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Fascinerad av acidosens
mysterier och det lilla

barnets hjarna

VINETA FELLMAN

Forskningsbaserad
diagnostik och vard av nyfédda

Under professor Niilo Hallmans ledning var
pediatriken vid Barnkliniken i Helsingfors
priglad av de vetenskapliga malen att utreda
orsaken till barns symtom, stédlla noggrann
diagnos och sedan planera basta mojliga be-
handling och vard. Det var sjdlvklart att under
efterkrigsdecennierna sénda svéra patientfall
till Helsingfors barnklinik for centraliserade
etiologiska utredningar. Det visade sig vara
en lyckad strategi for att identifiera genetiska
sjukdomar som var vanligare i Finland &n
i andra ldnder. Den forsta av dem var det
finldndska nefrotiska syndromet. Nér ytterli-
gare sjukdomar kunde identifieras myntades
begreppet det finldndska genetiska arvet (Fin-
nish disease heritage)(1). Ett imponerande
antal sjukdomar har kunnat identifieras for att
observanta kliniker dokumenterade kliniska
och histopatologiska fynd, sjukjournaler och
vidvnadspreparat sparades och patienternas
namn registrerades for senare utredningar.
Sjukdomarna katalogiserades enligt det &rtal
da de forst hade beskrivits i en publikation
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(2), vilket skapade begreppet "Perheentupas
trappor”. Det eskalerande fran ar 1956 till att
i dag omfatta sammanlagt 36 sjukdomar (3).
Den senaste togs med ar 1998, da vi beskrev
sjukdomsbilden pa tillvixthammade nyfédda
barn med laktacidos (GRACILE syndromet,
Fellmans sjukdom MIM 603358) (4).
Incitamentet till min forskningskarriar
kommer alltsa fran den miljo som existerade
da jag specialiserade mig till barnldkare i
Helsingfors. Min forsta patient pa neonatal-
avdelningen var en vacker, intensivt bladgd
flicka f6dd pa skottdagen. Hon var intagen
pga. fluktuerande respiratorisk acidos. Seni-
orkollegerna forundrade sig over sjukdoms-
tillstdndet och kom till konklusionen att
det inte fanns nagon mdojlig behandling att
uppritthalla hennes liv om hon inte kunde
andas tillrackligt sjdlv. Hennes vdadjande blick
och mysteriet kring hennes andningsuppehall
sporrade mig att beskriva patofysiologin och
hitta orsaken. Manga nétter vakade jag med
olika prototyper for att méta endtidal och
transkutan koldioxidhalt. S& smaningom
klarnade det att hon blev acidotisk, drabbades
av hypoxi och uppvisade 6kad koldioxidhalt
pga. hypoventilationssyndrom, dvs. ”Ondine’s
curse” (Undines férbannelse), (Figur 1). Hon
var den forsta patienten i Norden med den
sjukdomen. Det var ett litet dventyr for mig
att i USA hitta en diafragmapacemaker, med
vilken hon sedan kunde vardas hemma och
utvecklas normalt (5). Detta hade inte kun-
nat utforas av en novissjukhusldkare om inte
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Figur 1.

Undine, havsnymfen som fick en sjél av sin dlskade
men som férbannade honom sa att han skulle ge upp
andan om han somnade, den s.k. Undines férban-
nelse “Ondine’s curse” (parmbilden till en roman fran
1811 av Friedrich de la Motte Fouqué, http://www.
gutenberg.org/etext/18752)

Barnklinkens chef aktivt stott arbetet och
allokerat de nodvindiga resurserna.

Hypoxi och acidos blev sedan den roda
trdden i mitt doktorandprojekt. I borjan av
1980-talet var det &nnu inte rutin att méta
navelstrangs-pH. Syftet var d4rfor att gora det
i en tillrdckligt stor kohort och hitta prognos-
tiska markorer for postasfyktisk hjarnskada.
Vi var de forsta som visade att uttalad acidos
vid fodseln inte i sig dr prognostisk for hjdrn-
skada, utan att andra markorer ocksa behovs
(6). Forskningsomréadet har utvecklats under
det kvartssekel som har gatt sedan dess och dr
kontinuerligt synnerligen aktuellt, d& en bra
prognostisk algoritm &nnu inte finns. Fortfa-
rande dr jag involverad i forskning som avser
att tidigt definiera riskgrupper fér perinatal
hjarnskada, bl.a. inom ett EU-projekt, men
med betydligt battre metoder dn pa 1980-ta-
let, som metabolomik, elektrofysiologi, och
magnetundersokning med traktografi och
volymetri (EU-FP6-projektet NEOBRAIN/
PL 036534). Vara nationella epidemiologiska
studier i Finland (7) och Sverige (8) visar en
allt hogre overlevnad for de mest omogna
prematurerna men med en betydande risk

