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1. EINLEITUNG

1.1. Metabolische Myopathien

Metabolische Myopathien sind eine Gruppe von Erkrankungen, bei denen eine Stérung
im Energiestoffwechsel der Muskelzelle vorliegt und die zu sehr variablen klinischen
Phanotypen fuhren. Klinisch stehen belastungsabhéngige Myalgien und
Belastungsintoleranz sowie eine haufig auch sehr stark erhdhte Kreatinkinase (CK)
nach Belastung und seltener eine Rhabdomyolyse und Myoglobinurie im Vordergrund.
Ein grosser Teil dieser Erkrankungen werden erst im Jugend- oder Erwachsenenalter

symptomatisch.

Die Ursache des gestorten muskularen Stoffwechsels ist ein Defekt im

Glykogenstoffwechsel, im Fettstoffwechsel oder in der mitochondrialen Atmungskette.

Glykogen ist die Kohlehydratspeicherform beim Menschen und wird im
Glykogenstoffwechsel aus Glukose aufgebaut und zu Glucose wieder abgebaut. Die
grof3ten Vorrate von Glykogen beim Menschen finden sich in Skelettmuskel und
Leber. Es sind mehrere Enzyme am Aufbau und Abbau von Glykogen beteiligt. Bei
Storungen dieser Enzyme kommt es zu fehlerhaftem Aufbau von Glykogen oder zu

Anhaufung von Glykogen aufgrund insuffizienten Abbaus.

Glykogen wird in nahezu allen Organen verstoffwechselt, die bekannten Stérungen, die
hauptsachlich  muskulare Symptome verursachen, sind die Glykogenose Typ I

(Morbus Pompe) und die Glykogenose Typ V (Mc Ardle’sche Krankheit).

In Ruhe wird der Grof3teil des muskularen Energiebedarfs durch Fettsdureoxidation in
den Mitochondrien gedeckt. Bei der Fettsdureoxidation werden die langkettigen
Fettsaure-Reste abgebaut, es entsteht bei jedem Reaktionsschritt ein verkirzter

Fettsaurerest, der dann im Zitratzyklus oxidiert wird und erneut in die Reaktionskette



eingeht. Die Fettsaurereste werden aus dem Blut oder aus muskuléar gespeicherten
Triglyceriden gewonnen und konnen je nach MolekulgroRe direkt oder Uber
Transporter die &uf3ere und innere Mitochondrienmembran passieren, um in der Beta-
Fettsdureoxidation abgebaut zu werden. Auf Grund der unterschiedlichen Lange der
Fettsdurereste sind hier kettenlangenspezifische Enzyme notwendig. Mindestens 11
verschiedene Enzyme sind hier beteiligt. Im Zuge dieser Reaktion werden Elektronen
zur mitochondrialen Atmungskette Ubertragen und letztlich Energie in Form von
Adenosintriphosphat (ATP) gewonnen. (Abbildung 1)
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Abbildung 1: Energiegewinnung in der Zelle: Zitratzyklus, Fettsaureoxidation und
Oxidative Phosphorylierung (DiMauro and Schon 2003):

Die orangen Spiralen repréasentieren die Reaktionsspirale der beta-Oxidation, die zur Freisetzung von
Acetyl-CoA und der Reduktion des Flavoproteins flhrt.

ADP: Adenosindiphosphat; ATP: Adenosintriphosphat; ANT: Adeninnukleotid-Translokase; CACT:
Carnitin-Acyl-Carnitin-Translokase; CoQ: Koenzym Q10; CPT: Carnitin-Palmitoyl-Transferase; DIC:
Dicarbonsaure-Transporter; ETF: Elektronen-Transfer-Flavoprotein; ETFDH: Elektronen-Transfer-
Flavoprotein-Dehydrogenase; FAD: Flavin-Adenin-Dinukleotid; FADH2: reduziertes FAD; NADH:
reduziertes Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid (NAD); PDHC: Pyruvat-Dehydrogenase-Komplex; TCA:
Tricarbonsaure; |I: Komplex I; II: Komplex II; IlI: Komplex III; 1V: Komplex IV; V: Komplex V

Am Fettsaurestoffwechsel sind zahlreiche Enzyme und Carnitin als Kosubstrat beteiligt.

Es sind zahlreiche Defekte der beteiligten Enzyme und die Folgen beschrieben. Man



unterscheidet Storungen des Fettsauretransports und Storungen der an der Beta-

Oxidation beteiligten Enzyme. (Tabelle 1 und Abbildung 1).

Die Carnitin-Palmitoyl-Transferase | und Il (CPT | und Il) sowie die Carnitin-Acyl-
Carnitin-Translokase werden zum Transport langkettiger Fettsauren durch die &uf3ere
und innere Mitochondrienmembran bendtigt unter Beteiligung von Carnitin als
Kotransporter. Es sind Enzymdefekte fir viele der am Transport beteiligten Molekile
berichtet, mit unterschiedlicher klinischer Auspragung, wobei der Mangel an CPT Il am
haufigsten muskularen Symptome verursacht und auch zu vergleichsweise milden
adulten Verlaufsformen fuhren kann (Darras and Friedman 2000).

Die moglichen Stérungen der Fettsdureoxidation ergeben sich aus den Defekten der
unterschiedlichen Enzyme (Tabelle 1).

Transport der langkettigen Fettsduren
Carnitin-Transporter-Defizienz

Carnitin-Palmitoyl-Transferase 1-Defizienz
Carnitin-Palmitoyl-Transferase 2-Defizienz, muskular
Carnitin-Palmitoyl-Transferase 2-Defizienz, hepatokardiomuskular
Carnitin-Palmitoyl-Transferase 2-Defizienz, letal neonatal
Carnityl/Acyl-Carnitin-Translokase-Defizienz

Beta-Oxidation der Fettsduren

very-long-chain Acyl-CoA-Dehydrogenase-Defizienz (VLCAD)
Mitochondriales Trifunktionales Protein-Defizienz

medium-chain Acyl-CoA-Dehydrogenase-Defizienz (MCAD)
short-chain Acyl-CoA-Dehydrogenase-Defizienz (SCAD)
medium-chain 3-Ketoacyl-CoA-Thiolase-Defizienz (MCKAD)
short-chain L-3-Hydroxyacyl-CoA-Dehydrogenase-Defizienz (SCHAD)

Multiple Acyl-CoA-Dehydrogenierungsdefekte
Elektronen - Transfer - Flavoprotein (ETFA und ETFB) - Defekt
Elektronen-Transfer-Flavoprotein-Dehydrogenase (ETFDH) - Defekt

Tabelle 1: Bekannte Defekte des Fettsaurestoffwechsels

Der primare Carnitinmangel ist eine weitere Ursache einer metabolischen Myopathie,

wobei der rein muskulare primére Carnitinmangel sehr selten ist.

Es werden bei der Fettsaureoxidation an zwei Stellen Wasserstoffionen auf
wasserstoffibertragende Koenzyme (bertragen, die spater in der mitochondrialen

Atmungskette unter Energiegewinn wieder reoxidiert werden. Bei Defekten des



elektronenubertragenden Systems im Bereich des Elektronen-Transfer-Flavoproteins
oder der Elektronen-Transfer-Flavoprotein-Dehydrogenase konnen die
Reaktionspartner der Fettsdureoxidation nicht reoxidiert werden, es kommt zur Stérung
multipler Acyl-Koenzym A (CoA)-Dehydrogenasen, dieser Defekt wird aufgrund des

vermehrten Ausscheidens von Glutarsaure im Urin auch Glutarazidurie Typ 2 genannt.

Die Glutarazidurie Typ 2 ist eine seltene hereditare Stoffwechselstérung, die
autosomal rezessiv vererbt ist. Durch die Stoffwechselstérung wird die mitochondriale
Fettsaureoxidation stark beeintrachtigt, es kommt zur Akkumulation von kurz-, mittel-
und langkettigen Fettsduren und sekundér auch zu einer Beeintrachtigung der
mitochondrialen Energiegewinnung in der Atmungskette aufgrund der fehlerhaften
Funktion der Elektronen-Transfer-Flavoprotein-Dehydrogenase, die von der Acyl-CoA-
Dehydrogenase der Fettsdaureoxidation abhéngig ist (Loffler and Petrides 1997; Gordon
2006). Als Folge des blockierten mitochondrialen Stoffwechselwegs kommt es zu einer
Akkumulation von Glutarsaurederivaten in den Mitochondrien, die Uber den Urin
ausgeschieden werden. Diagnostisch weiterfuhrend ist deshalb die Untersuchung des

Urins auf organische Sauren bei klinischem Verdacht.

Es wurde bisher Mutationen in 3 Genen als Ursache der Glutarazidurie Typ |lI
gefunden: Mutationen im Gen der Alpha-Untereinheit (ETFA, OMIM Nr. 608053) und
der Beta-Untereinheit (ETFB, OMIM Nr. 130410) des Elektronen-Transfer-
Flavoproteins und Mutationen im Gen der Elektronen-Transfer-Flavoprotein-
Dehydrogenase (ETFDH, OMIM Nr. 231675) (Olsen, Andresen et al. 2003).

Die Glutarazidurie Typ 2 manifestiert sich meist im frihen Kindesalter. Der Phénotyp
reicht von milder Betroffenheit mit metabolischer Dekompensation in Stresssituationen

bis hin zu kongenitalen Missbhildungen und frihkindlichem Exitus.

Als Missbildungen werden polyzystische Nierendysplasie, fettige Leber- und
Herzmuskeldegeneration, zerebrale Mikrogyrierung, Lungenhypoplasie, Missbildungen
der &uBeren mannlichen Geschlechtsorgane, Gesichts- und Gesichtsschadel-
Dysmorphien und Thymusatrophien beschrieben (Gordon 2006). Es kann zu gehauften
Pankreatitiden kommen. Der Urin hat einen eigentimlichen Geruch aufgrund der
Ausscheidung von organischen Sauren. In der Magnetresonanztomographie des
Schéadels wurde vereinzelt eine Temporallappenhypoplasie beschrieben. In Leber,

Herzmuskel und Niere kommt es zu Fettablagerungen, da diese Organe Fettsduren



bevorzugt als Energielieferant nutzen. In der Leberbiopsie zeigt sich ein fettiger
Umbau, in der Muskelbiopsie kann eine vakuolare Myopathie mit Fettanh&ufung
vorhanden sein. Allerdings wurden muskulare Beschwerden in der Regel nicht als

primare oder gar alleinige Manifestation der Glutarazidurie Typ 2 berichtet.

Hinsichtlich der Therapie wird in der Literatur eine klinische Besserung unter fett- und
proteinarmer Diat unter zusatzlicher Substitution von Carnitin und Riboflavin sowie
Besserung auf Substitution nur mit Riboflavin berichtet (Uziel, Garavaglia et al. 1995;
Gordon 2006).

Der Grofiteil der Energiegewinnung in Mitochondrien unter aeroben Bedingungen
erfolgt durch die Oxidation von wasserstoffibertragenden Koenzymen in der

Atmungskette unter Bildung von Adenosintriphosphat (ATP).

Die mitochondriale Atmungskette besteht aus 5 Enzymkomplexen, der NADH-CoQ-
Oxidoreduktase (Komplex I), der Succinat-Ubichinon-Oxidoreduktase (Komplex II), der
Ubichinol-Cytochrom c-Reduktase (Komplex 1), der Cytochrom c-Oxidase (Komplex
IV) und der auch als Komplex V bezeichneten ATP-Synthase.

