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Hochspezialisierte Diagnostik, Pravention und Therapie
bei Patienten mit hiimolytischen Anidmien verursacht
durch genetische Defekte

Der Begriff personalisierte Medizin hat in den letzten Jahren sowohl auf
Grund wissenschaftlicher Erkenntnisse als auch merkantiler Interessen
von Pharmafirmen an Aktualitdt gewonnen. Dass eine gleiche Grund-
erkrankung bei Patienten zu unterschiedlich schwerer klinischer Symp-
tomatik fithren kann, ldsst sich am anschaulichsten bei monogenetisch
bedingten Erkrankungen veranschaulichen, die von Mutationen in un-
terschiedlichen Abschnitten eines Gens hervorgerufen werden. An zwei
Beispielen aus der eigenen Arbeit mdchte ich aufzeigen, wie wichtig
es ist, familienspezifische Charakteristika von genetischen Erkrankun-
gen zu erkennen und die erhaltenen Befunde zielgerichtet bei praven-
tiven und therapeutischen Mafnahmen zu beriicksichtigen. In dieser
Arbeit mochte ich das Problem am Beispiel von zwei Enzymopathien,
der Glukose-6-phosphatdehydrogenase (G6PD) und der Pyruvatkinase
(PK) erldutern (Abb. 1). Die G6PD katalysiert die Schliisselreaktion im
oxidativen Pentosephosphatweg. Bei der biologischen Oxidation von
G6P wird NADP zu NADPH + H' reduziert. NADPH kann mit Hilfe
des Glutathionsystems oxidativen Schidden in den Zellen vorbeugen,
ist erforderlich fiir die Synthese von Fettsduren und Steroiden sowie
fiir Abwehrmechanismen wie z. B. den oxidativen Burst der Granulo-
zyten, bei dem Wasserstoffperoxid gebildet wird. AuBBerdem entstehen
iiber den nicht oxidativen Teil des Pentosephosphatweges Ribosephos-
phate, die ebenfalls fiir Synthesen genutzt werden. Uber die Produk-
te Fruktose-6- phosphat und Glyzerinaldehyd-3-phosphat gewinnt der
Pentosephosphatweg wieder Anschluss an die Glykolysesequenz. Die
Pyruvatkinase katalysiert dagegen im Glukosestoffwechsel die irrever-
sible Umwandlung von Phosphoenolphosphat (PEP) zu Pyruvat un-
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Abb. 1: Stoffwechsel der Erythrozyten

Irreversible Reaktionen sind mit einem Pfeil, reversible mit einem Doppelpfeil gekenn-
zeichnet

ter gleichzeitiger Substratphosphorylierung von ADP zu ATP. Das ist
moglich, da das Enolphosphat eine energiereiche Bindung enthilt. Au-
Berdem nimmt das Enzym Einfluss auf die Hohe des 2,3-Bisphospho-
glyzeratspiegels, wodurch die Sauerstoffabgabe aus Oxy-Hamoglobin
an die Gewebe variiert werden kann. Beide Enzyme bendtigen aber
zur Substratbereitstellung dasselbe Schliisselenzym am Beginn beider
Stoffwechselwege, die Hexokinasereaktion, die Glukose zu G6P phos-
phoryliert. Die Kontrollstirke dieses Enzyms bestimmt unter normalen
Bedingungen die Geschwindigkeit der G6P-Bildung. Dadurch kénnen
Storungen in einem der Wege sich auch auf den Substratumsatz in der
nicht direkt von einem Defekt betroffenen Sequenz auswirken.
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G6PD-Enzymopathien

Das G6PD-Gen ist auf dem X-Chromosom im 28 Bereich lokalisiert.
Es umfasst 18,5kb und enthélt 13 Exons. Isoenzyme existieren fir das
Enzym nicht. Prinzipiell sind deshalb von einem genetischen Defekt
die Zellen aller Gewebe betroffen. Ob dieser jedoch zu Stoffwech-
selstorungen fiihrt, hingt zum einen davon ab, in wie weit durch eine
Neubildung des Enzyms der Defekt kompensiert werden kann und zum
anderen davon, wie hoch der NADPH-Bedarf der Zellen ist.
Hemizygote Merkmalstrdger einer G6PD-Enzymopathie sind auf
Grund der X-chromosomalen Lokalisation des Enzyms immer ménn-
liche Probanden. Weibliche weisen dagegen ein Zellmosaik auf, da nur
eines der zwei X-Chromosome in den Zellen aktiv bleibt Da die Ab-
schaltung des 2. X-Chromosoms in den Zellklonen stochastisch erfolgt,
kann der Anteil der defekten Zellen unterschiedlich grof3 sein. Schwarz-
afrikaner weisen generell einen Basenaustausch von Adenin zu Guanin
im Nukleotid 376 auf, was jedoch keine funktionellen Konsequenzen
hat. Diese Form wird als GdA bezeichnet, die der Weillen als GdB (1).
Identifiziert und charakterisiert wurden von uns G6PD-Varianten
von Defekttrigern aus der DDR, Polen, der CSSR, der UdSSR, dem
Libanon, Vietnam und Uganda. Die Reinigung der G6PD-Varianten
erfolgte aus roten Blutzellen durch eine Affinitdtschromatographie un-
ter Verwendung von 35" ADP-Sepharose 4B und spezifischer Elution
mit NADP (2). Genomische DNA wurde aus gefrorenem EDTA-Blut
mit dem DNA-Extraktions-Kit ,,Nucleon” von Scotlab gewonnen. Die
komplette kodierende Sequenz und Teile aller Introns des G6PD-Gens
wurden in 5 Segmenten mittels PCR amplifiziert. Die Sequenz, Mu-
tationen und Polymorphismen wurden durch die Standard Dioxyse-
quenzierung der PCR-Fragmente erfasst (3). Die Analyse von Haplo-
typen erlaubte Aussagen iiber die gemeinsame Herkunft, die Drift und
Selektion von Mutationen. Von den 6 bekannten stillen polymorphen
Mutationen der G6PD waren bei den von uns untersuchten G6PD-De-
fekttrdgern nur 1311 C-T Austausche nachweisbar. In der Tab. 1 sind
einige hdmatologiche Daten, kinetische Parameter, die Basenaustau-
sche im G6PD-Gen und die daraus resultierenden Verdnderungen in
der Aminoséuresequenz der G6PD-Varianten sowie der Schweregrad
der hdmolytischen Andmie von Patienten aus verschiedenen Landern
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Tab. 1: Hdimolytische Befunde bei Trdgern unterschiedlicher G6PD-Varianten ver-
schiedener Liinder

