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1. Einleitung

Die Mucopolysaccharidose Typ IV gehért zum Formenkreis der lysosomalen
Speichererkrankungen. Ein autosomal- rezessiv vererbter Defekt der
Genexpression flhrt zu einem mehr oder minder ausgepragten Defizit an
lysosomalem Enzym. Die resultierende Akkumulation der nicht gespaltenen
hochmolekularen Mucopolysaccharide intra- als auch extrazellular, flhrt
zunachst zu Funktionsstérungen und schlieBlich zum Untergang der Zelle.

Betroffene leiden vor allem unter skelettalen Veranderungen [10,14,71,117].

Fir die synonyme Namensgebung verantwortlich zeichnet der Uruguayer
Kinderarzt Luis Morquio, der diese Krankheit 1929 erstmals beschrieb [46].
Manche Autoren fligen den Namen James Brailsfords hinzu, ein englischer
Radiologe, der sich massgeblich mit den skelettalen Symptomen der
Erkrankung befasste [57]. Heute geht man von einer Inzidenz von 1/100000
(m=w) aus [5,69,71,86]. Man unterscheidet zwei Typen. Typ A beruht auf einem
Defekt der N-Acetylgalaktosamin-6-Sulfatase. Der phanotypisch milder
ausgepragte Typ B basiert auf einem Defekt der R-Galaktosidase.

1.1 Extrazellulare Matrix

Ein grofRer Teil des Volumens von Geweben wird nicht von Zellen beansprucht,
der extrazellulare Raum. Dieser besteht aus einem komplizierten Netzwerk von
Makromolekullen, welche die extrazellulare Matrix (ECM) bilden. Sie besteht aus
einer Vielzahl von Proteinen und Polysacchariden, die sich je nach Gewebe in
einer Fllle von Formen zusammensetzen kdnnen. Die Funktion der ECM
beschrankt sich nicht nur auf das Stabilisieren der physikalischen Struktur von
Geweben. Sie reguliert das Uberleben, die Entwicklung, die Wanderung, die
Proliferation, die Form und die Funktion der Zellen, die mit ihr in Kontakt stehen.
In den meisten Bindegeweben werden die Matrixmolekile von Fibroblasten
sekretiert, im Knorpel von Chondroblasten und im Knochen von Osteoblasten
[63,72].



Es existieren zwei Klassen von extrazellularen Makromolektlen:

* Polysaccharidketten der Glykosaminoglykane (GAG), die in Form von

Proteoglycanen kovalent an Proteine gebunden sind.

* Faserproteine: Collagen, Elastin, Fibronectin und Laminin.

1.1.1 Glykosaminoglykane

Die sauren Mucopolysaccharide werden auch als Glykosaminoglykane (GAG)
bezeichnet. GAG bestehen aus Disaccharideinheiten, welche 1-4-glykosidisch
zu linearen Polysacchariden verbunden sind. Die Disaccharideinheiten setzen
sich zusammen aus Glucuronsaure (D-Glucuronat/ D-Iduronat) und
Aminozuckern  (D-Glucosamin/  D-Galaktosamin), die 1-3-glykosidisch
verbunden sind. Dartberhinaus kdénnen die Disaccharidgruppen noch sulfatiert
oder acetyliert sein [12,29]. Aul3er im Stutz- und Bindegewebe kommen GAG in
Gerinnungs-, Blutgruppen- und Immunsubstanzen vor. |hre Biosynthese im
endoplasmatischen Retikulum wird durch Androgene und Wachstumshormon

gesteigert und durch Glucocorticoide gehemmt.

GAG beanspruchen im Verhaltnis zu ihrer Masse ein gro3es Volumen und
besitzen eine gelartige Konsistenz. Wegen ihrer hohen negativen
Ladungsdichte ziehen sie Kationen, v.a. Na*, an und sind damit osmotisch
aktiv. Dadurch wird Wasser in die Matrix eingelagert und ein Turgor entsteht.
Dieser erlaubt es der ECM grolRen Druckkraften zu widerstehen [72]. Der
histochemische Nachweis erfolgt mit Alzianblau-PAS (Periodic-Acid-Schiff-
reaction) [53].
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Abbildung 1: Biosynthese der Glycosaminglycane

1.1.1.1 Einteilung

Entsprechend der Zucker, der Bindungsart und der Anzahl und Position der

Sulfatgruppen werden folgende vier Hauptgruppen unterschieden [72]:

Hyaluronsaure:

Auch Hyaluronan oder Hyaluronat genannt. Sie gilt nicht als typisches GAG, da
sie keine Sulfatgruppen an den Zuckern und kein Core-Protein enthalt. Im
Gegensatz zu den ubrigen GAG wird sie nicht innerhalb der Zelle, sondern
direkt an der Zelloberflache synthetisiert. Hyaluronsaure bildet langkettige und
unverzweigte Molekille aus bis zu 25 000 Disaccharideinheiten und gibt damit
quasi den FlUhrungsstrang vor an den sich die anderen GAG, verzweigt an

ihrem jeweiligen Core-Protein gebunden, Uber Link-Proteine binden.



Hyaluronsaure kommt in groRen Mengen im Bindegewebe, in der

Synovialflissigkeit, im Glaskorper des Auges sowie in der Nabelschnur vor.

Sie ist essentiell wahrend der Wundheilung und reguliert mitunter den

Wassergehalt und damit Turgor und Druckresistenz von Geweben.

CH20OH
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@)
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| H NHAc |n

Abbildung 2: Biochemische Struktur der Hyaluronsaure

Chondroitinsulfat:

Unterschieden werden Chondroitin-4- und Chondroitin-6-Sulfat. Sie bestehen
aus N-Acetylgalaktosamin und D-Glucuronsaure mit einem Molekulargewicht
zwischen 20 und 50 kDa. Chondroitinsulfate sind vor allem im Knorpel
enthalten (bis zu 40 % des Trockengewichtes). Darlber hinaus im

Bindegewebe, in der Haut und Hornhaut.
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Abbildung 3: Biochemische Struktur des Chondroitinsulfates-4
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Abbildung 4: Biochemische Struktur des Chondroitinsulfates-6

Dermatansulfat:

Das Dermatansulfat ist eine Abwandlung des Chondroitinsulfates.
Charakteristisch ist eine L-Iduronsaure (10-20%), die in den anderen GAG nicht
vorkommt. Dermatansulfat ist in der Haut, im Bindegewebe und in den

Herzklappen enthalten.
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Abbildung 5: Biochemische Struktur des Dermatansulfates

Keratansulfat:

Es enthalt N-Acetylglucosamine und D-Galaktose, die 1-3- oder 1-4-
glykosidisch verbunden sind. Auch Mannose, Fucose und Sialsaure kénnen
gebunden sein. Im Unterschied zu den Ubrigen GAG sind keine Uronsauren
enthalten. Keratansulfat kommt in der Cornea, im Knorpel und in der Zahnpulpa

vor.
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Abbildung 6: Biochemische Struktur des Keratansulfates

Heparansulfat / Heparin:

Im Gegensatz zu den Ubrigen GAG sind die Disaccharide auch durch a-
glykosidische Bindungen verknUpft. Molekulargewicht zwischen 5 und 30 kDa.
Heparin  wirkt gerinnungshemmend und aktiviert die intravasale

Lipoproteinhydrolyse.

H OHSO3H H NHSO3H |n

Abbildung 7: Biochemische Struktur des Heparansulfates

1.1.1.2 Funktion

Die polymeren Disaccharideinheiten der GAG verbinden sich repetitiv 1,4-
glykosidisch zu grof3en linearen Heteroglycanketten. Diese heften sich O-
glykosidisch (Uber Serin) oder N-glykosidisch (Uber Asparagin) an meist einfach

gebaute Core-Proteine.



Dadurch entstehen Proteoglycane, die durch einen grof3en Glykan-Anteil von

80-94 % und einen kleinen Proteinanteil von 6-20 % gekennzeichnet sind.

Proteoglycane sind am Aufbau der ECM beteiligt. Als Polyanionen besitzen sie
ein hohes Wasserbindungsvermdégen und regulieren damit den Turgor von
Geweben. Sie geben Bindegeweben und Knorpel ihre Elastizitat [12,29]. |hre
GAG-Ketten bilden Gels mit variierender Porengrof3e und kdnnen so Moleklle
und Zellen entsprechend ihrer Grosse und/oder Ladung selektieren. Ebenso
binden Proteoglycane an verschiedene Signalmolekile und kénnen deren
Aktivitat erhdhen oder vermindern. Fur diese Aktivitatskontrolle von Proteinen

gibt es verschiedene Moglichkeiten [70,104]:

» Sterische Blockierung der Proteinaktivitat.

* Temporare Speicherung des Proteins flr eine verzogerte Freisetzung.

* Schitzen des Proteins vor proteolytischem Abbau.

* Verandern oder Konzentrieren des Proteins fur eine effektivere Wirkung auf
Rezeptoren.

* Immobilisieren des Proteins nahe dem Syntheseort und damit Einschranken

des Wirkungsbereiches

Einige Proteoglycane sind Bestandteile von Plasmamembranen. Sie
funktionieren als Co-Rezeptoren, indem sie die Zelle an die ECM binden und
die Antwort von Zellen auf gewisse extrazellulare Signalproteine ausldosen
[56,104,108]. Syndecane zum Beispiel findet man bei Fibroblasten in focal
adhesions, wo sie die Funktion von Integrin modulieren. Sie binden auch an
Fibroblast-Growth-Factors (FGF) und prasentieren sie den entsprechenden

Rezeptoren auf derselben Zelle.

