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1 Einleitung
1.1 Allgemeine Funktion der Mitochondrien

Mitochondrien  sind  essentielle  Organellen  eukaryontischer  Zellen. Laut der
Endosymbiontentheorie entwickelten sie sich aus einer Symbiose zwischen eukaryontischen
Vorlauferzellen und aeroben prokaryontischen Bakterien, weshalb sie auch heute noch im
Zytosol von einer Doppelmembran umgeben vorliegen (Gray et al., 1999; Wallace, 2005). lhre
zentrale Funktion ist die zellulare Energieproduktion sowohl Uber die B-Oxidation und den
Zitratzyklus, die beide in der mitochondrialen Matrix ablaufen, als auch tber die in der inneren
mitochondrialen Membran eingebettete Atmungskette, mit deren Hilfe die Produktion von ATP
durch oxidative Phosphorylierung (OXPHOS) stattfindet. Das OXPHOS-System besteht aus der
Elektronentransportkette (ETC), aufgebaut aus den Multienzymkomplexen | bis IV sowie der
ATP-Synthase (Komplex V). An der Funktion der ETC sind auRerdem zwei Elektronentransport-
molekiile, das Coenzym Q. und Cytochrom-c beteiligt (Wallace, 1999). Daneben spielen Mito-
chondrien eine wichtige Rolle in zahlreichen anderen essentiellen Zellstoffwechselvorgangen,
der zellularen Calcium-Homobostase und in den pathways des programmierten Zelltods
(Apoptose). Eukaryontische Zellen enthalten in Abhangigkeit vom Gewebetyp und dem daraus

resultierenden Energiebedarf eine unterschiedliche Anzahl an Mitochondrien (Schapira, 2006).

1.2 Die mitochondriale DNA

Mitochondrien besitzen ein in mehrfacher Kopie vorliegendes eigenes Genom (Polyploidie) und
sind damit Trager der einzigen extrachromosomalen DNA innerhalb einer menschlichen Zelle
(Taylor and Turnbull, 2005). Die mitochondriale DNA (mtDNA) ist ein zirkuléres,
doppelstrangiges Molekul bestehend aus 16.569 Basenpaaren (bp) (Anderson et al., 1981).
Aufgrund der unterschiedlichen Dichte der beiden DNA-Strange unterscheidet man zwischen
dem H-Strang (heavy) und dem L-Strang (light). Die mtDNA weist eine sehr hohe Gendichte auf.
Sie kodiert 13 Proteine der Atmungskette (mitochondrial kodierte Untereinheiten der Multien-
zymkomplexe), sowie wichtige Bestandteile der mitochondrialen Translation (22 mitochondriale
tRNAs und 2 rRNAs). Einzige langere nichtkodierende Region der mtDNA ist der displacement
loop (D-loop), auf dem essentielle Sequenzen fir die Initiation der Replikation sowie der Trans-
kription der mtDNA lokalisiert sind (Taylor and Turnbull, 2005).



Trotz der wichtigen Funktion der mtDNA wird ein Grof3teil der mind. 4000 mitochondrialen Prote-
ine im Nukleus kodiert. Diese werden im Zytosol synthetisiert und Uber spezifische Transporter
in das Mitochondrium geschleust (Lang et al., 1999). Somit stehen Mitochondrien unter der dua-
len Kontrolle von mitochondrialer und nuklearer DNA.

HSP

ND5

Abb. 1: Das menschliche mitochondriale Genom. Gezeigt ist der H-Strang (&ul3erer Kreis) und der L-
Strang (innerer Kreis) mit den Genen fir die Untereinheiten der Komplexe | (ND1-6), 1l (Cyt. B), IV (COI-
[lI) und V (6, 8), sowie den Genen fiir die 12S und 16S rRNAs. Die Gene fir die 22 tRNAs sind durch ein-
zelne GroRbuchstaben gekennzeichnet, diese stehen fir die jeweilige Aminoséure. Oy: Replikationsur-

sprung des H-Strangs, O,: Replikationsursprung des L-Strangs, HSP: H-Strang Promotor, LSP: L-Strang
Promotor (Zeviani and Antozzi, 1997)
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1.3 Mutationen der mitochondrialen DNA
Vererbungsmodi und funktionelle Folgen von mtDNA-Mutationen

Im Gegensatz zur nukledren DNA ist das mitochondriale Genom wesentlich haufiger von Mutati-
onen betroffen (Pesole et al., 1999). Dies liegt unter anderem daran, dass im Rahmen der
OXPHOS an der ETC regelmaliig reaktive Sauerstoffspezies (ROS) entstehen. Durch die Néhe
zur ETC ist die mtDNA der Schadigung durch ROS in besonders hohem MalRe ausgesetzt. Zu-
dem weist die mtDNA im Vergleich zur nuklearen DNA moglicherweise keine hinreichend schut-
zenden Histone und ein wahrscheinlich vergleichsweise ineffizientes Reparatursystem auf. So-
matische de-novo mtDNA Mutationen entstehen im Laufe des Lebens in zahlreichen Geweben
und akkumulieren Uber die Zeit v.a. in postmitotischen Geweben wie Hirn, Skelettmuskel- oder

Herzmuskel.

