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Referat

Zielstellung: Eine chronisch progressive externe Ophthalmoplegie (CPEO) kann sowohl als
Einzelsymptom, als auch im Zusammenhang mit einer unterschiedlichen Multisystem-
Symptomatik auftreten (CPEO-plus). Eine besonders schwere Form ist das Kearns-Sayre-
Syndrom (KSS). Bis heute ist die nosologische Entitit des KSS umstritten. Molekulargenetisch
findet man bei der sporadischen Form der CPEO in der Southern-Blot-Analyse aus Muskel-
DNA singulédre Deletionen der mitochondrialen DNA (mtDNA). Es wurde postuliert, dass sich
beim KSS im Gegensatz zur CPEO die Deletionen nicht nur in DNA aus Muskelgewebe,
sondern auch in Blutzellen nachweisen lassen. In der familidfren Form der CPEO fiihren
Mutationen der nukledren DNA zu multiplen Deletionen der mitochondrialen DNA.

Methoden: Es wurden 25 Patienten mit sporadischer CPEO und unterschiedlicher
Multisystembeteiligung untersucht, bei denen sich in der Southern-Blot-Analyse aus Muskel-
DNA eine singuldre mtDNA-Deletion gezeigt hatte. Zum sensitiven Nachweis von mtDNA-
Deletionen im Muskel, Blut und Urin wurden Long-Range-PCR-Untersuchungen durchgefiihrt,
bei denen unterschiedliche Elongationszeiten (10 Min., 4 Min., 2 Min.) zur Anwendung kamen.
Der Nachweis von Deletionen in mtDNA aus Muskel, Blut und Urin wurde zwischen Patienten
mit KSS (n=3) und CPEO mit unterschiedlicher Multisystemsymptomatik (n=22) verglichen.
Zusitzlich erfolgte die Long-Range-PCR-Untersuchung der mtDNA aus Muskel-, Blut- und
(teilweise) Urinproben von 15 Patienten mit CPEO sowie von einem Patienten mit einem
MELAS-Phinotyp, bei denen multiple Deletionen der mitochondrialen DNA in der PCR-
Untersuchung aus Muskelgewebe nachgewiesen wurden.

Ergebnisse: Bei allen Patienten mit der sporadischen CPEO-Form wurde die singuldre mtDNA -
Deletion auch in der Long-Range-PCR aus Muskel-DNA nachgewiesen. Die singuldre Deletion
war auch bei 11 von 25 Patienten in der Blut- bzw. bei 7 von 20 Patienten in der Urin-DNA
mittels der Long-Range-PCR nachweisbar. Die Sensitivitit der PCR nahm durch Verkiirzung
der Elongationszeit zu. Der Schweregrad der Symptomatik Kkorrelierte nicht mit der
Deletionsdistribution in den mitotischen Geweben, dem Heteroplasmiegrad im Muskel sowie
der Léange der singuliren mtDNA-Deletion. Der Deletionsnachweis in einem der mitotischen
Gewebe (Blut oder Urin) korrelierte signifikant mit einem fritheren Erkrankungsbeginn. Es
zeigte sich auch eine nicht signifikante Tendenz, dass der hohere Heteroplasmiegrad im Muskel
mit einem fritheren Erkrankungsbeginn einhergeht.

Die multiplen Deletionen der mitochondrialen DNA waren mittels Long-Range-PCR nur in der
Muskel-DNA nachweisbar. Die Verkiirzung der Elongationszeit ergab keinen zusétzlichen
Informationsgewinn. Der Patient mit einem MELAS-Phanotyp und multiplen mtDNA-
Deletionen im Muskel erwies sich als ,,compound heterozygot* fiir zwei Punktmutationen der
nukledren DNA im POLG1-Gen (R627Q und G848S).

Schlussfolgerungen: Der Nachweis von singuldren Deletionen der mtDNA aus mitotischen
Geweben (Blut und Urin) ist fir das KSS nicht spezifisch. Die Sensitivitit der PCR-
Untersuchung kann durch Verkiirzung der Elongationszeit erhht werden. Long-Range-PCR-
Untersuchungen sind im Vergleich zur Southern-Blot-Analyse, die bislang als Goldstandard in
der Diagnostik von mtDNA-Deletionen gilt, sensitiver und einfacher durchzufiihren. Die
vorliegenden Daten stiitzen die Annahme, dass das KSS keine eigene nosologische Entitdt zu
sein scheint, sondern eine der verschiedenen moglichen Symptomkonstellationen.

Rokicka, Anna: Long-PCR-Untersuchung bei Patienten mit CPEO und unterschiedlicher
Multisystembeteiligung. Halle, Univ. Med. Fak., Diss., 80 Seiten, 2011
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ATPase Adenosintriphosphatase
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CK Creatin-Kinase

CMRT Schiadel MRT

COX Cytochrom C-Oxidase
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CT Computer-Tomographie
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D-Loop displacement-loop, Kontrollregion
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HSP heavy strand promotor
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mMRNA messenger RNA, auch Boten-RNA
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ND NADH-Dehydrogenase (Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid-
Dehydrogenase)

oGTT oraler Glukosetoleranz-Test

OH Ursprung des schweren Strangs

oL Ursprung des leichten Strangs

PCR Polymerase-Kettenreaktion (Polymerase Chain Reaction)

PNS Peripheres Nervensystem

POLG Polymerase Gamma
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RNA Ribonukleinsdure

rRNA ribosomale RNA
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1 Einleitung

1.1 Die mitochondrialen Erkrankungen

Eine Erkrankungsgruppe, iiber die sich das Wissen in den letzten 20 Jahren schnell entwickelt
hat, sind die mitochondrialen Erkrankungen. Sie stellen eine Gruppe von klinisch, biochemisch
und genetisch heterogenen Erkrankungen dar, deren Grundlage in einer Stérung des oxidativen
Energiestoffwechsels liegt.

Eine fehlerhafte Kopplung des Protonengradienten der Atmungskette und der Phosphorylierung
von ADP in den Mitochondrien wurde zum ersten Mal 1962 von Luft beschrieben (Luft et al.,
1962) und legte eine Grundlage zur Erforschung der mitochondrialen Myopathien. Die von Luft
definierten drei charakteristischen Merkmale der mitochondrialen Erkrankungen: (1)
morphologische Verdnderungen der Mitochondrien, (2) charakteristische biochemische Defekte
und (3) klinische Multiorganmanifestation konnten in der ndchsten Dekade durch die
Entwicklung der histologischen und biochemischen Untersuchungsmethoden genauer
identifiziert werden. Obwohl die mitochondriale DNA (mtDNA) kurz darauf (Nass u. Nass
1963) entdeckt wurde, wurde die mtDNA-Sequenz erst 1981 entschliisselt (Anderson et al.,
1981).

Die erste pathogene Mutation der mitochondrialen DNA ist seit 1988 bekannt (Holt et al.,
1988). Damit wurde ein neues Feld der molekulargenetischen Forschung erschlossen.

Bereits im Jahr 2000 waren schon iiber 100 Punktmutationen (Servidei 2000) sowie unzihlige
mtDNA-Deletionen identifiziert. Die Liste der mtDNA-Mutationen wéchst bis heute weiter an.
Die molekulargenetische Forschung hat wesentlich zur Aufkldrung von Pathomechanismen und
genetischen Grundlagen einer der hdufigsten Mitochondriopathien im Erwachsenalter, der
chronisch progressiven externen Ophthalmoplegie und des selten auftretenden Kearns-Sayre-
Syndroms, beigetragen. Heutzutage beruht die Diagnosestellung nicht nur auf den klinisch-
deskriptiven Kriterien. Eine wesentliche Rolle wird hier der molekulargenetischen Diagnostik
eingerdumt.

Dies bedingt aber auch ein Uberdenken althergebrachter nosologischer Einteilungen sowie der

Definitionen verschiedener mitochondrialer Erkrankungen (Jaksch-Angerer et al., 1999).

1.2 Die Mitochondrien

Die Mitochondrien sind unter den intrazelluldren Organellen in biochemischer und
molekulargenetischer Hinsicht einzigartig. Die gewisse Autonomie der Mitochondrien mit der
Doppelmembran, dem  eigenstdndigen  genetischen ~ Material  (mtDNA), dem

Proteinsyntheseapparat sowie der mitochondrialen Atmungskette resultiert daraus, dass diese
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Organellen vor etwa 1,5-2 Billionen Jahren aus einer Symbiose frither Eukaryoten mit
Sauerstoff-produzierenden Bakterien entstanden sind.

Jede Zelle besitzt je nach Energiebedarf bis zu 1000 Mitochondrien, jedes Mitochondrium
enthilt zwischen 5 und 10 Kopien des mtGenoms, was insgesamt bis zu 10.000 mtDNA Kopien
(Polyplasmie) in einer einzelnen Zelle und damit mehr als 1% der gesamten Zell-DNA
ausmacht.

Das 16.569 Basenpaare lange, doppelstrangige und zirkuldre Molekiil ist duBerst kompakt
gebaut und bis auf die D-Loop-Region, die in die Initiation der DNA-Replikation und
Transkription involviert ist, besteht die mtDNA nahezu aus Exonen. Sie kodiert fiir 22
mitochondriale tRNAs, zwei ribosomale RNAs und 13 Proteine, die Untereinheiten der
Atmungskettenkomplexe 1, I1l, IV und V darstellen. Die Gene aller anderen Untereinheiten,
einschlieBlich des vollstindigen Komplexes II, Transkriptions-, Replikations- und
Translationsfaktoren sowie anderer fiir die intergenomische Kommunikation wichtigen

Proteine, befinden sich im Zellkern.



D-Loop

12srRNA Cytb

16s rRNA ND6
ND 5
ND1 16569 bp
ND
ND2
ND

ATPase

RNA-kodierende Gene:
o [ eines der 22 kodierenden Gene fiir tRNA
e 12srRNA, 16s rRNA: zwei Regionen, die fiir rRNA kodieren

Protein-kodierende Regionen:
e Cyt b: kodiert fiir Cytochrom b
e NDI1, 2,3,4,5,6: kodieren fiir Untereinheiten der NADH-Dehydrogenase
e ATPase: kodiert fiir Untereinheiten der ATP-Synthase
o : kodieren fiir Untereinheiten der Cytochrom-Oxidase

D-Loop  Kontrollregion

Abb.1: Schematische Darstellung der 16569 bp-langen mitochondrialen DNA mit der Lage der

Protein- und RNA-kodierenden Gene sowie der Kontrollregion D-Loop
1.3 Besonderheiten der mitochondrialen DNA
1.3.1 Maternale Vererbungsmuster

Die mitochondriale DNA wird maternal vererbt. Die viterlichen Mitochondrien gelangen zwar

wiahrend der Fertilisation in die Eizelle, sind aber in der Anzahl von etwa 100, im Vergleich zu
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100000 Mitochondrien in der Oozyte, in absoluter Minderheit (0,01%) und werden durch
bislang nicht geklarte Mechanismen aus der Oozyte aktiv eliminiert. Die verbliebenen
maternalen Mitochondrien werden bei der Teilung der Zygote in den Blastomeren verteilt, so
dass das mitochondriale Genom nahezu ausschlieBlich maternal vererbt wird. In seltenen
Einzelfillen kann auch paternale mtDNA nachweisbar sein (Schwartz u. Vissing 2002,
Kraytsberg et al., 2004).

1.3.2 Mutationen der mitochondrialen DNA

Die mitochondrialen Erkrankungen konnen sowohl durch Mutationen der mitochondrialen als
auch der nukledren DNA verursacht werden (DiMauro u. Schon, 1998). Mit den
mitochondrialen Erkrankungen, definiert als Dysfunktion der Atmungskette, resultieren
maternal vererbte Punkmutationen der mtDNA, sporadisch auftretende oder maternal vererbte
sogenannte ,Large Scale Rearrangements“ der mtDNA, wozu Deletionen und
Duplikationen gehoren. Eine Reihe von Mutationen der nukledren DNA fiihrt sekundér zu
mutliplen Deletionen der mtDNA, welche autosomal dominant, autosomal rezessiv oder X-
chromosomal vererbte, mitochondriale Erkrankungen verursachen.

Bei einer Reihe von mitochondrialen Erkrankungen besteht eine enge Korrelation zwischen dem
Genotyp und Phéanotyp (z.B. eine LHON wird durch eine Punktmutation der mtDNA,
insbesondere G11778A, T14484C oder G3460A verursacht). In der Mehrzahl der Félle jedoch
konnen die gleichen Mutationen zu unterschiedlichen Phénotypen fiithren und auch bestimmte
Phénotypen durch unterschiedliche genetische Defekte verursacht werden (z.B. einer CPEO
kann eine nukledre Mutation, eine Large Scale singuldre Deletion oder eine Punktmutation
zugrunde liegen).

Durch kompakten Aufbau, fehlenden Histonenschutz, ineffiziente Reparaturmechanismen und
haufige Replikationszyklen sowie freie Radikale aus der benachbarten Atmungskette ist das
mitochondriale Genom besonders fiir Mutationen anfillig, welche 10-20-fach héufiger als im
Kerngenom auftreten (Merriwether et al. 1991, Wallace et al. 1987).

Eine Anhdufung der somatischen Mutationen der mtDNA wie Punktmutationen (Fayet et al.,
2002), Deletionen (Oldfors et al., 2006; Nicholas et al., 2009), unter anderem die sog. Common
Deletion wurde beim Alterungsprozess (Cortopassi u. Arnheim 1990; Corral-Debrinski 1992a;
Elson et al., 2001; Kraytsberg et al., 2006), degenerativen Erkrankungen (Bender et al., 2006),
bei Myositis (Oldfors et al., 2006) oder sogar bei koronarer Herzerkrankung (Corral-Debrinski
1992b) in verschiedenen, meist postmitotischen Geweben beobachtet (Kleine et al., 1997). Die
Mengen der auf diese Weise geschadigten mtDNA liegen in den betroffenen Geweben in der
Regel unter 1-3 % (Kleine et al., 1997; Porteous et al., 1998 ; Elson et al., 2001; He et al.,
2002), selten hoher bei ca. 12% (Corral-Debrinski et al., 1992a).


http://www.pons.eu/dict/search/results/?l=depl&q=Reihe&in=de

Diese Fille gehdren jedoch nicht zu den mitochondrialen Erkrankungen (Kleine et al., 1997;
Suomalainen u. Kaukonen 2001). Die Haufigkeit von somatischen mtDNA-Mutationen kann
durch verschiedene Faktoren wie z.B. nukledre Mutationen, Inflammation erh6ht werden (Elson
etal., 2001).

1.3.3 Polyplasmie

Im Gegensatz zu den nukledren Genen, die aus einem maternalen und einem paternalen Allel
bestehen, existieren die mtDNA-Molekiile in jeder Zelle in mehreren Tausend Kopien
(Polyplasmie), um sich vor Akkumulation von mtDNA-Mutationen zu schiitzen. Zellen wie
Leukozyten oder Spermien, die eine kurze Lebenszeit haben, besitzen wenige (unter 1000)
Kopien der mtDNA. In den lange lebenden Zellen, wie Skelettmuskeln, Nervenzellen oder
Oocyten, ist das mMtDNA-Genom in iiber 100.000 Kopien vorhanden (Chinnery u. Samules,
1999b).

Normalerweise sind alle mtDNA-Molekiile identisch (Homoplasmie). Beim Vorliegen einer
Mutation der mitochondrialen DNA tragen die betroffenen Zellen und Gewebe zwei
Populationen der mtDNA: normale (Wildtyp-DNA) und mutierte DNA, was als Heteroplasmie
bezeichnet wird. Der prozentual ausgedruckte Heteroplasmiegrad bezeichnet die Proportion der
mutierten DNA zu der Wildtyp-DNA.

1.3.4 Schwellenwerteffekt

Bevor eine klinische Dysfunktion zum Vorschein kommt, muss die mtDNA-Mutation in einer
bestimmten Anzahl das mtGenom betreffen, um einen fiir verschiedene Gewebe unterschiedlich
hohen Schwellenwert zu iiberschreiten (,,threshold expression®) (Thorburn et al., 2001). Die
Schwelle der pathogenen Grenzkonzentration der mutierten mtDNA héngt vom Typ der
Mutation und vor allem vom Energiebedarf sowie der biologischen Eigenart der Zelle ab und
wird bei singuliren mtDNA-Deletionen im Durchschnitt zwischen 50-60% (Schwartz u.
Vissing 2002; He et al., 2002) und 85-95% angegeben (Oldfors et al., 2006). Der Schwellenwert
scheint bei Punktmutationen hoher, etwa bei 80-95%, zu liegen (Boulet et al., 1992; Chomyn et
al., 1992; Schwartz u. Vissing, 2002).

1.3.5 Selektion der mtDNA in verschiedenen Stadien des Zellzyklus
Das mitochondriale Genom repliziert dauerhaft und unabhingig vom Zellzyklus (Bogenhagen

et al., 1977). Die Verteilung der mitochondrialen DNA in die Tochter-Mitochondrien scheint in
allen Stadien des Zellzyklus zufillig stattzufinden.



(a) Selektion der mtDNA in den postmitotischen Geweben (,,relaxed replication*)

In den sich nicht mehr teilenden Zellen (postmitotischen Zellen, wie z.B  Muskel) erfolgt die
Replikation der mtDNA im Rahmen des natiirlichen Zell-Turn-overs, bei der sog. ,,relaxed
replication* (Birky, 1994). Beim Vorliegen einer Mutation der mtDNA kann es hierbei zur
Verschiebung des Heteroplasmiegrades kommen (Chinnery u. Samules, 1999b), was bei
Patienten mit KSS bereits bewiesen wurde (Larsson et al., 1990). Nach dem Zufallsprinzip kann
es zur vermehrten Replikation der mutierten mtDNA (klonale Expansion) kommen (Elson et al.,
2001; He et al., 2002). Es wurde auch ein gewisser replikativer Vorteil der kiirzeren mtDNA im
Vergleich zu der Wildtyp-mtDNA postuliert (Wallace, 1989; Shoubridge et al., 1990).

(b) Selektion der mtDNA in den mitotischen Geweben (mitotische Segregation)

In den mitotisch aktiven Zellen (z.B. Blut- oder Urinzellen) erfolgt die Verteilung der
Mitochondrien im Rahmen der mitotischen Segregation (,,random segregation) wihrend der
Zellteilung in die Tochterzellen. Dabei kann es zur Verschiebung im Anteil der mutierten
MtDNA in neuen Zellen kommen. So kann die mitotische Segregation im Verlauf zur
Anhdufung der mtDNA-Mutation in einem Gewebe fiithren. Die daraus resultierende Apoptose
oder ein direkter Tod der betroffenen Zellen wiirde allerdings in sich regenerierenden Geweben
ohne manifeste Folgen bleiben. In der Regel ist die Mutationslast in den mitotisch aktiven
Zellen niedriger als in den postmitotischen Zellen (Becher et al., 1999; Chinnery u. Turnbull,
1999 a).

(c) Selektion der mtDNA bei der Oogenese (,,mitochondrial bottelneck*)

Das Konzept eines sogenannten mitochondrialen ,,bottelneck effect™ bei der Oogenese erklart
zum Teil deutliche Unterschiede im Heteroplasmiegrad und beim Klinischen Phéanotyp, die
entlang der maternalen Linie (Dahl u. Thorburn 2001; Chinnery et al., 2004) bzw. unter den
Zwillingen (Blakely et al., 2004) der Familien mit mitochondrialen Erkrankungen beobachtet
wurden. Wahrend der Oogenese wird die mtDNA zur etwa 100.000 Kopien amplifiziert
(Chinnery u. Turnbull 2000; Thorburn u. Dahl 2001). Die ,,Bottelneck-Hypothese“ nimmt an,
dass die Anzahl der mtDNA-Kopien in der Urkeimzelle zunéchst bis auf einige wenige Kopien
reduziert wird, um dann als Matrize fir die Amplifikation zu dienen. Sollten sich hierunter
mutierte mtDNA-Molekiile befinden, so wird die Mutation vervielfiltigt (Hauswirth u. Laipis,
1982; DiMauro 2001).



1.3.6 Molekulargenetische Prozesse im mitochondrialen Genom

Die Mitochondrien haben ein eigenes Replikations- und Transkriptionssystem. Die 1121-bp
lange D-loop-Region der mitochondrialen DNA (,,displacement-loop*) nimmt, neben nukledr
kodierten Replikations- und Transkriptionsfaktoren, an der Regulierung dieser Prozesse teil
(Thorburn u. Dahl 2001).

(a) Replikation

Die mitochondriale DNA (mtDNA) besteht aus 2 Strangen, einem guaninreichen H(heavy)-
Strang und einem cytosinreichen L(light)-Strang. Die Replikation der mitochondrialen DNA
erfolgt mittels nukledr kodierter Polymerase bidirektional, jedoch asynchron in zwei Phasen.
Zunichst wird der schwere Strang (beginnend vom OH=Ursprung des schweren Strangs) im
Uhrzeigersinn repliziert. Nachdem 2/3 dieses Stranges kopiert wurden, wird der Promotor des
leichten Stranges freigelegt, so dass der leichte Strang (beginnend vom OL= Ursprung des
leichten Strangs) in die entgegengesetzte Richtung repliziert wird (Wallace, 1982). Es wurden
auch andere Modelle der Replikation der mitochondrialen DNA vorgestellt, in denen die
Replikation der mtDNA an mehreren Ausgangspunkten beginnt (Yang et al., 2002).

