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Meinen Eltern



Mitochondriopathien sind eine sehr heterogene Gruppe von Erkrankungen, die auf
Defekten der mitochondrialen Atmungskette beruhen. Klinisch imponieren
Mitochondriopathien als Multisystemerkrankungen mit sehr unterschiedlichen
Symptomen, wobei insbesondere die Muskulatur und das Nervensystem betroffen
sind. Die Diagnosestellung einer Mitochondriopathie ist aufgrund der Heterogenitat
der Erkrankung schwierig. In der Muskelbiopsie =zeigen diese Patienten
typischerweise Cytochrom-c-Oxidase negative Zellen in der kombiniert sequentiellen
COX-SDH Farbung sowie Ragged-red Fasern in der modifizierte Gomori-Trichrom-
Farbung. Diese Veranderungen sind jedoch auch bei gesunden alteren Patienten
sowie Patienten mit anderen neuromuskularen Erkrankungen, z.B. Myositiden und
der amyotrophen Lateralsklerose beschrieben. In der vorliegenden Arbeit wurden die
Muskelpraparate von Patienten mit genetisch gesicherten Mitochondriopathien,
Myositis, amyotropher Lateralsklerose sowie gesunder Kontrollen untersucht und die
myohistologischen Veranderungen in der modifizierten Gomori-Trichrom-Farbung
sowie der kombiniert sequentiellen COX-SDH Farbung quantifiziert.

Es zeigte sich, dass Cytochrom-c-Oxidase negative Fasern und Ragged-red Fasern
ein sensitiver Marker sind, um eine Mitochondriopathie zu diagnostizieren
(Sensitivitat jeweils 0,86). Ragged-red Fasern haben des Weiteren eine hohe
Spezifitat (0,94) fur Mitochondriopathien. Da die Cytochrom-c-Oxidase negativen
Fasern nicht sehr spezifisch sind, dirfen sie nicht das alleinige Kriterium zur
Diagnosestellung sein. Des Weiteren wurde beobachtet, dass auch die untersuchten
gesunden Kontrollen mit zunehmendem Alter einige CNF zeigten (0,14 % CNF,
0,01% RRF), bei den Patienten mit Mitochondriopathien konnte jedoch kein
Zusammenhang zwischen dem Alter und der Anzahl der RRF und CNF gezeigt
werden. Bei den untersuchten Patienten mit Myositiden (4,46 % CNF, 0,38 % RRF)
konnten mehr CNF und RRF beobachtet werden als bei den gesunden Kontrollen,
bei den Patienten mit ALS (0,19 % CNF, 0 % RRF) konnte kein Unterschied zu den
gesunden Kontrollen gezeigt werden. Des Weiteren konnte kein statistisch
signifikanter Unterschied zwischen der Anzahl der CNF und RRF sowie dem
Paresegrad des bioptierten Muskels gezeigt werden.

Anheier, Maximilian; Quantifizierung myohistologischer Mitochondrienveranderungen
bei Mitochondriopathien
Halle, Univ., Med. Fak., Diss., 68 Seiten, 2010
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1 Einleitung

1 Einleitung

1.1 Ubersicht

Mitochondriopathien sind eine sehr heterogene Gruppe von Erkrankungen, die auf
Defekten der mitochondrialen Atmungskette beruhen. Klinisch imponieren sie als
Multisystemerkrankungen mit sehr unterschiedlichen = Symptomen, wobei
insbesondere die Muskulatur und das Nervensystem betroffen sind. Daher wurde
auch der Begriff mitochondriale Enzephalomyopathie gepragt. Zusatzlich zur
Muskelschwache werden haufig Symptome wie Krampfanfalle, Ataxie, Demenz,
Kardiomyopathie, Reizleitungsstorungen des Herzens und Stérungen des
Endokriniums beobachtet.

Die Mitochondrien werden auch als die ,Kraftwerke der Zelle” bezeichnet, da in der
Atmungskette der Mitochondrien das energiereiche Adenosintriphosphat (ATP)
gebildet wird. ATP ist fur die meisten Aufgaben der Zelle als Energielieferant notig,
so werden zum Beispiel die Muskelkontraktion, der Aufbau von lonengradienten, die
Synthese von Nukleinsauren, Proteinen, Lipiden und Kohlehydraten durch ATP

getrieben [1].

1.2 Aufbau, Funktion und biochemische Grundlagen der Mitochondrien

Mitochondrien sind von einer Doppelmembran umschlossene Organellen, die in allen
Zellen des Korpers mit Ausnahme der Erythrozyten vorkommen. In Muskelzellen
kommen bis zu 10000 Mitochondrien pro Zelle vor, die durchschnittliche Anzahl pro
Zelle Dbetragt 500-2000. Insgesamt bestehen Mitochondrien aus vier
Kompartimenten: Die aul’ere Membran, die innere Membran, der intramembrandse
Raum sowie die Matrix [2].

lhre  wichtigste  Aufgabe ist die Bereitstellung des energiereichen
Adenosintriphosphats (ATP), welches fur beinahe alle Funktionen der Zelle
unentbehrlich ist. ATP wird in der Atmungskette an der Innenmembran der
Mitochondrien gebildet. Die Atmungskette besteht aus den Enzymkomplexen | — V,
durch die an der Innenmembran der Mitochondrien ein elektrochemischer
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Protonengradient aufgebaut wird (Komplex | — IV). Der Komplex V (ATP-Synthase)
nutzt diesen Gradienten zur oxidativen Phosphorylierung von ADP und Phosphat zu
ATP [3].

Neben der Produktion von energiereichem ATP haben die Mitochondrien noch
weitere Funktionen. So spielen sie zum Beispiel eine wichtige Rolle bei der Apoptose
[4] und der Warmeproduktion [5] .

1.3 Genetik der Mitochondrien

Mitochondrien besitzen ein eigenes Genom. Die mitochondriale DNA besteht aus
einer ringformigen Doppelstrang-DNA von 16569 Basenpaaren, welche bereits 1981
komplett entschlisselt werden konnte [6]. Insgesamt 13 Untereinheiten der
Atmungskette werden durch die mtDNA kodiert, dazu zwei rRNA-Gene und 22 tRNA-
Gene. Insgesamt werden 20 % der Proteine der Atmungskette durch die mtDNA
kodiert, der Rest wird durch die Kern DNA kodiert. Dies erklart die verschiedenen
Modi der Vererbung, so ist ein maternaler als auch ein autosomaler Erbgang
moglich. Der maternale Erbgang erklart sich daraus, dass eine Oozyte sehr viel
MtDNA enthalt, ein Spermium hingegen nur sehr wenig, so dass der geringe Anteil
der paternalen mtDNA kaum Einfluss auf die Vererbung hat. Die Sequenz der
mitochondrialen DNA zeigt eine ausgepragte Okonomie, da es nur wenige
nichtkodierende Basen zwischen den Genen gibt.

Die nichtkodierende Region der mtDNA, die so genannte D-loop Region ist 1,1 kb
lang und der unbestandigste Teil des Genoms. Sie enthalt regulierende Signale fur

die Replikation und Transkription [7].

Tabelle 1: Die Komplexe der Atmungskette

von mtDNA
Komplex Enzymaktivitat Untereinheiten kodierte
Untereinheiten
Komplex | NADH-Coenzym-Q-Reduktase 41 7
Komplex I Succinat-Coenzym-Q-Reduktase 4 -
Komplex IlI Coenzym-Q-Cytochrom-c-Reduktase 11 1
Komplex IV Cytochrom-c-Oxidase 13 3
Komplex V ATP-Synthase 14 2
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In der Zelle liegen jeweils tausende von Kopien der mtDNA vor. Bei einem gesunden
Menschen liegen alle Kopien der mtDNA in derselben Form vor, was als
Homoplasmie bezeichnet wird. Bei Patienten mit Mitochondriopathien findet man
neben der normalen ursprunglichen Wildtyp-DNA auch mtDNA mit Mutationen. Das

Vorliegen dieser beiden DNA-Typen nebeneinander in einer Zelle wird als
Heteroplasmie bezeichnet und kann in verschiedenen Geweben und Patienten

unterschiedlich sein [1].
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Abbildung 1: Mitochondriale DNA mit Genverteilung und Mutationen (Quelle: Mitomap)
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Mitochondriopathien werden durch Punktmutationen, Deletionen oder auch
Depletionen der mitochondrialen DNA verursacht. Bei den Deletionen muss
zwischen singularen und multiplen Deletionen unterschieden werden [8, 9]. Bisher
sind weit Uber 200 Punktmutationen und Deletionen nachgewiesen worden.

Die mitochondriale DNA hat eine Mutationsrate, die gegenuber der Kern DNA um
zehn — bis zwanzigfach erhoht ist. Fur die exakte Anordnung der Komplexe der
Atmungskette werden annahernd 60 Proteine bendtigt, die durch die Kern DNA
kodiert werden. Zu diesen 60 Proteinen der Atmungskette kodiert die Kern DNA flr
annahernd weitere 1000 Proteine der Mitochondrien, die nicht Bestandteil der
Atmungskette sind [10].

Mutationen von nukledren Genen, die fur die Aufrechterhaltung der mitochondrialen
DNA wichtig sind, zeigen ein breites Spektrum klinischer Phanotypen. Das Spektrum
reicht von schwerer Enzephalopathie und schweren Leberfunktionsstérungen in der
Kindheit bis zu chronisch progressiver externer Ophthalmoplegie, Ataxie, Myopathie
und parkinsonahnlichen Symptomen [11]. Defekte in diesen nuklearen Genen fuhren
sekundar zu multiplen Deletionen der mtDNA oder zu einer Depletion der mtDNA
(Defekte der intergenomischen Kommunikation). Bei den meisten Patienten mit

Defekten im nuklearen Gen liegt dieser im POLG1 Gen [12].

1.4  Symptomatik von Mitochondriopathien

Wie bereits erwahnt konnen Mitochondriopathien zu einer Vielfalt von Symptomen
fuhren, da verschiedene Organsysteme betroffen sein konnen. Am haufigsten sind
Muskulatur und Nervensystem betroffen, was man sich durch den hohen
Energiebedarf dieser Zellen erklart.

Der Erkrankungsbeginn reicht vom Kindesalter bis zum jungen Erwachsenenalter.
Mitochondriopathien manifestieren sich haufig als chronisch progressive externe
Ophthalmoplegie (CPEO), welche durch eine Ptosis und Augenbewegungsstorungen
gekennzeichnet ist. Haufig weisen Patienten mit CPEO eine Multiorganbeteiligung
auf, welche CPEO plus genannt wird [13]. Uber die Erstmanifestation einer
Mitochondriopathie im spaten Erwachsenenalter gibt es bisher nur wenige
Fallberichte. So gibt es z.B. den Fall einer Erstmanifestation einer mitochondrialen
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Enzephalomyopathie bei einem 67 Jahre alten Patienten, der eine Punktmutation
11777C>A aufwies [14].

Eine Klassifizierung der Mitochondriopathien ist schwierig, da eine Mutation zu
verschiedenen Phanotypen fuhren kann. Auf der anderen Seite kbnnen bei einem
bestimmten Phanotyp verschiedene Mutationen vorliegen. So Uberschneiden sich
beispielsweise einige Symptome des MELAS- und MERRF Syndroms [15].

Bei den Mitochondriopathien gibt es einige charakteristische
Symptomkombinationen, die als Syndrome beschrieben sind. Im Folgenden werden
die wichtigsten Symptomkombinationen zusammengefasst.

Tabelle 2: Organbeteiligung bei mitochondrialen Enzephalomyopathien

Organbeteiligung bei mitochondrialen Enzephalomyopathien

» Skelettmuskel Myopathie, generalisierte Muskelhypotonie,
Belastungsintoleranz, Rhabdomyolyse

e ZNS Ataxie, Hirnstammsymptomatik, Entwicklungsretardierung,
Epilepsie, Myoklonien, Demenz, periphere
Neuropathie, Migrane, Dystonie,
schlaganfallahnliche Attacken, Basalgangliendgeneration,
Basalganglienverkalkung

* Auge Ptosis, chronisch progressive externe Ophthalmoplegie,
Katarakt, Nystagmus, Retinopathie

* Ohr Innenohrschwerhorigkeit

* Herz Kardiomyopathie (hypertroph, dilatativ),
Herzreizleitungsstorungen

* Endokrinium Diabetes mellitus, Hyperparathyreoidismus
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1.4.1 Chronisch progressive externe Ophthalmoplegie (CPEO)

Die schon erwahnte chronisch progressive externe Ophthalmoplegie ist die haufigste
klinische Manifestation einer mtDNA-Mutation. Sie ist charakterisiert durch eine
Lahmung der aulReren Augenmuskeln sowie eine Ptosis. Spater konnen sich dazu
weitere Symptome entwickeln, wie eine retinale Degeneration, Taubheit,
Muskelschwache, Storungen des Endokriniums und Kardiomyopathie [13].
Erkrankungsbeginn ist zwischen dem 10. und 40. Lebensjahr, fuhrendes
Erstsymptom ist meist eine Ptosis. Molekulargenetisch finden sich meist weitrdaumige
singulare Deletionen der mtDNA, dabei weisen etwa 40 % der Patienten eine
Deletion von 4977 Basenpaaren (,common deletion®) auf. Des Weiteren kdnnen
Punktmutationen der mtDNA vorliegen, insbesondere an Position 3243A>G. Zu
Begin der Erkrankung gibt es keine klinischen, morphologischen oder molekularen
Charakteristiken, die voraussagen, ob CPEO als isoliertes Symptom verbleibt oder
Teil einer Multisystemerkrankung wird [16]. Bei autosomal-dominantem und
rezessivem Erbgang wurden multiple Deletionen der mitochondrialen DNA gefunden
mit ursachlichem Gendefekt in der nDNA. Bei CPEO-Patienten mit multiplen
Deletionen der mtDNA wurden bisher Mutationen in sieben nukledaren Genen
identifiziert, welche eine wichtige Rolle fur die Replikation von mtDNA spielen.
MtDNA Polymerase Gamma 1 und 2 (POLG1/2), C100rf2 (PEO1 oder Twinkle),
Thymidinphosphorylase, = Adenin-Nukleotid-Translokator (ANT1) 1, OPA1 und
RRM2B [17].

