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1 Thema: Untersuchung molekularer Mechanismen der
Krankheitsentstehung und Evaluation von (Bio)Markern
zum besseren Verstandnis der phanotypischen
Variabilitat angeborener Stoffwechselerkrankungen

1.1 Einflihrung in das Thema

Angeborene Stoffwechselerkrankungen sind seltene, meist monogenetisch vererbte Erkrankungen,
die alle Stoffwechselvorgdange des Korpers betreffen kénnen. Sie sind durch groRRe klinische Variabilitat
ihrer Symptome wie auch biochemische Heterogenitat gekennzeichnet (Saudubray und Mochel 2018).
Die Ursachen dieser phanotypischen Variabilitdt sind unzureichend verstanden. Zugrundeliegende sind
zum einen Unterschiede in der Expression des betroffenen Proteins in Abhadngigkeit genetischer
Faktoren (Saudubray und Mochel 2018). Phanotypische Variabilitdt ist aber auch bei gleicher
Proteinexpression zu finden, was einen Einfluss von Umweltfaktoren, ontogenetischen Aspekten und
dem Alter vermuten lasst (Saudubray und Mochel 2018). Hinzu kommen Unterschiede in
Therapiezielen und/oder der Compliance der Patienten, die dasklinische Outcome und damit auch den
Phdnotyp mit beeinflussen (Bick et al. 1993; Cleary et al. 1995; Mayorandan et al. 2014).

Ein besseres Verstandnis der phanotypischen Variabilitat und der zugrundeliegenden Pathogenese ist
von entscheidender Bedeutung, um (I) neue Therapiestrategien flr bislang nicht oder nur
unzureichend behandelbare Erkrankungen zu entwickeln und (lI) die Einleitung langfristiger, oft
belastender Therapien bei Krankheiten, die durch ein erweitertes Neugeborenenscreening erkannt
werden oder bei mildem Phanotypen erst im Erwachsenenalter manifest werden, abzuwagenund zu
personalisieren (Saudubray und Mochel 2018; Weiss et al. 2020; Schiergens et al. 2021).

Hierflr ist zum einen die Entschlisselung molekularer Mechanismen der Krankheitsentstehung und
deren Beeintrachtigung durch das Vorliegen von pathogenen Varianten erforderlich. Da die
Beziehungen zwischen Genotyp und Phdnotyp sich oft aus verschiedenen pathobiologischen
Prozessen ergeben, die in einem komplexen Netzwerk aus Genregulation, Proteininteraktion und
Metabolitenfluss interagieren (Vidal, Cusick, und Barabasi 2011), ricken Konzepte der
Netzwerkmedizin zunehmendin den Fokus (Barabasi, Gulbahce, und Loscalzo 2011; Mosca et al. 2015).
Die Analyse von Protein-Protein Interaktionen (PPI) ist hierbei fiir ein umfassendes Verstandnis der
zellularen Prozesse von zentraler Bedeutung.

Zum anderen braucht es einfach verfiigbare in vivo Marker, um das Ausmaf des klinischen Phanotyps
an grofleren Kohorten zu erfassen und im Verlauf zu beobachten. Ein expliziter Bedarf besteht hier in
der Erkennung, Erfassung und dem Monitoring von Neuropathologien bei Stoffwechselerkrankungen
mit Beteiligung des zentralen Nervensystems (ZNS).

1.2 Zielsetzung

Ziel der vorliegenden Habilitationsarbeit war es, (I) mit modernen Technologien in einem
Netzwerkmedizinansatz basierend auf der Untersuchung von PPl die molekularen Mechanismen der
Krankheitsentstehung bei angeborenen Stoffwechselerkrankungen am Beispiel der PEX26-Defizienz
und der x-chromosomal vererbten Adrenoleukodystrophie zu untersuchen, und (I1) Marker zu
evaluieren, die zum Verstandnis und Monitoring von ZNS-Symptomen bei Patienten mit angeborenen
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Stoffwechselerkrankungen am Beispiel der Phenylketonurie und klassischen Galaktosamie beitragen
kdnnen.

1.3 Teil (1): Untersuchung von PPI-Netzwerken zum besseren Verstandnis
molekularer Mechanismen der Krankheitsentstehung bei angeborenen
Stoffwechselerkrankungen