Werden spezifische Proteoglycane durch Mutation inaktiviert, kann dies zu

schweren Entwicklungsstdérungen fihren.
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Abbildung 8: Struktureller Aufbau der Proteoglycane

1.1.1.3 Abbau

Der Abbau bzw. die Degradation der GAG erfolgt in den Lysosomen mit Hilfe
saurer Hydrolasen (GALNS) [12,59,72]. Die N-Acetylgalaktosamin-6-Sulfatase
hydrolysiert ~ beim  Chondroitinsulfat  die  Sulfatgruppen  der  N-
Acetylgalaktosamin-6-Sulfatase-Einheiten und beim Keratansulfat die

Sulfatgruppen der Galaktose-6-Sulfatase-Einheiten.

Die funktionale Enzymaktivitat der (-Galactosidase ist abhangig von der
Assoziation mit Neuraminidase und Cathepsin-A in einem lysosomalen
Multienzymkomplex [104,109,126].

Folgende Ubersicht zeigt die bisher untersuchten GALNS und die

entsprechenden Erkrankungen [41]:



Mucopoly- Genlokalisa-
Eponym Enzymdefekt
saccharidose tion
MPS | M. Hurler/ M.Scheie | A-L-lduronidase | 4p16
Iduronat-
MPS I M. Hunter Xqg28
Sulfatase
MPS I1I-A M. Sanfilippo—-A Sulfamidase 17921
N-Acetyl-A-
MPS 1lI-B M. Sanfilippo-B Glukosamini- 17921
dase
- N-Acetyltrans-
MPS 11I-C M. Sanfilippo-C -
ferase
N-Acetylglukos-
MPS 11I-D M. Sanfilippo-D amin-6- 12q14
Sulfatase
N-Acetylgalak-
MPS IV-A M. Morquio-A tosamin-6- 1624
Sulfatase
MPS IV-B M. Morquio—-B B-Galaktosidase | 3p21.33
MPS VI M. Maroteaux-Lamy | Arylsulfatase-B | 5q13
B-Glucuroni-
MPS VI M. Sly 7921
dase
MPS IX - Hyaluronidase 3p21.3




1.2 Mucopolysaccharidose IV-A und -B

Die Mucopolysaccharidose Typ IV (MPS V) wird in zwei Subtypen, A und B,
unterteilt. Beiden liegt eine verminderte Aktivitat des jeweiligen Enzyms
zugrunde. MPS IV-A bezeichnet einen Mangel an N-Acetylgalaktosamin-6-
Sulfatase, die seltener vorkommende MPS IV-B  den Mangel an -
Galactosidase. Beide Enzyme hydrolisieren in den Lysosomen Chondroitin- und
Keratansulfat. Bei B-Galactosidase ist die funktionale Enzymaktivitat zusatzlich
abhangig von der Assoziation mit Neuraminidase und Cathepsin-A in einem
Multienzymkomplex. Eine mangelhafte Integritat, bzw. Disintegration einer
Komponente dieses Enzymkomplexes beruht meist auf genetischen Mutationen
[11,25,61,108].

Die Enzymrestaktivitat ist bei Typ-A- und B-Patienten ca. um den Faktor 100
deutlich geringer, als bei gesunden Referenzpersonen. Veranderungen des
muskuloskelettalen Systems sind in der Regel die ersten klinischen Anzeichen
und im weiteren Krankheitsverlauf die ausgepragtesten Symptome. Der B-Typ

fallt hierbei phanotypisch milder aus.

1.2.1 GM1- Gangliosidose

Da die GM1-Gangliosidose auf demselben Gen kodiert wie die B-
Galactosidase, wenn auch mit anderer Mutation, sei sie an dieser Stelle kurz
erwahnt. Es handelt sich hierbei um eine generalisierte neurosomatische
Erkrankung. Das ursachliche Myelindefizit resultiert aus dem Untergang von
Oligodendrozyten und einem abnormalen axoplasmatischen Transport,
aufgrund der massiven neuronalen Akkumulation von GM1-Gangliosiden
[47,49,76,110,112,146,158]. Eine extensive dermale Melanocytosis kann

fakultativ auftreten. Drei Krankheitsformen werden unterschieden:
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Infantile GM1:

Beginn im Neugeborenenalter mit Trinkschwache und mangelnder
Gewichtszunahme. Patienten wirken apathisch. Im 1. Lebensjahr treten
Hepatosplenomegalie, Skelettveranderungen, generalisierte Krampfanfalle und

Tetraspastik auf.

Juvenile GM1:

Auffallende Symptomatik im 2. und 3. Lebensjahr mit Hypotonie, Ataxie,
mentaler Entwicklungsverzogerung, Krampfen und Tetraspastik. Patienten
versterben meist vor dem 10. Lebensjahr an schweren respiratorischen

Infekten.

Adulte GM1:

Beginn zwischen dem 3. und 30. Lebensjahr. Wenig beschriebenes

Krankheitsbild mit Dysarthrie, Gangstérungen und Dystonie.

Fir die laborchemische Diagnostik des Enzymdefektes werden Leukozyten,
Fibroblasten und Organbiopsate verwendet. Eine kausale Therapie ist derzeit
nicht mdglich [6,7,35].

1.2.2 Pathologie

Durch den Mangel an N-Acetylgalaktosamin-6-Sulfatase bzw. R-Galaktosidase
werden die GAG nicht ausreichend abgebaut und sammeln sich in den
Lysosomen an. Die Akkumulation dieser hochmolekularen Substanzen hat
zunachst Funktionsstérungen und schlielllich den Untergang der Zelle zur

Folge.
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ZNS:

Das ZNS ist primar nicht betroffen. Durch progressive skelettale Deformierung
und Instabilitat, vor allem im Bereich der Halswirbelsaule, kann das Myelon
mechanisch beeintrachtigt werden — mit neurologischen Folgeerscheinungen
[34,42,80,111,120,150,152,154].

Augen:

Eine Hornhauttribung kann auftreten und Veranderungen des Trabekel-

Netzwerkes fakultativ zu einem Glaukom fuhren [3,24,43,66].

Zahne:

Die Zahne sind hypoplastisch. Der Zahnschmelz ist dinn, mit vermehrter
Kariesneigung und frihzeitigem Zahnverlust. Kieferdeformitaten sind die Regel
[27,37,63].

HNO:

Typische Veranderungen sind Makroglossie, ein enger Kehlkopf,
Tonsillenhyperplasie, sowie eine verdickte nasale Mucosa. Durch
rezidivierende Mittelohrentziindungen kann ein friher Horverlust eintreten
[65,74,121].

Kardiopulmonales System:

Am haufigsten beschrieben werden Veranderungen der Herzklappen, vor allem
der Mitral- und Aortenklappe, in Form von Hypertrophie, Fibrosierung und
chondraler Metaplasie. Die Folge sind Stenosen und Strémungsgerausche,
bzw. Regurgitationen. Konsekutiv entsteht haufig eine hypertrophe
Kardiomyopathie [26,36,81].

Eine Obstruktion der oberen Atemwege kommt haufig vor. Bei etwa der Halfte
der Patienten fallen Veranderungen der Trachea (z.B. Tracheomalazie) und der

Stimmbander mit sternférmig oder elliptischer Form auf [101,123]. Eine
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restriktive Lungenveranderung mit eingeschrankter Compliance ist meist Folge

der progressiven kyphoskoliotischen Brustwirbelsaulenveranderungen [32,124].

Abdominale Organe:

In der Milz sind vor allem Zellen des retikuloendothelialen und des sinusoidalen
Systems betroffen. Bei zusatzlich veranderten Parenchymzellen der Leber,
imponiert eine Hepatosplenomegalie. Vakuolare Veranderungen
beeintrachtigen auch die visceralen Epithelzellen der Nierenglomeruli. Die

tubularen Epithelzellen der Niere erscheinen unverandert [23,117,141,142].

Muskuloskeletalles System:

Der kortikale Knochen zeigt histologisch und biochemisch keine pathologischen

Veranderungen. Dagegen ist die ECM des Knorpels massiv verandert:

Die Expression von Kollagen Typ | mRNA ist erhéht und jene von Typ Il
Kollagen und Aggrecan mRNA reduziert. Die Kollagenfibrillen weisen
Durchmesserschwankungen auf und sind generell verdickt. Die Anzahl von
hydroxyliertem Lysyl und Pyridinolinen in der Tripple Helix ist grenzwertig
niedrig. Somit ist das Verhaltnis Hydroxylysylpyridinoline zu Lysylpyridinoline
reduziert. Histomorphologisch fallt eine unorganisierte Gewebestruktur auf mit
inhomogen verteilten und an sich vergrésserten Chondrozyten, aufgrund der in
Vakuolen intrazellular akkumulierten Proteoglycane. Die Folge sind frih
einsetzende Osteoarthritis und Gelenksdegeneration [8,28,55,106,162].

1.2.3 Klinik und Krankheitsverlauf

Bei MPS IV-A und -B variiert die Klinik mit unterschiedlich stark ausgepragten
Phanotypen. Wobei der B-Typ generell eine mildere Verlaufsform zeigt. Der
Krankheitsverlauf ist progressiv, mit einer Lebenserwartung von etwa 40 bis 50
Jahren. Die statomotorische und geistige Entwicklung bei beiden Typen ist im

Gegensatz zu den meisten anderen MPS nicht beeintrachtigt.

Nach einer normalen Geburt und Postnatalperiode fallt ca. im 1. bis 3.