Sowohl mitochondrial kodierte Defekte, wie Deletionen und Duplikationen der
mitochondrialen Desoxyribonukleinsaure (DNA) oder Mutationen der mitochondrialen
Transfer -Ribonukleinsauren (tRNA), als auch nuklear kodierte Defekte der fir
Untereinheiten der Atmungskettenkomplexe kodierenden nukledren Gene oder von
Genen, die fir den Zusammenbau der Untereinheiten und die Funktion der Komplexe
notig sind oder das Zusammenspiel von nukledren und mitochondrialen Genen

steuern, kénnen eine gestdrte Funktion der Atmungskettenenzyme bedingen.

Defekte in der mitochondrialen Desoxyribonukleinsdure (mtDNA) wie Deletionen und
Duplikationen oder Mutationen der mitochondrialen tRNA bedingen eine generalisierte
Storung der gesamten mitochondrialen Proteinsynthese. Ein Beispiel flir eine
Erkrankung, die durch eine Deletion im mitochondrialen Genom hervorgerufen wird, ist
das Kearns-Sayre-Syndrom (OMIM Nr. 530000), bei dem durch eine Deletion von
meist ungefdhr 5000 Basenpaaren eine Erkrankung mit progressiver externer
Ophtalmoplegie, Herzrhythmusstérungen und Kardiomyopathie hervorgerufen wird.

Eine Mutation im mitochondrial codierten Gen fir die mitochondriale tRNA Leucin
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(MTTLZ1; OMIM Nr. 590050) fuhrt zu einer Encephalomyopathie mit Laktatazidose und
schlaganfallartigen Episoden (MELAS, OMIM Nr. 540000).

Durch nukleare Mutationen in fir Untereinheiten der mitochondrialen Atmungskette
kodierenden nuklearen Genen bedingte Stérungen sind fir Defekte der Komplexe |
und Il bekannt. Nukleare Defekte, die Stérungen von Komplex Ill, IV oder V bedingen,
sind Defekte in Genen, die flr den korrekten Zusammenbau der Komplexe und/oder
deren Funktion noétig sind. Dartber hinaus gibt es nukledre Mutationen, die zu
mitochondrialen Deletionen oder Depletionen fuhren aufgrund gestérter Sighalwege
zwischen nuklearem und mitochondrialem Genom. Ein Beispiel hierfir sind Mutationen
im Gen fur die Polymerase Gamma (POLG1, OMIM Nr. 174763), die ein buntes
phanotypisches Bild hervorrufen kénnen. (DiMauro 2006)

Die meisten mitochondrialen Defekte verursachen Multisystemerkrankungen mit
Beteiligung mehrerer Organsysteme. ,lsolierte® mitochondriale Myopathien wurden
berichtet bei Mutationen in den Genen fir die Untereinheit 1 und 4 von Komplex |
(ND1, OMIM Nr. 516000; ND4, OMIM Nr. 516003), bei Mutationen im Gen fur die
Untereinheiten 1 bis 3 von Komplex IV (MTCO1, OMIM Nr. 516030; MTCO2, OMIM Nr.
516040; MTCO3, OMIM Nr. 515050 ) (DiMauro 2006), bei Koenzym Q10 - Mangel
(Lalani, Vladutiu et al. 2005; Horvath, Schneiderat et al. 2006), sowie bei Mutationen
mitochondrialer tRNA (DiMauro and Gurgel-Giannetti 2005). Der Grund fir die
weitgehend isolierte Betroffenheit des Skelettmuskels bei diesen Defekten ist noch

nicht geklart.

Bisher nicht ausreichend belegbare Hypothesen sind, dass die Mutationen entweder in
gewebespezifischen Genen auftreten, oder es sich um somatische Mutationen handelt,
also Mutationen, die erst nach der Verschmelzung von Eizelle und Samenzelle
entstehen, und somit gegebenenfalls erst nach der Differenzierung der Zelltypen in
Muskelvorlauferzellen auftreten. Eine dritte mogliche Hypothese ist, dass der
Heteroplasmiegrad von mitochondrialen Mutationen in unterschiedlichen Geweben
verschieden ist und im Skelettmuskel fur diese Defekte eine pathogenetisch wirksame
Schwelle uberschritten wird, wohingegen der Defekt in anderen Geweben bei
niedrigerem Heteroplasmiegrad asymptomatisch bleiben kann. (DiMauro and Gurgel-
Giannetti 2005)
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1.2. Koenzym Q10 - Mangel-Syndrome

Koenzyme sind Nicht-Proteinmolekulle, die fir viele enzymatische Reaktionen im
menschlichen Korper notwendig sind. Koenzyme binden nicht kovalent an das
Apoenzym, der entstehende Komplex wird als Holoenzym bezeichnet. Ihre Funktion ist
meist die Akzeptanz und Ubertragung von Wasserstoff oder Elektronen, teils auch
ganzer Gruppen, wie Aminoresten im Fall des Pyridoxalphosphat bei der Deaminierung

von Aminosauren oder Phosphatresten im Falle des ADP (McNaught 1997).

Koenzym Q10 (Ubichinon, CoQ10) ist ein Benzochinonderivat mit einer langen
Isoprenseitenkette (n=10 bei Koenzym Q10). Durch die lipophile Eigenschaft der
Seitenkette ist die Mobilitat von Koenzym Q10 in der Lipidphase von Membranen hoch.
Koenzym Q10 kommt in allen membranhaltigen Zellen vor. Koenzym Q10 hat seine
Hauptfunktion in der Ubertragung von Wasserstoff und Elektronen, vor allem in der
mitochondrialen Atmungskette als Reaktionspartner bei der mitochondrialen

Energiegewinnung (Lo6ffler and Petrides 1997; 1998).

Neben der Funktion als Reaktionspartner der ATP-Synthese in Mitochondrien kommt
Koenzym Q10 auch im Plasma und in anderen Zellkompartimenten vor. Es werden
zusatzliche antioxidative Eigenschaften sowie auch ein Einfluss auf die Expression von
Genen, die an Signaltransduktion, Zellmetabolismus und Transportvorgangen in der
Zelle beteiligt sind, diskutiert (Nohl, Gille et al. 1998; Groneberg, Kindermann et al.
2005).

Koenzym Q10 wird vom Korper synthetisiert und auch exogen alimentér zugefihrt. Die
Synthese von Koenzym Q10 erfolgt im Lipidstoffwechsel. Es gibt primare und

sekundare Ursachen fir einen Mangel an Koenzym Q10.

Der primare Koenzym Q10 - Mangel ist eine seltene autosomal rezessive Erkrankung
mit verschiedenen Gendefekten in den fir die Biosynthese notwendigen Genorten
(DiMauro 2006). (Tabelle 2 und Abbildung 2)
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Abbildung 2: Biosynthese von Koenzym Q10

Genorte fur priméare CoQ10 - Defekte

Klinik

PDSS1 (Untereinheit 1 von COQ1)
(OMIM Nr. 607429)
PDSS2 (Untereinheit 2 von COQ1)
(OMIM Nr. 610564)

COQ2 (Para-hydroxybenzoat-Polyprenyl-
Transferase) (OMIM Nr. 609825)

CABC1 (COQ8) (OMIM Nr. 606980)

Genorte fiir sekundére CoQ10 - Defekte

Optikus - Atrophie, Taubheit, Mentale

Retardierung, Ubergewicht

Leigh-Syndrom; Nephropathie

Multisystemische frihkindliche

Manifestation

Zerebellare Atrophie mit Ataxie und

Epilepsie

Klinik

ETFDH (OMIM-Nr. 231675)

APTX (Aprataxin) (OMIM Nr. 606350)

muskularer CoQ10 - Defekt

Ataxie, Okulomotorische Apraxie
(AOA1)

Tabelle 2: Priméare und sekundare Koenzym Q10 - Defekte
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Als sekundaren Koenzym Q10 - Mangel bezeichnet man einen Mangel an Koenzym
Q10, der trotz eines intakten Biosyntheseweges aufgrund einer Herunterregulierung
der Synthese oder eines Funktionsverlustes beteiligter Molekile auftritt (Gempel,
Topaloglu et al. 2007).

Es werden in der Literatur verschiedene sehr heterogene phanotypische Auswirkungen
von Koenzym Q10 - Mangel berichtet. Zum einen wird eine encephalomyopathische
Form mit mitochondrialer Myopathie, belastungsabhangiger Schwache, Myoglobinurie,
Anfallen und Ataxie berichtet (Ogasahara, Engel et al. 1989; Sobreira, Hirano et al.
1997). Eine weitere Form ist eine infantile Multisystemerkrankung mit
Encephalopathie, Kardiomyopathie, Ataxie, Taubheit, Sehnervenatrophie und
Niereninsuffizienz (Rotig, Appelkvist et al. 2000). Bei der dritten berichteten
Verlaufsform steht die zerebellare Ataxie und die Kleinhirnatrophie im Vordergrund
(Lamperti, Naini et al. 2003; Mollet, Delahodde et al. 2008). Die vierte Verlaufsform mit
Wachstumsretardierung, Ataxie und Taubheit &hnelt klinisch dem Leigh-Syndrom (Van
Maldergem, Trijbels et al. 2002). Bei den oben beschriebenen Patienten sind
ursdchlich Gene betroffen, die fur die Biosynthese von Koenzym Q10 bendtigt werden.
Dies mag die schwere Betroffenheit und die friilhe Manifestation in der Kindheit
erklaren. Die bisher beschriebenen vier Verlaufsformen haben alle eine Mitbeteiligung

des zentralen Nervensystems gemeinsam.

Von uns und einer weiteren Arbeitsgruppe wurde kurzlich eine isoliert myopathische
Verlaufsform ohne Beteiligung des zentralen Nervensystems beschrieben mit
Fettspeichermyopathie, proximalen Paresen, Erhéhung der Kreatinkinase (CK) und
erniedrigten Aktivitaten der mitochondrialen Atmungskette (Lalani, Vladutiu et al. 2005)
(Horvath, Schneiderat et al. 2006). Die molekularen und pathophysiologischen
Grundlagen des muskularen Koenzym Q10 - Mangels waren bislang nicht bekannt.
Ebenso gab es kaum publizierte Informationen zu Epidemiologie, Vererbbarkeit, Klinik,

Pathologie, Verlauf und Therapie dieser seltenen Erkrankung.
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1.3. Zielsetzung und Signifikanz: Klinische und gen  etische
Charakterisierung der myopathischen Form des Koenzy m
Q10 - Mangels

In dieser Arbeit soll anhand klinischer, histologischer, biochemischer und
molekulargenetischer Untersuchungen einer Gruppe gut charakterisierter Patienten
gezeigt werden, dass ein Koenzym Q10 - Mangel mit rein myopathischer Verlaufsform
und zusatzlichen Aufféalligkeiten in der mitochondrialen Fettsdureoxidation letztlich
durch Mutationen im Elektronen-Transfer-Flavoprotein-Dehydrogenase - Gen

verursacht wird und damit eine allelische Erkrankung zur Glutarazidurie Typ 2 darstellt.

Dies ist auch fur die so diagnostizierten Patienten von groRRer diagnostischer und
therapeutischer Bedeutung, da durch Substitution mit Riboflavin und Koenzym Q10
die Symptome der Erkrankung stark gebessert werden kénnen; in vielen Fallen ist Gber

Jahre ein weitgehend normales und beschwerdefreies Leben mdglich.
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2. MATERIAL UND METHODEN

2.1. Patienten

Patientin 1 ist eine 34 Jahre alte deutsche Frau, die erstmals mit 32 Jahren muskuléare
Beschwerden berichtete. Familienanamnestisch gibt es keine Hinweise auf
neuromuskuléare Erkrankungen, die Eltern sowie ein &alterer Bruder sind gesund. Die
Patientin leidet seit dem 14. Lebensjahr an Diabetes mellitus Typ 1. Bis zu ihrem 32.
Lebensjahr habe sie keine muskularen Einschrankungen bemerkt. Erwdhnenswert ist
eine Episode mit 28 Jahren, bei der es aufgrund von Durchféllen zu einer Ketoazidose

gekommen war, jedoch ohne muskulare Symptome.