Bei mitochondrialen Erkrankungen kdénnen mtDNA Mutationen als Rearrangements, z.B. als
singulare Deletionen, als multiple Deletionen oder als Duplikationen der mtDNA, aber auch als
mtDNA Punktmutationen in die mitochondriale Proteinsynthese in toto betreffenden Genen (z.B.
tRNA-Genen) oder in direkt Protein-kodierenden Genen (wie den mitochondrial kodierten Unter-
einheiten der Atmungskettenkomplexe) vorliegen. Singuléare Deletionen der mtDNA treten spo-
radisch auf oder werden zu 4 % maternal vererbt (Chinnery et al., 2004). Punktmutationen wer-
den meist maternal vererbt oder treten selten sporadisch auf. Multiple mtDNA Deletionen sind
meist Folge primar nukledrer Mutationen, die zu einer sekundaren Instabilitat der mtDNA fihren
(siehe unten), hier liegen autosomal dominante oder rezessive Erbgénge vor, auch ein sporadi-
sches Auftreten wird vereinzelt beschrieben. MtDNA Punktmutationen und multiple Deletionen
kénnen jedoch auch bei Gesunden, in diesem Falle nicht als Folge primér nuklearer Mutationen,
akkumulieren. Dies zeigt sich v.a. auf Einzelzellniveau in postmitotischen Geweben im Laufe des
Lebens in geringerem MaRRe. Die Akkumulation entsteht einerseits durch fortlaufende somati-
sche de-novo Mutationen, aber v.a. auch durch das Hochsegregieren einzelner Mutationen

durch klonale Expansion bis zum Erreichen der methodischen Detektionsschwelle.

Wahrend der Oogenese kommt es zu einer starken Reduzierung des Mitochondriengehalts in
den Vorlauferzellen der Oozyten (genetischer mitochondrialer ,Bottleneck®), nach einer nachfol-
genden massiven Proliferationsphase der zunachst quantitativ reduzierten Mitochondrien und
mtDNA haben die Oozyten selbst dann einen besonders grof3en Mitochondriengehalt und tragen
bis zu 100.000 mtDNA Molekiile pro Zelle. Durch diesen ,Bottleneck® kann die Menge der Uber-

tragenen mutierten mtDNA von der Gro3mutter mutterlicherseits und der Mutter an die Nach-
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kommen sehr variabel sein (Schapira, 2006). Eine eukaryontische Zelle kann bis zu mehreren
tausend mtDNA-Molekuile enthalten. Sind in einer Zelle alle mtDNA-Kopien identisch, so spricht
man von Homoplasmie. Liegen dagegen normale (Wildtyp-) und mutierte mtDNA-Molekiile in
einer Zelle oder einem Gewebe nebeneinander vor, so bezeichnet man dies als Heteroplasmie
(Taylor and Turnbull, 2005). Wéahrend der Zellteilung werden Wildtyp- und mutierte mtDNA zufal-
lig auf die Tochterzellen verteilt, wodurch es zu unterschiedlichen quantitativen Ansammlungen
der mutierten mtDNA in verschiedenen Zellen kommen kann (replikative Segregation). Mit der
Zeit kbnnen Mutationen in verschiedenen Zelltypen akkumulieren, was bei Erreichen und Uber-
schreiten eines spezifischen Schwellenwertes an Mutationslast zur funktionellen Beeintrachti-
gung der Zelle fuhrt (Threshold-Effekt) (Hayashi et al., 1991; Porteous et al., 1998). Dieser
Schwellenwert ist sowohl von der Mutationsform als auch vom Gewebetyp beeinflusst und ist
dabei haufig umso niedriger, je starker das Gewebe vom oxidativen Metabolismus abhangig ist.
Obwohl Mitochondrien ubiquitar vorkommen, kann es aufgrund der replikativen Segregation und
dem Threshold-Effekt zu einer gewebespezifischen klinischen Manifestation kommen (DiMauro
and Schon, 2003).

Deletionen der mitochondrialen DNA

Entsprechend ihrer Form unterscheidet man unter den mtDNA-Mutationen zwischen
Rearrangements (Deletionen und Duplikationen) und Punktmutationen. Bei Erwachsenen haben
beziglich mitochondrialer Krankheitsbilder singuldare mtDNA Deletionen, primér nukledre Mutati-
onen und mitochondriale tRNA Punktmutationen die grofite pathogenetische Relevanz
(Kornblum, 2008).

