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1. Einleitung

1.1. Historische Perspektive

.Inborn errors of metabolism* - Dieser heute noch gebréuchliche Ausdruck wurde
Anfang letzten Jahrhunderts durch den englischen Arzt Sir Archibald Garrod gepragt
(Garrod 1908). Seine wegweisenden Untersuchungen uber die Alkaptonurie bildeten
die Grundlage fur das bis heute erlangte molekularbiologische Verstandnis der
Physiologie des Menschen.

Garrod hatte damals den Urin von Patienten mit Alkaptonurie analysiert und
festgestellt, dald seine Patienten grofl3e Mengen an Homogentisinsaure ausschieden,
die normalerweise nur als Spur im Urin nachweisbar ist. Zudem beobachtete er, dal3
diese Erkrankung familidr gehéauft auftrat. Aufbauend auf den Gesetzen von Gregor
Mendel und seinen eigenen biochemischen Untersuchungen kam Garrod zu dem
bemerkenswerten Schlul3, daf3 die Alkaptonurie autosomal-rezessiv vererbt wird und
auf eine Veranderung desjenigen Proteins welches Homogentisinsaure abbaut
zurickzufuhren ist. Garrod hatte erkannt, daf3 der Mensch neben seinem &auf3eren
Erscheinungsbild (Phénotyp) eine chemische Individualitat (Chemotyp) besitzt, die
durch angeborene (Genotyp) und auf3ere Faktoren (Umwelt) determiniert wird.

Die rasante Entwicklung molekularbiologischer Techniken in den letzten zwei
Jahrzehnten hat in eindrucksvoller Weise bestatigt, dal3 der Genotyp den Chemo-
und Phanotyp des Menschen mafR3geblich bestimmt. Mit der Entschliisselung des
menschlichen Genoms und der zunehmenden Identifizierung verschiedener
Genotypen sind die gewonnenen Informationen fir die Diagnosestellung sowie fur
therapeutische Ansatze zuganglich geworden. Dabei besteht in der Transplantation
von genotypisch differenten (allogenen) Stammzellen eine potentielle
Heilungsmoglichkeit fur Patienten mit bestimmten Stoffwechselerkrankungen.
Dariber hinaus werden Untersuchungen mit dem Ziel durchgefiihrt, diese durch
Transplantation von gentechnisch veranderten autologen Stammzellen zu ersetzen.
Die vorliegende Arbeit untersucht die Geno- und Phanotypen in einer durch eine
angeborene Stoffwechselstorung namens X-ALD (X-chromosomal vererbte

Adrenoleukodystrophie) betroffenen Familie und analysiert die Auswirkungen einer



allogenen Stammzelltransplantation auf den Geno- und Phanotyp sowie die

Proteinexpression.
1.2. Peroxisomale Stoffwechselerkrankungen

Bei der X-chromosomalen Adrenoleukodystrophie (X-ALD) handelt es sich um eine
die Peroxisomen betreffende angeborene Stoffwechselerkrankung.

Peroxisomen sind Zellorganellen, die in fast allen Eukaryontenzellen vorkommen und
von einer einfachen Organellmembran umhillt sind. Sie sind als letztes bekanntes
Saugetierorganell im Jahre 1954 durch Rhodin entdeckt worden, der sie bei der
elektronenmikroskopischen Untersuchung von Nierentubuluszellen von Mausen
beobachtete und sie als ,Microbodies* bezeichnete (Rhodin 1954). Die eigentliche
Bezeichnung als ,Peroxisom“ wurde von De Duve und Baudhuin elf Jahre spater
eingefuhrt. Diese Bezeichnung geht auf den Gehalt an zelltoxischen
Wasserstoffperoxiden zurtick, die durch Oxidasen gebildet und in den entdeckten
Kompartimenten durch Katalasen abgebaut werden (De Duve 1966).

Peroxisomen sind in unterschiedlicher Anzahl, Form und Grél3e gewebsspezifisch
verteilt, wobei Leber- und Nierengewebe besonders peroxisomenreich, Fibroblasten
und Amnionzellen im Vergleich eher arm an Peroxisomen sind (Roels 1991). Die
Organellmembran besteht aus peroxisomenspezifischen integralen
Membranproteinen (Santos et al. 1994), neben denen membranassoziierte
peroxisomale Proteine existieren, deren Funktion bislang weitgehend unbekannt ist
(James et al. 1994, Gotte et al. 1998). Die peroxisomale Matrix enthalt mehr als 50
Enzyme fir anabolische und katabolische Stoffwechselwege (Kindl und Lazarow
1982; Fahimi und Sies 1987; van den Bosch et al. 1992; Gould et al. 2001). Dabei
zahlen die Cholesterol und Gallensauresynthese, die Plasmalogenbiosynthese
sowie die Gluconeogenese zu den anabolischen Stoffwechselwegen, wahrend der
Abbau von Wasserstoffperoxiden, Purinen, Aminosauren, Uberlangkettigen
Fettsduren, Pipecolinsdure und Phytansdure zu den  katabolischen
Stoffwechselwegen zu zéhlen ist (Fahimi und Sies 1987; Gould et al. 2001).
Peroxisomale Membran- und Matrixproteine werden im Zytoplasma an freien
Polyribosomen synthetisiert und bis auf wenige Ausnahmen in ihrer reifen Form und
nicht als Vorstufen tber einen ATP-abhéngigen Mechanismus in die Peroxisomen
transportiert (Suzuki et al. 1987; Subramani 1993). Dabei dienen beim Import von

peroxisomalen Matrixproteinen ein Tripeptid (Serin-Lysin-Leucin und Varianten) am



carboxyterminalen oder eine Gruppe von Aminosauren am aminoterminalen Ende
des Proteins als Erkennungssignal. Diese Sequenzen werden als Peroxisomal
Targeting Sequence (PTS) 1 bzw. 2 bezeichnet (Gould et al. 1988; Gould et al. 1989;
Swinkels et al. 1991; Swinkels et al. 1992). Die Bildung von neuen Peroxisomen
erfolgt in der Regel durch Teilung bereits bestehender Peroxisomen (Lazarow und
Fujiki 1985), in aktuelleren Untersuchungen wurde aber auch eine de novo-Synthese
beschrieben (Waterham et al. 1993; South und Gould 1999).

Die autosomal rezessiv oder X-chromosomal vererbten peroxisomalen
Stoffwechselerkrankungen liegen u.a. in einer Stérung der Peroxisomenbiogenese
und des oben beschriebenen Importmechanismus begriindet und kénnen in zwei
Gruppen (I und II, Tabelle 1) eingeteilt werden. Wahrend bei Erkrankungen der
Gruppe | Peroxisomen nicht oder nur sehr unvollstandig gebildet werden
(Peroxisomenbiogenesedefekte = PBD), liegt bei Erkrankungen der Gruppe Il ein
isolierter Defekt eines peroxisomalen Stoffwechselweges bei ansonsten regelrechter

Peroxisomenstruktur und -funktion vor.

Tabelle 1: Einteilung peroxisomaler Stoffwechselerkrankungen

Gruppe |

Entwicklungsstérungen von Peroxisomen

(Peroxisomenbiogenesedefekte = PBD)

Gruppe I

isolierte Defekte

peroxisomaler Stoffwechselwege

Neonatale Adrenoleukodystrophie

Infantiler Morbus Refsum
Rhizomelia Chondrodysplasia Punctata

Zellweger-Syndrom

Atypisches Zellweger-Syndrom

(,Pseudozellweger-Syndrom*)

X-chromosomale Adrenoleukodystrophie

Hyperoxalurie Typ |
Glutarazidurie Typ Il

Morbus Refsum

R-Oxidationsdefekte

andere

Das zerebrohepatorenale oder Zellweger Syndrom (ZS) ist als Prototyp der Gruppe |
(der PBD) anzusehen (Gould et al. 2001). Bei Patienten mit PBD wurde beobachtet,
daRR die meisten der im Zytoplasma synthetisierten peroxisomalen Matrixenzyme
nicht in peroxisomenahnliche Vesikel importiert werden. Dabei bleiben die

Matrixenzyme im Zytoplasma nachweisbar (Wanders et al. 1984; Tager et al. 1985;



Wanders et al. 1985; Schram et al. 1986; Santos et al. 1988). Diese Beobachtungen
haben zu der Hypothese gefuhrt, da® den PBD ein Fehler im Importmechanismus
peroxisomaler  Matrixproteine  zugrunde liegt, und dal3 dabei der
Peroxisomenmembran eine Schlusselrolle in diesem Prozeld zukommt.

Die Erkrankungen der Gruppe Il (s. Tabelle 1) werden mit Ausnahme der X-ALD
autosomal rezessiv vererbt und besitzen in Europa und den USA eine geschatzte
Inzidenz von 1:100.000 Neugeborenen. Die Diagnose dieser Erkrankungen erfolgt
durch die biochemische Bestimmung der spezifischen Enzymaktivitdt oder der
Konzentration der Substanzen im Serum, die als Folge des Enzymdefektes in einem
peroxisomalen Stoffwechselweg nicht abgebaut werden kénnen. Im Gegensatz zu
der Hyperoxalurie Typ |, der Glutarazidurie Typ Il und der Akatalasamie, bei denen
ein zugrunde liegender Enzymdefekt bereits nachgewiesen werden konnte (Eaton
und Mouchou 1995; Danpure 2001; Wanders et al. 2001), liegt bei der ebenfalls zu
der Gruppe Il zugehdrigen X-ALD kein Enzymdefekt vor (Aubourg et al. 1993;
Mosser et al. 1993).



1.3. X-chromosomale Adrenoleukodystrophie (X-ALD)

1.3.1. Historie

Im Jahre 1923 haben Siemerling und Creutzfeldt bei einem Patienten die
Kombination einer adrenokortikalen Atrophie und einer cerebralen Demyelinisierung
(Siemerling und Creutzfeldt 1923) beschrieben. Der erste publizierte Fallbericht eines
Patienten mit X-ALD ist aber offensichtlich schon 1910 durch Haberfeld und Spieler
erfolgt. Der bis zum Alter von sechs Lebensjahren normal entwickelte Junge wurde
durch unregelmaRRige Augenbewegungen und Sehstérungen aufféllig. Ein
schulischer Leistungsabfall war zu verzeichnen, bevor sich vier Monate spéter ein
spastisches Gangbild entwickelte, das schlie3lich in einer Gangunfahigkeit mindete.
Bei Aufnahme in ein Krankenhaus im Alter von 7 Lebensjahren wurde eine dunkle
Verfarbung der Haut bemerkt. Acht Monate spéater verstarb der Patient. Sein Bruder
verstarb mit 8%z Lebensjahren an einer klinisch &hnlichen Erkrankung (Haberfeld und
Spieler 1910).

Der Begriff der Adrenoleukodystrophie wurde aber erst Jahrzehnte nach den
Beschreibungen von Haberfeld und Siemerling eingefiihrt. Dabei wurden die zwei zu
beobachtenden charakteristischen klinischen Merkmale der Erkrankung definiert
(Blaw 1970). Der Begriff ,Adreno” beschreibt die Funktionseinschrankung der
Nebennierenrinde, wahrend der Begriff ,Leukodystrophie“ den Untergang der weil3en
Substanz des Gehirns und Rickenmarks beschreibt. Der X-chromosomale
Vererbungsmechanismus der Erkrankung wurde bereits sieben Jahre zuvor durch
Fanconi entdeckt (Fanconi 1963).

Fur die Zukunft wegweisende Beobachtungen gelangen in den Jahren 1974-1976,
als Schaumburg und Kollegen in Zellen der Nebennierenrinde und des Cortex
Lipideinschlisse mit einem UbermafRigen Anteil an Uberlangkettigen Fettsduren
entdeckten (Powers und Schaumburg 1974; Schaumburg et al. 1974; Johnson et al.
1976). Anfang der achtziger Jahre wurden erhéhte Konzentrationen von
Uberlangkettigen Fettsduren in Fibroblasten, Plasma, Erythrozyten und Amnionzellen
nachgewiesen (Moser et al. 1980; Moser et al. 1981; Tsuji et al. 1981; Moser et al.
1982). Aufbauend auf diesen Untersuchungen wurden eine post- und pranatale

Diagnostik entwickelt und Therapiemoglichkeiten evaluiert.



1.3.2. Klinische Prasentation

Mit einer in Europa und den USA geschéatzten Inzidenz von 1:25.000 Neugeborenen
stellt die X-ALD die haufigste peroxisomale Stoffwechselerkrankung dar. Sie kommt
in allen ethnischen Gruppen vor. Bei ihr lassen sich eine Vielzahl von
Erkrankungsformen unterscheiden. So werden die cerebralen
Adrenoleukodystrophieformen, die Adrenomyeloneuropathie (AMN), die einfache
Addison-Variante, die asymptomatische Form des Erwachsenenalters und eine in
der Adoleszenz oder im Erwachsenenalter auftretende spinozerebellare Ataxie als
Varianten der XALD angesehen (Tabelle 2). AuRerdem koénnen Ubertragerinnen
symptomatisch sein. Die Zuordnung zu den jeweiligen Gruppen erfolgt nach dem
Erkrankungsbeginn, den in die Erkrankung involvierten Organen und dem Progress

der neurologischen Symptomatik (Moser et al. 2001).

Tabelle 2: Erkrankungsformen der X-ALD

kindliche cerebrale Form
Adoleszente und adulte cerebrale Form
Adrenomyeloneuropathie

Morbus Addison

Asymptomatische Form
Spinocerebellare Ataxie

symptomatische Ubertragerinnen

Etwa die Halfte aller Patienten ist von dem haufigsten Erscheinungsbild, der
kindlichen cerebralen Form betroffen. Sie gilt als die schwerste Form der Erkrankung
und ist durch einen raschen Progress nach Erkrankungsbeginn charakterisiert, der
meist im ersten oder zweiten Lebensjahrzehnt zum Tode fuhrt. Zun&chst durchlaufen
die Patienten in den ersten zwei bis zehn Lebensjahren eine unauffallige
psychomotorische Entwicklung, bis eine progressive neurologische Symptomatik in
den  Vordergrund tritt. Zu den typischen  Frihsymptomen  zahlen
Verhaltensauffalligkeiten wie Unkonzentriertheit, emotionale Labilitat, Hyperaktivitat
und schulischer Leistungsabfall. Spater folgen Ho6r- und Sehstérungen,

Gangauffalligkeiten, Dysarthrie und Demenz. AufRerdem kodnnen fokale oder



generalisierte Krampfanfalle auftreten. Eine Nebennierenrindeninsuffizienz mit dem
fur sie typischen klinischen Erscheinungsbild (s.u.) tritt in 80% aller Falle auf und
kann den neurologischen Symptomen vorausgehen oder diese begleiten. Im
Endstadium der Erkrankung sind die Kinder aufgrund einer Optikusatrophie erblindet,
und das Sprechen ist ebenfalls nicht mehr méglich (Moser et al. 2001).

Im Gegensatz zur kindlichen cerebralen Form der X-ALD werden Patienten mit der
adoleszenten oder adulten cerebralen Form erst im zweiten Lebensjahrzehnt oder
noch spater Kklinisch manifest. Dabei unterscheidet sich der Verlauf nach
Erkrankungsbeginn aber nicht von dem der kindlichen cerebralen Form. Auch bei
diesen Formen kann eine Nebennierenrindeninsuffizienz den neurologischen
Symptomen vorausgehen oder diese begleiten. Aufgrund der initial zu
beobachtenden Verhaltensauffalligkeiten werden diesen Patienten oft psychiatrische
Krankheitsbilder, wie z.B. die Schizophrenie, zugeordnet (Moser et al. 2001).
Ebenfalls in der zweiten Lebensdekade wird die bei ca. einem Viertel der Patienten
vorkommende Adrenomyeloneuropathie (AMN) manifest. Im Gegensatz zu den
cerebralen Formen der X-ALD besteht hier eine uber Jahrzehnte langsam
progrediente neurologische Symptomatik. Haufige Symptome der AMN sind eine
Schwéche der unteren Extremitaten, Parasthesien, Blasen- und Mastdarmschwache
sowie eine gonadale Insuffizienz. Bei bis zu zwei Drittel der Patienten besteht
zusatzlich eine Nebennierenrindeninsuffizienz (Moser et al. 2001).

Ungefahr ein Zehntel bis ein Flunftel aller Patienten mit X-ALD leiden lediglich unter
dem Bild eines Morbus Addison ohne neurologische Beeintrachtigung. Diese
Patienten weisen die typischen Hyperpigmentierungen im Bereich der Hande sowie
im Mund - und Rachenraum auf.

Eine seltenere Variante der X-ALD stellt die spinozerebellare Ataxie dar, bei der die
Patienten im ersten oder zweiten Lebensjahrzehnt zusatzlich zu einem schon
vorhandenen Morbus Addison eine Ataxie entwickeln.

Schlie3lich bleiben einige Patienten trotz nachgewiesenem genetischen und
biochemischen Defekt ein Leben lang asymptomatisch. Sie haben weder
neurologische Symptome noch eine Nebennierenrindeninsuffizienz.

