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1. Einleitung

In unserem Korper spielt die Glukose eine wichtige Rolle fir die Ernahrung. Glyko-
gen wird in den Zellen gespeichert und steht ihnen als Energie fur verschiedene Pro-
zesse zur Verfugung. Eine Stérung der Glukosespeicherung fuhrt daher zu einem
gestorten Energiehaushalt und zu verschiedenen Krankheitsbildern. Die Glykogen-
Speicherkrankheit ist eine Glykogenstoffwechselerkrankung, die sich sowohl als Gly-
kogenabbaustorung (Pompe Krankheit, GSD Typ Il) als auch als Glykogenaufbau-
storung (Andersensche Krankheit, Amylopektinosis, GSD Typ V) zeigt. In dieser Ar-
beit wird die Korrelation zwischen Genotyp und Phanotyp bei der Pompe und An-

dersenschen Krankheit untersucht.

1.1 Geschichte der Glykogen-Speicherkrankheit Typ Il und Typ IV

Die klinische Erstbeschreibung einer Glykogen-Speicherkrankheit (syn. Glykogeno-
se) stammt aus dem Jahre 1928 (1). Der Erkrankung eines siebenjahrigen Jungen
mit vergroRerter Leber und kleinen Genitalien lag ein Defizit des ,, debranching en-
zyme“ zugrunde (Glykogenose Typ Ill) (2).

Die Glykogenose Typ | (Glukose-6-Phosphatase-Defizit) wurde 1929 von Edgar von
Gierke, einem deutschen Pathologen, beschrieben. Ein siebenjahriger Patient mit
dieser Krankheit zeigte einen aufgedunsenen Leib, der auf einer massiven Vergrolie-
rung der Leber beruhte. Zwischen den Nahrungsaufnahmen trat eine schwere Hypo-
glykamie auf. Aulderdem stieg der Blutzuckerspiegel nach Verabreichung von Adre-

nalin oder Glukagon nicht an (3).

Die Glykogenose Typ Il (GSD Typ II) wurde 1932 erstmalig von J. C. Pompe, einem

niederlandischen Pathologen, beschrieben. Er berichtete Uber ein sieben Monate al
tes Madchen, bei der eine abnormale Glykogenakkumulation in jedem Gewebe be-
obachtet wurde. Sie verstarb an fortgeschrittener idiopatischer, hypotropischer Kar-
diomyopathie. 1963 schlug de Duve als Erster als Erklarung eine lysosomale Spei-
cherkrankheit vor (4).

Die Glykogen-Speicherkrankheit Typ IV ist eine autosomal rezessiv vererbte Krank-

heit des Glykogenstoffwechsels, hervorgerufen durch Mangel am Glykogen-Bran-



chingenzym in jedem Gewebe (5, 6). Der enzymatische Defekt der GSD Typ IV
(Branchingenzyme; Amylo-1,4-1,6 Transglykosidase) wurde 1956 durch Andersen
aufgeklart (7). Er beschreibt einen Patienten, der eine progressive Hepatosplenome-
galie zeigte und histologisch abnormale Polysaccharide in der Leber aufwies (klassi-
sche Glykogenose Typ IV, Morbus Andersen) (5, 8, 9, 10). Die abnormalen Glyko-
gene haben mehr o-1,4 Glukoseeinheiten und langere Aul3enketten als normales
Glykogen (11). Wegen der abnormalen Glykogenstruktur vermutete man daher einen
Mangel am Branchingenzym, welcher von Brown 1966 nachgewiesen worden ist
(12).

1.2 Physiologie und Biochemie des Glykogenstoffwechsels

Glykogen ist eine leicht mobilisierbare Speicherform der Glukose. Es ist ein sehr
groldes, verzweigtes Polymer aus Glukoseeinheiten, die grofdtenteils Uber o-1,4-gly-
kosidische Bindungen miteinander verknUpft sind. Die Verzweigungen (o-1,6-glyko-
sidische Bindung) treten etwa einmal in zehn Einheiten auf.

Glykogen finden wir in Form von Granula mit einem Durchmesser von 10 bis 40 nm
in der Leber sowie im Skelettmuskel. Die Glykogenkonzentration ist in der Leber ho-
her als in der Muskulatur, aber in der Skelettmuskulatur wird aufgrund ihrer grof3eren

Masse insgesamt mehr Glykogen gespeichert.

1.2.1 Enzyme des Glykogenabbaus: Saure a-Glukosidase

Der Glykogenabbau dient ebenso wie die Glukoneogenese der Gewahrleistung einer
konstanten Blutglukosekonzentration, welche besonders flr die Funktion des ZNS
und der Muskeltatigkeit von Bedeutung ist. Glykogen wird ganzlich in der Leber ab-
gebaut, da Glukose-6-Phosphatase, ein Hydrolyseenzym, meistens in der Leber,
wenig in den Nieren und im Darmgewebe vorkommt. Phosphorylierte Glukose kann
im Gegensatz zu freier Glukose kaum aus den Zellen diffundieren.

Am Abbau des Glykogens sind drei Enzyme beteiligt. Phosphorylase spaltet phos-
phorolytisch Glukosereste von den nicht reduzierenden Enden ab. Dabei entsteht
neben dem verkurzten Glykogen Glukose-1-Phosphat, das durch die Phosphoglu-

komutase-Reaktion in Glukose-6-Phosphat isomerisiert wird. Die glykosidische Bin-



dungsstelle zwischen dem C1 einer endstandigen Einheit und dem C4 der vorherge-
henden Einheit wird durch Orthophosphat gespalten, wobei Glukose-1-Phosphat
entsteht, das reversibel in Glukose-6-Phosphat tberfuhrt werden kann. Die Phospho-
rylase stoppt die Spaltung von o-1,4-Bindungen, sobald sie einen endstandigen Glu-
koserest erreicht, der vier Einheiten von einer Verzweigung entfernt liegt. Im nachs-
ten Stadium wird eine Transferase, a-(1—4) -Transglykosylase (a-1,4-Glukosidase,
lysosomal) erforderlich, da eine Transferase einen Block von drei Glukoseeinheiten
von einem aulieren Zweig auf einen anderen ubertragt. Amylo-(1—6) -Glukosidase
(debranching enzyme) spaltet hydrolytisch die verbleibenden a(1—6) -gebundenen

Glukosemolekule ab.

1.2.1.1 Struktur der sauren o-Glukosidase

J. A. Lodge et al. 16ste die Struktur der sauren o-Glukosidase aus Thermotoga mari-
tima (Escheria Coli) (77) sauren a-Glukosidase-Protein bildet einen Komplex mit
NAD* und Maltose, da das Enzym NAD* und Mn?* braucht, um eine starke Redukti-
onskondition der Aktivitat zu erreichen. Die NAD" verbindet sich mit der Rossman-
Faltung NAD*-Bindungsseite. Nicotinamid liegt in der Ndhe von Maltose. Die aktive
Seite von Cys-174 und die Umgebung des Histidin spielt eine grof3e Rolle fur die
Hydrolyse-Reaktion (78). Abb. 1 zeigt die 3D-Struktur der sauren o-Glukosidase
nach Lodge.

Abb. 1: Struktur der GAA nach Lodge et al. (77)



1.2.2 Enzyme des Glykogenaufbaus: Das Branchingenzym

Die Glukose fur den Aufbau des Glykogens wird dem Blut entnommen und in der
Leber durch die Hexo- und Glukokinase zu Glukose-6-Phosphat phosphorylisiert.
Dieses mufd zunachst in Glukose-1-Phosphat isomerisiert werden, denn das ist die
Voraussetzung flr die Aktivierung der Glukose mit Uridintriphosphatase (UTP). Die
Isomerisierung wird durch die Phosphoglukomutase katalysiert, wahrend die Kopp-
lung des gebildeten Glukose-1-Phosphats an UTP durch die UDP-Glukose-Pyropho-
sphorylase katalysiert wird. Die Glykogen-Synthetase katalysiert die Ubertragung der
Glukose aus UDP-Glukose nur auf die C4-Hydroxylgruppe einer endstandigen Ein-
heit im wachsenden Glykogenmolekul. Zur Bildung der a-1,6 Bindungen, die Glyko-
gen zu einem verzweigten Polymer machen, ist ein weiteres Enzym erforderlich. Die
Verzweigung ist sehr wichtig, da sie die Loslichkeit des Glykogens erhoht und durch
sehr viele nicht reduzierende Enden die Angriffspunkte der Glykogenphosphorylase
und der Glykogensynthetase darstellen. Damit erhoht die Verzweigung die Ge-
schwindigkeit von Glykogensynthetase und -abbau. Ein Verzweigungsenzym (Bran-
chingenzym) wandelt einige der a-1,4- in o-1,6-Bindungen um. Das Glykogen-
Branchingenzym (o-1,4- und 1,6-Glykosyltransferase, kurz GBE) katalysiert den letz-
ten Schritt der Glykogensynthese durch Verbindung von kurzen Glukoseketten (etwa
sechs bis sieben Glukose-Einheiten) zum o-1,6 glykosidisch-nichtreduzierenden En-
de. Diese sieben Glukoseeinheiten stammen von einer Kette mit mindestens elf Ein-
heiten und werden auf eine mehr im Innern der Kette liegende Stelle transfe- riert.
Das Verzweigungsenzym, das diese Reaktion katalysiert, arbeitet sehr spezifisch.
Der neue Verzweigungspunkt mufd mindestens vier Einheiten von einem bereits be-
stehenden entfernt sein. Die neu verbundene, kurze Verzweigung wird durch Glyko-
gensynthetase weiter verlangert (12, 13). Deshalb fuhrt ein Mangel am Glykogen-
Branchingenzym zur Akkumulation abnormalem Glykogens mit Amylopektin-ahnli-
cher Struktur (14, 15). Dieses abnormale Glykogen ist bekannt als Polyglukosan und
akkumuliert in der Leber, im Herzen und im neuromuskularem System. Die Verbin-
dung zur o-1,6 Glukose im Glykogen ist fur die Zelle sehr wichtig, da dadurch die
Ldslichkeit zunimmt, der osmotische Druck sinkt und mehr Glukose durch Glykogen-
phosphorylase mobilisiert werden kann (16). Die klinische Manifestation der GSD

Typ IV entsteht durch die Akkumulation von Polyglukosan in verschiedenen Gewe-



ben. Durch die Unldslichkeit nimmt der osmotische Druck in der Zelle zu, was zur
Schwellung und zum Tod fuhrt. AuRerdem verursacht diese Unldslichkeit eine frem-
de Reaktion in der Leber und flhrt zu Leberfehlern (17).

1.2.2.1 Struktur des Glykogen-Branchingenzyms

Abad et al. veroffentlichte die Struktur des Branchingenzyms von Escherichia Coli
(79). Das Enzym besteht aus drei Major-Domanen, der NH,-terminalen, sieben Falt-
blatt-Sandwich-Domane, der COOH-terminalen Domane und der zentral liegenden
o/pB-Barrieredomane, die das aktive Zentrum des Enzyms enthalt. Die Zentraldoma-
nen aller anderen Amylasegruppen sind ahnlich (79). Abb. 2 zeigt die Struktur des

Branchingenzyms.

Abb. 2: Ansicht der dreidimensionalen Struktur des Branchingenzyms
nach Abad et al. (79)



1.3 Klinik und genetische Aufklarung

1.3.1 Glykogen-Speicherkrankheit Typ Il

Die Glykogen-Speicherkrankheit Typ Il ist eine autosomal rezessive Krankheit des
Glykogenstoffwechsels, hervorgerufen durch Mangel am lysosomalen Enzym saurer
a-Glukosidase in jedem Gewebe (18). Sie ist eine seltene Stoffwechselerkrankung
mit einer wahrscheinlichen Haufigkeit von ca.1:100.000 (westliche Lander). Jedoch
ist die autosomal-rezessive Glykogenose die haufigste Glykogenose (15% aller Gly-
kogenosen). Die infantile Form tritt haufiger in Afrika, dem stdlichen China und Tai-
wan auf (19), wahrend die Spatmanifestation bei adulter Form in den Niederlanden
haufiger beobachtbar ist (20).

Die infantile Form (GSD Typ II) tritt nur bei Sauglingen auf; charakteristisch fur die-
se Erscheinungsform ist eine schwere Hypotonie, progressive Muskelschwache,
massive Kardiomegalie (Kurzung des PR-Intervalls und des gro3en QRS-Komplex)
mit variabler Hepatomegalie (deutliche Anstieg des Plasma CK) und Macroglossia.
Die klassische infantile GSD Typ Il mit Kardiomegalie ist besonders fatal durch ei-
ne im ersten Lebensjahr auftretende Herzinsuffizienz (18).

Die Symptome der non-klassischen GSD Typ Il als Subklassifikation der infantilen
Form (untypische infantile Form oder muskulare Variante) sind leichte Herz-Beteili-
gung (hypertrophische Kardiomyopathie) ohne Einflu3 der linken Herz-Auswurfleis-
tung und der linken Herzkontraktion und eine langere Lebenserwartung gegenuber
der klassischen GSD Typ Il (langer als 12 Monate). Spater sterben die Patienten
durch pulmonale Infektionen mit sekundaren Ventilationsstorungen. Die Enzymakii-
vitat erniedrigt sich meistens (22).

Juvenile oder intermediate Formen (Glykogen-Speicherkrankheit Typ Il oder Saure-
Maltase Mangel) assoziieren mit reduzierender Restenzymaktivitat (die residuale
GAA-AKktivitat in Fibroblasten zeigt etwa 10% der normalen Werte). Die juvenile Form
beginnt in der ersten Lebensdekade und zeichnet sich durch eine verlangsamte mo-
torische Entwicklung und eine Uberwiegend proximale und respiratorische Muskel-
schwache aus. Glykogen wird in den Skelettmuskeln akkumuliert, begleitet von mil-

der Hepatomegalie und Herz-Beteiligung oder ohne Hepatomegalie und Herz-Betei-

ligung.



Adulte Formen aufiern sich ahnlich wie juvenile Formen und beginnen im Alter von
20-60 Jahren. Die residuale Glukosidaseaktivitat ist im Vergleich zu juvenilen For-
men hoher (40% der normalen Werte), die progressive Myopathie verlauft ohne
Herz-Beteiligung und langsamer als bei juvenilen Formen (18). Die adulte Form ma-
nifestiert sich in Symptomen einer respiratorischen Insuffizienz und einer progre-
dienten, symmetrischen und muskularen Schwache der Gliedergurtelmuskulatur.
Spater gehen die Patienten durch respiratorische Insuffizienz in ein fatales Stadium
uber (18). Die Unterschiede zwischen juvenilen und adulten Formen sind nicht ge-
nau definierbar (23). Die Muskelschwache in den unteren distalen Extremitaten mit
Zwerchfellbeteiligung verlauft sehr langsam progressiv. Anderen Berichten zufolge
zeigt sich bei Patienten beider Formen Muskelschwache mehr im proximalen als
distalen Bereich (23). Man vermutet, dass phanotypische Variationen von GSD Typ |l
(juvenile und adulte Formen) durch unterschiedliche residuale Glukosidaseaktivitat
entstehen. Vermutlich wird dies durch den hohen Grad der genetischen Heterogeni-
tat verursacht (23). Zusatzlich zeigen 30% der Patienten mit Spatmanifestation einer

GSD Typ Il ein obstruktives Schlafapnoesyndrom (24).

1.3.2 Glykogen-Speicherkrankheit Typ IV

Polyglukosan-Kdrper entstehen durch Imbalanz zwischen zwei wichtigen Enzymen
bei der Glykogensynthese, der Glykogensynthetase und dem Glykogen-Branchin-
genzym (25). Deshalb verursacht ein Mangel am Glykogen-Branchingenzym (GBE)
eine Akkumulation des abnormalen Glykogens mit Amylopektin-ahnlicher Struktur
(14, 15). Diese abnormalen Glykogene sind bekannt als Polyglukosan und akkumu-
lieren in allen Geweben, einschliel3lich des Myokards (7, 26, 27, 28, 29, 30). GSD
Typ IV ist eine sehr seltene Krankheit und wird etwa auf eine Inzidenz 1: 200.000 pro
Geburt geschatzt (31). Hinsichtlich der Organmanifestation und des klinischen Ver-
laufs zeigen Patienten mit GSD Typ IV differenzierte Krankheitsbilder (27, 32).

