Molekulargenetische Diagnostik

Eisenstoffwechsel und Hamochromatose (MIM 235200)

Haufigstes Kausales Gen : - c282 282

HFE (Mutationen C282Y, H63D und S65C)

Flucrescence -d{FI/F2)dT

Indikationen : —
Temperature ('C)

Hinweise fiir Eiseniliberladung = Transferrinsattigung > 45-50% und Serumferritin > 200-300ug/d|

Diagnosesicherung bei symptomatischen Patienten mit Leberzirrhose, Diabetes mellitus,
Hypogonadismus, Kardiomyopathie, Pigmentierung (Bronzehaut), Arthritis

Identifizierung homozygoter Gentrager bei positiver Familienanamnese

Anforderung : DNA-Diagnostik HFE-Gen Ausnahmeziffer 32010
bestehend aus
HFE C282Y ~ 65C  H63 63D
HFE H63D
HFE S65C

Untersuchungsmaterial: 2 ml EDTA Blut; normaler Postversand

Fluorescence -d(F2F1)dT

Dauer der Untersuchung: 3 - 5 Arbeitstage.

Temparature ('C)

Selten Kausale Gene :

HFE2 a = Hamojuvelin-Gen

HFE 2b = HAMP-Gen

HFE 3 = Transferrinrezeptor (TfR 2)
HFE 4 = IREG bzw. Ferroportin 1-Gen

Indikationen : Wie oben, zusatzlich juvenile Hdmochromatose, Patienten aus dem Mittelmeerraum,
V.a. dominante Hdmochromatose. Kontaktaufnahme empfohlen.

Anforderung : DNA-Diagnostik Ausnahmeziffer 32010
fiir HFE 2a, 2b, 3 oder 4

Untersuchungsmaterial: 2 ml EDTA Blut; normaler Postversand

Dauer der Untersuchung: 2 -6 Wochen

Das Ziel der molekularen Diagnostik ist hier die friihzeitige Erkennung von Patienten mit
einem erhohten Risiko einer Eiseniiberladung. Dadurch kann eine gezielte jahrliche
Uberwachung mittels Ferritin- und Transferrinsittigungswerten bzw. die rechtzeitige
praventive Therapie mittels Phlebotomien gewahrleistet werden. Hinzu kommt bei der durch
Mutationen im HFE-4 Gen bedingten Hamochromatose eine klare Stellung der
Kontraindikation fiir Phlebotomien .
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Haufigkeit und Klinik

Die hereditdre Hamochromatose ist eine autosomal rezessiv vererbte Erkrankung des Eisenstoffwechsels
mit einer Pravalenz von 1:300 bis 1:400 in der zentraleuropaischen Bevolkerung. Die
Heterozygotenfrequenz liegt bei etwa 1:10. Damit zahlt die Hdmochromatose zu den haufigsten
vererbten Stoffwechselerkrankungen. Die Erkrankung manifestiert sich (laborchemisch) bei Mannern im
4.-5. Lebensjahrzehnt, betroffene Frauen erkranken meist etwas spater in der Postmenopause.
Ursachlich ist eine pathologisch gesteigerte Eisenresorption im Dunndarm. Eisen wird in der Leber an
Ferritin gebunden in einer nicht-toxischen Form gespeichert. Bei chronisch progredienter Uberladung
wirkt das Metallion zytotoxisch und flhrt zur Leberzellnekrose, Fibrose und Zirrhose. Die Leberzirrhose
ist irreversibel und birgt ein signifikant erhhtes Risiko fur die Entwicklung eines Leberzellkarzinoms. Im
Pankreas l6st die Toxizitat des Eisens einen Diabetes mellitus aus, in der Hypophyse einen
hypogonadotropen Hypogonadismus, im Herzmuskel eine Kardiomyopathie. Die Pathogenese der
Arthropathie ist noch ungeklart.

