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Bull. Schweiz. Akad. Med. Wiss. 34, 33-47 (1978)

Universitdts-Kinderklinik, Bern

PATHOPHYSIOLOGIE DES SULFATIDMETABOLISMUS BEI META-
CHROMATISCHEN LEUKODYSTROPHIEN®

U. N, WIESMANN

Zusammenfassung

Die metachromatischen Leukodystrophien umfassen eine Gruppe innerhalb der heredodegene-

rativen Erkrankungen des Nervensystems. Der Mangel an Sulfatidsulfatose oder Arylsulfatase

A, der allen klinischen Formen der MLD zugrunde liegt, fuhrt zur Akkumulation von Sulfatid

in den Lysosomen von Nervengewebe und in den Nieren. Aufgrund von Tierversuchen, Expe-

rimenten an Fibroblastenkulturen der Patienten, sowie ultrastrukturellen Untersuchungen an
einem Foeten mit prinataler MLD, kann fur die MLD folgender Pathomechanismus vorgeschlo-
gen werden.

1. Ein quentitativ betrdchtlicher lysosomaler Abbau von neu synthetisiertem Sulfatid with=
rend der Entwicklung des Nervensystems reguliert normalerweise die Sulfatidnettosyn=
these, resp. den Einbau von Sulfatid im Myelin. Beim Fehlen der Arylsulfatase A fuhrt
dies bereits intrauterin zur Akkumulation von Sulfatid in den Lysosomen von Oligoden=
droglia, Schwannzellen und auch in den Meuronen,

2.  Obwohl schon intrauterin Sulfatid in den Lysosomen akkumuliert wird, ist jedoch die
Myelinisierung nicht gestsrt, Die Demyelinisierung erfolgt sekunddr miglicherweise in-
folge der Speicherung eines zylotoxischen Abbauproduktes des Sulfatids, des Psychosin=
sulfats, das ebenso wie das Sulfatid wegen der fehlenden Enzymoktivitdt nicht weiter
abgebaut werden kann,

Eine Privention der MLD ist durch priinatale Diagnose in kultivierten Amnionzellen maglich.

In den Fibroblastenkulturen von Patienten mit MLD ist es méglich, das fehlende Enzym durch

Substitution von aussen in die lebenden Zellen zu bringen. Dadurch kann der Abbaudefekt

der Sulfatiddegradation korrigiert werden. Durch diese Untersuchungen sind die Grundlagen

zu einer Behandlung der Patienten geschaffen worden, deren Problematik om Patienten selbst

jedoch zurzeit noch nicht gelsst ist.

* Herrn Prof, E. Rossi in Dankbarkeit gewidmet
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Summurr

Metachromatic leucodystrophies (MLD) comprise a small group of heredodegenerative disor=
ders of the nervous system, Deficiency of sulfatide=sulfatase or arylsulfatase A is the common
defect in all forms of MLD leading to lysosomal sulfatide storage in the nerveous tissue and in
the kidney. On the basis of onimal experiments, experiments with cultured fibroblasts of the
patients as well os ultrastructural studies in a case of prenatal MLD, the following pathome-
chanism is proposed:

1. Lysosomal degradation of a large portion newly synthetised sulfatide normally regulating
the net synthesis and incorporation of sulfatide into myelin, couses early accumulation
of sulfatide in lysosomes of myelinating cells and in neurons in the genetic deficiency
of arylsulfatase A.

2. Early accumulation of sulfatide does not lead to distutbonce in myelination. Demyelina-
tion occurs possibly by storoge of a cytotoxic compoun;:l, psychosin sulfate, also a substro-
te for the missing enzyme,

Prevention of MLD is possible by prenatal diagnosis of arylsulfotase A deficiency in cultured

amniotic cells.

Enzyme substitution of the missing arylsulfatese A is possible by exogenous uptake of the en-

zyme in cultured fibroblasts, Thereby the defect of sulfatide degradation can be corrected.

Although principles of enzyme substitution have been demonstrated, the problems of treating

patients with MLD with arylsulfatase A infusions have yet to be overcome.

