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1 _Einleitung

1.1 Funktion und Genetik des Mitochondriums

1.1.1 Aufbau und Funktion

Mitochondrien sind ca. 2 um lange und ca. 0.5 um breite ovale Zellorganellen. Sie werden
von einer doppelten Membran eingefalit, wobei die innere Membran zahlreiche
Einstiilpungen, die cristae mitochondriales, aufweist.

Die Funktion der Mitochondrien' liegt hauptsichlich in der Bereitstellung der von der
gesamten Zelle bendtigten Energie in Form von Adenosintriphosphat (ATP). Die hierzu
bendtigten Atmungskettenenzyme sind in der inneren Mitochondrienmembran lokalisiert,
wobei es sich bei den Komplexen I (NADH-Ubichinon-Reductase), III (Ubichinon-
Cytochrom c-Reductase) und IV (Cytochrom c¢-Oxidase) um integrale Membranproteine
handelt. Coenzym Q und Cytochrom ¢ fungieren als Elektronenshuttle zwischen Komplex I
und IIT ( Coenzym Q) bzw. Komplex IIT und IV (Cytochrom c). Auch die ATP-Synthase
(Komplex V) ist ein integrales Membranprotein.

Die ATP-Synthese aus ADP und anorganischem Phosphat geschieht mit Hilfe eines
Protonengradienten an Komplex V. Dieser Gradient wird von den Komplexen I, III und IV

aufrechterhalten, welche die Eigenschaft von Protonenpumpen haben, d.h. sie pumpen

Protonen in den Intermembranraum. Die Energie, die zum Pumpen gegen das HT-
Konzentrationsgefille notig ist, wird durch die Ubertragung von Elektronen auf molekularen
Sauerstoff unter Ausnutzung des Potentialgefdlles der Atmungskette gewonnen. Die
Elektronen stammen aus den Reduktionsdquivalenten Nicotinsdure-Amid-Adenin-

Dinukleotid (NADH) und Flavin-Adenin-Dinukleotid (FADHj ) . Die Anzahl von

Mitochondrien pro Zelle ist abhdngig vom spezifischen Sauerstoff - und ATP-Bedarf des

Gewebes.



1.1.2 Genetik
Die genetische Information des Mitochondriums ist auf einem 16.569 Basenpaar (bp) groflen
ringférmigen Molekiil (Abb.1), welches in 2-10 Kopien je Mitochondrium im Matrixraum

vorliegt, gespeichert®.

DEAF 1555 G

MELAS 3243 G LHON 14484 C /
LDYT 14459 A

ND
LHON 3460 A

LHON 11778 A\
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Abb.1: Schematische Darstellung des mitochondrialen Ringmolekiils (nach Wallace®). Neben
der Lage der Gene ist auch die Lokalisation der wichtigsten Punktmutationen der hdufigen
mitochondrialen Erkrankungen MELAS, MERRF und LHON sowie die der ca. 5 kb grof3en
,common deletion* angegeben.

Auf dem Molekiil liegen die fiir die Translation notwendigen zwei rRNAs (12S und 16S
rRNA) und 22 tRNAs. Allerdings sind die Zellorganellen genetisch nur semiautonom, da die
fiir die Replikation und Transkription bendtigten Enzyme, z. B. Polymerasen kernkodiert
sind. Bei den mitochondrial kodierten Proteinen handelt es sich um 13 funktionell wichtige

der insgesamt 84 Untereinheiten der Atmungskette. Tabelle 1 gibt eine Ubersicht iiber die

einzelnen Untereinheiten. Obwohl Komplex V strenggenommen kein Bestandteil der



Atmungskette ist, ist er, da er ebenfalls mitochondrial kodierte Untereinheiten enthilt, mit
aufgefiihrt.

Tabelle 1: Ubersicht iiber die Anzahl der kern (nDNA)- bzw. mitochondrial (mtDNA)-
kodierten Untereinheiten der verschiedenen Komplexe der Atmungskette

Komplex | 111 1A% \4
Synonym NADH- Coenzym-Q- Cytochrom-c- | ATP-Synthase
Coenzym-Q- Cytochrom-c- | Oxidase

Reduktase Reduktase
nDNA kodierte |35 10 10 12
Untereinheiten
mtDNA 7 1 3 2
kodierte
Untereinheiten

Der genetische Code weicht dabei von dem universellen Code, hauptsdchlich bei der
Codierung der Stop- und Startsignale, ab. Einige wichtige Beispiele hierzu sind in Tabelle 2

aufgefiihrt.

Tabelle 2: Abweichungen zwischen dem universellen und dem mitochondrialen Code

(nach S.Anders0n4)
Codon Mitochondriale Bedeutung |Universelle Bedeutung
UGA Tryptophan Stopcodon
AUU Startcodon (vermutlich) Isoleucin
AUA Startcodon Isoleucin
AGA Stopcodon Arginin
AGG Stopcodon Arginin
AUA Methionin Isoleucin

Durch Erweiterung der Wobble-Regel konnen alle Codonmdglichkeiten mit den 22
mitochondrial kodierten tRNAs erfalt werden: 14 tRNAs, die jeweils zwei verschiedene
Codons ablesen konnen, haben den herkdmmlichen G:U-Wobble. Es gibt jedoch auch acht

tRNAs, welche jeweils vier Codons ablesen kénnen und iiber einen G:N-Wobble verfiigen® .



1.2 Primire Mitochondropathien

1.2.1 Morphologische Verianderungen

Unter primdren mitochondrialen Erkrankungen versteht man solche Stoérungen, die auf
Mutationen von Genen (Strukturgene oder tRNA/rRNA) beruhen, welche Bestandteile der
mitochondrialen Atmungskette (einschlieBlich Komplex V) kodieren bzw. an deren
Translation beteiligt sind. In den bis jetzt genau definierten Krankheitsbildern sind fast
ausschlieBlich mitochondriale Gene betroffen’.

Die Mutationen fithren zu charakteristischen morphologischen Verdnderungen der
Mitochondrien:

Das wichtigste Erkennungskriterium mitochondrialer Erkrankungen sind die bei der Gomori-
Trichrom-Farbung im Lichtmikroskop erkennbaren verdickten, unscharfen Rénder der
Muskelfasern, welche als "ragged-red fibers" (RRF) bezeichnet werden®. Das,
elektronenmikroskopisch sichtbare, morphologische Korrelat dieses Phidnomens ist eine
gesteigerte mitochondriale Proliferation’.

Bei primédren Mitochondropathien sind die Mitochondrien auflerdem vergrofert (bis zu 5 pm
im Durchmesser), und die cristae sind in ihrer Anzahl erhoht, erniedrigt oder ungewohnlich

orientiert. Dariiberhinaus sind in den Mitochondrien parakristalline Einschliisse zu erkennen’.

1.2.2 Singulédre Deletionen und Duplikationen

Die mitochondriale DNA kann, wie die Kern-DNA, Mutationen aufweisen, die zu
Erkrankungen verschiedener Organe fiihren, besonders hdufig zu Beintrachtigungen der
Muskel- und Nervenfunktionen. Diese Gewebe sind fiir Storungen in der Atmungskette
besonders anfillig, da sie sich durch einen hohen Sauerstoffbedarf und gleichzeitig durch

eine geringe Replikationsrate auszeichnen® .



1.2.2.1 Krankheitsbilder

Singuldre Deletionen und Duplikationen fiihren zum Kearns-Sayre-Syndrom (KSS),
progressiver externer Ophthalmoplegie (PEO)’, okulare Myopathie (OM) oder dem Pearson-
Pankreas-Syndrom (PPS)'’, je nachdem, in welchem Gewebe und in welchem Stadium der

Entwicklung die Deletion/ Duplikation auftritt'".

Das KSS macht sich durch eine typische Trias von Symptomen bemerkbar'?: 1) Beginn der
Erkrankung vor dem 20. Lebensjahr, 2) progressive externe Ophthalmoplegie, 3)
Degeneration des Pigmentepithels der Retina. AuBerdem liegt noch mindestens eines der
folgenden Symptome vor: Kleinhirnsyndrom, Herzblock oder hoher Proteingehalt in der
Zerebrospinalfliissigkeit (> 100mg/ dL).

Die Patienten sind oft mental retardiert und leiden an Horverlust sowie endokrinen
Stérungen. Der Tod tritt meistens vor dem 3. Lebensjahrzehnt ein'”.

In Muskelbiopsien erkennt man RRF und Fasern mit mangelhafter Cytochrom-c-Oxidase
(COX)-Aktivitit, in einigen Fillen liegen Storungen der Atmungskette vor'*.

Fast alle Fidlle von KSS treten sporadisch auf, wobei die meisten auf singuldre

heteroplasmatische Deletionen'> und nur einige auf Duplikationen'® zuriickzufiihren sind.
p g p

Bei der sporadisch auftretenden PEO handelt es sich um eine leichte, unvollstindige
Ausprigung des KSS'”.

Die Hauptsymptome sind Ptosis, Ophthalmoplegie und Schwiche der proximalen
Muskulatur. Allerdings ist es moglich, dass sich aus einer PEO - Erkrankung im Laufe des
Lebens das Vollbild des KSS entwickelt.

Der PEO liegt, wie dem KSS, eine heteroplasmatische singulére Deletion zugrunde; sie

, . a8
verkiirzt die Lebenserwartung normalerweise nicht .



Es sind auch autosomal vererbte Formen der PEO bekannt, allerdings sind hier multiple

Deletionen der mtDNA sowie fehlerhafte Kerngene die Ursache (siehe 1.3.2.).

Von okularer Myopathie spricht man, wenn ein Patient im Kindes- oder Jugendalter neben
einer PEO noch eine beidseitige symmetrische Ptosis entwickelt. RRF sind nachweisbar. Alle
Fdlle sind sporadisch, und ca. 50% der Fille werden durch eine singuldre Deletion

18
hervorgerufen °.

Zum Symptomenkomplex des PPS kommt es, wenn das Deletionsereignis in der Oogenese
oder im frithen Embryonalstadium liegt, so dass alle drei Keimblétter - und folglich auch
alle Organe - betroffen sind'®.

Manifest werden die Storungen, die bereits im frithen Sduglingsalter beginnen, hauptsichlich
im blutbildenden System, in der Leber, den Nieren und dem exogenen Pankreas. Es kommt
zu einer makrozytiren Andmie mit gleichzeitiger Neutro- und Thrombozytopenie,
Laktatazidose, Pankreasfibrose und Atrophie der Milz. Die Erkrankung hat sehr oft letalen
Ausganglg.

Ein Defekt des Komplexes I ist in Lymphozyten beschrieben worden™. Dieses Syndrom tritt
ebenfalls nur sporadisch auf; wird die Panzytopenie im frilhen Kindesalter iiberlebt,

entwickelt sich spiter ein KSS".

1.2.2.2 Modelle der Deletionsentstehung

Der Mechanismus der Entstehung von Deletionen im mitochondrialen Genom ist nicht
bekannt. Es werden Fehler bei der Replikation sowie bei der Rekombination diskutiert.

Beim Modell des ,,slip mispairing“9 geht man davon aus, dass es wihrend der Replikation zu
einer falschen komplementiren Bindung zwischen einer Sequenz mit kurzen repetiven

Basenfolgen (,,direct repeat) auf dem H-Strang und einem ,,direct repeat™ weiter unterhalb



auf dem L-Strang kommt. Diese Fehlpaarung wird durch die lange Einzelstrangigkeit des H-
Stranges wihrend der Replikation begiinstigt.

Abb.2 (nach Ballingerm) zeigt schematisch, wie man sich die Deletionsentstehung beim ,,slip
mispairing* vorstellt: Zunichst (1) 16st sich der H-Strang (dicke Linie) vom L-Strang (diinne
Linie), an dem der neue leichte Strang (diinne Linie mit Pfeil) amplifiziert wird. Die hellen
und die dunklen Késtchen stellen dhnliche / gleiche ,,direct repeats* dar (im weiteren Text mit
DR1 und DR2).

Wihrend der Verldangerung (2) des leichten Tochterstranges werden auf den Elternstrangen
DRI1 und DR2 gleichzeitig exponiert. (3) Es kommt zu einer Paarung von DRI des
elterlichen H-Stranges mit dem DR2 des elterlichen L-Stranges. Dadurch bricht der elterliche
H-Strang unmittelbar ,,downstream® des DR1. (4) Der H-Strang wird normal bis zum 5°-
Phosphatende des Molekiils weiter verldngert. (5) Bei der weiteren Replikation der DNA
entstehen zwei Arten von Molekiilen: aus dem L-Strang das Wildtypmolekiil und aus dem H-
Strang ein deletiertes Molekiil.

Auch fehlerhafte Rekombinationen, wie z. B. eine fehlerhafte Topoisomeraseaktivitit,
werden bei der Deletionsentstehung diskutiert’**. Allerdings sind Rekombinationsereignisse
bei der mitochondrialen DNA nicht gesichert™*.

Alle Theorien setzen das Vorhandensein von ,,direct repeats™ als ,,Verwechslungspartner*
voraus, welche den Bruchpunkt entweder direkt flankieren (Klasse I Deletionen) oder sich

zumindest in direkter Ndhe zu den Bruchpunkten befinden (Klasse II Deletionen).



2) = =

5) W
) @ Abb.2: schematische Darstellung

der Deletionsentstehung nach
dem Modell des ,,slip mispairing*

1.2.3 Punktmutationen

1.2.3.1 Lebers hereditire optische Neuropathie

Lebers hereditire optische Neuropathie ( Leber’s hereditary optic neuropathy = LHON)
manifestiert sich bei den zumeist minnlichen Patienten zwischen dem 20. und 50.
Lebensjahr. Leitsymptom ist dabei ein akut oder subakut auftretender Ausfall des zentralen
Gesichtsfeldes, wobei es morphologisch zunéchst zu einer Schwellung und porzellanweiflen
Firbung und spiter zu einer Abblassung der Papilla nervi optici kommt®.

Das zentrale Skotoma geht mit einer Demyelinisierung und Degeneration der
Ganglionzellschicht der Retina und der zentralen Fasern des Nervus opticus sowie mit einem

vermehrten Zelluntergang im Corpus geniculatum laterale™® einher.



AuBerdem kénnen zusitzlich Reizleitungsstorungen am Herzmuskel auftreten®’.

Eine Sonderform mit weiteren neurologischen Ausféllen im Sinne einer Dystonie tritt bereits
im frithen Kindesalter (2 — 4 Jahre) auf*®.

Die Erkrankung wird durch verschiedene primire Punktmutationen, welche homoplasmatisch
oder heteroplasmatisch vorliegen konnen, ausgeldst. Von primédren Mutationen ist dann die
Rede, wenn diese als Ursache der Erkrankung und nicht als zufdlliges Zusammentreffen
angesehen werden konnen®.

Bei LHON sind die primdren Punktmutationen G3460A*, G11778A°' und T14484C™
bekannt, die alle in den Genen liegen, die die verschiedenen Untereinheiten (ND1, ND4 bzw.
ND6) der NADH-Dehydrogenase (Komplex I) kodieren. Sie sind verantwortlich fiir 96 % der
LHON-Fille in Nordeuropa und Australien sowie 85-90 % der Fille weltweit>, wobei auf
die hdufigste Mutation G11778A in Europa, Nordamerika und Australien 31-89 % der Fille
entfallen (in Japan 90 %) und auf die beiden anderen Mutationen je10-15 % der Fille™*.
Einige seltene andere primdre Mutationen™ und verschiedene sekundire Mutationen®®,
deren klinische Bedeutung nicht ganz klar ist (siehe 4.3.2.), sind ebenfalls bekannt.

LHON wird maternal vererbt™®.

Die unterschiedlichen Primdrmutationen zeigen keinen Unterschied in dem von ihnen
hervorgerufenen Phinotyp, wohl aber Unterschiede in der Prognose: 50 % der Patienten mit
der T14484C Mutation erlangen ihr Sehvermdgen zuriick, aber nur 4 % der Patienten mit
der G11778A Mutation. Die Prognose der Patienten mit der Mutation G3460A liegt zwischen
diesen beiden Extremen’*.

Im weiteren Verlauf der Arbeit ist die Punktmutation G3460A von Interesse. Hier wird das
Alanin 52 in der Untereinheit 1 (ND1) gegen ein Threonin ausgetauscht (Punktmutation:
NDI1/A52T). Das Alanin 52 ist Bestandteil einer stark konservierten, a-helikalen Struktur,
welche an der Reduktion von Ubichinon beteiligt ist’”. Das Nukleotid an Position 3460 ist

allerdings nicht besonders stark konserviert. Abb.3 vergleicht die Sequenzen dieser Region
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von verschiedenen Spezies, wobei die stark konservierten Nukleotide durch einen Rahmen
gekennzeichnet sind.

Die Mutation fithrt in Thrombozyten zu einem starken (ca. 65 %) Abfall der Aktivitdt des
Komplexes I*°. Eine dhnlich starke, wenn nicht stirkere, Minderung der Komplex I Aktivitit
ist in den betroffenen Geweben, dem Nervus opticus und der Ganglionzellschicht der Retina,

Zu erwarten.

P.denit.NQO8 37 pﬁxrwhnvanachvacPNEL?@TFADALﬂx_Ivmxv:pAGADK 81
Human ND1 24 [Er|k 1 LG Y M|olL|r|k|c P Nvv Gle v[clu|Lu ol FlaDla M|k L|F Tk Elp Lk|PlaT ST I 68
Chicken ND1 31 [Er[K I L s Y M|ofa|r|klc pN[I[vel|e FlelulLolp va Dl VK LIF 1|k Elp I R[P|STSSP 75
X.laevis ND1 29 ERKVLGYHQHRKGPNIVGPTGLEQPI plcvik LIF 1|k ElpvR[p|sTSSQ 73
D.yakuba ND1 28 |ERKVLGY I|QI|RIK|G P N[K|V GIL M|G|I QP?EJDAIKLFTKEQTYPLLSN! 72
Ascaris ND1 26 ERHLLGGSQQRIGPNK\J@:FMGPLQAI plevikL|Lk|[kEjoMTIRILNSSE 70
N.crassa ND1 31 [Er[K TMASM[QR|R|LIc eNAlVvG|y LGt QA FIADIALIKLILLIKEIYVALTQANNM 75
Wheat mito.ND1 27 ERKVHAFVQRRKGPEV glsFleltlolpLlaplo ik |t Lk Elp T slplssane T
Maize chlo.NDHA 50 [ R|E I s A s 1|gle|r|ilc ple ¥ Alc|e Llelu|u @fa T]a Dl T|k LiL Lik Efp T L|P|SRGDI 94
E.coli NUOH 36 |eErR[RLLGLF|QN|rR|¥[c PN|R[VG|Wwols|s|lL ol v[aDM I|k|M F FIKE[DW I[RJKFSDR 80
T. thermo.NQO8 35 [ER|IRL L ARF|oIV[R[M|c PNIRIV glp Flojui olp Llap|a Tlkls T FlKEIDIVVAQADR 79
E.coli HYCD 24 TlRivARARLHN[R[R[GP[- - - - - - 1\ QEY%]B_IIKLLGRQSVGEDASGN 62
E.coli HYFC 32 slRlo T RARMHS|RIRIGR)- - - - - - Q_Ifﬂgbyn IH FKRQEVAlRITSSGL 70

Abb.3: , Alignment* der Sequenzen verschiedener Spezies. Gezeigt ist die o-helikale
Struktur von ND1, welche das Nukleotid 3460 enthilt.

Man vermutet, dass die verringerte Komplex [-Aktivitit zu einem gestorten axoplasmatischen
Transport und zu einer Schwellung des Axons fithrt. Dadurch werden Gefifle und
Nervenendigungen, vor allem in der Lamina cribrosa, komprimiert, so dass es zunichst zu
einem reversiblen Funktionsverlust kommt. Bildet sich die Schwellung wieder zuriick, kehrt
das Sehvermodgen ebenfalls zuriick; bleibt sie iiber einen gewissen Zeitraum bestehen, kommt

es zu einer Apoptose der betroffenen Zellen und damit zu einem irreversiblen Sehverlust™.
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1.2.3.2 Andere durch Punktmutationen verursachte Erkrankungen

Myoklonale Epilepsiec mit RRF (MERRF) heifit ein Krankheitsbild, welches durch
Myoklonus, epileptische Krampfanfille, RRF sowie eine sich progressiv entwickelnde
Kleinhirnsymptomatik (u.a. Ataxie, Tremor) gekennzeichnet ist. Die Patienten leiden oft
unter Visus- und Gehorverlust und sind mental retardiert. Der Krankheitsbeginn liegt
normalerweise zwischen dem 5. und dem 12. Lebensjahr, allerdings sind auch Erkrankungen
im Erwachsenenalter m6glich41.

Das Gehirn dieser Patienten zeigt in der Bildgebung typische Verdnderungen*”.

Defekte in Komplex I1I*?, in Komplex IV** und kombinierte Defekte in Komplex I und IV*
sind beschrieben worden.

