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1. EINLEITUNG

1.1 Physiologie des Kupferstoffwechsels

Kupfer ist ein wichtiges Spurenelement, welches in viele Funktionen der Zelle involviert ist.
Unter anderem ist Kupfer Cofaktor fur die Cytochrom-c-Oxidase, welche fir den
Elektronentransport in den Mitochondrien verantwortlich ist. AuBerdem ist Kupfer Cofaktor fur
die Superoxiddismutase, welches ein zu den Oxidoreduktasen gehorendes im Erythrozyten
befindliches Enzym ist. Dieses wird zur Umsetzung von entstehenden Peroxidradikalen bei der
Autooxidation von Hamoglobin zu Methdmoglobin bendtigt. Dariiber hinaus ist Kupfer beteiligt
an der lysalen Oxidase, welche fur die Verkettung von Kollagen und Elastin benétigt wird [1].
Aulerdem spielt Kupfer eine wichtige Rolle in der Melanin-Biosynthese, wobei die Tyrosinase
mit Kupfer als Cofaktor die Bildung von Melanin aus Tyrosin katalysiert. Zusatzlich ist Kupfer
wichtig fir die Inaktivierung von biogenen Aminen durch die Monoaminoxidase. Im
Eisenstoffwechsel spielt Kupfer ebenfalls eine maRgebliche Rolle.

Der durchschnittliche Kupfergehalt des menschlichen Korpers betréagt ungeféhr 100 mg und wird
zum einen durch die gastroenterale Aufnahme und zum anderen Uber die bilidre Exkretion
reguliert [2]. Die Leber stellt das wichtigste Organ fur den Kupferstoffwechsel dar, da sie den
groRten Speicheranteil beherbergt und fir die Ausscheidung uber die Galle verantwortlich ist,
welche den Kupfergehalt malgeblich reguliert [3, 4]. Lebensmittel mit einem hohen
Kupfergehalt sind Schellfisch, Leber, Pilze, Nusse, Sojaprodukte, Gelatine und Schokolade [5].
Taglich werden durchschnittlich 1,5 bis 5 mg Kupfer vom Gastrointestinaltrakt aufgenommen,
wovon der Hauptteil vom Magen und Duodenum durch einen carriervermittelten Transport der
Mukosa resorbiert wird [6]. Nach der Aufnahme in die Enterozyten wird Kupfer an Albumin
oder an Aminoséuren, wie zum Beispiel Histidin, gebunden und erscheint in dieser Form schnell
wieder in der portalen Zirkulation. In der Leber wird Kupfer aus dem sinosuidalen Blut tber die
in der basolateralen Membran lokalisierten Proteine hCRT1 (high-affinity transport) und hCRT2
(low-affinity transport) von den Hepatozyten in die Zelle transportiert [5]. In den Hepatozyten
kommt es zur Bindung des aufgenommenen Kupfers an thiolreiche zytosolische Proteine, zum
Beispiel an Metallothionein, und an bestimmte Enzyme, die Kupfer-Chaperonen, welche Kupfer
vor intrazellularer Chelation schiitzen und zu spezifischen anderen Enzymen transportieren, die
fir den weiterfihrenden Stoffwechsel essentiell sind. Das Chaperon Atox 1 interagiert mit der
Wilson Disease ATPase7B. Atox 1 enthélt eine Kopie des kupferbindenden Motivs MXCXXC,
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die ebenfalls in der amino-terminalen Region der ATPase7B vorhanden ist. Die Bindung dieser
Proteine ist fir den hepatischen Kupferstoffwechsel unbedingt erforderlich. Die ATPase7B ist
eine kupfertransportierende P-Typ ATPase, die am Trans-Golgi-Netzwerk lokalisiert ist. Die
ATPase7B transportiert Kupfer zum einen zur sektetorischen Komponente (ber die Galle und
zum anderen zur Inkorporation in Apocoeruloplasmin, was zur Bildung von Coeruloplasmin
fuhrt. Obwohl der biologische Mechanismus der vesikularen Kupferexkretion unbekannt ist,
haben Studien ein zytosolisches Protein, Murrl, identifiziert, welches an diesem Prozess beteiligt
ist [4, 5]. Hepatozyten sind in der Lage den zytoplasmatischen Kupfergehalt zu ermessen und
regulieren dadurch die billidre Exkretion [5]. Es wird vermutet, dass der hepatozytdre
Kupfertransport und dessen Ausscheidung posttranslational durch den Kupfergehalt der Zelle

bestimmt wird [7].

Hepatischer Kupfermetabolismus

Plasma

Vesikularer und kanalikularer
Transport zur Galle

Verbindung mit
Coeruloplasmin

Trans-Golgi-Netz

I Sekretion ins Plasma
e

Abbildung 1: Die Abbildung stellt den physiologischen hepatischen Kupferstoffwechsel schematisch dar.
Man sieht in der Abbildung, dass Kupfer aus dem Plasma Uber das Protein CRT1 in die Zelle
aufgenommen wird, anschlieRend Atox1-vermittelt zum Trans-Golgi-Netzwerk transportiert wird, wo Atox1
mit der ATPase7B interagiert, was den Kupfertransport in das Trans-Golgi-Netzwerk ermdglicht. Dort
wird Kupfer entweder an Apocoeruloplasmin gebunden und in Coeruloplasmin ins Plasma sezerniert oder
uber vesikularen und kanalikuldren Transport in die Galle befordert. Verwendete Abkirzungen: CP:
Coeruloplasmin, ApoCP: Apocoeruloplasmin.
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Studien zeigen, dass nur 10% des nach portaler Zirkulation in die Leber aufgenommenen
Kupfers innerhalb von 24 Stunden wieder im Blutplasma an Coeruloplasmin gebunden erscheint
[8]. Das im Blutplasma befindliche Kupfer ist zu 95% an Coereloplasmin gebunden [9]. Der
restliche Anteil wird, an Aminosduren und Albumin gebunden, in verschiedene Gewebe
transportiert. Eine renale Exkretion des Kupfers spielt nur bei Uberlastung der tubulédren
Reabsorbtion eine Rolle. Kupfer unterliegt keinem enterohepatischen Kreislauf. Nach bilidarer

Sekretion wird es als unabsorbierbarer Komplex mit dem Stuhl ausgeschieden [4].

1.1.1 Charakteristika der ATPase7B

Uber die physiologischen Funktionen der ATPase7B ist bekannt, dass die Hauptaufgabe dieses
Proteins in der Aufrechterhaltung der Kupfer-Homa@ostase der Zelle besteht. Daflir befordert es
Kupfer aktiv vom Zytosol in das exkretorische Kompartiment der Zelle, damit das Schwermetall
dort in Apocoeruloplasmin eingebaut und mit der Gallenflissigkeit ausgeschieden werden kann.
An der Bewegung der Kupferionen durch die Membran der Gallenkanélchen ist die ATPase7B
wahrscheinlich auch direkt beteiligt. Innerhalb der Leber wird das Protein an der Membran der
Gallenkanalchen vermutet. Es wird angenommen, dass es in der Leber, vor allem aber am Trans-
Golgi-Retikulum, lokalisiert ist [10, 11, 12].

Die ATPase7B

ATP hinge

Zytoplasma

Membran

Transmembran-
Doméne

Abbildung 2: In der Abbildung ist die ATPase7B, welche, wie in Abbildung 1 gezeigt, am Trans-Golgi-
Netzwerk lokalisiert ist, schematisch dargestellt. Sie ist fiir den Kupfertransport aus dem Zytoplasma in das

Trans-Golgi-Netzwerk verantwortlich.
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Das Genprodukt des ATP7B-Gens kodiert 1465 Aminosduren [10, 13, 14]. Der N-Terminus
enthalt sechs repetitive Metallbindungsmotive, die jeweils ungefahr 30 Aminosauren umfassen
und alle ein Glycin-Methionin-X-Cystein-X-Serin-Cystein-(GMXCXSC-) Motiv enthalten, das
homolog auch in Metallbindungsdoménen von Bakterien vorkommt (X steht dabei fir eine
unspezifische Aminoséure). Zusammen bilden die sechs repetitiven Motive die
Kupferbindungsstelle. Es schlielt sich der erste von insgesamt acht transmembrandsen
Bereichen (Tm1-Tm8) an. In Analogie zu den anderen Mitgliedern der Familie der P-Typ-
ATPasen verfugt das Protein Uber eine Transduktions-, eine Phosphorylierungs- und eine ATP-
bindende Doméne. Die Transduktionsregion (TGEA-Motiv) ist fur die Nutzbarmachung der
Energie, die bei der Hydrolyse des ATP entsteht, verantwortlich. Die ATP-Bindungsstelle,

relativ nahe dem Carboxy-Ende, ist ein in der Evolution hochkonservierter Bereich [15].

1.2 Morbus Wilson, hepatolentikulare Degeneration

Beim Morbus Wilson handelt es sich um eine autosomal rezessiv vererbte Stérung des
Kupfermetabolismus, der mit den Kklinischen Folgen der Kupferuberladung verschiedener
Organe, insbesondere der Leber, der Basalganglien, der Augen, der Nieren und des Bluts,
einhergeht [16, 17, 18]. Die Krankheit manifestiert sich in der Regel nicht vor dem 5. und selten
nach dem 32. Lebensjahr. Der Altersgipfel der Erstmanifestation liegt in der zweiten und dritten
Lebensdekade. Die Prévalenz des Morbus Wilson in Deutschland und auch weltweit liegt bei
etwa 1: 30.000. Fir Heterozygote errechnet sich daraus eine Haufigkeit von etwa 1: 87. In
manchen ethnischen Gruppen, zum Beispiel in der Bevolkerung Sardiniens, ist jedoch die
Prévalenz héher (1:10.000 bis 1:30.000) [15, 19].

1.2.1 Die Geschichte des Morbus Wilson

Der Morbus Wilson wurde erstmals 1912 von dem in Amerika geborenen, aber in England
lebenden, Neurologen Samuel Alexander Kinnier Wilson als ,progressive lentikulére
Degeneration* beschrieben. Dieser beobachtete in vier Féllen junge Erwachsene mit &hnlichen
Symptomen, die seiner Meinung nach durch die selbe Krankheit verursacht waren. Ebenfalls
deutete er auf acht &hnliche Patienten aus der Literatur hin, die ebenfalls die klinischen

Symptome einer lentikuldren Degeneration in Verbindung mit einer Leberzirrhose zeigten.
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Patienten wiesen unkontrollierte Bewegungen, Dysphagie, Dysarthrie, Spastik und
psychiatrische Symptome auf [20, 21].

Anfangs nahm Wilson an, dass die hepatische Beteiligung kein bestimmender Faktor dieser
Erkrankung zu sein schien, was sich jedoch schnell als gegenteilig herausstellte [4].

Frerichs hatte 1860 den ersten Patienten mit Morbus Wilson beschrieben, wobei es sich um ein
Kind mit den selben pathologischen Erscheinungen wie die von Wilson beschriebenen handelte
[2]. Rumpel identifizierte erstmals 1913 einen Zusammenhang zwischen einem UberschuR an
Kupfer und der Leber. 1929 entdeckte Vogt und spater auch Haurowitz und Glazebrook bei
Patienten, die an Morbus Wilson gestorben waren, dass sich sowohl in der Leber als auch im
Gehirn UbermaRige Kupfereinlagerungen befanden. Der Kayser-Fleischer-Ring, der sich als
Einlagerung Uberschiissigen Kupfers in die Cornea darstellt, wurde 1902 erstmals von den
Augendrzten Kayser und Fleischer beschrieben und wurde 1936 von Policard et al. dargestellt
[6]. Cummings fand 1948 heraus, dass die Erkrankung mit einem erh6hten hepatischen
Kupferanteil einherging. Wenig spéter bewiesen Gitlin und Scheinberg einen Zusammenhang
zwischen Morbus Wilson und erniedrigten Coeruloplasminwerten im Serum [4]. Bennetts und
Chapman fanden 1956 heraus, dass es zwischen Morbus Wilson und Storungen des
Kupfermetabolismus einen Zusammenhang gibt und begriindeten diese These anhand der
uberméafigen Kupferausscheidung im Urin bei Patienten mit der Erkrankung [6]. Walshes fuhrte
den oralen Chelator Penicillamin als einfache und gut wirksame Therapieform ein [22]. Die
Erkenntnis, dass es sich bei der Erkrankung um eine Stérung des Kupfergleichgewichts handelt,
erweckte das Interesse an zelluldren Mechanismen des Kupferstoffwechsels in Bezug auf diese
Krankheit und fiihrte zu Untersuchungen auf molekularer Ebene. Es stellte sich durch
detaillierte, familidre Studien heraus, dass es sich um eine autosomal rezessiv vererbte
Erkrankung handelt, wobei Frydman 1986 herausfand, dass das betroffene Gen auf dem Locus
der Esterase D auf dem Chromosom 13 lokalisiert ist [23]. Mehr noch zeigte sich 1993 durch
Klonierung des Gens, dass das Wilson-Disease-Gen fir eine kupfertransportierende ATPase
kodiert, welche fir die Kupferexkretion tber die Galle zustandig ist [4, 24, 25].

Die Aufklarung der molekulargenetischen Ursache des Morbus Wilson vertiefte den Einblick in
biochemische, zellulare VVorgdnge und molekulargenetische Untersuchungen und ebnete somit
den Weg fiir eine weiterfihrende Forschung und Behandlung bei vielen verschiedenen
Krankheiten [6].
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1.2.2 Pathophysiologie und Pathogenese

Das ATP7B-Gen, welches auf dem langen Arm des Exon 13 lokalisiert ist, besteht aus 21 Exons
und erstreckt sich mit allen seinen intronischen Sequenzen uber eine Lange von ungefahr 100
Kilobasen (kb) [25, 26, 27]. Wegen seiner groRen Homologie zu dem kurz zuvor identifizierten
Gen der Menkes-Erkrankung (ATP7A) wurde es als ATP7B bezeichnet [15]. Beide kodieren fir
eine kupfertransportierende ATPase. Es wurden bereits tUber 250 krankheitsverursachende
Mutationen im ATP7B-Gen identifiziert (Wilson Database:

www.medgen.med.ualberta.ca/database.html) [28].

Das ATP/7B-Gen

4051C>T
802-808dkel GIn1351Stop
TGTAAGT |

314C>A 778|rl|sC 3“splice site 2008-2013del 2279C>T  2954G>A  3443T>C  3914T>C
SerlOSStop 1285+2 T>A TATATG  Pro760Leu Cys985Thr 11e1148Thr Leu1305Pro
Mutation

N

Cu5 Cu6 Tm1l Tm3 Td Tm5ChPh ATP Tm7 Domane
Tm2Tm4 Tm6 hinge

—(ILII(Hl(l(H w ((((H(( w IO

Cul Cu2 Cu3

Abbildung 3: In der Abbildung ist die schematische Darstellung des ATP7B-Gens zu sehen. Das ATP7B-Gen besteht
aus 21 Exons. Oberhalb des Gens sind Mutationen aus Vorarbeiten der Arbeitsgruppe beziiglich ihres Ortes im Gen
dargestellt. Unterhalb des Gens sind die Doménen, fiir welche das Gen an der bezeichneten Lokalisation kodiert,

dargestellt.
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Beim Morbus Wilson wurden unter den krankheitsverursachenden Mutationen sowohl
Insertions- und Deletionsmutationen, welche zu den frameshift-Mutationen gehdren, als auch
missense-, nonsense- und splice-site- Mutationen identifiziert. Der groRte Anteil der Patienten ist
compound heterozygot, was bedeutet, dass nicht auf beiden Allelen die gleiche Mutation besteht,
sondern auf den Allelen unterschiedlich Mutationen existieren [5]. Mehrere Studien haben
gezeigt, dass die Mutationen teilweise einer geographischen Verteilungen unterliegen. So weisen
in Polen 70% [29], in Osterreich und Ostdeutschland (iber 60% [30, 31] der Morbus Wilson
Patienten die meist verbreitetste Mutation H1069Q (His 1069 GIn) auf. Bei diesem genetischen
Defekt findet sich auf der Position 1069 eine Mutation von Histidin zu Glutamin [6]. Diese
Mutation macht bei allen anderen Européern und Nordamerikanern einen Anteil von 10 bis 40%
von allen identifizierten Mutationen aus, wohingegen sie im asiatischen und afrikanische Raum
kaum vorkommt. Uber die Halfte aller Mutationen kommen eher selten und vereinzelt vor und
lassen keine geographischen Zusammenhange erkennen [32].

Durch eine Mutation im ATP7B-Gen kommt es zu einer Funktionseinschrdnkung der ATPase7B
[5]. Man beobachtet zum Beispiel Verdnderungen im ATPase7B-abhédngigen Kupfertransport,
im kupferinduzierten Transport und in der Interaktion mit Atox1 [4].Verschiedene Mutationen
stehen im Zusammenhang mit unterschiedlichem Schweregrad der Funktionsuntauglichkeit des
Wilson-Proteins, was vermutlich zu unterschiedlicher Auspréagung des klinischen Bildes fiihrt
[32]. Die ATPase7B kann der Funktion des Transports von Kupfer aus dem Zytosol der
Hepatozyten in den Golgi-Apparat, wo Kupfer an Apocoeruloplasmin gebunden oder in die
Lysosomen transportiert wird, nicht mehr nachkommen. Es kommt zu einer Akkumulation des
zytosolischen Kupfers, was durch kupfervermittelte oxygene Schadigung zu Funktionseinbul3en
der Zelle fuhrt [4, 6]. Man beobachtet eine Verminderung des Coeruloplasmin im Blut und eine
verminderte billidre Exkretion [6]. Es kommt zur Abgabe ungebundenen Kupfers ins Blutplasma
und zur Ablagerung in vielen anderen nicht-hepatischen Geweben. Dieser Kupferiiberschuss

kann die Aktivierung des programmierten Zelltods veranlassen [4, 5].
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Hepatischer Kupfermetabolismus
beim Morbus Wilson

Vesikularer and kanalikularer
Transport zur Galle

Plasma

Verbindung mit
Coeruloplasmin

Sekretion ins Plasma

Abbildung 4: In der Abbildung ist der pathologische Kupferstoffwechsel der Leber beim Morbus Wilson
schematisch  dargestellt. Durch eine Veranderung im ATP7B-Gen kommt es zu einer
Funktionseinschrankung bzw. zum Funktionsverlust der ATPase7B, was zu einer toxischen

Kupferakkumulation fiihrt. Verwendete Abkirzungen: ApoCP: Apocoeruloplasmin.

Britton beschreibt, dass Kupfer eine bedeutende katalytische Rolle in der Initiation der Reaktion
mit freien Radikalen zugeschrieben wird. So kommt es zur Reaktion der resultierenden reaktiven
Nitrogene, Oxygene und ungesattigten Aldehyde mit intrazelluldren Antioxidantienspeichern,
die dadurch geleert werden. Spater kommt es zur Reaktion mit intrazelluldren Lipiden,
Proteinen, Nukleinséuren und Carbohydraten, was die Funktion der Zelle zerstort oder zumindest
beeintrachtigt. Besonders die Membranfunktionen der Mitochondrien und Lysosomen werden
durch die Zerstérung der Lipide beeintrachtigt, wobei man auBerdem eine Zerstérung der
mitochondrialen DNA beobachtet hat [33, 34].

Die Heterogenitat der phanotypischen Auspragung mag im Zusammenhang mit genetischen und
umweltbedingten Faktoren stehen, welche die Kupfersequestration durch Metallothionein, die
kupfertransportierende Funktion von Atox1, die exkretorische Funktion durch Murrl und andere
in den Kupferstoffwechsel involvierte Proteine beeinflussen [4].

Obwohl die ATPase7B nicht nur in der Leber, sondern auch in anderen Geweben vorhanden ist,

ist ein Funktionsverlust des hepatozelluléaren Proteins allein fur die Krankheit verantwortlich,
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wie sich durch die Reversibilitit der Kupferhomdostasestérung bei Patienten nach
Lebertransplantation gezeigt hat [35].

An homozygoten Maé&usen konnte bereits ein Zusammenhang zwischen intrazelluldrer
Kupferakkumulation und der Entwicklung einer Leberzirrhose dargestellt werden [36].
Aulerdem lieR sich ein Zusammenhang zwischen oxidativem Stress und einem Leberkarzinom
erklaren, da reaktive Oxigene und Nitrogene Mutationen in Genen hervorrufen kdnnen, die mit
der Entstehung von Karzinomen in Zusammenhang stehen, zum Beispiel vom p53-Supressorgen
[37]. Hussian et al. zeigte, dass es bei 60% der Patienten mit Wilson's Disease nicht nur zu einer
Erh6hung des intrazelluléren oxidativen Stress kommt, sondern auch zu einer erhdhten Frequenz
von p53-mutierten Allelen, was man in direkten Zusammenhang mit der vermehrten Erzeugung
von Oxigenen, Nitrogenen und ungeséttigten Aldehyden stellte [38]

Diese Ergebnisse lassen auf einen Zusammenhang zwischen Metalliiberschuss und einer
Entwicklung eines hepatozelluldren Karzinoms schlieBen. Hepatozellulare Karzinome sind bei
Morbus Wilson im Gegensatz zur Himochromatose eher ungewdhnlich. Man vermutet, dass die
Seltenheit dieser Entwicklung im Zusammenhang mit der relativ niedrigen entzlndlichen
Komponente bei der Entwicklung einer Leberzirrhose beim Morbus Wilson steht. AuRerdem
wird der beim Morbus Wilson induzierten Chelationstherapie eine protektive Wirkung

zugesprochen [5].

1.2.3 Klinischer Verlauf

Die klinischen Manifestationen des Morbus Wilson sind durch die Kupfer-Ablagerung in den
unterschiedlichen Geweben bedingt [15]. Schon bei der Geburt ist die hepatozellulare
Kupferakkumulation bei Patienten mit Morbus Wilson vorhanden, obwohl vor dem funften
Lebensjahr nur sehr selten klinische Symptome beobachtet werden [39]. Wie oben bereits
beschrieben, tritt die Erkrankung meistens zwischen dem 5. und 32. Lebensjahr in Erscheinung,
wobei der Altersgipfel in der zweiten und dritten Lebensdekade liegt.

Der Morbus Wilson kann sich Kklinisch sehr verschieden zeigen. Anhand grof3flachiger
Beobachtungen von Patienten lieR sich die Verteilung der klinischen Erstmanifestation wie folgt
beurteilen: Hepatische Symptome wiesen 42% der Patienten auf, 34% zeigten neurologische
Auffalligkeiten, 12% zeigten hdmatologische Defizite, 10% zeigten psychiatrische Stérungen
und nur 1% zeigte eine renale Manifestation [39].

Insgesamt zeigen 40-70% der Patienten eine hepatische Symptomatik des Morbus Wilson, wobei

sogar 80% der Patienten, die in der ersten Lebensdekade erkranken, unter der primér hepatischen
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Manifestation leiden. Bei einer Erstmanifestation nach dem 20. Lebensjahr manifestiert sich der

Morbus Wilson bei 75% der Erkrankten durch eine neurologische Symptomatik [40].

1.2.3.1 Hepatische Manifestation

Die hepatischen Manifestationen lassen sich in akute und chronische Verlaufsformen unterteilen
[41]. Sie kdnnen sich durch eine asymptomatische Erh6hung der Leberenzyme bis hin zu einem
fulminanten  Leberversagen zeigen. Viele verschiedene Leberverdnderungen, wie
Autoimmunhepatitis, Steatosis mit oder ohne Hepatitis und Zirrhose konnen durch die
Erkrankung verursacht sein [6]. Das akute oder subakute Leberversagen tritt eher bei jungeren
weiblichen Patienten auf und entsteht zumeist aus volliger Gesundheit. Oft ist es innerhalb
kurzer Zeit letal. Begleitet wird das Versagen haufig von einer Coombs-negativen hamolytischen
Andmie [41]. AuRerdem bestehen oft gleichzeitig eine Koagulopathie und eine
Niereninsuffizienz. Dieser Zustand ldsst sich nur schwer mit konservativen Methoden
therapieren. Therapeutisch bleibt meistens nur die Lebertransplantation [42]. Ein GroRteil des in
der Leber gespeicherten Kupfers wird aus den nekrotischen Hepatozyten freigesetzt, wodurch es
in die Blutzirkulation tbergeht und auf diesem Wege Membranphospholipide der Erythrozyten
und Hamoglobin sowie Enzyme zerstort [15]. Die renale Toxizitat entsteht ebenfalls durch die
massive Freisetzung von Kupfer ins Blut, was in der Niere zu einer tubuléren Dysfunktion fiihrt,
welche zunédchst durch Glykosurie, Hypophosphatdmie und erniedrigte Harnsdure
gekennzeichnet ist [6]. Zur Abgrenzung eines fulminanten Leberversagen anderer Genese
beobachtet man bei einem durch Morbus Wilson verursachten fulminanten Leberversagen
folgende Veranderungen: deutliche Erhéhung des Bilirubins in Zusammenhang mit einer oft nur
geringen Erhohung der Transaminasen, sowie Hamolyse, normale bis erniedrigte Werte der
alkalischen  Phosphatase, erhohte  Serumkupferwerte und eine  Verschiebung des
Aspartataminotransferase-Alaninaminotransferase-Verhaltnisses auf groRer als 4 [43, 44].
Obwohl Morbus Wilson eine seltene Erkrankung ist, betragt der Anteil an durch diese Krankheit
verursachten fulminanten Leberversagen mit nachfolgender Notfall-Transplantation 6-12% [45].
Bei ungefahr einem Viertel der Patienten besteht zum Zeitpunkt der Erstmanifestation eine akute
Hepatitis. Sie tritt meistens bei alteren Patienten auf und kann spontan in einen inaktiven Zustand
ubergehen. Sowohl die akute als auch die chronische Hepatitis kénnen mit einem Ikterus, mit
Abgeschlagenheit und einer Transaminasen-Erhéhung einhergehen. Wird zu diesem Zeitpunkt
nichts unternommen, kann sich das Vollbild einer Zirrhose mit den typischen Komplikationen,

z.B. portaler Hypertension, Osophagusvarizen und Hypersplenismus, entwickeln [15].
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1.2.3.2 Neurologische Manifestation

Durch den Kupferanstieg im Gehirn kommt es beim Morbus Wilson zu neurologischen
Symptomen. Diese sind durch kavernenartige Degeneration der Basalganglien, betrachtliche
Gliose und Neuronenuntergang bedingt, was durch den Kupferiiberschuss in dieser Region
verursacht wird [2].

Als neurologische Manifestation kann der Morbus Wilson mit geringgradigen Verdnderungen
wie einem leichten Tremor, Sprachschwierigkeiten oder einer Mikrographie beginnen [46].
Spéter entwickeln die Patienten Bewegungsstérungen wie Ataxien oder eindeutige Dysarthrien,
die oft von Dysphagien begleitet werden. Zu den weiteren frihen neurologischen
Manifestationen zahlen die Hypersalivation und die Hypomimie. Ohne Behandlung
verschlechtert sich der neurologische Zustand der Patienten bisweilen derart, dass sie bei nicht
oder nur geringfugig geminderter Intelligenz und vollem Bewusstsein aufgrund progredienter
Bewegungsstérungen mit  Dystonie, Spastiken und Rigiditat bettlagerig  werden,
Beugekontrakturen entwickeln, die Sprachféhigkeit verlieren und nicht mehr selbstdndig essen
konnen. Die friher haufigen epileptischen Anfélle treten heute aufgrund wirksamer Therapeutika
nur noch selten auf. Weitere pathologische Veranderungen konnen eine Dilatation des
Ventrikelsystems, eine Basalganglienatrophie und eine generelle Kortex- und Hirnstamm-
Atrophie sein. Haufig kénnen im CT oder MRT Veranderungen im Thalamus, im Nucleus
dentatus, in der Capsula interna oder der grauen Substanz dargestellt werden [47]. Allerdings
korrelieren die radiologisch nachweisbaren Verdnderungen nicht unbedingt mit dem Ausmal der

neurologischen Stérungen [15].

1.2.3.3 Psychiatrische Auswirkungen

Die wichtigsten psychiatrischen Symptome sind Personlichkeitsveranderungen (erhohte
Reizbarkeit, aggressiver oder geflhlsbetonter Habitus, Wutanfalle). Zusétzlich tritt oft eine
Abnahme der Leistung in der Schule oder am Arbeitsplatz in Erscheinung. Manche Betroffene
neigen zu Depressionen, manisch-depressiver Symptomatik, Exhibitionismus, Neurosen oder
Psychosen. Bei einer primdr psychiatrischen Manifestation besteht die Problematik, dass die
zugrunde liegende Erkrankung oft verkannt wird und es dann aufgrund einer fehlenden Therapie
zu einer Progredienz der Erkrankung kommt. Insbesondere werden die bei jugendlichen
Patienten auftretenden Stimmungsschwankungen und Apathien nicht selten als alterstypisch

angesehen und ihnen daher keine pathologische Bedeutung zugeschrieben [15].

11



Einleitung

1.2.3.4 Manifestation am Auge

Die 1 bis 3 mm breiten, grunlich-braunen, rétlichen oder gold-braunen Kayser-Fleischer-
Kornealringe sind am Rand der Kornea im inneren Drittel der Descemet-Membran, deren
Verlauf sie streng folgen, gelegen [48, 49, 50]. Diese Kupferakkumulationen sind am besten mit
der Spaltlampe zu beurteilen, kénnen bei starkerer Auspragung aber auch mit bloBem Auge
erkannt werden [6]. Fur sich gesehen besitzen sie keinen Krankheitswert, da das Sehvermdgen
nicht eingeschrankt ist. Sie bestehen aus schwefel-und kupferreichen, elektronendichten Granula.
Ca. 80% der Patienten weisen Kayser-Fleischer-Kornealringe auf. Bei neurologischer
Symptomatik treten sie fast immer auf, seltener sind sie bei hepatischer Manifestation
anzutreffen, dann vor allem im spateren Krankheitsverlauf. Die Kayser-Fleischer-Ringe sind
zwar typisch fiir Morbus Wilson, aber nicht pathognomonisch, da sie bisweilen auch bei
cholestatischen Lebererkrankungen, z.B. der primar bilidren Zirrhose, nachzuweisen sind. Selten
kénnen auch sonnenblumenférmige Katarakte vorkommen. Gelegentlich fuhrt eine
routinemaRige ophthalmologische Untersuchung tber den Befund von Kayser-Fleischer-Ringen

gegebenenfalls zur Diagnose eines Morbus Wilson [15].

Abbildung 5: Kayser-Fleischer-Kornealring [15]

1.2.3.5 Hamatologische Manifestation

Im Rahmen der Manifestation eines fulminanten Leberversagens oder einer chronischen
Hepatitis kann es zu einer massiven Hamolyse kommen. Das Auftreten der Hamolyse kann
unterschiedlich sein. So kann sie chronisch, isoliert oder in Kombination mit portalem
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Bluthochdruck und Splenomegalie auftreten. Hepatobillidre Bilirubinsteine kommen als Resultat
der Hamolyse vor. Teilweise werden Patienten bei einem Héamatologen vorstellig, bevor die

urséchliche hepatologische Krankheit erkannt wird [51, 52].

1.2.3.6 Renale Manifestation

Bei einer renalen Manifestation sind die Glomeruli und die Tubuli betroffen. In 20% der Falle
mit einer renalen Manifestation zeigt sich eine Azotamie. Die glomerulére Filtrationsrate ist
reduziert. Nicht ganz geklart ist die Frage, ob diese Reduktion eine direkte Folge der
Kupferiberlagerung ist, oder als eine Folge der Zirrhose zu betrachten ist. Die tubulére
Beteiligung ist deutlich als Folge des Kupferiiberschusses zu erkennen und ist durch Medikation
mit Chelatoren zu verbessern. Die tubuldre Dysfunktion kann mit erhohter
Harnséureausscheidung, mit einem Fanconi-Syndrom mit einer Erhéhung der Ausscheidung von
Aminosauren, mit tubulérer Azidose und mit verschieden pathologischen Verénderungen des
Elektrolythaushaltes einhergehen. Elektrolytstorungen kénnen auch eine Nephrokalzinose zur
Folge haben. Eine Verminderung der Glukosekonzentration im Urin stellt einen Ausgleich zu der

verminderten Glukosekonzentration im Blut bei einem Leberversagen dar [6].

1.2.3.7 Andere Manifestationen

Im Zusammenhang mit einem tberméRigem Kupfergehalt im Kdrper wurden auch pathologische
Veranderungen am Herzen beobachtet. So sah man bereits linksventrikuldre Hypertrophien,
vorzeitige ventrikuldre Kontraktionen, atriale Fibrillationen und sinoatriale Blockierungen.
Pathologen entdeckten auflerdem ventrikuldre Fibrosen und dilatierte Kardiomyopathien. Als
Veranderung am Muskel wurden Rhabdomyolysen beschrieben, was auf die toxische Wirkung
des Kupfers an den Mitochondrien zurlickzufiihren ist. In den Gelenken kann es zu einer
Kupfereinlagerung in die Synovia kommen, was zu einer Arthritis fihren kann. Ebenfalls
beobachtet wurden Osteoporose und Osteochondritis dissecans. Vitamin-D-resistente Rachitis ist
als Folge der renalen Dysfunktion ebenfalls beschrieben worden. Im endokrinen Stoffwechsel
sieht man Hypoparathyreodismus als eine Komplikation des Morbus Wilson, wofur die
Speicherung von Kupfer eine mogliche Erklarung zu sein scheint. Testikuldre Atrophie wird
ebenfalls mit der Toxizitat des vermehrten Kupfers in Verbindung gestellt [2, 50, 53]. In seltenen
Fallen konnen eine primédre oder sekundare Amenorrhoe oder wiederholte unerklérte

Spontanaborte die Erstmanifestation des Morbus Wilson sein [15].
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1.2.4 Diagnostik des Morbus Wilson

1.2.4.1 Labordiagnostik

Bei Patienten mit einer bislang ungekldrten Lebererkrankung oder neuropsychiatrischen
Symptomen sollte nach dem Ausschluss der hé&ufigeren Ursachen neben einer
ophthalmologischen Untersuchung mit der Spaltlampe zur Detektion des Kayser-Fleischer-
Kornealrings eine Bestimmung der Kupferstoffwechsel-Parameter (freies Kupfer im Serum,
Serum-Coeruloplasmin und Kupferausscheidung im 24-Stunden-Sammelurin) durchgefiihrt
werden. Fir den Morbus Wilson ist eine erhohte Konzentration des freien Kupfers, eine
erniedrigte  Konzentration des Coeruloplasmin im Serum und eine Erhéhung der
Kupferausscheidung im Urin typisch. Die Gesamtkonzentration des Kupfers im Serum ist bei
Patienten mit Morbus Wilson in der Regel erniedrigt. Sowohl das Kupfer im Serum als auch das
Coeruloplasmin im Serum konnen jedoch im Normbereich sein. Pathognomonisch, aber nicht
obligat vorhanden, ist eine transiente Erniedrigung der Aktivitat der Alkalischen Phosphatase.
AuRerdem lassen sich im Verhaltnis zum Bilirubin nur maRig erhéhte Transaminasen messen.
Bestehen weiterhin diagnostische Probleme, kénnen als zusétzliches Kriterium die Ergebnisse
einer Testbehandlung mit Penicillamin oder eines Radiokupfer-Tests zur Hilfe genommen
werden [15].

Bei 45% der Patienten mit hepatischer Manifestation eines Morbus Wilson ist die
Coeruloplasmin-Serum-Konzentration  verringert oder liegt am unteren Rande des
Normbereiches. In Abwesenheit eines Kayser-Fleischer-Rings reicht ein erniedrigter Serum-
Coeruloplasminspiegel nicht firr eine Diagnose [17]. Coeruloplasmin gehort zu den Akut-Phase-
Proteinen, so dass die Serumkonzentration, zum Beispiel bei einer chronisch-aktiven Hepatitis,
im Normalbereich liegen kann. Diagnostisch hilfreich ist, dass das zirkulierende Coeruloplasmin
eine Verminderung der enzymatischen Aktivitdt aufweist, was auf die herabgesetzte
Kupferinkorporation in Apocoeruloplasmin in der hepatischen Zelle zurtickzufihren ist [54].

Die Messung des freien Kupfers ist diagnostisch zwar hilfreich, aber meistens nicht
weggweisend. Viel mehr wird sie zu Zwecken der Therapieresponse bestimmt. Die
Kupferausscheidung im Urin ist ebenfalls kein zuverlassiges diagnostisches Kriterium, da Sie
auch bei hepatischer Nekrose anderer Genese erhoht sein kann. AufRerdem kann bei

prasymptomatischen Patienten die Kupferausscheidung im Normbereich liegen [45].
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1.2.4.2 Histologische Diagnostik

Beim Verdacht eines Morbus Wilson sollte auf jeden Fall eine Untersuchung des hepatischen
Kupfergehalts gemacht werden. Eine Leberbiopsie mit der quantitativen Bestimmung des
hepatischen Kupfergehalts hat fur die Diagnose einen hohen Beweiswert. Eine
Kupferkonzentration >250 pug/g Trockengewicht einer Leberbiopsie erfasst auch
prasymptomatische Patienten. Hingegen sind histologische Kupferfarbungen keine zuverldssigen
Hilfsmittel, da diese z.B. auch bei cholestatischen Lebererkrankungen auffallig sein konnen [15].
In den meisten Fallen sieht man histologisch eine feintropfige Leberzellverfettung in
Anwesenheit von Mallory-bodies. AuBerdem lasst sich eine fibrotische Umstrukturierung des
Mesenchyms erkennen. Diese Verdnderungen sind allerdings nicht krankheitsspezifisch und
werden auch bei anderen chronischen Erkrankungen der Leber, wie zum Beispiel bei einer

alkoholinduzierten Hepatitis, gefunden [55].

1.2.4.3 Radiologische Diagnostik

Durch das MRT und das CT kann im Gehirn erhohte Kupferspeicherung gemessen werden, was
sich schon zu einem frilhen Krankheitszeitpunkt nachweisen lasst und somit fir den Verlauf eine
wichtige Rolle spielen kann. Diese sient man hdufig im Thalamus, Nucleus dentatus, in der
Capsula interna oder der grauen Substanz. Eine Korrelation zwischen dem MaR der Verénderung

und der Klinischen Prasentation ist allerdings nicht immer ersichtlich [15, 47, 56, 57].

1.2.4.4 Molekulargenetische Diagnostik

Aufgrund des autosomal rezessiven Erbgangs des Morbus Wilson sind statistisch % der
Geschwister eines Patienten ebenfalls betroffen. Da die Geschwister meist klinisch unauffallig
beziehungsweise subjektiv gesund sind, handelt es sich bei ihnen um eine pradiktive genetische
Diagnostik. Einer derartigen Diagnostik sollte eine genetische Beratung vorausgehen, damit die
Untersuchten sich mit dem maoglichen Ergebnis und dessen Konsequenzen, zum Beispiel im
Hinblick auf Kranken- und Lebensversicherungen, vorher auseinandersetzen kénnen. Wenn
keine Blutsverwandtschaft der Eltern vorliegt, sind die Kinder eines Patienten mit Morbus
Wilson nur mit einer Wahrscheinlichkeit von etwa 1:175 betroffen [15].