Lebensjahr  eine Wachstumsverzdgerung auf, bei progressiven
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Gelenkskontrakturen [5,23,69]. Typischerweise zeigen sich eine Makro- oder
Skaphozephalie mit vergroberten Gesichtszligen, eingesunkener Nasenwurzel
und Makroglossie. Diese Konfiguration manifestiert sich bei den schweren
Verlaufsformen in den ersten Lebensjahren, bei den verzdgerten Formen
langsamer oder gar nicht. Die typische Fazies ist auf gestorte
Remodellingprozesse im orofazialen Schadelanteil zurtickzufihren [71,145]. Es
fallt ein dysproportionierter Minderwuchs mit kurzem Hals und Rumpf auf, bei
einer EndgréfRe von 100 bis 120cm [85,97].

Typische radiologische Skelettveranderungen sind Platyspondylie mit
zungenférmigem Vorstehen zentraler  Anteile, weit ausladende
Beckenschaufeln, hypoplastische lliakalabschnitte und im valgus stehende
Femurhalse. Daruber hinaus verkirzte Metakarpalia mit proximaler Zuspitzung
und V-férmiger Deformierung der distalen Unterarmknochen. Die Rippen sind
ruderblattartig verbreitert und stehen auffallig dicht. Durch die Verformung des
Brustkorbes bei Kyphoskoliose mit pectus carinatum kann die kardiopulmonale

Funktion etwa im 4./5. Lebensjahrzehnt massiv eingeschrankt sein.

Als haufige Komplikation tritt infolge einer Denshypoplasie und der allgemeinen
Gelenks- und Bandschwache eine atlanto- occipitale Instabilitat auf. Die Folge
ist eine Beeintrachtigung des Myelons, mit neurologischen Ausfallen bis hin zur
Paraplegie [10,13,34,37,43,78,79,82,102,151].

Abbildung 9: 10jahriger Junge mit MPS IV-A und Rontgenaufnahme der Hand des Jungen
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1.2.4 Diagnostik
1.2.4.1 Molekulargenetik

Beide Erkrankungsformen werden autosomal-rezessiv vererbt. Zu einem
Enzymmangel kommt es bei inadaquater Expression, bzw. Veranderungen

aufgrund von Mutationen.

Beim A-Typ ist das verantwortliche Gen lokalisiert auf Chromosom 16q24.3. Es
besitzt 14 Exone und ist 40kb lang. Der Promoter enthalt keine TATA-Box,
sondern GC-Box gleichende Sequenzen. Das Gen besitzt eine Alu-
Wiederholung in Intron 5 und eine VNTR a&hnliche Sequenz in Intron 6
[39,60,83,88,131,132,135].

Aktuell beschreibt die Fachliteratur etwa 148 Mutationen und 16

Polymorphismen [153,157,161]. Nachfolgend sind einige Beispiele aufgefuhrt:

* Bei 15 japanischen und 1 kaukasischen Patienten fand man 12 Missense-,
1 Nonsense-, 1 Frame-shift-(2 Basenpaare) und 1 Splice-site-Mutation [93].

* 35 europaische Patienten zeigten in einem nicht radioaktiven SSCP-
Screening 23 Missense-, 2 Nonsense- und 3 Affecting-splicing- Mutationen.
Darlber hinaus 6 kleine Deletionen (1-27 Basenpaare) sowie eine Insertion
[15].

* Polnische Zwillinge waren heterozygot fur eine R94G- und R259Q-
Punktmutation, ihre Mutter homozygot in R259Q [43].

* Haufig findet sich eine ,single mutation“ an Position 113 (1113F) [129,136,
156].

* Einig sind sich die meisten Autoren in der evidence for extensive allelic
heterogenity und der entscheidenden Relation zwischen Genotyp,
Phanotyp und akkumulierter Keratansulfatkonzentration [20,21,64,84,127,
128,130].

Der B-Typ und die GM1-Gangliosidose kodieren beide im GLB1-Gen,
lokalisiert auf Chromosom 3p21.33. Es besitzt 16 Exone und ist 62,5kb lang.
Der Promoter enthalt GC-Box gleichende Sequenzen und funf potentielle SP1-

Transkriptionselemente. Ein Mangel an p-Galactosidase kann somit, abhangig
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vom Mutationsmuster, zu zwei unterschiedlichen Erkrankungen fuhren
[18,77,87,104,159].

Die Fachliteratur verzeichnet mehr als 100 Mutationen flr Morquio-B und GM1-
Gangliosidose [50,51,109]:

* Haufigste Mutation mit ca. 79% ist eine 2-Basen-Substitution an Position
273 (W273L) [44,96,100,126,].

* Eine weitere Mutationsanfallige Sequenz umfasst die Positionen 400 bis
500 (v.a. 440, 482, 509, 521 und 532) und Position 83 (Y83C)
[94,109,110,143]

1.2.4.2 Pranatal

Pranatale Diagnostik ist indiziert bei Familien mit bereits betroffenen Kindern
und erneutem Kinderwunsch. Verwendet werden Amnionzellen und
Chorionzotten, in nativem oder kultiviertem Zustand. Die Diagnose findet sich
enzymatisch und/oder genetisch [16,22,105,118].

1.2.4.3 Urin

Durch den Mangel an GALNS werden Chondroitin- und Keratansulfat nicht
ausreichend hydrolisiert. Sie akkumulieren im Gewebe und kdnnen vermehrt
uber den Urin ausgeschieden werden. Dies lasst sich durch den Berry-Test
nachweisen, wobei ein Urintropfen mit Toluidinblau gefarbt wird. Flr eine
quantitative Beurteilung ist ein 24h-Urin notwendig. Bei einem positiven
Ergebnis muss zur weiteren Differenzierung eine Elektrophorese erfolgen, da
der Berry-Test keine spezifische Nachweismethode fir GAG ist [41]. Da eine
erhdhte GAG-Ausscheidung zwar haufig aber nicht obligat ist, gewahrleistet der
Urintest keine definitive Diagnose [102,103,140].
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1.2.4.4 Enzymatisch

Fir die enzymatische Diagnostik werden periphere Blutproben, sowie Haut-
und pranatal-uterine Biopsien verwendet. Quantitativ am aussagekraftigsten
sind Leukozyten und Fibroblasten [19,75,89,140,148,160]. Gemal den
MaRstaben in unserem Labor sind alle MPS im Blut nachweisbar. Die etablierte
Methode bedient sich eines kinstlichen Substrates: 4-Methylumbelliferyl (MUF),
um fluorometrisch die Enzymkonzentration quantitativ zu bestimmen [147,155].

In Bezug zur Proteinkonzentration 1aRt sich damit die Enzymaktivitat definieren.

1.2.4.5 Genetisch

Bei den genetischen Untersuchungstechniken entspricht das Zellmaterial dem
des enzymatischen Verfahrens. Die Methoden umfassen unter anderem
Polymerase-Chain-Reaction (PCR), Allelic-Specific-Oligohybridization (ASO),
Single-Strand-Conformation-Polymorphism (SSCP) und Sequenzierung. Damit
konnten bisher 148 Mutationen fur MPS IV-A und Uber 100 Mutationen fir MPS
IV-B (mit GM1-Gangliosidose) definiert werden [15,20,30,58,62,99].

1.2.5 Therapie

Derzeit existiert keine etablierte Methode =zur restitutio ad integrum. Die
Therapie erfolgt symptomatisch und multidisziplinar. Neben der medizinischen
Behandlung ist eine frihzeitige Betreuung durch Physiotherapeuten,
Logopaden, Padaudiologen und Psychologen indiziert [41,95]. Ein
Schwerpunkt sind chirurgisch-orthopadische Eingriffe. Haufig sind Karpal-
Tunnel-Syndrom, oder ,trigger digits“ erste Symptome der Erkrankung. Eine
frihe handchirurgische Intervention gewahrleistet eine maximale manuelle
Funktionalitat [144,149]. Endoprothetische Eingriffe vor allem an den unteren
Extremitaten sind ebenfalls meist frih indiziert [1,4,67,125]. Aufgrund einer
Denshypoplasie, bei allgemeiner Gelenks- und Bandschwache, tritt vermehrt
eine atlanto-occipitale Instabilitat auf. Dies kann eine mechanisch-entzindliche

Beeintrachtigung des Myelons mit neurologischen Ausfallerscheinungen zur
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Folge haben. Praventiv kann eine occipito-cervikale Fusion durchgefihrt
werden [40,68,80,92,154]. Veranderte anatomische Verhaltnisse der
Atemwege, wie Makroglossie, enger Kehlkopf und verdickte Schleimhaute,
erschweren anasthesiologische Malinahmen [113,119,124]. Das 2002 von
Dullenkopf et al. entwickelte angulated-video-intubating-laryngoscope (AVIL)
erleichtert die fiberoptische Intubation [32]. Im Herz infiltrieren die GAG-
Ablagerungen bevorzugt. die Herzklappen. Ein Klappenersatz ist daher der
haufigste Herz-/ Gefalchirurgische Eingriff [9,91,98].

Darlber hinaus gibt es grundsatzlich drei Therapieansatze bei lysosomalen
Speichererkrankungen: Knochenmarkstransplantation (KMT), Enzymersatz und
Substratverminderung [31,33,48,52,90,139].

* Die KMT wirkt effektiv bei MPS | und ist fur MPS II, IIl und VI in der
Erprobung [114].

* Ein Enzymersatz ist lediglich bei MPS I, Il und VI in Erprobung. Im Fruhjahr
2009 startete eine Phase I/ll- klinische Studie flr N-Acetylgalactosamin-6-
Sulfatase [17,38,54].

* Substratverminderer sind bisher nur fur M. Gaucher, bei definierten

Indikationen zugelassen, ansonsten experimentell [41].