1.4.2 Kearns-Sayre-Syndrom

Das Kearns-Sayre-Syndrom [18] ist die Trias aus chronisch progressiver externer
Ophthalmoplegie (CPEO), Retinadegenration und einem Herzblock sowie einem
Erkrankungsbeginn vor dem 20. Lebensjahr [18]. Die Prognose des Kearns-Sayre-
Syndroms ist schlechter als die der CPEO. Die betroffenen Patienten Uberleben
selten das 30. Lebensjahr [5]. In der genetischen Untersuchung der KSS Patienten

finden sich meist weitraumige singulare Deletionen der mtDNA [19].
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1.4.3 MELAS-Syndrom

Das erstmals 1984 beschriebene MELAS-Syndrom steht fur Mitochondriale
Enzephalomyopathie, Laktatazidose und schlaganfallahnliche Episoden [20]. Der
Erkrankungsbeginn ist meist das Kindesalter oder das junge Erwachsenenalter. Als
Erstsymptom zeigen sich Krampfanfalle und rezidivierende Kopfschmerzen, die
schlaganfallahnlichen Episoden kommen meist spater hinzu. Zusatzliche Symptome
sind HoOrminderung, Diabetes mellitus, Demenz, Ataxie, Optikusatrophie und
Belastungsintoleranz.

80 % der Patienten mit dem MELAS-Syndrom tragen die Punktmutation 3243A>G
der mtDNA im tRNA-Gen fur Leucin. Diese Mutation kann jedoch auch andere
Phanotypen zeigen, z.B. CPEO, Muskelsteife oder Horminderung [21, 22]. Es wurde
auch ein Fall beschrieben, in dem eine Mutation in dem POLG1 Gen das klinische
Vollbild eines MELAS-Syndrom ausbildete [23].

1.4.4 MERRF-Syndrom

Das MERRF-Syndrom steht fur Myoklonus Epilepsie mit Ragged-red-Fasern. Es
wurde 1980 erstmals beschrieben [24]. Als Leitsymptome zeigen sich Myoklonien,
generalisierte Krampfanfalle und eine zerebellare Ataxie. Die Muskelbiopsie zeigt in
der Regel Ragged-red-Fasern, wobei es auch einen beschriebenen Fall gibt, der
keine RRF in der Muskelbiopsie zeigt [25] [26]. Weitere Symptome sind denen des
MELAS-Syndrom sehr ahnlich, so zeigen sich unter anderem auch hier
Horstorungen und Demenz. Erkrankungsbeginn kann sowohl die Kindheit, als auch
das Erwachsenenalter sein.

80 % der Patienten mit dem MERRF-Syndrom zeigen eine Punktmutation der
mtDNA an der Nukleotidposition 8344 im tRNA-Gen fur Lysin [27]. Aber auch die
oben beschriebene Punktmutation an der Position 3243 kann zum MERRF-Syndrom
fuhren [28].

1.4.5 Lebersche hereditare Optikusneuropathie (LHON)

Die Lebersche hereditéare Optikusneuropathie ist die haufigste Ursache fur die
Erblindung ansonsten gesunder junger Manner. Krankheitsbeginn ist meist die spate
Jugend oder das frUhe Erwachsenenalter. In einigen seltenen Fallen sind auch
andere Gewebe, wie Skelettmuskulatur, Herz und Hirn ebenso betroffen.
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Uber 95 % der Leberschen hereditaren Optikusneuropathie sind Ursache von drei
Punktmutationen der mtDNA in Komplex I-Untereinheiten. Dies sind im einzelnen die
Mutationen 11778G>A, 3460G>A, sowie 14484T>C [29]. Sie treten in einem
Verhaltnis von 7 : 1 : 2 auf. Das Verhaltnis von betroffenen Mannern zu betroffenen
Frauen betragt fur die einzelnen Mutationen 2,5 : 1 (11778), 2 : 1 (3460) und 5,7 : 1
(14484). Nur 15 % der Erkrankten sind Frauen. Nur 50 % der mutationstragenden
Manner und 10 % der Frauen entwickeln die Lebersche hereditare
Optikusneuropathie [30].

Histopathologische Untersuchungen zeigen typischerweise eine Verminderung der
retinalen Ganglienzellen sowie einen beeintrachtigten axonalen Transport der

Mitochondrien.

1.4.6 NARP (Neuropathie, Ataxie, Retinitis pigmentosa)

Klinisch zeigt sich die Erkrankung durch eine Neuropathie (sensorische
Polyneuropathie), Ataxie und Retinitis pigmentosa [31]. Zusatzlich finden sich
Entwicklungsstorungen, epileptische Anfalle, eine neurogene Muskelschwache sowie
Demenz.

NARP tritt im Erwachsenenalter auf. Es beruht auf einer Punktmutation der mtDNA
an Nukleotidposition 8993 im ATPase 6 Gen.

1.4.7 Leigh-Syndrom

Das Leigh-Syndrom ist auch bekannt als subakute nekrotisierende
Enzephalomyelopathie. Sie wurde von Leigh 1951 erstmals beschrieben und ist
gekennzeichnet durch Muskelschwache und Muskelhypotonie, Krampfanfalle,
Entwicklungsverzogerung und Laktatazidose [32]. Zusatzliche Symptome konnen
Pyramidenbahnzeichen, Optikusatrophie, Nystagmus, Retinitis pigmentosa, CPEO
und Erbrechen sein. Nach Erkrankungsbeginn, meist Kinder in den ersten beiden
Lebensjahren, es kommen jedoch auch Falle im Erwachsenenalter vor, fuhrt das
Leigh-Syndrom innerhalb von vier Jahren zum Tod.

Das Leigh-Syndrom wird verursacht durch Mutationen in der mtNDA oder auch in
Genen der Kern DNA, die fur die Atmungskette kodieren. Relativ haufig findet sich
die Punktmutation 8993 der mtDNA im ATPase 6 Gen, die auch zum NARP-
Syndrom fuhren kann.
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1.4.8 MNGIE-Syndrom

Das MNGIE-Syndrom steht fur myo-, neuro- und gastrointestinale Enzephalopathie.
Hier stehen neben Ophthalmoplegie, Neuropathie und Leukenzephalopathie vor
allem Beschwerden des Gastrointestinaltraktes im Vordergrund. Dies sind vor allem
Darmmotilitatsstorungen, Diarrhoe, Ubelkeit und Erbrechen [33].

Das MNGIE-Syndrom beruht auf Mutationen im Thymidinphosphorylase-Gen, die zu
multiplen Deletionen der mtDNA oder einer Depletion der mtDNA fuhren.

1.5 Neurodegenerative Erkrankungen und Mitochondriopathien

In der letzten Zeit wird vermehrt der Zusammenhang zwischen Defekten der
Mitochondrien und neurodegenerativen Erkrankungen diskutiert. So wurde bei
Patenten mit Parkinson ein Defekt im Komplex | der mitochondrialen Atmungskette
gefunden [34]. Atmungskettendefekte wurden des Weiteren auch gefunden bei
Patienten mit Chorea Huntington, hier in den Komplexen Il und Il der Atmungskette,
sowie bei Patienten mit Friedreich Ataxie in den Komplexen | und Il der
Atmungskette [35]. Bei Friedreich Ataxie und Chorea Huntington beruht der
Atmungskettendefekt auf einer primaren Mutation der Kern DNA [36], sie sind hier
also das Ziel eines biochemischen Zelldefekts, der sich in einem Defekt der
Mitochondrien aul3ert.

Auch bei Patienten mit spastischer Spinalparalyse [37], ALS, Multipler Sklerose und
Morbus Alzheimer werden Defekte der Mitochondrien als Ursache der Erkrankungen
diskutiert [38]. So fuhrt eine Minderfunktion der Mitochondrien zu einer Reihe
schwerer Konsequenzen fur die Zellfunktion, wie zum Beispiel dem Generieren freier
Radikale und einer Erhohung der Permeabilitdt der Mitochondrien und in Folge

dessen zu einer erhohten Exotoxizitat [39].

1.6  Diagnostik

Die Diagnose einer mitochondrialen Enzephalomyopathie ist aufgrund der

genetischen Heterogenitat, der verschiedenen Phanotypen und des Fehlen klarer
diagnostischer Kriterien schwierig. Die Untersuchung von Patienten mit moglichen
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Mitochondriopathien beruht auf einer breit angelegten Diagnostik. Neben Anamnese
und klinisch neurologischer Untersuchung spielen laborchemische Untersuchungen,
bildgebende Verfahren, elektrophysiologische Untersuchungen, molekulargenetische
und naturlich myohistologische Untersuchungen eine Rolle [40].

1.6.1 Anamnese und klinisch neurologische Untersuchung

Die am haufigsten von Patienten gedufRerten muskularen Beschwerden sind Ptosis
und Belastungsintoleranz. Es muss im Weiteren darauf geachtet werden, auch die
Familienanamnese maoglichst vollstandig zu erheben.

Die klinisch neurologische Untersuchung kann folgende Symptome zeigen:
Kleinwuchs, geistige Retardierung, Demenz, Bewusstseinsstorung, eine verminderte
Sehscharfe, Doppelbilder, Gesichtsfeldausfalle, Nystagmus, Hypakusis, Dysarthrie,
polyneuropathisches Syndrom, Myoklonien, Rigor, Dystonie, Ataxie, Brady- oder

Dysdiadochokinese [41].

1.6.2 Laborchemische Untersuchungen

In den laborchemischen Untersuchungen wiesen etwa die Halfte der Patienten mit
Mitochondriopathien einen erhohten Ruhelaktatwert im Serum auf. In der
Liquoruntersuchung zeigen bei Vorliegen einer Enzephalopathie zweidrittel eine
Erhdhung des Laktats [42]. Fast 80% der Patienten mit CPEO zeigen im
Fahrradbelastungstest einen Laktatanstieg im Serum, der bei gesunden Patienten
ausbleibt [43]. Der Laktatanstieg beruht darauf, dass in defekten Mitochondrien
Pyruvat nicht ausreichend oxidiert werden kann und durch die Laktat-Dehydrogenase
zu Laktat reduziert wird.

Wegen der nicht seltenen Beteiligung des endokrinologischen Systems empfiehlt
sich hier eine breit angelegte Laboruntersuchung mit Bestimmung von Glukose im
Serum, die Durchfuhrung eines oralen Glukosetoleranztestes und Bestimmung der
Schilddrusenparameter. Auch die Leberenzyme und Kreatinkinase konnen erhoht
sein [44].

1.6.3 Elektrophysiologische Untersuchungen

Das EMG kann bei Patienten mit Mitochondriopathien sowohl ein myopathisches, als
auch ein neuropathisches Muster zeigen. Insgesamt zeigt das EMG jedoch nur bei
ungefahr 50 % der Falle mit Mitochondriopathien ein pathologisches Muster [45].
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Das EEG zeigt manchmal epilepsietypische Potentiale und kann zur Identifizierung
einer subklinischen ZNS-Beteiligung beitragen [42]. Insgesamt ist es jedoch wenig
spezifisch zur Diagnosesicherung bei Mitochondriopathien.

1.6.4 Zerebrale Bildgebung

Auch in der bildgebenden Diagnostik mittels CT und MRT zeigen
Mitochondriopathien viele unterschiedliche Pathologien. Im CT zeigen sich am
haufigsten Verkalkungen der Basalganglien und hypodense Strukturen im Bereich
der Basalganglien. Das MRT zeigt vor allem hyperintense Lasionen der weil3en
Substanz, der Pyramidenbahn und des extrapyramidalen Systems ohne spezifisches
Verteilungsmuster [46]. Obwohl unspezifisch sollten solche Befunde auf eine
Mitochondriopathie aufmerksam machen oder eine subklinische ZNS-Beteiligung
einer Mitochondriopathie aufzeigen [47].

1.6.5 Myohistologische Veranderungen

Die Muskelbiopsie gilt als eines der besten diagnostischen Kriterien zur
Diagnosesicherung einer mitochondrialen Enzephalomyopathie [48]. Sie kann
diagnostische Hinweise liefern, auch wenn der Skelettmuskel klinisch nicht betroffen
ist.

Die histologischen und histochemischen Untersuchungen am gefrorenen
Muskelpraparat beinhalten in der Regel die modifizierte Gomori-Trichrom-Farbung,
die Succinat-Dehydrogenase-Farbung, die Nikotinamid Adenin Dinucleotid-Tetrazolin
Reduktase (NADH-TR) und die kombinierte sequentielle Cytochrom-c-Oxidase-SDH
Farbung (COX-SDH).

Die modifizierte Gomori-Trichrom-Farbung wird angewandt, um Mitochondrien im
Muskelpraparat zu zeigen. Sie wurde von Engel und Cunningham 1963 etabliert. Die
Akkumulation der Mitochondrien, das sarkoplasmatische Retikulum und das
Sarkolemm zeigen sich in der Farbung rot, die Myofibrillen grin und der Kern rot bis
rosa [49].

Bei Mitochondriopathien kann die Muskelbiopsie in der modifizierten Gomori-
Trichrom-Farbung in unterschiedlichem Ausmal® Ragged-red-Fasern zeigen. Die
massive Akkumulation der Mitochondrien fuhrt zu einer starken Rotfarbung der
betroffenen Muskelfaser sowie einer zerrissen aussehenden Struktur der Zelle. RRF

11
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haben in der Regel mehr als 80% mutierte mtDNA in der molekulargenetischern
Untersuchung [50].

RRF zeigen sich typischerweise bei Patienten mit dem MELAS, MERRF, Kearns-
Sayre-Syndrom und Patienten mit CPEQO. Bei Patienten mit LHON, NARP, nuklearen
Defekten und bei Kindern zeigen sich in der Regel keine RRF [51].

Die kombinierte sequentielle COX-SDH-Farbung [52] zeigt bei Patienten mit
Mitochondriopathien eine unterschiedliche Anzahl von COX-negativen Fasern. CNF
zeigen sich als blaue Muskelfasern im Muskelpraparat. Mosaikartig verteilte CNF
Uber das Muskelpraparat in der COX-SDH-Farbung sind eins der am haufigsten
beobachteten Bilder in der Muskelbiopsie. [53].