Die Mutationsanalyse zum Zweck der Diagnostik ist aufgrund der vielen Mutationen ein sehr
muihsames Unterfangen. Hinzu kommt, dass die meisten Patienten compound heterozygot sind,
was bedeutet, dass sie zwei verschiedene Mutationen tragen. Wenn man sich aber auf die in einer

Bevolkerungsgruppe gehduft vorkommenden Mutationen beschrénkt, ist die Mutationsanalyse
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sehr hilfreich. Eine Polymerasekettenreaktion flr die am haufigsten vorkommende Mutation in
einer Region macht eine Diagnosestellung innerhalb einer Woche méglich [45].

Die am h&ufigsten identifizierte Mutation in Europa ist H1069Q im Exon 14 [30, 31, 58]. Der
Nachweis dieser Mutation ist zwar einfach, jedoch meist nur begrenzt aussagekraftig, da die
Mutation nur bei etwa 15% der Patienten homozygot vorliegt [59]. Die bisher bekannten ber
250 Mutationen (Wilson Database: www.medgen.med.ualberta.ca/database.html) kommen in
verschiedenen Exons des Gens vor [28, 60, 61, 62, 63, 64]. Es besteht bereits aktuell in
speziellen Laboren die Moglichkeit einer umfassenden genetischen Diagnostik. Die
Detektionsrate fur Mutationen im ATP7B-Gen mittels direkten Sequenzierens aller Exons in den
von Schmidt untersuchten Kollektiv liegt bei 65-85%. Diese Detektionsraten konnten auch in
Kollektiven aus Brasilien, Polen, China und Iran bestatigt werden [15]. Die vorlaufige
Interpretationen zu den genetischen Ergebnissen zeigt, dass die Mutationen sowohl das Alter der
initialen Symptome als auch das Erscheinungsbild mitprdgen kdnnen, obwohl weitere bisher
unbekannte modifizierende Faktoren bei der Expression der Erkrankung eine Rolle spielen [15,
32]. Wenn bei einem Patienten die Mutation im ATP7B-Gen auf beiden Chromosomen
identifiziert ist, dann ist eine pradiktive genetische Diagnostik bei den Geschwistern einfach.
Schwieriger ist es dagegen, das wenn auch relativ geringe Risiko fir die Kinder eines Patienten
auszuschliel3en, da bei dem Partner jegliche Anomalie im gesamten Gen ausgeschlossen werden
musste. Diese Untersuchung sollte nur unter Mitwirkung eines humangenetischen Beraters
vorgenommen werden [15].

Momentan er6ffnen sich vor allem in der molekulargenetischen Diagnostik Mdglichkeiten,
Analysen rentabler und schneller durchzufuhren. Die ldentifizierung der die Krankheit
verursachenden Mutationen ist insbesondere im Hinblick auf mdgliche Genotyp-Phanotyp-
Korrelationen von Interesse und spatestens dann erforderlich, wenn gentherapeutische Strategien
zur Anwendung verfugbar sind. Die Gentherapie wird mdglicherweise zukunftig die Therapie
der Wahl darstellen. Auf dem Wege dahin missen jedoch noch viele Probleme des gezielten

Gentransfers flr den Einsatz im Menschen gel6st werden [65, 66, 67].

1.2.5 Therapie

Ziel einer Therapie des Morbus Wilson ist die konsequente Entfernung des Uberschiissigen
Kupfers aus dem Korper und das Erreichen einer Homoostase des Kupfer-Haushaltes. Die
Therapie sollte unmittelbar nach Diagnose unabhdngig von den Symptomen eingeleitet und

dauerhaft fortgefiihrt werden. Als Optionen stehen dabei eine kupferarme Diat, mehrere
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pharmakologische Therapeutika und die Lebertransplantation zur Verfligung. Bei der
medikamenttsen Behandlung wird eine Initial- und eine Erhaltungsphase unterschieden. Die
initiale Phase umfasst durchschnittlich vier bis sechs Monate und ist beendet, wenn die
Serumkonzentration des freien Kupfers im Normbereich ist. Die 24h-Kupfer-Ausscheidung im
Urin sollte geringer als 500 ug sein. Die Therapie muss zeitlebens durchgefiihrt werden. Mit
einer Besserung z.B. neurologischer Symptome ist friihestens ein halbes Jahr nach dem Abfall
des Kupfers unter den toxischen Schwellenwert zu rechnen. Eine endglltige Genesung ist
frihestens ein bis zwei Jahre nach Behandlungsbeginn zu erwarten. Jedoch darf vom
neurologischen Status keinesfalls auf den Stand der Therapie geschlossen werden [15]. Hermann
et al. entwickelten dazu ein Verfahren zur Therapiekontrolle, das auf einem standardisierten

Scoreverfahren zur Beurteilung des klinisch neurologischen Schweregrads basiert [46].

1.25.1 Diét

Kupferreiche Lebensmittel wie Schellfisch, Leber, Pilze, Nusse, Sojaprodukte, Gelatine,
Rosinen, Schalentiere und Schokolade sollten besonders wéhrend der initialen
Behandlungsphase bei einer Erkrankung an Morbus Wilson méglichst vermieden werden. In
Gebieten, in denen ein hoher Kupfergehalt des Trinkwassers bekannt ist, sollte dieses vermieden

werden.

1.2.5.2 Penicillamin

Penicillamin ist der ,,Gold-Standard” fiir die Therapie des Morbus Wilson. Penicillamin reduziert
das an Proteine gebundene Kupfer und senkt die Affinitat der Proteine zum Kupfer. Dies
ermoglicht die Bindung des Kupfers an Penicillamin. Nachdem Kupfer von Penicillamin auf
diese Weise mobilisiert worden ist, erfolgt die Ausscheidung im Urin. Die meisten der
symptomatischen Patienten reagieren innerhalb eines Monats auf die Behandlung [45].
Herkdmmlich wurde in der Regel das Penicillamin verabreicht, initial taglich in einer Dosis von
1 g p.o. auf 1-2 Dosen verteilt. Da Penicillamin Wirkungen von Pyridoxin antagonisieren kann,
sollten zusatzlich 25 mg Pyridoxin taglich verabreicht werden. In Einzelfallen kann auch eine
neurologische Progredienz unter Penicillamin beobachtet werden und bei einer Dauer von mehr
als einer Woche zu einem Umstellen der Therapie fiihren [15]. Penicillamin ist ein Medikament
mit vielen Nebenwirkungen. Diese lassen sich einteilen in direkt dosisabhangige
Nebenwirkungen und immunologisch induzierte Schédigung. Zu den dosisabhangigen

Nebenwirkungen gehort der Mangel an Pyridoxin und der Eingriff in die Elastin- und
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Kollagenanordnungen, was zu Hautldsionen wie Cutis laxa und Elastosis perforans serpingiosa
fihren kann. Zu den immunologisch induzierten Schéden, welche einen sofortigen Abbruch der
Therapie erfordern, gehoéren Thrombozytopenien, Leukopenien, Immunkomplexnephritis,
Pemphigus, systemischer Lupus erythematodes, Myasthenia gravis, buccale Ulzerationen,

Goodpasture-Syndrom und Optikusneuritis [45].

1.25.3 Zink

Die Wirkung des Zinks als Medikament zur Behandlung der Morbus Wilson begriindet sich
durch zwei Wirkungsmechanismen. Zum einen blockiert Zink einen Carrier in den Enterozyten,
der einen gemeinsamen Transporter fir Kupfer und Zink darstellt. Zum anderen induziert Zink
die Bildung von Metallothionein in den Enterozyten. Metallothionein bindet Kupfer und fiihrt zu
dessen Ausscheidung mit den Féazes. Zink induziert aulRerdem die Bildung von Methallothionein
in der Leber, was die Hepatozyten vor der Toxizitat des Kupfers schitzt [68, 69, 70]. Zink ist
nebenwirkungsarm. In einer Dosis von 150 mg pro Tag, verabreicht als Acetat oder Glukonat,
stellt elementares Zink eine effektive Erhaltungstherapie beim Morbus Wilson dar. Es darf
infolge maéglicher Komplexbildungen nicht mit Trien oder Penicillamin zusammen verabreicht
werden [15].

1.2.5.4 Trientine

Trien, auch als Trientine, Triethylentetramin-Dihydrochlorid und TETA bezeichnet, ist ein oral
verabreichter Chelator [15]. Das Medikament erhoht die Ausscheidung von Kupfer im Urin und
ist in der Wirkung genauso effektiv wie Penicillamin, mit dem Vorteil, weniger Nebenwirkungen
zu verursachen [71]. Die Effizienz dieser Behandlung ist allerdings in der Initialphase nicht so
erfolgreich wie die mit Penicillamin. Trien erzeugt zwar eine bessere Kupfermobilisation, fiihrt
aber zu einem schnelleren Abfall der Kupferausscheidung im Urin als Penicillamin [45].
Mehrfach wurden als Nebenwirkungen eine Kontaktdermatitis und eine Eisenmangelandmie
beobachtet. Deshalb wird bei der Einnahme von Trien eine Eisensupplementation empfohlen.
Die verabreichte Dosis bei Erwachsenen liegt zwischen 750-1250 mg verteilt auf 2-4 Einnahmen
pro Tag und wird individuell eingestellt. Trien wird niichtern gegeben und stellt eine effektive
Therapie dar [15].
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1.2.5.5 Ammonium Tetrathiomolybdat

Diesem Medikament werden zwei Wirkungsmechanismen zugeschrieben. Zum einen bildet es
im Intestinaltrakt mit Kupfer Komplexe, so dass Kupfer gar nicht erst in die intestinalen Zellen
gelangt. Zum anderen bildet es mit Kupfer und Albumin im Blut Komplexe, so dass eine
zelluldre Aufnahme von Kupfer aus dem Blut unmdglich ist. Die Erfahrung mit diesem
Medikament ist bis jetzt noch nicht groR, scheint aber gerade in der Initialphase bei Patienten mit

neurologischer Symptomatik besonders wirksam zu sein [45, 72].

1.2.5.6 Antioxidantien

Antioxidantien werden als zusatzliche Medikamente verabreicht. Man hat herausgefunden, dass
bei einer Erkrankung an Morbus Wilson oft auch ein Mangel an Vitamin E, sowohl hepatisch als
auch im Serum, besteht. Bei Substitution von Vitamin E wurde eine Verbesserung der

Symptomatik beschrieben [45].

1.2.5.7 Lebertransplantation

Im Falle eines akut bzw. subakut verlaufenden Leberversagens oder im Falle einer chronisch
progredienten Leberzirrhose ist die Lebertransplantation indiziert. Die hepatozytare ATP7B-Gen-
Expression ist im wesentlichen fur das Krankheitsbild des Morbus Wilson verantwortlich. Die
Lebertransplantation fuhrt somit im Sinne einer somatischen Gentherapie zur Korrektur des
genetischen Defektes. Nach Lebertransplantation ist keine spezifische Therapie des Morbus
Wilson mehr erforderlich. Dennoch sind, soweit die terminale Lebererkrankung nicht im
Vordergrund steht, die medikamentésen Therapiemdglichkeiten auszuschopfen. Inwieweit sich
nach Lebertransplantation neuropsychiatrische Symptome bessern koénnen, wird kontrovers
diskutiert. Fortgeschrittene neuropsychiatrische Symptome sind als Kontraindikation flr eine

Lebertransplantation anzusehen [15].

1.2.6 Genotyp-Phanotyp-Korrelation beim Morbus Wilson

Wie oben bereits beschrieben sind bis heute Uiber 250 verschiedene Mutationen im ATP7B-Gen

identifiziert worden (Wilson Database: www.medgen.med.ualberta.ca/database.html) [28]. Diese

Heterogenitat im ATP7B-Gen erschwert die Untersuchung einer Genotyp-Phénotyp-Korrelation,
zumal sehr viele Patienten compound heterozygot sind. Zum Zwecke der Beurteilung des
phanotypischen Bildes werden das Geschlecht, die Primarsymptomatik, das Alter der

Erstmanifestation, einige Laborparameter, wie die Coeruloplasmin-Serum-Konzentration, die
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Serum-Kupfer-Konzentration und die Kupferkonzentration im Urin, die Prasenz eines Kayser-
Fleischer-Ringes, das Bild einer Leberbiopsie und der Kupfergehalt des Lebergewebes beurteilt.
Studien an Homozygoten zeigen, dass es Zusammenhange zwischen dem mutationsbedingtem
Funktionsverlust des Genproduktes und dem Alter der Erstsymptomatik gibt. Eine Untersuchung
von Panagiotakaki et al. ergab, dass die homozygote Trégerschaft einer frameshift- oder
nonsense-Mutationen im Vergleich zu der Trégerschaft einer homozygoten missense-Mutationen
phanotypisch zu einer friheren Krankheitsmanifestation und einer starkeren Verringerung der
Coeruloplasmin-Serum-Konzentration  fuhren, wahrend beziglich der Serum-Kupfer-
Konzentration und der Kupfer-Konzentration im Urin keine Unterschiede erkannt wurden [73].
Dieser Umstand erklart sich durch die unterschiedliche Funktionsbeeintrdchtigung des
Genproduktes des ATP7B-Gens. So fuhren frameshift- und nonsense- Mutationen zur Produktion
sehr unstabiler mRNA [73, 74], welche meist zu nichtfunktionalen Proteinen fihrt, wahrend zum
Beispiel bei der missense-Mutation H1069Q eine Restfunktion des Proteins erhalten bleibt [14,
75]. Aulerdem scheint die homozygote Trégerschaft einer frameshift-Mutation mit einer
uberwiegend hepatischen Primarsymptomatik einherzugehen [76]. Das phanotypische Bild wird
laut einiger Autoren nicht allein durch die krankheitsverursachende Mutation beeinflusst. So
spielen andere genetische Faktoren, wie zum Beispiel der APOE-Genotyp [77], epigenetische
Faktoren und Umweltbedingungen, wie zum Beispiel der Kupfergehalt des Trinkwassers und die
Erndhrung beziiglich kupferhaltiger Lebensmittel, in diesem Zusammenhang eine Rolle [64, 78].
Diese Theorie wird bestétigt durch die unterschiedliche Auspragung des Phanotyps unter
Patienten mit einem identischen Genotyp, was sogar unter Familienmitgliedern einer Familie
bestatigt werden konnte [76].

Uber die phanotypische Auswirkung der H1069Q-Mutation, welche in Zentral- und Osteuropa
die am haufigsten identifizierte Mutation ist [30, 31, 58], konnten bis heute in diesem
Zusammenhang die meisten Erkenntnisse gesammelt werden. Sie geht ph&notypisch mit einer
uberwiegend neurologischen  Primédrsymptomatik und einer verhaltnismaRig spaten
Erstmanifestation einher [73, 75, 77]. Hermann et al. beschreibt, dass manche Untersuchungen
zu dem Ergebnis eines Ungleichgewichtes der Geschlechterverteilung mit einem tiberwiegenden
Anteil weiblicher Patienten mit dieser Mutation kamen, wéhrend andere Untersuchungen dieses
Ergebnis nicht bestatigen konnten. AuRerdem beschreibt er einen vergleichsweise milden
Verlauf der hepatischen Manifestation des Morbus Wilson bei dieser homozygoten Mutation
[76]. Die Prasenz eines Kayser-Fleischer-Ringes wurde in einer Untersuchung von Caca et al.
bei 82% der H1069Q-Homozygoten identifiziert [31]. Des weiteren fand Wu et al. heraus, dass

die homozygote Trédgerschaft der R778L-Mutation, welche in China die am héaufigsten
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identifizierte Mutation ist, zu einem verhdltnismaRig frihen Krankheitsbeginn und einem
Uberwiegen der hepatischen Primarsymptomatik filthrt [79, 80]. Uber die 3402delC-Mutation
und die L708P-Mutation, welche die am h&ufigsten in Sudamerika identifizierten genetischen
Verénderungen im ATP7B-Gen sind, ist bisher nur bekannt, dass sich bei beiden Mutationen die
Auspragung des klinischen Bildes sehr heterogen darstellt. Es wird angenommen, dass
Umweltbedingungen und andere genetische Faktoren das klinische Bild beeinflussen und dass
die Veranderung im ATP7B-Gen allein nicht flr das klinische Bild verantwortlich sein kann
[78].

Der APOE-Genotyp hat Einfluss auf die klinische Manifestation des Morbus Wilson. Dem
Apolipoprotein E 3 wird eine neuroprotektive Funktion zugeschrieben, wéhrend das
Apolipoprotein E 4 zur Verschlechterung degenerativer Erkrankungen des ZNS fiihrt. So wurde
in mehreren Untersuchungen herausgefunden, dass das Vorhandensein des APOE-Genotyps 3/3
im Vergleich mit anderen APOE-Genotypen zu einer spéteren Erstmanifestation des Morbus
Wilson flhrt [77, 81, 82].

Untersuchungen des HFE-Gens, welches bei der homozygoten Tragerschaft der C282Y-
Mutation oder der compound heterozygoten Tragerschaft der Mutationen C282Y und H63D zu
einer Erkrankung an der hereditdren H&mochromatose fiihrt, ergaben, dass das alleinige
Vorhandensein einer der beiden Mutationen den Eisenstoffwechsel der an Morbus Wilson
erkrankten Patienten nicht beeinflusst, wahren die die homozygote Tréagerschaft der C282Y-
Mutation den Eisenmetabolismus auch bei gut therapiertem Morbus Wilson veréndert [83, 84].
Dies mag in diesem Zusammenhang daran liegen, dass die betroffenen Patienten sowohl an der

hereditaren Hamochromatose als auch an Morbus Wilson erkrankt sind.
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2. AUFGABENSTELLUNG

Die Aufgabe dieser Arbeit bestand darin, mogliche Korrelationen zwischen dem Genotyp im
ATP7B-Gen und dem Phénotyp bei Patienten mit diagnostiziertem Morbus Wilson
herauszufinden. Zu diesem Zweck wurde die klinische Symptomatik der Patienten betrachtet, bei
denen eine Mutation homozygot im Genotyp identifiziert wurde. Beurteilt wurden diesbezliglich
das Geschlecht, die Primarsymptomatik, das Alter der Erstmanifestation, die Prdsenz eines
Kayser-Fleischer-Ringes, Ergebnisse einer eventuell vorhandenen Leberbiopsie, die
Familienanamnese beziiglich der Erkrankung, die Coeruloplasmin-Serum-Konzentration und die
Kupfer-Konzentration im Serum und im Urin. Weiterfihrend wurden andere genetische
Faktoren, wie der APOE-Genotyp und eventuell vorhandene Mutationen im HFE-Gen, in
Hinblick auf die Primarsymptomatik der an Morbus Wilson erkrankten Patienten untersucht. Das
Vorhandensein bzw. das Nichtvorhandensein eines Kayser-Fleischer-Ringes wurde zusétzlich
noch einmal bezlglich der Primarsymptomatik betrachtet. Durch die genannten Untersuchungen
und Auswertungen soll beurteilt werden kénnen, ob die krankeitsverursachenden Mutationen zu
bestimmten Tendenzen des klinischen Bildes fiihren kdnnen und ob andere genetische Faktoren
Auswirkung auf die Auspragung der Erkrankung haben. Umgekehrt kénnte somit auch von
bestimmten klinischen Symptomen und Parametern auf eine Mutationsart geschlossen werden,
was eine schnelle und adaquate Behandlung unterstlitzen konnte.

Auler der Interpretation einer moglichen Genotyp-Phanotyp-Korrelation soll anhand
landerbezogener Mutationsspektren, welche die in den jeweiligen Landern identifizierten
Mutationen in der Haufigkeit ihres Auftretens und in ihrer Allel-Frequenz darstellen, gezeigt
werden, welche Mutationen in den unterschiedlichen L&ndern hdufig vorkommen und nach

welchen dementsprechend bei der genetischen Analyse zuerst gesucht werden sollte.
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3. MATERIAL UND METHODEN

3.1 Material

Durch die groRe Kooperation vieler Medizinischer Kliniken weltweit konnte eine sehr groRe
Anzahl an Patienten mit Kklinisch diagnostiziertem Morbus Wilson ermittelt und genetisch
untersucht werden. Insgesamt wurden in dieser Arbeit die Daten von 718 Patienten erfasst und
ausgewertet. Dabei wurden 347 Proben von mir selbst analysiert und ausgewertet. Bei diesen
Proben handelte es sich um die DNA von 107 Patienten aus Deutschland, 28 Patienten aus
Agypten, 153 polnischen, 13 slovakischen, 10 serbischen, 14 rumanischen und 18 litauischen
Patienten sowie 4 Patienten aus den U.S.A.. Die Ergebnisse der genetischen Analyse vorheriger
Doktoranden (Grit Sommer 50 Proben, Sebastian Pokojski 70 Proben) flossen ebenfalls in diese
Arbeit ein. Die Sequenzdaten weiterer 251 Proben waren bereits in der Arbeitsgruppe vorhanden
und wurden mir freundlicherweise zur Verfligung gestellt. Das Patientenmaterial sowie
Informationen zur Klinischen Symptomatik bezogen wir sowohl aus vielen verschiedenen
Zentren innerhalb Deutschlands als auch aus Brasilien, Polen, Iran, China, Roménien, Slowakali,
Tschechien, Serbien, Litauen, U.S.A., Agypten und Griechenland (Tabelle 1). Bei allen Patienten
erfolgten  die molekulargenetischen Untersuchungen nur  nach  schriftlicher
Einverstandniserklarung. Das genetische Material wurde nach einer Blutentnahme aus den
Leukozyten gewonnen. Im Falle einer vorausgegangenen Leberpunktion war eine DNA-
Gewinnung auch aus dem zur Verfligung stehenden Lebergewebe mdglich. Die Blutentnahme
erfolgte teilweise bei dem betreuenden Hausarzt und teilweise in der zustandigen Klinik.
AnschlieRend wurden die Proben in Form von 9 ml- EDTA Monovetten bei +4°C gekihlt an die
Charité geschickt. Das zu untersuchende Lebergewebe musste bei -80°C zur Charité gesandt
werden, wo die genetische Diagnostik stattfand. Die Ermittlung der klinischen Symptomatik der
an Morbus Wilson erkrankten Patienten erfolgte durch einen speziell fur das Krankheitsbild des
Morbus Wilson entworfenen Fragebogen, welcher auf der Seite 25 abgebildet ist. Dieser wurde
von dem behandelnden Arzt ausgefullt und anschlieBend an die Charité zur Auswertung
zurlickgesandt. Arztbriefe und Berichte zum Verlauf der einzelnen Patienten boten ebenfalls eine

Informationsquelle.
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Medizinische Zentren im Ausland

Professor Anna Czlonkowska Prof. habil. Dr. L. Kupcinskas
Polen 2nd Department of Neurology Litauen Department of Gastroenterology
Institute Psychiatry and Neurology Kaunas University of Medicine
Warsaw Kaunas
Piotr Socha, MD Cristina Maria Mihai, MD
Department of Gastroenterology, -
L - Constanta Hospital
Polen Hepatolgy and Nutrition Ruménien Pediatric Department
The Children’s Memorial Health Institute P
Constanta
Warsaw
Prof. Dr. Eduardo Luiz Rachid Cagado
Dr. Marta Degui Giorgios Dedoussis
Prof. Dr. Egberto Reis Barbosa g . .
Department of Nutrition Sience and
- Departments of Gastroenterology and . b
Brasilien Neurolo Griechenland | Dietics
ology. Harokopi University of Athens
Hospital das Clinicas Athens
University of Sao Paulo
Sao Paulo
Professor Xiuling Liang, MD Doc. MUDr. Viera Kupcova, CSc.
Department of Neurology 3. Department of Internal Medicine
China First Affliated Hospital Slowakai - DEp -
A . . Derer’s Hospital
Sun-Yat-sen University of Medical Science .
Bratislava
Guangzhou
H.Najmabadi, Ph.D
Ass. Prof of Mol. Genetics Slobodan Kazic, MD
Iran Director of Genetic Research Center Serbien Zverdara Hospital
Welfare and Rehabilitation University Belgrad
Tehran
Dr. Ezzat Elsobky, M.D. FACMG.Director
Prof. of Genetics Dr. Tom Vallone
Aqvoten Tawhida Yassin Abdel Ghaffar, MD USA Tufts University School of Medicine
9yp Prof. of Pediatric Hepatology T New England Medical Center
Ain Shams University Boston
Cairo

Tabelle 1: Die Tabelle beinhaltet die medizinischen Zentren im Ausland, von denen sowohl klinische Informationen

als auch Patientenmaterial, welches in der Charité genetisch untersuch wurde, zur Verfiigung gestellt wurde.
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Questionaire Wilson disease

Liver involvement O Neuropsychiatric symptoms O  Asymptomatic O

Index / Relative™ patient: born:__/ /  male O female O
Height: cm  Weight: kg Country of birth:

Ethnic origin caucasian O asian O black O others:

Date of first symptoms: Date of diagnosis:

Alive O Dead O if so, date of death: and pathology report* O

ATP7B genotype: ceruloplasmin genotype:

Apo E genotype: HFE genotype: others:

Availability of tissue O if so, please specify: DNAO RNA O
Ceruloplasmin serumconc.:__ g/l (normal>__ g/l)

Total serum copper conc.: non-protein bound serum copper conc.:

Urinary copper conc.: Hg/24h (normal < )

Urinary copper excretion after penicillamine: ug/24h

Serum iron conc.: Ferritin serum conc.: Transferrinsat.._ %

Liver biopsy yes O noO

if yes: Hepatic copper concentration: Hepatic iron concentration:
Hepatic copper stain pos. O neg. O Hepatic iron stain pos. O neg. O

Liver transplantationyes O no O

if yes: date of LTx: Follow up after LTx, please specify:

acute liver failure O chronic liver failure O other reasons for LTx:

Hemolysis yes O no O if yes, prooven by:

Family history yes O no O  ifso, please specify (e.g. attach pedigree)
brother/sister O  child O parent O other

Kayser-Fleischer-Ring yes O no O
Treatment  penicillamine O Zinc O  trientine O  others:

Course of disease since initiation of treatment:

Please, specify clinical symptoms and any other comments*:

*in case of relative, please indicate also the index patient

*please, attach a copy of a report or specify in more detail on a separate page
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3.1.1 Technisches Material und Chemikalien

Technisches Material:

ABIPrism 310 Genetic Analyzer (Applied Biosystems)
Analysenwaage (Sartorius)

Biofuge fresco Heraeus Instruments

Eppendorf Reference Pipetten

Mikrowelle

Power Supply (Biometra)

T3 Thermocycler (Biometra)

Thermomixer comfort (Eppendorf)

Vortex (Roth)

Chemikalien:

Agarose 50 — 100 bp (Roth)

BigDye Terminator Sequencing Ready Reaction Kit (Applied Biosystems)
QlAamp Blood Kit, Cat.Nr. 51104, (Qiagen)

QIAquick PCR purification Kit, Cat.Nr. 28106 (Qiagen)
DNeasy Tissue Kit, Cat.Nr. 69504, (Qiagen)

DyeEx 2.0 Spin Kit (Qiagen)

Ethanol (96 — 100%)

HPLC-H,0

Primer

Sybrgreen

Template Supression Reagent (TSR), (Applied Biosystems)
TBE-Puffer

AmpliTaq DNA Polymerase (Applied Biosystems)
HotStarTaqg DNA Polymerase (Qiagen)
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3.2 Methoden

3.2.1 Gewinnung der DNA

Die Gewinnung menschlicher DNA st aus allen kernhaltigen Zellen moglich. Zur genetischen
Diagnostik werden in diesem Falle die Leukozyten oder, wenn maglich, das Lebergewebe,
verwendet. Zur Isolation der DNA aus Leukozyten wird QlAamp Blood Kit, Cat. Nr.51104, der
Firma Qiagen verwendet, wohingegen die DNA aus Lebergewebe mittels DNeasy Tissue KIT
isoliert wird.

Die Leukozyten werden durch Zentrifugation gewonnen. Bei dieser Methode wird die Blutprobe
auf Raumtemperatur erwarmt, bevor sie dann 15 Minuten bei 2800 Umdrehungen in der Minute
(rpm) zentrifugiert wird. Auf diese Weise trennen sich die festen Blutbestandteile vom Plasma.
Zwischen diesen Fraktionen entsteht ebenfalls durch die Zentrifugation eine Dritte, die
sogenannte Leukozytenmanschette, welcher unser spezielles Interesse gilt. Zur Isolierung der
DNA, welche mit Hilfe des QIAmp Blood Kit (Qiagen) vollzogen wird, werden die Leukozyten
lysiert. Dazu bendtigt man 250 pl der Leukozytenmanschette, auch Buffy coat genannt, 25 pl
Qiagen-Protease und 250 pl Puffer AL. Diese Substanzen werden 15 Sekunden auf dem Vortex
gemischt bevor sie anschlieRend 10 Minuten bei 56°C inkubiert werden. Nach kurzem
Anzentrifugieren der Probe mit nachfolgender Zugabe von 250 ul Ethanol ( 96-100% ) zur
Fallung der DNA, wird die Probe nochmals 10 Sekunden auf dem Vortex gemischt und
nochmals anzentrifugiert. AnschlieBend werden die lysierten Leukozyten auf eine Spinsdule
Ubertragen und eine Minute bei 8500 rpm oder bei z&hflissigen Proben bei 13000 rpm
zentrifugiert. Die Spinséule enthdlt eine spezielle Matrix zur Adsorption der DNA. In weiteren
Schritten wird die DNA mit Hilfe eines Puffers gewaschen. So gibt man 500 pl des Puffers AW1
auf die Spinséule und zentrifugiert sie anschlieRend bei 8000 rpm flr eine Minute. Danach wird
die Spinsédule mit 500 pl des Puffer AW2 versetzt und drei Minuten lang bei 13000 rpm
zentrifugiert. Zur endgltigen Auswaschung der DNA, die sich in Verbindung mit der Matrix der
Spinsaule befindet, versetzt man die Probe wieder mit einem Puffer, dieses Mal mit 200 pl des

Puffers AE, und zentrifugiert die Probe nun zum letzten Mal fiir eine Minute bei 8000 rpm.

Die Gewinnung der humanen DNA aus dem Lebergewebe erfolgt nach der Entnahme von 25 mg
aus dem gefrorenen Gewebe. Dieses wird zundchst in kleinere Stiicke zerteilt und anschlielRend
mit 20 pl Proteinkinase K und 180 ul Puffer ATL versetzt. Diese Probe wird nach Mischung auf
dem Vortex tber Nacht bei 55°C inkubiert. Dieser Arbeitsschritt fihrt zur Lyse der Zellen. Der
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Probe wird auf dem Vortex 200 ul AL Puffer hinzugemischt, bevor sie fir eine Minute bei 70°C
inkubiert wird, um eine komplette Lyse zu erreichen. AnschlieBend wird die DNA mit Hilfe von
200 pl I 96-100%igem Ethanol und Mischung auf dem Vortex geféllt, bevor die Probe auf eine
Spinséule aufgetragen und bei 8000 rpm zentrifugiert wird. Die Arbeitsschritte zur Reinigung
und endgdltigen Elution der DNA erfolgen auf gleiche Weise, wie bei der Extraktion von

humaner DNA aus Leukozyten, die oben bereits beschrieben ist.

3.2.2 Polymerase-Ketten-Reaktion (Polymerase-chain-reaction, PCR)

Die Polymerase-Ketten-Reaktion ist eine Methode zur Vervielféltigung von DNA-Sequenzen,
der in den letzten Jahren immer mehr Bedeutung zugekommen ist. Diese Methode wurde 1985
veroffentlicht, nachdem sie 1984 von Karry Mullis konzipiert wurde. Er wurde schlieRlich 1993
mit dem Nobelpreis geehrt.

Das Prinzip der Polymerase-Ketten-Reaktion besteht darin, dass spezifische DNA-Sequenzen
mit Hilfe nattrlicher DNA-Polymerase des Escherichia coli Bakteriums vervielféltigt werden.
Zunéchst wird der zu vervielfaltigende Abschnitt der DNA mit einem Primer hybridisiert. Ein
Primer ist ein Oligonukleotid, dessen Sequenz komplementdar zu dem Anfang des zu
vervielfatigendem DNA- Abschnitts ist. Von diesem Primer aus kann nun ein zu der Ausgangs-
DNA komplementérer Abschnitt synthetisiert werden. Man kann einen Zyklus der PCR in drei
Phasen unterteilen. Zuerst beobachtet man die Denaturierungsphase, in der die DNA auf 95°C
erhitzt wird, um die beiden Einzelstrange voneinander zu trennen, die nach Abklhlung auf eine
flr einen bestimmten Primer optimale Temperatur als Matrize gebraucht werden. AnschlielRend
erfolgt die Hybridisierungsphase, in der der Primer mit dem zu vervielfaltigendem DNA-
Abschnitt hybridisiert wird. Bei einer Temperatur von 72°C folgt nun die Elongationsphase, in
der unter der Katalyse einer spezifischen Tag-Polymerase die Neusynthese zweier zu den DNA-
Strangen komplementérer Sequenzen erfolgt. Mittlerweile verwendet man ein hitzestabiles
Enzym des Bakterium Thermus aquaticus, welches im Gegensatz zu den vorher verwendeten
Enzymen des E. coli-Stammes selbst bei Temperaturen bis zu 95°C aktiv ist. Dadurch kann der
PCR- Zyklus mehrmals hintereinander durchgefuhrt werden ohne erneut Substitutionsmittel
hinzuzugeben. Die in einem PCR-Zyklus entstandenen Sequenzen werden in den darauf
folgenden Schritten ebenfalls als Matrize genutzt, so dass sich die Anzahl der DNA-Strange
exponentiell vervielfacht.

Bedeutung findet die Polymerase-Ketten-Reaktion beim Nachweis von genetischen Mutationen,

wie zum Beispiel des Morbus Wilson, aber auch beim Nachweis von Bakterien und Viren und
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bei der Forensik, welche man auch als genetischen Fingerabdruck bezeichnet. Da Mutationen,
die begrindend fur eine Krankheit sind, haufig auf einem bestimmten Genlocus vermehrt zu
finden sind, macht es Sinn, zundchst diese entsprechenden Exons zu untersuchen. Ost- und
zentraleuropdische Patienten mit klinischem Verdacht auf Morbus Wilson untersucht man
genetisch zum Beispiel zunachst auf die Mutation H1069Q im Exon 14.

Die PCR wird in einem programmierbaren Temperaturwechselgerdt (Thermocycler)
durchgefiihrt. Vor Beginn der einzelnen Reaktionszyklen wird die Temperatur bei Verwendung
des Master-Mix 1 und 2 fur 10 Minuten auf 95°C eingestellt, woraufhin die DNA innerhalb einer
Minute bei 95°C denaturiert. Unter Verwendung des Master-Mix 3 wird die Temperatur nur fur
zwei Minuten auf 95°C eingestellt, bevor die DNA innerhalb einer Minute bei selbiger
Temperatur denaturiert. AnschlieBend senkt das Gerat fir eine Minute die Temperatur fur die
Annealingphase auf das fir den gewéhlten Primer spezifische Temperatur-Optimum. Im
anschlieBenden Schritt findet die Elongationsphase statt. Wahrend dieser Phase wird die
Temperatur fur 1,5 Minuten auf 72°C erhoht auf der sie weitere zwei Minuten fir die
Finalelongitation erhalten bleibt. Diese Temperatur entspricht dem Temperatur-Optimum der
hitzestabilen Tag-Polymerase. Abschlielend kuhlt das Gerét die Proben auf 4°C ab. Fur die
Bearbeitung der einzelnen Exons wurden verschiedene Primer und Reaktionsansitze (Master-
Mix 1-3) und Temperatur-Optima benutzt, die in Tabelle 2 aufgelistet sind. Nachfolgend ist die

Zusammensetzung der einzelnen Reaktionsansatze beschrieben.
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Annealing- | Basen- | Reaktions-
Primer Temperatur paare ansatz
Exon 1 forward 5'-TTC CCG GAC CCC TGT TTG CT -3' 262 bp | Master-Mix 1
reversed [ 5'- AAT CCT CCT GGT GGG AGT GAG CAC -3' 54°C
Exon 2a | foward 5'- TGA CAC CAG TGG CAT TGT TT -3' 450 bp | Master-Mix 1
reversed [ 5'-GAG GCT GCCTTT CCT TCT G -3 60°C
Exon 2b forward 5'- CAT TGA GGA CAG GAT TTC CAAT -3' m: 447 bp | Master-Mix 1
reversed | 5- ATATCA ATT GGT CCC AGG CTTA-3' 60°C
Exon 2c forward 5'- GTA AAT GAC ATG GGATTT GAAG -3' 480 bp | Master-Mix 1
reversed | 5'- AGA ACT GGA AGA CCT GTG ATC T -3 57°C
Exon 2d forward 5'- GAA GAA AAT ATT GGC CAG CTC -3 508 bp | Master-Mix 2
reversed | 5'- AAG AGA AAA GGA GAC AAG CTC A -3 58°C
Exon 3 forward 5'- GAT ATT TCT GAC ATT TTATCC -3' 323 bp [ Master-Mix 3
reversed [ 5'-GCA GCATTC CTAAGT TCA -3 57°C
Exon4 forward 5-GCAGCCTCATTT TCA AAC AGT G -3' 460 bp | Master-Mix 3
reversed | 5'- CGG CTT CAA AGG AAAGTG AAAC -3 62°C
Exon 5 forward 5-GCT TTC ACAGGC TTT CCT TG -3' 349 bp | Master-Mix 1
reversed | 5'- AAA GGT GAC TAC AATTTT TAATGA TGA -3' 60°C
Exon 6 forward 5'- AGC TGT CTT CCC AGA AGT GC -3' 400 bp | Master-Mix 1
reversed [ 5'- GCA GCT AAT CCA GGA GGA AG -3 59,5°C
Exon 7 forward 5'- TGT GAC AAA GGC AGG TCTTAAA -3 503 bp | Master-Mix 1
reversed | 5'- GAA ACC AGG CCCTTAGTAGTCC -3 60°C
Exon 8 forward 5'- AGC TAG AGG CTT TGC CAT CC -3' 404 bp | Master-Mix 1
reversed [ 5'- CAT GGT GTT CAG AGG AAGTGA G -3 60,5°C
Exon 9 forward 5-TTT CGATAG CTCTCATTT CACA -3 209 bp | Master-Mix 2
reversed [ 5'- AAA CCA CAT GGG CAT CTG AT -3 55°C
Exon 10 forward 5'-CAG CTG GCC TAG AAC CTG AC-3' 350 bp | Master-Mix 1
reversed [5-TTACAG TGCTTC CGG GTT TC -3 60°C
Exon 11 forward 5'- GCT GAG CAA GTG ACA GTT -3' 231 bp [ Master-Mix 3
reversed | 5'- CGA GGA AGA TGA AGT TAG TT -3 57°C
Exon 12 forward 5-TCCATGCTTGTGGTGTTITTATT -3 358 bp | Master-Mix 1
reversed [ 5'-TCT GGC TTA GAT TTT GCT GTC A-3' 60°C
Exon 13 forward 5'- GAACCC AAG TTC GTC ACG TT-3' 350 bp | Master-Mix 1
reversed [ 5'- CAT CTC TCA GGA TGG GGA AA -3 60°C
Exon 14 forward 5'- GCA GGT TGG GTG AAG TTC TG -3' 399 bp | Master-Mix 1
reversed [ 5'- GGG CCC TCT AAGTGGTTT TC -3 60,5°C
Exon 15 forward 5-CTT TCT CTC AGT TCC CGC TTT C -3 358 bp | Master-Mix 3
reversed [5'-TCT GTG GTT TGACCCACCTCTA-3 62°C
Exon 16 forward 5'- GCT GTT AAA AGG ATT GCA TGG -3' 300 bp | Master-Mix 1
reversed [ 5'-AGG AGG ACT CTT TTG CCT GA -3 60°C
Exon 17 forward 5'- AAC TTG GTA GCT GCT GAT -3 239 bp [ Master-Mix 3
reversed | 5-TTT TGT CTC TAACTG CTT TTATGA -3 57°C
Exon 18 forward 5'- TAA CTT GAG GTT TCT GCT GCT ATC -3' 345 bp | Master-Mix 1
reversed | 5'- GGA GCA CAC AGT GAG GAA GG -3 60°C
Exon 19 forward 5'- GGC AGA CCC CTT CCT CAC -3 215bp | Master-Mix 1
reversed [ 5'- CCT GGG AGA GAG AAG CCT TT -8 54°C
Exon 20 forward 5'- CTA GGT GTG AGT GCG AGT T -3' 253 bp | Master-Mix 1
reversed [ 5'- CAG CAT TTG TCC CAG GT -3 53°C
Exon 21 forward 5'- AAT GGC TCA GAT GCT GTT -3 361 bp | Master-Mix 1
reversed [ 5'- GCT TGT GGT GAG TGG AGG -3' 53°C

Tabelle 2: In der Tabelle findet sich eine Auflistung der fiir die einzelnen Exons verwendeten Primer, die GroRe des

entstehenden PCR-Produktes sowie der verwendete Reaktionsansatze und die bendtigten Temperaturen.
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Master Mix 1

17,9 ul
3,0 ul
6,0 ul
0,6 ul
0,6 ul
0,6 ul
0,3 ul
1,0 ul

Master Mix 2

22,1 ul
3,0 ul
1,8 ul
0,6 ul
0,6 ul
0,6 ul
0,3 ul
1,0 ul

Master Mix 3

23,9 ul
3,0 ul
0,6 ul
0,6 ul
0,6 ul
0,3 ul
1,0 Wl

HPLC-H,0

Qiagen Puffer 1,5 mM MgCl,
Qiagen Q-Solution

dNTP

Forward-Primer (100umol)
Reverse-Primer (100umol)
Qiagen Tag-Polymerase (5U/ul)

Template

HPLC-H,0

Qiagen Puffer 1,5 mM MgCl,
MgCl, 25 mM

dNTP

Forward-Primer (100pmol)
Reverse-Primer (100umol)
Qiagen Tag-Polymerase (5U/ul)

Template

HPLC-H,0

PE Puffer 1,5 mM MgCl,
dNTP

Forward-Primer (100pmol)
Reverse-Primer (100umol)
PE Tag-Polymerase (5U/ul)
Template
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3.2.3 Reinigung des PCR-Produktes

Zur Bearbeitung der gewonnenen DNA mul} die DNA von allen Storfaktoren, wie zum Beispiel
von restlichen dNTPs und tberschissigen Primern, gereinigt werden. Zu diesem Zweck fiihrt
man die Aufreinigung der DNA mit QIAquick TM PCR-Purification Kit durch.