Im Rahmen ihrer ersten Schwangerschaft bemerkte sie ab der 32.
Schwangerschaftswoche eine zunehmende Muskelschwache beim Treppensteigen,
die im weiteren Verlauf weiter zunahm. Aufgrund einer Leberwerterh6hung wurde unter
der Annahme einer Praeklampsie eine gesunde Tochter vorzeitig in der 36.
Schwangerschaftswoche durch operative Geburtshilfe zur Welt gebracht. Die
Muskelschwache nahm weiter zu, es wurden erhdhte Kreatinkinasewerte bis 4500
Units pro Liter (U/l) (Normalwert <155 U/l) gemessen und eine erste Muskelbiopsie
durchgefuhrt, in der sich eine Lipidspeichermyopathie zeigte. Aufgrund erniedrigt
gemessener Carnitin-Werte im Muskel wurde eine hochdosierte orale Therapie mit
Carnitin eingeleitet. Hierunter kam es zu einer weiteren Verschlechterung der
Symptome und zu einem Anstieg der Kreatinkinasewerte bis auf 5000 U/l. Eine
Kernspintomographie des Gehirns ergab einen normalen Befund. Das
Elektromyogramm zeigte myopathische Verdnderungen in der proximalen Muskulatur.
Die Nervenleitgeschwindigkeiten waren normal. Das Laktat in Ruhe war wechselnd

gering erhoht bis 2,7 millimol pro Liter (mmol/l) oder normal.

Patient 2 ist ein 29 jahriger Mann turkischer Herkunft. Die Eltern sind konsanguin, die
Familienanamnese zum Untersuchungszeitpunkt war unauffallig. Mit 28 Jahren
entwickelte sich eine langsam zunehmende proximale Schwéache vor allem im

Schulter- und Hiuftbereich sowie in der Nackenmuskulatur und Schwierigkeiten beim
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Gehen. Die neurologische Untersuchung ergab eine beidseitige Scapula alata, ein
watschelndes Gangbild, eine proximale Muskelschwache und abgeschwéchte
Muskeleigenreflexe. Das Elektromyogramm zeigte myopathische Veranderungen in
der proximalen Muskulatur. Eine Muskelbiopsie aus dem M. deltoideus links wurde mit
29 Jahren entnommen. Die Nervenleitgeschwindigkeiten waren normal. Eine
Kernspintomographie des Gehirns war normal. Die Kreatinkinase war bis 1000 U/I

erhoht, das Laktat in Ruhe war im Serum normal.

Patient 3 ist ein 13 jahriger Junge einer konsanguinen kurdischen Familie. Er wurde
als drittes Kind von insgesamt 5 Kindern geboren. Seine Eltern sowie 3 seiner 4
Geschwister (19, 11 und 9 Jahre) sind gesund, eine 17 jahrige Schwester (Patientin 4 )
ist &hnlich betroffen. Patient 3 berichtete Muskelkrampfe und muskulare Ermudbarkeit
ohne Paresen. Die CK war auf 2745 U/l erhdht. Eine Muskelbiopsie aus dem M. Vastus
lateralis wurde entnommen. Seine Schwester, Patientin 4, leidet seit dem 14.
Lebensjahr an belastungsabhangigen Myalgien, proximaler Muskelschwache von 3/5
nach MRC Skala und leichter muskularer Ermudbarkeit. Die CK war auf 1484 U/

erhdht. Eine Myoglobinurie wurde nicht berichtet.

Patient 5 ist ein 12 jahriges Madchen konsanguiner turkischer Eltern. Eine jlingere
Schwester hat ahnliche Symptome (Patientin 6 ). Einen Monat vor der Untersuchung
entwickelte sie subakut Muskelschwéache und Muskelschmerzen. Die CK war zu
Beginn auf 672 U/l erhoht und stieg bis auf 4188 U/l an. Das Elektromyogramm zeigte

keine Auffalligkeiten.

Patientin 7 ist ein 13 jahriges Madchen konsanguiner turkischer Eltern. In der
Familienanamnese wurde berichtet, dass 2 Geschwister der Patientin mit 6 und 9
Monaten an unklarem heftigem Erbrechen verstorben sind. Mit 12 Jahren entwickelte
die Patientin subakut eine Muskelschwache und Muskelschmerzen und verlor die

Gehfahigkeit innerhalb von 20 Tagen. Die Kreatinkinase war mit 538 U/l erhoht.

Patientin 8 ist eine 29 jahrige Frau deutscher Herkunft die seit dem 24. Lebensjahr
uber belastungsabhangige Myalgien und eine leichte intermittierende Schwéche klagte.
Die Kreatinkinase war mehrfach bis 375 U/l leicht erhdht gemessen worden. Zu
Untersuchungszeitpunkt bestand lediglich eine leichte Kopfbeugerschwache vom

Kraftgrad 4/5 nach MRC Skala. Das EMG der unteren Extremitat war zeigte leichte
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myopathische Veréanderungen, die Nervenleitgeschwindigkeiten waren normal. Bereits
2003 war ein auffalliges Acyl-Carnitin-Spektrum in der Tandemmassenspektrometrie
im Serum aufgefallen, das jedoch keiner bekannten Stérung zugeordnet werden

konnte.
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2.2. Muskelhistologie

Am Friedrich-Baur-Institut wurden von Patientin 1 und 8 Schnitte in der Schnittdicke 8
Mikrometer  fur  histochemische  Farbungen angefertigt und diese mit
Standardfarbungen (Hamatoxylin & Eosin, HE; NADH; ATPase pH 4,6 und pH 10,4,
modifizierte Gomori-Trichrom-Farbung; Van Gieson-Farbung; Cytochrom C-Oxidase;
Succinat-Dehydrogenase; Sudan-Schwarz; OIl-Rot, Saure Phosphatase) gefarbt.
AulRerdem erfolgte bei Patientin 1 und 8 eine elektronenmikroskopische Untersuchung
(Prof. Muller-Hocker, Pathologisches Institut der Universitat Minchen). Hierfur wurde
der Muskel in 3% Glutaraldehyd fixiert.

Die Histologie von Patient 2 erfolgte mit den gleichen Standardverfahren in der

Abteilung fur Neuropathologie der von Bodelschwinghschen Anstalten Bielefeld,
Chefarzt Herr Dr. med. Volkmar Hans.
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2.3. Biochemische Untersuchungen

Die Bestimmung der mitochondrialen Atmungskettenenzyme im Muskelhomogenat
erfolgte aus bei minus 80 Grad Celsius tiefgefrorenem Muskel nach dem in der

Literatur beschriebenen Verfahren (Fischer, Ruitenbeek et al. 1986).

Dabei wurden die Aktivitaten von Komplex | (NADH-CoQ-Oxidoreduktase), Komplex
I+ (Succinat-Cytochrom  c-Oxidoreduktase), Komplex Il  (Succinat-PMS-
Oxidoreduktase) und Komplex IV (Cytochrom c-Oxidase) sowie die Aktivitdt des
mitochondrialen Markerenzyms Zitratsynthase im Muskelhomogenat

spektrophotometrisch bei 30 Grad Celsius und 37 Grad Celsius gemessen.

Kurz zusammengefasst wurde die bei -80 Grad Celsius tiefgefrorene Muskelprobe
zunachst homogenisiert in SETH-Puffer (250 mM Sacharose, 2 mM EDTA, 10 mM
Tris-HCI pH 7.4, 50 U/ml Heparin). Fir die Messung der NADH - Oxidation (Komplex 1)
wurden 4 pg Antimycin A zu 480 pl Test-Mix [28 MM KPQy, 2,825 mg/ml BSA, 0,56 mM
MgCl,, 0,0225 mM NADH (Roche)] zugegeben und nach 10 Minuten Inkubation bei 30
Grad Celsius 15 pl Decylubiquinon (1 mg/ml, Sigma) hinzugefigt. Nach weiteren 6
Minuten erfolgte die Zugabe von 20 ul Muskelhomogenat und die Messung wurde flr
2-5 Minuten begonnen, bis Linearitt erreicht wurde. Die bestimmte Aktivitdt wurde
nach Zugabe von 4 pug Rotenon (Sigma) um die Rotenon-unempfindliche Aktivitat von
NADH korrigiert. Die Aktivitat der Succinat-Cytochrom c-Oxidoreduktase (Komplexe II
+ Ill) wurde spektrophotometrisch nach Aktivierung des Succinat-Dehydrogenase-
Komplex durch Inkubation fur 10 Minuten bei 30 Grad Celsius von 460 pl Test-Mix [20
mM KPO, (pH 7,5), 2 mM EDTA, 2 mM NaNs, 0,7 pg/ul Succinat, 0,004 pg/ul Rotenon]
und 8,4 mg Cytochrom c (Sigma) bestimmt. Die Aktivitat wurde mit und ohne 5
mindtige Inkubation mit 125 pM Koenzym Q1 auf Eis bei 550 nm (Cytochrom c)

bestimmt.

Die Bestimmung des muskuldren Koenzym Q10 - Gehalts wurde im Muskelhomogenat
mit einem kommerziell erhaltlichen Kit der Firma Chromsystems, Miunchen, mittels
Hochleistungsflissigchromatographie (HPLC) und Bestimmung bei 275 nm
Wellenlange durchgefihrt. Zur Ermittlung des Normalbereichs wurden die Werte von

25 Kontrollpersonen verschiedenen Alters bestimmt.
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Die Tandemmassenspektrometrie im Serum wurde am Institut fur Klinische Chemie,
Krankenhaus Muinchen-Schwabing, von Dr. Klaus Gempel und Dr. Boris Rolinski
durchgefuhrt, wie in der angegebenen Literatur beschrieben (Gempel, Kiechl et al.
2002).
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2.4. Molekulargenetische Analysen

Die Sequenzierung des Gens kodierend fur die Elektronen-Transfer-Flavoprotein-
Dehydrogenase (ETFDH) erfolgte bei allen 8 Patienten unter Verwendung der in der
Literatur beschriebenen Primer (Goodman, Binard et al. 2002)(Tabelle 3). Nach
Extraktion der DNA aus Blut oder Muskel erfolgt die Amplifizierung der Genbereiche in
getrennten Ansatzen (GeneAmp PCR System 9700, PE Applied Biosystems),
anschliessend die Sequenzanalyse mittels Kapillargelektrophorese (ABI Prism 3730
Genetic Analyzer, PE Applied Biosystems) und anschlieBend die automatisierte
Auswertung mittels eines Analyseprogramms (Mutation Surveyor V3.10, SoftGenetics).
Die verwendete Referenzsequenz wurde von der Datenbank GenBank (Quelle:

http://www.ncbi.nlm.nih.gov, NG_007078) bezogen.
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ETFDH Ex1 fw
ETFDH Ex1 rev