(b) Transkription und Translation

Im Gegensatz zur nukledren DNA werden nicht einzelne Gene, sondern ein gesamter mtDNA-
Strang zur polycistronischen RNA transkripiert, die dann zu rRNA, tRNA und mRNA
weiterverarbeitet wird. Anhand der Matrize der mRNA erfolgt im Zytoplasma an den
Ribosomen mit Hilfe von nukledr kodierten Enzymen die Eiweillsynthese (Translation). Die
mitochondriale DNA hat, dhnlich wie bei den Prokaryoten, keine Introns und besteht zu 97%
aus kodierenden DNA-Sequenzen. 28 der insgesamt 37 Gene liegen auf dem schweren H-

Strang, die iibrigen 9 Gene auf dem leichten L-Strang.

1.3.7 Hypothesen zu Entstehungsmechanismen der singuliiren mtDNA-Deletionen

Wie die singuldren Deletionen der mitochondrialen DNA entstehen, ist bislang unklar. Die

meisten propagierten Mechanismen sind mit der Bearbeitung der mtDNA verbunden.

(a) ,Slip replication*

Ausgehend von der Tatsache, dass singuldre Deletionen der mitochondrialen DNA oft durch
kurze direkte Wiederholungen der mtDNA-Sequenz (,direct repeats®) an den ,,Bruchstellen*
flankiert sind und dass die meisten Deletionen in den ersten 2/3 der mitochondrialen DNA

zwischen den beiden Urspriingen OH und OL (Positionen nt 5763 und 110) liegen, wurde ein
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Replikationsmechanismus, sog. ,,slip-replication, als ein moglicher Entstehungsmechanismus
der Deletionen der mitochondrialen DNA vorgestellt. Hierbei wird ein Fragment der mtDNA-
Matrize bei der Replikation iibersprungen (Shoffner et al. 1989).

(b) ,Illegitimate* (nichthomologe) Rekombination

Die mtDNA-Molekiile rekombinieren miteinander (Kraytsberg et al., 2004; Zsurka et al., 2005).
Es wird auf diesem Weg ca. 0,7% der gesamten mtDNA der Zelle ausgetauscht und neu
zusammengefiigt. Der Vorgang der nichthomologen (sequenz-unspezifischen, illegitimate)
Rekombination wurde u.a. bei den Saccharomyces, die ebenfalls eine ringférmige DNA
besitzen, beobachtet. Viele Untersuchungen deuten darauf hin, dass die singuldren (,,large-
scale®) Deletionen der menschlichen mtDNA auf diese Weise auftreten konnten (Mita et al.,
1990).

(c) Reparation der geschiidigten DNA

Die somatischen Mutationen der mtDNA, die sich z.B. beim Altern in den postmitotischen
Geweben anhdufen, sind hinsichtlich der Lage, der Grofle und der flankierenden, direkten
Wiederholungen der mtDNA-Sequenz (,,direct repeats®) mit den singuldaren mtDNA-Deletionen
von Patienten mit Mitochondriopathien identisch. In den neueren Arbeiten (Krishnan et al.,
2008) wurde die Gemeinsamkeit im Ursprung der somatischen, der singuldren und auch der
multiplen mtDNA-Deletionen postuliert. Die Autoren vermuten, dass die Mutationen der

mtDNA eher bei der Reparatur der geschiddigten DNA als bei der Rekombination auftreten.

1.4 Molekulargenetische Verinderungen der mitochondrialen DNA bei Patienten mit
CPEO und KSS

Die CPEO und das KSS gehoren zu heterogenen Erkrankungen, denen sowohl Mutationen der
nukledren DNA als auch der mitochondrialen DNA zugrunde liegen konnen (Van Goethem et
al., 2002).

1.4.1 Singuliire Deletionen der mitochondrialen DNA

Die singulédren Deletionen fiihren in 96% der Fille zu einer sporadischen Form der CPEO. Nur
4% der Frauen mit CPEO und singuldren Deletionen vererben die Erkrankung an ihre Kinder
(Chinnery et al., 2004). Auch das KSS tritt sporadisch auf und ist mit singuliren mtDNA-
Deletionen verbunden (Rétig u. Munnich, 2003).

Die singuldren Deletionen entstehen de novo wihrend der Oogenese oder der frithen

embryonalen Stadien und sind heteroplasmatisch (Chinnery et al., 2004; Emma et al., 2006).
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Der unterschiedliche Heteroplasmiegrad in verschiedenen Geweben spiegelt die Verteilung der
Mitochondrien nach dem Zufallsprinzip in verschiedene Keimbahnen wéhrend der

Embryogenese wider (Lightowlers et al. 1997).

Der Heteroplasmiegrad im Muskel bei Patienten mit der CPEO und unterschiedlicher
Multisystembeteiligung bis zum Kearns-Sayre-Syndrom variiert zwischen 18 und 90% in der
Southern-Blot-Analyse (Zeviani et al., 1988; Moraes et al., 1989; Cortopassi u. Arnheim 1990;
Yamashita et al., 2008). In der Regel ist die Mutationslast in den mitotisch aktiven Zellen
niedriger als in den postmitotischen Zellen (Becher et al., 1999; Chinnery et al., 1999a).

Die Untersuchungen von einzelnen Muskelfasern zeigten, dass die Fasern mit oxidativem
Energiedefizit eine Mutationslast von ca. 95% haben, wihrend die morphologisch nicht
betroffenen oder verdnderten Fasern ca. 31% der deletierten mtDNA bei den Patienten mit
mitochondrialer Myopathie beinhalten (Sciacco et al., 1994). Es wurde auch die Rolle der
absoluten DNA-Menge und der verbleibenden Menge von Wildtyp-DNA hinsichtlich der
Beeintrichtigung des oxidativen Metabolismus in Muskelfasern postuliert (Sciacco et al., 1994).
In den Untersuchungen von verschiedenen Geweben konnte jedoch keine Korrelation zwischen
der Menge der Wildtyp-DNA und dem Phénotyp beobachtet werden (Auré et al., 2007).

In manchen Arbeiten konnte eine Korrelation zwischen dem Heteroplasmiegrad der singuldren
MtDNA-Deletion und dem Reduktionsgrad der Atmungskettenaktivitidt im Muskel sowie dem
Anstieg COX-negativer Fasern (Schroder et al., 2000; Gellerich et al., 2002) nachgewiesen
werden. Eine Korrelation zwischen dem Heteroplasmiegrad im Muskel bzw. anderen Geweben

und der Klinischen Symptomatik ist nicht sicher (Poulton et al., 1991a).

In wieweit die Gewebedistribution der Deletion mit der klinischen Manifestation korreliert, ist
bislang unklar. Es wurde allerdings postuliert, dass sich bei dem Kearns-Sayre-Syndrom, im
Gegenteil zur CPEO, die singuldren Deletionen der mitochondrialen DNA nicht nur in
postmitotischen Geweben (Muskelproben), sondern auch in proliferierenden Zellen, z.B. in den

Blutzellen, in hoher Heteroplasmie nachweisen lassen (Blakely et al., 2004).

Die Lénge der beschriebenen singuliren mtDNA-Deletionen bei CPEO- und KSS-Patienten
reicht von 1,1 kb bis 9,6 kb (Yamashita et al., 2008) in unterschiedlichen mtDNA-Regionen,
wobei die meisten Deletionen im sog. major arc zwischen den beiden Replikations- urspriingen
OH und OL liegen. Ein Zusammenhang zwischen der Lange der Deletion, der Anzahl der
ausgefallenen mitochondrialen Gene und der Schwere der klinischen Symptomatik wurde in
vielen Studien nicht festgestellt (Zeviani et al., 1988; Holt et al., 1989a; Moraes et al., 1989;
Gerbitz et al., 1990; Auré et al., 2007). Eine aktuelle Arbeit mit 136 Patienten belegt jedoch

diesen Zusammenhang (Yamashita et al., 2008).



Eine bestimmte mtDNA-Deletion, die mit einer Haufigkeit von ca. 30-40% bei Patienten mit
sporadischer Form der CPEO und des KSS (Holt et al., 1989b; Moraes et al., 1989; Ernst et al.,
1994; Laforét et al., 1995; Rétig et al., 2003; Auré et al., 2007) vorkommt, wird ,,Common
Deletion* genannt. Diese Deletion von 4977 Basenpaaren tritt zwischen zwei jeweils 13-
Basenpaare-langen  direkten ~ Wiederholungen  (direct  repeats),  zwischen  den
Nukleotidenpositionen nt 13447-13459 und nt 8470-8482 (Porteous et al., 1998; Miiller-Hocker
et al., 1998; Cortopassi u. Arnheim, 1990) auf. Die deletierten mtDNA-Segmente enthalten
samtliche Fragmente der Gene, die fiir vier Polypeptide vom Komplex I, einen vom Komplex
IV, zwei vom Komplex V und fiinf tRNAs kodieren.

AuBer der CPEO und dem KSS stellt die ,,Common Deletion” eine hdufige Ursache des
Pearson-Syndroms (Pearson et al, 1979; Porteous et al., 1998) dar und akkumuliert mit dem
Alter als somatische Mutation in kleinen Mengen (ca. 0,1%) in den postmitotischen Geweben
(Cortopassi u. Arnheim, 1990).

Bei Patienten mit singuldren Deletionen wurden in einigen Féllen zusitzlich Duplikationen der
mitochondrialen DNA beschrieben, zum ersten Mal bei Patienten mit dem Kearns-Sayre-
Syndrom (Poulton et al., 1989) und dem Pearson-Syndrom (Rétig et al., 1990). Sie treten bei
diesen Erkrankungen am héaufigsten auf (Poulton et al., 1994b, 1995a; Odoardi et al, 2003). Es
handelt sich hier um ein doppeltes Vorhandensein eines Abschnittes der mtDNA (meistens
zwischen den Replikationsurspriingen OH und OL). Es ist bislang unklar, ob die Duplikationen
der mtDNA von einer pathogenen Bedeutung sind (Manfredi et al., 1997). Die Anwesenheit
kleiner Mengen von Duplikationen und Triplikationen der mitochondrialen DNA konnte bei
gesunden Probanden beobachtet werden (Tengan u. Moraes, 1998). Diese Verdnderungen
scheinen auch keine Beeintrichtigung des oxidativen Metabolismus hervorzurufen (Odoardi et
al., 2003). Durch viele Ahnlichkeiten zwischen Duplikationen und Deletionen (Poulton et al.,
1994a) wird vermutet, dass die Duplikationen eine Ubergangsform zu den singuliren
Deletionen der mitochondrialen DNA darstellen (Poulton et al., 1993, 1994a).

Die Duplikationen der mtDNA entzichen sich der routinemdfBigen Pvull-Southern-Blot-
Analyse, so dass deren Héufigkeit unterschitzt wird (Odoardi et al., 2003). Diese
Rearrangements werden bei etwa 40% der Patienten, die eine mit singuldren Deletionen

assoziierte mitochondriale Enzephalomyopathie aufweisen, vorgefunden (Odoardi et al., 2003).

1.4.2 Punktmutationen der mitochondrialen DNA

Die meisten Punktmutationen der mtDNA, die zu mitochondrialen Erkrankungen (unter
anderem zur CPEO) fiihren, betreffen tRNA-Gene. Eine Punktmutation der mtDNA bedingt

eine Beeintrachtigung der Translation von mitochondrial kodierten Untereinheiten der
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Atmungsketten-Komplexe 1, 111, IV und V (Zsurka et al., 2004). Bis jetzt wurden weit iiber 100
pathogene Punktmutationen der mitochondrialen DNA beschrieben. Mit dem CPEO-Phinotyp
sind insgesamt siebzehn und mit dem KSS-Phénotyp (allein oder als Overlap mit MERRF) zwei
tRNA-Punktmutationen verbunden (Mitomap, http://www.mitomap.org, Stand vom 02.04.10).
Die mitochondrialen Punktmutationen sind meist heteroplasmatisch, kdnnen aber auch in
Homoplasmie vorkommen. Die Mutationslast in heteroplasmatischen Punktmutationen ist in
postmitotischen Geweben in der Regel hoher als in mitotischen Geweben (Seneca et al., 2001;
Fu et al., 1996). Die Punktmutationen weisen einen maternalen Vererbungsmodus auf (DiMauro
u. Davidzon, 2005a).

1.4.3 Defekte der intergenomischen Kommunikation: Mutationen im nukleiren Genom

mit multiplen Deletionen der mitochondrialen DNA

Die mitochondrialen Erkrankungen mit einem CPEO-Phénotyp konnen durch Mutationen im
nukledren Genom hervorgerufen werden. Diese unterliegen den Mendelschen
Vererbungsmustern. Die Mutationen von spezifischen, autosomalen Genen verursachen
sekundar eine Instabilitdt der mtDNA (Zeviani et al. 1989) und fiihren zu multiplen Deletionen
der mitochondrialen DNA oder zu einer Depletion (Reduktion der mtDNA-Kopien). Diese
werden meistens in den postmitotischen Geweben vorgefunden (Moslemi et al., 1999; Van
Goethem et al., 2003b; Spinazolla u. Zeviani 2005).

Die CPEO tritt bei etwa 28% der Fille (Deschauer et al., 2001) familidr auf. Es wurden bislang
bei den Patienten mit CPEO- bzw. CPEO-plus-Phinotyp autosomal dominant vererbte
Mutationen im Adenin-Nukleotid-Translokator-1- (ANT-1) (Kaukonen et al., 2000), Twinkle-
(PEOL1 bzw. C100rf2) (Spelbrink et al., 2001), sowie im Polymerase-Gamma-1- (POLG1, Van
Goethem et al., 2001), als auch im POLG2-Gen (Longley et al., 2006) festgestellt. Eine neu
entdeckte, autosomal dominant vererbte Mutation im OPAL1-Gen fiihrt zur Optikusatrophie,
CPEO, Ataxie, Horminderung und sensomotorischen Neuropathie (Hudson et al., 2008). Eine
Mutation im RRM2B-Gen fiihrt neben einer mtDNA-Depletion auch zur autosomal dominant

vererbten CPEO mit multiplen mtDNA-Deletionen (Tyynismaa et al., 2009).

Die POLG1-Mutationen konnen auch einen autosomal-rezessiven Erbgang aufweisen
(Deschauer u. Zierz 2003a; Hirano u. DiMauro 2001). Mutationen im Thymidin-Phosphorylase-
Gen (Nishino et al., 1999) fiihren zu einer CPEO im Rahmen eines autosomal-rezessiven

MNGIE-Syndroms mit gastrointestinaler Symptomatik.

11


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Zsurka%20G%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlusDrugs1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Fu%20K%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVCitation

Andere nukleidre Mutationen wie z.B. DGUOK (Mandel et al., 2001), SUCLA2 (Elpeg et al.,
2005), MPV 17 (Spinazolla et al., 2006) fiihren zur mtDNA-Depletion und autosomal-
rezessiven kindlichen Multisystemerkrankungen.

Der sporadischen Form der CPEO mit multiplen mtDNA-Deletionen liegen meistens
Mutationen von bislang nicht identifizierten Genen zugrunde. Mutationen in POLG1-, ANT1-
und Twinkle-Genen werden nur selten, in ca. 10% der Fille, identifiziert (Hudson et al., 2006).

1.5 Biochemische und histologische Verinderungen bei mitochondrialen Myopathien

Als morphologisches Korrelat der mitochondrialen Genese der Erkrankungen lassen sich in
erster Linie charakteristische histologische Befunde in der Skelettmuskelbiopsie darstellen.
Typisch ist hier der Nachweis von sog. Ragged-Red-Fasern (RRF), die durch eine abnorme
Proliferation von Mitochondrien entstehen (DiMauro et al.,, 2001). Bei Patienten mit
Mutationen, die die Cytochrom-C-Oxidase-Untereinheiten beeintrachtigen, werden COX-
negative Fasern vorgefunden (DiMauro u. Hirano 2005b). Biochemisch finden sich im Muskel
bei CPEO-Patienten mit Deletionen der mtDNA  kombinierte  Defekte der
Atmungskettenkomplexe (Gellerich et al. 2002).

1.6 Definition der chronisch progressiven externen Ophthalmoplegie (CPEO), der CPEO-
plus und des Kearns-Sayre-Syndroms (KSS)

Durch die Vielfalt der klinischen Symptomatik der mitochondrialen Erkrankungen ist
manchmal eine genaue Zuordnung zum bestimmten Syndromen erschwert.

Zu den Erkrankungen, die durch keinen konstanten klinischen Phénotyp gekennzeichnet sind,
gehoren auch die CPEO und das Kearns-Sayre-Syndrom.

Die chronisch progressive externe Opthalmoplegie (CPEO) ist eine der héufigsten
mitochondrialen Erkrankungen des Erwachsenenalters. Als Leitsymptome treten bei der CPEO
eine meist bilaterale Ptosis und eine progrediente Lahmung der &ufleren Augenmuskeln auf.
Diese Erkrankung kann sowohl als Einzelsymptom, als auch im Zusammenhang mit einer
unterschiedlich schwer ausgeprigten Multisystemsymptomatik auftreten. Eine besonders
schwere Erkrankung, welche mit der chronisch progredienten externen Ophthalmoplegie
einhergeht, iiberwiegend bereits im Kindesalter beginnt und einen deutlich schwereren

klinischen Verlauf nimmt, ist das Kearns-Sayre-Syndrom (KSS).

Das Kearns-Sayre-Syndrom wurde nach zwei Arzten der Mayo-Klinik, George Kearns, einem
Ophthalmologen, sowie Thomas Sayre, einem Pathologen, benannt. Sie hatten 1958 die ersten

Patienten beschrieben und iiber eine Koinzidenz von chronischer externer Ophthalmoplegie,
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Retinitis pigmentosa und einem Herzblock berichtet (Kearns u. Sayre, 1958). Diese drei
klassischen Diagnosekriterien der neu definierten Erkrankung wurden in spéteren Arbeiten um
weitere fakultative Symptome ergénzt. Berenberg und Mitarbeiter (Berenberg et al., 1977)
hatten in einer Serie von 35 Féllen neben 0.g. Symptomen zusétzlich den Erkrankungsbeginn
vor dem 20. Lebensjahr als ein Diagnosekriterium eingefiihrt. In der von Rowland (Rowland,
1983) vorgestellten Klassifizierung wurden als diagnostische Merkmale ein Erkrankungsbeginn
vor dem 20. Lebensjahr, eine CPEO, eine Pigmentdegeneration der Retina und mindestens eines
der folgenden Symptome postuliert: Herzblock, Liquoreiweilerh6hung von mindestens 100
mg/dl, zerebelldre Ataxie.

Die bunte klinische Symptomatik, die gemeinsam mit der chronisch progredienten externen
Ophthalmoplegie auftreten kann, wurde 1968 vom Drachmann (Drachmann, 1968) als
,Ophthalmoplegia plus“ (CPEO-plus) beschrieben. Dieser Begriff wird bis heute fiir die
Patienten verwendet, die eine CPEO mit Multisystembeteiligung aufweisen, jedoch die KSS-

Kriterien nicht erfiillen.

1.7 Klinische Symptome der CPEO, der CPEO-plus und des KSS

Bei den Patienten mit KSS und CPEO-plus-Syndrom wurden bislang unterschiedliche
Organbeteiligungen beschrieben. Die Gewebe mit besonderer Abhédngigkeit von der
mitochondrialen Energieproduktion und mit hohem Energiebedarf, wie z. B. das visuelle
System, das Innenohr, das zentrale und periphere Nervensystem, die Herz- und
Skelettmuskulatur oder die Inselzellen des Pankreas, sind hierbei am stdrksten betroffenen. Im
Einzelnen wurden folgende Symptome bei Patienten mit CPEO, CPEO-plus-Syndrom und KSS
beobachtet:

1. Beginn der Symptomatik: tiblicherweise in den ersten drei Lebensdekaden, aber auch schon
ab der Geburt moglich (Berenberg et al., 1977; Holt et al., 1989a; Yamashita et al., 2008).

2. Muskelbeteiligung: Ptosis, chronisch progressive externe Ophthalmoplegie, Schwiche der

kranialen und skelettalen Muskulatur, erhdhte muskuldre Ermiidbarkeit, Myopathiezeichen im
EMG.

3. Augenbeteiligung und andere okuldire Symptome: Pigmentdegeneration der Retina,

Opticusatrophie, Katarakt, korneale Odeme und Triibung, Exophthalmus, Glaukom, Strabismus,
interne Ophthalmoplegie (Berenberg et al., 1977), Verdnderungen im VEP oder klinisch
Visusminderung (Crisi et al., 1994).

4. Herzbeteiligung/Kardiopathie: Leitungsstérung wie z.B. AV-Block oder Schenkelblock
(Kleber et al., 1987; Wilson et al., 1993; Park et al., 2004), Kardiomyopathie (Hiibner et al.,
1986; Kleber et al., 1987; Rustin et al., 1994).
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5. Geistige Retardierung, Demenz (Berenberg et al., 1977), psychische Stérungen.
6. Zentrales Nervensystem (ZNS): zerebellire Ataxie, pyramidale und extrapyramidale

Symptomatik, Hinterstrangldsionen, EEG-Verinderungen bis zur Epilepsie, erhdhter Eiwei3-
und Gammaglobulinanteil im Liquor (Berenberg et al., 1977), Leukenzephalopathie,
spongioforme Veranderungen.

