CURRICULUM

Pathophysiologie

des Eisenstoffwechsels

966

Schweiz Med Forum Nr. 41 9. Oktober 2002

und Genetik der Hamochromatose

S. Gallati?, J. Reichen®

@ Einheit fur molekulare Human-
genetik, Kinderklinik, Inselspital

b Institut fiir klinische Pharmako-
logie der Universitat Bern

DMT1 = divalent metal
transporter 1

Korrespondenz:

Prof. Dr. phil. nat. Sabina Gallati
Leiterin Molekulare
Humangenetik

Spezialistin flir medizinisch-
genetische Analytik FAMH
Medizinische
Universitats-Kinderklinik
Inselspital

CH-3010 Bern

sabina.gallati@insel.ch

Definition

Die hereditdre Himochromatose geht auf eine
angeborene Storung im Eisenstoffwechsel
zuriick, die zu einer progressiven Speicherung
in Hepatozyten, im Pankreas und im Herz fiihrt.
Uberschreitet die Speicherung eine gewisse
Grosse, kommt es zu pathologischen Verdnde-
rungen von Organstruktur und -funktion. Die
héufigste Form beruht auf einer Homozygotie
von C282Y im HFE-Gen, aber andere Formen
sind auch beschrieben [1]. Andere angeborene
Formen sind in Tabelle 1 zusammengefasst; die
wichtigsten werden im folgenden besprochen
werden. Von der hereditdren Himochromatose
unterschieden werden miissen erworbene (v.a.
bei hdmatologischen Erkrankungen wie Tha-
lassdmie, sideroblastische Andmie, Diét, Eisen-
iiberladung beim metabolischen Syndrom X)
und seltene angeborene Dysproteindmien wie
Acoeruplasmindmie und Atransferrinimie.

Bedeutung der Hamochroma-
tose, Vererbung und Penetranz

In der nordeuropéischen Bevilkerung triagt eine
Person von 8-10 eine Mutation, die zu einer
hereditiren Hadmochromatose fithren kann;
damit ist die Hamochromatose die hdufigste
autosomal-rezessive Erbkrankheit. Damit wer-
den in mindestens einer von 100 Partnerschaf-
ten beide Elternteile Trdger einer Mutation
sein. Thre Kinder haben damit ein Risiko von

25%, homozygot zu sein und eine hereditdre
Hédmochromatose zu entwickeln.

Die Frage der Penetranz bleibt unklar. Eine
Meta-Analyse von 7 Studien kam zum Schluss,
dass die Penetranz bei homozygoten Ménnern
50% und bei ebensolchen Frauen 44% sei [2].
Eine dhnliche Analyse — nach der Entdeckung
des HFE-Gens — geht von einer Penetranz von
40-70% aus [3]. Die «European Association for
the Study of the Liver»-(EASL-)Konsensuskon-
ferenz ging davon aus, dass 95% der Homozy-
goten signifikante Morbiditdt entwickelten [1].
Im Gegensatz dazu fanden Beutler und Mitar-
beiter lediglich eine Penetranz von 1% [4].
Diese sehr tiefe Zahl diirfte auf die studierte Po-
pulation (USA, wenig keltische und Nord-Eu-
ropéder) und deren Kontrollen (Klinikbesucher
einer HMO, damit hohe Prédvalenz von Hdmo-
chromatose-assoziierten Symptomen) zuriick-
zufiihren sein. Im Gegensatz dazu fanden
Asberg et al. in Norwegen die ungefihr erwar-
tete Prdvalenz von phénotypischer Himochro-
matose von 0,34% bei Frauen und 0,68% bei
Miénnern [5].

Um die Penetranz endgiiltig beurteilen zu kon-
nen, sind somit weitere Studien — am besten
bevélkerungsbasiert wie die norwegische Stu-
die von Asberg [5] — notwendig.

Der normale Eisenstoffwechsel

Eisen ist einerseits essentielles Mineral, das an
vielen Stoffwechselvorgéngen beteiligt ist, an-
derseits hat es auch ausgesprochene Toxizitét.

