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EINLEITUNG

Das Hauptinteresse der Abteilung gilt angeborenen neurometabo-

lischen und neurodegenerativen Krankheiten mit Manifestation im

Kindes- und Jugendalter. Hierzu zdhlen lysosomale, peroxisoma-

le und mitochondriale Stoffwechselkrankheiten, Erkrankungen
der weiflen Hirsubstanz (Leukodystrophien), Multiple Sklerose

und das Rett Syndrom. Zahlreiche der zugrunde liegenden bioche-

mischen und molekularen Defekte konnten in den letzten Jahren

identifiziert werden. Dennoch sind die fiir klinisch-medizinische An-

wendungen wichtigen Kausalzusammenhé&nge zwischen Genldsion
und Krankheitssymptomen der Patienten bis heute weitestgehend

unbekannt. Die klinischen und grundlagenwissenschaftlichen Ar-

beiten der Abteilung befassen sich daher mit der Entwicklung von

krankheitsspezifischen Markern sowie dem molekularen und zell-

biologischen Verstdandnis der Pathoétiologie. Diese Arbeiten sollen

zu einem verbesserten Verstandnis der pathogenetischen Mecha-
nismen der Bildung der weifien Hirnsubstanz und der Neurodege-

neration fiihren und damit die Voraussetzungen zur Entwicklung
rationaler Interventionsstrategien fiir diese Krankheiten schaffen.

PREFACE

The principal interests of the department lie in the areas of neuro-
metabolic and neurodegenerative diseases in children and adoles-

cents. Amongstthese interests, particular attention has centred on
lysosomal, peroxisomal and mitochondrial metabolic diseases, as
well as diseases affecting white brain matter, multiple sclerosis and
the Rett Syndrome. Many of the basic biochemical and molecular
defects involved in these diseases have been identified in recent
years. Nevertheless, in most cases the relation between mutation

and disease expression has remained obscure. The clinical and ba-

sicresearch activities ofthe departmentaim at discovering disease

specific markers, as well as elucidating the molecular and biologi-

cal mechanisms of the disease. These studies should lead to an
improved understanding of the pathogenetic development of white
matter and neurodegeneration and thereby to the development of
rational treatment strategies for this group of diseases.

1.
Erkrankungen der weifen Hirnsubstanz:
Leukoenzephalopathien und Multiple Sklerose

Leukoenzephalopathien im Kindesalter

In Kooperation mit der Arbeitsgruppe ,,MR-Forschung in der Neuro-
logie und Psychiatrie“ (Leitung PD Dr. P. Dechent) der Universitats-
medizin Gottingen fiihrten wir multiparametrische Magnetresonanz-
Untersuchungen (MR Tomographie, lokalisierte Protonen MR Spek-

troskopie mit absoluter Quantifizierung der Metabolite, Diffusions
TensorImaging) zur Charakterisierung von Leukoenzephalopathien

im Kindesalter durch. Untersucht wurden 1. unklassifizierte Leu-
koenzephalopathien, um eine diagnostische Zuordnung zu errei-
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chen und moglicherweise neu abgrenzbare Entitaten zu erkennen,
2. klassifizierte Leukoenzephalopathien, um Spontanverlauf und
Therapieeffekte zu erfassen.

Diese neuroradiologischen Untersuchungen bilden die Basis fiir
die weitergehende biochemische und molekulargenetische Charak-
terisierung hereditdrer Leukoenzephalopathien im Kindesalter.

Fiir die hereditdre Motorisch-Sensible Neuropathie Typ lla
durch Mitofusin2 Mutationen beschrieben und charakterisierten
wir die cerebrale Beteiligung anhand multiparametrischer MR-
Untersuchungen.

Molekulare Charakterisierung unklarer, kiirzlich aufgekldrter und
klassischer Leukoenzephalopathien

Die zystische Leukoenzephalopathie ohne Megalenzephalie (CLmi-
nusM) ist eine definierte Krankheitsentitdt, die anhand klinischer
und neuroradiologischer Kriterien nicht sicher von den Spatfolgen
einer bei Geburt asymptomatischen kongenitalen CMV-Infektion
zu unterscheiden ist. In entsprechenden Vorarbeiten war ein neu-
er Genlokus auf Chromosom 6 detektiert worden. Wir konnten nun
durch Analysen geeigneter Kandidatengene innerhalb dieses Lokus
das RNASE-T2-Gen als neues Krankheitsgen fiir die CLminusM identi-
fizieren, weiterreichende Untersuchungen wurden begonnen.

Bei einigen Patienten mit Pelizaeus-Merzbacher dhnlicher
Krankheit (PMLD) sind seit kurzer Zeit Mutationen im GJA12/GJC2-
Gen (Gap Junction Protein a12/x2-, auch Connexin 46.6-Gen) als
Krankheitsursache bekannt. In einerinternationalen Kollaboration
konnten durch Untersuchung eines groBen multiethnischen Kollek-
tivs von PMLD-Patienten neue GJA12/GJC2-Mutationen identifiziert,
ihre Haufigkeit als Ursache der PMLD bestimmt und das phéano-
typische Spektrum der GJA12/GJC2-assoziierten PMLD charakteri-
siert werden. Einige GJA12/GJC2-Mutationen wurden in zwei unter-
schiedlichen Zellmodellen funktionell charakterisiert.

Bei Patienten mit klassischer X-gebundener Pelizaeus-Merzba-
cher-Erkrankung (PMD) wurde in einerinternationalen Kooperation
mit anderen Forschergruppen die Methode der MLPA (Multiplex
Ligation-Dependent Probe Amplification) zur schnellen Detekti-
on von Vervielféltigungen oder grofien Deletionen des PLP1-Gens
untersucht.