Infolge ungleichférmiger X-Inaktivierung kénnen auch weibliche Ubertragerinnen des
Gendefektes neurologische Symptome prasentieren, wobei die Haufigkeit und der
Schweregrad der neurologischen Symptomatik mit zunehmendem Lebensalter

zunimmt (Moser et al. 1991). Neben der AMN ahnlichen Symptomen wie



Hyperreflexie und Parasthesien entwickeln einige  Ubertragerinnen  im
fortgeschrittenen Alter eine progrediente Paraplegie, die haufig als klinisches

Merkmal einer Multiplen Sklerose fehlgedeutet wird (Dooley und Wright 1985).
1.3.3. Diagnostik

Die Diagnose der X-ALD erfolgt anhand des klinischen Erscheinungsbildes und
biochemisch tber den Nachweis einer erhdhten Konzentration an VLCFA. Dabei sind
die Bestimmung von Lignocerinsdure (Tetracosansaure, Cza) und Cerotinsaure
(Hexacosansaure, Cas0) sowie deren Verhdltnis zu Behensaure (Docasanséure,
C22:0) von besonderer Bedeutung. In 85% der Falle sind auch bei heterozygoten
Ubertragerinnen der Erkrankung erhohte Konzentrationen an VLCFA nachweisbar
(Moser et al. 1983; Moser et al. 1999). Ferner erganzt die cerebrale Bildgebung
mittels Magnetresonanztomographie (MRT) die Diagnostik, indem sie das Ausmalf}
der Lasionen abschatzen kann. Dabei scheint sich aus dem initialen Ausmalf3 der
sichtbaren Veranderungen, ihrem Verteilungsmuster und dem Lebensalter des
Patienten zum Zeitpunkt des MRTs eine Aussage Uber den weiteren Fortgang der
MRT-Veranderungen treffen zu lassen (Loes et al. 2003). Au3erdem zeigt die MRT-
Untersuchung des Schadels nach intravendser Gabe von Gadolinium bei aktiver
Entmarkung ein fur die Erkrankung pathognomonisches Gadolinium-Enhancement in
den Randzonen der Lasionen. Eine Magnetresonanzspektroskopie (MRS) sollte
ebenfalls erganzend durchgefuhrt werden, da Dbereits Hinweise auf
Entmarkungsreaktionen Uber ein erniedrigtes N-AcetylaspartatSignal und ein
erhohtes Cholinsignal gefunden werden kdnnen, bevor leukodystrophische Herde im
MRT sichtbar werden (Pouwels et al. 1998).

Zur Abklarung einer manifesten oder latenten Nebennierenrindeninsuffizienz (Morbus
Addison) sind die Basalwerte fur Cortisol und ACTH im Serum zu bestimmen und
gegebenenfalls durch einen ACTH-Test =zur Sicherung einer latenten
Nebennierenrindeninsuffizienz zu erganzen.

Da die neuropsychologischen Auffalligkeiten der Patienten in der Regel den
neurologischen Symptomen vorausgehen, sind standardisierte neuropyschologische
Testungen wie die Griffith Entwicklungsskala und die Wechsler Intelligenztestskala
durchzufiihren. Die Erfassung der neuropsychologischen Auffalligkeiten ist ferner bei
der Beurteilung des Erkrankungsverlaufs und vor dem Einsatz risikoreicher oder

experimenteller  Therapieansatze  bedeutend (Shapiro et al. 1997).



Beeintrachtigungen des Seh- und Ho6rvermoégens, der hirnelektrischen Aktivitat
und/oder des peripheren Nervensystems kdnnen anhand von neurophysiologischen
Untersuchungen, wie visuell und akustisch evozierte Potentiale (VEP und AEP),
Elektroenzephalogramm (EEG) sowie motorisch evozierte Potentiale (MEP) und
Nervenleitgeschwindigkeit (NLG) erfasst werden.

Die Mutationsanalyse ist bei betroffenen méannlichen Patienten zur Diagnosestellung
nicht erforderlich und auch fiir die Einschatzung des Erkrankungsverlaufs wenig
hilfreich, da keine Korrelation zwischen Geno- und Phanotyp besteht. Zur sicheren
Erfassung oder zum Ausschluss eines heterozygoten Ubertragerstatus ist sie
allerdings bei allen weiblichen Mitgliedern einer betroffenen Familie durchzufiihren,
auch wenn diese eine normale Konzentration an Uberlangkettigen Fettséuren
aufweisen. Eine Pranataldiagnostik steht fir heterozygote Anlagetréagerinnen zur
Verfligung, wobei die Konzentration an tberlangkettigen Fettsauren oder die in einer
Familie bekannte Mutation in Chorion- oder Amnionzellen bestimmt werden kann
(Moser und Moser 1999).

1.3.4. Therapie

Aufgrund der bislang weitgehend unbekannten Pathogenese der X-ALD ist die
Entwicklung kurativer Therapieansatze erschwert. Die Transplantation von
hamatopoetischen Stammzellen ist momentan der einzige kurative Therapieansatz
der X-ALD wobei sich deren Anwendung aufgrund des hohen Risikos auf Patienten
mit einer cerebralen Form der X-ALD und gerade beginnenden neurologischen
Symptomen beschrankt.

Die allogene Transplantation von hamatopoetischen Stammzellen aus Knochenmark,
peripherem Blut oder Nabelschnurblut spielt bei Kindern eine immer grol3er
werdende Rolle in der Behandlung von h&matologisch-onkologischen Erkrankungen
wie z.B. der Leukamie. Zunehmend werden auch Kinder mit ausgewé&hlten
immunologischen oder metabolischen Erkrankungen allogen transplantiert. Dabei
werden durch eine Hochdosischemotherapie die im Knochenmark des Empfangers
vorhandenen Zellen zerstort. AnschlieBend werden die zunehmend aus dem
peripheren Blut des Spenders mittels Leukozytenapherese gewonnenen
Stammzellen dem Empfanger infundiert. Nach dem Anwachsen des Transplantats
werden die drei Zellreihen des Blutes nach ca. 2-4 Wochen aus den Stammzellen

neu gebildet. Eine charakteristische Komplikation der allogenen



Stammzelltransplantation (SZT) ist die Spender-gegen-Empfanger-Erkrankung
(GvHD). Hierbei kommt es =zu einer in Einzelfadllen lebensbedrohlichen
AbstolRungsreaktion der transplantierten immunkompetenten Zellen gegen Gewebe
des Empfangers.

Die erste SZT bei XALD wurde im Jahre 1981 bei einem 12,5-jahrigen Jungen
durchgefihrt, der bereits deutliche neurologische Auffalligkeiten zeigte. Obwohl bei
diesem Patienten biochemisch eine Normalisierung der VLCFA in den oberen
Normbereich bestand, zeigte sich eine Progression der neurologischen Symptomatik,
die den anféanglichen Enthusiasmus Uber diesen kurativen Therapieansatz tribte
(Moser et al. 1984). Im Gegensatz dazu konnte bei einem 8jahrigen Jungen mit
milden neurologischen Symptomen und leichten kernspintomographischen
Veranderungen eine Normalisierung der auffalligen Befunde nach Durchfiihrung
einer SZT beobachtet werden (Aubourg et al. 1990). Insgesamt wurden bisher
weltweit mehr als 150 Patienten transplantiert. Dabei zeigt die bisherige Erfahrung,
dal3 sich die SZT nur bei Patienten im Frihstadium, nicht jedoch bei Patienten mit
fortgeschrittener Erkrankung als wirkungsvoll erwiesen hat (Krivit et al. 1999; Shapiro
et al. 2000).

Einen weiteren kurativen Therapieansatz stellte die Gabe des aus Film und
Fernsehen bekannten ,Lorenzos Ol* dar, welches nach dem Patienten Lorenzo
Odone benannt wurde, dessen Eltern diesen Therapieversuch initiiert haben. Bei
,Lorenzos OI“ handelt es sich um ein Gemisch aus Oleinsaure (,glyceryl trioleate®,
GTO) und Erukasaure (,glyceryl trierucate, GTE) im Verhéltnis 4:1. Dieser
Therapieansatz basiert auf den Beobachtungen, dafl sich mit der Nahrung
aufgenommene markierte Hexacosansaure (Cyg:0) in der weil3en Substanz erkrankter
Patienten ablagert (Kishimoto et al. 1980) und dal’ Oleinsdure um das Enzymsystem
konkurriert, welches an der Elongation langkettiger Fettsduren beteiligt ist (Bourre et
al. 1976). Somit fiihren eine an VLCFA arme Diat und die Gabe von ,Lorenzos OI*
sowohl zu einer Reduzierung der exogenen Zufuhr als auch zu einer Hemmung der
endogenen Synthese von VLCFA. Daraus resultiert eine Reduzierung der
Konzentration von VLCFA im Plasma. Allerdings konnten durch diese Therapie
weder das Ausmal3 der Nebennierenrindeninsuffizienz noch die Progredienz der
neurologischen Symptomatik guinstig beeinflusst werden (Aubourg et al. 1993; Asano
et al. 1994). Diese Beobachtung laf3t sich z.B. durch eine mangelnde Penetration von

Erukasaure in das Zentralnervensystem erklaren (Rasmussen et al. 1994). Da die
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Progression der neurodegenerativen Erkrankung mit einer Entziindungsreaktion im
Zentralnervensystem einhergeht (vgl. 1.3.3.), wurde in weiteren Therapieansatzen
die Gabe von immunmodulatorischen  Substanzen, wie R-Interferon,
Cyclophosphamid, Cyclosporin, Immunglobuline und Thalidomid versucht, die jedoch
keinen Einfluss auf das Fortschreiten der Erkrankung hatte (Moser et al. 2001).

Im Gegensatz zu den neurologischen Symptomen kann die
Nebennierenrindeninsuffizienz wirkungsvoll durch die Gabe von Hydrokortison und
Fludrokortison behandelt werden (Moser et al. 2001). Die im Vordergrund der
Therapie stehenden symptomatischen Behandlungsmal3nahmen bestehen aus der
Behandlung von Unruhezustdnden, schmerzhaften Muskelspasmen, cerebralen
Krampfanféallen und von rezidivierenden Atemwegsinfekten und Pneumonien. Neben
praventiven krankengymnastischen Ubungsbehandlungen kann zur Vermeidung von
Kontrakturen und schmerzhaften Muskeltonuserh6hungen bzw. -spasmen die Gabe
von muskelrelaxierenden Medikamenten wie Nitrazepam und Baclofen versucht
werden. Zur Verbesserung oder Beseitigung von Knochenfehlstellungen und
Kontrakturen sind  Injektionen  von  Botulinumtoxin und orthopadische
Korrekturoperationen zu erwégen. Cerebrale Krampfanfalle kbnnen durch den Ein-
satz gangiger Antiepileptika wie Phenobarbital, Valproinsaure, Carbamazepin und
Primidon behandelt werden. Da im fortgeschrittenen Erkrankungsstadium die
Patienten meist dauerhaft per Magensonde ernahrt werden, empfiehlt sich die
Anlage einer PEG (perkutanen endoskopischen Gastrostomie)-Sonde.

Insgesamt stellt die X-ALD mit den aufkommenden psychosozialen und
padagogischen Problemen wie kaum eine andere Erkrankung eine Herausforderung
fur die interdisziplindre Zusammenarbeit zwischen Eltern, Lehrern, Psychologen,

Interessenvereinigungen und Arzten dar.
1.3.5. Genetik

Der X-ALD liegt biochemisch eine Stérung des peroxisomalen Abbaus von
gesattigten Fettsduren mit einer Kettenlange von mehr als 22 Kohlenstoffatomen,
den sogenannten Uberlangkettigen Fettsauren (VLCFA) zugrunde. Als Folge dieser
Abbaustorung akkumulieren VLCFA in den Korperflissigkeiten und Geweben,
insbesondere in der weif3en Hirnsubstanz, in der Nebennierenrinde und dem Hoden
(Menkes und Corbo 1977). Dabei besteht zwischen der Konzentration an VLCFA und

dem Grad der klinischen Auspragung kein Zusammenhang.
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Die Isolierung des Genes auf der Bande 28 des langen Armes des X-Chromosoms
gelang 1993 durch positionelles Klonieren (Mosser et al. 1993). Das ALD-Gen
enthalt 10 Exons und umfal3t insgesamt etwa 26 kb. Das aus einer 4,3 kb grof3en
RNA translatierte 75 kD schwere Adrenoleukodystrophieprotein (ALDP) besteht aus
745 Aminosduren und besitzt eine Homologie zu den ATP-bindenden
Transporterproteinen  (ABC-Transporter), die an einer Vielzahl von
transmembrandsen Transportprozessen beteiligt sind (Higgins 1995). Diese
Beobachtung verwarf die urspringlich aufgestellte These, dal’ es sich bei dem ALDP
um ein Enzym des Fettsdurenabbaues (der [-Oxidationskaskade) handelt. Neben
der X-ALD liegen z.B. auch die zystische Fibrose, die Stargardt-Krankheit, die
Tangier-Krankheit und das Dubin Johnson-Syndrom in einer Veranderung eines
ATP-bindenden Transporterproteins begriindet (Efferth 2001). Im Gegensatz zur X-
ALD handelt es sich jedoch bei den dort involvierten Proteinen um vollstdndige
Transporterproteine, wahrend das ALDP nur aus einer von zwei ABC-
Transporterhalften besteht (Mosser et al. 1993). Daher bendtigt das ALDP eine
zweite ABC-Transporterhélfte, um ein funktionstiichtiges Protein bilden zu kdnnen.
Es wird angenommen, dal} das ALDP entweder mit sich selbst oder mit einem dem
ALDP &hnlichem ABC-Transporterprotein, wie dem ALD-related Protein (ALDR), dem
70kD schweren peroxisomalen Membranprotein PMP70 oder dem PMP70-ahnlichen
Protein P70R in der peroxisomalen Membran dimerisiert (Gartner et al. 1992;
Lombard-Platet et al. 1996; Holzinger et al. 1997). Insgesamt kdnnen bisher
aufgrund der Aminosduresequenz vier funktionelle Domanen des ALDP
unterschieden werden. Dabei handelt es sich neben den Transmembrandomé&nen
um das Fettsdurebindungsmotiv, die peroxisomale Signalsequenz und die
Nukleotidbindungsfalte mit den hochkonservierten Sequenzen Walker A, Walker B
und 19mer.

Bislang konnten in mehr als 250 betroffenen Familien eine Vielzahl von Mutationen
im ALD-Gen nachgewiesen werden (Gartner et al. 1998; Kemp et al. 2001). Dabei
zeigt mit wenigen Ausnahmen jede Familie ihre eigene Mutation. Die bisher
beschriebenen Mutationen, zu denen Missense-, Nonsense- und Splice Site-
Mutationen sowie Deletionen und Insertionen z&hlen, verteilen sich Uber alle
funktionellen Domanen des ALDP mit einer Haufung im Bereich der
Nukleotidbindungsfalte. Aufgrund der heterogenen Verteilung der Mutationen Utber

alle funktionellen Doméanen des ALDP ist anzunehmen, dalR unterschiedliche
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Mechanismen zZu einer Fehlfunktion des ALDP fuhren. Mit
Immunfluoreszenzfarbungen von kultivierten Fibroblasten konnte gezeigt werden,
dal aus ca. 2/3 aller Mutationen ein vollstandiger Verlust des Genproduktes
resultiert. Zwischen der Art der Mutation, der Konzentration an VLCFA und dem
klinischen Verlauf ergibt sich keine Korrelation. So kénnen innerhalb von Familien mit
mehreren betroffenen Mitgliedern trotz identischer Mutation im ALD-Gen schwere
und milde klinische Ausprégungen nebeneinander vorkommen (Berger et al. 1994).
Selbst bei monozygoten Zwillingen sind unterschiedliche Erkrankungsverlaufe
beschrieben worden (Korenke et al. 1996). Neben der Mutation im ALD-Gen mussen
daher auch modifizierende Gene und epigenetische Faktoren flr die Auspragung des
klinischen Bildes eine Rolle spielen (Moser et al. 1992; Korenke et al. 1996; Gartner
2000).

1.3.6. Pathogenese und Histopathologie

Der pathophysiologische Zusammenhang zwischen dem Vorliegen einer Mutation im
ALD-Gen und der Storung der R-Oxidation der gesattigten Uberlangkettigen
Fettsduren ist bisher noch nicht abschlieRend geklart. Komplementierungsstudien
haben gezeigt, dal3 die Expression von ALD-cDNA die Stérung der [3-Oxidation in
Fibroblasten aufhebt (Cartier et al. 1995; Shinnoh et al. 1995). Ferner konnte durch
Studien an Hefepilzen gezeigt werden, da? das ALDP an dem energieabhangigen
Transport von CoA-Fettsduren und Co-Faktoren der peroxisomalen 3-Oxidation aus
dem Zytosol durch die peroxisomale Membran in die peroxisomale Matrix beteiligt ist
(Hettema et al. 1996; Shani und Valle 1998; Aubourg und Dubois-Dalcg 2000). Die
durch die Mutation bedingte Stérung im Abbau der VLCFA scheint also auf eine
Aufhebung oder Einschrédnkung der peroxisomalen Transportfunktion des ALDP
zurtckzufiihren zu sein, aus der eine Akkumulation der VLCFA in allen Geweben
und Korperflissigkeiten resultiert. Diese Akkumulation der VLCFA und deren
vermehrte Aufnahme in Phospholipidmembranen fihrt zu Veranderungen von
Membranstrukturen und deren Funktion (Whitcomb et al. 1988; Ho et al. 1995).
Ferner spielt pathogenetisch die Akkumulation von VLCFA enthaltenden abnormalen
Lipiden eine Rolle (Powers und Schaumburg 1980).

Histopathologisch findet sich bei Patienten mit der cerebralen Form der X-ALD neben
einem meist intakten Kortex eine mikroskopisch erkennbare Entmarkung und

reaktive Astrogliose (Schaumburg et al. 1975). Die primar parieto-okzipital
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lokalisierten Demyelinisierungsregionen stellen sich bilateral, nahezu symetrisch und
konfluierend dar. Dabei schreitet die Demyelinisierung caudorostral fort. Innerhalb
dieser Lasionen finden sich neben dem Markscheidenverlust perivaskulare
Ansammlungen von PAS-positiven Makrophagen (Myelophagen) und Lymphozyten
(Griffin et al. 1985). In chronischen Lasionen kommt es neben dem Untergang von
Oligodendrozyten und von in Frihstadien noch erhaltenen Axonen zu einer reaktiven

fibrillaren Astrogliose.
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2. Patienten, Materialien und Methoden

2.1. Untersuchungsmaterialen der Patienten

In der hier vorliegenden Arbeit sind sechs Mitglieder einer Familie, in der eine X-ALD
klinisch und biochemisch diagnostiziert werden konnte, untersucht worden. Eine
Ubersicht der zur Verfigung stehenden Untersuchungsmaterialien dieser
Familienmitglieder liefert Tabelle 3, die klinischen und biochemischen Phanotypen

werden ausfihrlich in Kapitel 3.1. beschrieben.

