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Einleitung

1 Arbeitshypothese und Fragestellung

Der Zusammenhang von erhéhtem Cholesterin und Atherosklerose gilt als wissen-
schatftlich gesichert. Untersuchungen beztiglich des Einflusses von Eisenluberladung
bzw. Eisenmangelandmie auf Cholesterin- und Triglyceride erbrachten oft kontro-
verse Ergebnisse. Entfacht wurde die Diskussion v.a. im Hinblick auf die pathogenen
Eigenschaften von Eisen via Fettstoffwechselveranderungen als Risikofaktoren fir
die koronare Herzkrankheit (KHK) [Salonen et al. (1992), Sullivan (1989)]. Folglich
war nicht nur der Einfluss des Eisenstatus auf die Serumcholesterinwerte, sondern
auch auf das fur die pathogenen Eigenschaften verantwortlich gemachte LDL und die
als protektiv deklarierten HDL zu untersuchen. Die Fast Protein Liquid Chroma-
tographie (=FPLC) bot bei kleiner bendtigter Plasmamenge und hoher Geschwin-
digkeit eine geeignete Methode [Van Gent und van Tol (1990), Marz et al. (1993)].

Es wird postuliert, dass Eisen seinen Einfluss auf den Fettstoffwechsel v. a. durch die
durch Fenton-Reaktion ausgelOste Fettsaureoxidation v.a. mehrfach ungesattigter
Fettsauren ausibe [Cheeseman (1993), Lee et al. (2005), Friel et al. (2007)]. Bruch-
stiicke der zerstorten Fettsauren konnten via ApoB-Bindung die LDL-Resorption
blockieren und das Risiko von Atherosklerose erhéhen. Den Zusammenhang zwi-
schen Fettsaureprofilen, Cholesterin- und Eisenstatus zu untersuchen, erschien vor
allem vor dem Hintergrund der erst kirzlich entdeckten Drosselung der Expression
von Genen der Fettsaureoxidation und des Cholesterinkatabolismus in HFE-Knock-

outméausen [Coppin et al. (2007)] interessant.

Nach vielfacher wissenschaftlicher Meinung wird die Atherogenitat des LDL-
Cholesterins durch Lipidperoxidation gesteigert [Steinberg et al. (1989), Brouwers et
al. (2004)]. Demnach ware nicht das erhthte LDL-Cholesterin selbst, sondern die
veranderten Fettsduren im LDL und im Serum fir die pathogenen Eigenschaften ver-
antwortlich. In diesem Zusammenhang ist eine Betrachtung der Fettsauren in den
Lipoproteinfraktionen von héchstem Interesse. Da zum damaligen Zeitpunkt keine
geeignete Methode zur Verfigung stand, befasst sich der dritte Teil dieser Studie v.a.

mit den Vorversuchen zur Etablierung einer Methode, die dies ermoglichte.

Hypothese: Patienten mit Eisentberladung und Eisenmangel weisen durch Lipid-
peroxidation induzierte Anderungen in FPLC-Profilen und in der Fettsaure-

zusammensetzung im Plasma auf.
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2 Einleitung

2.1 Eisenstoffwechsel

2.1.1 Eisen

Beim Eisen handelt es sich einerseits um ein flr den Menschen essentielles Spuren-
element, andererseits um ein toxisches Schwermetall, von dem ca. 3 bis 5 Gramm im
menschlichen Korper vorhanden sind. Es findet sich vor allem im Ha&moglobin, in
Ham- und Nicht-H&am-Enzymen, sowie als Depoteisen in Form von Ferritin und Ha-
mosiderin. Der Mensch nimmt pro Tag etwa 10 bis 20 mg Eisen mit der Nahrung auf,
davon werden ca.10 %, also 1-2 mg (bei Eisenmangel maximal 3-5 mg), Uber den
Darm resorbiert. Taglich verliert der Korper jedoch ca. 1 bis 2 mg Eisen uber abge-
schilferte Epithelzellen, Schweild und Urin.

2.1.2 Eisenabsorption

Eisen wird vorwiegend in den Darmzotten des Duodenums und Jejunums absorbiert,
bei Eisenmangel kénnen auch tiefere Darmabschnitte an der Absorption beteiligt
sein.

Die Absorptionsart des gut bioverfiigbaren, tierischen Ham-Eisens unterscheidet sich
grundlegend von der des schlecht bioverfugbaren, ionischen, pflanzlichen Nicht-
Ham-Eisens. Das Nicht-Ham-Eisen kommt in der Nahrung als polymerer Fe3*-
Hydroxid-Kohlenhydratkomplex vor, aus dem das Eisen im sauren Magenmilieu he-
rausgeldst und zu Fe?" reduziert wird. Dieser Vorgang wird durch die Anwesenheit
von Vitamin C in der Nahrung noch unterstitzt. Physiologisch geschieht dies offen-
bar durch die cytochromhaltige Eisenreduktase DCytb (= duodenal cytochrome b) in
der Burstensaummembran des Enterozyten [McKie et al. (2001)]. Das zweiwertige
Eisen kann im neutralen pH des Duodenums gut l6slich gehalten und resorbiert wer-
den, dreiwertiges Eisen wird unter diesen Bedingungen leicht hydroxiliert, dadurch
unléslich und steht damit nicht mehr zur Absorption zur Verfligung. Die Resorption
des zweiwertigen Eisens erfolgt Gber protonenvermittelten Kationentransport mit Hilfe
des DMT1 (=Dimetallionentransporterl), der bei Eisenmangel hochreguliert wird.
Beim Menschen gibt es verschiedene Formen dieses Transporters mit oder ohne 3’-
bzw. 5°-IRE (=Iron Resonsive Element)-Aktivitat [Hubert und Hentze (2002)], seine
Mutation fuhrt zu einer mikrozytdren Anadmie [Mims et al. (2005), Beaumont et al.
(2006), lolascon et al. (2006), Lam-Yuk-Tseung et al. (2006)].
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Der Transport des Eisens vom Enterozyten ins Pfortaderblut erfolgt tber den mem-
branstandigen IREG1(=Iron-Regulated-Transporter-1), in den USA auch Ferroportinl
genannt [McKie et al. (2000), Donovan et al. (2000)]. Im Blut wird es dann von der
kupferhaltigen Ferroxidase Haphestin, deren Lokalisation nicht bekannt ist, oxidiert

und an Apotransferrin gebunden [Vulpe et al. (1999)].

Duodenallumen Enterozyt Pfortaderblut

DMT1 (wird bei Eisenmangel
hochreguliert)

Abbau durch
Hamoxygenase

transferrin

HCP1

Transferrin

Abbildung 1 Schema der Eisenabsorption im Dunndarn
Dcytb = Duodenal Cytochrom B, DMT1 = Divalent Metal Transporter 1, IREG1 = Iron regulated trans-
porter 1, HCP1 = Ham Carrier Protein 1

Ein zusatzlicher Aufnahmemodus fir Fe®*" (iber den IMP-Weg (Integrin/Mobilfer-
rin/Parferritin) wird diskutiert [Conrad und Umbreit (1993)]. Dabei zeigten Versuche
mit blockierenden Antikérpern und konkurrierenden Kationen, dass es sich um zwei
getrennte Wege fiir die Fe**- und Fe*"-Absorption handelt, wobei der IMP-Weg fiir
die Eisenversorgung wahrscheinlich eine geringe Bedeutung hat. Der Transportme-
chanismus des Eisens im Enterozyten von der apikalen zur basolateralen Membran
ist bisher unbekannt, es bestehen Hinweise fur einen tubulovesikularen Transport
[Sharp und Srai (2007)].

Bei nur 10 bis 15 % des Nahrungseisens handelt es sich um Ham-Eisen. Durch seine

gute Bioverflugbarkeit deckt es aber ca. 1/3 des Eisenbedarfs.
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Es wird im Darm aus Hamo- bzw. Myoglobin freigesetzt, auf bisher nicht bekannte
Weise stabilisiert und madglicherweise tber das vor kurzem entdeckte HCP1(=Ham-
Carrier-Protein-1) als Einheit resorbiert. Im Enterozyten wird dann das Ham durch
die Hamoxygenase abgebaut. Hierbei handelt es sich um den geschwindigkeitsbe-
stimmenden Schritt der Ham-Eisenabsorption, was durch Versuche mit Inhibitoren

dieses Enzyms gezeigt werden konnte [Boni et al. (1993)].

2.1.3 Steuerungselemente der Eisenabsorption

Sowohl die Ham- als auch die Nicht-Ham-Eisenabsorption kénnen beim Menschen
reguliert werden. Der genaue Vorgang ist allerdings noch nicht bekannt und durfte
auRRerst komplex sein. Es wird eine physiologische Funktion des HFE- Proteins in
diesem Zusammenhang diskutiert [Fleming und Sly (2002)]. Bei Eisenmangel und
hereditarer Hamochromatose wird die DMT1-Dichte in den Zottenkrypten stark hoch-
reguliert. Dies geschieht Uber posttranslationale Modifikation durch Bindung von Iron
Regulatory Protein (=IRP) an hairpin-IRE in der 3'nichttranslatierten Region der
MRNA von DMT1. Die offenbar effektivste Art der intestinalen Resorption lauft Gber
die basolaterale Ausschleusung von Eisen durch Regulation von IREG1 mittels
Hepcidin ab.

Hepcidin ist ein 25 Aminosauren langer Regulator von IREGL1 [Pigeon et al. (2001),
Nicolas et al. (2001)], der durch Bindung eine Internalisierung des Eisenexporters
und somit eine Drosselung der Eisenabsorption [Nemeth et al. (2004)] bewirkt. Hep-
cidin wurde zuerst im Urin gefunden und wegen seiner antimikrobiellen Eigenschaf-
ten als leap (=Leber antimikrobielles Peptid) bezeichnet [Krause et al. (2000)]. Per
Zufall wurde dann bei einer Hamp-Gen (=Hepcidin-Gen)-Knockout-Maus ein Zu-
sammenhang zwischen Hepcidin und Eisenuberladung festgestellt [Nemeth et al.
(2004a)]. Mittlerweile gilt Hepcidin als zentraler Regulator der intestinalen Eisenab-
sorption [Nicolas et al. (2001), Nemeth et al. (2004a), Krause et al. (2000), Leung et
al. (2005), Nehmet et al. (2004b), Ganz (2006), Papanikolaou et al. (2005)]. Die mo-
dulierte Hepcidinexpression dient der Eisenhomoostase [Wrighting und Andrews
(2008)]. Hepcidin wird in Abhangigkeit der Leber- und Plasmaeisenkonzentration in
der Leber synthetisiert. Die Synthese wird ebenfalls in Anwesenheit von IL-6 stimu-
liert, was ein mdgliches Erklarungsmodell fir die Hemmung der Absorption von Ei-
sen bei Entziindung bietet. Neueste Erkenntnisse ergaben, dass eine Mutation im
HFE2(Hamojuvelin)-Gen zu einer Abwesenheit von Hepcidin und einer early-oneset

Form der Eisentuberladungskrankheit fihrt.
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Das Hamojuvelin stellt einen Corezeptor fur das BMP (=Bone Morphogenic Protein)
dar, ein autokrines Hormon, welches die Hepcidinexpression in Abhangigkeit von
Eisen reguliert [Nehmeth (2008)]. Eine Mutation im HFE-Gen fuhrt folglich zu einem
gestorten BMP-Signalling und somit zu einer verminderten Hepcidinexpression mit
konsekutiv erhohtem Eisenspiegel. Dies stellt durch Gabe von rekombinantem Ha-
mojuvelin eine mdgliche Therapieoption bei chronischen Anamien dar [De Domenico
et al. (2007)]. Hepcidin kann durch den Nachweis im Urin auch als diagnostischer
Parameter fur die Absorptionshemmung von Eisen verwendet werden [Kemna et al.
(2005)]. Bei Mutationen im HFE-, Transferrinrezeptor-2- (=TfR2) und Hamojuvelin-
Gen, die eine Hamochromatose verursachen, liegt ein Hepcidinmangel vor. Folglich
kann ein direkter Zusammenhang angenommen werden, wobei unklar ist, ob es sich
beim Hepcidin selbst um den Eisensensor handelt oder es nur als Vermittler in der

Zwischenstrecke fungiert.

Erst kurzlich wurde die Serinprotease TMPRSS6 als Sensor des Eisenmangels ent-
deckt, die moglicherweise therapeutisch genutzt werden kénnte [Muckenthaler
(2008)]. Diese supprimiert die Expression eines HAMP-Promoters und vermittelt
uber seine cytoplasmatische Doméne die HAMP-Suppression tber proximale Promo-
terelemente. So wird die Transkription von HAMP blockiert und eine erhohte Eisen-
absorption méglich. Im Tierexperiment fihrte ein SpleiRdefekt der TMPRSS6 zu Kor-
perhaarausfall und mikrozytarer Anamie bei Mausen, was auf die verminderte Nah-

rungseisenresorption zurtickzufihren ist [Du et al. (2008)].

2.1.4 Katalysatoren und Inhibitoren der Eisenabsorption

Durch Komplexierung von ionischem Eisen ist es mdglich, die Eisenaufnahme zu
hemmen [Sandberg et al. (1999)]. Dies geschieht durch Phytate (vorhanden in Kleie
von Weizen, Mais und Hafer), Tannine und Polyphenole (in Tee, Kaffee, Rotwein und
Hulsenfrichten), sowie durch Calcium [Hallberg (2001)] und wurde bereits als Thera-
pieoption bei Hamochromatose erprobt [Kaltwasser et al. (1998)]. Vitamin C, das sich
vor allem in Fruchtsaften, Frichten und Gemuse findet, kann durch Reduktion von
Fe®* zu Fe?" die Absorption von ionischem Eisen férdern. Fleisch, Fisch und Innerei-
en steigern die Eisenabsorption mdglicherweise durch den sogenannten ,Fleischef-
fekt®, einen in seiner Struktur bisher unbekannten Faktor. Vitamin A und B-Carotin
entfalten ihre Wirkung moglicherweise durch die Aufhebung der Hemmung von Phy-

taten und Tanninen.
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Kirzlich wurde auch die Auswirkung der Hamsynthese auf die Eisenabsorption un-
tersucht: Die Hemmung der Hamsynthese mit Syccinyl-CoA war mit einer erhéhten
Eisenabsorption assoziiert, wahrend die Stimulation der Hamsynthese durch 2-Allyl-
2-Isopropylacetamid mit verminderter Eisenabsorption verbunden war. Auch die 5-
Aminolavulinsaure scheint eine Funktion als Modulator der Eisenabsorption zu ha-

ben, wobei die Mechanismen bis jetzt nicht geklart sind [Laftah et al. (2008)]

2.1.5 Eisentransport

Nach der Oxidierung von Fe?* zu Fe®" (siehe 1.2.2) verbinden sich je zwei Eisenato-
me mit Apotransferrin zu Transferrin, welches hierdurch eine hohe Affinitat zum
Transferrinrezeptor (=TfR) erhalt [Aisen et al. (2001)]. Beim TfR handelt es sich um
ein transmembranes Glykoprotein mit zwei Uber eine Disulfidbriicke verbundenen,
identischen Untereinheiten. Nach der Bindung von Transferrin an TfR wird der
Komplex in Endosomen der Zelle internalisiert. Durch Ansauerung der Endosomen
kommt es zur Freisetzung von Eisen aus Transferrin. Der Transferrin-TfR-Komplex
rezykliert an die Zelloberflache und durch die Erh6hung des pH wird Apotransferrin

zurick ins Blut entlassen.

Es wurde ein weiterer Rezeptor, der TfR2, dessen Genmutationen zu einer seltenen
Form der Hamochromatose fuhren, entdeckt [Kawabata et al. (1999), Camaschella et
al. (2000)]. Er hat eine 25fach geringere Affinitat zu Transferrin als TfR1, wird vor
allem in Leber- und blutbildenden Zellen exprimiert, bindet nicht an HFE und kann
TfR1 nicht substituieren. TfR1 und TfR2 bilden ein Heterodimer, die physiologische
Funktion von TfR2 ist weiterhin unklar [Robb und Wessling-Resnick (2004)].

Als neuer Diagnoseparameter wird der frei im Plasma zirkulierende sTfR (soluble
TfR) verwendet, dessen Konzentration proportional zur TfR-Konzentration (bei Ei-
senmangel erhoht) auf den Zellen ist und somit ein Maf3 fir Gewebeeisenmangel
darstellt.

Das Laktoferrin, ein 80 kDa grof3es, eisenbindendes Glykoprotein, ist Mitglied der
Transferrinfamilie und wird durch glandulére Epithelzellen sezerniert [Brock (2002)].
Es findet sich v.a. im Colostrum und bildet dort einen antimikrobiellen Schutz, indem

es Eisen, welches Bakterien fur ihr Wachstum bendétigen, bindet [Brock (2002)].



17
Einleitung

Diskutiert wird auch die Bedeutung von Laktoferrin in der Eisenversorgung von Neu-
geborenen, die genaue Funktion ist unbekannt [Suzuki und Lonnerdal (2002)].

AuRer der bereits beschriebenen Absorption von Fe?* im Birstensaum kommen dem
DMTL1 noch zahlreiche weitere Funktionen zu. Es schleust Eisen aus den Endoso-
men aus, nimmt nicht-transferringebundenes Eisen in die Zelle auf und findet sich im
Kern neuronaler Zellen. Seine dortige Funktion ist jedoch unbekannt [Roth et al.
(2000)].

2.1.6 Eisenhomoostase

Verschiedene Prozesse im menschlichen Korper tragen zur Eisenhomoostase bei.
Die wichtigsten sind die intestinale Absorption, der Transport mittels Transferrin, die
zellulare Aufnahme durch den TfR, die Utilisation in der Erythropoese, sowie die
Speicherung als Ferritin und Hamosiderin. Die Eisenhomoostase auf zellularem Ni-
veau lauft hingegen Uber die Expression von TfR und Ferritin ab. Diese wird Uber
posttranskriptionale Modifikation durch die Bindung der zytoplasmatischen IRP1+2
(=Iron Regulatory Proteins, identisch mit der cytoplasmatischen Akonitase) an Haar-
nadelstrukturen in der 5°- bzw. 3 -untranslatierten Region der mRNAs von Ferritin
und TfR reguliert. Bei Eisenmangel ist die Affinitat von IRP1 an seine Rezeptoren
hoch, es kommt zur Hemmung der Initiation der Translation von Ferritin und zur
Hemmung des nucleasevermittelten Abbaus von TfR-mRNA, folglich ist weniger Fer-

ritin und mehr Transferrin vorhanden, also mehr Eisen verfugbar.
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Eiseniiberladung Eisenmangel
|IRP | W“‘ p) IRP
%
a) Ferritin mRNA ]= a) Ferritin mRNA ]=
5°-Ferritin IRE \l/ 3" 5°-Ferritin IRE \l, 3"
Fe verhindert IRE Blockade Blockade dej IRE durch IRP
ungehemmte Translation der mRNA blockierte mRNA-Translation
/M Ferritinsynthese { Ferritinsynthese

i
b) =[ Transferrinrezeptor mRNA b) 5=[Tmnsferr1nrezeptor mRNA
5

| 3" TfR-IRE 3'TR-IRE

IRE stabilisiert Transferrin
Fe verhindert IRE Blockade

Abbau der Trasferrinrezeptor mRNA T mRNA-Translation

J Transferrinrezeptorsynthese M Transferrinrezeptorsynthese

Abbildung 2 Posttranskriptionale Regulation der Ferritin- und TfR-Synthese
IRP=Iron Responsive Protein, IRE=Iron Responsive Element, TfR=Transferrinrezeptor

Versuche mit Knockout-Mausen und Zellkulturen zeigten, dass unter physiologischen
Bedingungen IRP2 die Regulation der Eisenhomodostase dominiert [Napier et al.
(2005)]. Nach neuen Daten interferieren Cadmium und Zink mit der IRE-
Bindungsfahigkeit von IRP1. Auch Stickstoffmonoxid beteiligt sich an der intrazellula-
ren Eisenhomoostase, indem es Eisen aus IRPs herausldst und es so in die hochaf-
fine Form versetzt [Galy et al. (2005)]. Gleiches geschah auch bei in vivo Versuchen
mit H,O,, was auf eine Verbindung zwischen Eisenhomoéostase und oxidativem
Stress schlie3en lasst [Pantapoulos (2004)]. Es konnte belegt werden, dass Eisen
eine Rolle in der Hamsynthese und in der Bildung von Eisen-Schwefel-
Clusterproteinen von Mitochondrien spielt [Galy et al. (2005)]. Wie es hingegen
transportiert wird und welchen Einfluss es auf die intrazellulare Eisenhoméostase
hat, ist unbekannt. Es wurde auch mitochondriales Ferritin nachgewiesen, welches
offenbar bei Uberexpression einen Eisentransport in die Mitochondrien verursacht
[Bekri et al. (2000)].
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Abbildung 3 Schema der humanen Eisenhomdgostase

2.1.7 Eisenspeicherung

Eisen wird in Ferritin und Hamosiderin gespeichert. Apoferritin ist ein sphérisches
Protein mit einer Hohle von 7 bis 8 nm Durchmesser [Harrison und Arosio (1996)], in
das bis zu 4500 Eisenatome eingelagert werden kénnen. Es besteht aus 24 Unte-
reinheiten und liegt beim Menschen in zwei Isoformen, dem H- und dem L-Typen vor.
Der H-Typ ist dabei eher fir die Detoxifikation zustandig, wahrend der L-Typ vorran-
gig als Langzeitspeicher fungiert. Plasmaferritin unterscheidet sich von Gewebsferri-
tin durch seine langere Halbwertszeit, die wahrscheinlich durch den Kohlehydratan-
teil hervorgerufen wird. Es stammt vermutlich aus dem RES (=retikulo-endotheliales
System) der parenchymatdsen Zellen, sein Ursprung ist jedoch nicht geklart. Bedeu-
tung hat Plasmaferritin fUr die Diagnostik, da seine Konzentration mit dem Ganzkor-

pereisenspeicher korreliert.

Hamosiderin ist das Abbauprodukt von Ferritin. Es findet sich ausschlief3lich in Side-
rosomen. Beim Hamosiderin handelt es sich im Gegensatz zu Ferritin um eine amor-

phe, unlésliche Ablagerung, welche nur ein polymeres Eisen®**-Hydroxymer enthalt.



20
Einleitung

2.2 Hamochromatosen

Der physiologische Eisenstoffwechsel und seine Regulationsmechanismen sind be-
reits besprochen worden. Unklar jedoch ist, ob eine chronisch erhdhte Eisenzufuhr
ausreicht, um fir eine pathologische Eisentberladung zu sorgen oder ob es hierfur
stets einer fehlerhaften Regulation, beispielsweise durch eine Mutation eines ent-
sprechenden Regulationsenzyms, bedarf. Nach Kohgo kommt es jedoch auf Grund
des fehlenden exkretorischen Stoffwechselweges fur Eisen bei kontinuierlicher Ei-
senzufuhr von mehr als 1-2 mg/Tag zu einer Eiseniuberladung und Organausfallen
einschliel3lich Leber und Herz [Kohgo et al. (2008)].

Bei den Hamochromatosen handelt es sich um Stérungen der Eisenresorptionsregu-
lation. Durch die erhdhte Eisenresorption kommt es zu einem Anstieg des Plasmafer-
ritins so wie zu einer Ablagerung in den parenchymatdsen Organen und im retikulo-
endothelialen System als Ferritin und Hamosiderin [Powell (1970), McLaren et al.
(1991)]. Die Ablagerung des Eisens flhrt allgemein zu progressiven Organschaden
sowie zu Anderungen von Organstruktur und -funktion.

Die Hamochromatosen lassen sich in die hereditare Hamochromatose (mit vier ver-
schiedenen Genloci), die neonatale Hamochromatose, die afrikanische Eisentberla-
dung, die Porphyria Cutanea Tarda, die Atransferrindmie und die Acaerulosplasmi-
namie unterteilen. Zu den sekundaren Hamochromatosen zahlen Eisenuberladun-
gen, deren Ursprung nicht in einer Fehlregulation des Eisenstoffwechsels, sondern in
einer  gestorten Erythropoese zu finden ist. Haufige Beispiele sind die R-
Thalassamie, die Sichelzellanamie und das myelodysplastische Syndrom.

Im Rahmen dieser Doktorarbeit wurden nur Patienten mit hereditdrer Hamochroma-

tose untersucht, weshalb auch nur diese hier vorgestellt wird.

Bei der primaren (synonym: idiopathische, hereditdre) Hamochromatose kommt es
durch eine Mutation auf dem HFE-Gen des Chromosoms 6 auf dem Genlocus
6p21.3 [Feder et al. (1996)] zu einem Austausch von Cystein zu Tyrosin an Stelle
282 (genannt C282Y-Mutation). Das Syntheseprodukt des HFE-Gens ist ein MHC1-
ahnliches Protein, das eine Rolle in der Eisenresorptionsregulation spielt. Des Weite-
ren wurde auch die H63D-Mutation des HFE-Gens fur die Entstehung der heredita-
ren Hamochromatose verantwortlich gemacht. Viele weitere in diesem Zusammen-

hang nachgewiesene Mutationen haben klinisch kaum eine Bedeutung.
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Bis dato sind fuinf verschiedene Gene bekannt, deren Mutationen alle zu einer prima-
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2032)
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Abbildung 4 Genetische Mutationen als Ursache der primédren Hamochromatose

Bei der Typ2A Mutation fuhrt die nt81G-Deletion im HJV-Gen zu einer Leserasterver-
schiebung [Lee et al. (2006)].

Klinisch macht sich die hereditare Hamochromatose meist durch Allgemeinsymptome
wie Mudigkeit, erhdhte Infektanfalligkeit, Depression, Bauchschmerzen und Impotenz
bemerkbar [Bulaj et al. (1996)]. In der Leber fuhrt die pathologische Eiseniberla-
dung, wahrscheinlich durch oxidative Schadigung, zu Fibrose, Zirrhose und Leber-
karzinomen [Britton et al. (1990)].


http://de.wikipedia.org/wiki/Genlocus
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Abbildung 5 Pathomechanismus der eiseninduzierten Leberschadigung

Die Schadigung des Pankreas und die erhdhte Hautkolorierung bilden zusammen
das Erscheinungsbild des Bronzediabetes. Der Zusammenhang von Eisenstatus
und Insulinwirkung wurde auch in einer Studie deutlich, die zeigte, dass erniedrigte
Serum-Ferritinspiegel bei Blutspendern zu einer erhéhten Insulinsensitivitat sowie zu
einer verminderten Insulinsekretion fuhrten [Fernandez-Real et al. (2005)]. Die Abla-
gerung des Eisens im Herzen kann zu einer Herzinsuffizienz, einer koronaren Herz-
erkrankung [Sempos et al. (1994)] sowie zu einer ischamischen kardiovaskularen
Erkrankung [Day et al. (2003)] fihren. Schadigungen der Gonaden rufen Hypogona-
dismus und Gonadeninsuffizienz, Ablagerungen in den Gelenken Arthropathien v.a.
der Metacarpophalangealgelenke hervor. Da junge Patienten auf Grund der viele
Jahre dauernden Eisenakkumulation meist noch keine Beschwerden aufweisen,
kommt es zum ersten Arztbesuch in der Regel erst in einem Alter von 40 bis 60 Jah-
ren [Pietrangelo (2004)].
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2.2.1 Diagnostik

Zu diagnostischen Zwecken werden die Serumparameter Eisen und Transferrin so-
wie die Transferrinsattigung bestimmt. Ferritineisen und Ferritin-Protein im Serum
haben eher eine geringe diagnostische Bedeutung, die erst ab dem Zeitpunkt einer
Leberschéadigung steigt [Nielsen et al. (2004)]. Pathognomonisch fur die Hamochro-
matose sind vermehrte Ablagerungen in den Gallengangsepithelien. Hier gewinnt die
Leberbiopsie als diagnostische Mdglichkeit an Gewicht [Powell (2004)]. Die Leberei-
senkonzentration lasst sich jedoch auch relativ genau mit dem nicht invasiven Supra-
conducting Quantum Interference Device(=Squid)-Biomagnetometer bestimmen
[Nielsen et al. (1998)]. Auch genetisch lasst sich die idiopathische Hamochromatose
durch eine Mutation im HFE-Gen nachweisen [Feder et al. (1996), Powell (2004)].
Ein genetisches Hamochromatose-Screening wird auf Grund der hohen Pravalenz
der Erkrankung und der guten Prognose bei effizienter frihzeitiger Therapie disku-
tiert. Die Datenlage ist diesbeziglich jedoch fur eine konkrete Entscheidung nicht
ausreichend [Qaseem et al. (2005), Schmitt et al. (2005)], wird aber teilweise als
sinnvoll erachtet [Aaseth et al. (2007)].

