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1. Einleitung

Die Leber spielt eine zentrale Rolle innerhalb der unterschiedlichen
Stoffwechselprozesse im menschlichen Kérper und reagiert meist als erstes Organ
auf auBere Noxen mit einer LebervergréBerung. In dieser Arbeit wurde das Ausmal
einer Hepatomegalie bei Patienten mit EisenUberladung (hereditarer
Hamochromatose und Thalassamie) untersucht und in einem Tiermodell einer
experimentellen Eisenlberladung bei Ratten Untersuchungen zum Mechanismus der
LebervergroBerung (Hypertrophie, Proliferation, Entzindung, Eiseneinlagerung)
durchgeftihrt.

1.1. Der Eisenstoffwechsel

Vorkommen des Eisens

Eisen gehért zu den Mineralstoffen und dabei zu den essentiellen Spurenelementen.
Die Unentbehrlichkeit des Eisens zeigt sich in den Enzymen, in denen Eisen in
verschiedenen Formen vertreten ist. Das bekannteste Molekul, in welchem Eisen in
zweiwertiger Form vorliegt, ist das Hamoglobin. Eisen besitzt hier innerhalb der vier
Hamgruppen sechs Koordinationsstellen, mit denen es in der Lage ist nicht-
kovalente koordinative Bindungen herzustellen (1).

Das zweiwertige Eisen ist zentral inmitten einer Porphyrinstruktur gebunden, die aus
vier Pyrrolringen besteht. Die zwei Ubrigen Stellen dienen dazu, einen Kontakt mit

dem Globin herzustellen und Sauerstoff (O,) in seiner molekularen Form zu binden.

CH;

02 «— Globin
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Abb.1 Die Struktur des Ham. Eisen (Fe) ist zentral 4 fach gebunden, ist allerdings noch in
der Lage 2 weitere Bindungen einzugehen (zu O, und Globin). modifiziert nach
Khaljani



Neben dem Hamoglobin gibt es eine begrenzte Zahl weiterer Proteine, die ebenfalls
Eisen in die jeweilige Proteinstruktur integriert haben. Hierzu gehéren Enzyme aus
der Gruppe der Oxidoreduktasen (Aldehyd-, Sulfite-, Xanthinoxidase,
Xanthindehydrogenase, Ribonukleotidreduktase), der Monoxidasen (Tryptophan-5,
Thyrosin-3-MO, CytP450, Fettsduredesaturase, A-9-Desaturase), der
Dioxigenasen (Aminosauredioxigenasen, Lipoxygenasen, Peroxidasen, NO-
Synthasen) und weitere Proteine, welche nicht direkt in Obergruppen einteilbar sind
(zytosolische Akonitase, Gunaylatcyclase, Aminophosphoribosyltransferase). Die
Variabilitdt der Strukturen, in denen Eisen vorliegt, und die Summe der
Stoffwechselwege an denen es beteiligt ist, unterstreichen seine ausgepragte
Wichtigkeit fir den Organismus (2, 3).

Aufnahme des Eisens

Die intestinale Eisenabsorption ist genau geregelt. So erfolgt die Aufnahme des
Eisens in die Mukosazellen des Dinndarms (vorwiegend Duodenum) Uber einen
spezifischen Kanal, dem Dimetallionentransporter 1 (DMT1). Hierzu muss Eisen in

einer zweiwertigen Form vorhanden sein (4, 5).

Das in Pflanzen enthaltene Eisen liegt in dreiwertiger Form vor und muss durch eine
cytochromhaltige Eisenreduktase im Blrstensaum des Diinndarms, dem Dcytb, in

seine zweiwertige Form reduziert werden (6).

Das in Fleisch enthaltende zweiwertige Ham-Eisen umgeht diesen Weg, da es mit
Hilfe des HCP1 - Kanals direkt resorbiert werden kann (7, 8)

In den Mukosazellen angekommen kann Eisen intrazelluldr in Form des Ferritin
gespeichert werden. Aber auch ein Transport zur basolateralen Seite ist méglich. An
dieser Stelle befindet sich der Ireg 1 Kanal, der das zweiwertige Eisen ausschleust
(9, 10).
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Abb.2 Eisen gelangt tGber 2 Wege in den Kdrper. Entweder Uber HCP1 in Ham-Form oder
als reduziertes Pflanzeneisen Gber DMT1. Mit Hilfe der Hamoxygenase wird das
Eisen vom Ham befreit. Nach Donovan et al (Physiology 21:115-123,2006)

Hier wird es vom Hephaestin, einer kupferhaltigen Ferrooxidase, zwecks veranderter
Loslichkeit, in seine dreiwertige Form zurlckgewandelt und schlieBlich, an
Transferrin gebunden, an seinen Zielort gebracht (11).
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Abb.3: Lage des Hephaestin an der basolateralen Wand der Enterozyten. Hier erfolgt die
Umwandlung des Eisens in seine dreiwertige Form und die Bindung anTransferrin.

Ferroportin mutation in autosomal dominant hemochromatosis: loss of function, gain in
understanding, Fleming et al (2001)



Dort kann das eisenhaltige Transferrin an den Transferrinrezeptor binden und in die
Zielzelle internalisiert werden. Meist handelt es sich hierbei um das Knochenmark.
Der Transferrinrezeptor wird in diesem Prozess durch das HFE, dessen genaue
Funktion oder Interaktion nicht bekannt ist, reguliert.

Es wird angenommen, dass das HFE-Protein durch Bindung an den
Transferrinrezeptor dessen Affinitdt herabsetzt und somit bei hohen Eisendosen die
Aktivitat des Transferrinrezeptors einschrankt (12).
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Abb.4 Transferrin Ubertragt das Eisen aus dem Enterozyten zum Hepatozyten und ist
hierbei Ligand am Transferrinrezeptor-2. Dieses I6st eine Signalkaskade aus, die
bedingt, dass Hepcidin vermehrt gebildet und ins Blut freigesetzt wird. Hepcidin
vermindert dann die weitere Eisenaufnahme durch Enterozyten und die Freisetzung
aus den Makrophagen. Schaden am HFE sorgen fiir eine Disregulation und eine
inadequate Anpassung mit nicht gedrosselter Eisenaufnahme.FP1:Ferroportin 1,
NTBI:Nicht-transferrin gebundes Eisen, HJV Hamojuvelin.

Nach Fleming et al (2006)

Der Ireg 1-Kanal wird wiederum durch das kleine Polypeptid Hepcidin in seiner
Funktion entscheidend beeinflusst. Hepcidin, bzw. das entsprechende Gen namens
HAMP, wird bei Eisenlberschuss hochreguliert und vermehrt exprimiert. Es sorgt
dann fir eine Internalisierung des Ireg 1 Kanal, so dass weniger Eisen in den
Organismus gelangen kann (13-20).



Intrazelluldre Regulation der Eisenaufnahme

Intrazellular wird die Eisenaufnahme und -speicherung posttranskriptional Gber zwei
unabhangige Proteine reguliert, dem Iron Regulatory Protein 1 und 2 (IRP 1 und
IRP2), welche entweder auf Grund der vorhandenen Eisenniveaus durch einen

Eisen-Schwefelcluster (IRP1) oder auf Ebene der Proteinstabilitdt (IRP2) modifiziert
werden.

Die IRPs binden an sogenannte Iron Responsive Elements (IRE) in untranslatierten
Bereichen von mRNA der Gene der Eisenhomd&ostase, welche durch eine typische
stem-loop-Struktur charakterisiert sind.

G G3
A2 Ut A2 U loop Abb.5 Stem-Loop-Struktur ~ von  Iron
¢l — s cl —G8 . o
o G responsive elements am Beispiel
N-N N-N des mRNA-Ferritin. Diese
N-N N-N - . .
N-N N-N upper stem charkteristische Struktur findet sich
N - - .
E_PNJ ;,J_ﬁ auf mRNAs von einigen Proteinen
c € . . ,
und ist Zielort des Iron responive
G c N-N bulge p
U N-N protein. Modifiziert nach Khaljani
N-N N-N
N-N N-N
N-N N-N
N-N N-N lower stem
5-N-N-3 5-N-N-%
consensus IRE consensus IRE
with "ferritin" with single C

So fuhrt die Bindung des IRP1 an das IRE innerhalb des 3’ untranslatierten Bereichs
der mRNA des DMT1-Kanals zu einem Abbau-Schutz der mRNA gegenlber
RNAsen. Die DMT1-mRNA kann hierdurch verlangert von den fir die Translation
zustandigen Proteinen abgelesen werden, was dazu fihrt, dass vermehrt DMT1-
Kanale in die Mukosa-Zellen des Dinndarms eingebaut werden kénnen. Dies hat zur
Folge, dass Eisen vermehrt in die Enterozyten des Duodenums aufgenommen
werden kann und der Eisengehalt im Kdrper steigt.



Dasselbe gilt auch fur den Transferrin-Rezeptor.
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Abb.6 Iron regulatory proteine binden an das 3’- Ende der Transferrin-Rezeptor-mRNA an
die charakteristische stem-loop-Struktur und sorgen so flir einen verminderten Abbau
der mRNA (little degradation). Nach Sanchez et al (2006)

Durch diesen Mechanismus wird Eisen in den Eisen-Schwefel-Cluster des IRP1
eingebaut (IRP1 16st sich vom IRE), so dass durch die verminderte Expression des
DMT1 die Eisenaufnahme sinkt und der oben beschrieben Kreislauf von neuem
beginnen kann. Die dargestellte Regulation kann allerdings auch am &
untranslatierten Ende der mRNA stattfinden, wo ein gegenteiliger Effekt, also eine
Einschrankung der Translation, zu beobachten ist (21,22).
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IRE-BF (Inactivel
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5 i i i i I Low |rnr||‘_ A ;‘.{’; Mo translation
ft initiation

Abb.7 IRPs binden am 5’-Ende der Ferritin-mRNA und verhindern so eine Translation der
mRNA. Nach Sanchez et al (2006)

-10 -



Mittlerweile sind viele

IRE-Motive

tragende Gene bekannt,

welche sogar

biocomputional, ohne Arrays, erfolgreich identifziert werden kénnen. Biocomputional

bedeutet eine Erfassung der

Motive mit spezieller

ausgehend von den bekannten mRNA-Sequenzen in PubMed.

Summary of IRE-like maotifs identified biocemputationally

Computer-Suchsoftware

Ref ) IRE IRE in other -
Gene name sequence Specie P IRE sequence spacies EIRE
ADAR NM_001111 M. sapiens 5 GOCCOBGGEC.C.ACUIC . CAGUET . GEAGURSCEGAGEIGUS D melanogaster =129
PRKACA NM_002730  H. sapiens 5 GOCUDCCCAG.C.CACCG. URGDET . CGGUEICCUGAGRATAS M nusculus —104
Enfs MM 019403 M. mwsculis 5 DEDEUGUECC. CLUSUEY. UAGTEY. AUADSUEDEDEUECIDE H. sapiens —3.8
S6RE MNM_079217 D melanogaster 5 GINECEUE. O L OED0E . CASTEY . DEEDEIEUETET —9.0
Shigla MM 017400 M. mwesculis S EOEOGOSCGC.C.USDEC . CASDSY. GACASCEOOGUEECOET H. sapiens —131
BRF[® MM _001519  H. sapiens 3 GCAGEEE.C.OBGUE ., CAGAGT . CACTE . UCUETET -39
CAV3 MM 001234 H sapiens 3 CUDEEGCTEE.CLAGEGE . CASDER  OOCUDNCAGEEY M muscalus —131
CDCI4A MNM_003672  H. sapiens 3 AUAUUUA ., © . ADGUA  CASUED, UACAUUAUATAT M mulatia —14
B taurus, and
R worvegicus
CDC42BPAY MM _003607  H. sapiens 3 UAGARAR . C . ACUDE ., CAGAGT . CAGGET. UUDECTG np*
Crbpl MM_013493 M. mwesculis 3 ERGECUSUDC.C.CAGEC . CAGDEA . GCUULACUDGCAGUEUA H. sapiens and —83
R worvegicus
DIErtd 498 NM_145940 AL meesculis 3 GRGUUDECGA.C.GEGAC. CAGUSY. GUCUAGACEACGAGART H. sapiens —6.3
DEFZPS64BI47  ALL17556 H. sapiens 3 GEACACAGOC.C.CUGGA.CAGUEA . DCCAGACAGCTIGECCED M nuisculus =144
Disipi NM_031345 R norvegous 3 CCUAGUARCC.C.CARGC . CASDSEA. GCUDSUCSUECCACCSS H. sapiens and —7.0
M muscalus
ELjagsogd KM _3T9386  H. sapiens 3 GRGCUIOC . CLUGACC  CAGAGR . GEUTUA . AGGEUIT =00
T AKI26633  H. sapiens 3’ GARGAUD. . UGS . CAGUED. OCARGAAUTATIC —59
PSMA4 X91847 5 scrofa 3 AUUDEEGGECA.C . CAGUL. CAGUEY . ARRAGCDEUCCTACTICT H. sapiens —6.3
SERTADZ MNM_014755  H. sapiens 3 URGUUULDGS . CLUUUUY ., CAGAGE . ARRAGARS M muscalus —3.8
SMARCC2 NM_003075  H. sapiens 3’ COCTEUEC . CLACCUC  CACAGY, GAGGAGICAGOCAGACAU. M musculus -9.9
TRAMI MNM_014294  H. sapiens 3 CUSUUDETEC . CLAUTUY ., UAGDEY ., ARRAGUDECAGACCUAL C. familiaris —4.7
Vdac3 MNM_011696 M. miwisculis 3 AUADCASUCU.CLUSCDC . UAGSTSAE . GAGCUUDSSUUILIIGCALT H. sapiens —6.3
Z‘féﬂi{é‘é} MNM_014827  H. sapiens 3 URGAGGARAUU.C.UUUUD . UAGUAL . GARAAUDGICCCTULIG M mmsculus —5.2

“ B, predicted IRE strocture energy (14).
£ IRE-like motifs salacted from the UTRdb (23]
“np, nat possible to determine.

Abb. 8 Darstellung IRE-tragender Gene, die biocomputional identifiziert worden sind.

Iron regulation and the cell cycle, M Sanchez et al. , J Biol Chem. 2006 Aug
11;281(32):22865-74. Epub 2006 Jun 7

Nach dem Transport des aufgenommenen Eisens in die Zielzelle durch Transferrin

wird Eisen innerhalb des Ferritins als polymeres Eisenoxid-Hydroxid-Phosphat

gespeichert.

Iron stored
as mineral /
Inside ferritin _"r‘a ]
FER

&

Abb.9 Dieses durch

Roéntgen-Kristallographie

entstandene Bild des Ferritins zeigt die Speicherung

des mineralischen Eisens
Ferritinkerns (braun).

Nach Casidy et al. 2004

im

Zentrum

des

Ferritin ist in der Lage, je nach Bedarf des Organismus, Eisen aus den Speichern

freizusetzen oder weiter Eisen zu speichern.
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1.2. Medizinische Bedeutung von Eisen

Trotz der Vielfaltigkeit und Sensibilitdt der Regulationsmechanismen kommt es
haufig zu Eisenstoffwechselstérungen. Nach Angaben der WHO aus dem Jahre
2006 liegt weltweit bei etwa 30 % der Weltbevilkerung eine Kklinisch
behandlungsbedirftige Eisenmangelanamie vor. Diese ist grdBtenteils im
afrikanischen Raum auf Grund der generellen, chronischen Untererndhrung der

dortigen Bewohner anzusiedeln (23).

% of population
undernourished

35%
20-34%
5-19%
25-4%
<25%
no data

.

Abb.10 Diese Abbildung zeigt die Bereiche in der Welt mit der gr6Bten Unterernahrung.
Umso réter ein Bereich, desto héher die Mangelernahrung. Der Prozentsatz der
Untererndhrung korreliert mit der Zahl der an Eisenmangel leidenden Menschen.

Quelle: www.wikipedia.de

Im westlich europdischem und nordamerikanischem Raum sind vor allem
menstruierende Frauen, &ltere Menschen, Vegetarier, Schwangere und im
Wachstum befindliche Menschen gefahrdet, die ihren téglichen Eisenbedarf nicht
ausreichend mit der normalen Mischkost decken kdnnen. Eisen ist in der regularen
europaischen Erndhrung zu ca. 6 mg Eisen/1000 kcal enthalten, von welchen
allerdings unter normalen Stoffwechselbedingungen téglich nur etwa 1-2 mg in den

Kérper aufgenommen werden (24).

Die Aufnahme steigt bei Eisenmangelanamie durch Hochregulation der intestinalen
Eisenresorption um mehr als hundert Prozent auf bis zu 5 mg. Dennoch reicht in
solchen Féllen das Nahrungseisen nicht aus und die orale Substitution von Eisen in
seiner zweiwertigen Form ist notwendig, um der bestehenden Eisenmangelandmie
entgegenzuwirken. Allerdings reprasentiert die Eisenmangelanamie, welche auch im
Rahmen von chronischen Entziindungsprozessen oder bei Tumoren auftreten kann,

nur die eine Seite der Eisenstoffwechselstérungen.

S12-



Eisenliberladungskrankheiten

Ahnlich haufig wie Eisenmangel ist auch die Eiseniiberladung (25). Haufigste Form
bei uns ist die erbliche Eisenspeicherkrankheit (hereditare Himochromatose Typ 1).
Durch die hohe Genfrequenz (1:10) wird ein evolutionarer Vorteil von Heterozygoten
gegenidber Nicht — Merkmalstragern diskutiert. Nachgewiesen ist ein solcher
Zusammenhang bereits bei der Malaria und der Sichelzellanamie. Bei der
Hamochromatose wird angenommen, dass in der Steinzeit durch die Erkrankung

eine bessere Eisenversorgung bei eisenarmer Erndhrung erzielt werden konnte.

Bei Eiseniberladungen ist Eisen als potentiell toxische Substanz zu sehen. In
diesem Fall kommt es, unabhangig vom Bedarf des Kdrpers, zu einer GbermaBigen
Eisenaufnahme in die Mukosa-Zellen des Zwélffingerdarms (zu Teilen auch Jejunum
und lleum) und einer Abgabe dieses Eisens in den Blutkreislauf. Durch den Ausfall
oder die Beeintrachtigung der vorhandenen regulatorischen Mechanismen
(Hepcidin-Regulation, Iron regulatory protein, HFE) und Veranderungen innerhalb
der Gene der Eisenhomdostase lagert der Organismus UbermaBig Eisen in die
einzelnen Gewebszellen ein, welches, da der Koérper Kkeinen direkten
Ausscheidungsweg fur Eisen besitzt, auf lange Sicht zu Multiorgandysfunktionen
fihrt. Grund hierflr ist die Gber eine Lipidperoxidation von Phospholipiden laufende
toxische Wirkung (Haber-Weiss-Reaktion) des Eisens auf Zellen, welche bereits in
entsprechenden Tiermodellen bewiesen wurde. Hierbei zeigten intramuskulére
Injektionen mit Eisenverbindungen deutliche Lysosomenschaden. Grundlage hierfar
ist die so genannte Fenton — Reaktion, bei der aus zweiwertigem Eisen und
Wasserstoffperoxid, dreiwertiges Eisen, ein Hydroxid — lon und ein Hydroxyd —
Radikal entstehen (26).

Innerhalb von Organen zeigen sich variable Veranderungen als Korrelat dieser
chronischen Zellbeeintrachtigung (27).

So sind bei erhéhten Lebereisenkonzentrationen Eiseneinlagerungen in Hepatozyten
und Gallengangsepithelien beschrieben, welche zu einer braunlichen Verfarbung
des Parenchyms und auf Dauer zu einer chronischen Leberzellschadigung fuhren.
Die Konsequenz hieraus sind Leberfibrosen und —zirrhosen, welche zu einem

hepatozellularem Karzinom fihren kénnen.

- 13-
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Abb.11: Prinzip der Lipidperoxidation und deren Folgen
Nach Nielsen et al (2006)

Auch sind viele andere Krankheitsbilder im Zusammenhang mit Eisentberladung
bekannt, wobei die Ausprdgung der Symptomatik aber von der jeweiligen
genetischen Variation abhangig ist.

So lagern Myokardiozyten Eisen ein, welches zu einer toxischen Myokardfibrose
fOhrt. Im Pankreas kann es im Verlauf einer Hamochromatose zu  einer
Pankreasfibrose mit einer pluriglanduléarer Insuffizienz kommen, welche einen
sekundaren Diabetes mellitus zur Folge haben kann. Dieser wird auf Grund der
bestehenden HautlUberpigmentierung auch Bronzediabetes genannt. Innerhalb des
Knochenmarks kann haufig eine Plasmazellsiderose diagnostiziert werden, welche
durch eine grobe intralysosomale Ablagerung von Eisen in der Nahe des Kerns
charakterisiert ist (28).

Nachweisbar sind die Eisenablagerungen in allen Fallen durch die klassische
Berliner-Blau-Farbung. Man unterteilt den Krankheitskomplex Hdmochromatose in
vier Subformen. Symptomatik und Auspragung sind dabei unterschiedlich stark. Die
Typ 1 Hamochromatose ist hierbei die in der westlichen Welt am haufigsten
vertretene Unterform (29) und ist auch Gegenstand der Patientenuntersuchungen in

dieser Doktorarbeit.

