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Zusammenfassung

Die b-Thalassdmie gehort weltweit zu den haufigsten monogenen Erbkrankheiten. Die Thalassémien treten
endemisch in der Bevilkerung des Mittelmeerraumes, in Westafrika und in weiten Tellen Asiens auf. In der
einheimischen Bevdlkerung der Bundesrepublik Deutschland gehort die homozygote Form der b-Thalassémie
zu den seltenen Erkrankungen. Haufiger ist das Auftreten der heterozygoten Form, die als Differential diagnose
der mikrozytéren, hypochromen Andmie eine besondere Rolle spielt. Blutproben von 214 deutschen Personen
mit einer heterozygoten b-Thaassédmie wurden mittels Allel-spezifischer Oligonukleotid-Hybridisierung,
Restriktionsanalyse und direkter Sequenzierung PCR-amplifizierter DNA analysiert. Insgesamt konnten 96,3 %
(206/214) der Proben molekular charakterisiert werden. Die mediterranen Mutationen stellen einen Anteil von
etwa 2/3 dler identifizierten Verdnderungen, hdufig sind insbesondere NS 39, IVS1-110 G® A und IVS1-1
G® A. Das Ubrige Mutationsspektrum setzt sich aus sehr seltenen Mutationen (IVS1-1G® T,
IVS1-2T® G, IVS1-2T® C,NS15G® A, NS121G® T, FS8/9+G, FS44 -C, FS51 -C, FS82/83 -G,
Initiations-Kodon-Mutationen ATG® ACG/ ® GTG/ ® ATA) und einer neuen Mutation (IVS1-
129 A® G) zusammen. In 6 Féllen konnte nach vollsténdiger molekularer Analyse kein Gendefekt als
Ursache der b-Thalassémie gefunden werden. Diese Probanden kdnnten b-Thal assdmiedeterminanten tragen,
die nicht an den b-Globingen-Komplex gekoppelt sind oder regulative Sequenzen auf¥erhalb des b-Globingens
darstellen. Die erhobenen Daten zeigen, dal’ der Ursprung der b-Thalassémie in der deutschen Bevdélkerung in

den Mittelmeerlandern liegt, ein Drittel der Félle scheint sich jedoch lokal entwickelt zu haben.

Schlagwdrter: b-Thalassémie, Deutschland, b-Globingen-Mutationen, Genotyp-Phanotyp-Korrelation
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Abstract

The b-thalassemia belongs to the most common monogenic disorders worldwide. Endemicaly in the
Mediterranean population, some parts of Asia and Western Africa, b-thalassemiais a rare disease in Germany.
Nevertheless, heterozygous forms of b-thalassemia minor occur more frequently in the German population and
should be considered in the differential diagnosis of hypochromic anemia. To investigate the molecular
biological background of b-thalassemia in Germany, 214 non-immigrant German individuals suffering from
heterozygous b-thalassemia were characterized by allele-specific oligonucleotid hybridization, restriction
analysis and sequencing of the b-globin gene. By these techniques, 26 different mutations were identified. Most
frequently, the Mediterranean mutations NS 39, 1VS1-110 G® A, and IVS1-1 G ® A were detected.
Although otherwise rare, the frameshift mutation of codon 83 (FS 83 -G) was aso relatively common (5 %) in
the analyzed population. Other previously described mutations (IVS1L-1G® T, IVSL-2T® G,
IVS1-2T® C, NS15G® A, NS121G® T, FS8/9+G, FS44 -C, FS51-C, initiation codon mutation
ATG® ACG/ ® GTG/ ® ATA) were demonstrated in < 10 individuals. Interestingly, sequence anaysis
identified a novel mutation affecting position -2 of the splice acceptor site (IVS1-129 A ® G). In 6 individuals
diagnosed as heterozygous b-thalassemia, a mutation of the b-globin gene could not be demonstrated. The data
indicate the b-thalassemia to be introduced from the Mediterranean population into Germans in two-thirds of

the cases whereas the remaining third probably is of local origin.

Keywords: b-thalassemia, Germany, b-globin gene mutations, genotype-phenotype-correlation
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AbkuUrzungsverzeichnis

Zusammensetzungen von Chemikalien sind im Abschnitt Material und Methoden erldutert. Fir Aminosauren

wurde der Ein-Buchstaben-Code und der Drei-Buchstaben-Code verwendet.

AA gesunder Proband

AP Alkalische Phosphatase

AS heterozygoter Trager der Sichelzellmutation

ASO Allel-spezifische Oligonukleotid-Hybridisierung

AT heterozygoter Tréger einer beliebigen b-Thalassdmie-Mutation

[a-®S|dATP a-**Schwefel-markiertes Desoxy-Adenin-Triphosphat

b° b-Globingenexpression vollstéandig inaktiviert

b* b-Globingenrestaktivitét bis etwa 20 %

b*™ b-Globingenrestaktivitét Uber etwa 20 %

b* normales b-Globingen

b b-Globingen mit Sichelzellmutation

b’ b-Globingen einer Thalassamie

bp Basenpaare

BP1 Beta Protein 1

cd Kodon

CSPD Disodium 3-(-4-methoxyspiro{1,2-dioxetane-3,2"-(5"-chloro)tricyclo
[3.3.1.1*"]decan}-4-yl phenyl phosphate

dATP Desoxy-Adenin-Triphosphat

ddA (C, G, T,U)TP Didesoxy-Adenin (Cytosin, Guanin, Tyrosin, Uridin)-Triphosphat

DFO Deferoxamin

DIG-Hyb-Mix Digoxigenin-Hybridisierungs-Mix

DNA Desoxyribonukleinsaure

DNase Desoxyribonuklease

dNTP Desoxy-Nukleotid-Triphosphat

DPG Diphosphoglyzerat

EDTA Atylendiamintetraessigsiure (Ethylene Diamine Tetraacetic Acid)

EKLF Erythroid Krippel Like Factor

FS Verschiebung des L eserahmens (Frameshift)

GvHD Graft versus Host Disease

Hb Hémoglobin

HLA humanes L eukozyten Antigen (Human Leucocyte Antigen)

HPFH hereditére Persistenz fetalen Hdmoglobins

HS Hypersensitive Sites

IVSx-y Sequenz im x-ten Intron an Position y (Intervening Sequence)

kb Kilobasen

KMT Knochenmarktransplantation

LCR Lokus Kontroll Region (Locus Control Region)

M Mutation

max. maximal

MCH Mittleres korpuskuldres Hamoglobin (Mean Corpuscular Hemoglobin)

MCHC Mittlere korpuskulére Hdmogl obinkonzentration (Mean Corpuscular
Hemoglobin Concentration)

MCV Mittleres korpuskuléres Volumen (Main Cell Volume)

MgCl, Magnesiumchlorid

n Anzahl, Haufigkeit

NaCl Natriumchlorid

NS Nonsense-Mutation

nt Nukleotid

O, Sauerstoff

0. A. ohne Angabe
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OH
PBS
PCR
pCOZ
RES
RNA
MRNA
SDS
SNRNP

SSPE

Tab.
Tag
TEMED
Thal.
TMACL
Tris
U/min
UTR
uv

Wit

Hydroxyl

Phosphate Buffered Saline

Polymerase-K ettenreaktion (Polymerase Chain Reaction)
Kohlendioxid-Partialdruck
Retikuloendotheliales System

Ribonukleinsdure

Boten-Ribonukleinsdure (messenger-RNA)
Natriumdodecylsulfat (Sodium Dodecyl Sulfate)
small nuclear Ribonucleo Protein Particle
homozygoter Tréger der Sichelzellmutation
Sodium Chloride Sodium Citrate

Sodium Chloride Sodium Phosphate EDTA
Schwangerschaftswoche

Tabelle

Thermophilus aquaticus
N,N,N',N'-Tetramethylenethylendiamin
Thalassémie

Tetramethylammoniumchlorid
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
Umdrehungen/Minute

nichttranslatierte Sequenz (Untranslated Region)
Ultraviolett

Wildtyp
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1. Einleitung und Problemstellung

1.1. Uberblick

1.1.1. Historisches

Die erste Beschreibung der b-Thalassdmie geht auf Thomas B. Cooley aus Detroit zuriick. Seine
Beobachtungen verdffentlichte er 1925 unter dem Titel “A Series of Cases of Splenomegaly in Children, with
Anemia and peculiar Bone Changes". Der Erstbeschreiber ging davon aus, da’3 es sich zwar um eine
angeborene, jedoch nicht um eine vererbbare Erkrankung handelt. Der Begriff , Thalassémie® wurde 1932
durch Whipple und Bradford das erste Mal benutzt [Weatherall & Clegg, 1981]. Das Wort ist dem griechischen
»thalassa’, das Meer, entlehnt und spiegelt das hdufige Vorkommen dieser Erkrankung in den Landern des
Mittelmeerraumes wider. Erst 1938 publizierte der griechische Arzt Caminopetros, dal3 die Thalassdmien

genetisch determinierte Erkrankungen sind.

1959 lieferten Ingram und Stretton ihr Modell der genetischen Basis der Thalassdmien und zeigten, dal3 es
zwei Hauptklassen der Thalassdmien gibt, die a- und b-Thalassdmie. Kurz darauf konnte die komplette

Aminosaurensequenz fir die a-, b- und g-Ketten des Hamogl obins bestimmt werden [Kacian et a., 1973].

In den darauffolgenden Jahren wurde deutlich, daf3 es sich um eine heterogene Gruppe genetischer
Erkrankungen handelt, deren Existenz sich nicht auf die mediterrane Region beschrankt. Die Entdeckung des
Enzyms Reverse Transkriptase spielte eine Vorreiterrolle auf dem Weg zur molekularen Charakterisierung der
Thalassémien. Somit war die Modglichkeit gegeben, die mRNA von Thalassdmiepatienten mittels molekularer
Hybridisierung zu analysieren und zu erkennen, dal3 die Erkrankungen auf einer verringerten Globin-mRNA-
Produktion basieren. [Housman et al., 1973].

1.1.2. Struktur und Funktion des normalen und anomalen Hamoglobins

Das Hamoglobin ist ein tetrameres Protein, bestehend aus 2 Paaren von 4 Globinketten mit je einer
Farbstoffkomponente, dem Ham. Das Molekulargewicht betragt ca. 64.500. Je 2 Globinketten sind identisch
und ihr Vorkommen ist abhéngig vom Entwicklungsalter (Tab. 1). So wird das adulte H&moglobin aus 2
a-Ketten mit je 141 Aminoséauren und 2 b-Ketten aus je 146 Aminosduren gebildet.
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Namenskiirzel Globinketten Vorkommen

HbA asb, »97 % des normalen Hb des Erwachsenen
HbA, and, » 2,5 % des normalen Hb beim Erwachsenen
HbF a o fetales Hb, » 0,5 % beim Erwachsenen

Hb Gower-1 2,6 Embryonales Hb

Hb Gower-2 ae Embryonales Hb

Hb Portland 0 Embryonales Hb

Tab. 1. Die physiologischen menschlichen H&moglobine, nach Weatherall & Clegg, 1981.
Die Hauptfunktion des Hamoglobins besteht im Transport des Sauerstoffs aus der Lunge in die Gewebe, der

sich reversibel an das H&m bindet. Um die Effizienz dieses Transportes bestimmen zu kénnen, bedient man
sich der Sauerstoffbindungskurve und ermittelt den P50 (Wert, bei dem 50 % des Sauerstoffs gebunden
vorliegen). Der normale Wert bei pH 7,4 und 37° liegt um 26 mmHg. Im typischen sigmoiden Verlauf der
O,-Bindungskurve eines tetrameren Hamoglobins kommt die verénderte O,-Affinitét bel verschiedenen
Sauerstoffdriicken zum Ausdruck. Sie reflektiert die Kooperativitdt der Untereinheiten, die einerseits von der
heterotetrameren Struktur des Hamoglobins und andererseits von den intramolekularen strukturellen

Verénderungen abhangig sind, die wahrend der Oxygenation und Desoxygenation ablaufen.

Faktoren wie Temperatur, pH, pCO,, 2,3 Diphosphoglyzerat (DPG) und der Austausch von Aminosduren
konnen die O,-Affinitdt charakteristisch veréndern. Dabei kommt dem 2,3 DPG eine Sonderrolle zu. Das auf
einem Nebenweg der Erythrozyten-Glykolyse entstehende Produkt [Rapoport et al., 1968], hat die Eigenschaft,
sich bevorzugt an die b-Ketten des Hb zu binden und dadurch EinfluR auf O,-Aufnahme und -Abgabe zu
nehmen. Durch Anlagerung des 2,3 DPG an das desoxygenierte Hb-Molekil wird die O,-Affinitét
herabgesetzt. Das erleichtert die O,-Abgabe in die periphere Zirkulation und gewahrleistet eine bessere O,-
Versorgung des Gewebes [Benesch & Benesch, 1969; Perutz, 1970]. Uber die Struktur-und
Funktionsbeziehungen ist folgendes bekannt: Im reduzierten Hamoglobin haben sich die beiden b-Globinketten
soweit voneinander entfernt, dal3 das 2,3 DPG genau in diese Licke pald, durch seine Bindung an die
Proteinstrukturen die Desoxyform stabilisiert und dadurch die O,-Affinitdt herabsetzt. Das HbF (a,g)
unterscheidet sich vom HbA durch seine verminderte 2,3 DPG-Bindungsfahigkeit, wodurch die O,-Affinitét
der fetalen Erythrozyten steigt. Das weniger ausgepragte Bindungsvermdgen des HbF fir 2,3 DPG ermdglicht
deshalb einen optimalen O,-Transfer vom mutterlichen zum fetalen Organismus [Bauer et al., 1968; Benesch
& Benesch, 1969].

Durch Austausch einer Aminosaure innerhalb der Globinkette kann die Léslichkeit (z.B. HbS [b6 Glu® Val]),
Stabilitét (z.B. Hb Koln [b98 Val® Met]) oder die O,-Affinitét (selten, z. B. Hb Kansas [b102 Asn® Thr]) des
Hamoglobins verandert werden. Solche Abweichungen werden durch sogenannte Missense-Mutationen
hervorgerufen und stellen strukturelle Abnormitdten des Hb dar. Nur ein geringer Teil der 693 (Marz 1996)
[Huisman et a., 1996] bekannten Hb-Anomalien gehen mit klinischen Symptomen einher, diese werden
Héamogl obinopathien genannt. Anfangs bezeichnete man die verschiedenen anomalen Hamoglobine mit den
Grofbuchstaben des Alphabets, als die Zahl rasch zunahm, wurde auf den Entdeckungsort bzw. den Geburtsort
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des Patienten zurtickgegriffen. Als haufigste und weitverbreitetste Hdmoglobinopathie ist das 1949 von Pauling
et a. entdeckte HbS bekannt. Seine molekulare Aufarbeitung zeigte einen Aminosdurenaustausch

(Glutaminsdure zu Valin) an Position 6 der b-Kette.

Die Bezeichnung Hamoglobinopathie erstreckt sich im weiteren Sinne auf Strukturanomalien mit normaler
Syntheserate und die Thalassdmien mit einer quantitativen Stérung der Hamoglobinsynthese. Ein typisches
Beispiel fur den ambivalenten Gebrauch des Begriffes Hamoglobinopathie ist das HbE (b26 Glu® Lys). Beim
HbE handelt es sich um eine Hamoglobinanomalie durch die Missense-Mutation im Kodon 26, die eine
Anderung der Aminosiurensequenz zur Folge hat. Andererseits bewirkt die Aktivierung einer kryptischen
SpleiRstelle gleichzeitig die Bildung einer qualitativ und quantitativ abnormen mRNA [Orkin et al., 1982 g].

1.1.2.1. Ontogenese des Hamoglobins
Die embryonalen H&dmoglobine werden in der 3.- 8. Schwangerschaftswoche im Dottersack produziert. Um die

8. Woche Ubernimmt die Leber die Produktion des HbF. Gegen Mitte der Schwangerschaft 16st die Milz und
dann das Knochenmark die Leber ab und gewéhrleisten die Bildung der Blutzellen. Ab der 6. Woche nach der
Geburt ist das Knochenmark das einzig normale Gewebe der Blutzellenbildung. HbA wird in kleinen Mengen
schon sehr frih in der Entwicklung gebildet, so daf? es in der 6. SSW 7 % des gesamten Hb ausmacht.
Allmahlich steigt dann die HbA-Synthese bis zur Geburt an, bis es zu einem pl6tzlichen Umschalten der bis
dahin dominierenden HbF- zur HbA-Synthese kommt. Die Umschaltung von HbF auf HbA ist jedoch erst nach
dem 6. Lebensmonat abgeschlossen, der HbF-Spiegel falt exponentiell, im Alter von 4 Jahren liegt er

normalerweise unter 1 %.

Abbildung 1 zeigt das Auftreten der verschiedenen Polypeptidketten wahrend der Ontogenese.
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Abb. 1: Die Prasenz verschiedener Polypeptidketten wahrend der Ontogenese, modifiziert nach Weatherall & Clegg, 1981.

1.1.2.2. Molekulare Anatomie und Physiologie des b-Globingen-Komplexes

Die Globingene werden in zwei Gruppen unterteilt: die a-Globingene liegen auf Chromosom 16 und umfassen
einen Genkomplex von 50 kb, wéhrend die b-Globingene in einer 60 kb Region auf dem kurzen Arm des
Chromosom 11 liegen. Das b-Globingen selbst ist nur ein Teil des 60 kb Genkomplexes und liegt mit dem
embryonalen e-, den fetalen g-Globingenen und dem adulten d-Globin in folgender Anordnung: 5 -e °g”*g Y b
d b- 3". Dabel sind die finf funktionellen Gene in der Reihenfolge angeordnet, in welcher sie wahrend der

Ontogenese exprimiert werden.

Das b-Globingen ist mit 1,6 kb ein kleines Gen. Die kodierende Information findet sich auf drei Exonen, die
durch 2 Introns getrennt sind. Die Funktion der Introns ist im wesentlichen unbekannt. Der ,,Kopf* und der
»Schwanz* des ersten und dritten Exons bestehen aus nichttransglatierten Sequenzen, die aus diesem Grund den
Namen 5'UTR (untranslated region) und 3"UTR tragen [Bunn & Forget, 1986]. Die 5"UTR umfal3 50 bp und
die 3UTR 131 bp.

Der unmittelbar 5° vom Transkriptionsbeginn (CAP-Stelle) liegende Promotor reguliert die Genaktivitat.
Dieser Globingen-Promotor beinhaltet 4 wichtige Sequenzelemente, die essentiell fir die Induktion der
Transkription und deren Effizienz sind. Das der CAP-Stelle am néchsten liegende Element (26-31 bp
upstream) ist die sogenannte TATA-BoX, eine AT-reiche Sequenz, die die Stelle der Transkriptionsinitiation

determiniert. Weiter 5° finden sich die konservierte CAAT-Box (72-76 bp upstream vom CAP) und zwei
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CACCC-Boxen (86-90 bp und 101-105 bp upstream vom CAP), welche die Effizienz der Transkription
erhéhen, indem sie der Bindung ubiquitérer und erythroid spezifischer Transkriptionsfaktoren dienen [Ikuta et
al., 1996]. Zusétzlich gibt es 5 vom e-Globingen eine Region, die man as Lokus-Kontroll-Region (LCR)
bezeichnet. Die b-LCR ist charakterisiert durch ein Reihe DNase |-hypersensitiver Stellen, HS1, 2, 3 und 4,
verteilt Uber ca. 15 kb upstream des e-Globingens. Ihre funktionelle Bedeutung wurde deutlich, als es mit ihrer
Hilfe gelang, die Expression des menschlichen b-Globingens gewebespezifisch und zum richtigen
ontogenetischen Zeitpunkt in transgenen Méausen zu induzieren. In Abwesenheit der b-LCR wurde das
menschliche b-Globingen in vermindertem Maf3e exprimiert [Grosveld et al., 1987]. Zusétzlich stellte man fest,
daR die Bindung spezifischer Proteine notwendig fir die Funktion dieser Regionen sind [Ikuta & Kan, 1991].
Nach neuesten Erkenntnissen favorisiert man folgendes Modell: ein chromosomales looping ermdglicht die
physische Interaktion der b-LCR mit dem Globingen-Promotor und erlaubt dadurch die Expression der
downstream gelegenen Gene [Orkin, 1995]. Die LCR ist unerléllich fur die Aktivierung des b-Globingens und
spielt gleichzeitig eine wichtige Rolle bei der spezifischen Expression der einzelnen b-Globingene wéhrend der
Entwicklung [Ikuta et al., 1996].

Die Genexpression umfaldt mehrere Schritte, wobei der erste die Transkription der DNA in die Vorlaufer-RNA
(pre-RNA) beinhaltet. Dazu ist die Bindung verschiedener Transkriptionsfaktoren an den Promotor und die
LCR notwendig. Liegt das Transkript vor, wird sein 5" -Ende modifiziert, d.h. ein methyliertes Guanosin (CAP)
angefigt. Ebenfalls wird das 3'-Ende Uber das Anfiigen einer Reihe von Adenosin-Resten (Poly-A Schwanz)
verandert. Dieser Vorgang wird durch ein sogenanntes Poly-A-Signal gesteuert, welches circa25 bp 5° vor der

Transkriptionstermination lokalisiert ist.

Im Anschluf? werden die noch enthaltenen Introns der preemRNA herausgeschnitten. Dieser aktive Vorgang
wird als Spleif3en bezeichnet und 183t eine reife mMRNA entstehen, deren einzelne Exone zusammengefiigt
vorliegen. Der beschriebene Mechanismus erfordert Signalsequenzen an der 5 (Donor) und 3" (Akzeptor)
Exon/Intron Grenze sowie innerhalb des Introns. Diese Sequenzen werden a's K onsensussequenzen bezei chnet,
da sie im Laufe der Evolution konserviert wurden. Der Konsensus an der Donor-Spleif3stelle umfaldt 9
Nukleotide, 3 im Exon und 6 im Intron. Position 1 und 2 im Intron werden dabei meist durch ein GT gebildet
(splice junction), die anderen Nukleotide sind weniger stringent konserviert und dadurch variabler. Der
Konsensus der Akzeptor-Splei3stelle weist regelmaidig ein AG Dinukleotid am 3"-Ende des Introns auf und
ein weniger stringent konserviertes Pyrimidin an Position -3 [Mount et al., 1982]. Der Spleifdvorgang wird
durch ein Ribonukleoprotein-Komplex, das Spleiflfosom vermittelt [Lewis, 1994]. Die reife mRNA wird ins

Zytoplasma transportiert, um dort in Protein translatiert zu werden.

1.1.2.3. Molekulare Pathologie

Die meisten Formen der b-Thalassémie sind Punktmutationen des b-Globingens. Deletionen dahingegen sind
selten, spielen jedoch klinisch eine Rolle, wenn sie zur hereditéren, postnatal persistierenden HbF-Synthese
(HPFH) flhren. Es sind mehr as 180 verschiedene Mutationen bekannt, die eine b-Thalassamie hervorrufen
[Baysal & Carver, 1995]. Dabei kann die Expression des b-Globingens auf jedem Schritt des Weges von der
DNA zum Protein gestért werden: (s. auch Tab. 2)
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DNA-Ebene

Bei ganz oder teilweise deletiertem b-Globingens fehlt den betroffenen Chromosomen die genetische
Information zur Synthese des b-Globins. Das klinische Bild ist abhéngig von der Aktivitdt der g-Globingene
und der damit verbundenen HbF-Synthese. Kleine Deletionen erhdhen die HbF-Produktion nur in geringem
Maf3e oder gar nicht und bewirken im homozygoten Zustand ein schwer verlaufendes Krankheitsbild. Im
Gegensatz dazu verursachen gréfllere Deletionen eine HPFH und somit einen milderen Phanotyp [Bunn &
Forget, 1986].

Transkriptionsebene

Um eine effiziente Bindung der Transkriptionsfaktoren zu gewéhrleisten ist ein intakter Promotor
Vorraussetzung. Dementsprechend vermindern Punktmutationen wichtiger Promotorsequenzen die
Transkriptionseffizienz; sind z. B. die TATA- oder CACCC-Boxen betroffen, betrégt die Restaktivitdt des Gens
noch 20-50 % [Orkin et al., 1984; Antonarakis et a., 1984; Kulozik et al., 19914]. Diese verbleibende hohe
Aktivitat 183t einen relativ milden Phénotyp zu (b**-Thal., dabei stellt das * €in MaR der Restaktivitat dar), so
dal’ homozygot betroffene Patienten nicht regelmafdig transfundiert werden miissen.

