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1 EINLEITUNG

Der Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase (G6PD)-Mangel (Mendelian Inheritance in Man, MIM
305900) ist der héaufigste genetisch determinierte Enzymdefekt des Menschen mit klinischer Be-
deutung (Beutler 1994; Luzzatto et al. 2001). Man rechnet mit 400 Millionen Merkmalstragern
weltweit (Luzzatto et al. 2001). G6PD katalysiert im Hexosemonophosphat-Shunt die Konversi-
on von Glucose-6-Phosphat zu 6-Phosphogluconolakton bei gleichzeitiger Reduktion von Niko-
tinamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat (NADP) zu NADPH. Die physiologische Bedeutung des
Enzyms liegt in der Regeneration von NADPH und der Reduktion von Glutathion. NADPH ist
notwendig fiir zahlreiche biosynthetische Reaktionen sowie fiir die Stabilitdt von Katalase und
die permanente Reduktion von Glutathion. Katalase und reduziertes Glutathion schiitzen die
Zellen vor Oxidationsprozessen (Peroxide). Mitochondrienfreie Zellen wie Erythrozyten, bei
denen andere NADPH-produzierende Enzyme fehlen, sind bei einem G6PD-Mangel besonders

empfindlich gegeniiber oxidativen Prozessen.

G6PD weist eine breite genetische Heterogenitit auf. Das kodierende Gen ist auf dem X-
Chromosom (Xq28) lokalisiert. Symptomatisch werden daher die hemizygoten Méanner und
homozygoten Frauen sowie heterozygote Frauen mit einer extremen Lyonisierung und Expres-

sion des mutierten G6PD-Allels bei der Mehrzahl der Zellen.

Obwohl G6PD in allen Zellen vorhanden ist (Luzzatto & Battistuzzi 1985) und das kodierende
Gen in allen Geweben das gleiche ist, sind bei einem Enzymmangel primér die Erythrozyten
betroffen. Die héufigste klinische Manifestation des Defektes in den Erythrozyten ist die akute
hédmolytische Andmie. Sie kann unter dem Einfluf3 zahlreicher chemischer Substanzen, wie z.B.
Arzneimitteln, nach dem Genuf3 von Favabohnen oder im Verlauf von Infektionen ausgelost
werden. Die klinische Auspragung des Defektes variiert zwischen der asymptomatischen Form
(World Health Organization - WHO Klasse IV-Defekt) bis hin zu einer chronischen nichtspha-
rozytéren hdmolytischen Andmie mit Episoden von schwerer Hdmolyse bei Exposition gegen-

iiber Risikofaktoren (WHO Klasse I-Defekt).

Ein ausgeprédgter Enzymmangel in den Leukozyten ist in Relation zu der Haufigkeit des Defek-
tes duBerst selten und kann mit einer abnormen Granulozytenfunktion assoziiert sein. Patienten
mit diesem Defekt zeigen neben der Himolyse pathologisch niedrige Aktivitdt des ,,oxidative

burst” der Phagozyten. Es treten dhnlich der chronischen Granulomatose (CGD), ein primérer



Defekt des oxidativen Metabolismus der Phagozyten, rezidivierende bakterielle und mykotische
Infektionen auf.

Mit dem Begriff ,,oxidative burst™ wird die Produktion von Superoxidanion (O,) und weiterer
reaktiver Sauerstoffmetaboliten (OH', HOCI, H,0,) in phagozytierenden Zellen bezeichnet, die
fiir die Abtotung der aufgenommenen Mikroorganismen notwendig sind. Initial wird Superoxid-
anion aus molekularem Sauerstoff gebildet. Diese Reaktion wird durch ein komplexes Enzym-
system - die NADPH-Oxidase - katalysiert, wobei der Hexosomonophosphat-Shunt hierfiir die
Elektronen zur Verfligung stellt.

Die Unfahigkeit der phagozytierenden Zellen O, zu bilden, tritt bei der chronischen Granuloma-
tose und selten bei dem schweren G6PD-Mangel in Leukozyten bzw. Granulozyten auf. Obwohl
beide Defekte klinisch und metabolisch phinotypische Ahnlichkeiten aufweisen, handelt es sich
um zwei verschiedene Krankheitseinheiten. Die chronische Granulomatose ist durch einen De-
fekt in einer der Komponenten der NADPH-Oxidase charakterisiert. Bei dem schweren G6PD-
Mangel in Granulozyten liegt der Defekt nicht innerhalb der NADPH-Oxidase selbst, sondern
an der eingeschrinkten Bildung von NADPH, dem Elektronendonor im Oxidase-System, zu-
standig fir die Produktion von Superoxidanion aus molekularem Sauerstoff. Bei allen beschrie-
benen Patienten lag die G6PD-Aktivitit in den Leukozyten bzw. Granulozyten unter 5% des
Normalwertes. Wegen der phinotypischen Ahnlichkeiten mit der chronischen Granulomatose
wird diese Form des G6PD-Mangels auch ,,CGD like syndrome* (Dinauer 1998) genannt. Der
G6PD-Mangel in Neutrophilen wird nach der [UIS-Klassifikation primédrer Immundefekte zu
den kongenitalen Defekten der Phagozytenfunktion mit defekter Bakterizidie durch mangelhafte
O, "-Produktion gezéhlt [International Union of Immunological Societies (IUIS) Primary Immu-

nodeficiency Diseases Classification Committee] (Notarangelo et al. 20006).

Obwohl der G6PD-Mangel héufig auftritt, wurde die mit ,,CGD like disease™ assoziierte Form
bisher weltweit nur bei wenigen Patienten beschrieben [10 Fille zwischen 1972 und 1987 (Coo-
per et al. 1972; Baehner et al. 1972; Gray et al. 1973; Kahn et al. 1973; Vives Corrons et al.
1982; Mamlok et al. 1985, 1987), 2 weitere Félle im Jahr 1999 (Roos et al. 1999) und im Jahr
2002 (Costa et al. 2002) und die in der vorliegenden Arbeit beschriebenen 4 Patienten (van
Bruggen et al. 2002)]. Eine molekulargenetische Charakterisierung des Defektes erfolgte bis
jetzt, auller bei den hier beschriebenen Fillen, nur bei einer Patientin (Roos et al. 1999). Es ist
mit undiagnostizierten Féllen zu rechnen, da die G6PD-Aktivitdt in den Leukozyten sowie die
Granulozytenfunktion bei der Diagnostik des G6PD-Mangels routineméfig nicht erfaf3t werden.
Wolach et al. (2004) berichteten iiber weitere Patienten mit einer G6PD-Aktivitit <5% in den

2



Neutrophilen und dem laborchemischen CGD-Phénotyp, die innerhalb einer Studie der Granu-
lozytenfunktion beim G6PD-Mangel in Israel identifiziert wurden, jedoch ohne Infektionsanfal-

ligkeit.

Die klinische Bedeutung dieser Form des G6PD-Mangels liegt wie bei der CGD im erhohten
Infektionsrisiko vorwiegend durch Katalase-positive Bakterien und Pilze. Die Prognose ist auf-
grund der kleinen Zahl der berichteten Féllen unklar, aber wahrscheinlich dhnlich der CGD un-
giinstig. Infektionen mit todlichem Verlauf sind bereits beschrieben (Cooper et al. 1972; Mam-
lok et al. 1985, 1987). Es ergibt sich die Frage, ob eine antimikrobielle und eventuell auch eine
antimykotische Prophylaxe wie bei der CGD indiziert ist. Diesbeziiglich liegen keine Daten

bzw. Studien vor.

In der vorliegenden Arbeit werden die klinischen, biochemischen, immunologischen und mole-
kulargenetischen Befunde von 4 Patienten aus 2 verschiedenen Familien mit einem schweren
G6PD-Mangel in Erythrozyten und Granulozyten und dem CGD-Phénotyp présentiert und mit
Daten von bekannten Féllen aus der Literatur verglichen. In beiden Familien wurde eine Deleti-
on von 3 Nukleotiden in Position 180-182 des G6PD-Gens identifiziert, die ein Fehlen von Leu-
cin in Position 61 zur Folge hatte. Die molekularbiologischen Charakteristika des mutierten En-
zyms und die Korrelation mit dem Phénotyp des Defektes werden dargestellt. Es handelt sich
um eine erstmals beschriebene G6PD-Variante, die G6PD-Amsterdam genannt wurde. Interes-
santerweise variiert die klinische Auspragung des gleich schweren und molekulargenetisch iden-
tischen Enzymdefektes bei den 4 Patienten zwischen der asymptomatischen Form und der typi-
schen Symptomatik des Defektes in Erythrozyten und Phagozyten. Der Erythrozytendefekt ist
durch eine milde kompensierte chronische nichtsphérozytire hdmolytische Andmie (chronic
nonspherocytic hemolytic anemia, CNSHA) in Kombination mit akuten hamolytischen Krisen
charakterisiert. Erstaunlicherweise weisen nur 2 von den 4 Patienten klinische Symptome des
Granulozytendefektes mit schweren, lebensbedrohlichen Infektionen auf.

Die molekulargenetischen Ergebnisse sind in der Zwischenzeit publiziert (van Bruggen et al.

2002).



2 UBERSICHT
2.1 Bakterizide Abwehrmechanismen der Phagozyten
2.1.1 DasPhagozytensystem - Definition

Elias Metschnikoff (Ilja Iljitsch Metschnikow, russischer Zoologe, 1845-1916) entdeckte Ende
des 19. Jahrhunderts die Phagozytose und lieferte durch seine experimentellen Beobachtungen
die Basis des Verstidndnisses der Phagozytenfunktionen. Er berichtete 1883 (Metschnikoff 1883)
iiber ,,wandernde Mesodermzellen” in Metazoen mit der Féhigkeit injizierte Fremdpartikeln
aufzunehmen. Bei der Beobachtung des Lebens der beweglichen Zellen einer durchsichtigen
Seesternlarve kam ihm der Gedanke, dafl die gleichen Zellen dem Organismus bei seinem
Kampf gegen schédliche Eindringlinge niitzen mii3ten. Er steckte einen Dorn in eine Larve, um
zu sehen, ob dieser von den beweglichen Zellen umflossen und verdaut wiirde. Sein vollkom-
men gegliickter Versuch stellte das Fundament fiir seine Phagozytentheorie dar, die er wihrend
der folgenden Jahre seines Lebens entwickelte (Zeiss 1932) und welche heute noch weitgehend
gilt. Nach Metschnikoffs Theorie (Metchnikoff 1901) schiitzt sich der Makroorganismus gegen
eindringende Mikroorganismen durch FreBzellen, die Phagozyten [nach dem griechischen Verb
phagein (paysiv) fur fressen] genannt wurden. Als Anerkennung seiner Arbeit {iber die Immuni-

tat erhielt er 1908 zusammen mit Paul Ehrlich den Nobelpreis fiir Medizin und Physiologie.

Das Phagozytensystem ist flir die zelluldre Abwehrantwort der natiirlichen (unspezifischen)
Immunitét verantwortlich. Es wird traditionell in zwei Zellgruppen geteilt: in die polymorphker-
nigen Leukozyten oder Granulozyten (Neutrophile, Eosinophile, Basophile) und die mono-
nukledren Phagozyten (Monozyten, Makrophagen) (Dinauer 1998; Lydyard & Grossi 2001).
Granulozyten werden nach der Anfarbbarkeit ihrer spezifischen Granula mit optischen Farbeme-
thoden in Neutrophile, Eosinophile und Basophile unterteilt (Lydyard & Grossi 2001). Die Pha-
gozyten sind hdmopoetische Zellen der myeloischen Reihe. Sie entstehen im Knochenmark nach
Differenzierung (Proliferation und Reifung) aus den Knochenmark-Progenitorzellen unter dem
EinfluB von CSFs (colony stimulating factors) (Sieff 1987; Lieschke & Burgess 1992; Metcalf
1989; Babior & Golde 2001). Thre Hauptaufgabe ist es, unbelebte oder belebte Fremdpartikeln -
vor allem Mikroorganismen - aufzunehmen, intrazellulér abzutéten und zu verdauen. Weitere
Funktionen betreffen die Synthese und Sekretion von Zytokinen und anderer zellularer Mediato-
ren sowie die Beseitigung von apoptotischen Zellen und partikuldren Fremdstoffen (Debris).

Das Phagozytensystem spielt aulerdem eine wichtige Rolle in der Pathogenese der Inflammati-



on und bei Autoimmunmechanismen. Seine Rolle wird sowohl durch die eigene Aktivitét als
auch durch Verbindungen zu anderen Immunmechanismen erfiillt. Die durch Lymphozyten
vermittelte spezifische Immunitét hingt beispielsweise auch von der einwandfreien Funktion der
Phagozyten ab.

Zu den Zellen mit phagozytierender Aktivitdt werden die neutrophilen Granulozyten, die Mono-
zyten des peripheren Blutes und die sich aus ihnen differenzierenden gewebestindigen Ma-
krophagen gezihlt (Male 2001). Eosinophile und basophile Granulozyten sind vorwiegend bei
inflammatorischen und allergischen Prozessen involviert. Eosinophile Granulozyten weisen
phagozytierende und bakterizide Mechanismen auf (Lydyard & Grossi 2001; Shurin 1988; Levy

2000) und spielen bei der Beseitigung von Parasiten eine wichtige Rolle.

Im folgenden wird ausschlieBlich die Funktion der neutrophilen Granulozyten behandelt, da die-
se Zellen bei akuten Entziindungen als primédre Effektorzellen im Vordergrund stehen. Dies ent-
spricht auch ihrem mengemiBigen Uberwiegen im peripheren Blut. Sie stellen iiber 90% der

zirkulierenden Granulozyten und 60-70% der Leukozyten bei Erwachsenen dar.

2.1.2 Neutrophile Granulozyten - Reifung und Struktur

Die Neutrophilen sind kurzlebige Endzellen. Sie verlassen das Knochenmark nach einem Rei-
fungsprozess von 1 bis 2 Wochen (Cartwright et al. 1964; Cronkite & Fliedner 1964; Warner &
Athens 1964; Cartwright et al. 1965; Dancey et al. 1976; Cronkite 1979), kreisen einige Stunden
[Mittelwert (mean) T1/2 6.6£1.4 h, Variationsbreite (range) 4-9 h] in der Blutbahn (Mauer et al.
1960; Athens et al. 1961) und dringen dann in das Gewebe ein (Lunge, oropharyngealer Raum,
Gastrointestinaltrakt, Leber, Milz) (Osgood 1954; Babior & Golde 2001). Sie werden durch
Verlust iiber die Mucosa (Fliedner et al. 1964a) oder durch Apoptose und anschlieBende Auf-
nahme durch Makrophagen eliminiert (Savill et al. 1989; Colotta et al. 1992; Fadok et al. 1992;
Squier et al. 1995). Bei einer Infektion werden die Granulozyten in kurzer Zeit aus dem Kno-
chenmark mobilisiert und treffen schnell am Entziindungsort ein (Fliedner et al. 1964b), wo sie
nach Aufnahme und intrazellulirer Abtdtung der Mikroorganismen zugrunde gehen. Die Uber-
lebenszeit der neutrophilen Granulozyten am Infektionsort betrdgt ca. 2 Tage (Buescher & Gal-
lin 1982).

Wie bereits der Name sagt, enthalten reife Formen gewohnlich einen gelappten Kern (Segment-
kernige) und viele zytoplasmatischen Granula und Vesikeln (Bainton 2001; Lydyard & Grossi

2001). Diese stellen Speicherorganellen fiir Zelloberflachenrezeptoren sowie fiir Enzyme und



Proteine dar. Sie werden in primdre bzw. azurophile, sekunddre bzw. spezifische, tertidre bzw.
gelatinase Granula und sekretorische Vesikeln unterteilt (Borregaard et al. 1993).

Neutrophile Granulozyten sind hochspezialisierte Phagozyten mit der Hauptaufgabe des Abtdo-
tens und Verdauens pathogener Mikroorganismen sowie der Ingestion partikuldrer Fremdstoffe.

Ihre Abwehrleistung hdngt von ihrer Absolutzahl und ihrer Funktion ab.

2.1.3 Neutrophile Granulozyten - Funktion

Die Neutrophilen, die im Blut kreisen, sind Bereitschaftszellen des Phagozytensystems, die sich
beim Gesunden im wesentlichen passiv verhalten. Die meisten gehen zugrunde, ohne ihre Funk-
tion ausgeiibt zu haben. Sie kdnnen auf spezifische Reize hin die Blutbahn verlassen und zum
Ort der Infektion bzw. Entzlindung gelangen, wo sie mikrobielle Erreger und makromolekulare
Fremdstoffe phagozytieren. Die Rekrutierung der Neutrophilen aus dem Blutstrom ist eine we-
sentliche Bedingung dieser gezielten Infektionsabwehr sowie der Entziindungsreaktion.

Das Eindringen eines infektiosen Erregers in das Korpergewebe fiihrt zur Auslosung der Ent-
ziindungsmechanismen und zur Mobilisierung und Aktivierung der Neutrophilen. Nach ihrer
Aktivierung wandern die Neutrophilen von chemotaktischen Stimuli angelockt in das Entziin-
dungsgebiet, wo sie ihre weitere Funktion durch Anheftung, Endozytose und nachfolgende Zer-

storung der aufgenommenen Partikeln entfalten (Klebanoff & Clark 1978) (Abb. 1).

Die Phagozyten sind bei entsprechender Stimulation nach Reorganisierung ihres ,,Zytoskeletts*
bewegungsfihig (Valerius et al. 1981; Howard & Watts 1994). Diese Eigenschaft wird in die
spontane oder zufallige Motilitdt (Chemokinesis) und die gerichtete Motilitdt (Chemotaxis) un-
terteilt.

Chemotaxis ist der Vorgang, durch den die Phagozyten zu Entziindungsherden hingezogen wer-
den. Chemotaktische Faktoren, die am Entziindungsort freigesetzt werden, bedingen die gerich-
tete Wanderung. Sie diffundieren zu den angrenzenden Kapillaren und bewirken die Anheftung
der vorbeikommenden Neutrophilen an das Endothel (Adhéirenz). Die Neutrophilen lockern die
Basalmembran auf, indem sie Pseudopodien in die Verbindungsbereiche zwischen den Endo-
thelzellen schieben, die auseinandergedringt aber nicht geschidigt werden und so verlassen sie
das Blutgefdl. Dieses Phanomen heift Diapedese. Entlang des Konzentrationsgradienten der
chemotaktischen Peptide wandern die Zellen dann zum Entziindungsort. Dort erfolgt nach dem

Kontakt der Neutrophilen mit den Partikeln die intrazelluldre Aufnahme, die sogenannte Phago-
zytose.
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Abb. 1: Schematische Dar stellung der Funktionen neutrophiler Granulozyten (Gahr et al. 1989)

Nach der Anlagerung beginnen die Phagozyten Pseudopodien um den Mikroorganismus herum
auszubilden. Diese flieBen zusammen und der Mikroorganismus wird schlieBlich in einem Vesi-
kel, welches als Phagosom oder Endosom bezeichnet wird, eingeschlossen. Die Ingestion von
Mikroorganismen und partikuldren Fremdstoffen wird durch unterschiedliche Makromolekiile,
den sogenannten Opsoninen, erleichtert. Die Aufnahme von Antigenen kann durch Makropino-
zytose, rezeptorvermittelte Endozytose oder Phagozytose erfolgen.

Durch den Kontakt des Mikroorganismus mit der Zelloberfliche wird eine Reihe mikrobizider
Effektormechanismen ausgelost, die zur Abtotung und Verdauung der eingeschlossenen Mikro-
organismen (Bakterizidie) fiihren. Diese Mechanismen werden in sauerstoffunabhingige und
sauerstoffabhéngige Systeme unterteilt (Spitznagel 1977; Klebanoff 1975; Klebanoff & Clark
1978). Eine effektive Bakterizidie erfolgt durch die Wirkung beider Systeme, wobei die einzelne
Bedeutung dieser Mechanismen von der Art des aufgenommenen Pathogens abhingt (Ganz
1999; Jones & Amirault 1990; Weiss et al. 1982; Weiss et al. 1985; Kaplan et al. 1968; Reeves
et al. 2002).




2.2 Sauerstoffunabhéngige bakterizide Aktivitat

Die in den préaformierten zytoplasmatischen Granula und sekretorischen Vesikeln gespeicherten
Komponenten sind fiir die sauerstoffunabhidngigen Abwehrmechanismen gegeniiber verschiede-
nen Erregern wichtig (fiir Ubersicht: Dinauer 1998; Klebanoff 1975; Spitznagel 1977; Klebanoff
& Clark 1978; Spitznagel & Shafer 1985; Lehrer et al. 1988; Ganz 1999; Boxer & Smolen
1988; Levy 2000). Diese nicht oxidativen Mechanismen ermoglichen in Kooperation mit den
oxidativen Abwehrsystemen eine erfolgreiche Bakterienabtotung, wobei bei Hypoxie und Azi-

dose am Infektionsherd ihre Bedeutung im Vordergrund steht (Dinauer 1998).

Wihrend der Phagozytose fusionieren die praformierten zytoplasmatischen Granula mit dem
Phagosom und entleeren ihren Inhalt an toxischen und verdauungsfiahigen Komponenten (katio-
nische Proteine, Defensine, Hydrolasen, Laktoferrin und Lysozym) in das gebildete Phagolyso-
som. Dieses Phinomen ist morphologisch durch die Degranulation des Zytoplasmas erkennbar.
Die im Phagolysosom freigesetzten Komponenten fithren zusammen mit den gebildeten Sauer-
stoffmetaboliten zu der Beseitigung des aufgenommenen Mikroorganismus.

Die in den azurophilen Granula lokalisierte Myeloperoxidase (Borregaard et al. 1993) bildet in
Anwesenheit von produziertem H>O, und einem Halogenid ein potenziert bakterizides System,
das die Aktivitit der oxidativen Abtotungsmechanismen verstirkt (Ganz 1999; Klebanoff 1999;
Nauseef 1990; Gerber 1996; Hampton et al. 1998; Klebanoft & Hamon 1972; Klebanoff &
Clark 1978). Die Aktivierung von Proteasen durch Kalium-Ionen-Flux in Anwesenheit von re-
aktiven Sauerstoffmetaboliten stellen einen weiteren Abtdtungsmechanismus dar (Reeves et al.

2002).

2.3 Sauerstoffabhéngige bakterizide Aktivitat

Die Systeme der oxidativen Abtdtungsmechanismen sind in der Membran und im Zytosol der
Phagozyten lokalisiert (Roos et al. 1983) und werden durch die Phagozytose oder bei Permeabi-
lisierung der Zellmembran aktiviert. So wird die oxidative Reaktion der Phagozyten (der soge-
nannte ,,respiratory burst oder ,,oxidative burst) ausgeldst, die zur Bildung reaktiver bakterizi-
der Sauerstoffmetaboliten innerhalb des gebildeten Phagosoms fiihrt (fiir Ubersicht: Klebanoff
1975; Klebanoff & Clark 1978; Babior 1978a, 1978b; Clark 1990; Roos 1991; Hampton et al.
1998; Babior 1999; Babior et al. 2002).

Diese Reaktion ist sowohl mit einem erheblichen Anstieg des Sauerstoffverbrauchs (oft bis auf

das 100fache) (Cutnutte & Tauber 1983) als auch mit der Aktivierung des Hexosemo-



nophosphat-Shunts (Sbarra & Karnovsky 1959; Iyer et al. 1961; Babior 1978a) verbunden. Der
Anstieg des Sauerstoffverbrauchs wihrend der Phagozytose ist seit 1933 bekannt (Baldridge &
Gerard 1933) und wurde zuerst auf den erhohten Energiemetabolismus zuriickgefiihrt. Sbarra &
Karnovsky (1959) zeigten, dal3 dieses Phdnomen mit der Phagozytose und nicht mit der mito-
chondrialen Respiration zusammenhéngt. Iyer et al. (1961) identifizierten die Produktion von
Wasserstoffperoxid (H,O;) in aktivierten Neutrophilen als Produkt des Sauerstoffverbrauchs
und stellten den Zusammenhang des Wasserstoffperoxids zu der Bakterienabtotung fest. Erst
innerhalb des Studiums der chronischen Granulomatose wurde die Bedeutung der Sauerstoffra-
dikalbildung fiir die intrazelluldre Abtdtung deutlich. Bei Neutrophilen von Patienten mit chro-
nischer Granulomatose wurde eine abnorme in vitro Bakterizidie (Quie et al. 1967) bei fehlen-
der ,respiratory burst“-Antwort nach Aufnahme von Bakterien entdeckt (Holmes et al. 1967).
Spéter wurde das Superoxidanion (O;") als das initial gebildete Produkt und als Vorldaufer von
anderen bakteriziden Sauerstoffmetaboliten identifiziert (Babior et al. 1973) und es wurde ge-
zeigt, daf3 bei aktivierten Neutrophilen von CGD-Patienten die Superoxidanion-Produktion fehl-
te (Curnutte et al. 1974). In zahlreichen nachfolgenden Studien wurde die Funktion sowie die
molekulargenetische Grundlage dieses Systems charakterisiert (fiir Ubersicht: Cheson et al.

1977; Babior 1978a, 1978b; Babior 1999; Clark 1990; Roos 1991).

Das Schliisselenzym fiir die Reaktion ist die NADPH-Oxidase oder -Oxidoreduktase der Phago-
zyten, welche die Ein-Elektronenreduktion von molekularem Sauerstoff zu Superoxidanion un-
ter Verwendung von NADPH (reduziertes Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat) als Elek-
tronendonor katalysiert (Cross et al. 1985). Der Hexosemonophosphat-Shunt stellt hierfiir durch
Bereitstellung von NADPH die Elektronen zur Verfiigung (Abb. 2 und 3).
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Abb. 2: Schematische Dar stellung des M etabolismus neutr ophiler Granulozyten wahrend der Phagozytose
(Paraskevas 1999)

NADPH stammt aus dem Pentosephosphatzyklus und zu einem geringeren Teil aus der Reduktion von Glutathion

durch die Glutathionreduktase. NADPH entsteht im Zytosol und reagiert mit der Oxidase auf der zytoplasmatischen

Seite der Plasmamembran. Sauerstoff reagiert dagegen auf der Gegenseite, womit Superoxidanion in das Lumen des

Phagosoms abgegeben wird, wo es seine bakterizide Wirkung ausiibt.

