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Samenvatting

Een belangrijke functie van mitochondrién is de
oxydatieve fosforylering (OXFOS). Hieronder
wordt verstaan de oxidatie van brandstoffen en
de productie van energie in de vorm van adeno-
sine-trifosfaat (ATP). Stoornissen in de oxida-
tieve fosforylering geven aanleiding tot een
groep van ziekten welke bekend staan als mito-
chondriéle ziekten. De meeste patiénten ontwik-
kelen symptomen op de vroege kinderleeftijd,
zoals met name spierzwakte, een beperkt uit-
houdingsvermogen en retardatie. De lactaatcon-
centratie in lichaamsvloeistoffen is zeker niet
altijd verhoogd. Histopathologisch en met name
biochemisch onderzoek van de spier en fibro-
blasten vormen een essentieel onderdeel van
het diagnostisch proces. Moleculair biologisch
onderzoek van deze groep van ziekten heeft in
de afgelopen jaren belangrijke nieuwe inzichten
opgeleverd. In dit artikel worden de klinische
symptomen, de initi€le diagnostiek, het spieron-
derzoek, de moleculaire biologie en de geneti-
sche classificatie van OXFOS-defecten beschre-
ven. De nadruk ligt hierbij op OXFOS-defecten
met eerste presentatie op de kinderleeftijd.
(Ned Tijdschr Neurol 2000;2:75-83)

Inleiding
Mitochondrién zijn subcellulaire organellen die
voorkomen in alle kernhoudende cellen. Ze be-
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staan uit een glad buitenmembraan, een inter-
membraanruimte, een geplooid binnenmembraan
en een matrix. Het buitenmembraan heeft porién
waardoor kleine moleculen vrij kunnen diffunderen.
Het binnenmembraan is ondoorlaatbaar voor de
meeste moleculen, maar bezit translocatoren voor
transport van onder andere ionen en eiwitten.
Tevens bevat dit membraan de vijf multi-eiwit
enzym complexen die tezamen met de electronen-
carriers, Co-enzym Q en cytochroom ¢, het OXFOS-
systeem vormen (zie Figuur 1 op pagina 76).

Het OXFOS-systeem

De electronentransportketen (complex 1 — IV,
Co-enzym Q en cytochroom ¢) en het ATP-syn-
thase (complex V), vormen gezamenlijk het
OXFOS-systeem (Figuur 1). Het via de citroen-
zuurcyclus en andere metabole routes (zoals de
B-oxidatie van Knoop) gevormde NADH en
FADH, worden gedehydrogencerd via respec-
tievelijk complex I en II van de electronen-
transportketen tot NAD* en FAD. De hierbjj
vrijkomende electronen worden via de diverse
electronentransportketen complexen en de beide
electronencarriers getransporteerd en reduceren
uiteindelijk zuurstof tot water. Dit electronen-
transport bevordert tevens de uitstoot van proto-
nen uit de matrix door het binnenmembraan naar
de intermembraanruimte. Deze protonen keren
terug door middel van complex V, bestaande uit
een protonenkanaal en het ATP-synthase, het enzym
dat de synthese van ATP uit adenosine-difosfaat
(ADP) en anorganisch fosfaat (Pi) katalyseert. Een
gedeelte van het ATP wordt in de matrix gebruike
voor energie vereisende processen.’ Het grootste
deel wordt geéxporteerd naar het cytoplasma.

De bij de omzetting van het ATP vrijkomende
energie is nodig voor de vele cellulaire processen,
zoals spiercontractie via de actine-myosine interactie.”
De subunits van de complexen van het OXFOS-sys-
teem worden, met uitzondering van complex II
(volledig kern DNA), gecodeerd door zowel mito-
chondrieel DNA (mtDNA)-als kern DNA
(nDNA)-genen.
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Figuur 1. Schematische weergave van de mitochondriéle binnenmembraan met het OXFOS-systeem. De bij
de dehydrogenering van NADH en FADH?2 vrijkomende electronen worden via de vier complexen van de elec-
tronentransport keten (Col tot en met ColV) getransporteerd, waarbij uiteindelijk vanuit zuurstof water
wordt gevormd. Het electronentransport zorgt voor een protonengradiént (export) over de mitochondriéle binnen-
membraan van de mitochondriéle matrix naar de intermembraan ruimte. De import van deze protonen via
complex V (CoV) levert de energie voor de vorming van ATP uit ADP en anorganisch fosfaat.

