De GRACILA barnen

VINETA FELLMAN

GRACILE-syndromet (Fellmans syndrom, MIM 603358) hor till det finlandska genetiska sjukdoms-
arvet. Sjukdomen ar orsakad av en missens mutation (578G) i BCS1L, ett protein som fungerar
som en “chaperon” eller sammankopplande lank vid bildning av komplex Ill i andningskedjan.
Syndromet uttrycker sig som en grav tillvaxthdmning redan under fostertiden, och efter fédseln
utvecklar barnet en uttalad metabolisk acidos pga. av nedsatt funktion i komplex Ill. Ovriga
symtom ar proximal tubulopati, nedsatt leverfunktion med cirrhos och uttalad jarnupplagring,
stord jarnmetabolism och tidig déd. Diagnosen stdlls med hjédlp av mutationen, alla barn av
finlandskt ursprung har haft samma homozygota mutation S78G.l andra lander férekommer olika
mutationer i BCS1L och fenotypen varierar.Behandlingen ar én sa lange enbart symtomatisk.

I regionala sma populationer som har varit
isolerade under en langre tid uppstar ofta en
ansamling specifika genetiska sjukdomar or-
sakade av mutationer (s.k. grundareffekt fran
engelskans founder effect), som anrikats da
populationen blivit foremal for en reducering
med efterfoljande 6kning (1). Finland &r ett
sddant geografiskt isolat med sammanlagt 36
typiska genetiska sjukdomar, vilka i andra
lander dr exceptionellt sdllsynta eller inte fore-
kommer (1, 2). Detta har lett till att man talar
om det “finldndska genetiska arvet” (Finnish
Disease Heritage). Sjukdomarna har sche-
matiskt presenterats i form av en trappa med
ett trappsteg ("Perheentupas trappsteg”) for
varje enskild sjukdom och értal i den ordning
som sjukdomen publicerats (1). GRACILE-
syndromet (Fellmans syndrom MIM 603358),
vars kliniska symtombild vi publicerade ar
1998 (3), dr den senaste sjukdomen pa det
Oversta trappsteget (1). De forsta patienterna
observerades redan pa 1960-talet, men en
specifik sjukdomsbild var svér att definiera
till en borjan eftersom det enda typiska fyndet
var en uttalad metabolisk acidos med dodlig
utgédng under neonatalperioden.
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samt dverlakare vid neonatalavdelningen vid
universitetssjukhuset i Lund

Fenotyp

Kartldggningen av 17 barn fran 12 familjer
resulterade i att sex karakteristiska fynd kunde
identifieras hos alla barnen (Tabell I):

1) Uttalad tillvixthdmning under fosterti-
den &r det forsta symtomet. I vissa fall kunde
man observera tillvixthdmningen redan
under den forsta trimestern, vilket ledde till
senareldggning av den berdknade tiden for
forlossningen (4).

2) En grav metabol acidos, som utvecklas
under det forsta dygnet. Utvecklingen av
acidosen var dramatisk fran ett ofta normalt
pH vid fodseln till ett pH-véarde pa 7,00 eller
lagre och ett laktatvdrde 6ver 10 mmol/l vid
intagning till neonatalavdelning vanligtvis
redan under det forsta levnadsdygnet.

3) Fanconis syndrom med extrem amino-
aciduri, som vanligtvis diagnostiserades i ett
tidigt skede genom metabol sallning/screen-
ingsundersokning av urinen. Den nedsatta
reabsorptionen i proximala tubulus med bi-
karbonatférlust medverkar till den metabola
acidosen.

4) Leverpaverkan med cholestas, cirrhos
och fibros speciellt hos de barn som hade en
langre overlevnad (5).

5) Avvikelse i jarnmetabolismen med utta-
lad hemosideros i levern, hogt ferritinvarde,
lagt transferrinvédrde och hog transferrinsatu-
ration i blodet. Senare kunde vi dven pévisa
fritt jarn i blodet (6, 7).