Tabelle 3: Untersuchungsmaterialien

Familienmitglied Klinische Prasentation Untersuchungsmaterial
GAW asymptomatische Ubertragerin EDTA-Blut

NAW asymptomatisch EDTA-Blut

NIW kindliche cerebrale Form EDTA-BIlut vor Durchflhrung einer

allogen-unverwandten SZT

in Formalin fixiertes und in Paraffin
eingebettetes autoptisches Gewebe
(s. Tabelle 4)

FLW Nebennierenrindeninsuffizienz EDTA-Blut

Fibroblastenkultur

JUW kindliche cerebrale Form EDTA-BIlut vor und nach Durchfiihrung

einer allogen-unverwandten SZT

JEW asymptomatisch EDTA-Blut

Zwei mannliche Familienmitglieder litten an einer kindlichen cerebralen Form einer X-
ALD und erhielten eine allogen-unverwandte SZT. Wahrend bei dem Patienten JUW
EDTA-Blut untersucht werden konnte, welches vor und nach der Durchfihrung der
SZT gewonnen wurde, lag bei dem Patienten NIW nur EDTA-Blut von einem
Zeitpunkt vor SZT vor. Zwei Tage nach dem Exitus dieses Patienten aufgrund \on
Komplikationen der SZT erfolgte mit dem Einverstandnis der Eltern eine Obduktion,
die neuropathologische Sektion fand einen Monat spater statt. Das aus dieser
Obduktion zu diagnostischen Zwecken in Formalin fixierte und in Paraffin
eingebettete Gewebe wurde in der hier vorliegenden Arbeit verwendet. Insgesamt

wurden 23 Organe bzw. Regionen unterschieden (Tabelle 4). Als Kontrollgewebe
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stand Gewebe von insgesamt 12 verschiedenen Patienten zur Verfigung, die an
Erkrankungen des HerzKreislaufsystems verstorben sind. Das Kontrollgewebe
wurde im gleichen Zeitraum unter gleichen Bedingungen in Paraffin eingebettet.
AulRerdem wurde bei der Auswahl des Kontrollgewebes darauf geachtet, dal3 deren
pathologische Begutachtung keinen auffélligen Befund ergab. Kryokonserviertes
Material lag leider nicht vor.

Bei einem weiteren betroffenen méannlichen Familienmitglied konnte eine humane

Fibroblastenzellinie angelegt und subkultiviert werden.

16



Tabelle 4: Ubersicht Giber die verwendeten Paraffingewebe

Nr. | Gewebeart Nr. | Gewebeart

1 Frontales Hirngewebe 25 | Knochenmark

2 Frontales Hirngewebe (Kontrollgewebe) 26 | Knochenmark (Kontrollgewebe)
3 Zentrales Hirngewebe 27 | Nebenniere

4 Zentrales Hirngewebe (Kontrollgewebe) 28 | Nebenniere (Kontrollgewebe)
5 Okzipitales Hirngewebe rechts 29 | Leber

6 Okzipitales Hirngewebe rechts (Kontrollgewebe) 30 | Leber (Kontrollgewebe)

7 Ammonshorn 31 | Milz

8 Ammonshorn (Kontrollgewebe) 32 | Milz (Kontrollgewebe)

9 Medulla oblongata 33 | Dunndarm

10 | Medulla oblongata (Kontrollgewebe) 34 | Dunndarm (Kontrollgewebe)
11 | thorakales Ruckenmark 35 | Dickdarm

12 | thorakales Riickenmark (Kontrollgewebe) 36 | Dickdarm (Kontrollgewebe)
13 | lumbales Ruckenmark 37 | Niere

14 | lumbales Ruckenmark (Kontrollgewebe) 38 | Niere (Kontrollgewebe)

15 | Stammganglien 39 | Herz

16 | Stammganglien (Kontrollgewebe) 40 | Herz (Kontrollgewebe)

17 | Okzipitales Hirngewebe links 41 | Lunge

18 | Okzipitales Hirngewebe links (Kontrollgewebe) 42 | Lunge (Kontrollgewebe)

19 | Mittelhirn 43 | Haut

20 | Mittelhirn (Kontrollgewebe) 44 | Haut (Kontrollgewebe)

21 | Brucke 45 | Hoden

22 | Brucke (Kontrollgewebe) 46 | Hoden (Kontrollgewebe)

23 | Kleinhirnhemisphéare

24 | Kleinhirnhemisphare (Kontrollgewebe)
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2.2. Materialien

2.2.1. Kulturmedien

Kulturmedium fiir Bakterien

LB (Luria-Bertani)-Medium: 10 g Trypton, 5 g Hefeextrakt und 10 g NaCl wurden ad 1
Liter gelost, und der pH-Wert wurde mit 5 N NaOH auf 7.0 eingestellt. Fir feste
Nahrboden wurden 1,5% (w/v) Agarose zugesetzt. Durch Zugabe von 25 pg/ml
Kanamycin in die auf 50°C abgekihlte, autoklavierte Losung konnte auf
Antibiotikaresistenzen selektioniert werden.

Kulturmedium fir Fibroblasten

Die menschlichen Hautfibroblasten wurden in Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(DMEM) kultiviert, das mit 10% fetalem Kalberserum (30 Minuten bei 56°C
hitzeinaktiviert), 2 mM L-Glutamin und einer Kombination aus 100 pg/ml

Dihydrostreptomycinsulfat und 100 U/ml Penicillin G-Natrium supplementiert war.
2.2.2. Antikdrper (AK)

Priméare Antikdrper
ALDP-AK MAB2164

Der gegen die Nukleotidbindungsfalte des humanen ALD-Proteins von AS 495 bis
AS 648 gerichtete monoklonale Maus-AK (Fa. Chemicon, Kanada) wurde fur die
Immunfluoreszenzfarbung von Fibroblastenkulturen in einer 1:250-Verdinnung und
fur die immunhistochemischen Farbungen von Paraffingewebe in einer 1:20.000-
Verdlnnung eingesetzt.

ALDP-AK MAB2162

Der gegen die AS 279 bis AS 482 des humanen ALD-Proteins gerichtete
monoklonale Maus-AK  (Fa.  Chemicon, Kanada) wurde fur die
Immunfluoreszenzfarbung von Fibroblastenkulturen in einer 1:250-Verdinnung und
fur die immunhistochemischen Farbungen von Paraffingewebe in einer 1:20.000-
Verdinnung eingesetzt.

Bei beiden Antikorpern diente in den immunhistochemischen Farbungen mit dem
DAKO CSA-System (DAKO Corp., USA) das DAKO Antibody Diluent als
Verdinnungsmedium, welches unspezifische Hintergrundfarbungen reduzieren soll.
Eine Kreuzreaktion der verwendeten Antikorper mit den ALDP-verwandten Proteinen

ALDR und PMP70 wird von Seiten des Herstellers ausgeschlossen.
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Katalase-AK

Es wurde ein polyklonaler AK der Firma Europa Bioproducts Ltd., England,
verwendet, der durch Immunisierung von Kaninchen gegen humane Katalase
erzeugt wurde. Fur die Immunfluoreszenzfarbung von Fibroblastenkulturen wurde
der AK in einer 1:250-Verdliinnung eingesetzt.

Synaptophysin-AK

Als Kontrollantikdrper fur das in Paraffin eingebettete Hirngewebe wurde ein gegen
das Protein Synaptophysin gerichteter monoklonaler Maus-AK (DAKO Corp., USA)
verwendet. Dieser wurde fur die immunhistochemischen Farbungen von
Paraffingewebe in einer 1:5.000-Verdinnung eingesetzt

Vimetin-AK

Als Kontrollantikorper fur die immunhistochemische Anfarbung von in Paraffin
eingebetteten Fibroblasten wurde ein monoklonaler Maus-AK (Fa. Biogenex, USA) in

einer Verdiinnung von 1:5.000 eingesetzt.

Sekundare Antikdrper
FITC-konjugiert

Es wurden Ziege Anti-Kaninchen-lgG und Ziege Anti-Maus-1gG der Firma Sigma-
Aldrich, USA, eingesetzt, die Fluorescein-lIsothiocyanat (FITC) als Fluorochrom
aufweisen. Die Anregung von FITC erfolgt bei 492 nm. Der lyophilisierte AK wurde
ad 1,2 mg/ml in PBS geldst, aliquotiert und bei -80°C gelagert. Fur die
Immunfluoreszenzfarbung von Fibroblastenkulturen wurden die AK in einer 1:50-
Verdinnung eingesetzt.

Cy2-konjugiert

Alternativ zu den FITC-konjugierten AK wurden Ziege Anti-KaninchenlgG und Ziege
Anti-Maus-1gG der Firma Dianova, Hamburg, verwendet, welche den grinen
Fluoreszenzfarbstoff Cy2 tragen. Dessen Anregungswellenléange liegt ebenfalls bei
492 nm. Die AK wurden in einem Puffer aus 0,01 M Natriumphosphat und 0,25 M
NaCl, pH 7,6 ad 1,5 mg/ml geliefert. Es erfolgte eine Aliquotierung und
anschlieRende Lagerung bei -80°C. Fiur die Immunfluoreszenzfarbung von

Fibroblastenkulturen wurden die AK in einer 1:50-Verdlinnung eingesetzt.

19



2.2.3. Oligonukleotidprimer

Alle verwendeten Oligonukleotidprimer wurden von der Firma MWG-Biotech GmbH,

Ebersberg synthetisiert. Fir die Identifizierung der Mutation und zum Nachweis von

genomischer DNA des Spenders und Empfangers nach SZT wurden folgende

Oligonukleotide der cDNA des ALD-Gens eingesetzt:

Primer Sequenz (5® 37) Position im Gen
JG 255F CAG CCA CCT GCC TCA ACT G bp 318-336

JG 256R CAC ATA CAC CGA CAG GAA G bp 701-719

JG 257F CTG CTG GCC CTG CAC TCG bp 663-680

JG 258R (GCC ACA GAG GCC GCA AAG bp 995-1012
JG 259F CTG ACC AGT CTC TGA CGG bp 964-981

JG 260R CAC ACG CTT CCC TCC GIG bp 1310- 1327
JG 261F CITG TGC ATG GCC AGG AAG bp 4307- 4324
JG 262R CTG GAT CCT CIT GGA GCC bp 4543- 4561
JG 263F GAC TTT CCG CTG TCT CIG C bp 11167-11185
JG 264R CAT GEC AAG GAT GEC AAG G bp 11395-11413
JG 265F CTC CCT GCA ACT G&C AGG bp 11419-11436
JG 266R GCA GCA GGI' CAG CAC CTG bp 11680-11697
JG 267F CAG AAT GCA GAG GGG TCG bp 12213-12230
JG 268R CCA AGG GCT GAG GCT TGC bp 12408- 12425
JG 269F CIC TGG CGT CAG CGG CTG bp 15181-15198
JG 270R CAG GAA GCC ATG TGI GAGC bp 15402- 15420
JG 271F GAG GCG CAG AGT ATC TTGG bp 15625- 15643
JG 272R  CAA AGG GIG GCT GCC AGC bp 15853-15870
JG 273F CIG AGC CAA GAC CAT TGC bp 18078- 18095
JG 274R CCA CAG CTG CTA CTT CCC bp 18234-18251
JG 275F GCA CAG ACT CTC CTC TCG bp 18308-18325
JG 276R CTC CCC TCA GEC AGG CAC bp 18502-18519
JG 277F GCG GCT GIC ATC AGC ACGC bp 18550- 18567
JG 278R CAT GIG ATC CGA GCT TAGG Intron n. ALDG
JG 510F GGA GIC ACT GIC GCT TCA &CC AG bp -31 bis -9
JG 513R CAG GGEC AGA GAC AGC GA AAG TC bp 11167-11189
JG 681F GIG CTC TCC AGG CCC C&G CCC TG bp 393-415

JG 682R CAC AGA GAC AGG AAG CAG ATG AG bp 10072-10094
JG 753F GAC CTA CTA CCG GGI' CAG CAA CAT G bp 920-944

JG 754R CAG GCT GGTI' CTC AAA CTC CTG AAC bp 9480- 9503
JG 756R CGA AGC AGG GIG TAG GAA GIC ACA G bp 1054- 1078
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2.2.4. Chemikalien

Chemikalien wurden, wenn nicht als versuchsspezifische Materialen gesondert
aufgefuhrt, von den folgenden Firmen in hochstmoglichem Reinheitsgrad bezogen:
Merck (Darmstadt), Boehringer (Mannheim), Gibco BRL GmbH (Eggenstein), Sigma-
Aldrich Chemie GmbH (Deisenhofen), Peglab Biotechnologie GmbH (Erlangen),
Biochrom KG (Berlin), Nunc GmbH (Wiesbaden-Biebrich), Serva (Heidelberg).

2.2.5. Apparaturen

Gewebeschnitte aus Paraffingewebeblocken wurden mit den Mikrotomen Finesse
ME (Shandon Scientific Ltd., England) oder Histoslide 2000 (Reichert-Jung,
Nussloch) angefertigt. Fur die Laserdissektionen wurde der Pix Cell 1l der Firma
Arcturus Engineering (Kalifornien, USA) verwendet. Zentrifugationen erfolgten mit
Geraten der Firmen Eppendorf (Hamburg) und Beckmann (Klosterneuburg).
Elektrophoresen wurden in Gelkammern der Peglab Biotechnologie GmbH
(Erlangen) durchgefuhrt. Zur nicht-radioaktiven Sequenzierung wurde der ABI Prism
377 DNA Sequencer (Applied Biosystems, Weiterstadt) benutzt. Fir photometrische
Messungen wurde das Uvikon Spectrophotometer 922 der Kontron Instruments

(Neufahrn) verwendet.

2.3. Umgang mit Bakterienzellen

2.3.1. Kultivierung von Escherichia coli

Es wurde der Escherichia coli Sicherheitsstamm XL1-blue verwandt. Zur Anzucht
wurden 4 ml LB-Medium (vgl. 2.2.1.) mit einer Bakterienkolonie angeimpft und unter
Schutteln bei 37°C Uber Nacht inkubiert, wobei die N&ahrldsungen mit Ampicillin
versetzt wurden. Diese Ubernachtkulturen wurden zur analytischen Plasmidisolierung
weiterverwendet. Die langerfristige Lagerung der Bakterienkulturen erfolgte in

15%iger Glycerolldsung bei -80°C.
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2.3.2. Transformation von kompetenten One Shot INVaF Zellen
mit anschlieRender Blau-Weil3-Selektion

Materialien: TA-Cloning® Kit (Invitrogen, San Diego, USA)

Mit Hilfe des TA-Cloning® Kits der Firma Invitrogen (San Diego, USA) wurden zu
klonierende PCR-Fragmente in das Plasmid pCRTMII ligiert. Die
Transformationsbedingungen entsprachen den Anweisungen des Herstellers. 100,
300 und 600 ul der Bakteriensuspension wurden auf mit Kanamycin versetzten LB-
Platten (vgl. 2.2.1.) ausgestrichen und tber Nacht bei 37°C inkubiert.

Da das kaufliche erworbene Plasmid pCRTMII das b-Galactosidase Strukturgen
(Lacz-Gen) exprimiert (lacZa), kann ein Bakterienklon, der ein Plasmid ohne Insert
beinhaltet, durch seine blaue Farbung von einem Bakterienklon, der ein Plasmid mit
einem Insert tragt und eine weil3e Farbung aufweist, unterschieden werden.

Dafur wurden auf den Agaroseplatten 60 Minuten vor dem Ausplattieren der
transformierten Bakterien (s.0.) zunachst 45 pl in Dimethylformamid (DMF) gelostes
5-Brom-4-Chlor-3-Indolyl-b-D-galacto-pyranosid (X-Gal, 20 mg/ml) und anschlie3end
12-15 pl 0,1 M Isopropylb-D-thiogalactopyranosid (IPTG) ausgestrichen. In den
Vektoren ohne Insert wird durch das IPTG die Transkription des Enzyms induziert,
welches die Hydrolyse von X-Gal zum blauen Farbstoff 5,5 -Dibrom-4,4"-

dichlorindigo katalysiert.

2.4. Umgang mit Fibroblasten

2.4.1. Anlegen von Fibroblasten-Primarkulturen aus Hautbiopsien

Die Kultivierung von humanen Fibroblasten erfolgte aus Hautbiopsien. Dabei wurde
ein Hautbiopsat unter sterilen Bedingungen in einer Petrischale (Durchmesser: 94
mm) mit Hilfe eines Skalpells in moglichst kleine Stiicke ausgekratzt. AnschlieRend
wurde der Schale 12 ml Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) zugesetzt. Das
ausgekratzte Biopsat wurde bei 37°C und 5% CO, fiir ca. 10 Tage inkubiert. Die aus
dem Biopsat ausgewachsenen, adharenten Fibroblasten wurden mittels einer
Lésung aus 0,05% Trypsin und 0,02% EDTA abgel6st, in Zellkulturflaschen tberfuhrt
und unter den Ublichen Wachstumsbedingungen (vgl. 2.2.1.) bis zur Konfluenz

inkubiert.
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2.4.2. Kultivierung von Fibroblasten

Die adharent wachsenden humanen Fibroblasten wurden alle sieben Tage mit einer
Losung aus 0,05% Trypsin und 0,02% EDTA im Verhaltnis 1:2 passagiert. Nach
maximal 30 Passagen wurden frische Kulturen aus Gefriervorraten angelegt.