De enzymactiviteiten van de verschillende complexen kunnen separaat in o.a. skeletspier onderzocht worden.
U: ubiquinon (coenzym Q); Cyt c: cyrochroom c; e: electron.

Mitochondrieel DNA en het OXFOS-systeem

MtDNA, een cirkelvormig chromosoom met een
grootte van 16.659 base-paren bevat 13 genen
welke coderen voor net zoveel eiwitten van het
OXFOS-systeem (zeven subunits voor complex I,
1 subunit voor complex III, 3 subunits voor complex
IV en 2 subunits voor complex V). Het bestaat ver-
der uit 2 ribosomale RNAs (12 en 16 S rRNA) en
22 transfer RNAs (tRNAs). Ieder mitochondrion
bevat 2-10 kopieén van het mtDNA. Slechts bij
uitzon--dering zijn mtDNA mutaties homoplas-
tisch (100% mutant mtDNA), zoals bij de Leber’s
Hereditaire Opticus Neuropathie (LHON). Meestal
is er nog een hoeveelheid normaal (‘wild-type’)
mtDNA aanwezig in de mitochondrién. De ver-
houding tussen dit wild-type en het mutante type
mtDNA (‘heteroplasmie’) bepaalt of de cel (weefsel/
orgaan) hiervan hinder ondervindt (drempelwaarde).
Mitochondrieel DNA wordt exclusief via de eicel
doorgegeven bij de conceptie. Men spreekt van
maternale erfgang omdat de fout wordt overgedragen
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van de moeder op ieder kind. Dit betekent overigens
niet dat iedere mtDNA mutatie ook per definitie
maternaal overerft. Zo is bijvoorbeeld de erfgang
van multipele mtDNA deleties, bij een bepaalde
vorm van externe ophthalmoplegie, autosomaal
dominant. De verantwoordelijke fout ligt op een nog
niet nader gekarakteriseerd nucleair gen wat ver-
antwoordelijk is voor het ontstaan van de multipele
mtDNA deleties. In dit kader spreekt men van een
fout op het nivo van de nucleo-mitochondriéle
communicatie (zie ook 7abel I en 3, op pagina 78,
resp. 81).*

Kern DNA en het OXFOS-systeem

Tot nu toe zijn ongeveer 70 nucleaire genen bekend,
welke direct coderen voor structurele eiwitten van
het OXFOS-systeem."” De meeste van deze 70 genen
coderen de vorming van de 36 kerngecodeerde
subunits van de Goliath van de electronentransport-
keten, het complex I. Dit complex bestaat uit 43 sub-
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units, 7 gecodeerd door het mtDNA, de rest vanuit
het kern DNA. Complex II bestaat uit 4 subunits
welke volledig door het nDNA worden gecodeerd.
Complex III bestaat uit 10, complex IV uit 10 en
complex V uit 12 nDNA gecodeerde subunits. Deze
genen zijn ‘at random’ verdeeld over de chromosomen.

Genetische classificatie van OXFOS-defecten
De tot nu toe veelgebruikte classificaties van
OXFOS-defecten, klinisch, morfologisch of bio-
chemisch, worden meer en meer verlaten en ver-
vangen door een genetische classificatie ( Zabel 1).°

Klinische presentatie van OXFOS-defecten

Algemeen

De leeftijd waarop de eerste symptomen van
OXFOS-defecten duidelijk worden is zeer uiteen-
lopend en het beloop van deze aandoeningen
varieert buitengewoon. Dit wordt ten dele verklaard
door de verschillen in de genetische oorzaak. Daar
mitochondrién in alle kernhoudende cellen voor-
komen kan in principe ieder weefsel of orgaan zijn
aangedaan. De meest frequent aangedane weefsels en
organen zijn die, welke een hoge energie-behoefte
hebben, zoals hersenen, hartspier en skeletspier.
Vandaar dat deze groep van ziekten in het verleden
ook wel als mitochondriéle encephalomyopathieén
omschreven werden. Meer en meer wordt duidelijk
dat deze omschrijving te beperkt is, daar in principe
alle organen en weefsels kunnen zijn aangedaan
(Tabel 2, op pagina 80).” Vandaar dat hier de voor-
keur gegeven wordt aan de omschrijving OXFOS-
defecten. De meeste patiénten vertonen de eerste
symptomen op de vroege kinderleeftijd (< 2 jaar).
Het beloop is over het algemeen progressief en
fataal. Deze bijdrage beperkt zich met name tot de
vroege presentaties van OXFOS-defecten waarvan
globaal de volgende fenotypen onderscheiden kun-
nen worden®:

