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1 Einleitung

Der Begriff ,seltene Krankheiten* steht flr Erkrankungen, die eine geringe Pravalenz in der
Bevolkerung aufweisen. GemanR der Definition der Europdaischen Union werden Krankheiten
als selten klassifiziert, wenn sie weniger als 5 von 10.000 Einwohnern betreffen (1). Obwohl
jede einzelne Erkrankung fir sich genommen selten ist, sind weltweit Gber 300 Millionen
Menschen von seltenen Krankheiten betroffen (2). Gegenwartig wurden bereits zwischen
7.000 und 8.000 seltene Krankheiten identifiziert (3), die verschiedene Organsysteme
betreffen kdnnen und eine groRRe klinische und phé&notypische Heterogenitat aufweisen. Trotz
ihrer Vielfalt ist ihnnen gemeinsam, dass sie haufig zu chronischen Verlaufen und erheblichen
gesundheitlichen Beeintrachtigungen fiihren, die oft eine verkirzte Lebenserwartung zur Folge
haben.

Viele der seltenen Erkrankungen manifestieren sich bereits im Kindesalter und kdnnen die
Lebensqualitat der Betroffenen und ihrer Familien stark beeintrachtigen (1, 4). Es wird
geschatzt, dass genetische Ursachen bei mehr als 70 Prozent der seltenen Erkrankungen eine
wesentliche Rolle spielen oder zu ihrer Entstehung beitragen (1). Die genetischen Stérungen
kénnen oft zu einer Vielzahl von Symptomen flhren. Eine Heilung ist nur selten méglich,
wodurch die Betroffenen auf langwierige und oft belastende Behandlungsprozesse
angewiesen sind. Die Behandlung zielt meist darauf ab, Symptome zu lindern und die

Lebensqualitat zu verbessern (5).

1.1 Seltene neurometabolische Erkrankungen

Die Gruppe der neurometabolischen Erkrankungen unter den seltenen Erkrankungen umfasst
zahlreiche Entitaten, deren zugrundeliegende Mechanismen sich durch eine hohe Komplexitét
auszeichnen. Die klassischen Konzepte der angeborenen Stoffwechselstérungen sind zur
Einteilung der vielfaltigen molekularen Pathomechanismen, die neurometabolischen
Erkrankungen zugrunde liegen, hilfreich (Abbildung 1). Sie bilden eine Grundlage fir das
Verstandnis dieser Krankheitsgruppe. Die involvierten Gene umfassen in der Regel Gene, die
fur Enzyme kodieren, welche biochemische Reaktionen katalysieren, sowie Gene, die
Kofaktoren kodieren, welche die Enzyme unterstiitzen. Des Weiteren umfassen sie Gene, die
fur Transmembrantransporter kodieren. Ein Mangel oder das Fehlen der Funktion dieser
Proteine resultiert in einer Akkumulation von Metaboliten vor der Blockade beziehungsweise
einem Mangel an Metaboliten nach der Blockade. Ferner kann es zu einer Bildung neuer
Metabolite kommen. Durch die Akkumulation von Metaboliten, bei denen bestimmte
Zellkompartimente und Gewebe Uberlastet werden, konnen sich Speicherkrankheiten

entwickeln. Ein Beispiel hierfur sind lysosomale Speicherkrankheiten (6). Die Ansammlung
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kann jedoch auch toxische Auswirkungen haben, wie dies etwa bei einer Hyperammonamie
als Folge eines Defekts im Harnstoffzyklus der Fall ist (7). Ein beobachteter Enzymmangel
muss hicht zwangslaufig auf eine Anomalie des Enzyms selbst zuriickzufiihren sein. Auch ein
Defekt des Substrat- oder Enzymtransports zum Ort des Abbaus kann die Ursache sein. Dies
ist am Beispiel der X-chromosomalen Adrenoleukodystrophie zu sehen, bei der der
peroxisomale Transport von sehr langkettigen Fettsduren gestort ist (8). Aber auch eine
Veranderung im Stoffwechsel eines Vitamins, das fur die Synthese eines fir die korrekte
Funktion des Enzyms wesentlichen Kofaktors erforderlich ist, kann eine metabolische Stérung
zur Folge haben. Durch einen Mangel an 5-Methyl-Tetrahydrofolsdure, einem Coenzym, das
als Methyldonor fir die Remethylierung des Homocysteins zu Methionin dient, entsteht

beispielsweise eine Homocysteinamie (9).

Pyrimidines

Purines

Abbildung 1: Hierarchische Darstellung der Internationalen Klassifikation genetisch bedingter
Stoffwechselstérungen aus Ferreira et al. (10): Mittig finden sich die allgemeinen Konzepte, die dann uber
spezifischere Kategorien im mittleren Ring zu den einzelnen Gruppen genetischer Defekte Ubergehen. Die Grol3e
der einzelnen Abschnitte des Diagramms entspricht direkt der Anzahl der Stérungen in der jeweiligen Gruppe.

5



Da die betroffenen Stoffwechselwege in verschiedenen Geweben unterschiedliche Funktionen
erfillen, kénnen die klinischen Symptome in einem oder mehreren Organen auftreten, was die

Komplexitat der Erkrankungsgruppe erhoht.

Aufgrund ihrer Seltenheit und der Vielzahl an klinischen Erscheinungsformen stellt die
Diagnose neurometabolischer Erkrankungen eine Herausforderung dar. Dennoch haben
Fortschritte in der molekularen Diagnostik zu bedeutsamen Verbesserungen im Verstandnis

der molekularen Grundlagen dieser Krankheiten gefihrt.

1.2 Entwicklungen in der molekularen Diagnostik

Um die Ursachen von Krankheiten besser zu verstehen, liegt im Rahmen der medizinischen
Forschung ein Schwerpunkt auf der Identifizierung von Genen, die mit bestimmten
Krankheiten assoziiert sind. Zu Beginn wurden seltene, syndromale Erkrankungen untersucht,
bei denen spezifische Genmutationen fir die jeweilige Krankheit verantwortlich sind.
Anfangliche molekulargenetische Methoden waren Kopplungsanalysen und eine detaillierte
Kartierung innerhalb groRer Familien, um krankheitsverursachende Allele zu identifizieren. Im
Rahmen von Kopplungsanalysen wird nach genetischen Markern gesucht, die gemeinsam mit
einer bestimmten Krankheit vererbt werden. Durch die Analyse der Haufigkeit des Auftretens
eines bestimmten genetischen Markers in betroffenen Familienmitgliedern im Vergleich zu
nicht betroffenen lasst sich zunachst der Ort des krankheitsverursachenden Gens auf dem
Chromosom eingrenzen. Mittels Sanger-Sequenzierung werden dann die Gene innerhalb des
festgelegten Genorts untersucht (11). Dieser Ansatz ist mihsam und zeitaufwendig, war aber
dennoch erfolgreich. So konnten bis zum Jahr 2000 etwa 1.000 der geschéatzten 8.000
monogenen Erbkrankheiten charakterisiert werden (12).

Die  Entschlusselung der menschlichen Genomsequenz im Rahmen des
Humangenomprojektes im Jahr 2003 (13) legte den Grundstein fir umfassende genetische
Untersuchungen. Seitdem hat die molekulare Diagnostik, die mit traditionellen DNA-
Sequenzierungsmethoden wie der Sanger-Sequenzierung begann, eine bemerkenswerte
Weiterentwicklung erfahren. Ein wesentlicher Fortschritt war die Einfihrung von Mikroarrays,
welche eine parallele Analyse einer Vielzahl von Genen oder DNA-Sequenzen ermoglichte.
Die Funktionsweise dieser Technologie basiert auf der Hybridisierung von DNA-Proben mit
auf einem Chip immobilisierten DNA-Sonden. Dadurch werden die Erstellung von
Genexpressionsprofilen, die Durchfiihrung von Genotypisierungen sowie die Identifizierung
genetischer Varianten bei verschiedenen Krankheiten erméglicht (14). Die Anwendung dieser
Methoden hat dazu gefuhrt, dass bei bis zu 50 % der Patienten mit monogenetischen

Erkrankungen eine Diagnose gestellt werden konnte (15).



Die Einfuhrung des Next-Generation-Sequencing (NGS) ermdglichte die hochparallele
Sequenzierung von Millionen bis Milliarden von DNA-Fragmenten gleichzeitig. Diese
Technologie erlaubt eine schnelle und umfassende Analyse grof3er genomischer Regionen
oder sogar des gesamten Genoms. Dies fiihrte nicht nur zu einer signifikanten Beschleunigung
und Verbesserung der Genauigkeit genetischer Analysen, sondern auch zu einer Erweiterung
der Moglichkeiten, komplexe genetische Ursachen von Krankheiten zu erforschen und prazise

Diagnosen zu stellen (16).

1.3 Einsatz von Next-Generation-Sequencing-Technologien bei seltenen

Erkrankungen

Insbesondere bei den seltenen Erkrankungen hat die NGS-Technologie zu einer
grundlegenden Veranderung der molekularen Diagnostik gefuhrt. Der Einsatz von NGS
ermdglichte je nach Erkrankungsgruppe bei etwa 25-50 % der Patienten mit unklarer
Diagnose die Stellung einer Diagnose inklusive der Entdeckung neuer erkrankungsassoziierter
Gene (17). Die Entdeckungen fuihrten zu einem vertieften Verstéandnis der pathogenetischen
Mechanismen, welche diesen komplexen Erkrankungen zugrunde liegen. Dies bildet die
Grundlage fuir die Entwicklung zielgerichteter Behandlungsstrategien.