Fur die Kryokonserverung wurden die trypsinierten Zellen einer bis zur Konfluenz
bewachsenen 75 cm?-Kulturflasche bei 400 g fiir 5 Minuten zentrifugiert. Das Pellet
wurde in 1 ml Einfriermedium bestehend aus 60% Vollmedium, 32% fetalem
Kéalberserum und 8% Dimethylsulfoxid (DMSO) geldst und in ein Kryordhrchen
Uberfuhrt. Die Zellen wurden eine Stunde bei-20°C vorgekunhlt, tber Nacht bei -80°C

inkubiert und anschlie3end in flissigem Stickstoff bei -196°C gelagert.
2.4.3. Immunfluoreszenzfarbung von Fibroblasten

Menschliche Hautfibroblasten wurden auf 2 cm? Deckglaschen unter den ublichen
Wachstumsbedingungen in einer Petrischale (Durchmesser: 94 mm) kultiviert (vgl.
2.2.1). Zur Fixation wurden die mit Fibroblasten bewachsenen Deckglaschen
zweimal mit 10 ml PBS gewaschen und bei RT mit 10 ml 3%igem (v/v) gepuffertem
Formaldehyd in PBS fur 30 Minuten versetzt. Anschliel3end wurden die Zellen einmal
mit 10 ml PBS gewaschen und ihre Zellmembran durch funfmindtige Inkubation in 10
ml 1%iger (v/v) Triton X-100 in PBS-LOsung permeabilisiert. Nach weiterem
zweimaligem Waschen mit PBS wurden die Zellen eines Deckglaschens fur 60
Minuten in 50 ul (1 pg/ml) eines peroxisomenspezifischen Antikdrpers, der gegen
ALDP oder Katalase gerichtet war (vgl. 2.2.2.), inkubiert. Die Zellen eines jeden
Deckglaschens wurden anschlieRend zehnmal mit PBS gewaschen und dann fir
weitere 60 Minuten in 50 pl (25 pg/ml) des mit Fluorescein markierten, gegen den
ersten Antikorper gerichteten, zweiten Antikdrper (vgl. 2.2.2.) inkubiert. Die
bewachsenen Deckglaschen wurden nochmals zehnmal mit PBS gespult und in 5 pl
einer frisch angesetzten Konservierungslosung (0,1% p-Phenylendiamin (w/v), 0,1 M
Tris/HCI, pH 8,5 in Glycerin) auf Objekttrager aufgelegt. Bei der Betrachtung unter
dem Fluoreszenzmikroskop erschienen die durch die Antikbrper nachgewiesenen,

mit Peroxisomen assoziierten Proteine als griin leuchtende Punkte.
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2.5. Umgang mit Paraffingewebe

2.5.1. Fixierung von Kulturzellen in Paraffingewebe

Zur Einbettung in Paraffin wurden zunachst funf bis zur Konfluenz bewachsene 175
cm?Kulturflaschen einmal mit PBS gewaschen und anschlieRend mit 12 ml
Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) aufgefillt. Die Ablésung der
Fibroblasten erfolgte unter Anwendung eines Falcon® Cell Scrapers (Modell-Nr.
3087, Becton Dickinson, USA). Die Zellsuspension wurde dann bei RT und 1000 rpm
zentrifugiert. Nach Verwerfen des Uberstandes wurde das Pellet zweimal mit PBS
gewaschen. Im AnschluR wurde das Pellet 10 min. in 1 ml gepuffertem
vierprozentigem Formalin (ph 7) resuspensiert. Die Suspension wurde dann auf
Filterpapier gegeben mit welchem eine kleine Einbettschale ausgelegt war. Dieses
Filterpapier wurde anschlielend zusammengefaltet und zur besseren Darstellung
des Gewebes mit Eosin bepinselt. Dann wurde die Einbettschale in das
Autotechnikon Citadell 1000 (Shandon Scientific Ltd, England) tberfuhrt. Es erfolgte
eine maximal zehnsekiindige Fixierung in Formalin, gefolgt von einem Ubergang in
eine aufsteigende Alkoholreihe und Xylol fir jeweils 5 min. pro Losung. Im Anschlul3
wurde auf einer Einbettbank das mit Eosin gefarbte Gewebe vom Filterpapier
abgekratzt und in eine Einbettschale mit flissigem Paraffin Uberfihrt. Nach
Abklihlung des Gewebeblockes stand dieser der weiteren Verwendung zur
immunhistochemischen Farbung (vgl. 2.5.2. und 2.5.3.) und DNA-Isolierung (vgl.
2.6.2.) zur Verfugung.

2.5.2. Anfertigung von Paraffingewebeschnitten

Von den in Paraffinblocken eingebetteten Geweben wurden mit Hilfe eines
Mikrotoms (vgl. 2.2.5.) 35 um dicke Schnitte angefertigt. Diese wurden im 45°C
warmen Wasserbad auf beschichtete Objekttrager (Superfrost® Plus, Firma Menzek
Glaser, Deutschland) aufgezogen. Anschlieliend wurden die Objekttrager in einem
Warmeschrank (60-80°C) fir mindestens 60 Minuten getrocknet bis sie

weiterverwendet wurden.
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2.5.3. Laserdissektion von Paraffingewebeschnitten

Zur Laserdissektion von Paraffingewebeschnitten wurden 3-5 um dicke Schnitte
angefertigt (vgl. 2.5.2.) und mit Hamatoxylin geféarbt. Auf die nicht eingedeckten
getrockneten Gewebeschnitte wurden anschlielend die Arcturus Laser Capture
Microdissection (LCM)®-Membranen aufgelegt. Unter dem Pix Cell 11®-Mikroskop der
Firma Arcturus wurden dann die gewtinschten Gewebestrukturen aufgesucht und mit
einem Laser (85 mW fur 0,8 ms) auf die Membran gebrannt. So wurden einzelne
Nervenzellen der grauen Substanz, Gliazellen der wei3en Substanz, in Hirnschnitten
sichtbare Blutzellen und Tubuluszellen der Nieren selektiv auf jeweils eine Membran
Ubertragen. Von den verwendeten Arcturus LCM®-Membranen wurde anschlieBend
die DNA der Zellen isoliert (vgl. 2.6.2.4.).

2.5.4. Immunhistochemische Farbungen

Materialien: DAKO® CSA-System (DAKO Corporation, USA)
DAKO® TBST-Puffer (DAKO Corporation, USA)
DAKO®Target Retrieval Solution (DAKO Corporation, USA)
DAKO®Biotin Blocking System (DAKO Corporation, USA)

Zur Anfarbung des peroxisomalen ALD-Proteins wurde mit dem Catalyzed Signal
Amplification System (CSA-System) der Firma DAKO® eine Detektionsmethode
ausgewahlt, die im Vergleich zur konventionellen Streptavidin-Biotin-Methode
(sogenannte ABC-Methode) eine 50-fach héhere Sensitivitat aufweiste. Es handelt
sich dabei um eine peroxidasekatalysierte Ablagerung von biotinylierten Phenolen
gefolgt von einer zweiten Reaktion mit Streptavidin Peroxidase (Bobrow et al. 1989).
Dabei bindet zunachst ein biotinylierter Sekundéar-AK an den verwendeten Primér-
AK. AnschlieRend bindet ein Streptavidin-Biotin-Peroxidase-Komplex Uber sein
Streptavidin an den Sekundar-AK. Die zum Komplex gehérende Peroxidase
katalysiert dann die Prazipitation von biotinylierten Phenolmolekilen auf dem
Gewebeschnitt. Dieses hat zur Folge, dal3 sich die Menge an zur Reaktion mit
Streptavidin Peroxidase zur Verfigung stehenden Molekilen erhéht. Die Peroxidase
katalysiert im letzten Schritt die Farbreaktion. Die zuséatzlich zum DAKO® CSA-
System notwendigen Reagenzien wurden gemal den Empfehlungen des Herstellers
von diesem bezogen, um ein optimal abgestimmtes Reagenziensystem zu erhalten

und bestmogliche Farbungsergebnisse zu erzielen.
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Zunachst wurden die Gewebeschnitte in Xylol und einer absteigenden Alkoholreihe
deparaffiniert und rehydriert. Nach einer Vorbehandlung der Gewebeschnitte mit
DAKO® Target Retrieval Solution im Wasserbad bei 97°C fiir 20 Minuten, erfolgte die
Abkihlung der Gewebeschnitte bei RT in weiteren 20 Minuten. Anschlie3end wurden
die Gewebeschnitte zweimal mit raumtemperiertem DAKO® TBST-Puffer gewaschen.
Nach Anleitung des Herstellers wurde nun das DAKO® Biotin Blocking System
appliziert, bevor mit der CSA-Farbung mit dem DAKO® CSA-System begonnen
wurde. Nach Anwendung von Wasserstoffperoxid zur Blockierung der endogenen
Peroxidase und des Proteinblockes wurden die Gewebeschnitte mit dem
entsprechenden Primarantikérper (vgl. 2.2.2.) Gber Nacht bei 4°C inkubiert. Am
folgenden Tag wurde mit der CSA-Farbung gemal der Anleitung des Herstellers
fortgefahren. Abschlieend erfolgte die Gegenfarbung mit Hamalaun fir 3-5
Sekunden. Nach drei Wasserbadern wurden die Gewebeschnitte einer
aufsteigenden Alkoholreihe zugefihrt, anschliel3end in drei Xylolbader gegeben und
mit einem Eindeckmedium (Eukitt®, Firma Kindler, Freiburg) unter Deckglasern
(Laborbedarf  Engelbrecht, Ederminde) fixiert. Die Begutachtung und
Photodokumentation der immunhistochemischen Farbungen erfolgte mit dem

Mikroskop Axioplan Il der Firma Carl Zeiss (Jena).

2.6. Praparative Methoden

2.6.1. Isolierung von Plasmid-DNA

Materialien: Qiaprep Spin Miniprep Kit® (Qiagen GmbH, Hilden)
Fur die Isolierung von Plasmid-DNA wurde der Qiaprep Spin Miniprep Kit® (bis zu 20
pg/Silicanmatrix) der Firma Qiagen nach Anleitung des Herstellers verwendet.
2.6.2. Isolierung genomischer DNA
Materialien: QIlAamp Blood Systems® (Qiagen GmbH, Hilden)
DNeasy® Tissue Kit (Qiagen GmbH, Hilden)

2.6.2.1. Extraktion von genomischer DNA aus EDTA-BIlut

Zur Extraktion von genomischer DNA aus Blut wurden zunéchst die kernhaltigen
Zellen aus dem EDTA-Blut prapariert. Hierzu wurden 5 bis 10 ml EDTA-Blut mit 40
ml Puffer A (10 mM Tris-HCI, 320 mM Saccharose, 5 mM MgCl,, 1% Triton X-100,
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pH 8,0) versetzt und 4 Minuten bei RT kraftig geschittelt. Das Erythrozytenlysat
wurde von den kernhaltigen Zellen durch zehnminltige Zentrifugation bei RT und
1300 x g getrennt und als Uberstand abgenommen. Das so gewonnene
Leukozytenpellet (ca. 35 x 10° Zellen) wurde zur besseren Aufreinigung erneut mit
Puffer A versetzt und abzentrifugiert. Zur Leukozytenlyse wurde das Pellet
anschlieRend in 2 ml Puffer B (400 mM Tris-HCI, 60 mM EDTA, 150 mM NacCl, 1%
SDS, pH 8,0) resuspendiert. Nach Zugabe von 500 ul 5 M Natriumperchlorat wurden
die Proben kraftig geschittelt und anschlieend fir 25 Minuten bei 65°C im
Schiuttelwasserbad inkubiert. Zur Extraktion der genomischen DNA wurden 2 ml
Chloroform (-20°C) zu dem Zellysat gegeben, die Proben 10 Minuten bei RT
geschdttelt und anschlieBend 15 Minuten bei 4°C und 800 x g zentrifugiert. Fur die
Fallung der DNA wurde die obere wassrige Phase abgenommen und in 6 ml
absolutem Ethanol (20 °C) uberfiihrt. Das DNA-Préazipitat wurde in 600 pl Ethanol
(70%) gewaschen, erneut zentrifugiert und Uber 15 Minuten bei RT getrocknet.
Schlief3lich wurde das Pellet in 300 ul TE-Puffer (10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH
8,0) geldst und bei 4°C aufbewahrt. Aus 5 ml menschlichem Blut konnten auf diese
Weise zwischen 25 und 30 pug hochmolekulare DNA isoliert werden. Abschlie3end
erfolgte eine Kontrolle von Qualitéat und Quantitat der DNA (s. Kapitel 2.7.).

Alternativ wurden kleine Mengen genomischer DNA mittels des QlAamp Blood
Systems® nach Anleitung des Herstellers isoliert. Auf diese Weise konnten aus 200

ul EDTA-Blut zwischen 3 und 6 ug DNA gewonnen werden.

2.6.2.2. Extraktion von genomischer DNA aus Fibroblasten

Die Extraktion von genomischer DNA aus kultivierten Fibroblasten einer bis zur
Konfluenz bewachsenen 175 cm?-Zellkulturflasche erfolgte mit dem DNeasy® Tissue

Kit (Qiagen GmbH, Hilden) nach Anleitung des Herstellers.

2.6.2.3. Extraktion von genomischer DNA aus Paraffingewebe

Zur Extraktion von genomischer DNA aus in Paraffin eingebettetem Gewebe wurden
zunachst von den unterschiedlichen Paraffingewebeblocken bis zu 5 Schnitte mit
hoher Schnittdicke (je 20-30 upm) angefertigt und in ein 2 ml-Zentrifugengefafd
gegeben. Anschliel3end wurden 1200 pl Xylol zugegeben und eine Zentrifugation bei
6000 x g bei RT fur 5 Minuten durchgefuhrt. Nach Verwerfen des Uberstandes
erfolgte zur Entfernung von Xylolresten zweimal die Zugabe von je 1200 pl Ethanol
mit anschlieBender Zentrifugation. Daraufhin wurden die Proben bei 37°C fiur 10-15

27



Minuten getrocknet. Im AnschluR wurde der DNeasy® Tissue Kit (Qiagen GmbH,
Hilden) nach Anleitung des Herstellers verwendet.

2.6.2.4. Extraktion von genomischer DNA aus laserdisseziertem Paraffingewebe

Zur Extraktion von genomischer DNA aus laserdisseziertem Paraffingewebe (vgl.
2.5.3.) wurde ein 500 pl-Eppendorf-Reaktionsgefald mit 20 pl eines Digestionspuffers
bestehend aus 50 mM Tris-Cl, 0,1 mM EDTA und 0,5% Tween 20% sowie 5 pl
Proteinase K in einer Konzentration von 10 mg/ml (Qiagen GmbH, Hilden) gefullt. Die
fir die Laserdissektion verwendeten Arcturus LCM®-Membranen wurden mit ihrer
Oberflache nach unten, als Deckel fur die Eppendorf-Reaktionsgefal3e fungierend,
aufgesetzt. Die auf dem Deckel stehenden Eppendorf-Reaktionsgefal3e wurden eine
Woche bei Raumtemperatur inkubiert. Nach abschlieRender Zentrifugation wurde die
Quantitat der DNA bestimmt (vgl. 2.7.) und diese fur die Polymerase-Kettenreaktion

(vgl. 2.8.3.) eingesetzt.
2.6.3. Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Materialien: QIAEX I (Qiagen GmbH, Hilden)

Die zu isolierenden DNA-Fragmente wurden unter UV-Licht im Agarosegel
identifiziert, ausgeschnitten und anschlieBend mit Hilfe des QIAEX II®-Kits nach
Anleitung des Herstellers isoliert, wobei 70 bis 80% der in der Agarose enthaltenen

DNA zurtickgewonnen werden konnte.

2.6.4. Aufreinigung von DNA-Fragmenten
durch Saulenchromatographie

Materialien: QIAquick PCR Purification Kit® (Qiagen GmbH, Hilden)

Die Aufreinigung von DNA-Fragmenten aus Polymerasekettenreaktionsansatzen

erfolgte mit dem QIAquick PCR Purification Kit nach Angaben des Herstellers.

2.7. Qualitats- und Quantitatsbestimmung von DNA

Genomische DNA und Plasmid-DNA wurde Uber ihre UV-Absorption quantitativ
charakterisiert, indem eine Extinktionsmessung einer 1:100-Verdinnung der
jeweiligen DNA-Préparation bei 260 und 280 nm durchgefiihrt wurde. Fir reine DNA
wurde ein Extinktionsquotient (E2sonm/E2sonm) zZwischen 1,8 und 2,1 angenommen.

Eine Extinktion von 1,0 bei 260 nm entsprach einer DNA-Konzentration von 50 pg/ml.
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Die Qualitat der Plasmid-DNA wurde zusatzlich durch spezifische Restriktion (vgl.
2.8.2.) von 1 pg DNA und anschliel3ender gelelektrophoretischer Auftrennung (vgl.

2.9.1.) im elektrischen Feld bestimmt.

2.8. Enzymatische Reaktionen

2.8.1. Ligation

Die Ligation eines knapp 3000 bp groRen DNA-Fragmentes erfolgte mit den
Reagenzien des TA Kloning® Kits (vgl. 2.3.2.). Dabei wurden 13,2 pl einer
aufgereinigten PCR-Probe (vgl. 2.6.4.) mit 2 ul Vektor, 1,8 pl Puffer und 1 pl Ts-

Ligase versetzt und Uber Nacht bei 14°C ligiert.
2.8.2. Restriktionsverdau

Fur einen Restriktionsverdau wurde die isolierte DNA des pCRTMII-Plasmids in
einem fir die Endonuklease EcoRI geeigneten Puffer aufgenommen und mit einem 2
bis 3-fachen Enzymiberschuld an EcoRI (2-3 U/ug DNA) fir mindestens 60 Minuten
bei 37°C inkubiert.