1. Leigh en Leigh-like syndroom

2. Fatale infantiele lactaatacidose

3. Neonatale cardiomyopathie met lactaatacidose
4. Macrocephalie met leukodystrofie

5. Niet nader gespecificeerde encephalomyopathie

Van deze groep komen het Leigh en Leigh-like
syndroom (idem aan Leigh, doch niet neuropatho-
logisch bewezen) het meest frequent voor (50%
van het totaal). Aan de hand van dit in 1951 door
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Leigh beschreven syndroom’ wordy, ter illustratie,
nader ingegaan op de klinisch chemische, morfo-
logische, biochemische en moleculair biologische
diagnostick van OXFOS-defecten. Er zijn weten-
schappelijk sterke aanwijzingen dat bij de meerder-
heid van deze patiénten het genetisch defect in één
van de kerngenen gelokaliseerd is. Defecten in het
mitochondrieel DNA presenteren zich over het
algemeen op latere leeftijd (> 10 jaar).
Uitzonderingen op deze regel zijn echter beschreven
in de literatuur. MtDNA defecten hebben over het
algemeen een Klinisch goed herkenbaar fenotype. De
meest frequent voorkomende, klinische presentaties
zijn: Mitochondriéle Encephalopathie met Lactaat-
acidose en Stroke-like episoden (MELAS); Myoclone
Epilepsie en ‘Ragged Red Fibers' (MERRF); Neuro-
pathie, Ataxie en Retinitis Pigmentosa (NARP)
syndromen; het Kearns Sayre Syndroom (KSS) en
de Chronische Progressieve Externe Ophthalmo-
plegie (CPEO), een in vergelijking met het KSS
minder precies omschreven syndroom, dat evenwel
vele kenmerken van KSS, zij het op latere leeftijd
(> 15 jaar), kan vertonen (Zabel 3, op pagina 81).

Het Leigh syndroom

Het Leigh syndroom (subacute, necrotiserende
encefalomyelopathie) is een progressieve, subcorticale
aandoening met stoornissen van diencefale,
mesencefale en hersenstamfuncties.”” De eerste
symptomen zijn meestal v66r het tweede levens-
jaar aanwezig. Leigh syndroom patiénten overlijden
meestal binnen enkele jaren na het debuut van de
ziekte. Het beloop wordt veelal gekenmerke door
partiéle remissies en exacerbaties. Deze laatste worden
vaak uitgelokt door virale infecties. De symptomato-
logie is zeer gevaricerd doch hersenzenuw-uitval
(vooral opticusatrofie en oogspierparesen), spier-
hypotonie en ataxie staan op de voorgrond.
Epilepsie daarentegen is zeldzaam. Opvallend is
voorts de frequente aandoening van het neuro-
musculaire systeem. Polyneuropathie en myopathie
zijn vaak aanwezig. Juist deze aantasting van het
neuromusculaire systeem geeft een goed houvast
bij onderscheid van een encephalitis door infec-
tieuze oorzaken." Cerebrale beeldvorming ver-
toont veelal karakteristicke symmetrische laesies in
de thalami, basale ganglia (meestal putamina), het
visuele systeem, de substantia nigra en de hersenstam.
Histopathologisch is er sprake van een spongiforme
necrose met gliosis en vasculaire proliferatie. De
neuronen blijven relatief gespaard in de necro-
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Tabel 1. Oxidatieve fosforyleringsstoornissen.

I. Mitochondriéle DNA defecten

a.Rearrangements (deleties en duplicaties; meer dan 100 geidentificeerd)
* Chronische progressieve externe ophthalmoplegie (CPEO)
* Kearns-Sayre syndroom
* Diabetes en dootheid

* Pearson syndroom

b. Puntmutaties (meer dan 50 geidentificeerd)
Structurele OXFOS gen defecten
* Leber’s hereditaire opticus neuropathie (G11778A, T14484C, G3460A)
* Leber’s hereditaire opticus neuropathie/dystonie (G14459A, T14569A)
* Neurogene zwakte, ataxie en retinitis pigmentosa (T8993G/C) (NARP)
* Leigh syndroom (T8993G/C)

tRNA genen

* Mitochondriéle encephalopathie met lactaat acidose en stroke-like episoden
(A3243G, T3271C, A3251G) (MELAS)