Die neuroradiologischen Befunde, die jedoch auf relativ kleinen Fallzahlen beruhen (Chu et al.,
1999) und zusitzlich eine geringe Korrelation mit der klinischen Manifestation aufweisen,
reichen von unspezifischen, in der T2-Sequenz hyperintensen Lésionen im Thalamus, dem
Hirnstamm, den Stammganglien und der subkortikalen weilen Substanz tiber Verkalkungen in
den Basalganglien (Sacher et al., 2005) bis zu zerebralen und zerebellaren Atrophien.

7. Peripheres Nernensystem: sensible und/oder motorische Neuropathie (meist axonal).

8. Innenohr: sensoneurinale Schwerhorigkeit, vestibuldre Dysfunktion (Berenberg et al., 1977).
9. Endokrinopathien: Diabetes mellitus (Poulton et al., 1995b; Park et al., 2004; Yamashita et

al., 2008), verzogerte Pubertit (Berenberg et al., 1977), irregulire Menstruation,
Hypogonadismus, Hypoparathyreoidismus (Abramowicz et al.,, 1996; Chu et al., 1999;
Katsanos et al., 2001), Schilddriisen- und Epiphysenfunktionsstérungen, Mangel an
Nebennierenrindenhormonen, ggf. auch Stérungen im Renin-Angiotensin-Aldosteron-
Riickkopplungsmechanismus, Kleinwuchs bei Hypopituitarismus (Chu et al., 1999),
Osteomalazie, Rachitis und Osteoporose.

10. Nephropathie: makro- und mikroskopische Nierenanomalien, gewohnlich manifestiert in

Form eines Debré-de-Toni-Fanconi-Syndroms bzw. einer Tubulopathie mit lonen- und Saure-
Basen-Haushaltsstorungen (Katsanos et al., 2001; Rotig et al., 2003; Emma et al., 2006;
Yamashita et al., 2008).

11. Laborchemische Verdnderungen: erhohter CK-Spiegel (Sciacco et al., 2001; Yamashita et

al.,, 2008), sideroblastische Anidmie, z.B. im Rahmen der Entwicklung des dem KSS
vorausgehenden Pearson-Syndroms (Wilson et al., 1993), aber auch bei den Patienten, welche
nicht am PS (Pearson et al., 1979) erkrankt sind.

12. Gastrointestinale Symptome mit Leberfunktionsstorungen (Wilson et al., 1993) oder

enteralen Resorptionsstérungen.

1.8 Molekulargenetische Untersuchungen bei Patienten mit der CPEO und dem KSS und

singuliren Deletionen der mitochondrialen DNA in der bisherigen Studienlage

Obwohl nach der Erstbeschreibung der CPEO/CPEO-plus und des KSS intensive klinische,
histologische und biochemische Studien durchgefiihrt wurden (Berenberg et al., 1977; DiMauro
etal., 1985), blieb die Pathogenese beider Erkrankungen lange unbekannt.
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Den Durchbruch brachte 1988 die Arbeit vom Holt, Harding und Morgan-Huges (Holt et al.,
1988), in der iiber Deletionen der mitochondrialen DNA bei Patienten mit mitochondrialen
Myopathien berichtet wurde. Die Erkenntnis, dass grofere singuldre Deletionen der
mitochondrialen DNA im Zusammenhang mit der progredienten Ophthalmoplegie und dem
KSS stehen, konnte nachfolgend durch mehrere Arbeitsgruppen bestétigt werden (Lestienne et
al., 1988; Ozawa et al., 1988; Zeviani et al.,1988).

1.8.1 Southern-Blot-Analysen von Blut- und Muskelproben

Die ersten molekulargenetischen Untersuchungen sprachen fiir eine Analogie zwischen der
Klinischen Multiorganbeteiligung und der Verteilung der singuliren Deletionen in
verschiedenen Geweben bei den Patienten mit einem KSS-Phénotyp. Es wurden mittels
Southern-Blot-Analyse die singuldren Deletionen sowohl in einem postmitotischen Gewebe
(Muskel) als auch in einem mitotischen Gewebe (Blut) bei Patienten mit einem KSS-Phéantoyp

in mehreren Arbeiten nachgewiesen. Hierzu gehoren folgende Einzelfallberichte:

Moraes et al., 1989 (1 Patient wies eine singuldare mtDNA-Deletion im Muskel und im

Blut auf; 1 Patient im Muskel, im Hirn und in der Leber; 3 Patienten im Muskel und in

Fibroblasten);

- Larsson et al., 1990 (2 Patienten wiesen die Deletion im Muskel und in Fibroblasten
auf; 1 Patient im Muskel, im Blut und in Fibroblasten);

- Eviatar et al., 1990 (1 Patient wies die Deletion im Muskel, im Blut, in Fibroblasten der
Haut und im Nierengewebe auf);

- Zeviani et al., 1990 (1 Patient wies die Deletion im Skelett- und Herzmuskel, in der
Leber, der Milz, der Niere und im Hirngewebe auf);

- McShane et al., 1991 (1 Patient wies die Deletion im Muskel und Blut auf);

- Poulton et al., 1991a ( 1 Patient wies die Deletion im Muskel und Blut auf);

- Fischel-Ghodsian et al., 1992 (1 Patient wies die Deletion im Blut auf);

- Midroetal., 1995 (1 Patient wies die Deletion im Blut auf);

- DeCoo et al, 1997 (2 Patienten wiesen die Deletion im Muskel und Blut auf);

- Mohrietal., 1998 (1 Patient wies die Deletion im Muskel und Blut auf).

Zupanc et al., 1991, konnten eine Deletion der mitochondrialen DNA bei einer Patientin, die
eine Kombination des Kearns-Sayre-Phénotyps und des MELAS-Syndroms aufwies, mittels
Southern-Blot-Analyse in Muskel- und Blut-DNA nachweisen.

Bei den Patienten mit dem CPEO-Phintoyp wurden hingegen die singuldren mtDNA-
Deletionen mittels der Southern-Blot-Untersuchung zwar im Muskelgewebe, nicht jedoch in

den mitotischen Geweben wie Blut nachgewiesen:
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- Zeviani et al., 1990 (bei 5 CPEO-Patienten, dieselbe Arbeit zeigte jedoch auch singulére
Deletionen in anderen Geweben mittels PCR, siehe 1.8.2.)
- Merellietal., 1991 (bei 1 CPEO-Patienten)

1.8.2 PCR-Untersuchungen von Blut- und Muskelproben

Mit der FEinfilhrung der sensitiven PCR-Untersuchung zeigte sich die diagnostische
Uberlegenheit der PCR gegeniiber der Southern-Blot-Analyse, vor allem in der Untersuchung
der DNA-Proben aus Blut, wo der Heteroplasmiegrad niedriger ist (Zeviani et al., 1990 Poulton
etal., 1991b; Tabaku et al., 1999). Mittels dieser hochsensitiven Methode konnte nachgewiesen
werden, dass auch die oligosymptomatischen Patienten mit dem CPEO- bzw. dem CPEO-plus-
Phénotyp die singuldren Deletionen sowohl in den postmitotischen als auch in den mitotischen
Geweben aufwiesen. Es handelt sich hier ebenfalls um Einzelfallberichte:

- Johns et al., 1989a (1 Patient mit CPEO-plus wies die Deletion im Muskel und Blut auf)

- Zeviani et al., 1990 (einige der 5 untersuchten CPEO-Patienten wiesen die Deletion im

Muskel und Blut auf)

- DeCoo etal., 1997 (1 CPEO- Patient wies die Deletion im Blut auf)

- Tabaku et al., 1999 (1 CPEO- plus-Patient wies die Deletion im Muskel und Blut auf)

- Poulton et al., 1991b (8 von 24 Patienten mit mitochondrialer Myopathie und 5 von 12

asymptomatischen Angehorigen wiesen die Deletion im Blut auf)

Bei den Patienten mit KSS konnte die singulire Deletion der mtDNA mittels PCR-
Untersuchung ebenfalls in beiden Geweben (Blut und Muskel) nachgewiesen werden:
- Otaetal, 1991 (3 von 4 untersuchten KSS-Patienten wiesen die Deletion im Muskel
und Blut auf)

1.8.3 PCR-Untersuchungen von Urinzellen

Der Untersuchung der Urinzellen, die ein mitotisches Gewebe représentieren, wurde bislang in
der Diagnostik der CPEO und des KSS keine bedeutsame Rolle eingerdumt. Eine singuldre
mtDNA-Deletion in Urinzellen wurde bislang von zwei Autoren mittels PCR bei jeweils einem
Patienten mit CPEO nachgewiesen (Johns at al., 1989b; Shanske et al., 2002).

Die neuen Untersuchungen (McDonnell et al., 2004; Shanske et al., 2004) der mit einem
MELAS-Syndrom assoziierten Punktmutation 3243A>G zeigten, dass diese sich in den Urin-
Zellen mit einer dhnlich hohen Mutationslast im Vergleich zu den Muskelzellen bzw. einer

hoheren im Vergleich zu den Blut-Leukozyten nachweisen ldsst. Die singuliren mtDNA
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Deletionen konnten in Urinzellen héufiger und mit héherem Mutationslast bei jiingeren und

schwerer betroffenen Patienten beobachtet werden (Blackwood et al., 2010).

1.9 Molekulargenetische Untersuchungen bei Patienten mit der CPEO und multiplen
Deletionen der mitochondrialen DNA in der bisherigen Studienlage

Die autosomal vererbte Form der CPEO/CPEO-plus mit multiplen Deleltionen der mtDNA
bildet eine genetisch heterogene Gruppe, die durch Mutationen in den nukledren Genen
verursacht wird. Die Anzahl der nukledren Gendefekte ist in den vergangen Jahren auf 6
gewachsen (siehe 1.4.3).

Die multiplen Deletionen bei CPEO wurden vor allem in postmitotischen Geweben identifiziert
(Moslemi et al., 1999; Van Goethem et al., 2003b; Spinazolla u. Zeviani 2005). Es gibt nur
wenige systematische Untersuchungen, die multiple Deletionen in verschiedenen Geweben
untersucht haben:

- Suomalainen et al., 1992; Suomalainen et al., 1997: Bei 3 Patienten mit autosomal-
dominant vererbter CPEO wurden multiple mtDNA-Deletionen in Hirngewebe, der
Skelett- und Herzmuskulatur vorgefunden.

- Nishizuka et al., 1998: Bei Zwillingen mit CPEO fanden sich die multiplen Deletionen
in der mtDNA von Skelettmuskelgewebe, jedoch nicht in Blutleukozyten.

- Moslemi et al., 1999: Bei einer Patientin mit autosomal-dominant vererbter CPEO
wurden multiple mtDNA-Deletionen iiberwiegend im Hirn und in der

Skelettmuskulatur, zusdtzlich auch in der Lunge und der Schilddriise vorgefunden.

Es schien, dass die multiplen Deletionen im Blut nicht nachzuweisen waren (Suomalainen u.
Kaukonen 2001). Die neuesten Untersuchungen (Milone et al., 2008) konnten jedoch multiple
Deletionen der mtDNA im Blut und Muskel von Kindern mit POLG1-Mutation und SANDO-
Symptomatik (sensorische ataktische Neuropathie, Dysarthrie, Ophthalmoparese) mittels PCR
nachweisen.

Bei den Patienten mit autosomal-dominant vererbter CPEO erreichen die multiplen Deletionen
in den postmitotischen Geweben Werte von ca. 40% im Muskel (Carozzo et al., 1998;
Soumalainen et al., 1997) bis zu 60% im Hirn (Soumalainen et al., 1997). Der Anteil der
multiplen mtDNA-Deletionen scheint in den Muskelproben der Patienten mit autosomal-
rezessiver CPEO-Form niedriger (10%) als derjenigen mit autosomal-dominanter Form zu sein
(Carrozzo et al., 1998).
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AuBer bei nukledren Gendefekten treten die multiplen Deletionen der mtDNA auch (wie bereits
im Kapitel 1.3.2 erwdhnt) bei Alterungsprozessen, bei anderen Muskelerkrankungen,
insbesondere der Einschlusskérpermyositis (Oldfors et al., 2006) oder degenerativen
Erkrankungen auf. In diesen Fillen sind die multiplen Deletionen nicht ein Ausdruck des
Defektes der intergenomischen Kommunikation, sondern entstehen als somatische Mutationen
und werden auch meistens in postmitotischen Geweben (Corral-Debrinski et al., 1992a; Mitusi
et al., 2002), selten aber auch in mitotischen Geweben (Tsuchishima et al., 2000; Li et al., 1995)

vorgefunden.

Hinsichtlich der molekulargenetischen Untersuchungsmethoden lassen sich die multiplen
Deletionen der mtDNA sowohl in der Southern-Blot-Analyse als auch mittels Long-Range-PCR

darstellen, wobei die letztere Methode sensitiver ist (Deschauer et al., 2003b).

2. Zielstellung

Die chronisch progressive externe Ophthalmoplegie (CPEO) ist eine der haufigsten
Manifestationen einer mitochondrialen Erkrankung. Eine besonders schwere Form der CPEO
stellt das Kearns-Sayre-Syndrom dar. Es wurde bislang postuliert, dass der Unterschied
zwischen KSS und CPEO sowohl im Ausmal der klinischen, als auch der molekulargenetischen
Gewebe- und Organbeteiligung liegt. Das KSS wurde als eine Stérung gesehen, die sich durch
eine Multisystembeteiligung auszeichnet, wihrend die CPEO eine auf Muskelgewebe begrenzte

Erkrankung darstellt.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, zu untersuchen, ob ein Zusammenhang zwischen dem
Ausmal} der multisystemischen Symptomatik und der Verteilung der Deletionen in mitotischen
und postmitotischen Geweben bei Patienten mit CPEO und KSS besteht. Somit wurde der Frage
nach der nosologischen Entitit des Kearns-Sayre-Syndroms nachgegangen und die
diagnostische Wertigkeit der Long-Range-PCR aus Blut und Urin untersucht.

Neben dem Vergleich verschiedener Methoden (PCR und Southern-Blot-Untersuchung) bei den
Patienten mit der sporadischen Form der CPEO und des KSS und singuldren Deletionen der
mtDNA wurde auch die Sensitivitdt der PCR bei den Patienten mit multiplen Deletionen der
mitochondrialen DNA untersucht. Schlie8lich wurde auch ein besonderer Fall eines Patienten

mit einer MELAS-Symptomatik und Mutation in einem nukledren Gen beschrieben.
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3. Materialien und Methoden

3.1 Materialien

DNA-Marker

Marker I1- DNA Molecular Weight Marker 11 (0,12-23,1 kbp) (Losung in 10 mM Tris-HCI, 1
mM EDTA, pH8; 250 ug/ml) von Roche

Marker X- DNA Molecular Weight Marker X (0,07-12,2 kbp) (Lésung in 10 mM Tris-HCI, 1
mM EDTA, pH8; 250 ug/ml) von Roche

Marker 100- O'RangeRuler™ 100bp DNA Ladder von Fermentas

Puffer

EDTA- CyoH6N,0s , Ethylendiamintetraessigsaure bzw. Ethylendiamintetraacetat

Tris- (HOCH,);CNH;

TBE-Puffer- Tris-Borsaure-EDTA-Puffer

50XTAE Puffer- Zusammensetzung: 242g Tris, 57.1 ml Essigsdure, 100ml 0.5mM EDTA pH
8, ad 1000ml H,O

IXTAE-Puffer- Zusammensetzung: 100ml 50xTAE-Puffer, 4900 ml H,O

Auftragspuffer (AP)- Zusammensetzung: 500 pl 5% Xylene Cyanol (0.5g Xylene Cyanol in
10ml Aquadest), 500 ul 5% Bromphenolblau (0.5g Bromphenolblau in 10ml Aquadest), 9ml
30% Ficoll (3g Ficoll in 20ml H,0)

Auftragspuffer 6X Orange Loading Dye Solution von Fermentas

Losungen fiir die PCR:

Kit Expand Long Template PCR System von Roche

Taq DNA Polymerase Kit von Qiagen
dNTP-Mix: jeweils 10 mM pro dNTP (dATP, dGTP, dCTP, dTTP)

Enzyme
Expanded Long Template Enzyme Mix Roche, 5 U/ul
Taq DNA Polymerase von Qiagen, 5 U/ul

3.2 Methoden
3.2.1 Patienten

Die Patienten wurden anhand folgender Kriterien in die Studie eingeschlossen:
1. Klinische Symptome: Alle Patienten wiesen eine chronisch progressive externe

Ophthalmoplegie (CPEQO) entweder als Einzelsymptom oder mit unterschiedlicher
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Multisystembeteiligung auf. Aus diagnostischen Griinden war eine Muskelbiopsie durchgefiihrt
worden.

2. Molekulargenetische Verdnderungen: Bei den Patienten wurden entweder eine singuldre
Deletion der mitochondrialen DNA in der Southern-Blot-Analyse aus Muskel-DNA oder
multiple Deletionen der mitochondrialen DNA in der Southern-Blot-Analyse und/oder in der
PCR-Untersuchung aus Muskel-DNA nachgewiesen.

3. Myohistologische Verdnderungen: Nachweis von ,,Ragged-Red-Fasern® in der modifizierten
Trichrom-Gomori-Farbung oder Vermehrung von COX-negativen Fasern in der kombinierten
COX/SDH-Férbung.

Es wurden insgesamt 25 Patienten (17 Frauen und 8 Mainner) mit CPEO bzw. KSS und
singuldren Deletionen und 15 Patienten (7 Frauen und 8 Manner) mit CPEO und multiplen
Deletionen der mitochondrialen DNA untersucht. Die Patienten mit singuliren mtDNA-
Deletionen waren im Alter zwischen 13 und 68 Jahren, das Alter der Patienten mit multiplen
mtDNA-Deletionen lag zwischen 41 und 76 Jahren.

Zusitzlich wurde ein 29-jahriger Patient mit einem MELAS-Syndrom und multiplen mtDNA-
Deletionen untersucht.

Als Kontrollen wurde DNA aus Muskelgewebe und Blut von 10 Patienten (mittleres Alter: 46,6
Jahre, Streubreite: 33-67 Jahre) herangezogen, bei denen eine Muskelerkrankung vermutet
wurde, die sich aber nach umfangreichen Untersuchungen (klinisch, laborchemisch aus Blut,
elektrophysiologisch, myohistologisch und biochemisch in der Muskelbiopsie) nicht bestétigt
hatte. Die Muskelbiopsie war aus diagnostischen Griinden erfolgt.

Die klinischen Daten der Patienten mit singuliren mtDNA-Deletionen hinsichtlich der
multisystemischen Symptome wurden den Krankenakten entnommen. Die Klinische
Untersuchung sowie die Zusatzdiagnostik fanden wihrend des stationdren Aufenthaltes oder der
ambulanten Vorstellung in der Klinik und Poliklinik fiir Neurologie der Martin-Luther-
Universitat Halle-Wittenberg statt. Ergdnzend wurden auch Daten aus anderen medizinischen
Einrichtungen, wo die Patienten untersucht wurden, benutzt. Dabei waren eine
Liquoruntersuchung (n=6), eine kardiologische (n=21), ophthalmologische (n=22), HNO-
arztliche (n=20) und zerebrale bildgebende (n=17) Diagnostik nur bei einem Teil der Patienten

erfolgt.

3.2.2 Untersuchungsmaterial

Es wurde die genomische DNA aus Muskel-, Blut- und Urinproben der Patienten isoliert.
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3.2.3 DNA-Priparation

Zur Priparation der genomischen DNA aus dem Muskelgewebe wurde der E.Z.N.A.®Tissue
DNA Mini Kit (Safety-Line) der Firma peqLab verwendet. Die DNA aus EDTA-Blut wurde
nach der Methode von Miller (Miller et al., 1988) isoliert. Zur Gewinnung von DNA aus dem
Urin wurde das QlAamp Viral RNA Mini Kit von Quiagen verwendet. Der in dem Kit
enthaltene Lysepuffer (AVL-Puffer) inaktiviert zahlreiche PCR-Inhibitoren, die sich in
Urinproben befinden. Die Konzentration der extrahierten DNA wurde spektrophotometrisch
gemessen. In der aus Urin extrahierten DNA war Natriumazid enthalten, das die
spektrophotometrischen Messwerte zwischen 220 und 280 nm beeinflusst, so dass die DNA-

Konzentration mit dieser Methode hier nicht verlidsslich bestimmt werden konnte.