Zweifelsohne hat der Einsatz von NGS die Detektion von krankheitsverursachenden Varianten
erheblich verbessert und beschleunigt. Dennoch kann die Interpretation der Ergebnisse eine
Herausforderung darstellen, inshesondere, wenn es sich um zuvor nicht in Zusammenhang

mit der Erkrankung beschriebene Gene handelt und die Erkrankung selten vorkommt.



2 Zielsetzung und Bedeutung der Arbeiten fiir das Fachgebiet

Das vorliegende Habilitationsprojekt hatte zum Ziel, die molekularen Grundlagen
neurometabolischer Stérungen besser zu verstehen und genetische Ursachen durch den
Einsatz von NGS-Technologien bei Patienten mit bisher ungeklarten Krankheitsursachen zu
identifizieren. Neben einer Beschleunigung des diagnostischen Prozesses soll die
Charakterisierung der zugrunde liegenden Pathomechanismen langfristig zu einer

Entwicklung spezifischer Therapieansatze beitragen.

Im Rahmen des Projekts wurden Exomsequenzierungen durchgefihrt, um seltene genetische
Varianten zu identifizieren und ihre potenzielle Pathogenitat zu bewerten (Abbildung 2). Der
Bewertung von im Rahmen der Exomsequenzierung gefundenen potenziell
krankheitsverursachenden Varianten kam hierbei eine besondere Bedeutung zu. Dabei wurde
ein mehrstufiger Ansatz verfolgt, der sowohl die Filterung genetischer Varianten nach

Haufigkeit als auch die funktionelle Analyse in Patientenzellen umfasste.

19\? Patient mit
unklarer
Diagnose Suche nach weiteren
Patienten

« Intene Datenbanken
* Intemationale

Datenbanken
« Forschungsnetzwerke
« Wissenschaftliche

Konferenzen

,§ Exomdiagnostik
Diagnose weiter
unklar

Bioinformatische Aufbereitung
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(Bewertung der Pathogenitét) ) .
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Abbildung 2: Vorgehen bei Patienten mit unklarer Diagnose: Bei einem Patienten, bei dem die Diagnose noch
nicht abschlieBend geklart werden konnte, wird zur weiteren Abklarung eine Exomdiagnostik veranlasst. Hierbei
erfolgt nach bioinformatischer Aufbereitung der Daten und Filterung nach Haufigkeit der detektierten genetischen
Varianten in der Allgemeinbevélkerung eine Interpretation der verbliebenen Varianten im Hinblick auf ihre
Pathogenitat. Im Falle einer eindeutigen diagnostischen Zuordnung der Varianten wird die Diagnose als gesichert
betrachtet. Alternativ kann die Bewertung auch keinen richtungsweisenden Befund ergeben, sodass die Diagnose
weiterhin als unklar zu betrachten ist. Als dritte Mdglichkeit besteht die Einstufung von Varianten als potentiell
krankheitsverursachend, was zu einer diagnostischen Unsicherheit fihrt. Im Falle einer unsicheren Diagnose erfolgt
eine Suche nach weiteren Patienten, die einen &hnlichen Phanotyp zeigen und Mutationen im gleichen Gen
aufweisen, insbesondere bei Varianten in einem bisher nicht mit dem Phanotyp assoziierten Gen. Ferner kénnen
bei potenziell krankheitsverursachenden Varianten funktionelle Analysen dazu dienen, die Diagnose zu sichern
oder zu verwerfen. Die finale Diagnoseentscheidung basiert auf den Resultaten der funktionellen Analysen sowie
der Suche nach weiteren Patienten. Der Fall wird entweder als diagnostisch gesichert oder als weiterhin unklar
betrachtet.



Die Identifizierung neuer genetischer Ursachen fur die Erkrankungsgruppe der
neurometabolischen Erkrankungen sowie die Erweiterung des Kklinischen Spektrums

bekannter Defekte stellen wesentliche Ergebnisse des Projektes dar.

Erstmalig konnten Mutationen in ADPRHL2 als ursachlich fiir eine im Kindesalter beginnende
neurodegenerative Erkrankung sowie Mutationen in NAXE als kausal fUr eine friih beginnende
Enzephalopathie beschrieben werden. Die Bedeutung einer gestérten Homoostase der
reaktiven Sauerstoffspezies im Rahmen von neurometabolischen Erkrankungen zeigte sich
an einer Funktionsstdrung von Thioredoxin 2. Durch den Nachweis von Mutationen in DHTKD1
bei der 2-Aminoadipin-2-Oxo-Adipin-Azidurie konnte die Funktion von DHTKD1 im
Lysinstoffwechsel geklart werden. Ferner konnte die Bedeutung des Orphan-Gens C20o0rf72
bei der mtDNA-Replikation gezeigt werden.

Der zweite Projektteil verfolgte das Ziel, das klinische Verstandnis bekannter
neurometabolischer Erkrankungen zu vertiefen. Aufgrund der geringen Anzahl an
Fallberichten zu diesen seltenen Erkrankungen ermdglichte die Beschreibung weiterer
Individuen mit der jeweiligen Erkrankung eine Erweiterung des phanotypischen Spektrums.
Daruber hinaus fuhrten die Beschreibung neuer krankheitsassoziierter Varianten im zugrunde
liegenden Gen sowie funktionelle Analysen zu einer Verbesserung des Verstandnisses dieser
komplexen Erkrankungen. Die dargestellten Forschungsarbeiten befassen sich mit
genetischen Defekten mitochondrialer Erkrankungen, der EARS2- und der MTFMT-Defizienz,
welche zu einer kombinierten Stérung der oxidativen Phosphorylierung fihren. Des Weiteren
werden das klinische Bild sowie die funktionellen Konsequenzen der Coenzym-Q10-Defizienz
bei Mutationen in COQ9 und COQ4 beschrieben. Diese Arbeiten tragen zu einer Optimierung
der Patientenversorgung bei, indem potenziell involvierte Organsysteme hinsichtlich ihrer
Funktionalitat regelmaRig evaluiert werden kénnen, um bei Bedarf zeitnah intervenieren zu

kdnnen.



3 Teilprojekte

Wie erwahnt, resultieren neurometabolische Stérungen im Allgemeinen aus Mutationen in
Genen, die fur Enzyme, Transportproteine oder Kofaktoren kodieren, welche an zentralen
Stoffwechselwegen in der Zelle beteiligt sind. Eine direkte oder indirekte Anreicherung
toxischer Metabolite oder ein Mangel essenzieller Verbindungen beeintrachtigt die normale
neuronale Funktion. Klinisch kdnnen sie zu einer Vielzahl von verschiedenen Manifestationen
fuhren. Durch den Einsatz von NGS-Technologien in Kombination mit funktionellen Analysen
konnten neue genetische Ursachen fir diese Gruppe von Krankheiten identifiziert und das
klinische Spektrum bekannter Defekte ausgeweitet werden.

3.1 Charakterisierung neuer genetischer Ursachen von neurometabolischen

Erkrankungen

Im Folgenden werden die Arbeiten vorgestellt, in denen neue krankheitsassoziierte Gene
beschrieben wurden, die in Zusammenhang mit neurometabolischen Erkrankungen im
Kindesalter stehen. Die Studien bieten Einblicke in die genetischen Grundlagen von
komplexen neurometabolischen Stérungen. Die ldentifikation und Charakterisierung neuer
Gene, welche mit den Erkrankungen in Verbindung stehen, hat ein tieferes Verstandnis der

zugrundeliegenden molekularen Mechanismen ermdéglicht.

3.1.1 Stérung der ADP-Ribosylierung

Innerhalb der Zelle existieren diverse Mechanismen, welche der funktionellen Regulierung von
Proteinen dienen. Einer hiervon ist die ADP-Ribosylierung. Im Rahmen dieser reversiblen
posttranslationalen Modifikation erfolgt ein Transfer von ADP-Ribose von Nicotinamid-Adenin-
Dinukleotid (NAD*) auf das Zielprotein durch ADP-Ribosyltransferasen. Die Ribosylierung
spielt eine wesentliche Rolle bei der Regulierung zellularer Schlisselprozesse wie der
Transkription, der DNA-Reparatur, der Translation und der Apoptose. Eine persistente ADP-
Ribosylierung resultiert in einer Akkumulation von Poly-ADP-Ribose (PAR) innerhalb der Zelle,
was letztlich zum Zelltod fuihrt (Abbildung 3). Folglich muss die ADP-Ribosylierung reversibel

sein. ADP-Ribosylhydrolasen sind in der Lage, diese Reaktion umzukehren (18).
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Abbildung 3: Schematische Darstellung des Zelltods durch Poly-ADP-Ribosylierung basierend auf Mashimo
et al. (19): Schaden in der DNA fuhren zu einer Aktivierung von PARP1 und darlber zu einer Poly-ADP-
Ribosylierung von PARP1 selbst und anderen Akzeptorproteinen im Zellkern. PARG dient neben ARH3 als
Ribosylhydrolase und hydrolysiert PAR, um freie kleine PAR-Molekile zu erzeugen, wodurch diese in das
Zytoplasma und die Mitochondrien verlagert werden kdnnen. In der Mitochondrienmembran verankert ist AlF, an
welches sich das PAR bindet und es in das Zytoplasma freisetzt. Von dort wird AIF Uber ein
Kernlokalisierungssignal in den Zellkern verlagert, wo es Nukleasen rekrutiert mit der Folge einer Fragmentierung
der DNA.