Im Zytosol befinden sich Enzyme, die Superoxidanion und Wasserstoffperoxid zu Wasser inaktivieren. Diese En-

zyme sind die Superoxid-Dismutase, die Katalase und die Glutathion-Peroxidase (siche Abbildung 3).
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2.4. DasNADPH-Oxidase-System der Phagozyten
24.1 Struktur der NADPH-Oxidase

Die NADPH-Oxidase der Phagozyten (fiir Ubersicht: Babior 1999; Babior et al. 2002) ist ein
multikomponentes Enzymsystem bestehend aus membranstéindigen und zytoplasmatischen Un-
tereinheiten, die sich erst nach Stimulation der Zelle zu einem aktiven Komplex zusammenla-
gern (Abb. 4). Das funktionelle Zentrum der NADPH-Oxidase ist das membrangebundene Cy-
tochrom b, ein heterodimeres Flavohdmprotein (Babior 1999), das in phagozytierenden Zellen
(Neutrophilen, Eosinophilen, Monozyten und Makrophagen) vorhanden ist (Segal et al. 1981).
Segal und Mitarbeiter identifizierten Cyochrom b in menschlichen Neutrophilen (Segal & Jones
1978; Segal & Jones 1979) und nannten es Cytochrom b_4s (Cross et al. 1981) aufgrund des au-
Bergewdhnlich niedrigen Redoxpotentiales (-245mV bei pH 7.0) fiir ein b-Typ Cytochrom. Ent-
sprechend seiner spektralen und strukturellen Eigenschaften wird es auch als Cytochrom bssg
(fir ,,a-peak® im Lichtabsorptionsspektrum bei 558nm) (Lutter et al. 1985) oder Flavocytoch-

rom b bezeichnet. Cytochrom b ist bei der Mehrzahl der Patienten mit chronischer Granuloma-
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tose spektrophotometrisch nicht nachweisbar (Segal et al. 1983). Als heterodimeres Transmem-
branprotein besteht es aus zwei Untereinheiten (Verhoeven et al. 1989; Segal 1987; Parkos et al.
1987; Parkos et al. 1988): der B-Kette, ein 91 kDa schweres Glykoprotein (gp91phox, phox fiir
phagocyte oxidase) und der a-Kette, ein 22 kDa schweres Protein (p22phox). Mit bem Cytoch-
rom b sind zwei Molekiile Him (Cross et al. 1995), ein FAD (flavin adenine dinucleotide)
(Cross et al. 1982; Segal et al. 1992) sowie ein niedrigmolekulares Guaninnukleotid-bindendes
G Protein (Rap 1 A) pro Heterodimer assoziiert. Das Cytochrom b besitzt aulerdem eine Bin-
dungsstelle fiir NADPH (Segal et al. 1992).

Zu den zytoplasmatischen Untereinheiten des NADPH-Oxidase Komplexes werden ein 47 kDa
(p47phox), ein 67 kDa (p67phox) und ein 40 kDa (p40phox) schweres Protein gezihlt. Ein wei-
teres zytoplasmatisches, niedrigmolekulares Guaninnukleotid-bindendes G Protein (Rac) (in
Neutrophilen sind Rac 1 und Rac 2 Subtypen bekannt) ist in die Aktivierung des Enzymsystems
involviert (Knaus et al. 1991; Kwong et al. 1993; Heyworth et al. 1994; Dusi et al. 1995).

N
«\\‘mo
©
Rac 1 Rac 2
pa7 ? p 67 :

p 40

Abb. 4: NADPH-Oxidase: Struktur und Aktivierung (Paraskevas 1999)
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2.4.2 Aktivierung der NADPH-Oxidase

Die Phagozyten-Oxidase kann durch eine Vielzahl partikuldrer sowie 16slicher Stimulantien ak-
tiviert werden (Repine et al. 1974a, 1974b; DeChatelet et al. 1976; Cheson et al. 1977; Newbur-
ger et al. 1980; Curnutte & Tauber 1983; Baggiolini et al. 1993). Unter den partikuldren Sub-
stanzen sind opsonierte Bakterien, opsoniertes Zymosan (Hefezellwand-Polysaccharid) und La-
tex-Partikeln, die eine direkte Aktivierung ohne Opsonierung ermdglichen, zusammengefafit. Zu
den 16slichen Substanzen werden Phorbolester (phorbol myristate acetate - PMA), fMLP (for-
myl-methyionyl-leucyl-phanylalanine), verschiedene Ionophoren, das Komplement-Peptid C5a

und das Fluorid-Ion (F") gezéhlt.

In ruhenden Phagozyten ist die NADPH-Oxidase inaktiv. An der Aktivierung des Enzymsy-
stems sind beide membrangebundene und zytosolische Komponenten beteiligt (Repine et al.
1974a, 1974b; DeChatelet et al. 1976; Newburger et al. 1980; Babior 1994; Babior 1999). Beim
Erregerkontakt wandern die zytosolischen Faktoren an die Plasmamembran und bilden mit dem
Cytochrom b einen aktiven Komplex (Abb. 4). Durch die Abgabe eines Elektrons von NADPH
an molekularen Sauerstoft (O,) wird Superoxidanion (O,") gebildet. Das initial gebildete Super-
oxidanion wird spontan oder enzymatisch (iiber die Superoxid-Dismutase - SOD) zu Wasser-
stoffperoxid und Sauerstoff umgewandelt. Bis zu 90% des Sauerstoffverbrauchs aktivierter Neu-
trophilen wird zur Bildung von Wasserstoffperoxid verwendet (Reiss & Roos 1978). Wasser-
stoffperoxid wird in Anwesenheit von Chlor- und Iodanionen durch die Aktivitit von MPO zu
toxischen Oxyhaliden (hypochlorige Saure-HOCI) katalysiert oder zu Hydroxylradikalen (OH)
abgebaut (Abb. 3) (Klebanoff & Clark 1978; Hampton et al. 1998; Klebanoff 1999). Diese in-
trazelluldar gebildeten Produkte des Sauerstoffmetabolismus in phagozytierenden Zellen (O,
H,0,, HOCI and OH') werden reaktive Sauerstoffspezies (reactive oxygen species - ROS) ge-

nannt. Alle wirken auf lebende Mikroorganismen abtdtend.

Wihrend der Phagozytose wird durch Umschlieen (,,engulfment*) des Mikroorganismus durch
die Plasmamembran das Phagosom gebildet. Somit bildet die AuBlenseite der Plasmamembran
die Innenseite des Phagosoms (Abb. 2). Die Freisetzung der toxischen Molekiile erfolgt intrazel-
lulér innerhalb des gebildeten Phagosoms, wo auch die Abtotung und Verdauung der gefange-
nen Mikroorganismen stattfindet. AuBBerdem ist eine extrazelluldre Abtotung von nicht phagozy-
tierten Mikroorganismen durch die Freisetzung von Sauerstoffradikalen an Kontaktstellen mit
lebenden Mikroorganismen moglich (Ohno et al. 1982; Weiss et al. 1985). Die extrazelluldre

Freisetzung von Sauerstoffradikalen kann unter Umstéinden zu Gewebeschiden fithren. Im Zyto-
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sol befinden sich Enzyme, die Superoxidanion und Wasserstoffperoxid zu Wasser inaktivieren
und somit die Zellen vor deren toxischer Wirkung schiitzen. Diese Enzyme sind die Superoxid-
Dismutase, die Katalase und die Glutathion-Peroxidase (Abb. 3).

Die respiratorische Reaktion in phagozytierenden Zellen ist ein selbstlimitierendes Phinomen,
das auf multiple Faktoren zurlickzufiihren ist (Segal & Coade1978; Jandl et al. 1978; Whitin &
Cohen 1988). In vitro Ergebnisse weisen darauf hin, dal das MPO-Halid-System eine wichtige
Rolle in der Beendigung der oxidativen Reaktion spielt (Jandl et al. 1978).

2.4.3 Klinische Bedeutung des NADPH-Oxidase-Systems

Die Bedeutung der NADPH-Oxidase der Phagozyten bei der Abwehr pathogener Mikroorga-
nismen wird deutlich, wenn ihre Funktion aufgehoben ist. Molekulare Defekte im NADPH-
Oxidase-System fiihren dazu, daf3 die morphologisch normalen Phagozyten zwar in normalem
Umfang phagozytieren, aber nicht effektiv abtoten konnen. In den sechziger Jahren zeigten
mehrere Untersuchungen, da3 die Produkte des sogenannten ,respiratory burst® - der oxidativen
Reaktion, die durch die Phagozytose ausgelost wird - flir die mikrobizide Funktion unerléBlich

sind.

Die klinische Bedeutung des Systems wurde durch das Studium der chronischen Granulomato-
se, ein primérer Defekt der NADPH-Oxidase, deutlich. Die von den Phagozyten aufgenomme-
nen Mikroorganismen akkumulieren in den Zellen und fiihren zur Bildung von Abszessen und
Granulomen. Klinisch weisen die Patienten schwere rezidivierende Infektionen vorwiegend
durch Katalase-produzierende Bakterien und Pilze auf (Abb. 5). Unbehandelt ist die Lebenser-
wartung schlecht, die Patienten sterben in der ersten Lebensdekade an schweren Infektionen
durch Bakterien oder Pilze (Tauber et al. 1983). Entscheidend fiir die Prognose ist der Einsatz
antibiotischer und eventuell antimykotischer Dauerprophylaxe sowie die Wahl intrazellulér
wirksamer Substanzen (Abb. 6) (Tauber et al. 1983; Weening et al. 1985a; Belohradsky 1986;
Fischer et al. 1993; Wahn & Seger 1998; Goldblatt & Thrasher 2000; Goldblatt 2002).
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Normal CGD

Abb. 5: Pathogenese der selektiven I nfektionsanfalligkeit gegentiber K atalase-positiven Mikroor ganismen
bel chronischer Granulomatose (Boxer 1995)

In Neutrophilen mit normalem Sauerstoffmetabolismus fiihren die toxischen Sauerstoffmetabolite (O,’, H,O,, OH)

zu intrazelluldrer Abtotung der aufgenommenen Mikroorganismen unabhingig davon, ob diese liber Katalase ver-

fiigen. In geringem Umfang bilden auch die Mikroorganismen selbst H,O,. Katalase ist ein H,O,-katabolisierendes

Enzym von vielen aeroben Mikroorganismen wie gramnegative Enterobakterien, S. aureus oder Candida albicans

bzw. Aspergillus spp.

In normalen Neutrophilen fithren die gebildeten Sauerstoffmetabolite zur Abtétung der aufgenommenen Katalase-

produzierenden Mikroorganismen (E. coli), da die Menge des produzierten H,O, iiber die Kapazitit der Katalase

hinaus geht.

Werden Katalase-produzierende Mikroorganismen (E. coli) in CGD-Neutrophilen aufgenommen, es werden keine

Sauerstoffmetabolite produziert und das von den Mikroorganismen selbstproduzierte H,O, wird durch die eigene

Katalase katabolisiert. Die Mikroorganismen iiberleben in dem Fall innerhalb der Phagosomen.

Werden Katalase-negative Mikroorganismen wie Streptokokken oder Pneumokokken in CGD-Neutrophilen aufge-

nommen, werden diese durch selbst produziertes H,O, intrazelluldr abgetotet.
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Abb. 6: Interaktionen zwischen Antibiotika und Phagozyten in Relation zu intrazellular gelegenen Bakterien
(Gemmel 1993)

Antibiotika konnen: 1. an die Zellmembran binden oder sind nicht in der Lage, die Zellmembran zu penetrieren

2. die Zellmembran penetrieren und im Zytoplasma akkumulieren 3. die Zellmembran penetrieren und in den Pha-

golysosomen akkumulieren.

2.5 Laborbestimmung des oxidativen Metabolismus der Phagozyten

Fir die Bestimmung des Sauerstoffmetabolismus phagozytierender Zellen, des sogenannten
,oxidative burst“, sind zahlreiche Methoden entwickelt worden (Virella 1993; Roos & Curnutte

1999; Metcalf et al. 1986). Eine ausreichende Standardisierung ist bisher noch nicht erfolgt.

Eine maximale Stimulation der Granulozyten durch 19sliche Stimulantien wie PMA (Stimulati-
on durch Aktivierung der Proteinkinase C) oder partikuldre Stimulantien wie opsoniertes Zymo-
san oder Candida (Stimulation durch Ingestion) sollte gewéhrleistet sein. Latex-Partikeln sind
wegen der schwiécheren Zellstimulation nicht geeignet (Curnutte & Tauber 1983).

Generell werden isolierte Neutrophile mit PMA, Serum-opsoniertem Zymosan oder Candida
maximal stimuliert. Mit PMA wird eine optimale Stimulation durch Aktivierung der Proteinki-
nase C erreicht (Smith & Weidemann 1993). Die dadurch resultierende Sauerstoffradikalpro-
duktion kann bestimmt werden durch:

e den Sauerstoffverbrauch (mit einer Sauerstoffelektrode) (Weening et al. 1974; Metcalf et al.

1986).
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¢ die Superoxidanion-Produktion (durch Reduktion von Cytochrom c¢) (Newburger 1982; Met-
calf et al. 1986). Cytochrom ¢ wird durch Superoxidanion reduziert und wechselt somit das
Lichtabsorptionsspektrum. Der Wechsel des Lichtabsorptionsspektrums kann spektrophoto-
metrisch gemessen werden. Nachteile dieser Methode sind die niedrige Sensitivitit und die
schlechte Reproduzierbarkeit.

o die Wasserstoffperoxid-Produktion (Roos et al. 1983; Metcalf et al. 1986). Die Menge von
generiertem Wasserstoffperoxid wird fluorometrisch durch die Oxidation eines Fluoreszenz-
indikators (Homovanillinsdure oder Scopoletin) erfal3t.

e die Bestimmung der Chemilumineszenz (Cheson et al. 1976; Nelson et al. 1976; Rosen &
Klebanoff 1976; Khan & Kasha 1979; Mills et al. 1980; Kato et al. 1981; Schopf et al. 1984;
Weening et al. 1985b; Metcalf et al. 1986; Gerber et al. 1996). Diese Methode basiert auf der
Instabilitdt von Superoxidanion. Die Dissoziation von Superoxidanion kann als Lichtemissi-
on direkt oder indirekt durch die Zugabe von Luminol oder Lucigenin als Substrat - welche
wihrend der Dissoziation von Superoxidanion aktiviert werden - gemessen werden. Es han-
delt sich um eine quantitative Methode mit einer hohen Sensitivitit. Zur Durchfiihrung des
Tests ist allerdings ein spezielles Gerét erforderlich.

¢ die durchfluBzytometrische Bestimmung der intrazelluldren Bildung von H,O; oder O;". Die-
se Methode bietet eine quantitative Bestimmung des Sauerstoffmetabolismus in der einzelnen
Zelle und basiert auf der intrazelluldren Konversion durch H,O, oder O, von nichtfluoreszie-
renden Indikatoren (Dihydrorhodamin-123 - DHR-123, Hydroethidium - HE, 2°7’-
Dichlorofluorescin - DCFH) zu fluoreszierenden Farbindikatoren (Rhodamin-123 - RH-123,
Ethidiumbromid - EB, 2’7 -Dichlorofluorescein - DCF) (Bass et al. 1983; Kinsey et al. 1987;
Rothe et al. 1988; Rothe & Valet 1990a, 1990b). Die Prozentzahl der fluoreszierenden Zellen
sowie die Fluoreszenzintensitét (entspricht der Menge der gebildeten Sauerstoffmetaboliten)
konnen durchfluBzytometrisch bestimmt werden. Dihydrorhodamin-123 ist der sensitivste
Farbindikator und daher der geeignetste fiir Screening-Untersuchungen (Rothe et al. 1988;
Rothe & Valet 1990a; Rothe et al. 1991; Smith & Weidemann 1993; Vowells et al. 1995).

e den Nitroblautetrazolium (nitroblue tetrazolium, NBT)-Test (Bachner & Nathan 1967; Baeh-
ner & Nathan 1968; Preisig & Hitzig 1971; Ochs & Igo 1973; Segal 1974; Mills et al. 1980;
Johansen 1983; Schopf et al. 1984; Meerhof & Roos 1986; Metcalf et al. 1986). Das in seiner
oxidierten Form farblose bis gelbliche, 16sliche NBT wird intrazellulér durch das gebildete
O, zu blauem Formazan reduziert. Es gibt zahlreiche technische Varianten. Die einfachste

und meist verbreitete Methode ist der sog. NBT-Slide-Test (semiquantitative zytochemische
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Methode). Neutrophile werden mit PMA, opsonierten Zymosan-Partikeln oder Candida sti-
muliert und mit 16slichem NBT inkubiert. Das intrazellular gebildete Formazan wird durch
blaugefirbtes Zytoplasma erkennbar. Die Auswertung erfolgt mikroskopisch. Eine Standar-
disierung der Auswertung der Methode ist schwierig, da die Interpretation der Farbintensitit
subjektiv ist. Aus dem Grund sind quantitative Modifikationen der Methode entwickelt wor-
den. Zur Objektivierung des Ergebnisses wurde der quantitative NBT-Test entwickelt
(Schopf et al. 1984; Bachner & Nathan 1968; Metcalf et al. 1986), der die Menge des Forma-

zans spektrophotometrisch im Zellysat bestimmt.

Als Screening-Tests sind der DHR-Test, der NBT-Test und die Bestimmung der Chemillumi-
neszenz geeignet (Roos & Curnutte 1999; IUIS/WHO Working Group 1988). Interessanterweise
gilt der NBT-Test, einer der erstentwickelten Methoden filir die Bestimmung der ,,oxidative
burst“-Aktivitdt (Bachner & Nathan 1967; Baechner & Nathan 1968; Preisig & Hitzig 1971) im-
mer noch als Standardtest, die Fahigkeit der Granulozyten zur Bildung von Sauerstoffradikalen
zu untersuchen. Bei dieser Methode kann aber in Einzelfillen die Identifizierung von Kondukto-
rinnen mit einer extremen Lyonisierung sowie von Varianten mit Restaktivitdt versdumt werden
(Borregaard et al. 1983; Roesler et al. 1991; Vowells et al. 1996). Hier eignen sich die FACS
(fluorescence-activated cell sorting)-Methoden, die die Funktion in der einzelnen Zelle quantita-
tiv bestimmen und eine hohere statistische Aussagekraft gegeniiber dem NBT-Test (Auswertung
von 10000 Zellen versus 100 Zellen beim NBT-Test) haben. Dihydrorhodamin-123 ist der sen-
sitivste Indikator fiir diese Methoden (Rothe et al. 1988; Rothe & Valet 1990a; Rothe et al.
1991; Smith & Weidemann 1993; Vowells et al. 1995). Zur sicheren Identifizierung von Kon-
duktorinnen mit einer extremen Lyonisierung sowie von Varianten mit Restaktivitdt sollte eine
Kombination mehrerer Tests erfolgen. Der DHR-Test ist Peroxidase-abhéngig und kann bei Pa-
tienten mit komplettem MPO-Mangel falsch pathologische Befunde mit Werten wie bei Patien-
ten mit CGD und Restaktivitdt liefern (van Pelt et al. 1996; Badolato et al. 2002; eigene unpu-
blizierte Daten aus dem Immunologischen Labor des Dr. von Haunerschen Kinderspitals). Im
Gegensatz zur CGD sind beim MPO-Mangel die weiteren Screening-Tests des Sauerstoffmeta-

bolismus normal.
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2.6 Defekte des oxidativen Metabolismus der Phagozyten

Zu den molekularen Defekten, die die Reaktionen des oxidativen Metabolismus phagozytieren-
der Zellen betreffen, werden die chronische Granulomatose, der schwere Glucose-6-Phosphat-
Dehydrogenasemangel in Granulozyten, der Myeloperoxidasemangel und die Defekte des Glu-
tathionmetabolismus gezahlt (Yang et al. 1999; Dinauer 1998). Defekte, die mit einer Unféhig-
keit der Neutrophilen zur Bildung von Sauerstoffmetaboliten einhergehen, sind die chronische
Granulomatose (molekularer Defekt in einem der Komponenten der NADPH-Oxidase) und der
schwere G6PD-Mangel in Granulozyten (mangelnde Bereitstellung von NADPH). Die Folge ist
eine defekte Abtotungsfahigkeit, die klinisch durch schwere rezidivierende bakterielle und my-
kotische Infektionen gekennzeichnet ist. Der MPO-Mangel und die Defekte des Glutathionme-
tabolisms sind in Einzelféllen mit einer abnormen in vitro Bakterizidie assoziiert. Beide Defekte
betreffen regulatorische Sekundarreaktionen des Sauerstoffmetabolismus (MPO: Oxyhalid-
Bildung, Glutathion: H,O»-Inaktivierung) (Whitin & Cohen 1988) und gehen mit einer erhdhten
Aktivitdt von H,O, bzw. einer toxischen Wirkung auf die NADPH-Oxidase einher. Die Féhig-
keit der Zellen zur Bildung von Sauerstoffmetabiliten ist im Gegensatz zur CGD und dem

schweren G6PD-Mangel in Granulozyten nicht beeintrachtigt.

Nach der neuesten Klassifikation primarer Immundefekte der IUIS-Expertengruppe [Internatio-
nal Union of Immunological Societies (IUIS) Primary Immunodeficiency Diseases Classificati-
on Committee Meeting in Budapest, 2005] (Notarangelo et al. 2006) werden zu den kongenita-
len Phagozytenfunktionsstorungen mit defektem oxidativen Metabolismus die chronische Gra-
nulomatose (CGD) und der G6PD-Mangel in Neutrophilen gezihlt. Im Gegensatz zu den friihe-
ren [UIS-Klassifikationen wird der Myeloperoxideasemangel nach dem letzten Update wegen
der geringen klinischen Bedeutung nicht mehr zu den primiren Phagozytendefekten gerechnet

(Notarangelo et al. 2006).

2.6.1 Diechronische Granulomatose

Die chronische Granulomatose (Chronic Granulomatous Disease, CGD) oder septische Granu-
lomatose ist eine genetisch determinierte priméire Stérung des oxidativen Sauerstoffmetabolis-
mus in phagozytierenden Zellen. CGD ist durch eine defekte Bakterizidie bei intakter intrazellu-
larer Aufnahme der Mikroorganismen charakterisiert. Die Ursache liegt an der Unfihigkeit der
Phagozyten mit einem ,,0xidative burst zu antworten. Das Krankheitsbild wurde gleichzeitig

von Landing und Shirkey (1957) und Berendes et al. (1957) beschrieben.
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Die Pravalenz variiert in verschiedenen Populationen zwischen 1:200 000 - 1:250 000 in den
USA (Winkelstein et al. 2000), 1:220 000 - 1:287 000 in Japan (Ishibashi et al. 2000; Hasui
1999), 1:450 000 in Schweden (Ahlin et al. 1995) und 1:1 180 000 in Australien (Baumgart et al.
1997).

Es handelt sich um ein genetisch heterogenes Krankheitsbild. Der Erbgang ist in 65-70% der
Félle X-chromosomal rezessiv und in 30-35% autosomal rezessiv (Casimir et al. 1992; Curnutte

1993; Segal et al. 2000; Winkelstein et al. 2000).

Mutationen in 4 Komponeneten der NADPH-Oxidase sind bisher bei Patienten mit chronischer
Granulomatose identifiziert worden. Die X-chromosomale Form tritt bei Mutationen an dem
membrangebundenen gp91phox (CYBB auf Chromosom Xp21.1, MIM 306400) (Abb. 8) auf.
Die autosomal-rezessiven Formen betreffen entweder das membrangebundene p22phox (CYBA
auf Chromosom 16q24, MIM 233690) oder die zytosolischen Proteine p47phox (NCF1 auf
Chromosom 7q11.23, MIM 233700) und p67phox (NCF2 auf Chromosom 1g25, MIM 233710)
(Roos et al. 1996; Roos & Curnutte 1999; Dinauer et al. 2000). Cytochrom bssg ist bei der Mehr-
zahl der Patienten mit chronischer Granulomatose nicht nachweisbar oder vermindert (Segal et
al. 1978; Segal et al. 1983; Nakamura et al. 1987, 1988-89; Minegishi et al. 1988; Mizuno et al.
1988; Miihlebach et al. 1991) (Tab. 1).

Tab. 1. Molekulargenetische Klassifikation der chronischen Granulomatose (nach Cur nutte 1993)

Betroffene Gen- Vererbungs Subtyp NBT-Test O;-Produktion  Cytochrom b- Haufigkeit
Komponente Lokalisation modus (% positiv) (% der Norm) Spektrum (% der Falle)
(% der Norm)
gp91phox Xp21.1 X X91° 0 0 0 56
X91 80-100 3-30 3-30 5
(schw)
Xor 5-10 5-10 5-10 2
X917 0 0 100 2
p22phox 16p24 AR A22° 0 0 0 6
A22" 0 0 100 1
p47phox 7q11.23 AR A47° 0 0-1 100 23
p67phox 1925 AR A67° 0 0-1 100 6

schw: schwach positiv. Proteinexpression der betroffenen Komponente als fehlend (-), vermindert (-) oder normal (+) bezeichnet.
Die Haufigkeit der Félle bezieht sich auf 121 Familien mit 132 Patienten.
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Nach der quantitativen Produktion von Sauerstoffmetaboliten unterscheidet man zwei Formen
der CGD: die klassische Form mit komplettem Fehlen an Bildung von Sauerstoffmetaboliten
und die CGD-Variaten mit sogenannter Restaktivitit (Tauber et al. 1983; Newburger et al. 1986;
Casimir et al. 1992; Roos et al. 1992; Roos et al. 1996; Roos & Curnutte 1999).

Patienten mit chronischer Granulomatose haben eine vermehrte Anfélligkeit fiir bakterielle In-
fektionen, vor allem durch Katalase-produzierende Bakterien (Abb. 5). Dies dul8ert sich in Form
von Hautabszessen, Lymphadenitiden, Perianalabszessen, Leberabszessen, Pneumonien, Osteo-
myelitiden u.a. AuBlerdem treten gehduft Pilzinfektionen, vor allem durch Aspergillus spp., auf.
Betroffen sind vorwiegend die Organe, die zu den anatomischen Barrieren gehdren (Haut, Re-
spirations- und Gastrointestinaltrakt) (Forrest et al. 1988; Roos & Curnutte 1999; Winkelstein et
al. 2000; Goldblatt & Thrasher 2000; Segal et al. 2000).

Die Diagnose wird in der Regel in den ersten Lebensjahren gestellt. Ein milderes Krankheitsbild
mit verzogerter Diagnose sowie Spatmanifestationen im Jugend- oder Erwachsenenalter sind bei
der CGD mit Restaktivitdt beschrieben (Balfour et al. 1971; Chusid et al. 1975; Dilworth &
Mandell 1977; Perry et al. 1980; Hoger et al. 1984a; Newburger et al. 1986; Schapiro et al.
1991; Roos et al. 1992; Liese et al. 1996).