3.3 Genetische Untersuchungsmethoden
3.3.1 Southern-Blot-Analyse

Die Southern-Blot-Analyse erfolgte nach gingigem Protokoll (Sambrook u. Russel, 2001). Bei
dieser Methode wurde die in der genomischen DNA enthaltene zirkulire mtDNA mit dem
Restriktionsenzym Pvull oder BamHI einmal geschnitten und somit linearisiert. AnschlieBend
wurde die genomische DNA auf einem 0,8%-igen Agarosegel aufgetrennt. Die im
Elektrophoresegel vorhandene DNA wurde durch eine alkalische Pufferlosung einstrangig
gemacht und anschliefend iiber Nacht auf eine Nylonmembran (Hybond N+ Membran von
Amersham) iibertragen (geblottet) und durch die Wéarme fixiert. Die Hybridisierung (Anlage an
den DNA-Einzelstrang einer komplementiren DNA) erfolgte mit einer mtDNA-Sonde, die
mittels PCR generiert wurde, tiber Nacht bei 42°C. Die hybridisierte DNA wurde mittels

Chemolumineszenz (ECL-Kit) und Entwicklung auf einem Rontgenfilm sichtbar gemacht.

3.3.2PCR

Die Polymerase-Ketten-Reaktion (Polymerase Chain Reaction, PCR) ist eine Methode, die
selektiv ein bestimmtes DNA-Fragment millionenfach vermehrt.

Das Prinzip der Methode besteht darin, ein Fragment der DNA zu amplifizieren (vermehren),
welches sich zwischen zwei Primern (Starter-Oligonukleotiden) befindet, die sich
komplementidr auf den urspriinglichen DNA-Strang auflagern (Saiki et al., 1989). Somit
entstehen DNA-Strange (als Kopien), deren Linge durch die Lage der beiden Primer definiert
ist. Der PCR-Prozess besteht aus drei Schritten, die in einem Thermocycler wiederholt
durchgefiihrt werden (Saiki et al., 1985; Mullis et al., 1987):
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(a) Schritt 1: Trennung (Denaturierung):

Durch Erwérmung auf iiber 90 Grad Celsius kommt es zur Trennung der DNA-Stringe. Die
Wasserstoffbriickenbindungen, die beide DNA-Strange zusammenhalten, werden aufgebrochen.
Am Anfang der PCR-Reaktion betrigt die Denaturierungszeit einige Minuten, um
sicherzustellen, dass sich sowohl die Ausgangs-DNA als auch die Primer vollstindig
voneinander getrennt haben. In nachfolgenden Zyklen ist die Denaturierungszeit von 10 bis 30

Sekunden ausreichend, um die DNA-Striange auseinander zu halten.

(b) Schritt 2: Bindung (Hybridisierung, Annealing):

Die Temperatur wird gesenkt, so dass die Primer sich an die einzelnen DNA-Stringe
komplementér anlagern konnen. Die Annealingtemperatur wird anhand der Schmelztemperatur
der Primer geschitzt, welche wiederum von der Zusammensetzung der Primer abhéngig ist. Es
ist wichtig, Primer mit dhnlicher Schmelztemperatur fiir einen PCR-Prozess zu wéhlen. Eine

weitere Optimierung der Annealingtemperatur wurde dann empirisch ermittelt.

(c¢) Schritt 3: Verlingerung (Elongation, Polymerisation):

Auf der Matrize von jedem Einzelstrang baut das Enzym Polymerase, beginnend vom 3'-Ende
des angelagerten Primers, einen neuen, komplementiren DNA-Strang an. So entsteht eine
Kopie des urspriinglichen Strangs. Die im Reaktionsansatz enthaltenen Primer und freie

Nukleotide werden dabei verbraucht.

Die Schritte 1-3 werden insgesamt in ca. 30 Zyklen wiederholt. In folgenden Zyklen dienen
dann die neuen Stringe als Vorlagen.

Die Temperatur der Elongationsphase hingt von der verwendeten DNA-Polymerase ab. Beim
Enzymmix der Long-Range-PCR stellt eine Temperatur von 68°C eine optimale Bedingung fiir
die Elongation dar. Bei der konventionellen PCR mit Tag-Polymerase liegt die optimale
Temperatur bei 72°C.

Die Elongationszeit hdangt von der Lange des amplifizierten DNA-Fragments ab.

(d) Schritt 4: Endphase (finale Elongation)

SchlieBlich erfolgt einmalig die finale (terminale) Elongation {iber 7 Minuten, wo die
Verlédngerung der noch nicht vollstdndigen DNA-Strange abgeschlossen werden kann.

Der Ansatz mit vervielfaltigter DNA wird bei 4°C aufbewahrt. Bei dieser Temperatur ist die

DNA doppelstriangig und kann somit unspezifisch nicht amplifiziert werden.

Weil die neu synthetisierten DNA-Stringe als Vorlagen fiir den nédchsten Zyklus dienen, wird

die DNA exponentiell vervielfacht (amplifiziert).
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In der vorliegenden Arbeit wurden zwei verschiedene PCR-Verfahren benutzt:
a) eine Long-Range-PCR-Untersuchung, die einer Amplifikation von langen Fragmenten
der mitochondrialen DNA diente,
b) eine konventionelle PCR-Untersuchung, die nur beim Vorliegen der ,,Common
Deletion* ein PCR-Produkt ergab.

3.3.3 Long-Range-PCR

Die Einfiihrung eines Polymerase-Mixes (Barnes 1994) erlaubte Amplifikationen von langen
DNA-Fragmenten. In der vorliegenden Arbeit kamen zwei verschiedene Long-Range-PCR-
Reaktionen zur Anwendung. Es wurden 10kb- bzw. 15kb-lange mtDNA-Fragmente
amplifiziert.

In beiden Untersuchungen (Long-Range-PCR 10- und 15-kb) wurden die Primer-Paare so
ausgewdhlt, dass sich iiberlappende mtDNA-Abschnitte untersucht werden konnten, um eine
Deletion sicher aufzudecken (Abb. 2). Da die meisten Deletionen zwischen den beiden
Replikationsurspriingen OH und OL liegen, wurde die Long-Range-PCR 10kb, die dieses
Gebiet abdeckt, als erste Untersuchung durchgefiihrt. War hierbei eine Deletion nicht
nachweisbar, so kam zusitzlich die 15kb umfassende PCR zur Anwendung.

In beiden Long-Range-PCR-Protokollen betrug die Elongationszeit in den ersten 10 Zyklen 10
Minuten. In den folgenden 20 Zyklen wurde diese in jedem Zyklus um 20 Sekunden verlédngert,
bis am Ende jeder Long-Range-PCR die Elongationsdauer 16 Minuten und 20 Sekunden betrug.
Diese Maflnahme diente der Sicherstellung, dass das gewiinschte DNA-Fragment in voller

Léange vervielfaltigt wird.

3.3.4 Common-Deletion-PCR (CD-PCR)

Diese PCR-Methode wurde zum Nachweis der hdufigen sog. ,,Common Deletion* verwendet.
Die Deletion hat eine Linge von 4977 Basenpaaren und liegt zwischen den
Nukleotidenpositionen nt 8470-13447. Bei der CD-PCR-Reaktion lagern sich die Primer auf
beiden Seiten in geringem Abstand von der gesuchten Deletion an. Die Bedingungen der
Reaktion wurden so ausgewdhlt, dass nur beim Vorliegen der ,,Common Deletion* die
Amplifikation des um 4,9 kb verkiirzten mtDNA-Fragmentes zustande kommt und ein Produkt
von 470 Basenpaaren ergibt. In der CD-PCR-Reaktion wurde die konventionelle Tag-
Polymerase (kein Long-Range-PCR-Enzym-Mix) verwendet, die keine Amplifkation von sehr
langen Fragmenten erlaubt. Mit der CD-PCR-Reaktion wurde Muskel-DNA von den Patienten
mit einer Deletionslinge um 5 kb getestet (n= 15). Beim Vorliegen einer anderen als der
,Common Deletion“ kam entweder das erwartete Produkt von 470 bp iiberhaupt nicht zustande

oder hatte eine andere Lénge.
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3.3.5 Reaktionsprotokolle

Long-Range-PCR (10 kb)

Initiale 10 Zyklen 20 Zyklen finale
Denaturierung Elongation
Temperatur |93°C 93°C | 57°C [68°C |93°C |57°C |68°C |68°C |4°C
Zeit (Min.) |3:00 0:30 [0:30 [10:00{0:30 |0:30 |10:00- |7:00 |
16:20
Long-Range-PCR (15kb)
Initiale 10 Zyklen 20 Zyklen finale
Denaturierung Elongation
Temperatur |93°C 93°C | 62°C [68°C |93°C |62°C [68°C |68°C |4°C
Zeit (Min.) |3:00 0:10 |0:30 [10:00{0:10 |0:30 |[10:00- |7:00 |0
16:20
Common-Deletion-PCR (CD-PCR):
initiale 32 Zyklen finale
Denaturierung Elongation
Temperatur | 94°C 94°C | 70°C | 72°C | 72°C |4°C
Zeit (Min.) |1:00 1:00 [0:30 |1:00 |[10:00 |

3.3.6 Reaktionsansatz

Die Long-Range-PCR wurden mit einem Kit Expand Long Template PCR System von Roche

und die Common-Deletion-PCR mit einem Taq DNA Polymerase Kit von Qiagen durchgefiihrt.
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Long-Range-PCR (10 kb):
Mastermix 1

1,5 pl Primer 10kb-F (10pmol/l)
1,5 pl Primer 10kb-R (10pmol/l)
2,5 pl dNTP-Mix

18,5 ul H,0

Mastermix 2

10 pl BSA 0,1%

5 ul Puffer 3

8,55 ul H,O

0,75 pul Enzym-Mix (Expanded Long Template Enzyme Mix Roche 5 U/ul)
DNA-Volumen: 2 ul

Long-Range-PCR (15 kb):
Mastermix 1

1,5 pl Primer LONG-F (10pmol/Il)
1,5 pl Primer CD-R (10pmol/l)
2,5 pl dNTP-Mix

Mastermix 2

5 ul Puffer 2

19,25 ul H,0

0,75 pul Enzym-Mix (Expanded Long Template Enzyme Mix Roche, 5 U/pl)
DNA Volumen 2 pl

Common-Deletion-PCR (CD-PCR):

Mastermix

2,5 pl Primer CD-F (10pmol/l)

2,5 pl Primer CD-R (10pmol/l)

2,5 ul PCR-Puffer Il

0,5 ul dNTP-Mix

1,5 pul MgCl,

13,3 ul H,0

0,2 pl Tag-Polymerase (Tag DNA Polymerase von Qiagen, 5 U/pul)
DNA Volumen: 2 ul
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3.3.7 Primer-Sequenzen und Lage

Long-Range-PCR (10 kb):
Primer: mt-Position
Long 10 kb-F 6221-6238
Long 10 kb-R 16153-16133

Long-Range-PCR (15 kb):

Primer: mt-Position
LONG-F 15149-15174
CD-R 13720-13692

Common-Deletion-PCR (CD-PCR):

Primer: mt-Position
CD-F 8274-8305
CD-R 13720-13692

5’ Sequenz-3’
CCCTCTCTCCTACTCCTG
CAGGTGGTCAAGTATTTATGG

5’ Sequenz-3’
TGAGGCCAAATATCATTCTGAGGGGC
GGCTTCCGGCTGCCAGGCCTTTAATGGGG

5’ Sequenz-3’
CCCTCTACCCCCTCTAGAGCCCACTGTAAAGC
GGCTTCCGGCTGCCAGGCCTTTAATGGGG
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Long 10 kb-R LONG-F
16153-16133 15149-15174

CD-R

15 kb PCR 13720-13692

16569 bp

Long 10 kb-F
6221-6238
——
CD-F

10 kb PCR 8274-8305
Long-Range-PCR (10 kb):
Long 10 kb-F 6221-6238 Vorwértsprimer
Long 10 kb-R 16153-16133 Riickwartsprimer

m—— \\/ildtyp-DNA-Fragment, das in der Long-Range 10 kb PCR amplifiziert wird

Long-Range-PCR (15 kb):

LONG-F 15149-15174 Vorwirtsprimer

CD-R 13720-13692 Riickwértsprimer

= \/\/ildtyp-DNA-Fragment, das in der Long-Range 15 kb PCR amplifiziert wird
CD-PCR:

CD-F 8274-8305 Vorwirtsprimer

CD-R 13720-13692 Riickwértsprimer

— DNA-Fragment, das in der CD PCR amplifiziert wird (0,47 kb)
== == Fehlendes DNA Fragment: 4,977 bp — lange ,,Common Deletion*

Abb. 2: mtDNA mit Darstellung der Primerlage und der amplifizierten DNA-Fragmente
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3.3.8 Modifikationen der Long-Range-PCR-Untersuchung

Um die Sensitivitit des Deletionsnachweises zu erhdhen wurden verschiedene Veranderungen

der PCR-Untersuchung vorgenommen.

(a) Modifikation der Elongationszeit

Die Dauer der Elongationszeit wird durch die Lénge des amplifizierten DNA-Fragmentes
determiniert, d.h. je ldnger der Amplifikat, desto ldnger muss auch die Elongationszeit sein.

Um eine bessere Darstellung der singuliren mtDNA-Deletionen zu gewdhrleisten, wurden
sowohl in der Long-Range-PCR 10 kb, als auch in der Long-Range-PCR 15 kb drei
verschiedene Elongationszeiten von 10, 4 oder 2 Minuten angewendet. Die finale
Elongationszeit dauerte entsprechend den Standardbedingungen 7 Minuten.

Diese Modifikation der Elongationszeit wurde in den Long-Range-PCR bei den

Untersuchungen von singuldren und multiplen mtDNA-Deletionen angewendet.

Reaktionsprotokolle:

Long-Range-PCR (10 kb), 4 Min. Elongationszeit

initiale 10 Zyklen 20 Zyklen finale
Denaturierung Elongation
Temperatur |93°C 93°C | 57°C | 68°C |93°C |57°C |68°C 68°C |4°C
Zeit (Min.) |3:00 0:30 [0:30 [4:00 |0:30 |0:30 |[4:00- |7:00 |
10:20

Long-Range-PCR (10 kb), 2 Min. Elongationszeit

initiale 10 Zyklen 20 Zyklen finale
Denaturierung Elongation
Temperatur |93°C 93°C | 57°C |68°C |93°C |57°C |68°C | 68°C |4°C
Zeit (Min.) |3:00 0:30 {0:30 |2:00 |0:30 |0:30 [2:00- |7:00 |oo
8:20

28



Long-Range-PCR (15 kb), 4 Min. Elongationszeit

initiale 10 Zyklen 20 Zyklen finale
Denaturierung Elongation
Temperatur |94°C 92°C | 62°C | 68°C |92°C |62°C |68°C 68°C |4°C
Zeit (Min.) |3:00 0:10 [0:30 [4:00 [0:10 |0:30 |4:00- |7:00 |
10:20

Long-Range-PCR (15 kb), 2 Min. Elongationszeit

initiale 10 Zyklen 20 Zyklen finale
Denaturierung Elongation
Temperatur |94°C 92°C | 62°C | 68°C |92°C |62°C |68°C 68°C |4°C
Zeit (Min.) |3:00 0:10 {0:30 [2:00 |0:10 |0:30 |2:00- |7:00 |
8:20

(b) Modifikation der DNA-Konzentration und des dNTP-Gehaltes im PCR-Ansatz

Bei der Untersuchung der Patienten mit multiplen Deletionen der mitochondrialen DNA wurde
auBler der Verkiirzung der Elongationszeit auch eine Reduktion der DNA-Menge im PCR-
Ansatz (Verdiinnung mit HO im Verhéltnis 1:10) sowie eine Reduktion der ANTP-Menge von
2,5 pl dNTP-Mix auf 2,0 pl pro Ansatz durchgefiihrt. Sowohl die Reduktion der ANTP- als
auch der DNA-Menge im PCR-Ansatz dienten der Erhohung der Spezifitit der PCR-

Untersuchungen.

3.3.9 Gelelektrophorese

Die Auftrennung der Long-Range-PCR-Produkte erfolgte in einem 0,8%-igen, die der CD-
PCR-Produkte in einem 1,5%-igen, horizontalen Agarosegel.

Fir das Gel wurde die Agarose in 1xTBE-Puffer in der Mikrowelle gelost. Nach der
Polymerisation (ca. 30 Minuten) wurde das Gel in eine Elektrophoresekammer tiberfiihrt. 8 pl
von jeder DNA-Probe wurden mit je 2 ul Loading-Buffer versetzt. Das Gemisch (10 ul) wurde
in die Geltaschen geladen. Als GroBenstandard sind Marker II, Marker X (bei Produkten der
Long-Range-PCR) und Marker 100 bp (bei CD-PCR-Produkten) in einer Menge von 3 ul pro
Geltasche bei jeder Elektrophorese mitgelaufen. Die Elektrophorese lief bei 120 mV fiir 90
Minuten (bei CD-PCR Produkten) bzw. 3 Stunden (bei Produkten der Long-Range-PCR) im
TBE-Puffer bei Raumtemperatur.
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Die Gele wurden in einer Ethidiumbromidlésung (0,04 pg/ml) iiber 25 Minuten geférbt und die
DNA-Banden am UV-Transluminator (GeneFlash von Syngene) sichtbar gemacht und als
Thermodruck und Datenfile dokumentiert.

3.3.10 Untersuchung der nukleiren Mutationen bei den Patienten mit multiplen mtDNA-

Deletionen

Bei der Mehrzahl der Patienten mit multiplen Deletionen und CPEO waren die nukledren Gene
Adenin-Nukleotid-Translokator-1-(ANT-1), Twinkle-(C100rf2) sowie das Polymerase-Gamma
(POLG1)- und POLG-2-Gen bereits untersucht worden. Hinsichtlich des RRM2B-Gens war nur
die bislang beschriebene Mutation R327X untersucht worden. Bei dem Patienten mit MELAS-
Phénotyp war die mitochondriale Punktmutation 3243A>G ausgeschlossen worden.

Bei dem einen Patienten mit einem MELAS-Phéanotyp und multiplen Deletionen wurden das
ANT1- und das Twinkle-Gen wurde mittels Sequenzierung analysiert wie vorbeschrieben
(Kaukonen et al. 2000; Spelbrinnk et al. 2001). Das gesamte POLG1-Gen wurde von der
Mitochondrial Research Group in Newcastle upon Tyne/UK untersucht.

3.4 Statistische Auswerteverfahren
Zur statistischen Auswertung wurde das SPSS-Programm (Version 16) benutzt. Es kamen
folgende statistische Tests zur Anwendung: Chiquadrat-Test (bei kleinen Probengrofen wurde

zusatzlich eine Korrektur mit dem Exakten Fisher-Test durchgefiihrt), Mann-Whitney-U-Test, t-

Test und Varianzanalyse.
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4 Ergebnisse
4.1 Patienten mit singuliren mtDNA-Deletionen
4.1.1 Klinische Daten von 25 Patienten mit singuliren mtDNA-Deletionen

Die Klinischen Daten aller Patienten mit singuldren Deletionen der mitochondrialen DNA
wurden in der Tabelle 1 zusammengestellt. Von 25 untersuchten Patienten erfiillten 3 die
Kriterien des KSS. Die anderen 22 Patienten bildeten die CPEO-Gruppe mit unterschiedlicher
Multisystembeteiligung.

Nur eine Person hatte eine positive Familienanamnese (Nr. 10). Die Mutter, dhnlich wie die
Patientin selbst, prisentierte ein CPEO-plus-Syndrom mit beidseitiger Ptosis, Ermiidbarkeit der
Gliedmafien und gelegentlich Schluckbeschwerden und wurde bereits publiziert (Binder u.
Sluga 1980).

Als erstes Symptom manifestierte sich bei der Mehrheit der Patienten (n=23) eine progrediente
Ptosis, bei einem eine Retinopathie (Nr. 2) und bei einem eine proximale Muskelparese (Nr.
14). Zu den Herzleitungsstorungen gehorten: SA-Block (Nr.: 5, 12) AV-Block (Nr.: 2, 3, 12,
17), Schenkelblock (Nr.: 1, 2, 4, 5, 11). Eine Herzschrittmacher-Implantation war nur bei einer
Patientin (Nr. 3) mit KSS-Phinotyp notwendig. Die pathologischen Verdnderungen in der
Schidel-MRT-Untersuchung beinhalteten hyperintense T2-Lédsionen im Marklager, im
Thalamus und in den Stammganglien sowie eine leichte Hirnatrophie (Nr.: 1, 4, 6, 10, 12) und
Verkalkungen in den Basalganglien (Nr. 4). Zu den psychischen Stérungen gehorten
psychomotorische Verlangsamung (Nr. 1), leichte Intelligenzminderung (Nr. 4), vegetative
Labilitdat mit einem Hyperventilationssyndrom (Nr. 5) und depressive Episoden (Nr.: 7, 12, 14).
Als endokrine Storungen wurden Diabetes mellitus (Nr.: 1, 3, 6) oder pathologischer oGTT
(nach 2 Stunden BZ: 7,8 - 11,1 mmol/l) (Nr.: 5, 11, 14), Kleinwuchs (Nr.: 2, 3), Amenorrhoe
(Nr. 2), Hypermenorrhoe (Nr. 7) und eine Verminderung des ACTH-Spiegels (Nr. 4)
klassifiziert. Wesentliche Verdnderungen in den Laboruntersuchungen, wie z.B.
Blutbildverdnderungen (insbesondere sideroblastische Andmie) oder Zeichen einer

Nephropathie, fanden sich bei keinem der 25 Patienten.