Eine typische Mutation des Glykogen-Branchingenzyms verursacht eine rapide pro-
gressive Leberzirrhose bei Kindheit (5, 33) als klassische, allgemeine Form. Als
Symptom ist eine progressive Leberzirrhose bekannt, die typisch in den ersten 18
Monaten mit Hepatosplenomegalie und Leberfehlern auftritt. Danach folgt als Kom-

plikation portale Hypertonie, Azites und dsophageale Varikosis. Die Kinder sterben



meistens im Alter um 5 Jahre, selten Uberleben die Kinder bei Leberdysfunktion ohne
progressive Leberkrankheit (35, 36, 37, 38).

Die milde, non-progressive, hepatische Form ist als variante Form beschrieben.
Einige Kinder zeigen bei letzterer Form eine deutliche Kardiomyopathie.

Die neuromuskulare Form (neuromuskulare neonatale Form) zeigt eine schwere
Hypotonie in der neonatalen Periode, multisystemische Krankheit mit Myopathie,
Neuropathie und unterschiedliche schwere Leberschadigung. Die Kinder sterben in
der neonatalen Periode (29). Die spatere neuromuskulare Form in der Jugend
zeigt sich mit Myopathie und Kardiopathie (27, 28, 41).

Anders als die Muskelform kann auch eine spatmanifestierende, neurodegenera-
tive Krankheit (adult polyglucosan body disease, APBD) auftreten (33). Bei dieser
Krankheit beobachtet man bei Erwachsenen eine diffuse zentrale und peripherale
Nervendysfunktion begleitend mit Akkumulation des Polyglukosan im Nervensystem
(42, 43).

Uber eine andere isolierte Muskelform bei Spatmanifestation wurde berichtet,
dass die Branchingenzymaktivitat nur im Muskel erniedrigt ist und in anderen Gewe-
ben, z. B. in Leukozyten, Fibroblasten und Hepatozyten unauffallig erscheint. Bei ju-
veniler Form zeigt sich, dass die Branchingenzymaktivitat nicht nur im Muskel son-

dern auch in Leukozyten erniedrigt ist (112, 115).

1.4. Molekulargenetische Aufklarung

1.4.1 Molekulargenetische Aufklarung der sauren a-Glukosidase

Bis jetzt sind Uber 203 Mutationen der GAA identifiziert und im Pompe-Zentrum im
Erasmus Universitat Medical Center in Rotterdam kategorisiert. Die bei infantiler
Form auftretenden Mutationen (p.Cys103Gly, p.Gly219Arg, p.Gly293Arg,
p.His308Pro, p.Leu312Arg, p. Leu355Pro, p.Cys374Arg, p. Leu405Pro, p.
Gly478Arg, p.Met519Thr, p.Leu552Pro, p.Glu579Lys, p. Gly607Asp, und
p.Ala880Asp) fihren mit einer Wahrscheinlichkeit von 98% oder hdher zu einer Re-
duktion der a-Glukosidaseaktivitat (21).

Hermans et al. berichtet, dass die einzelne Mutation (nur mit p.Trp481Arg oder
p.Tyr575Ser) als juvenile Form zum vollstandigem Verlust der GAA-Aktivitat fihrt
(21). Aber bei der Mutation p.Trp481Arg, p.Tyr575Ser bei Heterozygotie mit einer



weiteren, zweiten Mutation, wird die Restenzymaktivitat erhalten. Die Mutation
(p.Pro285Arg, p.try455Phe, p. Pro545Leu, und p.Gly549Arg) fuhrte zum partiellen
Verlust der GAA-Aktivitat. Die Patienten mit dieser Mutation korrelierten zwischen ih-
rem Genotyp und der Restenzymaktivitat und prasentierten sich mit juveniler Form
(21). Hermans et al. stellte zwei Patienten mit Mutation (c.525del mit c.546 G>A und
c.1827del mit c.-45T>G) als adulte Form vor. Die Korrelation zwischen Genotyp und
Phanotyp wurde nicht aufgeklart (21).

GSD Typ Il ist eine autosomal rezessive Krankheit. Beide Eltern der kranken Kinder
sind Trager der Mutantgene. Siblings haben eine 25%ige Chance, diese Krankheit
zu erhalten und eine 50%ige Chance, wenn beide Eltern Trager des Gens sind. Der
verantwortliche Gencode der sauren a-Glukosidase liegt im menschlichen Chromo-
som 17925.2-925.3 und enthalt 20 Exons. Das erste Exon ist nicht kodiert (22, 80).
GAA cDNA enthalt eine 2856 bp kodierende Sequenz. Sie verbindet sich mit der
nichtubersetzten 5’ Region der 218 bp und nicht Ubersetzten 3’ Region der 555 bp.
Sie kodieren ein Polypeptid, das aus 952 Aminosauren besteht und eine molekulare
Masse von 105 kDa besitzt (81, 82). Der Enzym-Precursor wird mit einem Asparat-
Rest glykolysiert und einem Mannoserest phosphoryliert, um Lysosome und proteo-
lytische Prozesse zu aktivieren (83, 84). Die Major-Formen werden durch SDS-Elek-
tophorese, einem Precursor 110 kDa und zwei Matur-Formen 76 — 70 kDa, darge-
stelt. Die katalysierende Seite wurde identifiziert (85).

Neue Studien zeigen, dass IVS1 (13T—G) als juvenile Form die am haufigsten auf-
tretende Mutation in Kaukasien ist (86, 87). Eine Asp645Glu-Mutation wird meistens
in infantiler Form in Taiwan und China beobachtet (88, 89 , 90, 91).
C.1585TC>GT(Ser529Val), ¢.2015G>A(Arg672GIn) als juvenile Form und
c.1798C>T(Arg600Cys) in unterschiedlichen Formen tritt haufig in Japan auf (92).
Arg854stop common nonsence Mutation tritt bei Afrikanern oder bei Amerikanern af-
rikanischen Ursprunges als infantile Form auf (93).

Die Allele, die Deletion eines Basenpaars in Position 525 (525delT),510C>T(A170A),
€.925G>A(Gly309Arg) und die Deletion des Exons 18 (Exon 18 del), tritt in Deutsch-
land haufiger auf als in anderen Landern. Homozygot fur 525delT oder Exon 18 del
und Compound heterozygot fur diese Allele ist die infantile Form (86, 87, 94, 95, 96,
97, 98). Der Genotyp korrespondiert nicht immer mit dem Phanotyp, da die unter-
schiedliche Modifizierung der Gene eine Rolle spielt (46, 99, 100, 101, 102).
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Vier Patienten aus Holland und ein Patient aus Sudafrika mit der Mutation
c.1634C>T(Pro545Leu) wurden durch Hermans et al. vorgestellt. Eine doppelte In-

sertion ¢.2741insC2743insG konnte bei drei turkischen Familien bestatigt werden
(95, 103).
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In der folgenden Tabelle 1 ist die Gensequenz der GAA aufgelistet:

1 cagttgggaa

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061
3121
3181
3241
3301
3361
3421
3481
3541

Tab

ggtaggacag
gccegttgtt
ggagcgggcec
tgctcccacc
gggcacatcc
gtcctggagg
gcccaggcac
agccgcttceg
tgctgctaca
ttecttcccac
tacacggcca
cggctggacg
aacaggcgct
ctctacagcg
ggccgegtge
ctgtccacct
atgctcagca
ggtgcgaacc
cacggggtgt
cttagctgga
aagagcgtgg
ggcctgggct
gtggagaaca
atggactccc
gtgcaggagc
agctcgggec
atcaccaacg
cccgacttca
gaccaggtgc
ggctctgagg

gttgggggga
cactacaacc

gtgaaggctc
cgatacgccg
gtgccagaaa
ggcttecetgg
taccccttca
agcgagccgg
cacctctaca
ttcctggagt
gaggccctge
cccttgggceca
ccecccacctg
ccggcccccece
ggccctggece
accaagggtg
ctggagcgag
gagctggtac
ggcgtggcca
tacagccccg
ctecgtcaget
ccagggaagc
tcacctggag
gccggggctce
cggggcctgg
gccggcatge
gtgctcaggt
cccaacgcga
cctgggaact

agctgaggtt
tgacctcggt
cagcgaggga
tgtaggagct
ggctcctgge
tactccatga
agactcaccc
accccggecg
attgecgcccc
tccectgcaaa
ccagctaccc
ccctgacceg
tgatgatgga
acgaggtgcc
tggagttctc
tgctgaacac
cgctgeccecte
ccagctggac
tctacgggtc
tcctgctaaa
ggtcgacagg
tgcagcagta
tccacctgtg
tgaccagggc
ggagggactt
tgcaccaggg
ctgccgggag
agaccggcca
ccaaccccac
ccttcgacgg
acggctgccc
cccteccaggce
tgcacaacct
gggggacacg
gccactggac
tcctgcagtt
gcaacacctc
tgcggaacca
cccagcaggce
cactgttcca
tccccaagga
tcatcacccc
catggtacga
cagctcceceg
tggacaccat
tcacaaccac
gagaggcccg
gggcctacac
gtgtgaccag
cggcgcccca
acaccaaggt
ggtgttagcce
agagcctgtg
ctgggcacta
tggcccccaa
agggctgcectc
gggtagtatt
ggaggtgtgg
ccgcttceceeg
caggaaaatt

gtcgccgggg
gacgcgaagg
ggctctgggc
gtccaggcca
cgtectgecgece
tttecectgcetg
agctcaccag
tceccagagcea
tgacaaggcc
gcaggggctg
cagctacaag
taccaccccc
gactgagaac
cttggagacc
cgaggagccc
gacggtggcg
gcagtatatc
caggatcacc
tcaccctttce
cagcaatgcc
tgggatcctg
cctggacgtt
ccgctggggce
ccacttcccc
cacgttcaac
cggccggcege
ctacaggccc
gccgctgatt
agccctggece
catgtggatt
caacaatgag
ggccaccatc
ctacggcctg
cccatttgtg
gggggacgtg
taacctgctg
agaggagctg
caacagcctg
catgaggaag
ccaggcccac
ctctagcacc
agtgctccag
cctgcagacg
tgagccagcec
caacgtccac
agagtcccge
aggggagctg
acaggtcatc
tgagggagct
gcaggtecctc
cctggacatc
gggcggagtg
tgcgggcagce
accattccaa
cgtgtctagg
tgtgttaata
agccaccccce
ggtatgcacc
gctgcccaga
cacaggactt

ccgcgggtgg
accccggceca
ctgccgcagce
tctccaacca
ctecgtgtcct
gttccccgag
cagggagcca
gtgcccacac
atcacccagg
cagggagccc
ctggagaacc
accttcttcc
cgcctccact
ccgegtgtcec
ttcggggtga
cccetgttet
acaggcctcg
ctgtggaacc
tacctggcge
atggatgtgg
gatgtctaca
gtgggatacc
tactcctcca
ctggacgtcc
aaggatggct
tacatgatga
tacgacgagg
gggaaggtat
tggtgggagg
gacatgaacg
ctggagaacc
tgtgcctcca
accgaagcca
atctcececget
tggagctcct
ggggtgcectce
tgtgtgcgcect
ctcagtctgc
gccctcacce
gtcgcggggg
tggactgtgg
gccgggaagg
gtgccaatag
atccacagcg
ctccgggcectg
cagcagccca
ttctgggacg
ttcctggeca
ggcctgcagce
tccaacggtg
tgtgtctcge
tgttagtctc
agctgtgtgc
gccgccgeat
agagctttct
agattgtaag
ctccatctgt
tgagctcctg
gggctggatg
gggagattct

aggtcgggga
cctctaggtt
tgacggggaa
tgggagtgag
tggcaaccgc
agctgagtgg
gcagaccagg
agtgcgacgt
aacagtgcga
agatggggca
tgagctcctce
ccaaggacat
tcacgatcaa
acagccgggce
tcgtgcaccg
ttgcggacca
ccgagcacct
gggaccttgc
tggaggacgg
tcectgcagece
tcttecectggg
cgttcatgce
ccgctatcac
aatggaacga
tcegggactt
tcgtggatcce
gtctgcggag
ggccecgggtce
acatggtggc
agccttccaa
caccctacgt
gccaccagtt
tcgecctecca
cgacctttgc
gggagcagct
tggtcggggc
ggacccagct
cccaggagcce
tgcgctacge
agaccgtggc
accaccagct
ccgaagtgac
aggcccttgg
aggggcagtg
ggtacatcat
tggccctgge
atggagagag
ggaataacac
tgcagaaggt
tceectgtcte
tgttgatggg
tccagaggga

gggcctgggg
cgettgttte

ccctagateg
gtttgcecctce
tcccagcacc
cttcgegect
cctgeceggte
aaatcttaag

. 1. Gensequenz der GAA nach Hoefsloot et al. (113)

tgaggcagca
ctecectegtcece
actgaggcac
gcacccgcecce
tgcactcctg
ctcctcccca
gccccgggat
cccccccaac
ggcecgeggce
gccctggtge
tgaaatgggc
cctgaccctg
agatccagct
accgtcccca
gcagctggac
gttccttcag
cagtcccctg
gcccacgccce
cgggtcggca
gagccctgcece
cccagagccc
gccatactgg
ccgceccaggtg
cctggactac
ccecggcecatg
tgccatcagce
gggggttttce
cactgccttce
tgagttccat
cttcatcaga
gcctggggtg
tctctccaca
cagggcgctg
tggccacggc
cgcctecctece
cgacgtctgce
gggggccttce
gtacagcttc
actcctcccce
ccggccccte
cctgtggggg
tggctacttc
cagcctccca
ggtgacgctg
cccectgcag
tgtggccctg
cctggaagtg
gatcgtgaat
gactgtcctg
caacttcacc
agagcagttt
ggctggttece
gttgcatgtg
cacctcctgg

cactgtgggce
ctcacctgtt

ggagaagggyg
gctgctctge
cccgagcaag
tgcaattatt
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1.4.2 Molekulargenetische Aufklarung des Glykogen-Branchingenzyms

Als Ursache der klassischen, allgemeinen Form ist eine Dreipunktmutation beim
GBE-Gen bekannt: R515C, F257L und R524X. Diese Mutation verursacht eine Inak-
tivitat des GBE (34).

Als Ursache der milden, nonprogressiven, hepatischen Form ist eine Mutation bei
zwei Allele, L224P und Y329S bestatigt und heterozygot flir Mutation R524Q darge-
stellt. Bei L224P zeigt sich ein kompletter Ausfall der GBE-Aktivitat und bei Y329S
etwa 50% der GBE-Aktivitat (39, 40).

Als Ursachen der neonatalen, neuromuskularen Form sind Deletion der 210 bp vom
Nukleotid 873 bis 1082 der GBE-cDNA erkannt, d. h. der Verlust von 70 Aminosau-
ren, was dem Verlust eines vollstandigen Exons entspricht, das durch eine 3’ Ak-
zeptor Punktmutation (ag bis aa) im Enzym bei neonataler Periode vorhanden ist.
Diese Deletion |6scht die GBE-Aktivitat vollstandig (34).

Die zwei Mutationen der spatmanifestierenden, neurodegenerativen Krankheit im
GBE-Gen bei APBD sind R515H in Nukleotid 1634 und R524G in Nukleotid 1661,
Y329S. Dies hat eine erniedrigte Branchingenzymaktivitat zur Folge (40, 44, 112).
Die cDNA des humanen Glykogen-Branchingenzyms wurde mittels Hefe kloniert, um
die molekulare Basis der Glykogen-Speicherkrankheit Typ IV und um die Spezifizitat
des Gewebes zu verstehen. In Tabelle 2 ist die vollstandige Sequenz des Human
GBE Gens aufgefuhrt. Die Sequenz beginnt mit dem Bglll-Anfang und endet mit dem
EcoRI-Terminus. Die DNA-Sequenz der gesamten pVT602 cDNA wurde bestimmt.
Die Sequenz bildet eine Kette von 702 Aminosauren. Diese cDNA, die 90 Basen
5'nicht Ubersetzte Region bis zum ersten Methionin-Codon enthalt, beginnt mit ATG
(80). Die kodierten Gene des Branchingenzyms werden sofort als diagnostisches In-
strument anwendet und sind in der Zukunft als somatische Gentherapie vorstellbar
(104).

Das Human GBE Gen ist in Chromosom 3p14 lokalisiert und besteht aus 16 Exons,
die eine Lange von etwa 118kb chromosomaler DNA haben. Die cDNA hat etwa 3kb

Lange und kodiert 702 Aminosauren (14).