Molekulargenetik und Pathogenese

HFE oder HFE-1: 1995 wurden Mutationen des sogen. HFE-Gens auf Chromosom 6 als molekulare
Ursache der Erkrankung erkannt. Bei mehr als 80% der betroffenen Patienten in Zentraleuropa,
Nordamerika und Australien handelt es sich um eine homozygote Punktmutation, C282Y. Etwa 5% der
Patienten sind compound heterozygot fir zwei verschiedene Mutationen (z.B. Kombination von C282Y
mit den Mutationen H63D oder S65C). Homozygot werden die H63D bzw. S65C Mutation bei etwa 1-
3% der Patienten nachgewiesen. In der Regel liegt bei diesen Patienten eine milde Form der
Eisenstoffwechselstérung vor.

Die Penetranz der ursdchlichen HFE-Mutation wird derzeit auf etwa 60% geschatzt. Dabei ist zu
berlcksichtigen, dass die klinische Symptomatik bis zum 5. Lebensjahrzehnt (Manner) bzw. nach der
Menopause unspezifisch ist:  Mdidigkeit, Leistungsminderung, Gelenkbeschwerden, Impotenz.
Verdnderungen der Eisenparameter (Transferrinsattigung und Ferritin) beginnen im 3. Lebensjahrzehnt.
95% der Manner mit einer homozygoten HFE-Mutation zeigen jenseits des 40. Lebensjahres eine
erhohte Transferrinsattigung und erhéhte Ferritinwerte, aber nur 50% sind klinisch symptomatisch.

Indikationen fiir die Untersuchung des HFE-Genes:

Diagnosesicherung bzw. Differentialdiagnose bei Patienten mit laborchemischen Hinweisen fir eine
EisenUberladung, erhohter Transferrinsattigung (> 45-50%) und erhohtem Serumferritin (> 200-
300ug/dl)

Diagnosesicherung bei  symptomatischen  Patienten mit Leberzirrhose, Diabetes mellitus,
Hypogonadismus, Kardiomyopathie, Pigmentierung (Bronzehaut), Arthritis

Identifizierung homozygoter Gentrager bei positiver Familienanamnese

Weiter findet sich eine HFE-Mutation in heterozygoter Form signifikant gehduft bei der hepatischen
Porphyrie (ca. 40% der Patienten) und Nicht-alkoholischen Steatohepatitis (ebenfalls ca. 40% der
Patienten) vs. 12% der durchschnittlichen Bevélkerung: Es handelt sich bei der HFE-Mutation um einen
klassischen ,,genetic modifying factor” fur diese Erkrankungen.

Fur ausschliesslich heterozygote Anlagetrager einer HFE-Mutation besteht kein erhohtes Risiko, an einer
Hamochromatose zu erkranken. Die Eisenparameter (Ferritin, Transferrinsattigung) kénnen hier leicht
erhoht sein, erreichen jedoch nicht die fir eine Hdmochromatose relevante diagnostische Grenze.

Bei etwa 5-15% der Patienten mit klinisch-histologisch gesicherter Himochromatose findet sich keine
der genannten Mutationen im HFE-Gen. Hier hilft die Analyse weiterer Gene des Eisenstoffwechsles
weiter :

HFE2 a = Hamojuvelin-Gen : Die molekulare Grundlage der frih manifestierenden juvenilen
Hamochromatose mit ausgepragter Beteiligung von Myokard und Hypophyse konnte 2004
charakterisiert werden. Mutationen in einem als Hamojuvelin bezeichneten Gen wurden bei bislang
allen untersuchten Patienten nachgewiesen. Auch diese Hdmochromatoseform ist rezessiv erblich.
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HFE 2b = HAMP-Gen : Das sogen. HAMP-Gen kodiert fir ein sehr kleines Peptid, Hepzidin, das in der
Leber synthetisiert wird und die duodenale Eisenresorption reguliert (inhibiert). Homozygote Mutationen
des HAMP-Gens fuhren Uber eine verminderte Sekretion des Peptids in der Leber zu einer ibermaBigen
duodenalen Eisenresorption. Auch die Kombination einer heterozygoten Hepzidin- mit einer
heterozygoten HFE-Mutation wurde bei klinisch gesicherter Hamochromatose nachgewiesen.
Hepzidinmutationen in heterozygoter Form gelten als signifikanter genetischer ,,modifier” bei der
klinischen Auspragung der HFE-Hdmochromatose! Die zentrale Bedeutung des Hepzidins bei der
infektionsbedingten Anamie ist im Tiermodell wie auch in klinischen Studien nachgewiesen.