- 14 -



Typ Betroffenes Charakteristischer Verlauf
Gen/Protein

Typ 1 HFE Haufigste Form in Nordeuropa, USA,
Australien (1:200-300); autosomal
rezessiv;
parenchymale Eisenspeicherung,
variabler: haufig milder Phanotyp
(Leber, Gelenke, endokrine Organe);
spricht gut auf Aderlass an

Typ 2A HJV juvenile Himochromatose, selten,
autosomal rezessiv; frih einsetzende

Typ 2B HAMP Eisenuberladung: haufig schwere
Organschaden (Leber, endokrine
Organ);
spricht gut auf Aderlass an

Typ 3 TfR2 Haufiger in Stdeuropa, autosomal
rezessiv; parenchymale
Eisenspeicherung: variabler, haufig
milder Phéanotyp (Leber, Gelenke,
endokrine Organe); spricht gut auf
Aderlass an

Typ 4 IREG1/ autosomal dominant;

Ferroportin retikuloendotheliale

Eisenspeicherung: geringe
Organbeteiligung, spricht schlecht auf
Aderlass an

Abb.12: Unterteilung der Himochromatosen. Nach Pievangelo et al (2004), NEJM

Charakteristisch fur die Typ 1-Hamochromatose, die autosomal-rezessiv nach dem
ersten Mendelschen Gesetz vererbt wird, sind Mutationen im 1996 entdecktem
HFE-Gen und eine parenchymale Eisenspeicherung. Diese ist durch die klassische,
erschépfende Aderlasstherapie (ca. 500 ml Blutentzug = 250 mg Eisen/Woche) gut
kontrollierbar. (27,29,30)

Bei schwerer Andmie kommen zuséatzlich noch Eisen-Chelatoren als Alternative in
Frage, welche jedoch kostentiichtiger und mit gréBeren Nebenwirkungen verbunden
sind.

Zwei Mutationsarten sind im Zuge dieses Hamochromatose - Typs innerhalb der
gangigen Literatur vertreten. So flhrt eine Veranderung der Gensequenz an C282Y
unbehandelt zu der klassischen Auspragung der Hadmochromatose mit der oben
beschriebenen Symptomatik und einer verklrzten Lebenserwartung bei fehlender
adaquater Behandlung.
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Die Modifikation an H63D innerhalb des HFE-Gens in
homozygoter Form, so wie die sogenannte Compound-Form, in welcher gleichzeitig
eine heterozygote Variation im C282Y als auch im H63D vorliegt, zeigen zwar eine
ahnliche Symptomatik, verlaufen jedoch deutlich milder. Patienten aller drei Formen
dieser HFE-assozierten Hamochromatose wurden in dieser Arbeit untersucht. Die
anderen Subformen der hereditiren Hamochromatose, wie Typ 2 A
(H&mojuvelin), Typ 2 B (HAMP), Typ 3 (TfR 2) und Typ 4 (IREG1/Ferroportin),
welche jeweils Uber eigene Charakteristika verfugen, sind global, aber vor allem
innerhalb unserer Breitengrade, deutlich seltener und kommen in der vorliegenden
Arbeit nicht vor. Andere Krankheitsbilder mit &hnlichem metabolischem Hintergrund,
wie beispielsweise die Neonatale Himochromatose, die Acaerulosplasminamie, die
Afrikanische Eisentberladung, die Porphyria Cutanea Tarda und die
Atransferrindmie sind ebenfalls im Vergleich zur HFE-assozierten Himochromatose
auBerst seltene Krankheitsbilder, so dass diese hier auch nicht naher beschrieben

werden.

1.3. Leber : Funktion und Physiologie

Die Leber ist die groBte exokrine Drise des menschlichen Organismus und zentrales
Organ fast aller Stoffwechselwege (31, 32).

Sie liegt aus anatomischer Sicht im rechten Oberbauch in intraperitonealer Lage
(auBer Area nuda: sekundar retroperitoneal). Beim Gesunden ist die Leber erst nach
maximaler Inspiration unterhalb des Rippenbogens tastbar und ansonsten kranial
durch das Zwerchfell (Diaphragma abdominis) und frontal durch den Rippenverlauf,
bedeckt, bzw. geschutzt. Die Leber ist mit ihren Nachbarorganen, z.B. der
Gallenblase, der Niere, dem Pankreas und verschiedenen Darmabschnitten durch
Ligamenta (Bander) verbunden. Diese dienen nicht dem Halt der Leber, sondern
stellen entweder Anteile des Peritoneums dar oder dienen den Bauchorganen als
Leitstrukturen fir ihre GefaB-Nerven-StraBen.

Die Leber besteht aus vier Lappen und sollte beim gesunden Menschen zwischen
1200 — 1550 g wiegen. Die Lappen beherbergen Hepatozyten, Endothelzellen,
Kupffer-Zellen (aus dem Monozyten-Makrophagen-System), Ito- (Fett und Vitamin A-
Speicher) und Pitzellen. Auch findet sich in Ihnen Bindegewebe, Gallengéange, Blut-
und LymphgeféaBe und schlieBlich Nerven. All diese Bestandteile strukturieren, den
in Lappchen-Systeme eingeteilten, Feinbau der Leber. (31,32)
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Funktionell ist die Leber von gréBter physiologischer Bedeutung, welches allein an
den Folgen von Schaden der Leber, wie zum Beispiel Aszites, Splenomegalie,
Pfortaderhochdruck und Osophagusvarizen, zu sehen ist. Die Leber erfilllt Aufgaben
in der Saure-Basen-Regulation (Harnstoffsynthese), der Verdauungsfunktion
(Gallensauren) und der Biotransformation (Abbau von Pharmaka). Sie ist ebenfalls
von essentieller Bedeutung im Fettstoffwechsel (Lipoproteinsynthese, Fettsaureauf-
und -abbau), Proteinstoffwechsel (alle auBer y-Globuline) und in der
Kohlenhydratumsetzung (Glykogensynthese und —lyse, Glukoneogenese). Auch hat
die Leber Funktionen innerhalo der Immunologie und bildet leberspezifische
Enzyme, die nach der Blutabnahme auf eventuelle, organische Schaden schlieBen
lassen (32). Bei EisenlUberladung reagiert die Leber als erstes mit
Eiseneinlagerungen. Hierauf erfolgen ausgepragte Gegenregulationsmechanismen
des Organs, die zum Teil noch unbekannt sind. Eine h&ufige Reaktion der Leber auf
auBere Noxen ist eine LebervergrdéBerung bis zur Hepatomegalie.

1.4. LebervergréBerung

Bei unseren klinischen Untersuchungen der Lebergr6Ben von Hamochromatose —
Patienten fiel eine nachzuweisende VergréBerung der Leber auf. Deswegen wurde
in  der vorliegenden  Arbeit das gemessene  Lebervolumen  zur
Lebereisenkonzentration in Zusammenhang gesetzt und anschlieBend statistisch
ausgewertet. Weiterhin fihrten die Messungen zu der Fragestellung, ob dieser
beobachtete Sachverhalt ein spezifischer Effekt des Eisens war und welche
Veranderungen zu der festgestellten Hepatomegalie fuhren kénnten.

Denkbar waren in diesem Zusammenhang vor allem Modifikationen innerhalb der
proliferativen Regelkreise, wobei allerdings die Mdglichkeit einer Hypertrophie auch
nicht ausgeschlossen werden konnte. Es kamen ebenfalls Umstellungen des
Eisenstoffwechsels verbunden mit entziindlichen Prozessen in Betracht, da Eisen,
wie oben beschrieben, ein potentiell toxisches Schwermetall ist (Radikalbildung in
der Fenton-Reaktion) (33).

LebervergroBerungen bis zur Hepatomegalie sind bei Hepatitiden, der
Mitralklappenstenose, der Perikarditis, der Rechtsherzinsuiffizienz, akuten
Entziindungsprozessen, Tumoren und weiteren Lebererkrankungen in der
Fachliteratur notiert, wobei jeweils unterschiedliche Faktoren (mechanische,
hormonelle oder unbekannte) zum inadaquatem Wachstum der Leber fihren (31).
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Abb.13 Bei der Hepatomegalie liegt eine VergréBerung der Leber auBerhalb der
normalen Spielrdume vor. Dies kann verursacht sein durch Infektionen,
Parasiten, Tumoren, Andmien, Gifte, Herzfehler und metabolische Stérungen

Quelle: www.hepgen.com
1.5. Beschreibung des Tiermodells und Bedeutung der Fettgruppe

Um unsere Frage nach der zu beweisenden LebervergréBerung bei der HFE-
assozierten Hdmochromatose beantworten zu kénnen, benutzten wir ein etabliertes
Ratten-Tiermodell. 58 junge, weibliche Wistar - Ratten mit jeweils 120 g
Anfangsgewicht flOtterten wir mit vier verschiedenen Diaten (Kontrolle, Eisen
angereichert, Fett und Eisen angereichert, Fett angereichert), um kinstlich bei
Ratten einen &hnlichen Zustand, wie bei der Himochromatose herzustellen.

Der Nachweis einer LebervergroBerung unter dem Einfluss einer eisenreichen
Ernahrung bei Ratten wurde in frilheren Studien erbracht (39,42). In dieser Arbeit
sollte anhand des Tiermodells die Charakterisierung der molekularbiologischen
Veranderungen bei Hepatomegalie im Rattenlebergewebe erfolgen.

Die Fettgruppe lag als sekundare Kontrollgruppe vor, um eventuelle Schwankungen
innerhalb der Gene mit Hilfe einer andersartigen Diat, z.B. im Sinne einer Fettleber
erkennen zu kdnnen. Auch konnte durch die Fettgruppe nach Ahnlichkeiten durch
Uberladungsprozesse innerhalb der Leber (Eisen vs. Fett) gesucht werden.
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1.6. Prinzip der Eiseniiberladung mit TMH - Ferrozen

Beim Menschen ist eine relevante Eisentberladung beinahe immer auf genetische
Veranderungen zurlck zufuhren. Eine orale Eisenuberladung ohne die bereits
beschriebenen Genveranderungen ist praktisch nicht méglich. Bei Ratten sind
entsprechende Genveranderungen nicht bekannt. Um eine Eisendberladung bei
Ratten erreichen zu kdnnen nutzten wir ein etabliertes Tiermodell unter Benutzung
von TMH — Ferrozen. Es handelt sich hierbei um ein rein auf Manipulation der
Erndhrung gerichtetes Modell. TMH-Ferrozen fihrt Gber die Nahrung zu einer
schweren Lebersiderose in Rattenlebern. Die Verdnderungen ahneln den
histologischen Aufnahmen der hereditaren Hamochromatose beim Menschen.

Das fettlésliche TMH-Ferrozen wird Uber die Nahrung in den Organismus
aufgenommen. Eine Gegenregulation seitens des Rattenorganismus ist nicht
moglich. Dieses ist dadurch begrindet, dass TMH — Ferrozen nicht Gber DMT1 oder
HCP1 in die Mucosazellen aufgenommen wird, sondern diese umgeht. Es ist eine
eisenenthaltende organische Substanz mit hoher Bioverfligbarkeit. Sie macht sich im
Gegensatz zur physiologischen Eisenaufnahme auf Grund ihrer Lipophilitat die
regularen Lipidaufnahmemechanismen (34, 35) zu nutze und gelangt ungehemmt in
den Koérper (36). Wegen dieser Eigenschaft wurde auch eine Behandlung der
Eisenmangelanamie mit TMH-Ferrozen angedacht, welche jedoch wegen
beobachteten Plasmazellsiderosen bei Ratten wieder verworfen wurde (37, 38).

Die Konsequenz dauerhafter oraler Behandlung mit dieser Substanz ist eine massive
EisenUberladung in der Leber, die den Verhéltnissen bei einer genetisch bedingten
Hamochromatose &hnelt. Praktiziert wurde dieses Verfahren erstmals von
Longueville und Crichton zur Testung neuer Eisenchelatoren (39). Mit dem TMH —
Ferrozen — Modell konnten in Langzeit — Versuchen Leberfibrosen und
Leberzirrhosen, wie sie beim Menschen auftreten, im Einzelfall erreicht werden (36,
40-42). Damit scheint die TMH — Ferrozen — Methode dem Konkurrenzverfahren mit
Fltterung von elementarem Eisen (Carbonyleisen) deutlich Gberlegen zu sein (43).
Das Eisen aus dem TMH — Ferrozen lasst sich zu 80 % in Leber nachweisen (36),
wo es primar in Hepatozyten gelangt (39, 41).
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Lebereisenkonzentration bei TMH-Ferrozen-Fiitterung
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Abb.14 Die Abbildung zeigt den Verlauf der Eiseneinlagerung in der Leber in mg/g
Lebergewicht im Verhaltnis zur Fitterungsdauer. Bei zunehmender
Fltterungsdauer wird ein Plateau bei der Eisenmenge in der Leber erreicht.
Nielsen 2006

1.7. Histologie

Vorangehende Untersuchungen konnten bislang nicht klaren, ob die bei Ratten
durch Eisentberladung vergrdBerten Lebern hypertrophiert waren oder durch
Proliferation an Volumen zugenommen hatten. Auch eine Entziindung wurde bislang

nicht ausgeschlossen.

1.8. Verdanderungen der Genexpression im Rattentiermodell

Auf Grund der Annahme, dass die Eisen — und Fettiberladung Variationen der
Genexpression herbeifihren wirden, wurden fur die in Frage kommenden
Stoffwechselwege die Transkription reprasentativer Marker untersucht (Abb.15), auf
die im folgenden naher eingegangen wird.

Proliferation | Hypertrophie

Cyclin D1
Ki-87

IGF -1

Oxidativer Stress

WMnSOD
CuZns0D

Fettstoffwechsel
LPL
5CD1
ACC usw.

TNF-a HAMP

Entziindung Eisenstoffwechsel

Abb.15 Die Leber im Zentrum der verschiedenen Stoffwechselprozesse

-20 -



Gene des Eisenstoffwechsels

Ein betrachtetes Gen war hierbei das HAMP (hepcidin antimicrobial peptid), welches
fir das Hepcidin - Molekll kodiert. Die Funktion des Hepcidin ist, wie bereits
detailliert beschrieben, die Regulation der Eisenhomdostase, welches es Uber eine
Hemmung des IREG 1-Kanals realisiert. Auch wird dem Hepcidin eine Aufgabe in
der Bekampfung von Bakterien nachgesagt. Die Betrachtung der Genexpression
dieses Gens erschien wichtig, da erstens mit dem Ratten-Tiermodell massiv in den
Eisenstoffwechsel eingegriffen wurde und Verdnderungen der Genexpression von
Regulationsgenen zu erwarten sind.

Zweitens ist in der Literatur bereits eine Zunahme der Expression von HAMP bei
Eisenlberladung beschrieben, so dass dieses Gen bei gleichem Ergebnis zur
Bestatigung der Funktionalitit des verwendeten Systems dienen konnte
(Verifikation) (44-47).

Die Bricke zwischen dem Eisenstoffwechsel und dem Zellzyklus (speziell der
Proliferation) schlagt das CDC14a (cell division cycle 14 homolog a). Bei diesem
Enzym handelt es sich eigentlich um eine spezifische Phosphatase, welche zwei
unterschiedliche Schritte katalisieren kann, die beide fir die Zentrosomenseparation
und produktive Zytokinese wahrend der Zellteilung bendtigt werden. Erst kirzlich
wurde festgestellt, dass auch CDC 14a Trager eines Iron responsive Elements am
3’- Ende ist (21). Dies bedeutet, dass der Eisenstoffwechsel in diesem Fall direkt mit
dem Zellzyklus un der Proliferation im Zusammenhang steht. Weitere Verbindungen
des Eisens zur Proliferation sind somit wahrscheinlich.

Gene der Proliferation

Schon in friheren Versuchen konnte durch das angewandte Tiermodell bei Ratten
eine LebervergréBerung festgestellt werden. Um die zentrale Fragestellung, weshalb
die Leber unter erhdhter Eisenkonzentration wachst, beantworten zu kénnen, waren
die Gene der Zellproliferation von entscheidender Wichtigkeit. Aus der Vielzahl der
maoglichen Gene wurden hierbei das Ki-67 und das Cyclin D1 ausgewahlt, welche in
der Literatur als wichtige Proliferationsmarker gelten.

Cycline bestimmen durch ihr Vorhandensein und ihre Konzentrationsdnderungen
den zeitlichen Ablauf des Zellzyklus. Die genaue Funktion ist die Regulation der
Cyclin-dependent-kinases (CDK=cyclin-abhangige Kinasen).
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So kommt es durch die Wirkung von Cyclin D auf CDK4 und von Cyclin E auf CDK2
und dem Verbrauch von ATP zu ADP zur Phosphorylierung des Retinoblastom-
Proteins (RB105), welches zur Folge hat, dass die vorher gebundenen
Transkriptionsfaktoren des Retinoblastom-Proteins inaktiviert und freigesetzt werden.
Diese Faktoren setzen ihrerseits die Transkription von Genen in Gang, die far
Proteine kodieren, welche an der Herstellung von Vorstufen fur die DNA-Synthese
und der DNA-Verdopplung beteiligt sind (24).

Die jeweilige Zelle kann nun mit Hilfe des verédnderten RB105 in die S-Phase des
Zellzyklus eintreten (24). Durch Cyclin D1 wird somit die G1/S Transition kontrolliert.

/

— ®e®

Cghuifg— ©

Abb.16 Darstellung des Zellzyklus mit den einzelnen Phasen
Cyclin D1 spielt dabei eine Rolle bei der Transition von G1 nach S
Quelle:Max-Plank-Multimedial, www.mpg.de/

Fiar Cyclin D1 ist bereits ein Anstieg bei Eisentberladung beschrieben, doch war
hierbei das Tiermodell komplett anders und weiter entfernt von einer oralen

Eisentberladung (48).

Bei Ki-67 handelt es sich um ein Protein, welches an der Universitat von Kiel zum
ersten Mal identifiziert werden konnte. Zwar ist das Vorhandensein von Ki-67 im
Zellzyklus durch Experimente bewiesen, doch fehlt bis zum heutigen Tage die
Aufklarung des spezifischen Effekts.

Vermutet wird eine Bindung an die FHA-Domane des MKi67-Proteins wahrend
dessen Bindung an mitotische Chromosomen im Kernkdérperchen (Nukleolus). Die
Realisierung seiner Funktion soll Uber eine Bindung an die delta- Untereinheit der
DNA — Polymerase erfolgen. Der Einfluss von Eisenlberladung auf Ki-67 ist noch
nicht beschrieben.
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Bei der Proliferation wurde auch das Caveolin-1 auf Anderungen der Genexpression
untersucht. Caveolin-1 gilt als sehr wichtiger Faktor bei der Leberregeneration nach
partieller Hepatektomie. Es dient vermutlich hierbei als GerUstprotein in kaveolaren
Membranen und interagiert und reguliert weiterhin die alpha-Untereinheit von
G-Proteinen (49).

Gene der Hypertrophie

Neben den Genen fur die Proliferation waren Hypertrophiemarker von Relevanz.
Ausgesucht wurde hier der Insulin-like-growth-Faktor 1 (IGF-1).

Veranderungen des IGF-1 sind in der Literatur im Bezug auf Eisenlberladung nicht
beschrieben, jedoch sind starke Veranderungen der Genexpression des IGF-1 im
Zusammenhang mit Leberregenerationen nach partieller Hepatektomie bekannt (50).
Nach diesen Operationen kommt es innerhalb weniger Tage zu beinahe
vollstandiger Regeneration der Leber, so dass ein hormoneller Wachstumsreiz
angenommen wird. Da die Himochromatose anhand der Daten und Beobachtungen
bei eisenlberladenen Ratten wahrscheinlich ebenfalls einen Wachstumsreiz auf das
Lebergewebe ausibt, ist die Betrachtung des IGF-1 auch in unserem Experiment
interessant. IGF1 ist dem Insulin-Hormon strukturell sehr &hnlich. So finden sich
beispielsweise in der Aminoséduren-Zusammensetzung groBe Ubereinstimmungen.
IGF1 entsteht ebenfalls aus einem Propeptid (Zymogen) und 50 % der 67
Aminoséduren des fertigen Peptids stimmen mit dem Insulin Gberein (24).

