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1 Einleitung

1.1 Mitochondriale hepatozerebrale Syndrome

(Hepatoenzephalopathien)

Hepatozerebrales Syndrom ist einen Sammelbegriff fur Erkrankungen, die mit
Degeneration und Funktionsstérungen des Gehirns und der Leber einhergehen. Diese
Erkrankungen konnen auf eine toxische, infektiose oder metabolische Genese
zurtckgefihrt werden. Metabolische Stérungen spielen dabei eine bedeutende Rolle.
Ein relativ groRer Anteil der metabolischen Stérungen geht mit Anomalien der
mitochondrialen Funktion einher. Zu den mitochondrialen Funktionsstérungen werden

unter anderem auch die Atmungskettendefekte gezahlt.

Ernster und Kollegen beschrieben 1959 den ersten Patienten mit strukturellen und
funktionellen Veradnderungen von Mitochondrien im Skelettmuskel und leiteten auf
diese Weise die Ara der klassischen mitochondrialen Atmungskettendefekte ein [37 S.
1851]. Atmungskettendefekte sind mitochondriale Erkrankungen, die einen priméren
zellularen Energiemangel (ATP-Mangel) nach sich ziehen und zu progredienten, meist
neurodegenerativen Krankheitshildern fiihren. Sie koénnen sporadisch auftreten,
maternal, autosomal-rezessiv, autosomal-dominant oder X-chromosomal vererbt
werden. Atmungskettendefekte erscheinen Kklinisch, genetisch und pathologisch als
heterogene Erkrankungen, die ein Organ oder multiple Organsysteme betreffen
kénnen. Bei einer Mehrzahl der mitochondrialen Erkrankungen steht die Beteiligung
von Gehirn und Skelettmuskel im Vordergrund. Ein Teil der mitochondrialen
Erkrankungen werden folglich auch als mitochondriale Enzephalomyopathien

bezeichnet.

Wahrend eine Beteiligung der Leber bei Erwachsenen mit primaren mitochondrialen
Erkrankungen selten beobachtet wird, stellt eine Hepatopathie ein haufiges Merkmal
von Atmungskettenerkrankungen im Kindesalter, besonders in der neonatalen Periode,
dar [22 S. 821]. Ein Leberversagen im Kleinkindesalter kann durch verschiedene
Erkrankungen der mitochondrialen Atmungskette ausgelost werden (Tab. 1). Zum
einen kénnen Leberfunktionsstérungen als ein spates Zeichen von mitochondrialen
Multisystemerkrankungen, wie dem Leigh Syndrom, entstehen [18 S.207]. Zum
anderen konnen Symptome einer hepatozellularen Insuffizienz primar als

dominierendes Krankheitszeichen auftreten wie bei der hepatischen Form des
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mitochondrialen DNA  Depletionssyndroms (MDS) oder primar mit einer
Enzephalopathie einhergehen wie beim Alpers Syndrom.

Tabelle 1 Mitochondriale Hepatoenzephalopathien

[modifiziert nach Chinnery 2005 S. 208]

Genetisch Molekularer Defekt
Isolierte Defekte einzelner mtDNA Mutationen
Atmungskettenenzyme o z.B.COXIl, MTCYB

nDNA Mutationen
o Gene der Strukturuntereinheiten z.B. NDUFS1,
UQCRB
o Assemblierungsgene z. B. BCS1L, SCO1, ATPAF2
o Translationsdefekte z.B. LRPPRC
Kombinierte Defekte der mtDNA Mutationen
Atmungskettenenzyme o 4977bp mtDNA Deletion, A8344G tRNA

nDNA Mutationen

o Gene der Strukturuntereinheiten z. B. NDUFS4
Q10 Syntheseweg z. B. COQ2, ATPX
Translationsdefekte z. B. EFG1, MRPS16
Multiple mtDNA Deletionen z. B. POLG1
mtDNA Depletionen z. B. DGUOK, POLG1, MPV17

O 0 O O

Erworben

Retrovirale Therapie mit
Nukleosidanaloga
Nicht-alkoholische Steatohepatitis
Hepatitis B/C

hepatozellulares Karzinom

Phéanotypisch fallen beim hepatozerebralen Syndrom friihzeitig eine Enzephalopathie
durch Entwicklungsverzégerung und Krampfanfélle sowie eine muskulare Hypotonie
auf. Zu den frihen Anzeichen einer hepatischen Dysfunktion zahlen Symptome wie
Gedeihstorung, Erbrechen und Erndhrungsprobleme, die haufig auch im Rahmen von
Allgemeinerkrankungen auftreten. Eine Hypoglykdmie zusammen mit einer milden bis
moderaten Hepatomegalie kann ein weiterer Hinweis sein. Erhéhte Leber-
transaminasen liefern oft den ersten laborchemischen Hinweis einer Leberbeteiligung,
sie steigen jedoch selten mehr als das Zehnfache Uber die obere Normgrenze an [18
S. 207]. Bei einigen Kleinkindern kann sich die Leberdysfunktion spontan erholen oder
in einem stabilen Zustand verharren, in anderen Féallen kommt es aber zu einer

rasanten Progression zu Cholestase, Koagulopathie und Aszites.

10
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Die Mitochondrien stellen die Hauptquelle fir energiereiche Phosphatmolekile wie
Adenosintriphosphat (ATP) dar, das fur alle aktiven intrazellularen Prozesse
unerlasslich ist. Die biosynthetischen und entgiftenden Eigenschaften der Leber sind
stark vom ATP abhé&ngig. Dies erklart, warum die Hepatozyten eine sehr hohe Anzahl
von Mitochondrien zeigen und dass Stdrungen der mitochondrialen Funktion
Lebererkrankungen verursachen konnen. Biochemische Messungen der Atmungs-
kettenaktivitat konnen einzelne oder kombinierte Defekte der Atmungskettenkomplexe
zeigen (Tab. 1), die auf die Leber begrenzt sein kdnnen und im Skelettmuskel oder in
Hautfibroblasten nicht zwingend feststellbar sind [18 S. 207]. In einigen Patienten kann
im Leber-, Muskel- oder Hirngewebe ein deutlich verminderter Gehalt an
mitochondrialer DNA (mtDNA) gemessen werden. Ein Phénomen, das als
mitochondriale DNA Depletion klassifiziert wird. In der Leberhistologie kann anfangs
als einziges Merkmal eine Steatose auffallen. Bei fortschreitender Hepatopathie
kénnen sich zusatzlich eine Fibrose, Cholestase und ausgedehnte hepatozellulare

Nekrosen entwickeln.

1.2  Haufigkeit mitochondrialer Erkrankungen

Die Pravalenz mitochondrialer Erkrankungen wird von Chinnery et al., 2001 auf
11,5:100.000 Personen geschatzt [17 S. 97]. Bezuglich der Haufigkeit mitochondrialer
Erkrankungen im Kindesalter gibt es unterschiedliche Angaben. Fatal verlaufende
mitochondriale Enzephalomyopathien des Neugeborenen und Kleinkindes werden mit
einer Frequenz von 1:11.000 angegeben [24 S. 381]. Kiurzliche Studien zeigten, dass
mitochondriale Atmungskettenerkrankungen ungefahr ein Kind von 20.000 Kindern
unter sechzehn Jahren betrifft [102 S. 1905]. Eine Leberbeteiligung kommt in rund
einem Funftel der betroffenen Kinder vor [24 S. 377]. In Anbetracht der Schwierigkeiten
der Diagnosestellung scheinen diese Darstellungen, eher eine Unterschatzung zu sein.
Im epidemiologischen Sinne sind die erworbenen mitochondrialen Hepatoenzephalo-
pathien vermutlich bedeutender [18 S. 208].

1.3 Aufbau des Mitochondriums und der Atmungskette

Das Mitochondrium, auch als Kraftwerk der Zelle bezeichnet, besteht aus vier
Kompartimenten, die &uf3ere Membran, die innere Membran, der Intermembranraum
und die Matrix. Es erfullt verschiedene Aufgaben wie Pyruvat-Oxidation, Zitratzyklus,

Metabolismus von Aminosauren, Fettsauren und Steroiden. Die wichtigste Aufgabe

11
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besteht aber in der Generation von Energie in Form von mitochondrialem ATP durch
das Zusammenspiel von Elektronentransport und oxidativer Phosphorylierung
(OXPHQOS), die ,Atmungskette” (Abb. 1).

Abbildung 1 Mitochondrialer Energiestoffwechsel

[modifiziert nach DiMauro und Schon, 2003 S. 2657]

C.Iui:ose Fatty acids
Glycolysis
Fatty-acyl-CoA
Alanine <= Pyruvate — Lactate
CPT-I
H+ Pyruvate ADP ATP Fatty-acyl-camitine Carnitine
) DIC( )ANT( b o )CACI’(
H+ Pyruvate ADP ATP l \ Fatty-acyl-carnitine Carnitine
Fatty-acyl-CoA
PDHC — Acetyl-CoAe— B-oxidanon
1 FAD
Citrate
Onaloacetate
h ydle Isoatrate
\ l FADH;
He a-Ketoglutarate
e ] ETF
Malate/ l
NADH Succinyl-CoA l
ETF-DH sdati ;
Fumarate FADH; ~—H t=—Succinate l Oridative phosphoryation
Hf
: ADP ATP
Electron-transport chain
H* H*
l i
I " CoQ m v v
Hl. H+ Cﬁod\mme ¢) H+ }.Io

Die Abbildung zeigt die Reaktionen der Pyruvat-Oxidation, [3-Oxidation, des Zitratzyklus und der
Generation von Energie in Form von mitochondrialem ATP durch das Zusammenspiel von
Elektronentransport und oxidativer Phosphorylierung (OXPHOS).

ADP bedeutet Adenosindiphosphat, ATP Adenosintriphosphat, ANT Adeninnucleotidtranslokator, CACT
Carnitin—Acylcarnitintranslokase, CoQ Koenzym Q, CPT Carnitinpalmitoyltransferase, DIC Dicarboxylase
Carrier, ETF Elektronentransfer Flavoprotein, ETF-DH Elektronentransfer Dehydrogenase, FAD
Flavinadenindinucleotid, FADH, reduziertes FAD, NADH reduziertes Nicotinamidadenindinucleotid, PDHC
Pyruvatdehydrogenase Komplex, TCA Tricarboxylsédure, | Komplex I, Il Komplex I, Il Komplex Ill, IV
Komplex IV und V Komplex V.

12
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Die Atmungskette befindet sich in der inneren Mitochondrienmembran und besteht aus
funf multimeren Proteinkomplexen, die sich wiederum aus mehr als 80 Protein-
untereinheiten zusammensetzen: reduzierte Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid-
Wasserstoff (NADH):Ubiquinon-Oxidoreduktase (Komplex I) besteht aus ungefahr 46
Untereinheiten, Succinat:Ubiquinon-Oxidoreduktase (Komplex 1) besteht aus vier
Untereinheiten, Ubiquinol:Cytochrom c-Oxidoreduktase (Komplex Ill) besteht aus elf
Untereinheiten, Cytochrom c-Oxidase (Komplex 1V) besteht aus dreizehn
Untereinheiten und die ATP-Synthase (Komplex V) besteht aus ungefahr sechszehn
Untereinheiten (Abb. 2B). Die Atmungskette bendtigt auRerdem zwei Elektronen-

Carrier, das Ubiquinon (Coenzym Q10) und das Cytochrom c.

Reduzierte Wasserstoffiibertragende Cofaktoren (NADH/H* und FADH,) werden durch
die Oxidation von Substraten d.h. von Kohlenhydraten, Fetten und Eiwei3en in
Glykolyse, Zitratzyklus und R-Oxidation erzeugt. Sie geben Elektronen zu den
Komplexen | und Il und werden ihrerseits mit Sauerstoff in einer exergonen Reaktion
reoxidiert. Die Elektronen flieRen entlang eines elektrochemischen Gradienten zu den
Komplexen Il und 1V, wahrenddessen werden Protonen (H") von der mitochondrialen
Matrix in den Intermembranraum gepumpt. Daraus resultiert ein mitochondriales
Membranpotential, das vom Komplex V genutzt wird um ATP aus ADP und P zu
synthetisieren (Abb. 2B) [67 S. 225-234].

Storungen in jeder Stufe des mitochondrialen Substratabbaus kdnnen zu einem

zellularen Energiemangel fuhren und mitochondriale Erkrankungen verursachen.

13
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Abbildung 2 Mitochondriale DNA (mtDNA) und Atmungskette

[modifiziert nach DiMauro und Schon, 2003 S. 2659]

A D-loop region
NOD&
ND2 ND5
Leu (CUN)
A6 coxin
B ND1, ND2, ND3, ND4, Cptb COX1, CoXIl, ATPase 6
ND<L, ND5, ND6 Sporadic myopathy coxin NARP
LHON Encephalomyopathy Sporadic anemia MiILS
MELAS Septo-optic dysplasia Sporadic myopathy FBSN
LHON and dystonia Cardiomyapathy Encephalomyopathy
Sporadic myopathy ALS-like syndrome
H+ H+ H+
Matrix Succinate Fumarate { ATP
Inner I
mitachondrial
- membrane ND4T @ > )
Intermembrane S N
space
Complex | Complex || Complex |11 Complex IV Complex V
NDUFS1, NDUFS2, SDHA, SDHB, BCSIL COX10, COXIS5,
NDUFS4, NDUFS7, SDHC, SDHD Leigh's syndrome SCOI, SCO2, SURF1
NDUFS3, NDUFV1  Leigh's syndrome  GRACILE spndrome Leigh's syndrome
Leigh's synd Paragangli Hepatopathy
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Feld A zeigt das menschliche mitochondriale Genom. Die Protein-kodierenden Gene - sieben
Untereinheiten von Komplex | (ND), drei Untereinheiten der Cytochrom ¢ Oxidase (COX), die Cytochrom b
Untereinheit von Komplex Il (Cyt b) und zwei Untereinheiten der Adenosintriphosphat (ATP) Synthase (A6
und A8) — sind in rot dargestellt. Die Protein-synthetisierenden Gene — die 12 S und die 16 S ribosomalen
RNAs und die 22 transfer RNAs (drei Buchstaben Aminosdurensymbole) — sind blau dargestellt. Die D-
Loop Region kontrolliert die Initiation der Replikation und Transkription der mtDNA.

Feld B zeigt die Untereinheiten der Atmungskette, die von der nukledaren DNA (nDNA) kodiert werden in
blau und die Untereinheiten, die von der mtDNA kodiert werden in rot. W&hrend Elektronen (e”) entlang
der Elektrontransportkette flieRen, werden Protonen (H") von der Matrix in den Intermembranraum durch
die Komplexe I, lll und IV gepumpt und im Anschluss wieder zuriick in die Matrix durch Komplex V, um
ATP zu produzieren. Koenzym Q (CoQ) und Cytochrom c (Cyt c¢) sind Elektronentransporter. Gene, die fiir
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Erkrankungen der Atmungsketten verantwortlich sind, werden ebenfalls gezeigt. ATPase 6 bedeutet ATP
Synthase 6; BCS1L Cytochrom b-c Komplex Assemblierungsprotein (Komplex IllI); NDUF NADH
Dehydrogenase-Ubiquinon Oxidoreduktase; SCO Assemblierungsfaktor der Cytochrom-c Oxidase; SDHA,
SDHB, SDHC and SDHD Succinat Dehydrogenase Untereinheiten; SURF1 Surfeit Gen 1; FBSN familiare
bilaterale striatale Nekrose; LHON Leber's hereditdre optische Neuropathie; MELAS mitochondriale
Enzephalomyopathie mit Laktatazidose und Schlaganfall dhnlichen Episoden; MILS maternal vererbtes
Leigh Syndrom; NARP Neuropathie, Ataxie und Retinitis pigmentosa; GRACILE Wachstumsretardierung,
Aminoacidurie, Laktatazidose und friiher Tod; ALS Amyotrophe Lateralsklerose.

1.4 Genetik der mitochondrialen DNA

In einer Zelle gibt es hunderte bis tausende Mitochondrien. Jedes Mitochondrium
besitzt ungefahr funf bis zehn mitochondriale Genome und seine eigene Maschinerie
fur die Synthese von RNA und Proteinen.

Die mitochondriale DNA hat eine GroRe von 16.569 Basenpaaren, liegt als
doppelstrangiges, zirkuldres Molekil in der Zelle vor und besteht aus 37 Genen. Von
diesen Genen werden 24 fir die Translation der mitochondrialen DNA benétigt,
bestehend aus zwei ribosomalen RNA"s (12S and 16S rRNA’"s) und 22 transfer RNA"s
(tRNA’s) [30 S. 2657]. Dreizehn Gene kodieren Untereinheiten der Atmungskette:
sieben Untereinheiten von Komplex | (ND1, 2, 3, 4, 4L, 5 und 6 [ND steht fir NADH-
Dehydrogenase]), die Cytochrom b-Untereinheit von Komplex lll, drei Untereinheiten
von Komplex IV (Cytochrom ¢ Oxidase [COX I, Il und 1ll]) und zwei Untereinheiten des
ATP-Synthase-Komplexes V (ATP6 und ATP8) [30 S. 2658]. (Abb. 2A)

Die mtDNA wurde vor 40 Jahren entdeckt [86] und 1981 komplett sequenziert [3]. Die
ersten pathogenen Mutationen der menschlichen mtDNA wurden vor 20 Jahren
entdeckt [52; 121]. Bis heute konnten iber 200 pathogene Punktmutationen identifiziert
werden (Abb. 3).
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Abbildung 3 Pathogene Mutationen im menschlichen mitochondrialen Genom

[modifiziert nach DiMauro und Schon, 2003 S. 2660]
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Erkrankungen, die haufig und auffallend mit Mutationen in einem einzelnen Gen assoziiert sind, sind
fettgedruckt dargestellt. Erkrankungen aufgrund von Mutationen, die die mitochondriale Proteinsynthese
beeintrachtigen, sind in blau dargestellt. Erkrankungen aufgrund von Mutationen in Protein-kodierenden
Genen werden in rot gezeigt.

ECM bedeutet Enzephalomyopathie; FBSN familidre bilaterale striatale Nekrose; LHON Leber's hereditare
optische Neuropathie; LS Leigh's Syndrom; MELAS mitochondriale Enzephalomyopathie mit
Laktatazidose und Schlaganfall &hnlichen Episoden; MERRF myoklonische Epilepsie mit Ragged-Red
Fibers; MILS maternal vererbtes Leigh's Syndrom; NARP Neuropathie, Ataxie und Retinitis pigmentosa;
PEO progressive externe Ophthalmoplegie; PPK palmoplantare Keratodermatose; SIDS plétzlicher
Kindstod.

Die Genetik der mitochondrialen DNA unterscheidet sich in vielerlei Hinsicht von der

Mendel’schen Genetik [31 S. 278]:

1. Die mtDNA wird von der Mutter vererbt, so werden Erkrankungen aufgrund
pathogener Punktmutationen im mitochondrialen Genom durch die Mutter auf ihre
Nachkommen weitergegeben (maternale Vererbung).

2. Die mtDNA-Moleklle kommen in multiplen Kopien vor (Polyplasmie). Bei gesunden

Menschen sind alle mitochondrialen DNA Molekile identisch, dies wird als
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3. Homoplasmie bezeichnet. Die pathogenen Mutationen betreffen nur einen Teil der
MtDNA Molekiile, dies wird als Heteroplasmie bezeichnet. Um die oxidative
Phosphorylation zu schadigen, muss eine minimale kritische Prozentzahl mutanter
MtDNAs vorhanden sein (Schwelleneffekt). Diese Schwelle ist in Geweben mit
hohem Energieverbrauch, wie z. B. Gehirn, Herz, Skelettmuskel, Leber, Retina,
Niere und endokrinen Driisen, niedriger. Aus diesem Grund sind diese Gewebe
besonders vulnerabel gegentber den Auswirkungen pathogener Mutationen in der
mitochondrialen DNA.

4. Wahrend den nachfolgenden Zellgenerationen kann sich der Grad der Hetero-
plasmie (die Mutationslast) verandern (replikative Segregation), so dass die
Klinische Expression (Phanotyp) der Erkrankung variieren kann. Dies erklart die
altersabhangige und sogar gewebeabhéangige Variabilitat der klinischen Merkmale

mitochondrialer Erkrankungen.

1.5 Hepatozerebrale Funktionsstérungen verursacht durch

Atmungskettendefekte

Bei der Beschreibung der Atmungskettendefekte beschranke ich mich auf diejenigen,

die mit einer hepatozerebralen Funktionsstérung einhergehen.

Die Atmungskette steht unter der Kontrolle von zwei Genomen, dem mitochondrialen
Genom (mtDNA) und dem nuklearen Genom (nDNA). Dreizehn Untereinheiten der finf
Enzymkomplexe werden im Mitochondrium von der mitochondrialen DNA kodiert (rote
Kastchen Abb. 2B), von einer eigenen Transkriptions- und Translationsmaschinerie
hergestellt und in die mitochondriale Innenmembran inseriert. Es wird geschéatzt, dass
die humanen Mitochondrien weit tGber 1000 verschiedene Proteine enthalten, von
denen viele entweder direkt oder indirekt an der Biogenese und Aufrechterhaltung der
Atmungskette beteiligt sind [18 S. 207]. Dazu gehéren Uber 70 nukledr kodierte
Atmungskettenuntereinheiten (graue Késtchen Abb. 2B) und eine Reihe von Enzymen
und Cofaktoren, die fiir die Biogenese der mitochondrialen DNA essentiell sind und die
intramitochondriale Transkription und Translation ermdglichen. Diese Faktoren sind

entscheidend, um eine normale Leber- und Gehirnfunktion zu gewéhrleisten.

Die Untereinheiten der Komplexe I, lll, IV und V werden durch die mitochondriale und

nukleare DNA kodiert, Komplex II ausschlieZlich vom Kerngenom. Defekte, die durch
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Mutationen in der mtDNA verursacht werden, vermindern in der Regel die Aktivitat von
Komplex Il nicht.

Mitochondriale Erkrankungen werden in zwei Hauptklassen eingeteilt. Die erste Klasse
umfasst mitochondriale Erkrankungen, die durch Defekte in der mitochondrialen DNA
hervorgerufen und maternal vererbt werden. Die zweite Klasse bilden mitochondriale
Erkrankungen, die durch Mutationen in der nukledren DNA (nDNA) verursacht werden
und dementsprechend nach den Mendel’'schen Gesetzen vererbt werden (Tab. 2).
Krankheiten, die durch Mutationen in der mitochondrialen DNA verursacht werden,
manifestieren sich in der Regel in der spateren Kindheit oder im Erwachsenenalter.
Wahrend mitochondriale DNA Depletionssyndrome und Translationsdefekte, die durch
nukledare Gendefekte verursacht werden, mit frihkindlichen und schweren

Krankheitshildern verkntpft werden.

Tabelle 2 Genetische Klassifikation mitochondrialer Krankheiten

[modifizert nach DiMauro et al., 2005 S.277]

Defekte der mtDNA Defekte der nDNA

Mutationen in proteinsynthetisierenden Genen Mutationen in Strukturuntereinheiten

tRNA, rRNA, Rearrangements Komplex |, Komplex I, Komplex IlI
Mutationen in proteinkodierenden Genen Mutationen in Hilfsproteinen

Multisystemisch (LHON, Komplex IV, Komplex IIl,

NARP/MILS) Komplex V

Gewebespezifisch Defekte der intergenomischen Kommunikation

PEO mit multiple A-mtDNA
mtDNA Depletion

Defekte mtDNA Translation

Defekte des Lipidmilieus

Barth Syndrom

Defekte der Motilitat/Fusion/Fission

Autosomal dominante
Optikusatrophie

CMT Typ 2A

Autosomal dominante HSP
Abkirzungen: LHON-Lebersche hereditare Optikus Neuropathie; NARP-Neuropathie, Ataxie, Retinitis
pigmentosa; MILS-Maternal vererbtes Leigh Syndrom; PEO-Progressive externe Ophthalmoplegie; CMT-

Charcot-Marie-Tooth Erkrankung; HSP-hereditdre spastische Paraplegie; A bedeutet Large-Scale
Deletion.
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Mutationen der mtDNA oder nDNA konnen zur Aktivitatsminderung einzelner
Atmungskettenenzymkomplexe fiihren oder die Aktivitat mehrerer Enzymkomplexe
gleichzeitig einschrénken (Tab. 3).

Tabelle 3 Biochemische Diagnostik bei mitochondrialen Enzephalomyopathien

[modifiziert nach Horvath, 2005]

Isolierte Defekte einzelner o mtDNA: ND, cyt b, CO I-lll

Atmungskettenenzyme: o nDNA: Defekte in Untereinheiten-Gene, Assemblierungsgene
Kombinierte Defekte der o mtDNA: Deletion, tRNA Mutationen

Atmungskettenenzyme: o nDNA: mtDNA Depletion, multiple Deletionen, Defekt der mt

Translation, Coenzym Q10 Defekt

Normale Aktivitaten der o mtDNA: Deletion, LHON, NARP
Atmungskettenenzyme: o nDNA: multiple Deletionen, gewebespezifische Defekte,
Defekte der mitochondrialen Motilitat, Fusion und Fission

1.5.1 Biochemisch isolierte Defekte einzelner Atmungskettenenzyme

1.5.1.1 Punktmutationen der mtDNA

Vor kurzem wurde ein Kind mit Alpers-Huttenlocher &hnlicher progressiver
zerebrohepatischer Erkrankung und verminderter Cytochrom c-Oxidase (COX) Aktivitat
beschrieben [112]. Der Phénotyp des Kindes zeigte Analogien zu einem isolierten
COX-Defizit mit Gedeihstérung, Kardiomyopathie, Hepatomegalie, verzdgerte
psychomotorische  Entwicklung, Ataxie, Tremor, Muskelschwéche, erhdhte
Lebertransaminasen und Laktatazidose [112 S. e263]. Die postmortale histologische
Untersuchung ergab eine Verfettung der Leber mit mikronodularer Zirrhose und im
Gehirngewebe einen Verlust von Neuronen [112 S. e264]. Eine neue heteroplasmische
7706G>A Punktmutation im COX 1lI-Gen der mtDNA wurde identifiziert. Das COX II-

Gen kodiert die Untereinheit Il der Cytochrom c-Oxidase (Komplex 1V).

Andreu und Kollegen beschrieben ein kleines Madchen, das im Alter von vier Wochen
an einem Herzstillstand verstarb und typische pathologische Merkmale einer
histiozytoiden Kardiomyopathie zeigte [4]. Im Lebergewebe wurde eine hepatische

Steatose und im Nierengewebe eine akute tubulare Nekrose festgestellt [4 S. 311]. Bei
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der molekulargenetischen Untersuchung wurde die Punktmutation Gly251Asp im
MTCYB- Gen gefunden. Cytochrome b (MTCYB) ist die einzige Untereinheit von
Komplex 11, die von der mitochondrial DNA (mtDNA) kodiert wird.