Auf genetischer Ebene liegt der Erkrankung die heteroplasmatische Mutation A8344G
zugrunde™, die maternal vererbt wird*®.

Andere, seltene Mutationen sind ebenfalls beschrieben worden™.

MELAS (=Mitochondriale Myopathie, Enzephalopathie, Laktatazidose, ,stroke like
episodes") ist eine weitere Erkrankung, welche durch eine Punktmutation im mitochondrialen
Genom ausgelost wird.

Hier stehen Wachstumsstdrungen, eine persistierende Laktatazidose, anfallsartiges
Erbrechen, Krampfanfille und wiederkehrende zerebrale Infarkte mit den typischen Folgen
wie Hemiparesen, Hemianopsie oder kortikalem Sehverlust im  Vordergrund.
Kopfschmerzen, Taubheit und Demenz werden ebenfalls oft beobachtet. MELAS beginnt
meistens zwischen dem 3. und dem 11. Lebensjahr*’.

In der Computertomographie sind fokale Authellungen und Verkalkungen der Basalganglien
erkennbar; auBerdem findet man eine schwammige Degeneration des Hirngewebes®.
Muskelbiopsien zeigen RRF und parakristalline Einschliisse in den Mitochondrien®|

In verschiedenen Fillen liegen Stérungen im Komplex I vor™.
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In 80 % der Fille ist die Punktmutation A3243G die Ursache dieser maternal vererbten

KrankheitSI, aber auch andere Punktmutationen sind bekannt*.

Das Leigh-Syndrom ist eine progressive neurodegenerative Erkrankung, die im Sduglings-
oder Kleinkindesalter auftritt, wobei die klinische Ausprigung verschieden, die
pathologischen Verdnderungen im Gehirn jedoch einheitlich sind. Die Erkrankung fiihrt
innerhalb von Monaten oder Jahren zum Tode.

Die Kinder werden auffillig durch Entwicklungsstorungen, Abnahme der psychomotorischen
Fahigkeiten, Ataxie, Krampfanfille, periphere Neuropathie, Abnahme des Sehvermdgens und
einer Hirnstammsymptomatik ™.

Sichern 146t sich die Diagnose postmortal durch charakteristische, sowohl makroskopische
als auch mikroskopische, neuropathologische Veranderungen™.

Auf biochemischer Ebene sind Stérungen im Pyruvatdehydrogenasekomplex, im Komplex
IV sowie selten in Komplex I und in Komplex V beobachtet worden™*.

Die haufigste Ursache des Leigh-Syndroms ist die hochprozentig heteroplasmatische

(> 95 %), maternal vererbte Punktmutation bei nt8§993 im ATP-ase Gen, Untereinheit 6
(SU6). Dabei sind sowohl die Mutation T8993C™, die zu einem milderen Krankheitsverlauf
fiihrt, als auch die Mutation T8993G>¢ bekannt, wobei letztere auch als de novo Mutation
beschrieben worden ist”’.

In einigen Fillen sind auch Stérungen in Kerngenen nachgewiesen, wobei die Funktionen

dieser Gene jedoch nicht bekannt sind”®.
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1.3 Gestorte intergenomische Signaltransduktion

Wie oben beschrieben (1.1.2), werden einige funktionell wichtige Untereinheiten der
Atmungskette durch mitochondriale Gene kodiert. Andere Untereinheiten sowie alle anderen
mitochondrialen Proteine sind im Kerngenom kodiert. Dadurch steht das Mitochondrium
unter der Kontrolle von zwei Genomen, was eine intergenomische Signaltransduktion
erforderlich macht.

In dieser Signaltransduktion kann es zu Storungen kommen, die sich in Funktionsverlusten
der Atmungskette auswirken und damit zu dem gleichen morphologischen Bild fiithren wie
die primdren Mitochondropathien (siche 1.2.1). Die Pathogenese dieser Erkrankungen ist

jedoch komplexer und wird noch nicht voll verstanden.

1.3.1 Depletionen

Eine gestorte Signaliibertragung zwischen Mitochondrium und Kern hat ihre Ursache
wahrscheinlich in mutierten Kerngenen, welche im Wildtyp direkt fiir die Integritidt und
Funktion des Mitochondriums nétig sind. Dies sind z.B. Gene fiir Proteine, die fiir die
Proteinbiosynthese der Mitochondrien oder fiir den Transport kernkodierter Proteine in das
Mitochondrium notwendig sind. Durch die gestorte Signaliibertragung kann es zur Depletion
kommen, d. h. zu einer Verringerung der Kopienzahl des ringférmigen mt-DNA-Molekiils
pro Organelle. Dies kann zu Mitochondropathien fiihren; die Prdvalenz der einzelnen
Erkrankungen ist jedoch gering.

Beschrieben wird eine mitochondriale Myopathie, bei der die erkrankten Kinder schon im
Sduglingsalter durch Muskelschwiche, Hypotonie, Ophthalmoplegie mit Ptosis, hohe
Serumlaktatwerte und gestorte Nierenfunktion auffallen. Sie sterben an einer Schwiche der
Atemmuskulatur®.

In den muskuldren Mitochondrien ist die Aktivitit von Komplex III und IV erniedrigt, die

Aktivitit des Komplex IV kann in Myozyten auf weniger als 1 % des Normalwertes sinken™.
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Muskelbiopsien zeigen RRF und in ihrer Ultrastruktur verdnderte Mitochondrien.

Die Anzahl der mtDNA-Molekiile pro Mitochondrium ist stark vermindert®.

Einige Fille von Depletionen der mitochondrialen DNA in Leberzellen sind ebenfalls
bekannt. Die Sduglinge leiden an massivem Erbrechen, Diarrhden und Gewichtsverlust.

Die Aktivitit der Cytochrom c-oxidase ist auf 10 % des Normalwertes gesunken®'.

Die Mitochondrien der Hepatozyten enthalten nur ca. 13 % der DNA eines gesunden

Mitochondriums®.

1.3.2 Multiple Deletionen

Multiple Deletionen im mitochondrialen Genom treten bei Mitochondropathien, aber auch
bei anderen degenerativen Erkrankungen auf, wobei einige Erkrankungen nach den
Mendelschen Gesetzen vererbt werden, was auch hier eine Kernbeteiligung nahe legt™.

Eine Erkrankung, die durch multiple Deletionen hervorgerufen wird, ist die autosomal
dominant® bzw. autosomal rezessiv®>® vererbte Form der normalerweise sporadisch
auftretenden PEO (adPEO bzw. arPEO). Die Klinik der adPEO wird hauptsédchlich durch eine
Schwiche der Skelettmuskulatur bestimmmt; bei der arPEO handelt es sich um eine Multi-
System-Erkrankung, bei der neben der Muskulatur z.B. auch Magen-Darm-Trakt und
Nervensystem betroffen sind®.

Kerngene, die mit diesen Erkrankungen in Verbindung gebracht werden, sind:

10g23.3 - q24.3% und 3p14.1 - 21.2%,

Auch bei verschiedenen anderen autosomal dominant vererbten Mitochondropathien treten
multiple Deletionen auf: Unter anderem sind eine progressive Enzephalomyopathie®’, eine

sideroblastische Animie® und eine idiopathische dilatative Kardiomyopathie®® bekannt.
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Bei einem Patienten mit der typischen MERRF-Symptomatik wurden ebenfalls multiple
Deletionen beschrieben, die hier sporadisch auftraten™.

AuBlerdem wurden multiple Deletionen in den Mitochondrien der Kardiomyozyten bei
sporadisch auftretenden dilatativen oder hypertrophen Kardiomyopathien beobachtet’'.
Multiple Deletionen werden ebenfalls mit degenerativen Erkrankungen und mit dem
Alterungsprozess in Verbindung gebracht. Es wird beobachtet, dass Menschen im Laufe ihres
Lebens Deletionen anhédufen, die auch in ihrer Grofle zunehmen; bei dlteren Menschen
konnen grofle multiple Deletionen nachgewiesen werden, die bei Feten oder Kindern nicht

gefunden werden’*"

. Eine dabei oft beobachtete Deletion ist die 4977 bp lange "common
deletion", die eine -auch bei KSS und PEO- relativ haufig gefundene Deletion darstellt. Es

handelt sich hierbei um eine von einem 13 bp langen "direct repeat" begrenzten Deletion, bei

der die Nukleotide 8470 - 13447 fehlen’.

1.4 Idiopathische inflammatorische Myopathien

Unter inflammatorischen Myopathien versteht man Entziindungen des Muskelgewebes. Die
inflammatorischen Myopathien ohne oder zumindest ohne eindeutige exogene Ursache, wie
z. B. eine Infektion, werden unter dem Begriff der idiopathischen inflammatorischen
Myopathien zusammengefalit. Diese idiopathischen inflammatorischen Myopathien werden
hier ndher behandelt.

Bei den idiopathischen inflammatorischen Myopathien kann man zwischen Polymyositis,
Dermatomyositis und EinschluBkdrperchenmyositis (IBM = inclusion body myositis)
unterscheiden, wobei die IBM bei Patienten iiber 50 Jahren die Muskelerkrankung mit der
hochsten Privalenz darstellt”. Die IBM ist auch das von den dreien am besten erforschte
Leiden. Die groBe Ahnlichkeit der Krankheitsbilder erlaubt jedoch eine — zumindest
weitgehende - Gleichbehandlung der Erkrankungen in Fragen der Atiologie und

Pathogenese°.
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Das Bindegewebe kann bei den inflammatorischen Myopathien mit betroffen sein. Bei der
Dermatomyositis gibt es im Regelfall typische Effloreszenzen’”.

Das Leitsymptom aller drei Krankheitsbilder ist eine langsam progrediente Muskelschwéche,
besonders der proximalen Muskulatur, zu der noch Gelenks- und Muskelschmerzen treten
kénnen’®,

Es handelt sich bei den idiopathischen inflammatorischen Myopathien um autoaggressive
Erkrankungen unbekannter Genese, bei denen histologisch lymphoplasmohistiozytére
Infiltrationen, besonders perivaskuldr, im Vordergrund stehen. AuBerdem werden
Kaliberverdnderungen und Atrophien der Muskelfasern beobachtet. Auch kommt es zu
Muskelfasernekrosen und damit verbundenem degenerativem Abbau der befallenen Faser.
Als Reaktion des Muskels kommt es zu herdférmigen Regenerationsversuchen aus
Satellitenzellen. Die Anzahl der myelinisierten peripheren Nervenfasern ist oft
vermindert”"*.

Die IBM zeigt im lichtmikroskopischen histologischen Bild eine Infiltration des Interstitiums
mit Lymphozyten sowie Vakuolen, die von kleinen Granula eingefafit werden ("rimmed
vacuoles"). RRF, Zeichen einer mitochondrialen Schiddigung, werden normalerweise
ebenfalls gefunden®'. Elektronenmikroskopisch sieht man sowohl im Zytoplasma als auch im
Kern unterschiedliche filamentose Einschliisse. Die Mitochondrien zeigen die typischen
ultrastrukturellen Verdnderungen mitochondrialer Erkrankungen, z. B. parakristalline
Einschliisse’®,

Auflerdem gibt es Verbindungen zu degenerativen zerebralen Erkrankungen, speziell zum M.
Alzheimer, aber auch zu Prionerkrankungen: In Plaques, die im Muskel von IBM-Patienten
regelmiBig vorkommen, werden vermehrt B-Amyloid, hyperphosphoryliertes Tau, zelluldres
Prionprotein und andere Proteine gefunden, deren Anhdufung vorher nur in neuronalem
Gewebe bei M. Alzheimer und Prionerkrankungen beobachtet wurde™.

Obwohl die genaue Atiologie dieser Erkrankungen noch nicht bekannt ist, vermutet man zur
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Zeit ein multifaktorielles Geschehen, wobei sowohl eine genetische als auch eine exogene

Komponente eine Rolle spielen® %,

Als mogliche verdnderte Kerngene werden Gene im Major Histocompability Complex
(MHC), Gene fiir T-Zellrezeptoren, sowie Gene fiir Immunglobuline genannt™. AuBerdem

werden multiple Deletionen der mtDNA als Ursache diskutiert®®*’.
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1.5 Zielsetzung der Arbeit

Ziel der Arbeit ist das Entwickeln von Screeningstrategien, die es ermdglichen, eine groBBere
Anzahl von Patienten auf das Vorliegen hdufig vorkommender Mitochondropathien zu testen
und diese Tests bei verschiedenen Patientengruppen anzuwenden. Die Untersuchung soll
einen Test auf Deletionen sowie auf die hdufigsten Punktmutationen bei den Erkrankungen
MERRF (A8344G), MELAS (A3243G) und Leigh (T8993G, T8993C) umfassen.

Zum Deletionsscreening wird die relativ neue Methode der longPCR, d. h. einer PCR, die
Fragmente linger als 3000 Basenpaare herstellen kann, optimiert. Dariiber hinaus sollen
gefundene Deletionen ndher charakterisiert und —wenn mdoglich- sequenziert werden, wobei
zwei Sequenzierungsmethoden zur Verfligung stehen.

Mit Hilfe dieser Methoden soll vorrangig ein Patientenkollektiv mit inflammatorischen
Myopathien auf Deletionen untersucht werden.

Fiir die Restriktionstests sollen geeignete Enzyme gefunden und ihre Reaktionsbedingungen
optimiert werden.

In zwei Fillen soll auch nach der LHON-Mutation G3460A gesucht werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Herkunft der Gewebeproben

2.1.1 Kontrollen

Muskelgewebe zur Gewinnung von Kontrolltemplate wurde von der Pathologie der
Universititsklinik der RWTH Aachen zur Verfligung gestellt. Das Gewebe wurde aus einem
Skelettmuskel - meistens aus dem musculus quadriceps femoris - entnommen und sofort in
flissigem Stickstoff tiefgefroren. Dabei wurde darauf geachtet, dass der Tod der
Kontrollpersonen weniger als 24 Stunden zuriicklag, um autolytische Prozesse
auszuschliefen. AuBerdem war gesichert, dass die Personen zu Lebzeiten nicht an
mitochondrial verursachten oder sonstigen neuromuskuldren Erkrankungen gelitten hatten. Es
wurde hauptsdchlich Kontrolltemplate der Personen C1, C2 und C3 verwendet. Das
Durchschnittsalter der Kontrollen von 75 Jahren entsprach in etwa dem der Patienten mit

inflammatorischen Myopathien.

2.1.2 Patienten M und T

Bei den zu untersuchenden Patienten, Mutter (M) und Tochter (T), handelt es sich um zwei
Mitglieder einer Familie, in der wiederholt LHON-Fille aufgetreten waren, die auf die
homoplasmatische Mutation G3460A zuriickgefiihrt werden konnten. Der Stammbaum
(Abb.4) konnte mit Hilfe von Dr. Joaquin Arenas, Centro de Investigacion, Hospital 12 de
Octubre, Madrid, Spanien aufgestellt werden.

Der Stammbaum zeigt in jeder der untersuchten Generationen Personen, bei denen die
homoplasmatische Mutation G3460A vorliegt (diagonaler Strich). (Personen, welche
iiberhaupt noch nicht untersucht worden sind, sind durch gestrichelte Késtchen
gekennzeichnet.) Es sind auch immer wieder Personen an LHON erkrankt (dick umrandete

Kiéstchen).
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Auferdem treten in dieser Familie vermehrt Félle einer hypertrophen Kardiomyopathie auf
(grau ausgefiillte Kdstchen).

Von den im Stammbaum hervorgehobenen Personen, der Mutter M (*1966) (durchgehender
Pfeil) und ihrer Tochter T (*1996) (gestrichelter Pfeil), wurde uns von der Kinderklinik der
RWTH Aachen jeweils 5ml frisches Blut, welches mit dem gerinnungshemmenden Zusatz
EDTA versetzt wurde, zur Untersuchung iibergeben.

Beide Ratsuchenden waren zum Zeitpunkt der Untersuchung (Sommer 1998) vollstindig
beschwerdefrei. Es sollte festgestellt werden, ob bei diesen beiden Personen ebenfalls die

Punktmutation G3460A in Homoplasmie vorliegt.

O O Mutation G3460A, homoplasmatisch
- ° Mutation G3460A homoplasmatisch + manifeste LHON- Erkrankung

0 @ Manifeste hypertrophische Cardiomyopathie

Nicht getestet

<M <o

Abb.4: Stammbaum der von LHON und hypertropher Kardiomyopathie betroffen Familie.

Genauere Untersuchungen der klinisch unauffilligen potentiellen Mutationstrager M und T,

insbesondere eine Funduskopie des Augenhintergrundes sowie Echokardiographie und
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Elektrokardiographie des Herzens, liegen nicht vor. Auch bei den anderen

Familienmitgliedern sind solche Untersuchungen nicht vorgenommen worden.

2.1.3 Patient D

Dieser Patient ( weiblich, *1963) litt zum Zeitpunkt der Probeentnahme 1995 an einer seit ca.
vier Jahren bestehenden externen Ophthalmoplegie sowie einer peripheren Neuropathie.
AuBerdem bestand der Verdacht auf epileptische Krampfanfille.

Um die klinische Verdachtsdiagnose Kearns-Sayre-Syndrom (KSS) zu bestétigen, wurden
Muskelbiopsieproben (M. deltoideus, M. tibialis anterior) an Prof. Dr. Schrdder, Leiter des
Instituts fiir Neuropathologie der RWTH Aachen, gesandt.

Das lichtmikroskopische Bild zeigte atrophische und teilatrophische Muskelfasern mit
teilweise pyknotischen Kernen. AuBlerdem waren (besonders im M. tibialis) in der Trichrom-
Farbung ,ragged red fibers" und nach der NADH- Reaktion eine Vermehrung der
mitochondrialen Enzymaktivitit zu erkennen.

Der elektronenmikroskopische Befund zeigt subsarkolemmal angehédufte Mitochondrien.
Zahlreiche dieser Mitochondrien enthalten parakristalline Einschliisse. Das Glykogen ist
subsarkolemmal erhdht; selten sind membrandse zytoplasmatische Korperchen — bzw.
Lipofuszinkorper zu finden.

Die neuropathologische Untersuchung spricht fiir eine Myopathy mitochondrialer Genese.
Bei einer Genuntersuchung mittels Southern Blot konnte keine Deletion des mitochondrialen

Genoms festgestellt werden.

2.1.4 Patienten P1, P4, P6
Es wurde uns die mtDNA eines Patientenkollektivs von IIM-Patienten ebenfalls von Prof.
Dr. Schréder zur Verfiigung gestellt, der auch die miroskopischen Untersuchungen

durchfiihrte.
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Bei allen Patienten war die Diagnose IIM sowohl durch die Klinik als auch durch die licht-
und elektronenmikroskopischen Befunde gesichert. Nur die drei Patienten, deren mtDNA von

uns ausfiihrlich untersucht worden ist, werden hier néher dargestellt.

Patient P1 (ménnlich, *1929) wurde 1994 durch eine rasch progrediente periphere
Neuropathie mit Atrophie der interosséren Muskeln an Hand und Fuf3 auffallig.

Als Nebenbefund lag eine kortisonpflichtige, chronisch obstruktive Lungenerkrankung
(COLD) vor.

Die lichtmikroskopische Untersuchung einer Muskelbiopsie zeigte zahlreiche atrophische
und teilatrophische Muskelfasern. Einige Muskelfasern wiesen Spaltbildungen auf. Die
Mitochondrien waren ungleichmifig verteilt; in einigen Segmenten fehlten sie vollig.

Es waren ,,ragged red fibers" und sparliche osmiophile Glykogenablagerungen zu erkennen.
Es waren keine entziindlichen Infiltrate, auch nicht im endomysialen Bindegewebe,
nachweisbar.

Das elektronenmikroskopische Bild des Muskels bestitigte die abnorme Verteilung der
Mitochondrien: In einzelnen Fasern fand man subsarkolemmal angehdufte Mitochondrien,
wihrend im Bereich der Z-Band-Strome und A-Bénder nur sehr wenige Mitochondrien zu
sehen waren; in anderen Fasern waren die Mitochondrien relativ gleichmédBig verteilt. Es
kamen keine parakristallinen Einschliisse in den Mitochondrien vor, wohl aber vereinzelt
kleinere membrandse zytoplasmatische Korperchen.

In der Biopsie des N. suralis rechts erkannte man tomakulose Fasern sowie eine
Mikroangiopathie.

Die abnorm verteilten Mitochondrien und die ,ragged red fibers" in der Muskelprobe
sprachen fir eine Muskelerkrankung mit mitochondrialer Mitbeteiligung. Die
wahrscheinlichste Diagnose war eine akute Polymyositis, auf die vor allem das Fehlen von

Mitochondrien im Bereich der Z-Band-Strome hinwies. Dies ist auch ohne das Vorliegen von
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entziindlichem Infiltrat ein sicheres Zeichen fiir eine akute Polymyositis. Das Fehlen von
Entziindungszellen kann z. B. auf eine fehlerhafte Probeentnahme zuriickzufiihren sein®™®.