Spricht man von einer Deletion der mtDNA, so fehlt ein bestimmter Teil des zirkularen mito-
chondrialen Genoms, was von einzelnen Basen bis zu mehreren Kilobasen reichen kann. Dele-
tionen kdnnen aufgrund einer seltenen maternalen Vererbung (siehe oben) oder eines frihen
somatischen Mutationsevents in verschiedenen Zellen und Geweben in gleicher Form auftreten
(singulare Deletion). Unterscheiden sich die Deletionen in Grof3e und Lokalisation innerhalb des
mtDNA Molekils hingegen von Zelle zu Zelle und Gewebe zu Gewebe, so spricht man von mul-
tiplen Deletionen, welche sporadisch oder auf Basis von nukledren Mutationen entstehen kon-
nen (siehe auch Abschnitt 1.4) (Wallace, 2005). Die am héaufigsten vorkommende Deletion ist die
sogenannte common deletion, eine Deletion mit der LAnge von 4977 bp, welche durch zwei 13
bp lange homologe direct repeat-Sequenzen flankiert ist (Zeviani et al., 1988). Im Allgemeinen
befinden sich die meisten Deletionen auf dem major arc, dem Bereich zwischen dem Replikati-
onsursprung das L-Strangs (O.) und des H-Strangs (Oy) (siehe Abbildung 1) (Bua et al., 2006).
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Bezlglich der Entstehung der mtDNA-Deletionen werden aktuell vor allem zwei Mechanismen
diskutiert (siehe Abb. 2). Zum einen ist die Deletionsentstehung wahrend der Replikation der
mtDNA auf Basis eines slip-mispairing mdglich. Dies ware bei einer asynchronen Replikation
aufgrund eines frei liegenden mtDNA-Strangs denkbar (Shoffner et al., 1989). Ein zweiter Me-
chanismus, der die Entstehung der Deletionen erklaren kénnte, basiert auf spezifischen Repara-
turvorgangen von Doppelstrang-Briichen der mtDNA (Srivastava and Moraes, 2005). Diese
Doppelstrangbriiche kénnen entweder durch Replikationsfehler oder aufgrund chemischer und
physikalischer Einwirkungen wie UV-Strahlung, ionisierender Strahlung und ROS entstehen (Im-
lay and Linn, 1988; Krishnan et al., 2004; Murphy et al., 2005). Vor allem in Neuronen der
Substantia nigra wurde eine starke ROS-Produktion sowie das Vorliegen von hohen
Deletionslasten festgestellt (Bender et al., 2006). Der genaue Mechanismus der
Deletionsentstehung konnte jedoch bis heute nicht eindeutig aufgeklart werden, zumal nach wie
vor unklar ist, ob in verschiedenen Geweben sowie im Rahmen von verschiedenen Pathogene-
sen die gleichen oder doch verschiedene Deletionsmechanismen eine Rollen spielen (Reeve et
al., 2008; Guo et al., 2010).

1.4 Mutationen der nukledren DNA mit Einfluss auf die mitochondriale Funktion

Aufgrund der dualen Kontrolle der Mitochondrien existieren neben den primaren Mutationen der
mtDNA auch primar nukleare, autosomal vererbte Mutationen, die pathogenetisch eine zuneh-
mend bedeutende Rolle als Ursache mitochondrialer Erkrankungen spielen. Die nukledare DNA
kodiert nicht nur fir einen Grof3teil der fir die Atmungskette essentiellen Proteine wie nuklear
kodierte Untereinheiten der Multienzymkomplexe oder OXPHOS-Assemblierungsproteine, son-
dern ist auch maf3geblich an Prozessen wie der intergenomischen Kommunikation sowie der
mitochondrialen Replikation, Transkription und Proteinbiosynthese beteiligt (Schapira, 2006). Bei
Mutationen in nukledren Genen kann es folglich zu sekundaren Verdnderungen der mtDNA
kommen, welche sich qualitativ in Form von multiplen Deletionen oder quantitativ durch eine
mtDNA-Depletion (reduzierte mtDNA-Kopien-Zahl pro Mitochondrium/Zelle oder Gewebe) zei-
gen (DiMauro and Schon, 2003). Bekannte nukleare Gene, die fur die quantitative Integritat der
mtDNA verantwortlich sind und an der Aufrechterhaltung des mitochondrialen dNTP-Pools, dem
Citratzyklus und der Replikation mitwirken und somit bei Mutation zu mtDNA-Depletion fuhren,
sind: POLG1, PEO1 (Twinkle), ECGF1/TYMP, TK2, MPV17, SUCLG1, SUCLA2, RRM2B und
DGUOK (Copeland, 2008; McFarland et al., 2010; Wong et al., 2010). Nukleare Gene, die fur die
Integritat der mtDNA verantwortlich sind, und die im Mutationsfall zu sekundaren multiplen
mtDNA Deletionen fuhren, sind POLG1, POLG2, PEO1 (Twinkle), ANT1, OPA1, RRM2B und
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ECGFL1/TYMP. Diese Gene kodieren u.a. Proteine mit einer zentralen Funktion bei Replikations-
und Reparaturvorgangen der mtDNA (Hirano et al., 2001; Spelbrink et al., 2001; Van Goethem et

al., 2001; Tyynismaa et al., 2009).
Einen Uberblick uber die verschiedenen Entstehungsmechanismen von mt-DNA Deletionen so-

wie damit assoziierte Phanotypen gibt die folgende Abbildung.

