ACATGGTTAAGGCCTGTTGC 2
HFE 4 GCTCCCACAAGACCTCAGAG 2
HFE 5 CTTGGGGATGGTGGAAATAG 3
HFE 6 GAGCAACCTCCTCCACTCTG 3
HFE 7 GGTCCAGTCTTCCTGGCAAGG 4
HFE 8 GCACTCCTCTTAACCCCCAATAG 4
HFE9 GATGAGAGCCAGGAGCTGAG 5
HFE 10 CCCTGGGGCAGAGGTACT 5
HFE 11 GGTTTGTGATGCCTCTTTCC 6
HFE 12 TGGGGAAATCTTTTTGAGGA 6

Tab. 6. 1.: Quelle: Steiner et al., Gastroenterology 122 (2002), 790
Ungerade Nummerierungen der Primer bezeichnen forward-Primer, gerade Zahlen stellen

reverse-Primer dar.

6. 2. PCR-Produkte

PCR-Produkt Fragmentlinge Nukleotidposition
(nach GenBank Acc. No.: NT_007952)
HFE Ex 1 297 bp 4940 ..... 5236
HFE Ex 2 264 bp 8561 ..... 8824
HFE Ex 3 276 bp 9034 ..... 9309
HFE Ex 4 276 bp 10405 ... 10698
HFE Ex 5 114 bp 10839 ... 10952
HFE Ex 6 1056 bp 11906 ... 12961

Tab. 6. 2.: Fragmentldngen der PCR-Produkte in Basenpaaren (bp)
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6. 3. Aminosiuresequenz des HFE Proteins

Insgesamt sind 348 Aminosduren am Aufbau des HFE Proteins beteiligt. In der Abb. 6. 3. ist

die Aminoséduresequenz des HFE Proteins dargestellt.

10 20 30 40 50 60
MGPRARPALL ~ LLMLLQTAVL  QGRLLRSHSL HYLFMGASEQ DLGLSLFEAL  GYVDDQLFVF
70 80 90 100 110 120
YDHESRRVEP ~ RTPWVSSRIS ~ SQMWLQLSQS LKGWDHMFTV DFWTIMENHN  HSKESHTLQV
130 140 150 160 170 180
ILGCEMQEDN STEGYWKYGY  DGQDHLEFCP DTLDWRAAEP RAWPTKLEWE  RHKIRARQNR
190 200 210 220 230 240
AYLERDCPAQ LQQLLELGRG  VLDQQVPPLV ~ KVTHHVTSSV ~ TTLRCRALNY  YPQNITMKWL
250 260 270 280 290 300
KDKQPMDAKE  FEPKDVLPNG ~ DGTYQGWITL  AVPPGEEQRY TCQVEHPGLD QPLIVIWEPS
310 320 330 340
PSGTLVIGVI ~ SGIAVFVVIL FIGILFIILR  KRQGSRGAMG HYVLAERE

Abb. 6. 3.: Aminosduresequenz des HFE Proteins

Die Kurzbezeichnungen der in Abb. 6. 3. aufgezeigten Aminosduren sind in Tabelle 6. 3.

aufgelistet.
Drei- Ein- Drei- Ein-
Aminosdure Buchstaben- | Buchstaben- Aminosdure Buchstaben- | Buchstaben-

Symbol Symbol Symbol Symbol
Alanin Ala A Leucin Leu L
Arginin Arg R Lysin Lys K
Asparagin Asn N Methionin Met M
Asparaginsdure | Asp D Phenylalanin Phe F
Cystein Cys C Prolin Pro P
Glutamin Gln Q Serin Ser S
Glutaminsdure | Glu E Threonin Thr T
Glycin Gly G Tryptophan Trp W
Histidin His H Tyrosin Tyr Y
Isoleucin Ile I Valin Val v

Tab. 6. 3. Nomenklatur der proteinogenen Aminosduren inkl. der Drei-Buchstaben-

Bezeichnung (nach IUPAC) sowie der Ein-Buchstaben-Bezeichnung
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6. 4. Mutationsliste