2.2.2 Therapie

Therapeutisch wird die Himochromatose derzeit mit Aderlasstherapie, in Einzelfallen
mit dem Eisenchelator Deferoxamin behandelt. Bei der Aderlasstherapie wird mit ei-
ner Blutentnahme von ca. 500 ml pro Woche begonnen, bis sich mit einem Hb-Wert
unter 11 g/dl eine leichte Anamie eingestellt hat. Nach einer drei- bis sechsmonatigen
Pause wird dann mit einer Erhaltungstherapie von drei bis sechs Aderlassen pro Jahr
fortgefahren. Hierdurch ergibt sich eine eindeutig verbesserte Prognose, solange mit
der Therapie vor Eintritt schwerer Organschaden begonnen wird [Finch und Finch
(1955), Adams et al. (1991)]. Bei schwer Erkrankten und der Unmdoglichkeit von
Aderlassen kann anfangs auch der Versuch einer Therapie mit dem Eisenchelator
Deferoxamin unternommen werden [Nielsen et al. (2003)]. Generell lasst sich sagen,
dass die Therapien eine starke Verbesserung der Allgemeinbeschwerden nach sich
ziehen. Schwere Organschaden sind zwar nicht reversibel, kénnen jedoch in ihrer
Progression eindeutig aufgehalten werden. Nach neuesten Erkenntnissen stellt zwar
die Aderlasstherapie noch den Standard zur Behandlung der Eisenuberladung bei
Hamochromatose dar, konnte jedoch durch den neuen, bereits bei eisenliberladenen
Anamien als Therapie der Wahl verwendeten, oralen Eisenchelator Deferasirox er-

ganzt oder sogar ersetzt werden [Deugnier et al. (2008)].
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Die Entwicklung pharmakologischer Agenzien, die Uber die Produktionsregulation
von Hepcidin Eiseniberladung und Eisenmangel kontrollieren, sind schon in naher
Zukunft wahrscheinlich [Deugnier et al. (2008)].

2.3 Lipidstoffwechsel

2.3.1 Lipide

Bei den Lipiden handelt es sich um eine relativ heterogene Stoffgruppe. Gemeinsa-
me Merkmale sind ihre schlechte Wasserldslichkeit, sowie gute Loslichkeit in apola-
ren, organischen Losungsmitteln, wie z.B. Aceton, Methanol und Chloroform. Lipide
lassen sich in Triglyceride, Fettsauren (und ihre Derivate), Steroide (und ihre Deriva-
te), Wachse, Terpene, Phospho- und Sphingolipide unterteilen. Sie sind Bestandteile
biologischer Membranen, wirken als Energielieferant und -speicher, bilden das
Grundgerust von Steroidhormonen und fettléslichen Vitaminen und fungieren als

Grundsubstanz fur die Gallensaureproduktion.

2.3.2 Fettsauren

Fettsduren sind Kohlenwasserstoffketten von mindestens vier C-Atomen sowie einer
endstandigen Carboxylgruppe, die bei physiologischem pH dissoziiert ist. Sie kom-
men sowohl als freie Fettsauren im Plasma (dort meist an Albumin gebunden), als
auch in Lipiden (z.B. als TAGs) vor. Ihr Trivialname leitet sich meist von der Substanz
ab, aus der sie zuerst isoliert wurden. Nach der systematischen Nomenklatur wird
zuerst die Anzahl der C-Atome, nach einem Doppelpunkt die Anzahl der Doppelbin-
dungen und nach einem Omega die Position der Doppelbindungen ausgehend vom
Methylende notiert. Die Einteilung erfolgt entweder nach der Anzahl der C-Atome in
kurz-, mittel- und langkettige Fettsduren [Biesalski (2004)] oder anhand des Satti-
gungsgrades in gesattigte, einfach- und mehrfach- ungesattigte Fettsduren. Durch
Doppelbindungen sind die ungeséttigten Fettsauren in der Lage, weitere H*- lonen

aufzunehmen sowie Stellungsisomere in Cis- und Transform auszubilden.
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Deutsche Bezeichnung

Wissenschaftliche Bezeichnung

Chemische Formel

Gesattigte Fettsauren

Myristinsaure Tetradecanséure 14:0
Palmitinsaure Hexadecansaure 16:0
Stearinsaure Octadecanséaure 18:0
Arachinsaure Eicosanséaure 20:0
Behensaure Docosansaure 22:0
Lignocerinsaure Tetracosansaure 24:0
D9 Desaturase Familie

Myristolsaure 9-Tetradecensaure 14:1w5
Palmitolsaure 9-Hexadecensaure 16:1w7
Vaccinsaure 11-Octadecensaure 18:1w7
Olsaure 9-Octadensaure 18:1w9
Eicosaensaure 11-Eicosensaure 20:1w9
Erucaséaure 13-Docosensaure 22:1w9
Nervonsaure 15-Tetracosanséaure 24:1w9
Omega 3 Familie

[J altLinolenséaure 9,12,15-Octadecatrienséure 18:3w3
Eicosatriensaure 11,14,17-Eicosatriensaure 20:3w3
Eicosapentaensaure 5,8,11,14,17-Eicosapentaensaure 20:5w3
Docosapentaensaure 7,10,13,16,19-Docosapentaensaure 22:5w3
Docosahexaenséaure 4,7,10,13,16,19-Docosahexaensaure 22:6w3
Omega 6 Familie

Linolséure 9,12-Octadecadiensaure 18:2w6
y-Linolensaure 6,9,12-Octadecatriensaure 18:3w6
Eicosadiensaure 11,14-Eicosadienséaure 20:2w6
Arachidonséaure 5,8,11,14-Eicosatetraenséaure 20:4w6

Abbildung 6 Mittels Gaschromatographie derivatisierte Fettsauren

Tabellarisch aufgetragen sind deutsche und wissenschaftliche Bezeichnung sowie chemische Formel

der untersuchten Fettsauren. Sie wurden nach ihrem Sattigunsgrad bzw. Syntheseweg sortiert.

Der Mensch ist in der Lage, Fettsauren bis zu einer Kettenlange von 16 C-Atomen

mit Hilfe der Fettsduresynthase zu synthetisieren, Fettsauren durch Anhangen von

zwei C-Atomen zu verlangern, sowie Doppelbindungen bis C9 einzubauen. Da so-

wohl Linol- als auch Linolensaure Doppelbindungen nach C9 besitzen, sind sie fur

den Menschen essentiell. Ihre Syntheseprodukte Arachidonsdure, Eicosapentaen-

saure und Docosahexaensaure, die die Vorstufen zur Prostaglandinsynthese bilden,

halbessentiell.
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Abbildung 7 Schema der Fettsauresynthesepfade langkettiger Fettsauren (L. Scherer 2008, IBMII)
SCD=Stearoyl-CoA-Desaturase=Delta-9-Desaturase, SCDE=selbst gewahlte Bezeichnung der
ELOVL 1 und 3 abhangigen Fettsduren des SCD-Pfades, ELOVL=Elongase of very long chain fatty
acids

2.3.3 Triglyceride (TAGS)

Triglyceride bestehen aus dem dreiwertigen Alkohol Glycerin, der mit drei Fettsauren,
meist Palmitin- und Stearinsauren, verestert ist. Triglyceride sind relativ apolar und
werden auch als Neutralfette bezeichnet. Im menschlichen Kérper kommen sie zu-
meist als Speicherfett vor, dienen aber auch als Baufett an Ful3sohle und Orbita, als
Kalteschutz in Form von Unterhautfettgewebe und als Organfett (z.B. in der Nieren-
kapsel).
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2.3.4 Cholesterin

Cholesterin ist ein Bestandteil von Zellmembranen und dient als Ausgangssubstanz
bei der Synthese von Steroidhormonen, Gallensauren und Vitamin D3.
Der tagliche Bedarf an Cholesterin des

H-iC CH-
menschlichen Korpers liegt bei ca. 1000

S Hs mg. Soviel gehen taglich Gber die Exkretion
von Gallensauren verloren. Ca. 1000 bis
T 2000 mg werden endogen v.a. in der Leber
und im Darm synthetisiert, nur ein Kkleiner
Teil, ca. 100 bis 300 mg, wird Uber die

Nahrung aufgenommen.

HZ

Abbildung 8 Strukturformel des Cholesterins

Die Synthese des Cholesterins erfolgt Uber zahlreiche Zwischenprodukte aus Acetyl-
CoA. Reguliert wird die Synthese Uber das Schlisselenzym 3-HMG-CoA-Reduktase,
das bei Cholesteriniiberschuss phosporyliert und somit deaktiviert wird. Des Weite-
ren fuhrt ein Cholesteriniberschuss zu einer verminderten Synthese des LDL-
Rezeptors. Das nicht verstoffwechselte Cholesterin wird durch die zellulare ACAT
(Acyl-CoA-Cholesterin-Acyltransferase) im ER mit einer Fettsdure zu Cholesterines-
tern verestert und somit in eine speicherbare Form tberfuhrt.

Steigt das Plasmacholesterin an, kann es zu einer Ablagerung in den Gefallwanden

und der Entstehung von Atherosklerose kommen.

2.3.5 Lipidresorption

Der gesunde Mensch nimmt taglich etwa 60 bis 100 g Fett, das vorwiegend aus Tri-
glyceriden besteht, mit der Nahrung auf. Nach mechanischer Aufbereitung im Mund
werden durch die saurestabile Lipase aus Magenmukosa und Zungengrunddriisen
bereits 15% der Esterbindungen von TAGs im Magen gespalten. Die angedauten
Lipide werden durch die Darmmotilitat weiter zerkleinert. Dadurch freigesetzte lang-
kettige Fettsauren stimulieren im Duodenum und Jejunum die Cholezystokininfreiset-
zung. Dieses Hormon bewirkt die Sekretion von Pankreaslipase, Colipase, Phospho-
lipaseA2 und Cholesterinesterase, die den weiteren Abbau der Lipide bewirken. Die
TAGs werden dabei zu Fettsauren und Monoacylglyceriden abgebaut. Die abgebau-
ten Lipidbestandteile lagern sich mit Gallensauren, die eine emulgierende Wirkung

haben, zu Micellen zusammen.



28
Einleitung

Diese Micellen zerfallen durch Kontakt mit der Enterozytenmembran und die einzel-
nen Bestandteile gelangen in die Zelle. Eine Ausnahme bilden kurz- und mittelkettige
Fettsduren, die durch die Enterozyten diffundieren kdnnen und an Albumin gebunden
im Blut transportiert werden. Die restlichen Bestandteile der Micellen, wie langkettige
Fettsauren, Monoacylglycerine, Cholesterin und Lysophospholipide, werden im ER
des Enterozyten resynthetisiert und in Chylomikronen (siehe 1.4.3.1) verpackt. Nach
Passage der Lymphwege werden sie dem Blutstrom und somit dem Organismus zu-

ganglich.

2.3.6 Lipidtransport

Lipide sind grundsatzlich im hydrophilen Medium Blut unléslich. Eine Ausnahme bil-
den freie Fettsauren, die an Albumin gebunden transportiert werden kénnen, sowie
lipophile Hormone, fur die zum Teil eigene Transporter zur Verfligung stehen. Fir die
restlichen Lipide besteht die Notwendigkeit einer amphiphilen Tragersubstanz, die im
menschlichen Korper durch die Apolipoproteine, kurz Apoproteine, verwirklicht ist.
Sie schlieRen sich mit Lipiden zu den sogenannten Lipoproteinen, der Transportform
der Lipide im Blut, zusammen.
Die Lipoproteine glie-
OH dern sich in einen Kern
und eine Hulle. Im li-
pophilen Kern finden

sich vor allem apolare

/

/(poprotein /‘

/

Stoffgruppen wie

\
A\

p e TAGs Cholesterinester

\

Lipophile Vita-
= ine

und lipophile Vitamine.
Die Hulle besteht vor
allem aus amphiphilen
Apoproteinen sowie
7 O hydrophilen Kopfgrup-
A_f’°"'°‘ ' pen von Phospholipi-

den und Cholesterin.
Phospholipide

OH

Abbildung 9 Lipoproteinschema
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Lipoproteine werden anhand ihrer unterschiedlichen Dichte in Chylomikronen, Very
Low Density Lipoprotein (VLDL), Low Density Lipoprotein (LDL) und High Density
Lipoprotein (HDL) unterteilt, die unterschiedliche Funktionen im Lipidstoffwechsel
erfillen. Des Weiteren unterscheiden sie sich hinsichtlich ihrer GréR3e, ihres Haupt-
apoproteins, ihrer Mobilitat in der Elektrophorese und ihrer Zusammensetzung. Mal3-
geblich fur die Dichte ist die Lipid-Protein-Relation [Durstine und Haskell (1994)].

- ChVIomikronen Mot

Dichte <0.95 <1.006 1.006-1.019 1.019-1.063 1.063-1.21
Grosse [o in nm] 100-1000 30-70 27 22 8
Elektrophorese keine Wanderung Pra-R [ R a
Haupt-Apoproteine B-48,C, E, B-100 B-100 B-100 Al ANl
A-l, Al A-IV C.E wenig Cund E C,D,E
Zusammen-setzung’ 1-2 10 20 25 50
Protein
Cholesterin 3-4 15 35 50 20
Phospholipide 5 18 20 20 25
Triglyzeride 90 57 25 5 5
Halbwertszeit <60 min 2-4 h 2-4 h 3d Tage
Synthese Darm Darm, Leber VLDL- VLDL-Katabolismus Darm, Leber
Katabolismus
Hauptfunktion Transport der im Darm Transport von Cholesterintransport reverser Transport
resorbierten Nahrungsfette Cholesterin zuden von der Leber des Cholesterins von
zur Leber Triglyceriden und zu den Geweben extrahepatischen
Phospholipiden von Geweben zur Leber
der Leber zu den
Geweben

Abbildung 10 Tabelle der Lipoproteineigenschaften
VLDL=Very low density lipoprotein, IDL=Intermediate Density Lipoprotein, LDL=Low density lipopro-
tein, HDL=High density lipoprotein

Die Apoproteine fungieren sowohl als Strukturkomponenten, als auch als Cofaktoren
des Lipidstoffwechsels. Bei ihnen handelt es sich um eine relativ heterogene Stoff-
gruppe. Sie lassen sich in die kleinen, bis 50 kDa grof3en Apoproteine A, C und E,
die reich an a-Helices sind und sich prinzipiell zwischen den einzelnen Lipoproteinen
austauschen lassen, und die Gruppe der B-Apoproteine unterteilen. Bei diesen han-
delt es sich um gro3e amphiphatische Proteine [Segrest et al. (2001)]. Die Tertiar-
struktur besteht aus vielen [3-Faltblattstrukturen, die eine feste Lipidkernassoziation
bewirken [Segrest et al. (2001)].
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2.3.7 Chylomikronen

Chylomikronen sind fiir den Transport von Triglyceriden aus dem Darm in den Korper
verantwortlich. Ihre Zusammensetzung ist sowohl vom generellen Nahrungsmuster
als auch von der Zusammensetzung der aktuell zugefihrten Speisen abhangig [Lai-
ron (2008)].

Nach Resynthese der einzelnen Lipidbestandteile im Enterozyten werden diese in
Chylomikronen verpackt und neben ApoAl und ApoA4 (siehe 1.4.3.4) mit ihrem
Hauptapoprotein ApoB48 assoziiert.

ApoB48 wird durch das gleiche Gen codiert wie das Hauptapoprotein der VLDL und
LDL, das ApoB100. Es entsteht in den Diunndarmmukosazellen aus den N-
terminalen 48% durch sogenanntes mRNA-Editing: Ein nur dort vorhandenes Enzym
fugt durch Desaminierung von Cytidin ein Stoppcodon ein und fiihrt so zum Transla-
tionsabbruch. Anders als ApoB100 ist ApoB48 in der Lage, grof3ere Mengen Trigly-
cerid in Chylomikronen zu verpacken und so dem Kérper zuganglich zu machen [Lo
et al. (2008)].

Die durch die Apoproteine angereicherten Chylomikronen werden unter Umgehung
des enterohepatischen Kreislaufs an das Lymphsystem abgegeben. Uber den Duk-
tus Thoracikus treten sie in den linken Venenwinkel und so in den Blutkreislauf ein.
Dort erfahren sie eine Oberflachenveranderung, die die Ubernahme von ApoE und
ApoCll von HDL ermdglicht.

ApoCll ist dabei besonders als Cofaktor der Lipoproteinlipase wichtig. Diese findet
sich auf Endothelzellen und auf den Plasmamembranen von extrahepatischem Ge-
webe und spaltet Triglyceride zu Glycerin und Fettsduren, welche nun zur Energie-
versorgung der Gewebe, v.a. des Herz-, Skelettmuskel-, Fett- und Milchdriisengewe-

bes, zur Verfigung stehen.

ApoE bindet an den LDL-Rezeptor der Leber und bewirkt so die endocytotische Auf-
nahme von Lipoproteinen. Es lassen sich die Isoformen ApoEll, 11l und IV unterteilen,
die sich durch die Aminosauren an Position 112 und 158 und somit in der Affinitat
zum LDL-Rezeptor unterscheiden. ApoEIV ist mit der neurodegenerativen Alzhei-
mererkrankung assoziiert [Mahley et al. (2006), Jaeger und Pietrzik (2008)]. Hinge-
gen wird ApoE-haltigem HDL eine moglicherweise protektive Funktion in Bezug auf

die Alzheimererkrankung und den Gefél3schutz zugesprochen [Zannis et al. (2008)].
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Mit dem Abbau der Chylomikronen durch die LPL gehen ca. 80% der TAGs, sowie
geringe Mengen von ApoA und Cholesterin verloren. Ubrig bleiben die sogenannten
Chylomikronen-Remnants. Im Gegensatz zu Chylomikronen kdnnen diese durch das
fenestrierte Endothel der Leber in den Disse-Raum gelangen [Fraser et al. (2005)].
Sie werden dort mit ApoE angereichert [Mahley und Ji (1999)], welches durch Affini-
tatssteigerung der Remnants an ihre Rezeptoren die endozytotische Aufnahme in die
Leber bewirkt [Floren et al. (1981), Beisiegel et al. (1989)]. Bei den Rezeptoren han-
delt es sich um den LDL-Rezeptor und das receptor related protein 1 (LRP1), wel-
ches zusatzlich auch an die Lipoproteinlipase bindet. Im Mausmodell konnte gezeigt
werden, dass es vor allem LRP1 ist, dem eine signifikante Bedeutung in der Aufnah-
me postprandialer ApoB48 assoziierter Lipoproteine zukommt, da ein LDL-
Rezeptordefekt keine Stérung des Remnantmetabolismus zur Folge hat [Brown und
Goldstein (1983)]. In der Leber zerfallen die Remnants. Lipide und ApoB48 werden
hydrolisiert. Apo E, C, die LPL und ein kleiner Teil Lipide (v.a. Cholesterin und Phos-
pholipide) der LPL werden als sogenannte surface remnants wiederverwertet [Hee-
ren et al. (1999), Heeren et al. (2001)]. Es wird angenommen, dass diese surface
remnants mit den HDL fusionieren und Cholesterin so als HDLe (= ApoE-reiches
HDL) aus der Leber geschleust wird [Heeren et al. (2003)], da sich das ApoE in der
HDL-Fraktion wiederfindet.
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Nahrungsfett 0 Steroidgewebe

e () e—
s &Gallensduren

Abbildung 11 Schematische Darstellung des Lipoproteinstoffwechsels

LCAT=Lecithin-Colesterin-Acyl-Transferase, LPL=Lipoproteinlipase, VLDL=Very low density lipopro-
tein, IDL=Intermediate Density Lipoprotein, LDL=Low density lipoprotein, HDL=High density lipopro-

tein

2.3.8 VLDL

VLDLs versorgen den Korper in katabolen Stoffwechsellagen mit Energie, indem sie
die in der Leber synthetisierten Lipide in die Peripherie transportieren. Die Synthese
der VLDL ist vergleichbar mit der Chylomikronensynthese im Darm [Shelness und
Seller (2001)]. Es werden groRRe triglyceridreiche VLDL1 und kleine triglyceridarme
VLDL2 unterschieden [Packard und Sheperd (1997)]. Bei Patienten mit Hypertrigly-
ceriddmie scheint VLDL1 determinierend fur die Plasmatriglyceridkonzentration zu
sein, wahrend bei moderater Hypercholesterinamie die Konzentration von gebunde-
nem VLDL2 eng mit der LDL-Cholesterinkonzentration korreliert, was auf eine meta-
bolische Verknipfung hindeutet [Duvillard et al. (2008)].

Entscheidender Faktor des Aufbaus und der Sekretion von VLDL ist das mikrosoma-
le Triglyceridtransferprotein (MTTP) [Chen et al. (2008)].

VLDL werden im ER mit ihrem Hauptstrukturapoprotein ApoB100 sowie kleinen

Mengen ApoE und ApoC angereichert und tber den Golgiapparat exozytiert.
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Erst kirzlich wurde vermutlich ein neues, spezialisiertes Transportvesikel (VTV) ent-
deckt, welches sich vom ER ableitet und naszierende VLDL vom hepatischen ER
zum Golgiapparat transportiert [Siddigi (2008)].

ApoB100 bildet aul3erdem das Proteingerist fir IDL und LDL [Kane (1983)]. Es
nimmt seine Aufgaben im Lipoproteinstoffwechsel durch Bindung an den LDL-
Rezeptor und die damit verbundene Endozytose von IDL und LDL in die Leber wahr.
Im Blutkreislauf angekommen, werden die VLDL weiter mit ApoCll und ApoE aus
HDL angereichert. AnschlieRend erfahren sie eine Hydrolyse durch die Lipoproteinli-
pase (=LPL) ahnlich wie bei den Chylomikronen und werden mit Cholesterinestern
angereichert. Es entstehen Lipoproteine intermediarer Dichte, die IDL. Diese kdnnen
entweder Uber LRP1 in die Leber aufgenommen werden oder sie werden unter Ab-

gabe von ApoC und ApoE an HDL weiter zu LDL verstoffwechselt.

239 LDL

LDL ist fur die Versorgung des Kérpers mit endogen synthetisiertem Cholesterin zu-
standig und entsteht aus den in der Leber synthetisierten VLDL Uber die Zwischen-
stufe der IDL. Des Weiteren erhalten LDL, wie auch IDL und VLDL, Cholesterinester
im Austausch gegen Triglyceride durch das Cholesterinester-Transferprotein aus der
HDL-Fraktion [Hamilton und Deckelbaum (2007)].

Das einzige dem LDL bleibende Apoprotein ist das ApoB100, das an den ubiquitar
vorhandenen LDL-Rezeptor binden kann [Brown und Goldstein (1986)]. Dadurch
verbleibt LDL langer im Blut als VLDL oder IDL, da ApoB100 eine deutlich geringere
Affinitat zum LDL-Rezeptor besitzt als ApoE.

2.3.10 HDL

HDL Gbernimmt im Lipidstoffwechsel die Aufgabe der Cholesterinelimination. Es
transportiert Cholesterin aus dem peripheren Gewebe in die Leber, wo es zu Gallen-
sauren umgebaut und ausgeschieden werden kann. Mittels ABC-Al, einem Trans-
porter, der Cholesterin aus der Zelle schleust, beginnt die HDL-Synthese durch Lipi-
dierung von ApoAl, dem Hauptlipoprotein der HDL. Weitere Bestandteile der nas-
zierenden HDL sind ApoAll, AV und E. Durch den Kofaktor ApoAl ist die Lecithin-
Cholesterin-Acyl-Transferase (=LCAT, ein Enzym welches Cholesterin verestern
kann) in der Lage, freies, peripher gelagertes Cholesterin zu verestern und konzen-
triert zu speichern [Fielding und Fielding (1980), Phillips et al. (1998)]. Neben dem
Cofaktor der LCAT ApoAl wurde 2001 das ApoAV als weiterer Vertreter der ApoA
Familie entdeckt [Pennacchio et al. (2001), van der Vliet et al. (2001)].
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Es wird angenommen, dass ApoAV als Inhibitor der hepatischen VLDL-Synthese
fungiert [Weinberg et al. (2003), Beckstead et al. (2003), Olafsson (2005)].

Des Weiteren wird seine Funktion als LPL-Aktivator diskutiert [Fruchart-Najib et al.
(2004), Merkel et al. (2005), Schaap et al. (2004)].

Cholesterinester werden von HDL auf ApoB haltige Lipoproteine Ubertragen und
werden Uber den LDL-Rezeptor bzw. LRP1 zurlck in die Leber aufgenommen. Au-
Rerdem werden Cholesterinester auch direkt von HDL zur Leber transportiert, wo sie
Uber den sogenannten Scavenger-Receptor-Class-B-Type | (SR - BI) selektiv aufge-
nommen werden [Krieger (2001), Ahras et al. (2008)].

2.4 Zusammenhang und medizinische Bedeutung von Eisen- und Fettstoff-

wechselstérungen

Ein erhdhter Eisenbestand im menschlichen Korper fihrt zum vermehrten Ablauf der
Fenton-Reaktion, bei der aus Eisen und Wasser hochreaktive Hydroxylradikale ent-
stehen:

0, + Fe** — O+ Fe?

H,O, + Fe* + H* — HO- + Fe® + H,0

Diese freien Radikale reagieren nun vermehrt mit mehrfach ungesattigten Fettsau-
ren, aus denen durch einen autokatalytischen Prozess (Abspaltung eines H* und Ad-
dition von O) Hydroperoxide und weitere hochreaktive Sekundar- und Tertiarpro-
dukte entstehen [Senvian und Hochstein (1985)].

Bei diesem Vorgang der Lipidperoxidation handelt es sich um eine Kettenreaktion
durch die immer mehr freie, hoch-

H+
/) reaktive Radikale entstehen. Be-

He —p Fol+ sonders betroffen im menschlichen

Korper sind Zellmembranen und

\*m/ Z ‘\m/ Lipoproteine, da diese besonders

0; H H viele mehrfach ungesittigte Fett-
RH R°*
\ , 2 sauren wie Linol- und Linolenséu-
\/Wz\ \\/:\A re enthalten [Cheeseman (1993)].
00 O-OH

Abbildung 12 Schema der Lipidperoxidation
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In den Membranen hat dies eine herabgesetzte Fluiditat, die Hydrolyse von Enzymen
und Rezeptoren, sowie eine unspezifische Erh6hung der lonenkanalpermeabilitat zur
Folge [Muller et al.(1986)].

Bei den Lipoproteinen sind vor allem die cholesterinreichen LDL-Partikel betroffen,
weshalb die Lipidperoxidation eine besondere Bedeutung fur die Artheroskleroseent-
stehung zu haben scheint [Steinberg et al (1989)]. Des Weiteren fuhrt die oxidative
Kettenreaktion zur Bindung von Fettsdurebruchstiicken an ApoB, dem Bindungspart-
ner des LDL-Rezeptors. Dies hat gleich zwei Effekte: Erstens verliert der LDL-
Rezeptor seine Fahigkeit, LDL zu binden und aufzunehmen, und zweitens lockt das
oxidativ veranderte LDL chemotaktisch phagozytosefahige Monozyten an. Diese
wandern durch die Intima der GefaBwande und werden zu Makrophagen, welche
Uber den Scavenger-Rezeptor (Rezeptoren, die spezifisch modifiziertes LDL binden)
Cholesterin aufnehmen. Anders als der LDL-Rezeptor wird der Scavenger-Rezeptor
nicht durch ein erhéhtes Angebot von Cholesterin herunterreguliert. Es folgt eine
Anreicherung von Cholesterin in den Makrophagen, die nun als Schaumzellen soge-
nannte fatty streaks bilden, die sich zu atherogenen Plaques umwandeln. Es kommt
zu einer weiteren Gefal3schadigung und weiterer chemotaktischer Einwanderung von
Makrophagen [Stein-brecher et al. (1990)]. Durch Muskeleinsprossung in den su-
bendothelialen Raum mit Produktion extrazellularer Matrix kommt es zum morpholo-
gischen Vollbild der Atherosklerose. Andere Angaben in der Literatur beschreiben,
dass in Experimenten nicht transferringebundenes Eisen im Serum von Patienten mit
Hamochromatose endotheliale Aktivation mit Expression von vaskularen Adhasions-
molekilen und endothelialen, inflammatorischen Chemokinen induziert und so zu
einer Akzeleration von Atherosklerose beitragt. Dies kénne moglicherweise durch

eine Therapie mit Eisenchelatoren verhindert werden [Marx et al. (2008)].