1.3.1 Etablierung von iBRET (automatisierter, informatikgestutzter
Biolumineszenz-Resonanzenergietransfer)

Biolumineszenz-Resonanzenergietransfer (BRET) ist eine biophysikalische Technik zur Analyse von
bindren PPl in der lebenden Zelle (Gersting, Lotz-Havla, und Muntau 2012). Die zu untersuchenden
Proteine werden jeweils mit einem lumineszenten Donor- und mit einem fluoreszenten
Akzeptorprotein markiert. Bei der physikalischen Interaktion zweier Proteine wird, abhangig von der
GroRe der Proteine, der sterischen Anordnung der Markerproteine und dem Vorhandensein weiterer
Interaktionspartner, eine rdumliche Nahe der beiden Markerproteine hergestellt. Befinden sich die
Markerproteine innerhalb des Forsterradius (100 A), so kann bei Anregung des Donorproteins die
Energie in einem strahlungslosen Ubergang auf das Akzeptorprotein (ibertragen werden
(Resonanzenergietransfer). Das Donorprotein emittiert durch Substratumsatz Licht (Biolumineszenz),
das Akzeptorprotein emittiert Licht nur nach erfolgtem Resonanzenergietransfer. Die Lichtmenge
ausgehend von Donor- und Akzeptorprotein wird detektiert. Durch Variation des Verhéltnisses von
Akzeptor- zu Donorprotein lassen sich BRET-Titrationskurven untersuchen, die eine Aussage lber die
Konformation der Interaktion sowie Uber die Affinitat der beiden Interaktionspartner zueinander
ermoglichen (Mercier et al. 2002; James et al. 2006).

Zusammenfassungder Ergebnisse und Diskussion

Die BRET-Methode wurde etabliert und fiir die zuverldssige Detektion von PPl in der lebenden Zelle in
hoherem Durchsatz weiterentwickelt und automatisiert. Hierzu wurden fiir den Hochdurchsatz
geeignete Techniken (rekombinantes Klonen, Multi-Well-Elektroporation), ein automatisierter in-vivo-
BRET-PPI-Assay, als auch bioinformatische Abldufe (Informatik-basiertes BRET, iBRET) in einen
gemeinsamen Prozess integriert. Mit Hilfe eines Goldstandard-Referenzdatensatzes aus bekannten PPI
und zuféllig gezogenen Proteinpaaren haben wir den iBRET-Prozess validiert und die Effizienz
charakterisiert. Mit einer Prazision von 86%, einer Sensitivitdt von 72% und einer Spezifitdt von 12%
zeigte iBRET im Vergleich zu anderen Methoden eine hohe Trennscharfe und Sensitivitdt (Stelzl et al.
2005; Rual et al. 2005; Braun et al. 2009). iBRET ermoglichte hierbei die ldentifikation von PPI
héhergradiger Proteinkomplexe (Sensitivitdt 100%), bindrer PPI (Sensitivitat 82%), transienter binarer
PPl (Sensitivitdt 75%) und von Homo- und Heterooligomerisierungen (Sensitivitit 67%/72%).
Hervorzuheben ist, dass sich iBRET hierbei im Besonderen auch zur PPI-ldentifikation von
Membranproteinen eignet (Sensitivitat 79%).

Lotz-Havla AS* Woidy M* Guder P* Friedel CC, Klingbeil IM, Bulau AM, Schultze A, Dahmen |, Noll-Puchta H, Kemp S,
Erdmann R, Zimmer R, Muntau AC, Gersting SW. iBRET screen of the ABCD1 peroxisomal network and mutation -induced
network perturbations.JProteom Research. 2021,20(9):4366-4380. *These authors contributed equally to this work. |F 5,370



1.3.2 Anwendung von iBRET zur Untersuchung molekularer Mechanismen
der Krankheitsentstehung bei angeborenen Stoffwechselerkrankungen

1.3.2.1 Anwendung von iBRET zu Untersuchung molekularer Mechanismen der
Krankheitsentstehung bei PEX26-Defizienz

Storungen der peroxisomalen Biogenese sind angeborene, schwerwiegende, bislang nicht
behandelbare Erkrankungen, die durch Defekte der an der peroxisomalen Biogenese beteiligten
Proteine (Peroxine) verursacht werden. Mutationen im Gen fir das peroxisomale Membranprotein
PEX26 (OMIM #608666) fiihren zu einer hohen phanotypischen Variabilitat (vom infausten Zellweger
Syndrom Uber die neonatale Adrenoleukodystrophie zur milden Form des infantilen Refsum-
Syndroms) jedoch bei schwacher Genotyp-Phanotyp Korrelation (Matsumoto et al. 2003; Fuijiki et al.
2020). Die urspriinglich belegte Funktion von PEX26 beschreibt eine Rolle als Membrananker fiir den
PEX1-PEX6-Komplex, der als Teil der Export-Maschinerie des Importomers wesentlich am Import
peroxisomaler Matrixproteine beteiligt ist (Matsumoto, Tamura, und Fujiki 2003). Die Existenz einer
physiologisch relevanten und komplementationsfahigen Splice-Variante im endoplasmatischen
Retikulum (Weller et al. 2005), die erhaltene Komplementationsfahigkeit bei experimenteller
Fehllokalisation von PEX26 in das Mitochondrium (Weller et al. 2005) und die o.g. phdnotypische
Variabilitat fihrten jedoch zur Hypothese einer weitaus komplexeren Funktion von PEX26.