Zusétzlich gibt es Deletionen der HS2-4 der LCR, die das b-Globingen vollsténdig inaktivieren, obwohl es
strukturell unangetastet bleibt [Vanin et al., 1983; Curtin & Kan, 1988; Driscoll et al., 1989]. Eine isolierte
Deletion der HS1 wirkt sich dagegen funktionell nicht aus [Kulozik et al., 1991b].

Ebene der RNA-Verarbeitung

Mutationen der CAP-Stelle oder des Poly A-Signals beeintréchtigen die RNA-Stabilitét, die Effizienz der
weiteren RNA-Verarbeitung und die Proteinsynthese. So verursacht eéine A ® C-Mutation des CAPs einen
milden Phanotyp, denn die Restaktivitét des Gens betrégt 50 % [Myers et al., 1986; Wong et al., 1987]. Im
anderen Fall weisen Mutationen des Poly A-Signals eine verbleibende Aktivitét von nur 10-20 % auf [Orkin et
al., 1985].

Ein anderer Mutationstyp stért den Vorgang des SpleifRens, indem eine Anderung der physiologischen
Konsensussegquenzen erfolgt. Sind die hochkonservierten GT/AG-Nukleotide betroffen, kann keine normale
RNA-Reifung stattfinden. Das Gen ist vollstdndig inaktiviert und somit funktionslos, eine b°-Thalassdmie
resultiert [Treisman et a., 1983]. Homozygot betroffene Patienten erleiden eine schwere, transfusionsbedirftige
Thalassaemia major. Sind jedoch die weniger stringent konservierten Konsensussequenzen verandert, trifft
man auf eine b*- oder b**-Thalassdmie [Wainscoat et al., 1983 a; Lapoumeroulie et al., 1986]. Beispiele hierfur
sind die G ® A-Mutation an Position 5 (IVS1-5 G ® A) und die T® C-Mutation an Position 6 des ersten
Introns (IVS1-6 T ® C). Im Gegensatz dazu bewirken dieG® T- und G ® C-Mutationen an Position 5 des
ersten Introns (IVS1-5) eine Restaktivitdt von weniger als 5 %, was sich klinisch in einer schweren Form der
Thalassémie niederschldgt, ein Beispiel fur die unterschiedliche Relevanz der genannten Mutationen
[Treismann et al., 1983; Kazazian et al., 1984; Atweh et a., 1987].

Bei einem weiteren Mutationstyp entstehen pathologische Konsensussequenzen, die eine abnorme RNA-

Verarbeitung zur Folge haben. Hierzu zdhlen die G ® A-Mutation an Position 110 des ersten Introns (IVS1-
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110G ® A) und die C® G-Mutation an Position 745 des zweiten Introns (IVS2-745 C ® G). Erstgenannter
Basenaustausch veréndert die normale TTGG-Sequenz zu TTAG, die identisch mit der physiologischen
SpleiRakzeptorstelle 20 bp weiter 3° ist. Infolgedessen werden 90 % der pre-RNA an diesem kryptischen
Spleilisignal falsch gespleifldt. Die Restaktivitét des Gens macht sich im Vergleich zu einer b°-Thalassdmie
(keine Restaktivitét des b-Globingens) klinisch kaum bemerkbar, homozygote Patienten sind regelméiig
transfusionsbedurftig [Spritz et al., 1981; Westaway & Williamson, 1981]. Analog verhdlt es sich mit der
IVS2-745 C® G-Mutation, die eine pathologische Spleif3-Donorsequenz entstehen 183t [Treismann et a.,
1983].

Vergleichbare Mutationen sind auch in den Protein-kodierenden Bereichen zu finden, erwéhnenswert sind das
HbE und das Hb-Knossos, die auf3er der Verénderung der Aminosaurensequenz des b-Globingens noch eine

Aktivierung verborgener Spleifsignale zur Konsequenz haben [Orkin et a., 1982 a; Bunn & Forget, 1986].

Tranglationsebene

Dem physiologischen Ablauf entsprechend wird die Nukleotidsequenz in Protein trandatiert. Dabel
signalisieren die Kodons UAA, UAG und UGA das Ende der Proteinsynthese, sie fungieren as Stopkodons.
Pathol ogische Stopkodons entstehen durch Basensubstitutionen oder durch Deletionen bzw. Insertionen, die das
normale Leseraster verschieben. Erstere bezeichnet man als Nonsense-Mutationen und letztere as Frameshift-

M utationen; beide setzen das Gen vollstandig aul3er Kraft (b°-Thalassamie).

Posttrand ationale Ebene

Ein Teil der Mutationen, die die Aminosaurensequenz andern (Missense-Mutationen), verursachen den
vorzeitigen Abbau der b-Globinketten im Knochenmark, da diese eine starke Instabilitét aufweisen [Kazazian
& Boehm, 1988]. Andere Mutationen fUhren zur Synthese instabiler Ketten, die nicht vorzeitig abgebaut
werden, sondern in den Erythrozyten ausfallen und so eine Innenkérper-b-Thalassémie hervorrufen. Diese

seltene Form der b-Thalassémie folgt dem autosomal dominanten Erbgang [Thein et a., 1990].

Die klinische Variabilitédt der homozygoten b-Thalassémie erklért sich einerseits durch die verschiedenen
Mutationen, die ihrerseits die Genexpression unterschiedlich stark beeinflussen. Dadurch entsteht ein breites

Spektrum an b-Globingen Restaktivitéten.

Andererseits spielen auch Verénderungen der a- oder g-Globingenexpression eine entscheidende Rolle fir die
klinische Variabilitdt der homozygoten b-Thalassdmie. So kann der fir die homozygote b-Thalassdmie
pathogenetisch entscheidende Uberschul an a-Ketten durch eine a-Thalassdmie, bei der 2 der 4 a-Gene
inaktiviert sind, so vermindert werden, dal3 eine Thalassaemia intermedia entsteht. Im umgekehrten Fall jedoch
kann aus einer asymptomatischen heterozygoten b-Thalassdmie ein schweres Krankheitsbild entstehen, wenn
Uberschiissige a-Globingene vererbt werden [Wainscoat et a., 1983 b; Kanavakis et a., 1982; Thein et a.,
1984].

Einen ebenfalls glnstigen Effekt auf den Verlauf einer homozygoten b-Thalassdmie hat die zusétzliche
genetisch bedingte Bildung von gGlobinketten, wie im Fale der HPFH (Hereditdre Persistenz fetalen
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Hamoglobins). Bei dieser Konstellation kdnnen sich die tUberschussigen a-Globinketten mit den vermehrt
produzierten g-Ketten zu HbF verbinden (s. auch Ubersicht S. 14) [Wood et al., 1977; Giglioni et al., 1984;
Kulozik et a., 1988].

Das Verstandnis der molekularen Pathologie der b-Thalassdmie ist fir den Kliniker von besonderem Interesse,
da es as praktische Konsequenz die Mdglichkeit einer spezifischen Diagnostik, einschliefdlich der pranatalen
Krankheitserkennung, und nicht zuletzt eine prognostische Abschétzung der Erkrankung erméglicht [Kulozik,
1991c].

Ebene der Mutationstyp Beispiele Phénotyp
Genexpression
DNA Deletion 619 bp b°
Transkription Promotormutation -28A® C b*™
-87C® G b*™
Deletion der HS2-4 b°
RNA-Verarbeitung
Capping Mutation der CAP-Stelle ACA® CCA b*™
Spleiflen Mutation der splice junction IVSI-1G® A b°
Mutation der weniger stringenten IVSI-5G® A b*™
K onsensussequenzen IVSI-6T® C b*™
Aktivierung verborgener SpleiRsignale | 1IVS1-110G® A b*
IVS2-745C® G b*
Codon 26 GAG® AAG| b*/HbE
Polyadenylierung | Mutation des Poly A-Signals AATAAA® AATGAA | b*
Translation Frameshift-Mutationen FS8AAG® --G b°
Nonsense-Mutationen NS39CAG® TAG b°
I nitiations-K odon-M utationen ATG® ATA b°
Gen-Produkt instabile b-K etten HpTererate b*, autosomal
dominant vererbte
b-Thal.

Tab. 2: Durch b-Thalassémiemutationen gestorte Schritte der Genexpression, modifiziert nach Kulozik, 1991c.

1.1.3. Klinisches Bild, Diagnostik und Therapie der b-Thalassamie

1.1.3.1. Pathophysiologie der b-Thalassamie

Die b-Thalassdmie ist durch eine verminderte Bildung von b-Globinketten gepragt (Abb. 2). Zundchst ergibt
sich aus dem mangelnden Angebot an b-Ketten eine gestdrte Hadmoglobinisierung der Erythrozyten, was sich
als mikrozytére, hypochrome Anémie bemerkbar macht. Pathophysiologisch besonders wirksam erweist sich
jedoch der UberschuR an freien a-Ketten. Diese Ketten haben die Eigenschaft, schlecht wasserléslich zu sein
und somit schon in den erythroiden Vorlauferzellen des Knochenmarks zu prézipitieren. Sie schadigen die
Zellmembran, bedingen einen vorzeitigen Untergang dieser Zellen und bewirken letztendlich eine ineffektive
Erythropoese mit meist transfusionsbedirftiger Anémie. Die Andmie ihrerseits flhrt zu einer Erythropoetin-
vermittelten Hyperplasie des Knochenmarks und damit verbundenen Skelettdeformitdten (sog. Facies

thalassaemica), sowie zum gesteigerten Folat- und Energiebedarf. Die haufigen Transfusionen und die erhthte
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intestinale Eisenresorption lassen eine Hamosiderose entstehen, in deren Folge Kardiomyopathie, Leberfibrose
und multiple endokrine Ausfélle auftreten [Kulozik, 1994 g].

b a g
Préazipitation (a,g)
l HbF
Dyserythropoese F-Zellen-Selektion
ANAMIE
Erythropoetin Bluttransfusionen
Knochenmarks- ; l .
hyperplasie SN Hamosiderose
Skelettdeformitaten Kardiomyopathie
Folatmangel Leberzirrhose
erhohter metabolischer Umsatz endokrine Ausfalle

Abb. 2: Schematische Darstellung der Pathogenese der b-Thalassémie, modifiziert nach Kulozik, 1991c.

1.1.3.2. Klinisches Bild

Die b-Thalassdmie ist eine autosomal rezessiv vererbte Erkrankung; heterozygote Ubertrager sind klinisch
gesund. Im Blutbild félt jedoch eine ausgepragte Mikrozytose und Hypochromie der Erythrozyten auf, ohne
oder mit geringer Anamie. Bei der heterozygoten b-Thalassdmie spricht man von der Thalassaemia minor,
eine der wichtigen Differentialdiagnosen des Eisenmangels und anderer Ursachen der Hypochromie. Die
Diagnose ist durch das obligat erhéhte HbA, bei heterozygoten Probanden einfach zu stellen. Das erhhte HbA,
erkléart sich folgendermalRen: Normalerweise besitzen die d- im Vergleich zu den b-Globinketten eine geringere
Affinitdt zu den a-Globinketten. Liegt jedoch eine b-Thalassdmie vor, sind weniger b-Globinketten verfugbar
und das Angebot an freien a-Ketten steigt. Die Bildung des HbA; (a,by) verschiebt sich zugunsten der Bildung
von HbA,; (a,d,). Eine Erhdhung des HbF ist im Falle der heterozygoten b-Thalassémie nicht obligat.
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Die Mikrozytose ist das Resultat des Uberschusses an prézipitierenden a-Globinketten, die das erythrozytére

Zytoskelett oxidativ schadigen.

Ein weiteres typisches hdmatol ogisches Kriterium im Vergleich zur Eisenmangelandmie ist die Erythrozytose
bei nur gering erniedrigter H&moglobinkonzentration. Wichtige morphologische Hinweise auf das Vorliegen
einer heterozygoten b-Thalassdmie sind eine Anisozytose, eine ganz geringe Poikilozytose sowie eine
Hypochromasie und eine basophile Tipfelung [Galanello et al., 1981; Joishy et al., 1986; Kutlar et al., 1990].

In manchen Féllen der heterozygoten b-Thalassdmie kann es zur stérkeren Ausbildung der Erkrankung
kommen, wie sich anhand der Pathophysiologie bzw. dem a-Globinkettentiberschul? leicht herleiten 1&13t.
Solche Patienten besitzen finf oder sechs statt der normalen vier a-Globingene, die den schon vorhandenen

a-Ketten- Uberschul noch verstarken [Galanello et al., 1983; Sampietro et al., 1983; Kulozik et al., 1987].

Homozygote Patienten der b-Thalassémie bilden eine Thalassaemia major aus. Dieser Phanotyp ist von einer
lebenslang transfusionsbedurftigen Andmie gepragt, die unbehandelt schon im frihen Kindesalter zum Tode
fuhrt. Jedoch kann die homozygote Form den milderen Typ der Thalassaemia intermedia ausbilden, wenn der
a-Globinkettentiberschul® weniger ausgeprégt ist. Diese Patienten haben den Vorteil, nicht dem Zwang einer
regelmélligen Transfusion zu unterliegen, in besonders gunstigen Falen kann auf Transfusionen ganz
verzichtet werden. Die Pathogenese der Thalassaemia intermedia kann der nachfolgenden Ubersicht

entnommen werden [Kulozik, 1994 a).

Pathogenese der Thalassaemia intermedia bei

a) homozygoter b-Thalassamie
Thal assémiemutationen mit einer hohen Restaktivitét des b-Globingens
HPFH-Mutationen
a-Thalassémiemutationen

b) heterozygoter b-Thalassdmie
triplizierte a-Globingene
autosomal vererbte b-Thalassamie

instabile b-Globinketten

1.1.3.3. Diagnostik
Die Diagnose einer Thalassaemia major wird meist im 1. Lebengjahr gestellt. Gedeihstérungen, zunehmende

Blasse, Infektneigung und eine Auftreibung des Abdomens infolge der Hepatosplenomegalie sind die ersten
Symptome. Entscheidendes klinisches Kriterium fir die Definition der Thalassaemia major ist die permanente

Transfusionsabhangigkeit.

Das Bluthild zeigt eine schwere Anamie mit Anisozytose und Poikilozytose, Targetzellen und Erythroblasten
treten in Erscheinung. Gesichert wird die Diagnose durch das erhéhte HbF in der Hdmoglobinanalyse. In Tab.

3 sind die hdmatol ogisch wichtigen Daten der heterozygoten und homozygoten Thal assdmie zusammengefalit.



Dissertation C. Schwarz-Muche 1. Einleitung und Problemstellung 18
Kriterien Referenzwerte heterozygote b-Thal. homozygote b-Thal.
Hb w: 12-15¢g/dl  7,5-10 mmol/l | ~10g/dl ~6mmol/l | <8g/dl <5 mmol/l
m: 14-18 g/dl  9,0-11 mmol/l
MCV 80-96 fl 60-70 fl
MCH 28-33 pg 1,8-2,0 fmol 20-25 pg B
MCHC 31-37 g/di 4,8-5,8 mmol/l -
HbA; (asby) 97 % Ooder
HbA, (azby) 2,50 % 3,5-6,0 % normal oder -
HbF  (axg) 0,50 % <1-(5) % --

Tab. 3: Hdmatologische Daten zur Diagnhosesicherung, modifiziert nach Galanello et a., 1981.

Von grof3er Bedeutung fir die genetische Beratung und die Prénataldiagnostik ist die Identifikation der
Thalassdmiemutationen und die damit verbundene Familienuntersuchung [Kulozik, 1994 &. Durch genaue
Kenntnis der molekularen Basis des genetischen Defekts lassen sich individuelle Prognosen abschétzen, die der

grof3en klinischen Variabilitdt Rechnung tragen.

1.1.3.4. Therapie

1.1.3.4.1. Konventionelle Behandlungsverfahren

Die b-Thalassdmie ist eine chronische Erkrankung, deren Behandlung zum gegenwaértigen Zeitpunkt ein
Uberleben bis in die vierte Lebensdekade hinein gewahrleisten kann [Piomelli, 1993]. GroRRe Studien ergaben
jedoch, daf3 nur 60-70 % der Patienten das 20. Lebengjahr erreichen, lediglich 40 % davon ohne wesentliche
Komplikationen [Gabuitti et a., 1989; Ehlers et a., 1991]. Die Therapie der Thalassaemia major hat sich Uber
einen Zeitraum von mehr as 30 Jahren entwickelt und zu einer wesentlichen Verbesserung der
Lebenserwartung und -qualitédt beigetragen. Die Therapie stitzt sich auf folgende Pfeiler: Transfusionen,

Therapie mit Chelatbildnern, Splenektomie und Knochenmarktransplantation.

Fir die Standardtherapie steht dem Patienten ein Protokoll zur Verfligung, bestehend aus einer taglichen Gabe
von Chelatbildnern und einer in regelmélligen Abstédnden durchgefihrten Erythrozytensubstitution. Nicht
weniger bedeutsam ist die umfassende Uberwachungsdiagnostik zur Kontrolle der positiven und negativen
Effekte der Therapie (H&mosiderose, Hepatitis oder HIV-Infektion nach Transfusion bzw. Infektionen nach
Splenektomie) [Gabuitti et a., 1989].

Transfusion

Die Thalassaemia major wird seit Beginn der 60iger Jahre durch Bluttransfusionen behandelt, mit dem Ziel,
die endogene Erythropoese zu supprimieren und die Andmie komplett zu korrigieren. Die Bluttransfusionen
sollten schon in friher Kindheit zur Anwendung kommen, um Knochenmif3bildungen vorzubeugen. Den
betroffenen Kindern wird so ein normales Wachstum ermdglicht und die Facies thalassaemica erspart.
Vorraussetzung dafir ist jedoch, da3 der Hamoglobinwert besténdig bei 10,5 g/dl liegt [Rebulla & Modell,
1991]. In praxi missen die Patienten aller 3-4 Wochen transfundiert werden [Piomelli, 1993].
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Therapie mit Chelatbildnern

Die Nebenwirkungen der Transfusionen bestehen in der Aushildung einer Hamosiderose, die nach ersten
Versuchen 1962 heute mit Deferoxamin (DFO) behandelt wird. Normalerweise liegt der Gesamteisengehalt des
Menschen bei 4 g. Die intestinale Resorption reguliert dieses Gleichgewicht, indem nur soviel Eisen resorbiert
wird, wie notwendig ist. Durch die Transfusionsbehandlung wird der intestinale Resorptionsblock umgangen,
die Eisentberladung ist vorprogrammiert. Bei einem durchschnittlichen Transfusionsbedarf von 200 ml
Erythrozytenkonzentrat pro Jahr und kg Kdrpergewicht werden einem 30 kg schweren Patienten jedes Jahr 6 g
Eisen, also das 1,5 fache des normalen Gesamtkdrpereisens zugefihrt [Kulozik, 1994 a]. Erschwerend kommt
hinzu, dal? der menschliche Organismus Uber keinen Mechanismus der Eisenelimination verfugt. Die
Organschéden betreffen in erster Linie das Herz, die Leber und die endokrinen Organe [Aldouri et a., 1990;
Vullo et a., 1990]. Haufig kommt es zur Entwicklung eines Diabetes [De Sanctis et a., 1988].

Zur Vermeidung der Hamosiderose wird das derzeit einzig zugel assene Medikament Deferoxamin verabreicht,
das as eisenbeladenes Feroxamin ausgeschieden wird. Das Pharmakon ist nur als Dauerinfusion oder nach
subkutaner Injektion wirksam, was eine hohe K ooperationsbereitschaft des Patienten und der Familie erfordert.
Die Liste der Nebenwirkungen ist lang: Innenohrschwerhérigkeit, Katarakte, Visuseinschrénkung, Knochen-

und Gelenkschmerzen, Hemmung der Wachstumsgeschwindigkeit [Kulozik, 1994 a).

Splenektomie

Ein Grofdteil der Patienten leiden an einem Hypersplenismus, der mit einem gesteigerten Transfusionsbedarf
(200 ml Erythrozyten/ kg KG und Jahr) assoziiert ist. Ursachen der Milzvergroferung sind einerseits die
extramedull&re Blutbildung und die Aktivierung des RES infolge der Stimulation durch chronische Hamolyse,
rezidivierende Infektionen und Phagozytose prézipitierter a-Globinketten. Andererseits ist die Speicherung
grol3er Erythrozytenmengen fur die Splenomegalie verantwortlich. Nach Splenektomie sinkt der Bedarf an
Erythrozytenkonzentraten auf 150-160 ml [Piomelli, 1993]. Ziel des Eingriffsist die Reduktion der zugefuhrten

Eisenmenge.

Der Langzeiteffekt einer Milzentfernung ist abhdngig von der préoperativen Ausgangssituation jedes einzelnen
Patienten. Eine retrospektive Studie von 30 splenektomierten Patienten ergab, dal3 Patienten mit einer
Thalassaemia magjor, die vor dem Eingriff monatlich, nach der Splenektomie nur noch 5-8mal im Jahr
transfundiert werden mufdten. Leider blieb dieser positive Effekt nur fir einen limitierten Zeitraum von 1-2
Jahren bestehen. Demgegeniiber konnte bei Patienten mit einer Thalassaemia intermedia (0-4 Transfusionen
pro Jahr) ein kontinuierlich verminderter Transfusionsbedarf assoziiert mit einer Erhohung des

Héamoglobinniveaus um 2-3 g/dl erreicht werden [Engelhard et ., 1975].

Knochenmarktransplantation (KMT)

Die erste und erfolgreiche alogene KMT wurde 1981 in Seattle an einem 15 Monate aten Jungen
durchgefuhrt. Bis zu diesem Zeitpunkt hatte es noch keine kurative Behandlung der b-Thalassémie gegeben.
Im gleichen Jahr wurde in Pesaro ein klinisches Programm fir die KMT gestartet [Apperley, 1993]. Die
Ergebnisse von 546 Transplantationen an Thalassémie erkrankten Patienten, davon 528 von Geschwistern mit

identischem HLA-Genotyp und 18 von Eltern mit identischem HLA-Phanotyp, liegen jetzt vor. Dabei handelt
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es sich in erster Linie um Transplantationen an Patienten unter 16 Jahren, die in drei Risikoklassen unterteilt
wurden. Die Einteilung basierte auf folgenden Kriterien: vorliegende Hepatomegalie und/oder Leberfibrose,
Qualitdt der Chelatbehandlung vor der Transplantation. Klasse-I-Patienten wiesen keine dieser Kriterien auf,
Klasse-11-Patienten wiesen einen oder zwei der Risikofaktoren auf und Klasse-111-Patienten zeigten sowohl eine
Hepatomegalie und Leberfibrose als auch eine schlecht gefiihrte Therapie mit Eisenchelatbildnern. Patienten,
die dlter as 16 Jahre waren, wurden der Klasse |11 zugeordnet. Tab. 4 fal3t die Ergebnisse in Pesaro zusammen
[Giardini et al., 1995 a).

Klasse | Klasse Il Klasse Il1 KMT bei
Erwachsenen

Anzahl (n) 64 188 55t 47° 58
Zeitraum 1985-1992 1985-1992 1983-1989 1989-1992 ab 1992
Uberlebende (%) 95 86 55 87 78
Abstol3ung des 5 6 9 29 4
Transplantats (%)
Mortalitét, nicht durch| 5 12 42 11 22
Abstol3ung
hervorgerufen (%)

Tab. 4: Ergebnisse des Zentrums fiir KMT; Pesaro, Italien [Giardini et al., 1995]. (* retrospektive Zuordnung zur Klasse I,
2 prospektive Zuordnung zur Klasse 1)

Obwohl die KMT die normale Hamatopoese wiederherzustellen vermag und die Patienten von regelméaliigen
Transfusionen entbindet, verbleibt die Eisentberladung fur Jahre nach der KMT nachweisbar an einem
permanent hohen Serumferritingehalt und histologisch gesicherten Eisenablagerungen in der Leber. Dies gilt
in erster Linie fur Patienten der Klasse |11 und teilweise fir Klasse-l1-Patienten, hervorgerufen durch ihre
schlechte Ausgangslage hinsichtlich der Hadmosiderose vor der KMT. Demgegentiber ist die Eisentiberladung
in Klasse-1-Patienten nach erfolgreicher Transplantation nicht fortschreitend und die Menge des gespeicherten
Eisens im Gewebe sinkt [Lucarelli et al., 1992; 1993]. Aus diesen Daten geht hervor, dal3 bei entsprechenden
Patienten eine Eisendepletion fortgefuhrt werden mulR. Neben der Therapie mit DFO kann die Phlebotomie
eingesetzt werden, wenn die Blutwerte das erlauben und die Patienten diese Behandlung tolerieren. Ziel der
Therapien ist der Stop des chronisch-entziindlichen Prozesses in der Leber und die Verhinderung einer
Leberfibrose [Angelucci et al., 1993; Giardini et al., 1995 b].

