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1 Einleitung

1.1 Einteilung und Pathophysiologie der Mukopolysaccharidosen

Mukopolysaccharidosen (MPS) sind seltene, chronische und progrediente, lyso-
somale Speicherkrankheiten. Ursache der Erkrankungen sind genetische Defekte,
die meist autosomal-rezessiv vererbt werden. Aufgrund dieses Gendefektes
kommt es zu einem Aktivitatsverlust, Mangel oder Fehlen von lysosomalen sauren
Hydrolasen, die den Abbau von Glykosaminoglykanen (GAG, Mukopolysacchari-
de) katalysieren. Je nach Enzymdefekt akkumulieren nicht abbaubare Substrate,
wie z.B. Dermatan-, Heparan-, Keratan- oder Chondroitinsulfat, in den Lysosomen
und fohren zu multiplen Stérungen in den unterschiedlichen Organsystemen. Je
nach Gendefekt reichern sich die unterschiedlichen GAG im Organismus an und
fuhren zu den jeweiligen klinischen Auspragungen der Erkrankung. Bisher sind elf
unterschiedliche Enzymdefekte bekannt, welche sich den sieben Mukopolysac-

charidosen zuordnen lassen. Diese sind mit Eponym in Tabelle 1 aufgelistet (1).

Wie aus Tabelle 1 ersichtlich, gibt es einige MPS-Formen denen das gleiche ak-
kumulierende GAG zugrunde liegt, was jedoch aus unterschiedlichen Enzymde-
fekten resultiert. Die klinische Manifestation zeigt sich in den unterschiedlichsten
Organen, wie z.B. im ZNS, Haut, Augen, im muskuloskelettalen, kardiovaskularen
und respiratorischen System (1). Einige MPS-Formen bringen eine mentale Re-

tardierung aufgrund der ZNS-Beteiligung mit sich (1).
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Tabelle 1: Einteilung der Mukopolysaccharidosen (aus Neufeld et al. (1))

Akkumulieren-

MPS-Typ Eponym Enzymdefizit des GAG
Dermatan-,
MPS IH Hurler a-L-lduronidase
Heparansulfat
, ) Dermatan-,
MPS IS Scheie a-L-lduronidase
Heparansulfat
, ) Dermatan-,
MPS IH/S Hurler-Scheie a-L-lduronidase
Heparansulfat
MPS I Hunter Dermatan-,
. Iduronat-2-Sulfatase
(neuropathisch) (schwer) Heparansulfat
i Hunter Dermatan-,
MPS I (n_|cht . Iduronat-2-Sulfatase
neuropathisch) (mild) Heparansulfat
Heparan-N-
MPS IIIA Sanfilippo A Sulfatase Heparansulfat
(Sulfaminidase)
. a-N-Acetyl-
MPS 11IB Sanfilippo B Glucosaminidase Heparansulfat
Acetyl-CoA-a-
MPS IIIC Sanfilippo C Glucosaminid- Heparansulfat
Acetyltransferase
MPS 1lID Sanfilippo D N-Acetylglucosamin- Heparansulfat
6-Sulfatase
. Galaktose-6- Keratan-, Chond-
MPS IVA Morquio A Sulfatase roitin-6-sulfat
MPS IVB Morquio B B-Galaktosidase Keratansulfat
Marot N-Acetyl-galacto-
MPS VI a[gri?”x' samin-4-Sulfatase | Dermatansulfat
(Arylsulfatase B)
Dermatan-,
MPS VII Sly B-Glucuronidase Heparan-, Chon-
droitin-4,6-Sulfat
MPS IX - Hyaluronidase Hyaluronan
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1.2 Mukopolysaccharidose Typ Il - Morbus Hunter

Morbus Hunter, auch Mukopolysaccharidose Typ Il genannt, ist eine seltene,
progrediente, x-chromosomal vererbte Stoffwechselkrankheit, die durch ein Defizit
an lduronat-2-sulfatase (IDS) hervorgerufen wird. Das lysosomale Enzym ist
verantwortlich fir die Abspaltung der Sulfatgruppe an Position 2 der lduronsaure
von Dermatan- und Heparansulfat. Abbildung 1 zeigt den Abbau von
Heparansulfat, die benottigten Enzyme und die jeweils resultierenden

Erkrankungen bei einem Enzymdefizit.

Aufgrund der Blockade der Degradation von Heparan- und Dermatansulfat
reichern sich die Glykosaminoglykane in den Lysosomen der Zellen an (1;2). Der
Beginn der Symptome von Morbus Hunter ist sehr variabel und schwankt

interindividuell auch im Hinblick auf die Progression und Schwere sehr stark (1;2).

Das klinische Bild von Morbus Hunter zeigt sich somit sehr heterogen und reicht
von der Beteiligung des Zentralnervensystems (neuropathische Verlaufsform) bis
hin zu einer sehr milden Ausprdgung mit normaler Intelligenz (nicht
neuropathische Verlaufsform) (1-4). Die Patienten der beiden Verlaufsformen
unterscheiden sich in der kognitiven Beeintrachtigung, Lebenserwartung und dem
Alter ab dem die Krankheit apparent wird (1;5). Die Ubergange der Verlaufsformen
sind flieBend (6). Die neuropathische Form des Morbus Hunter scheint etwa
dreimal so haufig vorzukommen wie der nicht neuropathische Phanotyp, jedoch

sind keine akkuraten Daten verfiigbar (2-4).
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Abbildung 1: Schrittweiser Abbau von Heparansulfat mit den zugehdrigen Mukopolysaccha-
ridosen (modifiziert nach Neufeld et al. (1))
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Geschichte des Morbus Hunter

Bereits 1835 erfolgte eine Beschreibung eines Morbus Hunter-Patienten durch
den nordamerikanischen Schriftsteller Washington Irving (1783-1859) in einem
Reisebericht. Der beschriebene Patient gehérte einer Familie an, die seit 250
Jahren in den New Yorker Catskill Bergen gelebt hatte (6). Erst 1954
veroffentlichten Beebe und Formel den Stammbaum dieser Familie, der einen x-
chromosomalen Erbgang der Erkrankung zeigt. In der Familie waren in funf
Generationen neun mannliche Morbus Hunter-Patienten betroffen (7) (siehe Ab-
bildung 2).

1 af?

11'[551
l"'éﬂ:é' | h&n{-nia

e ﬁ—jﬂﬁi éa"aJJi‘ﬁnréT

Keine Konduktorin
- Konduktorin
B Gesunde mannliche Person
= Morbus Hunter

Abbildung 2: Stammbaum einer Familie mit Morbus Hunter, beschrieben von Beebe und
Formel 1954 (aus Kircher et al. (6))

Erstmals wissenschaftlich beschrieben wurde MORBUS HUNTER von Charles
Hunter, einem kanadischen Arzt, der im Jahr 1917 eine seltene Erkrankung von
zwei Bridern schilderte (8). Diese Publikation beschreibt die physische
Auspragung dieser Erkrankung, die spater auch seinen Namen tragen sollte. Die
beschriebenen zwei Brider im Alter von 8 und 10 Jahren mit normaler Intelligenz
beschrieb er als kleinwiichsig mit grol3en Kopfen und dysmorphen Gesichtsziigen.
AulRRerdem schilderte er die aufgeblahten Bauche, die aufgrund einer
Hepatosplenomegalie auftraten, die sehr eingeschrankte Beweglichkeit der steifen
Gelenke und die ungelenke und steife Gangart. Die Atmung der beiden war
gerauschvoll, und wahrend des Schlafens schwerféllig, und durch Schnarchen
gekennzeichnet. Der altere Bruder hatte ein vergrol3ertes Herz mit deutlichen
diastolischen und systolischen Gerauschen. Die Bruder litten beide an einem
reduzierten HOorvermdgen. Ein paar Jahre spater publizierte Gertrud Hurler eine
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Beschreibung von zwei Jungen, die ahnliche Symptome wie die von C. Hunter
beschriebenen Bruder aufwiesen (9). Zusatzlich schilderte G. Hurler die mentale
Retardierung, die Hornhauttriibbung und die Kyphose der Kinder. Lange Zeit
wurden diese beiden Erkrankungen als Hurler-Hunter-Syndrom zusammen
gefasst, bis etwa 50 Jahre spéater die unterschiedlichen Enzymdefekte mittels
biochemischer Tests nachgewiesen werden konnten (10).

Brante benutzte 1952 erstmal den Namen Mukopolysaccharidose in einer
Publikation, die den Nachweis von sauren Mukopolysacchariden im Gehirn eines
M. Hurler-Patienten (MPS 1) beschrieb (11). Funf Jahre spater wurde der
Nachweis fur eine vermehrte Ausscheidung von Dermatan- und Heparansulfat im
Urin eines Patienten mit Hurler Syndrom erbracht (12). In der Folge wurde eine
Akkumulation von GAG in Hautfibroblasten von M. Hunter- und M. Hurler-
Patienten nachgewiesen und es konnte gezeigt werden, dass ein verminderter
Abbau und nicht eine bis dahin vermutete vermehrte Synthese oder verminderte
zellulare Ausscheidung ursachlich ist (13). Dieselbe Arbeitsgruppe mit Elizabeth
Neufeld zeigte, dass der Stoffwechseldefekt durch bestimmte Faktoren aus
Fibroblastenkulturen von M. Hunter- und M. Hurler-Patienten gegenseitig korrigiert
werden konnte. Im Jahr 1972 wurde der sogenannte ,Hunter-Korrektur-Faktor*
aus humanem Urin isoliert, welches heute als Enzym Iduronat-2-Sulfatase
bekannt ist (14;15). In den 90er Jahren wurde die Aminosauresequenz von
Iduronat-2-Sulfatase und die Lokalisation des Genortes auf dem X-Chromosom an
Position 28 auf dem langen Arm des Chromosoms bestimmt und damit die
Grundlage fur die Enzymersatztherapie (ERT) als Therapieoption geschaffen
(16;17).

Hunter Outcome Survey (HOS)

Im Oktober 2005 wurde das Hunter Outcome Survey (HOS) von der Firma Shire
ins Leben gerufen. HOS ist ein web-basiertes, internationales, multizentrisches,
anonymisiertes Patientenregister fur M. Hunter-Patienten, welches als Langzeit-
Beobachtungsstudie angelegt ist. HOS wurde etabliert, um das Verstandnis flr M.
Hunter zu verbessern und den Langzeiteffekt der Enzymersatztherapie zu
untersuchen (18). Alle Daten der meist halbjahrlichen Klinikbesuche zur
Verlaufskontrolle werden in die HOS-Datenbank eingetragen, um die
Krankengeschichte der Patienten genau zu dokumentieren. Diese Daten
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umfassen die Ergebnisse der korperlichen und der klinisch-chemischen
Untersuchungen. Auch die in der Arbeitsgemeinschaft fir lysosomale
Speicherkrankheiten (Villa Metabolica) der Universitatsmedizin Mainz betreuten M.
Hunter-Patienten haben ihre schriftliche Einwilligung gegeben, an der von der
Ethikkommission genehmigten HOS-Studie teilzunehmen. Anhang 1 zeigt die
HOS-Patienteninformation und Einwilligungserklarung fur Erwachsene, Anhang 2

die Einwilligungserklarung fur Kinder.

Inzidenz

Mukopolysaccharidosen sind weltweit verbreitet, auch wenn die H&aufigkeit der
einzelnen MPS-Erkrankungen je nach Land varriiert (19-28). Die Angaben zur
Haufigkeit von allen MPS-Typen zusammen genommen schwanken ebenfalls. Die
haufigste Inzidenz wurde von Poorthuis et al. in den Niederlanden berichtet (4,5
MPS-Félle bei 100.000 Geburten) (24). Malm et al. schilderte die niedrigste
gefundene Haufigkeit von MPS-Féllen mit 1,75 MPS-Fallen bei 100.000 Geburten
in Schweden (28). Die Inzidenz von M. Hunter pro 100.000 Geburten ist

landerspezifisch in Tabelle 2 aufgefihrt.

Tabelle 2: Landerspezifische Inzidenz von Morbus Hunter pro 100.000 Geburten

Inzidenz von

Land Morbus Hunter pro

100.000 Geburten
Deutschland ¥ 0,64
Nordirland ©?? 0,71
Australien ®® 0,62
Niederlande @ 0,67
Westaustralien @ 0,31
GroRbritannien ¢V 0,38
Taiwan @¢" 1,07
Schweden ®® 0,27
Norwegen ® 0,13
Danemark @® 0,27
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In einer Studie aus Israel wird von einer fast doppelt so hohen Inzidenz von M.
Hunter bei aschkenasischen, sephardischen und orientalischen Juden berichtet
(20). Weitere Studien deuten auf einen pranatalen Selektionsvorteil fir ein Hunter
Allel bei aschkenasischen Juden hin, da besonders viele heterozygote Trager in
dieser Populationsgruppe auftraten (29-31). Keine der bisher angenommen Hypo-
thesen hierfur, wie z.B. eine hohere Resistenz gegentber Tuberkulose, konnte
bislang bestatigt werden (32). Legt man die Studie von Baehner et al. zugrunde,
so betragt die Inzidenz von M. Hunter in Deutschland ca. 1,3 M. Hunter-Patienten
bei 100.000 mannlichen Geburten. Die Haufigkeit aller MPS-Formen in
Deutschland belauft sich laut derselben Studie auf etwa 3,53 MPS-Félle bei
100.000 Geburten (19).

Genetik

M. Hunter ist eine x-chromosomal vererbte, progrediente Stoffwechselerkrankung,
die fast ausschlie3lich Jungen bzw. Mé&nner betrifft (1). Das betroffene IDS-Gene
ist bei Xq28 lokalisiert und umfasst 24 Kilobasenpaare mit neun Exons (17;33).
Die komplette Lange der cDNA umfasst 1650 Basenpaare, die das 550
Aminosauren-beinhaltende IDS-Protein kodieren (16;34). Ein IDS-Pseudogen
befindet sich innerhalb von 80 kb an der Telomerseite des IDS-Gens. Dieses IDS-
Pseudogen tragt homologe Sequenzen der Exons 2 und 3 und der Introns 2, 3,
und 7 zum IDS-Gen (35). Sowohl distal als auch proximal des IDS-Gens befinden
sich weitere genreiche Regionen (36;37). Erst kirzlich wurde berichtet, dass mehr
als 470 Mutationen des IDS-Genes gemald der Human Gene Mutation Database
bekannt sind (38). Die haufigsten Mutationen sind zu 52% Punktmutationen und
zu 17% kleine Deletionen (38). Mit geringeren Haufigkeiten treten kleine, partielle
oder komplette Deletionen, kleine oder grof3e Insertionen, Gen/Pseudogen-
Rearrangements, Splice-Mutationen, Nonsense- oder Missense-Mutationen auf
(34;37-48). Brusius-Facchin et al. untersuchten 103 nicht verwandte M. Hunter-
Patienten und konnten nachweisen, dass 19% dieser Patienten eine grof3e
Mutation, wie z.B. komplette IDS-Gen-Deletionen, in sich trugen, wéahrend 81%
der Patienten kleine Genverénderungen zeigten (38). Nur acht Punktmutationen
wurden in dieser Studie in mehr als einer Familie gefunden (38). Bereits vor
einigen Jahren wurde bei 155 nicht verwandten M. Hunter-Patienten gezeigt, dass
nur 17% eine grol3e Genveranderung aufwiesen, wahrend bei den restlichen 83%
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kleine Mutationen auftraten. Diese waren in der beschriebenen Population sehr
heterogen und nur 13 der insgesamt 96 verschiedenen Mutationen wurden in
mehr als einer Familie gefunden (34). Die meisten mannlichen Erkrankten sind
nicht reproduktionsfahig, daher kann von einer de Novo Mutationsrate von etwa
0,33 ausgegangen werden, die fir alle X-chromosomal vererbten letalen
Krankheiten gilt (2). Auch M. Hunter zeigt de Novo Mutationen (34;49;50). Ein gut
untersuchtes Beispiel hierflr ist eine homologe Rekombination, die sowohl das
IDS-Gen als auch das IDS-Pseudogen betrifft (51). Diese ohne Basenpaarverlust
ablaufende Rekombination zwischen Intron 7 des IDS-Gens und des IDS-
Pseudogens fuhrt zu einer Inversion des dazwischen liegenden Bereichs
maoglicherweise nach Doppelstrangbruch (52). Auch Brusius-Facchin et al.
berichteten, dass 12% der von ihnen untersuchten 103 Patienten diese

Rekombination mit Inversion aufwiesen (38).

Genotyp-Phanotyp-Korrelationen

Es besteht keine vollstdndige Genotyp-Phénotyp-Korrelation bei M. Hunter, weil
die Auspragungen und Schwere der klinischen Symptome interindividuell sehr
stark variieren, so dass eine Beurteilung der Korrelation bei dieser seltenen
Erkrankung komplex und mit Schwierigkeiten behaftet ist (1;2;34;53). Da Kriterien
zur Einteilung des Schweregrades fehlen, wird meist nur nach dem Grad der
neurologischen Beteiligung Kklassifiziert (53;54). Es wurde von mehreren
Arbeitsgruppen gezeigt, dass grof3e Mutationen, die mit einem kompletten Verlust
an IDS-Enzymaktivitat einhergehen, mit einer schweren Form von M. Hunter
assoziiert sind (34;38;53;55;56). Wohingegen eine Restaktivitat der IDS nicht
unbedingt ohne neuropathische Beteiligung verlauft (2;38). Lee et al. untersuchten
den Zusammenhang zwischen IDS-Restaktivitat und Ph&notyp und konnten nur
eine Tendenz, jedoch keine eindeutige Korrelation erkennen (57). Die in Portugal
und Spanien am meisten verbreitete Punktmutation ¢.1122C>T scheint sich
jedoch nie neuropathisch zu manifestieren (34;55;58). Deletionen, die nicht nur
das IDS-Gen, sondern auch andere Gene betreffen, scheinen ebenfalls einen

Einfluss auf die Auspragung der M. Hunter-Symptome zu haben (37;59).
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Konduktorinnen und Patientinnen mit Morbus Hunter

Konduktorinnen, die nur ein mutiertes IDS-Gen in sich tragen, sind meist
asymptomatisch mit durchschnittlich etwa 50% verringerter IDS-Enzymaktivitét
(60;61). Die alleinige Bestimmung der IDS-Enzymaktivitat ist jedoch nicht
ausreichend, um einen Tragerstatus festzustellen, da keine ausreichende
Korrelation festgestellt werden konnte (49). Eine ldentifikation der Mutation bei
heterozygoten Frauen st unabdingbar, um den Konduktorinnenstatus
nachzuweisen, auch wenn eine Bestimmung mittels Stammbaum manchmal
maoglich ist. Die Feststellung eines Tragerstatus und die Spezifizierung der
Mutation ist wichtig fur eine genetische Beratung (2). Bereits 1983 wurde von
Mossman et al. eine weibliche M. Hunter-Patientin beschrieben (62) und weitere
Fallbeschreibungen von neuropathisch als auch nicht neuropathisch betroffenen
Patientinnen folgten. Bei den meisten Patientinnnen liegt eine einseitige
unausgewogene X-Chromosom-Inaktivierung zugrunde (63-70).

Diagnostik

Das Auftreten, der Beginn und die Auspragung der Symptome bei M. Hunter vari-
ieren interindividuell sehr stark und sind nicht spezifisch (1-3). Besonders bei feh-
lender positiver Familienanamnese wird die Diagnose zeitlich verzogert gestellt.
Eine Studie von Schwartz et al. zeigte, dass der Beginn der Symptome bei 77 Pa-
tienten im Median bei 18 Monaten lag, die Diagnose erfolgte jedoch erst im Alter
von 6 Jahren (71). Einige wenige Symptome und Anzeichen einer Mukopolysac-
charidose (wie z.B. Hernien) kénnen bereits bei Geburt vorliegen. Viele Patienten
haben sich innerhalb der ersten Lebensjahre einer Hernien-Operation oder einer
Tympanotomie unterzogen, ohne dass zu diesem Zeitpunkt M. Hunter diagnosti-
ziert war (2;71,72). Der erste Verdacht auf M. Hunter basiert oft auf den typischen
veranderten Gesichtsziigen und wird von Arzten oder anderen Mitarbeitern im Ge-
sundheitswesen im Rahmen von anderen Untersuchungen geaul3ert (2). Verzo-
gerte Sprachentwicklung, Karpaltunnelsyndrom, friilhe Leisten- und Nabelhernien,
haufige Atemwegs- und/oder Ohrinfektionen, Wachstumsverzégerungen, Hepato-
splenomegalie, Gelenkkontrakturen und Skelettverdnderungen im Sinne einer
Dysostosis multiplex bilden einen wichtigen Hinweis auf einen vorliegenden M.
Hunter (2;3;72-74). Folgende Diagnostikmethoden sind bei Verdacht auf einen M.

Hunter zuséatzlich zu einer klinischen Untersuchung und Anamnese angezeigt.
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GAG-Ausscheidung im Urin

Eine Distinktion zwischen den unterschiedlichen MPS-Typen ist bei einer erhéhten
GAG-Ausscheidung im Urin nicht moglich, da sie bei fast allen Mukopolysacchari-
dosen auftritt. Eine erhdhte Dermatan- und Heparansulfat-Ausscheidung tritt bei
MPS I, Il und VII auf (1;2) (vgl.Tabelle 1).

Der Berry Test ist eine unspezifische Nachweismethode von GAG im Urin und
beruht auf einer spezifischen Farbung der Mukopolysaccharide mit Toluidinblau
(75). Dieser Test dient nur der Orientierung, da sowohl falsch-positive wegen zu
hoch konzentriertem Urin als auch falsch-negative Resultate mdglich sind (76).
Um erhohte GAG-Ausscheidung im Urin zu verifizieren, erfolgt die quantitative
Analyse der Mukopolysaccharide mittels DMB-Test nach de Jong im 24-Stunden-
Sammelurin (77). Der Sammelurin ist notwendig, da die Mukopolysaccharid-
Ausscheidung im Laufe des Tages starken Schwankungen unterliegt. Die GAG
werden mittels Dimethylmethylenblau angefarbt und mittels photometrischer Mes-
sung quantitativ bestimmt (76). Die GAG-Konzentration wird auf den Kreatininwert
bezogen angegeben (78). Die GAG-Ausscheidung im Urin ist altersabhéngig.
Normwerte fir die Obergrenze finden sich ebenfalls in der Publikation von de Jong
(77). Kinder mit einer schweren Form von MPS haben im Vergleich zu einem ge-
sunden Kind gleichen Alters eine etwa funf- bis zehnfach erhdohte GAG-
Ausscheidung im Urin (6). Jedoch kénnten auch bei diesem Verfahren falsch-
negative Befunde resultieren, wenn die gemessenen Werte innerhalb der Norm-

werte liegen (6).

Zeigt der Berry-Test und/oder der DMB-Test eine vermehrte Mukopolysaccharid-
Ausscheidung im Urin an, so muss eine qualitative Analyse mittels Elektrophorese
erfolgen. Dermatan-, Heparan-, Chondroitin- und Keratansulfat kbnnen mittels die-
ses Verfahrens differenziert werden (76). Da eine erh6hte Dermatan- und Hepara-
nsulfat-Ausscheidung sowohl bei MPS 1, Il und VII auftritt (siehe Tabelle 1) muss,
um eine M. Hunter Diagnose zweifelsfrei zu bestatigen eine IDS-

Enzymaktivitatsbestimmung erfolgen (1-3;6).

Enzymaktivitatsbestimmung

Zur endgultigen Bestatigung der Diagnose einer Mukopolysaccharidose ist der

Nachweis des zugrundeliegenden Enzymdefekts mittels eines Enzym-Assays un-
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erlasslich. Dieser kann mittels einer Enzymaktivitatsbestimmung aus Serum,
Plasma, Leukozyten oder Hautfibroblasten erbracht werden (2). Iduronat-2-
sulfatase (IDS) ist in allen Korperzellen aul3er reifen Erythrozyten vorhanden, so
dass die Wahl des Verfahrens vom Untersuchungslabor abhangt (2). Bei einem
Verdacht auf M. Hunter erfolgt die IDS-Enzymaktivitdtsbestimmung in der Regel
aus Serum des Patienten nach der Methode von Voznyi et al. (79) (siehe 3.2). Die
Enzymaktivitatsmessung erfolgt mit Hilfe des kunstlichen Substrates 4-
Methylumbelliferyl-a-lduronat-2-Sulfat. Das Enzym IDS setzt die fluoreszierende
Substanz 4-Methylumbelliferon (4-MU) frei und dieses kann fluoreszenzphotomet-
risch erfasst werden. Dann kann tber die Intensitat der 4-MU-Fluoreszenz auf die
Umsatzrate von IDS geschlossen werden (79). Da Bestimmungsmethoden im Se-
rum nicht far alle MPS-Typen als Nachweismethode zur Verfligung stehen oder
wenn man mehrere Unterformen der Mukopolysaccharidosen ausschlie3en muss,
empfiehlt sich, eine Hautfibroblastenkultur anzulegen, und die Bestimmung des
Enzymdefekts mit diesem Material vorzunehmen (6). Der komplette Verlust oder
eine geringe IDS-Aktivitat bei mannlichen Patienten bestétigt einen M. Hunter,
wenn gleichzeitig eine andere Sulfatase eine normale Aktivitat besitzt. Geringe
IDS-Aktivitat kann auch bei einem multiplen Sulfatase-Mangel auftreten, und auch
die klinischen Symptome des multiplen Sulfatase-Mangels kénnen M. Hunter-
Merkmale aufweisen, deshalb ist die Enzymaktivitatsbestimmung einer weiteren

Sulfatase essentiell (2;3).

Eine alleinige Enzymaktivitatsbestimmung ist nicht ausreichend, um die Schwere
der Erkrankung zu bestimmen oder Uber einen Tragerstatus einer weiblichen Per-
son eine Aussage zu treffen (2;38;49). Konduktorinnen, die nur ein mutiertes IDS-
Gen in sich tragen, weisen zwar meist nur eine durchschnittliche IDS-Aktivitat von
50% auf (60;61), jedoch konnte keine ausreichende Korrelation festgestellt
werden, um einen Tragerstatus mit dieser Methode festzustellen (49).

Molekulargenetische Diagnostik

Die molekulargenetische Analyse ist in immer mehr Diagnosezentren als Verfah-
ren verfugbar und kann zur Diagnosesicherung bei mé&nnlichen M. Hunter-
Patienten angewendet werden. Die molekulargenetische Diagnostik kann auf-
grund der vielfach nur in einer Familie vorkommenden Mutation einige Zeit in An-

spruch nehmen (6;34;38). Die Mutationsanalyse ist das einzige sichere Verfah-
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ren, um heterozygote Tragerinnen eines defekten IDS-Gens zu identifizieren
(2;3;6;80). Ist die Mutation des Indexpatienten bekannt, so sollte eine komplette
Stammbaumanalyse zur Aufklarung der Trégerstatus bei Angehdérigen erfolgen
und eine genetische Beratung allen Familienangehdrigen angeboten werden (80).
Die Mutationsanalyse ist besonders essentiell, falls ein weiterer Kinderwunsch
bestehen sollte. Ist die Mutation identifiziert, kann mittels Pranataldiagnostik inner-
halb weniger Tage eine Aussage Uber eine eventuell vorhandene Mutation im

Embryo getroffen werden (6).

Bei Verdacht auf M. Hunter bei einem méannlichen Patienten ist das im folgenden
Flussdiagramm dargestellte Vorgehen zur Diagnosestellung empfohlen:
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Abbildung 3: Flussdiagramm zur Diagnosestellung fir Morbus Hunter gemaR den europaéi-

schen Empfehlungen (aus Scarpa et al. (80))
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1.3 Organmanifestationen

M. Hunter ist eine Multisystemerkrankung und weist ein breites klinisches Spekt-
rum mit interindividuellem Krankheitsbeginn, Auspragungen und Progression der
Symptome auf. Das klinische Bild reicht von einer schweren Verlaufsform mit Be-
teiligung des Zentralnervensystems (neuropathisch) bis hin zu einer sehr milden
Auspragung mit normaler Intelligenz (nicht neuropathisch). Der Ubergang dieser
Verlaufsformen ist flieBend (1-4;6). Die neuropathische Form von M. Hunter zeigt
sich meist zwischen dem zweiten und vierten Lebensjahr und ist durch eine pro-
grediente mentale Retardierung gekennzeichnet. Die Patienten versterben meist
aufgrund von kardiorespiratorischen Komplikationen in der zweiten Lebensdeka-
de. Die nicht neuropathischen M. Hunter-Patienten mit normaler Intelligenz kon-
nen je nach Schwere der Herz-/Lungenbeteiligung bis in die fliinfte oder sechste
Lebensdekade uberleben (1;5;81). Die Schwere der Erkrankung ist weder durch
Enzymaktivitat bestimmbar, noch durch eine Mutationsanalyse vorhersehbar
(2;38;49). Vergroberte Gesichtsziige, Gelenkkontrakturen, Skelettveranderungen
im Sinne einer Dysostosis multiplex, Wachstums- oder Sprachverzdgerungen,
Hepatosplenomegalie, frihe Leisten- oder Nabelhernien, haufige Atemwegs-
und/oder Ohrinfektionen konnen erste Anzeichen der Erkrankung sein
(2;3;71;72;74). Die Symptome von M. Hunter scheinen priméar Resultate der GAG
Akkumulation im Gewebe und Organen zu sein (2). Die akkumulierenden GAG
storen bestimmte Zellfunktionen und fiihren schlief3lich zum Untergang der Zelle.
Der genaue Mechanismus hierfur ist zurzeit noch unbekannt. Faktoren, die an der
Entstehung der M. Hunter-spezifischen Symptome beteiligt sind, scheinen Rezep-
toraktivierung durch nicht-physiologische Liganden, Verdnderungen der intrazellu-
laren Calcium-Homdostase, Beeintrachtigung der Autophagie und Entzindungs-
prozesse und weitere nicht geklarte Faktoren zu sein (82;83). Des Weiteren ist
bekannt, dass sich neben GAG die Ganglioside GM, und GMj3 in der weif3en und
grauen Substanz der Gehirne von M. Hunter-Patienten ablagern. Vermutet wird
hierbei eine Beeintrachtigung der abbauenden Enzyme von Sphingolipiden. Die
Ablagerung im Gehirn der Patienten scheint eine Erklarung fir die mentale Retar-
dierung neuropathisch betroffener M. Hunter-Patienten zu sein (84) .
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1.3.1 AuReres Erscheinungsbild und muskuloskelettales System

Abbildung 4: Typische vergroberte Gesichtsziige eines Morbus Hunter-Patienten
(Mit freundlicher Genehmigung von Shire Deutschland GmbH)

Die neurologische Beteiligung ist aus dem Aussehen und den skelettalen Anoma-
lien nicht abzuleiten. Die neugeborenen M. Hunter-Patienten erscheinen typi-
scherweise unauffallig. Das haufigste Merkmal von M. Hunter, die Vergroberung
der Gesichtsziige, wird meist im Alter zwischen zwei und vier Jahren bei neuropa-
thisch betroffenen Patienten deutlich. Bei nicht neuropathisch Betroffenen kann
diese Veranderung spater deutlich werden (2-4;85;86). Der grof3e Kopfumfang mit
einer verbreiterten tiefliegenden Nasenwurzel, fleischig wirkenden Lippen und ei-
ner vergrofRerten Zunge gehoren zu den typischen Kennzeichen eines M. Hunter.
Auch buschige Augenbrauen und ein vergroRerter Kopfumfang zéhlen zu dem
auRRerlichen Erscheinungsbild eines M. Hunter-Patienten (2;3;6;71;81;85-87). Viele
Patienten mit M. Hunter sind bis zu einem Alter zwischen drei und funf Jahren
grof3er als gleichaltrige gesunde Jungen, bleiben aber in den folgenden Jahren im
Wachstum zurlick und erreichen eine maximale Gré3e um 150 cm (71;85;86;88).

Die generalisierte Skelettbeteiligung, bekannt als Dysostis multiplex, ist allen
Mukopolysaccharidosen gemein, tritt unabhangig von der Schwere des Phanotyps
auf und wurde bereits von Hunter in seiner Beschreibung der zwei Briider darge-
legt (1-3;8). Eine HOS-Analyse von 2010 zeigt, dass 79% der Patienten Skelett-
manifestationen mit einem mittleren Beginn von 3,5 Jahren aufweisen. 25% der
untersuchten Patienten weisen einen abnormalen Gang (u.a. Zehenspitzengang)
auf, der im Mittel bereits mit 5,4 Jahren einsetzt (89). Die muskuloskelettalen Ver-

anderungen umfassen generalisierte abnorme Verdickungen der Knochen, irregu-
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lare Ossifikationen der Epiphysen in den Gelenken von Hand, Schulter und Ellbo-
gen (2;8). Bewegungseinschrankende Kontrakturen zeigen sich an allen Gelenken
(89). Die Hande sind klein und verklrzt. Die Kontrakturen der Hande und das
haufig vorkommende Karpaltunnelsyndrom bei M. Hunter-Patienten resultieren
haufig in einem Funktionsverlust der Hande (1;85;90-93). Die bereits erwahnten
Operationen des Karpaltunnelsyndroms bei M. Hunter-Kindern sind ebenfalls h&au-
figer als bei gleichaltrigen Kindern und kénnen ein Hinweis auf eine eventuell un-
diagnostizierte Mukopolysaccharidose sein (72). Die Rippen zeigen ebenfalls eine
Verdickung und sind ungewdhnlich geformt (2). Die Wirbelkorper sind ovioid ge-
staltet, weisen jedoch an den Seitenflachen unregelméaRige Kerben auf (2;3;6).
Eine Huftgelenkdysplasie ist das haufigste orthopadische Langzeitproblem, wel-
ches zu einer signifikanten Behinderung fuihren kann (3). Ursachlich fir die kom-
plexen Veranderungen im muskuloskelettalen System werden die Akkumulation
der GAG in Knorpel, Knochen und Bindegewebe, sowie entziindliche und apopto-
tische Prozesse gesehen (89). Die skelettalen Veranderungen fiihren zu gravie-
renden Einschrankungen der Gelenkbeweglichkeiten und der Mobilitat der M.
Hunter-Patienten (1-3;6).

Abbildung 5: Dystosis multiplex bei einem Morbus Hunter-Patient

(Mit freundlicher Genehmigung von Shire Deutschland GmbH)
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1.3.2 Augen

Im Vergleich zu anderen Formen der Mukopolysaccharidose stellt die Hornhaut-
tribung kein charakteristisches Merkmal fir M. Hunter dar. Spaltlampenmikrosko-
pisch lasst sich eventuell eine diskrete Stromatriibung erkennen, die jedoch nicht
visusrelevant ist. Eine retinale Dysfunktion lasst sich mittels Elektroretinografie bei
dem Uberwiegenden Teil der M. Hunter-Patienten diagnostizieren (1-3;94-97). Bei
20% bzw. 11% der Patienten werden ein Anschwellen des Sehnervs bzw. eine
Optikusatrophie beobachtet (98). Die okkuldren Veranderungen kénnen aufgrund
der Glykosaminoglykan-Einlagerungen in allen Strukturen des Auges haufig auch
mit einer Einschréankung des Gesichtsfeldes einhergehen (2;97). Skleraverdickun-
gen oder Glaukome kdnnen weitere Auffalligkeiten des Auges bei M. Hunter-
Patienten sein (96;97).

1.3.3 Hals, Nasen, Ohren

Auch in diesem Bereich spielt die GAG Akkumulation eine Rolle und fuhrt zu Ver-
anderungen, wie z.B. einer typischen heiseren Stimme. Makroglossie, hypertrophe
Adenoide und Tonsillen und eine verringerte Beweglichkeit der Kiefergelenke be-
dingen eine geringere Mundé6ffnung, die wiederum zu einer progressiven Schluck-
problematik beitragen kann (2;3;85;99). Die eben genannten Symptome der Er-
krankung tragen zu den respiratorischen Problemen bei, die in 1.3.5 beschrieben
werden (2;3). Viele M. Hunter-Patienten haben haufige Infektionen der oberen
Atemwege (2;85). Gemal einer HOS-Analyse von 2011 leiden 72% der Patienten
an rezidivierenden Mittelohrentziindungen, die zu einem Horverlust beitragen, der
bei 67% der Patienten auftritt (100). Auch Paukenergusse férdern die Horminde-
rung. Der progressiv verlaufende Horverlust ist bedingt durch Schallleitungs-
und/oder Schallempfindungsstérungen (100;101). Die Otitiden beginnen laut der
HOS-Analyse bereits in einem mittleren Alter von 1,9 Jahren, so dass haufige Mit-
telohrentziindungen auf einen eventuell undiagnostizierten M. Hunter hinweisen
kénnen. Auch der Verlust des Horvermdgens beginnt im Durchschnitt im Alter un-
ter funf Jahre und 41% der Patienten sind mit Horgeraten versorgt (100). Weitere
orale Auffalligkeiten sind unregelmafRig geformte, zapfenartige Zéhne, die weit

voneinander entfernt stehen, und hyperplastisches Zahnfleisch (86;102).
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1.3.4 Abdomen

Laut einer Studie von Muenzer et al. tritt bei 79% der M. Hunter-Patienten eine
Hepatosplenomegalie auf, die auf die GAG Speicherung in der Leber und Milz zu-
rackzufihren ist und eine VergréRerung des Abdomens bedingt (103). Wraith et
al. berichteten eine Pravalenz von 89% der Hepato- und/oder Splenomegalien
(18). Auch Nabel- und Leistenhernien sind ein haufiges Merkmal eines M. Hunter
(2;85;86). 78% sind laut Wraith et al. hiervon betroffen, die im Mittel bereits vor
dem 3. Lebensjahr auftreten (18). Die betroffenen Patienten leiden haufig an Diar-
rhoen, wobei mehr neuropathisch Betroffene als nicht neuropathisch Betroffene

hiervon belastet sind (4).

1.3.5 Lunge und Atemwege

Die Atemwegsbeteiligung bei M. Hunter ist progredient, wird zuerst in den oberen
Atemwegen offensichtlich und betrifft schlie3lich auch die unteren Atemwege (2).
Viele M. Hunter-Patienten leiden an rezidivierenden Infekten der oberen Atemwe-
ge, eins der mit als erstes auftretenden Hinweise auf die Erkrankung (2;3). Die
Akkumulation der Glykosaminoglykane im Weichteilgewebe des Halses, der Zun-
ge und der Trachea wird fur die zunehmende Verengung der Atemwege verant-
wortlich gemacht, dessen Komplikationen eine haufige Todesursache darstellen
(2-4;81;104). Die normale Atmung der Patienten wird ebenfalls durch zéhes nasa-
les und tracheales Sekret und verengte, abnormal geformte Trachea und Bron-
chien behindert (85;99;105). Eine restriktive Ventilationsstorung spielt bei M. Hun-
ter ebenfalls eine Rolle, da die Ausdehnung der Lunge durch die abnormal ge-
formten und steifen Rippen und die Hepatosplenomegalie eingeschrankt ist
(2;104;106;107). Die Atemwegsobstruktion fuhrt haufig zu einem Schlafapnoe-
Syndrom, welches eine CPAP-Beatmung (Continuous Positive Airway Pressure)
in der Nacht oder sogar eine permanente Tracheotomie erfordert (106;108). Eine
haufig beobachtete Tracheomalazie und/oder Stenosen der Trachea und der
Bronchien kénnen zu einer akuten Atemwegsobstruktion oder einem Kollaps der
Atemwege fihren (2;104;109). Patienten mit M. Hunter haben aufgrund der be-

schriebenen Atemwegsproblematiken ein erhéhtes Narkoserisiko (85;86;104;106).
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1.3.6 Haut

Die Haut der M. Hunter-Patienten kann ebenso Veranderungen aufweisen. Ein fur
M. Hunter charakteristisches Merkmal ist die Peau d'orange (Orangenhaut) (6).
Sie kennzeichnet sich durch blasse, knétchenférmige, meist in Gruppen stehende
Verdickungen der Haut aus. Diese 2 — 10 mm grof3en Papeln treten typischer-
weise am Ricken, den Oberarmen und Schulterbereich, sowie dem Oberschenkel
auf (1;2;6;110-112). Diese Auspragung des Hunter Syndroms kommt allerdings
nur bei manchen Patienten meist im Kleinkindesalter vor und korreliert nicht mit
der Schwere der Erkrankung (1;6). Zusatzlich kann die Haut verdickt, unelastisch
sein und eine meist den Ricken betreffende Hypertrichose aufweisen (6;110).

1.3.7 Nervensystem

Die Auspragung der neurologischen Beteiligung variiert innerhalb des Patienten-
kollektivs sehr stark (1). Neugeborene M. Hunter-Patienten erscheinen meist un-
auffallig (3). Die ersten Entwicklungsstufen kénnen noch normal verlaufen, jedoch
zeigt sich bei neuropathisch betroffenen M. Hunter-Patienten die Beteiligung des
Zentralnervensystems typischerweise durch eine verzdgerte Entwicklung beim
Sitzen, Laufen und Sprechen (86). Sie werden zu grof3en Teilen sogar nie voll-
standig sauber (86). Cho et al. beschrieb, dass bei 12 der 14 untersuchten neuro-
pathisch betroffenen M. Hunter-Patienten die Sprachentwicklung um mehr als
zwei Jahre verzogert war, wohingegen die nicht neuropathisch betroffenen Patien-
ten eine fast normale Sprachentwicklung aufwiesen (73). Die mentale Beeintrach-
tigung ist tiefgreifend und progredient (3;82). Im Alter zwischen 6,5 und acht Jah-
ren beginnt bei Patienten mit ZNS-Beteiligung meist eine Ruckentwicklung. An-
fanglich zeigen die Patienten aggressives und hyperaktives Verhalten, schlieRend
wird die mentale Degeneration durch Apathie und zwei bis sechs Jahre spéter ei-
nen vollstandigen Sprachverlust deutlich (4;6;71;86). Auch Gangunsicherheiten
aufgrund der gestérten Grobmotorik fiihren schlief3lich zu einer Unfahigkeit alleine
zu gehen, so dass ein Rollstuhl bendtigt wird (6;86). Eine Studie von Schwartz et
al. berichtete sogar, dass die neurologische Degeneration im Mittel bereits mit 6,2
Jahren beginnt und diese Patienten im Durchschnitt im Alter von 14,6 Jahren ver-
sterben (71). Bei Patienten mit neurologischer Beteiligung resultiert die mentale
Degeneration in einer immer starkeren Einschrankung der Fahigkeiten. Die Pati-

enten verlieren im Endstadium die Fahigkeit zu kommunizieren, zu kauen und zu
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schlucken. Auch die Fahigkeit, Darm-und Blasenfunktion zu kontrollieren geht
vollstandig verloren, und die Patienten bleiben bettlagerig (54;86). Es gibt eben-
falls Berichte von Rickenmarkskompressionen, epileptischen Anfélle und Hydro-
zephalus (113). Laut einer Studie von Wraith et al. sind bei 17% der Patienten ein
Hydrozephalus und bei 18% epileptische Anfélle als neurologische Komplikationen
zu finden (18).

Auch periphere Nervenkompressionen wie das sonst im Kindesalter sehr selten
vorkommende Karpaltunnelsyndrom, entstehen durch die GAG Ablagerungen,

ohne jedoch die typischen Symptome (z.B. Schmerzen) zu zeigen (2;91;92;113).

Eine weitere neurologische Komplikation, die einer friihzeitigen Operation bedarf,
ist die Verengung des Spinalkanals, die im Halsbereich bis hinzu einer
Ruckenmarkskompression fuhren kann, welche Lahmungserscheinungen im Arm
oder der Atmung bedingen (1-3;82;113). Neurogene Blasenstbérungen mit
Harnverhalt, hervorgerufen durch eine Verengung im Bereich der

Lendenwirbelsaule, werden ebenfalls berichtet (114;115).

1.3.8 Herz

Eine Herzbeteiligung mit mindestens einem kardiovaskularen Anzeichen oder
Symptom liegt bei 82% der M. Hunter-Patienten vor und gilt bei allen Patienten als
eine der Haupt-Todesursachen (18;81;85;86). Bereits vor dem flnftes Lebensjahr
gibt es erste Anzeichen einer Herzbeteiligung (6;116). Laut einer Studie von 2011
von Kampmann et al. liegt bei 63% der Patienten eine Klappenbeteiligung vor, die
im Mittel bereits mit 5,8 Jahren beginnt (116). Dabei sind vorwiegend die Mitral-
und Aortenklappe betroffen (3;117). Die Einlagerung der Glykosaminoglykanen
fuhrt in den Klappen zu Insuffizienzen und/oder Stenosen (6;116;118). Die fehler-
haften Klappen bedingen schlief3lich eine Volumenuberlastung des Herzens, die
wiederum zu einer linksventrikulére Dilatation, anschlie3end zu einer linksventriku-
larer Hypertrophie (LVH) und zuletzt zu einer systolischen und diastolischen Herz-
insuffizienz fuhrt (117). Die linksventrikulare Hypertrophie zeigte sich bei 48% der
Patienten (116). Weitere kardiovaskulare Manifestationen des Hunter Syndroms
sind die Kardiomyopathie, abnorme Herzfrequenzen, Arrhythmien, Hypertension
und eine Verengung der Herzarterien (18;116;117).
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1.4 Therapie

Bis zur Zulassung der Enzymersatztherapie im Jahr 2007 erfolgte die Behandlung
palliativ und war auf die Therapie der Symptome ausgerichtet (2). Verschiedene
Behandlungsansatze wie Fibroblasten- oder Leukozytentransplantation, Serum —
oder Plasmainfusionen und Gentherapie wurden in der Vergangenheit versucht,
um das fehlende Enzym zu ersetzen (2;119-124). Die hamatopoetische Stamm-
zelltransplantation oder Knochenmarkstransplantation — fir Morbus Hurler/Hurler-
Scheie/Scheie mit klinischen Verbesserungen verbunden — zeigte jedoch fir M.
Hunter keine zufriedenstellenden Ergebnisse. Klinischen Studien dazu existieren
bisher nicht (2;125-132).

1.4.1 Symptomatische Therapie

Die Behandlung und Betreuung der M. Hunter-Patienten erfordert aufgrund der
hohen Variabilitat ein multidisziplinares Konzept mit einem Team aus mehreren
Spezialisten, wie Padiater, Neurologen, Hals-, Nasen-, Ohrendarzte, Chirurgen,
Orthopéaden, Augenérzte, Kardiologen, Rheumatologen, Dermatologen, Physiothe-
rapeuten, Logopaden, Phoniatern/Padaudiologen, Neurochirurgen, Anasthesisten,
Pneumologen sowie Psychologen (5;6;133). Nach jeder Erstdiagnose sollte der
Patient in regelmaRigen Abstanden zu Kontrolluntersuchungen in einem erfahre-
nen Zentrum fur diese Stoffwechselerkrankung vorstellig werden. Den Familien-
mitgliedern sollte eine genetische Beratung angeboten werden, und ein Austausch
mit anderen betroffenen Patienten und deren Angehérigen in Selbsthilfegruppen
kann ebenfalls hilfreich sein (5). Eine begleitende und umfangreiche symptomati-

sche Therapie ist bei den Patienten unerlasslich.