Zusammenfassungder Ergebnisse und Diskussion

Mit unserer iBRET Technologie in Kombination mit bioinformatischen Netzwerkanalysen und
funktionellen Untersuchungen konnten wir in einem Screen gegen eine peroxisomale
Plasmiddatenbank (N = 90, 88% aller Proteine mit peroxisomale Annotation (Schluter et al. 2010)) 14
neue PPl von PEX26 mit peroxisomalen Proteinen unterschiedlicher Funktionen identifizieren und
charakterisieren (ABCD1, ABCD3, ACBD5, ALDH3A2, ECH1, FAR1, FIS1, PEX11B, PEX11G, PEX12, PEX1S6,
PEX5, PXMP2, PXMP4) sowie die bekannten PPl von PEX26 bestadtigen (PEX13, PEX14, PEX19, PEX6).
Neben der bislang bekannten Rolle im peroxisomalen Matrixproteinimport (PEX12, PEX13, PEX14,
PEX5, PEX6) zeigte PEX26 eine Verbindung zu Proteinen, die an der Teilung und Proliferation von
Peroxisomen (PEX11B, PEX11G, FIS1), am peroxisomalen Fettstoffwechsel (ALDH3A2, ECH1, FAR],
ABCD1, ABCD3, ACBDS5) sowie der peroxisomalen Membranorganisation (PEX16, PEX19, PXMP2)
beteiligt sind.

Zudem konnten wir zeigen, dass PEX26 und seine Splice-Variante homo- und heterooligomerisieren
und dass dies Einfluss auf peroxisomale Funktionen (B-Oxidation, Proliferation) hat. Die Analyse des
Einflusses pathogener Varianten in PEX26 auf das PEX26 PPI-Netzwerk erbrachte eine signifikante
Korrelation zwischen der Anzahl beeintrachtigter PPI (,,edgetic pertubations”) und dem biochemischen
Phdnotyp der bislang bekannten Funktion von PEX26 (Matrixprotein-Import). Diese Ergebnisse
erweitern das Wissen Uber die funktionelle Rolle von PEX26, verfeinern die Genotyp-Phanotyp-
Korrelation, und tragen somit zu einem besseren Verstindnis zugrundeliegender
Krankheitsmechanismen bei.

Lotz-Havla AS, Woidy M, Guder P, Schmiesing J, Erdmann R, Waterham HR, Muntau AC, Gersting SW. Edgetic pertubations
contribute to phenotypic variability in PEX26 deficiency. Front Genet. 2021,;12:726174. IF 4,599

Guder P*, Lotz-Havla AS* Woidy M, Reifs DD, Danecka MK, Schatz UA, Becker M, Ensenauer R, Pagel P, Biittner L, Muntau
AC, Gersting SW. Isoform-specific domain organization determines conformation and function of the peroxisomal biogenesis
factor PEX26. Biochim Biophys Acta Mol Cell Res. 2019;1866(3):518-531. *These authors contributed equally to this work. [F
4,105



1.3.2.2 Anwendung von iBRET zu Untersuchung molekularer Mechanismen der
Krankheitsentstehung bei x-chromosomal vererbter Adrenoleukodystrophie

Eine weitere peroxisomale Erkrankungen mit einer besonders ausgepragten phanotypischen
Variabilitat selbst bei gleichem Genotyp ist die x-chromosomal vererbte Adrenoleukodystrophie (X-
ALD, OMIM #300100), verursacht durch pathogene Varianten im ABCD1 Gen, dass fir den
peroxisomalen Fettsduretransporter ALDP kodiert (Gartner et al. 1998; Moser, Mahmood, und
Raymond 2007; Kemp, Berger, und Aubourg 2012; Schluter et al. 2018). Das klinische Krankheitsbild
der X-ALD reicht von der schweren kindlichen zerebralen Form (cALD) mit todlich fortschreitender
Demyelinisierung, Uber die chronisch progressiven Adrenomyeloneuropathie (AMN) im
Erwachsenenalter und Nebenniereninsuffizienz ohne neurologische Symptome bis hin zu
asymptomatischen Personen (Engelen et al. 2012). Die Pathogenese der X-ALD ist weiterhin nicht
geklart, denn der Verlust der bekannten biologischen Funktion von ALDP mit Akkumulation
Uberlangkettiger Fettsduren (Wiesinger et al. 2013) allein reicht nicht aus, um den Beginn der
Demyelinisierung und das breite Spektrum der Schwere der Erkrankung bei X-ALD zu erklaren (Singh
und Pujol 2010; Ma et al. 2021). Der Mangel an tiefgreifendem Verstdandnis der Pathophysiologie der
Krankheit behindert die Entwicklung erforderlicher neuer Therapieansidtze (Ma et al. 2021). Neben
einer symptomatischen Therapie der Nebenniereninsuffizienz steht bislang nur fir die cALD eine
Therapie zur Verfiigung. Knochenmarktransplantation und Gentherapie mit hdmatopoetischen
Stammzellen zur Behandlung der cALD sind aber nur wirksam, wenn sie in einem frilhen Stadium des
Auftretens von cALD durchgefiihrt werden (Engelen et al. 2012).