Ein Anstieg der intrazellularen Poly-ADP-Ribose wurde bei verschiedenen neurologischen
Erkrankungen als ein Mechanismus der Pathogenese beschrieben, so beispielsweise bei der
seltenen autosomal-rezessiv vererbten spinozerebellaren Ataxie 26 (20), aber auch bei
weiteren, haufigeren neurologischen Stérungen wie der Alzheimer-Krankheit (21), der

Parkinson-Krankheit und der amyotrophen Lateralsklerose (22).

ADPRHL2 - CONDSIAS - Neurodegeneration, childhood-onset, stress-induced, with

variable ataxia and seizures

Danhauser K, Alhaddad B, Makowski C, Piekutowska-Abramczuk D, Syrbe S, Gomez-Ospina
N, Manning MA, Kostera-Pruszczyk A, Krahn-Peper C, Berutti R, Kovacs-Nagy R, Gusic M,
Graf E, Laugwitz L, Roblitz M, Wroblewski A, Hartmann H, Das AM, Biltmann E, Fang F, Xu
M, Schatz UA, Karall D, Zellner H, Haberlandt E, Feichtinger RG, Mayr JA, Meitinger T,
Prokisch H, Strom TM, Ploski R, Hoffmann GF, Pronicki M, Bonnen PE, Morlot S, Haack TB.
Bi-allelic ADPRHL2 Mutations Cause Neurodegeneration with Developmental Delay, Ataxia
and Axonal Neuropathy. Am J Hum Genet. 2018 Nov 1;103(5):817-825.

In dieser Arbeit wurde die kausale Bedeutung von Mutationen im ADPRHL2-Gen fir eine
neurodegenerative Erkrankung gezeigt. ADPRHL2 kodiert fiir eine ADP-Ribosylhydrolase und

wirkt auf diese Weise einer Akkumulation von Poly-ADP-Ribose in der Zelle entgegen. Mittels
11



Exomsequenzierung wurden bei sieben Patienten aus funf Familien mit unklarer
neurodegenerativer Erkrankung homozygote Missense-, Frameshift- und Stopp-Mutationen in
dem Gen nachgewiesen. In Zusammenarbeit mit anderen genetischen Zentren wurden
weitere Patienten mit bislang ungeklarter Ursache der neurodegenerativen Erkrankung
gefunden, die ebenfalls Mutationen in diesem Gen aufwiesen. Insgesamt konnten 12

Personen aus acht Familien diagnostiziert werden.
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Abbildung 4: Detektierte pathogene Mutationen in ADPRHL2 aus Danhauser et al. (23): Es sind die
Stammbaume (A) und die Lokalisation der Mutationen im Gen (B) dargestellt. Es konnten funf verschiedene
pathogene Mutationen gefunden werden. Diese lagen bei den Individuen jeweils homozygot vor.

Die autosomal-rezessiv vererbte neurodegenerative Stérung manifestierte sich bereits im
Kindesalter mit Verzégerungen in der Sprach- und psychomotorischen Entwicklung. Etwa die

Halfte der betroffenen Individuen zeigte infektionsassoziierte Episoden von Ataxie oder
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dystoner Haltung. Im Laufe der Erkrankung waren Gangabnormalitaten im Sinne einer Ataxie
oder einer Diplegie bei allen Individuen vorhanden. Weitere Symptome waren epileptische
Anfélle, periphere axonale isolierte motorische oder sensomotorische Neuropathie, faziale
Myoklonien, sowie visuelle Beeintrachtigungen, wie unter anderem Diplopie, Nystagmus,
Strabismus und Ptosis. Die Krankheitsprogression war mit Episoden von erhéhtem Stress, wie
Infektionen assoziiert. Unbehandelt war die Erkrankung bei den beschriebenen Patienten
progredient. Insgesamt starben drei Personen in der Kindheit, wahrend bei funf anderen die

Krankheit bis ins Teenageralter fortschritt.

Im Rahmen der Untersuchung der zellularen Konsequenzen von Mutationen in ADPRHL2
wurden Fibroblastenzellen der Patienten mit Kontrollfibroblastenzellen verglichen. Die
Analysen zeigten, dass die Menge an dem Protein in den Zelllinien der Patienten im Vergleich
zu Kontrollzellen deutlich reduziert war. PARP1 ist die wichtigste Polymerase, die zum
intrazellularen PAR-Pool beitragt (24). Wasserstoffperoxid (H.O2) stimuliert PARP1 Uber
oxidative Schaden an der DNA, was zu einem Anstieg des intrazellularen PAR fuhrt (25). Im
Hinblick auf die Bedeutung von ADPRHL?2 fiir die Umkehrung der Poly(ADP)-Ribosylierung
durch Hydrolyse von PAR zu Mono(ADP)-Ribose wurde untersucht, inwieweit ein Mangel an
ADPRHL2 den H:O-vermittelten Anstieg von PAR fordert. Dies konnte sowohl durch
immunhistochemische Farbungen als auch im Immunoblot nachgewiesen werden. Die
Hypothese, dass die Akkumulation von PAR mit einem erhéhten Zelltod assoziiert ist, wurde
mittels Zellviabilitatstests unter Stressbedingungen in einem Wachstumsmedium mit
niedrigem Glukosegehalt und H.O; in Patientenzellen, mit dem Wildtypgen transduzierten
Patientenzellen und mit Kontrollfibroblasten Uberprift. Insgesamt zeigte sich unter
Stressbedingungen eine signifikant geringere Zellviabilitat in ADPRHL2-mutierten Zelllinien im
Vergleich zu Kontroll- oder mit dem Wildtypgen transduzierten Zellen. Um die Annahme, dass
die Akkumulation von PAR tatsachlich der Mechanismus ist, der fir die erhdhte H,Oo-
Sensitivitdt in ADPRHL2-defizienten Zelllinien verantwortlich ist, weiter zu untermauern,
erfolgte zudem die Behandlung mit einem PARP1-Inhibitor. Die Kultivierung von ADPRHL2-
mutierten Fibroblasten unter Stressbedingungen resultierte bei gleichzeitiger Behandlung mit

einem PARP1-Inhibitor in einer signifikanten Erhéhung der Lebensfahigkeit.

Die Ergebnisse deuten auf eine funktionelle Relevanz der untersuchten ADPRHL2-Varianten
hin und bestatigen, dass eine gestorte Protein-Ribosylierung ein weiterer Signalweg ist, der zu

neurodegenerativen Erkrankungen fuhren kann.

13



3.1.2 Stérung des NAD(P)HX-Reparatursystems

In Zellen dienen verschiedene spezifische Reparaturmechanismen dem Schutz vor der
Akkumulation potenziell schadlicher Stoffwechselzwischenprodukte. In diesem Kontext sind
das Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid (reduzierte Form, NADH; oxidierte Form, NAD") sowie
das Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat (reduzierte Form, NADPH; oxidierte Form,
NADP*) als Redoxaquivalente von entscheidender Bedeutung fiir den Schutz vor reaktiven
Sauerstoffspezies. Aufgrund der Anfélligkeit einer der Doppelbindungen des Nicotinamidrings
in NADH und NADPH fir Hydratationen kommt es in den Zellen zur Bildung von NAD(P)HX.
Hierbei ist eine spontane Reaktion von NAD(P)HX zu zyklischem NAD(P)HX mdglich (26).
Weder NADHX noch NADPHX besitzen die Fahigkeit, als Elektronendonatoren oder
Elektronenakzeptoren zu fungieren. Zudem wurde eine hemmende Wirkung auf mehrere
Dehydrogenasen gezeigt (27), weswegen diese Metaboliten sowohl entbehrlich als auch
toxisch sind. Ein Reparatursystem fir die zyklische Form von NAD(P)HX ist bislang nicht
bekannt. Die Rekonversion der nicht-zyklischen Form von NAD(P)HX zu NAD(P)H erfolgt
durch eine ATP-abhangige Dehydratase. Diese Dehydratase reagiert ausschliel3lich mit dem
S-Epimer von NAD(P)HX (28). Um das R-Epimer zu eliminieren, ist eine spezifische
Epimerase erforderlich, die beim Menschen von NAXE kodiert wird, um die Umwandlung in S-
NAD(P)HX zu katalysieren (Abbildung 5).

Oxidation o
(several X
—— E‘?Dﬁﬁ Epimerase
+—
—_—— Gqp (NAXE)
Reduct 4 0
educ I.DI1 .-0004 'Ig’,(}

[savaral enzymes)

Abbildung 5: Schematische Darstellung des NAD/NADH Metabolismus und des NADHX Reparatursystems
aus Kremer et al. (29): NADH kann in der Zelle spontan oder uber die Glyceraldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase
(GAPDH) zu NADHX reagieren. Die S-Form des NADHX wird Uber eine Dehydratase zu NADH rekonvertiert. Zur
Ruckumwandlung der R-Form in NADH muss dieses zunéchst Uber eine Epimerase in die S-Form uberfihrt
werden. Sowohl aus der R- als auch der S-Form kann eine zyklische Form des NADHX entstehen, fur welches
bisher keine Rickumwandlung bekannt ist.
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NAXE - PEBEL - Encephalopathy, progressive, early-onset, with brain edema and/or

leukencephalopathy

Kremer LS*, Danhauser K*, Herebian D*, Petkovic Ramadza D, Piekutowska-Abramczuk D,
Seibt A, Mller-Felber W, Haack TB, Ptoski R, Lohmeier K, Schneider D, Klee D, Rokicki D,
Mayatepek E, Strom TM, Meitinger T, Klopstock T, Pronicka E, Mayr JA, Baric |, Distelmaier
F, Prokisch H. NAXE Mutations Disrupt the Cellular NAD(P)HX Repair System and Cause a
Lethal Neurometabolic Disorder of Early Childhood. Am J Hum Genet. 2016 Oct 6;99(4):894-
902.