ETFDH Ex2 fw
ETFDH Ex2 rev

ETFDH Ex3 fw
ETFDH Ex3 rev

ETFDH Ex4 fw
ETFDH Ex4 rev

ETFDH EXx5 fw
ETFDH EX5 rev

ETFDH Ex6 fw
ETFDH EX6 rev

ETFDH Ex7a fw
ETFDH Ex7a rev

ETFDH Ex7b fw
ETFDH Ex7b rev

ETFDH Ex8 fw
ETFDH Ex8 rev

ETFDH Ex9 fw
ETFDH EX9 rev

ETFDH Ex10 fw
ETFDH Ex10 rev

ETFDH Ex11 fw
ETFDH Ex11 rev

ETFDH Ex12a fw
ETFDH Ex12a rev

ETFDH Ex12b fw
ETFDH Ex12b rev

ETFDH Ex13 fw
ETFDH Ex13 rev

* tgcagcagagttettgcttt3®
* gtcccttttgecctaactee 3°

* ctgaggaaaactaattttaaggaagat 3°
* tctcctccacaaaatgaaaaca 3°

* tgtgcaaaacacagggagaa 3’
* tgaaaagggtttcctatattccag 3°

' gaaatgccaaaagaaaattaggg 3°
* tgtagttccttccagcetgtgg 3°

* aaagtgtgaccatcaatgtagca 3°
* tttcttcaactttataaaattctccac 3°

* ccttctaagaaacctaaggcetgtt 3°
* atggggtttcactttgatge 3°

* atttgcactgtctcttctacatctg 3°
* ccttcagtccaatcecgtag 3°

* gcttttcaggcaacatttgag3®
* tctagecccttgaaaaatateg 3°

* tgcattgtggtgacataaaaac 3°
* cagtcttcagattcaaaaccctta 3°

* aaacattgcttacattttagcttga 3°
' ctgaatttataatacagaaacaaggaaa 3°

* tttggagtattctgttgttcttgttt 3°
* cataacccagcaattttcttttg 3°

* ttgggcagtttcgcactta 3°
' ccaaagaaatatgactagccctca 3°

* agggctagtcatatttctttggtgc 3°
* caggacagaatcgctgctc 3°

* ttgaaggttctgactttgaacg3®
" ttcctaaaggaagctggatga 3°

* ggtttctgtggctactctttce 3°
* tctgttcagtaatatgcagaaagaca 3°

Bande: 210bp

Bande: 452bp

Bande: 450bp

Bande: 269bp

Bande: 327bp

Bande: 249bp

Bande: 256bp

Bande: 322bp

Bande: 202bp

Bande: 485bp

Bande: 285bp

Bande: 388bp

Bande: 335bp

Bande: 366bp

Bande: 357bp

Tabelle 3: Verwendete Primersequenzen fur die Analyse des ETFDH-Gens
Ex: Exon; fw: vorwarts; rev: rickwarts; Bande: Lange des entstehenden PCR-Produkts
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3. ERGEBNISSE

3.1. Muskelhistologie

Bei Patientin 1 zeigte sich in der ersten bei uns entnommenen Muskelbiopsie vor
Therapie eine kleinvakuoldre Myopathie mit Vermehrung von Neutralfett und
vermehrter mitochondrialer Enzymaktivitat in fast allen Typ 1 - Muskelfasern ohne
entziindliche Veré&nderungen. In der zweiten Muskelbiopsie nach neunmonatiger
Substitution mit Koenzym Q10 zeigte sich lichtmikroskopisch weiterhin eine
kleinvakuolare Myopathie mit Vermehrung von Neutralfett und vermehrter
subsarkolemmaler mitochondrialer Enzymaktivitat in den Typ 1 - Fasern. Quantitativ

erschienen die Fetteinlagerungen etwas vermindert. (Abbildung 3)

Elektronenmikroskopisch zeigte sich in der ersten Muskelbiopsie von Patientin 1
entnommen aus dem Musculus Biceps Brachii rechts ultrastrukturell eine
Lipidspeichermyopathie und geringe Glykogenspeicherung ohne nennenswerte

Proliferation oder abnorme Konfiguration von Mitochondrien. (Abbildung 4)

In der zweiten Muskelbiopsie von Patientin 1, entnommen aus dem Musculus
Deltoideus rechts, zeigte sich elektronenmikroskopisch im Unterschied zur ersten
Biopsie nun in Einzelfasern eine mitochondriale Myopathie mit deutlicher
Lipidspeicherung, vergroRerten Mitochondrien mit irregulédrer Anordnung der Cristae

und daneben auch typische parakristalline Einschlisse.

Die Muskelbiopsie von Patient 2 zeigte lichtmikroskopisch eine vakuolare Myopathie
mit Lipidspeicherung und sogenannte Ragged Red Fasern. Elektronenmikroskopisch
fanden sich eine Neutralfettspeicherung sowie parakristalline Einschliisse und abnorm

konfigurierte Mitochondrien.

Bei Patientin 8 zeigte sich in der Muskelbiopsie eine kleinvakuoldre Myopathie mit
vermehrter Fettbestdubung von Typl - Fasern. Elektronenmikroskopisch fand sich
eine Lipidspeicherung ohne nennenswerte Proliferation oder abnorme Konfiguration

der Mitochondrien.

Die Biopsien von Patient 3, 5 und 7 erfolgten in der Turkei. Sie zeigten alle &hnliche

Befunde: eine mafige bis schwere kleinvakuolare Myopathie mit Lipidablagerungen
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vor allem in Typ 1 - Fasern. Alle Biopsien zeigten einige COX-negative Fasern,
typische Ragged Red Fasern waren nur bei Patient 1 und 2 vorhanden. Eine
Kontrollbiopsie unter Therapie wurde bei Patient 2-8 nicht durchgefihrt.

Abbildung 3 : Histologische Befunde von Patientin 1 (Erste Biopsie A-D, zweite Biopsie
nach Therapie E-G), Patient 2 (H-J), Patient 3 (L) und 5 (K):

Vakuolare Myopathie, vorwiegend in Typ | Fasern (HE-Farbung: A, E, K;ATPase-Farbung: B;
Semidunnschnitt, Toluidin-Blau: H); wenige COX-negative Fasern (Sternchen in C, F);
Lipidspeicherung in Typ | Fasern (Sudan-Schwarz-Farbung D, G und Ol-Rot-Farbung J, L);
wenige Ragged-Red-Fasern (Gomori-Trichrom-Farbung [); Balken in A-L: 30um
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Abbildung 4: Elektronenmikroskopie von Patientin 1 (erste Biopsie):
Tropfenférmige Neutralfettspeicherung und geringe subsarkolemmale Glykogenspeicherung
(VergréRerung 5600fach)
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3.2. Biochemische Messung der

Atmungskettenenzymaktivitaten im Muskel

Die Aktivitaten der Atmungskettenenzyme wurden bei Patient 1, 2, 3, 5, 7 und 8

bestimmt.

Die Messung der mitochondrialen Atmungskettenenzyme in der ersten Muskelbiopsie
von Patientin 1 ergab eine bezogen auf Non-Collagen-Protein deutlich verminderte
Aktivitdt des Atmungskettenkomplexes | (NADH-CoQ-Oxidoreduktase) und weniger
ausgepragt auch eine leichte Verminderung der Aktivitat des Atmungskettenkomplexes
I+l (Succinat-Cytochrom c-Oxidoreduktase). Das mitochondriale Markerenzym
Zitratsynthase war mit gesteigerter Aktivitdt messbar. Der Gehalt an freiem Carnitin

und Acetylcarnitin war vermindert.

In der zweiten Muskelbiopsie von Patientin 1 (wéhrend hochdosierter Substitution mit
1000mg/die Koenzym Q10) waren die Aktivitditen der Enzyme der mitochondrialen
Atmungskette und die Zitratsynthase mit normaler Aktivitdt nachweisbar. Der Gehalt an

Carnitin und Acetylcarnitin war auch in dieser Muskelprobe erniedrigt.

Bei Patient 2, 3, 5, 7 und 8 fand sich eine starke Erniedrigung der Aktivitat von
Komplex | und bei Patient 2, 3, 5 und 7 auch eine Erniedrigung von Komplex I+l

sowie eine weniger stark verminderte Aktivitdt von Komplex IV.

Tabelle 4 gibt einen Uberblick (ber die Messergebnisse aller Patienten.
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3.3. Bestimmung des muskularen Koenzym Q10 - Gehalt s

Der muskuléare Gehalt an Koenzym Q10 wurde bei Patient 1, 2, 3, 5, 7 und 8 bestimmt.

Die Bestimmung des Koenzym Q10 - Gehalts in der ersten Muskelbiopsie von
Patientin 1 ergab einen auf 22 Prozent der unteren Norm erniedrigten Wert und damit

einen deutlichen muskularen Koenzym Q10 - Mangel.

In der Koenzym Q10 - Messung in der zweiten Muskelbiopsie von Patientin 1 (nach 9
Monaten Substitution mit Koenzym Q10) war der Wert unter Substitution mit 2000 mg

Koenzym Q10 pro Tag normalisiert.

Auch bei den anderen Indexpatienten fand sich vor Therapie eine deutliche
Erniedrigung des muskuldren Koenzym Q10 - Gehalts auf weniger als die Halfte der

unteren Norm.

Tabelle 4 gibt einen Uberblick lber die Messergebnisse der Koenzym Q10 -

Bestimmung im Muskelhomogenat von Patient 1, 2, 3, 5 7 und 8.
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Patient / Familienanamnese Erste Klinik Muskelhistologie |AK-Komplex |AK-Komplex | AK-Komplex CSs CoQ10 ETFDH-
Geschlecht Beschwerden IU/UCS I+ 1 \ U/gNCP nmol/U Mutation
mit ...Jahren (normal 0,17- U/U CS U/U CS (normal CSs
0,56) (normal 0,08- | (normal 1,1- 45-100) | (normal
0,45) 5,0) 2,7-7,0)
Proximale Vakuolare
Myopathie, Myopathie, het P456L
1F keine Konsanguinitat 32 Belastungs- Lipidakkumulation, 0,05 0,03 0,7 173 0,6
het K590E
Intoleranz, Ragged Red
CK 5000 U/L Fasern
Proximale Vakuolare
Eltern konsanauin Muskelschwéache Myopathie,
2M S 9 29 Skapula alata, |Lipidakkumulation, 0,09 0,04 0,9 172 0,8 hom L377P
turkischer Herkunft .
Myalgien, Ragged Red
CK 1000 U/L Fasern
rkischer Ferkunt Intoerans,  LiPdakkumuiation,
3M . ' 12 . einige COX - 0,00 0,01 0,1 149 0,8 hom L377P
eine betroffene Abgeschlagenheit, negative Easern
Schwester (Patientin 4) CK 2745 U/L 9
Proximale
Eltern konsanguin Muskelschwéache N
turkischer Herkunft Belastungs- Vakuola_re
5M : ' 12 Myopathie, 0,02 0,02 0,7 173 1,28 hom L377P
eine betroffene Intoleranz, Lipidakkumulation
Schwester (Patientin 6) Myalgien, P
CK 4188 U/L
Proximale Vakuoléare
7F Eltern konsanguin 12 Muskelschwache, |00 -ihie, 0,00 0,01 0.4 103 0,87 |hom P483L
turkischer Herkunft Myalgien, Lipidakkumulation
CK 538 U/L P
Myalgien, N
: Vakuolare
8F keine Konsanguinitat 24 proximale Myopathie, 0,05 0,15 1.2 70 1,32 | NetP4s6L
Muskelschwéche, | | . . . hetTrp286X
CK 360 U/l Lipidakkumulation

Tabelle 4: Klinische Daten und Laborergebnisse
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3.4. Tandemmassenspektrometrie im Serum

Bei Patient 1, 2 und 8 wurde die Tandemmassenspektrometrie im Serum zur

Bestimmung der Acyl-Carnitine durchgefiihrt.