* Myoclone epilepsie met ragged-red vezels (A8344G, T8356C) (MERRF)

* CPEO (A3243G, T4274C)

* Myopathie (T14709C, A12320G)

* Cardiomyopathie (A3243G, A4269G)

* Diabetes en doofheid (A3243G, C12258A)

* Encephalomyopathie (G1606A, T10010C)

* Leigh syndroom (G1644T)

rRNA genen
* Niet-syndromale sensorineurale dootheid (A7445G)
* Aminoglycoside geinduceerde niet-syndromale dootheid (A1555G; deltaT961Cn)

II. Nucleaire DNA defecten

a. Structurele OXFOS gen defecten
* Complex I deficiénties (Leigh en Leigh-like syndroom mutaties in NDUFS4, -7 en -8 gen;
Macrocephalie, Leucodystrofie en Myoclone Epilepsie, mutaties in NDUFV1 gen)
* Complex II deficiénties (Leigh en Leigh-like syndroom, mutaties in Fp gen)

b. Niet-structurele OXFOS gen defecten
1.Import defecten
* Dystonia Deafness Protein sydroom (mutaties in DDP gen)
2. Assemblage defecten
* Complex IV deficiénties (Leigh syndroom, mutaties in SURF gen; cardioencephalomyopathie;
mutaties in SCO2 gen; Leigh en De Toni-Fanconi-Debre syndroom mutaties in COX10 gen)
* Gecombineerde deficiénties (hsp60)

c. Nucleaire DNA — mtDNA communicatie defecten (multipele deletie-defecten)
* Autosomaal dominante, externe ophthalmoplegie (chromosoom 10q23.3-q24.3; 3p14.1-21.2)
* Mitochondriéle, neuro-gastrointestinale, encephalomyopathie (thymine phosphorylase deficiency);
* Mutaties in het thymidine phosphorylase gen op chromosoom 22q13.32-qter
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tische gebieden. Myeline afbraak hierin is vrijwel
altijd aanwezig. De oorzaak van het Leigh syndroom
blijkt in die gevallen waar deze is opgehelderd, altijd
een stoornis in de mitochondriéle energieproductie
te zijn (pyruvaat dehydrogenase complex deficién-
tie of OXFOS-defecten). Zowel mutaties in het
mtDNA als in het nDNA zijn beschreven.'"

Initieel onderzoek bij patiénten verdacht
van een OXFOS-defect

Defecten van de OXFOS geven klinisch-chemisch
vaak aanleiding tot verhoogde melkzuur (lactaat)
concentraties in lichaamsvloeistoffen. Bij verden-
king op een OXFOS-defect dient dan ook altijd de
lactaat concentratie bepaald te worden. Omgekeerd
dient bij een verhoogde lactaatconcentratie gedacht
te worden aan een OXFOS-defect. Resultaten ver-
kregen uit metabool onderzoek van organische
zuren (urine portie verzameld tussen 8 uur ’s ochtends
en 17 uur ’s middags) en aminozuren in serum,
liquor en urine kunnen de waarschijnlijkheids-
diagnose ondersteunen." Indien bij (sterke) klinische
verdenking, met klinisch-chemisch en oriénterend
metabool onderzoek geen afwijkingen worden
gevonden, is de volgende diagnostische stap een
glucose tolerantietest. Recent konden wij bij vol-
wassenen met een CPEO, met behulp van NIRS
(Near-InfraRed Spectroscopie) van de onderarm
een significant verminderde zuurstof consumptie in
rust en bij inspanning vaststellen.” Deze kwantitatieve,
non-invasieve, in-vivo test kan in de toekomst als
screeningstest bij verdenking op OXFOS-defecten
een rol gaan spelen.

MRS (proton spectroscopie) onderzock van de
hersenen is een non-invasieve methode voor het
aantonen van lactaatconcentratie verhogingen in
bepaalde hersencompartimenten. Alhoewel boven-
staande onderzoeken veelal afwijkend zijn, blijke bij-
voorbeeld dat bij de geisoleerde complex I deficiéntie
bij 15% van de patiénten geen lactaatverhogingen
worden gevonden, zelfs niet tijdens belasting (gluco-
se, pyruvaat) of inspannings-onderzoek." Daar lac-
taatverhoging tot nu toe als obligaat verschijnsel
werd opgegeven is het waarschijnlijk zo dat het aan-
tal OXFOS-defecte patiénten biochemisch/ molecu-
lair biologisch ondergediagnostiseerd is.