for neurokognitiv dysfunktion (9). I sam-
arbete med psykologiska institutionen vid
Helsingfors universitet har vi gjort ett flertal
studier for att utreda om man med EEG- el-
ler MEG-registreringar kan pavisa avvikande
auditiva héndelserelaterade potentialer med
prognostisk betydelse (10, 11).

Sammantaget kan man séga att handelsefor-
loppet vid fodseln, dvs. asfyxi med hypoxi och
acidos, har betydelse for prematurers mor-
biditet under neonatalperioden, men det &r
manga andra postnatala faktorer som spelar
en viktig roll f6r hur hjarnan utvecklas. Brist
pa tillvaxtfaktorer, délig nutrition, infektioner,
stress och smarta &r viktiga riskfaktorer, men &
andra sidan kan hjdrnans plasticitet korrigera
skador till en viss grad. Darfor kan det vara
svart att hitta en algoritm for markorer med
prognostisk betydelse.

Kylbehandling av fullgangna svart (pH un-
der 7,00 &r ett av kriterierna) asfyktiska barn
har i tre stora multicenterstudier visats vara
effektiv ndr det géller att minska dodlighet och
skador. Den kan anses vara den viktigaste nya
behandlingsatgdrden som introducerats inom
neonatalvarden under det senaste decenniet.
Flera av vara nordiska universitetskliniker
har deltagit i en av studierna, den s.k. TOBY-
studien (12), som har mgjliggjort att vi tidigt
béade i Helsingfors och Lund haft tillgang till
behandlingen.

Postdoktoral traning

Enligt traditionen vid Barnkliniken i Helsing-
fors var det naturligt att soka en postdoktoral
forskartjanst i ett annat land efter disputa-
tionen. Valet f6ll p4& Washington University
Medical School i St. Louis pga. mgjligheten
till experimentella studier dar. Betydelsen
av hypoglykemi for hjarnskada vid hypoxisk
ischemi var foremalet for mitt projekt. I hjar-
nan pa nyfodda grisar studerade vi forénd-
ringar i energi- och kolhydratmetabolismen,
speciellt ATP-degradationen med hjédlp av
mikrodialys och s.k. cranial-window-teknik,
som da var nya avancerade metoder (13). Er-
farenheten har varit viktig fér mina nuvarande
experimentella studier.

Extrem metabol acidos
och tillvaxthamning

P4 avdelningen for neonatal intensivvard pa
Barnkliniken i Helsingfors behandlade jag
1985 det forsta nyfédda barnet med extrem
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metabol acidos och uttalad tillvéixthdmning.
Samma ar intogs en likadan patient pa avdel-
ningen och da sporrades jag att utreda sjuk-
domen med tillgdngliga metoder. Smaningom
var patientmaterialet tillrdckligt stort for att
vi skulle kunna karakterisera sjukdomen som
ett specifikt syndrom (4).

Redan pé& 1960-talet hade barnldkare vid
Barnkliniken i Helsingfors observerat en ut-
talad mjolksyraacidos hos tva nyfédda barn
i samma familj och darfor misstéankt att det
var frdga om en autosomalt recessiv sjukdom.
Med hjilp av neonatalavdelningens hélkorts-
register kunde jag hitta missténkta fall, patien-
ter fodda pa 1970-talet. Sammanlagt har jag
identifierat tva patienter fran 1960-talet och
fyra fran 1970-talet, ddr diagnosen senare ar
verifierad med gendiagnostik fran sparade
paraffinblock (4, 14). Antalet prospektivt di-
agnostiserade patienter under de tre féljande
decennierna var 4, 13, och 9. Neonatalmor-
taliteten var hog under 1960- och 1970-talen,
andningssvarigheter med hypoxi och metabol
acidos var en vanlig dédsorsak hos nyfodda
med lag fodelsevikt. Antagligen har dérfor
négra patienter fatt oratt diagnos, som fal-
let var med ett barn under 1980-talet. Mitt
aktiva letande efter patienter forklarar det
stora antalet under 1990-talet. Mojlighet till
prenatal diagnos med hjdlp av haplotypbe-
stdimning fran slutet av 1990-talet (15) resul-
terade i att antalet nyfédda med syndromet
sjonk. Vi har uppskattat att forekomsten i
Finland &r &tminstone 1/50 000 (16) pa ba-
sis av 1990-talets incidens. Troligtvis far alla
nyfédda med sjukdomen ritt diagnos sedan
millennieskiftet.