1.5.1.2 nDNA Mutationen in Genen von Strukturuntereinheiten der

Atmungskette

Die Arbeitsgruppe um Benit identifizierte eine 721C-T Transition im NDUFS1-Gen der
NDNA in einem Kind mit einem Komplex | Defekt [8]. Diese Transition fuhrt zu einer
Arg241Trp (R241W) Substitution [8 S. 1349]. Das mannliche Kind gesunder, nicht
verwandter Eltern entwickelte sich bis zum zweiten Lebensmonat unauffallig. Danach
fielen Wachstumsretardierung, axiale Hypotonie, Hepatomegalie und persistierende
Hyperlaktatamie auf. Die zerebrale Kernspintomographie zeigte eine Hyperintensitét
der Basalganglien. Spater entwickelte das Kind eine makrozytare Anamie und Dystonie
und verstarb im Alter von funf Monaten. Seine &ltere Schwester zeigte eine ahnliche
Symptomatik im Alter von drei Monaten und verstarb kurze Zeit spater [8 S. 1347].

Bei einem tirkischen Madchen konsanguiner Eltern mit einem Komplex IlI Mangel
wurde eine homozygote 4-bp Deletion (Nucleotide 338-341) im Exon 4 des UQCRB-
Gens identifiziert [48]. Beide Eltern waren gesund und heterozygot fir die Deletion. Die
Patientin litt an Hypoglykdmien und einer Leberdysfunktion. Das nukledre UQCRB-Gen
kodiert ein Ubiquinon-bindendes Protein, das eine Untereinheit von Komplex Il bildet

und eine wichtige Rolle im Elektronentransfer spielt [48 S. 120].

1.5.1.3 nDNA Mutationen in Assemblierungsgenen der Atmungskette

Das BCS1L-Gen kodiert das BCS1-Protein, das an der Assemblierung von Komplex Il
beteiligt ist. Bei turkischen Kleinkindern mit kongenitaler Laktatazidose, renaler
Tubulopathie, Leberversagen mit Hepatosiderose und Enzephalopathie mit
psychomotorischer Retardierung wurden Mutationen im BCS1L-Gen gefunden [26
S. 57; 27 S. 126]. Biochemisch konnte ein isolierter Komplex Ill Mangel nachgewiesen
werden [26 S.57; 27 S. 128]. Neuroradiologisch zeigten sich bilaterale Hirnstamm-
l&sionen, die auf ein Leigh Syndrom hindeuteten [26 S. 59].

Die kongenitale und multisystemische Natur der Erkrankung, ihr fataler Verlauf und die
Hepatosiderose wurden von Finnischen und Britischen Forschern unter dem Akronym
GRACILE zusammengefasst (fetale Wachstumsretardierung, Fanconi Typ

Aminoazidurie, Cholestase, vermehrte Eisenspeicherung [Leberhamosiderose,
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Hyperferritindmie, Hypotransferritinamie, erhéhte Transferrineisensattigung und freies
Plasmaeisen], Laktatazidose und friher Tod) [38 S. 490]. Visapaa und Kollegen
identifizierten eine homozygote Ser78Gly Mutation im BCS1L- Gen in allen finnischen
Patienten mit dem GRACILE Syndrom [120]. Die finnischen Patienten hatten weder
neurologische Symptome noch Aktivitatsminderungen von Komplex Il [120 S. 871].
Desweiteren identifizierten sie finf verschiedene Mutationen im BCS1L-Gen bei drei
britischen Kleinkindern, die die typischen Symptome des GRACILE Syndroms
aufwiesen, aber zuséatzlich einen Komplex Il Mangel und neurologische Symptome
hatten [120 S. 871].

In einer nicht konsanguinen Familie mit multiplen Fallen von neonatalem
Leberversagen, ketoazidotischem Koma und schwerem Komplex IV Mangel wurden
Mutationen im SCO1-Gen gefunden [114]. SCO1 ist an der Assemblierung von
Komplex IV (Cytochrom-c Oxidase) beteiligt. Die Kinder prasentierten zusatzlich
Enzephalopathie, axiale Hypotonie, Hypoglykamie und Hyperlaktatamie [114 S. 1104,
1105].

Die mitochondriale ATP Synthase (ATPase) ist ein Enzym, das aus vielen
Untereinheiten besteht und die ATP Synthese wahrend der oxidativen
Phosphorylierung katalysiert. Es besteht aus einem membrangebundenen,
katalytischen F1 Teil und einem Wasserstoffprotonen transportierenden, die Membran
durchziehenden FO Teil. Der mitochondriale F1 Komplex Assemblierungsfaktor der
ATP Synthase (ATPAF2) wird auch als ATP12 bezeichnet. In einem weiblichen
Kleinkind mit einer verminderten Komplex V Aktivitdit im Lebergewebe und
Skelettmuskel wurde eine homozygote Trp92Arg Substitution im ATPAF2-Gen
identifiziert [28]. Die blutsverwandten, marokkanischen Eltern und ein gesundes
Geschwisterkind sind heterozygot fir diese Mutation. Das Kleinkind hatte
Dysmorphiezeichen, muskulare Hypertonie, Hepatomegalie, hypoplastische Nieren
und erhohte Laktatwerte im Urin, Plasma und Liquor. Zudem litt sie an einer schweren
Entwicklungsverzdgerung mit Epilepsie und Gedeihstérung. Sie verstarb im Alter von

vierzehn Monaten an einer schweren Sepsis [28 S. 120].

1.5.1.4 Translationsdefekte

Das Bild eines Leigh Syndroms (LS) mit verminderter Komplex IV Aktivitat und
Leberbeteiligung wurde in zahlreichen Familien aus der Region Saguenay-Lac-Saint-

Jean der kanadischen Provinz Quebec beschrieben [79]. Phanotypisch zeigten diese
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34 Kinder Entwicklungsverzogerung, muskulare Hypotonie, trunkale Ataxie,
Intentionstremor und faziale Dysmorphien. Im Rahmen von Erkrankungen entwickelten
einige azidotische Krisen, Stupor oder Koma, die in einzelnen Fallen zum Tod fihrten
[79 S. 482]. Wéahrend die COX-Aktivitdt im Nieren- und Herzgewebe fast normal war,
zeigte sich im Skelettmuskel und in Hautfibroblasten eine Aktivitatsminderung um 50%.
Im Gehirn- und Lebergewebe konnte nur eine minimale COX-Aktivitat nachgewiesen
werden [79 S. 483]. Charakteristische ZNS-Veranderungen entsprechend dem Leigh
Syndrom und eine mikrovesikulére Steatose in der Leber wurden in den betroffenen
Patienten postmortem gefunden [79 S. 485]. Homozygote wie auch compound
heterozygote Mutationen im LRPPRC- Gen sind fur dieses Leigh Syndrom French
Canadian Typ (LSFC) verantwortlich. Das Produkt des LRPPRC-Gens ist ein mRNA-
bindendes Protein, das spezifisch fiir die Translation und Stabilisierung der durch die
MtDNA kodierten COX I-mRNA ist und deshalb mit einem isolierten Defekt der COX
einhergeht [82 S. 610].

1.5.2 Biochemisch kombinierte Defekte der Atmungskettenenzyme

1.5.2.1 Punktmutationen der mtDNA

Die A8344G Mutation wird normalerweise in Patienten mit einem MERRF Syndrom
(Myoklonische Epilepsie, Myopathie und RRF) nachgewiesen. Dennoch konnte in
einem sporadischen Fall eines Kleinkindes mit Gedeihstérung und plétzlichem
Versterben im Alter von elf Lebensmonaten exakt diese A8344G Mutation in der
MtDNA im Herzmuskel- und Lebergewebe nachgewiesen werden [113 S.538]. Die
Autopsie brachte eine Kardiomyopathie, diffuse Verfettung der Leber und bilaterale
Retinahypoplasie zum Vorschein. Die Aktivitaten von Komplex | und IV waren im
Herzmuskel vermindert [113 S. 539].

1.5.2.2 Singulare Deletionen der mtDNA

Singuldre Deletionen der mtDNA werden haufig im Zusammenhang mit dem Kearns-
Sayre Syndrom, der progressiven externen Ophthalmoplegie und dem Pearson’s
Syndrom gefunden. Multiple Atmungskettenkomplexdefekte bei Kindern mit einer
Leberbeteiligung kdnnen ebenfalls auf Single Deletionen der mtDNA zurlckgefihrt

werden.

McDonald und Kollegen beschrieben zwei Geschwisterkinder mit einer 4977bp mtDNA

Deletion im Muskelgewebe [78]. Beide Kinder hatten eine prominente periphere
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sensorimotorische Neuropathie. Der Junge zeigte mit dreizehn Monaten eine
Gedeihstérung. Funf Jahre spéter fiel ein Erguss am rechten Knie, ein vorgewodlbtes
Abdomen, eine Hepatosplenomegalie, eine normochrome normozytdre Anamie und
eine abnormale Leberfunktion auf. Fortschreitend kam es zum Leberversagen. In der
Leberbiopsie wurde eine portale und hepatische Fibrose mit Gallengangsproliferation
und milder Cholestase nachgewiesen. In der Muskelbiopsie zeigte sich eine Typ 2
Faser Atrophie. Der Junge erhielt eine orthotope Lebertransplantation. Sieben Monate
nach der Transplantation entwickelte er eine Gangataxie, Myoklonien, ein erhdhtes
Liquorlaktat und Liquorprotein, eine schwere sensorimotorische Neuropathie,
fortschreitende Muskelschwache und ein Nierenversagen. Der Junge verstarb im Alter
von zehn Jahren [78 S. 191, 192].

1.5.2.3 nDNA Mutationen in Genen von Strukturuntereinheiten der
Atmungskette

Mutationen in nukledren Genen von Strukturuntereinheiten filhren normalerweise zu
einer isolierten Aktivitatsminderung des jeweiligen Atmungskettenkomplexes. Budde
und Kollegen beschrieben Mutationen im NDUFS4-Gen, die zu einem kombinierten
Atmungskettendefekt der Komplexe I+l fihrten [11 S. 63]. Das NDUFS4-Gen kodiert
eine Untereinheit des Komplexes |. Ein Madchen prasentierte im Alter von einer Woche
eine muskulare Hypotonie, fehlende Fixierung, Lethargie und Gedeihstérung. Im Alter
von drei Monaten fielen eine Mikrozephalie und Laktatazidose auf. In der
Magnetresonanztomographie wurden bilaterale Hypodensitaten der Basalganglien

festgestellt. Das Kind verstarb im Alter von drei Monaten [11 S. 63].

1.5.2.4 Mutationen im Biosyntheseweg des Koenzyms Q10

Ein Koenzym Q10 (CoQ) Mangel kann zur mitochondrialen Enzephalomyopathie
fuhren, die gewohnlich durch Epilepsie, Muskelschwache, Ataxie, Atrophie des
Kleinhirns, Migrane, Myoglobinurie und Entwicklungsverzégerung charakterisiert ist.

In der Literatur wurde kirzlich ein Patient mit Koenzym Q10 Mangel und einem
ungewohnlichen Phanotyp beschrieben [66]. Kennzeichnend waren ein neonatales
Leberversagen, Pankreasinsuffizienz, Tyrosindmie und Hyperammonamie. Im weiteren
Verlauf entwickelte das Kind einen sensorineuralen Hérverlust und ein Leigh Syndrom.
Im Lebergewebe des Patienten wurden verminderte Aktivitaten der Komplexe I+11l und
[I+111 gemessen. Diese Aktivitdtseinschrankungen konnten nach Zugabe von CoQ zum

biopsierten Leberhomogenat ausgeglichen werden, was auf eine CoQ Depletion
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hindeutete [66 S. 88]. Ein Korrelat auf molekulargenetischer Ebene wurde bei diesem
Patienten nicht identifiziert.

Insgesamt wurden bisher erst finf Gene im Zusammenhang mit einer Koenzym Q10
Depletion beschrieben. Pathogene Mutationen in Genen der Koenzym Q-Biosynthese
(COQ2, PDSS1, PDSS2 und CABC1) fuhren zu einen primaren Koenzym Q10 Mangel.
Wahrend ein sekundarer Koenzym Q10-Mangel durch pathogene Mutationen in Genen

mit Einfluss auf die Koenzym Q-Biosynthese (APTX und ETFDH) verursacht wird.

1.5.2.5 nDNA Mutationen - Defekte der intergenomischen Kommunikation

1.5.2.5.1 Translationsdefekte

Zu den Defekten der intergenomischen Kommunikation z&hlen die Translationsdefekte.
Nuklear kodierte Defekte der mitochondrialen Translation sind selten beschriebene
Falle. Sie fuhren zu Erkrankungen, die entsprechend dem Mendel'schen Gesetz
vererbt werden und durch eine defekte mitochondriale Proteinsynthese und
kombinierten Atmungskettendefekt mit normaler Komplex Il Aktivitat gekennzeichnet

sind.

Phanotypisch kdnnen die Betroffenen ein hepatozerebrales Syndrom zeigen. Die
Arbeitsgruppe um Coenen untersuchte zwei Kinder blutsverwandter Eltern, die im
Kleinkindesalter an einem hepatozerebralen Syndrom verstorben sind [20]. Die
Southern Blot Analyse der mtDNA aus Fibroblasten, zeigte weder eine Depletion noch
eine Deletion der mtDNA. Die biochemischen Messungen der Atmungskettenenzym-
aktivitaten in Fibroblasten und Skelettmuskel ergaben einen kombinierten partiellen
Defekt in den von der mtDNA kodierten Komplexen [20 S. 2082]. Die Autoren fanden
eine homozygote Mutation im EFG1-Gen. EFG1 kodiert einen der vier Elongations-
faktoren, den der Mensch - zusammen mit zwei Initiationsfaktoren und einem
Terminationsfaktor - fur die Synthese von Proteinen bendtigt, die durch die mtDNA
kodiert werden [20 S. 2084].

Ein zweiter Bericht beschreibt ein neugeborenes Madchen, das zweite Kind
blutsverwandter Eltern beduiner Herkunft, mit Dysmorphiezeichen, Agenesie des
Corpus callosum, generalisierter muskularer Hypotonie, erhéhten Lebertransaminasen
und schwerer Laktatazidose [80 S. 735]. Das Neugeborene verstarb im Alter von drei

Tagen. Die biochemische Analyse der Muskelmitochondrien enthillte eine deutlich
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verminderte Aktivitat der Enzymkomplexe I, lI+ll, IV und V mit erhaltener Aktivitat von
Komplex Il. Im Lebergewebe waren die Aktivitaten in ahnlicher Weise vermindert [80
S. 735]. Die mitochondrialen Transskriptionslevel wurden aus Gesamt-RNA von
Fibroblasten ermittelt. Die Menge an 12S rRNA war deutlich reduziert [80 S. 736]. Die
Forschungsgruppe um Miller vermutete einen Defekt in einem der Proteine der
mitochondrialen ribosomalen kleinen Untereinheit (SSU), der die Biogenese dieser
Untereinheit stort [80 S. 737]. Die Analyse zeigte eine homozygote Punktmutation im

MRPS16-Gen, das die mitochondriale ribosomale Proteinuntereinheit 16 kodiert.

1.5.2.5.2 Defekte der mtDNA-Synthese

Die mitochondriale DNA steht unter der Kontrolle von einer Vielzahl nuklear kodierter
Faktoren, die fur die Integritat und Replikation der mitochondrialen DNA zustandig sind.
Mutationen in diesen Faktoren beeinflussen direkt die mitochondriale DNA, entweder
quantitativ (mtDNA Depletionen) oder qualitativ (multiple Deletionen) und fihren zu
einer insuffizienten Synthese der Atmungskettenkomplexe I, 11, IV und V und folglich
zu mitochondrialen Erkrankungen, die nach den Mendel schen Regeln vererbt werden
[83 S. 492].

1.5.2.5.2.1 Multiples mitochondriales DNA Deletionssyndrom

Eine qualitative Veranderung der mtDNA ist durch multiple Deletionen gekennzeichnet.
Multiple mitochondriale DNA Deletionen im Skelettmuskel treten charakteristischer-
weise bei der progressiven externen Ophthalmoplegie (PEO) auf. Die Betroffenen
klagen Uber eine Schwéache der auf3eren Augenmuskeln und Belastungsintoleranz. Die
Erkrankung manifestiert sich im Erwachsenenalter und kann zusatzlich zu Katarakt,
Horverlust, sensorischen axonalen Neuropathie, Ataxie, Depression, Hypogonadismus
und Parkinson fuhren. Sie wird autosomal-dominant oder autosomal-rezessiv vererbt.
[39; 69]. PEO mit multiplen Deletionen der mtDNA wurde bisher im Zusammenhang mit
autosomal-dominanten Mutationen im POLG1-Gen (OMIM *174763) [115], POLG2-
Gen (OMIM *604983) [69], C100rf2-Gen (OMIM *606075) [105], im SLC25A4-Gen
(ANT1, OMIM +103220) [59], im OPA1-Gen (OMIM *605290) [54] und mit autosomal-

rezessiven Mutationen im POLG1-Gen beschrieben.

Multiple mtDNA Deletionen, die durch autosomal-rezessive Mutationen im ECGF1-Gen

(OMIM *131222) hervorgerufen werden, wurden bei der mitochondrialen neurogastro-
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intestinalen  Enzephalomyopathie  (MNGIE; OMIM  #603041) des jungen
Erwachsenenalters beschrieben [90].

1.5.2.5.2.2 Mitochondriales DNA Depletionssyndrom

Eine haufige Ursache frihkindlicher kombinierter Atmungskettendefekte ist das
mitochondriale DNA Depletionssyndrom (MDS; OMIM #251880). Es wurde erstmals
von Moraes und Kollegen 1991 beschrieben. Das mtDNA Depletionssyndrom ist eine
phéanotypisch und genotypisch heterogene Gruppe von Erkrankungen, die durch eine
stark reduzierte Anzahl der mtDNA Molekile im Vergleich zu den nDNA Molekdilen in
den betroffenen Geweben charakterisiert sind und autosomal-rezessiv vererbt werden
[83 S. 498]. In Nordspanien wird eine Pravalenz von 1,59:100.000 fur das mtDNA
Depletionssyndrom angegeben. In Deutschland ist die Haufigkeit noch unklar.
Ungefahr 30% der frihkindlichen kombinierten Atmungskettendefekte werden durch
MtDNA Depletion verursacht. Defekte im DGUOK- und POLG1-Gen scheinen in
Deutschland, die haufigste Ursache der mtDNA Depletion zu sein (www.mgz-
muenchen.de, Stand 01.04.2008).

Die Replikation und der Zusammenbau der mtDNA bendétigen eine grole Anzahl an
nuklear kodierten Enzymen und einen ausgeglichenen Nukleotid-Pool. Die De-Novo-
Enzyme zur Nukleotidsynthese stehen im Mitochondrium nicht zur Verfliigung, deshalb
hangt die Synthese der Nukleotide von der Reutilisierung ab. Die Konstanthaltung des
mitochondrialen Deoxynukleotidtriphosphat (dNTP)-Pools ist fir die Replikation der
MtDNA essentiell. Defekte in der mitochondrialen DNA Synthese und Assemblierung
kénnen zu Depletionen des mitochondrialen Genoms fiihren und biochemisch als

kombinierter Atmungskettendefekt imponieren.

Die mitochondriale DNA Depletion ist gewebespezifisch. Sie betrifft bevorzugt Muskel
und Leber und fihrt zu einer insuffizienten Synthese von Komponenten der
Atmungskette und folglich zu einer reduzierten Aktivitdt der Atmungskette [83 S. 498;
35 S. 393]. Es konnen aber auch besonders in einer spateren Phase der Erkrankung
multiple Organe wie Herz, Gehirn und Nieren, begleitet von einer schweren
Laktatazidose, betroffen sein [83 S. 498]. Die ersten Symptome manifestieren sich
innerhalb des ersten Lebensjahres und die Mehrzahl der Patienten verstirbt im friihen
Kindesalter. Als Ursache wurden bisher autosomal-rezessive Mutationen in acht
nuklearen Genen identifiziert, die die mitochondriale DNA Replikation kontrollieren und

verschiedene Verlaufsformen des MDS verursachen.
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Hepatische Form des MDS

Die hepatische Form des MDS (OMIM #251880) wird durch Mutationen in zwei
verschiedenen Genen hervorgerufen.

Das Gen DGUOK (OMIM *601465) liegt auf Chromosom 2p13, besteht aus sieben
kodierenden Exons und kodiert die mitochondriale Deoxyguanosinkinase. Die
betroffenen Kinder zeigen eine Hepatopathie, Enzephalopathie, muskuléare Hypotonie
und Nystagmus [77 S. 337].

Das Gen MPV17 (OMIM *137960) liegt auf Chromosom 2p21-23 und besteht aus
sieben kodierenden Exons. Mutationen im MPV17-Gen verursachen eine Stérung der
oxidativen Phosphorylierung und ein infantiles hepatozerebrales MDS. Die
beschriebenen Kinder litten an Leberversagen, neurologischen Symptomen mit
multiplen Hirnlasionen in der Kernspintomographie sowie einer Wachstumsretardierung
bis unterhalb der flnften Perzentile. Das MPV17-Gen kodiert ein mitochondriales
Innermembranprotein [107 S. 570].

Eine weitere Arbeitsgruppe fand Mutationen im MPV17-Gen bei Patienten mit der
Navajo Neurohepatopathie (OMIM #256810) und mtDNA Depletion im Lebergewebe
[58 S. 544]. Die Navajo Neurohepatopathie ist gekennzeichnet durch Hepatopathie,
peripherer Neuropathie, Verstimmelung der Akren, zerebrale Leukoenzephalopathie,
Gedeihstérung und metabolische Azidosen wahrend Infektionen [53 S. 482].

Alpers Syndrom

In den letzten Jahren wurden bei Patienten mit einem Alpers Syndrom (OMIM
#203700) autosomal-rezessive Mutationen im Polymerase gamma- (POLG1-) Gen
(OMIM *174763) beschrieben [88 S. 706; 39 S. 723]. Das Gen POLGL1 liegt auf
Chromosom 15022-26 und besteht aus 23 Exons. Die Patienten leiden an einer
therapieresistenten  Epilepsie, Hepatopathie und kortikalen Blindheit. Die
Atmungskettenenzyme im Muskel kbnnen nur leichte Aktivitatsverminderungen zeigen,

da Uberwiegend Gehirn- und Lebergewebe betroffen sind.

(Enzephalo-)myopathischen Form des MDS

Bei der (Enzephalo-)myopathischen Form des MDS (OMIM #609560) dominieren eine
angeborene oder in der Kindheit erworbene Myopathie und Enzephalopathie.
Pathogene Mutationen wurden im nuklearen TK2-Gen (OMIM *188250), welches die
mitochondriale Thymidinkinase kodiert, gefunden. Das Gen TK2 liegt auf Chromosom
16 und besteht aus zehn kodierenden Exons. Haufig wird die Myopathie von erhéhten

Kreatinkinase-Werten und einer renalen Tubulopathie begleitet [97 S. 342].
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SUCLA2 (OMIM *603921) liegt auf Chromosom 13, besteht aus elf Exons und kodiert
die Beta-Untereinheit der Succinyl-Koenzym A Synthase (SUCL). Die betroffenen
Kleinkinder einer Familie litten an einer schweren psychomotorischen Retardierung,
Epilepsie, Schwerhdrigkeit, Leigh-ahnlichen Lasionen im MRI und Anamie [36 S.
1081].

Das Gen SUCLG1 (OMIM *611224) liegt auf Chromosom 2 und besteht aus neun
kodierenden Exons. Bei drei Kindern einer konsanguinen, pakistanischen Familie mit
einer autosomal-rezessiven, fatalen, infantilen Laktatazidose wurde eine homozygote,
zwei Basenpaar-grof3e Deletion im SUCLG1-Gen gefunden. Das SUCLG1-Gen kodiert
die Alpha-Untereinheit der Succinyl-Koenzym A Synthase (SUCL). Die Kinder fielen
bereits am ersten Lebenstag durch Hepatomegalie, muskulare Hypotonie und schwere
Laktatazidose auf und verstarben drei bis finf Tage spater [92 S. 383].

Schwere frih-infantile Laktatazidose, muskuldre Hypotonie und Tubulopathie wurde
kirzlich in Zusammenhang mit Mutationen im RRM2B-Gen (OMIM *604712) bei
Patienten mit einer mtDNA Depletion im Muskelgewebe identifiziert. Das RRM2B-Gen
liegt auf Chromosom 8g21.3-gq22.3, besteht aus neun Exons und kodiert die
zytosolische, p53 induzierende kleine Untereinheit der Ribonukleotid Reduktase [10 S.
776).

Mitochondriale neurogastrointestinale Enzephalomyopathie

Bei der mitochondrialen neurogastrointestinalen Enzephalomyopathie (MNGIE; OMIM
#603041) bestehen multiple Deletionen und Depletion im Skelettmuskel oft
nebeneinander. MNGIE ist eine autosomal-rezessiv vererbte Erkrankung des jungen
Erwachsenenalters, die durch eine progressive externe Ophthalmoplegie, periphere
Neuropathie, Leukoenzephalopathie und schwere gastrointesinale Dysmotilitéat
charakterisiert ist und zu Kachexie und frihem Versterben fuhrt. Das verantwortliche
Gen ECGF1 (OMIM *131222) kodiert das Enzym Thymidinphosphorylase (TP) [90 S.
689; 91 S. 792]. Obwohl die TP ein extramitochondriales Enzym ist, veréandert sein

Mangel das Gleichgewicht des intramitochondrialen Nukleotid-Pools.

1.6 Mitochondriale hepatozerebrale Syndrome infolge einer mtDNA

Depletion

Im Folgenden mdchte ich die hepatische Form des MDS und das Alpers Syndrom

naher erlautern.
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1.6.1 Alpers Syndrom

Die Klassifikation des Alpers Syndroms, die lange Zeit kontrovers blieb, umfasst
therapieresistente  Krampfanfélle, psychomotorische  Entwicklungsverzdgerung,
kortikale Blindheit und Lebererkrankung mit mikronodulérer Zirrhose, die in einigen
Fallen in Zusammenhang mit dem Antikonvulsivum Valproinsaure steht [88 S. 706; 39
S.727; 25 S. 921].