vererbte Mutationen

maternale
mitDNA-M utation

nukleare Mutation mit
Einfluss auf mtDNA

Replikation  E—

slip-mispairing

|

somatische Mutationen

[

chemische/ physikalische
Einwirkungen

DBS

Reparaturvorgange

OXPHOS-
Erkrankungen

mtDNA - Deletionen

e I T

alters-assoziierte
Akkumulation

Sonstiges:
s-|BM

Abb. 2: Mdgliche Entstehungsmechanismen der mtDNA-Deletionen sowie Deletions-assoziierte
Phénotypen (eigene Darstellung). mtDNA: mitochondriale DNA, DBS: Doppelstrangbruch, OXPHOS:
oxidative Phosphorylierung, s-IBM: sporadische Einschlusskdrperchenmyositis
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1.5 Klassische mitochondriale Krankheitsbilder

Charakteristika mitochondrialer Krankheitsbilder

Mitochondriale Erkrankungen sind klinisch, biochemisch und genetisch heterogen und prasentie-
ren sich héufig mit einer neurologischen Symptomatik. Mitochondriale Erkrankungen im eigentli-
chen, eng definierten Sinne umfassen klinische Syndrome, die mit einer Stérung der OXPHOS
einher gehen (OXPHOS-Erkrankungen). Das klinische Spektrum reicht von milden monosymp-
tomatischen Verlaufen im Erwachsenenalter bis zu schweren Multiorganaffektionen im frilhen
Kindesalter (Kornblum, 2008). Aktuelle Studien zeigen, dass mitochondriale Erkrankungen héau-
figer auftreten als bislang angenommen, so rechnet man mit einer minimalen Pravalenz von
13,1/ 100.000 (Skladal et al., 2003).

Als Korrelat einer mitochondrialen Funktionsstérung lassen sich haufig charakteristische
histopathologische und histochemische Befunde in der Skelettmuskelbiopsie darstellen. Einen
Hinweis auf eine massive Proliferation und Akkumulation von Mitochondrien, oft
subsarkolemmal, geben beispielsweise die so genannten ragged red fibers (RRF), die in der
Gomori-Trichromfarbung zu sehen sind.

Durch gezielte histochemische Enzymreaktionen lassen sich auf3erdem Cytochrom-c-Oxidase
(COX)-negative Fasern darstellen, die auf eine verminderte Komplex IV Aktivitat hinweisen. Die
COX-negative Farbung einer Muskelfaser tritt auf wenn die Mutationslast die Schwelle zur bio-
chemischen phanotypischen Expression Uberschreitet (Threshold-Effekt der Mutationen). Fur
heteroplasmische mtDNA Mutationen ist eine mosaikartige Verteilung von COX-positiven und
COX-negativen Muskelfasern im Gewebe charakteristisch, da die Akkumulation der Mutationen
sich von Zelle zu Zelle unterscheidet und somit die Uberschreitung der Schwelle und damit die
phanotypische Expression in den einzelnen Muskelfaser unabhangig von benachbarten Muskel-

fasern stattfindet (Johnson et al., 1983).

Mit Hilfe biochemischer Untersuchungen kénnen dariber hinaus die Aktivitat der einzelnen At-
mungskettenkomplexe im Gewebshomogenat bestimmt und sowohl isolierte als auch komplexe
Defekte der OXPHOS diagnostiziert werden (Taylor et al., 2004; Kleist-Retzow and Kornblum,
2009; McFarland et al., 2010).
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Mitochondriale Erkrankungen auf dem Boden von mtDNA-Deletionen

Wie oben bereits erwahnt stellen Deletionen die haufigste pathogenetische Grundlage von mito-
chondrialen Erkrankungen bei Erwachsenen dar (Wiesner et al., 2006). Der folgende Abschnitt
gibt eine Ubersicht tiber haufige Krankheitsbilder auf Basis verschiedener Formen mitochondria-

ler Deletionen.

