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1.1 Epidemiologie des Morbus Wilson

Der Morbus Wilson ist eine seltene autosomal-rezessiv vererbte Krankheit. Die
Pravalenz liegt bei ca. 1:30.000, woraus sich eine Genfrequenz in der Normalbe-
volkerung von 1:90 ergibt. Es wird aber auch uber ein geringeres Vorkommen
(1:40.000-1:75.000) berichtet (Huster D et al., 2005).

1.2 Pathogenese des Morbus Wilson

Grund fur die Krankheit ist die Kupferakkumulation und —toxizitat, die durch die
Fehlfunktion des hepatischen Kupfertransportproteins ATP7B (syn. Wilson dise-
ase protein) entsteht. Ursache fur die Fehlfunktion sind Mutationen im ATP7B-Gen.
Das Wilson-Gen ist auf dem langen Arm von Chromosom 13 lokalisiert. Die ge-
naue Lokalisation ist das Band 13q14-q21 des Chromosoms 13. Beim Vorliegen
von Morbus Wilson wurden mehr als 250 verschiedene Genmutationen beschrie-
ben (Huster D, 2006). Das grof’e Transmembranprotein ATP7B, das eine P+-Typ-
ATPase ist, vermittelt zum einen die Bindung von Kupfer an Coeruloplasmin und
zum anderen seine bilidre Ausscheidung, wenn der Kupfergehalt zu hoch ansteigt.
Die Fehlfunktion des Kupfertransportproteins ATP7B fuhrt zu einer Anreicherung
von Kupfer in der Leber, die schlief3lich zur Leberschadigung unterschiedlichen
klinischen Ausmales sowie zu schweren neurologischen und psychiatrischen
Problemen fuhrt (Huster D et al., 2005). Die Toxizitat des Kupfers ist darauf zu-
ruckzufuhren, dass es als starkes Oxidationsmittel fungiert (Brewer GJ, 2006). Der
Pathomechanismus der neurologischen und psychiatrischen Beschwerdesympto-
matik ist noch nicht vollstédndig geklart, eine Kupferfreisetzung ins Blut mit nachfol-
gender Ablagerung in neuronale Gewebe ist jedoch denkbar (Huster D et al.,
2005).
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Aus dem oben beschriebenen Defekt der Bindung von Kupfer an Transport-
proteine resultiert ein bei insgesamt vermindertem Serumkupfer erhéhter Serum-
spiegel des freien, nicht gebundenen Kupfers. Das Coeruloplasmin ist bei 95%

aller Wilson-Patienten vermindert.

Wird die Krankheit nicht behandelt, fiihrt sie zum Tode, bei unzureichender Thera-

pie ist mit schweren Defekten zu rechnen (Freitag C, 2003).

1.3 Klinik des Morbus Wilson

Die klinischen Symptome lassen sich beim Morbus Wilson grob in neurologische
Symptome und sonstige Symptome unterteilen (Meyerrose KW, 1989), wobei die
haufigsten Symptome Leberkrankheiten und neuropsychiatrische Stérungen sind.
Der Morbus Wilson beginnt in der Regel mit einer prasymptomatischen Phase,
wahrend der die Kupferablagerung in der Leber eine subklinische Hepatitis verur-
sacht. Im Verlauf kann es zu Leberzirrhose und neuropsychiatrischen Symptomen
kommen. Morbus Wilson kann sich auch als fulminantes Leberversagen mit einer
assoziierten Coombs-negativen hamolytischen Anadmie und akutem Nierenversa-

gen prasentieren (Merle U et al., 2007).

Die Erstsymptomatik tritt im Durchschnitt in einem Lebensalter von 15,5 Jahren
auf (Meyerrose KW, 1989). In anderen Studien wird das mittlere Alter, mit dem die
ersten Symptome auftreten, mit 17,4 Jahren angegeben. Dazu ist anzumerken,
dass Patienten mit fUhrender hepatischer Manifestation insgesamt friher klinische
Symptome zeigen als solche, die vorwiegend neurologische Symptome vorweisen
(15,5 vs. 20,2 Jahre) (Merle U et al., 2007).

Als fuhrende klinische Symptome bei Diagnosestellung findet man den Kayser-
Fleischer'schen Kornealring, der bei 67% der Patienten zu finden ist, eine He-
patomegalie bei knapp 50% der Patienten und eine Splenomegalie, ebenfalls in
knapp 50% der Falle. Eine Hepatosplenomegalie findet man bei 37% der Patien-
ten. Unter abdominellen Schmerzen leiden 41% der Patienten bei Diagnosestel-

lung.
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Sprachstérungen, die bei etwa 50% der Patienten bei Diagnosestellung zu finden
sind, Tremor, der bei etwa 47% der Patienten zu beobachten ist, Schreib-
storungen, die bei 35% der Patienten vorkommen und Dysdiadochokinese, die bei

31% zu verzeichnen ist, sind die wesentlichen neurologischen Symptome.

Weitere neurologische Symptome sind Gangunsicherheit, Leistungsabfall, Hyper-
salivation, psychische Auffalligkeiten, Kopfschmerzen, Schluckstérungen, Kon-
zentrationsschwache, Nervositat, Hypo- bzw. Amimie, Schwindel, Sehstérungen

und Krampfanfalle.

Sonstige Symptome bei der Diagnosestellung des Morbus Wilson sind, aulter den
bereits erwahnten, Thrombopenie, Aszites, ikterische Schibe, Hamolyse, Hoch-
wuchs, Gynakomastie, Osophagusvarizen, Anémie, Leukopenie, Arthralgien,
Durchfall, blauliche Lunulae, Erbrechen, Knochendeformitaten, Hyperpigmentier-
ung der Beine, atypische Keratitis, Odeme, Fieber und Leukozytose (Meyerrose
KW, 1989).

1.4 Diagnostik

1.4.1 Diagnostik des Morbus Wilson

Ein hepatischer Kupfergehalt von Uber 250ug/g Trockengewicht ohne das Vorlie-
gen einer Cholestase wird bisher als der sicherste diagnostische Test angesehen,
aber auch ein Wert unter 250ug/g schliel3t die Diagnose Morbus Wilson nicht
sicher aus. Die Diagnose beruht vielmehr auf einer Kombination aus klinischen

und biochemischen Tests (Ferenci P et al., 2005).

Klinisch findet man bei 67% der Wilson-Patienten einen Kayser-Fleischer-Korneal-
Ring. Er wird bei Patienten mit neurologischen Symptomen ofters gesehen als bei
solchen mit ausschlieBlich hepatischer Manifestation (85,5% v. 52,1%).

Verminderte Serumcoeruloplasminspiegel (<200mg/l) werden bei 85,5% der
Patienten bei Diagnosestellung festgestellt. Serumcoeruloplasminspiegel <50mg/l

werden bei 29,5% der Patienten gefunden (Merle U et al., 2007). Ein Wert unter
3
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50mg/l ist ein recht deutlicher Hinweis auf das Vorliegen eines Morbus Wilson.
Trager haben meist Werte zwischen 100 und 200mg/l. Deshalb dient ein niedriger
Coeruloplasminspiegel lediglich zur Bekraftigung eines Verdachts auf einen Mor-
bus Wilson (Brewer GJ, 2006).

Bei 86,6% der Patienten ist das nicht Coeruloplasmin gebundene Kupfer im Se-
rum erhoht (Merle U et al., 2007).

Die 24-Stunden-Kupferausscheidung im Urin ist bei 87,1% der Patienten erhéht
(Merle U et al., 2007). Wahrend die normale 24-Stunden-Kupferausscheidung 20-
50ug betragt, scheidet ein symptomatischer Wilson-Patient Uber 100pg aus.
Falsch hohe Werte kbnnen bei Gallenwegsobstruktionen entstehen. Prasympto-
matische Patienten haben in 25% der Falle eine nur leicht erhéhte 24-Stunden-
Kupferausscheidung von 65-100pg, was dann nicht als Beweis fur die Krankheit
genutzt werden kann, da auch Trager erhdhte Werte bis zu 85ug haben. Die Muta-
tionsanalyse der ATP7B-Gens bringt das Problem mit sich, dass es eine Vielzahl
verschiedener Mutationen gibt, die einen Morbus Wilson hervorrufen konnen
(Brewer GJ, 2006). So werden bei 15% der Wilson-Patienten keine Mutationen
gefunden (Merle U et al., 2007). Die Mutationsanalyse ist der Diagnosestellung
eines Morbus Wilson derzeit folglich nicht dienlich (Brewer GJ, 2006).

Durch eine Leberbiopsie kann nicht nur der bereits erwahnte erhéhte hepatische
Kupfergehalt nachgewiesen werden, sondern es zeigen sich auch fruh morpho-
logische Eigenschaften wie eine Steatose, glykogenierte Nuclei in den periportalen
Hepatozyten und fokale Leberzellnekrosen. Im Verlauf konnen sich dann Fibrose

und Zirrhose entwickeln (Cope-Yokoyama S et al., 2010).

Im Schadel-MRT zeigen sich bei einigen Patienten Schadigungen vor allem im
Bereich der Basalganglien und des infratentoriellen Hirnparenchyms mit randstan-
dig betonten T2-Erhdéhungen im Putamen, Pallidum, Kaudatuskopf und entlang
der Pyramidenbahn (Hahn U et al., 2008).
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1.4.2 Fibrosediagnostik

1.4.21 Invasive Fibrosediagnostik

Als Goldstandard zur Diagnostik der Leberzirrhose gilt die Leberpunktion. Kombi-
niert man Leberhistologie mit der makroskopischen Leberbeurteilung mittels Lapa-
roskopie konnen Sensitivitat und Spezifitdt weiter gesteigert werden. Es treten In-
kongruenzen dadurch auf, dass ein vermeintlich kontinuierlicher Prozess, wie die
Leberfibrose, in ein ordinalskaliertes Punktesystem uberfuhrt wird. Hinzu kommt,
dass auch bei der Gewinnung des Leberstanzzylinders Fehler auftreten konnen,
da der fibrotische Umbau der Leber haufig nicht homogen verlauft (Lorke J et al.,
2007). Die Leberbiopsie reprasentiert nur ca. 1/50000 des Lebervolumens (Cosg-
rove D et al., 2013).

Die Leberbiopsie hat mit dem Risiko von unerwinschten Zwischenfallen, dem
~sampling error* und der Variabilitat innerhalb eines Pathologen und zwischen ver-
schiedenen Pathologen drei Hauptlimitationen. Eine Ubersichtsarbeit fasste die
Risiken der Leberbiopsie zusammen als Schmerz (ca. 30%), ernsthafte Zwischen-
falle (3 von 1000) und Tod (3 von 10000). Was den ,sampling error” angeht, konn-
te man in einer Studie, die Patienten mit Hepatitis C einschloss, und in der nur
Biopsien von guter Qualitat Berlcksichtigung fanden, einen Unterschied zwischen
rechtem und linken Leberlappen von zumindest einem Stadium feststellen (Poy-
nard T et al., 2004). Zur Variabilitat innerhalb eines Pathologen und zwischen ver-
schiedenen Pathologen lasst sich sagen, dass selbst bei erfahrenen Pathologen
die Variabilitat der Beurteilung bei bis zu 20% liegt (Lorke J et al., 2007 ).

Um die Fibrose mit semiquantitativen Scores genau beurteilen zu kénnen, ist eine
Biopsielange von zumindest 25 mm notwendig (Bedossa P et al., 2003). Problem
ist jedoch, dass selbst in erfahrenen Zentren die Biopsielange nur in 14% mehr als
25 mm betragt und in nur 31% die von Regev et al. empfohlenen Qualitatskriterien
erreicht wurden (Poynard T et al., 2004).
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Abb. 1: Koeffizient der Variation von Fibrosemessungen mit Bildanalyse entsprechend der

Linge der Biopsieproben (Machgedruckt aus Hepatology 2003, 38: 1449-1457, Bedossa P, Dargére D, Paradis V,
~Sampling variability of liver fibrosis in chronic hepatitis C*, mit Genehmigung von John Wiley and Sons)

1.4.2.2 Nicht-invasive Fibrosediagnostik

Um den fibrotischen Umbau der Leber nicht-invasiv einschatzen zu koénnen,
suchte man nach serologischen Fibrosemarkern. Der bekannteste unter den sero-

logischen Fibrosetests ist der Fibrotest. Er beruht auf einem Algorithmus unter

Einbeziehung verschiedener Serumparameter:
Fibrotest:

f = 4,467 x Log [a2-Makroglobulin (g/l) — 1,357 x Log [Haptoglobin (g/l)] + 1,017 x
Log [GGT (lU/N)] + 0,0281 x [Alter (Jahre)] + 1,737 x Log [Bilirubin (pmol/l)] —
1,184 x [Apolipoprotein A1 (g/l)] + 0,301 x Geschlecht (weiblich= 0, mannlich= 1) -
5,540

Beurteilung:
Fortgeschrittene Fibrose (F2, F3, F4 nach Metavir): Score 0,60 bis 1,00

Ausschluss einer fortgeschrittenen Fibrose: Score 0 bis 0,10 (Lorke J et al., 2007).
6
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Ein weiterer Fibrosescore ist der APRI-Index:

APRI-Index:

Der APRI-Index wird anhand des GOT-Wertes und der Thrombozytenzahl be-

rechnet. Er ist allerdings nur fur Patienten mit Virushepatitis evaluiert.

Verhaltnis von gemessener GOT [U/l] zu Referenzwert [U/l] geteilt durch Throm-
bozyten [10%1] x 100

Beurteilung:

Fortgeschrittene Fibrose (Ishak > 3): Score > 1,5

Ausschluss einer fortgeschrittenen Fibrose (Ishak < 3): Score < 0,5 (Lorke J et al.,
2007).

Andere Fibrosescores sind der Pohl-Score (Pohl A et al., 2001) und Forns-Index
(Forns X et al., 2002).

Ein Problem der nicht invasiven Marker und Scores ist, dass sie an dem Ergebnis
der Leberpunktion evaluiert werden, also einem relativ variablen und stéranfalligen
Goldstandard. Als Einzelwert wird haufig die Thrombozytenzahl als grober An-
haltspunkt fur das Leberfibrosestadium herangezogen, denn bei fortgeschrittenem
Leberparenchymschaden oder Zirrhose fallen die Thrombozytenzahlen haufig ab.
Mit 0,46 bis 0,50 sind die Korrelationskoeffizienten zum histologisch bestimmten

Fibrosegrad eher malig.

Auch das Prokollagen-Ill-Peptid hat einen gewissen Wert in der Routinediagnostik.
Weitere Einzelwerte in der Bestimmung des Leberfibrosestadiums sind Kollagen
Typ IV, Hyaluronsaure, Thrombopoetin, TGFB1 und Laminin (Lorke J et al., 2007).

7
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Fur die nicht-invasive Zirrhosediagnostik hat sich der Ultraschall gut etabliert.
Durch zusatzlichen Einsatz des Dopplers konnen Spezifitdt und Sensitivitat des
Ultraschalls erhoht werden. Kontrastverstarkter Ultraschall kann ebenso flr die
genaue Detektion einer Zirrhose verwendet werden. Insgesamt hat der Ultraschall
eine moderate Sensitivitat und eine moderat-hohe Spezifitdt, welche aber durch

zusatzliche Technologien erhéht werden kénnen.

Im Computertomogramm kann das gesamte Abdomen dargestellt werden und
kleinste Varizen in verschiedenen typischen Lokalisationen kénnen leicht identifi-
ziert werden, wodurch eine Sensitivitéat von 77,1% bei einer Spezifitat von 67,6%

erreicht wird.

Durch diffusionsgewichtetes MRT und kontrastverstarktes MRT kann eine Fibrose
quantifiziert werden. Das diffusionsgewichtete MRT kann auch dazu verwendet
werden das Stadium der Zirrhose mit einer Sensitivitat von 89% und einer Spezifi-
tat von 80% zu identifizieren (Sharma S et al., 2014).

Die transiente Elastographie (Fibroscan®) ist ein neues, nicht-invasives Testver-

fahren zur ldentifikation einer Leberzirrhose.

Bisher konnte das Vorliegen einer Leberzirrhose, wie oben beschrieben, nicht-
invasiv z.B. mittels Ultraschall in 82-88% der Falle richtig beurteilt werden, wobei
die Wertigkeit des Ultraschalls durch den Untersucher, die Glte des Gerates und
das Vorliegen einer portalen Hypertension beeinflusst wird. Die transiente Elasto-
graphie (Fibroscan®) ermdglicht nun die Erfassung einer Leberfibrose durch Be-
stimmung der Steifigkeit des Gewebes (Erhardt et al., 2006). Im Folgenden wird
die diagnostische Wertigkeit der eben beschriebenen nicht-invasiven Verfahren

zur Leberfibrosebestimmung tabellarisch dargestelit.
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Nicht invasive AUROC-Werte Sensitivitat zur Spezifitat zur
Verfahren zur zur Erkennung Erkennung einer | Erkennung einer
Leberfibrosebe- | einer Zirrhose Zirrhose Zirrhose
stimmung

Thrombozyten 0,89 T7% 88%
APRI-Score 0,90-0,94 3B8-57% 87-93%
Fibrotest 0,87 50% 93%
Foms-Index keine Angaben 30% 95%
Pohl-Score keine Angaben 18-41% 98-99%
Transiente 0,91-0,97 77-100% 82-97%
Elastographie

Tabelle 1: Gegeniiberstellung der diagnostischen Wertigkeit nicht invasiver Verfahren zur

Leberfibrosebestimmung (Machgedruckt mit Genehmigung des Deutschen Arzteverages, aus Nicht invasive
Diagnostik der Leberzirrhose", Lorke J, Erhardt A, Vogt C, Haussinger D, Deutsches Arzteblatt 2007, 24: 1752-1757)

Das Messgerat besteht bei der transienten Elastographie aus einer Messsonde,
die einen niederfrequenten Vibrationssender sowie eine 5-MHz-Ultraschallsonde
enthalt, und einer EDV-gestitzten Kontrolleinheit. Die gemessene Steifigkeit
korreliert mit dem Fibrosestadium, wobei die Lebersteifigkeit mit zunehmendem
Fibrosestadium steigt. Die quantitative Einheit der Steifigkeit ist kPa, wobei Werte
bis 75 kPa maglich sind. Eine einzelne Messung dauert nicht langer als 15 Sekun-
den. Als Endergebnis wird der Median aus zehn Untersuchungen angegeben, so

dass Ausreilter nach oben und unten kaum Berilicksichtigung finden.

Vorteile der transienten Elastographie sind die ambulante Durchfihrbarkeit, die
fehlende Invasivitdt und die Schmerzfreiheit. Die Fibroscan®-Untersuchung ist

durch ein fehlendes Risiko fur den Patienten beliebig oft wiederholbar.
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In ersten groferen Studien werden fur die Diagnose Leberzirrhose Sensitivitaten
von 77 bis 87% und Spezifitaten von 91 bis 97% bei Schwellenwerten zwischen
12,5 und 14,4 kPa beschrieben.