Patient Vmax | Km Ery Reti | MCV | Variante Exon | SG

nkat/ml | G6P 1071 | % fl

Zellen | pmol/l
DDR
Berlin 1 249 3,0 13,0 112 | n.b. I
Ohrdruf 0,2 152 3,1 32,0 119 | 1139T = A,380lle — Asn 10 1
Forst 0,4 40 2,9 30,0 117 | 1006A = T, 936Th3 —> Ala 9 I
RoBlau 0,4 155 2,6 17,0 111 | del CAT102-104, de Ile35 2 I
Rostock 0,8 115 35 3,6 99 1010T = C, 337Phe —> Ser 9 1
Ribnitz 0,7 121 3,7 73 108 | 1385G—> C,462Trp > Ser 12 I
Brandenburg 1,0 73 3,6 9,9 102 1246G > A, 416Glu—> Lys 10 I
Sachsenl 0,8 64 3.8 5.9 106 | 496C — T, 166Arg = Cys 5 1
Bad Kosen 0,7 60 42 6,8 99 1356C = A, 452Phe > Leu 11 I
Lichtenberg* 0,8 17 43 2,0 92 1003G = A ,335 Ala—> Thr 9 I
CSSR
Bratislava <1 480 2,8 18,9 118 | 1160G > A, 387Arg ~ His 10 I
Proch. 1 56 43 2,5 90 1343G > C,448Ser —Thr 11 I
Pet. 5 85 4,1 32 97 463C = G, 155His > Arg 4 I
Zaz.** <l 63 38 2,1 97 1003G > A, 335Ala >Thr 11 I
UdSSR
Georgienl ** <l 28 4,5 2,0 91 563C — T, 188Ser = Phe 6 I
Georgien2* <1 43 47 1,9 90 1003G = A 335Ala — Thr 11 I
Russ/Kasach <1 15 4,1 2,7 90 563C —> T, 188Ser —Phe 2 11
Libanon
Libanon1** 2 25 4,5 43 91 563C —> T, 188Ser = Phe 6 11
Libanon2** 1 15 4,6 38 90 563 C = T, 188Ser — Phe 6 I
Vietnam
Ho*** 1 54 4,5 2,0 90 1388 G > A, 463Arg —> His 12
Ha*** 1 69 43 2,1 89 1388 G > A, 463Arg — His 12 I
Hay*** <1 60 4,5 2,0 70 1388 G > A, 463Arg > His 12 il
Schwarzafrika
Mosambiquel 2,5 46 2,2 2,0 73 G6PD-defekt + Fe-Mangel
Uganda22 3,6 145 52 3,6 79 968 T — C,323Leu > Pro 9 11
Uganda5 3,6 129 4,5 3,7 91 968 T —> C,323Leu~> Pro 9 11
Ugandall 4,1 99 39 7,0 84 202G — A,68Val = Met 4 11T
Uganda20 44 81 47 2,6 88 680G — T,273Arg > Leu 9 11T
Uganda24 52 87 49 2,2 8 |202G > A,68Val —> Met 4 I
Uganda4 5,0 33 4,0 2,6 88 Mittelmeer-dhnliche Var.
Kontrolle 39,8 66,7 52 <1 87

+2,3 +7,8 +3,1

SG-Schweregrad; *Chatham, **entspricht der Variante Mittelmeer, ***Anant



Hochspezialisierte Diagnostik, Privention und Therapie 77

zusammengefasst. Die Halbwertszeiten fiir die roten Blutzellen bele-
gen dem unterschiedlichen Schweregrad der Andmie bei den Patien-
ten. Parallel dazu verhalten sich der Anteil der Retikulozyten und die
GroBe der Blutzellen (MCV-Wert). Auch die Bilirubinkonzentration im
Blutplasma korreliert erwartungsgeméfl mit dem Schweregrad der Er-
krankung. Diese Befunde fiihrten zu der Vermutung, dass der Anteil an
familienspezifischen Mutationen grof} ist, was experimentell bestatigt
wurde. Bei der Mehrzahl der deutschen Defekttrager wurden bis dahin
unbekannte familienspezifische G6PD-Mutationen nachgewiesen.