Tabelle 1.

Form Erbgang Chromosom Alter Defekt
HFE1 AR 6p adult C282Y, H63D
HFE2 AR 1q juvenil unbekannt
HFE3 AR 7922 adult TfR2

HFE4 AD 2g32 adult Ferroportin

Die verschiedenen Formen der genetischen Hamochromatose und ihre Bezeichnungen nach OMIM.
AR und AD stehen flir autosomal rezessiv, bzw. dominant. Nicht in der Tabelle aufgefiihrt ist die neonatale
Hamochromatose, die letal ist und tiber deren Pathophysiologie wenig bekannt ist.
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Abbildung 1.

Deshalb werden normalerweise die Eisenspei-
cher streng nach den Bediirfnissen des Orga-
nismus geregelt [6]. Diese Regulation erfolgt am
Ort der Eisenaufnahme, den Enterozyten des
Duodenums und oberen Jejunums (Abb. 1). Die
Aufnahme von Eisen aus der Nahrung erfolgt —
nach Reduktion von Fe® zu Fe? - iiber den
Protonensymporter DMT1 (fiir divalent metal
transporter 1), der zweiwertiges Eisen und an-
dere Schwermetalle transportiert. Eisen kann
auch mit intaktem Hdm direkt aufgenommen
werden; ein dritter Transportweg (mobilferrin)
ist molekular noch nicht eindeutig charakteri-

Eisenstoffwechsel im Enterozyten. Eisen wird durch eine membranstédndige Reduktase
reduziert und als zweiwertiges Eisen durch den DMT1 - divalent metal transporter 71—
aufgenommen. In der Zelle wird es in Ferritin gespeichert. Auf der basolateralen Oberflache
kann es durch Hephaestin wieder oxidiert und als dreiwertiges oder direkt als zweiwertiges
Eisen durch Ferroportin exportiert werden. Das letztere wird dann durch Caeruloplasmin
und andere Ferroxidasen oxidiert. Der Transport im Blut erfolgt an Transferrin gebunden;
ein Molekiil Transferrin bindet zwei Eisenmolekiile.
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Abbildung 2.
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Mogliche Regulation der Eisenaufnahme in die Zellen des Organismus. Die Eisenaufnahme
erfolgt liber rezeptorvermittelte Endozytose des Transferrinrezeptors. In der Zelle wird das
Eisen freigesetzt und steht zum Einbau in Ferroproteine zur Verfligung. Das HFE-Genpro-
dukt komplexiert — je nach Eisenbedarf der Zelle — mit dem Transferrinrezeptor. Gezeichnet

nach Salter-Cid [71].
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siert worden. Das Eisen wird danach — immer
noch in zweiwertiger Form - tiber Ferriportin
in die Blutbahn ausgeschieden. Das Ferriportin
kann mit der Ferroxidase Hephéstin assoziiert
sein, die das Eisen wieder zu Fe?* oxidiert; dies
kann auch im Blut durch Caeruloplasmin und
andere Ferroxidasen geschehen.

Im Blut wird Eisen an Transferrin gebunden
und iiber die Transferrinrezeptoren den Zellen
abgegeben. Die Zelle driickt ihren Bedarf an
Eisen iiber IRPs aus (iron regulatory proteins),
die die Expression von Transferrin, seinen Re-
zeptoren und Ferritin kontrollieren. In diesem
Mechanismus ist wahrscheinlich auch das
HFE-Gen beteiligt; ein moglicher, von Salter-
Cid [7] vorgeschlagener Mechanismus ist
schematisch in Abbildung 2 dargestellt. Ent-
sprechend unseren Vorstellungen iiber die H&-
mochromatose kommt es zu einer ungehemm-
ten Aufnahme von Eisen in Duodenum und Je-
junum; normalerweise korrelieren Ferritin als
Ausdruck der Eisenspeicher des Organismus
und duodenale Expression von DMT1 invers;
bei genetischer Hamochromatose ist DMT1
wegen der mangelnden Bremse heraufreguliert
[8].