31



Tab. 1: Befunde aller 25 Patienten mit singuldren Deletionen der mitochondrialen DNA

+
n.d.

Alter (Jahre):

Geschl.:

K:

M:

W:

Erkrankungsbeginn (Jahre):
CPEO:

KSS:

Muskulatur:

Herz:

Schluckstorung:
Belastungsintoleranz:
Paresen:

ZNS:

Innenohrschwerhdrigkeit:

Retinitis pigmentosa:

Zerebelldre Ataxie:

EiweiBlerh6hung im Liquor:

Pathologisches cMRT:

Polyneuropathie:

Heteroplasmiegrad i.M. (%):

Ergebnis positiv
Ergebnis negativ
Untersuchung nicht durchgefiihrt

Alter bei Probenentnahme in Jahren

Geschlecht

seit Kindheit

maénnlich

weiblich

Alter bei dem Erkrankungsbeginn (in Jahren)

chronisch progressive externe Ophthalmoplegie

erfiillte Diagnosekriterien des Kearns-Sayre-Syndroms
Beteiligung der quergestreiften Muskulatur

kardiale Beteiligung

Dysphagie oder Dysarthrophonie

abnorme muskuliare Ermiidbarkeit, Myalgien bei Belastung
manifeste Paresen der Extremititen- oder Nackenmuskulatur
Beteiligung des zentralen Nervensystems (siehe 4.1.2 Punkt b)
sensoneurinale

Schwerhérigkeit (Innenohr- bzw.

Schallempfindungsschwerhdrigkeit) in der HNO-drztlichen
Untersuchung
Pigmentdegeneration der Retina in der augenéarztlichen
Untersuchung

zerebelldre Ataxie in der klinischen Untersuchung

Liquoreiwei3 > 100 mg/dI

pathologische Verdnderungen in der Schidel-MRT-
Untersuchung (siehe 4.1.1)

klinische und/oder elektrophysiologische Zeichen einer
sensiblen oder motorischen Neuropathie

Heteroplasmiegrad im Muskel (%)
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36
16
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Patienten
Alter
(Jahre)/
Geschl

49/ W

67/ M

14/ W
48/ W

Nr.

9

10 | 47/ W

11

12 |52/ M
13

14 | 41/ W
15 | 45/ W
16 | 46/ M
17 | 56/ M
18 | 43/ W
19 | 35/W
20 | 35/ M
21

22 | 64/ W
23 | 57/ W
24 | 25/ M
25 | 36/ M
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4.1.2 Einteilung der Patienten in klinische Untergruppen

Das gesamte Patientenkollektiv wurde zwecks statistischer Auswertung anhand der klinischen

Symptome in verschiedene Gruppen geteilt:

(a) KSS bzw. CPEO mit unterschiedlicher Multisystembeteiligung:

- Kearns-Sayre-Syndrom-Gruppe (KSS-Gruppe), n=3: In diese Gruppe wurden Patienten
eingeschlossen, welche die von Rowland vorgeschlagenen Diagnosekriterien des KSS
(Rowland 1983) erfiillen: externe Ophthalmoplegie, Pigmentdegeneration der Retina,
Erkrankungsbeginn vor dem 20. Lebensjahr und mindestens eines der folgenden Symptome:
Herzblock, Liquoreiweiflerhdhung, zerebelldre Ataxie.

- Ophthalmoplegie-Gruppe (CPEO-Gruppe), n=22: In die CPEO-Gruppe wurden Patienten
eingeschlossen, die auBer einer Ophthalmoplegie eine unterschiedlich ausgeprigte
Multisystembeteiligung aufwiesen, jedoch die Kriterien des KSS nicht erfiillten. Ein Patient aus
der Gruppe zeigte ausschlieBlich eine Ptosis und progrediente Lihmung der &uBeren

Augenmuskeln, jedoch keine Hinweise auf eine andere Begleitsymptomatik (Nr. 25).

(b) Patienten mit Beteiligung des zentralen Nervensystems (CPEO + ZNS) bzw. Patienten
ohne Beteiligung des zentralen Nervensystems (CPEO —ZNS):

- CPEO + ZNS, n=12: In Gruppe mit ZNS-Beteiligung (CPEO + ZNS) wurden Patienten mit
mindestens einem der folgenden Symptome eingeschlossen: zerebelldre Ataxie, Demenz oder
geistige Retardierung, sensoneurinale Schwerhorigkeit und Retinitis pigmentosa. Hierzu
gehorten 12 Patienten (Nr.: 1- 6, 8, 9, 11, 13, 18, 21).

- CPEO - ZNS, n=13: Die Gruppe der Patienten ohne ZNS-Beteiligung (CPEO - ZNS) bildeten

13 Patienten, die keine der 0.g. Symptome aufwiesen.

(c) Patienten mit Paresen bzw. Patienten ohne Paresen:

- Patienten mit Paresen, n= 15: In diese Gruppe wurden Patienten mit manifesten
Extremitdtenparesen (Nr.: 1, 4-8, 10, 13-16, 19-20) oder Paresen der Nackenmuskulatur, letztere
isoliert (ohne Extremititenparesen) bei zwei Patienten (Nr.: 18, 23), eingeteilt.

- Patienten ohne Paresen, n=10: Patienten ohne manifeste Paresen.

4.1.3 Genotyp-Phinotyp-Korrelation bei den Patienten mit singuléiren mtDNA-Deletionen
(a) Gewebedistribution der singuliren mtDNA-Deletionen im Vergleich zum Phinotyp

- Nachweis der singuliren mtDNA-Deletionen im Blut und Urin bei Patienten mit KSS

bzw. CPEO mit unterschiedlicher Multisystembeteiligung:
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Bei allen Patienten war im Muskel die singuldre Deletion der mtDNA sowohl im Southern-Blot
als auch in der PCR-Untersuchung nachweisbar.

Die Nachweisrate der Deletion im Blut (Untersuchung aller 25 Patienten), im Urin
(Untersuchung von 20 Patienten) bzw. in beiden mitotischen Geweben (Blut und/oder Urin)
mittels PCR zeigt die Tabelle 2.

Tab. 2: Vergleich der Nachweisrate der singuliren mtDNA-Deletionen im Blut und Urin bei
Patienten mit KSS (n=3) und CPEO mit unterschiedlicher Multisystembeteiligung (n=22)

?2?30%12) Deletion im Blut Deletion im Urin Deletion im Blut
PP und/oder Urin
KSS (n=3) 2/3 (66,7%) 1/2 (50 %) 3/3 (100%)
CPEO (n=22) 9/22 (40,9%) 6/18 (33,3%) 11/22 (50%)

Die statistische Analyse mit dem Chiquadrat-Test ergab:
- Deletion im Blut: chi?(1) = 0,71; p > 0,05, (p = 0,399)
- Deletion im Urin: chi?(1) = 0,22; p > 0,05, (p = 0,639)
- Deletion im Blut und/oder Urin: chi?(1) = 2,68; p > 0,05, (p = 0,102)

Es fanden sich keine statistisch signifikanten Unterschiede in der Haufigkeit der singuldren
mtDNA-Deletion in den beiden mitotischen Geweben (Blut und Urin) bei den Patienten aus der
KSS- und der CPEO-Gruppe.

- Nachweis der singuliren mtDNA-Deletionen im Blut und Urin bei Patienten mit
Beteiligung des zentralen Nervensystems (CPEO + ZNS) bzw. Patienten ohne Beteiligung
des zentralen Nervensystems (CPEO — ZNS):

Die Haufigkeit der singuldren mtDNA-Deletion im Blut bzw. im Urin wurde mit der klinischen

Beteiligung des zentralen Nervensystems verglichen.

Tab. 3: Vergleich der Nachweisrate der singuldiren mtDNA-Deletion im Blut und im Urin bei
Patienten mit ZNS-Beteiligung (n=12) und ohne ZNS-Beteiligung (n=13)

Phénotyp (Gruppen) Deletion im Blut Deletion im Urin Deletion im Blut
und/oder Urin

CPEO + ZNS 6/12 (50,0%) 4/12 (25,0%) 8/12 (75,0%)

(n=12)

CPEO - ZNS 5/13 (38,5%) 4/13 (30,8 %) 6/13 (46,2%)

(n=13)
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Die statistische Analyse mit dem Chiquadrat-Test ergab folgende Resultate:
- Deletion im Blut: chi®(1) = 0,34; p > 0,05, (p = 0,561)
- Deletion im Urin: chi?(1) = 0,02; p > 0,05, (p = 0,891)
- Deletion im Blut und/oder Urin: chi(1) = 1,07; p > 0,05, (p= 0,302)

Die singuldare mtDNA-Deletion war bei den Patienten aus der CPEO + ZNS-Gruppe im Blut, im
Urin bzw. in beiden mitotischen Geweben nicht signifikant haufiger als in der
CPEO — ZNS- Gruppe nachweisbar.

- Gewebedistribution der singuliren mtDNA-Deletionen im Vergleich zum Alter bei
Erkrankungsbeginn:

Des Weiteren wurde untersucht, ob ein Zusammenhang zwischen dem Verteilungsmuster der
Deletion in einem (Muskel), zwei (Muskel und Blut oder Urin) bzw. drei Geweben (Muskel

und Blut und Urin) und dem Alter bei Erkrankungsbeginn besteht.

Tab. 4: Deskriptive Statistik des Alters bei Erkrankungsbeginn und der Verteilung der Deletion

in einem, zwei bzw. drei Geweben

Gruppen Patientenzahl Mittelwert Standardabweichung
Deletion in 1 Gewebe 9 27,33 13,69
Deletion in 2 Geweben 9 14,56 8,97
Deletion in 3 Geweben 4 26,25 7,23

Die Auswertung mit Chiquadrat-Test ergab statistisch signifikante Unterschiede fiir die Gruppe
2 (Patienten mit Deletion in 2 Geweben): chi*(2) = 6,47; p < 0,05, (p = 0,039). Diese Patienten
waren signifikant jinger bei Erkrankungsbeginn im Vergleich zu Patienten mit der Deletion in 1
und 3 Geweben. Diese Relation stellt Abbildung 5 dar.
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Abb. 3: Abhingigkeit zwischen dem Erkrankungsbeginn (Jahre) und Nachweis der singuldren
mtDNA-Deletion in 1 (Muskel), 2 (Muskel und Blut oder Urin) oder 3 Geweben (Muskel und

Blut und Urin)

(b) Heteroplasmiegrad im Muskel im Vergleich zum Phénotyp

- Heteroplasmiegrad im Muskel bei Patienten mit KSS bzw. CPEO mit unterschiedlicher

Multisystembeteiligung:

Es wurde zundchst untersucht, ob sich die Patienten aus der KSS- und CPEO-Gruppe

hinsichtlich des Heteroplasmiegrades im Muskel unterscheiden.

Tab. 5: Deskriptive Statistik des Heteroplasmiegrades im Muskel (%) bei den Patienten in der
KSS- und CPEO-Gruppe

Phénotyp (Gruppen) Patientenzahl Mittelwert (%) Standardabweichung
KSS 3 57,33 25,70
CPEO 22 45,50 12,86

Auf Grund der Unterschiede in der Patientenzahl beider Gruppen wurde anstatt des t-Tests der

Mann-Whitney-U-Test angewendet. Es fanden sich keine statistisch signifikanten Unterschiede
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im Heteroplasmiegrad in den beiden Gruppen (U = 30,0; p > 0,05, p = 0,801), was die
Abbildung 6 darstellt.
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60 — -T-

Heteroplasmiegrad im Muskel (%)
1

o

I I
KSS CPEO

Abb. 4: Vergleich des Heteroplasmiegrades im Muskel (%) in der KSS- (n=3) und CPEO-
Gruppe (n=22)

- Heteroplasmiegrad im Muskel bei Patienten mit Beteiligung des zentralen
Nervensystems (CPEO + ZNS) bzw. Patienten ohne Beteiligung des zentralen
Nervensystems (CPEO —-ZNS):

Des Weiteren erfolgte eine Beurteilung des Heteroplasmiegrades im Muskel bei den Patienten
mit und ohne Beteiligung des zentralen Nervensystems.

Tab. 6: Deskriptive Statistik des Heteroplasmiegrades im Muskel (%) bei den Patienten in den
Gruppen: CPEO + ZNS und CPEO — ZNS

Phénotyp (Gruppen) Patientenzahl Mittelwert (%) Standardabweichung
CPEO + ZNS 12 46,83 17,55
CPEO - ZNS 13 47,00 12,17
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Die statistische Analyse mit dem t-Test zeigte bei t(23) = -0,03 und p > 0,05, (p= 0,978), dass

der Heteroplasmiegrad im Muskel bei den Patienten mit ZNS-Beteiligung nicht signifikant

hoher/niedriger als bei den Patienten ohne ZNS-Beteiligung war.
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Abb. 5: Vergleich des Heteroplasmiegrades im Muskel (%) in den Gruppen: CPEO + ZNS
(n=12) und CPEO — ZNS (n=13)

- Heteroplasmiegrad im Muskel bei Patienten mit Paresen bzw. Patienten ohne Paresen:

Um die Korrelation zwischen dem Phéanotyp und dem Heteroplasmiegrad im Muskelgewebe

ndher einzuschitzen, wurden die Patienten anhand der Muskelbeteiligung (Paresen) untersucht.

Tab. 7: Deskriptive Statistik des Heteroplasmiegrades im Muskel (%) bei den Patienten in den

Gruppen mit und ohne Extremitétenparesen

Paresen

Phénotyp (Gruppen) Patientenzahl Mittelwert (%) Standardabweichung
Patienten mit Paresen 15 50,20 17,73
Patienten ohne 10 42,00 6,32

39


http://de.wikipedia.org/wiki/Statistik

Der mittlere Heteroplasmiegrad im Muskel war bei den Patienten mit Paresen hoher als in der
Gruppe ohne Paresen. Diese Unterschiede waren jedoch in der statistischen Auswertung mit
dem t-Test nicht signifikant bei: t(23) = 1,40, bzw. p > 0,05, (p = 0,176).
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Abb. 6: Vergleich des Heteroplasmiegrades im Muskel (%) in den Gruppen: Patienten mit
Paresen (n=15) und Patienten ohne Paresen (n=10).

(c) Linge der Deletion im Vergleich zum Phinotyp

- Linge der Deletion bei Patienten mit KSS bzw. CPEO mit unterschiedlicher
Multisystembeteiligung:

Die Deletionslénge reichte von 2,0 bis 9,0 kb. Die Lange der mtDNA-Deletion wurde bei den
Patienten mit einem KSS-Phéanotyp im Vergleich zur CPEO-Gruppe beurteilt.
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Tab. 8: Deskriptive Statistik der Deletionsldange (kb) in der KSS- und CPEO-Gruppe

Phénotyp (Gruppen) Patientenzahl Mittelwert (kb) Standardabweichung
KSS 3 4,17 1,76
CPEO 22 5,02 1,45

Auf Grund der Unterschiede in der Patietnenzahl beider Gruppen wurde anstatt des t-Tests der
Mann-Whitney-U-Test angewendet. Die Analyse zeigte bei U= 25,0 bzw. p > 0,05, (p = 0,482)
keine statistisch signifikanten Unterschiede der Deletionslénge in den beiden Gruppen.
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Abb. 7: Vergleich des Léange der Deletion (kb) in den Gruppen: KSS (n=3) und CPEO mit
unterschiedlicher Multisystembeteiligung (n=22)

(d) Alter der Patienten im Vergleich zu den molekulargenetischen Befunden

- Alter der Patienten beim Erkrankungsbeginn

Das durchschnittliche Alter bei dem Erkrankungsbeginn aller Patienten lag bei 21,5 Jahren,
wobei das genaue Alter zum Erkrankungsbeginn in 3 Féllen nicht eruiert werden konnte (Nr.: 8,
15, 22). Das mittlere Alter zum Erkrankungsbeginn lag bei 7,6 Jahren bei den Patienten mit
KSS (n=3) sowie bei 23,7 Jahren bei den Patienten mit CPEO und unterschiedlicher
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Multisystembeteiligung (n=20). Vordem 20. Lebensjahr waren 14 Patienten aus dem Kollektiv
erkrankt, davon alle KSS-Patienten (n=3) und 11 Patienten aus der CPEO-Gruppe.

- Alter der Patienten beim Erkrankungsbeginn im Vergleich zum Heteroplasmiegrad im
Muskel

Um zu untersuchen, ob ein Zusammenhang zwischen dem Heteroplasmiegrad im Muskel und
dem Alter beim Erkrankungsbeginn besteht, wurde eine Varianzanalyse durchgefiihrt. Es zeigte
sich bei F(1, 23) = 1,88 bzw. p > 0,05, (p = 0,184) keine signifikante Korrelation zwischen
beiden untersuchten Werten.

80 —

60

40

Heteroplasmiegrad im Muskel (%)

20 —

[ I I [ I I I
10 20 30 40 50 60 70
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Abb. 8: Abhingigkeit zwischen dem Heteroplasmiegrad im Muskel und dem Alter der Patienten
bei Erkrankungsbeginn

- Alter der Patienten beim Erkrankungsbeginn im Vergleich zur Liéinge der Deletion

Es wurde auch die Korrelation zwischen der Deletionslédnge und dem Alter der Patienten beim
Erkrankungsbeginn ebenfalls mittels der Varianzanalyse untersucht. Hierbei fand sich bei

F (1, 23) = 0,003, p > 0,05, (p = 0,959) ebenfalls keine statistisch signifikante Korrelation
zwischen beiden untersuchten Werten. Diese Ergebnisse stellt Abbildung 9 dar.
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Abb. 9: Abhingigkeit zwischen der Lange der Deletion und dem Alter der Patienten beim
Erkrankungsbeginn

- Alter der Patienten bei der Probenentnahme

Das durchschnittliche Alter aller untersuchten Patienten mit einer singuldren Deletion der
MtDNA lag zum Zeitpunkt der Probenentnahme (Muskelbiopsie) bei 39,9 Jahren, davon bei
Patienten mit KSS bei 19,7 Jahren und bei Patienten mit CPEO und unterschiedlicher
Multisystembeteiligung bei 45,2 Jahren.

- Alter der Patienten bei der Probenentnahme im Vergleich zum Deletionnachweises in
den mitotischen Geweben
Es wurde die Korrelation zwischen dem Alter der Patienten bei der Probenentnahme und einem

positiven bzw. negativen Deletionsbefund aus den mitotischen Geweben untersucht.
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Tab. 9: Deskriptive Statistik vom Alter der Patienten bei der Probenentnahme und positivem

sowie negativem Deletionsbefund im Blut und im Urin

Alter der Patienten
untersuchte - .| Patienten- | bei der _
Geweben Deletionsnachweis sahl Probenentnahme Standardabweichung
Mittelwert (Jahre)
ja 11 32,18 13,12
o nein 14 49,93 11,54
ja 7 42,71 12,09
o nein 13 42,31 16,65

Die statistische Auswertung mit dem t-Tests fiir Blut und mit dem Mann-Whitney-U-Test
(grofe Gruppenunterschiede in der Patientenzahl) fiir Urin zeigte folgende Ergebnisse:

- fiir Blut: t(23) = 3,60; p < 0,05, (p = 0,002)

- fiir Urin: U = 38,50; p > 0,05, (p = 0,579)

Die Patienten, die eine Deletion im Blut aufwiesen, waren bei der Probenentnahme signifikant

jiunger als die Personen, die keine Deletion im Blut aufwiesen. In der Untersuchung der

Deletion im Urin zeigte sich diese Korrelation nicht.
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Abb. 10: Abhéngigkeit des Alters der Patienten bei der Probenentnahme von einem positiven
(+) oder negativen (-) Ergebnis der PCR-Untersuchung der singuliren mtDNA-Deletion aus
mitotischen Geweben (Blut und Urin)

4.1.4 Unterschiede im Genotyp und Phinotyp bei den Patienten mit der 4977-bp

»Common Deletion“ und bei den Patienten mit anderen singuliren Deletionen der mtDNA
Um den Einfluss der Deletionsldnge und -lage zu eliminieren, wurden die Patienten (n=7) mit

einer identischen Deletion (,,Common Deletion®) separat beurteilt. Die Befunde stellt Tabelle
10 dar.
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Tab. 10: Vergleich der klinischen und molekulargenetischen Befunde der Patienten mit
,»common Deletion® (n=7) und der Patienten mit anderen singuliren mtDNA-Deletionen
(n=18)

klinische und molekular-

genetische Befunde ,common Deletion* (n=7) | andere Patienten (n=18)
Deletionsnachweis im Blut 5/7 (71,4%) 6/18 (33,3%)
Deletionsnachweis im Urin 217 (28,6%) 5/13 (38,5%)
Deletionsnachweis im Blut 5/7 (71,4%) 9/18 (50,0%)
und/oder Urin

Erkrankungsbeginn (Jahre) 14,83 (SD: 2,99) 24,87 (SD: 13,75)
Alter bei der Probenentnahme 36,86 (SD: 13,42) 44,17 (SD: 15,42)
(Jahre)

Heteroplasmiegrad im Muskel (%) 50,86 (SD: 4,63) 45,39 (SD: 16,95)

Die statistische Analyse beider Gruppen mit dem chi Test / Chiquadrat-Test ergab:
- fiir Deletionsnachweis im Blut: chi’(1) = 2,97; p > 0,05, (p = 0,085)
- fiir Deletionsnachweis im Urin: chi’(1) = 0,20; p > 0,05, (p = 0,658)
- fiir Deletionsnachweis im Blut und/oder Urin: chi’(1) = 0,94; p > 0,05, (p = 0,332)

Die statistische Analyse beider Gruppen mit dem Mann-Whitney-U-Test ergab:
- fiir Erkrankungsbeginn (Jahre): U = 25,5; p > 0,05, (p = 0,132)
- fiir Alter bei der Probenentnahme (Jahre): U = 46,5; p > 0,05, (p = 0,326)
- fiir Heteroplasmiegrad im Muskel (%): U = 30,5; p < 0,05, (p = 0,047)

Es fanden sich keine statistisch relevanten Unterschiede zwischen den Patienten mit Common
Deletion und den Patienten mit anderen singuldren Deletionen hinsichtlich des Deletions-
nachweises in den mitotischen Geweben.