Bernard Alpers beschrieb 1931 erstmals ein vier Monate altes Madchen mit
Entwicklungsverzbgerung, therapieresistenten generalisierten Krampfanfallen und
diffuser Degeneration der grauen Substanz des Gehirns [2]. Eine Beteiligung der Leber
und die autosomal rezessive Vererbung des Alpers Syndroms, auch Alpers-
Huttenlocher-Syndrom oder progressive infantile Poliodystrophie bezeichnet, wurden
1976 von Huttenlocher und Kollegen berichtet [55]. In einigen Fallen fehlte eine
hepatische Manifestation [55 S. 188].

Eine verminderte mMtDNA Polymerase gamma (POLG) Enzymaktivitdit im
Mitochondrium sowie eine Depletion der mtDNA konnten Naviaux und Kollegen
erstmals 1999 in einem Patienten mit Alpers Syndrom nachweisen [87 S. 54].
Innerhalb der letzten Jahre wurden in einer groRBen Anzahl der Falle mit Alpers
Syndrom Mutationen im nuklearen DNA Polymerase gamma-1 (POLG1-) Gen
beschrieben [88; 39; 25].

Das 16.569 bp groRRe, humane mitochondriale Genom wird durch die nuklear kodierte
DNA Polymerase gamma (POLG) [19] repliziert. Sie ist die einzige DNA-Polymerase
im Mitochondrium und fir die Elongation und Reifung der DNA-Tochterstrange
verantwortlich [9 S. 3351; 35 S. 391]. Sie besteht aus zwei Untereinheiten. Die kleinere
akzessorische Untereinheit p55 (POLG2) bindet spezifisch an die doppelstréangige
DNA, erhoht dadurch die Affinitdt der POLG fur die DNA und ist an der
Primererkennung beteiligt [68 S. 38555; 35 S. 391]. P55 wird durch das POLG2-Gen
(OMIM *604983) kodiert. Die grof3ere katalytische Untereinheit p140 (POLG1) mit der
5°-3" Polymerisationsfahigkeit und 3"-5" Exonukleaseaktivitat ist fir die Biogenese der
mtDNA von grof3er Bedeutung [104 S. 24818; 35 S. 391]. Die katalytische Untereinheit
besitzt als zusatzliche Eigenschaften eine Nukleotidselektivitat und exonukleolytische
Kontrollleseaktivitat, verbunden mit einer hohen Basensubstitutionstreue und einer
relativen Prazision gegentber einzelnen Baseninsertionen oder Basendeletionen [35
S. 391]. P140 wird durch das POLG1-Gen kodiert, dass auf Chromosom 15¢22-26 liegt

und aus 23 Exons besteht. Exon 1 ist nicht kodierend. Das POLG1-Protein kann in drei
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Doméanen unterteilt werden: Exonuklease-Doméne, Linker-Region und Polymerase-
Doméne [89 S. 1494]. Mutationen im POLG1-Gen kdnnen eine mitochondriale DNA
Depletion und ein Alpers Syndrom verursachen.

Patienten mit einem Alpers Syndrom sind zunachst bei Geburt asymptomatisch und
kénnen sich in den ersten Lebenswochen bis Jahren normal entwickeln. Sie fallen
durch eine anfallsartige, haufig infektassoziierte, schwere neurologische
Verschlechterung im Rahmen einer therapieresistenten Myoklonus-Epilepsie auf. Die
Symptome kdnnen schubweise Uber Jahre hinweg verlaufen oder einen rapiden,
fatalen Verlauf nehmen. Die Beteiligung der Leber kann Uber einen langen Zeitraum
diskret verlaufen oder sich im Rahmen einer valproatbedingten Lebertoxizitat
dramatisch verschlechtern. Zu den Merkmalen der Leberpathologie zéhlen Fibrose,
Regeneratknoten, Untergang von Hepatozyten, Gallengangsproliferation, mikro-
vesikulare Verfettung und Zirrhose [88 S.706]. Im Gehirnschnitt erkennt man
nekrotische Lasionen des zerebralen Kortex und der Hirnkerne, einen
schwerwiegenden Verlust von Neuronen im zerebellaren Kortex und eine fokale
sekundéare Beteiligung der weil3en Substanz [25 S. 21; 41 S. 170].

1.6.1.1 Hepatische Form des MDS

Bei Kleinkindern mit mtDNA Depletion und hepatozerebralem Syndrom konnten vor
einigen Jahren Mutationen im Deoxyguanosinkinase- (DGUOK-) Gen identifiziert
werden [77]. Das DGOUK-Gen, das auf dem Chromosom 2pl3 liegt, kodiert die

mitochondriale Deoxyguanosinkinase (DGUOK).

Die Synthese der mtDNA wird nicht vom Zellzyklus reguliert, sondern erfordert einen
konstanten Vorrat an Deoxyribonukleosidtriphosphaten (dNTP) [123 S. 319]. Im
Mitochondrium fehlen jedoch Enzyme fir die De-Novo-Synthese von Nukleotiden fur
die mtDNA Replikation. Sie mussen deshalb von Enzymen des
Reutilisierungsvorganges im Mitochondrium synthetisiert oder vom Zytosol ins

Mitochondrium transportiert werden [123 S. 319].

Der mitochondriale dNTP Pool wird durch die mitochondriale Innenmembran vom
zytosolischen Pool getrennt. Die mitochondriale Innenmembran ist nicht permeabel fur
geladene Molekuile. Ein Import von Deoxynukleotiden ins Mitochondrium ist somit nur
Uber spezielle Carrier moglich. Der Deoxynukleotid-Carrier (DNC) transportiert die vier

Deoxynukleosiddiphosphate (dNDPs) und in geringer Intensitat die dNTPs [32 S.
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2287]. Der zweite bekannte Carrier ist der Deoxycytidintriphosphat-Transporter, der
Deoxycytidintriphosphate (dCTP) durch die mitochondriale Innenmembran ins
Mitochondrium bringt [32 S. 2287].

Die mitochondriale Deoxyguanosinkinase initiiert neben der Thymidinkinase 2 (TK2)
den Purin-Salvage-Pathway, der einen Vorrat an Deoxyribonukleotiden (dNTPs) fir die
MtDNA-Synthese liefert [123 S.319; 77 S.337]. Die Deoxyguanosinkinase
phosphoryliert Deoxyguanosine und Deoxyadenosine zu den korrespondierenden
Deoxynukleotidmonophosphaten und ist so fiir die Aufrechterhaltung der Balance des
mitochondrialen dNTP-Pools zustandig, der fir eine korrekte mtDNA Replikation
erforderlich ist [77 S. 339]. Veranderungen im Vorrat der dNTP’s stellen eine mdgliche
Ursache fir mtDNA Depletionen dar. Eine dNTP-Diskrepanz ist mit einer hohen
Mutationsrate, einer Schadigung der reifen DNA und einer Inhibition ihrer Reparatur
assoziiert [35 S. 393]. Mutationen im nuklearen DGUOK-Gen stéren die Homdostase
des Nukleotid-Pools und fihren zu einer mtDNA Depletion [77 S. 339]. Diese Abnahme
der mtDNA-Molekule fuihrt zu einer defekten oxidativen Phosphorylierung, die sich in
kombinierten Atmungskettendefekten aufRern kann und die hepatische Form des MDS
verursachen kann. Diese Diskrepanz zwischen Deoxypurinen und Deoxypyrimidinen,
sowie eine niedrige Replikationstreue der mtDNA konnte in den betroffenen Geweben

bei Patienten mit einem DGUOK-Defekt nachgewiesen werden [35 S. 393].

Das DGUOK-Protein mit 260 Aminosauren wird in allen Geweben exprimiert, am
starksten jedoch im Muskel, Gehirn, Leber und lymphatischen Gewebe [57 S. 7260;
123 S. 319; 77 S. 339]. Besonders Gehirn und Leber sind auf die prazise Aktivitat der
DGUOK angewiesen, da diese Gewebe einem hohen Energieverbrauch unterliegen. In
diesen Geweben manifestieren sich die ersten Symptome eines Deoxyguanosinkinase-
Defizits [35 S. 393].

Fur das hepatozerebrale Syndrom sind das friilhe Auftreten einer Leberzirrhose und
eine mild bis schwer verlaufende Enzephalopathie kennzeichnend. Typischer Weise
fallen die meisten Patienten innerhalb der ersten sechs Lebensmonate durch ein friih
manifestes, progressiv verlaufendes Leberversagen, neurologische Stérungen,
Nystagmus, Gedeihstorung, Hypoglykdmie und Laktaterhhung im Blut auf. Die
Lebererkrankung steht im Vordergrund und ist haufig fir das frihe Versterben
verantwortlich. Die Leberhistologie zeigt eine multifokale hepatozellulare Zerstérung
mit Gallengangsproliferation, mikrovesikularer Steatose, kanalikularer Cholestase und

Fibrose. Im Gehirnschnitt findet sich eine Degeneration der weillen Substanz in den
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zerebralen und zerebellaren Hemisphéren, welche mit einer milden Astrozytose

assoziiert ist.

1.7 Angeborene hepatozerebrale Syndrome ohne Atmungskettendefekt

Wenn ein Atmungskettendefekt als Ursache eines hepatozerebralen Syndroms
ausgeschlossen wurde, konnen unter anderem die nachfolgend aufgefihrten
Krankheiten in Frage kommen. Die folgende Aufzahlung erhebt keinen Anspruch auf
Vollstandigkeit.

1.7.1 Fettsaureoxidationsstérungen

Genetische Stérungen der Fettsaureoxidation zeigen eine grof3e klinische Variabilitat
und werden autosomal rezessiv vererbt (Tab. 4). Typischerweise treten hypoketotisch-
hypoglykédmisches Koma, infolge kataboler Zustédnde wie verlangertes Fasten,
Operationen und Infektionen, eine Leberfunktionsstérung und eine Hyperammonamie
auf. Die Betroffenen erkranken haufig im spaten Sauglingsalter. Durch einen gestérten
Abbau der Fettsauren kommt es zur Akkumulation langkettiger Acylcarnitine, die eine
schwere neonatale Laktatazidose, Kardiomyopathie und Hepatopathie verursachen.
Das Krankheitsbhild &hnelt einem Atmungskettendefekt. Milde Stérungen der Oxidation
langkettiger Fettsaure bzw. des Carnitin-Shuttles kénnen auf die Skelettmuskulatur
beschrankt bleiben. Sie treten erst in Jugend oder frihem Erwachsenenalter auf und
verursachen eine chronische Muskelschwache, Schmerzen oder rezidivierende

Rhabdomyolyse oder eine akute oder chronische Kardiomyopathie [127 S. 94].

Die haufigste Fettsaureoxidationsstérung in Nordeuropa ist der Mittelkettige-Acyl-CoA-
Dehydrogenase- (MCAD-) Mangel. Die Inzidenz betragt in Nordeuropa bis zu 1:6000
[127 S. 96]. Ursachlich ist vor allem die Mutation K329E im ACADM- Gen (OMIM
*607008). Die betroffenen Kinder fallen durch Reye-ahnliche, oft foudroyant
verlaufende Entgleisungen auf, die nach Fastenzeiten von acht bis sechszehn
Stunden, bei banalen Erkrankungen und nach Operationen auftreten kodnnen.
Phanotypisch kommt es zu Lethargie, Ubelkeit und Erbrechen. Innerhalb von ein bis
zwei Stunden kann es zum Koma, Krampfanfallen und Herzstillstand fuhren. Der
Manifestationsgipfel liegt zwischen vier Lebensmonaten und drei Jahren. Die
Acylcarnitine Cg und Cg sind im Serum erhéht, ebenso der Quotient Cg/Cyo. Im Urin

liegen die organischen Sauren Cg-Cyp-Dicarbonsauren, Suberylglycin  und
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Hexanoylglycin vor. Diese Erkrankung wurde in das erweiterte Neugeborenen-

screening aufgenommen.

Tabelle 4 Fettsdureoxidationsstérungen

[modifiziert nach Zschocke/Hoffmann, Vademecum Metabolicum, S. 95-97]

Defekt

Klinik

Carnitintransportermangel
(primérer Carnitinmangel)

Carnitin-Palmitoyltransferase-I- (CPT1-) Mangel

Carnitin-Translokase-(Carnitin-Acylcarnitin-
Carrier, CAC-) Mangel

Carnitin-Palmitoyltransferase-I1-(CPT2-) Mangel

(Uber-)Langkettige-Acyl-CoA-Dehydrogenase-
(VLCAD-) Mangel

Mitochondriales-Trifunktionales Protein-(MTP-)
Mangel,

Langkettige-Hydroxyacyl-CoA-Dehydrogenase-
(LCHAD-) Mangel

Kurzkettige-Acyl-CoA-Dehydrogenase (SCAD-)
Mangel

Kurzkettige-Hydroxyacyl-CoA-Dehydrogenase-
(SCHAD-) Mangel

Multipler Acyl-CoA-Dehydrogenase-Mangel
(Glutaracidurie Typ II)

HMG-CoA-Synthase-Mangel

HMG-CoA-Lyase-Mangel

1.7.2 Morbus Wilson

Kardiomyopathie, akutes Herzversagen,
Muskelschwéache, Hepatopathie

Schwere Hepatopathie, renale tubulédre Azidose

Schwere Kardiomyopathie, Arrhythmien, Hepatopathie

Kardiomyopathie, Hepatopathie
Milde Form (>15 Jahre) episodische Muskelschwéche,
Myoglobinurie, Rhabdomyolyse

Kardiomyopathie, Hepatopathie, Hepatomegalie, SIDS
Spéatmanifestation: Rhabdomyolyse

Kardiomyopathie, Hepatopathie, muskulare Hypotonie,
Neuropathie, Retinopathie

Spéatmanifestation: Rhabdomyolyse HELLP-
Syndrom/Schwangerschaftssteatose der Mutter bei
betroffenen Fetus

Metabolische Azidose, progrediente psychomotorische
Retardierung, Hypotonie, Myopathie

Hyperinsulindmische Hypoglykédmien

Gesichts- und Hirnfehlbildungen, Zystennieren, Reye-
Syndrom, metabolische Azidose, Hypoglyk&mie,
progrediente Enzephalopathie, Epilepsie, (Kardio-)
Myopathie

Akute hypoketotische Hypoglykamie bei relativ kurzer
Fastentoleranz

Akute hypoketotische Hypoglykamie, metabolische
Azidose, Hepatopathie

Der Morbus Wilson (hepatolentikulare Degeneration; OMIM #277900, www.dgn.org) ist
eine autosomal-rezessiv vererbte Erkrankung des hepatischen Kupfermetabolismus.
Sie geht mit einer erhdhten Konzentration von freiem Kupfer und einer verminderten
hepatischen Kupferausscheidung einher. Der Anstieg und die Akkumulation des freien

Kupfers ruft toxische Erscheinungen an Leber, ZNS, Niere und Knochen hervor, die im
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Gehirn zur Degeneration von Ganglienzellen, reaktiven Vermehrung abnormer
Gliazellen in den Stammganglien und im Cortex und in der Leber zur multilobularen

Leberzirrhose fuhren.

Die Krankheit zeigt eine grof3e Heterogenitat bezliglich des Schweregrades und der
Ausbildung verschiedener Symptome. Das Manifestationsalter wird zwischen dem
funften und 45. Lebensjahr mit einem Haufigkeitsgipfel zwischen dem dreizehnten und
24. Lebensjahr angegeben [70 S. 585]. Haufig tritt zwischen dem flinften und zehnten
Lebensjahr eine transiente Lebersymptomatik mit Transaminasenanstieg, diskretem
Ikterus, Leistungsminderung und Abgeschlagenheit auf. Das Ausmal3 der
Leberschadigung ist sehr variabel, auch ein plétzlich einsetzendes Leberversagen ist
mdglich. Unzureichende oder fehlende Behandlung fihrt zu progredienter
Leberzirrhose. Erst spater, meistens ab der Pubertdt, kommt es zur neurologischen
Manifestation. Pathognomisch ist der Kayser-Fleischer-Ring an der Kornea [93 S. 341].
Die weltweite Pravalenz Erkrankter wird mit etwa 1:30000 angegeben bei einer
Inzidenz von 15-30 pro 1 Million [73 S. 493].

Mutationen im Wilson-Gen (ATP7B, OMIM *606882) als Ursache des Morbus Wilson
wurden 1993 erstmals beschrieben [13]. Das siebeneinhalb Kilobasen lange Wilson-
Gen liegt auf Chromosom 13g14.3 und kodiert 1411 Aminosauren einer
kupfertransportierenden ATPase vom P-Typ (ATP7B), die besonders in Leber und
Niere, aber in geringerem Ausmalf auch in Gehirn, Lunge, Plazenta, Skelettmuskel und
Pankreas gebildet wird [111 S. 343]. Uber 200 verschiedene Mutationen des Wilson-

Gens, meist Punktmutationen, wurden bis heute identifiziert.

1.7.3 Neonatale Himochromatose

Die neonatale Hamochromatose (OMIM #231100) ist eine seltene, autosomal-rezessiv
erbliche Eisenspeicherkrankheit. Die Manifestation der Erkrankung geschieht bereits in
utero. Durch eine gesteigerte Eisenresorption und —speicherung in der Leber kommt es
zum zirrhotischen Umbau und als Folge zum akuten Leberversagen bereits in der
Neugeborenenperiode [33 S. A232]. Zusatzlich tritt eine Siderose in extrahepatischen

Geweben, besonders in Pankreas, Herz und Endokrinen Drisen auf [61 S. 77].
Die hepatozellulare Syntheseinsuffizienz tritt bei Geburt auf und flhrt zu

Hypoglykdmien, lkterus, ha&morrhagischer Diathese, vermindertem Fibrinogen,

Hypoalbuminamie und Hypotransferrindmie. Die Kinder imponieren durch die braune
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Hautpigmentierung als ,Bronzebabies”. Neben dem Leberversagen kann ein
Nierenversagen beobachtet werden. Postmortem Untersuchungen zeigen exzessive
Eisenablagerungen in den Hepatozyten, diffuse Leberzirrhose, hepatozellulare
Nekrose, Cholestase und Riesenzelltransformation. Laborchemisch kénnen erhdhte
Serumeisenwerte und hohe Transferrinsattigungen (80-90%) gemessen werden [85
S. 642].

In molekularen Untersuchungen wurden verschiedenen Gene auf Mutationen
untersucht, unter anderem das Beta-2 Mikroglobulin- Gen (OMIM *109700), das HFE-
Gen (+235200) sowie das Hamoxygenase-1 (OMIM *141250) und -2 Gen (OMIM
+141251). Pathogene Mutationen wurden bisher im Zusammenhang mit diesem
Phanotyp nicht gefunden [60 S. 599].

1.8 Erworbene mitochondriale Hepatopathien

1.8.1 NRTIs induzierte Hepatopathie

Neben den angeborenen mitochondrialen Hepatopathien mit genetischem Ursprung
gibt es die Gruppe der erworbenen mitochondrialen Hepatopathien. In diese Gruppe
gehoren unter anderem Patienten, die mit Nukleosidanaloga Reverse Transkriptase
Inhibitoren (NRTIs) behandelt werden. Eine fatale Hepatopathie mit Laktatazidose und
MtDNA Depletion ist eine bekannte Komplikation der NRTI-Therapie. Die
mitochondriale Toxizitdt der NRTIs wird durch deren Hemmung der DNA Polymerase
gamma begrindet. Die Kklinische Toxizitdt wird der mtDNA Depletion zugeschrieben,
die zu einer mitochondrialen Dysfunktion fuihrt und die Atmungskette und die Fettséure-
Oxidation beeintrachtigt. Sie fihrt zur Laktatazidose, Leberverfettung, Myopathie,
Kardiomyopathie, periphere Neuropathie und Pankreatitis [81 S. 492].

1.8.2 Valproinséure induzierte Hepatopathie

Die Valproinsaure (VPA) ist ein Antiepileptikum, das seit Uber 30 Jahren zur
Behandlung von fokalen und generalisierten Krampfanfallen angewandt wird und in der
Regel gut vertrglich ist. Selten treten unter der Therapie mit Valproinsaure
schwerwiegende Nebenwirkungen wie Schéadigungen der Leber und des Pankreas
sowie Storungen der Blutgerinnung auf. Ein VPA-assoziiertes Leberversagen wurde
bei zahlreichen verschiedenen Grundkrankheiten, wie Stérungen der mitochondrialen

Energiegewinnung, des Fettsdaure- und Aminosaurestoffwechsels, des Harnstoffzyklus
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sowie bei verschiedenen neurodegenerativen Erkrankungen, beobachtet. Bei
Krankheiten, die selbst zu einem Leberversagen fihren, scheint VPA den Verlauf zu
beschleunigen. Die Inzidenz der Hepatotoxizitat unter Valproinsdure-Einnahme wird
auf Werte zwischen 1:40000 bei Erwachsenen und 1:5000 bei Kindern geschéatzt [62 S.
1013]. Es werden zwei Typen der VPA induzierten Hepatotoxizitat beschrieben. Typ 1
umfasst die dosisabhangige toxische Reaktion mit Regression nach Absetzen der
Therapie. Zum Typ 2 zéhlen dosisunabhéngige, idiosynkratische Reaktionen, die meist
mit Leberzellnekrosen in Verbindung stehen [63 S. 2027]. Zur Hochrisikogruppe
gehoren Kinder im Alter unter zwei Jahren, Patientin mit einer Polytherapie, mit

Retardierung und metabolischen Erkrankungen [62 S. 1013].

Richtungsweisende Symptome einer Valproinsaure bedingten toxischen Hepatopathie
sind zun&chst klinischer (Ubelkeit, Erbrechen, Apathie und vermehrte Krampfanfalle,
meist im Zusammenhang mit einem fieberhaften Infekt), dann laborchemischer Natur
(Anstieg der Transaminasen). Als histologisches Korrelat sind anfangs eine
mikrovesikuldre Steatose und spater zentrilobulare Nekrosen erkennbar [12 S. 465].
Schadigungen der Leber treten fast ausschlie3lich in den ersten sechs Monaten der
Behandlung auf, vorzugsweise zwischen dem Ende des ersten und des vierten
Behandlungsmonats. In Einzelfallen wurde eine Leberdysfunktion erst nach mehr als
sechs Monaten der Behandlung beobachtet. Betroffen sind vorwiegend Kinder in den
ersten finfzehn Lebensjahren, mit einem Maximum in den ersten beiden
Lebensjahren. Jenseits des zwanzigsten Lebensjahres sind bedrohliche

Nebenwirkungen nur in extremen Ausnahmeféllen bekannt geworden [100 S. 101].

Das Auftreten der hepatozellularen Dysfunktion in Patienten, die Valproinsaure
einnehmen, wird einer Veranderung verschiedener Stoffwechselwege zu geschrieben.
Dazu gehdren eine Hypocarnitinamie, ein Ungleichgewicht zwischen Beta- und
Omega-Oxidation, die Akkumulation von 4-en VPA und ein Carnitindefizit [23 S. 7].
VPA wird in der Leber Uber die Glucuronséure-Konjugation, mitochondriale Beta- und

zytosolische Omega-Oxidation metabolisiert.
Therapeutisch entscheidend fiir einen giinstigen Ausgang des Leberversagens sind ein

frihzeitiges Absetzen von VPA und eine frilhe intravendse Substitution von Carnitin
(100mg/kgKG).
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2 Zielstellung der Arbeit

Mitochondriale Funktionsstérungen zeigen genetisch wie auch Kklinisch eine grol3e
Variationsbreite, die die Diagnosefindung erschwert. In den letzten Jahren wurden
immer mehr Patienten, besonders Kleinkinder mit hepatozellularer Insuffizienz und
Enzephalopathie im Rahmen einer mitochondrialen Erkrankung beschrieben. Als
vielfache Ursache der mitochondrialen Hepatoenzephalopathie im Kleinkindesalter wird
das mitochondriale DNA Depletionssyndrom diskutiert. Kirzlich wurden zwei nukleare
Gene im Zusammenhang mit einem hepatozerebralem Syndrom und einer mtDNA
Depletion beschrieben, zum einen das POLG1-Gen im Rahmen des Alpers Syndroms
[88], zum anderen das DGUOK-Gen bei Patienten mit der hepatozerebralen Form des

mitochondrialen DNA Depletionssyndroms [77].

An unserer Kinderklinik wurden im Jahr 2004 drei Sauglinge mit fulminanten
Leberversagen, neurologischen Symptomen sowie dem Nachweis einer
mitochondrialen DNA Depletion im Lebergewebe behandelt. Dies veranlasste uns, die
Genese der mitochondrialen Hepatoenzephalopathie in einem gréf3eren Patientengut

mit mitochondrialer Dysfunktion ndher zu erortern.