Die transiente Elastographie eignet sich nicht nur fur Patienten mit Virushepatitis.
Bei einem Schwellenwert von 13 kPa fur eine Leberzirrhose ergab sich bei 380
Patienten mit chronischem Alkoholabusus ein positiver pradiktiver Wert von 97%.
Bei 150 Patienten mit primar bilidrer Zirrhose wurde fur eine fortgeschrittene
Fibrose ein AUROC-Wert von 0,93 beschrieben. Unter dem AUROC-Wert versteht
man die ,area under the receiver operator curve" (AUROC=graphische Gegen-
uberstellung von Sensitivitat und Spezifitat). Je grofer die Flache unter der Kurve,
desto besser ist der diagnostische Test. Einem optimalen Testverfahren mit einer
Sensitivitat und Spezifitat von 100 % entspricht die Flache 1,0. Mit einem Wert
von 0,97 war der AUROC auch bei HIV-/HCV-koinfizierten Patienten hoch. Hier
wurden Untersuchungen an 72 Patienten durchgefuhrt (Lorke J et al., 2007).
Folgende Tabelle zeigt die Wertigkeit der transienten Elastographie fur die

Diagnose einer Leberzirrhose bei Patienten mit unterschiedlichen Krankheitsbil-

dern.
Autor Anzahl Erkrankung Grenzwert | Ergebnisse
der fur F=4
Patienten
Ziol et al. 327 HCV 14,6 kPa Sensitivitat 0,86
Spezifitat 0,96
Foucher et al. 354 Versch. Atiolo- 17.6 kPa Sensitivitat 77%
gien Spezifitat 97%
Castera et al. 183 HCV 12,5 kPa Sensitivitat 87%
Spezifitat 91%
Melin et al. 380 Alkoholabusus 13 kPa PPV: 97%

10
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Pares et al. 150 PBC 14,45 kPa AURQOC fir F=3:
0,93
De Ledinghen 72 HIV-HCV- 11,8 kPa AURQOC fir F=4:
et al. Koinfektionen 0,97
Corpechot et al. | 101 PBC, PSC 17.3 kPa AURQOC fir F=4:
0,96
Erhardt et al. 147 Versch. Atiolo- 13 kPa Sensitivitat 90%
gien Spezifitat 82%
PPV: 71%
NPV: 95%
AUROC: 0,92
Carrion et al. 124 HCV 12,5 kPa Sensitivitat 100%
Spezifitat B7%
PPV: 50%
NPV 100%
AUROC: 0,98
Gomez- 103 Versch. Atiolo- 16 kPa Sensitivitat 89%
Dominguez et gien Spezifitat 96%
al. PPV: 80%
NPV: 98%

Tabelle 2: Wertigkeit der transienten Elastographie fiir die Diagnose einer Leberzirrhose —

Literaturiiberblick zu Untersuchungen mit Leberbiopsie als Referenz (Nachgedruckt mit Genehmi-
gung des Deutschen Arzteverages, aus Nicht invasive Diagnostik der Leberzimhose®, Lérke J, Erhardt A, Vogt C, Hiussin-
ger D, Deutsches Arzteblatt 2007, 24: 1752-1757)

Durch Kombination einzelner Methoden lasst sich vermutlich die Sensitivitat und
Spezifitat nicht-invasiver Verfahren der Leberfibrosebestimmung verbessern. Bei
Leberzirrhosepatienten stimmte die ausschlielliche Anwendung des Fibrosetests
in 80% der Falle mit dem histologischen Befund Uberein, bei alleiniger Anwendung
der transienten Elastographie waren es 90%. Wurden beide Methoden miteinan-
der kombiniert, so konnte die Ubereinstimmung mit dem histologischen Ergebnis
auf 94% gesteigert werden. Folglich kann also unter Hinzunahme weiterer nicht-
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invasiver Parameter und einer Verfeinerung mathematischer Methoden die nicht-
invasive Diagnostik der Leberzirrhose verlasslich moglich sein und eine Leber-

punktion mit all ihren Risiken eventuell entbehrlich werden (Lorke J et al., 2007).

1.5 Eisenstoffwechsel

Der Gesamteisengehalt des menschlichen Korpers betragt 3-4 g. Jeder Erwach-
sene verliert taglich 1-2 mg Eisen, welches alimentar zugefluhrt werden muss. Das
meiste Eisen im Korper befindet sich im Hamoglobin der Erythrozyten, welche
uber 1 mg Eisen pro ml Erythrozyten, bzw. 2-3 g des Gesamteisens, enthalten. Im
Gegensatz dazu enthalt Blutplasma lediglich 2-3 mg Eisen, welches an Transferrin
gebunden ist. Die Lebensdauer der Erythrozyten betragt 120 Tage. Jeden Tag
wird 1/120 der Erythrozyten von Makrophagen abgebaut und deren Eisen wird
wieder dem Plasmatransferrin zugefuhrt. Durch das Recycling der Erythrozyten
werden jeden Tag 20-25 mg Eisen zurlickgewonnen. Das meiste Eisen aus Trans-
ferrin ist fur die Erythrozytenproduktion im Knochenmark vorgesehen. Eisen geht
verloren Uber die Desquamation von Epithelzellen des Darms und der Haut,
Mikroblutungen und bei Frauen Uber die Menstruationsblutung (Ganz T und Ne-
meth E, 2012).

Die Eisenaufnahme aus der Nahrung erfolgt aus dem Darm, wobei die duodenale
Cytochrom B-Reduktase (DcytB) zundchst Fe®* zu Fe?* reduziert. Anschliefend
wird Fe 2* (iber den Transporter DMT1 (Nramp2) in den Enterozyten befordert
(Ganz T, 2003). Auch Ham, welches in Fleisch vorkommt, ist neben Nicht-
Hameisen, welches sich in Gemise und Getreide findet, eine wichtige Eisenquelle.
Hameisen wird durch das Membranprotein HCP 1 (Heme carrier protein 1) in den
Enterozyten aufgenommen (Shayeghi M, 2005). Das Eisen wird innerhalb der Zel-
le aus der Hamgruppe geldst und dann wie die resorbierten zweiwertigen Eisen-
ionen weitertransportiert (Bohm M et al., 2011). Im Enterozyten kann Eisen ent-
weder in Ferritin gespeichert werden oder zur basolateralen Membran wandern,
wo es durch Ferroportin (Ireg1) aus dem Enterozyten heraus transportiert wird.
Anschliefend wird Fe?* durch Hephaestin reoxidiert zu Fe®* und dann von Trans-

ferrin aufgenommen, welches das Eisen an die Gewebe verteilt (Ganz T und Ne-
12
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meth E, 2012). In Mausen mit homozygoten Mutationen der Ferroportin-Gene
konnte gezeigt werden, dass nur ein sehr geringer oder kein Eisentransfer von
Enterozyten ins Plasma stattfindet trotz massiver Eisenakkumulation im Entero-
zyten (Ganz T, 2007).

Darmlumen

Himoxganass)>
|

® Fe*'

*  Enzyme

Enterozyt
Ferroportin
> — Fe**
L Fe** Transferrin
Fe**
Blut

Abb. 2: Eisenresorption (Nachgedruckt mit Genehmigung der Deutschen Gesellschaft fiir Hamatologie und Medizi-
nische Onkologie e V., aus der DGHO-Leitlinie Eisenmangel und Eisenmangelandmie”, Hastka J, Heimpel H, Metzgeroth G,
https:/fwww.onkopedia.com/de/onkopadiaguidelines/eisenmangel-und-
eisgnmangelanaemia/@@viewhtmlindex. mEBIDOEIH)

Der Hauptteil des Speichereisens befindet sich intrazellular gebunden an Ferritin
in den Makrophagen des retikuloendothelialen Systems von Leber (ca. 60%) und
Milz (ca. 40%) (Béhm M et al., 2011). Das Eisen in Hepatozyten und Makropha-
gen wird in zytoplasmatischem Ferritin gespeichert und in Zeiten von erhdhtem
Eisenbedarf mobilisiert (Ganz T und Nemeth E, 2012). Makrophagen phagozytie-
ren die Erythrozyten. In den Makrophagen wird Eisen aus Ham durch die Aktivitat
der Hdm-Oxygenase zuruickgewonnen (Ganz T, 2007). Eisen verlasst die Makro-
phagen wieder Uber Ferroportin mit Hilfe der Ferrooxidase Coeruloplasmin. Pati-
enten, die eine heterozygote Ferroportin-Mutation haben, entwickeln eine Form

der Hamochromatose mit Eisenuberladung von Kupfferzellen und Milz-

13
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makrophagen. (Ganz T, 2003). Die Patienten haben ein stark erhdhtes Serumferri-
tin und oft eine normale oder sogar geringe Transferrinsattigung (Ganz T und Ne-
meth E, 2012). Bei Patienten, die einen Mangel an Coeruloplasmin haben, ist die
Maobilisation von Eisen aus Makrophagen etwas beeintrachtigt, so dass hieraus

eine milde Anamie und graduelle Eisenretention in Makrophagen resultiert.

Die Hepatozyten sind der Hauptort der Eisenspeicherung. Sie exprimieren eine
relativ geringe Anzahl des Eisen-Exporters Ferroportin auf ihrer Oberflache. Bei
genetisch bedingter oder erworbener Eisenuberladung sind die Hepatozyten der
Hauptort der Eisenablagerung, da deren Eisenaufnahme die Kapazitat der Eisen-

ausschleusung Ubersteigt (Ganz T, 2007).

1.5.1 Bedeutung des Hepcidins bei Patienten mit chronischen

Lebererkrankungen

Hepcidin ist ein Peptidhormon aus 25 Aminosduren, welches den Eiseneintritt ins
Plasmakompartiment aus den drei Eisenhauptquellen inhibiert: diatetische Eisen-
absorption im Duodenum, Abgabe von recyceltem Eisen aus Makrophagen und
Abgabe von gespeichertem Eisen aus Hepatozyten (Ganz T und Nemeth E, 2012).
Erniedrigtes Hepcidin filhrt zu Gewebe-Eiseniiberladung, Hepcidin-Uberproduktion

fuhrt zu Eisenmangel und Entzindungsanamie (Nemeth et al., 2004).

Die erste Verbindung zwischen Hepcidin und Eisenstoffwechsel kam in der Studie
von Pigeon et al. auf, welche neue hochregulierte Gene wahrend einer Eiseniber-
ladung suchte. Hepcidin wurde durch eine Genexpressionsanalyse isoliert, welche
bei Lebern von Carbonyleisen-lberladenen und Kontroll-Mausen durchgefihrt
wurde. Erhdhte Hepcidin mRNA-Level wurden in den Lebern der experimentell
(Carbonyleisen) und spontan (B2-Mikroglobulin Knockout-Mausen) Eisen-
Uberladenen Mausen gefunden. Die Anzahl der mRNA war direkt assoziiert mit
der Eisenkonzentration der Leber. Dies wird bewiesen durch die Dosisabhangig-
keit der mRNA-Induktion in den Carbonyleisen-behandelten Mausen und die redu-
Zierte Hepcidin-Expression, wenn die (2-Mikroglobulin Knockout-Mause einer ei-
senarmen Diat unterzogen wurden. Demzufolge erhdht sich die Hepcidin-
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Expression bei Eisenuberladung und nimmt ab bei Eisendepletion (Leong WI und
Léonnerdal B, 2004). Die Injektion von synthetischem Hepcidin fuhrt bei Mausen

innerhalb von einer Stunde zu schwerem Eisenmangel (Ganz T, 2007).

Hepatozyten haben sich herausgestellt als die Hauptproduzenten des Eisen-
Regulator-Proteins Hepcidin. Die Produktion von Hepcidin wird von Eisen reguliert,
so dass mehr Hepcidin von den Hepatozyten produziert wird, wenn Eisen im Uber-
fluss vorhanden ist, um so eine weitere Eisenabsorption und Freisetzung aus
Speichern zu verhindern. Wenn ein Eisenmangel vorliegt, produzieren die He-
patozyten weniger oder kein Hepcidin mehr, was einen vermehrten Eintritt von
Eisen ins Plasma zulasst. Sowohl Eisen in Plasma-Transferrin als auch Eisen,

welches in Hepatozyten gespeichert ist, kann die Hepcidin-Synthese stimulieren.

Die Hepcidin-Synthese spielt eine zentrale Rolle in der Eisen-Homobostase. Intra-
und extrazellulare Eisenkonzentrationen erhdhen die Hepcidin-Transkription
ebenso wie Inflammation, wohingegen eine erhohte erythropoietische Aktivitat die

Hepcidin-Produktion supprimiert (Ganz T und Nemeth E, 2012).

Die Effekte der akuten Inflammation sind zum Teil IL-6-vermittelt durch die Induk-

tion und Bindung von STAT-3 an den Hepcidin-Promotor.

Hepcidin wird, wie oben genannt, auch durch Anamie reguliert, wobei die Effekte
der Anamie hauptsachlich durch einen unbekannten Faktor, der wahrend der
Erythropoese produziert wird, vermittelt wird. Dementsprechend ist Hepcidin
supprimiert in Mausen, die durch Phlebotomie oder Hamolyse andmisch gemacht
wurden, aber diese Suppression wird rickgangig gemacht, wenn die reaktive
Erythropoese durch zytotoxische Agentien, Strahlung oder Erythropoetin-
neutralisierende Antikérper verhindert wird. Der Hepcidin-suppressive Effekt von
Erythropoetin wird also inhibiert von zytotoxischen Agentien ist somit von der
erythropoietischen Aktivitat abhangig (Ganz T, 2007).

Hepcidin reguliert die Plasma-Eisenkonzentration durch die Kontrolle der Ferro-
portin-Konzentrationen auf Eisen-exportierenden Zellen, wie duodenalen Entero-

zyten, recycelnden Makrophagen der Milz und Leber und Hepatozyten (Ganz T
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und Nemeth E, 2012). In Zellen, die Ferroportin exprimieren, hat Hepcidin einen
konzentrationsabhangigen inhibitorischen Effekt auf den Eisenexport. Ferroportin
ist ein Hepcidin-regulierter Eisenabfluss-Kanal und der Hepcidin-Rezeptor (Ganz T,
2007).

Der Effekt von Hepcidin auf Ferroportin wird durch die folgende Abbildung veran-

schaulicht:
Low hepcidin High hepcidin
Iron uptake Iron uptake

Iron-exporting cells
(duodenal enterocytes,

macrophages,
hepatocytes)
™ 4
£ hepcidin
Fe Iron release Fe
into plasma ~

Abb. 3: Hepcidin reguliert Ferroportin (Neu veriffentlicht mit der Genehmigung der American Society of Ne-
phrology, aus Molecular control of iron transport”, Ganz T, J Am Soc Nephrol 2007, 18: 384-400; Genehmigung Gbertragen
durch Copyright Clearance Center, Inc.)

Bereits oben wurde beschrieben, dass die Injektion von Hepcidin in Mause einen
schweren Eisenmangel innerhalb von einer Stunde verursacht. Erst nach 48 Stun-
den normalisiert sich das Serumeisen passend zur Re-Synthese von Ferroportin,
welches in Lysosomen unter dem Einfluss von Hepcidin abgebaut wurde (Ganz T,
2007).

Die zentrale Rolle des Hepcidins im Eisenstoffwechsel soll durch die nachfolgende

Darstellung veranschaulicht werden:
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Intracellular and
extracellular iron Erythropoietic iron
concentrations requirements Inflammation

s

Hepatocytes and

Splenic Kupffer cells
macrophages

Duodenal
enterocytes

Fpn

e

Plasma iron

Abb. 4: Hepcidin und Eisenhomoostase (Nachgedruckt aus Biochimica et Biophysica Acta — Molecular Cell
Research 2012, 1823: 1434-1443, Ganz T, Nemeth E, Hepcidin and iron homeostasis®, mit Genehmigung von Elsevier)

Auler in Hepatozyten, welche die Hauptproduzenten des Hepcidins sind, wird
Hepcidin-mRNA auch noch von Makrophagen und Adipozyten exprimiert, jedoch
auf einem deutlich niedrigeren Level. Die Bedeutung der extrahepatischen Hepci-
din-Produktion ist noch nicht geklart (Ganz T und Nemeth E, 2012).

Wie bereits erwahnt, wird Hepcidin auch induziert durch Infektionen und Inflam-
mation. Shike et al. zeigten, dass eine Infektion mit dem fur Fische pathogenen
Streptococcus iniae die Hepcidin-mRNA-Expression in Lebern von Weiltbarschen
um das 4500-Fache ansteigen lie3. Nicolas et al. zeigten, dass die Injektion von
Terpentin, einem Standard-Inflammationsstimulus, in Mause die Hepcidin-mRNA
4-fach ansteigen liel® und zu einem 2-fachen Abfall des Serumeisens fuhrte (Ganz
T, 2003). Auch Weiltenstein et al. berichteten, dass Terpentin-Injektionen bei
Mausen zu Anamie, einer reduzierten Erythrozytenmasse, reduziertem Hamoglo-

bin und Serumeisen flhren, was von erhohter Leber-Hepcidin-Expression beglei-
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tet wird. Dieser Eisen-erniedrigende Effekt von Terpentin wurde stark abge-
schwacht bei Hepcidin-defizienten Mausen. Hepcidin fungiert als positives Akute-
Phase-Peptid und spielt eine entscheidende Rolle in der Dysregulation der Eisen-
homoostase bei Inflammation. Inflammation und Infektion sind assoziiert mit chro-
nischer Entziindungsanamie, welche charakterisiert ist durch verkiirzte Uberle-
benszeit der Erythrozyten, Verminderung des Eisenabflusses aus Makrophagen
und Enterozyten und geringem Ansprechen von erythropoietischen Vorlauferzellen
auf Erythropoetin (Leong WI und Lénnerdal B, 2004). Nemeth et al. untersuchten
Urin-Hepcidin-Peptide bei Patienten mit Entziindungsanamie aufgrund einer chro-
nischen Infektion oder ernsten entzindlichen Erkrankung und beobachteten eine
100-fach erhéhte Hepcidin-Ausscheidung. Kleinere Anstiege wurden beobachtet
bei Patienten, die weniger schwere entzindliche Erkrankungen hatten. Urin-
Hepcidin war auch 100-fach erhoht bei Patienten mit Sichelzellanamie oder Mye-
lodysplasie. Die Hepcidin-Ausscheidung korrelierte mit dem Serumferritin, welches
auch bei Inflammation erhdht ist. Studien haben gezeigt, dass Hepcidin-mRNA
durch Liposaccharide und Monokine aus Monozyten, die Lipopolysacchariden
ausgesetzt sind, induziert wird. Unter diesen Zytokinen induzierte Interleukin-6 (IL-
6), aber nicht IL-1a oder Tumor-Nekrose-Faktor a (TNF-a), die Hepcidin-mRNA.
Infektionen, speziell Pathogen-spezifische Makromolekile, wie Lipopolysaccharide,
bewirken auf Makrophagen, einschlietlich hepatischen Kupfferzellen, wahrschein-
lich, dass die Produktion von IL-6 induziert wird, und das Zytokin wiederum indu-
Ziert die Produktion von Hepcidin-mRNA in den Hepatozyten (Ganz T, 2003).

Anamie und Hypoxie beeinflussen auch den Eisenstoffwechsel. Mause mit Ana-
mie, die durch Mutationen hervorgerufen wurde, die die Aufnahme von Eisen im
Dinndarm verhindern, zeigten deutlich reduzierte hepatische Hepcidin-mRNA
(Ganz T, 2003).

Friuher wurde die Anamie bei chronischer Niereninsuffizienz alleine auf die redu-
Zierte Erythropoetinproduktion zurtckgefuhrt. Inzwischen hat sich aber gezeigt,
dass die Erythropoetinlevel bei den meisten Patienten mit chronischer Niereninsuf-
fizienz sogar erhoht sind, dass diese Erhdhung aber nicht adaquat ist fur die

Schwere der Anamie. Viele Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz erhalten
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hohe Dosen von Erythropoese-stimulierenden Faktoren, um eine akzeptable Ha-
moglobinkonzentration zu erhalten. Neuere Studien zeigen jetzt, dass Patienten
mit chronischer Niereninsuffizienz hohe zirkulierende Hepcidin-Level haben, wel-
che zurlckzufuhren sind auf eine reduzierte renale Clearance von Peptiden und
die Hepcidin-Induktion durch Entzindung, welche in Zusammenhang steht mit
dem der zugrunde liegenden Erkrankung oder der Hamodialyse (Ganz T und Ne-
meth E, 2012).