Nach der WHO-Klassifikation von 1967 wird der entsprechende
Schweregrad der Erkrankung in 4 Klassen unterteilt (1). Triger von
G6PD-Varianten der Klasse I zeigen die schwerste chronische nicht-
sphirozytire hdmolytische Andmie (NSHA), hohe Retikulozytenwerte
und hiufig auch Funktionseinschrinkungen in anderen Geweben. Der
Schweregrad 1 resultiert hauptsdchlich aus Punktmutationen, die in
den Exons 9, 10, und 11 auftreten. Der Schweregrad 1 bei der Variante
RoBlau ergibt sich dagegen aus der Deletion einer Aminoséure. In der
CSSR und UdSSR sowie bei Patienten aus dem Libanon wurden u.a.
die bereits in der Literatur beschriebenen G6PD-Varianten Mittelmeer
und Chatham nachgewiesen, bei den drei Vietnamesen lag die Anant-
Variante vor. GdB--Varianten, die mit einer schweren klinischen Sym-
ptomatik einhergehen, sind nicht nur durch eine geringe Restaktivitét
des Enzyms sondern auch durch Verdnderungen in den kinetischen Pa-
rametern charakterisiert. So resultieren z. B. aus Mutationen im Exon
10 immer Varianten mit stark verminderter G6P-Affinitét und z. T. auch
verstiarkter Hemmbarkeit durch NADPH. Das erklért sich daraus, dass
bestimmte Domédnen im Exon 10 hoch konserviert sind, da sich hier die
Bindungsregionen fiir G6P und NADP befinden.

Fiir die G6PD-Varianten der Klasse II ldsst sich keine bevorzugte
Exonlokalisation von Punktmutationen nachweisen. Zu dieser Gruppe
gehort u. a. die bekannte Mittelmeervariante mit einem Basenaustausch
im Nukleotid 563 C — T im Exon 6, der zu einem Ersatz von Serin durch
Phenylalanin in Position 188 der Polypeptidkette fiihrt. Diese G6PD-
Variante dominiert bei Patienten in Italien, Griechenland, Mittel- und
Stidamerika. Sie wurde von uns auch bei Defekttrdgern aus Polen, der
CSSR und Georgiern nachgewiesen. Diese Mutation im G6PD-Gen
ist typisch bei Volkern entlang der Seidenstralle und anderen fritheren
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Handelswegen. Die Dominanz dieser Mutation im Mittelmeergebiet
steht im Zusammenhang damit, dass sich in diesen roten Blutzellen kei-
ne Malariaparasiten entwickeln konnen, wodurch sich ein Selektions-
vorteil ergab. Trotz sehr geringer Restaktivitdt zeigen diese Defekttré-
ger keine chronische NSHA. Das erklart sich daraus, dass der K G6P
stark verringert ist. Die erhdhte G6P-Affinitét erlaubt einen relativ ho-
hen G6P-Sittigungsgrad der Variante; oxidative Belastungen konnen
die roten Blutzellen allerdings nicht tolerieren, da sie den G6P-Umsatz
iiber den oxidativen Pentosephosphatweg nicht weiter steigern kon-
nen. Dadurch treten unter solchen Bedingungen hidmolytische Krisen
auf. Am bekanntesten sind die nach dem Genuss von Favabohnen, die
schon Lukian vor Jahrhunderten beschrieb. Ahnliche Eigenschaften
zeigt auch die GdB-Variante Anant, die typisch fiir der siid- und stidost-
asiatischen Raum ist. Auch bei der Variante Chatham, die bei Chinesen
héufig vorkommt, liegt ein dhnlicher Selektionsvorteil vor. Typisch fiir
G6PD-Defekttriger aus Schwarzafrika sind Varianten mit relativ hohen
Enzymaktivititen zwischen 10-60% der Norm. Thre Krankheitsbilder
entsprachen der Klasse 3, d, h. keine chronische himolytische Anémie,
aber himolytische Krisen bei oxidativen Belastungen z. B. bei Malaria
oder Aids. G6PD-Varianten der Klasse III sind hédufig auf Mutationen
im Exon 4 zuriick zu fithren. Unbekannte Mutationen wurden bei den
Patienten aus Uganda nicht festgestellt.

Hervorzuheben ist weiterhin, dass im G6PD-Gen auch Mehrfach-
mutationen identifiziert wurden; ein Beispiel dafiir ist die G6PD-Vari-
ante Vancouver, bei der 3 separate Punktmutationen mit entsprechenden
Aminosdureaustauschen vorliegen (1). Trager dieser Variante zeigen
neben einer NSHA auch eine neutrophile Dysfunktion.

Bisher wurden insgesamt 70 verschiedene Mutationen im G6PD-Gen
des Menschen identifiziert; sie kommen in allen Exons einschlief3lich der
Promotorregion vor (1, 3). Familienspezifische Mutationen wurden je-
doch bisher nur so zahlreich in der DDR und Boéhmen nachgewiesen.