Diese Methode bedient sich des speziellen Aufreinigungs-Kits der Firma Qiagen und durchlauft
folgende Schritte: Zundchst werden 30 ul PCR-Produkt mit 150 ul Puffer versetzt und
vermischt. Anschlieend wird die Losung auf eine spezielle Filtersdule gegeben. Die Probe wird
nun 1 Minute lang bei 13000 rpm zentrifugiert, erneut mit 750 ul Puffer versetzt und
anschlieBend noch einmal 1 Minute lang bei 13000 rpm zentrifugiert. Zur Elution der Filter-
gebundenen DNA werden 30 ul Puffer AE auf den Filter gegeben. Im Anschluss daran wird die
Probe 1 Minute lang bei Raumtemperatur inkubiert und abschlieBend erneut 1 Min. bei 13000

rpm zentrifugiert.

3.2.4 Gelelektrophorese

Um die Qualitait der PCR-Produkte zu uberwachen, kontrolliert man diese mit der
Gelelektrophorese. Durch die elektrische Ladung der Molekille kommt es zu einer Wanderung
im Elektrischen Feld. Die Wanderungsgeschwindigkeit lasst erkennen, wie groR das Molekul ist
und wie stark seine Ladung ist.

Man benétigt zunachst Agarose-Gel, wofiir man 3 g Argarose (50-100000 bp) mit100 ml TBE-
Puffer mischt und mehrmals kurz aufkocht bis eine homogene Flissigkeit entsteht, die nach
Abkihlung auf 50°C auf eine Gelkammer gegossen wird und dort zu Gel erstarrt. Dieses Gel
wird wiederum mit TBE-Puffer (bergossen, bevor in die jeweils erste Geltasche einer
zweireihigen Gelplatte ein 6 pl eines DNA-Markers pipettiert wird. Diese gibt nach Anfarbung
Auskunft Uber GrolRe des Molekuls. Alle anderen Geltaschen werden mit einer Mischung aus 2
pl Elektrophoresepuffer, welcher der Sichtbarmachung der Lauffront dient, und 3 pl gereinigtem
PCR-Produkt geflllt. Der Gelplatte wird nun eine Spannung von 105 V angelegt, bis die
Lauffront die Mitte der Gelplatte von der Kathode in Richtung der Anode Uberquert hat.
AnschlieBend wird das Gel in einem Sybrgreenbad bestehend aus 50 ml TBE-Puffer und 5 pl
Sybrgreen 30 Min. lang gefarbt und im UV-Licht bei 320 nm durchleuchtet und zu
Dokumentationszwecken fotografiert.
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3.2.5 Segenzanalyse

1977 entwickelte Frederick Sanger die Kettenabbruchmethode. Diese dient der Bestimmung der
Nukleotid-Sequenz der DNA. Nach Denaturierung der DNA wird der zu analysierende
Einzelstrang mit einem spezifischen Primer hybridisiert, welcher am 3"~ Ende der DNA bindet.
Dieses Hybrid dient in Zusammenhang mit einer DNA-Polymerase der Bildung einer
komplementaren Sequenz, welche Rickschlusse auf die Orginalsequenz erlaubt, indem man
indem man die vier Desoxynukleosidtriphosphate, welche radioaktiv markiert sind, und ein
2°,3"-Didesoxynukleosidtriphosphat (ddNTP), als Analogon zu einem der dNTPs, zusetzt. Der
Einbau eines ddNTPs fiihrt zu Abbruch der Strangsynthese, da ein ddNTP aufgrund des Fehlens
des 3"-Hydroxyendes keine Phosphorbindung knipfen kann. Vier Reaktion mit jeweils einem
anderen ddNTP werden auf diese Weise durchgefiihrt. Im Anschluss daran werden die
Abbruchfragmente des jeweiligen Ansatzes unter Berilcksichtigung ihrer Léange
elektrophoretisch aufgetrennt und sichtbar gemacht und letzendlich von der Kathode zur Anode

hin abgelesen.

3.25.1 Sequenzanalyse mit BigDye™ Terminator Cycle Sequencing Ready

Reaction Kit

Das Prinzip der BigDye™ Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit beruht auf dem
Prinzip der Kettenabbruch-Methode nach Sanger. Allerdings sind die
Didesoxynukleosidtriphosphat-Molekiile (ddNTP) fluoreszenzmarkiert. Die Farbterminatoren
sind kovalent an die ddNTPs gebunden und fiihren nach Einbau zum Kettenabbruch und zur
gleichzeitigen Markierung durch den Fluoreszenzfarbstoff. Anhand unterschiedlicher Farbstoffe
an den vier unterschiedlichen ddNTPs konnen diese unterschieden werden. Die Farbstoffe

werden durch einen Laser des Sequenzierungsgeréates aktiviert.

Im Folgenden ist die Zusammensetzung der Terminationsreaktionsmischung beschrieben.
- Fluoreszensmarkierte A-/C-/G-/T-Farbterminatoren

- Desoxynukleosidtriphosphate (dATP, dCTP, dITP, dUTP)

- AmpliTaq® DNA- Polymerase mit thermisch stabiler Pyrophosphatase

- MgCl,

- Tris-HCI - Puffer, pH 9,0
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Durch einen Ersatz des Nukleotids dGTP durch dITP im dNTP-Mix vermeidet man die
Zusammenlagerung zwischen den Nukleotiden Guanin und Cytosin und halt somit die DNA
Einzelstrange voneinander getrennt. Durch diese Methode kann die Elektrophorese ungestort
ablaufen, ohne dass es zu einer Verringerung des Abstandes zwischen den einzelnen Banden

kommt.

Die Sequenzierungsreaktion wird mit folgendem Reaktionsansatz durchgefihrt:
5,8 ul HPLC-H,0

2,0 pl Terminationsreaktionsmischung

0,2 pul Primer (100 pumol)

2,0 ul gereinigtes PCR-Produkt

Zur Durchfihrung der Methode werden die Proben in einem programmierbaren
Temperaturwechselgerat bearbeitet. Die bei allen Exons mit insgesamt 30 Zyklen durchgefiihrte
Bearbeitung lauft unter den selben Bedingungen und Temperaturen und mit den gleichen
verwendeten Primern und Annealingtemperaturen ab, wie sie bei der PCR angewendet werden.
Zunéchst wird die Temperatur im Thermocycler fur 10 bzw.2 Minuten auf 95°C gebracht.
AnschlieRend wurde die DNA bei 95°C flr eine Minute denaturiert. AnschlieRend folgt fir eine
Minute die Annealingphase bei der fiir den jeweiligen Primer optimale Temperatur (s.Tabelle).
Es folgte die 4-mindtige Elongationsphase bei 55°C und das abschlieBende Herunterkihlen der
Proben auf 4°C.

3.2.5.2 Aufreinigung des Sequenzierungsproduktes

Um nicht eingebaute Nukleotide und andere Uberschissige Reagentien zu entfernen, ist es
zundachst notwendig das gewonnene Sequenzierungsprodukt einer Reinigung zu unterziehen.
Diese erfolgt mit Hilfe des DyeEx™ Spin Kit der Firma Qiagen, indem eine spezielle Gelséule
hochmolekulare Substanzen zurtickhalt, wéhrend niedermolekulare Substanzen durch mehrfache
Zentrifugation herausgefiltert werden. Zunéchst erfolgt eine Zentrifugation der Gelséule fir 2
Minuten bei 3000 rmp. AnschlieRend wird auf die Mitte des Gels 10 pl des
Sequenzierungsproduktes pippetiert, woraufhin eine erneute zweimindtige Zentrifugation bei
3000 rmp stattfindet, was zum oben beschriebenen Herausfiltern der Probe und zum

Zuruckhalten von Nukleotiden und Primer fiihrt.
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3.2.5.3 Auftragen der Proben

Das gereinigte Sequenzierungsprodukt wird zun&chst denaturiert, bevor es in einem
Sequenzierungsgerat weiterbehandelt wird. Dazu werden 4 pl des Sequenzierungsproduktes mit
20pl der Template-Supression Reagent (TSR) — Losung gemischt und anschlie3end bei 90°C fir
2 Minuten auf einem Heizblock inkubiert. Diese Anwendung dient der Denaturierung der DNA,

welche fur die nachfolgende Sequenzanalyse bendtigt wird.

3.25.4 Charakteristika des benutzten Sequenziergerates

Das Sequenzierungsgerdt, ABI Prism 310 Genetic Analyzer, wird zur Sequenzanalyse
angewandt. Ein Argonlaser regt den Floureszenzfarbstoff in der DNA zur Emission eines fir ihn
spezifisches Licht an und ermittelt durch das entstehende spezifische Licht das entsprechende
Nukleotid. Uber eine Kamera ist es dem Gerat moglich, aus den durch eine gelgefiillte Kapillare
passierenden DNA-Sequenzen, Fluoreszenz von vier verschiedenen Wellenlangen zu erfassen,
entsprechend der Emission der vier verwendeten Farbterminatoren. Durch spezielle Computer-
Software konnen die ermittelten Informationen zu einem Elektropherogramm verarbeitet

werden.

3.2.6 Assay fiir neue Mutationen

Jede neue Mutation muss mit einem zweiten Assay bestétigt werden. Zwei Methoden stehen

hierfiir zur Verfugung:

3.2.6.1 Restriktionsfragmentldngen-Polymorphismen (RFLP)

Diese Methode wurde Ende der sechziger Jahre von Werner Aber, Hamilton Smith und Daniel
Nathans entdeckt. Spezifische Enzyme von Prokaryonten besitzen die Fahigkeit bestimmte
Basensequenzen der DNA zu erkennen und auch zu schneiden. Bei diesen spezifischen Enzymen
handelt es sich um Restriktionsendonukleasen oder Restriktionsenzyme, die die spezifischen
Basensequenzen meist in Form eines Pallidroms erkennen. Die entstandenen Fragmente werden
in Kilobasen (kb) gemessen und durch die Gel-Elektrophorese sichtbar gemacht. Durch diesen
Mechanismus werden Varianten in Bezug auf die Lange der Segmente erkannt, welche z.B.
durch eine Mutation begriindet sind. Dieser Langenpolymorphismus gibt auler dem generellen
Nachweis einer Mutation Aufschluss Uber das Vorliegen einer homozygoten oder einer
heterozygoten Mutation. Zur Detektion der Mutation im ATP7B-Gen muss man zunéchst ein

sowohl flr die Basensequenz der Orginal- als auch fur die der Mutationssequenz geeignetes
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Restriktionsenzym finden. Man beginnt mit einer PCR zur Vervielféltigung der zu
untersuchenden Exons. Nach achtstiindiger Inkubation des Replikationsproduktes mit den
jeweiligen spezifischen Restriktionsenzymen, werden die L&ngen der entstandenen DNA-
Fragmente mittels der Gel-Elektrophorese identifiziert. Auf diesem Wege beweist man das

Vorhandensein einer Mutation in dem untersuchten Exon.

3.2.6.2 Allelspezifische PCR

Das Prinzip der allelspezifischen PCR beruht darauf, dass die zu untersuchende DNA mit einem
fir die Mutation spezifischen Primer versetzt wird. Aufgrund der Spezifitdt dieses Primers
kommt es nur bei bestehender Mutation zu einer Vervielfaltigung der DNA. Man wiederholt die
PCR mit einem fur das gesunde Allel spezifischen Primer, wodurch sich nur das gesunde Allel
amplifizieren lasst. Anschliefend werden die entstandenen DNA-Sequenzen elektrophoretisch

aufgetrennt.
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4. RESULTATE

4.1 Resultate der genetischen Untersuchung

In diesem Kapitel wird ein Uberblick (ber die identifizierten Mutationen der genetisch
untersuchten Patienten geboten. Zundchst wird beschrieben, wie viele Personen insgesamt
untersucht wurden und wie sich diese auf die einzelnen L&nder verteilen. Fortsetzend ist
dargestellt, ob die Patienten als Index-Patienten, also aufgrund einer klinischen Symptomatik,
oder als Verwandte dieser Index-Patienten untersucht wurden. Ebenfalls findet sich eine
Aufteilung der Patienten, in welcher gezeigt wird, ob ein, zwei oder gar kein verandertes Allel
identifiziert wurde (Tabelle 3). Alle Mutationen, die bei der genetischen Untersuchung
identifiziert wurden, sind in der Tabelle 4 mit Angabe ihres Genorts aufgelistet. Die neu
identifizierten Mutationen sind detailliert beschrieben. Auf Abbildungen der einzelnen
Elektropherogramme wurde aus Platzgrinden verzichtet. In Tabelle 5 und Abbildung 6 ist die
Anzahl identifizierter Mutationen in den einzelnen Exons dargestellt. Weiterfiihrend bietet dieses
Kapitel einen Uberblick tber das Auftreten und die Verteilung identifizierter Mutationen unter
den Patienten eines Landes. Fir jedes Land ist diesbezuglich ein Diagramm bzw. eine Tabelle

entworfen worden, welche einen genauen Uberblick erméglicht.
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4.1.1 Verteilung der genetisch untersuchten Patienten

) Anzahl Index- Vez\;\:]aer;dte Zweli Ein kein
Lander der : betroffene | betroffenes | betroffenes
Patienten | FaUenten | Index- 70,00 Allel Allel
Patienten

Polen 283 250 33 174 57 52
Deutschland 146 119 27 85 37 24
Brasilien 107 91 16 74 24 9
China 51 42 9 24 18 9
Iran 30 30 0 20 5 5
Agypten 28 23 5 25 0 3
Litauen 18 6 12 3 9 6
Rumanien 14 7 7 3 6 5
Griechenland 13 8 5 5 7 1
Slowakai 13 11 2 7 6 0
Serbien 10 1 6 1 3
US.A. 4 4 0 0 2 2
Gesamt 718 599 119 426 172 120

Gesamtzahl der Allele, auf denen eine Mutation

_ o 1024
identifiziert wurde

Tabelle 3: Die einzelnen Lander und die Anzahl der genetisch untersuchten Patienten sind in dieser Tabelle
beschrieben. Nachfolgend ist dargestellt, wie viele der Patienten aufgrund einer klinischen Indikation, als Index-
Patienten, und wie viele der Patienten aufgrund der Erkrankung eines Familienmitgliedes, als Verwandte eines
Index-Patienten, an der Charité genetisch untersucht wurden. In den anderen drei Spalten soll gezeigt werden, bei
wie vielen Patienten zwei Mutationen, eine Mutation oder gar keine Mutation nachgewiesen werden konnte. Die
unterste Zeile schildert die vorher beschriebenen Zeilen in der Gesamtheit aller Patienten. Der Kasten unter der

Tabelle gibt zuséatzlich Auskunft Giber die Anzahl der Allele auf denen eine Mutation identifiziert wurde.

Die Tabelle 3 zeigt einen Gesamtlberblick der Verteilung der insgesamt 718 genetisch
untersuchten Patienten. Zunéchst wird dargestellt, wie viele Patienten eines einzelnen Landes
untersucht wurden. Beginnend mit Polen, woher die meisten genetisch untersuchten Patienten
stammen, bis hin zu den U.S.A., woher die wenigsten genetisch untersuchten Patienten stammen,

wird jeweils die Anzahl dieser Patienten genannt. Anschliefend ist dargestellt, wie viele
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Patienten aufgrund einer klinischen Symptomatik, als Index-Patienten, und wie viele Patienten
aufgrund der Erkrankung eines Verwandten, als Verwandte eines Index-Patienten, bei denen
ebenfalls eine genetische Verédnderung zu erwarten war, genetisch untersucht wurden. AuRerdem
ist zu sehen, wie viele dieser Patienten Trager zweier betroffener Allele, eines oder keines
betroffenen Allels sind. Nachdem diese Zahlen zundchst fur die jeweiligen Lander berechnet
wurden und in den entsprechenden Zeilen vermerkt sind, findet sich in der untersten Zeile eine
Gesamtauswertung aller Patienten bezlglich der genannten Einteilungen. Unter den 718
Patienten, von denen 599 als Index-Patienten und 119 als Verwandte dieser Index Patienten
betrachtet werden, finden sich bei 426 untersuchten Patienten zwei Mutationen, bei 172 eine
Mutation und bei 120 Patienten keine Mutation. Unterhalb der Tabelle wird die Gesamtanzahl
aller identifizierten Mutationen in einem Kasten dargestellt, welche sich auf 1024 belauft.

Sowohl auf die Patientenanzahl der einzelnen Lander und die Unterteilungen in Index-Patienten
und Verwandte, als auch auf die Patientenzahlen beziiglich der Anzahl der betroffenen Allele

wird bei der Beschreibung der Mutationsspektren der einzelnen Lander eingegangen.
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4.1.2 Verteilung der identifizierten Mutationen in den Exons

Bekannte Mutationen

Exon Mutation Exon Mutation
2 845del T 14 E1064K
2 C271X 14 G1061E
2 Q289X 14 H1069Q
3 1518 21del4 14 R1041W
4 1639delC 15 3402delC
4 1672 73del2 15 G1089E
4 IVS4-1G/C 15 G1099S
5 R616Q 15 11102T
6 D642H 15 Q1095P
6 M645R 16 3449delA
7 G691R 16 3472 3482delll
8 2304insC 16 IVS16+1G/A
8 D765N 16 Q1142H
8 G710S 16 Q1142X
8 L708P 16 G1176R
8 M769V 17 3649 3654del6
8 R778G 17 T1220M
8 R778L 17 V1216M
8 R778W 18 3713 14del2
8 W779X 18 D1279G
10 2532delA 18 G1266R
10 1857T 18 IVS18-2A>G
12 D918N 18 N1270S
12 G943D 18 P1273L
12 L 936X 19 3973 3974insC
12 R919G 19 R1319X
12 R919W 20 G1341D
12 S921N 21 T1434M
13 A1003T
13 A1003V
13 P992L
13 R969Q
13 TI77M

Tabelle 4, Teil 1
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Neue Mutationen

41

Exon Nukleotid Aminosaure Typ Domane

2 €.397delT TCCtGGC p.W133Gfs deletion, fs Cu2

2 ¢.507delA TGCAaGGA p.G170Efs deletion, fs Cu2

2 €.802_808delTGTAAGT TtgtaagtCTT p.C268Lfs deletion, fs Cu3

2 €.778insC CcAAC p.Q290Pfs insertion, fs Cu2

2 C.442C>T CGG>TGG p.R148W missense Cu2

2 C.122A>G AGT>AAT p.N41S missense Cul

2 c.1186G>T GAA>TAA p.E396X nonsense

2 ¢.1063C>A CAG>TAG p.Q355X nonsense Cu3/4

2 c.314C>A TCG>TAG p.S105X nonsense Cul

2 c.721C>T CAG>TAG p.Q241X nonsense Cu3

2 €.1285+2 T>A TGgta>TGgaa IVS2+2T>A spilce site Cu3

2 ¢.524_525delAA TCAaaGTC p.K175Mfs deletion, fs Cu2

3 c.1436delC GTCCCcACA p.P479Hfs deletion, fs

3 €.1543+1G>C Ggt>Get IVS3+1G>C splice

3 ¢.1543+4A>G CTGgta>CTGgtg IVS3+4A>G splice

4 €.1708-1G>A agA>aaA 1IVS4-1G>A splice

4 c.1646T>C CTG>CCG p.L549P missense Cub/6

5 c.1772G>A GGC>GAC p.G591D missense Cub

5 €.1797_1798insT CCTTtGCC p.P600Cfs insertion, fs Cub

6 €.1915C>T CAT>TAT p.H639Y missense Cu6/Tml

7 €.2108G>A TGT>TAT p.C703Y missense Tm2

7 €.1947-4C>T ccagGTG>tcagGTG 1VS6-4T>C splice site ?

7 €.2008_2013delTATATG ATCtatatgCTG p.Y670_M671del deletion Tml

7 €.1958C>A TCT>TAT p.S653Y missense TM1

7 €.2038C>T CAG>TAG p.Q680X nonsense Cu6/Tml

7 €.2121+3A>G CAGgta>CAGgtg IVS7+3A>G splice site TM2

8 €.2192T>A GTG>GAG p.V731E missense TM3

8 €.2296dupA TCGACAaCGCC p.T766Pfs insertion, fs Tm4

8 €.2297C>T ACG>ATG p.T766M missense TM4

8 €.2315_2323del9 TTTGtgttcattgCCCT p.V772_1774del deletion T™M4

8 €.2323G>A GCC>ACC p.A775T missense Tm4

8 €.2327T>C CTG>CCG p.L776P missense T™M4

8 €.2206C>A GCC>GAC p.A736D missense Tm3

8 €.2210C>T ACA>ATA p.T7371 missense TM3

8 €.2279C>T CCT>CTT p.P760L missense TM3/4

9 €.2438_2440del TAAINSAT ATTtaa(at)TCA p.L813Yfs deletion, insertion Tm4

11 €.2662A>C ACC>CCC p.T888P missense Td/Tm5

11 €.2645_2646delCT CATGGCTctGTG p.S882Cfs deletion TM5

11 ¢.2579A>G GAA>GGA p.E860G missense Td

11 €.2632A>G AAT>GAT p.N878D missense Td/Tm5

11 €.2668G>A GTG>ATG p.V890M missense Td/Tm5

12 €.2866-2A>C agAAC>cgAAC IVS12-2A>C splice

12 €.2790_2792delCAT CATcatGTC p.1930del deletion inframe

12 €.2846T>G GTT>GGT p.V949G missense Tm5

12 €.2795C>A TCA>TAA p.S932X nonsense TmS
Tabelle 4, Teil 2
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Exon Nukleotid Aminosaure Typ Domane
13 €.2948G>T TGC>TTC p.C983F missense Ch/TM6
13 €.2962G>C GGG>CGG p.G988R missense TM6

13 €.2954G>A TGC>TAC p.C985Y missense Ch/TM6
13 €.2993G>A GGC>GAC p.G998D missense Ch/Tmé
13 €.2951C>G CCC>CGC p.P984R missense Ch/TM6
14 c.3140delA GGGaTGTGG p.D1047fs deletion, fs Ph

14 €.3061-2A>G agATAA>ggATAA 1VS13-2A>G splice site Ph/SEPHL
15 €.3263T>A TTG>TAG p.L1088X nonsense ATP loop
15 €.3373_3377delAGTCAInsTCT GCCagtca(tct)CCT p.H1126P, fs deletion, insertion ATP loop
15 €.3282C>G TTC>TTG p.F1094L missense ATP loop
16 €.3350-3353delAGCG GTGagegCCC p.E1117fs deletion, fs ATP loop
16 c.3451C>A CGT>TGT p.R1151C missense ATP loop
16 €.3551T>C ATT>ACT p.11184T missense ATP loop
16 €.3443T>A ATT>AAT p.11148N missense ATP loop
16 ¢.3517G>A GAG>AAG p.E1173K missense ATP loop
17 €.3697delC CCACCCcAG p.Q1233Rfs deletion, fs ATP loop
17 ¢.3620A>C CAC>CGC p.H1207R missense ATP loop
17 €.3694A>C ACC>CCC p.T1232P missense ATP binding
17 €.3650T>A GTT>GAT p.v1217D missense ATP binding
17 ¢.3583G>A GCA>ACA p.A1195T missense ATP loop
18 €.3731delT TGCtGCC p.L1244Rfs deletion, fs

18 €.3880delG CGAGQCAG p.A1294Qfs deletion, fs ATP loop
18 €.3842_3843insT ATGGGTIGTG p.V1282Cfs insertion, fs ATP hinge
18 €.3800A>G GAT>GGT p.D1267V missense ATP hinge
18 €.3818C>A CCG>CAG p.P1273Q missense ATP hinge
18 €.3896T>G CTT>CGT p.L1299R missense ATP loop
18 €.3799G>A GAT>AAT p.D1267N missense ATP hinge
18 €.3812A>G GAC>GGC p.D1271G missense ATP hinge
18 c.3772A>T AAA>STAA p.K1258X nonsense ATP hinge
20 €.4021G>C GGT>CGT p.G1341R missense TM8

20 €.4051C>T CAG>TAG p.Q1351X nonsense T™M8

20 €.4093_4094insT TGTGTICTG p.S1365Ffs insertion, fs Tm8

20 ¢.4076T>C ATG>ACG p.M1359T missense Tm8

20 c.4106C>T TCA>STTA p.S1369L missense Tm8

20 Cc.4114C>A CAG>AAG p.Q1372K missense T™M8

20 c.4118T>G CTC>CGC p.L1373R missense Tm8

21 ¢.4230G>A TGG>TGA p-W1410X nonsense 3'COOH

Tabelle 4: Die Tabelle gibt einen Uberblick tiber die identifizierten Mutationen. Alle Mutationen, die bei der
genetischen Untersuchung identifiziert wurden, sind in dieser Tabelle mit Angabe ihres Genortes aufgelistet. Die
neu identifizierten Mutationen sind bezuglich der Nukleotide, Aminosauresequenzen, des Mutationstyps und der

betreffenden Doméne detailliert beschrieben.
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Verteilungsspektrum der Mutationen

18- -
16-
14-

12
Anzahl
der gefundenen
Mutationen

2 bis 21

Abbildung 6: Mit der Abbildung soll anschaulich gemacht werden, wie viele unterschiedliche Mutationen in den
einzelnen Exons identifiziert wurden. Generell wurden nur in den Exons 2 bis 21 Mutationen identifiziert, weswegen
auch nur diese von links nach rechts dargestellt sind. Die einzelnen Balken, welche die Anzahl der Mutationen in
den einzelnen Exons darstellen, sind farblich halbiert. Der rote Teil kennzeichnet die noch nicht bekannten
Mutationen, wéhrend der gelbe Teil die bereits im Zusammenhang mit Morbus Wilson bekannten Mutationen
darstellt.
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Exon Mutationen Bekan_nte Neue _
insgesamt Mutationen Mutationen

2 15 3 12
3 4 1 3

4 5 3 2

5 3 1 2

6 3 2 1

7 7 1 6

8 18 9 9

9 1 0 1
10 2 2 0
1 5 0 5
12 10 6 4
13 10 5 5
14 6 4 2
15 8 5 3
16 11 6 5
17 8 3 5
18 15 6 9
19 4 2 2
20 8 1 7
21 2 1 1
Insgesamt | 145 61 84

Tabelle 5: Dieser Tabelle ist die Anzahl der in den einzelnen Exons identifizierten Mutationen zu entnehmen. In der
linken Spalte wird das Exon genannt, wahrend in den anderen Spalten eine Unterteilung der Anzahl der

identifizierten Mutationen in ,,Mutationen insgesamt*, ,,Bekannte Mutationen* und ,,Neue Mutationen“ erfolgt.

Die Tabellen 4 und 5 und die Abbildung 6 liefern Informationen tber die Mutationen, welche im
Rahmen der genetischen Untersuchung an der Charité identifiziert wurden. Zunéchst sind die
einzelnen Mutationen in der Tabelle 4 aufgelistet. Um eventuelle Haufungen identifizierter
Mutationen in einem Exon zu veranschaulichen, ist in Abbildung 6 ein Stufendiagramm
dargestellt. Die einzelnen Diagrammsdulen stellen die Anzahl der auf einem Exon identifizierten
Mutationen dar. Zusétzlich sind die einzelnen Sdulen farblich unterteilt. Der rote Teil der Sdulen
gibt die Anzahl der bisher noch nicht beschriebenen Mutationen wieder, wahrend der gelbe Teil
der Séule die Anzahl der bekannten Mutationen darstellt. Die genauen Anzahlen der Mutationen,
welche in einem Exon identifiziert wurden, sind in Tabelle 5 aufgelistet. Dort findet sich eine
Unterteilung, der zu entnehmen ist, wie viele Mutationen insgesamt auf einem Exon gefunden

wurden und wie viele davon bereits bekannt bzw. bisher noch nicht bekannt sind. Insgesamt
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konnten 145 verschiedene Mutationen identifiziert werden. Unter diesen befinden sich 61 bereits
bekannte und 84 bisher noch nicht beschriebene Mutationen. Man erkennt in Abbildung 6
deutlich eine Haufung identifizierter Mutationen in den Exons 2, 8 und 18. Im Exon 2 wurden 15
verschiedene Mutationen entdeckt, unter denen sich zwolf bisher noch nicht beschriebene
Mutationen befinden. Im Exon 8 konnten unter 18 identifizierten Mutationen neun bisher noch
nicht bekannte Mutationen beschrieben werden. Ebenfalls neun bisher noch nicht bekannte

Mutationen wurden unter insgesamt 15 identifizierten Mutationen im Exon 18 gefunden.

4.1.3 Landerbezogene Verteilung der Mutationen

In diesem Teil der Arbeit sind die Mutationsspektren der einzelnen L&nder dargestellt. Alle
identifizierten Mutationen der genetisch untersuchten Patienten des jeweiligen Landes sind in der
Héufigkeit ihres Auftretens und in ihrem prozentualen Anteil, gemessen an der Gesamtheit der in
diesem Land auftretenden Mutationen, in einem Kreisdiagramm dargestellt. Mutationen, die
zweimal oder seltener in dem jeweiligen Land identifiziert wurden, sind in dem entsprechenden
Kreisdiagramm unter ,,Andere* zusammengefasst und unterhalb der Abbildung aufgelistet.
Sowohl fur die Abbildungen als auch fur die Auflistung gilt, dass bereits bekannte Mutationen in
schwarzer Schrift und neue, bisher noch nicht beschriebene Mutationen in roter Schrift

dargestellt sind.
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4.1.3.1 Mutationsspektrum Polen

n=405 betroffene Allele

3350_3353del4,

1518_21del4, n=3, 1% n=3, 1%

3472_3482del11,
n=5, 1%

S653Y, n=3, 1%
WT779X, n=5, 1%

TI77M, n=6, 1%
R778G, n=6, 1%

T1120M, n=3, 1%

H1207R, n=3, 1% P1273L, n=6, 1%

Andere, n=32, 8% G988R, n=6, 1%

Q1351X, n=17, 4%

3402delC , n=31, 8%

H1069Q, n=276, 69%

Andere Mutationen:

Bekannte Mutationen: 2532delA, 2304insC, R616Q, R1319X, Q1095P, P992L, L938X, G1341D, D918N, D756N,
3973_3974insC, 3649del6

Neue Mutationen: V890M, Q355X, L776P, H639Y, 3149delA, IVS7+3A>G, T7371, P894L, G1341R, A1195T,
2315_2323del9

Abbildung 7: In der Abbildung ist dargestellt, welche Mutationen unter den genetisch untersuchten Patienten
auftreten. Insgesamt sind 405 betroffene Allele unter den polnischen Patienten identifiziert worden. Die
Beschriftung der einzelnen Kreisdiagrammabschnitte zeigt zunachst den Namen der Mutation, dann die Haufigkeit
ihres Auftretens und zuletzt den prozentualen Anteil dieser Mutation an den 405 identifizierten Mutationen. Bereits
bekannte Mutationen sind in schwarzer Schrift geschrieben, wéhrend noch nicht bekannte Mutationen durch rote
Schrift gekennzeichnet sind. Unterhalb der Tabelle findet sich eine Aufzdhlung der Mutationen, welche im
Kreisdiagramm unter ,,Andere* zusammengefasst wurden. Diese Mutationen wurden jeweils héchstens zweimal
identifiziert.
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Die grofite Anzahl untersuchter Patienten stammt, wie in der Tabelle 3 zu sehen ist, aus Polen.
Insgesamt wurden 283 polnische Patienten, von denen 250 Index-Patienten und 33 Verwandte
dieser Index-Patienten sind, genetisch untersucht. Bei 174 Patienten wurde auf zwei Allelen eine
Mutation entdeckt. Bei weiteren 57 genetisch untersuchten Personen fand man nur eine
Mutation, wahrend bei den restlichen 52 sequenzierten Personen keine Mutation nachgewiesen
werden konnte. Auf den 405 betroffenen Allelen der insgesamt 283 genetisch untersuchten
polnischen Patienten wurden 37 verschiedene Mutationen identifiziert. Diese sind in Abbildung
7 hinsichtlich der H&aufigkeit ihres Auftretens und ihres prozentualen Anteils an den insgesamt
405 identifizierten Mutationen in einem Kreisdiagramm dargestellt. Insgesamt 21 dieser
Mutationen sind bereits bekannt, wahrend weitere 16 bisher noch nicht beschrieben wurden. Die
bekannte H1069Q-Mutation im Exon 14 tritt unter den 405 identifizierten Mutationen in Polen
276-mal auf und ist somit mit einem Anteil von 69% gemessen an der Gesamtzahl der bei den
polnischen Patienten identifizierten Mutationen die am hdufigsten identifizierte Mutation. Die
ebenfalls bekannte Mutation 3402delC im Exon15 tritt am zweith&ufigsten auf. Insgesamt wurde
diese Mutation 32-mal gefunden, was einen prozentualen Anteil von 8% ausmacht. Die bisher
noch nicht beschriebene Q1351X-Mutation im Exon 20 konnte unter den polnischen Patienten
17-mal identifiziert werden. Ihr Anteil an den insgesamt 405 identifizierten Mutationen betrégt
somit 4%. Alle anderen Mutationen sind in deutlich geringerer Anzahl aufgetreten. Keine dieser
Mutationen ist mehr als sechsmal unter den genetisch untersuchten Polen identifiziert worden.
Die genaue Anzahl, sowie ihr prozentualer Anteil ist dem Kreisdiagramm in Abbildung 7 zu
entnehmen. Mutationen die zweimal oder weniger identifiziert wurden, sind unterhalb des

Diagramms aufgelistet.
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4.1.3.2 Mutationsspektrum Deutschland

n=207 betroffene Allele

1285+2T>A

Q1372K, n=4, 2% G710S, n=4, 2%
n=3, 1%

1340_1343del4, G1266R, n=4, 2%

n=3, 1% N1270S, n=4, 2%
3842 3843insT, W779X, n=5, 2%
=3, 1% .
=2, 270 2304insC, n=5, 2%
AT75T, n=3, 1% 2008_2013dels,

n=5, 2%
3402delC ,n=9, 4%

G1061E, n=3, 1%
G1099S, n=3, 1%
H1207R, n=3, 1%

11148T, n=3, 1%

Andere, n=46, 22% H1069Q, n=100, 48%

Andere Mutationen:

Bekannte Mutationen: V1216M, R969Q, R919W, E1064K, D642H, A1003V, 3973 3974insC, 2532delA, T1220M,
M769V, L708P, G691R, C271X

Neue Mutationen: V731E, V1217D, T766M, S105X, P760L, N878D, L1305P, L1088X, E860G, D1267N, C985Y,
C983F, 802_808del7, 524 525del2, 2645 2646del2, 1797 _1798insT, R1151C, IVS13-2A>G, D1267V, 778insC