Die Nervenverdnderungen sprachen fiir eine tomakulose Neuropathie, die Mikroangiopathie

war auf die COLD zuriickzufiithren.

Patient P4 (weiblich, *1919) litt zum Zeitpunkt der Probenentnahme 1995 unter einer seit ca.
9 Monaten bestehenden progredienten, proximal betonten Parese des rechten Beines und des
rechten Armes ohne Sensibilititsverlust.

Neurologisch wurde eine periphere Neuropathie mit fehlenden Muskeleigenreflexen
festgestellt. Das EMG zeigte starke Spontanaktivitit. Es waren antinukledre Antikorper
nachweisbar.

Bei der Untersuchung des rechten M. gastrocnemius erkannte man im Lichtmikroskop in
Haufen liegende teilatrophische und atrophische sowie hypertrophische Muskelfasern.
AufBlerdem waren einige Fasern nekrotisch. Im Endomysium fanden sich mononukledre
Entziindungszellen, perivaskuldir um die Arterien des Perimysiums liegen neben
Lymphozyten auch Makrophagen. ,,Rimmed vacuoles" waren zu erkennen.

Bei der NADH-Reaktion sah man eine unregelmifige Verteilung der Enzymaktivitdt; in der
Trichromférbung waren spérliche fuchsinophile Ablagerungen sichtbar.

Das elektronenmikroskopische Bild zeigte ebenfalls atrophische Fasern, die teilweise
,vacuoles mouchetes” enthielten. Membrandse zytoplasmatische Korperchen kamen nur
vereinzelt vor und die charakteristischen tubulofilamentdsen Strukturen waren in dem
untersuchten Gewebe an keiner Stelle gefunden worden. Abnorme oder vermehrte
Mitochondrien waren nicht zu erkennen.

Die Biopsie des rechten N. suralis zeigte im Lichtmikroskop ein mifiges subperineurales
Odem. Von den markhaltigen Nerven waren einige hypomyelinisiert, wiihrend andere sich in

der Regenerationsphase befanden. Im Epineurium erschienen einige arterielle Blutgefdlle
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fibrosiert, daneben lagen fokal umschriebene Kapillarproliferate vor. Dies ist das typische
Bild einer chronische Neuropathie.

Die  Befunde  sprachen fiir eine  chronisch-progrediente =~ Myositis.  Eine
Einschlusskorpermyositis ist die wahrscheinlichste Verdachtsdiagnose, da die typischen
,rimmed vacuoles® gefunden worden waren und eine typische neuronale Mitbeteiligung
vorlag. Die fehlenden Einschlusskorper lieBen sich dadurch erkldren, dass sie nur fokal

vorkommen kénnen und der befallene Muskelabschnitt nicht biopsiert worden war’®.

Patient P6 (weiblich, *1921) klagte zum Zeitpunkt der Probeentnahme 1993 iiber eine seit ca.
4 Jahren bestehende progressive Muskelschwiche und Schmerzen, besonders in den Beinen.
AuBlerdem lag beidseits ein angedeuteter Steppergang vor.

Bei der klinischen Untersuchung wurden beidseitig strumpfformige Hypodsthesien
festgestellt. Das EMG zeigte myotone Entladungen.

Bei der lichtmikroskopischen Untersuchung eines nicht ndher spezifizierten Skelettmuskels
sah man im Interstitium mononukledre entziindliche Zellinfiltrate, Muskelnekrosen und
,rimmed vacuoles®. In der Trichrom-Féarbung erkannte man RRF.

Die elektronenmikroskopischen Bilder zeigten membrandse zytoplasmatische Korperchen
sowie tubulofilamentdose und amorphe bzw. pleomorphe Einschliisse. Einzelne atrophische
Muskelfasern waren ebenfalls zu sehen. Es fand sich eine Anhdufung abnormer
Mitochondrien: Die Mitochondrien waren vergrofert und enthielten parakristalline
Einschliisse.

Die Nervenbiopsie aus einem nicht ndher bekannten Nerven zeigte eine méBiggradige
chronische Neuropathie.

Das Bild, besonders die tubulofilament6sen Einschliisse und die ,,rimmed vacuoles®, war

typisch fiir eine Einschlusskorpermyositis.
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2.1.5 Patient L

Der Junge L (*1996) litt an einer Schwiche der Beinmuskulatur, wobei der Tonus der

gesamten Muskulatur erniedrigt war, sowie einer Horstorung und néchtlicher Epilepsie.

Auferdem lag eine facies myopathica mit Ptose, fehlender Faltenbildung auf der Stirn und in

der Nasolabialregion und oft leicht ge6ffnetem Mund vor. Seine korperliche und geistige

Entwicklung war gegeniiber der gleichaltriger Kinder verlangsamt.

Die Laktatwerte waren normal, die Werte der Creatinkinase lag im oberen Normbereich (bis

80 U/).

Sowohl der Computer- als auch der Kernspinntomograph zeigten keine morphologischen

Verdnderungen des Gehirnes. Es wurden somatosensibel evozierte Potentiale abgeleitet, die

aber keine Auftilligkeit zeigten.

Bei biochemischen Untersuchungen konnten keine Stoffwechseldefekte festgestellt werden.
Aufgrund der Untersuchungen und des klinischen Bildes wurde dem Kind zur

Bestitigung der Verdachtsdiagnose Morbus Leigh eine Muskelprobe entnommen und uns

von der Kinderklinik der RWTH zur ndheren Untersuchung zur Verfligung gestellt.

2.2 Praparation mitochondrialer DNA

2.2.1 Extraktion aus Muskelgewebe

Die Extraktion von mtDNA aus Muskelgewebe geschieht grundsitzlich anhand der
Préparationsanleitung von Wallace®', die allerding in unserem Labor modifiziert wurde®.
Diese Methode eignet sich sowohl fiir eine Mikro- ( ca. 25mg im Falle der Patienten) als auch
fiir eine Makropréparation ( ca. 3g im Falle der Kontrollen).

Das Gewebe wird mit Hilfe eines Skalpells moglichst fein zerteilt, in H-Puffer (siehe p.46)
aufgenommen und mit 5 Schldgen im Dounce-Homogenisator bei 6000 U homogenisiert.

AnschlieBend werden die Zellreste und Kerne durch dreimaliges, fiinfminiitiges
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Zentrifugieren mit bei 4°C (1810 G, EP5403) von dem Uberstand getrennt.

Dieser Uberstand, welcher die Mitochondrien enthilt, wird fiir 60 Minuten mit 14000 G bei
4°C zentrifugiert (RMC 14). Das dadurch entstandene Mitochondrienpellet wird in der
Menge Lysis-Puffer (Applied Biosystems) aufgenommen, die ca. einem Drittel des Volumens
der Ausgangsgewebemenge entspricht. Dazu wird Proteinase K (20g/1, Applied Biosystems)
bis zu einer Endkonzentration von 100 pg/ml gegeben, um die Mitochondrien im 50°C

warmen Wasserbad {iber Nacht zu lysieren.

2.2.2 Extraktion aus peripherem Blut

Ebenfalls in unserem Labor entwickelt wurde eine Technik zur Isolation von mtDNA aus
peripherem Blut®. Hierbei werden jeweils 5ml Vollblut eingesetzt, die mit Hilfe einer Na-K-
EDTA-Kiivette abgenommen worden sind.

Das Vollblut wird 15 Minuten bei Raumtemperatur zentrifugiert (900 G, EP5403).
AnschlieBend wird das Plasma abgezogen, wobei der Leukozytensaum bei den Erythrozyten
im Reagenzglas verbleibt. Das Plasma wird zur Seite gestellt und der Himatokrit mit 4,5 ml
Héamolysispuffer versetzt und bis zur Lyse der Erythrozyten (Losung wird klar) sanft bewegt.
Diese Losung wird 10 Minuten bei Raumtemperatur zentrifugiert (2870 G, EP5403), so dass
sich die Leukozyten als Pellet absetzen.

Die Leukozyten werden in ein vierfaches Volumen an Saccharose-Puffer aufgenommen und
durch 5 Schlédge bei 6000 U homogenisiert.

AnschlieBend wird die Losung dreimal fiir fiinf Minuten mit 1810 G zentrifugiert (EP5403)
und der Uberstand, welcher die Mitochondrien enthilt, abgezogen. Dieser Uberstand wird 30
Minuten bei Raumtemperatur zentrifugiert (14000 G, RMC 14) und das Mitochondrienpellet
mit 250 pl Lysispuffer und Proteinase K (20 g/ 1, Applied Biosystems) versetzt und {iber
Nacht im Wasserbad bei 50°C lysiert.

Das Thrombozyten-Plasma wird fiinf Minuten bei Raumtemperatur (EP5403) zentrifugiert
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(1810 G); eventuell noch vorhandene Leukozyten werden abgezogen. Das dekontaminierte
Plasma wird dann 45 Minuten mit 3340 G (EP5403) zentrifugiert, wobei sich die
Thrombozyten als Pellet absetzen.

Die Thrombozyten werden in der gleichen Weise weiterbehandelt wie die Mitochondrien der

Leukozyten.

2.2.3 Aufreinigung der mtDNA

Die mitochondriale DNA, die nach der Priparation in einem Gemisch aus DNA, RNA,
Proteinen und anderen zu verwerfenden Zellresten vorliegt, mu3 aufgereinigt werden. Diese
Reinigung geschieht mittels der Phenolextraktion nach Sambrook™.

Hier macht man sich zu Nutze, dass bei einer Phasentrennung die Nukleinsduren in der
wissrigen Phase verbleiben, widhrend die anderen mitochondrialen Bestandteile in der
organischen bzw. der Interphase geldst sind. Die Phasentrennung wird durch mehrmaliges
Zugeben eines Phenol/Chloroform/Wasser-Gemisches (Applied Biosystems) und
anschlieBendes kurzes (ca. 5 min.) Zentrifugieren (4500 U, Heraeus Labofuge GL) erreicht.
Ist keine Interphase mehr sichtbar, wird die letzte Phasentrennung mit reinem Chloroform
(Applied Biosystems) durchgefiihrt, um das Phenol, welches nachfolgende Reaktionen
hemmen kann, vollstindig zu entfernen.

Die wissrige Phase wird anschlieBend mit 1/10 Volumen NaAc-Losung (Applied
Biosystems) und 2 Volumen eisgekiihltem 100% EtOH (Merck) versetzt und mindestens
zwei Stunden bei —70°C gelagert. AnschlieBend wird die DNA durch ca. 60 miniitiges
Zentrifugieren bei 14000 G (RMC14) gefillt.

Das entstandene Pellet wird noch in 70 % igem EtOH gewaschen und in einer Speed Vac
(Bachofer) getrocknet. Das getrocknete Pellet wird in einer geeigneten Menge TE-Puffer
(siche 2.8.) aufgenommen. (z. B. bei einer Mikromuskelpriparation mit 25 mg

Muskelgewebe 50 pl TE-Puffer).
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2.3 Gelelektrophorese

2.3.1 Agarose-Gele

Mit Hilfe von Agarosegelen wird DNA zwischen ca.16 kb bis ca. 50 bp nach Grofle getrennt
und gereinigt. Durch die Zugabe von Ethidiumbromid zum Gel wird sie visualisert. Dabei

variiert die Agarosekonzentration mit der GroB3e der zu trennenden Fragmente (Tabelle 3).

Tabelle 3: unterschiedliche Agarosekonzentrationen in Abhénigkeit von der Grofle der zu
trennenden Fragmente

Zu trennendes Fragmente Grofle Agarosekonzentration
Restringierte PCR-Fragmente < ca. 700 bp 1,5%

PCR-Fragmente ca. 1000 bp 1%
LongPCR-Fragmente 14570 bp 0,8%

Mitochondriale, linearisierte DNA | 16569 bp 0,6%

Die entsprechende Menge Agarose ( Serva) wird in Ethidiumbromid-haltigem 1xTBE-Puffer
(siehe 2.8) (200 pl Ethidiumbromid/l) bei 100°C und unter stindigem Riihren geldst. Die
warme Losung wird direkt in die Gelkammer gegossen, bis die gewiinschte Fiillhdhe erreicht
ist. Nachdem das Gel erstarrt ist, wird es mit Ethidiumbromid-freiem 1xTBE-Puffer
iiberschichtet.

Es stehen verschiedene Kammern zur Verfiigung: Zwei kleine Kammern aus der hauseigenen
Werkstatt (12 bzw. 8 Taschen a 15 pl) und eine groBBere von der Firma Bio-Rad (20 Taschen
a 20 pl). Die Proben werden mit einer Pipette in die Geltaschen geladen, nachdem ca. 1/10
des Volumens an Ladepuffer hinzugefiigt worden ist. Damit die Groe der Banden besser
abgeschitzt werden kann, wird auch immer ein DNA-Léngenstandard mit aufgetragen (1 kb
Leiter, Gibco/BRL). Die kleinen Kammern laufen je nach Gelkonzentration mit 70- 150 Volt
und die groBere mit 150-250 Volt. Der Lauf wird gestoppt, wenn das mitlaufende

Bromphenolblau mindestens das letzte Drittel des Gels erreicht hat.
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2.3.2 Polyacrylamid-Gele
Polyacrylamid-Gele werden eingesetzt, wenn Fragmente getrennt werden sollen, die sich in
einer so geringen Anzahl von Basen unterscheiden, dass die Auftrennungsmoglichkeit der

Agarosegele nicht ausreicht (< 100bp).

2.3.2.1. Sequenziergele

Zum Sequenzieren werden Platten von 30 cm x 40 cm GroéBe verwendet, wobei die Platte, auf
der spdter das Gel haften soll, bind-silanisiert (Bindsilane von LKB/Pharmacia), die
Gegenplatte antibind-silanisiert (Antibindsilane von LKB/Pharmacia) wird. Die Platten
konnen so behandelt ca. 14 Tage aufbewahrt werden.

Beim Zusammensetzen der Platten werden die seitlichen Rénder zur Erhéhung der
Dichtigkeit mit ,,gel sealing tape" (GibcoBRL) nach Einsetzen von Spacern verklebt,
anschlieend werden die Seiten geklammert.

Fiir die Erkennung von 40- 400 Basen, was die {ibliche Bandbreite darstellt, wird ein 8 % iges
Polyacrylamidgel verwendet: Fiir 500 ml Losung werden 210 g Harnstoff in 175 ml

destilliertem H>O (dH,O) und 50 ml 10x TBE bei 50°C unter Riihren geldst; zu dieser

Losung werden 100 ml Acrylamid 38 % (95 % Acrylamid, 5 % Methylenbisacrylamid)

gegeben und alles mit dH>O auf das Endvolumen aufgefiillt. Dem 8 %ige Polyacrylamidgel

wird 0,8 % APS und 0,08 % TEMED (siehe 2.8) zugesetzt und das Gel in einem 45°- Winkel
gegossen.

Sofort nach dem Gieflen werden die Haifischkdimme eingesetzt, die, um die Dichtigkeit der
Taschen zu erhdhen, an beiden Seiten jeweils mit einer Klammer fixiert werden.

Zum Auspolymerisieren wird das Gel waagerecht gelegt und iiber Nacht bei 4° C aufbewahrt.
Die Pufferkammern der Sequenzierapparatur (Modell S2) von BRL werden mit 1x TBE-
Puffer gefiillt, die Geltasche wird, nachdem das Gel eingespannt worden ist, durch Ausspiilen

mit 1xTBE-Puffer von Gelriickstinden befreit. Ein Vorlauf von 30 min. bei 1000V sowie 30
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min. bei 1500V sichert das gleichmifBige und langsame Erwédrmen des Gels und der
Glasplatten.

Die Proben werden durch fiinfminiitiges Erhitzen auf 95°C und sofortiges Abkiihlen auf Eis
denaturiert und dann mit Hilfe spezieller Pipettenspitzen aufgetragen. Es wird eine Spannung
von 2000V angelegt; die Laufdauer richtet sich nach dem Abstand des Primers von der

gesuchten Sequenz (siche Tabelle 4).

Tabelle 4: Abhdngigkeit der Laufdauer von der Entfernung zwischen Primer und zu lesender
Sequenz

Abstand vom Primer Laufdauer
Bis 400 bp 10h

130 bp —300 bp 8h

100 bp — 220 bp 3h

40 bp—-150bp 2h

Die Gelplatten werden nach dem Lauf getrennt, das Gel wird 2x in 10% iger Essigsidure und
anschliefend einmal in dH,O gewaschen, iiber Nacht getrocknet, und unter Auflegen eines
Rontgenfilmes bei Raumtemperatur in einer Metallkasette exponiert. Die Dauer der
Exposition richtet sich nach der Menge der aufgetragenen Probe, der Grof3e der Fragmente
sowie nach dem Alter des Isotops. Die Rontgenfilme stammen von der Firma Du Pont (nicht

mehr erhiltlich).

2.3.2.2 Native Gele

Die nativen Gele dienen der Auftrennung nicht denaturierter DNA, z. B. der Trennung von
Restriktionsfragmenten. Fiir native Gele verwenden wir Platten von 20 cm x 55 cm in einer
Apparatur mit Termokonstantplatte von LKB (2010 Macrophor Electrophoresis Unit).

Fir 500 ml Reaktionslosung (ausreichend fiir fiinf Gele) werden 58 ml 30 % iges Acrylamid
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( 97 % Acrylamid, 3 % Methylen bisacrylamid ) in 338,5 ml dH>O und 100 ml 10x TBE
gelost; diese Losung wird dann mit d HpO auf das Endvolumen aufgefiillt.

Die Gelplatte wird wieder bind-, die Termokonstantplatte antibind-silanisiert. Allerdings wird
hier die Gelplatte nur bei ca. jeder dritten Benutzung bind-silanisiert, da sonst die Haftung so
stark ist, dass das Gel beim Auseinandernehmen der Platten zerreif3t.

Vor dem Zusammensetzen der Platten werden an den Seiten und an der unteren Kante Spacer
eingesetzt. Das Platten-Sandwich wird an der unteren Schmalseite mit Agarose und
zusitzlich mit Sealing-Tape abgedichtet, die Seiten werden geklammert.

Das Gel wird ebenfalls in einem Winkel von 45° gegossen und polymerisiert iiber Nacht bei
4°C aus.

Die Pufferkammern sind, wie bei dem Sequenziergel, mit 1xXTBE gefiillt; die Haifischkdmme
werden in der gleichen Weise eingesetzt, allerdings werden sie hier iiber ihre gesamt Breite
geklammert. Die Termokonstantplatte wird auf 7°C gekiihlt; in dieser Zeit findet der Vorlauf
von 30 min bei 1500V statt. Zu den Restriktionsproben werden noch jeweils 1-3 pl
Ladepuffer hinzugegeben, bevor diese ohne vorherige Denaturierung aufgetragen werden.
Die Hauptanwendung in unserem Labor flir native Gele ist die Auftrennung der Fragmente,
die bei der MERRF-Restriktion entstehen ( siehe 2.5.); dies dauert bei 2500V ca. 90 min..

Die Gelplatten werden getrennt,das Gel in 10% igem Acetat und anschlieBend in dH,O
gewaschen, iiber Nacht getrocknet und in einem Plastikkontainer exponiert. Die verwendeten
Rontgenfilme sind von Aqua (Curix HAT.000G), die Expositionsdauer richtet sich nach der
Menge der aufgetragenen DNA , dem Alter des verwendeten Isotops sowie der Grofle der

Restriktionsfragmente (ca. 5 Tage bei frischem Isotop).

2.3.2.3 Gele fiir single strand conformation polymorphism
Das Ausgangsgemisch fiir SSCP-Gele (SSCP: single strand conformation polymorphism) ist

eine 30 % ige Acrylamidlosung ( 96,7 % Acrylamid; 3,3 % Methylenbisacrylamid). Das
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gebrauchsfertige Gel enthédlt 5 % Acrylamidlésung und 7,5 % Glycerol. Um 100 ml dieser
Mischung herzustellen (ausreichend fiir ein Gel), mischt man 58 ml dH,O , 10 ml 10xTBE,
15 ml 0,5 x Glycerol und 17 ml 30 %ige Acrylamidldsung in einem geeigneten GefaB.

Die Platten werden wie bei den nativen Gelen behandelt, geklammert und gegossen . Vor
dem GieBen fiigt man dem Reaktionsgemisch 0,68 % APS und 0,04 % TEMED hinzu. Das
Gel ldsst man ebenfalls {iber Nacht bei 4°C auspolymerisieren.