Stoffwechsel G6PD-defekter Erythrozyten

Um Aussagen iiber den Umfang qualitativer und quantitativer Stoftf-
wechselverdnderungen in Erythrozyten von Tragern unterschiedlicher
GO6PD-Varianten machen zu kénnen, nutzten wir die mathematische
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Modellierung. Beriicksichtigt wurden in den Modellen die Reaktionen
des Pentosephosphatweges, der Glykolyse und des ATP-Verbrauches.
Fiir Reaktionen, die nahe dem thermodynamischen Gleichgewichtes
ablaufen, wurden Massenwirkungsquotienten eingesetzt. Fiir alle Re-
aktionen, die weit entfernt vom thermodynamischen Gleichgewicht
sich befinden, wurden die an gereinigten Enzympréparaten ermittel-
ten kinetischen Konstanten einschlieflich der fiir positive und nega-
tive Effektoren der entsprechenden Enzyme und Enzymvarianten fiir
die Aufstellung der Differentialgleichungen verwendet (4). Abb. 2
zeigt die Steigerungsmoglichkeit des Glukosefluxes iiber den oxidati-
ven Pentosephosphatweg in Erythrozyten einer Kontrolle und in roten
Blutzellen von drei verschiedenen G6PD-Defekttragern der Klasse 1.

3,0

2,0

VGEPD (mM/h)

0,1

log [knappu(h™)]

Abb. 2: Mathematische Modellierung des Methylenblau-stimulierten Glukosefluxes
durch den oxidativen Pentosephosphatweg

Das Verhalten der Erythrozyten von Kontrollen entspricht der durchgezogenen Linie,
das von G6PD defekten Zellen (Schweregrad 1) den durchbrochenen Linien. Die punk-
tierten Linien kennzeichnen instabile Zustinde
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Es ist deutlich zu erkennen, je weniger die G6P-Oxidation zu steigern
ist, desto frither bricht der Stoffwechsel der Zellen zusammen. Das be-
deutet, dass diese defekten Zellen schon bei geringer oxidativer Belas-
tung intravasal hidmolysieren. Die Struktur der Doppellipidschicht der
Erythrozytenmembran wird destabilisiert, da Phosphatidylserinreste
von der Innerseite der Membran auf die AuBenseite verlagert und dann
abgespaltet werden (5). Dieser Prozess kann durch hohe Gaben von
Vitamin E etwas verzogert werden. Die Ergebnisse der mathematischen
Modellierung sind in guter Ubereinstimmung mit experimentellen Be-
funden, bei denen die 1-'*CO,-Freisetzung aus roten Blutzellen von
Kontrollpersonen und von G6PD-Defekttridgern bei Zusatz von 1-“C-
Glukose in Gegenwart und Abwesenheit von Methylenblau bestimmt
wurde (Tab. 2). Erythrozyten von G6PD-Defekttrigenr reagieren im
Gegensatz zu Zellen von Kontrollpersonen aber auch bei einer energe-

Tab. 2: Oxidativer Burst mit G6PD-Aktivitit weifser Blutzellen bei G6PD-Defekttrdi-
gern.

G6PD RLU Leukozyten Granulozyten
(%) (nkat/ml Zellen) | (IE/10® Zellen)
Bad Kdosen 1 5 0,7
Ohrdruf 2 10 0,7
RoBlau 2 7 0,4
Forst 10 5 0,6
Rostock 16 331 1,5
Brandenburg 8 105 1,0
Uganda 100 68 3,5
Kontrolle 100 575+ 40 6,6 +0,5

Die Chemiluminiszenz wurde mit 106 PMN gemessen und durch 120 nM PMA stimuliert.

tischen Belastung mit einem Anstieg der Konzentration des oxidierten
Glutathions (GSSG) und hdamolysieren rasch (Abb. 3). Diese Befunde
wurden sowohl bei der Privention als auch in der Therapie der Pati-
enten beriicksichtigt. Das bedeutet u. a., dass fiir G6PD-Defektrager
Pharmaka und Chemikalien mit oxidativer Wirkung kontraindiziert
sind und sie auch beruflich nicht mit ihnen in Kontakt kommen diir-
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Abb. 3: Verhalten der GSSG-Konzentration von G6PD-defekten Zellen bei energeti-
scher Belastung (k ;rp,..)

Die Kurven entsprechen G6PD Varianten mit unterschiedlicher G6P-Affinitit; von
links nach rechts K G6P1, K G6P|, K G6P unverdndert

fen (1). Patienten mit dem Schweregrad 1 konnen auch keinen hohen
korperlichen Belastungen ausgesetzt werden und sind deshalb nicht ge-
eignet fiir einen Schichtdienst. Zu beachten ist weiterhin, dass bei Pati-
enten mit schwerer klinischer Symptomatik auch die Immunabwehr auf
Grund der verminderten G6PD-Aktivitdt in den weillen Blutzellen ge-
schwicht sein kann (Tab. 3). Bei einem Patienten mit einem besonders
schwer ausgepriagten Krankheitsbild trat auch eine Kataraktbildung

Tab. 3: 1-'*CO,-Bildung roter Blutzellen aus 1-"*C-glukose mit und
ohne Zusatz von Methylenblau bei pH 7,4 und 37°C.

G6PD-Variante uMol 1-"*CO,/ml Zellen x h
Ohne Mb Mit MB
Ohrdruf 0,08 0,10
RofBlau 0,04 0,28
Bad Kosen 0,11 0,28
Brandenburg 0,10 0,10
Forst 0,08 1,10
Kontrolle 0,150 £ 0,025 2,890 + 0,716
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auf, die zur Erblindung fiihrte. Im Stoffwechsel der Augenlinse spielt
zur Aufrechterhaltung ihrer Transparenz das reduzierte Glutathion eine
entscheidende Rolle. Die verkiirzte Halbwertszeit der G6PD-defekten
Zellen geht auBerdem mit einer hohen Freisetzung von Purinbasen ein-
her, die zu Harnsdure abgebaut werden. Im Erwachsenenalter leiden die
Patienten der Klasse 1 deshalb héufig an schmerzhaften Gichtanfillen.
Die grofite Gefahr fiir die Lebenserwartung der Patienten der Klasse 1
ist im Erwachsenenalter aber die Akkumulation von Eisen in lebens-
wichtigen Organen, die konsequent behandelt werden muss!