Doch nicht nur Eisentberladung, auch Eisenmangel kann zu erhéhtem oxidativem
Stress fuhren [Walter et al. (2002)]. Hierzu gibt es verschiedene Theorien: Zum einen
fuhrte ein Eisenmangel in Versuchen mit Ratten zu gastrointestinaler Hochregulation
der Kupferresorption [Rodriguez-Matas et al. (1998)] und der Akkumulation von Kup-
fer [Sherman und Moran (1984)]. Die erhohte Kupferabsorption kdnnte durch den
DMT1 herbeigefuhrt sein, der bei duodenalem Eisenmangel dramatisch hochreguliert
ist [Gunshin et al. (1997)]. Kupfer wiederum kann wie Eisen am vermehrten Ablauf
der Fentonreaktion beteiligt sein und Uber die Bildungen von Hydroxylradikalen Lipi-
de schéadigen [Bremner (1998)].
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Zum anderen kann die Abkopplung von Mitochondrien die Freisetzung von mitochon-
drialen Superoxiden bewirken [Cadenas und Davies (2000)], die wahrscheinlich auf
die verminderte Hamverfugbarkeit zurickgefuhrt werden kann [Atamna et al. (2001),
Atamna et al. (2002)]. Diese Superoxide bedeuten ebenfalls oxidativen Stress und
kénnen Auswirkungen auf den Lipidstoffwechsel haben. Ebenso kann die durch Ei-
senmangel gesenkte Cytochromkonzentration der Elektronentransportkette [Masini et
al. (1994)] auch zu erhéhten Superoxidleveln beitragen. Ein ebenfalls moglicher Me-
chanismus der Entstehung von oxidativem Stress ist eine Herunterregulierung von
Ferritin. Dies wirkt normalerweise als Ferroxidase und oxidiert Fe?* zu Fe**. So

schitzt es vor dem Ablauf der Fenton-Reaktion.
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3 Material und Methoden

3.1 Lipoproteinfraktionierung mit Cholesterin- und Triglyceridbestimmung von

Hamochromatose- und Anamiepatienten mittels FPLC

3.1.1 Material und Chemikalien

Cholesterin-Reagenz Roche/Hitachi 11 489437 216 Cholesterol CHOD-PAP
Triglyceridreagenz Roche/Hitachi 11 488872 216 Triglycerides GPO-PA
Precipath Precipath L Roche Systems 11285874 122
96-Well-Platten Nunc T™M

Abbildung 13 Material und Chemikalien zur Lipoproteinfraktionierung mittels FPLC

3.1.2 Gerate

FPLC — Pumpe Pharmacia LKB — Pump P — 500

FPLC — Fraktionierer Pharmacia LKB — Frac - 100

FPLC — Saule Superose TM G 10/300 GL

Zentrifuge Sigma 1- 15K

Biotrak- Reader Amersham biosciences biotrak Il Plate Reader

Abbildung 14 Geréte zur Lipoproteinfraktionierung mittels FPLC

3.1.3 Prinzip

Fast Protein Liquid Chromatographie (=FPLC) ist eine Form der Sadulenchromatogra-
phie, die zumeist ihre Verwendung in der Auftrennung von Proteinen aus komplexen
Substratgemischen findet. Es handelt sich hierbei um eine Size Exclusion Chromato-

graphy (=GréRenausschluss Chromatographie).

3.1.4 Patientenkollektiv

Es wurden Patientenseren von Hamochromatose- und Andmiepatienten untersucht,
die bei -25°C in der Eisenstoffwechselambulanz des UKE zwischen sechs Jahren

und zwei Tagen eingefroren waren.
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Es erfolgte eine Gruppierung anhand der genetischen Mutationen wie folgt:

Anamiepatienten n= 43
Hamochromatosepatienten gesamt n= 110
- Patienten mit compound heterozygoter HFE-Mutation n= 14
- Patienten mit heterozygoter C282Y-Mutation n= 10
- Patienten mit heterozygoter H63D-Mutation n= 10
- Patienten mit homozygoter H63D-Mutation n= 4
- Patienten mit homozygoter C282Y-Mutation n= 44
- Patienten ohne HFE-Mutation n= 28

Abbildung 15 Patientengruppen der Lipoproteinfraktionierung mittels FPLC

3.1.5 Methode

Die vorgestellten Patientenseren wurden mittels FPLC in 40 Fraktionen getrennt und
anschlielend auf ihren Cholesterin- und Triglyceridgehalt untersucht. Im Detail wur-
den je zwei eingefrorene Seren gleichzeitig auf dem Rotator bei 50 U/Minute ca. 20
Minuten aufgetaut und in der Zentrifuge bei 4°C und 13 000 rpm fir 10 Minuten ab-
zentrifugiert. Mit der 1 000 ul Pipette wurde bis ca. 1/3 des Flussigkeitsspiegels in
das Serum eingetaucht, langsam 2-3mal umgerthrt und der Inhalt bis auf das am
Boden befindliche Pallet eingesaugt. Das auf diese Weise von ausgefallenen Parti-
keln befreite Serum wurde in ein neues Eppendorf-Tube umgefillt und mit Namen
und Serumnummer beschriftet.

Es folgte die Reinigung des Loops (=Probenschleife) der FPLC mit ca. 500 ul FPLC-
Puffer mittels einer Kanule. In die Halterungen des Kollektors wurden 40 Tubes ein-
gelegt. Der Schwingarm der FPLC wurde tber den ersten Tube ausgerichtet.

Aus einem der zwei Seren wurde mit einer 1ml-Spritze ca. 350 ul Serum aufgezogen
und in den Loop injiziert, bis dieser gefillt und im Schlauch des Abfallbehalters sicht-
bar war. Das zweite Serum wurde wahrend des Durchlaufs bei 4°C gelagert. Uber
das Programm 1 wurde der Durchlauf gestartet.

Nach 100 Minuten (inklusive Waschzeit der Séaule) war das Programm beendet. Die
Tubes wurden beschriftet und in eine daftir vorgesehene Halterung umsortiert. Nach

Reinigung des Loops (s.0.) konnte das zweite Serum eingespritzt werden.
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Es wurden 96-Well-Platten fur die Extinktionsbestimmung der Cholesterin- und Tri-
glyceridkonzentrationen angesetzt. Dabei wurden zwei 96-Well-Platten wie folgt vor-
bereitet: Auf jede Platte wurden zwei Reihen Standard zum internen Vergleich in
Spalte 1 und 2 mit steigender Konzentration pipettiert (je 100 pl/Well). Die Wells Al
und A2 wurden zur Referenzwertbestimmung mit je 100 pl FPLC-Puffer aufgeftllt. In
je ein Well wurden je 100 pl einer Fraktion pipettiert, von Lauf 1 in Spalte 3-7, von
Lauf 2 in Spalte 8-12. Das genaue Pipettierschema ist folgender Abbildung zu ent-

nehmen:
Standard Lauf:1 Lauf:2
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Chol Chol Fraktion | Fraktion | Fraktion | Fraktion | Fraktion | Fraktion | Fraktion | Fraktion | Fraktion |Fraktion
A
0mg/dl 0mg/dl 1 9 17 25 33 1 9 17 25 33
Chol Chol Fraktion | Fraktion | Fraktion | Fraktion | Fraktion | Fraktion | Fraktion | Fraktion | Fraktion |Fraktion
B
0,5mg/d | 0,5mg/d 2 10 18 26 34 2 10 18 26 34
Chol Chol Fraktion | Fraktion | Fraktion | Fraktion | Fraktion | Fraktion | Fraktion | Fraktion | Fraktion |Fraktion
C|
1,25mg/d | 1,25 mg/d 3 1 19 27 35 3 1 19 27 35
Chol Chol Fraktion | Fraktion | Fraktion | Fraktion | Fraktion | Fraktion | Fraktion | Fraktion | Fraktion |Fraktion
D
2,5mg/d | 2,5mg/d 4 12 20 28 36 4 12 20 28 36
Chol Chol Fraktion | Fraktion | Fraktion | Fraktion | Fraktion | Fraktion | Fraktion | Fraktion | Fraktion |Fraktion
E
3,75mg/d | 3,75 mg/d 5 13 21 29 37 5 13 21 29 37
Chol Chol Fraktion | Fraktion | Fraktion | Fraktion | Fraktion | Fraktion | Fraktion | Fraktion | Fraktion |Fraktion
F
7,5mg/d | 7,5mg/d 6 14 22 30 38 6 14 22 30 38
Chol Chol Fraktion | Fraktion | Fraktion | Fraktion | Fraktion | Fraktion | Fraktion | Fraktion | Fraktion |Fraktion
G
15mg/d | 15mg/d 7 15 23 31 39 7 15 23 31 39
Fraktion | Fraktion | Fraktion | Fraktion | Fraktion | Fraktion | Fraktion | Fraktion | Fraktion |Fraktion
H
8 16 24 32 40 8 16 24 32 40

Abbildung 16 Pipettierschema fur die Cholesterin- und Triglyceridbestimmung

Platte 1 wurde mit 200 ul Cholesterinreagenz je Well versetzt, Platte 2 mit je 200 pl
Triglyceridreagenz (Lagerung der Reagenzien bei 4°C). Beide Platten wurden nun
bei 37°C 10 Minuten inkubiert, die Platten in das Extinktionsphotometer ,Biotrak-2-

Reader” eingelesen und die Extinktionen durch das Programm Bio-DC bestimmit.

Die Daten wurden vom Biotrak-2-Reader in Excel kopiert. Es wurden aus den Extink-
tionswerten der Standardreihen die Mittelwerte gebildet. Von den Mittelwerten wur-
den die Leerwerte abgezogen. Die durch den Abzug des Leerwertes korrigierten Mit-
telwerte wurden anhand einer Eichgeraden gegen die bekannten Konzentrationen
des Standards aufgetragen. Auch von den Extinktionswerten der einzelnen Fraktio-
nen wurde der Mittelwert der Leerwerte abgezogen. Die so korrigierten Extinktions-
werte wurden durch die Steigung der Eichgeraden dividiert und somit die Choleste-

rin- bzw. Triglyceridkonzentrationen berechnet.
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Diese wurden graphisch je Fraktion, wie beispielhaft folgt, aufgetragen:

Typische Cholesterinkurve Typische Triglyceridkurve
18, 00
§ 12| < 12,000
2. \ S .
5 [ al E
REVAN . i
[ N\ e [x
) RN [N
oy [ \“ PSPV 0060 o»*o‘[.————————.m

Fractions Fractions

Abbildung 17 Beispielhafte Cholesterin- und Triglyceridkurve der FPLC

Mittels FPLC ermittelte Cholesterin- und Triglyceridkuven. Die Peaks entsprechen in entsprechender
Reihenfolge der VLDL-, LDL-, HDL-Fraktion und dem freien Cholesterin/Triglycerid (genannt Albumin-
fraktion).

Es erfolgte ein Vergleich der Cholesterin- und Triglycerid-Mittelwerte in den verschie-
denen Liporoteinen von zunéachst drei Hauptgruppen: Eisenlberladene, Anamiepa-
tienten und einer Kontrollgruppe.

Alle Patienten mit einer Lebereisenkonzentration (=LIC) Uber 500 pg/g wet weight
liver wurden ungeachtet der genetischen Mutation als Gruppe der Eisenuberladenen
zusammengefasst. Die Gruppe der Anamiepatienten ergab sich aus der Zusammen-
stellung von Patienten mit einem Hb-Wert unter 12 g/dl. Es wurden ausschlief3lich
Seren verwendet, die zum Zeitpunkt der Erstdiagnose, also vor dem Beginn einer
therapeutischen Behandlung, entnommen wurden. Die Vergleichsgruppe ergab sich
aus FPLC-Laufen von gesunden Patienten, die im Rahmen der Dissertationsarbeit
von Ronja Miller in der Lilly-Offspring-Studie entstanden und freundlicherweise flr
diese Studie zur Verfiigung gestellt wurden. Mit Hilfe eines Makros von Dr. Todter
wurden die Mittelwerte der Fraktionen gebildet und fir jede Gruppe graphisch aufge-

tragen.

Die einzelnen Lipoproteinfraktionen lassen sich in bestimmten FPLC-Fraktionen wie-
derfinden. Bildet man die Mittelwerte dieser Fraktionen erhalt man die Beladung der
Lipoproteine mit Cholesterin bzw. Triglcyeriden. VLDL findet sich in den Fraktionen
7,8,9 und 10, LDL in 13,14,15,16 und 17, HDL in den Fraktionen 22,23,24,25 und 26
und Albumin in den Fraktionen 31, 32, 33, 34, 35 und 36. Fir jede Gruppe und jedes
Lipoprotein wurden die Mittelwerte von Cholesterin und Triglyceriden gebildet und in
einem Saulendiagramm miteinander verglichen. Es werden Standardabweichung

und T-Test berechnet und in das Diagramm integriert.
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3.2 Fettsaurebestimmung von Hamochromatose- und Anédmiepatienten mittels

Gaschromatographie

3.2.1 Material und Chemikalien

Methanol: Baker 0714511002, Toluol:
Methanol-Toluol- 4:1 K36910425 702
Heptadecansaurestandard Fluka 11733/1 211 puriss ~ 99%
2,6-Di-tert-butyl-p-cresol (=BHT) Fluka 434023/1 31102 purum: > 99%
Acetylchlorid Fluka puriss.p.a.
Kulturréhrchen Schott AG 23 175 14 59, GL 18
Schraubverbindungskappen mit Bohrung, fur DIN Gewinde G 14, rot
Dichtung Silikon, PTFE-beschichtet, Gewinde 14
Natriumcarbonatiésung Natriumcarbonat wasserfrei z.A. Baker

9732511009

Abbildung 18 Material und Chemikalien zur Fettsdurebestimmung mittels GC

3.2.2 Gerate

Gaschromatograph Hewlett 5890 Packard Series |l
Trockenschrank Memmert

Zentrifuge Sigma Laboratory Centrifuges 6 K 15

Abbildung 19 Geréte zur Fettsdurebestimmung mittels GC

3.2.3 Prinzip

Um die Fettsauren zu isolieren missen sie in eine flichtige Verbindung Uberfihrt
werden. Dies wurde in der vorliegenden Arbeit mit der one-step/direct transesterifica-
tion durchgefiuhrt. Als Antioxidans, welches die Veranderungen der Fettsauren wah-
rend der Umesterung verhindern sollte, wurde Butylhydroxytoluol (=BHT) zugeflgt,
als Katalysator wurde Acetylchlorid verwendet und als Losungsmittel ein Methanol-
Toluol-4:1-Gemisch in dessen Toluol-Phase sich nach Wasserzugabe die Fettsaure-
ester wiederfanden und abpipettiert werden konnten.

Bei der Gaschromatographie werden l6sliche Substanzen mit einer beweglichen
Phase (Helium) Uber einer stationdren Phase, die mit einem Polymer aus polaren
Substanzen behaftet ist, aufgetrennt.

Die Probe wird mittels eines Autosamplers bei ca. 260 °C in ein selbstschliel3endes
Septum injiziert. Sie verdampft und wandert Uber die Sdule zum Flammenionisati-
onsdetektor. Fur die einzelnen Fettsauren ergeben sich je nach Anzahl der C-Atome,
der Siedepunkte und der Anzahl und Lokalisation der Doppelbindungen (Polaritaten),

verschiedene Retentionszeiten.
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Die Fettsauren werden dann im Flammenionisationsdetektor (FID) verbrannt. Die
dabei entstehenden lonen ergeben ein elektrisches Signal, welches verstarkt, regist-
riert und gespeichert wird. Es ist proportional zur Masse und wird mit einem Auswer-
tungsprogramm in einen Peak (in Abhéngigkeit zur Retentionszeit) umgewandelt,
dessen Flache proportional zur Substratmenge ist. Durch Beifliigen des internen
Heptadecansaurestandards lasst sich anhand des Peaks die Fettsdurekonzentration

bestimmen.

3.2.4 Patientenkollektiv

Es wurden Teilgruppen der unter 2.1.3 vorgestellten Patienten untersucht:

Anamiepatienten n= 20
Hamochromatosepatienten gesamt n= 58
- Patienten mit compound heterozygoter HFE-Mutation n= 11
- Patienten mit heterozygoter C282Y-Mutation n= 9
- Patienten mit heterozygoter H63D-Mutation n= 0
- Patienten mit homozygoter H63D-Mutation n= 3
- Patienten mit homozygoter C282Y-Mutation n= 30
- Patienten ohne HFE-Mutation n= 5

Abbildung 20 Patientengruppen der Fettsdurebestimmung mittels GC

3.2.5 Methode

Es sollten die Konzentrationen der Plasmafettsduren bestimmt werden. Erfasst wur-
den alle freien und chemisch gebundenen Fettsauren im Plasma. Die Bestimmung
erfolgte mittels Gaschromatographie:

Es wurde ein Aliquot aus den Seren der oben genannten Patienten von mindestens
100 pl Volumen entnommen. Die Seren waren bei -25°C zwischen sechs Jahren und
zwei Tagen eingefroren und bereits einmal zur Fraktionierung mit der FPLC aufge-
taut gewesen. Der Trockenschrank wurde auf 100°C vorgeheizt. Die Zentrifugengla-
ser fur die Proben wurden mit ca. 2 ml Methanol-Toluol-4:1 gefiillt, gedeckelt, zwei-
mal gewendet, entleert und anschliel3end ca. 5 Minuten im Trockenschrank getrock-
net. Es wurden Doppelbestimmungen durchgefihrt. In jedes Glas wurden 25 pl BHT-
Ldsung, 50 pl Plasma, 50 ul Heptadecansaurestandard und 2 ml Methanol Toluol 4:1
pipettiert. Zu dem Gemisch wurden mit einer Pipette 200 pl Acetylchlorid tropfchen-
weise hinzugegeben. Wéahrend der Zugabe wurde das Gemisch vorsichtig gevortext.
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Nach der Zugabe des Acetylchlorids wurde das Gefal3 grundlich verschlossen und
fur eine Stunde bei 100°C in den Trockenschrank gestellt. Reagenzglaser wurden
dann im Warmeschrank bei angelehnter Tur ca. 20 Minuten zum Abkuhlen stehen
gelassen. Sowohl beim Offnen der Tur des Warmeschrankes, als auch beim Heraus-
holen und Offnen der Réhrchen war unbedingt eine Schutzbrille zu tragen, da sie
unter Druck standen und zerplatzen konnten. Anschliel3end wurde mit 5 ml 6 %iger
Natriumcarbonatldsung aus dem Dispenser neutralisiert. Das Gefal3 wurde wieder
verschlossen. Es wurde 5 Minuten bei 3000 U/min und 4°C zentrifugiert. Danach
wurden aus der oberen Phase ca. 150-200 pl in ein Vial mit Insert pipettiert. Diese
Vials wurden in den Probenteller des Autosamplers gestellt und die Fettsdurebe-
stimmung gestartet. Die fertigen Proben konnten auch bei -80°C eingefroren und

spater vermessen werden.

Die Auswertung der Chromatogramme erfolgte mit der Agilent ChemStation. Bei den
gemessenen Werten handelt es sich um die Methylester der Fettsduren. Aus den
Doppelbestimmungen der Fettsdurekonzentrationen wurde ein Mittelwert gebildet. Es
wurden die Abweichungen der Konzentrationen vom Mittelwert berechnet, die bis
10% toleriert wurden. War dies nicht der Fall, wurde in den Integrationskurven des
Programms nach einer moglicherweise fehlerhaften Integration geschaut und gege-
benenfalls manuell nachintegriert. Die so erhaltenen Mittelwerte wurden hellgriin
markiert. Fand sich auch durch diese Kontrolle kein Grund fur die stark abweichen-
den Mittelwerte, wurde eine Abweichung bis maximal 20 % toleriert. Es erfolgte ein
Vergleich der Fettsauremittelwerte von zunachst drei Hauptgruppen: Eisenuberlade-
ne, Andmiepatienten und der Kontrollgruppe aus der Lilly-Offspring-Studie. Fir jede
Fettsaure jeder Gruppe wurde ein Mittelwert bestimmt. Es wurden die Standardab-
weichungen berechnet. Ein T-Test wurde durchgefuhrt. Die Mittelwerte, Standardab-

weichungen und T-Tests wurden in einem Balkendiagramm graphisch dargestellt.


Ausf�hrung.doc
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3.3 Fettsaurebestimmung der einzelnen Lipoproteinfraktionen in den entspre-
chenden Pools der FPLC-Laufe

3.3.1 Material und Chemikalien

Methanol-Toluol- 4:1

Methanol: Baker 0714511002, Toluol: K36910425
702

Heptadecansaurestandard

Fluka 11733/1 211 puriss ~ 99%

Acetylchlorid

Fluka puriss.p.a.

Kulturréhrchen

Schott AG 23 175 14 59, GL 18

Schraubverbindungskappen

mit Bohrung, fur DIN Gewinde G 14, rot

Dichtung

Silikon, PTFE-beschichtet, Gewinde 14

Natriumcarbonatlésung

Natriumcarbonat wasserfrei z.A. Baker 9732511009

BHT- Losung

Fluka 11733/1 211 puriss ~ 99%, 0,005M in MeOH

Abbildung 21 Material und Chemikalien zur Fettsdurebestimmung in den Lipoproteinfraktionen

3.3.2 Gerate

FPLC — Pumpe

Pharmacia LKB — Pump P — 500

FPLC — Fraktionierer

Pharmacia LKB — Frac - 100

FPLC — Saule

Superose TM G 10/300 GL

Zentrifuge

Sigma 1- 15 K

Biotrak- Reader

Amersham biosciences biotrak Il Plate Reader

Gaschromatograph Hewlett 5890 Packard Series |l
Trockenschrank Memmert
Zentrifuge Sigma Laboratory Centrifuges 6 K 15

Abbildung 22 Gerate zur Fettsaurebestimmung in den Lipoproteinfraktionen
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3.3.3 Prinzip

Ziel war es, die Fettsaurekonzentrationen in den einzelnen Lipoproteinfraktionen zu
bestimmen. Dies wurde in Vorversuchen mittels Auftrennung durch FPLC-
Fraktionierung, antioxidative Behandlung, Pooling entsprechender Fraktionen, Kon-
zentrationserhdhung mittels Gefriertrocknung und gaschromatographischer Fettsau-
rekonzentrationsbestimmung umgesetzt. Das grof3te Problem stellte die Konzentra-

tionsanhebung der Fettsauren in den FPLC-Fraktionen dar.

3.3.4 Patientenkollektiv

Es wurde eine Stichprobe von Hamochromatose- und Anamiepatienten untersucht,
die sowohl Teilgruppe der unter 2.1.3 als auch der unter 2.2.4 vorgestellten Patienten
ist. Es wurden je Gruppe funf Personen untersucht. Bei den Hamochromatosepatien-
ten wurden ausschlief3lich solche mit homozygoter C282Y -Mutation gewahlt. Es wur-
den die Patienten mit den htéchsten Lebereisenkonzentrationen gewéhlt von denen
noch ausreichend Serum zur Verfigung stand. Bei den Andmiepatienten wurde nach
niedrigstem Hb ausgewahlt, sofern noch genigend Serum vorhanden war. In nach-

folgender Tabelle finden sich die Serumnummern der Gruppen:

. . Eisentberladene mit
Anamiepatienten )
homozygoter C282Y-Mutation
30304 30174
30959 31323
31087 30237
31489 32184
32132 31626

Abbildung 23 Patientengruppen der Fettsdurebestimmung in den Lipoproteinfraktionen

3.3.5 Methode

Das Serum wurde mittels FPLC aufgetrennt, die Cholesterin- und Triglyceridwerte
bestimmt und die Fraktionen fur die Fettsdurebestimmung préapariert.

Es wurde zunéchst bei der Fraktionierung mittels FPLC sowie mit der Cholesterin-
und Triglyceridbestimmung verfahren wie unter 2.1. Anschlielend wurde zu jeder
Fraktion 50 pl BHT in MeOH 0,005 M als Oxidationsschutz hinzugegeben, die Tubes

gedeckelt, durch zwei- bis dreimaliges Wenden gemischt und bei -25°C eingefroren.
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Die Fraktionen wurden unter Bewegung (nicht schiitteln) und ohne Lichtzufuhr unter
dem Abzug aufgetaut. Die Reagenzglaser wurden mit Hexan nachgereinigt und eini-
ge Minuten im Trockenschrank getrocknet. Die Fraktionen 7-10, 13-17, 22-26 und
31-36 wurden in je ein Reagenzglas zusammen gepoolt. Das Volumen wurde genau
notiert, in zwei gleiche Halften geteilt und in zwei neue Reagenzglaser umpipettiert.

Anschlie3end wurden die Proben ca. funf bis sechs Stunden gefriergetrocknet. Dabei

kam es zu Siedeverziigen bei ca. einem Drittel der Proben.

Es wurde des Weiteren verfahren wie unter 2.2, mit einigen Abwandlungen:

Es war kein zusatzliches BHT notig, da dies bereits vor dem Einfrieren zugesetzt
wurde. Es wurden 100 pl statt 200 pl Acetylchlorid verwendet, nur 1 ml Methanol-
Toluol und 2 ,5 ml Natriumcarbonat zugesetzt und vom Uberstand nur 50 statt 150-

200 pl abpipettiert.
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4 Ergebnisse

4.1 Studiendesign

Die Studie basiert auf Experimenten mit eingefrorenen Patientenseren aus der
Eisenstoffwechselambulanz des Universitatsklinikums Eppendorf. Es wurden drei
Patientengruppen untersucht, die sich beziglich ihres Korpereisengehaltes
unterscheiden. Bei der ersten Gruppe handelt es sich um Hamochromatosepatienten
mit einem Mindestlebereisengehalt von 500 pg/g wet weight liver. Sie tragt die
Bezeichnung ,Fe+“ und umfasst n=110 Patienten. Die zweite Gruppe mit n=43
Patienten bezieht Seren mit einem Hb <12 g/dl, folglich Andmiepatienten ein und
wird mit ,Fe-“ betitelt. Die Daten der dritten Gruppe mit n=79 Probanden, bezeichnet
als ,Kontrolle®, entstammen der Lilly-Offspring-Studie, die beziiglich des Eisen- und
Fettstoffwechsels gesunde Patienten untersuchte. Die Charakteristika der einzelnen

Gruppen sind in den folgender Abbildungen dargestellt.

Charakteristika der Anamie-, Eisenuberladenen- und Kontrollprobanden

Probandengruppe der FPLC-Liufe

MW +/-SD Gewicht[kg]l] GroBe[m] BMI [kg/m2]  Ferritin [ng/ml] Hblg/dll  Alter[Jahre]

Fe- {sm,38w) 72,2+18,3 1,69+ 0,07 25,4+ 6,2 13,1£33,3 9,7£1,5 46,51+ 15,9
Fe+ (68m,42w) 76,3+14,7 1,74+ 0,10 25,1+ 3,6 800,7+765,7 14,8 1,2 51,4+13,1
Kon{2sm,s1w) 73,9+14,9 1,73+ 0,10 246+39 41,1+11,8

Probandengruppe der FPLC- und Gaschromatograph-Liufe

MW+/-SD  Gewicht[kg] GroBe[m] BMI[kg/m2] Ferritin [ng/ml] Hb[g/dl]  Alter [Jahre]

Fe- (2m, 18w) 67,7+15,9 1,70+ 0,06 23,3+5,2 4,7+4,1 85+1,1 383+104
Fe+{zémziw) 77,2113,9 1.75£0,09 25,0134 1644,6 1+ 872,2 148113 52,6+11,4
Kongsm, 51w} 73,9+14,9 1,73+0,10 24,6+3,9 41,1+11,8

Abbildung 24 Charakteristika der Himochromatose-, Anamie- und Kontrollprobanden

m=mannliche  Probanden,  w=weibliche @ Probanden, Fe-=Eisenmangelanamieprobanden,
Fe+=Eisenlberladene Patienten, Kon=Kontrollgruppe, MW=Mittelwert, SD=Standardabweichung,
BMI= Body Mass Index
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Diese Promotionsarbeit untersucht Auswirkungen von Stérungen des Eisenstoff-

wechsels auf den Fettstoffwechsel und fokussiert dabei folgende drei Unterpunkte:

1. Die Auswirkungen von Eisen auf den Cholesterin- und Triglyceridgehalt in
Lipoproteinen.

2. Die Folgen unterschiedlichen Eisenstatus bezuglich der Zusammensetzung
der Serumfettsauren.

3. Vorversuche zur Kombination von FPLC und GC mit dem Ziel Fettsauren direkt in

den Lipoproteinen zu messen.

Bei den Werten in den Cholesterin- und Triglyceridabbildungen handelt es sich um
die in den FPLC-Fraktionen ermittelten Konzentrationen. Durch den beim FPLC-Lauf
zugefugten Puffer entstand jedoch ein Verdinnungseffekt. Um ndherungsweise die
Serumkonzentrationen zu erhalten, missen die Konzentrationen der FPLC mit dem

Verdunnungsfaktor von 2,5 multipliziert werden.
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4.2 Ergebnisse der Cholesterinbestimmung

4.2.1 Vergleich von Hamochromatose-, Anamie- und Kontrollpatienten

Alle folgenden Cholesterinwerte wurden im Labor fur Biochemie und molekulare Zell-

biologie (IBM-I11) ermittelt.

Mittelwerte der Cholesterinkonzentrationen
in FPLC-Fraktionen von Eisenuberladenen-,
Anamie- und Kontrollpatienten
12 - LDL
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Abbildung 25 Mittelwerte der Cholesterinkonzentrationen in FPLC-Fraktionen von Eisenuberlade-
nen-, Andmie- und Kontrollpatienten;

Fe+=Eisenlberladene Patienten, Fe-=Anamiepatienten, Kontrolle=Kontrollpatienten

Es handelt sich um die FPLC-Konzentrationen. Um die Serumwerte zu erhalten, muss mit dem Ver-

dunnungsfaktor 2,5 multipliziert werden.