Regelmallige Physiotherapie kann Gelenkkontrakturen vorbeugen (5;54). Auch
die prothetische Chirurgie kann hier eine Rolle spielen (82). Eine regelméalRiige
Uberprifung der Herzbeteiligung ist ebenfalls angezeigt. Liegt eine Klappendys-
funktion vor, so sollte vor jedem Eingriff oder Zahnbehandlung eine prophylakti-
sche Antibiotikatherapie zur Endokarditisprophylaxe erfolgen (5;6;54). Auch von
dem bei M. Hunter selten angewendeten Verfahren des Klappenersatzes gibt es
Fallberichte (82;116;117;134-136). Bei Herzinsuffizienz kommen Digitalispraparate
und Diuretika zum Einsatz (6). Bei Hypertension sind Antihypertensiva angezeigt
(54;116). Zur Minderung der Obstruktion der Atemwege werden haufig eine A-
denoidektomie und Tonsillektomie durchgefiihrt, die aufgrund der Progression der
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Krankheit nur eine zeitlich begrenzte Erleichterung der Symptome bringt (5;54).
Als nachfolgende Schritte bendtigen einige M. Hunter-Patienten eine CPAP- oder
BiPAP- Beatmung (Continuous Positive Airway Pressure oder Bilevel Positive
Airway Pressure) zur Aufrechterhaltung ihrer Durchgangigkeit der Atemwege fir
die Schlafphasen (54;106;107;137). Als letzte Moglichkeit wird die Tracheotomie
angesehen, die haufig mit Komplikationen behaftet ist (54;106). Auch das Einbrin-
gen eines Tracheal-Stents kann erforderlich sein. Die Operation stellt jedoch einen
komplizierten Eingriff dar (54;138). Um pneumologische Komplikationen zu ver-
meiden, sollten die Patienten alle Impfungen, inklusive Pneumokokken und die
jahrliche Grippeimpfung, erhalten. Infektionen der oberen Atemwege sollten ag-
gressiv und so schnell als moglich antibiotisch behandelt werden. Inhalative Bron-
chodilatatoren kdnnen die Sekretmobilisation zusatzlich zu Atemtherapien erleich-
tern (107). Erglsse im Mittelohr tragen bei M. Hunter zu dem haufig auftretenden
Horverlust bei (6;100). Die Einlage von Paukenréhrchen kann hierfir eine Entlas-
tung bringen und die Hoérfahigkeit verbessern (5;6). Eine Horgerateversorgung ist
ebenfalls bei vielen M. Hunter-Patienten indiziert (6;54). Die bei vielen Patienten
vorkommenden Hernien und das Karpaltunnelsyndrom bedirfen einer operativen
Versorgung, die zu einer klinischen Verbesserung der Symptome fihrt (5). Schwer
betroffene Patienten leiden héaufig an tonisch-klonischen Anféallen, die jedoch mit
Antiepileptika behandelbar sind, und Hyperaktivitéat, die nicht auf Methylphenidat
anspricht (82;86). Shuntimplantationen sind bei Vorliegen eines Hydrozephalus
indiziert, um den Hirndruck zu senken (5;6). Bei Sehstorungen kann eine Brille
notwendig werden und eine Sprachtherapie kann die Kommunikationsfahigkeit

verbessern (5;73).
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1.4.2 Enzymersatztherapie
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Die Enzymersatztherapie (ERT) erfolgt mit rekombinanter Idursulfase, die in einer
humanen Zelllinie produziert wird (2;139). Idursulfase weist ein Glykosylierungs-
profil entsprechend dem physiologischen Enzym auf. Das aus 525-Aminosauren-
bestehende Glykoprotein beinhaltet acht N-gebundene Glykosylreste. Mannose-6-
Phosphat-(M6P-)Reste an den Oligosaccharid-Ketten erméglichen die spezifische
Bindung des Enzyms an die M6P-Rezeptoren auf der Zelloberflache. Uber die
Bindung kommt es zu einer zellularen Internalisierung des Enzyms, einer Aufnah-
me in die Lysosomen und der anschlieBenden GAG Katabolisierung (2;139). Seit
2007 ist Idursulfase unter dem Namen Elaprase® (Hersteller: Shire Human Ge-
netic Therapies, Lexington, MA, USA) in der Europaischen Union von der EMA
zugelassen. Indiziert ist Elaprase® zur Langzeitbehandlung von Patienten mit Hun-
ter-Syndrom und wird einmal wochentlich in einer Dosierung von 0,5 mg/kg Kor-
pergewicht als intravendse Infusion Uber einen Zeitraum von drei Stunden appli-
ziert. Die Infusionszeit ist auf eine Stunde reduzierbar, wenn keine infusionsbe-
dingten Reaktionen beobachtet werden (2;139). Die Zulassung basiert auf einer
randomisierten, plazebokontrollierten, doppelblinden klinischen Studie von Muen-

zer et al., die einen klinischen Nutzen fiir die mit Elaprase® behandelten Patienten
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zeigte (140). 96 Patienten erhielten entweder Placebo oder Elaprase® einmal wé-
chentlich oder jede zweite Woche. Nach einem Jahr Behandlung zeigte sich bei
den Verumpatienten eine signifikante Verbesserung des primaren Endpunkts, der
sich aus dem 6-Minuten-Gehtest und der forcierten Vitalkapazitat (FVC) in Prozent
vom Sollwert zusammensetzte. Der zusammengesetzte primare Endpunkt basiert
auf der Summe der Rangfolge der Veranderungen von Studienbeginn bis Woche
53. Bei der wochentlich behandelten Gruppe zeigte sich die Verbesserung deutli-
cher als bei der Gruppe, die das Enzym alle zwei Wochen erhielt. Auch die Leber-
und Milzvolumina und die GAG Ausscheidung im Urin nahmen im Vergleich zum
Ausgangswert signifikant ab. Es zeigte sich jedoch keine signifikante Veranderung
hinsichtlich der allgemeinen Gelenkbeweglichkeit; nur die Ellenbogen-Mobilitat
zeigte in der wochentlichen Elaprase®-Gruppe eine signifikante Verbesserung.
Elaprase® wurde im Allgemeinen gut vertragen. Die meisten Nebenwirkungen wa-
ren von leichter bis mafig schwerer Natur (140). Die haufigsten Reaktionen, die
im Zusammenhang mit der Infusion standen, waren Hautreaktionen (Ausschlag,
Pruritus, Urtikaria), Pyrexie, Kopfschmerzen, Hypertonie und R&étung (139). Im
Anschluss an die Zulassungsstudie erfolgte eine zweijahrige offene Anschlussstu-
die, deren Ergebnisse 2011 veroffentlicht wurden. Die absolute forcierte Vitalka-
pazitat war signifikant verbessert, nicht jedoch die forcierte Vitalkapazitat in Pro-
zent vom Sollwert. Auch eine statistisch signifikante Erhhung der Gehstrecke des
6-Minuten-Gehtest wurde an den meisten Messzeitpunkten beobachtet. Leber-
und Milzvolumina und die GAG Ausscheidung im Urin zeigten ebenso eine anhal-
tende Reduktion. Die Gelenkbeweglichkeit in der Schulter wies eine Verbesserung
auf, die anderen Gelenke waren bezlglich ihrer Beweglichkeit stabil. Die Ausfih-
rung alltaglicher korperlicher Téatigkeiten zeigte eine signifikante Verbesserung,
gemessen uber den CHAQ Fragebogen (Childhood Health Assessment Question-
naire) (103). Die Enzymersatztherapie sollte so frih wie moglich nach Diagnose-
stellung eingeleitet werden (80). Eine Studie von Giugliani et al. 2013 zeigte, dass
bei 28 Kindern mit M. Hunter im Alter von 1,4 bis 7,5 Jahren die Daten bezlglich
Sicherheit, Vertraglichkeit und Wirksamkeit von Elaprase® vergleichbar mit den
bisher publizierten Ergebnissen bei Patienten = 5 Jahren waren (141). Schulze-
Frenking et al. zeigte bereits zuvor, dass die ERT einen deutlich gro3eren Effekt
auf das Wachstum bei M. Hunter-Patienten hat, wenn der Therapiestart vor dem

zehnten Lebensjahr liegt (142). In einer japanischen Studie mit zehn erwachsenen
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Patienten im Alter zwischen 21 und 53 Jahren, die eine milde Form von M. Hunter
aufwiesen, zeigte sich, dass auch deutlich altere Patienten vom Einsatz einer ERT
profitieren (103;140;143).

Von den Folgen eines schnellen Therapieabbruchs bei funf M. Hunter-Patienten
berichteten Jurecka et al. 2012. Die Einstellung der ERT fihrt nicht nur zu einem
Verlust der positiven Effekte der ERT, sondern zu einer signifikanten Verschlech-
terung des klinischen Status des Patienten (144). Vier von funf Patienten erlitten
nach Therapieabbruch rezidivierende Atemwegsinfektionen mit Ateminsuffizienz,
Schwierigkeiten beim Laufen und Stehen und Verschlechterung der Gelenkbe-
weglichkeit. Ein Patient zeigte sogar eine Thrombozytopenie, die einen dreimali-
gen Krankenhausaufenthalt nétig machte. Ein weiterer Patient starb. Die Autoren
empfehlen im Falle einer Beendigung der Therapie ein Ausschleichen der ERT
(144;145).

Die Grenzen der ERT zeigen sich in der Behandlung der ZNS-Beteiligung, da das
intravenods verabreichte Enzym die Blut-Hirn-Schranke nicht tUberwinden kann
(3;6;80;146). Es zeigt keinen Einfluss auf die kognitiven Einschrankungen und
Verhaltensprobleme bei M. Hunter-Patienten (80;146). Auch scheint keine Klini-
sche Verbesserung von Knorpel, Knochen oder Herzklappen durch ERT erreicht
zu werden. Einige Symptome sind auch bei Langzeit ERT nicht mehr reversibel
(82). Gemal} einem Konsens einer Expertengruppe sollen neuropathisch betroffe-
nen Patienten, die sich nicht im Endstadium der Krankheit befinden, eine ERT ggf.
als Therapieversuch uber sechs bis zwoIf Monate in Absprache zwischen den be-
handelnden Arzten und Eltern des Patienten auf Grundlage realistischer Behand-

lungsziele angeboten werden (146).

15 Antikorper mit Neutralisationskapazitat unter Enzymersatztherapie

In verschiedenen Studien zu Elaprase® wurden die Patienten auf die Entwicklung
von Anti-ldursulfase-Antikdrpern untersucht (103;140;147). In regelmafligen Ab-
standen wurden Anti-Elaprase®-Immunglobulin G (IgG) und Anti-Elaprase®-
Immunglobulin E (IgE) in Blutproben bestimmt. In einer Phase II/lll Studie wurde
zusatzlich Immunglobulin M (IgM)-Antikérper bestimmt. Die Messungen wurden
von Shire Pharmaceuticals ausgefiihrt. Anti-Elaprase®-Antikérper wurden im
Plasma der Patienten mittels eines sogenannten confirmation-specific assay

(CSA) detektiert, der auf einem Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA)
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basiert. Positive Resultate wurden durch eine Radioimmunprazipitation (RIP) be-
statigt. Der Titer wurde als ganze Zahl angegeben. Wurde die Probe mittels des
RIP-Assays negativ getestet, so wurde sie als Antikdrper negativ gewertet
(103;140;147;148). Die genaue Bestimmungsmethode ist aufgrund von Patent-
rechten nicht bekannt.

In Phase I/l der klinischen Studie wurden bei sechs von zwdlf Patienten zu einem
oder mehreren Zeitpunkten IgG-Antikorper gegen Idursulfase gefunden. Jeweils
drei Patienten wurden mit der Dosierung von 0,5 mg bzw. 1,5 mg Idursulfase/kg
Korpergewicht behandelt. Die Bildung der IgG-Antikorper wurde bei einem Patient
bereits nach drei Infusionen detektiert, bei einem weiteren Patient nach funf Infu-
sionen und bei vier Patienten nach sechs Infusionen. Einer der Patienten kehrte
nach einem Jahr Therapie in einen Antikorper negativen Status zuriick. Die Redu-
zierungen der GAG-Ausscheidung im Urin und der Hepatosplenomegalie, die Ver-
besserungen des 6-Minuten-Gehtests und der forcierten Volumenkapazitat in Pro-
zent vom Soll waren vergleichbar mit den Ergebnissen der Antikdrper-negativen
Patienten. Daraus wurde geschlossen, dass die Antikdrperbildung keinen Einfluss
auf die Wirksamkeit der ERT hat. IgE-Elaprase®-Antikorper wurde in dieser Studie
nicht gefunden (147).

In Phase /1l der klinischen Studie wurden bei jeweils 15 Patienten (47%) der wo-
chentlich und zweiwochentlich therapierten Elaprase®-Gruppe I1gG  Anti-
Idursulfase-Antikorper gefunden. Die Haufigkeit war in Woche 27 der Studie am
hdchsten, da zu diesem Zeitpunkt 44% der Patienten positiv auf IgG-Antikdrper
getestet wurden. Nach 53 Wochen waren nur noch 32% der Patienten Antikorper-
positiv. IgM-Antikorper entwickelten sich bei je einem Patienten. Die GAG-
Ausscheidung war bei den AntikOrper-positiven Patienten um 33% weniger redu-
ziert als bei den Antikdrper-negativen Patienten. Es zeigte sich jedoch keine Kor-
relation zwischen dem Auftreten von Antikérpern und einer Verschlechterung des
6-Minuten-Gehtests, der forcierten Vitalkapazitat oder dem Vorkommen von Ne-
benwirkungen. Wie in der vorangegangenen Studie wurden keine IgE-Elaprase®-
Antikdrper identifiziert (140).

In der offenen Anschlussstudie wurden die Patienten ebenfalls auf vorhandene
Anti-Elaprase®-Antikorper getestet. 47 Patienten zeigten zu einem beliebigen Zeit-
punkt 1IgG Anti-ldursulfase-Antikorper. Dies entsprach 50% der Patienten. Am En-
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de der zweijahrigen Anschlussstudie waren bei 23 von 85 Patienten (27%) IgG-
Antikorper zu finden. In dieser Studie wurde zuséatzlich auf neutralisierende Anti-
korper geprift. Ein in vitro Enzyminhibitions-Assay und ein Assay zur Bestimmung
der Hemmung der Zellaufnahme von Idursulfase, erfolgte sobald eine IgG-positive
Probe gefunden wurde (149;150). Die genaue Bestimmungsmethode ist aufgrund
von Patentrechten nicht bekannt. Bei der Messung mittels des Enzyminhibitions-
Assays wurde eine Hemmung von = 40% als positiv fir neutralisierende Antikor-
per definiert. Ebenfalls als positiv flr neutralisierende Antikérper wurde eine Re-
duktion der Zellaufnahme von Idursulfase um mindestens 23% im Vergleich zu
gepooltem Normalserum gewertet. 22 der 94 Patienten (23%) wiesen zu irgendei-
nem Zeitpunkt innerhalb der Studie neutralisierende Antikdrper auf. Nach 105 Wo-
chen traf dies fir 19 von 85 Patienten (22%) zu. Die neutralisierenden Antikdrper
verminderten den Anstieg der absoluten forcierten Vitalkapazitat im Vergleich zu
den Patienten ohne neutralisierende Antikorper. Sie zeigten jedoch keine Effekte
auf den 6-Minuten-Gehtest, Leber- und Milzvolumina und GAG-Ausscheidung im
Urin. Wie in den beiden vorangegangenen Studien wurde keine IgE-Elaprase®-
Antikdrper identifiziert (103).

Eine Reevaluation der Studienergebnisse der Phase Il/lll und Anschlussstudie
ergab fur 32 der 63 Patienten (51%) bei mindestens einer Blutabnahme I1gG-
Elaprase®-Antikdrper (148). Neun Patienten (14%) zeigten diese nur intermittie-
rend oder isoliert; 23 Patienten (37%) entwickelten diese jedoch persistierend (an
drei oder mehr aufeinanderfolgenden Blutuntersuchungen). 13 Patienten (21%)
wurden positiv auf neutralisierende Antikdrper getestet und acht Patienten (13%)
zeigten persistierende neutralisierende Antikorper. Als positiv fur persistierende
neutralisierende Antikorper galten Patienten, die an drei oder mehr aufeinander-
folgenden Blutuntersuchungen neutralisierende Elaprase®-Antikorper aufwiesen,

unabhangig vom Ergebnis bei weiteren Blutabnahmen (148).

Alle 32 Patienten entwickelten die 1gG-Elaprase®-Antikorper innerhalb der ersten
17 Wochen nach Therapiebeginn. Bei 23 Patienten entwickelten sich persistieren-
de Antikdrper innerhalb von 16 Wochen Patienten bei nach Therapiebeginn. Neut-
ralisierende Antikorper traten innerhalb von 77 Wochen und persistierende neutra-
lisierende Antikorper innerhalb von 70 Wochen nach dem Start der Enzymersatz-
therapie auf. Patienten wurden als positiv fir neutralisierende Antikdrper gewertet,

wenn entweder der Enzyminhibitions-Assay oder der Assay mit dem Hemmung
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der Zellaufnahme von ldursulfase gemessen wurde, positiv fur neutralisierende
Antikorper ausfiel (148).

Es wurde kein Zusammenhang zwischen dem Auftreten von therapiebedingten
oder schwerwiegenden unerwinschten Ereignissen und dem Vorhandensein von

(neutralisierenden) Antikorpern identifiziert (148).

Allerdings korrelierten hohere Raten an infusionsbedingten unerwtinschten Ereig-
nissen mit der Entwicklung von ERT Antikdrpern noch vor dem Antikérpernach-
weis. Patienten, die nie Elaprase®-Antikdrper entwickelten, zeigten die geringsten
Ereignisraten. Es folgten die Patienten, die IgG-Elaprase®-Antikdrper entwickelten
und die Patienten mit persistierenden Antikdrpern. Eine noch hdéhere Ereignisrate
von infusionsbedingten unerwiinschten Ereignissen war bei Patienten mit neutrali-
sierenden Antikdrpern zu verzeichnen. Die hdchste Ereignisrate zeigte sich jedoch
bei Patienten mit persistierenden, neutralisierenden Antikdrpern. Sie lag etwa sie-
benmal so hoch wie die der Antikdrper-negativen Patienten (148).

Sowohl bei Patienten mit neutralisierenden als auch mit persistierenden neutrali-
sierenden Antikorpern zeigte sich eine Tendenz, dass neutralisierende Antikorper
das Risiko zum Auftritt einer infusionsbedingten Reaktion erhdhen. Eine Analyse
des Genotyps fur die 36 Patienten zeigte, dass Patienten mit Nonsense-oder
Frameshift-Mutationen eine statistisch erhéhte Wahrscheinlichkeit hatten Antikor-
per oder sogar neutralisierende Antikorper und infusionsbedingte Reaktionen zu
entwickeln. Eine signifikante Reduktion der GAG-Ausscheidung wurde bei allen
Patienten nach Therapiestart beobachtet, jedoch war die Reduktion bei Antikoper-
positiven Patienten im Vergleich zu den Antikérper-negativen Patienten schwacher
ausgepragt. Barbier et al. berichteten, dass Patienten mit einer Nonsense-oder
Frameshift-Mutation eine signifikant weniger stark reduzierte GAG-Ausscheidung
im Urin aufwiesen als Patienten mit Missense-Mutationen. Sie erklarten die Korre-
lation von Nonsense-oder Frameshift-Mutation und Antikérperbildung damit, dass
diese Patienten auf3erstande sind eine Restmenge von antigen-intaktem IDS her-
zustellen. Patienten mit Missense-Mutationen kdnnen katalytisch mangelhaftes,
aber antigen-intaktes Enzym produzieren, was das Risiko der Immunreaktion ge-

gen Elaprase® reduziert (148).

Es wurde auch in dieser Analyse kein Zusammenhang zwischen dem Auftreten

von Antikérpern und der Anderung der Distanz im 6-Minuten-Gehtest, der forcier-
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ten Vitalkapazitat in Prozent vom Soll und der Leber- und Milzvolumina gesehen.
Einzig die Patienten mit neutralisierenden Antikorpern zeigten eine statistisch sig-
nifikante, verminderte Reduktion des Lebervolumens im Vergleich zu Patienten

ohne neutralisierende Antikorper (148).

Auch bei ERT fur andere Erkrankungen wurde eine Antikérperbildung beobachtet
(151-158). Sowohl bei Patienten mit Hurler-, Scheie- oder Hurler-Scheie-Syndrom
(MPS 1) als auch bei Patienten mit Maroteaux-Lamy-Syndrom (MPS VI) entwickel-
ten sich Antikdrper gegen das substituierte Enzym (152-154;158). Bei Patienten
mit Hurler-, Scheie- oder Hurler-Scheie-Syndrom zeigte sich kein Zusammenhang
zwischen dem Auftreten von Antikdrpern und einer verringerten Wirksamkeit der
ERT und unerwiinschten Ereignissen (154;158). Die bei Morbus Maroteaux-Lamy
aufgetretenen Antikérper scheinen partiell die Wirksamkeit der ERT zu beeinflus-
sen. In einer Studie von Harmatz et al. wurde von einer verminderten Reduktion
der GAG-Ausscheidung berichtet (153). Auch Morbus Gaucher-Patienten entwi-
ckeln teilweise 1gG-Antikorper, deren Einfluss auf die Wirksamkeit noch unklar ist
(156;159). Antikorper gegen das substituierte Enzym treten auch bei Fabry-
Patienten auf (151;155;157). Sie werden als nicht-neutralisierend und die Wirk-
samkeit der ERT nicht zu beeinflussend beschrieben (151;155). Im Unterschied
dazu berichteten Vedder et al., dass nach 12 bzw. 24 Monaten der ERT die Re-
duktion des Enzymsubstrates im Urin von Patienten mit Nachweis von Antikérpern
geringer ausfallt als bei Patienten ohne Antikdrper (160;161). Die Antikdrperbil-
dung war jedoch nicht mit schlechteren Ergebnissen relevanter klinischer End-
punkte assoziiert (160). Bénichou et al. stellten fest, dass es bei M. Fabry-
Patienten mit einem hohen Antikorpertiter zu einer Substratablagerung in En-
dothelzellen der Haut kommen kann. Dies kann als Hinweis auf eine reduzierte
Clearance des Substrats gewertet werden (162). Zu einem ahnlichen Resultat
kommen Linthorst et al., indem sie bei 11 von 16 untersuchten M. Fabry-Patienten
hohe IgG-Titer mit Neutralisationskapazitat zeigten. Damit assoziiert war eine ge-

ringere Reduktion der Substratausscheidung im Urin (163).

Auch bei Morbus Pompe wurde von Antikérpern gegen die Enzymersatztherapie
berichtet, die zum Teil neutralisierender Natur sind und bereits erreichte motori-
sche Verbesserungen wieder rickgangig machen kdnnen (164;165). In einem
Fallbericht tber einem Morbus Pompe-Patienten mit Antikdrperbildung erlitt dieser

ein nephrotisches Syndrom unter ERT, welches nach Reduzierung der ERT-Dosis
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reversibel war. Eine histologische Untersuchung des Nierengewebes ergab, dass
sich Immunkomplexe, die das substituierte Enzym beinhalteten, abgelagert hatten
(166).

Eine vergleichbare Konstellation zum Zusammenhang zwischen Mutation, Rest-
proteinproduktion, Immunreaktion und neutralisierenden Antikérpern liegt bei Pati-
enten mit Gerinnungsfaktormangel vor (167). Fur Faktor VIII- und Faktor IX-
Mangel gilt, dass je gréRer das Ausmald der genetischen Mutation und desto ge-
ringer die nachweisbaren Mengen an Restprotein sind, je hoher ist die Konzentra-
tionen der (neutralisierenden) Antikdrper gegen das substituierte Enzym (167-
169). Vries et al. beschrieben jedoch fir einen Patienten mit M. Pompe eine
messbare Konzentration an katalytisch aktivem Enzym und dennoch hohe Titer
von neutralisierenden Antikérpern. Diese reduzierten die Zellaufnahme des En-
zyms um etwa 40% und besitzt somit Potential die Wirksamkeit der ERT zu beein-
trachtigen (170).

Betrachtet man die Literatur bzgl. der Auswirkungen der Antikérper mit Neutralisa-
tionskapazitat unter Enzymersatztherapie, zeigt sich ein sehr heterogenes Bild
und es bleibt unklar, inwieweit die Wirksamkeit der langjahrigen Enzymersatzthe-

rapie, dadurch beeintrachtigt wird.
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2 Zielsetzung der Arbeit

Fur Patienten, die an M. Hunter (MPS II) erkrankt sind, besteht seit 2007 die The-
rapieoption einer Enzymersatztherapie (ERT). Einige Patienten entwickeln Anti-
korper gegen das substituierte Enzym, welche partiell neutralisierende Eigen-
schaften besitzen. Da die Antikérper die Aktivitdt des substituierten Enzyms und
damit deren Nutzen, beeintrachtigen kdnnen, ist es essentiell zu klaren, ob die
klinische Effektivitat der ERT durch die entwickelten Antikérper eingeschrankt ist.
Bisher publizierte Untersuchungen zeigen ein sehr heterogenes Bild bezuglich der
Auswirkungen der Antikérper mit Neutralisationskapazitat unter Enzymersatzthe-

rapie.

Zielsetzung dieser Arbeit war daher in einer klinischen Studie mit prospektiven und
retrospektiven Kohortendesign bei allen M. Hunter-Patienten mit ERT und regel-
mafigen Verlaufskontrollen in der Villa Metabolica, der Arbeitsgemeinschaft fur
Lysosomale Speicherkrankheiten, des Zentrums fir Kinder- und Jugendmedizin
an der Universitatsmedizin der Johannes Gutenberg-Universitat Mainz, zu unter-
suchen, ob mittels einer Enzymaktivitdtsmessung im Mischserum von substituier-
ten Patienten und Gesunden die Neutralisationskapazitat der gebildeten Antikor-
per bestimmt werden kann. In Ergédnzung dazu sollten die spezifischen Anti-
Elaprase®Immunglobuline G und E von Shire Pharmaceuticals bestimmt und der
Zusammenhang mit den Ergebnissen des Enzymaktivitats-Assay im Mischserum

geprift werden.

Die Ergebnisse der in vitro Bestimmungen zu den persistierenden Antikérpern mit
Neutralisationskapazitat sollten anschlie3end auf eine Einschréankung der Wirkung
der ERT, erkennbar durch eine Verschlechterung des Gesundheitszustandes mit
klinischer Bedeutung, geprift werden. Ob biochemische Parameter oder der klini-
sche Verlauf der Erkrankung durch neutralisierende Antikorper unter ERT beein-

flusst wird, sollte anhand folgender Parameter untersucht werden:

e Glykosaminoglykan-Ausscheidung im Urin

¢ Relative Wanddicke des linken Ventrikels (RWT)

e Auf die Korperlange indizierte linksventrikulare Muskelmasse
(LVM_H)

e Aortenklappen- und Mitralklappeninsuffizienz (Al, MI)

e Aorten- und Mitralstenose (AS, MS)
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e Forcierte Vitalkapazitat (FVC) in Prozent vom Soll

e Forciertes exspiratorisches Volumen (FEV3) in Prozent vom Soll

e Schulterflexion

e Gelaufene Gehstrecke beim 6-Minuten-Gehtest (6MGT)

e Auftreten von infusionsassoziierten Hypersensitivitatsreaktionen

e Zwei Fragen der Kategorie ,Greifen/ Fassen“ des validierten Frage-
bogens des Hunter Outcome Survey (HS-FOCUS)

Bisher existiert fur M. Hunter-Patienten keine klinische oder biochemische Mess-
methode, die eine verlassliche Vorhersage fur eine neuropathische Beteiligung
bietet. Da die Neuronenspezifische Enolase (NSE) und S-100 bereits in der neuro-
logischen Diagnostik als Marker einer Hirnschadigung eingesetzt werden, sollte
untersucht werden, ob sich mittels Messung der NSE und S-100 Riickschlisse auf

eine neuropathische Beteiligung ziehen lassen (171;172).
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3 Material und Methoden

3.1 Studienprotokoll und Materialien

3.1.1 Studiendesign und Patienten

Die Patientenstudie wurde in der Villa Metabolica, der Arbeitsgemeinschaft fur
Lysosomale Speicherkrankheiten, des Zentrums fir Kinder- und Jugendmedizin
an der Universitdtsmedizin der Johannes Gutenberg-Universitat Mainz durchge-
fuhrt. Die Studie war als prospektive und retrospektive Kohortenstudie angelegt.
Ein positives Votum der Ethikkommission der Landesarztekammer Rheinland-
Pfalz zur Durchfiihrung der Studie wurde erteilt. Die Vorschriften zum Datenschutz
wurden beachtet und Léschung der Daten ist zehn Jahre nach Studienende vor-

gesehen.

Die Studie wurde von Mitte 2011 bis Ende 2013 durchgefuhrt. Jeder M. Hunter-
Patient mit Enzymersatztherapie (ERT), der in der Villa Metabolica medizinisch
betreut wurde und der zu regelmaldigen Untersuchungen in die Villa Metabolica
kam, wurde die Teilnahme an der Studie angeboten. Auf diesem Wege wurden

insgesamt 30 Patienten rekrutiert.

Zur Studienrekrutierung wurden die Patienten bei ihrem ersten Besuch in der Villa
Metabolica nach Studienbeginn beziglich des Studienvorhabens von dem behan-

delnden Arzt angesprochen und mundlich aufgeklart.

Jeder Patient erhielt die von der Ethikkommission genehmigte schriftliche Patien-
teninformation und Einwilligungserklarung, angepasst an das Alter des Patienten.
War der Patient zwischen sechs und zwdlf Jahre alt, so wurde ihm seine eigene
Patienteninformation und Einwilligungserklarung fur Sechs- bis Zwdlfjahrige aus-
gehandigt (siehe Anhang 3). Zusatzlich wurde seinen Eltern eine Patienten- bzw.
Elterninformation und Einwilligungserklarung ausgehandigt (siehe Anhang 4 und
Anhang 5). Analog wurde bei den 13- bis 17-jahrigen Patienten gehandelt (siehe
Anhang 6 und Anhang 7). Bei erwachsenen, neuropathisch betroffenen Patienten
wurde die Unterschrift eines Vormundes akzeptiert. Die unterzeichneten Einwilli-

gungserklarungen wurden von dem aufklarenden Arzt gegengezeichnet.

Alle Patienten erhielten wahrend der Studie die tbliche medizinische Versorgung.

Es wurde lediglich mit dem routineméRig abgenommenen Blut ein zuséatzlicher
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Test (Bestimmung der Iduronat-2-sulfatase-Aktivitat im Mischserum) durchgefihrt.
Die routinemallig erhobenen biochemischen und klinischen Parameter wurden
prospektiv als auch retrospektiv erfasst. Tabelle 3 zeigt einen Uberblick tber die
biochemischen und klinischen Parameter mit den optimalen Zeitabstanden zwi-

schen den Untersuchungen.

Tabelle 3: Uberblick tiber die biochemischen und klinischen Parameter mit den optimalen
Zeitabstanden zwischen den Untersuchungen

Erhobene biochemische und Optimale Zeitabstande
klinische Parameter zwischen den Untersuchungen
IDS-Enzymaktivitat
im Serum und Mischserum 6 Monate
Gkaosammoglykan_-Ausscheldung 6 Monate
Im Urin
Kardiologische Parameter* 12 Monate
Lungenfunktionsparameter? 12 Monate
Gelenkbeweglichkeit
(Schulterflexion) 12 Monate
Gehstrecke 6 Monate
Immunreaktionen auf die ERT 6 Monate
Zwei Fragen der Kategorie
,Greifen/ Fassen® des Fragebogens 12 Monate
HS-FOCUS

! Die kardiologischen Parameter umfassten die relative Wanddicke des linken Ventrikels, auf die
Koérperlange indizierte linksventrikulare Muskelmasse, Aorten- und Mitralklappeninsuffizienz, Aor-
ten- und Mitralstenose.

’ Die auszuwertenden Parameter der Lungenfunktionsmessungen beinhalteten die Forcierte Vital-
kapazitat und das Forcierte exspiratorische Volumen in einer Sekunde.

Die Ein- und Ausschlusskriterien wurden wie folgt gewahlt:

Einschlusskriterien

e Neuropathischer oder nicht neuropathischer M. Hunter-Patient unter Enzy-
mersatztherapie (ERT)

¢ Regelmallige Untersuchungen in der Villa Metabolica

e Vorliegende unterschriebene Einwilligungserklarung des Patienten bzw. der

Eltern
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Ausschlusskriterien

e M. Hunter-Patient ohne ERT
¢ M. Hunter-Patienten nach Stammzelltransplantation
o Keine regelmafligen Untersuchungen in der Villa Metabolica

e Keine unterschriebene Einwilligungserklarung des Patienten bzw. der Eltern

3.1.2 Entnahme der Blutproben und Aufbereitung

Alle IDS-Aktivitatsmessungen wurden mit Serum durchgefihrt, das mittels Serum-
separation aus Blutproben hergestellt wurde. Die Blutproben wurden den Patien-
ten durch das Arzte- und Pflegeteam der Villa Metabolica entnommen. Die Blut-
entnahme erfolgte jeweils vor der nachsten Elaprase®-Infusion in Serummonovet-
ten der Firma Sarstedt. Die weitere Verarbeitung wurde im Biochemischen Labor
der Kinder- und Jugendmedizin durchgefiihrt. Zur Serumgewinnung wurden die
Serummonovetten fur funf Minuten mit 3000 U/min zentrifugiert. Der Serumiber-
stand wurde im Anschluss in Rundbodenréhrchen der Firma Becton, Dickinson
and Company pipettiert. Wenn die Enzymaktivitatsbestimmung nicht unmittelbar
erfolgte, wurden die Proben bei -20° C tiefgefroren und kurz vor der Analyse im
Wasserbad bei 37° C aufgetaut. Ublicherweise wurden aus Effizienzgriinden je-

weils mindestens 3 Blutproben zusammen analysiert.

3.1.3 Materialien

Chemikalien
Aqua ad iniectabilia (Ampuwa®) Fresenius Kabi Deutschland GmbH
Bestellnummer: 1080753
Ch.-B.: 14FM1001
Blei(ll)acetat-Trihydrat zur Analyse Merck KGaA
Bestellnummer: 1.07375.0250
Ch.-B.: K26889775024
Citronensaure-Monohydrat Carl Roth GmbH und Co KG

Bestellnummer: 5110.1
Ch.-B.:48789959
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Dinatriumhydrogenphosphat wasserfrei Merck KGaA
Bestellnummer: 1065855000
Ch.-B.: 347A835486

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (Dulbecco Puffer)
Sigma-Aldrich Co.
Bestellnummer: D8537
Ch.-B.: RNBC8475

Elaprase® Shire Deutschland GmbH
Bestellnummer: 9031
Ch.-B.: TELIO6A02

Essigsaure (Eisessig) 100% wasserfrei zur Analyse

Merck KGaA
Bestellnummer: 1.00063.1000
Ch.-B.: 103K15293363

Human-Albumin 20% Behring 50 ml CSL Behring GmbH
Bestellnummer: OBDA505010
Ch.-B.: C8844411E

LEBT (Lysosomal Enzymes purified from Bovine Testis)

Moscerdam Substrates
Bestellnummer: M2
Ch.-B.: 10-11

4-Methylumbelliferyl-a-Iduronat-2-sulfat Moscerdam Substrates
Bestellnummer: M2
Ch.-B.: 09-10

Natriumacetat-Trihydrat krist. zur Analyse Merck KGaA
Bestellnummer: 1062655000
Ch.-B.: 9622547

Natriumazid zur Synthese Merck KGaA
Bestellnummer: 8223350100
Ch.-B.: 2302123
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Natriumcarbonat wasserfrei Carl Roth GmbH und Co KG

Bestellnummer: A135.1
Ch.-B.: 1711166743

Isotone Kochsalz-Lésung 0,9% Braun 100 ml B. Braun Melsungen AG

Bestellnummer: 3200910
Ch.-B.: 1236388105

Natriumhydrogencarbonat zur Analyse Merck KGaA

Triton X-100 100 ml

Materialien

Combitips

Einmalkanilen

Einmalpipetten

Einmalplastikspritzen

Pipettenspitzen

Bestellnummer: 1063291000
Ch.-B.: 032K14370529

Merck KGaA
Bestellnummer: 1122980101
Ch.-B.: 340ZA4028798

Combitips advanced®, 25 mL, rot, Eppendorf AG;
Bestellnummer 0030089472

Sterican® 19 G x 1 %"; B. Braun Melsungen AG;
Bestellnummer 4657799

VWR International GmbH; Bestellnummer 612-1756

BD Discardit™ |l Spritzen; Becton, Dickinson and

Company; Bestellnummer 309110

1) epT.1.P.S® Standard, 50 — 1000 pL, 71 mm,
blaue Spitzen; Eppendorf AG;
Bestellnummer 0030000919

2) epT.1.P.S® Standard, 2—200 pL, 53 mm,
gelbe Spitzen; Eppendorf AG;
Bestellnummer 0030000870

3) epT.l.P.S® Standard, 0.5—-20 pL L, 46 mm,
hellgraue Spitzen; Eppendorf AG;
Bestellnummer 0030000854
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Reagiergefal3e 1,5 ml aus PP, mit anhdngendem PP-Stopfen

Rundbodenréhrchen

Serummonovetten

Gerate

Analysenwaage

Becherglaser

Erlenmeyerkolben

Fluoreszenz
Spektralphotometer

Gefrierschrank

Kihlschrank

Magnetrthrer

Magnetruhrstabchen

Eppendorf Caps; Sarstedt AG;
Bestellnummer 72.690.001

BD Falcon™ Round-Bottom Tubes 14 ml; Becton,

Dickinson and Company; Bestellnummer 352059

S-Monovette Serum-Gel 7,5 ml braun; Sarstedt AG;
Bestellnummer 01.1602

Analysenwaage Sartorius Talent TE124S-OCE;
Sartorius AG

Duran® Becher, niedrige Form, mit Ausguss,

Duran Group

1) 25 ml; Bestellnummer 21 106 14

2) 150 ml; Bestellnummer 21 106 29

3) 250 ml; Bestellnummer 21 106 36

Duran® Erlenmeyerkolben, weithalsig; Duran Group
1) 100 ml; Bestellnummer 21 226 24

2) 1000 ml; Bestellnummer 21 226 54

Hitachi F-2000 Fluorescence Spectrophotometer

1) Aufbewahrung von Substrat und Proben vor Bearbei-
tung: Bosch; Modell nicht bekannt

2) Aufbewahrung der Proben nach Bearbeitung:
Kirsch; Model BL 176

Bosch; Modell nicht bekannt

VMS-C4 advanced; VWR International GmbH;
Bestellnummer 442-0661

VWR International GmbH; Bestellnummer 442-4523
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Multipette

pH-Meter

Pipetten

Prazisionswaage

Pulverspatel, mikro

Schittler

Tischstoppuhr

Wasserbad

Multipette plus; Eppendorf AG;
Bestellnummer 4981 000.019

WTW Microprocessor pH Meter pH 537; WTW GmbH

alle Pipetten sind vom Typ Eppendorf Reference®;
Eppendorf AG

1) 5 pL, fix, mittelgrau; Bestellnummer 4900000036
2) 10 pL, fix, mittelgrau; Bestellnummer 4900000044
3) 20 pL, fix, gelb; Bestellnummer 4900000117

4) 25 L, fix, gelb; Bestellnummer 4900000150

5) 50 pL, fix, gelb; Bestellnummer 4900000125

6) 100 pL, fix, gelb; Bestellnummer 4900000133

7) 500 pL, fix, blau; Bestellnummer 4900000516

8) 1000 pL, fix, blau; Bestellnummer 4900000524

9) 0.5—10 L, variabel, mittelgrau;
Bestellnummer 4910000018

10) 10-100 uL, variabel, gelb;
Bestellnummer 4910000042

11) 50 — 200 pL, variabel, gelb;
Bestellnummer 4910000093

12) 100 - 1000 L, variabel, blau;
Bestellnummer 4910000069

Prazisionswaage Sartorius Talent TE512-OCE;
Sartorius AG

VWR International GmbH; Bestellnummer 231-2323

Vortex 4 basic; IKA-Werke GmbH & CO. KG,
Bestellnummer 0004049600

Junghans; Modell nicht bekannt

Modell 1003; GFL Gesellschaft fur Labortechnik mbH:;
Bestellnummer 1003
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Zentrifuge Modell 5415C; Eppendorf - Netheler - Hinz GmbH
Zentrifuge (fir Serummonovetten)

Heraeus Megafuge 1.0; Thermo Fisher Scientific Inc.;
Bestellnummer 75003490/01

3.1.4 Reagenzienherstellung
LEBT (Lysosomal Enzymes purified from Bovine Testis)

Eine Einheit des gefriergetrockneten Enzyms LEBT-M2 wurde aufgetaut und mit
2,2 ml Aqua ad iniectabilia aufgeltst. Das Reagenz wurde zu je 200 pl portioniert
und bis zur Verwendung in Eppendorf Caps bei -20° C eingefroren. Bei Bedarf
wurden die Eppendorf Caps einzeln aufgetaut.

Pi/Ci-Puffer (double concentrated Mcllvains phosphate/citric-acid buffer)
0,4 M Dinatriumhydrogenphosphat / 0,2 M Citrat-Puffer (pH 4,5) + 0,02% Na-azid

Es wurden 5,678 g Dinatriumhydrogenphosphat eingewogen und mit Aqua ad
iniectabilia auf 100 ml aufgefullt. 4,203 g Citronenséaure-Monohydrat wurden ge-
wogen und mit Aqua ad iniectabilia auf 100 ml aufgefillt. Anschlielend wurden ca.
60 ml Citrat-Puffer vorgelegt und mit der 0,4 M Dinatriumhydrogenphosphat-
Losung zugegeben bis ein pH-Wert von 4,5 erreicht war. 100 ml der L6sung wurde
20 mg Natriumazid als Pulver zur Konservierung hinzugeftigt. Die Lésung wurde

bis zur Verwendung im Kuhlschrank bei 2-8° C aufbewahtrt.

Stopp-Puffer

0,5 M Natriumhydrogencarbonat / 0,5 M Natriumcarbonat (pH 10,7) + 0,0025%
Triton X-100

Es wurden 4,201 g Natriumhydrogencarbonat eingewogen und mit Aqua ad
iniectabilia auf 100 ml aufgefullt. Es wurden 5,295 g Natriumcarbonat eingewogen
und mit Aqua ad iniectabilia auf 100 ml aufgefullt. Anschlielend wurden 100 ml
der 0,5 M Natriumcarbonatldsung mit 20 ml der Natriumhydrogencarbonatlésung
gemischt, 25 mg Triton X-100 zugegeben, erneut gemischt und der pH-Wert der
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Losung mittels des pH-Meters bestatigt. Die Loésung wurde bis zur Verwendung im
Kihlschrank bei 2-8° C aufbewabhrt.

Substrat-Lésung 1,25 mM
1,25 mM 4-Methylumbelliferyl-a- Iduronat-2-Sulfatase (4-MU-a-ldu-2S)

5 mg des gefriergetrockneten Substrates 4-MU-a-ldu-2S wurden in 8,3 ml des
Substratpuffers geldst, in verschlieBbare Eppendorf Caps zu je 200 pl portioniert
und bei -20° C eingefroren. Bei Bedarf wurden die Eppendorf Caps einzeln aufge-

taut.

Substratpuffer
0,1 M Natriumacetat / 0,1 M Essigsaure Puffer (pH 5,0)
10 mM Bleiacetat

1,361 g Natriumacetat-Trihydrat und 379,34 mg Blei(ll)acetat-Trihydrat wurden
gewogen und in ca. 80 ml Aqua ad iniectabilia gelést. Der pH-Wert des Substrat-
puffers wurde unter pH-Meter-Kontrolle mit konzentrierter Essigsaure auf pH 5
eingestellt und anschlieRend mit Aqua ad iniectabilia auf 100 ml aufgeftllt. Am
Ende wurde der pH-Wert der Losung mittels des pH-Meters bestéatigt.
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3.2 Bestimmung der Iduronat-2-sulfatase (IDS)-Aktivitat im Serum von
Morbus Hunter-Patienten

Zur Enzymaktivitdtsbestimmung von Iduronat-2-sulfatase (EC-Nr. 3.1.6.13) im Se-
rum von M. Hunter-Patienten wurde die Umsatzrate eines kinstlichen Substrates
nach der Methode von Voznyi et al. (79) im Biochemischen Labor des Zentrums
fur Kinder- und Jugendmedizin gemessen. 4-Methylumbelliferyl-a-lduronat-2-
Sulfat (4-MU-a-lIdu-2S) der Firma Moscerdam Substrates, Oegstgeest diente als

kiinstliches Substrat.

Die lduronat-2-sulfatase-Aktivitatsbestimmung beruht auf zwei Inkubationsschrit-
ten. Im ersten Schritt erfolgt die Desulfatierung von 4-MU-a-1du-2S durch Iduronat-
2-sulfatase innerhalb von vier Stunden. Im Anschluss folgt die Zugabe von a-
Iduronidase, welche a-lduronat von 4-Methylumbelliferyl-a-lduronat durch Hydro-
lyse abspaltet. a-Iduronidase wird hierbei im Uberschuss zugegeben, damit dieser
Inkubationsschritt nicht der reaktionslimitierende Faktor ist. Das gebildete 4-
Methylumbelliferon (4-MU) lasst sich fluoreszensphotometrisch messen und die
Enzymaktivitat im Probenserum in der Einheit nmol/4h/ml berechnen, welches ei-
ne Geschwindigkeit darstellt. Abbildung 7 stellt die Enzymaktivitditsmessung
schematisch dar.

Serum +

4-Methylumbelliferyl-a-lduronat-2-Sulfat (4-MU-a-I1du-2S)

4 h bei 37°C + Iduronat-2-sulfatase (IDS)

‘V'

4-Methylumbelliferyl-a-lduronat

24 h bei 37°C + a-lduronidase im Uberschuss

“V

4-Methylumbelliferon (4-MU)

Fluoreszensmessung

Abbildung 7: Enzymaktivitadtsmessung von Iduronat-2-sulfatase nach Voznyi et al. (79)
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Inkubationsschritt 1

100 pl des zu untersuchenden Patientenserums wurden mit 400 pl Aqua ad
iniectabilia gemischt, was einer Verdinnung von 1:5 entspricht. 10 pl dieser Ver-
dinnung wurden in ein Reagiergefal3 (Eppendorf Cap) pipettiert und 20 ul des
Substrats (4-MU-a-1du-2S) zugegeben. In dieser Art wurden jeweils zwei Proben
zubereitet. Jedes Eppendorf Cap wurde zehn Sekunden auf den Schiittler ge-
driickt, um die Durchmischung des 30 pl grof3en Ansatzes zu gewahrleisten. An-
schlieBend wurden alle Reagiergefalie fur zehn Sekunden bei 3000 U/min zentri-
fugiert, damit sich der komplette Ansatz wieder am Boden der Gefalde sammelte.
Dann wurden die Proben in einem Wasserbad bei 37°C fur vier Stunden inkubiert.
Die Inkubationszeit wurde in der Einheit der Enzymaktivitat berticksichtigt, da IDS
vier Stunden fir die Desulfatierung des kunstlichen Substrats zur Verfligung
stand. Als Nullwert wurden bei jeder IDS-Aktivitatsbestimmung zwei zusatzliche
Blindproben mitgefihrt. Diese Blindproben beinhalteten kein Serum, sondern 10 pl
Aqua ad iniectabilia. Sie wurden in gleicher Weise behandelt wie die zu untersu-

chenden Serumproben.

Inkubationsschritt 2

Nach Abschluss des Inkubationsschrittes 1 wurde zu jeder Probe 40 pl des Pi/Ci-
Puffers pipettiert und anschlieRend jede Probe zehn Sekunden mit dem Schittler
durchmischt. Im Anschluss erfolgte die Zugabe von 10 ul LEBT (Lysosomal En-
zymes purified from Bovine Testis), eine zehn Sekunden Durchmischung mittels
Schittler und eine Zentrifugation Uber zehn Sekunden bei 3000 U/min. Die Proben
wurden dann 24 Stunden in einem Wasserbad bei 37°C inkubiert. Inkubations-

schritt 2 war notig, damit 4-MU durch a-lduronidase freigesetzt wurde.