Die Patienten mit der ,,Common Deletion* wiesen einen signifikant hoheren Heteroplasmiegrad
im Muskel auf und waren jedoch statistisch nicht sgnifikant frither als die anderen Patienten
erkrankt. Das Alter bei der Probenentnahme war bei den Patienten mit ,,Common Deletion*

nicht signifikant unterschiedlich im Vergleich zum restlichen Patientenkollektiv.
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Abb. 11: Vergleich des Heteroplasmiegrades im Muskel (%) bei den Patienten mit der

,Common Deletion“ und den Patienten mit anderen singuldren mtDNA-Deletionen

4.1.5 Molekulargenetische Befunde der Patienten mit singuliren mtDNA-Deletionen

Die molekulargenetischen Daten aller Patienten mit singuldren Deletionen der mitochondrialen

DNA wurden in der Tabelle 11 zusammengestellt.

Tab. 11: Molekulargenetische Daten von 25 Patienten mit singuldren mtDNA-Deletionen.
Die Nummerierung der Patienten ist mit der Tabelle 1 identisch. VVon links nach rechts wurden

die Patienten von den schwer betroffenen bis zu den oligosymptomatischen Patienten geordnet.

n.d.: Untersuchung nicht durchgefiihrt
M: maénnlich

W: weiblich

K: in der Kindheit

+ Ergebnis positiv

- Ergebnis negativ
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Symptomatik

KSS CPEO
Patientennummer 1 |2 [3 |4 |5 [6 [7 [8 |9 [10 [11 [12 [13 [14 [15 |16 |17 |18 [19 |20 |21 |22 [23 [24 |25
Geschlecht wiw|w M |w|w|w|w|w|w[M|MIw|wl|w M|M|wW]|[w [w|w |w|w M M
(EJ;‘ﬂf‘er;k“”QSbeg'”” 10 |12 |1 |14 |13 |36 |14 |K |35 |12 |17 |15 |12 |35 |K |12 |53 |33 |24 |32 |22 |nd |36 |16 |20
(Ajgﬁrrek;e' Prabenentnanme 30 |16 |13 |38 |41 |68 |38 |49 |49 |47 |67 |52 |14 |41 |45 |46 |56 |43 |35 |35 |48 |64 |57 |25 |36
Léange der Deletion (kb) 4 |251]6 |9 |55|5 |5 |4 |5 |5 |5 |5 |5 |25|55|5 (4 |8 |5 |4 |2 |5 |55|55]5
Nachweis der ,,Common nd|nd|ndjnd |- - + |nd|- + |- + |+ |(nd]|- + |nd{nd|- nd nd |- - + |+
Deletion”
Deletion im Southern Blotaus |+ [+ [+ |+ [+ [+ [+ |+ |+ |+ |+ [+ |+ |+ [+ [+ |+ |+ [+ [+ |+ |+ |+ |+ |+
Muskel
Heteroplasmiegrad (%) im 87 |42 |43 |57 |48 [48 |50 |40 |40 |52 |48 |50 |60 |78 |44 |51 |37 |11 |52 |45 |38 |29 |30 |40 |48
Southern Blot aus Muskel
Deletion im Southern Blot aus | - - - + |- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Blut
Deletionin PCR aus Muskel |+ |+ [+ [+ |+ |+ [+ [+ [+ |+ |+ |+ [+ [+ |+ |+ |+ |+ [+ [+ [+ |+ |+ |+ [+
Deletion in PCR aus N [ I I I e I I O I e e e e e s R I S e I S
Blut
Deletion in PCR aus + |nd|- ndi|nd |- - - - + |+ |- - + |nd|- - + |- + |- nd |- - +
Urin

48




(a) Nachweisrate singulirer MtDNA-Deletionen mittels Southern-Blot-Analyse und
Long-Range-PCR-Untersuchung im Muskel, Blut und Urin

- Southern-Blot-Untersuchung:

Eine singulire mtDNA-Deletion im Muskel wurde bei allen untersuchten Patienten (n=25)
nachgewiesen (Einschlusskriterium). In der mtDNA aus Blut dagegen war eine singuldre
Deletion nur bei einem von 25 untersuchten Patienten nachweisbar. Der Patient wies einen
CPEO-plus-Phéanotyp (Tab. 1 und 11, Patient Nr. 4) auf.

-Long-Range-PCR-Untersuchung:

Eine singulire mtDNA-Deletion im Muskel war ebenfalls bei allen untersuchten Patienten
(n=25) nachweisbar, in der DNA aus Blut bei 11 von 25 (44%) und in der Urin-DNA bei 7 von
20, d.h. bei 35% der untersuchten Patienten nachweisbar.

Die Léange der Deletion bei den einzelnen Patienten stimmte in allen untersuchten Geweben und

mittels beider Verfahren (Southern-Blot, Long-Range-PCR) iiberein.

(b) Detektion der 4977-bp ,,Common Deletion* der mtDNA
Die Nachweisrate der ,,Common Deletion“ lag bei 28 % (7 von 25 Patienten, Tab.11). Die
Common-Deletion-PCR-Untersuchung wurde ausschlieBlich aus Muskel-DNA durchgefiihrt,

um sie sicher nachzuweisen.

M 1 2 3

1500 bp —
1000 bp —

500 bp =— — 470 bp

100 bp m——

Abb. 12: Gel-Elektrophorese der Common-Deletion-PCR-Untersuchung (Produkt: 470 bp) aus
Muskel-DNA bei 3 Patienten mit der Deletionsldnge von 5 kb in der Long-Range-PCR-
Untersuchung
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Spur M: Marker 100,
Spur 1: Common-Deletion-PCR-Untersuchung negativ,
Spuren 2-3: Common-Deletion-PCR-Untersuchung positiv.

(c) Sensitivitit der Long-Range-PCR-Untersuchung in Abhingigkeit von der
Elongationszeit

Durch die Verkiirzung der Elongationszeit nahm die Sensitivitidt der PCR-Untersuchung zu. Die
verkiirzte mtDNA-Bande konnte in vielen Fillen (18 von 25) mittels Long-Range-PCR mit
verkiirzter Elongationszeit (von 4 und 2 Minuten) deutlich besser dargestellt werden (Abb. 13).
Weiterhin konnten die singuldren Deletionen der mtDNA, die bei Standardbedingungen mit 10
Minuten Elongationszeit nicht zur Darstellung kamen, bei Elongationszeiten von 4 und 2
Minuten nachgewiesen werden. Dies wurde vor allem in der PCR-Untersuchung von Blut (bei 6
Patienten), aber auch von Urin (bei 2 Patienten) beobachtet (Tab. 12).

10 kb
5kb
7.5 kb

2 kb

Abb. 13: Gel-Elektrophorese der Long-Range-PCR-Untersuchung aus Blut-DNA. Zunahme der
Sensitivitit der Long-Range-PCR-Untersuchung durch Verkiirzung der Elongationszeiten von
10 auf 4 bzw. 2 Minuten, bei unterschiedlicher Lénge der mtDNA-Deletion

Die Proben wurden von 1 bis 9 nummeriert. M: Marker.

Spuren 1-3: Eine relativ kurze Deletion von 2,5 kb. Bei 10 Minuten Elongationszeit (Spur 1)
war eine schwache Deletionsbande sichtbar. Bei 4 Minuten Elongationszeit (Spur 2) wurde das
verkiirzte Fragment von 7,5 kb besser amplifiziert, war allerdings bei 2 Minuten Elongationszeit

(Spur 3) deutlich schlechter nachweisbar.
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Spuren 4-6: Eine 5 Kilobasen lange Deletion. Die Standardbedingungen mit 10 Minuten (Spur
4) waren fir die Amplifikation des 10 Kilobasen langen Wildtypfragmentes optimal, das
verkiirzte 5 kb lange Fragment kam bei Elongationszeit von 4 Minuten (Spur 5) deutlicher und
bei 2 Minuten (Spur 6) noch stirker zur Darstellung, wobei die Elongationszeit von 2 Minuten
(Spur 6) fiir das Wildtyp-Fragment nicht mehr ausreichend war.

Spuren 5-9: Eine relativ lange Deletion von 8 kb. Bei der Elongationszeit von 10 Minuten
(Spur 7) waren sowohl das Wildtypfragment als auch die Deletion gut sichtbar. Die Wildtyp-
DNA wurde schon bei 4 Minuten Elongationszeit (Spur 8) kaum noch amplifiziert, wobei das
verkiirzte 2 kb lange Fragment eine sehr kréiftige Bande bildete. Bei Elongationszeit von 2

Minuten (Spur 9) war nur die Deletion zu sehen.

Tab. 12: Elektrophoresenergebnisse der 10 kb-Long-Range-PCR-Untersuchung (24 Patienten)
und 15 kb-Long-Range-PCR-Untersuchung (eine Patientin, die mit * gekennzeichnet wurde)

aus drei Geweben bei Elongationszeiten von 10, 4, und 2 Minuten.

Deletionslénge von 9 bis 2 kb. Zunahme der Sensitivitit der PCR-Untersuchung bei Verkiirzung

der Elongationszeit.

CPEO: chronisch  progressive  Ophthalmoplegie  bzw.  Ophthalmoplegia-plus-
Symptomatik

KSS: Kearns-Sayre-Syndrom

kb: Kilobasen

n.d.: Untersuchung nicht durchgefiihrt

Nr.: Patientennummer (identisch mit der Nummerierung in den Tabellen 1 und 9)

M: ménnlich

W: weiblich

++ Deletion sehr gut sichtbar

+ Deletion gut sichtbar

(+) Deletion schwach sichtbar

- Deletion nicht sichtbar
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Phénotyp Lénge der | Deletionsnachweis in der Deletionsnachweis in der Deletionsnachweis in der
(Nummer)/Alter/ Geschlecht Deletion PCR aus Muskel PCR aus Blut PCR aus Urin

(kb) 10 Min. 4 Min. 2 Min. | 10Min. 4 Min. 2 Min. | 10 Min. 4 Min. 2 Min.
CPEO (Nr. 4)/ 30/ M 9 + ++ - + + ++ n.d. n.d. n.d.
CPEO (Nr.18)/ 43/ W 8 + ++ ++ + ++ ++ - + -
KSS (Nr. 3)/ 13/ W 6* ++ - - ++ - - - - -
CPEO (Nr. 5)/ 41/ W 55 + ++ ++ - - - n.d. n.d. n.d.
CPEO (Nr. 15)/45/ W 55 + + ++ - - - n.d. n.d. n.d.
CPEO (Nr. 23)/ 57/ W 5,5 + ++ ++ - - - - - -
CPEO (Nr. 24)/ 25/ M 55 ++ ++ + + + - - - -
CPEO (Nr. 6)/ 68/ W 5 + + ++ - - - - - -
CPEO (Nr. 7)/ 38/ W 5 + ++ + - + - - - -
CPEO (Nr. 9)/ 49/ W 5 + - - - (+) - - - -
CPEO (Nr. 10)/ 47/ W 5 + ++ ++ + ++ + (+) ++ (+)
CPEO (Nr. 11)/ 67/ M 5 ++ ++ ; - ] ) + N .
CPEO (Nr. 12)/ 52/ M 5 + ++ ++ - - - - - -
CPEO (Nr. 13)/ 14/ W 5 + ++ ++ - ++ ++ - - R
CPEO (Nr. 16)/ 46/ M 5 +) ++ ++ - - - - - -
CPEO (Nr. 22)/ 64/ W 5 ++ ++ + - - - n.d n.d. nd
CPEO (Nr. 25)/ 36/ M 5 + ++ ++ - ++ + + ++ (+)
CPEO (Nr. 19)/ 35/ W 5 + ++ ++ - - - - - -
KSS (Nr.1)/ 30/ W 4 + + ++ - - - - (+) ++
CPEO (Nr. 8)/ 49/ W 4 +) + ++ - - - - - -
CPEO (Nr. 17)/ 56/ M 4 + ++ + - - - - - -
CPEO (Nr. 20)/ 35/ W 4 ++ ++ + - + - + + -
KSS (Nr. 2)/ 16/ W 2,5 + ++ ++ - + (+) n.d. n.d. n.d
CPEO (Nr. 14)/ 41/ W 2,5 + ++ ++ - - - ++ + -
CPEO (Nr. 21)/ 48/ W 2 + ++ ++ - - - - - -
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4.2 Patienten mit multiplen mtDNA-Deletionen
4.2.1 Klinische Daten der Patienten mit multiplen mtDNA-Deletionen

Alle untersuchten Patienten mit multiplen mtDNA-Deletionen wiesen eine CPEO mit
unterschiedlicher Multisystembeteiligung auf. Kein Patient erfiillte Diagnosekriterien eines
KSS.

4.2.2 Molekulargenetische Befunde der Patienten mit multiplen mtDNA-Deletionen

() Nachweis der multiplen mtDNA-Deletionen im Muskel, Blut und Urin mittels Long-

Range-PCR-Untersuchung und mittels Southern-Blot-Analyse

Bei allen Patienten (n=15) wurden die multiplen Deletionen der mitochondrialen DNA in den
Muskelproben mittels 10 kb-Long-Range-PCR nachgewiesen. Bei 8 von 13 untersuchten
Patienten waren die multiplen Deletionen auch im Southern-Blot sichtbar. Die verldBliche
Bestimmung des Heteroplasmiegades war im Southern-Blot aufgrund der multiplen Banden, die
zum Teil voneinander nicht abgrenzbar waren, nicht moéglich. Die Southern-Blot Untersuchung
wurde aus Blut- und Urin-DNA nicht durchgefiihrt.

Mittels 10 kb-Long-Range-PCR waren im Blut und Urin die multiplen Deletionen bei keinem
Patienten nachweisbar. Daher war eine Untersuchung einer Genotyp-Phéanotyp-Korrelation

hinsichtlich Verteilung der multiplen Deletionen in verschiedenen Geweben nicht moglich.

(b) Einfluss der Verinderungen in der Long-Range-PCR-Untersuchung auf den Nachweis
der multiplen mtDNA-Deletionen

- Verkiirzung der Elongationszeit
Die PCR-Untersuchung der DNA aus Muskelproben mit verkiirzten Elongationszeiten von 4
und 2 Minuten brachte keinen zusitzlichen Informationsgewinn.

Die multiplen Banden (multiple Deletionen) kamen bei den Patienten in der Untersuchung mit 4

und 2 Minuten Elongationszeit nicht besser zur Darstellung.

Bei den gesunden Kontrollen (n= 10) zeigten sich bei manchen Patienten schwache Banden, die
multiplen Deletionen dhnelten (Abb. 16, Spur 2). Bei einer Elongationszeit von 10 Minuten
waren diese bei keiner Kontrollperson sichtbar. Bei 4 und 2 Minuten Elongationszeit waren sie
schwach sichtbar (5/10 Kontrollen bei 4 Minuten, 7/10 Kontrollen bei 2 Minuten).

Die Wildtyp-Bande war bei der Elongationszeit von 10 Min. gut sichtbar, jedoch meistens bei

Patienten mit multiplen mtDNA-Deletionen (8/15) schwicher ausgepriagt als bei den
Kontrollpersonen (Abb. 16, Spuren 1 und 5).
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Sowohl bei den Patienten als auch bei den Kontrollpersonen war die Wildtyp-Bande in der
Untersuchung mit 4 Minuten Elongationszeit deutlich schwicher und bei 2 Minuten

Elongationszeit kaum mehr darstellbar (Abb. 14).

- Reduktion der DNA-Menge

Durch eine Reduktion der DNA-Menge im PCR-Ansatz (Verdiinnung mit H,O im Verhéltnis
von 1:10) zeigten sich in Long-Range-PCR bei Kontrollen bei Elongationszeiten von 4 und 2
Minuten nach wie vor unspezifische Banden (5/10 Kontrollen bei 4 Minuten, 5/10 Kontrollen
bei 2 Minuten).

- Reduktion des dNTP-Gehaltes

Trotz der Reduktion des dNTP-Gehaltes im PCR-Ansatz wurden weiterhin unspezifische
Banden bei den Kontrollpersonen (4/10 Kontrollen bei 4 Minuten, 6/10 Kontrollen bei 2
Minuten) beobachtet. Bei den Probanden kamen die multiplen mtDNA-Deletionen unverindert

stark zur Darstellung.

S5k = t

co—l) Hall R
!

2,1 Kb = —

Abb. 14: Gel-Elektrophorese der Long-Range-PCR-Untersuchung aus Muskel-DNA bei der

Elongationszeit von 10 und 2 Minuten. Die Proben wurden von 1 bis 6 nummeriert. M: Marker.
Spuren 1-2: negative Kontrolle: bei Elongationszeit von 10 Minuten (Spur 1) war nur Wildtyp-

DNA sichtbar, bei Elongationszeit von 2 Minuten (Spur 2) auer der schmalen WT-Bande

waren auch schwache multiple Banden sichtbar,
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Spuren 3-4: singuldre Deletion (5 kb): bei Elongationszeit von 10 Minuten (Spur 3) waren die
Wildtyp-DNA und die Deletion gut sichtbar, bei Elongationszeit von 2 Minuten (Spur 4) war
die WT-Bande nicht vorhanden. Aufler der deutlichen Deletionsbande waren auch zusitzlich
schwache Banden von ca. 2,1 kb sichtbar,

Spuren 5-6: multiple mtDNA-Deletionen: bei Elongationszeit von 10 Minuten (Spur 5) waren
Wildtyp-DNA und multiple Deletionen gut sichtbar, bei Elongationszeit von 2 Minuten (Spur

6) waren nur multiple mtDNA-Deletionen sichtbar.

1234567 89M

Abb. 15: Gel-Elektrophorese der Long-Range-PCR-Untersuchung aus Muskel-DNA bei
Elongationszeit von 10, 4 und 2 Minuten. Die Proben wurden von 1 bis 9 nummeriert. M:
Marker. Untersuchung der multiplen mtDNA-Deletionen

Spuren 1-3: Elongationszeit von 10 Minuten: Wildtyp-DNA und multiple Deletionen gut
sichtbar,

Spuren 4-6: Elongationszeit von 4 Minuten: Wildtyp-DNA kaum noch darstellbar, multiple
Deletionen gut sichtbar,

Spuren 7-9: Elongationszeit von 2 Minuten: Wildtyp-DNA nicht darstellbar, multiple

Deletionen zum Teil schwer voneinander zu trennen.

(¢) Untersuchung der multiplen mtDNA-Deletionen in den mitotischen Geweben (Blut und
Urin)

Die 10 kb-Long-Range-PCR-Untersuchung der DNA aus Blutproben aller Patienten (n=15)
zeigte bei 10 und 4 Minuten Elongationszeit nur eine Wildtyp-DNA-Bande und bei einer
Elongationszeit von 2 Minuten kein PCR-Produkt.

In der Untersuchung der DNA aus Urinproben wurde mittels PCR mit 10, 4 und 2 Minuten
Elongationszeit bei keinem der 4 untersuchten Patienten (Patientennummer: 3,11,12,13) ein

Amplifikat erhalten.
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(d) Untersuchung der Mutationen der nukleiiren DNA bei Patienten mit multiplen
mtDNA-Deletionen

Von den 15 Patienten mit CPEO und multiplen Deletionen der mitochondrialen DNA wurden in
Kooperation mit der Mitochondrial Research Group in Newcastle upon Tyne (England)
Untersuchungen der bekannten nukledren Gene, deren Mutationen in multiplen mtDNA-
Deletionen resultieren, durchgefiihrt. Es konnten bei 5 Patienten die nukledren Mutationen
identifiziert werden. Hierbei handelte es sich bei 2 Patienten um Mutationen im Twinkle-Gen:
K319T (Deschauer et al., 2003b), K319E (Hudson et al., 2005) sowie bei einem Patienten um
eine Mutation im ANT1-Gen: A90D (Deschauer et al., 2005). Im POLG-1-Gen konnte bei
einem Patienten die A467T-POLG-1-Mutation homozygot nachgewiesen werden. Ein Patient
wurde als compound Heterozygote fir zwei POLG-1-Mutationen (A467T und W748S)
identifiziert (Paus et al., 2008). Eine Mutation im POLG-2 und im RRM2B-Gen konnte bei
keinem Patienten festgestellt werden.