Die klinische Bedeutung des NAD(P)HX-Reparatursystems konnte in dieser Arbeit gezeigt
werden. Es wurde in einer Kohorte von Patienten mit mitochondrialen Erkrankungen und noch
ungeklarter Krankheitsursache eine Exomsequenzierung durchgefiihrt. Hierbei wurden bei
drei Individuen seltene biallelische Mutationen in NAXE gefunden. Unter den gefundenen
Varianten bei den Probanden war NAXE das einzige Gen, welches fur ein Protein mit
mitochondrialer Lokalisation kodiert. Wahrend bei einem Patienten eine homozygote Mutation
vorlag, zeigten die anderen compound heterozygote Mutationen als Ausdruck der autosomal
rezessiven Vererbung. Ein vierter Patient wurde unabhangig im Rahmen einer Exomdiagnostik
identifiziert. Es fanden sich insgesamt sechs pathogene Mutationen in NAXE bei sechs
Kindern aus vier Familien (Abbildung 6).
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Abbildung 6: Detektierte pathogene Mutationen in NAXE aus Kremer et al. (29): Es sind die Stammbaume (A)
und die Lokalisationen im Gen (B) dargestellt. Bei den betroffenen Individuen fanden sich biallelische Mutationen
in NAXE. Bei zwei Patienten lagen homozygote Mutationen in Form einer Stopp-Mutation und einer Deletion vor.
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Die anderen zeigten compound heterozygote Mutationen, wobei sich sowohl eine Stopp-, eine Frameshift- als auch
eine Missense-Mutation zeigten.

Klinisch prasentierten sich die Betroffenen mit Ataxie, Kleinhirndédem, spinaler Myelopathie
und Hautveranderungen. Das Laktat war im Liquor aller betroffenen Personen erhoht. Die
Krankheit begann im zweiten Lebensjahr und die klinischen Anzeichen sowie eine
Verschlechterung wurden durch fieberhafte Infektionen ausgel6st. Der Krankheitsverlauf war
rasch progredient und fuhrte bei allen Betroffenen zu Koma, globaler Hirnatrophie und

schlief3lich zum Tod.

Die Auswirkungen der Mutationen wurden an Fibroblasten von drei betroffenen Individuen
untersucht. Hierbei zeigte sich der Proteingehalt an NAXE in den Zellen erheblich reduziert.
Nachdem Mutationen in NAXE, die zu einer gestorten Funktion der Epimerase flhren,
voraussichtlich die NAD(P)HX-Reparatur beeintrachtigen, wurde mittels Massenspektrometrie
untersucht, ob es zu einer Anhaufung der abnormen Metaboliten in den Zellen der Patienten
kommt. Es wurden die Konzentrationen von R-NADHX, S-NADHX, zyklischem NADHX, NAD
und NADH in den Fibroblasten-Zelllinien von zwei betroffenen Personen und in zwei
unabhangigen Kontrollzelllinien bestimmt. In den Fibroblasten von Betroffenen zeigten sich
stark erhohte Konzentrationen des zyklisches NADHX, sowie des Levels an R-NADHX and S-
NADHX als Konsequenz der verminderten NAXE-Proteinaktivitat. Nachdem sich bei allen
Patienten eine Verschlechterung im Rahmen von fieberhaften Infektionen zeigte und die
Entstehung von NADHX unter erhfhten Temperaturen begunstigt ist (26), wurden die Zellen
einem Hitzestress von 40°C ausgesetzt. Auch hierbei ergab sich ein signifikanter Unterschied
im Anstieg der Konzentration des zyklischen NADHX in den Fibroblastenzellen der Patienten
im Vergleich zu den Kontrollfibroblasten. Das toxische zyklische NADHX hemmt nachweislich
verschiedene zellulare NADH-Dehydrogenasen (26, 30), was einen der mdoglichen

Pathomechanismen bei dieser Erkrankung darstellt.

Zusammenfassend lasst die Identifizierung von biallelischen NAXE-Varianten bei funf
Individuen aus vier Familien mit einem auffallend &hnlichen Phanotyp in Kombination mit den
funktionellen Analysen den Schluss zu, dass die NAXE-Varianten mit hoher
Wabhrscheinlichkeit fir diese im Sauglingsalter auftretende Krankheit verantwortlich sind. Die
Erkrankung manifestiert sich durch Ataxie, Kleinhirnddeme, spinale Myelopathie sowie
Hautlasionen. Diese werden durch fieberhafte Infektionen ausgeldst und fiihren innerhalb der

ersten drei Lebensjahre zum Koma und schlief3lich zum Tod.
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3.1.3 Stérung der Homdostase reaktiver Sauerstoffspezies

Die Klasse der reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) umfasst eine Reihe instabiler Molekile,
darunter Wasserstoffperoxid (H-0.), Hydroxylradikale (OH), Singulettsauerstoff (*O,) und
Superoxid (O2). ROS werden in allen Zellen des menschlichen Korpers produziert (31). Sie
spielen eine wesentliche Rolle bei der Abwehr von Krankheitserregern sowie der zellularen
Signaltransduktion. Des Weiteren ist eine schadliche Wirkung dieser reaktiven Partikel auf die
Zellen bekannt, da sie intrazellulare Proteine, Lipide und Nukleinsauren schadigen kénnen.
Ein unzureichendes Detektions- und Eliminationsvermégen fuhrt in der Regel zu einer
Akkumulation dieser reaktiven Spezies, was wiederum mit einer Vielzahl von pathologischen
Prozessen assoziiert wird. Dabei kann eine Dysbalance des Systems zu oxidativem Stress
fuhren, der wiederum mit zahlreichen Krankheiten in Verbindung gebracht wird, darunter auch
mit neurodegenerativen Stérungen (32). Aus diesem Grund unterliegt das Redoxsystem einer
strengen Regulierung, um potenzielle Schaden durch eine Ubermalige ROS-Produktion zu

verhindern.

Der Grofteil der intrazellularen ROS stammt aus der Reduktion von Sauerstoff und resultiert
aus dem mitochondrialen Superoxid. Die Superoxiddismutase ist fir die effiziente
Dismutierung von Superoxid zu Wasserstoffperoxid verantwortlich, wodurch die Mitochondrien
zu einem wichtigen Ort der H.O.-Bildung werden. Die Regulierung des mitochondrialen H2O-
Spiegels spielt eine entscheidende Rolle bei der Vermeidung unspezifischer oxidativer
Schaden dieser Organellen (33). In der mitochondrialen Matrix hat sich im Verlauf der
Evolution eine effiziente enzymatische Maschinerie entwickelt, die den H,O,-Spiegel puffert
(34).

TXN2 - COXPD29 - Combined oxidative phosphorylation deficiency 29

Holzerova E, Danhauser K, Haack TB, Kremer LS, Melcher M, Ingold I, Kobayashi S, Terrile
C, Wolf P, Schaper J, Mayatepek E, Baertling F, Friedmann Angeli JP, Conrad M, Strom TM,
Meitinger T, Prokisch H, Distelmaier F. Human thioredoxin 2 deficiency impairs mitochondrial
redox homeostasis and causes early-onset neurodegeneration. Brain. 2016 Feb;139(Pt
2):346-54.

Neben dem Gluthationweg stellt das Thioredoxinsystem eine zentrale Komponente des
Systems zur mitochondrialen Pufferung von ROS dar (Abbildung 7). Dem Thioredoxin 2
(TXN2) kommt hierbei wichtige Bedeutung bei der Eliminierung des H>O, zu. Ferner ist es an
der Regulierung der Apoptose beteiligt (35). Die Arbeit beschreibt eine homozygote Stopp-

Mutation (c.71G>A, p.Trp24*) in TXNZ2, die bei einem Jugendlichen mit neurodegenerativer
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Erkrankung mit schwerer zerebellarer Atrophie, Epilepsie, Dystonie, optischer Atrophie und

peripherer Neuropathie im Rahmen der Exomdiagnostik detektiert wurde.
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Abbildung 7: Thioredoxinsystem zur Pufferung von ROS innerhalb der mitochondrialen Matrix nach
Holzerova et al. (34): Die Bildung reaktiver Sauerstoffspezies erfolgt durch verschiedene Proteine sowie Komplexe
des oxidativen Phosphorylierungssystems in Form von Superoxid (O2-), welches spontan oder mittels der Mangan-
Superoxid-Dismutase (MNnSOD) zu Wasserstoffperoxid (H202) wird. In den Mitochondrien wird H202 von PRDX3
wahrgenommen und die Oxidation von PRDX3 wird durch TXN2 reduziert. Die Reduktion von TXN2 erfolgt durch
TXNRD2 und NAPDH.