FUr die nahe Zukunft spielt die Optimierung der Screening-Methoden eine
wichtige Rolle, um erkrankte Kinder zeithah den multidisziplinaren
Therapieansatzen zufihren zu kdnnen. Daruber hinaus die Detektion weiterer,
neuer Mutationen. Und vor allem die Erforschung von Gentransfer- und
Rekombinationsverfahren  fur  eine  effiziente = Enzymersatz-,  oder
Substratverminderungstherapie, die bereits in vitro, bzw. im Tiermodell erste
Erfolge zeigen [2,45,107,115,116,133,134,137,138].
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2. Zielsetzung der Arbeit

Das Ziel dieser Arbeit ist der Nachweis und die Charakterisierung der
Enzymaktivitat von N-Acetylgalactosamin-6-Sulfatase und R-Galactosidase in
Leukozyten, Lymphozyten, Fibroblasten und Amnionzellen. Vor allem die
Abhangigkeit von der Protein- und Substratkonzentration, sowie die Stabilitat
und Haltbarkeit. Die bei gesunden Spenderzellen gewonnenen Werte sollen als

Referenz dienen und pathologische Probenwerte als solche definieren.

3. Material

3.1 Untersuchungsmaterialien

Die fur diese Arbeit verwendeten Blutproben zur Gewinnung von Leukozyten
und Lymphozyten, sowie Hautbiopsien zur Kultivierung von Fibroblasten und
Amnion- bzw. Chorionzottenproben stammen von Patienten der Dr. von
Haunerschen Kinderklinik und korrespondierenden deutschen Kinderkliniken,

sowie der Hacettepe Universitatsklinik Istanbul/ Turkei.

3.2 Gerate

* Pipetten fur bis zu 10, 100, 250, 1000, 2500 ul und Multipipette (Eppendorf)
* Pipettenspitzen fur bis zu 20, 200 ul (Eppendorf)

* Multipipettenspitzen fur bis zu 0.5, 1, 2 ,2.5, 10, 12.5 ml (Eppendorf)

* Pipettenspitzen fur bis zu 1000 ul (Sarstedt)

* Feinwaage ,Sartorius Basic”

* PH-Messgerat ,PHM 82“ (Radiometer Copenhagen)

* Rdahrgerat ,IKAMAG RCT* (IKA-Labortechnick, Janke & Kunkel)

* Rdihrspatel (Sarstedt)

* Rattler ,VF2“ (IKA-Labortechnick, Janke&Kunkel)

* Heizblock ,Thermostat 3401“ 37 °C (Eppendorf-Liebisch GmbH, Bielefeld)
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* Zentrifugen ,Mikro 22 und ,Universal 30 F* (Hettich-Zentrifugen)
* Sonifikator ,,B-10“ (Branson Sonic Power Company, Danbury, Connecticut)
* Spectrofluorophometer “RF-5001 PC” (Shimadzu) + PC (Magix)
* Prazisionskuvetten “QS 281 1000” (Hellma)

* Photometer “Ultrospec 3100 pro”

* Drucker “DPU-414 Thermal Printer” (Seiko-Instrument-Inc.)

e Kivetten (Hellma)

» Stripetten fur bis zu 2, 5, 10 ml (Corning Incorporated, NY)

* Einmalskalpele (Feather Safety Razor Co.)

* Petrischalen (Nunc Brand Products, Denmark)

e Kulturflaschen 25 cm? (Corning Incorporated, NY)

* Kulturflaschen 75 cm? “Cellstar” (Greiner bio-one GmbH)

* Zentrifugenrdhrchen fur bis zu 15 ml (Sarstedt)

* Uniflow ,UV 1200*

e Gasbrenner ,gasprofi 1“ (WLD-Tec)

* Pipettenboy ,Pipetboy acu“ (Integra Biosciences)

* Zentrifuge ,Rotanta/P“ (Hettich-Zentrifugen)

* Mikroskop ,Diaphot* (Nikon)

* Gefrierschrank — 20 °C (Linde)

e Kiuhlschrank + 4 °C (Linde)

3.3 Chemikalien

* Agqua bidest. (H. Kerndl GmbH)

* Entionisiertes Wasser

* Heparin flissig (10000units/ml)

* Dextran (Sigma)

* NaCl (Sigma)

* Dulbeco’s Phosphat Buffered Saline (Sigma)

e Dulbeco’'s MEM (3,7 g/ NaHCO3; + 1 g/l D-Glucose + w/o L-Glutamin)
(Biochrom AG)

* Fetal bovine serum (FBS 10 %) (Biochrom AG)

*  Trypsin ,Trypsin- EDTA- Solution“ (0,05 % - 0,02 % w/v) (Biochrom AG)
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L-Alanyl-L-Glutamin 200 nM (Biochrom AG)

Antibio-/ Antimycoticum (10000 ug/ml Streptomycinsulfat + 25 ug/ml
Amphotericin), (Gibco)

Ficoll-lsopaque (Lymphotrennmedium “LSM 1077”) (PAA)

Essigsaure (Merck)

Natriumacetat (Merck)

Methylumbelliferyl (Labor van Diggelen, Rotterdam)

Folin Ciocalteus Phenolreagenz (Merck)

Na,CO03; (Merck)

CuS04 (Merck)

Seignettensalz (Merck)
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4. Methoden

4.1 Probenvorbereitung

4.1.1 Leukozytenpraparation

Fir die Praparation der Leukozyten aus vendsem Blut werden mindestens 2 ml
EDTA- bzw. Heparin-Blut bendtigt. Das Blut wird mit Leukozytenldsung im
Verhaltnis 5:1 gut gemischt, blasenfrei in ein neues Reagenzgefall abgeflllt
und fur 30-60 Minuten bei Raumtemperatur stehen gelassen, bis sich die
Erythrozyten vollstandig abgesetzt haben. Anschliel’iend wird der wassrige
Uberstand abgehoben und bei 2000 U/min 5 Minuten zentrifugiert. Das
Uberstandsplasma wird abgehoben und verworfen. Zur Zerstérung verbliebener
Erythrozyten wird das Leukozytensediment mit ca. 250 ul eiskaltem Wasser 20-
30 Sekunden geschuttelt und mit 0,9 % NaCl-Losung aufgefullt, gut gemischt
und zentrifugiert. Der Uberstand wird abgekippt, das Sediment in 1 ml 0,9 %
NaCl geldst und in Eppendorf-Tubes Uberfihrt. Nach der Zentrifugation wird
das NaCl vollstandig abgehoben. Die Leukozyten- Pellets kbnnen bei —20 °C

gelagert werden.

Die Leukozytenldsung enthalt in 100 ml folgende Bestandteile:

Menge Bestandteile

59 Dextran

78 ml NaCl 0,9 %

1,3 ml Heparin (5000 U/ml)

20,7 ml H.0
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4.1.2 Lymphozytenpraparation

EDTA- bzw. Heparin-Blut wird mit Phosphat-buffered-Saline (PBS, bzw.
Hank'sche Ldsung) im Verhaltnis 1:2 gemischt. Auf zwei Reagenzgefalle
werden jeweils 3 ml Ficoll-Losung (Ficoll-lsopaque-D) verteilt und das PBS-Blut
vorsichtig darlber geschichtet. Nach 20 Minuten Zentrifugation bei 2000 U/min
setzt sich ein fadig schimmernder Lymphozytenring vom wassrigen Uberstand
ab. Der Uberstand wird abgehoben und verworfen. Der Lymphozytenring wird
in ein neues Eppendorf-Tube Uberfuhrt mit 0,9% NaCl versetzt und 5 Minuten
bei 2000 U/min zentrifugiert. Der Uberstand wird abgehoben und verworfen,
Zugabe von 0,9% NaCl und Zentrifugation fur 5 Minuten bei 2000 U/min. Dieser
Vorgang wird noch einmal wiederholt und anschliefend das NaCl vollstandig

abgehoben. Das Lymphozyten-Pellet kann bei —20 °C gelagert werden.

4.1.3 Kultivierung von Fibroblasten

Fir die Kultivierung von Fibroblasten [116] bendtigt man Trypsin, PBS und

folgendes Nahrmedium:

Dulbecco’s MEM 10 % Fetal bovine serum (FBS)

400 mM Glutamin Antibiotic- Antimycotic (1:100)

4.1.3.1 Anlegen einer Primarkultur

Eine aseptisch entnommene und in Medium transportierte Hautbiopsie sollte
sofort verarbeitet werden. Zunachst werden vier Zellkulturflaschen (25 cm?) mit
5 ml Medium ausgespult, was die Verteilung der spater eingebrachten
Hautstlckchen erleichtert. Der Boden einer sterilen Petrischale wird mit Medium
bedeckt, die Hautbiopsie eingebracht und mittels zweier Skalpelle in mdglichst
kleine Stlckchen geschnitten, sowie durch Abkratzen von Fett und Blutresten
gesaubert. Gerupfte Hautstlickchen sprossen langsamer Fibroblasten aus als

geschnittene. Mindestens drei Hautstickchen werden in jede mit Medium
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benetzte Kulturflasche Uberfuhrt. Zu viel Medium in den Flaschen erschwert das
Anwachsen der Hautstickchen. In der Regel beginnen nach vier Tagen
Inkubation im Brutschrank bei 37°C neue Fibroblasten aus den angewachsenen
Stlckchen auszusprossen. Nun werden 2 ml Medium in jede Brutflasche
pipettiert und diese vorsichtig geschwenkt. Das Medium wird dann alle drei bis
vier Tage gewechselt. Hat sich ein Hof von mindestens 2 cm um die einzelnen

Hautstlckchen gebildet, kdnnen die Zellen subkultiviert werden.