Ungeachtet der grofRen Erfolge der KMT bleibt die konventionelle Therapie weiterhin ein wichtiger Baustein
im Behandlungsregime der b-Thalassdmie, denn ca. 60 % der Kinder haben keinen HLA-identischen Spender

zur Verfgung [Apperley, 1993].

1.1.3.4.2. Neue Strategien der Therapie: Supportiv und kurativ.
Die Erprobung neuer Pharmaka zur Erhdhung des totalen Hb bzw. des HbF erfolgt mit dem Ziel, die Zahl der
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Transfusionen zu verringern oder diese vollsténdig zu ersetzen. Getestet wurden unter anderem Erythropoetin,
Hydroxyurea, Butyrate und Kombinationen dieser Agenzien [Rund & Rachmilewitz, 1995]. Besonders
hoffhungsvoll erschienen Butyratderivate, welche in der Lage sind, die fetale Globinkettensynthese in vivo zu
stimulieren. Gegeniber dem Butyrat haben sie den Vorteil, oral verfligbar zu sein und eine langere
Plasmahalbwertszeit zu besitzen [Perrine et al., 1994; Collins et a., 1995]. Doch die klinischen Ergebnisse
waren enttduschend, da nur ein kleiner Teil der Patienten mit einer geringen Steigerung des HbF reagierte und

transfusi onsabhéngige Patienten gar nicht auf die Therapie ansprachen [Collins et al., 1995; Sher et a., 1995].

Die Therapie mit oralen Chelatbildnern ist ein weiterer Weg zur Verbesserung der Lebensqualitét, da sie die
Infusionen ersetzen. Hoffnungsvolle Tréger dieser Therapie (z. B. L; 1,2 Dimethyl-3-Hydroxypyrid-4-eins)
missen jedoch derzeit as ineffektiv und/oder sehr toxisch eingestuft werden; da Agranulozytose,
Thrombozytopenie und Lupus erythematodes als schwere Nebenwirkungen beschrieben wurden [Hoffbrand et
al., 1989; Bartlett et al., 1990; Mehta et al., 1991].

Wie schon erwéhnt, hat nur ein kleiner Teil der Patienten einen HLA-kompatiblen Spender zur Verfligung.
Aus diesem Grund missen neue Wege gefunden werden, um alternative Quellen h@matopoetischer
Stammazellen nutzbar zu machen. Zwel dieser neuen Quellen sind das Nabelschnurblut und die fetale Leber.
Das Nabelschnurblut ist reich an hdmatopoetischen Stammzellen und hat der KMT gegenliber folgende
Vorteile: die Gewinnung der Stammzellen ist einfacher, das Risiko fur den Fetus hinsichtlich einer
stattgehabten viralen Exposition und des Auftretens von Abstof3ungsreaktionen (GvHD) ist geringer [Wagner et
al., 1994]. Stammzellen aus der fetalen Leber kdnnen von Aborten des ersten Trimesters gewonnen werden.
Von Nachteil ist, daR diese Stammzellen intrauterin Uber eine intraperitoneale Injektion in den Empféanger
gelangen mussen und diese Technik einer hohen Mortalitétsrate unterliegt. Der rationale Hintergrund dieser
Vorgehensweise ist die immunologische Inkompetenz des Fetus, so dal3 HLA-nicht-kompatible Spenderzellen
genutzt werden kénnten [Touraine et al., 1992]. Darlberhinaus sollten neben den rationalen und technischen

auch die ethischen Fragen dieser komplizierten Methode erdrtert werden.

Das Konzept der Zukunft zur kurativen Behandlung der b-Thalassémie ist die somatische Gentherapie. Dabei
werden die Korperzellen, nicht aber die Keimzellen genetisch veréndert, wodurch die genetische Identitét des

Organismus erhalten bleibt.

Eine effektive Gentherapie setzt einen sicheren, effizienten und stabilen Transfer eines funktionellen
b-Globingens in menschliche hdmatopoetische Stammzellen voraus. In einem transgenen Mausmodell konnte
der Transfer eines exogenen Globingens das Tier "heilen” [Costantini et a., 1986]. So gab es frihe und
erfolgversprechende Ergebnisse bei der Expression von humanen b-Globingenen im Mauseknochenmark
[Dzierzak et a., 1988]. Kompliziert gestatete sich jedoch die quantitativ ausreichende Expression des
exogenen Gens. Nach Identifikation der LCR war die Ursache der geringgradigen Expression gefunden, denn
durch Einbringung dieser wichtigen Sequenz kam es zu einer gewebespezifischen und quantitativ fast
physiologischen Expression [Grosveld et a., 1987]. Bis heute ist es jedoch ein ungeldstes Problem, dai
retrovirale Vektoren mit einem LCR gekoppelten b-Globingen strukturell besonders instabil sind [Kulozik,
1994 b; Rund & Rachmilewitz, 1995]. Daraus ergibt sich die eigentliche Schwierigkeit, die in der Entwicklung

des geeigneten Vektors liegt. Retroviren bendtigen sich teilende Zellen, die menschlichen
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Knochenmarksstammzellen jedoch, die Zielzellen des b-Globin Gentransfers, teilen sich nicht aktiv und sind
zudem noch sehr selten (1 von 10° Knochenmarkzellen) [Rund & Rachmilewitz, 1995].

1.1.4. Geographische Verteilung der Erkrankung und populations-genetische

Aspekte

Die b-Thalassdmien gehdren zu den haufigsten monogenen Erbkrankheiten weltweit. Thr Vorkommen
beschrénkt sich nicht auf die Mittelmeerlander, sie sind auch in Westafrika und weiten Teilen Asiens stark
vertreten. Etwa 150 Millionen Menschen (3 % der Weltbevdlkerung) tragen ein b-Thaassémie-Gen
[Weatherall & Clegg., 1981]. Nicht alle 180 Mutationen sind auch in allen ethnischen Gruppen anzutreffen. So
macht die Nonsense-Mutation im Kodon 39 (NS39 C ® T) alein in Sardinien etwa 95 % aller Thalassamie-
Gene aus. Die Populationsgenetik ist in Tab. 5 zu sehen. Zusammenfassend kann festgestellt werden, dal in
den meisten ethnischen Gruppen ca. 10 Mutationen 90 % aller Thalassdmie-Gene reprasentieren. Dadurch

erfahrt das genetische Screening und die Pranatal diagnostik eine Erleichterung [Kulozik, 1991c].

Land Anzahl der Mutationen, die >90 % | haufigste Mutationen %
aller b-Thalassamie-Gene
reprasentieren

Italien
Sardinien 1 NS 39 95
Sizilien 3 NS 39 35
IVS1I-6 T® C 29
Griechenland 7 IVS1-110G® A 42
NS 39 17
Jugoslawien 10 IVS1-110G® A 45
IVS1I-6 T® C 19
Bulgarien 10 IVS1-110G® A 24
NS 39 22
Tarkel 10 IVS1-110G® A 39
IVSI-6C® T 18
Zypern 4 IVS1-110G® A 70
Libanon 6 IVS1-110G® A 62
Schwarzamerikaner 6 -29A® G 55
Indien 6 IVSI-5G® C 22
619 bp Deletion 22
Malaysien 8 IVSI-5G® C 49
Indonesien 8 IVSI-5G® C 44
Sid-China 5 FS 41/42 46
Spanien 3 NS 39 64
Portugal 4 NS 39 53

Tab. 5: Geographische Heterogenitét der molekularen Anatomie der b-Thalassdmie, modifiziert nach Kulozik, 1991c.

Zwangslaufig stellt sich die Frage, warum in manchen Gebieten die Genfrequenz der b-Thalassdmie so hoch
ist, in anderen dagegen nicht. Haldane hatte schon vor Uber 40 Jahren eine Theorie. Die Thalassémien

schiitzen ihre Trager vor Malaria; somit ist die natlirliche Selektion verantwortlich fir die Steigerung der
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Genfrequenz in den Endemiegebieten des Plasmodium falciparum. Dabei haben wiederrum die heterozygoten
Tréger einen Selektionsvorteil, da die homozygot Betroffenen sterben, bevor sie das reproduktive Alter
erreichen. Die Verteilung der b-Thalassdmie koinzidiert mit dem Vorkommen der Malaria und die

Genfrequenz korreliert mit dem endemischen Auftreten der Malaria[Flint et al., 1993].

Luzzi et al. [1991] stellten eine Hypothese auf, die die Resistenz der an Thalassémie Erkrankten gegentiber
Plasmodium falciparum erklért. Sie fanden heraus, dald Plasmodium falciparum infizierte a- und
b-thalassdmische Blutzellen Uber eine spezifische Exprimierung von Oberfl&chenantigenen in der Lage sind,
grofRere Mengen Antikdrper zu binden als normale Zellen. Die gesteigerte Immunantwort ermdglicht folglich

eine schnellere und effizientere Beseitigung der infizierten Blutzellen.

1.1.5. Die b-Thalassamie in der deutschen Bevolkerung

Die erste Beobachtung einer Thalassaemia major bei einem deutschen Kind geht auf 1941 zuriick. Das Kind
zeigte typische Zeichen der Cooley Andmie, jedoch war derzeit eine Diagnosesicherung Uber die Bestimmung
des HbF noch nicht moglich [Graser, 1941]. Uber je einen weiteren Fall der Thalassaemia major bei einem
deutschen Kind berichteten Flatz et al. 1964 und Teichgrdber & Kleihauer 1969. Die molekulare
Charakterisierung des homozygoten Falles von Flatz et al., erfolgte 1989 durch Eigel et a., die nach
Sequenzierung des Gens eine G® T-Transversion an Position 5 des ersten Introns erkannten. Aus dem
beobachteten Auftreten der Thalasaemia major mit einer Haufigkeit von 1:4" 10° errechneten Weicker und
Hauke die Haufigkeit der Thalassaemia minor in der deutschen Bevolkerung mit etwa 1:1000 [Flatz et al.,
1964].

Betke & Kleihauer [1962] fihrten von 1959-1962 Reihenuntersuchungen an der Universitétsklinik Tubingen
durch, um zu quantifizieren, wie héufig Hamoglobinanomalien in Deutschland sind. In 384 eingesandten
Blutproben deutscher Patienten mit einer unklaren Andmie wurden 35 Falle einer Thalassaemia minor mit
erhéhtem HbA, gefunden.

Kohne & Kleihauer [1974] fuhrten im Zeitraum von 1963-1973 die Untersuchungen von Betke & Kleihauer
systematisch fort. Sie berichteten Uber die Ergebnisse von 5763 Hamoglobinanalysen bei Patienten deutscher
Herkunft. Dabei wurde der 4. Fall einer homozygoten b-Thalassémie entdeckt und weitere 497 heterozygote
Féle identifiziert. Mit dieser Verdffentlichung wurden frihere Vorstellungen korrigiert, nach denen anomale
Hamoglobine und Thalassémien in Deutschland eine Raritét darstellten, mit denen der praktische Arzt bei der

einheimischen Bevdlkerung kaum zu rechnen habe.

Laig et a. publizierten 1990 eine molekulare Analyse der b-Thalassdmie in der deutschen Bevdlkerung. Sie
untersuchten 40 Gene deutscher Heterozygoter, die keine verwandtschaftlichen Beziehungen aufwiesen. Es
gelang, 26 Gene zu typisieren, die alle mediterrane Mutationen zeigten (20x NS 39, 3x IVS1-110, 2x IVS2-1,
Ix IVS1-1 G ® A). 13 Proben konnten nicht charakterisiert werden. Die Ergebnisse unterstreichen die
Annahme, dal3 die bei Deutschen gefundenen Mutationen urspriinglich aus dem Mittelmeerraum stammen und
durch Migration in das Gebiet der heutigen Bundesrepublik Deutschland gelangten. So werden eingewanderte
italienische Gastarbeiter, deren Zahl um 1900 70.000 auf 56 Millionen Deutsche [Meyers, 1904] betrug, als

"Importeure der mediterranen b-Thalassémie-Gene" bezeichnet. In der Untersuchung konnten keine regionalen
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Unterschiede im Verhdltnis von mediterranen zu nicht identifizierten Mutationen nachgewiesen werden,
weshalb die Hypothese, dald es durch rémische Ansiedlungen zur Verbreitung des Thalassémie-Gens in der
deutschen Bevidlkerung kam, widerlegt zu sein scheint. Diese Schluf¥folgerung wird durch die geringe

Wahrscheinlichkeit des Uberlebens eines Gens {iber 60-70 Generationen ohne Selektionsdruck unterstiitzt.
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1.2. Problemstellung

In der Bundesrepublik Deutschland z&hlt die b-Thalassémie zu den seltenen Erkrankungen. Dennoch gibt es
einzelne Berichte Uber das Vorkommen homozygoter Félle in der einheimischen deutschen Bevélkerung
(s. unter 1.1.5.). Wesentlich héufiger ist jedoch das Auftreten der heterozygoten b-Thalassémie, die as

Differentialdiagnose der mikrozytéren, hypochromen Andmie einen besonderen Stellenwert erlangt.

Ziel der vorliegenden Arbeit ist die Dokumentation der molekularen Pathologie der b-Thalassdmie bei
Probanden deutscher Herkunft, d. h., die Analyse dieser monogenen Erbkrankheit in einem nicht-endemischen
Gebiet.

Die gewonnenen Erkenntnisse sollen zur Beantwortung folgender Fragen herangezogen werden:
1. Woher stammt die b-Thalassdmie in der einheimischen deutschen Bevdlkerung?

2. Welche b-Globingen-Mutationen sind hdufig bei autochthon Deutschen? Kann die Hypothese erhértet
werden, dal? die bei Deutschen gefundenen Mutationen urspringlich aus dem Mittelmeerraum stammen

und durch Migration in das Gebiet der heutigen Bundesrepublik Deutschland gelangten?
3. Konnen neue, in der Literatur nicht verdffentlichte Mutationen gefunden werden?

4. Welche populationsgenetischen Aussagen lassen sich treffen? Sind in diesem Zusammenhang Paralellen zu

friheren Verdffentlichungen [Laig et a., 1990] zu erkennen?

Im einzelnen ergeben sich daraus folgende A ufgabenstellungen:

a) Etablierung der molekulargenetischen Basisdiagnostik (Allel-spezifische Oligonukleotid-Hybridisierung)

fUr die b-Thalassamie.

b) Etablierung einer PCR mit biotinmarkierten Primern und anschlief3ende radioaktive Sequenzierung mittels
[a- ®S]dATP.

¢) Vollsténdige genotypische Charakterisierung der Probanden deutscher Herkunft mittels Allel-spezifischer
Oligonukleotid-Hybridisierung und Sequenzanalyse.
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2. Material und Methoden

2.1. Untersuchungsmaterial

2.1.1. Auswahl der Probanden

Tiefgefrorene DNA-Proben oder EDTA-Blut von 214 Probanden deutscher Herkunft mit einer heterozygoten
b-Thalassémie standen als Ausgangsmaterialien zur Verfigung. Vom Blut aller Patienten war eine
Hb-Elektrophorese angefertigt und die Diagnose einer heterozygoten b-Thalassdmie gestellt worden. Alle
Blutproben sind durch Mikrozytose und Hypochromie mit einem HbA, > 3,5 gekennzeichnet. In den Familien

der Probanden gibt es keine bekannten Vorfahren aus dem Ausland.

2.1.2. Gerate

Spectrophotometer-Ultraspec |11 (Pharmacia)

Hybaid Thermal Cycler-Omni Gene (MWG Biotech)

Wasserbad UB 12 (Techne)

Tischzentrifuge (Eppendorf)

UV-Transilluminator (Herolab), Video-Dokumentationssystem (Mitsubishi)
Hybaid-Hybridisierungsofen (MWG Biotech)

Heizblock DB 2 A (Techne)

UV-Stratalinker 2400 (Stratagene)

Geleletrophorese- horizontal, vertikal (MWG Biotech)
Film-Entwicklungsgerét (Kodak)

2.1.3. Chemikalien

Proteinase K: Boehringer Mannheim

PBS 1,7 mmol/l NaCl; 0,064 mmol/l KCI; 0,375 % Tris, pH 7,4
Athanol: J. T. Baker

TE-Puffer: 10 mmol/l Tris pH 8,0; 1 mmol/l EDTA

PCR-Puffer: 100 mmol/l Tris pH 8,3; 500 mmol/l KCI; 30 mmol/l MgCl, ; 0,01 % Gelatine
MgCl, Roth

10x TBE: 0,9 mol/l Tris Borat; 0,02 mol/| EDTA

Taqg: Perkin Elmer, Pharmacia

Primer: Pharmacia

dNTPs: Pharmacia

Agarose: SEA KEM Biozym

Marker j X 174 Hae 111

Promega
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Ethidiumbromid:
NaCl

L adepuffer:
Nylonmembran:

DIG-Hyb-Mix:

20x SSC:

20x SSPE:
TMACI-Wasch-Mix:
Detektionspuffer 1:
Detektions-Wasch-Puffer:
Detektionspuffer 2:
Detektionspuffer 3:
Blockingreagenz

SDS:

binding & washing buffer:
rothiphorese Gel 40:
TEMED:
Ammoniumpersulfat:
Harnstoff:

[a-®S|dATP:

Kits:

Roth

Roth

15 % Ficoll; 0,05 % Bromphenolblau

Schleicher/Schiill

ad 500 ml: 125 ml 20x SSC; 1,65 ml N-Laurylsarkosin; 0,50 ml 20 % SDS; 5 g
Casein

3 mol/I NaCl; 0,3 mol/l Na-Citrat

3 mol/l NaCl; 200 mmol/l NaH; PO,; 20 mmol/l EDTA

3 mol/l TMACI; 50 mmol/l Tris pH 8,0; 0,2 % SDS

0,1 mol/l Maleinsdure; 0,15 % NaCl

0,3 % Tween 20 in Detektionspuffer 1

10 % Blockingreagenz oder Casein in Detektionspuffer 1 (1:10)
100 mmol/l Tris-HCl, pH 9,5; 100 mmol/l NaCl; 50 mmol/l MgCl,
Boehringer Mannheim

Roth

2x konzentriert: 10 mmol/l Tris-HCI (pH 7,5); 1 mmol/l EDTA; 2 mmol/l NaCl
Roth

Serva

Serva

Roth

Du Pont

DIG Oligonuclectide 3"-Labeling Kit (Boehringer Mannheim)
Dynabeads M-280 Streptavidin (Dynal)

™" Sequenzing ™ Kit (Pharmacia)
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2.2. Methoden

2.2.1. DNA-Extraktion

Aus EDTA-Blut wurden zunédchst Leukozyten prdpariert: Die Reinigung der Zellen erfolgte durch
Zentrifugation (20 min, 3000 U/min) in PBS und Verwerfen des Uberstandes. AnschlieRend wurden die
Erythrozyten lysiert (Aqua bidest.) und von den verbleibenden Zellen getrennt (erneute Zentrifugation 30 min
bei 3000 U/min).

Der Aufschluf? der Leukozyten erfolgte mit 50 M Proteinase K (10 mg/ml, 4-16 h im Wasserbad bei 37 °C). Im
Anschluf3 wurden die Proteine durch Zugabe von 3 mol/l NaCl ausgeféllt. Die DNA-Félung erfolgte mit
100 %igem, die DNA-Waschung mit 70 %igem Athanol. Nach Lésung der DNA in TE-Puffer konnte ihre
Menge und Reinheit am Spektrophotometer bestimmt werden [Sambrook et al., 1989].

2.2.2. PCR

2.2.2.1. Prinzip der Methode
Die Polymerasekettenreaktion ermdglicht die Produktion einer enormen Anzahl spezifischer DNA-Sequenzen.

Dazu bedient sich die DNA-Polymerase der Einzelstrang-DNA as Matrize zur Synthese eines neuen,
komplementéren Stranges. Diese Einzelstrang-DNA erzeugt man, indem doppelstréngige DNA nahe dem
Siedepunkt erhitzt wird (1. Schritt: Denaturierung). Zusétzlich benétigt die DNA-Polymerase ein kurzes
doppel strangiges DNA-Stiick, um mit der Synthese beginnen zu kdnnen, den sogenannten Primer. Im zweiten
Schritt (Primer-Annealing) hybridisieren die Primer, die die jeweils interessierenden DNA-Abschnitte von
beiden Seiten begrenzen, mit jeweils komplementdren Basensequenzen. Wahrend des Extensionsschrittes
erganzt die hitzebesténdige Tag-Polymerase die fehlenden Sticke komplementér zur Vorlage
(Syntheserichtung 5® 37). Im Ergebnis sind 2 identische DNA-Doppelstrange entstanden, die im 2. Zyklus
wieder durch Hitze gespalten werden. Der Prozef3 beginnt von Neuem Uber ca. 30 Zyklen (Saiki et al., 1985).

2.2.2.2. Primerauswahl

Die Primer wurden so gewadhlt, das der gesamte kodierende Bereich des b-Globingens, die Region des
Promotors, die 5'- und 3"-UTR, das 1. Intron und ein Teil des 2. Introns amplifiziert werden konnten [Lawn et
al., 1980]. Diese Sequenz umfaldt erstens die in der Literatur verdffentlichten Mutationen, zweitens werden in
diesem Bereich Mutationen vermutet, die noch nicht identifiziert, aber den Phanotyp einer b-Thaassémie

ausldsen kénnen. Folgende Primer kamen zur Anwendung:

Primer 1 5 TATGCTTACCAAGCTGTGATTCCA 3 -24mer
Primer 2 5 CCCCTTCCTATGACATGAACTTAA I -24mer

Beide Primer lassen ein Amplifikat entstehen, das aus 863 bp besteht und die Sequenz des gesamten Promotors,
der 5" UTR, des 1. und 2. Exons, des 1. Introns sowie 72 Nukleotide des 2. Introns enthélt.
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Primer 3 5 ACAATGTATCATGCCTCTTTGCAC 3 -24mer
Primer 4 5 TCCCAAGGTTTGAACTAGCTCTTC3 -24mer

Dieses Primerpaar 18/ ein Amplifikat mit 623 bp entstehen und beinhaltet 259 Nukleotide des 2. Introns, das
anschlieffende Exon 3 und ca. 100 bp Uber die 3" UTR hinaus. Die verbleibenden 519 Nukleotide des 2. Introns
zwischen Primer 2 und 3 bleiben unberticksichtigt, dain diesem nicht-kodierenden Bereich keine phanotypisch

relevanten Mutationen erwartet werden.

2.2.2.3. PCR-Optimierung
Die 100 m PCR-Reaktionsgemische enthielten selbst gefertigten PCR-Puffer mit 3 mmol/I MgCly; 0,2 mmol/l

je dNTP, 30 pmol je Primer, 2 U Tag Polymerase und 1ng extrahierte DNA des jeweiligen Probanden. Nach

Anfertigung der Reaktionsgemische wurden die jeweiligen Proben im Thermal Cycler folgenden Bedingungen

unterzogen:
I.  initiale Denaturierung 10 95°
I1. 30 Zyklen mit je 307 95° (Denaturierung)
457 60° (Anlagerung der Primer)
115~ 72° (Extension)
[11. abschlieffende Extension 10 72°

Diese Bedingungen garantierten die Amplifikation der spezifischen Segquenzen sowie eine hohe quantitative
Ausbeute. Zur Optimierung der PCR-Reaktion muften eine Reihe kritischer Parameter beachtet werden:
Primerlange und -sequenz, Annealing- und Denaturierungstemperaturen, Zykluszeiten und die
Magnesiumkonzentration. Dabei stellt die Titration der Magnesiumkonzentration eine wichtige
Optimierungsstrategie dar, da das Vorhandensein freier Magnesium-lonen essentiell fir die Funktionsféhigkeit
der Tag-Polymerase ist. Die Konzentration der freien Magnesiumkonzentrationen beeinfluf3t die Anlagerung
des Primers, die Schmelztemperatur des PCR-Produktes sowie die Produktspezifitét [ Scheinert et al., 1995].

