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Zusammenfassung

Einleitung: Gallensauren (GS) sind wesentlich fur die Aufrechterhaltung des
Galleflusses, die Cholesterinausscheidung sowie fur die Fettverdauung. Eine
wichtige Rolle fur den Transport von GS aus den Hepatozyten in die
Gallenkanalikuli spielt der Transporter BSEP (Bile salt export pump). Das
Auftreten des klinisch relevanten Polymorphismus V444A im ABCB11-Gen hat
Studien zufolge eine Rolle bei der Entwicklung einer Schwangerschaftscholestase
sowie bei Medikamenten-induzierten Cholestasen. Ziel dieser Studie war,
herauszufinden, ob V444A auch in Kombination mit weiteren Erkrankungen wie
Ebstein-Barr-Virus (EBV), Akute Lymphatische Leukamie (ALL),
Cholezystolithiasis oder Hepatopathie unklarer Genese zu einer Cholestase

pradisponiert.

Methoden: Kindern zwischen 0 und 18 Jahren, die im Rahmen einer
Grunderkrankung eine Hyperbilirubindmie entwickelten oder erhéhte Leberwerte
im Labor zeigten, wurde Blut abgenommen und an das Institut fir Humangenetik
zur Genotypisierung des V444A-Polymorphismus im ABCB11-Gen Ubermittelt. Die
daraus ermittelten Allelfrequenzen wurden mit Kontrollpopulationen verglichen, um
zu Uberprifen, ob der Polymorphismus in der Studienpopulation gehauft auftritt.
Zusatzlich wurde die Hohe des Bilirubinspiegels in Korrelation zum Gen-Status

gestellt, um einen mdglichen Zusammenhang zu erkennen.

Ergebnisse: Das homo- bzw. heterozygote Vorliegen des V444A-
Polymorphismus konnte bei allen ALL-Patientinnen und bei acht von neun
Patientinnen  mit einer  EBV-Infektion = nachgewiesen  werden. Bei
Cholezystolithiasis und Hepatopathie unklarer Genese konnte keine Korrelation
zum V444A-Status hergestellt werden. In allen Gruppen aber war ein
Zusammenhang zwischen der Hohe des Bilirubinspiegels und dem V444A-
Genotyp zu erkennen: die Mittelwerte homozygoter Kinder waren immer hoher als

jene der heterozygoten Kinder, teilweise bis um ein Vierfaches so hoch.



Diskussion: Es besteht ein signifikanter Zusammenhang zwischen stark erhohten
Bilirubinwerten und dem V444A-Polymorphismus (p<0,05). Eine Korrelation
zwischen V444A und einer Hyperbilirubinamie bei EBV bzw. ALL ist nicht
auszuschliel3en, ein Nachweis der Signifikanz wird Ziel weiterer Studien sein. Das
Ermitteln des V444A-Status ist sinnvoll bei Patientinnen, die im Rahmen einer
Grunderkrankung eine transiente, unklare Hyperbilirubinamie entwickeln, um

unnotige Abklarungsuntersuchungen zu vermeiden.



Abstract

Background: Bile acids are essential for the maintenance of bile flow, cholesterol
excretion as well as for fat digestion. The bile salt export pump (BSEP) plays an
important role in the transport of bile acids from the hepatocytes into the canaliculi.
The occurrence of BSEP-polymorphism V444A is significantly correlated to the
development of intrahepatic cholestasis of pregnancy as well as drug-induced
cholestasis. The aim of this study was to observe whether the V444A
polymorphism predisposes to hyperbilirubinemia in combination with other
diseases such as Epstein-Barr virus (EBV), acute lymphoblastic leukemia (ALL),

cholelithiasis or hepatopathy of unknown origin.

Methods: Blood samples were taken from children between 0 and 18 years, who
developed hyperbilirubinemia in the context of an underlying disease or showed
elevated liver enzymes. Their V444A-status was analysed at the Institute of
Human Genetics to find out whether V444A was more frequent in the study
population. Additionally the level of bilirubin was correlated to the genotype in

order to identify a possible association.

Results: The homo- or heterozygous presence of the V444A-polymorphism was
detected in all ALL patients and in eight of nine patients with EBV infection. No
correlation could be established to cholelithiasis and liver disease of unknown
origin. But in all groups a correlation between the level of bilirubin and V444A was
evident: the mean values of homozygous children were always higher than those

of heterozygous children, even up to four-fold.

Conclusion: There is a significant correlation between strongly elevated bilirubin
and the V444A polymorphism (p<0.05). A correlation between V444A and
hyperbilirubinemia in EBV or ALL cannot be excluded. Showing evidence of the
significance will be the goal of further studies. The determination of the V444A
status is useful in patients who develop a transient, unclear hyperbilirubinemia in
the context of an underlying disease, to avoid unnecessary follow-up

examinations.

VI
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1. Einleitung

1.1. Hintergrund

Im klinischen Alltag auf der Kinderklinik Graz wurden wiederholt Falle von Kindern
beobachtet, die z.B. im Rahmen einer Epstein-Barr-Virus-Infektion (EBV) oder
einer Akuten Lymphatischen Leukamie (ALL) einen lkterus auspragten. Bei einer
EBV-Infektion ist eine Lebermitbeteiligung zwar haufig, in der Regel kommt es
jedoch nicht zu einer Gelbsucht. Nach Abklingen der Infektion bzw. des ALL-
Schubes gingen die Symptome und auch die Bilirubinwerte wieder in den
Normbereich zurlick. Dies fihrte zu der Annahme, dass bei diesen Kindern
zusatzlich zur Erkrankung ein weiterer Faktor vorhanden war, der die Patientinnen
dazu pradisponierte, im Zuge ihrer Erkrankung eine Hyperbilirubinamie zu

entwickeln.

Einem in der Literatur beschriebenen Polymorphismus im BSEP-Gen, dem
V444A-Polymorphismus (dbSNP rs2287622), wird ein Zusammenhang mit der
Entwicklung von Cholestasen im Rahmen bestimmter Ereignisse zugeschrieben:
Trager der Genvariante neigen  signifikant  haufiger dazu, eine
Schwangerschaftscholestase zu entwickeln und auch eine Korrelation mit
Cholestasen nach Einnahme von Kontrazeptiva wird diskutiert. Als Ausléser wird
der hohere Ostrogenspiegel angenommen. Auch bei Patientinnen, die
Medikamenten-induziert eine Cholestase entwickelten, konnte der V444A-

Polymorphismus signifikant haufiger festgestellt werden.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es herauszufinden, ob der V444A-
Genpolymorphismus auch bei den cholestatischen Fallen, die auf der Kinderklinik
beobachtet werden konnten, haufiger auftritt. Dabei sollte auch der Frage
nachgegangen werden, ob eine Korrelation zwischen der Hohe des
Bilirubinspiegels und der homo- bzw. heterozygoten Auspragung des V444A-

Polymorphismus besteht.



1.2. Funktioneller Aufbau der Leber

Den haufigsten Zelltyp der Leber stellen die Hepatozyten dar. Diese
Leberepithelzellen sind funktionell und morphologisch polar aufgebaut mit einer
basolateralen (dem Leber-Sinus zugewandten) Membran und einer apikalen (dem

Gallenkanalikulus zugewandten) Membran.

Der Gallenkanalikulus besitzt kein eigenes Epithel, sondern wird von
benachbarten Hepatozyten geformt, die ein gemeinsames Lumen bilden, welches
durch ,tight junctions® abgedichtet ist. Die Kanalikuli minden in die Gallengange,
welche bereits ein eigenes Epithel aus Cholangiozyten besitzen, und diese

wiederum munden in den Ductus coledochus.

Der die Hepatozyten umgebende Leber-Sinus wird von Blut aus der Pfortader und
der Leberarterie gespeist und besitzt ein fenestriertes Epithel ohne
Basalmembran, wodurch die Passage fur samtliche Blutbestandteile sehr leicht
erfolgen kann. Der Blutfluss erfolgt in Richtung der Zentralvenen, Uber die das Blut
in die untere Hohlvene abflielt (siehe Abb. 1).

Funktionell erfolgt an der basolateralen Membran die Aufnahme und an der
apikalen Membran die Abgabe von Substanzen, wie z.B. der Gallensauren (GS).
Dafur sind in den jeweiligen Membranen spezielle Transportproteine vorhanden,

um eine Befoérderung gegen den Konzentrationsgradienten zu ermdglichen [1-4].
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Abbildung 1: Aufbau der Leber. Das aus der Leberarterie und der Pfortader kommende Blut
strdmt in die Lebersinusoide, von wo aus der Stoffaustausch mit den Hepatozyten geschieht, und
flieRt dann in die Portalvene ab. Galle wird von den Hepatozyten in die Gallenkanalikuli sezerniert
und von dort weiter in die Gallengange abgeleitet. Aus Treyer et al. [4].

1.3. Leber und Galle

Die Leber ist das zentrale Organ fur den Stoffwechsel. Ihre Aufgaben reichen von
der Synthese einer Vielzahl von Substanzen uber Speicherung (Fett, Zucker) bis
hin zum Abbau und zur Entgiftung. Als grof3te Drise des menschlichen Koérpers
produziert die Leber die Galle. Diese setzt sich zusammen aus GS,
Phospholipiden, Cholesterin sowie zahlreichen Metaboliten von korpereigenen
und koérperfremden Substanzen (u.a. Steroide, Abbauprodukte des Hamoglobins,
Pharmaka), fUr die sie als Ausscheidungsmedium dient.

Pro Tag werden in der Leber etwa 900 ml Primargalle produziert. Diese wird
wahrend ihres Transportes in den intrahepatischen Gallengdngen modifiziert,
wodurch es zur Sekundargalle oder ,Lebergalle“ kommt. Davon gelangt die Halfte
direkt ins Duodenum, die andere Halfte wird in der Gallenblase

zwischengespeichert und gleichzeitig durch den Entzug von Wasser bis zu 10-
3



fach konzentriert. Bei Nahrungsaufnahme kontrahiert die Gallenblase und die

,Blasengalle® wird in den Darm entleert [1].
1.4. Gallenséuren

1.4.1. Funktion

Die Funktionen der GS sind vielfaltig. Erstens dienen sie der Ausscheidung von
Cholesterin aus dem Korper. Dies geschieht einerseits dadurch, dass Cholesterin
den Grundbaustein fur die GS darstellt, andererseits dienen sie durch Bildung von
gemischten Mizellen zusammen mit Phospholipiden als Transportmedium far
Cholesterin  und weitere Substanzen. Damit konnen diese schlecht
wasserloslichen Verbindungen mit der Galle in den Darm transportiert und dort
Uber den Stuhl ausgeschieden werden. Eine zweite sehr wesentliche Aufgabe der
GS ist die Aufnahme von Nahrungsfetten und fettldslichen Vitaminen (A, D, E, K)
wiederum mithilfe von Mizellen als Transportmedium aus dem Darm. Drittens sind
die GS wesentlich fur die Aufrechterhaltung des Galleflusses. Sie werden aktiv
gegen einen Gradienten in die Gallenkanalikuli sezerniert, woraufhin Wasser und

Elektrolyte osmotisch nachgezogen werden [5,6].
1.4.2. Synthese

Den Grundbaustein fir die GS stellt das Cholesterin dar. Uber mehrere durch
Enzyme vermittelte Prozesse werden daraus in der Leber die GS Cholsaure (CA)
und Chenodeoxycholsaure (CDCA) hergestellt. Diese nennt man auch die
primaren GS. Danach werden sie mit den Aminosauren Glycin (75 %) und Taurin
(25 %) [7] konjugiert. Das macht sie wasserloslicher und damit schlechter
membranpermeabel und ermdglicht auf diese Weise hohe Konzentrationen an GS
in den Kanalikuli. lhre Bezeichnung lautet dann Glyko- bzw. Tauro-CA und Glyko-
bzw. Tauro-CDCA. Durch diese Schritte andern sich auch die chemischen
Eigenschaften: Im Gegensatz zu dem hydrophoben Membranbaustein Cholesterin

sind die neu synthetisierten GS wasserldslich und amphiphil mit einem lipophilen



und einem hydrophilen Teil und konnen aufgrund dieser Eigenschaften als

Emulgator fur andere Substanzen dienen.