Fiir das einst als letal beschriebene Krankheitsbild 146t sich heute aufgrund des besseren Ver-
standnisses der Pathophysiologie und des aggressiveren Einsatzes von Antibiotika (dabei bevor-
zugt intrazelluldr wirksame Substanzen) und Antimykotika sowie der Infektionsprophylaxe mit
Trimethoprim/Sulfamethoxazol (TMP/SMX), Itraconazol und evtl. gamma-Interferon eine deut-
lich bessere Prognose ableiten (Regelmann et al. 1983; Tauber et al. 1983; Mouy et al. 1989;
Margolis et al. 1990; The International CGD Cooperative Study Group 1991; Curnutte 1992;
Fischer et al. 1993; Bemiller et al. 1995; Weening et al. 1995; Hasui 1999; Gallin et al. 2003).
Bei schweren, lebensbedrohlichen Infektionen kénnen Granulozytentransfusionen mit Erfolg
eingesetzt werden (Dougherty et al. 1983; Fanconi et al. 1985; Quie 1987; Fischer et al. 1993;
Lekstrom-Himes et al. 1994; von Planta et al. 1997; Segal et al. 2000). Eine Wiederherstellung
der mikrobiziden Eigenschaft der Zellen durch Aufnahme von Glucose-Oxidase-haltigen Lipo-
somen (GOL) stellt eine interessante zukiinftige therapeutische Moglichkeit bei schweren Infek-
tionen dar (Gerber et al. 2001). Ergebnisse einer klinischen Anwendung der GOL bei Menschen

liegen noch nicht vor.

Als erfolgsreichste Therapie hat sich eine Dauerprophylaxe mit einem zellgéingigen Antibioti-

kum und einem Antimykotikum etabliert. Als Standardprophylaxe wird TMP/SMX gegeben
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(Ezer & Soothill 1974; Kobayashi et al. 1978; Gmiinder & Seger 1981; Seger et al. 1981; Gallin
et al. 1983; Regelmann et al. 1983; Weening et al. 1983; Hoger 1984b, 1985; Belohradsky 1986;
Forrest et al. 1988; Seger & Miihlebach 1988-89; Mouy et al. 1989; Margolis et al. 1990;
Fischer et al. 1993; Wahn & Seger 1998; Segal et al. 2000; Goldblatt 2002). Alternativ kann bei
Unvertrdglichkeitsreaktionen oder bei bakteriellen Infektionen unter TMP/SMX Trimethoprim
allein, TMP/Rifampicin, Rifampicin, Vancomycin, Ciprofloxacin, Clindamycin, oder
Fosfomycin eingesetzt werden (Mandell & Vest 1972; Ezer & Soothill 1974; Zimmerli et al.
1983; Jacobs & Wilson 1983; Hoger et al. 1984b; Hoger et al. 1985; Belohradsky 1986; Seger &
Miihlebach 1988-89; Hand & King-Thompson 1990; van Rensburg et al. 1990; Hof 1991; van
der Auwera et al. 1991; Trautmann et al. 1992; Gemmel 1993; Peman et al. 1994; Wahn &
Seger 1998; Canton et al. 1999; Goldblatt 2002), wobei die Sicherheit von Ciprofloxacin als
Langzeitbehandlung bei Kindern nicht gepriift ist. Bei TMP/SMX-Unvertriglichkeit kann eine
Hyposensibilisierung erfolgreich sein (Hasui et al. 2002). Die orale Gabe von Itraconazol gilt als
gut vertragliche und effektive Dauerprophylaxe gegen Pilzinfektionen, insbesondere lebensbe-
drohlichen Aspergillosen (Mouy et al. 1994; Petropoulou et al. 1994; Gallin et al. 2003).

Der Einsatz von y-Interferon kann zusdtzlich als Infektionsprophylaxe oder bei der Therapie
schwerer Infektionen angewandt werden (Tauber et al. 1983; Newburger & Ezekowitz 1988;
The International CGD Cooperative Study Group 1991; Fischer et al. 1993; Malmvall & Follin
1993; Bemiller et al. 1995; Weening et al. 1995; Pasic et al. 1996; Ahlin et al. 1999; Conte et al.
1999; Tsumura et al. 1999; Dinauer et al. 2000; Segal et al. 2000; Saulsbury 2001; Goldblatt
2002; Marciano et al. 2004). Der exakte Wirkmechanismus von Interferon ist nicht geklart.

Neueste Untersuchungen weisen auf eine verstiirkte NO-Produktion hin (Ahlin et al. 1999).

Obwohl der Einsatz der prophylaktischen Infektionstherapie die Prognose deutlich verbessert
hat, deuten Infektionen mit fatalem Verlauf, insbesondere durch Aspergillus spp., weiterhin auf
eine unglinstige Langzeitprognose bei CGD hin (Winkelstein et al. 2000). Die allogene HLA-
identische Blutstammzelltransplantation (Leung et al. 1999; Segal et al. 2000; Goldblatt &
Thrasher 2000; Goldblatt 2002; Seger et al. 2002) ist eine kurative Therapiemdglichkeit bei der
CGD. Neue alternative kurative therapeutische Ansitze stellen die allogene Blutstammzelltrans-
plantation nach reduzierter Konditionierung bei Risikopatienten und die Gentherapie, die zur
Zeit in klinischen Studien erprobt wird, dar (Malech et al. 1997; Horwitz et al. 2001; Barese et
al. 2004; Giingor et al. 2005; Ott et al. 2006; Stein et al. 2006; Sastry et al. 2006).
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Die Diagnose wird durch die Bestimmung des oxidativen Metabolismus in aktivierten Neu-
trophilen gestellt. Als Screening-Tests sind der DHR-Test, der NBT-Test und die Chemilumi-
neszenz geeignet. Die molekulargenetische Klassifikation der CGD erfolgt durch den Nachweis
der einzelnen verschiedenen Komponenten des NADPH-Oxidase-Systems [Cytochrom b-
Spektrum, monoklonale Antikérper gegen Cytochrom b (7D5-Anikérper), Immunoblot (We-
sternblot)-Verfahren zum Proteinnachweis] sowie durch die DNA-Sequenzierung zum Nach-
weis der verantwortlichen Mutation. Fiir die Identifizierung der weiblichen Merkmalstriger in
der miitterlichen Familie beim X-chromosomalen Erbgang sind die sogenannten Screening-
Tests geeignet. Um eine sichere Identifizierung im Fall einer extremen Lyonisierung zu gewahr-
leisten, eignen sich der DHR-Test und der NBT-Slide-Test. Bei beiden Methoden wird die
Funktion in der einzelnen Zelle bestimmt, wobei der DHR-Test wegen der quantitativen Be-
stimmung und der hoheren statistischen Aussagekraft (Auswertung von 10000 Zellen versus
100 Zellen beim NBT-Test) deutlich tiberlegen ist. Heute stellt die DNA-Diagnostik eine sichere
und reproduzierbare Methode zur Identifizierung der Konduktorinnen mit einer extremen oder
kompletten Lyonisierung dar. Die Identifizierung von heterozygot Betroffenen der autosomal

rezessiven Formen kann nur {iber die DNA-Analyse erfolgen.

2.6.2 Der Myeoperoxidase (M PO)-Mangel

Der hereditére totale oder partielle MPO-Mangel (MIM 254600) [friiher als Alius-Grignaschi
Anomalie beschrieben (Undritz 1966a, 1966b)] ist durch einen selektiven Mangel dieses lyso-
somalen Enzyms in den azurophilen Granula der Neutrophilen und Monozyten charakterisiert.
Das Enzym bildet in Anwesenheit von H,O, und einem Halogenid ein potenziert bakterizides
System, das die Aktivitét des oxidativen Abtdtungsmechanismus verstéirkt. Primér wird das bak-
terizide Molekiil HOCI gebildet, das dann mit Aminen zur Bildung von Chloraminen reagiert,
die ebenso eine toxische Wirkung haben (Klebanoff & Clark 1978).

Eosinophile Granulozyten enthalten die Eosinophilen-Peroxidase, ein Protein mit einer 70%igen
DNA-Sequenzhomologie im Vergleich zur Myeloperoxidase (Sakamaki et al. 1989). Eosinophi-
le von Patienten mit MPO-Mangel weisen daher iiblicherweise Peroxidase in normalen Mengen

auf (Grignaschi et al. 1963; Undritz 1966a; Salmon et al. 1970; Shurin 1988; Gerber et al. 1996).

Der hereditire MPO-Mangel wird autosomal rezessiv vererbt (Larrocha et al. 1982; Nauseef
1990). Erworbene und transitorische Formen sind beschrieben worden (Huhn et al. 1978; Kita-

hara et al. 1979; Cech et al. 1983; Bendix-Hansen & Kerndrup 1985; Bendix-Hansen 1986;
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Bendix-Hansen et al. 1986; Nauseef 1988; Nauseef 1990). Das verantwortliche Gen ist auf dem
Chromosom 17 (17923.1) lokalisiert (Law et al. 1995).

Der MPO-Mangel ist der hdufigste aller identifizierten Neutrophilendefekte mit einer Haufigkeit
von ungefahr 1:2000 fiir den partiellen Mangel und 1:4000 fiir den totalen Mangel (Kitahara et
al. 1981; Parry et al. 1981; Nauseef 1988). Die klinische Bedeutung des Defektes ist jedoch ge-
ring, da die Patienten in der Regel asymptomatisch sind (Nauseef 1988; Winterbourn et al.
2000). Einzelfille mit schweren Infektionen (bakterielle Infektionen, aseptische Meningitis) sind
bereits beschrieben worden (Kitahara et al. 1981; Parry et al. 1981; Larrocha et al. 1982). Can-
didiasis, v.a. systemisch oder rezidivierend, wurde mehrmals bei Patienten mit MPO-Mangel
beschrieben (Lehrer & Cline 1969; Moosmann & Bojanovsky 1975; Cech et al. 1979b; Robert-
son et al. 1979; Parry et al. 1981; Weber et al. 1987; Okuda et al. 1991; Ludviksson et al. 1993;
Nguyen & Katner 1997; Chiang et al. 2000). Die Empféanglichkeit gegeniiber Candida spp. ist
allerdings zum Teil auf zusitzliche priadisponierende Faktoren wie Diabetes mellitus bei 3 Er-
wachsenen (Lehrer & Cline 1969; Cech et al. 1979b; Parry et al. 1981), transitorische insulinbe-
diirftige Hyperglykdmie bei einem unreifen Neugeborenen (Chiang et al. 2000), chronische In-
fektionsherde oder Operationen (Parry et al. 1981; Weber et al. 1987; Ludviksson et al. 1993)
zuriickzufiihren.

Eine in vitro abnorme bakterizide Aktivitdt der Neutrophilen gegeniiber C. albicans und S. au-
reus wurde mehrmals bei Patienten mit MPO-Mangel beschrieben (Lehrer & Cline 1969; Cech
et al. 1979a; Diamond et al. 1980; Kitahara et al. 1981; Parry et al. 1981). Diese Daten weisen
auf eine Mitbeteiligung der MPO in der Abwehr gegen Pilzinfektionen hin, obwohl eine klini-
sche Manifestation selten ist.

Die Diskrepanz zwischen den in vitro Ergebnissen und der milden klinischen Manifestation
kann verschiedene Ursachen haben. Entweder das MPO-abhingige mikrobizide System spielt
nur eine untergeordnete Rolle in der Abwehr von Infektionen oder andere MPO-unabhingige
Systeme, wie z.B. sauerstoffunabhingige bakterizide Mechanismen, {ibernehmen bei einem
MPO-Mangel die Funktion (Winterbourn et al. 2000). AuBerdem ist die erhéhte H»O,-
Produktion bei MPO-defizienten Neutrophilen als kompensatorischer Mechanismus angesehen
(Hamers et al. 1984). Es ist auBerdem denkbar, daf3 die Eosinophilen, die MPO in normalen
Mengen besitzen, am Infektionsort moglicherweise den Defekt der Neutrophilen partiell erset-
zen.

Dariiber hinaus weisen in vitro Ergebnisse darauf hin, dall das MPO-Halid-System eine wichtige

Rolle in der Beendigung der respiratorischen Reaktion bei der direkten toxischen Wirkung von
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HOCI auf die NADPH-Oxidase spielt. Der oxidative Metabolismus dauert ldnger und die H>O,-
Produktion ist hoher in Neutrophilen von Patienten mit MPO-Mangel (Klebanoff & Hamon
1972; Rosen & Klebanoff 1976; Jandl et al. 1978; Nauseef et al. 1983; Hamers et al. 1984; Nau-
seef 1990).

Eine prophylaktische Therapie ist nicht erforderlich, da der klinische Phénotyp mild ist. Bei sy-
stemischen Infektionen ist eine aggressive Therapie indiziert (Dinauer 1998). Patienten mit ei-

nem MPO-Mangel in Eosinophilen weisen keine klinischen Symptome auf (Cappelletti et al.

1992).

Die Diagnose des MPO-Mangels kann im Ausstrich des peripheren Blutes mittels einer zyto-
chemischen Féarbung mit Benzidin (Goodpasture 1919), Benzidin-Dihydrochlorid (Kaplow
1965) oder o-Tolidin (Jacobs 1958; Quaglino & Flemans 1958) erfolgen. Bei einem MPO-
Mangel erscheinen die Neutrophilen als ungefarbte Zellen, da ihnen pathologischerweise die
Peroxidaseaktivitét fehlt. Eine weitere Methode stellt die automatisierte zytochemische Analyse
dar, die die MPO-Aktivitdt in Neutrophilen und Eosinophilen mittels 4-chloro-1-naphthol als
Substrat bei der Leukozyten-Differenzierung am Hématologieautomat nachweist (Kitahara et al.
1979). Diese Methode ist fiir Screening-Untersuchungen geeignet (Kitahara et al. 1979; Kutter
1998).

2.6.3 Defekte des Glutathionmetabolismus

Die Glutathion (GT)-Peroxidase schiitzt die neutrophilen Granulozyten vor H,O, sowie vor to-
xischen, in den Mikrotubuli sitzenden Proteinen (Roos et al. 1979; Spielberg et al. 1979). Vor-
aussetzung ist das Vorhandensein von reduziertem Glutathion (GSH) in ausreichenden Mengen.
Glutathion wird durch NADPH, GT-Reduktase und GT-Synthetase reguliert. Das Erhalten von
addquaten GSH-Mengen wird sowohl durch die Reduktion von GSSG (oxidierte Glutathion) zu
GSH (durch die GT-Reduktase) als auch durch die de novo Synthese von Glutathion (durch die
GT-Synthetase) reguliert (Abb. 3). Bei Defekten in einem dieser Enzyme (Reduktase - Synthe-
tase) wurde eine in vitro eingeschriankte Bakterizidie nachgewiesen, wobei die Phagozytose und
die Produktion von Sauerstoffmetaboliten durch die NADPH-Oxidase intakt waren (Loos et al.
1976; Boxer et al. 1979; Roos et al. 1979; Spielberg et al. 1979). Mdoglicherweise fiihren die in-
trazelluldr produzierten toxischen Sauerstoffderivate, die normalerweise durch Glutathion regu-
liert werden, zu Autotoxizitdt und/oder defektiver mikrobizider Aktivitat. Beide Defekte sind
extrem selten: Familiendaten sprechen fiir einen autosomal-rezessiven Vererbungsmodus. Beim

Glutathion-Reduktase-Defekt ist die Dauer des oxidativen Metabolismus kiirzer als in normalen
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Zellen und die Reaktion wird akut beendet, vermutlich durch den toxischen Effekt von intrazel-
lular akkumuliertem H,O, auf die NADPH-Oxidase (Cohen et al. 1987). Dieser kurzdauernde
oxidative Metabolismus scheint effizient fiir die Bakterienabtdtung zu sein, da die wenigen bis-
her beschriebenen Patienten keine Infektionsanfalligkeit aufweisen (Loos et al. 1976). Diese Pa-
tienten zeigen eine hdmolytische Anédmie als Folge der erniedrigten Mengen von Glutathion-
Reduktase in Erythrozyten. Die Hadmolyse wird bei oxidativem Stre8 manifest (Loos et al.

1976).

Bei dem Glutathion-Synthetase-Defekt stellt die Himolyse das Hauptsymptom dar (Mohler et
al. 1970; Boxer et al. 1979; Jain et al. 1994). Die Patienten kdnnen rezidivierende Infektionen
aufweisen und zeigen eine schwere metabolische Azidose als Folge von erh6hten 5-Oxoprolin-
Werten (Jain et al. 1994). Dieser Metabolit steigt bei fehlender Riickbildung von GSH zu GSSG
an. Patienten mit einem Glutathion-Synthetase-Defekt weisen eine intermittierende Neutropenie
moglicherweise als Folge der Azidose (Spielberg et al. 1979; Boxer et al. 1979) sowie eine toxi-
sche Hamolyse (Spielberg et al. 1979) auf. Patienten mit weniger schwerem Defekt bendtigen in
der Regel keine Therapie. Bei symptomatischen Patienten mit einem schweren GT-Synthetase-
Mangel konnte ein positiver Effekt durch eine Therapie mit Vitamin-E oder N-Acetylcystein
gezeigt werden (Boxer et al. 1979; Jain et al. 1994). Die Neutrophilen von Patienten mit GT-
Synthetase-Defekt zeigten in vitro eine im Vergleich zur Kontrolle eingeschrinkte Bakterizidie
bei normaler Phagozytose und normaler Produktion von H,O, (Boxer et al. 1979; Spielberg et

al. 1979).

Eine signifikante Aktivitdtsverminderung von Glutathion-Peroxidase in Neutrophilen wurde als
verantwortlich fiir den Phéanotyp der autosomal rezessiven Form der chronischen Granulomatose
bei 3 Patienten angesehen (Quie et al. 1968; Holmes et al. 1970; Matsuda et al. 1976). Bei 2 die-
ser Patienten wurde zum spéteren Zeitpunkt eine normale Glutathionaktivitdt gemessen und es
konnte molekulargenetisch eine CGD gesichert werden. Daher sollte der GT-Peroxidase-Mangel

nicht mehr als Ursache des CGD-Phénotyps angesehen werden (Newburger et al. 1994).

2.6.4 Der Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase (G6PD)-M angel

Der G6PD-Mangel (MIM 305900) ist die hdufigste angeborene klinisch signifikante Enzymo-
pathie des Menschen (Beutler 1994; Luzzatto et al. 2001). G6PD ist ein zytoplasmatisches En-
zym, das in allen Zellen vorhanden ist (Luzzatto & Battistuzzi 1985). G6PD katalysiert den er-

sten Schritt im Hexosemonophosphat-Shunt und produziert NADPH, was sowohl fiir eine Reihe
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biosynthetischer Reaktionen als auch fiir die Stabilitit von Katalase und die Bereitstellung von
reduziertem Glutathion (GSH) notwendig ist (Abb. 2 und 3). Katalase und Glutathion (via Glu-
tathion-Peroxidase) sind wichtig fiir die Detoxifikation von Hydrogen-Peroxid. Dieser Schutz-
mechanismus ist besonders wichtig fiir die mitochondrienfreien Erythrozyten, die durch das
Fehlen weiterer NADPH-produzierender Enzyme besonders empfindlich gegentiber oxidativen
Prozessen sind. Eine verminderte Enzymaktivitét fithrt unter dem Einflul von Oxidantien zur

Hiamolyse.

Es handelt sich um ein ldngst bekanntes Krankheitsbild. Die Synonyme Favismus und Prima-
quin-sensitive hdmolytische Andmie beziehen sich auf dem Zusammenhang der Hdmolyse mit
dem Genul} von Favabohnen (Vicia faba = die Feldbohne, Saubohne, Fava) bzw. der Einnahme
von Primaquin. Die Erstbeschreibung des Krankheitsbildes stammt von dem Portugiesen Manu-
el Pereira de Mira Franco im Jahr 1843, der bei einem 30jdhrigen Mann nach dem Genuf3 von
Favabohnen wiederholt Gelbsucht beobachtete. Pythagoras, griechischer Mathematiker und Phi-
losoph, untersagte seinen Schiilern den Genufl von Saubohnen (,kuauwv anéxeobar“ - kyamon
apechesthe: Saubohnen meiden). Es wird daher behauptet, da3 Favismus bereits in der Antike
bekannt war, wobei die Bedeutung dieser viel umstrittenen Aussage jedoch bis heute unklar

bleibt (Meletis & Konstantopoulos 2004).

Die Identifizierung des verantwortlichen Enzyms durch Carson et al. (1956) war das Ergebnis
der Suche nach der Ursache des hdmolytischen Effektes von Primaquin innerhalb der Malaria-
therapie in den 50er Jahren. Darauthin wurde der G6PD-Mangel als Ursache anderer ungeklér-
ter klinischer Manifestationen, wie z.B. Favismus, infektionsinduzierte Haimolyse und hereditére

chronische nichtsphérozytire himolytische Anémie, identifiziert.

Unter der Weltbevolkerung ist mit 400 Millionen Merkmalstragern zu rechnen (Luzzatto et al.
2001). Die hochste Pravalenz (bis 35%) findet sich im tropischen Afrika, im Mittleren Osten, im
tropischen und subtropischen Asien, in einigen Regionen des Mittelmeerraums und in Papua
Neu Guinea (Abb. 7) (WHO Scientific Group 1967; WHO Working Group 1989). Die hochste
bekannte Genfrequenz bezogen auf 0,67 (Cohen 1971; Oppenheim et al. 1993) wurde bei den in
Kurdistan lebenden Juden beobachtet, bei denen etwa 50% der ménnlichen Bevolkerung betrof-
fenen sind. In Mittel- und Nordeuropa ist der G6PD-Mangel mit einer Pravalenz von 0,1% sel-
ten (Beutler 2001; WHO Working Group 1989). In Siideuropa und im Mittelmeerraum ist die
Hiufigkeit mit einer breiten regionalen Variabilitdt hoher (WHO Scientific Group 1967).
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Abb. 7: Wdtatlas. Préavalenz des G6PD-Mangels (WHO Working Group 1989)

Die geographische Verbreitung des Defektes entspricht weitgehend dem Verbreitungsgebiet der
Malaria (Choremis et al. 1962; Luzzatto & Battistuzzi 1985; Beutler 1994), da nach klinischen
Beobachtungen ein Selektionsvorteil fiir Trager der GOPD-Mangel-Erbanlage besteht. /n vitro
Untersuchungen sowie klinische Studien belegen den Selektionsvorteil der mit Malaria-
Parasiten infizierten G6PD-defekten Erythrozyten gegeniiber normalen Erythrozyten (Luzzatto
et al. 2001).

In den letzten 30 Jahren wurden die molekulargenetische Basis des Enzymmangels und der kli-
nische Zusammenhang weitgehend etabliert (fiir Ubersicht: Luzzatto & Battistuzzi 1985; Beut-
ler 2001; Luzzatto et al. 2001; Beutler & Vulliamy 2002).

Es handelt sich um ein genetisch heterogenes Krankheitsbild. Das kodierende Gen ist auf dem
langen Arm des X-Chromosoms (Xq28, Gene Bank Accession Code: AH003054) (Pai et al.
1980) lokalsiert (Abb. 8) und wurde erst von Persico et al. (Toniolo et al. 1984; Persico et al.
1986; Martini et al. 1986) und spéater von Takizawa et al. (1986) kloniert und sequenziert. Das
G6PD-Gen besitzt 13 Exons und ist 18 kb lang (Martini et al. 1986).
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Abb. 8: X-Chromosom: Lokalisation der identifizierten Gene (Scriver et al. 2001)

Mehr als 140 verschiedene Mutationen sind bisher identifiziert worden (Beutler & Vulliamy
2002). Bei der Mehrzahl handelt es sich um Mutationen, welche zum Austausch einer Amino-
sdure fiihren und somit sog. ,,missense-Mutationen‘ darstellen. Zu den wenigen Ausnahmen ge-
horen sog. ,,small deletions* (Klein-Deletionen), multiple Mutationen und eine ,,stop codon‘-
Mutation, die bei einer weiblichen heterozygoten Trégerin identifiziert worden ist (Xu et al.
1995). Bisher wurde keine leserasterverschiebende Mutation dokumentiert (Beutler & Vulliamy
2002). Null-Mutationen sind nicht identifiziert worden. Ein totaler Enzymmangel ist ebenso
nicht bekannt, obwohl in der frithen Literatur von ,.komplettem* Fehlen des Enzyms berichtet
wurde (Escobar et al. 1964). Es ist anzunehmen, dal3 das komplette Fehlen des Enzyms letal wé-

re (Luzzatto et al. 2001).

Die X-chromosomal rezessive Vererbung des Enzymdefektes ermdglicht verschiedene Auspra-

gungen. Weibliche Gentriger kdnnen, je nachdem ob ein oder beide X-Chromosomen Trager

29



eines abnormen Gens sind, heterozygot oder homozygot erkranken. In Bevolkerungen mit hoher
Genfrequenz ist der Homozygotenstatus bei Frauen nicht ungew6hnlich. Ménnliche Erbtriager

weisen bereits hemizygot eine Defizienz auf.

Der Enzymdefekt ist bei homozygoten weiblichen und hemizygoten ménnlichen Personen
gleich stark ausgeprigt, obwohl im ersten Fall zwei und im zweiten nur ein Chromosom betrof-
fen ist. Dieses Phdnomen wird nach der Lyon-Hypothese (Lyon 1961, 1962) durch die Inaktivie-
rung eines der beiden X-Chromosomen erkldrt. Nach der Lyon-Theorie (besser als Lyon-
Hypothese, da es sich inzwischen um ein gut dokumentiertes Phanomen der Entwicklungsbiolo-
gie handelt) erfolgt die Inaktivierung des X-Chromosoms in einem sehr frithen Stadium der em-
bryonalen Entwicklung und gilt fiir alle Zellen des weiblichen Organismus (fiir Ubersicht: Lyon
1962, 1968, 1972, 1992). Die Entscheidung, welches der beiden X-Chromosomen inaktiviert
wird, folgt dem Zufall und ist irreversibel. Damit erklért sich einerseits das Phanomen, daf3 hete-
rozygote Frauen zwei unterschiedliche Erythrozytenpopulationen besitzen (Mosaik), d.h. es
kommen Erythrozyten mit normaler und Erythrozyten mit defizienter Aktivitdt und nicht eine
Zellpopulation mit intermedidrer Aktivitit vor. Andererseits wird damit auch die unterschiedli-
che Auspriagung des Defektes bei weiblichen heterozygoten Erbtrdgern sogar innerhalb einer

Familie plausibel.