2.2.2.4. Agarosegelelektrophorese
Die Auftrennung der DNA-Fragmente nach ihrer Gréfse erfolgte in einem 1,5 %igem Agarosegel, welches

0,5 ng/ml Ethidiumbromid enthielt, um die Amplifikate unter UV-Bestrahlung sichtbar zu machen. Dazu
wurden 8 M Amplifikat unter Zusatz von 2 mi Ladepuffer gegen einen Grolenmarker (j X 174 HAE 1I1)
aufgetragen, um sicherzustellen, dai die spezifische Sequenz amplifiziert wurde. Zur Dokumentation wurden

die Gele in UV-Durchleuchtung fotografiert (s. Abb. 6).
2.2.3. Allel-spezifische Oligonukleotid-Hybridisierung
2.2.3.1. Prinzip der Methode

Wenn kurze Oligonukleotide an komplementdre DNA-Sequenzen binden, dann verhindert eine einzige

Fehlpaarung die thermische Stahilitét des Doppelstranges im Vergleich zur Stabilitdt des perfekt gepaarten
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Doppelstranges. Diesen Umstand kann man sich mit markierten Oligonukleotid-Sonden zur Diagnostik von
Punktmutationen nutzbar machen. Diese Sonden werden als Allel-spezifische Oligonukleotide bezeichnet.
Dabel bindet eine Wildtyp (Wt)-Sonde nur an eine korrekte, nicht mutierte Sequenz und eine Mutations (M)-
Sonde nur an eine mutierte, aber nicht an die Wildtypsequenz [Saiki et al. 1986; Wink & Wehrle, 1994].

Zunéchst erfolgt die Amplifikation eines genomischen DNA-Fragmentes durch die PCR, welches anschlief3end
hitzedenaturiert und im einzelstrangigen Zustand auf eine Nylonmembran aufgetropft wird (Dot-Blotting).
Mittels UV-Bestrahlung wird die einzelstrdngige DNA auf der Membran fixiert und kann nun mit den
entsprechenden Oligonukleotid-Sonden hybridisiert werden. Um die Anlagerung der Oligonukleotide sichtbar
zu machen, werden sie vorher Digoxigenin (DIG)-markiert. Nach Hybridisierung erfolgt die Waschung der
Membranen unter definierten Bedingungen (Temperatur, Salzkonzentration). Dadurch bleiben nur solche

Hybride stabil auf der Membran fixiert, die 100 %ig komplementdr zueinander sind.

Ein Oligonukleotid mit der Wildtypsequenz gibt ein Signal mit homozygot normalen und heterozygoten DNA-
Proben. Dahingegen gibt ein Oligonukleotid mit einer mutierten Sequenz ein Signal mit homozygot mutierten,
aber auch mit heterozygoten DNA-Proben. Somit ermdglicht eine parallele Hybridisierung mit Wildtyp- und
mutierter Sonde eine eindeutige Bestimmung des Genotyps an dieser Stelle. Durch den gezielten Einsatz von
Sonden, die eine Mutation des b-Globingens tragen, kann ein Screening der Proben auf haufige

b-Thalassémiemutationen mittels ASO erfolgen.

2.2.3.2. Markierung der Oligonukleotide
Die Markierung der Oligonukleotide mit Digoxigenin-ddUTP wurde mit dem DIG Oligonucleotide 3"-End-

Labeling Kit von Boehringer durchgefihrt.
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Fir jede b-Thalassamiemutation wurde je ein mutiertes und je ein Wildtyp-Oligonukleotid am 3'-Ende
markiert. Das markierte Oligonukleotid lag dann in einer Konzentration von 1 pmol/m vor. Um die Effizienz
der Markierung zu testen, wurden Verdinnungsreihen (1 ng/m; 100 pg/m; 10 pg/m; 1pg/m; 0,1 pg/m;
10fg/m) der markierten Oligonukleotide angefertigt und auf die Nylonmembran getropft. Die Detektion

erfolgte wie unter 2.2.3.6. beschrieben. Folgende Sonden kamen zum Einsatz:

NS 39 Wt 5 CCCTTGGACC C AGAGGTTCT 3
NS39M 5 CCCTTGGACC T AGAGGTTCT ¥
IVS1-1 Wt 5 TGGGCAG G TTGGTATCAAGG J
IVS1-1M 5 TGGGCAG A TTGGTATCAAGG 3
IVS1-6 Wt 5 TGGGCAGGTTGG T ATCAAGG 3
IVS1-6 M 5 TGGGCAGGTTGG C ATCAAGG 3
IVS1-110 Wt 5 CTGCCTATT G GTCTATTTTC 3
IVS1-110 M 5 CTGCCTATT AGTCTATTTTC 3
IVS2-1 Wt 5 AACTTCAGG G TGAGTCTATG 3
IVS2-1M 5 AACTTCAGG A TGAGTCTATG 3

IV S2-745 Wt 5 ACAATCCAG C TACCATTCTG I
IVS2-745 M 5 ACAATCCAG G TACCATTCTG Z
IVS1-5 Wt 5 TGGGCAGGTTG G TATCAAGG Z
IVS1-5M 5 TGGGCAGGTTG C TATCAAGG 3
IVS1-5M 5 TGGGCAGGTTG T TATCAAGG 3
FS 8/9 Wt 5 GAG GAGAAGTCT GCCGTTAC 3
FS8/9M 5 GAGGAGAAGGTCTGCCGTTA Z
-87 Wt 5 TGGAGCCACAC C CTAGGGTT 3
-87 M 5 TGGAGCCACAC T CTAGGGTT 3

2.2.3.3. Dot-Blotting

Jeder Probanden-DNA wird genau ein Feld auf der Nylonmembran zugeordnet. 2 mi Amplifikat reichen aus,
um ein starkes Signal zu erhalten. Fir die Hybridisierung werden je ein Mutationsfilter und ein Wildtypfilter
bendtigt. Neben der Probanden-DNA wurden auf dem Mutations- und Wildtypfilter entsprechende Positiv- und
Negativkontrollen getropft. Eine Positivkontrolle fir den Mutationsfilter ist ein Patient, der homozygot fur die
zu untersuchende Mutation ist, die Negativkontrolle kann eine beliebige Wildtyp-DNA sein. Fir den
Wildtypfilter gelten die Kontrollen im umgekehrten Sinn.

Die Amplifikate wurden 3 min bei 95° denaturiert, auf Eis gestellt und anschlief?end auf beide Filter
aufgetragen. Nach Benetzung der Filter mit 20x SSC konnte die DNA mittels UV-Bestrahlung auf den Filtern

fixiert werden.

2.2.3.4. Hybridisierung
Die Filter mit dem fixierten einzelstrangigen Amplifikat wurden im Hybaid Hybridisierungsofen (MWG)

kontinuierlich mit 20 miI/200 cm? DIG-Hyb-Mix umsptilt. Die Prahybridisierung erfolgte bei 65° fiir 1-2 h und
hat den Vorteil, dal3 unspezifische DNA auf dem Filter geblockt und ein unsauberer Hintergrund vermieden
wird. Im Anschlufd wurde der DIG-Hyb-Mix durch 10 ml Hybridisierungslésung ersetzt, die 5 pmol markiertes
Oligonukleotid/ml Hyb-Mix enthielt. Uber Nacht hybridisierte der Mutationsfilter mit dem mutierten
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Oligonukleotid, der Wildtypfilter mit dem Wildtyp-Oligonukleotid bei einer empirisch ermittelten Temperatur
zwischen 65° und 68° (s. Tab. 6).

2.2.3.5. Waschen der Filter
Nach der Hybridisierung wurden die Filter jeweils 2x 5 min bel Raumtemperatur in 2x SSPE/0,1 SDS, danach

1x 20 min in TMACI-Waschmix unter empirisch ermittelten Temperaturen gewaschen. Die 3. Waschung muf3
unter dulderst stringenten Bedingungen erfolgen, um nur die stabilen Hybride auf der Membran zu belassen, die

den Erhalt eines eindeutigen Signals gewahrleisten.

Tab. 6 zeigt die empirisch eruierten Hybridisierungs- und Waschtemperaturen in Abhdngigkeit von der

Mutation im b-Globingen.

Mutation im b-Globingen Hybridisierungstemperatur in °C Waschtemperatur in °C
M + Wt-Filter M-Filter Wit-Filter
NS 39 65 68 68
IVSI-1G® A 65 68 65
IVS1I-6 T® C 65 68 68
IVS1-110G® A 65 58 62
IVS2-1G® A 65 62 65
IVS2-745C® G 65 62 65
IVSI-5G® C 65 65 65
IVSI-5G® T 65 65 65
FS8/9 +G 65 (Wt); 68 (M) 65 65
87C® T 65 62 62

Tab. 6: Empirisch ermittelte Hybridisierungs- und Waschtemperaturen fir ASO-Filter.

2.2.3.6. Detektion

2.2.3.6.1. Prinzip der Detektion
Nukleinsauremolekile kénnen durch den Einbau eines Digoxigenin (DIG)-markierten Nukleotids nicht-

radioaktiv gekennzeichnet werden. In diesem Fall werden Oligonukleotide an ihrem 3"-Ende unter Nutzung
einer terminalen Transferase durch Inkorporation eines DIG-markierten Didesoxyuridin-Triphosphats (DIG-
ddUTP) enzymatisch markiert. Die Detektion des DIG-Haptens erfolgt unter Verwendung hochmolekularer
Konjugate aus DIG-spezifischen Antikorperfragmenten und Alkalischer Phosphatase (AP) ads
signalerzeugende enzymatische Komponente. Letztendlich geschieht die Detektion des Indikatormolekils
Alkalische Phosphatase Uber ein Chemilumineszens-System, welches die Sichtbarmachung der Hybride auf

einem konventionellen Rontgenfilm erméglicht.

Die Detektion erfolgte nach dem Protokoll des 3'-End Labeling Kit von Boehringer Mannheim und gilt fir

10 cm x 10 cm Filter:

- 5 min in Waschpuffer (Puffer 1 + Tween)
- 30 minin Puffer 2
- 30 minin Anti-DIG-AP-L&sung (1:10000 in Puffer 2)
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- 2x 15 min in Wasch-Puffer

- 5minin Puffer 3 &quilibrieren

- 5min in Lumigen-(CSPD)-L6sung (1:100 in Puffer 3)

Wahrend dieser Schritte mul? auf eine gleichméallige Umspllung der Filter geachtet werden. Die Lumineszens-
Reaktion erfolgte durch Inkubation der Filter bei 37° Uber einen Zeitraum von 15 Minuten. Zuletzt wurde ein

Film ca. 15-20 min exponiert, anschliefRend entwickelt und ausgewertet.
2.2.4. Sequenzierung

2.2.4.1. Sequenzierung nach der Didesoxymethode
Diese Methode, deren Anwendung sich besonders

durch ihre Verbindungsmdglichkeit mit der PCR

— — — —J empfiehlt, wurde 1977 erstmals von Sanger et al.

N\ N\ N\ N
dATP dATP dATP dATP beschrieben. Als Ausgangsmaterialien dienen ein
dcTP dCTP dCcTP dCTP
dGTP dGTP dGTP dGTp Stick einzelstrangige DNA (Template) und ein
dTTP dTTP dTTP dTTP
ddATP ddcTp ddGTP ddTTP kurzer, komplementérer Primer. Dabei liegt der

Hybridisierungsbereich des Primers in unmittelbarer
Nachbarschaft zu der zu analysierenden Sequenz. In
Gegenwart von DNA-Polymerase und Nukleotiden

erfolgt nun unter Verlangerung des Primers an

l dessen 3-Ende die Synthese des komplementéren
\ A4 DNA-Stranges.
A CG T
5 =1 TGGACGAddT - T Es werden vier parallele Resktionsgemische
5 = TGGACGddA [— A
5 =1 TGGACAIG - G angesetzt, die ale 4  Desoxyribonukleotid-
5 = TGGAddC - c . L . .
5 — TGGAdA - A Triphosphate (ANTPs) und zusétzlich jeweils eines
5 = T6ddG - ¢ der 4 Didesoxyribonukleotid-Triphosphate (ddATP,
5 = TddG [ G
5 =3 ddT - T ddCTP, ddGTP, ddTTP) enthaten. Die
Sequenzgel Besonderheit der ddNTPs Ilegt darln, da? ihnen
nicht nur die 2-OH-Gruppe, sondern auch die
Abb. 3: Sequenzierung nach der Didesoxymethode, ’ ) i o
modifiziert nach Wink & Wehrle, 1994. 3-OH-Gruppe fehlt. Diese 3'-OH-Gruppe ist jedoch

essentiell  fir die Verknipfung mit den 5'-
Phosphatgruppen der neu einzubauenden Nukleotide. Demzufolge fuhrt der Einbau eines ddNTP an dieser

Stelle zu einem Abbruch der Elongationsreaktion.

Nach Inkubation der 4 Reaktionsansitze befinden sich jetzt in jedem Ansatz eine Reihe von unterschiedlich
langen neusynthetisierten DNA-Molekilen, die alle ein gemeinsames 5 -Ende aufweisen, sich aber an ihrem
3-Ende unterscheiden. Somit kann Uber die 4 verschiedenen Reaktionsansdtze, die je eines der
unterschiedlichen ddNTPs enthalten, die gesamte Sequenz der Matrize bestimmt werden [Wink & Wehrle,
1994].

Zur Analyse der Sequenzprodukte miissen die Reaktionsansédtze auf ein denaturierendes Polyacrylamidgel (6 %,
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7 mol/l Harnstoff) aufgetragen werden. Um die einzelnen Elongationsprodukte spéter identifizieren zu kdnnen,

erhalten sie wahrend der eigentlichen Sequenzreaktion (siehe 2.2.4.3.) eine detektierbare Markierung mit

[a-®S|dATP. Nach Exposition gegen einen Rontgenfilm werden die Elongationsprodukte sichtbar, die

Nukleotidabfolge kann abgelesen werden (s. Abb. 3).

2.2.4.2. PCR mit biotinmarkierten Primern

Template-DNA

;
s LT T

d
T

Biotin-markierter Primer 1
O —

Primer 2
eo—

biotin-
markierte

=

PCR-Produkte PCR
o T T
5

Streptavidin-beschichtete

Magnetpartikel

— T
5

Einzelstrang

Hybridisierung mit
Sequenzierprimer

]
& | e

:

d

Kettenabbruch-Reaktion |

Abb. 4: PCR mit biotinmarkierten Primern, modifiziert nach
Wink & Wehrle, 1994.

Zur Erlangung eines einzelstrangigen Templates,
welches anschliefiend direkt sequenziert werden
kann, wird die hohe Affinitat zwischen Biotin und
Streptavidin  genutzt. Bei der initillen PCR-
Reaktion werden ein Biotin-markierter und ein
unmarkierter Primer eingesetzt. Alle
Amplifikationsprodukte erhalten am 5-Ende von
einem der beiden DNA-Strdnge ein Biotin-
Molekil. Die doppelstréngigen PCR-Produkte
werden Uber diese Biotin-Molekile an
Streptavidin-beschichtete Eisenkiigelchen (beads)
gebunden und kénnen dadurch an einem Magneten
immobilisiert werden. Unter denaturierenden
Bedingungen werden anschlief?end die freien
Primer und Nukleotide der initialen PCR und der
unmarkierte DNA-Gegenstrang durch
Waschschritte abgetrennt, so dal3 nur noch der zu
sequenzierende Einzelstrang Ubrigbleibt (Abb. 4).
Alle Vorgange der Waschprozedur wurden streng
nach Protokoll (Dynabeads M-280 Streptavidin)

durchgefihrt.

2.2.4.3. Sequenzierung einzelstrangiger DNA mit der T7-Polymerase
Nach der Préparation des Einzelstranges kann dieser unmittelbar in der Sequenzreaktion (Didesoxymethode

nach Sanger) zum Einsatz kommen [Thein & Hinton, 1991].

Die verwendeten L ésungen wurden dem "’Sequencing ™ Kit von Pharmacia entnommen.

1. Anlagerung des Primers (Annealing)

Zu 10 YW Template (bead suspension) wurde 1l Primer (3 pmol/W), 2 I Annealing buffer und 1 pl Aqua

bidest. gegeben und nach kurzer Zentrifugation fir 10 min bei 60° im Wasserbad inkubiert (verwendete Primer
s. Abb. 5). Anschlieffend blieb das Gemisch ca. 10 min bel Raumtemperatur stehen.
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2. Markierungsreaktion (Labelling)

Zu dem Gemisch aus Template/Primer wurden 3ul Labelling Mix A, 1ul [a-*S]dATP (12,5 mCi) und 2ul
geldste T7 DNA-Polymerase zu einem totalen Volumen von 20 |l pipettiert. Nach kurzer Zentrifugation blieb

der Ansatz nochmals 5 min bei Raumtemperatur stehen.
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3. Kettenabbruch (Termination)

Zuletzt wurden jeweils 4,5 l des unter 2. entstandenen Gemisches zu je 2,5 il A-, C-, G- und T-Mix gegeben,
welche die Nukleotide und das entsprechende Didesoxynukleotid-Triphosphat enthielten. Nach einer
5 mindtigen Inkubation bei 37° erfolgte die Zugabe von 5 Wl Stopldsung.

Ein Aliquot von jeweils 3 pl der 4 Reaktionsansédtze konnte nach Denaturierung bei 80° C auf ein 6 %iges
Polyacrylamid-Harnstoff-Gel geladen werden, was die elektrophoretische Trennung der einzelnen
Elongationsprodukte der Grof3e nach ermdglichte. Nach einer Laufzeit von ca. 2,5 h bei 40 Watt wurde das Gel

getrocknet und gegen einen Rontgenfilm ca. 24 h exponiert.

Oligonukleotid-Bezeichnung Sequenz

92 anti-sense 5 AACGGCAGACTTCTCCTCAG 3

99 anti-sense 5 TGGTCTCCTTAAACCTGTCT &

101 anti-sense 5 CTTAGGGTTGCCCATAACAG 3

115 anti-sense 5" CCCCTTCCTATGACATGAACTTAA I
121 anti-sense 5 GAGCTGTGGGAGGAAGATAA 3

122 anti-sense 5" AATATCCCCCAGTTTAGTAGZ

119 anti-sense 5 TCCCAAGGTTTGAACTAGCTCTTCJ

Abb. 5: Sequenzierprimer.

2.2.5. Restriktionsanalyse

Bel diesem Verfahren wird die amplifizierte DNA mit Hilfe spezifischer Restriktionsendonukleasen in
definierte Fragmente gespalten. Jedes Restriktionsenzym schneidet die DNA exakt an einer Stelle, die seiner
spezifischen Erkennungssequenz entspricht. Mittels Gelelektrophorese kann anschlief?end die Lange der
Fragmente, im Vergleich gegen einen geeigneten Grolenmarker, bestimmt werden [Nicholl, 1995].

Restriktionsanalysen kénnen dem Nachweis von Punktmutationen dienen, wenn die Erkennungssequenz des
Enzyms durch den Austausch oder den Verlust einer Base verdndert wurde. Ein Beispiel fur den
Basenaustausch mit Verlust der spezifischen Schnittstelle ist die Sichelzellmutation, bei der die
Erkennungssequenz CTNAG fir des Enzyms Ddel in CTNTG verwandelt ist. Die Folge ist der Verlust des
charakteristischen Restriktionsmusters, weil das Enzym die normale Sequenz der Schnittstelle nicht erkennen
kann (s. Abb. 16).

Als Beispiel fur den Verlust einer Base fungiert die Mutation im Kodon 6, die das Leseraster fur die
nachfolgenden Nukleotide verschiebt (FS 6 -A). Die Erkennungssequenz CTNAG fir das Enzym Ddel ist
durch den Verlust des Adenins nicht mehr vorhanden. Dadurch ist diese Mutation schon sehr einfach anhand
des verdnderten Restriktionsmusters zu erkennen (s. Abb. 7). Eine Sequenzanalyse beweist die Diagnose, da
hiermit der Basenverlust direkt nachgewiesen werden kann. Der Restriktionsverdau stellt eine einfache und
schnelle Methode dar, die eine Untersuchung von Familien oder Bevolkerungsgruppen, bei denen die
Sichelzellmutation bzw. FS 6 -A haufig anzutreffen sind, zul &/t.
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3. Ergebnisse

3.1. Screening auf haufige b-Thalassdmie-Mutationen der

Endemiegebiete

3.1.1. Auswahlkriterien

Die Auswahl der Sonden erfolgte nach der Uberlegung, den groRten Teil der Allele mittels ASO
charakterisieren zu kénnen, um dadurch das Spektrum der Sequenzanalyse zur ldentifikation seltener und

neuer Mutationen einzugrenzen.

Mittels ASO |8} sich eine grofde Zahl von Proben mit relativ geringem technischen Aufwand analysieren. Im
ersten Schritt wurden die Mutationen erfaldt, die bei in Deutschland lebenden homozygoten Patienten gefunden
wurden [Vetter et a., 1997]. Zusétzlich wurde die Mutation -87 C ® T in das Screening aufgenommen, die
erstmalig bei einem homozygoten Deutsch-Italiener und seiner deutschen Mutter gefunden wurde [Kulozik et
al., 1991 4.

Tab. 7 dokumentiert ale 11 ausgewdhlten Mutationen und berlicksichtigt gleichzeitig deren geographische
Verteilung sowie die Haufigkeit des Allels in der jeweiligen Region [Kulozik, 1991 c; Oner et al., 1990;
Rosatelli et al., 1992; Baysal & Carver, 1995].

3.1.2. ASO und Restriktionsverdau

Insgesamt wurden 214 Proben untersucht. Bei alen ergaben hypochrome, mikrozytére Erythrozytenindices

verbunden mit einem erhdhten HbA, die Diagnose einer heterozygoten b-Thalassémie.

Der erste Schritt bestand darin, genligend Ausgangsmaterial fur die Durchfihrung der ASO bereitzustellen.
Entsprechend wurden von allen Proben jeweils 2 Amplifikate wie unter 2.2.2.2. beschrieben, hergestellt (s.
Abb. 6). Das erste Amplifikat umfaldte eine Sequenz von 863 bp (Primer 1/2), die den Promator, die 5"-UTR,
das 1. und 2. Exon, das 1. Intron sowie 72 Nukleotide des 2. Introns einschlof3. In diesem Bereich sind folgende
Mutationen lokalisiert: -87C® T,FS6-A, FS8/9+G,IVS1-1G® A,IVSI-5G® C,IVSI-5G® T, IVSIL-
6T® C,IVSI-110G® A,NS39C® T undIVS2-1G® A. Der Bereich des zweiten Amplifikates mit 623
bp (Primer 3/4) beeinhaltet dahingegen nur die Mutation 1VS2-745 C ® G. In Abb. 8 sind eben genannte
Mutationen zur Ubersicht in die b-Globinsequenz eingezeichnet (die Introns sind durch kursive Schreibweise

von den Exonen abgegrenzt).

Nach Bereitstellung der Amplifikate wurden je ein Wildtyp- und je ein Mutationsfilter pro Sonde angefertigt
und wie unter 2.2.3. beschrieben bestiickt, hybridisiert, gewaschen und detektiert. Eine Auswertung der Filter
beinhaltete eine exakte Zuordnung der Proben-DNA zu einem Mutations- oder Wildtypsignal (s. Abb. 9 und
10). War eine eindeutige Zuordnung nicht moglich, wurde die Analyse wiederholt. Zum Nachweis der FS 6 -A

wurde eine Restriktionsanalyse durchgefihrt, wie unter 2.2.5. beschrieben (s. Abb. 7).
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Schwarzamerikaner

Mutationen geographische Verteilung Héaufigkeit des Allels in %
NS39C® T Mittelmeerl ander
Sardinien 95 %
Spanien 64 %
Portugal 53 %
Italien 40 %
Sizilien 35%
Bulgarien 22%
IVS1-110G® A Mittelmeerl ander
Zypern 70 %
ehem. Jugoslawien 45 %
Griechenland 42 %
Tarkei 39%
Italien 23 %
Libanon 62 %
IVSI-1G® A Mittelmeerl ander
Portugal 32%
Griechenland 13%
Zypern 12%
Italien 10%
IVSI-5G® T Mittelmeerl ander
Schwarzamerikaner
IVSI-5G® C Indien 22 %
China
IVS2-745C® G Mittelmeerl ander
Bulgarien 10 %
Italien 5%
-87TC® T Deutschland/Italien
IVS1I-6 T® C Mittelmeerl ander
Sizilien 29 %
ehem. Jugoslawien 19 %
Tarkei 18 %
IVS2-1G® A Mittelmeerl ander
Tarkel 12%
Tunesien
Schwarzamerikaner
FS8/9 +G Indien 20 %
Mitelmeerlander
Tarkel 6,6 %
FS6-A Mittelmeerlander
Italien 12%

Tab. 7: ASO-Screening deutscher Heterozygoter auf haufige b-Thal assémie-M utationen der Endemiegebiete.
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PCR-Produkte

623 bp

Abb. 6: Darstellung PCR-amplifizierter DNA auf einem Ethidiumbromid geférbten 1,5 %igen Agarosegel.
Links: Amplifikate mit einer Lénge von 863 bp (1-5), Negativkontrolle (K), Marker j X 174 HAE 111 (M).
Rechts: Amplifikate mit einer L&nge von 623 bp (1-3), Negativkontrolle (K), Marker j X 174 HAE 111 (M).