Stoppen der Reaktion und Weiterverarbeitung der Proben

Nach Inkubation Uber 24 Stunden wurden die Proben fir zehn Sekunden bei 3000
U/min zentrifugiert. AnschlieBend wurde die enzymatische Reaktion durch Zugabe
von jeweils 1 ml Stopp-Puffer in jedes Reagiergefal3 beendet. Nach erneutem
griandlichem Mischen der Proben mittels Schuttler wurden die Proben funf Minuten
bei 3000 U/min zentrifugiert. Nach der Zentrifugation war am Boden der Eppendorf
Caps eine leichte Trubung zu erkennen. Der Uberstand wurde vor Messung der

Enzymaktivitat mittels einer Pipette in ein neues Eppendorf Cap Uberfuhrt. Bei der
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Ausféllung handelt es sich um Bleiausfallungen, die die Messergebnisse beein-
trachtigen konnten.

Messung der IDS-Aktivitat

In den Uberstanden der einzelnen Proben, die als Doppelproben vorlagen, wurde
an dem Hitachi F-2000 Fluorescence Spectrophotometer die Intensitat der Fluo-
reszenz von 4-MU gemessen. Den Probenbestimmungen ging die Messung der
Blindproben voraus. Die Intensitat der Blindproben wurde automatisch von der
Fluoreszenz der zu vermessenden Proben abgezogen. Der voreingestellte Mess-
bereich (MB 3000) entsprach einer Exzitationswellenlange von 369 nm und einer
Emissionswellenlange von 446 nm. Die ermittelte Fluoreszenzintensitat des 4-MU
ist proportional zu der IDS-Aktivitat in der Probe. Nach jeder Messung einer Dop-

pelprobe wurde das Gerat mit Aqua ad iniectabilia gesplilt.
Zur Berechnung der IDS-Aktivitat wurde folgende Formel verwendet:

IDS — Aktivitiat [nmol/4h/ml]

_ Mittelwert der IDS — Aktivitat der Doppelproben (nmol/l) x Gesamtvolumen (ul)
B 1000 X Serum (pul)

Gesamtvolumen der Probe = 1080 pl, = 10 pl zu untersuchendes Serum

4 h = Inkubationszeit in Inkubationsschritt 1

Daraus folgt:

IDS — Aktivitdt [nmol/4h/ml]
= Mittelwert der IDS — Aktivitat der Doppelproben (nmol/1) x 0,108

AnschlieBend wurden die Ergebnisse der Aktivitatsbestimmung mit 5 multipliziert,

um die Verdiinnung der Probe im ersten Inkubationsschritt einzubeziehen.

Qualitatssicherung der IDS-Aktivitdtsmessung im Serum

Das Biochemische Labor des Zentrums fir Kinder- und Jugendmedizin nimmt an
dem ERNDIM fir Lysosomale Enzyme teil. ERNDIM steht hierbei fur European
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Research Network for evaluation and improvement of screening, Diagnosis and
treatment of Inherited disorders of Metabolism. Neben den regelmafiigen internen
Qualitatsprafungen beteiligt sich das Biochemische Labor des Zentrums fir Kin-
der- und Jugendmedizin seit 2009 regelmaf3ig und erfolgreich an externen Test-
reihen fur ERNDIM zur Qualitatssicherung der biochemischen Verfahren. 2012
war die Bestimmung der IDS-Enzymaktivitat Teil der Testreihe. Anhang 8 zeigt
das Zertifikat des Jahres 2012 fir die IDS-Enzymaktivitatsmessung und belegt die
zuverlassige Durchfuihrung der Qualitat dieser Bestimmungsmethode im Bioche-

mischen Labor des Zentrums fur Kinder- und Jugendmedizin.

Validierung der Bestimmung der IDS-Aktivitat im Serum

Der Assay nach Voznyi et al. wurde im Biochemischen Labor des Zentrums flr
Kinder- und Jugendmedizin in der Universitatsmedizin Mainz validiert. Die Validie-
rung ergab - in Analogie zu der Arbeit von Voznyi et al. - eine optimale Inkubati-
onsdauer in Inkubationsschritt 1 von vier Stunden und einen optimalen Serum-
gehalt von 10 ul pro Ansatz bei der Messung der IDS-Enzymaktivitat im Serum
(79;173). Bei der Validierung der Lagerungs- und Temperaturstabilitat im hiesigen
Biochemischen Labor zeigten sich nur leicht schwankende IDS-Aktivitdten im Se-
rum bei Raumtemperaturlagerung tUber 30 Tage. Die niedrigste Aktivitat wurde
hierbei am Tag mit der niedrigsten Raumtemperatur und die hdheren IDS-
Aktivitaten an Tagen mit hbheren Raumtemperaturen gemessen (173). Parkinson-
Lawrence et al. zeigten in einer Arbeit die Stabilitat der IDS-Aktivitat bis 50°C. Erst
oberhalb dieser Temperatur nahm die Enzymaktivitat stetig ab, bis hin zu einem
vollstdnden Aktivitatsverlust oberhalb von 70°C (174). Eine Temperaturstabilitat
der IDS im tiefgefrorenen Serum wurde im hiesigen Biochemischen Labor eben-
falls getestet. Eine Langzeitlagerung des Serums ist flr ein Jahr im gefrorenen
Zustand ohne Enzymaktivitdtsverluste mdoglich (173). Die Michaelis-Menten-
Konstante K, von IDS fir 4-MU-a-1du-2S wurde im Rahmen der Validierung un-

tersucht und entspricht 0,6 mmol/l (173).

Normalwerte der IDS-Aktivitat im Serum gesunder ménnlicher Personen

Die Normalwerte der IDS-Aktivitdt im Serum gesunder mannlicher Probanden
wurden in der Validierung des Assays nach Voznyi et al. im Biochemischen Labor

des Zentrums fur Kinder- und Jugendmedizin an 37 Probanden untersucht. Der
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Median entsprach hierbei 350,7 nmol/4h/ml. Die Enzymaktivitat weist bei gesun-
den Personen eine hohe Streubreite auf. Der Minimalwert betrug 169,3 nmol/4h/ml
und der Maximalwert 540,5 nmol/4h/ml (79;173).

3.2.1 Bestimmung der IDS-Aktivitat im Mischserum von Morbus Hunter-

Patienten (Neutralisationskapazitat)

Unter Neutralisationskapazitat versteht man das Ausmald an gebildeten Antikor-
pern unter ERT, die IDS neutralisieren. Die Bestimmung einer potentiell vorhan-
denen Neutralisationskapazitat fur IDS bei M. Hunter-Patienten kann gemessen
werden durch Bestimmung der IDS-Aktivitdt im Mischserum von M. Hunter-
Patienten. Diese erfolgte in Analogie zur unter 3.2 beschriebenen Enzymakitivi-
tatsmessung von IDS. Die Bestimmung der Neutralisationskapazitat erfolgte tbli-
cherweise alle 6 Monate im Rahmen der routineméafigen Verlaufskontrollen der M.

Hunter-Patienten.

Anstelle von 100 pl Patientenserum wurden 50 pl Patientenserum und 50 pl Se-
rum einer gesunden Person verwendet. 100 ul Mischserum wurden in die Rea-
giergefalRe pipettiert und die zweifache Bestimmung der Enzymaktivititsmessung
wie in 3.2 beschrieben, durchgefiihrt. Das Testserum der gesunden Person wurde
immer von derselben Person gewonnen. Im Serum der gesunden Person lag eine
normale IDS-Aktivitat vor. Sie wurde bei jeder Messung der Neutralisationskapazi-
tat zusatzlich zweifach bestimmt. Ebenso wurde parallel die IDS-Aktivitat von je-

dem Patient in dessen reinem Serum zweifach bestimmt.

Aus den Ergebnissen der IDS-Aktivitatsbestimmung im Mischserum wurde wie
folgt der prozentuale Anteil der Ist-von Soll-IDS-Aktivitdt und die Neutralisations-

kapazitat berechnet:

Prozentualer Anteil der Ist — von Soll — IDS — Aktivitat [%]

IDS — Aktivitat im Mischserum x 100
[(IDS — Aktivitat im Patientenserum + IDS — Aktivitit im Serum der gesunden Person) + 2 ]

Neutralisationskapazitit [%]

= 100 % — Prozentualer Anteil der Ist — von Soll — IDS — Aktivitat
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Eine um = 40% verminderte IDS-Aktivitat der rechnerisch zu erwartenden IDS-
Aktivitat wurde als reduziert gewertet und entspricht einer Neutralisationskapazitat
= 40% der gebildeten Antikdrper (103). Die Neutralisationskapazitat kann keine

negativen Werte annehmen.

3.2.2 Validierung der Neutralisationskapazitatsbestimmung und der

Einfluss der Verdinnungslésung

Validierung der Bestimmung der Neutralisationskapazitat

Verdilnnungsreihe mit Serum von Patient Nr. 26 und Messung der IDS-Aktivitit im

Mischserum

Eine Validierung der Neutralisationskapazitatsbestimmung erfolgte mittels einer
Verdinnungsreihe. Es war nicht moglich, einen Standard mit Antikdrpern mit Neut-
ralisationskapazitat zu erhalten. Daher wurde ein Patientenserum zur Validierung
ausgewahlt, das in den vorangegangenen funf Neutralisationskapazitatsbestim-
mungen jeweils um > 74% verminderte IDS-Aktivitat von der rechnerisch zu erwar-

tenden Aktivitat ergeben hatte.

Folgende Verdinnungsreihe wurde in Eppendorf Caps hergestellt:

Tabelle 4: Verdinnungsreihe mit Serum von Patient Nr. 26 und Aqua ad iniectabilia als Ver-
dunnungslésung

Prozentualer Volumen
) Volumen
. Anteil an . Agqua ad
Bezeichnung . Patientenserum L .
Patientenserum il iniectabilia
[%] - W]
S1 80 80 20
S2 60 60 40
S3 40 40 60
S4 20 40 160
S5 15 75 aus S4 25
S6 10 50 aus S4 50
S7 100 100 -
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Jeweils 50 pl von S1 — S6 wurden mit 50 pl Serum eines gesunden Menschen
gemischt und die IDS-Aktivitat, wie in 3.2.1 beschrieben, bestimmt bzw. die Neut-

ralisationskapazitat berechnet.

S7 entsprach dem Ansatz einer reguléaren IDS-Aktivitatsbestimmung im Mischse-
rum und beinhaltete demnach 50 pl Serum von Patient Nr. 26 und 50 pl Serum

einer gesunden Person.

Alle Proben wurden als Vierfachproben angesetzt. Alle Proben enthielten 50 pl
Serum der gleichen gesunden Person mit der gleichen Enzymaktivitéat. Die zu be-
statigenden Hypothese lautete, dass je mehr Patientenserum und somit Antikdrper
mit Neutralisationskapazitat im Mischserum vorhanden war, desto starker sollte
die Enzymaktivitat des Gesunden beeintrachtigt sein. Die IDS-Aktivitat des gesun-

den Individuums wurde parallel vierfach bestimmt.

Zusatzlich wurde ein Blindwert ohne Serum und demnach ohne IDS-Aktivitat in
Doppelproben mitgefihrt.

Verdilnnungsreihe mit Serum von Patient Nr. 23 und Messung der IDS-Aktivitit im

Mischserum

Der oben beschriebene Versuch einer Verdinnungsreihe zur Bestimmung der
Neutralisationskapazitat wurde in gleicher Art mit Patientenserum von Patient 23
durchgeflihrt (genaue Beschreibung s. oben). In drei vorangegangenen Untersu-
chungen von Patient 23 wurde jeweils um > 75% verminderte IDS-Aktivitat von der

rechnerisch zu erwartenden Aktivitat gemessen.

Folgende Verdinnungsreihe wurde in Eppendorf Caps hergestellt:
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Tabelle 5: Verdiinnungsreihe mit Serum von Patient Nr. 23 und Aqua ad iniectabilia als Ver-

dinnungslésung

Prozentualer Volumen
. Volumen
. Anteil an . Agqua ad
Bezeichnung . Patientenserum . .
Patientenserum il iniectabilia
[%] g 1]
S1 80 80 20
S2 60 60 40
S3 40 40 60
S4 20 40 160
S5 15 75 aus S4 25
S6 10 50 aus S4 50
S7 100 100 -

Einfluss der Verdinnungslosung auf die IDS-Aktivitat

Um den Einfluss der Verdiinnungslésung zu untersuchen wurden vier unterschied-

liche Experimente an vier unterschiedlichen Tagen durchgefuhrt.

1. Verdinnungsreihe und Messung der IDS-Aktivitdt von Serum eines gesunden

Menschen und Aqua ad iniectabilia als Verdiinnungsléosung

Die Verdunnungsreihe und Messung der IDS-Aktivitdt wurde mit Serum des ge-

sunden Menschen und Wasser als Verdinnungslosung durchgefihrt.

Folgende Verdinnungsreihe wurde in Eppendorf Caps hergestellt:
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Tabelle 6: Verdinnungsreihe mit Serum eines Gesunden und Aqua ad iniectabilia als Ver-
dinnungslésung

Volumen
Prozentualer Volumen
. Serum des
: Anteil an Aqua ad
Bezeichnung gesunden L .
Serum des iniectabilia
Menschen
Gesunden [%)] [Ml]
[pl]
S1 100 100 -
S2 80 80 20
S3 70 70 30
S4 60 60 40
S5 50 50 50
S6 40 40 60
S7 35 35 65
S8 30 30 70
S9 25 25 75
S10 20 40 160
S11 15 75 aus S10 25
S12 10 50 aus S10 50

Jeweils 100 pl von S1 — S12 wurden mit 400 pl Aqua ad iniectabilia gemischt und

die IDS-Aktivitat, wie in 3.2. beschrieben, bestimmt.

Alle Proben wurden als Vierfachproben angesetzt. Zusatzlich wurde ein Blindwert
ohne Serum und demnach ohne IDS-Aktivitat in Doppelproben mitgefuhrt.

2. Verduinnungsreihe und Messung der IDS-Aktivitdt mit Elaprase® und Aqua ad

iniectabilia als Verdiinnungslésung

Die Verdinnung des Serums eines Gesunden zeigt sehr geringe Enzymaktivitat,
deshalb wurde im zweiten Versuch Elaprase® in verschiedenen Verdiinnungen mit

Aqua ad iniectabilia hergestellt und ebenfalls die IDS-Aktivitdt gemessen.

Elaprase® ist ein Konzentrat zur Herstellung einer Infusionslésung. Jeder ml ent-
halt 2 mg Idursulfase. Elaprase® wird wochentlich in einer Dosis von 0,5 mg/kg
Kdrpergewicht durch intravendse Infusion gegeben. Die zur Verdinnung bendtigte

Anzahl Durchstechflaschen, die sich nach dem individuellen Gewicht der Patien-
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ten richten, werden in 100 ml einer 0,9%igen Natriumchlorid-Infusionslésung ver-
dunnt (139).

Die fiir diesen Versuch verwendeten Reste von zwei Ampullen Elaprase® wurden
am Tag zuvor in der Villa Metabolica fur die Therapie eines Patienten verwendet.
Die Ampullen wurden sofort nach dem Anstechen wieder in einen Kihlschrank in
der Villa Metabolica gelegt und dort Gber Nacht gelagert. Am darauffolgenden Tag
wurde die Ampulle direkt aus dem Kuihlschrank in das Biochemische Labor des
Zentrums fur Kinder- und Jugendmedizin getragen und direkt nach dem Eintreffen

fur den Versuch verwendet.

Folgende Verdinnungsreihe wurde in Eppendorf Caps hergestellt. Die Verdin-
nungen, die eine Probenbezeichnung erhielten, wurden im Anschluss zur IDS-

Enzymaktivitatsmessung verwendet.

Tabelle 7: Verdinnungsreihe mit Elaprase® und Aqua ad iniectabilia als Verdinnungslésung

Volumen

Bezeichnung Velibien Agqua ad

Verdinnung Elaprase® oder L .

der Probe ) iniectabilia
Verdinnung

[wl]
- 1:10 100 pl Elaprase® 900
- 1:100 100 pl von 1:10 900
- 1:1.000 100 pl von 1:100 900
w1l 1:8.000 100 pl von 1:1.000 700
w2 1:10.000 100 pl von 1:1.000 900
w3 1:12.500 100 pl von 1:1.000 1150
w4 1:15.000 100 pl von 1:1.000 1400
W5 1:20.000 100 pl von 1:10.000 100
W6 1:30.000 100 pl von 1:10.000 200
w7 1:50.000 100 pl von 1:10.000 400
w8 1:70.000 100 pl von 1:10.000 600
W9 1:90.000 100 pl von 1:10.000 800
W10 1:100.000 100 pl von 1:10.000 900

Jeweils 100 pl jeder Probe W1 — W10 wurden mit 400 pl Aqua ad iniectabilia ge-

mischt und die IDS-Aktivitat, wie in 3.2 beschrieben, gemessen.
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Alle Proben wurden als Vierfachproben angesetzt. Zusatzlich wurde ein Blindwert
ohne Serum und demnach ohne IDS-Aktivitat in Doppelproben mitgefuhrt.

3. Verdiinnungsreihe und Messung der IDS-Aktivitat mit Elaprase® und Dulbecco

Puffer als Verdiinnungsldsung

Im dritten Versuch wurde Elaprase® in verschiedenen Volumenverhaltnissen mit

Dulbecco Puffer verdiunnt und die IDS-Aktivitat gemessen.

Die fiir diesen Versuch verwendeten Reste von zwei Ampullen Elaprase® wurden
am Tag zuvor in der Villa Metabolica fur die Therapie eines Patienten verwendet.
Die Ampullen wurden sofort nach dem Anstechen wieder in einen Kuhlschrank in
der Villa Metabolica gelegt und dort Giber Nacht gelagert. Am darauffolgenden Tag
wurde die Ampulle direkt aus dem Kuhlschrank in das Biochemische Labor des
Zentrums fur Kinder- und Jugendmedizin getragen und direkt nach dem Eintreffen

fur den Versuch verwendet.

Folgende Verdinnungsreihe wurde in Eppendorf Caps hergestellt. Die Verdin-
nungen, die eine Probenbezeichnung erhielten, wurden im Anschluss zur IDS-

Enzymaktivitatsmessung verwendet.

Tabelle 8: Verdinnungsreihe mit Elaprase® und Dulbecco Puffer als Verdinnungslésung

Bezeichnung ) Volum®en Volumen
der Probe Verdinnung Elaprasg oder Dulbecco Puffer

Vorverdinnung [ml]

- 1:10 100 pl Elaprase® 900

- 1:100 100 pl von 1:10 900

- 1:1.000 100 pl von 1:100 900

w1 1:10.000 100 pl von 1:1.000 900
W2 1:20.000 100 pl von 1:10.000 100
W3 1:30.000 100 pl von 1:10.000 200
w4 1:50.000 100 pl von 1:10.000 400
W5 1:70.000 100 pl von 1:10.000 600
W6 1:90.000 100 pl von 1:10.000 800

Jeweils 100 pl jeder Probe W1 — W6 wurden mit 400 pl Aqua ad iniectabilia ge-

mischt und die IDS-Aktivitat, wie in 3.2 beschrieben, gemessen.
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Alle Proben wurden als Vierfachproben angesetzt. Zusatzlich wurde ein Blindwert
ohne Serum und demnach ohne IDS-Aktivitat in Doppelproben mitgefuhrt.

4. Messung der IDS-Aktivitat von Elaprase® 1:10.000 Verdiinnung und vier

verschiedenen Verdinnungslésungen

Es wurde jeweils eine 1:10.000 Verdiinnung von Elaprase® mit unterschiedlichen
Verdunnungslésungen hergestellt und die IDS-Aktivitdt gemessen. Es kamen fol-

gende vier Verdinnungslésungen zum Einsatz:

e Agua ad iniectabilia
e Dulbecco Puffer
¢ |sotone Kochsalz-Losung 0,9%

¢ |sotone Kochsalz-Losung 0,9% mit Zusatz von 0,2% Humanalbumin

Die fiir diesen Versuch verwendeten Reste von drei Ampullen Elaprase® wurden
am Tag zuvor in der Villa Metabolica fur die Therapie eines Patienten verwendet.
Die Ampullen wurden sofort nach dem Anstechen wieder in einen Kuhlschrank in
der Villa Metabolica gelegt und dort Giber Nacht gelagert. Am darauffolgenden Tag
wurde die Ampulle direkt aus dem Kuhlschrank in das Biochemische Labor des
Zentrums fur Kinder- und Jugendmedizin getragen und direkt nach dem Eintreffen

fur den Versuch verwendet.

Folgende Verdinnungsreihen mit den unterschiedlichen Verdinnungslosungen
wurden in Eppendorf Caps hergestellt. Die Verdinnungen, die eine Probenbe-
zeichnung erhielten, wurden im Anschluss zur IDS-Enzymaktivitditsmessung ver-

wendet.

Agua ad iniectabilia als Verdiinnungslosung

Tabelle 9: Verdinnungsreihe mit Elaprase® und Aqua ad iniectabilia als Verdinnungslésung

Volumen
Bezeichnun VEGEn Aqua ad
9 Verdlinnung Elaprase® oder N -
der Probe ¥ iniectabilia
Vorverdinnung
[Ml]
- 1:10 100 pl Elaprase® 900
- 1:100 100 pl von 1:10 900
- 1:1.000 100 pl von 1:100 900
w1l 1:10.000 100 pl von 1:1.000 900
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100 pl der Probe W1 wurden anschlieBend in ein Eppendorf Cap pipettiert die
IDS-Aktivitat, wie in 3.2 beschrieben, bestimmit.

Dulbecco Puffer als Verdiinnungslésung

Tabelle 10: Verdiinnungsreihe mit Elaprase® und Dulbecco Puffer als Verdiinnungslésung

Bezeichnun Volumen Volumen
9 Verdinnung Elaprase® oder Dulbecco Puffer
der Probe y

Vorverdinnung [ml]
- 1:10 100 pl Elaprase® 900
- 1:100 100 ul von 1:10 900
- 1:1.000 100 pl von 1:100 900
D1 1:10.000 100 pl von 1:1.000 900

100 pl der Probe D1 wurden anschlie3end in ein Eppendorf Cap pipettiert die IDS-
Aktivitat, wie in 3.2 beschrieben, bestimmt. Weitere 100 pl der Probe D1 wurden in
ein anderes Reagiergefald gegeben und als Probe D2 gekennzeichnet. Fur die 1:5
Verdinnung wurde anstelle von Aqua ad iniectabilia als Verdinnungslésung Dul-
becco Puffer eingesetzt. AnschlieBend wurde die IDS-Aktivitat in den Proben, wie
in 3.2 beschrieben, bestimmt.

Isotone Kochsalz-Lésung 0,9% als Verdiinnungslésung

Tabelle 11: Verdinnungsreihe mit Elaprase® und isotoner Kochsalz-Lésung 0,9% als Ver-
dunnungslésung

volumen Volumen
Bezeichnung . ® Isotone Koch-
Verdinnung Elaprase™ oder -
der Probe vorverdinnun salz-Lésung

9 0,9% [ul]
- 1:10 100 pl Elaprase® 900
- 1:100 100 pl von 1:10 900
- 1:1.000 100 pl von 1:100 900
N1 1:10.000 100 pl von 1:1.000 900

100 pl der Probe N1 wurden anschlie3end in ein Eppendorf Cap pipettiert die IDS-
Aktivitat, wie in 3.2 beschrieben, bestimmt. Weitere 100 pl der Probe N1 wurden in

ein anderes Reagiergefald gegeben und als Probe N2 gekennzeichnet. Fiur die 1:5
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Verdinnung wurde anstelle von Aqua ad iniectabilia als Verdinnungslosung iso-
tone Kochsalz-Lésung 0,9% eingesetzt. Anschlie3end wurde die IDS-Aktivitat in

den Proben, wie in 3.2 beschrieben, bestimmt.

Isotone Kochsalz-Lésung 0,9% und Zusatz von 0,2% Humanalbumin als

Verdinnungsldésung

Das Verdunnungsmittel wurde unmittelbar von Verwendung hergestellt. Hierzu
wurden 9,9 ml isotone Kochsalz-Losung 0,9% mit 0,1 ml einer 20%igen Humanal-

bumin-LAsung in einem Becherglas gemischt.

Tabelle 12: Verdinnungsreihe mit Elaprase® und isotoner Kochsalz-Losung 0,9% und
Zusatz von 0,2% Humanalbumin als Verdinnungslésung

Volumen
Isotone
: Volumen
EEAELIE Verdinnun Elaprase® oder KEEEl:
der Probe 9 Vor\eerdUnnun Losung 0,9% +
g 0,2% Human-
albumin [pl]
- 1:10 100 pl Elaprase® 900
- 1:100 100 pl von 1:10 900
- 1:1.000 100 pl von 1:100 900
Al 1:10.000 100 pl von 1:1.000 900

100 pl der Probe Al wurden anschlie3end in ein Eppendorf Cap pipettiert die IDS-
Aktivitat, wie in 3.2 beschrieben, bestimmt. Weitere 100 pl der Probe Al wurden in
ein anderes Reagiergefald gegeben und als Probe A2 gekennzeichnet. Fur die 1:5
Verdinnung wurde anstelle von Aqua ad iniectabilia als Verdinnungslésung iso-
tone Kochsalz-Ldsung 0,9% und Zusatz von 0,2% Humanalbumin eingesetzt. An-
schlieRend wurde die IDS-Aktivitdt in den Proben, wie in 3.2 beschrieben, be-

stimmt.

Alle Proben wurden als Vierfachproben angesetzt und die IDS-Aktivitat gemessen.
Zusatzlich wurde ein Blindwert ohne Serum und demnach ohne IDS-Aktivitat in

Doppelproben mitgefihrt.
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3.3 Bestimmung von Anti-Elaprase®-Immunglobulin G und E bei Morbus
Hunter-Patienten

Der Hunter Outcome Survey (HOS) ist eine internationale, multizentrische
Langzeitbeobachtungsstudie bei Patienten mit M. Hunter (Mukopolysaccharidose
I1). Die Anti-Elaprase®-lmmunglobulin-Bestimmung ist Teil der Studie. Alle M. Hun-
ter-Patienten der Villa Metabolica haben eine schriftliche Einwilligungserklarung
zur Teilnahme an der HOS-Studie gegeben. Bei ihren regelmalligen Verlaufskon-
trollen, die Ublicherweise halbjahrlich stattfanden, wurde daher allen M. Hunter-
Patienten Blutproben fiir die Anti-Elaprase®-Immunglobulin-Bestimmung abge-
nommen. Die Ergebnisse der Bestimmung von Anti-Elaprase®Immunglobuline G
und E wurden den online einsehbaren Daten der HOS enthommen und mittels den

Papierakten der Patienten in der Villa Metabolica Uberpruift.

3.3.1 Methode der Immunglobulin-Bestimmung

Die Immunglobulin-Bestimmungen (IgG, IgE) wurden von Shire Pharmaceuticals,
wie von Muenzer et al. (140;147) beschrieben, durchgefiihrt. Anti-Elaprase®-
Antikdrper wurden im Plasma der Patienten mittels eines sogenannten confirmati-
on-specific assay (CSA) detektiert, der auf einem Enzyme-linked Immunosorbent
Assay (ELISA) basiert. Positive Resultate wurden durch eine Radioimmunprazipi-
tation (RIP) bestétigt. Der Titer wurde als ganze Zahl angegeben. Wurde die Pro-
be mittels des RIP-Assays negativ getestet, so wurde sie als Antikdrper negativ
gewertet (148). War die Bestatigung durch die RIP positiv, so wurde gegebenen-
falls ein in vitro Enzyminhibitions-Assay durchgefiihrt, der es erméglichte die pro-
zentuale Inhibition des Enzyms zu bestimmen, falls neutralisierende Antikdrper
vorhanden waren (149). Bei der Messung mittels des Enzyminhibitions-Assays
wurde eine Hemmung von = 40% als positiv fir neutralisierende AntikGrper gewer-
tet (103). Die genaue Bestimmungsmethode unterliegt dem Patentschutz und ist
nicht veroffentlicht. Die Resultate der Bestimmung wurden den behandelnden Arz-
ten der Villa Metabolica schriftlich mitgeteilt und den online einsehbaren Daten der
HOS hinzugefugt. Die Ergebnisse wurden in Form einer patientenindividuellen
Darstellung der Anti-Elaprase®-Immunglobulin G-Titer im Zeitverlauf nach Beginn
der ERT gezeigt, um zu veranschaulichen welche Patienten einen Nachweis von

Anti-Elaprase®-Antikérpern aufwiesen.
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3.4 Bestimmung biochemischer und klinischer Parameter bei Morbus
Hunter-Patienten

Zur Klarung der Frage, ob sich Antikérperbildung negativ auf die Klinik der Patien-
ten auswirkt, wurden biochemische und klinische Parameter bei M. Hunter-
Patienten erhoben. Alle ausgewdahlten Parameter wurden retrospektiv als auch
prospektiv ausgewertet. Die Daten wurden sowohl der webbasierten HOS als

auch den lokalen Papierakten der Patienten in der Villa Metabolica enthommen.

Einen Uberblick tiber die biochemischen und klinischen Parameter mit den optima-
len Zeitabstanden zwischen den Untersuchungen wird in Tabelle 3 unter 3.1.1 ge-

zeigt.

Wurde der jeweilige Parameter in patientenindividuellen Verlaufen dargestellt und
anschlieBend analysiert ob sich eine Verbesserung, keine Veranderung oder eine
Verschlechterung des jeweiligen Parameters unter ERT bezogen auf den Aus-
gangswert eingestellt hat, so zahlten als Ausgangswerte alle Werte bis drei Mona-
te vor Beginn der ERT. Waren innerhalb dieses Zeitintervalls mehrere Werte vor-
handen, so wurde der am nachsten zum Beginn der ERT liegende als Ausgangs-
wert gewertet. In Féllen in denen kein Basiswert vorlag, so wurde das Ergebnis
der jeweilig ersten Bestimmung als Ausgangswert gewertet. Ob sich die Antikor-
perbildung negativ auf den jeweiligen Parameter auswirkt, wurde durch eine de-

skriptive Untersuchung der Entwicklung der beiden PNAK+ Patienten beschrieben.

3.4.1 Glykosaminoglykan-Ausscheidung (DMB-Test)

Die Quantifizierung der Glykosaminoglykan (GAG)-Ausscheidung wurde im Bio-
chemischen Labor des Zentrums fur Kinder- und Jugendmedizin nach der Metho-
de von de Jong et al. bestimmt und beruht auf einer Absorptionsverschiebung des
Farbstoffes 1,9-Dimethylmethylenblau (DMB) in Gegenwart negativ geladener
Gruppen (77). Da GAG eine Vielzahl an negativer Ladung aufweisen, eignet sich
die Methode als spezifischer Nachweis. Die GAG-Ausscheidung wurde in
mg/mmol Kreatinin angegeben, so dass eine Kreatinin-Bestimmung im Urin not-
wendig war. Die hierzu verwendete Methode stammt von Jaffé (78). Die GAG-
Ausscheidung ist altersabhangig. Die verwendeten oberen Normwerte fur die
Auswertung finden sich ebenso in der Publikation von de Jong (77) und werden in
Tabelle 13 aufgefuhrt.
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Tabelle 13: Altersabhéangige obere Normwerte der GAG-Ausscheidung

Alter des Patienten bei Normwerte der
Probenentnahme GAG-Ausscheidung
[Jahre] [mg/mmol Kreatinin]
0-1 27,2
1-2 13,4
2-4 12,0
4-6 8,3
6-10 7,7
10-15 5,6
15-20 3,9
20-50 2,4

Die GAG-Ausscheidung im Urin wurde in patientenindividuellen Verlaufen darge-
stellt und analysiert ob sich eine Abnahme, keine Veranderung oder eine Zunah-
me der GAG-Ausscheidung unter ERT bezogen auf den Ausgangswert eingestellt
hat. Die Definition der Ausgangswerte ist in 3.4 beschrieben. Eine Abnahme der
GAG-Ausscheidung wurde erreicht, wenn der Patient zu Beginn der ERT GAG-
Ausscheidungen im Urin oberhalb des Normwertes zeigte und bei seiner letzten
Untersuchung diese unterhalb des Normwertes gefallen waren. Der Patient zeigte
keine Veranderung, wenn die GAG-Ausscheidungen sowohl zu Beginn der ERT
als auch bei seiner letzten Untersuchung oberhalb des Normwertes lagen. Als Zu-
nahme wurde definiert, wenn der Patient zu Beginn der ERT GAG-
Ausscheidungen unterhalb des Normwertes zeigte und bei seiner letzten Untersu-
chung diese oberhalb des Normwertes lagen. Der Verlauf der GAG-Ausscheidung
wurde flr die Gruppe der M. Hunter-Patienten in einer Box Plot-Darstellung veran-
schaulicht. Dafir wurde im ersten Jahr der ERT die GAG-Ausscheidung halbjahr-
lich und anschlieend jahrlich analysiert. Als 6-Monatswerte wurden alle Werte
akzeptiert, die £ 90 Tage des errechneten 6-Monatsintervalls bestimmt wurden.
Analog wurden die jahrlichen Werte mit einer Abweichung von = 90 Tagen der
berechneten Jahresuntersuchung akzeptiert. Lagen innerhalb eines Zeitintervalls
mehrere Untersuchungsergebnisse zur GAG-Ausscheidung vor, wurde der Wert
gewertet, der am nachsten zum Ende des halbjahrlichen bzw. jahrlichen Auswer-
tungsintervalls lag. Ob sich die Antikorperbildung negativ auf die GAG-
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Ausscheidung auswirkt, wurde durch eine deskriptive Untersuchung der Entwick-
lung der beiden PNAK+ Patienten beschrieben.

3.4.2 Kardiologische Parameter

Alle kardiologischen Parameter wurden alle zwolf Monate in der Kinderkardiologie
des Zentrums fur Kinder- und Jugendmedizin an der Universitdtsmedizin der Jo-
hannes Gutenberg-Universitdt Mainz mittels echokardiographischer Untersuchun-
gen bestimmt. Die Untersuchungen wurden entsprechend der Richtlinien der Ame-
rican Society of Echocardiography (175) im Liegen unter Ruhebedingungen nach

15 Minuten ohne &ulRere Storeinflisse durchgefuhrt.

Bei jeder kardiologischen Untersuchung wurden folgende Parameter erhoben:
1. Alter bei Untersuchung

2. Geschlecht

3. Korpergewicht

4. Korperlange

5. Relative Wanddicke des linken Ventrikels (RWT)

6. Auf die Korperlange indizierte linksventrikulare Muskelmasse (LVM_H)
7. Aortenklappeninsuffizienz (Al)

8. Mitralklappeninsuffizienz (MI)

9. Aortenstenose (AS)

10. Mitralstenose (MS)

1. Relative Wanddicke des linken Ventrikels (RWT) und auf die
Korperlange indizierte linksventrikulare Muskelmasse (LVM_H)

Eine hypertrophe Kardiomyopathie wurde in Analogie zu Devereux und de Simone
(176;177) als eine Zunahme der LVM_H = 50 definiert.

Die Einteilung unterschiedlicher Geometrien des linken Ventrikels erfolgte nach
Ganau et al. (178). Abbildung 8 zeigt dies adaptiert und die LVM_H nach de
Simone (177).
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Abbildung 8: Einteilung unterschiedlicher Geometrien des linken Ventrikels
aufgrund von relativer Wanddicke und auf die Kdrperlange indizierte links-
ventrikulare Muskelmasse; adapiert nach de Simone (177)

Normal: LVM_H < 50 und relative Wanddicke < 0.44.

Konzentrisches Remodeling: LVM_H < 50 und erhoéhte relative Wanddicke =
0.44.
Konzentrische Hypertrophie: LVM_H = 50 und erhohte relative Wanddicke 2

0.44.
Exzentrische Hypertrophie: LVM_H =50 und relative Wanddicke < 0.44.
Die Beschreibung erfolgte modifiziert nach Kampmann und de Simone (177;179).

Die mittels echokardiographischer Untersuchungen ermittelten Werte der LVM_H
und RWT wurde in patientenindividuellen Verlaufen dargestellt und analysiert ob
sich eine Verbesserung, keine Verdnderung oder eine Verschlechterung der
LVM_H bzw. RWT unter ERT bezogen auf den Ausgangswert eingestellt hat. Die
Definition der Ausgangswerte ist in 3.4 beschrieben. Eine Verbesserung der
LVM_H bzw. RWT wurde erreicht, wenn der Patient zu Beginn der ERT die
LVM_H bzw. RWT oberhalb des Normwertes zeigte und bei seiner letzten Unter-
suchung diese unterhalb des Normwertes gefallen waren. Der Patient zeigte keine
Veréanderung, wenn die LVM_H bzw. RWT sowohl zu Beginn der ERT als auch bei

seiner letzten Untersuchung oberhalb des Normwertes lagen. Als Verschlechte-
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rung wurde definiert, wenn der Patient zu Beginn der ERT LVM_H bzw. RWT un-
terhalb des Normwertes zeigte und bei seiner letzten Untersuchung diese ober-
halb des Normwertes lagen. Der Verlauf der LVM_H bzw. RWT wurde flur die
Gruppe der M. Hunter-Patienten in einer Box Plot-Darstellung veranschaulicht.
Dafur wurde im ersten Jahr der ERT die LVM_H bzw. RWT halbjahrlich und an-
schlieBend jahrlich analysiert. Als 6-Monatswerte wurden alle Werte akzeptiert, die
+ 90 Tage des errechneten 6-Monatsintervalls bestimmt wurden. Analog wurden
die jahrlichen Werte mit einer Abweichung von + 90 Tagen der berechneten Jah-
resuntersuchung akzeptiert. Lagen innerhalb eines Zeitintervalls mehrere Unter-
suchungsergebnisse vor, wurde der Wert gewertet, der am nachsten zum Ende
des halbjahrlichen bzw. jahrlichen Auswertungsintervalls lag. Ob sich die Antikor-
perbildung negativ auf die LVM_H bzw. RWT auswirkt, wurde durch eine deskrip-

tive Untersuchung der Entwicklung der beiden PNAK+ Patienten beschrieben.

2. Aortenklappeninsuffizienz (Al) und Mitralklappeninsuffizienz (M)

Die Aorten- und Mitralklappen wurden echokardiographisch auf Insuffizienzen und
Stenosen untersucht. Die Einteilung des Schweregrades der Insuffizienzen wurde
vom Untersucher in Grad | — bis Grad IV nach Zoghbi et al. vorgenommen (180).
Grad | bezeichnet hierbei den geringsten Grad der Insuffizienz und Grad IV die

schwerste Insuffizienz.

Die Schweregrade der Al und MI wurden in patientenindividuellen Verlaufen dar-
gestellt und analysiert ob sich eine Verbesserung, keine Veréanderung oder eine
Verschlechterung der Al bzw. MI unter ERT bezogen auf den Ausgangswert ein-
gestellt hat. Die Definition der Ausgangswerte ist in 3.4 beschrieben. Eine Verbes-
serung der Al bzw. MI wurde erreicht, wenn der Patient zu Beginn der ERT einen
hoheren Schweregrad der Al bzw. MI zeigte als bei der letzten Untersuchung. Der
Patient zeigte keine Veranderung, wenn der gleiche Schweregrad sowohl zu Be-
ginn der ERT als auch bei der letzten echokardiographischen Untersuchung vor-
lag. Als Verschlechterung wurde definiert, wenn der Patient zu Beginn der ERT
einen niedrigeren Schweregrad der Al bzw. MI zeigte als bei der letzten Untersu-
chung. Ob sich die Antikorperbildung negativ auf die Al bzw. MI auswirkt, wurde
durch eine deskriptive Untersuchung der Entwicklung der beiden PNAK+ Patien-

ten beschrieben.
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3. Aortenstenose (AS) und Mitralstenose (MS)

Der Schweregrad der Stenose wurde als mittlerer Druckgradient tUber der jeweili-
gen Klappe berechnet und entsprechend Tabelle 14 zugeordnet. Die Einteilung
der Schweregrade der Aortenstenose erfolgte nach Kampmann et al. (181), die

der Mitralstenose nach Bonow et al. (182).

Tabelle 14: Einteilung der Schweregrade der Aorten- bzw. Mitralstenose entsprechend dem
mittleren Druckgradienten Uber der jeweiligen Klappe [mmHg]

Grad 1 Grad 2 Grad 3
Art der Stenose leichte Stenose mittelschwere schwere Stenose
[mmHg] Stenose [mmHg] [mmHg]
Aortenstenose <25 25-40 > 40
Mitralstenose 25-45 45-10 >10

Die Schweregrade der Stenosen wurden in patientenindividuellen Verlaufen dar-
gestellt und analysiert ob sich eine Verbesserung, keine Verdnderung oder eine
Verschlechterung der AS bzw. MS unter ERT bezogen auf den Ausgangswert ein-
gestellt hat. Die Definition der Ausgangswerte ist in 3.4 beschrieben. Eine Verbes-
serung der Stenose wurde erreicht, wenn der Patient zu Beginn der ERT einen
hoheren Schweregrad der AS bzw. MS zeigte als bei der letzten Untersuchung.
Der Patient zeigte keine Veranderung, wenn der gleiche Schweregrad sowohl zu
Beginn der ERT als auch bei der letzten echokardiographischen Untersuchung
vorlag. Als Verschlechterung wurde definiert, wenn der Patient zu Beginn der ERT
einen niedrigeren Schweregrad der Stenose zeigte als bei der letzten Untersu-
chung. Ob sich die Antikérperbildung negativ auf die AS bzw. MS auswirkt, wurde
durch eine deskriptive Untersuchung der Entwicklung der beiden PNAK+ Patien-

ten beschrieben.

3.4.3 Lungenfunktionsmessungen

Alle Parameter der Lungenfunktion wurden alle zwdlf Monate in der Kinder-
pneumologie des Zentrums flr Kinder- und Jugendmedizin an der Universitatsme-
dizin der Johannes Gutenberg-Universitat Mainz durch Spirometrie oder Bo-
dyplethysmographie erfasst. Die Untersuchung erfolgte analog der Richtlinien der
American Thoracic Society (ATS) und der European Respiratory Society (ERS).
Die Messung wurde bei dazu fahigen M. Hunter-Patienten vorgenommen. Eine
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optische Kontrolle der Fluss-Volumen-Kurven durch erfahrene Personen erfolgte
nach jeder Messung. Ausgewertet wurden die Forcierte Vitalkapazitat (FVC) und
das Forcierte exspiratorische Volumen (FEV;). FVC bezeichnet das Lungenvolu-
men, das nach maximaler Inspiration forciert ausgeatmet werden kann und FEV;
das Lungenvolumen, das nach maximaler Inspiration in der ersten Sekunde for-
ciert ausgeatmet werden kann. Die Parameter wurden absolut und als Prozent der
Sollwerte ausgewertet. Als Sollwerte wurden fur Kinder, die von Zapletal et al.
(183) und fur Erwachsene die von Quanjer et al. (184) publizierten, eingesetzt. Die
Einteilung der vier Schweregrade fir die Auswertung richtete sich fur FVC nach
Muenzer et al. (103;140). Analog hierzu wurden die Schweregrade fur FEV; einge-
teilt. FVC oder FEV; = 80% keine Einschrankung, FVC oder FEV; < 80% und =
70% leichte Einschréankung, FVC oder FEV; < 70% und = 50% moderate Ein-
schréankung, FVC oder FEV; < 50% starke Einschrankung.

Die FVC oder FEV; jeweils in Prozent vom Soll wurde in patientenindividuellen
Verlaufen dargestellt und analysiert ob sich eine Verbesserung, keine Verande-
rung oder eine Verschlechterung der respiratorischen Einschrankung unter ERT
bezogen auf den Ausgangswert eingestellt hat. Die Definition der Ausgangswerte
ist in 3.4 beschrieben. Eine Verbesserung der Einschrankung wurde erreicht,
wenn der Patient zu Beginn der ERT eine starkere Einschrankung bezogen auf
FVC bzw. FEV; jeweils in Prozent vom Soll zeigte als bei der letzten Untersu-
chung. Der Patient zeigte keine Veranderung, wenn die gleiche Einschrankung
sowohl zu Beginn der ERT als auch bei der letzten Spirometrie oder Bo-
dyplethysmographie vorlag. Als Verschlechterung wurde definiert, wenn der Pati-
ent zu Beginn der ERT einen geringere Einschrankung bezogen auf FVC bzw.
FEV; jeweils in Prozent vom Soll zeigte als bei der letzten Untersuchung. Ob sich
die Antikorperbildung negativ auf die respiratorische Beteiligung auswirkt, wurde
durch eine deskriptive Untersuchung der Entwicklung der beiden PNAK+ Patien-

ten beschrieben.

3.4.4 Messung der Gelenkbeweglichkeit

Das Bewegungsausmal, das sogenannte Range of motion (ROM), der Gelenke
von M. Hunter-Patienten wurde mittels eines zweiarmigen Goniometers von einer
Physiotherapeutin bzw. vor 2008 von zwei Arzten alle zwolf Monate gemessen.
Die Messung erfolgte nach der standardisierten Neutral-Null-Methode bei den re-
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gularen Verlaufskontrollen. Das passive ROM der Hand-, Ellenbogen- und Schul-
tergelenke wurden im Sitzen vermessen, Huft-, Knie- und Ful3sprunggelenke im
Liegen in Ruckenlage. Die gemessenen Werte wurden auf dem standardisierten
HOS-Formblatt mit Anleitung fur die Gelenkbeweglichkeitsmessung notiert (siehe
Anhang 9). Auf dem Formblatt finden sich zu jeder ROM die Maximalwerte, die
nach Norkin et al. generiert wurden (185). In diese Untersuchung ging die ROM
der Schulterflexion ein, da diese die hdchste Sensitivitat besitzt. Nach Muenzer et
al. wurde fir die Auswertung festgelegt, dass eine Anderung der ROM der Schul-

terflexion von = 10° als klinisch relevant anzusehen ist (103).

Die Schulterflexion wurde in patientenindividuellen Verlaufen dargestellt und ana-
lysiert ob sich eine Verbesserung, keine Veranderung oder eine Verschlechterung
der Gelenkbeweglichkeit unter ERT bezogen auf den Ausgangswert eingestellt
hat. Die Definition der Ausgangswerte ist in 3.4 beschrieben. Eine Verbesserung
der Schulterflexion wurde erreicht, wenn der Patient bei seiner letzten Untersu-
chung eine um = 10° hohere Schulterflexion zeigte als zu Beginn der ERT. Der
Patient zeigte keine Veranderung, wenn die Schulterflexion sich um weniger als
10° von Beginn der ERT verglichen mit der letzten Untersuchung geandert hatte.
Als Verschlechterung wurde definiert, wenn der Patient zu Beginn der ERT eine
um = 10° geringere Schulterflexion zeigte als bei der letzten Untersuchung. Ob
sich die Antikorperbildung negativ auf die Gelenkbeweglichkeit auswirkt, wurde
durch eine deskriptive Untersuchung der Entwicklung der beiden PNAK+ Patien-
ten beschrieben.

3.4.5 Messung der Gehstrecke

Um die Belastbarkeit der M. Hunter-Patienten zu testen, wurde bei den alle 6-
monatlich stattfindenden Verlaufskontrollen ein 6-Minuten-Gehtest (6MGT) nach
den Richtlinien der American Thoracic Society (ATS) unter Kontrolle der Sauer-
stoffséttigung, der Herz- und Atemfrequenz durchgefuhrt (186). Der Gehtest wur-
de unter stadndiger Beobachtung auf einem ebenen Flur realisiert. Der Flur hatte
zwei 15 m entfernte Markierungen zwischen denen die Patienten liefen. Am Ende
der 6 Minuten wurde wiederum auf einem HOS-Formblatt fir den 6-Minuten-
Gehtest die gelaufene Strecke notiert (siehe Anhang 10). Zur Auswertung dieses

Parameters wurde nach Puhan et al. (187) festgelegt, dass eine Anderung des
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6MGT um mehr als 35 m als klinisch relevant einzuschatzen ist. Die Messung er-
folgte bei allen Patienten, bei denen eine Mitarbeit gewahrleistet werden konnte.