De auteurs zijn op grond hiervan de mening
toegedaan dat ook bij patiénten, die geen lactaat-
verhoging hebben, maar fenotypisch van een
OXFOS-defect verdacht worden, nadere invasieve
diagnostick noodzakelijk is. Met name omdat de
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consequenties van dergelijke onderzoeken van
groot belang zijn voor begeleiding en prenatale
diagnostiek.

Spieronderzoek bij OXFOS-defecten

Indien uit anamnese, lichamelijk onderzoek, het
onderzoek van lichaamsvloeistoffen en in-vivo
functietesten voldoende aanwijzingen zijn verkregen
ter ondersteuning van het vermoeden van een
OXFOS-defect, wordt overgegaan tot invasief
onderzoek. Meestal wordt hiervoor een spierbiopt
genomen uit de musculus vastus lateralis dextra,
waarin de volgende onderzoeken altijd dienen te
worden verricht:

1. Microscopisch en histochemisch onderzoek

2. Biochemisch onderzoek

Ad 1. Microscopisch en histochemisch spieronderzoek
Het spierweefsel van een patiént met een stoornis
in het OXFOS-systeem kan er bij oriénterend
onderzoek geheel normaal uitzien. De spiervezels
die een afwijkend aantal mitochondrién bevatten
of die een afwijkend verdelingspatroon vertonen,
zijn met de gebruikelijke kleurmethoden (toe-
gepast op paraffinemateriaal) niet gemakkelijk te
herkennen. Met speciale histologische of (enzym-)
histochemische technieken zijn deze vezels wél
goed te identificeren. Veel gebruikt wordt de
Gomoritrichroomkleuring. Met deze kleuring
worden de subsarcolemmale ophopingen van de
mitochondrién rood aangekleurd zodat de afwij-
kende vezels in dwarse aansnijding een onregelma-
tig gerafelde (rode) randzone gaan vertonen.
Op grond hiervan worden deze vezels ‘ragged red’
genoemd. Ragged-red vezels worden, in tegenstel-
ling tot bij oudere kinderen en volwassenen, bij
jonge kinderen vrijwel nooit waargenomen.
De ragged-red vezels zijn niet specifiek voor een
OXFOS-defect. Ze kunnen ook bij andere neuro-
musculaire ziekten worden aangetroffen zoals bij
inclusion-body myositis, dystrophia myotonica of
zure maltase deficiéntie. Ook met kleuringstech-
nieken voor de activiteit van de OXFOS-enzymen
(zoals SDH, COX en NADH-dehydrogenase) kan
men de afwijkende vezels goed herkennen.

Bij electronenmicroscopisch onderzoek worden
naast veranderingen in aantal of in de intracellulaire
verdeling van mitochondrién afwijkingen gezien in
de ultrastructuur van deze mitochondrién. Ook kun-
nen in de mitochondrién kristallen worden gevon-
den. Wij toonden aan dat deze kristallen bestaan uit
het mitochondrieel enzym creatine kinase."”
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Tabel 2. Klinische symptomen bij OXFOS-

defecten.

Hersenen - Convulsies

- Hypotonie, Hypertonie

- Spasticiteit

- Transiénte paraparese

- Lethargie, Coma

- Psychomotore retardatie,
regressie

- Extrapyramidale
verschijnselen

- Ataxie (episodisch)

- Dyspraxie

- Centrale hypoventilatie

- Deceleratie, acceleratie
schedelgroei

- Corticale blindheid

- Perceptieve doofheid

Skeletspier - Inspanningsintolerantie,
snelle vermoeibaarheid
- Spierzwakte

Hart - Cardiomyopathie
(hypertrofisch, congestief)
- Geleidingsstoornissen

Ogen - Prosis

- Abnormale oog-
bewegingen,

- dubbelbeelden

- Strabisme

- Cataract

- Retinopathie

- Opticus atrofie

Lever - Insufficiéntie

Nier -Tubulusfunctiestoornissen
- Interstitiéle nefritis

Endocrien - Diabetes mellitus
- Diabetes insipidus
- Hypothyreoidie
- Hypoparathyreoidie
- Exocriene pancreas-
dysfunctie
- Primaire ovariéle dysfunctie