A r | | 4-|
— O —
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381

201/180
100/90

Abb. 7: Ddel-Verdau PCR-amplifizierter DNA zum Nachweis der FS 6 -A-Mutation. Durch den Basenverlust (-A) im
Kodon 6 ist die Erkennungssequenz CTNAG fur das Restriktionsenzym Ddel nicht mehr vorhanden. Entsprechend entsteht
ein langeres Fragment von 381 bp wie bei der Sichelzellmutation. Die Sichelzellmutation befindet sich ebenfalls im Kodon
6 des b-Globingens, hat jedoch den Austausch des Adenins durch ein Thymin zur Folge.

A dokumentiert den relevanten Teil des b-Globingens mit den als Winkelpfeile dargestellten PCR-Primern und den
Restriktionsstellen des Enzyms Ddel (- ). Gleichzeitig werden die Verdnderungen des Restriktionsmusters durch die
FS 6- A-Mutation (b", - ) markiert.

B zeigt ein Ethidiumbromid geférbtes Agarosegel mit Ddel verdauten PCR-Fragmenten. Die Spuren enthalten von links
nach rechts: zwei heterozygote Probanden fir dei FS 6 -A-Mutation (AT), die Kontroll-DNA eines Gesunden (AA), einen
an Sichelzellandmie homozygot Erkrankten (SS), unverdaute DNA (U) und den Marker j X 174 HAE 111 (M).
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GCTTACCAAGCTGTGATTCCAAATATTACGTAAATACACT TGCAAAGGAGGATGT TTTTAGTAG
CAATTTGTACTGATGGTATGGGGCCAAGAGATATAT CTTAGAGGGAGGGECTGAGGGT TTGAAGT

CCAACTCCTAAGCCAGT GOCAGAAGAGCCAAGGACAGGT ACGGCT GTCATCACT TAGACCTCAC
-87C® T
CCTGT GGAGCCACACCCTAGGGT TGGCCAAT CTACT CCCAGGAGCAGGGAGGGECAGGAGOCAGS
T
GCTGGGCATAAAAGT CAGBGCAGAGCCAT CTATTGCTTACATTTGCTTCTGACACAACTGTGT T
Initiationskodon FS 6 -A FS 8/9 +G
CACT AGCAACCT CAAACAGACACCAT GGT GCACCT GACT CCT GAGGAGAAGT CTGCCGT TACTG
IVS1-1,-5,-6
CCCT GT GGEGCAAGGT GAACGT GGAT GAAGT TGGT GGT GAGGCCCT GGGECAG], GTTGGTATCAAG
A CC
GTTACAAGACAGGTTTAAGGAGACCAATAGAAACTGGGCATGTGGAGACAGAGAAGACTCTTGG
IVS1-110 G ® A Exon 2
GTTTCTGATAGGCACTGACTCTCTCTGCCTATTGGTCTATTTTCCCACCCTTAG] GCTGCTGGTG
NS39C® T A
GTCTACCCTTGGACCCAGAGGT TCTTTGAGT CCTTTGGGEGAT CTGT CCACTCCTGATGCTGT TA
T
TGBGCAACCCT AAGGT GAAGGCT CATGECAAGAAAGT GCTCGGT GCCT TTAGT GATGEOCTGGC

TCACCTGGACAACCT CAAGGGCACCT TTGCCACACT GAGT GAGCT GCACT GTGACAAGCTGCAC
IVS2-1 G ® A
GTGGATCCTGAGAACTTCAGG[ GTGAGTCTATGGGACCCTTGATGTTTTCTTTCCCCTTCTTTTC
A

TATGGTTAAGTTCATGTCATAGGAAGGGGAGAAGTAACAGGGTACAGTTTAGAATGGGAAACAG
ACGAATGATTGCATCAGTGTGGAAGTCTCAGGATCGTTTTAGTTTCTTTTATTTGCTGTTCATA
ACAATTGTTTTCTTTTGTTTAATTCTTGCTTTCTTTTTTTTTCTTCTCCGCAATTTTTACTATT
ATACTTAATGCCTTAACATTGTGTATAACAAAAGGAAATATCTCTGAGATACATTAAGTAACTT

AAAAAAAAACTTTACACAGTCTGCCTAGTACATTACTATTTGGAATATATGTGTGCTTATTTGC

ATATTCATAATCTCCCTACTTTATTTTCTTTTATTTTTAATTGATACATAATCATTATACATAT

TTATGGGTTAAAGTGTAATGTTTTAATATGTGTACACATATTGACCAAATCAGGGTAATTTTGC

ATTTGTAATTTTAAAAAATGCTTTCTTCTTTTAATATACTTTTTTGTTTATCTTATTTCTAATA
CTTTCCCTAATCTCTTTCTTTCAGGGCAATAATGATACAATGTATCATGCCTCTTTGCACCATT

CTAAAGAATAACAGTGATAATTTCTGGGTTAAGGCAATAGCAATATTTCTGCATATAAATATTT
1VS2-745 C® G
CTGCATATAAATTGTAACTGATGTAAGAGGTTTCATATTGCTAATAGCAGCTACAATCCAGCTA
G
CCATTCTGCTTTTATTTTATGGTTGGGATAAGGCTGGATTATTCTGAGTCCAAGCTAGGCCCTT
Exon 3
TTGCTAATCATGTTCATACCTCTTATCTTCCTCCCACAG] CTCCTGGGCAACGTGCTGGTCTGTG

TGCTGGCCCATCACTTTGGCAAAGAATTCACCCCACCAGT! GC"AGGCT GCCTATCAGAAAGTGGT
GCGCTGGTGTGECTAATGCCCTGGECCCACAAGTATCACTAA &'lIJ'-CrlI&)'I'TTCT TGCTGTCCAATTT
CTATTAAAGGTTCCTTTGI TCCCTAAGTCCAACTACT AAACT GGGGGATAT TATGAAGGECCTT
GAGCATCTGGATTCTGCCT ZZ'T’yAAAAAA_A_S : %2?"7’TATTTTCATTGCAATGATGT ATTTAAATTATT

TCTGAATATTTTACTAAAAAGGGAAT GTGGGAGGT CAGT GCATTTAAAACATAAAGAAATGAAG

Abb 8: DNA-Sequenz des humanen b-Globingens einschliefdlich Lokalisation der 11 ausgewahiten Mutationen flr das
ASO-Screening.
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Auswertung der Filter

Die Wildtyp- und Mutationsfilter dienen a's Kontrollen fir die experimentellen Rahmenbedingungen. So muid
die Wildtyp-Proben-DNA (Wt) auf dem Wildtypfilter ein positives Signal ergeben, da der Wildtypfilter mit
dem Wildtyp-Oligonukleotid hybridisiert. Die Mutations-Proben-DNA (M) darf jedoch auf dem gleichen Filter
kein Signal aufweisen. Im Gegensatz dazu mul3 die Mutations-Proben-DNA (M) auf dem Mutationsfilter ein
positives Signal geben, da der Mutationsfilter mit dem Oligonukleotid hybridisiert, welches die jewellige
Mutation tragt. Die Wildtyp-Proben-DNA (Wt) darf entsprechend kein Signa hinterlassen. Eine korrekte
Auswertung der Filter ist nur dann mdoglich, wenn diese Vorraussetzungen erfillt sind (s. Abb. 9 A, B und
Abb. 10).

DNA-Probe entspricht der Wildtypsequenz:
Wildtypfilter - positives Signal
Mutationsfilter - kein Signal nachweisbar

Trifft dieses Ergebnis auf eine zu untersuchende DNA-Probe zu, muf3 das Screening fur die verbleibenden
Mutationen fortgesetzt werden. Der Patient ist nicht Tréger dieser Mutation. Gleichzeitig ist diese
Konstellation typisch fur eine Wildtyp-DNA, die als Positivkontrolle fir den Wildtypfilter sowie as
Negativkontrolle fir den Mutationsfilter eingesetzt wird.

DNA-Prabe ist homozygot fir die zu untersuchende Mutation:
Wildtypfilter - kein Signal nachweisbar
Mutationsfilter - positives Signal

Ein Ergebnis dieser Art wurde fur keinen deutschen Patienten gefunden und auch nicht erwartet, da hier
klinisch und hdmatologisch definierte heterozygote Probanden untersucht wurden. Eine DNA-Probe mit dieser
Signalgebung wurde jedoch as Positivkontrolle fir den Mutationsfilter und gleichzeitig als Negativkontrolle
fur den Wildtypfilter verwendet.

DNA-Praobeist heterozygot fir zu untersuchende Mutation:
Wildtypfilter - positives Signal
Mutationsfilter - positives Signa

Beim Vorliegen dieser Konstellation ist die Mutation der entsprechenden DNA-Probe gefunden und damit die
Untersuchung erfolgreich abgeschlossen. Der Patient trégt auf dem einen Allel die Mutation, das andere Alldl

hingegen ist gesund.
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Wildtypfilter fiir NS39C » T

Mutationsfilter fir NS39C = T

Wildtypfilter fiir IVS1-110G - A

Mutationsfilter fiir IVS1-110 G » A

Abb. 9: Allel-spezifische Oligonukleotid-Hybridisierung zum Nachweis der Mutationen im b-Globingen. PCR-amplifizierte
b-Globingen-Fragmente von deutschen Probanden mit einer heterozygoten b-Thalassdmie wurden as Dot-Blot auf einer
Nylonmembran fixiert. Der Wildtypfilter hybridisiert mit dem Wildtyp-Oligonukleotid; der Mutationsfilter mit dem
Oligonukleotid, welches die Mutation trégt. Bel "Wt" und "M" handelt es sich um Kontrollproben mit den jeweiligen
Wildtypseguenzen oder Mutationen.

A: Proben 1, 2 und 6 hinterlassen jeweils ein Signal auf dem Wildtyp- und dem Mutationsfilter. Per definitionem erflllen
sie damit das Kriterium, heterozygot fir die Nonsense-Mutation im Kodon 39 C® T zu sein.

B: Probe 1 hinterlal3t jeweils ein Signal auf dem Wildtyp- und dem Mutationsfilter und ist somit heterozygot fir den G ®
A-Basenaustausch an Position 110 des ersten Introns.
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Mutationsfilter fiir IVS1-1 G » A

Wildtypfilter fiir IVS1-1 G > A

Abb. 10: Allel-spezifische Oligonuklectid-Hybridisierung zum Nachweis der IVS1-1 G ® A-Mutation. PCR amplifizierte
b-Globingen-Fragmente von deutschen Probanden mit einer heterozygoten b-Thalassémie wurden as Dot-Blot auf einer
Nylonmembran fixiert. Der Wildtypfilter hybridisiert mit dem Wildtyp-Oligonukleotid; der Mutationsfilter mit dem
Oligonukleotid, welches die Mutation trégt. Bel "Wt" und "M" handelt es sich um Kontrollproben mit den jeweiligen
Wildtypseguenzen oder Mutationen.

Probe 6 hinterlddt jeweils ein Signal auf dem Wildtyp- und dem Mutationsfilter und ist heterozygot fur den G® A-
Basenaustausch an Position 1 des ersten Introns.

3.1.3. Haufigkeiten der Mutationen bei Probanden deutscher Herkunft

Mit Hilfe des ASO-Screenings als schnelle, gut reproduzierbare und mit hoher diagnostischer Sicherheit
einhergehende Methode konnten 75,7 % der b-Thalassdmie-Gene bei autochthon Deutschen identifiziert
werden. Einige Mutationen waren besonders haufig: NS39C® T; IVS1-110G® A und IVS1-1G® A (s
Abb. 9 A, B und Abb. 10). Wie aus Tab. 7 hervorgeht, handelt es sich dabei um Mutationen, die sehr stark in
den Mittelmeerlandern vertreten sind und in der deutschen Bevodlkerung einen Anteil von ca. 62,6 %
ausmachen. Einige Mutationen kommen in dhnlichen Haufigkeiten wie in Italien vor (NS 39, 1VS1-110 G ®
A, IVSL-1G® A;IVS2-745 C® G, FS 6 -A) wohingegen andere mediterrane Mutationen selten sind (1VS1-
6T® C,1IVS2-1G® A) [Cao et d., 1989; Rosatelli et al., 1992] (s. Tab. 8).
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Die Ergebnisse der Allel-spezifischen Oligonukleotid-Hybridisierung sind in Tab. 8 zusammengefaldt und
dokumentieren im direkten Vergleich die Haufigkeiten dieser b-Thalassdmie-Mutationen in der einheimischen

deutschen und in der italienischen Bevdlkerung.

Mutation Deutsche (n=214) Italiener (n=914)"
n % %
NS39C® T 67 31,3 40,0
IVS1-110G® A 51 23,8 23,0
IVSI-1G® A 16 7,5 10,0
IVSI-5G® CundG® T 10 4,7 <05
IVS2-745C® G 7 33 5,0
-87C® T 4 18 <05
IVS1-6T® C 3 1,4 9,9
IVS2-1G® A 2 0,9 39
FS8/9+G 1 0,5 0.A?
FS6-A 1 0,5 12
unbekannt 52 24,3 04

Tab. 8: Darstellung der ASO-Ergebnisse bel Probanden deutscher Abstammung im Vergleich zur Haufigkeit der
b-Thalassdmie-Mutationen in der italienischen Bevélkerung. (*[Rosatelli et al., 1992]; 2ochne Angabe)
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3.2. ldentifikation seltener b-Thalassamie Mutationen

3.2.1. Sequenzanalyse

Vorraussetzung fur die Anwendung der Kettenabbruchmethode nach Sanger war die Amplifikation aller
Proben mit biotinmarkierten Primern. Dafir wurden die Primer 1 und 3 biotinyliert und in Kombination mit
Primer 2 bzw. 4 in die PCR-Reaktion eingesetzt (s. unter 2.2.2.2.). Nach erfolgreicher Amplifizierung konnten
die Streptavidin-beschichteten Eisenkiigelchen an das Biotin-Molekil angelagert und der sense-Strang der
DNA-Doppelhelix Uber einen Magneten separiert und direkt in die Sequenzierreaktion entsprechend 2.2.4.3.
eingesetzt werden. Die 7 Sequenzierprimer (s. Abb. 5) wurden so gewahit, dal? die zu untersuchende Sequenz
von 3" nach 5" im Abstand von 150-250 Nukleotiden so aufgearbeitet werden konnte, dal3 ohne Unterbrechung

eine gute Lesbarkeit gewdahrleistet war.

3.2.2. Seltene Mutationen und ihre Haufigkeiten in der einheimischen
deutschen Bevolkerung

Insgesamt wurden 52 DNA-Proben von deutschen Probanden mit einer heterozygoten b-Thalassdmie
sequenziert. Mit Hilfe der Sequenzanalyse konnten 38 Proben 13 seltenen Mutationen zugeordnet werden. Tab.
9 zeigt dieses Ergebnis, wobei ale Mutationsarten und ihre Haufigkeiten in der deutschen Bevélkerung
aufgelistet werden. Zusétzlich gibt sie Aufschluf? Gber das Auftreten dieser Mutationen in den verschiedenen

ethnischen Gruppen sowie deren Erstbeschreiber.

Durch die Ubersicht werden zwei Mutationen akzentuiert: die Promotormutation an Position -87 C ® G und
die Frameshift-Mutation im Kodon 82/83 -G. Beide Mutationen ragen durch ihr deutlich haufigeres Auftreten

in der einheimischen deutschen Bevdlkerung heraus.

Die Basensubstitution an Position -87, verandert das CACCC-Promotorelement und wurde erstmals 1982 von
Orkin et a. [b] publiziert. Dieses Promotorelement beeinflufdt die Effizienz der Transkriptions, so dal3 dessen
Modifikation den Phanotyp der b™-Thalassdmie bewirkt, ein Charakteristikum aller bekannten
Promotormutationen (s. Abb. 11).

Die Frameshift-Mutation im Kodon 82/83 (s. Abb. 14) wurde erstmals in der aserbai dschanischen Bevlkerung
nachgewiesen, die Region der ehemaligen Sowjetunion, in der die b-Thalassémie hauptséchlich anzutreffen ist.
Die Deletion resultiert in einem Stop-Kodon, welches 13 Nukleotide 3" liegt und verursacht eine b°-
Thalassémie [Schwartz et al., 1989]. Spédter wurde diese Mutation auch in der tschechoslowakischen
Bevolkerung gefunden; Indrak et al. identifizierten diese Mutation 1992 bei 7 Probanden, Mitglieder zweier

unabhéngiger Familien.

Ebenfalls bemerkenswert ist der Phénotyp der 2 Probanden mit der NS 121 G ® T-Mutation, die bei Nord-
West-Européern mit dem Phanotyp einer dominanten b-Thalassdmie beschrieben wurde (s. Abb. 13) [Thein et
al., 1990; Kazazian et a., 1992]. Die beiden hier beschriebenen Probanden zeigen typische hédmatologische
Befunde einer Thalassaemia minor (Hb 10,8 und 11,4 g/dl; MCH 21 und 22 pg; HbA, 4,9 und 6,0 %). Klinisch
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wurde bel einem dieser beiden Personen jedoch eine |eichte Hepatosplenomegalie diagnostiziert.

Mutationstyp ethnische Gruppe(n)  Publikation Héaufigkeiten bei
autochthon Deutschen

(n)

A. Transkription

-87C® G Bevolkerung des Orkin et al., 1982 [b] 7
Mittelmeerraumes

B. RNA-Verarbeitung

IVSI-1G® T Inder, Chinesen Kazazian et al., 1984 1
IVSI-2T® C Schwarzamerikaner Gonzales-Redondo €t al., 1989 4
IVSI-2T® G Tunesier Chibani et al., 1988 1
IVS2-705T® G Bevdlkerung des Dobkin et al., 1983 1
Mittelmeerraumes
C. RNA-Trandation
Nonsense-Mutationen
NS15TGG® TAG Inder Kazazian et al., 1984 1
NS121G® T Polen, Kazazian et al., 1986 2
Frankreich/Schweiz, Fei et al., 1989
Japaner, Y amamoto et al., 1992
Englénder Thein et al., 1990
Frameshift-Mutationen
FS44-C Kurden Kinniburgh et al., 1982 1
FS51-C Ungarn Ringelhann et al., 1993 1
FS 82/83 -G Aserbaidschaner, Schwartz et al., 1989 12
Tschechen Indrak et al., 1992
D. Initiations-Kodon
ATG® ACG Jugoslawen Jankovic et al., 1990 3
ATG® GTG Japaner Hattori et a., 1991 2
ATG® ATA Italiener, Sabaet al., 1992 2
Schweden Landin et al., 1995

Tab. 9: Mittels Sequenzanalyse identifizierte Mutationen.

Die nachfolgenden Abbildungen der Sequenzgele zeigen einen Vertreter pro betroffene Ebene der

Genexpression der in Tab. 9 aufgefuhrten Mutationen.
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Abbildung 11 prézisiert den Basenaustausch an Position -87 des b-Globingens. Er steht als Prototyp einer
Promotormutation, die unmittelbar das proximale CACCC-Promotorelement (nt 86-90 stromaufwarts des
CAPs) betrifft [Orkin et al., 1982 b]. Eine Mutation in dieser Region bewirkt eine Verminderung der
Transkriptionseffizienz auf 20-30 % des normalen b-Globingens und resultiert beim Homozygoten in einer
Thalassaemia intermedia [Orkin et a., 1984].

-87C-+>G
T G C A
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Abb. 11: Sequenzierung PCR-amplifizierter DNA zur direkten Diagnose einer b-Thalassémie. An Position -87 wird das
Cytosin durch ein Guanin ersetzt. Der Basenaustausch betrifft das proximale CACCC -Promotorel ement.

Die Sequenzierung zeigt hier sowohl das normale C als auch die Mutation (Pfeil), die sich nur auf einem Allel befindet.
Das andere Allel ist gesund. Der Proband ist heterozygot fir die Mutation an Position -87.

In Abbildung 12 wird der Basenaustausch an Position 705 des 2. Introns dokumentiert, der die Ebene der RNA-
Verarbeitung betrifft. Der T zu G-Austausch kreiert eine Sequenz, die exakt einer 5° Spleil3stelle entspricht:
GAGGTAAGA. Dobkin et al. zeigten 1983 anhand einer RNA-Analyse, da’ diese Sequenzverénderung die
Maoglichkeit gibt, den Vorgang des SpleifRens in zwei verschiedene Richtungen ablaufen zu lassen. Erstens
kann die mutierte Position 705 als 5° Spleif3stelle in Kombination mit der normalen 3" Spleil3stelle genutzt
werden. Zweitens ist auch die Verwendung eines kryptischen 3" Spleikonsensus an Position 580 in
Kombination mit der normalen 5° Spleif3stelle moglich. Welcher SpleiBmechanismus im Einzelfal bevorzugt

wird, bestimmt die Konkurrenz zwischen der normalen 5° und der neu entstandenen Spleif3stelle an Position
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705 des 2. Introns. Die RNA-Analysen von Dobkin et a. [1983] konnten nachweisen, dal3 beide
Spleifmechanismen auch gleichberechtigt nebeneinander genutzt werden. Diese Experimente zeigen, dal3 eine
Mutation innerhalb des Introns zur Nutzung einer kryptischen Spleif3stelle fuhren kann, obwohl sowohl der
normale Spleiffkonsensus als auch die kryptische Spleilstelle selbst nicht mutiert sind. Zum Erhalt einer

Genfunktion ist demzufolge auch die Konservation von Intronsequenzen notwendig [Dobkin et al., 1983].

IVS2-705 T - G

T G C A

!'l "J
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Abb. 12: Sequenzierung PCR-amplifizierter DNA zur direkten Diagnose einer b-Thalassdmie. An Position 705 des zweiten
Introns wird das Thymin durch ein Guanin ersetzt, wodurch eine neue 5° Spleil3sequenz entsteht.

Die Sequenzierung zeigt hier sowohl das normale T als auch die Mutation (Pfeil), die sich nur auf einem Allel befindet.
Das andere Allel ist gesund. Der Proband ist heterozygot fur die IV S2-705 T® G-Mutation.

Abbildung 13 illustriert die Nonsense Mutation im Kodon 121. Dabei handelt es sich um eine dominant
vererbbare Form der b-Thalassamie, die gewohnlich bei Nordeuropéern gefunden wird. Das Charakteristikum
dieser Exon 3-Mutation besteht in der Existenz sogenannter Innenkdrper, die man in peripheren Erythrozyten
nachweisen kann. Nonsense-Mutationen, deren vorzeitige Termination Reste bis zu 72 Nukleotiden entstehen
lassen (z. B. NS 15, NS 39, NS 71/72) fuhren normalerweise zum proteolytischen Abbau dieser verkirzten
b-Ketten. Anders verhdlt es sich bei der NS 121, bei der ein langerer Rest von 120 nt entsteht. Diese zwar
ebenfalls verkirzten Produkte sind im Gegensatz zu den oben beschriebenen Nonsense-Mutationen in der Lage,
Ham zu binden und entgehen dadurch héchstwahrscheinlich dem proteolytischen Abbau. Allerdings neigen sie
zur Aggregation und bilden moglicherweise gemeinsam mit dem Uberschul? an a-Ketten die charakteristischen
Innenkorper [Weatherall et al., 1973; Thein et a., 1992].
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Bel dieser Exon 3-Mutation handelt es sich um eine seltene Form der b-Thalassdmie, die in Anbetracht ihrer
Schwere nicht dem positiven Selektionsdruck unterliegt, wie es flr die rezessiven Formen typisch ist. Das
erklért auch die niedrigen Genfreguenzen in Populationen, in denen Malaria endemisch ist [Thein et al., 1990;
Kazazian et al., 1989].