Intrauterin tillvixthdmning har manga
orsaker, men de vanligaste som man Onskar
utreda for att kunna ta beslut om en optimal
forlossning dr kromosomavvikelser, bety-
dande anomalier och kronisk syrebrist. Vid
avsaknad av dessa far graviditeten vanligtvis
fortsitta till ndra berdknad tidpunkt, vilket har
varit regel med de ”gracila” barnen (Tabell I)
(17). Typiskt for syndromet, dr att barnet ar
mycket tillvixthdmmat men piggt och sym-
tomfritt genast efter fodseln med normala
vérden for navelstrangs-pH och Apgar-poéng,
vilket gor att bdde personal och forédldrar
lattade konstaterar att det ar fragan om ett
friskt men litet barn. Men under forsta dygnet
svianger pendeln, barnet borjar utveckla utta-
lad metabol acidos och férsoker kompensera
den med hyperventilation utan att lyckas och
sedan uppstar en dramatisk forsémring som
kréver intensivvard.

Blodvirdena uppvisar en markant laktat-
och pyruvatforhojning, avvikelser i lever- och
njurfunktionen och fordndringar i jirnmeta-
bolismen (Tabell I)(4). Levern har haft en klart
okad jarnhalt hos alla nyfédda barn (18). Vi
har ocksé konstaterat jairnupplagring hos ett
13-veckors foster (19).

Redan tidigt misstankte vi att orsaken
kunde vara en storning i andningskedjan, men
att pavisa defekten var svért. Forst fran 1990
hade vi mojlighet att méta syrekonsumtionen
fran isolerade mitokondrier och bestamma
aktiviteten pa andningskedjans olika komplex
(20). Men till var forvaning och besvikelse
kunde vi inte hitta nagon signifikant defekt
trots den extremt hoga laktat-/pyruvat-kvoten
(Tabell 1)(4).

Efter att vi publicerat de karakteristiska
kliniska fynden (4) inkluderade Victor McKu-
sick sjukdomen i MIM-registret (Fellmans
sjukdom, MIM 603358) ocksé med det enligt
mitt tycke negativa namnet ”letal finldindsk
metabol sjukdom” (15, 21). Eftersom man
frangétt den gamla traditionen att bendmna
nya sjukdomar med namnet pa den centrala
person som beskrivit dem och i stéllet anvén-
der akronymer, ville jag lansera ett namn med
en mer positivinnebord. Med tanke p& de sma
barnens gracila utseende och skora uppen-
barelse skapade jag akronymen GRACILE,
som &r harlett fran de viktigaste fynden pa
engelska (och ocksa en ordlek i de anglosax-
iska spraken): Growth Retardation, Aminoa-
ciduria (orsakad av Fanconi typs tubulopati),
Cholestasis, Iron overload, Lactacidosis, och
Early death (Tabell I).

Jakten efter genmutationen

I de sldktutredningar som gjordes for att utre-
da sannolikheten for recessivt arftlig sjukdom,
hittade vi sldktskap eller grannskap mellan
forfader till indexbarnet (4, 15). Det motive-
rade oss att padborja en jakt efter genen under
professor Leena Peltonens ledning. Omradet
dar genen befann sig klarnade inom kort (15),
men pavisandet av vilken gen som hade en
mutation var svarare med de metoder som var
tillgéngliga i slutet av 1990-talet. Nukleotid-
fordndringen i BCS1L 232A>G hittades ratt
snart, men det var arbetskrdvande att bevisa
att den aminosyraforandring det ledde till (Se-
rin78Glycin, S78G) i homozygoter verkligen
orsakade en funktionell defekt.
Bcesl-proteinet har forst pavisats i jast. I
jdstexperiment leder bcsl-mutationer till
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Tabell I.

Kliniska data pa nyfédda barn med GRACILE-syndrom och verifierad homozygotisk 232A>G-mutation i BCS7L. Om

antalet observationer ar farre an 29 anges antalet.