Im Darmlumen werden die primaren GS durch Bakterien modifiziert. Die meisten
werden wieder von Glycin und Taurin dekonjugiert. Uber Dehydrolysierung werden
die sogenannten sekundaren GS (gebildet. Dabei entsteht aus CA
Deoxycholsaure (DCA) und aus CDCA Lithocholsaure (LCA) (siehe Abb.2). Den
Groldteil des GS-Pools im menschlichen Koérper machen CA und CDCA aus,
gefolgt von DCA. LCA weist eine sehr hohe Zytotoxizitat auf und besitzt eine sehr
schlechte Absorptionsrate im Darm, sie wird zum grofdten Teil Uber den Stuhl

ausgeschieden [5].
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Abbildung 2: Chemische Struktur der wichtigsten Gallensauren. Die primaren GS werden in
der Leber synthetisiert und konjugiert. Im Darmlumen entstehen aus diesen mithilfe von Bakterien
sekundare GS. Aus Hofmann [5].



1.4.3. Enterohepatischer Kreislauf

Pro Tag werden vom menschlichen Korper etwa 12 - 40 g an GS [5,8] in das
Darmlumen sezerniert, jedoch belauft sich die tagliche de-novo-Syntheserate nur
auf etwa 0,2 - 0,6 g/d [5,9]. Das ist dadurch zu erklaren, dass die GS Uber den
enterohepatischen Kreislauf durch Ruckresorption recycelt werden. Dabei werden
die von der Leber Uber das Gallengangssystem in das Darmlumen sezernierten
Gallesauren im terminalen lleum wieder absorbiert. Uber das Pfortaderblut
gelangen sie schlieRlich vorwiegend Albumin-gebunden wieder in die Leber, wo
sie mit einer sehr hohen First-Pass-Aufnahme zwischen, je nach GS, 50 bis 90 %
[5] wieder in die Hepatozyten aufgenommen werden. Dieser Kreislauf wiederholt
sich taglich etwa 4 — 12-mal [9]. Pro Tag werden 0,2 - 0,6 g [9] uber den Stuhl
ausgeschieden und durch die Synthese neuer GS in der Leber ersetzt, sodass der
GS-Pool im menschlichen Koérper mit etwa 2 — 3 g [5] konstant bleibt (siehe Abb.
3) [5,7,9].
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Abbildung 3: Enterohepatische Zirkulation der Gallensauren. GS werden in der Leber
synthetisiert und in der Galle zwischengespeichert. Nach Nahrungsaufnahme werden sie in den
Dunndarm ausgeschittet. Ein Grofteil davon wird wieder absorbiert und gelangt Uber das
Portalblut wieder zur Leber zurtick. Aus Chiang [9].



1.4.4. Wichtige Transporter im enterohepatischen Kreislauf

Der Transport der GS durch die Membranen erfolgt Uber spezielle
Transportproteine, die sowohl in den Hepatozyten als auch in den Enterozyten des

terminalen lleums zu finden sind.

Hepatozellulare Aufnahme und Sekretion:

Basolaterale (sinusoidale) Membran: Die Aufnahme der reabsorbierten GS aus

dem Portalblut in die Hepatozyten erfolgt zum grof3ten Teil Gber den Natrium-
abhangigen Transporter NTCP (Na+-taurocholate cotransporting polypeptide;
sodium-dependent hepatocyte bile salt uptake system), der ausschlieBlich in der
basolateralen Membran der Leber vorkommt, sowie Uber Sodium-unabhangige
Transporter aus der Familie der OATPs (organic anion transporting polypeptides)
[7,10].

Apikale (kanalikulére) Hepatozytenmembran: Sowohl die reabsorbierten, als auch

die in den Hepatozyten neu synthetisierten GS werden zum Grof3teil Uber die Bile
Salt Export Pump (BSEP) aus den Hepatozyten in das kanalikulare Lumen
sezerniert. Die GS-Exportpumpe stellt im enterohepatischen Kreislauf den ,rate-
limiting step” dar (FUr eine genauere Beschreibung von BSEP siehe Kap. 1.5).
MRP2 (multidrug resistance-associated protein 2) ist fir den Transport von
glukuronierten und sulfatierten GS zustandig, daneben ist sie Uber die Sekretion
von reduziertem Glutathion von Bedeutung flur den GS-unabhangigen Transport.
BCRP (breast cancer resistance protein) stellt einen weiteren Transporter fur
sulfatierte GS dar. MDR3 (Multidrug-resistance-protein 3, auch bekannt als
Phospholipidflippase) ist zustandig flr den Transport von Phospholipiden aus den
Hepatozyten in die Gallenkanalikuli. Phospholipide spielen eine wichtige Rolle in
der Gallenzusammensetzung, da sie GS durch die Bildung gemischter Mizellen
binden und damit die freien zytotoxischen GS reduzieren. Ein weiteres
Transportprotein  in  der kanalikularen Membran ist FIC1 (Familiares
intrahepatische Cholestase 1-Protein) (siehe Abb.4) [7,8].
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Abbildung 4: Hepatobilidre Transportsysteme. Zwei Hepatozyten bilden gemeinsam, durch tight
junctions (grau) verbunden, einen Gallekanalikulus. Sowohl in der sinusoidalen wie auch in der
kanalikularen Membran befinden sich Transportsysteme fir den Transport von GS,
Phospholipiden, Bilirubin, Fremdstoffen u.a.

Intestinale Absorption:

Apikale Membran: Auch wenn ein geringer Teil an unkonjugierten GS passiv im

Jejunum absorbiert wird, erfolgt die wesentliche Aufnahme der GS, sowohl der
primaren als auch der sekundaren, aus dem Darmlumen im terminalen lleum aktiv
Uber den ASBT (apical sodium dependent bile salt transporter). Dieser

Transporter ist auch in Cholangiozyten und der Niere zu finden [5,7,10].

Basolaterale Membran: Nach einem proteingebundenen intrazellularen Transport

durch die Enterozyten werden die GS Uber die seit kurzem bekannten Transporter
OSTa und OST (organic solute transporter alpha und beta) an der basolateralen
Membran in das Portalblut abgegeben, mit dem sie, vor allem an Albumin

gebunden, wieder in die Leber gelangen (siehe Abb. 5) [7].
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Abbildung 5: Gallensauretransporter in Leber, Cholangiozyten und Enterozyten und
Transkriptionsfaktoren fiir die Regulierung. Eine Vielzahl von Transportern ist an der
Aufrechterhaltung des Galleflusses beteiligt und unterliegt genauen Regulierungen. Aus Pauli-
Magnus et al.[8].

1.4.5. Regulierung des Gallensauren-Metabolismus

Eine zentrale Rolle in der langfristigen, transkriptionellen Regulation spielt der
nukleare Rezeptor FXR (Farnesoid X Receptor), der in der Leber exprimiert wird.
Wird dieser aktiviert, kann er an DNA im Zellkern binden und dort die Transkription
von Genen beeinflussen. GS regulieren sich indirekt selbst tber positive und
negative Feedbackmechanismen, indem sie Liganden fur FXR sind. Hohe
Konzentrationen an GS im Hepatozyten fihren Uber die Aktivierung des Rezeptors
und eine weitere Signalkaskade zu einer Hemmung der De-novo-Synthese der
GS. Aulerdem wird Uber FXR auch die Menge an BSEP-Transportern und MDR3
9



in der kanalikularen Membran reguliert. Dies fordert bei hohen GS-
Konzentrationen einen raschen Abtransport in das kanalikulare Gangsystem.
Umgekehrt wird NTCP durch FXR gehemmt, um den Hepatozyten wahrend einer
Cholestase vor einer weiteren GS-Aufnahme zu schitzen (siehe Abb. 5). ASBT
und damit die GS-Aufnahme aus dem Darm wird ebenfalls durch FXR gehemmt.
Kurzfristig existiert eine posttranskriptionelle Regulation, die schnell auf GS-
Schwankungen, z.B. postprandial, reagieren kann: Die meisten kanalikularen
Transporter befinden sich unter normalen Bedingungen intrazellular und werden
bei Bedarf in die kanalikulare Membran eingebaut, um dort wahrend hoher GS-

Konzentrationen eine hohere Transporterdichte zu erreichen [8,9,11,12].
1.5. Bile Salt Export Pump

Die GS-Exportpumpe (BSEP) wurde vor etwa 20 Jahren zum ersten Mal
beschrieben. Der Transporter gehort zur Familie der ABC-Transporter (ATP-
binding casette), welche die Energie fir den Transport ihrer Substrate aus ATP
(Adenosintriphosphat) beziehen. Das fur die Pumpe codierende ABCB11-Gen
befindet sich am g-Arm des Chromosoms 2 und ist 1321 Aminosauren lang
[10,13,14].

Energie in Form von ATP ist nétig, da die Gallensekretion gegen einen sehr hohen
Gradienten zwischen Leberzellinnerem und der Galle erfolgen muss, da im
kanalikularen Lumen ist die Konzentration bis zu 1000-fach hoher ist. [11] BSEP
kommt ausschlie3lich in der Leber vor. Der Transport Uber die kanalikulare
Membran ist der ,rate-limiting step“ des enterohepatischen Kreislaufes der GS
[10,15].

Da GS stark zytotoxisch sind, ist ein hochaffines Exportsystem wesentlich, um die
intrazellulare Konzentration niedrig zu halten. Von BSEP transportiert werden
bevorzugt konjugierte GS, flr unkonjugierte besitzt der Transporter eine schlechte
Affinitat [10,16].
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Die Expression von BSEP wird von FXR reguliert, und zwar Uber das Substrat, fur
dessen Transport er zustandig ist: hohe GS-Konzentrationen in den Hepatozyten
fuhren Uber die Aktivierung von FXR zu einer vermehrten Bildung von BSEP-RNA.
Dadurch kénnen die GS aus der Zelle transportiert werden und erreichen wieder

normale intrazellulare Konzentrationen [10,14].

Es gibt auch eine Reihe von erblichen Formen der Lebererkrankungen mit
Cholestasen, wobei verschiedene Gendefekte in mehreren Genen als Ausldser
beschrieben sind. Mutationen im ABCB11-Gen sind beispielsweise verantwortlich
fur zwei ahnliche Erkrankungen der Leber mit unterschiedlichem Schweregrad, die
beide durch Symptome wie Ikterus, Pruritus, Transaminasenanstieg und
Hepatomegalie in verschieden starker Auspragung gekennzeichnet sind. Die
schwerwiegendere Form stellt die Progressive Familidare Intrahepatische
Cholestase 2 (PFIC 2) dar, die mit einem Fehlen des BSEP-Proteins einhergeht.
Sie wird oft bereits im ersten Lebensjahr symptomatisch und flihrt nicht selten
schon in jungen Jahren zu einer Zirrhose und einer terminalen Leberschadigung.
Haufig ist eine Lebertransplantation erforderlich. Bei der leichteren Form handelt
es sich um die BRIC 2 (benign recurrent intrahepatic cholestasis 2), welche sich
mit passageren Cholestasen prasentiert. Diese rufen aber keine Leberschadigung
hervor und werden von symptomfreien Intervallen abgeldst, in denen auch die
Laborwerte wieder in den Normbereich zurlckkehren. Die beiden Krankheitsbilder
sind nicht strikt voneinander zu trennen, sondern kdnnen auch ineinander

ubergehen.

Des Weiteren spielt eine BSEP-Defizienz eine Rolle bei der medikamentds-
toxischen Cholestase (DIC, drug-induced cholestasis), sowie auch bei der

Intrahepatischen Schwangerschaftscholestase (ICP) [13—-15,17,18].

Auch eine autoimmune Form der BSEP-Defizienz wird in der Literatur
beschrieben. Dabei bildet der Korper Antikdrper gegen die GS-Exportpumpe.
Dadurch kann der GS-Transport nicht mehr aufrechterhalten werden und durch
Stauung der zytotoxischen Gallensalze kommt es zu einer Leberzellschadigung

wie bei der PFIC 2. Jedoch kann die Autoimmun-BSEP-Defizienz nicht durch eine

11



Transplantation geheilt werden, da BSEP nach der Operation erneut durch
Antikorper angegriffen wird und die gleichen Symptome wie vorher wiederkehren
[19,20].