Da es zum Zeitpunkt der Arbeit keine Beschreibung eines Patienten mit Mutationen in TXN2
und neurodegenerativer Erkrankung gab, wurden funktionelle Analysen an Fibroblastenzellen
des Patienten im Vergleich zu Kontrollzellen und mit dem Wildtypgen transduzierten
Patientenzellen durchgefihrt. Die Ergebnisse der Untersuchungen zeigten, dass das TXN2-
Protein in den Fibroblastenzellen des Patienten nicht nachweisbar war. Ferner ergaben sich
eine Erhéhung der reaktiven Sauerstoffspezies, eine Beeintrachtigung der Abwehr gegen
oxidativen Stress und eine Stdrung der oxidativen Phosphorylierung in den mutierten
Fibroblastenzellen. Die Wiederherstellung der TXN2-Expression durch Transduktion des
Wildtypgens fuhrte zu einer Normalisierung aller Parameter, was die kausale Rolle der TXN2-
Mutation bei der Krankheitsentwicklung nahelegt. Durch die Supplementierung mit
Antioxidantien, wie Idebenon, konnte eine effektive Unterdriickung der zellularen Produktion
reaktiver Sauerstoffspezies sowie eine Verbesserung der Lebensfahigkeit der Zellen
beobachtet werden. Um den mdoglichen therapeutischen Nutzen dieser Beobachtung zu
evaluieren, erhielt der Patient eine Therapie mit ldebenon. Wahrend einer kurzen
Nachbeobachtungszeit Uber einige Monate lie3 sich bereits eine Milderung der klinischen

Symptome feststellen.

Die Arbeit Uber einen Patienten mit TXN2-Mangel deutet darauf hin, dass die Homdostase
reaktiver Sauerstoffspezies eine wesentliche Rolle fur die Aufrechterhaltung des menschlichen

Neuronen- und Energiestoffwechsels spielt.
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3.1.4 Storung im Lysinstoffwechsel

Lysin z&hlt zu den essenziellen Aminosauren und ist ein wichtiger Bestandteil verschiedener
physiologischer Prozesse, darunter der Proteinsynthese, der epigenetischen Regulierung
sowie der Produktion wichtiger Metabolite (36). Das Lysin wird in einem komplexen Prozess
in den Zellen abgebaut, der in mehreren, aufeinanderfolgenden Schritten, in den
verschiedenen Kompartimenten der Zelle, wie den Mitochondrien, dem Zytosol und den
Peroxisomen stattfindet (Abbildung 8). Im Rahmen des Abbaus wird das Lysin in bioaktive
Verbindungen umgewandelt. Dies erfolgt hauptséchlich in der Leber und wird Uber den
Saccharopin- und den Pipecolsaure-Stoffwechselweg katalysiert. Beim Menschen wird das
Lysin hauptsachlich Gber den Saccharopinweg abgebaut, wobei Lysin in Acetyl-CoA
umgewandelt wird. Dieses dient anschlieRend im  Tricarbonsdurezyklus der
Energiegewinnung. Uber den Pipecolsaure-Stoffwechselweg erfolgt die Bildung essenzieller
Metabolite wie Pipecolinsaure, welche eine regulatorische Funktion bei der Freisetzung von
Neurotransmittern sowie der Steuerung neurologischer Funktionen innehat. Des Weiteren
entstehen beim Abbau von Lysin Zwischenprodukte, die als Vorlaufer fur die Synthese von
Carnitin dienen. Dieses Molekil spielt eine zentrale Rolle beim Transport von langkettigen
Fettsauren in die Mitochondrien, wo sie schlief3lich zur Beta-Oxidation gelangen (37).

Anomalien des Lysinabbaus koénnen zu verschiedenen Stoffwechselstérungen wie
beispielsweise der Hyperlysindmie und der Glutarazidurie Typ | fiihren. Kennzeichnend fir
diese Erkrankungen sind erhéhte Werte von Lysin und andere Metaboliten im Blut und Urin.
Die entsprechenden Metabolite geben dabei Hinweise auf den zugrunde liegenden
Enzymdefekt. So ist bei der Hyperlysinamie der Abbau des Lysins durch Mutationen in AASS,
das fir die Alpha-Aminoadipat-Semialdehyd-Synthase kodiert, gestoért (38). Der Glutarazidurie
Typ | liegen Mutationen in GCDH, welches fir die Glutaryl-Coenzym A-Dehydrogenase

kodiert, zugrunde (39). Beide Stérungen kénnen zu neurologischen Komplikationen fiihren.
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Abbildung 8: Schematische Darstellung des multikompartimentellen Abbaupfades von L-Lysin aus
Danhauser et al. (40): Der Abbau von L-Lysin erfolgt entweder durch peroxisomale a-Desaminierung (Pipecolat-
Weg) oder durch mitochondriale e-Desaminierung (Saccharopin-Weg). Beide Wege konvergieren in 2-Aminoadipat-
Semialdehyd, das anschlieRend zu 2-Aminoadipat und 2-Oxoadipat metabolisiert wird.

DHTKD1 - AAKAD - Alpha-aminoadipic and alpha-ketoadipic aciduria

Danhauser K*, Sauer SW*, Haack TB*, Wieland T, Staufner C, Graf E, Zschocke J, Strom
TM, Traub T, Okun JG, Meitinger T, Hoffmann GF, Prokisch H, Kdlker S. DHTKD1 Mutations
Cause 2-Aminoadipic and 2-Oxoadipic Aciduria. Am J Hum Genet. 2012 Dec 7;91(6):1082-7.

Die molekularen Ursachen der meisten vererbten Formen einer Stérung des Lysinabbaus
waren zum Zeitpunkt der Arbeit bereits aufgeklart. Hinsichtlich der Pathogenese der 2-
Aminoadipin- und 2-Oxoadipinazidurie bestand noch Unklarheit. Das klinische Bild dieser
Stoffwechselstérung ist sehr heterogen. Ein Teil der Betroffenen zeigt keine Symptome,
wahrend andere eine leichte bis schwere geistige Behinderung, muskuldre Hypotonie,
Entwicklungsverzégerung, Ataxie und Epilepsie aufweisen (41, 42). Im Rahmen der
Exomsequenzierung ergaben sich bei einer betroffenen Person compound heterozygote
Mutationen in DHTKD1, eine initierende Methionin-Mutation sowie eine Missense-Mutation.

DHTKD1 kodiert fur das Dehydrogenase E1 und Transketolase-Domane-enthaltende
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Protein 1, als Teil eines 2-Oxoglutarat-Dehydrogenase-Komplex-ahnlichen Proteins. Die
Sequenzanalyse eines zweiten Individuums flhrte zur Detektion einer weiteren Missense-

Mutation in dem Gen in Kombination mit einer Nonsense-Mutation (Abbildung 9).
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Abbildung 9: Detektierte pathogene Mutationen in DHTKD1 bei Patienten mit 2-Aminoadipin- und 2-
Oxoadipinazidurie aus Danhauser et al. (40): Bei den betroffenen Individuen lagen compound heterozygote
Mutationen vor (A). Diese waren in unterschiedlichen Exonen des Gens lokalisiert (B).

Um die krankheitsverursachende Relevanz der detektierten Mutationen zu bestatigen, wurden
funktionelle Analysen mit Fibroblastenzellen der betroffenen Individuen durchgefihrt. In den
untersuchten Zelllinien konnte eine signifikante Reduktion des Proteins nachgewiesen werden.
Es zeigten sich erhdhte Konzentrationen von 2-Oxoadipat in den Fibroblastenzellen der
Patienten im Vergleich zu Kontrollfibroblasten. Um den Defekt in der Zellkultur zu beheben,
erfolgte eine Komplementation zur Expression der Wildtyp-DHTKD1-mRNA mittels lentiviraler
Transduktion. Hierdurch normalisierten sich die erhéhten Konzentrationen. Zur Untersuchung
des Lysin-Stoffwechsels wurde die Anhaufung von Deuterium-markiertem 2-Oxoadipat
untersucht, welche ausschlief3lich in nicht komplementierten Zellen nachgewiesen werden
konnte. Hierdurch konnte belegt werden, dass das Enzym, welches den letzten ungeklarten
Schritt im Lysin-Abbauweg vermittelt, durch DHTKD1 kodiert wird.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit belegen, dass Mutationen im DHTKD1-Gen die

Ursache fur die 2-Aminoadipat- und 2-Oxoadipinsaureurie beim Menschen sind. Diese
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entsteht durch einen gestérten Umsatz der Decarboxylierung von 2-Oxoadipat zu Glutaryl-
CoA.

3.1.5 Stoérung der mtDNA-Replikation

Die mitochondriale DNA (mtDNA) ist eine zirkulare, doppelstrangige DNA, die etwa 16.569
Basenpaare umfasst und 37 Gene codiert. Diese Gene sind fir die Synthese von 13 Proteinen
verantwortlich, die essenzielle Bestandteile der Elektronentransportkette sind, sowie fur 22
Transfer-RNAs (tRNAs) und 2 ribosomale RNAs (rRNAs), die fir die mitochondriale
Proteinbiosynthese benétigt werden. Die mtDNA wird maternal vererbt und ist besonders
anfallig fur Mutationen aufgrund des Mangels an schitzenden Histonen und der Néhe zur

Quelle reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) innerhalb der Mitochondrien (43).

mtDNA-Erhaltungsstérungen sind eine Gruppe von genetischen Erkrankungen, die durch
Mutationen in nukledren Genen verursacht werden, die fir die Replikation, Reparatur und
Erhaltung der mtDNA notwendig sind. Diese Stérungen fuihren zu einer verminderten mtDNA-
Kopienzahl (Depletion) oder zu strukturellen Veradnderungen wie Deletionen und
Duplikationen. Da die mtDNA eine entscheidende Rolle bei der Energieproduktion in den
Mitochondrien spielt, fihren diese Storungen zu einer Beeintréchtigung der mitochondrialen
Funktion und damit zu einer Vielzahl klinischer Symptome (44, 45). Erhaltungsstérungen der
mMtDNA resultieren aus Mutationen in nuklearen Genen, zu diesen gehdéren unter anderem
POLG (46), POLG2 (47), TWINKLE (48), TK2 (49) und SUCLA2 (50). Die Klinische
Prasentation von mtDNA-Erhaltungsstorungen ist auf3erst heterogen und kann je nach
betroffenem Gewebe und Schweregrad der mtDNA-Verénderungen variieren. Zu den
haufigsten Symptomen gehdren Myopathie, neurologische Symptome, Leberdysfunktion und
Nierenprobleme. Die Diagnose basiert auf klinischen Befunden, biochemischen Tests zur
Bewertung der mitochondrialen Funktion sowie genetischen Analysen, um spezifische

Mutationen in den betroffenen Genen zu identifizieren (44).