Das Prinzip der kombinierten sequentiellen COX-SDH Farbung beruht auf der
parallelen Aktivitat von Cytochrom-c-Oxidase und Succinat-Dehydrogenase in Zellen
mit Mitochondrien. Bei der Durchfuhrung der Farbung der Praparate erfolgt zuerst die
histochemische Reaktion der COX, anschliel3end die der SDH. Dabei fuhrt die COX
zu einem braunen Reaktionsprodukt, wahrend die SDH zu einem blauen
Reaktionsprodukt fuhrt. In gesunden Zellen sind die Mitochondrien mit dem
Endprodukt der COX-Reaktion, einem braunen Polymer gesattigt und farben sich
entsprechend braun. Daher zeigt die sequentielle Reaktion der Succinat-
Dehydrogenase in gesunden Zellen keine blaue Farbung. Dies beruht darauf, dass
das Substrat der Reaktion keinen Zugang zu den entsprechenden Stellen im Inneren
der Mitochondrien erlangt. In Cytochrom-c-Oxidase fehlerhaften Zellen wird das
blaue Produkt der Succinat-Dehydrogenase-Reaktion in die Mitochondrien platziert
und die betroffene Zelle farbt sich entsprechend blau [52].

Drei Untereinheiten der Cytochrom-c-Oxidase, die den Komplex IV der
mitochondrialen Atmungskette bilden, werden von der mtDNA kodiert. Daher ist die
Cytochrom-c-Oxidase Aktivitat direkt vom Status der mtDNA abhangig. Die Succinat-
Dehydrogenase ist ein Bestandteil des Komplexes Il der mitochondrialen
Atmungskette, von der alle Untereinheiten von der Kern DNA direkt kodiert werden.
Die Succinat-Dehydrogenase Aktivitat ist daher nicht von der mtDNA abhangig [54].
Das Vorhandensein von Cytochrom-c-Oxidase negativen Muskelfasern in der
Muskelbiopsie, beziehungsweise ein gleichzeitiges starkes Anfarben der Succinat-
Dehydrogenase in der selben Muskelfaser, ist ein starker Hinweis auf eine mtDNA
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Mutation, die Untereinheiten von Komplex IV der Atmungskette beeintrachtigt [55]
[40]. Dazu zahlen nicht nur Mutationen in Strukturgenen von Komplex IV der mtDNA
sondern auch Mutationen in tRNA-Genen und weitraumige Deletionen der mtDNA.

Bei der Mehrzahl der Mitochondriopathien sind die RRF auch COX-negativ. Dies trifft
allerdings nicht auf das MELAS-Syndrom zu, bei dem die RRF COX-positiv sein
konnen [56].

RRF in der modifizierten Gomori-Trichrom-Farbung werden auch im Alter bei
gesunden Patienten ohne Hinweis auf eine mitochondriale Erkrankung gefunden
[57]. So konnte gezeigt werden, dass die Anzahl von RRF bei alteren Patienten im
Vergleich zu jingeren signifikant erhoht war. Auch die Anzahl der CNF ist bei alteren
Patienten im Vergleich zu jungeren erhoht.

Als Ursache dafur werden die hohe Mutationsrate der mtDNA, die limitierten
Reparationsmechanismen, das Fehlen von Histonen sowie die Generierung freier
Radikale an der inneren Mitochondrienmembran angenommen [58].

Einzelne RRF werden auch bei durch Medikamente verursachten Myopathien
beschrieben, so bei langerandauernder Zidovudin-Therapie [59].

Bei Patienten mit amyotropher Lateralsklerose zeigten histologische Untersuchungen
ebenfalls Veranderungen, die fur Mitochondriopathien typisch sind. So wurden bei
Patienten mit ALS und bei Patienten mit neurogener Atrophie CNF beobachtet [60].
Diese histologischen Veranderungen werden am ehesten als Ursache einer
neurogenen Transformation des Skelettmuskels angenommen. Sie sind nicht fur die
ALS spezifisch, sondern werden, wie bereits erwahnt, auch bei anderen neurogenen
Atrophien beobachtet.

Auch in weiteren neuromuskularen Erkrankungen wurden fur Mitochondriopathien
spezifische histologische Veranderungen beschrieben. So wurden bei Patienten mit
myotoner Dystrophie, Nemalinmyopathie, distaler Myopathie mit ,rimmed vacuols® ,
Gliedergurteldystrophie und bei der Muskeldystrophie vom Typ-Duchenne CNF
gefunden. Der Durchschnitt der CNF bei allen Biopsien lag bei 3,6 %. Auch
vereinzelte RRF, in der Summe jedoch deutlich weniger als CNF, wurden in allen
Gruppen bis auf die Nemalinmyopathie gefunden [61].

Myohistologische Veranderungen, die bei Patienten mit Mitochondriopathien
beobachtet werden, wurden auch bei Patienten mit verschiedenen Formen der
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Myositis gefunden [62]. So konnte gezeigt werden, dass histologische Auffalligkeiten,
die Defekte der mtDNA reprasentieren, bei Patienten mit Einschlusskorpermyositis
hoher waren als bei gesunden und altersgleichen Kontrollen [57]. Bei einigen
Patienten mit Myositis erreichte das Ausmal} an betroffenen Muskelfasern in der
histologischen Untersuchung das von Patienten, die aufgrund einer primaren

Mitochondriopathie untersucht worden waren [63].

In der Literatur wird fur Mitochondriopathien eine Einteilung in diagnostische Haupt-
und Nebenkriterien vorgenommen, in die auch die Ergebnisse der Muskelbiopsie
einfliellen [64]. Des Weiteren wird unterschieden zwischen einer definitiven, einer
wahrscheinlichen und einer moglichen Diagnose einer Mitochondriopathie. Von einer
definitiven Diagnose wird gesprochen, wenn entweder zwei Hauptkriterien oder ein
Hauptkriterium zusammen mit zwei Nebenkriterien vorliegen. Von einer
wahrscheinlichen Diagnose wird gesprochen, wenn ein Hauptkriterium zusammen
mit einem Nebenkriterium vorliegt oder drei Nebenkriterien vorliegen. Eine mogliche
Diagnose liegt vor bei einem allein stehend vorliegenden Hauptkriterium oder zwei
Nebenkriterien, von denen eins klinisch sein muss [65].
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Tabelle 3: diagnostische Hauptkriterien (nach Bernier et al. 2002)

Hauptkriterien

Klinische Kriterien
Klinisch komplette mitochondriale Enzephalomyopathie oder mitochondriale

Zytopathie, die mindestens drei der folgenden Kriterien erfullt:

* Unerklarte Kombination von multisystemischen Symptomen die patognomonisch fur
eine ME ist und mindestens drei der folgenden Symptome beinhaltet: neuropathisch,
myopathisch, kardial, renal, hepatisch, endokrin, hdmatologisch, ophthalmologisch,
dermatologisch oder dysmorph

* Fortschreitende klinische Erkrankung mit Exazerbationen
oder

* Eine Familienanamnese, die eine ME anzeigen kdnnte (mindestens einen mutterlich
Verwandten auler der Patient zeigt eine moégliche oder definitive ME)

* Ausschluss anderer metabolischer oder nichtmetabolischer Erkrankungen

Histologische Kriterien
e >2 % RRF im Skelettmuskel

Enzymatische Kriterien
* > 2 % CNF bei Patienten < 50 Jahre
* >5 % CNF bei Patienten > 50 Jahre
* <20 % Aktivitat eines Atmungskettenkomplexes im Gewebe
* <30 % Aktivitat eines Atmungskettenkomplexes in der Zelle

* <30 % Aktivitat desselben Atmungskettenkomplexes in mehr als 2 Geweben

Funktionale Kriterien
e ATP-Syntheserate der Fibroblasten > 3 SD unter dem Durchschnitt

Molekulargenetische Kriterien

¢ |dentifikation einer mtDNA oder Kern Mutation

15



1 Einleitung

Tabelle 4: diagnostische Nebenkriterien (nach Bernier et al. 2002)

Nebenkriterien

Klinische Kriterien

e Symptome vereinbar mit einer mitochondrialen Enzephalomyopathie

Histologische Kriterien
* 1-2 % RRF bei Patienten zwischen 30 und 50 Jahren
* Vorhandensein von RRF bei Patienten < 30 Jahre
* > 2 % subsarcolemmale Kumulation bei Patienten < 16 Jahre

* ausgedehnte elektronenmikroskopische Veranderungen im Gewebe

Enzymatische Kriterien
* Antikorper basierte Demonstration eines Atmungskettendefktes
* 20 % - 30 % Aktivitat eines Atmungskettenkomplexes im Gewebe
* 30 % - 40 % Aktivitat eines Atmungskettenkomplexes in der Zelle

* 30 % - 40 % Aktivitat desselben Atmungskettenkomplexes in mehr als zwei Geweben

Funktionale Kriterien
*  ATP-Syntheserater der Fibroblasten 2-3 SD unter dem Durchschnitt

¢ Fibroblasten wachsen nicht auf einem Medium mit Galactose

Molekulargenetische Kriterien

* Identifikation einer mtDNA oder Kernmutation mit méglicher Pathogenitat

Metabolische Kriterien

* Ein oder mehrere metabolische Indikatoren einer verminderten Atmungskettenfunktion

1.6.6 Molekulargenetische Diagnostik

Defekte der mitochondrialen DNA konnen nur zum Teil aus Blutzellen mittels PCR

und Southern-Blot nachgewiesen werden. Nicht immer ist jedoch in den Blutzellen

aufgrund des Heteroplasmiegrades die Mutation nachweisbar, so dass DNA aus den

betroffenen Organsystemen gewonnen werden sollte, was meist durch eine

Muskelbiopsie gelingt. Aus diesen Zellen kdnnen dann Deletionen mitochondrialer

DNA mittels Southern-Blot oder Long-PCR nachgewiesen werden. Punktmutationen

der mitochondrialen DNA konnen mittels PCR nachgewiesen werden. Negative

molekulargenetische Ergebnisse schlielRen eine Mitochondriopathie nicht aus [41].
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1.7  Therapie von mitochondrialen Enzephalomyopathien

Bisher ist keine effektive Therapie fur Mitochondriopathien bekannt. Dies liegt nicht
zuletzt an dem Fehlen entsprechender Tiermodelle, sowie an der Seltenheit der
Erkrankung und der Heterogenitdt der Erkrankung. Einige symptomatische
Therapieoptionen haben sich etabliert, so z.B. die chirurgische Behandlung einer
Ptosis oder eine medikamentdse Krampfanfallprophylaxe. Diese Verfahren kdnnen
im Zweifelsfall spezifische Probleme beheben und die Lebensqualitat in einigen
Fallen verbessern [11]. Des Weiteren ist beschrieben, dass bei MELAS eine
Steroidtherapie wahren einer akuten Exazerbation eine Behandlungserfolg bringen
kann [66].

1.8  Ziele und Fragestellung der Arbeit

Mitochondriopathien waren lange Zeit fast nur von akademischem Interesse. Nur
wenige Zentren auf der Welt hatten klinische und experimentelle Erfahrung mit
Mitochondriopathien. Die Ermangelung einer wirksamen Therapie sowie das Fehlen
eines diagnostischen ,Goldstandards® lie3en viele Betroffenen undiagnostiziert [67].
Mehrere epidemiologische Studien der letzen Jahre haben jedoch gezeigt, dass
Mitochondriopathien zu den haufigsten genetischen Erkrankungen zahlen [68] [69].
So wird die Pravalenz fur das MELAS-Syndrom in England mit 12,5/100.000 und in
Finnland mit 16,3/100.000 Bewohner angegeben. In einer neueren Studie aus
Australien wird die Pravalenz der Mutation 3243A>G der mtDNA, die zum MELAS-
Syndrom fuhren kann, in der australischen Bevolkerung sogar mit 236/100.000
Bewohner angegeben [70].

Die Diagnosestellung einer Mitochondriopathie ist bei manchen Patienten nach wie
vor eine Herausforderung. In dieser Arbeit werden die myohistologischen
Veranderungen in der kombiniert-sequentiellen Cytochrom-c-Oxidase Farbung und in
der Gomori-Trichrom Farbung quantifiziert. Untersucht wurden Patienten mit
verschiedenen Gendefekten der mtDNA sowie eine gesunde Kontrollgruppe.
Zusatzlich wurden Untersuchungen bei Patienten mit ALS und verschiedenen

Myositiden durchgefuhrt.
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Ziel war es, Unterschiede der histologischen Ergebnisse zwischen den einzelnen
Gendefekten zu quantifizieren sowie in Beziehung zu anderen neurogenen
Muskelerkrankungen zu setzten. Des Weiteren sollte die Altersverteilung der
Ergebnisse betrachtet werden. Es konnte ja bereits gezeigt werden, dass auch im
Alter bei ansonsten gesunden Patienten ohne Hinweis auf eine mitochondriale
Erkrankung vereinzelte RRF in der modifizierten Gomori-Trichrom Farbung gefunden
wurden [57]. Eine weitere Fragestellung war, wie sicher die Diagnosestellung einer
Mitochondriopathie alleine Uber die histologische Untersuchung einer Muskelbiopsie
ist.

So wird beschrieben, dass der Muskel das verlasslichste Gewebe zur Diagnose einer
Mitochondriopathie ist [71]. Eine vergleichende Studie unterschiedlicher
Farbemethoden zeigte, dass die modifizierte Gomori-Trichrom Farbung die
Verlasslichste zur Diagnosestellung einer Mitochondriopathie ist. So wurden neben
der modifizierten Gomori-Trichrom Farbung auch die Succinat-Dehydrogenase, die
NADH Tetrazolium Reduktase, HE-Farbung sowie Cytochrom-c-Oxidase und
Actomysin ATPase untersucht und verglichen [71].

Es wird weiter beschrieben, dass die Identifikation von mehr als zwei RRF in der
Gomori-Trichrom Farbung beim Gebrauch einer 25fachen VergroRerung ein
wahrscheinliches Zeichen einer Mitochondriopathie sind [65]. Die in der Literatur
genannten Werte und Mindestzahlen weichen insgesamt voneinander ab. So wird in
einer anderen Arbeit das Vorhandensein von mehr als 2 % RRF im Muskelpraparat,
bzw. das Vorhandensein von mehr als 2 % CNF bei einem Alter des Patienten von
unter 50 Jahren, respektive mehr als 5 % CNF bei einem Alter Uber 50 Jahren als ein
diagnostisches Major-Kriterium gewertet [65].