-90 GATCTGAATTCGGTCCCAGCTAGAGCTCCAGCGCCCGCTCAGGCCCCACTCGACCCTCTCGGGCCTCGGCTACTT

-15 GGACTGCGGCGGAATATGGCGGCTCCGATGACTCCCGCGGCTCGGCCCGAGGACTACGAGGCGGCGCTCAATGCC
MetAlaAlaProMetThrProAlaAlaArgProGluAspTyrGluAlaAlaLeuAsnAla

-90 GCCCTGGCTGACGTGCCCGAACTGGCCAGACTCCTGGAGATCGACCCGTACTTGAAGCCCTACGCCGTGGACTTC
AlalLeuAlaAspValProGluLeuAlaArgLeuLeuGlulleAspProTyrLeulLysProTyrAlaVaIAspPhe

165 CAGCGCAGGTATAAGCAGTTTAGCCAAATTTTGAAGAACATTGGAGAAAATGAAGGTGGTATTGATAAGTTTTCC
GlnArgArgTyrLysGlnPheSerGlnIleLeulLysAsnIleGlyGluAsnGluGlyGlyIleAspLysPheSer

240 AGAGGCTATGAATCATTTGGCGTCCACAGATGTGCTGATGGTGGTTTATACTCCAAAGAATGGGCCCCGGGAGCA
ArgGlyTyrGluSerPheGlyValHisArgCysAlaAspGlyGlyLeuTyrSerLysGluTrpAlaProGlyAla

315 GAAGGAGTTTTTCTTACTGGAGATTTTAATGGTTGGAATCCAT TTCGTACCCATACAAAAAACTGGATTATGGA
GluGlyValPheLeuThrGlyAspPheAsnGlyTrpAsnProPheSerTyrProTyrLysLysLeuAspTyrGly

390 AAATGGGAGCTGTATATCCCACCAAAGCAGAATAAATCTGTACTCGTGCCTCATGGATCCAAATTAAAGGTAGTT
LysTrpGluLeuTyrIleProProLysGlnAsnLysSerVallLeuValProHisGlySerLysLeulLysValVal

465 ATTACTAGTAAAAGCGGAGAGATCTTGTATCGTATTTCACCGTGGGCAAAGTATGTGGTTCGTGAAGGTGATAAT
IleThrSerLysSerGlyGluIleLeuTyrArgIleSerProTrpAlaLysTyrValValArgGluGlyAspAsn

540 GTGAATTATGATTGGATACACTGGGATCCAGAACACTCATATGAGTTTAAGCATTCCAGACCAAAGAAGCCACGG
ValAsnTyrAspTrpIleHisTrpAspProGluHisSerTyrGluPheLysHisSerArgProLysLysProArg

615 AGTCTAAGAATTTATGAATCTCATGTGGGAATTTCTTCCCATGAAGGAAAAGTAGCTTCTTATAAACATTTTACA
SerLeuArgIleTyrGluSerHisValGlyIleSerSerHisGluGlyLysValAlaSerTyrLysHisPheThr

690 TGCAATGTACTACCAAGAATCAAAGGCCTTGGATACAACTGCATTCAGTTGATGGCAATCATGGAGCATGCTTAC
CysAsnValLeuProArgIleLysGlyLeuGlyTyrAsnCysIleGlnLeuMetAlaIleMetGluHisAlaTyr

765 TATGCCAGCTTTGGTTACCAAATCACAAGCTTCTTTGCAGCTTCCAGCCGTTATGGAACACCTGAAGAGCTACAA
TyrAlaSerPheGlyTyrGlnIleThrSerPhePheAlaAlaSerSerArgTyrGlyThrProGluGluLeuGln

840 GAACTGGTAGACACAGCTCATTCCATGGGTATCATAGTCCTCTTAGATGTGGTACACAGCCATGCTTCAAAAAAT
GluLeuValAspThrAlaHisSerMetGlyIleIleValLeuLeuAspValvalHisSerHisAlaSerLysAsn

915 TCAGCAGATGGATTGAATATGTTTGATGGGACAGATTCCTGTTATTTTCATTCTGGACCTAGAGGGACTCATGAT
SerAlaAspGlyLeuAsnMet PheAspGlyThrAspSerCysTyrPheHisSerGlyProArgGlyThrHisAsp

990 CTTTGGGATAGCAGATTGTTTGCCTACTCCAGCTGGGAAGTTTTAAGATTCCTTCTGTCAAACATAAGATGGTGG
LeuTrpAspSerArgLeuPheAlaTyrSerSerTrpGluValLeuArgPheLeulLeuSerAsnIleArgTrpTrp

1065 TTGGAAGAATATCGCTTTGATGGATTTCGTTTTGATGGTGTTACGTCCATGCTTTATCATCACCATGGAGTGGGT
LeuGluGluTyrArgPheAspGlyPheArgPheAspGlyValThrSerMetLeuTyrHisHisHisGlyValGly

1140 CAAGGTTTCTCAGGTGATTACAGTGAATATTTCGGACTACAAGTAGATGAAGATGCCTTGACTTACCTCATGTTG
GlnGlyPheSerGlyAspTyrSerGluTyrPheGlyLeuGlnValAspGluAspAlaLeuThrTyrLeuMetLeu

1215 GCAAATCATTTGGTTCACACGCTGTGTCCCGATTCTATAACAATAGCTGAGGATGTATCAGGAATGCCAGCTCTG
AlaAsnHisLeuValHisThrLeuCysProAspSerIleThrIleAlaGluAspValSerGlyMetProAlaLeu

1290 TGCTCTCCAATTTCCCAGGGAGGGGGTGGTTTTGACTATCGACTAGCCATGGCAATTCCAGATAAGTGGATTCAG
CysSerProIleSerGlnGlyGlyGlyGlyPheAspTyrArgLeuAlaMetAlaIleProAspLysTrpIleGln

1365 CTACTTAAAGAGTTTAAAGATGAAGACTGGAACATGGGCGATATAGTATACACGCTCACAAACAGGCGCTACCTT
LeuLeulLysGluPheLysAspGluAspTrpAsnMetGlyAspIleValTyrThrLeuThrAsnArgArgTyrLeu

1440 GAAAAGTGCATTGCTTATGCAGAGAGCCATGATCAGGCATTGGTTGGGGATAAGTCGCTGGCATTTTGGTTGATG
GluLysCysIleAlaTyrAlaGluSerHisAspClnAlaLeuValGlyAspLysSerLeuAlaPheTrpLeuMet

1515 GATGCCGAAATGTATACAAACATGAGTGTCCTGACTCCTTTTACTCCAGTTATTGATCGTGGAATACAGCTTCAT
AspAlaGlulMetTyrThrAsnMetSerValLeuThrProPheThrProValIleAspArgGlyIleGlnLeuHis

1590 AAAATGATTCGACTCATTACGCATGGGCTTGGTGGAGAAGGCTATCTCAATTTCATGGGTAATGAATTTGGCAT
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1665

1740

1815

1890

1965

2040

2115

2190

2265

2340

2415

2490

2565

2640

2715

2790

2865

LysMetIleArgLeuIleThrHisGlyLeuGlyGlyGluGlyTyrLeuAsnPheMetGlyAsnGluPheGlyHis

CCTGAATGGTTAGACTTCCCAAGAAAAGGAAATAATGAGAGTTACCATTATGCCAGGCGGCAGTTTCATTTAACT
ProGluTrpLeuAspPheProArgLysGlyAsnAsnGluSerTyrHisTyrAlaArgArgGlnPheHisLeuThr

GACGACGACCTTCD TCGCTACAAGTTCCTAAATAATTTTGACAGGGATATGAATAGATTGGAAGAAAGATATGGT
AspAspAspLeulLeuArgTyrLysPheLeuAsnAsnPheAspArgAspMetAsnArgLeuGluGluArgTyrcly

TGGCTTGCAGCTCCACAGGCCTACGTGAGTGAAAAACATGAAGGCAATAAGATCATTGCTTTTGAAAGAGCAGGT
TrpLeuAlaAlaProGlnAlaTyrValSerGluLysHisGluGlyAsnLysIleIleAlaPheGluArgAlaGly

CTTCTTTTCATTTTCAACTTCCATCCAAGCAAGAGCTACACTGACTACCGAGTTGGAACAGCATTGCCAGGGAAA
LeuLeuPheIlePheAsnPheHisProSerLysSerTyrThrAspTyrArgValGlyTyrAlaLeuProGlyLys

TTCAAAATTGTGCTAGATTCAGATGCAGCGGAATATGGAGGGCATCAGAGACTGGACCACAGCACTGACTTTTTT
PhelLysIleValLeuAspSerAspAlaAlaGluTyrGlyGlyHisGInArgLeuAspHisSerThrAspPhePhe

CTGAGGCTTTTGAACATAATGGGCGTCCCTATTCTCTTTTGGTGTACATTCCAAGCAGAGTGGCCCTCATCCTT
SerGluAlaPheGluHisAsnGlyArgProTyrSerLeuLeuValTyrIleProSerArgValAlaLeulIleLeu

CAGAATGTGGATCTGCCGAATTGAAGAGGCCTGATTTCAGCTCCACCAGATGCAGATTTGTGTTTTGTTTTCTTG
GlnAsnValAspLeuProAsn***

TTATCACTGTCACACAGCTTATAACATGTATGCTTTTCAGAATACAGTTGTCTAGCCAAGCCATCAAGTGTCTGA

AATTCAATATTGGTTTATGCAAATACAGCAAACTTTTATTTAAGTAGATAGGAGAATATGTTTAAAATATTAGGA

ATCCTAGACCATATTTTCAAGTCATCTTAGCAGCTAGGATTCTCAAATGGAAGTGTTATATATAATATGTTAAAA

ACATTTTGCTTTCCTGGCTAATTATTTGATCCTTTTAAATCCAAATTTGAATCATTTGTCATGTATGATTATTTC

TGTTAAATGTACACAGTATTTAAGATGGATATTTGGTGGCTCTATTTGTTCTGATATCTTTTGGTCTAAATTATG
AGGTACCAAGATTGTTTCTTTGTTTCTTTTTTTCAAATTGTGTTTAGAAATACTGTAATAAATATGCAGTAGTGA
TATAAAGAATTATATCCAAGGTAATATAAAAGCCATTACGTATGAACTCATCCGTGTCTCATTTTGTGTTTTATT
TTGTGATCTCTTGTCCACTAAGTATCTTGTTAAATGCCAGTATCTCAGTCTTTCTGAAGCCCTGAAATGGTAATT
GTAGCATTTCAGAAAATGTCTTTCATTTCAATCAATAAAAAGCTTTTGT

CCGTCGACAAAGCGGCCGCAAACCGAATTC

Tab. 2: DNA-Sequenz der cDNA Einsatz in pVT602

1.5. Diagnose und Therapie

1.5.1 Diagnostik und Therapie bei GSD Typ Il

Eine exakte Diagnose erfordert eine Messung der Saure-Maltase-Aktivitat (GAA-Ak-

tivitat, Enzymanalyse) in Lymphozyten, kultivierten Fibroblasten, Leukozyten, Myo-

zyten, Hepatozyten, Amniozyten oder Chorionzotten. Die Messungen der GAA-AKkti-

vitat von Leukozyten sind nicht genauer, da neutrale Maltase im Blut vorhanden ist.

Bei Sauglingen ist die Enzymaktivitat erschwert zu messen, da Granulozyten (Leu-

kozyten mit Zytoplasmakarper) ein Nieren-lsomer mit saurer Maltase enthalten, wel-

ches bei saurem pH aktiv ist. In Zukunft konnte die totale Konzentration des GAA-
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Proteins einfach durch Nachweis im Urin, im Plasma oder im Blutspot bestimmt wer-
den (46, 47, 48, 49). Zusatzlich werden Serum-CK, -GOT und -GPT untersucht, wel-
che besonders bei der juvenilen Form angestiegen sind (50). Als bildgebende Unter-
suchungsmethoden werden die Echokardiographie, die den Grad der Kardiobeteili-
gung bestatigt und die Angiographie, die durch die Glykogenakkumulation verursach-
te Aneurysmen in den intrakranialen Blutgefal3en entdeckt, eingesetzt. Zusatzlich
wird die Elektromyographie angewendet.

Neurograpisch zeigen sich bei der Glykogenose keine Auffalligkeiten und myogra-
phisch findet sich regelmalig pathologische Spontanaktivitat in Form von positiven,
scharfen Wellen, Fibrillationen und, bei bis zu 30% der Patienten, myotone Entla-
dungen (19, 51, 52, 53). Die histologischen Untersuchungen waren uneinheitlich. Die
histologischen Befunde waren haufig positive PAS, saure Phosphatase und vakuo-
lare Myopathie (114).

Genanalyse durch PCR und Sequenzierung als wichtige Diagnose wird haufig an-
gewendet, um die Basis von der genetischen, biochemischen und klinischen Hetero-
genitat zu verstehen und um in Zukunft geeignete Therapiemalinahmen finden zu
konnen. Prenatale Genanalyse und Enzymanalyse werden bei Chorionzotten sowie
bei Amniozyten anwendet, um eine frhe Erkennung der Krankheit zu ermdglichen

und die Basis der spezifischen Mutation zu verstehen.

Eine effektive Therapie ist bis heute nicht gefunden, eine symptomatische Therapie
wird bei juveniler und adulter Form angewendet. Uber Knochenmarktransplantatio-
nen wurde bisher erfolglos berichtet, da das Enzym nicht in die Muskelzellen eindrin-
gen konnte (51).

Eine direkte Gentherapie durch Stammzellen kénnte in der Theorie eventuell mdglich
sein (54). Als Enzymsubstitutionstherapie wurde saure a-Glukosidase aus Fungus
Aspergillus niger drei Kindern mit infantiler Form administriert. Die Therapie verlief
erfolglos.

Enzym-Replacement-Therapie (ERT), die direkt intravendse Infusion der ,recombi-
nant human GAA" und die Enzym-Enhancement-Therapie (EET), die die Ubrigge-
bliebene Funktion des mutierten Branchingenzyms ansteigen laft, ist in Zukunft vor-
stellbar (51). Nach dieser Therapie zeigten 15 Kinder mit klassischer, infantiler Form

(hypertropische Kardiomegalie, schwerer GAA-Mangel) eine abnehmende Kardio-
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megalie, Funktionszunahme der Kardia- und Skelettel-Muskel und eine verlangerte
Lebenserwartung (55, 56, 57). Durch mehrere Berichte wurde bestatigt, dass die Pa-
tienten mit friherer infantiler Form durch ERT therapiert werden kénnen, jedoch er-
hoht sich meistens nur die Lebenserwartung.

Die nachste geplante, neue Studie uber die intraventse Therapie der ,recombinant
human acid alpha-Glukosidase (rhGAA)“ aus transgener Kaninchenmilch ist 2004 in
den USA und Europa gestartet.

Die Patienten mit adulter Form werden durch psychologische Beratung, Physikalthe-
rapie und hohe Protein-Diat (Leucin- und L-Alanin-Substitution bei Spatmanifestation
der GSD Typ Il) unterstutzt, was bei einem Teil der Patienten zu einer verbesserten
Muskelfunktion fuhrt (58, 59, 60).

1.5.2 Diagnostik und Therapie bei GSD Typ IV

Mit Hilfe der Elektronenmikroskopie wird positive PAS (Periodic Acid Schiff-positiv)
und Diastase-resistente Inklusion, d. h. Amylopektin-ahnlichem Material (Polygluko-
san Kaorper) in den betroffenen Organen als erster wichtiger Hinweis beobachtet (28,
61, 62). Der zweite wichtige Schritt der Diagnose ist der Nachweis der Enzymaktivitat
in der Leber, im Muskel (kultivierte Myokardiozyten), in der Haut (kultivierte Fibro-
blasten) und in Leukozyten (9). Prenatale Diagnostik ist moglich durch Messung der
Enzymaktivitat in kultivierten Amniozyten oder Chorionzotten. Es konnte beobachtet
werden, dass Neugeborene Hypotonia aufweisen und wahrend der Schwangerschaft
Komplikationen, wie Hydration, Polyhydramnionsis und Minderung der fetalen Bewe-
gung haufig in Erscheinung treten (63).

Bisher ist eine Erklarung der GSD Typ IV auf molekularer Ebene nicht gefunden und
die unterschiedlichen Symptome nicht erklarbar. Alle Untersuchungsmethoden zur
Bestimmung der GBE-Aktivitat sind indirekt, deshalb passt die bisherige Methode
nicht fur eine quantitative Analyse der GBE-Restaktivitat, um verschiedene Formen
dieser Krankheit zu differenzieren (31, 38, 64).