Gastrointestinaal - Diarree (villus atrofie)
- Intestinale pseudo obstructie

Diversen - 'Failure to thrive'
- Geringe lichaamslengte
- Bleek uiterlijk
- Dystrofie

Ad 2. Biochemisch spieronderzoek

In het afgelopen decennium zijn de mogelijkhe-
den van biochemisch spieronderzoek sterk uitge-
breid.'®"* De volgende biochemische bepalingen,
waarvoor ongeveer 300 mg spierweefsel nodig is,
worden routinematig uitgevoerd in ons centrum:

2a. Meting van substraatoxidatie snelheden met
behulp van radioactief gelabelde substraten en
ATP productiesnelheid

2b. Activiteitsmetingen van de OXFOS-complexen

2c. Activiteitsmetingen van “post-OXFOS” enzymen en
immunoblotting van transporteiwitten

2d. 2-dimensionale electroforese van enzymcomplexen

Ter verkrijging van de benodigde hoeveelheid spier-
weefsel is bij kinderen een open spierbiopsie nodig.
Bij volwassenen is in Nijmegen de naald-biopsie tech-
niek zodanig ontwikkeld dat het mogelijk is bij vol-
wassenen met deze techniek voldoende materiaal te
verkrijgen. Bij de eerste twee methodieken wordt het
functioneren van één of meer enzymcomplexen van
het OXFOS- systeem onderzocht. Bij de laatste twee
methoden wordt gekeken naar de activiteit van één
specifiek enzym (-complex) en/of dit, of een deel hier-
van, in de normale hoeveelheid/vorm aanwezig is.

Ad 2a. Meting van substraatoxidaties

Indien vers spiermateriaal (niet ingevroren) beschik-
baar is (wat sterk geadviseerd wordt), kan het functio-
neren van de mitochondriéle energiehuishouding vast-
gesteld worden via metingen van de oxidatiesnelheden
van verschillende substraten (zoals radioactief [1-14C]
pyruvaat). De gebruikte methoden geven een eerste
indruk van het functioneren van de verschillende
“stappen” betrokken bij de ATP productie. Bij 30-40%
van de verse biopten worden stoornissen in de oxidatie-
snelheden gevonden zonder dat één van de routinema-
tig gemeten enzymen of enzym-complexen afwijkend
zijn! Nader onderzoek is dan noodzakelijk om het
onderliggende defect op te sporen.”

Bij deze patiénten is er dus wel degelijk sprake van
een mitochondriéle aandoening, welke gemist zou
worden indien alleen ingevroren materiaal onder-
zocht wordt. Onderzoek in vers spiermateriaal is nog
mogelijk indien de tijd tussen afname en de eerste
bewerkingen van het biopt in een diagnostisch
centrum niet langer dan 2 uren bedraagt.

Ad 2b. Activiteitsmetingen van de OXFOS-complexen
Voor een exacte lokalisatie van een OXFOS-stoornis
is het noodzakelijk een aantal enzymatische bepalingen
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Tabel 3. Karakteristicken van frequent voorkomende mutaties in mitochondrieel DNA (mtDNA).

e

Karakteristieken
Ophthalmoplegie -
Retina degeneratie -

AV-blok -
Liquor eiwit > 1gr/l -

Myoclonieén
Ataxie

Spierzwakte

Convulsies

Dementie

Korte lengte

Periodiek braken
Corticale blindheid
Hemiparese, -anopsie
Sensorineurale doofheid
Lactaat acidemie

Positieve familie anamnese

Ragged-red vezels

+ + + + + + + o+ + o+ o+ +

Spongiforme degeneratie

te verrichten, waarmee separaat gedeelten van de
electronentransportketen en het ATP-synthase
onderzocht kunnen worden (Figuur 1, op pagina 76).
Deze bepalingen kunnen zowel met vers als met -
direct na afname - ingevroren spiermateriaal uitge-
voerd worden. Bij activiteitsmetingen wordt geke-
ken naar de snelheid waarmee een enzym een sub-
straat kan omzetten. Dit geeft aanwijzingen voor
de activiteit (werking) van het enzym in de spiercel.