Der Bedarf des Organismus wird iiber minde-
stens drei Mechanismen auf dem Niveau des
Diinndarms reguliert [6]. Eines ist der soge-
nannte Eisenblock (dabei wird nach grossem
Eisenangebot die Aufnahme herunterregu-
liert), die beiden anderen sind noch schlecht
charakterisierte 1osliche Faktoren, der Spei-
cherregulator und der erythropoietische Re-
gulator. Ein méglicher Kandidat fiir den Spei-
cherregulator ist das Hepcidin [9].

Der Korper eines Erwachsenen enthélt etwa
4 g Eisen, wovon die Hilfte im Himoglobin und
je ein Viertel in Ferritin (als Speichereisen) und
anderen eisenhaltigen Proteinen (Myoglobin,
Zytochrome u.v.a.) gebraucht werden. Der tég-
liche Verlust von 1-2 mg wird durch eine ent-
sprechende Resorption ersetzt. Mit normalen
Menses kommt es zu einem Verlust von etwa
30 mg Eisen, 500 mL Blut enthalten rund 250 mg
Eisen.

Die Genetik
der Hamochromatose

Im Jahre 1996 wurde auf dem kurzen Arm von
Chromosom 6 in der Ndhe des HLA-Komplexes
ein Gen lokalisiert und charakterisiert, das
heute HFE-Gen genannt wird und fiir ein trans-
membranes Glykoprotein kodiert [10]. Dieses
Protein zeigt Homologie zu den MHC-Klasse-I-
Proteinen, assoziiert tiiber eine Disulphid-
briicke mit B:-Mikroglobulin und préasentiert
sich an der Zelloberfliche (Abb. 3). Im HFE-
Gen wurde eine Punktmutation gefunden, wel-
che die 282. Aminosédure des Proteins betrifft
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Abbildung 3.
Modell des HFE-Proteins
nach Feder et al. [10].
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und je nach Population in 60-100% der Ha-
mochromatose-Patienten homozygot auftritt
[10-12]. Diese Mutation resultiert in einem Nu-
kleotidaustausch von Guanin zu Adenin bzw. in
einem Aminosdureaustausch von Cystein zu
Tyrosin (C282Y) und verhindert durch die Zer-
storung einer Disulphidbriicke die Interaktion
mit B.-Mikroglobulin und dadurch die Prisen-
tation des Proteins an der Zelloberfliche [13].
Das normale HFE-Protein bindet sich an den
Transferrin-Rezeptor und vermindert dadurch
dessen Affinitdt fiir eisenbeladenes Transfer-
rin; das C282Y-HFE-Protein kann diese Bin-
dung nicht eingehen [14].

Eine zweite Mutation (H63D), welche die 63.
Aminosédure Histidin gegen ein Aspartat aus-
tauscht, zeigt einen milderen Effekt als die
C282Y-Mutation. Das H63D-Protein wird an
der Zelloberfliche exprimiert, zeigt aber nicht
dieselbe Interaktion mit dem TfR wie das Wild-
typ-Protein, so dass es auch hier zu einer ver-
mehrten Eisenablagerung in den Zellen kommt
[15]. Eine dritte Basensubstitution, welche die
Aminosédure Serin durch ein Cystein ersetzt
(S65C) und in etwa 1,5% der europdischen Be-
volkerung auftritt, wird fiir sich allein betrach-
tet eher als gutartiger Polymorphismus ange-
sehen. In Kombination mit einer C282Y-Muta-
tion jedoch kann sie eventuell das Erkran-
kungsrisiko erhdhen und zu einem milden Héa-
mochromatose-Phénotyp beitragen [16].
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Die verschiedenen Formen
der Hamochromatose