Die Gehstrecke des 6MGT wurde in patientenindividuellen Verlaufen dargestellt
und analysiert ob sich eine Verbesserung, keine Veranderung oder eine Ver-
schlechterung der Gehstrecke unter ERT bezogen auf den Ausgangswert einge-
stellt hat. Die Definition der Ausgangswerte ist in 3.4 beschrieben. Eine Verbesse-
rung der Gehstrecke wurde erreicht, wenn der Patient bei seiner letzten Untersu-
chung eine um > 35 m langere Gehstrecke absolvieren konnte als zu Beginn der
ERT. Der Patient zeigte keine Veranderung, wenn die Gehstrecke von Beginn der
ERT verglichen mit der letzten Untersuchung sich um sich um < 35 m geandert
hatte. Als Verschlechterung wurde definiert, wenn der Patient zu Beginn der ERT
eine um > 35 m langere Gehstrecke bewaltigen konnte als bei der letzten Unter-
suchung. Ob sich die Antikorperbildung negativ auf die Gehstrecke auswirkt, wur-
de durch eine deskriptive Untersuchung der Entwicklung der beiden PNAK+ Pati-

enten beschrieben.

3.4.6 Immunantwort auf die Enzymersatztherapie

Bei allen Patienten wurde wéahrend der Infusion von Idursulfase (Elaprase®) auf
mogliche unerwiinschte Reaktionen geachtet. Die Gabe von Elaprase® in der Villa
Metabolica erfolgte wahrend der alle sechsmonatlich stattfindenden Verlaufskon-
trollen der Patienten. Nach Muenzer et al. (103) und der Fachinformation von
Elaprase® (139) sind Hautreaktionen wie Ausschlag, Pruritus und Urtikaria sowie
Pyrexie, Kopfschmerzen, Hypertonie und Ro6tung die haufigsten infusionsbeding-
ten Reaktionen. Zu jeder Enzyminfusion wurde ein HOS-Formblatt fir Infusionsde-
tails ausgefullt (siehe Anhang 11). Kam es zu einer infusionsbedingten Reaktion,
so wurde dies auf einem separaten Formblatt fir unerwinschte Ereignisse doku-
mentiert. Zur Klarung der Frage, ob Patienten, die eine infusionsbedingte Reaktion
zeigen, in der Folge ein gréf3eres Risiko zum Auftreten von persistierenden Anti-

koérpern mit Neutralisationskapazitat haben, wurde nach einer Korrelation gesucht.

Bei sechs Patienten war in der Akte nicht spezifiziert, ob jemals eine infusionsbe-
dingte Reaktion aufgetreten war. Bei diesen Patienten ergab eine Anfrage bei den
behandelnden Arzten, dass dies nicht der Fall sei und so wurden diese Falle auch
als Patienten ohne infusionsbedingte Reaktionen gewertet. Es wurde eine patien-
tenindividuelle Ubersicht erstellt, die die Auspragung der neurologischen Beteili-
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gung, das Auftreten von infusionsbedingten Reaktionen und persistierenden neut-
ralisierenden Antikdrpern zeigt.

3.4.7 Validierter Fragebogen des Hunter Outcome Survey (HS-FOCUS)

Der idealerweise jahrlich ausgeteilte HS-FOCUS ist ein validierter Fragebogen fur
M. Hunter, der es ermoglicht, die Progredienz dieser Erkrankung standardisiert zu
erfassen (188;189). HS-FOCUS st in zwei Versionen verfugbar: ein Elternfrage-
bogen mit 68 Fragen und ein Patienten-Selbstberichtsformular mit 54 Fragen fur
Patienten Uber zwolf Jahren. HS-FOCUS umfasst die folgenden sechs Fragekate-
gorien: Gehen/ Stehen (Unterkorperfunktionen), Greifen/ Fassen (Oberkorperfunk-
tionen), Schlafen, Schule/ Arbeit, Atmen und Zufriedenheit (siehe Anhang 12 und
13). Jede Frage hat die folgenden sechs Bewertungen (aul3er fur Zufriedenheit)
fur den Antwortenden zur Auswahl: 1 = gar nicht schwierig, 2 = etwas schwierig, 3
= sehr schwierig, 4 = unterschiedlich, ist manchmal dazu in der Lage, 5 = gar nicht
dazu in der Lage, 6 = nicht anwendbar. Fur die Fragen der Kategorie Zufriedenheit
gibt es folgende Antwortmoéglichkeiten: 1 = sehr zufrieden, 2 = etwas zufrieden, 3
= weder zufrieden noch unzufrieden, 4 = etwas unzufrieden, 5 = sehr unzufrieden,
6 = nicht anwendbar. HS-Focus wurde seit Oktober 2006 bei den regelmé&Rigen
Verlaufskontrollen an die Patienten bzw. deren Eltern verteilt. Insgesamt wurden
94 Fragebdgen ausgewertet. Bei zehn unterschiedlichen Fragen fiel auf, dass von
den Ausfullenden zwischen zwei Kastchen ein Kreuz gesetzt wurde. In diesen Féal-
len wurde der jeweils schlechtere Wert gezahlt. Fir die Auswertung wurden fol-
gende zwei Fragen genauer betrachtet, die in einer Vorauswahl die héchste Sen-

sitivitat gezeigt hatten.

1. Sind Sie/ Ist Ihr Kind in der Lage eine Minze mit Daumen und Zeigefinger von

einem Tisch zu nehmen?

2. Sind Sie/ Ist Ihr Kind in der Lage die Hande ganz zu 6ffnen?

Beide ausgewerteten Fragen gehoren in die Kategorie ,Greifen/ Fassen®, da ge-
zeigt wurde, da auch in diesem Gebiet die Aussagen des Fragebogens gut mit

objektiven Messergebnissen der ROM korrelieren (189). Eine Veranderung in dem
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Bereich der Gelenksteifigkeit und der Beugekontrakturen kann in einem schwer-
wiegenden Verlust in der Gesamtfunktion und den Auswirkungen auf die taglichen
Aktivitdten des Patienten haben (189).

Die Antworten der beiden ausgewahlten Fragen wurden in patientenindividuellen
Verlaufen dargestellt und analysiert ob sich eine Verbesserung, keine Verande-
rung oder eine Verschlechterung der Handfunktion unter ERT bezogen auf den
Ausgangswert im Fragebogen des jeweiligen Patienten bzw. dessen Eltern einge-
stellt hat. Die Definition der Ausgangswerte ist in 3.4 beschrieben. Die Verschlech-
terung der Handfunktion steigt in folgender Reihenfolge der Antwortmdglichkeiten
an: 1 (= gar nicht schwierig) — 2 (= etwas schwierig) — 3 (= sehr schwierig) — 5 (=
gar nicht dazu in der Lage). Folgende Antwortmdglichkeiten wurden aufgrund der
schlechten Auswertbarkeit nicht bertcksichtigt: 4 (= unterschiedlich, ist manchmal
dazu in der Lage), 6 (= nicht anwendbar). Eine Verbesserung der Handfunktion
wurde erreicht, wenn der Patient bzw. die Eltern bei der Beantwortung des letzten
Fragebogens eine um mindestens eine Kategorie bessere Antwortmdglichkeit be-
zogen auf die Handfunktion ausgewahlt hatten als zu Beginn der ERT. Keine Ver-
anderung wurde angenommen, wenn dieselbe Antwortmdglichkeit von Beginn der
ERT verglichen mit der Antwort des zuletzt ausgefillten Fragebogens ausgewéahlt
wurde. Als Verschlechterung wurde definiert, wenn der Patient bzw. die Eltern bei
der Beantwortung des letzten Fragebogens eine um mindestens eine Kategorie
schlechtere Antwortmoglichkeit bezogen auf die Handfunktion ausgewahlt hatten
als zu Beginn der ERT. Ob sich die Antikdrperbildung negativ auf Fahigkeit der
Handfunktion, die durch die Beantwortung dieser Fragen erfasst wurde, auswirkt,
wurde durch eine deskriptive Untersuchung der Entwicklung der beiden PNAK+

Patienten beschrieben.

3.5 Bestimmung der Neuronenspezifischen Enolase und S-100 bei
Morbus Hunter-Patienten

Fur die Bestimmung der Neuronenspezifische Enolase (NSE) und S-100 wurden
wahrend den sechsmonatlich stattfindenden Verlaufskontrollen den Patienten
Blutproben abgenommen. Die NSE und S-100 wurden im Serum der Patienten im
Zentrallabor des Instituts fur Klinische Chemie und Laboratoriumsmedizin der Uni-
versitatsmedizin der Johannes Gutenberg-Universitdt Mainz bestimmt. Die Analy-
se der NSE erfolgte mittels eines Brahms Kryptors von Brahms GmbH. Dieser
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Messmethode liegt die TRACE (Time Resolved Amplified Cryptate Emission)
Technologie zugrunde. Die geratespezifischen altersabhangigen oberen Normwer-
te sind wie folgt: bei null bis elf Monate alten Babys 25 ng/ml, bei Kindern zwi-
schen dem ersten und achten Lebensjahr 20 ng/ml, bei Kindern ab acht Jahren
und Erwachsenen 12,5 ng/ml. Die Untersuchungsmethode der NSE im Serum
wurde Anfang November 2013, unabh&angig von dieser Studie, wie die Bestim-
mung von S-100 auf einem Cobas® E 411 von Ro-
che Deutschland Holding GmbH durchgefuhrt. Die Methode beruht auf einer Elekt-
rochemilumineszenz-Technologie. Normwerte der NSE und S-100 betragen bei
dieser Methode altersunabhéngig 16,3 ng/ml fir NSE und 0,105 pg/l far S-100.

Es wurde analysiert, ob bei Patienten mit einer oder mehreren erhéhten NSE-

oder S-100-Werten eine neuropathische Beteiligung vorliegt.

3.6 Statistik und Auswertung

Die erhobenen Daten wurden zunéchst in das Tabellenkalkulationssoftware Excel
(Fa. Microsoft) eingegeben und wahrend des Studienverlaufs in das Statistikpro-
gramm IBM SPSS Statistics 22.0 Uberfuhrt, darin weiter erfasst und ausgewertet.
Die Auswertung der Datensammlung erfolgte mittels SPSS Statistics 22.0, Excel
und SAS 9.4 mit Unterstitzung durch das Institut fir Medizinische Biometrie, Epi-

demiologie und Informatik der Universitdtsmedizin Mainz (IMBEI).

Fur jeden klinischen und biochemischen Parameter, aul3er der Immunantwort auf
die ERT, wurde eine patientenindividuelle graphische Darstellung erstellt, die ver-
anschaulicht, wie sich die Parameter bei den einzelnen Patienten im Zeitverlauf
nach Beginn der ERT entwickelten. AnschlielRend wurden die Patienten kategori-
siert, ob sich eine Verbesserung, keine Verdnderung oder eine Verschlechterung
des jeweiligen Parameters unter ERT im Vergleich zum jeweiligen Ausgangswert
eingestellt hat. Ob sich eine Antikérperbildung negativ auf den jeweiligen Parame-
ter auswirkt, wurde durch eine deskriptive Untersuchung der Entwicklung der bei-

den PNAK+ Patienten beschrieben.

Fur die deskriptive Darstellung der Ergebnisse wurden fir stetige Variablen Medi-
an, Minimum und Maximum bestimmt und ggf. in Form von Box Plots dargestellt.
Da nur bei sehr wenigen Patienten neutralisierende Antikérper gefunden wurden,

wurde auf die Durchfihrung von Signifikanztests verzichtet.



Material und Methoden Seite 70

Fur die Korrelation des Phanotyps der M. Hunter-Patienten mit Erhdhungen der
Neuronenspezifischen Enolase und S-100 als auch fur die Korrelation des Auftre-
tens von persistierenden neutralisierenden Antikérpern und infusionsbedingten
Reaktionen wurde mittels einer patientenindividuellen tabellarischen Ubersicht

nach einem Zusammenhang gesucht.
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4 Ergebnisse

4.1 Studienprotokoll

4.1.1 Demographische Daten und Merkmale des Patientenkollektivs

Es konnten insgesamt 30 Patienten rekrutiert und ausgewertet werden. Der Rek-
rutierungszeitraum erstreckte sich von Beginn der Studie, Mitte 2011, bis in das
Fruhjahr 2013. Alle Patienten hatten bereits vorher ihre schriftliche Einwilligung
gegeben an der HOS-Studie teilzunehmen. Mit den beiden Eiwilligungserklarun-
gen konnten die Daten aller Patientenakten und der HOS-Datenbank, auch retro-
spektiv, ausgewertet werden. Die dltesten Daten, die retrospektiv erfasst wurden,
stammen aus Dezember 2003. Die neuesten Daten, die prospektiv erfasst wurden
stammen aus Januar 2014. Der Messzeitraum der IDS-Enzymaktivitat im Mischse-

rum erstreckte sich von September 2009 bis Dezember 2013.

Alle Patienten waren mannlichen Geschlechts. Zum Auswertungstermin betrug
das mediane Alter der Patienten 13 Jahre. Der jungste Patient war drei Jahre und
der alteste 51 Jahre alt. Jeweils 15 Patienten (50%) waren neuropathisch und 15
Patienten (50%) nicht neuropathisch betroffen. Die Patienten wurden im Mittel be-
reits 72,3 Monate mit Elaprase® behandelt. Die kiirzeste Therapiedauer betrug

sechs Monate, die langste 120 Monate.

4.2 Bestimmung der Iduronatsulfatase (IDS)-Aktivitat im Serum von

Morbus Hunter-Patienten

Normalwerte der IDS-Aktivitat im Serum gesunder ménnlicher Personen

Die Enzymaktivitat weist bei gesunden Personen eine hohe Streubreite auf. Wie
aus Tabelle 38 (siehe Anhang 14) ersichtlich ist die intraindividuelle Streubreite
der IDS-Aktivitat im Serum der gesunden Person, die fir die Messungen im
Mischserum verwendet wurde, ebenfalls sehr hoch. Die gesunde Person zeigte
eine minimale IDS-Aktivitdt von 126 nmol/4h/ml und eine maximale IDS-Aktivitat
von 438 nmol/4h/ml. Der Median betrug hierbei 289 nmol/4h/ml. Die zu einem
Zeitpunkt niedrige IDS-Aktivitat im Serum des Gesunden hat jedoch keinen Ein-
fluss auf das Ergebnis im Mischserum, da die IDS-Aktivitdt im Mischserum immer
noch deutlich hdéher als bei den M. Hunter-Patienten ist.
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4.2.1 Neutralisationskapazitat im Mischserum

Unter Neutralisationskapazitat versteht man das Ausmald der Neutralisation der
IDS-Enzymaktivitat durch die unter ERT gebildeten Antikorper gegen Elaprase®.

Von allen 30 Patienten konnte mindestens zweimal die Enzymaktivitat im Mischse-
rum gemessen werden, um die Neutralisationskapazitat potentiell vorhandener
Anti-Elaprase®-Antikérper festzustellen. Insgesamt konnte in 131 Blutproben die
IDS-Aktivitat im Mischserum bestimmt werden. Dies entspricht im Durschnitt 4,4

Blutproben pro Patient.

Bei funf (17%) der untersuchten Patienten war die IDS-Enzymaktivitat — nicht je-
doch in allen Serumproben — reduziert. Bei zw6lf Mischseren dieser Patienten be-
trug die IDS-Aktivitat im Median 18% (mindestens 2%, maximal 26%) was einer
Neutralisationskapazitat von 82% (mindestens 74%, maximal 98%) entspricht. Die
Ergebnisse der Patienten mit Neutralisationskapazitat im Mischserum, d.h. die
mindestens einmalig eine = 40% reduzierte IDS-Aktivitat aufwiesen, sind in Tabel-
le 15 gezeigt. Aus Tabelle 15 ist ersichtlich, dass drei Patienten, die jeweils einma-
lig eine reduzierte IDS-Aktivitat im Mischserum aufwiesen, in weiteren Serumpro-
ben keine reduzierte IDS-Aktivitat im Mischserum gemessen wurde. Bei 28 Patien-
ten betrug die Enzymaktivitat in 119 Proben im Median 110%. Tabelle 16 zeigt die
Messergebnisse der Patienten ohne Neutralisationskapazitat (< 40% verminderte
IDS-Aktivitat).
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Tabelle 15: Ergebnisse der Patienten mit IDS-Enzymaktivitdtsmessung im Mischserum mit
Neutralisationskapazitit (mindestens einmalig 2= 40% verminderte IDS-Aktivitat; Neutralisa-

tionskapagzitét 2 40%)
(nmol/ah/mi] | [nmoliah/mi] [nmol/4h/mlI] | [nmol/4h/ml] [%] [%]
45,0 275,0 160,0 18,9 11,8 88,2
12,5 310,0 161,2 155,0 96,1 3,9
! 111 347,0 179,1 211,0 117,8 -
29,0 227,0 128,0 188,0 146,9 -
3,4 348,0 175,7 7,7 4,4 95,6
93,0 275,0 184,0 182,5 99,2 0,8
3 35,5 193,3 1144 114,0 99,7 0,3
150,0 347,0 248,5 257,0 103,4 -
80,1 350,6 2154 232,0 107,7 -
0,5 324,0 162,3 18,4 11,3 88,7
6,5 242,0 124,3 21,1 17,0 83
23 0,9 309,0 154,9 38,3 247 75,3
0,0 344,0 172,0 45,0 26,2 73,8
4,3 398,0 201,1 4,9 2,4 97,6
0,3 254,1 127,2 26,2 20,6 79,4
26 0,2 243,4 121,8 29,1 23,9 76,1
1,6 289,0 1453 36,5 25,1 74,9
0,1 347,0 173,6 34,0 19,6 80,4
3,9 350,6 177,3 150,1 84,7 15,3
21 1,3 324,0 162,7 20,0 12,3 87,7
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Tabelle 16: Ergebnisse der Patienten mit IDS-Enzymaktivitdtsmessung im Mischserum ohne
Neutralisationskapazitéat (< 40% verminderte IDS-Aktivitat; Neutralisationskapazitat < 40%)

Gemessene | Gemessene Sollwert Istwert Prozentualer | Neutrali-
Patient | 'DSTKIVIAL | IDSAKIVIR | s altivitat | IDS-Aktivitat | Anteil Istwert | sations-
Ne patorion | Gesungen | Mischserum | Mischserum | an Sollwert | kapazitat
molanimi] | mmolanimyy | [nmol/4n/mil | [nmol/n/mi] [%] [%]
15,7 260,0 137,9 168,0 121,9 -
19,9 183,6 101,8 126,9 124,7 -
? 7,8 238,0 122,9 135,0 109,8 -
276,0 415,0 345,5 338,0 97,8 2,2
0,0 357,0 178,5 180,0 100,8 -
: 17,3 344,0 180,7 204,0 1129 -
0,9 248,3 124,6 109,9 88,2 11,8
> 1,2 279,0 140,1 137,0 97,8 2,2
11,3 324,0 167,7 192,0 1145 -
12,1 273,0 142,6 175,0 122,8 -
10,4 253,5 131,9 146,8 111,3 -
6 10,8 239,8 125,3 156,0 1245 -
4,3 271,0 137,7 148,0 107.,5 -
3,4 279,0 141,2 179,0 126,8 -
38,2 427,0 232,6 262,0 112,6 -
7,1 273,0 140,1 144,0 102,8 -
0,0 271,0 135,5 148,0 109,2 -
7 4,5 397,0 200,8 191,0 95,1 4,9
31,4 350,6 191,0 212,0 111,0 -
17,9 301,0 159,5 184,0 1154 -
18,4 340,2 179,3 176,0 98,2 1,8
6,8 281,0 143,9 149,0 103,6 -
8 12,0 193,3 102,7 131,0 127,6 -
8,8 427,0 217,9 218,0 100,1 -
3,4 269,0 136,2 158,0 116,0 -
6,9 248,3 127,6 1244 97,5 2,5
9 20,9 239,8 130,4 175,0 134,3 -
12,8 310,0 161,4 170,0 105,3 -
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N° PR Gesunden | Mischserum | Mischserum | an Sollwert | kapazitat
tmol/ahimi] | (mol/at/miy | ["MOV4R/mI] | [nmol/h/mi] [%] [%]

9,9 295,0 152,5 152,0 99,7 0,3

? 14,4 344,0 179,2 200,0 111,6 -
4,6 3424 173,5 171,2 98,7 2,3

10 6,2 237,2 121,7 142,0 116,7 -

14,6 183,6 99,1 113,9 1149 -

18,6 322,0 170,3 172,0 101,0 -

6,7 243 .4 125,1 1443 1154 -

11 11,3 126,0 141,2 126,0 89,3 10,7
297,0 295,0 296,0 291,0 98,3 1,7

203,0 415,0 309,0 306,0 99,0 1,0

6,4 248,3 127,3 135,4 106,3 -

17,8 224.,6 121,2 165,7 136,7 -

12 21,1 183,6 102,4 137,2 134,1 -

282,0 307,0 2945 323,0 109,7 -

118,0 415,0 266,5 266,0 99,8 0,2

15,6 340,2 177,9 182,0 102,3 -

158,1 2434 200,8 198,2 98,8 1,2

13 77,0 307,0 192,0 195,0 101,6 -
61,0 227,0 144,0 140,0 97,2 2,8

12,6 342,0 177,3 187,0 105,5 -

20,2 281,0 150,6 148,0 98,3 1,7

24,7 193,3 109,0 119,0 109,2 -

14 0,7 279,0 139,8 159,0 113,7 -
11,0 301,0 156,0 149,0 95,5 4.5

19,0 301,0 160,0 179,0 111,9 -

28,0 311,0 169,5 172,0 101,5 -

15 12,6 309,0 160,8 189,0 117,5 -

9,4 350,6 180,0 210,0 116,7 -

3,3 299,0 1511 166,9 1104 -

16 8,7 239,8 1242 165,0 132,8 -
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N° PR Gesunden | Mischserum | Mischserum | an Sollwert | kapazitat
tmol/ahimi] | (mol/at/miy | ["MOV4R/mI] | [nmol/h/mi] [%] [%]

14,0 183,6 98,8 113,4 114,8 -

16 11,3 307,0 159,2 181,0 113,7 -

19,0 237,0 128,0 150,0 117,2 -

26,0 273,0 149,5 179,0 119,7 -

19,5 224.,6 122,1 152,8 125,2 -

334,2 183,6 258,9 366,7 141,6 -

L 2410 306,0 273,5 235,0 85,9 14,1

25,0 185,0 105,0 127,0 121,0 -

309,0 324,0 316,5 326,0 103,0 -

15 310,0 155,8 171,0 109,8 -

18 3,8 350,6 177,2 196,0 110,6 -
0,9 240,8 120,9 115,5 95,6 4.4

6,7 324,0 165,4 222,0 134,3 -

13,3 424,0 218,6 200,0 91,5 8,5

11,1 238,7 1249 140,4 1124 -

19 9,6 256,0 132,8 151,2 113,9 -

57 309,0 157,4 182,0 115,7 -

11,4 427,0 219,2 220,0 100,4 -

11,0 269,0 140,0 161,0 115,0 -

0,8 2420 121,4 113,4 93,4 6,6

185,2 183,6 1844 223,0 120,9 -

20 6,6 438,0 222,3 259,0 116,5 -
187,0 344,0 265,5 263,0 99,1 0,9

15,1 282,0 148,6 300,8 202,5 -

3,3 254,1 128,7 143,4 111,4 -

ot 64,3 235,0 149,7 145,0 96,9 3,1

154 193,3 104,4 131,0 125,5 -

5,0 342,0 173,5 159,0 91,6 8,4

22 1,4 254,1 127,7 119,5 93,6 6,4
3,3 310,0 156,6 150,0 95,8 4,2
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N° PR Gesunden | Mischserum | Mischserum | an Sollwert | kapazitat
tmol/ahimi] | (mol/at/miy | ["MOV4R/mI] | [nmol/h/mi] [%] [%]
13,5 397,0 205,3 184,0 89,7 10,3

22 3,5 427,0 215,3 2140 99,4 0,6

17,0 289,0 153,0 170,0 111,1 -

25,9 183,6 104,8 123,8 118,2 -

24 26,0 387,0 206,5 208,0 100,7 -

38,0 179,0 108,5 143,0 131,8 -

15,3 333,2 174,3 337,5 193,7 -

5,6 324,0 164,8 188,0 114,1 -

2 8,3 348,0 178,2 186,0 104,4 -

0,7 224.6 112,6 138,0 122,5 -

18,1 238,0 128,1 136,0 106,2 -

25 11,0 301,0 156,0 152,0 97,4 2,6

26,0 325,0 175,5 222,0 126,5 -

12,0 254,1 133,0 141,6 106,5 -

6,0 213,0 109,5 127,0 116,0 -

28 10,3 307,0 158,7 171,0 107,8 -

9,7 344,0 176,9 222,0 125,5 -

2,7 377,5 190,1 227,4 119,6 -

29 1,8 271,0 136,4 165,0 121,0 -

13,0 237,0 125,0 178,0 1424 -

7,3 424,0 215,7 144,0 66,8 33,2

30 0,3 239,8 120,0 129,0 107,5 -
10,6 193,3 101,9 82,7 81,1 18,9

Alle IDS-Aktivitaten wurden mindestens ein Tage nach der letzten ERT-Gabe ge-

messen. Fur Idursulfase wird eine Plasmahalbwertszeit von 44-160 Minuten an-

gegeben (190). Eine Vergleichbarkeit der gemessenen Werte ist demnach gege-

ben.
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In Tabelle 17 sind die Zeitabstande zwischen Beginn der ERT und erstmals aufge-
tretener reduzierter IDS-Aktivitat im Mischserum der betroffenen Patienten ange-

geben.

Tabelle 17: Zeitabstédnde zwischen dem Beginn der ERT und erstmals aufgetretener redu-
zierter IDS-Aktivitat im Mischserum fir die betroffenen Patienten

Zeitabstand zwischen
Patient N° Beginn der ERT und erstmals
festgestellter reduzierter IDS-Aktivitat
[Monate]
1 43
3 86
23 50
26 51
27 7

Bei den Patienten Nr. 1, 3, 23 und 26 entspricht die IDS-Aktivititsmessung mit
verminderter Aktivitdt im Mischserum auch der ersten untersuchten Blutprobe die-
ser Patienten. Der IDS-Aktivitatsstatus dieser Patienten vor der ersten Messung ist
unbekannt. Bei Patient Nr. 1 und 3 zeigten sich in nachfolgenden Messungen kei-
ne reduzierten IDS-Aktivitdten. Bei den Patienten Nr. 23 und 26 war in allen nach-
folgenden Untersuchungen die IDS-Aktivitat im Mischserum reduziert. Nur bei Pa-
tient Nr. 27 nahm die IDS-Aktivitdt im Mischserum im zeitlichen Verlauf ab und
damit die Neutralisationskapazitat zu. Aufgrund der stark variierenden Zeitabstan-
de zwischen Beginn der ERT und erstmals gemessener reduzierter IDS-Aktivitat
im Mischserum und dem unbekannten Status der Patienten vor der ersten Mes-
sung bei vier Patienten kann kein Zusammenhang zwischen dem erstmaligen Auf-
tretens der AntikGrper mit Neutralisationskapazitdt und dem Beginn der ERT ge-

funden werden.

Barbier et al. sprechen von persistierenden neutralisierenden Antikérpern, wenn
drei oder mehr aufeinander folgende Blutuntersuchungen neutralisierende Elapra-
se®-Antikorper aufwiesen, unabhangig vom Ergebnis bei weiteren Blutabnahmen
(148). Bei den Patienten Nr. 23 und 26 sind demnach als Patienten mit persistie-
renden neutralisierenden Antikdrpern einzustufen, denn samtliche Blutproben die-
ser Patienten wiesen eine deutlich reduzierte IDS-Aktivitat und ausgepragte Neut-

ralisationskapazitat auf (siehe Tabelle 15). Dies entspricht 7% der 30 untersuchten
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Patienten. Patient Nr. 27 ist nicht klassifizierbar, da die zweite gemessene Probe
eine verminderte Aktivitat zeigte, aber keine weiteren Messungen wegen Beendi-
gung der Studie stattfanden. Die beiden Patienten mit den persistierenden neutra-
lisierenden Antikorpern sind fir die Auswertung der klinischen Verlaufe am bedeu-

tendsten, da dort ein relevanter Effekt der Antikbrper vermutet werden kann.

Die beiden Patienten, die als positiv fur persistierende neutralisierende Antikorper
eingestuft wurden, sind beide neuropathisch betroffen. Ein Patient weist eine in-
terstitielle Deletion einschlie3lich des benachbarten Locus DXS962 auf, bei dem
anderen Patient liegt eine Missense Mutation vor. Die Deletion wird zu den gro-
3en, die Missense Mutation den kleinen Genveranderungen zugeordnet.

4.2.2 Validierung der Neutralisationskapazitatsbestimmung und der

Einfluss der Verdinnungslésung

Validierung der Bestimmung der Neutralisationskapazitat

Verdinnungsreihe mit Serum von Patient Nr. 26 und Messung der IDS-Aktivitat im

Mischserum

Das Mischserum besteht — wie in 3.2.1 bei der Messung der Neutralisationskapa-
zitat beschrieben — aus 50 pl Serum eines gesunden Individuums und 50 pl Serum
des jeweiligen Patienten. Da alle Proben die gleiche Menge Serum eines gesun-
den Individuums beinhalten, besitzen alle die gleiche Menge an intaktem Enzym.
Fur die Validierung wurde Serum des Patienten abnehmend bis zu einem Gehalt
von nur 10% in dem Gesamtvolumen von 50 pl mit Aqua ad iniectabilia verdinnt
(siehe Tabelle 4 in 3.2.2). Die zu bestatigende Hypothese lautete, dass je mehr
Patientenserum und somit auch Antikérper mit Neutralisationskapazitdt im
Mischserum vorhanden war, desto starker musste die Enzymaktivitat des Gesun-

den beeintrachtigt sein.

Die Ergebnisse der Bestimmung sind in Tabelle 18 mit Mittelwerten und
Standardabweichungen (SD) dargestellt.
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Tabelle 18: Ergebnisse der IDS-Enzymaktivitdtsmessung im Mischserum unter Verwendung

der Verdinnungsreihe des Serums von Patient Nr. 26

Prozentualer Anteil
Patientenserum
in 50 pl des
Patiententeils des
Mischserums [%]

Gemessene
IDS-Aktivitat
[nmol/4h/ml]

Mittelwert + SD
der gemessenen
IDS-Aktivitaten
[nmol/4h/ml]

100

37,9

38,7

40,3

39,0

39,0+ 0,98

80

42,2

43,3

44,7

45,1

43,8 £ 1,34

60

55,9

56,7

55,1

54,3

55,5+1,05

40

68,9

68,4

71,3

70,9

69,9+ 1,44

20

101,2

91,0

97,7

96,2

96,5 + 4,22

15

107,4

109,3

104,4

109,7

107,7 £ 2,42

10

118,3

131,8

122,3

137,2

127,4 + 8,64
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Abbildung 9 zeigt die graphische Darstellung der IDS-Enzymaktivitaten der Vier-
fachbestimmungen abhangig vom Gehalt des Patientenserums in Prozent.
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Abbildung 9: Graphische Darstellung der Ergebnisse der IDS-Enzymaktivitdtsmessung im
1:1 Mischserum eines Gesunden und einer Verdinnungsreihe des Serums von Patient Nr.
26 (10% bis 100%, Verdinnungslésung Aqua ad iniectabilia)

Abbildung 9 und Tabelle 18 bestatigen die Hypothese, dass je groRer der Anteil an
Patientenserum mit Anti-Elaprase®-Antikorpern in der untersuchten Probe ist, des-
to groRer ist die Neutralisationskapazitat und desto geringer die gemessene IDS-
Enzymaktivitat.

Verdiinnungsreihe mit Serum von Patient Nr. 23 und Messung der IDS-Aktivitat im

Mischserum

Auch bei Patient Nr. 23 zeigte sich eine deutlich erkennbare Abnahme der IDS-
Enzymaktivitat bei steigendem Anteil von Patientenserum in der Probe. Die Er-
gebnisse der Bestimmung sind in Tabelle 19 mit Mittelwerten und Standardabwei-
chungen (SD) und in Abbildung 10 graphisch dargestellt.



Ergebnisse Seite 82

Tabelle 19: Ergebnisse der IDS-Enzymaktivitdtsmessung im Mischserum unter Verwendung
der Verdinnungsreihe des Serums von Patient Nr. 23

Prozentualer Anteil
Patientenserum Gemessene
in 50 pl des IDS-Aktivitat
Patiententeils des [nmol/4h/ml]
Mischserums [%]

Mittelwert + SD
der gemessenen
IDS-Aktivitaten
[nmol/4h/ml]

37,9
38,6
100 38,2+0,31
38,3
38,1
31,9
40,1
80 38,3+4,29
41,2
40,1
49,7
49,9
60 47,4 + 3,71
420
48,0
55,0
53,5
40 55,2+ 1,30
56,7
55,4
80,9
85,8
20 80,6 + 3,84
77,2
78,2
86,9
91,6
15 89,8+ 2,58

91,0
nicht auswertbar

91,4

94,3
10 96,1 + 4,02
98,7

100,1
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Abbildung 10: Graphische Darstellung der Ergebnisse der IDS-Enzymaktivitdtsmessung im
1:1 Mischserum eines Gesunden und einer Verdinnungsreihe des Serums von Patient Nr.
23 (10% bis 100%, Verdinnungslésung Aqua ad iniectabilia)

Die gemessene Enzymaktivitat sinkt ebenfalls mit zunehmendem Gehalt an Pati-
entenserum von Patient Nr. 23 und die Standardabweichung steigt mit hoherer
Verdinnung an. Da die Standardabweichungen unter 5% lagen, kann von Validitat

der Methode ausgegangen werden.

Einfluss der Verdinnungslésung auf die IDS-Aktivitat

Zur weiteren Validierung der Messmethode wurde im Anschluss der Einfluss der

eingesetzten Verdinnungslosung geprduift.

1. Verdinnungsreihe und Messung der IDS-Aktivitdt von Serum eines gesunden

Menschen und Aqua ad iniectabilia als Verdinnungslésung

Die Ergebnisse der IDS-Enzymaktivitatsbestimmung mit einer Verdinnungsreihe
von Serum des gesunden Individuums und Wasser als Verdiinnungslésung sind

graphisch in Abbildung 11 dargestellt.
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Abbildung 11: Graphische Darstellung der Ergebnisse der IDS-Enzymaktivitdtsmessung der
Verdinnungsreihe von Serum eines Gesunden (10% bis 100%, Verdinnungslésung Aqua
ad iniectabilia (*n=3, *n=2))

Mit steigendem Anteil des Serums eines Gesunden steigt die Enzymaktivitat an.
Die Dosis-Wirkungs-Kurve zeigt einen S-formigen Verlauf. Bei 40% Anteil an Se-
rum und einer IDS-Enzymaktivitat von 195 nmol/4h/ml zeigt die Enzymaktivitat bei
einem Anteil von 35% an Serum und einer IDS-Enzymaktivitat von 130 nmol/4h/ml
einen deutlichen Abfall.

2. Verdiinnungsreihe und Messung der IDS-Aktivitat mit Elaprase® und Aqua ad

iniectabilia als Verdiinnungslésung

Die Verdinnungen von Serum eines gesunden Menschen und Aqua ad iniectabilia
als Verdinnungslésung beinhalteten das physiologische und nicht das in der ERT
eingesetzte Enzym Elaprase®. Die gemessenen IDS-Enzymaktivitaten der Ver-
dunnungsreihe der in der ERT eingesetzten Elaprase® sind in Abbildung 12 gra-

phisch dargestellt.
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Abbildung 12: Graphische Darstellung der Ergebnisse der IDS-Enzymaktivitdtsmessung von
ausgewahlten Elaprase®—VerdUnnungen mit Aqua ad iniectabilia als Verdinnungslésung
(*n=3, *n=2)

Auch bei der rekombinanten Enzymvariante wurden bei starkeren Verdinnungen
geringere Enzymaktivitaiten gemessen. Nur bei sehr hohen Elaprase®-
Konzentrationen waren die Standardabweichungen sehr grof3 und die Messergeb-

nisse in diesen Konzentrationsbereichen als nicht valide einzustufen.

3. Verdiinnungsreihe und Messung der IDS-Aktivitat mit Elaprase® und Dulbecco

Puffer als Verdinnungslosung

In einer weiteren Verdunnungsreihe wurde Dulbecco Puffer als Verdinnungsl6-
sung fir Elaprase® eingesetzt. Entgegen der Erwartung erwies sich der Einsatz
einer physiologischen Verdinnungslésung als ungeeignet. Die gemessenen IDS-
Aktivitdten waren im Vergleich zu den Ergebnissen mit Aqua ad iniectabilia als
Verdunnungslosung deutlich erniedrigt. Bei der 1:10.000 Verdinnung von Elapra-
se® wurde mit Aqua ad iniectabilia bzw. Dulbecco Puffer als Verdiinnungslésung
eine IDS-Aktivitat von 655 nmol/4h/ml bzw. 200 nmol/4h/ml gemessen. Im Ver-

gleich zu Wasser als Verdiunnungslosung betragt die Wiederfindungsrate durch-
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schnittlich 20%. Die Ergebnisse sind zusammen mit den Ergebnissen der IDS-
Aktivitatsmessung mit Elaprase® und Aqua ad iniectabilia als Verdiinnungslésung
graphisch in Abbildung 13 dargestellt.
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Abbildung 13: Graphische Darstellung der Ergebnisse der IDS-Enzymaktivitdtsmessung von
ausgewahlten Elaprase®—VerdUnnungen mit Dulbecco Puffer und Aqua ad iniectabilia als
Verdinnungslésungen (*n=3)

(Anzahl Proben der IDS-Enzymaktivitatsbestimmung mit Aqua ad iniectabilia als Verdiinnungslo-
sung siehe Abbildung 12)

4. Messung der IDS-Aktivitat von Elaprase® 1:10.000 Verdiinnung und vier

verschiedenen Verdiinnungsldésungen

Der Einfluss der Art der eingesetzten Verdinnungslosungen (identisch oder ver-
schieden in Verdiinnungsschritt 1 bzw. 2) auf die Enzymaktivitat von Elaprase® bei
der Standardverdinnung von 1:10.000 ist in Abbildung 14 inklusive der Stan-

dardabweichungen dargestellit.

Isotone Kochsalz-Losung mit dem Zusatz von 0,2% Humanalbumin zeigte die

hdochste Enzymaktivitat, wenn beide Verdinnungsschritte — Herstellung der
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1:10.000 Verdinnung und der 1:5 Verdinnung aus Inkubationsschritt 1 — mit die-
ser Verdunnungslésung erfolgten. Die zweithdchste Enzymaktivitat wurde mit
Aqua ad iniectabilia als Verdinnungslésung in beiden Verdinnungsschritten ge-
messen. Alle anderen Verdinnungslosungen fihrten zu niedrigeren Messwerten.
Die Art der Verdiinnungslosung hat einen sehr starken Einfluss auf die Enzymakti-
vitdt. Hohe Elektrolytkonzentrationen wirken sich nachteilig auf die Enzymaktivitat

aus.
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Abbildung 14: Graphische Darstellung der Mittelwerte und Standardabweichungen der IDS-
Enzymaktivitat der 1:10.000 Verdiinnung von Elaprase® mit vier verschiedenen Verdiin-
nungslésungen (*n=3)

W1: Verdiinnungsschritt 1 und 2: Aqua ad iniectabilia

D1: Verdunnungsschritt 1: Dulbecco Puffer; Verdiinnungsschritt 2: Aqua ad iniectabilia

D2: Verdinnungsschritt 1 und 2: Dulbecco Puffer

N1: Verdunnungsschritt 1: Isotone Kochsalz-Losung 0,9%; Verdlinnungsschritt 2: Aqua ad
iniectabilia

N2: Verdiinnungsschritt 1 und 2: Isotone Kochsalz-Lésung 0,9%

Al: Verdunnungsschritt 1: Isotone Kochsalz-Lésung 0,9% und Zusatz von 0,2% Humanalbumin;
Verdinnungsschritt 2: Aqua ad iniectabilia

A2: Verdinnungsschritt 1 und 2: Isotone Kochsalz-Losung 0,9% und Zusatz von 0,2% Humanal-
bumin
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4.3 Ergebnisse der Anti-Elaprase®Immunglobulin G und E

Bestimmungen bei Morbus Hunter-Patienten

Bei 29 Studienteilnehmern wurden im Rahmen der regelmafigen Verlaufskontrol-
len von 2006 bis 2012 in 255 Blutproben extern auf Anti-Elaprase®-Immunglobulin
G und Anti-Elaprase®Immunglobulin E gepriift. Die Resultate vom Jahr 2013
standen zum Auswertezeitpunkt aus logistischen Grinden noch nicht zur Verfi-
gung und konnten nicht in die Auswertung mit eingehen. Fir Patient Nr. 27, der im

Jahr 2013 die ERT begann, standen keine Ergebnisse zur Verfligung.

Bei 52% (n=15) der untersuchten Patienten wurde in mindestens einer Blutprobe
mit dem CSA und RIP Anti-Elaprase®-Immunglobulin G nachgewiesen. Diese 15
M. Hunter-Patienten wurden in insgesamt 83 Proben und damit zu 33% positiv auf
Anti-Elaprase®-lgG getestet. Es wurde bei keinem Patienten Anti-Elaprase®-

Immunglobulin E nachgewiesen.

Abbildung 15 zeigt die patientenindividuelle Darstellung der Anti-Elaprase®-

Immunglobulin G-Titer im Zeitverlauf nach Beginn der ERT.
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Abbildung 15: Patientenindividuelle Darstellung der Anti-Elaprase®-Immunglobulin G-Titer
im Zeitverlauf nach Beginn der ERT

Patienten Nr. 6, 13, 14, 16 und 21 zeigten Anti-Elaprase®-lmmunglobulin G-Titer < 100. Diese sind
aufgrund von programmtechnischer Darstellungsweise nicht abbildbar.
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Nach Bestatigung der IgG-Antikorperbildung im RIP-Assay wurde in 23 Blutproben
im Enzyminhibitions-Assay eine Inhibition = 40% gefunden und diese Proben wur-
den als positiv fur neutralisierende Antikérper gewertet. Es handelt sich dabei um
9% der gemessenen Proben. Bei einer Blutprobe ist unbekannt, ob trotz Anti-
Elaprase®-IgG-Titer ein Enzyminhibitions-Assay durchgefiihrt wurde. Tabelle 20
gibt eine Ubersicht tiber alle Patienten, die in mindestens einer Blutprobe im Inhi-

bitionsassay eine prozentuale Enzyminhibition = 40% aufwiesen.

Tabelle 20: Ergebnisse der Anti-Elaprase®-IgG-Bestimmung fur Patienten mit mindestens
einmalig positiven Resultaten fir neutralisierende Antikorper

Mittels Enzym- Sind
inhibitions-Assay | |\ i alisierende
. Gemessener ermittelte L
Patient Datum der : - . Antikorper
o Titer fur Anti- prozentuale
A Bl e s Elaprase®-IgG Inhibition durch vorhgndgq?
neutralisierende (Enzy>m|n(t)1|b|t|on
Antikorper [%] SR,
20.10.2006 50 Keine Angabe! Nein
24.11.2006 400 Keine Angabe® Nein
13.04.2007 1600 Keine Angabe? Ja
21.11.2007 800 Keine Angabe® Nein
19.06.2008 800 6 Nein
3 20.01.2009 800 20 Nein
31.08.2009 3200 21 Nein
28.04.2010 200 15 Nein
08.02.2011 800 Nein
28.09.2011 50 4 Nein
22.03.2012 100 12 Nein
28.11.2012 50 6 Nein
07.09.2006 6400 Keine Angabe® | Keine Angabe®
06.12.2006 6400 27 Nein
23
29.08.2007 12800 94 Ja
19.03.2008 3200 84 Ja
24.09.2008 3200 82 Ja

! Die Ergebnisse der prozentualen Inhibition durch neutralisierende Antikorper sind nicht bekannt.
% Keine Testung erfolgt, da der RIP-Assay negativ ausfiel.
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Mittels Enzym- ,
inhibitions-Assay =i
G ittel neutralisierende
Patient Datum der emessener ermitteite Antikorper
far Anti- rozentuale
N° Blutprobe Titer ® proz vorhanden?
Elaprase™-1gG Inhibition durch L
. (Enzyminhibition
neutralisierende > 40%
- 2 0)
Antikorper [%]
25.03.2009 6400 93 Ja
01.12.2009 1600 55 Ja
25.03.2010 3200 89 Ja
23 08.11.2010 12800 Unzureichende Probenmenge
31.05.2011 3200 59 Ja
15.12.2011 3200 56 Ja
02.08.2012 3200 50 Ja
07.12.2006 400 Keine Angabe® Nein
25.04.2007 1600 Keine Angabe! Nein
25.09.2007 1600 Keine Angabe® Ja
16.01.2008 3200 Keine Angabe? Ja
01.04.2008 3200 Keine Angabe® Ja
24.09.2008 3200 92 Ja
" 04.05.2009 3200 78 Ja
16.12.2009 3200 60 Ja
23.09.2010 1600 24 Nein
01.12.2010 3200 76 Ja
23.05.2011 1600 64 Ja
06.10.2011 1600 64 Ja
23.01.2012 800 35 Nein
19.11.2012 3200 34 Nein
30.03.2009 160 43 Ja
29 03.08.2009 200 34 Nein
27.01.2010 50 9 Nein
17.08.2010 0 Keine Testung® | Keine Testung?

! Die Ergebnisse der prozentualen Inhibition durch neutralisierende Antikorper sind nicht bekannt.
2 Keine Testung erfolgt, da der RIP-Assay negativ ausfiel.
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Mittels Enzym- ,
T AEEASEEY neutraSIilgi((irende
Pati Gemessener ermittelte o
atient Datum der . - . Antikorper
N° Blutprobe Titer fur®Ant|— p_ro_z_entuale vorhanden?
Elaprase™-1gG Inhibition durch nhibiti
neutralisierende (Enzy>mA|rno/| Ition
Antikorper [%] =3 40
2 09.02.2011 0 Keine Testung® | Keine Testung?
26.04.2012 0 Keine Testung® | Keine Testung?
20.10.2006 50 Keine Angabe? Nein
24.11.2006 400 46 Ja
13.04.2007 1600 66 Ja
28.08.2007 800 Keine Angabe! Nein
17.03.2008 800 51 Ja
30
10.09.2008 400 53 Ja
23.03.2009 400 45 Ja
22.02.2010 400 28 Nein
08.03.2011 400 22 Nein
03.11.2011 400 26 Nein
14.03.2012 400 22 Nein

! Die Ergebnisse der prozentualen Inhibition durch neutralisierende Antikorper sind nicht bekannt.
% Keine Testung erfolgt, da der RIP-Assay negativ ausfiel.