Als moderne diagnostische Methode wird bei der Mutation Genanalyse durch PCR
und Sequenzierung angewendet. In Zukunft missen molekulargenetische Untersu-
chungen den genetischen Zusammenhang des Branchingenzyms genauer auf-

decken, um den pathogenetischen differentiellen Zusammenhang mit der APBD (A-
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dulte Polyglukosan Body Disease) und den Varianten der GSD Typ IV aufzuklaren.

Madglicherweise ergeben sich hieraus gentherapeutische Ansatze (65).

Die Behandlung der APBD und der GSD Typ IV ist bislang rein symptomatisch. Ur-
sachliche Therapiemdglichkeiten stehen derzeit nicht zur Verfugung. Bisherige The-
rapieversuche mit langfristigen Steroid- oder Glukagon-Gaben, Substitutionsversu-
che mit a-1,4- und o-1,6-Glukosidasen, sowie Diatprogramme mit eiweil3reicher und
kohlenhydratarmer Kost waren bei der GSD Typ IV erfolglos. Eine Lebertransplanta-
tion wurde bislang nur bei wenigen Patienten bei fortgeschrittener Lebererkrankung
mit unterschiedlichen Therapieerfolgen durchgefuhrt (65). Bisher wurde lediglich
uber eine HTX (Orthotopen Herztransplantation) bei einem Patienten mit GSD Typ IV
berichtet, wobei der Patient aufgrund einer septischen Komplikation verstarb (26).
Patienten mit anderen Formen der Glykogenose wurden bei kardialer Manifestation

bereits erfolgreich transplantiert (66).

1.6. Differentialdiagnose

1.6.1 Differentialdiagnose bei GSD Typ Il

Viele Krankheiten haben ahnliche klinische Erscheinungsformen wie die bei infanti-
len Formen der GSD Typ Il

Zytochrom-c-Oxidase-Mangel-Syndrom, Debrancher-Enzymmangel, Sekundar-Car-
nitin-Mangel-Syndrom, tédlich verlaufende kindliche Herzskelett-Myopathie und
Noonan-Syndrom. Adulter und auch juveniler GAA-Mangel kann auf Grund der pro-
ximalen Muskelschwache mit verschiedenen anderen Erkrankungen verwechselt
werden, wie z. B. Polymyositis, Schulter-Becken-Gurtel-Dystrophie bei Erwachs-
enen, Curschmann-Steinert sowie Motoneuronenerkrankungen, z. B. amyotrophe
Laterosklerose (ALS) und Anorexia nervosa.

Differentialdiagnostisch kommen muskulare lysosomale Glykogenose in Betracht, an
die insbesondere bei jingeren Patienten mit normaler GAA-Aktivitat gedacht werden
mulfd. Der Morbus Danon wird durch einen X-chromosomal vererbten, primaren Man-
gel an lysosomalassoziiertem Membranprotein-2 hervorgerufen und ist klinisch ne-
ben einer proximalen Myopathie durch Kardiomyopathie und mentale Retardierung
gekennzeichnet (67, 68, 69).
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Die X-chromosomal vererbte Myopathie mit exzessiven autophagischen Vakuolen ist
eine weitere muskulare, lysosomale Glykogenose, die sich klinisch durch eine im Ju-
gendalter beginnende, langsam progrediente, proximale Muskelschwache ohne sy-

stemische Beteiligung auszeichnet (70, 71, 72).

1.6.2 Differentialdiagnose bei GSD Typ IV

Die wichtigste Diagnose der GSD Typ IV ist ein positives PAS und eine Diastase-re-
sistente Globulie im Gewebe. Als differentielle Diagnose wird GSD Typ I, infantile
Form, gezahlt (73). Die GSD Typ |l zeigt in der infantilen Form eine starke Kardio-
megalie und bei Muskelbiopsie massive Akkumulation des normalen Glykogens oh-
ne Polyglukosan. Schwere infantile Hypotonia gehoéren zur fatalen, infantilen Vari-
ation der GSD Typ V (myophosphorylase deficiency) (74, 75) und der GSD Typ VIl
(PFK deficiency) (76). Bei dieser Krankheit tritt vizerale Beteiligung nicht in Erschei-
nung. Ferner ist in der Glykogenakkumulation im Muskel kein Polyglukosan nach-
weisbar.

Die Lafora-Krankkheit zeigt ein ahnliches Bild bei Leberbiopsie wie GSD Typ IV (Po-
lyglukosan Kérper) (62). Trotz Ahnlichkeiten mit GSD Typ IV kann man die Lafora
Krankheit durch Farbung, sowie durch das charakterische klinische Trias, i.e. Epilep-

sie, Myoklonie und Demenz, unterscheiden.

2. Ziel der Arbeit

Die Aufgabenstellung dieser Arbeit ist es zunachst, durch Messung der Enzymakti-
vitat von saurer o-Glukosidase (fir GSD Typ Il) und der des Branchingenzyms (fur
GSD Typ IV) in Leukozyten einen Screening-Test durchzufuhren.

Ziel der Arbeit ist es, mittels Messung der Enzymaktivitaten eine frihzeitige Erken-
nung der Krankheit zu ermoglichen und dadurch den Patienten rechtzeitig einer The-
rapie zuzufihren. Da eine Erklarung der Erkrankung auf molekularer Ebene und die
Differenzierung der Krankheit mit einer Enzymanalyse bisher noch nicht moglich
sind, wird daher in dieser Arbeit auch die Genanalyse als diagnostische Methode
angewendet. Durch diese Studie soll eine Korrelation zwischen Genotyp und Pha-
notyp aufgeklart und die genetische Kontrolle des Enzyms genauer verstanden wer-

den.
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3. Patienten

3.1 GSD Typ i

3.1.1 Patientin 1

Die 15-jahrige Patientin stammt aus Usbekistan und lebt seit 1989 in Deutschland.
Sie hat drei Bruder, die gesund sind. Zwei Kinder der Mutter sind kurz nach Geburt,
bedingt durch den mutterlichen Diabetes mellitus, an Makrosomnie verstorben. Die
Mutter berichtet, dass sie in der Schulzeit an gelegentlich auftretenden kleinen Fie-
berschuben litt, die im Verlauf des achten bis neunten Lebensjahres sistieren. Die
Patientin machte von Beginn an einen schwacheren Eindruck als ihre Schwestern.
Zusatzlich verlief die motorische Entwicklung der Patientin sehr langsam. Sie zeigt
eine deutliche Myopathie mit Reduktion der groben Kraft auf Kraft Grad IV in allen
Extremitaten. Die Muskeleigenreflexe sind nicht auslosbar. An beiden Ful3en, rechts
mehr als links, liegt eine SpitzfulRkontraktur und eine massive Seitenhypertrophie
vor. Die Patientin kann schwer Treppensteigen und schwer bergauf gehen.

Die histologischen Befunde zeigen eine ausgepragte vakuolare Myopathie mit PAS-
positiven Materialien und keine mesenchymale entzindliche Zeichnung. GSD Typ Il

in adulter Form wurde festgestellt.

3.1.2 Patientin 2

Bei der neun Jahre alten deutschen Patientin wird juvenile GSD Typ Il festgestellt. Im
Alter von einem Jabhr litt sie unter Fieberschube. Aufgrund eines Zufallsbefundes mit
CK-Erhéhung wurde eine Muskelbiopsie veranlallt. Die motorische Entwicklung wur-
de zeitgerecht durchlaufen. Nach langeren Gehstrecken tritt heute eine deutliche Er-
muadung auf. Zusatzlich klagt die Patientin Uber Nachtschweil® und morgendliche
Kopfschmerzen. Kdrperliche und Blutgas-Untersuchung, Lungenfunktion, Atemmus-
kelfunktion und Polysomnographie sind unauffallig.

Ein deutlicher Anstieg von GOT, GPT und CK deutet auf eine Moglichkeit der Leber-
beteiligung hin. Bei ihrer alteren Schwester wurde auch die GSD Typ Il durch Mus-
kelbiopsie, die vakuolare schollige fortgeschrittene Myopathie, mit positiver Kamin-
farbung nach Best nachgewiesen. Eine GOT-, GPT- und CK-Erhéhung wurde besta-
tigt.
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3.1.3 Patientin 3

Bei der 16-jahrigen deutschen Patientin wurde erstmal im Alter von sieben Jahren
eine juvenile GSD Typ Il bei auffalliger CK-Erhdhung festgestellt. Die motorische
Entwicklung verlief bis zum heutigen Alter zeitgerecht. Die Patientin kann nicht mehr
als etwa 2 km Gehstrecke laufen; beim Treppensteigen bendtigt sie Unterstitzung.
Bisher sind eine Pneumonie, residivierende Infekte, Kopfschmerzen, Schnarchen
und Atempausen nicht aufgetreten. Nach schwerer Belastung bekam sie eine Dys-
pnoe. Die korperliche Untersuchung war unauffallig. Die Untersuchung der Lungen-
funktion zeigte eine leichte restriktive Ventilationsstérung und eine Andeutung einer
Zwerchfellschwache. Die Atemmuskelfunktion zeigte einen leicht erhdhten Ateman-
trieb, leicht erh6hte Atemmuskelbeanspruchung im Liegen und leicht erniedrigte ma-
ximale Inspirationsdricke. Vereinzelte Hypopnoe mit diskreter Entsattigung wurden

im Schlaf durch Polysomnographie beobachtet.

3.2 GSD Typ IV

3.2.1 Patient 4

Ein 5-jahriger Patient aus Polen leidet unter Hepatosplenomegalie mit erhohten Le-
berwerten ohne weitere Symptome. Bis heute ist eine Restenzymaktivitat beobacht-
bar. Sein Bruder, sein Vater und seine Mutter sind autosomal-rezessiv heterozygot

ohne Symptome.
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4. Material

4.1 Angewendete Chemikalien, Gerate und Enzyme fir Zellenpraparation

4.1.1 Verwendete Chemikalien und Enzyme

Dextran

0,9% NaCl

Heparin

Desinfektionsmittel

Kulturmedium (besteht aus Antibiotikum, Mykotikum, Kalberserum und Glutamin)
Phosphatpuffer

Trypsin

5,5 g CuSO4/ 100 mi

1,35 g Seignettensalz (NaK-Tartat ) / 100 ml

2%iges Na,COs3in n/10 NaOH

150 pl Bisulfit-Borat-Ldsung

25 pl Molybdat-Losung

25 pl Reduktionslosung

500 pl Sulfit-Carbonat-Lésung

Ein Teil 360 mM Glukose-1-Phosphat bei pH 6,5

Ein Teil 4,5 mM Adenosinmonophosphat (AMP)

Ein Teil Phosphorylase a.(aktiv) 18 U/ml

10 yM MUF (4-Methylumbelliferon) Standardlésung

4 yM MUF a-D-Glukoside bei pH 4,0 und pH 6,5
Carbonatpuffer (1M Na,CO3, 1M NaHCO3) bei pH 10,7

4.1.2 Verwendete Gerate

Zentrifuge (Mikro Rapid K) Hettich
Eppendorfreaktionsgefalle Sarstedt
Vortex Mixer IKA Jaunke & Kunkel

Klhlschrank +4 °C
Gefrierfach -20 °C
Photometer Ultraspect 3100 peo. LKB Bromma
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Prazisionskuvetten

Heizplatte

Eppendorfpipetten

Ruhrspatel

Ruhrgerate IKAMAG RCT und RET
Sonifiziergerate (Sonifier B-10)
Spektrofluorophotometer (RF-5001PC)
Feinwaage (BA110S)

Inkubatoren 37 °C und 95 °C
Brutkasten

Uniflow UV 1200 Uberdruckarbeitsplatz
Falcon-Zellschaber
Falcon-Gewebekulturflaschen
Zentrifugengefalle

Mikroskop

Glaselektrode

PHM 82 Standard pH-Meter

Hellma
IKAMAG RCT
Sarstedt
Sarstedt
Jauke & Kunkel
Branson Sonic
Shimadzu Co.
Sartorius
Liebisch
Costr

Becton
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5. Methoden

5.1 Vorbereitung der Leukozyten und Fibroblasten

5.1.1 Leukozytenpraparation

Far die Leukozytengewinnung wird Leukol6sung bendtigt:
- 5 g Dextran,
- 78 ml 0,9%ige NaCl-Losung,
- 1,3 ml Heparin und 20,7 ml Aqua bidest.

Bei der Praparation wird folgendermal3en vorgegangen:

5 ml Vollblut wird mit 1 ml Leukoldésung (Verhaltnis 5:1) in einem Reagenzglas ver-
mischt und eine Stunde bei Zimmertemperatur zur Sedimentation abgestellt. Der
Uberstand wird méglichst ohne Erythrozyten abpipettiert, danach etwa 2 Minuten bei
5500 U/min. zentrifugiert und verworfen. Das Zentrifugat wird mit 0,15 ml eisgekuhl-
tem Aqua bidest.15 Sekunden vermischt, um Erythrozyten zu lysieren. Danach er-
folgt eine sofortige Zugabe von 0,9%iger NaCl-Lésung.

Nach dem Zentrifugieren erhalt man die Leukozyten als Sediment (Pellet). Der Uber-
stand wird abpipettiert. Die Probe kann bei Bedarf eingefroren werden. Fur die Pro-
teinbestimmung und Enzymaktivitatsmessung kann sowohl eingefrorene, wie frisch
abzentrifugierte Probe verwendet werden.

Ist die Probe eingefroren, wird sie zunachst kurz aufgetaucht und mit eiskaltem Was-
ser versetzt, um eine Verdunnung von etwa 0,5 mg/ml Konzentration zu erreichen.
Dann wird sie zwei Minuten zentrifugiert und der Uberstand fiir die Messung verwen-
det.

5.1.2 Kultivierung der Fibroblasten

Die Kultivierung der Fibroblasten erfolgt aus Reinheitsgriinden unter einem Dunstab-
zug; es wird unter sterilen Bedingungen gearbeitet. Zunachst wird das Kulturmedium
zu 500 ml, 50 ml Kalberserum, vorbereitet. Dazu gibt man als nachstes Glutamin, 5,5
ml Antibiotikum und Mykotikum im Verhaltnis 1:100 zum Kulturmedium zu. Kleine

Hautstucke werden prapariert, zugeschnitten und dann vorsichtig in ein neues, steri-

les Kulturgefald pipettiert. Die Kulturgefale sind generell so aufgebaut, dass CO,
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durch Gefal¥filter frei ein- und ausstromen kann. Dann wird das vorbereitete Kultur-
medium, etwa 5 bis 10 ml, vorsichtig in das Gefal} einpipettiert. Anschliel3end wird

das Kulturgefal} ein bis zwei Wochen bei 37 °C im Kulturschrank inkubiert.

5.1.3 Fibroblastensplit

Mit dem Mikroskop kontrolliert man wahrend der Inkubationszeit, ob die Fibroblasten
am Flaschenboden gut gewachsen sind. Wenn die Fibroblasten dicht sind, werden
sie gesplittet. Der Fibroblastensplit sollte immer unter einer Dunstabzugshaube
durchgefuhrt werden, um in mdglichst steriler Umgebungsluft zu arbeiten. Dadurch
wird eine bakterielle Kontamination geringgehalten. Das Medium des inkubierten Kul-
turgefalRes wird abpipettiert und verworfen. Danach erfolgt eine sofortige Zugabe von
2,5 ml Phosphatpuffer bei kleinen und 5 ml Phosphatpuffer bei groReren Flaschen.
Nach kurzem Durchspulen wird der Phosphatpuffer wieder abpipettiert und anschlie-
Rend Trypsin in die Kulturgefalle einpipettiert.

Die so praparierte Kulturflasche mit Trypsinlésung wird im Kulturschrank bei 37 °C
etwa 4 Minuten inkubiert. Danach werden 2,5 ml bis 5 ml, je nach Groflke des Kultur-
gefales, neues Medium in die Kulturgefalle zugegeben, um das Ablésen der Fibro-
blasten vom Kulturflaschenboden, welches durch die Zugaben vom neuen Medium
hervorgerufen wird, zu stoppen. Das Kulturgefald wird vorsichtig leicht geschwenkt.
Dabei wird darauf geachtet, dass das Medium immer mit dem Boden der Gefalde
Kontakt behalt. Nun erfolgt eine erneute Abpipettierung der abgeldsten Fibroblasten,
die dann in ein Zentrifugengefal® einpipettiert werden. Die Losung wird dann bei
5000 U/min. 5 Minuten lang zentrifugiert. Der Uberstand wird vorsichtig abgenom-
men und verworfen, das am Boden befindliche Pellet wird als Ausgangsmaterial fur
den Fibroblastensplit verwendet.