2.8.3. Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Materialien: PrimeZyme® DNA Polymerase Kit (Biometra, Gottingen)

2.8.3.1. Amplifikation von DNA-Fragmenten mit einer Lange von 60 bis 400 bp

Zur Amplifikation von genomischer DNA wurden genspezifische Oligonukleotide (vgl.
2.2.3.) mit einer Lange von 18-25 bp verwendet. Die dabei enstandenen PCR-
Produkte besalRen Fragmentlangen zwischen 68 und 364 bp. Fur einen 40 pl-
Reaktionsansatz wurden in Abhangigkeit von der DNA-Qualitat 50-500 ng
genomische DNA mit 50 pmol genspezifischen Oligonukleotiden, 1,7 pl Desoxy-
Nukleotidtriphosphaten (dATP, dGTP, dCTP, dTTP, jeweils 10mM), 4,0 ul 10x PCR-
Puffer, 1,0 pl Polymerase, 0,8 yul Formamid (2%) und Aqua dest. versetzt und mit ca.
35 pl Mineral6l Gberschichtet.

AnschlieBend erfolgte die Inkubation in einem Trio-Thermoblock (Biometra,

Gattingen) wie folgt:
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Zyklusanzahl Temperatur Zeit

1x 96°C 3 Minuten (initiale Denaturierung)
30x 94°C 1 Minute (Denaturierung)

XX°C* 1 Minute (Primer-Anlagerung)

74°C 1 Minute (Primer-Verlangerung)
1x 74°C 3 Minuten

4°C 8

Die Temperatur fur die Primer-Anlagerung (*) variierte in Abhangigkeit von der Lange
und der Basenzusammensetzung der eingesetzten Oligonukleotide, wobei eine
individuell ermittelte optimale Anlagerungstemperatur 2 bis 4°C unter dem T,-Wert
der eingesetzten Oligonukleotide (Tm= 4 x (Anzahl G und C) + 2 x (Anzahl A und T)
[°C] gewahlt wurde (Suggs SV 1981).

Beim Einsatz der aus der Laserdissektion gewonnenen genomischen DNA wurde die

Zyklusanzahl versuchsweise von 30 bis auf 40 Zyklen erhoht.

2.8.3.2. Amplifikation von DNA-Fragmenten mit einer Lange bis zu 3000 bp

Die Amplifikation eines knapp 3000 bp grof3en DNA-Fragments fur die Klonierung mit
dem TA-Kloning® Kit erfolgte durch eine Modifizierung des zuvor beschriebenen
Inkubationsprogramms. Zum Einsatz kamen besonders lange genspezifische
Oligonukleotide (JG 510 und JG 513 (vgl. 2.2.3.)), um eine moglichst hohe Primer-
Anlagerungstemperatur wahlen zu koénnen. In Anbetracht der zu erwartenden

Fragmentlange wurde die Zeiten fur die Primer-Verlangerung wie folgt erhéht:

Zyklusanzahl Temperatur Zeit
1x 96°C 3 Minuten (initiale Denaturierung)
94°C 1 Minute (Denaturierung)
66°C 1 Minute (Primer-Anlagerung)
74°C 6 Minuten (Primer-Verlangerung)
1x 74°C 8 Minuten
4°C 8

Die Charakterisierung aller entstandenen PCR-Produkte erfolgte durch

gelelektrophoretische Methoden (vgl.2.9.1.).
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2.8.4. Sequenzierung

Materialien: DNA Sequencing Kit Big Dye® Terminator Cycle
Sequencing Ready Reaction (Applied Biosystems, Weiterstadt)
Dye Ex Spin Colums® (Qiagen GmbH, Hilden)

Die Sequenzierung von amplifizierten DNA-Fragmenten (vgl. 2.8.3.) erfolgte nach der
nicht-radioaktiven ,Dye-Terminator“-Methode, bei der in einer zyklischen
Sequenzierungsreaktion mit Hilfe der oben aufgefuhrten Kits fluoreszierende
Nukleotide eingebaut werden. Dabei sind die unterschiedlichen Nukleotide mit
verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen markiert.

Fir einen Sequenzierungsansatz wurden 6,5 pl des amplifizierten und aufgereinigten
PCR-Produktes mit 12,5 pmol des entsprechenden Primers und 3 pl Premix versetzt
und mit ca. 35 pl Mineraldl Uberschichtet. Anschliel3end erfolgte die Inkubation in

einem Trio-Thermoblock (Biometra, Géttingen) nach folgendem Programm:

Zyklusanzahl Temperatur Zeit

25X 96°C 10 Sekunden (Denaturierung)
55°C 5 Sekunden (Primer-Anlagerung)
60°C 4 Minuten (Primer-Verlangerung)
4°C 8

Die Produkte der Sequenzierungsreaktionen wurden mit Hilfe der Dye Ex Spin
Colums® nach Anleitung des Herstellers von (iberschiissigen Primern und
Nukleotiden getrennt, in einer SpeedVac (Biometra, Gottingen) getrocknet und in 3,5
ul Ladepuffer (80% Formamid, 5mM EDTA, ph 8,0, 5% Dextranblau, Applied
Biosystems, Weiterstadt) aufgenommen. Die Sequenzierung erfolgte in einem ABI
Prism 310 Sequenzierer (Applied Biosystems, Weiterstadt) mittels
elektrophoretischer Auftrennung in einer Mikrokapillare und Bestimmung der

Fluoreszenzspektren fur die einzelnen Nukleotide.
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2.9. Gelektrophoretische Methoden

2.9.1. Agarosegelelektrophorese

Materialien: Qualex-Gold-Agarose (Peglab Biotechnologie GmbH)
101 bp- oder 1 kb-Leiter (Firma Gibco BRL, Karlsruhe)

Fur die Agarosegelelektrophorese zur Trennung von DNA-Fragmenten wurde das zu
trennende DNA-Fragmentgemisch nach der Anleitung von Maniatis und Mitarbeitern
(Maniatis et al. 1982) mit 1/5tel Volumen Ladepuffer (43% Glycerin, 0,2 M EDTA, pH
7,4, 6 mg Bromphenolblau) versetzt und auf ein 0,8-2%iges Agarosegel aufgetragen,
wobei der Agarosegehalt des Geles in Abhangigkeit von der GrofRe der DNA-
Fragmente und den Anforderungen an die Qualitat der Auftrennung gewahlt wurde.
Die Durchfuhrung der Gelelektrophorese in 1x TBE als Laufpuffer erfolgte bei 200
mA mit maximal 100 V. Als DNA-Langenstandard diente eine 101 bp- oder 1 kb-
Leiter (Firma Gibco BRL, Karlsruhe).

Im Anschluf3 an die Auftrennung erfolgte der Nachweis der Nukleinsauren mittels
einer Ethidiumbromidfarbung, wobei das Gel 5-20 Minuten in einer walrigen Losung
aus 0,5 pg/ml Ethidiumbromid gefarbt und anschlieend auf einem UV-
Transilluminator (GE-FLX-20L, Firma AGS, Heidelberg) bei 254 oder 365 nm
betrachtet wurde. Das spezifische Bandenmuster wurde mit Hilfe eines digitalen
Kamerasystems (BioDocAnalyse, Firma Biometra, Gottingen) photographisch

dokumentiert.
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3. Ergebnisse

3.1. Klinische und biochemische Phanotypen

Untersucht wurden insgesamt sechs Mitglieder einer Familie, in der eine X-ALD
klinisch und biochemisch diagnostiziert werden konnte. Neben einer Mutter, ihren
zwei So6hnen und ihrer Tochter wurden ein Neffe und ein GroRneffe der Mutter
untersucht. Aus der weiteren Familienanamnese ist bekannt, dal’3 ein Onkel sowie
ein Bruder der Mutter im Alter von 39 bzw. 25 Jahren verstorben sind, wobei der
verstorbene Bruder der Mutter zunachst unter dem Bild einer der multiplen Sklerose
ahnlichen Erkrankung behandelt wurde, bis diese in eine progressive
neurodegenerative Erkrankung udberging. Insgesamt ist aufgrund der Klinischen
Beschreibung bei beiden Verstorbenen eine adulte Form der cerebralen X-ALD zu
vermuten.

Einen Uberblick tiber die untersuchten Personen liefert der Stammbaum in Abbildung
1. Die demographischen und klinischen Merkmale sind in Tabelle 5, biochemische

und kernspintomographische Ergebnisse sind in Tabelle 6 zusammengefasst.
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Abbildung 1: Stammbaum der Familie W. Die Mutter GAW ist heterozygote Ubertragerin der
ALD-Genmutation. Bei ihren S6hnen NIW und FLW sowie bei dem Neffen JUW und dem
GroRneffen JEW konnte biochemisch eine X-ALD nachgewiesen werden. Bei der Tocher NAW
bestand keine Erh6hung der Giberlangkettigen Fetts&uren.
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Tabelle 5: Demographische und klinische Merkmale der untersuchten Personen

Patient Alter Geschlecht Klinische Merkmale
(Jahre, Mon.) (M/W)
GAW 47,2 w klinisch asymptomatisch
NAW 27,1 w klinisch asymptomatisch
Verhaltensauffalligkeiten, Leistungsabfall, Visusverlust
NIW 15,4 M fortschreitende neurodegenerative Erkrankung
Exitus am Tag +76 nach allogen-unverwandter SZT
therapiebediirftige Nebennierenrindeninsuffizienz
FLW 9,9 M neurologisch unauffallig
Intelligenzwerte im Durchschnittsbereich
Stérungen im akustischen Kurzzeitgedachtnis
JUW 6.3 M und in der visuell-raumlichen Wahrnehmung
Z.n. allogen-unverwandter SZT 12/01
bisher kein weiterer Progress der Erkrankung
JEW 3,1 M klinisch asymptomatisch

Tabelle 6: Biochemische und kernspintomographische Untersuchungsergebnisse

Patient c24/Cc22 C26/C22 C26 (nmolf) Nebennieren- Demyelinisierung
(nmolfl) (nmolfl) insuffizienz im MRT Schéadel
GAW normal normal normal nicht untersucht nicht untersucht
NAW normal normal normal nicht untersucht nicht untersucht
NIW 1,05 (erhoht) 0,036 (erhoht) 2,3 (erhoht) --- +++
FLW 1,26 (erhoht) 0,058 (erhoht) 3,4 (erhoht) +++ +
JUW 1,29 (erhoht) 0,081 (erhoht) 3,1 (erhoht) latent ++
JEW 1,53 (erhoht) 0,052 (erhoht) 2,0 (erhoht) latent nicht untersucht

Die zwei untersuchten weiblichen Familienmitglieder (NAW, GAW) sind bis heute
asymptomatisch. Laborchemisch liegen bei beiden normwertige Uberlangkettige
Fettsduren vor, insbesondere auch bei der Mutter GAW, die heterozygote
Ubertragerin ist (siehe auch 3.2.). Im Gegensatz dazu ist bei allen vier untersuchten
mannlichen Kindern (NIW, FLW, JUW, JEW) eine Erh6hung der Uberlangkettigen
Fettsduren festgestellt worden, so dal3 die Diagnose einer X-ALD gestellt werden
konnte. Unter diesen laborchemisch auffélligen Kindern zeigen der jingste Patient
JEW und dessen Onkel FLW bislang keine neurologischen Auffalligkeiten. Wéhrend

sich bei dem Patienten JEW eine kompensierte Nebennierenrindeninsuffizienz bei
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dezent erhbhtem ACTH und normwertigem Cortisol findet, liegt bei dem Patienten
FLW eine therapiebedirftige Nebennierenrindeninsuffizienz vor. Aul3erdem zeigt
dieser Patient beginnende okzipitale Demyelinisierungen, die bisher aber nicht
fortschreiten.

Im Gegensatz zu diesen bislang milden klinischen Verlaufsformen liegt bei den zwel
anderen untersuchten mannlichen Kindern NIW und JUW eine cerebrale Form der X-
ALD mit neurologischen und kernspintomographischen Aufféalligkeiten vor. Dabei
manifestierte sich die Erkrankung bei NIW im 13. Lebensjahr mit
Verhaltensauffalligkeiten, intellektuellem Abbau und beginnendem beidseitigem
Visusverlust. Zu diesem Zeitpunkt zeigte die Kernspintomographie des Schéadels die
fur die X-ALD typische Demyelinisierung bereits in massiver Auspragung
(Abbildung 2).

Abbildung 2: Kernspintomographische Untersuchung des Schadels beim Patienten NIW,
vorwiegend im okzipitalen Marklager zu erkennende ausgepragte Hyperintensitaten in der 72-
Wichtung.

Bei fortschreitender neurodegenerativer Erkrankung wurde die Indikation zur
Durchfihrung einer SZT gestellt. Dabei verstarb der Patient am Tag +76 nach
allogen-unverwandter SZT bei ausgepragter Graft-versus-Host-Disease unter dem
Bild eines hamolytisch-uramischen Syndromes. Bis zum Exitus des Patienten NIW

konnte Klinisch keine neurologische Verschlechterung des Patienten festgestellt
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werden. Die Konzentration der VLCFA befand sich unter der Therapie mit ,Lorenzos
OI* wie bereits vor der SZT im Normbereich. Das Engraftment konnte ab dem Tag
+10 verzeichnet werden. In einer Chimarismusanalyse am Tag +49 zeigte sich ein
vollstandiger Chimarismus im Knochenmark.

Im Gegensatz zu dem Patienten NIW wurde bei dessen Cousin JUW bereits bei
beginnender degenerativer neurologischer Erkrankung die Indikation zur
Durchfihrung einer SZT gestellt, die dann im Dezember 2001 durchgefihrt wurde. In
dem bisherigen zweijdhrigen Verlauf zeigt der Patient sowohl in der klinischen als
auch in der kernspintomographischen Untersuchung keinen weiteren Progress der
Erkrankung. Insbesondere war wéahrend der Konditionierung und stattgefundenen
viralen Infektionen keine Verschlechterung des gesundheitlichen Zustandes zu
erkennen. Bei den neuropychologischen Tests besteht sogar eine wahrscheinlich
motivational bedingte Verbesserung des Handlungs-1Q. Die Konzentration der
VLCFA befindet sich unter der Therapie mit ,Lorenzos OI* wie bereits vor der SZT im
Normbereich. Bei seit dem Tag +16 bestehendem Engraftment liegt ein vollstandiger

Chimarismus im Knochenmark vor.
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3.2. Der genetische Defekt

Zur Charakterisierung der molekularen Veranderung im ALD-Gen hat zun&chst die
Extraktion genomischer DNA aus den Leukozyten der untersuchten Personen
stattgefunden. Die zehn Exone des ALD-Gens sind mit den jeweils angrenzenden
Intronsequenzen mittels Polymerasekettenreaktion (PCR) amplifiziert worden, wobei
das Exon 1 aufgrund einer L&nge von Uber tausend Basenpaaren durch drei
spezifische Oligonukleotidprimerpaare in drei einzelnen Teilen amplifiziert (Exon 1A,
1B und 1C) worden ist. Nach Auftrennung der unterschiedlichen Fragmente (85-364
bp) in der Agarosegelelektrophorese ist aufgefallen, dal3 die Exone 1C und 2
wiederholt von den mannlichen Familienmitgliedern nicht amplifiziert werden konnten
(Abbildung 3).

3469 bp— g - e S —364 bp
246 bp— NK PK JEW GAW NAW NIW FLW JUw
123 bp—

Abbildung 3: Fehlende Amplifikation des Exon 1C bei den mannlichen Familienmitgliedern
JEW, NIW, FLW und JUW. Regelrechte Amplifikation des Exons bei der Mutter GAW und ihrer
Tochter NAW. NK = Negativkontrolle, PK = Positivkontrolle.

Die ausbleibendene Amplifikation der Exone 1C und 2 laf3t die Vermutung zu, dal3
die komplementaren Abschnitte zu den spezifischen Oligonukleotidprimern im ALD-
Gen der mannlichen Familienmitglieder nicht vorhanden bzw. deletiert sind. Aufgrund
des zwischen Exon 1 und Exon 2 liegenden und lber 3 kb umfassenden Introns
kann somit von einer mindestens 3 kb umfassenden Deletion im ALD-Gen
ausgegangen werden.

Daraufhin sind weitere spezifische Oligonukleotidprimer entworfen worden, die
nachweislich komplementar zu noch amplifizierbaren Abschnitten des ALD-Gens
sind. Unter Verwendung dieser spezifischen Oligonukleotidprimer ist dann wiederholt
die Amplifikation eines 2,8 kb groRen PCR-Fragmentes gelungen. Da eine direkte
automatische Sequenzierung des 2,8 kb groRen PCR-Fragmentes nicht gelungen ist,
ist dieses zur Vervielfaltigung in einen Vektor ligiert worden. Die aus den
Bakterienkolonien gewonnene DNA ist dann unter Verwendung von ALD-
spezifischen Oligonukleotidprimern automatisch sequenziert worden. Dabei hat sich
ein Abbruch der bekannten ALD-Sequenz ab Position 948 und eine anschlieRende

Wiederaufnahme der ALD-Sequenz ab Position 9463 gezeigt, so dal} eine 8516
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Basenpaare umfassende Deletion (948-9462del) als Ursache der ausbleibenden

Amplifikation der Exone 1C und 2 ermittelt werden konnte (Abbildung 4).