Abbildung 8: In der Abbildung ist dargestellt, welche Mutationen unter den genetisch untersuchten Patienten
auftreten. Insgesamt sind 207 betroffene Allele unter den deutschen Patienten identifiziert worden. Die Beschriftung
der einzelnen Kreisdiagrammabschnitte zeigt zunachst den Namen der Mutation, dann die Haufigkeit ihres
Auftretens und zuletzt den prozentualen Anteil dieser Mutation an den 207 identifizierten Mutationen. Bereits
bekannte Mutationen sind in schwarzer Schrift geschrieben, wéhrend noch nicht bekannte Mutationen durch rote
Schrift gekennzeichnet sind. Unterhalb der Tabelle findet sich eine Aufzdhlung der Mutationen, welche im
Kreisdiagramm unter ,,Andere* zusammengefasst wurden. Diese Mutationen wurden jeweils héchstens zweimal

identifiziert.
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Unter den 146 deutschen Patienten wurden 119 Patienten als Index-Patienten verzeichnet.
Weitere 27 genetisch untersuchte Personen sind im Kontext eines Verwandtschaftsverhaltnisses
dieser Index-Patienten genetisch untersucht worden. Unter den deutschen Patienten konnten bel
85 zwei Mutationen, bei 37 eine Mutation und bei 24 gar keine Mutation ermittelt werden. Auf
207 Allelen wurden 50 verschiedene Mutationen identifiziert, was in Abbildung 8 in einem
Kreisdiagramm dargestellt ist. Die Beschriftung gibt zuerst den Namen der Mutation, dann die
Anzahl ihres Auftretens und zuletzt den prozentualen Anteil der Mutation unter den 207
identifizierten Mutationen an. Bereits bekannt waren 24 dieser Mutationen, wahrend die anderen
26 vorher noch nicht beschrieben worden sind. Die H1069Q-Mutation im Exon 14 ist wie auch
in Polen die am héufigsten auftretende Mutation. Unter den deutschen Patienten tritt diese
Mutation 100-mal auf und hat einen prozentualen Anteil von 48% von der Gesamtzahl der in
Deutschland aufgetretenen Mutationen. Die am zweithdufigsten auftretende Mutation ist,
ebenfalls wie in Polen, die 3402delC-Mutation im Exon 15. Sie ist mit einem Anteil von nur 4%
und einem Auftreten von neunmal schwach vertreten. Die anderen 48 Mutationen treten
héchstens funfmal unter den deutschen Patienten auf. Die genaue Anzahl und der prozentuale
Anteil dieser Mutationen an der Gesamtheit der in Deutschland identifizierten Mutationen ist

dem Kreisdiagramm zu entnehmen.
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4.1.3.3 Mutationsspektrum Brasilien

n=172 betroffene Allele

2304insC , n=3, 2% Andere, n=29, 17%

K1258X, n=3, 2%
M645R, n=3, 2% 3402delC, n=53, 30%
IVS3+1G/C, n=4, 2%
T1232P , n=4, 2%

F1094L, n=5, 3%

S932X, n=5, 3%
P1273L , n=6, 3%

L708P, n=33, 19%
H1069Q, n=8, 5%

2296insA, n=8, 5%
3713 _14del2, n=8, 5%

Andere Mutationen:

Bekannte Mutationen: R1391X, N1270S, G1061E, D765N, S921N, R778L, R778G, R1041W,
3449delA,1672_73del2

Neue Mutationen: 1VS4-1G/A, V949G, Q241X, P984R, N41S, L1373R, L1088X, 11148T, D1271G, A736D,
4093_4094insT, 3880delG, 2438_2440del TAAINSAT, 1436delC

Abbildung 9: In der Abbildung ist dargestellt, welche Mutationen unter den genetisch untersuchten Patienten
auftreten. Insgesamt sind 172 betroffene Allele unter den brasilianischen Patienten identifiziert worden. Die
Beschriftung der einzelnen Kreisdiagrammabschnitte zeigt zunachst den Namen der Mutation, dann die Haufigkeit
ihres Auftretens und zuletzt den prozentualen Anteil dieser Mutation an den 172 identifizierten Mutationen. Bereits
bekannte Mutationen sind in schwarzer Schrift geschrieben, wahrend noch nicht bekannte Mutationen durch rote
Schrift gekennzeichnet sind. Unterhalb der Tabelle findet sich eine Aufzihlung der Mutationen, welche im
Kreisdiagramm unter ,,Andere* zusammengefasst wurden. Diese Mutationen wurden jeweils héchstens zweimal
identifiziert.
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In Brasilien wurden 107 Patienten, unter denen sich 91 Index-Patienten und 16 Verwandte
befinden, genetisch untersucht. Bei 74 Patienten fand man zwei betroffene Allele, wéhrend bei
anderen 24 Patienten nur ein betroffenes Allel entdeckt wurde. Bei weiteren neun untersuchten
Personen konnte keine Mutation ausfindig gemacht werden. Unter den 107 brasilianischen
Patienten wurde insgesamt auf 172 Allelen eine Mutationen gefunden. Unter diesen wurden 37
verschiedene Mutationen identifiziert, welche in Abbildung 9, beziuglich der Haufigkeit ihres
Auftretens unter den brasilianischen Patienten und ihres prozentualen Anteils, in einem
Kreisdiagramm dargestellt sind. VVon diesen Mutationen sind 17 bereits bekannt, wahrend die
anderen 20 bisher noch nicht beschrieben wurden. Zum Zweck einer besseren Ubersicht, sind
bereits bekannte Mutationen in schwarzer Schrift und noch nicht bekannte Mutationen in roter
Schrift dargestellt. Am hdufigsten kommt unter den brasilianischen Patienten die 3402delC-
Mutation im Exon 15 vor, welche mit einem prozentualen Anteil von 30% insgesamt 53-mal
auftritt. Die Mutation L708P im Exon 11 hat, gemessen an allen 172 unter den Brasilianern
identifizierten Mutationen, einen prozentualen Anteil von 19% und ist mit der Haufigkeit ihres
Auftreten von 33-mal die am zweithdufigsten auftretende Mutation unter den Patienten dieses
Landes. Die in Deutschland und Polen besonders haufig vorkommende H1069Q-Mutation im
Exon 14 kommt unter den brasilianischen Patienten mit einem verhdltnismaRig geringen
prozentualen Anteil von 5% eher selten vor. Alle anderen Mutationen, die unter den

brasilianischen Patienten identifiziert wurden, traten achtmal oder seltener auf.
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4.1.3.4 Mutationsspektrum China

n=66 betroffene Allele

Andere, n=19, 28%

R778L, n=19, 28%
P992L , n=16, 24%

P1273Q , n=3, 4%

11148T, n=7, 10%
D1279G, n=4, 6%

Andere Mutationen:

Bekannte Mutationen: N1270S, 1VS4-1G/C, H1069Q, G943D, A1003V, R919G, 1VS16+1G/A, Q1142H
Neue Mutationen: T888P, IVS6-4C>T, IVS4+4A/G, E1173K, 2790_2792del3, 2604delC

Abbildung 10: In der Abbildung ist dargestellt, welche Mutationen unter den genetisch untersuchten Patienten
auftreten. Insgesamt sind 66 betroffene Allele unter den chinesischen Patienten identifiziert worden. Die
Beschriftung der einzelnen Kreisdiagrammabschnitte zeigt zunéchst den Namen der Mutation, dann die Haufigkeit
ihres Auftretens und zuletzt den prozentualen Anteil dieser Mutation an den 66 identifizierten Mutationen. Bereits
bekannte Mutationen sind in schwarzer Schrift geschrieben, wahrend noch nicht bekannte Mutationen durch rote
Schrift gekennzeichnet sind. Unterhalb der Tabelle findet sich eine Aufzdhlung der Mutationen, welche im
Kreisdiagramm unter ,,Andere* zusammengefasst wurden. Diese Mutationen wurden jeweils hdchstens zweimal

identifiziert.
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Unter den 51 untersuchten Chinesen befinden sich 42 Index-Patienten und neun als Verwandte
eines Index-Patienten untersuchte Personen. Bei 24 untersuchten Personen war nachweisbar auf
zwei Allelen eine Mutation zu verzeichnen. Bei weiteren 18 Patienten wurde auf einem Allel
eine Mutation identifiziert, wohingegen bei neun Personen keine Mutation festgestellt wurde.
Unter den insgesamt 66 Mutationen konnten 19 verschiedene Mutationen identifiziert werden.
EIf dieser Mutationen sind bereits bekannt, wahrend acht von ihnen noch nicht beschrieben
wurden. Die Verteilung dieser Mutationen bezuglich der Haufigkeit ihres Auftretens und ihrer
prozentualen Verteilung ist in Abbildung 10 anhand eines Mutationsspektrums dargestellt.
Wéhrend bereits bekannte Mutationen in schwarzer Schrift geschrieben sind, sind noch nicht
bekannte Mutationen in roter Schrift dargestellt. Betrachtet man die vorher beschriebenen
Lander in der Verteilung der aufgetretenen Mutationen, stellt sich in China wiederum ein vollig
anderes Mutationsspektrum dar. Sind die Mutationen H1069Q im Exon 14 und 3402delC im
Exon 15 in den bis jetzt beschriebenen Landern sehr stark vertreten, so sind sie in China so gut
wie gar nicht zu finden. Die H1069Q-Mutation ist unter den chinesischen Patienten nur einmal
identifiziert worden, wéhrend die 3402delC-Mutation gar nicht beschrieben werden konnte. Die
R778L-Mutation im Exon 8 kommt mit 28% am h&ufigsten auf den 66 betroffenen Allelen der
51 genetisch untersuchten Chinesen vor. Die P992L-Mutation ist mit einem Auftreten von 16-
mal und einem prozentualen Anteil von 24% die am zweithaufigsten auftretende Mutation. Mit
einer Allel-Frequenz von 10% ist die Mutation 11148T im Exon 16 die am dritthaufigsten
auftretende Mutation. Viermal konnte die Mutation D1279G nachgewiesen werden. Eine weitere
noch nicht bekannte Mutation, die P1273Q-Mutation, wurde auf drei betroffenen Allelen
identifiziert. Alle anderen Mutationen sind im Mutationsspektrum unter ,Andere

zusammengefasst und unter der Abbildung aufgelistet.
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4.1.3.5 Mutationsspektrum Iran

n=45 betroffene Allele

Andere, n=28, 63%

D642H , n=6, 13%

Q1142X, n=5, 11%

N1270S , n=6, 13%

Andere Mutationen

Bekannte Mutationen: R969Q, R919W, R778W, R778G, 1693delC, L936X, 1857T, H1069Q, G1089E, 845delT,
3649_3654del6

Neue Mutationen: S1369L, G591D, 1VS12-2 A/C, R148W, Q680X, L1299R, 3697delC

Abbildung 11: In der Abbildung ist dargestellt, welche Mutationen unter den genetisch untersuchten Patienten aus
dem Iran auftreten. Insgesamt sind 45 betroffene Allele unter diesen Patienten identifiziert worden. Die Beschriftung
der einzelnen Kreisdiagrammabschnitte zeigt zunachst den Namen der Mutation, dann die Haufigkeit ihres
Auftretens und zuletzt den prozentualen Anteil dieser Mutation an den 45 identifizierten Mutationen. Bereits
bekannte Mutationen sind in schwarzer Schrift geschrieben, wéhrend noch nicht bekannte Mutationen durch rote
Schrift gekennzeichnet sind. Unterhalb der Tabelle findet sich eine Aufzdhlung der Mutationen, welche im
Kreisdiagramm unter ,,Andere* zusammengefasst wurden. Diese Mutationen wurden unter den Patienten dieses

Landes jeweils hochstens zweimal identifiziert.
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Aus dem Iran wurden 30 Patienten , welche alle als Index-Patienten betrachtet werden, genetisch
untersucht. Bei 20 von ihnen konnte auf zwei Allelen eine Mutation nachgewiesen werden,
wahrend bei weiteren finf nur eine Mutation gefunden wurde. Bei den restlichen fiinf Patienten
wurde keine Mutation identifiziert. Unter den 30 genetisch untersuchten Patienten aus dem Iran
wurden auf 45 Allelen 21 verschiedene Mutation gefunden. Diese Mutationen sind in Abbildung
11 bezlglich der Haufigkeit ihres Auftretens in einem Kreisdiagramm dargestellt. Ferner ist die
prozentuale Verteilung der einzelnen Mutationen, welche sich auf die Gesamtheit der 45
Mutationen bezieht, den Beschriftungen der einzelnen Mutationen hinzugefiigt. Unter den
identifizierten Mutationen befinden sich 14 bereits bekannte Mutationen, wahrend sieben
Mutationen bis jetzt noch nicht beschrieben worden sind. Das Verteilungsspektrum der
identifizierten Mutationen der Patienten aus dem Iran ist sehr breit gefachert. Man erkennt, dass
die am hé&ufigsten vorkommenden Mutationen die D642H-Mutation im Exon 6, die N1270S-
Mutation im Exon 18 und die Q1142X-Mutation im Exon 16 sind. Allerdings sient man in
Abbildung 11, dass keine dieser Mutationen 6fter als sechsmal unter den Patienten aus dem Iran
identifiziert wurde. AulRerdem erkennt man deutlich, dass die unter , Andere
zusammengefassten Mutationen einen betrachtlichen Teil des Kreisdiagramms einnehmen. Alle
unter ,,Andere* zusammengefassten Mutationen sind unterhalb der Abbildung 11 aufgelistet.
Keine dieser Mutation wurde unter den genetisch untersuchten Patienten dieses Landes 6fter als

zweimal identifiziert.
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4.1.3.6 Mutationsspektrum Agypten

n=50 betroffene Allele

Andere, n=22, 44%

R

_ T

C703Y , n=3, 6%

E396X, n=4, 8%
G1341R , n=4, 8%

T977M, n=4, 8% n=8, 16%
H1069Q, n=5, 10%

3373_3374del2; H1126L,

Andere Mutationen:
Bekannte Mutationen: P1273L, IVS18-2A>G, T1434M, T1220M, N1270S, D642H, 2304insC
Neue Mutationen: W1410X, L549P, G998D, 507delA, 3731delT, P1273Q, 11148T, G591D

Abbildung 12: In der Abbildung ist dargestellt, welche Mutationen unter den genetisch untersuchten Patienten aus

Agypten auftreten. Insgesamt sind 50 betroffene Allele unter diesen Patienten identifiziert worden. Die Beschriftung

der einzelnen Kreisdiagrammabschnitte zeigt zunéchst den Namen der Mutation, dann die Haufigkeit ihres

Auftretens und zuletzt den prozentualen Anteil dieser Mutation an den 50 identifizierten Mutationen. Bereits

bekannte Mutationen sind in schwarzer Schrift geschrieben, wahrend noch nicht bekannte Mutationen durch rote

Schrift gekennzeichnet sind. Unterhalb der Tabelle findet sich eine Aufzdhlung der Mutationen, welche im

Kreisdiagramm unter ,,Andere* zusammengefasst wurden. Diese Mutationen wurden unter den Patienten dieses

Landes jeweils hochstens zweimal identifiziert.
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Aus Agypten wurden 28 Patienten, unter denen sich 23 Index-Patienten und fiinf Verwandte
dieser Index-Patienten befinden, genetisch an der Charité untersucht. Bei 25 Personen fand man
zwei betroffene Allele, wohingegen bei den anderen drei Patienten keine Mutation identifiziert
wurde. Das Mutationsspektrum der untersuchten agyptischen Patienten ist in Abbildung 12
dargestellt. Dieses gestaltet sich sehr heterogen, da unter den 50 betroffenen Allelen insgesamt
22 verschiedene Mutationen identifiziert wurden. Unter diesen 22 Mutationen befinden sich 13
Mutationen, welche bisher noch nicht beschrieben wurden. Weitere neun Mutationen sind im
Zusammenhang mit einer hepatolentikuldaren Degeneration bereits bekannt. Am hé&ufigsten
stellen sich die Mutationen 3373-3374del2 und H1126P im Exon 15 dar, welche auf dem
gleichen Allel identifiziert wurden und zu den noch nicht bekannten Mutationen gezahlt werden.
Insgesamt tritt dieses veranderte Allel mit einem Anteil von 16%, bezogen auf die Gesamtzahl
der in Agypten veranderten Allele, achtmal auf. Allerdings kann nicht von einer deutlichen
Gewichtung auf diese Mutation gesprochen werden, da unter den agyptischen Patienten in
Betrachtung der insgesamt 50 identifizierten Mutationen 21 verschiedene verzeichnet werden
konnten. Die Haufigkeit des Auftretens der anderen Mutationen sowie ihr prozentualer Anteil

sind dem Kreisdiagramm in Abbildung 12 zu entnehmen.

Die nachfolgend erldauterten Lander, Griechenland, Litauen und Serbien, sind in ihrer Abbildung
anders dargestellt. Aufgrund einer geringeren Patientenanzahl im Verhéltnis zu den weiter oben
beschriebenen Léandern und der damit einhergehenden geringeren Anzahl betroffener Allele,
konnen alle aufgetretenen Mutationen der Patienten eines Landes in einer Abbildung
zusammengefasst werden. Bereits bekannte Mutationen sind wie vorher in schwarzer Schrift und
noch nicht beschriebene Mutationen in roter Schrift dargestellt. Ebenfalls wie vorher sind die
einzelnen Diagrammpunkte mit Namen der Mutation, der Haufigkeit ihres Auftretens und ihrem

prozentualen Anteil gekennzeichnet.
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4.1.3.7 Mutationsspektrum Litauen

n=15 betroffene Allele

3402delC, n=1, 7%

R1041W, n=2, 13%

3472-3482del11, n=2,

H1069Q, n=10, 67%
13%

Abbildung 13: In der Abbildung ist dargestellt, welche Mutationen unter den genetisch untersuchten Patienten aus
Litauen auftreten. Insgesamt sind 15 betroffene Allele unter diesen Patienten identifiziert worden. Die Beschriftung
der einzelnen Kreisdiagrammabschnitte zeigt zunachst den Namen der Mutation, dann die Haufigkeit ihres

Auftretens und zuletzt den prozentualen Anteil dieser Mutation an den 15 identifizierten Mutationen.

Unter den 18 Patienten aus Litauen befinden sich zwdlf Index-Patienten und sechs Verwandte.
Bei drei Patienten wurden zwei Mutationen identifiziert, wahrend bei weiteren neun Patienten
nur eine Mutation entdeckt wurde. Bei den anderen sechs wurde keine Mutation gefunden. Unter
den Patienten aus Litauen konnten insgesamt 15 betroffene Allele erkannt werden, auf denen
vier verschiedene Mutationen identifiziert wurden. Alle vier Mutationen sind im Zusammenhang
mit dem Morbus Wilson bereits bekannt. Obwohl nur verhaltnismaRig wenige Patienten aus
Litauen genetisch untersucht wurden, sieht man eine deutliche Haufung der H1069Q-Mutation
im Exon 14. Sie kommt zehnmal vor und fallt mit einem prozentualen Anteil von 67% erheblich
ins Gewicht. Ansonsten auftretende Mutationen sind die 3402delC-Mutation im Exon 15, die
R1041W-Mutation im Exon 14 und die 3472-3482dell1-Mutation im Exon 16. Die genaue
Anzahl ihres Auftretens sowie die prozentuale Verteilung der Mutationen sind der Abbildung 13

Zu entnehmen.
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4.1.3.8 Mutationsspektrum Griechenland

n=17 betroffene Allele

11148T;G1176R, n=3,
18%

Q289X, n=6, 34%

845delT, n=4, 24%

397delT, n=4,
24%

Abbildung 14: In der Abbildung ist dargestellt, welche Mutationen unter den genetisch untersuchten Patienten aus
Griechenland auftreten. Insgesamt sind 17 betroffene Allele unter diesen Patienten identifiziert worden. Die
Beschriftung der einzelnen Kreisdiagrammabschnitte zeigt zunachst den Namen der Mutation, dann die Haufigkeit
ihres Auftretens und zuletzt den prozentualen Anteil des verénderten Allels an den 17 betroffenen Allelen. Bereits
bekannte Mutationen sind in schwarzer Schrift geschrieben, wahrend noch nicht bekannte Mutationen durch rote
Schrift gekennzeichnet sind.

Aus Griechenland wurden 13 Personen genetisch untersucht. Acht dieser Patienten sind Index-
Patienten, die anderen sechs sind Verwandte dieser. Bei flinf Patienten fand man zwei betroffene
Allele; bei weiteren sieben wurde eine Mutation ermittelt, wahrend nur bei einem Patienten kein
genetisch pathologischer Befund erhoben wurde. Bei der Sequenzierung der 13 griechischen
Patienten, wurde auf 17 Allelen eine Mutation identifiziert, deren Haufigkeit und Verteilung in
einem Diagramm in Abbildung 14 dargestellt ist. Unter den 17 betroffenen Allelen wurden
insgesamt vier unterschiedliche Verédnderungen entdeckt, welche ahnlich haufig zu finden waren.
Es befanden sich sowohl zwei bereits bekannte Mutationen, die Q289X-Mutation und die
845delT-Mutation im Exon 2, als auch zwei noch nicht beschriebene Mutationen, die 397delT-
Mutation und die 11148T-Mutation unter ihnen. Eine weitere Mutation, die bereits bekannte
G1176R-Mutation im Exon 16, wurde auf demselben Allel wie die 11148T-Mutation

identifiziert.
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4.1.3.9 Mutationsspektrum Serbien

n=13 betroffene Allele

R616Q, n=1, 8%

11102T, n=1, 8%
A1003T, n=5, 37%W \ e

2645_2646del2,
n=1, 8%

P

2304insC, n=1, 8%

H1069Q, n=4, 31%

Abbildung 15: In der Abbildung ist dargestellt, welche Mutationen unter den genetisch untersuchten Patienten aus
Serbien auftreten. Insgesamt sind 13 betroffene Allele unter diesen Patienten identifiziert worden. Die Beschriftung
der einzelnen Kreisdiagrammabschnitte zeigt zunéchst den Namen der Mutation, dann die Haufigkeit ihres
Auftretens und zuletzt den prozentualen Anteil des veranderten Allels an den 13 betroffenen Allelen. Bereits
bekannte Mutationen sind in schwarzer Schrift geschrieben, wéhrend noch nicht bekannte Mutationen durch rote

Schrift gekennzeichnet sind.

Zehn Patienten aus Serbien wurden untersucht, unter denen sich neun Index-Patienten und nur
ein Verwandter befindet. Man fand bei sechs Patienten zwei betroffene Allele, bei einem Patient
eine Mutation und bei drei Patienten keine Mutation. Unter den genetisch untersuchten
serbischen Patienten wurden sechs verschiedene Mutationen auf 13 Allelen identifiziert, von
denen funf bereits bekannt sind, wohingegen eine Mutation noch nicht vorher in einen
Zusammenhang mit einer Erkrankung an Morbus Wilson gebracht wurde. Die Mutationen sind
bezlglich der Haufigkeit ihres Auftretens und ihrer prozentualen Verteilung in Abbildung 15
dargestellt. Hervorstechend in der Haufigkeit ihres Auftretens sind die Mutationen A1003T im
Exon 13 und H1069Q im Exon 14, wie man in dem Mutationsspektrum der Abbildung 15

erkennen kann. Die anderen Mutationen kommen jeweils nur einmal vor.
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4.1.3.10 Mutationsspektren Rumanien, Slowakai und U.S.A

Rumanien: n=12 betroffene Allele

Slowakai: n=20 betroffene Allele
U.S.A.: n=2 betroffene Allele

Bekannte Anzahl Neue Anzahl
Lander Mutationen der Mutationen Mutation der Mutationen
Rumanien H1069Q 10
2304insC 2
Slowakai H1069Q 17 M1359T 3
U.S.A. R1319X 1 11148N 1

Tabelle 6: In der Tabelle werden die identifizierten Mutationen der L&nder Ruménien, Slowakai, und U.S.A..
dargestellt, von welchen nur eine geringere Patientenanzahl genetisch untersucht wurde und somit auch wenig
Mutationen identifiziert werden konnten. Bereits bekannte Mutationen sind in schwarzer Schrift dargestellt,

wahrend noch nicht bekannte Mutationen rot markiert sind.

Die identifizierten Mutationen der Patienten der Lander Rumanien, Slowakai und U.S.A. sind
aufgrund der geringen Anzahl an Patienten und somit auch der Mutationen in Tabelle 6

gemeinsam beschrieben.

Unter den 14 untersuchten Patienten aus Ruménien befinden sich sieben Index-Patienten und
sieben Verwandte. Bei drei Personen wurde auf zwei Allelen eine Mutation ermittelt, wéhrend
bei weiteren sechs nur eine Mutation ausfindig gemacht werden konnte. Bei anderen funf
Untersuchten wurde keine Mutation identifiziert. Auf zwdlf veranderten Allelen der insgesamt
14 ruménischen Patienten waren Mutationen vorzufinden. Es wurden nur zwei verschiedene
bereits bekannte Mutationen verzeichnet. Der H1069Q-Mutation im Exon 14 kann ein deutlicher
Schwerpunkt zugesprochen werden, da sie unter den zwdlf identifizierten Mutationen zehnmal
vorkam. Die andere Mutation ist die 2304insC-Mutation im Exon 8, die auf den beiden

verbleibenden veranderten Allelen gefunden wurde.

Aus der Slowakai wurden 13 Patienten an der Charité genetisch untersucht. EIf dieser Patienten

sind Index-Patienten, wahrend die anderen zwei untersuchten Personen Verwandte dieser Index-
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Patienten sind. Die genetische Untersuchung ergab bei sieben Patienten zwei und bei sechs
weiteren Patienten ein betroffenes Allel. Insgesamt wurden unter 20 identifizierten Mutationen
nur zwei verschiedene Mutationen identifiziert. Insgesamt wurde 17-mal die H1069Q-Mutation
im Exon 14 entdeckt. Die weiteren drei betroffenen Allele trugen die bisher noch nicht bekannte
Mutation M1359T im Exon 20.

Aus den U.S.A. wurden nur 4 Patienten genetisch untersucht, die alle als Index-Patienten
untersucht wurden. Bei zwei Patienten wurde jeweils ein betroffenes Allel identifiziert: Zum
einen die bereits bekannte R1319X-Mutation im Exon 19 und zum anderen die noch nicht
bekannte 11148N-Mutation im Exon 16.
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4.2 Homozygote Mutationen und ihr klinisches Bild

Insgesamt 221 der 718 genetisch untersuchten Patienten sind homozygote Tréger einer
bestimmten Mutation im ATP7B-Gen. Insgesamt konnten 45 verschiedene homozygote
Veranderungen der DNA identifiziert werden, von denen 33 hier im Hinblick auf die klinische
Auspragung beschrieben sind. Die wohl am haufigsten im Zusammenhang mit dem Morbus
Wilson auftretende Mutation, die H1069Q-Mutation im Exon 14, pragt die grofite Anzahl der
homozygoten Patienten. Insgesamt sind 124 Patienten homozygote Tréger der H1069Q-
Mutation. Die nédchst groRte Patientenanzahl mit homozygot verédnderter DNA tragt die
3402delC-Mutation auf dem Exon 15, welche bei 19 Patienten identifiziert wurde. Insgesamt bei
elf Patienten entdeckte man im Exon 8 die L708P-Mutation als homozygote Veranderung der
DNA. Vier homozygote Trager einer bestimmten Mutation fand man jeweils fur die Mutationen
2296dupA-Mutation im Exon 8, T977M im Exon 13, P992L ebenfalls im Exon 13, H1126P im
Exon 15, und N1270S im Exon 18. Jeweils zwei homozygote Trager einer Mutation fand man
bei zehn verschiedenen Mutationen: E396X, 845delT und Q289X im Exon 2, IVS3+1G/C im
Exon 3, D642H im Exon 6, R778G und G710S im 8, A1003T im Exon 13, Q1142X im Exon 16,
G1341R im Exon 20. Bei 27 weiteren genetisch untersuchten Personen wurde ebenfalls die
homozygote Tragerschaft einer Mutation identifiziert. Die folgenden 27 Mutationen wurden
jeweils nur bei einer Person als homozygote Veranderung des Gencodes entdeckt: R148W im
Exon 2, L549P und IVS4-1G/A im Exon 4, Q680X, G691R, C703Y und 2008-2013del6 im
Exon 7, D765N im Exon 8, 1857T im Exon 10, S932X und L936X im 12, G998D im Exon 13,
G1061E im Exon 14, G1089E und F1094L im Exon 15, T1232P, R1151C, 11148T und 3472-
82del11 im Exon 16, 3697delC und 3649-3654del6 im Exonl7, P1273L, L1299R, IVS18-2A>G,
3731delT und 3713-14del2 im Exon 18 und W1410X im Exon 21..

Die Beschreibung der homozygoten Patienten beschéaftigt sich in diesem Teil der Arbeit mit der
Auswirkung der krankheitsverursachenden Mutationen auf die klinische Symptomatik. Genauer
betrachtet wurden zu diesem Zweck die Primarsymptomatik, das Alter der Erstsymptomatik, das
Geschlecht, die Présenz eines Kayser-Fleischer-Ringes, die Abstammung, die familidre
Vorbelastung und, wenn erhéltlich, das histologische Bild infolge einer Leberbiopsie und der
Kupfergehalt des Lebergewebes. Einige Laborparameter, die diagnostisch wichtig zur
Aufdeckung der Erkrankung sind und Auskunft Gber das Mal} der Erkrankung geben, wurden
diesbeziiglich ebenfalls ausgewertet. Hierbei handelt es sich um die Ceruloplasmin-Serum-

Konzentration, die totale Kupfer-Serum-Konzentration und die Kupferkonzentration im Urin.
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Die Datenbeschaffung und -auswertung war besonders arbeits- und zeitintensiv, da die
behandelnden Arzte der Patienten zunachst tiber e-mail, Post oder Telefon erreicht werden
mussten, was sich in den verschiedenen Landern unterschiedlich schwierig gestaltete und den
Datenfluss des Ofteren erschwerte. Eine zusétzliche Schwierigkeit und Herausforderung ergab
sich bei der Auswertung der Laborparamter, welche lander, zentren- und stédteabhéngige
Unterschiede bezliglich der Referenzwerte und Messeinheiten aufwiesen. Zum Zwecke einer
mdoglichst genauen Auswertung der Daten wurden die Daten nicht in dieselben Einheiten
umgerechnet, solange die passenden Referenzwerte, welche im Text bei den einzelnen
Berechnungen genannt sind, vorhanden waren. Im Falle unbekannter Referenzwerte wurden die
totalen Kupfer-Serum-Konzentrationen durch eine Umrechungstabelle (www.medizin-
forum.de/index.php3?menue=Foren&go=zeigeArtikel&nid=77&seite=&aid=325113) von den

konventionellen Einheiten in die Sl-Einheiten umgerechnet und nachfolgend mit den
Referenzwerten der Charité (www.charite.de/ilp/routine/referenzdb/75324.htm) ausgewertet.

Auch die Coeruloplasmin-Serum-Konzentrationen wurden bei unbekannten Referenzwerten mit

den Referenzwerten der Charité (www.charite.de/ilp/routine/referenzdb/28540.htm) ausgewertet.

Die Umrechung der Kupferkonzentrationen im Urin erfolgte bei unbekannten Referenzwerten
mit Hilfe einer Umrechungstabelle (www.ukaachen.de/go/show?1D=1296122&
DV=0&COMP=download&NAVID=1296112&NAVDV=0), bevor die Daten nachfolgend mit

den Referenzwerten der Charité (www.charite.de/ilp/routine/referenzdb/48040.htm) ausgewertet

werden konnten. Der Kupfergehalt des Lebergewebes aller Patienten, von denen Informationen
bezuglich dieses Parameters vorhanden waren, wurde mit den Referenzwerten der Charité

(www.charite.de/ilp/routine/referenzdb/1922853.htm) ausgewertet. Der Kupfergehalt der Leber

war bei den meisten Patienten in pg/g Trockengewicht der Leber angegeben und musste zur
Auswertung durch die Charité-Referenzwerte in Sl-Einheiten umgerechnet werten. Die
Umrechnung erfolgte mit Hilfe des Faktors 63,6132316, welcher sich aufgrund der
Gleichsetzung von 250 pg/g TG und 3,93 umol/g TG der Leber, die auf der oben genannten
Charité-Seite genannt wurde, errechnete.

Um die Daten miteinander vergleichbar zu machen, wurde jeder einzelne Wert in einen
prozentualen Zusammenhang mit seinem zugehodrigen Referenzbereich gestellt. Daten, die
unterhalb des Referenzbereiches lagen, wurden durch die untere Referenzbereichsbegrenzung
dividiert, wahrend Daten, die Uber der oberen Referenzbereichsbegrenzung lagen, durch diese
geteilt wurden. Innerhalb des Referenzbereiches liegende Konzentrationen wurden gleich
behandelt, in dem sie mit 100% berechnet wurden. Aus den auf diese Weise errechneten

Prozentwerten wurde nachfolgend ein Mittelwert errechnet, welcher sowohl in der Tabelle 7 als
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auch im Text genannt wird. Sowohl flr die Coeruloplasmin-Serum-Konzentration als auch fir
die Kupfer-Serum-Konzentration gibt der Mittelwert an, auf wie viel Prozent die
Konzentrationen der Patienten durchschnittlich gegentiber der Konzentration eines Gesunden
verringert ist. Diese Berechnungen der Werte erfolgten fur jede Patientengruppe, welche sich aus
den Patienten, die Tréger derselben homozygoten Mutation sind, zusammensetzt. Die
Erhohungen der einzelnen Kupfer-Konzentrationen im Urin wurden jeweils als x-fache
Erhohung des jeweiligen Referenzbereiches berechnet. Nachfolgend wurde der Mittelwert der
Erhohungen ermittelt, welcher sowohl in der Tabelle 7 als auch im Text genannt ist.

Fur die Patientengruppen, die homozygote Trager der H1069Q-Mutation und der 3402delC-
Mutation sind, wurden die Berechnungen der Laborwerte aufgrund der groRRen Patientenanzahl
zusatzlich bezuglich der Primarsymptomatik durchgefiihrt. AuRerdem wurde bei der Auswertung
der homozygoten Trager der H1069Q-Mutation auller den prozentualen Berechnungen der
Konzentrationsabweichungen, sowohl bei der Gesamtauswertung als auch bei der Auswertung
unter den Patienten mit der selben Primdrsymptomatik, der Mittelwert und die
Standardabweichung der Laborwerte der groten Patientengruppe, in diesem Fall von tber 50
Polen, bestimmt. Der Mittelwert der prozentualen Abweichungen bzw. der prozentualen Anteile
gemessen am Referenzbereich wurde ebenfalls fiir die groRte Patientengruppe im Zuge der
Beschreibung der Patientengruppen mit unterschiedlicher Primdrsymptomatik bestimmt. Die
Standardabweichung dient der Bestimmung der Streuung einer Messreihe. Der Mittelwert und
die Standardabweichung wurden ebenfalls fiir die Laborwerte, allerdings sehr viel kleinerer
Patientengruppen, im Zuge der Gesamtauswertung der Patientengruppen homozygoter Trager
der 3402delC- und der L708P-Mutation berechnet. Die Standardabweichung ist zusétzlich fir
das Alter der Erstmanifestation der homozygoten Trager der Mutationen H1069Q, 3402delC und
L708P bestimmt worden.
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Ubersichtstabelle der klinischen Auspragung bei der Tréagerschaft einer homozygoten Mutation

. E Mittelwert der .
Mittelwert \ prozentualen Mittelwert der . Mittelwert der
hepa- | neurolo- des Alters | . prozentualen Faktor der Kayser- . . Ergebnis
Anzahl b h 1 Anteile der - . f positive | negative d Faktoren der
homo- tische gische | Asymp- um o dard- Coeruloplasmin- Anteile der Erhéhung Kayser- | Fleischer- Familien- | Familien- einer hepatischen
Mutation Exon 2vgoter weiblich | méannlich | Primér- | Primér- | toma- | Zeitpunkt i abweichun Serum- Serum-Kupfer- der Urin- Fleischer- Ring anam- anam- Leber- Kupfer-
Y9 symp- symp- tisch der Erst- 1 9 - Konzentrationen Kupfer- Ring nicht histologie prer-
Patienten . . i Konzentrationen : nese nese Konzentrations-
tomatik | tomatik sympto- gemessen am | Konzentration | vorhanden | vorhanden vorhanden "
p I gemessen am - erhéhung
matik - Normbereich
' Normbereich
H1069Q 14 124 59 59 23 34 5 266 . +103 50,6 72,1 4,1 7 9 7 3 10 114
3402delC 15 19 8 7 3 7 1 15,8 i +2,4 22,8 40,1 6,6 9 5 1 13,3
L708P 8 11 2 6 2 3 2 15,6 i +4 241 68,9 2,4 4 3 6
E396X 2 2 1 1 2 i 12,3 2 2
Q289X 2 2 1 1 2 6 | 25 52,7 2 2 2
R148W 2 1 1 <12 1 1
845delT 2 2 1 <8 i 5 8,9 1 1
L549P 4 1 1 1 11 : 12,8 1 1
D642H 6 2 1 1 : 15,7 42,3 9,9 2 1 1
Q680X 7 1 1 <8 : 18,2 8,8 1 1
2296dupA 8 4 3 1 1 3 24 ; 14,9 318 19 1 3 4 3 24,9
R778G 8 2 1 1 1 205 8,7 10 9,2
D765N 8 1 1 1 25 ! 115 17,1 i.NB. 1 1
1857T 10 1 1 <9 i 18,2 65,4 12,9 1 1
S932X 12 1 1 1 24 i 11,5 41,4 i.NB. 1 1

Tabelle 7, Teil 1
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Ubersichtstabelle der klinischen Auspragung bei der Tréagerschaft einer homozygoten Mutation

Mittelwert hg:g;;mzr;lgﬁr Mittelwert der Mittelwert der
Anzahl hepa— neyrolo— des Alters Anteile der prozer_1tualen Fakt__or der P|<a_1ysﬁr- positive | negative Erg_ebms Faktoren der
. homo- - . tI.SCh‘e gllschle Asymp- Zum Coeruloplasmin- Anteile der Erhohqng Kayser- | Fleischer- Familien- | Familien- etner hepatischen
Mutation Exon weiblich | ménnlich | Priméar- | Primar- | toma- | Zeitpunkt Serum-Kupfer- der Urin- Fleischer- Ring Leber-
zygoter . Serum- : . . anam- anam- . . Kupfer-
b symp- symp- tisch der Erst- . Konzentrationen Kupfer- Ring nicht histologie .
Patienten . . Konzentrationen . nese nese Konzentrations-
tomatik | tomatik sympto- gemessen am | Konzentration | vorhanden | vorhanden vorhanden Iy
] gemessen am . erhéhung
matik - Normbereich
Normbereich
L936X 12 1 1 <14 1 1
P992L 13 4 1 7,5 1
T977M 13 4 2 2 9,5 174 78,6 5 2
A1003T 13 2 1 1 i.NB. 56,6 1,1 1 1
G1061E 14 1 1 1 1 10,5 verringert erhoht 1 1 13,1
H1126P 15 4 3 1 4 10 73,1 6,6 3 1 4 2
G1089E 15 1 1 <9 55 32,1 2,8 1 1
F1094L 15 1 1 1 25 46,2 57,1 4,4 1 1
Q1124X 16 2 2 2 <9,5 19,8 3,6 2 2
11148T 16 1 1 1 10,5 52,4 57,7 1 1 14,9
3472_3482del11 16 1 21,7 44,3 6,4
3697delC 17 1 1 <10 73 23,1 1 1 1
3649 _3654del6 17 1 1 <3 20,5 8,21 5,6 1 1 1
N1270S 18 4 2 <145 25 46,2 9,9 2 2
1VS18-2A>G 18 1 1 1 12 1 1
L1299R 18 1 1 <9 45 55,1 11 1 1
3713 14delAA | 18 1 1 1 25 77 52,9 16
G1341R 20 2 1 1 2 <10 52,3 64 1 2 1

Tabelle 7: Die Tabelle zeigt zusammenfassend das klinische Bild einzelner Patienten bzw. Patientengruppen, die genetisch Trager einer homozygoten Mutation sind. Der
Tabelle ist zu entnehmen, wie viele Patienten homozygote Trager einer bestimmten Mutation sind, wie viele unter ihnen weiblichen oder méannlichen Geschlechts sind und an
welcher Primarsymptomatik sie leiden. Zusatzlich ist der Mittelwert und gegebenenfalls die Standardabweichung des Alters zum Zeitpunkt der Erstsymptomatik angegeben.
Ferner zeigt die Tabelle den Mittelwert der prozentualen Anteile der einzelnen Konzentrationen gemessen am Referenzbereich, welche fiir die Coeruloplasmin-Serum-
Konzentrationen und die Kupfer-Serum-Konzentrationen bestimmt wurden. AuBerdem ist der Mittelwert der einzelnen Faktoren der Urin-Kupferkonzentrationen zur
Bestimmung der Erhéhung der Konzentration gemessen am jeweiligen Referenzbereich angegeben. Die Prasenz eines Kayser-Flesicher-Ringes, eine eventuelle familiare
Vorgeschichte sowie die Existenz eines histologischen Ergebnisses infolge einer Leberbiopsie sind ebenfalls der Tabelle zu entnehmen. Weiter ist anzumerken, dass Patienten,
welche sowohl eine hepatische als auch eine neurologische Primarsymptomatik aufweisen, in beiden Kategorien hinzugezahlt wurden. Die Abklrzung i.N.B. steht fir im
Normbereich liegende Konzentrationen. Zum Alter der Erstmanifestation ist zu bemerken, dass bei den Patienten, bei denen ein <-Zeichen vor die Zahl gesetzt ist, ein

genaues Alter nicht bekannt ist. Sicher ist aber, dass die Patienten vor dem genannten Alter erkrankten.
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4.2.1 Die H1069Q-Mutation im Exon 14

H1069Q

insgesamt

neurologisch

hepatisch

gemischt

asymp-
tomatisch

Alter zum Zeitpunkt
der Erstsymptomatik

26,6

30,8

251

21,1

Standardabweichung

+10,3

+8,7

7,9

+14,2

Anzahl der betrachteten Patienten

61

31

19

5

Mittelwert der
prozentualen Anteile der
Coeruloplasmin-Serum-

Konzentrationen
gemessen am Normbereich

50,6%

44,3%

51%

S.u.