Pyruvatkinaseenzymopathien

Im Gegensatz zur G6PD existieren fiir die Pyruvatkinase gewebsspe-
zifisch und differenzierungsabhingig 4 Isoenzyme, die von 2 verschie-
denen Genen codiert werden (6). Enzymdefekte sind nur fiir das Gen
bekannt, das die DNA-Sequenz fiir das Leber- und Erythrozytenen-
zym (PK-L/R) enthélt. Dieses Gen befindet sich auf dem langen Arm
in Position g21 des Chromosoms 1 (Abb. 4). Die PK-L ist aufler in
Hepatozyten, in den proximalen Tubulizellen der Niere und in den Epi-
thelzellen des Diinndarms vorhanden. Die PK-R tritt nur in den roten
Blutzellen auf. Thr priméres Transkript ist um 34 Aminosduren ldnger
als das fiir die PK-L. Auch das PK-M-Gen bildet 2 Isoenzyme. PK-M1
ist typisch fiir den Skelett- und Herzmuskel und Gehirnzellen. PK-M2,
das evolutionir ilteste PK-Isoenzym, wird in allen embryonalen Zel-
len, Tumorgewebe, Leukozyten, Lungen- und Fettgewebe, sowie in den
Zellen des distalen Nierenabschnittes und der Plazenta gebildet. Ob-
wohl Leukozyten und Erythrozyten im Knochenmark aus identischen
multipotenten himatopoetischen Stammzellen entstehen, tritt wahrend
der Differenzierung im Stadium der Erythroblasten fiir die roten Blut-
zellen ein Isoenzymwechsel vom PK-M2 zu PK-R auf. Diese Umschal-
tung ist in PK-defekten Zellen gestort.

Die PK-L/R ist ein tetrameres Enzym, zusammengesetzt aus 4 iden-
tischen Untereinheiten und verfligt iiber allosterische Eigenschaften.
Positive Effektoren, die den aktiven R-Zustand des Enzyms stabilisie-
ren, sind Frul,6-P,, Fru2,6-P, und Phosphoglukonat. Negative Effek-
toren, die den inaktiven T-Zustand des Enzyms begiinstigen, sind ATP
und Alanin.
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Abb. 4: Schematische Darstellung der Expression des Pyruvatkinase L/R Gens und von
Regulationselementen (nach Naguchi et al.; 6)
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Defekte im PK-L/R-Gen traten wahrscheinlich sehr viel spéter als
G6PD-Mutationen auf. Die erste PK-Enzymopathie als Ursache einer
hamolytischen Andmie wurde 1961 beschrieben (7). Inzwischen sind
zahlreiche Fille aus vielen Landern in Europa, Amerika, Asien und
Afrika bekannt (1, 3). Da keine Mutationen im Exon 1 und 2 identifi-
ziert wurden, betreffen alle Defekte der PK sowohl das Leberenzym als
auch das der roten Blutzellen. Der Erbgang ist autosomal rezessiv. Im
Gegensatz zum G6PD-Defekt treten PK-Varianten relativ selten auf,
namlich nur dann, wenn die heterozygoten Eltern dieselbe Mutation in
einem Allel aufweisen und dieses auf die Nachkommen {ibertragen. In
der Mehrzahl der Félle handelt es sich bei den Patienten um compound
heterozygote Merkmalstrager. In der Abb. 5 ist die Haufigkeitsvertei-
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ins AGC after C1203; G1281-T; C1454-T; G1493-A