Anamien werden auch beobachtet bei einigen Malignomen zum Zeitpunkt der
Diagnose, nehmen im Krankheitsverlauf bedingt durch Chemo- und Strahlen-
therapie aber oft zu. Blutverlust, Malnutrition, Infiltration des erythropoietischen
Knochenmarks durch den Tumor oder Zerstorung der erythropoietischen Vor-
lauferzellen durch Zytostatika kdnnen zusétzlich zur Anamie beitragen. Die Ana-
mie einiger Tumoren, u.a. Morbus Hodgkin und multiples Myelom ahnelt sehr der
chronischen Entzindungsanamie und wird begleitet von erhohter Hepcidin-
Produktion, welche von inflammatorischen Zytokinen stimuliert wird. Bei anderen
Tumoren ist der Beitrag der Inflammation, erhéhtem Hepcidin und Eisenrestriktion
zur Pathogenese der Anamie weniger gut charakterisiert und variiert abhangig
vom Typ und von der Grofle des Tumors und der inflammatorischen Antwort des

Einzelnen auf den malignen Prozess (Ganz T und Nemeth E, 2012).

In einer Studie von Tan et al. konnte gezeigt werden, dass Patienten mit einer
chronischen Lebererkrankung signifikant reduzierte Hepcidin-Level im Vergleich
zur gesunden Kontrollgruppe haben. Die niedrigsten Hepcidin-Level fanden sich
bei Patienten mit Leberzirrhose. Das Serum-Hepcidin korrelierte hierbei mit der
hepatischen mRNA-Expression in 91 Biopsien, die fur die genetische Analyse zur
Verfigung standen. Hepcidin korreliete ebenfalls positiv mit der Serum-
Ferritinkonzentration, der Transferrinsattigung, ALT, Serumalbumin und Hamo-
globin und negativ mit Bilirubin. Das Verhaltnis von Hepcidin zu Ferritin war signi-
fikant niedriger bei Patienten mit chronischen Lebererkrankungen im Vergleich zur
Kontrollgruppe und nahm ab mit der Zunahme des Stadiums der Fibrose und der
Siderose. Das Verhaltnis von Hepcidin zu Ferritin war assoziiert mit der

Progression der Fibrose (Tan et al., 2012).
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1.5.2 HFE-Gen und Assoziation zum Eisenstoffwechsel und

Interaktionen zwischen Eisen- und Kupferstoffwechsel

Die autosomal-rezessiv vererbten HFE-Genmutationen sind die genetische
Ursache fir Eiseniiberladungen (Hamochromatose) beim Menschen. 85-90% der
Patienten, die in Europa an Hamochromatose leiden, sind homozygot fur die
C282Y Mutation. Zu einer Eisenluberladung kann es auch bei der Compound He-
terozygotie (C282Y/H63D) kommen. Eine moderate Eisenlberladung wird auch
bei heterozygoten Tragern beobachtet, wobei die pathologische Bedeutung noch
nicht geklart ist (Halangk et al., 2005).

Die Hamochromatose ist eine Gruppe von primar genetischen Stdérungen im
Eisenstoffwechsel mit Hyperabsorption von Eisen aus der Nahrung, was zu
Eisenuberladung in Geweben, Eisen-vermittelten Schaden und Organdysfunktion
fuhrt. Eisen akkumuliert, weil kompensatorische Mechanismen, die die Eisenaus-
scheidung als Reaktion auf eine Eisenuberladung signifikant erhdhen kdnnten,
fehlen. Obwohl die Eisenabsorption im Duodenum stattfindet, haben Mausmodelle
gezeigt, dass der Hauptgrund fir die meisten Formen der Hdmochromatose die
insuffiziente Produktion von Hepcidin durch Hepatozyten ist. Daraus resultiert eine
ineffektive Regulation der duodenalen Eisenabsorption und exzessive Eisenab-
gabe an das Plasma. Die Schwere der Hepcidindefizienz legt den Fortschritt der
Eisenuberladung und die klinische Bedeutung fest. Es gibt zwei verschieden Arten
der Hamochromatose: die juvenile und die adulte Form. Die juvenile Form wird
verursacht durch Mutationen im Hepcidin-Gen oder im Hamojuvelin-Gen. Hierbei
wird kein oder nur sehr wenig Hepcidin im Plasma gefunden. Klinische Probleme,
wie Endokrinopathien und Kardiomyopathie entwickeln sich bereits in der Kindheit
oder im frihen Erwachsenenalter. Bei der weniger schweren adulten Form rea-
giert die Hepcidin-Synthese partiell auf akute und besonders auf chronische
Eisenuberladungen, wobei die Hepcidin-Konzentrationen inadaquat sind fur die
Eisenuberladung. Die adulte Form schlief3t eine seltene Form, die auf einer auto-
somal-rezessiven Mutation im Transfemrinrezeptor 2 beruht, und die haufigste
Form, die auf einer autosomal-rezessiven Mutation im HFE-Gen beruht, mit ein.

Obwohl Aderlass eine effektive Behandlung darstellt, verschlimmert er gegeben-
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enfalls die Hepcidindefizienz, was wiederrum zu steigender Eisenabsorption und
somit wieder zu haufigeren Aderlassen fuhrt. Wenn in Zukunft die Hepcidindefizi-
enz therapeutisch beeinflusst werden kdnnte, dann ware dies eine weitere thera-
peutische Option fur Patienten mit Hdmochromatose (Ganz T und Nemeth E,
2012).

Hepcidin ist Uber das Eisen Feedback-reguliert. Fur das Feedback werden Mole-
kile bendtigt, die als intra- und extrazellulare Eisensensoren fungieren und dann
an einen oder mehrere Signalubertragungswege gekoppelt sind, die die Hepcidin-
synthese oder —sekretion durch Hepatozyten regulieren. Es gibt Hinweise, dass
zwei Transferrinrezeptoren, TfR1 und TfR2, zusammen mit dem Membranprotein
HFE, welches mit beiden Rezeptoren interagiert, als Holotransferrinsensoren die-
nen. HFE ist strukturell verwand mit MHC-Klasse-I-Molekllen. Seine Bindung an
TfR1 wird konkurrierend von Holotransferrin inhibiert. Mit ansteigenden Konzentra-
tionen von Holotransferrin wird HFE vom TfR1 verdrangt, da die Bindungsstellen
von HFE sich mit denen von Holotransferrin Uberlappen. Freies HFE interagiert mit
TfR2, welches wiederum von Holotransferrin stabilisiert wird. Der FeTf/HFE/TfR2-
Komplex stimuliert wiederum die Hepcidin-Expression durch einen nicht ganz ver-
standenen Ubertragungsweg (Ganz T und Nemeth E, 2012). HFE-Knockout-
Mause zeigen eine abnorme Eisenhomodostase, welche der von Patienten mit her-

editarer Hdmochromatose ahnelt (Leong Wl und Lénnerdal B, 2004).
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Abb. 5: Der BMP-Pathway (Nachgedruckt aus Biochimica et Biophysica Acta — Molecular Cell Research 2012, 1823
1434-1443, Ganz T, Nemeth E, ,Hepcidin and iron homeostasis®, mit Genehmigung von Elsevier)

Der BMP-Pathway ist in der Leber flr die Eisenregulation zustandig durch eine
Kombination von Faktoren, welche den Membran-verankerten Corezeptor Ha-
mojuvelin und bei Mausen den Eisen-spezifischen Liganden BMP6 mit einschlieft.
BMP6 und Hamojuvelin sind essentiell fur die Eisenhomébostase bei Mausen und
dampfen die Hepcidin-Antwort auf akute Eisenuberladung und schwachen die
Antwort auf chronische Eisenlberladung ab. Bei Menschen fliihren Hamojuvelin-
Mutationen zu schwerer Hepcidin-Defizienz und haben sich so als der Hauptgrund
fur die Hadmochromatose herausgestellt. Es muss geklart werden, wie BMP-
Rezeptoren und Hamojuvelin, welche beide Eisen nicht direkt wahrnehmen kén-
nen, mit Eisen-wahrnehmenden Molekilen interagieren. Zwei andere Membran-
proteine, der Rezeptor Neogenin und die Serin-Protease Metriptase-2 (MT-2, auch
genannt Transmembranprotease Serin 6 oder TMPRSS6), beeinflussen die
Hepcidin-Synthese  ebenfalls, wahrscheinlich indem die Hamojuvelin-
Konzentration auf der Zellmembran angepasst wird. Die MT-2-Konzentration auf

Hepatozyten wird durch Eisenmangel direkt gesteigert und die korrespondierende
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mRNA langsam induziert durch Eisenuberladung. Es ist noch nicht klar, wie viel
diese offensichtlich gegensatzlichen Antworten zur Regulation der Hepcidin-
Konzentration beitragen. Zusammen mit der Stimulation der Hepcidin-Synthese
durch Holotransferrin konnen auch die Hepatozyten die Hepcidin-Synthese stei-
gern als Antwort auf gespeichertes intrazellulares Eisen. Die relevanten intrazellu-
laren Sensoren und Mechanismen sind nicht bekannt, aber Eisen-abhangige
Ubiquitin-Ligasen und Prolyl-Hydroxylasen sind Kandidaten aufgrund ihrer Eisen-
abhangigkeit und ihrer Assoziation zu Hypoxie-verbundenen regulatorischen
Prozessen. Im Gegensatz dazu regulieren die Eisen-regulatorischen Proteine
IRP1 und IRP2, welche in die posttranslationale Regulation von vielen Eisen- und
Erythrozyten-verbundenen Proteinen mit einbezogen sind, Hepcidin nicht direkt.
Es wurde gezeigt, dass die nachgeordnete BPM6-mRNA in der Leber von Mausen,
die Eisenbeladung ausgesetzt ist, ansteigt, was suggeriert, dass die BMP6-
Konzentrationen die intrazellularen Eisenspiegel der Hepatozyten wiederspiegeln
konnen. Dennoch wird ein Hepcidin-Anstieg nach chronischer Eisenbeladung bei
BMP6-defizienten Mausen beobachtet, so dass noch andere Signalwege fur die

Hepcidin-Stimulation existieren mussen (Ganz T und Nemeth E, 2012).

Es gibt zahlreiche Interaktionen zwischen dem Eisen- und Kupferstoffwechsel. Der
erste Hinweis auf einen Zusammenhang zwischen Eisen- und Kupferstoffwechsel
ergab sich, als man in Schweinen durch Diat ein Kupferdefizit erzeugte und dies
Zu einer geringeren Aktivitat der Multikupfer-Oxidase Coeruloplasmin und zu einer
Eisenakkumulation im Gewebe und Anamie fihrte. Des Weiteren wurde beobach-
tet, dass Acoeruloplasminamie zu erhodhten Eisenvorraten im Koérper fuhrt. Co-
eruloplasmin, eine Kupfer-abhangige Ferroxidase, ist fur die Eisenexkretion der
Zellen, insbesondere des Gehirnes, der Leber und des Pankreas ins Plasma es-
sen-tiell. Es konnte in MRT-Aufnahmen gezeigt werden, dass Patienten mit Mor-
bus Wilson hohe Eisenkonzentrationen in den Basalganglien des Gehirns anrei-
chern. Das Coeruloplasmin selbst ist bei Wilson-Patienten funktionell nicht betrof-
fen, obwohl die niedrigen Coeruloplasminspiegel darauf hatten schlielten lassen
konnen. Dies lasst sich vermutlich dadurch erklaren, dass Kupfer bilidr vermindert
ausgeschieden wird und dass die Coeruloplasmin-Genexpression geringer ist. Die

lebenslange therapeutische Einnahme von Kupferchelatoren konnte aul*erdem zu
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einer geringeren Aktivitat der Kupfer-abhangigen Ferroxidase Coeruloplasmin
fuhren.

Hephaestin ist eine weitere Kupfer-abhangige Ferroxidase, die sich an der baso-
lateralen Seite der Enterozyten befindet und in Verbindung mit Ferroportin 1 die
Ausschleusung von Eisen aus dem Enterozyten bewirkt. Mutationen von He-
phaestin und Ferroportin 1 sind assoziiert mit Anamie und Eisenuberladung (Er-
hardt A et al., 2002). Wenn der Kupferspiegel niedrig ist, ist der Hephaestinspiegel
korrespondierend ebenfalls niedrig. Da die Hephaestinaktivitit und —-menge
wichtig flr die Ferroportin-vermittelte basolaterale Eisenausscheidung aus intesti-
nalen Enterozyten und anderen Zellen sind, reguliert Kupfer den Eisenabfluss auf
zwei unterschiedlichen Leveln: Aktivitat und Proteinstabilitat (Kim BE et al., 2008).

Aufgrund all dieser Hinweise kann eine gleichzeitige Stérung des Eisenstoff-
wechsels bei Patienten mit Morbus Wilson erwartet werden. Im Tiermodell fur
Morbus Wilson wurde Uber einen Anstieg des Eisens in der Leber und des Ferrit-
ins schon berichtet (Erhardt A et al., 2002).

Durch diese Arbeit soll nun herausgefunden werden, wie hoch die Pravalenz von
HFE-Genmutationen bei Patienten mit Morbus Wilson ist und wie sich diese Gen-

mutationen auf den Eisenstoffwechsel dieser Patienten auswirken.

1.6 Zielsetzung der Arbeit

Zum einen sollte durch die Arbeit die Zirrhosepravalenz unter den Patienten mit
Morbus Wilson ermittelt werden. Dies geschah einerseits durch Bestimmung der
Lebersteifigkeit mittels transienter Elastographie (Fibroscan®) und andererseits
durch Auswertung der histologischen Ergebnisse der Leberbiopsien, welche zum

Teil vorab bei den Patienten durchgeflihrt worden waren.

Ein weiterer interessanter Punkt der Promotionsarbeit war es die Fibrosepro-

gression durch wiederholte Fibroscan®-Messungen zu untersuchen.

24



1 EINLEITUNG

Aulerdem sollte ein Vergleich gezogen werden zwischen den Patienten mit und
den Patienten ohne Leberzirrhose. Es wurde herausgestellt inwieweit sich Alter,
Albumin, Quick, Bilirubin, Transaminasen, alkalische Phosphatase, Gamma-GT,
Thrombozyten, BMI, Eisenparameter, Alpha-Fetoprotein, Coeruloplasmin, Kupfer
im 24-Stunden-Urin und Gamma-Globuline unterscheiden bei Patienten mit und
Patienten ohne Leberzirrhose, wobei die Zirrhose dabei entweder durch die tran-

siente Elastographie oder histologisch ermittelt wurde.

Des Weiteren sollte die Pravalenz an HFE-Genmutationen bei Patienten mit Mor-
bus Wilson ermittelt werden. In einer 2002 an der Universitatsklinik Disseldorf
durchgefuhrten Studie, die die Pravalenz und Signifikanz von Mutationen der Alle-
le C282Y und HB3D bei 40, nicht miteinander verwandten Patienten, untersuchte,
ergab sich, dass sich die Frequenz der Mutationen in den Allelen C282Y (11,3%
vs. 6,2%) und HB3D (18,8% vs. 16,4%) zwischen Patienten mit Morbus Wilson
und der Kontrollgruppe nicht signifikant unterschied (Erhardt A et al., 2002). Da-
mals wurde angeregt ein grolteres Patientenkollektiv zu untersuchen, um HFE-
Genmutationen als Komorbiditatsfaktor bei Patienten mit Morbus Wilson auszu-
schlielen. Durch die aktuelle Studie, die das Patientenkollektiv auf 73 erweiterte,
sollte nun untersucht werden, ob eine Komorbiditat zwischen Morbus Wilson und
HF E-Genmutationen besteht.

In diesem Zusammenhang sollte auch der Eisenstoffwechsel der Wilson-Patienten
untersucht werden. In der eben genannten Studie von 2002 zeigten sich bei den
Wilson-Patienten erhdhte Ferritinspiegel. Damals wurde diskutiert, ob diese im
Zusammenhang mit niedrigen Coeruloplasminspiegeln stehen kénnen. Ziel der
aktuellen Arbeit war es somit zu Gberprifen, ob sich dieser Zusammenhang bei

einem grofieren Patientenkollektiv bestatigt.
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2 PATIENTEN UND METHODEN

2.1 Patienten

Insgesamt wurden 76 Patienten, bei denen die Diagnose des Morbus Wilson
durch die Standardkriterien gesichert ist, in die Studie mit einbezogen. Es wurden
56 Patienten einer Messung der Lebersteifigkeit mittels transienter Elastographie
(Fibroscan®-Untersuchung) unterzogen. Bei 73 Wilson-Patienten wurde eine
HFE-Gentestung vorgenommen, wobei bei allen 73 Patienten auf C282Y- und
H63D-Mutationen, bei 51 Patienten zusatzlich auf S65C- und bei 49 Patienten zu-
satzlich auf E168X-Mutationen untersucht wurde. Des Weiteren wurden die
Eisenparameter Ferritin, Transferrin, Transferrinsattigung (TFS) und die Leberpa-

rameter bestimmt.
Es liegt ein Ethikvotum mit der Nummer 2855 vom 20.12.2006 vor.

Die Patienten steliten sich von Dezember 2006 bis August 2008 in der Klinik fur
Neurologie zur Verlaufskontrolle vor. Zusatzlich wurden funf Patienten in die Stu-
die einbezogen, die in den Jahren bis 2012 in der Klinik fur Gastroenterologie, He-

patologie und Infektiologie behandelt wurden.
Bei 15 Patienten lag eine Leberhistologie vor.

Die Altersstruktur der in die Studie eingeschlossenen Wilson-Patienten ist in der
nachfolgenden Tabelle aufgefihrt:

N Minimum Maximum Mittelwert Standard- Varianz

abweichung

Alter 76 19 68 38 12 138,2

Tabelle 3: Altersstruktur der in die Studie eingeschlossenen Wilson-Patienten

Demnach lag das Durchschnittsalter bei 38 Jahren. Unter den Patienten waren 28

méannlich und 48 weiblich.
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Durch die Therapie mit D-Penicillamin, Trientine oder Zink war die Krankheit bei

allen auler einer Person gut kontrolliert.

Als Kontroligruppe diente ein Kollektiv von 295 gesunden Personen (Erhardt A et
al., 2002).

Bei den Patienten wurden Albumin, Quick, Bilirubin, Gamma-GT, die Transamina-
sen GPT und GOT, die alkalische Phosphatase AP, die Thrombozyten, Ferritin,
die Transferrinsattigung TFS, das Alpha-Fetoprotein AFP, Coeruloplasmin, Kupfer
im 24-Stunden-Urin Cu24h, Gamma-Globulin und der Body-Mass-Index BMI be-

stimmt.
Der Body-Mass-Index BMI wurde gemal} folgender Formel berechnet:
BMI= kg/m?