6) Tidig dod, som i hilften av fallen in-
triaffade under de tva forsta veckorna efter
fodseln.
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Medelvarde SD
Fodelsedata
Graviditetslangd, veckor 37,6 3,03
Fodelsevikt, g 1655 495
SD-véarde -3,9 0,7
Fodelselangd, cm 42,4 4
Huvudomkrets 30,8 1,9
Median Interkvartil-intervall Referensvirde
Acidos
Apgar vid 1 minut 9 7-9 8-10
pH, navelartar (n=8) 7,27 7,19-7,30 >7,20
pH, vid intagning 7,00 6,95-7,02 7,35-7,43
BE, vid intagning -22 -4,5 -5,5
Laktat mmol/l (n=22) 13,7 8,2-20 0,7-1,8
Pyruvat mikromol/l (n=17) 141 80-156 40-70
Laktat/Pyruvat (n=17) 91 53-140 <25
Jarnmetabolism
S-jarn, mikromol/I (n=8) 16,3 9,6-19,4 19-48
Transferrin, g/l (n=7) 0,72 0,68-0,96 1,1-1,8
Transferrinsaturation, % (n=7) 81 61-100 30-60
Ferritin, mikrog/Il (n=9) 1260 1120-2275 <150
Jarnhalt i leverbiopsi, mikrog/g (n=4) 5590 5290-5700 990-2800 (n=4)
Leverfunktion
Bilirubin mikromol/I (n=12) 145 90-183 aldersrelaterat
Bilirubin, konjugerat mikromol/I (n=12) 58 35-112 <6
ASAT, U/l (n=11) 134 83-220 <80
ALAT, U/l (n=12) 58 52-93 <40
Utfall
Maximal alkalidos, mmol/kg/d (n=12) 15 12-18,5
Tillvaxt efter 1 vecka, g/vecka (n=9) 33 -12-63
Overlevnadstid, dagar 23 2,5-65
Tabell I.

Kliniska karakteristika hos 26 patienter med GRACILE syndrom (18 flickor och 8 pojkar).

Barnen hade inga tecken pé& neurologisk
eller kardiovaskulér sjukdom eller avvikelse.

Akronymen GRACILE har jag harlett fran
de engelska orden p& symtomen: Growth
Retardation, Aminoaciduria, Cholestasis,
Iron overload, Lactacidosis, och Early death.
Begreppet GRACILE alluderar ocksa pa bar-
nens utseende, de dr sma, slanka och skora
(Figur 1). Deras vakenhet och kommunikativa
formaga gor att fordldrarna far god kontakt
om oOverlevnaden Overstiger nagra dagar.
Anstringningar att f4 barnen att dverleva
under sa bra forhallanden som mojligt at-

minstone nagon vecka dr motiverade for att
familjen skall f& en gemensam vérdefull tid
med barnet.

Ytterligare 9 patienter har jag kunnat di-
agnostisera prospektivt sedan publikationen
1998, vilket ger en incidens pa ca 1 fall per
ar i Finland. Trots att man varit medveten om
sjukdomens forekomst, har barnens acidos
vid intagningen till neonatalavdelning varit av
samma svarighetsgrad som tidigare (Tabell I).
Majoriteten av barnen &r flickor, vilket tyder pa
att sjukdomen hos pojkar kan vara letal under
ett tidigt embryonalt stadium, d& familjerna
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inte rapporterat tidigare missfall. Tva aborter
har utforts efter antenatal genetisk diagnostik.