Genort Nukleotid- Codon-Austausch Aminosiure- Mufations-
Austausch cDNA Austausch bezeichnung
1|5'UTR -7T>C -7T>C
2|Ex1 18G>C AGGc-AGC Arg 18—Ser R6S
3|Ex2 84C>T CACt-CAT His 84—His H28H
4|Ex2 157G>A cGTG-ATG Val 157—Met V53M
5|Ex2 175G>A cGTG-ATG Val 175—Met V59M
6|Ex?2 187C>G tCAT-GAT His 187—Asp H63D
7|Ex 2 189T>C CATg-CAC His 189—His H63H
8| Ex 2 193A>T gAGT-TGT Ser 193—Cys S65C
9|Ex2 196C>T tCGC-TGC Arg 196—Cys R66C
10 |Ex2 68AT V68AT
11|Ex2 211C>T cCGA-TGA Arg 211—Term R74X
12 |Ex2 277G>C aGGG-CGG Gly 277—Arg GI3R
13 |Ex2 277del G93fs
14 |Ex2 314T>C ATT-ACT Ile 314—Thr I105T
15(In2 IVS2+4T>C
16 | Ex 3 381A>C CAAg-CAC Gln 381—His QI27H
17 |Ex 3 160AC P160AC
18 |Ex 3 502G>C ¢GAG-CAG Glu 502—Gln E168Q
19 |Ex 3 502G>T ¢GAG-TAG Glu 502—Term E168X
20 |Ex 3 506G>A TGG-TAG Trp 506—Term W169X
21 |Ex3 527C>T GCC-GTC Ala 527—Val A176V
22 (In3 IVS3+1G>T
23 |Ex 4 636G>C V212V
24 |Ex 4 673G>A CGG-CAG Arg 673—GlIn R224G
25 |Ex 4 814G>T tGTA-TTA Val 814—Leu V272L
26 |Ex 4 829G>A aGAG-AAG Glu 829—Lys E277K
27 |Ex 4 845G>A TGC-TAC Cys 845—>Tyr C282Y
28 |Ex 4 845G>C TGC-TCC Cys 845—Ser C2828
29 |Ex 4 848A>C CAG-CCG Gln 848—Pro Q283P
30 |Ex 4 884T>C GTG-GCG Val 884—Ala V295A
31|In4 IVS4+37A>G
32|(In4 IVS4+109A>G
33| In4 IVS4+115T>C
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34

Ex5 989 G>T

AGG-ATG

Arg 989—Met

R330M

35

In5

IVS5+1G>A

A = Leserahmen-Mutation aufgrund der Deletion eine Nukleotids

IVS = ,intervenient sequence®; Splice site Mutation (= Schnittstellenmutation an der Exon-

Intron-Grenze)

UTR = untranslated region; Mutation in einer nicht-kodierenden Region eines Exons

Weitere bekannte Mutationen (nach HGMD):

1 Mutation im Regulationsbereich:
Sequenz: GGAGATTTAACGGGGACGTGCGGCCAGAGCT(TC)GGGGAAATGG
GCCCGCGAGCCAGGCCGGCQG -7 in Relation zum Initiationscodon
1 groBe Deletion: 22 bp cd 50, Nukleotidposition 370
t.del203  (Codon 67, Exon 2)
c.del277 (Codon 92, Exon 2)
c.del471 (Codon 156, Exon 3)
c.del478 (Codon 159, Exon 3)

4 kleine Deletionen:
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6. 5. Liste der Polymorphismen

Exon Nukleotid-Austausch Aminosiure-Austausch
cDNA
1| Ex2 157G>A Val53Met
2| Ex2 193A>T Ser65Cys
3| Ex2 277G>C Gly93Arg
4| Ex2 314T>C Ile105Thr
5| Ex3 381A>C GIn127His
6| Ex4 845G>A Cys282Tyr
Intron Sequenzvariante Restriktionsenzym
1 | 5 Noncoding -1206G>C Bbvl
2 | 5" Noncoding -970T>G -
3| 5" Noncoding -825G>A CviJl
4 | 5" Noncoding -467G>C Maell, AfI1IT
5/ Inl IVS1+112A>T —
6| Inl IVS1+1156G>T Bmrl
71 Inl IVS1-680A>T —
8| In2 IVS2+4T>C Rsal
9| In4 IVS4+37A>G Msel
10| In4 IVS4+48G>A Msel
11| In4 IVS4-50A>G Fokl
12| In4 IVS4-44T>C Sau961
13| In5 IVS5+14A>G -
14| In5 IVS5-398G>T Espl, Ddel
I5| In5S IVS5-47A>G Banl, Nlal
16| In6 IVS6+426A>G Bsem]

Ex = Exon; In = Intron; 5" Noncoding = nicht kodierender Abschnitt in der 5'-Region
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6. 7. Abkiirzungsverzeichnis