Zusammenfassend gelten die myohistologischen Veranderungen der RRF und CNF
bei erwachsenen Patienten mit Mitochondriopathien als wichtiges Diagnosekriterium.
Es ist derzeit aber unklar wie spezifisch und wie sensitiv sie zur Diagnosestellung
einer Mitochondriopathie sind. Dabei ist vielfach auch unklar, wie unterschiedlich das
Ausmall der histologischen Veranderungen bei den verschiedenen genetisch
definierten Formen der Mitochondriopathien ist.

In der vorliegenden Arbeit sollen anhand eines gro3en Patientenkollektivs die
Veranderungen in der Muskelbiopsie quantifiziert werden, um so Ruckschlisse auf
die Sensitivitat und Spezifitat der RRF und CNF als diagnostisches Kriterium zu

ziehen. Hiefir wurden Patienten mit Mitochondriopathien untersucht, denen
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verschiedene Gendefekte zugrunde lagen. Des Weiteren wurden die CNF und RRF
bei einer gesunden Kontrollgruppe sowie bei Patienten mit Myositis und ALS

quantifiziert.
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2 Material und Methoden

2.1 Materialien

Axio-Vision Software

Zeiss Mikroskop
Diamantschreiber

0,05 M Natrium-Phosphatpuffer pH 7,4

750 mg Saccharose

2 ml Katalase

20 mg Cytochrom C

10 mg DAB (Diaminobenzidine)
100 ul Natrium-Succinat

100 pl PMS (Poldinmethylsulfat)
10 pl Natrium-Azid

800 pl NBT (Nitroblau-Tetrazolium)
70 % Alkohol

96 % Alkohol

100 % Alkohol

Xylol

Hamatoxylin SHANDON

1,2 g Chromotrop 2 R

0,6 g Fast Green FCF

1,2 g Molybdatophosphorsaue
2 ml Eisessig

200 ml Aqua bidest

Roti Histokit
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2.2 Methoden

2.2.1 Technik der Biopsie

Die Biopsie erfolgt unter aseptischen Bedingungen in Lokalanasthesie. Das
Anasthetikum darf dabei nur in die Haut und in das Unterhautfettgewebe injiziert
werden, nicht jedoch in den Muskel selbst.

Der Hautschnitt wird parallel zum Muskelfaserverlauf gefuhrt und ist etwa 4-6 cm
lang. Danach wird die Muskelfaszie freiprapariert und ebenfalls parallel zum
Muskelfaserverlauf eroffnet. Dann wird ein Muskelfaserbundel mit einem
Durchmesser von mindestens 0,5 cm und einer Lange von ca. 3 cm so umstochen,
dass die Faden das Muskelbindel an beiden Enden umschlieBen. Mit einem
Scherenschlag wird das gefasste Faserblndel unter leichtem Zug an den
umschlingenden Faden exzidiert.

Bei der Enthahme muss der Muskel sehr vorsichtig behandelt werden, da es durch
Manipulation durch Instrumente am Muskel schnell zu Artefakten kommen kann.
Dies erschwert unter Umstanden die Beurteilbarkeit unter dem Mikroskop.

Nach ausreichender Blutstillung erfolgt der schichtweise Wundverschlul® von Faszie
und Haut.

Der entnommene Muskel wird nach der Entfernung in Isopentan, das in flussigem

Stickstoff gefroren wurde, getaucht und dann in flussigem Stickstoff gelagert.

2.2.2 Anfertigung der Schnitte

Die Proben werden zunachst fur ca. 10 min. im Mikrotom gelagert. Die
Umgebungstemperatur im Mirkrotom betragt ca. -20° C. Dieser Arbeitsschritt wird
durchgefuhrt, damit der Muskel bei der folgenden Bearbeitung nicht bricht. Der
Muskel wird nun mit dem Mikrotom geschnitten und auf einen Objekttrager
aufgebracht. Fur die modifizierte Gomori-Trichrom-Farbung wird der Muskel in einer
Schichtdicke von 5 pm geschnitten. Fur die Cytochrom C Oxidase Reaktion wird der
Muskel in einer Schichtdicke von 10 ym geschnitten.

2.2.3 Modifizierte GOMORI-TRICHOM-Farbung

Die angefertigten Schnitte mussen bis kurz vor der Farbung im Mikrotom gelagert

werden. Erst unmittelbar vor der Farbung werden sie auf Zimmertemperatur gebracht
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(ca. 2min). Zunachst werden nun die Schnitte mit Hamatoxylin SHANDON fur 10 min
bearbeitet.

Danach werden sie kurz mit Leitungswasser abgespult und anschlielend fur 15 min
in Leitungswasser geblaut. Im Anschluss wird der Schnitt fur 10 min in die GOMORI-
Losung getaucht. Zur Herstellung der GOMORI-Losung bendtigt man 1,2 g
Chromotrop 2 R, 0,6 g Fast Green FCF, 1,2 g Molybdatophosphorsaue, 2 ml
Eisessig und 200 ml Aqua bidest. Die GOMORI-LOsung sollte nach einem halben
Jahr frisch hergestellt werden.

AnschlieBend werden die Schnitte zweimal fur jeweils eine Minute in absoluten
Ethanol inkubiert. Als nachstes wird der Schnitt mit Xylol zweimal abgespult und
anschliel3end mit Roti Histokit |l eingedeckt.

2.2.4 Cytochrom-c-Oxidase Reaktion

Die 10pum Schnitte (Poly-L-Lysin beschichtet) werden bis kurz vor der Farbung bei
-80° C im Kuhischrank gelagert und erst kurz vor der Farbung auf Zimmertemperatur
gebracht. Die Schnitte werden nun auf dem Objekttrager mit einem Diamantschreiber
umkreist. Zunachst werden nun 50 pl des Inkubationsmediums auf die Schnitte
gegeben und diese bei 37° C fur 60 Minuten inkubiert. Das Inkubationsmedium setzt
sich wie folgt zusammen: 10 mg DAB, 9 ml 0,05 M Natrium-Phosphatpuffer pH 7,4,
750 mg Saccharose, 2 ml Katalase (5ul Stammlosung sowie 5 ml Bidest) sowie 20
mg Cytochrom C. Mit DAB wurde nur unter dem Abzug gearbeitet, da es karzinogen
ist. AnschlieRend wird der Objekttrager mit 0,05 M Natrium-Phosphatpuffer pH 7,4
gespult. Als nachstes schliet sich die SDH-Farbung an. Herstellung der SDH-
Losung: 100pl Natrium-Succinat, 100yl PMS (erst kurz vorher herstellen, da
lichtempfindlich), 10ul Natrium-Azid und alles zu 800ul NBT geben und vortexen. Die
Objekttrager mussen nun vorsichtig um die Schnitte herum abgetrocknet werden und
anschlielfend werden 50ul der SDH-L6sung auf die Schnitte gegeben. Nun werden
die Schnitte fur 60 min bei 37° C in einer feuchten Kammer inkubiert. Danach werden
sie mit Aquadest gespult sowie daran anschlieBend mit verschiedenen
Alkohollésungen in aufsteigender Reihe. Zunachst kurz mit einer 70% Alkoholldsung,
dann far 30 sec mit 96% Losung. Anschlielfiend zweimal mit absolutem Alkohol fur
mindestens zwei Minuten. Zum Abschluss werden die Schnitte noch zweimal mit

Xylol gespuilt.
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2.2.5 Arbeiten mit Axio-Vision

Axio-Vision ist ein Bildbearbeitungs- und Analysesystem fir die moderne
Mikroskopie. Das Programm erlaubt die interaktive Vermessung einer Vielzahl von
Objektparametern, wie Grolle, Umfang und Anzahl. Auf dem Mikroskop ist eine
Digitalkamera installiert, welche mit dem Computer vernetzt ist.

Uber diese Kamera wurden die angefertigten Muskelpréaparate schrittweise
durchgemustert und die jeweils betroffenen Muskelzellen mit einer speziellen
Software quantifiziert. So wurden am Computer die Zellen einzeln markiert und bei

jedem Muskelpraparat insgesamt 1000 Muskelfasern ausgezahlt.

2.2.6 Kiriterien fur die Auswertung

Auswertung der COX-SDH Farbung

Wir haben bei der Auswertung zwei verschieden angefarbte Muskelfasertypen
unterschieden:

1. COX-negative Fasern: Um als COX-negative Faser klassifiziert zu werden,
mussten folgende Kriterien erfullt sein: In der 10fachen VergroRerung musste
die Faser sich blau angefarbt prasentieren, ohne Anfarbungen von braun. Nur
dann wurde die Faser als COX-negativ eingestuft.

2. COX-positive Fasern: Fasern die sich komplett braun angefarbt haben,
wurden als COX-positive Fasern eingeordnet.

Einzelne Fasern, die sowohl blaue als auch braune Anteile zeigten, wurden nicht als

CNF eingestuft, sie entsprechen intermediaren Fasern.

Auswertung der Gomori-Trichrom Farbung
Auch bei der Auswertung der Gomori-Trichrom Farbung wurden zwei verschieden
angefarbte und morphologische Muskelfasertypen unterschieden.

1. Ragged-red Fasern: Um als Ragged-red Faser klassifiziert zu werden muss
die Faser vor allem zwei Kriterien erfullen. Sie muss sich einerseits rot
anfarben und auf der anderen Seite eine typische ,zerrissene® Struktur
aufweisen. Nur wenn beide Kriterien erfullt sind wurden die Fasern als
Ragged-red Faser klassifiziert. Manche Fasern wiesen nur eine gewisse
subsarcolemmale Rotfarbung auf. Diese wurden nicht als RRF eingestuft.

2. Normale Fasern: Als normale oder gesunde Fasern wurden solche
klassifiziert, die sich weder rot angefarbt haben, noch eine zerrissene Struktur
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gezeigt haben. In der Gomori-Trichrom Farbung farben sich solche Fasern

dunkelgrun.

2.3 Ein- und Ausschlusskriterien

2.3.1 Kriterien fur die Patienten mit Mitochondriopathien

Die in der Arbeit untersuchten Patientenproben mit Mitochondriopathien mussten
zwei Kriterien erfullen, um in die Arbeit eingeschlossen zu werden. Die Patienten
mussten einen Phanotypen aufweisen, der auf eine Mitochondriopathie hinweist.
Ohne entsprechende Phanotypen wurde keine Muskelbiopsie durchgefuhrt. Die
Diagnose musste auRerdem durch den molekulargenetischen Nachweis eines fur die
Erkrankung ursachlichen Defektes der mtDNA gesichert sein. Punktmutationen der
mtDNA waren mittels PCR und Restriktions-Fragment-Langen-Polymorphismus-
Analyse nachgewiesen worden. Deletionen der mtDNA waren mittels Southern-Blot-
Analyse und Long-Range-PCR identifiziert worden. Nur bei wenigen Patienten mit
multiplen Deletionen der mtDNA wurde der zugrunde liegende nukleare Gendefekt
gefunden.

2.3.2 Kiriterien fur die gesunden Kontrollen

Die Patientenproben, die in der gesunden Kontrollgruppe vorgestellt werden,
stammten von Patienten, bei denen unter dem Verdacht auf eine Muskelerkrankung
eine Muskelbiopsie durchgefuhrt worden war. Nach Abschluss aller Untersuchungen
konnte dieser Verdacht aber nicht bestatigt werden. Die Patienten mussten sich
neurologisch unauffallig in der klinischen Untersuchung zeigen. Lediglich subjektive
Beschwerden waren zulassig. Die Paraklinik zeigte bei den betreffenden Patienten
normale Werte von Kreatinkinase und Laktat. Das EMG war unauffallig. Der
Fahrradbelastungstest durfte keinen pathologischen Anstieg von Laktat zeigen.

Die durchgefuhrte histologische Untersuchung der Muskelbiopsie durfte keinen
Anhalt fur ein myopathisches Gewebssyndrom, kein Anhalt fur ein neurogenes
Gewebssyndrom sowie keine Veranderungen, die auf eine Strukturmyopathie

hinweisen zeigen.
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2.3.3 Kriterien fur die Patienten mit Myositis

Die in der Arbeit vorgestellten Myositis-Patienten wurden vor allem nach
histologischen Kriterien eingeschlossen.

So mussten die Patienten mit Dermatomyostis vor allem entzindliche Infiltrate
perivaskular und perifaszikular aufweisen. In den immunhistochemischen
Untersuchungen mussten sie uberwiegend CD 4 positive T-Zellen zeigen.

Die Patienten, die an Polymyositis litten, zeigten entzundliche Infiltrate Uberwiegend
endomysial. Die immunhistochemische Untersuchung zeigte hier vorwiegend CD 8
positive T-Zellen.

Die Patienten mit Einschlusskorpermyositis zeigten die typischen ,rimmed vacuols®
sowie entzundliche Infiltrate  ebenfalls Uberwiegend endomysial. Die
immunhistochemische Untersuchung zeigt uberwiegend CD 8 positive T-Zellen.

2.3.4 Kiriterien fur Patienten mit Amyotropher Lateralsklerose

Siebzehn Patienten mit ALS von denen Muskelbiopsien entnommen wurden, werden
in dieser Arbeit untersucht. Bei allen wurde eine definitive ALS auf die El Escorial-
Kriterien [72] Bezug nehmend festgestellt.

2.4  Untersuchtes Patientengut

2.4.1 Patienten mit der Punktmutation 3243 A>G

Es wurden insgesamt acht Patienten untersucht, die in den genetischen
Untersuchungen die Punktmutation 3243A>G aufwiesen. Der alteste Patient war zum
Untersuchungszeitpunkt 61 Jahre alt, das Alter des Jungsten betrug 41 Jahre. Der
Altersdurchschnitt betrug 47 Jahre

2.4.2 Patienten mit weiteren Punktmutationen
Es wurden drei weitere Patienten mit jeweils unterschiedlichen Punktmutationen
untersucht. Dies sind im Einzelnen die Punktmutation 8344A>G, 11778G>A sowie

7497G>A von denen jeweils ein Patient untersucht wurde.

2.4.3 Patienten mit singularen Deletionen
Es wurden insgesamt 27 Patienten untersucht, die in der molekularbiologischen
Untersuchung singulare Deletionen der mitochondrialen DNA aufwiesen. Der
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Altersdurchschnitt betrug 44 Jahre, wobei der alteste Patient 68 und der jungste 14

Jahre alt waren.