Der Cholesteringehalt der Lipoproteinfraktionen wurde mittels FPLC bestimmt. Dar-
gestellt sind die Mittelwerte der Fraktionen in den einzelnen Gruppen. Die Peaks
stimmen mit den Lipoprotein-Fraktionen in nachstehender Reihenfolge Uberein:
VLDL, LDL, HDL [Ordovas und Osgood (1998)] und der Fraktion freien Cholesterins,

genannt Albuminfraktion.
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Wahrend die mittleren Kurven der eisentiberladenen Patienten und Andmiepatienten
nah beieinanderliegen, unterscheiden sich die Cholesterinkonzentrationen zur Kont-
rollgruppe in beiden Gruppen deutlich: Im VLDL-Peak liegt die Kontrollgruppe mit
ihren Spitzenwerten ca. finffach unter der Fe+ und Fe- -Kurve, im Gegensatz dazu
ist die LDL-Spitze der Kontrolle um ca. das Doppelte erhdéht. Auch im HDL liegt die
Kurve der Kontrollgruppe deutlich tber den Kurven der Hamochromatose- und Ané-

miepatienten.

Cholesteringehaltin Lipoproteinfraktionen fur
Eisenuberladene-, Anamie- & Kontrollpatienten
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Abbildung 26 Cholesteringehalt in Lipoproteinfraktionen fur Eisentberladene-, Andmie- und Kontroll-
patienten

Fe+=Eisenlberladene Patienten, Fe-=Ana&miepatienten, Kontrolle=Kontrollpatienten
* : p< 0,05; **:p<0,001; ** : p< 0,0001; Es handelt sich um die FPLC-Konzentrationen. Um die

Serumwerte zu erhalten, muss mit dem Verdunnungsfaktor 2,5 multipliziert werden.

In der Abbildung finden sich die aus den Einzelfraktionen virtuell gepoolten
Cholesterinwerte der Lipoproteine. Es finden sich in jeder Lipoproteinfraktion
signifikante Unterschiede zwischen Fe+ und Kontrolle sowie Fe- und Kontrolle. Im
VLDL ergab sich bei einem Mittelwert von 13,90 mg/dl fur die
Cholesterinkonzentration von Fe+ und einem deutlich niedrigeren Mittelwert von

2,57+3,06 mg/dl fir die Kontrolle eine Signifikanz von p=6,838E%*, fiir Fe-
(MW=11,7+ 6,67 mg/dl) im Vergleich zur Kontrolle eine Signifikanz von p=2,4693E™8,
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Im Gegensatz dazu liegen die LDL-, HDL- und Albuminpools der Kontrollgruppe mit
ihren Werten signifikant Gber denen der Hamochromatose- und Anamiegruppe: Im
LDL mit einem MW=35,41 mg/dl im Gegensatz zu Fe+(MW=25,92 mg/dl) und Fe-
(MW=24,95 mg/dl) und im HDL liegen die Cholesterinwerte von Fe+
(MW=14,98+5,14 mg/dl) und Fe- (MW=15,00+4,64 mg/dl) deutlich unter denen der
Kontrollgruppe (MW=19,05 mg/dl). Ebenso verhalt es sich in der Albuminfraktion.
Hier Ubertrifft der Cholesterinwert der Kontrollgruppe mit einem Mittelwert von
2,81+1,18 mg/dl beide Gruppen, sowohl Fe+ (MW=1,06£1,14 mg/dl) als auch Fe-
(MW=0,99+0,41 mg/dl), signifikant.

4.2.2 Vergleich der Himochromatoseuntergruppen

Dargestellt werden die Cholesterin- und Triglyceridwerte aus der FPLC-
Fraktionierung von Untergruppen der Gruppe Fe+. Aufgeteilt wurden die Gruppen
anhand der zugrunde liegenden genetischen Mutationen des HFE-Gens. Dabei fand
sich eine Probandenzahl von n=14 fir die Hdmochromatosepatienten mit compound
heterozygoter HFE-Mutation, n=10 bei heterozygoter C282Y-Mutation und n= 10 bei
heterozygoter H63D-Mutation. Die kleinste Gruppe mit n=4 Probanden fand sich in
der Gruppe mit homozygoter H63D-Mutation, die gréf3te mit n=44 bei homozygoter
C282Y-Mutation. Eine zuséatzliche Gruppe mit Eisenluberladung ohne zugrunde
liegende Mutation im HFE-Gen war mit einem Stichprobenumfang von n=28

vertreten.
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Mittelwerte der Cholesterinkonzentrationenin
FPLC-Fraktionen von eisenuberladenen Patienten
mit unterschiedlichen Mutationen im HFE-Gen
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Abbildung 27 Mittelwerte der Cholesterinkonzentrationen in FPLC-Fraktionen von eisentiberladenen
Patienten mit unterschiedlicher Mutation im HFE-Gen;

comp.(+/- )=compound heterozygote HFE-Mutation, (+/-)C282Y=heterozygote C282Y-Mutation,
(+/-)H63D=heterozygote H63D-Mutation, (+/+)H63D=homozygote H63D-Mutation,
(+/+)C282)=homozygote C282Y-Mutation, (-/-)=ohne HFE-Mutation; Es handelt sich um die FPLC-
Konzentrationen. Um die Serumwerte zu erhalten, muss mit dem Verdinnungsfaktor 2,5 multipliziert

werden.

Dargestellt sind die mittels FPLC-Fraktionierung ermittelten Cholesterinkurven der
Fe+-Untergruppen. Es fallt auf, dass die verschiedenen Gruppen nah beieinander
situiert sind. Lediglich die LDL- und HDL-Peaks der Gruppe mit homozygoter H63D-
Mutation heben sich leicht gegentber den anderen Kurven ab. Ein Peak in den

Albuminfraktionen ist in keiner der Untergruppen zu finden.
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Cholesteringehaltin Lipoproteinfraktionen von
eiseniiberladenen Patienten mit unterschiedlichen
Mutatignen im HFE-Gen
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Abbildung 28 Cholesteringehalt in Lipoproteinfraktionen von eisenliberladenen Patienten mit unter-
schiedlicher Mutation im HFE-Gen

comp.(+/-)=compound heterozygote HFE-Mutation, (+/-)C282Y=heterozygote C282Y-Mutation,
(+/-)H63D=heterozygote H63D-Mutation, (+/+)H63D=homozygote H63D-Mutation,
(+/+)C282=homozygote C282Y-Mutation, (-/-)=ohne HFE-Mutation;

* :p< 0,05; **:p<0,001; ** : p< 0,0001; Es handelt sich um die FPLC-Konzentrationen. Um die

Serumwerte zu erhalten, muss mit dem Verdunnungsfaktor 2,5 multipliziert werden.

Wiederum wurden aus den Einzelfraktionen der Cholesterinkurven die
Konzentrationen in den Lipoproteinfraktionen berechnet. AulRer in der HDL-Fraktion
finden sich in jeder der Fraktionen vereinzelt Unterschiede geringer Signifikanz.
Auffallig ist jedoch, dass es sich jeweils um Signifikanzen im Vergleich zur Gruppe
mit homozygoter C282Y-Mutation handelt.

4.2.3 Vergleich des aus den FPLC-Fraktionen berechneten Gesamtcholesterins

Im Rahmen dieser Studie war auch das Gesamtcholesterin von grof3em Interesse.
Da aber bei der Mehrzahl der Probanden zum Zeitpunkt der Serumentnahme kein
Cholesterin bestimmt wurde, bzw. die Serumprobe so gering war, dass sie sich durch
die FPLC-Fraktionierung erschopfte, konnte in den Gruppen der Hamochromatose-
und Andmiepatienten der Gesamtcholesterin- und Triglyceridgehalt nicht bestimmt
werden. Anders verhielt es sich hingegen bei der Kontrollgruppe. Hier wurden sowohl

FPLC-Fraktionierung als auch Gesamtcholesterinbestimmung durchgefuhrt.
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Das errechnete Gesamtcholesterin aus den FPLC-Fraktionen wurde durch
Summation der Konzentrationen der 40 Einzelfraktionen und anschliel3ender
Multiplikation mit dem Verdunnungsfaktor 2,5 bestimmt. Bei einer Korrelation des aus
den FPLC-Fraktionen berechneten Gesamtcholesterins und des aus dem Serum
direkt gemessenen Cholesterins fand sich eine hohe Ubereinstimmung wieder, wie

folgende Abbildung zeigt.

Prozentsatz des aus den FPLC-Fraktionen errechneten
Gesamtcholesterins am gemessenen Cholesterin
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Abbildung 29 Prozentsatz des aus den FPLC-Fraktionen errechneten Gesamtcholesterins am ge-
messenen Cholesterin.

Uberraschend scheint, dass in den FPLC-Fraktionen mehr Cholesterin gefunden
wurde als tatsachlich vorhanden ist. Dies ist auf eine zumeist geringere Verdiinnung
in den einzelnen Fraktionen als angenommen zuriickzufiihren. Gerechnet wurde mit
einem Volumen von 500 pl je Fraktion bei einem tatsachlichen Volumen von meist
nur 400 pl. Entscheidend ist jedoch vielmehr die Konstanz der Abweichung von der
Mittellinie von 130 %. Diese betragt in beide Richtungen maximal 15 %. Es wurden
so also Werte verglichen, die im Durchschnitt zwar 30 % zu hoch ausfallen, aber nur
mit einer Maximalabweichung von 15 % die wahren 130 % des gemessenen Wertes
wiederspiegeln. Da die konstante Erhohung von 30 % fur alle Gruppen
(Hamochromatose-, Anamie- und Kontrollgruppe) zutrifft und hier lediglich die
Relationen der Gruppen untersucht werden sollen, wird sie in folgender Darstellung

vernachlassigt.
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Aus den FPLC-Fraktionen errechnetes
Gesamtcholesterin fur
Eisenuberladene-, Anamie- und
Kontrollpatienten
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Abbildung 30 Aus den FPLC-Fraktionen errechnetes Gesamtcholesterin fur Eisenlberladene-, Ana-

mie- und Kontrollpatienten

Fe+=Eisenuberladene Patienten, Fe-=Anamiepatienten, Kontrolle=Kontrollpatienten
* 1 p<0,05; **:p<0,001; ***:p<0,0001;

Das errechnete Gesamtcholesterin der Hamochromatosegruppe mit einem Mittelwert
von 193,42 mg/dl ist gegeniiber der Kontrollgruppe (MW=237,29 mg/dl) mit einem p-
Wert von 2,58067E ®signifikant erniedrigt. Ebenso verhélt es sich beim Vergleich der
Kontrollgruppe mit den Anamiepatienten (MW=182,73 mg/dl, p= 1,28829E%).
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4.3 Ergebnisse der Triglyceridbestimmung

4.3.1 Vergleich von Hamochromatose-, Anamie- und Kontrollpatienten

Mittelwerte der Triglyceridkonzentrationen
in FPLC-Fraktionen von Eisenuberladenen-,

Anamie- und Kontrollpatienten
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Abbildung 31 Mittelwerte der Triglyceridkonzentrationen in FPLC-Fraktionen von Eisenuberladenen-,

Anamie- und Kontrollpatienten;

Fe+=Eisenlberladene Patienten, Fe-=Anamiepatienten, Kontrolle=Kontrollpatienten; Es handelt sich
um die FPLC-Konzentrationen. Um die Serumwerte zu erhalten, muss mit dem Verdinnungsfaktor 2,5
multipliziert werden.

Dargestellt sind die Kurven der gemittelten Triglyceridwerte der drei Gruppen. Die
Fraktionen wurden wie auch die Cholesterinkurven mittels FPLC-Fraktionierung
ermittelt. Die vier Peaks lassen sich wiederum den drei Lipoproteinfraktionen VLDL,
LDL, HDL und der Albuminfraktion zuordnen. Anders als bei den Cholesterinkurven
sind bei blo3er Betrachtung noch keine eindeutigen Unterschiede zwischen den

Gruppen erkennbar.
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Abbildung 32 Triglyceridgehalt in Lipoproteinfraktionen fir Eisenlberladene-, Anamie- und Kontroll-

patienten;

Fe+=Eisenlberladene Patienten, Fe-=Anamiepatienten, Kontrolle=Kontrollpatienten
* 1 p< 0,05; **:p<0,001; ***: p< 0,0001; Es handelt sich um die FPLC-Konzentrationen. Um die
Serumwerte zu erhalten, muss mit dem Verdinnungsfaktor 2,5 multipliziert werden.

Aus den Einzelfraktionen der jeweiligen Peaks wurden die Gesamtfraktionen
berechnet. Es ergaben sich Unterschiede zwischen den Gruppen in allen vier
Fraktionen. Anders als beim Cholesterin ergaben sich sigifikante Differenzen auch
zwischen der Fe+ und Fe- -Gruppe, namlich in der VLDL-, HDL- und Albuminfraktion.
In diesen drei Fraktionen ist der Triglyceridgehalt von Fe+ gegeniber Fe- signifikant
erhoht. Auch im Vergleich von Fe+ und Kontrolle waren signifikante Differenzen zu
verzeichnen: Das in der VLDL-Fraktion mit einem Mittelwert von 24,52+18,29 mg/dI
gegenuber der Kontrolle mit einem Mittelwert von 16,64+17,73 mg/dl signifikant
erhohte Fe+ fallt hingegen in LDL- und Albuminfraktion signifikant niedriger aus.
Auch zwischen Fe- und Kontrolle ergaben sich auBer in der VLDL-Fraktion
signifikante Unterschiede, wobei die Werte der Fe- -Gruppe im Vergleich zur

Kontrolle vermindert sind.
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4.3.2 Vergleich der Himochromatoseuntergruppen

Mittelwerte der Triglyceridkonzentrationenin
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Abbildung 33 Mittelwerte der Triglyceridkonzentrationen in FPLC-Fraktionen von eiseniberladenen

Patienten mit unterschiedlichen Mutationen im HFE-Gen;

comp.(+/-)=compound heterozygote HFE-Mutation, (+/-)C282Y=heterozygote C282Y-Mutation,
(+/-)H63D=heterozygote H63D-Mutation, (+/+)H63D=homozygote H63D-Mutation,
(+/+)C282)=homozygote C282Y-Mutation, (-/- )J=ohne HFE-Mutation;

Es handelt sich um die FPLC-Konzentrationen. Um die Serumwerte zu erhalten, muss mit dem Ver-

dunnungsfaktor 2,5 multipliziert werden.

In der Abbildung finden sich die Triglyceridkurven der Fe+-Untergruppen. Sie wurden
mittels FPLC in 40 Fraktionen aufgeteilt und ihre Mittelwerte graphisch aufgetragen.
Es findet sich eine starke Uberlagerung der einzelnen Kurven, so dass eine
Differenzierung kaum maoglich ist. Wie auch beim Cholesterin erhebt sich als einzige
die Kurve der Probanden mit homozygoter H63D-Mutation etwas uber die der

anderen.
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Triglyceridgehaltin Lipoproteinfraktionen von
eisenuberladenen Patienten mit unterschiedlichen
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Abbildung 34 Triglyceridgehalt in Lipoproteinfraktionen von eiseniberladenen Patienten mit unter-
schiedlichen Mutationen im HFE-Gen;

comp.(+/-)=compound heterozygote HFE-Mutation, (+/-)C282Y=heterozygote C282Y-Mutation,
(+/-)H63D=heterozygote H63D-Mutation, (+/+)H63D=homozygote H63D-Mutation,
(+/+)C282)=homozygote C282Y-Mutation, (-/-)=ohne HFE-Mutation;

* : p< 0,05; **:p<0,001; ** : p< 0,0001; Es handelt sich um die FPLC-Konzentrationen. Um die
Serumwerte zu erhalten, muss mit dem Verdinnungsfaktor 2,5 multipliziert werden.

In der Abbildung sind die Lipoproteinfraktionen der Fe+-Untergruppen aus den
Einzelwerten bei FPLC-Fraktionierung berechnet und dargestellt worden. Die Werte
sind relativ homogen. Lediglich in der HDL-Fraktion findet sich eine Signifikanz
zwischen der Stichprobe mit homozygoter C282Y- und der ohne HFE-Mutation,
sowie ein signifikanter Unterschied zwischen der compound heterozygoten- und der
homozygoten H63D-Gruppe. Bei den p-Werten von p=0,044 und p=0,045 und der
hohen Anzahl an T-Tests ist ein zufélliges Zustandekommen dieser Signifikanz nicht

auszuschlieflRen.

4.3.3 Vergleich des aus den FPLC-Fraktionen berechneten Gesamttriglycerids

Wie schon bei dem Vergleich des Gesamtcholesterins war ein Vergleich der im Se-
rum gemessenen Triglyceridwerte nicht mdglich, da nicht gentigend Serum vorhan-
den war. Es wurde deshalb die Ubereinstimmung des (aus den FPLC-Fraktionen)
errechneten Triglycerids am gemessenen Triglycerid in Prozent untersucht und wie

folgt aufgetragen (Einzelheiten siehe 4.2.3).
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Abbildung 35 Prozentsatz des aus den FPLC-Fraktionen errechneten Gesamttriglycerids am ge-
messenen Triglycerid.

Wie schon bei der Untersuchung des Gesamtcholesterins sind die Gesamttriglyce-

ridwerte relativ zu hoch. Die errechneten Triglyceridwerte betragen zumeist, wie beim

Cholesterin, 130 % der gemessenen Werte. Anders als beim Cholesterin sind jedoch

die Abweichungen groR3er, sie liegen zwischen 110 und 140 %, einige Ausreiler so-
gar bei 80 und 170 %.
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Aus den FPLC-Fraktionen errechnetes
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Abbildung 36 Aus den FPLC-Fraktionen errechnetes Gesamittriglycerid fur Eisentberladene-, Ana-
mie- und Kontrollpatienten

Fe+=Eisenlberladene Patienten, Fe-=An&miepatienten, Kontrolle=Kontrollpatienten
* 1 p<0,05; **:p<0,001; ***:p<0,0001;

Das errechnete Geamttriglycerid der Anamiepatienten ist bei einem mittleren Ge-
samttriglcerid von 86,6 mg/dl sowohl gegeniber der Hamochromatosegruppe
(119,38 mg/dl) als auch gegenuber der Kontrollgruppe (116,08 mg/dl) signifikant

vermindert.
4.4 Ergebnisse der Fettsaurebestimmungen

4.4.1 Vergleich von Hamochromatose-, Anamie- und Kontrollpatienten

Untersucht wurde eine Teilmenge von n=78 Patienten der FPLC-Gruppe. Davon
waren n=20 Anamiepatienten mit einem Hb<12 g/dl und n=58
Hamochromatosepatienten mit einer Lebereisenkonzentration >500 pg/g wet weight
liver. Hinzu kamen Daten von 92 Patienten aus der Lilly-Offspring-Studie, die
beziglich des Eisen- und Fettstoffwechsels gesunde Patienten untersuchte. Es
wurden 22 Fettsauren der drei schon unter 3.2.2 erlauterten Gruppen Fe+, Fe- und
Kontrolle mit Hilfe der Gaschromatographie untersucht.
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Die Fettsauren wurden anhand ihrer Synthesepfade aufgeteilt und in funf Graphen
dargestellt, dabei wurden die Myristdl-, Eruca-, 14-17-Eicosadiensaure und 11-14-17-
Eicosatriensaure wegen starker Uberlagerung durch Storpeaks bzw. problematischer

Auswertung wegen zu geringer Konzentration der Fettsdure nicht mit einbegriffen.

Vergleich absoluter Fettsdurekonzentrationen des SCD-Pfades von
Andmie-, Himochromatose- und Kontrollprobanden
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Abbildung 37 Fettsauren in Seren von Eisentberladenen-, Anamie- und Kontrollprobanden,

Fe+=Eisenlberladene Patienten, Fe-=Anamiepatienten, Kontrolle=Kontrollprobanden
*:p<0,05; **:p<0,001; ***:p<0,0001

Dargestellt sind die Fettsauren im Serum der drei Probandengruppen des SCD-
Synthesepfades. Als Fettsduren des SCD-Pfades wurden in der vorliegenden Arbeit
alle Fettsauren bezeichnet, die von der Stearoyl-CoA Desaturase (=SCD) und der
Elongase 6 abhangig sind. Auffallig ist, dass alle Fettsduren des SCD-Pfades in der
Gruppe der Anamiepatienten die geringste Konzentration aufweisen. Gegenuber der
Hamochromatosegruppe sind diese Unterschiede bei allen Fettsduren signifikant.
Auch bei der Gegenlberstellung von Anamie- und Kontrollgruppe weisen die
Fettsduren der Andmiepatienten des SCD-Pfades durchweg geringere
Konzentrationen auf. Diese Unterschiede sind jedoch bei den gering konzentrierten

Fettsauren wie Myristin- und Olsaure nicht signifikant.
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Bei der Betrachtung von Hamochromatose- und Kontrollgruppe finden sich durchweg
hohere Konzentrationen der Fettsauren der eiseniiberladenen Patienten, diese
weisen mit einem p-Wert von p=0,0053 in der Myristinsaure, p=0,0250 in der Olsaure

und p=0,0236 in der Vaccinsaure lediglich Unterschiede geringer Signifikanz auf.

Vergleich absoluter Fettsdurekonzentrationen des SCDE-Pfades von
Andmie-, Hdmochromatose- und Kontrollprobanden
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Abbildung 38 Fettsauren in Seren von Eisentberladenen-, Anamie- und Kontrollprobanden,

Fe+=Eisenlberladene Patienten, Fe-=Anamiepatienten, Kontrolle=Kontrollprobanden
* : p<0,05; **:p<0,001; ***: p< 0,0001

Betrachtet werden die Fettsauren des SCDE-Pfades. Als Fettsauren des SCDE-
Pfades wurden in der vorliegenden Arbeit die von der Stearoyl-CoA Desaturase
sowie den Elongasen 1 und 3 abhangigen Fettsauren bezeichnet. Auch im SCDE-
Pfad finden sich sowohl im Vergleich zur Kontrollgruppe, als auch im Vergleich zu
den Hamochromatosepatienten die geringsten Fettsdurekonzentrationen durchweg
in der Gruppe der Andmiepatienten. Diese Unterschiede sind v.a. im Vergleich zur
Kontrollgruppe mit p-Werten kleiner 0,0001 in allen Fettsduren hochsignifikant. Die
Gegenuberstellung der Fettsduremuster von Hamochromatose- und Kontrollgruppe
des SCDE-Pfades hingegen zeigt im Vergleich zu den Fettsauremustern des SCD-
Pfades ein kontroverses Bild. Hier sind die Konzentrationen der Kontrollgruppe
gegenuber der Hamochromatosegruppe in allen Fettsauren hoher. In der

Eicosaensaure ist diese Erh6hung minimal und statistisch nicht signifikant.
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Vergleich absoluter Fettsduren des w3-Pfades von
Andmie-, Himochromatose- und Kontrollprobanden
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Abbildung 39 Fettsauren in Seren von Eisentberladenen-, Anamie- und Kontrollprobanden,

Fe+=Eisenlberladene Patienten, Fe-=An&miepatienten, Kontrolle=Kontrollprobanden
* 1 p<0,05; **:p<0,001; **:p<0,0001

Auch die Fettsdurekonzentrationen des w3-Pfades sind in der Anamiegruppe
vorwiegend am geringsten. Die Konzentrationen des w3-Pfades von
Hamochromatose- und Kontrollgruppe weichen kaum voneinander ab. Die

Unterschiede sind gering und nicht signifikant.
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Vergleich absoluter Fettsdurekonzentrationendes wé6-Pfades von
Andmie-, Himochromatose- und Kontrollprobanden
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Abbildung 40 Fettsauren in Seren von Eisenliberladenen-, Andmie- und Kontrollprobanden,

Fe+=Eisenlberladene Patienten, Fe-=An&miepatienten, Kontrolle=Kontrollprobanden
* 1 p<0,05; **:p<0,001; **:p<0,0001

Wie schon in den zuvor betrachteten Synthesepfaden finden sich auch bei
Betrachtung des w6-Pfades die geringsten Fettsdurekonzentrationen bei den
Anamiepatienten. Diese Erniedrigung ist im Vergleich zu beiden Kontrollgruppen in
allen Fettsauren signifikant. Der Vergleich von Hamochromatose- und Kontrollgruppe
zeigt wie schon im w3-Pfad nur geringe Unterschiede: Die Linolsdurekonzentration
ist mit 732,95 pug/ml in der Hamochromatosegruppe gegeniber einer Konzentration
von 816,26 pg/ml der Kontrollprobanden nur geringfiigig erniedrigt, wohingegen die
y-Linolensaurekonzentration geringfugig erhdht ist. Bei der Arachidonséure findet
sich mit 187,19 pg/ml in der Hamochromatosegruppe und 193,85 pg/ml in der
Kontrollgruppe nur ein geringer Unterschied ohne statistische Signifikanz.
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Vergleich absoluter Fettsdurekonzentrationenvon
Andmie-, Himochromatose- und Kontrollprobanden
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Abbildung 41 Fettsauren in Seren von Eisentberladenen-, Anamie- und Kontrollprobanden,

Fe+=Eisenlberladene Patienten, Fe-=An&miepatienten, Kontrolle=Kontrollprobanden
Safa=Saturated fatty acids, Mufa=Mono unsaturated fatty acids, Pufa=Poly unsaturated fatty acids
* 1 p<0,05; **:p<0,001; **:p<0,0001

In der Grafik finden sich die absoluten Fettsdurekonzentrationen von Anéamie-,
Hamochromatose- und Kontrollprobanden sortiert nach ihrem Sattigungsgrad sowie
die Gesamtkonzentration der Fettsduren. Es fallt auf, dass sowohl die
Gesamtfettsaurekonzentration als auch die Fettsduren unterschiedlichen
Sattigungsgrades in der Andmiegruppe deutlich am geringsten ausfallen. Dieser
Unterschied ist gegen Hamochromatose- und Kontrollprobanden in allen Fettsduren
signifikant. Anders verhalt es sich mit Hamochromatose- und Kontrollgruppe: Der
Vergleich der Gesamtfettsauren im Serum zeigt mit Konzentrationen von 2861,62
png/ml der Hamochromatosepatienten und 2915,65 pg/ml der Kontrollgruppe nur
einen geringen Unterschied der statistisch nicht signifikant ist und Grundlage fir eine
gute Vergleichbarkeit der absoluten Fettsdurekonzentrationen der tbrigen Fettsduren
darstellt. Wahrend die gesattigten Fettsduren bei den eisentberladenen Patienten
hochsignifikant niedriger sind, sind die einfach gesattigten im Vergleich bereits leicht

erhoht, allerdings ohne statistische Signifikanz.
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Die vielfach ungesattigten Fettsduren sind hingegen bei einem p-Wert von p=0,0033
bei den eisenuberladenen Patienten signifikant gegenuber den Kontrollprobanden
erhoht. Dieser Unterschied scheint vor allem durch die mehrfach ungesattigten w6-
Fettsduren zustande zu kommen, die bei den eiseniberladenen Patienten mit einem

p-Wert von p=0,000012 hochsignifikant héher sind als bei der Kontrollgruppe.

4.4.2 Vergleich der relativen Abweichung der Fettsauremuster von Anamie-,
Hamochromatose- und Kontrollgruppe in den verschiedenen Fettsduresynthe-

sepfaden

Die Abweichungen der absoluten Konzentrationen der einzelnen Fettsauren in Ab-
hangigkeit vom Eisenstatus der Probanden ist bereits besprochen worden. Da es
anzunehmen ist, dass die einzelnen Probandengruppen v.a. in Abhangigkeit von der
Nahrung einen unterschiedlichen Gesamtfettsduregehalt v.a in der Anamiegruppe
aufweisen, wird hier noch einmal der prozentuale Anteil der Fettsauren am Gesamt-
fettsduregehalt verglichen und entsprechend der Synthesepfade betrachtet. Dies er-
maoglicht, den Effekt des Eisenstatus bei der Synthese von Fettsduren eingehender
zu begutachten. Zur besseren Darstellbarkeit sind die Anamie- und Hamochromato-
seprobanden gegen die genullte Kontrollgruppe aufgetragen.