Die metachromatischen Leukodystrophien (MLD) sind innerhalb der heredodegenerativen Er-
krankungen des Zentralnervensystems (ZINS) eine gut abgrenzbare Gruppe von autosomal ver-
erbten lysosomalen Speicherkrankheiten, die zu einer progredienten Demyelinisierung im

Z NS sowie in den peripheren Nerven fishren.

Gleich wie viele der heredodegenerativen Erkrankungen des ZINS sind sie klinisch gekenn-
zeichnet durch Fomiliaritit (erkrankte Geschwister) sowie durch eine zundchst normale psy-
chomotorische Entwicklung, die auf einer bestimmten Stufe abbricht und zum Verlust der be-
reits erworbenen Fahigkeiten fihrt, Nach langdaverndem geistigem und kdrperlichem Siech-
tum fUhren sie schliesslich zum vorzeitigen Tod. Bei der klassischen MLD werden von der
Art der Erkrankung und zum Zeitpunkt des Beginns der ersten Symptome her drei Formen un-
terschieden, die alle autosomal rezessiv vererbt werden:

1. Die spdtinfantile, 2. die juvenile und 3. die adulte Form, Ueber den Beginn der Art der

ersten klinischen Symptome sowie die Art der geistigen Behinderung gibt Tabelle 1 Auskunft.
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Tabelle 1. Klinik der metochromatischen Leukodystrophien

TYP SPAET INFANTIL

BEGINN ~2 )
PROGREDIENZ  rasch

Neurolog. -
Symptome Spastizitat

Ataxie
PSYCHE sec. Demenz
Biochem.

Defekt ASA 4

Speicherung
Erbgang

JUVENIL
5-7T J

langsam

Ataxie

sec. Demenz

ASA H

ADULT
30-40 J

langsam

Psychose

ASA “

Sulfatid

autosomal rezessiv

Fur eine Differentialdiagnose der klassischen MLD mit dem multiplen Sulfotasedefekt sei auf
die Literatur verwiesen (1, 2). Der allen Formen von MLD zu Grunde liegende primire Defekt
ist das praktische Fehlen der lysosomalen Sulfatidsulfatase oder Arylsulfatose A, was zur lyso-
somalen Speicherung eines sauren Lipids, dem Sulfatid, in allen Organen fuhrt, die dieses
Lipid zu synthetisieren verm&gen; in erster Linie im zentralen und im peripheren Nervensy-
stem sowie in den Tubuluszellen der Nieren. Zwischen der Kenntnis des priméren Enzymde-
fektes und der erschdpfenden Kenntnis des Pathomechanismus der Krankheit, der letztlich zur
Entwicklung der klinischen Symptome der Demyelinisierung fuhrt, klafft bei der MLD eine
ansehnliche Licke. Diese trifft auch fur die meisten anderen heredodegenerativen Erkrankun-
gen des ZNS zu, bei denen der primtre biochemische Defekt bekannt ist. Mit der Darstellung
der Resultate unserer Untersuchungen bei der spdtinfantilen Form der MLD soll versucht wer-
den, einen Beitrag zum Mechanismus der Entwicklung dieser Krankheit zu leisten, Mittel zu

ihrer Privention zu zeigen, sowie Grenzen und Maglichkeiten einer Behandlung am Modell

der kultivierten Fibroblasten der Patienten zu erwigen.
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Abb., 1 Chemie und Lokalisation von Sulfatid. FL = Phospholipid, 5 = Sulfatid + Cerebrosid,
C = Cholesterol