NS 121 G-T

T G C A

Abb. 13: Sequenzierung PCR-amplifizierter DNA zur direkten Diagnose einer b-Thalassémie. Durch den G zu T-
Basenaustausch im Kodon 121 des b-Globingens entsteht das Stopkodon TAA. Basensubstitutionen, die einen vorzeitigen
Stop der Trandation verursachen, bezeichnet man a's Nonsense-M utationen.

Die Sequenzierung zeigt hier sowohl das normale G als auch die Mutation (Pfeil), die sich nur auf einem Allel befindet.
Das andere Allel ist nicht betroffen. Der Proband ist heterozygot fur die Nonsense-Mutation im Kodon 121 (G® T).
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Die Frameshift-Mutation am Ubergang von Kodon 82/83 betrifft die Ebene der RNA-Translation. Der Verlust
eines Guanins verschiebt das Leseraster fur die nachfolgenden Nukleotide, was zum Einbau falscher
Aminosauren und zum vorzeitigen Abbruch der Tranglation an einem neu entstandenen Stopkodon 13
Nukleotide stromabwaérts fihrt. Die in Abb. 14 gezeigte Deletion wurde von Schwartz et a. [1989] in der
aserbaidschanischen Bevdlkerung und Indrak et al. [1992] in der tschechoslowakischen Bevdlkerung

nachgewiesen.
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Abb. 14: Durch den Verlust eines Guanins am Ubergang vom Kodon 82/83, entsteht eine Frameshift-Mutation. Hier ist das
typische Nukleotidmuster eines heterozygot betroffenen Probanden festgehalten, dem nur auf einem Allel das Guanin fehit.
Dieser Umstand &3t die Nukleotidabfolge beider Allele gegeneinander verschieben, sodal? sich an manchen Positionen
zwei Basen auf gleicher Hohe befinden.

Die Fotografie des Sequenzgels in Abbildung 15 zeigt den A zu G-Basenaustausch im Initiationskodon des
b-Globingens. Bei der Analyse der DNA-Proben deutscher Probanden wurden zusétzlich die T zu C- und G zu
A-Substitution des gleichen Kodons registriert. Jede Mutation des Initiationskodons resultiert in eine
b°-Thalassdmie, da sie die Initiation der Translation verhindert. Dadurch wird deutlich, dal3 es keine
funktionelle Alternative flr das Triplett ATG gibt. Wirde das néchstgelegene ATG auf3erhalb des L eserahmens

im Kodon 21/22 benutzt, entstdnde daraus ein Frameshift, dessen Terminationskodon 118 Nukleotide
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stromabwarts |8ge. Das mutmaldliche Peptid dieser Frameshift-Mutation wurde niemals gefunden.

Bei Initiationskodon-Mutationen im a-Globingen sank der mRNA-Anteil um das Drei- bis Vierfache. Diese

Auswirkung wird fr gleichartige Mutationen im b-Globingen erwartet [Hattori et al., 1991].

Initiationskodon
ATG -» GTG
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Abb. 15: Seqguenzierung PCR-amplifizierter DNA zur direkten Diagnose einer b-Thalassdmie. Der Ersatz eines Adenins
durch ein Guanin verdndert die normale Sequenz des Initiationskodons ATG. Die Initiation der Trandation wird
verhindert.

Die Sequenzierung zeigt hier sowohl das normale A as auch die Mutation (Pfeil), die sich nur auf einem Allel befindet.
Das andere Allel ist nicht mutiert. Der Proband ist heterozygot fir diese genetische Verénderung.
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3.3. Identifizierung einer seltenen und einer neuen Mutation

3.3.1. Restriktionsanalyse

Es wurde bereits unter 2.2.5. darauf hingewiesen, dal3 die Restriktionsanalyse hervorragend fur das Screening
der Sichelzellmutation geeignet ist. Die Sichelzellmutation zerstért die Restriktionsstelle des Ddel-Enzyms im
Kodon 6 des normalen b-Globingens. In Abbildung 16 A ist das b-Globingen mit den Schnittstellen des
Restriktionsenzyms Ddel (Pfeile) fir das normale b-Globingen (b*) und fir die Sichelzellmutation (b%)
schematisch dargestellt. Bei einem Probanden ohne Sichelzellmutation sind b”-spezifische Fragmente mit einer
Lénge von 201, 180, 104, 89 und 88 Basenpaaren zu unterscheiden. Dahingegen 1813t ein Tréager der Mutation
das Fragment mit einer Lange von 201 Basenpaaren vermissen, so dal? zwangslaufig ein grofReres Fragment mit
381 Basenpaaren entsteht. Dieses abnorm grof3e Fragment und der gleichzeitige Nachweis von HbS durch die
Hb-Elektropherese 1803t die Identifikation eines Patienten mit Sichelzellandmie zu. Das typische Bild eines mit
Ethidiumbromid geférbten Agarosegels zeigt Abbildung 16 B.

3.3.2. Darstellung eines ungewohnlichen Restriktionsmusters nach Ddel-
Verdau

Fir die deutschen Probanden mit einer heterozygoten b-Thalassémie ist ein Screening mittels Ddel-
Restriktionsverdau ebenso sinnvoll, da dadurch die Frameshift-Mutation im Kodon 6 schnell entdeckt werden
kann bzw. der mutierte Bereich des b-Globingens auf wenige Basenpaare eingegrenzt wird. Dieser
eingegrenzte Bereich entspricht exakt der Erkennungssequenz des Ddel -Restriktionsenzyms — CTNAG. Das
Bild eines Ethidiumbromid geférbten Agarosegels mit der Frameshift-Mutation im Kodon 6 unterscheidet sich
alerdings nicht von der Darstellung des Restriktionsverdaus einer Sichelzellmutation (Vgl. Abb. 7 und 16).
Daher gelingt der endglltige Nachweis der FS 6 -A erst mittels Sequenzanalyse.

Abweichendes von eben beschriebenen Restriktionsmustern fir die Sichelzellmutation bzw. die FS 6 -A ist auf
der Abbildung 16 B sichtbar. Neben den Spuren, die den Lauf von DNA-Proben homozygoter (SS) und
heterozygoter (AS) Tréger der Sichelzellmutation zeigen, beinhalten die Spuren 1-4 ein untypisches
Restriktionsmuster. Den DNA-Proben dieser Spuren fehlt das Fragment mit der Lange von 381 bp, statt dessen
tritt ein Fragment mit einer Lange von 289 bp in Erscheinung. Das Bild der Agarosegelelektrophorese ist wie
folgt zu interpretieren: Das Restriktionsenzym erkennt die Schnittstelle am Ubergang von Intron 1 zum Exon 2
nicht und 18Rt dadurch ein Bruchstiick mit 289 bp L&nge entstehen (s. Abb. 16 A: b',- = Ddel-Schnittstellen
fir b-Thalassamie). Die Abbildung 17 veranschaulicht die Sequenz des b-Globingens am Ubergang von Intron
1 zu Exon 2, hebt die Schnittstelle fur das Ddel-Enzym deutlich hervor und markiert dadurch den Bereich der
mutierten Sequenz. Welche der 5 Basen jedoch betroffen war, legte erst die Sequenzanalyse offen.
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Abb. 16: Redtriktionsanalyse PCR-amplifizierter DNA am Beispiel der Sichelzellmutation sowie zweier
b-Thal assimiemutation am Ubergang von Intron 1 zu Exon 2.

A dokumentiert den relevanten Teil des b-Globingens mit den als Winkelpfeile dargestellten PCR-Primern und
Restriktionsstellen des Enzyms Ddel (- ). Gleichzeitig werden die Verdnderungen des Restriktionsmusters durch die
Sichelzell-Krankheit (b%- ) und der IVS1-130 G® Cbzw. IVS1-129G ® A (b",- ) markiert.

B zeigt ein Ethidiumbromid geférbtes Agarosegel mit Ddel-verdauten PCR-Fragmenten. Die Spuren beinhalten von links
nach rechts: Marker j X 174 HAE Il (M), unverdautes PCR-Fragment (U), Kontroll-DNA eines Gesunden (AA), einen
homozygoten (SS) und einen heterozygoten (AS) Tréger einer Sichelzellmutation, einen heterozygoten Tréger der 1V S1-129
A ® G (1), einen Homozygoten (2) und zwei Heterozygote (3, 4) fur die IVS1-130 G ® C-Mutation.

CCTGT GGGGCAAGGT GAACGT GGATGAAGT TGGT GGTGAGGCCCTGGEGCAG GTTGGTATCAAG

GTTACAAGACAGGTTTAAGGAGACCAATAGAAACTGGGCATGTGGAGACAGAGAAGACTCTTGG
Exon 2

GTTTCTGATAGGCACTGACTCTCTCTGCCTATTGGTCTATTTTCCCACCCTTAG] GCTGCTGGT
Schnittstelle fur Ddel

GGTCTACCCTTGGACCCAGAGGT TCTTTGAGTCCTTTGGGGATCTGTCCACTCCTGATCGCTGTI T

Abb. 17: Ausschnitt des b-Globingens mit Ddel-Schnittstelle am Ubergang von Intron 1 zu Exon 2 (Position 1V S1-126-
130).
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3.3.3. Nachweis der Mutationen mittels Sequenzanalyse

Die Seguenzanalyse demonstrierte im oben genannten Fall zwel verschiedene Mutationen. Erstere verursacht
einen G ® C-Basenaustausch an Position 130 des 1. Introns (s. Abb. 18), eine Mutation, die Oner et a. 1990
bei Turken und Yamamoto et al. 1992 bei Japanern identifizierten. Dabei handelt es sich um eine Mutation, die
den kritischen Konsensus (AG) des SpleifRakzeptors betrifft. Dessen Verdnderung inhibiert vermutlich die
RNA-Verarbeitung, da insbesondere diese Konsensussequenz fir das effektive Spleifen der RNA eine
essentielle Rolle spielt. So besteht die Moglichkeit, daf3 im Falle dieser Mutation eine kryptische Spleil3stelle
benutzt wird, die Intron 1, Exon 2 und Intron 2 herausschneidet und dadurch Exon 1 und Exon 3 unmittelbar
miteinander verknipft. Bel homozygot betroffenen Patienten resultiert dieser abnorme Spleif3vorgang in einen
b°-Phanotyp [Yamamoto et al., 1992].

dATP dATP dATP dATP
dCTP dCTP dCTP dCTP
dGTP dGTP dGTP dGTP
dTTP dTTP dTTP dTTP
ddATP ddCTP ddGTP ddTTP

vV VWV VYV

A C G T
5 — TGGACGAddT f— T
5" —a TGGACGddA — A
5" —— TGGACddG fa— G
5" —— TGGAddC [rm—— C
5 = TGGddA f— A
5" —— TGddG — G
5" —= TddG — G
5" /= ddT — T

Sequenzgel

Abb. 18: Gegeniiberstellung der G ® C-Mutation an Position 130 und der A ® G-Mutation an Position 129 des ersten
Introns. Diese Mutationen beeintréchtigen Uber die Verénderung des AG-SpleiRakzeptors die Effektivitdt des
Spleil3vorganges.
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Beide Probanden tragen die dargestellten Sequenzanderungen im b-Globingen auf einem Allel und sind somit heterozygot
fr die entsprechende b-Thal assémie-M utation.
Die zweite identifizierte Mutation verféscht ebenfalls den Konsensus des SpleifRakzeptors. Betroffen ist in

diesem Fall die Position 129 des 1. Introns;

3.3.4.1VS1-129 A ® G: Eine neue Mutation.

Eine Basensubstitution an dieser kritischen Position im b-Globingen am Ubergang vom ersten Intron zum
zweiten Exon stellt weltweit ein Novum innerhalb der molekularbiologischen Aufarbeitung des b-Globingens
beziiglich der Erforschung der b-Thalassdmie dar. Vergleichbare Ergebnisse liegen von Antonarakis et al.
[1984], Atweh et a. [1985] und Padanilam & Huisman [1986] vor, deren Verdffentlichungen
Basensubstitutionen an Stelle 849 des b-Globingens (1 S2-849) beschreiben, die ebenfalls den SpleiRakzeptor

mutieren lassen, jedoch am Ubergang von Intron 2 zum Exon 3.

Abbildung 19 dokumentiert die neue Mutation an Position 129 des ersten Introns anhand der Fotografie eines

Sequenzgels und erldutert ihre Lage im b-Globingen durch eine graphische Darstellung.

IVS1-129 A+ G
T G C A
ki
Rty ’ A—>G
=2 ;
G
- C
- - T
- G
- c
-
- T
- G
=4 G
- T
-
v Exon 2
5 Intron 1 AG [ ] 3

Abb. 19: Sequenzierung PCR-amplifizierter DNA zur direkten Diagnose einer b-Thalassdmie. Der A zu G-Basenaustausch
an Position 129 des ersten Introns betrifft den AG-SpleiRakzeptor am Ubergang von Intron 1 zu Exon 2.

Die Sequenzierung zeigt hier sowohl das normale A als auch die Mutation (Pfeil), die sich nur auf einem Allel befindet.
Das andere Alldl ist nicht mutiert. Der Proband ist heterozygot fur diese genetische Verédnderung.
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3.4. Zusammenfassung aller identifizierten Mutationen

Zur molekularen Charakterisierung der Probanden deutscher Herkunft wurden drei  verschiedene
molekularbiologische Methoden angewandt: die Allel-spezifische Oligonukleotid-Hybridisierung, die Sequenz-
und die Restriktionsanalyse. Zusétzlich wurden die Ergebnisse einer Analyse durch die Anwendung einer

zweiten unabhéngigen Methode gesichert bzw. Wiederholungsuntersuchungen durchgefihrt.

Insgesamt konnten 96,3 % (206/214) der Probanden genotypisch aufgearbeitet werden, wobel 75,7 % (162/214)
der Ergebnisse auf dem Nachweis mittels ASO beruhen und 20,6 % (44/214) der Proben durch Sequenz- und

Restriktionsanalyse charakterisiert wurden.

Bei den verbleibenden 8 Probanden (3,7 %) konnten auch nach Sequenzierung des b-Globingens keine, die
vorhandene b-Thalassdmie erkléarenden Veranderungen gefunden werden. Darunter zéhlen auch zwei

Probanden, die aufgrund unzureichender DNA-Menge nicht vollsténdig sequenziert werden konnten.

Nachfolgend sind die Ergebnisse tabellarisch zusammengefaldt, geordnet nach Mutationsarten, deren Auftreten

in den verschiedenen ethnischen Gruppen sowie ihre Haufigkeiten in der deutschen Bevolkerung (n).

Mutationsart Typ ethnische Gruppe(n) Publikation n (%)

A. Transkription

-87C® G b* Bevdlkerung des Orkin et a., 1982 [b] 7 33
Mittelmeerraumes
-87C® T b* Deutschland/Italien Kulozik et al., 1991 [4] 4 18

B. RNA- Verarbeitung

junction site

IVS1-1G® A b° Bevolkerung des Orkin et al., 1982 [b] 6 75
Mittelmeerraumes

IVSI-1G® T b° Inder Kazazian et al., 1984 1 05
Chinesen

IVS1I-2T® C b° Schwarzamerikaner Gonzales-Redondo et al., 1989 4 1,8

IVS1I-2T® G b° Tunesier Chibani et al., 1988 1 05

IVS1-130G® C b° Tirken Oner et al., 1990 5 23
Japaner Y amamoto et al., 1992

IVSI-129A ® G ? Deutsche Schwarz et al., 1997 1 05

IVS2-1G® A b° Bevdlkerung des Treismann et al., 1982 2 09
Mittelmeerraumes
Tunesier Chibani et al., 1988

Schwarzamerikaner Wong et a., 1986
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Consensus site

IVSI-5G® C b* Inder Treismann et al., 1983 3 14
Chinesen Kazazian et al., 1984
Melanesen Cheng et al., 1984

IVS1-5G® T b*  Bevdlkerung des Atweh et al., 1987 7 33
Mittelmeerraumes

IVSI-6T® C b*  Bevolkerung des Orkin et al., 1982 [b] 3 14
Mittelmeerraumes

Intron-Substitutionen

IVS1-110G® A b* Bevdlkerung des Spritz et al., 1981; Westaway & 51 23,8
Mittelmeerraumes Williamson, 1981

IVS2-7056T® G b* Bevdlkerung des Dobkin et al., 1983 1 05
Mittelmeerraumes

IVS2-745C® G b* Bevdlkerung des Orkin et a., 1982 [b] 7 33
Mittelmeerraumes

C. RNA-Trandation

Nonsense-Mutationen

NS39C® T b° Bevdlkerung des Trecartin et al., 1981 67 31,3
Mittelmeerraumes

NS15G® A b° Inder Kazazian et al., 1984 1 05

NS121G® T b° Polen Kazazian et al., 1986 2 09
Frankreich/Schweiz Fei et al., 1989
Japaner Y amamoto et al., 1992
Englénder Thein et al., 1990

Frameshift-Mutationen

FS6-A b° Bevdlkerung des Kazazian et a., 1983 1 05
Mittelmeerraumes
Schwarzamerikaner Gonzales-Redondo €t al., 1988

FS8/9 +G b° I nder Kazazian et al., 1984 1 05

FS44 -C b° Kurden Kinniburgh et al., 1982 1 05

FS51-C b° Ungarn Ringelhann et al., 1993 1 05

FS 82/83 -G b° Aserbaidschaner Schwartz et al., 1989 12 56
Tschechoslowaken Indrak et al., 1992

D. Initiations-K odon-M utationen

ATG® ACG b° Jugoslawen Jankovic et al., 1990 3 14

ATG® GTG b° Japaner Hattori et al., 1991 2 09

ATG® ATA b° Italiener Sabaet al., 1992 2 09
Schweden Landin et al., 1995

Tab.10: Gesamtibersicht aller identifizierten Mutationen.
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4. Diskussion

4.1. Die b-Thalassamie in der einheimischen deutschen
Bevolkerung

Die b-Thalassémie ist in der einheimischen Bevolkerung der Bundesrepublik Deutschland sowie in anderen
Landern Nord-West-Europas eine seltene Erkrankung. Bei der in dieser Arbeit molekular charakterisierten
Gruppe von 214 Probanden deutscher Herkunft handelt es sich um ein einmalig grofes Kollektiv einer nicht-
endemischen Region. Es gelang die vollsténdige genotypische Aufarbeitung von 96,3 % der Probanden. Dabei
entsprechen ca. 2/3 der identifizierten Mutationen bei autochthon Deutschen dem mediterranen
Mutationsspektrum. Einige Mutationen kommen in &hnlichen Haufigkeiten wie in der italienischen
Bevolkerung vor: NS 39, IVS1-110G® A,IVSL-1G® A, I1VS2-745C® Gund FS6 -A (s. Tab 8). Andere
mediterrane Mutationen sind in der einheimischen deutschen Bevoélkerung seltener: IVS1-6 T® Cund 1VS2-1
G® A [Cao et al., 1989; Rosatelli et al., 1992]. Dieses Ergebnis deckt sich mit den Erkenntnissen von Laig et
al. [1990], bei dessen Untersuchung alle charakterisierten 26 Gene (26/40) deutscher Heterozygoter typisch
mediterrane Mutationen zeigten. Die Vermutung, dal3 die b-Globingen-Mutationen in der deutschen
Bevdlkerung ihren Ursprung im Mittelmeerraum haben, wird anhand der vorliegenden zahlenméfdig grof3en
Untersuchung bekréftigt. Historisch gesehen gibt es drei grofllere Zeitrdume, die die Ansiedlung von
Thalassémie-Genen in der deutschen Bevdlkerung denkbar machen. Dazu gehdren die rémische Besatzung
Nordeuropas, die Ansiedlung von italienischen Gastarbeitern um 1900 in Deutschland [Meyers, 1904] und die
umfangreichen Populationsbewegungen der 60iger Jahre, die bis heute fortbestehen. Dabei wird jedoch die
sogenannte "rémische Hypothese" abgelehnt, da das Uberleben eines Gens iiber 60-70 Generationen ohne
Selektionsdruck unwahrscheinlich ist. Ebenfalls nicht urséchlich fur das Vorhandensein von Thalassémie-
Genen erscheinen die Populationsbewegungen der letzten 35 Jahre, da alle Probanden nach Befragung
verwandtschaftliche Beziehungen zu Bevdlkerungen der Endemiegebiete verneinten. Bei den untersuchten
Probanden handelt es sich in erster Linie um &ltere Erwachsene, denen direkte Vorfahren aus dem
Mittelmeerraum sicher bekannt sein miiten. Diese Uberlegungen machen deutlich, da? die italienischen
Gastarbeiter, die um die Jahrhundertwende in Deutschland lebten, am ehesten als "Importeure der

mediterranen b-Thalassémie-Gene" [Laig et al., 1990) angesehen werden kénnen.

Das Ubrige Mutationsspektrum setzt sich aus sehr seltenen und einer neuen Mutation zusammen. Einen
besonderen Stellenwert erreicht die Frameshift-82/83-Mutation, die mit einem Anteil von 5,6 % in der
einheimischen deutschen Bevolkerung gefunden wurde und vorher nur in 2 tschechoslowakischen Familien
[Indrak et al., 1992] und in einer Familie aus Aserbaidschan [Schwartz et al., 1989] beschrieben wurde. Der
autochthone Ursprung dieser Mutation erscheint aus diesem Grunde glaubhaft. Dies gilt héchstwahrscheinlich
auch fur alle die Mutationen, die nur bei kleinen Probandenzahlen oder gar Einzelpersonen gefunden wurden
(s. Tab. 10).
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Bei der hier neu vorgestellten Mutation handelt es sich nach aler Wahrscheinlichkeit nach um eine
be-Mutation, die den AG-SpleilRakzeptor am Ubergang vom 1. Intron zum 2. Exon verdndert. Da diese
Basensubstitution bisher bei keiner anderen Population beschrieben wurde, kann ebenfalls ein autochthoner

Ursprung angenommen werden.

Die restlichen 6 Félle (nicht beriicksichtigt werden die 2 Probanden, die nicht vollsténdig sequenziert werden
konnten), bei denen keine b-Globingen-Mutation nachgewiesen werden konnte, sind von betréchtlichem
theoretischen Interesse. Diese Probanden konnten b-Thalassdmiedeterminanten tragen, die nicht mit dem
b-Globingen-Komplex gekoppelt sind. Familienuntersuchungen wéren hilfreich, um diese Hypothese zu

erharten.

In dieser Arbeit erhobenen Daten unterstreichen die Notwendigkeit fur den Kliniker, die b-Thalassémie als
eine Differentialdiagnose der mikrozytéren, hypochromen Andmie in der einheimischen deutschen
Bevolkerung zu berticksichtigen, auch dann, wenn eine Verwandtschaft mit der Bevolkerung des

Mittel meeraumes ausgeschlossen wird.

4.1.1. Vergleich zwischen dem Mutationsspektrum in der einheimischen
deutschen Bevolkerung und anderen Populationen der Nicht-Endemie-
gebiete

In der Literatur gibt es eine Reihe von Vertffentlichungen aus Nicht-Endemiegebieten, die anhand von
Familienuntersuchungen das Auftreten der b-Thalassdmie in der entsprechenden Population beschreiben und
diskutieren. Mit Hilfe dieser Daten ist ein Vergleich des Mutationsspektrums in unserer einheimischen
Bevdlkerung mit dem Mutationsspektrum der b-Thalassémie in der Tschechoslowakei, Ungarn, England und

Japan moglich.