Abb. 5: Hiufigkeitsverteilung von PK-L/R-Gen Mutationen bei Defekttrd-
gern aus Deutschland, England und Amerikanern europdischer Abstam-
mung
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lung von PK-L/R-Mutationen bei den von uns untersuchten Defekttra-
gern aus Deutschland, England und von Amerikaner europdischer Ab-
stammung zusammengefasst. Hervorzuheben ist, dass sich die in Asien
vorkommenden PK-Mutationen von denen in Europa unterscheiden
(1, 3). Insgesamt kann aber festgestellt werden, dass Mutationen im
PK-L/R-Gen fast immer zu einem distinkten Aminosdureaustausch in
der Polypeptidkette fithren. Selten wurden Deletionen, Insertionen, der
Einbau eines Stoppcodons oder Splice Site Mutationen festgestellt. 44
verschiedene Mutationen wurden bisher im PK-L/R-Gen identifiziert,
35 davon durch meine Arbeitsgruppe. Am héufigsten sind 7 verschiede-
ne Mutationen im Exonl1, 5 im Exon 8, 4 im Exon 9 und 3 im Exon 6.
In den Exons 10 und 13 sowie im Intron A und F sind jeweils nur eine
Mutation bekannt (1, 8, 9). Am hdufigsten wurde mit 65% bei Patienten
in der DDR und England eine Mutatiom im Nukleotid 1529 mit einem
Basenaustausch von Guanin gegen Adenin gefunden, durch den in Po-
sition 510 der Polypeptidkette, einem konservativen Bereich, Arginin
durch Glutamin ersetzt wird. Der dadurch bedingte Ladungswechsel
fiihrt zu einer Instabilitdt des Enzyms und zu einem Verlust seiner allo-
sterischen Eigenschaften. Uberraschenderweise wurde diese Mutation
nur in 18% der Fille in der CSSR (Tab. 4) und auch seltener in Lén-
dern siidlich der Alpen nachgewiesen. Uberwiegend wurde die 1529
Mutation bei compound heterozygoten Patienten festgestellt. Die Kom-
bination von zwei unterschiedlich mutierten PK-Allelen modifizieren
die Enzymeigenschaften meistens stark. Zwei Beispiele mochte ich
dafiir anfiihren: 1. Die Kombination de 1529 G-A-Mutation mir einem
zweiten PK-Allel, in dem im Nukleotid 1281 G-T (Exon 9) mit ausge-
tauscht war, woraus ein Aminosidurewechsel von Glutamat zu Aspartat
in Position 427 des Proteins resultierte. Das bewirkte iiberrascherweise
keinen Aktivititsverlust des Enzyms. Diese Mutante war jedoch durch
eine um eine Grofenordnung verminderte PEP-Affinitdt charakteri-
siert und verstdrkte allosterische Eigenschaften. Im zweiten Beispiel
handelt es sich um die Kombination der 1529 G-A-Mutation in einem
Allel mit der Mutation 1456 C-T (Exon 8) im zweiten Allel, wodurch
in Position 486 Alanin durch Valin in der Polypeptidkette ersetzt wur-
de. Diese Mutante zeigte eine geringe Verminderung der katalytischen
Aktivitdt und eine Abnahme der PEP-Affinitdt auf Y% der Norm, die
ebenfalls mit einer Zunahme der allosterischen Enzymeigenschaften
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verbunden war. Diese Befunde sind darauf zuriickzufithren, dass so-
wohl der Aminosdureaustausch in Position 427 als auch der in 468 des
jeweils zweiten Allels der PEP-Bindungsregion entspricht. Das Krank-
heitsbild beider Patienten ist durch eine schwere chronische hdmoly-
tische Anédmie gekennzeichnet mit Halbwertszeiten der roten Blutzel-
len von 1,6—1,8 Tagen, Retikulozyten von 50-60% und MCV-Werten
von 110fl, was fiir eine extrem junge erythroide Zellpopulation spricht.
Ich erwihne diese zwei Fille, weil sie bei einem normalen Screening,
das bei hohen PEP-Konzentrationen durchgefiihrt wird, auf Grund der
dann normalen PK-Aktivitét gar nicht als PK-Defekte erkannt wiirden.
In unserem Diagnostikprogramm wurden deshalb die Enzymaktivita-
ten aller Probanden aufler im Substratsittigungsbereich auch bei zwei
geringeren PEP-Konzentrationen bestimmt, wodurch solche Mutanten
zu identifizieren waren. Diese zwei Beispiele zeigen dariiber hinaus,
wie schwierig es ist, Enzymeigenschaften von compound hetrozygoten
Merkmalstridgern vorherzusagen. Sie wurden deshalb fiir alle Mutanten
experimentell ermittelt.

Insgesamt ist einzuschétzen, dass in der Mehrzahl der Félle die
klinische Manifestation von PK-Enzymopathien schwerer als die von
G6PD-Defekten ist (1, 9). Auf Grund des hohen 2,3-P G-Spiegels,
der durch den Anstieg der PEP-Konzentration bei PK-Defekttragern
zustande kommt, tolerieren die Patienten jedoch relativ gut sogar Ery-
throzytenwerte von 2,5-3,0 Millionen Zellen pro Mikroliter Blut, so
dass man mit Bluttransfusionen zuriickhaltend agieren kann. Zu be-
riicksichtigen ist aber gleichzeitig, dass bei energetischen Belastun-
gen oder Infektionskrankheiten rasch kritische Situationen eintreten
konnen, auf die reagiert werden muss.

Ebenso wie bei G6PD-Enzymopathien wurden die Auswirkun-
gen von PK-Defekten auf den Energiestoffwechsel des Erythrozyten
mittels mathematischer Modellierung iiberpriift (10). Das Verhalten
der Glykolyserate von drei Defekttragern bei energetischer Belastung
ist im Vergleich zu einer Kontrolle in Abb. 6 dargestellt. Deutlich
ist zu erkennen, dass parallel zum Schweregrad der Erkrankung die
Glykolyserate abnimmt und der Energiestoffwechsel der roten Blut-
zellen oft bereits bei geringen energetischen Belastungen zusam-
menbricht, da die Kontrollstiarke der PK bestimmend wird. Der ATP-
Spiegel kann unter diesen Bedingungen nicht mehr stabilisiert werden
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Abb. 6: Einfluss des ATP Verbrauchs (k,,, ) auf die Glykolyserate von Kon-
trollen und von PK-Defekttriigern

Kinetische Parameter fiir die jeweils verwendete Differenzialgleichung der
PK-Reaktion bei der Modellierung

uM Kontrolle PK-Mutationen

1 2 3
K,, 0,474 0474 0474 0474
K., 0,225 0,250 0,144 2,600
K. 0005 6,5x10%  2x10¢  7x107
K, 19 1515 320 13
Vo 250 70 45 25