Untersuchungen zum Pathomechanismus

Metabalismus des Sulfatids

Das Sulfatid ist ein Sphingelipid, das durch Sulfatierung von Galactocerebrosid durch eine
microsomale Sulforransferase (E.C. 2.8.2.1.1}) therwiegend in Oligodendrozyten und in
Schwannzellen des Nervensystems synthetisiert wird (3, 4). Dieses saure Lipid wird zusammen
mit dem Myelin-basischen Protein, sowie Phospholipiden und Cerebrosid in das Myelin einge-
baut. Es bestehen Hinweise dafir, dass das basische Protein durch die ionische Verkbindung
stabilisiert wird (5). Der Komplex der Mvelinlipide mit dem basischen Protein bilden die sog.
"Intraperiod line", die ultrastrukturell als feine Doppellinie zwischen den sog. "Major dense
lines" erscheint {Abb. 1). Nevere Untersuchungen haben gezeigt, dass auch Neurcnen Sulfa-
tid synthetisieren kdnnen {3). Es wird vermutel, dass hier Sulfatid als Bestandteil der Plasma-
membran Rezeptorfunktion haben kénnte. Die Desulfatierung von Sulfatid zu Cerebrosid er-
folgt in den Lysosomen durch die Sulfatid-Sulfatase (EC 3.1,6.1) resp, durch die Arylsulfa-
tase A. Die Lysosomen sind als Zellorganellen mit der Aufgabe der hydrolytischen Degrada-
tion von Makromolekiilen betraut und in jeder bisher untersuchten Zelle des Organismus zu

finden.

Biochemische Diagnose der MLD

Da ein genetischer Defekt der Arylsulfatase A allen Formen der MLD zu Grunde liegt, ist
der Nachweis der verminderten Aktivitét bei den Patienten das ausschlaggebende diagnosti-
sche Kriterium. Normalerweise wird die Arylsulfatase zusammen mit anderen lysosomalen En-

zymen in geringer Menge im Urin ausgeschieden. Das isolierte Fehlen der Enzymaktivitit im
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dialysierten Urin der Patienten wird seit langem als das diagnostische Hilfsmittel bei Ver-
dacht auf MLD benitzt (6). Beweisend ist jedoch nur die fehlende Aktivitdt des Enzyms in
isolierten Leukocyten und in den kultivierten Fibroblasten der Patienten (7). Die lysosomale
Speicherung des Sulfatids als unmittelbare Folge des lysosomalen Enzymdefekts in den Tubu-
luszellen der Niere, die Sulfatid ebenfalls synthetisieren kénnen, fithrt zu einer vermehrten
Ausscheidung von Sulfatid in den Zellen des Urinsedimentes. Der histochemische Nachweis
von metachromatischen Substanzen in diesen Zellen (8) oder besser die direkte Bestimmung
von Sulfatid nach dunnschichtchromatographischer Trennung der extrahierten Lipide im Urin-
sediment ergibt damit ein weiteres diagnostisches Hilfsmittel.

Die Speicherung von Sulfatid in den Lysosomen der myelinbildenden Zellen kann ocuch direkt
ultrastruk:turell in Biopsien von peripheren Nerven (N. suralis) sowie in den bemarkten Ner-
ven von Hautbiopsien nachgewiesen werden. Anhand der kristalloiden Feinstruktur kann so-

gor die MNatur des gespeicherten Lipids vermutet werden,

Entwicklung des Sulfatidmetabolismus

Das Entwicklungsmuster des Sulfatid-synthetisierenden Enzyms (CST) und des Sulfotid-abbau-
enden Enzyms (A5-A) im menschlichen Gehirn von der Geburt bis zum mittleren Lebensalter
ist in der Abb. 2 schematisch dargestellt. Die Aktivitéten beider Enzyme sind bei der Geburt
niedrig. Die CST-Aktivitdt steigt sofert, die AS-A mit einer VerzBgerung von zwei Jahren
bis zur moximalen Aktivitit um funf Johre an. Gleichzeitig mit dem Anstieg der CST-Akti-
vitdt setzt beim Menschen im Grosshirn eine intensive Periode der Myelinisierung ein, die
mit etwa 15 Jahren abgeschlossen ist (9}, Die Aktivititen beider Enzyme fallen bis zum 10,
Lebensjohr wieder ab und bleiben dann konstant niedrig. Bemerkenswert ist, dass der Beginn
der klinischen Symptome bei der spdtinfantilen Form der MLD om Beginn der Aktivitdtszu=
nohme der AS-A liegt und die ersten Symptome bei juvenilen MLD etwa mit dem Gipfel der
C5T und der AS=-A Aktivitdt zusammenfallen,