Da nicht bei allen Patienten mit eindeutigen kli-
nischen Zeichen einer Himochromatose Muta-
tionen im HFE-Gen nachweisbar sind, miissen
noch andere Gene vorhanden sein, bei denen
Mutationen ebenfalls zu einer Eiseniiberladung
fiihren. Kandidaten fiir solche Gene sind z.B.
das B2-Mikroglobulin und der Transferrinre-
zeptor (TfR), da sie mit dem HFE-Protein inter-
agieren. In einigen sizilianischen Familien
wurde eine Nonsense-Mutation (Y250X), die zu
einem frithzeitigen Translationsabbruch und
damit zu einem verkiirzten Genprodukt fiihrt,
in einem zweiten Transferrinrezeptor-Gen
(TfR2) gefunden [17]. Dieses Protein zeigt eine
66prozentige Homologie mit dem eigentlichen
Transferrin Rezeptor; die Funktion von TfR2
im Eisenstoffwechsel ist jedoch noch nicht be-
kannt.

Kiirzlich beschrieben zwei Forschungsgruppen
unabhédngig voneinander in zwei grossen
Familien mit autosomal-dominant vererbter
Hdmochromatose je eine Missense-Mutation
A77D und N144H in Exon 3 bzw. 5 des Ferro-
portin-Gens (SL.C11A3) in der chromosomalen
Region 232 [18, 19]. Die bis heute bekannten
Formen der Himochromatose mit ihrer OMIM-
Bezeichnung sind in Tabelle 1 zusammenge-
stellt.

Molekulare Diagnostik
der Hamochromatose

Als internationaler Goldstandard gilt der Nach-
weis der Mutationen C282Y und H63D im HFE-
Gen. Zusitzliche Mutationen und Gene sollten
nur bei entsprechender klinischer Indikation
analysiert werden und erfordern eine differen-
zierte Interpretation. Der direkte Mutations-
nachweis kann mit unterschiedlichen Metho-
den erfolgen. Herkommlich ist, dass nach der
DNA-Isolierung aus EDTA-Vollblut oder aus
Mundschleimhautzellen mit Hilfe der Poly-
merase-Kettenreaktion (PCR) Exon 2 fiir den
Nachweis von H63D und Exon 4 fiir den Nach-
weis von C282Y mit spezifischen Primern am-
plifiziert und durch Schneiden mit Restrik-
tionsenzymen analysiert werden. In der Wildtyp-
Sequenz von Exon 4 besteht eine Schnittstelle
fiir das Restriktionsenzym Rsal. Durch die Mu-
tation C282Y entsteht eine zusétzliche Schnitt-
stelle. Nach Auftrennung der Amplifikations-
produkte mittels Agarose- oder Polyacrylamid-
gelen erlauben Bandengrosse und -anzahl Aus-
sagen Uber das Vorhandensein der Mutation
bzw. iiber Hetero- oder Homozygotie (Abb. 4).
Die Sequenz von Exon 2 enthélt eine Schnitt-
stelle fiir das Restriktionsenzym BspHI. Durch
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Abbildung 4.

Direkter Nachweis der C282Y-
Mutation nach Schneiden mit
dem Restriktionsenzym Rsal. Der
Wildtyp zeigt ein Fragment von
247 und 140 Basenpaaren (bp).
Die C282Y-Mutation kreiert eine
zusatzliche Schnittstelle im
140bp-Fragment, so dass zwei
Fragmente von 111bp und 29bp
(letzteres nicht sichtbar) entste-
hen.

Abbildung 5.
Schmelzkurvenanalytik im Light-
Cycler-System zum Nachweis
der Mutationen C282Y und
H63D.
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die Mutation H63D wird diese Schnittstelle zer-
stort, so dass bei Vorhandensein der Mutation
das intakte PCR-Produkt (208bp) vorliegt (Abb.
4). Mit dieser Restriktionsfragmentlingen-
Analytik lassen sich beide Mutationen inner-
halb weniger Stunden nachweisen.

Eine noch effizientere Methode bedient sich
Fluoreszenz-markierter Oligonukleotide, die
entweder komplementédr zur Wildtyp- oder zur
mutierten Sequenz sind, und erlaubt in einem
einzigen Ansatz den Nachweis der beiden Mu-
tationen C282Y und H63D mittels rascher PCR
und anschliessender Schmelzkurven-Analytik
in einem LightCycler-System (Abb. 5).