IGF1 hat eine starkere wachstumsférdernde, anabole Wirkung als das Insulin,
welches es hauptséchlich im Knorpel und Knochengewebe und teilweise auch in
Muskulatur und Fettgewebe realisiert. Der IGF1 Rezeptor ist ubiquitér vertreten, so
dass IGF1 auch Veranderungen innerhalb anderer Organe, wie zum Beispiel an
seinem Bildungsort, der Leber, bewirken kann. IGF1 steht im Rahmen der
Hypothalamus — Hypophysen — Leber - Knochen - Achse (24) unter dem direkten
Einfluss des Wachstumshormons (Growth hormon = GH).
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Abb. 17 IGF-1 im Rahmen der Hypothalamus — Hypophysen — Leber - Knochen —

Achse. IGF-1 wird direkt durch das Growth Hormon beeinflusst und ist
Mediator der Hypertrophie. Quelle: http://www.mfi.ku.dk

Tragerproteine (IGF-BP 1-6 = Insulin — like — Growth — Faktor - Binding-Protein)
werden, nachdem IGF-1 ins Plasma sezerniert wurde, an dieses gebunden und
stehen gleichermaBen unter Wachstumshormon und Insulin-Kontrolle. Diese
Hormone bestimmen, wann IGF1 sich von seinen Bindungsproteinen l6sen, in die
aktive Form wechseln und schlieBlich an seinen Rezeptor (IGF-R=Insulin-like-
Growth-Faktor-Rezeptor) binden kann. Der IGF-R gleicht mit seiner Tetrameren-
Struktur und der intrazelluldren Tyrosinkinase-Aktivitdt dem Insulin-Rezeptor und
stellt fir das IGF-1 die Mdglichkeit zur Verfigung, intrazellulare Signalkaskaden zu
initieren. Das Ergebnis aus der Signalfolge ist dann die vermehrte
Proteinbiosynthese, eine Hemmung der Proteolyse, der Thymidineinbau in die DNA
und das Einfligen von Sulfaten in Proteoglykane (24).

Der Einfluss von Hypertrophiemarkern wurde auch auf Proteinebene verfolgt. So
wurde die Phosphorylierung des AKT-1 mit Western Blots betrachtet.
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Abb.18 IGF-1 und der AKT-Signalweg stehen im direkten Zusammenhang bei
antiapoptotischen Wegen. Quelle: www.biocarta.com, modifiziert nach
Khaljani 2008

AKT-1 ist eine Proteinkinase flr vielféltige Signalkaskadewege (wie z.B. Apoptose,
Zellzyklusprozesse, Anigiogenese), doch steht AKT-1 im direkten Zusammenhang
mit IGF-1. So vermittelt AKT-1 Uber eine Erhéhung den antiapoptotischen Effekt des
IGF-1. Eine Hypertrophie ohne vermehrtes AKT-1 ist, da es auch ein zentraler
Vermittler in Hypertrophiewegen ist, weitgehend auszuschlieBen. Verschiedene
Einflussfaktoren des Eisens auf die AKT missen dennoch berticksichtigt werden, da
Eisen als Noxe in unterschiedliche Stoffwechselwege eingreift.

Gene der Entziindung

UberméaBiges Zellwachstum kann, neben Proliferation und Hypertrophie, auch
andere Ursachen haben.

Méglich ist in diesem Zusammenhang eine LebervergréBerung im Zuge eines
Entzindungsgeschehens,  welches  wir durch die  Betrachtung von
Entziindungsmarkern beobachten wollten.

Der in der Literatur klassischerweise angefiihrte proinflammatorische Marker ist der
TNF-a (Tumor-Nekrose-Faktor-a), welchen wir deshalb auch fir unsere Studie

wahlten.
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TNF-a gehort zur Gruppe der Zytokine und hier speziell zu den Interleukinen. Er
wirkt auf spezielle Rezeptoren (TNFRSF1A/TNFR1 und TNFRSF1/TNFBR) und
aktiviert hierdurch zytoplasmatische Tyrosinkinasen aus der Janus-Familie, die dann
eine Signalkaskade Uber den STAT-Weg (signal tranducer and activator of
transkription) initiieren. Der hauptsachlich von Makrophagen sekretierte TNF-a kann
bei bestimmten Tumorzelllinien einen Zelluntergang auslésen (Namensgebung),
entfaltet sein wahres Wirkungsspektrum jedoch erst im Rahmen der Immunantwort
des Korpers. Es sorgt hierbei fur Entzindungen, einen Fieberanstieg (direkt oder
Uber andere |Interleukine, z.B. IL-1 getriggert) und kann unter Umsténden

Zellproliferationen und Zelldifferenzierungen induzieren.

Bezugsgen (Housekeeping-Gen)

Die Expression aller genannten Gene wurden im Bezug auf die Glyceraldehyd-3-
phosphatdehydrogenase 1 (GAPDH) betrachtet und wéahrend der statistischen

Auswertung relativiert.

Es handelt sich bei GAPDH um ein Enzym des Kohlenhydratstoffwechsels, welches
D-Glyceraldehyd-3-phosphat mit einem Phosphat und NAD® zu 3-Phospho-D-
glyceroylphosphat und NADH umwandelt.

Es wurde als “Housekeeping-Gen“ verwendet, welches methodisch genau wie die
anderen Gene bearbeitet wird und somit eine Vergleichbarkeit zu diesen zulasst.
Voraussetzung ist, dass sich das Housekeeping-Gen bei den Messungen in der
Kontrollgruppe und den zu untersuchenden Gruppen nicht unterscheidet.

GAPDH wird durchgehend in der Literatur in dieser Funktion verwendet und
empfiehlt sich daher. Allerdings wollten wir kontrollieren, ob sich &hnliche Ergebnisse
auch bei einem verdndertem Housekeeping-Gen ergaben. Das hierflr genutzte
Moleklil war die alpha-Unterheit des stimulierenden G-Proteins (GSa). Wir
entschieden uns nach der Kontrolle mit GSa, letztich GAPDH zu benutzen, da

dieses weniger Schwankungen unterworfen war.
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1.9. Fragestellung

In der vorliegenden Arbeit sollten folgende Fragen beatwortet werden:

1. FOhrt Eisenlberladung beim Menschen, genauso wie bei Ratten, zur

Hepatomegalie?

2. Ist die eventuelle LebervergréBerung bei Patienten dabei direkt abhangig

von der Lebereisenkonzentration?

3. Welche Gene spielen bei der eiseninduzierten LebervergréBerung bei der
Ratte eine Rolle: Proliferation, Hypertrophie oder Entziindung und was zeigt
die Histologie?

4. Bedingen Eisen- und Fettiberladungen &hnliche Reaktionen auf

Genexpressions- und Proteinebene?



2. Experimente (Material und Methoden)

2.1. Sonografische Lebervolumenuntersuchung

Material:
- Ultraschallgerat: Picker CS 9500 - Ultraschall — Kontakt — Gel : Caesar und Loritz
- Vakuummatraze : Vac Fix As - Bewegliche Liege

Zur Bestimmung des Lebervolumens legten sich die Patienten auf den Ricken, um
eine moglichst gute Erreichbarkeit der Leber unter dem Rippenbogen zu erlangen.
Im Anschluss hieran wurden mit Hilfe des Ultraschallkopfs laserkreuzgesteuert im
Abstand von 2 cm Ultraschallbilder in der Sagittalebene angefertigt. Auf den Bildern
musste die Leberflache manuell markiert und mit der Schichtdicke von 2 cm
multipliziert werden. Nach der Addition der Ergebnisse der 8 Schnittbilder ergab sich
das Lebervolumen n&herungsweise. Die Arbeit erfolgte mit freundlicher
Unterstitzung von Herrn Rainer Engelhardt und Roland Fischer aus der
Eisenstoffwechselambulaz des Zentrums flr Frauen- und Kindermedizin, Klinik und

Poliklinik f. Padiatrische Hamatologie und Onkologie, Universitatskrankenhaus

Eppendorf.
1d |sex| Diagnosis | C2e2Y |[HE3D| Weight | Height [Wol_liwv] LiIC
20295  m SHC hormm = L] a2 165 A 564 I3 74
20372 SHC hom =2 -1 49 155 13335 29235
204217 m SHC hom = -1 93 155 2106 i
20450  m SHC hormm = -1 3 175 2023 125
20550 m SHC hom =2 -1 T2.3 175 1931 3255
206651 m SHC hom = (o} 54 150 F000 5365
205388  m SHC hormm = -1 110 197 2700 14A457F
20705 m SHC hom =2 -1 T3 150 2200 1245
20709 m SHCS hom =2 -1 57 176 1932 26T
Z2oFysg9 T SHC hormm = -1 a9 150 2172 2997
20815 SHC hom =2 -1 55 155 1320 Sy
20833 m SHCS hom =2 La ) S0 150 1406 G2
20345 T SHC hormm = -1 3 174 1543 849
20551 SHC hom =2 La} 55_4 150 1266 1144
208559 m SHCS hom =2 La ) 55 175 1544 1938
20890  m SHC horm = -1 1 173 1498 L
20933 SHC hom =2 La} T3.2 151 2090 A2
209365 m SHCS hom =2 -1 S0 179 2202 17
20966 T SHC horm = a 53 167 1080 et |
20959 m SHC hom =2 La} 99 153 IZ283 12
20973 SHCS hom =2 30 142 1130 18586
20977 m SHC horm a s By 146 1100 144851
20987 m SHC hom =2 La} 100 157 2094 20HDy
20991 SHCS hom =2 -1 43 159 1152 887
Abb.19 Auszug aus der Patientendatei. Vermerkt sind die Kennnummer (ID), das

Geschlecht (sex), die Hamochromatose-Mutation (C282Y,H63D), die
Diagnose, das Gewicht, die GrdBe, wie auch das gemessene Lebervolumen
(Vol-liv) und die Lebereisenkonzentration (LIC)
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2.2 In vivo Lebereisenkonzentrationsbestimmung mit SQUID

Material:
- Biomagnetic Technologies Inc., Ferritometer System

Zur Bestimmung der Lebereisenkonzentration bei Patienten in vivo wurde ein so
genanntes Superconducting Quantum Interference Device (SQUID) verwendet,
welches ohne jeglichen invasiven Eingriff eine genaue Messung des Eisens
ermoglicht. Das Gerét ist hierbei in der Lage minimale magnetische Verédnderungen
zu erfassen, welche sich bei erhbéhter Lebereisenkonzentration gegeniber
Normalpatienten ergeben. Das SQUID besteht hierbei aus einem supraleitenden
Ring, der an einer Position durch ein elektrisch isolierendes Material unterbrochen
ist. Um diese supraleitende Funktion dauerhaft erhalten zu kdnnen ist eine
durchgehende Kihlung mit flissigem Helium erforderlich. Das zu Grunde liegende
Prinzip ist hierbei die Flussquantifizierung in supraleitenden Ringen und der so
genannte Josephson - Effekt.

Die eigentliche Messung erfolgte nach vorgegebenem Protokoll des Hamburger
Biosuszeptometers (51), wonach 5 einzelne Prazisionsmessungen und eine

Wasserreferenz als Basis fiir die anschlieBende Berechnung gesetzt wurden.

Die Patienten mussten auf einer Liege eine bestimmte Position in Rickenlage
einnehmen, so dass das Leberfeld fiir das Gerat zuganglich war. Eine genaue
Positionierung erfolgte ultraschallgesteuert und laserkreuz geflihrt, um fir den
Patienten, welcher nun durch eine Vakuummatratze fixiert wurde, vergleichbare

Ergebnisse zu erhalten.

Zunachst musste jedoch der Abstand zwischen der Leber und der Haut durch 4-
fache Ultraschallmessung in unterschiedlichen Ebenen (transversal, diagonal
zweimal, sagittal) bestimmt werden. Hierauf folgte die Verwendung eines ellipsoiden
Diagramms auf die vordere Leberflache im Ultraschall und die Aufzeichnung der
Thoraxform. Durch Verschieben der Liege konnte der Patient nun in eine optimale
Position unterhalb des SQUID gebracht werden. Der Patient musste jetzt die Luft
anhalten, um atemspezifische Verfalschungen zu vermeiden. Die Messung wurde

dann initiiert, wobei der Patient um 7 cm bei maximal 0, 7 cm/s herabgesetzt wurde.
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Das SQUID konnte hierbei das inhomogene Magnetfeld mit Hilfe der supraleitenden
Feldspulen erfassen und protokollieren. Eine Erfassung von konstanten
Magnetfeldern ist mit dem SQUID nicht mdglich. Durch die Benutzung einer
Wasserkopplungsmembran konnten Stérungen durch diamagnetische Storfelder
(andere Gewebe, wie z.B. Knochen oder Muskeln) ausgeschlossen werden (52)

2.3. Statistische Auswertung der Patientendaten

Material:

-PC

- Statistik-Programm (STATISTICA, STAT SOFT, 14" Street, 2300 E Tulsa)
- Microsoft Excel

- Microsoft Access

Fir die statistische Auswertung der Patientendaten wurden die, in Microsoft Access
bestehenden, Rohdaten zunachst nach ihrer Eignung selektiert. So kamen nur
Patienten in Betracht, bei denen das Lebervolumen und die Lebereisenkonzentration
bekannt waren. Auch mussten die GréBe und das jeweilige Gewicht des Patienten
innerhalb von Access oder der Akte dokumentiert sein. Weiterhin wurden Patienten,
die zum Zeitpunkt der ersten Messung bereits anbehandelt waren, ausgeschlossen,
da hier die Lebereisenkonzentration durch externe Eingriffe schon massiv verandert
war. Die selektierten Patientendaten wurden dann in Microsoft Excel Ubertragen.

Hier konnte dann aus dem gemessenen Lebervolumen und dem errechnetem
Normalvolumen fir den Patienten (nach Rasmussen mit Einbeziehung der GrdBe
und Gewicht) der so genannte Hepatomegalie — Faktor berechnet werden. Dieser
wurde dann in einem weiteren Bearbeitungsschritt mit der Lebereisenkonzentration
der Patienten in Beziehung gesetzt, wobei die Daten aus den einzelnen Tabellen
Uber ihre spezifische ldentifikationsnummer verbunden waren. Das Ergebnis dieser
Korrelation wurde in einer Grafik dargestellt.

Mit Hilfe von Statistik — Programmen wurde versucht, eine Beziehung zwischen der
Lebereisenkonzentration und dem Hepatomegaliefaktor (gemessenes
Lebervolumen/errechnetes nach Rasmussen) zu finden. Hierzu wurde zunachst eine

Auswertung des R-Wertes nach Pearson durchgefihrt.
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Allerdings berucksichtigte die Auswertungsmethode nach Pearson, welche sich
anhand der linearen Geraden der Messpunkte orientiert, nicht die so genannte
skewness (Schiefheit) der Verteilung der Patienten (in diesem Fall bei 4,02). So
lagen weniger Patienten mit sehr hohen Lebereisenkonzentrationen und — volumina
als solche mit niedrigen Werten vor. Die Pearson — Methode setzt jedoch eine
Gleichverteilung voraus, weshalb diese Methode zu verwerfen war, beziehungsweise

nur zur grundsétzlichen Orientierung dienen konnte.

Maogliche Auswertungsverfahren, welche die Schiefheit der Gerade berlcksichtigen
sind die nicht — parametrische Auswertung nach Spearmen und die parametrische.
Wir nutzten in diesem Fall die Methode nach Spearmen, welche im
Computerprogramm Stat Soft STATISTICA enthalten ist.

Diese Auswertungsart nummeriert, sowohl die Daten der Lebereisenkonzentrationen
als auch die der Hepatomegaliefaktoren, von eins herab je nach ihrer H6he. Dann
wird analysiert, ob der Patient der in der Lebereisenkonzentration den Wert eins hat,
auch in den Hepatomegaliefaktoren dieselbe Stelle einnimmt. Die Spearmen —
Methode setzt also diese Korrelationen flir die weiteren statistischen Erhebungen

voraus.

Verfahren

Als Vergleichsparameter fur die Lebereisenkonzentration wurde nicht das
Lebervolumen genommen, sondern der Hepatomegaliefaktor (56). Dies flhrte
bereits zu einer Relativierung der gemessenen Parameter. Die Formel flir die
Berechnung setzt hierbei die Kenntnis der GroBe und des Gewichts voraus, welche
deshalb ebenfalls in den a priori festgelegten Parametern vorkamen.

Formel fir Hepatomegaliefaktor : gemessenes Lebervolumen / berechnetes Volumen Normalvolumen nach
Rasmussen: 1150,7 * Body—Surface—Area - 422,13 Body — Surface — Area :
0,007184 * (Gewicht in kg®*®®) * (GréBe in cm®™®)

Fehlermdglichkeiten waren bei der Lebervolumenbestimmung die vom Untersucher
festzulegenden Grenzen der Leber in den Ultraschallbildern. Allerdings waren die
Abweichungen der Lebervolumina bei unterschiedlichen, unabh&ngigen
Untersuchern  nur im  Bereich  weniger Milliliter, so dass diese
Beeinflussungsmdglichkeit ausgeschlossen werden konnte (57).
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Die Lebereisenkonzentration wiederum ist abhéngig von der Lagerung des Patienten
und Atemexkursionen wahrend der Messung, welche die Messwerte verfélschen
kénnten. Durch Laserkreuz geflhrten Ultraschall und daran orientierten
Markierungen konnte dies relativiert werden. Auch wurde der Patient im Laufe der
Messung angewiesen die Luft  anzuhalten, um unnétige, die
Lebereisenkonzentrationsmessung beeinflussende, Bewegungen des Brustkorbs
auszuschlieBen. Durch bis zu 5-fache Wiederholung der Messung und der Bildung
eines Mittelwerts hieraus konnten AusreiBer entdeckt, miteinbezogen und ihrer
Bedeutung nach ausgewertet werden (36).

2.4. Rattentiermodell mit TMH-Ferrozen

Material:
- Kéfige
- Futter (Altromin,Lage, Deutschland : C1038 mit jeweiligenZuséatzen)
- Charles River weibliche Norway Ratten um 120 g
(Charles River Laboratories, Inc.251 Ballardvale Street Wilmington, MA 01887-1000)
-TMH-Ferrozen

Es wurden 58 weibliche Wistar — Ratten von Charles River
(Tierversuchsnummer 47/06) mit einem Gewichtsvorgabe von ca. 120 g geordert.

Diese wurden unter fachlicher Kontrolle in der Versuchstierabteilung in Hamburg-
Eppendorf in Ka&figen in 4er Gruppen gehalten. Sie unterlagen in diesem
Zusammenhang einem regularem Tag/Nachtrhythmus im 12-stindigen Wechsel. Es
lagen konstante Klimabedingungen (Luftfeuchtigkeit und Temperatur) Uber die

gesamte Versuchslaufzeit vor. Die Ratten wurden zweimal wdchentlich gewogen.

So konnte auf Fressverhalten und dominante Tiere innerhalb jeder 4er Gruppe pro
Kafig geschlossen werden. Die Ratten erhielten regulares Leitungswasser zu trinken
und der Kafigwechsel erfolgte im wdchentlichen Abstand. Eine Besonderheit lag bei
der Fltterung vor.
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Es gab vier unterschiedliche Diaten, welche alle bei Altromin bestellt werden:

Rattenerhaltungsdiat (C1038:Altromin)
Rattenerhaltungsdiat mit 0,5 %TMH - Ferrozen
Rattenerhaltungsdiat mit 30% Fett (Schweineschmalz) und 2% Cholesterin

A w0 b~

Rattenerhaltungsdiat mit 30% Fett (Schweineschmalz), 2% Cholesterin und
mit 0,5 % TMH — Ferrozen

TMH-Ferrozen wurde in der Abteilung hergestellt und an Altromin versandt.

Die Organentnahme erfolgte hierbei nach 2, 4 Wochen (N=24) und 10 Wochen
(N=32). Die Tiere waren hierbei gleichmaBig in die vier Diat — Gruppen aufgeteilt.

2.5. Enthahme der Rattenlebern

Material:

- Ketamin 100 mg/ml (Pfizer) - Rompun 2 % (Bayer)

- Spullésung - Skalpell

- Schere - Cryotubes

- FlUssiger Stickstoff - Butterfly-Blutentnahme-System
- Monovette - Adapter

- 1 M Heparin (Heparin-Natrium-25000, Ratiopharm)
(1:10 Verdinnung von Heparin mit aqua ad injectable auf 500 ml)
- Narkosemittel

(2,3 ml Ketamin + 1 ml Rompun ad 10 ml NaCl- intraperitoneal injeziert)

Zur Entnahme der Rattenlebern wurden die Ratten zundchst mit Hilfe der
intraperitonealen Injektion des oben beschriebenen Betaubungsmittels narkotisiert
(je nach GréBe und Gewicht des Tieres 0,7 — 1 ml einer 1:10 Mischung Ketamin zu
Rompun). Die Tiere standen, wahrend die Narkose zu wirken begann, standig unter
Aufsicht, wobei durchgehend die distalen Reflexe an Armen und Beinen getestet
wurden. Sobald keine Reflexe mehr auf die taktile Manipulation erfolgten, wurde ein
Hautschnitt von ca. 2 cm oberhalb der Symphyse beidseits bis zur Spina iliaca
anterior superior gefuhrt.

Das nun freiliegende Peritoneum, welches bei der Ratte eine relativ derbe Struktur
ist, wurde ebenfalls nach derselben Methode zur Seite prapariert, so dass die
Bauchorgane nun frei sichtbar waren. Infolgedessen wurden nun wiederum beidseits
weitere Schnitte vom Processus xiphoideus zum Unterrand des Rippenbogens
gefuhrt.
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Hierauf wurde das Brustbein (Sternum) der Ratte mit Hilfe einer Schere bis zur
Incisura jugularis durchtrennt, so dass der Brustkorb offen lag und freie Sicht auf
das, noch schlagende, Herz bestand. Dieses wurde dann mit Hilfe eines Butterflys
im linken Ventrikel punktiert, so dass ein Réhrchen EDTA — und ein Réhrchen Serum
— Blut abgenommen werden konnten. Im Anschluss wurde an denselben Butterfly
die Heparin — Spullésung angeschlossen und langsam mit der Injektion, zur
Perfusion der Organe, begonnen.