Wir untersuchen ein Kollektiv von 44 Kindern mit neurologischen Symptomen und
Leberinsuffizienz, bei denen andere Ursachen eines hepatozerebralen Syndroms
ausgeschlossen wurden, hinsichtlich eines mitochondrialen DNA Depletionssyndroms
und Mutationen im DGUOK- bzw. POLG1-Gen.
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3 Materialien

3.1 Chemikalien

Aqua bidest:

DMSO:

dNTP:

10xPuffer:

POLG1-Primer:
DGUOK-Primer:

Firma Promega GmbH, Deutschland

Dimethyl Sulfoxide Hybri-Max sterile filtered, Summenformel:
C2H60S, Molekulargewicht: 78.13 AMU, Firma Sigma-Aldrich
Chemie GmbH, Deutschland

dNTP Set, Konzentration: 100 mM, 1:10 verdiinnt, Firma
Invitrogen GmbH, Deutschland

Firma Invitrogen GmbH, Deutschland; Firma Applied Biosystems,
Applera Deutschland GmbH

Metabion GmbH, Deutschland

Metabion GmbH, Deutschland

HotStarTag® DNA Polymerase:

Agarosegel 2%, 3%:

0,5xTBE-Puffer:

Konzentration 1000 Units, Firma Qiagen GmbH, Deutschland
BMA Seakem ME Agarose, Firma Biozym Scientific GmbH,
Deutschland

Nusieve GTG Agarose, Firma Biozym Scientific GmbH,
Deutschland

Tris-base (Tris-aminomethan) 890 mM 216 g

Borsaure 890 mM 110 g

EDTA 2mM 16,69

—mit Aqua dest ad 2000 ml, pH auf 8,2 einstellen, autoklavieren

Ethidiumbromidldésung: 10 mg/ml, Firma Bio-Rad, Munchen, Deutschland

BlueJuice:

1kb Marker:

6xAuftragspuffer fur DNA, Firma Sigma, Deutschland

Xylen Cyanol FF 0,1% 10 mg ad 10 ml

Bromphenolblau 0,1% 10 mg ad 10 ml

Ficoll 400 15%

—10 mg Xylen Cyanol FF + 1,5 g Ficoll 400 in ein 10 ml
Rohrchen einwiegen, mit Aqua bidest ad 10 ml

—10 mg Bromphenolblau + 1,5 g Ficoll 400 in ein 10 ml
Roéhrchen einwiegen, mit Aqua bidest ad 10 ml

Bei Bedarf werden gleiche Mengen Lésung 1 und 2 gepoolt

1Kb DNA Ladder: Konzentration 1.0 pg/pl, sizing linear double-
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stranded DNA fragments from 500 bp to 12 kb, Firma Invitrogen

GmbH, Deutschland

Storage Buffer: 10 mM Tris-HCI (pH 7,5)
50 mM NacCl
0.1 mM EDTA
QIAquick®Gel Extraktion Kit: Firma Qiagen GmbH, Deutschland

ABI PRISM® BigDye® Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit:

Firma Applied Biosystems, Applera Deutschland GmbH,

enthélt Dideoxynucleotide, Deoxynukleotide, Puffer, Polymerase

(Cycle Sequencing Mix
pGEM® - 3Z(+) Control Template, 0.2 pg/ul
21 M13 Control Primer (forward), 0.8 pmol/ul)

Dye Ex™ 2.0 Spin Kit: Firma Qiagen GmbH, Deutschland

Formamide;: Firma Promega GmbH, Deutschland

RNeasy Kit Firma Qiagen GmbH, Deutschland

Bal | Firma Promega GmbH, Deutschland

Mly | Firma New England Biolabs GmbH, Deutschland

Fau | Firma Fermentas GmbH, Deutschland

Bece | Firma New England Biolabs GmbH, Deutschland

3.2 Gerate

PCR-Gerét PTC-100™ Programmable Thermal Controller,
Firma Genetic Technologies, Inc., MJ Research, USA

Zentrifuge Centrifuge 5415 D, Firma Eppendorf, Deutschland

UV-Lichtkammer:

Wasserbad:

Vortexer:

Gelkammer

BioDocAnalyze Biometra Ti5, Firma Whatman Biometra,
Deutschland

Schittelwasserbad 1086, Firma  GFL-Gesellschaft
Labortechnik GmbH, Deutschland

Firma Heidolph Instruments, Deutschland

ABI PRISM™ 310 Genetic Analyzer:

Firma Applied Biosystems Applera Deutschland GmbH
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4 Patienten und Methoden

4.1 Patientenkollektiv

Wir untersuchten ein Kollektiv von Patienten mit klinischen, biochemischen und
molekulargenetischen Anzeichen einer mitochondrialen Erkrankung. Die Grundlage
dieser Arbeit bildete zum einen die Daten- und Gewebesammlung biochemisch
analysierter Muskelgewebsproben am Institut fur Klinische Chemie des Krankenhauses
Munchen-Schwabing im Zeitraum von 1990-2005. Aus dieser Sammlung rekrutierte
ich Patienten im Alter unter sechzehn Jahren mit nachgewiesenem kombinierten
Atmungskettendefekt, die sowohl neurologische Symptome (Epilepsie, psycho-
motorische Entwicklungsverzégerung, Nystagmus) als auch eine Leberbeteiligung im
Sinne einer Leberinsuffizienz bis hin zum Leberversagen zeigten. Zum anderen
schloss ich die im Zeitraum meiner experimentellen Arbeit eingesandten Proben mit
der konkreten Fragestellung nach MDS in Patienten mit neurologischen und
hepatischen Krankheitszeichen ein. Die Proben wurden hinsichtlich der Aktivitat ihrer
Atmungskettenenzyme, einer mtDNA Depletion und pathogener Mutationen im
POLG1- bzw. DGUOK-Gen untersucht, um eine Aussage Uber die Haufigkeit und den
kausalen Zusammenhang von POLG1l- bzw. DGUOK-Mutationen mit dem

hepatozerebralen Syndrom zu treffen.
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Abbildung 4 Diagnostisches Vorgehen bei Verdacht auf hepatozerebrales Syndrom

mitochondrialer Genese

[modifiziert nach Horvath et al., 2006 S. 1682]

Vorstellung in der Klinik
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|
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Fur die Diagnostik eignen sich Biopsien, die aus Muskel und Leber enthommen
werden. Die Muskelbiopsie kann mit der Biopsienadel oder durch eine offene
Entnahme gewonnen werden. Es empfiehlt sich, gleichzeitig eine Fibroblastenkultur
anzulegen. Aufgrund von Methoden-Optimierung unseres Analyselabors ist fur die
biochemische Untersuchung des mitochondrialen Energiestoffwechsels eine Nadel-
biopsie (mindestens 20 mg reines Muskelgewebe) ausreichend. Zur molekular-
genetischen Untersuchung eignet sich DNA extrahiert aus Gewebeproben oder aus
EDTA-BIut (2 ml).
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4.2 Biochemische Analyse

Die Muskel- und Lebergewebsproben wurden bei -80°C aufbewahrt. Die biochemische
Analyse der Atmungskettenenzymaktivitaten I-1V erfolgte aus gefrorenem Muskel- oder
Lebergewebe [42 S. 442, 443].

4.3 DNA Analyse

Die DNA-Extraktion erfolgte aus Muskel-, Lebergewebe, Fibroblasten und EDTA-Blut

entsprechend den ,Standard Purifikation Protokollen (Qiagen, Hildesheim, Germany).

4.3.1 mtDNA Depletionstest

Die Kopieanzahl der mtDNA und nDNA im Muskel- bzw. Lebergewebe wurde mithilfe
der Quantitativen-PCR und des Fluoreszenz Temperatur Cyclers (LightCycler, Roche
Molecular Biochemicals, Mannheim, Germany) gemessen. Dafir wurde ein LightCycler
FastStart DNA Master SYBR Green | Kit (Roche) mit Primern (Abb. 5) benutzt, wie von
Setzer et al., 2005 [S.846] beschrieben. Zur Quantifizierung der mtDNA wurde die
Region zwischen den Nukleotidpositionen 8981 und 9061 des ATP6-Gens amplifiziert.
Zur Bestimmung des Gehalts an nDNA wurde die Region zwischen den
Nukleotidpositionen 4280 und 4342 des Exon 8 des GAPDH-Gens amplifiziert. Alle
Proben liefen in dreifacher Ausfiihrung. Die absolute Kopieanzahl der mtDNA und
NDNA wurde mithilfe einer Verdunnungsreihe von Plasmiden mit bekannter

Kopienanzahl ausgerechnet.

Abbildung 5 Primer Depletionstest

[nach Setzer et al., 2005 S. 846]

mito-fw 5" ACC AAT AGC CCT GGC CGTAC ¥
mito-rev 5" GGT GGC GCT TCC AAT TAG GT 3
nuklear-fw 5" CGG GGC TCTCCAGAACATC 3
nuklear-rev 5 ATGACCTTGCCCACAGCCTZY
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4.3.2 Sequenzierung des DGUOK- bzw. POLG1-Gens

4.3.2.1 PCR

Die Sequenzierung der sieben kodierenden Exons (1-7) einschliellich der

angrenzenden Intronbereiche des DGUOK-Gens erfolgte anlehnend an [77] (Abb. 6).

Abbildung 6 Primer DGUOK-Gen

[nach Mandel et al., 2001 S. 340 und www.genetics.nature.com Journal Volume 29, November
2001, Web Table A]

Exonl upstream Ex1 fw 5 TTA CGT CAA CGG TGC GCT GGA GCG 3
Exonl downstream Ex1 rev 5" CGG CCG CAT CAG ACG CAG GCCATT 3
Exon2 upstream Ex2 fw 5" CAATGG TAC GGC TGC TGA GT 3

Exon2 downstream Ex2 rev 5 TGG TGT ATG TGG TCT GCT TT 3’

Exon3 upstream Ex3 fw 5 TAAACC TGT TTG GGG AGG TAG 3
Exon3 downstream Ex3 rev 5" CTC TGG ACA AAT CTG TAT AGT 3
Exon4 upstream Ex4 fw 5 GGT TAAGTG GTT TGAACAGA Z

Exon4 downstream Ex4 rev 5 TGT GCT GCA GGT AAT GTC TAC 3
Exon5 upstream Ex5 fw 5" GCA AAG GCATGG CTT GTAATG 3
Exon5 downstream EX5 rev 5 TGACATTTC CAACCATTITCCAG S
Exon6 upstream Ex6 fw 5 AGACTC GTT CTC TGAGTAAGAC 3
Exon6 downstream EX6 rev 5" GTG TGA AAT GCAATG TGAGAT G 3
Exon7 upstream EX7 fw 5" TGC CCACAT TTC TTC TCC ATG 3’

Exon7 downstream EX7 rev 5 CAGCTC TTG AGC GGC AGAG 3
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Die Analyse der 22 kodierenden Exons (2-23) mit anliegenden Intronbereichen des
POLG1-Gens orientierte sich an [65] (Abb. 7). Exon 1 ist nicht kodierend.

Abbildung 7 Primer POLG1-Gen

[nach Lamantea et al., 2002 S. 214]

Exon2a upstream Ex2a fw 5" CTC CAC GTC TTC CAG CCAGTAAAA Z 413bp
Exon2a downstream Ex2arev 5" TTC TGC AGG TGC TCG ACG CT 3

Exon2b upstream Ex2b fw 5" GGG CTG CAC GAG CAAATCTT & 509bp
Exon2b downstream Ex2b rev 5" AGC ACG TAA CAG GAC CTC AGA AAA 3

Exon3 upstream Ex3 fw 5" TAG GTG TGC AGT GGTTGT TG 3’ 338bp
Exon3 downstream Ex3 rev 5" AAC CAC TGA GAT TAG GGC TC 3’

Exon4 upstream Ex4 fw 5" TCC ACA CCA CCAAGC AGT GGT 3 299bp
Exon4 downstream Ex4 rev 5" AGA GGG GGT CCC AAG CAC TAT 3

Exon5/6 upstream Ex5/6 fw 5" ATAGTG CTT GGG ACC CCC TCT 3 506bp
Exon5/6 downstream Ex5/6 rev 5 GTACCAGGAACACACTGACCYZ

Exon7/8 upstream Ex7/8 fw 5" TCA GGG ATTGGG CCAGTCTT 3 461bp
Exon7/8 downstream Ex7/8rev 5" ATG GGC AAC TTG CTG GCT GT 3

Exon8/9 upstream Ex8/9 fw 5 TGG AGT GGG ACC TGC AAG AA 3 479bp
Exon8/9 downstream Ex8/9 rev 5" CTG AGA ATG GAG CAAGGG TA 3

Exon10 upstream Ex10 fw 5°GGG ACATTG TGA GAG AGAGA 3 401bp
Exon10 downstream Ex10 rev 5 ACT CTT TCC ACT AGC CTG AG 3

Exonl11/12 upstream Ex11/12 fw 5" CAG AGT GGG CAT CTG GTAAT 3 525bp
Exonl11/12 downstream Ex11/12 rev 5" AAG AGG AAG CCCTTTCCACC 3

Exonl3 upstream Ex13 fw 5" ATG GCC CTT GCT GAATGC AG 3 224bp
Exonl13 downstream Ex13 rev 5 TGG GCC TTG AGC AGA ATG AG 3

Exonl14 upstream Ex14 fw 5" GCA GGT ACT CAC GTT GTG TC 3 319bp
Exonl14 downstream Ex14 rev 5 CTG TGG GAA TCC AGG GTT AG 3

Exon15/16 upstream Ex15/16 fw 5" GGA TGT GGG ATA GAT TCT GCT 3’ 409bp
Exon15/16 downstream Ex15/16 rev 5" CCT CAG AGC CCAGTT TCTACA 3

Exonl17/18 upstream Ex17/18 fw 5 GTA GGA AGAGTC TCATTT GGG 3 574bp
Exonl17/18 downstream Ex17/18 rev 5" CCT GGG TGT TAAAGT GGATG 3

Exon19/20 upstream Ex19/20 fw 5" TGAACATTC CTT GCC AAGGC 3 525bp
Exon19/20 downstream  Ex19/20 rev 5" TCT GCC CAT GCT CCA AAG GTA 3

Exon21 upstream Ex21 fw 5 GCT TCT ACCCTG GAG TTAATTG 3 345bp
Exon21 downstream Ex21 rev 5" CAA GGA ACG CTC ACC CAAAG 3

Exon22 upstream Ex22 fw 5" GTC ATT GCT CCA GGA GTG AT 3 306bp
Exon22 downstream Ex22 rev 5 CTGTTC TCCAAGACCCACTT 3

Exon23 upstream Ex23 fw 5" GCTCCTTTGCTCACTTCTGA 3 277bp
Exon23 downstream Ex23 rev 5" CTA CTG AAA AAT GGC TGG CC ¥
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Die PCR-Reaktion wird in automatischen Thermocyclern durchgefuhrt, die Uber
beheizbare Deckel verfigen, um Volumenschwankungen durch verdunstendes Wasser
zu vermeiden. Zunachst wird die doppelstrangige DNA erhitzt, um die Strange zu
trennen. Die Denaturierungstemperatur betragt 95°C und die Denaturierungszeit
funfzehn Minuten. Dann wird die Temperatur gesenkt, so dass sich die Primer an die
einzelnen DNA-Strange anlagern konnen. Die Temperatur hangt dabei von den
Primern ab und liegt normalerweise 25°C unter ihrem Schmelzpunkt. Die Annealing-
temperatur liegt bei 57°C (POLG1) bzw. 55°C (DGUOK), die Annealingzeit betragt eine
Minute. Dann fillt die DNA-Polymerase die fehlenden Strange mit Nukleotiden auf, die
Elongationstemperatur liegt bei 72°C fir eine Minute. Es werden insgesamt 40 Zyklen

durchlaufen.

Das Gesamtreaktionsvolumen betragt 50,00 pl und setzt sich wie folgt zusammen:
PCR-Ansatz: 36,75 ul Aqua bidest

5,0 ul DMSO (POLGL1: Exon 2a, 2b; DGOUK: Exon 1, 2, 3, 5, 6)

1,0 ul ANTP

5,0 ul 10xPuffer (enthalt MgCI*)

0,5 ul pro Primer forward/ reverse (Abb. 6 und 7)

1,0 pl DNA

0,25 ul Hot Start Taq

4.3.2.2 Gelelektrophorese und Reinigung

Die Agarose-Gelelektrophorese ermdglicht das Auftrennen von linearen DNA-Frag-
menten nach ihrer Gré3e. Die aufgrund ihrer Polyanion-Struktur stark negativ gelade-
nen Nukleinsauren wandern im elektrischen Feld zum positiven Pol. Dabei ist ihre
Laufgeschwindigkeit in weiten Bereichen umgekehrt proportional zum Logarithmus
ihrer Lange. Mit Hilfe von Agarosegelen wird die DNA der Gro3e nach zwischen ca. 50

bp bis ca. 16 kb aufgetrennt und das PCR-Produkt anhand seiner GroR3e identifiziert.

Das von uns verwendete zweiprozentige Agarosegel erhalt man durch Aufkochen von
4 g Agarose in 200 ml 0,5xTBE-Puffer. Nach Zugabe von 10 pl Ethidiumbromid zum
Agarosegel, um die DNA sichtbar zu machen, wird die noch warme Ldsung in die

Gelkammer gegossen.

Nachdem das Gel erstarrt ist, wird es in eine mit 5XTBE-Puffer gefillte Gelkammer

gelegt. Die Proben werden mit einer Pipette in die Geltaschen gefillt, nachdem sie mit
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Blue Juice versetzt wurden. Um die Grol3e der Banden besser beurteilen zu kdnnen,
wird immer ein DNA-Langenstandard mit aufgetragen (1kb Marker der Firma
Invitrogen). Die Kammern laufen mit 124 Volt. Der Lauf wird beendet, wenn das
mitlaufende Bromphenolblau das letzte Drittel des Gels erreicht hat.

Unter UV-Licht werden die Banden dann sichtbar gemacht und als Foto festgehalten
(Abb. 8).

Abbildung 8 Gelelektrophorese POLG1 und DGUOK nach PCR
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Um die Templates aus dem Agarosegel zurickzugewinnen, werden die Banden
ausgeschnitten und in der Gelextraktion mithilfe des QIAquick®Gel Extraktion Kit

(Qiagen) nach Angaben des Herstellers gereinigt.

4.3.2.3 Sequenzier-PCR

Nach der Reinigung des PCR-Produktes wird die Bandenstarke durch eine erneute
Gelelektrophorese visualisiert, sie bestimmt die in der Sequenzierreaktion
einzusetzende Menge an Gelextrakt-Produkt (Abb. 9).
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Als Reagenz fir die Sequenzierreaktion beim automatischen Sequenzieren verwenden
wir den ABI PRISM Big Dye Terminator Cycle Sequenzing Kit von Applied Biosystems,

der die vier markierten Dideoxynukleotide, Deoxynukleotide, Puffer und die
Polymerase enthalt.

Sequenzier-PCR-Ansatz: DNA + Aqua bidest — 7,5 ul
0,5 ul Primer
2 ul Big Dye

4.3.2.4 Gelfiltration

Nach der Sequenzierreaktion (Denaturierung 94°C 1min, Annealing 57°C bzw. 55°C 15
sec, Extension 60°C 4 min, 35 Zyklen) wird die Probe iiber das DyeEx™ 2.0 Spin Kit
(Firma Qiagen) gereinigt. Bei dieser Gelfiltration werden Uberschiussige Big Dye
Molekile und Salze durch die Saule zurlckgehalten. AnschlieBend werden 20 ul
Formamide dazugegeben. Durch 5-minltiges Erhitzen auf 95°C wird die Probe

denaturiert und dann sofort auf Eis abgekiihlt. Nun kann die Probe in Sequenziercups
abgefillt werden.

4.3.2.5 Analyse der Basenabfolge

Bei dem von uns verwendeten ABIPRISM™ 310 Genetic Analyzer (Applied
Biosystems, PE) werden die sequenzierten Strdnge in einer Kapillare getrennt und
entsprechend ihrer L&nge von einem automatischen Laserscanner detektiert. Der
Rechner zeichnet dann die hintereinander erfassten Fluoreszenzsignale als farbige
Peaks entsprechend der Basenabfolge auf.
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Die POLG1-Sequenzen wurden mit der Genbank Referenz (Gl: 4505936) verglichen,
die DGUOK-Sequenzen mit der Genbank Referenz (Gl: 18426966).
(www.blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)

4.3.3 Sequenzierung der cDNA des POLG1- und DGUOK- Gens

4.3.3.1 RNA-Extraktion

Die Isolierung der gesamt-RNA wurde mit dem RNeasy Kit (Quiagen) nach Angaben
des Herstellers durchgefuhrt.

Die Zellen werden in 600 ul einer Lésung aus 1000 pl Puffer RLT und 10 pl R-ME
lysiert und durch Ultrazentrifugation bei 1400 U zwei Minuten von Proteinen und DNA
getrennt. Dann werden 600 ul Ethanol 70% dazugeben und die Zellen durch
mehrfaches Auf- und Abpipettieren gelost. 600 pl dieser Losung werden auf ein
RNeasy mini colum pipettiert und bei 10000 U funfzehn Sekunden zentrifugiert. Nun
wird das Zentrifugat verworfen und der Vorgang wiederholt. 700 pl Puffer RW1 werden
dann auf das RNeasy mini colum gegeben und bei 10000 U funfzehn Sekunden
zentrifugiert. Nachdem die Saule auf ein neues Colum gesetzt wurde, werden 500 pl
Puffer RPE dazugegeben und bei 10000 U finfzehn Sekunden zentrifugiert. Dann
werden nochmals 500 ul Puffer RPE auf die Saule pipettiert und zwei Minuten bei
10000 U zentrifugiert. Im Anschluss wird die Saule auf ein Eppendorf Cup gesetzt, 50
ul RNase freies Wasser dazu gegeben und bei 10000 U Uber eine Minute geldst. Die
RNA ist als glasernes Pellet am Boden des Zentrifugenrbhrchens zu erkennen. Sie

wird bei -70°C gelagert.

4.3.3.2 Sequenzierung der cDNA

In einer Reverse-Transkription wird eine RNA-Sequenz in die entsprechende cDNA-
Sequenz umgeschrieben. Dazu sind eine RNA-Matritze, ein 3' Primer, eine Reverse-
Transkriptase sowie die vier Nukleosidtriphosphate notwendig. Die Sequenzierung der
cDNA erfolgte mit den entsprechenden cDNA Primerpaaren und dem One-step-RT-
PCR Kit (Quiagen) entsprechend dem Standardprotokoll des Herstellers (Abb. 10).
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Das Gesamtreaktionsvolumen betragt 50,00 pl und setzt sich wie folgt zusammen:
Reaktionsansatz: 29 pul RNase freies Wasser

10 pl 5xPuffer

2 ul dNTP

1 pl pro Primer forward/ reverse (Abb. 10)

5 pl RNA

2ul Enzym Mix

Annealingtemperatur: 55°C
Die RT-PCR- und PCR-Produkte wurden anschlieRend mittels Elektrophorese auf
einem Agarose-Gel sichtbar gemacht (Abb. 10), dann erfolgte die Reinigung und

Sequenzier-PCR wie oben beschrieben.

Die cDNA-POLG1-Sequenzen wurden mit der Genbank Referenz (Gl: 29791647) und
die cDNA-DGUOK-Sequenzen mit der Genbank Referenz (Gl: 18645173) verglichen.

Abbildung 10 cDNA-Primer POLG1- und DGUOK-Gen

POLG1-Gen

1fw 5 CCAGCC AGT AAA AGA AGC CAA G 3’ 685 bp

lrev 5 CAA GCA GAC CTC CAC GTC GAAC 3’

2fw 5 CAACCT GGA CCA GCA CTT 3 667 bp

2rev 5 CTG ACT GTT GAC ACT GCT GA 3

3fw 5 GCG CAG TCT GTG GAT AGC 3’ 737 bp

3rev 5 CCC TTC AGC TTC TGC AAG 3°

4fw 5 CAC AGC CAG CAA GTT GC 3 741 bp

4rev 5 CTT GTG AGG CAG CTT GAT 3’ 5

5fw 5 AGG TCAACC CCTAGCTCTG3  819bp 3

Srev 5 GTACAT CTG CTG GGC CTT C 3’ % W N e o< b oo

6fw 5 GAG CAT GCC AAAATC TTCAAC 3 949 bp 25 88 88 §

6rev 5 CAC CCA CCC CGA TGA AGC 3 oowowdww
DGUOK-Gen

fw 5 CTCTTT CTAAGT CGG CTT CG 3’

rev 5 CTT TAC AAAGGT GTT TACCT 3
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4.3.4 Restriktionsfragment-Langen-Polymorphismus (RFLP)

4.3.4.1 POLG1-Gen: p.A467T

Zum Screening der haufigsten Missense-Mutation im POLG1-Gen p.A467T fuhrten wir
die RFLP-Analyse durch. Die Region mit der Mutation im Exon 7 wurde wie oben
beschrieben amplifiziert. Das Restriktionsenzym Bal | erkennt folgende DNA
Sequenzen 5°...TGGYCCA...3" und 3"...ACCYGGT...5". Als Negativkontrolle diente
eine DNA Probe aus dem Blutspenderkollektiv. Als Positivkontrollen wurden DNA
Proben mit bereits nachgewiesener heterozygoter bzw. homozygoter p.A467T Mutation
hergenommen. Die RFLP Analyse wurde sowohl in DNA Proben des Patienten-
kollektivs als auch in 200 DNA Proben aus dem Blutspenderkollektiv deutscher

Herkunft durchgefihrt.

Verdau-Ansatz: 17,3 pl PCR-Produkt
2,0 pl 10xPuffer G (Promega)
0,2 ul BSA (Promega)
0,5 ul Bal | (Promega)

Der Verdau wurde sechszehn Stunden bei 37°C inkubiert. Das Restriktionsenzym
schneidet alle Fragmente mit entsprechender Sequenz. Durch Auftragen auf
zweiprozentiges Agarosegel wurden die DNA Banden der GroRRe nach getrennt und
mithilfe von Ethidiumbromid sichtbar gemacht (Abb. 11 und 12).

506 bp —3 «4— Mutante

<— Wildtyp

Abbildung 11 p.A467T-Verdau

Als Langenstandard wurden 2 pl der
1 kb-DNA Leiter (Marker) eingesetzt
(Bande bei ca. 506m bp sichtbar). Die
Mutante wird vom Restriktionsenzym
Bal | nicht geschnitten. Der Wildtyp
wird vom Restriktionsenzym Bal |
geschnitten.
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Mutante
Wildtyp

Abbildung 12

p.A467T-Verdau

Die Patienten 14 und
12 zeigen einen
heterozygoten Status
fur die Missense-
Mutation p.A467T.
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4.3.4.2 DGUOK-Gen: p.S52F, p.Q170R, p.M1V und p.M1l

Patient 19
Patient 14
Patient 30
Patient 12
Patient 6

50 Kontroll-DNA Proben aus dem Blutspenderkollektiv wurden auf folgende DGUOK-
Mutationen mittels RFLP getestet: p.M1V, p.M1l, p.S52F und p.Q170R [44 S. 1131].
Durch Auftragen auf dreiprozentiges Agarosegel versetzt mit Ethidiumbromid wurden
die DNA Banden evident.

Die RFLP Analyse fir die p.S52F Mutation wurde mithilfe des Forward-Mismatch-
Primers 5" - ATTTGCATTGCAGCTGTGGGAGAG - 3", des Reverse-Primers von Exon
2 (Abb. 6) und des Restriktionsenzyms Mly | durchgefuhrt. Mly | identifiziert die

Sequenz 5°...GAGTC(N),"...3". Der Verdau wurde 16 Stunden bei 37°C inkubiert
(Abb. 13).
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506 bp —
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Abbildung 13
p.S52F-Verdau

Bei Patient 2 liegt die Missense-
Mutation p.S52F homozygot vor.
Vater und Mutter zeigen einen
heterozygoten Status.
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Fur die RFLP Analyse der p.Q170R Mutation wurden ein Forward-Mismatch-Primer mit
der Basenabfolge 5 - AGTGACATCGAGTGGCATATCTAG - 3° zusammen mit dem
Reverse-Primer von Exon 4 und dem Restriktionsenzym Fau | benutzt. Fau | erfasst
die Sequenzen 5°...CCCGC(N),"...3" und 3"...GGGCG(N)s"...5". Die Proben wurden
16 Stunden bei 55°C inkubiert.

Fur die RFLP Analyse von p.M1V und p.M1l wurden die PCR Produkte von Exon 1 mit
dem Restriktionsenzym Bcc | 16 Stunden bei 37°C inkubiert. Bec | identifiziert folgende
Sequenzen: 5°...CCATC(N),"...3'und 3"...GGTAG(N)s"...5".