Zusammenfassungder Ergebnisse und Diskussion

Mit iBRET konnten wir zur ldentifikation eines zytosolischen, mit dem Peroxisom assoziierten
Multiproteinkomplexes von ALDP beitragen, der an der Fettsdauresynthese (ACLY, FASN und ACC) und
der Fettsdureaktivierung (FATP4) beteiligt ist.

Hillebrand M, Gersting SW, Lotz-Havla AS, Schdfer A, Rosewich H, Valerius O, Muntau AC, Gdrtner J. Identification of a new
fatty acid synthesis-transport machinery at the peroxisomal membrane. J Biol Chem. 2012;287(1):210-221. IF4,651

Zudem fuhrten wir einen sequenziellen PPl Screen (iBRET, BiFC, LUMIER) von ALDP und einer Vielzahl
aller bekannten peroxisomalen Proteine (N = 96) durch. Hierbei konnten wir 9 bislang nicht bekannte
PPl von ALDP unterschiedlicher Konfidenz identifizieren (mit ALDH3A2, DAO, ECI2, FAR1, PEX10,
PEX13, PEX5, PXMP2, PIPOX). Neben der bislang bekannten Rolle von ALDP am Import Gberlangkettiger
Fettsduren in das Peroxiom, zeigt sich durch die neu identifizierten PPI-Partner eine Assoziation zu
peroxisomalen Stoffwechselprozessen, mit denen ALDP bislang nicht direkt in Verbindung gebracht
wurde (ECI2 und ALDH3A2; Fettsaure- und PUFA Synthese, FAR1; Regulation der Acyl-CoA/CoA-ratio
und Plasmalogen Synthese, FAR1 und PEX5; Zusammenspiel von Lipidtropfen und Peroxisomen).
Missense-Varianten in ABCD1 fihrten zu Verdnderungen des ALP-PPI-Netzwerkes. Diese Erkenntnisse
liefern mechanistische Einblicke in die Pathophysiologie von X-ALD und konnten die ldentifizierung
neuer Krankheitsmodifikatoren fordern.

Lotz-Havla AS* Woidy M* Guder P* Friedel CC, Klingbeil IM, Bulau AM, Schultze A, Dahmen |, Noll-Puchta H, Kemp S,
Erdmann R, Zimmer R, Muntau AC, Gersting SW. iBRET screen of the ABCD1 peroxisomal network and mutation -induced
network perturbations.JProteom Research. 2021,;20(9):4366-4380. *These authors contributed equally to this work. |F 5,370



1.3.3 Ubertragbarkeit auf andere Forschungsgebiete

Die von uns etablierte iBRET Technologie konnte im Rahmen mehrerer nationaler und internationaler
Kooperationen zu dem Verstandnis molekularer Mechanismen auch nicht metabolischer
Erkrankungen beitragen.

Zusammenfassungder Ergebnisse
Der Nachweis eines endogenen Ligand-Rezeptor-Komplexes von Interleukin-37 und dem Interleukin-1
Rezeptor 8 erweitert das Verstandnis intrazellularer anti-inflammatorischer Mechanismen.

Nold-Petry CA, Lo CY, Rudloff |, Elgass KD, Li S, Gantier MP, Lotz-Havla AS, Gersting SW, Cho SX, Lao JC, Ellisdon AM, Rotter B,
Azam T, Mangan NE, Rossello FJ, Whisstock JC, Bufler P, Garlanda C, Mantovani A, Dinarello CA, Nold MF. IL-37 requires the
receptors IL-18Ra and IL-1R8 (SIGIRR) to carry out its multifaceted anti-inflammatory program upon innate signal
transduction. Nat Immunol. 2015;16(4):354-65. |F 19,381

Weiter konnten wir mittels iBRET eine direkte Interaktion zwischen Rad50, einem Sensor fiir DNA-
Schaden, und dem Caspase recruitment domain-containing protein 9 (CARD9), einem Adaptorprotein
des angeborenen Immunsystems, zeigen und damit zum Verstandnis der angeborenen Immunantwort
beitragen.

Roth S, Rottach A, Lotz-Havla AS, Laux V, Muschaweckh A, Gersting SW, Muntau AC, Hopfner KP, Jin L, Vanness K, Petrini JH,
Drexler I, Leonhardt H, Ruland J. Rad50-CARDY interactions link cytosolic DNA sensing to IL-18 production. Nat Immunol.
2014;15(6):538-45. IF 20,004

Der Nachweis einer Homooligomerisierung des Surfactanttransporters ATP-binding cassette sub-
family A member 3 (ABCA3) und die Beeintrachtigung dieser Homooligomerisierung durch pathogene
Varianten weisen auf einen bislang unbekannten Pathomechanismus bei ABCA3 assoziierten
Lungenerkrankungen hin.