Chronisch-progressive externe Ophthalmoplegie (CPEO)

Patienten mit CPEO oder CPEOplus, dem im Erwachsenenalter haufigsten mitochondrialen
Krankheitsbild, zeigen als Leitsymptom eine meist bilaterale, oft asymmetrische Ptosis sowie
eine progrediente LAhmung der aufReren Augenmuskeln. Bei der CPEOplus treten zusatzlich
multisystemische Symptome auf, wobei muskulare Belastungsintoleranz und/oder beinbetonte
milde Paresen besonders haufig vorkommen (Kornblum, 2008). Wahrend die Mehrzahl der
CPEO-Patienten (ca. 50%) sporadische Erkrankungsfélle auf Basis von singularen mtDNA-
Deletionen darstellen, sind zweithaufigste Ursachen nukledre Mutationen in den Genen PEO1
(Twinkle) oder RRM2B. Seltener findet man mtDNA-Punktmutationen oder nukleére Mutationen
in den Genen POLG1, POLG2 oder ANT1, die zu sekundaren multiplen mtDNA-Deletionen fiih-
ren (Holt et al., 1988; Longley et al., 2006; Tyynismaa et al., 2009). Beim OPA1l-plus Syndrom
auf Basis einer Mutation im OPA1-Gen mit sekundéaren mtDNA-Deletionen ist der Phanotyp der
CPEOplus meist mit einer autosomal dominanten Optikusatrophie kombiniert (Ferraris et al.,
2008).

Kearns-Sayre-Syndrom (KSS)

Zu den obligaten Symptomen des KSS zahlen das Vorliegen einer externen Ophthalmoplegie
mit Ptosis, eine Retinopathie, sowie ein Krankheitsbeginn vor dem 20. Lebensjahr. Zusétzlich
muss mindestens eines der folgenden Symptome vorhanden sein: kardiale Reizleitungsstdrung,
zerebellare Ataxie, Liquoreiweil3erhthung. Das KSS tritt fast ausschlief3lich sporadisch auf und
ist in 80% der Falle auf singulare mtDNA-Deletionen in Form der common deletion zurickzufih-
ren (Kottlors, 2009).

Mitochondriale neurogastrointestinale Encephalomyopathie (MNGIE)

Patienten mit MNGIE zeigen eine Kombination aus folgenden Symptomen: (1) gastrointestinale
Motilitatsstérungen bei viszeraler Neuropathie, (2) externe Opthalmoplegie und Ptosis, (3)
sensomotorische Polyneuropathie und (4) asymptomatischer Leukenzephalopathie (Hirano et
al., 2004). Die viszeralen Beschwerden zeigen dabei die schwerste Symptomatik. Sie reichen

von wechselnden Phasen mit Diarrhoe und Obstipation Uber intestinale Pseudoobstruktion bis
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zu Gastroparesen, was zu chronischer Malnutrition und Kachexie fuhrt. Genetisch lasst sich die
Erkrankung oft auf eine nukledre, autosomal rezessiv vererbte Mutation im Thymidin-
Phosphorylase-Gen ECGFL/TYMP zurlckfihren, wodurch es sekundéar zu multiplen Deletionen
und zur Depletion der mtDNA kommt (Nishino et al., 1999).

Neben den hier dargestellten Erkrankungen kénnen Deletionen jedoch auch in Zusammenhang
mit anderen mitochondrialen Enzephalomyopathien auftreten (Schapira, 2006). Desweiteren
sind sekundare mtDNA Deletionen im Rahmen von entziindlichen Muskelerkrankungen wie der
sporadischen Einschlusskdrperchenmyositis (s-IBM) beschrieben worden (siehe Abb. 2). Die
hier exemplarisch aufgefuhrten mitochondrialen Krankheitsbilder machen deutlich, dass sich
mitochondriale Erkrankungen in der Regel als Multisystemerkrankungen darstellen. Hingegen
sind isolierte muskuldre Beschwerden im Rahmen von mitochondrialen Erkrankungen des Er-

wachsenenalters relativ selten.

1.6 Isolierte mitochondriale Myopathie (IMM)

Die Isolierte Mitochondriale Myopathie (IMM) definiert sich durch einen Defekt der Atmungskette,
der sich ausschlieR3lich im Skelettmuskel zeigt. Klinisch &ufRert sich die IMM durch eine isolierte
Muskelsymptomatik, eine muskuléare Belastungsintoleranz, haufig (oft milde) proximal und bein-
betonte Paresen (Gliedergirtelsyndrom), Myalgien, Muskelcrampi und nach Belastung auftre-
tende Rhabdomyolysen. Die myopathischen Symptome kénnen schon seit der friilhen Kindheit
bestehen oder erst im Erwachsenenalter auftreten. In den letzten Jahren ist eine deutlich wach-
sende Zahl an beschriebenen IMM-Fallen in Zusammenhang mit sehr unterschiedlichen Mutati-
onen zu verzeichnen.