GRACILE-patienter

(n=29)
median interkvartilintervall
Fodelsedata
Gestationsalder, veckor 37,9 36,6-39
Fodelsevikt, g 1715 1430-1850
Standardavvikelse -3,7 -42 - -35
Fodelseldngd, cm 44 41-45
Apgar-poang vid 1 minut 8,5 7,25-9
Referensvarde

Acidos (i plasma)
pH, forsta dygnet (n=23) 7,00 6,96-7,09 7,35-7,43
Base Excess, forsta dygnet

(n=19) -22 -25 - -20 -5;5
Laktat, mmol/I (n=22) 12,8 8,5-20,3 0,7-1,8
Laktat/Pyruvat (n=16) 81 54-140 <25
Leverfunktion (i serum)
ASAT, U/I (n=13) 135 80-210 <80
ALAT, U/I (n=14) 65 50-100 <40
Jarnmetabolism (i serum)
Jarn, mikromol/I (n=10) 16 13-17 19-48
Transferrin, g/I (n=28) 0,74 0,70-0,90 1,1-1,8
Jarnsaturation i transferrin, %

(n=6) 83 66-90 30-60
Ferritin, mikrog/I (n=10) 1310 1030-2 080 <150
Alder vid déd, dagar 36 2,75-68

att Rieske FeS-proteinet inte inkorporeras
i andningskedjans komplex III (CIII) och
déarfor uppstar funktionsbrist i komplexet
(22). Genom att inféra S78G-mutationen i
jast kunde vi visa en komplementeringsdefekt
som tecken pé CIII-brist (16). Hos patienterna
kunde vi trots uttalad laktacidos ddremot
inte pavisa nagon signifikant aktivitetsbrist i
CIII, men vi kunde verifiera en homozygotisk
BCS1L 232A>G-mutation hos alla nyfodda
barn med typisk GRACILE syndrombild (14).
Déaremot hittade vi inga andra mutationer
i genen hos andra barn med misstanke om
metabol eller mitokondriell sjukdom. Den
konsekventa genotyp-fenotyp-motsvarigheten
gjorde att en SNP-metod kunde tas i kliniskt
bruk fér 232A>G-mutation (14), vilket har
varit ett stort framsteg for diagnostiken, spe-

ciellt vid antenatal diagnostik for familjer med
ett drabbat barn.

Samtidigt som vi beskrev GRACILE-muta-
tionen, gjorde en fransk grupp mutationsscree-
ning pé patienter med pavisad CIII-defekt
och hittade ett flertal mutationer, bade i
nérliggande omrade till 232A>G-mutationen
och i andra delar av genen (23). Intresset for
genen har 6kat under de senaste aren och nu
har sammanlagt 65 patienter (14 vuxna och
51 barn, av vilka 6ver hilften &r GRACILE-
barn) pévisats ha en sjukdom orsakad av
BCS1L-mutationer (24-26). De andra muta-
tionerna &n 232A>G é&r associerade med ett
brett spektrum av fenotyper, fran mild kon-
genital neurosensorisk dovhet (27) till enbart
tubulopati eller tubulopati i kombination med
leversjukdom, eller encefalopati (28).

18

Finska Lékaresillskapets Handlingar



Nya ron skapar nya fragor

Nar mutationen péavisats, blev det tidigt up-
penbart att experimentella studier behovdes
for att klarldgga sjukdomsmekanismerna.
Forsta forsoken att skapa en knockoutmodell
misslyckades, och det har senare visat sig att
utslagning av ndgon komponent i andnings-
kedjan leder till embryonal dod. Darfér har
konditionella musmodeller producerats under
de senaste aren for studier av andningskedjans
defekter (29). Att skapa en djurmodell &r ett
omfattande och kostsamt projekt, vilket for
mig blev magjligt for att jag blev rekryterad
till Lunds universitet och erbjods ett for
forskningsdndamaélet lampligt startkapital.
Oresundsbron hade redan varit i bruk ett par
ar och erbjod en realistisk pendlingsmojlighet.
Att bygga upp en egen laboratorieverksamhet
frén ”scratch” for ett riskprojekt var ett span-
nande och kriavande foretag.