Basierend auf den Ergebnissen der Bestimmung von Anti-Elaprase®- 1gG und des
Enzyminhibitions-Assays wurden die Patienten analog der Einteilung von Barbier
et al. eingeordnet (148). Patienten, die isoliert oder intermittierend Anti-Elaprase®-
IgG aufwiesen, wurden als Antikorper positiv gewertet (AK+). Die Antikorper galten
als persistierend, wenn an drei oder mehr aufeinanderfolgenden Blutuntersuchun-
gen innerhalb der Studie 1gG-Elaprase®-Antikorper gefunden wurden, unabhéngig
von den Ergebnissen von weiteren Blutuntersuchungen (PAK+). Ebenso erfolgte
die Definition bei neutralisierenden Antikorpern (NAK+ und PNAK+) (148). 15 von
29 Patienten (52%) wurden positiv auf Anti-Elaprase®-IgG getestet, sieben (24%)
waren persistierend Anti-Elaprase®-IgG positiv. Fiinf Patienten (17%) wiesen iso-
liert oder intermittierend neutralisierende Antikdrper und drei (10%) persistierende
neutralisierende Antikorper auf. Tabelle 21 zeigt eine Ubersicht tiber den Antikor-
perstatus und der Beziehung von Anti-Elaprase®-IgG und neutralisierenden Anti-

korpern.
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Tabelle 21: Antikorperstatus und die Beziehung zwischen dem Auftreten von Anti-
Elaprase®-IgG und neutralisierenden Antikérpern in Anzahl der Patienten

AK+ PAK+ NAK+ PNAK+ Total
(N = 15) (N=7) (N =5% (N=3% (N = 29)
AK+ - 7 (100%) | 5(100%) | 3(100%) | 15 (52%)
PAK+ 7 (47%) - 5(100%) | 3 (100%) 7 (24%)
NAK+ 5 (33%) 5 (71%) - 3 (100%) 5 (17%)
PNAK+ 3 (20%) 3 (43%) 3 (60%) - 3 (10%)

Die Prozente beziehen sich auf die Gesamtanzahl der Patienten innerhalb des Antikorperstatus.

! Bei Patient Nr. 23 fehlen zwei Ergebnisse des Inhibitions-Assays (sieche Tabelle 20). Diese Blut-
proben wurden als negativ fur neutralisierende Antikdrper gewertet. Die Zuordnung war jedoch
aufgrund der restlichen Ergebnisse nicht relevant fur die Einteilung des Patienten.

Bei drei Patienten wurden von Shire Pharmaceuticals persistierende neutralisie-
rende Antikdrper (PNAK+) gefunden. Dabei handelt es sich um die Patienten 23,
26 und 30. Bei Patient Nr. 23 und 26 waren bei der Messung der IDS-Aktivitat im
Mischserum auch wiederholt um = 40% reduzierte Enzymaktivitaten gemessen
worden (siehe 4.2.1). Bei Patient Nr. 30 wurden insgesamt elfmal von Shire Phar-
maceuticals auf Anti-Elaprase®-IgG und neutralisierende Antikorper getestet. In
den Jahren 2006 — 2009 wurden dabei neutralisierende Antikdrper nachgewiesen.
Die Messungen von Shire Pharmaceuticals sind ab Februar 2010 ebenfalls nega-
tiv (siehe Tabelle 20). Die Messung der IDS-Enzymaktivitat im Mischserum erfolg-
te bei diesem Patienten ab Marz 2011 und zeigte ebenfalls keine = 40% reduzierte

Aktivitat im Mischserum (siehe Tabelle 16).

4.4 Ergebnisse und Korrelation der biochemischen und klinischen

Parameter mit Antikdrperbestimmungen

Zur Klarung der Frage, ob sich Antikérperbildung negativ auf die Klinik der Patien-
ten auswirkt, wurden biochemische und klinische Parameter bei den teilnehmen-

den M. Hunter-Patienten im Verlauf erhoben.

4.4.1 Glykosaminoglykan-Ausscheidung (DMB-Test)

Die Quantifizierung der GAG-Ausscheidung wurde zwischen 2006 und 2013 in
268 Urinproben von 30 Patienten durchgefiihrt. Dies entspricht im Durchschnitt 8,9
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Proben pro Patient. Die maximale GAG-Ausscheidung betrug 36,5 und die mini-

male 0,6 mg/mmol Kreatinin.

Abbildung 16 zeigt eine patientenindividuelle Darstellung der GAG-Ausscheidung
im Urin im Zeitverlauf nach Beginn der ERT mit eingezeichneten altersabhéngigen

oberen Normwerten.
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Abbildung 16: Patientenindividuelle Darstellung der GAG-Ausscheidung im Urin im Zeitver-
lauf nach Beginn der ERT mit eingezeichneten altersabhangigen oberen Normwerten
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Die patientenindividuellen Verlaufe lassen keine generelle Aussage zur Entwick-
lung der GAG-Ausscheidung im Urin fur auf das Gesamtkollektiv der Patienten zu.
Es ist allenfalls eine geringe Tendenz zu einer abnehmenden GAG-Ausscheidung
im Urin erkennbar ist (siehe Abbildung 16). Die Patienten wurden eingeteilt, ob
eine Verbesserung, keine Veréanderung oder eine Verschlechterung der GAG-
Ausscheidung im Urin seit Beginn der ERT eingetreten ist. Die gemessenen Werte

wurden dazu ins Verhaltnis zu den Normwerten gesetzt.

Tabelle 22: Veranderungen der GAG-Ausscheidungen im Urin unter ERT von Beginn der
ERT bezogen auf den letzten Messwert des jeweiligen Patienten

Abnahme der NI
Veranderung der | Zunahme der GAG-
GAG- . .
. . GAG- Ausscheidung im
Ausscheidung im . :
: Ausscheidung Urin
uUrin . .
im Urin
Pa“e[”ntfgg]”zah' 16 (=53%) 13 (=43%) 1 (=3%)

Bei den Patienten Nr. 23 und 26, die als PNAK+ eingestuft waren, wurde 18-mal
die GAG-Ausscheidung gemessen. Nur zwei Urinproben von Patient 23 waren
unterhalb des Normwertes (=11%). Die restlichen 16 Urinproben der beiden
PNAK+ Patienten waren oberhalb der Normwerte (=88%). Patient 23 zeigte im
Verlauf jedoch eine Abnahme der GAG-Ausscheidung im Urin. Patient 26 hinge-
gen blieb im Verlauf immer oberhalb der oberen Normwerte und zeigte somit keine

Veranderung.

Abbildung 17 zeigt eine Box Plot-Darstellung der GAG-Ausscheidung im Urin in
Abh&ngigkeit von der Zeit seit Beginn der ERT mit halbjahrlichen und anschlie-
Rend jahrlichen Follow-up Zeitpunkten, bereinigt auf den letzten Wert im jeweiligen

Zeitintervall (n=176).
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Abbildung 17: Box Plot-Darstellung der GAG-Ausscheidung im Urin in Abhéangigkeit von der
Zeit seit Beginn der ERT fur die Follow-up Zeitpunkte

In Abbildung 17 ist erkennbar, dass die GAG-Ausscheidung im Urin fir das Ge-
samtkollektiv zu Beginn der Therapie (Zeitpunkt 0) die héchsten Werte aufweist.

Die GAG-Ausscheidung im Urin nimmt im Verlauf nach Beginn der ERT ab.

4.4.2 Kardiologische Beteiligung

Alle kardiologischen Parameter wurden mittels echokardiographischer Untersu-

chungen bestimmt.

1. Relative Wanddicke des linken Ventrikels (RWT) und auf die
Korperlange indizierte linksventrikulare Muskelmasse (LVM_H)

Insgesamt liegen fur 29 Patienten 204 Werte fur die LVM_H bzw. 221 fir die RWT
zwischen 1990 und 2014 vor. Dies entspricht im Durchschnitt 7 bzw. 7,6 Werten
pro Patient. Ein Patient (PatID 19) wurde zu keinem Zeitpunkt in der hiesigen Kin-

derkardiologie des Zentrums fur Kinder- und Jugendmedizin untersucht.
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Tabelle 23: Tabellarische Darstellung der Mediane, der minimalen und maximalen Werte der

LVM_H und der RWT

Kardiologischer

Minimaler Wert -

Parameter Median Maximaler Wert
LVM_H [g/m*7] 49,01 22,09 — 187,69
RWT [mm] 0,38 0,22 -0,74

Wie aus Tabelle 23 ersichtlich, weisen die Patienten im Median keine erhdhte

RWT oder hypertrophe Kardiomyopathie auf.

Abbildung 18 und Abbildung 19 zeigen eine patientenindividuelle Darstellung der

LVM_H und der RWT im Zeitverlauf nach Beginn der ERT mit eingezeichneten

Normwerten.
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Abbildung 18: Patientenindividuelle Darstellung der LVM_H im Zeitverlauf nach Beginn der
ERT mit eingezeichnetem Normwert
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Die patientenindividuellen Verlaufe erlauben keine allgemeine Aussage hinsicht-
lich der Entwicklung der LVM_H und RWT flr das Gesamtkollektiv der Patienten,
auch wenn eine geringe Tendenz hin zu einer abnehmenden LVM_H und RWT
erkennbar ist. In Tabelle 24 sind die Patienten beziglich Verbesserung, keine

Veréanderung und Verschlechterung beziglich LVM_H und RWT eingeteilt.

Tabelle 24: Veranderungen der LVM_H und RWT unter ERT von Beginn der ERT bezogen
auf den letzten Messwert des jeweiligen Patienten

Fehlende
Keine Ver- Daten/
Verbesserung Veranderung | schlechterung Nicht
auswertbar
LVM_H
(Patienten- 9 (=30%) 12 (=40%) 3 (=10%) 6 (=20%)
anzahl) [n=30]
RWT
(Patienten- 10 (=33%) 15 (=50%) - 5 (=17%)
anzahl) [n=30]

Patienten Nr. 5, 12, 27, 29 besitzen jeweils nur einen Wert fir LVM_H und RWT,
so dass diese Patienten bzgl. einer Veranderung nicht auswertbar waren. Patient
Nr. 24 hatte keine Werte fur LVM_H.

Bei den Patienten Nr. 23 und 26 mit PNAK+ wurden insgesamt 13 echokardiogra-
phische Untersuchungen durchgefiihrt. Patient Nr. 23 zeigte im Verlauf eine Ver-
besserung der LVM_H und keine Veranderung der RWT. Patient Nr. 26 hingegen
zeigte im Verlauf keine Veranderung der LVM_H und eine Verbesserung der
RWT.

Abbildung 20 und Abbildung 21 zeigen in einer Box Plot-Darstellung die Entwick-
lung der LVM_H bzw. der RWT in Abhangigkeit von der Zeit seit Beginn der ERT
fur die festgelegten Follow-up Zeitpunkte, bereinigt auf den letzten Wert im jeweili-

gen Zeitintervall (n=176).
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Abbildung 20: Box Plot-Darstellung der LVM_H in Abhéangigkeit von der Zeit seit Beginn der
ERT fir die Follow-up Zeitpunkte

In Abbildung 20 ist erkennbar, dass die LVM_H nach Beginn der ERT leicht ab-

nimmt. Diese jedoch im Verlauf auch wieder ansteigt.
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Abbildung 21: Box Plot-Darstellung der RWT in Abhangigkeit von der Zeit seit Beginn der
ERT fur die Follow-up Zeitpunkte
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In Abbildung 21 ist erkennbar, dass die RWT nach Beginn der ERT zuerst leicht

ansteigt und dann im Verlauf abnimmt.

2. Aortenklappeninsuffizienz (Al) und Mitralklappeninsuffizienz (Ml)

Insgesamt liegen fur 28 Patienten 263 Werte fur die Al und MI zwischen 1990 und
2014 vor. Dies entspricht im Durchschnitt 9,4 Werten pro Patient. Patienten Nr. 4
und 19 wurden zu keinem Zeitpunkt bzgl. Al und Ml in der hiesigen Kinderkardio-

logie des Zentrums fur Kinder- und Jugendmedizin untersucht.

Abbildung 22 und Abbildung 23 zeigen eine patientenindividuelle Darstellung der
Al und Ml im Zeitverlauf nach Beginn der ERT.
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Abbildung 22: Patientenindividuelle Darstellung der Schweregrade der Aortenklappeninsuf-
fizienz im Zeitverlauf nach Beginn der ERT
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Abbildung 23: Patientenindividuelle Darstellung der Schweregrade der Mitralklappeninsuffi-

zienz im Zeitverlauf nach Beginn der ERT
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Die Verteilung innerhalb der patientenindividuellen Verlaufe lasst keine allgemeine
Aussage hinsichtlich der Entwicklung der Schweregrade der Al und Ml fur das Ge-
samtkollektiv der Patienten zu. Es ist allenfalls eine geringe Tendenz hin zu einem
abnehmenden Schweregrad der Al und MI erkennbar. Die Kategorisierung der
Patienten als Verbesserung, keine Veréanderung, Verschlechterung der Al und Ml

ergab die in Tabelle 25 dargestellte Verteilung.

Tabelle 25: Verdnderungen der Ml bzw. Al unter ERT von Beginn der ERT bezogen auf den
letzten Messwert des jeweiligen Patienten

Kei Fehlende
eine Ver-
Verbesserung Verand hlech Daten/
der Ml bzw. Al eranderung schlechterung Nicht
der Ml bzw. Al der Ml bzw. Al
auswertbar
Al
(Patienten- 100 —aNo -200 =100
anzahl) 3 (=10%) 18 (=60%) 6 (=20%) 3 (=10%)
[n=30]
Ml
(Patienten- _ 200 —E00 -100 =100
anzahl) 9 (=30%) 15 (=50%) 3 (=10%) 3 (=10%)
[n=30]

Patient Nr. 19 wurde zu keinem Zeitpunkt in der hiesigen Kinderkardiologie des
Zentrums fur Kinder- und Jugendmedizin untersucht. Fur den Patient Nr. 27 bzw.

4 liegt jeweils nur ein bzw. kein Wert far Ml und Al vor.

Bei den Patienten Nr. 23 und 26 mit PNAK+ wurden insgesamt 13 echokardiogra-
phische Untersuchungen durchgefiihrt. Patient 23 zeigte im Verlauf eine Ver-
schlechterung der MI und Al. Patient 26 hingegen zeigte im Verlauf keine Veran-

derung der Al, die Ml verbessert sich sogar im Verlauf um einen Schweregrad.

3. Aortenstenose (AS) und Mitralstenose (MS)

Insgesamt liegen fir 28 Patienten 263 Werte fur die AS und MS zwischen 1990
und 2014 vor. Dies entspricht im Durchschnitt 9,4 Werten pro Patient. Patienten
Nr. 4 und 19 wurden zu keinem Zeitpunkt bzgl. AS und MS in der hiesigen Kinder-

kardiologie des Zentrums fur Kinder- und Jugendmedizin untersucht.
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Tabelle 26: Tabellarische Darstellung der Mediane, der minimalen und maximalen Werte der

mittleren Druckgradienten Uber der Aorten- bzw. Mitralklappe

Kardiologischer

Minimaler Wert -

Parameter el Maximaler Wert
Mittlerer Druckgradient
Uber der Aortenklappe 0 0-55
[mMmHQ]
Mittlerer Druckgradient
Uber der Mitralklappe 1 0-15

[mMmH(Q]

Abbildung 24 und Abbildung 25 zeigen eine patientenindividuelle Darstellung der

mittleren Druckgradienten tber der Aorten- bzw. Mitralklappe im Zeitverlauf nach

Beginn der ERT.
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Abbildung 24: Patientenindividuelle Darstellung der mittleren Druckgradienten uUber der
Aortenklappe im Zeitverlauf nach Beginn der ERT mit eingezeichneter Einteilung fiur die
Schweregrade der Aortenstenose entsprechend dem mittleren Druckgradienten Uber der

jeweiligen Klappe [mmHg]
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Abbildung 25: Patientenindividuelle Darstellung der mittleren Druckgradienten Uber der
Mitralklappe im Zeitverlauf nach Beginn der ERT mit eingezeichneter Einteilung fur die
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jeweiligen Klappe [mmHg]
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Die Verteilung innerhalb der patientenindividuellen Verlaufe lasst keine allgemeine
Aussage hinsichtlich der Entwicklung der Schweregrade der Stenosen fur das Ge-
samtkollektiv der Patienten zu. Die Kategorisierung der Patienten als Verbesse-
rung, keine Veranderung, Verschlechterung der AS und MS ergab die in Tabelle

27 dargestellte Verteilung.

Tabelle 27: Veranderungen der MS bzw. AS unter ERT von Beginn der ERT bezogen auf den
letzten Messwert des jeweiligen Patienten

. Fehlende
Verbesserung NGl by Daten/
der AS bzw. MS Veranderung schlechterung Nicht
der AS bzw. MS | der AS bzw. MS auswertbar
AS
(Patienten- 120 —200 —70 —100
anzahl) 4 (=13%) 21 (=70%) 2 (=7%) 3 (=10%)
[n=30]
MS
(Patienten- 1701 a0l —70/\1 —100m\1
anzahl) 5 (=17%) 20 (=67%) 2 (=7%) 3 (=10%)
[n=30]

! Die Summe der Prozentzahlen liegt aufgrund von Rundungsdifferenzen bei 101%.

Fur Patient Nr. 4 und 19 liegen keine und fir Patient Nr. 27 nur ein Wert fur Ste-

nosen vor.

Fir die Patienten Nr. 23 und 26 mit PNAK+ zeigten sich im Verlauf keine Veréande-

rungen der Schweregrade der Stenosen.

4.4.3 Respiratorische Beteiligung

Insgesamt liegen fur 18 Patienten 242 Werte fur die FVC bzw. 239 fur die FEV;
jeweils in Prozent vom Soll fur die Jahre 1993 bis 2014 vor. Dies entspricht im
Durchschnitt 13,4 bzw. 13,3 Werten pro Patient. Zwolf Patienten wurde zu keinem
Zeitpunkt in der hiesigen Kinderpneumologie fur Kinder- und Jugendmedizin un-

tersucht.
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Tabelle 28: Tabellarische Darstellung der Mediane, der minimalen und maximalen Werte der

FVC und FEV, jeweils in Prozent vom Soll

Respiratorischer

Minimaler Wert -

Parameter el Maximaler Wert
FVC in Prozent vom Soll [%] 69,52 24,1-98,4
FEV: in Prozent vom Soll [%)] 66,1 26,8 — 96,6

Wie aus Tabelle 28 ersichtlich liegt im Median eine moderate Einschrankung der

beiden untersuchten respiratorischen Parameter der M. Hunter-Patienten vor.

Abbildung 26 und Abbildung 27 zeigen eine patientenindividuelle Darstellung der

FVC bzw. der FEV; jeweils im Prozent vom Soll im Zeitverlauf nach Beginn der

ERT.
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Abbildung 26: Patientenindividuelle Darstellung der FVC in Prozent vom Soll im Zeitverlauf
nach Beginn der ERT mit eingezeichneter Einteilung fur die Schweregrade der Einschrén-

kung

Fur Patient Nr. 22 sind keine Werte abgebildet, da die Spirometrie oder Bodyplethysmographie
bereits > 2 Jahre vor Beginn der ERT stattfand.
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Abbildung 27: Patientenindividuelle Darstellung der FEV; in Prozent vom Soll im Zeitverlauf
nach Beginn der ERT mit eingezeichneter Einteilung fur die Schweregrade der Einschran-

kung

Fur Patient Nr. 22 sind keine Werte abgebildet, da die Spirometrie oder Bodyplethysmographie
bereits > 2 Jahre vor Beginn der ERT stattfand.
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Die patientenindividuellen Verlaufe erlauben keine allgemeine Aussage hinsicht-
lich der Entwicklung der respiratorischen Beteiligung fur das Gesamtkollektiv der
Patienten. Die Kategorisierung der Patienten als Verbesserung, keine Verande-
rung, Verschlechterung der respiratorischen Beteiligung ergab die in Tabelle 29

dargestellte Verteilung.

Tabelle 29: Veranderungen der respiratorischen Einschrankungen bezogen auf FVC und
FEV; (jeweils in Prozent vom Soll) unter ERT von Beginn der ERT bezogen auf den letzten
Messwert des jeweiligen Patienten

Verbesserung Keine Verschlechterung Fe[:):llteer:](je
der Veranderung der der Nicht
respiratorischen | respiratorischen | respiratorischen auswert-
Einschrénkung Einschréankung Einschrankung -
FVC
(Patienten- —5n0 520 —100 14
anzahl) 6 (=20%) 7 (=23%) 3 (F10%) (=47%)
[n=30]
FEV:
(Patienten- 1ol ool 1701 14
anzahl) 5 (=17%) 6 (=20%) 5 (=17%) (=47%)"
[n=30]

! Die Summe der Prozentzahlen liegt aufgrund von Rundungsdifferenzen bei 101%.
Fiar Patient Nr. 22 und 27 liegt jeweils nur ein Messwert fur FVC und FEV; in Pro-
zent vom Soll vor, so dass diese Patienten bzgl. einer Veranderung nicht auswert-

bar sind.

Die Patienten Nr. 23 und 26 mit PNAK+ waren aufgrund ihrer neuropathischen
Beteiligung nicht dazu fahig eine Spirometrie oder Bodyplethysmographie durch-
zufiihren, do dass nicht auf eine Korrelation der Lungenfunktion mit dem Auftreten

der persistierenden neutralisierenden Antikérper geprtft werden kann.
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4.4.4 Ergebnisse der Gelenkbeweglichkeit

Insgesamt liegen fir 30 Patienten 243 Werte Flexion der rechten und linken Schul-
ter fir den Zeitraum 2003 bis 2013 vor. Dies entspricht im Durchschnitt 8,1 Werte

pro Schulter und Patient.

Tabelle 30: Tabellarische Darstellung der Mediane, der minimalen und maximalen Werte der

rechten und linken Schulterflexion

. . . Minimaler Wert -
Gelenkbeweglichkeitsmessung Median Maximaler Wert
Rechte Schulterflexion [°] 120 75-170
Linke Schulterflexion [°] 120 70-170

Abbildung 28 und Abbildung 29 zeigen eine patientenindividuelle Darstellung der

rechten bzw. der linken Schulterflexion im Zeitverlauf nach Beginn der ERT.
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Abbildung 28: Patientenindividuelle Darstellung der rechten Schulterflexion im Zeitverlauf
nach Beginn der ERT
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Abbildung 29: Patientenindividuelle Darstellung der linken Schulterflexion im Zeitverlauf
nach Beginn der ERT
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Die Mediane, sowie die gemessenen minimalen und maximalen Schulterflexionen
sind rechts und links fast identisch (siehe Tabelle 30). In Abbildung 28 und Abbil-
dung 29 ist jedoch ersichtlich, dass meist eine Schulter der Patienten eine bessere

Gelenkbeweglichkeit aufweist.

In Tabelle 31 sind die Patienten bezlglich Verbesserung, keine Veranderung und

Verschlechterung der rechten und linken Schulterflexion eingeteilt.

Tabelle 31: Veranderungen der Schulterflexion unter ERT von Beginn der ERT bezogen auf
den letzten Messwert des jeweiligen Patienten

Verbesserung Vv _I_(e(;ne Verschlechterung
der eranderung der
Schulterflexion e : Schulterflexion
Schulterflexion
Rechte
Schulterflexion 200 a0 —570
(Patientenanzahl) 15 (=50%) 7 (=23%) 8 (=27%)
[n=30]
Linke
Schulterflexion — 220 570 —an0
(Patientenanzahl) 13 (=43%) 8 (=27%) 9 (=30%)
[n=30]

Bei den Patienten Nr. 23 und 26 mit PNAK+ wurden insgesamt 15 Mal wurden die
Gelenkbeweglichkeiten untersucht. Patient Nr. 23 zeigte sowohl bei der rechten
als auch bei der linken Schulterflexion eine Verschlechterung im Verlauf der ERT.
Patient Nr. 26 zeigte rechts eine Verbesserung der Schulterflexion. Die Gelenk-

beweglichkeit der linken Schulter zeigte jedoch im Verlauf keine Veranderung.

4.45 Ergebnisse der Gehstrecke

Insgesamt wurden bei 28 Patienten 274 6MGT im Zeitraum von 2003 bis 2013
durchgefuhrt. Dies entspricht im Durchschnitt je 9,8 6MGT pro Patient. Bei acht
Patienten wurde die Zeitvorgabe von sechs Minuten bei 29 6MGT nicht eingehal-
ten und die Tests wurden nicht mit ausgewertet. Der Median der gelaufenen Stre-
cke gultigen 6MGT betrug 397 m, die minimal gelaufene Strecke 103 m, die ma-
ximale 645 m. Es wurde zuséatzlich erfasst, ob die Patienten beim Laufen der

Strecke Unterstlitzung in Form einer Begleitung noétig hatten.

Abbildung 30 zeigt eine patientenindividuelle Darstellung der gelaufenen Strecke

im 6MGT im Zeitverlauf nach Beginn der ERT.
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Abbildung 30: Patientenindividuelle Darstellung der gelaufenen Strecke im 6MGT im Zeitver-

lauf nach Beginn der ERT

Patienten Nr. 20 und 27 waren zum Auswertungstermin 4 bzw. 3 Jahre, so dass ein 6MGT auf-
grund des Alters nicht durchfuihrbar war.
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In Abbildung 30 ist keine Tendenz hin zu einer langeren oder abnehmenden ge-

laufenen Strecke im 6MGT im Verlauf ersichtlich.

Die Patienten Nr. 5, 6, 16, 18, 21, 22, 23, 25 und 29 mussten immer eine Beglei-
tung fur den 6MGT in Anspruch nehmen. Waren die Patienten durchgangig auf
Begleitung angewiesen, so wurde dies nicht in der Auswertung bericksichtigt. Die
Patienten Nr. 4, 10 und 26 bendtigten nicht bei jedem 6MGT eine Begleitung und

werden bei der folgenden Auswertung speziell erwahnt.

In Tabelle 32 sind die Patienten bezlglich Verbesserung, keine Veranderung und

Verschlechterung der Gehstrecke eingeteilt.

Tabelle 32: Veranderungen der Gehstrecke im 6MGT unter ERT von Beginn der ERT bezo-
gen auf den letzten Messwert des jeweiligen Patienten

Verbesserung Keine Verschlechterung Fehlende
A Daten/
der Veranderung der Nicht
Gehstrecke | der Gehstrecke Gehstrecke auswerthar
Gehstrecke
(Patienten- om0l _am0 op? s
anzahl) 7 (=23%) 10 (=33%) 10 (=33%) 3 (=10%)
[n=30]

Die Summe der Prozentzahlen liegt aufgrund von Rundungsdifferenzen bei 99%.

! patient Nr. 10 musste nur einmalig den 6MGT in Begleitung durchfiihren. Die folgenden zehn
6MGT konnte er ohne Begleitung absolvieren. Er zeigte auch ohne Begleitung im Zeitverlauf eine
deutliche Steigerung der Gehstrecke.

? Patient Nr. 4 absolvierte dreimal den 6MGT mit Begleitung und anschlieRend einmalig ohne Be-
gleitung. Der Patient zeigte nach Wegfall der Begleitung einen deutlichen Abfall der Gehstrecke
Uber 137 m. Patient Nr. 26 absolvierte einmalig den 6MGT ohne Begleitung und anschlieend sie-
benmal mit Begleitung. Der Patient zeigte nach Wegfall der Begleitung einen deutlichen Abfall der
Gehstrecke tuber 123 m und verschlechtere sich im Zeitverlauf weiter deutlich.

Bei zwei Patienten wurde aufgrund ihres Alters zu keinem Zeitpunkt ein 6MGT
durchgeflhrt. Patient Nr. 29 besitzt jeweils nur einen Wert die Gehstrecke, so dass

dieser Patient bzgl. einer Veranderung nicht auswertbar ist.

Bei den Patienten Nr. 23 und 26 mit PNAK+ wurden insgesamt zwolfmal die Geh-
strecke untersucht. Bei elf Untersuchungen der Gehstrecke mussten diese Patien-
ten den 6MGT unter Begleitung absolvieren. Sowohl Patient Nr. 23 als auch Pati-
ent Nr. 26 zeigte eine Verschlechterung der Gehstrecke im 6MGT im Verlauf der
ERT.
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4.4.6 Immunantwort auf die Enzymersatztherapie

Tabelle 33 zeigt eine patientenindividuelle Ubersicht tber die Auspragung der

neurologischen Beteiligung, dem Auftreten von infusionsbedingten Reaktionen

und persistierenden neutralisierenden Antikérpern.

Tabelle 33: Patientenindividuelle Ubersicht iiber die Auspragung der neurologischen Betei-
ligung, dem Auftreten von infusionsbedingten Reaktionen und persistierenden neutralisie-

renden Antikérpern

Auspragung der Auftreten
Patient N° neurologischen infusionsbedingter PNAK+
Beteiligung Reaktionen

1 Nicht neuropathisch Nein Nein
2 Nicht neuropathisch Ja Nein
3 Neuropathisch Nein Nein
4 Neuropathisch Nein Nein
5 Neuropathisch Ja Nein
6 Neuropathisch Ja Nein
7 Nicht neuropathisch Nein Nein
8 Nicht neuropathisch Nein Nein
9 Nicht neuropathisch Nein Nein
10 Neuropathisch Nein Nein
11 Nicht neuropathisch Ja Nein
12 Nicht neuropathisch Nein Nein
13 Nicht neuropathisch Ja Nein
14 Nicht neuropathisch Ja Nein
15 Nicht neuropathisch Nein Nein
16 Neuropathisch Nein Nein
17 Nicht neuropathisch Nein Nein
18 Neuropathisch Ja Nein
19 Nicht neuropathisch Nein Nein
20 Neuropathisch Ja Nein
21 Neuropathisch Ja Nein
22 Neuropathisch Nein Nein
23 Neuropathisch Nein Ja

24 Nicht neuropathisch Nein Nein
25 Neuropathisch Ja Nein
26 Neuropathisch Nein Ja
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Auspragung der Auftreten
Patient N° neurologischen infusionsbedingter PNAK+
Beteiligung Reaktionen
27 Neuropathisch Ja Nein
28 Nicht neuropathisch Nein Nein
29 Neuropathisch Ja Nein
30 Nicht neuropathisch Ja Nein

Nur Patient Nr. 23 und 26 galten als PNAK+. Beide Patienten sind neuropathisch
betroffen und zeigten beide keine infusionsbedingten Reaktionen, so dass keine
Beziehung zwischen dem Auftreten von persistierenden Antikérpern mit Neutrali-
sationskapazitat und dem Auftreten von infusionsbedingten Reaktionen und der
neuropathischen Auspragung von M. Hunter bei diesem Patientenkollektiv gefun-

den werden konnte.

4.4.7 Validierter Fragebogen der Hunter Outcome Survey (HS-FOCUS)

Der Fragebogen HS-Focus wurde insgesamt 94 Mal von 2007 bis 2013 von 30
Patienten bzw. deren Eltern ausgefullt. Dies entspricht im Durchschnitt 3,1 beant-
worteten Fragebogen pro Patient. Bei zehn unterschiedlichen Fragen fiel auf, dass
von den Ausflllenden zwischen zwei Kastchen ein Kreuz gesetzt wurde. In diesen
Fallen wurde der jeweils schlechtere Wert gezahlt. Da es sich um eine Funktions-
abfrage handelte wurde bei der Auswertung keinen Unterschied gemacht, ob der
Fragebogen von den Eltern oder dem Patient selbst ausgefullt wurde.

Abbildung 31 und Abbildung 32 zeigen patientenindividuelle Darstellungen der

Antworten auf zwei ausgewahlte Fragen im Zeitverlauf nach Beginn der ERT.



Ergebnisse

Seite 123

Miinze vom Tisch nehmen

nicht anwendbar

gar nicht dazu in der Lage
unterschiedlich

sehr schwierig

etwas schwierig

gar nicht schwierig

nicht anwendbar

gar nicht dazu in der Lage
unterschiedlich

sehr schwierig

etwas schwierig

gar nicht schwierig

nicht anwendbar

gar nicht dazu in der Lage
unterschiedlich

sehr schwierig

etwas schwierig

gar nicht schwierig

nicht anwendbar

gar nicht dazu in der Lage
unterschiedlich

sehr schwierig

etwas schwierig

gar nicht schwierig

nicht anwendbar

gar nicht dazu in der Lage
unterschiedlich

sehr schwierig

etwas schwierig

gar nicht schwierig

nicht anwendbar

gar nicht dazu in der Lage
unterschiedlich

sehr schwierig

etwas schwierig

gar nicht schwierig

PatiD = 1 PatID = 2
oo o
o o o
o o
PatID = 6 PatID = 7
o c» o
o o o
PatiD = 11 PatID = 12
© o
o o o
o
PatID = 16 PatiD = 17
o
o o
PatID = 21 PatID = 22
o
o o
o
PatID = 26 PatID = 27
o
o
o
0 50 100 O 50 100

PatID = 3

PatlD = 8

@ o

PatID = 13

Qo 00

PatID = 18

[}

PatID = 23

[ee]e]

PatID = 28

oo

0 50 100

PatID = 4

o

PatlD = 9

o o

o

PatID = 14

PatiD = 19

ao o

o

PatID = 24

PatID = 29

@

0 50 100

Zeit seit Beginn ERT [Monate]

PatID = 5

@ o

PatID = 10

@oanoo

PatID = 15

o o

PatID = 20

o

PatID = 25

o

PatID = 30

o

o o

0 50 100

Abbildung 31: Patientenindividuelle Darstellung der Antworten auf die Frage: ,,Sind Sie/ Ist
lhr Kind in der Lage eine Miinze mit Daumen und Zeigefinger von einem Tisch zu nehmen?“
im Zeitverlauf nach Beginn der ERT
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Abbildung 32: Patientenindividuelle Darstellung der Antworten auf die Frage: ,,Sind Sie/ Ist
lhr Kind in der Lage die Hande ganz zu 6ffnen?“ im Zeitverlauf nach Beginn der ERT
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Die Patienten wurden eingeteilt, ob eine Verbesserung, keine Veranderung oder
eine Verschlechterung der abgefragten Handfunktionen seit Beginn der ERT zu

dem jeweilig zuletzt ausgefullten Fragebogen eingetreten ist.

Tabelle 34: Veranderungen der Handfunktion unter ERT von Beginn der ERT bezogen auf
den letzten beantworteten Fragebogen HS-FOCUS des jeweiligen Patienten

Verbesserung Keine Verschlechterung FeDr;g:Se
der Veranderung der Nicht
Handfunktion | Handfunktion Handfunktion
auswertbar
Mlnze
Patienten-
( anzahl) 2 (=7%)" 14 (=47%)" 9 (=30%)* 5 (=17%)*
[n=30]
Hande 6ffnen
Patienten-
( anzahl) 3 (=10%) 13 (=43%) 8 (=27%) 6 (=20%)
[n=30]

! Die Summe der Prozentzahlen der liegt aufgrund von Rundungsdifferenzen bei 101%.

Bei den Patienten Nr. 23 und 26 mit PNAK+ beantworteten die Eltern insgesamt 6
Mal den HS-FOCUS. Sowohl bei Patient Nr. 23 als auch Patient Nr. 26 ver-
schlechterte sich die Fahigkeit eine Miinze vom Tisch aufzunehmen im Verlauf der
ERT. Beide waren bei dem letzten Fragebogen gar nicht mehr dazu in der Lage.
Patient Nr. 23 zeigte ebenso eine Verschlechterung der Féhigkeit die Hande ganz
zu offnen (2 = etwas schwierig auf 3 = sehr schwierig). Patient Nr. 26 war laut An-

gabe der Eltern auch zu keinem Zeitpunkt in der Lage die Hande ganz zu 6ffnen.
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4.5 Korrelation des Phanotyps der Morbus Hunter-Patienten mit den

Ergebnissen der Neuronenspezifischen Enolase und S-100

Die NSE bzw. S-100 Bestimmungen wurden bei 29 Patienten im Zeitraum 2011
bis 2013 in 96 bzw. 97 Blutproben durchgefiihrt. Dies entspricht im Durchschnitt

3,3 Bestimmungen pro Patient.

Tabelle 35: Tabellarische Darstellung der Mediane, der minimalen und maximalen Werte der

NSE und S-100

Biochemischer Median Minimaler Wert -
Parameter Maximaler Wert
NSE [ng/ml] 19 11,6 — 145
S-100 [ug/l] 0,08 0,04 -0,51

Abbildung 33 und Abbildung 34 zeigen eine patientenindividuelle Darstellung der
NSE und S-100 im Zeitverlauf nach Beginn der ERT mit eingezeichneten oberen

Normwerten.
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Abbildung 33: Patientenindividuelle Darstellung der NSE im Zeitverlauf nach Beginn der
ERT mit eingezeichneten altersabhangigen oberen Normwerten

Bei Patient Nr. 4 und 27 ist aufgrund programmtechnischer Darstellungsweise bei nur einer Be-
stimmung der NSE im Verlauf kein Normwert einzeichenbar. Die NSE ist in beiden Féallen Uber dem
Normwert.
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Abbildung 34: Patientenindividuelle Darstellung der S-100 im Zeitverlauf nach Beginn der
ERT mit eingezeichneten altersabhangigen oberen Normwerten

Bei Patient Nr. 4 ist aufgrund programmtechnischer Darstellungsweise bei nur einer Bestimmung
der S-100 im Verlauf kein Normwert darstellbar. Die NSE ist in beiden Fallen unterhalb des Norm-
werts.
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Tabelle 36 zeigt fur jeden Patienten die Auspragung der neurologischen Beteili-
gung und das Auftreten der NSE und S-100 oberhalb der Normwerte.

Tabelle 36: Patientenindividuelle Ubersicht tiber die Auspragung der neurologischen Betei-
ligung und dem Auftreten der NSE und S-100 oberhalb der Normwerte

Auspragung der Auftreten Auftreten
Patient N° neurologischen NSE oberhalb S-100 oberhalb
Beteiligung des Normwertes des Normwertes
1 Nicht neuropathisch Ja Ja
2 Nicht neuropathisch Ja Nein
3 Neuropathisch Ja Nein
4 Neuropathisch Ja Nein
5 Neuropathisch Keine Messungen Keine Messungen
6 Neuropathisch Ja Ja
7 Nicht neuropathisch Ja Nein
8 Nicht neuropathisch Ja Ja
9 Nicht neuropathisch Ja Nein
10 Neuropathisch Ja Ja
11 Nicht neuropathisch Ja Nein
12 Nicht neuropathisch Ja Ja
13 Nicht neuropathisch Ja Nein
14 Nicht neuropathisch Ja Nein
15 Nicht neuropathisch Ja Nein
16 Neuropathisch Ja Ja
17 Nicht neuropathisch Ja Nein
18 Neuropathisch Ja Nein
19 Nicht neuropathisch Nein Ja
20 Neuropathisch Ja Ja
21 Neuropathisch Ja Ja
22 Neuropathisch Ja Nein
23 Neuropathisch Ja Ja
24 Nicht neuropathisch Ja Ja
25 Neuropathisch Ja Nein
26 Neuropathisch Ja Nein
27 Neuropathisch Ja Ja
28 Nicht neuropathisch Ja Nein




Ergebnisse Seite 130

Auspragung der Auftreten Auftreten
Patient N° neurologischen NSE oberhalb S-100 oberhalb
Beteiligung des Normwertes des Normwertes
29 Neuropathisch Nein Nein
30 Nicht neuropathisch Ja Nein

Die Bestimmung der NSE lasst keine Ruckschlisse auf die neuropathische Betei-
ligung des M. Hunter-Patienten zu. Bei 27 von 29 Patienten lagen die Messwerte
oberhalb der Normwerte wahrend 15 von 30 Patienten klinisch als neuropathisch
betroffen einzuordnen sind. Zwolf Patienten zeigten mindestens eine Blutprobe mit
einer S-100 oberhalb des Normwertes. Funf dieser Patienten waren nicht neuro-
pathisch, sieben Patienten neuropathisch betroffen. Somit lasst die Bestimmung
der S-100 ebenfalls keine Rickschlisse auf die neuropathische Beteiligung des
Patienten zu. Beide Tests sind demnach nicht ausreichend spezifisch fir die Di-

agnose eines neuropathischen M. Hunter.
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5 Diskussion

51 Studienprotokoll

5.1.1 Patientenkollektiv

Das Patientenkollektiv dieser Studie setzt sich ausschlie3lich aus mannlichen Pa-
tienten zusammen, was durch die Vererbung von M. Hunter erklarbar ist. Die Rek-
rutierung der Patienten erfolgte durch die behandelnden Arzte. Wegen der chroni-
schen Erkrankung und die regelmaf3ig notigen Verlaufskontrollen besteht zwi-
schen Arzten und M. Hunter-Patienten meist ein langjahriges Vertrauensverhélt-
nis. Die Eltern der Patienten und auch die Patienten selbst — soweit die kognitiven
Fahigkeiten dies zulassen — sind meist gewillt jede Mal3hahme zu unterstitzen,
die zu einer potentiellen Verbesserung der Therapie dieser progredienten Erkran-
kung fahren kann. Trotzdem ist die Aufklarung von Kindern, die in dieser Studie
aufgrund des medianen Alters von 13 Jahren haufig nétig war, nicht unproblema-
tisch. Die Entwicklung und kognitiven Fahigkeiten sind bereits bei gesunden Kin-
dern sehr heterogen ausgepragt. Bei M. Hunter-Kindern kommt die potentielle
neuropathische Beteiligung und somit eine geistige Retardierung als Problem hin-
zu (1). Die Aufklarung musste somit bei jedem Kind an dessen geistige Fahigkei-
ten angepasst werden. Eine altersgerechte Aufklarung der Kinder wurde durch
unterschiedliche teilweise bebilderte Patienteninformationen und Einwilligungser-
klarung gewahrleistet (siehe Anhang 3-7). Die durch den Arzt durchgefiihrten Auf-
klarungsgesprache fanden in Gegenwart der Minderjahrigen und ihrer gesetzli-
chen Vertreter statt. Patienten deren kognitive Fahigkeiten ein Verstehen der
Krankheit und somit auch dieser Studie nicht zuliel3, wurden durch ihre Eltern ver-
treten. Fur keinen Patienten kam es durch diese Studie zu einer zusatzlichen Be-
lastung. Insgesamt konnten 30 M. Hunter-Patienten fir die Studie gewonnen wer-
den. Nur zwei Patienten lehnten die Teilnahme an der Studie ab. Die beiden Bri-

der kamen sehr unregelméanig zu ihren Verlaufskontrollen in die Villa Metabolica.

50% (n=15) der insgesamt 30 rekrutierten Patienten sind neuropathisch betroffene
M. Hunter-Patienten. In der Literatur wird beschrieben, dass die neuropathische
Form des M. Hunter etwa dreimal so h&ufig wie die nicht neuropathische Form ist,
es sind jedoch keine akkuraten Daten verflgbar (2-4). Das frihere Versterben der

neuropathisch betroffenen Patienten kénnte eine maogliche Begrindung hierfur
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sein (81). AuRerdem konnte eine geringere Motivation fur regulére Verlaufskontrol-
len, die aus Sicht der Eltern — besonders bei neuropathisch betroffenen Patienten
- keine Besserung bringen, eine Rolle spielen. Dies kénnte auch eine Begrindung
fur nicht regular wahrgenommene Termine in der Villa Metabolica sein, die zur
mangelnden Vollstandigkeit der Daten fuhrte. Aus Gesprachen mit den Behand-
lern wird deutlich, dass viele Eltern keine Besserung, sondern eher eine zuneh-
mende Verschlechterung ihrer Kinder beobachten. Als Folge daraus sinkt die Mo-
tivation an den meist einen Tag beanspruchenden Verlaufskontrollen regelméafig
teilzunehmen. In den meisten Fallen kommt eine lange und fir einige Patienten

und deren Eltern mit grof3em Aufwand verbundene Anreise erschwerend hinzu.

Kein Patient schied vorzeitig aus der Studie aus, so dass alle 30 Patienten in die

Auswertung eingingen.

5.2 Bestimmung der Iduronat-2-sulfatase (IDS)-Aktivitat im Serum von
Morbus Hunter-Patienten

Die Bestimmung der IDS-Aktivitdt im Serum wurde pro Blutprobe zweifach und
nicht wie Ublich dreifach durchgefiihrt, da zusatzlich immer ein Mischserum in
Doppelproben mit angesetzt wurde und nicht ausreichend Material fir eine h&ufi-
gere Bestimmung zur Verfugung stand. AufRerdem musste gewahrleistet sein,
dass im Falle eines Nichtgelingens der Messung eine komplette Wiederholung
maoglich ist. Es wurde somit eine Unsicherheit fur die Richtigkeit der Ergebnisse in

Kauf genommen.

Vom Hersteller ist eine Anleitung zur Messung der IDS-Aktivitat im Serum bei je-
der Lieferung von 4-Methylumbelliferyl-a-lduronat-2-sulfat beigelegt. Sie weist
kleine Unterschiede zur verwendeten Methode auf. Die Anleitung schreibt vor,
dass 10 pl 0,2% Humanalbumin-Losung und nicht reines Aqua ad iniectabilia als
Blindprobe einzusetzen ist (191). Die Humanalbumin-Lésung soll das Serum der
Proben nachahmen. Im Unterschied dazu wurde im Biochemischen Labor des
Zentrums fur Kinder- und Jugendmedizin die Verwendung von Aqua ad iniectabilia
als Blindprobe validiert und daher wurde weiterhin Aqua ad iniectabilia fur die
Blindprobe verwendet (79;173). Ein weiterer Teil der Vorschrift besagt, dass im
dritten Schritt beim Stoppen der Reaktion nach erfolgter Inkubation fur 24 Stunden
und Zentrifugation, die Reaktion durch Zugabe von 200 pl Stopp-Puffer in jedes
Reagiergefal3 beendet werden soll (191). Da das verwendete Hitachi F-2000
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Fluorescence Spectrophotometer eine grofiere Menge an Einzugsvolumen bené-
tigt, musste jeweils 1 ml Stopp-Puffer zum Beenden der Reaktion verwendet wer-
den. Auch dieses Vorgehen war bereits in der Validierung getestet worden (173).
Der néachste zu erwdhnende Unterschied lag in der Lagerung des Substrats und
der LEBT. In der Anleitung wird eine Lagerung dieser beiden Reagenzien bei
-80°C verlangt (191). Die beiden Reagenzien wurden jedoch bereits bei der Vali-
dierung von Meister bei -20°C gelagert, da keine anderen Mdglichkeiten zur Ver-
figung standen und zeigten keine Unterschiede in der Einsetzbarkeit. Es wurde
jedoch im Verlauf darauf geachtet, dass durch die Aliquotierung kein mehrfaches
Auftauen und wieder einfrieren stattfindet, was die Haltbarkeit des Substrates und
der LEBT beeinflussen kdnnte (173). Nach 2002 wurde die Herstellung des Pi/Ci-
Puffers in der Anleitung geéndert (191;192). Der finale Phosphatgehalt ist vierfach
niedriger als in den vorangegangenen Laboranleitungen. Die Zusammensetzung
lautet nun wie folgt: 0,2 M Dinatriumhydrogenphosphat / 0,1 M Citrat-Puffer (pH
4,5) + 0,02% Na-azid. Auch die Zugabe von Pi/Ci-Puffer wurde von 40 ul auf 20 pl
reduziert. Die Konzentrationen wurden geéndert, da Phosphate schwache Inhibito-
ren von a-lduronidase sind (191). a-lduronidase, hat die Aufgabe a-lduronat von
4-Methylumbelliferyl-a-lduronat durch Hydrolyse abzuspalten. Sollte eine Hem-
mung von a-lduronidase durch zu hohe Phosphatkonzentrationen in der Probe
vorliegen,  wirden falsch niedrige IDS-Aktivititen gemessen werden. a-
Iduronidase wird jedoch im Uberschuss zugegeben, damit dieser zweite Inkubati-
onsschritt nicht der reaktionslimitierende Faktor ist, so dass ein gewisser Spiel-
raum vorliegt. Die Messung wurde im Biochemischen Labor nicht an die neue An-
leitung angepasst, da die Validierung mit der vorangegangen Anleitung und dem
hoher konzentrierten Pi/Ci-Puffer und der gréferen Zugabemenge durchgeflhrt
wurde (173). Die Anleitung des Herstellers beinhaltet auch den Hinweis, dass der
Assay von jedem durchfiihrenden Labor validiert werden muss. Dieser Aufforde-

rung wurde Rechnung getragen (173).