4.1.3.2 Subkultivierung

Ist der Boden der Brutflasche vollstandig eingenommen, wachsen die
Fibroblasten nicht mehr weiter. Um eine stagnierende Proliferation bzw. ein
Absterben der Kultur zu verhindern, mussen die Fibroblasten nach erreichter
Maximaldichte unter Verdinnung von der alten Brutflasche in eine neue
uberfuhrt werden. Dazu wird das alte Medium abgetragen und die Zellen mit 5
ml PBS gewaschen. Durch die Zugabe von 5 ml Trypsin fur ca. 3 Minuten I6sen
sich die Fibroblasten vom Flaschenboden. Um eine weitere Zellschadigung zu
vermeiden werden 5 ml Medium hinzugegeben, das Trypsin damit neutralisiert.
Die Zellsuspension wird in ein Zentrifugenréhrchen Uberfihrt und 5 Minuten bei
500 U/min zentrifugiert. Der Uberstand wird verworfen, das Sediment mit 5 ml
Medium resuspendiert, in zwei 75 cm? Brutflaschen verteilt und mit je 10 ml
Medium aufgeflllt. Um einen ungehinderten Gasaustausch der Zellen bei CO,-
Begasung zu gewahrleisten, werden die Brutflaschen 30 Minuten lang im
Brutschrank mit leicht gedffneten Schraubverschlissen inkubiert. Danach
werden die Deckel ganz verschlossen. Um das Anwachsen der Fibroblasten
nicht zu erschweren, sollte jegliche Manipulation bzw. Mediumwechsel in den

folgenden 48 Stunden unterbleiben.
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4.1.3.3 Gewinnung des Fibroblasten- Pellets

Das Medium wird aus der Brutflasche abgetragen und diese zwei- bis dreimal
mit 0,9% NaCl gewaschen. Nach Zugabe von 5 ml 0,9% NaCl werden die
Zellen mit einem Gummischaber vorsichtig von der Unterlage abgeschabt und
auf zwei Reagenzgefalde verteilt. Dieser Vorgang wird noch zwei- bis dreimal
wiederholt. Die gewonnene Zellsuspension wird 5 Minuten bei 2000 U/min
zentrifugiert. Der Uberstand wird verworfen, das Sediment in 1 ml 0,9% NaCl
aufgelést und in ein Eppendorf- Tube Uuberfihrt. Nach einer erneuten
Zentrifugation wird der Uberstand vollstdndig abgehoben. Das entstandene

Pellet kann bei —20 °C gelagert werden.

4.1.4 Amnionzellen

Amnionzellen erhalt man im Rahmen einer pranatalen Diagnostik. Die
Kultivierung erfolgt ahnlich der von Fibroblasten. Die in dieser Arbeit
verwendeten Amnionzellen waren bereits kultiviert, deshalb wird das genaue

Procedere hier nicht weiter beschrieben.

4.1.5 Praparation des Zell- Sonifikates

Frische bzw. aufgetaute Zell- Pellets werden mit 0,9% NaCl versetzt und in ein
wassriges Eisbad gestellt. Durch fraktioniertes Ultraschallen (vier- bis finfmal 3-
4 Sekunden lang) mittels eines Sonifiziers brechen die Zellen auf. Nach 5
Minuten Zentrifugation bei 5000 U/min wird der Uberstand in ein neues
Eppendorf- Tube Uberflhrt. Dieses Sonifikat kann ebenfalls bei —20 °C gelagert

werden.
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4.2 Proteinbestimmung nach Lowry

Fir die Proteinbestimmung [73] werden folgende Lésungen bendtigt:

A: 2% NaCOg3 in n/ 10 NaOH

Ba: |5,5g CuSO4/ 100 ml

Bb: | 1,35 g Seignettensalz/ 100ml NaK-
Tartrat

Das Reaktionsgemisch C wird immer frisch hergestellt aus:

10 ul Ba + 100 ul Bb + 5 ml A

Als Standard dient Rinderalbuminlésung in den Konzentrationen:
0,03 mg/ml, 0,06 mg/ml,

0,1 mg/ml, 0,25 mg/ml und 0,5 mg/ml|.

20 ul Standard bzw. verdunnte Probe wird mit 250 ul Reaktionsgemisch C
versetzt. Nach 5-10-minttiger Inkubation bei Raumtemperatur werden 25 ul
Folin- Ciocalteus- Phenol- Lésung (1:1 verdiinnt mit 2% Na”C0O?) hinzugegeben
und dieser Ansatz 30 Minuten bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert.
AnschlieBend wird die Extinktion der Standards und Proben bei 734 nm
Wellenlange photometrisch gemessen. Die Proteinkonzentration der Proben

wird an der Eichkurve abgelesen.

4.3 Bestimmung der Enzymaktivitat der N-Acetylgalactosamin-
6-Sulfatase

Die photometrische Bestimmung der N-Acetylgalactosamin-6- Sulfatase-
Aktivitat wurde nach einer von van Diggelen [147] etablierten Methode, mit dem
fluoreszierenden kunstlichen Substrat 4-Methylumbelliferyl-3-D-Galactosid-6-
Sulfat (MUF-1), in zwei Reaktionsschritten durchgeflhrt:
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In der ersten Reaktion wird die Sulfatgruppe des MUF-1 durch die N-

Acetylgalactosamin-6- Sulfatase abgespalten.

Fir die zweite Inkubation wird kunstlich standardisierte R-Galactosidase
hinzugegeben. Das hierbei entstehende 4-Methylumbelliferon kann

fluorometrisch gemessen werden.

4.3.1 Testansatz

Das Reaktionsgemisch wird durch Zugabe von 2 mM MUF-1 in 0,1 M
Natriumacetat- Puffer mit pH 4,3 hergestellt und kann bei —20 °C gelagert
werden. Als Leerwert (LW) werden folgende Standards (ST) in aufsteigender

Konzentration gerechnet:

0 Aqua bidest.

10 | 10 ul MUF-1 + Aqua bidest.
25 | 25 ul MUF-1 + Aqua bidest.
50 |50 ul MUF-1 + Aqua bidest.

Von Probe (P) und Standards werden jeweils 10 ul mit 20 ul Reaktionsgemisch
versetzt und 17 Stunden bei 37 °C inkubiert. Die Reaktion wird nach Ablauf der
Inkubationszeit durch Zugabe von 2 ul Phosphat-Puffer mit pH 4,3 gestoppt.
AnschlieRend werden jeweils 10 ul standardisierte p-Galactosidase, gelost in
aqua bidest., zugegeben und 2 Stunden bei 37 °C inkubiert. Die Reaktion wird
nach Ablauf der Inkubationszeit durch Zugabe von 200 ul Natriumcarbonat-
Puffer mit pH 10,7 gestoppt. Die Messung des fluoreszierenden 4-
Methylumbelliferons erfolgt photometrisch bei einer Wellenlange von 360 nm fur

die Exzitation und 448 nm fiur die Emission.
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4.3.2 Berechnung der Aktivitat

Die Berechnung der Aktivitat wird folgendermal3en vorgenommen:

Extinktion (P) — Extinktion (LW)

Extinktion (ST 50) — Extinktion (ST 0) x mg Protein

Die Aktivitat der N-Acetylgalactosamin-6- Sulfatase wird in nmol/17h/mg Protein

angegeben.

4.4 Bestimmung der Enzymaktivitat der R-Galactosidase

Die photometrische Bestimmung der g-Galactosidase wurde nach einer von van
Diggelen [147] etablierten Methode, mit dem fluoreszierenden, kunstlichen
Substrat 4-Methylumbelliferyl-R-D-Galactopyranosid (MUF-2) durchgefuhrt. In
saurem Milieu hydrolysiert R-Galactosidase MUF-2, das hierbei entstehende 4-

Methylumbelliferon kann photometrisch gemessen werden.

4.4.1 Testansatz

Das Reaktionsgemisch wird durch Zugabe von 1,2 mM (MUF-2) in 0,1 M
Acetat-Puffer mit pH 4,3 hergestellt und kann bei —20 °C gelagert werden. Als

Leerwert werden die Standards in aufsteigender Konzentration gerechnet:

0 reines Aqua bidest.
ohne MUF-2-Zusatz

10 | 10 ul MUF-2 + Aqua bidest.

25 | 25 ul MUF-2 + Aqua bidest.
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75 ul Probe und Leerwert werden mit je 150 ul Reaktionsgemisch versetzt und
75 Minuten bei 37 °C inkubiert. Die Reaktion wird nach Ablauf der
Inkubationszeit durch Zugabe von 750 ul Natriumcarbonat-Puffer, pH 10,7
gestoppt. Die Messung des 4-Methylumbelliferons erfolgt photometrisch bei

einer Wellenlange von 360 nm fur die Exzitation und 448 nm flr die Emission.

4.4.2 Berechnung der Aktivitat

Die Berechnung der Aktivitat erfolgt gemaf:

Extinktion (P) — Extinktion (LW)

X 25uM
Extinktion (ST 25) — Extinktion (ST 0) x min x mg Protein

Die Aktivitat der f-Galactosidase wird in nmol/min/mg Protein angegeben.

5. Patienten

5.1 Mucopolysaccharidose Typ IV A

Patient 1:

Bei dem Jungen turkischer Abstammung fiel im Alter von zwei Jahren ein
verzogertes Wachstum auf. Als Referenz wurde eine Blutprobe der Mutter
untersucht.  Aufgrund einer erneuten  Schwangerschaft und der
nachgewiesenen MPS IV A des ersten Kindes wurde auch eine pranatale

Diagnostik an Amnionzellen durchgefuhrt.