1.5.1. V444 A-Polymorphismus

Beim V444A-Polymorphismus (dbSNP: rs2287622) handelt es sich um einen
Einzelnukleotid-Polymorphismus (Single Nucleotide Polymorphism, SNP) im
ABCB11-Gen, das hei3t der Veranderung einer einzelnen Nukleinbase. Durch
einen Einzelnukleotidaustausch an der Position 1331 im Exon 13 von Thymin zu
Cytosin (c.1331T>C) kommt es zu einem Aminosaureaustausch. Je nachdem, ob
das durch den SNP hervorgerufene neue Basentriplett flr die gleiche oder fur eine
andere Aminosaure codiert, spricht man von einem synonymen (stummen) bzw.
von einem nicht-synonymen SNP. Im vorliegenden Fall handelt es sich um einen
nicht-synonymen  Polymorphismus: anstatt des fur Valin codierenden
Basentripletts GTC findet man nun das Triplett GCC, das fur die Aminosaure
Alanin codiert [p.Val444Ala] (siehe Abb. 6).

c.1328 .. 443 c.1328 .. 443
1329 .. } c.1329 .. }
1330 G c.1330 G

T } 444 Valin C } 444 Alanin
1332 C 1332 C
c.1333 .. 1333 ..
1334 .. } 445 c.1334 .. } 445

Normal

VAMA-Polymorphismus

Abbildung 6: Ausschnitt aus dem genetischen Code des BSEP-Proteins. An der Position
¢.1331 flhrt der Polymorphismus zu einem Austausch von Thymin (T) zu Cytosin (C). Anstatt fir
Valin codiert das neu entstandene Triplett nun fir Alanin (V444A).

Den Wildtyp stellt der TT-Genotyp dar, das heit, das normale T-Allel ist auf

beiden Chromosomen und damit homozygot zu finden. Der V444A-
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Polymorphismus kann sowohl heterozygot (TC), als auch homozygot (CC)
vorliegen (siehe Tab. 1).

Genotyp Beschreibung

1T Wildtyp
TC Heterozygote Auspragung des V444A-Polymorphismus
CcC Homozygote Auspragung des V444A-Polymorphismus

Tabelle 1: Wildtyp und Auspragungen des V444A-Polymorphismus.

Haufigkeit

Tab. 2 gibt eine Ubersicht Gber das Vorkommen des V444A-Polymorphismus in
der Normalbevdlkerung mit Zahlen aus den Datenbanken von 1000-Genome, Hap
Map und EVS [21-23]. In Tab. 3 sind die Haufigkeiten des Gendefektes bei

Kontrollgruppen aus verschiedenen publizierten Studien aufgelistet.

1000 Genomes* Hap Map** (n=224) EVS*** (n=4115)
(n=1030) [21] [23] [22]
‘Total  Relativn. ~ Total  Relativ  Total  Relativ
C-Allel 1213 58,9 % 286 63,8 % 4941 60 %
T-Allel 847 41,1 % 162 36,2 % 3289 40 %

Tabelle 2: Haufigkeit von V444A.

*) http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp ref.cgi?type=re&re=re2287622
**) http://levs.gs.washington.edu/EVS/.

) http://www.ncbi.nim.nih.gov/SNP/snp ref.cgi?type=re&re=re2287622
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Total % Total % Total %

TT (VV) 38 18,50 % 82 19,9 % 53 20 %
TC (VA) 101 49,30 % 195 47,2 % 133 51 %
CC (AA) 66 32,20 % 136 32,9 % 75 29 %
C-Allel 233 56,8 % 467 56,5 % 283 54 %
T-Allel 177 43,2 % 359 43,5 % 239 46 %

Tabelle 3: Haufigkeit von V444A in der recherchierten Literatur.
Auswirkungen

Byrne et al. stellten 2009 in einem in vitro-Versuch beim Vorliegen eines C-Allels
(Ad444) geringere BSEP-Proteinlevel im Vergleich zum T-Allel (V444) fest [27].
Meier et al. untersuchten den Zusammenhang von veranderter
Transporterexpression in Zusammenhang mit genetischen Varianten und konnten

feststellen, dass Trager des C-Allels eine geringere BSEP-Expression haben [24].

1.5.2. Intrahepatische Schwangerschaftscholestase und Kontrazeptiva-

induzierte Cholestase

In der Literatur wird ein Zusammenhang des V444A-Polymorphismus mit der
Intrahepatischen Schwangerschaftscholestase (ICP, Intrahepatic Cholestasis of
Pregnancy) beschrieben. Diese tritt vor allem im letzten
Schwangerschaftstrimenon auf und ist durch Cholestase, Pruritus und lkterus
gekennzeichnet. Im Labor findet man erhéhte GS-Spiegel; auch die AP (Alkalische
Phosphatase) kann erhdht sein. Nach der Geburt verschwinden die Symptome
spontan wieder. Zusatzlich geht die ICP mit einem erhdhten Risiko fur Fruhgeburt
und Fotusmortalitat einher [28—30].

Es wird auch die Vermutung aufgestellt, dass die familiar gehauft auftretende
Kontrazeptiva-induzierte Cholestase (CIC, Contraceptive-induced Cholestasis)
einen Zusammenhang mit V444A hat, jedoch war die Fallzahl zu klein um eine

statistische Signifikanz nachweisen zu kénnen [29].
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1.5.3. Medikamenten-induzierte Cholestase

In der Studie von Lang et al. [31] wurden Patientlnnen mit Medikamenten-
induzierter Leberschadigung auf genetische Veranderungen der Transportergene
von MDR3 und BSEP untersucht. Die Studienpopulation war aufgeteilt in jene mit
Medikamenten-induzierter Cholestase (Drug-induced cholestasis, DIC) und jene
mit Medikamenten-induzierter Leberzellschadigung (Drug-induced hepatocellular
injury, DH). Der V444 A-Polymorphismus war signifikant haufiger bei Personen mit

DIC als bei Patientinnen mit DH und gesunden Kontrollen.
1.5.4. Weitere Auswirkungen von V444A

Eine Fallbeschreibung zeigt einen Patienten mit BRIC (benign recurrent
intrahepaic cholestasis), der durch wiederkehrende cholestatische Episoden mit
Ikterus und Pruritus auffiel, die jeweils auf Infektionen folgten, wie z.B. nach einer
Entzindung der oberen Atemwege. Neben einer weiteren BSEP-Mutation wies

der Patient auch den V444A-Polymorphismus auf [32].
Ein Einfluss von V444A wird weiterhin diskutiert im Zusammenhang mit:

e Hepatitis C-Infektion [25]
e Therapieansprechen bei Patientlnnen mit einer chronischen Hepatitis C-
Infektion [33]

e Severe Intrahepatic Cholestasis in Hodgkin’s Lymphoma [34]
1.6. Cholestase

Der Begriff ,Cholestase” bedeutet Ubersetzt eine Stauung der Galle. Die Stérung
des Galleflusses kann auftreten aufgrund von intrahepatischen Stérungen oder
wegen extrahepatischen Hindernissen, wie etwa einem Gallenstein, der die

Gallenwege verlegt [17].
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1.7. Bilirubin und Ikterus

Bilirubin entsteht als Abbauprodukt des roten Blutfarbstoffes Hamoglobin.
Unkonjugiertes Bilirubin wird Albumin-gebunden in die Leber transportiert und dort
mithilfe der UDP-Glucuronosyltransferase (GT1A1) an Glucuronsaure gekoppelt,
man spricht nun von konjugiertem Bilirubin. Dieses kann uber den MRP2-
Transporter, der sich in der basolateralen Membran der Hepatozyten befindet, in
die Galle sezerniert und so uber den Darm ausgeschieden werden.
Hyperbilirubindmie entsteht aufgrund prahepatischer (z.B. Hamolyse),
intrahepatischer (z.B. Leberzirrhose) oder posthepatischer (z.B
Gallengangsobstruktion) Stoérungen. Die Akkumulation von Bilirubin in Plasma und
Gewebe fuhrt zur Gelbfarbung von Skleren und Haut (lkterus), wenn etwa der
doppelte obere Grenzwert erreicht wird. Eine Stérung im Abbau und in der
Ausscheidung von Bilirubin kann auf unterschiedlichen Ebenen vorliegen (siehe
Abb. 7). Ein Defekt in der UDP-Glukuronyltransferase (GT1A1) ist die Ursache flr
das Crigler-Najjar-Syndrom und Mb. Meulengracht (auch Gilbert-Syndrom
genannt), wobei der Enzymdefekt beim Crigler-Najjar-Syndrom wesentlich starker
ausgepragt ist. Durch die fehlende bzw. eingeschrankte Konjugation prasentieren
sich die Syndrome durch einen erhéhten Spiegel von unkonjugiertem Bilirubin. Zu
einer Hyperbilirubindmie mit vorwiegend konjugiertem Bilirubin kommt es beim
Dubin-Johnson-Syndrom (Beeintrachtigung des MRP2-Transporters) und beim
Rotor-Syndrom (Beeintrachtigung zweier OATP-Transporter in der sinusoidalen

Membran der Hepatozyten) [35-37].
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Abbildung 7: Bilirubin-Metabolismus in Hepatozyten und Stérungen. Das Abbauprodukt
Bilirubin wird in die Hepatozyten transportiert, dort konjugiert und in die Galle ausgeschieden.
Verschiedene Erkrankungen (rot) kdnnen zu einer eingeschrankten Funktion dieser einzelnen
Schritte filhren und Ursache einer Akkumulation von Bilirubin sein.

1.8. Erkrankungen mit Lebermitbeteiligung
1.8.1. Infekte

Epstein-Barr Virus

Der Epstein-Barr Virus (EBV) ist ein DNA-Virus und gehort zur Gruppe der
Herpesviren.  Erstinfektionen im  Kindesalter verlaufen typischerweise
asymptomatisch bzw. werden aufgrund von sehr milden, grippeahnlichen
Verlaufen haufig nicht als solche erkannt. Bei etwa 95 % der Erwachsenen sind

Antikdrper gegen das Virus zu finden [38]. Nach einer Infektion persistiert das
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Virus lebenslang in den B-Lymphozyten. Bei etwa der Halfte der Jugendlichen und
Erwachsenen prasentiert sich eine Primarinfektion als Bild der Infektidsen
Mononukleose (IM), die meist mit den drei Symptomen Fieber, Pharyngitis und
Lymphadenopathie einhergeht. Haufig zu beobachten sind unter anderem starke
Halsschmerzen, allgemeines Krankheitsgefuhl, geschwollene Lymphknoten an
Hals und Nacken und belegte Tonsillen. Daneben werden bei etwa 33 % eine
Splenomegalie und bei 25 % eine Hepatomegalie beschrieben [39]. Im Labor ist
die IM oft gekennzeichnet durch eine Lymphozytose und dem Auftreten von

atypischen Lymphozyten (Downey-Zellen) [38—41].

Bei 80 % der Patientinnen mit IM ist die Leber mitbetroffen, was sich meist in
einem milden Anstieg der Lebertransaminasen zeigt, der aber niedriger ist, als
normalerweise Ublich bei einer aktiven viralen Hepatitis. Bei 90-95 % verlauft die
Leberbeteiligung subklinisch, die klinische Manifestation einer Hepatitis ist selten.
Die EBV-assoziierte Hepatopathie ist typischerweise selbstlimitierend. Ilhre
Ursache ist unklar, es wird dartUber diskutiert, dass weniger das Virus selbst
sondern die Immunreaktion des Organismus zu der Leberschadigung fuhrt [42].
EBV-induzierte cholestatische Lebermitbeteiligungen mit erhéhten AP- und
Bilirubinwerten sind unublich, nur wenige Falle [42—-45] sind beschrieben, bei
denen im Rahmen einer EBV-Erkrankung ein |kterus auftritt. Dessen Pathogenese
ist unklar, wobei geschwollene Gallengange als Ursache diskutiert werden, eher
als die Infektion der Epithelzellen der Gallengange [39,45-47].

Die Ubertragung von EBV findet zum Grof3teil (iber den Speichel bzw. das Epithel
der Mundschleimhaut statt. Bei Kindern geschieht dies vor allem durch das Teilen
von Gegenstanden, die sie in den Mund nehmen. Bei Jugendlichen und
Erwachsenen passiert es sehr haufig durch intimen Kontakt, was der IM den
Beinamen ,Kissing Disease” eingebracht hat. Die Inkubationszeit betragt etwa
sechs Wochen. Die Erkrankung ist in der Regel selbstlimitierend mit einer Dauer

von circa 16 Tagen [39].
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Therapiert wird die IM hauptsachlich symptomatisch mit dem Einsatz von
Antipyretika und Analgetika, eine antivirale Therapie wird sehr selten angewandt
[38,40].