4.4  Statistische Auswertung

Zur Auswertung der klinischen Daten wurde das Statistikprogramm Statview
verwendet. Die Patienten wurden hinsichtlich der Merkmale in Tabelle 5 ausgewertet
und aufgrund ihrer klinischen und molekulargenetischen Merkmale in verschiedene
Gruppen eingeteilt. Die Gruppen wurden hinsichtlich Median, Range und prozentualen
Anteil am Gesamtkollektiv analysiert. Bei der Auswertung habe ich mich fir die Angabe
des Medians anstelle des Mittelwertes entschieden, da der Median auch extrem
abweichende Werte bericksichtigt und sich gut als Lageparameter fir nicht normal
verteilte Grundgesamtheiten eignet. In der Auswertung wurden die Werte fir Median

und Range in Klammern angegeben (Median; Range).
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Um die Gruppen miteinander zu vergleichen wurde zuerst einen Mehrfeldertest, der
Kruskal-Wallis-Test, benutzt. Der Kruskal-Wallis-Test ist ein nicht parametischer Test
fir mehrere unabhéangige Stichproben. Die Prifgrof3e ist hier ein Chi-Quadrat-Wert.
Chi-Quadrat-Wert p<0,05 zeigt einen signifikanten und p<0,001 einen hoch-
signifikanten Gruppenunterschied an. Fir weitere Einzeltests wurde der Mann-
Withney-U-Test angewandt. Der Mann-Withney-U-Test ist ein parameterfreier
statistischer Test, der zur Uberpriifung der Signifikanz der Ubereinstimmung zweier
unabhangiger Stichproben dient. Die Priufgrof3e ist der U-Wert. P<0,05 gibt einen
signifikanten Gruppenunterschied an. Wahrend p<0,001 einen hochsignifikanten

Gruppenunterschied angibt.
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5 Ergebnisse

5.1 Klinische Analyse

In der Datensammlung des Institutes fur Klinische Chemie, Molekulare Diagnostik und
Mitochondriale Genetik und der eingesandten Proben mit der konkreten Fragestellung
nach einem mitochondrialen DNA Depletionssyndrom konnte ich 44 Kinder deutscher,
Osterreichischer, polnischer und tdrkischer Abstammung mit neurologischen
Symptomen und Leberinsuffizienz ausfindig machen, bei denen andere Ursachen
eines hepatozerebralen Syndroms ausgeschlossen wurden. Sie wurden hinsichtlich
eines mitochondrialen DNA Depletionssyndroms und Mutationen im DGUOK- bzw.
POLG1-Gen untersucht. Bei 28 Kindern lagen uns Ergebnisse der biochemischen
Analyse der Atmungskettenenzyme vor. In 30 Fallen fihrten wir einen mitochondrialen
DNA Depletionstest durch. Lebergewebe wurde diesbeziglich in neun Fallen
untersucht. Von 37 Patienten stand uns DNA extrahiert aus EDTA-Blut, Muskel-,
Lebergewebe oder Fibroblasten zur Mutationsanalyse zur Verfiigung.

5.1.1 Gesamtkollektiv

Alle 44 Kinder prasentierten klinische Zeichen einer Leberdysfunktion sowie
neurologische Symptome mit unterschiedlicher Varianz. Tabelle 5 zeigt die klinischen

Merkmale dieser Patienten.

Die Mehrzahl unserer Patienten war mannlich (Geschlechtsratio 1,44; 26 mannlich/18
weiblich) und erkrankte im Alter von sechs Monaten (Range 0 - 99 Monate). Beinahe
die Halfte der erkrankten Kinder (19/44; 43%) verstarb vor dem zweiten Lebensjahr
(Median 12 Monaten; Range 1 — 105 Monate). Bei biochemischer bzw. molekular-
genetischer Analyse waren die Patienten im Mittel finfzehn Monate alt (Range 0,5 -
132 Monate). Einige Kinder (15/44; 34%) haben eine positive Familienanamnese, die
einen rezessiven Vererbungsmodus vermuten lasst. Es wurden Geschwisterkinder
bzw. Familienangehdrige mit gleichem Krankheitsbild, sowie unklare Aborte, neonatale
oder infantile Todesfalle geschildert. Andere Kinder (8/44; 18%) haben blutsverwandte
gesunde Eltern. Alle Patienten erkrankten an einer Hepatopathie. Es wurden milde
Verlaufe einer hepatozellularen Dysfunktion bis hin zur Leberinsuffizienz und
Leberversagen beschrieben. Ebenso litten alle Kinder an verschiedenen
neurologischen Erscheinungen. Die Varianzbreite reicht von milder bis schwerer

Enzephalopathie mit geistiger und/oder motorischer Retardierung, Epilepsie (17/44;
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39%), Myoklonien (4/44; 9%), Ataxie (3/44; 7%), Schlaganfall-&hnliche Episoden (2/44;
5%) und Nystagmus (8/44; 18%). Weitere haufig beobachtete Krankheitszeichen
waren muskulare Hypotonie (25/44; 57 %), teilweise einhergehend mit einem Anstieg
der Kreatinkinase im Serum (6/25; 24%), Sehverlust (11/44; 25%) und Kardio-
myopathie (7/44; 16%). Seltener wurden Nephropathie (4/44; 9%), exokrine Pankreas-
insuffizienz (3/44; 7%) und Horverlust (1/44; 2%) berichtet. Eine Laktatazidose als
diagnostisches Indiz flr eine mitochondriale Erkrankung wurde bei der Halfte der
Untersuchten (24/44; 55%) gemessen. Ragged-Red-Fibers (RRF) als histologischer
Nachweis einer mitochondrialen Zytopathie wurden in 3/44 Patienten (7%) unserer
Gruppe gefunden. Erstaunlicher Weise zeigte ein Proband des Kollektivs (Pat 34) mit
Hepatopathie, Enzephalopathie, muskularer Hypotonie, Myoklonus, Nephropathie,
Laktatazidose und CK-Erhéhung unter anderem auch einen T-Zell-Defekt. Ein
Zusammenhang zwischen mitochondrialer Dysfunktion und immunologischer
Erkrankung wird von Reichenbach et al., 2006 S. 321 beschrieben.

Beim Erheben der Daten kristallisierten sich nicht nur Unterschiede im klinischen
Verlauf sondern auch im Schweregrad der Erkrankung heraus. 8/44 Patienten hatten
eine schwere neonatal beginnende Hepatopathie mit unterschiedlich schwer
ausgepragten neurologischen Symptomen. Eine zweite Gruppe (13/44) prasentierte
ein Alpers Syndrom mit therapieresistenten Krampfanféllen, psychomotorischer
Entwicklungsverzogerung, Leberinsuffizienz und Leberversagen. Weitere 23 Patienten
zeigten verschiedene Formen und Schweregrade einer neurologischen Erkrankung mit
milder oder schwerer Leberbeteiligung und Symptomen anderer Organ-
manifestationen. Aufgrund dieser phéanotypischen und der molekulargenetischen
Ergebnisse habe ich unser Patientenkollektiv mit hepatozerebralem Syndrom in drei

Gruppen eingeteilt.

1. Patienten ohne molekulargenetischem Nachweis von Mutationen im POLG1-
Gen oder im DGUOK-Gen
Patienten mit der hepatischen Form des MDS und Mutationen im DGUOK-Gen
3. Patienten mit Alpers Phanotyp und Mutationen im POLG1-Gen
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Tabelle 5 Patienten mit hepatozerebralem Syndrom

Gruppe Gesamt- DGUOK- POLG1- keine
kollektiv Mutationen Mutationen Mutation

Patienten (n; %) 44 8; 18% 13; 30% 23; 52%
Geschlecht (w/m) 18/26 3/5 2/11 13/10
Manifestationsalter (Monate) 6 [0-99] 1[0-3] 9,5[2,5-81] 6 [0,25-99]
Tod (n; Monate) 19; 12 [1-105] 4; 7 [5-17] 7;16 [2,5-19] 8; 20 [1-105]
Alter bei Analyse (Monate) 15 [0,5-132] 2[1-18] 16,5 [2,5-108] 21[0,5-132]
pos. Familienanamnese 15; 34% 5; 63% 3; 23% 7, 30%
konsanguine Eltern 8; 18% 1,12,5% 4;31% 3, 13%
Hepatopathie 44; 100% 8; 100%; 1 LTx 13; 100% 23; 100%
Hepatopathie nach VPA 4: 9% 0 4;31% 0
Encephalopathie 44; 100% 8; 100% 13; 100% 23; 100%
Epilepsie 17; 39% 0 11; 85% 6; 26%
muskulare Hypotonie 25; 57% 6; 75% 8; 62% 11; 48%
Nystagmus 8; 18% 5; 62,5% 1; 8% 2; 9%
Myoklonus 4, 9% 0 3; 23% 1; 4%
Stroke-like episodes 2;5% 0 2; 15% 0
Ataxie 3, 7% 0 0 3;13%
Nephropathie 4: 9% 1,12,5% 0 3, 13%
Kardiomyopathie 7;16% 0 2;15% 5; 22%
exo. Pankreasinsuffizienz 3, 7% 1, 12,5% 0 2; 9%
Sehverlust 11; 25% 0 4;31% 7, 30%
Laktatazidose 24; 55% 8; 100% 6; 46% 10; 43%
a-Fetoproteinamie 3; 7% 2;25% 0 1; 4%
CK-Erhéhung 6; 14% 2; 25% 0 4;17%
AE-Defekt (n/n untersuchten; %) 25/28; 89% 3/5; 60% 6/6; 100% 16/17; 94%
23M; 2L 3M 5M; 1L 15M; 1L
mtDNA Depletion (n/n 15/30; 50% 5/5; 100% 5/6; 83% 5/19; 26%
untersuchten; %) 1M; 4L 3M; 4L; 2Hi; 3M; 1L; 1F;
1He; 1F 1N
DNA (n/n) 37/44
DGUOK-Mutationen + 8/44 +8 -12/12
POLG1-Mutationen +13/44 +13 -14/14

F=Fibroblasten, He=Herz, Hi=Hirn, L=Leber, m=mannlich, M=Muskel, Monate=Median und [Range],
n=Anzahl, N=Niere, w=weiblich, %=Prozentzahl

5.1.2 Patienten ohne Nachweis einer Mutation im POLG1-Gen oder DGUOK-Gen

Bei der Halfte der Kinder (23/44; 52%) unseres Kollektivs mit klinisch manifester
Hepatopathie und Enzephalopathie konnten wir weder pathogene Veranderungen der
Basenabfolge im POLG1-Gen noch im DGUOK-Gen identifizieren (Tab. 5). Darunter
sind 10/23 Jungen (43%) und 13/23 Madchen (57%). Die Kinder erkrankten zwischen
0,25 und 99 Monaten (Median 6 Monate). Acht Kinder verstarben (Range 1 - 105
Monate; Median 20 Monate). 7/23 Kinder (30%) haben Familienmitglieder mit gleicher
oder ahnlicher Erkrankung. 3/23 Kinder (13%) haben konsanguine Eltern. Wahrend wir
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Zeichen einer manifesten Lebererkrankung sowie neurologische Symptome bei allen
Kindern verzeichnen konnten, hatte nur die Halfte (11/23; 48%) eine ausgepragte
Muskelschwéche und nur 26% (6/23) eine Epilepsie. Weitere héaufig beobachtete
Symptome waren Sehverlust (7/23; 30%), Laktatazidose (10/23; 44%) und Kardio-
myopathie (5/23; 22%). Seltener wurden Ataxie (3/23; 13%), Nephropathie (3/23;
13%), CK-Erhdhung (4/23; 17%), Nystagmus (2/23; 9%), Myoklonus (1/23; 4%), Alpha-
Fetoprotein-Erhéhung (1/23; 4%), und RRF (1/23; 4%) beschrieben. Bei siebzehn
Patienten lagen die Aktivitatslevel der Atmungskettenenzyme im Muskel- oder
Lebergewebe vor. Dabei hatten nahezu alle Kinder (16/17; 94%) einen
Atmungskettendefekt. Ein Depletionstest fihrten wir in neunzehn Gewebeproben durch

und wiesen in einem Viertel (5/19; 26%) eine mitochondriale DNA Depletion nach.

5.1.3 Patienten mit der hepatischen Form des MDS und Mutationen im DGUOK-
Gen

Die hepatozerebrale Form des MDS ist durch das frihe Auftreten einer Leberzirrhose
und eine relativ mild verlaufende Enzephalopathie gekennzeichnet. Typischerweise
fallen die meisten Patienten innerhalb der ersten sechs Lebensmonate durch ein friih
manifestes, progressiv verlaufendes Leberversagen, neurologische Abnormalitaten,
Nystagmus, Gedeihstérung, Hypoglykéamie und Laktaterhohung im Blut auf. Die Leber-

erkrankung steht im Vordergrund und ist haufig fur das friihe Versterben verantwortlich.

Unter unseren acht Patienten mit Mutationen im DGUOK-Gen sind 63% (5/8) mannlich
und 38% (3/8) weiblich (Tab. 5 und 6). Die ersten Symptome wie lkterus prolongatus,
Hypoglykdmie, Erbrechen und Gedeihstérung manifestierten sich kurz nach der
Neonatalperiode (Range 0 — 3 Monate; Median 1 Monat). Viele (5/8; 63%) weisen eine
positive Familienanamnese mit ahnlich betroffenen Geschwisterkindern und ebenfalls
pathogenen Mutationen im DGUOK-Gen auf. Alle Patienten zeigen eine progressive
Lebererkrankung, die in 50% (4/8) der erkrankten Kinder fulminant zum Leberversagen
und Tod im Sauglingsalter fuhrte (Range 5 — 17 Monate; Median 7 Monate).
Neurologische Abnormalitdten traten ebenso in allen Beteiligten jedoch in variablen
Schweregraden von milder bis schwerer geistiger und motorischer Retardierung auf.
Muskulare Hypotonie (6/8; 75%) und Nystagmus (5/8; 63 %) konnten ebenfalls haufig
beobachtet werden. Ein Patient litt zusatzlich an einer exokrinen Pankreasinsuffizienz.
Ein anderer Patient wiederum prasentierte RRF in der Histologie des Skelettmuskels
und einen ausgepragten Horverlust. Bei allen Kindern war eine Laktatazidose

nachweislich. Zwei Patienten (25%) zeigten erhohte Tyrosinwerte und ein erhéhtes a-
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Fetoprotein bis 65000 U/l. Ein CK-Anstieg im Serum wurde ebenfalls in einem Viertel
der Falle dokumentiert. Ein kombinierter Atmungskettendefekt wurde in drei von funf
untersuchten Muskelbiopsien (60 %) gemessen. Bei funf Patienten wurde ein
Depletionstest praktiziert, der bei allen eine Verminderung des mtDNA Gehalts zum
Vorschein brachte. Ein Kind hatte eine mtDNA Depletion im Skelettmuskel, wéhrend
bei den anderen vier Patienten eine Verminderung des mtDNA Gehalts im
Lebergewebe gemessen wurde. Drei Patienten haben einen homozygoten Status, vier
sind compound heterozygot, in einem Patienten entdeckten wir bislang nur eine
pathogene heterozygote Mutation. Patient 1 wurde aufgrund des milden Verlaufs
erfolgreich lebertransplantiert. In der pathologischen Untersuchung der explantierten
Leber wurde zusatzlich zur diffusen Hepatopathie ein hepatozellulares Karzinom
festgestellt [43 S. 1133]. Ein weiterer Patient zeigte in der sonographischen
Untersuchung der Leber suspekte echoreiche Herde, die ebenfalls auf ein
hepatozellulares Karzinom hindeuteten. Beiden Patienten sind eine drastische
Erhéhung des Alpha-Fetoproteins im Serum und eine mitochondriale DNA Depletion im

Lebergewebe gemeinsam.

Tabelle 6 Patienten mit DGUOK-Mutationen

Patient 1 2 3 4 5 6 7 8
Geschlecht w m w m w m m m
Manifestationsalter 2 15 1 0 0 3 0 nb
(Monate)

Tod (Monate) - 17 5 9 - - 5 nb
Alter bei Analyse (Monate) 2,5 2 1 5 1 18 2 nb
pos. Familienanamnese - dCs + + + - + +
Hepatopathie +/LTxX + + + + + + +
Entwicklungsverzdgerung A A A A + A s s
Epilepsie - - - - - - - -
muskulare Hypotonie - + + + - + + +
Nystagmus - A - aF - aF F F
Laktatazidose + + + + + + + +
a-Fetoproteindmie + + nb nb nb nb nb nb
CK-Erhdhung - - - A + - - -
AE-Defekt nM nM I-IlV M nu nu LILIVM ll-IVM nu
mMtDNA Depletion 74 L 149 L nu nu 125L 164 M 17% L nu
Mutation M1V S52F  S52F 681- L250S L250S ) 0o Stop - Stop

M1l S52F 684delGTTT M1T  MI1T aal05 aalos

Patienten 4 + 5 Geschwister, Patienten 7 + 8 Geschwister [Muller-Hocker et al., 2002; Taanman et al.,
2002], CS=konsanguine Eltern, L=Leber, M=Muskel, m=mannlich, n= normal, nb=nicht bekannt, nu=nicht
untersucht, LTx=Lebertransplantation, w=weiblich
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5.1.4 Patienten mit Alpers Syndrom und Mutationen im POLG1-Gen

Fast ein Drittel unseres Kollektivs (13/44; 30%) prasentierte Symptome eines Alpers
Syndroms, darunter elf Jungen (85%) (Tab. 5 und 7). EIf der Kinder erfillten alle
Kriterien eines typischen Alpers Syndroms. Auf eine positive Familienanamnese kann
in 23% (3/13) der Erkrankten verwiesen werden. Vier Kinder (31%) haben bluts-
verwandte Eltern. Als erstes neurologisches Krankheitszeichen traten bei allen Kindern
bis auf Patient 12 und 19 Krampfanfalle im S&uglingsalter auf (11/13; 85%), die héaufig
als infektassoziiert beschrieben wurden (Range 2,5 — 81 Monate; Median 9,5 Monate).
Im Verlauf entwickelten sich bei allen Kindern Symptome einer Leberdysfunktion, die in
einem Dirittel der Jungen (4/13; 31%) infolge einer Therapie des Krampfleidens mit
Valproinsaure auftraten. Die Halfte der Kinder, wiederum alles Jungen (7/13; 54%),
verstarb vor dem zweiten Lebensjahr (Range 2,5 — 19 Monate; Median 16 Monate).
62% (8/13) prasentierten zusatzlich Zeichen einer muskularen Hypotonie. Eine
Myoklonus-Epilepsie wurde in 23% der Falle (3/13) aufgezeichnet, Schlaganfall-
ahnlichen Episoden zeigten zwei (15%) Probanden. Eine Kardiomyopathie wurde
ebenfalls bei zwei Patienten dokumentiert. Vier Patienten (31%) hatten eine Visus-
verminderung. Eine Laktatazidose lenkte in 46% (6/13) der Falle die Aufmerksamkeit in
Richtung einer Stoffwechselerkrankung. RRF und COX negative Fasern zeigte ein
Patient in der histochemischen Untersuchung des Skelettmuskelgewebes. Ein
Atmungskettendefekt wurde in sechs der sechs untersuchten Gewebeproben (100%)
gemessen. Bei sechs Patienten konnten wir einen Depletionstest durchfiihren, der in
der Mehrzahl (5/6; 83%) eine Verminderung der mtDNA im Vergleich zur nDNA pro
Zelle nachwies. Neun Patienten (69%) haben einen compound heterozygoten
Mutationsstatus, wahrend wir bei vier Kindern (31%) bisher nur eine heterozygote

Mutation nachweisen konnten.
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Patienten mit POLG1-Mutationen

Tabelle 7

V<O V<O [9AZT 6 o<l1T
EV-GTSAlI EV-GTSAI V8929 YdSO0ES T%M%%M WWMMWm -GTSAI .m_.wwww mwmmm _/.__.HNMWQ +TZSAI W_MMMM .n__.wmwmﬂ uonemnn-To910d
+dTS0TO +dTS0TO 1797V 1/9vv
nu nu i wel nu nu nu HW  J0HA HIIN nu nu uonsjdeg YNQIW
el el el

1 N Majed-3av

nu nu W A+ N AR nu nu nu nu AN A Al I+Hdd nu VAVH
qu - + + qu - qu + + - + + - asopizerepfen
+ + - - qu - qu - - - + - + IsnpsAyss
qu - + - qu - qu - - + - - - alyredoAwoipre
qu - - - + - qu - - - + - - saposida ayI|-axons
qu - - - qu + qu - - - + + - SNUOINOAN
qu - - - qu - qu - + - - - - snwbelsAN
qu - + + qu + qu + + + + + - aluojodAH arginysnw
+ + - + + + + + + - + + + alsda|id3
+ + + + + + + + + + + + + Buniaiprelaisbunpoimug
+ + + + N+ N+ + + + + + N+ N+ alyyedoredaH
+/SO +/SD SO - qu (S0 qu - - - - + - asauweueusljiwe ‘sod
qu qu sz 6 96 80T : T o S9T  II T 12 (Sreuon)
asAeuy 19q 1oy
qu qu Sz qu - - 9T 1T 9T G'oT 6T T - (ereuoN) poL
qu qu sz 6 18 vz 4 8 9 9 ST g6 LT (Sreuon)
lajfesuoneisajiue
w w w Mm w Mm w w w w w w w 1Yyo8|yase9
Tc 0¢ 6T 8T LT 9T =1 V1 €T ¢l 1T 0T 6 luslied

konsanguine Eltern,

Patienten 20+21 Geschwister, Patienten 13+14 [Tesarova et al., 2004 S. 218], CS

Herz, Hi=Hirn, L=Leber,

Fibroblasten, He=
Muskel, m

F=

Valproinsdure, w=weiblich

nicht bekannt, nu=nicht untersucht, v=

= normal, nb=

mannlich, n

M=
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5.1.5 Unterschiede der einzelnen Gruppen und Signifikanzen

Um zu bestatigen, dass sich die drei Gruppen ,Patienten ohne Mutationsnachweis®,
,Patienten mit DGUOK- Mutationen® und ,Patienten mit POLG1-Mutationen und Alpers
Syndrom“ unterscheiden, wurden die Werte degruppiert und ein Mehrfeldertest
(Kruskal-Wallis-Test) zur Auswertung benutzt. Dieser zeigte in Bezug auf das
Manifestationsalter signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen (p=0,0037;
p<0,05) (Abb. 14). Damit waren weitere Einzeltests moglich. Ich wandte den Mann-
Withney-U-Test an und verglich die einzelnen Gruppen miteinander. Ein signifikanter
Unterschied der einzelnen Gruppen liegt vor, wenn p<0,05 ist. Ist p<0,001 liegt ein
hochsignifikanter Gruppenunterschied vor. Dabei stellte sich heraus, dass sich die
beiden Gruppen , Patienten ohne Mutationsnachweis“ und ,Patienten mit DGUOK-
Mutationen® signifikant in Bezug auf das Manifestationsalter unterscheiden (p=0,0275).
Die Kinder mit Mutationen im DGUOK-Gen erkrankten im Median im Alter von einem
Monat, wahrend bei den Kinder ohne Mutationsnachweis erst im Median von sechs
Monaten erste Krankheitszeichen beobachtet wurden. Die Gruppen ,Patienten mit
DGUOK-Mutationen® und ,Patienten mit POLG1-Mutationen“ unterschieden sich mit
hoher Signifikanz (p=0,0007). Die Kinder mit einem Alpers Syndrom erkrankten im
Median mit neuneinhalb Monaten.

140
120 A

100 - °

Manifestationsalter (Monate)

Abbildung 14

Box-Diagramm fir

-40 == _ Manifestationsalter
keine Mutation DGUOK POLG1
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Dann prufte ich in wie weit sich die drei Gruppen bezuglich der Kriterien in Tabelle 5
unterscheiden. Dabei stellte sich ein signifikanter Unterschied zwischen den Patienten
ohne Mutationsnachweis, den Patienten mit DGUOK-Mutationen und den Patienten mit
POLG1-Mutationen hinsichtlich einer mitochondrialen DNA Depletion (p=0,0079)
heraus. Dies zeigt, dass Mutationen im DGUOK- und POLG1-Gen in unserem Kollektiv
regelmafig (10/11; 91%) mit einer mtDNA Depletion im Muskel- und / oder Leber-
gewebe einhergehen. Unterdessen haben nur 26% (5/19) der Patienten ohne

Mutationsnachweis eine mtDNA Depletion im untersuchten Gewebe.

Beim Vergleich der Gruppen ,Patienten mit DGUOK-Mutationen“ und ,Patienten mit
POLG1-Mutationen“ ergab sich beim Merkmal Epilepsie ein hochsignifikanter
Unterschied (p<0,0001). Die Epilepsie ist ein fiihrendes Symptom des Alpers
Syndroms. Von den dreizehn Patienten mit Alpers Syndrom haben elf Patienten eine
Epilepsie, wahrend bei keinem Patient mit Mutationen im DGUOK-Gen Krampfanfalle
beschrieben wurden. Einen weiteren hochsignifikanten Unterschied fanden wir beim
Merkmal Nystagmus (p<0,0001). Bei funf der acht Patienten mit DGUOK-Mutationen
wurde ein Nystagmus beschrieben. Hingegen hatte nur ein Patient mit POLG1-

Mutationen einen Nystagmus.

5.2 Biochemische Analyse

Die biochemische Analyse der Aktivitat der Atmungskettenenzymkomplexe wurde in 28
Gewebeproben durchgefuhrt. In 25 Fallen maRen wir verminderte Aktivitatslevel der
von der mtDNA kodierten Komplexe (89%; 23/25 im Muskel; 2/25 in der Leber). Die
Mehrzahl (22/25; 88%) dieser Patienten hat einen kombinierten Atmungskettendefekt,
am haufigsten einen kombinierten Komplex I+IV (6/22; 27%) und 1I-IV Mangel (5/22;
23%) (Abb. 15).

Interessant ist, dass in funf dieser Gewebeproben zusatzlich die Aktivitdt von Komplex

Il vermindert war, in zwei Fallen einhergehend mit Mutationen im POLG1-Gen und in

einem Fall mit Mutationen im DGUOK-Gen.
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Abbildung 15 Atmungskettendefekte unseres Kollektivs

Arten der Atmungskettenenzymdefekte unseres Kollektivs
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5.3 Molekulargenetische Analyse

5.3.1 mtDNA Depletionstest

Bei 30 Patienten konnten wir auf DNA, extrahiert aus Muskel-, Lebergewebe oder
Fibroblasten, zurtickgreifen und den Gehalt an mitochondrialer DNA pro Zelle im
Vergleich zur nukledren DNA messen. Eine ausgepragte Depletion der mtDNA

Molekile zeigte sich in der Halfte der untersuchten Gewebsproben (15/30; 50%)
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sowohl im Muskelgewebe, Lebergewebe, Herzmuskel, Hirngewebe, Nierengewebe als
auch in Fibroblasten (Abb. 16).