Auch in dieser Darstellung fallt auf, dass der Effekt von Eisen auf die Fettsaurekon-
zentration nicht im Sinne eines Kontinuums zu betrachten ist. So weichen die Fett-
saurekonzentrationen von Hamochromatose- und Anamiepatienten zwar in den
meisten Fallen signifikant gegen die Kontrollprobanden ab, jedoch (anders als anzu-

nehmen ware) nicht gegenlaufig, sondern oft in gleicher Richtung.
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Vergleich der relativen Abweichung der Fettsduremusterder
Patienten mit Eiseniiberladung und Eisenmangel im SCD-Pfad
von den Fettsduremustern der Kontrollprobanden
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Abbildung 42 Vergleich der relativen Abweichung der Fettsduremuster der Patienten mit Eisentber-

ladung und Eisenmangel im SCD-Pfad von den Kontrollprobanden

* :p<0,05; **:p<0,001; **:p<0,0001; Fe-=Andmiepatienten, Fe+t=Hamochromatosepatienten

Sowohl die Hamochromatose- als auch die Anamiepatienten weisen im SCD-Pfad
einen prozentual héheren Anteil an Fettsduren als die Kontrollgruppe auf. Dabei sind
alle Abweichungen der eisentiberladenen Patienten gegen die Kontrolle signifikant.
Auch die relativen Konzentrationen der Fettsduren des SCD-Pfades der Anamiepa-
tienten sind gegen die Kontrolle erhdht, mit Ausnahme der Myristin- und Palmit6lsau-
re, also der niedrig konzentrierten Fettsauren, ist die Differenz ebenfalls signifikant.
Die relativen Fettsaurekonzentrationen erméglichen auch eine Vergleichbarkeit zwi-
schen Anadmie- und Hamochromatosepatienten: Es zeigen sich lediglich geringe Un-
terschiede ohne Signifikanz, eine Ausnahme bildet die Ols&ure, die sich mit einem p-

Wert von p=0,049 jedoch ebenfalls nur am Rande des Signifikanzniveaus beweqgt.
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Vergleich der relativen Abweichung der Fettsduremusterder
Patienten mit Eiseniiberladung und Eisenmangel im SCD-Pfad
von den Fettsduremustern der Kontrollprobanden
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Abbildung 43 Vergleich der relativen Abweichung der Fettsduremuster der Patienten mit Eisenuber-
ladung und Eisenmangel im SCDE-Pfad von den Kontrollprobanden

* 1 p<0,05; **:p<0,001; ***: p< 0,0001; Fe-=Anamiepatienten, Fe+=Hamochromatosepatienten

Anders als im SCD-Pfad kommt es bei Anamie- und Hamochromatosepatienten im
SCDE-Pfad zu einer generellen Abnahme des relativen Fettsduregehaltes, der sich
bei den eisenuberladenen Patienten mit Ausnahme der Eicosaenséaure signifikant
darstellt. Auch die Fettsdauren der Anamiepatienten sind zur Kontrolle erniedrigt. Hier
fallt jedoch die Nervonsaure aus dem Muster, die gegentber der Kontrolle vermehrt
ist. Bei der Nervonsaure handelt es sich um eine Fettsaure die wegen haufiger Uber-
lagerung durch Stérpeaks nur sehr schwierig auszuwerten ist. Dies ist auch die ein-
zige Fettsaure, die einen Unterschied der relativen Konzentration zwischen Anamie-

und Hamochromatosepatienten aufweist.
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Vergleich der relativen Abweichung der Fettsduremusterder
Patienten mit Eiseniiberladung und Eisenmangel im w3-Pfad
von den Fettsduremustern der Kontrollprobanden
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Abbildung 44 Vergleich der relativen Abweichung der Fettsauremuster der Patienten mit Eisenlber-

ladung und Eisenmangel im w3-Pfad von den Kontrollprobanden

* 1 p<0,05; **:p<0,001; **:p<0,0001; Fe-=Anamiepatienten, Fe+=Hamochromatosepatienten

Im w3-Pfad stellt sich eine Divergenz der Tendenzen von Anamie- und Hamochro-
matosegruppe dar: Wéahrend die Konzentrationen der Anamiepatienten im Vergleich
zur Kontrolle abnehmen, kommt es zu einer Zunahme der Konzentrationen der Ha-
mochromatosepatienten gegen die Kontrolle. Lediglich die Docosapentaenséurekon-
zentration ist gegenuber der Kontrolle vermindert. Zwischen Anamie- und Kontroll-
gruppe finden sich signifikante Unterschiede in der Eicosapentaen- und Docosahe-
xaensaurekonzentration, dabei weisen die Anamiepatienten signifikant niedrigere

Konzentrationen auf.
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Vergleich der relativen Abweichung der Fettsduremusterder
Patienten mit Eiseniiberladung und Eisenmangel im w6-Pfad von
den Fettsduremustern der Kontrollprobanden
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Abbildung 45 Vergleich der relativen Abweichung der Fettsduremuster der Patienten mit Eisentber-

ladung und Eisenmangel im w6-Pfad von den Kontrollprobanden

* :p<0,05; **:p<0,001; ***: p< 0,0001; Fe-=Andmiepatienten, Fe+=Hamochromatosepatienten

Im w6-Pfad zeigt sich ein inhomogenes Bild der Fettsaureprofile: Wahrend die Linol-
saure bei den Hamochromatosepatienten im Vergleich zur Kontrolle geringere Kon-
zentrationen aufweist, ist sie bei den Anamiepatienten hoher konzentriert. Bei der y-
Linolenséure verhalt es sich kontrovers: Hier kommt es zu einer Abnahme der Fett-
saurekonzentration der Anamiepatienten und zu einer Zunahme der Konzentrationen
der Kontrollgruppe. Die Arachidonsaurekonzentration der Anamiepatienten sowie der
Hamochromatosepatienten ist im Vergleich zur Kontrolle vermindert. Zwischen Anéa-
mie- und Hamochromatosepatienten findet sich ein signifikanter Unterschied sowohl

in der Linol- als auch in der y-Linolensaure.
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Vergleich der relativen Abweichung der Fettsduremuster der
Patienten mit Eiseniiberladung und Eisenmangel von den
Fettsduremustern der Kontrollprobanden
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Abbildung 46 Vergleich der relativen Abweichung der Fettsauremuster der Patienten mit Eisentber-

ladung und Eisenmangel von den Kontrollprobanden

* :p<0,05; **:p<0,001; ***: p< 0,0001; Fe-=Andmiepatienten, Fe+=Hamochromatosepatienten

Safa=Saturated fatty acids, Mufa=Mono unsaturated fatty acids, Pufa=Poly unsaturated fatty acids

In dieser Grafik findet sich eine Darstellung der relativen Fettsdurekonzentrationen,
aufgeteilt nach ihrem Sattigungsgrad. Auffallig ist, dass sich Andmie- und Hamo-
chromatosegruppe gegentiber der Kontrolle konkordant verhalten. Wéhrend die ge-
sattigten Fettsauren im Vergleich zur Kontrolle in beiden Gruppen hochsignifikant
eine niedrigere Konzentration aufweisen, findet sich bei den vielfach ungesittigten
Fettsauren eine hochsignifikant héhere Konzentration. Ein Unterschied zwischen
Anamie- und Hamochromatosegruppe besteht in den vielfach ungesattigten w3-
Fettsauren, die bei den Hamochromatosepatienten mit einer Anderung der Fraktion
von 3,19 signifikant héher konzentriert sind als die w3-Fettsauren der Anamiepatien-

ten mit einer Anderung der Fraktion von 2,19.

Um einen mdglichen Zusammenhang zwischen Eisen- und Fettsaurestatus sowie
zwischen Cholesterin-/Triglyceridprofilen und Fettsaurestatus (wie durch die These
der Fentonreaktion postuliert) nachzuweisen, wurden diese Grol3en im Sinne einer
Korrelation gegeneinander aufgetragen. Dabei wurden die Fettsdureabsolutwerte
dargestellt, da auch die Cholesterin- und Triglyceridkonzentrationen als Absolutwerte

aufgetragen und lediglich Vergleiche innerhalb einer Gruppe angestellt wurden.
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Nicht dargestellt wurden die Korrelationen der Kontrollgruppe, da keine Eisenmarker

zur Verfiigung standen.

Korrelationstabelle Anamiepatienten

Myristin- Myristdl- Palmitin- Palmitdl- Stearin- ©Ol- Vaccin- Arachin- Eicosaen- Behen- Eruca- Lignoceron- Nervon- Linolen-
saure saure saure saure saure saure saure saure sdure saure saure saure[pg/ml] saure  saure
[Ho/ml]  [pg/mil]  [ug/ml]  [pg/mi]  [ug/mi] [pg/mi] [pa/ml]  [pg/mi]  [ug/ml]  [ug/mi] [pg/mi] [no/mi]  [pg/mi]
BMI r 5331 4656 8695 4408 7449 7873 5144 3774 3630 3894 -,2495 3188 3147 4728
p 0,0280 0,0600 %8661 o0.0700 o0,00100%6601 0,0350 0,1350 0,1520 0,1220 0,3340 0,2120 0,2190 0,0550
Ferritinr ~ -1472 -0319  -0773 -0070 -1737 -0917 -0190  -2983 1198 -2827 -1332 -2048 0248 -2992
P 05360 08940 07460 09760 04640 07010 09370 02010 06150 0,2270 05760 03860 0,9170 0,2000
Hbr 2391 1371 -0125 -2025 0548 -0548 -1973 1377 L3903 -0236 0712 0971 1715 -0452
P 03100 05640 09580 02110 08180 08180 04040 05630 00890 0,9210 0,7660 06840 04700 0.8500
CRWLDL 3112 2460 3146 2082 2375 2875 3011 0972 1799 2060 0553 2450 1173 4733
P 01820 10,2960 01770 0,2020 03130 02190 0,970 06830 04480 0,3840 0,8170 02980 10,6220 0,0350
ChLDLr 0741 -2007 3631 -1867 5263 2018 0016 6063 0448 6442 3564 6345 5254 6583
P 07560 0,3960  0,1160 04310 00170 03940 09950 00050 08510 0,0020 0,1230 0,0030 0,0170 0,0020
ChHDLr  -3597 -3911  -1460 -3208 0309 -1586 -1221 ,2815 -0725 2193 0709 2561 0680 -,0383
P 01190 10,0880 05390 0,1560 0,8970 05040 06080 02290 07610 0,3530 0,7660 02760 07760 0.8730
ChAlbr  -3547 -2030  -3119 -0209 -2405 -2119 -1365  -1474 0575 0059 -,0540 0514 0218 0665
p 01250 02100 01810 09300 0,3070 03700 05660 0,5350  0,8100 0,9800 0,8210 08300 09270 07810
ChGesr  -0123 -2860 4125 -1697 6123 2688 ,1081 7214 0973 7893 3907 8182 5518 7777
p 09590 02220 00710 04740 0,0040 02520 0650000 %0,001  0.6830[/%0,001 003301150001 0,0120/%0,001
TgVLDLr 7237 7173 8377 4256 6910 8427 6381 1440 4321 0831 -1234 0108  -1645 3876
P [=GEE1=6GoT I =6661 o.0610 00010086681 00020 05450 00570 0,7280 0,6040 0,9640 0,4880 0,0910
TgLDLr 4110 3232 6252 2951 4576 5854 4418 1947 3568 0855 0077 0641 1908 3547
P 00720 0,1650 00030 0,2070 0,0420 0,0070 00510 04110 01230 0,7840 0,9740 07880 0,4200 0,1250
TgHDLr 4807 5270 5458 5614 3457 5873 6828  -1697 ,2853 -3100 -,1830 -2614  -3468 -0021
P 00320 00170 00130 00100 0,1350 00060 00010 04740 02230 0,1830 0,4400 02660 0,1340 0,6990
TgGesr 6609 6716 8566 5267 6704 8891 6932 0990 4151 0117 -1503 0311 -1317 3009
p 0,0020 0,0010/0%0601 00170 o0,0010/%0)801 00010 06780 00690 09610 05270 0,8960 0,5800 0,1970
11-14-17- Eicosa- Docosa- Docosa- Linol- g- Arachidon- 11-14- Summe Safa Mufa Pufa Pufaw6 Pufaw3
Eicosa- pentaen- pentaen- hexaensa saure Linolen- saure Eicosa- [pg/ml]
triensédure sdure sdure ure [Hg/ml] sé&ure [Hg/ml] diens&ure
[ng/mi] [ng/mil  [pg/mi]  [ug/mi] [ng/mi] [ng/mi]
BMI r -1771 4123 4831 3968 1782 3930 2836 1604 7708 @650 7733 2626 2117 4749
p 04960 01000 00400 01150 04940 01190 02700 05300 [IE0/00TNS0I00NNS0I00 0,3090 04150  0,0540
Ferritinr -1642  -2959  -2096 -1126 -1488 - 2561 0180 1857 -1514 - 1193 -0732 - 1542 -1280 -,2568
P 04890 02050 03750 06360 05310 02760  0,9400 0,4330 0,5240 0,6160 0,7590 0,5160 0,5910 0,2740
Hbr -,0070 1242 0623 0076 1685 0159 0997 3052 0718 0190 -1033 1574 1626 0516
P 09770 06020 07940 09740 04780 09470 06760 01910 07640 09370 0,6650 05070 0,4930 0,8290
ChVLDL r 2780 3656 0174 1089 -1354 1846  -2864 -2208 1672 3196 3226 -1089 -1628 2963
P 02350 0,130 09420 06480 05690 04360 02210 0,3500 04810 0,1700 0,1650 0.6480 0,4930 0,2050
ChLDLr -,0681 ,2654 6183 5609 6955 4741 7022 5864 6192 4190 1576 7550 7313 5656
p 07760 02580 00040 0,0100 00010 00350 00010 0,0070 0,0040 0,0660 0,5070/20)00NNI=0I001 0,0090
ChHDLr -1624  -,0799 1934 0200 5273 0468 4396 2332 1494 -1178 -2022 4849 5273  -0167
P 04940 07380 04140 09330 00170 08450 00520 0,3230 0,5300 0,6210 0,3930 0,0300 0,0170 0,9440
ChAlbr -3374 0858  -1764 -1193 -0178 -1479 0014  -3465 -2017 -3089 -1805 -0294 -0211 -0703
P 01460 07830 04570 06160 09410 05340 09950 0,1340 0,3940 0,1850 0,4460 09020 0,9300 0,7680
ChGesr -0234 ,3850 6861 5928 8186 5304 7339 5147 7226 4751 2227 8702 8419 6586
p 09220 00940 00010 0,0060[0%¥61604 o0,0160EG601 0,0200[%0)661 0,0340 0,3450[X0)00INIE0I001  0,0020
TgVLDLr 0288 -0224 3134 0815 0268 1650 0846 2527 6140 8240 7868 0596 0443 1328
p 09040 09250 01780 07330 09110 04870 07230 0,2820 0,0040/%0I001MIR0601 0,8030 0,8530 05770
TgLDLr -1763  -0025 6138 4370 3239 3848 6658 6377 6383 5952 5692 4262 4097 3401
P 04570 09920 00040 00540 01640 00940 00010 0,0020 0,0020 0,0060 0,0090 00610 0,0730 0,1420
TgHDLr -0205  -2830 2828 0690 0529 1507 2471 4949 4183 4979 6052 0818 0974 -,0583
P 09320 02270 02270 07730 08250 05260  0,2940 0,0270 0,0660 0,0250 0,0050 0,7320 0,6830 0,8070
TgGesr -0378  -,0369 4756 2125 0689 2428 2571 3536 6675 8255 8505 1330 1143 1953
p 08740 08770 00340 03680 07730 0,3020 0,2740 0,1260 0,0010/20I001NI=0I001 0,5760 0,6310  0,4090

Abbildung 47 Korrelationstabellen der Andmiepatienten

r=Korrelationskoeffizient, Ch=Cholesterin, Tg=Triglyceride, Ges=Gesamt
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Aufgetragen sind Cholesterin, Triglyceride sowie BMI und Eisenmarker in der linken
Spalte gegen die unterschiedlichen Fettsauren in der oberen Spalte. An den Kreu-
zungspunkten finden sich die zugehorigen Korrelationskoeffizienten und je eine Zeile

tiefer die dazu gehdrenden p-Werte.

Betrachtet man die Eisenparameter wie Ferritin und Hb der Anamiepatienten, fallt
auf, dass sie nicht mit den Fettsaurekonzentrationen korrelieren. Anders verhalt es
sich hingegen mit den Cholesterin- und Triglyceridkonzentrationen. Diese korrelieren
mit einigen Fettsduren hochsignifikant. Dies ist vor allem beim LDL- und Gesamtcho-
lesterin sowie bei VLDL- und Gesamttriglyceriden mit hochsignifikanten Korrelationen
der Fall. Ebenfalls hochsignifikant korreliert der BMI mit einigen Fettsduren. Hierbei
handelt es sich vor allem um die gesattigten- und einfach ungesattigten sowie die

Gesamtfettsauren.

Korrelationstabelle Himochromatose

Myristin- Myristol- Palmitin Palmitol- Stearin-  Ol-  Vaccin- Arachin- Eicosaen Behen- Eruca- Lignocer Nervon- Linolen-

saure sdure  -saure sdure saure saure saure saure -saure saure  saure on-saure saure  saure

[ng/ml]  [pg/mil]  [pug/mi]  [ug/ml] [pg/ml] [pg/ml] [pg/ml]  [pg/mi]  [ug/mi]  [pg/ml]  [pg/mi]  [ug/mi]  [pg/mi]  [pg/mi]
BMI r 1565 0961 2533 0831 2420 2782 1793 1068 0340 0933 -3647 -0119 -0083 -1087
p 0,258 0480 0065 0550 0078 0042 0,195 0442 0807 0502 0,007 0932 0953 0434
Ferritinr  -1503  -0753 -2536 -1598 -1740 -1774 -1572 -1873 -0038 -2911 -2558 -3049 -1598 - 0572
p 0,265 0578 0057 0235 0,196 0,187 0243 0,163 0978 0028 0055 0021 0235 0,673
Hbr 1740 1555 2774 1626 2699 3511 1959 0777 1688 1953 -0757 775 -1078 0367
p 0,204 0,257 0040 0235 0,046 0009 0152 0573 0218 0153 0583 0195 0433 0,790
Licr -1503  -0753 -2536 -1598 -1740 -1774 -1572 -1873 -0038 -2011 -2558 -3049 -1508 -0572
p 0,265 0578 0057 0235 0196 0,187 0243 0163 0978 0028 0055 0021 0235 0673
Tisr -,0033 0010 -1904 - 1438 -2212 -1046 -1688 -1655 0184 -2208 0038 -1661 -2704 1135
s 0,981 0994 0156 0286 0098 0439 0209 0219 0892 0099 0977 0217 0042 0401
thLDL 3078 3669 5468 5143 4840 4597 5046 3288 5125 3945 2057 4369 3843 2069
p 0,002 0,005/150,001 1 =0/001"=0,001"<0,001""=0601 o0.01300=0661 0002 0125 0001 0003 0122
ChLDLr 1702 0946 4414 3533 4134 3145 4135 3556 2713 5126 1950 4860 4645 1355
p 0,206 0484 0001 0006 0001 0017 0001 0007 0041080661 o0.14420EOTN=EGG1 0315
ChHDLr  -3150  -2414 -0842 -0771 0510 -2376 -1576 1714 -2612 2388 0837 2726 3226 -1524
p 0,017 0,070 0533 0569 0706 0075 0242 0202 0050 0074 0536 0040 0014 0258
ChAIbr 1686 0878 0891 -0048 0606 ,0886 0411 -0166 1662 -0275 0045 -0419 0192 1725
p 0,210 0516 0510 0972 0655 0512 0761 0902 0217 0839 0973 0757 0888 0,200
ChGesr 1895 1472 5023 4267 5020 3320 4261 3082 3593 5465 2079 5555 5653 1640
p 0,158 0,2740/%0,001 o0,001/7%0,001 0011 0001 0002 0008/ %0001 0,121/ =0,001 0,001 0223
TOVLDL " 6s04 6030 7230 6034 5099 7146 6208 1900 5574 2447 (0766 2534 -0171 5314
P NS00 <0001 =0/001 I =0/001=0/001N=0/001=01001  o157JE0IBB1 0067 0571 0057 0900 S0I001
TgLDLr 3053 3473 4235 4608 3566 4077 3518 -0090 8398 0235 1979 0583 1075 2793
P 0,021 0,008 00010 0,004 0006 0002 0007 09470 %0001 0862 0140 0667 0426 0,035
TgHDLr 3923 3600 3845 2817 2697 4322 2697 0076 5745 -0614 1092 -0070 -1434 5001
p 0.003 0,006 0003 0034 0042 0001 0042 09550020001 0650 0419 0959 0257 020,001
TgGesr 5908 5266 6304 5127 5289 6487 5159 1381 6822 1623 0838 1724 -0249 5707
P 030600800601 0228 0536 0200 08540050001
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11-14-17- Eicosa- Docosa- Docosa- Linol- g-Linolen- Arachidon- 11-14- Summe Safa Mufa Pufa PufaWé Pufaw3

Eicosa- pentaen- pentaen- hexaen- saure saure saure  Eicosadien- [pg/ml]

trien- saure saure saure [ng/mi]  [pg/mi] [Hg/ml] saure

saure [Hg/ml] [Hg/ml] [Hg/ml] [Hg/ml]

[ng/mi]
BMI r -,0177  -0489 -,0510 -1037 ,0372 ,0839 ,0875 1073 1974 2486 2452 0330 0642 -0981
p 0,899 0,725 0,714 0,456 0,789 0,547 0,529 0,440 0,153 0,070 0,074 0,813 0,645 0,480
Ferritinr -1719  -0959 -1151 -,0070 -,2438 -,0401 ,0763 - 1557 -2106 -,2461 -1873 -,1505 -,1612 -0680
p 0,201 0,478 0,394 0,959 0,068 0,767 0,573 0248 0,116 0,065 0,163 0,264 0,231 0,615
Hbr -,0104 ,0480 3267 0184 1562 ,3826 1634 2546 2869 2791 3160 ,1840 1993 0769
p 0,940 0,728 0,015 0,894 0,255 0,004 0,233 0,061 0,034 0,039 0,019 0,179 0,145 0,577
LICr -1719  -0959 - 1151 -,0070 -,2438 -,0401 ,0763 - 1557 -2106 -2461 -1873 - 1505 -1612 -0680
p 0,201 0,478 0,394 0,959 0,068 0,767 0,573 0,248 0,116 0,065 0,163 0,264 0,231 0,615
Tfsr -,0712  -1619 -,0541 -1021  -,1440 -,0690 - 1179 -,0603 -1689 -,1924 - 1307 -,1502 -,1531 -0986
s 0,599 0,229 0,689 0,450 0,285 0,610 0,382 0656 0209 0152 0,333 0,265 0,256 0,466
::hVLDL 3773 4467 5084 3734 3799 5234 3812 3740 5513 5475 5119 4824 4531 4682
p 0,004]  <0,001 <0,001 0,004 0,004 <0,001 0,003 0,004 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
ChLDLr -,2375 4618 6641 5488 5950 4114 ,6220 4325 5425 4415 3635 7002 68385 5592
p 0,075] <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 0,001 <0,001 0,001] <0,001 0,001 0,005/<0,001 <0,001 <0,001
ChHDLr -,1850 ,0824 ,0255 A715 1863 -,0692 ,2200 -,0587 -0300 -,0668 -2015 ,1948 2086 0889
p 0,168 0,542 0,851 0,202 0,165 0,609 0,100 0664 0824 0621 0,133 0,146 0,119 0,511
ChAlbr ,1413 2555 ,1199 ,0833 0563 -,0166 -,0202 ,0385 0893 ,0894 0758 ,0694 0346 1876
p 0,295 0,055 0,375 0,538 0,678 0,903 0,882 0,776 0,509 0509 0,575 0,608 0,798 0,162
fellﬁ?:: -,1051 5553 ,7009 6075 6119 ,5054 6729 4189 5927 5075 3965 7473 7248 6362
p 0,436] <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 0,001] <0,001 <0,001 0,002/<0,001 =<0,001 <0,001
TgVLDLr - 1121 ,2995 6792 3967 5321 ,6996 4343 4629 7391 7161 7197 6117 5982 5011
p 0,406 0,024 <0,001 0,002 <0,001 <0,001 0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
TgLDLr -,2227 ,6056 ,6432 6249 2790 6172 3710 3396 4696 4083 4421 4655 3802 6756
p 0,096]  <0,001 <0,001 <0,001 0,036 <0,001 0,005 0,010[ <0,001 0,002 0,001/<0,001 0,004, <0,001
TgHDLT -,1573 2137 3821 2925 2538 4234 1606 2724 3975 3668 4112 3123 2763 3703
p 0,243 0,111 0,003 0,027 0,057 0,001 0,233 0,040 0,002 0,005 0,001 0,018 0,037 0,005
Zg::;'f" -1797 3794 6870 4679 4933 7130 4200 4208 6764 6227 6458 5992 5648 5741
p 0,181 0,004 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 0,001 0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001

Abbildung 48 Korrelationstabellen der Hamochromatosepatienten

r=Korrelationskoeffizient, Ch=Cholesterin, Tg=Triglyceride, Ges=Gesamt

Auch die Korrelationstabellen der Hamochromatosegruppen weisen nicht auf einen
Zusammenhang zwischen Eisenstatus und Fettsaurekomposition hin. Hier finden
sich lediglich Korrelationen geringer Signifikanz zwischen einigen Fettsduren und
den Eisenparametern Hb, Ferritin und LIC. Hochsignifikant korrelieren allerdings ei-
nige Cholesterin- bzw. Triglyceridkonzentrationen mit den Fettsauren. Diese sind in-
sbesondere bei VLDL-, LDL- und Gesamtcholesterin, sowie VLDL-, LDL- und Ge-
samttriglyceriden zu finden.

4.5 Ergebnisse der Fettsaurebestimmung in den Lipoproteinfraktionen

Nachdem die Cholesterin- und Triglyceridwerte in den Lipoproteinfraktionen VLDL,
LDL und HDL sowie in der Albuminfraktion mittels FPLC-Fraktionierung untersucht
und die Fettsaurekonzentrationen im Serum der Patienten bestimmt worden war,
sollte nun auch die Zusammensetzung der Fettsauren in den Lipoproteinfraktionen
sowie der Albuminfraktion bestimmt werden. Da hierzu keine geeignete Methode zur
Verfigung stand, wurde eine neue Methode im Labor von Dr. Klaus Toedter ent-
wickelt. Es musste zuerst erneut mit der FPLC eine Fraktionierung der Seren in 40
Fraktionen erfolgen, die sofort nach Beendigung des Durchlaufs mit einem Oxidati-

onsschutz versetzt wurden.
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Anschlieend wurden die Fraktionen, in denen die zugehoérigen Lipoprotein-
Fraktionen zu finden waren, zu den 4 Pools zusammengefugt und mittels Gaschro-
matographie die Konzentrationen der einzelnen Fettsauren bestimmt. Da es sich um
eine sehr aufwendige Methode handelt, die bei jedem Durchgang verandert bzw.
verbessert und wiederholt werden musste, wurde lediglich ein Testdurchlauf mit finf
Patienten aus der Hamochromatose- und funf Patienten aus der Anamiegruppe
durchgefiihrt. Es wurden jeweils die Patienten mit der hochsten Eisenuberladung
bzw. der starksten Anamie fur den Versuch ausgewahlt, sofern noch ausreichend

Serum zur Verfligung stand.

VIDL LDL HDL Albumin

Myristinsaure 0,528583 0,69866155 0,79601908 0,75117428
Myristolsaure 0,52317307 0,55183732 0,58592468 0,76095459
Palmitinsaure 0,11948855 0,44803367 0,08295641 0,65918589
Palmitdlsaure 0,33309806 0,31961747 0,35794705 0,4520059
Stearinsaure 0,92970785 0,52239069 0,09663695 0,20600169
Olsaure 0,53982382 0,76199582 0,79874401 0,20461227
Vaccinsaure 0,60325724 0,90656403 0,85887644 0,85419628
Linolsaure 0,58329306 0,84850642 0,82854169 0,56158886
g-Linolensaure 0,27119692 0,39202036 0,34472279 0,34598818
Linolensaure 0,95459818 0,82409124 0,79688158 0,29940209
Arachinsaure 0,42792001 0,7924284 0,96120796 0,05670234
Eicosaensaure 0,27378799 0,21532216 0,98652986 04771946
11-14-Eicosadiensaure 0,66655312 0,42451143 0,45453435 0,24596473
Arachidonsaure 0,23404914 0,30838028 0,06222958 0,69860743
11-14-17-Eicosatriensaure 0,1582578 0,7076911 0,35282064 0,39478792
Eicosapentaensaure 0,59675729 0,62118414 0,68359424 0,50346436
Behensaure 0,15301083 0,63284031 0,69226801 0,64222493
Erucasaure 0,74532867 0,545767 0,6037885 0,56908356
Docosapentaensaure 0,59695132 0,63927767 0,02148555 0,73504859
Docosahexaensaure 0,1975842 0,10400996 0,03274902 0,81763011
Lignoceronsaure 0,03740653 0,74898624 0,73409949 0,51790484
Nervonsaure 0,22578672 0,0258019 0,15881507 0,79306129

Abbildung 49 Ergebnisse der T-Tests des Vergleichs der Fettséduren aus den Lipoproteinfraktionen

von Hamochromatose- und Anamiepatienten

Die Tabelle stellt die Ergebnisse der T-Tests beim Vergleich von Fettsaurekonzentra-
tionen in den Lipoproteinfraktionen von Anamie- und Hamochromatosepatienten dar.
Es sind wenig signifikante Unterschiede zu verzeichnen. Im VLDL ist die Lignoce-
ronsaure von Anamiepatienten mit einem Anteil von 0,35 % im Vergleich zur Ha-
mochromatosegruppe mit 0,26 % signifikant erhéht. Im LDL ist es die Nervonséaure

bei der sich eine Signifikanz findet.
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Die Docosapentaen- und Docosahexaensaure in der HDL-Fraktion sind bei den Ha-
mochromatosepatienten gegenuber den Anamiepatienten signifikant erhdht. In der
Albuminfraktion finden sich keine signifikanten Unterschiede.
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5 Diskussion

Anhand von Lipoproteinfraktionierung mittels FPLC wurden Seren von Anamie- und
Hamochromatosepatienten aus der Eisenstoffwechselambulanz des UKE auf ihren
VLDL-, LDL-, HDL- und freien Cholesterin- und Triglyceridgehalt untersucht und mit
Daten aus einer Kontrollgruppe der Lilly-Offspring-Studie verglichen. Des Weiteren
wurden fur eine Teilmenge dieser Gruppen die Serum-Fettsaurekonzentrationen mit-
tels Gaschromatographie bestimmt und wiederum in Bezug zur Kontrollgruppe ge-
setzt. Ebenfalls Teil dieser Studie waren Versuche zur Erstellung einer Methode zur
Bestimmung der Fettsdurekonzentrationen in den einzelnen Lipoproteinfraktionen,
welche die Schritte der Auftrennung durch FPLC-Fraktionierung, antioxidative Be-
handlung, Pooling entsprechender Fraktionen und gaschromatographischer Fettsau-

rekonzentrationsbestimmung beinhalteten.
5.1 Lipoproteinfraktionierung

5.1.1 Methodik und Einflussgrof3en

Es wurden Seren von n=43 Anamiepatienten mit einem Hb<12 g/dl bzw. n=110 Ha-
mochromatosepatienten mit einer Lebereisenkonzntration >500 pg/g wet weight liver
auf den Cholesterin- und Triglyceridgehalt der Lipoproteinfraktionen mittels FPLC
untersucht. Sie bietet gegenlber &alteren Methoden den Vorteil, dass bereits geringe
Mengen Serum (>20 pl) fur eine Auftrennung der Hauptlipoproteinfraktionen und fir
eine quantitative Bestimmung sowohl der Apolipoproteine, als auch der Lipide aus-
reichend sind [Van Gent und van Tol (1990), Marz et al. (1993)].