MGME1 - MTDPS11 - Mitochondrial DNA depletion syndrome 11

Kornblum C, Nicholls T, Haack TB, Scholer S, Peeva V, Danhauser K, Hallmann K, Zsurka
G, Rorbach J, luso A, Wieland T, Sciacco M, Ronchi D, Comi GP, Moggio M, Quinzii CM,
DiMauro S, Calvo SE, Mootha VK, Klopstock T, Strom TM, Meitinger T, Minczuk M, Kunz WS,
Prokisch H. Loss of MGME1 impairs mtDNA replication, leads to mtDNA depletion and causes
multi-systemic mitochondrial disease. Nat Genet. 2013 Feb;45(2):214-9.

Die Arbeit befasst sich mit der Charakterisierung des Orphan-Gens C200rf72. Es wurden drei
Familien mit Familienmitgliedern untersucht, die von einer schweren multisystemischen

mitochondrialen Stérung betroffen waren. Diese prasentierte sich klinisch mit einer
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Ophthalmoplegie, diffusem Skelettmuskelschwund, Schwache, starker Abmagerung und
Atemnot. Im Rahmen des diagnostischen Prozesses waren in den Muskelbiopsien eine
mtDNA-Depletion, sowie multiple mtDNA-Deletionen nachweisbar. Zudem waren die
Aktivitaten der Enzyme der Atmungskette im Skelettmuskel verringert. Die genetische
Untersuchung mittels Exomsequenzierung ergab in der ersten Familie bei den untersuchten
Patienten nach Filterung der Varianten nach Haufigkeit und intrazellularer Lokalisation der
kodierten Proteine eine homozygote Nonsense-Mutation (c.456G>A, p.Trpl52*) in C200rf72.
In einer weiteren Familie mit Betroffenen mit ahnlichem Phéanotyp konnte die gleiche
homozygote Variante nachgewiesen werden. Darlber hinaus identifizierten wir eine
homozygote Mutation (c.698A>G, p.Tyr233Cys) in einem weiteren Patienten aus einer
weiteren Familie. Alle Patienten mit C20orf72-Mutationen wiesen einen sehr &hnlichen
klinischen und histologischen Phanotyp auf.

Zur Charakterisierung der Funktion von C20orf72, umbenannt in MGME1, wurde eine
Primarstrukturanalyse durchgefiihrt, die die Zugehdrigkeit zu einer Gruppe von Enzymen mit
unterschiedlichen Nukleinsaure-spaltenden Aktivitaten ergab. Dartber hinaus wurden
funktionelle Analysen an Fibroblasten eines Patienten mit homozygoter Nonsense-Mutation
durchgefuhrt. In diesen Zellen wurde keine nachweisbare Menge an MGME1 gefunden. Die
mitochondriale Lokalisation des Proteins wurde durch Immunhistochemie und
Zellfraktionsanalysen bestatigt. Zur Klarung der molekularen Konsequenzen der MGME1-
Mutationen wurden verfiigbare Gewebeproben der Patienten auf das Vorhandensein von
mtDNA-Deletionen und mtDNA-Depletion untersucht. Dabei wurden in den Muskelbiopsien
aller Betroffenen mehrere mtDNA-Deletionen gefunden. Der Nachweis einer mtDNA-Depletion
und von mtDNA-Deletionen in der Skelettmuskulatur von Personen mit MGME1-Mutationen
deutet auf eine gestérte mtDNA-Erhaltung als Hauptursache der mitochondrialen Erkrankung
bei diesen Personen hin. Neben der Verarmung der mtDNA konnte zudem ein relativer Anstieg
der 7S-DNA-Spiegel beobachtet werden. Die Bildung von 7S-DNA erfolgt als ein
Zwischenprodukt der vorzeitig beendeten Replikation der mtDNA (51). In flnf der untersuchten
Patienten konnte ein um das Zwei- bis Achtfache erhodhtes Verhéltnis von 7S-mtDNA zur
gesamten mtDNA im Vergleich zu den Kontrollen festgestellt werden. Um nachzuweisen, dass
die verminderte Funktion von MGMEJ1 fur die beobachteten Veranderungen verantwortlich ist,
wurde MGMEL in Zellen mit small interferierender RNA (siRNA) herunterreguliert, wobei sich
das zuvor beschriebene Phdnomen bestatigte. Die Einfuhrung des Wildtypgens von MGME1
mittels lentiviraler Transduktion in den Patientenfibroblasten flhrte zu einer verringerten
Menge an 7S-DNA, was darauf hinweist, dass der Defekt behoben wurde. Im Rahmen weiterer
Untersuchungen wurden die enzymatischen Eigenschaften von MGME1 anhand eines aus

humanen Zellen isolierten Proteins bestimmt. Zudem wurden die Replikationsfahigkeit der
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mtDNA in den Fibroblastenzellen des Patienten analysiert, wobei auch die

Replikationsintermediate untersucht wurden.

Unsere Ergebnisse legen nahe, dass die Funktion von MGME1 bei der Verarbeitung der
mtDNA von essenzieller Bedeutung fir eine effektive mtDNA-Synthese ist. Mutationen in dem
Gen konnen zu einer Beeintrachtigung der korrekten mtDNA-Erhaltung fuhren und somit eine

klinisch relevante Ursache fir mtDNA-Stérungen darstellen.

3.2 Vertiefung des Verstandnisses bekannter genetischer Defekte

Im Rahmen dieses Projektteils werden Forschungsarbeiten prasentiert, die zu einer
Erweiterung des klinischen Verstandnisses von Patienten mit bekannten neurometabolischen
Erkrankungen beigetragen haben. Die beschriebenen Arbeiten konzentrieren sich auf
genetische Defekte bei kombinierten Stérungen der oxidativen Phosphorylierung, der EARS2-
und der MTFMT-Defizienz. Ferner werden weitere Patienten mit Coenzym Q10-Defienz mit
Mutationen in COQ9 und COQ4 beschrieben.

3.2.1 Kombinierte Storungen der oxidativen Phosphorylierung

Die kombinierten Stdrungen der oxidativen Phosphorylierung (OXPHOS) stellen eine
heterogene Gruppe von mitochondrialen Erkrankungen dar, deren Ursache in Defekten
verschiedener Komponenten des OXPHOS-Systems liegt. Dieses System spielt eine
essenzielle Rolle bei der zellularen Energiegewinnung, da es in den Mitochondrien die
Produktion von ATP durch die Elektronentransportkette und die damit gekoppelte
Phosphorylierung von ADP steuert (52). Die zugrunde liegenden genetischen Ursachen dieser
Stérungen sind sehr vielfaltig und betreffen eine Vielzahl von Genen, die unterschiedliche
Rollen innerhalb des OXPHOS-Systems spielen und durch Mutationen in der nukle&ren oder
mitochondrialen DNA (mtDNA) bedingt sein kdnnen. Wie zuvor erwahnt, konnten unter
anderem Mutationen in Genen, die in die Replikation und Transkription der mitochondrialen
DNA involviert sind (46, 47, 49), fur Erkrankungen innerhalb der Gruppe nachgewiesen
werden. Aber auch weitere Gene, die an der Prozessierung der mitochondrialen RNA beteiligt
und fir die korrekte Translation und Funktion der mitochondrialen Gene unerlasslich sind,
spielen eine Rolle. So umfasst das menschliche OXPHOS-System etwa 90 Strukturproteine.
Die von der nukledren DNA kodierten Proteinuntereinheiten werden nach der Translation im
Zytoplasma in das Mitochondrium importiert. Die von der mitochondrialen DNA kodierten

Proteine werden innerhalb der Organelle translatiert. Hierzu kodiert die mtDNA neben
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strukturellen Proteinuntereinheiten der OXPHOS-Komplexe auch fir RNA-Komponenten der
mitochondrialen Translationsmaschinerie, welche aus 22 mitochondrialen Transfer-RNAs (mt-
tRNA) und 2 ribosomalen RNAs (mt-rRNA) bestehen. Des Weiteren sind fur die mitochondriale
Translation zusatzliche, nuklear kodierte Faktoren erforderlich. Eine Stérung der
mitochondrialen Proteinsynthese fiuhrt in der Regel zu kombinierten Defekten der OXPHOS-
Komplexe. Die verantwortlichen Gendefekte manifestieren sich in Genen, die auf
verschiedenen Ebenen der mitochondrialen Translation wirken. Zu den betroffenen Faktoren
zahlen mt-tRNA und mt-rRNA, sowie nukleare Gene, die flr mitochondriale ribosomale
Proteine (z.B. MRPL3, MRPL44, MRPS16, MRPS22), tRNA-madifizierende Proteine (z.B.
MTOL1, PUS1), Aminoacyl-tRNA-Synthetasen (z.B. AARS2, DARS2, EARS2, FARS2, HARS2,
MARS2, RARS2, YARS?2) oder auch Elongationsfaktoren (z.B. GFM1, TUFM, TSFM) (53)
kodieren.