Q20 o940 Q60 £
Consensus GEﬂ]TCTFICTTIZTCI:CFIGCFIGFII:CTFII:TFII:CGGGTCFIGCFIFII:FITGGHEEFIFIGTB:{E]'I'EFII:CTGFIGTTCFIGGFIGTTTGFI[
bp 1-942 p GECTI:TFII:TTI:TI:I:I:FIGCFIGFII:I:TFII:TFII:CGGGTCFIGCFIFICFITGGFIE

.Seql..u.;nz FL‘w' [ 3 GC . TCTRCTTCTCCCAGCAGACC TACTACCGGG TCAGCARCATGGEACCARGTTGET . ACCTGAGT TCAGGAGTT TGAL
Sequenz GA":‘:" Ir GC. TCTRCTTCTCCCAGCAGACCTACTACCGGG TCAGCARCATGGACCARGTTGET . ACCTGAGT TCAGGAGTT TGAL
bp 9453- El‘_:JEIIII 3 CRAGTGGATCACCTGAGT TCAGGAGT TTGAL

Abbildung 4: Abbruch der ALD-Sequenz ab bp 948 und Wiederaufnahme der ALD-Sequenz
ab bp 9463 in den sequenzierten PCR-Fragmenten von FLW (Sohn) und GAW (Mutter).
Entdeckung einer 8516 Basenpaare umfassenden Deletion (948-9462del).

Diese Deletion umfasst neben einem Teil des Exons 1 das Uber 3 kb umfassende
Intron 1, das komplette Exon 2 (180 bp) sowie knapp 5 kb des insgesamt 6,7 kb
umfassenden Introns 2. Aufgrund der deletierten Exonabschnitte bleibt die Kodierung
der Aminosauren Nr. 316-489 des ALDP aus und es erfolgt eine Verschiebung des
Leserasters. Somit kann ein Funktionsverlust des Genproduktes angenommen
werden.

Um zu klaren inwieweit aufgrund der Mutation bei den mannlichen
Familienmitgliedern (NIW, FLW, JUW und JEW) ein mutiertes Genprodukt exprimiert
wird, oder ob das Genprodukt vollstandig fehlt, ist eine Immunfluoreszenzfarbung an
kultivierten Hautfibroblasten von FLW durchgefihrt worden. Dabei sind zwel
Antikérper (MAB2164 und MAB2162) zur Anwendung gekommen, die sich gegen
zwei unterschiedliche ALDP-Fragmente richten. Diese ALDP-Fragmente bestehen
aus den Aminosauren Nr. 279-482 bzw. den Aminosauren Nr. 495-648. Somit ist der
Antikorper MAB2164 gegen das durch die Mutation deletierte ALDP-Fragment
(Aminosauren Nr. 316-489) gerichtet, MAB2162 stattdessen gegen die im hinteren
Teill des ALDP gelegene Nukleotidbindungsfalte. Wahrend in  der
Immunfluoreszenzfarbung mit einem gegen das intraperoxisomale Protein Katalase
gerichteten Priméarantikérper das typische granulare Farbungsmuster (Abbildung 5)
sichtbar ist, ist sowohl mit MAB2162 als auch mit MAB2164 kein Proteinfragment zu
detektieren (Abbildung 6). Weiterhin sind zur Uberprifung der Funktionalitat der
bisher nicht im Paraffingewebe erprobten verwendeten Antikdrper MAB2162 und
MAB2164 kultivierte Hautfibroblasten von FLW in Paraffin eingebettet und mit dem
DAKO® CSA-System immunhistochemisch gefarbt worden (Abbildung 7 und 8).
Auch mit dieser Farbemethode [&3t sich sowohl mit MAB2162 als auch mit MAB2164

als Priméarantikorper kein ALDP nachweisen.
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Abbildung 5 und 6: Immunfluoreszenzfarbung. Oben: granulares Farbemuster von
katalasegefarbten Hautfibroblasten des Patienten FLW (630-fache Originalvergrofierung).
Unten: Im Gegensatz dazu fehlende Anfarbung der Hautfibroblasten des Patienten FLW unter

Verwendung des gegen das ALDP gerichteten Primarantikbérpers MAB2162 (630-fache
OriginalvergrélRerung).
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Abbildung 7 und 8: Immunhistochemische Farbung mit dem DAKO® CSA-System von in
Paraffingewebe  eingebetteten kultivierten Hautfibroblasten mit MAB2162 als
Primarantikérper. Oben: granulare braunliche Anfarbung bei der Positivkontrolle (400-fache
OriginalvergroBerung), unten: fehlende Anfarbung bei dem Patienten FLW (400-fache
OriginalvergréRerung).

Aus der Deletion 948-9462del im ALD-Gen resultiert somit ein Verlust des

Genproduktes ALDP, wéahrend andere peroxisomale Proteine nachweisbar bleiben.
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Zur molekulargenetischen Charakterisierung der weiteren Familienmitglieder sind
ALD-spezifische Oligonukleotidprimerpaare (JG 753/754 bzw. JG 753/756)
entworfen worden, deren zu erwartende PCR-Fragmente (68 bp bzw. 158 bp) sowohl
innerhalb als auch auf3erhalb der detektierten Deletion liegen. Somit ist eine
Amplifikation mit dem Oligonukleotidprimerpaar JG 753/756 nur dann moglich, wenn
zumindestens auf einem Allel die bekannte Deletion nicht vorliegt. Im Gegensatz
dazu erfolgt die Amplifikation eines 68 Basenpaare umfassenden PCR-Fragmentes
mit dem Oligonukleotidprimerpaar JG 753/754 nur dann, wenn Abschnitte des ALD-
Gens wie vorbeschrieben deletiert sind. Somit amplifizieren heterozygote
Anlagetrager aufgrund ihrer zwei unterschiedlichen Allele beide PCR-Fragmente. Die
molekulargenetische Charakterisierung der untersuchten Familienmitglieder durch
die Amplifizierung der vorbeschriebenen PCR-Fragmente ist dem Stammbaum in
Abbildung 9 zu entnehmen. Alle vier mannlichen untersuchten Kinder (FLW, NIW,
JUW, JEW) besitzen die Deletion 948-9462del und amplifizieren das 68 bp PCR-
Fragment. Im Gegensatz dazu amplifiziert die nach der SZT aus EDTA-Blut des
Patienten JUW gewonnene genomische DNA nur das grol3ere PCR-Fragment. Die
heterozygote Mutter GAW amplifiziert dementsprechend beide PCR-Fragmente. Flr
ihre Tochter NAW ist, indem nur das grof3ere PCR-Fragment amplifiziert wurde, eine

Heterozygotie fur die ALD-Mutation ausgeschlossen worden (Abbildung 9).
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Abbildung 9: Molekulargenetische Charakterisierung der Familie W. Die betroffenen
mannlichen Familienmitglieder (NIW, FLW, JEW und JUW vor SZT) mit der Deletion 948-9462del
amplifizieren das 68 bp PCR-Fragment (2), wahrend gesunde Familienmitglieder (NAW, JUW
nach SZT) das 158 bp PCR-Fragment (1) amplifizieren. Die heterozygote Mutter GAW
amplifiziert beide PCR-Fragmente.
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3.3. Auswirkungen der Stammzelltransplantation

auf den Genotyp

Um den Effekt der SZT bei dem Patienten NIW auf den Geno- und Phanotyp zu
untersuchen, ist zunachst aus den formalinfixierten und in Paraffin eingebetteten
Gewebeproben der Obduktion die Extraktion genomischer DNA erfolgt. Diese ist
anschliel3end in PCR-Ansatzen mit den oben beschriebenen
Oligonukleotidprimerpaaren JG 753/756 bzw. JG 753/754 eingesetzt worden, um das
Vorliegen intakter genomischer DNA in den einzelnen Geweben zu beweisen. Dabei
hat sich sowohl mit dem Oligonukleotidprimerpaar JG 753/756 (Amplifikation bei
fehlender Deletion) als auch mit dem Oligonukleotidprimerpaar JG 753/754
(Amplifikation bei vorhandener Deletion) das entsprechende PCR-Fragment
amplifizieren lassen. Die Abbildungen 10-22 stellen die Ergebnisse der
Agarosegelektrophoresen dar. Zusammenfassend hat sich beweisen kdnnen, dal3 in
allen 23 unterschiedlichen Geweben sowohl kdrpereigene DNA mit der bekannten
Deletion 948-9462del als auch DNA vom Spender ohne die vorbeschriebene

Deletion im ALD-Gen vorliegt.
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Frontale und zentrale Hirnregion

il
ggg ED:- - 158 bp
P 68 b
100 bp — - P

KF PF KF- PF- KZ KZ PZ PL

Abbildung 10: Auftragung der PCR-Fragmente einer Kontrolle (K) und des Patienten NIW (P)
aus der frontalen Hirnregion (F) und der zentralen Hirnregion (Z). Sowohl in der frontalen als
auch in der zentralen Hirnregion des Patienten NIW konnte DNA mit der bekannten Deletion
(PF- und PZ-) sowie ohne die bekannte Deletion (PF und PZ) hachgewiesen werden.

Rechte okzipitale Hirnregion und Ammonshorn

— - —_
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300 bp— e - —_—
200 bp— 158 bp
100 bp— 68 bp

KO PO KO- PO- KA PA KA PA-

Abbildung 11: Auftragung der PCR-Fragmente einer Kontrolle (K) und des Patienten NIW (P)
aus der okzipitalen Hirnregion rechts (O) und dem Ammonshorn (A). Sowohl in der okzipitalen
Hirnregion rechts als auch im Ammonshorn des Patienten NIW konnte DNA mit der bekannten
Deletion (PO- und PA-) sowie ohne die bekannte Deletion (PO und PA) nachgewiesen
werden.

Medulla oblongata und thorakales Riickenmark

300 bp —=——
200 bp—"——. -~ —158 bp
100 bp— 55 bp

KM PM KM- PM- KR PR KR- PR-

Abbildung 12: Auftragung der PCR-Fragmente einer Kontrolle (K) und des Patienten NIW (P)
aus der Medulla oblongata (M) und dem thorakalen Rickenmark (R). Sowohl in der Medulla
oblongata als auch im thorakalen Rickenmark des Patienten NIW konnte DNA mit der
bekannten Deletion (PM- und PR-) sowie ohne die bekannte Deletion (PM und PR)
nachgewiesen werden.
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lumbales Rickenmark und Stammganglien

300 bp ____:= ’

200 bp—%=—— — 158 bp
100 bp— W 58 bp

KR PR KR- PR- KS§ P§5 K3 PS=

Abbildung 13: Auftragung der PCR-Fragmente einer Kontrolle (K) und des Patienten NIW (P)
aus dem lumbalen Rickenmark (R) und den Stammganglien (S). Sowohl im lumbalen
Rickenmark als auch in den Stammganglien des Patienten NIW konnte DNA mit der
bekannten Deletion (PR- und PS-) sowie ohne die bekannte Deletion (PR und PS)
nachgewiesen werden.

linke okzipitale Hirnregion und Mittelhirn

300 DD —s— - —

p Sl

200 bp — = a— 158 bp
100 bp — . s8bp

KO PO KO- PO- KM PM KM- PM-

Abbildung 14: Auftragung der PCR-Fragmente einer Kontrolle (K) und des Patienten NIW (P)
aus der linken okzipitalen Hirnregion (O) und dem Mittelhirn (M). Sowohl in der linken
okzipitalen Hirnregion als auch im Mittelhirn des Patienten NIW konnte DNA mit der bekannten
Deletion (PO- und PM-) sowie ohne die bekannte Deletion (PO und PM) nachgewiesen
werden.

Briicke und Kleinhirn

— ——
300 bp—sn P a——
200 bp— — - — 158 bp

KB PB KB- PB- KK PK KK PK

Abbildung 15: Auftragung der PCR-Fragmente einer Kontrolle (K) und des Patienten NIW (P)
aus der Bricke (B) und dem Kleinhirn (K). Sowohl in der Briicke als auch im Kleinhirn des
Patienten NIW konnte DNA mit der bekannten Deletion (PB- und PK-) sowie ohne die
bekannte Deletion (PB und PK) nhachgewiesen werden.
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Knochenmark und Nebenniere

300 bp —o

P—.. = -
200 bp — s o WESE__158 bp
100 bp — .8 bp

KK PK KK- PK- KN PN KN- PN-

Abbildung 16: Auftragung der PCR-Fragmente einer Kontrolle (K) und des Patienten NIW (P)
aus dem Knochenmark (K) und der Nebenniere (N). Sowohl im Knochenmark als auch in der
Nebenniere des Patienten NIW konnte DNA mit der bekannten Deletion (PK- und PN-) sowie
ohne die bekannte Deletion (PK und PN) nachgewiesen werden.

Leber und Milz

il W
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200 bp— J—— w158 bp
100 bp— —— 68 bp

KL PL KL- PL- KM PM KM- PM-

Abbildung 17: Auftragung der PCR-Fragmente einer Kontrolle (K) und des Patienten NIW (P)
aus der Leber (L) und der Milz (M). Sowohl in der Leber als auch in der Milz des Patienten NIW
konnte DNA mit der bekannten Deletion (PL- und PM-) sowie ohne die bekannte Deletion (PL
und PM) nachgewiesen werden.

Diinn- und Dickdarm

- - e m—

- e —
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100 bp— — 68 bp

KDU PDU KDU- PDU- KDI PDI KDI- PDI-

Abbildung 18: Auftragung der PCR-Fragmente einer Kontrolle (K) und des Patienten NIW (P)
aus dem Diinn- (DU) und Dickdarm (DI). Sowohl im Diinn- als auch im Dickdarm des Patienten
NIW konnte DNA mit der bekannten Deletion (PDU- und PDI-) sowie ohne die bekannte
Deletion (PDU und PDI) nachgewiesen werden.
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Niere und Herz
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KN PN KN- PN- KH PH KH- PH-

Abbildung 19: Auftragung der PCR-Fragmente einer Kontrolle (K) und des Patienten NIW (P)
aus der Niere (N) und dem Herz (H). Sowohl! in der Niere als auch im Herz des Patienten NIW
konnte DNA mit der bekannten Deletion (PN- und PH-) sowie ohne die bekannte Deletion (PN
und PH) nachgewiesen werden.

Lunge und Haut

300 bp —==—= ——
200 bp —= = — — 158 bp
100 bp — — s T —68bp

KL PL KL- PL- KH PH KH- PH-

Abbildung 20: Auftragung der PCR-Fragmente einer Kontrolle (K) und des Patienten NIW (P)
aus der Lunge (L) und der Haut (H). Sowohl in der Lunge als auch in der Haut des Patienten
NIW konnte DNA mit der bekannten Deletion (PL- und PH-) sowie ohne die bekannte Deletion
(PL und PH) nachgewiesen werden.

Hoden
300 bp — e
200 bp —=—— . 158 bp
100 bp— 68 bp

KH PH KH- PH-

Abbildung 21: Auftragung der PCR-Fragmente einer Kontrolle (K) und des Patienten NIW (P)
aus dem Hoden (H). Auch im Hoden des Patienten NIW konnte DNA mit der bekannten
Deletion (PH-) sowie ohne die bekannte Deletion (PH) nachgewiesen werden.
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Zum Nachweis eines moglicherweise neu gebildeten ALDPs sind die einzelnen
Paraffingewebe immunhistochemisch gefarbt worden. Dafiir sind die bereits in der
Farbung von kultivierten Hautfibroblasten bewahrten ALDP-Antikérper MAB2162 und
MAB2164 zur Anwendung gekommen. Wahrend diese Antikdrper bisher bei frischem
oder kryokonservierten Material vielseitig in unserer Arbeitsgruppe erprobt worden
sind, muldte ihre Verwendung fir die immunhistochemischen Farbungen von
Paraffingewebe etabliert werden. Dieses ist zunachst nach den Angaben des
Antikorperherstellers erfolgt. Aufgrund der besonderen Lokalisation des ALDP
innerhalb  einer Zelle (peroxisomal) und innerhalb eines Peroxisoms
(membranstandig), sind verschiedene Formen der Vorbehandlung des Gewebes
(sog. Antigen Retrieval) durchgefuhrt worden. Da unterschiedliche Arten von
immunhistochemischen  Farbungen mit den ALDP-Antikbrpern nicht zu
reproduzierbaren spezifischen Ergebnissen gefuhrt haben, ist schlieBlich mit dem
DAKO® CSA-System eine immunhistochemische  Anfarbemethode  mit
Verstarkerreaktion ausgewdahlt worden, die eine bis zu 50-fache Steigerung der
Sensitivitat verspricht.

Unter Verwendung dieser Farbemethode haben sich in allen 46 angefarbten
Geweben unterschiedliche Strukturen bei regelrechter Negativ- und Positivkontrolle
nachweisen lassen. Insgesamt hat sich in dem Ausmalf und Grad der Anfarbungen
kein Unterschied zwischen dem Kontroll- und dem Patientengewebe gezeigt, wobei
besonderes Augenmerk auf die Ergebnisse der Anfarbungen von Knochenmark und
der unterschiedlichen Hirnregionen zu legen ist.

Im Knochenmark ist sowohl im Kontroll- als auch im Patientengewebe mit beiden
verwendeten Antikbrpern eine zytoplasmatische und vereinzelt grobschollige
Anfarbung erkennbar (Abbildung 22 und 23 sowie 24). Insbesondere der ALDP-
Antikdrper MAB2162 zeigt neben dieser Anfarbung das aus der Anfarbung von
kultivierten Hautfibroblasten bekannte granuldre Muster. Dabei lassen sich neben
den Zellen der Granulopoese auch Megakaryozyten anfarben (Abbildung 24,
Abbildung 7).
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Abbildung 22 und 23: Immunhistochemische Farbung von in Paraffin eingebettetem
Knochenmark mit MAB2164 als Primarantikbrper. Oben: zytoplasmatische vereinzelt
grobschollige braunliche Anfarbung des Kontrollgewebes (1000-fache Originalvergrolerung).
Unten: vergleichbare Anfarbung des Patientengewebes (1000-fache Originalvergroferung).
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Abbildung 24: Immunhistochemische Farbung von in Paraffin eingebettetem Knochenmark
mit MAB2162 als Primarantikdrper. Hier im Kontrollgewebe bekannte granulare braunliche
Anfarbung mit vereinzelt grobscholliger Anfarbung (400-fache OriginalvergréRerung).