Genotyp

Med kopplingsanalys kunde vi lokalisera
mutationen till en vl bevarad haplotyp i an-
dra kromosomen i regionen 2q33-37 (8). En
homozygot 232A—~G-mutation i andra exonet
av BCS1L-genen med en Serin78Glycin (S78
G)aminosyreforandring som foljd (9) visade
sig vara sjukdomens genetiska orsak (Figur
2). Alla finldndska patienter med det typiska
GRACILE-syndromet har varit S78 G-homo-
zygoter. Att denna s.k. polymorfism verkligen
var den sjukdomsalstrande mutationen kunde
pavisas genom undersokning av tre brittiska
patienter med liknande symtom (9). De var
alla heterozygota for olika BCS1L-mutationer
(Figur 2). Hos en av dem pavisades tva mis-
sens mutationer, S78G och R144Q (9). En
hade R56STOP och V327A och den tredje en
s.k. ”splice site mutation” samt en nukleotid-
fordandring i forsta intronet (Figur 2).

BCS1L-proteinet
ar "chaperon” for komplex Il

Proteinet BCS1 har forst pavisats i jast (10).
Det hor till de s.k. AAA-proteinerna (ATPaser
associerade med olika celluldra aktviteter),
vilkas viktigaste funktioner ar degradering av
proteiner, uppbyggnad av membrankomplex,
fusion av membran och genuttryck. Deras
aktivitet sker genom energiberoende nedbryt-
ning eller omkonfigurering av proteiner (11,
12). BCS1 &r forankrat i mitokondriets inre
membran sa att N-terminalen &r placerad mel-
lan membranen, en enkel domén gar genom
inre membranet och fortsétter i matrix forst
som en harnalsstruktur och dérefter som en
klumpformad konfiguration med C-termina-
len (13). I jastexperiment har man med hjélp
av BCS1-mutationer visat att varken Rieske-
FeS-proteinet eller Qcrl0p inkorporeras i
andningskedjans komplex III (11, 13, 14).
BCS1-proteinet fungerar alltsd som en ”“cha-
peron”, dvs. kopplar samman Rieske-proteinet
med prekomplexet s& att komplex III blir en
fungerande helhet (11). Ndr den humana
S78G- mutationen infordes i jast uppstod en
defekt i den aeroba energiproduktionen, vilket
tyder pa CIII-brist (9) i enlighet med fynden i
jastexperimenten med de traditionella BSC1-
mutationerna (10, 11).

Figur 1.

En nyfédd fullgangen flicka med GRACILE syndrom.
Notera den uttalade tillvaxthamningen (publiceras
med foraldrarnas tillstand)

Komplex Il

Det humana komplex III dr ett proteinkom-
plex bestdende av 11 subenheter av vilka en,
cytokrom b, dr kodad i mitokondriellt DNA,
medan de Ovriga tio dr kodade i nukledart DNA
(15). Komplex III &r lokaliserat till mitokon-
driemembranet dér det har flera funktioner.
Det katalyserar elektrontransporten fran ubi-
quinol till cytokrom ¢ men &r ocksa involverat
bl.a. i protonpumpningen &ver inre mitokon-
driemembranet och i superoxidproduktion
(16). Elektrontransporten sker via FeS-kdrnan
i Rieske-proteinet och darfor dr den oxidativa
fosforyleringen hammad da Rieske-proteinet
saknas i komplexet (17). Sjukdomar pga.
komplex III-defekter &ar sidllsynta och hete-
rogena, vanligtvis debuterar de i skolaldern
som muskelsvaghet, speciellt i samband med
muskeltraning eller tidigare i barndomen som
kardiomyopati och Leighs sjukdom (18, 19).

Argang 166 Nr 2, 2006

77



Splice

site
R56Storl) R144Q V327A
| |
i 2 3 4 B 6 7 8
nucleotid I I I I ?
forandring R45C P99L R155P S277N V353M

Figur 2.

STOP

Schematisk bild av BCS1L-genen med kdnda mutationer angivna (9, 26, 27 ) och motsvarande aminosyre-
forandring i proteinet. GRACILE- mutationen (9) 232Adenin-Guanin iexon 2 resulterar i ett utbyte av en

konserverad aminosyra, serin till glycin (S78G).

Figur 3.

Perls fargning for pavisande av jérn i vavnader.
A:lever fran kontrollbarn saknar infargning.