Die Temperatur der Thermokonstantplatte betrdgt wihrend des Auftragens der Proben 4°C,
wihrend des Laufes 7°C. Die Laufdauer und die angelegte Spannung richten sich nach der
Anwendung. Bei dem fiir diese Arbeit aufgetragenen Fragment F3 (nt3001 — nt4500) waren
die Bedingungen wie folgt:

a) Taglauf: Vorlauf 30 min. bei 1000 V, Lauf 2500 V, 3 h

b) Nachtlauf: Vorlauf 30 min. bei 500 V, Lauf 1000 V, 8,5 h

Die Proben werden vor dem Auftragen mit SDS —Ldsung in dem Verhéltnis Template: SDS
= 1:5, sowie mit Ladepuffer versetzt und durch Erhitzen bei 95°C und anschlieBendem
direkten Abkiihlen auf Eis denaturiert.

Nach dem Lauf wird das Gel in 10 %igem Acetat und in H,O gewaschen, iiber Nacht
getrocknet und in einem Plastikkontainer exponiert. Die Filme sind von DuPont, die
Expositionszeit richtet sich nach der Menge der aufgetragenen DNA und nach dem Alter des

verwendeten Isotops sowie der Grof3e der aufgetragenen DNA- Fragmente.

2.3.3 Isolation der Probe aus Agarosegelen

Um das Template aus dem Agarosegel zuriickzugewinnen, wird die Bande ausgeschnitten
und das ausgeschnittene Agarosestiick fiir mindestens 30 min bei -20°C eingefroren. Danach
wird durch Quetschen des gefrorenen Stiickes mit dem warmen Finger das in dem Puffer
geloste Template aus dem Agaroseskelett gelost und steht damit fiir weitere Untersuchungen

zur Verfiigung. Die Ausbeute betrdgt bei diesem Verfahren ca. 50 % und entspricht damit
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der Ausbeute der komerziellen Verfahren .

2.3.4 Phosphorscreen

Der Phosphorscreen ermoglicht es mit Hilfe eines computergesteuerten Scanners
(Phosphorimager STORM) (beides von Molecular Dynamics) die Expositionszeit
radioaktiver Gele auf ca. 1/10 zu reduzieren und gleichzeitig quantitative Untersuchungen
leichter und genauer vorzunehmen (Programm: Imagequant, Molecular Dynamics). Der
Screen von der Gréfe einer Gelplatte besteht aus dicht nebeneinander liegenden BaFBr:Eu**-
Kristallen, die, wenn sie durch ionisierende Strahlen angeregt werden, ihre Stellung dndern,
so dass ein Bild des Geles entsteht. Werden diese Kristalle nun wéhrend des Scanvorganges
von dem Laser abgetastet, geben sie die gespeicherte Energie in Form von blauem Licht
wieder ab und kehren in ihre Grundstellung zuriick. Das blaue Licht wird nun von einem
Detektor qualitativ und quantitativ erfafit. Indem man den Screen nach dem Scanvorgang ca.
15 Minuten dem Tageslicht aussetzt, wird das gespeicherte Bild vollstindig geloscht und der

Screen kann - bei richtiger Pflege - beliebig oft wiederverwendet werden.

2.4 Polymerase chain reaction (PCR)

2.4.1 PCR, ca. 700 — 2000 Basenpaare

Um das mitochondriale Genom fiir ndhere Untersuchungen von Punktmutationen oder
anderen Verdnderungen in einer iibersichtlichen Form vorliegen zu haben, haben wir es in 14

ca. 1000 bp groBe Fragmente unterteilt (siche Tabelle 5). F ist ein Fragment fiir eine

MERRF
besondere Fragestellung.

In eine PCR werden 1-10ng (optimal 5ng) Template pro Reaktion gegeben. Die Primer liegen
in einer Konzentration von 8pmol/100ul vor. Als Reaktionsmischung dient der ,,DNA
Polymerization Mix“ von Pharmacia Biotech. Von der Tag- Poymerase werden 2,5 U

hinzugefiigt. Das Gesamtreaktionsvolumen betrdgt 100 pl. Die Denaturierungstemperatur
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liegt bei 94°C, die Denaturierungszeit im ersten Zyklus bei 300", anschlieend bei jeweils
30". Die Annealingzeit liegt bei 60", die Extensionstemperatur bei 72°C.
Annealingtemperatur (Tq,,), Extentionszeit (t.y) und Zykluszahl (Z) variieren je nach
Fragment. Die genauen Werte und die fiir jedes Fragment verwendeten Primer sind in Tabelle
5 aufgefiihrt. Die spezifische Hybridisierungstemperatur (Ty,) kann fiir jeden Primer (bis ca.

20 bp) empirisch durch folgende Formel ermittelt werden: Ty, = 4x (G+C) + 2x (A+T).

Tabelle 5: 14 Fragmente, in die das mitochondriale Genom zur besseren Handhabbarkeit unterteilt worden ist.
Die Lage der Primer sowie ihre Basenabfolge sind angegeben. F.-Nr.: Nummer des Fragmentes, Z:Zykluszahl,
tx:  Extensionszeit, Tn.spezifische Hybridisierungtemperatur, Tam: experimentell ermittelte
Annealingtemperatur, bp: spezifische GroBe des Fragmentes

Nr [sec.] |[°C] |[°C]
1 H1 GATCACAGGTCTATCACCCT 38 60 60 61 1.500
L1500 GAGGAGGGTGACGGGCGGTG 70
2|H1501 AAGTATACTTCAAAGGACAT 35 60 52 55 1.500
L3000 TGATCCAACATTGAGGTCGT 58
3|H3001 GGACATCCCGATGGTGCAGC 35 50 66 62 1.500
L4500 AGTAGATGACGGGTTGGGCC 64
4H4501 CTACCATCTTTGCAGGCACA 38 65 60 60 1.649
L6149 TAGTCAGTTGCCAAAGCCTC 60
5|1H6150 GTTCCCCTAATAATCGGTGC 35 50 60 53 1.295
L7444 CTAGATTTTATGTATACGGG 54
6|H7415 ATTCGAAGAACCCGTATACA 35 40 56 55 950
18364 TCACTGTAAAGAGGTGTTGG 58
7|1H8363 GAAATGCCCCAACTAAATAC 35 35 56 53 843
1.9205 TTATGTGTTGTCGTGCAGGT 58
8| H9207 ATGACCCACCAATCACATGC 35 30 60 61 783
19990 AAGACCCTCATCAATAGATG 56
9|1H9991 ACTCTTTTAGTATAAATAGT 38 60 48 43 1.460
111450 GTACTATTGACCCAGCGATG 60
10|/H11451 TTGCCGCAGTACTCTTAAAA 35 45 56 60 1.120
L12570 TAGGGAGAGCTGGGTTGTTT 60
11|1H12571 AGCTTCAAACTAGACTACCTT 35 40 54 53 1.000
L13570 TAATAGATAGGGCTCAGGCG 60
12|1H13571 CTCTCATCGCTACCTCCCTG 37 40 64 58 1.000
L14570 GCGGTGTGGTCGGGTGTGTT 66
13|1H14571 TAACAATCAATACTAAACCC 35 40 52 55 1.000
L15570 AGGAAATATCATTCGGGCTT 56
14|1H15571 ATTCGCCTACACAATTCTCC 35 40 58 50 999
L16569 CATCGTGATGTCTTATTTAA 52
MERRF |H7415 ATTCGAAGAACCCGTATACA 35 35 S.0. 54 957
L8372 GGGGCATTTCACTGTAAAGAGGTGTGG S.0.

Die ideale Annealingtemperatur (T,,,) des Reaktionsgemisches ist von verschiedenen
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Faktoren, wie z.B. der Hiufigkeit der Primersequenzen im mtGenom, abhingig und muf fiir
jede Primerkombination, ausgehend von den beiden T,-Werten, experimentell ermittelt
werden.

Die verwendeten Primer stammen von der Firma MWG-Biotech; sie liegen in einer
Arbeitskonzentration von 8 pmol/ pl vor. Die Taq-Polymerase ist von Pharmacia Biotech.
Die PCR-Reaktionen werden in automatischen Thermocyclern durchgefiihrt, die in unserer
Abteilung entwickelt wurden. Dabei werden die Proben mit einem Wachskiigelchen
(AmpliWax PCR Gem von Perkin Elmer) iiberschichtet, wenn das verwendete Gerét nicht
iiber einen beheizbaren Deckel verfiigt, um Volumenschwankungen durch verdunstendes
Wasser wihrend der Reaktion zu verhindern.

Soll das Template z.B. fiir eine anschlieBende SSCP radioaktiv markiert werden, so wird dem
Reaktionsgemisch vor Ablauf der Reaktion 1pl a-P** dATP (Amersham Pharmacia Biotech)
unter Beachtung der Sicherheitsvorschriften hinzugefiigt. Die Probe ist anschlieBend mit der

erforderlichen Sorgfalt zu behandeln.

2.4.2 ,Long distance*- PCR (longPCR)

Die Methode der longPCR®' wird weiterentwickelt, um ein Deletionsscreening-Verfahren zur
Verfligung zu haben, welches die Untersuchung moglichst vieler Patienten in relativ kurzer
Zeit erlaubt.

Diese relativ neue PCR-Methode ermdglicht es, Fragmente von mehr als 10.000 bp Lénge zu
amplifizieren. Hierzu ist ein spezielles Gemisch aus zwei Polymerasen nétig, von denen die
eine nur kurze Stiicke amplifizieren kann, dafiir aber iiber Proofreading-Eigenschaften
verfiigt und die andere eine groe Anzahl von Basen verkniipfen kann.

Zum Zeitpunkt des Beginns dieser Arbeit war es technisch noch nicht moglich, das gesamte
mitochondriale Genom von ca. 16500 bp zu amplifizieren; es sind nur Amplifikate von

hochstens 15000 bp Lange moglich. Der verwendete Kit aus longPCR-Polymerase und Puffer
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stammt von Takara Biomedicals (Japan). Die Primer sind die gleichen, die auch in der
normalen PCR eingesetzt werden.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Reaktionsbedingungen der longPCR optimiert: Das
Reaktionsvolumen betrdgt 50 pl. 1/10 des Volumens besteht aus TaKaRa 10xPuffer (Mg+).
Es werden 2,5 mM von jedem Nukleotid dazugegeben, ca. 30 ng Template sowie jeweils 12,8
UM der Primer 11 und 24. Die Aktivitit der TaKaRaPolymerase sollte 2,5 U betragen. Die
Vertiefung des Heizblockes sollte mit 10 Tropfen Silikondl gefiillt sein, um eine ideale
Temperaturkinetik zu erreichen. Die Reaktionsbedingungen wurden wie folgt optimiert: 1.
Denaturierung: 94°C, 60%; weitere Denaturierungen: 98°C, 20*; Annealing+Extension: 68°C,
600°; letzte Extension: 1200; Zykluszahl: 30.

Bei der longPCR trat ein Muster an Hintergrundbanden (2000bp, 4000 bp, 6000 bp, 8000 bp
und 12000 bp) bei allen Templates regelmiBig auf (besonders gut sichtbar an C1 — C3 in
Abb.19). Um das Vorliegen von missmatch-Banden auszuschlieBen, wurde ein Primershift
(H14570 — H13570) durchgefiihrt. Es konnte gezeigt werden, dass es sich zumindest bei der
ca. 8000 bp groBBen Bande nicht um eine missmatch-Bande handelte, da die Bande —wie
erwartet- nach dem Primershift um 1000 bp verkiirzt war. Die anderen Banden waren
entweder in ihrer GroBe nicht verdndert oder nicht beurteilbar (ohne Abbildung).

Die DNA aller Patienten wurden unter den optimierten Bedingungen untersucht.

2.5 Restriktion

Fiir die Patienten M und T wurde ein Test auf die LHON-Mutation G3460A entwickelt.

Zum Screening wurden Restriktionstests fiir die haufigsten Punktmutationen, die bei
Mitochondropathien auftreten konnen, vorgenommen: Ein Test wurde entwickelt flir die
Leigh-Mutationen T8993G und T8993C, die Melas-Mutation A3243G, sowie fiir die

MERRF-Mutation A8344G.
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2.5.1 LHON-Mutation, G3460A
Dieser Restriktionstest wurde nicht als Screeningtest eingesetzt. Er fand gezielt Anwendung
bei der Untersuchung der beiden LHON-Fille M und T. Bei diesem Test kommt durch die

Mutation in Fragment3 keine Schnittstelle hinzu, sondern es entfillt die Schnittstelle bei

nt3467 (Abb.5).
Wildtyp G3460A

466 bp a6 Wegfall der Schittstelle bei nt3467

* 1057 bp
591 bp

* < nt4058 < nt4058
442 bp 442 bp
1 1

Enzym: Hga I Schnittsequenz: 5‘-GACGC(N)5¢-3 ¢ (dargestelltes Fragment: F3, nicht maBstabgerecht)

Abb.S: schematische Darstellung der Restriktion des Fragmentes F; mit Hga I; beim

Vorliegen einer Punktmutation kommt es zum Verlust der gekennzeichneten Schnittstelle
()

2.5.2 Leigh-Mutation, T8993G, T8993C

Wildtyp T8993G T8993C
8363 8363 8363
629 bp 630 bp
843 bp l@—nt8992 l€—1t8993
214 bp 213 bp
€ vV L AV
9205 9205 9205
Enzym: MSp I Schnittsequenz: 5 ‘-C\LCGG-?’ ¢ (dargestelltes Fragment: F7, nicht mafBstabgerecht)

Abb.6: schematische Darstellung der Restriktion des Fragmentes F7 mit Msp I; beim
Vorliegen einer Punktmutation kommt es zu einer Schnittstelle (&)
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Um das Vorliegen einer Leigh-Mutation zu untersuchen (Abb.6), wird das Fragment7
(nt8363 — nt9205) als Template eingesetzt.

Beim Wildtyp gibt es flir das Enzym Msp I keine Schnittstelle. Im Agarosegel erscheint eine
Bande mit einer Ldnge von 842 Basenpaaren. Beim Vorliegen der Punktmutation T8993G
kommt es zu einer Schnittstelle bei nt8992, bei der Punktmutation T8993C kommt es zu einer
Schnittstelle bei nt8993. Dadurch entstehen im Agarosegel zwei Banden mit ca. 630 bp und

ca. 214 bp.

Eine Unterscheidung zwischen den beiden mdglichen Punktmutationen ist mit Msp I nicht
moglich. Um genau zu wissen, welche der beiden Mutationen vorliegt, bendtigt man das
Enzym Ava 1. Eine Vortestung mit Msp I ist jedoch immer nétig, da der Wildtyp im
Restriktionstest mit Ava I genauso aussieht wie die Mutation T8993C. Bei beiden kommt es
zu keiner Schnittstelle. Liegt allerdings die Mutation T8993G vor, so wird F7 hinter nt§991

in zwei Fragmente (628 bp und 215 bp) geteilt (Abb.7).

T8993G T8993C
8363 8363
628 bp 843 bp
“ni8991
215 bp

9205 9205

Enzym: Aval, Schnittsequenz ) ‘-C»LPyCGPuG-?) ¢ (dargestelltes Fragment: F7, nicht maBstabsgerecht)

Abb.7: schematische Darstellung der Restriktion des Fragmentes F7 mit Ava I; beim
Vorliegen der Punktmutation T8993G kommt es zu einer Schnittstelle (<€)
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2.5.3 MELAS-Mutation, A3243G
Die MELAS-Mutation wird nach dem selben Prinzip untersucht. Beim Wildtyp wird das
Fragment3, in dem sich die potentielle MELAS-Mutation befindet, einmal von Apa I

geschnitten. Beim Vorliegen der Mutation kommt eine zusétzliche Schnittstelle hinzu

(Abb.8).
Wildtyp A3243G
3001 3001
246 bp
€ 013247
1431 bp 1185 bp
< nt 4432 < nt 4432
69\J})p 69\1}313
4_50_0 420—0
Enzym: Apa I, Schnittsequenz: 5‘-GGGCC~LC-3‘ (dargestelltes Fragment: F3, nicht mafstabgerecht)

Abb.8: schematische Darstellung der Restriktion des Fragmentes F3 mit Apa I; beim
Vorliegen einer Punktmutation kommt es zu einer zusdtzlichen Schnittstelle (< )
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2.5.4 MERRF- Mutation, A8344G
Ebenfalls durch eine zusédtzliche Schnittstelle, diesmal im MERRF-Fragment, gekennzeichnet

ist die MERRF-Mutation. Die Restriktion wird mit dem Enzym Ban II durchgefiihrt (Abb.9).

Wildtyp A8344G
7415 7415
837/[1\3p 83;[:)p
<— nt 8253 <— nt 8253
42 bp 42 bp
l<— nt 8295 l<—nt 8295
51bp
78 bp i 8346
2<llop
8372 8372
Enzym: Ban II, Schnittsequenz : 5°-GRG CY\LC-3 ¢ (dargestelltes Fragment: Fyppgr, nicht maBstabgerecht)

Abb.9: schematische Darstellung der Restriktion des Fragmentes Fyprrr mit Ban II; beim
Vorliegen einer Punktmutation kommt es zu einer zusdtzlichen Schnittstelle (< )

2.5.5 Optimale Restriktionsbedingungen

Die Bedingungen fiir eine Optimalrestriktion sind wie folgt:50 pl Reaktionsvolumen; 5 pl
Enzym spezifischer Puffer; 800 ug Template; 2 x 10 U (2. Zugabe nach ca. 12 h); 24 h
Inkubation im Schiittler bei 37°C (Schiittelfrequenz 50/min.).

Die Reaktion wird beendet, indem man das Enzym durch eine Hitzeexposition von
mindestens 60°C iiber 10 Minuten inaktiviert.

Ava I und Msp I sind von der Firma Gibco BRL, Ban II von Boehringer Mannheim,Apa I

und Hga I von New England Biolabs.
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2.6 Sequenzierung

Zum Sequenzieren von mtDNA-Sequenzen standen zwei Verfahren zur Verfiigung: Die
manuelle Sequenzierung mit radioaktivem P** und die zyklische Sequenzierung mit
Fluoreszenz-Farbstoffen. Die wichtigste Voraussetzung fiir eine gute, deutlich und weit
lesbare Sequenz ist bei beiden Methoden die Qualitdt des Sequenziertemplates. Das Template
muss sehr rein vorliegen.

Dies erreicht man, indem man Proben aus PCRs verwendet, in denen die
Annealingtemperatur so hoch und die Zykluszahl so niedrig wie moglich gewahlt worden
sind. AuBBerdem sollte die Aufreinigung des Templates in einem Agarosegel ( 0,8- 1,5% je
nach GroBe) iiber eine moglichst groBe Strecke geschehen (lange Gelkammer), damit sich die
gewiinschte Bande von Nebenprodukten anderer GroBe optimal trennt. Im Idealfall sollte

kein Hintergrundschmier vorhanden sein.

2.6.1 Manuelles Sequenzieren

In diesem Labor wird nach der iiblichen Di-Deoxy-Methode sequenziert. Bei der manuellen
Sequenzierung ist das ATP des Nukleotidmixes, der der Polymerase als Substrat dient,
radioaktiv markiert (a- P32 dATP von Amersham Pharmacia Biotech);, die
Sequenzierreaktion findet in einem Zyklus nach dem in Tabelle 6 angegebenen Protokoll
statt.

Um sowohl Zeit als auch Temperatur genau einstellen zu koénnen, wird die
Sequenzierreaktion im PCR-Geridt durchgefiihrt. Die Losungen fiir die Reaktion stammen aus
dem ,,T7- Sequenzierkit* von Pharmacia.

Die Proben konnen entweder sofort nach der Sequenzierung auf ein Gel aufgetragen oder bei
-20°C aufbewahrt werden. Vor jeder Auftragung miissen die Proben durch Erhitzen auf 95°C

fir 5 min. und anschliefendes direktes Abkiihlen auf Eis denaturiert werden.



42

Tabelle 6: Bedingungen fiir das manuelle Sequenzieren

1. Denaturierung 10ul Template = 0,4 pg 6' 95°C
2' 4°C (Eis)
2¢ 95°C
2' 4°C
zentrifugieren
2. Annealing + 2 ul Sequ. Primer (10 ng/ul) 2" 95°C
+ 2 pl Annealingpuffer 2" TApp minus 5°C
3. Labellingmix + 3ul Labellingmix ( RT)

+1,5ul P32 o-dATP

+ 2 ul T7-Polymerase (2,2/2,8 dil) 8'  Raumtemperatur
4. Sequencing 4 Sequencingmixe a 2,5 ul  (37°C)
+ 4,5 pl Labelling reaction 5t 37°C

+ 5 ul Stop- solution

2.6.2 Automatisches Sequenzieren

Zum automatischen Sequenzieren wird eine thermostabile Polymerase (eine leicht verdnderte
thermus aquaticus DNA — Polymerase) verwendet, die zyklisches Sequenzieren erlaubt.

Um die einzelnen Nukleotide unterscheiden zu konnen, werden hier fluoreszenz-gelabelte
Dideoxynukleotide verwendet, wobei jedes Nukleotid mit einer anderen Farbe markiert wird
( G = gelb, A = griin, T = rot, C = blau).