Es ergaben sich dabei folgende Mittelwerte und Standardabweichungen:

Mittelwert Standardab- N
weichung
Albumin [g/dI] 4,2 0,4 57
Quick [%] 88 18,9 57
Bilirubin [mg/dI] 0,85 1.1 74
GPT [U/] 40 51,8 72
GOT [uN] 38 448 72
GGT [u/] 45 46,2 72
AP [UN] 97 42.4 72
Thrombozyten 183 61,8 58

[x1000/p1]
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Ferritin [pg/l] 161 192,3 73
TFS [%] 31 25,3 71
AFP [ug/l] 10,5 44,5 57
Coeruloplasmin 11,8 6,8 75
[mg/dl]

Cu24h [mgll] 0,18 0,2 61
Gamma-Globulin 1.4 0,3 58
[g/d1]

BMI [kg/m?] 23,5 3,4 54

Tabelle 4: Mittelwerte und Standardabweichungen einzelner Laborparameter und des BMI
bei den Wilson-Patienten

2.2 Methoden

2.2.1 Fibroscan®

Bei der Messung der Lebersteifigkeit mittels transienter Elastographie (Fibroscan®)
wird ein 1-dimensionaler Ultraschall-Transducer und —Empfanger verwendet, der
in derselben Achse einen Vibrationssender enthalt. Dieser Vibrationssender er-
Zzeugt eine niederfrequente elastische Welle. Die Sondenspitze wird auf die Haut
zwischen den Rippen, die die Leber bedecken, aufgesetzt und ausgeldst (Cobbold
JFL et al., 2007). Es wird ein kurzer Stol} eingesetzt, welcher wie ein Stempel auf
die Hautoberflache wirkt. Die starkste Scherwelle entsteht am Rand des Stempels.
Auf diese Weise kommt der scheibenartig geformte Stempel einer Ringquelle na-
he. Ein Teil der Welle des Ringes flieAt auf der Ultraschallachse zusammen und in

etwas Entfernung verlauft er entlang der Achse mit einer Geschwindigkeit, die
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nahe der Geschwindigkeit der Scherwellengeschwindigkeit liegt (Bamber J et al.,
2013).

Leber

N/
Y
Vibrationssender

und Ultraschall-
sonde

Abb. 6: Nicht invasive Diagnostik der Leberzirrhose (Nachgedruckt mit Genehmigung des Deutschen
Arzteverlages, aus Nicht invasive Diagnostik der Leberzirhose®, Lirke J, Erhardt A, Vogt C, Hiussinger D, Deutsches
Arzteblatt 2007, 24: 1752-1757)

Die elastische Welle von 50 Hertz breitet sich mit unterschiedlicher Geschwindig-
keit im Lebergewebe aus. Mit Hilfe der hochfrequenten Ultraschallwelle von 1500
m/s ist es moglich die Ausbreitungsgeschwindigkeit der elastischen Welle zu be-
stimmen (Erhardt A et al., 2006). Die Elastizitat der Leber wird abgeleitet von der
Wellengeschwindigkeit, die sich an die Young’s Module E annahert, entsprechend
der Formel: E=3pV2;, wobei V; die Schubgeschwindigkeit und p die Dichte ist. Die
Deformation des Gewebes wird als eine Funktion von Zeit und Tiefe gezeichnet,
so dass ein zweidimensionales ,Elastogramm® entsteht. Die Steigung der Elasto-
grammkurve zeigt die Ausbreitungsgeschwindigkeit und damit die Steife der Leber,
ausgedruckt in kPa (Cobbold JFL et al., 2007). Das Verfahren ermdglicht eine re-
gionale Messung der Elastizitdt innerhalb der Breite des Ultraschallstrahls und der
Scherwelleneindringtiefe von einigen Zentimetern. Es handelt sich nicht um ein
Ultraschallgerat und erlaubt somit nicht die Erstellung von konventionellen anato-
mischen Ultraschallbildern (Bamber J et al., 2013). Das Verfahren ist leicht zu er-
lernen, kann schnell von einer einzelnen Person durchgefuhrt werden und bietet
eine objektive Messung der Lebersteifigkeit (Cobbold JFL et al., 2007).
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2.2.1.1 Durchfuhrung der Messung

Die transiente Elastographie (Fibroscan®) wurde in Ruckenlage durchgeflhrt, wo-
bei der Patient die rechte Hand hinter den Kopf legte. In der Regel wurde die
Messsonde auf Hohe des Processus Xiphoideus im Bereich der rechten mittleren
Axillarlinie senkrecht zur Korperoberflache aufgesetzt und nur wenn es zu unzu-
reichenden Messergebnissen kam, wurde die Position verandert. Bei den Patien-
ten wurden jeweils zehn Messungen durchgefiuhrt, wobei eine Erfolgsrate (Anzahl
der gultigen Messungen durch die Anzahl der Messungen insgesamt) von min-
destens 60% erzielt werden sollte (Erhardt A et al., 2006). Konnte nach 10 Mes-
sungen keine Erfolgsrate Uber 60% erzielt werden, wurde die Anzahl der Mes-
sungen gegebenenfalls erhéht, um so doch noch die erforderliche Erfolgsrate von
mindestens 60% zu erzielen. Es wurden nur die Messungen verwertet, bei denen

sich letztlich eine entsprechend hohe Erfolgsrate ergab.

2.2.2 Nachweis von HFE-Genmutationen

Getestet wurden zum einen die HFE-Allele C282Y und HE3D, die haufig mit einer
hereditiren Hamochromatose assoziiert sind, und zum anderen die HFE-Allele
S65C und E168X, bei denen wesentlich seltener eine Assoziation zur hereditiaren

Hamochromatose besteht.

Zum Nachweis der HFE-Genmutationen wurde zuerst genomische DNA isoliert
und anschliefend eine PCR durchgefuhrt, mit der die fir die C282Y- und H63D-
Mutation relevanten Genabschnitte auf Chromosom 6 amplifiziert wurden. Die ent-
sprechenden Genabschnitte konnten durch Restriktion mit Rsal oder Mbol und
Auftrennung der DNA-Fragmente mittels Elektrophorese detektiert werden (Er-
hardt A et al., 2003).

Der eben beschriebene MNachweis der HFE-Genmutationen wurde durch das

Labor Limbach in Heidelberg vorgenommen.
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2.2.3 Bestimmung der Eisenparameter

Eisen wurde durch die Ferrozinmethode (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany)
in einem automatisierten Analyser bestimmt und gegen das internationale Refe-
renzpraparat WHO 80/578 kalibriert.

Die Bestimmung von Ferritin und Transferrin erfolgte durch eine immunnephelo-
metrische Methode (N Latex Ferritin resp. N Antisera to Human Transferrin, Dade

Behring, Marburg, Germany).

Die Bestimmung der Eisenparameter wurde im Labor der Universitatsklinik Dis-

seldorf vorgenommen.

Die Transferrinsattigung wurde nach folgender Formel berechnet oder direkt vom

Labor mitgeteilt:
Serumeisen x 70,9 / Serumtransferrin (normal: 16-45%)

Die Normwerte fur Ferritin lagen bei 20-280 pl/l fiur Manner und bei Frauen bei 10-
140 pl/l fir Frauen unter 45 Jahren und bei 25-250 pl/l bei Frauen Uber 45 Jahren
(Erhardt A et al., 2002).

2.2.4 Histologie

Bei 15 Patienten lag ein histologischer Befund einer Leberbiopsie vor. Die Biop-
sien wurden in den Jahren zwischen 1974 und 2012 in verschiedenen Kliniken
durchgefuhrt. Die histologische Wertung wurde von unabhangigen Pathologen
vorgenommen. Da kein Staging erfolgt war, wurde das Fibrosestadium fur die
Promotionsarbeit in Anlehnung an Desmet und Scheuer (Desmet et al., 1994)

klassifiziert.

2.3 Statistische Verfahren

Die Ergebnisse wurden mit dem Statistikprogramm SPSS 17.0 (SPSS GmbH

Software, Minchen, Deutschland) analysiert. Fur die Analyse kontinuierlicher
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Grolten wurde die Student-t-Verteilung (student’s t-test) oder der Wilxon-Mann-
Whitney-Test verwendet, wobei der Wilxon-Mann-Whitney-Test im Gegensatz
zum student’s t- test keine Normalverteilung der Daten erfordert. Der Chi-Quadrat-
Test wurde zum Vergleich von kategorialen Variablen eingesetzt. Ein p-Wert
< 0,05 wurde als statistisch signifikant angesehen, ein p-Wert <0,01 als stark sig-
nifikant und ein p-Wert <0,001 als hoch signifikant.

Auch die Korrelationskoeffizienten wurden mit dem Statistikprogramm SPSS be-

rechnet.
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3.1 Ergebnisse des Fibroscans®

Die nachfolgende Tabelle gibt wieder, welche Ergebnisse die Fibroscan®-
Untersuchungen der Patienten mit Morbus Wilson erbrachten. Insgesamt wurden
56 Patienten mit Morbus Wilson der Fibroscan®-Untersuchung unterzogen. Die
Einzelergebnisse wurden eingeteilt in Gruppen nach Fibrosestadium. Es wird je-
weils angegeben, wie viele Patienten absolut und wie viele prozentual die ange-
gebene Lebersteifigkeit in kPa aufwiesen. Dabei wurde als Orientierungshilfe zur
Gruppeneinteilung nach Fibrosestadium die in einer Meta-Analyse aus dem Jahr

2008 herausgearbeitete Einteilung von Friedrich-Rust hinzugezogen.

Der Einteilung von Friedrich-Rust zufolge hatten zehn der 56 Patienten einen
Fibroscan®-Wert in einem Bereich, der fur eine Leberzirrhose spricht. Nach
Friedrich-Rusts Einteilung wurde der Cut-Off fur das Vorliegen einer Leberzirrhose
bei 13,01 kPa gesetzt (Friedrich-Rust M et al., 2008). Demnach haben 17,9% der

Patienten eine Leberzirrhose.

Der in der Meta-Analyse von Friedrich-Rust ermittelten Einteilung zufolge haben
21 Patienten, was einem Anteil von 37,5% entspricht, eine signifikante Fibrose,
also eine Fibrose, die nach Metavir einen Score = F2, aber < F4 ergeben wirde.
Der Cut-Off fur das Vorliegen einer signifikanten Fibrose wurde dabei bei einem
Fibroscan-Wert® von 7,7 kPa festgelegt. Eine Unterteilung der histologischen

Stadien F2 und F3 wurde von Friedrich Rust nicht vorgenommen.

Alle Patienten, die einen Fibroscan-Wert® <7,7 kPa aufweisen, werden in der Me-
ta-Analyse Friedrich-Rusts den histologischen Stadien FO und F1 zugerechnet.
Wie aus der nachfolgenden Tabelle ersichtlich wiesen 44,6% der Patienten einen
Fibroscan®-Wert <7,7 kPa auf.

Insgesamt wurden Werte zwischen 3,30 und 75 kPa erreicht. Der Mittelwert der
Ergebnisse der Messung der Lebersteifigkeit mittels transienter Elastographie lag
bei 11,1 kPa bei einer Standardabweichung von 11,1.
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Fibrosestadium  Steifigkeit der Haufigkeit Haufigkeit in %
Leber in kPa absolut

FO/F1 <77 25 446

F22/F3 27,7 21 37,5

F24 213,0 10 17,9
Gesamt 56 100

Tabelle 5: Ergebnisse der Messungen der Lebersteifighkeit mittels transienter Elastographie

3.2 Ergebnisse des Fibroscans® bei den Folgeuntersuchungen

Bei 56 Patienten wurde eine Fibroscan®-Untersuchung durchgefthrt. Bei 21 wur-
de eine zweite Fibroscan®-Untersuchung durchgeflhrt, wobei bei nur 20 dieser
Patienten eine Erfolgsrate von Uber 60% bei den Messungen erzielt werden
konnte. Somit finden nur diese 20 Patienten bei der zweiten Folgeuntersuchung
Berucksichtigung. Bei 14 Patienten wurde eine dritte, bei funf eine vierte und bei
drei Patienten eine flinfte Untersuchung durchgeflihrt. Bei einem Patienten wurden

eine sechste und eine siebte Untersuchung durchgefthrt.

Im Folgemonat eins bis drei wurden zwei, im Folgemonat vier bis sechs wurden 13,
im Folgemonat sieben bis neun wurden acht, im Folgemonat zehn bis zwaolf wur-
den sieben, im Folgemonat 13 bis 15 wurden sieben und im Folgemonat 16 bis 18
wurden drei Folgeuntersuchungen durchgefihrt. Hierbei finden nur die validen

Messungen Beriicksichtigung, also nur Messungen mit einer Erfolgsrate tiber 60%.

Die nachfolgende Tabelle zeigt die Mittelwerte und Standardabweichungen der
Folgeuntersuchungen in den genannten Zeitrdumen. Es wird dabei ebenfalls der
jeweils kleinste und grofte Wert angegeben, der sich bei den Folgeunter-

suchungen im jeweiligen Zeitraum ergab.
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Patientenzahl Mittelwert der Minimum Maximum

(n) Lebersteifigkeit [kPa] [kPa]
[kPa]
Erstuntersuchung 56 11,07 £ 11,07 3,30 75,00
Monat 1-3 2 9,80 + 4,81 6,4 13,2
Monat 4-6 13 982+4,73 4,7 18,2
Monat 7-9 8 8,93+2,15 5,9 11,4
Monat 10-12 7 7,47 £227 4.8 10,7
Monat 13-15 7 8,46 + 3,82 4,6 13,9
Monat 16-18 3 10,80 £4,03 6,2 13,7

Tabelle &: Zeitliche Abstiande zwischen erster und nachfolgenden Fibroscan®-
Untersuchungen und Ergebnisse der Folgeuntersuchungen

Die nachfolgende Graphik stellt nun noch einmal die individuellen Fibroscan®-
Ergebnisse im zeitlichen Verlauf ohne Einteilung in die oben dargestellten Zeit-
raume dar. Es finden nur Untersuchungen bis zur vierten Folgeuntersuchung Be-
rucksichtigung, da die Anzahl der Patienten, die zu noch mehr Folgeuntersu-
chungen erschienen sind, zu gering ist. Hier ist ersichtlich, dass die zeitlichen Ab-
stande der einzelnen Untersuchungen von Patient zu Patient variieren, da die Pa-
tienten in unterschiedlichen zeitlichen Abstanden zu den Untersuchungen erschie-
nen sind. Es ist zu beachten, dass nicht alle der 20 Patienten vier Mal erschienen

sind. Einige von ihnen sind auch nur zwei oder drei Mal erschienen.
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Abb. 7: Fibroscan®-Werte der Untersuchungen eins bis vier im zeitlichen Verlauf

Die nachfolgende Tabelle zeigt nun zum einen den Mittelwert der Fibroscan®-

Erstuntersuchung, welcher sich bei den Patienten ergab, bei denen eine Folge-

untersuchung im Zeitraum ein bis drei Monate, vier bis sechs Monate, sieben bis

neun Monate, zehn bis zwdlf Monate, 13 bis 15 Monate und 16 bis 18 Monate ge-

laufen ist, und den Fibroscan®-Mittelwert der jeweiligen Folgeuntersuchung in den

eben genannten ZeitrAumen. Es wird ebenfalls das Signifikanzniveau angegeben,

das sich bei den Folgeuntersuchungen in den genannten Zeitrdumen im Vergleich

zur Erstuntersuchung dieser Patienten ergibt:
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N Mittelwert

Paar 1 Fibroscan®-Erstuntersuchung 2 9,15+ 4,60
Fibroscan® nach 1-3 Monaten 2 9,80 + 4,81
P-level 0,14 (n.s.)
Paar2 Fibroscan®-Erstuntersuchung 13 9,71+5,01
Fibroscan® nach 4-6 Monaten 13 9,82+4,73
P-level 0,93 (n.s.)
Paar3 Fibroscan®-Erstuntersuchung 8 10,71 £4,73
Fibroscan® nach 7-9 Monaten 8 8,931+2,15
P-level 0,36 (n.s.)
Paar 4 Fibroscan®-Erstuntersuchung 7 7,94 + 2,84
Fibroscan® nach 10-12 Monaten 7 747 +227
P-level 0,74 (n.s.)
Paar 5 Fibroscan®-Erstuntersuchung 7 9,71 £ 5,87
Fibroscan® nach 13-15 Monaten 8,46 1 3,82
P-level 0,48 (n.s.)
Paar 6 Fibroscan®-Erstuntersuchung 3 10,63 £ 9,08
Fibroscan® nach 16-18 Monaten 3 10,80 +£4,03

P-level 0,98 (n.s.)

Tabelle 7: Fibroscan®-Mittelwerte der Patienten, bei denen Folgeuntersuchungen gelaufen
sind, und Signifikanz der Unterschiede zwischen erster und nachfolgender Untersuchung
nach Einteilung in bestimmte zeitliche Intervalle

-~

Es zeigt sich also, dass es keinen signifikanten Fibroseprogress gibt, wenn der
Fibroscan®-Mittelwert der Erstuntersuchung der Patienten, bei denen eine Folge-
untersuchung gelaufen ist, verglichen wird mit dem Fibroscan®-Wert, der sich bei

der Folgeuntersuchung im jeweiligen Zeitraum ergibt.

Die nachfolgende Tabelle zeigt nun zum einen den jeweiligen Mittelwert der
Fibroscan®-Ergebnisse der ersten und zweiten Folgeuntersuchung und zum an-
deren den Mittelwert der ersten Fibroscan®-Untersuchung, der sich ergibt, wenn

man nur die Ergebnisse der Patienten berlcksichtigt, bei denen dann auch eine
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Folgeuntersuchung gelaufen ist. Hierbei werden die Patienten berticksichtigt, bei
denen Uberhaupt eine Folgeuntersuchung gelaufen ist, wohingegen in der vorher-
gehenden Tabelle die Folgeuntersuchungen in bestimmte zeitliche Intervalle ein-
gegrenzt wurden. In der nachfolgenden Tabelle finden diese zeitlichen Abstande

keine Berucksichtigung.

N Mittelwert
Paaren1 Fibroscan®1 20 9,51 +4,26
Fibroscan®2 20 9,76 + 4,50

P-level 0,78 (n.s.)
Paaren2 Fibroscan®1 14 9,70 4,24
Fibroscan®3 14 8,59 + 3,68

P-level 0,42 (n.s.)

Tabelle 8: Fibroscan®@-Mittelwerte der Patienten, bei denen Folgeuntersuchungen gelaufen
sind, und Signifikanz der Unterschiede zwischen erster und nachfolgender Untersuchung

Man sieht also auch hier, dass der Ausgangsfibroscan®-Wert, bei den Patienten,
bei denen eine zweite und eine dritte Untersuchung gelaufen ist, sich nicht signifi-
kant unterscheidet von den Folgewerten. Das wiederum bedeutet, dass die Er-

gebnisse recht konstant sind und keinen gréfieren Schwankungen unterliegen.

3.3 Unterschiede des Alters, des BMI und der Laborparameter
bei Patienten mit und ohne Leberzirrhose (Ermittlung der

Zirrhose durch transiente Elastographie)

Die nachfolgende Tabelle soll veranschaulichen wie sich Alter, Albumin, Quick,
Bilirubin, GPT, Gamma-GT, GOT, alkalische Phosphatase, Thrombozyten, Body-
Mass-Index, Ferritin, Transferrinsattigung, Alpha-Fetoprotein, Coeruloplasmin,
Kupfer im 24-h-Urin, Kupferausscheidung und Gamma-Globuline bei den Patien-
ten, die dem Fibroscan®-Ergebnis zufolge eine Zirrhose haben, im Vergleich zu
den Patienten verhalten, die dem Fibroscan®-Ergebnis zufolge keine Zirrhose ha-

ben. Dabei wurde, wie oben bereits beschrieben, der Cut-off bei 13 kPa gesetzt,
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was bedeutet, dass hier davon ausgegangen wird, dass der Patient, der einen
Fibroscan®-Wert 213 kPa erreicht, eine Leberzirrhose hat.

Zirrhose im

Fibroscan®

Mittelwert

Albumin [g/dI] 0

42+04
4,0+0,5

0,1 (n.s.)

Bilirubin [mg/dl] 0

P-level

Gamma-GT [U/l] 0

P-level

0,64+0,3

0,81+0,6

0,2 (n.s.)

41 £33

104 £ 76

0,03
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AP [UN]

BMI [kg/m?]