In den 12 unterschiedlichen Hirnregionen zeigt sich bei regelrechten Positivkontrollen
mit dem Synaptophysin-Antikérper ein einheitliches Bild der Anfarbung. Sowohl im
Kontroll- als auch im Patientengewebe sind neben Blut- und Gliazellen auch
Nervenzellen, insbesondere deren Zytoplasma, angefarbt (Abbildung 25-28). Dabei
zeigt der ALDP-Antikorper MAB2162 generell eine intensivere Anfarbung als der
ALDP-Antikérper MAB2164, welcher teilweise nur lokalisiert reagiert hat.

Auch in den Anfarbungen von Niere und Nebenniere finden sich keine Unterschiede
zwischen Kontroll- und Patientengewebe. Trotz der teilweise erheblich autolytischen
veranderten Gewebestruktur zeigt das Patienten- wie das Kontrollgewebe in der
Niere eine Anfarbung von Tubulusepithelzellen (Abbildung 29). In den Anfarbungen
der Nebenniere ist ein deutlicher gradueller Unterschied zwischen der Anfarbung von
Nebennierenrinde und -mark zu erkennen (Abbildung 30). Die Anfarbungen von
Leber und Milz sind aufgrund gravierender autolytischer Gewebsveranderungen

leider nicht auswertbar gewesen.
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Abbildung 25 und 26: Immunhistochemische Farbung der in Paraffin eingebetteten
okzipitalen Hirnregion des Patienten NIW mit MAB2162 als Primarantikérper. Oben: ubiquitéare
braunliche granulare Anfarbung der Gliazellen in der weillen Substanz (400-fache

OriginalvergréfRerung). Unten: braunliche granulare Anfarbung von Nervenzellen in der
grauen Substanz (400-fache Originalvergroerung).
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Abbildung 27 und 28: Immunhistochemische Farbung der in Paraffin eingebetteten
Ammonshorn-Hirnregion mit MAB2162 als Primarantikbérper. Oben: braunliche granulare
Anfarbung von Nervenzellen im Kontrollgewebe (400-fache Originalvergroflerung). Unten:
gleichartige Anfarbung des Patientengewebes (400-fache Originalvergrélierung).
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Abbildung 29: Immunhistochemische Farbung eines in Paraffin eingebetteten
Kontrollgewebes der Niere mit MAB2162 als Primarantikorper. Bei Aussparung des
Glomerulums stellt sich eine Anfarbung von Tubulusepithelzellen dar (400-fache
OriginalvergrélRerung).

Abbildung 30: Immunhistochemische Farbung eines in Paraffin eingebetteten
Kontrollgewebes der Nebenniere mit MAB2164 als Primarantikérper. Deutlich gradueller
Unterschied der Anfarbung von Nebennierenrinde (rechts) und -mark (links) (400-fache
OriginalvergréRerung).
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Zum Nachweis einer spezifischen Anfarbung des ALDP ist durch Laserdissektion von
Paraffingewebe die Extraktion von DNA vier verschiedener Zellarten (Blut-, Glia- und
Nervenzellen sowie Nierentubulusepithelzellen) getrennt voneinander erfolgt. Die so
gewonnene DNA ist dann in die bereits zuvor bewéhrte PCR mit den ALD-
spezifischen Oligonukleotidprimerpaaren JG 753/754 bzw. JG 753/756 eingesetzt
worden, um die bekannte Deletion in der DNA ein- oder auszuschlieRen. Aufgrund
der Tatsache, dal} spezifisch angefarbtes ALDP das Vorhandensein von intakter
DNA in der Zelle voraussetzt, muflte somit eine Amplifikation mit dem
Oligonukleotidprimerpaar JG 753/756 insbesondere mit der DNA aus Nerven- und
Nierentubulusepithelzellen gelingen. Leider ist trotz des Einsatzes von in Quantitat
und Qualitat ausreichender DNA weder eine Amplifikation mit DNA des Kontroll- als

auch des Patientengewebes moglich gewesen.

300 bp — s —
200 bp— -— ——158 bp
100 bp— NK PK KNT PNT KNZ PNZ KGL PGL KBZ PBZ

Abbildung 31: PCR mit dem Oligonukleotidprimerpaar JG 753/756. Eingesetzt worden ist
mittels Laserdissektion gewonnene DNA aus Kontrollgewebe (K) und Gewebe des Patienten
NIW (P). NT = DNA aus Nierentubuluszellen, NZ = DNA aus Nervenzellen, GL = DNA aus
Gliazellen, BZ = DNA aus in Hirngewebeschnitten sichtbaren Blutzellen, NK = Negativkontrolle,
PK = Positivkontrolle, eingesetzt worden ist aus EDTA-Blut gewonnene DNA. Sowohl mit DNA
aus Kontroll- als auch aus Patientengewebe gelingt keine Amplifikation.

53



4. Diskussion

4.1. Der genetische Defekt

Bei der X-ALD handelt es sich um eine genetisch bedingte Erkrankung, der ein
Defekt im ALD-Gen auf dem X-Chromosom zugrunde liegt. Bislang ist eine Vielzahl
von verschiedenen Mutationen im ALD-Gen publiziert worden, die in einer im
Internet verfligbaren Datenbank zusammengefasst sind (Kemp et al. 2001). Bei
diesen Mutationen handelt es sich hauptsachlich um Missense-Mutationen (59%)
und Frame shift-Mutationen (24%), wéhrend die Deletion eines oder mehrerer Exone
mit ca. 4% selten vorkommt.

In der in dieser Arbeit untersuchten Familie findet sich ein bisher nicht beschriebener
Defekt im ALD-Gen, wodurch die Beobachtung unterstitzt wird, daf3 in der Regel
jede betroffene Familie ihre eigene Mutation im ALD-Gen besitzt (Kemp et al. 2001).
Dieser Defekt, eine Deletion des Exons 2 und eines Teiles des Exons 1 des ALD-
Gens (948-9462del), ist bei 5 der 6 untersuchten Familienmitglieder nachweisbar und
fuhrt wie ca. 2/3 aller beschriebenen X-ALD-Mutationen zu einem Verlust des ALDP.
Unter den bisher beschriebenen 22 Deletionen von einem oder mehr Exonen des
ALD-Gens sind bisher jedoch nur zwei mit Blick auf ihre Auswirkungen auf die ALDP-
Expression untersucht worden, wobei auch diese beiden Deletionen einen Verlust
des ALDP zeigen. In der o.g. Datenbank der X-ALD-Mutationen sind
Genveranderungen im Exon 2 mit 3% selten. Hingegen sind Mutationen im Exon 1C
mit 21% am haufigsten (Kemp et al. 2001).

Trotz identischen genetischen Defektes sind bei den vier betroffenen untersuchten
Kindern drei verschiedene klinische Phanotypen zu unterscheiden. Wahrend der
Patient JEW bislang klinisch asymptomatisch ist und der Patient FLW eine
Nebenierenrindeninsuffizienz ohne neurologische Symptomatik zeigt, hat sich bei
den Patienten NIW und JUW die X-ALD mit einer kindlichen cerebralen Form
manifestiert. AuRerdem liegt in der weiteren Familienanamnese in zwei Fallen eine
adulte cerebrale Form vor. Diese Beobachtungen lassen den Schluf3 zu, dal
zwischen der entdeckten Mutation im ALD-Gen sowie dem fehlenden Nachweis des
ALDP und dem Phanotyp keine Korrelation besteht. Diese fehlende Genotyp-
Phéanotyp-Korrelation zeigt sich auch in den bisher entdeckten ALD-Mutationen
(Mosser et al. 1993; Kemp et al. 2001; Moser et al. 2001). Vergleichbar mit den
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Brudern FLW und NIW in dieser Arbeit finden sich in einer untersuchten Familie zwei
Brider mit der gleichen Deletion im ALD-Gen, wobei der jingere Bruder eine
schwere cerebrale Form der X-ALD entwickelt hat, wahrend sein funf Jahre alterer
Bruder nur eine milde Nebenniereninsuffizienz zeigt (Mosser et al. 1993). Das
gemeinsame Vorkommen dieser verschiedenen Klinischen Phénotypen ist wie
eingangs erwéhnt sogar bei Zwillingen publiziert (Korenke et al. 1996; Di Rocco et al.
2001). Ferner ist bei Vorliegen einer Deletion von einem oder mehreren Exonen im
ALD-Gen sowohl Uber adulte cerebrale Formen der X-ALD als auch uber die
Adrenomyeloneuropathie berichtet worden (Mosser et al. 1993; Koike et al. 1995).
SchlieBlich wird die fehlende Genotyp-Phénotyp-Korrelation in einer Familie
besonders eindrucksvoll deutlich, in der finf unterschiedliche klinische Phanotypen
unter sechs mannlichen Familienmitgliedern mit einer Missense-Mutation zu
unterscheiden sind (Berger et al. 1994). Vergleichbar mit den Ergebnissen dieser
Arbeit besteht neben dem klinischen Erscheinungsbild auch zwischen dem Mal3 der
Erhohung der VLCFA und der vorliegenden Mutation keine Korrelation (Moser et al.
2001). Bei fehlender Genotyp-Phanotyp-Korrelation muissen auch bei den hier
betroffenen Familienmitgliedern modifizierende Gene und epigenetische Faktoren flr
die unterschiedliche klinische Auspragung eine Rolle spielen.

Aufgrund der Anamnese der hier untersuchten Familie ist anzunehmen, dalR die
Mutter GAW heterozygot fur die entdeckte Mutation im ALD-Gen ist (Abbildung 1).
Dieser Status als Ubertragerin der Erkrankung hat sich jedoch nicht in Form von
erhohten VLCFA im Plasma manifestiert, die sich wie bei der Tochter NAW im
Normbereich befinden. Schlie3lich laft die molekulargenetische Untersuchung
erkennen, dal? die Deletion 948-9462del im Gegensatz zu der Tochter NAW bei der
Mutter GAW vorliegt (Abbildung 9). Somit zeigt sich erneut die Problematik in der
Identifikation von weiblichen Ubertragerinnen tber die Bestimmung der VLCFA im
Plasma. Uber deren Erhéhung koénnen nur ca. 85% aller weiblichen
Anlagetragerinnen identifiziert werden (Moser et al. 1983; Moser et al. 1999). Dabei
ist gezeigt worden, daR zwei Drittel aller Ubertragerinnen mit normwertigen VLCFA
im Plasma erhéhte Konzentrationen an VLCFA in Fibroblasten haben (Moser et al.
1983). Ferner zeigen Ubertragerinnen bei zum ALDP-Verlust filhrenden Mutationen
in der Immunfluoreszenzmikroskopie ein Mosaikbild von positiven und negativen
Fibroblasten (Feigenbaum et al. 1996). Diese Beobachtung ist dadurch zu erklaren,

dalR3 physiologischerweise immer ein X-Chromosom durch epigenetische Modifikation
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inaktiviert ist und es somit bei einigen Zellen mit inaktiviertem gesundem X-
Chromosom zu einem ALDP-Verlust kommt.

Die molekulargenetische Untersuchung stellt daher die verlaRlichste Methode zur
Untersuchung von potentiellen Ubertragerinnen dar (Boehm et al. 1999) und muR
auch mit Blick auf die Ergebnisse der hier vorliegenden Arbeit empfohlen werden.
Sie ist vor allem dann effektiv einzusetzen, wenn der in der Familie vorkommende
genetische Defekt bereits charakterisiert worden ist. Mit ihr ist es auf3erdem maoglich,
eine sichere Pranataldiagnostik fiir zukiinftige Schwangerschaften der Ubertragerin
zur Verfugung zu stellen, wobei bei Nachweis der ALD-Mutation aufgrund der
fehlenden Genotyp-Phéanotyp-Korrelation jedoch keine Schluf3folgerungen tber den

zu erwartenden klinischen Verlauf getroffen werden kdénnen.

4.2. Auswirkungen der Stammzelltransplantation

4.2.1. Auswirkungen auf den Krankheitsverlauf

Von den vier untersuchten betroffenen Kindern erhielten die Patienten NIW und JUW
nach der klinischen Manifestation der X-ALD mit einer kindlichen cerebralen Form
eine allogen-unverwandte SZT. Wahrend bei dem Patienten JUW ein frihes
klinisches Stadium der Erkrankung zum Zeitpunkt der SZT vorlag, waren die
neurologischen Symptome bei dem Patienten NIW schon weit fortgeschritten. Bei
beiden Patienten kam es nach der SZT zu keiner klinisch erkennbaren Progression
der Erkrankung, wobei detailierte Follow up-Untersuchungen, z.B. mittels
neuropsychologischer Testung, bei dem Patienten NIW bis zu seinem Tode am
Tag +76 nach allogenrunverwandter SZT aufgrund des schlechten Kklinischen
Zustandes nicht moglich waren.

In der Literatur finden sich verschiedene Publikationen zum Effekt einer SZT bei X-
ALD. Dabei zeigt sich neben einer Normalisierung initial erhéhter VLCFA (Shapiro et
al. 2000) eine Stabilisierung - teilweise sogar Verbesserung - des klinischen Bildes
sowie der neuropsychologischen Testergebnisse (Malm et al. 1997; Krivit et al. 1999;
Shapiro et al. 2000; Suzuki et al. 2000; Moser et al. 2001). Ferner stellen sich die
Demyelinisierungen im MRT gleichbleibend bis teilweise sogar riucklaufig dar
(Aubourg et al. 1990; Loes et al. 1994; Shapiro et al. 2000; Suzuki et al. 2000).
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Die Ergebnisse dieser Arbeit sind mit diesen Studien vergleichbar. Neben einer
ausbleibenden fortschreitenden Demyelinisierung im MRT finden sich bei dem
Patienten JUW unter der fortgefihrten Therapie mit Lorenzo’'s Ol weiterhin
normwertige = VLCFA im Plasma. AulBerdem zeigen die aktuellen
neurophysiologischen  wie  -psychologischen  Untersuchungen  insgesamt
vergleichbare Ergebnisse zu dem Status vor SZT, wobei der Handlungs-1Q sich
- wahrscheinlich motivationsbedingt - verbessert hat.

Wiederholt ist in den oben aufgefiihrten Studien allerdings in einigen Fallen auch
eine Progression der neurodegenerativen Erkrankung zu verzeichnen, insbesondere
dann wenn bereits zum Zeitpunkt der SZT ein schweres neurologisches Ausfallbild
vorliegt (Malm et al. 1997; Shapiro et al. 2000; Suzuki et al. 2000). Dabei ist
allerdings nicht zu unterscheiden, ob der progrediente Verlauf nach SZT durch die
Durchfuhrung einer SZT noch zusatzlich gefordert worden ist, oder ob ein naturlicher
Progrel3 der Erkrankung vorgelegen hat.

Zusammenfassend ist festzustellen, daf? die Indikation zur Durchfiihrung einer SZT
bei der cerebralen Form der X-ALD frihzeitig zu stellen ist. Dabei stellen
Verschlechterungen in den neuropsychologischen Testungen und eine Progression
in den kernspintomographischen Untersuchungen absolute Indikationen zur
Durchfiihrung einer SZT dar (Shapiro et al. 2000; Moser et al. 2001). Daher sind bei
Diagnose einer X-ALD diese Untersuchungen in regelmaRigen Abstanden
durchzufihren, um eine drohende Krankheitsprogredienz friihzeitig, am besten in

einem subklinischen Stadium, zu detektieren.
4.2.2. Auswirkungen auf die Expression des ALD-Proteins (ALDP)

Uber die Verteilung des ALDPs im menschlichen Gewebe ist bisher wenig bekannt.
Bei der zu beobachtenden ubiquitaren Erhéhung der VLCFA in den
Korperflissigkeiten und Geweben von Patienten mit X-ALD findet sich eine hdhere
Konzentration von VLCFA in der weif3en Hirnsubstanz, in der Nebennierenrinde und
dem Hoden (Menkes und Corbo 1977), die auf eine dort hohere ALDP-Expression
schlieBen lassen. AulRerdem gilt die Leber als besonders peroxisomenreich und
somit reich an ALDP. Diese Thesen werden durch die Ergebnisse der
immunhistochemischen Farbungen an den Kontrollgeweben in dieser Arbeit gestutzt.
Neben einer Anfarbung von ALDP im Hoden, zeigt die immunhistochemische

Anfarbung der Nebennierenrinde ein gegenuber dem Nebennierenmark deutlich
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starkeres Signal (Abbildung 30). Vereinbar mit einer vermuteten ubiquitaren ALDP-
Expression findet sich auch in den Nieren, dem Herzen, den Lungen und dem Darm
eine Anfarbung von ALDP. Dabei ist ALDP sowohl in organspezifischen Zellarten
(z.B. den Tubulusepithelzellen der Nieren) als auch in Endothelzellen nachweisbar.
Im Knochenmark findet sich eine ALDP-Expression in den Megakaryozyten sowie in
den Zellen der Granulopoese (Abbildung 24), wobei sich neben einer kdrnigen
Anfarbung eine zytoplasmatische vereinzelt grobschollige Anfarbung der einzelnen
Zellen zeigt.