Im Serum von Patientin 1 zeigte sich initial und auch bei wiederholten
Verlaufsmessungen eine Erhdhung der kurz-, mittel- und langkettigen Acyl-Carnitine
und eine Verminderung des freien Carnitins im Serum. Der Verlauf der Erhéhung war
abhangig von den jeweiligen durchgefiihrten therapeutischen Mal3nahmen und

korrelierte auch mit der klinischen Symptomatik.

Der Verlauf von Carnitin (C0O), Acetyl-Carnitin (C2), Isovaleryl-Carnitin (C5) und C14:1-
Carnitin (C14:1) bei Patientin 1 unter den jeweiligen therapeutischen Malinahmen ist in
Abbildung 5 und 6 dargestellt.

Bei Patient 2 fand sich initial eine Erhdhung der kurz-, mittel- und langkettigen Acyl-

Carnitine und eine Verminderung des freien Carnitins im Serum.

Bei Patientin 8 fand sich eine Erhéhung der langkettigen Acyl-Carnitine sowie ein
erniedrigtes freies Carnitin. Vier Jahre zuvor war bereits einmalig eine Erniedrigung
des freien Carnitins sowie eine Erh6hung der mittel- und langkettigen Acyl-Carnitine

aufgefallen, ohne dass dies damals einem Krankheitsbild zugeordnet werden konnte.
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Abbildung 5: Verlauf der Serumspiegel von Carnitin (C0O) und Acetyl-Carnitin (C2) von
Patientin 1 unter Therapie: Die farbigen Pfeile markieren die Dauer der jeweils
durchgefuhrten therapeutischen Massnahmen.
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Abbildung 6: Verlauf der Serumspiegel von Isovaleryl-Carnitin (C5) und C14:1-
Carnitin von Patientin 1 unter Therapie : Die farbigen Pfeile markieren die Dauer der
jeweils durchgefiihrten therapeutischen Massnahmen.
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3.5. Molekulargenetische Analysen

Die Sequenzierung aller Exons des ETFDH-Gens kodierend fir die Elektronen-

Transfer-Flavoprotein-Dehydrogenase wurde bei allen 8 Patienten durchgefuhrt.

Bei Patientin 1 fanden sich zwei heterozygote Missense Mutationen: Eine Mutation
betrifft das Nukleotid 1367 (Exon 11) mit einem Basenaustausch von Cytosin gegen
Thymin (c.1367C>T), was zu einem Aminoséuretausch von Prolin zu Leucin an der
Aminosaureposition 456 der Elektronen-Transfer-Flavoprotein-Dehydrogenase fuhrt
(p.Pro456Leu).

Die zweite Mutation fand sich fir Nukleotid 1768 (Exon 13), in dem die Base Adenin
gegen Guanin getauscht ist (c.1768A>G), was zu einem Austausch der Aminosaure
Lysin gegen Glutamat an der Aminosaureposition 590 der Elektronen-Transfer-

Flavoprotein-Dehydrogenase fuhrt (p.Lys590GIu).

Exemplarisch sind in Abbildung 7 die Originalkurven der Sequenzauswertung fir die
Mutationen ¢.1367C>T und c. 1768A>G dargestellt.

Die Mutation p.Pro456Leu wurde bereits bei der adulten Form von Glutarazidurie Typ
2 als pathogen beschrieben (Goodman, Binard et al. 2002). Die Mutation p.Lys590Glu
betrifft einen stark konservierten Aminosaurerest des Proteins, war aber bislang noch
nicht beschrieben.

In der durchgefuhrten Familienuntersuchung waren die Eltern von Patientin 1

heterozygot fur jeweils eine der beiden Mutationen.
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Abbildung 7: Originalkurven der in der Sequenzauswertung gefundenen Mutationen

von Patient 1:

Kurve 1: normale Sequenz des ETFDH-Gens im Exon 13 an Position ¢.1768

Kurve 2: heterozygote Mutation mit Basentausch von Adenin nach Guanin an Position ¢.1768

Kurve 3: normale Sequenz des ETFDH-Gens im Exon 11 an Position ¢.1367

Kurve 4: heterozygote Mutation mit Basentausch von Cytosin nach Thymin an Position ¢.1367

Bei Patient 2, 3, 4, 5 und 6 fand sich homozygot eine Missense-Mutation fiir das

Nukleotid 1130 (Exon 10), die zu einem Basenaustausch von Thymin gegen Cytosin

(c.1130T>C) flhrt. Dies fuhrt an Aminoséaureposition 377 zu einem Austausch von

Leucin zu Prolin (p.Leu377Pro). Diese Mutation betrifft eine konservierte Aminosaure

im C-terminalen Abschnitt der Elektronen-Transfer-Flavoprotein-Dehydrogenase. Diese

Mutation wurde vorher nicht beschrieben.
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Bei Patientin 7 fand sich eine homozygote Missense-Mutation im Nukleotid 1448
(Exon 11), die zu einem Basentausch von Cytosin zu Thymin fuhrt (c.1448C>T).
Dadurch kommt es an Aminosaureposition 483 zu einem Austausch von Prolin zu
Leucin (p.Pro483Leu). Diese Mutation war bisher nicht beschrieben. Die Mutation
betrifft eine konservierte Aminosaure und liegt in der unmittelbaren Né&he einer

bekannten Mutation (p.Pro456Leu; siehe oben).

Bei Patientin 8 fand sich heterozygot die bereits bei Patientin 1 identifizierte Mutation
im Nukleotid 1367 (c.1367C>T; entsprechend p.Pro456Leu).

Eine zweite Mutation fand sich heterozygot im Nukleotid 858 (Exon 8), in dem die Base
Guanin gegen Adenin getauscht war (c.858G>A), was zu einem vorzeitigen Stopcodon
an der Aminosaureposition 286 der Elektronen-Transfer-Flavoprotein-Dehydrogenase

und zu einem Abbruch der Proteinsynthese fihrt (p.Trp286Stop).

Alle gefundenen Mutationen sind in Tabelle 4 noch einmal zur Ubersicht aufgefiihrt.

In Tabelle 5 wird die Konservierung der Aminoséduren an den Positionen der
gefundenen Mutationen p.Leu377Pro, p.Pro456Leu, p. Pro483 Leu und p.Lys590Glu
an Hand eines Vergleichs der Aminosauresequenz der ETFDH mehrerer Spezies

dargestellt.

Leu377Pro |Pro456Leu | Pro483Leu |Lys590Glu
homo sapiens SIPKLTFPGG | RNIRPSCHGV | RGMEPWTLKH | CVHCKTCDIK
bos taurus CIP KLTFPGG | RNIRPSCHSI | RGMEPWTLKH | CVHCKTCDIK
canis familiaris SIPKLTFPGG | RNIRPSCHGI | RGMEPWTLKH | CVHCKTCDIK
mus musculus SIPKLTFPGG | RNIRPSCHGI | RGMEPWTLKH | CVHCKTCDIK
xenopus SLP KLTFPGG | RNIRPSCHGP | RGKEPWTLKH | CVHCKTCDIK
drosophila SLPQKLSFPGG | RNVHPSFHNP | GGREPWTLKH | CI HCKTCDIK
saccharomyces €. | svp KLNEPGG | RNIRPSESGK | KGKVPWTLKF | CIHCKTCDIK

Tabelle 5: Konservierung der Aminosauresequenzen ve

den Positionen fir die Mutationen p.Leu377Pro, p.Pr

p.Lys590Glu des ETFDH-Proteins.
(Quelle: http://www.ncbi.nim.nih.gov/Structure/cdd/cdd.shtml)

Die Mutationen liegen in verschiedenen Domanen des Proteins (Zhang, Frerman et al.
2006): Der Basenaustausch p.Leu377Pro betrifft die Flavin - Adenin - Dinukleotid

rschiedener Spezies an
0456Leu, p.Pro483Leu und
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(FAD) bindende Domane des Proteins, der Austausch p.Pro456Leu und p.Pro483Leu
die Koenzym Q10 - bindende Domane und der Austausch p.Lys590Glu betrifft den
Bereich der 4-Eisen-4-Schwefel-Kluster - Doméne. Alle 3 Doménen liegen in enger
raumlicher Beziehung und sind direkt an der Elektronenubertragung auf Koenzym Q10

beteiligt.
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3.6. Kilinischer Verlauf unter Therapie

Patientin 1 kam zur stationdren Aufnahme, nachdem Uber 3 Monate zunehmende
proximale Paresen aufgetreten waren sowie eine massive Erh6hung der Kreatinkinase
festgestellt wurde. Ein Carnitin-Palmitoyl-Transferase - Defekt war bereits im Vorfeld
ausgeschlossen worden. Auffallend waren jedoch abnorme Werte der Acyl-Carnitine in
der Tandemmassenspektrometrie, die zunachst nicht diagnostisch zugeordnet werden
konnten. Es erfolgte eine Muskelbiopsie in der sich histologisch eine
Fettspeichermyopathie vorwiegend in Typ 1 — Fasern zeigte. In den biochemischen
Untersuchungen am Muskelbioptat fanden sich Auffalligkeiten in der mitochondrialen
Atmungskette sowie ein erniedrigter Koenzym Q10 - Gehalt. Daraufhin wurde die
Therapie auf orale Substitution mit CoQ10 500 mg pro Tag umgestellt, woraufhin es
innerhalb von wenigen Tagen zu einer Besserung der Muskelschwache und zu einem

Absinken der Kreatinkinasewerte kam. (Abbildung 8)

Bei guter Vertraglichkeit und nicht vollstandiger Besserung der Paresen wurde die
Substitution auf 1000 mg CoQ10/Tag erhoht, es kam innerhalb von wenigen Wochen
zu einer Normalisierung der erhohten Kreatinkinasewerte und zu einer starken

Besserung der Muskelschwache. (Abbildung 8)

Sechs Monate nach Therapiebeginn war die Patientin wieder in der Lage, ihrem Alltag
normal nachzugehen. Nach 8 Monaten Substitution in unverdnderter Dosis von 1000
mg CoQ10 pro Tag stiegen die Kreatinkinasewerte jedoch wieder bis auf 2900 U/l an
und eine erneute proximale Muskelschwéache wurde berichtet. Aufgrund von
erniedrigtem Carnitin in der Tandemmassenspektrometrie wurde Carnitin in der Dosis
1000 mg/Tag zusatzlich zu CoQ10 1000 mg/Tag eingenommen. Hierunter ergab sich
keine Besserung, die Paresen waren weiter zunehmend, woraufhin Carnitin nach 3

Monaten wieder abgesetzt wurde.

Eine daraufhin durchgefihrte erneute Muskelbiopsie zeigte unveréndert eine
Fettspeichermyopathie, allerdings waren die Aktivitdten der mitochondrialen
Atmungskettenenzyme und der Gehalt an Koenzym Q10 nun unter Substitution im

Normbereich. In der elektronenmikroskopischen Untersuchung zeigten sich in dieser
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Biopsie nun auch deutliche Hinweise auf eine Mitochondriopathie mit auffallig
strukturierten Mitochondrien. In der ergéanzend durchgefuhrten Analyse auf organische
Sauren im Urin ergaben sich Hinweise auf das Vorliegen eines multiplen Acyl-CoA-
Dehydrogenase Mangels. Nach wie vor waren die Messwerte der Acyl-Carnitine in der
Tandemmassenspektrometrie  pathologisch. Zusammen mit der auffalligen
Ausscheidung von organischen S&auren im Urin war das Profil der Acyl-Carnitine gut

passend zu typischen Veranderungen wie bei der Glutarazidurie Typ 2.