P-level

P-level

43 82 £ 27
10 112+ 33
n,n[“-

46 236134
6 234+43
0,9 (n.s.)

P-level

10 26 £ 16

0,6 (n.s.)
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Coeruloplasmin 0 46 11,31£6,7
[mgldi] 1 10 14,3+ 7,1
P-level 0,2 (n.s.)
Cu24h [mgl/l] 0 39 0,1+0,2
1 6 0,3+04
P-level 0,3 (n.s.)
CuUrin [mg/d] 0 39 0,2+0,2
1 6 0,5+0,7
P-level 0,4 (n.s.)
Gamma-Globuline 0 45 1,1+0,3
[g/dl] 1 10 29+53
P-level 0,3 (n.s.)

Tabelle 9: Unterschiede des Alters, des BMI und der Laborparameter bei Patienten mit Le-
berzirrhose, ermittelt durch Messung der Lebersteifigkeit mittels transienter Elastographie

Es zeigt sich also, dass sich die Patienten, die einen Fibroscan®-Wert Uber 13
kPa, und damit nach dem festgelegten Cut-Off-Wert eine Zirrhose haben, bei der
Gamma-GT, der AP und den Thrombozyten signifikant unterscheiden. Der Unter-
schied ist fur Thrombozyten hoch signifikant negativ auf dem Niveau von <0,001
(2-seitig), fur die AP stark signifikant auf dem Niveau von <0,004 (2-seitig) und fur
die Gamma-GT signifikant auf dem Niveau von <0,03 (2-seitig).
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3.4 Korrelation zwischen Alter, BMI und Laborparametern und

Ergebnis der Fibroscan®-Untersuchung

Es wurde eine bivariate Korrelation der Fibroscan®-Ergebnisse mit Alter, den
Leberwerten GOT, GPT und Gamma-GT, alkalischer Phosphatase (AP), Bilirubin,
Albumin, Quick, Thrombozyten, Body-Mass-Index, den Eisenparametern Ferritin
und Transferrinsattigung, Alpha-Fetoprotein (AFP), Coeruloplasmin, Kupfer im 24-
Stunden-Urin und Gamma-Globulinen durchgefiuhrt. Es ergaben sich signifikante
Zusammenhange zwischen dem Fibroscan®-Wert und Albumin, Quick, GPT,
Gamma-GT, GOT, AP, Thrombozyten, Ferritin und Gamma-Globulinen. Aus der

nachfolgenden Tabelle ist das jeweilige Signifikanzniveau ersichtlich:

Fibroscan®
Albumin Korrelation nach Pearson -0,311
Signifikanz (2-seitig) 0,021
N 55
Quick Korrelation nach Pearson -0,352
Signifikanz (2-seitig) 0,008
N 55
GPT Korrelation nach Pearson 0,456
Signifikanz (2-seitig) 0,001
N 53
Gamma-GT Korrelation nach Pearson 0,675
Signifikanz (2-seitig) 0,000
N 53
GOT Korrelation nach Pearson 0,736
Signifikanz (2-seitig) 0,000
N 53
AP Korrelation nach Pearson 0,430
Signifikanz (2-seitig) 0,001
N 53
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Thrombozyten Korrelation nach Pearson -0,409
Signifikanz (2-seitig) 0,002
N 55

Ferritin Korrelation nach Pearson 0,336
Signifikanz (2-seitig) 0,012
N 55

Gamma-Globuline |Korrelation nach Pearson 0,441
Signifikanz (2-seitig) 0,001
N 55

Tabelle 10: Signifikante bivariate Korrelation zwischen Laborparametern und Ergebnis der
Fibroscan®-Untersuchung

Demnach ist der Zusammenhang zwischen Ferritin und Fibroscan®-Wert auf dem
Niveau von <0,012 (2-seitig) signifikant. Ein hoch signifikanter Zusammenhang
ergibt sich auf dem Niveau von <0,001 (2-seitig) zwischen GPT und Fibroscan®,
AP und Fibroscan® und Gamma-Globulinen und Fibroscan® und auf dem Niveau
von <0,0001 (2-seitig) zwischen Gamma-GT und Fibroscan® und GOT und Fibro-
scan®. Ein signifikanter negativer Zusammenhang auf dem Niveau von <0,021 (2-
seitig) ergibt sich zwischen Albumin und Fibroscan®-Wert. Ein stark signifikanter
negativer Zusammenhang auf dem Niveau von <0,008 (2-seitig) besteht zwischen
Fibroscan® und Quick und auf dem Niveau von <0,002 (2-seitig) zwischen Fibro-
scan® und Thrombozyten. Das heil3t, dass bei den Patienten, bei denen die Fib-
roscan®-Werte hoch waren, Ferritin ebenfalls hoch war. GPT, Gamma-GT, GOT,
AP und Gamma-Globuline waren sogar hoch signifikant erhdht. Albumin war bei
den Patienten mit hohem Fibroscan®-Wert signifikant erniedrigt. Die Thrombozy-
ten waren bei den Patienten, die einen hohen Fibroscan®-Wert aufwiesen, stark

signifikant erniedrigt, ebenso der Quick-Wert.

Das Alter, Bilirubin, der BMI, Transfermrinsdttigung, Alpha-Fetoprotein und die
Kupferparameter Coeruloplasmin und Kupferausscheidung im 24-Stunden-Urin

korrelierten nicht mit den Ergebnissen der Fibroscan®-Untersuchungen.
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3.5 Korrelationen zwischen Alter, BMI und den Laborparame-

tern untereinander

Die folgende Tabelle gibt die restlichen bivariaten Korrelationen zwischen Alter,
Albumin, Quick, Bilirubin, GPT, Gamma-GT, GOT, AP, Thrombozyten, Body-
Mass-Index, Ferritin, Transferrinsattigung, Alpha-Fetoprotein, Coeruloplasmin,

Kupferausscheidung im 24-Stunden-Urin und Gamma-Globulinen wieder:

44



3 ERGEBNISSE

lepueujaiajun wajeweledioge] uap pun [Ng ‘18}|y UBLDS|MZ UBUO|JE|ali0Y BJe|IeAld || |eqe ]l

OF gc L oo L5 £g a4 g5 ot cg 54 gt ER* 15 a5 N
Lget | Logo LEL'D | 9990 bELO 2090 | 9EZOD LEQD | 100D | BOO'D | OEC0O | 84170 SO00'0 | ELO'D | E6E0 (Bgies-glausipudg e e il
ZoL'0 | EF0'0 S0F'C- | fo0'n BOE'D Zi0'0 | 8610 LLE'D | Ef'0 | 8¥E'D | #RFE0 | BL0 Fos'0- | 87 | 100 | UesERd LpEULGIS 30T -ELILIED)
o¥ 5] av as L 4 av 69 =] L= 69 5 v av 5] M
3741 L1150 EEL'0 | BEE'0 pooo Z0E'0 | oOO0'O FLAOD | S¥0'0 | S00'D | 9240 | LOO'O 000 | 000D | 2080 (Byas-z)zueyyudig
£0L'D £10'0 B5L'0 | LLO'D Dif 0 LOL'D | g FPECO | 0OZ'0 | 1GE'D | Z0E'0 | LOF'D BEF'0- | JEG'D | EEQD- | ULSISR LDEUUCHSIEL0Y Urero
g5 -] a5 ¥ T ¥5 85 4 zd 24 zd ¥l ig a5 g4 M
192D Lic'o L0 | BSE0 L¥ED OLE'D | DOE'D FEC'D | OFL'O | IBG'D |EG.'0 | ELE'0 ZIZ'0 | B¥O'D | GEL'O (Byas-z)zueypubig T
EE0 - A0 PR’ 0 | ECL0- FLLO- ECLD 1 QEL'D Ol 0 | OM0 | $00°0 9S00 | 6210 QOL'O | ZOZ0- | Q10 | uosissg WS LU OHS] S0k -
15 Gt L o5 b= b= ig ¥G #C = +G LG o5 o5 g L
LEL'D BEL'0 | LOO'D o0gl'o B6L0 EEL'D | EES'0 GEOD'D | 018'0 | SB6'D | EGE'0 | E8L'0 F¥S'0 | S¥O0D | LSOO (Byas-g)zuepudig
SO0 661'0 | ¥r¥'Q SE00 FEQ0 g0T'0 | Lg0'0 L3C'o | ge0'0 | woo'e- [vog'or | JEQ'D 00 | gog'e | ga0gr | uemmey weuuegs|susy o
og g4 ¥ og [LF P g5 a9 ag oo a9 Ld g4 og L H
059D 8E6'0 | BOZ'O 0gL'e FEED 201’0 | 8650 82¢'0 | E¥9'0 | ELG'D | 9BC°0 | B¥L'D 2420 | ZL¥'D | BEED (Byes-z)zueypudig
EQD'D Lio'o | ggp'g ZE0 FOL'D gEE'l | Zi0'0 geo'e |Joo'o|eco'e |ekoo- | ol pEog-f e [ gry'ge | ussEsy weuUGnS)BUTY g4l
15 BS f) o L ¥4 L BQ =1t EQ BEQ ) o4 oG fl M
0EL'D oooc | EFE0 BEL'0 | ¥6E'D UE20 | G220 ooo'o | 0O00°0 | 0OO°D | LOOO | 0000 060°0 | EL0°D | 99970 (Bges-glausiipubg
20D 0o | #il'o Gen't- | #0L'0 cbl'n [Foi'0- [Glé'n [Foo'n | owe'n [ 880 | Sig'0 BEE'O- | G280 | p/O'n | ucsissd BEULCHSSUNY uglizyg
£g s FC s fal Fo £9 LG LG 15 LG b Fal Pl #o M
209'0 ZOE'D | 94’0 A T T 36T0 GaT'0 6900 | 9tL'0 | 31’0 [EFL'O | 9%L'0 1= 0 = O - (Bgpae-glmueppuiis
A0 LOL'0 | EEL'D 020 | 9EE0- GFl 0 Sl JOF0 | S0 | 20D | 2020 | GF0'0- SO0°0 | #LL0- | SO0'0 | UCSIERY LOBULOHS SO [
g4 OF gt 15 oo Lg £S5 g5 gc oo g4 s Fl 15 a5 M
OET'D oo0o0'o | oOS'0 ZZo'n | Zec'o LEZ'0 ZET'D Lig'o | ge0'0 | goO'D | oEE'0 | 2I0'O0 rFO0'0 | L00°D | FEFO (Baas-glzuenuiis usiz
i 3990~ | 2€L'0 L300 | 2200 EOL O Ol SEL'0- | GEC0- | ERE0- | Fbl'0- | G220 FAE'D | 2O | JOL'D | UesERd LDBULOOS|3U0Y Ooquioay |
oy BS F) #4 a9 i) 8 gy ) L L Ld ¥4 74 £l M
LEO'D P00 | ¥EE0 BED'D | 880 Hoo'n BG0'D | LLED E0°'0 | 020°0 | 8GE'0 | 000D L6'0 | ¥EE'D | 962D (Baas-Flzusnpudis
LLED FEC'D | GFL'D L0 | g20'0 Gl 0 970 | gEl'0- SCE'0 | SAE'D |QLE0 | S0 FO0'0 | GOL0- | GO0 | UCSSRY LDBULGHS| 300N =il
= ag ) ¥ a9 59 [E 35 Ti oL TL b ¥3 ¥ Ti H
100'D S¥0'0 | OFL'0 oLg'e | 2¥9°0 pooo gLL'0 | 860°0 00 0oo'e | o000 | gE0'C LoL'e [ EL0°D | 900 (Byes-z)zueypudig
EFFD D9E0 | 9JL'D EE00D | LS00 A EEE0 | GEC O gog0 A6L0 1 LLS0 | OFED CEE | §EC0 | SPQ'0- | UDSIS3 ] LpEUUGHS|RUO0 109
oo B5 zd 3 20 50 1g o5 zd i Zd kd #5 G L M
EOO'D gGo0'c | LES'O GEE'D 180 HEIERE CgL'd | E00'0 0E00 | cOO'0 (H i I LOO'0 | WO'D | GEC'O (Byas-g)zueypubig
EVE'D LSE'D | ¥00'0 100 | 6900 | DLS'D oc'o |ese'g- | gifg | S6L'D 950 | 6510 SEF Q- | GiTp | 500 | uesmesg weuuogsisucy | 18 EULIES
oo ES F) ¥4 a9 1) g 141 L F) £l Ld #4 #a Fl M
0E0'D GZL'0 | 29L'0 ZBE'0 | 9BCD Looo EFL'D | GBZ'0 g52'0 | 0O0'0 | 0OO'D L350 L82°0 | LLE'D | 2L (Byas-g)zusypudig
¥EE'D Z02'0 | seg'g 100t | g¥0'o 12E'D 020 |#bi'0- [ OKE'o | 2190 | S25'D £20'0 o0ZL'o- | oo | 5o4'g- | uesmsg ipEuuonSjSLON L6
g4 19 f) 15 1L [ ¥4 a9 L F) 1L 1L Fl 15 L M
2L Lo0'0D | ELE°0 234’0 | 6RL°0 noo'o O¥L'0 | BEOOD ooo'o | S90°0 | SLL'D | L¥CO ooo'o | #05°0 | BLE'O (Bgis-Z) 2usiiputig
611D LO¥'0 | &6FL'0 AED'D | ES1'D LLE'D gh0'0- |e27'0- | Fis¢'0 | OFF'0 | 6210 [ 2400 Fla'o- | oso'- | S00'0- | ucsiSRd WDEUULCHSISNOY uignaig
15 SF g og g4 bg P 15 ] FC ¥4 ¥4 FAY F 19 M
900° 0 E00'0 | TIT'O PRS0 | 5280 150'0 998’0 | woo'o L68°0 | bOL'O | rOo'D | Z5E'0 | oo VEQ'D | £8C'O (Bger-glzusppudis
£os' - GEF'0-| 20L'0 £80°0 | LEQ'D- BEE O £00'0 | #2150 FE00 | GEE'0- | SEF'0- |OZL'0- | #10°0 CEE'D | GFL'0- | UeEERd LOBULCNS|3U0T y231nig
15 SF FR* og g5 og Fa F #5 FC ¥4 ¥4 FAS Fl 15 M
ELD'D ooo'o | &¥0'0 0’0 | EL¥0 TLO'0 0Z¥'0 | 000 ¥EZ'0 | Z10°0 | HPO'D | FLE'D | FOS'O LED'D 6850 {Bg=s-glzuepudig
SEElr LECO- | ZOEdr goz'- | L0 GEE0- FLLD- | EGE'0 GoL'0- | See'0- | BSE'0 |OFL'0- | OE0'0- h ] SA0'0 | uesERg LDEULCHS|EL0Y urumqng
85 ] ) 4 [ B4 ¥5 85 L ) L L i L5 45 M
£62'D 202°0 | 92L'0 L3S'0 | BEE'D BeE0 L#3'0 | ¥ZF 0 GE2'0 | 90.'0 | SES'D | EZGL'0 | BIR'D £82'0 | 625D (Baras-7lzusipubis
210 ZEOD-| 22L'0 Ba0C- | GLL'0- HERRY] co0'D | JOL'O 9100 | S¥0°0- | JGO'D |90L'0- | E00°0- GEL'0- | £20°D UOSIE3H DB L US| 3U0 19
aungo| o i EgREEY R uiw
-BWWEG | YpEnD | -SJAIENY | d4v g4l | unuiag = I N dv | 109 | 199 | 149 Al | yoni | YR | seuy

45



3 ERGEBNISSE

Es zeigen sich also hoch signifikante positive Korrelationen auf dem Niveau von
<0,0001 (2-seitig) zwischen Bilirubin und Ferritin, Bilirubin und AP, GPT und
Gamma-GT, GPT und GOT, Gamma-GT und GOT, Gamma-GT und Ferritin, GOT
und Ferritin, AP und Ferritin, Ferritin und Kupferausscheidung im 24-Stunden-Urin
und auf dem Niveau von <0,001 (2-seitig) zwischen Bilirubin und Kupferausschei-
dung im 24-Stunden-Urin, GPT und Ferritin, GOT und Gamma-Globulinen und

AFP und Coeruloplasmin.

Stark signifikante positive Korrelationen auf einem Niveau von <0,01 (2-seitig)
ergaben sich zwischen Albumin und Thrombozyten, Quick und Thrombozyten,
Gamma-GT und Kupferausscheidung im 24-Stunden-Urin und Gamma-GT und

Gamma-Globulinen.

Signifikante positive Korrelationen auf einem Niveau von <0,05 (2-seitig) zeigten
sich zwischen Albumin und Quick, GPT und Gamma-Globulinen, Gamma-GT und
AP, GOT und AP, GOT und Kupferausscheidung im 24-Stunden-Urin, AP und
AFP und AP und Gamma-Globulinen.

Hoch signifikante negative Korrelationen auf dem Niveau von <0,0001 (2-seitig)
ergaben sich zwischen Albumin und Kupferausscheidung im 24-Stunden-Urin,
Quick und Bilirubin, Thrombozyten und Kupferausscheidung im 24-Stunden-Urin

und auf dem Niveau von <0,001 (2-seitig) zwischen Quick und Gamma-GT.

Stark signifikante negative Korrelationen auf einem Niveau von <0,01 (2-seitig)
konnten zwischen Quick und Gamma-Globulinen, Quick und Kupferausscheidung

im 24-Stunden-Urin und Gamma-GT und Thrombozyten festgestellt werden.

Signifikante negative Korrelationen auf einem Niveau von <0,05 (2-seitig) bestan-
den zwischen Albumin und Gamma-GT, Albumin und GOT, Albumin und Ferritin,
Albumin und AFP, Albumin und Coeruloplasmin, Albumin und Gamma-Globulinen
und Bilirubin und Thrombozyten.

Die restlichen Korrelationen ergaben keine signifikanten Ergebnisse.
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3.6 Unterschiede zwischen Wilson-Patienten mit histologisch
gesicherter Leberzirrhose und solchen ohne Leberzirrhose

bezogen auf Laborparameter und Lebersteifigkeit

Funf von 15 Patienten, von denen eine Leberhistologie vorlag, hatten eine Leber-
zirrhose. Es liegt somit eine histologische Zirrhoserate unter den Patienten mit
Morbus Wilson von 33% vor. Die folgende Tabelle zeigt, dass die Patienten mit
histologisch gesicherter Leberzirrhose im Vergleich zu den Patienten, die laut
histologischem Befund keine Leberzirrhose aufweisen, keine signifikant héheren
Ferritinspiegel, Transferrinsattigung, ALT (GPT), AST (GOT), Gamma-GT, alkali-
sche Phosphatase, Coeruloplasminspiegel oder Bilirubinspiegel haben. Auch Kup-
fer im Urin (mg/l) unterschied sich bei den Patienten mit histologisch nachgewie-
sener Leberzirrhose nicht signifikant von den Patienten ohne Leberzirrhose. Es
zeigte sich weiterhin, dass die Wilson-Patienten mit Leberzirrhose keinen signifi-
kant erhohten Fibroscan®-Wert im Vergleich zu den Wilson-Patienten ohne Zir-

rhose haben.

Die nachfolgende Tabelle zeigt die genauen Ergebnisse der eben besprochenen
Aspekte:
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Leberzirrhose Keine Leberzirrhose p-Level
(n=5) (n=10)
Ferritin [pg/l] 10582 6637 n.s.
TFS [%] 1814 46459 n.s.
ALT [u/] 56126 32423 n.s.
AST [U/] 6051 35+18 n.s.
Gamma-GT [U/l] 69157 43146 n.s.
AP [U/] 109+44 7717 n.s.
Bilirubin [mg/dl]  0,510,1 0,7+0,3 n.s.
Kupfer im Urin 0,05+0,03 0,08+0,07 n.s.
[mg/l]
Coeruloplasmin 116 9,7¢4,9 n.s.
[mg/dl]
Steifigkeit der 22,8429.4 8,4+2,3 n.s.