Anzahl der betrachteten Patienten

69

29

17

S.u.

Mittelwert der Coeruloplasmin-Serum-
Konzentration in mg/dl
unter den polnischen Patienten
(Referenzbereich: 9,2 bis 16)

4,89

4,02

4,28

5,72

Standardabweichung

+4,2

Mittelwert der prozentualen
Konzentrationsverdnderungen
gemessen am Normbereich der
polnischen Patienten

48,6%

43,7%

46,5%

62%

Anzahl der betrachteten Patienten

58

28

17

Mittelwert der prozentualen Anteile der
Serum-Kupfer-Konzentrationen
gemessen am Normbereich

72,1%

S.u.

72,8%

S.u.

Anzahl der betrachteten Patienten

67

S.u.

17

S.u.

Mittelwert der Serum-Kupfer-
Konzentration in pg/dl
unter den polnischen Patienten
(Referenzbereich: 70 bis 140)

52,26

51,61

52,69

53,2

Standardabweichung

+21,2

+21,9

+20

Mittelwert der prozentualen Anteile der
Serum-Kupfer-Konzentrationen
gemessen am Normbereich
unter den polnischen Patienten

70,8%

69,6%

71,6%

74,60%

Anzahl der betrachteten Patienten

58

28

17

Mittelwert der Faktoren der
Kupfer-Konzentrationserhhung im
Urin

4,1

33

S.u.

Anzahl der betrachteten Patienten

72

29

17

S.u.

Mittelwert der
Kupferkonzentration im Urin in pg/d
unter den polnischen Patienten
(Referenzbereich: <50)

195,32

252,79

156,78

101,4

Standardabweichung

+291

+402

+86,9

Mittelwert der Faktoren der
Kupfer-Konzentrationserh6hung im
Urin unter den polnischen Patienten

3,9

51

31

Anzahl der betrachteten Patienten

57

28

17

Tabelle 8:
Laborparameter, welche bei homozygoten Tragern der H1069Q-Mutation zu beurteilen waren, dargestellt. Sowohl

In der Tabelle sind verschiedene Berechungen des Alters, der Primarsymptomatik und der
die Gesamtauswertung der Laborparameter aller Patienten mit dieser homozygoten Mutation, als auch die
Auswertung einzelner Patientengruppen, welche aufgrund der unterschiedlichen Primérsymptomatik der Patienten
unterteilt wurden, sind hier beziiglich des Alters der Primarsymptomatik, der Coeruloplasmin-Serum-Konzentration,
der Serum-Kupfer-Konzentration und der Kupfer-Konzentration im Urin beschrieben. Die Abkiirzung ,,s.u.*
bedeutet ,,siehe unten*. Sie wird eingesetzt, wenn die Auswertung in einer Patientengruppe, bezlglich der Anzahl
der Patienten, deren Daten ausgewertet wurden, und dem errechneten prozentualen Konzentrationsanteil bzw. der

Konzentrationserhdhung, dem der gesamten Gruppe entspricht.
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Primarsymptomatik der H1069Q-Homozygoten
n=62 Patienten

gemischt, asymptomatisch,

n=6, 10% n=5, 8%
] ' hepatisch,
n=20, 32%

neurologisch
n=31, 50%

Abbildung 16: Die Abbildung gibt einen Uberblick iber die Verteilung der Primérsymptomatik der homozygoten
Trager der H1069Q-Mutation. Uber 62 der insgesamt 124 homozygoten Trager dieser Mutation bestehen

Informationen beziglich der Primarsymptomatik.

124 der genetisch untersuchten Patienten, unter denen sich sowohl 59 Manner als auch 59 Frauen
befinden, sind homozygote Trager der H1069Q-Mutation auf dem Exon 14. Zwei von ihnen
stammen aus Agypten, zwei aus Brasilien, 29 aus Deutschland, einer aus dem Iran, einer aus
Serbien, 83 aus Polen, zwei aus Ruménien und finf aus der Slowakai. Informationen beziglich
der Primarsymptomatik sind bei 62 Patienten vorhanden. Bei 31 dieser 62 Patienten ist eine
primér neurologische Manifestation der heptatolentikuldren Degeneration bekannt, wohingegen
bei 20 Patienten eine vorwiegend hepatische Manifestation das klinische Bild bestimmt. Ein
gemischtes Krankheitsbild aus neurologischer und hepatischer Manifestation besteht bei
weiteren sechs Patienten. Flnf untersuchte Personen weisen trotz der genetischen Veranderung
keine klinische Symptomatik auf (Abbildung 16).

Von 61 der 124 homozygoten Trager der H1069Q-Mutation bestehen Information bezuglich des
Zeitpunktes der klinischen Erstmanifestation. Das durchschnittliche Alter der Erstmanifestation
liegt bei 26,6 +10,3 Jahren.

Uber die Coeruloplasmin-Serum-Konzentration zum Zeitpunkt der Diagnostik existieren von
insgesamt 69 Patienten Informationen. Durchschnittlich erreichte die Coeruloplasmin-Serum-
Konzentration dieser Patienten 50,6% der Konzentration eines Gesunden. Unter den Patienten

befinden sich 58 Polen, deren durchschnittliche Konzentration bei einem Referenzbereich von
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9,2 bis 16 mg/dl 4,89 +4,2 mg/dl ergab. Durchschnittlich erreichten die Coeruloplasmin-Serum-
Konzentrationen der polnischen Patienten 48,6% der Konzentration eines Gesunden.

Die Serum-Kupfer-Konzentration ist von 67 Patienten bekannt. Die Konzentrationen dieser
Patienten ergaben durchschnittlich 72,1 % der im Normbereich liegenden Werte. Die grofite
Patientengruppe kommt aus Polen. Diese 58 Polen zeigen eine durchschnittliche Konzentration
von 52,26 +21,2 pg/dl bei einem Referenzbereich von 70 bis 140 pg/dl. Insgesamt belief sich die
Serum-Kupfer-Konzentration der polnischen Patienten durchschnittlich auf 70,8% der Norm.

Die Kupfer-Konzentration im Urin ist von 72 Patienten zum Zeitpunkt der Diagnostik bekannt.
Die Konzentration dieser Patienten ist durchschnittlich 4,1fach erhoht. 57 der Patienten stammen
aus Polen. Mit einer durchschnittlichen Konzentration von 195,32 +291 pg/d bei einem
Referenzbereich von <50 pg/d ist diese Konzentration 3,9fach erhoht.

Von 16 Patienten sind Informationen beziglich der Présenz eines Kayser-Fleischer-Ringes
bekannt. Nur bei sieben dieser Patienten wurde zum Zeitpunkt der Diagnostik ein Kayser-
Fleischer-Ring gefunden, wahrend er bei den anderen neun Patienten nicht existierte. Uber eine
eventuelle familidre Vorgeschichte bezliglich der hepatolentikuldaren Degeneration existieren
uber zehn Patienten Informationen, von denen sieben famili&r vorbelastet sind, wéhrend bei den
anderen drei eine familidre Vorbelastung ausgeschlossen wurde.

Bei zehn Patienten ist das Ergebnis einer Leberbiopsie bekannt. Bei acht von ihnen zeigt sich das
Bild einer Fettleber und einer Fibrose. Bei einem anderen wurde nur das Bild einer Fibrose
beschrieben. Bei einem weiteren Patienten konnten nur unspezifische Veranderungen
beschrieben werden. Von sieben Patienten sind Werte Uber die intrahepatische
Kupferspeicherung bekannt. Durchschnittlich zeigt sich ein Wert von 9,93 umol/g
Trockengewicht der Leber, welcher sich nach Umrechnung der einzelnen Werte aus den
konventionellen Einheiten in die SI-Einheiten ergab, wéhrend die obere Grenze des
Referenzbereiches bei 0,87 umol/l liegt. Der Mittelwert der Faktoren, um welche die hepatische

Kupfer-Konzentration der einzelnen Patienten erhoht ist, ergibt 11,4.
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Geschlechterspezifische Verteilung beziglich
der Primarsymptomatik
25
21
20
16
15
10
10 ~
5
5 3 4
o - B =
0 - [ —
w m w m w m w m
31 19 6 5
neurologisch hepatisch gemischt asymptomatisch

Abbildung 17: Die Abbildung stellt die geschlechterspezifische Verteilung bezogen auf den Zeitpunkt der
Erstsymptomatik dar. Insgesamt sind diesbezliglich von 61 der 124 homozygoten Tréager der H1069Q-Mutation

Informationen vorhanden.

Wenn man die homozygoten Trager der H1069Q-Mutation mit neurologischer
Primarsymptomatik betrachtet, fallt auf, dass der Zeitpunkt der Erstsymptomatik durchschnittlich
in einem hoheren Alter auftritt, als das Durchschnittsalter der gesamten Patienten mit dieser
homozygoten Mutation. Das durchschnittliche Alter der Erstmanifestation der Patienten mit
dieser Primarsymptomatik liegt bei 30,8 +8,7 Jahren. Nur eine Patientin entwickelte vor dem 15.
Lebensjahr, im Alter von sieben Jahren, eine klinische Symptomatik. Zwischen dem 20. und 29.
Lebensjahr wurden 14 dieser Patienten zum ersten Mal klinisch aufféllig. Nach Vollendung des
30. Lebensjahres zeigten 16 homozygote Trager der H1069Q-Mutation erstmalig ein klinisches
Bild. Insgesamt 21 der hauptsachlich neurologischen Patienten sind Manner. Man erkennt
deutlich, dass zwischen dem 21. und 30. Lebensjahr mehr Ménner erkranken als Frauen, da von
den 16 Patienten, welche in diesem Zeitraum eine klinische Symptomatik entwickelten, 12
Ménner sind. Unter den nach dem 30. Lebensjahr neurologisch erkrankten Patienten zeigt sich
ebenfalls eine Haufung des mannlichen Geschlechts, da sich unter den 14 Patienten nur finf
Frauen befinden. Die Coeruloplasmin-Serum-Konzentration ist von 29 Patienten bekannt, von
denen 28 aus Polen stammen und einer aus Deutschland kommt. Der Mittelwert des
prozentualen Anteils der Konzentrationen gemessen an der Coeruloplasmin-Serum-

Konzentration gesunder Personen betrégt 44,3%. Die durchschnittliche Coeruloplasmin-Serum-
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Konzentration der 28 polnischen Patienten betragt 4,02 +2 mg/dl. Es ergibt sich hieraus ein
durchschnittlich 43,7%iges Vorhandensein der bei einem Gesunden erwarteten Konzentration.
Die Serum-Kupfer-Konzentration ist von 28 Polen bekannt. Die durchschnittliche Konzentration
betragt 51,61 +21,9 pg/dl mit einer bei einem Referenzbereich von 70 bis 140 pg/dl.
Durchschnittlich sind die Konzentrationen der polnischen Patienten vermindert. Es sind nur
69,6% der Normalkonzentration vorhanden. Die Kupferkonzentration im Urin ist von denselben
Patienten bekannt, von welchen bereits die Coeruloplasmin-Serum-Konzentration bekannt war.
Der Mittelwert der Konzentrationserhohungen zeigt eine 5fache Erhohung an. Die
durchschnittliche Konzentration der polnischen Patienten liegt mit 252,79 +402 mg/dl oberhalb
des Referenzbereiches von <50 pg/d. Unter den polnischen Patienten ergibt sich durchschnittlich
eine 5,1fache Konzentrationserhohung. Alle Patienten sind kaukasischer Abstammung. Nur bei

einem dieser Patienten ist die Présenz eines Kayser-Fleischer-Ringes bekannt.

Betrachtet man die Patienten, bei denen die hepatische Manifestation der hepatolentikuléren
Degeneration im Vordergrund steht, féallt deutlich die frihere Entwicklung der klinischen
Symptomatik auf. Der Mittelwert des Erstmanifestationsalters liegt unter den 19 Patienten, von
denen das Alter der Primarsymptomatik bekannt ist, bei 25,1 +7,9 Jahren. Nur drei dieser
Patienten, ein Junge und zwei Méadchen, entwickelten vor dem 15. Geburtstag ein klinisch
auffalliges Bild. EIf Patienten wurden zwischen dem 16. und 30. Lebensjahr klinisch auffallig.
Funf Patienten entwickelten erst nach Vollendung des 30. Lebensjahres eine Symptomatik.
Insgesamt sind nur drei der 19 Patienten mit einer hepatischen Manifestation des Morbus Wilson
mannlichen Geschlechts. Zwischen dem 16. und 30. Lebensjahr erkrankten nur Frauen,
wohingegen sich bei einem Manifestationsalter nach dem 30. Lebensjahr ein heterogenes Bild
darstellt: Drei der funf Patienten sind Frauen, die anderen zwei sind Manner. Alle Patienten sind
kaukasischer Abstammung. Informationen beziiglich der Coeruloplasmin-Serum-Konzentration,
der Serum-Kupfer-Konzentration und der Kupfer-Konzentration im Urin sind von jeweils den
selben 17 Patienten vorhanden. Es handelt sich um eine Patientin aus Brasilien, 13 polnische
Patienten und drei Patienten aus der Slowakai. Die Coeruloplasmin-Serum-Konzentration dieser
17 Patienten belief sich zum Zeitpunkt der Diagnostik auf durchschnittlich auf 51% der
Konzentration eines Gesunden. Der Mittelwert der Coeruloplasminwerte der 13 polnischen
Patienten lag bei einem Referenzbereich von 9,2 bis 16 mg/dl bei 4,28 £2 mg/dl. Die polnischen
Patienten mit einer hepatischen Priméarsymptomatik bei dieser homozygoten Mutation haben
durchschnittlich nur 46,5% der bei einem Gesunden zu erwartenden Coeruloplasmin-Serum-

Konzentration. Die Kupfer-Serum-Konzentration erreicht unter diesen 17 Patienten
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durchschnittlich nur 72,8% der Konzentration eines Gesunden. Der durchschnittliche Wert der
polnischen Patienten liegt bei 52,69 +20 ug/dl, welcher bei einem Referenzwertbereich von 70
bis 140 pg/dl erniedrigt ist. Insgesamt erreichen die polnischen Patienten 71,6% der
Konzentration eines gesunden Menschen. Die Kupferkonzentration im Urin tUber 24 Stunden
ergab unter den polnischen Patienten einen durchschnittlichen Wert von 156,78 £86,9 ug/d, was
gemessen am Referenzbereich <50 pg/d eine Konzentrationserhéhung anzeigt. Durchschnittlich
ist die Kupfer-Konzentration im Urin unter den 13 polnischen Patienten 3,1fach erhoht, wahrend
sie unter den 17 Patienten insgesamt 3,3fach erhoht ist. Bei sieben dieser Patienten bestehen
Informationen beztglich der Existenz eines Kayser-Fleischer-Ringes. Bei vier von ihnen existiert
er, wahrend er bei den anderen drei Patienten nicht diagnostiziert wurde. Bei drei Patienten ist
eine familidre Vorgeschichte der hepatolentikularen Degeneration bekannt. Zusatzlich ist bei
einem dieser Patienten die Blutsverwandtschaft der Eltern bekannt. Bei einem weiteren Patienten
wurde eine familidre VVorgeschichte sicher ausgeschlossen.

Sechs Patienten wurden durch eine sowohl hepatische als auch neurologische Symptomatik
auffallig. Der Mittelwert des Alters der Erstmanifestation, welches von funf Patienten bekannt
ist, ist bei diesen Patienten niedriger als bei den zuvor beschriebenen und liegt bei 21,1 +14,2
Jahren. Uber eventuelle Haufungen der Primarsymptomatik in einem bestimmten Altersabschnitt
lassen sich keine genaueren Aussagen machen. Bei einem Patienten ist die Entwicklung eines
klinischen Bildes bereits im Alter von elf bekannt, eine andere Patientin wurde erst im Alter von
45 klinisch auffallig. Funf der sechs Patienten sind mannlichen Geschlechts. Alle Patienten sind
kaukasischer Abstammung. Bei drei Patienten bestehen Informationen beziiglich eines Kayser-
Fleischer-Ringes. Nur bei einem von ihnen ist er prasent. Bei diesem Patienten und einem

weiteren ist zusatzlich eine familidre VVorgeschichte des Morbus Wilson bekannt.

Bei funf der H1069Q-homozygoten Patienten, welche alle Polen sind, war zum Zeitpunkt der
Diagnostik keine klinische Symptomatik aufzufinden. Alle flinf Patienten sind als Angehdrige
eines klinisch aufféalligen Patienten mit genetisch gesicherter Diagnose eines Morbus Wilson
untersucht worden. Vier dieser Patienten sind weiblichen Geschlechts. Die jlingste dieser
Patienten ist 23 Jahre alt, die &lteste ist 65 Jahre alt. Obwohl die Patienten zum Zeitpunkt der
Diagnostik asymptomatisch waren, wurden pathologische Veranderungen der Laborparameter
beobachtet. Durchschnittlich ergab sich unter den funf polnischen Patienten eine auf 62% der
Norm erniedrigte Coeruloplasmin-Serum-Konzentration. Die durchschnittliche Konzentration

dieser Patienten lag zum Zeitpunkt der Diagnostik bei 5,72 mg/dl, unterhalb des
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Referenzbereichs von 9,2 bis 16 mg/dl. Die Kupfer-Serum-Konzentration der selben Patienten
lag im Durchschnitt bei 53,2 pg/dl, was ebenfalls eine Verringerung bezogen auf den unteren
Normwert von 70 pg/dl anzeigt. Durchschnittlich erreichten diese Patienten 74,6% der Serum-
Kupfer-Konzentration eines Gesunden. Die Kupferausscheidung im Urin belief sich zum
Zeitpunkt der Diagnostik unter diesen funf Patienten auf einen durchschnittlichen Wert von
101,4 pg/d, was bei einem Referenzbereich von <50 pg/d einer 2fachen Erhéhung dieser

Konzentration entspricht.
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4.2.2 Die 3402delC-Mutation im Exon 15

. . . asymp-
3402dleC insgesamt | neurologisch | Hepatisch ymp
tomatisch
Alter zum Zeitpunkt
der Erstsymptomatik 158 157 16
Standardabweichung +2.4 +2,7
Anzahl der betrachteten Patienten 11 7 3

Mittelwert der
prozentualen Anteile der
Coeruloplasmin-Serum- 22,8% 11,8% 15% 7,7%

Konzentrationen
gemessen am Normbereich

Anzahl der betrachteten Patienten 13 7 3 1

Mittelwert der Coeruloplasmin-
Serum-Konzentration in mg/dl
unter den brasilianischen Patienten
(Referenzbereich: 26 bis 58)

Standardabweichung +23

Mittelwert der prozentualen
Konzentrationsveranderungen

3,58

0,
gemessen am Normbereich der 13.8%
brasilianischen Patienten
Anzahl der betrachteten Patienten 9

Mittelwert der prozentualen Anteile
der Serum-Kupfer-Konzentrationen 40,1% 38,8% 59,3% 22,9
gemessen am Normbereich

Anzahl der betrachteten Patienten 12 7 2 1

Mittelwert der Serum-Kupfer-
Konzentration in pg/dl
unter den brasilianischen Patienten
(Referenzbereich: 70 bis 140)

31,4

Standardabweichung +15,2

Mittelwert der prozentualen Anteile
der Serum-Kupfer-Konzentrationen
gemessen am Normbereich
unter den brasilianischen Patienten

44,9%

Anzahl der betrachteten Patienten 9

Mittelwert der Faktoren der
Kupfer-Konzentrationserhéhung im 6,6 11,6 2,1 2,2
Urin

Anzahl der betrachteten Patienten 9 4 2 1

Mittelwert der
Kupferkonzentration im Urin in pg/d
unter den brasilianischen Patienten
(Referenzbereich:2 bis 80)

Mittelwert der Faktoren der
Kupfer-Konzentrationserhdhung im
Urin unter den brasilianischen
Patienten

633,4

8,3

Anzahl der betrachteten Patienten 5

Tabelle 9: In der Tabelle sind verschiedene Berechungen des Alters der Primarsymptomatik und der
Laborparameter, welche bei homozygoten Tréagern der 3402delC-Mutation zu beurteilen waren, dargestellt. Sowohl
die Gesamtauswertung der Laborparameter aller Patienten mit dieser homozygoten Mutation, als auch die
Auswertung einzelner Patientengruppen, welche aufgrund der unterschiedlichen Primérsymptomatik der Patienten
unterteilt wurden, sind hier beziiglich des Alters der Primarsymptomatik, der Coeruloplasmin-Serum-Konzentration,

der Serum-Kupfer-Konzentration und der Kupfer-Konzentration im Urin beschrieben.
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Priméarsymptomatik der 3402delC-Homozygoten
n=11 Patienten

asymptomatisch, n=1,
9%

V hepatisch,

n=3, 27%

neurologisch,
n=7, 64%

Abbildung 18: Die Abbildung gibt einen Uberblick iber die Verteilung der Primérsymptomatik der homozygoten
Trager der 3402delC-Mutation. Uber 11 der insgesamt 19 homozygoten Trager dieser Mutation bestehen
Informationen beziiglich der Primarsymptomatik.

19 der insgesamt 221 Patienten, die homozygote Tréger einer Mutation im ATP7B-Gen sind,
sind homozygot fur die 3402delC-Mutation auf dem Exon 15. 13 dieser Patienten stammen aus
Brasilien, einer aus Deutschland und funf aus Polen. Insgesamt ist von 15 Patienten das
Geschlecht bekannt, so dass sicher gesagt werden kann, dass sich unter diesen Patienten acht
Ménner und sieben Frauen befinden. Bei elf der Patienten sind Informationen bezuglich der
Primérsymptomatik und dem Zeitpunkt der klinischen Erstmanifestation vorhanden. Sieben der
homozygoten Tréger der 3402delC-Mutation leiden an einer vorwiegend neurologischen Form
der hepatolentikuldren Degeneration, weitere drei wurden Klinisch durch eine Uberwiegend
hepatische Manifestation des Morbus Wilson aufféllig. Bei einem weiteren homozygoten Trager
der 3402delC-Mutation ist bekannt, dass er klinisch asymptomatisch ist (Abbildung 18). Der
Mittelwert des Alter zum Zeitpunkt der Klinischen Erstmanifestation liegt bei diesen Patienten
bei 15,8 £2,4 Jahren.

Die Coeruloplasmin-Serum-Konzentration ist von 13 Patienten, unter denen sich neun
Brasilianer und vier Polen befinden, bekannt. Die Konzentrationen dieser Patienten erreichten
durchschnittlich nur 22,8% der Konzentration eines Gesunden. Die durchschnittliche
Coeruloplasmin-Serum-Konzentration der brasilianischen Patienten lag zum Zeitpunkt der
Diagnostik bei 3,58 £2,3 mg/dl, welche in Betrachtung des Referenzbereiches von 26 bis 58
mg/dl nur 13,8% der Konzentration eines Gesunden erreicht. Die Serum-Kupfer-Konzentration
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ist von zwolf Patienten, neun Brasilianern und drei Polen bekannt. Die Konzentrationen der
einzelnen Patienten erreichten durchschnittlich nur 40,1% ihres jeweiligen Referenzwertes.
Unter neun brasilianischen Patienten errechnet sich eine durchschnittliche Konzentration von
31,4 £ 15,2 pl/l, welche bei einem Normwertbereich von 70 bis 140ul/l nur 44,9% der
Konzentration eines Gesunden erreicht. Von weiteren neun Patienten, von denen fiinf Brasilianer
und vier Polen sind, bestehen Informationen beziglich der Kupferausscheidung im Urin.
Durchschnittlich ist die Kupfer-Konzentration im Urin der Patienten 6,6fach erhéht. Wahrend
die durchschnittliche Konzentration der vier polnischen Patienten mit einem Wert von 228,1
pg/d bei einem oberen Referenzwert von 50 pg/d nur 4,6fach erhoht ist, ist der durchschnittliche
Wert der brasilianischen Patienten von 633,4 pg/d bei einem Referenzbereich von 2 bis 80 pg/d
durchschnittlich 8,3fache erhoht. Weiter ist von neun der Patienten bekannt, dass sie zum
Zeitpunkt der Diagnostik einen Kayser-Fleischer-Ring aufwiesen. Eine familidre Vorbelastung
ist bei funf Patienten bekannt. Vier dieser fiinf Patienten sind Kinder blutsverwandter Eltern.

Nur bei einem Patienten ist der Kupfergehalt des Lebergewebes infolge einer Leberbiopsie
bekannt. Bei der polnischen Patientin liegt die Kupferkonzentration, nach Umrechnung von der
konventionellen in die SI-Einheit, bei 11,58 pmol/l Trockengewicht des Lebergewebes und ist
somit bei einem oberen Referenzwert von 0,87 pmol/g 13,3fach erhoht.

Unter den sieben Patienten, die an einer primér neurologischen Form der hepatolentikuléren
Degeneration leiden, befinden sich vier Manner und drei Frauen. Einer der Manner ist Mulatte,
die anderen sechs Patienten sind kaukasischer Abstammung. Betrachtet man den Zeitpunkt der
Klinischen Erstmanifestation ergibt sich ein eher heterogenes Bild. Im Gegensatz zu
homozygoten Tragern der H1069Q-Mutation treten bei dieser Mutation neurologische
Symptome vergleichsweise friiher auf. Diese sieben Patienten erkrankten klinisch zwischen dem
14. und 21. Lebensjahr. Der Mittelwert des Alters der Erstmanifestation liegt bei diesen
Patienten bei 15,7 +2,7 Jahren. Durchschnittlich erreichen diese Patienten nur 11,8% der
Coeruloplasmin-Serum-Konzentration eines Gesunden. Die Serum-Kupfer-Konzentration ist
ebenfalls verringert. Durchschnittlich bel&uft sich die Konzentration dieser sieben Patienten auf
38,8% der Normalkonzentration. Informationen beztglich der Kupferkonzentration im Urin sind
von vier Patienten vorhanden. Der Mittelwert der Konzentrationsabweichungen vom jeweiligen
Referenzbereich zeigt eine 11,6fache Erhéhung an. Bei sechs der sieben Patienten mit
neurologischer Primarsymptomatik ist die Prasenz eines Kayser-Fleischer-Ringes bekannt. Zwei
von ihnen sind Kinder blutsverwandter Eltern. Ein anderer unter ihnen hat zwei Briider, welche

ebenfalls betroffen sind.
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Unter den drei primar hepatisch erkrankten Patienten befinden sich zwei Madchen und ein
Junge. Eines der Madchen ist afrikanischer Abstammung, wahrend die anderen beiden Patienten
kaukasischer Abstammung sind. Auch hier fand die klinische Erstmanifestation bereits im
jugendlichen Alter zwischen 14 und 18 Jahren statt, was, verglichen mit den homozygoten
Trégern der H1069Q-Mutation, relativ friih ist. Der Mittelwert des Alters der Erstmanifestation
dieser Patienten liegt bei 16 £2 Jahren. Eine geschlechterspezifische Gewichtung, bezogen auf
einen bestimmten Altersabschnitt der klinischen Erstmanifestation, ist bei der 3402delC-
Mutation aufgrund der vorhandenen Daten zundchst nicht anzunehmen. Die Coeruloplasmin-
Serum-Konzentration, welche von drei Patienten bekannt ist, liegt durchschnittlich bei 15% der
Konzentration eines Gesunden. Die Serum-Kupfer-Konzentration ist von zwei brasilianischen
Patienten bekannt. Durchschnittlich erreichen die Patienten 59,3% eines Normwertes. Uber die
Kupferausscheidung im Urin liegen von zwei Patienten Informationen vor. Im Mittelwert ergibt
sich eine 2,1fache Erhéhung der Konzentration gegeniiber der Norm. Zwei der drei Patienten
wurde Kklinisch die Prasenz eines Kayser-Fleischer-Ringes nachgewiesen. Bei einem von ihnen

ist zuséatzlich bekannt, dass seine Eltern miteinander blutsverwandt sind.

Ein Mann kaukasischer Abstammung war zum Zeitpunkt der Diagnostik, im Alter von 31
Jahren, asymptomatisch. Trotzdem zeigte sich wahrend der Diagnostik Verdnderungen der
Laborparameter, wie eine auf 7,7% der Norm verringerte Coeruloplasmin-Serum-Konzentration,
eine auf 22,9% der Norm erniedrigte Serum-Kupfer-Konzentration und eine 2,2fach erhohte

Kupfer-Ausscheidung im Urin. Ein Kayser-Fleischer-Ring wurde zusétzlich gefunden.
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4.2.3 Die L708P-Mutation im Exon 8

3402dleC insgesamt | neurologisch | hepatisch
Alter zum Zeitpunkt
der Erstsymptomatik 156 1.7 145
Standardabweichung 4
Anzahl der betrachteten Patienten 5 3 2
Betrachtete Parameter insgesamt
Mittelwert der Coeruloplasmin-
Serum-Konzentration in mg/dl 6.27
unter den brasilianischen Patienten '
(Referenzbereich: 26 bis 60)
Standardabweichung 3,7
Mittelwert der prozentualen
Konzentratnonsverander'ungen 24.10%
gemessen am Normbereich der
brasilianischen Patienten
Anzahl der betrachteten Patienten 6
Mittelwert der Serum-Kupfer-
Konzentration in pg/dl 4895
unter den brasilianischen Patienten '
(Referenzbereich: 70 bis 140)
Standardabweichung 8,1
Mittelwert der prozentualen Anteile
der Serum—Kupfer—Konzentr{itlonen 68.90%
gemessen am Normbereich
unter den brasilianischen Patienten
Anzahl der betrachteten Patienten 4
Mittelwert der
Kupferkonzentration im Urin in pg/d 1888
unter den brasilianischen Patienten '
(Referenzbereich:2 bis 80)
Standardabweichung 97,6
Mittelwert der Faktoren der
Kupfer-Konzentrationserh6hung im
- e 2,4
Urin unter den brasilianischen
Patienten
Anzahl der betrachteten Patienten 5

Tabelle 10: In der Tabelle sind verschiedene Berechungen des Alters der Primarsymptomatik und der
Laborparameter, welche bei homozygoten Tragern der L708P-Mutation zu beurteilen waren, dargestellt. Sowohl
die Gesamtauswertung der Laborparameter aller Patienten mit dieser homozygoten Mutation, als auch die
Auswertung einzelner Patientengruppen, welche aufgrund der unterschiedlichen Priméarsymptomatik der Patienten
unterteilt wurden, sind hier beziiglich des Alters der Primarsymptomatik, der Coeruloplasmin-Serum-Konzentration,

der Serum-Kupfer-Konzentration und der Kupfer-Konzentration im Urin beschrieben.

79



Resultate

Primarsymptomatik der L708P-Homozygoten
n=7 Patienten

asymptomtisch, n=2,
29%
neurologisch,
n=3, 42%

hepatisch,
n=2, 29%

Abbildung 19: Die Abbildung gibt einen Uberblick Giber die Verteilung der Primarsymptomatik der homozygoten
Trager der L708P-Mutation. Uber sieben der insgesamt elf homozygoten Tréager dieser Mutation bestehen

Informationen bezliglich der Primarsymptomatik.

Unter den 221, fur eine bestimmte Mutation im ATP7B-Gen homozygoten, Patienten befinden
sich elf Patienten, die homozygot fiir die L708P-Mutation sind. Alle elf Patienten stammen aus
Brasilien. Uber sieben dieser Patienten sind Informationen beziiglich ihrer Primarsymptomatik
(Abbildung 19) und anderer klinischer Daten vorhanden. Bei acht der elf Patienten ist das
Geschlecht bekannt. Sechs dieser Patienten sind mannlich, zwei von ihnen sind weiblichen
Geschlechts. Der Mittelwert des Alters zum Zeitpunkt der Primarsymptomatik liegt unter funf
Patienten, Uber welche Informationen bezlglich dessen vorhanden sind, bei 15,6 +4 Jahren. Von
einigen der sieben Patienten, tber die klinische Informationen bekannt sind, sind diagnostisch
wichtige Laborwerte vorhanden. Die durchschnittliche Coeruloplasmin-Serum-Konzentration
liegt unter sechs Patienten bei 6,27 £3,7 mg/dl, was bei einem Referenzbereich von 26 bis 58
mg/dl eine Verringerung auf 24,1% der Norm anzeigt. Die Serum-Kupfer-Konzentration, welche
von vier Patienten bekannt ist, ist mit einem durchschnittlichen Wert von 48,25 pg/dl ebenfalls
deutlich niedriger als die eines gesunden Menschen, bei dem eine Serum-Kupfer-Konzentration
zwischen 70 bis 140 pl/l zu erwarten ist. Dieser durchschnittlich errechnete Wert zeigt eine
Verringerung auf 68,9% der Normwertkonzentration an. Von funf Patienten existieren
Informationen bezlglich der Urin-Kupfer-Konzentration. Sie betrdgt durchschnittlich 188,8 ug

im Sammelurin Uber 24 Stunden. Bei einem Referenzbereich von 2 bis 80 pg/d ist dieser Wert
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auf das 2,4fache der oberen Normwertgrenze erhoht. Uber die Prasenz eines Kayser-Fleischer-
Ringes ist bekannt, dass er bei vier der Patienten zum Zeitpunkt der Diagnostik vorhanden war,
wéhrend seine Existenz bei drei weiteren Patienten ausgeschlossen werden konnte. Sechs der
Patienten weisen eine familidre Vorgeschichte auf. Funf dieser Patienten haben unter anderem

blutsverwandte Eltern.

Drei der elf Patienten zeigen primér das Bild der neurologischen Form der hepatolentikularen
Degeneration. Unter ihnen befinden sich zwei Manner und ein Madchen. Das Madchen, welches
afrikanischer Abstammung ist, entwickelte die ersten Symptome im Alter von 14 Jahren. Nur bei
einem der Manner ist die Abstammung bekannt. Er ist kaukasischer Abstammung und war zum
Zeitpunkt des ersten Auftretens der Primarsymptomatik 20 Jahre alt. Der andere Mann, dessen
Abstammung nicht bekannt ist, wurde im Alter von 19 Jahren das erste Mal klinisch auffallig.
Das durchschnittliche Erstmanifestationsalter betragt bei den Patienten mit neurologischer
Symptomatik 17,7 Jahre und liegt somit etwas Uber dem fir alle Patienten berechneten
Durchschnittsalter. Alle drei Patienten weisen einen Kayser-Fleischer-Ring auf. Zusatzlich ist
bei den drei Patienten bekannt, dass ihre Eltern miteinander blutsverwandt sind. Bei zwei dieser
Patienten sind auch Angehdrige von der Erkrankung betroffen.

Zwei der Patienten, welche beide ménnlichen Geschlechts sind, leiden an der primér hepatischen
Form des Morbus Wilson. Einer von ihnen ist kaukasischer Abstammung. Er entwickelte die
ersten Symptome im Alter von zehn Jahren, der andere, welcher Mulatte ist, wurde im Alter von
15 Jahren klinisch auffallig. Daraus ergibt sich ein durchschnittliches Erstmanifestationsalter
unter den beiden Patienten mit primar hepatischer Symptomatik von 14,5 Jahren, was somit
etwas unter dem fur alle Patienten berechneten Durchschnittsalter der Erstmanifestation liegt.
Bei dem kaukasischen Patienten ist die Présenz eines Kayser-Fleischer-Ringes bekannt.
Zusétzlich besteht die Information, dass seine Eltern miteinander blutsverwandt sind und dass
zwei seiner Geschwister ebenfalls betroffen sind. Bei dem anderen Patienten ist ebenfalls eine
familidre Vorgeschichte bekannt. Ein Geschwisterkind ist ebenfalls betroffen. Ein Kayser-
Fleischer-Ring wurde bei diesem Patienten nicht gefunden.

Zwei genetisch untersuchte Personen, welche beide mannlichen Geschlechts und kaukasischer

Abstammung sind, sind bis zum heutigen Tage asymptomatisch. Bei einem von ihnen ist eine

Blutsverwandtschaft der Eltern bekannt.
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4.2.4 Die E396X-Mutation im Exon 2

Die E396X-Mutation im Exon 2 wurde bei einem &gyptischen Geschwisterpaar, einem Mann
und einer Frau, als homozygote Verdnderung im ATP7B-Gen diagnostiziert. Beide sind klinisch
asymptomatisch und wurden aufgrund der Erkrankung ihres Bruders an Morbus Wilson, tber
den keine weiteren Informationen vorliegen, genetisch untersucht. Bei beiden ist eine verringerte
Couloplasmin-Konzentration im Serum ermittelt worden. Die Werte liegen bei diesen Patienten
bei 7,0 und 7,7 g/l, wahrend sie normalerweise bei tber 60 g/l liegen missten. Die
Coeruloplasmin-Konzentration ist damit mit einem durchschnittlichen Wert von 7,35 g/l auf das
12,3% des unteren Referenzwertes verringert. Bei beiden Patienten entdeckte man zum
Zeitpunkt der Diagnose, an dem die Patienten 14 und 18 Jahre alt waren, einen Kayser-Fleischer-

Ring.