Fiir vier weitere Leukoenzephalopathien mit bekanntem zu-
grunde liegenden genetischen Defekt (Vanishing White Matter Er-
krankung, Aicardi-Goetiéres Syndrom, Megalenzephale Leukoenze-
phalopathie mit subcorticalen Zysten, Morbus Alexander) erfolgten
Mutationsanalysen zur Charakterisierung des genotypischen Spek-
trums der Erkrankungen

Andere neurodegenerative Erkrankungen im Kindesalter

Aus der klinischen und neuroradiologischen Untersuchung von Pa-
tienten mit Hereditdren Spastischen Paraplegien (HSP) sowie mit
Pontocerebelldrer Hypoplasie (PCH) entwickelten sich Kooperati-
onen mit internationalen Forschergruppen, die zur weiteren gene-
tischen Charakterisierung der HSP mit diinnem Balken (HSP-TCC;
SPG11) sowie zur genetischen Aufkldrung der PCH2 fiihrten. Klini-
sche und neurophysiologische Untersuchung einer Patientin mit
ungewdhnlicher oligosymptomatischer Verlaufsform eines Triple-



A-Syndroms fiihrte zur Aufdeckung einer neuen AAAS-Mutation

mit fiir diese Erkrankung bisher nicht beschriebenen funktionel-

len Konsequenzen.

Multiple Sklerose (MS)

Multiple Sklerose (MS) ist die hdufigste neurologische Erkrankung
junger Erwachsener mit einer Prdvalenz von 20-200 pro 100.000
Einwohner in Europa und Nordamerika. In den 80er Jahren wurde
gezeigt, dass neben Erwachsenen auch Jugendliche und Kinderan
einer MS erkranken kénnen. Der klinische Verlauf und die Progno-
se dieser Gruppe von Patienten sind allerdings noch nicht ausrei-
chend untersucht.

Derklinische Verlauf der MSist charakterisiert durch eine schub-
hafte oder chronisch progressive Verlaufsform und fiihrt haufig zu
schweren Behinderungen. Neuropathologisch liegt der MS eine Ent-
zlindung des zentralen Nervensystems zugrunde, bei der die Oli-
godendrozyten, verantwortlich fiir den Erhalt der Myelinscheiden,
das Hauptziel des entziindlichen Prozesses sind.

Eswird angenommen, dass die MSvor allem eine autoimmuno-
logische Erkrankung ist, dass aber genetische Einfliisse und Infekti-
onen mitbestimmten Erregern eine weitere Rolle in der Pathogenese
spielen. In der Vergangenheit wurden viele verschiedene Viren als
mogliche Ausléser der MS in Betracht gezogen. Bis heute konnte
abernoch kein kausalerZusammenhang zwischen einem einzelnen
Virus und der Entstehung der Erkrankung nachgewiesen werden.

Die Abteilungist die bundesweite Anlaufstelle und betreut der-
zeit etwa 160 Kinder und Jugendliche mit MS. In den letzten drei
Jahren bestand daherunser primdres Interesse in der Charakterisie-
rung der klinischen Manifestation und des langfristigen Verlaufes
von Kindern und Jugendlichen mit MS. Ein weiterer Aspekt ist die
Beurteilung des klinischen Verlaufs unter immunmodulatorischer
Therapie.

Unsere bisherigen Untersuchungen haben gezeigt, dass sich
die MS im Kindes- und Jugendalter in vielem von der MS im Er-
wachsenenalter unterscheidet. Die Patienten in dieserAltersgruppe
haben fast ausschlie3lich einen schubhaft/remittierenden Verlauf.
Obwohldie meisten derjugendlichen biszum 18. Lebensjahrwenig
oderkeine Residualsymptome haben, zeigen Langzeitbeobachtun-
gen, dass Patienten mit einem Beginn der Erkrankung im Kindes-
oder Jugendalter einen vergleichbaren Grad an Behinderung 10
Jahre friiher erreichen als Patienten, bei denen die MS im Erwach-
senenalter begonnen hat. Wir fanden auch, dass das Verhiltnis
von Jungen zu Mddchen vor der Pubertdt fast gleich ist, wahrend
nach derPubertat wie im Erwachsenalter Madchen deutlich hdufiger
betroffen sind. Die Untersuchungen beziiglich der Wirkung immun-
modulatorischer Therapien bei MS im Kindes- und Jugendalter ha-
ben gezeigt, dass die gleichen Therapeutika wie im Erwachsenalter
wirksam sind, dass aber die Dosierung dem Alter und Gewicht der
Patienten angepasst werden muss.
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1.
White matter disorders: Leukenzephalopathies
and Multiple Sclerosis

Leukoencephalopathies in childhood

In cooperation with the “MR-Research in Neurology and Psychiatry“
group (head PD Dr. P. Dechent), at the University Medicine Géttingen
we performed multiparametric magnetic resonance investigations
comprising MR imaging, localized MR spectroscopy with absolute
quantification of metabolite concentrations, and diffusion tensor
imaging in children with leukoencephalopathies. To further charac-
terize these white matteralterations, we have carried out investiga-
tions on patients with unclassified white matter disorders, aiming
at delineation of novel entities. Furthermore, classified leukoen-
cephalopathies have been examined with the purpose of widening
ourinsights in spontaneous metabolic alterations and monitoring
therapeutic effects.

These neuroradiological investigations constitute the basis for
further biochemicaland genetic characterization of rare hereditary
white matter disorders in infancy and childhood.