A = Symbol fiir Aminosdure Alanin
A = Symbol fiir Base Adenin
Abb. = Abbildung

o = alpha

Arg = Arginin

B = beta

bp = Basenpaare

bzw. = beziehungsweise

C = Symbol fiir Base Cytosin

°C = Qrad Celcius

d =Tag

DCYTB = duodenal cytochrom b
ddATP = Didesoxyadenintriphosphat
ddCTP = Didesoxycytosintriphosphat
ddGTP = Didesoxyguanintriphosphat
ddNTP = Didesoxynukleosidtriphosphat
ddTTP = Didesoxytyrosintriphosphat
DMT-1 = divalent metal transporter 1
DNA = Desoxyribonukleinsdure
dATP = Desoxyadenintriphosphat
dCTP = Desoxycytosintriphosphat
dGTP = Desoxyguanintriphosphat
dNTP = Desoxynukleosidtriphosphat
dTTP = Desoxytyrosintriphosphat
Ex = Exon

ExoSAP-IT-Verdau = Exonuklease und Shrimps-alkalische-Phosphatase-Verdau

Fa. = Firma

Fe = chemisches Zeichen fiir Eisen

Fe** = zweifach positiv geladenes Eisen-Atom
Fe’* = dreifach positiv geladenes Eisen-Atom

fs = frameshift (=Verschiebung des Leserasters)

fw = forward primer (Vorwartsprimer: 5 nach 3")



gDNA
Glu

Hg
HCP-1
HFE Gen
HGMD

HH

HHI1
HJV Gen
HLA-A3
HPLC

HPLC Wasser
I

1. e.

inkl.

In

IRE

IUPAC

IVS

Kap.

L
LOT-Nummer
M

mg

mg/dl

MgCI

min

ng/l

= Symbol fiir Aminosédure Glycin

= Symbol fiir Base Guanin

= Gramm

= genomische Desoxyribonukleinsiure

= Glutaminsédure

= Stunde

= chemisches Zeichen fiir Quecksilber
= heme carrier protein 1

= Synonym fiir Himochromatose Gen

= Human Gene Mutation Database at the Institute of Medical Genetics

in Cardiff

= Hereditdre Himochromatose

= Hereditdre Himochromatose Typ 1

= Hemojuvelin Gen

= Humanes Leukozyten Antigen-A3

= high performance liquid chromatography

= Hochfliissigkeitschromatographie

= Hochfliissigkeitschromatographie-Wasser (= speziell gereinigt)
= Symbol fiir Aminosédure Isoleucin

= in example (zum Beispiel)

= inklusive

= Intron

= Iron Response Elements
= International Union of Pure and Applied Chemistry

= intervenient sequence

= Kapitel
= Liter

= Chargennummer

= Symbol fiir Aminosdure Methionin

= Milligramm

= Milligramm pro Deziliter

= Magnesiumchlorid

= Minute

= Mikrogramm pro Liter
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ul = Mikroliter

ml = Milliliter

mM = Millimol

umol/L = Mikromol pro Liter

mmHg = Millimeter Quecksilbersdule

Mspl = Langenmarker

Na = chemisches Zeichen fiir Natrium

ng = Nanogramm

OMIM = Online Mendelian Inheritance in Man (Datenbank)
PAA = Polyacrylamid

PCR = Polymerase-Kettenreaktion

pmol/pl = Picomol pro Microliter

% = Zeichen fiir Prozent

R = Symbol fiir Aminosdure Arginin

RFLP = Restriktionsfragmentldngenpolymorphismus
rv = reverse primer (Riickwértsprimer: 3" nach 5”)
S = Symbol fiir Aminosédure Serin

S. = Seite

S. = siche

sec = Sekunde

SNP = Single Nucleotide Polymorphism (Einzelnukleotid-Polymorphismus)
splice = SpleiBmutation

SQUID = Supraconducting Quantum Interference Device
T = Symbol fiir Aminosdure Threonin

T = Symbol fiir Base Tyrosin

Tab. = Tabelle

Temp. = Temperatur

TfR1 = Transferrin Rezeptor 1

T{R2 = Transferrin Rezeptor 2

UV Transilluminator = Transilluminator mit ultraviolettem Licht
vergl. = vergleiche

Xp = kurzer Arm des Chromosoms X

Xq = langer Arm des Chromosoms X

z. B. = zum Beispiel
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