Das grof3te Fehlerpotential liegt in der Bleiausfallung, die nhach Zugabe des Pi/Ci-
Puffers und des Stopp-Puffers entsteht. Sie ist nach der Zentrifugation am Boden
der Eppendorf Caps als leichte Triibung zu sehen. Vor Messung der IDS-Aktivitat
wurde der Uberstand tber der Tribung mittels einer Pipette in ein neues Eppen-
dorf Cap uberfuhrt. Sollte hier keine vollstandige Entfernung der Tribung gelun-

gen sein, so konnte dies eine starke Reduzierung der Fluoreszenz von 4-MU und
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somit eine grof3e Unterschatzung der IDS-Aktivitat zur Folge haben (191). Dieser
Fehler liegt wahrscheinlich bei einigen nicht auswertbaren Proben vor.

Die Blutproben zur IDS-Aktivitatsbestimmung wurden den Patienten durch das
Arzte- und Pflegeteam der Villa Metabolica entnommen. Wenn die Enzymaktivi-
tatsbestimmung nicht unmittelbar erfolgte, wurden die Proben bei -20° C tiefgefro-
ren und kurz vor der Analyse im Wasserbad bei 37° C aufgetaut. Dieses Vorgehen
wurde aus Effizienzgrinden gewahlt und Ublicherweise jeweils mindestens drei
Blutproben zusammen analysiert. Die Temperaturstabilitat der IDS in tiefgefrore-
nem Serum war bereits friher nachgewiesen worden. Eine Langzeitlagerung des
Serums ist fur ein Jahr im gefrorenen Zustand ohne Enzymaktivitatsverluste még-
lich (173).

5.2.1 Neutralisationskapazitat im Mischserum

Die Bestimmung der Neutralisationskapazitat im Mischserum erfolgte aus den
oben dargestellten Grinden als Zweifachbestimmung. Als positiv fur neutralisie-
rende Antikorper wurde eine Verminderung um = 40% der rechnerisch zu erwar-
tenden Aktivitat bzw. einer Neutralisationskapazitat = 40% im Mischserum ange-
sehen. Diese Einteilung stammt von Muenzer et al. fir den von Shire ausgefiihrten
Inhibitions-Assay (103). Die Einteilung der Proben in positiv oder negativ fur neut-
ralisierende Antikdrper erfolgte unproblematisch. Die gemessenen IDS-
Enzymaktivitaten im Mischserum mit den geringsten Werten, die als negativ fur

neutralisierende Antikdrper gesehen wurden, betrugen 66% und 81%.

In der Auswertung wurde ein wesentlicher Fokus auf die Patienten gelegt, fur die
in 2 4 Messungen neutralisierende Antikérper nachgewiesen worden waren und
auch gemafR den Bestimmungen von Anti-Elaprase®-Immunglobulin G und E von
Shire Pharmaceuticals, zu den Patienten mit PNAK+ gehdrten. Die Ubereinstim-
menden Ergebnisse zu den persistierenden neutralisierenden Antikdrpern im
Mischserum und des Anti-Elaprase®-Immunglobulin-Bestimmungen belegen die
Eignung IDS-Aktivitatsbestimmung im Mischserum zum Nachweis von neutralisie-
renden Antikérpern gegen Elaprase®. Die Ergebnisse dieser beiden Assays zei-
gen auBerdem eine fast komplette Ubereinstimmung bezlglich der intermittierend
oder isoliert auftretenden neutralisierenden Antikérpern. Insgesamt konnten die
Ergebnisse von 29 der 30 Patienten verglichen werden. Patient Nr. 1 zeigte bei
der Messung der Neutralisationskapazitat im Mischserum einmalig isoliert neutra-
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lisierende Eigenschaften, es gab dazu keine Bestatigung durch die Anti-
Elaprase®-Immunglobulin-Bestimmungen von Shire Pharmaceuticals. Fir Patient
Nr. 27 lagen zum Auswertezeitpunkt dieser Studie noch keine Ergebnisse der An-
ti-Elaprase®Immunglobulin-Bestimmungen vor. Auch bei Patient Nr. 29 und 30
stimmen die Ergebnisse der beiden Methoden Uberein, wenn man die Zeitpunkte
des Antikorper-Nachweises bericksichtig. Fur die Einteilung der Patienten als
PNAK+ gab es hinsichtlich der Ergebnisse der Mischseren und der Anti-
Elaprase®-Immunglobulin-Bestimmungen von Shire Pharmaceuticals keine Ab-
weichungen und nur Patient Nr. 1 wurde als falsch positiv fur isoliert auftretende
neutralisierende Antikérper gewertet. Diese fast komplette Ubereinstimmung un-
terstitzt die Aussagekraft der Ergebnisse der IDS-Enzymaktivitatsbestimmung im

Mischserum.

Die Bildung neutralisierender Antikorper unter ERT Therapie wurden in der Phase
[I/lll-Studie und in der offenen Anschlussstudie von Muenzer et al. mittels CSA,
RIP-Assay und einen Enzyminhibitions-Assay untersucht. Bei 22 von 94 Patienten
(23%) traten zu irgendeinem Zeitpunkt neutralisierende Antikorper auf. Auch Bar-
bier et al. beschreiben bei 13 von 63 Patienten (21%) mit einer &hnlichen Haufig-
keit neutralisierenden Antikdrper (148). Die ahnlichen Prozentséatze sind u.a. durch
eine Uberschneidung der Patientenkollektive bedingt (148). Vergleicht man diese
Haufigkeiten mit den Ergebnissen der Bestimmung der Neutralisationskapazitat im
Mischserum, bei der 5 von 30 Patienten (17%) zu irgendeinem Zeitpunkt eine re-
duzierte IDS-Aktivitat zeigten, so stimmen die GréRenordnungen Uberein. Die ge-
ringen Fallzahlen beeintrachtigen die Aussagekraft doch ist davon auszugehen,
dass etwa ein Flnftel der M. Hunter-Patienten zu irgendeinem Zeitpunkt neutrali-
sierende Antikorper gegen Elaprase® entwickeln. Die Rate der Persistenz scheint
niedriger zu sein. Barbier et al. beschreiben bei 8 von 63 Patienten (13%) persis-
tierende neutralisierende Antikorper (148). Der Test im Mischserum zeigte persis-
tierende neutralisierende Antikorper bei 2 von 30 Patienten (7%). Die Haufigkeiten
sind aufgrund der kleinen Fallzahlen nur bedingt valide. Es kann jedoch von einer
Toleranzentwicklung ausgegangen werden. Auch Rosenberg et al. beschrieben
bei M. Gaucher-Patienten einer Toleranzentwicklung mit verringerter Produktion
von neutralisierenden Antikérpern (156). Bei einer Interferon-Therapie oder einer
Therapie mit Faktor VIII kbnnen ebenfalls neutralisierende AntikGrper auftreten,

die auch einer Toleranzentwicklung - teilweise durch immunsuppressive Behand-
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lung induziert — unterliegen (193;194). Fur eine genauere Beurteilung der Haufig-
keiten der auftretenden neutralisierenden Antikdrper und der Toleranzentwicklung
bei M. Hunter ist eine weitere Studie mit groReren Fallzahlen nétig, die jedoch
aufgrund der Seltenheit der Erkrankung und der somit noch seltener auftretenden

neutralisierenden Antikdrpern schwer realisierbar ist.

Alle Blutproben zur Messung der IDS-Aktivitat im Mischserum wurden mindestens
24 Stunden nach der letzten ERT-Gabe abgenommen. Bei einer Idursulfase-
Halbwertszeit von 44-160 Minuten sollte keine Idursulfase der ERT mehr erfasst
worden sein (190). Eine Optimierung der Messmethode wirde ein standardisiertes
Zeitintervall zur Abnahme der Blutprobe nach ERT-Gabe beinhalten. Dies wurde
in der Durchfihrung auch angestrebt, jedoch war dies in der Praxis durch Uber-
schneidende Termine nicht realisierbar. Ebenfalls interessant ware die Messung
der IDS-Aktivitat im Mischserum im Verlauf gewesen, insbesondere bei den
PNAK+ Patienten. Dies wirde jedoch fiir den Patienten eine grol3e Belastung be-
deuten, da bei Infusionsbeginn und dann im etwa stiindlichen Abstand bis etwa 6
Stunden nach Beendigung der ERT Blutproben abgenommen werden mussten.
Diese zuséatzlichen Belastungen sollte den M. Hunter-Patienten nicht zugemutet
werden. Uber den Verlauf kénnte man potentiell eine direkte Verbindung der ERT
und den auftretenden neutralisierenden Antikdrpern, die zu einer eventuell noch
starkeren Aktivitatsreduktion im Mischserum wahrend oder kurz nach der ERT
fuhren, erkennen. Der Verlauf der Antikdrperbildung wahrend und im direkten An-
schluss an die ERT wurde bei M. Fabry-Patienten von Linthorst et al. mittels eines
Assays mit Sepharose-Kigelchen mit Protein A gezeigt (163). Es zeigte sich bei
der Inkubation des Plasmas mit Sepharose-Kiugelchen mit Protein A eine starke
Reduzierung der Enzymaktivitat, so dass Linthorst et al. davon ausgehen, dass
Immunglobulin G eine Rolle bei der Enzymbindung spielt und somit zu einer redu-
zierten Aktivitat fahrt (163). Ein Versuch mit Sepharose-Kiigelchen mit Protein A
ist aul3erdem zur weiteren Klarung der Subklasse der neutralisierenden Antikdrper
bei M. Hunter sinnvoll. Es scheint jedoch eine Verbindung zwischen dem Vorlie-
gen von neutralisierenden Antikérpern und Anti-Elaprase®-lmmunglobulin G zu
geben wie in Tabelle 21 in 4.3 gezeigt. Es kann demnach davon ausgegangen
werden, dass — wie bereits von Linthorst et al. fur Morbus Fabry vermutet - 1gG
auch bei M. Hunter eine Rolle bei den reduzierten Enzymaktivitaten im Mischse-
rum spielt (163).
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Die beiden Patienten, die als positiv flr persistierende neutralisierende Antikorper
eingestuft wurden, sind beide neuropathisch betroffen und die Genveranderungen
sind bekannt. Die Deletion des einen Patienten gehort zu den grofRen, die Missen-
se Mutation zu den kleinen Genveranderungen. Barbier et al. untersuchten eben-
falls den Genotyp der Patienten mit neutralisierenden Antikdrpern und es zeigte
sich, dass Patienten mit Nonsense- oder Frameshift-Mutationen eine erhohte
Wahrscheinlichkeit haben, Antikérper zu entwickeln. Sie erklarten die Zusammen-
hange von Nonsense- oder Frameshift-Mutation und der Antikérperbildung mit der
Unfahigkeit dieser Patienten eine Restmenge von antigen-intaktem IDS herzustel-
len. Wahrend Patienten mit Missense-Mutationen zwar auch ein katalytisch man-
gelhaftes, aber antigen-intaktes Enzym produzieren und dadurch weniger anfallig
fur Antikorperbildung gegen Elaprase® erscheinen (148). Ein Zusammenhang wie
Barbier et al. ihn zwischen den Mutationen und der Entwicklung von neutralisie-
renden Antikdrpern fanden, konnte bei den beiden Patienten, die im Mischserum
als PNAK+ eingestuft werden, nicht gefunden werden, da zwei unterschiedliche
Mutationen vorliegen. Die kleine Genveranderung flhrt wahrscheinlich zu einem
katalytisch mangelhaftem, aber antigen-intaktem Enzym wahrend der Patient mit
der Deletion kein Enzym produziert und doch entwickelten beide Patienten persis-

tierende neutralisierende Antikdrper.

Eine konstante Uberwachung der Patienten beziiglich neutralisierender Antikorper
ist weiterhin von Interesse und sollte in weiteren Studien untersucht werden, um
weitere Kenntnisse zu gewinnen und eine individuell verbesserte Betreuung und
Therapie zu gewahrleisten (167). Ein zukinftiges Ziel kbnnte die Entwicklung ei-
nes Therapieprotokolls zur Induktion einer Immuntoleranz bei Patienten mit persis-
tierenden neutralisierenden Antikdrpern sein. Allgemein ist jedoch eine Zusatzbe-
lastung von M. Hunter-Patienten so weit wie mdglich zu vermeiden und dies nicht
nur weil die meisten Betroffenen Kinder sind, sondern weil nach den 88 40 und 41
des Arzneimittelgesetztes das Gebot der Minimalbelastung der Patienten als Vo-
raussetzung fur klinische Prifungen gilt. Die Krankheit an sich ist auf3erdem fur
die Patienten selbst und die Familien meist ohne weitere Komplikationen eine
grof3e physische und psychische Belastung, da sie mit einer progredienten und
terminalen Krankheit zu kdmpfen haben, die ihren Alltag an sich stark einschrankt
(1;2;5;81;133).
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5.2.2 Validierung der Neutralisationskapazitatsbestimmung und der
Einfluss der Verdinnungslésung

Validierung der Bestimmung der Neutralisationskapazitat

Verdinnungsreihen mit Serum von Patient Nr. 26 und 23 und Messungen der IDS-

Aktivitat im Mischserum

Zur Validierung der Messung der IDS-Aktivitat im Mischserum bzw. der Neutralisa-
tionskapazitat wurden 50 pl verdinntes Patientenserum pro Messung benétigt. Es
wurden jeweils insgesamt 100 ul verdinntes Patientenserum hergestellt, um den
potentiellen Fehler beim Pipettieren zu minimieren. Sowohl fr Patient Nr. 26 als
auch bei Patient Nr. 23 zeigen sich abfallende Enzymaktivitaten bei geringerem
Anteil des Patientenserums (siehe Abbildung 9 und Abbildung 10). Die Antikérper
der beiden Patienten behindern das intakte Enzym des Gesunden und sind dem-
entsprechend neutralisierender Natur. Je mehr Antikdrper mit Neutralisationska-
pazitat sich im Serum der Patienten befinden, umso starker fallt die IDS-
Enzymaktivitat ab. Einen @hnlichen Versuch bei Morbus Fabry Patienten mit neut-
ralisierenden Antikdpern wurde von Linthorst et al. durchgefuhrt (163). Linthorst et
al. inkubierten ebenfalls unterschiedliche Mengen an Patientenserum mit dem
ERT Praparat Agalsidase alfa (Replagal®) oder Agalsidase beta (Fabrazyme®) -
und bestimmten die Enzymaktivitat. Die Kurvenverlaufe der Enzymaktivitaten der
Agalsidase alfa und beta in Abhéangigkeit vom Volumenanteil des Patientenserums
in der Probe sind &hnlich. Linthorst et al. vermuteten, dass die neutralisierenden
Antikorper bei Patienten mit ERT zur Bildung von Enzym-Antikdrper-Komplexen
fuhren kann, die wiederum von Leukozyten aufgenommen werden und somit nicht
mehr zur Therapie der Endothelzellen der verschiedenen Organsysteme zur Ver-
fugung stehen (163). Auch fur Morbus Gaucher gibt es vergleichbare Ergebnisse
bei der Inkubation unterschiedlicher Volumina von Patientenserum mit neutralisie-
renden Antikdrpern und Alglucerase (Ceredase®) (159). Auch bei diesen Untersu-
chungen bilden die gemessenen Enzymaktivitaten abfallende Kurven (159). Wei-
terfihrende Untersuchungen zeigten, dass die neutralisierenden Antikdrper der
beiden untersuchten M. Gaucher-Patienten auch deren eigenes noch produzier-
tes, fehlerhaftes Enzym inhibiert. Die Inhibition fiel jedoch deutlich schwécher aus
als bei den Versuchen mit der rekombinanten Ceredase®. Die Arbeitsgruppe ver-
mutete daraufhin, dass mehrere Epitope des Enzyms mit den neutralisierenden
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Antikdrpern interagieren (159). Sollte dies auch bei M. Hunter der Fall sein, so ist
jedes Serum mit neutralisierenden Antikorpern vermutlich aus unterschiedlichen
Antikdrpern zusammengesetzt, die wiederum mit den verschiedensten Epitopen
des Enzyms der ERT interagieren und nicht alle neutralisierende Eigenschaften
besitzen. Aufgrund der heterogenen Zusammensetzung folgt die Hemmung ver-
mutlich keiner eindeutigen Kinetik. Auch wenn keine eindeutige Kinetik erkennbar
ist, so zeigen die Untersuchungsergebnisse der beiden Verdiinnungsreihen von
Patient Nr. 23 und 26, dass je mehr neutralisierende Antikorper im Serum des Pa-
tienten vorhanden sind, desto starker erfolgt die Hemmung des Enzyms im Serum
des Gesunden (vgl. Abbildung 9 und Abbildung 10 in 4.2.2). In der Publikation von
Ponce et al. wird von einem Therapieversuch mit Cyclophosphamid zur Immun-
suppression bzw. Alglucerase-Gewdhnung berichtet, die aber keine Reduzierung
der NAK-Titer brachte. Eine vortubergehende Beendigung der Therapie fuhrte hin-
gegen zur Verminderung der NAK-Titer (159). Gawryl und Hoyer untersuchten die
neutralisierenden Antikdrper gegen Faktor VIII bei Hamophilie-Patienten (195). Bei
der Inkubation von gepooltem Normalplasma mit verdiinntem Antikdrper-haltigem
Plasma zeigten sich zwei unterschiedliche Inaktivierungsmuster. Eine Erklarung
konnten zwei verschiedene Typen von Antikdrpern sein. Bei den Typ | Antikdrpern
folgt die Inaktivierung einer linearen Beziehung. Typ Il Antikérper hingegen haben
eine nichtlineare (komplexe) Beziehung zwischen Restaktivitat und Antikérperkon-
zentration und die resultierenden Aktivitatskurven ahneln den IDS-Aktivitatskurven
von Patient 23 und 26 (195-197). Dies lasst darauf schliel3en, dass es sich bei den
neutralisierenden Antikdrpern von Patient Nr. 23 und 26 um Typ Il Antikdrper mit
komplexer Beziehung zwischen Restaktivitdt und Antikdrperkonzentration handelt.
Zudem steht der Befund in Ubereinstimmung mit der Annahme von Ponce et al.
nach der das Serum der NAK+ Patienten unterschiedliche Antikdrper beinhaltet,
welche mit verschiedenen Epitopen des Enzyms der ERT interagiert (159;195).
Auch Gawryl und Hoyer sprachen bei Typ Il Antikdrpern von einer heterogenen
Zusammensetzung, die mit mehreren Epitopen reagieren. Die Arbeitsgruppe ver-
mutete, dass die Epitope an denen die Typ Il Antikdrper binden weiter vom kataly-
tischen Zentrum entfernt liegen als die der Typ | Antikérper. Sie vermuteten eben-
so, dass sterische Effekte bei der Hemmung eine Rolle spielen kénnten und dass
die Immunkomplexe noch eine Restaktivitat aufweisen kdénnen (195). Trifft dies

auch auf M. Hunter Antikorper zu, so misste man von Typ Il AntikGrpern ausge-
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hen, deren heterogene Zusammensetzung das substituierte Enzym nur partiell

hemmt.

Bei Patienten mit neutralisierenden Antikérpern konnte es sinnvoll sein zu klaren,
wieviel pl Patientenserum fur eine 50% Hemmung einer bestimmten Menge an
Idursulfase notig sind (159). Dies wirde eine bessere Vergleichbarkeit der Ergeb-
nisse der Patienten mit neutralisierenden Antikdrpern untereinander schaffen, da
die IDS-Aktivitat des Gesunden ebenfalls Schwankungen unterliegt. Es wirde je-
doch auch bedeuten, den Patienten bei jedem Besuch mehr Blut abzunehmen, um

eine ausreichende Blutmenge fur die anschliel3enden Tests zu gewahrleisten.

Einfluss der Verdinnungslosung auf die IDS-Aktivitat

1. Verdiinnungsreihe und Messung der IDS-Aktivitat von Serum eines gesunden

Menschen und Aqua ad iniectabilia als Verdilnnungsldsung

Fur die Neutralisationskapazitatsbestimmung wurde Aqua ad iniectabilia als Ver-
dunnungsmittel verwendet, deshalb wurde im Anschluss Uberprift inwieweit die-
ses Verdunnungsmittel Einfluss auf die Aktivitdt von IDS besitzt. Die Ergebnisse
der Untersuchung bestatigen, dass je mehr Serum des Gesunden und demnach
auch je mehr IDS in den Proben enthalten war, desto mehr stieg die gemessene
Aktivitat an. Die in Abbildung 11 gezeigte Parabelform der IDS-Aktivitat in Abh&n-
gigkeit von der Serumkonzentration wurde auch bei der Validierung des Assays im
hiesigen Biochemischen Labor des Zentrums fir Kinder- und Jugendmedizin ge-
funden (173).

In Abbildung 35 ist die Regressionsgerade fir 40% bis 100% Gehalt an Serum
des Gesunden dargestellt. Linearitat konnte = 40% Gehalts an Serum des Gesun-
den festgestellt werden. Die Regressionsgerade kann mit der Geradengleichung
y = 2,9918x + 86,89 beschrieben werden. Der Korrelationskoeffizient R? betragt
0,975.
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Abbildung 35: Lineare Regressionsgerade der Ergebnisse der IDS-Enzymaktivitatsmessung
mit Aqua ad iniectabilia als Verdinnungslésung und 40% bis 100% Serum eines Gesunden
(*n=3)

Innerhalb des Konzentrationsbereichs 40-100% hat Aqua ad iniectabilia als Ver-
duinnungslésung keinen Einfluss auf die Aktivitat von IDS. Unterhalb von 195
nmol/4h/ml besteht kein linearer Zusammenhang. Die untere Nachweisgrenze
(Lower limit of quantification (LLOQ)) liegt etwa bei 130 nmol/4h/ml (hier bei 35%
Anteil an Serum des Gesunden). Dieser Wert zeigt auch sehr hohe Standardab-
weichungen. Ubertragt man diese Ergebnisse auf die Messung der Neutralisati-
onskapazitat im Mischserum wirde dies bedeuten, dass die im Serum des Ge-
sunden gemessene IDS-Aktivitdt dahin gehend zu prifen ist, ob genigend En-
zymaktivitat vorhanden ist, dass eine 1.1 Verdinnung immer noch valide Ergeb-
nisse liefert. Um zu vermeiden, dass Patienten deren IDS-Bestimmungen im
Mischserum innerhalb des Grenzbereiches lagen als PNAK+ galten, wurde analog
Barbier et al. festgelegt, dass an drei oder mehr aufeinanderfolgenden Blutunter-
suchungen neutralisierende Antikérper gefunden werden missen (148). Bei allen
als NAK+ eingestuften Blutproben lagen die IDS-Aktivitaten im Mischserum unter-
halb von 48 nmol/4h/ml (siehe Tabelle 15). Die Absolutwerte der Blutproben, die
als NAK+ eingestuft wurden, sind daher wahrscheinlich nicht als valide einzustu-
fen, aber es liegt eindeutig eine Hemmung der IDS vor. Drei Sollwerte bei den

IDS-Aktivitatsmessungen im Mischserum mit reduzierter Aktivitdt von Patient Nr.
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23 und 26 lagen zwischen 121 nmol/4h/ml und 130 nmol/4h/ml und somit im
Grenzbereich der LLOQ, jedoch war dies fur die Einteilung der Patienten als
PNAK+ nicht relevant.

2. Verdiinnungsreihe und Messung der IDS-Aktivitat mit Elaprase® und Aqua ad

iniectabilia als Verdiinnungslésung

Zur Validierung der Enzymaktivitatsmessungen bei hoheren Nennaktivitaten wur-
de der Effekt der Verdinnungslésung nicht im Serum, sondern mit dem ERT Pra-
parat Elaprase® untersucht. Die genaue Nennaktivitat der eingesetzten Idursulfase
ist aufgrund eines nicht vergleichbaren Assays zur Bestimmung der IDS-
Enzymaktivitat bei Shire Pharmaceuticals unbekannt. Abbildung 12 zeigt, dass bei
héheren Verdiinnungen geringere Enzymaktivitdten gemessen wurden. Die Kurve
beinhaltet einen starken Anstieg der Enzymaktivitdt bei einer Verdinnung von
1:12.500 und 602 nmol/4h/ml. Bei sehr hohen Konzentrationen von Elaprase®
wurden auf3erdem grofR3e Standardabweichungen festgestellt. Das spricht fir eine
Ungenauigkeit der Testung bei sehr hohen Enzymaktivitdten, so dass auch bei
Werten ab 600 nmol/4h/ml keine valide Quantifizierung méglich ist und hier ver-
mutlich die obere Nachweisgrenze (Upper limit of quantification (ULOQ) liegt. Bei
der Bestimmung der Neutralisationskapazitat im Mischserum wurde kein Wert in
diesen Bereichen gemessen (siehe Anhang 14 Tabelle 38). Die in Abbildung 36
dargestellte Regressionsgerade enthalt die Werte unterhalb von 602 nmol/4h/mi
mit den Verdinnungen 1:15.000 bis 1:90:000 und konnte mit der Geradenglei-
chung y = -0,005x + 538,11 beschrieben werden. Der Korrelationskoeffizient R?
betragt 0,9467.
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Abbildung 36: Lineare Regressionsgrade der Ergebnisse der IDS-Enzymaktivitatsmessung
der Elaprase®—VerdUnnungen 1:15.000 bis 1:90:000 mit Aqua ad iniectabilia als Verdin-
nungslésung (*n=3, *n=2)

Innerhalb dieses Konzentrationsbereiches hat Aqua ad iniectabilia als Verdin-
nungslosung keinen Einfluss auf die Aktivitat von IDS und es kann bei gemesse-
nen Enzymaktivitaten unterhalb von 600 nmol/4h/ml bis hin zu 130 nmol/4h/ml
(FLLOQ) von validen Ergebnissen ausgegangen werden. Bei den IDS-
Aktivitdtsmessungen im Mischserum mit reduzierter Aktivitdt entsprach der ge-
ringste Sollwert der zu messenden Aktivitat 121 nmol/4h/ml bei einer 1:1 Verdin-
nung des Serum des Gesunden mit dem Patientenserum (siehe Tabelle 15). Dies
liegt im Grenzbereich der LLOQ, jedoch wurde kein Patient aufgrund von einem

einzelnen Ergebnis als PNAK+ eingestuft.

3. Verdunnungsreihe und Messung der IDS-Aktivitdt mit Elaprase® und Dulbecco

Puffer als Verdinnungslosung

In einem weiteren Versuch wurde Aqua ad iniectabilia als Verdlinnungslésung fur
Elaprase® mit Dulbecco Puffer ausgetauscht, um zu sehen, ob mit einer physiolo-

gischen Verdunnungslosung uber einen gréReren Konzentrationsbereich eine li-
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neare Beziehung fir die IDS-Aktivitat vorliegt und in wieweit der pH-Wert eine Rol-
le bei der IDS-Aktivitatsmessung spielt. Dulbecco Puffer ist eine ausgewogene
Salzlésung, die fur die Handhabung und das Kultivieren von Saugetierzellen ver-
wendet wird. Der Phosphatpuffer héalt den pH-Wert im physiologischen Bereich
(198). Bei gleichen Verdinnungen lagen die gemessenen Enzymaktivitaten weit
unter denjenigen mit Aqua ad iniectabilia als Verdunnungslosung. Das pH-
Optimum der IDS liegt zwischen 4,8 und 5,2, so dass eine Pufferldsung wie Dul-
becco Puffer ein unginstiges Medium zur Messung der IDS-Enzymaktivitat ist.
Jenseits des pH-Optimums verringert sich die Enzymaktivitat und kann vermutlich
ab einem bestimmten pH-Wert auch komplett erliegen (79). Allerdings bestatigen
die Ergebnisse dieser Untersuchung die Sensitivitdt und Spezifitat der gewahlten
Methode.

4. Messung der IDS-Aktivitat von Elaprase® 1:10.000 Verdiinnung und vier

verschiedenen Verdiinnungsldésungen

In einem abschlieRenden Versuch wurde eine konstante 1:10.000 Verdinnung
von Elaprase® mit verschiedenen Verdinnungslésungen und Mischungsverhalt-
nissen hergestellt und die IDS-Enzymaktivitat gemessen. Dabei wurde bestétigt,
dass Dulbecco Puffer aufgrund seiner Pufferkapazitat und der lonenkonzentration
einen negativen Einfluss auf die Enzymaktivitat von IDS hat. Auch isotone Koch-
salzlésung als Verdinnungslésung reduzierte die IDS-Aktivitaten. Es kommt durch
die in der Losung vorhandenen lonen wahrscheinlich zu einer Konformationsande-
rung des Enzyms, welche eine reduzierte Aktivitdt zur Folge hat. Der Zusatz von
Humanalbumin scheint jedoch einen positiven Einfluss auf die Enzymaktivitat von
IDS zu haben. Humanalbumin wurde zugefiigt, weil in der aktualisierten Herstel-
leranleitung zur Messung der IDS-Aktivitdt im Serum der Zusatz von 0,2% Hum-
analbumin-Ldsung und nicht reines Aqua ad iniectabilia als Blindprobe empfohlen
wird (191). Bei extremer Verdiinnung von Elaprase® lagen keine physiologischen
Bedingungen im Medium vor. Der Zusatz von Humanalbumin zu der isotonen Nat-
riumchloridlésung sollte die Bedingungen im Serum nachahmen. Ein deutlicher
Anstieg der gemessenen IDS-Enzymaktivitat konnte jedoch nur erreicht werden,
wenn die beiden Verdinnungsschritte und Messung mit der Mischung aus isoto-
ner Natriumchloridlésung/Humanalbumin durchgefuhrt wurden. Das Ergebnis lag
mehr als doppelt so hoch als das der ausschliel3lich mit Aqua ad iniectabilia her-
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gestellten Probe. Vermutlich stabilisiert der Zusatz von Humanalbumin das Enzym
IDS und verhindert eine Adsorption des Enzyms an die Reaktionsgeféal3e und die
Pipettenoberflachen (199;200). Die Herstelleranleitung empfiehlt, dass die 1.5
Verdinnung im Inkubationsschritt 1 der Aktivitatsmessung von IDS ausschliel3lich
mit Aqua herzustellen ist (191). Da die Validierung im hiesigen Biochemischen
Labor ohne Humanalbumin-Zusatz und ausschliel3lich mit Aqua ad iniectabilia
durchgefiihrt worden war, wurde Aqua ad iniectabilia als Verdinnungslésung fir
die Untersuchungen beibehalten (173). Zudem befindet sich die gemessene En-
zymaktivitat mit Aqua ad iniectabilia als Verdinnungslosung im linearen Bereich
der Regressionsgeraden und ergibt somit valide Ergebnisse zur IDS-
Enzymaktivitat (vgl. Abbildung 35 und Abbildung 36). Shire Pharmaceuticals ver-
wendet zur Bestimmung der Nennaktivitat der eingesetzten ldursulfase einen nicht
vergleichbaren Assay mit verschiedenen Reaktionskomponenten und Reaktions-
bedingungen. Flr einen gultigen Vergleich mussten die gleichen Reaktionsbedin-

gungen verwendet werden (201).

5.3 Anti-Elaprase®Immunglobulin G und E bei Morbus Hunter-Patienten

Es ist festzustellen, dass Patienten, die eine reduzierte IDS-Aktivitat im Mischse-
rum zeigen, auch immer positiv auf Anti-Elaprase®-1gG getestet wurden und diese
sogar persistierend aufwiesen. Es scheint somit eine Kausalitat zwischen einer
reduzierten IDS-Aktivitat im Mischserum und dem Nachweis von Anti-Elaprase®-
Immunglobulin G zu geben. Es kann demnach davon ausgegangen werden, dass
— wie bereits von Linthorst et al. vermutet — Anti-Elaprase®-IgG auch bei M. Hunter

eine Rolle bei den reduzierten Enzymaktivitdten im Mischserum spielt (163).

Der Antikorperstatus und die Beziehung zwischen dem Auftreten von Anti-
Elaprase®-1gG und neutralisierenden Antikérpern ist in Tabelle 21 in 4.3 gezeigt.
Vergleicht man die Daten mit den Resultaten der 63 untersuchten Patienten von
Barbier et al., so sind die Ergebnisse sehr &hnlich. Barbier et al. fanden in ihrer
Studie bei 32 Patienten (51%) in mindestens einer Blutabnahme Anti-Elaprase®-
IgG. 23 Patienten (37%) entwickelten diese persistierend. 13 Patienten (21%)
wurden positiv auf neutralisierende Antikdrper getestet und acht Patienten (13%)
zeigten persistierende neutralisierende Antikorper (148). Die Unterschiede der
Prozentzahlen zu den eigenen Ergebnissen kénnen auf das kleine Patientenkol-
lektiv zurtickgefuihrt werden. Eine Ahnlichkeit ist jedoch deutlich erkennbar.
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Die gebildeten Anti-Elaprase®-IgG haben zu einem hohen Anteil neutralisierende
Eigenschaften. Zudem scheint eine heterogene Zusammensetzung der neutrali-
sierenden Antikdrpern vorzuliegen, die jeweils mit den unterschiedlichsten Epito-
pen der rekombinanten IDS reagieren und Anti-Elaprase®IgG beinhalten
(159;195).

Bezieht man die Zeitpunkte der Bestimmungen mit ein, so stimmt die Einteilung
der Patienten aufgrund der Ergebnisse der IDS-Enzymaktivitaten im Mischserum
mit denen der Anti-Elaprase®-Immunglobulin G-Bestimmung beziiglich der persis-
tierenden neutralisierenden Antikorper Uberein (vgl. 4.3). Bei Patienten mit nicht
persistierenden neutralisierenden Antikérpern (PatlD 3, 29) kann von einer Tole-
ranzentwicklung ausgegangen werden, die wahrscheinlich wie bei M. Gaucher-
Patienten mit einer verringerter Produktion von neutralisierenden Antikérpern ein-
hergeht (156).

54 Korrelation der biochemischen und klinischen Parameter mit den

Antikdrperbestimmungen

Bei der Auswertung der biochemischen und klinischen Parameter wurden die je-
weils erste und letzte Untersuchung des Patienten verglichen, da die erhobenen
Daten sehr heterogen in ihrer Dichte und der Ladnge des Beobachtungszeitraums
waren. Der Startpunkt der ERT war bei allen Patienten sehr verschieden und so-
mit variierte auch die Lange des Beobachtungszeitraums. Die Dichte der erhobe-
nen Daten schwankt ebenfalls von Patient zu Patient, da nicht jeder Patient bzw.
dessen Eltern halbjahrlich die Verlaufskontrollen wahrnahm. Die Grinde hierfar
kbénnen mangelnde Verbesserung und das frihere Versterben der neuropathisch
betroffenen Patienten sein (81). Die Auswertung und Beurteilung gestaltete sich

somit schwierig.

54.1 Glykosaminoglykan-Ausscheidung (DMB-Test)

Bei den teilnehmenden M. Hunter-Patienten sinkt die GAG-Ausscheidung im Urin
je langer sie die ERT erhielten. Diese Entwicklung war tbereinstimmend mit den
Zulassungsstudien und der offenen Anschlussstudie (103;140;147). 53% der Pati-
enten zeigten sogar eine Abnahme, in der Phase Il/lll der klinischen Studie hatten
26 von 64 Patienten (41%) nach 53 Wochen ERT normalisierte GAG-

Ausscheidungen im Urin.
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Die Patienten mit persistierenden neutralisierenden Antikérpern gegen Elaprase®

hatten nur bei 2 der 18 Untersuchungen GAG-Ausscheidungen in Urin unterhalb
des Normwertes. Ein Einfluss der persistierenden NAK auf die GAG-
Ausscheidung kann allerdings daraus nicht abgeleitet werden. Barbier et al. be-
schreiben, dass die Entwicklung von Antikdrpern einen Einfluss auf die GAG-
Ausscheidung im Urin hat, den sie jedoch nicht als klinisch relevant ansehen. Beli
allen Patienten reduzierte sich die GAG-Ausscheidung, jedoch zeigten sowohl die
AK+ als auch die NAK+ Patienten héhere GAG-Ausscheidungen als die jeweils
AntikOrper-negativen Patientengruppen. Sie gingen von inharenten Unterschieden
der Patenten aus, die sich bei diesem Parameter auswirken. Barbier et al. be-
schrieben jedoch nicht die Untergruppe der PNAK+ Patienten und beschrankten
sich in Ihrer Auswertung nur auf nicht neuropathisch betroffene Patienten, so dass
keine direkte Vergleichbarkeit der Studien vorhanden ist (148). Weitere Untersu-
chungen sind erforderlich, um mehr Patienten mit persistierendenen neutralisie-
renden Antikorpern, z.B. in HOS, zu identifizieren und hinsichtlich des Einflusses
dieser Antikdrper auf die Entwicklung der GAG-Ausscheidung im Urin zu untersu-

chen.

5.4.2 Kardiologische Beteiligung

Die kardiologische Beteiligung ist bei M. Hunter-Patienten progressiv und beginnt
bereits in einem frihen Stadium. Etwa zwei Drittel der Patienten zeigten in einer
Untersuchung von Kampmann et al. kardiologische Symptome (116). Die Uberwa-
chung der kardiologischen Parameter ist bei M. Hunter-Patienten unerlasslich, da
es eine der wenigen Untersuchungen ist, bei der die neuropathische Beteiligung
der Patienten eine untergeordnete Rolle spielt, da nur eine geringe Mithilfe der
Patienten bei der Untersuchung nétig ist. Jedoch sind Patienten mit neuropathi-
scher Beteiligung oft unruhig, so dass eine Mehrfacherhebung und eine Verwen-
dung der Mittelwerte meist nicht moglich waren. Die Echokardiographie weist zu-
satzlich eine hohe Interobserver-Variabilitdt bei gleicher Intracbserver-Variabilitat
auf. Mithilfe der Strategie, dass die Untersuchungen von einem erfahrenen Kin-
derkardiologen durchgefuhrt wurden, umging man diese Methodenschwéache
(2;179). Kritisch muss aulRerdem betrachtet werden, dass bei dieser Untersuchung
der Mainzer M. Hunter-Patienten nicht Gber einen gleichen Zeitraum die gleiche
Anzahl an Patienten beobachtet wurde. So wurden die Ergebnisse der jeweils ers-
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ten und letzten Untersuchung des Patienten verglichen, da auch die erhobenen
Daten sehr heterogen in ihrer Dichte waren. Um eine valide Aussage uber den
Effekt der ERT und den Einfluss der neutralisierenden Antikérper auf den Effekt
treffen zu kbnnen, musste eine konstante Patientenzahl und eine gréf3eren Zahl
an PNAK+ Patienten tber einen definierten Zeitraum beobachtet und in regelma-
Bigen Zeitabstanden untersucht werden.

1. Relative Wanddicke des linken Ventrikels (RWT) und auf die

Korperlange indizierte linksventrikulare Muskelmasse (LVM_H)

Zur besseren Vergleichbarkeit der Patienten wurde mit der LVM_H gearbeitet, da-
bei wird die linksventrikulare Muskelmasse auf die Korperlange indiziert. Die Hau-
figkeit der Kardiomyopathie kann dabei als falsch zu hoch angenommen werden,
da die M. Hunter-Patienten aufgrund der Gelenkkontrakturen Schwierigkeiten ha-
ben sich gerade aufzustellen und die Feststellung der Kérpergréf3e problematisch
ist. Es kann davon ausgegangen werden, dass haufig eine zu kleine gemessene
Kdrperlange verwendet wurde, die wiederum eine zu hohe LVM_H als Folge hat
(116;140;202). Zusatzlich muss ein positiver Effekt der ERT auf die Gelenkkon-
trakturen bedacht werden. Fir den Effekt auf die LVM_H wirde dies bedeuten,
dass sich zusatzlich zum Ruickgang der LVM_H aufgrund der ERT, die LVM_H
auch aufgrund der besseren Beweglichkeit der Wirbelsaule, resultierend in einer

groReren Korperlange, zurickgeht (116;140;202).

Bei 30% der Patienten zeigte sich eine Verbesserung der LVM_H unter ERT, bei
40% zeigte sich keine Verdnderung. Nur 10% verschlechterten sich bzgl. der
LVM_H. In zwei friheren Studien wurde die Abnahme der LVM_H bei M. Hunter-
Patienten unter ERT berichtet (143;202). Es kann demnach von einem positiven
Einfluss der ERT auf die LVM_H ausgegangen werden. Beide Patienten mit per-
sistierenden neutralisierenden Antikdrpern zeigten ebenfalls eine Verbesserung
oder keine Verédnderung der LVM_H unter ERT. Ein &hnliches Bild ergibt sich fur
die Ergebnisse der RWT. 33% der Patienten zeigen einen Rickgang, 50% keine
Veranderung der RWT unter ERT. Eine Abnahme der RWT unter ERT wurde auch
2011 von Sulistyo Winarto beschrieben (202). Es kann demnach ausgegangen
werden, dass die ERT einen positiven Einfluss auf die Geometrie des linken
Ventrikels hat. Beide Patienten mit persistierenden neutralisierenden Antikdrpern
zeigten ebenfalls eine Verbesserung oder keine Verdnderung der RWT unter ERT.
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Aufgrund der kleinen Patientenzahl mit persistierenden neutralisierenden Antikor-
pern lasst sich keine Aussage machen, ob diese einen Einfluss auf die LVM_H
oder RWT haben. Weitere Untersuchungen sind nétig, um mehr Patienten mit
persistierendenen neutralisierenden Antikdrpern, z.B. in HOS, zu identifizieren und
hinsichtlich des Einflusses dieser Antikdrper auf die Entwicklung der LVM_H und
RWT zu untersuchen.

2. Aortenklappeninsuffizienz (Al) und Mitralklappeninsuffizienz (Ml)

Fur andere Mukopolysaccharidosen wurde berichtet, dass die ERT eine Stabilisie-
rung der Al und MI bewirkt ohne eine bereits entstandene Klappeninsuffizienz zu
verbessern (181;203). Ein direkter Vergleich von bisher veréffentlichten Studien ist
jedoch schwierig, da die Unterteilung der Schweregrade der Insuffizienzen sich in
den Studien unterscheidet. Auch die Einteilung der Schweregrade ist nicht immer
beschrieben. In der hier vorliegenden Studie wurden die Schweregrade der Insuf-
fizienzen nach Zoghbi et al. kategorisiert (180).

Im Mainzer Kollektiv der M. Hunter-Patienten konnten die stabilisierenden Effekte
der ERT bestatigt werden. Ein Grol3teil der Patienten (60% bzw. 50%) zeigten kei-
ne Veranderung der Al bzw. MI unter ERT. Bei 10% bzw. 30% der Patienten ver-
besserten sich die Al bzw. Ml unter ERT. Bei 20% bzw. 10% der Patienten hinge-
gen verschlechterten sich die Al bzw. Ml unter ERT. Die Veranderungen der Insuf-
fizienzen unter einem echokardiographisch diagnostizierten Grad gingen nicht mit

ein, da dieser dem Interpretationsspielraum des Untersuchers entspricht.

Der PNAK+ Patient Nr. 23 zeigte im Verlauf eine Verschlechterung beider Klap-
peninsuffizienzen. Bei diesem Patient scheinen die persistierenden neutralisieren-
den Antikorper den stabilisierenden Effekt der ERT aufzuheben. Patient Nr. 26
zeigte jedoch keine Veradnderung der Al und die Ml verbesserte sich sogar im Ver-
lauf der ERT um einen Schweregrad. Aufgrund der kleinen Patientenzahl und der
unterschiedlichen Entwicklung der beiden Patienten mit persistierenden neutrali-
sierenden Antikdrpern lasst sich keine Aussage machen, ob diese einen Einfluss
auf die Entwicklung der Al bzw. MI hat. Weitere Untersuchungen sind nétig, um
mehr Patienten mit persistierendenen neutralisierenden Antikdrpern zu identifizie-
ren und hinsichtlich des Einflusses dieser Antikorper auf die Entwicklung der Al

und MI zu untersuchen.



Diskussion Seite 150

3. Aortenstenose (AS) und Mitralstenose (MS)

Bis heute gibt es kaum Berichte, die den Einfluss der ERT auf Aorten- und Mitral-
stenose bei Patienten mit Mukopolysaccharidosen betrachten. Kampmann et al.
berichteten von Aorten- und Mitralstenosen ohne auf den klinischen Effekt der
ERT einzugehen (116). Fur M. Maroteaux-Lamy wurde erst kirzlich gezeigt, dass
nach einer durchschnittlichen ERT-Therapiedauer von 5,6 Jahren keine Anderung
der Aorten- und Mitralinsuffizienz oder der Aorten- und Mitralstenose festgestellt
wurde (181). Auch bezuglich der Stenosen ist ein direkter Vergleich von bisher
veroffentlichten Studien schwierig, da die Kategorisierung der Schweregrade der
Stenose sich in den Studien unterscheidet. In der hier vorliegenden Studie wurden
die Schweregrade der Aortenstenose nach Kampmann et al., die der Mitralsteno-

se nach Bonow et al. kategorisiert (181;182).

Bereits die Mediane im Mainzer Kollektiv der M. Hunter-Patienten, die in Tabelle
26 dargestellt sind, zeigen keine oder geringe mittlere Druckgradienten Uber der
Aorten- bzw. Mitralklappe, jedoch weist der maximal gemessene Druckgradient
sowohl Uber der Aorten- als auch der Mitralklappe auf Stenosen hin. Die in dieser
Studie untersuchten M. Hunter-Patienten weisen ebenfalls mit ihren Ergebnissen
auf zumindest eine weitgehende Stabilisierung im Hinblick auf die Aorten- bzw.
Mitralstenose hin. Der grof3te Teil der Patienten (70% bzw. 67%) zeigte keine Ver-
anderung der AS bzw. MS unter ERT. Bei einem geringen Teil verbesserte sich
und bei einem noch geringeren Teil verschlechterte sich die AS bzw. MS unter
ERT.

Beide Patienten mit persistierenden neutralisierenden Antikdrpern zeigten unter
ERT keine Veranderung der Stenosen. Aufgrund der kleinen Patientenzahl mit
persistierenden neutralisierenden Antikérpern lasst sich keine Aussage machen,
ob diese einen Einfluss auf die Entwicklung der AS bzw. MS haben. Weitere Un-
tersuchungen sind nétig, um mehr Patienten mit persistierendenen neutralisieren-
den Antikorpern zu identifizieren und hinsichtlich des Einflusses dieser Antikdrper

auf die Entwicklung der AS und MS zu untersuchen.