Die Fragen nach der Art und dem Ausmass der metabolischen Kooperation zwischen Sulfatid-
Synthese und Sulfatiddegradation sind am Menschen naturgemdss nicht zu lgsen und wurden
deshalb an sich entwickelnden Hirnen von Mdusen im Tiermodell weiter untersucht {10, 11).
Bekannt ist, dass bei Mausen die Myelinisierung des Gehirns zwischem dem B, und dem 10.
Tag postnatal einsetzt und mit etwa 30 Tagen obgeschlossen ist. Abb, 3 zeigt die Aktivitat
der C5T und der AS-A wiihrend der Entwicklung im Kleinhirn weisser Miuse. Aehnlich wie
beim Menschen ist eine gewisse Uebereinstimmung des Entwicklungsmusters zu erkennen, wo-

bei aber die Entwicklungskurve der AS-A gegeniber der CST um zwei Tage verschoben er-
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Entwickiungsmuster der Enzyme des Sulfatid
Metabolismus im Menschlichen Gehirn
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Abb. 2, Entwicklungsmuster der Enzyme des Sulfatid-Metabolismus im menschlichen Gehim

scheint. Die Zunahmerate (Inkrement) der Sulfatidakkumulation im Kleinhirn scheint mit dem
relativen Quotient aus den beiden Enzymaktivitdten bis zum 25. Lebenstag gut zu korrelieren,
was fUr eine metabolische Kooperation im Sulfatidmetobolismus sprechen wiirde. Das Ausmass
dieser funktionellen VerknUpfung zwischen mikrosomaler Synthese und lysosomalem Abbau,
die in voneinander getrennten Zellrdumen funktionieren, wurde om Tiermodell, an sich ent-

wickelnden Gehirnen von Miusen in vivo untersucht. Den Tieren wurde im Alter zwischen
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Abb. 3. Entwicklung der Enzyme des Sulfatid-Metabolismus im Kleinhirn der Maus

null und dreissig Tagen postnatal intraperitoneal radicaktives 355-Su|fur injiziert und der
Einbou von 35504 in Gehirnsulfat gemessen. Unter BerUcksichtigung der biologischen Halb-
wertszeit des injizierten 35504 im Blut, sowie dessen spezifischen Aktivitat, wurde widhrend
verschiedenen Entwicklungsstadien des Gehirns die Sulfatidsynthese gemessen. In Versuchen,
bei denen nach 24 Stunden Markierung mit 35504 kaltes Sulfat im Ueberschuss introperito-
neal nachgespritzt wurde, konnte auch die Abbaurate des markierten Sulfatids in vivo gemes-
sen und mit der entsprechenden Syntheserate verglichen werden (12). Die Ergebnisse beim
Kleinhirn sind in Abb. 4 zusammengestellt. Dabei zeigte sich, dass das Entwicklungsmuster
der Sulfatidsynthese in vivo gut mit dem Entwicklungsmuster der CST in vitro Ubereinstimmt.
Das gleiche gilt fur das Entwicklungsmuster des Sulfatidabbaus in vivo und der Aktivitdt der
AS-A in den Gehirnhomogenaten. Ebenfalls aus Tierversuchen am sich entwickelnden Gehirn
ist bekannt, dass das Sulfatid, das Uberwiegend im Myelin lokalisiert ist, normalerweise nur

eine sehr geringe Abbau- und Erneuerungsrate zeigt, Es handelt sich also um "stabiles My~
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Abb. 4. 3550 4-Sulfatid-Metabelismus in vivo im Kleinhirn der Maus