Mutationen im DGUOK-Gen gingen in unserem Kollektiv in allen untersuchten Féallen
(5/5) mit einer Depletion der mitochondrialen DNA einher. Eine mtDNA Depletion
infolge von Mutationen im POLG1-Gen wurde in 83% (5/6) der untersuchten Gewebe-
proben gefunden. Nur in 26% (5/19) der Patienten ohne Mutationen wurde eine mtDNA

Depletion nachgewiesen.

Binnen unserer Patienten mit mtDNA Depletion im Lebergewebe (9/15) hatten vier
Patienten Mutationen im DGUOK-Gen, vier Patienten Mutationen im POLG1-Gen und
nur ein Patient keinen Mutationsnachweis. Eine Verminderung der mtDNA Kopien im
Muskelgewebe wurde bei einem Kind (Patient 6) durch Mutationen im DGUOK-Gen
und bei drei Kindern durch pathogene Mutationen im POLG1-Gen verursacht. Bei drei

weiteren Kindern konnte keine pathogene Mutation nachgewiesen werden.

Patient 12 hatte eine mtDNA Depletion sowohl im Skelettmuskel als auch im Leber-
und Herzmuskelgewebe. Patient 13 zeigte eine mtDNA Depletion im Lebergewebe,
Hirngewebe und in Fibroblasten. Bei Patient 14 konnte eine Verminderung der mtDNA
Kopien im Muskel-, Leber- und Hirngewebe festgestellt werden. Alle drei Kinder haben
Mutationen im POLG1-Gen. Ein weiterer Patient (Patient 39) zeigte im Leber- und im
Nierengewebe eine deutliche Abnahme der mtDNA-Kopien. Bei diesem Jungen
konnten wir keine pathogenen Mutationen im POLG1- oder DGUOK-Gen finden.

Abbildung 16 Ergebnisse des mtDNA Depletionstests

mtDNA Depletion in der Leber mtDNA Depletion im Muskel
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5.3.2 Mutationsanalyse

Bei 37/44 Patienten stand uns DNA, extrahiert aus EDTA-BIut, Muskel-, Lebergewebe
und Fibroblasten, fir molekulargenetische Untersuchungen zur Verfligung. Patienten
mit im Vordergrund stehender Hepatopathie, Enzephalopathie und Nystagmus wurden
primar auf pathogene Mutationen im DGUOK-Gen getestet. Das POLG1-Gen wurde
zuerst bei Kindern mit therapieresistenten, epileptischen Anféllen und Hepatopathie

bzw. nach Therapie mit Valproinsaure einsetzendem Leberversagen analysiert.

5.3.2.1 Mutationen im DGUOK-Gen

Bei 8/44 Patienten (18%) unseres Kollektivs konnten wir insgesamt zwolf
Veranderungen der Basenabfolge im DGUOK-Gen nachweisen (Tab. 8). Darunter
befinden sich sieben Missense-Mutationen, die eine gut konservierte Aminosaure im

DGUOK-Protein verandern und eine durch 4 bp Deletion hervorgerufene Frameshift-

Mutation.
Patient | Exon |cDNA verursachter
Substitution Aminosaure-
austausch
1 1 1A>G M1V
1 3G>A M1l
2 2 155C>T SH52F
2 155C>T SH52F
3 2 155C>T SH2F
5 681- frameshift
684delGTTT
4 6 749T>C L250S
1 2T>C M1T
5 6 749T>C L250S
1 2T>C M1T
6 4 509A>G Q170R Tabelle 8
7 3 313C>T R105X DGUOK-Substitutionen
3 313C>T R105X
8 3 313C>T R105X Die von uns neu identifizierten
3 313C>T R105X Mutationen sind rot markiert.

Einige der sequenzierten Mutationen wurden bereits von anderen Forschungsgruppen
beschrieben. Wir konnten insgesamt finf neue pathogene Basenverdnderungen
finden, eine Frameshift-Mutation (681-684delGTTT) und vier Missense-Mutationen

(p.M1V, p.M1l, p.S52F, p.Q1l70R), von denen eine in zwei nicht verwandten,
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erkrankten Kindern nachgewiesen werden konnte. Die neu identifizierten Mutationen
p.M1V, p.M1l, p.S52F und p.Q170R konnten in 50 Kontrollproben nicht gefunden
werden.

Unter den acht betroffenen Patienten weisen zwei Kinder einen homozygoten und
sechs Kinder einen compound heterozygoten Status auf. Bei einem Patienten konnten
wir bisher nur eine pathogene heterozygote Missense-Mutation finden.

Drei verschiedene Mutationen (p.M1V, p.M1ll, MI1T) betreffen die Aminosaure
Methionin, die das Startcodon des Proteins darstellt. Dies ldsst an dieser Stelle einen

Mutations-Hot-Spot vermuten.

Bei Patient 1 fanden wir zwei compound heterozygote Missense-Mutationen in Exon 1
¢c.1A>G / p.M1V und c.3G>A / p.M1l. Interessant ist, dass beide Mutationen das Start-
Methionin des Proteins betreffen.

Bei Patient 2 fanden wir in der Sequenzierung des DGUOK-Gens eine nheue
in Exon 2 c¢.155C>T / p.S52F, die eine gut
konservierte Aminosaure betrifft (Abb. 17 und 19). Die gleiche Mutation fanden wir

homozygote Missense-Mutation

heterozygot in Patient 3 auf dem einen Allel. Das andere Allel tragt eine heterozygote 4
bp grol3e c.681-684 GTTT Deletion in Exon 5, die zu einem Frameshift fihrt (Abb. 18).

11y
AAACTG.
Il
- 230 240
250
Wildtyp: T CC
Mutante: T TC

Abbildung 17 Heterozygote Mutation
p.S52F von Patient 3
Der Basenaustausch TCC>TTC an Position

c.155 verandert die Aminosaure Serin zu
Phenylalanin.

Abbildung 18 Heterozygote 4 bp Deletion
681-684 GTTTdel von Patient 3

Der Basenverlust an Position ¢.681-684 fiihrt
zu einem Frameshift.
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Patient 4 und 5 sind compound heterozygot fur die bereits kirzlich beschriebenen
pathogenen Missense-Mutationen in Exon 6 c¢.749 T>C / p.L250S und in Exon 1
c.2T>C / p.M1T, die ebenfalls das Start-Methionin des Proteins betrifft.

In Patient 6 detektierten wir eine noch nicht beschriebene heterozygote Missense-
Mutation in Exon 4 ¢.509A>G / p.Q1l70R, die eine gut konservierte Aminosaure
verandert (Abb. 19). Der Vater des Kindes zeigt einen heterozygoten Status fir die
p.Q170R Mutation, wahrend die Mutter keine Veranderungen an dieser Basenstelle
zeigte. In 50 Kontrollproben konnten wir die p.Q170R Mutation nicht nachweisen.
Aufgrund der Heterozygotie vermuteten wir eine zweite pathogene Mutation. Wir
sequenzierten die Exon-Intron-Bereiche des DGUOK-Gens sowohl in der kindlichen als
auch in der miutterlichen DNA. Allerdings konnten wir keine weitere pathogene
Mutation entdecken. Die Analyse der cDNA des DGUOK-Gens aus Muskelgewebe des
Patienten enthillte zwei Banden. Eine Bande von normal langer cDNA beherbergt die
p.Q170R Mutation, wahrend die schmalere Bande (ungefahr 260 bp grof3, detektiert
durch RT-PCR) ein kurzes Transkript reprasentiert, welches Exon 1, Exon 6 und Exon
7 enthalt. Allerdings fehlen Exon 2 bis 5. Dieses kurze Transskript konnte jedoch auch
in Kontroll-cDNA entdeckt werden, was vermuten lasst, dass diese Bande nicht durch
einen Splicing-Defekt entsteht. Weitere Studien sind geplant, um die zweite pathogene
Mutation in dieser Familie zu finden.

Die homozygote ¢.313C>T / p.R105X Missense-Mutation in Exon 3 in Patient 7 und 8
fuhrt zu einem vorzeitigen Stoppcodon und wurde bereits 2002 beschrieben [108 S.
238, 239].

Table 2. Conservation of the Missense Mutations

$52F and Q170R
Genus Species Missense Mutation
Gonservation of S52F
Homo sapiens NIAVGKSTRVELLT
Bos taurus NIAVGKSTFVELLT
Canis familiaris NIAVGKSTFVKLLT
Mus musculus NIAVGKSTFVELLM
Xenopus NIAVGKSTFLRLLS
Tetraodon NIAAGKSTFVRLLE Abbildung 19
Congervation of 0170R )
Homo sapiens DIEWHIYQDWHSFLL Konservation der
Bos taurus DIEWHIYQDWHSFLL Missense-Mutationen
Canis familiaris DIEWHIYQDWHSFLL
Mus musculus DIEWHIYQDWHSFLL p.S52F and p.Q170R
Xenopus MEWTLYQEWHTFLI
Tetraodon FTEWAIYQDWHSLL [aus Freisinger et al., 2006

S. 1132]
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5.3.2.2 Mutationen im POLG1-Gen

Insgesamt 22 Veranderungen der Basenabfolge im Vergleich zur Referenzsequenz
des POLG1-Gens vom Homo sapiens fanden wir in 13/44 hepatozerebralen Patienten
(Tab. 9). Darunter befinden sich flinfzehn verschiedene Basenabfolgeveranderungen
einschliellich zwei neue Splicing-Mutationen und dreizehn Veranderungen, die die
Aminosauresaure-Sequenz betreffen (Missense-Mutationen) und gut konservierte
Aminoséauren im POLG1-Protein alterieren (Abb. 20).

Tabelle 9 POLG1-Substitutionen
: cDNA vergrsaghter Exonuklease | Linker | Polymerase
Patient | Exon o Aminosaure- .. . %
Substitution Domaéne Region Domaéne
austausch
9 7 1399G>A A467T + +
18 2740A>C T914P
10 13 2209G>C G737R .
14 2300C>A A767N
1 Ex721 / 1399G>A A_467T_ + +
IVS21+1T>C | splice-site
Intron
12 7 1399G>A A467T + +
22 3573G>T K1191IN
13 4 926G>A R309H + +
10 1880G>A R627Q
14 7 1399G>A A467T + +
16 2542G>A G848S
15 7 1399G>A A467T
Ex 15/ IVS15-9- splice-site + +
Intron c.2485del
12bp
16 21 3286C>T R1096C ++
3286C>T R1096C
17 10 1880G>A R627Q + +
21 3287G>A R1096H
18 4 1197C>G S305R +
19 3 803G>C G268A +
20 20 3073G>C G1051R +
21 20 3073G>C G1051R +

Die von uns neu identifizierten Mutationen sind rot markiert.
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Abbildung 20 POLG1-Substitutionen
[modifiziert nach Horvath et al., 2006 S. 1679]
A

2 3 456 789 10 1112 13 14 1516 1718 192021 22 23

309 467 627 737 914 1096 1191
B VR AR
I — | | |
o i _ _ A B C
Exonuclease Linker Region Polymerase Domain
Domain

Lokalisation der Intron / Splicing Veranderungen (A) und Aminoséure-Substitutionen (B). Rot = neue
Substitutionen; Blau = bereits beschriebene Substitutionen. Die Zahlen oben sind Beispiele von
spezifischen Lagen, um die Position der Aminosaurereste zu illustrieren. Die Exonuklease Domé&ne breitet
sich vom Aminoséure Rest 1 bis 418 aus. Die Polymerase Domane breitet sich vom Aminosaurerest 756
bis 1239 aus. Die Linker Region liegt zwischen den Aminosaureresten 418 und 756.

Insgesamt identifizierten wir neun noch nicht beschriebene pathogene Mutationen im
POLG1-Gen. Darunter befinden sich sieben Missense-Mutationen (p.T914P, p.G737R,
p.A767N, p.K1191N, p.R309H, p.R1096H, p.S305R) und zwei Splicing-Mutationen
(IVS21+1T>C, IVS15-9-del12bp).

Unter den dreizehn Patienten mit Mutationen im POLG1-Gen hat ein Patient eine
homozygote Mutation. Acht Patienten zeigen einen compound heterozygoten Status. In

4/13 DNA-Proben konnten wir jeweils nur eine heterozygote Mutation nachweisen.

Die p.A467T Mutation wurde erstmals 2004 von Naviaux et al. beschrieben und
seitdem in vielen Patienten gefunden. In unserem Patientenkollektiv konnten wir die
p.A467T Mutation in 38% der Patienten mit Mutationen im POLG1 nachweisen. Die
Pathogenitat der Missense-Mutation p.A467T in Exon 7 wurde bereits in autosomal

rezessiven CPEO Familien und bei Kindern mit Alpers-Syndrom bestétigt [88 S. 708].
Die Sequenzierung des Polymerase gamma-Gens in Patient 9 zeigte eine

heterozygote Missense-Mutation in Exon 7 ¢.1399 G>A / p.A467T (Abb. 21) und eine
neue heterozygote Missense-Mutation in Exon 18 ¢.2740 A>C / p.T914P (Abb. 22).
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A
! AAA N,

o 380

Wildtyp: GcCCcC Wildtyp: ACA

Mutante: A CC Mutante: CCA

Abbildung 21 Heterozygote Mutation Abbildung 22 Heterozygote Mutation
p.A467T von Patient 9 p.T914P von Patient 9

Der Basenaustausch GCC>ACC an Position Der Basenaustausch ACA>CCA an Position
€.1399 verandert die Aminosaure Alanin zu €.2740 verandert die Aminosaure Threonin
Threonin. zu Prolin.

In Patient 10 fanden wir zwei bisher noch nicht beschriebene heterozygote Missense-
Mutationen in Exon 13 ¢.2209 G>C / p.G737R und in Exon 14 ¢.2300 C>A / p.A767N.
Patient 11 zeigte in Exon 7 eine heterozygote Missense-Mutation ¢.1399 G>A /
p.A467T und in Intron-21 eine neue heterozygote Basenverdnderung T>C IVS21+1.
Diese heterozygote Splicing-Mutation, direkt nach Exon 21 im ersten Nukleotid des
Introns 21, verandert die Splicing-Stelle.

Infolge der Sequenzierung des POLG1-Gens konnten wir eine heterozygote Missense-
Mutation in Exon 7 ¢.1399G>A / p.A467T und eine neue heterozygote Missense-
Mutation in Exon 22 ¢.3573 G>T / p.K1191N in Patient 12 nachweisen (Abb. 23).

In Patient 13 konnten wir zwei heterozygote Missense-Mutationen identifizieren in Exon
4 ¢.926 G>A/ p.R309H und in Exon 10 ¢.1881G>A/ p.R627Q.

Als Ursache der Symptome von Patient 14 fanden wir zwei heterozygote Missense-
Mutationen im POLG1-Gen in Exon 7 ¢.1399 G>A / p.A467T und in Exon 16
c.2542G>A/ p.G848S.

In Patient 15 wiesen wir folgende heterozygote Mutationen nach: die Missense-
Mutation in Exon 7 ¢.1399 G>A / p.A467T und am Ubergang Intron15/ Exon 16 eine
neue 12 bp grol3e heterozygote Deletion, die die Splicing-Stelle zerstort und die ersten
drei Nukleotide von Exon 16 involviert IVS15-9 12Del.
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Patient 16 ist homozygoter Mutationstrager fir folgende bereits beschriebene
Missense-Mutation in Exon 21: c. 3286 C>T / p.R1096C.

Patient 17 zeigt einen compound heterozygoten Status fur zwei Missense-Mutationen
in Exon 10 ¢.1880G>A / p.R627Q und in Exon 21, die bisher noch nicht beschriebene
Mutation ¢.3287G>A / p.R1096H.

i Abbildung 23 Heterozygote Mutation p.K1191N von Patient 12

Wildtyp: A A G Der Basenaustausch AAG>AAT an Position ¢.3573 veréndert die
Mutante: A AT Aminosaure Lysin zu Asparagin.

In den folgenden vier Patienten fanden wir durch Sequenzierung des POLG1-Gens
jeweils nur eine heterozygote pathogene Mutation. Die Sequenzierung der Intron-Exon-
Bereiche ergab keine zweite pathogene heterozygote Mutation. In drei dieser
Patientenproben sequenzierten wir die cDNA. Diese Untersuchung brachte ebenfalls
keine zweite pathogene Mutation zum Vorschein.

In Patient 18 fanden wir eine bis jetzt noch nicht beschriebene heterozygote Missense-
Mutation in Exon 4 ¢.1197 C>G / p.S305R, die neben den bereits beschriebenen
pathogenen Mutationen p.L304R, p.R309L und p.W312R liegt.

Patient 19 ist heterozygot fur die erst kiirzlich beschriebe Missense-Mutation in Exon 3
c.803 G>C / p.G268A.

Wir haben in den Patienten 20 + 21 eine neue Missense-Mutation in Exon 20 ¢.3073
G>C / p.G1051R gefunden. Auffallig ist noch eine andere heterozygote intronische
Mutation im Intron 15 IVS15-43C>A. Diese Splicing-Mutation befindet sich auf dem
gleichen Allel, da sowohl der gesunde Vater als auch der erkrankte Bruder der
Geschwisterkinder beide Mutationen tragen, die Mutter wie auch die Schwester der

erkrankten Kinder zeigen keine der beiden Mutationen.
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6 Diskussion

Bisher wurden autosomal rezessive Mutationen in acht nukledren Genen beschrieben,
die ein MDS mit verschiedenen klinischen Prasentationen hervorrufen: DGUOK [77],
TK2 [97], POLGL1 [88; 39], ECGF1 [90, 91], SUCLAZ2 [36], MPV17 [107], RRM2B [10]
und SUCLG1 [92].

Bei Patienten mit der hepatozerebralen Form des mtDNA Depletionssyndroms wurden
bislang Mutationen im DGUOK-Gen [77; 98; 76; 94; 108; 110; 124; 64; 103], POLG1-
Gen [88; 87; 39; 25] und MPV17-Gen [107; 58] nachgewiesen. Das phéanotypische
Spektrum reicht von neonatal beginnender, schwerer Leberinsuffizienz mit variabler
neurologischer und muskularer Beteiligung bis hin zum Alpers Syndrom mit
therapieresistenter Epilepsie und Leberinsuffizienz. Die mtDNA Depletion kann
anfangs einzelne Organe betreffen, typischerweise Skelettmuskel oder Leber, und sich
dann auf andere Gewebe ausbreiten. Das MDS, verursacht durch Mutationen im
POLG1- und DGUOK-Gen, wurde in den letzten Jahren haufiger diagnostiziert.

Ziel der Studie war es, ein Kollektiv von 44 Kindern mit neurologischen Symptomen,
hepatozellularer Insuffizienz und dem Nachweis einer mitochondrialen Dysfunktion
oder dem Verdacht auf eine mitochondriale Dysfunktion hinsichtlich eines mtDNA

Depletionssyndroms und Mutationen im POLG1- und DGUOK-Gen zu analysieren.

Die Kinder waren deutscher, Osterreichischer, polnischer und tirkischer Abstammung.
Alle litten an einer Lebererkrankung und variablen neuromuskularen Symptomen. Das
klinische Bild der betroffenen Kinder reichte von schwerer Leberinsuffizienz mit milder
neurologischer Erkrankung, typischem Alpers Syndrom bis zur progressiven
multisystemischen Erkrankung (siehe Tab. 6 und 7). Mehr als die Halfte der Kinder
waren Jungen (26/44; 59%) und erkrankte bereits im ersten Lebensjahr (25/44; 57%),
ein Viertel der Kinder in der Neugeborenenperiode. Als erste Anzeichen einer
Leberfunktionsstérung traten Hypoglykamien, Laktatazidosen, Erhdéhung der
Transaminasen im Serum, lkterus sowie eine Hepatomegalie auf. Die Beteiligung des
ZNS erschien dabei sehr variabel von leichter psychomotorischer Entwicklungs-
verzogerung Uber therapieresistente Krampfanfalle, Ataxie, Stroke-like Episoden,
Sprachstorung, Sehverlust und Horverlust bis hin zur schweren Enzephalopathie.
Muskelschwéche sowie schwere muskulare Hypotonie wurden ebenfalls beschrieben.
Ferner entwickelten einige der Patienten ungewdhnliche klinische Symptome wie

Kardiomyopathie, Tubulopathie, exokrine Pankreasinsuffizienz oder gastrointestinale
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Beschwerden. Bei einem Patienten wurde zusatzlich ein T-Zell-Defekt nachgewiesen.
In der Literatur wurde Kkurzlich ein Patient mit T-Zell-limmundefizienz und

mitochondrialer Dysfunktion beschrieben [95 S. 322].

In 89% der Biopsien (25/28) lag eine deutliche Aktivitdtsabnahme der Enzymkomplexe
der Atmungskette vor. In nahezu allen Gewebeproben wurde ein kombinierter
Atmungskettendefekt nachgewiesen. Am haufigsten trat eine gemeinsame
Aktivitatsminderung der Enzymkomplexe I+IV sowie II-IV auf (siehe Abb. 15). Dies
zeigt, dass mitochondriale hepatozerebrale Syndrome haufig auf dem Boden eines
kombinierten Atmungskettendefektes entstehen. Die verschiedenen Kombinationen der
Enzymdefekte, die wir in unseren Patienten nachweisen konnten, wurden ebenfalls von

zwei weiteren Forschungsgruppen beobachtet [99 S. 532; 29 S. 232].

Erstaunlicherweise verzeichneten wir in funf Muskelgewebestiicken eine zusatzliche
Abnahme der Aktivitat von Komplex II. Der Atmungskettenenzymkomplex Il wird
ausschlie3lich durch die nukleare DNA kodiert. In zwei dieser Muskelproben (Patient 9
und 18) wiesen wir pathogene POLG1-Mutationen nach. Bei einem Patienten (Patient
7) konnten wir eine homozygote missense-Mutation im DGUOK-Gen finden. Eine
reduzierte Komplex Il Aktivitdt wurde bereits in Patienten mit mtDNA Deletion
beschrieben, was ein sekundéres Ereignis vermuten lasst [45]. De Vries und Kollegen
bestatigen in einer aktuellen Studie diesen Befund. Alle ihre Probanden mit Mutationen
im POLG1, bis auf ein Kind, haben einen kombinierten AE-Defekt an dem sowohl
Komplex Il wie auch der Pyruvatdehydrogenase-Komplex beteiligt sind [29 S. 232].
Sarzi und Kollegen wiesen in einer aktuellen Studie ebenfalls in neun Patienten eine
gemeinsame Aktivitditsminderung aller Atmungskettenkomplexe inklusive Komplex Il
nach [99 S. 532]. Diese Ergebnisse und unsere Daten lassen vermuten, dass eine
MtDNA Depletion ein sekundéres, noch nicht geklartes Phanomen im Sinne eines
milderen Mangels des nicht von der mtDNA kodierten Enzymkomplexes verursacht [99
S. 532].

Eine ausgepragte Verminderung der mtDNA Kopienanzahl ermittelten wir in der Halfte
der Uberpriften Gewebesticke (15/30). Jedoch scheint die Inzidenz eher
unterbewertet, da uns nur in 68% der untersuchten Patienten (30/44) Leber- oder

Muskelgewebe zur Verfigung stand.

In mehr als zwei Drittel der Depletionsfalle (10/15) beruhte die mtDNA Depletion auf

Mutationen im DGUOK- bzw. POLG1-Gen. Diese Basenveranderungen verursachen
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eine Verminderung des intramitochondrialen Nukleotidpools bzw. eine eingeschrénkte
Replikation der mtDNA. Die daraus resultierende Depletion der mtDNA Molekile pro
Zelle verursacht eine Aktivitatsminderung der von der mtDNA kodierten
Atmungskettenenzymkomplexe (Komplexe I, 1ll, IV und/oder V) in verschiedenen
Kombinationen. Es wird weniger ATP produziert und es entstehen vermehrt freie
Radikale. Dies bewirkt eine Schadigung der betroffenen Zellen. Mutationen im
DGUOK-Gen gingen in unserem Kollektiv ausnahmslos mit einer mtDNA Depletion
einher, wahrend eine Verminderung der mtDNA Kopienanzahl infolge von Mutationen

im POLG1-Gen nur in 83% der untersuchten Gewebeproben auftrat.

In einem Drittel der Falle mit mtDNA Depletion (5/15) konnten wir keine pathogenen
Mutationen im POLG1- oder DGUOK-Gen identifizieren. Als mdgliche Kandidatengene
fir eine MtDNA Depletion kommen TK2, ECGF1, SUCLA2, SULG1, RRM2B und
MPV17 in Frage. Im Zusammenhang mit einer Hepatoenzephalopathie und mtDNA
Depletion stehen Mutationen im MPV17-Gen. Ein Screening beziglich pathogener

Mutationen in diesem Gen sollte bei den funf Kindern durchgefuhrt werden.

In unserem Kollektiv von 44 Kindern mit hepatozerebralen Syndrom konnten wir 37
DNA-Proben auf Basenveranderungen im POLG1- und DGUOK-Gen untersuchen.
Dabei entdeckten wir in mehr als der Halfte der Proben (21/37; 57%) pathogene
Mutationen in diesen Genen und bestatigen damit die hohe Frequenz von POLG1- und
DGUOK-Mutationen als molekulargenetische Ursache des mitochondrialen hepato-
zerebralen Syndroms. Wahrend 62% (13/21) dieser DNA-Proben Mutationen im
POLG1-Gen besal3en, konnten wir im DGUOK-Gen nur in 38% (8/21) der Falle

Mutationen identifizieren.

6.1 Patienten mit hepatischer Form des Depletionssyndroms und
Mutationen im DGUOK-Gen

Fur das hepatozerebrale Syndrom, hervorgerufen durch Mutationen im Gen der
DGUOK, sind das frilhe Auftreten einer Leberschadigung und eine Enzephalopathie

kennzeichnend.