In axonal Charcot-Marie-Tooth neuropathy caused by mito-
fusin2 mutations we characterized the cerebral involvement by
multiparametric magnetic resonance investigations.

Molecular Characterization of undetermined, lately clarified and
classical Leukoencephalopathies

The cystic leukoencephalopathy without megalencephaly (Clmi-
nusM) is a distinctive disease entity with clinical and neuroradio-
logical features that cannot be differentiated from sequelae after
neonatally asymptomatc congenital cytomegalovirus brain infec-
tion. In own previous work a new disease locus had been mapped
to chromosome 6. Analyzing appropriate candidate genes within
this locus we identified the RNASET2 gene to be the causative dis-
ease gene of ClminusM.

Mutations in the GJA12/GJC2 gene encoding the gap junction
protein connexin47 are known to cause a form of Pelizaeus-Merz-
bacher like disease (PMLD). In an international collaboration we
identified novel GJA12/GJC2 mutations within a large multiethnic
cohort of PMLD patients, determined their frequency among PMLD
patients and characterized the phenotypic spectrum of GJA12/GJC2
related PMLD. Some GJA12/GJC2 mutations were characterized
functionally in two different cell models.

In an international cooperative project the MLPA (Multiplex Li-
gation-Dependent Probe Amplification) method forrapid detection
of PLP1 gene dosage alterations was characterized in patients with
clasical X-linked Pelizaeus-Merzbacher disease (PMD).

In four further leukoencephalopathies with known underlying
genetic defects (Vanishing White Matter disease, Aicardi-Goetiéres
syndrome, Megalencephalic Leukoencephalopathy with Subcorti-
cal Cysts, Alexander disease) mutation analyses were performed to
characterize the genotypic spectrum in these disorders.
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Other neurodegenerative disorders in childhood
Collaborations with severalinternational research groups emerged
from our clinical and neuroradiological investigations of patients
with hereditary spastic paraplegia (HSP) and pontocerebellar hyp-
oplasia (PCH) and led to further genetic characterization of HSP with
thin corpus callosum (HSP-TCC; SPG11) and to the identification of
the primary genetic defect in PCH type 2. Clinical and neurophysi-
ologic investigation of a female subject with an uncommon oligos-
ymptomatic course of triple A syndrome resulted in the uncovering
of a novel AAAS gene mutation with functional consequences that
were previously not described for this disease.

Multiple Sclerosis (MS)

Multiple sclerosis (MS) is the most common neurological disease of
young adults, with prevalence in Europe and North America of be-
tween 20 and 200 per 100,000. MS can also affect adolescents and
children; howeverthe precise clinical course and later prognosis of
this group of patients has not been given sufficient attention.

The clinical course in general is characterised by relapsing/re-
mitting episodes or a chronic progressive course, frequently lead-
ing to severe disability. MS is an inflammatory disease of the CNS,
affecting primarily the oligodendrocytes, which are responsible for
the maintenance of the myelin sheath.

Current knowledge suggests that MS is primarily associated
with autoimmunity, and that genetic background and infectious
agents also play a role in the pathogenesis. Indeed, many viruses
have been proposed as possible trigger but, as yet, none of these
has been proven to play an etiological role.

Our Department is a contact point nationwide and we provide
care fora group of up to 160 adolescents and children with MS that
are referred to our centre for medical care and advice on treatment
options. One focus of our research is therefore to characterise the
clinical course, prognosis and long-term outcome of this unique
group of patients. Another aspect of our studies is to evaluate and
monitor the response to immunomodulatory therapy.

Our studies have shown that MSin childhood and adolescents
differs in many ways from adult MS. The patients in this age group
almost exclusively have a relapsing /remitting course. Many of them
do not acquire a significant level of handicap during the adoles-
cents but due to the young age at onset of disease they reach a
comparable level of handicap 10 years earlier than patients with
an adult onset MS. We also found that the gender distribution is
almost even before puberty. Thereaftertheratiois 1:4 male/female
like seen in adult MS indicating a strong hormonal influence on
the development of MS. We also found that the therapeutics used
in adults are also effective in children and adolescents but need
careful adjustment to body weight.
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2.
Lysosomale Erkrankungen

In der Gottinger Kinderklinik werden nicht nurzahlreiche Patienten
mitlysosomalen Erkrankungen behandelt, sondern auch vielfaltige
wissenschaftliche Projekte zu lysosomalen Defekten durchgefiihrt.
Lysosomale Erkrankungen beruhen auf einer genetisch bedingten
Funktionsstoérung von lysosomalen Proteinen. Haufig resultiert aus
dieserStorung ein fehlender Abbau von speziellen Kohlenhydraten,
Lipiden oder Proteinen. Die nicht abgebauten Substanzen hadufen
sichin den Zellen an, es kommt zu einer lysosomalen Speicherung
und zu einer Anschwellung und Schadigung der Zelle. Die betroffe-
nen Patienten zeigen haufig OrganvergroRerungen (Leber, Milz, Herz)
und Verdickung des Bindegewebes (Vergroberung der Gesichtszii-
ge, Verdickung der GliedmafBen, Knochenveranderungen). Durch
Schédigung von Nervenzellen kommt es bei einigen lysosomalen
Speichererkrankungen zu Bewegungsstérungen, Sehstérungen,
zerebralen Krampfanfdllen und im Verlauf zum Verlust geistiger Fa-
higkeiten bis hin zur Demenz.