elin" in Zellen, die selbst eine sehr lange Lebensdauer haben. Aus unseren Versuchen geht
jedoch hervor, dass wihrend der Himentwicklung bis zu 70 % des neugebildeten Sulfatids
gleich wieder abgebaut wird, also zundchst einem "labilen" Sulfatid entspricht. Nur ein
verhiltnismissig geringer Teil des synthetisierten Sulfatids gelongt also ins Myelin. In dieser
Hinsicht wird der Einbau von Sulfatid ins Myelin nicht nur von der Syntheserate, sondern
ganz wesentlich auch von der Abbaurate des Sulfatids bestimmt {Nettosynthese). Die Bedeu-
tung dieser Befunde fur die Pathogenese der metachromatischen Leukodystrophie liegt, sofern
man die Ergebnisse cus dem Tierversuch auf den Menschen Ubertragen kann, ouf der Hand.
Die Anhdufung von Sulfatid in den Lysosomen des Gehims der MLD Patienten braucht zu-

nidchst nicht aus dem "stabilen” Myelinpool zu stammen, sondern entspricht dem "labilen"



Sulfatid, das noch nicht ins Myelin eingebaut ist. Dies wiire vereinbar mit einer zuntichst
noch normalen Myelinisierung des sich entwickelnden Gehirns, Da auch Neuronen Sulfatid
allerdings nur in sehr labiler Form synthetisieren knnen (3, 13), wiire auch hier eine primi-
re Speicherung zu erwarten.

Ultrastrukturelle Untersuchungen am fetalen Gehirn bei einem Kind mit intrauterin diagno-
stizierter spdtinfantiler MLD (14) zeigen, dass bereits in der 22, Lebenswoche in dem sich zu
dieser Zeit myelinisierenden Riickenmark, sowie in den peripheren Nerven, eine lysosomale
Speicherung von Sulfatid zu erkennen ist, ohne dass dadurch die Myelinisierung gestort er-
scheint. Obwohl zu dieser Zeit noch kein Myelin im Gross= und Kleinhirn gefunden werden
kann, kénnte auch hier im EM bereits eine Speicherung von Sulfatid morphologisch, sowohl
in Axonen als auch in den prasumptiven Cligodendrozyten nachgewiesen werden.

Diese Befunde sprechen dafir, dass dos in den Lysosomen gespeicherte Sulfatid bei der MLD
zundchst aus dem "labilen" Synthese-Pool und nicht aus dem Myelin stammt, und damit eine
Speicherung der spiter einsetzenden Demyelinisierung vorangeht, Was aber ist die Ursache
der sekundtren Demyelinisierung? Dieser Frage wurde auch an kultivierten Fibroblasten veon
Patienten mit verschiedenen Formen der MLD nachgegangen {15), in denen sich der geneti=
sche Enzymdefekt der Sulfatidsulfatase ebenfalls nachweisen léasst, Die Sulfatidsulfatase hat
mehrere Substrate, die von Thr enzymatisch desulfatiert werden kénnen. Das eine ist das
kunstliche Substratl, das Ublicherweise zur Bestimmung verwendet wird (p-nitrocotecholsul-
fat}, dann das Sulfatid sowie dessen deazyliertes Derivat, das Psychosinsulfat oder Lysosulfa-
tid, Das Psychosinsulfat wird dadurch zum Psychosin und nach Abspaltung der Galaktose zum
Sphingosin. Sowahl Psychosinsulfat als auch Psychosin sind stark zytotoxisch, da sie ghnlich
wie das Lysclezithin durch ihre Detergens-Eigenschaft biclogische Membranen labilisieren.
Tabelle 2 zeigt die Aktivititen der Psychosinsulfatase, der Sulfatid-Sulfotase sowie der Aryl-
sulfatase A aus normalen Fibroblasten sowie aus Fibroblasten der spatinfantilen und der edul=
ten Form der metachromatischen Leukodystrophie. Die |dentitat der Psychosinsulfatase mit der
Sulfatidsulfatase/Arylsulfatase A ist erwiesen (15), was sich auch am Fehlen aller drei Enzym-
aktivitdten bei beiden Formen der MLD bestatigt. Die Restaktivitdt der Enzyme ist bei beiden
Formen der MLD gleich hoch. Psychosinsulfat wie Psychosin konnten bisher noch nie im nor-
malen Gehirn nachgewiesen werden. Mindestens theoretisch kinnte Psychosinsulfat ous der
Sulfotierung von Psychosin, sowie in den Lysosomen durch Deazylierung von Sulfotid entste-
hen. Die letztere Entstehungsart wirde eine Erklarung der sekundiéiren Demyelinisierung bei
allen drei Formen der MLD ermiglichen. Dabei wiirde zuerst Sulfatid in den Lysosomen ge-