Wir konnten eine friih beginnende, neonatale Form mit einer Manifestation vor dem
funften Lebenstag und eine spater beginnende Form mit Auftreten im Alter von
eineinhalb bis drei Lebensmonaten identifizieren (siehe Tab. 6). Die kleinen Patienten

fielen anfangs durch muskulare Hypotonie, Hypoglykamie und Laktatazidose auf, vier
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Kinder bereits in den ersten finf Lebenstagen. Dann folgten eine zunehmende
Trinkschwéache, prolongierter Ikterus, Hepatomegalie, Anstieg der Transaminasen,
Gerinnungsstorung und Hyperammonamie. Die Lebererkrankung stand im
Vordergrund und war fur das frihe Versterben der Hafte der Betroffenen (4/8) im
ersten Lebensjahr verantwortlich. Diese Erkenntnisse wurden bereits von Salviati und
Kollegen beschrieben [98 S. 315]. Im Gegensatz dazu kann die Enzephalopathie
ganzlich fehlen oder mild verlaufen [98 S. 315; 110 S. 290]. In unserem Kollektiv
entwickelten sich im Verlauf neurologische Symptome in sehr variablen Auspragungs-
graden wie psychomotorische Entwicklungsverzégerung und Nystagmus. Vier Kinder
prasentierten zusétzlich gastrointestinale Symptome wie Erbrechen, Malnutrition und
lleus. Einzelne Kinder hatten zudem eine ausgepragte Schwerhdorigkeit, Nephropathie

oder exokrine Pankreasinsuffizienz.

Eine Epilepsie als neurologisches Symptom wurde bei keinem unserer Patienten mit
einem DGUOK-Defekt beschrieben. Krampfanfalle sind eher ungewéhnlich bei Kindern
mit DGUOK-Mutationen. Kirzlich wurde ein Patient mit Krampfanfallen in
Zusammenhang mit DGUOK-Mutationen publiziert [98 S. 312]. Die Krampfanfalle
wurden aber erst wahrend der Terminalphase der Erkrankung beobachtet. Neben den
Krampfanféllen traten zusétzlich Komplikationen wie Kreislaufschock, Bluterbrechen
und Hypoglyk&mien auf. Elektroenzephalographische Untersuchungen dieses Kindes
zeigten keine pathologischen Veranderungen. Diese Krampfanfélle konnen zum Einen
durch metabolische Krisen im Rahmen der Hepatopathie im Endstadium erkléart
werden, zum Anderen aber auch durch die Enzephalopathie, die sich durch das

Leberversagen entwickeln kann.

Viele Patienten mit DGUOK-Mutationen haben auffallende Augenbewegungs-
stérungen, wie z. B. oszilierende und diskonjugierte Augenbewegungen sowie
rotatorischer, pendelnder oder multidirektionaler Nystagmus. Nur in einzelnen Fallen
wurde in der Literatur kein Nystagmus beschrieben. Bei diesen Kindern konnte ein
milderer klinischer Verlauf beobachtet werden [98 S. 312]. Einen Nystagmus als erstes
Anzeichen einer neuronalen Beteiligung verzeichneten wir in funf unserer acht
Patienten. Wie bereits von Salivati und Kollegen festgestellt wurde, kénnte das Fehlen
von Augenbewegungsstérungen in Patienten mit DGUOK-Mutationen einen milderen
Verlauf sowie eine bessere Prognose voraussagen. Patient 1 unseres Kollektivs zeigte
einen milden Verlauf des hepatozerebralen Syndroms hervorgerufen durch DGUOK-
Mutationen mit nur leichter Entwicklungsverzégerung und fehlenden Augen-

bewegungsstérungen. Das kleine Madchen erhielt erfolgreich eine Leber-
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transplantation und zeigt auch drei Jahre nach der Transplantation keine neurologische
Verschlechterung.

Da die mitochondriale Deoxyguanosinkinase ubiquitar exprimiert wird und in den
meisten Geweben eine ahnliche Aktivitat aufweist [6], fallt auf, dass Patienten mit
einem DGUOK-Defekt priméar an einer Hepatopathie oder Hepatoenzephalopathie
leiden und einen normalen Gehalt mtDNA im Blut, Haut und infantilen Muskel
aufweisen [35 S. 393]. Besonders das Lebergewebe erscheint extrem vulnerabel
gegentber DGUOK-Mutationen. Eine mogliche Erklarung kann das zytosolische
Enzym Deoxycytidinkinase liefern. Die Deoxycytidinkinase hat ein Uberlappendes
Substratspektrum mit der Deoxyguanosinkinase. Beide Enzyme phosphorylieren
Deoxyguanosine und Deoxyadenosine, sodass die Deoxycytidinkinase eine
verminderte Deoxyguanosinkinaseaktivitéat in den Geweben kompensieren kann. In
Leber und Gehirn ist dieser Mechanismus aufgrund der sehr geringen
Deoxycytidinkinaseaktivitat nicht so effektiv [77 S. 339]. Die unbeeintrachtigte fetale
Entwicklung der Patienten mit einem DGUOK-Mangel kann teilweise durch die hohe
Zellproliferation und die damit verbundene hohe De-Novo-Synthese von
Deoxynukleotiden erklart werden. Nach der Geburt, wenn die Zellproliferation
progressiv abnimmt, kann die Deoxycytidinkinase den DGUOK-Defekt noch zum Teil
kompensieren. Im adulten Leber- und Hirngewebe ist die Deoxycytidinkinaseaktivitéat
dagegen sehr niedrig [5 S. 721; 6 S. 155]. Dies kénnte erklaren, warum der DGUOK-
Mangel diese beiden Organe nach der Geburt selektiv beeintrachtigt. Im
Muskelgewebe liegen dagegen hohere Deoxycytidinkinase-Enzymaktivitéaten vor. Dies
kbnnte begrinden, warum im Muskelgewebe von Patienten mit einem
hepatozerebralen mtDNA Depletionssyndrom und Mutationen im DGUOK-Gen seltener

eine mtDNA Depletion gemessen wird.

Dennoch wurden verschiedene Kinder in der Literatur beschrieben, die eine
zusatzliche Beteiligung anderer Organe wie Skelettmuskel und Herz prasentierten und
in diesen Geweben ebenfalls eine mtDNA Depletion zeigten. Interindividuelle
Differenzen der Deoxycytidinkinase-Expression koénnen eine mdgliche Erklarung
geben. Eine zweite Erklarung konnte eine unterschiedlich starke Expression des
Deoxynukleotid-Carriers in den verschiedenen Geweben sein, der fur den Import von

zytosolischen Deoxynukleotiden ins Mitochondrium verantwortlich ist [98 S. 316].

Andererseits schlie3t ein mtDNA Depletionssyndrom mit im Vordergrund stehender

Muskelbeteiligung einen Defekt in der DGUOK nicht aus, wie in Patient 6 gezeigt wird.
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Bei diesem Kind dominierte Kklinisch die muskulare Hypotonie, was ungewohnlich fur
Patienten mit DGUOK-Mutationen ist. Der Junge fiel im Alter von drei Lebensmonaten
mit muskularer Hypotonie auf. Im Alter von vier Monaten kamen rezidivierendes
Erbrechen, Malnutrition und Laktatazidose (5,6-6,5 mmol/l; normal < 2) hinzu. In der
neurologischen Untersuchung wurden ein Nystagmus, ein schwerer bilateraler
Horverlust und eine generalisierte muskulare Hypotonie festgestellt. Die Ernéhrungs-
problematik nahm zu und Zeichen einer Hepatopathie mit VergréRerung der Leber
kamen zum Vorschein. Eine mtDNA Depletion sowie die heterozygote DGUOK-

Mutation p.Q170R konnten wir in seinem Muskelgewebe nachweisen.

In allen untersuchten Biopsien mit einem Deoxyguanosinkinase-Defekt (5/5) konnten
wir eine mtDNA Depletion feststellen, einen kombinierten Atmungskettendefekt aber
nur in 60% (3/5) der Falle. In der Mehrzahl (4/5) der untersuchten Falle fanden wir die

Depletion im Lebergewebe.

6.2 Patienten mit Alpers Syndrom und Mutationen im POLG1-Gen

Bei den Patienten mit Mutationen im POLG1-Gen lasst sich ein heterogenerer Verlauf
erkennen (siehe Tab. 7). Bei einigen Kindern verlief die Erkrankung schubweise tber
Jahre hinweg, bei anderen nahm sie einen rapiden, fatalen Verlauf. Das prominenteste
Symptom war eine therapieresistente, progressive Epilepsie. Die Beteiligung der Leber
kann dabei Uber einen langen Zeitraum diskret verlaufen oder sich im Rahmen einer

valproatbedingten Lebertoxizitat dramatisch verschlechtern.

Unsere Patienten mit einem Alpers Syndrom waren bei Geburt zunachst
asymptomatisch und entwickelten sich in den ersten Lebenswochen bis Jahren normal.
Das Erkrankungsalter reicht von der friihen Sauglingszeit (Patient 19 erkrankte mit 2,5
Lebensmonaten) bis hin ins Schulalter (Patient 17 erkrankte mit 81 Monaten). Die
Mehrzahl der Kinder erkrankte im spaten Sauglinsalter (6-12 Monate). Alle bis auf zwei
Kinder (11/13) fielen durch eine anfallsartige, haufig infektassoziierte, neurologische
Verschlechterung im Rahmen von Krampfanféllen auf. In der Folge entwickelten sie
eine progrediente und therapieresistente Epilepsie. Zwei (Patienten 12 und 19)
présentierten nur milde neurologische Krankheitszeichen ohne Hinweise auf eine
Epilepsie und erfiillten damit nicht die Kriterien eines typischen Alpers Syndroms. Im
Krankheitsverlauf im Median von einem Monat (Range 0,25-4 Monaten) stiegen die

Leberenzyme an, eine Hepatomegalie infolge der Leberinsuffizienz fortschreitend bis
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zum Leberversagen wurde auffallig. Drei Kinder hatten zusatzlich gastrointestinale
Symptome wie Erbrechen, Malnutrition und lleus. Im Rahmen der Enzephalopathie
wurden ferner Myoklonien, Schlaganfall-dhnliche Episoden und Sehverlust
beschrieben. Eine Kardiomyopathie wurde zusatzlich bei den beiden Kindern mit
milderer Neurologie beobachtet (Patienten 12 und 19). 70% der Kinder mit Mutationen
in der POLGL1 verstarben vor dem zweiten Lebensjahr.

Eine Verminderung der mtDNA Kopienanzahl im Gewebe mit POLG1-Mutationen trat
in 83% unserer untersuchten Biopsien (5/6) auf. Dabei wurde eine mtDNA Depletion in
vier Leberbiopsien, drei Muskelgewebsproben, zwei Hirnbiopsien, einer Fibroblasten-
kultur und einmal im Herzmuskelgewebe festgestellt. Zur Analyse stand uns nur
Gewebe von 6 der 13 Patienten zur Verfligung. Wir gehen aber davon aus, dass ein
Groldteil der Patienten mit Alpers Syndrom eine mtDNA Depletion in ihrer Leber
aufweist, wie es von Sarzi und Kollegen beschrieben wurde [99 S. 532]. In einem
Patienten (Patient 12) mit typischem Alpers Syndrom konnten wir eine Depletion der
MtDNA im Muskel-, Leber- und Herzmuskelgewebe nachweisen, in einem weiteren
Kind (Patient 13) im Leber-, Hirngewebe und Fibroblasten. Patient 14 zeigte eine
MtDNA Depletion im Muskel-, Leber- und Hirngewebe.

Valproinsaure, ein Antiepileptikum, erwies sich in vier Fallen unseres Kollektivs (Patient
9, 10, 16, 17) als Trigger einer Hepatopathie. Bei diesen Kindern schien, die
Leberbeteiligung lang zu fehlen (Median 7 Monate; Range 2-80 Monate). Erst nach
Substitution von Valproinsaure bei nicht beherrschbarer Epilepsie im Median sieben
Monate (Range 2-80 Monate) nach Auftreten der ersten neurologischen Symptome,
traten Zeichen einer Leberbeteiligung auf. Eine Leberzellschadigung ist eine seltene
Nebenwirkung dieses Antiepileptikums. Als richtungsweisende Symptome gelten
Ubelkeit, Erbrechen, Apathie und vermehrte Krampfanfélle. In der Folge kommt es zum
Anstieg der Transaminasen. Schreitet der fibrotische Umbau der Leber fort, entwickelt

sich ein akutes Leberversagen.

Im Jahr 1981 beschrieben Haas und Kollegen erstmals die hemmenden Effekte von
Valproinsdure auf die oxidative Phosphorylierung in Rattenleber-Mitochondrien [46].
Bis heute wurden verschiedene Theorien der Entstehung der VPA-induzierten

Hepatopathie beschrieben, jedoch ist der genaue Mechanismus weiterhin unklar.

Das Risiko eines akuten Leberversagens nach Valproinsauregabe bei Patienten mit

mitochondrialen Erkrankungen wurde in den letzten Jahren wiederholt berichtet.
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Chabrol und Kollegen beschrieben 1994 ein dreijahriges Madchen mit einer
Myoklonus-Epilepsie und einem COX-Defizit, das nach dreimonatiger Valproinsaure-
Substitution ein fatales Leberversagen und eine Laktatazidose entwickelte [14 S. 133].
Ferrari und Kollegen beschrieben 2005 einen Jungen mit juvenilem Alpers Syndrom,
der im Alter von achtzehn Jahren zur Kontrolle der nicht beherrschbaren Epilepsie
Valproinsaure erhielt und kurze Zeit spater ein schweres akutes Leberversagen
entwickelte [39 S. 725]. Galimberti und Kollegen beschrieben kurzlich ein achtjahriges
Kind mit Epilepsie und heteroplasmischer p.C8393T Mutation im MTATP8-Gen, das
unter Therapie mit Valproinsaure eine schwere, aber reversible Verhaltensstérung und
kognitive Dysfunktion, einhergehend mit einer Pseudoatrophie des Gehirns,
entwickelte. Nach Absetzen des Medikamentes verbesserten sich sowohl das
Verhalten als auch die schulischen Leistungen dieses Kindes [44 S. 1715]. De Vries
schilderte aktuell einen Patienten mit Alpers Syndrom und homozygoter p.A467T
Mutation, der im Alter von 24 Monaten an einer therapieresistenten Epilepsie erkrankte
und nach Gabe von Valproinsaure ein akutes Leberversagen entwickelte [29 S. 232].
Die beschriebenen Félle lassen vermuten, dass durch die mtDNA Mutationen die
hepatotoxischen Effekte der VPA zusatzlich getriggert werden. Andererseits muss ein
potentieller Effekt von Umweltfaktoren, die das phanotypische Spektrum der Alpers
Erkrankung und anderer mitochondrialer Erkrankungen modulieren kdnnen, diskutiert
werden. Letztendlich sollte Valproinsaure als Antiepileptikum bei Patienten mit der
hepatozerebralen Form des mtDNA Depletionssyndroms und in Patienten mit Epilepsie
und mitochondrialer Dysfunktion nur mit Vorsicht benutzt werden oder besser in dieser

Gruppe von Patienten vermieden werden.

6.3 Weitere durch Mutationen im POLG1-Gen verursachte Krankheiten

Die DNA Polymerase gamma ist die einzige bekannte DNA Polymerase in
Mitochondrien von Saugetieren. Dies veranschaulicht ihre Bedeutung fir die DNA
Replikation und Reparatur. Die erste pathogene Missense-Mutation p.Y955C wurde in
einer Familie mit autosomal dominanter, chronisch progressiver externer Ophthalmo-
plegie (adPEO; OMIM *157640) beschrieben [115 S. 211]. Wie Abbildung 24 zeigt,
wurden in den letzten Jahren beinahe 90 pathogene Mutationen im POLG1-Gen
identifiziert [21 S. 133; siehe ebenfalls www.dir-apps.niehs.nih.gov/polg]. Das
phanotypische Spektrum scheint sich, damit kontinuierlich auszuweiten. Zu den
Erkrankungen z&hlen neben dem Alpers Syndrom und der adPEO die autosomal
rezessive PEO (arPEO; OMIM *258450) [115], die zerebellare Ataxie [119], die
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sensorische Ataxie, Neuropathie, Dysarthrie und Ophthalmoparese (SANDO; OMIM
*607459) [116], die spinozerebellare Ataxie mit Epilepsie und migraneartigen
Kopfschmerzen [126] sowie das MNGIE [40]. Zusatzlich wurde die PEO in Verbindung
mit Hypogonadismus, Parkinsonismus oder vorzeitiger Menopause [71 S. 875]
beschrieben. Die POLG1-Mutationen konnen dabei autosomal dominant und

autosomal rezessiv vererbte Erkrankungen verursachen.

Klrzlich wurden pathogene Mutationen im POLG1-Gen bei Kindern mit isolierten
neurologischen Symptomen beschrieben. Anzeichen einer klinisch manifesten Leber-
dysfunktion wurden bei ihnen nicht beobachtet. Die Patienten fielen durch
psychomotorische Entwicklungsverzégerung und therapieresistente Epilepsie zum Teil
einhergehend mit muskularer Hypotonie, Nystagmus, Myoklonien, Stroke-like
Episoden, Ataxie oder Sehverlust auf [51 S. 1676, 1677]. Dieser Phanotyp wurde dem
juvenilen Alpers Syndrom zugeordnet, da die Mehrzahl der Betroffenen erst im
Vorschulalter erkrankte [51 S. 1676, 1677]. Ferrari und Kollegen beschrieben einen
Jungen mit juvenilem Alpers Syndrom, der bis zum achtzehnten Lebensjahr eine
isolierte Enzephalopathie hatte. Aufgrund von zahlreichen Krampfanfalle und
Myoklonien wurde ihm im Alter von achtzehn Jahren Valproinsédure verordnet. Kurze
Zeit spater entwickelte er ein akutes Leberversagen und verstarb im Alter von
neunzehn Jahren trotz Lebertransplantation an der fortschreitenden Enzephalopathie
[39 S. 725].

80



DISKUSSION

Abbildung 24 Pathogene Aminosaure-Substitutionen und Polymorphismen im POLG1-

Gen

[modifiziert nach Copeland, 2008 S. 133, siehe auch www.dir-apps.niehs.nih.gov/polg]
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Die schematische Darstellung des humanen Polymerase gamma Proteins zeigt die Lokalisationen von
pathogenen Aminosaure-Substitutionen und Polymorphismen. Das Protein wird eingeteilt in die
Exonuklease Domaéne, Linker Region und Polymerase Doméne. Die pathogenen Substitutionen werden in
Boxen dargestellt: hellblaue Box: adPEO; hellgrine Box: autosomal rezessive Mutationen; graue Box:
sporadische PEO; pinkfarbende Box: Alpers Syndrom; gelbe Box: Ataxie-Neuropathie-Syndrome; orange
Box: mannliche Infertilitat; gestreifte Box: pathogene Substitutionen, die in mehreren Erkrankungen

identifiziert wurden. Rote Pfeile stellen Polymorphismen dar.

6.4 Mutationen

6.4.1 Mutationen im DGUOK-Gen

Die erste DGUOK-Mutation wurde im Jahr 2001 bei einem Patienten mit der
hepatozerebralen Form des MDS von Mandel und Kollegen beschrieben [77 S. 337].
Seitdem wurden 40 Félle von 21 Familien mit vierzehn verschiedenen pathogenen

DGUOK-Mutationen demonstriert (Tab. 10).
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Tabelle 10

[modifiziert nach Freisinger et. al., 2006 S. 1133]

Bisher beschriebene Mutationen im DGUOK-Gen

Ex Mutation Effect CNS Muscle Reference / Source
on Involvement Involvement
1 ¢.2T>Chom. M1T Hypotonia, RC| Slama et al, 2005
2 c.204delA hom. Frameshift, stop Nystagmus, normal Mandel et a, 2001
after aa 80 failure to thrive
2  ¢.269 C>T hom. Stop after aa 79 Nystagmus normal Mancuso et a,2005
3 ¢.313C>T hom. Stop after aa Nystagmus, Hypotonia, Taanman et al. 2002
105 encephalopathy RC|
3  ¢.318 G>A hom. Stop after aa Optic dysplasia, normal Mancuso et al, 2005
106 nystagmus
3 ¢.352 G>A hom. Stop after aa optic dysplasia, normal Mancuso et al, 2005
107 nystagmus
3, ¢.425G>A het. R142K normal normal Salviati et al, 2002
5  ¢.679G>A het. E227K
4, 494 A>T het. E165V Hypotonia, RC| Slama et al, 2005
6  €.797 T>G het. L266R
4 ¢.609-610delGT Frameshift, stop developmental RC| Salviati et al, 2002
hom. after aa 213 delay
5, ¢.632 A>G het. E211G Hypotonia, RC| Slama et al, 2005
6  ¢€.797 T>G het. L266R
6  ¢.709T>C hom. L250S Nystagmus, Hypotonia Wang et al, 2005
dystrophy RC|
6  ¢.763G>T hom. D255Y cytathioninuria  RC| Tadiboyina et al, 2005
2
6  €.766-768insGATT  Frameshift, stop Nystagmus, Hypotonia Salviati et al, 2002
hom. after aa 255 developmental RC|
delay
6 C.766-768insGATT Frameshift, stop ... + acid maltase = Mancuso et al, 2003
hom. after aa 255 def.
6  C.766-768insGATT  Frameshift, stop Nystagmus, Hypotonia Rabinowitz et al, 2004
hom. after aa 255 abnormal RC|
VEP,BAEP
6  C.766-768insGATT  Frameshift, stop Nystagmus, Hypotonia, Labarthe et al, 2005
hom. after aa 255 psychomotor failure to thrive
delay,

6 C.766-768insGATT
hom.

Frameshift, stop
after aa 255

pyramidal signs

Hypotonia
RC|

Slama et al, 2005

Wir fanden funf neue (Tab. 8) und drei kirzlich beschriebene DGUOK-Mutationen.

Sieben Mutationen sind Missense-Mutationen (p.M1V, p.M1l,

p.M1T, p.S52F,

p.R105X, p.Q170R, p.L250S), die konservierte Aminosauren betreffen. Eine Mutation
(681-684delGTTT) fihrt durch Deletion von vier Basen zu einem Frameshift und

bedingt dadurch ein vorzeitiges Stoppcodon.

Die Missense-Mutationen p.M1V, p.M1l und p.M1T verandern das initiale Methionin

des Proteins, das Startcodon. p.M1T wurde zuvor von einer anderen Forschungs-

gruppe beschrieben [103 S. 464]. Ob aus dem Verlust des normalen initialen

Methionins ein reduzierter Gehalt des Proteins oder abnormale, gekirzte Proteine

resultieren, ist noch unklar. Um dies zu klaren, sind weitere Studien nétig. Die beiden
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Kinder (Patient 1 und 2) mit Mutationen im Startmethionin zeigten einen milderen
Verlauf der Erkrankung. Sie erkrankten mit eineinhalb bzw. zwei Lebensmonaten und
hatten eine mildere Enzephalopathie. Das M&dchen (Patient 1) erhielt im Alter von
zwolf Monaten eine Lebertransplantation und ist aktuell bei guter Gesundheit. Der
Junge (Patient 2) verstarb erst im Alter von siebzehn Monaten, wahrend andere
DGUOK-Patienten bereits mit funf Lebensmonaten verstarben. Die von uns neu
beschriebenen Mutationen p.M1V und p.M1l konnten wir in 50 Kontrollpersonen nicht

nachweisen, was die Pathogenitat dieser Mutationen unterstreicht.

Patient 3 hat eine 4 bp GTTT Deletion, die zu einem Frameshift und vorzeitiger
Termination fuhrt (siehe Abb. 18). Diese Deletion liegt in der Nahe der bereits
beschriebenen Missense-Mutationen p.E211G [103 S. 464] und p.E227K [98 S. 313,
314]. Das Madchen erkrankte bereits am Ende der Neonatalphase an einer schweren
Hepatopathie, milden Enzephalopathie und muskularer Hypotonie und verstarb vier

Monate spater an einem schweren Leberversagen.

Die p.S52F Missense-Mutation betrifft eine gut konservierte Aminosaure (Abb. 17 und
19), die in der Nachbarschaft von 204delAstop [77 S. 339] und 269C>Tstop [76 S. 746]
liegt und ebenfalls in 50 Kontrollproben nicht gefunden wurde. In Patient 3 trat die
p.S52F Mutation in compound heterozygoter Form zusammen mit der Frameshift-
Mutation auf, wahrend in Patient 2 die Mutation homozygot vorlag.

In Patient 6 konnten wir nur eine heterozygote Missense-Mutation finden. Die p.Q170R
Mutation liegt in einer gut konservierten Region des DGUOK-Gens (siehe Abb. 19)
nahe der aktiven Seite des Enzyms, die fur die Bindung von Substraten verantwortlich
ist [123 S. 321]. In diesem Genabschnitt konnten bereits zwei pathogene Mutationen
identifiziert werden: p.E165V [103 S. 464] und der 609-610delGT [98 S. 313]. Um die
Pathogenitat von p.Q170R zu stitzen, untersuchten wir 50 Kontrollproben beziiglich
dieser Missense-Mutation und konnten sie nicht nachweisen. Um die zweite pathogene
Mutation zu finden, sequenzierten wir zusétzlich die cDNA. Auch hier konnten wir keine
zweite pathogene Mutation identifizieren. Abweichend von den anderen Kindern mit
Mutationen im Gen der DGUOK préasentierte dieser Junge (Patient 6) einen Phanotyp,
bei dem eine schwere muskulare Hypotonie dominierte. Bei der Vorsorgeuntersuchung
U4 wurde erstmals eine muskuldare Hypotonie festgestellt. Kurz darauf kamen
Erbrechen, Nahrungsverweigerung und Laktatazidose hinzu. Erst mit acht Lebens-
monaten fielen erhohte Transaminasen und eine Hepatomegalie auf, sowie ein

hochgradiger beidseitiger Horverlust und eine Entwicklungsverzégerung. Im Verlauf
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nahmen die Symptome der Leberinsuffizienz zu. Weiterfiihrende Studien sind nétig,

um die zweite pathogene Mutation in diesem Patienten zu identifizieren.

Es ist unklar, warum einige der DGUOK-Patienten eine milde Enzephalopathie zeigen,
wahrend andere eine Multisystemerkrankung entwickeln. Diese phanotypische Varianz
konnte mit den verschiedenen pathogenetischen Effekten der verschiedenen
Mutationen in Verbindung gebracht werden.

Missense-Mutationen bewirken eine verminderte Funktion bzw. eine Aktivitditsabnahme
der Deoxyguanosinkinase, wahrend aus einer Frameshift-Mutation oder einem
Stoppcodon ein kompletter Ausfall der DGUOK resultiert. Aufgrund der klinischen
Merkmale unserer Patienten (siehe Tab. 6) und bereits friiher beschriebener Patienten
(siehe Tab. 10) nehmen wir an, dass Patienten mit Missense-Mutationen eine spatere
Manifestation der Symptome zeigen und die Erkrankung bei ihnen langsamer
fortschreitet. Bei Patient 3 mit einer Frameshift-Mutation und einer Missense-Mutation

verlief die Krankheit fatal und fiihrte bereits im flinften Lebensmonat zum Tod.