2.4.4 Patienten mit multiplen Deletionen

Insgesamt wurden 22 Patienten mit multiplen Deletionen der mitochondrialen DNA
untersucht. Der alteste Patient dieser Gruppe war zum Zeitpunkt der Muskelbiopsie
76 Jahre alt, der jungste Patient 14. Bei einem Patienten konnte das Alter nicht
ermittelt werden. Der Altersdurchschnitt dieser Gruppe lag bei 45,7 Jahren.

2.4.5 Gesunde Kontrollen
Es wurden insgesamt 16 gesunde Kontrollen untersucht. Der Altersdurchschnitt lag
bei 48,4 Jahren. Der alteste Patient aus der Gruppe war 72, der jungste 35 Jahre alt.

2.4.6 Patienten mit Myositis

Es wurden insgesamt acht Patienten mit verschiedenen Myositisformen untersucht.
Zwei Patienten litten an Einschlusskorpermyositis, vier an Polymyositis und weitere
zwei an Dermatomyositis. Das Durchschnittsalter der Gruppe betrug 66 Jahre.

2.4.7 Patienten mit ALS
Es wurden insgesamt die Muskelpraparate von 17 Patienten untersucht, die an
Amyotropher Lateralsklerose erkrankt waren. Der Altersdurchschnitt dieser Gruppe

lag bei 57 Jahren, wobei der alteste Patient 71 und der jungste 40 Jahre alt waren.

2.5 Statistik

Fir die statistische Auswertung sowie die Anfertigung einiger Grafiken wurde das
Programm GraphPad Prism hinzugezogen. Fur die Berechnung der Signifikanz
wurde ein ungepaarter t-Test mit einem Confidenzintervall von 95 % verwendet. P-
Werte von < 0,05 wurden als statistisch signifikant angesehen.

Spezifitat, Sensitivitat und der positiv pradiktive Wert wurden mit einer Vierfeldertafel
berechnet.
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3 Ergebnisse

3.1 Patienten mit der Punktmutation 3243 A>G

Der Durchschnitt der bestimmten CNF in der Gruppe der Patienten mit der
Punktmutation 3243 A>G betrug 6,92 % (SD=9,36). Die Werte lagen zwischen 27,2
% maximal und 0,358 % minimal. Die durchschnittliche Anzahl der RRF betrug 2,19
% (SD=3,70). Hier variierten die Werte von 11 % maximal bis zu 0,09 %. Von den
acht untersuchten Patienten waren jeweils vier Frauen und vier Manner. Der
bioptierte Muskel eines Patienten wies eine Parese auf, die ubrigen untersuchten
Muskelpraparate stammten nicht von paretischen Muskeln.

Bei den Patienten mit der Punktmutation 3243A>G wurde des Weiteren untersucht,
ob die in der Gomori-Trichrom Farbung untersuchten RRF in der kombiniert
sequentiellen COX-SDH-Farbung COX-positive Fasern waren. Bei vier Patienten
gelang dieser Nachweis, ein Patient zeigte zwei RRF als sicher COX-positiv, eine
Faser erschien fraglich COX-positiv. Bei den ubrigen drei Patienten waren die
Praparate der Gomori-Trichrom Farbung und der COX-SDH-Farbung nicht direkt
hintereinander geschnitten worden, so dass die entsprechenden Muskelfasern in den

Praparaten nicht verglichen werden konnten.
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Abbildung 2: Patienten mit Punktmutation 3243A>G. Dargestellt sind jeweils die CNF und
RRF von acht Patienten mit der angegeben Mutation
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Tabelle 5: Patienten mit Punktmutation 3243A>G. Aufgelistet sind das Alter, das Geschlecht,
der Paresegrad der Muskulatur in der klinisch neurologischen Untersuchung, die Anzahl der
CNF und RRF, der Phanotyp, der Muskel aus dem die Muskelbiopsie gewonnen wurde, ein
Hinweis, ob der bioptierte Muskel in der klinischen Untersuchung Paresen aufwies und ob

die RRF in der kombiniert sequentiellen COX/SDH-Farbung COX-positiv waren
N bioptierter
M/ " bioptierter RRF
Alter w Paresen CNF RRF Phanotyp Muskel Mus!(el CNE
paretisch
Multiple . .
50 | M | Paresen 8 19 | CPEO, Myopathie, NIDDM | M- biceps brachii + +
re.
KG 4-5
45 | W | keine 2.4 0,7 | IDDM, Hérstérung M. biceps brachi n.a. na.
61 M keine 25 0.3 ch"hmgrzhafte Muskelsteife, M. biceps brachii na +/-
orstérungen re.
44 M keine 07 0,09 Kargilomyo.pathle,"Hor- und M biceps brachii _ na.
Gleichgewichtsstérungen li.
Schlaganfalle, CPEO, M. biceps brachii
44 M nein 13,4 2,9 Retinopathie, Horstérung, i ' P - n.a.
Kleinwuchs )
Schlaganfalle, Kleinwuchs,
41 w keine 27,2 11 Schwerhdrigkeit, n.a. - +
Laktatazidose, MELAS
44 w keine 0,358 0,499 | Schlaganfall, Hypakusis M. deltoideus re. - +
44 W keine 0,879 0,093 | MELAS, NIDDM M. deltoideus - +
47 6,92 2,19

n.a.=nicht auswertbar, + = ja, - = nein

3.2 Patienten mit weiteren Punktmutationen

Es wurden drei weitere Patienten mit jeweils unterschiedlichen Punktmutationen

untersucht.

Tabelle 6: Patienten mit weiteren Punktmutationen. Aufgelistet sind das Alter, die jeweils
vorliegende Punktmutation, das Geschlecht, die Paresen der klinisch neurologischen
Untersuchung, die CNF und RRF, der Phanotyp, der Muskel aus dem die Biopsie
enthommen wurde und ob der bioptierte Muskel klinisch paretisch war

bioptierter il
Alter Mutation | Geschlecht Paresen CNF RRF Phanotyp Muskel
Muskel X
paretisch
8344 M.
33 w keine 39,8 0 MERRF quadiceps -
A>G o
femoris Ii.
11778 . M. biceps
49 G>A M keine 0,2 0 LHON brachii Ii n.a.
7497 generalisierte .
50 GoA w Parese KG 3.4 79,4 47,8 Myopathie n.a. n.a.

n.a.=nicht auswertbar, + = ja, - = nein

Ein Patient mit der Punktmutation 8344A>G war zum Untersuchungszeitpunkt 33
Jahre alt. Die histologische Auswertung zeigte 39,8% CNF in der Cytochrom-c-
Oxidase Farbung und keine RRF in der Gomori-Trichrom Farbung. Die klinische
Untersuchung zeigte keine Paresen, somit wies auch der bioptierte M. quadriceps

femoris links keine Paresen auf.
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Ein Patient mit der Punktmutation 11778G>A zeigte 0,2 % CNF und ebenfalls keine
RRF. Er war zum Zeitpunkt der Untersuchung 49 Jahre alt. Paresen waren in der
klinischen Untersuchung ebenfalls nicht nachweisbar. Ein Patient mit der
Punktmutation 7497G>A war 50 Jahre alt und zeigte 79,4% CNF sowie 47,8% RRF.
Die klinische Untersuchung zeigte hier generalisierte Paresen vom Kraftgrad 3-4. Im
Phanotyp zeigt der Patient mit der 8344A>G Mutation das MERRF-Syndrom, wobei
sich mikroskopisch keine RRF darstellen lasst. Der Patient mit der Mutation
11778G>A litt an der Leberschen hereditaren Optikusneuropathie und der Patient mit
der Punktmutation 7497G>A zeigte eine Myopathie.
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Abbildung 3: Auswertungen weiterer Punktmutationen. Dargestellt sind jeweils die CNF und
RRF von drei Patienten mit den jeweils angegebenen Punktmutationen

3.3  Patienten mit singularen Deletionen

Der Durchschnitt der ausgezahlten CNF in der Gruppe der Patienten mit den
singularen Deletionen in den Cytochrom-c-Oxidase Farbungen lag bei 10,37 %
(SD=10,93). Der Maximalwert in dieser Gruppe betrug 47,5 %, der Minimalwert 0,07
% CNF.
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Tabelle 7: Dargestellt sind die Ergebnisse von 27 Patienten mit singularen Deletionen der
miDNA. Aufgelistet sind das Alter, Geschlecht, Paresen in der klinisch neurologischen
Untersuchung, die CNF und RRF, der Phanotyp, der bioptierte Muskel und ob der

betreffende Muskel klinisch Paresen zeigte

bioptierter bioptierter
Alter Geschlecht Paresen CNF RRF Phénotyp Muskel
Muskel o
paretisch
N CPEO, Myopathie, M. quadriceps
38 M allg. Muskelschwache 25,6 6,8 Hypakusis, RSB femoris Ii. +
29 M Keine 21 18,3 CPEO n.a. -
46 M KG4bei 17,3 | 112 | CcPEO M. biceps -
Fingerspreizung brachii li.
59 w Keine 14,1 54 | GPEO, Myopathie M- pectoralis -
41 W Geringgradig 215 164 | CPEO, Myopathie M. biceps +
ausgepragte Paresen brachii li.
49 W multiple Paresen KG 79 9.1 CPEO, Myopathlg, M. qugdnceps +
4-5 Retinadegeneration femoris
. CPEO, Myopathie, .
39 W multiple Paresen KG 12,4 0.3 Hypakusis, M. blqus. +
4 . . brachii li.
Kardiomyopathie
Schulterhebung und CPEO, M. biceps
14 w Kopfdrehung KG 4-5 41,5 6.4 Retinadegeneration brachii re B
56 M n.a. 57 n.a. CPI.EO’ . M. vas.tus -
Retinadegeneration lateralis
49 w keine 9,4 86 | CPEO, Myopathie M. vastus -
lateralis re
15 M n.a. 3,7 1 CPEO n.a. n.a.
CPEO, Hypakusis, M. bicens
45 W keine 16,3 3,4 Retinadegeneration, - bicep -
. brachii li.
fragl. Myopathie
Parese der OEX KG CPEO, Diabetes, M. biceps
68 W 45 17.9 37 | Myopathie, Hypakusis | brachi I +
34 w Keine 248 | 0392 | CPEO, Myopathie M- defioideus -
57 w Keine 0489 | 0887 | CPEO M. deltoideus -
47 M n.a. 1,189 0 CPEO n.a. n.a.
61 W generalisierte Parese 4,683 0.126 CPEO M. deltoideus +
der Skelettmuskulatur re.
35 W Keine 2,94 0,13 CPEO n.a. n.a.
36 M Keine 2,298 | 0099 | CPEO M. biceps. -
brachii re.
51 M Keine 66 | 1857 | CPEO M. tibialis -
anterior re.
KSS, CPEO,
. Retinadegeneration, M. tibialis
16 w Keine 17 0.37 | Kieinwuchs, RSB, anterior re. B
Hypakusis, Ataxie
47 W Keine 0,07 o | cPeEO M. biceps n.a.
brachii re.
M.
63 w n.a. 55 0,78 CPEO gastrocnemius -
li.
Kopfinklination KG 4,
Ful® und M. biceps
57 w Zehendorsalextension 2,89 1,09 CPEO brachii li. n-a.
KG 4-5
49 w Keine 383 | 188 | CPEO . M. tibialis na.
Retinadegeneration anterior li.
42 M Kopfbeugung KG 4 1,39 0 | cPEO M. tibialis -
anterior li.
gleichmaRig verteilte
35 M Paresen KG 4 1,19 0 CPEO n.a. n.a.
44 10,37 3,78

n.a.=nicht auswertbar, + = ja, - = nein

Der Durchschnitt der ausgezahlten RRF in der Gomori-Trichrom Farbung bei den

Patienten mit singularen Deletionen lag bei 3,78 % (SD=5,17). Der Patient mit den
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meisten RRF zeigte 18,3 % RRF, drei Patienten mit singularer Deletion zeigten keine
RRF.
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Abbildung 4: Dargestellt sind die CNF und RRF von 27 Patienten mit singuldren Deletionen
der mtDNA

3.4  Patienten mit multiplen Deletionen

Der Mittelwert der ausgezahlten CNF in der Gruppe der Patienten mit multiplen
Deletionen in den Praparaten der Cytochrom-c-Oxidase Farbung lag bei 7,37 % CNF
(SD=6,72). Der Maximalwert betrug 22,2 % CNF, der Patient mit den wenigsten
ausgezahlten Fasern zeigte 0,54 % CNF. Bei einem der Patienten aus der Gruppe
konnte keine COC/SDH-Farbung angefertigt werden, da kein qualitativ
ausreichender Muskel mehr vorhanden war, so dass hier bei insgesamt 21 Patienten
die CNF ausgezahlt wurden. Bei 19 Patienten aus der Gruppe mit genetischen
gesicherten multiplen Deletionen der mitochondrialen DNA wurden die RRF in den
Praparaten mit der Gomori-Trichrom Farbung ausgezahlt. Bei drei Patienten konnte
keine Gomori-Trichrom-Farbung angefertigt werden, da kein qualitativ ausreichender
Muskel mehr vorhanden war. Der Durchschnitt betrug hier 2,21 % RRF (SD=2,95).
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Der Maximalwert betrug 9,5 % RRF. Zwei Patienten mit gesichertem Gendefekt

zeigten keine einzige RRF im Muskelpraparat.