speichert. Aus diesem Sulfatid konnte allméhlich Psychosinsulfat enzymatisch in kleinsten
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Tabelle 2, Psychosin-Sulfatsulfatase, Sulfatid-Sulfatase und Arylsulfatase A in Fibroblasten
von Patienten mit MLD

erkunft PSYCHOSENSULFAT SULFATID ~ ARYLSULFATASE A
SULFATASE SULFATASE
Flbroblasten {Lysosulfatid)

nMols / Stunde / mg Protein

H?_%?ML 248.7 + 93 133.5 + 52 842 + 213

SPAETIN-
FANTILE 8.9 + 5.7 = 0.2 29.7 £ 9.7
MLD (N=5}

ADULTE |
MLD (N-2) 1.7 £ 5.2 < 0.2 35.3 £ 9.6

Eto. Y. Wiesmann U. und Herschkowitz
JBC 1974

Mengen gebildet werden, das dann die Mzmbranen der Speicherlysosomen lysieren kinnte,
wobei die freigesetzten lysosomalen Enzyme den Untergang der Zelle herbeifuhren wirden.
Dieser Vorgang ist bei der normalen langen Lebensdaver der Oligodendrozyten, die nur einen
geringen Zellumsatz kennen, welcher fur eine Entfernung der gespeicherten Substanzen sor-
gen kinnte, recht einleuchtend. In der Niere dagegen ist die normale Lebensdaver der Tubu-
luszellen beschriinkt. Bei der MLD konnte die zytotoxische Wirkung des gespeicherten Psy-
chosinsulfats durch einen erhshten Zellumsatz ausgeglichen werden, wobei allerdings nach
langer Daguer der Krankheit auch Zystennieren sowie tubultre Insuffizienz gefunden wurden.
Aufgrund der bisher erwthnten Resultate ist eine Erkldrung der verschiedenen klinischen For-
men der MLD nicht zu geben. Sowchl bei der fruh beginnenden Form wie bei der adulten
Form der MLD ist die Restaktivitit der Sulfatidsulfatase im Homogenat der Fibroblasten gleich
niedrig, ebenso wie die Restaktivitdt gemessen mit dem kUnstlichen Substrat {15, 16}, Wird
jedoch der Abbau von pinocytiertem 35504—5u|fatid in den intakten Fibroblasten gemessen,
so ergeben sich nach PORTER et al. (16) deutliche Unterschiede zwischen den verschiedenen
Verlaufsformen der MLD. Bei allen ist zwar die Degradation von Sulfatid deutlich geringer
als bei nermalen Fibroblasten. Bei der spdtinfantilen Form ist die Abbaurate praktisch null,

bei der adulten Form fast 50 % der Norm, wihrend sie bei der juvenilen Form der MLD zwi-
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Tabelle 3. Voraussetzungen fur eine pridnatale Diagnose

1. Prognose der Erkrankung muss bekannt sein: Schwerste oder letale Krankheit.

2. Der biochemische Defekt muss in den gezuchteten Amnionzellen nachweisbar sein,

3. Nach umfassender Orientierung und Beratung der Eltern muss bei den Eltern eine Bereit-
schaft entstehen, bei positivem Resultat der Unfersuchungen eine Interruptio zu erwidigen,

schen 20 % und 30 % der Norm liegt. Falls sich dieser Befund an menschlichen Fibroblasten
auf die Situation im menschlichen Gehirn bei der MLD Ubertragen ldsst, bate sich hier zu-
sammen mit der Kenntnis des Sulfatidsulfatase-Entwicklungsmusters eine Erkldrung fur die

Pathogenese der drei Verlaufsformen der MLD.