29



Patient 2:

Die Tochter konsanguiner turkischer Eltern wurde ab dem dritten Lebensjahr
durch ein verlangsamtes Wachstum und auffallig vergroberte Gesichtszlige

symptomatisch.

Patient 3:

Der Junge turkischer Abstammung zeigte mit sieben Jahren ein verzogertes
Wachstum mit verkdrztem  Korperstamm und deutlich  vergréberte
Gesichtszuge. Darlber hinaus Kontrakturen der Finger und schlaffe

FulRgelenke.

5.2 Mucopolysaccharidose Typ IV B

Patient 4:

Bei dem Jungen konsanguiner turkischer Eltern fiel im zweiten Lebensjahr eine

deutliche Wachstumsverzogerung auf.

6. Ergebnisse

6.1 Fluoreszenzphotometrische Bestimmung der N-

Acetylgalactosamin-6- Sulfatase- Aktivitat

6.1.1 Inkubationszeitabhangigkeit

Die folgende Untersuchung zeigt die Abhangigkeit der N-Acetylgalactosamin-6-
Sulfatase- Aktivitdt von der Inkubationszeit in Leukozyten, Lymphozyten,
Fibroblasten und Amnionzellen. Hierfur wurden Homogenate der jeweiligen

Zellreihe hergestellt und unterschiedlich lang im jeweiligen Inkubationsschritt
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(erste Inkubation: 5, 10, 15, 20 Stunden (h); zweite Inkubation: 1, 2, 3 h)
inkubiert.

Die Abbildungen 10 und 11 zeigen einen stetigen, linearen Anstieg der
Absorptionsanderung bei Zunahme der Inkubationsdauer. Fur die Routine-
Untersuchung wurde eine Inkubationszeit von 17 h fur die erste Inkubation und

2h fur die zweite Inkubation flr alle Zellreihen festgelegt.
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Abbildung 10: Inkubationszeitabhdngigkeit der N-Acetylgalactosamin-6-Sulfatase- Aktivitidt in

Leukozyten (gestrichelte Linie) und Lymphozyten (durchgezogene Linie)
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Abbildung 11: Inkubationszeitabhangigkeit der N-Acetylgalactosamin-6- Sulfatase- Aktivitdt in

Fibroblasten (gestrichelte Linie) und Amnionzellen (durchgezogene Linie)

6.1.2 Proteinabhangigkeit

Aus frischem bzw. aufgetautem Zellsonifikat wurden mittels Aqua bidest.
Probenlésungen mit unterschiedlicher Proteinkonzentration hergestellt und 19
Stunden bei 37 °C inkubiert. Anschlie3end erfolgte die Messung der Extinktion

im Fluoreszenzphotometer bei einer Wellenlange von 734 nm.

In den Abbildungen 12 und 13 ist das direkt proportionale Verhalten der
Extinktion zur Proteinkonzentration grafisch dargestellt. Fur die Versuche wurde
ein Proteingehalt von 0,12-1,2 mg/ml fur Leukozyten und Lymphozyten und

0,25-1,8 mg/ml fur Fibroblasten und Amnionzellen gewahlt.
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Abbildung 12: Proteinkonzentrationsabhangigkeit der N-Acetylgalactosamin-6- Sulfatase- Aktivitat

in Leukozyten (gestrichelte Linie) und Lymphozyten (durchgezogene Linie)
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Abbildung 13: Proteinkonzentrationsabhangigkeit der N-Acetylgalactosamin-6- Sulfatase- Aktivitat

in Fibroblasten (gestrichelte Linie) und Amnionzellen (durchgezogene Linie)

6.1.3 Stabilitatsmessungen

Fir diese Untersuchung wurden N-Acetylgalactosamin-6- Sulfatase- Aktivitaten
in drei verschiedenen Zellreihen unmittelbar nach Sonifikation, bzw. mehrere
Tage danach (6, 20, 210 Tage bei Leukozyten und Lymphozyten, 11, 36, 210
Tage bei Fibroblasten) bestimmt. Zwischenzeitlich wurden die Proben bei
—20 °C gelagert.
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Die Abbildungen 14 und 15 ©beschreiben nur eine geringfligige
Aktivitatsminderung, aufgrund des wiederholten Einfrierens und Auftauens Uber

einen langeren Zeitraum. Dies beweist eine grof3e Stabilitat des Enzyms.
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Abbildung 14: Stabilitdt der N-Acetylgalactosamin-6- Sulfatase in Leukozyten (gestrichelte Linie)

und Lymphozyten (durchgezogene Linie)
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Abbildung 15: Stabilitat der N-Acetylgalactosamin-6- Sulfatase in Fibroblasten
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6.1.4 Enzymkinetik

Zur Untersuchung der kinetischen Eigenschaft der N-Acetylgalactosamin-6-
Sulfatase wurde die Reaktion mit  jeweils unterschiedlicher
Substratkonzentration (0,16 / 0,25/ 0,41 / 1,3 mM) in Leukozyten, Lymphozyten

und Fibroblasten gestartet.

Die Aktivitat wurde nach einer Inkubationsdauer von 19 Stunden fluorometrisch
gemessen und wie in den Abbildungen 16-18 zu sehen, doppelreziprok nach
Lineweaver- Burk linear dargestellt. Hieraus ergeben sich Michaelis- Menten-
Konstanten (Km- Werte) von 0,23 mM fiar Leukozyten, 0,26 mM fir
Lymphozyten und 0,32 mM fir Fibroblasten.
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Abbildung 16: Enzymkinetik in Leukozyten, Km-Wert: 0,23 (mM)
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Abbildung 17: Enzymkinetik in Lymphozyten, Km-Wert: 0,26 (mM)
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Abbildung 18: Enzymkinetik in Fibroblasten, Km-Wert: 0,32 (mM)
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6.1.5 N-Acetylgalactosamin-6-Sulfatase-Aktivitatsbereich

Die  N-Acetylgalactosamin-6-Sulfatase-Aktivitat wurde in  Leukozyten,
Lymphozyten, Fibroblasten und Amnionzellen gesunder Probanden gemessen
(Tabelle 1). In 15 Leukozytenproben betragt die mittlere Enzymaktivitat 49,4

nmol/17h/mg Protein, bei einer Standardabweichung von 9,9.

Die in 12 Fibroblastenkulturen bestimmte Aktivitat betragt im Mittel 203,4
nmol/17h/mg Protein, mit einer Standardabweichung von 30,2. Eine
Amnionzellkultur zeigte eine Enzymaktivitat von 71,2 nmol/17h/mg Protein. Von
allen Zellarten war die mittlere Aktivitat in Lymphozyten mit 23,1 nmol/17h/mg

Protein am niedrigsten; bei einer Standardabweichung von 5,8.

Zellart N-Acetylgalactosamin-
6-Sulfatase-Aktivitat | o017 n/mg Protein)
Leukozyten Normbereich (n = 15): 13,2-116,5
Mittelwert: 49,4
Standardabweichung: 9,9
Lymphozyten Normbereich (n = 17) 10,3-81,4
Mittelwert 23,1
Standardabweichung 5,8
Fibroblasten (kultiviert) | Normbereich (n = 12) 60,3 - 407,3
Mittelwert 203,4
Standardabweichung 30,2

Tabelle 1: Normwerte fiir N-Acetylgalactosamin-6-Sulfatase- Aktivitat
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6.1.6 Patientenergebnisse Morquio-A

Tabelle 2 zeigt die in Leukozyten gemessene Aktivitat der N-
Acetylgalactosamin-6-Sulfatase der drei an MPS IV-A erkrankten Patienten im
Alter von 2,3 und 7 Jahren. Teilweise konnten elterliche Blutproben
(Leukozyten) als Referenzwerte herangezogen werden. Bei den Eltern von
Patient 1 und 2 liegt die N-Acetylgalactosamin-6-Sulfatase-Aktivitat im niedrigen
Normbereich. Auffallend sind die signifikanten Aktivitatsunterschiede um

mindestens den Faktor 100 zwischen den gesunden Eltern und den erkrankten

Kindern.
Patient / Aktivitat Normbereich
Elterliche Referenz
(nmol/17h/mgProtein)

Patient 1 0,06 13,2-116,5
Mutter von Pat. 1 42,5 13,2-116,5
Patient 2 0,2 13,2-116,5
Mutter von Pat. 2 43,7 13,2-116,5
Vater von Pat. 2 35,9 13,2-116,5
Patient 3 0,9 13,2-116,5

Tabelle 2: N-Acetylgalactosamin-6-Sulfatase-Aktivitiat in Leukozyten von Patienten mit
MPS IV-A und deren Eltern
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Zur pranatalen Diagnostik bei erneuter Schwangerschaft der Mutter von Patient
1 wurden darUber hinaus Amnionzellen getestet, mit unauffalligem Ergebnis
(Tabelle 3).

Patient Aktivitat Normbereich

(nmol/17h/mg Protein)

Mutter von Pat. 1 79,5 71,2

Tabelle 3: N-Acetylgalactosamin-6-Sulfatase-Aktivitat in Amnionzellen

6.2 Fluoreszenzphotometrische Bestimmung der pB-

Galactosidase

6.2.1 Inkubationszeitabhangigkeit

Diese Untersuchung zeigt die Abhangigkeit der p-Galactosidase- Aktivitat von
der Inkubationszeit in Leukozyten, Lymphozyten, Fibroblasten und
Amnionzellen. Hierfir wurden Homogenate der jeweiligen Zellreihe hergestellt
und unterschiedlich lang (30/ 60/ 90/ 120 min) inkubiert.