Dies ermoglicht es (im Gegensatz zum radioaktiven Labelling), die Reaktion fiir alle vier
Nukleotide in einem Reaktionsgefdl ablaufen zu lassen und sie auch in einer Spur
aufzutragen.

Bei dem verwendeten Abi Prism, 310 Genetic Analyser von Perkin Elmer werden die
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sequenzierten Strange in einer Kapillare getrennt und gemiB ihrer Lidnge von einem
automatischen Laserscanner detektiert. Der Rechner zeichnet die hintereinander erfassten
Fluoreszenzsignale als farbige Peaks auf.

Als Reagenz wird der fertige Kit (,,dRhodamine Terminator Cycle Sequencing Kit*) von
Applied Biosystems verwendet, welcher bereits die vier markierten Dideoxynukleotide,
Deoxynukleotide, Puffer und die Polymerase enthdlt. Allerdings verwenden wir nur die
Hilfte der empfohlenen Menge von 8 pl, ohne dass dies zu Einbuflen in der Qualitdt der
Ergebnisse fiihrt.

Bevor man eine PCR-Probe in einer Sequenzierreaktion einsetzen kann, muss diese gefillt
werden, um Riickstéinde z. B. des Agarosegeles zu entfernen.

Hierzu wird die Probe, die zwischen 100 und 400 ng DNA enthalten soll, mit dem doppelten
Volumen an eisgekiihltem 100 % Ethanol und einem Zehntel des Volumens 2M Natrium
Acetats (Merck) fiir mindestens 15 min. bei -70°C gelagert. AnschlieBen wird die Probe 30
min. bei -10°C und 14000 U zentrifugiert; das luftgetrocknete Pellet wird in 14 pl eines
besonders reinen Chromatographiewassers ( Merck) geldst.

Das Reaktionsvolumen betrdgt 20 pl: Zu den 14 pul Template werden noch 4 pl des
Terminator Ready Reaktion Mix, 1 pl DMSO und 1 pl (8 pmol) des spezifischen Primers
gegeben. Die Primer entsprechen denen der PCR -Reaktionen (siehe Tabelle 5).

Die Sequenzreaktion im Thermocycler l4duft unter den in Tabelle 7 beschriebenen

Bedingungen ab.

Tabelle 7: Bedingungen fiir die Sequenzierreaktion beim automatischen Sequenzieren im
PCR-Gerit

1. Denaturierung 96°C 20"
Annealing primerspezifisch ( Ty, - 5°C) |20"
Extension 60°C 240"
Denaturierung 96°C 20"
Letzte Extension 60°C 240"
25 Zyklen
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Die Reaktion kann nur in einem PCR-Gerét mit beheizbarem Deckel durchgefiihrt werden, da
eine Uberschichtung der Reaktionslosung mit Wachs oder Ol die enzymatische Arbeit der
Polymerase stort. Ein Reaktionsablauf ohne Deckel und ohne Uberschichtung wiirde
allerdings die Kinetik in einer Weise dndern, dass die Reaktion nicht mehr erfolgreich
durchgefiihrt werden kann.

Nach der Sequenzierreaktion wird die Probe erneut gefillt: Zu den 20 pl Probenvolumen
werden 80 pl des reinen Chromatographiewassers, 10 pl 3M NaAc und 250 pl EtOH ( ca.
20°C) hinzugefiigt und die Probe dann sofort bei 4°C und 14000U fiir 30 Minuten
zentrifugiert.

Nachdem der Uberstand abpipettiert worden ist, wird das Pellet in frisch angesetztem 70%
igem EtOH (300 pl) gewaschen und noch einmal fiir 5 Minuten bei 4°C mit 14000 U
zentrifugiert. Das EtOH wird vorsichtig abgezogen und das Pellet bei Raumtemperatur ca.
10-20 Minuten getrocknet.

Bis die DNA aufgetragen wird, kann sie als Pellet bei —20 °C gelagert werden.

Bevor die Probe auf den Sequenzer geladen werden kann, muf sie in 12 pul TRS (Template
Suppression Reagent, wird von Applied Biosystems mit dem Polymer geliefert) griindlich
gelost werden. AnschlieBend wird sie durch zwei miniitiges Erhitzen bei 95°C und
anschlieBendes sofortiges Abkiihlen auf Eis denaturiert.

Die Probe wird noch einmal durchmischt und in eine Mikrotiterplatte gefiillt. Durch Anlegen
eines elektrischen Feldes wird die DNA in die Kapillare injiziert und geméf ihrer Grofe
aufgetrennt. Ein Laser detektiert die einzelnen Fragmente anhand des markierten Dideoxy-

nukleotides.
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2.7 Single strand conformation polymorphism (SSCP)

Mit Hilfe des ,,single strand conformation polymorphism* (SSCP) kénnen Punktmutationen
in kurzen DNA-Stiicken (ca. 20 — 500 bp) gefunden werden: Das Laufverhalten der kurzen
Einzelstringe ist abhdngig von ihrer Sekundérstruktur. Diese dndert sich jedoch, sobald eine
Punktmutation oder eine kurze Deletion/Insertion vorliegt, so dass anhand des veridnderten
Laufverhaltens das DNA-Stiick erkannt werden kann, in dem eine Mutation vorliegt. Das
genaue Lokalisieren einer Mutation ist dann mit geringem Aufwand durch Sequenzieren
moglich.

Die kurzen Bruchstiicke, die fiir diese Technik néotig sind, erhélt man durch Restriktion der
bei uns iiblichen Fragmente, wobei man ein Enzym wéhlen mufl, welches in dem
betreffenden Fragment Bruchstiicke von ca. 20 — 500 bp Lange erzeugt.

Die Restriktion findet unter den oben beschrieben Idealbedingungen statt (vergleiche 2.5.5.).
Fiir die vorliegende Arbeit wurde F3 mit BsalJ I restringiert; dabei erhélt man die in Abb.10

schematisch dargestellten Bruchstiicke.

3001
310 bp 1
nt3311
276 bp <
nt3587
16bp ) <
<—nt3603
242 bp
<—nt3845
187 bp <>
<—nt4032
445 bp
< —ntd477
23 bp
4500
Enzym: BsaJ Abb.10: schematische Darstellung des mit Bsal |
Schnittsequenz: 5‘-CYCNNGG-3¢ geschnittenen Fragmentes F3 zur Auftragung in einer
( F3, nicht mafstabsgerecht) SSCP-EIthTOphOI‘GSC




2.8 Losungen und Puffer
(Abkiirzungen siehe 6.3)

Hamolysispuffer
10 mM NH4HCO;
144 mM NH4C1

H-Puffer

210 mM Mannitol

70 mM  Saccharose

ImM  EDTA

5SmM HEPES (1M Lo6sung)
0,5% Albumin

Ladepuffer (Agarosegele)

15% Ficoll
50 mM EDTA
0,5 % SDS
IxTBE

0,1 % (w/w) Bromphenolblau
0,1 % (w/w) Xylencyanol

Ladepuffer (Polyacrylamidgele)

98 %  deionisiertes Formamid
10 mM EDTA, pH 8,0

0,025 % Bromphenolblau

0,025 % Xylencyanol

Saccharose-Puffer

250 mM Saccharose
10 mM  TrisCl pH 7,4
ImM EDTA

46



SDS-Losung (0,1%)
0,1 % SDS
1 mM EDTA

10xTBE

IM  Tris-HCI
0,83 M Borsidure

10 mM EDTA
eingestellt auf pH 8,3

TE-Puffer
10 mM TrisCl, ph 8,0
ImM EDTA
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3 Ergebnisse

3.1 Patienten M und T (LHON und hypertrophe Kardiomyopathie)

* LHON

Es wurden zwei symptomlose Familienmitglieder (Mutter (M) und Tochter (T)) einer Familie
auf das Vorhandensein der Punktmutation G3460A untersucht. In dieser Familie tritt die
durch die Mutation G3460A hervorgerufene LHON-Erkrankung gehduft auf (siche
Stammbaum 2.1.2.). LHON fiihrt zu einer subakut auftretenden, bilateralen, zentralen
Blindheit im jungen Erwachsenenalter.

Nach Amplifikation des Bereiches, in dem die Punktmutation vermutet wurde (Fragment 3
(nt3000 — nt4500), Einteilung siehe 2.4, Tabelle 5), wurde die mtDNA sowohl aus
Leukozyten als auch aus Thrombozyten sequenziert.

Die Punktmutation G3460A ist bei Mutter und Tochter sowohl in den Leukozyten als auch in

den Thrombozyten vorhanden.

Abb.11: Rontgenfilm mit der aus Leukozyten gewonnenen Sequenz um die Punktmutation
G3460A bei Mutter (M) und Tochter (T) sowie einer Kontrolle (C1). Die Wildtypsequenz ist
durch einen Pfeil gekennzeichnet. Bei M und T ist der Basenaustausch zwischen G und A
markiert (G— A).
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Abb.11 zeigt den Rontgenfilm mit der aus Leukozyten gewonnen Sequenzen von M, T und
der Kontrolle C1. Bei der Kontrolle ist das Guanin, welches sich beim Wildtyp an der Stelle
nt3460 befindet, mit einem Pfeil markiert. Die entsprechenden Mutationen von Guanin zu
Adenin bei M und T sind ebenfalls gekennzeichnet (G— A).

Um den Heteroplasmiegrad der Mutation moglichst genau bestimmen zu konnen, wurde
Template aus Leukozyten in einer PCR-Reaktion amplifiziert und gleichzeitig mit
radioaktivem P** markiert. Das amplifizierte F3 wurde mit Hga I unter optimalen

Bedingungen restringiert und das Ergebnis computergestiitzt quantitativ ausgewertet.

MTCIC3

- 1057 bp

—591 bp Abb.12: Polyacrylamidgel zur Auftrennung der
' Fragmente, die bei der Restriktion von F3 mit Hga I
entstanden sind. Die Kontrollen (C1, C3) zeigen das
_ 466 bp Restriktionsmuster des Wildtypes; die betroffene Mutter
(M) und ihre Tochter (T) bieten das Restriktionsmuster
—442bp bei Vorliegen der Mutation G3460A. Bei M und T sind
keine Reste des Wildtyps vorhanden.

In den beiden rechten Spuren des Polyacrylamidgeles (Abb.12), in denen die DNA der
Kontrollen (C1, C3) aufgetragen worden ist, zeigt sich das Restriktionsmuster des Wildtypes.
Beim Wildtyp wird das Fragment zweimal geschnitten, so dass drei Teilfragmente gebildet

werden (591 bp, 466 bp, 442 bp).
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In den beiden linken Spuren (M, T) erscheinen nur zwei Banden, was dem Restriktionsmuster
beim Vorliegen der Mutation G3460A entspricht. Durch die Mutation kommt es zum Verlust
einer Schnittstelle, so dass statt der beiden Teilfragmente mit 591 bp bzw. 466 bp ein groB3es
Teilfragment mit 1057 bp erscheint. Das 442 bp grofle Fragment bleibt unverdndert.

Weder bei M noch bei T waren Reste der 591 bp- bzw. 466 bp-Bande zu erkennen. Folglich
liegt die Mutation G3460A hier, wie bei den iibrigen Familienmitgliedern, homoplasmatisch

vor.

* hypertrophe Kardiomyopathie

In der Familie kommen, neben der LHON-Erkrankung, gehduft Fille einer hypertrophen
Kardiomyopathie vor (siche Stammbaum 2.1.2). Hierbei handelt es sich wahrscheinlich um
ein zufilliges Zusammentreffen beider Krankheitsbilder (siehe 4.2.2.)

Eine longPCR mit Template aus Leukozyten sowie Thrombozyten wurde zum Screening auf
multiple Deletionen durchgefiihrt (vergleiche 1.3.2). Um die longPCR als verldsslichen
Screeningtest anwenden zu konnen, wurden die Reaktionsbedingungen vor der Anwendung

an Patientenmaterial optimiert (Einzelheiten siehe 2.4.2 )

Cl TT TL MT ML m

Abb.13: Agarosegel der
long PCR aus Leukozyten
(T, Mp) und Thrombozyten
(Tt, Mt) von M und T. Als
Léngenstandard wurden

2 ul der 1kb-DNA Leiter
(m) eingesetzt.

(nur die grofte Bande der Leiter
sichtbar (ca. 12200 bp)

- ca.12200 bp
14570 bp-
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Sowohl bei den Leukozyten von M und T als auch bei den Thrombozyten von M konnte die
Wildtyp-DNA dargestellt werden, aber keine moglichen Deletionsbanden (sieche Abb.13).
Folglich sind in dem untersuchten Bereich weder bei M noch bei T Deletionen vorhanden.

Die Amplifikation der Thrombozyten der Tochter gelang nicht ( in Spur Tt kein Amplifikat).

3.2 Patient D

Bei dem Patienten D bestand der Verdacht auf KSS. Beim KSS handelt es sich um eine
neuro-muskuldre Mitochondropathie, die normalerweise durch singuldre, an verschiedenen
Stellen im mitochondrialen Genom lokalisierten Deletionen hervorgerufen wird.

Bei der Patientin wurden wiederholt longPCRs durchgefiihrt, um eine eventuell vorliegende
Deletion zu erkennen. Eine der identischen Gelelektrophoresen dieser longPCRs ist in
Abb.14 dargestellt. Neben einer Bande von ca. 14500 bp (B3), bei der es sich um die
Wildtypbande handelt, sind noch zwei andere Banden deutlich zu erkennen. Eine Bande ist
ca. 6100 bp (B1) lang, die andere ca. 7100 bp (B2). Jede der drei Banden macht ungefahr ein

Drittel des gesamten Amplifikates aus.

ml C2 D m2

—B3
ca.14500 bp Abb.14: Agarosegel der longPCR
B2 des KSS-Patienten D sowie der
_ Kontrolle C2. An den beiden
ca.6500 bp AN

Bl | Réndern sind 2 pl (m1) bzw. 3 pl
(m2) der 1kb-DNA Leiter als
Lingenstandard aufgetragen. Die
Banden des Patienten D, welche
weiter untersucht worden sind,
sind mit B1 bis B3 gekennzeich-
net.
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Aus der Bande B3 konnten alle Fragmente amplifiziert werden, wodurch bewiesen war, dass
es sich bei dieser Bande um die intakte 14570 bp-Bande handelte.

Bei den kiirzeren Fragmenten wurde versucht, den Bruchpunkt weiter einzugrenzen. Dazu
wurden die oben definierten Fragmente (siche 2.4.1, Tabellel) beginnend am Rand (ntl,
nt14570) aus Template der Banden B1 und B2 amplifiziert. War eine Amplifikation nicht
moglich, konnte man davon ausgehen, dass das entsprechende Fragment nicht oder nicht
mehr vollstdndig vorhanden war. Bei der Bande B1 konnten F1 bis F3 und F12 amplifiziert
werden. Bei der Bande B2 konnte neben F1 bis F3 zusétzlich noch F4 dargestellt werden,
nicht aber F12.

Abb.15 veranschaulicht die gefundenen Ergebnisse. Sie zeigt, welche Anteile der

Ausgangsbanden als sicher vorhanden vorausgesetzt werden konnen und welche nicht.

B 1 (ca. 6100 bp) B 2 (ca.7100 bp)

| 4500 bp | ca.600 bp , 1000 bp | 6149 bp | ca. 950 bp

I [T |—| I [T |
ntl F1-F3 nt4500 nt 13570 F12 nt 14570 ntl F1-F4 nt 6149 nt 14570

Abb.15: Nicht mallstabsgerechte Veranschaulichung der bereits bekannten ( ) und der
unbekannten ( ---) Anteile der urspriinglichen longPCR-Banden B1 und B2 des Patienten D
Die Unterschiede zwischen den beiden Molekiilen B1 und B2 werden deutlich: Bei B1, bei
der 4500 bp am Anfang und 1000 bp am Ende des Molekiils bekannt sind, muss der
Bruchpunkt in den noch nicht untersuchten ca. 600 bp zwischen nt 4500 und nt 13570 liegen.
Bei B2 war F4 noch vorhanden, nicht aber F12. Es sind bereits 6149 bp bekannt, der
Bruchpunkt muss sich in den restlichen ca. 950 bp befinden.

Bei B2 konnte unter folgenden Bedingungen mit den Primern H6150 und L14570 ein
deletionsiiberbriickendes Fragment hergestellt werden: Ty, = 57°C; texe = 65°°; Z =45

Durch automatisches Sequenzieren dieses Fragmentes wurde die Deletion gefunden.

Dieselbe Deletion zeigten — allerdings in niedrigerer Quantitét, so dass die Deletionsbanden
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auf dem Agarosegel nicht erkennbar waren - auch die beiden untersuchten Kontrollen ( C2,

C3).

) nt6341| nt14005 nt6341 | nt14005
A A € (6} T G A C A A C G T G A C
Patient D, Bande 2 Kontrolle C2
b) .. TAGACCTAACCATC...... TAGACCTAACC)TGA....
I I
nt 6341 nt 14005
ACC: direct repeat; (4...C). deletierter Bereich

Abb.16: a) Sequenzbild der Bruchpunkte bei dem Patienten D und der Kontrolle C2; es
handelt sich in beiden Féllen um die gleiche Deletion. In b) ist der Bruchpunktbereich noch
einmal vergroBert dargestellt. Es liegt eine Typ I-Deletion vor.

In Abb.16 ist neben dem Patienten D die Kontrolle C2 dargestellt. Deletiert ist der Bereich

nt 6342 - nt 14004, der von einem 11 Basenpaar langen " direct repeat" flankiert wird.
Befindet sich ein ,,direct repeat™ in unmittelbarer Nidhe der Bruchstelle und ist eine Kopie des
,repeat™ deletiert, so spricht man von einer Typ I-Deletion. Hier liegt folglich eine Typ I-

Deletion vor.

Bei der Bande 1 war es uns nicht moglich, mit der vorhandenen Templatemenge ein
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deletionsiiberbriickendes Fragment herzustellen, so dass der Bruchpunkt nicht genau
bestimmt werden konnte.

Die Screeningtests fiir die hdufigsten Punktmutationen bei MERRF, MELAS und M.Leigh
wurden durchgefiihrt (vgl. 2.5.2 — 2.5.4). Alle Tests waren negativ, so dass die untersuchten
Punktmutationen als Ursache der Erkrankung ausgeschlossen werden konnten. (Ergebnis
wird nicht gezeigt.)

Beim Auswerten der Sequenzen des deletionsiiberbriickenden Fragmentes wurde bei Patient
D als symptomloser Nebenbefund die sekundire LHON-Mutation A4917G in

homoplasmatischer Form gefunden (siche Abb.17).

A
A4
A E T A G A E G
. Abb.17: direkte Sequenzierung der
N Punktmutation A4917G bei Patient D;
nt4917 Nebenbefund

3.3 Patienten P1, P4, P6

Von sieben Patienten mit idiopathischer inflammatorischer Myopathie wurde eine longPCR
durchgefiihrt. Bei IIM kommt es durch eine chronische Entziindung der quergestreiften
Muskulatur jenseits des 5. Lebensjahrzehntes zu progredienter Muskelschwéche der
proximalen Muskulatur.

Die DNA dieser longPCRs wurde auf einem Agarosegel getrennt und somit dargestellt (siche
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Abb.18). Zur weiterfiihrenden Untersuchung wurden drei Patienten ausgewéhlt (P1, P4, P6),
deren Deletionsbanden besonders prignant waren und sich deutlich von den regelhaft
auftretenden Hintergrundbanden (4.4.1.) in ihrer Intensitdt und Lokalisation unterschieden.

Man erkennt auf Abb.18 auch, dass bei vielen Patienten Wildtyp-DNA nicht in einer
Quantitdt vorhanden ist, dass sie auf dem Gel sichtbar wére (sehr wenig Wildtyp-DNA bei P1
bis P4 und P6). Bei P1, P4 und P6 sind Deletionsbanden zu erkennen, die sich vom typischen
Hintergrund-Bandenmuster, wie es in den Kontrollen C1 — C3 zu sehen ist, unterscheiden.
Die Banden der Patienten P1, P4 und P6, welche zur ndheren Untersuchung ausgewéhlt und

daher aus dem Gel isoliert wurden, wurden markiert (A — E).

c1c203

anp

6100 bp-a®

Abb.18: Agarosegel-Elektrophorese, auf der sowohl die Wildtypbande (so weit vorhanden)
als auch die multiplen Deletionen zu erkennen sind. M: 1 kb DNA-Leiter; C1-C3:
altersentsprechende Kontrollen B, S und SC; P1-P7: Patienten mit inflammatorischer
Myopathie; A B (P1), C D (P4), E (P6): Deletionsfragmente, welche zur weitergehenden
Untersuchung ausgewahlt worden sind
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Wir gingen davon aus, dass es sich bei diesen Banden um deletionsiiberbriickende Fragmente
handeln konnte. Die von P1, P4 und P6 ausgewihlten Banden, ihre geschétzte Grofe und die
geschitzte GroBe der jeweiligen Deletion sind in Tabelle 8 angegeben.