Frixel S, Lotz-Havla AS, Kern S, Kaltenborn E, Wittmann T, Gersting SW, MuntauAC, ZarbockR, Griese M. Homooligomerization
of ABCA3 and its functional significance. Int J Mol Med. 2016,38(2):558-66. IF 2,341

Die Identifikation eines Interaktionsnetzwerkesvon Varizella Zoster Virus Proteinen hat Implikationen
fir das Verstandnis von Spaltung und Verkapselung viraler DNA und dem Ausschleusen des viralen
Kapsids aus dem Zellkern.

Vizoso Pinto MG, Pothineni VR, Haase R, Woidy M, Lotz-Havla AS, Gersting SW, Muntau AC, Haas J, Sommer M, Arvin AM,
Baiker A. Varicella zoster virus ORF25 gene product: an essential hub protein linking encapsidation proteins and the nuclear
egress complex. J Proteome Res. 2011;10(12):5374-82. IF5,113

Vizoso Pinto MG, Villegas /M, Peter J, Haase R, Haas J, Lotz AS, Muntau AC, Baiker A. LuMPIS--a modified luminescence-based
mammalian interactome mapping pull-down assay for the investigation of protein-protein interactions encoded by GC-low
ORFs. Proteomics. 2009;9(23):5303-8. IF 4,426

Zudem konnte iBRET zur Detektion eines PPI-Netzwerkes aus a- and y-Secretasen, dem Protease-
aktivierender Rezeptor 2 und dem Interleukin-8 Rezeptor alpha und somit zum Verstdndnis von
Pathomechanismen bei neutrophil dominierten inflammatorischen Erkrankungen beitragen.

Bakele M*, Lotz-Havla AS*, Jakowetz A, Carevic M, Marcos V, Muntau AC, Gersting SW, Hartl D. An interactive network of
elastase, secretases, and PAR-2 protein regulates CXCR1 receptor surface expression on neutrophils. J Biol Chem.
2014,;289(30):20516-25. *These authors contributed equally to this work. IF 4,573



1.4 Teil (I1): Marker zum Verstandnis und Monitoring neuropathologischer
Prozesse bei angeborenen Stoffwechselerkrankungen

Eine Moglichkeit zur Untersuchung neurodegenerativer Prozesse im zentralen Nervensystem (ZNS) ist
die Untersuchung der Netzhaut (London, Benhar, und Schwartz 2013; Chan et al. 2017; Cheung et al.
2019; Moran et al. 2022;). Die optische Kohdrenztomographie (OCT) ist eine nicht-invasive
Untersuchungstechnik der Netzhaut, die es ermoglicht, die verschiedenen Schichten der Netzhaut mit
sehr hoher Auflésung sichtbar zu machen und so die neuronale Integritdt bei neurodegenerativen
Erkrankungen direkt zumessen ( Galetta etal. 2011; Albrecht et al. 2012; Cunha et al. 2016; Moran et
al. 2022;). Die Bewertung der peripapilliren retinalen Nervenfaserschicht (pRNFL), die nicht-
myelinisierte Axone enthalt, und der kombinierten Ganglienzellen- und inneren plexiformen Schicht
(GCIPL), die retinale Ganglienzellenkérper enthilt, wurden als Marker zur Uberwachung des
Krankheitsverlaufs und zur Differentialdiagnostik neurodegenerativer ZNS-Erkrankungen verwendet
(Airen et al. 2020; Xie, Donaldson, und Margolin 2022).

Biomarkerim Blut zur Erkennung neurodegenerativer Prozesse sind das saure Gliafaserprotein (GFAP)
als Marker fir gliale Alterationen (Yang und Wang 2015) und Neurofilament-Leichtketten (NfL) als
Marker fiir neuroaxonale Degeneration (Khalil et al. 2018). Die Untersuchung der GFAP- und NfL-
Konzentrationen im Serum/Plasma ist mit der Simoa® Multiplex Technologie etabliert. In mehreren
Studien konnte gezeigt werden, dass die Bestimmung der GFAP- und NflL-Konzentrationen im
Serum/Plasma zur Erkennung frihester neuropathologischer Veranderungen geeignet ist (Cullen et al.
2020; Abdelhak et al. 2020; Bsteh et al. 2020; Parviziet al. 2021; Gaetanietal. 2021)

1.4.1 Marker zum Monitoring neuropathologischer Prozesse bei
angeborenen Stoffwechselerkrankungen am Beispiel der
Phenylketonurie