Daraufhin wurde unter Beibehalten der Substitution mit Koenzym Q10 zunachst eine
protein- und fettreduzierte Diat durchgefthrt (EiweiRreduktion auf 0,5 Gramm pro
Kilogramm  Kdrpergewicht, Fettreduktion auf maximal 30% der totalen
Kilokalorienanzahl mit mindestens 3% Gehalt an essentiellen Fettsauren,
Kohlehydratanteil etwa 65% der Nahrung) (modifiziert nach (Strauss, Puffenberger et
al. 2003)). Hierunter kam es etwa 3 Wochen nach Beginn der Diadt zu einer subjektiven
Verschlechterung des Allgemeinbefindens, im weiteren Verlauf in den folgenden

Wochen zunehmende Schwache beim Treppensteigen und Uberkopfarbeiten.

Die Diat wurde daraufhin beendet und die Patientin stationar aufgenommen. Hierbei
wurden erneut deutlich erhbhte Werte der Kreatinkinase bis 4200 U/l und proximal
betonte Paresen festgestellt. Der Gehalt an Koenzym Q10 wurde unter Diat und nach
Beendigung im Serum wiederholt gemessen, hierbei zeigte sich ein Absinken des
Koenzym Q10 - Gehalts im Serum unter der Diat, zeitlich korrespondierend mit der
berichteten Schwéache. Nach Beendigung der Diat stieg der Wert wieder an,
korrespondierend mit der berichteten Besserung. Es wurde nun begleitend zur
Substitution mit Koenzym Q10 eine additive Therapie mit oraler Gabe von Riboflavin
100 mg/Tag eingeleitet. Hierunter normalisierte sich der Kreatinkinasewert bereits nach
10 Tagen, die muskuldare Schwache besserte sich objektivierbar innerhalb einer
Woache.

Um herauszufinden, ob der therapeutische Effekt allein von Riboflavin abhangt, oder
ob eine parallele Substitution mit Riboflavin und Koenzym Q10 ndtig ist, wurde nach
einigen Monaten paralleler Substitution ein Auslassversuch von Koenzym Q10
unternommen. Unter Monotherapie mit 100 mg Riboflavin kam es nach etwa 3
Wochen zu einer erneuten Zunahme vor allem der Nackenbeugerparese. Daraufhin
wurde die Therapie wieder als parallele Substitution von CoQ10 1000 mg/Tag und
Riboflavin 100 mg/Tag weitergefuhrt. Hierunter erneut rasche Besserung der Paresen,

die im Untersuchungszeitraum Uber 3 Jahre anhielt. Nach einer erganzend
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durchgefuhrten Rehabilitationsmafinahme ist die Patientin derzeit 4 Jahre nach
Therapiebeginn in deutlich gebessertem und stabilem Zustand sowie in der Lage, alle

Alltagsverrichtungen durchzufiihren und wieder in Teilzeit zu arbeiten.

Eine Zusammenfassung der durchgefihrten Therapien und des Effektes auf die

Muskelkraft und die Kreatinkinase im Serum findet sich in Abbildung 8.
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Abbildung 8: Verlauf von Kreatinkinase und MRC-Kraftscore (Summe der
Kraftgrade von M. Deltoideus, M. Biceps Brachii, M. lliopsoas und Nackenbeuger
gemessen nach der MRC-Scala (0-5), max. 20) von Pat ientin 1 unter Therapie :
Die farbigen Pfeile markieren die Dauer der jeweils durchgefiihrten therapeutischen
Massnahmen

Patient 2 wurde nach Diagnosestellung eines muskularen Koenzym Q10 - Mangels
oral mit 500mg CoQ10 substituiert. Innerhalb von 3 Monaten normalisierte sich die CK,
der Patient konnte die Arbeit wiederaufnehmen. Nach einem Jahr war Patient 2
symptomfrei, lediglich die CK war leicht erhéht auf 320 U/l. Die
Tandemmassenspektrometrie zeigte auch nach einem Jahr Substitution mit Koenzym

Q10 nach wie vor ein typisch vermehrtes Muster von Acyl-CoA - Resten.

Patient 3 wurde nach erfolgter Muskelbiopsie mit Koenzym Q10 200mg/d substituiert.

Die muskularen Beschwerden waren seitdem verschwunden. Die initial auf 2745 U/l
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erhohte CK normalisierte sich, wurde aber 6 Monate spater erneut erhbht gemessen
mit 370 U/l. Daraufhin wurde mit zusatzlicher Substitution von 100mg Riboflavin pro
Tag begonnen. Hierunter Besserung der erhOhten Werte. Weitere Kklinische

Verlaufsdaten liegen uns nicht vor.

Patientin 4 erhielt nach dem Ergebnis der Muskelbiopsie ihres Bruders orale
Substitution mit 200mg CoQ10 pro Tag. Dies flhrte zu einer kompletten Remission
aller Beschwerden. 4 Monate spater war die CK noch leicht erhéht mit 323 U/Il. Nach
einem Jahr Substitution mit Koenzym Q10 kamen die Beschwerden in Form von
Krampfen und Schwache wieder, die CK war zu diesem Zeitpunkt wieder massiv
erhoht mit 4824 U/l. Die Leberwerte waren normal. Es wurde eine Substitution mit
Riboflavin 100mg pro Tag zusétzlich begonnen, was innerhalb weniger Tage zur
Normalisierung der CK und der Ruckbildung aller Beschwerden fuhrte. In der

Nachbeobachtung war die Patientin 1 Jahr danach symptomfrei.

Patientin 5 und Patientin 6 wurden nach Diagnosestellung mit 100mg Riboflavin pro
Tag als Monotherapie behandelt, was die muskuldren Beschwerden komplett zum

Verschwinden brachte. Weitere Daten zur Nachbeobachtung liegen hier nicht vor.

Patientin 7 wurde nach Diagnosestellung mit 100 mg Riboflavin pro Tag als
Monotherapie behandelt. Innerhalb weniger Tage kam es zu einer deutlichen
Verbesserung, sie war wieder in der Lage zu gehen. Sechs Monate spater war sie
symptomfrei. Nach kurzzeitigem Absetzen von Riboflavin kam es zu einem
Wiederauftreten der Muskelschwache. Bei erneuter Gabe von 100 mg Riboflavin

normalisierten sich die Symptome wieder vollig.

Patientin 8 wurde aufgrund nur sehr diskreter Symptomatik nach Diagnosestellung
zunéachst nicht behandelt. Es bestand lediglich eine diskrete Kopfbeugerparese, die CK
war nur gering erhdht. Da die Schwache anfallartig nur etwa alle 6 Monate auftrat,
wurde zunachst mit der Patientin ein abwartendes Vorgehen vereinbart. 8 Monate nach
Diagnosestellung wurde aufgrund einer erneuten Episode mit Schwéche und CK -
Erhohung die Therapie mit Koenzym Q10 500mg pro Tag und Riboflavin 100mg oral

pro Tag begonnen. Hierunter normalisierten sich die Kreatinkinase und die Schwache.
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4. DISKUSSION

In dieser Arbeit werden die Daten von 8 Patienten aus 6 unterschiedlichen Familien
vorgestellt, die alle eine muskelbioptisch gesicherte Lipidspeichermyopathie und einen
Koenzym Q10 - Mangel zeigen und mit proximaler Schwéache oder Myalgien und
teilweise  massiver CK-Erhohung klinisch  symptomatisch  wurden. Diese
Krankheitsentitat, der isolierte muskulare Koenzym Q10 - Mangel, wurde von uns und
einer anderen Arbeitsgruppe erstmals beschrieben und war zunachst molekular nicht
aufgeklart (Lalani, Vladutiu et al. 2005; Horvath, Schneiderat et al. 2006). Bei 3 der 8
Patienten wurde eine Tandemmassenspektrometrie aus dem Serum durchgefihrt, es
fanden sich  dort typische Veradnderungen wie bei einem multiplen Acyl-CoA-
Dehydrogenase - Mangel (Glutarazidurie Typ 2). In der daraufhin durchgefihrten
Mutationssuche im ETFDH-Gen kodierend fir die Elektronen-Transfer-Flavoprotein-
Dehydrogenase konnten pathogene Mutationen bei allen 8 Patienten nachgewiesen
werden. Mutationen im ETFDH-Gen waren bisher nur als Ursache der Glutarazidurie
Typ 2 bekannt. Die hier vorgelegten Ergebnisse deuten daraufhin, dass durch
Veranderungen im ETFDH-Gen auch die myopathische Form des Koenzym Q10 -
Mangels hervorgerufen werden kann, und dass beide Erkrankungen allelisch sind.
Informationen zur Haufigkeit der Erkrankung liegen bisher nicht vor. Aus eigenen
Erfahrungen in Minchen und Ankara lieBen sich jedoch an neuromuskularen
Schwerpunktkliniken innerhalb von 2 Jahren mindestens 8 Patienten mit dieser

Erkrankung identifizieren, so dass die Pravalenzrate klinisch relevant sein dirfte.

Die Glutarazidurie Typ 2 oder der multiple Acyl-CoA-Dehydrogenase - Mangel ist eine
seltene autosomal rezessive Stoffwechselstorung des Fettsaure- und
Aminoséaurestoffwechsels  mit  einer  zugrunde liegenden  Stérung  des
Elektronentransports von den Flavin-Adenin-Dinukleotid (FAD) enthaltenden Koenzym
A-Dehydrogenasen auf das Koenzym Q10 der mitochondrialen Atmungskette
(Przyrembel, Wendel et al. 1976).

Es sind im wesentlichen 3 Kklinische Verlaufsformen der Glutarazidurie Typ 2
beschrieben: Eine frihkindliche Verlaufsform mit angeborenen Anomalien, schweren
Hypoglykdmien, metabolischer Azidose und Ausscheidung von grofen Mengen von

Fettsaure- und Aminosaurederivaten im Urin, eine zweite friihkindliche Verlaufsform
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ohne kongenitale Anomalien, und eine spater beginnende Form mit variablen
Symptomen und variablem Beginn, welche als typische Symptome eine
Hepatomegalie, eine Lipidspeichermyopathie und wiederkehrende Episoden von
Abgeschlagenheit, Erbrechen, Hypoglykdmie, sowie metabolische Azidosen, die oft

durch metabolischen Stress ausgeldst werden, zeigt.

Die Patienten der spat einsetzenden Form beklagen gehauft Myalgien,
Belastungsintoleranz und proximal betonte Muskelschwache. Muskulédre Beschwerden
waren jedoch bislang nicht als isolierte oder initiale Symptome bei Glutarazidurie Typ 2
beschrieben. Die Ausscheidung von Glutarsaure im Urin ist oft nur intermittierend und

korreliert mit der Verschlechterung von Symptomen. (Olsen, Andresen et al. 2003)

Es bestehen mdglicherweise klinische Gemeinsamkeiten hinsichtlich des
Verteilungsmusters der Paresen der Patienten, bei denen eine adulte Verlaufsform der

Glutarazidurie Typ 2 oder eine Koenzym Q10 - Myopathie diagnostiziert wurde:

Sowohl Patienten mit Glutarazidurie Typ 2 als auch unsere Patienten mit muskularem
Koenzym Q10 - Mangel zeigten proximale Paresen mit Beteiligung der Nackenbeuger

sowie Rhabdomyolysen.