Fur die Entstehung gewebespezifischer mitochondrialer Mutationen liegen verschiedene Erkla-
rungsanséatze vor. Eine Mdglichkeit ist das Auftreten von Mutationen in der Oozyte der Grol3mut-
ter, in einer primordialen Keimzelle der Mutter oder im frihen Embryonalstadium mit in der Folge
bevorzugter Segregation im Skelettmuskel. Andererseits kann eine mtDNA-Mutation auch erst
nach erfolgter Keimblattdifferenzierung in den Myoblasten auftreten (Andreu et al., 1999;
DiMauro and Gurgel-Giannetti, 2005). Daruber hinaus wurden auch nukledre Mutationen als
Ausloser der IMM identifiziert. Die folgenden zwei Abschnitte geben eine Ubersicht iiber bislang

identifizierte Mutationen, die entsprechenden Gene sind in Klammer aufgefihrt.
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Die IMM auf Basis von mtDNA-Mutationen
Die fur die IMM verantwortlichen mtDNA-Mutationen kénnen im Cytochrom-b Gen des Komple-
xes Il (MT-CYB) und in mitochondrialen Genen fir Untereinheiten des Komplexes IV vorliegen
(MT-CO1, MT-CO2, MT-CO3). Im Vergleich dazu treten Komplex | — Mutationen (MT-ND1, MT-
ND2, MT-ND4, MT-ND5, MT-ND®6) eher selten als Ursache einer IMM auf (Keightley et al., 1996;
Andreu et al., 1999; Musumeci et al., 2000).

Neben den Mutationen, die spezifische proteinkodierende Gene der mtDNA betreffen, kénnen
dagegen auch zahlreiche Mutationen der mitochondrialen tRNAs die gesamte Proteinbiosynthe-
se in toto stéren und zu einer IMM fihren. Klinisch zeigen sich die oben beschriebenen typi-
schen Symptome, wobei der Krankheitsbeginn hier stark variiert und in einzelnen Fallen auch
sehr milde Zeichen einer multisystemischen Beteiligung gefunden wurden (Anitori et al., 2005;
Swalwell et al., 2006). Ob singulare oder multiple mtDNA Deletionen zu einer IMM fihren, ist

nicht bekannt und bisher nicht beschrieben.

Die IMM auf Basis nuklearer Mutationen

Unter den nukledren Mutationen wurde kirzlich eine Mutation im ETFDH-Gen als Ursache der
isolierten myopathischen Form des sekundaren Coenzym Qi,-Mangels charakterisiert (Gempel
et al., 2007). Da das Coenzym Q,, eine essentielle Rolle bei der Ubertragung der Elektronen
innerhalb der OXPHOS spielt, kommt es so ebenfalls zu einer Stoérung der mitochondrialen
Funktion. Therapeutisch sollte daher eine Coenzym Qo-Substitution durchgefuhrt werden. Bei
Nachweis einer ETFDH-Mutation kann Riboflavin (Coenzym von ETFDH) erganzend in die

Therapie mit aufgenommen werden (Lalani et al., 2005; Horvath et al., 2006).

Eine andere nukleare Mutation betrifft das fur die Thymidin-Kinase 2 (TK2) kodierende Gen,
welches eine entscheidende Rolle bei der Aufrechterhaltung des mitochondrialen dNTP-Pools
spielt und somit bei Mutation zu einer Depletion fuhrt. Das klinische Spektrum der IMM ist hier
aulerst variabel und reicht von schwerer frihkindlicher Myopathie mit fruihem Tod Uber
kongenitale Myopathien mit rigid spine-Syndrom und Krankheitsbildern, die einer spinalen
Muskelatrophie &hneln, bis hin zu infantilen subakuten Formen mit langerer Uberlebenszeit
(Saada et al., 2001; Mancuso et al., 2003; Oskoui et al., 2006).

Kirzlich wurden rezessive Mutationen im nukledren POLG1-Gen beschrieben, die mit einer
isolierten mitochondrialen Myopathie des Erwachsenenalters und mtDNA-Depletion im Muskel

einhergingen (Giordano et al.).
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1.7 Rolle der Mitochondrien im Rahmen des Alterungsprozesses

Wie bereits ausfuihrlich dargelegt, stellen Deletionen der mtDNA eine haufige Ursache von mito-
chondrialen Krankheiten dar. Multiple Deletionen treten jedoch auch regelmé&Rig im Rahmen des
physiologischen Alterungsprozesses auf (siehe auch Abb.2).

Die mitochondrial theory of ageing wurde schon sehr friih von Harman et al. (1972) postuliert.
Wie oben erwahnt geht man davon aus, dass ROS u.a. als Nebenprodukt der ETC zur Bildung
von mtDNA-Mutationen beitragen kann. Durch die im Laufe des Lebens stattfindende Akkumula-
tion der somatischen de-novo Mutationen kommt es dann zur Minderung der bioenergetischen

Zellaktivitat. Somit nehmen Mitochondrien eine Schliisselrolle im Alterungsprozess ein.