Ebenso wie die molekularen Ursachen sind die klinischen Erscheinungsbilder der COXPD
sehr variabel und konnen neurologische Anomalien, Myopathie, Leberdysfunktion,
Kardiomyopathie und Multisystemversagen umfassen. Die Symptome kénnen bereits im
Sauglings- oder friihen Kindesalter manifest werden (52).

Im Folgenden werden Arbeiten zu zwei Erkrankungen mit kombinierter Stérung der oxidativen
Phosphorylierung beschrieben, bei denen Mutationen in Genen, welche fur die mitochondriale
Translation eine wichtige Rolle spielen, krankheitsverursachend sind.

EARS2 - COXPD12 - Combined oxidative phosphorylation deficiency 12

Danhauser K, Haack TB, Alhaddad B, Melcher M, Seibt A, Strom TM, Meitinger T, Klee D,
Mayatepek E, Prokisch H, Distelmaier F. EARS2 mutations cause fatal neonatal lactic
acidosis, recurrent hypoglycemia and agenesis of corpus callosum. Metab Brain Dis. 2016
Jun;31(3):717-21.

Das nukleare EARS2-Gen kodiert die mitochondriale Glutamyl-tRNA-Synthetase, ein Enzym,
das eine zentrale Rolle in der mitochondrialen Translation spielt. Es ist verantwortlich fur die
Beladung einer tRNA mit der Aminosaure Glutaminséaure, ein entscheidender Schritt fir die
korrekte Ubersetzung der mitochondrialen mRNA in Proteine. Die tRNA-Synthetasen sorgen
dafir, dass die entsprechende Aminosaure korrekt an die tRNA gebunden wird, was fur die
Synthese von Proteinen innerhalb der Mitochondrien unerldsslich ist. Genetische Defekte, die
die Funktion mitochondrialer Aminoacyl-tRNA-Synthetasen beeintrachtigen, kdnnen

padiatrische mitochondriale Erkrankungen verursachen (54).
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In der Arbeit wird Gber ein Kind mit rezidivierender Hypoglykédmie, Agenesie des Corpus
callosum und todlicher neonataler Laktatazidose berichtet. Die genetische Untersuchung
mittels Exomsequenzierung ergab zwei heterozygote Missense-Varianten (c.320G>A,
p.Arg1l07His und ¢.328G>A, p.Gly110Ser) in EARS2. Zur Untersuchung der funktionellen
Konsequenzen der Varianten wurden Hautfibroblasten des Patienten analysiert. Im
Immunoblot war der EARS2-Proteinspiegel stark vermindert. Die Analyse der Auswirkung des
EARS2-Mangels auf die zellularen ROS-Werte, ergab erhohte Werte fur die reaktiven

Sauerstoffspezies (ROS) und eine veranderte mitochondriale Morphologie.

Die Arbeit veranschaulicht das klinische Spektrum der schweren neonatalen Form bei EARS2-
Mutationen. Darlber hinaus schienen in diesem Fall die Lebendzellparameter im Vergleich zur
Standarddiagnostik empfindlicher auf mitochondriale Dysfunktion zu reagieren. Bei dem
Patienten ergaben Messungen der Aktivititen der Atmungskettenkomplexe in
Hautfibroblasten normale Werte. Dies weist auf die potenzielle Relevanz von
Fibroblastenstudien bei Kindern mit mitochondrialen Erkrankungen hin. Hierbei ist zu
beachten, dass Zellstudien in einem groReren Kollektiv erforderlich sind, um festzustellen, ob
die beschriebenen Verdnderungen ein allgemeines Merkmal des Gendefekts darstellen.

MTFMT - COXPD15 - Combined oxidative phosphorylation deficiency 15

Haack TB, Gorza M, Danhauser K, Mayr JA, Haberberger B, Wieland T, Kremer L, Strecker
V, Graf E, Memari Y, Ahting U, Kopajtich R, Wortmann SB, Rodenburg RJ, Kotzaeridou U,
Hoffmann GF, Sperl W, Wittig I, Wilichowski E, Schottmann G, Schuelke M, Plecko B, Stephani
U, Strom TM, Meitinger T, Prokisch H, Freisinger P. Phenotypic spectrum of eleven patients
and five novel MTFMT mutations identified by exome sequencing and candidate gene
screening. Mol Genet Metab. 2014 Mar;111(3):342-52.

MTFMT kodiert die mitochondriale Methionyl-tRNA-Formyltransferase, ein Enzym, das
ebenfalls an der Translation innerhalb der Mitochondrien beteiligt ist. MTFMT spielt eine Rolle
in der Initiierung der Proteinsynthese in Mitochondrien, indem es die Umwandlung von
Methionyl-tRNA in Formylmethionyl-tRNA katalysiert. Diese Formylierung ist ein
entscheidender Schritt fir den Start der Translation von Proteinen, die in den mitochondrialen
Ribosomen synthetisiert werden (55). Mutationen in MTEMT wurden in Zusammenhang mit
einer kombinierten Stérung der oxidativen Phosphorylierung zum Zeitpunkt der Arbeit fur fanf
Indexpatienten beschrieben (56-58). Im Rahmen der Arbeit wurden neun weitere Falle aus
acht Familien mit MTFMT-Mutationen identifiziert. Die Patienten wiesen einen
enzephalomyopathischen Phanotyp auf, der durch Ataxie, Muskelhypotonie und
psychomotorische Retardierung gekennzeichnet war. Der Schweregrad der Krankheit war

unterschiedlich und reichte von frihem Tod im zweiten Lebensjahr bis zu motorischer
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Behinderung und Spastik im jungen Erwachsenenalter. Die cMRT-Untersuchungen der
meisten Patienten zeigten symmetrische L&sionen in den Basalganglien, vor allem im

Putamen und Globus pallidus, entsprechend dem klassischen Leigh-Syndrom.

Die genetische Diagnostik ergab finf neue Mutationen in MTFMT die compound heterozygot
mit einer bekannten pathogenen Mutation vorlagen. Der krankheitsverursachende Charakter
der neu identifizierten Mutationen wurde durch eine starke Abnahme der MTFMT-Spiegel in
den mutierten Fibroblasten der Patienten unterstiitzt, was darauf hindeutet, dass die
Mutationen die Stabilitit des Proteins beeintrachtigen. Biochemischen Messungen der
Aktivitaten der einzelnen Komplexe der Atmungskette ergaben einen isolierten Komplex-I-
Mangel oder einen kombinierten Komplex-I- und IV-Defekt im Skelettmuskel. Dies lief3 sich
auch in Fibroblastenzellen der Patienten bestatigen. Die Quantifizierung fluoreszenzmarkierter
mitochondrialer Komplexe in Fibroblasten eines Patienten mittels 2D BN/SDS-PAGE zeigte
eine deutliche Abnahme der Komplex I-haltigen Superkomplexe sowie von Komplex 1V, was
die Pathogenitat der gefundenen Varianten untermauerte.

Zusammenfassend tragt die Arbeit Uber detaillierte klinische, biochemische und genetische
Daten von weiteren Patienten mit MTFMT-Mutationen zu einem besseren Verstandnis dieser
Erkrankung bei.

3.2.2 Coenzym Q10 - Defizienz

Coenzym Q10, synonym auch als Ubichinon bezeichnet, stellt ein fir den menschlichen
Organismus essenzielles, lipophiles Molekl dar, welches in hahezu allen Zellmembranen zu
finden ist. Es spielt eine entscheidende Rolle in der Elektronentransportkette in den
Mitochondrien, wo es als Elektronentbertrager zwischen den Komplexen | und Il zum Komplex
Il fungiert. Des Weiteren fungiert Coenzym Q10 als starkes Antioxidans, welches die Zellen
vor oxidativen Schaden schiitzt (59, 60). Ein Defizit an Coenzym Q10 ist eine seltene, jedoch
bedeutsame Stérung, welche den zellularen Energiestoffwechsel beeintrachtigt und infolge
der gestdrten Mitochondrienfunktion zu einer Vielzahl von klinischen Symptomen flihren kann.
Ein Mangel an Coenzym Q10 kann durch Mutationen in Genen bedingt sein, die an seiner
Biosynthese und Verwertung beteiligt sind. Ein primérer Coenzym Q10-Mangel wird durch
Mutationen in nukledren Genen verursacht, die fur die Biosynthese von Coenzym Q10
verantwortlich sind. Dazu gehdéren PDSS1, PDSS2, COQ2, COQ4, COQ5, COQ6, ADCKS3,
ADCK4 und COQ9. Diese Mutationen storen die Synthese von Coenzym Q10 und
beeintrdchtigen die Funktion der Mitochondrien (61). Die klinischen Symptome und die

Diagnose des Coenzym Q10-Mangels sind vielfaltig und spiegeln die Auswirkungen auf
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mehrere Organsysteme wider. Zu den neurologischen Symptomen z&hlen Ataxie,
Krampfanfélle sowie Enzephalopathie. Muskelschwache und Myopathie resultieren in einer
Belastungsintoleranz sowie Muskelschmerzen. Eine Nierenfunktionsstérung manifestiert sich
haufig in Form eines nephrotischen Syndroms. Eine Kardiomyopathie kann zu Herzversagen
und Herzrhythmusstérungen fuhren (62). Die Supplementierung von Coenzym Q10 stellt die
primare Behandlungsmethode eines Coenzym Q10-Mangels dar und hat sich bei einem Teil
der Patienten als wirksam hinsichtlich einer Verbesserung der Symptome sowie
biochemischer Anomalien erwiesen. Die Effektivitat einer Supplementierung ist abhangig von

dem spezifischen genetischen Defekt sowie dem Schweregrad des Mangels (63).