Daneben bestehen aber einige klinische Unterschiede:

Im Unterschied zum subakuten bis chronischen Verlauf beim muskularen Koenzym
Q10 - Mangel treten bei der Glutarazidurie Typ 2 die Paresen typischerweise akut auf,
oft in Folge von Infektionen. Ein haufiges Symptom ist Erbrechen, dies wurde bei
unseren Patienten seltener berichtet. Bei der Glutarazidurie Typ 2 kommt es im
Gegensatz zu unseren Patienten mit muskularem Koenzym Q10 - Mangel gehauft zu
krisenhaften Enzephalopathien, die sich unter Therapie mit Riboflavin zurlckbilden

kdnnen.

Keiner unserer Patienten war je beatmungspflichtig, in der Literatur werden fir die
adulte Form der Glutarazidurie Typ 2 in der akuten Phase auch Verlaufe mit akuter

Ateminsuffizienz und Schluckstorungen berichtet (Olsen, Olpin et al. 2007).

Die Glutarazidurie Typ 2 ist eine Multisystemerkrankung, bei unseren Patienten war die
muskulare Betroffenheit das ausschliel3liche Symptom. Dafilir gibt es derzeit keine
zufriedenstellende Erklarung, obwohl wir nicht ausschlieRen konnen, dass Patienten
mit muskularem Koenzym Q10 - Mangel im Verlauf ohne Therapie ebenfalls

systemische Symptome entwickeln wirden.
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Wir gehen aufgrund der Gemeinsamkeiten und Unterschiede davon aus, dass es sich
bei der Glutarazidurie Typ 2 und dem muskularen Koenzym Q10 - Mangel um

allelische Erkrankungen handelt.

Alle 3 klinisch unterscheidbaren Verlaufsformen der Glutarazidurie Typ 2 konnen durch
Mutationen in einem von drei Genen verursacht werden: Zwei Gene (ETFA, OMIM Nr.
608053 und ETFB, OMIM Nr. 130410) kodieren fir die Alpha- und Beta-Untereinheit
des Elektronen-Transfer-Flavoproteins, das dritte Gen (ETFDH, OMIM Nr. 231675)

kodiert fur die Elektronen-Transfer-Flavoprotein-Dehydrogenase.

Hierbei fuhren bei der Glutarazidurie Typ 2 Nullmutationen, also Mutationen, die
nachfolgend die Translation des kodierten Proteins ganz verhindern, zu dem sehr

schweren Phéanotyp mit angeborenen Anomalien.

Missense-Mutationen, die die Konformation, die Stabilitdt oder die Funktion des
Proteins vermindern, verursachen den leichteren Phénotyp mit variablem Beginn
(Olsen, Andresen et al. 2003). Fir diese Falle ist von einer residualen, wenn auch
deutlich verminderten Aktivitat des Elektronen-Transfer-Flavoproteins oder der

Elektronen-Transfer-Flavoprotein-Dehydrogenase auszugehen.

Mutationen auf nur einem Allel (entsprechend einer Reduktion der Aktivitat auf 50%),
wie sie bei den Eltern und Geschwistern von Patienten beobachtet wurden, fiihren

nicht zu klinischen Symptomen.

Bei der Glutarazidurie Typ 2 fuhren die bisher bekannten Mutationen im Gen fir die
Elektronen-Transfer-Flavoprotein-Dehydrogenase zu Aminosaureveranderungen im
Bereich der FAD - bindenden Doméne oder in einer kleinen Region der Koenzym Q10
- Bindungsstelle. Mdgliche Folgen sind Konformationsanderungen der FAD -
bindenden Domane mit einer verminderten Bindungsmdglichkeit und eine
Beeinflussung des Elektronen - Transfers von FAD auf Koenzym Q10. (Olsen, Olpin et
al. 2007)

Bei unseren 8 Patienten mit muskularem Koenzym Q10 - Mangel lagen die
gefundenen Mutationen alle im ETFDH-Gen und bei 7 der 8 Patienten lagen Missense
- Mutationen auf beiden Allelen vor. Dies lasst sich gut mit dem beobachteten milden

klinischen Phéanotyp und einem rezessiven Erbgang vereinbaren.
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Bis auf eine hetero-allelische Stopmutation (Patientin 8) sind alle Mutationen bei
unseren Patienten im C-terminalen Abschnitt des Proteins, allerdings in

unterschiedlichen funktionellen Doménen, lokalisiert.

Missense Mutationen in diesem Teil des Proteins beeintrachtigen wahrscheinlich die
katalytische Aktivitdt des Proteins, die Faltung oder die Stabilitédt, welche mit einer

Restaktivitat vereinbar sein kdnnen (Westover, Goodman et al. 2003).

Nonsense - Mutationen resultieren dagegen in der Regel in einem kompletten Fehlen
von Protein und Aktivitdt und schweren klinischen Phanotypen mit zum Teil schon

vorgeburtlich letalen Verlaufsformen sowie Beteiligung anderer Organsysteme.

Bei den beiden deutschstammigen Patienten unseres Kollektivs (Patientin 1 und 8)
wurden jeweils 2 unterschiedliche, heteroallelische ETFDH-Mutationen (compound

heterozygot) identifiziert:

Die Mutation (c.1367C>T, p.Pro456Leu) fand sich bei Patientin 1 und 8 jeweils
heterozygot. Folge dieser Mutation ist am ehesten eine Konformationsdnderung des

Proteins und Abschwachung der Enzymaktivitat.

Die Mutation (c.1768A>G, p.Lys590Glu) fand sich nur bei Patientin 1 und fihrt am
ehesten zu einer Konformationsdnderung des Proteins. Die Mutation (c.858G>A,
p.Trp286Stop) wurde nur bei Patientin 8 identifiziert. Sie liegt weiter N-terminal und
resultiert voraussichtlich in einem stark trunkierten oder fehlenden Protein, das keine

enzymatische Restfunktion mehr vermittelt.

Die Tatsache, dass Patientin 8 einen milden klinischen Phéanotyp zeigt, ist
wahrscheinlich auf eine Restfunktion des Proteins, welches durch das 2. Allel kodiert
wird, zurlckzufuhren. Die Mutation (p.Pro456Leu) fihrt am ehesten nur zu einer

Abschwachung der Aktivitat des Proteins.

Bei den Patienten 2, 3, 4, 5 und 6, alle turkischer oder kurdischer Herkunft, wurde eine
vorher nicht beschriebene ETFDH-Mutation (c.1130T>C; p.Leu377Pro) homozygot
identifiziert. Die Haufung der Mutation bei mehreren nicht verwandten tirkischen
Familien gibt Anlass zu der Vermutung, dass es sich um eine so genannte Grinder -
Mutation handeln konnte. Dies koénnte durch einen Vergleich der Haplotypen
mutationstragender Allele mit Hilfe polymorpher Marker in der Nachbarschaft des
ETFDH-Gens untersucht werden. Genauere Angaben zur Haufigkeit dieser Mutation in
der turkischstdammigen Population liegen bislang nicht vor, es kdnnte aber durchaus

gerechtfertigt sein, in Zukunft bei Patienten mit Herkunft aus dem tirkischen Kulturkreis
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und hinreichendem klinischem Verdacht zunachst gezielt diese Mutation zu

untersuchen.

Bei Patientin 7, ebenfalls tirkischer Herkunft, fand sich jedoch eine andere
homozygote Missense-Mutation (c.1448 C>T; p.Pro483Leu). Homozygote Mutationen
sind gehauft in konsanguinen Verbindungen zu finden. Dies ist ein weiterer Hinweis auf
den rezessiven Erbgang des muskuldren Koenzym Q10 - Mangels aufgrund eines

Defekts der Elektronen-Transfer-Flavoprotein-Dehydrogenase.

Betroffene Familien kénnen molekulargenetisch beraten werden und es sollte bei
klinischem Verdacht bei konsanguinen Familienverhéltnissen in jedem Fall das ganze
Gen sequenziert werden, selbst wenn in einem Screening eine haufige Mutation nicht
identifiziert werden kann. Unter Umstanden ist erganzend auch eine Untersuchung der
cDNA erforderlich, um Mutationen in Introns zu detektieren, die zu einem fehlerhaften

SpleiBverhalten fihren kénnen.

Ein direkter Pathogenitatsnachweis fur die gefundenen Mutationen konnte bisher
aufgrund fehlender Modellsysteme noch nicht erbracht werden. Hinweise fir die
Pathogenitat der gefundenen Sequenzvarianten ergeben sich derzeit aus dem Fehlen
dieser Mutationen bei gesunden Kontrollpersonen, Segregationsanalysen der Familien
sowie Vorhersagen zum Einfluss der Mutationen auf das Protein, seine Stabilitat und

enzymatische Aktivitat.

Der Zusammenhang zwischen der bei unseren Patienten vorliegenden Myopathie bei
Koenzym Q10 - Mangel und Mutationen im ETFDH-Gen wurde in der Literatur zum
Zeitpunkt unserer Arbeit nicht beschrieben. Bei allen unseren Patienten war Koenzym
Q10 stark vermindert auf weniger als 50% der unteren Norm in der Messung im

Muskelhomogenat.

Die typische Klinik zusammen mit der Histologie und der Defekte der mitochondrialen
Atmungskettenenzyme fihrten zur Definition eines myopathischen Koenzym Q10 -
Mangels (Lalani, Vladutiu et al. 2005; Horvath, Schneiderat et al. 2006), wobei initial
(vor den genetischen Untersuchungen) unklar war, ob es sich um einen primaren oder

sekundaren Mangel an Koenzym Q10 handelte. Mit der Identifizierung von ETFDH-
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Mutationen als genetischer Ursache scheint es sich beim myopathischen Q10 - Mangel
nunmehr eindeutig um einen sekundaren Mangel zu handeln, da die Elektronen-
Transfer-Flavoprotein-Dehydrogenase nicht direkt an der Biosynthese von Koenzym
Q10 beteiligt ist.

Der Begriff primarer Koenzym Q10 - Mangel sollte den Stérungen der Biosynthese von
Koenzym Q10 vorbehalten sein. Bisher sind Defekte im Gen der Prenyldiphosphat -
Synthase, Untereinheit 1 (PDSS1), welches fir das humane Homolog des Gens flr
CoQl in der Hefe codiert und Defekte im Gen fur die OH - Benzoat -
Polyprenyltransferase (COQZ2), welches fur das humane Homolog des Gens fir CoQ2
in der Hefe codiert, beschreiben worden (Mollet, Giurgea et al. 2007). Beide Defekte
des Koenzym Q10 - Biosyntheseweges fiihren zu schweren frihkindlichen
Enzephalomyopathien mit Multiorganbeteiligung. Des weiteren konnte kirzlich gezeigt
werden, dass Mutationen im CABC1-Gen, dem humanen Homolog des Gens CoQ8 in
der Hefe, zu einem Krankheitshild mit zerebellarer Atrophie und Anfallen fihrt (Mollet,
Delahodde et al. 2008). Dartiber hinaus wurde vor kurzem das humane Homolog von
CoQ4 der Hefe, einem wichtigen Gen fir die Koenzym Q10 - Biosynthese, funktional
charakterisiert, so dass auch hier friher oder spater zu erwarten ist, dass Mutationen

gefunden werden (Casarin, Jimenez-Ortega et al. 2008).

Theoretisch sind Defekte auf jeder Ebene der Koenzym Q10 - Synthese moglich und in
Zukunft wird sich die Vielzahl molekularer Ursachen primérer Koenzym Q10 - Defekte

daher sicher noch erweitern.