Der genaue Akkumulationsmechanismus der alters-assoziierten Mutationen ist noch nicht ab-
schlieRend aufgeklart. Zum einen existiert die Hypothese, dass mutierte mtDNA zu einer Fehl-
funktion der ETC fuhrt und eine daraus resultierende gesteigerte ROS-Produktion zu einer fort-
laufenden de-novo Entstehung von mtDNA-Mutationen fuhrt (vicious cycle-Theorie) (Chan,
2006). Dem gegeniber steht die Annahme, dass friih auftretende Mutationen durch klonale Ex-
pansion akkumulieren (Khrapko et al., 2003). Diese klonale Expansion kdnnte einerseits durch
einen Replikationsvorteil kirzerer, deletierter mtDNA Molekile im postmitotischen Gewebe er-
klart werden (Diaz et al., 2002). Andererseits wurde nachgewiesen, dass rein stochastische Vor-
gange zu einem intrazellularen Gendrift wahrend der Replikation fiihren kénnen (Elson et al.,
2001). Fiar die Theorie der klonalen Expansion sprechen Studien, die nachgewiesen haben,
dass einzelne Zellen desselben Gewebes hohe Anteile an jeweils unterschiedlichen zellspezifi-

schen Mutation tragen (Bua et al., 2006; Kraytsberg et al., 2006).

In den letzten Jahren wurden zahlreiche Mausmodelle mitochondrialer Erkrankungen etabliert,
u.a. die mtDNA-mutator-Mause, bei denen es durch eine homozygote knock-in Mutation in der
Exonuklease-Domane der mitochondrialen DNA Polymerase y (POLG1) zu gestoérter proof rea-
ding -Fahigkeit und zur Akkumulation von Mutationen, mtDNA Punktmutationen und Deletionen
kommt. So konnte ein Zusammenhang von gesteigerter mtDNA-Mutationslast, einem frihzeitig
alternden Phanotyp und reduzierter Lebenserwartung gezeigt werden (Trifunovic et al., 2004;
Kujoth et al., 2005; Vermulst et al., 2008).

Trotz einiger noch offener Fragen auf diesem Gebiet ist unumstritten, dass multiple Deletionen
mit zunehmendem Alter akkumulieren, wobei postmitotische Gewebe mit besonders hoher
oxidativer Aktivitat, wie Gehirn, Herz und Skelettmuskel im Vergleich zu Leber, Milz, Haut, Niere

wesentlich mehr Deletionen aufweisen (Cortopassi et al., 1992).
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Da Skelettmuskelgewebe gut fir Biopsien zuganglich ist, eignet es sich besonders fur die Unter-
suchung von alters-assoziierten multiplen Deletionen. Der ermittelte Anteil an deletierten mtDNA
Molekulen liegt in entsprechenden Studien um die 0,1% im Muskelgewebe (Cortopassi and Arn-
heim, 1990; Cooper et al., 1992; Simonetti et al., 1992; Brierley et al., 1998). Parallel zu diesen
molekulargenetischen Befunden zeigen sich auch auf histologischer Ebene mitochondriale Auf-
falligkeiten in postmitotischen Geweben, wie die im Laufe des Lebens zunehmende Anzahl

COX-negativer Fasern im Skelettmuskel (Brierley et al., 1996; Chariot et al., 1996).

Bei der geringen Menge an deletierten mtDNA-Molekilen im Gesamtgewebe ist eine bioenerge-
tische Einschrankung des gesamten Gewebes fraglich. Andererseits ist eine funktionelle Rele-
vanz durch einen Ausfall strategisch wichtiger Zellen durch Hochsegregieren einzelner Mutatio-
nen auf Einzelzellniveau Uber die Schwelle gut vorstellbar. Die funktionelle Relevanz dieser
altersabhangigen Phanomene wird deshalb seit vielen Jahren stark diskutiert. Vor diesem Hin-
tergrund ist eine Differenzierung zwischen ,physiologischen* altersabhangigen mtDNA Verande-
rungen mit alterstypischen Beschwerden und pathologischen mtDNA Verdnderungen mit Be-

schwerden im Sinne einer mitochondrialen Erkrankung in Grenzgebieten schwierig.
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1.8 Zielsetzung der Arbeit

In der Praxis von Muskelambulanzen findet sich eine Vielzahl von Patienten, deren isolierte
Muskelbeschwerden einer metabolischen Myopathie, z.B. einer mitochondrialen Myopathie,
gleichen, die jedoch insbesondere in h6herem Alter nicht von altersbedingten Beschwerden zu
differenzieren sind. Eine Skelettmuskelbiopsie zeigt bei diesen Patienten meist einen unauffalli-
gen Befund, nur unspezifische myopathologische Veranderungen oder (milde) mitochondriale
Veranderungen, die haufig ebenfalls nicht sicher von altersbedingten Veranderungen abzugren-
zen sind. Untersucht man nach Ausschluss anderer Muskelerkrankungen und anderer metaboli-
scher Myopathien bei diesen Patienten die mtDNA mit sensitiven Methoden (long range PCR,
IrPCR), findet man nach unserer Erfahrung aus der Routinediagnostik h&ufig multiple mtDNA
Deletionen im Skelettmuskel. Die pathogenetische Relevanz dieser Deletionen ist jedoch in ei-
nem solchen Patientenkollektiv ohne Hinweise auf eine primare Mutation der nuklearen DNA mit
entsprechenden typischen klinischen Syndromen véllig unklar und kann bisher kaum von alters-

assoziierten Befunden abgegrenzt werden.