Tschechos owakei

Indrak et al. [1992] charakterisierten die b-Thalassémie-Gene von 93 Mitgliedern aus 34 Familien
tschechischer und slowakischer Herkunft. Alle Probanden waren heterozygote Tréger der b-Thalassdmie mit
einer milden Andmie und einem erhéhten HbA,. Mittels ASO wurde auf das Vorhandensein von 30 haufigen
Mutationen des Mittelmeerraumes, des Fernen Ostens, Indiens und Afrikas untersucht. Acht verschiedene
Mutationen konnten bei 33 Familien identifiziert werden, bei einer Familie blieb die Mutation unbekannt. Uber
die Halfte der untersuchten Félle (18/34 Familien) zeigten die Mutation IVS1-1 G ® A, die typischerweise in
den 0Gstlichen Mittelmeerlandern zu finden ist [Huisman, 1990]. Die restlichen Probanden wiesen mit
abnehmender Haufigkeit folgende Mutationen auf: IVS2-1 G ® A (4/34), NS121 G® T (3/34), IVS1-110 G
® A (2/34),1IVS2-745C ® G (2/34), FS 82/83 -G (2/34). Uberraschend war das relativ haufige Auftreten der
Nonsense-Mutation im Kodon 121, eine Mutation, die mit dem Phanotyp einer dominanten b-Thalassémie
assoziert ist und in erster Linie bei Nordeuropdern angetroffen wird. Die Blutanalyse der betreffenden
Probanden ergab zwar das Bild einer Poikilozytose, Anisozytose und Mikrozytose, jedoch konnten die
Innenkérper, die als Charakteristikum flr heterozygote Tréger dieser Mutation gelten [Stamatoyannopoul os et
a., 1974; Fei et al., 1989; Thein et a., 1990], nicht nachgewiesen werden. Erstaunlich ist ebenfalls das
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Vorkommen der FS 82/83 -G in 2 Familien. Eine Beziehung der beiden Familien zu Aserbaidschanern, bei
denen diese Mutation urspriinglich beschrieben worden war [Schwartz et a., 1989], konnte nicht hergestellt

werden.

Das Resultat der tschechosl owakischen b-Thalassdmie-Studie deckt sich in vielen Punkten mit den Ergebnissen
der vorliegenden Arbeit. So stammen ca. 80 % der tschechoslowakischen heterozygoten b-Thalassémie-Gene
aus dem Mittelmeerraum, die wéahrend der tirkischen Okkupation im 16./17. Jdh. in die Bevélkerung gelangt
sein konnten. Als urséchlich fur die Verbreitung der b-Thalassdmie-Gene wird auch die Ansiedlung von

Griechen in der Tschechoslowakei nach dem 2. Weltkrieg angenommen [Indrak et al. 1992].

Das Auftreten der NS 121 G ® T uUberrascht durch seine Haufigkeit, da es weltweit nur vereinzelte Félle
dieser dominanten Form der b-Thalassémie gibt. Beschrieben wurde diese Mutation bei einem Mé&dchen
griechisch-polnischer Abstammung [Kazazian et al, 1986], in einer schweizerischen Familie [Fel et al., 1989],
in 3 britischen Familien [Thein et al., 1990] und in 2 japanischen Familien [Yamamoto et a., 1992]. Diese
wenigen Falle werden jetzt durch die 2 tschechoslowakischen Familien [Indrak et a., 1992] und durch eine
deutsche Familie [Schwarz et al., 1997] erganzt. Nicht Uberraschend ist jedoch das regionale Auftreten dieser
Mutation, da sie abgesehen von der japanischen Publikation vorzugsweise in Nord-West-Europa anzutreffen
ist.

Die Koexistenz der FS 82/83 -G in der tschechoslowakischen und der deutschen Bevolkerung wird durch die
enge Nachbarschaft beider Populationen plausibel. Eine Verbindung der tschechoslowakischen und deutschen

Probanden zu Aserbaidschanern ist nicht bekannt und eher unwahrscheinlich.
Ungarn

Ringelhann et al. [1993] identifizierten 7 verschiedene b-Thalassdmiemutationen bei 32 Mitgliedern aus 17
Familien. Alle Untersuchten waren heterozygot fir eine b-Thalassémie, mit Ausnahme zweier Waisenkinder,
deren molekulare Charakterisierung eine Homozygotie fur die IVS1-6 T ® C Mutation ergab. Alle Familien
waren ungarischer Abstammung und ihre Vorfahren lebten seit mindestens einem oder mehreren

Jahrhunderten in diesem Land.

Jeweils 5 Familien zeigten die IVS1-1 G ® A und NS 39 Mutation, gefolgt von 2 Familien mit der 1VS2-1
G® A Mutation und 1 Familie mit der 1IVS2-745 C ® G Mutation. Es handelt sich dabei um haufige
Mutationen des Mittelmeerraumes, die in Ungarn 2/3 aler identifizierten b-Thalassdmie-Gene ausmachen. Die
Héaufigkeit im Auftreten der mediterranen Mutationen entsprechen den Ergebnissen in  der

tschechoslowakischen und der hier vorliegenden Studie.

Die IVS1-1 G ® A-Mutation war die am haufigsten erfafdte Mutation in der tschechoslowakischen und der
ungarischen Population. Migration innerhalb der Osterreichisch-Ungarischen Monarchie sowie die
Einwanderung von Vdlkerstdmmen aus dem Osten und Suiden konnten fur die Verbreitung der Thalassémie-

Gene in Ungarn verantwortlich sein.

Darliber hinaus beschrieben Ringelhann et al. [1993] eine neue Frameshift-Mutation im Kodon 51, die durch

den Verlust eines Cytidins entsteht. Diese Mutation wurde in einem Probanden nachgewiesen, leider war eine
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Familienuntersuchug nicht méglich. Auch in der vorliegenden Studie konnte dieser Frameshift an einem

Probanden gezeigt werden, verwandtschaftliche Beziehungen des Probanden nach Ungarn sind nicht bekannt.

Anhand der erérterten Publikationen konnte eindeutig nachgewiesen werden, dal? 2/3 der b-Thalassémie-Gene
durch Migration aus den Mittelmeerldndern nach Mittel-bzw. Osteuropa gelangten. Gleichzeitig mufd der
engen regionalen Nachbarschaft der Bundesrepublik Deutschland, der Tschechoslowakei und Ungarn
Rechnung getragen werden. Fur seltene Mutationen, die nur an einzelnen Personen dokumentiert werden

konnten ist eine lokale Entstehung am wahrscheinlichsten.

England

22 Angelsachsen der einheimischen britischen Bevdlkerung mit der Diagnose einer b-Thalassémie sind im
Zeitraum von 1984-1991 molekular aufgearbeitet worden [Hall et a., 1992]. Die Halfte der Félle war klinisch
asymptomatisch und zeigte hadmatologische Kriterien im Sinne einer heterozyoten b-Thalassémie. Nach
molekularer Analyse konnten in 8 Fallen typisch mediterrane Mutationen (NS 39, IVS1-1 G ® A, IVS1-6
T® C,1VS1-110 G® A) nachgewiesen werden. Die molekulare Charakterisierung von 3 Thalassdmie-Genen
gelang nicht.

Die verbleibenden 11 Probanden zeigten klinisch eine Thalassaemia intermedia. Nach molekularer

Charakterisierung wurden folgenden b/a-Genotypen identifiziert (Tab. 11):

b-Genotyp a-Genotyp n
b*IVS1-6 T® C/b°NS 39 aalaa 1
b°lVSI-1G® A/b* aalaaa 1
b°NS 39/b* aal/aaa 1
b°FS41/42 -CTTT/b? aalaaa 1
b°121 G® T/b* aalaaa 1
b°121 G® T/b* aalaa 2
b°cd 28 Leu-Arg/b” aalaa 1
b°127C® T/b* aalaa 1
b°FS5-CT/b* aalaa 2

Tab. 11: Genotypenkonstellation der Thalassaemia intermedia in der einheimischen britischen Bevdlkerung, modifiziert
nach Hall et al., 1992.

Die Genotypenkonstellation erklart in 9 Féllen die klinische Diagnose einer Thalassaemia intermedia: ein
Proband ist gemischt heterozygot fir eine milde (IVS1-6 T ® C) und eine schwere (NS 39) Form der
b-Thalassémie, drei Probanden weisen neben einer rezessiven Form der b-Thalassémie triplizierte a-Gene auf
und funf Probanden sind an einer dominant vererbten Form der b-Thalassdmie erkrankt [Thein et al., 1992].
Der schwere Klinische Phanotyp der zwei Probanden mit der FS 5 -CT konnte jedoch nicht erklart werden, da

normal erwei se Heterozygote mit dieser Mutation asymptomatisch sind [Kollia et al., 1989].
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Hall et al. [1992] erkléren das Auftreten der hdufigen mediterranen und der asiatischen Mutation (FS 41/41 -
CTT) durch die Einwanderung von Ausldndern nach Grof3britannien. Dagegen diskutieren sie die Mutation im

Kodon 28 als de novo bzw. dieNS 121 G® T und NS127 C® T a's unabhangig entstandene M utationen.

Exon 3-Mutationen unterliegen in Anbetracht ihres schwereren klinischen Phanotyps im Sinne einer
Thalassaemia intermedia keinem positiven Selektionsdruck gegeniiber Malaria und sind deshalb kaum in den
Endemiegebieten anzutreffen. Weit héaufiger sind diese seltenen Allele in Familien ethnischer Gruppen
anzutreffen, in denen Malaria nicht endemisch ist [Kazazian et al., 1992]. Bei Kenntnis dieser Hintergriinde
Uberrascht das Auftreten der NS 121 G® T in der britischen [Hall et al., 1992], tschechoslowakischen [Indrak
et a., 1992], japanischen [Yamamoto et al., 1992; Wakamatsu et al., 1994] und deutschen [Schwarz et al.,

1997] Bevdlkerung weniger.
Japan

Die Pravalenz der b-Thalassdmie liegt in Japan bei 0,1 % [Wakamatsu et al., 1994]. Molekulare Analysen von
Japanern mit einer heterozygoten b-Thalassémie ergaben folgendes Mutationsspektrum:

@ -3l1A® G (i) IVS2-654C® T

() FS54+G () IVvs2-1G® A

(©) cd0G® T (k) NS121G® T

(d cd110T® C () NSI5TGG® TAG

(e FS123-A (m) Initiationskodon ATG® GTG
(f) cd127/128 -AGG (n) cd26 GAG® AAG

(@ IVS2-848C® G (0) IVS1-130G® C

(h) FS4142-TTCT (p) cd24GGT ® GGA

Die Mutationen (&)-(g) sind bisher nur in der japanischen Population beschrieben worden und daher mit
hochster Wahrscheinlichkeit autochthonen Ursprungs. Die folgenden Mutationen (h)-(i) werden typischerweise
in der chinesischen Population gefunden. Thr hdufiges Vorkommen in Japan erklért sich historisch aus dem
friheren Einflul Chinas auf Japan. Unterstiitzt wird diese Annahme durch eine Haplotypenanalyse, die ein

kongruentes Haplotypenmuster bei Chinesen und Japanern fur die FS 41/42-Mutation zeigt.

Die IVS2-1 G ® A wird sowohl in der mediterranen Bevolkerung als auch bei Schwarzamerikanern
beschrieben. Eine Haplotypenanalyse bei Japanern mit dieser Mutation ergab ein differentes Bild zu den
Haplotypen bei Erkrankten des Mittelmeerraumes und erkrankten Schwarzamerikanern. Dieses Ergebnis

konnte ein Hinweis darauf sein, dal? diese Mutation multiplen Ursprungs ist.

Ahnliches gilt fiir die Nonsense-Mutation im Kodon 15, die ein haufiges Auftreten bei Indern zeigt und deren
Haplotypenmuster sich ebenfallsin beiden Populationen deutlich voneinander unterscheiden [Wakamatsu et al.,
1994].

Hattori et a. publizierten 1991 eine neue b-Thalassémie-Mutation im Initiationskodon (ATG ® GTG), die sie

in zwei japanischen Familien identifizieren konnten. Diese Mutation konnte ebenfalls bei zwei Deutschen
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innerhalb der vorliegenden Studie nachgewiesen werden. Einen Vergleich der Haplotypen gibt es nicht, so dafi3

€eine genaue Aussage zum Ursprung dieser sehr seltenen Mutation nicht getroffen werden kann.

Ein Vergleich der b-Thalassdmie-Chromosomen fiir die 1IVS1-130 G ® C, die sowohl in der tiirkischen [Oner
et al., 1990] as auch in der japanischen [Yamamoto et al., 1992] und deutschen [Schwarz et al., 1997]
Bevolkerung beschrieben worden ist, ist ebenfalls durch das Fehlen der Haplotypenanal yse nicht maoglich.

Der Vergleich der Mutationsspektren in verschiedenen Populationen der Nicht-Endemiegebiete dokumentiert
das héaufige Vorkommen typischer mediterraner b-Thalassdmie-Mutationen in  Nord-West-Europa
(Tschechoslowakei, Ungarn, England, Deutschland). Somit unterscheiden sich die Mutationsspektren in diesen
Léndern kaum voneinander und Differenzen entstehen nur durch die unterschiedlichen Haufigkeiten in der
jeweiligen Population. Dahingegen unterscheidet sich das Spektrum in Nord-West-Europa deutlich von dem in
der japanischen Bevolkerung. Die dort beschriebenen Mutationen scheinen sich vollkommen unabhéngig in
dieser Population entwickelt zu haben. Beachtenswert ist jedoch das Auftreten der Nonsense-Mutation im
Exon 3 (NS 121) sowohl in den Landern Nord-West-Europas als auch in Japan und ihre Abwesenheit in
Populationen der Endemiegebiete. Das Fehlen eines positiven Selektionsdruckes, wie Malaria, kénnte die

Interpretation fir das Vorhandensein eines kleinen, aber vielféltigen Genpools in Nicht-Endemiegebieten sein.
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4.2. Seltene b-Thalassamie-Gene

4.2.1. Die Frameshift-Mutation am Ubergang vom Kodon 82/83.

Der Anteil der FS 82/83-Mutation in der einheimischen deutschen Bevdlkerung betragt 5,6 %. Es handelt sich
um ein seltenes b-Thalassémie-Allel, welches bisher nur in 2 tschechoslowakischen [Indrak et a., 1992] und
einer Familie aus Aserbaidschan [Schwartz et al., 1989] beschrieben wurde. Nach aller Wahrscheinlichkeit ist
diese Mutation vollig unabhangig auf dem heutigen Gebiet der Bundesrepublik Deutschland entstanden.

Diese Hypothese wird durch die Verdffentlichung von Kimberland et al. [1995] unterstiitzt, die ebenfalls die
FS-Mutation bei eéinem Deutschen identifizierten. Die hdmatol ogischen Befunde zeigten ein erniedrigtes MCV
von 67 fl und einen HbA,-Wert von 1,7 bis 3,7 %. Eine kritische Wertung dieser Angaben ist schwer méglich,
da ein HbA,-Wert erst ab 3,5 % als pathologisch erhtéht gilt und die Diagnose einer heterozygoten b-
Thalassdmie zuldssig macht. Eine verwandtschaftliche Beziehung des Deutschen mit der Bevolkerung des
Mittleren Ostens konnte nicht aufgezeigt werden, so dal3 ein autochthoner Ursprung der Mutation als

wahrscheinlich angenommen wird.

4.2.2. Die Nonsense-Mutation im Kodon 121.

Zu Beginn der 70iger Jahre wurde eine irische Familie mit einer ungewdéhnlichen Thalassémie beschrieben.
Der Erbgang erwies sich als autosomal dominant. Das Krankheitsbild war durch eine mittelschwere Andmie
mit typischen morphologischen Veradnderungen der roten Blutkorperchen, durch eine Splenomegalie und eine
Knochenmarkhyperplasie gekennzeichnet. Auffallend waren grof3e plumpe Innenkdrper in den Normoblasten,
deren Existenz zur Bezeichnung "Inclusion body b-thalassemia trait" fihrte [Weatherall et al., 1973;
Stamatoyannopoulos et al., 1974].

Eine besondere Form der selten dominant vererbten b-Thalassdmie ist die Nonsense-Mutationen im Exon 3.
Interessanterweise fihren Nonsense-Mutationen im ersten und zweiten Exon zum vorzeitigen Abbau der
verdnderten mRNA. Mdoglicherweise schiitzt dieser posttranskriptionale Mechanismus des intrazelluléren
Abbaus nonsense-mutierter mRNA heterozygote Tréger einer b-Thalassdmie vor schweren klinischen
Manifestationen der Erkrankung. Es resultiert ein asymptomatischer Phanotyp [Kugler et al., 1995]. Im
Gegensatz dazu werden bel Nonsense-Mutationen im terminalen Exon grof3e Mengen nicht-funktionaler
MRNA des mutierten Allels produziert, da die pathologische mRNA nicht im Zellkern abgebaut, sondern ins
Zytoplasma transportiert wird. Die mutierten b- sowie die freien a-Globinketten Uberlasten das proteolytische
System des Zytoplasmas und zerstéren nach Prézipitation die Erythrozytenmembran. Dieser Prozel3 zieht eine
ineffektive Erythropoese mit Hamolyse und Splenomegalie nach sich und hat somit einen klinisch schwereren
Phanotyp im Sinne einer Thalassaemia intermedia zur Folge (sog. dominant negativer Effekt nicht-funktionaler
b-Globin-mRNA) [Beris et a., 1988; Hall & Thein, 1994; Kugler et al., 1995].

Die Nonsense 121 G® T-Mutation gehort zu den Formen der b-Thalassémie im Exon 3 und erlangt durch ihr

gehauftes Auftreten in der Bevolkerung Nord-West-Europas an Interesse. Tab. 12 gibt eine Ubersicht (iber die
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bisher identifizierten b-Thalassémie-Gene mit einer Kodon 121 G ® T-Mutation und den jeweiligen

resultierenden Phénotyp.

Publikation Abstammung | Hb [MCV|MCH| HbA; | HbF | Innen- | Hepato- | Transfusions-
(gD (f) | (pg) | (%) | (%) | korper | spleno- | bedurftigkeit
megalie

Kazazianetal. | griechisch/ o.A'lo.A'o.AY 30 [970]| oA | oAl +
[1986] polnisch
Fei et a. schweizerisch/ | 9,8 | 61,0(202| 49 | 3.1 + oAl oAl
[1989] franzésisch
Theinet al. britisch 116 |770|260| 50 | 30 + + oAl
[1990]

britisch 640|195| 48 | 1,1 | o Al - oAl

9,0

Yamamoto et al. | japanisch 10,0 620|189 | 57 | 66 | o.A' | o Al oAl
[1992]

japanisch 108 |700|21,7| 48 | 38| o A' | oAl oAl
Indrak et al. tschecho- 9,0- |57,0- | 18,5-|4,1-51| 1,0- - oAl oAl
[1992] sowakisch® | 12,5 | 75,0 | 22,6 7,0
Hall et al. angelsichsisch | 12,3 [ 77,0 | 260| 50 | 50 | o. Al + +
[1994]

angelsichsisch | 104 [ 56,0 | 190 | 6,0 | 20 | o Al - -
Schwarz et al. deutsch 1081639210 49 53 | oAl - -
[1997]

deutsch 114 |o.A* 21,2 | 6,0 - oAl + -

Tab. 12: Ubersicht der bisher verdffentlichten
Mitglieder aus 3 Familien)

NS 121 G ® T-Mutationen. (* ohne Angabe; % nur Splenomegalie; ® 11

Alle in Tab. 12 aufgefuhrten Probanden mit der Mutation im Kodon 121 zeigen einen uneinheitlichen

Phanotyp. Zwei Félle sind regelméailig bzw. gelegentlich transfusionsbedirftig (s. Tab 12) [Kazazian et d.,
1986; Hall & Thein, 1994]. Deutlich wird auch, daf3 der Nachweis von Innenkdrpern nicht obligat ist. Aus

diesem Grund sollte man in der Nomenklatur zwischen der Innenkérper-b-Thalassémie und der dominanten b-

Thalassémie unterscheiden. Lassen sich in den Normoblasten grofe plumpe Innenkdrper nachweisen, kann

man auf den von Weatherall und Stamatoyannopoulous geprégten Begriff der Innenkérper-b-Thalassémie

zurlickgreifen. Ist das nicht der Fall, wird der Begriff dominante b-Thalassémie bevorzugt.

Der hématologische Phanotyp der beiden Deutschen mit einer NS 121 G ® T-Mutation entspricht einer

Thalassaemia minor (s. Tab. 12), wobei der klinische Befund der Hepatosplenomegalie bei dem einen

Probanden ein Hinweis auf den vermuteten dominant negativen Effekt nicht-funktionaler mRNA sein kdnnte.

Auf das Vorhandensein von Innenkérpern sind beide Probanden nicht untersucht worden.
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4.3. Die neue IVS1-129 A® G-Mutation

In der Literatur gibt es eine Reihe von Verdffentlichungen Uber Sequenzverdnderungen im b-Globingen, die
die RNA-Verarbeitung empfindlich stéren. Mutationen, die die hochkonservierten und invariablen
Dinukleotide der 5"-Donor-Splei3stelle (GT) und der 3"-Akzeptor-Splei3stelle (AG) an der Exon/Intron bzw.
Intron/Exon Grenze betreffen, nehmen darin einen grof3en Stellenwert ein. Untersuchungen zeigten, daid diese
Konsensussegquenzen absolut notwendig fir einen effizienten und prézisen Spleif3vorgang sind [Breathnach &
Chambon, 1981; Mount et al., 1982; Shapiro & Senapathy, 1987].

So wurden bisher 6 verschiedene b-Thalassémie-Gene beschrieben, deren Mutation den 5°-GT-SpleilRdonor
(Goder T in gleicher Weise) der IVS1 bzw. IVS2 komplett inaktivieren und damit eine normale
RNA-Verarbeitung verhindern [Orkin et al., 1982 [b]; Treismann et al., 1982; Kazazian et a., 1984; Chibani
et a., 1988; Gonzaes-Redondo et a., 1989; Bouhass et al., 1990]. Untersuchungen ergaben, dal3 die
Inaktivierung der hochkonservierten 5°-GT-Dinukleotide zur Aktivierung einer kryptischen Spleif3stelle an
anderer Lokalisation im RNA-Transkript fuhren. Dieses alternative Spleif3en ist im Vergleich zur Nutzung des
natiirlichen SpleiRkonsensus ineffizienter, gemessen an einer ca. 10-20fach geringeren RNA-Ausbeute [Orkin
etal., 1982 [b]; Treismann et al., 1983].

In demselben Mal3e gibt es zahlreiche Publikationen zu Mutationen des 3"-AG-Spleillakzeptors. Dabel falt
auf, dal? Mutationen dieses SpleiRRkonsensus am Ubergang vom zweiten Intron zum dritten Exon (3'-1VS2) das
Adenin [Antonarakis et a., 1984; Atweh et a., 1985; Padanilam & Huisman, 1986] bzw. Guanin [Jancovic et
al., 1992; Rosatelli et al., 1992; Curik et al., 1995] in gleicher Weise betreffen, in der 3'-1VS1 (Ubergang
erstes Intron/zweites Exon) jedoch nur Mutationen beschrieben worden sind, die das Guanin betreffen [Oner et
a., 1990; Yamamoto et al., 1992; Deidda et al., 1990]. Aus diesem Grunde stellt der A ® G-Basenaustausch

an Position 129 des ersten Introns ein Novum dar (s. Tab. 13).

Orkin et al. dokumentierten 1983 als erste Arbeitsgruppe eine Mutation in der kritischen Sequenz des
3'-SpleilRakzeptors im b-Globingen. Sie identifizierten eine 25 bp-Deletion, die einen groRen 3" gelegenen
Abschnitt der IVS1 sowie das invariable AG-Dinukleotid und ein oder zwei Nukleotide des zweiten Exons
einschlo3. Mittels in-vitro-Analyse konnte nachgewiesen werden, dal3 der Defekt die Anlagerung von Ul
snRNP (small nuclear ribonucleo protein particle) an die 5 Spleif3stelle verhindert. Dadurch wird die
Abspaltung des Introns vom davorliegenden Exon und die typische Ausbildung der lariat formation blockiert
[Reed & Maniatis, 1985] (s. Abb. 20). Das Spleif3en am 3'-Speil3akzeptor ist unmoglich. Im Gegensatz zu
Untersuchungen anderer Thalassémie-Gene [Treismann et al, 1982 & 1983; Felber et al., 1982], fand hier kein
aternativer Spleifdvorgang statt. Das mutierte Gen produzierte Globin-RNA, die das gesamte Intron 1 enthielt.
Interessanterweise konnten jedoch nur geringe Mengen dieser RNA nachgewiesen werden, was wohl am
ehesten ihre Instabilitét reflektiert oder ihren ineffizienten Transport vom Zellkern in das Zytoplasma
widerspiegelt [Orkin et al., 1983].