Leber [kPa]

Tabelle 12: Unterschiede zwischen Patienten mit histologisch gesicherter Leberzirrhose und

solchen ohne Leberzirrhose bezogen auf Laborparameter und Lebersteifigkeit

Die nachfolgende Tabelle zeigt den histologischen Fibrosegrad der Patienten, bei

denen eine Leberbiopsie erfolgt ist und die Ergebnisse der Messung der Le-

bersteifigkeit mittels transienter Elastographie:
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Fibrosegrad histolog. Zirrhose  Fibroscan®-Wert  Zirrhose im Fib-
[kPa] roscan®

4 1 15,9 1

3 0 10,2 0

Tabelle 13: Histologischer Fibrosegrad und Fibroscan®-Wert der Patienten, bei denen eine
Leberbiopsie erfolgt ist

Es zeigt sich also, dass lediglich zwei von fiinf Patienten, die histologisch eine
nachgewiesene Zirrhose haben, einen Fibroscan®-Wert 213 kPa haben. Dies ent-
spricht einer Sensitivitat von 40%.
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3.7 Ergebnisse der HFE-Genmutationsanalyse

Bei der HFE-Genmutationsanalyse der Allele C282Y, H63D, S65C und E168X
ergab sich, dass kein Patient mit Morbus Wilson eine Mutation auf den Allelen
S65C oder E168X hatte.

16,4% der Patienten mit Morbus Wilson waren heterozygot fur die Mutation auf
dem Allel C282Y. 2,7% aller Wilson-Patienten waren homozygot fur diese Muta-
tion. Bei der Kontroligruppe ergab sich eine heterozygote Mutationsrate fur das
Allel C283Y von 10,8% und eine homozygote Mutationsrate von 0,7%.

Fur das Allel H63D ergaben sich heterozygote Mutationen bei 26% der Patienten
mit Morbus Wilson. 1,4% waren homozygot fur diese Mutation. In der Kontroll-
gruppe fanden sich bei 27,1% heterozygote Mutationen und bei 2,7% homozygote
Mutationen.

Eine Compound-Heterozygotie der Allele C282Y und H63D ergab sich bei 5,6%
der Patienten mit Morbus Wilson. In der Kontroligruppe kam diese Compound-
Heterozygotie mit einer Rate von 3,7% vor.

Insgesamt zeigte sich, dass 41,1% aller Wilson-Patienten entweder eine Mutation
auf dem Allel C282Y oder auf dem Allel H63D hatten, wobei die entsprechende
Rate in der Kontrollgruppe bei 37,3% lag.

Zusammenfassend lasst sich also sagen, dass sich die Pravalenz der HFE-
Genmutationen zwischen Patienten mit Morbus Wilson und der Kontroligruppe
nicht unterschied (41,1% vs. 37,3%; n.s.).

Die beschriebenen Ergebnisse werden durch die nachfolgende Tabelle veran-

schaulicht:
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M. Wilson Kontrolle p-Level
(n=73) (n=295)
Aminosaure 282
WT282/WT282[%)] 80,8 88,5 n.s
C282Y/WT282[%] 16,4 10,8 n.s.
C282Y/C282Y[%] 2,7 0,7 n.s.
Aminosaure 63
WTE3/WT63[%] 74 70,2 n.s.
H63D/WT63[%)] 26 271 n.s.
H63D/H63D[%]) 1,4 2,7 n.s.
Aminosaure 282 und 63
C282Y/H63D[%]) 5,6 3.7 n.s.
Jegliche Mutation
C282Y oder H63D 41,1 37,3 n.s.

Tabelle 14: Ergebnisse der HFE-Genmutationsanalyse

3.8 Vergleich von Eisenparametern, HFE-Genmutationen und

Coeruloplasmin

Folgende Tabelle dient dem Vergleich der Eisenparameter Ferritin und Transfer-

rinsattigung bei Patienten mit Morbus Wilson und denen einer Kontrollgruppe.
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Ferritin [ug/l] TFS [%]

Tabelle 15: Unterschiede von Eisenparametern bei Patienten mit und ohne HFE-
Genmutationen

Es zeigt sich, dass die Patienten mit Morbus Wilson signifikant héhere Ferritinwer-
te aufwiesen als die gesunde Kontrollgruppe (161+192pg/l vs. 87+137ug/l; p<
0,003). Hingegen bestehen keine Unterschiede beziiglich der Transferrinsattigung.
Wenn man nur die Patienten mit Morbus Wilson beriicksichtigt, die einen HFE-
Wildtyp aufweisen, sind auch hier die Ferritinspiegel signifikant héher als in der
Kontroligruppe mit HFE-Wildtyp (172+208pg/l vs. 87+154ug/l; p<0,015). Hinsicht-
lich der Transferrinsattigung ergeben sich keine signifikanten Unterschiede.
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Bei den Wilson-Patienten mit HFE-Genmutation zeigte sich kein Unterschied hin-
sichtlich der Ferritinspiegel in Vergleich zu den Personen in der Kontrollgruppe,
die eine HFE-Genmutation aufwiesen. Auch die Transferrinsattigung unterschied
sich nicht bei Wilson-Patienten mit HFE-Genmutation im Vergleich zur Kontroll-

gruppe mit HFE-Genmutationen.

Unter den Patienten gab es 64 mit fir Morbus Wilson typischen, erniedrigten Co-
eruloplasminwerten und elf mit normalen Coeruloplasminwerten. Die sich an-
schlielfende Tabelle zeigt, dass die Patienten mit niedrigeren Coeruloplasmin-
spiegeln junger sind als die Patienten mit normalen Coeruloplasminspiegeln
(37+12 Jahre vs. 44110 Jahre; p<0,046). Hinsichtlich Ferritin und Transferrinsatti-
gung ergaben sich keine signifikanten Unterschiede bei Patienten mit niedrigem
oder hohem Coeruloplasmin.

Ebenfalls nicht signifikant waren die Unterschiede zwischen beiden Gruppen in
Bezug auf AST bzw. GOT, ALT bzw. GPT, Gamma-GT, alkalische Phosphatase,
Bilirubin und Kupfer im Urin.

Die sich anschliefende Tabelle zeigt die genauen Ergebnisse der eben beschrie-

benen Aspekte:
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Erniedrigtes Normales p-Level
Coeruloplasmin Coeruloplasmin
(n=64) (n=11)
Alter [Jahre] 3712 4410 0,046
Ferritin [pg/l] 167+189 1281225 n.s.
TFS [%] 32127 26113 n.s.
ALT [un 38445 51181 n.s.
Gamma-GT [U/l] 43139 58175 n.s.
AP [UN] 95+43 10737 n.s.
Bilirubin [mg/dI] 0,9+1,2 0,6+0,2 n.s.
Kupfer im Urin 0,1940,21 0,14+0,13 n.s.
[mg/l]
AST [un] 33125 65197 n.s.

Tabelle 16: Unterschiede zwischen Alter und ausgewihlten Laborparametern bei Patienten

mit niedrigem und solchen mit normalem Coeruloplasmin



4 DISKUSSION

4 DISKUSSION

4.1 Vergleich der Ergebnisse der Messung der Lebersteifigkeit
mittels transienter Elastographie bei Patienten mit Morbus

Wilson mit den Ergebnissen gesunder Probanden

In der vorliegenden Arbeit ergab sich bei der Messung der Lebersteifigkeit mittels
transienter Elastographie ein Mittelwert von 11,1 kPa bei einer Standardabwei-

chung von 11,1. Dabei schwankten die Werte zwischen 3,30 und 75 kPa.

Vergleicht man die eben genannten Ergebnisse der Wilson-Patienten mit Werten,
die sich aus der Messung der Lebersteifigkeit mittels transienter Elastographie bei
gesunden Probanden ergeben, so zeigt sich, dass der Mittelwert bei den Wilson-
Patienten deutlich hoher liegt als bei gesunden Probanden. So untersuchte Sirli in
einer rumanischen Studie 152 gesunde Probanden, die entweder gesunde Frei-
willige oder Patienten anderer Fachgebiete aulier der Gastroenterologie waren.
Der Mittelwert der Lebersteifigkeit war 4,8 + 1,3 kPa, wobei die Werte zwischen
2,3 und 8,8 kPa schwankten. Der Mittelwert der Lebersteifigkeit lag bei gesunden
Probanden unter 5 kPa (Sirli R et al., 2009).

Es zeigt sich also, dass es einen deutlichen Unterschied zwischen dem Mittelwert
der Lebersteifigkeitsmessungen von 11,1 kPa bei den Wilson-Patienten und dem
Mittelwert von unter 5 kPa bei gesunden Probanden gibt.

4.1.1 Sensitivitat und Spezifitat der transienten Elastographie

Die transiente Elastographie ist ein nicht-invasives Mittel zur Messung der Le-
bersteifigkeit, die mit dem histologischen Stadium der Leberfibrose korreliert ist.
Mehrere Studien haben eine gute Treffsicherheit der transienten Elastographie
ergeben, wenn es darum ging eine Zirrhose bei Patienten mit chronischen Leber-
erkrankungen vorherzusagen. Der positive Vorhersagewert PPV (positive predic-
tive value) fur die Diagnose einer Leberzirrhose ist bei einer einzigen Messung mit

50 % niedrig, steigt aber schon bei der zweiten unabhangigen Messung auf 94 %
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(Del Poggio P et al., 2009). In ersten gréfieren Studien werden flur die Diagnose
Leberzirrhose Sensitivitaten von 77 bis 87% und Spezifitdten von 91 bis 97% bei
Schwellenwerten zwischen 12,5 und 14,4 kPa beschrieben (Lorke J et al., 2007).
Beispielsweise verglich Wong die transiente Elastographie mit Leberbiopsien von
246 Patienten mit nicht-alkoholischer Steatohepatitis und zeigte eine Sensitivitat
von 91% und eine Spezifitat von 75% fur die Vorhersage einer ernsten Fibrose
(F23), wenn ein Schwellenwert von 7,9 kPa verwendet wird (Wong et al., 2010).
Bei 380 Patienten mit chronischem Alkoholabusus ergab sich ein positiver pradik-
tiver Wert von 97% bei einem Schwellenwert fir eine Leberzirrhose von 13 kPa
(Lorke J et al., 2007). Dennoch ist es so, dass das Vorliegen einer Fettleber und
eines metabolischen Syndroms die Messergebnisse etwas erhohen und die Treff-
sicherheit des Verfahrens etwas reduzieren. Es ist nicht sicher, ob der Anstieg in
Beziehung steht mit dem Vorhandensein einer Steatofibrose, durch die Steatosis
selbst oder durch die entzliindliche Komponente hervorgerufen wird (Del Poggio
et al., 2009). Leider konnte in der vorliegenden Arbeit keine Sensitivitat erreicht
werden, die an die eben genannten Werte heranreicht. Es zeigte sich lediglich bei
zwei von funf Patienten, die laut Leberhistologie eine Zirrhose aufweisen, ein Fib-
roscan®-Wert 213 kPa, welcher somit nach der Einteilung von Friedrich-Rust fur
eine Zirrhose spricht (Friedrich-Rust et al., 2008). Dies entspricht lediglich einer
Sensitivitat von 40%, und das obwohl mindestens zehn Messungen der Leberstei-
figkeit mit einer Erfolgsrate von mindestens 60% durchgefuhrt wurden. Die geringe
Sensitivitat kann ggf. dadurch erklart werden, dass zwischen Leberbiopsie und
Durchfiihrung der Fibroscan®-Untersuchung Jahre lagen, in denen die Patienten

auch medikamentds therapiert wurden.

4.1.2 Mogliche Fehlerquellen bei der Messung

Fur die Differenzierung leichter Fibrosestadien scheint die transiente Elasto-
graphie ungeeignet. Es werden AUROC-Werte zwischen 0,72 und 0,81 beschrie-
ben. Unter dem AUROC-Wert versteht man die ,area under the receiver operator
curve” (AUROC=graphische Gegenuberstellung von Sensitivitat und Spezifitat). Je

grolier die Flache unter der Kurve, desto besser ist der diagnostische Test. Einem
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optimalen Testverfahren mit einer Sensitivitat und Spezifitdt von 100% entspricht
die Flache 1,0 (Lorke J et al., 2007). Bei im Rahmen einer prospektiven Studie in
der Universitatsklinik Dusseldorf mit Fibroscan® untersuchten Patienten konnte
nicht sicher zwischen einer FO- und F1-, F1- und F2-Fibrose oder F2- und F3-
Fibrose (Klassifikation nach Desmet und Scheuer) unterschieden werden (Erhardt
et al., 2006).

Bei adiposen Patienten kann es schwierig sein mit der Standardsonde (3,5 MHz, 2
mm Vibrationsamplitude) ausreichende Signale zu erhalten. Inzwischen wurde
eine spezielle Sonde fur adipose Patienten eingefiuhrt (2,5 MHz, 3 mm Vibrations-
amplitude) (Bamber J et al., 2013). In einer Studie mit mehr als 13000 Messungen
der Lebersteifigkeit ergaben sich 3,1% Misserfolge und 15,8% unreelle Ergebnisse.
Beides war assoziiert mit einem BMI >30 kg/m?, einem Alter >52 Jahre und einem
Typ 2-Diabetes. In einer weiteren Studie korrelierte die technische Misserfolgsrate
mit dem BMI. Es ergab sich eine Misserfolgsrate von 7% fiir einen BMI 230 kg/m?,
von 19% fiir einen BMI 2 35 kg/m?und von 59% fiir einen BMI 2 40 kg/m2, wobei
die Misserfolgsraten auf ein vernachlassigbar geringes Level (0,7, 0 und 4,9%)
sanken, wenn die XL-Sonde fur adipdse Patienten verwendet wurde (Cosgrove D
et al., 2013).

Weitere limitierende Faktoren fur die Durchfihrung der transienten Elastographie
ergeben sich bei zu engen Interkostalraumen, Aszites, Leberraumforderungen,
akuten Hepatitiden sowie Zustand nach Leberteilresektion, da hier Vernarbungen
die Ausbreitung der elastischen Welle beeintrachtigen konnen (Lorke J et al.,
2007). Auch eine Herzinsuffizienz, die das Lebervolumen vergrofert, kann die
Messung beeinflussen (Cosgrove D et al., 2013). Bei der akuten Hepatitis (hohe
GPT) konnen zu hohe Resistenzen gemessen werden, ohne dass eine Zirrhose
vorliegt (Huppe D et al., 2009). Erhdhte Messwerte konnen auch entstehen, wenn
eine extrahepatische Cholestase vorliegt, Beta-Blocker eingenommen werden o-
der die Messung in angehaltener Inspirationsstellung vorgenommen wird. Optimal

fur die Messung ist das Anhalten der Atmung in Neutralposition.
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Ein weiteres Problem der transienten Elastographie ist, dass Gewebe steifer wird,
wenn es komprimiert wird. Das heilt, dass eine Vorbelastung insbesondere in
oberflachlichen Geweben zu falsch hohen Messungen fuhren kann (Cosgrove D et
al., 2013).

Der Einfluss von Fettgehalt der Leber, Durchblutungsanderungen oder
Schwankungen des Pfortaderdruckes auf die Lebersteifigkeit ist systematisch
nicht untersucht (Lorke J et al., 2007).

4.2 Folgeuntersuchungen mittels Fibroscan®

In der vorliegenden Arbeit wurde nicht nur eine Messung der transienten Elasto-
graphie pro Patient vorgenommen, sondern es wurden die Werte auch im Verlauf

kontrolliert, sofern die Patienten im Verlauf der Studie nochmals vorstellig wurden.

Eine erste Fibroscan®-Untersuchung wurde bei 56 Patienten durchgefuhrt. Bei 20
Patienten kam eine zweite hinzu, bei 14 Patienten eine dritte, bei funf Patienten
eine vierte und bei drei Patienten eine funfte Untersuchung. Bei einem Patienten

wurde eine sechste und siebte Untersuchung durchgefuhrt.

Im Zeitraum von ein bis drei Monaten erfolgten zwei, im Zeitraum von vier bis
sechs Monaten 13, im Zeitraum von sieben bis neun Monaten acht, im Zeitraum
von zehn bis zwolf Monaten sieben, im Zeitraum von 13 bis 15 Monaten sieben

und im Zeitraum von 16-18 Monaten drei Fibroscan®-Folgeuntersuchungen.

Es wurden die Mittelwerte der Ergebnisse der Fibroscan®-Folgeuntersuchungen
in den genannten ZeitrAumen berechnet und diese Werte verglichen mit der
Fibroscan®-Erstuntersuchung nur dieser Patienten. Hierbei zeigte sich jeweils im
Vergleich mit der Erstuntersuchung kein signifikanter Progress. In einer Arbeit von
Cope-Yokoyama wurde die Progression der Leberfibrose bei Patienten mit Morbus
Wilson histologisch durch Leberbiopsien im Verlauf untersucht, wobei die Interval-
le zwischen zwei und zwolf Jahren lagen. Hierbei zeigte sich bei sechs von zwalf
Patienten eine stabile Leberhistologie oder eine Verbesserung. Bei den anderen
sechs Patienten zeigte sich ein Progress der Fibrose. Die berechnete Rate der
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Progression der Leberfibrose lag in der gesamten Gruppe bei null Einheiten pro
Jahr von der ersten bis zur zweiten Biopsie (vier Jahre) und bei 0,25 Einheiten pro
Jahr von der zweiten bis zur dritten Untersuchung (drei Jahre). In der Gruppe der
Patienten, bei denen die Fibrose fortgeschritten ist, wurde die Rate der Progressi-
on der Fibrose mit 0,11 Einheiten pro Jahr zwischen der ersten und zweiten Biop-
sie und 0,6 Einheiten zwischen der zweiten und dritten Biopsie berechnet (Cope-
Yokoyama S et al, 2010). Kritisch anzumerken an der Studie von Cope-
Yokoyama ist sicherlich die geringe Patientenzahl. In der Gesamtgruppe zeigte
sich in der Studie von Cope-Yokoyama im Intervall zwischen der ersten und zwei-
ten Biopsie, also in einem Zeitraum von vier Jahren, kein Progress. Auch in der
aktuellen Studie zeigt sich kein Progress, wobei die Intervalle zwischen den ein-
Zelnen Fibroscan®-Untersuchungen noch sehr viel kirzer sind. Ein weiterer Grund
fur einen fehlenden Progress kann auch sein, dass alle untersuchten Patienten
unter Therapie standen. Kritisch anzumerken ist an der aktuellen Studie, dass es
in einzelnen Untersuchungsintervallen nur sehr wenige Patienten gibt. So gibt es
im Zeitraum von ein bis drei Monaten beispielsweise nur zwei Patienten. Die Inter-
valle hatten jedoch nicht grolter gefasst werden kénnen, um so mehr Patienten
pro Intervall zu erhalten, da ansonsten teilweise einzelne Patienten in einem Inter-
vall zweimal erschienen waren. Nur weil die Intervalle mit drei Monaten relativ
klein gewahlt wurden, konnte vermieden werden, dass ein Patient in einem Inter-
vall zweimal erscheint. Das Problem besteht darin, dass die Patienten unregelma-
3ig erschienen sind, je nachdem wie schwer sie erkrankt waren. Ein regelmafiges

Erscheinen ware flr die Patienten sicherlich nicht zumutbar gewesen.