Die Hauptlipoproteinfraktionen finden sich nach Ordovas und Osgood in den ent-
sprechenden Peaks, wie in folgender Abbildung zu sehen, wieder [Ordovas und Os-
good(1998)].
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Chromatographic profile of a normal serum using the conditions described
in thus protocol The peaks (from left to nght) represent VLDL, LDL, and HDL

Abbildung 50 Zuordnung der Peaks eines FPLC-Laufs zu den Lipoproteinfraktionen von Ordovas
und Osgood 1998.

Aus Mangel an frischem Serum der untersuchten Patientengruppen wurde in dieser
Studie gefrorenes Serum verwendet, welches zwischen zwei Tagen und sechs Jah-
ren eingefroren war. Bei den Seren der Kontrollgruppe handelt es sich um groé3ten-
teils frisches Serum. Lediglich einige wenige FPLC-Laufe mussten aus technischen
Grunden wiederholt werden und wurden dann mit gefrorenem Serum durchgefuhrt.
Fraglich ist also, ob die signifikanten Unterschiede in der Cholesterin- und Triglyce-
ridzusammensetzung zwischen untersuchten Patienten und Kontrollgruppe nicht zu-
letzt darauf zurtckzufiihren sind, dass sich die Lipoproteinzusammensetzung durch
Gefrierung verandert. Es konnte jedoch in einer Studie von S. Cohn gezeigt werden,
dass es durch Lagerung von Proben sowohl bei -20° C als auch bei -80° C zwar zu
hochsignifikanten Veranderungen von HDL-FPLC-ApoClil und -ApoE kommt, jedoch
lediglich zu einer geringfuigigen Abweichung von VLDL- und LDL-Triglyceriden in der
FPLC, sowie zu keiner Abweichung von HDL-Cholesterin und Gesamtcholesterin
bzw. -triglyceriden [Cohn et al. (2004)]. Dies rechtfertigt die Vorgehensweise der Stu-

die, schliel3t einen mdglichen Einfluss jedoch nicht aus.
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Fig. 2.  Separation by FPLC of lipoproteins from fresh and frozen plasma of a male subject with a plasma
TG concentration of 4.8 mmael /1 and a plasma cholesteral concentration of 5.6 mmol /1. Results for fresh
plasma are shown with filled circles and those for frozen plasma are shown with open circles. Triglveeride
and cholesterol data are shown in the upper panels and apolipoprotein data are shown in the lower panels.

Abbildung 51 Beispiel eines Vergleichs der Triglycerid-, Cholesterin-, ApoC-Ill und ApoE-Kurven von
frischem und gefrorenem Plasma [Cohn et al. (2004)]

Das frische Plasma ist mit gefilliten, das gefrorene mit leeren Kreisen dargestellt.
Wahrend Triglycerid- und Cholesterinkurve des frischen und gefrorenen Plasmas sich stark &hneln,

sind in den Apoproteinen die Veranderungen deutlich sichtbar.

Alle FPLC-Laufe dieser Studie sowie die der Kontrollgruppe wurden im selben Labor
und am selben Gerat durchgefihrt, dies schliel3t Differenzen zwischen den unter-

suchten Gruppen auf Grund von Unterschieden des Materials und der Gerate aus.

Moglich ware auch, dass es sich bei dem untersuchten Zusammenhang zwischen
Eisen- und Fettstatus nicht um einen kausalen Zusammenhang handelt, sondern bei
bestimmten Erndhrungsformen, wie z.B. dem Vegetarismus, beide Nahrstoffe ge-
meinsam konsumiert bzw. gemeinsam gemieden werden. Dies liegt nahe, da z.B.
Fleisch sowohl viel Eisen als auch viel Cholesterin enthalt. Eine Studie dazu konnte
den untersuchten Zusammenhang zwischen fettarmer Diat und Eisenmangel jedoch
nicht bestatigen [Marchand et al. (1997)].



81
Diskussion

Betrachtet man die Charakteristika der einzelnen Gruppen, fallt auf, dass sich vor
allem das Alter der drei untersuchten Gruppen stark unterscheidet. Dabei ist das Al-
ter der Himochromatosegruppe im Vergleich zu den Anamie- und Kontrollprobanden
signifikant erhéht. Es sind einige Studien verdffentlicht worden, die Hinweise fir al-
tersabhangige Veranderungen von Cholesterinkonzentrationen sowohl beim Men-
schen als auch bei Nagetieren erbringen. Erst kirzlich ist auch von Anderungen der
fur die Cholesterinhomoostase verantwortlichen Regulatorproteine wie der HMG-
Reduktase, dem Sterol Regulatory Element-Binding Protein (=<SREBP) und dem
LDL-Rezeptor berichtet worden, die einen altersbedingten Anstieg des Cholesterins
bewirken [Martini et al. (2007)]. Wirde von einer Verzerrung durch ein signifikant er-
hohtes Durchschnittsalter in der Hamochromatosegruppe ausgegangen werden, wa-
re mit einem konsekutiv erhéhten Gesamtcholesterin in dieser Gruppe zu rechnen.
Tatsachlich findet sich ein zur Kontrolle signifikant erniedrigtes Gesamtcholesterin,
zur Anamiegruppe findet sich kein signifikanter Unterschied. Dies macht eine alters-
bedingte Verzerrung der Ergebnisse unwahrscheinlich.

Die GroRRe und das Gewicht der drei Gruppen unterscheiden sich nur geringfugig, der
durchschnittliche BMI liegt in allen drei Gruppen nah an 25 kg/m?. Sehr groRe Unter-
schiede zwischen den Gruppen finden sich bezuglich der Zusammensetzung von
Mannern und Frauen. Da sich die gréf3ten Unterschiede bezlglich aller genannten
Parameter jedoch zwischen Hamochromatose- und Anamiegruppe finden, die wie-
derum ein sehr ahnliches Cholesterinprofil sowie in spateren Betrachtungen auch

Fetts&dureprofil aufweisen, ist auch hier nicht von einer Verzerrung auszugehen.

Einen weiteren fraglichen Punkt des Studiendesigns koénnte die Auswahl der Kon-
trollgruppe darstellen: Es handelt sich um derzeit gesunde Verwandte von Diabetes-
patienten, die auf Biomarker der Erkrankung untersucht wurden. Sie waren zwar zum
Zeitpunkt der Untersuchung noch gesund, es ware jedoch mdglich, dass sich auf
Grund ihres hereditar erhdohten Risikos bereits teilweise die typischen Stoffwechsel-
verdnderungen des Diabetes mellitus, erhohte Triglycerid- und verminderte HDL-
Cholesterinwerte [Ninomiya und Maruhama (1995)], entwickelt hatten. Die Ergebnis-
se der Arbeit zeigen jedoch, dass das HDL-Cholesterin der Kontrollgruppe im Ver-
gleich zu den anderen Gruppen signifikant erhoht ist. Auch die berechneten Gesamt-

Triglyceridwerte sind entgegen der typischen Diabeteskonstellation nicht erhoht.
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Sie liegen mit 116,08 mg/dl zwischen der Hamochromatose- (119,08 mg/dl) und
Anamiegruppe (86,6 mg/dl). Deshalb ist ein Einfluss der Auswahl der Kontrollgrup-

pe nicht anzunehmen.

Mdoglicher Kritikpunkt des Vorgehens dieser Studie kdnnte auch die Berechnung der
Gesamtcholesterin und —triglyceridwerte darstellen. Diese sind ca. 30 % hdher als
die gemessenen Werte, weisen jedoch eine hohe Konstanz auf, was durch einen
Korrelationstest nachgewiesen werden konnte. Da die ca. 30 %ige Erhéhung jedoch
fur alle drei untersuchten Gruppen (Hamochromatose-, Anéamie- und Kontrollgruppe)
gelten durfte (nur fur die Kontrolle nachgewiesen), und die Werte nicht mit externen
Werten, sondern lediglich intern in Relation zueinander verglichen wurden, ist dieses
Vorgehen gerechtfertigt. Zustande kommen diese erhdhten Werte durch das geringe-
re und schwankende Fraktionsvolumen der verwendeten FPLC, was eine geringere,
inkonstante Verdunnung zur Folge hat und nicht mit in die Berechnung einbezogen
wurde. Der Vergleich von errechneten an Stelle von gemessenen Cholesterin- und
Triglyceridwerten war nétig, da auch die Gesamtserumwerte von grof3em Interesse,
jedoch fur die Hamochromatosegruppe und Anamiegruppe nicht bestimmt waren.
Auch war fur den Grol3teil der Patienten das Serum durch die FPLC-Fraktionierung
und Fettsdureanalyse erschopft, so dass eine nachtragliche Bestimmung nicht mdg-
lich war. Insgesamt lasst sich sagen, dass die errechneten Gesamtcholesterin- und
Gesamttriglyceridwerte mit einem sehr konstanten Faktor den im Serum gemes-
senen Werten entsprechen und eine gute Grundlage fur den internen Vergleich bil-
den.

5.1.2 Diskussionen zu Zusammenhéangen von Eisen und Cholesterin bzw.

Triglcyceriden in der Literatur

Die Verbindung von hohen Eisenplasmaspiegeln und Fettstoffwechselveranderungen
wurde 1992 von Salonen als Risikofaktor fur die koronare Herzkrankheit (KHK) un-
tersucht [Salonen et al. (1992)].

Eine Theorie dazu postulierte, dass Eisen als Katalysator reaktiver Radikale, wie
Hydroxylradikale aus Superoxiden und Hydrogenperoxiden, fungiert [McCord (1991)].
So solle es durch reaktive Sauerstoffradikale tber LDL-Oxidation zu Atherosklerose
fuhren [Steinberg et al. (1989)]. Eine weitere These gab an, dass Eisen via Serum-
cholesterin- und Triglyceridspiegelanhebung als Risikofaktor der KHK wirkt [Bureau
et al. (1998a), Fields und Lewis (1997), Bureau et al. (1998b)].
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Noch heute wird der Zusammenhang von Eisenstatus, Lipoproteinprofil sowie Cho-
lesterin- und Triglyceridgehalt insbesondere als Risikofaktor der KHK kontrovers dis-
kutiert.

Des Weiteren wurde von Sullivan die These entworfen, dass Eisenmangel einen pro-
tektiven Effekt gegen die KHK darstelle [Sullivan (1989)].

5.1.3 Interpretation der Ergebnisse der Cholesterin- und Triglyceridbestim-

mungen

Die Untersuchungen der Cholesterin- und Triglyceridprofile in den einzelnen Lipopro-
teinfraktionen brachten Ergebnisse, die sich vor dem Hintergrund aktueller Literatur
sowohl bestatigen als auch anzweifeln lassen.

So war in dieser Studie das mittlere LDL-Cholesterin der Hamochromatosegruppe
gegenuber der Kontrollgruppe signifikant erniedrigt. In einer Studie mit Thalassamie-
patienten liel3 sich hingegen ein positiver Zusammenhang zwischen LDL-Cholesterin
und Ferritinspiegel feststellen [Hartmann et al. (2002)]. Gleiches belegt eine Studie
an Saudi-Arabiern ohne manifeste KHK, in der ein signifikanter Zusammenhang zwi-
schen Serumferritin und Gesamt- sowie LDL-Cholesterin gezeigt werden konnte
[Alissa et al. (2007)]. Eine aktuelle Studie, die gezielt die Auswirkung von homozygo-
ten C282Y-Mutationen auf den LDL-Cholesterinspiegel untersuchte, kam zum glei-
chen Ergebnis wie diese Arbeit: Patienten mit homozygoter C282Y-Mutation hatten
einen signifikant erniedrigten LDL-Spiegel im Vergleich zum Wildtypen [Pankow et al.
(2008)]. Die veranderten Cholesterinspiegel konnten nach Vermutungen der Autoren
die durch die Eisentberladung hervorgerufenen Langzeitschadigungen der Leber
widerspiegeln. Auch experimentelle Eisentberladung bei Ratten ergab ein niedrige-
res LDL-Cholesterin, was von den Autoren auf die Veradnderungen des Cholesterin-
metabolismus durch oxidativen Stress, Membranperoxidation und die veranderte Ak-
tivitat von Leberenzymen, die in den Cholesterin- bzw. Lipoproteinmetabolismus in-

volviert sind, zurtickgefuhrt wurde [Turbino-Ribeiro et al. (2003)].

Ebenso wie mit den Eisenuberladenen verhalt es sich mit den Relationen der LDL-
Cholesterinkonzentrationen von Anamiepatienten und Kontrollgruppe: In unseren
Untersuchungen wurde eine Erh6hung des LDL-Cholesterins der Kontrollgruppe ge-
genuber der LDL-Cholesterinkonzentration der Andmiepatienten von hoher Signifi-
kanz festgestellt.
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Dies konnte auch in der Literatur belegt werden: Es stellte sich in einer Studie, die
den Zusammenhang von Eisenmangelanamie und Fettstoffwechsel pramenopausa-
ler Frauen untersuchte, heraus, dass Eisenmangelanamie mit einem erniedrigten
Gesamt- und LDL-Cholesterin einhergeht [Ozdemir et al. (2007)].

Auch beim HDL-Cholesterin sind die Verhaltnisse vergleichbar: Die Werte der Ha-
mochromatosegruppe sind ebenso wie die Werte der Anamiepatienten gegenuber
der Kontrollgruppe signifikant erniedrigt. Diese Ergebnisse stehen im Gegensatz zu
Experimenten an Ratten, bei denen sich eine positive Korrelation von experimenteller
Eisenlberladung und HDL-Cholesterin fand [Brunet et al. (1999)].

Ahnlich wie schon beim LDL- und HDL-Cholesterin waren die Ergebnisse bei der Be-
trachtung der Relationen von freiem Cholesterin. Hier waren sowohl die Werte der
Hamochromatosepatienten als auch der Anamiepatienten gegentber der Kontroll-
gruppe signifikant erniedrigt. Bei experimentell eisentberladenen Ratten war hinge-
gen in einer Studie das freie Cholesterin im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant
erhoht [Brunet et al. (1999)].

Insgesamt lasst sich also eine verminderte Cholesterinkonzentration fir die Hamo-
chromatosepatienten und Anamiepatienten gegeniber der Kontrollgruppe anneh-
men. Dies zeigen auch die berechneten Gesamtcholesterinwerte. Es ergibt sich fur
die Kontrollgruppe ein Durchschnitts-Gesamtcholesterin von 237,29 mg/dl, welches
in Relation zur Hamochromatose- (Gesamtcholesterin=193,42 mg/dl) und Anamie-
gruppe (Gesamtcholesterin=182,73 mg/dl) erhoht ist. Ergebnisse bei ahnlichen Expe-
rimenten in der Literatur kdnnten kontroverser nicht sein: Bei Experimenten mit stark
eisenhaltiger Futterung von Ratten wurde, im Gegensatz zu Ergebnissen der vorlie-
genden Arbeit eine Hyperlipiddmie festgestellt [Fields und Lewis (1999)]. Auch bei
Anamiepatienten kam es, anders als in der vorliegenden Arbeit, nach Eisensubstitu-
tion zu einem erhdhten Serumcholesterin. Ebenso korrelierten im Tierexperiment mit
Ratten die Lebereisenwerte positiv mit den Cholesterinplasmaleveln [Bureau et al.
(1998b)] und Serumeisenwerte von Patienten ohne KHK, die auf kardiovaskulare
Risikofaktoren untersucht wurden, mit ihrem Serumcholesterin. All diese Daten ste-

hen im Gegensatz zu unseren Ergebnissen.
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Experimente hingegen an Kaninchen mit Hypercholesterindmie, in denen der Effekt
von Eisentberladung und Anamie auf Atherosklerose untersucht werden sollte, zeig-
ten, dass die Gruppe der eisentberladenen Kaninchen, jedoch nicht die der anami-
schen, wie in dieser Studie, eine Abnahme der Cholesterinwerte zu verzeichnen hat-
te. Dies war sowohl vor als auch nach Futterung mit cholesterinhaltiger Nahrung der
Fall [Dabbagh et al. (2007)]. Die Arbeitsgruppe interpretierte ihre Ergebnisse, indem
sie Eisen einen cholesterinsenkenden Effekt zusprach, was im Einklang mit den Da-
ten unserer Studie steht.

Weitere Stellen der Literatur verweisen gleichstimmig mit den Ergebnissen dieser
Studie auf einen generell erniedrigten Cholesterinspiegel speziell der Patienten mit
homozygoter Hamochromatose gegenuber den Normalpatienten. Dies bestéatigen
unsere Daten: Die homozygoten Hamochromatosepatienten weisen gegenuber fast
allen Gruppen anderer genetischer Ursache einen verringerten Cholesterinspiegel
auf. Ebenfalls ist ein verringerter LDL-, HDL- und freier Cholesterinspiegel im Ver-
gleich zur Kontrolle zu finden. Lediglich im VLDL, das nicht zu den cholesterinreichen
Lipoproteinfraktionen gehort, ist das Cholesterin im Vergleich zur Kontrolle erhéht.
Nach V. Herbert haben Amerikaner mit homozygoter Hamochromatose einen gene-
rell erniedrigten Cholesterinspiegel [Herbert (1994)], da der durch Eisenuberladung
induzierte Leberschaden die Lebercholesterinsynthese reduziere, die normalerweise
mit 85% zum zirkulierenden Serumplasma beitrage, wahrend es sich bei dem durch
Nahrung absorbierten Anteil lediglich um 15% handele [Herbert et al. (1990)]. Dies

kénnte auch ein Erklarungsmodell fur die Ergebnisse unserer Studie bilden.

Auch Experimente, die den Zusammenhang zwischen Eisenmangelanamie und Cho-
lesteringehalt untersuchten, liefern kontroverse Ergebnisse. Bei uns ergab sich, wie
auch schon bei der bereits betrachteten Eiseniiberladung, ein im LDL, HDL und der
Albuminfraktion gegentber der Kontrolle verringertes Cholesterin. Im VLDL fand sich
hingegen ein signifikant erhéhtes Cholesterin. Zwischen eisentberladener Gruppe
und Anamiegruppe wurden keine signifikanten Unterschiede festgestellt.

Ebenso ergab eine Studie an Madchen mit Eisenmangelandmie, dass sich zwischen
der Gruppe mit einem Hb<12 g/dl gegeniiber einer Kontrollgruppe zwar keine Ande-
rung in den Serumlipidkonzentrationen finden liel3, bei einer Neufassung der Gruppe
unter 8 g/dl sich im Cholesterin jedoch wie bei uns eine Abnahme fand [Choi et al.
(2001)]. Ahnliches ergaben Untersuchungen in einer Andmiestudie in Sri Lanka, die
eine Korrelation von Hb und Cholesterinspiegeln bei einem Hb kleiner 9 g/100 ml

ergaben.
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Ursachlich wurde ein die Cholesterinsynthese beeinflussender Effekt roter Blutkor-
perchen oder deren mobilisierender Einfluss auf die Freisetzung von Cholesterin aus
dem Gewebe ins Plasma angenommen [Ohira et al. (1980)]. Dieser Effekt konnte
auch fur die Resultate unserer Studie verantwortlich sein.

In einer weiteren Studie wurde hingegen genau das Gegenteil herausgefunden: Bei
Kindern mit Eisenmangelanamie stellte man eine Zunahme des Gesamtcholesterins
fest [Tanzer et al. (2001)], was im Gegensatz zu den Ergebnissen unserer Studie
steht. Zusammenfassend lasst sich sagen, dass sich ein U-férmiger Zusammenhang
fur den Zusammenhang von Eisen und Cholesterinprofilen ergibt.

Auch die Triglyceridwerte der einzelnen Lipoproteinfraktionen wurden bei eiseniber-
ladenen Patienten, Anamiepatienten und einer Kontrollgruppe untersucht und einan-
der gegenlbergestellt. Diese Vorgehensweise ist so nicht in der Literatur zu finden.
Es wurden in der Literatur lediglich Zusammenhange der Gruppen mit Gesamtrigly-
ceridwerten hergestellt. Vor diesem Hintergrund sollen die Ergebnisse dieser Expe-
rimente dargestellt werden, was sich durch die in den Lipoproteinfraktionen zum Teil
divergierenden Relationen der Gruppen nicht pauschal bewerkstelligen lasst.
Eindeutig sind die Ergebnisse fir die Triglyceridbestimmung lediglich in der Anamie-
gruppe: Im Vergleich zur Kontrollgruppe sind die Werte in der LDL-, HDL- und Al-
buminfraktion sowie das aus den FPLC-Fraktionen errechnete Gesamittriglycerid
signifikant verringert. Dieses Ergebnis findet sich auch in einer Studie mit anami-
schen Madchen mit einem Hb<8 g/dl wieder: Die Serum-Triglyceridwerte fielen halb
so hoch wie die der Kontrollgruppe aus und stiegen nach Eisensupplementation wie-
der an [Choi et al. 2001)]. Im Gegensatz dazu stehen Ergebnisse einer Studie an
anamischen Kindern, die einen Zusammenhang von erhohtem Gesamtriglyceridwert
und Eisenmangel feststellte und dies auf eine verminderte Carnitinproduktion zurtick-
fuhrte [Tanzer et al. (2001)]. Eine weitere These zu diesem Forschungsgebiet postu-
liert, dass es keinen Zusammenhang zwischen Hb-Werten und Triglyceriden gabe
[Ohira et al. (1980)].

Weniger eindeutig hingegen féllt die Relation der Triglyceridwerte der eisenliberlade-
nen Patienten zur Kontrollgruppe aus. Wahrend die Triglyceridwerte der Hamochro-
matosepatienten in der VLDL-Fraktion signifikant erhéht sind, sind sie in der LDL-
und Albuminfraktion signifikant verringert. Zwischen errechnetem Gesamttriglycerid
der Hamochromatose- und Kontrollgruppe findet sich jedoch kein signifikanter Unter-

schied.



87
Diskussion

Bei der VLDL-Fraktion handelt es sich um die an Triglyceriden reichste Fraktion. Da
die Triglyceridwerte der Hamochromatosepatienten im Vergleich zur Kontrolle in die-
ser Fraktion signifikant erhoht sind, sowie im Vergleich zur extrem im Eisenstatus
divergierenden Gruppe der Anadmiepatienten in der VLDL-, HDL- und Albuminfraktion
ebenfalls signifikant erhéht sind, lasst sich ein Zusammenhang zwischen Eisenulber-
ladung und Triglyceridanstieg, v.a im VLDL, annehmen.

Dies lasst sich vielfach in der Literatur wiederfinden. Im Tierexperiment wurde eine
direkte Relation von Plasmatriglyceridwerten und Lebereisenstatus von Ratten auf-
gezeigt [Bureau et al. (1998b)]. Ahnliche Untersuchungen zeigten einen Triglyce-
ridanstieg bei experimentell Gberladenen Ratten [Brunet et al. (1999)].

Auch Studien am Menschen konnten den Zusammenhang von Eisen und Triglyce-
ridstatus belegen, indem eine positive Korrelation von Serumeisen- und Serumtrigly-
ceridwerten nachgewiesen wurde [Alissa et al. (2007)]. Ebenso fand sich in einer
sechsjahrigen Diabetesstudie, die den Einfluss von Ferritin und Transferrin auf Pa-
rameter des metabolischen Syndroms untersuchte, dass es sich bei dem Parameter,
der am starksten mit Ferritin und Transferrin korrelierte, um die Hypertriglyceridamie
handelte [Vari et al. (2007)].

Des Weiteren wurden in der vorliegenden Arbeit die Triglyceridwerte der Hamochro-
matosepatienten mit unterschiedlichen Mutationen im HFE-Gen einander gegen-
Ubergestellt. Es finden sich keinerlei ahnliche Formen der Datenerhebung in der Lite-
ratur. In unseren Untersuchungen ergeben sich lediglich zwei Signifikanzen in der
HDL-Fraktion zwischen der Gruppe homozygoter Hamochromatosepatienten und
Patienten ohne Mutation im HFE-Gen, sowie zwischen compound-heterozygoter und
homozygoter H63D-Gruppe. Die Unterschiede sind mit einem p=0,044 und einem
p=0,045 jedoch an der Grenze des Signifikanzniveaus angesiedelt und aufgrund der

geringen StichprobengroRe als zufallig anzusehen.
5.2 Fettsaureanalyse

5.2.1 Methodik und Einflussgréf3en

Mittels Gaschromatographie wurden die drei Gruppen unterschiedlichen Eisenstatus
auf ihre Fettsdurezusammensetzung untersucht. Bei der Gaschromatographie han-
delt es sich um die géngigste Methode zur Fettsdureanalyse [Arab und Akbar
(2002)]. Um akzeptable analytische Préazision zu erhalten, ist es nétig, dass der Gas-
chromatograph mit einem Autoinjektor ausgestattet ist [Palmquist und Jenkins

(2003)], wie es bei uns der Fall war.
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Ein wichtiger Faktor zur korrekten Analyse ist der interne Standard, fir den 4 Krite-

rien zutreffen sollten:

1. Es muss sich um eine Fettsaure handeln, die nicht in der Probe enthalten ist.

2. Sie sollte &hnliche chemische Eigenschaften wie die unbekannten Fettsduren
besitzen (Esterifizierung, Verhalten im Gaschromatographen, etc.).

3. Sie sollte fertig verfiigbar sein.

4. Sie sollte 6konomisch sein [Palmquist und Jenkins (2003)].

Diese Eigenschaften werden von unserem Heptadekansaurestandard (17:0) erfullt.
Alle GC-Laufe wurden in Doppelbestimmung durchgefihrt. Es wurden Abweichungen
von 10 %, in Einzelfallen Abweichungen bis zu 20 % toleriert. Bei den Abweichungen
von 20 % handelte es sich meistens um die Fettsduren geringer Konzentration wie
Myristol-, Eicosadien- und Eicosatriensaure auf Grund ihres grol3eren Variationskoef-
fizienten. Zu grol3eren Abweichungen wegen technischer Probleme kam es bei Eru-
ca- und Nervonsaure: Hier war es dem Auswertungsprogramm oft nicht moglich, zwi-
schen Storpeaks und den Peaks der Fettsduren zu unterscheiden.

Deshalb wurden Myrist6l-, Eruca- und 14-17-Eicosadiensaure nicht dargestellt.