Mutationen, die die Position 849 des 2. Introns und damit den AG-SpleiRkonsensus am Ubergang vom zweiten
Intron zum dritten Exon betreffen, wurden von Antonarakis et a. [1984], Atweh et al. [1985] und Padanilam &
Huisman [1986] ausschliefflich bei Schwarzamerikanern beschrieben (s. Tab. 13). Alle aufgezeigten
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Mutationen blockierten die normale RNA-Verarbeitung, so dal? eine alternative Spleil3stelle an Position 579
(anstelle Position 849) des 2. Introns benutzt wurde. Infolgedessen entstand ein verlangertes Exon 3, da das 2.
Intron nur teilweise entfernt werden konnte. Antonarakis et al. [1984] und Atweh et al. [1985] konnten die
RNA anomaler Groéf3e nachweisen, jedoch nur in einer 90 % geringeren Ausbeute im Vergleich zur Menge an
normaler mMRNA. Die minimale Ausbeute an anomal gespleiliter mRNA ist ein Hinweis auf die deutlich

geringere Effizienz des alternativen Spleil3vorganges.

Exon

Padanilam & Huisman [1986] gelang
GU Intron UACUAAC m— AGExon - -
branch site im Gegensatz dazu der Nachweis von
U @ mRNA anomaler Gréle nicht. Ob
v_®— UACUAAC —— AG——s U, bindet die dieses Ergebnis auf dem extrem
5" splice site
schnellen  Abbau der mutierten
MRNA oder auf dem vollstdndigen
U, bindet die Fehlen alternativ gespleilRter mRNA

branch site
beruht, bleibt offen.

Ebenso war es Jankovic et al. [1992]
und Curok et al. [1995] nicht
Us bindet maoglich, die  nicht-funktionale
das Exon 57,
Us bindet U MRNA bei Basensubstitutionen an
Position 850 des 2. Introns (s. Tab.
13) nachzuweisen. Bel  den
Ui I6st sich, Probanden handelte es sich um
Uswechselt vom
Exon zum Intron heterozygote  Tréger einer b-
Thalassdmie (jugodawischer sowie

englisch-schottischer Abstammung).

U, lost sich,
5" und 3" wird . . ..
abgespalten, Publikationen zu Veranderungen der
Formung des . .
Lassos kritischen  Spleif3konsensussequenz
AG am Ubergang vom Intron 1 zum

Ligation der Exone, .

cu UACUAAC AG Lassoform wird Exon 2 betreffen nur das Guanin und

aufgehoben

wurden von Oner et al. [1990],
Yamamoto et al. [1992] und Deidda
et a. [1990] verdffentlicht. Eine

Abb. 20: Modell des Spleifdvorgangs, modifiziert nach Lewis, 1994.

RNA-Analyse wurde in keinem der drei Félle durchgefiihrt, so dafld nur hypothetische Aussagen Uber den Effekt
dieser Mutationen vorliegen. So nehmen Yamamoto et a. [1992] an, dal3 der G ® C-Basenaustausch an
Position 130 des ersten Introns eine direkte Ligation von Exon 1 und 3, unter Entfernung von IVS1, Exon 2
und IVS2 zur Folge hat. Grundvoraussetzung fir diesen Vorgang wére jedoch das Vorhandensein einer
aternativen Spleilstelle.
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Publikation Mutationen des 3" AG-SpleilRakzeptors
Orkin et al., 1983 IVSL, 25 bp-Deletion (3'-Ende)
Antonarakis et al., 1984 IVS2-849 A® G

Atweh et a., 1985 IVS2-849 A® G

Padanilam & Huisman, 1986 IVS2-849 A® C

Jankovic et al., 1992 IVS2-850 G® C

Cirlk et al., 1995 IVS2-850 G® A

Rosatelli et a., 1992 IVS2-850 -G

Oner et al., 1990 IVS1-130G® C

Yamamoto et al., 1992 IVS1-130G® C

Deiddaet a., 1990 IVS1-130 G® A

Schwarz et al., 1997 IVS1-129 A® G

Tab. 13: Ubersicht der bisher identifizierten Mutationen des 3" AG-SpleiRakzeptors.

Die neue IVS1-129 A ® G-Mutation reiht sich in die eben ausfihrlich beschriebenen Mutationen ein, die den
kritischen AG-SpleifRakzeptor betreffen. Das AG-Dinukleotid ist ein hochkonserviertes Charakteristikum aler
Akzeptor-Spleil3stellen [Breathnach & Chambon, 1981; Mount et a., 1982]. Deletionen oder Substitutionen
dieser konstanten Nukleotide resultieren in einer Storung der normalen RNA-Verarbeitung. Der Austausch
einer einzigen Base innerhalb des AG-Dinukleotides verhindert die Abspaltung des 3"-Endes, wohingegen die
Deletion des Polypyrimidin-Traktes und des AG-Dinukleotides die Abspaltung des 5-Endes sowie die
Aushildung des Lassos unterbindet (s. Abb. 20) [Reed & Maniatis, 1985]. Es entsteht eine nicht-funktionale,
aulerst instabile mRNA, deren klinische Auswirkungen im Falle eines homozygot Erkrankten dem Bild einer

b°-Thal assdmie entspréche.
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4.4, b-Thalassamie ohne Mutation im b-Globingen

In 8 von 214 Féllen gelang die molekulare Charakterisierung der b-Thalassémie-Gene nicht. Alle Probanden
erfillten die hdmatologischen Kriterien zur Diagnose einer heterozygoten b-Thalassdmie. Ein normales
b-Globingen nach vollstdndiger Sequenzierung zeigten 6 Probanden, die molekulare Aufarbeitung der
restlichen 2 Probanden mufdte aus Mangel an DNA abgebrochen werden. Die spétere Durchfiihrung einer
Southern blot-Anayse im molekularbiologischen Labor der Kinderklinik zum Nachweis von Deletionen im
b-Globingen blieb ebenfalls ohne Ergebnis.

Die Vermutung liegt nahe, da’3 diese Probanden b-Thalassémiedeterminanten tragen, die nicht an den

b-Globingen-Komplex gebunden sind. Diese Hypothese wird durch eine Reihe von Publikationen unterstiitzt.

Semenza et a. 1984 [&] informierten das erste Mal Uiber eine neue Kategorie von b-Thalassdmie-Erkrankungen
am Beispiel einer albanischen Familie. In dieser Familie waren beide Kinder an einer b-Thalassémie erkrankt.
Die Muitter trug auf einem Allel die IVS1-1 G ® A-Mutation, das andere Allel war nicht betroffen. Der
erhdhte HbA,-Wert sicherte auch héamatologisch die Diagnose einer heterozygoten b-Thalassdmie bel der
Mutter. Das b- Globingen des Vaters blieb unaufféllig, keine Punktmutation oder Deletion konnte
nachgewiesen werden. Die einzige Auffélligkeit bot die komplexe Neuordnung der Basen an Position -530,
bestehend aus einer Insertion (+ATA) und einer Deletion (-T). Diese Sequenzénderung wurde von derselben
Arbeitsgruppe als neuer DNA-Polymorphismus im b-Globingen-Komplex beschrieben [Semenza et al., 1984
b]. Unklar blieb der Phénotyp der Kinder dieser albanischen Familie, da die Analyse des b-Globingens des
Vaters einer Erkldrung entbehrte. (Leider fehlten die Angaben der hé@matologischen Befunde der
Familienmitglieder, so dal3 nicht sicher von einer Thalassaemia intermedia der Kinder ausgegangen werden

kann.)

Murru et a. beschrieben 1990 und 1992 bei Mitgliedern zweier italienischer Familien den Phanotyp einer
Thalassaemia intermedia, konnten jedoch nur auf einem Allel eine Mutation im b-Globingen nachweisen.
Interessanterweise wurde auch in diesen Fallen zusétzlich die komplexe Sequenzénderung an Position -530
(+ATA -T) identifiziert. Die Rolle dieser Sequenzénderung wird kontrovers diskutiert. Ihr Vorkommen sowohl
in normalen Individuen as auch in Tragern des HbS, des HbE oder einer b-Thalassémie spricht am ehesten fir
einen DNA-Polymorphismus [Wong et al., 1989; Thein et a., 1993]. Andererseits zeigen Untersuchungen von
Berg et al. [1989; 1991], dal3 BP 1 (Beta Protein 1) tiber eine Bindung an die -530-Mutation entscheidenden
Einfluld auf die b-Globin-Synthese nehmen kann. Berg et al. [1991] verglichen die Bindungseffizienz von BP 1
an die normale und die mutierte Sequenz (-530 +ATA -T) des b-Globingens. Das verbliffende Ergebnis. Das
Protein band mit einer hoheren Affinitdt an die mutierte Sequenz. Dieses Ergebnis veranlaldte die
Arbeitsgruppe, BP 1 as ein Repressorprotein zu postulieren, welches durch hohe Bindungsaffinitét an die
Sequenzanderung an Position -530 eine verminderte b-Globin-Synthese bewirkt. Dieses Modell unterstiitzen
Untersuchungen des indischen Haplotyps der Sichelzellandmie, der die gleiche Mutation an Position -530
aufweist. Homozygote Patienten zeigen einen milderen Phéanotyp, moglicherweise erklérbar durch eine

verminderte Produktion an bS-Ketten [Elion et al., 1992]. Kontrar dazu steht der Nachweis einer hoheren
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Bindungsaffinitét des Transkriptionsfaktors Sp 1 an einen mutierten g-Globinpromotor, der Uber eine

vermehrte Produktion von g-Globin die Ausbildung einer HPFH zur Folge hat [Ronchi et al., 1989].

Anhand der vorliegenden Daten kann keine endguiltige Aussage Uber die Bedeutung der Mutation an Position -
530 des b-Globingens getroffen werden. Es kann nicht ausgeschlossen werden, dal3 diese komplexe
Sequenzénderung nur im Zusammenhang mit einer zweiten Mutation fir eine verminderte Bildung von

b-Globin verantwortlich ist.

Trotz aler Spekulationen scheint die Interaktion von cis-regulatorischen Elementen und
Transkriptionsfaktoren von mal3geblicher Bedeutung zu sein. Die cis-regulatorischen Elemente und die in trans
agierenden Transkriptionsfaktoren haben bekanntermallen einen entscheidenden Einfluld auf die Expression der
einzelnen Gene des b-Globingen-Komplexes und spielen gleichzeitig eine wichtige Rolle im Globingen-
Schaltmechanismus [De Boer et al., 1988; Orkin, 1990; Grosveld et a., 1993]. Verdnderungen im
Bindungsverhalten regulatorisch wirksamer Proteine konnten die b-Thalassémiedeterminanten sein, die nicht
an das b-Globingen gekoppelt sind, jedoch den Phénotyp einer b-Thalassdmie verursachen [Murru et al., 1992;
Theinet al., 1993].

Ein Beispiel fir ein regulatorisch wirksames Protein ist der kirzlich entdeckte erythroid-spezifische
Transkriptionsfaktor EKLF (erythroid Kriippel like factor). Studien demonstrierten, daf3 EKLF die CACCC-
Box bindet und Mutationen dieses wichtigen Promotorelementes die EKLF-Bindung inhibieren [Miller &
Bieker, 1993]. Weiterhin binden EKLF-Proteine mit 8fach erhthter Effizienz an den b- im Vergleich zum
g-Globingenpromotor. Diese Daten unterstreichen die Fahigkeit des Proteins, die menschliche b-Globingen-
Expression zu aktivieren und sprechen auch fir die Einnahme einer wichtigen Funktion beim
g-b-Schaltmechanismus [Donze & Townes, 1995]. Eine Mutation im EKLF-Gen konnte eine Verminderung
der b-Globin-Synthese zur Folge haben und dadurch den Phanotyp einer b-Thalassamie hervorrufen. Die
Sequenzanalyse des b-Globingens des Betroffenen wirde in diesem Falle unaufféllig sein. Untersuchungen von
Perkins et al. [1995] unterstiitzen diese Uberlegungen. Die Arbeitsgruppe inaktivierte die EKLF-Gene von
Méusen durch gene targeting und wies nach, dal3 der EKLF-Genverlust selektiv die b-Globingen-Expression in
hohem MalRe verminderte. Die EKLF -/- Embryos zeigten eine normale Entwicklung wahrend der fetalen
Erythropoese, starben jedoch am 16. Tag, wenn es zum Umschalten der fetalen zur adulten
Hamogl obinsynthese kam. Lim et al. [1997] fuhrten diese Untersuchungen fort, um die Rolle des EKLF in der
adulten Erythropoese zu erforschen. Dazu benutzten sie murine embryonale Stammzellen, in denen beide
EKLF-Allele inaktiviert waren (EKLF -/-) und konnten nachweisen, dal} der Verlust von EKLF eine
Verminderung der b-Globinketten-Synthese zur Folge hat. Die EKLF-/- Erythrozyten leiden an einem Mangel
an b-Globinketten, was in einen UberschuR an a-K etten resultiert. Die Prézipitate konnten Lim et al. [1997] als
Einschlukérperchen in den EKLF-/- Zellen nachweisen. Erythrozyten mit Innenkérpern werden schneller als
normal von der Milz aus der Blutzirkulation entfernt. Aufgrund dieses bekannten Mechanismus erkléart sich die
verkirzte Lebenszeit der EKLF-/- Erythrozyten, die Lim et a. [1997] dokumentierten.

Der Transkriptionsfaktor EKLF wird ebenfalls von der italienischen Arbeitsgruppe um Gasperini [1998] als
potentieller Kandidat favorisiert, bei einem heterozygoten Trager der b-Thalassémie den schwereren Phanotyp

einer Thalassaemia intermedia auslésen zu kdnnen. Sie berichteten von 6 Mitgliedern zweier Familien aus
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Sardinien, die typische Zeichen einer Thalassaemia intermedia aufwiesen (mittelschwere bis schwere Anémie,
erhéhtes HbF, Hepatosplenomegalie) jedoch genotypisch nur auf einem Allel die NS 39-Mutation trugen.
Umfangreiche Untersuchungen schlossen triplizierte a-Globingene, Mutationen der HS2 und 3 der LCR sowie
Verénderungen des gGlobinpromoters als denkbare Erkldarungen fir den schweren Phénotyp einer

heterozygoten b-Thalassémie aus.

Den Funktionsverlust eines Globingens ohne Mutation in der Globinsequenz konnten auch Wilkie et al. [1990]
anhand einiger Patienten mit einer a-Thalassamie in Kombination mit einer mentalen Retardierung (ATR X-
Syndrom) zeigen. Die molekulare Analyse ergab einen intakten a-Globingen-Komplex und ein normales
a-Globingen. Es handelt sich um ein X-chromosomal rezessives Leiden, das nicht an den a-Globingen-
Komplex gekoppelt ist. Unklar bleibt, ob diese Erkrankung direkt durch die Interaktion eines in trans
agierenden Faktors mit dem einen oder anderen Globingen hervorgerufen wird oder ob es sich um einen

indirekten Effekt handelt, der jedoch spezifisch fir nur eines der Globingene ist.
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5. Zusammenfassung und Thesen

5.1. Zusammenfassung

Die b-Thalassémie gehort weltweit zu den haufigsten monogenen Erbkrankheiten. Die Erkrankung definiert
sich as quantitative Stérung der normalen b-Globinsynthese. Die klinische Variabilitdt wird durch das
Ausmal? des nicht kompensierbaren Defizits an b-Globinketten und dem daraus folgenden UberschuR an a-
Globinketten determiniert. Die Thalassdmien treten endemisch in der Bevdlkerung des Mittelmeerraumes, in
Westafrika und in weiten Teilen Asiens auf. Sie schiltzen ihre heterozygoten Trager vor fatalen Verlaufen der

Malaria, was ihre hohe Genfrequenz in den Endemiegebieten des Plasmodium falciparum erklért.

In der einheimischen Bevdlkerung der Bundesrepublik Deutschland gehdrt die b-Thalassémie zu den seltenen
Erkrankungen mit nur einzelnen Fallberichten homozygoter Patienten. Haufiger ist das Auftreten der
heterozygoten b-Thalassdmie, die as Differentialdiagnose der mikrozytéren, hypochromen Andmie eine
besondere Rolle spielt. Ziel der vorliegenden Arbeit ist die molekulare Charakterisierung der b-Thalasséamie in

einer bisher einmalig grofRen Gruppe heterozygoter Probanden in einem nicht-endemischen Gebiet.

Eine Gruppe von 214 Personen mit einer heterozygoten b-Thalassdmie wurde im Hamoglobinlabor der Ulmer
Universitatsklinik identifiziert, nachdem die Diagnostik durch niedergelassene Arzte und Krankenhauser
verteilt Uber ganz Deutschland veranlal3t wurde. Alle Proben erflllten die diagnostischen Kriterien durch
mikrozytére und hypochrome Erythrozyten mit einem erhthten HbA,. In den Familien der Probanden gibt es
keine bekannten Vorfahren aus dem Ausland. Der Nachweis der Punktmutationen im b-Globingen erfolgte im
molekularbiologischen Labor der Kinderklinik der Charité Berlin mittels Allel-spezifischer Oligonukleotid-
Hybridisierung, Restriktionsanalyse und direkter Sequenzierung PCR-amplifizierter DNA.

Durch die Allel-spezifische Oligonukleotid-Hybridisierung konnten 75,7 % der Mutationen der b-Thalassdmie-
Gene charakterisiert werden. Dabel wurde das Spektrum der 11 Mutationen erfaldt, die haufig bei in
Deutschland lebenden homozygoten Patienten gefunden wurden. Die drei haufigsten Veranderungen (NS 39,
IVS1-110 G® A, IVS1-1 G ® A) sind typische Mutationen des Mittelmeerraumes und erreichen in der
deutschen Bevolkerung einen Anteil von 62,6 % (134/214). Einige Mutationen kommen in &hnlichen
Héaufigkeiten wie in Italien vor (NS 39, IVS1- 110G ® A, IVSI-1G® A, IVS2-745 C ® G, FS 6), andere
mediterrane Mutationen sind dahingegen seltener (IVS1-6 T® C,IVS2-1G® A).

Mit Hilfe der DNA-Seguenzanalyse konnten weitere 13 seltene Mutationen in 38 Féllen gefunden werden.
Unter den seltenen Mutationen ragen die FS 82/83 -G und die Promotormutation an Position -87 C ® G
heraus, da sie mit einem prozentualen Anteil von 5,6 % (12/214) und 3,3 % (7/214) bei autochthon Deutschen
relativ haufig vorkommen. Eine bisher unbekannte Mutation wurde an Position 129 des ersten Introns
gefunden (IVS1-129 A ® G). Die A ® G-Basensubstitution veréndert das in der Evolution hoch konservierte

und fur die Spleil¥effizienz kritische AG-Dinukleotid und resultiert somit in einer b°-Mutation. Darlberhinaus
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zerstért diese Mutation eine Ddel-Schnittstelle im b-Globingen und konnte deshalb durch Restriktionsverdau

eines PCR-amplifizierten Fragmentes identifiziert werden.

Ebenfalls bemerkenswert ist der Phanotyp von 2 Probanden mit der Nonsense-Mutation im Kodon 121
(G® T), die bel Nord-West-Europdern mit dem Phanotyp einer dominant vererbten b-Thalassémie
beschrieben wurde. Die beiden hier vorgestellten Probanden zeigen typische hdmatologische Verénderungen
einer Thalassaemia minor (Hb 10,8 und 11,4 g/dl; MCH 21 und 22 pg; HbA, 4,9 und 6,0 %). Klinisch wurde

jedoch bei einem dieser Probanden eine |eichte Hepatosplenomegalie diagnostiziert.

Insgesamt konnten 96,3 % (206/214) der Proben molekular charakterisiert werden. Dabel beruhen die
Ergebnisse zu 75,7 % (162/214) auf der Allel-spezifischen Oligonukleotid-Hybridisierung und zu 20,6 %
(44/214) auf der Sequenz- und Restriktionsanalyse. In 3,7 % der Félle (8/214) konnten die Ursachen der
b-Thalassémie nicht gefunden werden. Darunter z&hlen auch 2 Probanden, die wegen unzureichenden

Ausgangsmaterials nicht vollsténdig genotypisch aufgearbeitet werden konnten.

Die vorliegende Arbeit umfaldt ein bislang einmalig grof3es Kollektiv von 214 Probanden deutscher Herkunft
mit einer heterozygoten b-Thalassdmie. Mediterrane Mutationen sind héufig und stellen einen Anteil von etwa
2/3 dler identifizierten Mutationen. Die Vermutung eines mediterranen Ursprungs der Mehrzahl der b-
Globingen-Mutationen wird anhand dieser Studie unterstiizt. Als "Importeure der mediterranen b-Thal assémie-
Gene" werden in erster Linie die 70.000 italienischen Gastarbeiter angesehen, die um die Jahrhundertwende in

Deutschland |ebten.

Das Ubrige Mutationsspektrum setzt sich aus sehr seltenen Mutationen (IVS1-1G® T, IVSLI-2T® G,
IVSI-2T® C, NS15G® A,NS121G® T,FS8/9+G,FS44-C,FS51-C,FS82/83-G und die
Initiations-Kodon-Mutationen ATG® ACG/ ® GTG/ ® ATA) sowie einer neuen Mutation (IVS1-
129 A ® G) zusammen. Die FS 82/83-Mutation, nur in 2 tschechoslowakischen und einer Familie aus
Aserbaidschan beschrieben, wurde jedoch bei Deutschen mit einer Haufigkeit von 5,6 % gefunden. Fir diese
und alle anderen Mutationen, die nur bei kleinen Probandenzahlen oder bei Einzelpersonen nachgewiesen

wurden, kann ein autochthoner Ursprung angenommen werden.

Die 6 Félle mit einer gesicherten Thalassaemia minor und ohne Mutation im b-Globingen nach vollstandiger
molekularer Analyse sind von erheblichem theoretischen Interesse. Es ware moglich, dafd diese Probanden
b-Thalassamiedeterminanten tragen, die nicht an den b-Globingen-Komplex gekoppelt sind oder regulative
Sequenzen aul3erhalb des b-Globingens darstellen.
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5.2. Thesen

Die molekulare Aufarbeitung des b-Globingens identifiziert 96,3 % der Mutationen bei deutschstdmmigen

Probanden mit einer heterozygoten b-Thalassémie.

Die 3 am haufigsten gefundenen Verdnderungen NS 39, IVS1-110 G ® A und IVS1-1 G ® A sind

typische mediterrane Mutationen.

Die Mutationen NS 39, IVS1-110 G® A, IVSI-1 G ® A, IVS2-745 C ® G und FS 6 kommen bei
Deutschen genauso hdufig vor wie in Italien, wahrend die mediterranen Mutationen IVS1-6 T ® C und

IVS2-1 G® A seltener auftreten.

Im Gegensatz dazu sind die FS 82/83 -G und die Promotormutation -87 C ® G in der deutschen

Bevdlkerung héufiger als in anderen ethnischen Gruppen anzutreffen.

Eine neue Mutation konnte identifitziert werden: IVS1-129 A ® G. Der Basenaustausch an Position 129
des ersten Introns verandert die kritische Sequenz des Spleif3akzeptors und resultiert somit in einen b°-

Phanotyp.

Der hamatologische Phanotyp der 2 Probanden mit der NS 121 G ® T-Mutation entspricht einer
Thalassaemia minor. Die Hepatosplenomegalie des einen Probanden konnte jedoch Ausdruck des

vermuteten dominant negativen Effektes nicht-funktionaler mRNA sein.

Die 6 Falle mit einer gesicherten Thalassaemia minor ohne Mutation im b-Globingen sind wahrscheinlich
Tréger von b-Thalassdmiedeterminanten, die nicht an den b-Globingen-Komplex gekoppelt sind.

Familienuntersuchungen sind notwendig, um die Hypothese zu erhérten.

Die in dieser Arbeit erhobenen Daten zeigen, dal3 2/3 der b-Thalassémie-Gene bei Deutschen ihren
Ursprung in der Population der Mittelmeerlénder haben. Dahingegen hat sich das Ubrige Drittel

unabhangig und lokal in der einheimischen deutschen Bevolkerung entwickelt.

Italienische Gastarbeiter, deren Zahl um 1900 70.000 auf 56 Millionen Deutsche betrug, kénnen als

potentielle "Importeure der mediterranen b-Thal assdmie-Gene" bezeichnet werden.

Die Studie unterstreicht die Notwendigkeit, die b-Thalassdmie als eine Differentialdiagnose der
mikrozytéren, hypochromen Andmie in der einheimischen deutschen Bevdlkerung zu beriicksichtigen, auch

dann, wenn eine Verwandtschaft mit der Bevolkerung des Mittel meeraumes ausgeschlossen wird.
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