(Abb. 7), was sich negativ auf alle energieabhéngigen Reaktionen aus-
wirkt, vor allem auf die Zellmembran. Die Konzentration von Kalzium
steigt intrazelluldr an, wodurch die Zellen rigider werden und aus dem
Blutkreislauf entfernt werden. Dieser Prozess ist nicht, wie bei einer
Kugelzellandmie, durch eine Milzextirpation abzuschwéchen.
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Abb. 7: Einfluss der ATP-verbrauchenden Prozesse (k p,,,) auf den ATP-Spie-
gel der Erythrozyten von Kontrollen und von PK-Defekttrdgern

Die kinetischen Parameter der PK und PK-Mutanten entsprechen den Anga-
ben in Abb. 6

Perspektive fiir eine Genkorrektur des PK-Defektes

Unsere wissenschaftliche Zielstellung schloss auch eine Strategie zur
Korrektur von PK-Defekten mit ein. Wenn es geldnge, die Mutation
1529 G-A, die am haufigsten bei homozygoten und compound hetero-
zygoten PK-Defekttragern in Deutschland und England nachgewiesen
wurde in einem Allel der Patienten zu beheben, wiirden einfach he-
terozygote Merkmalstrdger resultieren, die klinisch gesund sind. Die
Voraussetzungen sind fiir ein solches Vorhaben mit den proliferieren-
den erythroiden Stammzellen, die aus dem Knochenmark gewonnen
werden kdnnen, giinstig; denn die Gentherapie kann in vitro vorgenom-
men werden, und die behandelten Zellen konnen anschlief3end iiber
die Blutbahn dem Organismus wieder zugefiihrt werden. Als Vorver-
such dazu sequenzierten wir das gesamte PK-L/R-Gen des Menschen
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(11). In Japan versuchte man bei einem Mausmodell eine Genkorrek-
tur der PK vorzunehmen, konnte sie jedoch nicht iiber eine liangere
Zeit stabilisieren (12). Die methodischen Schwierigkeiten lieen sich
auch fiir uns in dieser Zeit nicht tiberwinden. In den letzten Jahrzehn-
ten wurden jedoch nicht nur international enorme Fortschritte auf dem
Gebiet der DNA und RNA-Sequenzierung erreicht, sondern auch bei
der Entwicklung maBgeschneiderter. Designer Nukleasen. So wurden
z. B. Zinkfingernukleasen (ZFNs) erfolgreich bei einem Héamophilie-
Mausmodell eingesetzt, um das defekte Gen, das den Faktor IX codiert,
zu korrigieren (13). Designer Nukleasen sind derzeit weiterhin in der
klinischen Erprobung zur genetischen Korrektur des Globin-Locus bei
der B-Thalassémie und der Sichelzellandmie (14). Die heutige Wissen-
schaftlergeneration sollte deshalb auch die Zielsetzung der Korrektur
von PK-Defekten im Rahmen der personalisierten Medizin zum Erfolg
bringen kénnen.

Sekundire Himochromatose als Spitfolge von PK- und
G6PD-Enzymopathien

Das hohe Niveau in der Diagnostik und Betreuung von Patienten mit
Enzymopathien war nur durch ein gemeinsames, abgestimmtes Engage-
ment von Padiatern, Himatologen und Biochemikern und der Mitwir-
kung der betroffenen Familien zu erreichen. Als vorteilhaft erwies sich
dabei die Bildung von entsprechenden Zentren in der DDR, der CSSR,
Polen und der UdSSR. In ihnen wurden die Verdachtsdiagnosen von Pati-
enten nach einheitlichen Kriterien erhoben, die dann durch nachfolgende
Untersuchungen in meinem Labor verifiziert und ergéinzt wurden. Fiir die
Patienten waren diese Zentren stets ihre Kontaktstellen. Vor jeder klini-
schen Behandlung eines Patienten auf Grund einer anderen Erkrankung
erfolgte eine Abstimmung. Ebenso wurden auch die Abschlussberichte
gemeinsam ausgewertet. Das Gleiche galt fiir die Berufsberatung der Ju-
gendlichen, damit die Patienten nach abgeschlossener Ausbildung ihren
Beruf auch ausiiben konnten. Der kontinuierliche Kontakt zu jedem Pa-
tienten erleichterte aber auch die rechtzeitige Einschitzung der Spatfol-
gen der Erkrankung und die Einleitung der notwendigen Therapie. Das
zentrale Problem fiir die Lebenserwartung der Patienten im Erwachse-
nenalter ist die Entwicklung einer sekunddren Hamochromatose. Leider
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wird diese Aufgabe von vielen Arzten unterschitzt. Die Durchfiihrung
einer effektiven Eisenelutionstherapie erfordert aber auch von den Pati-
enten Einsicht in das Krankheitsgeschehen der Eisenakkumulation, Dis-
ziplin und Eigeninitiative; denn die Behandlung muss begonnen werden,
bevor irreversible Schidden in Herz, Leber und Pankreas auftreten, d. h.
zu einem Zeitpunkt, wo noch keine Beschwerden empfunden werden.
Liegt dagegen bereits eine Herzdilatation, eine Leberzirrhose oder ein
Diabetes auf Grund der Eiseneinlagerungen in den Organen vor, kann
durch eine Eisenelutionstherapie keine Verbesserung der Organfunktio-
nen mehr erreicht werden (1, 15). Eisen wird im Organismus immer an
Protein gebunden transportiert, um die Initiierung einer ungewollten Ra-
dikalbildung zu verhindern. Es muss deshalb erst in eine wasserldsliche
komplexe Form iiberfiihrt werden, damit es iiber die Niere ausgeschieden
werden kann. Der beste Parameter zur Einschitzung einer Eisentiberla-
dung ist der Ferritinspiegel im Blutplasma. Er korreliert mit dem Schwe-
regrad der chronischen hdmolytischen Andmie. Angestrebt wurde von
uns, durch eine Eisenelution einen Ferritinspiegel von <100ng/ml zu er-
reichen (die Normwerte liegen <50ng/ml). Das war in den meisten Féllen
nur durch eine tdgliche subcutane Zufiithrung von Desferal oder Exjade
zu ermoglichen. Damit die Patienten tdglich abends zu Hause selbstindig
die Therapie durchfiihren konnten, entwarf einer der Patienten eine ent-
sprechende Pumpe und setzte auch deren Bau in einem Industriebetrieb
der DDR in der erforderlichen Stiickzahl durch. Dadurch konnten alle
von uns betreuten Patienten die Therapie durchfiihren. So erreichten wir
einen international Erfolg auf dem Gebiet der Diagnostik und Therapie
bei Patienten, die an enzymopenisch bedingten hdmolytischen Andmien
litten. Zu einem tiefen Einschnitt kam es allerdings, vor allem im Leben
der Patienten der DDR, durch die politische Wende. Die Zentren wur-
den abgeschafft und die danach niedergelassenen Arzte vernachlissigten
die Behandlung der sekundiren Himochromatose, obwohl sie aufgeklért
waren und tiber alle Unterlagen zu den von ihnen betreuten Patienten
verfiigten. Zum Teil begriindeten sie ihr Verhalten damit, dass ihr Budget
die Ausgaben fiir die Durchfiihrung der Eisenelutionstherapie nicht zu-
lieBe. Hinzu kam, dass die meisten Patienten ihren Arbeitsplatz verloren
und Tétigkeiten in Ost und West aufnahmen, denen sie korperlich nicht
gewachsen waren. Die Ferritinspiegel erreichten deshalb bei vielen der
Patienten mit schwerer klinischen Symptomatik Werte von >2800ng/ml.
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Dadurch verstarben sie in den 90ger Jahren und im ersten Jahrzehnt die-
ses Jahrhunderts entweder an Herzversagen und Leberkarzinomen oder
verbluteten aus Osophagusvarizen als Lastkraftwagenfernfahrer auf der
Autobahn.