4.2.5 Die Q289X-Mutation im Exon 2

Die Q289X-Mutation im Exon 2 konnte bei zwei Patienten als homozygote Veranderung
diagnostiziert werden. Es handelt sich um zwei griechische Patienten, einen Mann und eine Frau,
die miteinander verwandt sind und beide unter der primar hepatischen Form des Morbus Wilson
leiden. Bei beiden Patienten zeigten sich die ersten Symptome der Erkrankung im Alter von
sechs Jahren. Die Coeruloplasmin-Serum-Konzentration lag zum Zeitpunkt der Diagnostik
durchschnittlich bei 5 mg/dl, was sich, bezogen auf den unteren Referenzwert von 20 mg/dl, als
eine Verringerung auf 25% des unteren Normwertes belief. Die einzelnen Serum-Kupfer-
Konzentrationen der Patienten zeigten Werte von 44 und 34 pg/dl, welche im Durchschnitt,
gemessen an den unteren Referenzwerten 70 und 80 pg/dl, eine Verringerung der Konzentration
auf 52,7% der Norm anzeigten. Bei beiden Patienten wurde eine Leberbiopsie durchgefihrt. Die
histologische Untersuchung zeigte bei einem Patienten eine makrovesikulare Steatosis mit einem
erhohten Kupfergehalt der Leber, die des anderen zeigte eine portale Fibrose und
Lipidinfiltrationen. Die Prdsenz eines Kayser-Fleischer-Ringes wurde bei beiden Patienten
ausgeschlossen. Die Eltern beider Patienten, wobei es sich auch um die selben handeln kann,

sind miteinander blutsverwandt.

4.2.6 Die R148W-Mutation im Exon 2

Diese Mutation ist bei einem Jungen aus dem Iran als homozygote Verdnderung im ATP7B-Gen
erkannt worden. Ein genaues Datum der Erstsymptomatik ist bei diesem Patienten nicht bekannt.
Allerdings kann sicher gesagt werden, dass der Patient die ersten klinischen Zeichen im
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Kindesalter vor der VVollendung seines zwdlften Lebensjahres entwickelte. Ein Kayser-Fleischer-
Ring war zum Zeitpunkt der Diagnostik nicht vorhanden. AulRerdem besteht keine familidre

Vorgeschichte.

4.2.7 Die 845delT-Mutation im Exon 2

Bei zwei Patienten wurde die 845delT-Mutation im Exon 2 des ATP7B-Gens identifiziert.
Betroffen sind ein aus dem Iran stammendes M&dchen und ein aus Griechenland stammender
Patient, dessen Geschlecht nicht bekannt ist. Uber den griechischen Patienten sind keine
weiteren Informationen bekannt. Die Patientin aus dem lIran wurde im Kindesalter, vor
Vollendung ihres achten Lebensjahres, klinisch auffillig. Uber ein genaues Datum der
Erstsymptomatik bestehen allerdings keine Angaben. An Laborwerten ist Gber die Iranerin
bekannt, dass sie zum Zeitpunkt der Diagnostik mit einem Wert von 1,1 mg/dl und einem
Referenzbereich von 22 bis 40 mg/dl eine Verringerung der Coeruloplasmin-Serum-
Konzentration auf 5% des unteren Normwertes aufwies. Auflerdem war die gemessene
Kupferausscheidung im Urin mit einem Wert von 580 pg tber 24 Stunden und dem oberen
Referenzwert von 65 pg/d um das 8,9fache dieses Wertes erhdht. Sowohl die Existenz eines
Kayser-Fleischer-Ring als auch eine familidre Vorgeschichte wurden bei der Patientin

ausgeschlossen.

4.2.8 Die L549P-Mutation im Exon 4

Die homozygote Mutation L549P auf dem Exon 4 wurde bei einem Jungen &gyptischer Herkunft
festgestellt. Er entwickelte im Alter von elf Jahren die ersten Zeichen einer hepatolentikuldren
Degeneration in Form eines Ikterus. Zum Zeitpunkt der Diagnostik zeigte die Serum-
Coeruloplasmin-Konzentration von 7,7 g/l und einem Referenzbereich von >60 g/l eine
Konzentrationsverringerung auf 12,8% des unteren Normwertes an. Die Leberbeteiligung steht
bei seinem Krankheitshild im Vordergrund, obwohl auch Dysarthrien und Rigiditat beobachtet
wurden. Eine positive familiare Vorgeschichte ist bekannt. Uber diese sind allerdings keine
naheren Angaben vorhanden. Bei einer Leberbiopsie zeigt sich das Bild einer chronischen

Hepatitis mit hervorgehobener Aktivitat und einer beginnenden Zirrhose.

4.2.9 Die D642H-Mutation im Exon 6

Die D642H-Mutation im Exon 6 wurde bei zwei Patienten aus dem Iran als homozygote

Verénderung identifiziert. Es handelt sich um einen Mann und eine Frau, deren
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Primarsymptomatik nicht bekannt ist. Die Coeruloplsamin-Konzentration im Serum der
Patienten lag zum Zeitpunkt der Diagnostik durchschnittlich bei 3,45 mg/dl, was bei einem
Referenzbereich von 22 bis 40 mg/dl eine Konzentrationsverringerung auf 15,7% des unteren
Normwertes anzeigt. Die Bestimmung der Kupferausscheidung im Urin tber 24 Stunden ergab
im Durchschnitt einen Wert von 645 pg und zeigt eine Konzentrationssteigerung um das
9,9fache der oberen Normwertgrenze, welche bei 65 pg/d angesetzt ist. Nur bei der Patientin ist
die Kupfer-Serum-Konzentration bekannt, die zum Zeitpunkt der Diagnostik mit einem Wert
von 33ug/dl und einem unteren Referenzwert von 78 pg/dl auf 42,3% dieses Wertes verringert
war. Auler den beschriebenen Laborparameter ist Uber die Patienten bekannt, dass beide einen
Kayser-Fleischer-Ring aufweisen. Bei dem mannlichen Patienten ist zusatzlich eine familiére

Vorgeschichte bekannt, welche nicht naher erlautert ist.

4.2.10 Die Q680X Mutation im Exon 7

Diese Mutation wurde als homozygote Verdnderung bei einem mannlichen Patienten aus dem
Iran identifiziert. Die hepatolentikuldre Degeneration wurde bei ihm bereits im Kindesalter vor
Vollendung des achten Lebensjahres diagnostiziert. Uber einen genauen Zeitpunkt der
Erstsymptomatik sind keine Informationen bekannt. Zum Zeitpunkt der Diagnostik belief sich
die Coeruloplasmin-Serum-Konzentration auf einen Wert von 4 mg/dl. Bei einem
Referenzbereich zwischen 22 und 40 mg/dl zeigt sich gemessen an der unteren Normwertgrenze
eine Verringerung auf 18,2% dieses Wertes. Der Kupfer-Gehalt im Urin Gber 24 Stunden war
mit einer Konzentration von 571 pg und einem Referenzbereich von 10 bis 65 pg/d um das
8,8fache erhoht. Bei dem Patienten ist sowohl eine familidre VVorgeschichte in Bezug auf eine
Erkrankung an Morbus Wilson als auch die Prasenz eines Kayser-Fleischer-Ringes bekannt.

4.2.11 Die 2296dupA-Mutation im Exon 8

Bei weiteren vier Patienten entdeckte man eine homozygote Veranderung des ATP7B-Gen im
Exon 8, die 2296dupA-Mutation. Die vier Patienten, drei Frauen und ein Mann, stammen alle
aus Brasilien, sind kaukasischer Abstammung und gehéren zu einer Grof3familie. Alle erkrankten
Personen haben Eltern, die ebenfalls miteinander blutsverwandt sind. Eine Patientin unter ihnen
entwickelte im Alter von 24 Jahren die ersten klinischen Symptome, die auf eine Erkrankung an
Morbus Wilson hindeuteten. Bei ihr wurde die priméar hepatische Form der hepatolentikularen
Degeneration diagnostiziert. Die anderen drei Familienmitglieder waren zum Zeitpunkt der

genetischen Untersuchung im Alter von sechs, sieben und zwolf Jahren klinisch unauffallig. Alle
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vier Patienten hatten zum Zeitpunkt der Diagnosestellung erniedrigte Coeruloplasmin-Serum-
Konzentrationen und erniedrigte Konzentrationen der totalen Serum-Kupfer-Konzentration. Die
Coeruloplasmin-Serum-Konzentration lag im Durchschnitt bei 3,86 mg/dl. Es ergibt sich hieraus
bei einem Referenzbereich von 26 bis 58 mg/dl eine Konzentrationsverringerung auf 14,9% des
unteren Normwertes. Die Serum-Kupfer-Konzentration lag im Durchschnitt bei 22,25 ul/l und
ist bei einem Normwertbereich zwischen 70 und 140ul/l auf 31,8% des unteren Normwertes
verringert. Bei zwei der Patienten bestanden Informationen uber die Kupferausscheidung im
Urin. Durchschnittlich ergibt sich ein Wert von 115 pg/d bei einem Referenzbereich von 2 bis 80
pg/d. Es ergibt sich im Mittelwert der Konzentrationserhéhungen eine 1,9 fache Erhéhung der
Konzentration gegeniiber der eines Gesunden. Die Présenz eines Kayser-Fleischer-Ringes wurde
nur bei einer Patientin zum Zeitpunkt der Diagnostik gefunden. Es handelt sich um die Patienten,
die als einzige das Bild einer hepatischen Primarsymptomatik bietet. Anhand einer Leberbiopsie
konnte bei drei Patienten eine chronisch aktive Hepatitis erkannt werden. Zwei von ihnen
konnten zusétzlich nodulédre Transformationen nachgewiesen werden. Wiederum zwei von ihnen
zeigten das Bild einer makro- und mikrovesikuldren Steatosis. Bei zwei Patienten ist der
Kupfergehalt der Leber bekannt, welcher durchschnittlich nach Umrechnung der einzelnen
Werte von konventionellen in Sl-Einheiten bei 21,63 pmol/g TG liegt und somit um das
24,9fache des oberen Normwertes von 0,87 umol/g TG erhoht ist. Die Rhodaninfarbung des

gewonnenen Lebergewebes ist bei einem der Patienten bekannt und positiv ausgefallen.

4.2.12 Die R778G-Mutation im Exon 8

Die R778G-Mutation auf dem Exon 8 wurde als homozygote Veranderung bei zwei polnischen
Patienten beobachtet. Es handelt sich um einen Mann und eine Frau. Da sie den gleichen
Nachnamen tragen, ist anzunehmen, dass sie miteinander verwandt sind. Nur Gber den Mann
sind Informationen vorhanden. Er entwickelte mit 20 Jahren eine klinische Symptomatik. Im
Vordergrund der Erkrankung steht bei ihm die neurologische Form der hepatolentikularen
Degeneration. Die Coeruloplasmin-Serum-Konzentration lag bei diesem Patienten zum
Zeitpunkt der Diagnostik bei 0,8 mg/dl und war somit bei einem Referenzbereich von 9,2 bis
16,0 mg/dl auf 8,7% des unteren Normwertes verringert. Die Serum-Kupfer-Konzentration war
ebenfalls niedriger als die eines gesunden Patienten. Mit einem Wert von 7 pg/dl war die
Konzentration auf 10 % der unteren Normwertgrenze von 70 pg/dl verringert. Die Bestimmung
des ausgeschiedenen Kupfers im Urin Uber 24 Stunden zeigte eine Konzentration von 460 pg,

was bei einem Referenzbereich maximal 50 pg/d eine 9,2fache Konzentrationssteigerung ergab.
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4.2.13 Die D765N-Mutation im Exon 8

Diese Mutation ist als homozygote Veranderung bei einer brasilianischen Mulattin bekannt. Sie
entwickelte die ersten Symptome im Alter von 25 Jahren. Bei ihr besteht eine neurologische
Primarsymptomatik, was sich vor allem durch Dysarthrie, Haltungs- und Aktionstremor,
Dystonie und Verhaltensstérungen, insbesondere neurotische Stérungen, dufert. Die
Coeruloplasmin-Serum-Konzentration war zum Zeitpunkt der Diagnostik mit einem Wert von 3
mg/dl bei einem Referenzbereich von 26 bis 58 mg/dl auf 11,5% bezogen auf die untere
Normwertgrenze verringert. Die Serum-Kupfer-Konzentration entsprach zum Zeitpunkt der
Diagnostik mit einem Wert von 12 ug/l bei einem Referenzbereich von 70 bis 140 ebenfalls
nicht der bei einem gesunden Menschen erwarteten Konzentration. Die Konzentration ist
gemessen an der unteren Normwertgrenze auf 17,1% verringert. Die Kupferkonzentration im
Urin Gber 24 Stunden zeigte mit einem Wert von 80 g bei einem Referenzbereich von 2 bis 80
ug/d keine pathologische Veranderung an. Zum Zeitpunkt der Diagnosestellung war ein Kayser-
Fleischer-Ring vorhanden. Uber die familiare Vorgeschichte der Patientin ist bekannt, dass ihre

Eltern blutsverwandt sind und dass eines ihrer Geschwister ebenfalls betroffen ist.

4.2.14 Die 1857T-Mutation im Exon 10

Bei einem aus dem Iran stammenden Jungen wurde diese Mutation als homozygote Veranderung
der DNA diagnostiziert. Uber ihn ist bekannt, dass er vor Vollendung seines neunten Lebensjahr
eine klinische Symptomatik entwickelte und dass er das klinische Bild eines Kayser-Fleischer-
Ringes aufweist. Zum Zeitpunkt der Diagnostik zeigte sich eine Serum-Coeruloplasmin-
Konzentration von 4 mg/dl, welche nur 18,2% des unteren Normwertes von 22 mg/dl ausmacht.
Die Serum-Kupfer-Konzentration lag zum Zeitpunkt der Diagnostik bei 51 pg/dl, welche bei
einem Referenzbereich von 78 bis 131 pg/d eine Verringerung auf 65,4% des unteren
Normwertes ausmacht. AulRerdem sah man eine 12,9fache erh6hte Konzentration des Kupfers im
Sammeleurin Gber 24 Stunden, welche sich durch die Konzentration von 840 pg gemessen an
der oberen Referenzwertgrenze von 65ug/d darstellte. AuRer den Laborparametern ist bekannt,
dass zum Zeitpunkt der Diagnosestellung ein Kayser-Fleischer-Ring vorhanden war. Eine

famili&re Vorgeschichte konnte bei dem beschriebenen Patienten ausgeschlossen werden.

4.2.15 Die S932X-Mutation im Exon 12
Diese Mutation wurde bei einem brasilianischen Patienten als homozygote Verénderung im
ATP7B-Gen identifiziert. Uber den Patienten ist bekannt, dass er mannlichen Geschlechts und
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kaukasischer Abstammung ist und im Alter von 24 Jahren die ersten klinischen Symptome
entwickelte. Im Vordergrund seiner Erkrankung steht die hepatische Manifestation des Morbus
Wilson. Zum Zeitpunkt der Diagnostik zeigte die Coeruloplasmin-Serum-Konzentration mit
einem Wert von 3 mg/dl und einem Referenzbereich von 26 bis 58 mg/dl eine Verringerung auf
11,5% des unteren Normwertes an. Die Serum-Kupfer-Konzentration ergab mit einem Wert von
29 i/l und einem Referenzbereich von 70 bis 140 pl/l eine Verringerung auf 41,4% der unteren
Normwertkonzentration. Die Kupferkonzentration im Urin lag zum Zeitpunkt der Diagnostik mit
einem Wert von 40 pg/d und einem Referenzbereich von 2 bis 80 pg/d im Normbereich. Zum
Zeitpunkt der Diagnostik wurde bei ihm ein Kayser-Fleischer-Ring identifiziert. Es ist aulerdem

bekannt, dass eine Blutsverwandtschaft der Eltern besteht.

4.2.16 Die L936X- Mutation im Exon 12

Ein Junge aus dem Iran weist diese Mutation als homozygoten Defekt im ATP7B-Gen auf. Die
Diagnose der hepatolentikuldren Degeneration wurde bereits im Kindesalter vor Abschluss des
14. Lebensjahres diagnostiziert. Bei ihm ist eine familidre VVorgeschichte bekannt. Aufl3erdem

wurde bei einer Leberbiopsie eine Kupferpigmentierung entdeckt.

4.2.17 Die P992L- Mutation im Exon 13

Eine homozygote Verdnderung in Form der P992L-Mutation im Exon 13 ist bei vier Patienten
bekannt. Alle vier Patienten stammen aus China. Klinische Daten sind nur von einem Patienten
vorhanden. Dieser war zum Zeitpunkt der Diagnosestellung klinisch asymptomatisch und wurde
nur aufgrund des Todes seines Bruders untersucht, welcher an fulminanten Lebersagen verstarb.
Die Kupferausscheidung im Urin Giber 24 Stunden war mit einem Wert von 7,03 umol/d, welcher
sich durch Umrechnung aus der konventionellen Einheit ergab, gemessen am oberen

Referenzwertbereich der Charité von 0,94 umol/d um das 7,5fache dieses Wertes erhoht.

4.2.18 Die T977M- Mutation im Exon 13

Vier Patienten der als homozygote Trdger einer Mutation im ATP7B-Gen identifizierten
Personen tragen die Mutation T977M auf dem Exon 13. Zwei von ihnen stammen aus Polen, die
anderen beiden stammen aus Agypten. Uber die agyptischen Patienten liegen leider keine
klinischen Informationen vor. Da die Patienten den gleichen Nachnamen haben, ist anzunehmen,
dass es sich hierbei wie bei den polnischen Patientinnen um eine Geschwisterpaar handelt. Bei

den aus Polen stammenden Patienten handelt es sich um zwei Frauen, die beide unter der primér
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hepatischen Form der hepatolentikuldren Degeneration leiden. Die eine Patientin wurde im Alter
von acht Jahren, die andere Patientin im Alter von elf Jahren symptomatisch, was zu einem
durchschnittlichen Erkrankungsalter von 9,5 Jahren flhrt. Die durchschnittliche Coeruloplasmin-
Serum-Konzentration betrug zum Zeitpunkt der Diagnostik 1,6 mg/dl, was bei einem
Referenzbereich von 9,2 bis 16 mg/dl eine Verringerung auf 17,4% des unteren Normwert
anzeigt. Die Serum-Kupfer-Konzentration ergab zum Zeitpunkt der Diagnostik mit einer
Konzentration von durchschnittlich 55 pg/dl bei einem Referenzbereich von 70 bis 140 ug/dl
eine Verringerung der Konzentration auf 78,6% des unteren Normwertes. Die
Kupferausscheidung im Urin wurde bei beiden polnischen Patientinnen ebenfalls bestimmt.
Durchschnittlich ergab sich ein Wert von 248 ug/d, was bei dem oberen Grenzwert von 50 pg/d

eine funffache Erhéhung anzeigt.

4.2.19 Die A1003T-Mutation im Exon 13

Die A1003T-Mutation im Exon 13 ist bei zwei serbischen Patienten kaukasischer Abstammung
entdeckt worden. Nur von einer Patientin sind klinische Daten vorhanden. Bei ihr wurde die
primér hepatische Form des Morbus Wilson diagnostiziert. Zum Zeitpunkt der Diagnosestellung
lag die Serum-Coeruloplasmin-Konzentration mit einem Wert von 0,35g/l und einem
Referenzbereich von 0,2 bis 0,6 g/l im Normbereich. Die Serum-Kupfer-Konzentration zeigte zu
diesem Zeitpunkt mit einem Wert von 7,7 umol/l und einem Referenzbereich von 10,6 bis 21,6
pumol/l eine Konzentrationsverringerung auf 56,6% der unteren Normwertgrenze. Die
Bestimmung der Kupferausscheidung im Urin ber 24 Stunden erreichte den Wert 4,24 mmol,
welcher sich durch Umrechnung aus der konventionellen Einheit errechnete. Gemessen am
oberen Referenzwert der Charité von <0,94 mmol/d war er 1,1fach erhoht. Ein Kayser-Fleischer-
Ring war zur Zeit der Diagnostik prasent. Die Patientin hat vier Geschwister, von denen drei
ebenfalls an Morbus Wilson erkrankt sind. Eine Schwester leidet an der neurologische Form des
Morbus Wilson, die andere verstarb 1985 an den Folgen einer fulminanter Hepatitis. Der Bruder
verstarb an den Folgen einer Leberzirrhose. Die genetischen Veranderungen der
Geschwisterkinder sind nicht bekannt.

4.2.20 Die G1061E-Mutation im Exon 14

Dieser genetische Defekt ist bei einem in Deutschland lebenden Patienten erhoben worden. Im
Alter von 10,5 Jahren wurde der Junge Klinisch durch Transaminasenerhéhung und eine

Leberzirrhose auffallig. Das klinische Bild des Kindes ist zum einen durch eine hepatische und
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zum anderen durch eine psychiatrische Primédrsymptomatik geprégt. Die psychiatrische
Auspragung aulerte sich in diesem Fall durch Lernbehinderung und Verhaltensstérungen. Zum
Zeitpunkt der Diagnosestellung war die Coeruloplasmin-Serum-Konzentration im Serum
verringert und die Urin-Kupfer-Konzentration erhoht, ohne dass nahere Angaben uber diese
Parameter bekannt sind. Histologisch war sowohl das Bild einer Zirrhose zu erkennen als auch
ein Kupfergehalt von 11,37 pumol/g, welcher sich durch die Umrechnung aus der konventionellen
Einheit nach dem oben genannten Verfahren errechnete, zu ermitteln. Dieser Wert zeigt bei
einem Referenzbereich von 0,24 bis 0,87 umol/g Trockengewicht eine 13,1 fache Erhéhung des
oberen Normwertes an. Ein Kayser-Fleischer-Ring war zum Zeitpunkt der Diagnosestellung

vorhanden.

4.2.21 Die H1126P-Mutation im Exon 15

Auf dem Exon 15 des ATP7B-Gens fand man bei vier Patienten homozygot die H1126P-
Mutation. Die vier Patienten, unter denen sich nur ein Mann befindet, stammen aus Agypten. Es
handelt sich um zwei Geschwisterpaare, die zusétzlich miteinander verwandt sind. Alle vier
Patienten leiden unter der hepatischen Form der hepatolentikuldaren Degeneration. Drei der vier
Patienten wurden zwischen dem neunten und zwdlften Lebensjahr mit einem durchschnittlichen
Alter von zehn Jahren Kklinisch auffallig. Die vierte Patientin hatte zum Zeitpunkt der
Diagnosestellung im Alter von elf Jahren keine Beschwerden. Trotzdem wurde bei ihr, wie auch
bei ihrem Bruder und ihren beiden Cousinen, die hepatolentikuldre Degeneration mit einer
hauptsachlich  hepatischen  Manifestation diagnostiziert. Die Coeruloplasmin-Serum-
Konzentration, welche von allen vier Patienten bekannt ist, liegt durchschnittliche bei 12,15 g/I.
Jeweils zwei Werte wurden an zwei unterschiedlichen Referenzbereichen von 17 bis 65 g/l und
15,5 bis 60 g/l gemessen. Der Mittelwert der Konzentrationsverringerungen ergibt eine
Konzentrationsverringerung auf 73,1% der bei einem Gesunden zu erwartenden Coeruloplasmin-
Serum-Konzentration. Die Urin-Kupfer-Konzentration ist von drei Patienten bekannt.
Durchschnittlich ergibt sich ein Wert von 332,67 ug/l, was wiederum, gemessen an zwei
unterschiedlichen Referenzbereichen von <50 und <70 pg/l, durchschnittlich eine 6,6fache
Erhohung ausmacht. AulRer den Laborwerten ist Uber die Patienten bekannt, dass eine weitere
Schwester des einen Geschwisterpaares im Alter von 18 Jahren verstarb. Bei drei der Patienten
konnte ein Kayser-Fleischer-Ring diagnostiziert werden, wahrend bei dem vierten Patienten
keiner zu finden war. Bei zwei Patienten wurde eine Leberhistologie durchgefiihrt. Die

histologische Untersuchung der einen Patientin beschreibt eine moderate chronische Hepatitis
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mit frihen noduléren Formationen; die des anderen Patienten zeigt das Bild einer chronischen
Hepatitis mit moderater Aktivitdt und einer frihen Zirrhose. Die Orcein-Farbung der

Leberbiopsate ist bei beiden Patienten negativ ausgefallen.

4.2.22 Die G1089E-Mutation im Exon 15

Diese Mutation wurde als homozygote Verdnderung der DNA bei einem Jungen aus dem Iran
identifiziert. Die Diagnose der hepatolentikuldren Degeneration wurde bereits vor Vollendung
seines neunten Lebensjahres gestellt. Zum Zeitpunkt der Diagnostik zeigte die Coeruloplasmin-
Serum-Konzentration mit einem Wert von 1,2 mg/dl und einem Referenzbereich von 22 bis 40
mg/dl eine Verringerung auf 5,5% des unteren Normwertes an. Die Serum-Kupfer-
Konzentration zeigte mit einem Wert von 25 pg/dl und einem Referenzbereich von 78 bis 131
pg/dl eine Verringerung auf 32,1% gemessen an der unteren Normwertkonzentration an. Die
Bestimmung der Kupferausscheidung im Urin ergab mit einem Wert von 185 pg/d bei einem
Referenzbereich von 10 bis 65 pg/d eine 2,8fache Erhéhung der oberen Normwertkonzentration
an. Zum Zeitpunkt der Diagnostik war die Présenz eines Kayser-Fleischer-Ringes bekannt. Eine

familidre Vorgeschichte besteht bei diesem Patienten nicht.

4.2.23 Die F1094L-Mutation im Exon 15

Diese Mutation konnte bei einem brasilianischen Mulatten als homozygoter Defekt identifiziert
werden. Der Patient entwickelte mit 25 Jahren die ersten Symptome. Er leidet primar an der
neurologischen Form des Morbus Wilson. Diese dufRert sich vor allem durch Dysarthrie,
Dystonie, Parkinsonismus, Dysphagie, Krampfanfalle und Demenz. Trotz der primar
neurologischen Manifestation der Erkrankung, wurde bei ihm ein Ikterus beobachtet. Zum
Zeitpunkt der Diagnosestellung war die Coeruloplasmin-Serum-Konzentration mit einem Wert
von 12mg/dl bei einem Referenzbereich von 22 bis 40 mg/dl verringert. Daraus ergibt sich eine
Verringerung der Konzentration auf 46,2% des unteren Normwertes. Die Serum-Kupfer-
Konzentration zeigte mit einem Wert von 40 pg/dl bei einem Referenzbereich von 78 bis 131
pug/dl  eine Verringerung auf 57,1% der unteren Normwertkonzentration an. Die
Kupferausscheidung im Urin Uber 24 Stunden zeigte mit einem Wert von 348 pg gemessen an
der oberen Normwertgrenze von 80 pg/d eine 4,4fache Erhdhung an. Ein Kayser-Fleischer-Ring
wurde zum Zeitpunkt der Diagnosestellung beschrieben. Informationen bezlglich einer

familidren Vorgeschichte ergaben zum einen, dass seine Eltern miteinander verwandt sind und

90



Resultate

zum anderen, dass aufler ihm drei seiner Cousins an der hepatolentikularen Degeneration

erkrankt sind.

4.2.24 Die Q1124X-Mutation im Exon 16

Die Q1124 X-Mutation des Exon 16 wurde als homozygote Verdnderung bei zwei Jungen aus
dem Iran diagnostiziert. Bei beiden steht die hepatische Beteiligung der hepatolentkuldren
Degeneration im Vordergrund. Die klinische Symptomatik zeigte sich durchschnittlich im
Kindesalter vor Vollendung des zehnten Lebensjahres. Die durchschnittliche Coeruloplasmin-
Serum-Konzentration zum Zeitpunkt der Diagnostik lag bei 4,35 mg/dl, was bei einem
Referenzbereich von 22 bis 40 mg/dl eine Verringerung auf 19,8% des unteren Normwertes
angibt. Die Bestimmung der durchschnittlichen Konzentration des ausgeschiedenen Kupfers im
Urin Uber 24 Stunden ergab einen Wert von 231 g, was bei einem oberen Referenzwert von 65
ug/d eine 3,6fache Erhohung der Konzentration aufzeigt. Bei beiden Patienten ist die Prasenz
eines Kayser-Flaischer-Rings bekannt. Eine familidre Vorgeschichte bezlglich der
hepatolentikuldaren Degeneration oder neurologische oder hepatische Erkrankungen unklarer

Genese bei Angehdrigen sind bei beiden Patienten nicht bekannt.

4.2.25 Die 11148T-Mutation im Exon 16

Diese homozygote Verédnderung wurde bei einem in Deutschland lebenden Madchen erkannt.
Anhand ihres Namens zu urteilen ist sie nicht deutscher Abstammung. Im Alter von 10,5 Jahren
entwickelte sie einen lkterus. Bei ihr wurde der Morbus Wilson mit hepatischer
Priméarsymptomatik diagnostiziert. Zum Zeitpunkt der Diagnostik lag die Coeruloplasmin-
Serum-Konzentration bei 13mg/dl und zeigte somit gemessen am unteren Referenzwert der
Charité von 25 mg/dl eine Konzentrationserniedrigung auf 52,4% an. Die Kupferkonzentration
im Serum lag bei 7 pumol/l, was bei einem unteren Referenzwert der Charité von 13 pumol/l eine
Verringerung auf 57,7% dieses Wertes anzeigt. Eine Leberbiopsie zeigte eine Fettleber und eine
Zirrhose zweiten bis dritten Grades. Der Kupfergehalt der Leber war mit einem Wert von 12,97
umol/g TG, welcher sich durch die Umrechnung aus der konventionellen Einheit mittels des
oben genannten Verfahrens ergab, um das 14,9fache des oberen Referenzwertes von 0,87 pmol/I
erhoht. Einen Kayser-Fleischer-Ring hatte sie zum Zeitpunkt der Diagnostik nicht.
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4.2.26 Die 3472-3482del11-Mutation im Exon 16

Bei einem polnischen Patienten, von welchem sowohl das Geschlecht als auch die
Primarsymptomatik nicht bekannt sind, wurde diese Mutation als homozygote Veranderung im
ATP7B-Gen entdeckt. Zum Zeitpunkt der Diagnostik, welcher ebenfalls nicht bekannt ist, zeigte
die Coeruloplasmin-Serum-Konzentration von 2 mg/dl bei einem Referenzbereich von 9,2 bis 16
mg/dl eine Verminderung dieses Wertes auf 21,7% der unteren Normwertkonzentration an. Die
Serum-Kupfer-Konzentration von 31 pg/dl ergab eine Verminderung auf 44,3% des unteren
Referenzwertes bei einem Referenzbereich von 70 bis 140 pg/dl. Die Kupfer-Konzentration im
Urin Gber 24 Stunden war mit einem Wert von 320 ug um das 6,4fache des oberen Normwertes

eines Referenzbereiches von 0 bis 50 pg/d erhoht.

4.2.27 Die 3697delC-Mutation im Exon 17

Diese homozygote DNA-Veranderung wurde bei einem Jungen aus dem Iran festgestellt. Uber
ihn ist bekannt, dass er im Kindesalter vor Vollendung des 10. Lebensjahres klinisch
symptomatisch wurde. Zum Zeitpunkt der ersten Symptome, der nicht genau bekannt ist, war die
Coeruloplasmin-Serum-Konzentration mit einem Wert von 1,6 mg/dl bei einem Referenzbereich
von 22 bis 40 mg/dl auf 7,3% der unteren Normwertgrenze verringert. Die Serum-Kupfer-
Konzentration war mit einem Wert von 18ug/dl und einem Referenzbereich von 78 bis 131 pg/dl
auf 23,1% des unteren Normwertes verringert. Eine Leberbiopsie wurde durchgefihrt und zeigte
histologisch das Bild einer Zirrhose. Sowohl eine familidre VVorgeschichte als auch die Prasenz

eines Kayser-Fleischer-Ringes sind bekannt.

4.2.28 Die 3649-3654del6-Mutation im Exon 17

Als homozygoter Defekt wurde diese Mutation bei einem Patienten aus dem Iran identifiziert. Es
handelt sich um einen Jungen, der im Kindesalter vor Vollendung seines dritten Lebensjahres
bereits symptomatisch wurde. Ein genauer Zeitpunkt tiber das Auftreten der ersten Symptome ist
nicht bekannt. Zum Zeitpunkt der Diagnostik war die Coeruloplasmin-Serum-Konzentration mit
einem Wert von 4,5 mg/dl bei einem Referenzbereich von 22 bis 40 mg/dl auf 20,5% des unteren
Normwertes verringert. Die Serum-Kupfer-Konzentration war ebenfalls verringert. Mit einem
Wert von 64 pg/dl und einem Referenzbereich von 78 bis 131ug/dl zeigt die Konzentration eine
Verminderung auf 82,1% des unteren Normwertes an. Die Kupferkonzentration im Urin war
zum Zeitpunkt der Diagnostik auf das 5,6fache des oberen Normwertes erh6ht. Normalerweise
betragt der Urin-Kupfergehalt eines gesunden Menschen in 24 Stunden 10 bis 65 pg/dl. Bei
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diesem Patienten wurde ein Wert von 364 pg/dl erhoben. Die Untersuchung des Lebergewebes
in Folge einer Biopsie ergab einen zehnfach erhdhten Kupferwert. Sowohl eine familiare

Vorgeschichte als auch ein Kayser-Fleischer-Ring existiert nicht.

4.2.29 Die N1270S-Mutation im Exon 18

Vier untersuchte Personen sind homozygote Tréger der N1270S-Mutation im Exon 18. Zwei
dieser Patienten, welche Frauen sind und von denen angenommen werden kann, dass es sich um
Geschwister handelt, stammen aus dem Iran. Die jungere der beiden Patientinnen erkrankte vor
Vollendung des 12. Lebensjahres, wahrend die andere vor Vollendung des 19. Lebensjahres
erkrankte, was durchschnittlich zu einem Erstmanifestationsalter vor Vollendung des
fiinfzehnten Lebensjahres fuhrt. Genauere Daten zum Zeitpunkt der Erstsymptomatik sind nicht
bekannt. Zum Zeitpunkt der Diagnostik wurde bei beiden Patientinnen die Coeruloplasmin-
Serum-Konzentration sowie die Kupfer-Ausscheidung im Urin Gber 24 Stunden bestimmt. Die
Serum-Kupfer-Konzentration wurde nur bei einem Patienten ermittelt. Durchschnittlich lag die
Coeruloplasmin-Serum-Konzentration bei 5,5 mg/dl, was bei einem unteren Normwert von 22
mg/dl eine Verringerung auf 25% beziuglich dieses Wertes ausmacht. Die Urin-Kupfer-
Konzentration belief sich durchschnittlich auf 646 pg/d. Bei dem oberen Referenzwertbereich
von 65 pg/d zeigte sich hiermit eine Erh6hung auf das 9,9fache dieses Wertes. Die Serum-
Kupfer-Konzentration der einen Patientin lag zum Zeitpunkt der Diagnostik bei 36 pg/dl, was
bei einem Referenzbereich von 78 bis 131 pg/dl eine Verminderung auf 46,2% des unteren
Normwertes darstellt. AuRer den genannten Laborwerten ist bekannt, dass beide Patientinnen
einen Kayser-Fleischer-Ring aufweisen. Die anderen zwei Patientinnen, welche in Deutschland
diagnostiziert wurden, stammen spekulativ, anhand ihrer Namen zu urteilen, nicht aus dem
mitteleuropaischen Raum. Hierbei handelt es sich ebenfalls um ein Geschwisterpaar, von dem

keine weiteren klinischen Daten vorhanden sind.

4.2.30 Die IVS18-2A>G-Mutation im Exon 18

Als homozygoten Trager dieser Mutation erkannte man einen agyptischen Jungen. Er wurde im
Alter von 12 Jahren durch die Entwicklung eines Ikterus Kklinisch auffallig. Die hepatische
Manifestation steht bei seinem Erkrankungsbild im Vordergrund, obwohl auch neurologische
Symptome, wie Dysarthrie und Konzentrationsstérungen, beobachtet wurden. Eine familidre

Vorgeschichte besteht nicht. Die Prasenz eines Kayser-Fleischer-Ringes ist bekannt.
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4.2.31 Die L1299R-Mutation im Exon 18

Bei einem aus dem Iran stammenden mannlichen Patienten entdeckte man diese Mutation als
homozygote Verédnderung der DNA. Die Diagnose des Morbus Wilson wurde bereits im
Kindesalter vor Vollendung des neunten Lebensjahres gestellt. Ein genaues Datum zum
Zeitpunkt der Primédrsymptomatik ist nicht bekannt. Zum Zeitpunkt der Diagnostik zeigte die
Coeruloplasmin-Konzentration im Serum mit einem Wert von 1 mg/dl bei einem Referenzwert
von 22 bis 40 mg/dl eine Verringerung auf 4,5% der unteren Normwertkonzentration an. Die
Serum-Kupfer-Konzentration war mit einem Wert von 43 pg/dl bei einem Referenzbereich von
78 bis 131 pg/dl des unteren Normwertbereichs ebenfalls verringert. Ausgehend von dem
unteren Normwert ergibt sich hieraus eine Verringerung der Konzentration auf 55,1%. Die
Kupferausscheidung im Urin tber 24 Stunden war mit 70 pg bei einem Referenzbereich von 10
bis 65ug/d gemessen am oberen Referenzwert nur 1,1fach erhoht. Sowohl eine positive
Familienanamnese, die nicht genauer bekannt ist, als auch die Présenz eines Kayser-Fleischer-

Ringes zum Zeitpunkt der Diagnostik sind bekannt.

4.2.32 Die 3713-14del2-Mutation im Exon 18

Bei einem brasilianischen Mann wurde diese Mutation als homozygote Veranderung erkannt.
Uber ihn ist bekannt, dass die Primarsymptomatik seiner Erkrankung neurologisch ist und dass
die Erkrankung im Alter von 25 Jahren diagnostiziert wurde. Ein genauer Zeitpunkt der
Primarsymptomatik ist nicht bekannt. Zum Zeitpunkt der Diagnose war die Coeruloplasmin-
Serum-Konzentration mit einem Wert von 2 mg/dl und einem Referenzbereich von 26 bis 58
mg/dl auf 7,7% des unteren Normwertbereichs verringert. Die Kupfer-Serum-Konzentration
entsprach ebenfalls nicht der eines gesunden Patienten. Sie war mit einem Wert von 37 pg/dl bei
einem Referenzbereich zwischen 70 und 140 pg/dl auf 52,9% der unteren Normwertgrenze
verringert. Die Kupferausscheidung im Urin zeigte mit einem Wert von 126 pg bei einem
Referenzbereich von 2 bis 80 pg/d eine Erhdhung der Konzentration auf das 1,6fache des oberen

Normwertes an.