1.8.2. Akute Lymphatische Leukamie

Die Akute Lymphatische Leukamie (ALL) ist die haufigste maligne Erkrankung des
Kindesalters. Sie ist charakterisiert durch eine Proliferation hamatopoetischer
Zellen, welche die gesunden blutbildenden Zellen im Knochenmark verdrangen.
Genetische, endogene und exogene Faktoren, und auch der Zufall spielen eine
Rolle in der Pathogenese der Erkrankung. Obwohl ALL in jedem Alter auftreten
kann, kommt sie hauptsachlich im Kindesalter vor, Jungen sind haufiger betroffen
als Madchen. Die Symptome sind Folgen der eingeschrankten Blutbildung:
Blasse, geschwachte Immunabwehr sowie Haut- und Schleimhautblutungen. 80 %
der Patientinnen haben eine Lymphadenopathie, bei 75 % sind die Leber und/oder
die Milz vergrof3ert. Ein Grofteil der der erkrankten Kinder kdnnen geheilt werden
[48,49].

1.8.3. Cholezystolithiasis

Cholezystolithiasis bezeichnet das Vorhandensein von Gallenkonkrementen in der
Gallenblase. Die Gallensteine entstehen, wenn ein Ungleichgewicht der
Gallekomponenten auftritt, ein Bestandteil nicht mehr in Losung gehalten werden
kann und ausfallt. Nach ihrer Zusammensetzung unterscheidet man
Cholesterinsteine, Pigmentsteine, deren Hauptbestandteil Bilirubin ist, und
gemischte Steine. Vor allem in den westlichen Industrienationen treten
Gallensteine haufig auf, jedoch sind Trager zu einem grofl3en Teil beschwerdefrei.
Symptome entwickeln sich aufgrund einer Verlegung der Gallengange durch einen
Stein. Patientinnen mit symptomatischen Steinen prasentieren sich typischerweise
mit Koliken oder Schmerzen im rechten Oberbauch und Epigastrium, begleitet von
Ubelkeit und Erbrechen. Die Pravalenz fiir die Steinbildung steigt mit dem Alter,

Frauen sind annahernd doppelt so haufig betroffen wie Manner [50,51].
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1.8.4. Sonstige Erkrankungen

Die Dermatomyositis ist eine seltene Erkrankung, die sich mit peripherer
Muskelschwache und Hautveranderungen manifestiert [52]. Bei der zystischen
Fibrose, einer autosomal-rezessiv vererbten Erkrankung, liegt eine Mutation eines
Chloridkanals vor, die zu einer veranderten Zusammensetzung exokriner
Drisensekrete fuhrt und vor allem die oberen und unteren Atemwege sowie den
Verdauungstrakt betrifft. Etwa ein Drittel der Patientinnen haben eine
Lebermitbeteiligung, wobei das Spektrum von einer neonatalen Cholestase, uber
erhdhte Transaminasen, Steatose und Fibrose bis hin zur Zirrhose reicht [53,54].
Bei der Sichelzellanamie fiihrt ein durch Mutation verandertes Hamoglobin zu
einer Verformung der Erythrozyten. Die roten Blutkdrperchen verklumpen und
fuhren zu einer Verlegung kleiner Gefalle [55]. Ein hereditarer Alpha-1-
Antitrypsin-Mangel manifestiert sich mit Lungenemphysem und Leberzirrhose
und zeigt im Labor erniedrigte Werte des Proteaseinhibitors Alpha-1-Antitrypsin
[56].
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Fragestellung

Hypothese 1: Patientinnen, die den V444A-Polymorphismus tragen, haben unter
gesunden Bedingungen keine Beeintrachtigung. Es besteht zwar durch die
genetische Variation eine geringere Expression des BSEP-Transporters, jedoch
reicht dessen Funktion flr den GS-Transport aus. Kommt hingegen zusatzlich zu
dem Polymorphismus (,first hit‘) noch ein weiterer Faktor, wie etwa eine EBV-
Entzindung oder ein ALL-Schub (,second hit“), hinzu, nimmt die Aktivitat von
BSEP weiter ab und der normale Transport kann nicht mehr aufrechterhalten

werden. Es kommt zur Cholestase.

Hypothese 2: Durch den V444A-Genpolymorphismus kommt es zu einer
geringgradig modifizierten Galle-Zusammensetzung. Dadurch ist der GS-Pool in

der Gallenblase verandert, was die Bildung von Steinen begunstigt.
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2. Methoden

2.1. Patientinnenrekrutierung

In die Studie eingeschlossen wurden Kinder und Jugendliche im Alter von 0 bis 18
Jahren, die im Zeitraum von Mai 2010 bis Marz 2014 an der Universitatsklinik far
Kinder- und Jugendheilkunde Graz vorstellig wurden, und eine transiente, flr den
jeweiligen Krankheitsverlauf untypische Hyperbilirubinamie bzw. erhdhte
Lebertransaminasen aufwiesen. Nach einem ausflhrlichen Aufklarungsgesprach
und dem Vorliegen einer schriftichen Einwilligung wurde eine Blutprobe
entnommen, welche an das Institut fir Humangenetik, Medizinische Universitat
Graz, versandt wurde. Dort erfolgte mittels PCR-Amplifikation und Sequenzierung
die Analyse des V444A-Polymorphismus. Die Ergebnisse wurden den
einsendenden Arztinnen zugeschickt, die den Patientinnen bzw. den
Erziehungsberechtigten die Ergebnisse Ubermittelt haben. Auflerdem erfolgten
Screeninguntersuchungen bezlglich V444A bei Patientinnen mit Hepatopathie

unklarer Genese.
2.1.1. Einschlusskriterien

e Patientinnen mit neu aufgetretener Hyperbilirubinamie im Rahmen eines
Infektes (u.a. EBV)

e Patientinnen mit neu aufgetretener Hyperbilirubinamie im Rahmen einer
Leukamie

e Patientlnnen mit Gallensteinen

e Patientinnen mit unklarer Hepatopathie

e Patientinnen mit erhdhten Lebertransaminasen unklarer Genese

e Alter der Patientlnnen: Geburt bis 18 Jahre

e Vorliegen einer schriftlichen und unterschriebenen Einverstandniserklarung:
Einverstandnis zur genetischen Analyse und zur Verwendung der Daten flr

wissenschaftliche Zwecke
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2.1.2. Ausschlusskriterien

e Patientlnnen mit einer neu aufgetretenen Hyperbilirubindmie, welche durch
die Grunderkrankung erklarbar ist und sich im Rahmen eines typischen
Krankheitsverlaufes befindet

e Fehlende Einverstandniserklarung
2.2. Datenerhebung

Es handelte sich bei dieser Arbeit um eine retrospektive Aufarbeitung der
Patientinnendaten. Hierbei war es das Ziel, die Ergebnisse zusammenzufassen,
mit den Kklinischen Daten zu korrelieren und auf einen Zusammenhang zu

Uberprufen.

Nachdem die genetische Analyse abgeschlossen war, wurden uber das
Krankenhausinformationssystem ,Medocs® weitere Daten erganzt. Neben der
HauptzielgréoRe und den Nebenzielgréfien (s.u.) wurden folgende Daten erhoben:
Geburtsdatum der Patientlnnen, Geschlecht, Datum der Blutentnahme, Definition

der Erkrankung.
2.2.1. HauptzielgroRe
Die HauptzielgroRe stellte der V444A-Status dar. Dabei gibt es drei Mdglichkeiten:

- Homozygot TT (Wildtyp; auf beiden Allelen liegt an der Position ¢.1331 ein
T vor)

- Heterozygot TC (auf einem Allel liegt an Position ¢.1331 ein T, auf dem
anderen Allel ein C vor.)

- Homozygot CC (auf beiden Allelen liegt an der Position ¢.1331 ein C vor)
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2.2.2. NebenzielgroBen

Als Nebenzielgroken wurden ferner folgende Daten erhoben:

Bilirubinspiegel im Serum (Norm: 0,10-1,20 mg/dl)

Leberwerte
o ALT (Alanin-Aminotransferase, Norm: bis 35 U/l)
o AST (Aspartat-Aminotransferase, Norm: bis 30 U/I)
o GGT (Gamma Glutamyl-Transferase, Norm: bis 38 U/l)
o LDH (Laktatdehydrogenase, Norm: 120-240 U/I)
o CHE (Cholinesterase, Norm: 3900-11000 U/I)
o AP (Alkalische Phosphatase, Norm: 35-105U/1)

Entzindungsparameter (CRP, C-reaktives Protein, Norm: bis 5 mg/l)

Symptomatik der untersuchten Patientinnen
2.3. Auswertung und Statistik

Bei dieser Diplomarbeit handelte es sich um eine Pilotstudie. Dadurch weist sie
nur eine sehr geringe Anzahl an Patientinnen auf und es gibt auch keine

Kontrollgruppe.

Die primare Auswertung erfolgte deskriptiv. Die Daten wurden in eine Excel-
Tabelle eingetragen. AulRerdem wurde Excel zur Berechnung von Mittelwerten

und Standardabweichungen verwendet.

Das Ziel der Arbeit war es, einen Uberblick tber die Ergebnisse zu bekommen
und Tendenzen ausfindig zu machen, um herauszufinden, ob eine Weiterflihrung
der Studie erfolgversprechend sei und mehr Informationen flir deren Planung zu
erhalten. Der 2x2 Fisher Exact Test wurde herangezogen, um die Haufigkeit des
C-Allels mit bekannten Werten in der Normalbevolkerung zu vergleichen. Ein p-

Wert kleiner 0,05 wird als statistisch signifikant angesehen.
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2.4. Ethik

Die Studie wurde der Ethikkommission der Medizinischen Universitat Graz
vorgestellt. Von dieser wurden keine Einwande gegen die Durchfuhrung der
Studie erhoben. Die EK-Nummer des Votums vom 25. September 2014 lautet 27-
004 ex 14/15.

2.5. Erhebung des genetischen Status

Der genetische Polymorphismus (c.1331T>C [p.V444A], BSEP) wurde mittels
Sanger Sequenzierung bestimmt. Dazu wurden 4 ml EDTA-Vollblut der
Patientinnen an das Institut fir Humangenetik versandt. Im Zuge der
Routinediagnostik wurde meist der gesamte codierende Bereich des BSEP-Gens
(28 Exons; Exon 1 ist nicht codierend) sequenziert. Indikationsbedingt wurde
teilweise nur das Exon 13, in dem der V444A-Polymorphismus lokalisiert ist,

analysiert.
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3. Ergebnisse

3.1. Patientinnencharakterisierung

Die Tab. 4 gibt einen Uberblick tber die Patientinnen, bei denen eine
Genotypisierung des V444A-Genpolymorphismus durchgefihrt wurde. Die
Fallzahl ergibt sich aus den analysierten Proben in dem angegebenen Zeitraum.
Es war auch Aufgabe dieser Diplomarbeit festzustellen, ob die Fallzahl fir eine
eindeutige Aussage ausreichend ist, oder ob der Beobachtungszeitraum
verlangert werden muss, um die Fallzahl zu vergroRern. Insgesamt konnten 39
Patientinnen flr die Studie gewonnen werden, wobei das Geschlechterverhaltnis
beinahe ausgeglichen ist. Auch bezuglich des Alters zeigt das Kollektiv eine sehr
grol3e Bandbreite. Die jungsten Patientinnen wurden bereits im ersten Lebensjahr
auffallig, die altesten noch in die Studie eingeschlossenen Patientinnen waren im
18. Lebensjahr. In der Tabelle kann man auch erkennen, dass es sich bei den
Patientinnen im Hinblick auf die Grunderkrankung um eine sehr heterogene

Gruppe handelt.