Tabelle 8: Zur weiteren Untersuchung ausgewéhlte deletionsiiberbriickende Banden, ihre
GroBe und die GroBe der Deletion

Patient Fragment |GrofBe des deletions-iiberbriickenden | GroBe der Deletion
Fragmentes (ca.) (ca.)
P1 A 7000 bp 7570 bp
B 1800 bp 12770 bp
P4 C 4100 bp 10470 bp
D 3100 bp 11470 bp
P6 E 1900 bp 12670 bp

3.3.1 Patient P1

Bei der Isolierung des Bruchpunktes wurde genauso vorgegangen wie bei dem KSS-Patienten
(siehe 3.2.). Bei der Bande A konnten die Fragmente F7-F12 sicher amplifiziert werden.
F7-F12 umfassen bereits 6206 bp, so dass nur noch ca. 800 bp unbekannt sind. Sowohl F1
als auch F6 sind deutlich ldnger als 800 bp, so dass auf den Versuch, weitere Fragmente zu
amplifizieren, im Hinblick auf die geringe Templatemenge verzichtet wurde. Ein negatives
Ergebnis konnte vorausgesetzt werden.

Bei der Bande B war nur F1 vorhanden. Die Ergebnisse sind in Abb.19 veranschaulicht, in
der die bekannten und unbekannten Anteile der jeweiligen Banden graphisch dargestellt

werden.



57

ca. 800 bp 6206 bp

|
ntl nt8363 F7-F12

1500 bp ca.300 bp
B: | oo |
ntl F1 nt1500 nt14570

|
nt14570

Abb.19: Nicht maBstabsgerechte Veranschaulichung der bereits bekannten ( ) und der
unbekannten ( ---) Anteile der urspriinglichen longPCR-Banden A und B von P1

Bei Bande B konnte das iiberbriickende Fragment schnell ermittelt und mit den Primern

H1501 und L 14570 und Taun= 56°C, texe= 35 ““ und 33 Zyklen sauber hergestellt werden.

Es wurde mit dem Primer H1500 im automatischen Sequenzer sequenziert, wobei der

Bruchpunkt gefunden wurde (sieche Abb.20). Er liegt zwischen nt1734 und nt14495. Die

Bruchstelle wird auch hier direkt von einem sieben Basenpaar langen ,,direct repeat®

flankiert, so dass auch hier eine Typ I-Deletion vorliegt. Bei diesem Molekiil sind 12761

Basenpaare, d. h. der weitaus grofite Teil des Molekiils nicht mehr vorhanden.

nt 1734 | nt14495

c & 17 T T A C C C A A& & T A& A& & T

b)
o TTTACCC(AAATAAAGT....CCCCT) AAATAAATTA.

ntl1734 nt14495

AAA....direct repeat; (CCC...):deletierter Bereich

Abb.20:

a) Automatische
Sequenzierung der Typ I-
Deletion v. P1, Bande B

b) Darstellung der
Bruchpunktumgebung
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Bei Bande A (Patient P1) konnte aus dem zur Verfiigung stehenden Template kein
deletionsiiberbriickendes Fragment mehr amplifiziert werden. Aus dem bisher bekannten Teil
des Molekiils kann man jedoch schlieBen (siche Abb.19), dass sich die 5°-Bruchstelle in den
ersten ca. 800 Basenpaaren ,,downstream® von ntl und die 3°-Bruchstelle folglich hochstens

ca. 800 bp vor nt8363 befinden muss.

3.3.2 Patient P4
Bei P4 wurde ebenfalls versucht, die Bruchpunkte in ihrer Lage ndher zu bestimmen. Aus

Template der Bande C konnten die Fragmente F1, F2 und F12 amplifiziert werden. Aus

Template der Bande D nur F1 und F12 (siche Abb.21).

3000 bp ca. 72 bp 1000 bp
C: I |l Tl I I
o I I |
ntl F1 +F2 nt3000 nt13570 F12 nt14570
1500 bp ca 600 bp 1000 bp
D: | b | |
‘| I I |
ntl F1 nt1500 nt13570 F12 nt14570

Abb.21: Nicht maBstabsgerechte Veranschaulichung der bereits bekannten ( ) und der
unbekannten ( ---) Anteile der Fragmente C und D von P4

Das deletionsiiberbriickende Fragment C konnte mit Hilfe der Primer H3001 und L14570
sowie einer Annealingtemperatur von 61°C, einer Extensionszeit von 60 Sekunden und 35
Zyklen amplifiziert werden. F12 musste, obwohl bekannt, mit amplifiziert werden, da ein
Fragment mit nur 72 Basenpaaren nicht sequenziert werden kann. Das
deletionsiiberbriickende Fragment war- wie erwartet- ca. 1000 bp lang. Durch automatisches

Sequenzieren mit dem Primer H3001 konnte der Bruchpunkt ermittelt werden.
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a) nt3326 [nt13923

L
Abb.22:
b) a) Automatische
«..CAACCTCCT(ACTCCCT....TTCTA)CCCTAGC.... .
Sequenzierung der Typ II-

nt3326 ntl3923 Deletion von P4, Bande C

b) Darstellung der
Bruchpunktumgebung von

CCT...: repetitive Sequenzen  (ACT...): deletierter Bereich
P4, Bande C

Der Bruchpunkt liegt zwischen den Nukleotiden nt3326 und nt13922; 10597 Basenpaare sind
deletiert. Da er nicht exakt von einer repetitiven Sequenz flankiert wird, spricht man hier —
ebenso wie bei dem vdlligen Fehlen von repetitiven Sequenzen — von einer Typ II Deletion
(siche Abb.22).

Fiir das deletionsiiberbriickende Fragment der Bande D ( erwartete Grof3e: ca. 600 bp) wurde
als Primerpaar H1501 und L13570 eingesetzt. Bei einer Ty = 51°C;  texe = 25 " und 33
Zyklen war die Amplifikation eines die Bruchstiicke verbindenden Fragmentes mdglich. Es
war ca. 700 bp lang.

Die automatische Sequenzierung mit dem Primer H1501 zeigte den Bruchpunkt (siche
Abb.23). Die Nukleotide nt1754- nt13100 (11346 bp) sind deletiert; es handelt sich um einen
Bruchpunkt, der nicht von ,, direct repeats* flankiert wird, d. h. um eine Typ II Deletion.

In der Nahe des 3°-Bruchendes befindet sich noch die Punktmutation A13105G.
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a) nt1753 |nt13101 \?

Abb.23:
a) Automatische
b) A Sequenzierung des
J/ Bruchpunktes von P4,
Bande D
«..GATA(GAAA........ TAGC )AGGAG.... b) Darstellung der
Bruchpunktumgebung
bei Bande D, P4

nt1753 nt13101

3.3.3 Patient P6

Bei dem Versuch, den Bruchpunkt der Bande E weiter einzugrenzen, lieBen sich F1 und F2
nicht amplifizieren, wohl aber F12. Eine weitere Priifung war nicht mehr noétig, da 1000 bp
des ca. 1900 bp langen Fragmentes bereits bekannt waren. Die Amplifikation eines weiteren
Fragmentes war mit ca. 900 verbleibenden Basen nicht mehr méglich. Eine Ubersicht iiber

die bekannten und die unbekannten Anteile der Bande E zeigt Abb.24.

ca. 900 bp 1000 bp

e | |

ntl nt13570 nt14570

Abb.24: Nicht mafistabgerechte Veranschaulichung der bereits bekannten () und der
unbekannten ( ---) Anteile der Bande E des Patienten 6

Fiir das deletionstiberbriickende Fragment wurden H1 und L13570 als Primer gewéhlt, da H1

den Anfang des gesamten langen Fragmentes darstellt und L13570 direkt an F12 anschlief3t
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(siche 2.4.1). Die Darstellung des iiberbriickenden Fragmentes erwies sich jedoch als sehr
schwierig und musste schlielich wegen Templatemangels aufgegeben werden. Ein exakter
Bruchpunkt liegt also fiir die mitochondriale DNA dieses Patienten nicht vor, er kann jedoch
in seiner Lage eingegrenzt werden: Ca. 900 bp des Fragmentes sind nicht bekannt. Folglich
muss hier der 5°-Bruchpunkt in den ca. 900 Nukleotiden "downstream" von nt 1 liegen, also
ebenfalls weit am Anfang des Molekiils. Der 3‘-Bruchpunkt liegt somit maximal ca. 900 bp
vor nt13570.

Die gefundenen Ergebnisse sollen hier noch einmal zusammengefa3t werden (Tabelle 9):
Betrachtet man die Lage aller sequenzierten Deletionen (Abb.25), so fallt auf, dass alle 5°‘-
Bruchpunkte an ungewoéhnlicher Stelle, ndmlich auBerhalb des ,major arc®, liegen. Die
meisten bisher gefundenen Bruchpunkte befinden sich im ,,major arc”, d. h. zwischen den
beiden Replikationsurspriingen (vgl.4.4.3). Ebenfalls bemerkenswert ist die Grofe der
gefundenen Deletionen: Der deletierte Bereich umfasst in allen Féllen mehr als 10 000 bp
und damit einen Grofteil des 16559 Basenpaare umfassenden mitochondrialen DNA-

Ringmolekiils.

OH OL

A ~

128 16S ND1 ND2 COXI COXIll  COXIlI ND3 ND4 ND5/6 Cytb

P1,FB

P4, FC

P4, FD

Abb.25: Der obere Teil des Bildes zeigt schematisch das linearisierte mitochondriale DNA-
Molekiil mit einigen wichtigen Genen; im unteren Teil symbolisieren die dicken schwarzen
Linien =) den Teil des Molekiils, welcher bei dem jeweiligen Fragment deletiert ist.
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Bei den Deletionen sind sowohl Typ I- als auch TyplI-Deletionen vertreten; in zwei von drei

Fallen liegt ein ,,frameshift™ vor. Bei der Grofle der Deletionen kommt es zu einem Verlust

einer Vielzahl von Genen. Dabei sind sowohl Gene betroffen, welche Untereinheiten der

Atmungskette kodieren, als auch tRNAs. Die rRNA ist in allen Féllen vollstidndig erhalten.

Eine genaue Aufstellung der vollstindig bzw. teilweise deletierten Gene zeigt ebenfalls

Tabelle 9.

Tabelle 9: Zusammenfassung der Eigenschaften der gefundenen Deletionen bei
inflammatorischen Myopathien. Die komplett fehlenden Gene sowie die Gene, in denen die
Bruchstellen liegen, werden durch die von ihnen kodierten Proteine angegeben.

ATPase6,8

Patient | Bruchstellen| Gene an der Volistindig |Typ der |“frameshift” | Grof3e
Bruchstelle | deletierte Gene |Deletion der
Deletion
nt1734 16S-rRNA 17tRNAs + 12761bp
P1,FB | ntl14495 ND6 ND1,2,3.4,5 I
C0X1,2,3
ATPase6,8
P4, FC nt3326 ND1 16tRNAs II + 10597bp
nt13923 NDS5 ND2,3.4
C0X1,2,3
ATPase6,8
P4, FD ntl1753 16S-rRNA 17tRNAs II - 11348bp
nt13101 NDS5 ND1,2,3,4
C0OX1,2,3




63

3.4 Patient L

Bei Patient L bestand starker Verdacht auf eine mitochondriale Enzephalomyopathie, am
ehesten auf einen M. Leigh. Beim M. Leigh handelt es sich um eine progressive
neurodegenerative, innerhalb von Monaten oder Jahren letal endenden Mitochondropathie.
Sie wird durch Punktmutationen hervorgerufen, in iiber 95% der Fille durch die Mutationen
T8993C oder T8993G. Diese lagen hier jedoch beide nicht vor; auch eine Deletion konnte
nicht gefunden werden.

Das Fragment F3 (nt3000 — nt4500), welches die tRNA™"IVUR (nt3230 — 3304) enthilt, die
als ,,hot spot* fiir Mutationen bekannt ist (vgl.4.5.), wurde mit Hilfe von SSCP vollstindig
auf Punktmutationen gescreent.

Es liegt bei dem Patienten L keine Punktmutation in der tRNA™" V"Rl oder an einer anderen

Stelle zwischen nt3000 und nt4500 vor.
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4 Diskussion

4.1 Methode longPCR

Als wir mit den Versuchen zur Etablierung einer longPCR begannen, war es aufgrund der
vorhandenen Polymerasen noch nicht moglich, das gesamte mitochondriale Genom in einem
Stiick zu amplifizieren. Folglich musste der zu amplifizierende Genbereich, da wir nur ein
Amplifikationsprodukt haben wollten, sinnvoll eingeschrénkt werden:

Die meisten Deletionen im mitochondrialen Genom liegen zwischen den beiden

Replikationsurspriingen Op, und Op (nt5763-nt110), wobei bei der héufigsten

mitochondrialen Deletionserkrankung KSS nur wenige iiber nt 14500 hinausreichen®.
Folglich erschien es uns angebracht, nt14570 (H14570) als hintere Grenze und ntl (L1) als
vordere Grenze flir unser subgenomisches Amplifikat festzulegen .

Nur wenige der bis jetzt gefundenen Deletionen, sowohl der singuldren’ als auch der
multiplen®, befinden sich in dem Bereich vor dem Replikationsursprung O; (nt5763). Die
geringe Anzahl von bekannten Deletionen mit Bruchpunkten am Anfang des mitochondrialen

Genoms hat auch methodische Griinde: Die alleinige Benutzung von Pvu II*

zur
Linearisierung und die Beschrinkung vieler Studien auf ein Screening mittels ,,nested PCR*
mit Primern fiir den ,,major arc* fithren dazu, dass die in den ersten ca. 5000 Basen des
Genoms liegenden Deletionen haufig unentdeckt bleiben. Da aus diesen Griinden der Anfang
des mitochondrialen Genoms in den Untersuchungen bisher unterreprisentiert ist, integrierten
wir ihn in unser Deletionsscreening. Das in der longPCR eingesetzte Template besteht aus
nicht linearisierter mtDNA.

Die longPCR bietet sich als Screeningmethode auf Deletionen in besonderem Mal3e an, da sie

es erlaubt, mit einem geringen finanziellen und zeitlichen Aufwand eine grofle Anzahl an

Deletionen aufzuzeigen. Sie ermdglicht es, bei einem Patienten in einem Ansatz die
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Wildtypbande sowie gleichzeitig eine groe Zahl moglicherweise vorhandener Deletionen
und Duplikationen darzustellen.

Die longPCR Technik kann — im Gegensatz zum Southernblot, der eine grole Menge DNA
erfordert - aullerdem auch bei geringen Templatemengen von nicht optimaler Qualitdt
eingesetzt werden. Da oft nur kleine Biopsieproben oder post mortem entnommenes, nicht
optimal aufbereitetes Gewebe zur Verfiigung steht, ist dies in der praktischen Labortétigkeit
ein wichtiger Gesichtspunkt’”.

Es ist allerdings bei der Verwendung von longPCR Techniken zu beachten, dass diese
Methode nur semiquantitativ’® ist, das heiBt auch bei bekannter Templatemenge nur eine
grobe Quantifizierung mdglich ist.

Die longPCR stellt eine interessante und gute Screeningmethode dar. Allerdings haften ihr
Methoden immanente Schwichen an’”; daher sollte das Ergebnis mit Hilfe einer anderen
Methode (Southernblot oder Sequenzierung) verifiziert werden. Dies gilt besonders dann,
wenn sich aus dem Ergebnis klinische Konsequenzen fiir die untersuchte Person ergeben.
Hier sind ausgewdéhlte Deletionen exemplarisch durch direkte Sequenzierung bestitigt

worden.

4.2 Patienten M und T (LHON und hypertrophe Kardiomyopathie)

4.2.1 LHON-Mutation, G3460A

Die Penetranz der LHON G3460A-Mutation betrdgt bei Homoplasmie zwischen 14 und
40%"°”. In unserer Familie liegt sie (soweit dies bei dem kleinen Stammbaum bestimmbar ist)
bei 27%. Man vermutet, dass die primdre Mutation alleine noch nicht ausreicht, den
klassischen Phénotyp hervorzurufen, sondern dass weitere Faktoren hinzukommen miissen,
damit die Krankheit ausbricht. Der Heteroplasmiegrad der Mutation oder zusitzlich
vorhandene Sekundirmutationen sollen z.B. die Penetranz verdndern kdnnen (s. u.). Uber

andere zusitzliche Faktoren konnen nur Vermutungen angestellt werden.
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Ziel der genetischen Beratung betroffener Familien sollte es sein, das individuelle Risiko fiir
die ratsuchenden Personen und ihre Nachkommen zu ermitteln. Dies wird durch die
unvollstindigen Kenntnisse iiber die LHON-Erkrankung, besonders im Hinblick auf ihre
Penetranz, sehr erschwert. Es soll im folgenden versucht werden, das Risiko fiir die
Indexpatienten grob abzuschétzen, indem die verschiedenen Penetranzfaktoren diskutiert
werden. Konkrete Wahrscheinlichkeitszahlen kdnnen nicht genannt werden.

Kleine Unterschiede im Heteroplasmiegrad werden z. B. fiir die Ausbildung bzw.
Nichtausbildung des Phinotyps verantwortlich gemacht’. Diese Theorie ist jedoch umstritten
und auBlerdem auf die 85% der LHON-Patienten, bei denen die 3460-Mutation
homoplasmatisch vorliegt”, nicht anzuwenden. Homoplasmie der Mutation liegt bei den von
uns untersuchten Patienten bereits im Blut vor. Man hat gezeigt'”’, dass die Quantitit
mutierter mtDNA im Blut geringer ist als im betroffenen Gewebe, so dass man, wenn bereits
Homoplasmie im Blut vorliegt, davon ausgehen kann, dass dies in Retina und nervus opticus
auch der Fall ist.

Es wurde ebenfalls vermutet, dass die Penetranz der Erkrankung abhingig sein kdnnte von

dem gleichzeitigen Vorliegen weiterer sogenannter Sekundirmutationen®'*'d. h.
Mutationen, deren Vorliegen die Wahrscheinlichkeit des Krankheitsausbruches erhéhen. Fiir
LHON sind 17 dieser LHON-assoziierten Mutationen beschrieben worden®.

Es konnte jedoch in neueren Untersuchungen sowohl fiir die 11778-Mutation'*® als auch fiir
die 3460-Mutation'”® gezeigt werden, dass das Vorliegen einer Sekundirmutation die
Penetranz der Erkrankung nicht erh6ht (siehe ausfiihrlichere Diskussion 4.3.2.).

Unsere Patienten wurden nicht auf Sekunddrmutationen untersucht, da dies keine weiteren
Informationen im Hinblick auf LHON erwarten ldsst. Bei den anderen, von Dr. Arenas
(Spanien) untersuchten, Familienmitgliedern wurden die Sekunddrmutationen bei nt9438,

nt13708 und nt15812 ausgeschlossen.
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Auch biochemische Messergebnisse geben keinen Aufschluss iiber die Ursachen
unterschiedlicher ~ Penetranz:  Zwischen  betroffenen = und  nicht  betroffenen
Familienmitgliedern besteht kein Unterschied in der Einschrinkung der Aktivitit von

Komplex I'"*

. Folglich beruht der unterschiedliche Phénotyp auch nicht auf einer
unterschiedlich hohen Restleistung der Atmungskette.

Auffillig ist aber, dass bei weitem mehr Ménner von der Erkrankung betroffen sind als
Frauen. So betrigt das Verhiltnis zwischen minnlichen und weiblichen Merkmalstragern fiir
die 3460-Mutation 2:1'% - 4,3:1'% (je nach Studie). Dieser Umstand l4sst vermuten, dass fiir
den Ausbruch der Erkrankung neben der mitochondrialen Mutation ein weiterer X-
chromosomal vererbter Faktor notwenig ist (VLSL=,X-linked visual loss susceptibility
locus®). Diese Theorie'”’ erklirt die hhere Erkrankungswahrscheinlichkeit fiir Manner. Die
erkrankten Frauen sind entweder homozygot fiir den entsprechenden Faktor oder heterozygot
mit einer ungiinstigen X-Chromosom Inaktivierung in den betroffenen Geweben. Als
moglicher Genort des X-chromosomalen Gens wurde DXS7 angegeben'®. Andere Linkage-

109

Studien sehen keinen Zusammenhang mit dem Genort DXS7 ™ und stellen auch allgemein

19 Auch konnte die unbalancierte X-

die Theorie eines X-chromosomalen VLSL in Frage
chromosomale Inaktivierung nicht nachgewiesen werden'"".

Die vorgelegten Studien weisen jedoch methodische Mingel''? auf, und es wurde auch bei
einer neuen groBen Studie gezeigt, dass alle Stammbaumdaten'® mit der Theorie eines
beteiligten X-chromosomalen Genes vereinbar sind. Interessant erscheint in diesem
Zusammenhang auch die Entdeckung eines X-chromosomalen Genes, welches in einer
Familie als alleinige Ursache zu einer Atrophie des nervus opticus fithrt'".