In der Schweiz lassen sich bei 4-9% der Patien-
ten mit klinischen Zeichen einer Hdmochro-
matose keine der beiden Mutationen C282Y
und H63D nachweisen. Falls andere Faktoren,
die ebenfalls zu einer Eiseniiberladung fiihren
kénnen, wie z.B. Bluttransfusionen oder iiber-
maéssiger Alkoholkonsum, ausgeschlossen wor-
den sind, besteht bei persistierendem klini-
schem Verdacht auf eine genetische Himochro-
matose die Moglichkeit, nach weiteren Muta-
tionen im HFE-Gen oder in anderen am Eisen-
stoffwechsel beteiligten Genen zu suchen.

LCIEY
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80-85% der Hamochromatose-Patienten sind
homozygot fiir die C282Y-Mutation. Diese Kon-
stellation ist bei entsprechender klinischer
Symptomatik eindeutig diagnostisch. Eine Le-
berbiopsie muss nicht mehr zur diagnostischen
Sicherung, sondern bei entsprechendem Ver-
dacht zur Bestimmung des Stadiums der Fi-
brose (siehe Klinik der Hdmochromatose)
durchgefiihrt werden.

Kinder homozygoter Patienten sind obligate
Trager einer C282Y-Mutation. Da die Krankheit
so héufig ist, wird ein Partner-Screening emp-
fohlen, um ein allfdlliges Erkrankungsrisiko der
Kinder rechtzeitig zu erfassen. Ebenfalls indi-
ziert ist die Abkldrung der Geschwister der Pa-
tienten, um eventuell noch symptomfreie Ho-
mozygote und gesunde Trager zu diagnostizie-
ren.

Bei etwa 4-5% der Patienten findet sich eine
Compound-Heterozygotie (C282Y/H63D) und
bei 1-2% Homozygotie fiir die H63D-Mutation
[20]. Da diese Mutation die Proteinfunktion we-
niger stark beeintrichtigt als die C282Y-Muta-
tion, ist bei ihrem Vorliegen nicht unbedingt mit
einer klassischen Form der hereditiren Hé-
mochromatose, sondern mit einem milderen
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Verlauf zu rechnen. Tritt sie jedoch in Kombi-
nation mit der C282Y-Mutation oder in homo-
zygotem Zustand auf, so erhoht sie das Er-
krankungsrisiko einer Person im Vergleich zur
allgemeinen Bevilkerung eindeutig. Beziiglich
Abkldrung weiterer Familienmitglieder und
Partner gilt dasselbe Vorgehen wie bei den
C282Y-Homozygoten.

Eine Person, die zwei hereditire Himochro-
matose-Mutationen besitzt, ibertragt auf jeden
Fall eine der beiden Mutationen auf ihre Nach-
kommen, so dass diese mit Sicherheit gesunde
Trager sein werden. Falls der andere Elternteil
ebenfalls Trager einer hereditiren Himochro-
matose-Mutation ist, besteht fiir die Kinder ein
Erkrankungsrisiko von 50%. Sind beide Part-
ner eines Paares hereditdre Himochromatose-
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Trager, so haben ihre Kinder ein Risiko von
25%, eine hereditdre Himochromatose zu ent-
wickeln.

Bei einer frithzeitigen Diagnosestellung lasst
sich nicht mit Sicherheit voraussagen, ob sich
die Krankheit manifestieren wird oder nicht.
Doch das Vorhandensein zweier hereditdrer
Hamochromatosen-Mutationen préadisponiert
ohne Zweifel fiir eine Eiseniiberladung, so dass
in diesen Situationen eine regelméssige Kon-
trolle der Eisenparameter deren Ansteigen so-
fort erfassen und einen rechtzeitigen Therapie-
beginn ermdoglichen wird. Noch besser ist es,
solchen Patienten zur regelméssigen Blut-
spende zu raten, um eine Eisenakkumulation
zu verhindern.
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