In unserer Arbeitsgruppe werden mehr als 40 verschiedene ly-
sosomale Erkrankungen enzymatisch und/oder molekulargenetisch
diagnostiziert. Weiterhin werden molekularbiologische Methoden
angewendet, um bisher unbekannte genetische Defekte zu ent-
schliisseln. Ein weiterer Schwerpunkt liegt in der Aufkldarung der
bislang weitgehend unverstandenen Vorgénge einer bereits im Kin-
desalter beginnenden Neurodegeneration. Durch zellbiologische
Untersuchungen mit Patientenzellen und mit neuronalen Vorldufer-
zellen sollen molekulare Interaktionen, die zur Neurodegenerati-

Universitatsmedizin Géttingen Forschungsbericht Research Report 2006 - 2008 377

on fiihren, aufgeklart werden. SchlieBlich soll auch mit Hilfe von
natiirlichen oder geschaffenen Tiermodellen die Pathogenese der
lysosomalen Erkrankungen und insbesondere der damit assoziier-
ten Neurodegeneration verstanden werden.

2.
Lysosomal Disorders

Inthe Department of Paediatrics at the University of Géttingen many
patients with lysosomal disorders are treated. In addition, various
scientific projects on lysosomal defects are performed. Lysosomal
disorders are caused by functional defects of lysosomal proteins.
Frequently, this defect results in the disturbed degradation of specif-
ic carbohydrates, lipids or proteins. The non-degraded substances
accumulate within the cells and initiate lysosomal storage and even-
tually cause cell swelling and cell damage. The affected patients
often display organomegaly (liver, spleen, heart) and thickening of
the connective tissue (coarse facial features, thickening of limbs,
bone abnormalities). Some lysosomal disorders can trigger neu-
ronal damage and thus result in movement disorders, visual distur-
bance, cerebral convulsions and progressive loss of mental skills.

More than 40 different lysosomal disorders are diagnosed by
enzymatic and/or molecular genetic tests by our research group.
Further, molecularbiological methods are applied to discover novel
genetic defects. An additional scientific focus is the elucidation of
the hitherto unknown processes leading to neurodegeneration as
a result of lysosomal disorders. Molecular interactions involved
in neurodegeneration are revealed by cell biological experiments
performed with patient cells as well as neuronal precursor cells.
Ultimately, we aim to understand the pathogenesis of lysosomal
disorders, in particular, of the associated neurodegeneration using
natural or man-made animal models.
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3.
Peroxisomale Erkrankungen

Peroxisomale Erkrankungen sind ein weiterer Forschungsschwer-
punkt in der Gottinger Kinderklinik. Peroxisomen sind Zellorganel-
len, die in fast allen menschlichen Zellen vorkommen und an einer
Vielzahl von wichtigen Stoffwechselfunktionen beteiligt sind. Die
fundamentale Bedeutung von Peroxisomen fiir das menschliche
Stoffwechselnetzwerk wird durch eine ganze Reihe von schwerwie-
genden monogenen Erbkrankheiten deutlich, deren vorwiegend
neurologisches Krankheitsbild vom Ausfall peroxisomaler Funkti-
onen bestimmtwird und fiir die eine wirkungsvolle Therapie bisher
nicht verfiigbar ist.

Eine Gruppe peroxisomaler Erkrankungen wird durch eine ge-
storte peroxisomale Biogenese verursacht. Dabei kommt es zu
einem Ausfall sdmtlicher peroxisomaler Stoffwechselfunktionen.
Betroffene Kinder zeigen angeborene Fehlbildungen wie faziale
Dysmorphien, Migrationsstorungen des Gehirns, Zysten der Nieren
sowie skeletale Auffalligkeiten. Zusatzlich besteht eine Stoffwech-
selstorung mit einer Erhohung der iberlangkettigen Fettsduren, der
Pristan- und Phytansdure sowie einer gestdrten Gallensdure- und
Plasmalogenbiosynthese. Das klinische Bild in seinen unterschied-
lichen Schweregraden wird als Zellweger Syndrom Spektrum be-
zeichnet. Die peroxisomale Biogenese ist ein komplexer Prozess,
an dem mindestens dreizehn unterschiedliche Proteine (Peroxine)
beteiligt sind. Ein Ausfall eines dieser Proteine resultiert in einer
gestorten Peroxisomenbiogenese. In den letzten zwei Jahrzehnten
konnten andere und wir Mutationen in den fiir diese Proteine ko-
dierenden Genen (PEX-Gene) identifizieren.

Eine weitere Gruppe peroxisomaler Erkrankungen wird durch
Defekte in einzelnen Stoffwechselwegen verursacht. Hierzu gehort
die hdufigste peroxisomale Erkrankung, die X-chromosomale Adre-
noleukodystrophie (X-ALD), die biochemisch durch eine Erh6hung
der Uiberlangkettigen Fettsdauren gekennzeichnet ist. Die primare
Ursache sind Mutationen im ALD-Gen, das fiir ein peroxisomales
Membranprotein, ein ATP-Bindungs- und Transportprotein (ABC-
Transporter) kodiert. Die schwerste und haufigste Form der Erkran-
kung ist die kindliche cerebrale X-ALD, die durch einen Abbau von
weiBer Hirnsubstanz (Demyelinisierung) gekennzeichnet ist.

In unserer Arbeitsgruppe werden peroxisomale Erkrankungen
sowohl biochemisch, als auch molekulargenetisch diagnostiziert.
Weitere Schwerpunkte liegen in der Aufkldrung der bislang weit-
gehend unverstandenen Vorgdange der Peroxisomenbiogenese ei-
nerseits und der Funktion des Adrenoleukodystrophieproteins an-
dererseits. Ein weiteres Ziel unserer Arbeitsgruppe liegt darin, bei
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Patienten des Zellweger Syndrom Spektrums neue, bislang nicht
beschriebene genetische Defekte aufzuzeigen. Schlie3lich soll mit
Hilfe von Mausmodellen die Pathogenese vor allem des neurologi-
schen Phdnotyps desZS und der cerebralen Verlaufsform der X-ALD
besser verstanden werden.