ALL 3 (2/1) 11,9 6

EBV 9 (2/7) 16,1 + 1,5

Varizellen und/oder Scharlach 2 (0/2) 10,3 + 10,6

Hepatitis A 2 (2/1) 15,5 + 1,9

Cholezystolithiasis 7 (2/5) 13,1 ¢ 5,1

Hepatopathie unklarer Genese 10 (8/2) 6,8 * 6,6
Alphal-Antitrypsinmangel 1 (1/0) 0,1
Dermatomyositis 1 (0/1) 9,8
PFIC 1 (1/0) 12
Sekundar-sklerosierende Cholangitis 1 (1/0) 0,2
Sichelzellanamie 1 (0/1) 7,9
Zystische Fibrose 1 (1/0) 9,8

Summe 2 (19/20) 108 + 64

Tabelle 4: Patientinnencharakterisierung. Das Alter ist angegeben als Mittelwert +

Standardabweichung.
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Die Studienpopulation, die fur diese Studie gescreent wurde, zeigte ein sehr
heterogenes Bild an Symptomen. In erster Linie war das Ziel der Studie zwar,
einen Zusammenhang zwischen Hyperbilirubinamie im Rahmen einer EBV- oder
ALL-Erkrankung und dem V444A-Genpolymorphismus zu zeigen, aber gleichzeitig
wurde versucht zu eruieren, ob es weitere Symptome, wie etwa erhohte
Transaminasen, Hepatomegalie u.a. gibt, die mit dem V444A-Polymorphismus
assoziiert werden koénnen. In Abb. 8 sind die Symptome angeflihrt, die die
Patientinnen prasentierten, und die zu einer Analyse der Genetik fuhrten. Dabei
handelt es sich um die haufigsten Symptome, die die Patientinnen zeigten,
abgesehen von den krankheitstypischen Symptomen ihrer Grunderkrankung. Bei
21 Patientinnen war an der Haut oder an den Skleren ein lkterus zu erkennen. Ein
einziger Patient prasentierte sich mit Juckreiz. Die Leber war bei 12 Kindern, die
Milz bei 18 Kindern laut Ultraschallbefund vergro3ert. Weitere haufige Symptome

waren Bauchschmerzen, Erbrechen und Fieber.
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Abbildung 8: Haufige Symptome in der Studienpopulation.

In der gesamten gescreenten Gruppe gab es 15 Personen (39 %) mit
homozygoter Auspragung des V444A-Genpolymorphismus, bei 14 Personen (37
%) war er heterozygot nachzuweisen und bei 9 Kindern (24 %) lag er nicht vor
(siehe Abb. 9). Dies entspricht einer Gesamthaufigkeit des C-Allels von 0,579 in

der Studienpopulation.
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Verteilung der Genetik in der gesamten
Studienpopulation (n=39)

heterozygotT
21%
homozygot C
38%
heterozygot TC
41%

Abbildung 9: Verteilung der Auspragung von V444A in der gesamten Studienpopulation.

3.2. Auswertung nach Krankheiten
3.2.1. Akute Lymphatische Leukamie

Das Patientinnengut in der Gruppe der ALL war sehr klein mit nur 3 Kindern,
davon waren zwei mannlich und eines weiblich. Der Altersdurchschnitt betrug 11,9

Jahre.

M/F Alter V444A Biliges AP GGT CHE AST=GOT ALT=GPT LDH CRP

Status (meg/dl)  (U/)) (U/1) (U/1)  (U/)) (/) (/1) (me/1)
M 158 CC 590 75 21 2799 25 80 224 056
M 149 CC 19,17 160 80 4323 1195 2058 317 48,8
F 50 TC 0,8 242 394

Tabelle 5: Laborparameter von Patientinnen mit Akuter Lymphatischer Leukdmie.

Zwei der ALL-Patienten wurden aufgrund einer ungeklarten Hyperbilirubinamie auf
V444A gescreent, die dritte Patientin war klinisch wegen ihrer erhohten
Transaminasen auffallig gewesen. Alle drei Kinder hatten den V444A-
Polymorphismus ausgepragt, zwei davon homozygot, eines heterozygot (siehe
Abb. 10). Prozentuell gesehen lag die Haufigkeit fur die Allelauspragung CC bei

76 % und jene fur TC bei 33 %. Der Wildtyp TT kam in der Gruppe der ALL-
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Erkrankten gar nicht vor (siehe Abb. 10). Dies bedeutet eine Allelhaufigkeit von C
von 0,833. Statistisch konnte bei der kleinen Gruppe keine Relevanz bei einem
Vergleich der C-Allelhaufigkeit mit den Kontrollgruppen nachgewiesen werden
(siehe Tab. 6).

Akute lymphatische Leukdamie (n=3)

heterozygotT
0%

heterozygotTC
33%

homozygot C
67%

Abbildung 10: Verteilung der Auspragung von V444A bei Patientinnen mit Akuter
Lymphatischer Leukamie.

Akute Lymphatische Leukdmie (n=3)
Plattform HapMap 1000G EVS
p-Wert 0,4268 0,4106 0,4124

Tabelle 6: p-Werte fiir ALL. Statistische Auswertung der C-Allelhdufigkeit mittels 2x2 Fisher-
Exakt-Test bei Akuter Lymphatischer Leukdamie im Vergleich zu Kontrollgruppen

Die beiden Patienten mit den hdchsten Bilirubinspiegeln wurden homozygot auf
V444A getestet. In Abb. 11 ist zu erkennen, dass der Mittelwert des
Bilirubinspiegels bei der homozygoten Auspragung CC um ein Vielfaches hoher ist
als bei der heterozygoten Auspragung TC, wobei zu beachten ist, dass es sich

hierbei nur um drei Patientinnen handelt.
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Hohe des Gesamtbilirubins bei ALL

25,00
20,00
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Bilirubin = =esseeees Max. Normwert

Abbildung 11: Hohe des Gesamtbilirubins bei Akuter Lymphatischer Leukdmie nach
Genetik.

3.2.2. Epstein-Barr-Virus-Infektion

Unter den neun EBV-Patientinnen waren sieben Madchen und zwei Buben, der
Altersschnitt betrug 16,1 Jahre. Die meisten fielen in der Klinik vor allem durch ein
ikterisches Erscheinungsbild auf, welches auch im Labor als Hyperbilirubinamie
verifiziert wurde, auf zwei Patientinnen war man primar aufgrund erhdhter
Lebertransaminasen und erhéhtem LDH aufmerksam geworden. Auch bei den
beiden Patientinnen, die primar nicht durch einen |kterus auffallig wurden, konnten

im Labor erhdhte Bilirubinwerte festgestellt werden (siehe Tab. 7).

M/F Alter V444A Biliges AP GGT CHE AST=GOT ALT=GPT LDH CRP

Status (mg/dl)  (U/I) (U/1) (U/I)  (U/) (u/) (U/1)  (mg/1)
F 13,9 cC 14,93 135 5322 142 171 918 12,1
F 16,3 cc 8,34 285 160 3838 232 174 552 7,4
F 17,2 1T 6,58 267 128 4260 117 114 536 13
F 17,1 TC 5,9 1600
M 150 TC 5,20 138 5156 192 288 708 46,3
F 16,7 TC 3,11 214 5254 533 335 834 10,6
M 17,6 TC 2,19 204 82 5319 83 190 549 5
F 13,8 TC 1,90 794 309 4705 246 466 604 4,4
F 17,5 TC 1,37 376 223 5409 178 111 942 43

Tabelle 7: Laborparameter von Patientinnen mit EBV-Infektion.
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Acht der neun Kinder hatten den V444A-Polymorphismus entweder homozygot
oder heterozygot ausgepragt, ein Kind wies das Wildtypallel auf. Interessant zu
erkennen ist, dass die beiden Kinder mit den hochsten Bilirubinspiegeln auch eine

homozygote Auspragung der Sequenzvariante haben.

In dieser Gruppe trat der V444A-Polymorphismus bei 2 Patientinnen (22 %) in
homozygoter Form und bei sechs Patientinnen (67 %) in heterozytoger Form TC
auf. Bei einer Patientin (11 %) war der Gendefekt nicht nachzuweisen (siehe Abb.
12). Die Haufigkeit des C-Allels betragt 0,563. Die Anzahl an Patientinnen in
dieser Gruppe ist wiederum sehr klein, die Verteilung der Genetik war nicht

relevant verandert im Vergleich zu den Kontrollgruppen (siehe Tab. 8).

Infektiose Mononukleose (n=9)

heterozygotT
11% homozygot C
22%
heterozygot TC
67%

Abbildung 12: Verteilung der Auspragung von V444A bei Patientinnen mit EBV-Infektion.

EBV (n=9)
Plattform  HapMap 1000G EVS
p-Wert 0,4659 0,4659 0,8106

Tabelle 8: p-Werte fiir EBV. Statistische Auswertung der C-Allelhaufigkeit mittels 2x2 Fisher-
Exakt-Test bei Infektidser Mononukleose im Vergleich zu Kontrollgruppen.
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In der Abb.13 wurden die Mittelwerte mit der jeweiligen Standardabweichung des
Gesamtbilirubins der drei moglichen genetischen Auspragungen (CC, TC und TT)
berechnet und dargestellt. Am hochsten ist der Gesamtbilirubindurchschnittswert
in der Gruppe ,homozygot CC* mit 11,64 mg/dl. Der Mittelwert der Gruppe TC liegt
mit 2,75 mg/dl ebenfalls Uber dem Normbereich. Der Mittelwert bei der Gruppe TT

ist zu vernachlassigen, da diese Gruppe nur aus einer Person besteht.

Hohe des Gesamtbilirubins bei EBV
18,00
16,00
14,00
12,00
10,00
8,00
6,00
4,00 T
2,00

0,00

Gesamthilirubin (mg/dl)

CC TC T

Bilirubin = =esseeees Max. Normwert

Abbildung 13: Hohe des Gesamtbilirubins bei EBV-Infektion nach Genetik.

3.2.3. Cholezystolithiasis

In der Gruppe der Kinder mit Cholezystolithiasis waren mehr Madchen als Buben
(Geschlechterverhaltnis mannlich:weiblich ist 2:5). Der Altersdurchschnitt betrug
13,1 Jahre (siehe Tab. 9). Beinahe alle Patientinnen klagten uber
Bauchschmerzen und Ubelkeit bzw. Erbrechen. Zwei Kinder wiesen zuséatzlich

einen lkterus auf, wovon eines auf3erdem an Pruritus litt.
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M 17,3 ac 12,25 321 300 8118 106 239 247 1.3
F 15,8 TC 8,75 156 358 8533 123 359 221 29
F 14,8 T 2,58 217 479 9396 515 639 386 5,8
F 12,8 CcC 1,86 207 10 6772 23 13 226 17,3
F 13,4 T 1,56 231 573 7861 155 557 214 2,6
M 15,5 CC 0,71 184 461 9139 232 378 246 1,1
F 1,9 T 0,65 148 10 5023 33 16 350 329,5

Tabelle 9: Laborparameter von Patientinnen mit Cholezystolithiasis.

Von sieben Kindern wiesen den V444 A-Polymorphisms drei homozygot und eines
heterozygot auf, bei drei Patientinnen war er nicht vorhanden (siehe Abb. 14). Die
Haufigkeit des C-Allels in dieser Gruppe betrug 50 %, statistisch zeigte sich keine
signifikante Verschiebung der Allelfrequenz im Vergleich zur Normalbevolkerung
(siehe Tab. 10). Die beiden Patientenlnnen mit deutlich erhéhtem Bilirubinspiegel

uber 3 mg/dl waren beide Trager des Polymorphismus.

Cholezystolithiasis (n=7)

homozygot T
43%

homozygot C
43%

heterozygot TC
14%

Abbildung 14: Verteilung der Ausprdagung von V444A bei Patientinnen mit
Cholezystolithiasis.
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Cholezystolithiasis (n=7)
Plattform HapMap 1000G EVS
p-Wert 0,3982 0,5891 0,5864

Tabelle 10: p-Werte fiir Cholezystolithiasis. Statistische Auswertung der C-Allelhaufigkeit mittels
2x2 Fisher-Exakt-Test bei Cholezystolithiasis im Vergleich zu Kontrollgruppen.

In Abb. 15 sind die Patientinnen wiederum nach der Hohe des gemessenen
Bilirubins geordnet, die homozygoten Trager des Polymorphismus zeigten im
Mittel hdhere Werte als die Trager des Wildtyps. Die Gruppe der heterozygoten

Trager ist zu vernachlassigen, da sie nur aus einer Person besteht.