HFE 3: Im Mittelmeerraum sind die bisher genannten HFE-Mutationen nur bei etwa 60% der
Hamochromatosepatienten nachweisbar. Mutationen in einem zweiten Transferrinrezeptor (TfR 2) auf
Chromosom 7 wurden bei einzelnen betroffenen italienischen Familien nachgewiesen.

HFE 4: Eine seltene dominant erbliche Hdmochromatoseform konnte auf Mutationen des Gens fiir
eines der beiden enteralen Eisentransportproteine —IREG bzw. Ferroportin 1 —zurlckgefihrt werden.
Diese Hdmochromatoseform unterscheidet sich histologisch von der HFE-induzierten Hdmochromatose :
Hier sind primar die v. Kupfferschen Sternzellen eisendiberladen. Der Pathomechanismus ist bislang nicht
geklart. Die betroffenen Patienten zeigen erhodhte Ferritinwerte bei normaler Transferrinsattigung —im
strengen Sinne handelt es sich hier um eine Hyperferritindmie. Phlebotomien sind kontraindiziert.

Differentialdiagnostisch  kommt bei deutlich erhéhten Ferritinwerten und sonst normalen
Eisenparametern auch das dominant erbliche Hyperferritinamie-Katarakt-Syndrom in Frage. Dieses
klinisch benigne Krankheitsbild wird durch eine Mutation im L-Ferritingen verursacht. Die hier
eisenunabhdngige Synthese von Ferritin nimmt keinen Einfluss auf die Eisenparameter. Einzige
behandlungsbedurftige Konsequenz ist evtl. ein milder Katarakt. Phlebotomien sind bei diesen
Patienten kontraindiziert, sie fihren rasch zu einer Anamie, die sich nur langsam wieder normalisiert.

Die Therapie der HFE-Hdmochromatose (1-3) ist einfach und nebenwirkungsarm: Wéchentliche
Phlebotomien von 300-500 ml bis zum Erreichen eines therapeutischen Ferritinzielwertes zwischen 20
und 50 g/l. Nach Entleerung der Lebereisenspeicher sind Phlebotomien nur noch in groBen Intervallen
erforderlich, in seltenen Fallen auch gar nicht mehr. Eisenarme Diaten haben sich nicht als hilfreich in
der Behandlung bzw. Pravention der Hamochromatose erwiesen. Bei friihzeitiger, konsequenter
Therapie ist die Lebenserwartung homozygoter Mutationstrdger normal. Der Insulinbedarf beim
hamochromatosebedingten Diabetes mellitus |asst sich bei entleerten Eisenspeichern deutlich
reduzieren. Die sehr schmerzhafte Arthropathie, insbesondere des Zeige-und Mittelfingers in Grund-
und Mittelgelenk, ist leider bislang therapierefraktdr und erfahrungsgemaB auch mit Analgetika nur
schwer einzustellen.

Methode:

DNA-Extraktion; PCR, Hybridisierung mit Mutations-spezifischen Sonden fir die Mutationen HFE
C282Y, H63D und S65C, Schmelzkurvenanalyse auf dem Light Cycler

PCR und vollstdndige DNA-Sequenzierung der Gene fur HFE Typ 2-4

Untersuchungsmaterial:
2 ml EDTA Blut; normaler Postversand

Dauer der Untersuchung:
3 - 5 Arbeitstage (HFE-1)
8 =10 Wochen HFE 2-4 (nach Rucksprache)
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