Wie schon beim Vergleich der Cholesterin- und Triglyceridverteilung in den Lipopro-
teinen, stellt sich auch bei der Betrachtung der Fettsaureprofile die Frage, ob die
Auswahl der Kontrollgruppe nicht bereits einen Einfluss auf die Zusammensetzung
der Fettsauren hat. Da es sich bei den Kontrollprobanden um die Nachkommen von
Diabetes mellitus Typ Il Patienten handelt, lieRe sich annehmen, dass sich ein fur
den Diabetes pradisponierendes Fettsaureprofil finden lieRe. Wie die epidemiologi-
sche Studie der Uppsala Longitudinal Study of Adult Men (=ULSAM) zeigte, fanden
sich sowohl in prospektiven als auch in Querschnittsstudien typische Fettsauremus-
ter, die einen Typ Il Diabetes voraussagen konnten [Salomaa et al. (1990), Vessby et
al. (1994), Laaksonen et al. (2002), Wang et al. (2003), Hodge et al. (2007), Riserus
(2008)]. Typisch waren dabei ein erhéhter Palmitin- und Palmitdlsdurespiegel, sowie
ein herabgesetzter Linolsaurespiegel. Die Kontrollgruppe wies jedoch im Gegenteil
einen gegeniber der Hamochromatose- und Anamiegruppe verminderten Palmitin-
und Palmitélsaurespiegel, sowie im Vergleich zur Hamochromatosegruppe einen
signifikant erhdhten Linolsaureanteil auf (zur Anamiegruppe keine signifikante Ab-
weichung), was einen Fehler durch Auswahl der Kontrollgruppe unwahrscheinlich
macht.
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Moglich ware auch eine Verzerrung der Fettsdurekomposition durch ein unterschied-
liches Erndhrungsverhalten, da die Fettsdurekomposition in Plasmalipiden teilweise
die Zusammensetzung der Nahrungsfette reflektiert [Riserus (2008)]. Da es sich bei
der HAmochromatose- und Anamiegruppe um kranke Probanden handelt, kbnnte mit
einer bewussteren Erndhrung, also einem héheren Anteil an mehrfach ungesattigten
Fettsduren gerechnet werden. Dies spiegelt auch die Konstellation unserer Ergebnis-

se wider, sodass eine Verzerrung nicht auszuschliel3en ist.

5.2.2 Diskussionen zu Zusammenhangen von Eisen und Fettsaureprofilen in

der Literatur

Uber den Zusammenhang zwischen Eisenstatus und Fettsaurezusammensetzung
findet sich nur wenig Literatur. Erst kirzlich wurden erste Ergebnisse veréffentlicht,
die auf einen Zusammenhang hindeuten. Es wurden bei Mausen mit experimenteller
Lebereisentberladung Veranderungen der Leberproteine, die eine Rolle in der Fett-
saureoxidation spielen, gefunden [Petrak et al. (2007)]. In Experimenten mit HFE(-/-)

(=knockout) Mausen kam es zu einer verminderten Expression der Schliisselenzyme
fur die B-Oxidation langkettiger Fettsauren. Auch die Transkription von Enzymen, die
fur die drei Schritte der [3-Oxidation verantwortlich sind, waren herunterreguliert
[Coppin et al. (2007)]. Es lieRe sich folglich ein verminderter Fettsaureabbau speziell
langkettiger Fettsauren mit einem konsekutiv erhdhten Serumspiegel erwarten. Diese
Beobachtungen sind nur zum Teil kongruent mit Ergebnissen der vorliegenden Un-
tersuchungen: Da nur langkettige Fettsduren untersucht wurden, lasst sich ein pro-
zentual héherer Anteil von lang- im Vergleich zu kurz- und mittelkettigen Fettsduren
in den einzelnen Gruppen nicht bestimmen. Ein Vergleich zwischen den Gruppen
zeigt zwar, dass der Gesamtfettsduregehalt der eiseniberladenen Gruppe gegen-
Uber dem Gehalt der Anamiepatienten signifikant erhoht ist, sich gegenuber der
Kontrollgruppe jedoch kein signifikanter Unterschied abzeichnet. In einer Studie, die
den Zusammenhang von Eisensubstitution auf den Fettsauregehalt der Muttermilch
untersuchte, fand sich eine Reduzierung der einfach- und mehrfachungesattigten
Fettséduren [Friel et al. (2007)]. Diese Beobachtungen stehen im Gegensatz zu unse-
ren Ergebnissen, die im Gegenteil eine Zunahme der einfach- und mehrfachungesat-
tigten Fettsauren sowohl bei Andmie- als auch bei Hamochromatosepatienten zeigte.
Es ist jedoch nicht davon auszugehen, dass Eisensubstitution mit krankhafter Eisen-

Uberladung, sowie Muttermilchspiegel mit Serumspiegeln gleichzusetzen sind.
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Auch wenn in den Literaturdatenbanken tber den Zusammenhang von Eisen- und
Fettsdurestoffwechsel wenig im Hinblick auf unsere Arbeit zu finden ist, wird doch
des Ofteren auf die Wirkung von Eisen auf die Fettsaureoxidation verwiesen. So de-
klarierten beispielsweise Lee et al., dass Fe?*, welches bei Eisenuiberladung hochre-
guliert sei, Uber die Fentonreaktion die Bildung von Hydroxylradikalen induziere. Die-
se konnten dann die prototypische Omega-6-Fettsdure Linolsdure zu 13-
hydroperoxy-9,11-(Z,E)-Octadekadiensaure konvertieren [Lee et al. (2005)]. Auch
Friel et al. verweisen auf eine durch Eisen induzierte Lipidperoxidation via Fenton-
reaktion [Friel et al. (2007)].

Diese fuhre zu einer Zerstérung mehrfach ungeséttigter Fettsauren mit konsekutiv
erniedrigtem Anteil ungeséttigter Fettsauren. Dies steht in Kontrast zu den Ergebnis-
sen der vorliegenden Arbeit: Der Anteil mehrfach ungesattigter Fettsauren war bei
den Hamochromatosepatienten, wie oben diskutiert, im Vergleich zur Kontrollgruppe

signifikant erhoht.

Eine andere Betrachtungsweise findet sich bei Kohgo et al., die nicht Eisen als Ursa-
che fur einen veranderten Fettsdurestatus annehmen, sondern von umgedrehter Ur-
sache-Wirkungs-Beziehung ausgehen. So geben sie an, dass sich Nachweise h&u-
fen, die fUr einen den Eisenstatus beeinflussenden Effekt von Fettsaureakkumulation
sprechen [Kohgo et al. (2007)].

5.2.3 Interpretation der Ergebnisse der Fettsaureanalyse

Die Plasmafettsaurekomposition spiegelt jedoch nur teilweise, wie unter 5.2.1 be-
schrieben, die Komposition der Nahrungsfette wider und reflektiert ebenso die Aktivi-
tat von Enzymen, die fur die Synthese, Desaturierung und Elongation von Fettsauren
zustandig sind. Diese Enzymaktivitaten sind nicht ausschlie3lich durch die Nahrungs-
fette determiniert, sondern ebenso durch genetische und hormonelle Faktoren, sowie
Faktoren des Lebensstils [Vessby et al. (2002)]. Wie unsere Ergebnisse zeigen, fin-
den sich signifikante Unterschiede zwischen den gesattigten, sowie einfach und
mehrfach ungesattigten Fettsduren. Dabei &hneln die Profile von Anamie- und Ha-
mochromatosegruppe sich stark und verlaufen diskordant zur Kontrollgruppe: Wah-
rend die Anamie- und Hamochromatosepatienten im Vergleich zur Kontrolle signifi-
kant niedrigere Konzentrationen aufweisen, sind es bei den einfach ungesattigten
Fettsauren nur gering niedrigere Konzentrationen. Bei den mehrfach ungesattigten
Fettsduren sind im Gegensatz dazu die Konzentrationen der Hamochromatose- und

Anamiepatienten signifikant erhoht.
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Auf Grund des hohen Signifikanzniveaus der Unterschiede von Hamochromatose-
und Anamiepatienten gegenuber der Kontrolle und der konkordanten Profile dieser
zwei Gruppen gegeniber der Kontrolle konnte ein moglicher Einfluss von Eisen auf
die Aktivitat der oben genannten Enzyme im Sinne einer U-Kurve angenommen wer-
den. Dabei ist die Synthese gesattigter und einfach ungesattigter Fettsauren vor al-
lem von den Elongasen 1, 3, 6 und der Delta-9-Desaturase abhéngig. Diese Fettséu-
ren sind bei eisenuiberladenen Patienten und Anamiepatienten im Vergleich zur Kon-
trolle erniedrigt. Die mehrfach ungesattigten Fettsduren sind hingegen vor allem Syn-
theseprodukte der Delta-6- und Delta-5-Desaturase, sowie der Elongasen 2 und 5.
Diese Fettsauren sind bei Eisentberladung und Anamie erhoht.

Ein bei normalem Eisenstatus aktiviertes Enzymprofil zur Synthese gesattigter Fett-

sauren konnte ein mogliches Erklarungsmodell bieten.
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Abbildung 52 Schema der Fettsauresynthesepfade langkettiger Fettsauren (L. Scherer 2008, IBMII)

SCD=Stearoyl-CoA-Desaturase=Delta-9-Desaturase, SCDE=selbst gewéhlte Bezeichnung der
ELOVL 1 und 3 abhangigen Fettsdauren des SCD-Pfades, ELOVL=Elongase of very long chain fatty
acids

Einen weiteren Erklarungsansatz kénnte der Einfluss des Eisenstatus auf die Aktivitat
des Fettsdureabbaus darstellen. Dabei ware eine Aktivitatssteigerung bei einem mitt-

leren Eisengehalt fir mehrfach ungeséttigte Fettsduren anzunehmen.
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Auch bei der Betrachtung der einzelnen Synthesepfade der Fettsauren kdnnte ein
Zusammenhang zwischen Eisenstatus und der Aktivitat einzelner Enzyme der Fett-
sauresynthese naheliegen. Besondere Aussagekraft ermdglichen dabei die Betrach-
tungen der Enzyme des SCD- und SCDE-Pfades, da fast alle Fettsauren dieser
Stoffwechselwege bestimmt wurden und lediglich jeweils zwei Enzyme in die Synthe-
se involviert sind. Dies ermdglicht, Aussagen uber die Aktivitdten einzelner Enzyme
durch Bildung des Quotienten von Fettsaurekonzentrationen vor und nach der enzy-
matischen Reaktion zu treffen.

Betrachtet man vor diesem Hintergrund nun die Fettsdureprofile des SCD-Pfades,
fallt auf, dass die Konzentrationen der Anamie- und Hamochromatosepatienten ge-
genuber der Kontrolle in allen untersuchten Fettsauren erhoht sind. Dies kdnnte auf

einen Einfluss von Eisen auf die ELOVL 6 bzw. Delta-9-Desaturase schlielRen lassen.
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Abbildung 53 Uberlblick iiber die Enzyme der unterschiedlichen Fettsauresynthesepfade (L. Scherer
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SCD=Stearoyl-CoA-Desaturase=Delta-9-Desaturase, SCDE=selbst gewahlte Bezeichnung der

ELOVL 1 und 3 abhéangigen Fettsduren des SCD-Pfades, ELOVL=Elongase of very long chain fatty
acids
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Im SCDE-Pfad erkennt man hingegen ein kontroverses Bild. Hier sind die Fettsaure-
konzentrationen der Hamochromatose- und Anadmiegruppen im Vergleich zur Kont-
rolle vermindert, diese Fettsduren werden im Gegensatz zu den Fettsauren des
SCD-Pfades jedoch durch die Elongasen 1 und 3 synthetisiert, was einen gegenlau-
figen Effekt auf die Enzyme der unterschiedlichen Pfade nahelegt. Diese Hypothese
wird durch die Tatsache, dass es sich bei der SCD um ein Nicht-Ham-Eisenenzym
[Heinemann und Ozols (2003)] sowie um einen wichtigen metabolischen Kontroll-
punkt [Paton und Ntambi (2008)] handelt, gestiitzt. Die einzige Ausnahme im SCDE-
Pfad bildet die Konzentration der Nervonsaure in der Anamiegruppe, diese leichte
Anhebung der Fraktion gegentber der Kontrolle ist jedoch nicht signifikant. Da es,
wie bereits diskutiert, bei der Nervonsaure zu starker Uberladung durch Storpeaks

kam, ist die Aussagekraft des Vergleichs dieser Saure ohnehin anzuzweifeln.

Betrachtet man die vorab diskutierten Fettsadureprofile vor allem im SCD-, SCDE-
Pfad, sowie nach gesattigt, einfach und mehrfach ungesattigten Fettsauren und Cho-
lesterinprofilen, dréangt sich der Gedanke an einen U-formigen Zusammenhang zwi-
schen Eisenstatus und Fettsaure- bzw. Cholesterinprofilen auf. Dieser U-férmige Zu-
sammenhang impliziert, dass die beiden in ihrem Eisenstatus extrem divergierenden
Gruppen, namlich die Andmiegruppe und die Gruppe eisenuberladener Patienten,
ahnliche Cholesterin- und Fettsaureprofile aufweisen, wahrend die Kontrollgruppe
sich kontrovers verhalt und somit den Boden des Us bildet.

Die oben aufgeflihrten Korrelationstabellen kénnen diesen Zusammenhang jedoch
nicht bestatigen. Problematisch war bei den Korrelationstabellen jedoch, dass auf
Grund der fehlenden Daten fiir die Kontrollgruppe bezlglich der Eisenparameter kei-
ne gesamtheitliche Korrelation, sondern nur eine Korrelation in den einzelnen Grup-
pen durchgefihrt werden konnte. Deshalb soll hier auch nur kurz darauf eingegan-
gen werden. Geht man von Normalwerten fur diese klinisch gesunde Gruppe (fur Hb
bzw. Ferritin) aus, ergeben sich U-formige Zusammenhénge, diese wirden sich
wahrscheinlich auch in einer gesamtheitlichen Korrelationstabelle von Anamie-, Ha-
mochromatosegruppe und Kontrolle niederschlagen. Am Beispiel der Fettsauren mit
unterschiedlichem Sattigungsgrad zeigen folgende Abbildungen mit geschatzten Fer-

ritinwerten flr gesunde Probanden, wie ein Zusammenhang aussehen kénnte.
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U-formige Korrelation der gesattigten und mehrfach ungesattigten

Fettsauren mit geschéatzten Ferritinwerten flr die Kontrollgruppe
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Abbildung 54 U-férmige Korrelation der gesattigten und mehrfachungesattigten Fettsduren mit ge-

schéatzten Ferritinwerten fur die Kontrollgruppe ( 70 bis 120 ng/ml)

Safa=Saturated fatty acids, Pufa=Polyunsaturated fatty acids

U-formige Korrelation der w3- und w6-Fettsduren mit ge-

schatzten Ferritinwerten fir die Kontrollgruppe
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Abbildung 55 U-férmige Korrelation der w3- und w6-Fettsauren mit geschatzten Ferritinwerten fir
die Kontrollgruppe ( 70 bis 120 ng/ml)



95
Diskussion

Dieser U-formige Zusammenhang von Eisenmangel und Eisenuberladung wurde von
Walter et al. 2002 im Hinblick auf ein U-férmiges Risikoprofil bereits beschrieben.

Als Erklarungsansatz wurde der bei Eiseniberladung ebenso wie bei Eisenmangel
erhohte oxidative Stress, der Uber Lipidperoxidation auf den Fettstoffwechsel einwir-
ken kénne, herangefuhrt. Theorien dazu sind die bei Eisenmangel erhéhte Kupferre-
sorption (diese fuhrt ebenfalls zum Ablauf der Fentonreaktion), die Minderung von
eisenabhéngigen Reparaturenzymen, die Uber Minderung der Zytochrome im Elekt-
ronentransport erhéhte O,-Freisetzung aus den Mitochondrien sowie die Abnahme
der Ferrooxidaseaktivitat durch Herunterregelung von Ferritin [Walter et al. (2002)].
Zwar findet sich sowohl in dem beschriebenen Risikoprofil von Walter et al. 2002, als
auch fur Fettsaure- und Cholesterinwerte dieser Arbeit im Hinblick auf den Eisensta-
tus ein U-férmiger Zusammenhang, jedoch weisen gerade die Anamie- und Hamo-
chromatosepatienten ein Fettsdure- und Cholesterinprofil auf, welches ein erhdhtes
Risiko unwahrscheinlich macht.

Bei der Betrachtung der absoluten Fettsaurekonzentrationen féllt auf, dass die Ge-
samtfettsdurekonzentration der Andmiepatienten sowohl gegeniber der Kontroll-
gruppe als auch gegeniber der eisenuberladenen Gruppe hochsignifikant abweicht.
Zuerst lasst sich an einen nahrungsbedingten Einfluss denken, der sich aber vor dem
Hintergrund eines gegenuber der eisentberladenen Gruppe lediglich geringfiigig ab-
weichenden Gewichts und eines nicht signifikanten Abweichens gegentiber beiden
Gruppen im BMI nicht erhartet. Auch fallt auf, dass der Gesamttriglyceridwert der
Anamiepatienten ebenfalls in Relation zu den Kontroll- und eiseniberladenen Pro-
banden signifikant verringert ist. Dies unterstitzt die Hypothese, dass es sich um rea-
le Erniedrigungen von Gesamttriglycerid- und Gesamtfettsauren handelt, da sie in
unabhangigen Messungen ermittelt wurden und Triglyceride zu einem grofR3en Anteil
aus Fettsauren bestehen, die beiden Werte also abhangig voneinander sind. Dies
konnte fur eine verminderte Synthese der in der Leber synthetisierten Triglyceride

und Fettsduren oder eine erhéhte periphere Clearance bei Eisenmangel sprechen.
5.3 Fettsaureanalysen der Lipoproteinfraktionen

5.3.1 Methodik und Einflussgrof3en

Den grofdten Bestandteil dieses Teils der Studie stellen Versuche zur Kombination

von FPLC und Gaschromatographie dar.
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Dadurch sollte es mdglich werden, die Fettsdurezusammensetzung der einzelnen
Lipoproteinfraktionen zu detektieren, so wie es vorher schon fur das Cholesterin und
die Triglyceride moglich war. Da die Entwicklung der Methode mit stetigen Verbesse-
rungen und Veranderungen und deshalb mit einem erhdhten Zeitaufwand verbunden
war, wurden die Untersuchungen lediglich an einer kleinen Stichprobe durchgefihrt.
Es wurden je finf Patientenseren der Hamochromatosegruppe mit fiinf Patientense-
ren der Anamiegruppe verglichen. Arbeiten zur Entwicklung dieser Methode wurden

im Rahmen einer weiteren Dissertationsarbeit im selben Labor fortgesetzt.

Wie schon bei der Fettsdurebestimmung fur das Gesamtserum wurden alle GC-
Laufe in Doppelbestimmung durchgefiihrt. Wenn auch der grof3te Teil der Doppelbe-
stimmungen keine Abweichungen Uber 10 % aufwies, musste in Einzelfallen eine
Abweichung der Doppelwerte von bis zu 25 % toleriert werden.

Bei der Entwicklung der Methode traten zahlreiche Probleme auf, die jedoch im Laufe
der Entwicklung auch gelost werden konnten. Problematisch war v.a. die lange Pro-
zedur des FPLC-Laufs. Oxidationen konnten so zu einer Verfalschung der einzelnen
Fettsaurekonzentrationen fihren. Folglich wurde der FPLC-Lauf nicht bis zum Ende
der Waschphase der Saule und damit nicht bis zum Ende des Gesamtlaufes abge-
wartet, sondern die Fraktionen bereits nach Beendigung der Kollektionsphase dem
Gerat entnommen und mit einem Oxidationsschutz versetzt, was die vulnerable Pha-
se von 1 Stunde 40 Minuten auf 45 Minuten minimierte, jedoch fir die Auswertung
der FPLC-L&aufe keine Konsequenzen hatte.

Ein weiteres Problem stellte die Inkonstanz der Fraktionsgrof3e der FPLC-Fraktionen
dar. Es musste beim Poolen jede Fraktion bis auf 10 pl genau einpipettiert und das
genaue Volumen notiert werden. Durch die Auftrennung mittels FPLC waren die
Konzentrationen der einzelnen Fettsauren stark verringert, so dass ein blo3es
Poolen der Fraktionen mit anschliefendem Vorgehen wie unter 2.2 nicht mdglich
war. Diese Schwierigkeit wurde durch Konzentrationsanhebung mittels Gefriertrock-
nung bewaltigt. Bei der Gefriertrocknung traten jedoch weitere Probleme auf: Durch
die normalerweise grol3e Oberflache des Gefal3es, in dem gefriergetrocknet werden
soll, wird ein durch den hohen Unterdruck katalysiertes Entweichen des Eispropfes
bei der Erstarrung verhindert. Da es in diesem Fall aber nétig war, ein schmales
Reagenzglas zu nutzen, um das spéatere Abpipettieren des Uberstandes zu ermogli-
chen, kam es beim ersten Durchlauf zu Probenverlusten, was sich auch in einer ho-

hen Divergenz der Doppelbestimmungen widerspiegelte.



97
Diskussion

Auch ein vorheriges Gefrieren brachte keine Verbesserung, da es nach dem Aufset-
zen der Glocke erneut zum Schmelzvorgang der Pools kam. Die Reagenzglaser
wurden in Schréaglage gefriergetrocknet. So konnte die Oberflache im Verhaltnis zum
Flissigkeitsvolumen vergroRert und die Problematik verringert, nicht jedoch ganz

behoben werden.

5.3.2 Diskussionen zu Zusammenhéangen von Eisen und Fettséureprofilen in

den Lipoproteinfraktionen in der Literatur

In der Literatur lasst sich zu Bestrebungen dieser Art von Untersuchungen wenig fin-
den. Lediglich Antébi et al. fanden bei Experimenten an eiseniiberladenen Ratten
heraus, dass Eiseniuberladung wahrscheinlich die Lipid-Fettsaurezusammensetzung

in Lipoproteinen verandert [Antébi et al. (1995)].

5.3.3 Interpretation der Ergebnisse der Fettsdureanalyse

Es ist fraglich, ob bei diesem Stand der Entwicklung im Hinblick auf die methodi-
schen Fehler ein Vergleich der Gruppen Uberhaupt sinnvoll ist. Es lassen sich auch
nur geringe Unterschiede erfassen. Eine Wiederholung der Messung mit vergrof3erter
Stichprobe und einheitlichem methodischen Vorgehen ware zur Verifizierung der Un-

terschiede notig.
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6 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob es im Plasma von Patienten mit Ei-
senuberladung und Eisenmangel zu Veranderungen in Lipoprotein-Profilen und in
der Fettsaurezusammensetzung kommt. Hintergrund ist die Diskussion in der Litera-
tur, dass ein erhohter Eisenbestand durch Stimulation der Fenton-Reaktion zu einer
Oxidation von mehrfach ungesattigten Fettsduren fuhrt. Ebenso kann Eisenmangel
durch vermehrte Kupferresorption, durch die Minderung von eisenabhéangigen Repa-
raturenzymen sowie durch die Abnahme der Ferrooxidaseaktivitat, erh6hten oxidati-
ven Stress bedingen und somit Auswirkungen auf die Lipidkomposition im Plasma

haben.

Untersucht wurde eingefrorenes Plasma von 110 Patienten mit hereditarer Eisen-
Uberladung sowie von 43 Patienten mit Eisenmangelanamie aus der Eisenstoffwech-
selambulanz des UKE. Als Kontrollgruppe standen frische Serumproben von 79
Probanden aus der Lilly-Offspring-Studie zur Verfigung. Dabei wurden Plasmalipop-
roteine mittels FPLC aufgetrennt und die Lipoproteinmuster der einzelnen Gruppen
verglichen. In Teilgruppen der Patienten wurden 22 verschiedene Fettsauren im Ge-
samtplasma mittels Gaschromatographie aufgetrennt und quantifiziert. Weiterhin
wurden Vorversuche zur Bestimmung von Fettsduren in durch FPLC getrennten

VLDL-, LDL-, HDL-, ,freie Fettsauren“-Lipoproteinfraktionen durchgefthrt.

Als wesentliches Ergebnis wurde gefunden, dass sich im vorliegenden Probenmate-
rial die Fettsaureprofile und Cholesterinmuster bei Patienten mit Eisenuberladung
und Eisenmangel &hnelten, sich aber deutlich von der Kontrollgruppe mit normalem
Eisenstatus unterschieden. Eisenmangel- und eisentberladene Patienten zeigten
dabei niedriges LDL- und Gesamtcholesterin, einen geringen Anteil gesattigter und
einfach ungesattigter, einen hohen Anteil gesattigter Fettsauren und einen hohen
Anteil an Fettsauren des SCD-Pfades. Methodisch konnte gezeigt werden, dass man
das Gesamtcholesterin und die Gesamttriglyceride aus den FPLC-Fraktionen be-
rechnen kann. Ferner konnte die Fettsaurezusammensetzung direkt in den FPLC-
Lipoproteinfraktionen bestimmt werden. Der neue Befund, dass der Eisenstatus von
Patienten eine solch starke Auswirkung auf das Lipoproteinmuster hat, muss durch
weitere Untersuchung abgesichert werden. Ein unklarer Einflu3faktor in dieser Arbeit

war die Verwendung von eingefrorenen Proben.
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8 Abkirzungsverzeichnis

ABCAl
ACAT
Acetyl-CoA
Apo
R-HMG-CoA-Reduktase
BHT
BMP
CETP
DcytB
DMT1
ELOVL
ER

FPLC
GC
HAMP
Hb

HCP1
HDL
HDLe
HFE-Gen
HJIV
HMG
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IDL

IMP-Weg
IRE
IREG1
IRP
kDa
KHK
LCAT
LDL
LEAP
LIC
LPL
LRP1
MeOH
Mufa
MHC1
MTTP
MRNA
Pufa

ATP-Binding Cassette Transporter Member 1
Acyl Cholesterin Acyltransferase

Acetyl Coenzym A

Apolipoprotein
B-Hydroxy-B-Methylglutaryl-Coenzym A-Reduktase
Butylhydroxytoluol

Bone Morphogenic Protein
Cholesterinestertransferprotein

Duodenal Cytochrom B

Divalent Metal Transporter 1

Elongase Of Very Long Chain Fatty Acids
Endoplasmatisches Retikulum

Fast Protein Liquid Chromatography
Gaschromatograph

Hepcidin Antimicrobial Peptide
Hamoglobin

H&am Carrier Protein 1

High Density Lipoprotein

ApoE-reiches HDL
Hamochromatose-Gen

Hemojuvelin

Hydroxy Methyl Glutaryl

Institut fir Biochemie und Molekulare Zellbiologie
Intermediate Density Lipoprotein
Interleukin
Integrin/Mobilferrin/Parferritin-Weg

Iron Responsive Element

Iron Regulated Transporter 1

Iron Regulatory Protein

Kilodalton

Koronare Herzkrankheit

Lecithin Cholesterin Acyltransferase

Low Density Lipoprotein

Leber Antimikrobielles Peptid

Liver Iron Concentration
Lipoproteinlipase

Low Density Lipoprotein Related Protein 1
Methanol

Monounsaturated fatty acids

Major Histocompatibility Complex Class 1
Mikrosomales Triglyceridtransferprotein
Messenger Ribonucleic Acid

Polyunsaturated fatty acids
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RES

Rpm
Safa
SLC11A3
SCD
SREBP
STIR
TAG

TG
TMPRSS6
TR
VLDL
VTV

Reticulo Endotheliales System
Revolutions per minute

Saturated fatty acids

Solute Carrier Family 11 Member A3
Stearyl-CoA-Desaturase

Sterol Regulatory Element-Binding Protein
Soluble Transferrin Receptor
Triacylglycerin=Triglycerid
Triglycerid=Triacylglycerin
Transmembran Protease, Serin 6
Transferrin Receptor

Very Low Density Lipoprotein
VLDL-Transportvesikel
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Anhang
9 Anhang
9.1 Hintergrunddaten der Gruppen far die FPLC-Fraktionierung
Anamiepatienten Serumnummer Geschlecht Alter Entnahmedatum Hb
1 30304 M 42 10.02.2003 7,6
2 30527 W 38 26.06.2003 10,1
3 30536 W 35 30.06.2003 9,5
] 30560 m 66 10.07.2003 10,4
5 30579 W 50 04.08.2003 10,6
6 30690 v 35 08.10.2003 9,5
7 30693 m 54 09.10.2003 106
8 30750 v 40 20.11.2003 8,6
9 30762 W 52 17.11.203 9,0
10 30830 i 45 15.01.2004 10,6
11 30906 W 38 01.03.2004 77
12 30915 v 49 04.03.2004 109
13 30959 W 24 25.03.2004 71
14 31007 v 67 26.04.2004 119
15 31009 W 61 26.04.2004 10,2
16 31087 v 25 14.06.2004 6,2
17 31274 W 41 08.11.2004 91
18 31307 v 18 06.12.2004 116
19 31336 W 17 10.01.2005 94
20 31428 i 47 17.03.2005 9.8
pil 31489 m 45 03.05.2005 6,4
n 31520 v 46 06.06.2005 8,7
n 31558 W 71 05.07.2005 9,3
1] 31651 v 81 17.10.2005 101
25 31808 W 51 03.03.2006 119
26 31826 v 33 23.03.2006 116
7 31949 W 37 17.06.2006 8,5
28 31950 i 41 27.06.2006 78
29 32026 W 61 71.08.2006 83
30 32031 v 43 14.08.2006 118
31 32033 W 41 25.08.2006 9,3
32 32052 i 41 06.09.2006 10,9
33 32132 W 43 23.10.2006 75
34 32180 W 33 04.12.2006 9,0
35 32181 W 24 12.04.2006 101
36 32234 m 67 16.01.2007 9,7
37 32238 w 77 18.01.2007 99
33 32373 v 23 14,05.2007 96
39 32384 W 50 24.05.2007 112
40 32304 W 70 05.06.2007 11,6
1 32395 v 74 6.06.2007 10,0
12 32503 i 55 23.08.2007 11,4
B 32504 v 49 13.08.2007 111