Genauere Untersuchungen zu der exakten Lokalisation des ALDP im zentralen
Nervensystem sind im Hirngewebe von Mensch und Maus durchgefiihrt worden, die
keinen Unterschied zwischen den beiden Spezies erkennen lassen (Fouquet et al.
1997). Dabei ist die ALDP-Expression auf die weil3e Hirnsubstanz und die
Endothelzellen beschrankt, wobei die Astrozyten und Mikrogliazellen in héherem
Mal3e als die Oligodendrozyten ALDP exprimieren. Im direkten Gegensatz dazu steht
die Beobachtung dieser Arbeit, dafl3 mittels immunhistochemischer Farbungen im
Hirngewebe der Nachweis von ALDP nicht nur in Endothel- und Gliazellen, sondern
in starkerem Ausmal3e auch in Nervenzellen gelingt.

Es stellt sich hier die Frage, ob das Muster der immunhistochemischen Anféarbung in
der hier vorliegenden Arbeit spezifisch ist. Zur Klarung kann der Vergleich mit dem
immunhistochemischen Farbemuster der als Markerprotein flr Peroxisomen
bekannten Katalase aufschluRreich sein. Dieses Farbemuster ist in einer unlangst
veroffentlichten Untersuchung zur Expression von Katalase-mRNA und -Protein im
Hirngewebe von erwachsenen Ratten beschrieben worden (Schad et al. 2003). Es
findet sich dort eine Anfarbung der Katalase-mRNA und des Katalaseproteins in den
Nervenzellen, wobei das Zytoplasma granular angefarbt und der Zellkern ausgespart
wird.

Ein weiteres vergleichbares Muster zawischen der Anfarbung von Katalaseprotein und
der hier durchgefuhrten Anfarbung von ALDP ist in einer Untersuchung von
menschlichem Nierengewebe beschrieben (Litwin et al. 1988). Wie auch in der hier
vorliegenden Arbeit findet sich eine Anfarbung des Tubulusepithels unter
Aussparung des Glomerulums (Abbildung 29). Darlberhinaus besteht auch im
Nebennierengewebe ein &hnliches Farbemuster zwischen dem Nachweis von
Katalase-mRNA (Baumgart et al. 1997) und der hier gezeigten Anfarbung von ALDP

mit deutlicher Betonung der Nebennierenrinde. Unter der Annahme, dalRR die
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Katalase ein Markerprotein fir Peroxisomen ist, laR3t sich aus der gleichen Verteilung
der Anfarbung fur Katalase und ALDP ableiten, daf3 die in dieser Arbeit beschriebene
ALDP-Positivitat einem peroxisomalen Farbemuster entspricht.

Es ist evident, dal3 sich nach Durchfihrung einer SZT bei vollstindigem
Chiméarismus im peripheren Blut und Knochenmark die urspringliche Mutation des
Patienten im ALD-Gen in Leukozyten-DNA nicht mehr nachweisen a3t (Abbildung
9). Es ist jedoch erstaunlich, daf3 sich in den 23 unterschiedlichen Geweben neben
der mutierten DNA des Empfangers auch nichtmutierte DNA des Spenders
nachweisen la3t. Der Nachweis von Spender-DNA ist bisher nur in einer anderen
Arbeit in menschlichem Hirngewebe gelungen (Malm et al. 1997). Bei dem hier
durchgefiihrten molekulargenetischen Nachweis der Spender-DNA ist jedoch nicht
zu unterscheiden, aus welcher Zellart die DNA stammt. Es ist anzunehmen, dal} sie
auf Spender-Blutzellen zurtckzufuhren ist. Allerdings ist es nicht auszuschliel3en,
dal3 es sich z.B. auch um DNA aus Mikrogliazellen handelt. Letztere Hypothese ist
vereinbar mit den Beobachtungen, dald sich Mikrogliazellen aus hdmatopoetischen
Stammzellen entwickeln kénnen (Hickey und Kimura 1988; Hickey et al. 1992) [siehe
auch 4.2.3.].

Gegen diese Hypothese sprechen allerdings die Beobachtungen, dalR Kkein
Unterschied im Muster und in der Intensitat der Anfarbung von Kontroll- und
Patientengewebe besteht und ferner zahlreiche Nervenzellen angefarbt werden.
Daher ist die Spezifitdt der hier durchgefiihrten ALDP-Farbungen des Hirngewebes
anzuzweifeln. Eine Kreuzreaktion der verwendeten ALDP-Antikérper mit anderen
cerebralen Strukturen erscheint dabei wahrscheinlich. Als Hinweis auf eine mogliche
Kreuzreaktion der verwendeten ALDP-Antikbrper mit anderen menschlichen
Proteinen findet sich in einer Arbeit eine zu beobachtende zweite schwache Bande
im Western Blot von menschlichem Hirngewebe (Fouquet et al. 1997). In einem
Sequenzvergleich zwischen der Proteinsequenz, gegen die die ALDP-Antikorper
gerichtet sind, und menschlichen oder tierischen Proteinen, konnte in mehreren
Proteindatenbanken nur eine Homologie zu den ALDP-ahnlichen Proteinen ALDRP
und PMP70 festgestellt werden. Eine Kreuzreaktion der Antikérper mit diesen
Proteinen wird allerdings vom Hersteller ausgeschlossen. Dennoch ist es denkbar,
dal eine - vielleicht auch nur geringe - Kreuzreaktion durch die hochsensitive CSA-
Methode demaskiert worden ist. Vereinbar damit ist die Beobachtung, dal3 die

verwendeten ALDP-Antikdrper bei anderen Farbemethoden, wie z.B. bei der
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Immunfluoreszenzfarbung von Fibroblasten, wiederholt eine ausreichende Spezifitéat
bewiesen haben. Eine mdgliche Kreuzreaktion der Antikbrper mit anderen Proteinen
ist ferner durch eine Veranderung in der Sekundarstruktur von Proteinen denkbar,
die durch Autolyse und Fixation des Gewebes verursacht worden sein kann. In
diesem Zusammenhang lalt das beobachtete peroxisomale Farbemuster leider
keine weiteren Schlu3folgerungen bezlglich der Spezifitat zu, weil die mit ALDP
verwandten Molekile ALDRP und PMP70 ebenfalls peroxisomal lokalisiert sind.

Da neben einer Kreuzreaktion der Antikdrper im Hirngewebe auch eine
Kreuzreaktion in anderen Geweben nicht auszuschliel3en ist, missen die Ergebnisse

der immunhistochemischen Farbungen insgesamt mit Vorsicht bewertet werden.

4.2.3. Uberlegungen zum pathophysiologischen Mechanismus

Bislang ist ungeklart Uber welche biologischen Mechanismen der therapeutische
Effekt der SZT vermittelt wird. Bei der SZT stehen zwei therapeutische Prinzipien im
Vordergrund, die Immunmodulation sowie die Zelltherapie. Da bei der Progression
der neurodegenerativen Erkrankung entztindliche Prozesse im Hirngewebe beteiligt
sind, wurde ein positiver Effekt der mit der SZT verbundenen Immunsuppression
vermutet. Dem widersprechen aber die Beobachtungen, dafl} die alleinige
Immunsuppression ohne Durchfuhrung einer SZT bzw. nach mi3lungener SZT bei
autologer Rekonstitution des Knochenmarkes die neurologische Progression nicht
aufhalten kann (Naidu et al. 1988; Nowaczyk et al. 1997; Moser et al. 2001).

Somit ist zu vermuten, dafld der therapeutische Effekt der SZT wesentlich durch die
Transplantation stoffwechselkompetenter Spenderzellen vermittelt wird. Dabei fihren
in den einzelnen Geweben die Spenderzellen zu einer Absenkung der erhdhten
VLCFA-Spiegel. Mit Blick auf das pathogenetische Modell der X-ALD (Whitcomb et
al. 1988; Ho et al. 1995) kommt es in der Folge zur Wiederherstellung alter
Membranstrukturen und deren Funktion, welches sich z.B. in einer Remyelinisierung
der weil3en Substanz wiederspiegelt. Die Tatsache, dal3 h&dufiger eine ausbleibende
Progression als eine Verbesserung der Grunderkrankung zu beobachten ist, kénnte
darin begrundet liegen, dal} bereits eine irreversible Schadigung des
Zentralnervensystems vorliegt. Im Falle der im MRT sichtbaren Demyelinisierungen
scheinen frihe Stadien reversibel, spatere Stadien irreversibel zu sein. Eine
Beobachtung, die bereits bei anderen Stoffwechselerkrankungen, wie z.B. der

Phenylketonurie, gemacht worden ist (van der Knaap und Valk 1995).
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Histopathologisch lassen sich aus dem transplantierten Knochenmark abstammende
Zellen im Hirngewebe nicht nur intra- sondern auch perivaskular nachweisen (Unger
et al. 1993; Malm et al. 1997). Diese Beobachtung lal3t den Schlu3 zu, dal3 es sich
bei diesen Zellen um aus den transplantierten Stammzellen neu entstandene
stoffwechselkompetente Leukozyten handelt, die aus der Gefalbahn Uber die Blut-
Hirn-Schranke in das perivaskulare Gewebe migrieren. Im Falle des zu den
lysosomalen Speichererkrankungen zahlenden Morbus Krabbe ist dieses an einem
Tiermodell bereits beschrieben worden (Hoogerbrugge et al. 1988). Mit
zunehmendem Abstand zur SZT sind Spendermakrophagen im Hirngewebe der
untersuchten Mause nachweisbar, die zum Abbau des toxischen Produktes fahig
sind und dessen Gehalt im Gewebe absenken. Dabei findet sich verglichen mit den
Erkenntnissen bei der X-ALD mit zunehmender Verbreitung der
Spendermakrophagen eine Remyelinisierung der weil3en Substanz. Im Gegensatz
zu der beobachteten Aufnahme des defekten Enzyms nach SZT bei anderen
lysosomalen Speichererkrankungen (Walkley et al. 1994), welche aufgrund der
Pathogenese der X-ALD hier nicht vorliegen kann, lassen sich die oben aufgefihrten
Beobachtungen als ein Erklarungsmodell fur den therapeutischen Effekt der SZT bei
der X-ALD heranziehen.

Auf der anderen Seite kdnnte es sich im Falle des Hirngewebes aber auch um zum
VLCFA-Abbau fahige Mikrogliazellen handeln, die aus Transdifferenzierung von aus
dem Knochenmark abstammenden Zellen hervorgegangen sind (Hickey und Kimura
1988; Hickey et al. 1992). Diese Hypothese wird durch die Beobachtung unterstitzt,
dal3 bei méannlichen Stammzellspendern der Nachweis von Y-Chromosomen in
perivaskularen Zellen des Hirngewebes von weiblichen Empféangern gelingt (Unger et
al. 1993). Unter der Annahme, dall das ALDP im Hirngewebe vor allem in
Mikrogliazellen und Astrozyten exprimiert wird (Fouquet et al. 1997), kann gefolgert
werden, daf3 die Mikroglia den zu beobachtenden therapeutischen Effekt der SZT bei
X-ALD im Wesentlichen vermittelt (Krivit et al. 1999). Aufgrund deren langsamer
Erneuerungsrate wird diese These auch durch die Beobachtung unterstutzt, dal3 die
positiven Effekte erst 6-12 Monate nach Durchfiihrung einer SZT zu verzeichnen sind
(Aubourg et al. 1990).

Alternativ zur Hypothese der Transdifferenzierung wird die Méglichkeit der Fusion
von Stammzellen mit organspezifischen Zellen im Zielorgan rege diskutiert. In

jungsten Untersuchungen ist nachgewiesen worden, daf3 nach SZT bei Mausen mit
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Tyrosindmie Typ | Stammzellen in die Leber einwandern und dort mit den
stoffwechseldefekten Hepatozyten fusionieren. Dabei kommt es zu einer
Ubertragung des Genoms der Stammzellen auf die organspezifischen Zellen, die
somit wieder stoffwechselkompetent werden (Vassilopoulos et al. 2003; Wang et al.
2003).

Zielsetzung der hier vorgelegten Arbeit ist es, den zelltherapeutisch vermittelten
Effekt der SZT molekularbiologisch und immunhistochemisch zu belegen. Insgesamt
l&i3t sich nachweisen, dal’ es nach SZT bei dem Patienten NIW zu einer Reversion
des genetischen Defektes, wahrscheinlich mit der Expression von intaktem ALDP,
gekommen ist. Eine Beobachtung, die durch den bisherigen klinischen Verlauf nach
SZT bei dem Patienten JUW unterstiutzt wird. Aufgrund der erdrterten methodischen
Schwierigkeiten und der Problematik der Gewebequalitat gelingt die Beweisfliihrung
jedoch nicht ohne Zweifel, so dal3 der genaue pathophysiologische Mechanismus
weiter unklar bleibt. Die hier vorgestellten Ergebnisse entsprechen aber denen bei
vergleichbaren Untersuchungen von Patienten mit anderen neurodegenerativen
Stoffwechselerkrankungen. Daher kann gefolgert werden, dal3 der therapeutische
Effekt der SZT vorwiegend durch die Transplantation stoffwechselkompetenter Zellen
und nicht durch die mit der SZT verbundene Immunmodulation vermittelt wird. Die
experimentellen Beobachtungen dieser Arbeit bieten somit das Modell, auf dessen
Grundlage der therapeutische Effekt der SZT bei X-ALD zu erklaren ist.
Weitergehende Untersuchungen mittels In-situ-Hybridisierung oder
immunhistochemischer Doppelfarbung von Zellen in tierischem und wenn madglich
kryokonserviertem menschlichen Gewebe sind durchzufiihren, um die relevanten
Zellarten zu identifizieren.

4.3. Ausbhlick

Bis zur Etablierung neuer Therapieverfahren bleibt die auch im Fall von NIW und
JUW durchgeflihrte allogene SZT der einzig kurative Therapieansatz.

Die Untersuchung der Wirksamkeit einer autologen SZT mit genetisch korrigierten
hamatopoetischen Stammzellen ist Gegenstand der aktuellen klinischen Forschung,
wobei bei zukinftiger Anwendung am Menschen das Risiko der Leuk&mogenese

bedacht werden muf3. Es konnte gezeigt werden, dafld nach retroviralem Gentransfer
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die Transduktion und Expression eines funktionstiichtigem ALDP gelingt (Cartier et
al. 1995; Doerflinger et al. 1998; Benhamida et al. 2003).

Ferner gibt es pharmakologische Therapieanséatze, in der durch ausgewéhlte
Substanzen die Expression eines dem Erkrankungsgen funktionell ahnlichen Gens
hochreguliert wird. Dabei konnte gezeigt werden, dal3 durch die Gabe von 4-
Phenylbutyrat das dem ALD-Gen ahnliche ALDR-Gen Uberexprimiert und eine
teilweise Restitution der peroxisomalen R-Oxidation Uberlangkettiger Fettsauren
erreicht wird (Kemp et al. 1998).

Bis zu einer breiten klinischen Anwendung sind jedoch noch umfangreiche Studien
zur Effizienz und Sicherheit neurotroper Viren sowie zur Pharmakokinetik notwe ndig.
Dennoch ist die Verfugbarkeit einer fur alle Patienten kurativen und aigéanglichen

Behandlung néaher gerickt.
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Zusammenfassung

Die hier vorliegende klinisch-experimentelle Arbeit untersucht die Auswirkungen der
Blutstammzelltransplantation  (SZT) bei der zu den  peroxisomalen
Stoffwechselerkrankungen zahlenden, X-chromosomal vererbten Adrenoleuko-
dystrophie (X-ALD). Dabei wurden sechs Mitglieder einer Familie mit einer Klinisch
und biochemisch diagnostizierten X-ALD untersucht. Bei zwei Familienmitgliedern
wurde bei Progression der neurodegenerativen Erkrankung die Indikation zur
Durchfihrung einer allogen-unverwandten SZT gestellt. Neben EDTA-Blut der sechs
Familienmitglieder lag eine humane Fibroblastenzellinie eines Familienmitgliedes und
in Paraffin eingebettetes Gewebe aus unterschiedlichen Organen von dessen
Stiefbruder vor, der an Komplikationen der bei ihm durchgefuhrten SZT verstarb.

In der molekulargenetischen Untersuchung lieB sich bei vier der sechs
Familienmitglieder eine 8516 Basenpaare umfassende Deletion ©48-9462del) als
krankheitsverursachende Mutation im ALD-Gen ermitteln, die zu einem vollstadndigen
Verlust des Genproduktes fuhrt. Eine Korrelation zwischen Geno- und Phanotyp
konnte nicht festgestellt werden. Im Gegensatz zu dem verstorbenem
Familienmitglied, zeigt dessen Cousin zwei Jahre nach durchgefihrter SZT einen
guten klinischen Zustand, bei dem kein weiterer Progress der neurodegenerativen
Erkrankung zu erkennen ist. Die zwei weiteren betroffenen Familienmitglieder sind
bislang nicht neurologisch auffallig.

Die molekulargenetische Analyse der verschiedenen Paraffingewebe zeigt flr jedes
einzelne Gewebe einen gemischten Chimarismus mit gleichzeitigem Nachweis der
vorliegenden Mutation und nicht mutierter DNA. In der immunhistochemischen
Anfarbung des Adrenoleukodystrophieproteins (ALDP) im Paraffingewebe gelingt in
allen 23 unterschiedlichen Geweben ein Nachweis, wobei neben organspezifischen
Strukturen auch Endothelzellen und perivaskulare Zellen angefarbt sind. Dabei
besteht hinsichtlich Verteilungsmuster und Intensitat der Anfarbung kein Unterschied
zwischen dem Patienten- und Kontrollgewebe.

Insgesamt weisen die Ergebnisse dieser Arbeit daraufhin, dal3 durch eine SZT der
genetische Defekt auf genomischer und - bei zu vermutender mangelnder Spezifitat
der ALDP-Féarbung - mit Einschrankungen auch auf proteinomischer Basis behoben
werden kann. Diese experimentelle Beobachtung bietet somit wichtige
Anhaltspunkte, auf dessen Grundlage der therapeutische Effekt der SZT bei X-ALD

zu erklaren ist.