Ad 2c. Activiteitsmetingen van post-OXFOS
enzymen en immunoblotting

Daar met bovenstaande enzymatische metingen
niet alle stoornissen in de substraatoxidatie opge-
spoord dan wel verklaard kunnen worden, wordt
het diagnostisch pakket continu uitgebreid met
bepalingen van enzymen en eiwitten ‘downstream’
van het OXFOS-systeem en van eiwitten betrok-
ken bij het transport over de mitochondriéle
membranen. De volgende “post-OXFOS” eiwit-
ten worden min of meer routinematig bepaald:
mitochondrieel creatine kinase, de Voltage
Dependent Anion Channel (VDAC), de Adenine
Nucleotide Translocator (ANT), de anorganisch
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- + +
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- - +
- ; ;
+ + +
+ +
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o ;
+ + +
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fosfaat carrier en de alfa-ketoglutaraat carrier.
Inmiddels zijn de eerste patiénten met ANT en
VDAC deficiéntie opgespoord. Het belang van
onderzoek op vers spiermateriaal, bij voorkeur
afgenomen in het centrum waar ook al deze bepa-
lingen operationeel zijn, is hiermee voldoende dui-
delijk gemaake.”

Ad 2d. Twee-dimensionale electroforese

Indien er een deficiéntie wordt gevonden van één
of meer complexen van het OXFOS-systeem is het
via 2-dimensionale electroforese mogelijk om, met
behulp van specifieke antilichamen gericht tegen
de verschillende OXFOS en post-OXFOS eiwit-
ten, te onderzoeken of één of meer subunits van
dergelijke complexen ontbreken of verminderd
worden aangemaakt. Dergelijk onderzoek heeft bij
patiénten met een COX-deficient Leigh syndroom
recent tot exacte opheldering geleid van de stoor-
nis in de assemblage van complex IV.2122

In-vitro fibroblasten onderzoek
Aanbevolen wordt om tijdens de open spierbiopsie
tevens huid af te nemen voor het kweken en nader
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biochemisch onderzoeken van fibroblasten. Het
grootste belang van dit onderzocek is dat indien een
defect in fibroblasten tot expressie komt, dit meestal
ook het geval is in een chorion villus biopsie (10e —
12e zwangerschapsweek). Fibroblasten onderzoek
is derhalve van belang voor prenatale diagnostiek.
Verder wordt uit het vergelijken van onderzoek in
spier en fibroblasten een eerste indruk verkregen
over de weefselspecificke expressie van de ziekte.
OXFOS-deficiénte cellijnen worden tevens gebruike
ter differentiatie van de onderliggende genetische
oorzaak (mtDNA versus nDNA) en voor pathofysio-
logische en therapeutische studies.

Moleculair biologisch onderzoek

Het moleculair biologisch onderzoek van patién-
ten met een defect in één of meer complexen van
het OXFOS-systeem heeft in de afgelopen jaren
sterke vooruitgang geboekt. Met uitzondering van
complex II worden alle andere complexen deels
door mtDNA, deels door nDNA gecodeerd.'
Onderzocek heeft aangetoond dat slechts bij onge-
veer 5% van de onderzochte kinderen met een
OXFOS-defect de oorzaak gelegen is in een muta-
tie van het mtDNA. Het valt dan ook te verwach-
ten dat de meeste patiénten met een vroeg debuut
(< 2 jaar) van hun ziekte een mutatie zullen heb-
ben in én van de kerngecodeerde genen: genen
direct of indirect betrokken bij de vorming en
functie van deze complexen. Het moleculair biolo-
gisch onderzoek van OXFOS-patiénten is onder-
meer van groot belang voor de begeleiding en
eventuele prenatale diagnostiek bij deze patiénten
en hun familie.

In de afgelopen jaren zijn, bij min of meer specifieke
ziektebeelden, mutaties gevonden in het mtDNA
en het nDNA, waardoor een genetische classificatie
van deze ziekten mogelijk is geworden (zie Zabel 1).

Therapie van OXFOS-defecten

De ontwikkelingen op het gebied van het spier-
metabolisme onderzoek gaan snel. Vooralsnog
moeten we constateren dat er, enkele bijzondere uit-
zonderingen daargelaten, zoals de recent beschreven
co-enzym Q deficiéntie, nog geen behandeling voor
OXFOS-defecten mogelijk is. Op dit moment
vormt ondersteunende behandeling het enig moge-
lijke. Nader inzicht in de celbiologische consequen-
ties van OXFOS-defecten zal hierin hopelijk in de
toekomst verandering brengen.
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