Abbildung 56 Hintergrunddaten der Anamiepatienten, Hb = Hadmoglobin
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Anhang
Patienten mit compound
heterozygoter HFE-
Mutation Serumnummer | Geschlecht Alter Entnahmedatum LIC SFtn Tfs
1 30205 m 69 12/12/02 852 525 81
2 30355 w 48 3/17/03 930 235 56
3 31015 W 65 4/27/04 1008 87 10
4 31320 W 66 12/15/04 1163 399 37
5 31391 w 51 2/14/05 766 261 57
6 31423 \ 65 3/14/05 1816 1147 58
7 31548 m 58 6/28/05 891 567 59
8 31787 m 61 2/21/06 1607 974 57
9 31827 w 63 3/27/06 1130 424 50
10 31886 w 59 5/12/06 1070 134 51
11 32017 W 47 8/17/06 749 256 62
12 32074 W 53 9/18/06 877 136 51
13 32161 m 54 11/16/06 1605 1008 73

Abbildung 57 Hintergrunddaten der Hamochromatosepatienten mit compound heterozygoter HFE-

Mutation, LIC = Liver iron concentration, SFtn = Serumferritin, Tfs = Transferrinséttigung

Patienten mit
heterozygoter

C282Y-Mutation | Serumnummer Geschlecht Alter Entnahmedatum LIC SFtn Tfs

1 30123 m 59 10/7/02 700 387 23

2 30160 W 53 11/11/02 692 545 24

3 30345 W 61 3/10/03 662 339 45

4 30767 m 35 12/1/03 666 838 47

5 31805 m 50 3/2/06 1192 329 39

6 31942 m 42 6/16/06 552 560 37

7 32217 W 70 1/10/07 828 74 18

8 32226 m 54 1/12/07 831 275 15

9 32285 m 43 2/26/07 677 439 50

10 32330 m 64 3/29/07 837 598 39

Abbildung 58 Hintergrunddaten der Hamochromatosepatienten mit heterozygoter C282Y-Mutation,

LIC = Liver iron concentration, SFtn = Serumferritin, Tfs = Transferrinséattigung
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Anhang

Patienten mit

heterozygoter

H63D-Mutation | Serumnummer Geschlecht Alter Entnahmedatum LIC SFtn Tfs
1 29905 m 66 5/16/02 674 743 50
2 30038 w 66 8/19/02 788 117 49
3 30108 m 63 9/18/02 954 402 41
4 30193 m 53 12/4/02 874 342 57
5 31348 m 58 1/13/05 1179 432 32
6 31401 m 62 2/25/05 1194 1676 46
7 32020 m 11 8/18/06 1787 705 100
8 32021 w 17 8/18/06 1209 277 98
9 32173 w 72 11/27/06 1571 332 32
10 32376 m 48 5/15/07 524 198 39

Abbildung 59 Hintergrunddaten der Hadmochromatosepatienten mit heterozygoter H63D-Mutation,

LIC = Liver iron concentration, SFtn = Serumferritin, Tfs = Transferrinsattigung

Patienten mit
homozygoter
H63D-Mutation | Serumnummer Geschlecht Alter Entnahmedatum LIC SFtn Tfs
1 31633 m 38 10/4/05 1844 174 26
2 31817 m 62 3/13/06 830 891 82
3 32011 w 59 8/15/06 733 139 35
4 32126 w 69 10/19/06 1555 303 63
Abbildung 60 Hintergrunddaten der Hamochromatosepatienten mit homozygoter H63D-Mutation,

LIC = Liver iron concentration, SFtn = Serumferritin, Tfs = Transferrinsattigung
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Patienten mit homozygoter

€282Y-Mutation Serumnummer Geschlecht Alter Enthahmedatum Lic SFtn Tfs
1 30142 M 36 10/30/02 1191 583 56
2 30146 m 31 11/1/02 1664 666 92
3 30174 m 50 11/18/02 3334 2762 111
4 30223 m 49 12/20/02 1211 800 95
5 30237 m 58 1/6/03 4441 4725 128
6 30307 w 57 2/13/03 1909 782 122
7 30319 m 57 2/20/03 645 846 75
8 30651 m 34 9/11/03 1214 735 60
9 30746 m 49 11/17/03 1178 496 96
10 30748 m 52 11/17/03 2948 1423 93
11 30766 w 50 12/1/03 561 108 57
12 30774 W 55 12/5/03 3691 1197 -
13 30788 w 26 12/12/03 1249 922 19
14 30804 m 33 12/18/03 1231 471 %
15 31178 m 40 8/23/04 1817 303 51
16 31217 w 36 9/23/04 886 247 95
17 31240 W 43 2/1/05 1107 201 81
18 31323 m 51 12/15/04 3034 1506 91
19 31492 m 39 5/9/05 2092 1280 96
20 31523 m 26 6/7/05 500 635 63
21 31604 m 46 9/5/05 2216 1902 106
22 31626 W 53 9/28/05 3290 1144 103
23 31656 m 46 10/31/05 1341 651 106
24 31687 m 31 11/24/05 708 297 51
25 31723 w 32 19.12.05 1557 437 98
26 31756 m 50 19.01.06 2575 1185 92
27 31807 m 30 03.02.06 767 224 91
28 31830 m 35 3/28/06 2741 2152 99
29 31848 m 38 4/10/06 2324 4710 99
30 31898 w 56 5/18/06 1681 2767 100
31 31911 W 42 5/29/06 2387 619 98
32 31981 m 61 8/14/06 1103 1586 77
33 32056 m 62 9/7/06 1522 950 101
34 32065 m 57 9/12/06 1424 639 97
35 32110 m 43 10/10/06 2983 1153 92
36 32114 m 39 10/12/06 1116 662 63
37 32174 w 60 11/27/06 2695 663 54
38 32184 m 40 12/4/06 3089 1731 97
39 32212 w 23 1/9/07 829 10 92
40 32216 m 69 1/10/07 899 548 69
1 32249 m 66 1/26/07 2977 1290 71
2 32306 w 60 3/9/07 2227 780 75
43 32349 W 68 4/19/07 1366 225 81
44 32370 m 45 5/7/07 829 522 92

Abbildung 61 Hintergrunddaten der Hamochromatosepatienten mit homozygoter C282Y-Mutation,

LIC = Liver iron concentration, SFtn = Serumferritin, Tfs = Transferrinsattigung
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Patienten ohne

HFE-Mutation Serumnummer Geschlecht Alter Entnahmedatum LIC SFtn Tfs
1 29778 W 66 3/13/02 2031 1675 38
2 29883 W 71 5/6/02 2504 1590 95
3 29963 m 36 6/14/02 867 619 36
4 30313 W 52 2/17/03 545 272 78
5 30460 m 41 5/21/03 770 435 49
6 30547 m 33 7/3/03 608 691 21
7 30636 52 9/5/03 1666 1382 -
8 30671 62 9/22/03 1151 344 27
9 30819 m 44 1/7/04 1692 1514 72
10 30844 m 70 1/26/04 537 678 21
11 30911 m 61 3/1/04 1208 517 17
12 31433 m 36 3/21/05 850 168 41
13 31646 m 58 10/24/05 554 1369 79
14 31673 m 63 11/11/05 2003 1378 92
15 31755 W 62 1/19/06 1493 404 34
16 31776 W 56 2/9/06 1180 383 53
17 31782 m 56 2/20/06 932 417 40
18 31794 m 65 2/24/06 1373 436 51
19 31905 m 44 5/22/06 960 1001 23
20 31983 m 69 8/14/06 2429 1155 63
21 32012 W 68 8/15/06 813 302 31
22 32014 m 64 8/16/06 749 357 27
23 32019 W 51 8/17/06 1260 639 39
24 32079 m 52 9/21/06 780 1149 97
25 32155 W 66 11/13/06 1700 1504 60
26 32190 m 59 12/6/06 1277 1269 27
27 32229 m 35 1/15/07 707 597 45
28 32301 W 55 3/7/07 694 198 39

Abbildung 62 Hintergrunddaten der Hamochromatosepatienten ohne Mutation im HFE-Gen,

LIC = Liver iron concentration, SFtn = Serumferritin, Tfs = Transferrinsattigung
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9.2 Serumnummern der Gruppen der Fettsdurederivatisierung

Andmie- Patienten mit Patienten mit Patienten mit Patienten mit Patienten mit Patienten ohne
patienten compound- heterozygoter heterozygoter homozygoter homozygoter HFE-Mutation
heterozygoter C282Y-Mutation H63D-Mutation H63D-Mutation C282Y-Mutation
HFE-Mutation

31489 31320 32330 ] 32011 32110 31755
31087 31423 32285 ] 31817 31323 32155
32132 32161 31805 ] 31633 31626 31673
32026 31787 32217 ] ] 30237 29778
31950 30205 32226 ] 30174 31983
30750 31015 31942 ] 32184 ]
30906 32017 30345 ] 31830 ]
30959 31548 30767 ] 30748 ]
31520 30355 30123 ] 31848 ]
31428 31391 - ] 32249 ]
31949 31886 - ] 31756 ]
30762 ] - ] 32174 ]
31274 - ] 32306 ]
30304 - ] 30146 ]
31336 - ] 31178 ]
32373 - ] 31492 ]
32180 - ] 31797 ]
30690 - ] 31898 ]
32033 - ] 31723 ]
30536 ] 32349 ]

- ] 31656 ]

- ] 32056 ]

- ] 32065 ]

- ] 30788 ]

- ] 32114 ]

- ] 30223 ]

- ] 31240 ]

. ] 30142 ]

! ] 30746 ]

- ] 31981 ]

Abbildung 63 Serumnummern der Patienten aus der Fettsdurederivatisierung mittels FPLC
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9.3 Serumnummern der Gruppen der Fettsdurederivatisierung in den Lipopro-

teinfraktionen

Anamiepatienten Eiseniiberladene mit
homozygoter C282Y-Mutation
30304 30174
30959 31323
31087 30237
31489 32184
32132 31626

Abbildung 64 Serumnummern der Patienten der Fettsdurederivatisierung in den Lipoproteinfraktionen

9.4 FPLC-Fraktionierung

VLDL 13,90 8,23 11,70 6,67 2,57 3,06
LDL 25,92 11,68 24,95 9,23 35,41 9,71
HDL 14,98 514 15,00 4,64 19,05 5,83
Albumin 1,06 1,14 0,99 0,41 2,81 1,18

Abbildung 65 Cholesterinwerte der FPLC-Fraktionierung von eiseniiberladenen Patienten, Anamie-
und Kontrollpatienten, MW = Mittelwert, SD = Standardabweichung, Fe+ = Eisenuberladung, Fe- =
Eisenmangel

w

Fet/Fe- 0,12413897 0,64702862 0,98195031 0,71
Fe+/Kontrolle 6,838E-24 1,3511E-08 9,3862E-07 7,5883E-20
Fe-/Kentrolle 2,4693E-18 5,8976E-08 0,00014499 7.2652E-17

Abbildung 66 T-Tests der Cholesterinbestimmung in den Lipoproteinfraktionen von eiseniiberladenen
Patienten, Anédmie- und Kontrollpatienten, Fe+ = Eiseniiberladung, Fe- = Eisenmangel
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bigueeice | wwrer | spree | uwre | sore | uwiconote | sokonote |
VLDL 2452 18,29 17,31 16,52 16,64 17,73
LDL 7,94 5,64 6,24 2,90 11,17 3,76
HDL 3,92 2,94 2,52 0,90 3,67 1,63
Albumin 1,99 1,41 0,95 0,67 2,53 1,10

Abbildung 67 Triglyceridwerte der FPLC-Fraktionierung von eisentberladenen Patienten, Anamie-

und Kontrollpatienten, MW = Mittelwert, SD = Standardabweichung, Fe+ = Eiseniberladung, Fe- =

Eisenmangel
Fe+/Fe- 0,02576809 0,06302223 0,00262991 8,5211E-06
Fe+/Kontrolle 0,00346006 1,6029E-05 0,4986434 0,00461298
Fe-/Kontrolle 0,83829207 1,5242E-11 3,6343E-05 3.3067E-14

Abbildung 68 T-Tests der Triglyceridbestimmung in den Lipoproteinfraktionen von eiseniiberladenen
Patienten, Andmie- und Kontrollpatienten, Fe+ = Eisenuberladung, Fe- = Eisenmangel

VLDL 14,77 8,93 13,54 6,14 19,04 9,72

LDL 29,70 9,60 29,42 10,23 2373 8,68

HDL 16,88 4,95 15,18 527 13,51 3,54
Albumin 1,57 2,65 0,79 0,25 0,73 0,37
I P O e e T
VLDL 12,26 4,92 11,62 7,26 15,59 9,30

LDL 34,43 11,51 23,76 8,22 25,71 17,35

HDL 16,63 6,23 14,91 5,63 14,36 4,88
Albumin 1,02 0,27 1,25 0,91 0,73 0,31

Abbildung 69 Cholesterinwerte der FPLC-Fraktionierung der eisenuberladenen Patienten mit unter-
schiedlicher Mutation im HFE-Gen, MW = Mittelwert, SD = Standardabweichung,

comp.(+/- )=compound heterozygote HFE-Mutation, (+/-)C282Y=heterozygote C282Y-Mutation,
(+/-)H63D=heterozygote H63D-Mutation, (+/+)H63D=homozygote H63D-Mutation,
(+/+)C282)=homozygote C282Y-Mutation, (-/-)=ohne HFE-Mutation
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rrest [ wvo. ] L | WL | Abumn |
comp.(+/-)/(+/-)C282Y 0,71012528 0,94686565 0,42765991 0,36400553
comp.(+/-)/(+/-H63D 0,27839487 0,13596137 0,07560627 0,33219209
comp.(+/-)/(+/+)H63D 0,60190522 0,4149491 0,93202393 0,68709936
comp.[+/-)/(+/+)C282Y 0,18387636 0,02411409 0,24668531 0,49103252
comp.(+/-)/(-/-) 0,81504371 0,42301421 0,12272336 0,10201159
(+/-)C282Y/(+/-)H63D 0,14880408 0,20045676 0,40771689 0,68764719
(+/-)C282Y/(+/+)H63D 0,71835271 0,43796457 0,66631218 0,15474029
(+/-)C282Y/(+/+)C282Y 0,43940914 0,05911191 0,89091751 0,12142318
(+/-)C282Y/(-/-) 0,54229019 0,52337184 0,65556099 0,61569157
(+/-)H63D/(+/+)H63D 0,21766924 0,08392407 0,23994287 0,19416321
(+/-)H63D/(+/+]C282Y 0,0080784 0,97194697 0,45333906 0,08525133
(+/-H63D/(+/-) 0,30680864 0,72965076 0,61263557 0,98174546
(+/+)H63D/(+/+)C282Y 0,86429823 0,01804161 0,5659766 0,61468304
(+/+)H63D/(-/-) 0,50279052 0,33296837 0,404181 0,09420965
(+/+)C282Y/(-/-) 0,05103388 0,48907157 0,66998989 0,00522794

Abbildung 70 T-Tests der Cholesterinbestimmung in den Lipoproteinfraktionen von eiseniiberladenen

Patienten mit unterschiedlicher Mutation im HFE-Gen,

comp.(+/- )=compound heterozygote HFE-Mutation, (+/-)C282Y=heterozygote C282Y-Mutation,
(+/-)H63D=heterozygote H63D-Mutation, (+/+)H63D=homozygote H63D-Mutation,
(+/+)C282)=homozygote C282Y-Mutation, (-/-)=ohne HFE-Mutation

VLDL 21,09 11,85 27,56 19,82 30,87 19,08
LDL 7,88 2,85 7,60 3,11 7,06 2,57
HDL 2,95 1,12 3,17 112 3,62 1.22
Albumin 1,91 1,07 1,87 1,22 1,76 0,97
| [ gsean | sor vssn Juw pamicaeev| sormcony ] wwis | spis |
VLDL 33,87 12,99 21,59 15,22 26,40 24,43
LDL 10,06 3,60 8,71 8,15 7,00 3,19
HDL 4,36 1,24 4,91 4,02 3,21 2,20
Albumin 2,79 0,82 2,23 1,75 1,74 1,26

Abbildung 71 Triglyceridwerte der FPLC-Fraktionierung der eiseniiberladenen Patienten mit unter-
schiedlicher Mutation im HFE-Gen, MW = Mittelwert, SD = Standardabweichung,

comp.(+/- )=compound heterozygote HFE-Mutation, (+/-)C282Y=heterozygote C282Y-Mutation,
(+/-)H63D=heterozygote H63D-Mutation, (+/+)H63D=homozygote H63D-Mutation,
(+/+)C282)=homozygote C282Y-Mutation, (-/-)=ohne HFE-Mutation
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ViDL o L[ Abumn

comp.(+/-)/(+/-)C282Y
comp.(+/-)/(+/-H63D
comp.(+/-)/(+/+)H63D
comp.(+/-)/(+/+)C282Y
comp.(+/-)/(-/-)
(+/-)C282Y/(+/-)H63D
(+/-)C282Y/(+/+)HB3D
(+/-)C282Y/(+/+)C282Y
(+/-)C282Y/(-/-)
(+/-)H63D/(+/+)H63D
(+/-JHB3D/[+/+)C282Y
(+/-JH63D/(-/-)
(+/+)HB3D/(+/+)C282Y
(+/+)H63D/(-/-
(+/+)C282Y/(-/)

0,32704651
0,13503828
0,08016808
0,91046678
0,44781949
0,70860946
0,57219863
0,29456282
0,89322148
0,77993463
0,10288837
0,6045937
0,12584032
0,55728169
0,30596753

0,82221225
0,47786897
0,21825589
0,711197
0,3901922
0,67672633
0,22300767
0,67569941
0,61143523
0,10202056
0,53226648
0,95924152
0,74553474
0,08687713
0,29464136

0,64268993
0,1805748
0,04481033
0,07832926
0,68639412
0,40422544
0,10521568
0,18282679
0,95974192
0,32451586
0,3209728
0,5812289
0,78815118
0,31685412
0,04364469

0,92968482
0,73109082
0,15179536
0,53131374
0,6622567
0,83097038
0,19477721
0,54683264
0,77721425
0,08779201
0,42540717
0,95548199
0,52558036
0,1186222
0,20690614

Abbildung 72 T-Tests der Triglyceridbestimmung in den Lipoproteinfraktionen von eisenuberladenen
Patienten mit unterschiedlicher Mutation im HFE-Gen,

comp.(+/- )=compound heterozygote HFE-Mutation, (+/-)C282Y=heterozygote C282Y-Mutation,
(+/-)H63D=heterozygote H63D-Mutation, (+/+)H63D=homozygote H63D-Mutation,
(+/+)C282)=homozygote C282Y-Mutation, (-/-)=ohne HFE-Mutation

9.5 Fettsaurebestimmung

- Myristinsaure | Palmitinsaure | Palmitélsaure | Stearinsaure Olsaure Vaccinsaure
g/ml g/ml g/ml g/ml g/ml g/ml

MW Fe- 27,60 512,14 54,21 159,09 462,08 42,95
SD Fe- 12,87 118,21 33,83 30,59 118,89 11,03
MW Fe+ 44,80 686,67 80,19 208,59 679,65 60,95
SD Fe+ 18,34 182,61 4543 45,35 218,44 18,92
MW Kon 35,94 677,52 67,19 204,93 603,80 54,10
SD Kon 17,76 179,09 32,23 40,04 171,52 15,87

Abbildung 73 Absolute Fettsdurekonzentrationen von eisenlberladenen Patienten, Andmie- und
Kontrollpatienten, MW = Mittelwert, SD = Standardabweichung, Fe+ = Eiseniiberladung,

Fe- = Eisenmangel

-Test g/ml g/ml g/ml g/ml g/ml g/mi

Fe-/Kontrolle 0,05167 0,00017 0,11461 0,00001 0,00075 0,00384
Fe+/Kontrolle 0,00533 0,77092 0,05283 0,61945 0,02500 0,02363
Fet/Fe- 0,00023 0,00016 0,02217 0,00002 0,00007 0,00014

Abbildung 74 T-Tests der Fettsdurevergleiche absoluter Fettsaurekonzentrationen, Fe+ = Eisenlber-

ladung, Fe- = Eisenmangel
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I il P

g/mil g/m| g/ml g/m| g/ml g/ml
MW Fe- 5,0 3,4 15,98 12,45 40,18 611,00
SD Fe- 1,27 1,01 4,99 3,47 11,56 159,25
MW Fe+ 6,68 5,48 19,46 15,58 45,65 732,95
SD Fe+ 1,58 3,25 4,67 4,36 12,81 156,00
MW Kon 8,96 5,50 23,86 19,19 52,03 816,26
SD Kon 1,75 1,91 4,87 4,21 11,45 154,11

’

Abbildung 75 Absolute Fettsdurekonzentrationen von eiseniiberladenen Patienten, Anamie- und
Kontrollpatienten, MW = Mittelwert, SD = Standardabweichung, Fe+ = Eisenlberladung,

Fe- = Eisenmangel

- Arachinséure Eicosaenséure Behenséure Lignoceronsaure Nervonsaure Linclsdure
-Test gfml gfml gfml gfml gfml g/ml

Fe-/Kontrolle <0,00001 0,00001 <0,00001 <0,00001 0,00008 0,00000
Fe+/Kontrolle <0,00001 0,96721 <0,00001 <0,00001 0,00277 0,00240
Fet/Fe- 0,00006 0,00734 0,00615 0,00481 0,09662 0,00375

Abbildung 76 T-Tests der Fettsaurevergleiche absoluter Fettsaurekonzentrationen, Fe+ = Eisenliber-

ladung, Fe- = Eisenmangel

y-Linclens&ure |Arachidonsdure| Linolensaure |Eicosapentaen-|Docosapentaen| Docosahexaen
g/ml g/ml g/ml saure [ug/ml saure [ug/ml saure [ug/ml

MW Fe- 10,23 125,03 11,56 14,03 10,30 34,50
SD Fe- 5,33 34,70 4,56 11,14 3,22 14,99
MW Fe+ 21,50 187,19 18,77 28,08 17,27 64,03
SD Fe+ 14,38 70,23 10,03 19,51 7,04 27,03
MW Kon 16,12 193,85 17,41 27,31 18,74 60,11
SD Kon 8,70 43,47 8,40 17,05 5,58 22,02

Abbildung 77 Absolute Fettsdurekonzentrationen von eisenuberladenen Patienten, Andmie- und
Kontrollpatienten, MW = Mittelwert, SD = Standardabweichung, Fe+ = Eiseniiberladung,

Fe- = Eisenmangel
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-Test g/ml g/ml g/ml g/ml g/ml a/ml
Fe-/Kontrolle 0,00483 0,00000 0,00351 0,00135 <0,00001 <0,00001
Fet/Kontrolle 0,00762 0,49667 0,39227 0,80704 0,17710 0,35427
Fet/Fe- 0,00106 0,00031 0,00281 0,00324 0,00006 0,00002

Abbildung 78 T-Tests der Fettsdurevergleiche absoluter Fettsaurekonzentrationen, Fe+ = Eisenliber-

ladung,Fe- = Eisenmangel

MW Fe- 732,26 609,36 823,99 750,18 73,81 2112,19
SD Fe- 157,90 153,73 204,75 189,20 28,67 405,64
MW Fe+ 981,78 880,89 1077,96 946,80 131,16 2861,62
SD Fe+ 243,57 275,38 246,93 208,07 53,02 671,94
MW Kon 1133,39 813,87 968,39 884,49 31,87 2915,65
SD Kon 259,39 223,16 180,14 168,52 9,93 605,70

Abbildung 79 Absolute Fettsdurekonzentrationen von eiseniiberladenen Patienten, Anadmie- und
Kontrollpatienten, MW = Mittelwert, SD = Standardabweichung, Fe+ = Eisenuiberladung,

Fe- = Eisenmangel

Fe-/Kontrolle <0,00001 0,00020 0,00242 0,00249 <0,00001 <0,00001
Fe+/Kontrolle 0,00075 0,11981 0,00329 0,05612 <0,00001 0,62480
Fot/Fe- 0,00006 0,00008 0,000095 0,00038 0,00002 0,00001

Abbildung 80 T-Tests der Fettsaurevergleiche absoluter Fettsaurekonzentrationen , Fe+ = Eisenlber-
ladung, Fe- = Eisenmangel

- Myristinsaure | Palmitinsaure | Palmitdlsdure | Stearinsaure Olssure Vaccinsaure
% % % % % %

MW Fe- 0,09 0,05 0,15 0,07 0,06 0,11
SD Fe- 0,43 0,10 0,77 0,09 0,16 0,25
MW Fe+ 0,29 0,04 0,15 0,04 0,14 0,15
SD Fe+ 0,40 0,09 0,47 0,09 0.15 017

Abbildung 81 Prozentuale Fettséaurekonzentrationen von eiseniiberladenen Patienten, Anamie- und
Kontrollpatienten, MW = Mittelwert, SD = Standardabweichung, Fe+ = Eiseniberladung,

Fe- = Eisenmangel
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| o | e [ [ | [
Test % {2 i Y, % %
Fe-Kontrolle 026434 002171 0,17289 0,00209 004040 001229
Fet/Kontrolle <0,00001 001249 0,00470 0,01241 <0,00001 <0,00001
Fe/Fe- 005845 061389 0,77453 0,20617 004878 048573

Abbildung 82 T-Tests der Fettsdurevergleiche prozentualer Fettsdurekonzentrationen, Fe+ = Eisen-

Uberladung, Fe- = Eisenmangel

% % saure [% aure [% saure [% saure [%
-0,24 -0,12 -0,11 0,07 0,02

MW Fe- -0,09
SD Fe- 0,15 0,25 0,22 0,19 0,37 0,19
MW Fe+ -0,24 0,00 017 017 -0,10 -0,08
SD Fe+ 0,15 0,36 0,18 0,20 0,25 0,12

Abbildung 83 Prozentuale Fettsaurekonzentrationen von eiseniiberladenen Patienten, Anamie- und

Kontrollpatienten, MW = Mittelwert, SD = Standardabweichung, Fe+ = Eisenliberladung,

Fe- = Eisenmangel

-
_Test LA LA LA LA A 0

Fe-/Kontrolle 1,541E-07 0,02626781 0,0592471 0,01394601 0,23554557 0,48694551
Fe+/Kontrolle 2,1335E-14 0,99561057 3,799E-07 6,1687E-07 0,0138413 0,00017332
Fe#/Fe- 091215832 0,18029551 012162 0,25519988 0,02361569 0,00544466

Abbildung 84 T-Tests der Fettsaurevergleiche prozentualer Fettsdurekonzentrationen, Fe+ = Eisen-

Uberladung, Fe- = Eisenmangel

- Linolen- Eicosapentaen- |Docosapentaen-| Docosahexaen-
% % saure [% saure [% saure [% saure [%
-012 -0,12 -0,29 -0,25 -0,.21

MW Fe- -0,09

SD Fe- 0,43 0,16 0,29 0,50 0,17 0,29
MW Fe+ 0,31 -0,03 0,11 0,04 -0,09 0,08
SDFe+ 0,65 0,28 0,48 0,66 0,22 0,36

Abbildung 85 Prozentuale Fettsaurekonzentrationen von eiseniiberladenen Patienten, Anamie- und
Kontrollpatienten, MW = Mittelwert, SD = Standardabweichung, Fe+ = Eiseniberladung,

Fe- = Eisenmangel
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T e e el ) e
Tost % % % % % %
Fe-/Kontrolle 0,29106595 0,00725397 0,36132307 0,0469308 6,449E-05 0,00854174
FetKontrolle  0,00106499 044021349 013936286 0,698496 0,04195303 0,17043041
Fet/Fe- 0,00773739 0176578 008930857 004300075 000286224 0,00150189

Abbildung 86 T-Tests der Fettsdurevergleiche prozentualer Fettsdurekonzentrationen, Fe+ = Eisen-

Uberladung, Fe- = Eisenmangel

I I P YR IV

MW Fe- 0,11 -0,05 0,16 0,16 2,19
SD Fe- 0,07 0,19 0,17 0,19 0,98
MW Fe+ -0,12 0,00 0,13 0,09 3,19
SD Fe+ 0,06 0,13 0,13 0,12 1,26

Abbildung 87 Prozentuale Fettsdurekonzentrationen von eiseniiberladenen Patienten, Anamie- und
Kontrollpatienten, MW = Mittelwert, SD = Standardabweichung, Fe+ = Eisenliberladung,

Fe- = Eisenmangel

Fe-/Kontrolle <0,00001 0,13216 <0,00001 0,00001 <0,00001
Fe+/Kontrolle <0,00001 <0,00001 <0,00001 0,00002 <0,00001
Fe+/Fe- 0,57456 0,14728 0,38441 0,05833 0,00198

Abbildung 88 T-Tests der Fettsaurevergleiche prozentualer Fettsdurekonzentrationen, Fe+ = Eisen-

Uberladung, Fe- = Eisenmangel
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