3.
Peroxisomal Disorders

Peroxisomal diseases are anothermain research topicin the Depart-
ment of Pediatrics. Peroxisomes are cellular organelles which are
involved in many important metabolic pathways. The importance
of peroxisomes for human metabolism is highlighted by several
severe inborn errors of metabolism. The failure of peroxisomal func-
tion results most notably in neurological symptoms and therapeutic
approaches are not available to date.

One group of peroxisomal disorders is caused by an impaired
peroxisomal biogenesis which results in a failure of all peroxisomal
metabolic functions. Patients are characterized by facial dysmor-
phism, disturbance of neuronal migration, renal cysts, as well as
skeletal malformation. Loss of peroxisomal function leads to elevat-
ed very long chain fatty acids, pristanic and phytanic acid as well
as defective biosynthesis of bile acids and plasmalogens. In the
course of disease, patients also develop a leukodystrophy. Clinical
symptoms are highly variable and consist of muscular hypotonia
and failure to thrive, psychomotor retardation, seizures, as well as
hepatomegaly. The term of Zellweger syndrome spectrum (ZS) sum-
marizes clinical presentations of different severity.

Peroxisomal biogenesis is a complex process and at least 13
different proteins (peroxins) are involved. A defect in one of these
proteins results in a disturbed peroxisomal biogenesis. In the last
two decades, mutations in all genes (PEX genes) coding for these
proteins have been identified.

Anothergroup of peroxisomal disorders is caused by defectsin
individual peroxisomal pathways. The most common peroxisomal
disorder of this group is X-linked adrenoleukodystrophy, which is
characterized by elevated very long chain fatty acids. The primary
cause for this disorder are mutations in the ALD Gene (ABCD1),
encoding an ATP binding cassette transporter protein (ABC trans-
porter). The most severe and most common entity of this disorder
is the childhood cerebral X-ALD, which is characterized by a deg-
radation of cerebral white matter (demyelination).

In our research group peroxisomal disorders are diagnosed by
biochemical as well as molecular methods. Further clarification of
the complex process of peroxisomal biogenesis and function is an-
other main research topic. The interactions of peroxins are studied
to understand the different steps of this process and also the role of
the adrenoleukodystrophy protein. In addition we are interested in
identifying new genetic defects in patients with unclear peroxisomal
disorder. Finally, we aim at understanding the pathogenesis of the
neurological phenotype of ZS and X-ALD with the help of existing
and newly developed mouse models.
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4.
Rett Syndrom

Seitmehrals 15 Jahren ist das Rett Syndrom ein Forschungsschwer-
punkt in der Gottinger Kinderklinik. Das Rett Syndrom ist eine der
hdufigsten Ursachen mentalerRetardierung bei Mddchen, wahrend
es beiJungen nur sehr selten auftritt. Nach zunachst normaler Ent-
wicklungin den ersten 8-18 Monaten kommt es zundchst zu einem
Stillstand der Entwicklung und dann zum Verlust bereits erlernter
Fahigkeiten, insbesondere der Sprache und der Handfunktion. Der
klinische Zustand stabilisiert sich und bleibt fiir viele Jahre unver-
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andert. Die Lebenserwartung ist nicht wesentlich vermindert. Seit
1999 ist bekannt, dass das Rett Syndrom durch Mutationen im
MECP2-Gen, das auf dem X-Chromosom liegt, verursacht wird. In
Kooperation mit anderen Forschergruppen wurden in den letzten
Jahren folgende Fragestellungen bearbeitet:

Warum ist die Erkrankung bei Patienten mit den gleichen Mutatio-
nen so unterschiedlich schwer ausgeprdgt?

Wir konnten zeigen, dass die X-Inaktivierung einen Einfluss auf die
Auspragung der Symptome hat. Dadurch ist es moglich, dass Mu-
tationen, die zu einem kompletten Ausfall von MeCP2 fiihren, bei
Patienten mit einem milden Phdnotyp gefunden werden

Gibt es Antikonvulsiva, die fiir die Therapie der Epilepsie bei Pati-
enten mit Rett Syndrom besonders geeignet sind?

Wirfiihrten eine retrospektive Studie durch, die zeigte, dass Carba-
mazepin die Anfallshdufigkeit signifikant mehr senkt als Sultiam
oder Valproinsdure.

Was ist die Ursache der Atemauffilligkeiten bei Patienten mit Rett
Syndrom?

In Kooperation mit der Abteilung Neuro- und Sinnesphysiologie
wurde im Tiermodell nachgewiesen, dass die Atemauffalligkeiten,
wie Hyperventilationen und Apnoen, durch eine Stérung in der Post-
inspirationsphase verursacht werden.

Kdénnen Stop-Mutationen im MECP2 Gen durch die Gabe von Amino-
glycosiden (iberlesen werden?

Eskonnte gezeigt werden, dass in der Zellkultur mit einer Effektivitat
von 10-20 % Stopcodons iberlesen werden kénnen und ein Protein
in normaler Gro3e gebildet wird. Es zeigte sich auch, dass die Effek-
tivitatabhangigistvon dem eingesetzten Aminoglykosid sowie der
Art des Stopcodons und der umgebenden Nukleotidsequenz.

Zeigt eine Maus mit einer auch bei Patienten mit Rett Syndrom ge-
fundenen Nonsense-Mutation die gleichen Symptome, wie eine
Knockout-Maus?