Die Abbildungen 19 und 20 zeigen fur alle Zellarten einen stetigen, linearen
Anstieg der Absorptionsanderung bei Zunahme der Inkubationsdauer. Fur alle

Versuche wurde daher eine Inkubationszeit von 75 Minuten festgelegt.
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Abbildung 19: Inkubationszeitabhdngigkeit der p-Galactosidase- Aktivitit in Leukozyten

(gestrichelte Linie) und Lymphozyten (durchgezogene Linie)
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Abbildung 20: Inkubationszeitabhangigkeit der p-Galactosidase -Aktivitit in Fibroblasten

gestrichelte Linie) und Amnionzellen (durchgezogene Linie)
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6.2.2 Proteinabhangigkeit

Aus frischem bzw. aufgetautem Zellsonifikat wurden mittels Aqua bidest.
Probenlésungen mit unterschiedlicher Proteinkonzentration hergestellt und 75
Minuten bei 37 °C inkubiert. Anschliel3end erfolgte die Messung der Extinktion

im Fluoreszenzphotometer bei einer Wellenlange von 734 nm.

In den Abbildungen 21 und 22 zeigt sich ein direkt proportionales Verhalten der
Extinktion zur Proteinkonzentration. Fur die Routineuntersuchung wurde ein
Proteingehalt von 0,025-0,03 mg/ml fur Leukozyten und Lymphozyten und

0,008-0,01 mg/ml fur Fibroblasten und Amnionzellen gewahlt.
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Abbildung 21: Proteinkonzentrationsabhangigkeit der f-Galactosidase- Aktivitat in Leukozyten

(gestrichelte Linie) und Lymphozyten (durchgezogene Linie)
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Abbildung 22: Proteinkonzentrationsabhéngigkeit der pg-Galactosidase- Aktivitit in Fibroblasten

(gestrichelte Linie) und Amnionzellen (durchgezogene Linie)
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6.2.3 Stabilitat

Fir diese Untersuchung wurde die p-Galactosidase- Aktivitat einer
Amnionzellkultur unmittelbar nach Sonifikation, bzw. 4 und 34 Tage danach

bestimmt. Zwischenzeitliche Aufbewahrung der Probe bei —20 °C.

Abbildung 23 zeigt eine Aktivitatsminderung von 14% nach einem Monat. Das

Enzym weist damit eine groRe Stabilitat auf.
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Abbildung 23: Stabilitat der g-Galactosidase in Amnionzellen

6.2.4 Enzymkinetik

FUr die Untersuchung der kinetischen Eigenschaft der p-Galactosidase wurde
die Reaktion mit jeweils unterschiedlicher Substratkonzentration (0,16 / 0,25 /

0,41 /1,3 mM) in Fibroblasten und Amnionzellen gestartet.

Die Aktivitat wurde nach einer Inkubationsdauer von 75 Minuten fluorometrisch
gemessen und wie in den Abbildungen 24 und 25 zu sehen, doppelreziprok
nach Lineweaver-Burk linear dargestellt. Hieraus ergeben sich Michaelis-
Menten- Konstanten (Km- Werte) von 0,13 mM fur Fibroblasten und 0,19 mM

fur Amnionzellen.
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Abbildung 24: Enzymkinetik in Fibroblasten, Km- Wert: 0,13 (mM)
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Abbildung 25: Enzymkinetik in Amnionzellen, Km- Wert: 0,19 (mM)
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6.2.5 p-Galactosidase-Aktivitatsbereich

Die p-Galactosidase-Aktivitat wurde in Leukozyten, Lymphozyten, Fibroblasten

und Amnionzellen gesunder

Probanden gemessen (Tabelle 4). In 16

Leukozyten- und 15 Lymphozytenproben betragt die mittlere Enzymaktivitat 2,9

bzw. 2,3 nmol/min/mg Protein, bei einer Standardabweichung von jeweils 1,0.
Die in 19 Fibroblastenkulturen bestimmte Aktivitat betragt im Mittel 4,2

nmol/min/mg Protein, mit einer Standard-abweichung von 1,4. Von allen

Zellarten war die mittlere Aktivitat in 7 Amnionzellen mit 2,0 nmol/min/mg

Protein am niedrigsten, bei einer Standard-abweichung von 0,4.

Zellart p-Galactosidase- (nmol/min/mg Protein)
Aktivitat
Leukozyten Normbereich (n = 16): 1,2-6,4
Mittelwert: 29
Standardabweichung: 1,0
Lymphozyten Normbereich (n = 15) 1,2-5,6
Mittelwert 2,3
Standardabweichung 1,0
Fibroblasten Normbereich (n = 12) 1,4-9,6
(kultiviert) Mittelwert 42
Standardabweichung 1,4
Amninonzellen Normbereich (n = 7) 0,7 -3,1
(kultiviert) Mittelwert 2,0
Standardabweichung 0,4

Tabelle 4: Normwerte fiir §-Galactosidase- Aktivitat
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6.2.6 Patientenergebnisse Morquio-B

Tabelle 5 zeigt die in Leukozyten gemessene Aktivitat der 3-Galactosidase des
an MPS IV-B erkrankten Patienten im Alter von 2 Jahren, sowie dessen
elterliche Referenzwerte. Die Eltern besitzen ebenfalls eine deutlich
verminderte Enzymaktivitat, beklagen aber keine Krankheitssymptome. Somit
ist der Patient 4 der homozygote, an MPS IV-B erkrankte Sohn heterozygoter

und phanotypisch unauffalliger Eltern.

Patient / Aktivitat Normbereich

Elterliche Referenz

(nmol/min/mg Protein)

Patient 4 0,05 1,2-6,4
Mutter von Pat. 4 0,60 1,2-6,4
Vater von Pat. 4 0,75 12-64

Tabelle 5: p-Galactosidase-Aktivititen in Leukozyten eines Patienten mit MPS IV-B und dessen
Eltern

7. Diskussion

7.1 Bestimmung der N-Acetylgalactosamin-6- Sulfatase-
Aktivitat

Die fluoreszenzphotometrische Bestimmung der N-Acetylgalactosamin-6-
Sulfatase mit dem klnstlichen Substrat 4-Methylumbelliferyl-3-D-Galactosid-6-
Sulfat (MUF-1) (2mM) beruht auf einer von van Diggelen et al. 1993 [147]
erstmals beschriebenen Methode. In der Originalarbeit wurde die
Charakterisierung des Enzyms nur an Leukozyten und Fibroblasten

durchgefuhrt. Hierfir wurde ein Zellsonifikat verwendet, welches zuvor gegen
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einen 10 mM Natriumacetat-Puffer mit pH 6 dialysiert worden war. Um die
Untersuchung zu vereinfachen verzichteten wir auf diesen zeitaufwendigen

Dialyseschritt, ohne signifikante Ergebnisveranderungen.

Der Test besteht aus zwei Inkubationsschritten. Wahrend der ersten Inkubation
spaltet die N-Acetylgalactosamin-6- Sulfatase die Sulfatgruppe des MUF-1-

Substrates ab.

Im zweiten Inkubationsschritt entsteht unter Zugabe von kulnstlicher,
standardisierter R-Galactosidase das fluoreszenzphotometrisch messbare 4-

Methylumbelliferon.

Wir konnten eine lineare Abhangigkeit der Inkubationszeit zur
Absorptionsanderung innerhalb der ersten 20 Stunden zeigen (Abbildung 10
und 11) und starteten alle Zellreihen routinemafdig mit 17 h fir die erste und 2 h
fur die zweite Inkubation. Ebenfalls linear verlauft die Absorptionsveranderung

zur Proteinkonzentration bei Fibroblasten und Amnionzellen (Abbildung 13).

Bei Leukozyten und Lymphozyten flacht die Kurve bei einer Konzentration von

1,2 mg/ml geringfligig ab (Abbildung 12).

Eine von uns durchgeflhrte Bestimmung erbrachte Km- Werte von 0,23 mM in
15), 0,26 mM in Lymphozyten (n = 17) und 0,32 mM in

12). Der von van Diggelen et al. angegebene Normbereich in

Leukozyten (n

Fibroblasten (n
kultivierten Fibroblasten und Leukozyten korreliert mit unseren Werten (Tabelle
6). Dartuber hinaus wurden Normbereiche fur Lymphozyten und Kkultivierte
Amnionzellen durch unsere Untersuchungen ermittelt (Tabelle 1). Die

verwendeten Zellen und Sonifikate lassen sich problemlos bei —20° lagern.

Gemass Abbildung 14 und 15 liegt der Aktivitatsverlust der N-
Acetylgalactosamin-6-Sulfatase bei einer Lagerungszeit von ca. zwei Monaten
bei 10%.

> Dies beweist die grolde Stabilitat des Enzyms.
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Normwerte Eigene Werte van Diggelen [ 147]

(nmol/17h/mg Protein)

Leukozyten (n=15) 13,2-116,5 40 -170
Lymphozyten (n=17) 10,3-81,4 -
Fibroblasten (n=12) 60,3 - 407,3 95 - 360
Amnionzellen (n=1) 71,2 -

Tabelle 6: Zusammenfassung der eigenen und Literatur- Normwerte

7.2 Patientenergebnisse

Gemal Literatur muss bei einer Enzymaktivitat kleiner 1,5 flr Leukozyten und
Lymphozyten, bzw. 4 fur Fibroblasten und Amnionzellen von einer Morquio-A-

Erkrankung ausgegangen werden [147].