Hohe des Gesamtbilirubins bei Cholezystolithiasis
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Abbildung 15: Hohe des Gesamtbilirubins bei Cholezystolithiasis nach Genetik.

3.2.4. Hepatopathie unklarer Genese

Wurden auf der Kinderklinik Patientinnen mit Leberpathologien vorstellig, die nicht
eindeutig einer bekannten Krankheit zugeschrieben werden konnten bzw. deren
Ursache man nicht eruieren konnte, wurde ebenfalls der V444A-Genotyp ermittelt.

Dies war der Fall bei zwei Madchen und acht Buben.
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M/F Alter

M 2,2
M 0,1
M 0,3
M 14,8
M 3,3
M 14,5
M 3,7
F 12,4
M 1,4
F 15,3

Grunderkrankung

Akutes Leberversagen
unkl. Genese
Riesenzellhepatitis

Intra- und
extrahepatische
Gallengangshypoplasie
Hepatitis unkl. Genese

Akutes Leberversagen
unklar. Genese
Hepatopathie unkl.
Genese

Leberzirrhose und
Gallengangshypoplasie
Fettleber mit
Transam.-Erh6hung
Hepatopathie unkl.
Genese

Chron. Hepatopathie
unkl. Genese

V444A  Bili
Status ges
(mg/dl)

T 18,52
@c 10,5
TC 7,96
cc 7,09
@c 7,07
T 3,00
cc 1,08
TC 0,92
T 0,89
TC 0,73

AP
(U/1)

526

368
665

360

431
201

595

GGT
(u/)

218

188
27

247
201

138
250
25
250

257

CHE
(U/1)

4793

7654
4189

9832
4538

6068
8294
10329
7908

9507

AST=
GOT
(u/n
2675

81
94

173
1884

137
141
59
375

54

ALT=
GPT
(u/)
2115

37
56

347
1903

164
99
124
450

187

Tabelle 11: Laborparameter von Patientinnen mit Hepatopathie unklarer Genese.

LDH
(U/1)

489

321
300

278
514

369
273
235
355

180

CRP
(mg/1)

51

0,6

25,9
4,7

67,0

0,6

0,6

Zwischen den vorliegenden Fallen mit nicht geklarter Hepatopathie und dem

V444 A-Polymorphismus war kein Zusammenhang zu entdecken. Der Gendefekt

trat nicht signifikant haufiger auf als in der Normalbevolkerung (siehe Tab. 12).

Auch die Hohe der Bilirubinwerte scheint tendenziell nicht im Zusammenhang mit

der Genetik zu liegen (siehe Abb. 17). Vier Patienten mit homozygoter und drei

Patientinnen mit heterozygoter Auspragung befanden sich in der Gruppe, drei
Kinder besalden den Genotyp TT (siehe Abb. 16).
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Hepatopathie unklarer Genese (n=10)

homozygot T
30%
homozygot C
40%
heterozygot TC
30%

Abbildung 16: Verteilung der Auspragung von V444A bei Patientinnen mit Hepatopathie
unklarer Genese.

Hepatopathie unklarer Genese (n=10)
Plattform HapMap 1000G EVS
p-Wert 0,4789 0,8204 0,6539

Tabelle 12: p-Werte fiir Hepatopathie unklarer Genese. Statistische Auswertung der C-
Allelhaufigkeit mittels 2x2 Fisher-Exakt-Test bei Hepatopathie unklarer Genese im Vergleich zu
Kontrollgruppen.

Héhe des Gesamtbilirubins bei Hepatopathie
unklarer Genese
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Abbildung 17: Hohe des Gesamtbilirubins bei Hepatopathie unklarer Genese nach Genetik.
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3.2.5. Andere Erkrankungen

In dieser Gruppe wurden alle Krankheiten zusammengefasst, die nur bei einem

oder zwei Patientinnen auftraten. Sechs Kinder waren aufgrund einer

Hyperbilirubindmie gescreent worden, vier weitere aufgrund von erhohten

Transaminasen.

M/F Alter Grunderkrankung V444A Bili AP GGT CHE AST= ALT= LDH CRP
Status ges (/M N (U1 GOT GPT (U/l) (mg/l)
(mg/dl) (CZ (V7))
M 1,2 PFIC CC 26,17 414 58 3591 1024 226 271 8,6
F 7,9  Sichelzellanamie CcC 19,61 363 36 3318 255 303 1269 13,1
M 0,2 Sekundar sklerosierende CcC 12,53 1028 3502 7254 168 121 273 22,2
Cholangitis
M 14,1 Hepatitis A TC 6,39 618 73 6731 280 754 256 0,6
F 16,8 Hepatitis A TC 5,06 129 6098 269 269 2,0
M 0,1 Alphal-Antitrypsin- TC 4,37 1171 1307 7373 114 54 338 <2,0
Mangel
F 2,8 Varizellen und Scharlach TC 1,01 111 7063 93 58 332 49,3
F 9,8 Dermatomyositis TC 0,43 99 43 7312 374 254 508 0,9
M 9,8  Zystische Fibrose CcC 0,38 193 9203 477 630 383 51
F 17,8 Scharlach T 0,27 139 4654 54 49 185 93,5

Tabelle 13: Laborparameter von Patientinnen mit sonstigen Erkrankungen.

Von zehn Patientinnen waren neun Trager des V444A-Polymorphismus, davon
vier homozygote (CC) und funf heterozygote (TC). Nur eine Patientin wies die
Wildtyp-Form TT auf (siehe Abb. 18). Die Haufigkeit des C-Allels in dieser Gruppe
betrug 65 %, im Vergleich zur Normalbevdlkerung war der Unterschied nicht
statistisch signifikant (siehe Tab. 14). Aber auch hier war wieder zu beobachten,
dass Kinder mit sehr stark erhdhten Bilirubinwerten homozygot CC waren und alle
Patientinnen mit einer Hyperbilirubinamie den Gendefekt zumindest heterozygot

aufwiesen.
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Sonstige Erkrankungen (n=10)
homozygot T
10%

homozygot C
40%

heterozygot TC
50%

Abbildung 18: Verteilung der Auspragung von V444A bei Patientinnen mit sonstigen
Erkrankungen.

Sonstige Erkrankungen (n=10)
Plattform HapMap 1000G EVS
p-Wert 1 0,6534 0,8201

Tabelle 14: p-Werte fiir sonstige Erkrankungen. Statistische Auswertung der C-Allelhaufigkeit

mittels 2x2 Fisher-Exakt-Test bei sonstigen Erkrankungen im Vergleich zu Kontrollgruppen.

Auch der Vergleich der mittleren Bilirubinwerte, aufgeteilt nach unterschiedlichen

Genotypen, ergab, dass Kinder mit homozygotem Genotyp (CC) einen mehr als

viermal hoheren Mittelwert haben als Kinder mit heterozygotem Genotyp (siehe

Abb. 19).
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Abbildung 19: Hohe des Gesamtbilirubins bei sonstigen Erkrankungen nach Genetik.
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3.3. Symptomorientierte Auswertung

Ein ikterisches Erscheinungsbild war die haufigste Ursache, welche zur
Auswertung der Genetik bezlglich des V444A-Polymorphismus flhrte.
Herauszufinden, ob die Hyperbilirubindmie in Zusammenhang mit dem Gen-
Polymorphismus liegt, war eine wesentliche Frage dieser Studie. Es sollte auch
ermittelt werden, ob es weitere Symptome gibt, wie etwa erhdhte Transaminasen,
erhohte Leberenzyme oder Hepatomegalie, die in Kombination mit der

Sequenzveranderung gehauft auftreten.
3.3.1. Hyperbilirubinamie

Das Phanomen, das zu dieser Studie flhrte, war die Beobachtung ikterischer
Kinder im Rahmen einer EBV- oder ALL-Erkrankung. Es sollte eruiert werden, ob
der V444A-Genpolymorphismus, der in Zusammenhang mit Schwangerschafts-
Cholestase und Medikamenten-induzierter Cholestase gebracht wird, auch bei

dieser Form der klinischen Beobachtungen eine Rolle spielt.

In Tab. 15 sind alle Patientinnen, die fur diese Studie gescreent wurden, gereiht
nach der Hohe ihres Bilirubinspiegels gelistet. Es ist zu erkennen, dass die
homozygote Form CC besonders haufig ist bei sehr hohen Bilirubinspiegeln,

wahrend die Wildform TT haufiger wird, je niedriger der Bilirubinspiegel ist.

V444A

Nr. M/F Alter Grunderkrankung Status Bili ges
31 M | 1,2 PFIC CcC 26,17
33| F 7,9 |Sichelzellanimie CcC 19,61
2 M 149 ALL CcC 19,17
23 M | 2,2 | Akutes Leberversagen unklarer Genese TT 18,52
4 F | 13,9 EBV cC 14,93
32 M | 0,2 Sekundar sklerosierende Cholangitis CcC 12,53
21 M | 17,3 Cholezystolithiasis CcC 12,25
35 M | 0,1 |Riesenzellhepatitis CcC 10,5
22 F | 15,8 Cholezystolithiasis TC 8,75
7 F | 16,3 EBV CcC 8,34
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37
26
24

14

15
29
10
28
20
11

6
16
18

9
36
12

27
3

25
19
17
30
34
13
39

<

R R B B B B B B B R B R B B DR

0,3
14,8
3,3
17,2
14,1
15,8
15,0
16,8
0,1
16,7
14,5
14,8
17,6
13,8
12,8
13,4
17,5
3,7
2,8
1,4
5,0
15,3
15,5
1,9
9,8
9,8
17,8
17,1

Gallengangshypoplasie

Hepatitis unklarer Genese

Akutes Leberversagen unklarer Genese
EBV

Hepatitis A

ALL

EBV

Hepatitis A

Alphal-Antitrypsin-Mangel

EBV

Hepatopathie unklarer Genese
Cholezystolithiasis

EBV

EBV

Cholezystolithiasis

Cholezystolithiasis

EBV

Leberzirrhose und Gallengangshypoplasie
Varizellen und Scharlach

Hepatopathie unklarer Genese

ALL

Chron. Hepatopathie unklarer Genese
Cholezystolithiasis

Cholezystolithiasis

Dermatomyositis

Zystische Fibrose

Scharlach DD Toxic Shock Syndrom
Fettleber, Hepatopathie unklarer Genese

Tabelle 15: Ubersicht iiber die Studienpopulation

Bilirubinspiegel.

TC
cC
CcC
1T
TC
CcC
TC
TC
TC

TC
T
1T
TC
TC
cC
T
TC
cC
TC
T
TC
TC
CcC
T
TC
cC

T
TC

gereiht nach der HOohe

7,96
7,09
7,07
6,58
6,39
5,90
5,20
5,06
4,37
3,11
3,00
2,58
2,19
1,99
1,86
1,56
1,37
1,08
1,01
0,89
0,8
0,73
0,71
0,65
0,43
0,38
0,27
5,90

ihrer

Um eine bessere Ubersicht zu erlangen, wurde das Patientinnenkollektiv in vier

Gruppen unterteilt:

Gruppe 1: Sehr stark erhohte Bilirubinwerte (>10 mg/dl)
Gruppe 2: Stark erhdhte Bilirubinwerte (>3 mg/dl und < 10 mg/dl)
Gruppe 3: MaRig erhohte Bilirubinwerte (> 1,2 mg/dl und < 3 mg/dl)

Gruppe 4: Normale Bilirubinwerte (>0,1 mg/dl und 1,2 mg/dl)
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Gruppe 1

In der ersten Gruppe mit stark erhdhten Bilirubinwerten Gber 10 mg/dl hatten bis
auf einen Patienten alle eine homozygote Auspragung des V444A-
Genpolymorphismus. Die jeweils zugrundeliegende Erkrankung zeigt eine sehr
heterogene Durchmischung. Von den acht Patientinnen in dieser Gruppe waren

zwei weiblich und sechs mannlich (siehe Tab. 16).