Hierzu musste der rechte Ventrikel mit Hilfe eines lateralen Schnitts eréffnet werden,
so dass die Spullésung und das Blut entweichen konnten.

Nach der Perfusion wurde augenblicklich mit der Praparation und Entnahme der
Organe begonnen. Archiviert wurden hierbei Herz, Milz, Gehirn, Duodenum, Muskel
(M. quadrizeps femoris), Nierenfett, Hinterwandfett, Herzfett, Niere, Aorta und
schlieBlich die Leber. Zur Archivierung wurden handelslbliche, eisenfrei
gewaschene, Cryotubes verwendet, welche nach der Fillung sofort in fllssigen
Stickstoff gegeben und infolgedessen bei — 80°C in einer Kihltruhe gelagert werden.

2.6. Bestimmung der Rattenlebereisenkonzentration in vitro

Material:
- Luminescence Spectrometer, LS 50 B (Perkin — Elmer)
- eisenfrei gewaschene Materialien (mit Trito X-100 und 0,02 M HNO3-Salpetersaure-)

Zur Bestimmung der Lebereisenkonzentration wurden zun&chst Lebersticke mit
etwa 1g in 5 ml HNO3/1 ml H202 durch eine Mikrowellenaperatur feuchtverascht.
Hiernach konnte dann mit der Atomabsorptionsspektroskopie (atomic absorption
spectroscopy) die Lebereisenkonzentration bestimmt werden. Der Ablauf begann mit
der Herstellung einer Standardkurve: In zwei eisenfreie GefaBe kamen jeweils 800,
bzw. 400 pl der oben beschriebenen Matrix-Lésung, um danach noch mal 100 pl
einer 100 pg/l konzentrierten Eisenstandardlésung hinzugeben (verdinnt aus 1000
ug/ml Stammeisenstandardlésung, Sigma). Es wurden dann  vier
Standardverdinnungen, unter Verwendung des Autosamplers, mit verschiedenen
Konzentrationen (25; 50; 75; 100 pg/l) hergestellt, welche Basis zur Berechnung der

Standardkurve waren.
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Als Qualitatskontrolle und zur Sicherung der Reproduzierbarkeit der AAS -
Ergebnisse wurden zudem noch drei Serumpools und drei Verdinnungen einer
Eisenstandardlésung (Positivkontrolle) mitlaufen gelassen. Als Messbereich wurde
hierbei ein Rahmen von 30 — 100 pg/l angegeben.

Jeweils 20 pl von den einzelnen Verdinnungen wurden im Anschluss mit Hilfe eines
Autosampler in einen Grafitofen pipettiert, wonach ein spezielles, durch das Gerét
vorgegebenes Heizprogramm folgte. Ein Monochromator nimmt hierbei das
elementspezifische Linienspekirum, welches durch die mit Eisen bedampfte
Hohlkathode gebildet wird, bei 248,3 nm auf, Die Lichtintensitat wird von einem
Fotomultipler gemessen, so dass mit diesen Daten mit Hilfe des Lambert —
Beerschen — Gesetzes die jeweilige Extinktion bestimmt werden kann.

Die Eisenkonzentration in den zu untersuchenden Proben wird hierbei durch das
AAS — Programm (Perkin Elmer) in Einbeziehung der Extinktion und Standardkurve
berechnet. Es fand in diesem Zusammenhang eine Dreifachbestimmung statt aus
denen spater sowohl Mittelwert, als auch Standardabweichung bestimmt werden
konnten (mit freundlicher Unterstiitzung von Frau Rosemarie Kongi, UKE Hamburg).

2.7. Histologische Aufarbeitung der Rattenlebern

Material:
- Fixierldsung (Glutardialdehyd) - Berliner-Blau-Lésung
- Ultramikrotom - Mikroskop

- PC mit Bildanalysesoftware

Fir die histologische Darstellung der Gewebe mussten die Lebern zunachst in
Epoxid — Harz fixiert werden. Infolgedessen wurden von diesen kleinen Blécken mit
Hilfe eines Ultramikrotoms Semidinnschnitte angefertigt, die dann speziellen
Farbungen unterworfen werden konnten. In diesem Zusammenhang bot sich, neben
anderen moglichen Farbungen, wie z.B. Sudan — 3 zur Beobachtung von
Fettstrukturen, die Berliner — Blau — Farbung an. Mit Hilfe dieser Methode ist es
mdglich die Einlagerung von Eisen in das Leberparenchym, also die Hepatozyten, zu
betrachten. Auch sind extrazellulare Eiseneinlagerungen ersichtlich.

Bei der Berliner — Blau — Farbung handelt es sich um Kaliumhexacyanoferrat,
welches mit Eisenionen in der Zelle im Uberschuss eine I18sliche blaue Verbindung
bildet (mit Unterstitzung des Instituts fir Neuroanatomie, UKE Hamburg).
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Fir die Auswertung der Histologie-Bilder wurden die Zellkerne pro Gesichtsfeld in
der Mikroskopsoftware markiert und anschlieBend ausgezahlt.

Verfahren

Die histologische Aufarbeitung wurde nach standardisierten Protokollen und nach
dem Stand der Forschung durchgefuhrt.

Grundsatzliche Fehlerquellen bei der Histologie sind eine zu spate Kihlung des
Organs, eine mangelhafte Fixierung durch das Harz und eine zu starke
Eindeckelung auf dem Objekttrager. Zudem kann bei der Auswahl des Sichtfelds,
trotz der Bemiihung um Ahnlichkeiten in der Struktur und dem Mikroskopiergebiet,
ein falschers Gesichtsfeld gewahlt werden und somit das Endergebnis beeinflussen.

2.8. Isolierung der DNA, der Proteine und der RNA fiir die rt — rt — PCR

Material:

- SS 34 Rotor - Eppendorf Thermomixer 5437, Nr. 04696
- Chloroform - Isopropanol

- 75% Ethanol (in DEPC-Wasser) - DEPC-Wasser

- Aqua ad injectable - Ultrathuraxx

- Feinwaage - Steril — Réhrchen

- Eppendorf 1,5ml Tubes - 100% Ethanol

- 0,1 molares Natrium-Citrat in 10% Ethanol - Guanin-Hydrochlorid in 95 % Ethanol

- Pipetten (Eppendorf und Gleason) - Autoklavierte Pipettenspitzen

- Tischzentrifuge (Eppendorf Centrifuge 5415 C)

- Vortex (Heidolph, U min 200-2400, Nr. 54117 Y2K : Ifd Nr. 14138

- Sorvall RC — 5 B Refrigerated Superspeed Centrifuge (Du Pont Instruments )
- Trizol-Reagenz (Invitrogen, Cat. No.15596-018, Size 200ml)

Der Vorgang wurde nach der Anleitung des Herstellers durchgefiihrt. Die Isolierung
der RNA fir die anschlieBende Umschreibung in cDNA fir den LightCycler begann
mit dem Kuhlen der Zentrifuge. Die Proben mussten wahrend ihrem ganzem
Aufenthalt auBerhalb der — 80 °C Truhe auf Trockeneis stehen, um eine Degradation
der RNA durch RNAsen zu verhindern. Reagenzglaser wurden vorgewogen und
beschriftet, um in diesen dann die Proben einwiegen zu kénnen (100 — 150 mg). Im
Anschluss war die Zugabe von 3ml Trizol und ein sofortige Lagerung auf Eis nétig.
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Das Gemisch wurde im Ultrathuraxx homogenisiert, um danach eine 5 mindtige
Inkubation bei Raumtemparatur durchzufUhren. Zwischen den einzelnen Proben
wurde der Ultrathuraxx gereinigt und mit aqua dest. gespiilt. Es folgte die
Beimengung von 0, 6 ml Chloroform, vortexen und ein erneutes wiegen der
Reagenzglaser an einer groben Waage, um eventuelle Gewichtunterschiede mit
Trizol austarieren zu kénnen. Nun wurde mit dem SS 34 — Rotor bei 10.000 upm
(12000 g) 15 Minuten lang bei 4°C zentrifugiert.

Die Proben wurden nun entnommen und auf Eis gestellt. Zwei Phasen waren
unterscheidbar. In der wassrigen, oberen Phase befand sich die RNA, die nun
vorsichtig in neue, beschriftete Tubes mit 1 — 2mm Sicherheitsabstand zu unteren
Phase Uberfiihrt wurde. In der unteren Phase lagen die Proteine und die DNA vor.

2.8.1. DNA

Die Interphase unterhalb der wassrigen, RNA-haltigen Lésung musste nach dem
Umpipettieren der RNA-L6sung in ein neues Tube in den Methanol-Chloroform Abfall
entsorgt werden. Dann wurde die untere Phase mit 0,9 ml 100 % Ethanol
Uberschichtet und zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues, mit Protein
beschriftetes Tube Ubertragen und das Pellet wurde in 3 ml EtOH gel6st.

Nach einem Vortexvorgang und einer Zentrifugation bei 10.000 upm und 5 min
wurde der entstandene Uberstand abpipettiert. Dieser Waschschritt wurde zweimal
wiederholt, um dann das Pellet nach einem Luftrocknen in 1,5 ml 75 % Ethanol zu
resuspendieren. Diese DNA-Suspension wurde in ein kleines Tube Ubertragen und
bei -30°C eingefroren.

2.8.2. Protein

Dem Uberstand aus der DNA-Praparation wurde 4,5 ml Isopropanol zugefiihrt.
Danach wurde bei 10.000 upm 10 min zentrifugiert und der Uberstand wurde
anschlieBend verworfen. Das Pellet wurde mit 5 ml Guanidin — Hydrochlorid —
Ethanol — Lésung Uberschichtetet und fir 20 min bei Raumtemparatur inkubiert. Es
erfolgte ein Zentrifugationsvorgang bei 8.000 upm flr 5 min und eine Entfernung des
Uberstands. Dieser Waschschritt wurde zweimal wiederholt. Das gereinigte Pellet
wurde in 1, 5 ml 96 % Ethanol geldst, in ein kleines Eppendorf-Tube tbertragen und
bei — 30°C eingefroren.
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2.8.3. RNA

Die in neue Tubes Uberfihrte RNA-haltige Lésung wurde mit 1,5 ml Isopropanol
Uberschichtet und langsam gekippt. Es ergaben sich Schlieren die ein Korrelat der
ausfallenden RNA waren. Nach 10 minttiger Inkubation bei Raumtemparatur erfolgte
eine Zentrifugation bei 10.000 upm (12000g), 10 min und 4°C. Der Uberstand wurde
hiernach verworfen.

Das ubrig gebliebene Pellet wurde zunachst in 500 pl 75 % Ethanol geldst und in ein
1,5 ml Eppendorf — Tube Ubertragen. Das vorherige Tube wurde mit 1 ml 75 %
Ethanol ausgewaschen. Das kleine Tube wurde in der Tischzentrifuge bei maximaler
Umdrehung 10 min lang zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet
noch mal, wie oben beschrieben, gewaschen.

Nach erneuter Zentrifugation wurde der Uberstand vorsichtig abgesaugt und das
Pellet 15 min an der Luft getrocknet bis es ein milchiges Aussehen aufwies. Das
Pellet wurde dann in 200 yl DEPC Wasser geldst, um eine 1:100 Verdinnung der
gelésten RNA in einem neuen Eppendorf — Tube herstellen zu kénnen (auf 100 pl).
Im Tube lagen 1ul RNA + 99 ul Aqua ad injectable (pH=9,5) vor.

Eine Messung der so verdinnten RNA konnte nun vorgenommen werden. Diese
erfolgte photometrisch anhand der Vorgaben des Herstellers und einem
vorliegenden Protokoll. Je nach gemessener Konzentration musste die Stamm-RNA-
Lésung noch mal mit DEPC Wasser nachverdinnt werden. Eine RNA -
Gelelektrophorese wurde als Qualitatskontrolle der Photometermessung und der
RNA-Zusammensetzung angeschlossen.

2.9. RNA - Gelelektrophorese

Material:

- Autoklavierte Flasche - isolierte RNA (ca. 1g pro Tier)

- 6XLoading buffer - Gelschlitten und Kammer

- POWER-Supplier - Fermentas-RNA-Ladder

- Peacoqqg-RNA-Ladder

- L('isung 1 (500 pl Formamid,162 ul 37% Formaldehyd, 100 ul 10X Gel running buffer)
- 10X Gel running buffer (20,93 MOPS, 0,205 g EDTA, 0,731 g EDTA Milli Q ad 500 ul, ph 7)

- RNA-Gel (0,5 g Agarose, 42,5 ml DEPC-Wasser, 5ml 10X Gel running buffer,

0,5 pl Ethidium-Bromid, 1,5 ml 37% Formaldeyd)
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Die RNA - Gelelektrophorese dient dem Ausschluss der Degradation oder
Kontamination der RNA wéhrend des Prapariervorgangs. Hierzu wurd ein RNA-Gel
aus den oben beschriebenen Bestandteilen hergestellt und innerhalb eines
Schlittens in einer RNA — Gel — Kammer mit den einzelnen Proben beschickt. Das
Gel wurde fir eine Stunde bei 80 V Spannung laufen gelassen, um anschlieBend
das fertige Gelprodukt unter UV-Licht zu fotografieren. Das entstandene Bild sollte
zwei Banden zeigen. Diese entsprechen der 28 s - und 18 s — Bande der rRNA.

Die 28 s — Bande sollte im Foto ungefahr doppelt so stark wie die 18 s — Bande
ausgepragt sein. Die ebenfalls vorhandene tRNA und mRNA sind durch die rRNA —

Banden maskiert, da diese in deutlich geringerer Konzentration vorkommen.

Abb.20: Bilder der RNA — Gelelektrophoresen aller Tiere fiir die 2. und 4. Woche
Es sind zwei Banden zu sehen (28 und 18 s). Weitere Banden liegen nicht
vor, so dass die RNA frei von Kontaminationen ist.

Auf den RNA — Gelen sind die 28s und 18s — Bande deutlich zu erkennen, wobei die
28s Banden deutlich dicker sind als die 18 s Banden. Dieses spricht gegen eine
Kontamination oder Degradation der RNA im Isolierungsprozess.

Abb.21: Bild der RNA — Gelelektrophorese aller Tiere fiir die RNA des 10
Wochenzeitpunkts Es sind zwei Banden zu sehen (28 und 18 s). Weitere
Banden liegen nicht vor, so dass die RNA frei von Kontaminationen ist
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2.10. Umschreibung der Gesamt — RNA in cDNA

Material:
-0,1 mM DTT, 0,01%
- Aqua ad injectable
- pd(N)s Random-Hexamer, 5° Phosphat, Natrium Salz
(GE Healthcare, Produkt-Nummer: 27-2166-01, Lot: 339983)
- pd(T)12.1g0ligo-DT, Phosphat, Natrium Salz
(Amersham Biosciences, Produkt — Nummer 27-7858-02, Lot: 324577)
- SuperScriptll Reverse Transcriptase (Cat. Nos. 18064-022, Size 2,000 units)
- 5XFirst-Strand buffer (250 mM Tris-HCI, pH8,3, 375 mM KCI, 15 mM MgCl,
- dNTP-Mix (Fermentas, #R0181, 4x25umol, Lot: 0309)

- Tischinkubator

Um die Gesamt — RNA in cDNA umzuschreiben, wurde 1ul Oligo-DT mit 1l
Random — Hexamer und 1 ug RNA (ul ausgerechnet aus gemessener Konzentration
am Photometer) versetzt. Hierzu musste noch 1 pl dNTP mix und eine bestimmte
Menge Wasser ad injectable zugegeben werden, um ein Endvolumen von 13 pl zu
erreichen. Im vorgeheizten Heizblock wurde das Gemisch nun 5 min bei 65 °C
inkubiert, damit sich RNA — und Primerdimere voneinander I6sen konnten.

Hiernach musste die Losung sofort auf Eis gestellt werden. Beim Abkuhlvorgang
hatten die Primer nun die Méglichkeit an komplementare RNA — Nukleotidsequenzen
zu binden. Gleichzeitig wurde durch das Eis ein verfrihter Beginn des
Reaktionsablaufs verhindert. Im AnschluB wurden 4 yl 5XFIRST STRAND BUFFER
und 2 pl 0,1 M DTT zugegeben. Nach langsamen Schwencken wurde 1 pl
Superscript SS |l Reverse Transcriptase dazugegeben und dann eine Stunde bei
42°C inkubiert.

Dann folgte sofort eine Inkubation fir flinfzehn Minuten bei 70°C., die den
Umschreibvorgang der mRNA in cDNA abschloB. Nun wurde eine 1:10 Verdiinnung
der hergestellten cDNA auf 100 pl angemischt ( 10 cDNA ul + 90 pl aqua ad
injectable) und beide Ldsungen, die verdinnte und die unverdinnte, konnten bei —
30°C eingefroren werden.
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2.11. Generierung und Bestellung der Primer

Material:
- PC mit Internetanschluss - Konto bei MWG

Um eine hohe Spezifitdt der Primer zu erzielen, war es nétig mehrere Arbeitsschritte
zur Qualitatssicherung durchzufihren.

So begann die Primersuche mit der Eingabe des gesuchten Gens in der
Suchfunktion Taxonomy bei Rattus norvegicus, einem Unterbereich der NCBI —
Bibliothek. Wenn keine Treffer gezeigt wurden, wurden die gesuchten Namen noch
mal in PubMed nach anderen Schreibweisen oder Synonymen durchsuchen. Im
anderen Fall, wenn Treffer fir den eingegebenen Namen gezeigt wurden, musste
das gesuchte Gen, mit der Beschreibung GENE, angeklickt werden, worauf die
Position des Genabschnitts in den Ratten — Chromosomen angezeigt wurde. Nach
einem erneutem Klick auf den Namen des Gens 6ffnete sich ein Fenster mit ndheren

Informationen zum Gen.

Unter anderem findet man auch die NCBI — Nummer (meist beginnend mit
NM_xxxxxxx), welche man kopieren konnte. Die passende NCBI —ID musste nun in
Nukleotide, einem weiteren Unterbereich von PubMed, innerhalb des Suchfensters
eingegeben werden.

Das Gen sollte infolgedessen getroffen werden, so dass man das Suchergebnis (mit
der Beschreibung mRNA) anklicken konnte, worauf sich ein weiteres Fenster mit der
detailierten Beschreibung des Gens 6ffnete. Am unteren Ende der neuen Seite
konnte nun die Nukleotid-Sequenz der mRNA kopiert werden. Bevor man allerdings
mit der mRNA — Sequenz fortfahren konnte, war es nétig die NCBlI — Nummer in
Ensemble, einem Konkurrenzprodukt zur NCBI — Bibliothek, zu suchen.

Hierzu musste man erneut die NCBI — ID in das Suchfenster innerhalb des
Unterbereichs Rattus norvegicus in Ensemble eingeben, worauf jeweilige Treffer
angezeigt wurden. Nun musste die Ensemble — Nummer, welche den Namen des
gesuchten Gens enthielt kopiert und in einem gesondertem Ordner, welche auch die
NCBI — ID enthiellt, angelegt werden. Man war nun also im Besitz der NCBI — ID, der
Ensemble — Nummer und der mMRNA — Sequenz des Gens.
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Diese kann man nun in ein, im Internet vorhandenes, Freeware — Programm namens
Primer3 eingeben, welches zur Selektion von Primern aus Gensequenzen konzipiert
ist. Sobald nun im Suchfenster PickPrimers angeklickt wurde, wahlte das Programm
finf Primer mit den entsprechenden Sequenzen und Eigenheiten aus und zeigte
diese an. Es war nun dem Suchenden Uberlassen, ein beliebiges Primerpaar
(Rackwarts - und Vorwarts — Primer) zu wahlen. Hierbei sollte allerdings mdéglichst
auf eine Ubereinstimmung, oder wenigstens Ahnlichkeit, der GC (Guanidin-Cytosin)
— Verhéltnisse geachtet werden, da diese die Temperatur der spéateren LightCycler —
Laufe bestimmten.

Auch sollte das spatere Produkt nicht zu groB sein, welches allerdings durch die
Filterfunktion von Primer3 kaum vorkam. Das bevorzugte Primerpaar wurde nun in
den angelegten Ordner kopiert, um sie anschlieBend in NCBI mit BLASTN (search
for short, nearly exact matches) mit der Einschrankung Rattus norvegicus bei

“Organisms” zu blasten.

Das Ergebnis der Blast — Suche sollte hierbei vor allem das gesuchte Gen
darstellen, wobei aber andere Gene als das gesuchte auch erlaubt waren, solange
sie im Ruckwaérts — Primer, den man nun derselben Prozedur unterzog, nicht

ebenfalls auftraten. Eine Spezifitat der Primer wurde so gewabhrleistet.

Sollten gegen alle Erwartungen noch andere Gene, die nicht zu den gesuchten
gehdren, im Vor — und Rickwartsprimer gefunden werden, war der Primer nicht
spezifisch und man musste auf einen anderen Primer aus der Liste von Primer3
zurtckgreifen. Andernfalls wirde man bei der RT-PCR nicht nur das gesuchte Gen,
sondern auch unnétige andere Gene untersuchen, wobei eine Unterscheidbarkeit
nicht mehr mdéglich wéare. Hatte das Primerpaar die Blast — Prozedur fehlerfrei

Uberstanden, war nun noch abzuklaren, ob sie “exon - Gbergreifend” waren.