Die Theorie eines X-chromosomalen VLSL behélt damit weiterhin ihre Stellung als eine

wichtige  Theorie zur  Erklirung der bevorzugten Erkrankung  ménnlicher

Familienangehdriger, obwohl der Beweis ihrer Richtigkeit noch aussteht.
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Es ist auch moglich, dass nicht ein einzelnes Gen, sondern die geschlechtsgebundenen,
anatomischen und/oder physiologischen Unterschiede in ihrer Gesamtheit eine
unterschiedliche, geschlechtsabhiingige Penetranz bewirken™.

Bei beiden Indexpatienten M und T handelt es sich um Frauen, wodurch ihr
Erkrankungsrisiko deutlich niedriger liegt als das ihrer minnlichen Verwandten. Es muss
allerdings beriicksichtigt werden, dass fiir eventuell zu erwartende Sohne der Mutter M das
Risiko hoher ist als das der Tochter T. Der Fall einer homoplasmatischen, unauftélligen ND1/
AS52T Tréagerin mit einer ebenfalls homoplasmatischen, unauffélligen Tochter und einem
homoplasmatischen, erkrankten Sohn ist bekannt™.

Weiterhin giinstig fiir die Prognose der Indexpatienten ist, dass Kinder von phinotypisch
unauffalligen Trigerinnen eine geringere Wahrscheinlichkeit haben zu erkranken als Kinder,

114

besonders Méddchen, erkrankter Frauen . Die Mutter von M (* 1940) ist bis jetzt noch nicht

erkrankt. Obwohl in Einzelfdllen auch Manifestationen im 70. Lebensjahrzehnt bekannt

sind'®, erkranken 95% der Patienten vor ihrem 50. Lebensjahr'™*

. Eine Erkrankung der jetzt
60-jéhrigen Dame ist also unwahrscheinlich. Folglich hat ihre Tochter (M) eine verbesserte
Prognose als Nachkomme einer asymptomatischen Anlagetrdgerin. Noch besser scheint die
Prognose deren (T) Tochter zu sein, von der zur Zeit sowohl Mutter als auch GroBmutter
asymptomatisch sind.

Verldsslicher konnte das individuelle Risiko einer spiteren Erkrankung fiir die noch jungen
Indexpatienten durch eine ophthalmologische Untersuchung ermittelt werden: Abnormes
Farbsehen, Verdnderungen des Augenhintergrundes und atypische VEP (visual evoked
potentials) konnen im Einzelfall bei noch asymptomatischen Personen einen spiteren
Visusverlust bereits anzeigen''?. Diese Untersuchungen sind bei den noch nicht voll
aufgeklérten Indexpatienten nicht vorgenommen worden.

Es sind auBerdem verschiedene Umwelteinfliisse angeschuldigt worden, das Auftreten von

LHON zu begiinstigen. Gesichert scheint dies bei der ND1/A52T-Mutation sowohl fiir einen
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erhohten Alkohol- als auch fiir den Tabakkonsum zu sein!'>. Es ist also ratsam, den
Anlagetrigern —noch eindringlicher als der Normalbevilkerung- als Prophylaxe ein
mafvolles Rauch- und Trinkverhalten zu empfehlen.

Zusammenfassend kann man sagen, dass die Wahrscheinlichkeit der Indexpatienten, an
LHON zu erkranken, eher gering ist, aber nicht genau bestimmt werden kann. Es sollte
allerdings eine Aufkldrung der Patienten erfolgen, da besonders bei weiterem Kinderwunsch
von M zu beriicksichtigen ist, dass das Risiko fiir ménnliche Nachkommen héher sein kann

als das der bereits geborenen Tochter.

4.2.2 Hypertrophe Kardiomyopathie

Neben der LHON-Erkrankung kommen in der untersuchten Familie auch gehéduft Fille einer
hypertrophen Kardiomyopathie vor (siehe 2.1.2). Ein Zusammenhang zwischen LHON und
hypertropher Kardiomyopathie ist bisher nicht beschrieben worden; bekannt ist nur eine
Assoziation zwischen LHON und kardialen Reizleitungsstérungen'', wie z. B. dem Wolf-
Parkinson-White-Syndrom''”. Es ist daher davon auszugehen, dass es sich bei der LHON-
Erkrankung und der hypertrophern Kardiomyopathie um zwei Merkmale handelt, welche
unabhingig voneinander vererbt werden und nur zufillig in dieser Familie
zusammengetroffen sind.

Es gibt verschiedene Ursachen fiir das Auftreten einer erblichen Kardiomyopathie, die
sowohl in der nukledren als auch in der mitochondrialen DNA zu suchen sind.

Auf mitochondrialer Ebene konnen sowohl multiple Deletionen als auch Depletionen und
Punktmutationen eine isolierte hypertrophe Kardiomyopathie verursachen''®.

Bei multiplen Deletionen liegt der Ursprungsdefekt, welcher zu den vermehrten Deletionen

?, so dass dieser nach Mendelschen Regeln

fiihrt (siche 1.3.2), in einem nukledren Gen''
vererbt wird. Der vorliegende Stammbaum ldsst am ehesten an eine autosomal dominante

Vererbung denken, welche eine Anlagentridgerschaft von M oder T so gut wie ausschlieen
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wiirde; allerdings ist eine Stammbaumanalyse in diesem sehr begrenzten Kollektiv nur
schwer moglich. Bei den beiden Indexpatienten wurden erwartungsgemifl im untersuchten
Bereich keine multiplen Deletionen gefunden. Allerdings ist zu beachten, dass nur periphere
Blutzellen und kein Herzmuskelgewebe untersucht worden sind.

Auf das Vorliegen von Depletionen wurde die DNA von M und T nicht getestet; es gab
allerdings bei dem Umgang mit dem Template keine Anzeichen fiir eine drastisch verringerte
Konzentration der gelosten mtDNA.

In dem sequenzierten Bereich um das nt3460 lag keine Punktmutation vor. Nach weiteren
Punktmutationen wurde nicht gezielt gesucht.

Interessant wire die Untersuchung von Herzmuskelbiopsien der betroffenen Personen auf
Deletionen, Depletion und auf Punktmutationen zumindest der tRNA-Gene, da dort die
meisten bisher bei hypertrophen Kardiomyopathien vorliegenden Punktmutationen lokalisiert

sind'"”.

4.3 Patient D

4.3.1 Multiple Deletionen

Bei der Patientin D konnten zwei Deletionen nachgewiesen werden, die beide vorher mit
einem Southern-Blot nicht nachgewiesen werden konnten. Dadurch konnte die
Verdachtsdiagnose KSS weiter gefestigt werden. Eine der beiden Deletionen konnte genau
lokalisiert werden: Die Nukleotide nt6341- nt14004 waren nicht mehr vorhanden. Diese
Deletion lag allerdings auch bei den beiden getesteten Kontrollen S und SC vor. Auf die
Frage der Pathogenitit einer Mutatation, die sowohl bei Erkrankten als auch bei gesunden
Kontrollen vorhanden ist, wird unten néher eingegangen.

In der Literatur wurde die oben genannte Deletion erst einmal beschrieben'?’. In der Nihe
sind ebenfalls Klasse I-Deletionen bekannt (nt6330 - nt14096'?', nt6329 — nt13994'*%). Den

angegebenen Arbeiten ist nicht zu entnehmen, ob Kontrollen mit untersucht worden sind.
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Es gibt Anzeichen dafiir, dass bei den mehrere Kilobasen umfassenden Deletionen der
genaue Lokalisationsort der Deletion flir die Auspragung der Erkrankung nicht
ausschlaggebend ist'> '**: Weil immer auch mehrere tRNAs betroffen sind, kommt es zu
einer diffusen, multiplen Schidigung der Atmungskette, die sich in verschiedenen
Erkrankungen duBlern kann- je nach betroffenem Gewebe und der Menge an geschidigter
DNA.

Wichtiger fiir den Phinotyp ist die Quantitit der vorliegenden Deletion'”. Fiir die
Pathogenitit einer Deletion ist das Vorliegen der Deletion in ausreichender Menge
erforderlich. Fiir jedes Gewebe und Alter gibt es Schwellenwerte, bei deren Uberschreitung
die Einschrankung der Atmungskettenfunktion nicht mehr kompensiert werden kann und es

'2 st die Deletion in einer geringeren Quantitit vorhanden, bleibt sie

zu Symptomen kommt
symptomlos. Altersdeletionen, d. h. Deletionen, wie sie sich bei jedem Menschen im Laufe
des Lebens in postmitotischem Gewebe anhiufen, liegen in geringer Kopienzahl vor”.

Bei unserem Patienten D machen die Wildtypbande und die beiden Deletionsbanden jeweils
ein Drittel des Amplifikates aus. Bei den Kontrollen S und SC war die Bande auf dem Gel
der urspriinglichen longPCR nicht sichtbar, daB3 heit nur in sehr kleiner Konzentration
vorhanden.

Somit ldsst es sich erkldren, dass die gleiche Deletion, die bei einem Patienten mit KSS
gefunden worden ist, auch bei den Kontrollen nachweisbar ist: Lange repetitive Sequenzen
machen eine mtDNA-Sequenz besonders anfillig fiir Deletionsereignisse'>'. Hier liegt ein elf
Basenpaar langer ,,direct repeat™ vor. Es ist daher vorstellbar, dass es an dieser Stelle sehr
hidufig zu niedrigprozentigen, nicht pathogenen Deletionen im Rahmen des
Alterungsprozesses kommt - aber auch zu Deletionen in hoheren Konzentrationen bei einer
mitochondrialen Erkrankung. Das typische Krankheitsbild wird dann nicht bedingt durch die

Lage der Deletion, sondern durch die quantitative Haufung oberhalb eines Schwellenwertes.

In niedriger Kopienzahl bleibt die Deletion als eine der zahlreichen Altersdeletionen
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symptomarm. Dieses Phdnomen, dass gleiche Deletionen sowohl im Alter als auch bei
Mitochondropathien gefunden worden sind, ist bereits mehrfach beschrieben worden'*® ™*; es

unterstiitzt die These, dass Mitochondropathien lediglich die natiirlichen Alterungsprozesse

der Zelle um ein Vielfaches beschleunigen'? .

4.3.2 Sekundiare LHON-Mutation, A4917G

Ein Zufallsbefund ist die bei Patient D im Rahmen der Suche nach Deletionsbruchpunkten
gefundene Mutation A4917G. Diese Mutation liegt homoplasmatisch vor.

Bei der A4917G Mutation handelt es sich um eine der Mutationen, welche als sekundére
LHON-Mutationen beschrieben werden. Unter einer sekunddren LHON-Mutation versteht
man eine Mutation, welche, im Gegensatz zu einer primdren LHON-Mutation, den Austausch
einer wenig konservierten Aminosdure verursacht und die LHON nicht alleine verursachen
kann'?’. Sogenannte sekundire LHON-Mutationen werden auch in 10 — 15 % der gesunden
européischen Gesamtbevolkerung gefunden'”®. Es wurde postuliert, dass diese Mutationen
die Penetranz und Prognose bei LHON beeinflussen kénnen'°,

Neuere Untersuchungen haben jedoch gezeigt, dass es sich bei den als sekundidre LHON-
Mutationen bezeichneten Phinomenen um nicht pathogene Polymorphismen handelt'***, die
keinen Einfluss auf den Ausbruch oder die Schwere der Erkrankung haben.

Sekunddre LHON-Mutationen sind noch nie in heteroplasmatischem Zustand beschrieben
worden''?; liegt eine Punktmutation heteroplasmatisch vor, so ist dies ein Anhaltspunkt fiir
ihre Pathogenitit''. Folglich spricht auch das homoplasmatische Vorliegen der sekundiren
LHON-Mutationen —wie auch in unserem Fall- gegen eine pathogenetische Bedeutung der
Mutation.

AuBlerdem gibt es keine Anzeichen dafiir, dass die sekunddren LHON-Mutationen bei einem
gleichzeitigen Auftreten mit pathogenen primdren LHON-Mutationen die Schwere der

Erkrankung beeinflussen'”.
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Man geht heute davon aus, dass es sich bei den sogenannten sekunddren LHON-Mutationen
um nicht pathogene, in der Population seit langem existierende Polymorphismen handelt, die
in der Gesamtbevdlkerung oder in bestimmten Haplotypen, fiir die sie charakteristisch sind,
weit verbreitet sind'*2. (Unter einem Haplotyp versteht man hier mehrere, genau definierte
mtDNA-Mutationen, die gemeinsam vererbt werden.) Die statistische Haufung vieler
sogenannter sekunddrer LHON-Mutationen bei LHON-Patienten, ldsst sich durch
populationsgenetische Entwicklungen erkldren und sagt nichts aus iiber die Pathogenitit der
Mutationen'*?,

Dies gilt in besonderem MaBe fiir die hier vorliegende Mutation A4917G"*": Diese Mutation
kann alleine vorkommen, ist aber oft vergesellschaftet mit der T4216C-Mutation und ist dann
spezifisch fiir den europdischen Haplotyp T. Die A4917G-Mutation ist sehr alt, in der
Population in Europa sehr weit verbreitet und in den LHON-Familien nicht hiufiger zu
finden als in der Gesamtbevolkerung. Wenn sie zusammen mit einer primdren LHON-
Mutation auftritt, dndert sie nichts an der Auspridgung dieser Mutation. Das Vorliegen der
T4216C-Mutation ist hier nicht untersucht worden, d.h. eine sichere Zuordnung des Patienten
zu dem Haplotyp T ist hier nicht moglich. Es ldsst sich aber sagen, dass die Mutation bei ihm
kein LHON-spezifisches Krankheitsbild hervorrufen wird.

Es wird allerdings vermutet, dass bestimmte Haplotypen, besonders die durch die Mutationen
bei nt4216, nt4917 und nt137078 gekennzeichneten, die Triger fiir die Entwicklung
neurodegenerativer Erkrankungen wie M.Alzheimer oder M.Parkinson pridisponieren'>*'**,
Ob und inwieweit sekundire LHON-Mutationen aber die aktuelle Auspragung des KSS bei

diesem Patienten beeinflusst hat, kann nicht festgestellt werden.
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4.4 Patienten P1, P4, P6

4.4.1 Auffilligkeiten der longPCR

Betrachtet man das Bild der Gelelektophorese (Abb.18; 3.3) genauer, so fillt bei allen
Kontrollen und Patienten ein sehr regelméfBiges Muster an Hintergrundbanden auf.

Das regelhafte Auftreten dieses immer gleichen Bandenmusters bei allen Reaktionen ldsst
zundchst vermuten, dass es sich hierbei um die Folge eines Primer-Missmatch in einem der
ersten Reaktionszyklen handelt. Diese Mdoglichkeit wurde jedoch von uns (siehe 3.1) und
anderen'* ausgeschlossen, indem man die PCR mit anderen Primern wiederholte und
(GroBen angepasst) dasselbe Ergebnis erzielte (Primer-Shift). Es ist daher davon auszugehen,
dass es sich bei den Banden um niedrig prozentige Deletionen handelt, die in sogenannten
,hotspots® fiir Deletionen regelhaft und ohne Krankheitswert vorhanden und somit
amplifiziert werden'*.

Auftillig ist auch, dass bei fiinf Patienten (P1 — P4, P6) keine Wildtypbande von 14,5 kb
erkennbar ist. Das Fehlen einer 14,5 kb Bande ist auch schon bei Altersdeletionen'*®
P7beschrieben worden, nicht jedoch bei inflammatorischen Myopathien. Das Fehlen einer
14,5 kb Bande kann bei den untersuchten Patienten auf eine starke Schidigung der DNA
durch das hohe Alter in Verbindung mit einer klinisch schon weit fortgeschrittenen
inflammatorischen Myopathie zuriickzufiihren sein. Ein vollstindiger Mangel an intakten
DNA Molekiilen ist allerdings schwer vorstellbar; Wallace geht in einem &hnlichen Fall
davon aus, dass noch Wildtyp-DNA vorhanden ist, deren Quantitdt jedoch bei der gewéhlten
PCR-Methode unter der Nachweisgrenze liegt138.

Auflerdem wird angenommen, dass ein minimaler Energichaushalt der Zelle auch bei fast
vollstindigem Ausfall der Atmungskette aufrechterhalten werden kann: Hierbei wird der
ATP-Bedarf durch Glykolyse gedeckt, wéhrend eine plasmamembranstindige

Oxidoreduktase fiir eine Aufrechterhaltung des NAD-Angebotes sorgt'*°.
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Es ist allerdings auch moglich, dass die geringe Intensitit des groBen, schidigenden
Einfliissen besonders zuginglichen Wildtypmolekiils zum Teil einen Artefakt darstellt:
Wiederholt stattgefundene Auftau- und Einfriervorgdnge konnen zu Schiden an dem
Template, besonders den grolen Molekiilen, gefiihrt haben. Das Template ist bereits langere
Zeit vor dem Einsatz in der longPCR gewonnen worden. Die hohe Anzahl an Proben, die
nicht mehr amplifiziert werden konnte, spricht ebenfalls fiir die relativ schlechte Qualitét des
Ausgangstemplates.

Da die Deletionsbanden hier prominenter sind als die Wildtypbanden, kann man davon
ausgehen, dass hier Deletionen in einem hohen Prozentsatz vorliegen. Dies ist besonders
deutlich bei P1, bei dem Bande A die bei weitem prominenteste Bande darstellt. Eine genaue
Quantifizierung der Banden war allerdings sowohl aufgrund der gewéhlten Methode als auch
aufgrund der geringen Templatemenge nicht mdglich.

AuBerdem ist es nicht auszuschlieen, dass das Verhéltnis artifiziell durch das verwendete
PCR-Protokoll zu Gunsten der kiirzeren Molekiile, d. h. der Deletionen, verschoben worden

ist, wodurch eine Quantifizierung zusétzlich erschwert wére.

4.4.2 Deletionsmechanismus bei idiopathischen inflammatorischen Myopathien

Das Vorhandensein multipler Deletionen bei idiopathischen inflammatorischen Myopathien
ist schon von verschiedenen Autoren’®'*%'*" beschrieben worden. Multiple Deletionen
treten auch bei der primidren Mitochondropathie adPEO (autosomal dominante externe
Ophthalmoplegie)®, bei dilatativen Kardiomyopathien”', Enzephalomyopathien'*' und im
Zusammenhang mit anderen Erkrankungen, bei denen mitochondriale Ursachen diskutiert
werden, wie z. B. bei der rheumatischen Polymyalgie'* sowie im Rahmen von
physiologischen Alterungsprozessen’”, auf.

Wie oben erwihnt (sieche 1.2.2.2), setzen die verschiedenen Modelle zur Entstehung von

Deletionen ,, direct repeats” voraus. Es sind allerdings auch Deletionen ohne benachbarte
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,direct repeats® (ebenfalls Typ II Deletionen) bekannt. Man geht davon aus, dass hier die
repetitive Sequenz entweder nach Entstehung der Deletion verlorengegangen ist oder dass in
solchen Fillen ein anderer Pathomechanismus vorliegt'*’. Interessant ist in diesem
Zusammenhang, dass bei den von uns gefundenen Deletionen nur die beiden Typ II
Deletionen von pyrimidinreichen Sequenzen flankiert werden, nicht jedoch die Typ I
Deletion. Pyrimidinreiche Elemente begiinstigen die Entstehung von DNA-Konformationen,

welche anfillig sind gegeniiber Strangbriichen'®

. Folglich sind nicht nur Stellen mit ,,direct
repeats®, sondern auch pyrimidinreiche Stellen besonders anfillig fiir Deletionen.

Deletionsmechanismen, die auf ,direct repeats* zurlickgreifen, sind bei den klassischen
mitochondrialen Deletionserkrankungen wie dem KSS’ und der PEO'** sehr weit verbreitet.
In unserem Kollektiv wurden hdufiger Typ II Deletionen gefunden, die abhéingig zu sein
scheinen vom Pyrimidingehalt der molekularen Umgebung. Dies scheint zu bestitigen, dass

in den degenerativen Erkrankungen mit multiplen mtDNA Deletionen ein anderer

Pathomechanismus vorliegt.