Nr. M/F Alter Grunderkrankung V444A Bili

Status ges
31 M 1,2 PFIC CcC 26,17
33 F 7,9 Sichelzellanamie CcC 19,61
2 M 149 ALL CcC 19,17
23 M 2,2 Akutes Leberversagen unklarer Genese T 18,52
4 F 13,9 EBV CcC 14,93
32 M 0,2 Sekundar sklerosierende Cholangitis CC 12,53
21 M 17,3 Cholezystolithiasis CC 12,25
35 M 0,1 Riesenzellhepatitis CC 10,5

Tabelle 16: Ubersicht iiber Patientinnen mit sehr stark erhéhter Hyperbilirubinimie. In die
Gruppe 1 fallen Patientinnen mit einer Hyperbilirubindmie (>10 mg/dl).

Wie in der Abb. 20 zu erkennen ist, wird die Gruppe mit sehr stark erhdhter
Hyperbilirubindmie durch das Auftreten der homozygoten Form CC dominiert.
Diese kommt zu 87 % vor, wahrend die heterozygote Form TC gar nicht vertreten
ist. Ein Kind zeigte trotz des TT Genotyps (Wildtyp) eine stark erhdhte
Hyperbilirubindmie. Die Haufigkeit des C-Allels in dieser Gruppe betragt 0,875.
Dies ist signifikant hdher im Vergleich zu den Daten Uber die Normalbevolkerung
von 1000 Genomes und EVS (siehe Tab. 17).
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Gruppe 1 (n=8) (>10 mg/dl)
homozygot T

heterozygot TC 13%
0%

homozygot C
87%

Abbildung 20: Verteilung der Auspragung von V444A bei Patientinnen mit sehr stark
erhohter Hyperbilirubinamie.

Gruppe 1 (n=8)
Plattform  HapMap 1000G EVS
p-Wert 0,06251 0,02102 0,03727

Tabelle 17: p-Werte fiir Gruppe 1. Statistische Auswertung der C-Allelhaufigkeit mittels 2x2
Fisher-Exakt-Test bei Patientinnen mit sehr stark erhéhter Hyperbilirubinamie im Vergleich zu
Kontrollgruppen.

Gruppe 2

In die Gruppe mit stark erhdhter Hyperbilirubinamie fielen zwdlf Personen, von
denen sechs eine Infektionserkrankung (EBV, Hepatitis A) aufwiesen. Das
Geschlechterverhaltnis mannlich : weiblich war mit 7 : 5 recht ausgeglichen (siehe
Tab. 18).
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Nr.
22
7
37

26
24

8
14

1
39

5
15
29
10

M/F Alter

F
F
M

M7 <L

15,8
16,3
0,3

14,8
3,3
17,2
14,1
15,8
17,1
15,0
16,8
0,1
16,7

Grund-erkrankung
Cholezystolithiasis

EBV

Intra- und extrahepatische

Gallengangshypoplasie
Hepatitis unklarer Genese

Akutes Leberversagen unklarer Genese
EBV

Hepatitis A

ALL

Fettleber mit Transaminasenerh6hung
EBV

Hepatitis A

Alphal-Antitrypsin-Mangel

EBV

V444A Status
TC
cC
TC

CcC
cC
T
TC
CcC
TC
TC
TC
TC
TC

Bili ges
8,75
8,34
7,96

7,09
7,07
6,58
6,39
5,90
5,90
5,20
5,06
4,37
3,11

Tabelle 18: Ubersicht iiber Patientinnen mit stark erhéhter Hyperbilirubindmie. In die Gruppe
2 fielen Patientlnnen mit einer Hyperbilirubinamie (>3 mg/dl und < 10 mg/dl).

Nur ein Kind in der Gruppe mit stark erhdhter Hyperbilirubindmie war homozygot
fur das Wildtyp-Allel des V444A-Polymorphismus. Jedoch ist die Haufigkeit der

genetischen Variante CC in dieser Gruppe mit 31 % bereits deutlich geringer als in

der Gruppe mit sehr stark erhdhter Hyperbilirubinamie. Acht der dreizehn Kinder

zeigten die heterozygote Auspragung TC (siehe Abb. 21). Die Haufigkeit des C-

Allels in dieser Gruppe betragt 0,615. Im Vergleich zur Normalbevolkerung ist das

statistisch nicht signifikant (siehe Tab. 19).
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Gruppe 2 (n=12) (>3 mg/dl und < 10 mg/dl)
homozygot T
8%

homozygot C
34%

heterozygot TC
58%

Abbildung 21: Verteilung der Ausprdagung von V444A bei Patientinnen mit stark erhohter
Hyperbilirubinamie.

Gruppe 2 (n=13)
Plattform  HapMap 1000G EVS
p-Wert 0,8356 0,8435 1

Tabelle 19: p-Werte fiir Gruppe 2. Statistische Auswertung der C-Allelhaufigkeit mittels 2x2
Fisher-Exakt-Test bei Patientinnen mit stark erhdhter Hyperbilirubindmie im Vergleich zu
Kontrollgruppen.

Gruppe 3

Die Gruppe mit leicht erhdhter Hyperbilirubinamie besteht vor allem aus
Patientinnen mit EBV einerseits und aus Kindern mit Cholezystolithiasis
andererseits. In die Gruppe fielen funf Madchen und zwei Buben.
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Nr.
28
20
11

6
16
18

9

M/F  Alter

M

F
M
F
=
F
=

14,5
14,8
17,6
13,8
12,8
13,4
17,5

Grunderkrankung
Hepatopathie unklarer Genese
Cholezystolithiasis

EBV

EBV

Cholezystolithiasis
Cholezystolithiasis

EBV

V444A Status

T
T
TC
TC
CcC
T
TC

Bili ges
3,00
2,58
2,19
1,99
1,86
1,56
1,37

Tabelle 20: Ubersicht iiber Patientinnen mit miBig erhohter Hyperbilirubindmie. In die

Gruppe 3 fallen Patientinnen mit einer Hyperbilirubindmie (> 1,2mg/dl und < 3 mg/dl).

In der Gruppe mit leicht erhdhter Hyperbilirubindmie bis 3 mg/dl verschiebt sich die

Relation: Die homozygote Variante ist mit 14 % deutlich seltener, heterozygot TC
und Wildtyp TT sind mit 34 % gleich haufig (siehe Abb. 22). Die Veranderung ist

statistisch nicht relevant (siehe Tab. 21).

Gruppe 3 (n=7) (>1,2 mg/dl und < 3 mg/dl)

homozygot T
43%

homozygot C
14%

heterozygot TC
43%

Abbildung 22: Verteilung der Auspragung von V444A bei Patientinnen mit maBig erhoéhter
Hyperbilirubinamie.
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Gruppe 3 (n=7)
Plattform  HapMap 1000G EVS
p-Wert 0,0464 0,1022 0,09785

Tabelle 21: p-Werte fiir Gruppe 3. Statistische Auswertung der C-Allelhaufigkeit mittels 2x2
Fisher-Exakt-Test bei Patientinnen mit maRiger Hyperbilirubindmie im Vergleich zu
Kontrollgruppen.

Gruppe 4

In diese Gruppe ohne Hyperbilirubinamie fallen vor allem Kinder mit unklarer
Hepatopathie und Patientinnen mit Gallensteinen. Das Geschlechterverhaltnis ist

ausgeglichen mit mannlich : weiblich = 5 : 6 (siehe Tab. 22).

Nr. M/F Alter Grunderkrankung V444A Status  Biliges
36 M 3,7 Leberzirrhose und Gallengangshypoplasie CC 1,08
12 F 2,8 Varizellen und Scharlach TC 1,01
27 M 1,4 Hepatopathie unklarer Genese TT 0,89

3 F 50 ALL TC 0,8
25 F 15,3 Chron. Hepatopathie unklarer Genese TC 0,73
19 M 15,5 Cholezystolithiasis CC 0,71
17 F 1,9 Cholezystolithiasis TT 0,65
30 F 9,8 Dermatomyositis TC 0,43
383 M 14,2 Milz- und Leberkalzifikationen unklarer TT 0,40

Genese

34 M 9,8  Zystische Fibrose CC 0,38
13 F 17,8 Scharlach DD Toxic Shock Syndrom TT 0,27

Tabelle 22: Ubersicht iiber Patientinnen mit Bilirubinwerten innerhalb des Normbereiches. In
die Gruppe 4 fallen Patientinnen mit normalem Bilirubin (>0,1 mg/dl und £1,2 mg/dl).

In dieser Gruppe tritt der V444A-Genpolymorphismus wieder haufiger auf, der
Wildtyp kommt zu 27 % vor (siehe Abb. 23). Allerdings fallen in diese Gruppe alle
Patientlnnen, die nicht aufgrund einer Hyperbilirubindmie, sondern aufgrund
anderer leberbezogenerer Auffalligkeiten auf das Vorliegen des V444A-

Polymorphismus gescreent wurden.
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Gruppe 4 (n=11) (50,1 mg/dl und <1,2 mg/dl)

homozygot T
27%

homozygot C
27%

heterozygot TC
46%

Abbildung 23: Verteilung der Auspragung von V444A bei Patientinnen mit normalem
Bilirubinspiegel.

Gruppe 4 (n=11)
Plattform  HapMap 1000G EVS
p-Wert 0,2567 0,3951 0,3858

Tabelle 23: p-Werte fiir Gruppe 4. Statistische Auswertung der C-Allelhaufigkeit mittels 2x2
Fisher-Exakt-Test bei Patientinnen mit normalem Bilirubinspiegel im Vergleich zu Kontrollgruppen.

Weiters wurden die Mittelwerte der Bilirubinspiegel der drei genetischen Varianten
berechnet. Dabei zeigte sich, dass Kinder mit homozygoter Auspragung des
V444A-Polymorphismus mit 9,84 mg/dl den hochsten Mittelwert hatten, wahrend
der Mittelwert bei Patientinnen mit heterozygoter Auspragung mit 3,51 mg/dl nur
etwa ein Drittel davon betrug. Kinder mit dem Wildtyp TT hatten im Mittel einen
Bilirubinspiegel von 4,26 mg/dl (siehe Abb. 24).
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Hohe des Bilirubinspiegels nach Genetik

20,00
15,00
10,00

5,00

o cc TC HI
-5,00

Abbildung 24: Hohe des Gesamtbilirubins in der gesamten Studienpopulation nach Genetik.

3.3.2. Korrelation mit weiteren Laborwerten

Ziel der Arbeit war es ebenfalls, die Genotyp-Daten der gescreenten Patientinnen
auf zusatzliche Zusammenhange mit weiteren Laborparametern bzw. Symptomen
zu untersuchen. Allerdings war aul3er einer Korrelation mit Hyperbilirubinamie und
dem damit hervorgerufenen Symptom des lkterus kein Zusammenhang zu

erkennen.

Die Transaminasen AST und ALT waren zwar nur bei vier Patientlnnen innerhalb

des Normbereiches, der Rest hatte leicht bis stark erhohte Werte, jedoch war

keine Korrelation der Hohe der Laborwerte mit dem V444 A-Status zu erkennen.

AP wurde nur bei 27 Patientinnen gemessen. Davon waren bei 25 Patientinnen
erhohte Werte zu verzeichnen, aber auch hier war kein Zusammenhang zwischen
der Hohe der Laborwerte und dem homozygoten oder heterozygoten Vorliegen

von V444A zu erkennen.

Bei 84 % der Patientinnen war GGT erhdéht. Es war wiederum kein
Zusammenhang zwischen der Hohe der Werte und dem V444A-
Genpolymorphismus zu erkennen, nachdem die Mittelwerte ohne einen Ausreil3er

mit sehr stark erhohtem Wert berechnet wurden.
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Von 38 Kindern, von denen Laborwerte fur CHE vorlagen, hatten nur vier
Patientinnen Werte aullerhalb des Normbereichs. Auffallend ist, dass alle vier
Patientinnen den V444A-Genpolymorphismus homozygot (CC) ausgepragt hatten.
Gleichzeitig hatten jene Kinder auch eine Hyperbilirubindmie von 5,9 mg/dl oder
hoher. Vergleicht man die Laborwerte der Genotypen, so ist der Mittelwert bei den
homozygoten (CC) Kindern etwas niedriger als bei den heterozygoten (TC)

Kindern, jedoch ist der Unterschied nur sehr gering.

Auch LDH war beim Grofdteil der Patientinnen erhoht, nur sieben Patientinnen
hatten Werte innerhalb des Normbereiches, von zwei Kindern lagen keine Werte
vor. Zwischen V444A und der Hohe der Werte war keine Korrelation zu

entdecken.