5.4.3 Respiratorische Beteiligung

In friiheren Studien wurde gezeigt, dass Elaprase® zwar keinen statistisch signifi-

kanten Einfluss auf die FVC in Prozent vom Soll hat, jedoch die absolute FVC sig-
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nifikant verbessert (103;140). Auch Okuyama et al. beschrieben bei neun M. Hun-
ter-Patienten eine klinisch bedeutsame, aber nicht signifikante Verbesserung der
Vitalkapazitat nach zwolf Monaten ERT (143). Der Einfluss von ERT auf FEV; ist
bisher noch nicht untersucht, so dass kein Vergleich gezogen werden kann. In der
vorliegenden Untersuchung zeigten 20% der Patienten eine Verbesserung, 23%
keine Veranderung und 10% eine Verschlechterung der FVC in Prozent vom Soll.
Ahnliche Werte ergaben sich bei der Auswertung zu FEV; in Prozent vom Soll.
Aufgrund des Alters, fehlender Mitarbeit oder einer gravierenden neuropathischen
Beteiligung waren 14 Patienten (47%) der Patienten gar nicht dazu in der Lage
eine Spirometrie oder Bodyplethysmographie durchzuftihren, da beide Messme-
thoden eine Mitarbeit des Patienten erfordern. Wurde eine Messung mit reduzier-
ter Mitarbeit des Patienten durchgefuhrt, so sind bei dieser Messung schlechtere
Lungenkapazitaten bestimmt worden als dies bei vollstandiger Mitarbeit der Fall
gewesen waren. Ob die Unterstiutzung des untersuchten Patienten ausreichend
fur eine aussagekréftige Messung war, entschied der jeweilig durchfihrende Mit-
arbeiter. Auch das Alter ist ein nicht zu vernachlassigender Aspekt, da viele M.
Hunter-Patienten noch nicht das Erwachsenenalter erreicht hatten. Das mediane
Alter der Patienten betrug zum Auswertungstermin 13 Jahre (siehe 4.1.1). Kinder
und Jugendlich fur eine Lungenfunktionsmessung und allgemein zu einem regel-
mafigen Arztbesuch zu motivieren, kann sich als sehr schwierig erweisen und
wirkt sich in jedem Fall auf die Mitarbeit bei den durchzufihrenden Messungen
aus. Die unterschiedliche Zusammensetzung der Studienkollektive lasst keine
Vergleiche der Ergebnisse zu. Kritisch muss betrachtet werden, dass bei dieser
Untersuchung der Mainzer M. Hunter-Patienten nicht Uber einen gleichen Zeit-
raum die gleiche Anzahl an Patienten beobachtet wurde. So wurde die jewells ers-
te und letzte Untersuchung des Patienten verglichen, da auch die erhobenen Da-
ten sehr heterogen in ihrer Dichte waren. Die Grunde hierfir sind in 5.4 genannt.

Beide PNAK+ Patienten Nr. 23 und 26 konnten die respiratorischen Tests nicht
durchfihren und es kann somit keine Aussage getroffen werden, ob persistierende
neutralisierende Antikorper einen Einfluss auf die respiratorische Beteiligung der
M. Hunter-Patienten haben. Barbier et al. untersuchten den Einfluss von Anti-
Elaprase®-Antikdrpern bei M. Hunter-Patienten ohne neuropathische Beteiligung
und fand keinen Einfluss der Antikdrper auf die FVC in Prozent vom Soll (148). Da

sich diese Untersuchung jedoch nur auf nicht neuropathisch betroffenen Patienten
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beschrankt, kann man diese Aussage ebenfalls nicht auf das ganze Kollektiv an
M. Hunter-Patienten ausweiten. Weitere Untersuchungen sind nétig, um mehr Pa-
tienten mit persistierendenen neutralisierenden Antikérpern zu identifizieren, die
eine Spirometrie oder Bodyplethysmographie durchfiihren kénnen, und hinsichtlich
des Einflusses dieser Antikdrper auf die Entwicklung der respiratorischen Beteili-

gung zu untersuchen.

5.4.4 Ergebnisse der Gelenkbeweglichkeit

Ursachlich fur die komplexen Veréanderungen im muskuloskelettalen System wer-
den die Akkumulation der GAG in Knorpel, Knochen und Bindegewebe, die sich
auch in verdickten Gelenkkapseln bemerkbar machen, sowie entzindliche und
apoptotische Prozesse gesehen (1;89). Eine Verminderung der Akkumulation von
GAG durch ERT kann somit in einer Verbesserung der Gelenkbeweglichkeit resul-
tieren. Laut Morini et al. gehort die Schulter — und deren Limitation der Flexion —
zu den meist betroffenen Gelenken und besitzt somit eine gute Aussagekraft fur
diese Untersuchung (93). Die meisten Patienten hatten eine Schulter mit gréRerer
Flexion, was vermutlich an der Handigkeit der Patienten und der damit verbunde-
nen haufigeren Bewegung und indirektem Training im Alltag liegt. Mehrere Auto-
ren betonen die Bedeutung von Bewegungsibungen und Physiotherapie fur die
Gelenkbeweglichkeit, auch wenn es bis jetzt noch keinen Nachweis tber den Nut-
zen der Physiotherapie fur die Gelenkbeweglichkeit der M. Hunter-Patienten gibt
(89;93). Die regelmafiige Durchfiihrung von physiotherapeutischen Bewegungen
erschwert die Vergleichbarkeit der Studien untereinander, da es sehr wahrschein-
lich ist, dass diese die Gelenkbeweglichkeit erh6hen. Zusatzlich muss in Betracht
gezogen werden, dass auch hier eine gewisse Mitarbeit des Patienten notig war.
War diese nicht vorhanden und erhdhte der Patient die Muskelspannung, so wur-
den zu geringe ROM-Werte gemessen. In den meisten Fallen wurde die Messung
der ROM dann allerdings abgebrochen. Auch bei dieser Untersuchung spielt das
Alter des Patienten eine Rolle. Es ist zuséatzlich kritisch anzumerken, dass bei die-
ser Untersuchung der Mainzer M. Hunter-Patienten nicht Gber einen gleichen Zeit-

raum die gleiche Anzahl an Patienten beobachtet wurde.

In der vorliegenden Untersuchung zeigten 50% der Patienten eine Verbesserung,
23% keine Veranderung und 27% eine Verschlechterung der rechten Schulterfle-
xion unter ERT. Ahnliche Werte ergaben sich bei der Auswertung der linken
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Schulterflexion. Somit profitiert ein Grof3teil der untersuchten Patienten von der
ERT. Die Ergebnisse sind ubereinstimmend mit denen anderer Studien in denen
eine Verbesserung der Schulterflexion unter ERT beschrieben wurde (103;143).
Der PNAK+ Patient Nr. 23 zeigte Verschlechterungen sowohl der linken als auch
rechten Schulterflexion. Patient Nr. 26, ebenfalls mit persistierenden neutralisie-
renden Antikorpern, zeigte rechts eine Verbesserung und links keine Veréanderung
der Schulterflexion im Verlauf. Aufgrund der kleinen Patientenzahl und der unter-
schiedlichen Entwicklung der beiden Patienten mit persistierenden neutralisieren-
den Antikdrpern lasst sich keine Aussage machen, ob diese einen Einfluss auf die
Entwicklung der Gelenkbeweglichkeit der Schulter hat. Die Fragestellung musste

in weiteren Untersuchungen nachgegangen werden.

5.4.5 Ergebnisse der Gehstrecke

Die ERT fuhrt zur Verbesserung der Gehstrecke im 6MGT (103;140;143;147). Ei-
ne klinisch bedeutsame Verbesserung der gelaufenen Gehstrecke im 6MGT wur-
de fur die vorliegende Studie erst ab einer Verlangerung um mehr als 35 Meter
definiert und fir jeden Patienten einzeln ausgewertet. Somit sind die bisher verof-
fentlichten Studien nicht direkt vergleichbar mit den Ergebnissen der hier vorlie-
genden Studie. Es zeigten 23% der Patienten eine Verbesserung, 33% keine Ver-
anderung und 33% eine Verschlechterung der Gehstrecke im 6MGT unter ERT.
Ein Grofteil der Patienten zeigte somit mindestens eine Stabilisierung der Geh-

strecke.

Beide PNAK+ Patienten mussten fast alle Gehtests unter Begleitung absolvieren
und zeigten beide eine Verschlechterung im Verlauf der ERT. Aufgrund der klei-
nen Patientenzahl mit persistierenden neutralisierenden Antikérpern lasst sich kei-
ne Aussage machen, ob diese einen Einfluss auf die Entwicklung der Gehstrecke
hat. Barbier et al. untersuchte ebenfalls den Einfluss von Antikbrpern gegen
Elaprase® auf die Gehstrecke im 6MGT. Die Arbeitsgruppe beschrieb, dass per-
sistierende neutralisierende Antikdrper keinen signifikanten Einfluss auf die gelau-
fene Gehstrecke haben. Die genaue Auswertung und Werte der gelaufenen Geh-
strecke wurden jedoch nicht dargestellt (148). Die unterschiedlichen Ergebnisse
kommen wahrscheinlich aufgrund der geringen Patientenzahlen zustande. Erwah-
nenswert ist zusatzlich die neuropathische Beteiligung beider Patienten, die in vie-
len Fallen auf die auch hier benotigte Mitarbeit einen Einfluss hat. Auch die Ge-



Diskussion Seite 154

lenkkontrakturen, die mit dem Alter zunehmen, die korperliche Bewegung im All-
tag, die Physiotherapie und die Lungenfunktion sind weitere zu beriicksichtigende
Faktoren fir die Gehstrecke (89). Aufgrund der vielen Einflussfaktoren ist die Aus-

sagekraft der Gehstrecke sehr eingeschrankt.

5.4.6 Immunantwort auf die Enzymersatztherapie

Barbier et al. fanden einen Zusammenhang zwischen dem Auftreten von infusi-
onsbedingten Reaktionen und der Entwicklung von Antikérpern. Sowohl bei Pati-
enten mit neutralisierenden als auch mit persistierenden neutralisierenden Anti-
korpern zeigte sich aufgrund der kleinen Patientenzahl nur eine Tendenz, dass
neutralisierende Antikorper das Risiko zum Auftritt einer infusionsbedingten Reak-
tion deutlich erhéhen (148). Auch Ponce et al. berichteten ebenfalls, dass die An-
wesenheit von neutralisierenden Antikdrpern bei zwei M. Gaucher-Patienten mit
der Entwicklung von allergischen Reaktionen korreliert. Sie vermuteten, dass die-
se Reaktion Antikorper vermittelt ist (159). Bei den M. Hunter-Patienten dieser
Studie sind bei beiden PNAK+ Patienten keine infusionsbedingte Reaktionen do-
kumentiert. Um zu klaren, ob das Risiko zum Auftreten von infusionsbedingten
Reaktion mit der Entwicklung von persistierenden neutralisierenden Antikérpern
korreliert, missen mehr Patienten mit persistierendenen neutralisierenden Anti-

korpern, z.B. in HOS, identifiziert und ausgewertet werden.

5.4.7 Validierter Fragebogen der Hunter Outcome Survey (HS-FOCUS)

Da nur eine geringe Zahl von Fragebdgen beantwortet wurde, gestaltete sich die
Auswertung und Beurteilung als schwierig. Dies ist auch darin nachvollziehbar,
dass bei funf bzw. sechs Patienten keine Auswertung der Fragebtgen maoglich
war. Die Motivation zum Ausflllen dieser Fragebtgen wéahrend einer regularen
Verlaufskontrolle war eher gering. Dies lag zum einen an den vielen Untersuchun-
gen, die der Patient an dem Tag zu absolvieren hatte und zum anderen an der
zunehmenden Verschlechterung der betroffenen Patienten. Ob der Fragebogen
beantwortet oder nicht beantwortet wurde entschied der Patient bzw. dessen El-
tern. Alle neuropathischen oder zu jungen Patienten waren aul3erdem nicht in der
Lage einen Fragebogen selbst zu beantworten. Au3erdem ist der HS-FOCUS ein
relativ langer Fragebogen. Es kann zu einer gewissen Ermidung bei der Beant-

wortung der Fragen kommen. Dies kann insbesondere bei Kindern der Fall sein.
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Ein kiirzer Fragebogen wére eventuell effizienter und aussagekréftiger (188). Eine
gekdrzte Version ist mittlerweile validiert und steht zur Verfiigung (204).

Gemal3 Fragebogen zeigten nur 7% bzw. 10% der Patienten eine Verbesserung,
47% bzw. 43% keine Veranderung und 30% bzw. 27% eine Verschlechterung der
beiden abgefragten Handfunktionen unter ERT. Es zeigt sich somit eine Tendenz,
dass die Greif- und Fassfunktionen der Hande unter ERT eher stagnieren oder
sogar abnehmen. Muenzer et al. berichten von einer verbesserten Lebensqualitat
fur die ,Beweglichkeit* bei 24 bis 36 Monaten ERT. Die Lebensqualitat wurde hier
mittels des Childhood Health Assessment Questionnaire (CHAQ) gemessen (103).
Der CHAQ Fragebogen ist ein validiertes Instrument zur Beurteilung der Funkti-
onsfahigkeit von acht Bereichen der kérperlichen Funktion und basiert auf 30 Fra-
gen. Die Kategorie ,Erreichen* (engl. Reach) fokussiert nicht nur auf die Greif-
bzw. Fassfunktion der Hande, sondern auch auf die Beweglichkeit des Schulterge-
lenks und die Beweglichkeit des Halses (205). Die Vergleichbarkeit dieser beiden
Fragebdgen ist jedoch nicht gegeben, da der CHAQ viele weitere Funktionen au-
Ber der Handfunktion in der Kategorie ,Erreichen mit einbezieht. Beide PNAK+
Patienten verschlechterten sich im Verlauf in der Fahigkeit eine Miinze vom Tisch
aufzuheben. Beide waren bei dem letzten Fragebogen gar nicht mehr dazu in der
Lage. Es zeigt sich somit eine Tendenz, dass diese diffizile Feinfunktion der Hand
sich bei Patienten mit persistierenden neutralisierenden Antikorpern verschlech-
tert. Auch die Fahigkeit die Hande ganz zu 6ffnen scheint beeintrachtigt. In Bezug
auf die Funktion der Hande spielen jedoch viele weitere Aspekte eine Rolle. Unter
anderem der Funktionsstatus der Hande vor Start der ERT, da sie bei den Patien-
ten zusatzlich zu Kontrakturen meist verkirzt und klein sind. Auch ein vorliegen-
des Karpaltunnelsyndrom beeintrachtigt die Funktion der Hande (1;85;90-93). Eine
validere Auswertung ware moglich gewesen, wenn die gleiche Anzahl an Patien-
ten Uber einen gleichen Zeitraum beobachtet worden wéaren und bei jedem Patient

ein Fragebogen zum Baselinezeitpunkt zur Verflgung gestanden hétte.

5.5 Korrelation des Phanotyps der Morbus Hunter-Patienten mit den

Ergebnissen der Neuronenspezifischen Enolase und S-100

Die Neuronenspezifische Enolase (NSE) und S-100 werden in der neurologischen
Diagnostik als Marker einer Hirnschadigung eingesetzt und sind somit potentielle
Marker fir eine neuropathische Beteiligung bei M. Hunter-Patienten
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(171;172;206). Erhdhte NSE-Konzentrationen zeigen sich bei Epilepsie. Es konnte
jedoch keine Korrelation zwischen erhdhten NSE-Konzentrationen und dem Auf-
treten eines Hydrozephalus, der auch bei M. Hunter-Patienten vorkommt, gefun-
den werden (2;207;208). Erhohte S-100 Konzentrationen wurden bei anderen neu-
rodegenerativen Erkrankungen wie der Alzheimer Krankheit, Multipler Sklerose
und dem Down-Syndrom gefunden (209). Nur zwei M. Hunter-Patienten des un-
tersuchten Kollektivs hatten keine NSE-Konzentrationen oberhalb des Normwer-
tes, obwohl 15 Patienten nicht neuropathisch betroffen sind. Auch die Analyse der
S-100 ergab bei zwolf Patienten mindestens eine S-100 Konzentration oberhalb
des Normwertes. Funf dieser Patienten waren nicht neuropathisch, sieben Patien-
ten neuropathisch betroffen. Somit lassen die S-100 Konzentrationen ebenfalls
keine Rickschlisse auf die neuropathische Beteiligung des Patienten zu. Die Er-
gebnisse weisen aber auf eine Hirnschadigung der Patienten hin, die sich nicht
immer als neuropathische Beteiligung der Patienten zeigt. Verantwortlich fur die
Hirnschadigung scheinen GAG Ablagerungen im Gehirn der M. Hunter-Patienten
zu sein (84). Patienten mit moderater und schwerer neuropathischer Beteiligung
weisen alle deutlich erhéhte GAG-Ablagerungen im Gehirn auf (84). Es scheint
jedoch auch bei M. Hunter-Patienten ohne neuropathische Beteiligung zu Schadi-
gungen zu kommen, die nicht zu einer Retardierung fuhren, jedoch in erhdéhten
Werten der S-100 und NSE sichtbar werden. Beide biochemischen Parameter al-
leine sind somit keine validen Marker zur Vorhersage flir eine neuropathische Be-
teiligung fir M. Hunter-Patienten. Auch bildgebende Methoden, wie das MRT des
Gehirns zur Evaluierung der neuropathischen Beteiligung korrelieren nicht immer
mit dem kognitiven Status des Patienten. In der Studie von Vedolin et al. wurden
Hirnatrophie und Hydrozephalus haufiger bei Patienten mit neuropathischer Betei-
ligung als ohne neuropathische Beteiligung nachgewiesen (210). Winschenswert
ware eine weitere Untersuchung mit Korrelation der Ergebnisse von S-100 und
den Ergebnissen des MRT des Gehirns der Patienten, da diese beiden Untersu-
chungen die grof3ten Potentiale zur Vorhersage der neuropathischen Beteiligung
aufwiesen. Wichtig ware in diesem Zusammenhang die Bestimmung der S-100
und eine MRT Untersuchung so frih wie méglich, spatestens jedoch zum Zeit-
punkt der Diagnosestellung und dann in regelmafi3igen Abstdnden, so dass auch
der Vorhersagezeitpunkt der neuropathischen Beteiligung mittels S-100 und MRT

bestimmt werden kann.
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5.6 Schlussfolgerung

Sowohl in dieser Studie als auch bei Barbier et al. ist das Auftreten von persistie-
renden neutralisierenden Antikdrpern nur auf eine kleine Gruppe der M. Hunter-
Patienten beschrankt (148). Aufgrund dessen zeigten sich nur Tendenzen inwie-
weit die persistierenden neutralisierenden Antikorper Einfluss auf die langfristige
Effektivitat der ERT haben. Tabelle 37 zeigt eine Ubersicht der Veranderungen der
klinischen und biochemischen Parameter der beiden PNAK+ Patienten Nr. 23 und
26 im Verlauf der ERT.

Tabelle 37: Ubersicht der Veranderungen der klinischen und biochemischen Parameter der
beiden PNAK+ Patienten im Verlauf der ERT

Patient Nr. 23 Patient Nr. 26

GAG-Ausscheidung im Urin 1 11
RWT %) )

LVM_H i 11

Al l I

MI ! T

AS " I

MS " I

FVC in Prozent vom Soll

Keine Testung®

Keine Testung®

FEV; in Prozent vom Soll

Keine Testung®

Keine Testung®

Rechte Schulterflexion ! 0
Linke Schulterflexion ! i
6MGT l l

Miinze vom Tisch nehmen ! !
Hande ganz zu 6ffnen ! 11

1: Verbessserung ,|: Verschlechterung, |1: keine Veranderung

! Die Patienten konnten aufgrund ihrer neuropathischen Beteiligung keine Lungenfunktionsmes-
sung durchfihren.

Aus Tabelle 37 ist ersichtlich, dass sich die beiden PNAK+ Patienten interindividu-
ell in ihrer Entwicklung unterscheiden. Dies erschwert die Beurteilung des Einflus-
ses der persistierenden neutralisierenden Antikérper, da M. Hunter bereits ohne-

hin ein breites klinisches Spektrum mit individuellen Auspragungen und Progressi-
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on der Symptome aufweist (1-4;6). Es lasst sich aufgrund der kleinen Patienten-
zahl kaum sagen, ob ein Effekt der Antikdrper zu sehen ist. Es ist jedoch deutlich,
dass Patient Nr. 23 sich schlechter entwickelt als Patient Nr. 26 und bei den meis-
ten Parametern sich im Verlauf verschlechtert. Fraglich ist jedoch ob dies aufgrund
der entwickelten Antikdrper geschieht oder aufgrund der Erkrankung an sich. Es
ist essentiell, dass in einem grél3eren Patientenkollektiv mehr Patienten mit persis-
tierenden neutralisierenden Antikérpern identifiziert werden und der Einfluss der
Antikdrper untersucht wird. In diesem Zusammenhang darf jedoch die neuropathi-
sche Beteiligung kein Ausschlusskriterium zur Teilnahme an der Studie sein wie
dies bei Muenzer et al. und bei Barbier et al. der Fall war (103;140;148).

5.7 Ausblick

Die Enzyme der ERT konnen die Blut-Hirn-Schranke nicht passieren, so dass die
ZNS-Manifestation der lysosomalen Speicherkrankheiten unbeeinflusst bleibt. Ei-
ne Mdoglichkeit diese Barriere zu Uberwinden, stellt die intrathekale Injektion der
Enzyme dar (6). Bei einem Patienten mit MPS | konnten bereits erste positive Er-
gebnisse erzielt werden (211). Die Ergebnisse der zurzeit laufenden klinischen
Studien zur intrathekalen Therapie als Behandlungsmethode fur MPS-Patienten
mit neuropathischer Beeintrachtigung werden zeigen, ob eine Verbesserung oder
eine Stabilisierung der mentalen Defizite erzielt werden kann (6). Hierbei sind das
Risiko einer Infektion im ZNS und eine starkere Immunreaktion als bei einer intra-
venosen Verabreichung der ERT in die Nutzen-Risiko-Bewertung einzubeziehen
(6). Weitere Mdoglichkeiten zur Uberwindung der Blut-Hirn-Schranke bilden die
Verwendung von Nanopartikeln und die Hochregulation der Mannose-6-Phosphat-
Rezeptoren, wie sie physiologisch in der Neonatalperiode vorhanden ist (82;212-
214). Ein weiterer therapeutischer Ansatz ist die Gentherapie fur die Behandlung
von M. Hunter, die bisher nur in préklinischen Tierversuchen getestet wurde und
ermutigende Ergebnisse hervorgebracht hat (2;122). Auch ein Neugeborenen
Screening fur eine moglichst frithe Diagnose und Therapieeinleitung wird unter
Experten diskutiert. Eine Methode zur Messung der IDS-Aktivitdt in einem ge-

trockneten Blutstropfen auf Filterpapier ist bereits entwickelt (2;215;216).
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6 Zusammenfassung

Morbus Hunter gehort zu der Gruppe der lysosomalen Speicherkrankheiten. Sie
ist eine seltene, progrediente, x-chromosomal vererbte Stoffwechselkrankheit, die
durch ein Defizit an lduronat-2-sulfatase hervorgerufen wird. Als Folge daraus
erfolgt kein Abbau von Heparan- und Dermatansulfat und die Glykosaminoglykane
reichern sich in de Lysosomen der Zelle an. M. Hunter ist eine Multisystemerkran-
kung und weist ein breites klinisches Spektrum mit interindividuell unterschiedli-
chem Krankheitsbeginn, Auspragungen und Progression der Symptome auf. Seit
2007 besteht die Therapieoption einer Enzymersatztherapie mit Elaprase®. Einige
Patienten entwickeln Antikdrper gegen das substituierte Enzym, welche partiell
neutralisierende Eigenschaften besitzen.

Ziel dieser Untersuchung war es zu klaren, ob die Neutralisationskapazitat der
gebildeten Antikdrper mittels einer Bestimmung im Mischserum festgestellt werden
kann und ob persistierende Antikorper mit Neutralisationskapazitat zu einer Ein-
schréankung der Wirksamkeit der Enzymersatztherapie fiihrt. Es sollte weiterhin
untersucht werden, ob sich mittels Messung der NSE und S-100 Riickschlisse auf
eine neuropathische Beteiligung ziehen lassen, da bis jetzt noch keine klinische
oder biochemische Messmethode existiert, die fur M. Hunter-Patienten eine ver-
lassliche Vorhersage flr eine neuropathische Beteiligung bietet.

30 Patienten wurden in die retrospektive/prospektive Kohortenstudie eingeschlos-
sen. Bei der Bestimmung der IDS-Aktivitat im Mischserum mit einem gesunden
Menschen zeigten funf der Patienten (17%) in zwolf Mischseren eine um 2= 40%
reduzierte Aktivitat. Zwei dieser funf Patienten wurden mit dieser Methode als po-
sitiv fur persistierende neutralisierende Antikorper identifiziert. Dies entspricht 7%
der 30 untersuchten Patienten. Zum gleichen Ergebnis bezuglich der persistieren-
den neutralisierenden Antikorper fiihrten die Anti-Elaprase®-Immunglobulin-
Bestimmungen unter Berucksichtigung des Bestimmungszeitpunkts, die bei Shire
Pharmaceuticals durchgefiihrt wurden. Die Validitat der IDS-Aktivitdtsbestimmung
im Mischserum wurde damit bestatigt. Die vergleichsweise einfache Bestimmung
kann in jedem Labor, welches lysosomale Enzymaktivitaten bestimmt, durchge-

fuhrt werden.

Die Untersuchungsergebnisse lassen den Schluss zu, dass die gebildeten Anti-

korper auch intraindividuell unterschiedlich sind. Zudem interagieren sie mit den
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verschiedensten Epitopen des Enzyms der ERT und besitzen nicht alle neutralisie-
rende Eigenschaften. Aufgrund der heterogenen Zusammensetzung folgt die
Hemmung der Enzymaktivitat vermutlich keiner eindeutigen Kinetik. Anti-
Elaprase®-Immunglobulin G spielt fir die Neutralisationskapazitat jedoch eine

wichtige Rolle.

Die beiden Patienten, die als positiv fur persistierende neutralisierende Antikdrper
eingestuft wurden, sind beide neuropathisch betroffen. Ein Patient weist eine in-
terstitielle Deletion einschlie3lich des benachbarten Locus DXS962 auf, bei dem
anderen Patient liegt eine Missense Mutation vor. Die Deletion wird zu den gro-
Ben, die Missense Mutation den kleinen Genverédnderungen zugeordnet, so dass
eine kausale Beziehung zwischen dem Auftreten der persistierenden neutralisie-

renden Antikorper und der zugrunde liegenden Mutation unwahrscheinlich ist.

Die Auswertung und Beurteilung der Einschrankung der Wirksamkeit der Therapie
hervorgerufen durch die Antikbrper mit Neutralisationskapazitat gestaltete sich
kompliziert. Im Ergebnis zeigte sich, dass sich die beiden Patienten mit den per-
sistierenden neutralisierenden Antikérpern in der Entwicklung der klinischen Pa-
rameter interindividuell stark unterschieden. Um einen Zusammenhang zwischen
klinischem Verlauf und Antikérperbildung gegen die ERT zu finden, mussen in ei-
nem grolReren Patientenkollektiv mehr Patienten mit persistierenden neutralisie-
renden Antikdrpern identifiziert werden und der Einfluss der Antikdrper untersucht
werden. In diesem Zusammenhang darf jedoch die neuropathische Beteiligung

kein Ausschlusskriterium zur Teilnahme an der Studie sein.

Die Untersuchung der NSE und S-100 bei 29 Patienten ergab, dass weder die
Konzentration der NSE noch der S-100 Ruckschlisse auf die neuropathische Be-
teiligung des Patienten zul&sst. Sinnvoll wére eine weitere Untersuchung mit Kor-
relation der Ergebnisse von S-100 und den Ergebnissen des MRT des Gehirns der
Patienten, da diese beiden Untersuchungen die grof3ten Potentiale zur Vorhersa-

ge der neuropathischen Beteiligung aufwiesen.
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Anhang 1 - HOS-Patienteninformation und Einwilligungserklarung

Hunter Outcome Survey

Hunter Outcome Survey

Eine internationale, multizenirische, Langzeitbeobachtungsstudie
bei Patienten mit Morbus Hunter (Mucopolysaccharidosis IT)

Patienteninformation

Liebe Patientin, lieber Patient,
Was 1sf Morbus Hunter?

Morbus Hunter ist eine seltene genetische Stomng, die den Abbau komplexer Kohlenhydrate,
sogenannter Mucopolysacchanide, im Kérper beeintrichtigt. Es wird auch als
Mucopolysaccharidose des Typ II (MPS IT) bezeichnet, da es eine von verschiedenen,
verwandten lysosomalen Speicherkrankheiten ist.

Morbus Hunter ist eine Sténng, die an das X-Chromosom gebunden ist, sie wird also iiber
das weibliche X-Chromosom von der Mutter an ihre Kinder vererbt. Das Syndrom tritt daher
am haufigsten bei Mannemn auf, wobei vereinzelt auch Fille bei Franen benichtet wurden.

Bei Morbus Humter (MPS II) besteht ein Mangel an dem Enzym Iduronatsulfat-sulfatase; dies
hat zur Folge, dass teilweise abgebante Mucopolysacchande, auch Glykosaminoglykane
(GAGs) genannt, sich in Zellen im gesamten Edrper ansammeln Diese Ansammbhumg
beeinflusst zunehmend die Funktion bestimmter Gewebe und Organe, und es treten
zunehmend Zeichen von Morbus Hunter (MPS IT) auf. Hierzu zihlen typische Gesichtsziige,
Klemwuchs, vorgewdlbter Bauch auf Grnund einer VergréBenmg von Leber und Milz,
Skelettverindenmgen und Gelenksteifheit. Personen mit Merbus Hunter (MPS IT) kénnen
auch an fortschreitendem Harverlust und Verschlechterumg der Sehkraft, Verdickung der
Herzklappen, die zu emmer Vermngenng der Herzfimktion fithrt, cbstruktiven
Atenrwegserkrankungen und Schlafapnoe leiden. In besonders schweren Fillen fiihrt eine
Beteiligung des Zentralen Nervensystems zu einer fortschreitenden Abnahme der Intelligenz.
Nicht alle Patienten mit Morbus Hunter (MPS IT) sind von dieser Erkrankung in gleichem
Mabe betroffen. der Schweregrad der Symptome variert deutlich.

Was 15t der Hunter Outcome Survey?

Im Hinblick auf Morbus Hunter (MP'S II) bleiben noch viele Fragen offen. Um mehr tiber die
Erkrankung zu erfabren und die klinische Behandhing von betroffenen Patienten zu
verbessern, wurde der Hunter Outcome Survey eingerichtet.

In dieser Datenbank werden gemah den Empfehlimgen von filhrenden intemnational
anerkannten Experten Informationen von Patienten mat Morbus Hunter (MPS II), iiber
lysosomale Speicherkrankheiten allgemein und insbesondere iiber Morbus Hunter (MPS II)
erfasst. Hauptziel des Hunter Qutcome Survey ist diz Verwendung dieser Daten zur
Verbesserung der Behandlung dieser Exkrankung Der Auftraggeber bzw, Sponsor der Hunter
Outcome Survey ist die Firma Shire Pharmaceuticals, Rinkebyvagen 11B, 5E 182 36
Danderyd, Schweden

Patienteninformation Einverstandniserklarong fiir Erwrachsenen bzw. Ermielingsherechtizte der Patienten
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Hunter Outcome Survey

Bei Einschluss in den Hunter Cratcome Survey wird Thre bzw. die medizinische Vorgeschichte
Thres Kindes dokumentiert, einschlieBlich des Jahres, in dem die Erkrankung diapnostiziert
wurde, sowie Details iber Morbus Hunter (MPS II)-bedingte Zeichen und Symptome und
vorangegangene Behandhmgen Diese Informationen werden von Thnen (Threm Kind) selbst
und vom behandelnden Arzt gegeben und aus Threr bzw. der Krankenakte Thres Kindes
entnommen.

Thr Arzt bew. der Arzt Thres Kindes wird die iblichen klinischen Untersuchimgen weiterhin
fortsetzen und die Daten in die Hunter Cutcome Survey Datenbank eingeben. Dies schliefit
auch die Ergebnisse von karperlichen Untersuchungen und Labortests ein. Sie bzw. Thr Kind
k&nnen auch gebeten werden, Frageb&gen (schriftlich oder elektromsch) zur Beurteithmg von
Verinderungen in Threr Lebensqualitat zu beantworten.

Thre Daten bzw. die Daten Thres Kindes dh. Informationen zu Thnen bzw. Threm Kind und der
Teilnahme am Hunter Cutcome Survey, werden computergestiitzt in der Datenbank
bearbeitet. Die Mitarberter des Cutcome Survey von Shire Pharmacenticals sind fiir die
Bearbeitung verantwortlich. Shire Pharmacenticals ist ein pharmazentisches Unternehmen,
das auf die Behandhmg seltener Storungen, inshesondere lysosomaler Speicherkrankheiten,
spezialisiert ist.

Zu perstnlichen Daten zihlen Geburtsdatum (es wird nur das Geburtsmoenat und —jahr erfasst
und gespeichert), Geschlecht, ethnische Zugehdngkeit, genefische Diagnose (falls
vorhanden), Symptomatik der Efkrankung, die Behandhmg vnd Lebenshedingungen die fiar
das Nachsorgeprogramm relevant sind. Femer werden Thre Initialen bzw. die Thres Kindes
und eine besondere Hunter Outcome Survey Nummer (Thre Identifikationsnummer bzw. die
Thres Kindes) in die Datenbank eingegeben. MNur der Sie bzw. Thr Kind behandelnde Arzt (und
seine Mitarbeiter) werden Zugang zu dieser Nummer haben, mit der Sie bew. Thr Kind
identifiziert werden kinnen

Wozn geben Sie Ihr Einverstindnis und welche Rechte haben Sie?

Thre personlichen Daten bzw. die personlichen Daten Thres Kindes werden nur wie ohen
beschrieben in psendonymisierter Form und ausschhieflich an die Mitarbeiter des Hunter
Outcome Survey und Gesundheitsbehirden im In- oder Ausland weitergegeben Der Zugang
zur Datenbank ist fiir den behandelnden Arzt auf seine Patienten begrenzt.

Dhe Daten werden ausschlieBlich zur Analyse, mu Studienzwecken, statistischen
Berechmmgen usw. verwendet, um die Entwicklung von Patienten mit Morbus Hunter (MPS
I} zu verfolgen und ihre medizinische Versorgung zu verbessem. Einige dieser Analysen
werden auch in wissenschaftlichen Verdffentlichimgen verwendet werden.

Dhe Datenanwendimg entspricht der EU Directive 2002/58/EC (July 12, 2002).

Dhe Laufreit des Hunter Cutcome Survey ist unbegrenzt. Nach Beendigung werden die Daten
in der Datenbank gemalh den Verschriften fiir mindestens 15 Jahre gespeichert.

Drarch Unterzeichnen dieser Patienteninformation geben Sie Thr Einverstandnis, dass Thre
persdnlichen Daten bzw. die personlichen Daten Thres Kindes in der beschriebenen Weise
bearbeitet werden dirfen. Thr Einverstandnis erméglicht es, dass die personlichen Diaten an
Shire Pharmaceuticals und Gesundheitsbehéren im In- und Ausland weitergegeben werden
kinnen.

Patienteninformation Einverstindmiserklinmg fir Erwachcenen bzw. Erziemmesherechtizte der Patienten,
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Hunter Outcome Survey

Sie haben jederzeit das Fecht, Thre persnlichen Daten bew. die personlichen Daten Thres
Eindes, die in die Datenbank eingegeben wurden, durch den behandelnden Arzt

Sie haben ferner das Recht, um Komektur jeglicher inkorrekter Angaben zu bitten.

Sie konnen ein Mal pro Jahr schriffliche Informationen iiber die Form, in der Thre Angaben
bzw. die Angaben Thres Kindes bearbeitet werden, einfordem (Anschrift: Shire
Pharmacenticals, Outcomes Survey Director, Rinkebyvigen 11B, SE 182 36 Danderyd,
Schweden. Tel +46 8 544 064 07. Fax +46 8 5344 064 207

Thre Teilnahme bzw. die Teilnahme Thres Kindes) am Hunter Cutcome Survey ist vollig
freiwillig. Thre Behandlung bzw. die Behandlimg Thres Kindes wird nicht dadurch
beeinflusst, ob Sie sich fiir oder gegen eine Teilnahme entschlieBen Sie haben ferner das
Recht, jederzeit Ihre Einwilligung, dass Daten in den Hunter Cutcome Survey eingegeben
werden, zu widermufen. In diesem Fall kinnen aber die Daten, die bis u diesem Zeitpunkt
emgegeben wurden, weiterhin verwendet werden.

Wenn Sie Fragen zum Hunter Cutcome Survey haben, wird
diese gemn beantworten.

Sie kénnen 1hn/sie unter Tel: Fax:
E-mail; emreichen

Patientennumymer:

Patienteninformation Einverstindmiserklinmg fir Erwachcenen bzw. Erziemmesherechtizte der Patienten,
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Hunter Outcome Survey

Hunter Outcome Survey

Eine internationale, multizenirische, Langzeitheobachtungsstudie
bei Patienten mit Morbus Hunter (Mucopolysaccharidosis IT)

Einverstindniserklirung des Patienten

Ich erklire mich damit emverstanden, in der in der Einverstandniserklanng beschriebenen
Form an dem Hunter Qutcome Survey teilzunshmen bzw. mein Kind teilnehmen zu lassen.
Ich weih, dass die Teilnahme frerwillig ist und dass ich das Recht habe, jederzeit ans dem
Survey auszuscheiden bew. die Teilnahme meines Kindes zu beenden. Ich habe die
Informationen fiber den Survey gelesen und alle meine Fragen wurden beantwortet. Ich
stimmezn, dass die Daten dieses Survey chne Nenmmg meines Namens bzw. des Namens
meines Kindes zur Auswertung, Speichernung und elektronischen Bearbeitung tiber das
Internet weitergegeben werden kénnen. Ich weiB, dass ich eine von mir unterzeichnete
Ansfertipung dieser Emverstandniserklamung wie auch der Pahienteninformation erhalten
werde.

Vollstindiger Name des Patienten 1n Dackbuchstaben

(Patient)

Patienteninformation Einverstindmiserklinmg fir Erwachcenen bzw. Erziemmesherechtizte der Patienten,
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Hunter Outcome Survey

Erklirung des aufklirenden Arztes

Ich erkldre, dass ich den Patienten bzw. die Sorgeberechtigten des Patienten fiber die Art. die
Bedeutung und die Konsequenzen des Survey informiert habe. Die Patienteninformation
wurde besprochen und der Patient bzw. die Sorgeberechtigten haben zusammen mit der
Emverstindniserklanmg eine Ausfertizung erhalten.

Unterschraft ..o DRI

Patienteninformation Einverstindmiserklinmg fir Erwachcenen bzw. Erziemmesherechtizte der Patienten,
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Anhang 2 - HOS-Einwilligungserklarung fur Kinder

Hunter Outcome Survey

Hunter Outcome Survey

Eine internationale, multizenirische, Langzeitheobachtungsstudie
bei Patienten mit Morbus Hunter (Mucopolysaccharidosis IT)

Einwillisungserklirung fiir Kinder

Warnum haben wir einen Termin mit div veveinbart?

Wir machten Dir etwas zu einer Studie zu Kindemn mir Morbus Hunter erzdhlen und wir
michten heransfinden, ob Du an dieser Studie teilnehmen méchtest. Dr.
und weitere Arzte fithren diese Studie weltweit durch.

Warnm fiilren wir diese Studie durch?

Wir machten Informationen iiber Morbus Hunter sammeln. These Informationen werden mms
helfen, Deine Krankheit besser zu verstehen und hoffentlich helfen. die Behandhing zu
verhessem.

Was wird mit dir geschehen?

Deine Erankheit wird wie bisher kontrolliert, umd Du wirst weiterhin behandelt Es werden
keme besonderen Untersuchungen durchgefithrt, nur solche, die erforderlich sind. um Deine
Erankheit optimal zu iberwachen. Zu diesen Routineuntersuchimgen kinnen regelmafige
Bluttests sowie Bilder von Deinem Herz, Bauch, Dieinen Enochen und Deinem Gehim z&hlen
Auberdem kénnen Dein Gehdr, Deme Sehkraft, Deine Atmumg und die Fihigkeit, Deine
Arme mmd Beine zu bewegen, getestet werden. Du kannst auch gebeten werden, Fragebdgen
zu Deinen allgemeinen Aktivititen und dazu, wie Du Dich fithlst, auszufiillen.

Dhe Ergebnisse Deiner Untersuchungen werden aufgezeichnet und (chne Deinen Namen) in
einen Computer eingegeben Hierdurch konnen die Daten, die von vielen Patienten wie Dir
gesammelt werden, in regelmifigen Abstinden ausgewertet werden.

Wird es dir durch die Teilnahme an der Studie besser gehen?

Nein, durch die Studie wird es Dir in nichster Zeit mcht besser gehen. Die Arzte hoffen aber,
dass sie etwas finden werden, das Dir und anderen Patienten spéter helfen wird.

Hast du irgendwelche Fragen?

D kannst jederzeit Fragen stellen. Do kannst jetzt fragen oder auch spiter. Do kanmst mit mir
oder auch mit jemand anderem sprechen.

Patienfeninformation Einverstandnicerklamomg fiir Erwachsenen bew_ Ermelungsberechtizte der Patienten,
Version 1.0 vom 01. Oktober 2005 Seite 1 von 2
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Hunter Outcome Survey

Musst du an dieser Studie teilnehmen?

Nein, musst Du nicht. Niemand wird bose sein, wenn Du nicht an der Studie teilnehmen
maochtest. Du musst es uns nur sagen. Sag uns einfach, ob Du an der Studie teilnehmen
méchtest. Und denke daran, dass Du jetzt ja sagen und deine Meimung spéater andem kannst.
Es liegt bei Dir.

NI 005440 500 G GGG UG 5454 %S NENE 2 ssoucconcsaneeetetonoreteuaonene
(Patient) (Aufklarender Arzt)

Untessehil = oo rmmmamr s Unterschnift ...............coooeunees
Datum:-................ Datum:...............

Version 1.0 vom 01. Oktober 2005 Seite 2 von 2
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Anhang 3 - Patienteninformation / Einwilligungserklarung 6 — 12-Jahrige

Neutralizierende AntikGrper bei Morbus
Humnter und Morbus Fabry-Patienten

Liebe Patientin, lieber Patient,

Was =oll ich nun fun?

Was wird mit mir geschehen?

Bl universimAtsmediz

Studienieitung: Herr Frod. Dr. M. Beck
Ansprechpartnenin: Frau M. Bayer (A pothekerin|
Langenbecistr. 2, 55131 Maine

Telefon: +45 (0] 6131 17-3734 oder -7205
Teletm: +45 (0] 6131 17-3672

Patienteninformation und Einwilligungserklarun

Dein Informationsblatt

wie du weill, leidest du an einer Erkrankung, die dich in deinen taglichen Leben einschrankt. Dir
fehlt ein bestimmiter Stoff, den Dein Korper nicht herstellen kann. .

Auf der ganzen Wedt gibt es Kinder, die mit dieser Strung leben missen. Uberall versuchen
Forscher, Arzte und Apotheker, die Behandiung fir Kinder wie dich zu verbessem. Sie fuhren
sogenannte Studien® durch, um mehr Ober deine Krankheit zu lemen.

Wir machiten dich nun fragen, ob du uns hilfst, eine
Studie durchzufiihren, um mehr dber die Therapie
deiner Erkrankung zu lemen.

Jeder Menzch hat eine Gesundheitspolizei, die
daflir =orgt, dass Bakierien erkannt und keinen
Schaden mehr anrichten kinnen. Ein Teil dieser
Gesundheitspolizei nennt sich Antikarper”.

Du bekommst regelmatig eine Infusion mit dem
Stoff, der deinem Korper fehlt Leider kann es
passieren, dass die AntikGrper den Stoff als fremd
erkennen und genauso unschadlich machen wollen
wie die Bakterien.

Wir wollen herausfinden, ob es bei dir auch diese AntikGrper gibt gegen den Stoff in der Infusion
gibt und wie viele andere Pabienten diese Antikorper haben.

Wir fragen daher auch 160 andere Kinder in der Villa Metabolica, ob sie uns ebenfalls helfen.

Du kannst mit deiner Mama oder deinem Papa in der néchsten Zeit
wie gewochnt weiter in die Villa Metabolica kommen. Alle
Untersuchungen und Behandlungen werden wie immer verlaufen.
DCer einzige Unterschied wird sein, dass mit einer deiner Blutproben
ein zusatzlicher Test gemacht wird. Der Test wird zeigen, ob deine
AntikGrper den Stoff unschadlich machen wollen. Aufierdem wollen
wir schauen, ob diese AntikGrper den ‘erdauf deiner Krankheit
beeinflussen.

Du hast durch unsere Studie keine zusitzlichen Termine und
auch keine zusatzlichen Untersuchungen.

in.

r'u‘ |'\' ..\'- £
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Kan ich meine Mei andem?

Wenn du uns jetzt helfen mdchtest, deine Meinung aber spater
anderst, macht das auch nichts. Du kannst jederzeit, wann immer
du willst mit der Studie aufhdren. Deine Arzte werden dich auch
dann jederzeit weiterbetreuen.

Wenn du weitere Fragen hast zu dem, was wir mit deinem Blut
machen, kannst du natirich deine Mama oder deinen Papa
fragen, oder du kannst die Arzte oder die Apothekerin befragen.

Sie werden dir all deine Fragen beanbworen.

Vielen Dank, dass du unsere Information gelesen hast.

Prof. Dr. M. Beck M. Bayer
Leiter der Villa Metabolica Apothekerin
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Meuiralisierende Anfikorper bei Morbus
Hunter und Morbus Fabry-Patienten

Bl universitAsmedizin.

Studienkeitung: Hemr Prof. Dr. M. Beck
Arsprechpartnerin: Frau M. Exyer | A pothekesin]

Langenbeckstr. 2, 33131 Mainz

Telefion: +43 [0 6131 17-3734 nder -7209

Telefan: +43 [0 5131 17-3672

Deine Einwilligungserklarun

Hast du dein Informationsblatt gelesen?

Hat der Arzt alle deine Fragen beantwortet?

wenn du das méchiest?

Machtest du teilnehmen?

Patientin / Patient

MName:

Hast du alle Fragen gestelit, die du stellen wolltest?

Weillt du, dass du mit der Studie aufhdren kannst,

Diesen Teil soll die Patientin / der Pafient selbst ausfillen!

Ja

Mein

Ja

Mein

Ja

Mein

Ja

Mein

Ja

Mein

Geburtsdatum:

Uinterschrift:

Datum:

Eltern / gesetzlicher Vertreter

Mame:

Unterschrift:

Datum:

Aufklarender Arzt

Mame:

Unterschiifi:

Dratum:

MAINT
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Anhang 4 - Patienteninformation 18-J&hrige und Eltern

Bl univcrsimAtsmedizin.

Shusienisitung: Herr Frof. Or. M. Beck
Ansprechparinerin: Frau M. Bayer [Apotfekerin)
Langenbecistr. ¥, 55131 haine

Tedeforc +45 (0] 6131 17-3754 oder <7205
Telefai +45 (0] 5131 17-3672

Patienteninformation

r'u': |'\' ..\'- £

Untersuchung der Neutralisationskapazitat von Antikorpern bei Morbus Fabry-
und Morbus Hunter-Patienten gebildet unter Enzymersatztherapie und deren
klinischen Auswirkungen

Liebeir Patientin, liebe Hiem,

wir laden Sie ein, an einer Studie teilzunshmen.

Im Sommer 2011 startet an der Villa Metabolica der Universititsmedizin Mainz sine Studie zu
neutralisierenden Antikérpemn bei Morbus Fabry und Morbus Hunter-Patienten. Bei Fabry- und
Hunter-Patienten besteht seit 2001 baw. 2007 die Moglichkeit der Enzymersatztherapie (ERT). Im
Im Laufe der ERT kénnen sich bei einigen Patienten Antikdrper bilden, die zum Teil auch die
Enzyme der ERT neutralisiersn, d_h. deren Wirkung einschranken kdnniten.

In der Studie soll untersucht werden, ob sich neutralisierende Antikdrper entwickeln und ob diese
Antikdrper auch die Wirksamkeit der ERT einschranken.