4.4.3 Verlust des Replikationsursprunges O,

Besonders interessant sind die hier gefundenen Deletionen wegen ihrer auffilligen Verteilung
innerhalb des mitochondrialen DNA-Ringmolekiils. Ein Grofteil der bisher gefundenen
singuldren und multiplen Deletionen’ befindet sich auf dem ,, major arc* des Molekiils
zwischen den beiden Replikationsurspriingen (Oy und Op), d. h. zwischen nt5763-nt110. Die
Hiufung von Deletionen in diesem Bereich erkldrt man sich sowohl durch die lange
Einzelstringigkeit dieses DNA-Abschnittes im Rahmen der Replikation® als auch durch eine
deutlich héhere Zahl an lingeren (ca.10-13 bp) repetitiven Sequenzen'** in diesem Bereich.
Eine weitere Ursache kann z. B. in der geringeren Stabilitét der Intermedidrstrukturen von

. . . 144
Deletionen des ,,minor arc* liegen .
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Die hier gefundenen Deletionen weichen jedoch von diesem Schema ab, da sie sich zwischen
den nt200 und nt3326 befinden, d. h. am Beginn des Molekiils auBBerhalb des ,, major arc*.
Auch dies konnte auf einen anderen Pathomechanismus hindeuten. Auch ist bei den hier
gefundenen Deletionen O (nt5721 — nt5798), der Ursprungsort der Replikation des leichten
Stranges, nicht mehr vorhanden. Dies ist ein bis jetzt sehr selten beschriebenes
Phinomen’>'*>!*®; im Rahmen von inflammatorischen Myopathien ist erst eine Deletion
bekannt'*’, bei der der gesamte Oy nicht mehr vorhanden war.

Deletionen, bei denen u. a. auch Op deletiert ist, zeigen, dass eine Replikation des
mitochondrialen Ringmolekiils in einer nachweisbaren Quantitit (bis zu 44% der
vorhandenen mtDNA)'*® moglich ist, auch wenn einer der beiden Replikationsurspriinge
nicht mehr vorhanden ist. Dass die Vermehrung von kleinen DNA-Ringmolekiilen auch ohne
die herkémmlichen Replikationsurspriinge stattfindet, ist in E. coli bereits lange bekannt'*’.
Hier weichen die Replikationsenzyme auf eine andere Gensequenz als Ursprung der
Replikation aus. Fiir mitochondriale DNA wurde die Vermehrungsfihigkeit beim Verlust
eines der Replikationsurspriinge lange verneint'**. Es sind jedoch auch im Herzmuskel eines
gesunden Menschen zahlreiche kleine mtDNA-Ringmolekiile beschrieben worden, bei denen

148 Es scheint

einer oder sogar beide Replikationsurspriinge nicht mehr vorhanden waren
denkbar, dass hier ein Verlust der Replikationsurspriinge auf eine dhnliche Weise

kompensiert wird, wie bei den mit den Mitochondrien verwandten Bakterien.

4.4.4 EinfluB von Radikalen

Auch wenn Deletionen durch das fehlerhafte Arbeiten der an der Replikation /
Rekombination beteiligter Enzyme erklart werden konnen (vgl. 1.2.2.2), stellt sich weiterhin
die Frage, was die erhohte Fehlerrate dieser Enzyme verursacht bzw. wodurch eine

Schéadigung der mitochondrialen DNA zustande kommt.
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Als eine Ursache fiir die erhdhte Zahl an Fehlern und damit an der erhdhten Rate an
Deletionen wird die Schidigung der mitochondrialen DNA durch Radikale diskutiert'®. Die
mtDNA ist gegeniiber schidigenden Einfliissen weitaus anfilliger als die Kern-DNA'. Die
Mutationsrate der mtDNA ist ca. 10 — 20 mal so hoch wie die der Kern-DNAlSl, die durch
Histone und durch verschiede Reparaturmechanismen geschiitzt wird. Aullerdem ist die
mitochondriale DNA durch ihre Ndhe zur Atmungskette, an der von einigen Komplexen
Radikale produziert werden, einer hoheren Konzentration an mutationsausldsenden
Sauerstoffradikalen ausgesetzt.

AdPEO® und Alterungsprozesse'*” sind schon mit der Schidigung der Nukleinsiuren durch
Radikale in Zusammenhang gebracht worden. Auch bei inflammatorischen Myopathien gibt
es deutliche Hinweise, dass Radikale in der Pathogenese eine Rolle spielen'>: Die Aktivitit
von Superoxid-Dismutasen'>® ist in betroffenem Gewebe gesteigert. Nitrotyrosine,
induzierbare Stickstoffmonoxid-Synthase (iNOS) und neuronale Stickstoffmonoxid-Synthase
(nNOS), welche einen direkten Marker fiir oxidativen Stress darstellen, waren im Muskel von
Patienten ebenfalls deutlich erhht®™. Auch die Lipid-Peroxidation ist im Muskel von
Patienten mit inflammatorischen Myopathien gesteigert'>*.

Die erhohte Freisetzung von Radikalen kann die mtDNA in einem solchen Malle schidigen,
dass es zum Auftreten multipler unspezifischer Deletionen als Ausdruck dieser Schidigung
kommt. So ist z. B. in vitro nachgewiesen worden, dass die Replikation mitochondrialer
DNA bei Schiaden der Nucleinsduren, z.B. durch Radikale, gestort ist: Die Polymerase I 16st
sich an der schadhaften Stelle von dem Template und bindet an einer anderen Stelle'™.

Die dadurch entstehenden fehlerhaften Replikations- bzw. Rekombinationsprodukte stellen

somit vielleicht die einzige Moglichkeit des Mitochondriums dar, die Information eines

geschidigten DNA-Molekiils zumindest teilweise zu nutzen'*.
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4.4.5 EinfluB des Nukleus

Eine erhohte Anfilligkeit der mtDNA fiir Deletionen kann auch auf nukledre Ursachen
zurlickgefiihrt werden: Eine Fehlfunktion in einem der zahlreichen kernkodierten Enzyme,

z. B. in einem mtDNA Bindungsprotein, welche an der Replikation bzw. Rekombination des
mitochondrialen Ringmolekiils beteiligt sind, kann zu fehlerhaften Replikations- bzw.
Rekombinationsereignissen fiihren. Ein verstirktes Auftreten von mitochondrialen
Deletionen bei der adPEO ist z. B. mit Schadigungen auf den Chromosomen 3p® und 10q®
assoziiert. Eine Mutation in einem Kerngen kann auch bei der Entstechung von
inflammatorischen Myopathien eine Rolle spielen. Die Schidigung der Kern-DNA kann z. B.

durch eine slow virus Infektion verursacht worden sein.

4.4.6 Pathogenitdt der mtDNA Deletionen

Fraglich ist, an welcher Stelle der Pathogenititskaskade der inflammatorischen
Muskelerkrankungen die mitochondrialen Deletionen anzusiedeln sind:

Askanas®’ geht davon aus, daB die zB. durch einen Virus hervorgerufenen mtDNA-
Deletionen zuerst vorliegen und eine funktionelle Stérung der Atmungskette verursachen.
Diese fiihrt zu einer verstirkten Radikalbildung und zu einer chronischen Schiadigung der
Muskelzellen, welche erst sekundér die Erkrankung charakterisierende Entziindungsreaktion
hervorrutft.

Wabhrscheinlicher ist die von den meisten Autoren vertretene These, dass die mitochondrialen
Deletionen erst im Gefolge der chronischen Erkrankung auftreten, eventuell verursacht durch
eine lange radikalische Schadigung der DNA oder durch Schiden der Kern-DNA. Fiir das
sekundire Auftreten von Deletionen sprechen verschiedene Griinde’: Es hat sich bei der
Untersuchung eines groBeren Patientenkollektivs herausgestellt, dass bei immerhin 27% der
Patienten mit inflammatorischen Myopathien keine Deletionen nachweisbar sind. Auflerdem

sind die Deletionen in ihrer Grofle und ihrer Lage sehr uneinheitlich, so dass die Auspriagung
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eines einheitlichen Phinotyps unwahrscheinlich erscheint. Auch korrelieren Anzahl und
Quantitét der Deletionen nicht mit der Schwere des Krankheitsbildes.
Die durch primédre Deletionen hervorgerufenen adPEO und arPEO zeigen andere
Lihmungsmuster und im Mikroskop nicht die Verdanderungen der IBM. Umgekehrt wurden
bei keinem Patienten mit inflammatorischer Myopathie bis jetzt eine Ophthalmoplegie
beobachtet, die als das klassische Hauptsymptom einer primdren mtDNA-Deletion gilt.
Folglich erscheint es sehr wahrscheinlich, dass es sich bei den Deletionen des
mitochondrialen Ringmolekiils im Rahmen von inflammatorischen Myopathien um
sekundédre Phianomene handelt, die dennoch fiir den Verlauf der Erkrankung bedeutsam sein
konnen: Multiple Deletionen fiihren zu einem Funktionsverlust der Atmungskette und damit
zu einer weiteren irreversiblen Schidigung des Muskels, so dass die Krankheitssymptome
verstdrkt werden.
IBM ist eine Erkrankung, die erst nach dem 50.Lebensjahr auftritt, oft sogar erst jenseits des
70.Lebensjahres. Das hohe Erkrankungsalter macht ebenfalls eine langsame fortschreitende
Schéadigung durch Radikale wahrscheinlich, ebenso eine slow virus Infektion. Interessant sind
in diesem Zusammenhang auch die pathomorphologischen Ahnlichkeiten zwischen
inflammatorischen Myopathien und der ZNS-Erkrankung Morbus Alzheimer®’, bei der es
sich ebenfalls um eine degenerative, erst in hoherem Lebensalter auftretende Stérung handelt.
Es ist ebenfalls moglich, dass die physiologische Anhdufung von somatischen mtDNA

Deletionen im Laufe des Lebens durch die Erkrankung lediglich beschleunigt wird.

4.5 Patient L
Bei L besteht der Verdacht einer mitochondrialen Enzephalomyopathie, im Besonderen der
Verdacht auf das Vorliegen des Leigh-Syndroms. Das Screening auf die bekannten Leigh-

Mutationen (vgl. 1.2.3.2) zeigte, daB3 in diesem Fall keine dieser Mutationen vorliegt. Die
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Untersuchung des Gehirns konnte allerdings durch seine typischen Verdnderungen™
postmortal die Verdachtsdiagnose Leigh bestdtigen. Nachdem auch die sonstigen {iblichen

Deletions- und Punktmutationstests keinen Hinweis auf eine Schidigung zeigten, wurde die

ALeu[UUR] A LeulUUR]

gesamte tRN auf das Vorliegen einer Punktmutation gescreent. Die tRN ist

als ,,hot spot* mitochondrialer Punktmutationen bekannt'’.

Es zeigte sich, dass auch keine Punktmutation in der tRNA™'IYR fiir die Erkrankung
verantwortlich zu machen ist. Die Erkrankungsursache konnte also nicht herausgefunden
werden. Die Symptomkombination von facies myopathica mit ausgeprigter Ptosis,
erniedrigtem Muskeltonus, Horstorung und néchtlicher Epilepsie lassen allerdings weiterhin
eine mitochondriale Erkrankung sehr wahrscheinlich sein. Weitere Untersuchungen wéren
ndtig, um eine Mitochondropathie mit Sicherheit auszuschlieBen oder zu beflirworten.
Deletionen der mtDNA wurden als Ursache bereits ausgeschlossen (in den oben
besprochenen Grenzen).

Das Vorliegen einer Punktmutation auf den ca. 16500 Basenpaaren der mitochondrialen
DNA konnte am ehesten mit dem Screeningverfahren SSCP (siehe 2.7) untersucht werden.

Diese weitverbreitete Screeningmethode'™®

erlaubt ein relativ schnelles, preisgilinstiges
Durchforsten des in kleine Fragmente aufgeteilten Genoms auf Mutationen bis hin zu
singuldren Basenaustauschen'*’. Bei dem richtigen Einsatz von Restriktionsenzymen bietet es
eine Genauigkeit von weit iiber 90%'%°. Der Bereich, in welchem die Mutation liegt, ist
hierdurch auf wenige hundert Basen einzugrenzen und damit einer direkten Sequenzierung
zuginglich'®!,

Eine direkte Sequenzierung des gesamten mitochondrialen Genoms ist im Augenblick noch
zu langwierig und zu teuer. Dies konnte sich jedoch in nichster Zeit durch die immer weiter

fortschreitende Verbesserung des automatischen Sequenzierens dndern und somit die SSCP,

welche ein Umgehen mit radioaktiven Substanzen erfordert, verdréangen.
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5 Zusammenfassung

Ziel der Arbeit war es, Erkrankungen mit verschiedenen molekulargenetischen Techniken auf
Schéiden der mitochondrialen DNA zu untersuchen. PCR, Restriktionstests und SSCP wurden
zum Auffinden von Punktmutationen eingesetzt, longPCR und Sequenzierung zum
Deletionsscreening.

Ein besonderer Schwerpunkt der Arbeit lag auf der Weiterentwicklung der longPCR-
Methode und ihrer Anwendung bei Patienten mit inflammatorischen Myopathien. In den
Muskelfasern dieser Patienten waren wiederholt multiple Deletionen der mtDNA
nachgewiesen worden. Die meisten Deletionen wurden innerhalb des ,,major arc* (nt5760 —
nt190) gefunden.

In der vorliegenden Arbeit werden Deletionen beschrieben, welche im Vergleich zu den
bisher bekannten, ungewdhnlich grof3 sind (ca. 10500 — 12800 Basenpaare). Auflerdem sind
die 5°-Bruchpunkte an einer ungewdhnlichen Stelle des mitochondrialen Genoms lokalisiert:
Sie befinden sich alle im ,,minor arc* zwischen den Nukleotiden nt800 und nt3326. Diese
Bruchpunkte konnten mit Hilfe der longPCR, welche auch den Anfangsbereich des Genoms
umfasst, aufgespiit werden. Die Entstehung der Deletionen und ihre Rolle im
Pathomechanismus bleiben weiterhin ungeklért.

Die longPCR wurde auch zum Deletionsscreening bei einer Patientin mit Verdacht auf
Kearns-Sayre-Syndrom angewandt. Es wurden multiple Deletionen gefunden und zum Teil
sequenziert, die diese Verdachtsdiagnose bestitigten. Die sekunddre LHON-Mutation
A4917G wurde ebenfalls gefunden und in ihrer pathologischen Relevanz eingeordnet.
Dariiber hinaus konnte die in einer Familie bekannte primidre LHON-Mutation G3460A bei

den Indexpatienten durch Sequenzierung nachgewiesen und mit Hilfe eines Restriktionstestes
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quantifiziert werden. Es wurde versucht, das zukiinftige Erkrankungsrisiko der beiden noch
jungen Patienten unter FEinbeziehung der Familienanamnese abzuschdtzen. Multiple
mitochondriale Deletionen als Ursache der in der Familie ebenfalls vorliegenden dilatativen
Kardiomyopathie konnten ausgeschlossen werden.

Es wurden Screening-Restriktionstests flir die héaufigsten Punktmutationen der
mitochondrialen Erkrankungen MERRF, MELAS und M. Leigh entwickelt und bei Patienten
mit entsprechender Indikation angewandt.

In dieser Arbeit wurden verschiedene molekulargenetische Techniken zur Diagnostik einiger
typischer mitochondrialer Erkrankungen weiterentwickelt und eingesetzt.

Es wurde aber auch gezeigt, dafl bei den nicht als primére mitochondriale Erkrankungen
geltenden inflammatorischen Myopathien massive Schidigungen der mitochondrialen DNA
vorliegen. Inflammatorische Myopathien gehdren in eine Gruppe degenerativer
Erkrankungen des alten Menschen, zu der auch Morbus Alzheimer und Morbus Parkinson
gehoren und die durch die demographische Entwicklung zunehmend an Bedeutung
gewinnen.

Es erscheint lohnenswert, die Rolle, welche die Schadigung der mtDNA in der Pathogenese
dieser Erkrankungen spielt, weiter zu erforschen. Es ist vorstellbar, dass es dadurch zu einem
besseren Verstindnis dieser volkswirtschaftlich bedeutenden Erkrankungen kommt, welches

moglicherweise in der Zukunft eine gezieltere, kausale Therapie ermoglicht.
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6 Verzeichnisse

6.1 Abbildungsverzeichnis

1

O 00 3 N W B~ W N

O e T e S S S S S Sy
wm A WD = O

16

17
18
19

20

21

22

23

24

25

Schematische Darstellung des mitochondrialen Ringmolekiils

Schematische Darstellung der Deletionsentstehung (,,slip mispairing®)
Sequenzalignment zwischen verschiedenen Spezies bei der G3460A-Mutation
Stammbaum der Familie der Patienten M und T

Schematische Darstellung der Restriktion von F3 mit BsaJ I bei LHON
Schematische Darstellung der Restriktion von F7 mit Msp I bei M. Leigh
Schematische Darstellung der Restriktion von F7 mit Ava I bei M. Leigh
Schematische Darstellung der Restiktion von F3 mit Apa I beit MELAS
Schematische Darstellung der Restriktion von Fyprrr mit Ban II beit MERRF
Schematische Darstellung der Restriktion von F3 mit Bsal I fiir SSCP
Rontgenfilm mit der Sequenz um nt3460 von M und T

Polyacrylamidgel der Restriktion von F3 mit Hga [ bei M und T

Agarosegel der longPCR von M und T

Agarosegel der longPCR von Patient D

Veranschaulichung der bereits bekannten und der unbekannten Anteile der Banden 1
und 2 des Patienten D

a) Sequenzbild der Bruchpunkte bei dem Patient D und C2

b) VergroBerte Darstellung des Bruchpunktbereiches

Direkte Sequenzierung der Punktmutation A4917 G bei Patient D

Agarosegelelektrophorese der Patienten P1 — P7

Veranschaulichung der bereits bekannten und der unbekannten Anteile der Banden
A und B des Patienten P1

a) Sequenzierung der Typ I Deletion von P1, Bande B

b) VergroBerte Darstellung des Bruchpunktbereiches

Veranschaulichung der bereits bekannten und der unbekannten Anteile der Banden
B und C des Patienten P4

a) Sequenzierung der Typ II Deletion von P4, Bande C

b) VergroBlerte Darstellung des Bruchpunktbereiches

a) Sequenzierung der Typ II Deletion von P4, Bande D

b) VergroBerte Darstellung des Bruchpunktbereiches

Veranschaulichung der bereits bekannten und der unbekannten Anteile der Bande E
des Patienten P6

Ubersicht iiber die GroBe und Lage der Deletionen bei P1, P4, P6
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6.2 Tabellenverzeichnis

9} F VS I 8]

O o0 3 N

Ubersicht iiber kern- und mitochondrial- kodierte Untereinheiten d. Atmungskette
Abweichungen zwischen dem universellen und dem mitochondrialen Code
Agarosekonzentrationen in Abhingigkeit von der Grof3e der Fragmente

Abhiéngigkeit der Laufdauer von der Entfernung zwischen Primer und zu lesender
Sequenz

Fragmente, in die das mitochondriale Genom zur besseren Handhabbarkeit unterteilt
worden ist

Bedingungen fiir das manuelle Sequenzieren

Bedingungen fiir die Sequenzierreaktion beim automatischen Sequenzieren
Zur weiteren Untersuchung ausgewéhlte deletionsiiberbriickende Banden (P1,P4,P6)

Zusammenfassung der Eigenschaften der gefundenen Deletionen bei [IM



6.3 Abkiirzungsverzeichnis

ADP
adPEO
arPEO
ATP

COX
DNA
EDTA
FAD
HEPES
iINOS

kb

KSS
LHON
longPCR
MELAS

MERRF
mt
mtDNA
mRNA
NADH
NDI1 -6
nNOS
nt

On

OL

OM

Adenosin-diphosphat

autosomal dominante progressive externale Ophthalmoplegie
autosomal rezessive progressive externale Ophthalmoplegie
Adenosintriphosphat

Basenpaar (e)

Cytochrom-c-Oxidase

Desoxyribonukleinsdure

Ethylendiamintetraessigsiure

Flavin-adenin-dinukleotid

4-(2-Hydroxyethyl)-1-Piperazinethansulfonsdure

86

induzierbare Stickstoffmonoxid- Synthase (,,inducible nitric oxide

synthase*)

Kilobasenpaare

Kearns-Sayre-Syndrom

Leber’s hereditére optische Neuropathie

PCR mit weit auseinanderliegenden Primern
mitochondriale ~ Enzephalopathie = mit  Laktatazidose
schlaganfalldhnlichen Phasen

myoklonische Epilepsie mit ragged-red fibres
Mitochondrial

mitochondriale Desoxyribonukleinsdure

Boten (,,messenger*) —Ribonukleinsdure
Nicotinamid-adenin-dinukleotid

Untereinheit 1 bis 6 der NADH-Dehydrogenase
neuronale Stickstoffmonoxid-Synthase
Nukleotid

Replikationsursprung des schweren Stranges
Replikationsursprung des leichten Stranges

okulare Myopathie

und



PCR

PEO

RRF
rRNA
SDS
SSCP

SuU
TBE-Puffer
TEMED
TE-Puffer
Tris

tRNA

87

Polymerase-Ketten-Reaktion
progressive externale Ophthalmoplegie
,ragged-red fibres*
RibosomaleRibonukleinsdure
Natriumdodecylsulfat

Single strand conformation polymorphism
Untereinheit eines Enzyms (,,subunit®)
Tris-Borat-EDTA-Puffer
Tetramethylethylendiamin
Tris-EDTA-Puffer
Tris(hydroxymethyl)aminomethan

Ltransfer®- Ribonukleinsdure
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