In Kooperation mit dem MPI fiir Experimentelle Medizin, Géttingen,
wurde ein neues Mausmodel generiert, das auf einer Nonsense-Muta-
tionim MECP2 Gen beruht, die bei Patienten mit Rett Syndrom haufig
ist. Dieses Mausmodel soll jetzt charakterisiert werden.

4,
Rett Syndrome

For more than 15 years Rett Syndrome has been a research topic
of the Paediatric department in Gottingen. Rett Syndrome is one of
the most common causes of mental retardation in females. After
an initial period of normal development lasting 8-18 months, the
girls lose previously acquired abilities, in particular speech and
hand function. After the phase of regression the patients’ clinical
condition remains stable and unchanged for many years. Life ex-
pectancy is not reduced. In 1999, the first mutations in the MECP2
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gene, located on the X-chromosome, were described. The research
in the past years was focused on the following questions:

What causes the phenotypic variability in patients with Rett Syn-

drome that carry the same mutation?

We found thatXinactivation has a majorinfluence on the severity of
clinical symptoms. Due to skewed X-inactivation patients with the
same mutation can present with a mild or severe phenotype.

Are there anticonvulsive drugs that are very effective in the treat-

ment of the epilepsy in Rett syndrome?

We performed a retrospective clinical study that showed that car-

bamazepine is more effective that valproic acid or sulthiame.

What is the cause of the disturbed breathing patterns seen in Rett
Syndrome patients?

In cooperation with the Department of Neuro- and Sensory Physi-

ology we have analysed the breathing pattern in MECP2 k.o. mice.
We found that the breathing abnormalities are due to an impaired
control of postinspiratory activity.

Can Aminoglycosides cause readthrough of nonsense mutations
in MECP2?

We performed invitro studies in transfected HelLa cells and showed
that aminoglycosides cause a readthrough between 10 and 20 %.
The effectiveness of the readthrough is dependent on the kind of
aminoglycoside used and the nucleotide sequences surrounding
the nonsense mutation.

What is the phenotype of a mouse model that carries a nonsense
mutation that is frequently found in patients with Rett syndrome?
We generated a mouse model with the R168X mutations thatis the
most frequent nonsense mutation in patients with Rett syndrome.
Currently we characterize this mouse model.
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5.
Neuromuskuldre und Mitochondriale Erkrankungen
des Kindes- und Jugendalters

Die klinischen, muskel-morphologischen und genetischen Charak-
terisierungen von Neuromuskuldren Erkrankungen des Kindes- und
Jugendalters sind seit tiber 20 Jahren ein Forschungsschwerpunkt
derNeuropé&diatrischen Abteilung der Gottinger Universitatskinder-
klinik. Dabei stehen die primdren Myopathien (Muskeldystrophi-
en, kongenitale Myopathien), die metabolischen Myo-enzephalo-
neuropathien (insbesondere mitochondrialer Genese) sowie die
entziindlichen Muskelerkrankungen (Dermatomyositis) im Vorder-
grundverschiedener Forschungsprojekte. In den letzten Jahren trat
zudem die Etablierung von Therapieverfahren zunehmend in den
Fokus des wissenschaftlichen Interesses. Folgende Projekte wur-
den in den Jahren 2006-2008 verfolgt:

Muskeldystrophien

Muskeldystrophien sind hereditdre Erkrankungen, die sich haufig
im Kindes- und Jugendalter manifestieren. Sie sind gekennzeich-
net durch einen vorzeitigen Verlust von Muskelfasern, der zu einer
progressiven Muskelschwache und Muskelschwund fiihrt. Obwohl
eine Vielzahl von Krankheits-spezifischen Genen identifiziert wer-
den konnte, sind viele der fiir klinische Anwendungen wichtigen
Zusammenhdnge zwischen fehlendem oder defektem Protein und
resultierender Funktionsstérung der Skelettmuskelzelle weitge-
hend unbekannt. Eine kausale Therapie ist derzeit selbst bei den
haufigen und seit langem molekular aufgekldrten Muskeldystro-
phien nicht verfiigbar.

Schwerpunkte der experimentellen Arbeiten:

Funktion von Dysferlin und pathophysiologische Mechanismen
der Dysferlin-defizienten Muskeldystrophie:

Da durch wiederholte Zyklen von Kontraktion und Relaxation Scher-
krafte aufdie Zellmembran von Muskelfasern einwirken, fiilhren ein



fehlerhafter Aufbau der Zellmembran oder eine gestorte Membran-
reparaturzum vorzeitigen Untergang von Muskelfasern. Bei der Dys-
ferlin-defizienten Muskeldystrophie trdgt ein defekter Membranre-

paraturmechanismus zum vorzeitigen Untergang von Muskelfasern
bei. Wir konnten zeigen, dass Dysferlin in der friihen Myogenese

eine essentielle Funktion bei der Entwicklung des T-Tubulussys-
tems hat und schon in der frithen Entwicklung des Muskels in Vor-

gange der Membranreparatur eingreift. Weiterhin spielt Dysferlin
im Skelettmuskel eine wesentliche Rolle bei der Regulation der
Regeneration.

Pharmakotherapie der Muskeldystrophie Duchenne im Tiermodell:

In Kooperation mit dem Zentrum Neurologie der Universitdtsme-
dizin Gottingen (PD Dr. Jens Schmidt) werden die Effekte einer Im-
munglobulin-Therapie bei der Muskeldystrophie Duchenne im Tier-

modell (mdx) untersucht.