Zwei neue Kulturgefalle werden mit neuem Kulturmedium vorbereitet, 4 ml fur das
kleinere Gefal3, 9 ml fur das groRere Gefals. Nun wird vom Ausgangsmaterial des Fi-
broblastensplits 2 ml Kulturmedium in das Zentrifugengefall zugegeben und mehr-
fach zur Mischung ein- und auspipettiert. Die neuen Kulturgefalle werden mit der so
vermischten Losung mit jeweils 1 ml beimpft. Die Kulturgefal3e werden dann mit

leicht gedffnetem Deckel in den Kulturschrank zum CO»-Austausch eingestellt; nach
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ca. 30 Minuten wird der Deckel fest verschlossen. Spezielle Filter werden hierbei

nicht verwendet.

5.1.4 Fibroblastenaufarbeitung zum Test der Enzymaktivitat

Das Medium aus einem Kulturgefald wird abpipettiert. Das Kulturgefald wird dreimal
mit 3 ml NaCl-Lésung (0,9%) durchgespult und aus dem Gefal® abgegossen. Danach
werden 5 ml 0,9%ige NaCl-Lésung zugegeben. Dann werden die Fibroblasten vor-
sichtig mit einem gereinigten Gummischaber vom Gefaliboden abgekratzt. Dieser
Vorgang wird mehrfach wiederholt, bis sich die gesamten Fibroblasten vom Gefal3-
boden geldst haben. Nun wird diese Ldsung in ein Zentrifugengefald gegeben und
bei 2500 U/min. 5 Minuten zentrifugiert. Nach dem Zentrifugieren wird die Gberstan-
dige NaCl-Lésung abgenommen. Das Pellet wird nun mit 1,5 ml NaCl resuspendiert
und durch Rotation gemischt. AnschlieRend wird es bei 5500 U/min. funf Minuten
zentrifugiert. Das NaCl wird abpipettiert, das Pellet im Gefrierfach bei -20°C gelagert,
um entweder DNA zu extrahieren oder die Enzymaktivitat und die Proteinkonzentra-

tion zu bestimmen.

5.1.5 Myoblasten- und Hepatozytenaufarbeitung zum Test der Enzymaktivitat

Bei -20°C gefrorene oder frische Myozyten und Hepatozyten werden zunachst in
kleine Stlicke geschnitten. Die Stlicke werden in die Eppendorfgefalie vorsichtig
schnell eingeschoben. Kaltes Wasser wird abhangig von der Grol3e der Stlicke zu-
gegeben, um eine optimale Konzentration zu erreichen. Die Probe wird mit einem
Sonifikationsgerat sonifiziert und danach mit 5000 U/ min. 2 Min. zentrifugiert. Der

Uberstand der Probe wird abpipettiert, um die Enzymaktivitat zu messen.

5.1.6 Chorionzottenaufarbeitung zum Test der Enzymaktivitat

Meistens werden Chorionzotten im Kulturmedium transportiert. Die Chorionzotten im
Kulturmedium werden zur Zichtung von Chorionzotten im Brutschrank einige Wo-
chen gelagert. Das Kulturgefald wird dreimal mit 3 ml NaCl-L6sung (0,9%) durch-
gespult und abgegossen. Danach wird eine 5 ml 0,9%ige NaCl-Lésung zugegeben.

Vollstandig dicht gewachsene Chorionzotten werden nun vorsichtig mit einem Gum-
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mischaber vom GefalRboden abgekratzt. Die Chorionzotten werden dann mit ei-ner
0,9%gen NaCl-Lésung bei 5000 U/min. 2 Min. lang zentrifugiert. Der Uberstand wird
abpipettiert und Pellet wird entweder bei —20 °C im Gefrierschrank gelagert oder

nach Zugabe von destilliertem Wasser genutzt, um die Enzymaktivitat zu messen.

5.2 Proteinbestimmung

5.2.1 Methode

Zur Proteinbestimmung werden folgende Lésungen verwendet:

Losung L1: 5,5g CuSO4/ 100 ml
Ldsung La: 1,35 g Seignettensalz (NaK-Tartat ) / 100 mli
Lésung L3: 2% NazCOs3in n/10 NaOH

Aus den Losungen wird das Reaktionsgemisch R mit folgender Zusammensetzung
hergestellt:
R=10plL4+ 100 pl L2 + 5ml L3

Die Erstellung der Eichgeraden erfolgt durch den Proteinstandard von Rinderserum-
albuminldésung mit sechs verschiedenen Konzentrationen (0,00 mg/ml, 0,03 mg/ml,
0,06 mg/ml, 0,10 mg/ml, 0,25 mg/ml, 0,50 mg/ml). Alle Messungen werden an Du-
plikaten bzw. Triplikaten durchgefuhrt. Dabei werden die Proben so verdunnt, dass

die Probenkonzentration im Bereich von 0,1 — 0,3 mg/ml liegt.

20 pl verdinnte Probe wird zuerst mit 250 ul Reaktionsgemisch R versetzt. Nach
10mindtiger Inkubationszeit im Dunkeln bei Raumtemperatur figt man 25 pl Folin-
Ciocalteus-Phenolldsung zu, die im Verhaltnis 1:1, verdunnt mit 2% Na,COs3, her-
gestellt wurde. Zur Inkubation des Ansatzes wird die Losung bei Raumtemperatur im
Dunkeln 30 Minuten abgestellt. Die Absorption wird mit dem Photometer bei 734 nm
gemessen und mit der Absorption des Proteinstandards verrechnet. Die Proteinkon-

zentration der Proben wird nun an der Eichgeraden ermittelt.
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5.3 Bestimmung der Aktivitat der sauren a-Glukosidase

Die Enzymaktivitat wird durch Anwendung des Substrats, Methylumbelliferyl-a-
Glukosid (MUFG) und durch die Bestimmung der Fluoreszenz des Produktes Methy-
lumbelliferon (MUF) analysiert.

Die Proteinkonzentration im Gewebe-Homogenat betragt 0,1 - 0,2 mg/ml bei Leuko-
zyten und 0,05 mg/ml Fibroblasten, 0,03 - 0,05 mg/ml bei Hepatozyten und 0,15 - 0,2
mg/ml bei Myozyten. Die Standardlésungen sind Wasser und 10 pmol/ml (Methy-
lumbelliferon) MUF. Alle Messungen werden an Duplikaten bzw. Triplikaten durchge-

fuhrt. Das Reaktionsgemisch wird wie folgt hergestellt:

- 7,5 mM MUF-o-Glukosid (Substrat) in
- 7/8 von 0,2 NAC-Puffer (Natriumacetat) bei pH 4,0 und pH 6,5
- 1/8 von Ethylenglycolmonomethylather

Die Enzymreaktion wird mit 30 yl Probe und 60 pl des oben genanten Reaktionsge-
misches gestartet. Nach der Inkubation bei 37 °C, 60 min. ist die Reaktion durch 500
Ml NaCOs-Puffer, pH 10,7 gestoppt. Die Enzymaktivitat wird durch die Messung der
produzierten Fluoreszenz des Produktes (MUF) anhand der folgenden Formel in

nmol Substratumsatz /min/mg Protein bei pH 4,0 und pH 6,5 errechnet:

GAA-Aktivitat MUF-Konzentration der Probe (nmol/ml)

(nmol/min/mg) 60 min. x Proteinkonzentration der Probe (mg/ml)

wobei die MUF-Konzentration wie folgt ermittelt wird:

MUE-Konzentration (gemessene Fluoreszenz der Probe — Nullstandard-Fluoreszenz) x 10

der Probe (nmol/ml)

Standardfluoreszenz (von 10 nmol/ml) - Nullstandard-Fluoreszenz (von O nmol/ml)

Zur Klassifizierung der klinischen Formen wird der Quotient der GAA-Aktivitat bei pH
6,5 und pH 4,0 definiert:
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Aktivitat des GAA bei pH 6,5
Aktivitat des GAA bei pH 4,0

Quotient :=

(Normbereich des Quotienten: 1,0 - 3,5; bei Patienten mit infantiler Form > 12,0, bei
juveniler Form > 6,0 und bei adulter Form > 4,0)

5.4 Bestimmung der Branchingenzymaktivitat aus Leukozyten, Fibroblas-

ten, Myozyten und Hepatozyten

5.4.1 Methode

Die Enzymaktivitat wird durch die Anwendung des Substrats Glukose-1-Phosphat
(G-1-P) und durch die Bestimmung der Phosphatkonzentration (Produkt) analysiert.
Die Glukose des Substrats G-1-P wird durch die Enzymreaktion in das Glykogen in-

korporiert und spaltet das Phosphat.

Die Probenextrakte der Leukozyten, Fibroblasten und Myozyten aus Herzmuskel-
zellen werden durch Sonifizierung und Zentrifugation vorbereitet.

Die Proben sind mit Wasser verdiinnt, so dass die Proteinkonzentration im Gewebe-
Homogenat 0,5 - 0,7 mg/ml bei Leukozyten und Fibroblasten, 0,3 mg/ml bei Hepato-
zyten und 0,4 mg/ml bei Myozyten betragt. Alle Analysen werden durch eine Dupli-
kate-, bzw. Triplikate-Bestimmung durchgefuhrt. Die Leerwertproben werden durch
Hitze (95 °C) fUr 2 Minuten vorbereitet. Durch Zugabe des 40ul Reaktiongemisches
zu 20ul Probe wird die Reaktion gestartet. Das Reaktionsgemisch wird wie folgt her-

gestellt:

— 1 Teil 360 mM Glukose-1-Phosphat bei pH 6,5
— 1 Teil 4,5 mM Adenosinmonophosphat (AMP)
— 1 Teil Phosphorylase a.(aktiv) 18 U/ml

Nach 20 Minuten bei 37 °C Inkubation wurde die Enzymreaktion durch Hitze (2 Minu-
ten, 95 °C) gestoppt.
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5.4.2 Phosphatmessung

Als Phosphat-Standard wurden die folgenden Konzentrationen verwendet:
0,0 mg/ml, 0,4 mg/ml, 0,8 mg/ml, 1,6 mg/ml, 3,2 mg/ml und 6,4 mg/ml.
Je 20 pl Uberstande der Probe bzw. 20 pl Phosphat-Standard werden mit folgenden

Reaktionslésungen in dieser Reihenfolge vermischt:

Lésung Lq: 150 pl Bisulfit-Borat-Losung
Losung La: 25 yl Molybdat-Losung
Losung Ls: 25 pl Reduktionsldsung
Losung L4: 500 pl Sulfit-Carbonat-Losung

Nach der Mischung wird die Phosphat-Konzentration spektrophotmetrisch gemes-
sen. Die Enzymaktivitat wird anhand der folgenden Formel in umol Substratumsatz

/min/mg Protein errechnet:

(Pi Konz. der Probe (pmol/ml) — Pi Konz. des Leerwertes (umol/ml)) x 3

Enzymaktivitat =
Inkubationszeit (20 Min.) x Proteinkonzentration (mg/ml)

mit Pi Konz. = Phoshat-Konzentration.

5.5 DNA-Praparation
5.5.1 Untersuchungsmaterial

5.5.1.1 Verwendete Chemikalien und Enzyme flr DNA-Isolierung und Praparation

Proteinase K — Losung

100 mg Proteinase K

3 ml 5 mM NaCl-Lésung

5ml 1 M Tris-HCI-Lésung pH 7,5

2ml 0,5M EDTA-L6sung pH 8,0 und ad 100 ml H,O

Lyse-Puffer
155 mM NH,4CI
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10 mM KHCOs3
0,2 ml 0,5 M EDTA-L6sung pH 8,0
ad 1000 ml H,O

pH 7,4 mit Hilfe von Salzsaure und Natronlauge einstellen

TE-Puffer
10 ml 10 mM Tris-HCL-Lésung pH 8,0
2 ml 1 mM EDTA-Lésung pH 8,0 und ad 1000 ml H,O

AL1 und AL2 Puffer

AL1:AL2 =4:1

AW Puffer

84 ml AW-Puffer und 196 ml Ethanol

Ethanol 100 %

SDS 20% (Sodium docedyl sulfate)
DNA QI Aamp

Tri-Cl

Boricasid

QlAamp Blood Kit

QIAamp Spin Columns

2 ml Collection Tubes

Agarose

Tritriplex 11l

20% Ficoll

NH4-Persulfat

Acrylamid/ Bisycrylamid 29:1
Ethiumbromid

Ethanol

dNTPs

PCR Molecular Weight Markers VIII,V
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5.5.1.2 Verwendete Gerate fur DNA-Isolierung und Praparation

Zentrifuge (Mikro Rapid K)
Eppendorf-Reaktionsgefalle
Eppendorf-Rotationsmischer Nr. 3300
Klhlschrank +4 °C und Gefrierfach -20 °C
Photometer Ultraspect

Plus 4054

Prazisionskuvetten

Heizblock

Eppendorf-Pipetten

Rahrspatel

PCR-Processor

Eppendorf Zentrifuge 5415 C
Elektrophoresis Power Supply 400 V
Power PAC 300 Specifications
DNA-SUB TM Elektrophoresis Zelle
Gelkammer

Protean Il xi Vertical Elektrophoresis Zelle

5.5.2 Isolierung von genomischer DNA

Alle Praparationsschritte werden unter sterilen Bedingungen durchgefihrt, um Kon-
tamination zu vermeiden.

DNA wird aus 0,25 - 0,5 ml frischem Vollblut oder bei +4 °C gekuhltem EDTA-Blut
gewonnen. Zuerst wird das bei +4 °C gekuhlte Blut in ein Eppendorf-Reaktionsgefaly
pipettiert und fiir 3 Minuten mit 1200 U/min. zentrifugiert. Der Uberstand wird ver-
worfen und das Pellet in 1 ml Lysepuffer mittels Rihrspatel und Rotationsmischer re-
suspendiert. Das Gemisch sollte fur 3-5 Minuten bei Raumtemperatur in Ruhe ste-
hen und noch mal fiir 3 Minuten mit 1200 U/min. zentrifugiert werden. Der Uberstand
wird wieder verworfen und der Vorgang 3 - 4 mal wiederholt. Das Pellet wird dann
mit 300 pl Proteinkinase-K-Puffer und 16 pl SDS 20% (Natriumdodecylsulfat) ge-

mischt, um das Protein zu denaturieren und zu zerlegen.
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Das Gemisch wird fur 2-3 Stunden bei 55 °C inkubiert, wahrend der Inkubation mit
90 pl NaCl versetzt und etwa 10 Sekunden im Rotationsmischer gemischt. Danach
wird es zentrifugiert und 500 ul des Uberstandes mit 100 pl Ethanol 100% versetzt,
um DNA zu denaturieren. Die flockig sichtbare DNA wird mit Hilfe einer Eppendorf-
Pipettenspitze aus der Lésung gezogen und in der Eppendorf-Zentrifuge mit 1400
U/min. fur 15 Minuten zentrifugiert. Die DNA bleibt nach Zentrifugation als Pellet am

Boden der Tubes haften.

Zur Isolierung von genomischer DNA aus frischem Vollblut werden 200 pl frisches
Vollblut mit 200 ul Puffer AL und Proteinase K versetzt und etwa 15 Sekunden gut
durchgemischt. Als nachstes wird die Lésung fur 10 Minuten bei 56 °C inkubiert.