Med metoder vi sjdlva satte upp och andra
i samarbete med andra grupper kunde vi gora
framsteg. Vi har visat att BCS1L é&r lokaliserat
till mitokondriernas inre membran i human
vavnad liksom &ven i jastmitokondrier (24). Vi
har ocksa bl.a. dntligen med sdkerhet kunnat
pavisa brist pa Rieske i CIII och darfor lag
CIlI-aktivitet i patientvdvnader (24).

Med ”gene targeting” har vi skapat en mus-
modell som har 232A>G-mutationen inford
i Besll (30). Homozygoter for mutationen
uppvisar en postnatal tillvixthdmning fran
ca tre veckors alder och utvecklar sedan en
sjukdomsbild med leverpaverkan (steatos,
fibros och cirros), men har ingen tydlig jarn-
upplagring (Figur 2). I njuren ses proximal
tubulopati. Vi har visat att fenotypen utvecklas
efter att CIII-aktiviteten har sjunkit under ett
troskelvarde (30) (Figur 2). Fynden dr mycket
intressanta och visar att var transgena musmo-
dell dr lampad for klarldggande av lever- och
njurpatologin vid sjukdomen GRACILE.

Framtidsplaner

Forskningsprojektet sker nu som ett nordiskt
samarbete mellan Lund och Helsingfors, da
jag har haft mojligheten att etablera en fors-
kargrupp vid Biomedicum pé& Folkhélsans
genetiska institut.

Vilken betydelse BCS1L har for normal
hepatocytfunktion &r oklart, men BCS1L-
mutationer med neonatala manifestationer
leder i regel till leverpatologi. En allmént
godtagen hypotes dr att CIII-defekt leder till
0kad produktion av syreradikaler och oxi-

Bcs1]44 Bcs1]¢/¢
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20 -

Relativ aktivitet av wt (%)

0 T T

Alder, dagar

Figur 2.

Transgen mus med homozygotisk 232A>G-mutation i
Bcs1l-genen (Bcs1IG/G) ar signifikant tillvaxthdmmad
vid fyra veckors alder jamfort med vild typ av mus (wt,
Bcs1/A/A) och har sankt komplex lll-aktivitet (CIII) i
isolerade levermitokondrier.

dativ stress, vilket vi bor utreda i modellen.
Varfor 232A>G-mutation leder till det grava
syndromkomplexet dr oklart men ger beldgg
for hypotesen att BCS1L har en annan cel-
luldr funktion &n att bara vara chaperon for
uppbyggnaden av CIII. Dubbelfunktionen
stdds ocksa av studier som antyder att BCS1L
interagerar med en eller flera andra faktorer
(22).
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Betydelse

Behandlingen och varden av sjuka nyfodda,
de mest vérnlosa i vart samhdlle, blir standigt
foremal for prioriteringsdiskussioner, dvs.
vardbehovet ifrdgasitts om barnet dr ”for litet,
for sjukt, har for stor risk for skador” eller har
en oidentifierad sjukdom som "troligtvis leder
till bestdende skador/dod”. Jag ser det som en
viktig uppgift for oss neonatologer att alltid
kdmpa for en béttre diagnostik och vard av
dem. Musmodellen &dr idealisk for att utreda
sjukdomsmekanismer och testa behandlings-
strategier experimentellt eftersom mossen fods
och utvecklas normalt under de forsta veck-
orna och sedan far en snabbt progredierande
sjukdom. Ett terapeutiskt fonster existerar
alltsa fran ca tva veckors alder, och effekten
bor bli synlig inom en begransad tid.

Jag hoppas och tror att musmodellen kom-
mer att leda till resultat som kan tilldmpas i
behandlingen och varden av barn med mito-
kondriesjukdomar. Klarldggandet av cellulédra
mekanismer kommer ocksad att ha en mer
allmén betydelse, d& sekundéra funktions-
avvikelser i mitokondrierna &dr vanliga vid
manga kroniska sjukdomar, t.ex. diabetes och
icke-alkoholrelaterad fettlever.

Med stor tacksamhet till alla familjer,
samarbetspartner, forskare, kolleger och
vardgivare som har bidragit till att projekten
framskridit. Forskningsanslag har beviljats for
GRACILE-projektet vid Helsingfors univer-
sitet fran Finska Lékaresillskapet, Stiftelsen
for Pediatrisk forskning och Sigrid Jusélius
Stiftelse.

Prof. Vineta Fellman
Lunds universitet
Helsingfors universitet
vineta.fellman@helsinki.fi
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