Untersuchung der Skelettmuskulatur im Mausmodell

fiir Kardiomyopathien:

Mutationen im Gen fiir das ,,Muscle LIM Protein“ (MLP) fiihren beim
Menschen zu einer hypertrophen Kardiomyopathie. In Kooperation
mit Prof. Ralph Knéll, Abteilung Kardiovaskuldre Molekulargenetik
des Herzzentrums Gottingen, werden die Auswirkungen pathogener

Mutationen im Gen fiir das muscle LIM protein auf die Skelettmus-

kulatur im Mausmodell untersucht.

Evaluation und Entwicklung diagnostischer Marker
von Muskelbiopsien:
Die Sarkoglycan-defizienten Muskeldystrophien wurden im Hinblick

aufspezifische und somit diagnostisch relevante Expressionspara-

meter im Skelettmuskel evaluiert. Als wichtigstes Ergebnis hierbei
fand sich eine signifikante Reduktion von beta-Dystroglycan und

eine nicht spezifische Variabilitdt der unterschiedlichen Sarkogly-

cane bei unterschiedlichen Genotypen.

Therapiestudie bei der Duchenne’schen

Muskeldystrophie (DMD)

Im Rahmen einer multizentrischen Studie wurde unter Federfiihrung
der Freiburger Kinderklinik (Prof. Dr. Rudolf Korinthenberg) eine
doppelblinde, randomisierte und Placebo-kontrollierte Studie zur
Wirksamkeit von Cyclosporin A in Kombination mit Prednison auf
die Kraftentwicklung bei der Duchenne”schen Muskeldystrophie
durchgefiihrt. Uber einen Gesamtzeitraum von 3 Jahren wurden
insgesamt 165 DMD-Patienten an 13 Zentren in Deutschland, Os-
terreich und der Schweiz nach einem standardisierten Studienpro-
tokoll untersucht. Aus unserem Muskelzentrum wurden 20 Jungen
in die Studie eingeschleust. Diese Phase Ill-Studie wurde durch das
BMBFim Rahmen der Férderung des Muskeldystrophie-Netzwerkes
(MD-Net R17) gefordert und war die bis dahin weltweit groBte Stu-
die bei Patienten mit Neuromuskuldren Erkrankungen. Sie wurde
im Sommer 2008 abgeschlossen. Eine erste Auswertung ergab ei-
nen signifikant positiven Effekt auf die Muskelkraft fiir Prednison,
Cyclosporin A hatte jedoch keinen zusatzlichen Effekt.
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Spinale Muskelatrophie (SMA)
Diese Gruppe von genetischen Erkrankungen der motorischen Vor-
derhornzellen gehen bedingt durch einen Mangel an ,,Survival Mo-
tor Neuron (SMN)“-Protein als Folge einer Mutation im SMN1-Gen
mit einem fortschreitenden Verlust der Muskelkraft einher. Neben
einer rasch letal verlaufenden Variante (SMA Typ I, Werdnig-Hoff-
mann) zeigen die gutartigeren Typen Il (Intermedi&r-Typ) und Il (Ku-
gelberg-Welander) einen mehr schleichenden Verlauf.

Im Rahmen einer Investigator-initiierten Studie der Phase
Il sollte gepriift werden, ob die Muskelkraft bei der SMA 11/1ll
durch die Gabe von Wachstumshormon gesteigert werden kann.
Die Studie wurde als Placebo-kontrollierte Cross over-Studie un-
ter der Federfiihrung der Freiburger Kinderklinik (Prof. Dr. Rudolf
Korinthenberg) durchgefiihrt. Von den insgesamt 15 Patienten
wurden 3 aus unserem Zentrum in die Studie eingeschleust. Die
Rekrutierung und Durchfiihrung gemafd Studienprotokoll erfolg-
te aninsgesamt 5 Zentren in Deutschland und wurde im Friihjahr
2009 beendet.

Mitochondriale Myo-Neuro-Enzephalo-pathien
(Mitochondriopathien)

Bei dieser heterogenen Gruppe von Erkrankungen stehen die he-
reditaren Stérungen des Energiestoffwechsels (ATP-Synthese) im
Vordergrund. Unserwissenschaftliches Interesse gilt der Erfassung
von Krankheitsformen und -verldufen mitochondrialer Erkrankun-
gen im frithen und édlteren Kindesalter sowie im Jugendalter so-
wie deren biochemische und genetische Charakterisierungen. Im
Rahmen des durch das BMBF geférderten Netzwerks ,,MitoNet“
werden die in den Vorjahren gesammelten Daten multizentrisch
zusammengefasst und ausgewertet. Dieses beinhaltet insbeson-
dere auch die Erfassung von angewandten Therapieverfahren als
Basis fiir die Evaluation und Weiterentwicklung von effektiven
Therapiestrategien.

Entziindliche Muskelerkrankungen

Die Dermatomyositis stellt therapeutisch nach wie vor eine be-
sondere Herausforderung dar. Ungefdhr ein Drittel aller Falle sind
Steroid-refraktar. Durch die molekulare Charakterisierung der be-
teiligten Entziindungszellen und Mediatoren soll in Kooperation
mit der hiesigen Abteilung Neuropathologie (PD Dr. Walter Schulz-
Schaeffer) und Neurologie (PD Dr. Jens Schmidt) die Atiologie und
Pathogenese der kindlichen und juvenilen Verlaufsformen erhellt
und die Basis fiir effektive Therapien geschaffen werden.