Ebenfalls ohne erkennbaren Zusammenhang war der Vergleich des V444A-Status

mit Symptomen wie Hepatomegalie oder Pruritus.
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4. Diskussion

An der Kinderklinik Graz waren wiederholt Falle zu beobachten, bei denen Kinder
transient sehr hohe Bilirubinwerte entwickelten, einerseits bei bekannter
Grunderkrankung, andererseits als Erstsymptom mit erst spater erfolgter Diagnose
einer Erkrankung, bei der Hyperbilirubinamie nicht krankheitstypisch ist. In den
meisten Fallen waren die Bilirubinwerte zur Zeit der Grunderkrankung
vorubergehend erhoht, nach Ausheilen der Erkrankung gingen auch die

Bilirubinwerte ohne Therapie in den Normbereich zurick.

Dem V444A-Polymorphismus, einer genetischen Variante in der GS-Exportpumpe
BSEP wird eine Rolle in der Entwicklung einer Schwangerschaftscholestase und
von Medikamentds-induziertem Leberschaden zugeschrieben. Trager des
Polymorphismus scheinen unter normalen Bedingungen keine Probleme zu
haben, werden jedoch auffallig, wenn BSEP durch =zusatzliche Faktoren
eingeschrankt wird. Dadurch wurde die Hypothese aufgestellt, dass dieser
Einzelnukleotid-Polymorphismus auch bei der Entstehung einer

Hyperbilirubinamie im Rahmen einer Entziindung und bei ALL beteiligt sein kann.

Ziel dieser Arbeit war es, retrospektiv zu analysieren, ob die homozygote bzw.
heterozygote Auspragung des V444A-Polymorphismus in dem gescreenten

Patientinnenkollektiv haufiger auftritt als in der Normalbevolkerung.

Die Erwartungen bei dieser Studie waren, dass bei Kindern, die an einer
Infektiosen Mononukleose erkrankten und im Rahmen ihrer Erkrankung eine
Hyperbilirubinamie entwickelten, der V444A-Polymorphismus haufiger auftritt,
bzw., dass der V444A-Polymorphismus flir die Ausbildung einer
Hyperbilirubindmie im Zuge einer Infektiosen Mononukleose pradisponiert. Die
gleiche Annahme galt fur die Entwicklung einer Hyperbilirubindmie im Rahmen
einer ALL.

In die Studie wurden 39 Patientlnnen eingeschlossen, wobei die Probandinnen

eine sehr heterogene Gruppe mit einer sehr grof3en Bandbreite an Erkrankungen
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darstellten. Dies fuhrte dazu, dass die Patientinnenzahl pro Krankheitsgruppe sehr
klein war, womit keine ausreichende statistische Power gegeben war, um

signifikante Ergebnisse zu erzielen.

In der Gruppe der Kinder, die an Infektioser Mononukleose (EBV-Infektion)
erkrankt waren, konnten Zusammenhange zwischen der Genetik und der
klinischen Symptomatik angenommen werden. Der Gendefekt konnte bei sieben
von acht Patientlnnen (87,5 %) nachgewiesen werden, davon waren zwei Kinder
homozygot CC und funf Kinder heterozygot TC. Es zeigte sich, dass jene Kinder
mit der homozygoten  Auspragung des Gendefektes auch gleichzeitig die
héchsten Bilirubinwerte vorzuweisen hatten (> 8,34 mg/dl). Der Vergleich der
Haufigkeit des C-Allels bei dieser Gruppe mit der Normalbevolkerung war
statistisch nicht signifikant, was modglicherweise mit der geringen Fallzahl

einhergeht.

Ebenso waren Tendenzen anzunehmen bei Patientinnen, die an ALL erkrankt
waren. In der sehr kleinen Patientinnengruppe von drei Kindern konnte bei allen
der Polymorphismus V444A nachgewiesen werden, zweimal homozygot, einmal
heterozygot. Auch hier war zu beobachten, dass die Patientinnen mit homozygoter
Auspragung die hochsten Bilirubinwerte zu verzeichnen hatten. Eine statistische
Signifikanz bei dem Vergleich der C-Allel-Haufigkeit mit der Normalbevdlkerung
konnte ebenfalls nicht bewiesen werden. Die Zahl von drei Patientinnen ist daftr

zu klein.

Keine Tendenzen in Zusammenhang mit V444A waren bei der
Cholezystolithiasis zu entdecken. Weder war der Gendefekt in dieser Gruppe
besonders haufig, noch konnte ein Zusammenhang zwischen der Auspragung der
V444 A-Genetik und der Klinik gestellt werden.

Aulerdem wurde bei einer weiteren sehr heterogenen Gruppe von Patientinnen
mit Hepatopathie unklarer Genese mit oder ohne Hyperbilirubinamie der V444A-
Status erhoben. Diese waren durch unterschiedliche Symptome die Leber

betreffend klinisch aufgefallen und hinsichtlich des V444A-Polymorphismus
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genotypisiert worden. Das C-Allel war in dieser Gruppe im Vergleich zu
Kontrollpopulationen nicht haufiger zu finden, jedoch waren bei Patientinnen mit
homozygoter Auspragung CC die Bilirubinwerte im Mittel etwas hdher als bei

Patientinnen mit heterozygoter Auspragung TC.

Zehn Kinder mit unterschiedlichen Grunderkrankungen wurden ebenfalls als
Gruppe zusammengefasst und gemeinsam ausgewertet. Es sollte beobachtet
werden, ob sich Uber den Beobachtungszeitraum Haufungen bei gewissen
Krankheiten ergeben und ob auch Hyperbilirubindmien, die sich im Rahmen dieser
Krankheiten entwickelten, im Zusammenhang mit V444A stehen konnten. Neun
der zehn Patientlnnen hatten den V444A-Polymorphismus ausgepragt, es konnte
keine statistische Signifikanz beim Vergleich der C-Allelhaufigkeiten mit der
Normalbevolkerung hergestellt werden. Zu beobachten war hier wiederum, dass
die Bilirubinwerte der homozygoten (CC) im Vergleich zu den heterozygoten im

Mittel mehr als vierfach hoher waren.

Die verschiedenen Krankheitsgruppen umfassten jeweils sehr wenige Falle. Bei
EBV, ALL und Grunderkrankungen mit transienter Hyperbilirubindmie war zwar
keine statistische Signifikanz nachzuweisen, jedoch erscheint es aufgrund der
Ergebnisse dieser Pilotstudie sinnvoll, Patientinnen dieser Gruppen weiterhin auf
das Vorliegen des Polymorphismus zu screenen um fur eine Folgestudie eine
héhere Fallzahl und somit ausreichende statistische Power zu erzielen. Ebenfalls
ist zu Uberlegen, ob man die Studie auf eine Multicenter-Studie ausweitet, um ein

umfassenderes Spektrum an Fallen einzuschliel3en.

In dieser Studie wurden nur Patientinnen mit Infektidser Mononukleose und ALL
gescreent, die im Rahmen ihrer Erkrankung eine Hyperbilirubinamie oder einen
abnormalen Anstieg der Leberenzyme zeigte. Auf eine Kontrollgruppe wurde
aufgrund von vorhandenen Daten uber die Haufigkeit des V444A-Polymorphismus
in der Literatur verzichtet. FiUr eine Folgestudie ist zu erwagen, eine
Kontrollgruppe aufzustellen mit Patientinnen, die an EBV und ALL erkrankt sind,
jedoch keine Hyperbilirubinamie entwickelten. Dabei ware interessant zu

uberprufen, wie haufig der Gendefekt bei EBV-Erkrankten ist, die keine
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Hyperbilirubinamie im Laufe ihrer Erkrankung entwickeln, um diese Zahlen in
Vergleich setzen zu kdnnen mit Erkrankten, die sehr wohl eine Hyperbilirubindmie
entwickelt haben. Zusatzlich ware es interessant zu ermitteln, wie hoch der
Prozentsatz an Kindern ist, die V444A zwar homozygot oder heterozygot
ausgepragt haben, aber im Rahmen einer Infektiosen Mononukleose dennoch
keine Hyperbilirubinamie auspragen. AufRerdem besteht die Uberlegung, eine
Studie am Mausmodell durchzufuhren. Dabei sollen Mause mit hetero- bzw.
homozygoter Auspragung des V444A-Polymorphismus mit EBV infiziert werden
und deren GS- und Bilirubinwerte verglichen werden. Es soll beobachtet werden,

ob ein Unterschied zwischen den einzelnen Genotypen besteht.

Am deutlichsten zu sehen st die Korrelation zwischen dem V444A-
Polymorphismus und einer Hyperbilirubinamie. Sieben von acht Patientinnen mit
sehr stark erhohten Bilirubinwerten von Uber 10 mg/dl waren Trager der
homozygoten Variante des V444A-Genpolymorphismus, der Unterschied in der
Haufigkeit des C-Allels zur Normalbevdlkerung war signifikant (p<0,05). Auch sind
in der gesamten Studienpopulation die Mittelwerte der Bilirubinspiegel bei Tragern
des homozygoten V444A-Genotyps mehr als doppelt so hoch wie bei Kindern mit

heterozygotem Genotyp.

Keine Zusammenhange waren erkennbar zwischen einem Anstieg der
Lebertransaminasen und V444A bzw. den Cholestaseparametern AP und GGT
und V444A.

Bilirubin ist jedoch nur ein indirekter Parameter. Bei einer fortfUhrenden Studie
ware es das Ziel, auch eine Analyse der GS zu inkludieren, um BSEP direkt zu

evaluieren.

Diese Ergebnisse zeigen, dass es bei einer transienten, unklaren
Hyperbilirubindmie sinnvoll ist, den V444A-Status zu erheben. Bisher flhrte ein
Ikterus zu multiplen Abklarungen bis hin zur invasiven Leberbiopsie. Die Kenntnis
der V444A-Genetik gibt hier eine Hilfestellung zur Diagnosefindung und legt den

Fokus vermehrt auf den ,second hit* als auf die Leber. AuRerdem ist die Kenntnis
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uber das Vorliegen des Polymorphismus wertvoll, da Trager eine groRere
Wahrscheinlichkeit haben, im Laufe ihres Lebens eine
Schwangerschaftscholestase  (ICP) oder eine Medikamenten-induzierte

Cholestase (DIC) zu entwickeln.

Der Mechanismus, der zur Ausbildung einer Cholestase bei Patientinnen mit dem
V444A-Polymorphismus fiihrt, ist noch unklar. Anderungen der Expression von
Transportern konnten eine Rolle spielen. Diao et al. [57] zeigten den Einfluss der
proinflammatorischen Zytokine TNF-a, IL-6 und IL-18 auf BSEP: Wahrend die
Expression der mRNA von BSEP herunterreguliert wurden, war das BSEP-Protein
unter IL-1p und IL-6-Therapie erhoht.

Conclusio

Der V444A-Gendefekt kommt signifikant haufiger bei stark erhdhten
Bilirubinwerten vor (p<0,05), was zu dem Umkehrschluss fuhrt, dass V444A fur die
Entwicklung einer Hyperbilirubinamie pradisponiert. Der Nachweis eines
signifikanten Zusammenhangs zwischen V444A und einer Hyperbilirubinamie im
Rahmen einer EBV-Infektion bzw. eines ALL-Schubes wird Ziel weiterer Studien

sein.

Die Ermittlung des V444A-Status ist sinnvoll bei Patientinnen, die im Rahmen
einer Grunderkrankung eine unklare, transiente Hyperbilirubinamie entwickeln.
Dessen Kenntnis hilft bei der Diagnosefindung und beugt unndtigen

Abklarungsuntersuchungen vor.
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Anhang: Projektplan

Nov 2013 Erstkontakt mit Betreuer
Themenauswanhl
Beginn der regelmalligen wochentlichen Treffen
Konzeptformularerstellung
Beginn der Patientinnensuche
Februar 2014 Famulatur an der Kinderklinik Graz
Beginn der Literatursuche
Erstellung einer Exceltabelle
April 2014 Ende der Patientinnensuche
Auswertung der Ergebnisse

Juni 2014 Prasentation der Diplomarbeit im Rahmen der

,Mariatroster Forschungsklausurtagung 2014

Februar-April 2015 Verfassen der Diplomarbeit
Mai-Juli 2015 Korrekturen
Oktober 2015 Abgabe
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