Des Weiteren wurden die Mittelwerte der ersten Fibroscan®-Untersuchung rick-
wirkend von den Patienten ermittelt, bei denen im Verlauf eine Folgeuntersuchung
durchgefuhrt wurde, hierbei jedoch jetzt unabhangig davon in welchem zeitlichen
Abschnitt die zweite bzw. dritte Untersuchung gelaufen ist. Hierdurch konnten fur
die ersten beiden Folgeuntersuchungen hoéhere Patientenzahlen von 20 Patienten
bei der zweiten und 14 Patienten bei der dritten Untersuchung erzielt werden.
Auch hierbei fand nur der Ausgangsfibroscan®-Wert der Patienten Berlcksichti-
gung, bei denen dann auch eine Folgeuntersuchung gelaufen ist. Hierbei wurde

ebenfalls festgestellt, dass der Ausgangsmittelwert der Fibroscan®-Ergebnisse bei
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den Patienten, bei denen eine zweite oder dritte Untersuchung gelaufen ist, sich
nicht signifikant von den Werten unterschied, die bei der zweiten und dritten Un-
tersuchung ermittelt wurden. Die Ergebnisse sind also recht konstant und unterlie-
gen keinen grolteren Schwankungen. Dies spricht fur eine hohe Retest-Reliabilitat

der transienten Elastographie.

Auch in der Literatur findet man Daten Uber Follow-up-Untersuchungen mittels
transienter Elastographie. Hierzu soll auf eine chinesische Studie verwiesen wer-
den, in der die Stabilitdt der transienten Elastographie zur Einschatzung einer Le-
berfibrose untersucht wurde. Dazu wurden insgesamt 637 Probanden untersucht,
die sowohl Gesunde, asymptomatische Hepatitis-B-Virus-Trager, Patienten mit
chronischer Hepatitis B als auch Patienten mit HBV-assoziierter Zirrhose waren.
Von diesen 637 Probanden bekamen 302 eine zweite Untersuchung. Im Unter-
schied zu der vorliegenden Arbeit wurde diese zweite Untersuchung jedoch unmit-
telbar nach der ersten wiederholt. Dabei kam es auch vor, dass die zweite Unter-
suchung von einem anderen Untersucher durchgefihrt wurde. Es wurde der Kor-
relationskoeffizient zur Messung der Reproduktivitat der Untersuchung berechnet.
Die Intra- und Inter-Untersucher-Stabilitét war zufriedenstellend mit einem Korrela-
tionskoeffizienten von 0,970 und 0,847. Flur Gesunde oder asymptomatische HBV-
Carrier war die Stabilitdt geringer mit einem Korrelationskoeffizienten von 0,736
und 0,639. Daraus wurde geschlussfolgert, dass die Messung der Lebersteifigkeit
mittels transienter Elastographie eine hohe Stabilitat aufweist (Li LF et al., 2008).

4.3 Unterschiede der Blutparameter bei Wilson-Patienten mit

mittels transienter Elastographie ermittelter Leberzirrhose

In der vorliegenden Arbeit ergab sich ein hoch signifikanter negativer Zusammen-
hang zwischen erhohtem Fibroscan®-Wert (Lebersteifigkeit >13 kPa) und damit
definitionsgemal® dem Vorhandensein einer Leberzirrhose und Thrombozyten, ein
stark signifikanter positiver Zusammenhang zwischen erhdhtem Fibroscan®-Wert
und alkalischer Phosphatase und ein signifikanter positiver Zusammenhang zwi-
schen erhdhtem Fibroscan®-Wert und Gamma-GT.
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Wenngleich die eben genannten Zusammenhange bekannt sein dirften, soll hier
nochmal auf eine Studie verwiesen werden, in der die Thrombozytopenie als Mar-
ker fur das Vorliegen einer Zirrhose untersucht wurde. In dieser Studie aus Taiwan
wurden allerdings keine Wilson-Patienten, sondern Patienten mit Hepatitis B- und
C-Virusinfektionen untersucht. Das Ziel war anhand der Thrombozytenzahl Hoch-
risiko-Patienten fur ein hepatozellulares Karzinom (HCC) zu identifizieren, um die-
se einem Screening-Programm aus Ultraschall-Untersuchungen und Bestimmung
von Alpha-Fetoprotein zuzufuhren. Im ersten Teil der Studie wurde die Korrelation
zwischen Plattchenzahl und pathologischen hepatischen Fibrose-Scores bei
Patienten mit Hepatitis B oder C ermittelt. Im zweiten Teil der Studie wurde der
Anteil der Patienten mit einer Thrombozytenzahl unter 150000/pl unter den Patien-
ten mit hepatozellularem Karzinom (HCC) eruiert. Es zeigte sich, dass bei den
Patienten mit Hepatitis C-Virusinfektion die Plattchenzahl entsprechend den pa-
thologisch erhohten Fibrose-Scores fiel. Die beste Cut-Off-Plattchenzahl war
150000/ul fur die Diagnose einer Leberzirrhose. Die Sensitivitat war 68,2% und die
Spezifitat 76,4%, wenn die pathologischen Fibrose-Scores zur Diagnose der Le-
berzirrhose herangezogen wurden und 76,2% bzw. 87,8%, wenn die Ultraschall-
untersuchung zur Diagnostik herangezogen wurde. Das Ergebnis der Studie ist
also, dass die Thrombozytopenie ein valider Stellvertreter der Zirrhose ist und zu-
dem ein valider Marker zu Identifikation von Hochrisiko-Patienten fir ein hepato-

zellulares Karzinom (Lu SN et al., 2006).

Die Thrombozytopenie, die in der vorliegenden Arbeit als Marker fur die Leberzir-
rhose ermittelt wurde, wurde demnach bereits in anderen Studien als valider Mar-
ker zur |dentifikation von Zirrhosepatienten ausfindig gemacht. Die Patienten der
vorliegenden Arbeit, die der Messung der Lebersteifigkeit mittels transienter
Elastographie zufolge eine Leberzirrhose haben, zeigten im Mittel eine Throm-
bozytenzahl von 125000/pl, die damit deutlich unter der in der taiwanesischen
Studie ermittelten, fur die Diagnose einer Leberzirrhose notwendigen, Thrombozy-
tenzahl von 150000/pl lag.
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4.4 Beeinflussung der transienten Elastographie durch andere

Parameter

In der vorliegenden Arbeit wurden die Fibroscan®-Ergebnisse mit Alter, den
Leberwerten GOT, GPT, Gamma-GT, alkalischer Phosphatase (AP), Bilirubin,
Albumin, Quick, Thrombozyten , Body-Mass-Index, den Eisenparametern Ferritin
und Transferrinsattigung, Alpha-Fetoprotein (AFP), Coeruloplasmin, Kupfer im 24-
Stunden-Urin und Gamma-Globulinen korreliert. Der Unterschied zum vorherge-
henden Abschnitt besteht darin, dass es sich hier um einfache Korrelationen han-
delt, wohingegen im vorherigen Anschnitt untersucht wurde, ob es hinsichtlich der
eben genannten Parameter Unterschiede gibt zwischen Patienten, die laut Fibro-
scan® eine Leberzirhose haben im Vergleich zu den Patienten, die laut Fibro-

scan® keine Zirrhose haben.

Es ergab sich ein signifikanter Zusammenhang zwischen Ferritin und Fibroscan®-
Wert auf dem Niveau von <0,012 (2-seitig). Ein hoch signifikanter Zusammenhang
ergabt sich auf dem Niveau von <0,001 (2-seitig) zwischen GPT und Fibroscan®,
AP und Fibroscan® und Gamma-Globulinen und Fibroscan® und auf dem Niveau
von <0,0001 (2-seitig) zwischen Gamma-GT und Fibroscan® und GOT und Fibro-
scan®. Ein signifikanter negativer Zusammenhang ergab sich auf dem Niveau von
<0,021 (2-seitig) zwischen Albumin und Fibroscan®-Wert. Ein stark signifikanter
negativer Zusammenhang auf dem Niveau von <0,008 (2-seitig) bestand zwischen
Fibroscan® und Quick und auf dem Niveau von <0,002 (2-seitig) zwischen Fibro-
scan® und Thrombozyten.

Das Alter, Bilirubin, der BMI, Transfermrinsdttigung, Alpha-Fetoprotein und die
Kupferparameter Coeruloplasmin und Kupferausscheidung im 24-Stunden-Urin

korrelierten nicht mit den Ergebnissen der Fibroscan®-Untersuchungen.

Interessant ist der signifikante Zusammenhang zwischen Ferritin und dem Fibro-
scan®-Wert. Die restlichen Zusammenhange durften bekannt sein. Hierzu soll auf
eine koreanische Studie aufmerksam gemacht werden, in der bei Patienten mit

nicht-alkoholischer Steatohepatitis untersucht wurde, ob Serum-Eisen-Parameter
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und hepatische Eisenablagerung unabhéangige Pradiktoren fur Leberschaden wie
Leberfibrose oder Inflammation sind. Dazu wurden die Laborparameter und Histo-
logien von 39 Patienten mit nicht-alkoholischer Steatohepatitis untersucht. Es
ergab sich, dass das Serumferritin mit hepatischer Inflammation und Fibrose as-
soziiert war. Multivariante Analysen konnten das Serumferritin jedoch nicht als
unabhangigen Pradiktor fur Leberschaden identifizieren (Moon JH et al., 2006). In
der koreanischen Studie wurde somit zwar ebenso wie in der vorliegenden Arbeit
ein signifikanter Zusammenhang zwischen Ferritin und Fibrose festgestellt, jedoch
konnte Ferritin nicht als unabhangiger Pradiktor fur einen Leberschaden heraus-
gestellt werden. Auch in dieser Arbeit konnte nicht eindeutig gezeigt werden, dass
Ferritin ein Pradiktor fur einen Leberschaden ist. Zwar korrelierten, wie in diesem
Abschnitt gezeigt werden konnte, die erhéhten Ferritinwerte mit erhdhten Fibro-
scan®-Werten, im vorhergehenden Abschnitt dieser Arbeit stellte sich jedoch her-
aus, dass bei Patienten, die einen Fibroscan®-Wert >13 kPa und damit defini-
tionsgemal: eine Leberzirrhose haben, der Ferritin-Wert nicht erhdht war. Einen
Erklarungsansatz fur den Zusammenhang zwischen erhéhten Ferritinspiegeln und
dem Vorhandensein eines Leberschadens liefert die Studie von Tan et al. Hier
konnte gezeigt werden, dass Patienten mit einer chronischen Lebererkrankung
signifikant reduzierte Hepcidin-Level im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe
haben. Die niedrigsten Hepcidin-Level fanden sich dabei bei Patienten mit Leber-
zirrhose. Das Verhaltnis von Hepcidin zu Ferritin war signifikant niedriger bei Pa-
tienten mit chronischen Lebererkrankungen im Vergleich zur Kontrollgruppe und
nahm ab mit der Zunahme des Stadiums der Fibrose und der Siderose. Das Ver-
haltnis von Hepcidin zu Ferritin war assoziiert mit der Progression der Fibrose
(Tan TC et al., 2012). Der in dieser Arbeit festgestellte signifikante Zusammen-
hang zwischen Ferritin und Fibroscan®-Wert kann also womaoglich dadurch erklart
werden, dass bei fortschreitendem Leberschaden die Hepcidin-Level sinken, was
zu einer vermehrten Eisenresorption aus den Enterozyten fuhrt. Somit steigen der

Eisengehalt im Serum und somit konsekutiv auch der Ferritinspiegel.
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4.5 Assoziation von histologisch gesicherter Leberzirrhose mit

Leberwerten, Eisenparametern und Lebersteifigkeit

In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht wie sich Ferritin, Transferrinsattigung,
ALT, AST, Gamma-GT, alkalische Phosphatase, Bilirubin, Coeruloplasmin, Kupfer
im Urin (mg/l) und die Lebersteifigkeit, gemessen mittels transienter Elastographie,
unterscheiden bei Patienten, bei denen eine Leberhistologie mit Nachweis einer
Leberzirrhose vorlag, im Vergleich zu den Patienten, bei denen histologisch keine
Leberzirrhose vorlag. Es bleibt kritisch anzumerken, dass die Histologien oft sehr

alt waren und daher nicht zwingend mit aktuellen Laborwerten korrelieren missen.

Leider war der Anteil der Patienten, bei denen Uberhaupt eine Leberhistologie vor-
lag sehr gering. Nur bei 15 Patienten lag eine Histologie vor, wovon funf laut Histo-
logie eine Zirrhose aufwiesen. Dies entspricht einer Zirrhoserate von 33%. In einer
Studie von Gheorghe mit 55 Patienten mit Morbus Wilson wurde bei 19 Patienten
eine Leberbiopsie durchgefuhrt. Dabei ergab sich, dass vier dieser Patienten eine
Leberzirrhose hatten, was 21% entsprach (Gheorghe L et al., 2004). Der in dieser
Arbeit ermittelte Anteil der Zirrhosepatienten unter den Wilson-Patienten liegt also
Uber dem in der Studie von Gheorghe histologisch ermittelten Anteil an Zirrhose-
patienten. Es bleibt jedoch zu Uberlegen, ob ggf. die Patienten, bei denen eine
gravierendere Leberbeteiligung angenommen wurde, eher einer Leberbiopsie un-
terzogen wurden als die restlichen Patienten. Hierdurch kénnte der mit 33% relativ

hohe Anteil der Zirrhotiker erklart werden.

In vorhergehenden Abschnitten dieser Arbeit wurde bereits darauf eingegangen,
wie sich bestimmte Blutparameter unterscheiden bei Patienten, die nach dem
Ergebnis der Messung der Lebersteifigkeit mittels transienter Elastographie eine
Leberzirrhose haben im Vergleich zu denen, die nach dem Ergebnis dieser Unter-
suchung keine Leberzirrhose haben. Diese Korrelationen sind sicher als valider
anzusehen, da die Messung der transienten Elastographie am selben Tag vorge-

nommen wurde wie die Blutabnahme.
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In der aktuellen Arbeit ergab sich ein Mittelwert der Lebersteifigkeit unter den Pati-
enten, die eine histologisch gesicherte Leberzirrhose haben, von 22,8 kPa. Der
Mittelwert der Lebersteifigkeit unter den Patienten, die histologisch lediglich ein
Fibrosestadium null bis drei aufwiesen und somit keine Zirrhose hatten, betrug 8,4
kPa. Es zeigt sich kein signifikanter Unterschied der Lebersteifigkeit bei den Pati-
enten mit histologisch nachgewiesener Leberzirrhose im Vergleich zu den Patien-
ten ohne Leberzirrhose. Dies ist erstaunlich, erklart sich aber mdglicherweise
durch die teils sehr alten Leberhistologien und vor allem durch die sehr geringe
Zahl der Patienten, die histologisch eine Leberzirrhose aufwiesen (n=5). Zudem ist
die Standardabweichung mit 29,4 sehr hoch, was sich dadurch erklart, dass es
einen Patienten mit histologisch gesicherter Leberzirrhose gibt, der eine Leberstei-
figkeit von 75 kPa aufweist.

In einer Verdffentlichung von Sebastiani werden indirekte Serummarker fur Leber-
fiborose benannt: Thrombozytenzahl, AST, ALT, Gamma-GT, Gamma-Globuline,
Albumin und Prothrombinzeit (Sebastiani G, 2009). Die in der vorliegenden Arbeit
untersuchten Parameter AST, ALT und Gamma-GT waren bei den Patienten, bei
denen sich histologisch eine Leberzirrhose zeigte, nicht hdher als bei den
Patienten, bei denen histologisch keine Leberzirrhose festgestellt wurde. Die

Ergebnisse von Sebastiani decken sich also nicht mit der vorliegenden Arbeit.

In einer Studie von Morais wurden Serummarker mit dem Grad der Fibrose und
nekroinflammatorischen Aktivitat bei Hepatitis C-Patienten und Patienten mit
Schistosomiasis korreliert. Aufgrund der grofieren Bedeutung in Europa soll hier
lediglich auf den Vergleich der vorliegenden Arbeit mit den Hepatitis C-Patienten
aus der Studie von Morais eingegangen werden. Hier ergab sich fur die alkalische
Phosphatase eine statistisch signifikante area under the curve (AUC) flir die
Fahigkeit eine milde oder schwere Fibrose voraus zu sagen (p=0,005). Fur die
alkalische Phosphatase ergab sich mit 69,57% ein relativ hoher positiver Vorher-
sagewert (de Morais CN et al., 2010). Das Ergebnis der Studie von Morais stimmt
also nicht Uberein mit dem Ergebnis der vorliegenden Arbeit, in der bei Patienten
mit Leberzirrhose keine signifikant hoheren AP-Werte gefunden wurden, als bei

Patienten ohne Leberzirrhose.
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In der vorliegenden Arbeit ergab sich kein signifikanter Unterschied in den Biliru-
bin-Spiegeln bei Patienten mit histologisch gesicherter Leberzirrhose und solchen,
die laut Leberhistologie nicht unter einer Leberzirrhose leiden. Dieser Aspekt ver-
halt sich diskrepant zu Fibrotest und den Child-Pugh-Kriterien. Unter den serologi-
schen Fibrosetests ist der Fibrotest der bekannteste und in Europa derzeit am
meisten verwendete Fibrosetest (Fierbinteanu-Braticevici C et al., 2010). Er wurde
in vorhergehenden Teilen dieser Arbeit bereits beschrieben und bezieht Bilirubin
mit ein, um den fibrotischen Umbau der Leber nicht-invasiv einschatzen zu konnen.
Auch in den Child-Pugh-Kriterien spielt die Hohe des Bilirubinspiegels eine be-
deutende Rolle. Der Bilirubinspiegel ist hier eines von funf Kriterien, um eine Sta-
dieneinteilung bei Leberzirrhose vorzunehmen. Dadurch, dass die Hohe des Bili-
rubinspiegels in diesen beiden klinisch etablierten Scores eine wichtige Rolle ein-
nimmt, ist ersichtlich, dass der nicht signifikante Unterschied des Bilirubinspiegels
bei Patienten mit und ohne histologisch gesicherte Leberzirrhose kritisch zu sehen

ist.

Zur Transferrinsattigung lassen sich in der Literatur keine Informationen Uber Un-
terschiede zwischen Patienten mit und Patienten ohne histologisch gesicherte Le-
berzirrhose finden, zumindest dann nicht, wenn nicht zusatzlich eine Hamochro-

matose vorliegt.

In der aktuellen Arbeit ergab sich auch fur Ferritin kein signifikanter Unterschied
bei Patienten mit und Patienten ohne histologisch gesicherte Leberzirrhose. Dies
deckt sich damit, dass sich ebenfalls kein signifikanter Unterschied hinsichtlich
Ferritin bei Patienten, die einen Fibroscan®-Wert >13kPa aufwiesen, im Vergleich
zu den Patienten, die einen Fibroscan®-Wert <13kPa aufwiesen, ergab. Anderer-
seits ergab sich fur Ferritin und Lebersteifigkeit, ermittelt durch transiente Elasto-
graphie, ein signifikanter Zusammenhang. Dieser Aspekt wurde bereits in vorher-
gehenden Abschnitten dieser Arbeit diskutiert. In diesem Zusammenhang soll
nochmals auf die bereits zuvor erwéahnte Studie von Tan et al. verwiesen werden,
in der gezeigt wurde, dass Patienten mit einem chronischen Leberschaden signifi-
kant reduzierte Hepcidin-Level aufweisen im Vergleich zu Gesunden, woraus eine

vermehrte Eisenresorption aus den Enterozyten mit ansteigendem Serumeisen
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und konsekutiv auch ansteigendem Ferritinspiegel resultiert (Tan TC et al., 2012).
Es gabe also durchaus eine Rationale flur erhéhte Ferritinspiegel bei Patienten mit
fortgeschrittenem Leberschaden, welche hier aber nicht gezeigt werden konnte.
Hingegen wurden in einer Studie von Moon Laborparameter und Leberhistologien
untersucht. Es ergab sich, dass das Serumferritin mit hepatischer Inflammation
und Fibrose assoziiert war. Multivariante Analysen konnten das Serumferritin je-
doch nicht als unabhangigen Pradiktor fur Leberschaden identifizieren (Moon JH
et al., 2006). Hierdurch wirde das Ergebnis der vorliegenden Arbeit, dass ein er-
héhter Ferritinwert nicht als Pradiktor fur fortgeschrittenen Leberschaden dient,
gestitzt, es muss jedoch bedacht werden, dass in der Studie von Moon der Zu-
sammenhang zwischen Ferritin und Fibrose und nicht zwischen Ferritin und Zir-
rhose untersucht wurde. Somit ist eine Vergleichbarkeit zur aktuellen Arbeit nicht

zwingend gegeben.