Die Phenylketonurie (PKU; OMIM #261600) ist die hdufigste angeborene Stoffwechselstérung. Bleibt
sie unbehandelt, flhrt sie zu einer erheblichen Pathologie der weien Substanz einhergehend mit einer
geistigen Behinderung, zum Teil epileptischen Anfallen und vielfaltigen neurologischen Auffilligkeiten
(Paine 1957). Der schwere neurologische Phdnotyp der PKU konnte durch die Einflihrung des
Neugeborenenscreenings verhindert werden, daseine friihzeitige Einleitung einer Erndhrungstherapie
(Koch et al. 2002; Enns et al. 2010) und/oder Kofaktorbehandlung mit BH, (Kuvan®; sapropterin
dihydrochloride) ermoglicht (early treated phenylketonuria, ETPKU) (Muntau et al. 2002; Blau, van
Spronsen, und Levy 2010; Keil et al. 2013; Muntauet al. 2017; Muntauet al. 2021). In mehreren Studien
wurden aber auch bei friih und kontinuierlich behandelten Patienten verminderte kognitive
Funktionen, neuropsychiatrische Symptome und Pathologie der weiRen Substanz des ZNS sowie eine
vermehrte Hirnatrophie gezeigt (Leuzzi et al. 1993; Moyle et al. 2007; Anderson und Leuzzi2010; ten
Hoedt et al. 2011; Mastrangeloet al. 2015; Hood et al. 2015; Wesonga et al. 2016; Bilder et al. 2017,
Hawks et al. 2019; Ashe et al. 2019; Borges et al. 2021; Ferreira et al. 2021; Pilotto et al. 2021).
AulRerdem wurde vermutet, dass ETPKU-Patienten anfilliger fir die Entwicklung klassischer
neurodegenerativer Erkrankungen sind (Pilotto et al. 2019; Borgeset al. 2021; Pilotto et al. 2021). Die
chronischen Auswirkungen der PKU auf das ZNS von Patienten, die frihzeitig und kontinuierlich
behandelt werden, sind nach wie vor nicht ausreichend verstanden (van Wegberg et al. 2017; Burlina
et al. 2019; Borges et al. 2021;), nicht zuletzt deshalb, weil die ersten PKU-Patienten, die von einer
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friihen Behandlung profitierten, erst jetzt das sechste Lebensjahrzehnt erreichen. Bisherige Studien
lassen aber vermuten, dass die phanotypische Variabilitdt im neurokognitiven Outcome auf die
therapeutische Einstellung wahrend der Kindheit, Adoleszenz und/oder dem Erwachsenenalter
zurlickzufiihren ist (Lou et al. 1992; Bick et al. 1993; Kono et al. 2005; Anderson und Leuzzi 2010; White
etal. 2010; Antenor-Dorsey et al. 2013; Peng et al. 2014; Hood et al. 2015). Diese Uberlegungen haben
eine intensive Debatte liber die Behandlungsziele fiir ETPKU aus folgenden Blickwinkeln ausgelost: (i)
Uberbehandlung mit medizinischen, psychologischen, sozialen und wirtschaftlichen Folgen (Burgard
et al. 2017; Trefz et al. 2021) vs. (ii) Unterbehandlung mit moglicherweise nachteiligen klinischen
Folgen (Vockley et al. 2014; van Wegberg et al. 2017).

Ein besseres Verstandnis des neurologischen Verlaufs bei dieser Krankheitspopulation, einschlieRlich
des Beginns der altersbedingten neuronalen Degeneration im Vergleich zu gesunden Personen und
des AusmalRes, in dem die Stoffwechselkontrolle wahrend der gesamten Lebensspanne des Patienten
zum neurologischen Outcome beitragt, ist somit notwendig (Borges et al. 2021). Dies erfordert leicht
zugangliche Biomarker zum Monitoring des neurologischen Krankheitsverlaufs in groBen Kohorten.

Zusammenfassungder Ergebnisse und Diskussion

Wir haben mit OCT und den Biomarkern NfL und GFAP untersucht, ob Patienten mit PKU Hinweise auf
einen progredienten neurodegenerativen Prozess im Vergleich zu gesunden Kontrollen aufweisen und
sich die OCT und die Biomarker NfL und GFAP somit eignen, neuropathologische Prozesse bei
Phenylketonurie zu erkennen.

Unsere Daten zeigen, das PKU Patienten eine retinale neuroaxonale Degeneration und eine Schwellung
der inneren Kernzellschicht der Netzhaut als mégliches Korrelat eines zerebralen intramyelinischen
Odems in Abhingigkeit des Phinotyps, des Alters und der Therapieeinstellung aufweisen.

Lotz-Havla AS, Weif3 K, Schiergens K, Regenauer-Vandewiele S, Parhofer KG, Christmann T, B6hm L, Havla J, Maier EM. Optical
Coherence Tomography to Assess Neurodegeneration in Phenylalanine Hydroxylase Deficiency. Front Neurol.
2021;12:780624. IF4,003

Unsere Analyse der Biomarker im Serumvon ETPKU Patienten erbrachte keine signifikant hoheren NfL-
oder GFAP-Konzentrationen im Vergleich zu der gesunden Kontrollkohorte. Einzelne padiatrische und
erwachsene ETPKU-Patienten wiesen jedoch GFAP-Konzentrationen auf, die (iber dem Bereich der
gesunden Kontrollen lagen und es bestand ein signifikanter Zusammenhang zwischen den GFAP-
Konzentrationen und der Konzentration von Tyrosin im Plasma, einem biochemischen Marker der
Phenylketonurie, sowie dem Volumen der inneren Kernschicht der Netzhaut. Diese Beobachtung passt
zu der Hypothese, dass Verdnderungen in der Konzentration von Dopamin, einem aus Tyrosin
synthetisierten Neurotransmitter, zu der Neuropathologie bei PKU beitragen (Pilotto et al. 2019).