Hierzu bendétigte man Ensemble und die aufgezeichnete ID — Nummer. In Ensemble
wurde die Gensequenz, nach dem man im gefundenen Fenster auf Exoninfo
gedriickt hatte, aufgeteilt in Introns und Exons dargestellt. In die Suchfunktion des
jeweiligen Internet Browsers (z.B. Internet Exporer, Netscape Navigator oder Mozilla
Firefox) musste nun der Vorwartsprimer kopiert werden, der nun im passenden Exon

farbig dargestellt wurde.
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Nach dem man die Exon — Nummer zum Primer notiert hatte, konnte man mit dem
Ruckwartsprimer  prinzipiell ebenso  verfahren. Allerdings musste der
Rickwartsprimer vorher in seine komplementare Sequenz umgeschrieben und
anschlieBend gespiegelt werden. Ohne dieses Verfahren ware Ensemble sonst nicht
in der Lage den Ruckwartsprimer zu finden.

Das Ergebnis der Suche in Ensemble sollte ergeben, dass beide Primer in
unterschiedlichen Exons vorliegen. War dies nicht der Fall, war der Primer nicht
spezifisch genug und man musste einen anderen Primer aus der Primer3 — Liste

auswéhlen, mit dem man wie oben beschrieben verfuhr.

Die Exon — (Ubergreifende Eigenschaft des Primers verhinderte, dass
Kontaminationen durch fremde DNA vorlagen und falschlicherweise als Expression
des betrachteten Gens gemessen wurden. In der Kontaminations — DNA waren die
Introns noch enthalten, welche allerdings in der, aus RNA gefertigten, cDNA fehlten.
Fremd — DNA wirde also durch immens groBe, intron — enthaltende Produkte
auffallen. Wurde bei diesem Verfahren allerdings nachgewiesen, dass eine
exonubergreifende Funktion besteht, konnte der Primer bei einem jeweilige Anbieter
(z.B. MWG) eingegeben und bestellt werden.

Notiert sind NCBI — ID, Ensembl — ID, der gewéhlte Primername, die Primersequenz
und die entsprechende Exonlage. Zuséatzlich ist die GesamigréBe des Gens, die
PCR — Produkt — GréBe und der von den Primern eingeschlossene Bereich des
Gens angegeben.

THF -2 NM_012675.2  |ENSRNOGO0000000837 |EK01F FORWARD|  AGATGTGGAACTGGCAGAGG  [Exon 1 991 bp: 975-1209 bp
EKD1R REWARD |  CCCATTTGGGAACTICTCCT  [Exon?2 235 bp

Cyclin D1 NM_171992  |ENSRNOGO0000020918 |EK02 F FORWARD|  ATTTTTGGGGAACCTICCTG  [Exon 1 708 bp: 24-201 bp
EK0ZR REWARD |  GAATGGTTTTGGGAACATGG  [Exon? 178 bp

Ki- 67 XM 2254504 |ENSRNOGO0000028137 (EKO03F FORWARD|  TGGGGGTCATCTAAGACCTG  [Exon 7 3751 bp: 1784-1390 bp
EKO3R REWARD | GCTGGAAGCAAGTGAAGTCC  |Exen 164 bp

GAPDH NM_017008.3  |[ENSRNOG00000018630 |EKO5 F FORWARD|  TGCTGGTGCTGAGTATGTCG  |Exon2 1221 bp: 337- 548 bp
EK05R REWARD |  CAAGCAGTTGGTGGTACAGG  |Fxon 3 205hp

HAMP NM 053469 |ENSRNOGO0000021023 |EK0G F FORWARD|  ACAGAAGGCAAGATGGCACT  [Bxon 367 bp: 13-213 bp
EKOGR REWARD |  GAAGTTGGIGICTCGCTICC  |Exon 3 201 hp

THF -a (2 Primer)  |¥66539.1 ENSRNOG00000000837 |EK10F FORWARD|  TGCCTCAGCCTCTTCTCATT  |Exon 1 708 bp: 94-273 bp

(kurze Sequenz) EK10R REWARD |  GGGCTTGTCACTCGAGITIT _ |Exon 3 180 bp

THF - (3 Primer)  [CAA7146  |ENSRNOGOO000000837 [EK11F FORWARD|  CTCGAGTGACAAGCCCGTAG  |Exon 3 bp: 72-282 bp

(lange Sequenz) EKI1R REWARD | GTGGGTGAGGAGCACGTAGT  [Exond 1bp

Cyclin D1 (2Primer) |NM_17132  [ENSRNOG00000020918 |EK12 F FORWARD|  GCGTACCCTGACACCAATCT  [Exon 1 9681 bp: 9751209 bp
EK12R REWARD | GGCTCCAGAGACAAGAMCG  [Exon?2 235 bp

IGF-1 NM_178866.2  [ENSRNOGO0000004517 [EK16 F FORWARD|  TCTGAGGAGGCTGGAGATGT  [Exon2 1346 bp: 1018-1257 bp
EK16R REWARD |  GTTCCGATGTTTTGCAGGIT  |Exon 3 240 bp

COC 14 a NM_001107718 1 |[ENSRNOG00000014515 |EK20 F FORWARD CGLTCTCTICCTCAGTG Exon 1
EK20R REWARD |  CCAGTGCTCTGGCCTCTAGT  [Exon?2

Caveolin-1 NM_031556.1  |ENSRNOT00000009253 |EK30 F FORWARD|  ATTGGTTTTACCGCTIGCTG  |Exon 3 £37 bp: 290-518 bp
EK30R REWARD |  CTGATGCGGATATIGCTGAA  |Fxon3

Abb.22: Sequenzen der verwendeten Primer und deren Identifikationsnummern

fir NCBI und Ensembl. Rechts auBen ist die ProdukigréBe vermerkt.
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2.12. Durchfiihrung der rt - rt - PCR

Material:

- cDNA - Template 1,5 ul
- 40 ym 5’ u. 3’ Primer working solution 0,15 pl
- 10XMasterSYBRGreen 1,5 ul

(TAqg polymerase +SYBR Green) Roche Applied Sciences (Cat. No. 12 239 264 001)
- Zentrifuge
- Zentrifugenadapter
- Light Cycler capillaries
- LightCycler (Roche Applied Sciences )
- 25 mM MgCI2 1,5 ul
- H20 PCR-Grade 10, 05 pl

Die quantitative RT — PCR mit dem LightCycler von Roche begann mit der
Vorbereitung der Kapillaren. Hierzu wurde zungchst ein MasterMix hergestellt, der
aus 1,5 yl 10XMasterCyberGreen, 18 ul mM MgCl,, 0,15 yl 40 yuM 5’ und 3’ Primer
working solution und 10,05 pl PCR — Wasser bestand (Endvolumen 13,5 ul). Je nach
Anzahl der Kapillaren mussten die Mengenverhalinisse multipliziert werden. Dann
wurden 1,5 ul der zu messenden cDNA-Probe oder der Wasserkontrolle in die PCR
— Glaskapillare gegeben, um nun mit 13,5 yl des MasterMix die Kapillare aufzufillen.
Die Glaskapillare musste anschlieBend mit einem passenden Adapter der Firma
Roche in einer handelslblichen Tischzentrifuge zentrifugiert werden.

Im Anschluss wurde die Kapillare in das so genannte Light Cycler Karussell
montiert, worauf hin der zu wéahlende LightCycler Reaktionsablauf (im LightCycler
Computerprogramm) folgte.

Dieser besteht aus einzelnen Phasen: So beinhaltet die erste Phase ein initiales
Erhitzen auf 95°C, wobei samtliche Dimere (cDNA oder Primer) in ihre Einzelstrange
zerfallen und eine Neuanordnung der Primer an die cDNA mdoglich ist. Die zweite
Phase des LightCycler Reaktionsablaufs beinhaltet eine sich 45-mal wiederholende
Reihenfolge von Temperaturdnderungen, die sich nach der Beschaffenheit der
Primer richtet. Sie besteht aus einer Annealing — Phase bei 57°C, einer
Polymerisationsphase bei 72°C und einer Denaturierungsphase bei 95°C. In der
dritten Phase wird das Gemisch in der Glaskapillare schlieBlich dauerhaft auf 95°C
erhitzt, wobei sich die entstandenen Doppelstrange vollstandig voneinander trennen.
In der, parallel laufenden, Fluoreszenzmessung zeigt sich nun die Funktion des
SYBRGreen.
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SYBRGreen ist ein Fluoreszenzfarbstoff, der ahnlich wie Ethidium Bromid oder
PicoGreen, in die Doppelstrang — DNA interkaliert. SYBRGreen sorgt im
gebundenen Zustand fur eine besonders starke Fluoreszenz, die in ungebundenem
Zustand nicht besteht. Wahrend des Schmelzvorgangs der DNA in der dritten Phase
des LightCycler Reaktionsablaufs lasst sich also so, Uber den gemessenen Abfall
der Fluoreszenz, auf die Menge der, im Reaktionsgemisch enthaltenen, DNA
schlieBen. Das grafische Korrelat dieses Vorgangs ist die im Computer
aufgezeichnete Schmelzkurve.

Nach dem Abkuhlvorgang konnten die eingesetzten Kapillaren aus dem LightCycler
— Karusell entnommen und fir das DNA — Gel aufbewahrt werden. Mit den zu
untersuchenden Proben sollte immer neben der Negativkontrolle (Wasser) eine

Positivkontrolle mitlaufen.

Es wurden immer Duplikate, bzw. Triplikate, der zu untersuchenden Proben erstellt
und gemessen. Diese zeigten, dass die Ergebnisse reproduzierbar waren und
relativierte eventuelle Genexpressionsveranderungen. Zudem konnten einzelne
Laufe komplett wiederholt und verglichen werden, welches auch, bei vergleichbaren
Ergebnissen, eine Sicherheit im Messverfahren veranschaulicht.

Durch diese Methodik konnte die ansonsten bestehende Stéranfalligkeit des
LightCycler — Verfahrens kompensiert und relativiert werden. Die Ergebnisse des
Laufs waren jetzt im LightCycler — Programm auf dem PC abrufbar und standen der
Kontrolle, bzw. Auswertung, des Untersuchers zur Verflgung. So waren hierbei,
neben vieler anderer Daten die prasentiert wurden, vor allem die
Quantifizierungskurve und die bereits im Voraus angesprochene Schmelzkurve von

besonderem Interesse.

In der Quantifizierungskurve ist primar der so genannte Crossing point zu nennen,

der in der dritten Phase des LightCycler — Reaktionsablaufs entsteht.

An dieser, in der Grafik sichtbaren, Stelle reicht die Menge der hergestellten Kopien
erstmals aus, um einen Nachweis der amplifizierten DNA fUhren zu kénnen. Hierfir
wird zundchst automatisch eine Leerwertmessung durchgefiihrt, welche die

Hintergrundverfalschungen definiert.
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Durch den Vergleich der Leerwertmessung mit der Probenmessung kénnen dann
Stérungen durch das enthaltene Wasser oder Primerdimere weggerechnet werden.
Das Korrelat hierzu ist eine parallele zur x — Achse, welche dann am crossing point,
in einen logarithmischen Anstieg umschlagt. Die Schmelzkurve wiederum zeigt durch
ihre Position die GréBe des DNA — Produkts und durch ihre H6he die Menge der
umgesetzten DNA.

Im Regelfall sollte in der, immer mitzulaufenden, Wasserkontrolle keine Veranderung
sichtbar sein (Parallele zur x — Achse) oder nur ein kleiner Anstieg vor dem Peak der
Proben in der Quantifizierungskurve (Korrelat der Primerdimere). Hat die
Wasserkontrolle allerdings einen Schmelzpunkt an derselben Stelle wie die
gemessenen Proben, muss von einer Kontamination der Wasser — und séamtlicher
anderer Proben ausgegangen werden. Die Folge hieraus ist, dass der LightCycler —

Lauf verworfen und eine Wiederholung durchgefiihrt werden muss.

Der praktischen Arbeit folgte die statistische Auswertung der LightCycler — Daten,
welche nach zwei unterschiedlichen Verfahren mdglich ist, welche beide

angewendet wurden.

Die erste, vom Hersteller empfohlene, Methode ist die Auswertung anhand der
Werte fUr die Crossing points (so genannte CT-Delta-Delta-Methode)

Hierzu mussten die Ergebnisse des Laufs als Textdatei gespeichert und in Microsoft
Excel Ubertragen werden. In diesem Programm wurd zunachst von den CT — Werten
der gemessenen Proben der entsprechende Wert der Housekeeping — Gene
subtrahiert. Aus den Werten der Duplikate der Kontrollgruppe, der daraus
erhaltenden Werte, bildete man einen Mittelwert, der nun erneut von allen Werten
aus der ersten Subtraktion abgezogen wurde. Hierauf folgte eine Potenzierung der
resultierenden Werte (2*x), wobei man von einer Verdopplung der Werte bei jedem
Zyklus (ideale Effizienz) ausgeht.

Nun konnte man die Ergebnisse dieser mathematischen Bearbeitung auf
Unterschiede innerhalb der einzelnen Diatgruppen untersuchen und einen t-test,
zwecks der Signifikanz der Unterschiede, durchfiihren.

Eine weitere Methode zur Auswertung der LightCycler — Rohdaten besteht mit dem
Programm LinRegPCR, welches U{ber das Internet erhalten werden kann
(bioinfo@amc.uva.nl; Betreff: LinRegPCR).
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Dieses Programm berechnet die Anfangskonzentration des zu amplifizierenden
Gens, bezieht allerdings die gemessene PCR — Effizienz mit ein und setzt keine
ideale Effizienz voraus. FUr die Arbeit mit LinRegPCR missen die Rohdaten
allerdings in anderer Form gespeichert werden.

So musste man im Unterpunkt Quantification von der Seite Baseline Adjustment zur
Seite Noise Band wechseln. Man musste nun die Nulllinie bis zum unteren Bildrand
verschieben und unter Options-Quantification-Noise Band die Datei im .txt — Format
speichern. Auch diese Datei musste in Excel eingefigt werden, damit LinRegPCR
die Daten nach dem Offnen verwenden konnte.

Nach dem Einlesen der Daten musste auf fit all points gedriickt werden, so dass die
Messung jeder einzelnen Probe in einer Kurve dargestellt wurde. Hierbei wurde der
logarithmischen Progression der Fluoreszenz die Anzahl der LightCycler -
Messungen entgegen gesetzt. LinRegPCR legte nun an die Punkte, welche am
ehesten eine Gerade bilden wirden, eine Linie an, mit der die Steigung der Kurve an
dieser Stelle bestimmt werden konnte.

Der Abstand der Punkte untereinander durfte eine Abweichung von 0,1 % aufweisen.
Dieses war im Korrelationskoeffizient R*2 ablesbar, dessen Wert immer bei 0,999
liegen sollte. Der Schnittpunkt der Linie mit der x — Achse stellt desweiteren die
Startkonzentration des zu vervielféltigenden Gens in der Probe dar.

All Samples Visw |ndh‘iﬂuﬂ|5=lmpl'=| FitOpionz | alDxa | SampeDaa | showorkide |
W Log axiz
' Leg sample [1B]. GAPDH 4 +r1 Semple : [1#
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Abb.23: LinReg — Programmfenster (Version 7.5)
Fluoreszenzmessung wahrend der Zyklen punktférmig aufgetragen in eine
logaritmischen Kurve.
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Alle gemessenen Gene wurden auf das Housekeeping — Gen bezogen. Das
gewahlte Gen sollte in mdglichst allen Geweben und Organismen, auch unter
verschiedensten Umweltfaktoren oder Diaten, konstant bleiben. Zwar sind
interindividuelle Schwankungen mdéglich, doch sollen diese in einem angemessenen
Rahmen bleiben (maximal ein Zyklus Unterschied im LightCycler — Lauf).

Bei zu groBen Abweichungen zwischen den einzelnen Proben kann auf veranderte
Methoden innerhalb der Vorbereitung fur den LightCycler — Lauf geschlossen
werden. Durch diesen konstanten Faktor innerhalb der variablen und
fehleranfélligen Systematik kdénnen Ergebnisse, welche nur andere auBere
Umstande widerspiegeln, ausgeschlossen werden. In der vorliegenden Arbeit
wurden zwei Housekeeping — Gene getestet: GAPDH (Glyceraldehyd — 3 — phosphat
— dehydrogenase), ein Schlisselenzym der Glykolyse und GSa, ein Untereinheit
eines regulatorischen G-Proteins. Fir die Auswertung wurde wegen der geringeren
Schwankungen GAPDH verwendet.

2.13. Statistische Auswertung der rt — rt - PCR — Daten

Zur Auswertung der Genexpressionsdaten wurde der statistische t-test verwendet.
Ausgewertet und im t-test Uberprift wurde hierbei immer die Veranderung der
Transkription im  Vergleich zur  Kontrollgruppe. Bei  unterschiedlichen
Entnahmezeitpunkten wurde immer die Anderung der Genexpression im Bezug auf
die dazugehdrige Kontrollgruppe durchgefuhrt.

In Abb. 48 a+b zur Darstellung der Normalverteilung konnte Uber die Bestimmung
der Expression von GAPDH als Bezugsgen eine relevante statistische Schiefe

ausgeschlossen werden.

Statistische Tests zwischen den einzelnen veradnderten Diaten (z.B. Eisen
angereichert vs. Fett angereichert) wurden nicht angewandt. Mehrfach-
Gruppenvergleiche wurden nicht durchgeftihrt.

Legende zu Abbildungen

* . Es besteht eine statistisch signifikante Veranderung der Genexpression
(p<0,05) im Bezug zur Kontrollgruppe.

Die Veranderungen in der Expression im Vergleich zur Kontrollgruppe sind
hochsignifikant (p<0,001).
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2.14. DNA - Gelelektrophorese

Material:

- Agarose

- BioRad Spanner

- Feinwaage (Sartorius 1406 mP)

- Einmalschiffchen

- Ethidium-Bromid

- 100 bp DNA-Ladder

- Schlitten

- Pipette

- Kamm

- 1XTBE-Puffer

- 6XLoading Buffer

- Mikrowelle Sharp R — 210 A Superspeed

- BDA Biometra Digital mit entsprechender Fotokamera - Pipettenspitzen
- Gelkammer (BioRad Wide — Mini — Cell GT) mit 1XTBE Puffer
- POWER-Supplier PCR-Produkt (BioRad Power PAC 300)

Das DNA - Gel diente der Kontrolle des LightCycler — Laufs und musste im
Anschluss an die PCR durchgefihrt werden. Hiermit kann ein weiteres Mal die
Spezifitat des Primers bestatigt und die Gr6Be des PCR — Produkts betracht werden.
Der Ablauf begann mit der Herstellung eines 2 % Agarose — Gels.

Hierzu wurden 2 g Agarose auf einer Feinwaage eingewogen und dann in einen
Erlenmeyer — Kolben dberfhrt. Dann wurden 100 ml 1XTBE — Puffer hinzu
gegeben. Dieses Gemisch wurde in der Mikrowelle unter mehrmaligem Schwenken
erhitzt bis die gesamte Agarose gelést war und keine Schlieren mehr zu erkennen

waren.

Nach AbkUhlen wurde der Lésung 1 pl Ethidium Bromid als Fluoreszenzfarbstoff
zugegeben. Die Flussigkeit wurde in einen vorbereiteten Schlitten mit einem Kamm
geschiittet. Nach Erstarrung wurde das Gel konnte mit dem Schlitten zusammen in
eine mit 1XTBE gefiillte Gelkammer Ubertragen werden. Die Taschen des Gels

lagen nun zur Beflllung bereit.

Zunachst wurden die Kapillaren aus dem LightCycler — Lauf mit der Offnung voran in
spitze Eppendorf — Tubes gestellt und in der Tischzentrifuge zentrifugiert, so dass
die 15 pl in das Tube Ubertragen werden konnten.
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In die Tubes wurde 1 pl 6XLoading buffer gegeben und gemischt. 5 ul dieser Lésung
wurden in die vorbereiteten Taschen des Agarose — Gels pipettiert, wobei jedoch die
ersten drei Offnungen ausgelassen wurden. Die ersten Beiden wurden
vernachlassigt, da dort die Gele unregelmaBiger als im mittleren Bereich verlaufen.
In die dritte Tasche wurden 7 pl einer 100 bp DNA — Ladder gegeben. Hiernach
wurde das Gel bei 100 V fir 45 Minuten laufen gelassen, um es dann unter UV —
Licht zu fotografieren. Das Foto sollte in allen Taschen, auBer der Wasserkontrolle,
eine Bande zeigen, welche das PCR — Produkt reprasentiert. Nun konnte mit Hilfe
der 100 bp Ladder kontrolliert werden, ob das Produkt der angenommenen
PrimergréBe entspricht.