Das Verhiltniss von normalen zu defekten Zellen, das im Idealfall 1:1 (d.h. 50% Enzymaktivitit
im Zellysat) betragen sollte, kann in der einen oder anderen Richtung verschoben sein. Somit ist
im Extremfall die Expression des normalen (Filosa et al. 1996; Vulliamy et al. 1997a) oder des
mutierten Allels (Miyazaki et al. 1976; Luzzatto et al. 1979; Mills et al. 1980; Williams et al.
1983, 1984; Johnston et al. 1985; Newburger et al. 1994; Roos et al. 1999; Résen-Wolf et al.
2001; Lun et al. 2002; Anderson-Cohen et al. 2003) bei der Mehrzahl der Zellen moglich. Hete-
rozygote Frauen konnen in solchen Féllen nahezu normale oder stark herabgesetzte Enzymakti-
vitdt aufweisen. Dieses Phdnomen der extremen Lyonisierung kann familidr (Luzzatto et al.
1979; Roos et al. 1999) oder erworben (Hizeroth & Bender 1981; Johnston et al. 1985; Busque
et al. 1996; Rosen-Wolf et al. 2001; Lun et al. 2002) auftreten. Es konnte gezeigt werden, daf3
der X-Inaktivierungsprozef3 genetisch determiniert ist (Belmont 1996). Somit werden die fami-
lidren Formen erklart. Bei den erworbenen Formen handelt es sich um eine Verschiebung der
Lyonisierungsratio in bestimmtem Gewebe, wie das himopoetische System, im Laufe des Le-
bens (Busque et al. 1996; Champion et al. 1997; Gale et al. 1997; Tonon et al. 1998). Eine mdg-

liche Erklarung fiir dieses Phdnomen stellt die Zellselektion in somatischen Zellen, wie in ha-
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mopoetischen Stammzellen (Abkowitz et al. 1998; Christensen et al. 2000; Vickers et al. 2001),

zu einem Zeitpunkt nach der embryonalen X-Inaktivierung dar (Abb. 9).
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Abb. 9: X-Inaktivierung: schematische Dar stellung (L uzzatto et al. 2001)

A. Embryonale Zellen vor der X-Inaktivierung. In allen Zellen werden beide Allele des X-Chromosoms exprimiert
(schwarze und weille Punkte). B. Inaktivierung eines der beiden Chromosomen in jeder Zelle fiihrt zur Produktion
von zwei Zellpopulationen. C. GleichméBige Proliferation beider Zellinien fiihrt zum Mosaik in allen Korpergewe-
ben. C'. UngleichméaBige Proliferation nach der X-Inaktivierung (somatische Zellselektion) fiihrt zur Produktion
einer homogenen Population. Das kann alle Korpergewebe oder einzelne Gewebe betreffen, wie z.B. beim selekti-
ven Proliferationsvorteil fiir Zellen, die ein bestimmtes X-Gen exprimieren. D. Pathologische Gewebe (z.B. beim
inflammatorischen Prozefl oder Wundheilung) weisen ebenso ein Mosaik auf. E. Pathologische Proliferation einer
einzelnen Zelle (monoklonal) in Gewebe des Erwachsenen kann zur Produktion einer homogenen Population fiih-
ren. D' und E'. Wenn die pathologische Proliferation aus einem Gewebe mit homogener Verteilung (z.B. C') aus-

geht, ist die resultierte Zellpopulation ebenso homogen (monoklonal oder polyklonal).
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Ahnlich wie bei den Himoglobinopathien existiert eine Vielzahl von Varianten des G6PD-
Molekiils, die nach dem Ort der Erstbeschreibung benannt wurden und mit unterschiedlicher

Aktivitidtsverminderung im Vergleich zur Aktivitit des normalen G6PD-Molekiils einhergehen.

G6PD besteht in der aktiven Form entweder aus zwei oder aus vier (Dimer oder Tetramer) iden-
tischen Ketten. Jede Kette hat ein Molekulargewicht von 59,256 kDa und besteht aus 515 Ami-
nosduren (Beutler 1994; Luzzatto et al. 2001).

Nach den biochemischen Eigenschaften des Enzyms sind tiber 440 G6PD-Varianten beschrie-
ben worden (Beutler 1994; Luzzatto et al. 2001). Es ist anzunehmen, da3 die gro3e Zahl dieser
Varianten auf verschiedene Allelmutationen im G6PD-Gen zuriickzufiihren ist. Es sind auf3er-
dem bereits Mutationen mit Auswirkung ausschlieBlich auf die Struktur des Molekiils und nicht
auf die Enzymaktivitit beschrieben worden. Heute ermdglichen PCR (polymerase chain reacti-
on)-Methoden die Identifizierung der G6PD-Varianten durch die Detektion von Mutationen.
Mehr als 140 verschiedene Mutationen sind dokumentiert worden (Beutler & Vulliamy 2002).
Interessanterweise ergab die Identifizierung der verantwortlichen Mutationen die gleiche Muta-
tion fiir einige Enzymvarianten, die nach den biochemischen Eigenschaften als unterschiedlich

charakterisiert worden waren und umgekehrt (Beutler & Vulliamy 2002).

Die G6PD-Varianten werden nach WHO je nach Enzymaktivitit und klinischer Manifestation in
5 Klassen eingeteilt: Klasse I (schwerer Mangel assoziiert mit CNSHA), Klasse II (schwerer
Mangel, <10% Restaktivitit), Klasse III (moderater Mangel, 10-60% Restaktivitit), Klasse IV
(normale Enzymaktivitdt, 60-150%) und Klasse V (erhohte Enzymaktivitit) (WHO Working
Group 1989).

Die hiufigsten klinischen Manifestationen des Defektes sind der neonatale Ikterus und die akute
hidmolytische Andmie (Tab. 2). Der neonatale Ikterus kann zu einem Kernikterus fithren, der
einen letalen Ausgang oder schwere neurologische Komplikationen zur Folge haben kann (Do-
xiadis et al. 1960; Fessas et al. 1962; Doxiadis et al. 1964; Valaes et al. 1969). Die himolyti-
schen Krisen konnen durch Medikamenteneinnahme (u.a. Acetylsalicylsdure, Primaquin, Sulfo-
namide) (Beutler 1994; Luzzatto et al. 2001), durch Infektionen (Beutler 1994; Luzzatto et al.
2001) oder durch Ingestion von Favabohnen (Favismus) (Belsey 1973; Beutler 1994; Luzzatto
et al. 2001) induziert werden. Favismus kann einen schweren und in manchen Féllen einen leta-
len Verlauf, insbesondere im Kindesalter, haben und ist mit einer individuellen Disposition und
mit einer familidren Haufung verbunden (Stammatoyannopoulos et al. 1966; Kattamis et al.

1969a; Kattamis et al. 1969b; Belsey 1973; Missiou-Tsagaraki 1991). Der genaue Mechanismus
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der Hamolyse ist nicht gekldrt. Substanzen in Favabohnen wie die Pyrimidin-Aglykone Divicin
und Isouramil werden als verantwortlich angesehen (Belsey 1973; Arese et al. 1989; Arese &
De Flora 1990). Gliicklicherweise sind die meisten Patienten mit G6PD-Mangel meist asymp-

tomatisch mit Ausnahme der akuten hdmolytischen Episoden.

Es gilt generell, dal der Mangel an G6PD nur bei den Erythrozyten eine signifikante klinische
Bedeutung hat und dafl der Enzymmangel in anderen Zellen keine klinisch signifikante phéno-
typische Auspriagung zeigt. Innerhalb dieser Regel gibt es wenige Ausnahmen. In Tabelle 3 sind
die klinischen Manifestationen des G6PD-Mangels in anderen Zellen als Erythrozyten zusam-
mengefallt. Von besonderer klinischer Bedeutung sind der Enzymmangel in den Leukozyten,

der mit einer Granulozytendysfunktion assoziiert sein kann und der neonatale Ikterus.

Eine seltene Manifestation mit besonderer klinischer Bedeutung stellt die chronische nichtsphé-
rozytdre hamolytische Andmie (CNSHA, Klasse I-Defekt) dar, die bei extrem niedrigen Enzym-
aktivititswerten in Erythrozyten auftritt. Es handelt sich um seltene Enzymvarianten, die im Ge-
gensatz zu den meistens polymorphen G6PD-Varianten der anderen Klassen sporadisch auftre-
ten, eine weltweite Verteilung haben und auf verschiedene Mutationen im G6PD-Gen zuriickzu-
fithren sind. Der neonatale Ikterus ist bei vielen Patienten die erste klinische Manifestation. Ei-
nige Patienten weisen Granulozytendysfunktion bei extrem niedrigen Werten in den Leukozyten
auf. Der Schweregrad der chronischen Himolyse weist eine breite Variabilitdt auf. In der Regel
handelt es sich um eine milde kompensierte Himolyse. Die Retikulozytenzahl ist erhoht (4-
34%). Schwere akute hdmolytische Krisen treten unter dem Einflul exogener Faktoren, mei-
stens nach Medikamenteneinnahme oder bei Infektionen auf. In einzelnen Féllen kann die chro-
nische Hamolyse zu transfusionsbediirftiger Anédmie fiihren. RegelméBige Erythrozytentransfu-
sionen sind selten notig. Einige Patienten weisen eine Splenomegalie sowie Gallensteine auf

(Luzzatto et al. 2001; Beutler 2001).
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Tab. 2: Klinische Manifestationen des G6PD-Mangels (Luzzatto & Battistuzzi 1985)

Hiufig
Akute himolytische Andmie
Medikamentinduziert
Infektionsinduziert
Favismus
Neonataler Ikterus
Selten
Chronische nichtsphirozytiare hdmolytische Anédmie
Infektionsdisposition assoziiert mit Granulozytendysfunktion
Interaktion mit Sichelzellandmie

Tab. 3: G6PD-Mangd in anderen Zdlen als Erythrozyten (Luzzatto et al. 2001)

Gewebe Klinische M anifestation
Blut
Leukozyten
Granulozyten Erhohte Disposition an Infektionen
Lymphozyten Vermutlich keine
Thrombozyten Vermutlich keine
Andere
Linsen Katarakt
Leber Préadisponierender Faktor fiir Hyperbilirubindmie
z.B. neonataler Ikterus
Niere, Nebenniere, Vermutlich keine
Myokard,
Spermien, Speichel
Muskel Myopathie (?)

26.4.1 De G6PD-Mangel in Leukozyten

Obwohl G6PD durch das gleiche Gen in allen Zellen kodiert wird, sind die Enzymaktivitétswer-
te gewebespezifisch und weisen eine breite Variabilitdt auf (Battistuzzi et al. 1985). Bei gesun-
den Personen zeigen die Leukozyten eine hohere Enzymaktivitét als die Erythrozyten (Ramot et
al. 1959; Justice et al. 1966; Battistuzzi et al. 1985; Luzzatto & Battistuzzi 1985; Wolach et al.
2004). Bei G6PD-defizienten Personen weisen die Enzymaktivititswerte in Leukozyten bzw.
Neutrophilen eine breite Variabilitit zwischen unmef3baren Werten und Normbereich auf. Bei
der Mehrzahl der Fille liegt die Aktivitit zwischen 20 und 75% des Normalwertes (Justice et al.
1966; Ramot et al. 1959; Chan et al. 1965; Tzortzatou-Stathopoulou et al. 1980; Schiliro et al.
1976), wobei normale Aktivitdt ebenso beschrieben ist (Marks et al. 1959).

Eine klinische Bedeutung entsteht bei einer Enzymaktivitidtsabnahme in den Leukozyten unter

5% des Normalwertes und geht mit einem defekten Sauerstoffmetabolismus der Granulozyten
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einher (Cooper et al. 1972; Bachner et al.1972; Gray et al. 1973; Kahn et al. 1973; Vives Cor-
rons et al. 1982; Mamlok et al. 1985, 1987; Roos et al. 1999; Costa et al. 2002; van Bruggen et
al. 2002). Die Produktion von Sauerstoffmetaboliten in phagozytierenden Zellen ist dhnlich der
CGD pathologisch. Klinisch weisen die Patienten neben einer chronischen nichtsphirozytéren
hédmolytischen Anémie rezidivierende bakterielle und mykotische Infektionen auf. Die verant-
wortlichen Erreger entsprechen dem Spektrum der chronischen Granulomatose und sind in er-
ster Linie Katalase-positive Bakterien aber auch andere opportunistisch pathogene Erreger, wie
z.B. Pilze (Tab. 4). Dieser mit einem G6PD-Mangel assoziierte Granulozytendefekt tritt dullerst
selten auf und ist bisher bei nur 16 Patienten beschrieben worden (Cooper et al. 1972; Bachner
et al. 1972; Gray et al. 1973; Kahn et al. 1973; Vives Corrons et al. 1982; Mamlok et al. 1985,
1987; Roos et al. 1999; Costa et al. 2002; van Bruggen et al. 2002). In Tabelle 5 sind die klini-

schen Charakteristika der bisher beschriebenen Fille zusammengefalit.

Neutrophile mit einer Enzymaktivitit iiber 15% des Normalwertes weisen einen normalen oxi-
dativen Metabolismus und eine normale bakterizide Aktivitit auf (Rodey et al. 1970; Bachner et
al. 1972; Miller & Wollman 1974; Schiliro et al. 1976; Ardati et al. 1997). Fiir Werte zwischen 5
und 15% gibt es einen Bericht von Matsuura et al. (1983) tiber 2 Geschwister ohne Infektionsan-
félligkeit mit einer G6PD-Aktivitit von 6-7% in den neutrophilen Granulozyten. Beide Patien-
ten zeigten Normalwerte flir den qualitativen NBT-Test und die bakterizide Aktivitéit aber er-
niedrigte Werte fiir die Superoxidanion-Produktion, den Sauerstoffverbrauch und die Chemilu-
mineszenz. Der quantitative NBT-Test war in einem erniedrigt. Wolach et al. (2004) haben zum
ersten Mal eine positive Korrelation zwischen der GOPD-Aktivitit, der HMP-Aktivitit und der
Superoxidanion-Produktion in Granulozyten von Patienten mit G6PD-Mangel gezeigt. In dieser
Studie konnten weitere Patienten mit einem schweren G6PD-Mangel in Neutrophilen (<5% Ak-

tivitdt) identifiziert werden, die interessanterweise keine Infektionsanfélligkeit aufwiesen.
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Tab. 4: Erregerspektrum fur schwere Infektionen bei dem schweren
G6PD-Mange in Granulozyten

E. coli (Cooper et al. 1972)

K. pneumoniae (Cooper et al. 1972)

S. aureus (Gray et al. 1973)

Campylobacter jejuni (Mamlok et al. 1987)

C. violaceum (Mamlok et al. 1985, 1987; van Bruggen et al. 2002)
S. pneumoniae (Roos et al. 1999)

A. nidulans (van Bruggen et al. 2002)

2.6.4.2 Therapie

Eine kausale Therapie des G6PD-Mangels ist nicht bekannt. Wichtig ist die Expositionsprophy-
laxe. Eine Vorbeugung der hdamolytischen Krisen wird durch Vermeidung des auslosenden
Agens sowie durch Bekdmpfung von Infektionen erreicht. Die Hamolyse ist meistens selbstlimi-
tierend und bedarf keiner Behandlung. Bei schwerer Anédmie sind Erythrozytentransfusionen
indiziert. Favismus kann schwer verlaufen, insbesondere im Kindesalter (Belsey 1973; Missiou-
Tsagaraki 1991; Kattamis et al. 1969b). Besonders gefahrlich ist der neonatale Ikterus (Kernik-
terus), der mit Austauschtransfusionen behandelt wird (Doxiadis et al. 1960; Fessas et al. 1962).
Es gibt keine Angaben iiber den Einsatz einer prophylaktischen Therapie bei einer Granulozy-
tendysfunktion. Infektionen sollten bei Patienten mit schwerem G6PD-Mangel und Granulozy-
tendysfunktion mit intrazelluldr wirksamen Antibiotika und/oder Antimykotika wie bei der
chronischen Granulomatose mit besonderer Beriicksichtigung der Hdmolysegefahr behandelt
werden.

Die CNSHA ist bei der Mehrzahl der Patienten mild und bedarf keiner Therapie. Folsdure wird
hiufig gegeben. Bei schwerer Himolyse miissen Erythrozytenkonzentrate transfundiert werden.
RegelmiBige Erythrozytentransfusionen sind selten ndtig. Bei Eiseniiberladung, eine ungewohn-
liche Komplikation der CNSHA, ist eine Therapie mit Eisen-Chelatoren indiziert. In einzelnen
Fillen mit schwerem Verlauf hat die Splenektomie einen positiven therapeutischen Effekt ge-

zeigt (Forni et al. 1994; Luzzatto et al. 2001; Hamilton et al. 2004).
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2.6.4.3 Labordiagnostik

Zum Zeitpunkt einer akuten Hdmolyse kann die Diagnosestellung des G6PD-Mangels sehr
schwierig sein, da nach Destruktion der Zellen mit niedriger Enzymaktivitit, diejenigen mit rela-

tiv hoher Aktivitét librig bleiben.

Zur Bestimmung der Enzymaktivitit gibt es quantitative Methoden und Screening-Tests. Das
methodische Prinzip der quantitativen Methoden besteht in einer spektrophotometrischen Mes-
sung der Reduktion oder Oxidation von Nikotinamid-Adenin-Nukleotiden in Anwesenheit von
G6PD im Hiamolysat (WHO Scientific Group 1967; Kornberg & Horecker 1955). Dieses wird
bei 37°C mit einem Testgemisch aus Substrat und Hilfsreagenzien inkubiert, das so konzipiert
ist, dall die zu bestimmende Enzymaktivitit geschwindigkeitsbegrenzend fiir die Reaktion ist.
MeBgrofe ist die Konzentrationsdnderung der Pyridinnukleotide NADP bzw. NADPH, die pho-
tometrisch erfaft wird. Mit Hilfe standardisierter Formeln wird die Enzymaktivitit berechnet.

Fiir G6PD gibt es orientierende Screening-Tests (WHO Scientific Group 1967).

Fiir die spektrophotometrische quantitative Bestimmung des Enzyms ist ein entsprechendes La-
bor erforderlich. Fiir die Bestimmung in Entwicklungslindern sind einfache Screening-
Methoden entwickelt worden. Einfache semiquantitative Screening-Methoden fiir die Identifi-
zierung defizienter Ménner und homozygot betroffener Frauen sind beschrieben worden (WHO
Scientific Group 1967). Diese Methoden sind allerdings fiir die Detektion heterozygoter Frauen
nicht geeignet.

Die unterschiedliche Enzymaktivitit zwischen defizienten Médnnern bzw. homozygot defizien-
ten Frauen und gesunden Personen kann mittels der spektrophotometrischen Messung der
G6PD-Aktivitit im Hémolysat bestimmt werden. Besonders schwierig ist die Identifizierung
heterozygot betroffener Frauen, deren Enzymaktivitdtswerte im Hamolysat je nach Lyonisie-
rungsratio eine breite Variabilitdt aufweisen. Etwa 20% der heterozygot betroffenen Frauen
konnen spektrophotometrisch nicht erfalt werden (Fairbanks & Fernandez 1969). In dem Fall
sind zytochemische Tests zur Bestimmung der G6PD-Aktivitit im einzelnen Erythrozyt geeig-
net (Kleihauer & Betke 1963; Tonz & Rossi 1964; Fairbanks & Lampe 1968; Stuart et al. 1975;
van Noorden et al. 1982). AuBBerdem eignen sich diese Tests zur Detektion heterozygot betroffe-
ner Frauen mit extremer Lyonisierung sowie G6PD-defizienter Patienten nach vor kurzem abge-
laufener Hdmolyse oder nach Bluttransfusion. Heute stellt die DNA-Diagnostik eine einfache,

sichere und reproduzierbare Methode zur Identifizierung der Betroffenen dar (Beutler 1994).
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Zum Teil duBert sich der GOPD-Mangel durch ein breites Spektrum an biologischen Funktions-
storungen mit charakteristischen Verdanderungen von physikalisch-chemischen Eigenschaften.
Hierbei reicht die alleinige Bestimmung der Enzymaktivitdt nicht aus, vielmehr miissen zusitz-
liche Parameter, z.B. Enzymkinetik, Enzymelektrophorese, pH-Optimum oder Thermostabilitét
zur Diagnose mit herangezogen werden. Im Jahr 1967 standardisierte ein WHO-Experten-
Komitee die Methoden fiir die Isolierung und Charakterisierung der G6PD-Varianten (WHO
Scientific Group 1967).
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Tab. 5. Ubersicht publizierter Patienten mit schwerem G6PD-Mangel und Granulozytendysfunktion: klinische Angaben

Publikation Patient Geschlecht  Alter Klinische M anifestation
(Jahre)
Cooper et al. 1972 Pl w 52 30J: Splenomegalie, leukdmoide Reaktion, CNSHA

34J: Splenektomie

Rezidivierende Infektionen der oberen Atemwege

461 tiefe Cellulitis

49]: Bronchopneumonie

52J: Sepsis (E. coli), Rezidiv (E. coli + Klebsiella pneuminiae) mit todlichem Verlauf

Bachner et al. 1972 P2 m 6 Keine Infektionen
Milde kompensierte CNSHA (Retikulozytenzahl: 2-5%)

Gray et al. 1973 P3" m 17 4J: akute Hamolyse mit Himoglobinurie nach Sulphamethazin-Gabe bei Infektion der oberen Luftwege
10J: Bronchopneumonie, CNSHA, Diagnose des G6PD-Mangels
13-18J: 12 Episoden zervikaler Lymphadenitiden (S. aureus) assoziiert mit milder Andmie und Ikterus

P4® m 16 Neonataler Ikterus prolongatus
Rezidivierende Infektionen der oberen Luftwege assoziiert mit leichter Andmie und Ikterus, CNSHA
8J: Diagnose des G6PD-Mangels
15J: zervikale Lymphadenitis

P5® m 8 Nonataler Ikterus prolongatus
Keine akute Hamolysen, keine Infektionen
Kompensierte CNSHA (Retikulozytenzahl: 8,5%)

Kahn et al. 1973 pP6*™* m 25 Seit der Kindheit hdmolytische Krisen auf dem Boden einer CNSHA, keine Infektionen
P7"" m n.a. Moderate CNSHA, keine Infektionen

Vives Corrons et al. P8 m 34 Im Kindesalter rezidivierende Episoden mit Fieber, Ikterus und dunkel gefarbtem Urin

1982 sowie rezidivierende infektionen der oberen Atemwege

Rezidivierende transfusionsbediirftige hdmolytische Krisen, CNSHA
25]J: Diagnose des G6PD-Mangels
3 Episoden bakterieller Pneumonien zwischen 25-34J

Mamlok et al. 1985,  P9* m 3 Schwerer neonataler Ikterus, hdmolytische Krisen, 2J: Diagnose einer CNSHA bei Klasse I G6PD-Mangel
1987 3J: C. violaceum-Sepsis mit todlichem Verlauf
P10* m 3 Schwerer neonataler Ikterus, hdmolytische Krisen, 2J: Diagnose einer CNSHA bei Klasse I G6PD-Mangel

3J: schwere Campylobacter jejuni-Gastroenteritis

Roos etal. 1999 P11 w 39 Schwerer neonataler Ikterus
Rezidivierende hdmolytische Krisen bei Einnahme von Aspirin im Rahmen von Infektionen
Pneumokokken-Pneumonie, Zystitis
Rezidivierende Infektionen der Luftwege
Milde CNSHA

Costa et al. 2002 P12 m 5 Schwerer neonataler Ikterus
Héamolytische Krisen vorwiegend bei Infektionen
Rezidivierende Infektionen der Luftwege, Gastroenteritiden
CNSHA mit erhohter Retikulozytenzahl und Splenomegalie

van Bruggen et al. GH** m 20 15J: disseminierte Aspergillose (4. nidulans) mit transfusionsbediirftiger Himolyse
2002 Milde kompensierte CNSHA
WH ** m 19 Neonataler Ikterus, hamolytische Krisen bei Infektionen, keine Infektionen

Milde kompensierte CNSHA

MtH** m 11 Keine akute Hamolyse, keine Infektionen
Milde kompensierte CNSHA

MG m 8 3J: C. violaceum-Sepsis mit Himolyse
Milde kompensierte CNSHA

m: ménnlich, w: weiblich, n.a.: nicht angegeben, J: Jahre, CNSHA: chronische nichtspharozytéire hamolytische Andmie
""", %, ** Geschwister, * identische Zwillinge
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Tab. 6: Ubersicht publizierter Patienten mit schwerem G6PD-M angel und Granulozytendysfunktion: labor chemischer
Phanotyp, klinischer Phanotyp und Genetik

Patient G6PD-Aktivitat , oxidative Klinische Manifestation G6PD-Variante Mutation
burst*
RBC PMN/WBC Héamolyse Infektionen

P1 erniedrigt® 0% WBC p CNSHA +

<1% PMN
P2 erniedrigt 5% PMN p CNSHA -
P3 0% 0% WBC p CNSHA +
P4 0% 0% WBC p CNSHA +
P5 0% 0% WBC p CNSHA -
P6*™* 0% <5% PMN p CNSHA - Benaventolike

<5% WBC
p7"" 0% <5% PMN p CNSHA - Benaventolike

<5% WBC
P8 0% 2% WBC p CNSHA + Barcelona
P9* 0% n.d. n.d. CNSHA +
P10* 0% 3,5% PMN p CNSHA + Baumont
P11 0% 3-4% PMN p CNSHA + Volendam heterozygot: 514 C>T, 172 Pro>Ser

<3% WBC
P12 0% 0% PMN p CNSHA +
GH 0% 0% PMN P CNSHA + Amsterdam 180-182 - Deletion, 61: Fehlen von Leucin
WH 0% 0% PMN p CNSHA - Amsterdam 180-182 - Deletion, 61: Fehlen von Leucin
MtH 0% 0% PMN p CNSHA - Amsterdam 180-182 - Deletion, 61: Fehlen von Leucin
MG 0% 0% PMN P CNSHA + Amsterdam 180-182 - Deletion, 61: Fehlen von Leucin

® 36% der Kontrolle, aber nach Erythrozytentransfusion. Die GOPD-AKktivitdt in den Erythrozyten der Patientin sollte signifikant niedriger sein.
"* Geschwister; ein klinisch asymptomatischer Bruder mit gleich schwerem G6PD-Mangel in RBC wurde nicht eingeschlossen, weil es keine Angaben
iiber die Granulozytenfunktion gibt.