So werden die Zellen lysiert. Ethanol 96%-100% wird in dem Gemisch versetzt und
gevortext. Das Gemisch wird in die Saulen einpipettiert und bei 8000 U/min. fur 1 Mi-
nute zentrifugiert. So wird die DNA in die Saulenmembran absorbiert und gereinigt.
Die Saulen werden in Reaktionsgefale eingefuhrt und mit 500 pl AW-Puffer versetzt.
Danach werden sie bei 8000 U/min. fur 1 Minute zentrifugiert. Dies wird wiederholt
und danach bei 12000 U/min. fur 10 Sekunden zentrifugiert. Jetzt wird die Saule her-
ausgenommen und in Eppendorf-Reaktionsgefalie eingeftuhrt. 200 ul Tri-Cl, das auf
70 °C vorgewarmt worden ist, wird in Eppendorf-Reaktionsgefale einpipettiert und
bei 8000 U/min. flr 1 Minute zentrifugiert. Durch diesen Vorgang wird DNA in der
Saulenmembran in die Losung gebracht. Die RNA-Konzentration, der Reinheitsgrad
der Losung und die Konzentrationsbestimmung der DNA in der Losung werden mit
Photometer durch die Absorptionsbestimmung des UV-Lichtes gemessen. Die Ab-
sorption bei 260 nm von 1,0 entspricht 50 ug DNA. Der Bereich bei der Wellenlange

von 260 nm entspricht der Absorption der aromatischen Anteile der Nukleotide.
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5.5.3 Primer fiir PCR aus DNA

Fir GSD Typ Il (Tab. 2) und Typ IV (Tab. 3) werden die folgende Primer eingesetzt:

Exon oder

Intron Sens Antisens
Intron 1 5'TCCCTGCTGTAGCCC 5’ACCCCAAQCTTG
GCTTT3 TGAGGTGC3
Exon 2 5'CGCGGTT(§ATGTCTC 5’ACCCCACQCTTG
AGAGCTGC3 TGAGGTGC3
Exon 3 5‘TGTCCTTGG‘CGTGC 5‘GGTCGCCCT§3CC
GGGTTGTTC3 CATCATGCTGS
Exon 4 5‘GGTGCTCTQTGGGT 5‘CATGCGGACCTC
GCTCTCAGG3 CAGTCTCCAGG3
Exon 5 5‘GGTGCTCTQTGGGT 5‘CATGCGGACCTC
GCTCTCAGG3 CAGTCTCCAGG3
Exon 6 5‘CGCCTGTGATTGGC 5‘CAGGCCAACG§3C
CCATCTGTGG3 GACTTCATGAG3
Exon 7 5‘TTGTGGGTAGGGCC 5‘CCACACAGGCA:C
TGCTCCCTG3 GAGGATGACGC3
Exon 8 5‘TTGTGGGTAGGGCC 5‘CCACACAGGCA:C
TGCTCCCTG3 GAGGATGACGC3
Exon 9 5‘ACTGTQTCAGTTTTC 5‘AAATCCCACC§GT
CCGTGT3 CTTCTTGAGG3
Exon 10 5‘CTCAGTQGGGTCTC 5‘GTGCTAAGTC:I’C
CATGCAG3 CCAGGCCAGA3
Exon 11 5‘CTCAGTQGGGTCTC 5‘GTGCTAAGTC:I’C
CATGCAG3 CCAGGCCAGA3
Exon 12 5'AGGGAGGC§CACCTT 5'GCAGAGGCCQCA
GGAGCCTG3 ACCTTGTAGG3
Exon 13 5‘TGCCCTGCT‘GGTGA 5‘CCGGCAAGCCTC
CAGGGTTCC3 CCATAGAGGCC3
Exon 14 5'ACTTGGCQTGAGCT 5’TTCCCAGGG(§AG
GGCTCTGC3 AGTCTTGGGT3
Exon 15 5‘TGAGAAGTGCAGCT 5‘GACAGGGCTGQC
CTCCCG3 TGGGAGTTACG3
Exon 16 5‘ATTCAGCC‘TCTTCCT 5‘TTTCCGCCAQCT
GTGCCTCC3 GGTCACCAAC3

Tab. 2: Primer fir GSD Typ Il
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Exon oder Sens Antisens
Intron
Intron 5 5’GTGAATTTTGGT 5'ACAAAACAAGGT
TGGGGTATS3 AAAATCCC3
Exon 1 5‘CTTCCGTCQCG 5‘GCAAGACC§3CT
GCTATAAAG3 GATTAGAAC3
Exon 2 5‘CAGTAGC'I"TTTC 5‘CCTTGTTAT‘TTC
TAGAAGAC3 TAGTACATGS3
Exon 3 5‘TTAGTCCT‘ATCA 5‘CATGCAT(‘)AGTT
TGCTGTTG3 GTACATTC3
Exon 4 5‘GTATTATCA‘GAG 5‘GACAGACTATGA
TTCTGGATG3 TACTCATAC3
Exon 5 5‘CCACTAGC}AGG 5‘TCTATGCTATCA
ACCATAAGS3 CTATTACAGS3
Exon 6 5‘ATACAGCTQTAA 5‘GTTCAGCTTCTA
GAGACTATC3 TTAACTCTG3
Exon 7 5‘AGTACTQCGATG 5‘TAATGTTAAA9A
GTGAAAC3 GCAACAATAG3
Exon 8 5‘GAACATTATGAT 5‘AGACACCAQTAA
TCTTGAGATAG3 TGGCTATTG3
Exon 9 5‘TAAGTCAGTATA 5‘TGACAACATGAG
TTTGCTGATG3 ATTGATTAATC3
Exon 10 5‘ATTTATTGAQCT 5‘TAAAGTAAGC‘3AA
GGGCTTTAC3 CACAGTATTC3
Exon 11 5‘TAATGCATAACT 5‘CATACACACA‘I"T
TCAGATTGTGS ATAGTAACTAC3
Exon 12 5‘TATTGTAAATCA 5‘GCAATTTACACG
CAACTACTTAG3 ACAGTATATG3
Exon 13 5‘TCTAGTAAAT‘GA 5‘AGATTTAAAT‘TG
TAGCCTAAAC3 GTTGCCATTC3
Exon 14 5‘GTACTTGT‘AGCA 5‘GTTTCTGTCATC
GCATCTAG3 AAGAGCAAC3
Exon 15 5‘CTCAGCAC§3TAT 5‘ATGTTGCTTATT
TTTACAATG3 TGAAGAGTTG3
Exon 16 5‘TGTGAAAT'I"GAG 5‘AAACAAAACACA
CCTTCTAAG3 AATCTGCATC3

Tab. 3: Primer fur GSD Typ IV

5.6 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die Polymerasekettenreaktion (Polymerase chain reaction, PCR) wurde 1985 von K.

Mullis und Saiki zum ersten Mal beschrieben (111). Die Vermehrung von DNA setzt

voraus, dass man die zu amplifizierende DNA in ausreichenden Mengen besitzt. Zu-

weilen ist dies ein Ausgangsproblem bei der Rekombination und Klonierung von
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DNA-Fragmenten. So wird diese Technik zur Vervielfaltigung von DNA in Vitro durch
PCR angewendet, um groRere Mengen DNA zu erhalten. Damit ist es moglich, klein-
ste Mengen nicht nachweisbarer DNA sichtbar zu machen.

Das prinzipielle Vorgehen besteht darin, dass man die Nukleinsauren, die eine zu
amplifizierende Sequenz enthalten, mit einem Uberschul von zwei chemisch syn-
thetisierten Oligonucleotiden reagieren laflt. Diese stammen aus den Randbereichen
der zu amplifizierende Sequenz und sind strangspezifisch, d. h. sie sind komplemen-

tar zu jeweils einem der beiden DNA-Strange.

Far die PCR bendtigt man:

— eine Einzelstrang DNA-Matratze (stammt aus Denaturierung eines Doppelstran-
ges)

— Primer (Oligonukleotidsequenzen komplementar zu den 5’ -und 3°- Enden einer
bestimmten Nukleotidsequenz (diese werden in speziellen Labors synthetisiert)

— Deoxynukleotide Triphosphat (ANTPs)

— ein DNA-Polymerase Enzym. Die Enzyme stammen aus dem thermophilen
Bakterium, Thermus aquaticus und besitzen ein Temperaturoptimum von Uber
70 °C, d. h. sind bis zu 95 °C stabil. Im gleichen Reaktionsansatz konnen die
aufzupolymerisierenden DNA-Einzelstrange daher durch Hitze-Denaturierung
erzeugt werden, ohne dass das Enzym zerstort wird und nach jedem Reaktions-
schritt erneut zugegeben werden muf. Hierdurch wird es mdglich, vom PCR-
Primer frankierte DNA-Fragmente mit einer Lange von mehreren kb zu amplifi-

zieren.

5.6.1 Prinzip der Polymerase

Durch Erhitzen des Reaktionsgemisches bei 94 °C wird die Doppelstrang-DNA de-
naturiert. Die zweifachen Wasserstoffbrickenbindungen werden zwischen den Ba-
sen Adenin und Thymin getrennt und die dreifachen zwischen Guanin und Cytosin.
Nach von 2 bis 3 Minuten werden die Bindungen vollstandig getrennt. Die Oligonu-
kleotidprimer lagern sich an die komplementaren Sequenzen durch Hybridisierung,
d. h. Annelierung der Primer. Die Zahl der Zyklen sollte nicht groRer als 40 sein, da

es mit zunehmender Zahl der Zyklen die Haufigkeit der unerwinschten, unspezifi-
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schen Amplifikationen steigt. Die Auswahl der Annealing-Temperatur ist der ent-
scheidende Schritt fur die Optimierung der PCR-Ausbeute. Die Temperatur liegt zwi-
schen 45 °C -72 °C. Die Reinheit des Produktes hangt von der Temperatur ab. Durch
DNA-Polymerase werden die gewunschten Fragmente synthetisiert. Extension des
Primers bei 72 °C wird als letzter Schritt durchgefuhrt. Bei Wiederholung der Reakti-
onsfolge aus DNA-Denaturierung, Anhybridisierung der Primer und Extension kommt
es nach jedem Reaktionsschritt zu einer Verdoppelung der DNA und damit in einer
Kettenreaktion zu einer exponentiellen, selektiven, etwa 10°-10” fachen Anreiche-
rung der durch die Oligonukleotide flankierter DNA-Sequenz. Nach gelelektrophoreti-
scher Auftrennung des Reaktionsgemisches (2%igem Agarogel, 1 Std. bei 100 V)
sind die amplifizierten DNA-Fragmente als Banden vor dem Hintergrund der nicht

amplifizierten DNA-Bereiche durch Ethidiumbromid-Farbung zu erkennen.

5.6.2 Amplifikation

Fir das Reaktionsgemisch (Master-Mix) mischt man zuerst 10 pl 10 x PCR-Puffer
mit dNTPs, 0,18 pl Primer 3°-5°, 0,18 pl Primer 5°-3, 56 pl autoklaviertes und destil-
liertes H,O und 0,21 pl Tag DNA-Polymerase in Reaktionsgefalte. Dazu wird 3,5 pl
DNA-L6sung (0,5 ug/ul DNA) und 66,5 ul Master Mix in jedes Reaktionsgefal® einpi-
pettiert. Danach werden die Reaktionsmittel gemischt und zentrifugiert. Das Reakti-
onsgemisch wird in den bei 95 °C, 10 min. vorgeheizten PCR-Prozessor eingesetzt.
Als Temperaturprogramm fur die Amplifikation werden die folgenden Werte verwen-
det:

3 Minuten bei 94 °C (Denaturierung; 61 °C fur Exon 12, 60 °C fur Exon 2 u. Exon 14)
0,5 Minuten bei 94 °C (Denaturierung)

1,5 Minuten bei 61 °C (Annelierung)

0,5 Minuten bei 72 °C (Annelierung)

3,0 Minuten bei 72 °C (Extension)
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5.6.3 Amplifikation und Qualitatskontrolle der PCR bei GSD Typ IV

Fir das Durchlaufen aller Phasen aller PCR-Reaktion werden insgesamt 50 ul Volu-
men bendtigt, die aus 2U der Taq Polymerase (Quiagen), 200 pmol fur jede dNTP
und 15 pmol fur jedes Primer besteht.

Das Reaktionsgemisch wird zur Annelierung fur 35 Zyklen bei 60 °C und 61 °C an-
gewendet. Die richtige GroRRe der Banden nach Gelelektrophorese sind entschei-
dend, da die Banden mit dem DNA-Mass-Standard (SM0403; MBI Fermentas) ver-
glichen werden kdonnen. RNA ohne Reverse-Transkriptase wird als negative Kon-
trolle inkubiert, um genomische Kontamination zu prufen. Primer, die fur die Amplifi-
kation angewendet werden, sind identisch zu [3-Aktin. Deshalb wird das cDNA-Reak-
tionsprodukt mit Intron-Spanning Primer aus Aktin als Kontrolle fir den RNA-Gehalt
und die genomische DNA-Konzentration verwendet.

Der Primer fur 3-Aktin lautet:

R-Aktin sens 5-TCACCCACACTGTGCCATCTACCA-3", und B-Aktin antisens 5°-
CAGCGGAACCGCTCATTGCCAATGG-3'.

5.7 Gelelektrophorese

5.7.1 Definition der Gelelektrophorese

Die Elektrophorese ist ein biochemisches Verfahren, bei dem die Wanderung von
elektrisch geladenen Molekulen in einem elektrischen Feld zu deren Trennung aus-
genutzt wird. Diese Methode wird z. B. fur die Identifikation der amplifizierten PCR-
Produktion und zur Trennung verschiedener Nukleonsauren und Proteine angewen-
det.

5.7.2 Prinzip der Agarose Gelelektrophorese

Der aus der PCR gewonnenen DNA werden 10 yl entnommen, in ein neues Reakti-
onsgefald gegeben und anschlieBend mit 1/5 bis 1/3 des Auftrags-Volumens mit Auf-
tragspuffer versetzt. Gleichzeitig werden 2 ul Grolienmarker mit der entspre-chenden
Menge Auftragspuffer vorbereitet. Die restliche DNA kann bei -20 °C ge-lagert wer-
den. Als Laufpuffer wird TEA-Puffer, versetzt mit 0,1 pg/ ml Ethidiumbro-mid, ver-

wendet, der die Trageschale wahrend der Elektrophorese bedecken sollte. Die vor-
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bereiteten Proben werden in eine kleine Geltasche (slot) von wenigen Milli-metern
Durchmesser einpipettiert. Bei einer Spannung von 100 V lauft die Elektro-phorese
solange, bis die erforderliche Strecke vom Farbstoffmarker zurtickgelegt worden ist.
Dies dauert etwa 30 Minuten. Die aufgetrennten Moleklle erscheinen nach E-
lektrophorese als Banden. Das Wanderungsverhalten von Makromolekulen hangt
maldgeblich von der Starke des angelegten elektrischen Feldes, der Nettola-dung,
der Form und GroRe der Makromolekule, der lonenstarke, der PorengroRRe so-wie
der Temperatur der verwendeten Innenmatrix ab. Das Ohmsche Gesetz findet bei
der Elektrophorese Anwendung, da bei der Elektrophorese meist einer der elek-

trischen Parameter konstant gehalten wird.

5.7.3 Herstellung der Agarosegele

Agarose wird mit TEA Puffer unter standigem Ruhren aufgekocht. Nach Abkuhlung
der Losung auf etwa 60 °C wird sie mit 5 pyl Ethidiumbromid pro 100 ml Lésung ver-
setzt und dann mdglichst blasenfrei in die horizontale Gelkammer gegossen, wo die
Agarose erstarrt. Die Gelschablonen und die Endstticke kdnnen erst nach Erstarren
des Gels entfernt werden. In Folie eingewickelt, kdnnen die Gele bis zu 2 Tage bei 4

°C gelagert werden.

5.7.4. Elektrophorese bei Nukleinsaure

Nukleinsauren sind aufgrund des Zucker-Phosphat-Rickgrats bei allen pH-Werten
negativ geladen. Sie wandern daher bei der Elektrophorese zur Anode, je langsamer
um so grol3er sie sind. Die genaue Lage wird durch Faktoren wie Gelkonzentration,

Elektrophoresezeit, Molmasse der DNA und Ausmal} des Supercoiling beeinfluf3t.
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6. Ergebnisse

6.1 GSD Typ II: Aktivitat der sauren a-Glukosidase (GAA)
6.1.1 Normale Enzymaktivitat der sauren a-Glukosidase

In Tab. 4 sind die Mittelwerte und der Normbereich der GAA-Aktivitat in unterschied-
lichen Geweben zusammengestellt. Die Quotienten der GAA-Aktivitat bei pH 6,5 zu
pH 4,0 in Leukozyten sind in Tab. 5 aufgelistet. Die GAA-AKktivitat ist in unterschiedli-
chen Geweben verschieden, da unterschiedliche Isoenzyme von GAA in den ver-
schiedenen Geweben vorhanden sind. Obwohl die in Tab. 4 aufgelistete GAA-Aktivi-
tat (Mittelwert) bei pH 4,0 in Leukozyten etwas hoher liegt im Vergleich zur Aktivitat
im Skelettmuskel und in Fibroblasten, zeigt eine genaue Betrachtung, dass die wah-
re GAA-Aktivitat in Leukozyten niedriger liegt, da die GAA-Aktivitat in Leukozyten bei
neutralem pH die Messung der GAA-Aktivitat bei pH 4,0 beeinfluft.