Tab. 13: Ergebnisse der 10 kb-Long-Range-PCR-Untersuchung, der Southern-Blot-Analyse aus
Muskel-DNA und der Untersuchung der nukledren Mutationen bei 15 Patienten mit CPEO und
multiplen mtDNA-Deletionen

M: méannlich

W: weiblich

n.d.: Untersuchung nicht durchgefiihrt
+ Ergebnis positiv

- Ergebnis negativ
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i Untersuchung der Muskel-
g MIONA
kleare Mutation

Probenentnahme/ | Southern- Long-Range- nuidea

Geschlecht/ Blot PCR

1/55/W + + nicht identifiziert

2/ 43/ M + + nicht identifiziert

3/ 44/ M + + nicht identifiziert

4/ 54/ M - + nicht identifiziert

5/ 53/ M + + nicht identifiziert

6/ 46/ W + + nicht identifiziert

713711 W - + nicht identifiziert

8/ 76/ W - + nicht identifiziert

9/ 56/ W n.d. + nicht identifiziert

10/ 68/ W + + nicht identifiziert

11/40/ M + + homozygote POLG1-Mutation
A46TT

12/ 56/ M - + heterozygote ANT 1-Mutation
A90D
Deschauer et al., 2005

13/ 45/ M + + heterozygote Twinkle-Mutation
K319E
Hudson et al., 2005

14/38W n.d. + heterozygote POLG1-Mutationen
A467T/ WT748S
Paus et al., 2008

15/36/M - + heterozygote Twinkle-Mutation
K319T
Deschauer et al., 2003b

4.3 Patient mit multiplen mtDNA-Deletionen und einem Phéinotyp des MELAS-Syndroms

Im Rahmen des Screenings anderer Patienten mit Mitochondriopathien (ohne CPEO) wurden
mittels Long-Range-PCR bei einem Patienten mit dem Phénotyp eines MELAS-Syndoms
DNA Die
Punktmutation 3243A>G (Goto et al., 1990) wurde bereits ausgeschlossen.

multiple Deletionen der mitochondrialen nachgewiesen. mitochondriale

Der Patient erkrankte im Alter von 23 Jahren und entwickelte eine multisystemische

Symptomatik mit Schlaganfalldhnlicher Episode und daraus resultierender persistierender
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Hemianopsie und symptomatischer Epilepsie. Zusitzlich bestanden eine sensible Neuropathie
und afferente Ataxie sowie kognitive Einbussen. Im zerebralen MRT zeigte sich eine
hyperintense Lasion im Lobus occipitalis rechtseitig in den T2-gewichteten Sequenzen. Der
Laktatspiegel im Liquor war in der Akutsituation mit 3,4 mmol/l deutlich erhoht. Die
histologischen Verdnderungen im Muskelbioptat mit Nachweis COX-negativer Fasern sowie
Fasern mit vermehrter mitochondrialer Proliferation (Ragged-Red-éhnliche Fasern) lieBen auf
eine mitochondriale Ursache der Erkrankung schlie3en.

Molekulargenetisch zeigten sich in der Long-Range-PCR-Untersuchung aus Muskel-DNA
multiple Deletionen der mitochondrialen DNA. In der DNA aus Blut und Urin konnten die
multiplen Deletionen nicht dargestellt werden (Long-Range-PCR-Untersuchung mit
Elongationszeiten von 10, 4 und 2 Minuten). In der Southern-Blot-Analyse aus Muskel waren
die multiplen Deletionen nicht nachweisbar.

Im ANT1- und Twinkle-Gen fand sich keine Mutation, es konnten aber zwei heterozygote
Mutationen im Polymerase-Gamma-1-Gen identifiziert werden: die Mutation R627Q im Exon
10 und die Mutation G848S im Exon 16.

5 Diskussion
5.1 Patienten mit singuliren Deletionen der mitochondrialen DNA

5.1.1 Korrelation zwischen Gewebedistribution der singuliren Deletionen der mtDNA und

dem Phiinotyp

Die singuldre mtDNA-Deletion war in der DNA aus Blut bzw. aus Urin nicht signifikant
haufiger bei den Patienten mit dem KSS im Vergleich zur CPEO-Gruppe nachweisbar. In der
Betrachtung beider untersuchten mitotischen Gewebe (Blut und/oder Urin) war die singulére
mtDNA-Deletion sowohl bei allen KSS-Patienten als auch bei der Hilfte der CPEO-Patienten
nachweisbar.

Diese Daten bestitigen Studienergebnisse (Zeviani et al., 1990; Merelli et al., 1991; Johns et al.,
19894, Johns et al., 1989b; DeCoo et al., 1997; Tabaku et al., 1999), wo der Deletionshachweis
in den post- und mitotischen Geweben fiir das Kearns-Sayre-Syndrom nicht spezifisch ist, da er

auch bei den Patienten mit der CPEO vorgefunden wird.

Wie es in der Tabelle 1 und der Tabelle 11 dargestellt wurde, korrelierte die Anzahl der
betroffenen Organe und Systeme (Muskelbeteiligung, ZNS-Beteiligung, pathologischer
Liquorbefund, pathologisches cMRT, Polyneuropathie, endokrine Storung, Herzbeteiligung)
nicht mit der Distribution der singuldren Deletion in den mitotischen Geweben (Blut und/oder

Urin). Es fand sich inshesondere kein Zusammenhang zwischen dem Befall des zentralen
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Nervensystems und embryologisch verwandter Organe (Innenohr, Retina) und dem Nachweis
der singuldren mtDNA-Deletionen in den mitotischen Geweben. Diese Ergebnisse
unterscheiden sich von einer Untersuchung aus Frankreich (Auré et al., 2007), die solch einen
Zusammenhang an einem dhnlich groBen Patientenkollektiv (Untersuchung der Blut-DNA von

27 Patienten) in statistisch relevanter Signifikanz festgestellt hat.

Aus der fehlenden Korrelation zwischen der klinischen Multisystembeteiligung und dem
Deletionsnachweis in den mitotischen Geweben stellt sich zundchst die Frage, ob die
untersuchten Gewebe (Muskel, aber vor allem Blut und Urin) mit den am meisten betroffenen

Organen genetisch verwandt sind.

Zur Beantwortung der ersten Frage sind folgende Fakten zu nennen:

(@) Sowohl Muskelgewebe als auch Blut stammen aus dem Mesoderm, in dem auch
Herzmuskel, Herzleitungssystem (Cheng et al., 1999), Skelettsystem, glatte Muskulatur,
Bindegewebe, Lymphgefafle und Gonaden den Ursprung haben.

Die bei der CPEO, CPEO-plus und dem KSS immer betroffenen externen Augenmuskeln
stammen aus dem Mesenchym (Sevel, 1986), welches aus Zellen aller 3 Keimblétter, vor allem
aus dem mittleren Keimblatt (Mesoderm), entsteht.

(b) Die Urin-DNA stammt aus Epithelzellen des urogenitalen Traktes (Johnson et al., 2007),
welche zum Teil mesodermaler (Nieren, Harnleiter, Geschlechtsorgane), zum Teil endodermaler
(Harnblase, Harnrohre) Herkunft sind.

(c) Die Organe wie zentrales Nervensystem, die Retina und das Innenohr, stammen alle aus dem
Ektoderm. In der Untersuchung von Muskel-, Blut- und Urin-DNA ist das Ektoderm nicht
reprasentiert.

Dieser Fakt konnte das fehlende Korrelat zwischen der Distribution der singuldren Deletion der
mitochondrialen DNA in den untersuchten mitotischen Geweben und der Ausprigung der

klinischen Symptomatik (insbesondere der ZNS-Beteiligung) erklaren.

Des weiteren muss man sich fragen, ob jene Gewebe, in denen die Deletion nachgewiesen

wurde, auch klinisch betroffen waren.

(a) Die quergestreifte Muskulatur ist eines der klinisch am haufigsten betroffenen Gewebe bei
den Patienten mit einer mtDNA-Deletion (Yamashita et al., 2008). Die singuldre Deletion war
bei allen untersuchten Patienten im Muskel nachweisbar. Davon wiesen 72% (18 von 25) eine
muskuldre Belastungsintoleranz oder manifeste Muskelschwiche auf.

(b) Hinsichtlich der Blutuntersuchungen ist erwihnenswert, dass ein Teil der am Pearson-

Syndrom erkrankten Patienten sekundér ein Kearns-Sayre Sydrom entwickeln kann. In solchen
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Fillen werden singuldre Deletionen der mtDNA im Blut nachgwiesen (Larsson et al., 1990;
McShane et al., 1991; Baerlocher et al., 1992; Roétig et al., 1995). Im eigenen Patientenkollektiv
fanden sich keine Blutbildverdnderungen, ebenso keine anamnestischen Hinweise fiir einen
Pearson-Syndrom in der Kindheit. Trotzdem wurde eine singuldre mtDNA-Deletion im Blut bei
44% der Patienten nachgewiesen. Auch andere Autoren konnten singuldre mtDNA-Deletion im
Blut in grofer Heteroplasmie (um 50 %) bei Patienten mit Kearns-Sayre-Syndrom ohne
Blutbildverdnderungen vorfinden (Mohri et al., 1998).

(c) Zeichen einer Nephropathie fanden sich bei keinem Probanden, obwohl 35% der
untersuchten Patienten eine singulire mtDNA-Deletion im Urin aufwiesen. Neben den
Urinzellen (Epithelien der Harnblase und der Harnréhre) bilden sich aus dem Endoderm auch
Epithelien des Verdauungstraktes, der Leber, der Schilddriise, des Pankreas und des Thymus.
Bei den Patienten mit einer Deletion im Urin fand sich keine Anhdufung von Stérungen der 0.g.

endodermalen Organe (Tab. 1 und 11).

Im untersuchten Patientenkollektiv mit singuldaren mtDNA-Deletionen waren diese Gewebe, in
denen die Deletion nachgewiesen wurde, nicht immer klinisch betroffen. Zu den meist klinisch
betroffenen Geweben gehorten: die quergestreifte Muskulatur (19 von 25 Patienten = 76%), das
Herzkonduktionssystem (9 von 21 Patienten = 42,8%), die endokrinen Driisen (10 von 24
Patienten = 41,6%), die Retina (9 von 22 Patienten = 40,9%), demnach allesamt postmitotische
Gewebe mit einem hohen Energiebedarf, was mit der Beobachtung anderer Autoren

tibereinstimmt (Chinnery u. Turnbull, 1999a).

Zusammenfassend konnte in der vorliegenden Arbeit kein Zusammenhang zwischen der
Auspragung der multisystemischen Symptomatik und der Distribution der singuldren mtDNA-
Deletion in den mitotischen Geweben (Blut und Urin) festgestellt werden. Insbesondere konnte
gezeigt werden, dass der Nachweis der singuliren mtDNA-Deletion in den mitotischen
Geweben fiir das KSS nicht spezifisch ist und zur molekulargenetischen Differenzierung

zwischen den KSS und der CPEO nicht beitragen kann.

Daraus folgend stellt sich auch die Frage, inwieweit das KSS eine eigene nosologische Entitét
darstellt. Das KSS reprisentiert sicherlich eine besonders schwere von vielen moglichen
Formen der mitochondrialen Erkrankungen, die als eines der Hauptsymptome eine chronisch
progrediente externe Ophthalmoplegie aufweisen.

Das KSS ist mit einer schlechten Prognose verbunden. Jedoch sind auch Patienten, welche die

Kriterien dieses Syndroms nicht erfiillen, durch schwere Verlaufe gekennzeichnet.
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5.1.2 Korrelation zwischen dem Heteroplasmiegrad der singuliren mtDNA-Deletion im

Muskel und dem Phénotyp

Der Heteroplasmiegrad der mtDNA-Deletion ist einer der wichtigsten Faktoren, der auf der
Zell- bzw. Gewebe-Ebene die Expression einer Mutation (den Phénotyp) zu determinien scheint
(Spelbrink et al., 1997; Chinnery u. Turnbull, 1999a; Cinnery u. Turnbull, 2000; Quintana-
Murci et al., 2001; DiMauro u. Davidzon, 2005a; Emma et al., 2006). Auf der Gewebebene
setzte McShane anhand der Beobachtung der Patienten mit Pearson-Syndrom voraus, dass der
Phénotyp auch von der Mutationslast abhingig sein muss (McShane et al., 1991). Es gibt nur
wenige Arbeiten, die diese VVoraussetzung bestitigen. In einer aktuellen Arbeit von Auré wurde
in der Untersuchung von 27 CPEO-Patienten ein signifikant hoherer Heteroplasmiegrad im Blut
bei Patienten mit Beteiligung des zentralen Nervensystems und embryologisch verwandter
Organe (Innenohr, Retina) im Vergleich zu Patienten ohne ZNS-Symptomatik nachgewiesen.
Diesen Zusammenhang konnten die Autoren fiir das Muskelgewebe (Untersuchung von 63
Patienten) und den Urin (Untersuchung von 15 Patienten) nicht signifikant feststellen (Auré et
al., 2007).

Im untersuchten Patientenkollektiv lag der durchnittliche Heteroplasmiegrad im Muskel mit
46,7% im Vergleich zu den anderen Autoren (52%, Yamashita et al., 2008) in gleicher
GroBenordnung. Eine Abhéngigkeit des Phdnotyps von der Mutationslast konnte nicht
nachgewiesen werden. Der Heteroplasmiegrad im Muskel war bei den KSS-Patienten nicht
hoher als bei den CPEO-Patienten. Es fanden sich auch keine statistisch signifikanten
Unterschiede im Muskel-Heteroplasmiegrad zwischen den Patienten mit und ohne Paresen bzw.
Patienten mit und ohne Beteiligung des zentralen Nervensystems.

Ein fehlender Zusammenhang zwischen dem Heteroplasmiegrad im Muskel und dem Phénotyp
bei den Patienten mit mitochondrialer Myopathie (Holt et al., 1989a) bzw. bei Patienten mit
CPEO und unterschiedlicher Multisystembeteiligung (Moraes et al., 1989) wurde bereits in
mehreren Studien beobachtet. Yamshita (Yamashita et al., 2008) konnte in einer Untersuchng
von 34 Patienten mit der gleichen Deletion (,,Common Deletion*) ebenfalls keine Korreletion
zwischen dem Heteroplasmiegrad im Muskel und der klinischen Manifestation feststellen.
Mohri konnte zeigen, dass ein hoher Heteroplasmiegrad im Blut nicht zwingend mit
hiamatologischen Symptomen verbunden ist (Mohri et al., 1998).

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie, insbesondere der fehlende Zusammenhang zwischen
dem Heteroplasmiegrad im Muskel und der Beteiligung der Extremitdtenmuskulatur, deuten auf
die Komplexitit dieses Problems hin. Der klinische Phianotyp wird nicht nur durch den Anteil
deletierten DNA in den bestimmten Geweben determiniert, sondern hierbei miissen auch

andere, bislang nicht definierte Faktoren eine Rolle spielen.
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5.1.3 Korrelation zwischen den molekulargenetischen Befunden und dem Alter bei dem

Erkrankungsbeginn sowie dem Alter bei der Probenentnahme

Das durchschnittliche Alter beim Erkrankungsbeginn war signifikant niedriger bei den Patienten
mit Deletionsnachweis in zwei Geweben (Muskel und Blut oder Muskel und Urin). Bei
niedriger Patientenzahl konnte diese Korelation fiir 3 Gewebe (Muskel und beide mitotischen
Gewebe: Blut und Urin) nicht nachgewiesen werden.

Auch das Alter bei der Probenentnahme war niedriger bei den Patienten, die eine Deletion in
mitotischen Geweben hatten (fiir Blut signifikant, fiir Urin nicht signifikant). Das bedeutet, dass
die Patienten, die eine Deletionsdistribution in mitotischen Geweben aufweisen, signifikant eher
erkranken und signifikant jiinger sind.

Die Patienten, die eher erkrankt waren, wiesen auch die Tendenz zum hoheren
Heteroplasmiegrad im Muskel auf, jedoch ohne statistische Signifikanz. Die Deletionsldange
hatte keinen Einfluss auf das Alter beim Erkrankungsbeginn.

Eine Korrelation zwischen dem Heteroplasmiegrad im Muskel und dem Alter der Patienten
beim Erkrankungsbeginn ist bislang bei den Patienten mit CPEO und Kearns-Sayre-Syndrom
nicht entschieden. Arbeiten mit kleineren Patientenzahlen wiesen darauf hin, dass die Patienten
mit einem Heteroplasmiegrad im Muskel von iiber 50% frither erkranken als diejenigen mit
einem Heteroplasmiegrad von unter 50% (Yamamoto et al, 1991). Die Arbeiten am groBeren
Patientenkollektiv konnten keine Korrelation zwischen dem Heteroplasmiegrad im Muskel und

dem Alter beim Erkrankungsbeginn feststellen (Yamashita et al., 2008).

Der Heteroplasmiegrad kann sich mit der Zeit dndern, wobei eine Zunahme der Mutationslast
der singuldren mtDNA-Deletion in postmitotischnen Geweben bei KSS-Patienten beobachtet
wurde (Larsson et al. 1990). Hingegen konnte bei den Patienten mit einer 3243A>G-Mutation
der mtDNA eine lineare Reduktion des Heteroplasmiegrades im Laufe der Zeit im mitotischen
Gewebe (Blut) beobachtet werden (Pyle et al., 2007).

Ob bei den Patienten mit einer singuldaren mtDNA-Deletion auch Eliminationsmechanismen im
Rahmen der mitotischen Segregation eine Rolle in dem Deletionsnachweis in verschiedenen
Geweben spielen, ist unklar. Mohri konnte wihrend einer 6-jdhrigen Beobachtungszeit eines
Patienten mit KSS-Phénotyp keine Verdnderungen des Heteroplasmiegrades im Blut feststellen
(Mohri et al., 1998).

Der Fakt, dass das durchnittliche Alter bei der Probenentnahme bei den Patienten mit

Deletionsnachweis im Blut signifikant niedriger war, konnte darauf hindeuten, dass mit dem
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Alter die Deletion aus den mitotischen Geweben eliminiert wird. Eine Korrelation mit der
Klinischen Symptomatik bleibt immer noch unklar, da wie bereits erwédhnt (Kapitel 5.1.2), ein
hoherer Heteroplasmiegrad nicht zwangsldufig mit gravierenden klinischen Symptomen

korreliert.

5.1.4 Linge der singuliren Deletion der mitochondrialen DNA bei Patienten mit

unterschiedlichem klinischen Phanotyp

Die Schwere der Erkrankung (CPEO-Phinotyp versus Kearns-Sayre-Syndrom) war im
untersuchten Patientenkollektiv von der Lénge der Deletion unabhingig, was mit
Beobachtungen anderer Autoren (Gerbitz et al., 1990; Gellerich et al., 2002; Rotig u. Munnich,
2003) ibereinstimmt. Auch die Beteiligung des zentralen Nervensystems und der
embryologisch verwandten Organe zeigte keine Korreletion zur Deletionslinge.

AuBer der Menge der ausgefallenen mitochondrialen Gene spielt fiir die klinische Manifestation
der Fakt, ob es sich um einen Verlust der Protein-kodierenden oder der tRNA-Gene handelt,
eine wichtige Rolle. Bei der Deletion eines Struktur-Gens der mitochondrialen DNA wird nur
die Bildung einer bzw. weniger durch die mtDNA kodierten Untereinheiten der Atmungskette
beeintrichtigt. Die Deletion im tRNA-Gen dagegen kann die Translation aller mitochondrial
kodierten Proteine beeinflussen und damit eine groflere biochemische und schlieflich klinische
Auswirkung haben. Die meisten Deletionen der mitochondrialen DNA betreffen sowohl
Struktur-Gene als auch tRNA-Gene.

Eine Studie an einer groBBen Patientengruppe zeigte eine Beziehung zwischen dem Ausfall der
tRNA-Gene und dem Alter bei Erkrankungsbeginn sowie eine bevorzugte Entwicklung eines
KSS bei groBerer Lange der Deletion (Yamashita et al., 2008).

Anderseits konnen auch sehr kurze Deletionen eine schwerwiegende Auswirkung haben. Von
Noer et al. (Noer et al., 1988) wurde ein Patient beschrieben, der eine sehr kurze 0,4 kb-
Deletion im Muskel und in der Leber aufwies. Diese involvierte ausschlieBlich das fiir

Strukturproteine kodierende ND5-Gen und fiihrte dennoch zu einer Encephalomyopathie.

5.1.5 ,,Common Deletion* der mitochondrialen DNA bei den Patienten mit der CPEO und
mit dem KSS

Die ,,Common Deletion* war bei insgesamt 28% aller Patenten nachweisbar. Dieses Ergebnis
entspricht der beschriebenen Priavalenz der ,,Common Deletion* bei Patienten mit sporadischer
CPEO und KSS (Moraes et al., 1989; Ernst et al., 1994; Laforét et al., 1995; Rotig u. Munnich,
2003; Auré et al., 2007). Obwohl der Schweregrad der Symptomatik bei diesen Patienten
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unterschiedlich war, breitete sich das Phéanotyp-Spektrum innerhalb der milden Verldufe aus
(siehe Tabelle 11). Die ,,Common Deletion* wird aber auch bei Patienten mit Kearns-Sayre-
Syndrom oder Pearson-Syndrom (Kim et al., 1997; Miiller-Hocker et al., 1998) identifiziert.