2.15. Durchfiihrung von Western-Blots mit AKT

Hierzu wurden -80°C Leberproben bei standiger Kihlung mit flissigem Stickstoff
pulverisiert und anschlieBend in einem Puffer homogenisiert. Das Homogenat wurde
dann auf das Gel aufgetragen und mit dem AKT-Antikdrper versetzt. Das Gel wurde
nun laufen gelassen. Die Auswertung erfolgte nach Abschluss nach etablierter
Methode (mit freundlicher Unterstitzung von Nicole Grabinski, AG Jucker, UKE
Hamburg).
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3. Ergebnisse

3.1. Statistische Auswertung der Patientendaten

Es wurden die vorhandenen Daten von zwei Gruppen von Patienten mit
EisenlUberladungserkrankungen (hereditarer Hadmochromatose und B-Thalassamie)
ausgewertet. Die statistische Auswertung der Patientendaten zeigt, dass mit
zunehmender Lebereisenkonzentration der Hepatomegaliefaktor (gemessenes
Lebervolumen  pro berechnetes Lebervolumen nach Rasmussen) zunimmt

(Abb.24,25).
Spearman Rank Korrelation (Rs = 0.28, p = 0.006)
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Abb.24: Korrelation zwischen Lebereisenkonzentration und Hepatomegaliefaktor
N=72 Patienten mit HFE — assozierter Himochromatose. Bei zunehmender
Lebereisenkonzentration steigt auch der Hepatomegaliefaktor.

Bei Hamochromatose-Patienten mit homozygoter C282Y-Mutation (Probandenzahl
von N=72) zeigt der p — Wert nach Pearson eine klare Signifikanz flr den
Zusammenhang zwischen zunehmender Lebereisenkonzentration und steigendem
Hepatomegaliefaktor (p < 0,00001). Da die Methode nach Pearson allerdings nicht
die Schiefheit (skewness) der Kurve bertcksichtigt wurden die Daten auch mit dem
nicht — parametrischen Verfahren nach Spearman ausgewertet, welches ebenfalls
eine deutliche statistische Signifikanz zeigt (p<0,006).

Bei der Analyse der Lebereisenkonzentration und des Hepatomegaliefaktors bei
Thalassémie — Patienten eine vergleichbare Entwicklung zu beobachten. Der
Stichprobenumfang lag hier bei N=443 und auch hier war der Zusammenhang bei
beiden Auswertungsarten signifikant (p<0,05).
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Abb.25: Korrelation zwischen Lebereisenkonzentration und Hepatomegaliefaktor

N=443 Thalassamie - Patienten
Auch bei den Thalassdmie-Patienten nimmt bei vermehrter
Eiseneinlagerung der Hepatomegalie-Faktor zu. Vermehrtes Lebereisen
bewirkt eine Hepatomegalie
Den direkien Vergleich der beiden Datenwolken zeigt Abb. 26. In beiden
Patientengruppen zeigen sich &hnliche Anstiege der LebergréBen bei erhdhter

Lebereisenkonzentration.
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Abb.26: Gegenliiberstellung der Daten der Hdmochromatose —
und Thalassdmie — Patienten. In beiden Krankheiten fihrt vermehrte
Eisenspeicherung der Leber zur LebervergréBerung

(Hepatomegaliefaktor steigt)
N= 72 homzygote Hdmochromatosepatienten
N= 443 Thalassadmiepatienten

Dies ist bemerkenswert, da bei den zwei Krankheiten von etwas unterschiedlichen
Eisenverteilungen auszugehen ist. Bei der Himochromatose wird Eisen vorwiegend
parenchymal, also in Hepatozyten, gespeichert. Bei der Thalassamie befindet sich
der groBte Teil des Eisens aber in den Kupfer-Zellen. Bei hoheren
Eisenkonzentrationen kommt es aber zu einer Umverteilung von Eisen, so dass sich

das histologische Bild der Eisenverteilung etwas angleicht.
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3.2. Volumen der Rattenlebern

Makroskopisch ist bereits eine deutliche VergréBerung der durch Eisen belasteten

Lebern ersichtlich. Zudem ist das Lebergewicht, bzw. der Koeffizient zwischen

Kérper- und Lebergewicht, klar erhéht. Die Tiere, die mit einer Fett-angereicherten

Diat erndhrt wurden, zeigten stellenweise in ihren Lebern Anderungen der

Konsistenz (noch weicher als normale Leber).

1icm=

Abb.27:Makroskopisches Bild einer Leber
Fltterung mit normaler
Rattenerhaltungsdiat
Entnahme der Leber nach 10
Wochen

Abb.28: Makroskopisches Bild einer Leber

Fitterung mit Fett-angereicherter
Rattenerhaltungsdiat

Entnahme der Leber nach 10
Wochen

Abb.29: Makroskopisches Bild einer Leber
Fitterung mit Eisen-angereicherter
Rattenerhaltungsdiat
Entnahme der Leber nach 2 Wochen
Die Leber ist jetzt schon deutlich
vergréBert und dunkler im Vergleich
zur Kontrollleber.

Abb.30: Makroskopisches Bild einer Leber
Fatterung mit Fett- und Eisen-
angereicherter Rattenerhaltungsdiat
Entnahme der Leber nach 2 Wochen
Die Leber ist ebenfalls vergréBert und
dunkler.
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Eisen mg/g

3.3. Bestimmung der Rattenleberkonzentration in vitro
Die Ratten haben in den mit TMH-Ferrozen gefutterten Gruppen vermehrt Eisen in
die Leber eingelagert. Eisentberladung wie bei Himochromatose-Patienten konnte

somit im Tiermodell simuliert werden.

Lebereisenkonzentrationsverlauf
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Abb.31: Darstellung der Lebereisenkonzentrationen in den einzelnen Gruppen
Futter: Rattenerhaltungsdiat (C1038)
Eisen -angereichert
Fett  -angereichert
Eisen und Fett angereichert (Kombination)
Die Ratten mit TMH-Ferrozen Zufltterung haben eine starke
Lebersiderose. Bei den Kontrolltieren dagegen schwankt die
Lebereisenkonzentration beinahe am Nullpunkt (Kontrolle der Fitterung).
*:p<0,05 im Bezug zur Kontrollgruppe desselben Entnahmezeitpunkts
**: p<0,001 im Bezug zur Kontrollgruppe desselben Entnahmezeitpunks
Lebereisenkonzentration
Normalwerte beim Menschen : 0,1-0,5 mgEisen/g Leber
Hamochromatose ; 0,2— 6 mgEisen/g Leber
Thalassamie : 0,2— 9 mgEisen/g Leber
Normalwerte bei Ratten : 0,01- 0,1 mg Eisen /g Leber
Ratten (TMH-Ferrozen-Futter) : 2 — 8 mgEisen/g Leber
Tab. 1: Darstellung der Lebereisenkonzentrationen im Menschen und in der Ratte

(mit Pathologien).

Beim Menschen fiihren Eisenspeicherkrankheiten zur Vervielfachung der
Lebereisenkonzentration. Diese Zunahme konnte in Rattenlebern mit der
Anreicherung des Futters mit TMH-Ferrozen simuliert werden.



3.4. Histologische Aufarbeitung der Rattenlebern

In der Histologie zeigte sich in den mit TMH-Ferrozen gefiitterten Gruppen in der
Berliner-Blau-Farbung eine massive Eisenablagerung in den Hepatozyten und in den
Makrophagen. Innerhalb der Fett angereicherten Gruppen zeigte sich in der Leber

zudem noch eine feinporige Verfettung.

Abb.32: Mikroskopisches Bild einer normalen  Abb.33: Mikroskopisches Bild einer Leber

Leber aus der Kontrollgruppe
(Rattenerhaltungsdiat).

Die Leber zeigt einen regularen
Aufbau, so sind sowohl Zellgrenzen
als auch Zellkerne zu erkennen. In
den Zellzwischenrdumen finden sich
wenige Erythrozyten.

Entnahme nach 10 Wochen
VergrdBerung 1:40, Férbung mit
Berliner-Blau

aus der Gruppe mit Eisen
angereichertem Futter.

Die Leber hat vermehrt Eisen in
Hepatozyten eingelagert. (kleine,
blaue, gruppierte Granula)

Bei den groBen blauen Zellen
handelt es sich um Makrophagen, die
untergegangene Hepatozyten
phagozitiert haben.

Entnahme nach 10 Wochen,
VergroBerung 1:40, Farbung mit
Berliner-Blau

Dennoch konnten die Einlagerungen an Eisen (etwa 0,5 g pro Leber) die enorme
Gewichts- und vor allem Volumenzunahme der Lebern in den Eisen-Gruppen nicht

erklaren.
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Eine rein morphologische Unterscheidung zwischen Entziindung, Hypertrophie und
Proliferation konnte nicht getroffen werden. Deswegen wurden bei den
histologischen Proben in den Eisengruppen pro Gesichtsfeld die Zellkerne zunachst

markiert und dann ausgezahlt.

2 Wochen 4 Wochen 10 Wochen

Durchschnitt Zellkernzahl 171 (N=1) 148 (N=2) 123 (N=3)
pro Gesichtsfeld (Kontrolle)

Durchschnitt Zellkernzahl 121 (N=1) 126 (N=2) 94 (N=8)
pro Gesichtsfeld (Eisen)

Abb.34: Darstellung der durschnittlichen Zellkernzahl pro Gesichtsfeld in der
Gruppe mit dem Eisen-angereicherten Futter und der Kontrolle mit
Rattenerhaltungsdiat zu den drei Zeitpunkten. Eine Abnahme der
Zellkernzahl pro Gesichtsfeld in der Eisen-gefiitterten Gruppe kann zu
allen Zeitpunkten nicht signifikant nachgewiesen werden.

Eine signifikante Veranderung der Zellkernzahl wurde wegen der geringen

Stichprobenzahl nicht nachgewiesen.

3.5. Rattenlebergewichte

Bereits zum Entnahmezeitpunkt nach 2 Wochen waren die Lebern der Eisen-Gruppe
im Vergleich zur Kontrollgruppe deutlich vergréBert und schwerer. Dieses setzte sich

Uber alle Entnahmezeitpunkte fort.
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Lebergewichte
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Abb.35: Graphische Darstellung der Lebergewichte in g nach zwei, vier und

zehn Wochen Die Kontrollgruppe und die mit Fett gefiitterte Gruppe
zeigen Uber die Entnahmezeitpunkte ein konstantes Gewicht. Die
Lebergewichte in der TMH-Ferrozen-gefitterten Gruppe sind schon zu
Beginn und Uber alle drei Zeitpunkte erhéht. In der Kombinationsgruppe
zeigt sich eine lineare Zunahme.

Die Zunahme der Lebergewichte in der Kombinationsgruppe war zu allen
Zeitpunkten signifikant (p<0,01). Veradnderungen der Lebergewichte in der Gruppe
mit dem Fett angereicherten Futter waren zu keinem Zeitpunkt signifikant (p>0,05).
In der Gruppe mit der Eisen angereicherten Nahrung findet man ein Signifikanz fr
die zwei und vier Wochen (p<0,001). Nach zehn Wochen st die

Lebergewichtszunahme nicht signifikant.

3.6. Auswertung der rt — rt - PCR und Ergebnisse des Western Blots

Durch die verschiedenen Fltterungen konnten starke Schwankungen innerhalb der

Genexpression der Rattenlebern festgestellt werden.
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mRNA (rel. Expression zu GAPDH)

Gene des Eisenstoffwechsels

Interessante Veranderungen zeigten sich vor allem im HAMP-Gen. Nach zwei
Wochen zeigte sich in der Fettgruppe eine Verdreifachung, welche jedoch nicht
signifikant ist. Im Gegensatz dazu zeigt sich in der Kombinationsgruppe eine
Steigerung der Genexpression um den Faktor 80 und in der Eisengruppe um den
Faktor 58, welche beide eine hohe Signifikanz aufweisen (p<0,0001).

HAMP HAMP
50 5 500 L]
3
40 2 400
30 g 300
20 220
S B T R

Kontrolle 2 Wo 2Wo 2Wo Kontrolle 4 Wo 4 Wo 4Wo
Fett Fett & Eisen Eisen Fett Fett&Eisen  Eisen

Abb.36 a + b: Links 36 a: Genexpressionsmuster fir HAMP nach 2 Wochen
Rechts 36 b: Genexpressionsmuster fir HAMP nach 4 Wochen
* 1 p<0,05 im Bezug zur Kontrollgruppe desselben Entnahmezeitpunkts
**: p<0,001 im Bezug zur Kontrollgruppe desselben Enthahmezeitpunks

Dieses Ergebnis zeigt sich auch bei der Entnahme nach 4 Wochen. Hier ist sogar
eine signifikante Versiebenfachung in der Fettgruppe zu sehen (p=0,008). In der
Eisengruppe erhéht sich die Genexpression im Bezug auf GAPDH um den Faktor
79, der nur noch von der Kombinationsgruppe mit dem Faktor 84 tGberboten wird. Die
Signifikanzniveaus &hneln hierbei denen der 2 Wochentiere (p<0,0001). Es ist also
in allen Gruppen ein klarer Anstieg ersichtlich.

In der Eisen-Gruppe zeigt der Verlauf, dass die HAMP-Expression auch nach 10
Wochen deutlich und sogar noch stérker erhéht ist (1200-fach mit p<0,001).

-58-



mRNA (rel. Expression zu GAPDH)
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Abb.37: Verlauf von HAMP Uber 3 Zeitpunkte

Die Genexpression von HAMP bei Eiseniiberladung nimmt stetig zu

und Ubersteigt dabei jegliche Literaturangaben.

Es wurden jeweils die Genexpressionsdnderungen der Eisen-lUberladenen
Tiere im Bezug auf die Kontrollgruppe am selben Entnahmezeitpunkt
verglichen und nach t-test ausgewertet.

* 1 p<0,05 im Bezug zur Kontrollgruppe desselben Entnahmezeitpunkts

**: p<0,001 im Bezug zur Kontrollgruppe desselben Entnahmezeitpunks

Bei der Messung der Genexpression des CDC14 in den verschiedenen diatischen
Gruppen konnten nach 2 und nach 4 Wochen nur geringflgige Verdnderungen
festgestellt werden. Nach 2 Wochen war keine Erhebung signifikant.
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Abb.38 a + b: Links 38 a: Genexpressionsmuster fir CDC14a nach 2 Wochen
Rechts 38 b: Genexpressionsmuster fiir CDC14a nach 4 Wochen
* 1 p<0,05 im Bezug zur Kontrollgruppe desselben Entnahmezeitpunkts
**: p<0,001 im Bezug zur Kontrollgruppe desselben Enthahmezeitpunks

Erst zum Entnahmezeitpunkt nach 4 Wochen zeigte sich ein signifikanter Anstieg in
der Fett-gefltterten Gruppe, um 60% (p<0,001).
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mRNA (rel. Expression zu GAPDH)

Gene der Proliferation

CDC 14a wies zwar keine Veradnderungen der Genexpression auf doch waren
Erhéhungen von anderen Proliferationsmarkern madglich. Dies zeigte sich bei der
Betrachtung der Genexpression von Cyclin D1 und Ki-67, die beide vergleichbare
Reaktionen auf die Fitterungen zeigten.

Die rt — PCR zeigt fir das Cyclin D1 zu den zwei Zeitpunkten vergleichbare Verlaufe
in den einzelnen Gruppen. In den 2 Wochen alten Lebern konnte eine signifikante
Verdopplung der Genexpression in der Eisen und der Kombinationsgruppe im Bezug
auf GAPDH gefunden werden (p=0,02). Die Fettgruppe hingegen einen Anstieg um
70% (p=0,001).

Cyclin D1 Cyclin D1
T sk ok
6 o
% 6
5. 3 [
4 R 5 %k
. c
* * o .
2 4 T
3] 2 5
sk %
2 w o
)
1- < ) I
<
=
0 = 0
Kontrolle 2 Wo 2Wo 2Wo Kontrolle 4Wo 4 Wo 4Wo
Fett Fett & Eisen Eisen Fett Fett&Eisen Eisen

Abb.39 a + b: Links 39 a: Genexpressionsmuster fiir Cyclin D1 nach 2 Wochen
Rechts 39 b: Genexpressionsmuster fiir Cyclin D1 nach 4 Wochen
* 1 p<0,05 im Bezug zur Kontrollgruppe desselben Entnahmezeitpunkts
**: p<0,001 im Bezug zur Kontrollgruppe desselben Enthahmezeitpunks

Nach 4 Wochen verstarkt sich die Genexpression noch weiter. In der Fettgruppe
zeigt sich eine Verdreifachung, wobei sich in der Eisengruppe eine Vervierfachung
zeigt. In der Kombinationsgruppe wird beinahe eine Verflunffachung der
Genexpression erreicht. Diese Veradnderungen zeigen sich in den drei
Fltterungsgruppen im Bezug auf die Kontrollgruppe im statistischen t-test jeweils als
hoch signifikant (p<0,0001).

Cyclin D1 steigt auch nach 10 Wochen in den Lebern der Ratten in der Eisen-
gefltterten Gruppe an. Hier wird beinahe eine Erhéhung um den Faktor 5 erreicht.
Der Anstieg ist progredient.
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Abb.40: Verlauf von Cyclin D1 Uber 3 Zeitpunkte
Ein stetiger, signifikant werdender, Anstieg der CyclinD1 Genexpression
ist zu im Vergleich zur Kontrollgruppe des jeweiligen Entnahmezeitpunkts
erkennen.
*:p<0,05 im Bezug zur Kontrollgruppe desselben Entnahmezeitpunkts
**: p<0,001 im Bezug zur Kontrollgruppe desselben Entnahmezeitpunks

Ahnliche Veranderungen waren auch bei Ki-67 zu sehen.

Ki-67 Ki-67

mRNA (rel. Expression zu GAPDH)
*
mRNA (rel. Expression zu GAPDH)

Kontrolle 2 Wo 2Wo 2Wo Kontrolle 4 Wo 4 Wo 4 Wo
Fett Fett & Eisen Eisen Fett Fett&Eisen Eisen

Abb.41 a +b: Links 41 a: Genexpressionsmuster fiir Ki - 67 nach 2 Wochen
Rechts 41 b: Genexpressionsmuster fur Ki - 67 nach 4 Wochen
*:p<0,05 im Bezug zur Kontrollgruppe desselben Entnahmezeitpunkts
**: p<0,001 im Bezug zur Kontrollgruppe desselben Entnahmezeitpunks
Bei Ki-67 zeigt sich nach zwei Wochen eine signifikante (fast) Vervierfachung der
Genexpression innerhalb der Fettgruppe (p=0,004). Die Verdopplung die in der
Eisengruppe ersichtlich ist, erfillt gerade die Kriterien der Signifikanz (p=0,049). Die

Kombinationsgruppe zeigt keine nennenswerten Veranderungen.
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Bei den Lebern aus den 4 Wochen Tieren verhalt es sich anders. Zwar zeigt sich
auch hier in der Fettgruppe eine signifikante (fast) Verdreifachung (p=0,016), doch
ist hier die Kombinationsgruppe ebenfalls eine signifikante Verdopplung (p=0,011)
sichtbar. Die bei den 2 Wochen — Tieren beobachtete Erh6hung der Genexpression
in der Eisengruppe ist nach 4 Wochen nicht signifikant nachweisbar.

Auch bei Ki-67 erfolgt nach 10 Wochen im Vergleich zu den Kontrolltieren ein starker
Anstieg der Genexpression der Eisen-gefltterten Tiere auf den Faktor 4.
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Abb.42: Verlauf von Ki-67 Uber 3 Zeitpunkte

Ki-67 zeigt zu allen Zeitpunkten einen klaren Anstieg.

Nach vier und zehn Wochen ist dieser Anstieg signifikant.

Es wurden jeweils die Genexpressionsdnderungen der Eisen-
Uberladenen Tiere im Bezug auf die Kontrollgruppe am selben
Entnahmezeitpunkt verglichen und nach t-test ausgewertet.

*:p<0,05 im Bezug zur Kontrollgruppe desselben Entnahmezeitpunkts
**: p<0,001 im Bezug zur Kontrollgruppe desselben Entnahmezeitpunks

Beim Caveolin-1 zeigte sich ein ahnliches Bild wie bei der CDC14a. So waren zur
Entnahme nach zwei Wochen keine signifikanten Anderungen der Genexpression

messbar.
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Abb.43 a + b: Links 43 a: Genexpressionsmuster fir Caveolin-1 nach 2 Wochen

Rechts 43 b: Genexpressionsmuster fiir Caveolin-1 nach 4 Wochen
*:p<0,05 im Bezug zur Kontrollgruppe desselben Entnahmezeitpunkts
**: p<0,001 im Bezug zur Kontrollgruppe desselben Entnahmezeitpunks

Nach 4 Wochen war jedoch ein signifikanter Anstieg in der Genexpression der Fett-

Uberladenen Lebern um 50 % zu sehen (p=0,016).