* identische Zwillinge

p: pathologisch

n.d.: nicht untersucht
CNSHA: chronische nichtsphérozytére hdmolytische Andmie

RBC: Erythrozyten, WBC: Leukozyten, PMN: Granulozyten bzw. Neutrophile
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Tab. 7:

Ubersicht publizierter Patienten mit schwerem G6PD-Mangel
und Granulozytendysfunktion: Neutrophilenfunktion

, oxidative bur st*

Patient Methode Ergebnis
P1 NBT-Test quantitativ 0%
H,0,-Produktion erniedrigt
P2 H,0,-Produktion erniedrigt
P3 NBT-Slide-Test <1%
P4 NBT-Slide-Test <1%
P5 NBT-Slide-Test <1%
P6 NBT-Slide-Test 21%
P7 NBT-Slide-Test 17%
P8 NBT-Slide-Test 10%
NBT-Test quantitativ erniedrigt
0O, -Produktion erniedrigt
P9* n.d. n.d.
P10* NBT-Slide-Test 4%
NBT-Test quantitativ 15% der Kontrolle
Chemilumineszenz erniedrigt
P11 H,0,-Produktion erniedrigt
0,-Verbrauch erniedrigt
P12 DHR-Test erniedrigt
GH NBT-Slide-Test 100% schwach positiv
DHR-Test erniedrigt
0,-Verbrauch erniedrigt
O, -Produktion erniedrigt
WH NBT-Slide-Test 44% positiv, 56% schwach positiv
DHR-Test erniedrigt
0,-Verbrauch erniedrigt
MtH NBT-Slide-Test 20% positiv, 80% schwach positiv
DHR-Test erniedrigt
0,-Verbrauch erniedrigt
O, -Produktion erniedrigt
MG NBT-Slide-Test 100% schwach positiv
DHR-Test erniedrigt
0,-Verbrauch erniedrigt

NBT-Slide-Test: Ergebnis als % der Formazan-positiven Zellen angegeben.
* identische Zwillinge



3 PATIENTEN UND METHODEN
3.1 PATIENTEN
3.1.1 FamilieH - Klinische Angaben

Patient GH wurde 1981 geboren. Er ist der zweite von 4 S6hnen deutscher Eltern. Bis zum Alter
von 15 Jahren war er gesund. Anamnestisch gab es keine Infektionsanfalligkeit, keinen Ikterus
in der Neugeborenenperiode oder in spéteren Zeiten und keine akute Hamolyse. Im Alter von 15
Jahren traten bei ihm wihrend eines Praktikums als Tierpfleger im Zoo rezidivierendes Fieber,
Gastroenteritis, Husten und Appetitlosigkeit auf. Der Allgemeinzustand war dabei reduziert. Es
wurden eine Gastroenteritis und eine Infektion der Luftwege diagnostiziert. Dabei fiel eine An-
dmie sowie eine leichte intermittierende Hyperbilirubindmie [Hb-Werte: 10-12g/dl, gesamt Bili-
rubin um 1,5mg/dl (Normbereich bis 1,0mg/dl)] auf. Die Transaminasen lagen im Normbereich.

Im linken Oberschenkel trat eine knotige Hautverdnderung von ca. 3cm Durchmesser auf, die
operativ entfernt wurde. In der Biopsie wurde eine teils nekrotische, teils abszedierende ent-
zlindliche Weichteil-Infiltration mit Eosinophilie nachgewiesen. Die mikrobiologische Untersu-
chung war positiv fiir Schimmelpilze.

Kurz nach dem operativen Eingriff erfolgte eine stationidre Aufnahme wegen mehrerer generali-
sierter Krampfanfille. Es wurde eine disseminierte invasive Aspergillose mit Beteiligung der
Lunge, des Zentralnervensystems und der Weichteile (Haut-Muskel) festgestellt. Die bildgeben-
de Diagnostik [Schéddel- und Thorax-CT (Computertomographie)] zeigte einen hochparietal
rechtsseitig gelegenen Rundherd mit einem Durchmesser von etwa 2cm, eine 3cm gro3e Raum-
forderung im rechten Hilus sowie Infiltrate im rechten Unterlappen. Im Verlauf entwickelte sich
eine zervikale Querschnittsymptomatik als Folge eines zervikalen epiduralen Empyems. In meh-
reren Wundabstrichen (Oberschenkel, Gesdll) sowie im Punktat eines Ileopsoas-Abszesses und
im Material des epiduralen Empyems wurde Aspergillus nidulans nachgewiesen.

Die Infektion wurde zunéchst erfolgreich liber 2 Monate mit Amphotericin B und Flucytosin
gefolgt von liposomalem Amphotericin B und Itraconazol behandelt. Die mit der Infektion asso-
ziierte hamolytische Andmie bedurfte mehrerer Erythrozytentransfusionen.

Der Patient erhielt im weiteren Verlauf eine orale Therapie mit Itraconazol in therapeutischer
Dosierung iiber 2 Jahre und in prophylaktischer Dosierung iiber 1 Jahr. Darauthin sind innerhalb
eines Beobachtungszeitraums von 4 Jahren ohne antibiotische und antimykotische Prophylaxe

keine weiteren Infektionen aufgetreten.
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Die neurologische Symptomatik (Hypertonie) der unteren Extremitéten besserte sich nach inten-

siver Physiotherapie sowie operativen Mal3nahmen.

Im infektionsfreien Interval liegen die Hdmoglobin-Werte zwischen 11,2 und 14g/dl, das Ge-
samt-Bilirubin zwischen 1,6 und 3,1mg/dl (Normbereich bis 1,0), der Haptoglobin-Wert zwi-
schen 29 und 44mg/dl (Normalwerte: 40-270) und die Retikulozytenzahl zwischen 75 und

99%0. Die absolute Neutrophilenzahl im peripheren Blut liegt im Normbereich.

Familienanamnese:

GH hat drei Briider (MfH geb. 1977, WH geb. 1982 und MtH geb. 1990). Beim Bruder WH ist
ein G6PD-Mangel der Erythrozyten bekannt, der klinisch durch einen neonatalen Ikterus und
hamolytischen Krisen im Rahmen von banalen Infektionen manifest wurde. Es besteht keine
vermehrte Infektionsanfilligkeit. Im infektionsfreien Intervall weist er eine erhohte Retikulozy-
tenzahl bei normalen Hamoglobin- und Himatokrit-Werten auf (Retikulozyten: 32%g, Hb:
14,5g/dl, Hkt: 42%). Die weiteren 2 Briider MtH und MfH sind klinisch gesund. MtH weist
ebenso im infektionsfreien Intervall erhohte Retikulozytenzahlen bei normalen bis leicht ernied-
rigten Hémoglobin- und Himatokrit-Werten auf (Retikulozyten: 56%g, Hb: 12.9g/dl, Hkt:
39.4%). MfH hat normale Blutbild-Werte.

Beide Eltern sind gesund. Die Mutter AH weist erhdhte Retikulozytenzahlen bei normalen Ha-
moglobin- und Himatokrit-Werten auf (Retikulozyten: 39%/g9, Hb: 13.5g/dl, Hkt: 40.5%). In der

maternalen Familie sind alle Personen gesund (siche Stammbaum in Abbildung 17).

3.1.2 Familie G - Klinische Angaben

Patient MG wurde 1993 geboren und ist der einzige Sohn indischer Eltern (aus Hindustan). Bis
zum Alter von 3,5 Jahren war er gesund. Zu diesem Zeitpunkt erfolgte eine stationdre Aufnahme
aufgrund von Fieber, Husten, Tachypnoe und Tachykardie. Es wurde eine Pneumonie diagnosti-
ziert. Die Rontgen-Aufnahme der Lunge zeigte eine Infiltration rechts basal. In der Blutkultur
wurde Chromobacterium violaceum nachgewiesen. Zusétzlich fiel eine Andmie (Hb: 7,5g/dl)
auf, die zunichst auf die Sepsis zuriickgefiihrt wurde. Die initiale Behandlung mit Cephalospo-
rin wurde nach Antibiogramm auf Meropenem fiir weitere 14 Tage umgestellt. Es zeigte sich
dadurch eine deutliche klinische Besserung. Die laborchemischen Entziindungsparameter nor-
malisierten sich, wobei die Andmie weiterhin persistierte. Einen Tag nach Absetzen der antibio-
tischen Therapie erfolgte ein Riickfall hinsichtlich der Sepsis. In der Blutkultur wurde erneut

Chromobacterium violaceum nachgewiesen. In der MRT (Magnetresonanztomographie) wurden
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osteomyelitische Veridnderungen des Wirbelkdrpers Th10 nachgewiesen. Eine intravendse anti-
biotische Therapie mit Meropenem und Ciprofloxacin fiir 28 Tage gefolgt von oraler Gabe von
Ciprofloxacin fiir weitere 2 Wochen fiihrte zur Beseitigung der Infektion.

Im folgenden Beobachtungszeitraum von 4 Jahren blieb der Patient ohne eine prophylaktische

antibiotische Therapie infektionsfrei.

Im infektionsfreien Intervall liegen die Hb-Werte zwischen 9,7 und 11,3g/dl, die Haptoglobin-
Werte zwischen 20 und 30mg/dl (NW: 40-180), die Retikulozytenzahl zwischen 35 und 67%
und das Gesamt-Bilirubin um 1,16mg/dl (Normbereich bis 1,0). Die absolute Neutrophilenzahl

im peripheren Blut liegt im Normbereich.

Familienanamnese:

MG ist das einzige Kind gesunder Eltern. In der maternalen Familie sind alle Personen gesund.

32 METHODEN
3.2.1 Untersuchungsmaterial

Fiir die Laboruntersuchungen wurde peripheres Vollblut je nach angewendetem Test entweder
mit Heparin (Natrium-Heparin ohne Konservierungsmittel, 10 IU/ml) oder mit EDTA (ethylene

diamine tetra-acetate) versetzt.

3.2.2 Isolierung der Zellen

Die Isolierung der Granulozyten (fiir folgende Bestimmungen: Cytochrom b-Spektrum, Cytoch-
rom b-Expression mittels 7D5-Antikorper, NBT-Test, O, -Produktion, Chemotaxis und MPO-
Farbung) erfolgte aus heparinisiertem Blut {iber Dextran und Ficoll. Drei Teile Blut wurden mit
einem Teil 3%igem Dextran (Dextran T 500, Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala Sweden,
3g in 100ml 0,9 NaCl) gemischt und 30 Minuten bei Raumtemperatur stehen gelassen. Der nach
Aggregation und Sedimentation der Erythrozyten gebildete Uberstand wurde vorsichtig iiber
Ficoll (Biochrom, Berlin) geschichtet und 20 Minuten bei 2000 Umdrehungen/Minute (U/Min)
zentrifugiert. Die im Pellet mit den Granulozyten abgesunkenen Erythrozyten wurden mit Aqua
bidest. lysiert. Die Zellen wurden anschlieBend mit HBSS (Hank’s balanced salts solution) ohne
Phenolrot (Biochrom, Berlin) gewaschen und auf die gewiinschte Konzentration je nach Test-
verfahren eingestellt.

Fiir den DHR-Test wurden Leukozyten im autologen Serum verwendet. Die Isolierung erfolgte

aus heparinisiertem Blut nach Entfernung der Erythrozyten durch Sedimentation mittels der Hi-
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stopaque-Methode (Rothe 1994). Mit einer Pasteur-Pipette wurden je 2ml heparinisiertes Blut
auf 3ml Histopaque-1077 (Polysucrose-Natriumdiatrizoat-Losung, Dichte 1,077g/ml) geschich-
tet. Bei dieser Methode bildet sich nach Sedimentation der Erythrozyten (ohne Zentrifugation)
durch Aggregation an der Grenzfliche bei Raumtemperatur nach 30-40 Minuten ein klarer
Plasmaiiberstand, der ca. 2x10” unseparierte Leukozyten pro ml sowie Thrombozyten enthlt.
Die oberen 0,8ml des Plasmaiiberstandes wurden abgezogen und in Eis gestellt. Der Vorteil der
Methode ist, daf} der Plasmaiiberstand nicht mit dem Medium kontaminiert ist und daher auf das

nachfolgende Waschen der Zellen verzichtet werden kann.

Die Erythrozyten wurden aus EDTA-Blut mittels Zentrifugation (2000 U/Min fiir 10 Minuten)
bei Raumtemperatur gefolgt von Aspiration des Uberstandes (Plasma und ,buffy coat) isoliert.

Die Zellen wurden anschlieBend 3 mal mit 0,154M Saline gewaschen (Loos et al. 1976).

Die Leukozyten wurden aus EDTA-BIlut mittels Zentrifugation, Aspiration des Plasmaiiberstan-
des und Lysis der Erythrozyten mit isotonischer NH4Cl-Losung isoliert (Weening et al. 1974).

Die Lymphozyten und die neutrophilen Granulozyten (fiir die Bestimmung von O,-Verbrauch
und G6PD-Enzymaktivitidt) wurden aus Leukozyten mittels Zentrifugation iiber isotonischem

Percoll isoliert.

Die neutrophilen Granulozyten (fiir die E. coli-Bakterizidie) wurden aus EDTA-Blut mittels
Zentrifugation {liber Ficoll-Isopaque (Dichte 1,077g/ml) und anschlieBender Lysis der Erythro-
zyten mit isotonischer NH4Cl-Losung isoliert (Weening et al. 1974).

3.2.3 Methodenbeschreibung
3.2.3.1 G6PD-Aktivitatsbestimmung

Die Bestimmung der G6PD-Aktivitdt in Erythrozyten und Granulozyten erfolgte mittels einer
modifizierten Methode von Kornberg und Horecker (Kornberg & Horecker 1955).

3232 NBT-Test

Die intrazelluldre O,-Produktion der Neutrophilen wurde durch den Nitroblautetrazolium-Test
(NBT-Slide-Test), eine semiquantitative zytochemische Methode, bestimmt (Preisig & Hitzig
1971). Eine maximale Aktivierung der Zellen erfolgte durch PMA oder Candida.

Zur Vorbereitung der resultierenden PMA-Arbeitslosung (20pg/ml) wurden zu der vorportio-
nierten Stammldsung von PMA (phorbol-12-myristate-13-acetate) (Sigma, Deisenhofen) [10pl,
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2mg/ml in DMSO (dimethylsulfoxide)] 990ul HBSS (Hank’s balanced salts solution) ohne Phe-
nolrot (Biochrom, Berlin) hinzugegeben. NBT (Nitroblautetrazolium) (Serva, Heidelberg) wur-
de in Sorensen-Puffer (1mg/ml) gelost. Candida albicans wurde 24-48 Stunden in Nihr-
Bouillon bei 37°C bebriitet und danach zentrifugiert, 2 mal in NaCl gewaschen, 10 Minuten au-
toclaviert, nochmals zentrifugiert, 2 mal in NaCl gewaschen, mit McFarland-Standard auf ca.

5x10%/ml eingestellt und in Portionen eingefroren.

Die isolierten Granulozyten wurden auf 1x10’ eingestellt. Fiir den Testansatz wurden 250pl
(2,5x10” Zellen) mit Albumin-Sérensen-Puffer [15mg Humanalbumin (Behring, Marburg) in
100ml Sérensen-Puffer, pH 7,2] gewaschen und zentrifugiert.

Fiir den Ansatz mit Candida wurden 250p1 abzentrifugierte Granulozyten (2,5x10” Zellen) mit
100ul Patienten- bzw. Kontroll-Serum, 200ul NBT-Losung und 100ul Candida gemischt. Fiir
den Ansatz mit PMA wurden 250pl abzentrifugierte Granulozyten (2,5x10” Zellen), 200ul
NBT-Losung und 50ul PMA gemischt.

Nach Inkubation der Proben iiber 15 Minuten bei 37°C auf dem Schiittler wurden Ausstriche
angefertigt. Die luftgetrockneten Ausstriche wurden mit Methanol fixiert und 10 Minuten mit
einer 2%igen Methylgriinlosung zur Anfarbung der Zellkerne behandelt.

Die Auswertung erfolgte im Mikroskop. Es wurden 100 segmentkernige Granulozyten ausge-
zahlt. Das Ergebnis wurde als Prozentzahl der Zellen mit intrazellulirem Nachweis von blauem
Formazan angegeben. Die Farbintensitit wurde als positiv, schwach positiv oder negativ ange-

geben. Eine gesunde Testperson wurde zur Kontrolle mitgetestet.

3233 DHR-Test

Die quantitative Bestimmung der intrazelluldren H,O,-Produktion in PMA-stimulierten Granu-
lozyten erfolgte durchfluzytometrisch mittels Dihydrorhodamin-123 (Rothe et al. 1991; Rothe
et al. 1994).

Als Reagenzien wurden Dihydrorhodamin (DHR)-123 (Molecular Probes, Eugene, OR, USA),
PMA (phorbol-12-myristate-13-acetate) (Sigma, Deisenhofen), DMF (dimethylformamide)
(Sigma, Deisenhofen), SNARF-1/AM (carboxy-seminaphthorhodafluor-1 acetoxymethyl ester)
(Molecular Probes, Eugene, OR, USA) und PBS (phosphate-buffered saline, PBS-Dulbecco) mit
Ca, Mg (Biochrom, Berlin) verwendet.

Aus den vorportionierten Stammlosungen von DHR (100ul, 1,ImM in DMF), PMA (10ul,
ImM in DMF) und SNARF-1/AM (10ul, ImM in DMF) wurden durch Zugabe von je 1ml PBS
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die resultierenden Arbeitslosungen (DHR 100uM; PMA: 10uM; SNARF-1/AM: 10uM) prépa-
riert.

In Polypropylenréhrchen (Becton Dickinson, Heidelberg) wurde je 1ml PBS zugegeben und im
Blockthermostat auf 37°C gestellt. Nach 10 Minuten folgte die Zugabe von je 20ul der isolierten
Leukozytensuspension und je 10ul Arbeitslosung von DHR (Endkonzentration 1uM), 10ul
PMA (Endkonzentration 0,1uM) und 10ul SNARF (Endkonzentration 0,1uM). Nach 25 Minu-
ten Inkubation der Zellen wurde die Stimulation durch Stellen der Proben ins Eiswasserbad be-

endet.

Die aus der Oxidation von DHR-123 durch H,O, zu Rhodamin (RH)-123 resultierende Griin-
fluoreszenz (510-530nm) sowie die Orangefluoreszenz (575-595nm) bei SNARF-1-Farbung der
Zellen wurden im DurchfluBzytometer (Beckton Dickinson, Heidelberg) simultan mit der zellu-
laren Vorwiérts- (Forward Scatter, FSC) und Seitlichstreuung (Side Scatter, SSC) analysiert. Die
Abgrenzung lebender Leukozyten von Erythrozyten oder Thrombozytenaggregaten wurde an-
hand der in lebenden Zellen vorhandenen intrazelluliren Spaltung von nichtfluoreszenten

SNARF-1/AM zu SNARF-1-Orangefluoreszenz ermdglicht.

In Neutrophilen mit normalem oxidativen Metabolismus bewirkt die maximale Stimulation mit
PMA einen iiber 200fachen Intensitdtsanstieg der griinen Fluoreszenz (500-540nm) (Rothe et al.
1991; Rothe et al. 1994). Die Methode erlaubt eine quantitative Bestimmung der Wassestoftpe-
roxidproduktion in der einzelnen Zelle. Eine sichere Abgrenzung von Subpopulationen mit un-
terschiedlicher H,O,-Produktion ist gewiahrleistet. Das Ergebnis wurde als Mittelwert der Fluo-
reszenzintensitét (entspricht der HO,-Produktion) der Neutrophilen angegeben. Bei Zellpopula-
tionen mit unterschiedlicher HO,-Produktion wurde zusétzlich der prozentuale Anteil der Zel-
len angegeben.

Als Negativkontrolle wurde eine Probe ohne Stimulus und als Positivkontrolle Zellen einer ge-

sunden Testperson mitgetestet.
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3.2.3.4 Superoxidanion-Produktion

Die intrazelluldre Produktion von O, in stimulierten Granulozyten wurde photometrisch mittels
der Reduktion des Cytochroms ¢ bestimmt. Fiir die Vorbereitung aller Losungen wurde HBSS

ohne Phenolrot (Biochrom, Berlin) verwendet.

Cytochrom ¢ (Sigma, Deisenhofen) wurde in HBSS gelost (12,8mg/ml) und bei 4°C lichtge-
schiitzt aufbewahrt. PMA (phorbol-12-myristate-13-acetate) (Sigma, Deisenhofen) wurde in
DMSO (dimethylsulfoxide) (Serva, Heidelberg) (2mg/ml) gelost und in 10ul Portionen einge-
froren. Fiir den Ansatz wurde die vorportionierte Stammldsung in HBSS geldst [10ul in 990ul
HBSS (=20pg/ml)] und bei 4°C aufbewahrt. fMLP (formyl-methyionyl-leucyl-phanylalanine)
(Sigma, Deisenhofen) wurde in DMSO gelost [50mg in 1140ul (=10"Mol/)] und in 10ul Por-
tionen eingefroren. Fiir den Ansatz wurde die vorportionierte Stammlésung in HBSS gelost

[10ul in 990ul HBSS (=10 Mol/I)] und bei 25°C aufbewahrt.

Die isolierten Granulozyten wurden auf eine Zellzahl von 1x10” Zellen/ml in HBSS eingestellt.
Fiir den Ansatz mit PMA wurden zu 875ul HBSS 25ul Granulozytensuspension, 50ul PMA und
50ul Cytochrom ¢ zugefiigt. Fiir den Ansatz mit fMLP wurden zu 915ul HBSS 25ul Granulozy-
tensuspension, 10ul fMLP und 50ul Cytochrom ¢ zugegeben. Als Negativkontrolle wurde ein
Ansatz ohne Stimulus (PMA bzw. fMLP) getestet. Eine gesunde Testperson wurde zur Kontrol-
le mitgetestet.

Die Proben wurden 1 Stunde lang bei 37°C auf dem Schiittler inkubiert und anschlieBend 5 Mi-
nuten lang ins Eiswasserbad zur Beendigung der Stimulation gestellt. Danach wurden sie 5 Mi-
nuten bei 4000 U/Min zentrifugiert.

In einem Photometer wurde die Extinktion des Uberstandes bei 550nm gegen Luft gemessen.
Das Ergebnis (in Mol/l) wurde als das Resultat der Extinktion der Probe nach Abzug der Extink-

tion des Leerwertes multipliziert mit dem Faktor 47,4 angegeben.

3.2.35 Sauerstoffverbrauch

Es wurde der Sauerstoffverbrauch wihrend der ,,respiratory burst““-Reaktion neutrophiler Gra-

nulozyten gemessen (Weening et al. 1974).

Isolierte Neutrophile wurden in einem Medium bestehend aus 138mM NaCl, 2,7mM KClI,
8,ImM Na,HPO4, 1,5mM KH,PO4, 0,6mM CaCl,, 1,0mM MgCl,, 5,5mM Glucose und 0,5%
(wt/vol) Humanalbumin (pH 7.4) suspensiert. Die Stimulation der Granulozyten erfolgte mittels

opsonierten Zymosan-Partikeln oder PMA. Der Sauerstoffverbrauch wurde polarographisch
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mittels einer Sauerstoffelektrode gemessen (Weening et al. 1974). Das Ergebnis wurde in

nM/10° Granulozyten pro Minute angegeben.

3.2.3.6 Bakterizidie

Die bakterizide Aktivitdt (Phagozytose - Perforation der Zellwand - Abtdtung von E. coli-
Bakterien) der neutrophilen Granulozyten wurde nach bereits beschriebener Methode
durchgefiihrt (Hamers et al. 1984). Fiir den Testansatz wurden isolierte Neutrophile mit
opsonierten E. coli-Bakterien in einem Neutrophilen-zu-Bakterien Verhiltnis von 1:10
inkubiert. Die Kinetik fiir die Phagozytose, die Perforation der Bakterienzellwand sowie die
Inaktivierung bakterieller Proteinen erfolgte mittels der f-Galaktosidase-Aktivititsmessung.

Die Auswertung erfolgte mittels eines Computer-Programms nach einem mathematischen
Modell. Das Ergebnis wurde mit einem Wert fiir die Phagozytose (k1), einem Wert fiir die
Perforation (k;) und einem Wert fiir die Bakterien-Inaktivierung (k3) angegeben. Eine gesunde

Testperson wurde zur Kontrolle mitgetestet.

3.2.3.7 Cytochrom b-Expression - Spektrumanalyse

Der Nachweis von Cytochrom b erfolgte mittels der spektrophotometrischen Analyse (Segal et

al. 1983).

Die isolierten Granulozyten wurden in HBSS ohne Phenolrot (Biochrom, Berlin) auf eine
Endkonzentration von mindestens 2x10” Zellen/ml suspensiert. In EppendorfgefiBen wurde je
Iml der Zellsuspension abpipettiert und 10 Minuten bei 12000 U/Min zentrifugiert. Zu Pellet
wurden 0,4ml Tris-Puffer (50mM, pH 8,0) und 0,5ml 2%iges Triton X-100 (Serva, Heidelberg)
in Tris-Puffer (50mM, pH 8,0) zugegeben. Die Proben wurden 30 Minuten lang bei 4°C
inkubiert. Nach Zentrifugation (10 Min bei 12000 U/Min) wurde der Uberstand (ca. 1ml) zur
Messung entnommen. Vor der Messung wurden einige Kornchen Natriumdithionit (Merck,
Darmstadt) zugegeben. Der Leerwert wurde mit einer Probe ohne Natriumdithionit bestimmt.
Eine gesunde Testperson wurde zur Kontrolle mitgetestet.

Die Messung erfolgte mit einem Spektralphotometer (Fa Gilford). Es wurde der ,,peak*
zwischen 425 und 428nm ausgewertet (Metcalf et al. 1986). Das Ergebnis wurde in pMol/10°

Zellen angegeben.
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3.2.3.8 Cytochrom b-Expression - Nachweis mittels monoklonaler 7D5-Antikér per

Die Expression des Cytochrom b wurde durchflulzytometrisch (Emmendorffer et al. 1991) mit-
tels monoklonaler 7D5-Antikorper (Maus-IgG1-Isotyp) (Nakamura et al. 1987) gegen die mem-
brangebundene gp91phox Untereinheit (Yamauchi et al. 2001; Burritt et al. 2001) bestimmt.

Die isolierten Granulozyten wurden auf 2x10” in PBS (Dulbecco) (Biochrom, Berlin) ohne Ca,
Mg zu 0,02% Natriumazid eingestellt.

Zur Markierung von Granulozyten wurden anti-Leu M1-Antikorper (CD15) (Becton Dickinson,
Heidelberg) und zur Markierung von Monozyten anti-Leu M3-Antikorper (CD14) (Becton Di-
ckinson, Heidelberg) verwendet. Die Zellen wurden mit 7D5-Antikorpern oder Maus-IgG1-
Antikdrpern (Coulter, Miami, FL, USA) (als Kontrolle fiir die nicht spezifische Bindung von
IgG1 in Zellen) inkubiert. Nach 30 Minuten Inkubationszeit bei 4°C wurden die Zellen mit
PBS/Azid (PBS ohne Ca und Mg + 0,02% Natriumazid) gewaschen und danach mit DTAF
(dichlorotriazinyl-amino-fluorescein)-konjugierten ~ F(ab’),-Fragmenten  Ziege-anti-Maus-
IgG+IgM (H+L)-Antikdrpern (Dianova, Hamburg) 30 Minuten lang bei 4°C inkubiert. Die Zel-
len wurden anschlieBend mit PBS/Azid gewaschen, mit 1% Paraformaldehyd in PBS fixiert und
im FACScan analysiert. Das Ergebnis wurde als Prozentzahl der 7D5-positiven Zellen angege-

ben. Eine gesunde Testperson wurde zur Kontrolle mitgetestet.

3.2.3.9 Myeoperoxidase-Féarbung

Der Nachweis des Enzyms in Granulozyten erfolgte im Ausstrich des peripheren Blutes mittels
einer modifizierten zytochemischen Methode von Goodpasture (Goodpasture 1919) ohne Sodi-

um-Nitroprussid und mit Himalaun-Losung fiir die Zellkernférbung.