Tabelle 8: Dargestellt sind die Ergebnisse von 22 Patienten mit multiplen Deletionen der
mtDNA. Aufgelistet sind das Alter, Geschlecht, Paresegrad in der klinisch neurologischen
Untersuchung, die CNF und RRF, der Phanotyp, der bioptierte Muskel und ob der
betreffende Muskel klinisch Paresen zeigte

bioptierter bioptierter
Alter Geschlecht | Paresen CNF RRF Phanotyp Muskel
Muskel X
paretisch
43 M n.a. 22,2 na. | CPEO M. biceps n.a.
brachii li.
55 w Leichte Schwache M. | ¢ , 047 | CPEO M. biceps +
biceps brachii li. brachii li.
44 M keine Paresen 20 95 | CPEO M. biceps -
brachii li.
35 w keine Paresen 17,1 88 | CPEO M. biceps -
brachii li.
leichtgradige M.
45 M proxigale %aresen 4 4 CPEO deltoideus +
re.
54 M multiple Paresen KG 10,25 2.19 CPEO, Hypakusis M. tlplallg _
4 anterior li.
46 W keine Paresen 0,97 n.a. CPEO n.a. n.a.
M.
49 M keine Paresen 1,857 5 CPEO deltoideus -
li.
36 M keine Paresen 1,83 0 CPEO M. . -
deltoideus
Leichte Ptosis, leichte M. vastus
39 W Armbeugerparese 9,26 n.a. Pallhypasthesie lateralis |i. )
leichte Parese der M. bicens
37 w Armabduktion und 9,34 1 CPEO i ’ P -
Kopfbeuger )
proximale Paresen
33 w KG 3-4 11,97 1,88 CPEO n.a. n.a.
45 W keine Paresen 10,53 | 038 | CPEO,subklinische M. tibialis -
PNP anterior li.
. CPEO, Herzblock, M. biceps
59 W keine Paresen 2,049 0,565 NIDDM brachii li -
37 w keine Paresen 0,54 0 | CPEO, Epilepsie M. tibialis -
anterior re.
Parese der .
59 W Skelettmus. KG 3-4/5 2,8 0,654 CPEO, Dysphagie n.a. n.a.
minimale prox. . M. biceps
76 W Parese der Beine 12,7 46 CPEO, Myopathie, DM brachii re. B
56 M keine Paresen 14 | ooes | CPEO. . M. biceps -
Retinadegeneration brachii li.
51 M n.a. 0,143 CPEO n.a. n.a.
58 w keine Paresen 1,08 045 | CPEO M. vastus -
medialis Ii.
14 M multiple Paresen KG 1,23 0,08 CPEO M. blqus _
4 brachii re.
25 M Keine 1,57 0,28 MELAS n.a. -
45 7,01 2,11

n.a.=nicht auswertbar, + = ja, - = nein
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Abbildung 5: Dargestellt sind die CNF und RRF von 22 Patienten mit multiplen Deletionen
der mtDNA

3.5 Auswertungen der gesunden Kontrollen

Der Durchschnitt der ausgezahlten CNF bei den gesunden Kontrollpatienten in der
Cytochrom-c-Oxidase Farbung lag bei 0,136 % (SD=0,17). Der ausgezahlte
Maximalwert betrug 0,59 % CNF, sechs der 16 Patienten zeigten keine CNF im
Muskelpraparat. Der Mittelwert der ausgezahlten RRF in der Gomori-Trichrom
Farbung betrug 0,01 % (SD=0,04). Ein Patient zeigte 0,162 % RRF, die Ubrigen 15
zeigten keine RRF in den Praparaten.
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Abbildung 6: Dargestellt sind die CNF und RRF von 16 gesunden Kontrollpatienten
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Tabelle 9: Aufgelistet sind das Alter sowie die CNF und RRF von 16 gesunden
Kontrollpatienten

Alter CNF RRF
45 0,29 0
35 0,076 0
37 0 0
44 0 0
44 0,09 0
41 0 0
43 0 0
40 0,206 0
65 0,144 0
48 0 0
65 0,59 0,162
72 0,204 0
53 0 0
48 0,096 0
49 0,388 0
45 0,092 0
48 0,136 0,01

3.6  Patienten mit Myositis

Der gesunden Kontroll-Gruppe wurden zwei weitere Gruppen gegenubergestellt. Es
wurde hier zum einen eine Gruppe von acht Patienten mit histologisch gesicherten
Formen von Myositis untersucht. Zum anderen eine Gruppe von 17 Patienten mit
amyotropher Lateralsklerose.

Der Mittelwert der ausgezahlten CNF bei allen acht Patienten mit Myositis in der
Cytochrom-c-Oxidase Farbung betrug 4,46 % (SD=4,56). Die meisten wurden bei
einem Patienten mit 13,83 % ausgezahlt, der Patient mit den wenigsten zeigte 0,185
% CNF. Der Durchschnitt der ausgezahlten RRF in der Gomori-Trichrom-Farbung

betrug 0,38 % (SD=0,41). Zwei der acht untersuchten Patienten zeigten keine
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einzige RRF. Am meisten zeigte ein Patient mit 1,198 % RRF. Beide Maximalwerte

(CNF und RRF) wurden von demselben Patienten erreicht, der an Polymyositis litt.

Tabelle 10: Patienten mit Myositis. Dargestellt sind die Myositisform, das Alter sowie die CNF

und RRF.
Myositisform Alter CNF RRF
IBM 46 n.a. 0
IBM 64 1,38 0,09
Polymyositis 70 3,03 0,22
Polymyositis 77 6,41 0,59
Polymyositis 76 13,83 1,198
Polymyositis 60 3,27 0,63
Dermatomyositis 63 3,13 0,45
Dermatomyositis 71 0,19 0
66 4,46 0,38
Fasern in %
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Abbildung 7: Patienten mit Myositis. Dargestellt sind die CNF und RRF von 8 Patienten mit

der jeweiligen Myositisform
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3.7 Patienten mit Amyotropher Lateralsklerose

Es wurden von allen 17 Patienten Muskelpraparate mit der Cytochrom-c-Oxidase
angefertigt und untersucht. Der Durchschnitt der der ausgezahlten CNF betrug 0,19
% in dieser Farbung (SD=0,26). In sechs Praparaten fand sich keine einzige CNF.
Der Maximalwert betrug 0,968 %. Von 14 der 17 Patienten wurde eine Gomori-

Trichrom-Farbung angefertigt. Keine wies eine RRF auf.

Fasern in %

1,2

=)

968

m CNF
O RRF

0,19

0,132
0,0469
00 00 00 00 OIOOOOOIOO

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

Patienten

Abbildung 8: Dargestellt sind die CNF und RRF von 17 Patienten mit amyotropher
Lateralsklerose
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Tabelle 11: 17 Patienten mit amyotropher Lateralsklerose. Aufgelistet sind das Alter, CNF
und RRF

Alter CNF RRF
71 0,968 n.a.
66 0,29 0
60 0,178 0
67 0,505 0
62 0,458 0
43 0 0
46 0 0
40 0 0
53 0,267 n.a.
64 0,192 0
52 0 0
66 0,0469 0
61 0,132 0
45 0 0
45 0 0
63 0,19 0
63 0 n.a.
57 0,19 0

3.8 Zusammenfassung der Ergebnisse
Im Folgenden werden die Ergebnisse der einzelnen Gruppen graphisch

zusammengefasst und neu aufgeschlusselt. So zeigen die Abbildungen 10 und 11

die statistisch zusammengefassten Ergebnisse der Patienten mit Mitochondriopathie.
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Tabelle 12: Zusammenfassung der Ergebnisse. Links die verschiedenen untersuchten
Gruppen, daneben die Anzahl der jeweils in den Gruppen untersuchten Patienten, der
Altersdurchschnitt in den Gruppen sowie die Anzahl der CNF und RRF mit Angabe der
Standardabweichung

Patienten Alter
Gruppe CNF [%] RRF [%]
[n] [Jahre]

Punktmutation 8 47 6,92 219
3243A>G (SD=9,36) | (SD=3,70)
8344A>G 1 33 39,8 0

11778G>A 1 49 0,2 0
7497G>A 1 50 79,4 47,8
Singulare 10,37 3,77
27 44
Deletionen (SD=10,93) | (SD=5,17)
Multiple 7,01 2,11
22 45
Deletionen (SD=6,72) | (SD=2,95)
Gesunde 0,14 0,01
16 48,4
Kontrollen (SD=0,17) | (SD=0,04)
4,46 0,38
Myositis 8 66
(SD=4,56) | (SD=0,41)
0,19 0
ALS 17 57
(SD=0,26) (SD=0)
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m CNF
m RRF

Zusammenfassung der Ergebnisse
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Abbildung 9: Dargestellt sind die CNF und RRF der jeweils untersuchten Gruppen

CNF in %

50+
40-
30
20- o
104
0 L —— ! ?

¥ & &

o 2 20
> S o
Q Q
.;&‘0 . &0
&S <&

Abbildung 10: Zusammenfassung der Ergebnisse der CNF in den Gruppen der Patienten mit
Mitochondriopathie, hier dargestellt fir die 8 Patienten mit der Punktmutation 3243A>G, den
27 Patienten mit singularen Deletionen und den 22 Patienten mit multiplen Deletionen der
mtDNA (angegeben sind hier Minimum und Maximum, unteres und oberes Quartil sowie der

Median)
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Abbildung 11: Zusammenfassung der Ergebnisse der RRF in den Gruppen der Patienten mit
Mitochondriopathien aufgeteilt in die Gruppen mit der Punktmutation 3243A>G, die
singuldren Deletionen und die multiplen Deletionen (angegeben sind hier Minimum und
Maximum, unteres und oberes Quartil sowie der Median)
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Abbildung 12: Myohistologische Veranderungen in der kombiniert sequentiellen COX/SDH-
Farbung; a zeigt die typische mosaikartige Verteilung der Fasern im Muskelpraparat sowie
zwei Fasern, die Anteile von braun mit anzeigt und so nicht als CNF gewertet wurde (**); b
zeigt zwei typische CNF (*); c und d zeigen jeweils typische CNF (*)
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\ 3 ) i) {

Abbildung 13: Myohistologische Veranderungen in der modifizierten Gomori-Trichrom
Farbung. a-c und e zeigen typische RRF (*), die sowohl die typische rote Anfarbung als auch
die zerrissene Struktur der Muskelfaser zeigen; in d und f sind Muskelfasern dargestellt (**)
die zwar eine rote Anfarbung aufweisen, jedoch nicht die typische zerrissene Struktur
aufweisen und somit nicht als RRF gewertet wurden
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4 Diskussion

4.1 Beziehungen zwischen dem Alter und der Anzahl der betroffenen
Muskelfasern

Wie bereits in der Einleitung erwahnt werden RRF und CNF nicht nur bei
Mitochondriopathien, sondern auch bei gesunden Patienten im Alter beschrieben. So
wurde bei gesunden Patienten im Alter zwischen 60 und 90 Jahren in 66 — 83 % in
der Muskulatur der Extremitaten und in 75 — 100 % im Diaphragma CNF gefunden
[73]. Auch RRF wurden bei gesunden Kontrollen beobachtet [18]. Daher wurden in
der Arbeit ebenfalls 16 gesunde Patienten untersucht, um sowohl
mitochondriopathietypische myohistologische Veranderungen zu zeigen, als auch die
Altersverteilung zu beobachten.

Es konnten im eigenen Patientengut ebenfalls in den gesunden Kontrollen CNF und
bei einem Patienten RRF nachgewiesen werden. Der Durchschnitt an CNF betrug in
der Gruppe 0,14 %, der der RRF 0,01 %. Der Alterdurchschnitt in dieser Gruppe lag
bei 48 Jahren und entspricht in etwa dem Durchschnitt der Patienten mit
Mitochondriopathie.

0,7 -

0,6 L g

0,5

0,4 &

CNF in %
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02 . /.
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0,1 *
.

0 10 20 30 40 50 60 70 80
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Abbildung 14: Alterskorrelation der gesunden Kontrollen; auf der x-Achse ist das Alter
aufgetragen, auf der y-Achse die Anzahl der CNF in %; die Korrelationsgrade zeigt einen
Anstieg der CNF mit zunehmendem Alter, der jedoch statistisch nicht signifikant ist (p=0,057,
r=0,48)
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In den untersuchten gesunden Kontrollen scheint ebenfalls ein Zusammenhang des
Alters und der CNF zu bestehen, was in Abbildung 14 dargestellt ist. Der
Zusammenhang ist statistisch jedoch knapp nicht signifikant (p=0,057), der
Korrelationskoeffizient r mit 0,48 eher gering.

Dies kann allerdings an der kleinen Gruppe der gesunden Kontrollen liegen (n=16).
Es konnte also sowohl einen Anstieg der CNF mit zunehmenden Alter, als auch
mitochondriopathietypische = myohistologische Veranderungen bei gesunden
Kontrollen gezeigt werden.

Bei den Patienten mit Mitochondriopathien konnte kein Zusammenhang zwischen
dem Alter und der Anzahl der betroffenen Muskelfasern in der Muskelbiopsie
hergestellt werden. Der Korrelationskoeffizient betragt -0,14 fur die CNF und 0,01 fur
die RRF. Sowohl fur die CNF als auch fur die RRF konnte keine statistische
Signifikanz mit dem Alterszusammenhang gezeigt werden (CNF: p=0,29; RRF:

p=0,97). Das Ergebnis ist in den Abbildungen 15 und 16 dargestellt.
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Abbildung 15: Alterskorrelationen der Patienten mit Mitochondriopathie; auf der x-Achse ist
das Alter aufgetragen, auf der y-Achse die betroffenen CNF in %. Die Grafik zeigt, dass
keine Korrelation zwischen dem Alter und den betroffenen Fasern besteht (CNF: p=0,29;
r=-0,14)

45



4 Diskussion

60
50
*

40
2
£
w 30
14
14

20

*
*
3 *
10 * R A [
*
* * *
o * s ’t “: * g0 R ¢
O T T
0 10 20 30 40 50 60 70 80
Alter in Jahren

Abbildung 16: Alterskorrelationen der Patienten mit Mitochondriopathie; auf der x-Achse ist
das Alter aufgetragen, auf der y-Achse die betroffenen RRF in %. Die Grafik zeigt, dass
keine Korrelation zwischen dem Alter und den betroffenen Fasern besteht (RRF: p=0,97;
r=0,01)

4.1.1 Vergleich der RRF und CNF bei Patienten mit Mitochondriopathien = 50 Jahre
und < 50 Jahre

Um die Verteilung der RRF und CNF bei Patienten mit Mitochondriopathien im Bezug
auf das Alter noch weiter zu untersuchen, wurden die Ergebnisse der Patienten mit
einem Alter groRer 50 Jahre und darunter verglichen. Auch hier wurden die Werte
der CNF und der RRF getrennt voneinander betrachtet.