Gene der Hypertrophie

Da die histologischen Erhebungen fiir eine Hypertrophie sprechen, wurden die IGF-

1-Genexpression und AKT-Veranderungen auf Proteinebene untersucht.

mRNA (rel. Expression zu GAPDH)
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Abb.44 a + b: Links 44 a: Genexpressionsmuster fiir IGF-1 nach 2 Wochen
Rechts 44 b: Genexpressionsmuster fiir IGF-1 nach 4 Wochen
*:p<0,05 im Bezug zur Kontrollgruppe desselben Entnahmezeitpunkts
**: p<0,001 im Bezug zur Kontrollgruppe desselben Enthahmezeitpunks
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FiOr das IGF-1 konnten mit der rt — rt — PCR folgende Verédnderungen festgestellt
werden. Nach 2 Wochen ist in der Gruppe mit Fett-Futterung kein Unterschied in der
Genexpression im Bezug auf die Kontrollgruppe zu sehen. In der Eisen und der
Kombinationsgruppe zeigen sich jedoch klare Abnahmen der Genexpression. So
wird in der Kombinationsgruppe weniger als 1/3 der Menge an IGF-1 wie in der
Kontrollgruppe exprimiert. In der Eisengruppe wird weniger als die Halfte exprimiert
(jeweils p<0,0003).

Diese Entwicklung verstarkt sich bei den Tieren nach 4 Wochen. Hier ist ebenfalls
keine Veranderung in der Fettgruppe zu sehen, doch findet sich zu diesem Zeitraum
in der Kombinationsgruppe eine auf 1/5 abgesunkene Genexpression (p<0,0001). In
der Eisengruppe ist die IGF-1 Genexpression ebenfalls wieder um mehr als die
Halfte erniedrigt (p<0,0001).

IGF-1 zeigt, in der Eisen gefitterten Gruppe, Uber alle 3 Zeitpunkte eine verringerte

Genexpression.
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Abb.45 : Verlauf von IGF-1 Gber 3 Zeitpunkte

Zu sehen ist eine signifikant vermiderte Genexpression zu allen Zeitpunkten.

Es wurden jeweils die Genexpressionsanderungen der Eisen-lberladenen Tiere
im Bezug auf die Kontrollgruppe am selben Entnahmezeitpunkt verglichen und
nach t-test ausgewertet.

*:p<0,05 im Bezug zur Kontrollgruppe desselben Entnahmezeitpunkts

**: p<0,001 im Bezug zur Kontrollgruppe desselben Entnahmezeitpunks



Gene der Hypertrophie: Western Blot

Die Ergebnisse von IGF-1 in der Eisenfltterungsgruppe wurden auf Proteinebene
durch die Messung von Phospho-AKT bestatigt. Auch hier zeigt sich eine deutlich
Abnahme, sowohl nach 2, als auch nach 10 Wochen. Beide Male waren die
Ergebnisse signifikant.

Bez. | pAk HSC70 | p-AkUHSCTO [%] MW[% | STABW | TTest
E5-2 11837674 12035297 0954 1,006 97 g7 100,000 7914
EE-2 13230536 12107113 10643 108 756
E10-2 12146264 12648182 0938 93 357
E67 2 78280 13244509 0,059 0,072 5,882 1,197 2402 | 0,000041
E8 2 795890 13109311 0,058 5,138
E112 1289934 12877739 0,100 9,969
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Abb.46 a Darstellung der Auswertung des Western Blots von p-AKT gegen GAPDH

nach 2 Wochen (N=3). Es zeigt sich eine signifikante Abnahme der
Phosphorylierung in der Gruppe, die mit Eisen iberladen wurde (E7-2-E11-2)
im Bezug auf die Kontrollgruppe (p<0,001)

* 1 p<0,05 im Bezug zur Kontrollgruppe desselben Entnahmezeitpunkts
**: p<0,001 im Bezug zur Kontrollgruppe desselben Entnahmezeitpunks



Abb.46 b

Darstellung der Auswertung des Western Blots von p-AKT gegen GAPDH

nach 10 Wochen (N=5). Es zeigt sich eine noch signifikante Abnahme der

Phosphorylierung in der Gruppe, die mit Eisen Uberladen wurde (E1-E5) im

Bezug auf die Kontrollgruppe (p<0,05).

*

: p<0,05

im Bezug zur Kontrollgruppe desselben Entnahmezeitpunkts

**: p<0,001 im Bezug zur Kontrollgruppe desselben Entnahmezeitpunks
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mRNA Expression (Zyklen)

mRNA (rel. Expression zu GAPDH)

Gene der Entziindung

Bei der Messung der Genexpression der einzelnen Gruppen in der rt-PCR fir TNF-a

zeigten sich keine signifikanten Veranderungen, sowohl in den Proben nach 2-, wie
auch nach 4- Wochen (p>0,05).
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Abb.47a + b: Links 47a: Genexpressionsmuster fir TNF-alpha nach 2 Wochen

Rechts 47b: Genexpressionsmuster fir TNF-alpha nach 4 Wochen

Es wurden keine sianifikanten Veridnderunaen aemessen.

Bezugsgen (Housekeeping-Gen)

Die Expression aller gemessenen Zielgene wurde wahrend der statistischen

Auswertung auf die Glyceraldehyd-3-phosphatdehydrogenase 1 (GAPDH) bezogen.

Abbildung 48 ist deutlich zu sehen, dass im Housekeeping — Gen zwischen den

einzelnen Versuchstieren nur minimale Unterschiede bestehen.
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Abb.48 a + b: Links 48 a: Darstellung der Genexpression von GAPDH bei den
Versuchstieren nach 2 Wochen
Rechts 48 b:  Darstellung der Genexpression von GAPDH bei den

Versuchstieren nach 4 Wochen

Die Daten zeigen keine relevante Schiefe.
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Gs — a (Alpha-Untereinheit eines stimulierenden G-Porteins) wurde initial ebenfalls
gemessen, welches vergleichbare Daten zeigte. GAPDH erwies sich in der
praktischen Arbeit jedoch zuverlassiger, so dass die Expression der Targetgene auf
GAPDH bezogen wurde.

3.7. DNA - Gelelektrophorese

Die Bilder der DNA — Gele sind dem Anhang zu entnehmen.

Die Bilder dienen der Kontrolle der rt — PCR auf ungewollte Nebenprodukte und
Kontaminationen. Auch kann mit dem DNA — Gel festgestellt werden, ob das
erwartete Produkt die angemessene GrdBe besitzt, welches mit Hilfe der 100 bp
Ladder auf der linken Seite des Bilds kontrolliert werden konnte. Die erste, untere
Bande der Ladder steht fir 100 bp, die zweite fir 200 bp usw.. Da nur Primer
verwendet wurden, die im Testlauf saubere PCR — Produkte im Gel zeigten sieht
man in allen Gelbildern nur eine eindeutige Bande auf jeweiliger H6he. Die Hbhe ist
abhangig von der amplifizierten DNA — Gr6Be, welche in der Auflistung der Primer
notiert ist. Die PCR — Kontrolle zeigt in allen Bildern die richtige PCR — Produkt —

GréBe und ist fir Kontaminationen negativ.
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4, Diskussion

In der Literatur gibt es mehrere Ansatze zur Lésung der einzelnen Punkte der
Fragestellung. Diese werden im Folgenden mit den erhaltenen Ergebnissen
diskutiert.

4.1. Diskussion der Patientendaten

Die Patientendaten wurden vor der Auswertung entsprechend der a priori
festgelegten Richtlinien (vorliegen von Lebereisenkonzentration, GroBe, Gewicht,
Lebervolumen, keine vorherige Anbehandlung) sortiert und anschlieBend nach
mehreren Methoden statistisch ausgewertet.

Schlussfolgerung aus statistischer Auswertung der Patientendaten

Die Auswertungsmethode nach Pearson ergab einen p — Wert von p<0,0001 fir die
Korrelation zwischen Lebereisenkonzentration und dem Hepatomegaliefaktor. Die
nicht-parametrische Methode nach Spearman zeigte ebenfalls eine Signifikanz
(p<0,006).

Demnach ist ein direkter Zusammenhang zwischen der Lebergr6Be und der
Lebereisenkonzentration herstellbar. Vermehrtes Lebereisen fliihrt, unseren Daten
nach, zu einer Hepatomegalie.

Ein solcher Zusammenhang ist in der Literatur bisher nicht bekannt. Zwar gibt es
viele Arbeiten, die eine vollstdndige Regeneration der Leber nach partieller
Hepatektomie zeigen (53, 54, 55). Auch sind Hepatomegalien durch den Einfluss
von Noxen, wie z.B. Alkohol, in der Fachliteratur notiert (56). Doch beschreibt bisher
keine Arbeit den oben beschriebenen Zusammenhang im Menschen. Diese
Korrelation zwischen Lebereisenkonzentration und Lebervolumen konnte dabei in
zwei unterschiedlichen Krankheitspopulationen festgestellt werden, der hereditaren
Hamochromatose (Abb. 24) und der Thalassamie (Abb. 25).

Offensichtlich flhrt Eisentberladung beim Menschen, genauso wie bei Ratten, zur
Hepatomegalie.

“Ist die eventuelle LebervergréBerung bei Patienten dabei direkt abhangig von der

Lebereisenkonzentration?”
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Die Daten zeigen eindeutig, dass diese Korrelation besteht. Umso hdher die
Lebereisenkonzentration ist, desto mehr steigt der Hepatomegaliefaktor, d.h. die
Leber wird gréBer. Ein Zusammenhang zwischen einer Hyperalimentation eines
Spurenelements verbunden mit LebervergréBerung ist derzeit nur fir den Morbus
Wilson naher bekannt (30, 31, 72), der obige Zusammenhang hingegen neu.

Die klinische Konsequenz ist, dass die Lebereisenkonzentration bei
Hamochomatose- und Thalassdmiepatienten frihzeitig gesenkt werden sollte, um
eine Hepatomegalie und alle folgenden Komplikationen (73) durch die

LebervergrdBerung zu verhindern.

4.2. Diskussion der Histologie der Rattenlebern

Die histologischen Erhebungen dienten dem Nachweis von offensichtlichen
Veranderungen in der Leberstruktur. In Frage kamen sowohl Proliferation,
Hypertrophie, Entziindung, aber auch vermehrte Fetteinlagerungen.

Schlussfolgerung aus Auswertung der Histologie

In der histologischen Auswertung und Zellkernzahlung ist keine eindeutige Aussage
im Bezug auf die Hypertrophie zu treffen. Aufgrund der geringen Stichprobenzahl
konnten keine signifikanten Verdnderungen nachgewiesen werden (p>0,05 in
Abb.34). Eine initiale Hypertrophie ist jedoch anhand dieser Ergebnisse und der
massiven Erhéhung des Lebervolumens und — gewichts (siehe Abb. 35) dennoch
nicht auszuschlieBen. Eine erneute histologische Aufarbeitung von Rattenlebern zu
verschiedenen Zeitpunkten mit einer hdéheren Stichprobenzahl kdnnte weiteren
Aufschluss geben.

In der Literatur sind keine eindeutigen Aussagen zur Leberzellhypertropie bei
Eisentberladung zu finden. Eine Hypertrophie des Herzmuskels mit
Kardiomyopathie bei Eisenliberladung ist bekannt und fur die HAdmochromatose und
beta-Thalassamie nachgewiesen (57, 58), doch besteht im Bezug auf die
GréBenveranderungen der Leber keine klare Aussage. Auch eine Hepatozyten-
Proliferation konnte bislang fir Eisenlberladungskrankheiten nicht eindeutig
bewiesen werden, sondern nur fir Hepatitiden (59). In der Literatur ist bekannt, dass
durch den Einfluss von Eisen in der Leber Proliferationsprozesse bei ovalen Zellen
initiert werden (60), doch konnte bisher keine Studie die enormen
LebervergrdBerungen von Ratten durch Eisenidberladung vollstandig aufklaren.
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Die Einlagerung des Eisens spielt als Gewichts oder Volumenfaktor bei der
Hepatomegalie so gut wie keine Rolle, da sie nur etwa tausendstel des
Lebergewichts darstellt (Tab.1, Abb. 35).

4.3. Diskussion der rt — rt -=PCR - Daten und der Western Blots

Die Ergebnisse aus der real - time - rt - PCR helfen bei der Beantwortung der
Fragestellung aus der Einleitung, werfen aber auch neue unerwartete Ergebnisse
auf. Die Histologie ergibt keine klaren Ergebnisse bei der Diskussion mit der
Literatur. Erst die  Aufschlisselung der  Genexpression  offenbarte
Interpretationsmoglichkeiten der Hintergriinde des Leberwachstumsprozesses.

Entziindung

GroBe Veranderungen missten schon histologisch ersichtlich werden. Neutrophile
Granulozyten waren hierbei Anzeichen eines akuten Entziindunggeschehens (71)
und Lymphozyten — Ansammlungen im Leberparenchym wirden fir chronische
Entziidungsprozesse sprechen (74). Da dieses in den histologischen Schnitten
jedoch nicht zu finden war, wurde mit der rt - rt — PCR das Gen TNF-a untersucht.

Doch zeigten sich hier weder in der 2 -, noch der 4 Wochen — Gruppe signifikante
Veranderungen (Abb. 47a+b).

Die Ergebnisse der Messung dieses zentralen Markers der Entziindung wiesen
darauf hin, dass Entziindungen der Leber im obigen Rattentiermodell eine geringe
Rolle spielen.

Beim Menschen wurde anfanglich vermutet, dass durch Eisenspeicherkrankheiten
wie Hamochromatose Entzindugsprozesse in der menschlichen Leber ausgeldst,
werden, die zu einer Leberfiborose und — zirrhose fihren (61). Doch zeigten
Untersuchungen der Patientenlebern in Biopsien, dass Entzindungszellen selten
vorkommen (62). Diese Beobachtungen wirden sich mit unseren Ergebnissen
decken und Entziindung als wesentlichen Mechanismus ausschlieBen.
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Proliferation

Die Proliferation wurde ebenfalls mit der rt — rt — PCR untersucht. Die Messungen
von Cyclin D1 und Ki-67 zeigen dabei klare Anstiege der Genexpression.

Der Zellzyklusregulator Cyclin D1 zeigt in der Eisengruppe bis zur 10. Woche einen
progredienten Anstieg der Genexpression bis zu einer Verflnffachung. Ki-67 erhdhte
sich bis zum Faktor 4 und stitzt somit die Cyclin D1 — Daten. In der
Kombinationsgruppe  wird  sogar  schon  frlher  eine  vergleichbare
Genexperssionserhdhung erreicht. Selbst in der Fettgruppe besteht eine
Verdreifachung der Expression nach 4 Wochen (Abb. 39 a+b, 40).

Die jeweiligen Erhéhungen sprechen fiir eine stattfindende Proliferation der Leber

unter dem vermehrten Vorkommen von Eisen, aber auch durch Fett.

Eisen

Der zeitliche Verlauf der Cyclin D1 — Erhéhung bei Eisenidberladung ist hierbei
besonders interessant. Verédnderungen im Bezug auf dieses Gen scheinen bereits
nach 2 Wochen im Gange zu sein. Die Daten zeigen zudem, dass sich die
Cyclin D1 — stimulierte Proliferation im Laufe der Zeit stetig steigert (Abb. 40).

Der gemessene Anstieg von Cyclin D1 durch Eisenlberladung ist bereits in der
Literatur mit einem anderen Uberladungsprinzip bekannt (63). Auch KE Brown et al.
zeigten 2006 (48) eine Erhéhung von Cyclin D1 durch Eisentberladung und
brachten dieses mit einer Hepatozyten-Proliferation in Zusammenhang.

Diese Ergebnisse der vorangehenden Arbeiten konnten wir mit unseren
Untersuchungen bestatigen und das AusmafB der Erhéhungen von Cyclin D1

nachvollziehen.

Doch wurden unsere Ergebnisse mit einer der Hamochromatose ahnlicheren
Eisenlberladung erreicht. Auch erfolgten die Anstiege in der Literatur erst nach mehr
als zehn Wochen. Zu diesem Zeitpunkt sind die Lebern morphologisch aber schon
lange massiv in GréBe und Form verdndert. Die Proliferationsinduktion die zu
diesem Zustand gefuhrt hat, konnte somit in der Literatur, im Gegensatz zu unserem

Experiment, nicht erfasst werden.
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Fraglich ist nur, ob Cyclin D1 fur die initiale VergréBerung der Leber zustandig ist.
Nach 2 Wochen sind die Lebern im Vergleich zur Kontrollgruppe bereits
riesig (Abb. 35), die Cyclin D1 Genexpression jedoch nur gering erhdht (Abb. 39a).

Mdglich ist, dass die anfangliche Erhéhung des Cyclin D1 schon fir die massive
LebervergrdBerung der Ratten nach 2 Wochen ausreicht und nach diesem Zeitpunkt
eine Gegenregulation auf Translations- oder Proteinebene stattfindet. Auch ist eine
anatomische Begrenzung des Leberwachstums denkbar (Leber flllt nach 2 Wochen
bereits kompletten Bauchraum und groBe Teile vom Becken aus). Wahrscheinlich ist
dies jedoch nicht, da so geringe Genexpressionsveranderungen fir solch enorme
organische Veranderungen inadaquat sind.

Unabhangig hiervon konnte durch diese Arbeit ein direkter Zusammenhang
zwischen dem Eisenstoffwechsel (Eisenlberladung) und dem Zellzyklus (Anstieg
von Proliferationsmarkern) hergestellt werden. Diesen Zusammenhang konnten M
Sanchez et al. erstmalig nachvollziehen (21). Genauere Aufschlisselungen der
einzelnen Mechanismen sollten hierbei Gegenstand weiterer Forschung werden.

Fett

Erstaunlich ist in unserem Experiment, dass eine didtische Belastung mit Fett
ebenfalls eine Cyclin D1 — Induktion auslést. Vermehrte Fettzufuhr flhrt also dazu,
dass Cyclin D1 GbermaBig exprimiert und die Proliferation angeregt wird.

Der proliferativ-wirkende Einfluss des Fetts zeigt sich auch beim 2. Zellzyklusgen
Ki-67. Nach 2 und 4 Wochen sind klare Anstiege der Genexpression
ersichtlich (Abb.41b). Dies belegt erneut die obige Schlussfolgerung, dass diatische
Fettibernahrung zu Veranderungen innerhalb des Zellzyklus fahrt. In diesem Fall
zusatzlich realisiert durch Ki-67.

Ein morphologisches Korrelat fir eine massive Proliferation der Lebern der Ratten
innerhalb der Fettgruppe fehlte aber. Es zeigten sich nur leicht Volumen und
Gewichtserhdhungen. Dies fihrt zur Frage, welche Mechanismen die
Zellproliferation, welche anhand der Genexpressionsdaten durch Fett induziert

werden, verhindern.
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Effekte von Fett-Uberladung auf die Proliferation sind durch RA DeAngelis et al.
2005 nach partieller Hepatektomie beschrieben. Diese erfolgten Uber
Veranderungen von NF-kappa B und seiner Zielgene, zu denen auch Cyclin D1
gehdrt (64). In zu dieser Arbeit vergleichbaren Untersuchungen sind die, von uns
festgestellten, Verbindungen zwischen Fettstoffwechsel und Zellzyklus jedoch
bislang nicht beschrieben.

Die Ergebnisse dieses Experiments kénnten im Hinblick auf VergrdBerungen der
Leber im Zuge des metabolischen Syndroms (Fettleber) eine Rolle spielen und
sollten n&her beforscht werden.

Fett und Eisen

Ein weiterer zu beachtender Effekt, der sich aus den rt — rt — PCR Ergebnissen
ableiten lasst, ist ein additiver Effekt des Fett und des Eisens im Bezug auf
Cyclin D1. Gleichgerichtete Effekte der beiden Noxen zeigen sich dabei dabei
verstarkt nach 4 Wochen (Abb. 39a+b).

Additive Effekte von Fett und Eisen wurden durch vorangehende Studien kiirzlich bei
anderen Erkrankungen nachgewiesen (65). Der genaue Mechanismus blieb aber
bislang unbekannt.

Caveolin-1 bestatigt die Ergebnisse der anderen Proliferationsmarker nicht.
Caveolin-1 ist allerdings auch kein direktes Zellzyklus-Enzym. Zwar wurde gezeigt,
dass es nach partieller Hepatektomie bei der Leberregeneration eine entscheidende
Rolle spielt (49). Das hier verwendete Tiermodell unterscheidet sich aber komplett,
welches Ursache fUr eine unveradnderte Expression sein kann. Nur bei der
FettUberladung zeigte sich nach 4 Wochen eine geringe Erh6hung, die die anderen
Proliferationsgene (Ki-67 und Cyclin D1) stiitzt.

Hypertrophie

Es zeigte sich eine klare, signifikante Abnahme der IGF-1- Transkription in der
Eisengruppe und in der Kombinationsgruppe Uber den gesamten Zeitverlauf. Die
Ergebnisse der Genexpressionsmessungen konnten auf Proteinebene mit Hilfe der
Western Blots mit AKT/Phospo-AKT bestétigt werden.
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In der Literatur zeigten sich massive Erhéhungen der IGF-1 Genexpression nach
partieller Hepatektomie (49). Diese setzt friih postoperativ ein und nimmt dann im
Verlauf ab. Auch durch Hdmochromatose wird die Leber deutlich geschadigt. Eine
frihe Erhéhung von IGF-1 und die folgende Hypertrophie konnten wir anhand der
histologischen Bilder und der Zellkernzahlmessung in unserem Tiermodell nicht
nachvollziehen (p>0,05).