Mittelwert GAA-Aktivitat

Gewebe * Normbereich
Standardabweichung [nmol/min/mg Pro-

(bei pH 4,0) tein]
Leukozyten 0,61 £ 0,23 (n=50) 05-15
Skelettmuskel 0,45 + 0,15 (n=20) 0,3-1,0
Fibroblasten 0,52 + 0,20 (n=10) 0,4-3,0
Chorionzotten 4,15 + 1,14 (n=7) 3,0-30

Tab. 4: Enzymaktivitat in Leukozyten, Muskel, Fibroblasten und Chorionzotten

Klassifikation Quotient GAA-QI:‘t)iVitét (Leukozy-
gesunde Probanden 1,0-3,5
infantile Form >12,0
juvenile Form >6,0
adulte Form >4,0

Tab. 5: Normbereich des Quotienten der GAA-Aktivitat abhangig von der Klassifika-
tion der Krankheit (in Leukozyten)
*Quotient = Aktivitat der GAA bei pH 6,5 / Aktivitat der GAA bei pH 4,0
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6.1.2 Pathologische Werte der Patienten mit GSD Typ I

Die prozentuale Enzymaktivitat der GAA in Fibroblasten liegt bei der infantilen Form
(bis 12 Monate) unter 1%, bei spatinfantiler/juveniler Form bei 1%-10% und bei der
adulten Form bei 2% - 40% (105). In der Regel hat der Patient mit infantiler Form ei-
ne nicht nachweisbare Enzymaktivitat im Muskel und sehr niedrige Enzymaktivitat in
den Fibroblasten. Im Gegensatz dazu zeigen die meisten Patienten mit adulter Form
eine deutliche Restenzymaktivitat der GAA im Muskel und in Fibroblasten. Obwohl
es einen Zusammenhang zwischen der Restenzymaktivitat und dem klinischen Pha-
notyp bei juveniler und adulter Form gibt, wurde bisher keine eindeutige Korrelation
zwischen dem klinischen Schweregrad und der Restenzymaktivitat nachgewiesen.
Die klinische Form kann mit der gemessenen GAA-Aktivitat in Leukozyten allein nur
bei pH 4,0 nicht einfach differenziert werden, da die Aktivitat des neutralen Enzyms
bei diesem pH gehemmt wird. Daher haben wir die Quotienten der GAA-Aktivitat
aus pH 6,5 und pH 4,0 berechnet und konnten mit diesen relativen Werten unter-
schiedliche klinische Formen klassifizieren (Tab. 5 und Tab. 6).

In Tab. 6 ist die gemessene prozentuale GAA-Enzymaktivitat in Leukozyten bei den
untersuchten Patienten mit GSD Il mit der Zuordnung der klinischen Klassifikation
zusammengestellt. Bei Patientin 1 mit adulter Form betrug die Restenzymaktivitat ca.
80% und bei Patientin 2 und 3 mit juveniler Form ergab sich ca. 30% als Restenzym-

aktivitat.

GAA-Enzymaktivitit | uotient der Enzym- Klinische
. . o aktivitat in Leukozyten g
Patient in Leukozyten [% der . o . Klassifika-
Normaktivitit] [GAA-AKktivitat bei pH 6,5 tion
| GAA-Aktivitat bei pH 4,0]

Patientin 1 80% 4,7 adulte Form
Patientin 2 30% 7,8 juvenile Form
Patientin 3 30% 8,0 juvenile Form

Tab. 6 : Relative Enzymaktivitat (% der normalen Aktivitat) in den Leukozyten der
GSD Typ ll-Patienten 1 bis 3.
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6.1.3 Genanalyse der sauren a-Glukosidase bei den Patienten mit GSD Typ Il

In Tab. 7 sind die Nukleotidanderungen, Aminosaureanderungen, Lokalisationen und
Translationen der GAA-cDNA fur die Patientin 1 bis 3 aufgefuhrt. Bei Patientin 1 ist in

Position 1703 CTC anstelle CAC im Exon 12 kodiert, was einen Austausch von Leu-

cin anstelle von Histidin in Position 568 verursacht. Bei der zweiten Mutation wird

TGG anstelle CGG in Position 2014 im Exon 14 gefunden, wodurch anstelle des Ar-

ginins ein Tryptophan in Position 672 synthetisiert wird. Die klinischen Symptome der

Patientin 1 sind mit denen einer adulten Form der GSD Il vereinbar (Tab. 6 und Tab.

7). Die Patientinnen 2 und 3 haben eine Anderung im Intron 1, wo G anstelle T in

Position 13 vorhanden ist. Der Austausch der G- anstelle der T-Base bei Position 13

des Intron 1 resultiert in eine alternative Splicing-Transkription mit Deletion des Exon

2, wo das Startkodon lokalisiert ist. So entsteht Asparagin in Position 170. Eine wei-

tere Mutation liegt in Position 510 vor, wo GAT anstelle von GAC in Exon 2 vor-

kommt. Die Patientinnen 2 und 3 sind Geschwister und zeigen die klinischen Symp-

tome, die mit einer juvenilen Form der GSD Typ Il vergleichbar sind.

Translation
Patient | Geburts- | mutation | Mutationll | Form der GAA
datum
cDNA
Position 1703
o *c.1703A>T c.2014C>T C**AC(His, 568)
Patientin 1{20.09.1982 (H568L) (R672W) adult Position 2014
Exon12 Exon14 *CGG(Arg,
672)
o c.-32-13T>G c.510C>T _ _ "
Patientin 2106.08.1995| ()vS1-13T>G) | (A170A) juvenil Poi'f'on 510
Intron1 Exon2 GATC(Asp,170)
o c.-32-13T>G c.510C>T _ _ "
Patientin 3|23.01.1988 (IVS1-13T>G), | (A170A) juvenil POS*':E'on 510
Intron1 Exon2 GATC(Asp,170)

* bislang nicht beschriebene Mutation

** geanderte Sequenz

Tab. 7: Uberblick der GAA-Mutationen der untersuchen Patienten mit GSD Typ Il. In

Spalte Mutation | und Spalte Il sind die Nukleotid- und Aminosaureanderun-

gen, sowie die Lokalisationen dargestellt.
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6.2 Kinetik des Branchingenzyms (GSD Typ V)

6.2.1 Proteinabhéangigkeit der Branchingenzymaktivitat

Wie in den Abbildungen 1a und 1b ersichtlich, zeigt die Enzymreaktion in Leukozyten
eine linear steigende Abhangigkeit von der Proteinkonzentration bis 0,4 mg/ml (Abb.
1a) sowie bis 0,6 mg/ml (Abb. 1b). Ein optimaler Bereich zur Enzymaktivitatsmes-
sung in Leukozyten wurde bei einer Proteinkonzentration von 0,2 - 0,4 mg/ml ge-
wahlt. Die Enzymreaktionen in Fibroblasten zeigen ebenfalls eine linear ansteigende
Abhangigkeit, die im Bereich zwischen 0,05 mg/ml und 0,4 mg/ml (s. Abb. 2a) sowie
zwischen 0,1 mg/ml und 0,5 mg/ml (s. Abb. 2b) liegt. Der optimale Bereich zur En-
zymaktivitatsmessung in Fibroblasten ist bei 0,2 — 0,3 mg/ml gewahlt worden. Die
Abb. 3 zeigt das Ergebnis in kultivierten Chorionzotten. Der Verlauf zeigt eine lineare
Abhangigkeit von der Proteinkonzentration von 0,1 mg/ml bis 1,5 mg/ml. Als optima-
len Bereich zur Bestimmung der Enzymaktivitat in kultivierten Chorionzotten haben

wir die Proteinkonzentration 0,2 — 0,3 mg/ml gewahlt.

6.2.2 Inkubationszeitabhangigkeit der Branchingenzymaktivitat

Die Inkubationszeitabhangigkeit der Enzymaktivitat in Leukozyten wurde in Abb. 4
dargestellt. Es konnte eine linear ansteigende Enzymaktivitat im Zeitraum bis 120
Minuten beobachtet werden. Als optimale Inkubationszeit bei der Routine-Messung

fur die Branchingenzymaktivitat in Leukozyten wurde 20 Minuten gewahlt.

6.2.3 Affinitat zu dem Substrat Glukose-1-Phosphat

Zur Messung der Substratabhangigkeit in Leukozyten und Fibroblasten wurden ver-
schiedene Substratkonzentrationen von Glukose-1-Phosphat verwendet. Die Km-
Werte wurden anhand des Diagramms nach Lineweaver und Burk in den Abbildun-
gen 5 und 6 gezeigt. Die Km-Werte liegen in Leukozyten bei ca. 50 mM und in Fi-

broblasten bei ca.19 mM.
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6.3 Aktivitat des Branchingenzyms

6.3.1 Normwerte der Branchingenzymaktivitat

In Tab. 8 sind die gemessenen Branchingenzymaktivitaten, die Mittelwerte sowie die
Standardabweichung und die Normbereiche fur unterschiedliches Kontrollgewebe
dargestellt. Die Branchingenzymaktivitat liegt in Leukozyten etwas niedriger als in

anderem Gewebe und als in nativen Chorionzotten.

Mittelwert Normbereich
Gewebe * Standardabwei- .
[mmol/min/mg]
chung
Leukozyten
n=57 0,35+0,17 0,1-0,5
Skelettmuskel
n=20 0,42 + 0,41 0,2-1,0
Leber
_ 0,93+0,79 0,3-1,5
n=9
Chorionzotten
_ 0,45+ 0,22 0,5-5,0
n=5
Fibroblasten
n=7 0,39+ 0,29 0,2-0,7

Tab. 8: Branchingenzymaktivitat in verschiedenen Geweben

n = Anzahl der gemessenen Proben bei Gesunden

6.3.2 Pathologische Werte der Branchingenzymaktivitat einer Patientenfamilie

Die Branchingenzymaktivitat der polnischen Familie in Leukozyten wurde in Tab. 9
zusammengestellt. Die Enzymaktivitat in Leukozyten des Patienten war mit einer
Restenzymaktivitat von 0,02 U (U=pmol/min/mg Protein) deutlich vermindert. Die En-
zymaktivitat beim Bruder und beim Vater betrug 0,09 U, was an der Grenze des
Normbereiches liegt. Die Enzymaktivitat der Mutter liegt mit 0,11 U im niedrigen

Normbereich.
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Enzymaktivitat in - -

Patient Leukozyten [umol / 1(_I|n|sche Klassifika-
- . ion

min/mg Protein]

Patient 0,02 Milde non progressive
Leberform

Bruder 0,09 asymptomatisch
Vater 0,09 asymptomatisch
Mutter 0,11 asymptomatisch

Tab. 9: Branchingenzymaktivitat in Leukozyten der untersuchten Patientenfamilie

6.3.3 Genanalyse des Branchingenzyms des Patienten und seiner Familie

Tab. 10 zeigt die bei der Patientenfamilie auftretenden Mutationen sowie deren klini-
sche Form und der Lokalisation im Nukleotid, in der Polypeptidkette sowie in der
cDNA. Der Patient 4 zeigt eine Compound-Heterozygotie fur die Mutationen H528R
und IVS5+2t>c. Die Mutation fur H528R besteht aus c1611C>G, was in Position
1611 eine Anderung des Codons nach GAT anstelle CAT bewirkt. Die Mutation
H528R weist auf einen Austausch der Aminosaure Arginin anstelle von Histidin in
Position 528 hin. Diese Mutation ist beim Vater und dem Bruder gefunden worden.
Die Mutation IVS5+2t>c, die bei seiner Mutter identifiziert wurde, andert in Intron 5
das Codon T zu C.

Uber die neue Mutation H528R des Patienten 4 ist noch nicht berichtet worden.

Translation der
Patient Mutation | Mutation Il | klinische Form Branchingenzym
cDNA
*H528R i _ | Position 1611
Patient 4 (c1611C>G, IY85+25t>c njlldeLngnnE)rogres _
Exon 14) (Intrond) sive Leberform *CAT(His,528)
Bruder H528R . asymptomatisch
Vater H528R - asymptomatisch
Mutter IVS5+2t>c - asymptomatisch

* bislang nicht beschriebene Mutation

** geanderte Sequenz

Tab. 10: Mutationen, klinische Form und Translation der Branchingenzym-cDNA des

Patienten 4 und seiner Familie
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7. Diskussion

7.1 GSD Typ llI: Aktivitat der sauren a-Glukosidase und Mutationen des GAA-
Gens

Die normale, saure a-Glukosidase-Aktivitat liegt in Leukozyten etwas hoher als in
Fibroblasten und als in nativen Chorionzotten. Bei Leukozyten wird durch Hemmung
des neutralen Enzyms im Bereich um pH 4,0 eine genaue Messung der sauren o-
Glukosidase-Aktivitat verhindert (116, 117). Deshalb liegt die a-Glukosidase-Aktivitat
in Leukozyten hoher als in anderen Geweben, aber die Werte der wahren GAA-Ak-
tivitat bei pH 4,0 liegen niedriger als die tatsachlich gemessenen Werte. Bei Saug-
lingen ist die Enzymaktivitat erschwert zu messen, da zusatzlich Granulozyten (Leu-
kozyten mit Zytoplasmakoérper) das Nieren-lsomer saure Maltase enthalten, welches
auch bei saurem pH aktiv ist. (46, 47, 48, 49). Wir haben friher AntikGrper gegen
saure o-Glukosidase fur die exakte Bestimmung verwendet (116, 117), wel-ches ei-
ne sehr arbeitsintensive und aufwendige Methode war. Deshalb wurde in die-ser Ar-
beit eine neue, einfachere Methode fur die Bestimmung der a-Glukosidase-Ak-tivitat
bei pH 4,0 und pH 6,5 angewendet (Tab. 5 und 6).

Mit dem definierten Quotienten der sauren a-Glukosidase-Aktivitat (Quotient: a-Glu-
kosidase-Aktivitat bei pH 6,5 / a-Glukosidase-Aktivitat bei pH 4,0) lassen sich ver-
schiedene klinische Formen relativ gut klassifizieren. Der Normbereich des Quotien-
ten in Leukozyten liegt bei Gesunden im Bereich 1,0 - 3,5, wahrend er im Muskel o-
der Fibroblasten niedriger als 1,0 liegt. Bei Patienten mit infantiler Form liegt der
Quotient in Leukozyten tber 12,0, bei juveniler Form Uber 6,0 und bei adulter Form
uber 4,0. In dieser Studie wurden Leukozyten als das diagnostischen Mittel ausge-
wahlt, da Leukozyten aus peripheralem Blut einfach gewonnen und ohne Kultivie-
rung schnell gemessen werden kdnnen. Im Gegensatz zur sauren o-Glukosidase-
Aktivitat in Leukozyten zeigt die saure o-Glukosidase-Aktivitat in Fibroblasten und in
Myozyten keine Hemmung durch neutrales Enzym im Bereich um pH 4,0, was eine
klare Unterscheidung der klinischen Formen durch die Restenzymaktivitat der sauren
o-Glukosidase (GAA) ermoglicht. Daher sind in der Literatur Gberwiegend Berichte
Uber die prozentuale Restenzymaktivitat der sauren o-Glukose-Aktivitat in Fibro-
blasten zu finden. Die prozentuale Restenzymaktivitat bei den Patienten in Fibro-

blasten liegt generell unter 1% des Normbereiches bei der infantilen Form (bis 12
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Monate), bei 1%-10% bei spatinfantiler / juveniler Form und bei 2% - 40% bei der
adulten Form (107).

Die Patientin 1 zeigte eine fast normale saure o-Glukosidase-Aktivitat in Leukozyten
(ca. 80% der Normaktivitat). Im Gegensatz dazu lag der Quotient der Enzymaktivitat
in Leukozyten eindeutig hoher als der Normbereich (Tab. 6). Hier zeigt sich vorteil-
haft die Methode der Quotientenbildung, da hierdurch deutliche Unterschiede der
GAA-Aktivitat betrachtet werden kdnnen. Bei der Patientin 1 haben wir eine Com-
pound-Heterozygotie flir c1703A>T(H568L) und c2014C>T (R672W) gefunden. Die
erste Mutation verursacht einen Aminosaureaustausch in Position 568, Leucin an-
stelle Histidin, Uber die in der Literatur bisher noch nicht berichtet worden ist. Bei der
zweiten Mutation handelt es sich um eine Anderung Arginin durch Tryptophan in Po-
sition 672. Diese zweite Mutation konnte bereits friiher von Huie et al. bei anderen
Patienten identifziert werden (110). Huie et al. hat eine vergleichbare Heterozygotie
mit c2014C>T(R672W)/Ant766-785/+insC beschrieben und eine Restenzymaktivitat
im Muskel gemessen (110). Unsere Patientin 1 leidet nur unter Muskelschwache,
aber der Patient von Huie et al. verstarb durch respiratorische Insuffizienz. Der Ver-
gleich zeigt, dass sich durch die unterschiedlich ausgepragte Mutation (Ant766-
785/+insC anstelle von c1703A>T(H568L) ein anderer klinischer Verlauf ergibt.