Es wurden 18 Patienten mit RRF untersucht die alter oder gleich 50 Jahre alt waren.
Junger waren 37 Patienten. Der Durchschnitt der ausgezahlten RRF bei den
Patienten = 50 Jahre betrug 0,83 %. Der Durchschnitt in der Gruppe < 50 Jahre
betrug 0,7 %. Der Unterschied ist statistisch nicht signifikant (p=0,3778). Das
Ergebnis wird in Abbildung 17 gezeigt.
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Abbildung 17: RRF bei Patienten mit Mitochondriopathien = 50 Jahre und < 50 Jahre; links
die Patienten, die zum Untersuchungszeitpunkt = 50 Jahre alt waren, rechts die Patienten <
50 Jahre; auf der y-Achse sind die RRF in % aufgetragen (angegeben sind hier Minimum
und Maximum, unteres und oberes Quartil sowie der Median)

Analog hierzu wurden die CNF bei Patienten mit Mitochondriopathien = 50 Jahre und
< 50 Jahre betrachtet. Hier wurden 18 Patienten = 50 Jahre und 41 <50 Jahre
untersucht. Der Durchschnitt der alteren Gruppe betrug 5,6 % CNF. Der Durchschnitt
bei den Patienten < 50 Jahre betrug 4 % CNF. Der Unterschied zwischen den beiden
Gruppen ist statistisch ebenfalls nicht signifikant (p=0,2316). Abbildung 18 zeigt das
Ergebnis.

Bei den hier vorgestellten Patienten mit Mitochondriopathien handelt es sich um die
Patienten mit der Punktmutation 3243A>G, den Patienten mit den Punktmutationen
8344A>G, 11778A>G, 7497G>A sowie den Patienten mit singularen und multiplen
Mutationen der mtDNA.
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Abbildung 18: CNF bei Patienten mit Mitochondriopathien = 50 Jahre und < 50 Jahre; links
die Patienten, die zum Untersuchungszeitpunk = 50 Jahre alt waren, rechts die Patienten,
die < 50 Jahre alt waren; der Unterschied zwischen den beiden Gruppen ist statistisch nicht
signifikant (p=0,23) (angegeben sind hier Minimum und Maximum, unteres und oberes
Quartil sowie der Median)

Bei Patienten ohne Mitochondriopathien wird ein Anstieg der RRF und CNF mit
zunehmendem Alter beobachtet. Die Ursache wird in einem Defekt der
mitochondrialen Atmungskette mit Generierung freier Radikale vermutet [58, 73]. Bei
den untersuchten gesunden Kontrollen findet sich der Anstieg der CNF mit
zunehmendem Alter bestatigt. Auch fur die Patienten mit Mitochondriopathie wird
eine Zunahme der betroffenen CNF und RRF mit steigendem Alter vermutet und
entsprechend grofere Prozentzahlen an Fasern bei alteren Patienten fur die
Diagnosestellung gefordert [65]. In den hier untersuchten Patienten mit
Mitochondriopathie konnte ein Anstieg der RRF und CNF mit zunehmendem Alter
der Patienten nicht bestatigt werden. Eine Entsprechende Forderung nach hdheren
Prozentzahlen mit zunehmendem Alter zur Diagnosestellung ist also kritisch zu
uberdenken, da bei den gesunden Kontrollen eine entsprechender Anstieg gezeigt
werden konnten, wenn auch nicht statistisch signifikant.
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4.2 Vergleich der CNF und RRF in paretischen und nichtparetischen Muskeln bei
Patienten mit Mitochondriopathien

Bisher liegen wenige Studien zur Beziehung der Anzahl der affektierten
Muskelfasern bei Patienten mit Mitochondriopathien und dem Paresegrad des
bioptierten Muskels vor. Ein statistisch signifikanter Zusammenhang konnte bisher
nicht gezeigt werden [16]. In der vorliegenden Arbeit wurde dieser Zusammenhang
untersucht, um gegebenenfalls eine Beziehung aufzuzeigen.

Bei den meisten Patienten mit Mitochondriopathien konnte wir anhand der Arztbriefe
und der myohistologischen Befunde sowohl der bioptierte Muskel, als auch der
Paresegrad des bioptierten Muskels ermittelt werden. Es wurden die Werte sowohl
fur die CNF als auch fur die RRF verglichen. In dem hier vorgestellten Patientengut
der Patienten mit Mitochondriopathien handelt es sich um die Patienten mit der

Punktmutation 3243A>G, Patienten mit singularen und multiplen Deletionen.

4.2.1 Vergleich der CNF in paretischen und nichtparetischen Muskeln

Zuerst wird der Vergleich der CNF aus paretischen und nichtparetischen
Muskelfasern vorgestellt. Der Stichprobenumfang ist jedoch insgesamt klein. So
wurden nur 9 Proben aus paretischen Muskeln bioptiert, dem stehen 34 aus klinisch
unauffalligem Muskel gegenuber. Der Durchschnitt der CNF aus paretischen
Muskeln betragt 8 %. Der Durchschnitt der CNF aus klinisch unauffalligem Muskel
betragt 6,15 %. Abbildung 19 zeigt das Ergebnis.
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Abbildung 19: CNF aus bioptierten paretischen und nichtparetischen Muskeln bei Patienten
mit Mitochondriopathien; links das Ergebnis der 9 Patienten, deren Biopsie aus einem
paretischen Muskel gewonnen wurde; rechts das Ergebnis der 34 Patienten, deren Biopsie
aus Kklinisch unauffalligem Muskel gewonnen wurde; der Unterschied ist statistisch nicht
signifikant (p=0,4675) (angegeben sind hier Minimum und Maximum, unteres und oberes
Quartil sowie der Median)

Vergleicht man nun die zwei Gruppen gegeneinander, so ist der Unterschied der
CNF bei Patienten mit Mitochondriopathien in paretischen und nichtparetischen
Muskeln statistisch nicht signifikant (p=0,4675).

4.2.2 Vergleich der RRF in paretischen und nichtparetischen Muskeln

Analog der CNF wurden auch die RRF hinsichtlich der Biopsie aus paretischen und
nichtparetischen Muskeln untersucht. Auch hier war der Stichprobenumfang vor
allem die RRF aus paretischen Muskeln betreffend klein. Es wurden 9 Patienten aus
paretischen Muskeln bioptiert, bei 32 erfolgte die Muskelbiopsie aus klinisch
unauffalliger Muskulatur.
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Abbildung 20: RRF aus bioptierten paretischen und nichtparetischen Muskeln bei Patienten
mit Mitochondriopathien; links 9 Patienten, deren Biopsie aus einem paretischen Muskel
gewonnen wurde, rechts 32 Patienten, bei denen die Biopsie aus klinisch unauffalligem
Muskel gewonnen wurde. Der Unterschied ist statistisch nicht signifikant (p=0,3634)
(angegeben sind hier Minimum und Maximum, unteres und oberes Quartil sowie der Median)

Auch hier ist der Unterschied in den zwei Gruppen statistisch nicht signifikant
(p=0,3634).

Es muss jedoch festgestellt werden, dass in beiden Gruppen der Umfang der
Gruppe, in dem aus paretischen Muskeln eine Biopsie gewonnen wurde klein ist (n
jeweils 9).

4.3 Diagnosestellung einer Mitochondriopathie Uber die Muskelbiopsie

Wie schon in der Einleitung erwahnt ist die Diagnosestellung einer
Mitochondriopathie aufgrund der genetischen Heterogenitat, der verschiedenen
Phanotypen und des fehlen eines diagnostischen Goldstandards schwierig. Vor
allem wenn andere Regionen als die Skelettmuskulatur oder das zentrale
Nervensystem primar betroffen sind ist die fruhzeitige Diagnose sehr schwierig [74].
Mehrere Arbeiten beschreiben die Muskelbiopsie mit dem Nachweis von RRF oder
CNF als bestes diagnostisches Mittel [11, 55].
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Rollins et al. beschreiben in ihrer Arbeit hingegen spezifische Veranderungen fir
Mitochondriopathien in der Lichtmikroskopie nur bei einer Minderheit der
untersuchten Falle. So fanden sie nur bei 2,5 % der untersuchten Patienten RRF in
der Gomori-Trichrom Farbung und in 6,8 % der Falle CNF. Hier muss jedoch kritisch
angemerkt werden, dass nur Patienten untersucht wurden, bei denen klinisch eine
Mitochondriopathie vermutet wurde und der Altersdurchschnitt der untersuchten
Patienten bei zwolf Jahren lag [75].

Wie in der Einleitung erwahnt ist die kombiniert-sequentielle COX-SDH Farbung ein
gutes Mittel, um eine mtDNA Mutation aufzuzeigen. Bei den in der vorliegenden
Arbeit untersuchten Patienten mit Punktmutationen oder Deletionen der mtDNA
lieBRen sich bei allen CNF in der kombiniert-sequentiellen COX-SDH Farbung
nachweisen. Die Bandbreite der Ergebnisse ist jedoch sehr grol3 und reicht von 0,2%
CNF bis zu 79,4 % CNF. Der niedrigste Wert von 0,02 % wurde bei einem Patienten
mit LHON ermittelt. Da die zugrunde liegende LHON-Mutation 11778 in einer
Komplex I-Untereinheit liegt und nicht die COX betrifft, muss man davon ausgehen,
dass bei diesem Patienten kein kausaler Zusammenhang besteht. Wie in der
Literatur beschrieben und bereits erwahnt waren auch in den hier untersuchten
gesunden Kontrollen sowie bei Patienten mit Myositis und ALS vereinzelte CNF
nachweisbar.

Von Bernier et al. wurden als ein Major-Kriterium zur Diagnosesicherung einer
Mitochondriopathie > 2 % CNF gefordert. Dieser Cutt Off-Wert wurde ebenfalls fur
das eigene Patientengut benutzt. Es wurden alle untersuchten Patienten mit
Mitochondriopathie in einer Gruppe zusammengestellt und diese zunachst nur den

gesunden Kontrollen gegenuber gestellt.
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Abbildung 21: CNF bei Patienten mit Mitochondriopathie und bei gesunden Kontrollen; links
die Werte fir die CNF bei den Patienten mit Mitochondriopathie, rechts die gesunden
Kontrollen (angegeben sind hier Minimum und Maximum, unteres und oberes Quartil sowie
der Median)

Der Durchschnitt der CNF bei allen untersuchten Patienten mit Mitochondriopathie
(n=59) betrug 10,23 %. Der Durchschnitt in den gesunden Kontrollen (n=16) betrug
0,136 % CNF.

Benutz man 2 % als Cut Off Wert so ergibt sich eine Sensitivitat von 0,69 und eine
Spezifitat von 1. Die Gruppe unserer gesunden Kontrollen ist mit 16 Patienten
allerdings nicht sehr grof3. Da wie oben beschrieben auch bei anderen Erkrankungen
CNF und RRF beschriecben werden wurden die CNF der Patienten mit
Mitochondriopathien nicht nur den gesunden, sondern allen Kontrollgruppen
gegenubergestellt, das heil3t neben den gesunden Kontrollen auch den Patienten mit
Myositis und ALS. Da die schon vorher bestimmte Sensitivitat fur 2 % CNF bei
lediglich 0,69 lag, wurde hier 1 % CNF als Cut Off Wert gewahlt. So lag dann die
Sensitivitat fur 1 % CNF als diagnostisches Kriterium zur Feststellung einer
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Mitochondriopathie bei 0,86. Die Spezifitat lag bei 0,85. Der positiv pradiktive Wert
lag bei 0,89.

Die RRF werden ebenfalls als gutes diagnostisches Kriterium fur eine
Mitochondriopathie beschrieben [65]. Es wurden zunachst alle Patienten mit
Mitochondriopathie den gesunden Kontrollen gegenubergestellt und auf das
Vorhandensein jeglicher RRF getestet. Hier zeigte sich fur das Vorhandensein von
RRF bei Patienten mit Mitochondriopathie eine Sensitivitat von 0,86 und Spezifitat
von 0,94. Der positive pradiktive Wert lag bei 0,98.
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Abbildung 22: RRF bei Patienten mit Mitochondriopathie und bei gesunden Kontrollen; links
die RRF bei Patienten mit Mitochondriopathie, rechts die RRF bei unseren gesunden
Kontrollen (angegeben sind hier Minimum und Maximum, unteres und oberes Quartil sowie
der Median)

Auch fur die RRF wurden die Patienten mit Mitochondriopathie zusatzlich allen
Kontrollgruppen gegenuber gestellt und die Gruppen auf RRF als diagnostisches

Kriterium Uberpruft.
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So ergab sich fur das Vorhandensein von RRF als diagnostisches Kriterium fur
Patienten mit Mitochondriopathie eine Sensitivitat von 0,86. Die Spezifitat betrug 0,82
und der positiv pradiktive Wert lag bei 0,87.

Zusammenfassend lasst sich somit feststellen, dass das Vorhandensein von 1 %
CNF in einem Muskelpraparat in der kombiniert sequentiellen COX-SDH-Farbung
ein gutes diagnostisches Kriterium fur das Vorliegen einer Mitochondriopathie
darstellt. Es darf jedoch nicht das einzige Kriterium bleiben, sondern es muissen
weitere, beispielsweise klinische Kriterien vorliegen.

Das Vorhandensein von RRF ist ebenfalls ein gutes diagnostisches Kriterium zur
Diagnosestellung einer Mitochondriopathie. Da sich aber auch bei Patienten mit
Myositis vereinzelte RRF in der Muskelbiopsie fanden, was so auch von Rifai et al.
vorbeschrieben war [57], kann auch hier das Vorhandensein von RRF in einer
Muskelbiopsie nicht das alleinige diagnostische Kriterium bleiben. Auf der anderen
Seite illustriert z.B. das Fehlen von RRF in der Muskelprobe einer Patientin mit
MERRF die Problematik der begrenzten Sensitivitat der myohistologischen
Untersuchung. Selbst beim MERRF-Syndrom, bei dem der Nachweis der RRF
namensgebend war, konnen RRF manchmal fehlen [26]. Erst durch den Nachweis
vieler CNF (39,8 %) fanden sich bei dieser Probe klare Hinweise auf eine
Mitochondriopathie.

Zur Erhdhung der diagnostischen Sicherheit ist es daher in der Routinediagnostik
wichtig, sowohl eine modifizierte Gomori-Trichrom-Farbung, als auch eine kombiniert
sequentielle COX-SDH-Farbung durchzufuhren.