B: stora jarnkonglomerat ses i lever fran GRACILE-
patient.

Sjukdomar pga. funktionsbrist i komplex IV
ar fyra ganger vanligare, vilket kan vara ett
tecken pé att en funktionsbrist i komplex I1I
kan kompenseras av de andra komplexen (19)
samt mojligen genom att andningskedjans
komplex kan bilda s.k. superkomplex (20).

Av alla mitokondriella sjukdomar beror
endast sju procent pa funktionsbrist i kom-
plex I1I (18). Mutationer i den mitokondriellt
kodade subenheten cytokrom b &r den van-
ligaste orsaken till komplex III-brist (18).
Den forsta mutationen i en nukledrt kodad
subenhet (ubiquinonbindande proteinet,
subenhet VII) konstaterades hos ett barn med
metabol acidos och hypoglycemi i samband
med gastroenterit vid 8 manaders alder (21).
Barnet har dédrefter haft ett par perioder med
hypoglykemi och metabol acidos men ingen
annan organpaverkan.

BCS1L och komplex llI-funktionsbrist

GRACILE-syndromet manifesteras under det
forsta dygnet med en uttalad acidos, hog lak-
tat/pyruvat-kvot tydande pa en funktionsbrist
i andningskedjan (Tabell I). Innan maéjligheter
till genetisk utredning fanns, gjordes ett flertal
mitokondrieisoleringar frdn muskelbiopsier,
fibroblaster och vdavnader tagna vid metabola
obduktioner ndgon timme efter déden, men vi
kunde inte pavisa nagon signifikant aktivitets-
brist i komplex III eller andra komplex (3, 9),
vilket kan bero pé svarigheter att bestimma
komplex I1I-aktiviteten in vitro (22). Metoden
som anvandes méter inte komplex III separat
fran de andra (23), vilket av Rustins fors-
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kargrupp har kritiserat vara en felkilla med
falskt positivt aktivitetsresultat (22). Aktivi-
tetsbestdimningar fran leverhomogenat med
deras metod visade sénkt aktivitet hos tva
GRACILE-patienter men osékert fynd i andra
(24). Svarigheter att bestimma aktiviteten i
andningskedjans komplex har ocksa patalats
av andra, och en jamforande studie har utforts
mellan resultat p4 samma vévnadsprov ana-
lyserade i 14 olika laboratorier i atta lander
(25). Ett av laboratorierna, dar ocksd GRA-
CILE-patienters vdavnader har blivit analyse-
rade, presterade i jamférelsen medianvarden.
Komplex I1I-aktiviteten i hjartvavnad fran sex
patienter varierade mellan 9 och 70 procent
av normalmedelvdrdet och samma variation
konstaterades for de andra komplexen. Hos
en patient var komplex III-aktiviten i levern
endast en tredjedel av normalmedelvirdet,
medan resultaten inte var diagnostiska for
andra (24). Aktivitetsmétningarna och syre-
konsumtionen i mitokondrier har alltsé inte
kunnat péavisa en klar funktionssédnkning av
komplex III, men med s.k. Blue Native Page
elektrofores med immunoblotting kunde vi
konstatera en klar sénkning av méngden kom-
plex III och Rieske-protein i jamforelse med
andra komplex (24). Laktacidosen i GRA-
CILE kan allts& anses bero pa funktionsbrist
i komplex III.