Die variable Beteiligung des ZNS wurde schon von anderen Forschungsgruppen mit
Nonsense- und Missense-Mutationen in Verbindung gebracht [77 S. 339; 98 S. 315]. In
weiteren neuropathologischen Studien mit Patienten mit verschiedenen DGUOK-
Mutationen sollte das Augenmerk auf einen moglichen Zusammenhang zwischen den

molekularen Defekten und der Schwere der Gehirnlasionen gerichtet werden.

6.4.2 Mutationen im POLG1-Gen

Beinahe 90 pathogene Mutationen im POLG1-Gen wurden in Patienten mit
verschiedenen klinischen Prasentationen beschrieben, was eine komplexe Beziehung
zwischen Genotyp und Phanotyp in den Patienten und ihren Familien vermuten lasst
(Abb. 24; siehe ebenfalls www.dir-apps.niehs.nih.gov/polg). Das grof3e phénotypische
Spektrum reicht von fataler Hepatoenzephalopathie im Kleinkindesalter bis zu mild
verlaufenden klinischen Syndromen, die ein einzelnes Organ betreffen und im

Schulalter sowie Erwachsenenalter auftreten konnen.

In den letzten Jahren wurden vermehrt Mutationen in der POLG1 im Zusammenhang
mit dem Alpers Syndrom beschrieben [88 S. 706; 87 S. 54; 39 S. 723; 25 S. 921].

Wir identifizierten funfzehn verschiedene DNA-Sequenzveranderungen in dreizehn

Kindern mit einem Alpers Syndrom (siehe Tab. 9). Darunter fielen neun neue
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pathogene Mutationen auf, die in 600 Kontrollchromosomen nicht nachweisbar waren
und zusatzlich durch direktes Sequenzieren der Eltern bestatigt wurden.

Bei Patient 11 und 15 konnten wir die zwei neuen Mutationen 1IVS21+1T>C und IVS15-
9-c2485del12bp feststellen. Diese Splicing-Mutationen veréndern die Splicing-Stelle
und liegen in unseren beiden Patienten compound heterozygot mit der bereits
beschriebenen pathogenen Mutation p.A467T vor. Diese Art von Basenveranderungen

fuhrt zu einer Verkirzung des POLG1-Proteins.

Von den sieben neuen Missense-Mutationen wurden p.G737R, p.A767N und
p.K1191N in compound Heterozygoten gefunden. Sie verandern konservierte Reste
und liegen nahe publizierter, pathogener Mutationen in der Polymerase-Domane
(p.W748S, p.N864S, p.A889T, p.K1184) [1 S. 1354; 40 S. 1279; 118 S. 547; 119 S.
1251].

Die homozygote p.R1096H Substitution betrifft das gleiche Codon wie die bereits
beschriebene Mutation p.R1096C [1 S. 1354].

Der Basenaustausch p.S305R in Exon 4 im Bereich der Exonuklease-Domane liegt
ebenfalls in einem compound heterozygoten Status vor und ist benachbart zu bereits
berichteten rezessiven Mutationen (p.L304R, p.R309L) [115 S. 211; 65 S. 211].
p.R309H liegt auf dem gleichen Nukleotid wie die kirzlich in erwachsenen Patienten
mit PEO als pathogen beschriebene p.R309L Substitution [65 S. 216]. In p.R309H wird
das hydrophile Argenin durch ein ebenfalls hydrophiles Histidin substituiert, wahrend
R309L ein hydrophobes Leucin bedingt. Hydrophobe Aminosaureveranderungen
wurden im Zusammenhang mit spater beginnenden mitochondrialen Erkrankungen wie
PEO beschrieben [65 S. 216].

Die Substitution p.T914P in Exon 18 verandert eine konservierte Aminosaure und liegt
nahe der beschriebenen pathogenen Mutation p.G923D in der Polymerase-Domane
[65 S. 216]. Die p.T914P Missense-Mutation liegt in Patient 9 compound heterozygot
mit der haufigen POLGI1-Mutation p.A467T vor und verursacht eine schwere
frihkindliche Enzephalopathie mit Leberbeteiligung. Die p.T914P Mutation in
compound heterozygotem Status mit den Mutationen p.Q308H und p.F1164I fihrte in
einem zehnjahrigen Madchen zu einem divergenten Phanotyp mit PEO und Myopathie
[51 S. 1678]. p.Q308H liegt in der Exonuklease-Domane, wahrend p.F1164l in der

Polymerase-Doméne des POLG1-Gens vorkommit.

SchliefRlich fanden wir Mutationen im POLG1-Gen in Patienten mit dem kindlichen

hepatozerebralen Syndrom, die bereits in erwachsenen Patienten mit einem anderen
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Phanotyp beschrieben wurden. Die Missense-Mutationen p.G1051R [74 S. 316],
p.Y831C [75 S. 1777], R627Q [72 S. 1907], p.G848S [65 S. 211] und p.R1096C [1 S.
1354] wurden bereits als pathogen in Erwachsenen mit PEO, SANDO,
Parkinsonismus, Ataxie-Myopathie bzw. PEO-Ataxie-Neuropathie bestétigt. Kann der
gleiche heterozygote Basenaustausch mehrere andersartige Ph&notypen wie Alpers
Syndrom, progressive externe Ophthalmoplegie oder SANDO verursachen? Eine
Erklarung fir diese phanotypische Varianz kann die heterozygote Mutation auf dem

anderen Allel sein.

In vier Patienten (Patienten 18, 19, 20, 21) konnten wir nur eine einzige heterozygote
pathogene Mutation im POLG1-Gen identifizieren. Wir erwarteten, dass die zweite
Mutation in der Promoterregion oder in den intronischen Sequenzen liegt. Deshalb
sequenzierten wir die cDNA in einem dieser Patienten (Pat. 18), konnten aber die
zweite pathogene Mutation nicht identifizieren. Ob bei diesen Mutationen auch
dominante Manifestationen in Frage kommen, muss in weiteren Studien geklart

werden.

Ein weiteres Ratsel ist, ob eine pathogene Mutation im POLG2-Gen zusammen mit
einer heterozygoten Mutation im POLG1-Gen ein Alpers Syndrom verursachen kann.
Das POLG2-Gen kodiert die p55 akzessorische Untereinheit der DNA Polymerase
gamma. Mutationen im POLG2-Gen wurden in einer aktuellen Veréffentlichung in
einem Patienten mit PEO, multiplen Deletionen und COX-defizienten Muskelfasern
beschrieben [69 S. 1027, 1028]. Die p.G451E Substitution fihrt zu einer inkompletten
Stimulation der Kkatalytischen Untereinheit und in der Folge zu einer gestdrten

Interaktion der beider Untereinheiten der POLG.

6.4.2.1 p.A467T - eine haufige Mutation beim Alpers Syndrom
Die beim Alpers Syndrom haufig beschriebene ¢.1399 G>A / p.A467T Linker-Region

Mutation fanden wir in 38% (5/13) der im Kindesalter manifestierten Félle (siehe Abb.
21). Die p.A467T heterozygoten Eltern der betroffenen Kinder dieser Studie waren alle

klinisch unauffallig.

In einigen Populationen konnte diese Mutation in Kontrollpersonen nachgewiesen
werden. So wurde sie in 0,69% der britischen Kontrollallele identifiziert, was ein
Reservoir fir rezessive Erkrankungen darstellen kann. Im Gegensatz dazu wurde
p.A467T in nur 0,17% der finnischen Kontrollallele und 0,19% der 1066 deutschen
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Kontrollallele gefunden. In 674 italienischen Kontrollchromosomen konnte die p.A467T
Mutation nicht nachgewiesen werden. Dies verdeutlicht die geographischen
Unterschiede in der Ubertragerfrequenz in Europa [51 S. 1680].

Angesichts der veroffentlichten Daten von funktionellen [14 S. 31341] und klinischen
Studien [49 S. 217] wird klar, dass die haufige Linker-Region Mutation p.A467T direkt
zur Pathogenese beitragt. Eine A467T Substitution resultiert in einer verminderten
Aktivitat, DNA-Bindung und Genauigkeit der DNA Polymerase gamma [72 S. 1907].

Bei Individuen mit homozygoter p.A467T Mutation wurde ein milderer Phanotyp im
Vergleich zur monoallelischen Expression von p.A467T in compound Heterozygoten
beschrieben [89 S. 1495; 51 S. 1680]. Die homozygoten Félle erkrankten oft erst im
Schulalter und zeigten eine isolierte Enzephalopathie. Haufig war das erste Symptom
eine Epilepsie. Zusatzliche Symptome entwickelten sich aber im weiteren Krankheits-
verlauf. In der Literatur werden sechs Kinder mit homozygoter p.A467T Mutation,
juvenilem Alpers Syndrom und anfénglich mildem Verlauf erwéhnt [39 S. 725, 726; 89
S. 1494; 51 S. 1677; 29 S. 231]. Zwei dieser beschriebenen Kinder entwickelten im
Verlauf ein Leberversagen, das durch eine Therapie der Krampfanfalle mit
Valproinséaure getriggert wurde [39 S. 725; 29 S. 231]. Dieser milde Verlauf bei
homozygoter p.A467T Mutation erscheint ungewohnlich, da kirzlich in vitro erhobene
Daten zeigten, dass die POLG mit dem A467T mutantem Protein nur noch eine
Aktivitat von 4% aufweist [15 S. 31345; 72 S. 1911, 1912] und eine fehlerhaft
Interaktion der beiden POLG-Untereinheiten p140 und p55 aufweist [15 S. 31345].
Vermutlich reicht diese Restaktivitdt von 4% aus, um eine zumindest eingeschrankte
Funktion des Proteins zu gewahrleisten und einen milderen Phanotyp zu bedingen. Bei
compound Heterozygoten mit der p.A467T Mutation auf dem einen Allel bewirkt
vermutlich die pathogene Mutation auf dem zweiten Allel einen schwereren Phanotyp

des Alpers Syndroms.

In unserem Kollektiv beobachteten wir, dass die p.A467T Mutation compound
heterozygot mit einer Mutation in der Polymerase-Doméane eine schwere, fatal
verlaufende Hepatoenzephalopathie verursachte. p.A467T scheint zusammen mit einer
Mutation in der Polymerase-Domane, zu einer schwerwiegenderen Funktions-
einschrankung der POLG zu fuhren. Vermutlich tragen aber noch weitere Faktoren zu
dieser Phanotyp-Variabilitat bei. Weitere Untersuchungen in einer gréf3eren Kohorte

sind hier nétig, um die klinische Variabilitat zu klaren.
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Unter den Fallen mit POLG1-Mutationen, die sich im Erwachsenenalter manifestieren,
wird die p.A467T Mutation seltener gefunden [51 S. 1680]. Es ist unklar, warum die
p.A467T Mutation haufiger bei Kindern als bei Erwachsenen identifiziert wird. Ein
Argument kann die rezessive Vererbung dieser Mutation sein. Neue klinisch-
genetische und funktionelle Studien vermuten, dass p.A467T auch als dominante
Mutation in Erscheinung treten kann. In der Literatur wird ein Patient mit mildem
Phanotyp und sich spét manifestierender Ptosis beschrieben. Bei diesem Patienten lag
die p.A467T Mutation auf dem einen Allel vor; auf dem anderen Allel fand sich keine

weitere pathogene Mutation [72 S. 1910].

6.4.2.2 Genotyp-Ph&notyp-Korrelation

Unsere Beobachtungen bestétigen, dass pathogene Mutationen im POLG1 Uber die
kodierenden Regionen verteilt sind. Obwohl es keine strenge Genotyp-Phanotyp-
Beziehung bei den POLG1-Mutationen gibt, I&sst sich ein Muster erahnen, das sich an
der Lage und Art der Mutationen im POLG1-Gen orientiert [51 S. 1680].

Missense-Mutationen bewirken eine verminderte Funktion bzw. eine Aktivitatsabnahme
der mitochondrialen DNA Polymerase gamma, wahrend aus einer Frameshift-Mutation

oder einem Stoppcodon ein kompletter Ausfall der POLG resultiert.

Bei den Patienten mit POLG1-Missense-Mutationen unseres Kollektivs reicht das
Manifestationsalter von zweieinhalb Monaten bis 81 Monaten. Phanotypisch
prasentieren die Kinder ein typisches Alpers Syndrom. Bei Missense-Mutationen
entscheidet vermutlich die Lage der Mutation im Gen Uber den Krankheitsverlauf. Die
meisten Falle mit einer schweren Manifestation in der Kindheit haben jeweils eine

heterozygote Mutation in der Linker-Region (Tab. 11).

88



DISKUSSION

Tabelle 11 Lage der POLG1-Mutation im Gen und Phanotyp

Lage der Linker-Region + Linker- Exonukleas Polymerase
Mutation Polymerase-Doméne Region e-Domane + -Domaéne
Linker-
Region
Art der Missense-  Splice-site- Missense-  Missense- homozygote
Mutation Mutation Mutation + Mutation Mutation Missense-
Missense- Mutation
Mutation
Phanotyp  Alpers Alpers Alpers Alpers Alpers
Syndrom,  Syndrom Syndrom, Syndrom, Syndrom,
schwerer schweren
Verlauf Enzephalo-
pathie,
Leberbeteilig
ung erst mit
8,5 Jahren
Patienten  9,12,14, 11,15 10 13 16
17
Manifesta 12,5; [6- 3,5;[12-15] 95 6 24
tionsalter  81]
in Mon.
Median;
[Range]
Tod in 2/ 13,5; 2/17,5; 12 16 -
Mon. Pat.- [11-16,5] [16-19]
anzahl /
Median;
[Range]

6.5 Therapieansatze

6.5.1 Supportive MalRnahmen

Therapeutische Mal3nahmen zur Behandlung eines mtDNA Depletionssyndroms sind
bisher nicht bekannt. Lediglich supportive MalBnahmen wie kontinuierliche
Sondenernahrung, Gerinnungsfaktorsubstitution, ggf. antibiotische Therapie und

Physiotherapie stehen derzeit zur Verfigung.

6.5.2 Lebertransplantation

Seit kurzem werden gute Erfolge mit einer Lebertransplantation bei leberspezifischen
mitochondrialen Erkrankungen verzeichnet [98 S. 316]. Eine Lebertransplantation
wurde in sechs bereits beschriebenen DGUOK-Féllen durchgefiihrt [98 S. 316; 76 S.
746; 108 S. 237; 94 S. 219; 110 S. 290; 103 S. 463]. Vier dieser Kinder hatten eine
multisystemische Prasentation zum Zeitpunkt der Lebertransplantation. Die

Lebertransplantation konnte aber eine Progression der Erkrankung in den anderen
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Organen nicht aufhalten. Infolgedessen verstarben diese Kinder. Im Gegensatz dazu
zeigten zwei weitere Patienten, die Missense-Mutationen im DGUOK-Gen tragen, eine
isolierte Hepatopathie und wurden im Alter zwischen zwolf bzw. siebzehn Monaten
lebertransplantiert. Im Alter von drei bzw. funf Jahren zeigten sie keine Beteiligung
weiterer Organe [98 S. 316; 94 S. 219]. Das Kind, das von Salviati und Kollegen
beschrieben wurde [98 S. 316], ist mittlerweile elf Jahre alt und hat bis auf eine
episodische Migréne keine Beteiligung anderer Gewebe [Annette Feigenbaum, MD,

schriftiche Kommunikation, Dez. 2005].

Patient 1 unserer Studie mit den heterozygoten Missense-Mutationen p.M1V und p.M1lI
im Startcodon des DGUOK-Gens erhielt im Alter von zwolf Monaten eine
Lebertransplantation. Sie ist momentan mit dreieinhalb Jahren bei guter Gesundheit

(Abb. 25). Bei dem Madchen dominierten die Symptome einer Hepatopathie. Ein

Nystagmus oder morphologische Veranderungen in der Kernspintomographie wurden

nicht beobachtet.

Abbildung 25

Patientin mit DGUOK-Defekt nach

Lebertransplantation

In der Literatur wurde aktuell ein Kind mit Alpers Syndrom und Leberversagen im
Endstadium kurz nach der ersten epileptischen Episode beschrieben, das im Alter von
zweieinhalb Jahren eine orthotope Lebertransplantation erhielt. Sechs Monate spater
verstarb es jedoch an den Folgen der therapieresistenten Epilepsie [29 S. 231]. Ein
weiterer Fall wurde 2005 geschildert. Ein Junge mit homozygoter p.A467T Mutation
erkrankte im Alter von sieben Jahren an einer Epilepsia partialis continua. Im Alter von
achtzehn Jahren bekam er Valproinsaure zur Therapie der nicht beherrschbaren
Epilepsie. Kurze Zeit spater entwickelte er ein schweres akutes Leberversagen und
erhielt eine Lebertransplantation [39 S. 725]. Er verstarb im Alter von neunzehn Jahren
an den Folgen der fortschreitenden Enzephalopathie.
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6.5.3 Experimentelle Ansétze

6.5.3.1 Supplementation von dGMP und dAMP in DGUOK-defizienten Zellen

Taanman und Kollegen studierten 2003 Hautfibroblasten eines Patienten mit
homozygoter Nonsense-Mutation in Exon 3 des DGUOK-Gens. Sie zeigten, dass,
obwohl die mtDNA in ruhenden DGUOK-defizienten Fibroblasten vermindert ist, die
Depletion durch Supplementation von dGMP und dAMP verhindert werden kann [109
S. 1839]. Sie hemmten den Zellzyklus und versetzten die Zellen in ein Ruhestadium.
Dabei sank die mtDNA Menge in DGUOK-defizienten Zellen bedenklich ab, blieb aber
in Kontroll-Fibroblasten stabil [109 S. 1842]. Diese Abnahme der mtDNA Menge in
ruhenden, DGUOK-defizienten Zellen konnte durch Substitution von dGMP und dAMP
verhindert werden. lhre Experimente zeigten, dass wahrend der S-Phase des
Zellzyklus die zytosolische Deoxynukleotid-Konzentration durch die Aktivitat des De-
Novo-Synthese-Pathway hoch ist. Suffizient phosphorylierte Deoxyguanosine und
Deoxyadenosine passieren die mitochondriale Membran, um die mtDNA Synthese in
DGUOK-defizienten Zellen zu unterstutzen. In anderen Phasen des Zellzyklus, wenn
die zytosolische Deoxyribonukleotid-Konzentration durch die fehlende De-Novo-
Synthese niedriger ist, gelangen insuffizient phosphorylierte Deoxyguanosine und
Deoxyadenosine in die mitochondriale Matrix [109 S. 1842]. Diese Beobachtungen
lassen schlussfolgern, dass mdglicherweise geringe Mengen an dGMP und dAMP, die
durch die Deoxycytidinkinase im Zytosol synthetisiert werden, als Vorstufen fir die
MtDNA Synthese genutzt werden [109 S. 1843].

6.5.3.2 Erhoéhung des dNTP Pools

Mutationen in Genen, die den mitochondrialen Vorrat an Deoxynukleotiden (dNTP)
kontrollieren, beeintrachtigen die Integritat der mtDNA sowohl in Menschen als auch in
Hefezellen. Baruffini und Kollegen testeten 2006, inwieweit Manipulationen am dNTP
Pool die Auswirkungen von POLG1-Mutationen in Hefezellen modifizieren kénnen [7
S. 2846]. Zu diesem Zweck induzierten sie in MIP1, dem POLG1-Homologon in
Hefezellen, die bekannten, humanen POLG1-Mutationen p.Y955C und p.G268A [7
S. 2851]. Eine Steigerung des mitochondrialen dNTP Pools konnte zum Einen durch
Uberexpression des RNR1, einem dNTP Checkpoint-Enzym (Ribonukleotid-
Reduktase), erreicht werden [16 S. 29984], zum Anderen durch Deletion seines
Inhibitors, SML1 [122 S. 6114; 7 S. 2848]. Die petite Mutabilitdt beider rekombinanter,
mutanter Erbanlagen wurde daraufhin reduziert. Die Erhéhung des dNTP Pools zeigt

einen protektiven Effekt auf die mtDNA. Dahingegen ist eine gesteigerte Produktion
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von reaktiven Sauerstoffradikalen mit einem Anstieg von mtDNA Rearrangements
verbunden [34 S. 740; 125 S. 671]. Die Exposition der mutanten Erbanlagen mit
Dihydroliposaure, einem Sauerstoffradikalfanger, vermindert ebenfalls signifikant die
petite Mutabilitdt in beiden Fallen [7 S. 2849]. Ein Anstieg des mitochondrial dNTP
Pools und/oder eine Abnahme der reaktiven Sauerstoffradikale konnen die Schadigung
der mtDNA durch POLG1-Mutationen in Hefezellen und mdglicherweise in humanen

Zellen verhindern.

6.6 Schlussfolgerungen

Zusammengefasst zeigen unsere Ergebnisse, dass Mutationen im DGUOK- und
POLG1-Gen eine haufige Ursache der hepatozerebralen Form des MDS darstellen, in
einer Vielzahl der Falle mit einer mtDNA Depletion in den betroffenen Geweben
einhergehen und bei Hepatoenzephalopathien mit vermuteter mitochondrialer Genese

bertcksichtigt werden sollten.

Die klinische Prasentation von DGUOK-Mutationen scheint auf ein infantiles
Leberversagen beschrankt zu bleiben. Wéahrend POLG1-Mutationen im Kindesalter
neben einem typischen Alpers Syndrom auch ein juveniles Alpers Syndrom [51 S.
1674] verursachen, werden sie im Erwachsenenalter mit einem gro3en Spektrum an
klinischen Préasentationen in Verbindung gebracht: dominante und rezessive PEO [115
S. 211], Ataxie [47 S. 430], SANDO Syndrom [117 S. 133], Parkinsonismus [71 S. 875]
oder mannliche Infertilitat [96 S. 261]. Bei wenigen Patienten mit DGUOK-Defekt oder
Alpers Syndrom wurde eine mildere Verlaufsform mit einer langsam progredienten
neurologischen und hepatischen Symptomatik beobachtet. Diese Kinder haben
vermutlich eine langere Lebenserwartung. Die Schwere der Symptomatik scheint, mit
der Art und Lage der Mutationen im Gen und dem Ausmal} der Depletion an mtDNA zu

korrelieren.

Die Identifizierung der Individuen mit moglichen POLG1-Mutationen kann aufgrund der
klinischen Heterogenitat von POLG1-Defekten schwierig sein. Die Mehrheit der
POLG1-Patienten dieser Studie hat keine relevante Familienanamnese, wahrend Uber
die Halfte der DGUOK-Kinder &hnlich betroffene Geschwisterkinder haben. Dies
verdeutlicht, dass POLG1-Mutationen in einem breiten Spektrum von sporadischen
neuromuskularen und hepatozerebralen Erkrankungen in Betracht gezogen werden
missen. Wahrend Mutationen im DGUOK-Gen nur in einer begrenzten Entitat mit

Uiberwiegender Lebersymptomatik in Frage kommen.
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7 Zusammenfassung

Hepatozerebrale Syndrome kénnen sowohl angeboren als auch erworben (toxisch,
infektios) auftreten. Verursacht durch eine mitochondriale Dysfunktion treten sie oft im
Rahmen  mitochondrialer DNA  Depletionssyndrome  auf.  Mutationen im
Deoxyguanosinkinase- (DGUOK-) Gen, Polymerase gamma-A (POLG1-) Gen wie
auch im MPV17-Gen wurden in Zusammenhang mit der hepatozerebralen Form des
mitochondrialen DNA Depletionssyndroms beschrieben. Das phanotypische Spektrum
reicht von neonatal beginnender, schwerer Leberinsuffizienz mit variabler
neurologischer und muskularer Beteiligung bis hin zum Alpers Syndrom mit
therapieresistenter Epilepsie und Leberinsuffizienz.

In unserer Studie untersuchten wir 44 Kinder deutscher, dsterreichischer und turkischer
Abstammung mit neurologischen Symptomen und Leberinsuffizienz, bei denen andere
Ursachen eines hepatozerebralen Syndroms ausgeschlossen wurden, hinsichtlich der
Inzidenz eines mitochondrialen DNA Depletionssyndroms und Mutationen im DGUOK-
bzw. POLG1-Gen.

Wir konnten in 25 Gewebeproben (25/28) eine verminderte Aktivitdt der Atmungs-
kettenenzyme nachweisen. Darunter fanden wir in 22 Fallen (22/25) einen
kombinierten Atmungskettendefekt, am haufigsten einen kombinierten Komplex I+IV
und 1l-IV Mangel. Eine ausgepragte Depletion der mitochondrialen DNA Molekile
zeigte sich in finfzehn Fallen (15/30) sowohl im Muskelgewebe, Lebergewebe als auch
in Fibroblasten.

Dreizehn Kinder mit Alpers Syndrom (13/44) haben Mutationen im POLG1-Gen,
vielfach einen compound heterozygoten Status mit einer Mutation in der Polymerase-
Domaéane und einer weiteren in der Linker-Region, haufig p.A467T. Die Kinder fielen
durch Entwicklungsverzogerung, therapieresistenten Anfallsleiden und erhghte
Transaminasen auf. In vier Fallen wurde die Leberfunktionsstérung durch die
Hepatotoxizitat der antikonvulsiven Therapie mit Valproinsdure getriggert. Eine mtDNA
Depletion trat in 83% der untersuchten Gewebeproben infolge Mutationen im POLG1-
Gen auf.

In weiteren acht Kindern (8/44) sequenzierten wir pathogene Mutationen im DGUOK-
Gen. Drei Mutationen betreffen allein das Start-Methionin des Proteins. Die Mehrzahl
dieser Kinder erkrankte bereits in der Neonatalzeit mit Hypoglykamie, Laktatazidose,
prolongiertem Ikterus und Anstieg der Transaminasen. Eine Patientin mit milder Form
des hepatozerebralen mitochondrialen DNA Depletionssyndroms wurde erfolgreich

lebertransplantiert. In der histopathologischen Untersuchung fiel ein hepatozelluléares
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Karzinom auf. Mutationen im DGUOK-Gen gingen in unserem Kollektiv ausnahmslos
mit einer Depletion der mitochondrialen DNA einher.

Anhand unserer Studie stellen wir fest, dass das mitochondriale DNA
Depletionssyndrom, das durch Mutationen im DGUOK- und POLG1-Gen hervorgerufen
wird, eine haufige Ursache mitochondrialer hepatozerebraler Syndrome im Kindesalter

darstellt.
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