Schliellich zeigen die Ergebnisse, dass bei klinischem Verdacht auf eine
Mitochondriopathie trotz nicht Uber das normale Mald hinausgehenden
myohistologischen mitochondrialen Veranderungen eine molekulargenetische
Diagnosesicherung maoglich ist. Daher sollte bei Patienten, die beispielsweise das
klassische Bild einer CPEO zeigen, trotz eines unauffalligen Muskelbiopsiebefundes
stets eine molekulargenetische Untersuchung der mtDNA hinsichtlich Mutationen
oder Deletionen erfolgen.
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4.4 Vergleich der myohistologischen Veranderungen der Patienten mit Myositis und

der gesunden Kontrollen

Wie bereits in der Einleitung erwahnt zeigen auch Patienten mit Verschiedenen
Formen der Myositis Veranderungen in der Muskelbiopsie, die sonst als typische
Veranderungen bei Patienten mit Mitochondriopathien beschrieben sind [76].

Rifai et al. beobachteten RRF bei untersuchten gesunden Kontrollen sowie bei
Patienten mit Myositis [57]. Die Anzahl an gefundenen RRF bei Patienten mit
Myositis wird hier ohne Unterschied zu den altersgleichen gesunden Kontrollen
angegeben. RRF zeigten sich bei den untersuchten gesunden Kontrollen in
wesentlich hoherem Male bei alteren Patienten (0,33 % RRF bei einem
Altersdurchschnitt von 67 Jahren) als bei den jungeren Patienten (0,02 % RRF bei
einem Altersdurchschnitt von 25 Jahren), so dass hier die Vermutung aufgestellt
wird, dass die Anzahl von RRF mit dem Alter ansteigt. Weiterfihrend wird von Rifai
et al. postuliert, dass das Vorhandensein von RRF in einer Muskelbiopsie nicht als
singulares Kriterium herangezogen werden sollte, eine mitochondriale Myopathie zu
diagnostizieren, insbesondere bei alteren Patienten.

Oldfors et al. beschreiben eine groRere Anzahl CNF bei Patienten mit
Einschlusskorpermyositis im Vergleich zu altersgleichen gesunden Kontrollen. Hier
wurden drei Patienten mit Einschlusskorpermyositis untersucht (39, 60 und 71 Jahre
alt), die alle 2-5 % CNF aufwiesen. Die untersuchten Zellen zeigten eine grofRe
Anzahl mtDNA Deletionen [76]. Bei den in dieser Arbeit untersuchten gesunden
Kontrollen (insgesamt 9 Patienten) wurden weniger als 1 % CNF beobachtet.

Brierley et al. konnten zeigen, dass CNF von gesunden alteren Patienten grolie
Mengen mutierter mtDNA enthielten. Im Gegenzug wurde bei keiner untersuchten
Cytochrom-c-Oxidase positiven Muskelfaser ein Anhalt fur mutierte mtDNA
gefunden. Hieraus wurde geschlussfolgert, dass mtDNA Mutationen eine grof3e Rolle
bei der altersabhangigen Verschlechterung der Muskelfunktion haben [58].

Von uns wurden insgesamt 8 Patienten mit verschiedenen Formen von Myositis
untersucht, zwei litten an Einschlusskorpermyositis, zwei an Dermatomyositis und
vier an Polymyositis. Der Durchschnitt der ausgezahlten CNF betrug 4,46 %, der an
RRF betrug 0,38 %. Das Durchschnittsalter der Gruppe betrug 66 Jahre.
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Abbildung 23: CNF und RRF bei Patienten mit Myositis und bei den gesunden Kontrollen;
links CNF bei unseren gesunden Kontrollen im Vergleich mit CNF bei den untersuchten
Patienten mit Myositis; rechts analog die RRF bei gesunden und bei unseren Myositis-
Patienten (angegeben sind hier Minimum und Maximum, unteres und oberes Quartil sowie
der Median)

Es konnte im eigenen Patientengut im Vergleich der CNF bei Patienten mit Myositis
und bei den gesunden Kontrollen ein statistisch signifikanter Unterschied der Fasern
gezeigt werden. Im Vergleich der RRF bei unseren Myositispatienten und den
gesunden Kontrollen ist der Unterschied statistisch nicht signifikant.

Wie in der Literatur vorbeschrieben finden sich CNF und RRF auch bei Patienten mit
Myositis. Im Vergleich zu unseren gesunden Kontrollen zeigen sich auch hier
deutliche Unterschiede, im Fall der CNF sogar statistisch signifikant. Dies bestatigt
die These, dass CNF und RRF fur die Diagnosestellung einer mitochondrialen
Enzephalomyopathie nicht das einzige diagnostische Kriterium sein konnen. Die
Ursache der gemeinsamen myohistologischen Veranderungen bei
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Mitochondriopathien und Myositis ist nach wie vor unklar. Ein Defekt in den nDNA
Genen POLG1, ANT1 und C10o0rf2, die mit multiplen Deletionen der mtDNA
assoziiert sind wurde bei Patienten mit Myositis ausgeschlossen [77]. Eine
Beeintrachtigung des Elektronentransports in der Atmungskette konnte fur Patienten
mit Dermatomyositis, die in der Muskelbiopsie typische Veranderungen fur
Mitochondriopathien zeigten, ebenfalls ausgeschlossen werden [78].

Was erwahnt werden muss, ist dass die Auswertung der Muskelpraparate der
Patienten mit Myositis aufgrund der myositisspezifischen Veranderungen, wie die
Degeneration der Muskelfaser sowie die perivendse Infiltrate von Plasmazellen [79],

deutlich erschwert war.

4.5 Myohistologische Veranderungen bei Patienten mit ALS

Da der Zusammenhang zwischen Defekten der Mitochondrien und
neurodegenerativen Erkrankungen, so auch der amyotrophen Lateralsklerose
diskutiert wird [39, 80], wurden 17 Patienten mit ALS auf das vorliegen von
mitochondriopathietypischen myohistologischen Veranderungen untersucht. Es
fanden bei diesen Patienten durchschnittich 0,19 % CNF, was in etwa dem
Durchschnitt unserer gesunden Kontrollgruppe von 0,14 % CNF entspricht. RRF
konnten bei keinem Patienten mit ALS in der Muskelbiopsie gefunden werden. Somit
konnte festgestellt werden, dass RRF und CNF kein histologisches Zeichen einer
ALS sind.
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Abbildung 24: Vergleich der Ergebnisse der gesunden Kontrollen und der Patienten mit ALS;
ganz links die CNF unserer gesunden Kontrollen, daneben die CNF bei den Patienten mit
ALS, daneben die RRF unserer gesunden Kontrollen neben den RRF der Patienten mit ALS
(angegeben sind hier neben den Einzelwerten der Mittelwert und die Standardabweichung)

4.6 Problematik von Ragged-red like- und intermediaren Fasern

Wie bereits erwahnt gelten RRF und CNF als gutes Mittel um typische
myohistologische Veranderungen bei Mitochondriopathien aufzuzeigen [11, 55]. Die
Auswertung der Muskelpraparate in der Praxis gestaltet sich jedoch manchmal
schwierig. Ursache hierfur sind einerseits die unterschiedliche Qualitat der
angefertigten Muskelpraparate, andererseits auch die Unsicherheit der Deklaration

der einzelnen Fasern. Im Material und Methoden-Teil wurden die genauen Kriterien
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fur CNF und RRF beschrieben, es muss jedoch darauf hingewiesen werden, dass es
Zwischentypen geben kann. Im Fall der RRF wird von Ragged-red like Fasern
gesprochen. Diese zeigen eine subsarcolemmale Anreicherung des roten
Farbstoffes, jedoch keine typische zerrissene Struktur. Bei den CNF gibt es die so
genannten intermediaren Fasern, die sich nicht komplett blau anfarben, sondern
noch deutliche braune Anteile in derselben Muskelfaser zeigen und nicht komplett
COX-negativ sind. In den analysierten Schnitten waren sowohl die Ragged-red-like-
Fasern als auch intermediare COX-Fasern in vielen Praparaten zu erkennen. Da bei
diesen Fasern aber der Ubergang zum Normalen flieBend ist und keine klare

Unterscheidung maoglich ist, wurde auf eine Analyse verzichtet.
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5 Zusammenfassung

Aufgrund der ausgepragten Heterogenitat der Mitochondriopathien ist die
Diagnosestellung vielfach schwierig [81]. Da die Pravalenz der Erkrankung bislang
unterschatzt wurde, ist die Etablierung eines diagnostischen ,Goldstandards® wichtig.
Die Muskelbiopsie gilt als eins der sichersten Mittel, um eine Mitochondriopathie zu
diagnostizieren [41, 48, 82], obwohl typische histologische Kriterien fir die
Mitochondriopathien wie RRF und CNF auch bei gesunden Patienten hoheren Alters,
sowie anderen neuromuskularen Erkrankungen (u.a. verschiedenen Formen der
Myositis und ALS) beschrieben werden [57, 60]. In der vorliegenden Arbeit sollen
anhand eines grof3en Patientenkollektivs die Veranderungen in der Muskelbiopsie
quantifiziert werden und so Ruckschlisse auf die Sensitivitat und Spezifitat der RRF
und CNF als diagnostisches Kriterium gezogen werden. Hiefir wurden Patienten mit
Mitochondriopathien untersucht, denen verschiedene Gendefekte zugrunde lagen.
Des Weiteren wurden die CNF und RRF bei einer gesunden Kontroligruppe sowie
bei Patienten mit Myositis und ALS quantifiziert. Fordert man fur Patienten mit
genetisch gesicherten Mitochondriopathien = 1 % CNF in der kombiniert
sequentiellen COX-SDH Farbung als diagnostischen Cut-Off Wert, so liegt die
Sensitivitat bei 0,86, die Spezifitat bei 0,85 und der positiv pradiktive Wert bei 0,89.
So lasst sich zusammenfassend sagen, dass das Vorhandensein von = 1 % CNF in
einer Muskelbiopsie ein gutes diagnostisches Kriterium ist. Analog zu den CNF
wurden die Patienten in der modifizierten Gomori-Trichrom Farbung auf RRF
untersucht. Hier wurde Uberhaupt schon das Vorhandensein einer RRF als Kriterium
bewertet und hierfir in dem Patientengut eine Sensitivitat von 0,86, eine Spezifitat
von 0,94 und ein positiv pradiktiver Wert von 0,98 festgestellt. So lasst sich
abschliefend sagen, dass RRF eine sehr hohe Spezifitat fir das Vorliegen einer
Mitochondriopathie besitzen.

Da in der Literatur CNF und RRF bei Patienten mit Mitochondriopathien mit
zunehmendem Alter und auch bei gesunden Alteren gehauft beschrieben werden
[18, 58, 65, 73] untersuchten wird die Altersbeziehungen in unseren
Patientengruppen. In der Gruppe der gesunden Kontrollen konnten wenige CNF und
lediglich bei einem von sechzehn untersuchten Patienten RRF nachgewiesen
werden. Die Anzahl der CNF war mit steigendem Alter ebenfalls zunehmend, die
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Zunahme war jedoch statistisch nicht signifikant und der Korrelationskoeffizient
betrug 0,48. Des Weiteren wurden in der Gruppe der Patienten mit
Mitochondriopathien die Verteilung der CNF und RRF jeweils auf das Alter Bezug
nehmend untersucht. Hier zeigte sich eine Normalverteilung der pathologischen
Muskelfasern, so dass sich eine Zunahme der CNF und RRF bei Patienten mit
Mitochondriopathien im Alter nicht bestatigen Iasst.

Bei Patienten mit verschiedenen Formen der Myositis sind
mitochondriopathietypische Veranderungen wie RRF und CNF in der Muskelbiopsie
beschrieben [57, 62, 63, 76]. Auch die untersuchten Patienten mit Myositis wiesen
diese Veranderungen auf. Im Vergleich zu den gesunden Kontrollen war die Anzahl
der CNF statistisch signifikant erhoht. Auch die Zahl der RRF war im Vergleich zu
den Kontrollen erhoht, statistisch jedoch nicht signifikant.

Da ein Zusammenhang zwischen Defekten der Mitochondrien und
neurodegenerativen Erkrankungen diskutiert wird [39, 80] wurden Patienten mit
amyotropher Lateralsklerose auf das Vorliegen von RRF und CNF untersucht. Dabei
fanden wir 0,19 % CNF, was in etwa unseren gesunden Kontrollen (0,14 % CNF)
entspricht und keine RRF. Dies zeigt, dass CNF und RRF kein histologisches
Zeichen einer ALS sind.

Es gibt bisher wenige Studien zur Frage des Zusammenhangs zwischen der Anzahl
der RRF und CNF sowie des Paresegrades der bioptierten Muskulatur. In der
vorliegenden Arbeit wurden daher die Werte der CNF und RRF bei Patienten mit
Mitochondriopathien, die aus paretischen und nicht paretischen Muskeln gewonnen
wurden, verglichen. Es konnte kein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen
dem Paresegrad der Muskulatur und der absoluten Anzahl der CNF und RRF gezeigt

werden.
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7 Thesen

7 Thesen

1.

Ragged-red Fasern in der modifizierten Gomori-Trichrom Farbung haben
in dem untersuchten Patiengut eine hohe Spezifitat (0,94) und eine gute

Sensitivitat (0,86) fur das Erkennen einer Mitochondriopathie

2 1 % CNF in der kombiniert sequentiellen COX-SDH Farbung haben in
dem Patientengut eine gute Sensitivitat (0,86) und gute Spezifitat (0,85)

Mit zunehmendem Alter zeigen auch gesunde Patienten wenige CNF
(0,14%) in der Muskelbiopsie. RRF werden bei gesunden fast Uberhaupt
nicht beobachtet (0,01%).

Patienten mit Mitochondriopathien, die alter als 50 Jahre sind, zeigen nicht
mehr RRF und CNF als Patienten unter 50 Jahre.

Patienten mit Myositis zeigen statistisch signifikant mehr CNF als gesunde
Kontrollen. Sie zeigen ebenfalls mehr RRF als die gesunden Kontrollen,

dies ist statistisch jedoch nicht signifikant.

RRF und CNF finden sich bei Patienten mit amyotropher Lateralsklerose
nicht haufiger als bei gesunden Kontrollen.

Es besteht kein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen der
Anzahl der CNF sowie RRF und dem Paresegrad des bioptierten Muskels.
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