4.2.33 Die G1341R-Mutation im Exon 20

Bei einem d&gyptischen Geschwisterpaar wurde die G1341R-Mutation als homozygote
Veranderung im Exon 20 identifiziert. Bei beiden Patienten, einem Jungen und einem Madchen,
wurde eine primér hepatische Manifestation des Morbus Wilson diagnostiziert. Sie entwickelten
im Kindesalter durchschnittlich vor Vollendung des zehnten Lebensjahres eine klinische
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Symptomatik. Zum Zeitpunkt der Diagnostik zeigten beide Patienten mit Werten von 7,7 und 8
mg/dl bei einem Referenzbereich von 15 bis 60 mg/dl eine verminderte Coeruloplasmin-
Konzentration im Serum. Bei einem durchschnittlichen Wert von 7,85 mg/dl ergib sich daraus
eine Verringerung auf 52,3% des unteren Normwertes. Die Messung des Kupfers im Urin des
Jungen Uber 24 Stunden erreichte eine Konzentration von 3200 pg, was bei einem
Referenzbereich von 15-50 pg/24h eine 64fache Erhéhung des oberen Grenzwertes angibt.
Zusétzlich zu den genannten Laborwerten wurde bei dem Jungen ein Kayser-Fleischer-Ring
entdeckt. Das Geschwisterpaar hat zwei Cousinen, die unter unidentifizierten Lebererkrankungen
leiden. Uber das Madchen ist weiter bekannt, dass bei ihr eine Leberbiopsie durchgefiihrt wurde.
Gesehen wurden septale fibtotische Bénder, Zellen mit veranderten Sinusoiden, makro- und
mikrovesikuldren  Verdanderungen der Hepatozyten und minimale zytoplasmatische

Granulationen, welche sich mit der Orceein-Farbung anfarben lie3en.
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4.3 Kayser-Fleischer-Ring und die Primarsymptomatik

Verteilung der Primarsymptomatik bei Patienten mit
vorhandenem / nicht vorhandenem Kaiser-Fleischer-Ring
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Abbildung 20: Die Abbildung bietet einen Uberblick iiber die Verteilung der Primarsymptomatik bei Patienten
von denen die Existenz bzw. das Nichtvorhandensein eines Kayser-Fleischer-Ringes bekannt ist.

Von 169 Patienten existieren Daten bezuglich der Prasenz eines Kayser-Fleischer-Ringes. Bei
109 Patienten wurde ein Kayser-Fleischer-Ring diagnostiziert, wahrend bei den anderen 60
Patienten keiner gefunden wurde. Unter den 109 Patienten, denen ein Kayser-Fleischer-Ring
nachgewiesen wurde, ist von 87 Patienten die Primarsymptomatik bekannt. Vier dieser Patienten
sind asymptomatisch, 36 leiden an der primér hepatischen Form der hepatolentikuléren
Degeneration und weitere 37 Patienten weisen klinisch eine primar neurologische Manifestation
auf. Zehn Patienten zeigen klinisch sowohl das Bild einer hepatischen als auch einer
neurologischen Symptomatik. Von 45 der 60 Patienten, bei welchen kein Kayser-Fleischer-Ring
gefunden wurde, existieren Informationen beziglich der Primarsymptomatik des Morbus
Wilson. Insgesamt 15 dieser Patienten sind asymptomatisch. Eine primar hepatische
Manifestation der hepatolentikuldren Degeneration weisen 26 Patienten auf, wahrend die
verbleibenden vier Patienten eine gemischte, also sowohl eine hepatische als auch eine
neurologische, Symptomatik aufweisen. Eine rein neurologische Primarsymptomatik wurde

unter diesen Patienten nicht beobachtet.
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4.4 HFEE-Genotyp und die Primarsymtomatik

Die Hereditare Hamochromatose ist in Deutschland mit einer Pravalenz homozygoter Erbtrager
von 1:205 bis 1:420 die am haufigsten auftretende Erbkrankheit [85]. Es handelt sich hierbei um
eine Storung der intestinalen Eisenresorption, welche zu einer Eisenablagerung in verschiedenen
Organen fuhrt. Besonders betroffen sind hierbei die Parenchymzellen von Leber, Pankreas,
Hypophyse, Gonaden, Herz und Gelenken. Funktionsbeeintrachtigungen und toxische
Zellschadigungen sind die Folge dieser Uberlagerung [86]. Als krankheitsverursachend gelten
neben anderen Loci im Chromosom 6 die Mutationen C282Y und H63D im HFE-Gen [87].

Bei 348 Patienten, die im Rahmen der Diagnostik des Morbus Wilson genetisch untersucht
wurden, wurde zusatzlich eine Genotypisierung des HFE-Gens durchgefuhrt, welche bei 93

Patienten mindestens eine Mutation aufzeigte.

4.4.1 Die C282Y-Mutation

n=8 Patienten

Patientenanzahl
w

neurologisch hepatisch asymptomatisch gemischt

Priméarsymptomatik

Abbildung 21: Die Abbildung stellt die Anzahl und Verteilung der Patienten, bei denen die C282Y-Mutation im
HFE-Gen identifiziert wurde, beziliglich ihrer Primarsymptomatik dar.

Die C282Y-Mutation wurde bei insgesamt 17 Patienten als alleinige heterozygote Veranderung
entdeckt. Von acht dieser Patienten ist die Primarsymptomatik der hepatolentikuldren
Degeneration bekannt. Die genauere Verteilung ist der Abbildung 21 zu entnehmen. Bei sechs

der Patienten ist eine neurologische Primérsymptomatik bekannt, wéahrend keiner der Patienten
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eine hepatische Primarsymptomatik aufweist. Ein Patient zeigte klinisch eine gemischte, d.h.
sowohl eine hepatische als auch eine neurologische, Primarsymtomatik. Ein Patient war zum
Zeitpunkt der Diagnostik der hepatolentikuldren Degeneration asymptomatisch. Bei weiteren
drei Patienten wurde die Mutation als compound heterozygote Mutation im HFE-Gen

identifiziert. Diese Patienten werden im Kapitel 4.4.3 beschrieben.

4.4.2 Die H63D-Mutation

n=41 Patienten

Patientenanzahl

neurologisch hepatisch asymptomatisch gemischt

Priméarsymptomatik

Abbildung 22: Die Abbildung stellt die Anzahl und Verteilung der Patienten, bei denen die H63D-Mutation im HFE-

Gen identifiziert wurde, beztiglich ihrer Primarsymptomatik dar.

Die H63D-Mutation wurde bei 70 Patienten identifiziert. Bei 61 dieser Patienten war sie als
alleinige heterozygote Veranderung vorzufinden, wahrend sie bei funf als homozygote
Verénderung identifiziert wurde. Bei den anderen vier Patienten kam sie zusammen mit einer
anderen Mutation, also als compound heterozygote Mutation, vor. Diese Patienten werden
nachfolgend beschrieben. Von 41 Patienten der insgesamt 66 Patienten, welche die H63D-
Mutation entweder als alleinige heterozygote Mutation oder als homozygote Veranderung
tragen, ist die Primdrsymptomatik der hepatolentikuldren Degeneration bekannt. Eine
neurologische Primédrsymptomatik weisen 18 Patienten auf. Eine primar hepatische
Manifestation der hepatolentikuldren Degeneration zeigen 15 untersuchte Personen. Drei
Patienten leiden sowohl an hepatischen als auch an neurologischen Symptomen, also an einer
gemischten Primarsymtomatik, und finf weitere Patienten waren zum Zeitpunkt der Diagnostik

des Morbus Wilson asymptomatisch.
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4.4.3 Compound heterozygote Mutationen

Bei insgesamt vier Patienten wurden im HFE-Gen zwei unterschiedliche Mutationen
identifiziert. Bei drei Patienten fand man sowohl sie C282Y-Mutation als auch die H63D-
Mutation. Das klinische Bild ist nur von einem dieser Patienten bekannt, welcher unter der
primér neurologischen Manifestation des Morbus Wilson leidet. Bei einem Patienten, dessen
klinisches Bild durch eine primér hepatische Manifestation gepragt ist, wurde im HFE-Gen
sowohl die H63D- als auch die S65C-Mutation identifiziert.
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4.5 APOE-Genotyp und die Primarsymptomatik

Es sind drei unterschiediche Allele, E 2, E 3 und E 4, auf dem APOE-Locus bekannt. Diese drei
Typen koénnen sowohl als homozygote Formen oder auch als heterozygote Formen auftreten.
Durch eine Punktmutation entstehen aus dem Wildtyp E 3 die beiden anderen Allele E 2 und E 4
[88]. Am hé&ufigsten tritt mit einem Anteil von 55% der Phanotyp 3/3 auf. Der Phénotyp 3/4 tritt
in unserer Population mit einem Anteil von 26% am zweith&ufigsten auf. Nur bei einem Prozent
wird der Typus 2/2 nachgewiesen. Das Apolipoprotein E hat eine Kontrollfunktion beziiglich des
Katabolismus von Chylomikronen, VLDL-Remnants und ApoE-HDL. Diese Kontrollfunktion
wird ermdglicht durch die Eigenschaft von ApoE sowohl an den ApoE- als auch an den ApoB/E-
(LDL-) Rezeptor zu binden. Bei ApoE 3 und E 4 ist diese Fahigkeit gleichstark vorhanden,
wéhrend ApoE 2 deutlich weniger Affinitdt gegenuber dem Rezeptor zeigt. ApoE 2/2 tritt oft als
eine famili&re Dysbetalipoproteindmie beim Vorliegen genetischer Defekte in Erscheinung, fuhrt
aber auch zu einem relativ niedrigen Cholesterinspiegel. ApoE 4 wird mit einem verfrihten
Auftreten von Artherosklerose in Zusammenhang gebracht und kann Gber dies hinaus zu einem
erhdhten Serumcholesterin fiihren. ApoE kommt in fast allen Lipoproteinfraktionen vor, ist im
VLDL allerdings mit einem besonders hohen Anteil vertreten. Die Serum-Konzentration des
ApoE korreliert mit der der Triglyceride. Die hdochsten ApoE-Serum-Konzentrationen werden
bei Patienten mit familidrer Dysbetalipoproteindmie beobachtet. Bei Herzinfarktpatienten ist
aullerdem bekannt, dass das ApoE-HDL deutlich vermindert ist [89].

Die genetische Untersuchung des APOE-Locus im Zusammenhang mit dem Morbus Wilson
begriindet sich auf der Annahme, das das Vorhandensein des Apolipoprotein E 4 zu einer
Verschlechterung neurologischer Erkrankungen wie Alzheimer, Epilepsie und cerebraler
Traumata fuhrt. Der Prasenz von Apolipoprotein E 3 wird hingegen eine neuroprotektive
Wirkung nachgesagt. Bei Untersuchungen von Patienten, die homozygote Trager der H1069Q-
Mutation sind und auBerdem den APOE-Genotyp 3/3 tragen, zeigten diese einen spateren
Zeitpunkt der Erstsymptomatik. Ebenfalls war die Auspragung der neurologischen und
hepatischen Manifestation geringer im Vergleich zu Patienten mit einem anderen APOE-
Genotyp [81].
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45.1 APOE 3/3-Genotyp

n=38 Patienten

Patientenanzahl

Neurologisch hepatisch asymptomatisch

Primérsymptomatik

Abbildung 23: Die Abbildung stellt die Anzahl und Verteilung der Patienten, die den APOE-Genotyp 3/3 tragen,
bezlglich ihrer Primarsymptomatik dar.

Insgesamt wurde bei 76 genetisch untersuchten Patienten homozygot das Allel APOE 3
identifiziert. Uber 38 dieser Patienten bestehen Informationen beziiglich ihrer
Primérsymptomatik. An der primér neurologischen Form der hepatolentikuldren Degeneration
leiden 17 dieser Patienten, wahrend 13 genetisch untersuchte Personen klinisch primar das Bild
einer hepatischen Manifestation zeigen. Acht untersuchte Patienten waren zum Zeitpunkt der
Diagnostik asymptomatisch. Das durchschnittliche Alter der Erstmanifestation liegt unter 30
Patienten bei 18,4 7,2 Jahren.

101



Resultate

4.5.2 APOE 4/3-Genotyp

n=15 Patienten

Patientenanzahl
P F B @ P G e =

neurologisch hepatisch asymptomatisch

Priméarsymptomatik

Abbildung 24: Die Abbildung stellt die Anzahl und Verteilung der Patienten, die den APOE-Genotyp 4/3 tragen,
bezuglich ihrer Priméarsymptomatik dar.

Bei insgesamt 17 genetisch untersuchten Personen wurde der APOE 4/3-Genotyp identifiziert.
Bei 15 dieser Personen sind Informationen bezlglich ihrer Primarsymptomatik bekannt. So weif3
man, dass sieben Patienten primér an der neurologischen Form des Morbus Wilson leiden.
Weitere funf Patienten haben eine primar hepatische Manifestation der hepatolentikularen
Degeneration. Bei drei genetisch untersuchten Patienten fand sich zum Zeitpunkt der Diagnostik
keine klinische Symptomatik. Das durchschnittliche Alter der Erstmanifestation liegt unter zwolf
Patienten bei 14,4 +5,1Jahren.

45.3 APOE 3/2-Genotyp

Dieser heterozygote Typus wurde durch die genetische Untersuchung bei insgesamt 13 Patienten
entdeckt. Zu keinem dieser Patienten sind Informationen Uber die Primarsymptomatik und den
Zeitpunkt der Erstsymptomatik des Morbus Wilson bekannt.

4.5.4 APOE 4/4-Genotyp

Zwei der genetisch untersuchten Patienten weisen den APOE 4/4-Genotyp auf. Einer der
Patienten ist primar an der neurologischen Form der hepatolentikuldren Degeneration erkrankt,
wahrend der andere Patient klinisch primér die hepatische Form des Morbus Wilson zeigt. Das

durchschnittliche Erkrankungsalter liegt bei diesen Patienten bei 18,5 Jahren.
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5. DISKUSSION

Der erste Teil dieser Arbeit beschaftigt sich mit der Identifikation der krankheitsverursachenden
Mutationen im ATP7B-Gen. Insgesamt wurden 718 Patienten aus zwolf Léndern zu diesem
Zweck genetisch untersucht, wobei sich die Vielfalt der krankheitsverursachenden Mutationen
darstellte. Insgesamt 145 Mutationen, von denen 61 bereits bekannt und weitere 84 bisher noch
nicht beschrieben sind, wurden identifiziert. Jedes Land wurde einzeln betrachtet, um eventuelle
Hotspots und Gewichtungen beziiglich der identifizierten Mutationen innerhalb eines Landes zu
erkennen. Teilweise existieren bereits Untersuchungen innerhalb einzelner Lander, welche hier
benannt und zum Vergleich der gewonnenen Resultate dieser Arbeit herangezogen werden.
Speziell betrachtet werden hierfur die am hdufigsten aufgetretenen Mutationen innerhalb eines
Landes.

Reprasentative Aussagen sind vor allem (ber Lander, aus denen grofere Patientenzahlen
genetisch untersucht wurden, zu erwarten. Bei Landern mit kleineren Patientenzahlen sind die
Aussagen eher richtungsweisend als absolut zu beurteilen. Generell ist bekannt, dass die am
haufigsten identifizierte Mutation in Europa die H1069Q-Mutation ist, wahrend die R778L-

Mutation in Asien am haufigsten identifiziert wird [90].

Die H1069Q-Mutation, welche unter den 283 genetisch untersuchten polnischen Patienten die
am stérksten vertretene Mutation ist, wurde unter 405 verénderten Allelen 296-mal und somit
mit einer Frequenz von 69% identifiziert. Dieses Ergebnis weicht nicht gravierend von einer
Untersuchung von Czlonkowska, Rodo et al. ab, bei welcher unter 85 genetisch untersuchten
Patienten die H1069Q-Mutation auf 125 von 170 Chromosomen analysiert wurde, was einen
prozentualen Anteil dieser Mutation von 73% an der Gesamtzahl der identifizierten Mutationen
beschreibt [29].

Unter den 146 genetisch untersuchten deutschen Patienten wurde, unter insgesamt 207
verdnderten Chromosomen, 100-mal die H1069Q-Mutation identifiziert, was einer Allel-
Frequenz von 48% entspricht. Dieses Ergebnis weicht ab von einer Untersuchung von Caca,
Ferenci et al., bei der insgesamt 82 ostdeutsche Patienten genetisch untersucht wurden und bei
welcher die H1069Q-Mutation eine Allel-Frequenz von 63% erreichte [31]. Die unterschiedliche
Allel-Frequenz begriindet sich hdéchstwahrscheinlich durch die unterschiedlich grof3e

Patientenanzahl, so dass die Aussage dieser Arbeit als realistischer angesehen werden kann.
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Unter 107 brasilianischen Patienten wurden insgesamt 172 Mutationen identifiziert. Am
starksten war die 3402delC-Mutation vertreten, welche 53-mal identifiziert wurde, was einem
prozentualen Anteil von 30% dieser Mutation an der Gesamtanzahl der 172 gefundenen
genetischen Verdnderungen entspricht. Dieses Ergebnis kommt dem Ergebnis von Deguti,
Genschel et al. gleich, bei welchem die frameshift-Mutation 3402delC mit einer Allel-Frequenz
von 30,8% unter 60 untersuchten Patienten identifiziert wurde [78]. Die genetische
Untersuchung der brasilianischen Patienten, welche bei Deguti et al. beschrieben sind, wurde in
der Charité durchgefiihrt, so dass es sich somit um die selben Patienten handelt. Die Allel-
Frequenz der 3402delC Mutation, welche in ihrem prozentualen Wert nicht durch die fast
doppelt so groRe Patientenzahl verandert wurde, wird somit in ihrer Richtigkeit bestérkt. Die mit
einer Allel-Frequenz von 19% am zweithdufigsten auftretende L708P-Mutation zeigte in der
bereits oben benannten Untersuchung eine Frequenz von 14,1%. Die prozentualen Unterschiede
ergeben sich aus der unterschiedlich grof3en Patientenanzahl. Da in dieser Arbeit fast doppelt so
viele Patienten beschrieben werden wie bei Deguti et al., ist anzunehmen, dass das Ergebnis
dieser Arbeit realistischer ist. Des weiteren wurde im sudamerikanischen Raum von Verlez-
Pardo et al. Uber die T1232P-Mutation im Exon 17 als eine populationsspezifische Mutation
berichtet, welche bei kolumbianischen Patienten entdeckt wurde [91]. Diese Mutation wurde
unter den brasilianischen Patienten, welche in dieser Arbeit betrachtet wurden, insgesamt
viermal identifiziert. Sie wurde bei keinem in dieser Arbeit betrachteten Patienten auBerhalb
Brasiliens identifiziert, was die Annahme von Verlez-Pardo et al., dass es sich hierbei um eine
populationsspezifische Mutation handeln kdnnte, bestatigen wirde.

Eine genetische Untersuchung von 44 an Morbus Wilson erkrankten Chinesen ergab, dass die
R778L-Mutation unter den identifizierten Mutationen mit einem Anteil von 28,4% stark
vertreten war [80]. Unter den 51 in dieser Arbeit betrachteten Patienten erreichte diese Mutation
nur eine Allel-Frequenz von 19%. Trotzdem ist sie, wie auch bei Wu et al. beobachtet, die am
haufigsten unter den chinesischen Patienten identifizierte Mutation. Die mit 24% am
zweithaufigsten auftretende Mutation P992L ist unter den Patienten der oben genannten
Untersuchung nicht erwédhnt. Dafir wird dort die Mutation T935M im Exon 12, welche bei
keinem der in dieser Arbeit betrachteten Patienten identifiziert wurde, als weiterer Hotspot unter
den an Morbus Wilson erkrankten Chinesen angesehen. Regionale Unterschiede kdnnten fur die
Unterschiede der Mutationsspektren urséchlich sein. Gegenuber der westlichen Population, bei
welcher bei einem klinischen Verdacht auf Morbus Wilson zunéchst die Exons 14 und 18
betrachtet werden sollten, sollten bei chinesischen Patienten zuerst die Exons 8 und 12 auf

mdgliche Mutationen untersucht werden [80].
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Aus dem Iran wurden 30 Patienten genetisch untersucht. Das Mutationsspektrum dieser
Patienten ist sehr heterogen, so dass nur schwer von einer Gewichtung auf eine bestimmte
Mutation gesprochen werden kann. Unter 45 verdnderten Allelen wurden insgesamt 21
verschiedene Mutationen identifiziert, von denen 14 bereits bekannt waren, wahrend die anderen
sieben bisher noch nicht beschrieben worden sind. Die am stérksten vertretenen Mutationen sind
die bereits bekannten Mutationen N1270S, D642H und Q1142X. Die beiden erstgenannten
Mutationen wurden insgesamt sechsmal identifiziert und waren mit einer Frequenz von 13 %
vertreten, wahrend die Q1142X-Mutation mit einer Frequenz von 11% vertreten war und
insgesamt funfmal identifiziert wurde. Vergleiche zu anderen Ergebnissen sind nicht moglich, da
bisher keine vergleichbaren Untersuchungen von iranischen Patienten existieren.

Aus Agypten wurden insgesamt 28 Patienten genetisch untersucht, wobei 50 veranderte Allele
identifiziert wurden. Wie unter den aus dem Iran stammenden Patienten stellt sich auch hier ein
sehr heterogenes Mutationsspektrum dar. Insgesamt wurden 21 verschiedene Mutationen
identifiziert, worunter sich neun bereits bekannte und 12 bisher noch nicht beschriebene
Mutationen befanden. Am hdaufigsten wurden die bisher noch nicht bekannten Mutationen
3373 3374del2 und H1126P, welche beide auf demselben betroffenen Allel vorkommen,
beobachtet. Dieses verénderte Allel wurde insgesamt achtmal identifiziert und ist unter den
agyptischen Patienten demnach mit einer Frequenz von 16% vertreten. Am zweithaufigsten ist
unter den agyptischen Patienten die H1069Q-Mutation mit einer Allel-Frequenz von 10 %
vertreten. Vergleiche zu anderen Untersuchungen sind nicht maéglich, da tber agyptische, an
Morbus Wilson erkrankte Patienten bisher keine vergleichbaren Untersuchungen zu finden sind.
Al Jumah et al. beschrieb Patienten aus Saudi Arabien und kam zu dem Schluss, dass in dieser
ethnischen Gruppe besonders die Exons 8, 19 und 21 von Mutationen betroffen sind, was er
daran feststellte, dass bei 50% der genetisch untersuchten Patienten auf einem der Exons eine
Mutation gefunden wurde. Speziell die Mutationen im Exon 21, welche in 18 Féllen beobachtet
worden seien, und die im Exon 19, welche in einem Fall beobachtet wurde, seien nur in dieser
Population zu finden. Es wurden speziell nur vier identifizierte Mutationen genannt, obwohl sehr
viel mehr gefunden wurden. Diese sind: Ser744Pro im Exon 8, 4193delC im Exon 21,
Gly1341Ser im Exon 19 und Glu1399Arg im Exon 21. Bei 32% der Patienten aus Saudi-Arabien
konnte eine Mutation im Exon 21 ausgemacht werden [92].

Unter 18 genetisch untersuchten Patienten aus Litauen wurden insgesamt 15 verdnderte Allele
identifiziert. Vier verschiedene Mutationen wurden gefunden, unter denen die H1069Q-Mutation
mit einer Allel-Frequenz von 67% zehnmal identifiziert wurde. Vergleiche sind aufgrund

fehlender Informationen (ber speziell aus Litauen stammende, an Morbus Wilson erkrankte
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Patienten nicht moglich. Generell ist bekannt, dass die H1069Q-Mutation die am haufigsten
identifizierte Mutation in Europa ist, was auch aus dieser Arbeit deutlich hervorgeht. Sie wird in
Europa mit einer Allel-Frequenz von bis zu 65% identifiziert [31, 64, 76, 93]. Betrachtet man
speziell Osteuropa, zeigt sich ein ahnliches Bild. So wurde die H1069Q-Mutation in Russland
mit einer Allel-Frequenz von 49% [31, 94] und in dieser Arbeit in Deutschland mit einer Allel-
Frequenz von 48%, in Polen mit einer Allel-Frequenz von 69% und in Serbien mit einer Allel-
Frequenz von 31% unter den an Morbus Wilson erkrankten Patienten identifiziert.

Unter 13 genetisch untersuchten Griechen, von denen ein Grofdteil aus Kreta stammt und von
denen bereits bei Dedoussis et al. berichtet wurde, waren auf 17 Chromosomen Veranderungen
vorzufinden [95]. Es wurden nur vier verschiedene Veranderungen, die ahnlich haufig vertreten
waren, identifiziert. Festgestellt wurden die bereits bekannten Mutationen Q289X und 845delT,
die 397delT-Mutation und ein sowohl durch die G1176R- als auch durch die 11148T-Mutation,
genetisch verandertes Allel. In der Literatur finden sich in einer Untersuchung von Loudianos,
Lovicu et al., bei welcher 24 griechische Familien genetisch untersucht wurden, zwar auch die
beiden erstgenannten Mutationen und die 11148T-Mutation, wahrend die H1069Q-Mutation mit
einer Frequenz von 28,5% als am h&ufigsten vertretene Mutation identifiziert wurde [95, 96].
Die H1069Q-Mutation wurde unter den in dieser Arbeit betrachteten Patienten nicht beobachtet.
Die anderen beiden unter diesen Patienten identifizierten Mutationen wurden allerdings von
Loudianos, Lovicu et al. nicht erwéhnt.

Aus Serbien wurden zehn Patienten genetisch untersucht. Auf 13 Chromosomen wurden sechs
verschiedene Mutation identifiziert, von denen die A1003T- und die H1069Q-Mutation am
starksten vertreten waren. Sie traten mit einer Frequenz von 37% und 31% auftraten. Die
anderen Mutationen, die R616Q-Mutation, die 2304insC-Mutation, die 11102T-Mutation und die
bisher noch nicht beschriebene 2645 2646del2-Mutation, wurden alle nur einmal identifiziert. In
einer Untersuchung von Loudianos, Kostic et al., bei der 35 jugoslawischen Patienten betrachtet
wurden, wurden alle flinf genannten, bereits bekannten Mutationen ebenfalls identifiziert.
Allerdings weicht die Frequenz ihres Auftretens deutlich von den Ergebnissen dieser Arbeit ab.
Aussagekréftiger ist in diesem Fall die zuvor genannte Untersuchung aufgrund der groReren
Patientenanzahl. Die Frequenz des Auftretens der H1069Q-Mutation betrégt dort 48,9%, die der
2304insC- Mutation 11,4%, die der R616Q-Mutation und die der A1003T -Mutation jeweils
5,7% [75].

Unter 14 genetisch untersuchten Patienten aus Rumanien wurde auf insgesamt zwolf verénderten
Allelen zehnmal die H1069Q-Mutation identifiziert. Die anderen beiden Allele waren durch die

2304insC-Mutation verandert. Unter den Patienten dieses Landes kann von einem deutlichen
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Schwerpunkt der H1069Q-Mutation gesprochen werden. Literaturvergleiche sind auch hier nicht
mdoglich, da entsprechende Untersuchungen nicht existieren. Hier kann nur wieder gesagt
werden, dass die H1069Q-Mutation, wie bei der Beschreibung Litauens bereits erwéhnt, die am
haufigsten identifizierte Mutation in Osteuropa ist. Diese Aussage bestatigt sich durch das
Ergebnis der genetischen Untersuchung der rumanischen Patienten.

Aus der Slowakai wurden 13 Patienten genetisch untersucht. Insgesamt wurden 20 verénderte
Allele, von denen 17 durch die H1069Q-Mutation und drei durch die bisher noch nicht
beschriebene M1359T—-Mutation verdndert waren, identifiziert. In diesem Fall kann ebenfalls
von einer starken Gewichtung der H1069Q-Mutation gesprochen werden. Auch zu den an
Morbus Wilson erkrankten Patienten der Slowakai gibt es speziell keine vergleichbaren
Untersuchungen. Eine Untersuchung von Cauza, Ulrich-Pur et al., bei welcher genetische
Veranderungen vor allem 0Osterreichischer Patienten untersucht wurden, betrachtete zusatzlich
auch Patienten aus Tschechien, Ungarn und der Slowakai. Dort ist beschrieben, dass acht von
zwolf H1069Q-homozygoten Patienten aus diesen L&ndern stammen, wahrend compound
heterozygote Patienten geographisch gestreuter gefunden wurden [58]. Vrabelova et al.
berichtete von einer Untersuchung, bei der insgesamt 227 Patienten, welche berwiegend aus
Tschechien aber auch aus der Slowakai stammen, genetisch untersucht wurden. Die H1069Q-
Mutation erreichte eine Allel-Frequenz von 57% [97]. Diese Beobachtung bestérkt die starke
Gewichtung auf die H1069Q-Mutation unter den slowakischen Patienten, welche in dieser
Arbeit in einer vergleichsweise kleinen Patientengruppe beobachtet wurde.

Aus den U.S.A. wurden nur vier Patienten genetisch untersucht, unter denen nur bei zwei
Patienten jeweils eine Mutation identifiziert wurde. Hierbei handelte es sich um die R1319X-
Mutation und die noch nicht bekannte 11148N-Mutation. Aufgrund der kleinen Patientenzahl
lassen sich Uber die Patienten der U.S.A. keine reprasentativen Aussagen machen. Auch fur
Patienten der U.S.A. war keine vergleichbare Untersuchung auffindbar, so dass an dieser Stelle
keine Aussage Uber die Verteilung verschiedener Mutationen an Morbus Wilson erkrankter

Patienten der U.S.A. gemacht werden kann.

Der zweite Teil dieser Arbeit betrachtet die klinische Symptomatik der Patienten, bei denen die
gleiche Mutation auf beiden Chromosomen im ATP7B-Gen identifiziert wurde. Insgesamt 221
der 718 genetisch untersuchten Patienten sind homozygote Trager von insgesamt 45
verschiedenen Mutationen. Umstritten ist bis heute, ob man klare Zusammenhé&nge zwischen der
Homozygotie einer Mutationen und Tendenzen des klinischen Bildes feststellen kann, da

verschiedene Untersuchungen unterschiedliche Ergebnisse lieferten. Eine Untersuchung von
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Panagiotakaki et al., welche sich mit einer eventuellen Genotyp-Phanotyp-Korrelation beim
Morbus Wilson befasst, beschreibt, dass sich Patienten mit einer homozygoten missense-
Mutation von denen mit einer homozygoten frameshift- oder nonsense-Mutation besonders
bezuglich des Alters der Erstmanifestation und der Coeruloplasmin-Serum-Konzentration
unterscheiden. So zeigten Trager der missense-Mutationen H1069Q und R969Q durchschnittlich
hohere Coeruloplasmin-Serum-Konzentrationen gegentber homozygoten Trégern einer
frameshift- oder nonsense-Mutation und erkrankten verhaltnismaRig spater [73]. Panagiotakaki
et al. beschreibt auf’erdem, dass sich keine Unterschiede der einzelnen Kupfer-Parameter
zwischen homozygoten Trégern einer missense-Mutation im Vergleich mit denen, die auf beiden
Chromosomen die selbe frameshift- oder nonsense-Mutation tragen, ergeben. Die phanotypische
Auspragung begriindet sich durch die unterschiedliche Veranderung der DNA. Wahrend durch
nonsense- und frameshift-Mutationen sehr unstabile mMRNA produziert wird, die in den meisten
Fallen zu nichtfunktionalen Proteinen flhrt [73, 74, 98], bleibt z.B. durch die H1069Q-Mutation
eine Restfunktion im ATP7B-Gen erhalten [14, 75]. Die Vermutung einer eher hepatischen
Manifestation der hepatolentikularen Degeneration im Zusammenhang mit der homozygoten
Trégerschaft einer anderen Mutation wird bei Hermann et al. ebenfalls genannt [76]. Wé&hrend
Shah et al. berichtet, dass die Annahme einer Korrelation zwischen einzelnen Mutationen und
einer bestimmten Kklinischen Symptomatik nicht zu unterstitzen sei und die Ausprédgung des
Klinischen Bildes auch durch die Varietat der Genetik, die Epigenetik und Umwelt- und
Umgebungsfaktoren beeinflusst sei, nimmt Thomas et al. an, dass sich die Heterogenitat des
Phéanotyps eben durch die genetische Vielfalt der Gber 200 im ATP7B-Gen identifizierten
Mutationen begrlndet [64, 76, 99]. Zusatzlich wird bei Hermann et al. erwahnt, dass einzelne
Mutationen nicht allein urséchlich fir die klinische Symptomatik sein koénnen, da
Familienmitglieder mit identischen Mutationen teilweise Unterschiede in der ph&notypischen
Auspragung aufweisen [39, 76].

Um eine eventuelle Genotyp-Phanotyp-Korrelation feststellen zu kénnen, wurde in dieser Arbeit
das Alter der Erstmanifestation, die Primarsymptomatik, die Prasenz eines Kayser-Fleischer-
Ringes, die Familienanamnese und das Ergebnis einer eventuellen Leberhistologie sowie
Laborparameter, wie die Coeruloplasmin-Serum-Konzentrationen, die Serum-Kupfer-
Konzentrationen und die Kupfer-Konzentrationen im Urin, der Patienten, die homozygote Trager
einer bestimmten Mutation sind, betrachtet. Anhand von 33 Patientengruppen, die sich jeweils
aus Patienten, welche die gleiche Mutation homozygot tragen, zusammensetzen, sollten
eventuelle Genotyp-Phanotyp-Korrelationen herausgefunden werden. Da die meisten der

Patientengruppen sehr klein sind und 17 davon sogar nur aus einem Patienten bestehen, wird die
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Beurteilung zunéchst genereller gefasst. Die Patienten, die homozygote Tréger verschiedener
missense-Mutationen sind oder die verschiedene nonsense-, frameshift- oder splice site-
Mutationen homozygot tragen, werden jeweils aufgrund der selben Mutationsart
zusammengefasst. Folgende Mutationen, denen jeweils die Patientenanzahl homozygoter Tréager
in Klammern hinzugeflgt ist, werden hier phanotypisch beurteilt: Missense-Mutationen:
H1069Q (124), L708P (11), R418W (1), L549P (1), D642H (2), R778G (2), D765N (1), 1857T
(1), P992L (4), T977M (4), A1003T (2), G1061E (1), H1126P (4), G1069E (1), F1094L (1),
11148T (1), N1270S (4), L1299R (1), G1341R (2). Nonsense-Mutationen: E396X (2), Q289X
(2), Q680X (2), S932X (1), L936X (1), Q1124X (2). Frameshift-Mutationen: 3402delC (19),
845delT (2), 2296dupA (4), 3472_3482delll (1), 3697delC (1), 3649 3654del6 (1),
3713 _3714del2 (1). Splice site-Mutation: 1VS18-2A>G (1).

Das durchschnittliche Alter der Erstsymptomatik konnte von 28 Patientengruppen ermittelt
werden. VVon diesen Gruppen sind 17 durch die Homozygotie einer missense-Mutation, funf
durch die einer nonsense-Mutation, weitere finf durch die einer frameshift- und eine durch die
einer splice site-Mutation bedingt. Vergleicht man die Daten der Patientengruppen mit missense-
Mutationen mit denen mit anderen Mutationsarten, ergeben sich keine signifikanten
Unterschiede. In keiner der beiden Gruppen werden H&aufungen des Zeitpunkts der
Erstmanifestation in einem bestimmten Altersabschnitt ersichtlich. Die Homozygotie einer
missense-Mutation flihrt sowohl zu einer Erkrankung im Kindesalter, wobei das durchschnittlich
jungste Erstmanifestationsalter mit 9,5 Jahren bei der Homozygotie der T977M-Mutation
ermittelt wurde, als auch zu einem spaten Erstmanifestationsalter mit bis zu durchschnittlich 26,6
Jahren, welches unter den homozygoten Tragern der H1069Q-Mutation ermittelt wurde. Ahnlich
stellt sich die Verteilung der Erstmanifestation der anderen Mutationen dar. Wéhrend ein Patient,
welcher homozygoter Trager der 3649 _3654del6-Mutation ist, bereits im Alter von weniger als
drei Jahren erkrankte, zeigte ein anderer Patient, welcher die 3713 3714del2-Mutation auf
beiden Chromosomen im ATP7B-Gen tréagt, ein Erstmanifestationsalter von 25 Jahren.

Die Primarsymptomatik ist von insgesamt 79 Patienten, die homozygote Trager einer missense-
Mutation sind, bekannt. Insgesamt leiden 34 dieser Patienten unter einer primér neurologischen
Symptomatik, 30 an einer hepatischen Primdrsymptomatik, sieben an sowohl einer hepatischen
als auch an einer neurologischen Primérsymptomatik, wahrend weitere acht Patienten zum
Zeitpunkt der Diagnostik asymptomatisch waren. Unter den Patienten, die homozygote Tréger
einer nonsense-, frameshift oder splice site- Mutation sind, ist die Primarsymptomatik von 24
Patienten bekannt. Zehn dieser Patienten leiden unter einer hepatischen Primarsymptomatik und

acht unter einer neurologischen. Sechs Patienten waren zum Zeitpunkt der Diagnostik
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asymptomatisch. Obwohl sich das Verhdltnis zwischen neurologischer und hepatischer
Primarsymptomatik in beiden Gruppen &hnelt, erkennt man doch unter den Patienten mit einer
homozygoten missense-Mutation eine Tendenz zum Uberwiegen einer neurologischen
Primarsymptomatik, wahrend sich unter den anderen Patienten eher ein leichtes Uberwiegen der
hepatischen Primarsymptomatik zeigt. Betrachtet man speziell die phanotypische Auspréagung
der frameshift-Mutationen, zeigt sich ein deutliches Uberwiegen der neurologischen
Primarsymptomatik, was im Gegenatz zu den Beobachtungen von Seidel et al. und
Panagiotakaki et al. steht [73, 100]. Die Patienten mit nonsense-Mutationen zeigten
gegensétzlich dazu phanotypisch keinen Fall einer neurologischen Primarsymptomatik, sondern
zeigten mit Ausnahme weniger, welche zum Zeitpunkt der Diagnostik asymptomatisch waren,
das Bild einer hepatischen Primarsymptomatik.

Eine signifikante geschlechterspezifische Gewichtung ist sowohl unter den Tragern einer
homozygoten missense-Mutationen als auch unter den Patienten, die eine andersartige Mutation
homozygot auf beide Chromosomen tragen, nicht zu erkennen. Generell sind mit einer leichten
Tendenz mehr Manner als Frauen mit einer homozygoten Mutation in dieser Arbeit betrachtet
worden. Dieses Verhéltnis ist unter den homozygoten Trégern einer nonsense-Mutation am
deutlichsten.