Lotz-Havla AS, Katzdobler S, Nuscher B, Weif8 K, Levin J, Havla J, Maier EM. Serum glial fibrillary acidic protein and
neurofilament light chain in patients with early treated phenylketonuria. Front Neurol. 2022; 13:1011470, IF 4,003

Zusammenfassend ermutigen unsere Ergebnisse multizentrischen Langsschnittstudien zur weiteren
Untersuchung von OCT und Serum-GFAP als erganzendes Instrument zum besseren Verstandnis und
zur Uberwachung des neurologischen Krankheitsverlaufs bei ETPKU. Folgeuntersuchungen an
alternden ETPKU-Patientensind erforderlich, um ein mégliches Potenzial von Serum-NfL als Biomarker
zum Monitoring einer subklinischen Neurodegeneration zu klaren.
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1.4.2 Marker zum Verstandnis neuropathologischer Prozesse bei
angeborenen Stoffwechselerkrankungen am Beispiel der klassischen
Galaktosamie

Trotz des groRen Fortschrittes durch die Einflihrung des Neugeborenenscreening, das fiir die klassische
Galaktosamie (OMIM #230400) seit den 80er Jahren die friihzeitige Einleitung einer Galaktose-
restriktiven Didt ermoglicht und damit die lebensbedrohlichen akuten Folgen der Krankheit verhindert,
entwickeln die meisten betroffenen Patienten eine Beteiligung des ZNS, unabhangig vom Zeitpunkt
des Behandlungsbeginns oder dem Grad der Galaktoserestriktion (Hughes et al. 2009; Kuiper et al.
2019; Welsink-Karssies, Ferdinandusse, et al. 2020; Delnoy, Coelho, und Rubio-Gozalbo 2021). Die
Patienten zeigen lebensbeeintrdchtigende kognitive Schwierigkeiten, Sprach- und Sprechstérungen
einschliefllich Sprechapraxie oder verbaler Dyspraxie, Verzégerungen in der sozialen Entwicklung und
motorische Funktionsstorungen wie abnormer Muskeltonus, Tremor und Ataxie. Das neurokognitive
und neurologische Outcome variiert von normal bis schwer beeintrachtigt, selbst innerhalb von
Familien mit identischem Genotyp (Hughes et al. 2009). Die Pathogenese der ZNS-Beteiligung bei
klassischer Galaktosdamie ist nach wie vor unklar. Es gibt eine anhaltende Debatte dartber, ob die
klassische Galaktosamie eine neurodegenerative Erkrankung ist, die durch eine langfristige Exposition
gegeniber endogener Galaktose, eine schlechte Erndhrungskontrolle, eine Kombination aus beidem
und/oder andere unbestimmte Faktoren verursacht wird (Welsink-Karssies, Schrantee, et al. 2020;
Rossi-Espagnet et al. 2021; Hermans et al. 2022; Randall et al. 2022). Dies steht im Gegensatz zu der
Hypothese, dass die Beteiligung des ZNS bei klassischer Galaktosamie auf Entwicklungsstérungen
zurlickzufiihren ist, die bereits in utero beginnen (Ahtam et al. 2020; Fridovich-Keil und Berry 2022).
Die Frage, ob es sich bei der ZNS-Beteiligung bei klassischer Galaktosdmie um einen fortschreitenden
neurodegenerativen Prozess oder um eine frih in der Hirnentwicklung auftretende Schadigung
handelt, ist fir die Entwicklung neuer Behandlungsstrategienvon entscheidender Bedeutung. Bislang
zielen alle potenziellen neuen Behandlungsstrategien (Timson 2020; Liguori et al. 2020; Balakrishnan
et al. 2020; Banford et al. 2021; Rasmussen, Daenzer, und Fridovich-Keil 2021; Delnoy et al. 2022;
Daenzer et al. 2022; Brophy et al. 2022) darauf ab, die postnatalen Auswirkungen der Krankheit zu
beeinflussen. Folglich werden Langzeitfolgen, die moglicherweise auf pranatale Hirnschaden
zurlickzufiihren sind, nicht bericksichtigt.

Insgesamt besteht die Notwendigkeit, die Pathogenese der ZNS-Beteiligung bei friih behandelten
klassischen Galaktosamie-Patienten besser zu verstehen. Dies erfordert weitere kreative
Forschungsansatze, um zuklaren, ob die klassische Galaktosdmie eine neurodegenerative Erkrankung
ist.