Die Abnahme der Genexpression und die Messungen auf Proteinebene zu spaten
Zeitpunkten zeigen vermutlich, &hnlich wie nach partieller Hepatektomie, das
konstante Plateau nach einer initalen Erhéhung des IGF-1 (49). Messungen von
IGF-1 zu friheren Zeitpunkten (2, 4 oder 6 Tage) kdnnten diese These beweisen.
Auch sollte in weiteren Untersuchungen ein manipulativer Einfluss des elementaren

Eisens auf das IGF-1 oder die IGF-1 Messverfahren gepruft werden.

Parallel zur IGF-1 Erniedrigung zeigen sich zu allen Untersuchungszeitpunkten klare
Verstarkungen der Genexpression von Cyclin D1 innerhalb der Rattenlebern, so
dass eventuell antagonistische Effekte vorliegen. Additive Effekte von Eisen und Fett
auf das IGF-1 sind erneut Uberraschend. Vorallem, da Fett allein in diesem
Zusammenhang keine Wirkung zu haben scheint. Ob in diesem Zusammenhang
direkte Verbindungen zwischen den einzelnen Zyklen bestehen, ist bleibt noch zu

klaren.

Eisenstoffwechsel

Zur Verifizierung der obigen Daten konnte das HAMP — Gen verwendet werden. In
friheren Untersuchungen anderer Arbeitsgruppen wurde bereits ein Anstieg des
HAMP bei Eisenlberladung beschrieben (68). Diesen Umstand nutzten wir zum
Beweis, dass unser System als Ganzes funktioniert. Weiterhin ist der Anstieg, den
wir festgestellt haben, vor allem nach 10 Wochen, weit héher als in der Literatur
beschrieben. Dieses spricht fur die Effektivitdt unseres Modells, wobei die
Transkription des Gens zu spateren Zeitpunkten noch starker zu steigen scheint. Der
Organismus versucht sinnvoller Weise die Eisenaufnahme in den Kdrper zu stoppen.
TMH — Ferrozen wird aber wegen seiner Merkmale ungehindert weiter resorbiert.

Die Mdglichkeit, mit Hilfe des TMH — Ferrozen in Zellkulturen als Standardmethode
eine HAMP — Uberexpression auslésen ist wahrscheinlich und muss noch in
weiteren  Versuchen aufgeschlisselt werden. Sie stellt aber einen
vielversprechenden Ansatz dar.
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Erstaunlich ist allerdings, dass auch eine UbermaBige Fettzufuhr zur erhdhten
Expression von HAMP bis zu einer Versiebenfachung fuhrt. Die Aussage ist also:
Vermehrte Fettzufuhr fohrt zu Erhéhung von Hepcidin. Bei fettleibigen Menschen
konnte dies bereits nachgewiesen werden und wird auf eine vermehrte Bildung von
Hepcidin durch Adipozyten zurlckgefihrt (69, 70). Eine Erhéhung der
Hepcidinbildung durch den EinfluB von Fett konnte in dieser Arbeit bestatigt werden.
Zuséatzlich konnte gezeigt werden das Hepcidin auch in der Leber unter einer

fettreichen Diat vermehrt exprimiert wird.

Auch zeigt sich zu beiden Leberentnahmezeitpunkten ein additiver Effekt des Eisens
und des Fetts in der Kombinationsgruppe auf die HAMP — Expression. Das fettreiche
Diaten auf die Eisenstoffwechselregulation wirken ist ein Novum und bisher in der
bekannten Literatur flr Tierexperimente nicht beschrieben. Beim Menschen sind
Veranderungen zwar in Adipozyten bekannt, aber in der Leber ungeklart.

Sicherlich wére in dieser Kausalkette die Betrachtung von Hepcidin (HAMP) und
anderer Eisenregulationsenzyme bei Ubergewichtigen Menschen mit eventuellen

Veranderungen weiter erforschenswert.

,Bedingen Eisen- und Fettiberladungen im Menschen &hnliche Reaktionen

auf Genexpressionsebene?”

Dieses ist wahrscheinlich, da Fettiberfutterung und eine Eisenuberladung haufig
agonistische Effekte erzielen. Die Steigerungen bei der Proliferation (Cyclin D1, Ki-
67), die Senkung in der Hypertrophie (IGF-1) und im Eisenstoffwechsel (HAMP)
waren zwar nicht gleich hoch, aber trotzdem signifikant und deutlich.

Die CDC 14a Expression konnte durch die Eisenlberladung nicht gesteigert werden
Dies ist im Hinblick auf das gefundene IRE im Gen uberraschend (21). Mdglich ist
als Fehlerquelle ein falscher Primer oder aber auch das CDC 14a anderweitig
runterreguliert wurde. Die signifikante Steigerung nach 4 Wochen in der
Fettlberladungsgruppe um 50 % ist gleichsinnig zu den anderen Zellzyklus-Genen.
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4.4. Fazit

Die Interpretation der erhobenen Messwerte ist insgesamt schwierig

Die Daten deuten darauf hin, dass die Leber nach einer schnellen, initialen
Hypertrophie in den ersten 2 Wochen versucht durch Proliferation im Sinne eines
Regenerationsprozesses die toxischen Mengen an Eisen adaquat in eine héhere

Anzahl von Zellen umzuverteilen.

In einer Arbeit von P Nagy et al. konnte nachgewiesen werden, das
Rattenleberzellen, die normalerweise eine partielle Hepatektomie mit Proliferation
beantworten wlrden, hypertrophieren, wenn die Zellteilung, beispielsweise durch
Teilungsgifte, behindert ist (66). Eine massive VolumenvergréBerung war dennoch
ersichtlich. CC Philpott et al. konnten in Hefen feststellen, dass Eisen den Zellzyklus
anhalten kann, indem es die Translation von Cyclinen behindert (67).

Die Hepatozyten kénnten unter EiseneinfluB deswegen genauso reagieren, wie nach
partieller Hepatektomie mit Zellteilungsgiften (5-FU) und initial hypertrophieren. Die
Eisenséttigung erreicht nach 2 Wochen etwa einen Plateau (Abb. 14), so dass ab
dann Uber noch unbekannte Anpassungsmechanismen gegen das Eisen eine
Proliferation beginnen (Abb. 40, 42) und die Hypertrophie (Abb. 45) ablésen kénnte.

~Welche Gene spielen bei der eiseninduzierten LebervergréBerung bei der Ratte
eine Rolle: Proliferation, Hypertrophie oder Entzindung und was zeigt die
Histologie?*

Diese Frage kann somit nicht ausreichend beantwortet werden. Neben der nicht
nachzuweisenden Entziindung scheint die LebervergréBerung bei Himochromatose
ein flieBender Prozess aus Hypertrophie und Proliferation zu sein. Um diese Theorie
zu kontrollieren, misste man Organe nach geringeren Zeitrdumen
(z.B. 2, 4 und 8 Tage) entnehmen, welches Gegenstand weiterer Forschung werden
sollte.
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Schlussfolgerungen im Bezug Hadmochromatose- und Thalassdmie-Patienten

Diese im Rattentiermodell erlangten Ergebnisse sind auf die LebervergréBerungen
des Menschen unter Hamochromatose und Thalassamiie zu Gberfihren. Natdrlich ist
der Organismus des Menschen nicht vollkommen mit dem einer Ratte vergleichbar
und es gibt viele verschiedene Regulationsmechanismen und Méglichkeiten der
Adaption. Doch gibt es beinahe eine 80 % Ahnlichkeit des genetischen Erbguts.
Auch ist in unzahligen friheren Studien bewiesen worden, dass Menschen und
Ratten (oder andere Nagetiere grundsatzlich) im Bezug auf auBere und innere
Noxen vergleichbar reagieren.

Dementsprechend ist damit zu rechnen, dass auch in der menschlichen Leber initial
eine Hypertrohie und spéter eine Proliferation Ursache der LebervergréBerungen
sind. Grundsatzlich passt der zeitliche Verlauf der in unserem Experiment
gemessenen Proliferationsindikation zu der chronischen LebervergréBerung bei der
Hamochromatose. LebergréBenverdnderungen sind bei Menschen erst nach
Erreichen und langem Bestehen von hohen Lebereisenkonzentrationen feststellbar.
Parallelen in der Adaptation der Genexpression auf einen erhéhten Lebereisengehalt
bei Ratten und Menschen sind hiernach vorstellbar.

Die additiven, bzw. agonistischen Effekte von Eisen und Fett auf Cyclin D1, Ki-67
und IGF-1 in der Genexpression bei Ratten unter Eisentberladung werfen dabei
neue Fragen fir Hamochromatosepatienten auf. So sollte erforscht werden, in
wieweit Ubergewicht bei Hamochromatosepatienten einen Einfluss auf die
LebergréBe oder einen fulminanteren Krankheitsverlauf hat. Die weitere Forschung
kdnnte dies zeigen.

Zusammenfassend ergeben die Patientenuntersuchungen und das Rattentiermodell
folgende neuen Ergebnisse:

1. EisenUberladung bei Menschen mit Himochromatose oder Thalassamie fhrt zur
Hepatomegalie.

2. Je hoher der Eisengehalt der Patientenleber ist, umso gréBer wird ihre Leber.
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3. Eine VergréBerung der Leber durch eine Entzindung bei den Ratten kann
gréBtenteils ausgeschlossen werden. Diese Schlussfolgerung ergibt sich aus dem
histologischem Bild, welche keine leukozytdre Infiltration zeigt und der
Genexpressionsmessung vom unveranderten Entzindungsmarker TNF-a zu den
betrachteten Zeitpunkten. Veranderungen von anderen Inflammationsmarkern, wie
beispielsweise bestimmter Interleukine (IL — 6 wu. a.), sind dennoch nicht
auszuschlieBen und sollten in weitergehenden Untersuchungen betrachtet werden.

4. Eine Hypertrophie der Leber durch die Eisenlberladung ist fur die initiale
LebervergréBerung wahrscheinlich. Die sehr rapide Zunahme der Lebervolumina
gibt hierfir Anzeichen. Der LebervergréBerung durch Hypertrophie ist aber allein
raumlich ein Ende gesetzt, so dass die Leber nach einiger Zeit, vermutlich bereits
nach der ersten Woche, die Hypertrophie herunterfahrt und eine Regeneration, wie
nach partieller Hepatekiomie beginnt. Dieses wird durch die niedrigen Werte des
IGF-1 zu allen Zeitpunkten und die AKT-Erhebungen bestétigt.

5. Durch die Untersuchungen der Transkriptionsdnderungen ist im Rattentiermodell
die VergréBerung der Leber zwar initial durch Hypertrophie zu erklaren, doch wird
diese nach kurzer Zeit durch eine langsam einsetzende Proliferation abgeldst. Diese
scheint um 2 Wochen, nach einem kurzzeitigen parallelein Verlauf zur Hypertrophie,

starker zu werden und erreicht nach 10 Wochen ein momentanes Maximum.

Weiterhin zeigen zwei voneinander unabhangige Proliferationsmarker Zunahmen der
Genexpression durch Eisenlberladung, welches eine Proliferation im spéaten
Abschnitt zeigt. Diese spate Veranderung ist in der Literatur beschrieben (63). Eine
uneingeschrankte Funktion des Untersuchungssystems konnte durch die Verifikation
mit der Beobachtung des HAMP — Gens bewiesen werden.

6. Fettiberladung fihrt zu einer vermehrten Expression von HAMP auf
Genexpressionsebene in der Leber. Dieses erstaunliche Ergebnis ist ndher zu
beforschen.

7. Fettiberladung fihrt zu einem Anstieg von Proliferationsmarkern in der
Rattenleber auf Genexpressionsebene.

Mit Hilfe unseres Tiermodells konnten die Grinde fir die LebervergréBerung beim

Menschen unter Hdmochromatose und B-Thalassamie weiter aufgeklart werden.
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5. Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurden Untersuchungen zum Ausmaf und Mechanismus
einer Hepatomegalie bei EisenUberladung durchgefihrt. Grundlagen waren klinische
Beobachtungen, dass Patienten mit Eisentberladung haufig vergrdéBerte
Lebervolumina aufweisen. Dies wurde auch bei einem Tiermodell der hered.

Hamochromatose beobachtet.

Beziglich  Patientendaten wurden eisenUberladenen Patienten aus der
Eisenstoffwechselambulanz des UKEs untersucht. Retrospektiv wurden Daten aus
dem Zeitraum von 1986 — 2006 ausgewertet. Bei 72 Patienten mit HFE — assozierter
Hamochromatose sowie 443 Patienten EisenlUberladung bei
Polytransfusionstherapie (B-Thalassdmia-major) lagen sowohl das Lebervolumen
(gemessen mit einer Ultraschallmethode) als auch die Lebereisenkonzentration
(SQUID-Biomagnetometermethode) vor. Es zeigte sich bei beiden Krankheitsbildern
eine statistisch signifikante lineare Korrelation zwischen der Lebereisenkonzentration
und dem vergroBertem Lebervolumen. Dies fuhrte zu der Frage nach dem
Mechanismen dieser eiseninduzierten Hepatomegalie (Hypertrophie, Proliferation,
Entzindung?).

Da Leberbiopsien nicht zur Verfligung standen, wurde ein Tiermodell einer
experimentellen Eisenuberladung herangezogen. Dazu wurden Ratten mit
verschiedenen Diaten fur 2, 4 und 10 Wochen gefittert, die die lipophile
Eisensubstanz (3,5,5-trimethylhexanol)Ferrozen (TMH-Ferrozen) enthielten. Im
Vergleich zu einer Kontrollgruppe, zeigten die Eisengruppen eine sich schnell
entwickelnde progressive Lebersiderose, die sich histologisch vergleichbar einer
hered. Hamochromatose beim Menschen darstellte. Auch kam es bereits in der 2
Wochen-Gruppe zu einer deutlichen Hepatomegalie. Die histologische Auswertung
zeigte Hinweise auf eine Hypertrophie der Leber bei den Eisenliberladungsgruppen.
Das Gewicht des eingelagerten Eisens spielte fir die Lebergewichtserhéhung keine
Rolle.

Zur genaueren Analyse wurde die Genexpression von ausgewahlten Genen mit real
—time—PCR (LightCycler) analysiert. Mehrere Stoffwechselwege waren bei der Wahl
der Gene von besonderem Interesse: als bekannte Proliferationsmarker wurden
Cyclin D1 und Ki — 67 gewahlt, die hoch signifikante Steigerungen der
Genexpression im Bezug auf Eisen (p<0,001) zeigten. Insulin-like-growth-factor-1
(IGF-1) als Hypertrophiemarker zeigte eine deutliche Abnahme in allen Gruppen.
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Dies wurde auf der Proteinebene durch einen Westernblot gegen phospho-AKT
bestétigt. Es zeigte sich eine Abnahme der Phosphorylierung von AKT, was gegen
eine Hypertrophie Uber IGF und AKT spricht.

Neben Hypertrophie und Proliferation kam fir eine LebervergréBerung auch eine
Entziindung in Betracht, woflr wir das Zytokin TNF-a (Tumor-Necrosis-factor-a) als
zu analysierendes Gen wahlten. TNF-a zeigte jedoch keinerlei Veranderungen.

Zur Verifikation des Systems wurde das HAMP (Hepcidin) untersucht, ein Gen, dass
physiologischerweise bei geflllten Eisenspeichern hochreguliert wird und die
Eisenaufnahme aus dem Darm und aus Makrophagenspeichern hemmt. HAMP war
hier so stark, wie in der Literatur noch nicht beschrieben, erhdht. Interessanterweise
war die HAMP-Expression auch erhéht in einer Gruppe von Ratten, die nur mit einer
fettangereicherten Diat gefittert wurden. Auch die Proliferationsmarker (Cyclin D1,
Ki-67) waren hier erhoht. Diese neue Beziehung zwischen Eisen- und
Fettstoffwechsel ist bisher nicht in der Literatur beschrieben.

Insgesamt sind die Befunde nicht einfach zu interpretieren. Es ergaben sich keine
Hinweise fir Entzindung als Mechanismus flr eine Hepatomegalie. Méglicherweise
sind die entscheidenden Effekte, die zu der massiven Hepatomegalie fihren bereits
nach 2 Woche Futterung abgelaufen, sodass die Untersuchungen methodisch zu
spéat angesetzt waren.

Mit Hilfe der RT-PCR konnten aber nachgewiesen werden, dass Proliferation bei der
Hepatomegalie eine Rolle spielt, aber erst zu einem spaten Zeitpunkt
(ab 2 Wochen). Hypertrophie ist den Ergebnissen zur Folge fir das Leberwachstum
initial am wahrscheinlichsten. Die FettfUtterung in dieser Arbeit zeigt mdglicherweise
eine neue Beziehung zwischen dem Eisen- und Fettstoffwechsel und dem Zellzyklus

auf.
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6. Abkiirzungsverzeichnis

AAS
Abb.
ACC
ADP
APO A5
ApoB
ATP
CDC 14a
CDK
cDNA
CuzZnSOD
Ct
DEPC
DMTH
DNA
EDTA
EtOH
GAPDH
GH
HAMP
HDL
HFE
HJV
IGF-1
IGF-R
-1

IRE
IREG1
IRP
LCAT
LDL
LPL
LinReg
MnSOD
mRNA
MWG
NAD+
NaOH
NASH
NCBI
NTA
RNA
p-AKT
rRNA
rt— PCR
SQUID
SREBP 1 ¢
TfR2
TMH
TNF-a
tRNA
VLDL
WHO

Atomare Absorptionsspektroskopie
Abbildung

Acetyl — Coenzym A - Carboxylase

Adenosin di phosphat

Apolipoprotein A 5

Apolipoprotein B

Adenosin tri phosphat

cell division cycle 14 homolog a

Cyclin — dependent - kinase

Complementary Desoxyribonucleotidacid
Kupfer — Zink — Superoxiddismutase
Crossing point

RNAse free water

Dimetallionentransportet 1
Desoxyribonucleotidacid

Ethylen — Diamin — Tetra - Acetat

Ethanol

Glycerylaldehyd 3 — phosphate dehydrogenase
Growth hormon

Hepcidin - Gen (hepcidin antimicrobial peptide)
high density lipoprotein

Hamochromatose - Gen

Hamojuvelin

Insulin — like — growth — faktor 1

Insulin — like — growth — factor - receptor
Interleukin 1

Iron regulatory element

Ferroportin

Iron regulatory protein

Lecithin — carnithin — acyl - transferase

Low density lipoprotein

Lipoproteinlipase

Lineare Regression/Computerprogramm
Mangan - Superoxiddismutase

Messenger Ribonucleotidacid

Firma

Nicotinamidadenindinukleotid
Natriumhydroxid

Non — alcohol — induced - Steatohepatis
National Center for Biotechnology Information
Nitrilotriacetic acid

Ribonucleotid acid

phosphor-AKT

Ribosomale RNA

Quantitative real — time Polymerasekettenreaktion
Superconducting Quantum Interference Devise
Sterol — Regulatory — element — binding protein 1 ¢
Transferrin — Rezeptor 2
3-,5-,5-Trimethylhexanoyl (ferrozen)

Tumor — Necrosis — factor - alpha

Transfer RNA

Very low density proteins

World Health Organisation
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8. Anhang (Supplemente)

8.1 rt-rt-PCR Kurven

File: Cillsersh_Birgith_ehsaniaw datal 1810063 ABT  Frogram: Amplifikation  Run By LC_User
Run Dste: Oct 19, 2005 08:55  Prirt Date: 19 Decamber, 2006
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File: CAlsersh_Birgith_ehsanvavws dota\lG181006a.4BT  Program: Schmelzkurve  Run By: LC_User
Rur Date: Oct 19, 2006 0955  Prirt Date: 19 Dac=mber, 2006
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Abb.49: Exemplarische Darstellung der Rohdaten der rt — rt — PCR
Die obere Kurve zeigt den Verlauf der Amplifikation mit
dem dazugehdrigen crossing — point (Ubergang der Amplifikation
in die expotentielle Phase) und dem folgenden Plateau.
Im unteren Graphen wird die Schmelzkurve veranschaulicht. Diese
entsteht bei der Freisetzung des Fluoreszenzfarbstoffs im
Zuge Trennung der Doppelstrange durch Steigerung der Temparatur.

8.2 DNA - Gelelektrophorese

Abb.50: Bild des DNA — Gels fiir die rt — PCR des Cyclin D1 nach 2 Wochen
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Abb.51: Bild des DNA — Gels fiir die rt — PCR des Cyclin D1 nach 4 Wochen

Abb.52: Bild des DNA — Gels fiir die rt — PCR des Ki - 67 nach 2 Wochen

Abb.53: Bild des DNA — Gels fir die rt — PCR des Ki - 67 nach 4 Wochen



Abb.54: Bild des DNA — Gels fir die rt — PCR des HAMP nach 2 Wochen

Abb.55: Bild des DNA — Gels fir die rt — PCR des HAMP nach 4 Wochen

Abb.56: Bild des DNA — Gels fiir die rt — PCR des IGF-1 nach 2 Wochen



Abb.57: Bild des DNA — Gels fiir die rt — PCR des IGF-1 nach 4 Wochen

Abb.58: Bild des DNA — Gels firr die rt — PCR des GAPDH nach 2 Wochen

Abb.59: Bild des DNA — Gels fiir die rt — PCR des GAPDH nach 4 Wochen
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