Hos patienter i andra lander med pavisade
BCS1L-mutationer har nedsatt komplex III-
funktion varit den priméra férandring som lett
till diagnostisk utredning och sekvensering
av BCS1L (26-28). Komplex I11-defekt pga.
BCS1L-mutationer har hittills pavisats hos
3 brittiska patienter (9), hos 6 patienter fran
tre familjer med turkiskt ursprung i Frankrike
(26), hos 2 spanska barn fran samma familj
(27) och hos ett danskt barn med afrikanskt
ursprung (28). I hélften av fallen var det fragan
om en homozygot mutation, i andra hélften en
kombinerad heterozygot mutation. Fenotypen
hos dessa nyfodda har inte varit identisk med
GRACILE-syndromet, men alla har haft lak-
tacidos och majoriteten proximal tubulopati
samt leverdysfunktion. Tillvixthdmningen har
varit lindrig eller mattlig (fodelsevikt 2,3-3,3
kg vid fullgangen tid) och 6verlevnaden har
i &tminstone tre fall varit langre dn ett halvt
ar; den langsta uppfoljningen varade till 9 ars
alder. Inga uppgifter finns om storning i jarn-
metabolismen. Flera barn hade neurologiska
avvikelser, som neonatala kramper, Leighs
syndrom eller psykomotorisk retardation (26,

29). Vi har pavisat den typiska GRACILE-fe-
notypen och - mutationen i en svensk familj
med finldndskt ursprung (4).

Diagnostik

Det karakteristiska haplotypfyndet gjorde det
moijligt att till en borjan utféra antenatala di-
agnoser med hjélp av haplotypbestamning (4,
8). Numera, efter pavisande av den specifika
mutationen (9), stélls diagnosen med en SNP-
metod (”single nucleotide polymorphism”)
vid HNS molekyldrgenetiska laboratorium.
Grav tillvaxtrubbning hos foster som varken
har en kromsomforéandring eller tecken pa
placental orsak till storningen, bor i Finland
vara indikation for antenatal utredning av
S78G-mutation.

Behandling

Jarnansamlingen i levern (Figur 3) forefaller
att spontant minska postnatalt (5, 6). Hit-
tills har ingen behandlig varit effektiv vid
syndromet (3, 7). Behandlingsférsok med
apotransferrin och blodbyte har utforts pa tva
patienter, som bada levde ldngre 4n medianti-
den. Behandlingens effekt var marginell och
ddrfor har ytterligare barn inte behandlats
(7). Levertransplantation har visat sig effektiv
vid neonatal hemokromatos (30). Transplan-
tation har hittills inte varit aktuellt eftersom
GRACILE-barnen har haft en ldgre vikt d4n
onskvirt for utforande av transplantation och
eftersom det ar oklart om deras neurologiska
utveckling skulle vara normal i ett senare
skede med tanke pa de ofta forekommande
neurologiska avvikelserna i samband med
andra BCS1L-mutationer.

Varfor ar GRACILE-syndromet letalt?

Sammanfattningsvis kan man konstatera att
GRACILE-syndromet dr en typisk sjukdom
for det finldndska genetiska arvet, alla barn
har samma homozygota mutation och fe-
notypen dr distinkt. Med ¢kat medvetande
om BCS1L-mutationernas existens torde de
upptéckas i hogre grad. Sjukdomsbilden vid
komplex I1I-brist pga. mutationer i cytokrom
b eller annan komplex III-subenhet (18) &r be-
tydligt lindrigare dn vid GRACILE-syndromet.
Dirfor dr var hypotes att BCS1L har en annan
funktion férutom att bygga upp komplex III
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relaterad till intracellulér jarntransport. ”Cha-
peron” for andningskedjans andra komplex,
t.ex. GRIM-19 for komplex I (31) har andra
funktioner &n bara en chaperonuppgift. Vi har
i en studie pad moss konstaterat att uttrycket
av BCS1L &r uttalat i neuronal vdvnad under
embryonal utveckling och att proteinets loka-
lisering inte helt 6verlappar med komplex III
och Rieske-proteinets placering i celler (32).
Detta stoder hypotesen om en annan funktion
dn enbart chaperonens. Med hjilp av expe-
rimentella studier hoppas vi kunna klarldgga
BCS1L-funktionen i en snar framtid.

Prof. Vineta Fellman

Barn- och ungdomssjukhuset
PB 281

00029 HNS
vineta.fellman@helsinki.fi

Forskningsprojektet har fatt understod av
Finska Lakareséllskapet.
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