Der angefertigte Ausstrich aus dem peripheren Blut wurde mit Fixier-Losung [10ml 37% Form-
aldehyd (Merck Darmstadt) + 90ml 96% Alkohol] 30 Sekunden bedeckt. Danach wurde der
Ausstrich mit Peroxidase-Reagenz [30ml 96% Alkohol, 20ml Aqua dest., 0,2ml 3% Wasser-
stoffperoxid, 0,02g Benzidin (Merck, Darmstadt)] 1 Stunde bedeckt. Zur Anfarbung der Zell-
kerne wurde der Ausstrich anschlieBend mit Himalaun-Losung (Merck, Darmstadt) behandelt.

Die Auswertung erfolgte mikroskopisch in Neutrophilen und Eosinophilen. Normal positive Re-
aktion: gelb-braune zytoplasmatische Granula, blauer Kern. Negative Reaktion: helles Zyto-

plasma, blauer Kern.
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3.2.3.10 Chemotaxisunter Agarose

Die gerichtete Wanderung der Neutrophilen wurde mittels fMLP als chemotaktischer Stimulus
in einem 1,3%igen Agarose-Gel bestimmt (Nelson et al. 1981).

Zur Anfertigung des 1,3%igen Agarose-Gels wurden 144mg Agarose (Behring, Marburg) in
6ml Aqua dest. aufgelost, 10 Minuten aufgekocht, bei 56°C ca. 1 Stunde ins Wasserbad gestellt
und anschlieBend in 50x15mm Petrischalen gefiillt. Mit einer Schablone und einer Stanzkaniile
(2,5mm Durchmesser) wurden sternformig 3 Locher pro Ansatz mit Zwischenabstinden von
4mm gestanzt. Die isolierten Granulozyten wurden auf 1x10’/ml eingestellt, davon wurden 10pl
(1x10° Zellen) pro Ansatz entnommen. Als chemotaktischer Stimulus wurde fMLP (Sigma,
Deisenhofen) in einer Konzentration von 5x10°M und als negative Puffer-Lésung 10x199 Lo-
sung (ICN Pharmaceuticals, Ohio) verwendet. Die Platten wurden 2 Stunden lang bei 37°C und
CO,-Milieu inkubiert und anschlieflend fiir 30 Minuten mit 3ml Methanol und fir weitere 30
Minuten mit Formaldehyd bedeckt. Nach Entfernung des Gels wurden die Praparate bei Raum-
temperatur getrocknet und anschliefend wurde die Wanderstrecke der Granulozyten bestimmt.

Eine gesunde Testperson wurde zur Kontrolle mitgetestet.

3.23.11 Lymphozytenkultur

Isolierte Lymphozyten wurden in Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium mit 10%igem fetalen

Kalbsserum, Penicillin/Streptomycin, L-Glutamin und Phytohaemagglutinin (PHA) inkubiert.

3.2.3.12 Molekulargenetische Unter suchungen

DNA und mRNA wurden aus Blutleukozyten isoliert (Sambrook et al. 1989). Die isolierte
mRNA wurde in cDNA umgeschrieben (Roos et al. 1999).

Die Analyse der DNA und der cDNA (complementary DNA) erfolgte wie bereits beschrieben
(Roos et al. 1999) mittels eines ABI Prism 377 automatischen Sequenzers (Applied Biosystems,
Forster City, CA). Die verwendeten Primer fiir die PCR-Amplifikation und DNA-
Sequenzierung sind in Tabelle 8 aufgelistet. Eine gesunde Testperson wurde zur Kontrolle mit-

getestet.
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Tab. 8. Auflistung der verwendeten Primer fir die PCR-Amplifikation und die DNA-Sequenzierung

Primer-Sequenz

Amplifiziertes Fragment
Basenpaare (Grofie)

Annealing-Bereich

G6PD-Protein-Region

PRS
Pras

1s

las

2s

2as

3s

4as

5s

Sas

6s

6as

7s

7as

8s

8as

9s

9as

10s
10as
11s
11as
12s
12as
13s
13as
3'UTRs
3’UTRas
CDNAs
CDNAas

(O BV R RV RV, IRV, BV B B BV, RV, BV, BV B BV BV RV, IV, BV, BV B RV RV, BV, BV, BV, BV RV RV, |

W

" CTCTGCAGGCCCGCGGAAGCTCGTT 3’

" CCGCTGCCGCTGCTCTGCATCCCCA 37

" CGGCGATGGGGATGCGGGAGCACTA 3’
"GCGGAGCGCGGGACAGTACGCTCCT 37
"AGGACCTCTCAAGAAAGGGGCTAAC 3’
" AAAAGCTGAGGCATGGAGCAGGCAC 3’
" AAGGGTGGAGGATGATGTATGTAGG 3’
"TGGGGGCTGGTAGAGAGGGCAGAAC 3’
"CTGGGGCAGAACACACACGGACTCA 3’
" ATAGAGTGGTGGGAGCACTGCCTGG 3’
"TGGGAGGGCGTCTGAATGATGCAGC 3’
"GGCCAGGTGAGGCTCCTGAGTACCA 3’
"GGGTGACCCCTCACATGTGGCCCCT 3’
"GGCTCTGCCACCCTGTGCCAGCCT 3’
"GTTTGGGGTCCCCATGCCCTTGAAC 3’

" CAGATGGGCCTGCGACAGGGCATGC 3’
"TGCACATCTGTGGCCACAGTCATCC 3°

" TGCCCGCACACAGGGCATGCCCAGT 3’
"GCTCCCACTGAGACACTCACGCACT 3’
"GGCCCAGGCCGCCCACCCTCCACA 37

" CTGGGGCCCGGGGGACTCCACATGGT 3’
" ACCCCATAGCCCACAGGTATGCAG 3’
"GGGGTGGCCTTTGCCCTCCCTCC 37
"GGCATGAGGTAGCTCCACCCTCAC 3’
"AGGAAAGGGTGGGGGCTGGGGACAGA 3’
"GTCAATGGTCCCGGAGTCCTCCCGA 3’
"TTTCCAGTATGAGGGCACCTACAAG 3’
"AAGTGGGTCCTCAGGGAAGCA 3’
"ATATTCATCATCATGGGTGC 3’

" GAAGGGCTCACTCTGTTTGC 3’

-1336 bis -908 (428)
-987 bis -578 (409)
-87 bis 182 (269)
9902 bis 10272 (370)
10691 bis 11052 (361)
11569 bis 11876 (307)
11917 bis 12166 (249)
12405 bis 12628 (223)
12943 bis 13268 (325)
13273 bis 13631 (358)
13624 bis 13811 (187)
13806 bis 14037 (231)
13967 bis 14239 (272)
14104 bis 14802 (698)

96 bis 262 (166)

-1336 bis -1312 vom ATG
-932 bis -908 vom ATG
-987 bis -963 vom ATG
Intron I 56 bis 32

Intron I -78 bis -54
Intron IT 63 bis 39
Intron II -73 bis -49
Intron IV 54 bis 30
Intron IV -76 bis -52
Intron V 68 bis 44
IntronV -87 bis -63
Intron VI 61 bis 37
Intron VI -74 bis -50
Intron VII 49 bis 26
Intron VII -77 bis -53
Intron VIII 52 bis 28
Intron VIII -80 bis -56
Intron IX 58 bis 34
Intron IX -76 bis -52
Intron X 46 bis 23
Intron X -67 bis -41
Intron 45 bis 22

Intron XI -65 bis -43
Intron XII 73 bis 50
Intron XII -94 bis -69
Exon XIII 177 bis 153
Exon XIII 43 bis 66
3"'UTR -42 bis -21
Exon IT1 96 bis 115
Exon III 262 bis 243

Promotor-Region

Exon I, nichtkodierende Sequenz
Exon II, Met1-Ser40

Exon III-1V, Gly41-Lys88
Exon V, Ala89-11e162
Exon VI, Gly163-Arg215
Exon VII, Phe216-Arg257
Exon VIII, Asp258-Lys288
Exon IX, Val289-Asp350
Exon X, Gly351-Lys429
Exon XI, Asn430-Ser455
Exon XII, Asp456-Ser486
Exon XIII, Arg487-Leu515
Exon XIII, 3'UTR

Exon II-111, Ser40-11e80

Sequenzen sind vom genomischen Contig X55448, Accession X55448 729527 (11 Mai 2001), Version GI:450527 abgeleitet. Die Nukleotid-Positionen sind in
Bezug zum ATG des Codons 1 durchnumeriert. Die kodierende Sequenz ist von dem cDNA-Klon XM_049337 abgeleitet.

3.2.3.13 Immunoblot (Westernblot)-Analyse des G6PD-Proteins

Es wurden 10° Zellen in Natriumdodecylsulfat (sodium dodecyl sulfate - SDS)-Puffer [125mM
Tris, pH 6.8; 20% (wt/vol) SDS and 12.5% (vol/vol) B-Mercaptoethanol] erhitzt. Die Proteine

wurden nach ihrem Molekulargewicht {iber einem 12,5% Polyacrylamid-Gel nach Laemmli

(Laemmli 1970) in einem Gel-Apparat (Mini-Protean II, BioRad, Hercules, CA) aufgetrennt.

AnschlieBend wurden die Proteine auf Nitrozellulose-Papier (Mini Trans-Blot cell, BioRad)

transferiert. Der Proteinnachweis erfolgte mittels polyklonaler Antikorper gegen G6PD. Die an-

ti-Human-G6PD-Antikorper von Kaninchen wurden von Dr. Jose Bautista aus Madrid zur Ver-

fiigung gestellt. Die Protein-Antikorper-Komplexe wurden mittels Immunperoxidasereaktion

(HRP-konjugierte anti-Kaninchen-IgG-Antikoérper vom Schwein) nachgewiesen. Eine gesunde

Testperson wurde zur Kontrolle mitgetestet.
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3.2.3.14 G6PD-Expression in einem E. coli-System

Die Expression des G6PD-Proteins in E. coli-Bakterien wurde wie bereits in der Literatur be-

schrieben durchgefiihrt (Roos et al. 1999).

3.2.3.15 Isolierung desrekombinanten G6PD-Proteins

Die Isolierung des rekombinanten Enzyms erfolgte durch Affinititschromatographie wie bereits

in der Literatur beschrieben (Bautista et al. 1992; Town et al. 1992).

3.2.3.16 Bestimmung der enzymatischen Eigenschaften

Die elektrophoretische Mobilitit des rekombinanten Enzyms wurde mittels Elektrophorese im
nativen Polyacrylamid in Tris-Puffer (pH 8.8) bei 4°C determiniert (Kirkman & Hendrickson
1963). Anschliefend erfolgte die G6PD-Aktivititsbestimmung mit Phenazinmethosulfat (phe-
nazine methosulfate, PMS) und Methylthiotetrazol (3-(4,5-dimethylthiazolyl-1,2)-2,3-
diphenyltetrazolium bromide, MTT) (WHO Scientific Group 1967).

Thermostabildtsbestimmungen wurden nach den Richtlinien der WHO (WHO Scientific Group
1967) durchgefiihrt. Die Proben mit dem isolierten rekombinanten Enzym wurden 60 Minuten
lang bei 51°C inkubiert. Aliquots wurden in Abstinden von 20 Minuten fiir die Messung der
G6PD-Aktivitit entnommen.
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4 ERGEBNISSE
4.1 Oxidativer Metabolismus- , oxidative burst” - der Granulozyten

Der NBT-Test war bei 3 von den 4 Geschwistern sowie bei der Mutter in der Familie H patho-
logisch (Tab. 9, Abb. 10). Beim Patienten GH wurde nach Stimulation der Neutrophilen mit
Candida eine Mischpopulation aus schwach positiven und negativen Zellen nachgewiesen.
Beim gleichen Patienten wurden nach Stimulation mit PMA 100% schwach positive Zellen
nachgewiesen. Bei den Briidern WH und MtH und der Mutter AH wurde sowohl nach Stimula-
tion mit Candida als auch nach Stimulation mit PMA eine Mischpopulation aus schwach positi-
ven und positiven Zellen entdeckt. Beim Bruder MfH war der Befund normal.

Beim Patienten MG in der Familie G wurden nach Stimulation mit PMA 100% schwach positi-

ve Neutrophile nachgewiesen.

Tab.9: NBT-Test: Ergebnissein der FamilieH

GH WH MtH MfH Mutter AH Kontrolle
Candida 52 schw 34 pos 27 pos 100 pos 47 pos 100 pos
48 neg 66 schw 73 schw 100 pos 53 schw 100 pos
PMA 100 schw 44 pos 20 pos 100 pos 69 pos 100 pos
56 schw 80 schw 100 pos 31 schw 100 pos

Ergebnis als % der Formazan-positiven Zellen angegeben (100 Neutrophile ausgewertet).
Die zytoplasmatische Farbintensitéit vom blauen Formazan als pos: positiv, schw: schwach positiv
oder neg: negativ angegeben.

Der DHR-Test war ebenso bei den 3 Geschwistern GH, WH und MtH sowie bei der Mutter in
der Familie H pathologisch (Tab. 10, Abb. 11). Die drei betroffenen Geschwister zeigten eine
homogene Stimulierbarkeit der Neutrophilen mit niedriger Fluoreszenzintensitit (H,O,-
Nachweis, 2-4% der Kontrolle), was mit einer Restaktivitit vereinbar ist. Beim Bruder MfH war
der Befund normal. Bei der Mutter AH wurden 2 Zellpopulationen mit unterschiedlicher Funk-
tion nachgewiesen, eine mit normaler Fluoreszenzintensitit (30% der Zellen) und eine zweite
mit erniedrigter Fluoreszenzintensitit (70% der Zellen). Die nachgewiesene Restaktivitit ent-
sprach der von den betroffenen Séhnen.

Beim Patienten MG in der Familie G war die Fluoreszenzintensitdt nach Stimulation mit PMA

ebenso erniedrigt (7% der Kontrolle) entsprechend einer Restaktivitét.
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Tab. 10: DHR-Test: Ergebnissein der FamilieH

GH WH MtH MfH AH
Mittelwert der Fluoreszenzintensitét 18 (666)  45(1286) 17(897) 660 (897) 807 (1286) 30% der Zellen
Patient (Kontrolle) 17 (1286) 70% der Zellen

Die O, -Produktion der Granulozyten wurde mittels Reduktion von Cytochrom ¢ bestimmt und

war bei GH und MtH erniedrigt und bei MfH normal (Tab. 11).

Tab. 11: Messung der O,-Produktion: Ergebnissein der FamilieH

GH WH MtH MfH Mutter AH
Patient (Kontrolle)
fMLP 0,81 (4,08) n.d. 0,0 (8,30) 7,40 (8,30) n.d.
PMA 5,5(22,23) n.d. 11,60 (24,40) 25,30 (24,20) n.d.
O, ,Malll

n.d.: nicht untersucht

Die Messung des Sauerstoffverbrauchs nach Stimulation der neutrophilen Granulozyten mit
opsonierten Zymosan-Partikeln ergab stark erniedrigte Werte bei den Patienten GH, WH, MtH
und MG und Werte zwischen Kontrollen und Patienten bei beiden Miittern (Tab. 12). Beim Pa-
tienten MG war der Wert nach Stimulation der Granulozyten mit PMA ebenso stark erniedrigt

(1.6, Kontrolle 5.2).

Tab. 12: Sauerstoffverbrauch: Ergebnissein den Familien H und G

Mutter AH GH WH MtH Mutter TG MG Kontrolle

OxVerbrauch, 39 1,2 1,2 1,3 4.4 2,0 6,1-11,7
nM/10° Granulozyten/Min

Stimulation mit opsonierten Zymosan-Partikeln

4.2 Cytochrom b-Expression

Der Nachweis des membrangebundenen Cytochrom b in den Granulozyten mittels Spektrum-
analyse und mittels monoklonaler 7D5-Antikorper ergab Normalwerte sowohl bei den betroffe-
nen Patienten GH und WH als auch beim nicht betroffenen Bruder MfH und bei der Mutter in
der Familie H (Tab. 13, Abb. 12 und 13).
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Tab. 13: Cytochrom b-Expression: Ergebnissein der FamilieH

GH WH MtH MfH AH
Patient (Kontrolle)

Cytochrom b-Spektrum 11,50 (14,52) 19,10 (10,80) n.d. 8,12 (7,69) 16,80 (10,80)
pMol/10° Zellen

7D5-Antikor per 96 (98) 97 (97) n.d. n.d. 98 (97)
% positive Zellen

n.d.: nicht untersucht

4.3 Bakterizidie

Beim Patienten MG wurde die Abtotungsfahigkeit der Neutrophilen gegeniiber E. coli bestimmt
und war nicht beeintréachtigt.

Phagozytose (k1): MG >1.0, Kontrolle 0.6 (Normalwerte >0.2)

Perforation (k2): MG 0.029, Kontrolle 0.06 (Normalwerte 0.025-0.09)

Inaktivierung (k3): MG 0.040, Kontrolle 0.110 (Normalwerte 0.040-0.160)

4.4 Myeloperoxidase-Férbung und Chemotaxis

Der zytochemische MPO-Nachweis in den Granulozyten war normal positiv bei allen 4 Ge-
schwistern in der Familie H und bei ihrer Mutter. Die Chemotaxis wurde bei den Patienten GH

und WH und bei ihrer Mutter AH getestet und war bei allen normal.

4.5 GG6PD-Aktivitat

Bei den Patienten GH, WH, MtH und MG lag die G6PD-Aktivitit sowohl in den Erythrozyten
als auch in den Granulozyten unter der Nachweisgrenze. Bei beiden Miittern lag die Enzymakti-

vitit zwischen der der Patienten und der der Kontrollen (Tab. 14).

Tab. 14: G6PD-Aktivitét in Erythrozyten und Granulozyten in den Familien H und G

Mutter AH GH WH MtH Mutter TG MG Kontrolle
G6PD-Aktivitat 2.9 0,1 0,1 0,1 2,8 0,1 48-72
in RBC, U/gHb
G6PD-Aktivitat 82 0 0 0 79 0 9,7-20
in Granulzyten,
mU/10° Zellen

Ergebnis als Mittelwert aus 3 Mefwerten derselben Probe angegeben. Fiir die Kontrollwerte wurden 10 gesunde Personen getestet.
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4.6 DNA-Sequenzierung des G6PD-Gens

Fiir die Identifizierung der verantwortlichen G6PD-Mutation wurde DNA von den 4 betroffenen
Patienten und beiden Miittern sequenziert und analysiert. Es wurde eine Deletion von 3 Nukleo-
tiden in Positionen 180-182 innerhalb der kodierenden Sequenz des G6PD-Gens gefunden, die
zu einer Leucin-Deletion in Position 61 gefiihrt hatte (Abb. 14). Diese Mutation wurde bei allen
betroffenen Patienten GH, WH, MtH und MG nachgewiesen, wobei beide Miitter als heterozy-

got fiir die gleiche Deletion identifiziert worden sind.

4.7 DNA-Analyseder CYBB-Region

Die DNA-Analyse der CYBB-Region (kodierende Region fiir gp91phox des Cytochrom b asso-
ziiert mit der X-chromosomalen Form der chronischen Granulomatose) bei den Patienten GH

und TG ergab keine Auffalligkeiten.

4.8 Expression des G6PD-Proteinsin Erythrozyten und Neutrophilen

Um die Auswirkung der nachgewiesenen Deletion auf die Proteinexpression zu priifen, wurde
Immunoblot (Westernblot)-Verfahren zum Nachweis des G6PD-Proteins bei den 4 Patienten
und bei beiden Miittern durchgefiihrt (Abb. 15a). Bei allen 4 betroffenen Patienten war sowohl
in den Erythrozyten als auch in den Granulozyten kein G6PD-Protein nachweisbar. Bei beiden
Miittern war G6PD in den Erythrozyten sowie in den Granulozyten nachweisbar, aber im Ver-

gleich zur Kontrolle vermindert.

4.9 Expression des G6PD-Proteinsin sich schnell vermehrenden, PHA-stimulierten Lym-
phozyten

Ein komplettes Fehlen des G6PD-Proteins wurde bisher nicht beobachtet und es wird ange-
nommen, daf} es mit dem Leben nicht vereinbar ist. Daher wurde vermutet, daf3 die nachgewie-
sene Deletion zu der Expression eines instabilen Proteins fithrte. Um das zu untersuchen, wurde
die Expression von G6PD in sich schnell vermehrenden, PHA-stimulierten Lymphozyten vom
Patienten MG und seiner Mutter TG analysiert. G6PD konnte bei beiden nachgewiesen werden.
Die Proteinexpression war beim Patienten MG schwach und bei seiner Mutter vermindert (Abb.
15b). Diese Ergebnisse weisen auf das Vorliegen eines instabilen G6PD-Proteins bei der vorlie-

genden 180-182 - Deletion hin.
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410 Enzymatische Eigenschaften des mutierten G6PD-Proteins

Das mutierte Enzym (G6PD-Amsterdem) wurde in einem E. coli-System exprimiert und isoliert.
Das isolierte Protein zeigte leicht verdnderte enzymatische Charakteristika im Vergleich zum
Wildtyp-Protein G6PD-B (Tab. 15). Die spezifische Aktivitit sowie die Thermostabilitit von
G6PD-Amsterdam waren reduziert (Tab. 15, Abb. 16). GOPD-Amsterdam zeigte normale K-
Werte fiir NADP und G6P. Die Ultilisation von 2-deoxy-G6P und Galaktose-6-Phosphat war
ungefdhr doppelt so hoch. Das mutierte Enzym verbrauchte einen normalen Prozentsatz von
deamino-NADP. Der Ki-Wert fiir NADPH war normal. Die elektrophoretische Beweglichkeit
(Mobilitdt) von G6PD-Amsterdam war 10% hoher als die des Wildtyp-Enzyms. Die Sekundér-
strukturvorhersage des mutierten Proteins im Vergleich zum Wildtyp-Enzym ist in Tabelle 16
angegeben (Eisenhaber et al. 1996a, 1996b). G6PD-Amsterdam weist Strukturverdnderung im

Bereich der Mutation auf.

Tab. 15: Biochemische Charakteristika von rekombinantem G6PD-Amsterdam

G6PD-B G6PD-Amster dam

K., G6P (uM) 64 +4 55+5

K, NADP (uM) 11+1 11+1
Thermostabilitét normal vermindert

% Utilisation 2-deoxy-G6P 4 7.5

% Ultilisation GalP 8 17

% Utilisation deamino-NADP 59 62

% Mobilitét 100 110
Spezifische Aktivitéit (IU/mg) 210£20 95+3

Ki NADPH (uM) 15+2 1443

Ergebinsse als MW £ SD aus 3 MeBwerten angegeben.

Tab. 16: Sekundar strukturvorher sage des G6PD-Amsterdam

G6PD-B G6PD-Amsterdam
Schleife RDGLLPEN RDGLPEN
15% o-Helix 100% coil
85% coil
Schleife + B-Faltblatt RDGLLPENTFIVGYA RDGLPENTFIVGYA
40% PB-Faltblatt 28% PB-Faltblatt
60% coil 72% coil

4.11 mRNA-Stabilitét des G6PD-Amsterdam

Der Schweregrad des Enzymdefektes lie sich durch die leicht verdnderten enzymatischen Ei-
genschaften des mutierten Proteins nicht erklidren. Deswegen wurde die Stabilitdt der mRNA

(messenger ribonucleic acid) fiir G6PD-Amsterdam untersucht. Durch die cDNA-
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Sequenzierung wurde die mRNA-Menge fiir die Kodierung vom Wildtyp-G6PD und vom mu-
tierten G6PD bestimmt. Es wurde mRNA von Leukozyten der Mutter AH und ihrer 3 betroffe-
nen S6hne GH, WH und MtH isoliert und in ¢cDNA umgeschrieben. Mittels der cDNA-
Sequenzierung konnte die 180-182 - Deletion bei der Mutter AH nicht nachgewiesen werden
(Abb. 14). Im Gegensatz dazu war die 180-182 - Deletion bei ihrer 3 S6hne nachweisbar. Diese
Ergebnisse zeigen, da3 die kodierende mRNA fiir G6PD-Amsterdam in geringerem Malle ex-
primiert wird als die kodierende mRNA fiir das Wildtyp-Protein bei der heterozygot betroffenen
Mutter. Das ist ein Hinweis, dall die mutierte mRNA weniger stabil ist als die Wildtyp-mRNA.
Diese mRNA-Instabilitit konnte die Erklarung fiir die verminderte Expression von G6PD-

Amsterdam sein.

4.12 Familienuntersuchungen

Screening-Untersuchungen des Sauerstoffmetabilismus - ,,oxidative burst® der Neutrophilen
mittels NBT-Test und DHR-Test bei 3 Angehorigen der Familie H (maternale Tante des Patien-
ten GH und 2 So6hne, siche Stammbaum in Abbildung 17) ergaben Normalwerte. Die Bestim-
mung der G6PD-Aktivitdt in den Erythrozyten sowie in den Leukozyten ergab ebenso bei allen

Normalwerte.
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PMA-stimulierte Granulozyten
WH
MfH

Mutter AH Kontrolle

MtH

Patient mit X91° CGD

Abb. 10: NBT-Test: mikroskopische Befunde bei der FamilieH und bel einem
Patienten mit X91° CGD (sieche Abschnitt 4.1 auf Seite 54)

60



Fluoreszenzintensitit

PMA-stimulierte Granulozyten

500 800 1000

Granularitit

Relative Zellzahl

100

2 ]
o
it
g ]
]
L
° p ‘J«q
10° 10" 1?2 10® 10t
2
(=]
£=]
g ]
o
2]
o
g ]
]
o ]
10° 10t 102 1 ot
3
2]
=1
g
%4
=3
&9
O:M
T T LI T LT
g
o
@
i=1
0
Q
-
[~]
™
o J
10 w0 102 10 1o?
g
]
Qo
g
g
g]
(=]
8]
100 1! 1w 1w 10t
(=]
Q
(=]
@
Q
-
o

10° 10" 102  10° 10?