Ablauf der Studie

Fir diese Studie werden die Ergebnizse des halbjdhriichen Klinikbesuches wvon Ihnen/ Thres
Kindes verwendet und lediglich mit dem routinemaBigen abgenommenen Blut ein zusdtzlicher
Test durchgefihrt. Aulerdem wird eine kleine Menge der Blutprobe an die Firma Shire (300 Shire
Way, Lexington, MA 02421, USA), ebenfallz zum Zwecke =zusdtdicher Antikirper-
Untersuchungen im Rahmen dieser Studie, verschickt Dies geschieht jedoch nicht umter
Mennung lhres Namens / Namen lhres Kindes, sondem die Blutprobe wird pseudonymisiert, d.h.
kodiert, so dass die Firma nicht nachvoliziehen kanin, um welchen Patienten es sich handelt. Eine
weitere Belastung entsteht |hnend lhrem Kind nicht Bei Untersuchung des Blutes wird
festgestelt, ob sich bei lhnen! lhrem Kind bereits neuiralisierende Antikérper entwickelt haben.
Danach wird das Ergebnis der zusatzichen Blutuntersuchung mit lhren sonstigen akiuellen und
in der Vergangenheit festgehaltenen Labor- und klinischen Ergebnissen in Verbindung gebracht.
E=s werden ebenfalls die von Ihnen/ lhrem Kind ausgefillten FragebSgen mit in dieser Studie
ausgewertet.

Die Teilnahme an der Studie ist selbstverstandiich fremwillig. Wenn Sie/ Ihr Kind sich fir eine
Teilnahme entscheiden sollten, ist es aus datenschutzrechtlichen Grinden notwendig, dass eine
Eimwilligungserklarung ausgefullt und unterschieben wird. Fir Thre Bereitschaft zum Lesen und
ggf. zur Teilnahme an dieser Studie machten wir uns bereits jetzt bei Ihnen bedanken.

Datenschutzrechtliche Informationen:

Die Ergebnisse der Blutuntersuchung dienen nur zum Zweck der oben genannten Studie.

Die Daten sind vor fremden Zugriff geschiitzt. Die Daten werden pseudonymisiert, d.h.
kodiert ohne Angaben wvon Mamen, Anschrift, Initialen oder Ahnliches erhoben,
gespeichert und vom Auftraggeber der Studie (Villa Metabolica der Universitatmedizin

Mainz) ausgewertet,

Die Weitergabe an Dritte und wissenschaftliche Veroffentlichung erfolgt ausschliellich in
anonymisierter Form, d.h. die Daten kdnnen keiner Person mehr zugeordnet werden.
Soweit gesetzliche Vorschriften keine langeren Aufbewahrungspflichten vorsehen, werden
die Daten spatestens nach 10 Jahren nach der letzten Eintragung von der Villa Metabolica
der Universitatsmedizin Mainz geloschi.

Mit freundlichen Grien und besten Winschen,

Prof. Dr. M. Beck M. Bayer
Leiter der Villa Metabolica Apothekerin
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Anhang 5 - Einwilligungserklarung 18-Jahrige und Eltern

Bl universmATsmedizin.

Studisnieitung: Hr. Prof. Dr. M. Beck
Ansprechpartnerin: Fr. k. Exyer {Apothekernin)
Langenbecikstr. 2, 33134 Mainz

Tebefon: 443 (0) 6431 47-3734 oder -7208
Telefax: +43 {0} 6131 17-3672

Einwilligungserklarung

Untersuchung der Meutralisationskapazitat von Antikorpern bei Morbus Fabry-
und Morbus Hunter-Patienten gebildet unter Enzymersatztherapie und deren
klinischen Auswirkungen

Ich erklare mich bereit, dass ich oder mein Kind an der oben genannten Studie
freiwillig teilnehmen wird.

Ich bin in einem personlichen Gesprach ausfuhrliich Uber das Projekt mit den
neutralisierenden Antikorpem informiert worden und habe verstanden, um was es in
der Studie geht.

Ich hatte die Gelegenheit zu einem Beratungsgesprach. Alle meine Fragen wurden
zufriedenstellend beantwortet, ich kann jederzeit neue Fragen stellen. Ich habe
dariber hinaus die aktuelle Patienteninformation gelesen und verstanden. Ich hatte
ausreichend Zeit, mich zu entscheiden. Mir ist bekannt, dass ich jederzeit und ohne
Angaben von Grinden meine Einwilligung zur Teilnahme an der Studie zunickziehen
kann (mindlich oder schrifilich), ohne dass mirfmeinem Kind daraus MNachteile
entstehen.

Ich habe wverstanden wund bin damit einverstanden, dass meine
studienbezogenen Daten/die Daten meines Kindes pseudonymisiert (d.h.
kodiert ohne Angaben wvon Mamen, Anschrift, Initialen oder Ahnliches)
erhoben, auf Datentrigemn gespeichert und ausgewertet werden; die
Weitergabe an Dritte einschlieBlich wissenschafitlichen Verdffentlichungen
erfolgt ausschlieBlich in anonymisierter Form, d.h. kann nicht meiner Person

zugeordnet werden.

Eine Kopie der Patienteninformation und der Einwilligungserklarung habe ich
erhalten, gelesen und verstanden.

Vor- und Machname

Unterschrift des Patienten Ort, Datum
bzw. des Erziehungsberechtigten

Ich habe das Aufklarungsgesprach gefihrt und die Einwilligungserklarung eingehoit.

Vor- und Machname der aufklarenden Person

Unterschift Cnt, Datum

MM
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Anhang 6 - Patienteninformation 13 — 17-Jahrige

Bl univcrsimAtsmedizin.

Shusienisitung: Herr Frof. Or. M. Beck
Ansprechparinerin: Frau M. Bayer [Apotfekerin)
Langenbecistr. ¥, 55131 haine

Tedeforc +45 (0] 6131 17-3754 oder <7205
Telefai +45 (0] 5131 17-3672

Deine Patienteninformation

r'u.l |'\' ..\'- £

Untersuchung der Neutralisationskapazitat von Antikorpern bei Morbus Fabry-
und Morbus Hunter-Patienten gebildet unter Enzymersatztherapie und deren
klinischen Auswirkungen

Lisbe Patientin, lieber Patient,
wir laden dich ein, an einer Studie der Villa Metabolica teillzunehmen.

Im Sommer 2011 staret bei uns eine Studie zu AntikGrpem bei Morbus Fabry und Morbus
Hunter-Patienten. Du bekommst bereits regelm@lig Infusionen mit dem Enzym, das deinem
Korper auf Grund deiner Krankheit fehlt Es kann sein, dass im Laufe deiner
Enzymersatziherapie sich Antikdrper gebildet haben, die die Enzyme der Infusion unwirksam
machen konnten. Antikdrper sind Bestandteile deines Immunsystems, die nomalerweise dafur
Zustdndig sind, Bakierien und Viren unschadiich zu machen. In unserer Studie soll untersuchit
werden, ob sich neutralisierende Antikdrper entwickeln und ob diese AntikGrper die Wirksamkeit
der Enzyminfusion einschrinken.

Ablauf der Studie

Fir diese Studie wird lediglich mit einem kiinen Teil wvon deinem routinemaiBig abgenommensn
Blut ein zusatzlicher Test durchgefihrt. Aulerdem wird eine kleine Menge deiner Blutprobe an
die Firma Shire (300 Shire Way, Lexington, MA 02421, USA) ebenfalls zum Zwecke zusat=licher
Antikérper-Untersuchungen inn Rahmen dieser Studie, verschickt. Dies geschieht jedoch nicht
unter Nennung deines Mamens, sondem die Bluiprobe wird peeudonymisiert, d h. kodiert, so
dass die Fimma nicht nachvollziehen kann, um welchen Patienten es sich handelt. Weitere
Untersuchungen oder Termine sind nicht ndtig. Bei der Untersuchumg des Blutes wird
festgestellt, ob sich bei dir bereits neutralisierende Antikdrper entwickelt haben. Danach wird das
Ergebnis der zusatzlichen Blutuntersuchung mit deinen sonsfigen akiuellen und in der
Vergangenheit festgehaltenen Untersuchungsergebnissen in Verbindung gebracht. Es werden
ebenfallz die von dir ausgefiliten Fragebdgen mit in dieser Studie ausgewerted.

Die Teilnahme an der Studie ist selbstverstindlich freiwillig. Solltest du weitere Fragen haben,
dann 26gere nicht, diese zu stellen. Du kannst natiidich auch jederzeit deine Meinung andem und
ohne Angabe eines Grundes deine Einwilligung zur Studie zurickziehen.

Wenn du dich fir eine Teilnahme entscheiden solltest, ist es aus datenschutzrechiiichen Grinden
notwendig, dass eine Enwiligungserklning ausgefilt und unterschrieben wird. Fir deine
Bereitschaft zum Lesen dieser Information mochten wir uns bel dir bedanken.

Datenschutzrechtliche Informationen:

Die Ergebnisse der Blutuntersuchung dienen nur zum Zweck der oben genannten Studie.
Die Daten sind vor fremden Zugriff geschiitzt. Die Daten werden pseudonymisiert, d.h.
kodiert ohne Angaben won Mamen, Anschrift, Initialen oder Ahnliches erhoben,
gespeichert und vom Auftraggeber der Studie (Villa Metabolica der Universititmedizin
Mainz) ausgewertet.

Die Weitergabe an Dritte und wissenschaftliche Veroffentlichung erfolgt ausschlieflich in
anonymisierter Form, d.h. die Daten kdnnen keiner Person mehr zugeordnet werden.

Soweit gesetzliche Vorschriften keine langeren Aufbewahrungspflichten vorsehen, werden
die Daten spatestens nach 10 Jahren nach der letzten Eintragung von der Villa Metabolica
der Universitatsmedizin Mainz geléschi.

Mit freundlichen Grien und besten Winschen,

Prof. Dr. M. Beck M. Bayer
Leiter der Villa Metabolica Apothekerin
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Anhang 7 - Einwilligungserklarung 13 - 17-Jahrige

Bl universmATsmedizin.

Studisnieitung: Hr. Prof. Dr. M. Beck
Ansprechpartnerin: Fr. k. Exyer {Apothekernin)
Langenbecikstr. 2, 33134 Mainz

Tebefon: 443 (0) 6431 47-3734 oder -7208
Telefax: +43 {0} 6131 17-3672

Deine Einwilligungserklarung

Untersuchung der Meutralisationskapazitat von Antikorpern bei Morbus Fabry-
und Morbus Hunter-Patienten gebildet unter Enzymersatztherapie und deren
klinischen Auswirkungen

Ich erkldre mich bereit, freiwillig an der oben genannten Studie teilzunehmen.

Ich bin in einem personlichen Gesprach ausfihriich Uber das Projekt mit den
neutralisierenden Antikdrpem informiert worden und habe verstanden, worum s in
der Studie geht.

Ich hatte die Gelegenheit zu einem Beratungsgesprach. Alle meine Fragen wurden
zufriedenstellend beantworte und ich weilt, dass ich jederzeit neue Fragen stellen
kann. Ich habe dariber hinaus die aktuelle Patienteninformation gelesen und
verstanden. Ich hatte ausreichend Zeit, mich zu entscheiden. Mir ist bekannt, dass
ich jederzeit und ohne Angaben von Grinden meine Einwilligung zur Teilnahme an
der Studie zunickziehen kann (mindlich oder schriftlich), ohne dass mir daraus
Nachteile entstehen.

Ich habe verstanden und bin damit einverstanden, dass meine
studienbezogenen Daten pseudonymisiert (d.h. kodiert ohne Angaben von
Namen, Anschrift, Initialen oder Ahnliches) erhoben, auf Datentragern
gespeichert und ausgewertet werden; die Weitergabe an Dritte einschlielich
wissenschaftlichen Veridffentlichungen erfolgt ausschlie@lich in anonymisierter
Form, d.h. kann nicht meiner Person zugeordnet werden.

Eine Kopie der Patienteninformation und der Einwilligungserklarung habe ich
erhalten, gelesen und verstanden.

Vor- und Machname

Unterschrift des Patienten Ort, Datumn

Ich habe das Aufklarungsgesprach gefihrt und die Einwilligungserklarung eingehoit.

Vor- und Machname der aufklarenden Person

Unterschift COnt, Datum

AN




Anhang

Seite 196

Anhang 8 - ERNDIM Zertifikat

ERN41THVUG N ERN DiMf n lll.

Dr. M. Beck/M.Bayer ATV AR AT L LR T T

Universitits-Hinderklinik- Biochemische-Genetisches Labor.
MAINZ

GERMANY

Dear ERMDIM participant,

Below your final score for the ERMDIM Lysosomal Enzymes Scheme 2012 is depicted. The R soore
reflects the results of the reproducibility, Cv<20% 2 pt; CV= 20-25% 1 pt; CW>=25% 0 pt. The D score reflects
whiether the measured enzyme activity compared to the control is correct (False positive D+ when enzyme
activity non-patient sample is <20% control, D- when enzyme activity patient sample is >30% control, D0 no
results). The other score reflects whether your results are within the mean + sd of the mean score of all the
participants (2 pt) or within the mean + 2sd (1 pt)

The performance is satisfactory when the total score is at least 11 points out of the maximum 18 this year.

LF1 |LF2 |LF3 |(LF4 [LF5 |[LFé6 (R D Total | Max
Score | Score | Score | Score

Tduromidate-2- 2 2 2 [i] 2 2 2 2 14 16
sulphatase

From 2009-2012 your laboratory has participated in the ERNDIM lysosomal enzyme scheme.
Best regards,

Dr. G.C. Schoondensoerd

Scientific Advisor

g.schoondernwoerdilerasmusmc.nl

This certificate was made by the scientific advisor (28-05-2013) and is valid without a signature when send
by email by the scientific advisor
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Anhang 9 - HOS-Formblatt fur die Gelenkbeweglichkeitsmessung

| = tocali |  HOSi |
o | | HOSne | | (il | |

os Narme | = | | sex | |
et | |

Joint Mobility

The starting posifion for this passive range of mofion is based on the neufral zero method. Therefore the starfing
position should be 0°.

When it is not possible fo begin the movements from the 0° start position, the ROM is recorded by writing the
number of degrees the joint is away from the 07 at the beginning of the ROM. Example: The elbow can nof be
extended beyond 107 of elbow flexion and can be flexed to 120°. The starf position is 10° and the end position is
1207 so the ROM is 110°

If it is not possible fo reach 0° starfing position, for a particular motfion, then the range is expressed as a negative
version of the opposing motion. Example: With a starfing posifion for a flexion of 10° and a full-flexion of 1207,
the range of motion is recorded as [120°-10°=110°] and the range of extension is recorded as -10°.

SO
Range of Right Left
motion +- ROM +i- ROM

1. Wrist

P o [ ] [
Extension D-70° | | | |
2. Shoulder

Flexion D-180°

Abduction D- 180°

|
|
Internal rotation 0-80° |
|
|

Extension 0 - 80"
3. Elbow
Flexion 0- 180° | | | |
Extension o-10° | | | |
4. Hip

Flexion, Knee bent  0- 125"

| | |
Extension 0-40° | | | |
Abduction 0- 45° | | | |
Adduction 0-30° | | | |
Extemal rotation o-70¢ | | | |
Internal rotation 0-60® | | | |

HOS - Version 1.03 Copynight © 2004-2008 HOS - The Hunter Outcome Survey - Page 172 2411 0/2008
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Joint Mobility
Range of Right Left
motion +- ROM +I- ROM
5. Knee
Flexion 0-130° | | | |
Extension o-10° | | | |
6. Ankle
Dorsal extension 0-30° | | | |
Plantar flexion D- 50° | | | |
7. Comment
HOS - Version 1.03 Copynight © 2004-2008 HOS - The Hunter Outcome Survey - Page 272 24/10/2008

(Mit freundlicher Genehmigung der Firma Shire)
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Anhang 10 - HOS-Formblatt fur den 6-Minuten-Gehtest

T ——
] HOS no Initials
S Mame Family no Sex
hunter outcome survey Elaprase |_ Birth date Age | ¥Is

6 Minutes Walk Test
S —

Pre-Walk Immediathy 2 minutes.

following walk post walking

Oxygen saturation (%)

Heart rate (bpm)

Respiratory rate (breaths/min)

Time walked minutes I:I seconds

Distance walked meters

Walking with assistance [[Jyes [ Jmo

if yes. Specify re@son = - oo

HOS - Version 1.03 Copyright & 2004-2006 HOS - The Hunter Quiicome Survey - Page 1 Printed: 2008-01-16

(Mit freundlicher Genehmigung der Firma Shire)
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Anhang 11 - HOS-Fo

rmblatt fir eine Enzyminfusion

Infusion rate
Rate of dose

Premedication
if yes | specify

Infusion volume given

Elaprase, given dose

| s | |

o | | Hosno |
hOs =i | —
hunter mMiTEEEy KIraey m I:l Birth date | | -@
Date [ 1]
Weight [

Infusion Details

Elaprase, prepared dose I:l mg
Lot no |
Prepared infusion walume I:I mL
Was the infusion intermupted? []ves [ |me
If it is not intermupfed, just fill in the first infusion period.
Start time  Stop time Intermupted time
Infusion period 1 | | | I
Infussion period 2 | | | . :l
]
Infusion period 3 | | | : :I
Total infusion time I:l mn
Total infusion period |:| mn
Total intermupted tima |:| mn

Was the infusion terminated due to a reaction? |:| Yes |:| Mo
If yes, please report as an AE.
If no, fhe infusion volume given should be the same a5 the prepared infusion volume.

mL
mg

mL /mn

1l

mg / mn

|:| Yes I:l Mo K yes, please report as & concomitant medication.

HOS - Version 1.03

Copyright & 2004-2008 HOS - The Hunter Outcome Survey - Page 171

30.03.200%

(Mit freundlicher Genehmigung der Firma Shire)
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Anhang 12 - Elternberichtsformular (HS-FOCUS)

| HOSio |

D HOS no Initials
OS MNama Family no Sex

Elaprass Birth dais Age | yrs

numter cutcome survay

Dautsch Elternberichtsformular

Hunter Syndrom - Bewertungsskala der Funktionstéhigkeit zur Erweiterung des Klinischen
Kenntnisstands

Anle itungen

« Wir mochten gerne erfahren, walchen Einfluss das Huntar-Syndrom auf das tagliche Leban ihras Kindas hat.

« Bitle wahlen sie bei dar Baantwortung der folgenden Fragen die Antwort aus, die die normalen Aktivitatan
ihres Kindes IM LAUFE DER VORANGEGANGENEN WOCHE am beston baschroibt (ober ainan
durchschnittlichen Tag hinwag betrachtat). BITTE GEEEMN SIE NUR DIE SCHWIERIGKEITEN ODER
EINSCHRANKUNGEN AN, DIE DURCH DIE KRANKHEIT VERURSACHT WERDEMN. Bitie gebon Sie nicht
amwendbar an, wenn 85 sich um Aktivitaten handalt, die ihr Kind nicht durchighren kann, die jedoch for
andare Kinder darsalban Allarsstule auch nicht normal sind.

« Joda Frage in diesem Fragebogen ist unterschiadlich, obwohl manche ahnlich lauten. Manche Fragen
baziehan sich maglicherwaisa auf Problame, die bei ihrem Kind nicht immer vorhandan sind. Es st wichtig,

dass Sie angaben, wann diesa Problame aufiraten und wann nicht. BITTE BEANTWORTEN SIE ALLE
FRAGEM SOVOLLSTANDIG WIE MOGLICH.

+ E= gibt keina richtigan oder falschan Antworlen. Weann Sie sich nicht sicher sind, wia Sie eina Fraga
baantwortan sollen, geban Sie die bestmogliche Antwort und machan Sie am Rand aine Notiz.

+  Anmerkungan/Kommentare sind jedarzeit willkomman.

Wir bedanken uns fiir Ihre Teilnahme an dieser Studie.

HOS - Version 0.14 Copyright © 20052006 HOS - The Hunler Ouicome Survey - Page 1 Prinied: 16/06/2006
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Elternberichtsformular

GEHEN / STEHEN (Unterkdrperfunktionsn)

@ GAR nicht schwierig

SECRCICES)

ETWAS schwierg

SEHR schwieng

UNTERSCHIEDLICH: ist manchmal dazu in der Lage
GAR NICHT dazu in dar Lage

nicht amwenabar

Ist Ihr Kind in der Lage:

. auf flachen FoBen (auf FuBsokn) einen halben Hausarblock ainer

Stadt bew. einar StadtstraBe weit zu gahen?
ohna Ermodung 15-20 Minuten lang zu gahen?
ohna korperliche Beschwerdan zu gehen? (bew. gamiiiich zu

pahan)
auf einem Bein zu stehan / zu balancieran?

ohna Ermodung 10 Minuien kang zu stehan?

aufracht mit geradem Rocken und den Schullarn an aine W and
gelahnt zu stohan?

auf einan FuBbankchan zu skeigan?

bergauf zu gehen (z.B. auf eine Rampe, ainen kleinen Hogal odar
aina staile Auffahri hinauf)?

aina Etaga/Troppanmihe hinauf zu gahan?

10. cine Etage/Troppanmihe hinunter zu gahan?

S
®
@

N I I I I
N I I I I
OO0 O0OO0000o0aogoaod
N I I I I

®
@
©

N I I I I
N I I I I

HOS - Version 0.14

Copyright © 20052006 HOS - The Hunler Ouicome Survey - Page 2

Printed: 1670672006
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Elternberichtsformular

GREIFEN / FASSEN (Oberkérperfunktionen)
@ GAR nicht schwierig
@ ETWAS schwiarig
SEHR schwieng
UNTERSCHIEDLICH: ist manchmal dazu in der Lage
GAR NICHT dazu in dar Lage

nicht amwenabar

e

Ist Ihr Kind in der Lage:

1. eina Manze mit Daumen und Zeigefinger von einem Tisch zu
nehmen?

2. aiman Hamburger / ain Sandwich mit Daumen und Fingam
aufzunehman?

3. sich oban am Kopf zu barGhren?

4. gine Tube Zahnpasie zusammenzudriockan?

5. sich in die Hande zu klatschen (die Handflachen gagenainandar zu
klatschan), um ain Garausch zu machan?

6. dio Arme saitlich auszustrackean?

7. Handilacha und Finger flach auf einen Tisch zu legan?

8. die Hande ganz zu offnan?

9. Soda odar Saft aus einer Dosa /einam Karton in einen Bachar zu
gieBan?

10. sich die Schuhe anzuziehen, wahrend as auf ainem Stuhl sitzi?

11. ein Hemd zuzuknopian?

12. alle Teile seines Korpars zu ameichen, um sich sauber und
ordantlich zu halten? (z B. die Rockseile dos Kopfos, das Gesal)

S
®
@
®
@
©

0 I I I I O O O
0 I I I I O O O
0 I 0 (O
0 I I I I O O O
0 I I I I O O O
0 I I I I O O O

HOS - Version 0.14 Copyright © 20052006 HOS - The Hunler Ouicome Survey - Page 3 Prinied: 16/06/2006
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Elternberichtsformular

SCHLAFEN
@ GAR nicht schwierig
@ ETWAS schwiarig
SEHR schwieng
UNTERSCHIEDLICH: ist manchmal dazu in der Lage
GAR NICHT dazu in dar Lage

nicht amwenabar

e

S
®
@
®
@
©

Ist Ihr Kind in der Lage:

1. inmerhalb von 20 Minuten, nachdem as ins Bett gabracht wordan
ist, sinzuschlafan?

2. die garze Nacht durchzuschiafen, ohne aufzuwachan?

3. zuschiafen, ohna zu schnarchen?

4. morgens ausgeruht aufzuwachen?

O 0O 04dd
O 0O 04dd
O 0O 000
O 0O 04dd
O 0O 04dd
O 0O 04dd

5. den ganzen Tag chne Mickerchan wach zu sain?
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Elternberichtsformular

SCHULE / ARBEIT
@ GAR nicht schwierig
ETWAS schwierg
SEHR schwieng
UNTERSCHIEDLICH: ist manchmal dazu in der Lage
GAR MICHT dazu in der Lage

nicht amwenabar

SECRCICES)

Ist Ihr Kind in der Lage:

1. einon garzen Schul- / Arboitstag mitzumachan? 1 [

O
[
[
[

2. alle Klassonauigaben / Arboitsaufgaban zu eredigan?

[
[
O
[
[
[

3. wahrond des Untorrichts / bei der Arbait aufmerksam zu sein?

[
[
O
[
[
[

AKTIVITATEN

S
®
@
®
@
©

Ist Ihr Kind in der Lage:

1. an korperlichen Akfivitaten (Spielen) mit anderen 1 Stunde lang
izunahmen?

2. auf ainer Schaukeal im Park zu schaukeln?

3. mit Freundan/ dar Familie auBer Haws zu gehan? (z.B. zum
Einkaufszentrum, zum Essen, ins Kino, usw.)

4. einan mittelgroBan Ball zu werfen und zu fangan? (z.B. ainan
Kiorbball)

5. Seitan in einem Buch umzublatiem?

OO o oo O
OO o oo O
OO O Ood O
OO o oo O
OO o oo O
OO o oo O

6. Braft- oder Videcspiak zu spielen?
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Elternberichtsformular

ATMEN

GAR nichi schwierg

ETWAS schwierg

SEHR schwieng

UNTERSCHIEDLICH: ist manchmal dazu in der Lage
GAR NICHT dazu in dar Lage

nmicht amwendbar

SECNCICASES

S
®
@
®
@
©

Ist Ihr Kind in der Lage:

1. eina Geburtstagskeran auszublasan?
2. als Sie sich ausruhen, lautios zu atmen?

3. taghche Akivitalen auszufGhron, ohne kurzatmig zuwearden?

4. sich zu unterhalion, ohna kurzatmig zu warden?

5. problemios durch die Naso zu atmon?

OO o oOoad
O 0O o Oooad
OO0 O O0Od
O 0O o Oooad
O 0O o Oooad
O 0O o Oooad

6. mit geschlossenam Mund durch die Nase zu atman?
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Elternberichtsformular

Die folpandan Fragan beschaftigen sich mit dem Grad der Zufrisdenheit/ Basorgnis Thres Kindes in Bazug auf
varschisdeno Aspokio soiner Gasundheit. Obwohl wir wisson, dass os fr Sie als ERarnioil schwiarig ist, diosa Art von
Fragen genau zu baantworian, varsuchen sie bitle frotzdem, die Fragen nach bastem Wissen zu beantworien.

ZUFRIEDENHEIT

sefr Zufieden

etwas Zufrisden

weder Zufrieden noch unzufiedan
etwas unzufrieden

sehr unzufnadan

SECISESAS)

@ nicht amwendbar

S
®
@
®
@
©

Wie zufrieden, glauben Sie, war IHR
KIND bisher in Bezug auf die folgenden
Aspokie seiner Gesundheit:

1. Mobilitat?

2. Korperpflege? (z.B. Ankleiden, Kammen, usw.)
3. normale Akfivitaian?

4. Schmerzen / Baschwarden?

5. Angsigefohle / Deprassionan?

O 0Oo0odnod
O 0Oo0odnod
O0O0000o0Oad
O 0Oo0odnod
O 0Oo0odnod
O 0Oo0odnod

6. Enargia?
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Elternberichtsformular

Die folpandan Fragan beschattigen sich mit dam Grad der Zufriedenheit/ Basorgnis Thres Kindes in Bazug auf
varschisdeno Aspokio soiner Gasundheit. Obwohl wir wisson, dass os for Sie als ERarnioil schwiarig ist, diosa Art von
Fragen genau zu baantworien, varsuchen sie bitle frotzdem, die Fragen nach bastem Wissen zu beantworien.

AuBarst besorgt

nicht amwendbar

@
€)
@) Ziemich besorgt
®
®

S
®
@
®
@
©

Wie saehr, glaubon Sie, ist IHR KIND
Uber saine derzeitigen Problemea in
Bezug auf folgende Aspekie besorgt:

1. Gehen/ Stahan? O O 0O 0O 0o 0O
2. Grelon/ Fassan? O O O O Od O
3. Schiaien? O O 0O 0O 0o 0O
4. Ausbikdung? O O O 0o o o
5. Aktivitaten? O O O 0o O O
6. Aiman? O O 0O 0 0O 0O

O O O 0o O O

7. Essan/ Appatit?
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Elternberichtsformular

Die folpandan Fragan beschattigen sich damit, wie SIE sich in Bazug auf verschiodens Aspekio dar Gasundheit lhras
Kindas fihlan.

ZUFRIEDENHEIT

sahr Zufiedan

etwas zufrisden

weder Zufrieden noch unzifiedean
etwas unzufrieden

sefr unzufieden

nicht amwendbar

SECNCICASES

Wie zufrieden sind SIE mit den
folgenden Aspekten der Gasundhait
Ihres Kindes:

1. Mobilitat?

2. Korperpflege? (z.B. Ankleiden, Kammean, usw.)
3. normale Akfivitaien?

4. Schmerzen / Baschwarden?

5. Angsigefohle / Daprassionan?

N B I O
N B I O
O 00000
N B I O
N B I O
N B I O

6. Enargie?

HOS - Version 0.14 Copyright © 20052006 HOS - The Hunler Ouicome Survey - Page 9 Prinied: 16/06/2006
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Elternberichtsformular

Die folpandan Fragen beschaftigen sich damit, wie SIE sich in Bezug auf verschiodane Aspekie dor Gesundheit lhros
Kindas fohlan.

@ gar nicht besorgt
wenig basorgt
atwas bosargt
Ziemlich besorgt
AuBarst besorgt

nicht amwendbar

SECIOICRS,

S
®
@
®
@
©

Wie besorgt sind SIE lber die
derzeitigen Probleme lhres Kindes
bezdglich:

1. Gehan/ Stahen? O O O O Od O
2. Grelon/ Fassan? O O O O Od O
3. Schiaien? O O 0O 0O 0o 0O
4. Ausbilung? O O O O Od O
5. Aktivitaten? O O O 0o O O
6. Aiman? O O 0O 0 0O 0O
7. Essan/ Appofit? [ [ I Yy
HOS - Version 0.14 Copyright © 2005-2008 HOS - The Hunier Ouicome Survey - Page 10 Prinied: 16/06/2006
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Anhang 13 - Patientenselbstberichtsformular (HS-FOCUS)

numter cutcome survay

| HOSio |
1D HOS no Initials

OS MNama Family no Sex
Elaprasa Birth date

Age | yrs

Deutsch Patientenselbstberichtsformular

Hunter Syndrom - Bewertungsskala der Funktionstéhigkeit zur Erweiterung des Klinischen

Kenntnisstands

Anle itungen

Wir mochtan gerne erfahren, walchen Einfluss das Hunter-Syndrom awf Ihre Funktionsfahigkait im taglichan
Laban hat.

Bitie wahlen Sie bei der Beantwortung dar folgendan Fragen die Antwort aus, die lhre normalen Aktivitaten I
LALFE DER VORANGEGANGENEN WOCHE am bestan beschroibt (0ber einen durchschnittichen Tag
himwag betrachiat). BITTE GEBEN SIE NUR DIE SCHWIERIGKEITEM ODER EINSCHAAMKUNGEN AN, DIE
DURCH DIE KRANKHEIT VERURSACHT WERDEN. Bitte gabon Sie _nicht anwendbar an, wenn as sich um
Aktivitaten handolt, die Sie nicht durchfdhren kénnen, die jedoch for andere Kinder darsalben Aliersstufe auch
nicht normal sind.

Jade Frage in diesem Fragebogen ist unterschiedlich, obwohl manche ahnlich lauten. Manche Fragan
beziehen sich moglicherweise auf Problema, die bei lhnen nicht immer vorhanden sind. Es ist wichtig, dass

Sie angeban, wann diese Probleme vorhanden sind und wann nicht. BITTE BEANTWORTEN SIE ALLE
FRAGEM SOVOLLSTANDIG WIE MOGLICH.

E= gibt keine richtigen oder falschen Antworten. Wenn Sie sich nicht sicher sind, wie Sia eine Frage
baantwortan sollen, geban Sie die bestmogliche Antwort und machan Sie am Rand aine Notiz.

Anmarkungen/Kommeaniare sind jederzeit willkommean.

Wir bedanken uns fiir Ihre Teilnahme an dieser Studie.
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Patientenselbstberichtsformular

GEHEN / STEHEN (Unterkdrperfunktionsn)

@ GAR nicht schwierig

SECRCICES)

ETWAS schwierg

SEHR schwieng

UNTERSCHIEDLICH: ist manchmal dazu in der Lage
GAR NICHT dazu in dar Lage

nicht amwenabar

Sind Sie in der Lage:

. auf flachen FoBen (auf FuBsokn) einen halben Hausarblock ainer

Stadt bew. einar StadtstraBe weit zu gahen?
ohna Ermodung 15-20 Minuten lang zu gahen?
ohna korperliche Beschwerdan zu gehen? (bew. gamiiiich zu

pahan)
auf einem Bein zu stehan / zu balancieran?

ohna Ermodung 10 Minuien kang zu stehan?

aufracht mit geradem Rocken und den Schullarn an aine W and
gelahnt zu stohan?

auf einan FuBbankchan zu skeigan?

bergauf zu gehen (z.B. auf eine Rampe, ainen kleinen Hogal odar
aina staile Auffahri hinauf)?

aina Etaga/Troppanmihe hinauf zu gahan?

10. cine Etage/Troppanmihe hinunter zu gahan?

S

N I I I I
N I I I I
OO0 O0OO0000o0aogoaod
N I I I I

®
@
®
@
©

N I I I I
N I I I I

HOS - Version 0.14
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Patientenselbstberichtsformular

GREIFEN / FASSEN (Oberkérperfunktionen)
@ GAR nicht schwisrig
@ ETWAS schwiarig
SEHR schwieng
UNTERSCHIEDLICH: ist manchmal dazu in der Lage
GAR NICHT dazu in dar Lage

nmicht amwendbar

e

S
®
@
®
@
S)

Sind Sie in der Lage:

1. eina Monze mit Daumen und Zeigefinger von einem Tisch zu
nehmen?

2. ainan Hamburger / ain Sandwich mit Daumen und Fingam
aufzunehman?

3. sich oban am Kopf zu berGhran?

4. gine Tube Zahnpasie zusammenzudriockan?

5. sich in die Hande zu klatschen (die Handflachen gagenainandar zu
klatschan), um ain Gerausch zu machan?

6. dio Arme saitlich auszustrackean?

7. Handilacha und Finger flach auf einen Tisch zu legan?

8. die Hande ganz zu offnen?

9. Soda oder Saft aus einer Dosa /einam Karton in einen Bachar zu
gieBan?

10. sich die Schuhe anzuziehan, wahrend as auf ainem Stuhl sitzi?

11. ein Hemd zuzuknopian?

12. alle Teile ihres Korpars zu ermaeichan, um sich saubar und ordentiich
zu hatten? (z_B. die Rockseils dos Koplos, das GesaB)

oo odgiboddntdan
0 I I I I O O O
0 I 0 (O
0 I I I I O O O
0 I I I I O O O
0 I I I I O O O
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Patientenselbstberichtsformular

SCHLAFEN
@ GAR nicht schwierig
@ ETWAS schwiarig
SEHR schwieng
UNTERSCHIEDLICH: ist manchmal dazu in der Lage
GAR NICHT dazu in dar Lage

nicht amwenabar

e

S
®
@
®
@
©

Sind Sie in der Lage:

1. inperhalb von 20 Minuten, nachdam Sie zu Bett gegangen sind,
einzuschiafen?

2. die garze Nacht durchzuschiafen, ohne aufzuwachan?

3. morgens ausgaruht aufzuwachen?

OO 0O d
OO 0O d
OO 0O d
OO 0O d
OO 0O d
OO 0O d

4. den ganzan Tag chne Nickarchen wach zu sain?
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Patientenselbstberichtsformular

SCHULE / ARBEIT
@ GAR nicht schwisrig
ETWAS schwierg
SEHR schwieng
UNTERSCHIEDLICH: ist manchmal dazu in der Lage
GAR MICHT dazu in der Lage

nmicht amwendbar

SECRCICES)

Sind Sie in der Lage:

1. einan ganzen Schul- / Arbeitstag mitzumachen?

[
[
O
[
[
[

2. alle Klassonauigaben / Arboitsaufgaban zu erdedigan?

[
[
O
[
[
[

3. wahrond des Untorrichts / bei der Arbait aufmerksam zu sein?

[
[
O
[
[
[

AKTIVITATEN

S
®
@
®
@
©

Sind Sie in der Lage:

1. an korperlichen Akfivitaten (Spielen) mit anderen 1 Stunde lang
izunahmean?

2. auf ainer Schaukal im Park zu schaukeln?

3. mit Freundan/ der Familie auBer Haws zu gehan? (z.B. Zum
Einkaufszentrum, zum Essen, ins Kino, usw.)

4. einan mittelgroBan Ball zu warfen und zu fangan? (z.B. ainan
Kiorbball)

5. Seiten in einem Buch umzublatiem?

OO o g O
OO o oo O
OO O Ood O
OO o oo O
OO o oo O
OO o oo O

6. Braft- oder Videcspiake zu spielen?
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Patientenselbstberichtsformular

ATMEN

SECNCICASES

GAR nichi schwierg

ETWAS schwierg

SEHR schwieng

UNTERSCHIEDLICH: ist manchmal dazu in der Lage
GAR NICHT dazu in dar Lage

nicht amwenabar

Sind Sie in der Lage:

2

aina Gaburtstagskerzn auszublasan?
als Sie sich ausruhen, lautios zu atmen?

tagliche Akivitaion auszufGhren, ohne kurzatmig zuwearden?

sich zu unterhalion, ohna kurz atmig zu warden?

problemios durch die Naso zu atmon?

mit goschiossenam Mund durch die Nase zu atmen?

S

O 0O o Oooad

®
@
®
@
©

O 0O o Oooad
OO0 O O0Od
O 0O o Oooad
O 0O o Oooad
O 0O o Oooad

HOS - Version 0.14
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Patientenselbstberichtsformular

Die folpandan Fragan beziehan sich auf Ihr Grad von Zufriedenheit / Besorgnis in Bezug auf unierschiedliche Aspakie
Ihrar Gasundhait.

ZUFRIEDENHEIT

sahr Zufiadan

etwas zufrisden

weder Zufrieden noch unzufiedean
etwas unzufrieden

sehr unzufreden

nicht amwendbar

SECNCICASES

S
®
@
®
@
©

Wie zufriedon waren Sie bizher in
Bezug auf die folgenden Aspekie lhrer
Gesundheit:

1. Mobilitat?

2. Korperpflege? (z.B. Ankleiden, Kamman, usw.)
3. normale Akfivitaien?

4. Schmerzen/Beschwardan?

5. Angsigefohle / Daprassionen?

OO o0oodnd
N B I O
O 00000
N B I O
N B I O
N B I O

6. Enargie?
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Patientenselbstberichtsformular

Die folpandan Fragan beziehan sich auf Ihr Grad von Zufriedenheit / Besorgnis in Bezug auf unierschiadliche Aspakta
Ihrar Gasundhait.

SECNCICASES

gar nicht besorgt
wenig basorgt
otwas bosargt
Ziemlich besorgt
AuBerst bosorgt

nicht amwendbar

S
®
@
®
@
©

Wie besorgt sind Ske dber lhre
derzeitigen Probleme beziglich:

1. Gehen/ Siahen? O O O O Od O
2. Grelon/ Fassen? O O O O Od O
3. Schlalen? O O 0O 0O 0o 0
4. Ausbiliung? O O O O Od O
5. Aktivitaten? O O O 0o O O
6. Aiman? O O 00 0o 0O
7. Essan/ Appofit? I [ Iy
HOS - Version 0.14 Copyright © 2005-2008 HOS - The Hunter Ouicome Survey - Fags 8 Printed: 1 &/0&/2006
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Anhang 14 - Ergebnisse der IDS-Enzymaktivitdtsmessung im Mischserum

Tabelle 38: Ergebnisse der IDS-Enzymaktivitdtsmessung im Mischserum
N Patienten Gesunden Mischserum Mischserum an Sollwert
[nmol/ah/mi] [nmol/ah/mi] [nmol/4h/ml] [nmol/4h/ml] [%]
45,0 275,0 160,0 18,9 11,8
12,5 310,0 161,2 155,0 96,1
! 11,1 347,0 179,1 211,0 117,8
29,0 227,0 128,0 188,0 146,9
15,7 260,0 137,9 168,0 121,9
19,9 183,6 101,8 126,9 124,7
? 7,8 238,0 1229 135,0 109,8
276,0 415,0 345,5 338,0 97,8
3,4 348,0 175,7 7,7 4.4
93,0 275,0 184,0 182,5 99,2
3 35,5 193,3 114,4 114,0 99,7
150,0 347,0 248,5 257,0 103,4
80,1 350,6 215,4 232,0 107,7
0,0 357,0 178,5 180,0 100,8
‘ 17,3 344,0 180,7 204,0 1129
0,9 248,3 124,6 109,9 88,2
° 1,2 279,0 140,1 137,0 97,8
11,3 324,0 167,7 192,0 1145
12,1 273,0 142,6 175,0 122,8
10,4 253,5 131,9 146,8 111,3
6 10,8 239,8 125,3 156,0 124,5
4,3 271,0 137,7 148,0 107,5
3,4 279,0 141,2 179,0 126,8
38,2 427,0 232,6 262,0 112,6
7,1 273,0 140,1 144,0 102,8
0,0 271,0 135,5 148,0 109,2
! 4,5 397,0 200,8 191,0 95,1
31,4 350,6 191,0 212,0 111,0
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N Patienten Gesunden Pl{l\ ';g?liir/ﬁm m f}g?liir/m} an S[cg/LI]wert
[nmol/4h/ml] [nmol/4h/ml]
7 17,9 301,0 159,5 184,0 115,4
18,4 340,2 179,3 176,0 98,2
6,8 281,0 143,9 149,0 103,6
8 12,0 193,3 102,7 131,0 127,6
8,8 427,0 217,9 218,0 100,1
3,4 269,0 136,2 158,0 116,0
6,9 248,3 127,6 1244 97,5
20,9 239,8 130,4 175,0 1343
9 12,8 310,0 161,4 170,0 105,3
9,9 295,0 152,5 152,0 99,7
14,4 344,0 179,2 200,0 111,6
4,6 342,4 173,5 171,2 98,7
10 6,2 237,2 121,7 142,0 116,7
14,6 183,6 99,1 113,9 1149
18,6 322,0 170,3 172,0 101,0
6,7 2434 125,1 144,3 115,4
11 11,3 126,0 141,2 126,0 89,3
297,0 295,0 296,0 291,0 98,3
203,0 415,0 309,0 306,0 99,0
6,4 248,3 127,3 135,4 106,3
17,8 224.6 121,2 165,7 136,7
12 21,1 183,6 102,4 137,2 134,1
282,0 307,0 294,5 323,0 109,7
118,0 415,0 266,5 266,0 99,8
15,6 340,2 177,9 182,0 102,3
158,1 243,4 200,8 198,2 98,8
e 77,0 307,0 192,0 195,0 101,6
61,0 227,0 144,0 140,0 97,2
12,6 342,0 177,3 187,0 105,5
o 20,2 281,0 150,6 148,0 98,3
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Gemes;e_nfe Gemesge_nfa Sollwert Istwert Prozentualer
Patient DS-AKIVItAt | IDSAKIVIAL | D Aktivitat | IDS-Aktivitat | Anteil Istwert
N Patienten e - Mischserum Mischserum an Sollwert
[nmol/4h/mi] [nmol/4h/mi] [nmol/4h/ml] [nmol/4h/ml] [%]
24,7 193,3 109,0 119,0 109,2
0,7 279,0 139,8 159,0 113,7
o 11,0 301,0 156,0 149,0 95,5
19,0 301,0 160,0 179,0 111,9
28,0 311,0 169,5 172,0 101,5
15 12,6 309,0 160,8 189,0 117,5
9,4 350,6 180,0 210,0 116,7
3,3 299,0 151,1 166,9 110,4
8,7 239,8 124,2 165,0 132,8
16 14,0 183,6 98,8 113,4 114,8
11,3 307,0 159,2 181,0 113,7
19,0 237,0 128,0 150,0 117,2
26,0 273,0 149,5 179,0 119,7
19,5 224.6 122,1 152,8 125,2
334,2 183,6 258,9 366,7 141,6
L 241,0 306,0 273,5 235,0 85,9
25,0 185,0 105,0 127,0 121,0
309,0 324,0 316,5 326,0 103,0
1,5 310,0 155,8 171,0 109,8
18 3,8 350,6 177,2 196,0 110,6
0,9 240,8 120,9 115,5 95,6
6,7 324,0 165,4 222,0 134,3
13,3 4240 218,6 200,0 91,5
111 238,7 124,9 140,4 112,4
9 9,6 256,0 132,8 151,2 113,9
57 309,0 157,4 182,0 115,7
11,4 427,0 219,2 220,0 100,4
11,0 269,0 140,0 161,0 115,0
0,8 242,0 121,4 113,4 93,4
20 185,2 183,6 184,4 223,0 120,9
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Gemes;e_nfe Gemesge_nfa Sollwert Istwert Prozentualer
Patient DS-AKIVItAt | IDSAKIVIAL | D Aktivitat | IDS-Aktivitat | Anteil Istwert
N Patienten e - Mischserum Mischserum an Sollwert
[nmol/4h/mi] [nmol/4h/mi] [nmol/4h/ml] [nmol/4h/ml] [%]
6,6 438,0 222,3 259,0 116,5
20 187,0 344.,0 265,5 263,0 99,1
15,1 282,0 148,6 300,8 202,5
3,3 254,1 128,7 143,4 111,4
21 64,3 235,0 149,7 145,0 96,9
15,4 193,3 104,4 131,0 125,5
50 342,0 173,5 159,0 91,6
1,4 254,1 127,7 119,5 93,6
22 3,3 310,0 156,6 150,0 95,8
13,5 397,0 205,3 184,0 89,7
3,5 427,0 2153 214,0 99,4
0,5 324,0 162,3 18,4 11,3
6,5 242,0 124,3 21,1 17,0
2 0,9 309,0 154,9 38,3 24,7
0,0 344,0 172,0 45,0 26,2
17,0 289,0 153,0 170,0 1111
25,9 183,6 104,8 123,8 118,2
2 26,0 387,0 206,5 208,0 100,7
38,0 179,0 108,5 143,0 131,8
15,3 333,2 174,3 337,5 193,7
5,6 324,0 164,8 188,0 1141
8,3 348,0 178,2 186,0 104,4
25 0,7 224.6 112,6 138,0 122,5
18,1 238,0 128,1 136,0 106,2
11,0 301,0 156,0 152,0 97,4
26,0 325,0 175,5 222,0 126,5
4,3 398,0 201,1 4,9 2,4
0,3 254,1 127,2 26,2 20,6
20 0,2 243,4 121,8 29,1 23,9
1,6 289,0 145,3 36,5 25,1
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Gemes;e_nfe Gemesge_nfa Sollwert Istwert Prozentualer
Patient DS-AKIVItAt | IDSAKIVIAL | D Aktivitat | IDS-Aktivitat | Anteil Istwert
N Patienten e - Mischserum Mischserum an Sollwert
[nmol/4h/mi] [nmol/4h/mi] [nmol/4h/ml] [nmol/4h/ml] [%]
26 0,1 347,0 173,6 34,0 19,6
3,9 350,6 177,3 150,1 84,7
2 1,3 324,0 162,7 20,0 12,3
12,0 254,1 133,0 141,6 106,5
6,0 213,0 109,5 127,0 116,0
28 10,3 307,0 158,7 171,0 107,8
9,7 344.,0 176,9 222,0 125,5
2,7 377,5 190,1 227,4 119,6
29 1,8 271,0 136,4 165,0 121,0
13,0 237,0 125,0 178,0 142,4
7,3 4240 2157 144,0 66,8
30 0,3 239,8 120,0 129,0 107,5
10,6 193,3 101,9 82,7 81,1
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Lebenslauf
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