5.
Neuromuscular and Mitochondrial Disorders of
Childhood and Adolescence

Clinical, muscle morphological and genetic characterisation of
neuromuscular disorders of childhood and adolescence has
been a major research topic of the Neuropediatric Department
in Gottingen since more than 20 years. Main subjects of our re-
cent research projects are the primary myopathies (esp. muscu-
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lar dystrophies, congenital myopathies), metabolic myo-enceph-

alo-neuropathies (esp. of mitochondrial origin) and inflammatory
muscle disorders (esp. Dermatomyositis). During the last years

the establishment of effective treatments was increasingly rec-

ognised. In the years 2006 - 2008 our scientific interest focused
on the following projects:

Muscular Dystrophies

The musculardystrophies are inherited disorders which often mani-
festin childhood and adolescence. They are characterized by early
loss of skeletal muscle leading to progressive weakness and wast-
ing. Although many disease genes have been identified, the links
between missing or defective proteins and resulting pathophysiol-
ogy remain largely unknown, while knowledge in this field would
be highly relevant for therapeutic approaches. Therefore currently
no curative treatment is available, even not in the most frequent
and well known muscular dystrophies.

Main areas of experimental research:

Dysferlin function and pathophysiological mechanisms leading
to dysferlin deficient muscular dystrophy:

Repeated cycles of contraction and relaxation enforce mechanical
stress on the cell membrane of myofibres. Faults in structure or
membrane maintenance lead to premature loss of myofibres. In
dysferlin deficient muscular dystrophy, defective membrane repair
contributes to premature loss of myofibres. We were able to dem-
onstrate that dysferlin plays an essential role in the development
of the T-tubule system and is involved in membrane repair at an
early stage in myogenesis. Furthermore, dysferlin is essential for
proper regeneration of skeletal muscle.

Pharmacotherapy of Duchenne muscular dystrophy in an

animal model:

In cooperation with the Department of Neurology, University Medi-
cal Center Gottingen (PD Dr. Jens Schmidt) we are investigating the
therapeutic effect of immunoglobuline therapy in a mouse model
of Duchenne muscular dystrophy (mdx).

Analysis of skeletal muscle in mouse models of
cardiomyopathies:

Mutations in the “muscle LIM protein” (MLP) lead to hypertrophic
cardiomyopathy. In cooperation with Prof. Ralph Knéll, Department
of Molecular Cardiology, Heart Centre, University Medical Center,
Gottingen, we are investigating the effects of pathogenic muta-
tions in the muscle LIM protein gene on the skeletal muscle of
mouse models.

Evaluation and development of diagnostic markers in muscle
biopsies:

The sarcoglycan deficient muscular dystrophies were analysed with
respect to specificand therefore diagnostically relevant expression
markers in skeletal muscle. The most important findings were a
highly significant reduction of beta-dystroglycan expression and
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a non-specific variability of sarcoglycan expression within the dis-
tinct genotypes.

Therapeutic study on Duchenne muscular dystrophy (DMD)

In order to study the effectiveness of cyclosporin A in combina-
tion with prednisone a multi-centre study has been performed as a

double-blind, randomised and placebo-controlled study organised

by Prof.Dr. Rudolf Korinthenberg, Children”s University Hospital

Freiburg. During a period of 3 years 165 DMD boys were investi-
gated in 13 centres localised in Germany, Austria and Switzerland,
accordingto a standardised study protocol. From our Muscle Centre,
20 Duchenne patients were included. This phase Ill study was sup-
ported by the BMBF (Muscular dystrophy Network MD-NetR17) and

was the hitherto greatest study worldwide in patients with neuro-
muscular diseases. Preliminary results indicate a significant effect
of prednisone but not of cyclosporin A on muscle strength.

Spinal Muscle Atrophy (SMA)

This group of genetic diseases of the spinal alpha motor neuron
cells is due to deficiency of the “Survival Motor Neuron (SMN)”
protein caused by mutations in the encoding SMN1 gene. Accord-
ing to the dynamic of resulting muscle waste, a letal variant (SMA
type I; Werdig-Hoffmann) can be distinguished from more benign
variants with prolonged courses: SMA type Il (intermediate type)
and SMA type Il (Kugelberg-Welander).

A phase Ill study was initiated in 2007 to analyse whether
growth hormone canincrease muscle strength in SMAI/I1I patients.
The multi-center study (placebo-controlled, cross over design) was
conducted by Prof.Dr. Rudolf Korinthenberg, Children”s University
Hospital Freiburg. Out of a total number of 15 patients we included
3 SMA patients with SMA type Il. The recruitments and examina-
tions were finished in spring 2009.

Mitochondrial Myo-Neuro-Encephalo-pathies
(Mitochondriopathies)

This heterogeneous group of diseases are caused by hereditary
disturbances of energy metabolism (ATP deficiency). Our main sci-
entific interest is focused on the recording of the different disease
variants and clinical courses of mitochondrial disorders in early
and late childhood and in adolescence and, in addition, on their
biochemical and genetic determination. Supported by the BMBF-
financed German network on mitochondrial disorders (MitoNet) we
and other participants will summarise all our patient data in a web-
based database. This will allow not only the detailed description of
the natural history of the different diseases but also the evaluation
oftreatment already applied and the design of multi-center studies
to establish effective therapy strategies.

Inflammatory muscle disorders

Successful management of Dermatomyositis is still a challenge
since one third of all cases emerge to be steroid-resistant. In co-
operation with the Department of Neuropathology (PD Dr. Walter
Schulz-Schaeffer) and Neurology (PD Dr. Jens Schmidt) we char-
acterise inflammatory cells and mediators at the molecular level



on muscle biopsy specimens in order to enlighten aetiology and
pathogenesis of the childhood variants and to establish effective
treatment strategies.
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Wissenschaftliche Tagungen Scientific Meetings
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Fulda, Dysmorphien und metabolische Erkrankungen, PD Dr. Robert Steinfeld und Prof. Dr. Jutta
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