Fluoreszenzintensitéit

61

Kontrolle

GH

MtH

MfH

Mutter AH
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Abb. 14: Sequenzierung von DNA und cDNA (siche Abschnitt 4.6 auf Seite 57 und

Abschnitt 4.11 auf Seite 58)
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a Kontrolle AH GH MfH WH TG MG

Erythrozyten - Ry -
Granulozyten L s
b Kontrolle TG Kontrolle MG

Lymphozyten | - — e —

Abb. 15; Westernblot: G6PD-Proteinnachweis a. in Erythrozyten und Granulozyten
und b. in sich schnéll ver mehrenden, PHA-stimulierten Lymphozyten
(siche Abschnitte 4.8 und 4.9 auf Seite 57)
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Abb. 16: Thermostabilitat desmutierten Proteinsim Vergleich zum Wildtyp-Protein
(siche Abschnitt 4.10 auf Seite 58)
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Abb. 17: Stammbaumeder Familien H und G
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Abb. 18: DHR-Test: durchflu3zytometrische Befunde bei einem Patienten mit X91 CGD
und seiner heterozygot betroffenen Mutter
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5 DISKUSSION

In zwei miteinander nicht verwandten Familien wurde ein X-chromosomal vererbter Defekt des
oxidativen Metabolismus der Granulozyten und ein Klasse [ Glucose-6-Phosphat-
Dehydrogenasemangel mit einer Enzymaktivitét in den Erythrozyten sowie in den Granulozyten
unter der Nachweisgrenze festgestellt. Betroffen sind 4 ménnliche Patienten, davon 3 Geschwi-

ster.

Der Defekt wurde identifiziert, nachdem bei zwei Patienten schwere Infektionen auftraten. Pati-
ent GH aus der Familie H erkrankte im Alter von 15 Jahren an einer schweren invasiven disse-
minierten Aspergillose durch A. nidulans. Beim Patienten MG aus der Familie G trat im Alter
von 3,5 Jahren eine Sepsis durch C. violaceum auf. Die Vorgeschichte war bei beiden Patienten
unauffillig. Da bei den verantwortlichen Erregern eine Assoziation mit Immundefekten, insbe-
sondere den Granulozytendefekten, besteht, wurde nach Ausschlu3 einer Neutropenie die Neu-
trophilenfunktion gepriift. Die Bestimmung des oxidativen Metabolismus der Granulozyten er-
gab pathologische Befunde bei den Patienten GH und MG und deren Miittern und iiberraschen-
derweise bei 2 von den 3 Briidern des Patienten GH, die klinisch bis zu dem Zeitpunkt keine
Infektionsanfilligkeit aufwiesen. Die quantitative Bestimmung des Sauerstoffmetabolismus (O,
-Produktion, O,-Verbrauch) ergab bei allen 4 Patienten pathologische Befunde wie bei der chro-
nischen Granulomatose mit einer Restaktivitét. Bei beiden Miittern wurde eine mittlere Aktivitét
mit Werten zwischen denen der Patienten und denen der Kontrollen nachgewiesen. Zur Priifung
der Funktion in der einzelnen Zelle wurde die durchfluzytometrische Bestimmung der Wasser-
stoffperoxid-Produktion mittels Dihydrorhodamin-123 (DHR-Test) bei der Familie H durchge-
fiihrt (Tab. 10, Abb. 11). Diese Methode bietet eine quantitative H,O,-Messung in der einzelnen
Zelle und somit die Moglichkeit der Identifizierung von Zellpopulationen mit unterschiedlicher
Aktivitéit. Bei allen drei betroffenen Geschwistern war eine homogen stimulierbare Neutrophi-
lenpopulation mit einer sehr niedrigen H,O,-Produktion (2-4% der Kontrolle) erkennbar. Bei
der Mutter waren zwei Neutrophilenpopulationen mit unterschiedlicher Funktion erkennbar: ei-
ne in normalen Mengen H,O,-produzierende (30% der Zellen) und eine zweite mit einer ernied-
rigten H,O,-Produktion (70% der Zellen) mit Werten wie bei den betroffenen Sohnen. Diese
Befunde sprechen fiir einen X-chromosomalen Defekt mit einer Restaktivitit. Die NBT-
Reduktion zu Formazan (semiquantitativer zytochemischer Test) ergab bei der gleichen Familie
ebenso Befunde vereinbar mit einer Restaktivitit. Es wurde eine Mischpopulation aus schwach

positiven und positiven bzw. schwach positiven und negativen Zellen nachgewiesen (Tab. 9,
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Abb. 10). Beim Patienten MG in der zweiten Familie wurde gleichfalls eine Restaktivitit so-
wohl im DHR-Test (7% der Kontrolle) als auch im NBT-Test (100% schwach positiv) nachge-

wiesen.

Diese Befunde entsprechen dem Phéanotyp der X-chromosomal vererbten Form der chronischen
Granulomatose mit einer Restaktivitit (X91° CGD, verminderte Expression von gp91phox des
Cytochrom b) (Tab. 1). In den Abbildungen 10 und 18 sind mikroskopische (NBT-Test) sowie
durchfluBzytometrische (DHR-Test) Befunde eines Patienten mit X91° CGD und seiner hetero-
zygot betroffenen Mutter zum Vergleich dargestellt. Beim X-chromosomalen Erbgang kommt
differentialdiagnostisch neben der chronischen Granulomatose der schwere G6PD-Mangel in
Leukozyten bzw. Granulozyten in Betracht, der sowohl den klinischen als auch den metaboli-
schen Phinotyp der CGD hervorrufen kann. Passend zu dieser Differentialdiagnose ist die infek-
tionsinduzierte hamolytische Andmie bei beiden Patienten GH und TG sowie ein bereits be-
kannter GOPD-Mangel der Erythrozyten bei einem Bruder (WH) des Patienten GH. Eine Asso-
ziation beider Defekte durch benachbarte Gene wie z.B bei der CGD und der Duchenne-
Muskeldystrophie oder dem McLeod-Phanotyp (Marsh et al. 1975; Francke et al. 1985) ist aus-
zuschlieBen, da die kodierenden Gene fiir den G6PD-Mangel und die X-chromosomal vererbte
CGD auf verschiedenen Armen des X-Chromosoms liegen (Abb. 8). Eine zufillige Koexistenz
der CGD mit dem héufig auftretenden G6PD-Mangel wére mdglich und ist bisher einmal in der
Literatur beschrieben (Rosa-Borges et al. 2001; Agudelo-Florez et al. 2004). Sowohl die Be-
stimmung des Cytochrom b (Cytochrom bsss-Spektrum, Nachweis mittels monoklonaler 7D5-
Antikdrper gegen gp91phox) in der Familie H als auch die DNA-Analyse des CYBB-Gens (X-
linked Gen fiir die Kodierung von gp91phox) bei den Patienten GH und TG ergaben keine Auf-
féalligkeiten. Somit konnte eine chronische Granulomatose ausgeschlossen werden.

Die Bestimmung der G6PD-Aktivitéit ergab pathologische Werte. Sowohl in den Erythrozyten
als auch in den Granulozyten lag die Enzymaktivitét bei allen 4 betroffenen Patienten unter der
Nachweisgrenze. Beide Miitter hatten Enzymaktivititswerte zwischen denen der Patienten und
denen der Kontrollen (Tab. 14). Die Untersuchung weiterer Funktionen der Granulozyten

(Chemotaxis und MPO-Nachweis) ergab Normalbefunde.

Diese Befunde sind mit einer Granulozytendysfunktion durch schweren G6PD-Mangel in den
Leukozyten vereinbar. Es handelt sich um ein X-chromosomal vererbtes Krankheitsbild, das
bereits bei noch nur 12 Patienten in der Literatur beschrieben worden ist (Cooper et al. 1972;
Baehner et al. 1972; Gray et al. 1973; Kahn et al. 1973; Vives Corrons et al. 1982; Mamlok et al.
1985, 1987; Roos et al. 1999; Costa et al. 2002). Bei allen bereits publizierten Patienten lag die

09



G6PD-Aktivitdt in den Erythrozyten unter der Nachweisgrenze und in den Leukozyten bzw.
Neutrophilen zwischen 0 und 5% des Normalwertes (bei der Mehrzahl ebenso unter der Nach-
weisgrenze) (Tab. 6). Wolach et al. (2004) berichteten iiber weitere Patienten mit einer G6PD-
Aktivitdt <5% in den Neutrophilen und dem laborchemischen CGD-Phénotyp, die innerhalb ei-
ner Studie der Granulozytenfunktion beim G6PD-Mangel in Israel identifiziert wurden, jedoch

ohne Infektionsanfilligkeit.

Obwohl die Funktionsstérung der Neutrophilen mit einer stark reduzierten G6PD-Aktivitét phé-
notypisch der einer chronischen Granulomatose entspricht, handelt es sich um ein Krankheits-
bild mit unterschiedlicher molekularer Basis. Bachner et al. (1972) fiihrten vergleichende Unter-
suchungen des Granulozytenmetabolismus und der bakteriziden Kapazitit bei den zwei erstbe-
schriebenen Patienten sowie bei Patienten mit CGD durch und konnten zeigen - bevor eine mo-
lekulargenetische Charakterisierung beider Defekte moglich war - da3 es sich um unterschiedli-
che pathogenetische Mechanismen handelt. Bei dem schweren G6PD-Mangel lag die fehlende
Produktion von bakterizidem H,O, an der mangelnden Bereitstellung von NADPH bei einer
sonst intakten Oxidase. Im Gegensatz dazu lag die metabolische Storung bei der CGD an der

defekten NADPH-Oxidase selbst.

GO6PD katalysiert die ersten 2 Reaktionen im Hexosemonophosphat-Shunt und dabei wird
NADPH produziert (Abb. 2 und 3). Bei einem Enzymmangel kommt es zu einer mangelnden
Bereitstellung von NADPH. NADPH stellt die Elektronen fiir die Bildung von Superoxidanion
aus molekularem Sauerstoff durch die NADPH-Oxidase wéhrend der Phagozytose zur Verfii-
gung. Ein schwerer G6PD-Mangel in Neutrophilen fiihrt durch eine geringe Bereitstellung von
NADPH zu einer Verminderung des oxidativen Metabolismus und in manchen Féllen zum kli-
nischen Phénotyp der chronischen Granulomatose bei sonst intakter NADPH-Oxidase. Voraus-
setzung fiir eine signifikante Einschrinkung der O, -Produktion in den Granulozyten wie bei der

CGD ist eine G6PD-Enzymaktivititsverminderung in den Leukozyten <5% des Normalwertes.

Die Sequenzierung des G6PD-Gens ergab bei allen 4 Patienten eine neue Deletion von 3 Nu-
kleotiden (TCT) in Position 180-182, die zum Fehlen von Leucin in Position 61 gefiihrt hat.
Beide Miitter sind als heterozygot fiir diese Mutation identifiziert worden (Abb. 14). Die bio-
chemische und molekulargenetische Charakterisierung des Enzyms fiihrte zu der Identifizierung

einer neuen, erstmals beschriebenen G6PD-Variante, die G6PD-Amsterdam genannt wurde.

Um die Auswirkung der vorliegenden Mutation auf die Proteinexpression zu untersuchen, wur-

de Immunoblot (Westernblot)-Verfahren zum Nachweis des mutierten Proteins in den Granulo-
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zyten sowie in den Erythrozyten bei allen Patienten und bei beiden Miittern durchgefiihrt. GoPD
war sowohl in den Erythrozyten als auch in den Granulozyten von allen 4 Patienten nicht nach-
weisbar, wobei beide Miitter eine verminderte Proteinexpression aufwiesen (Abb. 15a). Voraus-
gesetzt, da3 ein kompletter Enzymmangel bisher nicht bekannt ist und wahrscheinlich mit dem
Leben nicht vereinbar ist, weist dieser Befund eher auf das Vorhandensein eines instabilen Pro-
teins hin. Um das zu untersuchen, wurde die Expression des G6PD-Proteins in sich schnell ver-
mehrenden durch PHA stimulierten Lymphozyten des Patienten MG und seiner Mutter analy-
siert und war beim Patienten MG schwach und bei seiner Mutter erniedrigt (Abb. 15b).

Die biochemischen Charakteristika des mutierten Enzyms wurden nach Isolierung des rekombi-
nanten Proteins nach Expression in einem E. coli-System analysiert (Tab. 15). Die in vitro Be-
stimmung der Aktivitdt und Stabilitit des rekombinanten Proteins ergab keine grole Abwei-
chung vom Wildtyp-Protein. Durch die leicht verdnderten enzymatischen Eigenschaften 1463t
sich der Schweregrad des Defektes wiederum nicht erkldren. Dariiberhinaus waren sowohl die
Stabilitit als auch die Aktivitdt der vorliegenden G6PD-Amsterdam-Variante im Vergleich zur
bereits beschriebenen G6PD-Volendam-Variante (die ebenso mit einem Granulozytendefekt
einhergeht) sowie zu anderen mit Klasse I assoziierten G6PD-Varianten (Roos et al. 1999; Beut-
ler 1990) besser. Diese Daten lassen an einen anderen Faktor denken, der die Expression von
G6PD-Amsterdam in vivo beeinflu3t. Mittels der cDNA-Sequenzierung (Abb. 14) konnte eine
weniger stabile mRNA fiir die G6PD-Amsterdam-Variante als fiir das Wildtyp-Protein festge-
stellt werden. Daher stellt die mRNA-Instabilitét die wahrscheinlichste Erklarung fiir die schwe-
re Enzymaktivitidtsverminderung bei unseren Patienten dar. Es handelt sich um die erste Mutati-

on im G6PD-Gen, die zu einer mRNA-Instabilitit und damit zu einem schweren Enzymmangel

gefiihrt hat.

Eine Bestimmung der enzymatischen Eigenschaften (Enzymcharakterisierung) wurde noch 4
mal im gesamten literaturbekannten Patientenkollektiv durchgefiihrt (Kahn et al. 1973; Vives
Corrons et al. 1982; Mamlok et al. 1985; Roos et al. 1999) und ergab den Nachweis vier neuer
Enzymvarianten: G6PD-Benaventolike (Kahn et al. 1973), G6PD-Barcelona (Vives Corons et
al. 1982), G6PD-Baumont (Mamlok et al. 1985) und G6PD-Volendam (Roos et al. 1999). Nur
bei G6PD-Volendam (Roos et al. 1999) liegt eine Mutationsanalyse (514 C—T) vor, da die rest-
lichen Patienten vor der Moglichkeit der Klonierung und Sequenzierung des G6PD-Gens (Mar-
tini et al. 1986; Persico et al. 1986) beschrieben wurden. Bei allen Varianten konnten leicht ver-
anderte enzymatische Eigenschaften des mutierten Proteins festgestellt werden, was auf das

Vorliegen anderer Ursachen wie reduzierte Proteinsynthese oder Proteininstabilitit fiir den
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Schweregrad des Defektes hinweist. Roos et al. (1999) konnten bei der G6PD-Volendam-
Variante neben der eingeschrinkten katalytischen Aktivitit des Enzyms eine Proteininstabilitit
feststellen. Bei der von Gray et al. (1973) beschriebenen Familie mit 3 betroffenen Geschwistern
war die Isolierung des G6PD-Proteins aus einer Menge von 300ml Blut nicht moéglich, was bei

dieser Variante ebenso fiir eine quantitative Verminderung des Enzyms spricht.

Das klinische Bild ist sowohl durch die Auswirkung des Enzymmangels in den Erythrozyten
(verkiirzte Lebensdauer - Hamolyse) als auch durch die begleitende Granulozytendysfunktion
(CGD-Phénotyp) charakterisiert. Bei den 4 hier beschriebenen Patienten weist die klinische
Symptomatik eine variable Auspragung auf, obwohl der Schweregrad der Enzymaktivititsver-
minderung und die molekulargenetische Basis bei beiden Familien die gleichen sind. Das typi-
sche klinische Bild des Defektes, charakterisiert durch schwere Infektionen in Assoziation mit
einer hamolytischen Andmie, weisen lediglich der Patient TG in der Familie G und nur einer
(Patient GH) der 3 betroffenen Briider in der Familie H auf. Der Bruder WH zeigt nur das klini-
sche Bild des Enzymmangels in den Erythrozyten, welcher durch einen neontalen Ikterus sowie
durch hidmolytische Krisen im Rahmen von banalen Infektionen charakterisiert ist. Er hat keine
Infektionsanfilligkeit. Beim anderen Bruder MtH wurde der Defekt im Rahmen des Familiens-
creenings entdeckt. Er wies keine Infektionsanfilligkeit, keine Andmie und keinen Ikterus auf.
Bei allen 4 Patienten sprechen die Laborparameter im infektionsfreien Intervall fiir eine milde
kompensierte chronische nichtsphérozytire hdmolytische Andmie (CNSHA), die nur iiber die
erhohte Retikulozytenzahl und die leicht erniedrigten Hb-Werte erkennbar ist. Das klinische
Bild und die enzymatische Aktivitdt entsprechen den Kriterien des WHO Klasse I G6PD-
Mangels.

Bisher wurden noch 3 Familien mit mehr als einem betroffenen Mitglied beschrieben. Mamlok
et al. 1985 und 1987 berichteten iiber 2 betroffene mannliche eineiige Zwillinge in einer Familie
mit 3 Kindern; Gray et al. (1973) berichteten iiber eine Familie mit 3 betroffenen ménnlichen
Geschwistern; Kahn et al. (1973) berichteten {iber 2 betroffene minnliche Patienten von insge-
samt 5 Geschwistern. Ein klinisch asymptomatischer Bruder in dieser Familie mit gleich schwe-
rem G6PD-Mangel in den Erythrozyten diirfte den gleichen Phagozytendefekt haben, es fehlen

hier jedoch die Granulozytenfunktionstests zur Bestétigung.

Auch in der Gesamtgruppe der bisher beschriebenen Patienten weist die klinische Manifestation
eine bemerkenswerte Variabilitit auf. Der Enzymdefekt in den Erythrozyten manifestiert sich

als eine CNSHA (Klasse I G6PD-Mangel) mit variabler klinischer Auspragung zwischen einer
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milden, klinisch asymptomatischen Form und einer chronischen Anémie (Tab. 5). Hidmolytische
Krisen treten unter dem Einflufl von auslésenden Faktoren auf. Ein neonataler Ikterus wurde bei
7 einschlieBlich der hier beschriebenen Patienten beobachtet (Gray et al. 1973; Mamlok et al.
1985; Roos et al. 1999; Costa et al. 2002; van Bruggen et al. 2002). Der Einflul von Umwelt-
faktoren sowie anderer genetischer pradisponierender Faktoren scheint fiir die variable klinische
Auspriagung verantwortlich zu sein. Diesbezliglich gibt es auch bei dem G6PD-Mangel in den
Erythrozyten oft keine direkte Korrelation zwischen der in vitro Proteinaktivitit und der klini-
schen Symptomatik (Yoshida 1973), was auf die Beteiligung anderer pradisponierender Fakto-

ren hinweist.

Die klinischen Symptome des Granulozytendefektes treten selten im friihen Kindesalter auf (Vi-
ves Corrons et al. 1982; Mamlok et al. 1985, 1987), meist sogar erst in der zweiten Lebensdeka-
de oder spéter und bestehen zunichst vorwiegend in einer erhohten Empfanglichkeit fiir schwere
bakterielle Infektionen. Ein infektionsfreies Intervall wird fiir die ersten 3 Lebensjahre (Mamlok
et al. 1985, 1987, van Bruggen et al. 2002) bis zum 46 (!) Lebensjahr (Cooper et al. 1972) be-
schrieben. Etwa ein Dritel der Patienten (6 von 16) weisen keine gehduften Infektionen auf (Tab.
5). Die von Wolach et al. (2004) beschriebenen weiteren Patienten (keine Patientenzahl angege-

ben) weisen ebenso keine Infektionsanfalligkeit auf.

Die verantwortlichen Mikroorganismen (Tab. 4) sind wie bei der CGD (Roos & Curnutte 1999)
an erster Stelle Katalase-positive Bakterien sowie andere opportunistisch pathogene Erreger ein-
schlieBlich Pilze. Eine Aspergillose, die zu den typischen Infektionen der CGD gehort, wird
zum ersten Mal beim Patienten GH (4. nidulans) beschrieben. Eine C. violaceum-Sepsis wurde
bereits einmal beschrieben (Mamlok et al. 1985, 1987). Erregerisolation bei weiteren Patienten
ergab E. coli und K. pneumoniae bei einer Patientin mit Sepsis (Cooper et al. 1972), S. aureus
bei einem Patienten mit rezidivierenden zervikalen Lymphadenitiden (Gray et al. 1973), S.
pneumoniae bei einer Patientin mit Pneumonie (Roos et al. 1999) und Campylobacter jejuni bei

einem Patienten mit schwerer Gastroenteritis (Mamlok et al. 1987).

Im Vergleich zu der klassischen Form der chronischen Granulomatose weisen die Patienten mit
einem Granulozytendefekt durch schweren G6PD-Mangel eine verzogerte klinische Manifesta-
tion und zum Teil sogar keine Infektionsanfilligkeit auf. Die bei allen Patienten nachgewiesene
Restaktivitdt im Sauerstoffmetabolismus scheint einen gewissen Schutz gegeniiber Infektionen
zu gewdbhrleisten und kann das mildere klinische Bild erkldren. Bei allen 4 hier beschriebenen

Patienten wurde eine Restaktivitit bei der Bestimmung des oxidativen Metabolismus mittels
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quantitativer Methoden nachgewiesen. Die Bestimmung der H,O,-Produktion im DHR-Test bei
der Familie H ergab Werte zwischen 2 und 4% der Kontrollen. Die mittels der gleichen Metho-
de nachgewiesene Restaktivitét bei 10 Patienten mit CGD-Varianten lag zwischen 1 und 5% der
Kontrollen (eigene unpublizierte Daten aus dem Immunologischen Labor des Dr. von Hauner-
schen Kinderspitals) und ist dementsprechend vergleichbar. Patienten mit CGD und einer Rest-
aktivitdit weisen im Vergleich zu der klassischen CGD ein milderes Krankheitsbild und eine
Verzogerung der klinischen Manifestation auf (Hoger et al. 1984a; Weening et al. 1985a; New-
burger et al. 1986; Finn et al. 1990; Margolis et al. 1990; The International CGD Cooperative
Study Group 1991; Bemiller et al. 1991; Schapiro et al. 1991; Casimir et al. 1992; Liese et al.
1996; Roos et al. 1992; Winkelstein et al. 2000), wobei schwere Infektionen einschlieflich inva-
siver Aspergillosen bereits beschrieben sind (Newburger et al. 1986; Dean et al. 1993; Jung et
al. 1993). Dariiberhinaus kann das mildere klinische Bild durch die Ubernahme der bakteriziden

Funktion durch andere Systeme erklért werden.

Wie bei der CGD konnte in Neutrophilen von Patienten mit schwerem G6PD-Mangel eine in
vitro defekte Abtotungsfahigkeit gegeniiber Katalase-positiven Mikroorganismen (Cooper et al.
1972; Baehner et al. 1972; Gray et al. 1973; Mamlok et al. 1987) und eine normale Abtotungs-
fahigkeit gegeniiber Katalase-negativen festgestellt werden (Cooper et al. 1972; Gray et al.
1973). Im Gegensatz dazu war die bakterizide Aktivitit gegeniiber E. coli beim Patienten TG
normal. Eine ebenso normale Bakterizidie gegeniiber Katalase-positiven Mikroorganismen wur-
de mittels der gleichen Methode bei der Patientin mit der G6PD-Volendam-Variante (Roos et al.
1999) sowie bei weiteren Patienten mit schwerem G6PD-Mangel in den Leukozyten (Wolach et
al. 2004) beobachtet, wobei Neutrophile von CGD-Patienten mittels der gleichen Methode eine
eingeschriankte Bakterizidie aufwiesen (Hamers et al. 1984). Diese Befunde weisen auf die
Funktion alternativer Abtdtungs-Systeme hin (Levy 2000; Reeves et al. 2002; Wolach et al.
2004), wobei die Diskreptanz zwischen diesen und fritheren Ergebnissen an den unterschiedli-
chen Methoden liegen kann. Wolach at al. (2004) stellten tagesperiodische (diurnale) Schwan-
kungen der G6PD-Aktivitit als eine mogliche Erkldrung fiir die normale Bakterizidie und die
fehlende Infektionsanfalligkeit bei Patienten mit schwerem G6PD-Mangel in Neutrophilen dar.
Dariiberhinaus héngt die Wichtigkeit des einen oder anderen Abtdtungsmechanismus von der
Art des aufgenommenen Mikroorganismus ab (Weiss et al. 1982; Weiss et al. 1985). Mogli-
cherweise sind die Neutrophilen dieser Patienten in der Lage, in vivo eindringende Bakterien in
geringem Umfang durch die sauerstoffunabhéngigen Mechanismen mit der Unterstiitzung der in

geringen Mengen produzierten Sauerstoffmetabolite abzutdten, wohingegen die bakterizide Ka-
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pazitit bei einem massiven Befall unzureichend ist. Andererseits stellt die Exposition durch
exogene Risikofaktoren einen weiteren wichtigen Faktor dar. Patient GH erkrankte an einer
Aspergillose wihrend seiner Tatigkeit im Zoo als Tierpfleger; hier ist die Exposition mit Asper-
gillus-Sporen als ein pradisponierender Faktor anzusehen. Newburger et al. (1986) beschrieben
einen Patienten mit CGD und Restaktivitit, der ebenso erstmals im Alter von 15 Jahren nach
einer Exposition mit Aspergillus-Sporen wéhrend einer Sommerarbeit an einer schweren Pneu-
monie erkrankte. Weitere genetische Faktoren oder Genpolymorphismus wie bei der CGD (Fo-

ster et al. 1998) sind bei der variablen klinischen Auspragung des Defektes denkbar.

Beide heterozygot betroffenen Miitter sind symptomlos. Die erhdhten Retikulozytenzahlen im
infektionsfreien Intervall bei normalen Hb-Werten weisen bei beiden auf eine milde chronische
Hiamolyse hin. Klinische Symptome wie Lupus erythematodes, Hautausschlag an lichtexponier-
ten Korperstellen, rezidivierende Stomatitis aphthosa und Raynauld-Phdnomen, die bei Konduk-
torinnen fiir die chronische Granulomatose auftreten konnen (Brandrup et al. 1981; Roesler et al.
1990; Sillevis Smitt et al. 1990; Hafner et al. 1992, 1993; Rupec et al. 2000), sind bisher bei
Konduktorinnen fiir den schweren G6PD-Mangel mit Granulozytendysfunktion nicht beobach-
tet worden. Yeaman et al. 1992 beschrieben eine 13jdhrige Patientin mit diskoidem Lupus
erythematodes und dem Phénotyp einer Konduktorin fiir die Cytochrom b-positive Form der
CGD in der Neutrophilenfunktion. Diese Patientin wies erniedrigte G6PD-Aktivitit in den Neu-
trophilen aber normale Enzymaktivitit in den Erythrozyten auf. Weitere Untersuchungen zur
Differentialdiagnose zwischen CGD und G6PD-Mangel fehlen und somit kann in diesem Fall
der Zusammenhang des diskoiden Lupus erythematodes mit dem CGD-Phénotyp durch einen
G6PD-Mangel nicht sicher gestellt werden.

Die zwei Zellpopulationen der Miitter sind durch die zufdllige Inaktivierung eines X-
Chromosoms nach der Lyon-Theorie (Lyon 1972) bedingt. Charakteristischerweise weisen die
peripheren Blutzellen ein Mosaik aus normalen und defizienten Zellen mit intermediéren En-

zymaktivitdtswerten im Zellysat auf.