Ausblick

Natiirlich gibt es auch auBBerhalb der monogenetischen Defekte Erkran-
kungen, bei denen Verfahren der personalisierten Medizin anzustreben
sind zumal die DNA-Sequenzen, die den Code fiir Proteine verschliis-
seln, nur 1,5% des humanen Genoms umfassen. Trotzdem haben be-
reits jetzt rekombinante Proteine als Arzneimittel (Antikdrper, Hor-
mone, Enzyme, Cytokine u. a.) in der Medizin eine groe Bedeutung
erlangt. 2013 entfielen auf sie bereits 25% der neuen Zulassungen mit
einem Umsatz von 140 Milliarden Dollar (16). Eine wichtige Aufgabe
fiir die personalisierte Medizin wird aber auch die Erarbeitung neuer
Strategien sein, um die Ansprechbarkeit von Patienten, insbesondere
auch der von Kindern, auf Medikamente exakter als bisher bestimmen
und negative Nebeneffekte ausschlieBen zu konnen. Andere aktuelle
Herausforderung auf diesem Gebiet sind die regenerative Medizin und
die Erweiterung der Kenntnisse iiber das humane Mikrobiom und iiber
seine Bedeutung fiir die Gesunderhaltung des Menschen, um sie in der
Pravention und Therapie von Volkskrankheiten (Adipositas, Diabetes,
Herzkreislauferkrankungen, Karzinome, neurodegenerative Stérungen
u. a.) nutzen zu konnen. Viele weit gespannte Ziele werden aber erst
zu l6sen sein, wenn wir den Bereich der Epigenetik mit seinen Wech-
selwirkungen besser verstehen, d. h. den Wissenschaftszweig, dessen
Schwerpunkt es ist, die Vererbung von Eigenschaften aufzuklaren, die
nicht an die primére Sequenz der DNA fixiert sind. Wie immens die-
se Aufgabe ist, wird vorstellbar, wenn man bedenkt, dass der grofite
Anteil der DNA-Sequenzen in RNAs umgeschrieben werden kann und
insbesondere die zahlreichen kleinen RNAs riesige regulative Netz-
werke bilden kdnnen, die liber die Destabilisierung von mRNAs die
Expressionsprofile verdndern konnen. Sie spielen damit fiir die bio-
logische Funktion von Organismen und ihre Anpassungsféhigkeit an
Umweltbedingungen eine ebenso grofle Rolle wie Histonmodifikatio-
nen (Azetylierung, Methylierung, Phosphorylierung). Inzwischen wis-
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sen wir weiterhin, dass auch die Methylierung von Cytosinresten, die
eine Repression der Genexpression bewirkt, kein irreversibler Prozess
ist; denn iiber eine Hydroxymethylierung kann auch wieder eine De-
methylierung und damit eine Aktivierung der Genexpression erreicht
werden. Die personalisierte Medizin bietet somit fiir die Zukunft ein
weites wissenschaftliches Feld. Eine wichtige gesellschaftliche Aufga-
be besteht darin, dass die zu erwartenden Fortschritte auf diesem Ge-
biet allen Bediirftigen in der Pravention und Therapie auch zuginglich
gemacht werden.
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