Zusammenfassungder Ergebnisse und Diskussion

Wir haben mit OCT untersucht, ob Patienten mit klassischer Galaktosdamie eine neuroaxonale retinale
Degeneration als Surrogat fiir eine generalisierte Neurodegeneration aufweist. Basierend auf den
vorliegenden Daten zeigt sich kein Hinweis auf eine retinale neuroaxonale Degenerationim Vergleich
zu einem gesunden Kontrollkollektiv. Dies stitzt die Hypothese, dass es sich bei der klassischen
Galaktosdamie nicht primar um eine neurodegenerative Erkrankung handelt, sondern vielmehr um eine
Pathologie in der friihen, ggf. pranatalen Hirnentwicklung. Folgend dieser Hypothese kamen die
aktuelle Behandlungsansatze bei klassischer Galaktosamie in Hinblick auf die Beteiligung des zentralen
Nervensystems zu spat, da alle bisherigen neuen Behandlungsstrategien darauf abzielen, die
postnatalen Auswirkungen der Krankheit zu beeinflussen. Interessanterweise korrelierten aber in
unserer Kohorte die Parameter der neuroaxonalen Degeneration mit dem intellektuellen und
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neurologischen Outcome. Angesichts der Bedeutung unserer Hauptaussage ist es daher wichtig zu
betonen, dass wir eine geringe neurodegenerative Komponente in der Pathogenese der ZNS-
Beteiligung bei CG nicht ausschlieRen kénnen. Multizentrische Querschnittsstudien an groReren CG-
Kohorten und Langsschnittuntersuchungen, die den Verlauf der retinalen neuroaxonalen
Degenerationsparameter aufzeigen, konnten eine neurodegenerative Teil-Komponente in der
Pathogenese der ZNS-Beteiligung bei klassischer Galaktosdamie klaren. Zu diesem Zweck schlagen wir
die retinale Bildgebung mittels OCT als ein empfindliches, zuverlassiges, sicheres, wenig belastendes,
kostengiinstiges und einfach zu verwendendes Instrument vor.

Lotz-Havla AS, Christmann T, Parhofer KG, Maier EM, Havla J. Optical Coherence Tomography: Retinal Imaging Contributes
to the Understanding of Brain Pathology in Classical Galactosemia. J. Clin. Med. 2023, 12(5):2030. IF 4,964

1.5 Ausblick

iBRET eignet sich, um durch die Detektion von PPI-Netzwerken und deren Beeintrachtigung durch
pathogene Varianten zum molekularen Verstdndnis von Krankheitsmechanismen beizutragen. In
Zusammenarbeit mit dem Zentrum fir Kinder- und Jugendmedizin am UKE Hamburg (Prof. Dr. med. S.
Gersting, Prof. Dr. med. A. Muntau, Dipl.-Ing. M. Woidy und Dr. med. P. Guder) lduft ein Projekt zur
Entschliisselung der peroxisomalen Interaktoms.

Die OCT-Methodik erweist sich als geeignetes Tool, neuropathologische Prozesse bei angeborenen
Stoffwechselerkrankungen zu untersuchen und damit auch deren Pathogenese besser zu verstehen.
Eine zukinftige Etablierung der OCT, ggf. in Kombination mit der Analyse von GFAP im Serum, als
Verlaufsmarker neurodegenerativer angeborenen Stoffwechselerkrankungen ist weiter zu evaluieren.
Die angestrebte Lehrbefugnis ermdglicht die Etablierung einer Arbeitsgruppe zur Fortsetzung der hier
beschriebenen Projekte. Basierend auf einer angestrebten Drittmittelforderung sollen folgende
Folgeprojekte adressiert werden:

1. Ob und in welchem AusmaR unterscheiden sich die Verdnderungen der neuroaxonalen
Schichten der Netzhaut sowie die Biomarker-Konzentrationen (z.B. GFAP/NfL) alternder PKU-
Patientenim Vergleich zu dem gesunden Alterungsprozess im Langzeitverlauf?

2. Ob und in welchem Ausmal} korrelieren die retinalen Pathologien bei PKU mit klinischen
Scores zur Erfassung von Alterungsprozessen?

3. Welches Therapieziel ist bei PKU im Erwachsenenalter anzustreben? Hierzu ist eine
multizentrische Studie analog zu der von uns durchgefiihrten Studie geplant, die eine retinale
neuroaxonale Degeneration in Abhdngigkeit der Therapieeinstellung an alternden PKU-
Patienten untersuchen soll.

4. Besteht eine mogliche neurodegenerativen Teil-komponente in der Pathogenese von
klassischer Galaktosamie? Eine multizentrische Studie zur Untersuchung einer retinalen
neuroaxonalen Degeneration in Kombination mit den Biomarkern NfL und GFAP in
Kooperation u.a. mit der Universitatsklinik in Basel (Ansprechpartner Dr. med. Puchwein-
Schwepcke) ist in Planung.

5. Ist die OCT zum Monitoring neurodegenerativer Prozesse weiterer angeborener
Stoffwechselerkrankungen geeignet?
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