Zwei Patienten (Cooper et al. 1972; Roos et al. 1999) sind weiblichen Geschlechts. Eine X-
chromosomale Vererbung ist auch in diesen Fillen nicht auszuschlieBen und kann folgende Er-
kldrungen haben: Abnormalititen der geschlechtsgebundenen Chromosomen (Turner Syndrom
oder XY weiblich), welche bisher nicht mit einem G6PD-Mangel in Neutrophilen beschrieben
wurden; Mutationen in beiden X-Chromosomen, was in Bevolkerungen mit hoher Genfrequenz

des G6PD-Mangels nicht unwahrscheinlich ist, aber ebenfalls noch nicht beschrieben wurde
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oder eine extreme Lyonisierung mit Expression des mutierten G6PD-Allels bei der Mehrzahl
der Zellen. In dem Fall weisen heterozygot betroffene Frauen laborchemische Befunde und kli-
nische Symptomatik in der gleichen Ausprdagung wie die ménnlichen heterozygot Erkrankten
auf. Eine extreme Lyonisierung konnte bei einer der zwei weiblichen Patienten mit dem schwe-
ren G6PD-Mangel in Neutrophilen nachgewiesen werden (Roos et al. 1999). Bei der zweiten
(Cooper et al. 1972) wird ein Heterozygotenstatus angenommem, da ihr Sohn nicht G6PD-

defizient war. Obwohl nicht untersucht, ist in dem Fall eine extreme Lyonisierung denkbar.

In der Literatur ist sowohl bei der X-chromosomal vererbten Form der CGD (Miyazaki et al.
1976; Mills et al. 1980; Johnston et al. 1985; Newburger et al. 1994; Lun et al. 2002; Rosen-
Wolf et al. 2001; Anderson-Cohen et al. 2003) als auch bei dem G6PD-Mangel (Luzzatto et al.
1979; Roos et al. 1999) eine extreme Lyonisierung mit Expression des mutierten Allels bei der

Mehrzahl der Zellen bereits beschrieben worden.

Zu den moglichen Erkldrungen fiir diese Konstellation zdhlen die zuféllige Inaktivierung des
gleichen Chromosoms in frither Embryogenesis, eine genetisch determinierte extreme X-

Inaktivierung oder eine erworbene somatische Zellselektion.

Vorausgesetzt, dall die X-Inaktivierung in einem frithen Stadium der Embryogenese mit ca. 8
vorhandenen hdmopoetischen Zellen stattfindet (Buescher et al. 1985), ist die Wahrscheinlich-
keit der Inaktivierung des gleichen Chromosoms in allen myeloischen Zellen ca. 1 in 256 (i.e.
1:28) (Newburger et al. 1994). Obwohl die Wahrscheinlichkeit gering ist, kann dies im Einzelfall

nicht ausgeschlossen werden.

Es konnte gezeigt werden, daf3 der X-Inaktivierungsprozef3 genetisch determiniert ist (Belmont
1996). Roos et al. (1999) berichteten iiber eine extreme X-Inaktivierung in drei Generationen bei
einer Familie mit weiblichen heterozygoten Merkmalstrigern fiir den G6PD-Mangel in Neu-
trophilen. Eine extreme X-Inaktivierung wurde bereits ebenso in drei Generationen bei einer
Familie mit G6PD-Mangel in Erythrozyten beobachtet (Luzzatto et al. 1979). Angenommen,
daB die X-Inaktivierung ein zufdlliger Prozef} ist, weist die selektive Expression einer der beiden
resultierenden Zellinien in diesen Familien auf ein sekundires Phanomen auf genetischer Basis
hin. Eine vererbte Form der extremen Lyonisierung wurde bereits in weiteren Familien mit X-
chromosomalen Erkrankungen beschrieben (Belmont 1996; Puck & Willard 1998; Parolini et al.
1998).

Einen weiteren Mechanismus stellt die klonale Proliferation somatischer Zellen, die das defekte

X-Chromosom tragen, zu einem Zeitpunkt nach der X-Inaktivierung dar (Abb. 9). Bei den sich
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schnell vermehrenden hdmopoetischen Zellen ist eine Selektion auf somatischer Ebene bei einer
der beiden Zellinien moglich. In dem Fall ist die unbalancierte Lyonisierungsratio kein generali-
siertes Phanomen und betrifft charakteristischerweise die peripheren Blutzellen, wohingegen

andere Zellen wie Fibroblasten nicht betroffen sind (Williams et al. 1983; Williams et al. 1984).

Dartiberhinaus ist eine Verschiebung der Lyonisierungsratio im Laufe der Jahre innerhalb der
Blutzellen mit zunehmender prozentualer Expression einer der beiden Zellinien moglich (Hize-
roth & Bender 1981; Busque et al. 1996; Filosa et al. 1996). Eine altersabhéngige zunehmende
Expression des betroffenen Allels ist sowohl beim G6PD-Mangel (Hizeroth & Bender 1981) als
auch bei der CGD (Rosen-Wolf et al. 2001; Lun et al. 2002; Johnston et al. 1985) beschrieben
worden und kann zu einer klinischen Manifestation des X-chromosomal vererbten Defektes im
Erwachsenenalter bei weiblichen Heterozygoten flihren (Rosen-Wolf et al. 2001; Lun et al.
2002; Johnston et al. 1985). Die von Cooper et al. (1972) erstmals beschriebene Patientin mit
einem schweren G6PD-Mangel und einer Neutrophilendysfunktion wurde erst in der dritten Le-
bensdekade symptomatisch. Da sie wahrscheinlich heterozygot betroffen war (ihr Sohn hatte
eine normale G6PD-Aktivitit), ist bei der spiten Manifestation eine erworbene altersabhéngige
extreme Lyonisierung denkbar. Obwohl extrem selten wére noch bei dieser Patientin ein somati-
sches Mosaik mit einer Neumutation im Knochenmark, wie bereits bei der CGD beschrieben

wurde (Wolach et al. 2005), moglich.

Die wohl interessantesten Fragen, die sich aus den erhobenen Daten ergeben, sind die folgen-
den:

- Warum tritt der Defekt so selten auf, obwohl der G6PD-Mangel héufig ist?

- Ist eine Therapie bzw. Infektionsprophylaxe wie bei der CGD indiziert?

- Wie kann man die Identifizierung der Patienten und der Konduktorinnen optimieren?

Obwohl der G6PD-Mangel sowohl geographisch als auch ethnisch weit verbreitet ist und relativ
héufig auftritt, wurde eine Assoziation mit einer Granulozytendysfunktion nur in wenigen Féllen
beobachtet. Eine Erkldrung dafiir ergibt sich aus der Tatsache, dafl die G6PD-Aktivitit in den
Neutrophilen unter 5% des Normalwertes liegen muf3, damit diese Zellen einen pathologischen
oxidativen Metabolismus mit klinischer Bedeutung aufweisen. Solche extrem niedrige Enzym-
werte in den Neutrophilen sind bei seltenen, sporadisch auftretenden Enzymvarianten der Klasse
I und nicht bei den héaufigen polymorphen G6PD-Varianten beobachtet worden. Neutrophile mit
einer Enzymaktivitét {iber 15% des Normalwertes weisen einen normalen oxidativen Metabo-

lismus und eine normale bakterizide Aktivitdt auf (Rodey et al. 1970; Baehner et al. 1972;
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Miller & Wollman 1974; Schiliro 1976; Ardati et al. 1997). Fiir Werte zwischen 5 und 15% lie-
gen beschriankte Daten vor. Matsuura et al. (1983) berichteten iiber 2 Geschwister mit einer
G6PD-Aktivitit von 6-7% in den neutrophilen Granulozyten ohne Infektionsanfalligkeit. Beide
Patienten zeigten Normalwerte fiir den qualitativen NBT-Test und die bakterizide Aktivitit aber
erniedrigte Werte fiir die Superoxidanion-Produktion, den Sauerstoffverbrauch und die Chemi-
lumineszenz. Der quantitative NBT-Test war bei einem Patienten erniedrigt. Wolach et al.
(2004) haben zum ersten Mal eine positive Korrelation zwischen der G6PD-Aktivitét, der HMP-
Aktivitdt und der Superoxidanion-Produktion bei Granulozyten von Patienten mit G6PD-
Mangel gezeigt. In dieser Studie konnten weitere Patienten mit einem schweren Mangel in Neu-
trophilen (<5% Aktivitét) identifiziert werden, die interessanterweise keine Infektionsanfallig-

keit aufwiesen.

Die Enzymaktivititswerte weisen eine breite gewebespezifische Variabilitit auf (Battistuzzi et
al. 1985), obwohl das kodierende Gen fiir das G6PD-Protein in allen Zellen das gleiche ist. Bei
den meisten G6PD-Varianten liegen die Enzymaktivitidtswerte in den Leukozyten zwischen 20
und 75% des Normalwertes (Ramot et al. 1959; Chan et al. 1965; Justice et al. 1966; Tzortza-
tou-Stathopoulou et al. 1980) oder im Normbereich (Marks et al. 1959). Interessanterweise ist
die Enzymaktivitét in den Leukozyten bei gesunden Testpersonen hoher als in den Erythrozyten
(Ramot et al. 1959; Justice et al. 1966; Battistuzzi et al. 1985; Luzzatto & Battistuzzi 1985; Wo-
lach et al. 2004).

In der Regel ist die Enzymaktivitét in jungen Erythrozyten hoher und nimmt dann innerhalb von
Tagen bis Wochen ab. Die hohere Aktivitit in den Neutrophilen korreliert gut mit der deutlich
kiirzeren Lebensdauer dieser Zellen (14 Tage) gegeniiber der Lebensdauer der Erythrozyten
(120 Tage). So wird die Aktivitdt des Enzyms in den Neutrophilen bei der Mehrzahl der Félle
nicht erheblich reduziert, so daB3 eine addquate Funktion der Zellen gewéhrleistet ist. AuBBerdem
ist die Bereitstellung von NADPH durch alternative Systeme in den Leukozyten denkbar. Aus
diesen Daten wire ein schwerer Aktivititsverlust in den Leukozyten nur bei seltenen Mutatio-
nen, die beispielsweise zu einer verminderten Proteinexpression flihren, zu erwarten. Sowohl bei
unseren 4 als auch bei 2 weiteren Patienten (Roos et al. 1999; Vives Corrons et al. 1982) konnte
eine Auswirkung der Mutation auf die Proteinexpression bzw. Stabilitdt festgestellt werden. Bei
der von Gray et al. (1973) beschriebenen Familie konnte das mutierte Protein aus einer Menge
von 300ml nicht isoliert werden, was in dem Fall auch fiir eine verminderte Proteinexpression

sprechen konnte.
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Trotz der begrenzten Patientenzahl gehoren die einzelnen Patienten verschiedenen ethnischen
Gruppen an. Bisher wurde kein Patient mit einem Granulozytendefekt durch schweren G6PD-
Mangel innerhalb der schwarzen Bevolkerung beschrieben, obwohl der G6PD-Mangel beson-
ders hdufig in dieser Bevilkerung vorkommt. Die beschriebenen Patienten, tiber die es Informa-
tionen gibt, sind kaukasischer (Baehner et al. 1972), isldndisch-franzdsisch-deutscher (Gray et
al. 1973), spanischer (Vives Corrons et al. 1982; Mamlok et al. 1985), italienischer (Kahn et al.
1973), holldndischer (Roos et al. 1999), portugiesischer (Costa et al. 2002) und israelischer
(Wolach et al. 2004) Herkunft. Von den hier beschriebenen Familien stammt eine aus Hindustan
und eine aus Deutschland. Bei der Haufigkeit des Defektes und der oft milden klinischen Sym-

ptomatik ist mit undiagnostizierten Féllen zu rechnen.

Die Prognose ist relativ ungewi3, da bisher nur vereinzelt erwachsene Patienten bekannt sind
und eine Langzeitbeobachtung fehlt. Die Prognose hingt vom Granulozytendefekt und der da-
mit verbundenen erhohten Empfanglichkeit fiir schwere Infektionen ab und diirfte mit der Pro-
gnose der CGD vergleichbar sein. Infektionskomplikationen mit tédlichem Verlauf sind bereits
bei 2 Patienten beschrieben worden. Ein 3jdhriger Patient verstarb an einer C. violaceum-Sepsis
(Mamlok et al. 1985, 1987) und eine 52jéhrige Patientin an einer Sepsis durch E. coli und K.
pneumoniae (Cooper et al. 1972).

Eine kausale Therapie gibt es bisher nicht. Eine Vorbeugung der hdmolytischen Krisen wird
durch Vermeidung des auslosenden Agens (z.B. kontraindizierte Medikamente) sowie durch
Bekdampfung von Infektionen erreicht. Bei einer schweren Hdmolyse sind Bluttransfusionen in-
diziert. Beziiglich einer Infektionsprophylaxe bei Patienten mit schwerem G6PD-Mangel und
Granulozytendysfunktion liegen keine Daten bzw. Studien vor. Der Nutzen einer antimikrobiel-
len und eventuell antimyoktischen Dauerprophylaxe beruht auf Studienergebnissen bei der
CGD. Die Phagozyten konnen wie bei der CGD in normalem Mal3 phagozytieren, aber nicht
effektiv abtoten. Zur Beseitigung der Infektionen sind intrazelluldr wirksame Antibiotika erfor-
derlich. Diese Substanzen sind in der Lage, in den polymorphkernigen Granulozyten zu akku-
mulieren, intrazelluldren Bakterien abzutéten und dadurch den fehlenden bakteriziden Effekt der
Phagozyten teilweise auszugleichen (Hoger et al. 1984b).

Als Standardtherapie flir die CGD hat sich eine Dauerprophylaxe mit einem Antibiotikum und
einem oralen Antimykotikum etabliert. Die prophylaktische Therapie mit y-Interferon, die sich

bei der CGD bewihrt hat (The International CGD Cooperative Study Group 1991), bleibt bei
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einem G6PD-Mangel ungewi3. Der Wirkmechanismus von y-Interferon ist unbekannt, mogli-

cherweise wird die Produktion anderer Abtdtungsderivaten wie NO induziert (Ahlin et al. 1999).

Die Indikation zur antimikrobiellen und/oder antimykotischen Infektionsprophylaxe sollte indi-
viduell begutachtet werden. Beim Einsetzen von Medikamenten sollte das Hamolyserisiko be-
riicksichtigt werden. Eine Standardprophylaxe mit TMP/SMX wie bei der CGD sollte bei dem
schweren Enzymmangel wegen des hidmolytischen Effektes nicht eingesetzt werden (Beutler
1994; Luzzatto et al. 2001), obwohl in klinischen Studien eine Hdmolyse nur selten beobachtet
wurde (Markowitz & Saravolatz 1987). Als alternative Staphylokokken-Préparate mit intrazellu-
larer Wirksamkeit und sicherem Einsatz bei einem G6PD-Mangel konnen Fosfomycin, Clinda-
mycin, Vancomycin, Rifampicin oder Ciprofloxacin eingesetzt werden (Mandel & Vest 1972;
Ezer & Soothill 1974; Jacobs & Wilson 1983; Zimmerli et al. 1983; Hoger et al. 1984b; Hoger
et al. 1985; Belohradsky 1986; Seger & Miihlebach 1988-89; Hand & King-Thompson 1990;
van Rensburg et al. 1990; Hof 1991; van der Auwera et al. 1991; Trautmann et al. 1992; Gem-
mel 1993; Peman et al. 1994; Wahn & Seger 1998; Canton et al. 1999; Goldblatt 2002).

Der Defekt konnte mit einer Blutstammzelltransplantation geheilt werden, bisher gibt es damit
jedoch keine Erfahrung. Durch das intakte T-Zellsystem besteht die Gefahr der Transplantatab-
stoBung und es bedarf einer myeloablativen Therapie. Alternativ wire eine Blutstammzelltrans-
plantation nach reduzierter Konditionierung denkbar. Die somatische Gentherapie wire eine
weitere kurative Behandlung des Defektes. Erste Versuche in Tiermodellen belegen Wirksam-
keit des Gentransfers (Rovira et al. 2000) und lassen Hoffnungen auf eine zukiinftige Anwen-
dung bei Patienten. Eine kurative Behandlung konnte bei Patienten mit schwerem klinischen
Verlauf und Komplikationen versucht werden, wobei man das therapeutische Risiko einerseits

mit der unklaren Prognose des Defektes andererseits abwidgen mul3.

Eine frithe Diagnose ist wiinschenswert, um irreversible Komplikationen bei schweren Infektio-
nen mit einer frith einsetzenden Breitspektrum-Therapie zu verhindern. Dariiberhinaus ist die
Wahl von zell- und gewebegingigen Antibiotika wie bei der chronischen Granulomatose (Hoger
et al. 1984b, 1985; Belohradsky 1986; Mouy et al. 1989; Gemmel 1993; Fischer et al. 1993; Se-
ger & Miihlebach 1988-89; Wahn & Seger 1998; Segal et al. 2000; Goldblatt 2002) unter Be-
riichsichtigung des Hédmolyserisikos sowie die rechtzeitige antimykotische Therapie bei unkla-
ren Infektionen fiir den Verlauf entscheidend. Bei schweren, lebensbedrohlichen Infektionen
konnten Granulozytentransfusionen wie bei der CGD (Dougherty et al. 1983; Fanconi et al.
1985; Quie 1987; Fischer et al. 1993; Lekstrom-Himes et al. 1994; von Planta et al. 1997; Segal
et al. 2000) eingesetzt werden.
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Bei Patienten, die keine antibiotische bzw. antimykotische Prophylaxe erhalten, ist eine klini-
sche Langzeitiiberwachung unerlaBlich. Vermeidung der Exposition durch exogene Risikofakto-

ren, wie z.B. Aspergillus-Sporen, ist zur Vorbeugung schwerer Infektionen ebenso wichtig.

Daher ist fiir den Kliniker die Identifizierung der Patienten mit diesem Defekt hinsichtlich einer
Prophylaxe sowie einer zufriedenstellenden und wirksamen Therapie wichtig. Bei allen Patien-
ten mit CNSHA und extrem niedrigen Werten an G6PD-Aktivitét in den Erythrozyten und/oder
Infektionsanfilligkeit sollte die Enzymaktivitét in den Leukozyten gemessen werden. Screening-

Tests fiir die Bestimmung des Sauerstoffmetabolismus konnen vorgenommen werden.

Die Identifizierung weiblicher heterozygoter Merkmalstréger ist flir die genetische Beratung
wichtig. Vom Lyon-Konzept ausgehend ist vorauszusehen, dal die Enzymaktivititswerte im
Zellysat bei den Konduktorinnen extrem variieren konnen. Weibliche heterozygot Betroffene
konnen normale, intermedidre oder niedrige G6PD-Aktivitit entsprechend der Lyonisierungsra-
tio aufweisen. Da bei einer unbalancierten Lyonisierung mit Expression des normalen Allels bei
der Mehrzahl der Zellen (Filosa et al. 1996; Vulliamy et al. 1997a) die gro3e Zahl der normalen
Zellen die kleinere Zahl anormaler Zellen verdecken kann, kann die Bestimmung der Enzymak-
tivitdit im Hamolysat sowie die Bestimmung des oxidativen Metabolismus im Zellysat falsch
normale Befunde liefern. Somit kann der Ubertriigerstatus {ibersehen werden. In dem Fall muf
zur Identifizierung der Konduktorinnen die Funktion in der einzelnen Zelle gepriift werden. Fiir
den Nachweis des Enzyms in der einzelnen Zelle sind spezielle Methoden entwickelt worden
(WHO Scientific Group 1967). Fiir die Bestimmung der Sauerstoffradikalbildung in der einzel-
nen Zelle eignen sich die durchflulzytometrischen Methoden mit sensitivstem Indikator Dihy-
drorhodamin-123 (Rothe et al. 1988; Rothe & Valet 1990a; Rothe et al. 1991; Smith & Weide-
mann 1993; Vowells et al. 1995).

Differentialdiagnostisch kommen weitere Defekte, die mit Stérungen des Sauerstoffmetabolis-
mus einhergehen, in Betracht. Diese sind der Myeloperoxidasemangel und die Defekte des Glu-
tathionmetabolismus. Es handelt sich um autosomal-rezessiv vererbte Defekte, bei denen im
Gegensatz zu der CGD und dem G6PD-Mangel in Neutrophilen die Fahigkeit der Granulozyten
zur Bildung von Sauerstoffmetaboliten nicht beeintrdchtigt ist. Das Screening hinsichtlich des
,oxidative burst™ verlduft normal, wobei zu beachten ist, da3 der Peroxidase-abhéngige DHR-
Test beim kompletten MPO-Mangel falsch pathologische Befunde liefern kann (van Pelt et al.
1996; Badolato et al. 2002; eigene unpublizierte Daten aus dem Immunologischen Labor des Dr.

von Haunerschen Kinderspitals). Eine in der Litaratur beschriebene in vitro defekte Bakterizidie
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konnte in klinischen Beobachtungen nicht bestdtigt werden. Patienten mit Myeloperoxidase-
mangel oder Glutathion-Synthetase-Defekt weisen nicht das schwere klinische Bild einer chro-
nischen Granulomatose auf. Bei einem G6PD-Mangel kommt besonders der Glutathion-
Synthetase-Defekt differentialdiagnostisch in Frage, da bei beiden Defekten eine Himolyse in

StreBsituationen auftritt.

Bei Patienten mit einem schweren G6PD-Mangel in Erythrozyten (CNSHA, Klasse I-Defekt)
sollte die Enzymaktivitit in den Leukozyten bestimmt werden und/oder eine Screening-
Untersuchung des Sauerstoffmetabolismus der neutrophilen Granulozyten vorgenommen wer-
den. Auch bei weiblichem Geschlecht und bei Bevolkerungen mit niedriger Genfrequenz fiir den
G6PD-Mangel sowie bei einer spéten klinischen Manifestation ist bei entsprechender klinischer
Symptomatik und bei einem pathologischen Sauerstoffmetabolismus der Granulozyten an den
schweren G6PD-Mangel in Leukozyten zu denken. Eine CGD sollte molekulargenetisch ausge-
schlossen werden, da eine zufillige Koexistenz beider Defekte moglich ist (Agudelo-Florez et
al. 2004). Patienten mit dem schweren G6PD-Mangel in Granulozyten sind genauso wie Patien-
ten mit einer chronischen Granulomatose durch schwere, lebensbedrohliche Infektionen gefahr-
det und daher ist eine dauerhafte Infektionsprophylaxe indiziert. Dariiberhinaus ist die Identifi-
zierung asymptomatischer Patienten in betroffenen Familien sowie die genetische Beratung eine
sehr wichtige Konsequenz, die sich aus der korrekten Diagnose ergibt. Register der identifizier-
ten Patienten sollten gefiihrt werden, um wichtige Informationen iiber die Prognose, den Ver-
lauf, die Indikation einer Prophylaxe sowie den Nutzen neuer kurativer therapeutischer Ansétze

wie Blutstammzelltransplantation oder Gentherapie zu bekommen.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Das klinische und biochemische Bild der chronischen Granulomatose kann bei einem schweren
G6PD-Mangel in Granulozyten mit einer Enzymaktivitit unter 5% des Normalwertes hervorge-
rufen werden. Obwohl der G6PD-Mangel der haufigste aller klinisch bedeutsamen Enzymdefek-
te des Menschen mit etwa 400 Millionen Gendefekttrigern weltweit ist, tritt der schwere En-
zymangel in Granulozyten sehr selten auf und ist mit sporadischen Enzymvarianten der Klasse I
verbunden. In der vorliegenden Arbeit werden die klinischen, biochemischen, immunologischen
und molekulargenetischen Befunde bei 4 Patienten aus zwei verschiedenen Familien mit einem
schweren G6PD-Mangel in Erythrozyten und Granulozyten und einem daraus folgenden Phago-
zytendefekt zusammengestellt und mit Daten von bekannten Féllen aus der Literatur verglichen.
Es konnte eine Deletion von 3 Nukleotiden in Position 180-182 im G6PD-Gen festgestellt wer-
den, die zu einem Fehlen von Leucin in Position 61 gefiihrt hat. Der ausgepragte Enzymmangel
konnte auf eine instabile mRNA als Folge der verantwortlichen Mutation zuriickgefiihrt werden.

Das zum ersten Mal beschriebene mutierte Enzym wurde G6PD-Amsterdam genannt.

Die klinischen und laborchemischen Daten der hier beschriebenen Patienten sowie die aus der
Literatur erhobenen Daten weisen auf ein heterogenes Krankheitsbild mit unterschiedlicher kli-
nischer Auspridgung hin. Voraussetzung fiir die Granulozytendysfunktion ist eine G6PD-
Aktivititsabnahme unter 5% in den Leukozyten bzw. Granulozyten. Der Phagozytendefekt ist
klinisch durch Infektionen, vor allem durch Katalase-positive Bakterien und Pilze, charakteri-
siert, obwohl es Patienten gibt, die trotz der pathologischen Neutrophilenfunktion keine Infek-
tionen aufweisen. Der Erythrozytendefekt entspricht den Kriterien des WHO Klasse I G6PD-
Mangels und ist durch eine chronische nichtsphdrozytite hamolytische Andmie gekennzeichnet,
die klinisch zwischen einer milden kompensierten Andmie und einer schweren Andmie mit hé-

molytischen Krisen unter dem Einflull exogener Faktoren variieren kann.

Bei Patienten mit einem schweren G6PD-Mangel in Erythrozyten (CNSHA, Klasse [-Defekt)
sollte die Enzymaktivitit in den Leukozyten bestimmt werden und/oder eine Screening-
Untersuchung des Sauerstoffmetabolismus der neutrophilen Granulozyten vorgenommen wer-
den. Auch bei weiblichem Geschlecht und bei Bevolkerungen mit niedriger Genfrequenz fiir den
G6PD-Mangel sowie bei einer spéten klinischen Manifestation ist bei einer entsprechenden kli-
nischen Symptomatik und bei einem pathologischen Sauerstoffmetabolismus der Granulozyten
nach Ausschluf3 einer CGD an den schweren G6PD-Mangel in Leukozyten zu denken. Patienten

mit diesem Defekt sind genauso wie Patienten mit einer chronischen Granulomatose durch

83



schwere, lebensbedrohliche Infektionen gefdhrdet und daher ist eine dauerhafte Infektionspro-
phylaxe indiziert. Dariiberhinaus ist die Identifizierung asymtomatischer Patienten in betroffe-
nen Familien sowie die genetische Beratung eine sehr wichtige Konsequenz aus der korrekten
Diagnose. Register der identifizierten Patienten sollten gefiihrt werden, um wichtige Informatio-
nen iiber die Prognose, den Verlauf, die Indikation einer Prophylaxe sowie den Nutzen neuer
kurativer therapeutischer Einsdtze wie Blutstammzelltransplantation oder Gentherapie zu be-

kommen.
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