Die Patienten mit der ,,Common Deletion“ wiesen in der vorliegenden Studie im Vergleich zu
den anderen Patienten mit singuldren mtDNA-Deletionen einen hoheren Heteroplasmiegrad im
Muskel auf und waren (jedoch statistisch nicht signifikant) eher erkrankt.

Hierbei spiegelt sich die bereits im Kapitel 5.1.3 beschriebene Tendenz wider, dass der hohere
Heteroplasmiegrad mit einer fritheren Krankheitsmanifestation korreliert. Ob das Vorliegen der

,Common Deletion* eine zusitzliche Rolle spielt, ist unklar.

5.1.6 Untersuchung der singuliren Deletionen der mitochondrialen DNA mittels Southern-
Blot-Analyse und PCR-Methode

In den durchgefiihrten Untersuchungen kamen zwei molekulargenetische Techniken zum
Einsatz: eine Hybridisierungs- (Southern-Blot-Analyse) und eine Amplifikationsmethode
(PCR).

Die Southern-Blot-Analyse, die bislang als Goldstandard in der molekulargenetischen
Diagnostik galt, wird durch die einfachere und sich rasch entwickelnde PCR-Methode
zuriickgedréngt. Man muss hierbei die Vor- und Nachteile der beiden Methoden erwéhnen, die

sich in den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit deutlich widerspiegeln.

Die Long-Range-PCR-Untersuchung zeigte eine hohere Sensitivitit im Vergleich zur Southern-
Blot-Analyse und konnte auBer der Muskel-DNA die Deletionen in Blut und Urin, wo der
Heteroplemiegrad deutlich niedriger ist, aufdecken. Bis auf einen Fall waren die mtDNA-
Deletionen in Blut und Urin der Southern-Blot-Analyse unzugéinglich (Nr 4., Tab. 11). Die
DNA-Konzentration spielte hier keine Rolle, da sie im Blut hoher als in den Muskelproben war.
Die Spezifitat der Long-Range-PCR-Untersuchung war mit dem Southern-Blot vergleichbar, da
die Lange der Deletion in beiden Verfahren iibereinstimmte. Einmalig lag die Deletion der
mtDNA allerdings auBlerhalb der Region, die mit der 10 kb-PCR amplifiziert wurde (nt 6221-
16153). Erst in der ergdnzenden Untersuchung, Long-Range-PCR 15kb (nt 13720-15174)
konnte die Deletion nachgewiesen werden. Dies bedeutet, dass die Deletion nicht nur mit dem
Southern-Blot-Verfahren, sondern auch mittels Long-PCR sicher erfasst werden kann, wobei
die Primerposition wichtig ist. In der 15kb umfassenden PCR sind sehr kurze Deletionen schwer
im Gel zu erkennen, da sich die Bande kaum von einer Wildtyp-Bande in der Léinge

unterscheidet.
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Die PCR-Untersuchung ist ein leistungsstarkes Verfahren, besonders zum Nachweis von sehr
geringen DNA-Mengen, die in der Southern-Blot-Analyse nicht erkennbar sind. In der
angewendeten PCR-Methode lagen die erforderlichen DNA-Mengen bei ca. 1 ng der
genomischen DNA. Im Vergleich dazu waren fiir einen Ansatz in der Southern-Blot-Analyse
3500 ng der genomischen DNA erforderlich.

In der Untersuchung der Muskelgewebe diente die Methode des Southern-Blots der
Einschitzung des Heteroplasmiegrades, die mittels Long-PCR nicht moglich ist. Ein anderes
PCR-Verfahren, die real-time-PCR, die in der vorliegenden Studie nicht verwendet wurde,

bietet die Moglichkeit der Bestimmung des Heteroplasmiegrades.

5.1.7 Verinderungen der PCR-Methode in der Untersuchung der singuliren Deletionen

der mitochondrialen DNA

(a) Einfluss der Verkiirzung der Elongationszeit auf die Sensitivitit der PCR

Die Sensitivitit der PCR-Untersuchung konnte durch Reduktion der Elongationszeit erhoht
werden. Die Nachweisrate der singuldren mtDNA-Deletionen in den mitotischen Geweben
(Blut und Urin), wo der Heteroplasmiegrad niedriger ist, wurde in der Untersuchung mit
verkiirzter Elongationszeit verbessert.

Die Zunahme der Sensitivitdt der PCR-Untersuchung bei Verkiirzung der Elongationszeit 14sst
sich dadurch erklaren, dass die um die Deletionslinge verkiirzte DNA bei kiirzeren
Elongationszeiten bevorzugt amplifiziert wird, was bereits von anderen Autoren beobachtet
wurde (Cortopassi u. Arnheim 1990; Luoma et al., 2005).

Das 10 kb-lange Wildtypfragment wurde bei kiirzeren Elongationszeiten von 4 und 2 Minuten
in geringerer Anzahl an Kopien amplifiziert und in der Gelelektrophorese bildete sich eine
deutlich schmalere Wildtyp-Bande (Abb. 13 und 14).

(b) Einfluss der Deletionslinge auf die Sensitivitit der PCR

Die Sensitivitdt der PCR-Untersuchung wurde auch durch die Linge der Deletion beeinflusst.
Analog zur Amplifikation der Wildtyp-DNA waren sehr kurze Deletionen von ca. 2 bis 2,5 kb
auch bei kurzen Elongationszeiten schlechter nachweisbar, weil relativ lange DNA-Fragmente
intakt blieben. Das Optimum fiir alle Deletionsgroflen wurde bei 4 Minuten erreicht, wo aufler
einer starker Bande der deletierten (verkiirzten) DNA noch eine schwache Wildtyp-Bande zum
Vorschein kam (Abb. 13).
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5.2. Patienten mit multiplen Deletionen der mitochondrialen DNA

5.2.1 Untersuchung der multiplen Deletionen der mitochondrialen DNA mittels der
Southern-Blot-Analyse und der PCR-Methode

Alle Patienten mit multiplen Deletionen im Southern-Blot hatten diese auch in der Long-Range-
PCR. Da die Sensitivitdt des Southern-Blot-Verfahrens bei einem Heteroplasmiegrad von etwa
5% liegt, waren bei einem geringen Anteil der Patienten die multiplen Deletionen nur in der
PCR zu sehen (Tab. 13). Das stellt einen Unterschied zu den singuldren Deletionen dar, die vom
Southern-Blot sicher erfaf3t werden (Deschauer et al. 2003b).

Die Blut- und Urinproben der Patienten mit multiplen Deletionen wurden mittels Southern-Blot
nicht untersucht. Mittels Long-Range-PCR stellten sich die mutliplen Deletionen in den
mitotischen Geweben (Blut und Urin) bei keinem der untersuchten Patienten dar, was ebenfalls
mit den Beobachtungen anderer Autoren konform ist (Nishizuka et al., 1998; Suomalainen u.
Kaukonen, 2001; Van Goethem et al., 2003b).

5.2.2 Verinderungen der PCR-Methode in der Untersuchung der multiplen mtDNA-
Deletionen

Die mitochondriale DNA ist sehr anfillig fir die Mutationen, die im Alter meistens in den
postmitotischen Zellen in kleiner Menge kumulieren konnen (siche Kapitel 1.3.2 und 1.9). In
der hochsensitiven PCR-Untersuchung kann es, besonders bei dlteren Personen, zur
Amplifikation dieser verkiirzten DNA-Fragmente kommen, die dann das Vorhandensein von
multiplen Deletionen ohne vorliegende mitochondriale Erkrankung vortduschen konnen
(Deschauer et al., 2005).

Die PCR-Untersuchng mit einer Elongationszeit von 10 Minuten war ein zuverldssiges
Screening fiir multiple mtDNA-Deletionen. Es fanden sich bei allen (n=10, mittleres Alter: 46,6
Jahre, Streubreite: 33-67 Jahre) gesunden Kontrollen keine Deletionen. Bei der Reduktion der
Elongationszeit zeigten sich aber einige verkiirzte DNA-Fragmente (multiple Banden in der
Elektrophorese) in der Muskel-DNA der gesunden Kontrollpersonen. Die Spezifitit von PCR-
Untersuchungen kann prinzipiell durch verschiedene Vorginge erhoht werden (Dieffenbach u.
Dveksler, 1995). In der vorliegenden Studie konnte weder durch eine Verminderung der DNA-
Konzentration noch des dNTP-Gehaltes im PCR-Ansatz eine ausreichende Sauberkeit der
Kontrollproben in der PCR-Untersuchung mit 4 und 2 Minuten Elongationszeit erreicht werden.
Die Verkiirzung der Elongationszeit, um die multiplen mtDNA-Deletionen auch in mitotischen

Geweben darzustellen, hat zu keinem Erfolg gefiihrt.
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5.2.3 Untersuchung der nukleiren Mutationen bei den Patienten mit multiplen mtDNA-

Deletionen

Bei 5 der 15 CPEO-Patienten mit multiplen Deletionen ist die nukledre Mutation bereits
identifiziert worden (Deschauer et al., 2003b, Deschauer et al., 2005; Hudson et al., 2005; Paus
et al., 2008). In vielen Fallen lassen sich die Mutationen der nukledren Gene nicht identifizieren
(Deschauer et al., 2003a; Hudson et al. 2006), was bei dem untersuchten Patientenkollektiv der
Fall war. Es ist davon auszugehen, dass es noch weitere Gene gibt, die zu multiplen Deletionen
der mtDNA bei den Patienten mit dem CPEO-Phénotyp fiihren.

5.2.4 Nachweis der multiplen Deletionen der mitochondrialen DNA bei einem Patienten
mit dem MELAS-Phénotyp

Der im Kapitel 4.3 beschriebene Patient mit einem MELAS-Phénotyp und multiplen Deletionen
der mtDNA im Muskel erwies sich als ,,compound heterozygot® fiir zwei Punktmutationen der
nukledren DNA im POLG1-Gen (R627Q und G848S), wihrend die fiir ein MELAS-Syndrom
typische mitochondriale Punktmutation 3243A>G (Goto et al., 1990) ausgeschlossen werden
konnte. Die multiplen Deletionen der mitochondrialen DNA lieBen sich, dhnlich wie bei den
Patienten mit einem CPEO-Phénotyp, nur in der Long-Range-PCR-Untersuchung und nicht im
Southern-Bot im Muskel nachweisen.

Sowohl die POLGI1-Mutation R627Q als auch G848S wurden bei mehreren Patienten
beschrieben, deren phinotypisches Spektrum von einer Myopathie iiber ein infantiles Alpers-
Syndrom bis hin zum Parkinson-Syndrom reichte (Luoma et al., 2005; Kollberg et al., 2006;
Davidzon et al., 2005; Nguyen et al., 2005; Horwath et al., 2006).

Die Assoziation des MELAS-Phénotyps mit einem POLG1-Defekt wurde bisher noch nicht

beobachtet, so dass dieser Patient als Fallbericht publiziert wurde (Deschauer et al., 2007).

6 Zusammenfassung

Der Phénotyp einer CPEO mit unterschiedlicher Multisystembeteiligung kann auf dem Boden
einer singuldren Deletion der mitochondrialen DNA auftreten. Auch bestimmte Mutationen der
nukledren DNA konnen mit dem Phénotyp der CPEO einhergehen, wobei diese zu multiplen
Deletionen der mtDNA fiihren. Die vorliegende Studie hatte das Ziel, die molekulargenetischen
Unterschiede im Bezug auf die klinische Symptomatik bei Patienten mit einer CPEO zu

untersuchen.
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Eine besonders schwere Form der sporadischen CPEO auf dem Boden der singulidren mtDNA -
Deletion stellt das Kearns-Sayre Syndrom dar. Der bislang postulierte Unterschied zwischen
den beiden Phinotypen lag nicht nur in der klinischen Auspragung der Multisystembeteiligung,
sondern auch in der Auspridgung der molekulargenetischen Verdnderungen. Die CPEO wurde
als eine Erkrankung, bei der sich die singulire mtDNA-Deletion auf die postmitotischen
Gewebe begrenzt, dagegen das KSS als eine Erkrankung der post- und mitotischen Gewebe
gesehen.

Diese Studie konnte zeigen, dass die Hé&ufigkeit der singuldren Deletion in den untersuchten
mitotischen Geweben (Blut und Urin) mit dem KSS-Phédnotyp nicht korreliert. Auch die
Beteiligung des ZNS und verwandter Organe (Innenohr, Retina) ist nicht mit der Distribution
der singularen mtDNA-Deletionen in den mitotischen Geweben verbunden.

Die untersuchten Gewebe reprisentierten zwei embryonale Keimblatter: Mesoderm (Muskel,
Blut und Urin) und Endoderm (Urin). Das Ektoderm, aus dem sich das ZNS entwickelt, war in
der Untersuchung von Muskel, Blut und Urin nicht reprisentiert. Es bestand keine Korrelation
zwischen dem Nachweis der singuldren Deletionen in einem der drei Gewebe und dem Befall
der aus dem gleichen Keimblatt stammenden Organe.

Desweitern zeigte sich kein Zusammenhang zwischen dem Phénotyp und der Deletionslénge
sowie dem Heteroplasmiegrad im Muskel. Insbesondere korrelierte die héhere Mutationslast im
Muskel nicht mit den Extremitdtenparesen.

Der Deletionsnachweis in einem der mitotischen Gewebe (Blut oder Urin) Kkorrelierte
signifikant mit einem fritheren Erkrankungsbeginn. Es zeigte sich auch eine nicht signifikante
Tendenz, dass der hohere Heteroplasmiegrad im Muskel mit einem fritheren Erkrankungsbeginn
einhergeht. Diese Korrelation spiegelte sich in der Untersuchung der Patienten mit der
,Ccommon Deletion*“ wider, die signifikant eher erkrankt sind und eine signifikant hohere

Mutationslast im Muskel im Vergleich zum {ibrigen Patientenkollektiv aufwiesen.

Die Progression der mitochondrialen Erkrankungen wird zum Teil durch die Zunahme der
Mutationslast in den postmitotischen Geweben erkldart. Ob die mitotische Segregation
tatsdchlich zur Reduktion der Mutationslast in den sich teilenden Geweben fiihrt, ist unklar. Im
untersuchten Patietenkollektiv waren aber diese Patienten, die eine singuldre Deletion im Blut

aufwiesen, signifikant jiinger bei der Probenentnahme als diejenigen ohne Deletion im Blut.

Die Untersuchung der singuliren mtDNA-Deletionen erfolgte durch Anwendung zweier
molekulargenetischen Methoden (Southern-Blot-Analyse und PCR-Untersuchung). Die
Spezifitiat der PCR-Untersuchung war, nach entsprechender Primerauswahl, der Southern-Blot-
Untersuchung ebenbiirtig. Die PCR bewies eine hohere Sensitivitdt, vor allem in der

Untersuchung der Proben mit niedrigerem Heteroplasmiegrad (Blut und Urin). Die Sensitivitét
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der PCR konnte durch eine Verkiirzung der Elongationszeit erhoht werden, wobei hier auch die
Deletionsldnge eine Rolle spielte. Eine Bestimmung des Heteroplasmiegrades konnte
methodebedingt nur mittels Southern-Blot-Analyse aus Muskelgewebe erfolgen, wihrend die
Blut- und Urin-Deletionen unter der Nachweisschwelle der Southern-Blot Methode blieben.

In der Untersuchung der CPEO-Patienten mit multiplen Deletionen der mitochondrialen DNA
kam nur die PCR-Methode zum Einsatz. Die multiplen Deletionen waren bei allen untersuchten
Patienten nur im Muskel und nicht im Blut oder Urin in der PCR unter Standardbedingungen
(Elongationszeit von 10 Minuten) nachweisbar. Da die mitochondriale DNA auf Grund ihrer
Zusammensetzung und insuffizienten Reparaturmechanismen mutationsanfillig ist, sind auch
multiple Deletionen ein Altersphdnomen. Bei den verkiirzten Elongationszeiten (4- und 2
Minuten) zeigen sich vermehrt multiple unspezifische Banden auch bei den Kontrollpersonen,
so dass nur die PCR-Untersuchung mit 10 Minuten Elongationszeit fiir die multiple mtDNA-
Deletionen ausreichend spezifisch war. Die zugrunde liegenden nukledren Mutationen konnten

nur bei einem Teil der Patienten in der Sequenzierung der nukleiren DNA identifiziert werden.

Desweitern wurde ein Patient mit MELAS-Phéanotyp mit einer sensiblen Ataxie und multiplen
Deletionen der mitochondrialen DNA beschrieben. Der Patient wies zwei rezessive Mutationen
im POLG1-Gen auf: R627Q im Exon 10 und G848S im Exon 16. Bislang war das MELAS-
Syndrom nur bei Punktmutationen der mtDNA beobachtet worden.
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8 Thesen

1. Zwischen CPEO-Patienten mit singuldren mtDNA-Deletionen und unterschiedlicher
Multisystembeteiligung bestehen keine molekulargenetischen Unterschiede hinsichtlich der
Deletionsdistribution in den mitotischen Geweben, des Heteroplasmiegrades im Muskel sowie
der Lénge der singuldren mtDNA-Deletion.

Insbesondere korreliert die Haufigkeit der singuldren Deletion in den untersuchten mitotischen
Geweben (Blut und Urin) nicht mit der Beteiligung des ZNS und verwandter Organe (Innenohr,

Retina). Desweitern korreliert die Mutationslast im Muskel nicht mit den Extremititenparesen.

2. Der Deletionsnachweis in den mitotischen Geweben ist fiir das Kearns-Sayre-Syndrom nicht
spezifisch und kann somit zur molekulargenetischen Differenzierung zwischen den KSS und der
CPEO nicht beitragen. Diese Daten stiitzen die Annahme, dass das KSS keine eigene

nosologische Entitdt zu sein scheint, sondern eine schwere Manifestation einer CPEO.

3. Die untersuchten Gewebe reprisentierten zwei embryonale Keimblétter: Mesoderm (Muskel,
Blut und Urin) und Endoderm (Urin). Es bestand keine Korrelation zwischen dem Nachweis der
singuldren Deletionen in einem der drei Gewebe und dem Befall der aus dem gleichen

Keimblatt stammenden Organe.

4. Der Deletionsnachweis in einem der mitotischen Gewebe (Blut oder Urin) korrelierte
signifikant mit einem fritheren Erkrankungsbeginn. Es zeigte sich auch eine, jedoch nicht
signifikante Tendenz, dass der hohere Heteroplasmiegrad im Muskel mit einem fritheren

Erkrankungsbeginn einhergeht.

5. Die Patienten mit der ,,Common Deletion* wiesen eine signifikant hohere Mutationslast im

Muskel im Vergleich zum iibrigen Patientenkollektiv auf.

6. Die Patienten, die eine singuldre mtDNA-Deletion im Blut aufwiesen, waren signifikant
jinger bei der Probenentnahme als diejenigen ohne Deletion im Blut. Die Beobachtung
unterstiitzt die Annahme einer Reduktion der Mutationslast in den sich teilenden Geweben
durch mitotische Segregation im Laufe des Lebens (mit dem zunehmenden Alter) der

betroffenen Patienten.

7. Die multiplen Deletionen der mitochondrialen DNA wurden bei Anwendung der sensitiven
Long-Range-PCR-Untersuchung bei den Patienten mit CPEO und unterschiedlicher

Multisystembeteiligung nur im Muskelgewebe und nicht im Blut oder im Urin nachgewiesen.
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8. Ein MELAS-Phéinotyp kann nicht nur durch Punktmutationen der mtDNA sondern auch
einen POLG1-Defekt hervorgerufen werden. Es wurde ein Patient mit multiplen mtDNA-
Deletionen im Muskel und einem MELAS-Phénotyp mit einer sensiblen Ataxie beschrieben.
Der Patient wies zwei rezessive Mutationen im POLG1-Gen auf: R627Q im Exon 10 und
G848S im Exon 16 (Deschauer et al., 2007).

9. Die Spezifitit der Long-Range-PCR-Untersuchung ist, nach entsprechender Primerauswahl,

in der Detektion der singuldren mtDNA-Deletionen der Southern-Blot-Analyse gleich.

10. Die Long-Range-PCR-Untersuchung weist eine hohere Sensitivitdit im Vergleich zur
Southern-Blot-Analyse, vor allem in der Untersuchung der Proben mit niedrigeren

Heteroplasmiegrad (Blut und Urin), auf.

11. Die Sensitivitdit der Long-Range-PCR-Untersuchung wird durch Verkiirzung der
Elongationszeit in der Untersuchung der singulidren mtDNA-Deletionen erhdht, wobei hier auch

die Deletionslénge eine Rolle spielt.
12. Die Sensitivitit der Long-Range-PCR kann in der Untersuchung der multiplen mtDNA-
Deletionen durch Verkiirzung der Elongationszeit nicht erhoht werden und ist mit einer

Reduktion der Spezifitit verbunden.

13. Die Uberlegenheit der Southern-Blot-Analyse gegeniiber der Long-Range-PCR-

Untersuchung besteht in der Moglichkeit der Einschédtzung des Heteroplasmiegrades.
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