Die Préasenz eines Kayser-Fleischer-Ringes sowie eine positive Familienanamnese ist unter den
Patienten, die homozygote Trager einer missense-, frameshift-, nonsense- oder splice site-
Mutation sind, Uberwiegend. Dass bei allen Mutationsarten jedoch auch negative
Familienanamnesen bekannt sind, kann dafiir sprechen, dass die Mutationen alleine nicht
zwangslaufig zu einer Klinischen Symptomatik flihren mussen.

Leberbiopsieergebnisse, welche von Homozygoten zwdlf unterschiedlicher Mutationen, unter
denen sich sechs missense-Mutationen, zwei nonsense- und vier frameshift-Mutationen befinden,
bekannt sind, liefern sehr heterogene Ergebnisse. Bei allen Mutationsgruppen wurden sowohl
fibrotische Verénderungen, makro- und mikrovesikuldre Steatosis, Zirrhose, nodulére
Transformationen als auch das Bild einer Fettleber und einer chronischen, teilweise aktiven
Hepatitis beobachtet. Die durchschnittlichen Kupferspeicherungen im untersuchten Lebergewebe
reicht von 10facher bis 24,9facher Erhdhung gegentiber der Normwertkonzentration.

Von 28 dieser Gruppen, von denen 16 homozygote Trager einer missense-Mutation, funf einer
nonsense- und sieben einer frameshift-Mutation sind, bestehen bezuglich der Coeruloplasmin-
Serum-Konzentration Informationen. Die Patientengruppen der homozygoten Trager der 16
missense-Mutationen zeigen ein sehr heterogenes Bild der Coeruloplasmin-Serum-

Konzentrationen. Drei Gruppen zeigten durchschnittlich Werte, welche auf 10% oder weniger
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der Konzentration eines Gesunden herabgesunken waren. Weitere finf Gruppen erreichten
durchschnittlich eine Coeruloplasmin-Serum-Konzentration von 11% bis 20% der bei einem
Gesunden zu erwartenden Konzentration. Zwei Gruppen erreichten durchschnittlich 21% bis
30% der normalen Konzentration. Drei Gruppen lagen mit den durchschnittlichen
Konzentrationen zwischen 41% und 50%. Jeweils eine Patientengruppe erreichte 51 bis 60%
bzw. 71% bis 80% der Coeruloplasmin-Serum-Konzentration eines Gesunden. Bei einem
Patienten, welcher der einzige Vertreter seiner Gruppe ist, lag die Konzentration im
Normbereich. Bei frameshift- und nonsense-Mutationen bot sich ein homogeneres Bild. In keiner
der Patientengruppen zeigte sich durchschnittlich eine Coeruloplasmin-Serum-Konzentration,
welche mehr als 30% der bei einem Gesunden zu erwartenden Konzentration erreichte. Sechs
der zwolf Patientengruppen, die sich aus Patienten zusammensetzen, welche durch die
homozygote Présenz einer nonsense- oder frameshift- Mutation erkrankten, zeigten
Coeruloplasmin-Serum-Konzentrationen von 11% bis 20% der zu erwartenden Konzentration.
Drei Patientengruppen, welche alle durch die homozygote Prasenz einer frameshift-Mutation
bedingt sind, erreichten nur 10% oder weniger der normalen Konzentration. Eine
Patientengruppe mit einer nonsense- und zwei mit einer frameshift-Mutationen erreichten
durchschnittlich 21% bis 30% der Konzentration eines Gesunden.

Die Auswertung der Serum-Kupfer-Konzentrationen der einzelnen Patientengruppen ergab
ebenfalls ein sehr heterogenes Bild. Insgesamt sind diesbezlglich von 21 Patientengruppen
verschiedener homozygoter Mutationen Informationen vorhanden. Diese teilen sich auf in 13
Gruppen homozygoter Trager einer missense-Mutation, zwei Gruppen mit homozygoten Trégern
einer nonsense-Mutation und sechs Gruppen, die sich jeweils aus homozygoten Tragern
unterschiedlicher frameshift-Mutationen zusammensetzen. Die durchschnittlichen Serum-
Kupfer-Konzentrationen der Patientengruppen mit einer homozygoten missense-Mutation
reichen von 10% bis 78,6% der Konzentration eines Gesunden. Die durchschnittliche Serum-
Kupfer-Konzentration von acht dieser Gruppen liegt zwischen 41% und 70% der Konzentration
eines Gesunden. Die durchschnittlichen Konzentrationen der Gruppen der Trager einer
frameshift- oder nonsense-Mutation erreichen Konzentrationen von 8,2% bis 52,9% der
Konzentration eines Gesunden.

Die Veranderungen der Kupfer-Konzentration im Urin lasst ebenfalls keine Genotyp-Phénotyp-
Korrelation erkennen. Insgesamt sind Ergebnisse 24 verschiedener Patientengruppen, die sich
unterteilen durch die Homozygotie von 17 missense-Mutationen, drei nonsense- und sechs
frameshift-Mutationen, bekannt. Die durchschnittlichen Konzentrationen der einzelnen missense-

Homozygoten-Gruppen reichen von im Normbereich liegenden Konzentrationen bis hin zur
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12fachen Konzentrationserhéhung gemessen an der Konzentration eines Gesunden. Eine
Patientengruppe, die allerdings auch nur aus einem einzigen Patient besteht, zeigt das Bild einer
64fachen Konzentrationserhthung, wobei es sich hier hochstwahrscheinlich um einen Ausreil3er
handelt. Auch die Patientengruppen der homozygoten Tréger der frameshift- und nonsense-
Mutation zeigen ein heterogenes Bild. Die durchschnittlichen Konzentrationen siedeln sich vom
Normbereich bis hin zu 8,9fachen Konzentrationserhéhungen an.

Betrachtet man nun die oben beschriebenen Parameter, wird deutlich, dass das klinische Bild
aller Mutationsarten sehr heterogen ist. Man kann also nicht sagen, dass eine bestimmte
Mutationsart zu einer bestimmten klinischen Symptomatik fuhrt, da prinzipiell alle
Manifestationsformen bei missense-, nonsense- oder frameshift-Mutationen mdglich sind.
Phanotypische Unterschiede der einzelnen Mutationsarten werden aus diesen Daten
zusammenfassend in der Priméarsymptomatik, der Coeruloplasmin-Serum-Konzentration und der
Serum-Kupfer-Konzentration ersichtlich. Es kann anhand der in dieser Arbeit betrachteten Daten
angenommen werden, dass eine genotypisch homozygote missense-Mutation eher zu einer
neurologischen Primarsymptomatik fiihrt, wahrend eine andersartige Mutation eher zu einer
primér hepatischen Symptomatik fuhrt. AulRerdem sind sowohl die Coeruloplasmin-Serum-
Konzentration als auch die Serum-Kupfer-Konzentration tendenziell bei der homozygoten
Trégerschaft einer missense-Mutation nicht so stark vermindert wie bei Patienten mit einer
homozygoten frameshift- oder nonsense-Mutation. Um genauere Aussagen beziglich einer
Genotyp-Phanotyp-Korrelation machen zu kdénnen, sollte man einzelne Mutationen in ihrer
klinischen Auspragung betrachten. Dieses Vorhaben gestaltet sich aufgrund der Seltenheit der
Erkrankung (Pravalenz: 1:30.000) und des grofRen Mutationsspektrums (tiber 250 Mutationen)
im ATP7B-Gen, welches eine groRe Vielfalt an Genotypen verursacht, duBerst schwierig.
Eventuelle mutationsspezifische klinische Erscheinungsbilder kdnnen nur erkannt werden, wenn
eine groliere Patientengruppe der selben homozygoten Mutation betrachtet werden kann. Dieses
gelang in dieser Arbeit flr die HL069Q-, die 3402delC- und die L708P-Mutation.

Die wohl am héufigsten im Zusammenhang mit Morbus Wilson beschriebene Mutation ist die
H1069Q-Mutation, welche in Europa unter den an Morbus Wilson erkrankten Patienten mit einer
Allel-Frequenz von 65% auftritt [64, 76, 93]. Das klinische Bild bei der Homozygotie dieser
Mutation ist laut einiger Untersuchungen gekennzeichnet durch einen, verglichen mit dem
Klinischen Bild anderer Mutationen oder dem Krankheitshild compound heterozygoter Patienten,
verhaltnismaRig spaten Krankheitsbeginn und das Uberwiegen einer neurologischen
Primarsymptomatik, sowie durch einen milderen Verlauf der hepatischen Symptomatik und ein
Uberwiegen weiblicher Patienten. [29, 30, 76, 99, 101]. Zu dem Ergebnis der spaten
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Erstmanifestation und einer h&ufigeren neurologischen Primérsymptomatik verglichen mit
Trégern anderer Mutationen kamen auch Caca et al., Panagiotakaki et al., Loudianos et al. und
Stapelbroeck et al.,, wobei letzterer angibt, keinen Unterschied bezlglich der
Geschlechterverteilung feststellen zu konnen. [31, 73, 75, 77]. Panagiotakaki et al. beschreibt
ebenfalls abweichend von der angefiihrten These, dass trotz des verhadltnismaRig gréReren
Anteils an Patienten mit neurologischer Primédrsymptomatik, verglichen mit der Phanotypie
anderer homozygoter Mutationen, unter 17 homozygoten padiatrischen Patienten die Mehrheit
an einer hepatischen Primarsymptomatik leidet [73]. Shah et al. beschrieb ein relativ
ausgeglichenes Verhéltnis bezuglich der Primarsymptomatik unter den H1069Q homozygoten
Patienten beobachtet zu haben [64]. Loudianos et al. erwédhnte zusatzlich die mogliche
Ungenauigkeit der Aussagen der spaten Erstmanifestation und der (berwiegenden
neurologischen Primdrsymptomatik durch den Schwerpunkt der Patienten bermittelnden und
diagnostizierenden Kliniken, welcher z.B. im Fall der jugoslawischen Patienten in der
Neurologie Erwachsener liegt [75]. AuBerdem wird der Umstand der durchschnittlich spéten
Erstmanifestation zusétzlich durch die Restfunktion der ATPase7B erklért, welche bei dieser
homozygoten Mutation im ATP7B-Gen gewahrleistet ist [14, 75].

In dieser Arbeit wurden 124 Patienten, die homozygote Trager der H1069Q-Mutation sind,
betrachtet. Das Alter der Erstmanifestation liegt durchschnittlich bei 26,6 +10,3 Jahren. Von
insgesamt 62 Patienten, deren Primarsymptomatik bekannt ist, leiden 31 Patienten klinisch unter
der primar neurologischen Form der hepatolentikularen Degeneration und erkrankten
durchschnittlich erst im Alter von 30,8 £8,7 Jahren. Unter 19 Patienten mit einer hepatischen
Primarsymptomatik hingegen zeigte sich ein niedrigeres Erstmanifestationsalter beziuglich des
Gesamtdurchschnitts der Patienten, die homozygote Trager dieser Mutation sind. Diese Patienten
erkrankten durchschnittlich im Alter von 25,1 £7,9 Jahren. Insgesamt finf Patienten, die sowohl
unter der hepatischen als auch unter der neurologischen Form des Morbus Wilson leiden,
erkrankten durchschnittlich im Alter von 21,1 £14,2 Jahren. Diese Ergebnisse unterstiitzen die
oben genannten Aussagen einiger Autoren beziiglich des verhaltnismaRig spaten Zeitpunktes der
Erstmanifestation und des Uberwiegen der neurologischen Primarsymptomatik. Erwahnt werden
muss allerdings, dass ein groRer Teil der genetisch untersuchten Patienten aus Polen von einer
neurologischen Klinik Ubermittelt wurde, was dieses Ergebnis beeinflusst. Das oben benannte
Ungleichgewicht bezlglich der Geschlechterverteilung unter denen fiir diese Mutation
homozygote Patienten bestatigt sich durch diese Arbeit nicht. Von 124 Patienten ist von 118 das
Geschlecht bekannt. Der Anteil méannlicher und weiblicher Patienten teilt sich exakt in jeweils

50%. Interessant ist allerdings, dass unter den Patienten mit einer neurologischen
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Primarsymptomatik die Anzahl mannlicher Patienten deutlich Uberwiegt (21 Manner, 10
Frauen), wahrend unter den Patienten mit einer hepatischen Primarsymptomatik deutlich mehr
Frauen als Ménner gesehen wurden (16 Frauen, drei Manner). Caza et al. beobachtete in einer
Untersuchung von insgesamt 39 homozygoten Patienten aus Sachsen die Prasenz eines Kayser-
Fleischer-Ringes in 82% der Falle [31]. Auch dieses Ergebnis kann durch diese Arbeit mangels
Daten nicht bestatigt werden, da nur von 16 Patienten Informationen diesbezlglich existieren,
von denen allerdings nur bei sieben Patienten ein Kayser-Fleischer-Ring diagnostiziert wurde.
Die Coeruloplasmin-Konzentration im Serum war bei den Patienten mit dieser homozygoten
Mutation durchschnittlich auf 50,6% der Konzentration eines Gesunden verringert, was im
Vergleich zu Patienten, die Tréger anderer homozygoter Mutationen sind, verhaltnismagRig milde
ausféllt. Auch hier zeigten sich Unterschiede beziglich der Primarsymptomatik. Wahrend die
Patienten mit einer neurologischen Primarsymptomatik eine Konzentrationsverringerung auf
durchschnittlich 44,3% der Konzentration eines Gesunden zeigten, ergab die Auswertung der
Patienten mit  einer  hepatischen Primarsymptomatik ~ eine  durchschnittliche
Konzentrationsverringerung auf 51% der normalen Konzentration. Die durchschnittliche Serum-
Kupfer-Konzentration lag bei den Patienten mit dieser homozygoten Mutation bei 72,1% der
Konzentration eines Gesunden, was wiederum eine verhaltnismaRig milde Verringerung anzeigt.
Es ergaben sich nur geringfligige Unterschiede unter den Patienten mit unterschiedlicher
Primarsymptomatik. Die Kupfer-Konzentration im Urin der H1069Q-Homozygoten war
durchschnittlich 4,1fach erhoht, was im Verhéltnis zu anderen homozygoten Patienten keine
besonders auffallige bzw. nur eine leichte Erhdhung anzeigte. Unter den Patienten mit einer
neurologischen Primérsymptomatik war die Kupfer-Konzentration im Urin flinffach erhoht,
wahrend sie unter den Patienten mit einer hepatischen Primédrsymptomatik nur 3,3fach erhoht
war. Bei acht von zehn Patienten, bei denen eine Leberbiopsie durchgefiihrt wurde, zeigte sich
sowohl das Bild einer Fettleber als auch das einer Fibrose. Der durchschnittliche Kupfergehalt
des Lebergewebes ist unter den Patienten, tber die diesbeztiglich Informationen vorhanden sind,
11,4fach erhoht.

Die 3402delC-Mutation, welche in dieser Arbeit unter den brasilianischen Patienten die am
haufigsten identifizierte Mutation ist und unter den polnischen und deutschen Patienten mit einer
Allel-Frequenz von 8% und 4% als zweithaufigste Mutation und auflerdem auch in Litauen
identifiziert wurde, wurde bei 19 Patienten als homozygote Verénderung des ATP7B-Gens
identifiziert. Ihr Auftreten wurde aulRerhalb Brasiliens, wo sie mit einer Allel-Frequenz von 30%

unter den an Morbus Wilson erkrankten Patienten auftrat, auBerdem in Russland, wo die
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Mutation mit einer Allel-Frequenz von 19% auftrat, in Schweden, in Nordamerika und in
Ostdeutschland beschrieben [31, 32, 64, 78, 102]. Uber eine eventuelle Genotyp-Phanotyp-
Korrelation sind bisher keine eindeutigen Erkenntnisse bekannt. So beschreibt Caza et al. die
Schwierigkeit der Erhebung eindeutiger Aussagen bezlglich einer Genotyp-Phanotyp-
Korrelation bei dieser Mutation aufgrund des seltenen Auftretens der Mutation im ostdeutschen
Raum [31]. Seidel et al. betont nur, dass die homozygote Présenz einer frameshift-Mutation eher
in einem Zusammenhang mit einer hepatischen Primarsymptomatik gesehen werden kann, was
sich bei der Auswertung der in dieser Arbeit betrachteten homozygoten Trager der 3402delC-
Mutation nicht zeigte [100]. Deguti et al. beschrieb bereits die selben Patienten, welche in dieser
Arbeit betrachtet wurden. Dort wird die phanotypische Heterogenitét bei der Prasenz des selben
Genotyps betont, welche anzeigt, dass die Mutation als solche nicht allein verantwortlich fir das
klinische Bild gemacht werden kann [78]. Das durchschnittliche Alter zum Zeitpunkt der
Erstsymptomatik liegt bei den Patienten, die homozygote Trager dieser Mutation sind, bei 15,8
+2,4 Jahren. Bezuglich der Primarsymptomatik ergaben sich im Alter der Erstsymptomatik keine
signifikanten Unterschiede. Unter elf Patienten, von denen Angaben bezlglich der
Primdrsymptomatik bekannt sind, leiden sieben Patienten unter der neurologischen Form der
hepatolentikuldren Degeneration und drei Patienten unter der primér hepatischen Manifestation.
Ein Patient ist asymptomatisch. Die Présenz eines Kayser-Fleischer-Ringes wurde bei neun
Patienten diagnostiziert. Dieses Ergebnis muss allerdings kritisch betrachtet werden, da nicht
bekannt ist, bei wie vielen der 19 Patienten eine entsprechende ophthalmologische Untersuchung
durchgefiihrt wurde. Dem zufolge ist nicht bekannt, bei wie vielen Patienten diese Untersuchung
negativ ausgefallen ist. Das Geschlechterverhéltnis ist bei diesen Patienten, wie auch bei der
oben beschriebenen H1069Q-Mutation ausgeglichen. Von 15 Patienten, von denen acht Frauen
und sieben Manner sind, ist das Geschlecht bekannt. Die durchschnittliche Coeruloplasmin-
Serum-Konzentration ist unter den Patienten, die die 3402delC-Mutation auf beiden
Chromosomen tragen, durchschnittlich auf 22,8% der Konzentration eines Gesunden verringert.
Unter den Patienten mit einer neurologischen Primarsymptomatik war die Konzentration zum
Zeitpunkt der Diagnostik starker verringert (11,8%) als bei denen mit einer primar hepatischen
Symptomatik (15%). Die Serum-Kupfer-Konzentration war unter diesen Patienten auf
durchschnittlich 40,1% der Konzentration eines Gesunden verringert, wobei sich auch hier eine
starkere Verringerung unter den Patienten mit einer neurologischen Primédrsymptomatik (38,8%)
im Gegensatz zu denen mit einer hepatischen Manifestation (59,3%) des Morbus Wilson zeigte.
Das Bild einer starkeren Auspragung der Erkrankung im Zusammenhang einer neurologischen

Primarsymptomatik bezlglich der Laborwerte zeigte sich auch bei der Messung des
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Kupfergehalts im Urin. Wahrend die Patienten mit einer neurologischen Primérsymptomatik
durchschnittlich 11,6fach erhéhte Kupfer-Konzentrationen im Urin aufwiesen, zeigten die
Patienten mit einer hepatischen Primarsymptomatik durchschnittlich nur eine 2,2fache
Konzentrationserhbhung.  Insgesamt  ergab  sich  durchschnittlich  eine  6,6fache
Konzentrationserh6hung. Nur von einem Patienten ist das Ergebnis einer Leberbiopsie bekannt,

was eine 13,3fach erhohte Kupferspeicherung ergab.

Die L708P-Mutation, welche 19% der unter den brasilianischen Patienten identifizierten
Mutationen ausmacht und zusétzlich auch einmal unter den deutschen Patienten identifiziert
wurde, wurde bei elf brasilianischen Patienten als homozygote Verédnderung im ATP7B-Gen
entdeckt. Diese Mutation wurde bereits im Zusammenhang mit Patienten aus Gran Canaria, wo
die Mutation ihren Ursprung haben konnte, berichtet [103]. AulRerdem wurde von Deguti et al.
berichtet, dass bei Patienten mit dieser Mutation vermehrt eine Nephrokalzinose beobachtet
wurde, was dort aber nicht in zwingendem Zusammenhang gesehen wird. Wie bei der 3402delC-
Mutation bereits erwahnt, stellte Deguti et al., welche unter anderem dieselben Patienten mit
dieser Mutation beschrieb, generell eine deutliche Heterogenitadt des klinischen Bildes bei
Patienten des selben Genotyps fest. [78, 103]. Zwei der untersuchten Patienten, die genotypisch
homozygot fur diese Mutation sind, sind Frauen, weitere sechs sind Manner. VVon sieben der
Patienten ist die Primarsymptomatik bekannt: Drei Patienten leiden an der neurologischen und
zwei an der hepatischen Manifestation des Morbus Wilson, wéhrend weitere zwei Patienten zum
Zeitpunkt der Diagnostik asymptomatisch waren. Allein diese Beobachtung bestétigt die von
Deguti et al. bereits benannte Heterogenitét des Phanotyps. Das Alter der Erstsymptomatik liegt
unter funf Patienten, von denen Informationen beziiglich dessen vorhanden sind, bei 15,6 Jahren,
wobei erstaunlicherweise der durchschnittliche Zeitpunkt der Erstsymptomatik bei den Patienten
mit einer neurologischen Priméarsymptomatik (17,7) spater ist, als bei den Patienten mit einer
hepatischen Primarsymptomatik (14,5). Aufgrund der relativ kleinen Patientenzahl ist allerdings
anzunehmen, dass dieses Ergebnis nicht als generelle Tendenz zu werten ist, sondern eher
individuelle Unterschiede herausstellt. VVon vier Patienten ist die Existenz eines Kayser-
Fleischer-Ring bekannt, wéhrend bei anderen drei die Prdsenz eines Kayser-Fleischer-Rings
ausgeschlossen wurde. Bei sechs Patienten ist ein familidre Vorgeschichte bekannt. Die
Coeruloplasmin-Serum-Konzentration ist durchschnittlich auf 24,1% der Konzentration eines
Gesunden verringert. Die Serum-Kupfer-Konzentrationen dieser Patienten sind durchschnittlich
auf 68,9% der Konzentration eines Gesunden verringert, wahrend die Urin-Kupfer-

Konzentrationen durchschnittlich auf das 2,4fache erhoht sind. Eine genauere Betrachtung der
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Laborparameter bezuglich der Primarsymptomatik ist bei den Patienten mit dieser homozygoten

Mutation aufgrund der relativ kleinen Patientenzahl nicht maéglich.

Vergleicht man die drei oben beschriebenen Mutationen, féallt auf, dass sich die H1069Q-
Mutation in ihrer phénotypischen Auspragung besonders bezlglich des Alters der
Erstmanifestation und der Coeruloplasmin-Serum-Konzentrationen von den anderen beiden
Mutationen unterscheidet. Die Tatsache, dass sowohl die H1069Q-Mutation als auch die L708P-
Mutation zu den missense-Mutationen gehort, hatte vermuten lassen, dass sich die Mutationen in
ithrem phénotypischen Bild mehr dhneln, als sie es tatsachlich tun. Die frameshift-Mutation
3402delC, von welcher erwartet werden kdnnte, dass sie sich, verglichen mit den anderen beiden
Mutationen, in ihrem phanotypischen Bild von beiden unterscheidet, ahnelt bezliglich des Alters
der Erstsymptomatik und der durchschnittlichen Coeruloplasmin-Serum-Konzentration der
L708P-Mutation. Die Tatsache, dass die 3402delC- und die L708P-Mutation hauptsachlich unter
den Patienten Brasiliens identifiziert wurde, fiihrt zu der Annahme, das die Krankheit auch durch
Umgebungsfaktoren und andere duBere Umstande beeinflusst wird. Deguti et al. sprach aufgrund
der phanotypischen Heterogenitat unter Patienten mit dem selben Ph&notyp bereits an, dass
Umweltfaktoren und genetische und epigenetische Faktoren diesbezuglich durchaus eine Rolle
spielen kénnen. Bohnen und Kaffee sind Nahrungsmittel mit einem hohen Kupfergehalt, welche
in Brasilien viel verzehrt werden [78] und was sich dementsprechend phénotypisch auswirken

kdnnte.

Betrachtet man die Ergebnisse der Untersuchung bezlglich eines Kayser-Fleischer-Ringes stellt
sich heraus, dass bei der Mehrheit der Patienten, bei denen eine diesbeziigliche Untersuchung
stattgefunden hat, ein solcher auch vorgefunden wurde. 100% der Patienten mit einer
neurologischen Primarsymptomatik, die diesbezlglich untersucht wurden, hatten zum Zeitpunkt
der Diagnostik einen Kayser-Fleischer-Ring. Bei der Mehrheit der Patienten mit einer
hepatischen und einer gemischten Primarsymptomatik, also sowohl einer hepatischen als auch
einer neurologischen, wurde die Présenz eines Kayser-Fleischer-Ringes nachgewiesen. Bei der
Mehrzahl der zum Zeitpunkt der Diagnostik asymptomatischen Patienten wurde kein Kayser-
Fleischer-Ring diagnostiziert. Ferenci beschreibt, dass ein Kayser-Fleischer-Ring in 95% der
Falle unter Patienten mit einer neurologischen Priméarsymptomatik vorhanden ist, wéhrend er bei
Patienten ohne neurologische Symptomatik nur in 50 bis 60% der Félle auszumachen ist und bei
asymptomatischen Patienten nur in 10% der Félle diagnostiziert wird [90]. Die in dieser Arbeit

angegebenen Tendenzen bezilglich der Prasenz eines Kayser-Fleischer-Ringes innerhalb der
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Patientengruppen unterschiedlicher Primarsymptomatik kommt dem Ergebnis von Ferenci sehr
nah, was fur die Realitat dieser Ergebnisse spricht. Shah et al. kam zu einem anderen Ergebnis.
Unter den von ihm betrachteten Patienten war bei jedem unbehandelten Patienten unabhéngig
von der krankheitsverursachenden Mutation zum Zeitpunkt der Diagnostik eine Kupfer-
Ablagerung in der Kornea zu erkennen [64]. Caca et al. betrachtete die Présenz eines Kayser-
Fleischer-Ringes nur beziiglich des genotypischen Bildes. Er sah Unterschiede in der Prasenz
eines Kayser-Fleischer-Ringes bei H1069Q Homozygoten (82%), compound Heterozygoten
(62%) und Patienten mit anderen Mutationen (31%), wobei er sich nicht auf die Verteilung
innerhalb der Patientengruppen der einzelnen Primarsymptomatik bezieht [31]. AbschlieRend ist
zu sagen, dass ein Kayser-Fleischer-Ring bei einem GroRteil der an Morbus Wilson erkrankten
Patienten zu finden ist. Unterschiede der Héaufigkeit der Diagnostik eines solchen Kayser-
Fleischer-Ringes  konnen sich  hochstwahrscheinlich  durch  den  Schwerpunkt der
diagnostizierenden Klinik ergeben, so dass z.B. in neurologischen Zentren mehr Patienten mit

einem Kayser-Fleischer-Ring diagnostiziert werden.

Die oben bereits erwihnte Uberlegung von Deguti et al., dass andere genetische Faktoren
aullerhalb des ATP7B-Gens Einfluss auf den Ph&notyp des Morbus Wilson haben kénnen [78],
fihrte zur genetischen Untersuchung des HFE-Gen und des APOE-Locus in Hinblick auf
mdogliche Auswirkungen auf die Primarsymptomatik des Morbus Wilson.

Im HFE-Gen sind zwei Mutationen bekannt, die C282Y- und die H63D-Mutation, welche zu
einer Storung des Eisenstoffwechsels fihren kdnnen. Patienten die C282Y homozygot oder
C282Y/H63D compound heterozygot sind, erkranken an der hereditdren Hamochromatose [84].
Die Hereditdre Hamochromatose ist mit einer Pravalenz von 1:205 bis 1:410 die haufigste
Erbkrankheit [85]. Die intestinale Eisenresorption ist hierbei gestort, was zu einer
Eisentiberlagerung vieler Organe, insbesondere auch der Leber, fuhrt, und damit toxische
Zellschadigungen bis hin zum Zelluntergang verursachen kann [86]. Patienten, die nur die
C282Y-Mutation aufweisen, weisen normalerweise keine vermehrte Eisenspeicherung auf,
solange keine anderen Krankheiten der Leber, wie z.B. Hepatitis C oder eine alkoholinduzierte
Leberschadigung, vorhanden sind [84, 104]

Tatsachlich zeigten sich unterschiedliche Tendenzen beziglich der Primarsymptomatik des
Morbus Wilson beim alleinigen heterozygoten Nachweis der C282Y-Mutation gegentiber dem
heterozygoten oder homozygoten Nachweis der H63D-Mutation im HFE-Gen. Wahrend keiner
der C282Y heterozygoten Patienten eine rein hepatische Primarsymptomatik aufweist und der

GroRteil der Patienten an der primar neurologischen Form des Morbus Wilson leidet, zeigt sich
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unter den H63D heterozygoten und homozygoten Patienten ein relativ ausgeglichenes, leicht zur
hepatischen Primarsymptomatik neigendes, Verhéltnis zwischen neurologischer und hepatischer
Primarsymptomatik. Zu den C282Y/H63D compound heterozygoten Patienten, bei denen durch
den Nachweis dieser genetischen Verdnderung zusétzlich zum Morbus Wilson die hereditare
H&mochromatose diagnostiziert wurde, kann mangels Daten Kkeine Tendenz der
Primarsymptomatik angegeben werden. Bekannt ist von einem Patienten, dass er unter einer
neurologischen Primédrsymptomatik leidet.

Interessant ist bei diesem Ergebnis, dass die mdgliche Uberlegung, dass eine oder zwei
Mutationen im HFE-Gen bei Morbus Wilson Patienten aufgrund der mdglichen doppelten
Veranderung des Leberstoffwechsels eher mit der hepatischen Manifestation des Morbus Wilson
einhergehen, hier nicht bestatigt wird. Dies bestarkt die von Morisson et al. beschriebene
Aussage, dass die alleinige heterozygote C282Y-Mutation im HFE-Gen nicht zu einer Stérung
des Eisenstoffwechsels fuhrt [84, 104]. Erhardt et al. berichtete, dass bei Patienten, bei denen der
Morbus Wilson kontrolliert ist, nur ein homozygotes Vorhandensein der C282Y-Mutation den
Eisenstoffwechsel beeinflusst [83].

Der APOE-Locus wird aufgrund der unterschiedlichen Mdglichkeiten des Genotyps und der
damit verbundenen unterschiedlichen Apolipoproteine E und deren Auswirkung auf das
Nervensystem untersucht. Wahrend die Anwesenheit des Apolipoprotein E 4 eine degenerative
Erkrankungen des ZNS wie z.B. Morbus Alzheimer verstarkt, wird dem Apolipoprotein E 3 eine
neuroprotektive Wirkung zugeschrieben. Schiefermeier et al., Stapelbroeck et al. und Wang et
al. berichteten von einem verhaltnismaRig spaten Erstmanifestationsalter bei Patienten mit dem
APOE-Genotyp 3/3 verglichen mit anderen APOE-Genotypen [77, 81, 82].

Bei der genetischen Untersuchung des APOE-Genotyps im Zusammenhang mit der
Primarsymptomatik und dem Zeitpunkt der Erstmanifestation ergaben sich nur fur die
Genotypen 3/3 und 4/3 aufgrund ausreichender Daten reprasentative Ergebnisse. Unter den
Patienten beider APOE-Genotypen zeigte sich ein heterogenes Bild bezlglich der
Primarsymptomatik, welches allerdings durch ein leichtes Uberwiegen der Patienten mit einer
neurologischen Primarsymptomatik gekennzeichnet ist. Interessant ist, dass bei verhaltnismalRig
vielen asymptomatischen Patienten einer der beiden APOE-Genotypen identifiziert wurde, was
die Beobachtung von Schiefermeier et al., welche eine neuroprotektive Wirkung des
Apolipoproteins E 3 vermutete, unterstiitzen konnte [81]. Das Alter der Erstsymptomatik lag
durchschnittlich unter den Patienten des APOE-Genotyps 3/3 bei 18,4 +7,2 Jahren, was
verglichen mit den Patienten des APOE-Genotyps 4/3 verhadltnismaig spat ist, da diese

Patienten durchschnittlich im Alter von 14,4 £5,1 Jahren erkrankten. Auch hier bestatigt sich die
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Aussage von Schiefermeier et al. und Stapelbroeck et al., welche dem Vorhandensein des
Apolipoprotein E 3 eine neuroprotektive Funktion und somit einen spateren Krankheitsbeginn
zuschreiben [77, 81].

Um genauere Erkenntnisse beziiglich moglicher Genotyp-Phénotyp-Korrelationen sammeln zu
kdnnen, misste man grolRere Patientenkollektive, welche gentotypisch homozygot die gleiche
Mutation im ATP7B-Gen tragen, phéanotypisch untersuchen, was sich aufgrund der groRen
Heterogenitat im ATP7B-Gen unter den an Morbus Wilson erkrankten Patienten sehr schwierig
gestaltet. Trotzdem sollten diese Untersuchungen angestrebt werden, um durch ein genaueres
Verstandnis der phanotypischen Ausprédgung einzelner Mutationen oder Mutationsarten die
Erkrankung schnellstmdglich zu erkennen und addquat zu behandeln. Der Vermutung, dass
Umweltfaktoren, Ernahrung und andere Gen-Loci Einfluss auf die phénotypische Préasentation
des Morbus Wilson haben konnen, sollte weiterhin nachgegangen und genauer untersucht
werden. Auch dieser Untersuchung wére zutrdglich, Patienten des gleichen Genotyps in Hinblick

auf die gerade erwahnten Faktoren zu untersuchen und diesbezuglich zu vergleichen.
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6. ZUSAMMENFASSUNG

Diese Dissertation beschéaftigte sich mit der Untersuchung moglicher Genotyp-Phénotyp-
Korrelationen bei Patienten mit diagnostiziertem Morbus Wilson.

Morbus Wilson ist eine autosomal rezessiv vererbte Krankheit, welche durch Mutationen im
ATP7B-Gen auf dem Chromosom 13 bedingt ist. Bisher wurden (ber 250 verschiedene
Mutationen identifiziert, welche durch Verdnderungen des ATP7B-Gens die Funktion der
kupfertransportierenden ATPase, fir die das Gen kodiert, beeintrachtigen konnen. Durch diese
Storung des Kupfermetabolismus kann es zu toxischer Kupferakkumulation und damit
verbundenen Funktionsstérungen der Leber, des ZNS, der Augen, der Nieren und anderer
Organe kommen.

Insgesamt 718 Personen wurden als Index-Patienten oder als Verwandte dieser Index-Patienten
genetisch untersucht, wobei 146 verschiedene Mutationen im ATP7B-Gen identifiziert wurden.
Unter diesen befanden sich 61 bereits bekannte und 85 bisher noch nicht beschriebene
Mutationen. Dieses Ergebnis bestatigt die grofle Heterogenitadt krankheitsverursachender
Mutationen im ATP7B-Gen.

Wie erwartet ergaben sich innerhalb der einzelnen Lander Unterschiede bezliglich der Haufigkeit
des Auftretens der einzelnen Mutationen. Wahrend in den mittel- und osteuropdischen Landern
die H1069Q-Mutation am haufigsten identifiziert wurde, fand sich in Agypten, Iran und
Griechenland ein sehr heterogenes Mutationsspektrum, dem keine eindeutige Gewichtung auf
eine bestimmte Mutation zu entnehmen war. In Brasilien hatten die Mutationen 3402delC und
L708P die hochste Allel-Frequenz, wéhrend in China die Mutationen R778L und P992L am
h&ufigsten identifiziert wurden.

Aufgrund der groflen Heterogenitdt des Genotyps im ATP7B-Gen gestaltete sich die
Untersuchung maoglicher Genotyp-Phanotyp-Korrelationen schwierig. In dieser Arbeit wurden
33 unterschiedliche Mutationen phéanotypisch betrachtet. Aufgrund der oft sehr kleinen
Patientengruppen, die sich aus Patienten des gleichen homozygoten Genotyps zusammensetzen,
wurden zundchst generell missense-Mutationen in ihrem phéanotypischen Bild gegeniber der
phanotypischen Auspragung anderer Mutationen betrachtet. Tendenziell konnte hierbei
beobachtet werden, dass homozygote Trager einer missense-Mutation gegentiber denen mit einer
nonsense- oder frameshift-Mutation weniger stark verringerte Coeruloplasmin-Serum-
Konzentrationen und Kupfer-Serum-Konzentrationen aufweisen. Homozygote Trager einer

missense-Mutation leiden tendentiell Ofter unter einer neurologischen Primdrsymptomatik,

121



Zusammenfassung

wahrend andere Mutationsarten phéanotypisch 6¢fter mit einer hepatischen Primarsymptomatik
einhergehen. Genotyp-Phanotyp-Korrelationen waren aufgrund der ausreichend grof3en
Patientenzahl nur fir die H1069Q-Mutation, die 3402delC- und mit Einschrénkung fir die
L708P-Mutation zu erkennen. Die H1069Q-Mutation geht nach den Beobachtungen dieser
Arbeit mit verhaltnismaRig milden Veranderungen der Laborparameter, einem ausgeglichenen
Geschlechterverhéltnis und einem verhéltnisméal3ig spaten Krankheitsbeginn (26,6 +10,3 Jahre)
einher, welcher unter den Patienten mit einer neurologischen Primédrsymptomatik, die unter den
H1069Q homozygoten Patienten tberwiegt, zu einem noch spateren Alter der Erstmanifestation
fuhrt (30,8 £8,7 Jahre). Die 3402delC-Mutation fuhrt verglichen mit der H1069Q-Mutation
phanotypisch zu einem friiheren Zeitpunkt der Erstsymptomatik (15,8 +2,4 Jahre) und zu
starkeren Veranderungen der betrachteten Laborparameter. Das Geschlechterverhaltnis ist auch
hier ausgeglichen. Die neurologische Prim&rsymptomatik tiberwiegt auch unter den Patienten mit
dieser homozygoten Mutation. Die L708P-Mutation flhrt ebenfalls zu einem relativ friihen Alter
der Erstmanifestation (15,6 Jahre).

Ein Kayser-Fleischer-Ring ist beim Grof3teil der symptomatischen Patienten vorhanden, wobei er
unter den Patienten mit einer neurologischen Priméarsymptomatik, die diesbeztiglich untersucht
und in dieser Arbeit betrachtet wurden, immer diagnostiziert wurde.

Die Uberlegung, dass das alleinige Vorhandensein der C282Y- oder der H63D-Mutation im
HFE-Gen zu einer eventuelle Beeinflussung des Phanotyps des Morbus Wilson in Hinblick auf
ein verstarktes Auftreten einer hepatischen Primarsymptomatik fiihrt, kann hier nicht bestatigt
werden. Der APOE-Genotyp kann, nach den Ergebnissen dieser Arbeit zu urteilen, Einfluss auf
die Priméarsymptomatik haben. So haben Patienten mit dem Genotyp APOE 3/3 einen spateren
Krankheitsbeginn. Auflerdem sind verhaltnismaRig viele Patienten mit diesem Genotyp
asymptomatisch, was die Annahme der neuroprotektiven Wirkung des Apolipoprotein E 3
bestétigt.
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