CO0Q9 - Coenzyme Q10 deficiency

Danhauser K, Herebian D, Haack TB, Rodenburg RJ, Strom TM, Meitinger T, Mayatepek E,
Prokisch H, Distelmaier F. Fatal neonatal encephalopathy and lactic acidosis caused by a
novel mutation in COQ9. Eur J Hum Genet. 2016 Mar;24(3):450-4.

Die Arbeit enthalt den zweiten Bericht tiber einen Patienten mit einer Coenzym Q10-Defizienz
durch eine Mutation in COQ9. Beim ersten beschriebenen betroffenen Individuum war eine
homozygote Stoppvariante (c.730C>T, p.Arg244*), als ursachlich fur die Erkrankung gefunden
worden (64). Mithilfe der Exomsequenzierung bei einem Kind mit todlicher neonataler
Laktatazidose und Enzephalopathie identifizierten wir eine homozygote Loss-of-Function-
Variante in COQ9 (c.521+1del, p.Serl27_Arg202del), dessen Transkript zu einem Verlust der
Exone 4 und 5 fuhrte.

Im Immunoblot von Fibroblasten des Patienten war das Protein COQ9 nicht zu detektieren,
was auf eine Degradation des defekten Proteins in den Zellen hinweist. Funktionelle Studien
in Fibroblasten des Patienten ergaben, dass das Fehlen des COQ9-Proteins mit einer
signifikanten Reduktion des COQ7-Proteins einherging. Dies resultierte in einer Akkumulation
des Substrats von COQ?7, 6-Demethoxy-Ubichinon, was mittels Massenspektrometrie gezeigt
wurde. Gleichzeitig konnte eine signifikante Reduktion der Gesamtmenge an Coenzym Q10
nachgewiesen werden. Dies spiegelte sich in einer Abnahme der Aktivitat der mitochondrialen
Atmungskette, insbesondere der Succinat-Cytochrom-C-Oxidoreduktase (Komplex II/IIl),
wider. Die Wiederherstellung aller dieser Parameter durch lentivirale Expression von COQ9
bestétigt die kausale Rolle der Variante. Eine Supplementierung von Coenzym Q10 in der

Zellkultur resultierte in einer Verbesserung der Aktivitdt der Atmungskette.

Der hier vorgestellte Bericht tGber den zweiten Patienten mit pathogenen Mutationen in COQ9

erweitert das klinische Spektrum, das mit COQ9-Varianten assoziiert ist, und weist auf die
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Bedeutung von COQ9 bereits wéhrend der prénatalen Entwicklung hin. Des Weiteren lasst
sich aus der Rettung des zellularen Coenzym Q10-Spiegels und der Aktivitat des
Atmungskettenkomplexes durch eine Coenzym Q10-Supplementierung ableiten, dass eine

frihzeitige Diagnose und Behandlung von essenzieller Bedeutung sein kann.

COQ4 - Coenzyme Q10 deficiency

Laugwitz L, Seibt A, Herebian D, Peralta S, Kienzle |, Buchert R, Falb R, Gauck D, Miller A,
Grimmel M, Beck-Woedel S, Kern J, Daliri K, Katibeh P, Danhauser K, Leiz S, Alesi V,
Baertling F, Vasco G, Steinfeld R, Wagner M, Caglayan AO, Gumus H, Burmeister M,
Mayatepek E, Martinelli D, Tamhankar PM, Tamhankar V, Joset P, Steindl K, Rauch A, Bonnen
PE, Froukh T, Groeschel S, Krageloh-Mann |, Haack TB, Distelmaier F. Human COQ4
deficiency: delineating the clinical, metabolic and neuroimaging phenotypes. J Med Genet.
2022 Sep;59(9):878-887.

Es wurden der klinische Verlauf und die neuroradiologischen Befunde einer grof3en Kohorte
padiatrischer Patienten mit autosomal-rezessiver Coenzym Q10-Defizienz aufgrund von
Mutationen in COQ4 in der Arbeit analysiert und funktionelle Studien an von Patienten
stammenden Zelllinien durchgefiihrt. Insgesamt charakterisierten wir 44 betroffene Personen
aus 36 Familien mit COQ4-Mangel, wovon 16 erstmalig beschrieben wurden. Die genetischen
Analysen zeigten in dem Kollektiv 23 verschiedene Varianten in COQ4 mit 4 neuen Varianten.

Korrelationsanalysen der klinischen und bildgebenden Befunde ergaben drei Krankheitsbilder.
Beim Typ 1 handelt es sich um einen friih einsetzenden Phé&notyp mit neonatalen
Hirnanomalien und epileptischer Enzephalopathie. Betroffene vom Typ 2 wiesen einen
intermedidren Phanotyp mit ausgepragten schlaganfallartigen Lasionen auf. Der Typ 3
manifestierte sich mit einem moderaten Phanotyp mit unspezifischer Hirnpathologie und

stabilem Krankheitsverlauf.

Durch in-vitro-Studien mit von Patienten stammenden Fibroblastenlinien wurde die funktionelle
Bedeutung der COQ4-Varianten analysiert. Die Experimente ergaben signifikant verringerte
COQ4-Proteinspiegel, verringerte Spiegel von zellularem Coenzym Q10 und erhdhte Spiegel
des metabolischen Zwischenprodukts 6-Demethoxyubiquinon, was die pathogene Natur der

Varianten bestétigte.

Zusammenfassend konnten wir in der Studie das heterogene klinische Bild des COQ4-
Mangels aufzeigen und verschiedene Subtypen dieser Erkrankung identifizieren. Zellbasierte

Studien unterstitzten die pathogenen Eigenschaften der COQ4-Varianten.
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4 Zusammenfassung und Ausblick

Zusammenfassend konnten im Rahmen der Forschungsarbeiten die genetischen Ursachen
diverser neurometabolischer Erkrankungen aufgeklart werden. Es gelang erstmals,
krankheitsverursachende Mutationen in den Genen ADPRHL2, NAXE, TXN2, DHTKD1 und
MGME1 nachzuweisen, die an verschiedenen Signalwegen in der Zelle beteiligt sind. Dies
reflektiert das breite Spektrum der Ursachen neurometabolischer Erkrankungen. DarlUber
hinaus konnten weitere Einblicke in kombinierte Stérungen der oxidativen Phosphorylierung
bei Storungen der Translation in den Mitochondrien sowie die Coenzym Q10-Defizienz durch
die Beschreibung weiterer betroffener Individuen und funktionelle Analysen von Zellkulturen
der Patienten gewonnen werden. Die Anwendung von Next-Generation-Sequencing-
Technologien, wie Exomsequenzierungen, haben, wie veranschaulicht, bereits zu einer

Verbesserung der Diagnostik bei seltenen Erkrankungen gefihrt hat.

Dennoch bleiben weiterhin Patienten mit unklarer Diagnose, fir die eine genaue ldentifizierung
der zugrunde liegenden genetischen Ursache noch aussteht. Um die Detektionsrate zu
verbessern und die Diagnostik bei seltenen Erkrankungen weiter zu optimieren, sind
mdoglicherweise Analysen des gesamten Genoms erforderlich. Darliber hinaus kdnnen
Kombinationen verschiedener OMICS-Technologien, wie z.B. der Transkriptomik, Proteomik
oder Metabolomik, hilfreich sein, um ein umfassenderes Verstandnis der molekularen
Mechanismen zu gewinnen. Ferner zeigt sich ein weiterer vielversprechender Ansatz im
sogenannten Deep-Phenotyping. Dabei werden detaillierte klinische, biochemische und
molekulare Daten der Patienten gesammelt und analysiert. Diese Methode umfasst nicht nur
die Erfassung genetischer Informationen, sondern auch eine umfassende Dokumentation der

klinischen Symptome, biochemischen Marker und weiterer phanotypischer Daten.

Zuklnftig wird zudem der rasante Fortschritt der kiinstlichen Intelligenz in der Analyse und
Interpretation der generierten, grof3en Datenmengen von zentraler Bedeutung sein. Durch die
Anwendung von Machine-Learning-Algorithmen und anderen Methoden der kunstlichen
Intelligenz kdnnen groRe Datenmengen schneller und effizienter analysiert werden. Auf diese
Weise koénnen Muster und Korrelationen schneller und préaziser erkannt und der

Diagnosefindungsprozess beschleunigt werden.

Insgesamt bietet die Zukunft der Genomik und OMICS-Technologien vielversprechende
Moglichkeiten, die Diagnostik bei seltenen Erkrankungen weiter zu verbessern. Durch die
Kombination von fortschrittichen Analysemethoden und innovativen Ansatzen in der
Datenanalyse kdnnen wir uns einem besseren Verstandnis der genetischen Ursachen dieser
Krankheiten ndhern und zukuinftig die Lebensqualitat von Patienten mit seltenen Erkrankungen
weiter verbessern.
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