Ein Koenzym Q10 - Mangel bei intaktem Biosyntheseweg, also ein Mangel aufgrund
Stérungen der Regulation der Expression, der Translation oder der Funktion aufgrund
eines Defekts anderer Gene, sollte als sekundarer Koenzym Q10 - Mangel bezeichnet
werden. Ein Beispiel fir einen sekundaren Koenzym Q10 - Mangel ist der Koenzym
Q10 - Mangel bei Mutationen im Aprataxin - Gen (Quinzii, Kattah et al. 2005), der mit
Ataxie und okulomotorischer Apraxie einhergeht. Bei dieser Erkrankung ist der
Koenzym Q10 - Mangel auch im Muskel ausgeprégt, wenngleich keine direkte Stérung
der Biosynthese von Koenzym Q10 vorliegt. Der Mechanismus ist vergleichbar mit dem
in dieser Arbeit beschriebenen muskularen Koenzym Q10 - Mangel aufgrund von
Mutationen im ETFDH-Gen, der ebenfalls als sekundarer Koenzym Q10 - Mangel

anzusehen ist.
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Der genaue pathophysiologische Zusammenhang zwischen dem Defekt der
Elektronen-Transfer-Flavoprotein-Dehydrogenase und dem Koenzym Q10 - Mangel ist
bisher nicht abschlieBend geklart. Es gibt allerdings mehrere Hypothesen, die
versuchen, den Zusammenhang zwischen Koenzym Q10 und der Elektronen-

Transfer-Flavoprotein-Dehydrogenase zu erklaren:

Koenzym Q10 ist der direkte Empfanger der Elektronen, die durch das Elektronen-
Transfer-Flavoprotein Ubertragen werden. Ein Mangel oder ein Defekt des
reduzierenden Enzyms Elektronen-Transfer-Flavoprotein-Dehydrogenase koénnte im
Rahmen eines Feedback - Mechanismus zur Herunterregulierung der Koenzym Q10 -
Synthese filhren. Auch eine fehlerhafte Bindungsmaoglichkeit des veranderten Enzyms
an Koenzym Q10 kdnnte zu einer massiven Degradation des Akzeptormolekils
Koenzym Q10 fihren. Durch die Blockade oder Abschwachung der
Elektronentbertragung kann es durch Akkumulation von toxischen Produkten oder
zellularem Stress auch zu einer sekundaren Beeinflussung der oxidativen
Phosphorylierung kommen (Olsen, Andresen et al. 2003; Gempel, Topaloglu et al.
2007).

Fur die Tatsache, dass der Mangel an Koenzym Q10 eine pathogene Rolle spielt,
spricht auch, dass die Enzymaktivitdten der Atmungskettenkomplexe, die von
Koenzym Q10 abhangig sind (Komplex | und Il) vermindert sind (Beresford,
Pourfarzam et al. 2006) (Gempel, Topaloglu et al. 2007), obwohl diese von der ETFDH
nicht primar abhéangig sind. Bei unseren Patienten war die Aktivitat von Komplex | und
die Aktivitat der Komplexe Il+Il sowie geringer die Aktivitdt von Komplex IV vermindert.
Unter Zugabe von Ubiquinon zu den Anséatzen der Messung in vitro waren die
Aktivitaten normalisiert. Nach oraler Substitution mit Koenzym Q10 als alleinige
Therapie Uber 9 Monate waren bei Patientin 1 in einer erneuten Muskelbiopsie die

Atmungskettenenzyme wieder mit normaler Aktivitat messbar.

Therapeutisch sprachen alle Patienten gut auf die Substitutionstherapie an. Auf die
alleinige Behandlung mit Koenzym Q10 in der Dosierung 200, 500 oder 1000 mg pro
Tag normalisierten sich die Beschwerden voriibergehend oder dauerhaft bei Patient 1,
2, 3 und 4. Da es bei Patient 1, 3 und 4 zu einem Rezidiv kam, wurde die Therapie um
Riboflavin 100 mg erweitert. Ein Auslassversuch von Koenzym Q10 bei Patientin 1
fuhrte zu einer Kklinischen Verschlechterung, so dass hier seitdem eine

Kombinationsbehandlung durchgefihrt wird. Patient 5, 6 und 7 wurden initial mit
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Riboflavin 100mg pro Tag behandelt. Darunter waren alle 3 bislang symptomfrei. Ein
Auslassversuch von Riboflavin bei Patientin 7 fihrte zu einem raschen
Wiederauftreten der Symptome, nach erneuter Gabe von Riboflavin ist Patientin 7

derzeit symptomfrei.

Der muskulare Koenzym Q10 - Mangel mit Mutationen im Gen der Elektronen-
Transfer-Flavoprotein-Dehydrogenase scheint damit eine relativ gut behandelbare
genetische Erkrankung zu sein. Das ist insbesondere fur die Patienten von hohem
Wert, die bislang nicht therapiert wurden und unter progredienten Symptomen und
Behinderungen leiden. Daher sollte die Aufmerksamkeit fir diese Erkrankung bei
Klinikern hoch und die Schwelle, diese Verdachtsdiagnose zu stellen, niedrig sein.
Aufgrund der geringen Fallzahlen fehlen bisher kontrollierte Studien und die
Therapieempfehlungen beruhen auf Fallberichten. Die optimale Zusammensetzung
und Dosierung der Therapie des einzelnen Patienten muss daher individuell bestimmt
und optimiert werden. Der langerfristige Verlauf unter Therapie ist bisher nicht
abschlie3end zu beurteilen, die langste Beobachtungsdauer bei Patientin 1 unter

Therapie betragt mittlerweile 4 Jahre.

Aufgrund eines gunstigen Risikoprofils von Koenzym Q10 und Riboflavin kann auch bei
Fehlen von kontrollierten Studien die Einnahme bereits bei begrindetem Verdacht
empfohlen werden. (Eine Befundsicherung sollte gegebenenfalls vorher erfolgen, da
unter Substitution der Koenzym Q10 - Mangel im Muskel nicht mehr nachweisbar sein

kann!)

Unsere vorlaufige Empfehlung bei Erwachsenen ist die orale Gabe von Riboflavin 100 -
400 mg in Kombination mit CoQ10 500 - 1500 mg pro Tag. Bei Kindern ist die
empfohlene Dosierung bis zu 10 mg CoQ10 pro Kilogramm Kérpergewicht und Tag

und Riboflavin 50-100 mg pro Tag.

In dieser Arbeit wird eine neue klinische Entitat definiert:

Der klinische Phanotyp scheint homogen, mit subakutem Beginn, Belastungsintoleranz
und proximaler Schwéache, die vor allem die Huft- und Schultergurtelmuskulatur sowie
die Nackenbeuger betrifft. Die Kreatinkinase im Serum war in allen Fallen deutlich
erhoht. In der histologischen Untersuchung von Skelettmuskel fand sich eine

Fettspeichermyopathie mit Zeichen mitochondrialer Dysfunktion. Die Messung der
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mitochondrialen Atmungskettenenzyme im Muskel zeigte eine verminderte Aktivitat von
Komplex | und II+1ll und eine gesteigerte Aktivitdt des mitochondrialen Markerenzyms
Zitratsynthase, aufRerdem findet sich eine biochemisch messbare deutliche
Erniedrigung von Koenzym Q10 im Muskelhomogenat. In der
Tandemmassenspektrometrie des Serums findet sich eine Vermehrung kurz-, mittel-
und langkettiger Fettsaduren, hinweisend auf eine multiple Acyl-CoA-Dehydrogenase -

Defizienz.

Bei allen 8 unserer Patienten fanden sich urséchlich dafiir Mutationen im ETFDH-Gen

kodierend fir die Elektronen-Transfer-Flavoprotein-Dehydrogenase.

Eine genetische Untersuchung sollte zur Bestatigung eines klinischen Verdachtes
angestrebt werden, auch wenn keine Muskelbiopsie verflugbar ist. Ein positiver
genetischer Befund etabliert die Diagnose, gibt Sicherheit fur die Therapie und
ermdglicht die genetische Beratung der betroffenen Patienten und Familien.
Mdoglicherweise kann innerhalb von betroffenen Familien bei positivem genetischem
Befund aber fehlender Klinik auch eine ,Prophylaxe” durch die Einnahme von
Riboflavin und/oder Koenzym Q10 durchgefiihrt werden und so der Ausbruch der

Krankheit verhindert werden, indem die Funktion der ETFDH verbessert wird.
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5. ZUSAMMENFASSUNG

Diese Arbeit tragt dazu bei, den muskularen Koenzym Q10 - Mangel aufgrund von
Mutationen im ETFDH-Gen kodierend fir die Elektronen-Transfer-Flavoprotein -
Dehydrogenase als eine neue klinische und genetische Entitdt einer autosomal-

rezessiv vererbten, gut behandelbaren mitochondrialen Myopathie zu definieren.

Klinisch ist der muskulare Koenzym Q10 - Mangel charakterisiert durch eine proximale
Myopathie, eine deutliche bis starke CK-Erhéhung, eine Fettspeichermyopathie in der
Muskelhistologie, einen Atmungskettendefekt vor allem von Atmungskettenkomplex |
und [I+ll, erniedrigte Koenzym Q10 - Werte im Muskelhomogenat, und einer
auffalligen Erhoéhung der kurz-, mittel- und langkettigen Acyl-Carnitine in der

Tandemmassenspektrometrie im Serum.

Obwohl der muskulare Koenzym Q10 - Mangel Gemeinsamkeiten mit der Klinik der
Glutarazidurie Typ 2 ausweist und durch Mutationen im gleichen Gen verursacht wird
(allelische Erkrankungen), unterscheidet er sich klinisch von der Glutarazidurie Typ 2
(multisystemische Erkrankung) durch eine isolierte Betroffenheit des Muskels. Wir
beschreiben 8 Patienten mit muskularem Koenzym Q10 - Mangel verursacht durch
rezessiv vererbte Mutationen im ETFDH-Gen. Alle Patienten sprachen nach
Etablierung der Diagnose sehr gut auf die Therapie mit Koenzym Q10 und/oder

Riboflavin an.

Die von uns identifizierten ETFDH-Mutationen sind Gberwiegend missense-Mutationen
im C-terminalen Bereich des Proteins mit mdoglicher geringer enzymatischer
Restfunktion. Diese konnte fir den relativ milden und rein muskulédren klinischen
Phanotyp verantwortlich sein. Der direkte Beweis der Pathogenitdt und die weitere
Aufklarung  der  pathophysiologischen ~ Zusammenhénge  durch  geeignete

Modellsysteme stehen derzeit noch aus.

Der muskulare Koenzym Q10 - Mangel aufgrund von Mutationen im ETFDH-Gen ist
eine gut behandelbare erbliche Erkrankung. Haufig wird den Betroffenen bei
frihzeitiger Diagnose und rechtzeitiger Therapie erméglicht, ein normales Leben zu

fuhren.
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ADP
ANT
ATP
CACT
cDNA
CK
CoA
CoQ
CPT
DIC
DNA
ETF
ETFDH
FAD
FADH2
MtDNA
NAD
NADH
PDHC
TCA
tRNA

Verzeichnis der Abkirzungen und Akronyme

Adenosindiphosphat
Adeninnukleotid-Translokase
Adenosintriphosphat
Carnitin-Acyl-Carnitin-Transferase
komplementéare DNA

Kreatinkinase (Normwert m: <180 U/I; w: <165 U/I)
Koenzym A

Koenzym Q

Carnitin-Palmitoyl-Transferase
Dikarbonséaure-Transporter
Desoxyribonukleinsdure
Elektronen-Transfer-Flavoprotein
Elektronen-Transfer-Flavoprotein-Dehydrogenase
Flavin-Adenin-Dinukleotid

reduzierte Form des FAD

mitochondriale DNA
Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid

reduzierte Form des NAD
Pyruvatdehydrogenase-Komplex

Tricarbonséaure

Transfer-Ribonukleinsaure
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