Im Rahmen dieser Arbeit konnte bei drei Patienten die Diagnose Morquio A
enzymatisch bestatigt werden. Die Kinder tlrkischer Abstammung im Alter von
2,3 und 7 Jahren fielen initial jeweils durch mehr oder minder stark ausgepragte
Wachstumsverzogerungen auf. Tabelle 2 zeigt eine Auflistung der
pathologischen Enzymaktivitaten in den Leukozyten dieser Patienten. Die
Enzymaktivitaten bei den Eltern von Patient 1 und 2 liegen im niedrigen
Normbereich. Aufgrund der MPS-IV-A- Diagnose des ersten Kindes wurde bei
der Mutter von Patient 1, bei erneuter Schwangerschaft eine pranatale
Diagnostik an Amnionzellen durchgefuhrt; mit unauffalligem Ergebnis (siehe
Tabelle 3). Bei Patient 3 beginnt die enzymatische Diagnostik im 7. Lebensjahr
relativ spat. Bemerkenswert ist hierbei, dass die Restenzymaktivitat (Tabelle 2)
mit dem Alter der klinischen Manifestation korreliert. Dies entspricht der in der
Fachliteratur viel zitierten entscheidenden Relation zwischen Genotyp,
Phanotyp und akkumulierter Keratansulfatkonzentration
[20,21,64,84,127,128,130].
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Daruber hinaus verdeutlicht dies umso mehr, wie unspezifisch kindliche
Wachstumsverzdgerungen, je nach Auspragung sein kdnnen. Entscheidend ist
daher die Wahrnehmung dieser Verzégerungen durch das psychosoziale
Umfeld der Kinder. Ist die Arbeitshypothese aufgrund der Klinik gegeben, lasst
sich durch eine einfache Blutentnahme die Diagnose enzymatisch bestatigen.
Wenn wie in unserem Fall das nachste Speziallabor weiter entfernt ist, kann
eine Hautbiopsie fachgerecht versorgt, problemlos als Gewebeprobe verschickt
werden. Das Zeitfenster bis zur Diagnose vergroRert sich hierbei, da die

Fibroblasten zunachst subkultiviert werden mussen.

7.3 Bestimmung der §-Galactosidase- Aktivitat

Die unter 7.1 beschriebene Untersuchung wurde durch uns modifiziert und
erweitert, um auch einen Mangel an p-Galactosidase bestimmen zu kénnen. Als
kinstliches Substrat wird 1,2 mM 4-Methylumbelliferyl-p-D-Galactopyranosid
(MUF-2) verwendet. In saurem Milieu hydrolysiert f-Galactosidase MUF-2 zu 4-
Methylumbelliferon. Auf eine Dialyse des Zellsonifikates vor Testbeginn wurde
wie beim MPS [V-A-Test verzichtet. Wir konnten eine lineare Abhangigkeit
sowohl der Proteinkonzentration (Abbildungen 21 und 22), als auch der
Inkubationszeit (Abbildungen 19 und 20) zur Absorptionsanderung innerhalb
der ersten 120 Minuten nachweisen. Routinemalig wurden alle Zellreihen mit
75 Minuten Inkubationszeit gestartet, bei einer Proteinkonzentration von 0,025-
0,03 mg/ml fur Leukozyten und Lymphozyten und 0,008-0,01 mg/ml fur
Fibroblasten und Amnionzellen. Eine von uns durchgefiihrte Bestimmung
erbrachte Km-Werte von 0,13 mM in kultivierten Fibroblasten (n = 19) und 0,19
mM in kultivierten Amnionzellen (n = 7). In Tabelle 7 sind die Normwerte
unserer Testreihen und die in der Literatur angegebenen Werte

zusammengefasst, eine Korrelation ist gegeben.
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Zur Stabilitdtsmessung wurden Amnionzellen herangezogen. Abbildung 23
zeigt Uber einen Lagerungszeitraum von etwa einem Monat einen
Aktivitatsverlust der p-Galactosidase- Aktivitat von 14%. Es handelt sich somit
ebenfalls um ein sehr stabiles Enzym, das problemlos bei —20°C gelagert

werden kann.

Normwerte Eigene Werte van Diggelen [147]

(nmol/min/mg Protein)

Leukozyten (n=16) 1,2-6,4 1-6
Lymphozyten (n=15) 1,2-5,6 -
Fibroblasten (n=19) 1,4-9,6 1-6
Amnionzellen (n=7) 0,7 -3,1 -

Tabelle 7: Zusammenfassung der eigenen und Literatur-Normwerte

7.4 Patientenergebnisse

Mit Hilfe der von uns modifizierten Untersuchung konnte der enzymatische
Nachweis einer MPS IV-B- Erkrankung bei einem kleinen Jungen, Patient 4, mit
auffalliger Wachstumsverzégerung im Alter von zwei Jahren erbracht werden.
Der bei den Eltern durchgefihrte Enzymtest zeigte ebenfalls deutlich
erniedrigte Aktivitatswerte der p-Galactosidase bei jedoch unauffalligem
Phanotyp. Dies entspricht einem heterozygoten Genotyp. Die Enzymaktivitat
des homozygoten Sohnes ist um den Faktor 10 niedriger als die der Eltern
(Tabelle 5). Bei zwei anderen Familienmitgliedern mit MPS IV-B (1 deutsches, 1
turkisches) war die B-Gal- Aktivitat in Leukozyten gut unterscheidbar zwischen
Homozygote, Heterozygote und Kontrolle (personliche Mitteilung von Prof.
Shin). Im Vergleich zum homozygot Erkrankten haben heterozygote Ubertrager

also einen intermediaren Enzymmangel.
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Mit dem in dieser Arbeit beschriebenen enzymatischen Testverfahren kann
somit zwischen homozygoten und heterozygoten Merkmalstragern, unabhangig

von klinischen Symptomen unterschieden werden.

8. Zusammenfassung

Die von Luis Morquio 1929 erstmals beschriebene und nach ihm benannte
Mucopolysaccharidose Typ IV gehért zum Formenkreis der lysosomalen
Speichererkrankungen. Die seltene Erkrankung wird autosomal-rezessiv
vererbt. Man unterscheidet zwei Subtypen. Bei Typ A liegt ein Mangel an N-
Acetylgalactosamin-6- Sulfatase vor. Das entsprechende Gen ist lokalisiert auf
Chromosom 16g24. Der phanotypisch milder ausgepragte und seltenere Typ B
beschreibt einen Mangel an p-Galactosidase, welche auf Chromosom 3p21.33
kodiert. Auf dem gleichen Gen (GLB1) kodiert auch die GM1-Gangliosidose.
Somit ist ein Mangel an p-Galactosidase, entsprechend dem Mutationsmuster,
ursachlich fur zwei unterschiedliche Erkrankungen. N-Acetylgalactosamin-6-
Sulfatase und  fp-Galactosidase  katabolisieren  endolysosomal die
Glykosaminoglykane Keratan- und Chondroitin- Sulfat. Ist die Enzymaktivitat
vermindert akkumulieren diese hochmolekularen Glykosaminoglykane in
intrazellularen Vakuolen. Dies fuhrt zu Funktionsstérungen der einzelnen Zellen
und damit zu einer Veranderung der extrazellularen Matrix, vor allem im
Knorpelgewebe. Charakteristische Symptome sind vor allem muskuloskelettale
Veranderungen, so fallen betroffene Kinder initial meist durch eine

Wachstumsverzdgerung und vergroberte Gesichtszlge auf.

Die enzymatische Untersuchung basiert auf der Verwendung von
Methylumbelliferyl als klnstliches Substrat. Das in der Reaktion mit N-
Acetylgalactosamin-6-Sulfatase, bzw. p-Galactosidase anfallende Spaltprodukt
Methylumbelliferon kann fluoreszenzphotometrisch gemessen und damit die
Enzymaktivitat berechnet werden. Wir konnten die in unserem Labor bereits
durchgefuhrten Routineuntersuchungen mit Leukozyten und Fibroblasten
erweitern und Aktivitats-Normwerte fur Lymphozyten und Amnionzellen

hinzufigen. Darlber hinaus wurde die jeweilige Enzymabhangigkeit von
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Proteingehalt, Inkubationszeit und Substratmenge, sowie die Enzymstabilitat
Uber verschieden lange Zeitraume untersucht. Durch eine Modifikation des
Morquio-A- Testes gelang es uns auch eine Aktivitatsbestimmung der f-
Galactosidase durchzuflihren. Unsere Testergebnisse korrelieren mit in der

Literatur angegeben Normwerten.

Es gelang uns insgesamt vier Verdachtsdiagnosen fur Morquio A und B mittels
enzymatischem Aktivitatsnachweis zu bestatigen. Bei Patient 1 und 2 ist die
Enzymaktivitat extrem niedrig, Patient 3 zeigt dagegen etwas Restaktivitat. Bei
letztgenanntem handelt es sich somit hdchst wahrscheinlich um eine milde
Variante von Morquio-A. Die Eltern von Patient 1 und 2 haben jeweils eine
Aktivitat im niedrigen Normbereich. Patient 4 (Morquio-B) zeigt eine deutlich
erniedrigte R-Galactosidase- Aktivitat. Seine Eltern haben trotz niedriger
Enzymaktivitaten keine klinischen Symptome und damit einen heterozygoten
Genotyp. Auffallig ist hierbei der intermediare Enzymmangel des heterozygoten
im Vergleich zum homozygoten Patienten mit dem Unterschied einer
Zehnerpotenz. Die von uns erweiterten und modifizierten Enzymtests sind mit
verhaltnismalig geringem Aufwand durchflihrbar. Zur Diagnosestellung reicht

eine Hautbiopsie, bzw. eine vendse Blutentnahme aus.
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