Bezuglich Kupfer im Urin (mg/l) ergaben sich in der vorliegenden Arbeit ebenfalls
keine signifikanten Unterschiede zwischen Patienten mit und Patienten ohne histo-
logisch gesicherte Leberzirrhose. Eigentlich konnte man annehmen, dass bei
Patienten mit histologisch gesicherter Leberzirrhose von einer héheren Krank-
heitsaktivitat auszugehen ist und deshalb, wie bei Patienten mit Morbus Wilson
Ublich (Bruha R et al., 2009), die 24-Stunden-Kupferausscheidung héher sein
musste. Dazu ist anzumerken, dass alle Patienten der aktuellen Studie zum Zeit-
punkt der Erhebung der 24-Stunden-Kupferausscheidung unter Therapie standen
und entkupfert waren. D.h., dass bei diesen Patienten die 24-Stunden-
Kupferausscheidung gering ist. Die Leberbiopsie wurde bei den Patienten z.T. vor
Jahren durchgefuhrt, um die Diagnose zu sichern. Zum Zeitpunkt der Leberbiopsie
stand also das Gros der Patienten noch nicht unter Therapie und ein Vergleich
des Kupfers im Urin zwischen den Patienten mit und denen ohne histologisch ge-
sicherte Leberzirrhose ware zu diesem Zeitpunkt sicherlich interessanter und

sinnvoller gewesen.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Ergebnisse dieser Arbeit sich
diskrepant verhalten zu den Ergebnissen, welche sich bei der Literaturrecherche

ergaben. In der vorliegenden Arbeit waren Ferritin, Transferrinsattigung, ALT, AST,
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Gamma-GT, alkalische Phosphatase, Coeruloplasmin, Bilirubin und Kupfer im Urin
bei den Patienten mit histologisch gesicherter Leberzirrhose nicht signifikant hoher
als bei solchen ohne Leberzirrhose. Dies war jedoch auch zu erwarten, da zwi-
schen Leberpunktion und Erhebung der Laborparameter z.T. Jahre lagen, in de-
nen die Patienten Therapien erhalten haben. Somit ist eine Korrelation der Labor-
parameter mit den Ergebnissen der Histologie ohnehin schwierig. Ein weiterer Kri-
tikpunkt ist sicherlich die mit n=15 recht geringe Fallzahl der Patienten, die Uber-
haupt eine Leberpunktion erhalten haben. Eine erneute Leberpunktion bzw. erst-
malige Punktion von Patienten, deren Krankheitsaktivitadt zum Zeitpunkt der Studie
grolitenteils gut kontrolliert war, ware ethisch sicher nicht vertretbar gewesen. Inte-
ressant ist, dass die Lebersteifigkeit, welche durch transiente Elastographie ermit-
telt wurde, unter den Zirrhotikern nicht signifikant erhoht war im Vergleich zu den
Nicht-Zirrhotikern, wobei auch hier nochmals auf die geringe Patientenzahl mit
histologischer Zirrhose (n=5) und die hohe Standardabweichung hingewiesen

werden muss.

4.6 Assoziation von Eisenparametern mit HFE-Genmutationen

und Coeruloplasmin

Es gibt zahlreiche Interaktionen zwischen dem Eisen- und Kupferstoffwechsel.
Das Ziel der aktuellen Studie war die Pravalenz und die klinische Relevanz von
HFE-Genmutationen bei Patienten mit Morbus Wilson zu untersuchen und in Be-
Zug zu den Eisenparametern zu setzen (Erhardt A et al., 2002). Ebenso wurden
die Coeruloplasminwerte in Bezug gesetzt zu Eisenparametern und Leberwerten.
Hinweise darauf, dass HFE-Genmutationen bei Patienten mit Morbus Wilson
einen Komorbiditatsfaktor darstellen kdnnten, ergaben sich daraus, dass es Be-
richte Uber eine exzessive Eisenlberladung und eine schwere dekompensierte
Leberzirrhose bei einer jungen Frau mit Morbus Wilson gibt, die heterozygot fur
Hamochromatose war (Hafkemeyer P et al., 1994). Bei Patienten mit Porphyria
cutanea tarda stellte sich die HFE-Heterozygotie als Komorbiditatsfaktor heraus
(Sampietro M et al., 1998).
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In der aktuellen Studie zeigte sich, dass sich bei Patienten mit Morbus Wilson
haufiger erhohte Ferritinspiegel finden. Selbst bei Patienten mit Morbus Wilson,
die einen HFE-Wildtyp aufweisen, sind die Ferritinspiegel signifikant hdher als in
der Kontroligruppe mit HFE-Wildtyp. Die Transferrinsattigung scheint dagegen
kein geeigneter Parameter zu sein, um die Eisenlberladung bei Morbus Wilson
fest zu stellen.

HFE-Genmutationen scheinen kein Komorbiditatsfaktor bei Patienten mit Morbus
Wilson, bei denen die Krankheit gut kontrolliert ist, zu sein. Es gab keine signifi-
kanten Unterschiede der Frequenz von HFE-Genmutationen zwischen Patienten
mit Morbus Wilson und der Kontrollgruppe. HFE-Genmutationen erklaren also
kaum die erhdhten Ferritinspiegel bei den Wilson-Patienten. Folglich sind die un-
terschiedlichen Ferritinlevel bei Patienten mit Morbus Wilson und der Kontroll-
gruppe eher dem Morbus Wilson an sich zuzurechnen als den HFE-
Genmutationen.

Die hohen Ferritinspiegel konnten zu der Hypothese passen, dass niedrige Co-
eruloplasminspiegel oder eine verminderte Coeruloplasminaktivitat beim Morbus
Wilson zu Eisenakkumulation fuhren koénnten, da Coeruloplasmin fur die Eisen-
ausscheidung bendtigt wird (Mukhopadhyay C et al., 1998). Auch die Therapie mit
einem Kupfer-Chelatbildner senkt die Coeruloplasminfunktion noch weiter, da sie
die Aufnahme von Kupfer in Kupferproteine unterdriickt (Erhardt A et al., 2002).
Bereits friher konnte ein Effekt der Kupfer-depletierenden Therapie auf die Eisen-
akkumulation gezeigt werden (Shiono et al., 2001). Auch die Patienten der aktuel-

len Studie standen unter Kupfer-depletierender Therapie.

Die Eisenausscheidung aus der Leber ist angewiesen auf Ferroportin und die Fer-
roxidaseaktivitat von Coeruloplasmin, welches sich im Blut in I6slicher Form befin-
det (Vashchenko G und MacGillivray RT, 2013). Ferroportin ist hierbei ein Hepci-
din-regulierter Eisenabflusskanal (Ganz T, 2007). Coeruloplasmin ist ebenso wie
Hephaestin eine Multi-Kupfer-Oxidase (Vashchenko G und MacGillivray RT, 2013).
Die Hauptaufgabe von Coeruloplasmin ist die Oxidation von Fe?* zu Fe**, ein Vor-
gang, welcher fur die Bindung von Eisen an Transferrin (das Haupteisentransport-
protein) und Ferritin (das Haupteisenspeicherprotein) essentiell ist. Die Funktion

des Hephaestin als Ferroxidase ist essentiell fur die Bindung von Eisen an
69



4 DISKUSSION

Apotransferrin in der Lamina propria der intestinalen Mukosa (Wierzbicka D und
Gromadzka G, 2014). Im Enterozyten kann Eisen entweder in Ferritin ge-speichert
werden oder zur basolateralen Membran wandern, wo es durch Ferroportin (Ireg1)
aus dem Enterozyten heraus transportiert wird. Anschliefend wird Fe?* durch He-
phaestin reoxidiert zu Fe®*" und dann von Transferrin aufgenommen, welches das
Eisen an die Gewebe verteilt (Ganz T und Nemeth E, 2012). Man kdnnte also da-
von ausgehen, dass die Patienten, die ein niedriges Coeruloplasmin haben, auch
héhere Ferritinspiegel aufweisen, da postuliert werden kdnnte, dass die Patienten,
die ein niedriges Coeruloplasmin haben, auch weniger Hephaestin haben —
schliellich sind beide Kupfer-abhangige Ferroxidasen. Bei einer geringeren He-
phaestin-Aktivitat konnte Fe?* weniger zu Fe** reoxidiert werden. Folglich wére
anzunehmen, dass Eisen in den Enterozyten vermehrt in Ferritin gespeichert wird.
Auch durch die verminderte Coeruloplasminaktivitat selbst wirden die Ferritin-
spiegel steigen, da Eisen vermehrt in zytoplasmatischem Ferritin in Hepatozyten
gespeichert wirde. Sowohl das niedrige Coeruloplasmin selbst als auch die ver-
mutlich ebenfalls erniedrigte Hephaestinaktivitat konnten also zu  hdheren Ferrit-
inspiegeln bei Patienten mit Morbus Wilson flhren, die ein niedriges Coeruloplas-
min aufweisen.

Diese Hypothese bestatigt sich in der vorliegenden Studie jedoch nicht, da Patien-
ten mit niedrigem Coeruloplasmin keine signifikant héheren Ferritinspiegel aufwei-
sen, als Patienten mit normalem Coeruloplasmin. Es zeigt sich dennoch ein nicht
signifikanter Trend zu hoheren Ferritinspiegeln bei Patienten mit niedrigem Co-
eruloplasmin im Vergleich zu Patienten mit normalem Coeruloplasminspiegel.
Maglicherweise ist die Patientenzahl mit 75 Patienten auch zu gering und bei einer
héheren Patientenzahl wirde sich eventuell nicht nur ein Trend zeigen, sondern
bei erniedrigtem Coeruloplasmin moglicherweise auch ein erhdhter Ferritinspiegel.
Es wurde kein Effekt von HFE-Genmutationen auf die Eisenparameter Ferritin und
Transferrinsattigung bei Patienten mit Morbus Wilson im Vergleich zur Kontroll-
gruppe beobachtet. Dass keine Effekte einer HFE-Genmutation beobachtet wer-
den konnten, ist jedoch nicht verwunderlich, da HFE-Heterozygotie meistens nicht

zu phanotypisch in Erscheinung tretender Hdmochromatose fuhrt (Erhardt A et al.,
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2002). Selbst bei C282Y-Homozygotie scheint die Penetranz eines Hamochroma-
tose-Phanotyps sehr gering zu sein (Beutler E et al., 2002).

Die aktuelle Studie ist eine Erweiterung einer Studie, die 2002 an der Universitats-
klinik Dusseldorf abgeschlossen wurde. Damals wurde die Pravalenz und Signifi-
kanz von Mutationen der Allele C282Y und HE3D bei 40, nicht miteinander ver-
wandten Patienten, untersucht. Das Ergebnis war, dass sich die Frequenz der
Mutationen in den Allelen C282Y (11,3% vs. 6,2%) und H63D (18,8% vs. 16,4%)
zwischen Patienten mit Morbus Wilson und der Kontrollgruppe nicht signifikant
unterschied (Erhardt A et al., 2002). Damals wurde angeregt ein groferes Patien-
tenkollektiv zu untersuchen, um HFE-Genmutationen als Komorbiditatsfaktor bei
Patienten mit Morbus Wilson auszuschliefen. Durch die aktuelle Studie, die das
Patientenkollektiv auf 73 erweiterte, konnten die 2002 gewonnenen Erkenntnisse
bestatigt werden: Es scheint keine signifikanten Unterschiede in der Frequenz von
HFE-Genmutationen bei Patienten mit Morbus Wilson und der Kontrollgruppe zu
geben. Der damals erhobene Verdacht, dass die erhohten Ferritinspiegel, die bei
Wilson-Patienten gefunden werden kénnen, durch die verminderten Coeruloplas-
minspiegel bzw. die verminderte Aktivitat des Coeruloplasmins hervorgerufen
werden, da Coeruloplasmin fur die Eisenausscheidung erforderlich ist, konnte in
der aktuellen Studie so nicht bestatigt werden. Es zeigte sich zwar ein dahin ge-
hender Trend, welcher jedoch nicht signifikant war.

In der aktuellen Studie wurden zusatzlich die Allele S65C und E168X des HFE-
Gens auf Mutationen hin untersucht. Es konnte bei keinem Patienten weder eine
homozygote noch eine heterozygote Mutation gefunden werden. Folglich scheinen
auch diese Mutationen bei Patienten mit Morbus Wilson nicht haufiger vorzukom-

men als in der Normalbevolkerung.

Wenn die héheren Ferritinspiegel bei Patienten mit Morbus Wilson weder durch
Unterschiede in der Frequenz von HFE-Genmutationen zwischen Patienten mit
Morbus Wilson und der Kontroligruppe noch durch niedrigere Coeruloplasmin-
bzw. Hephaestinaktivitat erklart werden kénnen, dann stellt sich die Frage, was
dann fur die héheren Ferritinspiegel bei den Patienten mit Morbus Wilson verant-

wortlich ist. Hierfir muss man auf die entscheidende Rolle des Hepcidins im
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Eisenstoffwechsel zurickkommen: Ein emiedrigtes Hepcidin fuhrt zu Gewebe-
Eisenuberladung (Nemeth E et al., 2004). Dies erklart sich dadurch, dass in den
Zellen, die Ferroportin exprimieren, Hepcidin einen konzentrationsabhangigen in-
hibitorischen Effekt auf den Eisenexport hat (Ganz T, 2007). Hepatozyten haben
sich herausgestellt als die Hauptproduzenten des Eisen-Regulator-Proteins
Hepcidin (Ganz T und Nemeth E, 2012). In einer Studie von Tan et al. konnte ge-
zeigt werden, dass Patienten mit einer chronischen Lebererkrankung signifikant
reduzierte Hepcidin-Level im Vergleich zur gesunden Kontroligruppe haben. Die
niedrigsten Hepcidin-Level fanden sich bei Patienten mit Leberzirrhose. Das Ver-
haltnis von Hepcidin zu Ferritin war signifikant niedriger bei Patienten mit chroni-
schen Lebererkrankungen im Vergleich zur Kontrollgruppe und nahm ab mit der
Zunahme des Stadiums der Fibrose und der Siderose. Das Verhaltnis von Hepci-
din zu Ferritin war assoziiert mit der Progression der Fibrose (Tan TC et al., 2012).
Auch die Patienten mit Morbus Wilson leiden unter einem teils fortgeschrittenen
Leberschaden. In dieser Arbeit wurde dem entsprechend ein signifikanter Zusam-
menhang zwischen Ferritin und dem Ergebnis der Fibroscan®-Untersuchung fest-
gestellt, auch wenn sich dieser Zusammenhang nicht zeigte bei Patienten mit ei-
nem Fibroscan-Wert >13kPa, was definitionsgemalt dem Vorliegen einer Leberzir-
rhose entspricht. Es ist dennoch davon auszugehen, dass die Patienten, die unter
einem fortgeschrittenen Leberschaden leiden, eine geringere Hepcidinproduktion
aufweisen. Dies wiederum fuhrt zu einer vermehrten Eisenaufnahme aus den
Enterozyten und somit konsekutiv zu einer Eisenluberladung mit Anstieg des Fer-

ritins.
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In der aktuellen Studie wurden 56 Patienten mit gesichertem Morbus Wilson einer
Messung der Lebersteifigkeit mittels transienter Elastographie unterzogen. Es
ergab sich bei 17,9% der Patienten mit Morbus Wilson eine Lebersteifigkeit von
uber 13 kPa, so dass nach dieser Untersuchung bei ihnen vom Vorliegen einer
Leberzirrhose ausgegangen werden kann. Im Mittel lag die Lebersteifigkeit bei

11,1 kPa. Histologisch ergab sich eine Zirrhoserate von 33%.

Bei den durchgefihrten Folgeuntersuchungen zeigte sich in den zeitlichen Inter-
vallen von ein bis drei, vier bis sechs, sieben bis neun, zehn bis zwdlf, 13 bis 15

und 16 bis 18 Monaten im Vergleich zur Erstuntersuchung kein Progress.

Es wurde weiterhin untersucht, ob sich Unterschiede des Alters, des BMI und der
Laborparameter bei Patienten mit Leberzirrhose, welche durch Messung der Le-
bersteifigkeit ermittelt wurde, ergeben. Signifikante Zusammenhange ergaben sich
zwischen dem Vorhandensein einer Leberzirrhose und alkalischer Phosphatase,
Thrombozyten und Gamma-GT, wobei es sich bei den Thrombozyten um einen
negativen Zusammenhang handelt. Anders als bei der bivariaten Korrelation zwi-
schen Ferritin und Fibroscan®-Untersuchung ergab sich hier kein signifikanter Zu-

sammenhang zwischen dem Vorhandensein einer Leberzirrhose und Ferritin.

Die Arbeit beschaftigte sich auch mit den Unterschieden zwischen Wilson-
Patienten mit histologisch gesicherter Leberzirrhose und solchen ohne Leberzir-
rhose. Es zeigte sich kein signifikanter Zusammenhang zwischen Vorhandensein
einer Leberzirrhose in der Histologie und Ferritin, Transferrinsattigung, ALT, AST,
Gamma-GT, AP, Bilirubin, Kupfer im Urin und Coeruloplasmin. Die Steifigkeit der
Leber betrug bei den Patienten mit histologisch gesicherter Leberzirrhose 22,8
kPa im Vergleich zu 8,4 kPa bei den Nicht-Zirrhotikern. Dieser Unterschied ist
nicht signifikant.

Ein weiterer Aspekt der vorgestellten Arbeit war die Untersuchung der Pravalenz
und der klinischen Relevanz von HFE-Genmutationen (n=73 fur die Allele C282Y
und H63D, n=51 fur das Allel S65C, n=49 fur das Allel E168X) bei Patienten mit
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Morbus Wilson und die Herstellung eines Bezuges zu den Eisenparametern.
Ebenfalls wurden die Coeruloplasminwerte in Bezug gesetzt mit Eisenparametern
und Leberwerten. Es zeigte sich, dass bei Patienten mit Morbus Wilson ein erhéh-
ter Ferritinspiegel im Vergleich zur Normalbevédlkerung festgestellt werden kann.
Gleichzeitige heterozygote Mutationen auf den Allelen C282Y oder H63D schei-
nen keinen Einfluss auf Eisenparameter bei gut behandelten Patienten mit Morbus
Wilson zu haben. Die These, dass die erhohten Ferritinspiegel hervorgerufen wer-
den durch einen verminderten Coeruloplasminspiegel bzw. eine verminderte
Aktivitat des Coeruloplasmins und vermutlich auch des Hephaestins, wodurch be-
dingt Eisen in den Enterozyten und Hepatozyten vermehrt in zytoplasmatischem
Ferritin gespeichert wirde, konnte nicht durch eine statistische Signifikanz bewie-

sen werden.

Bei keinem Patienten mit Morbus Wilson konnte eine heterozygote oder eine ho-
mozygote Mutation auf den Allelen S65C und E168X des HFE-Gens nachgewie-

sen werden.
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