Die Restenzymaktivitat in Leukozyten bei Patientin 2 und 3 liegt bei 30% der Norm-
aktivitat und somit hoher als die Restenzymaktivitat in Fibroblasten bei den Patien-
ten, Uber die Kroos et. al berichtet hat (102). Die Restenzymaktivitat beim Patienten
der Mutation IVS1-13t>g / AT525 von Kroos et al. in Fibroblasten liegt bei etwa 12%
der Normaktivitat und beim Patienten der Mutation AT525/ AT525 liegt diese nahe
Null (102). Es zeigt sich eine eindeutige hohere Restenzymaktivitat, wenn die zweite
Mutation anstelle von ¢.510 C>T zu der Mutation AT525 kodiert wird. Bei Untersu-
chungen anderer Autoren zur Mutation IVS1-13t>g / AT525 der juvenilen Form liegt
die Restenzymaktivitat in Fibroblasten im Bereich zwischen 1%-10% (107). Die Mu-
tation IVS1-13t>qg, die bei Patientin 2 und 3 gefunden wurde, wurde 1995 durch Huie
et al. (87) und Kroos et al. (102) bereits beschrieben. Der Austausch der G- anstelle
der T-Base bei Position 13 des Intron 1 resultiert in eine alternative Splicing-Trans-

kription mit Deletion des Exon 2, wo das Startkodon lokalisiert ist (87,103). Diese
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Mutation zeigt sich als juvenile bzw. adulte-Onset der GSD Typ Il sehr haufig. Be-
sonders haufig tritt diese Mutation bei adulten bzw. juvenilen Patienten bei weilen
kaukasischen Populationen auf (86, 87). Deshalb wird vermutet, dass diese Mutation
eine Uralt-Mutation ist. Als Beispiel berichtet Kroos et al. (102) tber eine Familie aus
Kaukasien, in der sechs Generationen mit GSD Typ Il untersucht wurden. Die meis-
ten Neugeborenen dieser Familien starben sofort nach der Geburt. Der GroRvater
wurde mit Compound-Heterozygotie IVS1-13t>g / AT525 identifiziert und hat diese
Merkmale bis in die dritte Generation homozygot AT525/AT525 weitergegeben (102).
Bei Patientin 2 und 3 liegt eine missense-Mutation ¢.510 C>T in einem anderen Allel
vor, bei der Cytosin durch Thymin im Exon 2 ausgetauscht ist. Die Mutation ¢.510
C>T tritt sehr haufig in Deutschland auf (nach Information aus der Gendatenbank).
Bei den Patientinnen 2 und 3, zwei deutschen Geschwistern, wurde besonders die
Schadigung der Skelettmuskulatur und der Leber, sowie bei Patientin 3 des Zwerch-
fells beobachtet. Bisher wurde eine andere Compound-Heterozygotie fur IVS1-

13t>g/A exon18 (108, 109) als adulte Form bestatigt.

7.2 GSD Typ IV: Branchingenzymaktivitat und Mutationen des Branching-
enzymgens

Wir haben eine zweistufige Bestimmungsmethode flr die genaue Messung der
Branchingenzymaktivitat mit Anwendung der Phosphorylase-a sowie der Glykogen-
synthase entwickelt (9). Durch diese Methode konnten wir die Restenzymaktivitat
des Branchingenzyms in Leukozyten mit grof3er Sicherheit bestimmen (Tab. 8). Die
relativ hohen Km-Werte fur Glukose-1-Phosphat konnten sich durch die Anwendung
der exogenen Phosphorylase-a ergeben, da das Substrat Glukose-1-Phosphat
zweimal an der Enzymreaktion beteiligt ist (Abb. 5 und 6). Die normale Branchingen-
zymaktivitat ist etwas unterschiedlich in verschiedenen Geweben (Tab. 8). In Leuko-
zyten, Hepatozyten, Fibroblasten, Myozyten und Chorionzotten wurde eine signifi-
kant erniedrigte Branchingenzymaktivitat bei der neonatalen und infantilen Leber-
form, sowie bei der Kardiaform der GSD IV gemessen (34).

So konnte zum Beispiel bei der infantilen Leberform eine Branchingenzymaktivitat
weder in Hepatozyten noch in Leukozyten nachgewiesen werden (34, 45), wahrend

bei der milden, non-progressiven, hepatischen Form entweder eine Inaktivitat des
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Branchingenzyms oder lediglich 50% der Branchingenzymaktivitat in der Leber fest-
gestellt werden konnte (39, 40). Bei der neonatalen, neuromuskularen Form wurde
keine Aktivitat des Branchingenzyms im Muskel (34, 45) gemessen; bei APBD lag
die Restenzymaktivitat in Leukozyten und in peripheren Nerven bei 10%-20% (40,
44, 45,112). Bei der isolierten, spatmanifestierenden Muskelform ist die Branching-
enzymaktivitat nur im Muskel erniedrigt, wahrend bei der isolierten, juvenilen Mus-
kelform eine Erniedrigung im Muskel und in Leukozyten auftritt. In anderen Gewe-
ben, z. B. in Fibroblasten oder Hepatozyten, liegt die Enzymaktivitat im Normbereich
(112). Unser Patient 4 zeigt eine Hepatosplenomegalie und 0,02 U Restenzymakti-
vitat des Branchingenzyms in Leukozyten, was mit einer milden, non-progressiven
Leberform vereinbar ist.

Bisherige Studien zeigen acht Mutationen in den Branchingenzymgenen (L224P,
Y329S, F257L, R515C, R524X, R515H, R524Q und 210-bp Deletion) (34, 44). Der
klassischen, allgemeinen Form (Leberform) liegt eine Dreipunktmutation (R515C,
F257L, R524X) zugrunde, die wahrscheinlich eine Inaktivitat des Branchingenzyms
(0% in der Leber) verursacht (34). Bei der milden non-progressiven hepatischen
Form mit einer Punktmutation in Position L224P und Y329S, die in zwei unter-
schiedlichen Allelen entdeckt wurde, zeigt sich bei L224P ein kompletter Ausfall der
Branchingenzymaktivitat in der Leber und bei Y329S nur etwa 50% der Branching-
enzymaktivitat in der Leber (39, 40). Als Ursache der neonatalen, neuromuskularen
Form ist die Deletion der 210 bp vom Nukleotid 873 bis 1082 in der Branchingenzym-
cDNA bekannt, d. h. der Verlust von 70 Aminosauren. Diese Deletion |6scht die
Branchingenzymaktivitat im Muskel vollstandig aus (34). Die Patienten mit adulter
Polyglukosankdrper-Krankheit (APBD) zeigten eine Restenzymaktivitat von ca. 10%
in Leukozyten und peripheren Nerven (40, 44, 112).

Uber die zwei Mutationen im Branchingenzymgen bei spatmanifestierender neuro-
degenerativer Form (APBD, adulte Polyglukosankdrper-Krankheit) R515H und
R524Q ist berichtet worden (40, 44, 112). Erstmalig identifizierten Ziemssen at al.
Mutationen, namlich R515H und R524Q, bei non-Ashkenazi (112). Die Patienten von
Ziemssen at al. mit adulter Polyglukosankorper-Krankheit (APBD) leiden unter Gang-
stérung, Urin-Inkontinenz und Taubheit und zeigen einen Mangel der Branchingen-
zymaktivitat in Leukozyten (20% der Normaktivitat) (40).

Bei unserem Patienten 4 wurden zwei Mutationen H528R- und IVS 5+2t>c gefunden.

Seine Mutter ist heterozygot fur die Mutation IVS 5+2t>c, sein Vater und Bruder sind
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heterozygot fur die Mutation H528R identifiziert. Die Mutation H528R verursacht
hochstwahrscheinlich eine geringe oder fehlende Branchingenzymaktivitat. Die Pati-
enten mit R515C- und R524X-Mutationen litten an einer progressiven Leberzirrhose
mit Leberversagen (34). Bao et al. identifiziert eine Intron-Mutation, IVS 6-1g>a, was
bei der Transkription einen Ubersprung des Exon 7 (210bp Deletion) in den Nukleo-
tide von 873 bis 1082 des GBE verursacht. Diese Deletion 16scht die Branchingen-
zymaktivitat vollig (34). Die neue Mutation, IVS 5+2t>c, unterscheidet sich von der
Intronmutation von Bao et al. (34) und beeinflul3t héchstwahrscheinlich die Resten-
zymaktivitat des Branchingenzyms, was mit dem milden Verlauf der klinischen Sym-
ptome des Patienten 4 vereinbar ist. Diese Intron-Mutation ist hdchstwahrscheinlich
verantwortlich fur die Restenzymaktivitat in Leukozyten bei dem Patienten 4 und bei
der Mutter (Tab. 9).

Die klinische Beteiligung und Manifestation bei GSD Typ IV prasentiert sich sehr un-
terschiedlich. Man vermutet, dass unterschiedliche Isoformen des Branching-
enzyms, die durch ein Gen kodiert werden, in verschiedenen Geweben spezifisch
gebildet werden. Die differentielle Sensitivitat der mutanten Enzyme andert sich
durch die Protease, durch posttranslationaler Modifikation in differenten Zelltypen
und durch genetische oder extrinsische Faktoren. Sie tragt hochstwahrscheinlich zur
Heterogenitat der GSD Typ IV bei (40).
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8. Zusammenfassung

Glykogen ist eine leicht mobilisierbare Speicherform der Glukose in Leber und Ske-
lettmuskel. Die lysosomale saure a-Glukosidase nimmt am Glykogenabbau teil.

Die Glykogen-Speicherkrankheit Typ Il, die durch Mangel von saurer o-Glukosidase
verursacht wird, ist eine autosomal rezessive Krankheit und klassifiziert sich in die in-
fantile Form, die non-klassische GSD Typ Il (als Subklassifikation der infantilen
Form), die juvenile und in die adulte Form. Das Gen flr die saure o~ Glukosidase ist
im menschlichen Chromosom bei 17g25.2-925.3 lokalisiert und enthalt 20 Exons. Sie
kodieren ein Protein mit 952 Aminosauren mit einer molekularen Masse von 105
kDa. Das Branchingenzym katalysiert die Verzweigung der Glykogenkette in der o-
1,6-Position. Dadurch nimmt die Loslichkeit des Glykogens zu, der osmotische Druck
sinkt. Damit erhdht die Verzweigung die Geschwindigkeit von Glykogensynthese und
—abbau. Die Glykogen-Speicherkrankheit Typ IV, die durch einem Mangel an Bran-
chingenzym verursacht wird, ist ebenso eine autosomal rezessive Krankheit und
kann in funf Formen klassifiziert werden, namlich in die klassische Form, die milde
non-progressive hepatische Form, die neuromuskulare Form, die spatmanifestie-
rende neurodegenerative Form (APBD) und in die isolierte Muskelform, die als adulte
und juvenile Form erscheint. Das Gen fur das Branchingenzym liegt im menschlichen
Chromosom an Stelle 3p14 und besteht aus 16 Exons. Sie kodieren flr ein Protein

mit 702 Aminosauren und eine Lange von etwa 118 kb chromosomaler DNA.

In dieser Arbeit haben wir vor allem die Messung der Enzymaktivitat der GAA und
des Branchingenzyms in Leukozyten prasentiert, da fur eine schnelle und einfache
Bestimmung der Enzymaktivitat Leukozyten besonders gut geeignet sind. Als weitere
diagnostische Methode wurde die Genanalyse mittels DNA aus Vollblut, durch PCR
und Gelelektrophorese durchgefihrt.

Insgesamt werden 4 Patienten, 3 Patientinnen mit GSD Typ Il und ein Patient mit
GSD Typ IV, vorgestellt: Patientin 1 aus Usbekistan, Patientin 2 und Patientin 3 aus
Deutschland und Patient 4 mit seiner Familie aus Polen.

Die 15-jahrige Patientin 1 zeigte eine langsame motorische Entwicklung und eine

deutliche Myopathie in allen Extremitaten. Die histologischen Befunde zeigten eine
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ausgepragte vakuolare Myopathie mit PAS-positiven Materialien. Die saure o-Gluko-
sidaseaktivitat in Leukozyten lag fast im Normbereich (ca. 80%), aber der Quotient
der Enzymaktivitat in Leukozyten betrug 4,7, was eindeutig hoher liegt als der Norm-
bereich. Die molekulargenetische Studie zeigte eine bislang nicht beschriebene Mu-
tation in Position 1703 in einem Allel. Dort wurde CTC anstelle CAC in Exon 12 ko-
diert, wodurch ein Austausch von Histidin durch Leucin in Position 568 resultiert. Als
zweite Mutation ist im Exon 14 in Position 2014 TGG anstelle CGG kodiert, was an-
stelle des Arginins Tryptophan in Position 672 (R672W) erzeugt. Diese Patientin
zeigte die typischen Symptome der adulten Form der Pompe-Krankheit.

Die 9-jahrige Patientin 2 zeigte GOT, GPT und eine CK-Erhéhung im Lebensalter
von einem Jahr. Sie klagt Uber eine Ermudung beim Gehen nach langen Strecken,
morgendlichen Kopfschmerzen und Nachtschweil3.

Bei der 16-jahrigen Patientin 3, Schwester von Patientin 2, wurde erstmals im Alter
von sieben Jahren eine juvenile GSD Typ Il festgestellt. Bestatigt wurde diese durch
eine Muskelbiopsie, bei der vakuolare, schollige, fortgeschrittene Myopathie nach-
gewiesen werden konnte. Die Patientin 3 zeigt Muskelschwache beim Laufen langer
Strecken, sowie beim Treppensteigen. Zusatzlich leidet sie unter Belastungsdyspnoe
und Schlafapnoe. Die Restenzymaktivitat lag bei den beiden Patientinnen 2 und 3 in
Leukozyten bei 30% der Normaktivitat und die Quotienten der GAA-Aktivitat betru-
gen 7,8 und 8,0. Genetisch liegt bei Patientin 2 und Patientin 3 eine Anderung im
Intron 1 vor, wo G anstelle T in Position 13 vorhanden ist. Diese Intron-Mutation re-
sultiert in eine alternative Splicing-Transkription mit Deletion des Exon 2 und flihrt
wahrscheinlich zur juvenilen Form der GSD Typ Il. Eine weitere Mutation liegt in Po-
sition 510 vor, wo GAT anstelle von GAC in Exon 2 vorkommt.

Die Kombination dieser beiden Mutationen ist noch nicht beschrieben worden, aber
sie zeigen, dass die Kombination dieser beiden Mutationen klinisch mit der juvenilen

Form vereinbar ist.

Der 5-jahrige, an GSD Typ IV leidende Patient aus Polen zeigte eine Hepatospleno-
megalie ohne eine weitere Symptomatik und eine geringere Restenzymaktivitat des

Branchingenzyms in Leukozyten (0,02 U). Die Enzymaktivitat bei seinem Bruder und
Vater lag etwas unter dem Normbereich und bei seiner Mutter im niedrigen Normbe-

reich. Mittels der durchgeflhrten Genanalyse konnte eine Heterozygotie fur die ge-
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samte Familie bestatigt werden. Sowohl der Vater als auch der Bruder sind hetero-
zygot fur die erste Mutation mit H528R. Eine zweite Mutation im Intron (IVS5+2t>c)
wurde bei der Mutter identifiziert. Die Mutation der H528R fuhrt zu einem Austausch
der Aminosaure Arginin in Position 528 anstelle von Histidin. Die neue Mutation
[VS5+2t>c im Intron 5 resultiert vermutlich in einer reduzierten Restenzymaktivitat
des Branchingenzyms, besonders in der Leber und Milz, was eine Hepatospleno-
megalie zur Folge hat. Beim Patienten konnte durch Anamnese, Genanalyse und

Enzymanalyse die milde non-progressive hepatische Form festgestellt werden.

In dieser Arbeit wurden zunachst einfache und sichere Methoden fur die Bestimmung
der Aktivitat der sauren a-Glukosidase und der des Branchingenzyms in Leukozyten
angewendet. Weiterhin wurde die molekulargenetische Analyse der entsprechenden
Gene durchgefuhrt. Damit konnten wir fur mehrere Patienten mit Glykogenose mit-
tels ca. 2-3 ml EDTA Blut eine sichere Diagnose stellen. Diese Verfahren sind hilf-
reich beim Verstandnis und der Korrelation der klinischen und genetischen Hetero-
genitat dieser Erkrankung. Falls in Zukunft eine Therapie zur Verfugung steht, er-

mdglicht sie durch eine rasche Diagnostik den frihzeitigen Beginn.
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