Untersuchungen zur Pravention der MLD

Wie gezeigt wurde, ist die Kultur von Zellen von Patienten, meist von Fibroblasten, in vie~
len Fillen stellvertretend fir den Patienten geworden, Sie ermiiglicht biochemische Untersu-
chungen, die am Patienten selbst undurchfuhrbar sind und kann Resultate erbringen, die fur
den Patienten wiederum diagnostische, pathogenetische, ja therapeutische Bedeutung hoben
kdnnen,

Enzymdefekte, die zundchst in den gezUchteten Fibroblasten nachgewiesen wurden, sind bis
heute ausnahmslos auch in geziichteten Amnionzellen nachzuweisen (17). Dies gilt quch fur
die MLD (14}. Nach Punktion von 10 - 20 ml AmnionflUssigkeit in der 14. = 16. Schwanger-
schaftswoche kiénnen cus dem Zellsediment fetale Amnionzellen geziichtet werden, die ge-
netisch stellvertretend fur die Feten sind. Damit ist die Voraussetzung fur eine prénatale
Diagnose der MLD maglich, Die wichtigsten Vorbedingungen fur das DurchfUhren einer pra-
natalen Diagnese sind in der Tabelle 3 zusammengefasst. Ein schwerwiegender Nachteil die-
ser Art von Prévention ist, dass zum moglichen Zeitpunkt der prinatalen Diagnose bereits
ein Geschwister klinisch erkrankt sein muss, damit Uberhaupt an eine prinatale Untersuchung
gedacht werden kann, Dies trifft meist bei der spitinfantilen MLD, nicht cber bei der juve~
nilen oder gar bei der adulten Form der MLD zu, wo je nach Geburtenfolge andere Geschwi-
ster latent erkrankt sein kdnnen, bevor die Diagnose Uberhaupt klinisch gestellt werden kann,
Der grésste Vorteil ist, dass gesunde Feten als solche erkannt und ausgetragen werden, die
sonst, aus Angst der Eltern vor weiteren kranken Kindern, nicht geboren werden. Die hier
erwthnte Problematik sei kurz an einem Beispiel geschildert: Die Eltern hotten zum Zeit-
punkf, als sie wegen einer erneuten Schwangerschoft den Arzt aufsuchten, bereits zwei Kin-

der an einer spdtinfantilen Form der MLD verloren. Erst beim zweiten Kind war klinisch und
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biochemisch die Diognose gestellt worden. Die dritte Schwangerschoft wurde nach einer pra-
natalen Diagnose, die ein gesundes Kind erwarten liess, ausgetragen, Das Kind ist heute so-
wohl klinisch wie biochemisch gesund. Bei einer vierten Schwangerschaft wurde auf Grund
der fehlenden Aktivitat der Arylsulfatase A in den kultivierten Amnionzellen eine pranatale
MLD diagnostiziert und die Schwangerschaft unterbrochen. Die biochemische Untersuchung
der Enzymaktivitét in den Organen des Feten bestdtigte die prénatal gestellte Diagnose (14).
Auf die ultrastrukturellen Befunde im Gehirn und Ruckenmark sowie ihre mogliche Interpre~

tation wurde bereits eingegangen.

Untersuchungen zur Enzymersatztherapie

Versuche, ein in der Zelle fehlendes Enzym von gussen auf natirlichem Weg in eine lebende
Zelle hineinzubringen, haben vor allem bei den lysosomalen Enzymdefekten Aussicht auf Er-
folg (18). Makromolekulare Stoffe wie Eiweisse, aber auch beispielsweise Maokrodextrane, die
von aussen Zellen angeboten werden, kdnnen durch Pinocytose in intrazelluldre Vacuolen und
schliesslich in Lysosomen aufgenommen werden, wo die hydrolytische Degradation zu den nie-
der-molekularen Bausteinen erfolgt. Diese Produkte der enzymatischen Hydrolyse, wie Amino-
sduren, Zucker, usw., kdnnen die Lysosomen durch Diffusion verlassen. Lysosomale Enzyme
sind gegentber der Proteclyse durch eigene Proteasen weitgehend resistent, Doher lag es nahe,
bei Fibroblasten mit einem bekannten genetischen lysosomalen Enzymdefekt wie der MLD zu
versuchen, auf dem Wege der Pinocytase die fehlende Enzymaktivitdt in den Zellen zu erset-
zen (19). Homologe, menschliche Arylsulfatase A wurde aus normalem Urin angereichert und
teilweise gereinigt dem Kulturmedium von MLD-Fibroblasten zugesetzt. Dabei bestitigte sich
die Annahme, dass die Zellen in der Loge sind, Arylsulfatase A aus dem Medium in ihre Lyso-
somen oufzunehmen und in aktiver Form Uber Tage in den Zellen zu behalten. Die Halbwerts-
zeit in den Zellen betriigt zwischen 5 - 8 Tage. Das aufgenommene Enzym erwies sich auch
als aktiv gegeniber intrazelluldr akkumuliertem Sulfatid, dessen Abbau in den Fibroblasten
vollstdndig normalisiert wurde. Bei diesen Versuchen fiel auf, dass das Enzym bis zu 100-fach
besser in die Zellen aufgenommen wurde als unter gleichen Bedingungen ein anderes Makro-
molekul (HC-Dexrrun, B0'000 Daltons). Abb. 5 zeigt die Kinetik der gleichzeitigen Aufnah-
me von Arylsulfotase A und von MC-Dexirqn in MLD-Fibrob lasten Uber eine Inkubationsdau-
er von 48 Stunden. Arylsulfatase A wird im Medium bei 37° C und pH 7.4 mit einer Halb-
wartszeit von etwa 20 Stunden inaktiviert, so dass fur die Barechnung der Aufnahmerate nur

die ersten & 3tunden verwendet werden ktinnen,



Cumulative uptake of arylsulfatase A and of C dextran
as percent of added compound to the medium
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Abb, 5. Kumulative Aufnahme von Arylsulfatase A und von 14C-Dextran in MLD-Fibroblasten

Mit zunehmenden Enzymmengen im Kulturmedium sowie kurzen Inkubationszeiten von 4 Stun-
den erhilt man eine Aufnahmekinetik (Abb, 6), die einer sdttigungsfidhigen Bindung durch
spezifische Membranrezeptoren entspricht. Aus den Versuchen, lysosomale Enzyme in enzym~-
defiziente Zellen zu bringen, um damit die Grundlagen fur eine Behandlung von Patienten
mit lysosomalen Speicherkrankheiten zu legen, hat sich ein eigener Forschungsbereich erge-
ben, dessen Aufgabe es ist, den Mechanismus der Aufnahme von Seiten des Enzymmolekils als
auch von Seiten der Membranrezeptoren zu untersuchen. Darauf einzugehen wirde den Rah-
men dieses Vortrages sprengen.

Leider haben bisher Versuche mit MLD Patienten, wie sie von GREEN und Mitarbeiter (20)
durchgefihrt wurden, ergeben, dass das infundierte Enzym zwar rasch aus der Blutbahn ver-
schwindet und teilweise in den Mesenchymzellen der Leber wieder gefunden werden kann,
dass aber die Bluthirnschranke fur das Enzym v&llig undurchléssig ist. Damit war auch keine

Besserung des klinischen Bildes der behandelten Patienten zu erwarten. Eine effektive The-



Kinetics of uptake of arylsulfatase A
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Abb, 6, Kinetik der Aufnahme von Arylsulfatase A. Elnschub: Darstellung der Aufnahme nach
Lineweaver-Burk

rapie von Patienten setzt voraus: 1. Die Krankheit darf nicht fortgeschritten sein, weil sonst
die Schdden vermutlich irreversibel sind, 2, Es muss eine Maglichkeit gefunden werden, ge-
fohrlos die Bluthirnschranke zu durchbrechen und 3. die Enzyme mussten so modifiziert sein,
dass sie Uberwiegend nur von den Hirnzellen aufgenommen werden kdnnen, eine Aufgabe, die
nur dann geldst werden kann, wenn wir wesentlich mehr Uber den Aufnahmemechanismus ken-

nen,
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