In unserer Studie wurden daher Patienten mit einem isolierten muskularen Beschwerdekomplex,
der klinisch gut mit einer mitochondrialen Myopathie vereinbar ware, der aber nicht in jedem Fall
sicher von rein alters-assoziierten Beschwerden differenziert werden konnte, nach Ausschluss
anderweitiger Myopathien, insbesondere metabolische Myopathien, eingehend analysiert. Ziel
der Arbeit war es, zuséatzlich zu den klinischen Befunden, weitere diagnostische Merkmale fur
die Identifikation dieses Patientenkollektivs im Vergleich zu Muskelgesunden zu definieren. Wir
stellten uns die Frage, ob genetische, aber auch histologische Surrogatmarker zu identifizieren
sind, die ,genuine“ Patienten von Gesunden und pathologische von unspezifischen, méglicher-

weise rein alters-assoziierten Befunden unterscheiden kdnnten.

In einem ersten Schritt wurden dazu detaillierte histologische, biochemische und molekulargene-
tische Analysen durchgefiihrt. Im Rahmen der molekulargenetischen Analyse wurden dabei mul-
tiple Deletionen der aus dem Skelettmuskelgewebe der Patienten isolierten mtDNA analysiert.
AnschlieRend wurde in einem zweiten Schritt untersucht, ob sich die Ergebnisse der Patienten
als pathologisch einstufen lassen. Hierzu wurden die ermittelten genetischen Befunde mit denen
gesunder gematchten Kontrollen verglichen. Die histologischen Befunde der Patienten wurden
mit Normwerten gesunder Muskelproben aus der Literatur verglichen. Die Ergebnisse der bio-

chemischen Analyse wurden mit Hilfe laboreigener Referenzwerte ausgewertet.
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Von besonderem Interesse und im Fokus der Analysen lag der genetische Befund (multiple
mtDNA Deletionen), da sich die Differenzierung von pathologischem und physiologischem, al-
ters-assoziierten Befund vor allem in hdherem Lebensalter wie beschrieben als schwierig er-

weist.

Folgende Fragen sollten somit geklart werden:

» Reprasentiert das ,Syndrom® isolierter muskuldrer Beschwerden eine eigenstandi-
ge(mitochondriale) Krankheitsentitat, insbesondere wenn in der Muskulatur multiple mtDNA

Deletionen nachweisbar sind?

= Oder handelt es sich bei diesem Syndrom um eine ,Altersmyopathie“? Eine ,Altersmyopathie®
ware zu diskutieren, wenn die pathologischen Befunde, d.h. die Befunde, die die rein alters-
assoziierten Befunde Uberschreiten (z.B. die Menge multipler Deletionen), nur in héherem
Lebensalter nachweisbar waren. Hier kbnnte es sich um einen Ubersteigerten Alterungspro-
zess der Muskulatur in héheren Lebensjahren handeln. Alternativ kbnnte es sich auch um ei-
nen generell Gbersteigerten Alterungsprozess der Muskulatur handeln. Dies ware anzuneh-
men, wenn man bei den Patienten die gleichen Verdnderungen wie bei den gematchten

Kontrollen findet, jedoch —entsprechend der Altersgruppen- in jeweils htherem Ausmall.

» Ein alters-assoziierter Normalbefund lage vor, wenn sich die Patienten und gematchten Kon-
trollen in keiner Weise, insbesondere nicht in dem Vorhandensein oder der Menge multipler

mMtDNA Deletionen im Skelettmuskel, unterscheiden.

Um diese Fragestellungen beantworten zu kénnen, wurde in einem weiteren Schritt eine Quanti-
fizierung der multiplen Deletionen im Muskel in beiden Kollektiven, Patienten und Kontrollen,
durchgefuhrt. In Bezug auf etwaige Unterschiede (z.B. der Menge multipler Deletionen) zwi-
schen den Kollektiven planten wir einen ,cut-off‘-Wert zu identifizieren, der méglicherweise ,ge-

nuin“ Kranke von Gesunden unterscheiden kann.

Zur Beurteilung der Pathogenitat waren jedoch nicht nur die Quantitat der multiplen Deletionen,
sondern auch ihre maglichen funktionellen Auswirkungen entscheidend. Daher wurde in einem
weiteren Schritt der Genotyp mit dem entsprechenden histologischen und biochemischen Pha-

notyp der Patienten korreliert.
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Methoden und Materialien

Primare Ziele der Untersuchungen:

[ Analyse klinischer Daten, histologischer, biochemischer und genetischer

(mtDNA Deletionen?) mitochondrialer Veranderungen im Skelettmuskel (M. vastus

lateralis) bei Patienten.

] Analyse klinischer Daten und genetischer (mtDNA Deletionen?) mitochondrialer

Veranderungen im Skelettmuskel (M. vastus lateralis) bei Kontrollen.

] Vergleich histologischer Befunde von Patienten mit der Literatur.

] Vergleich biochemischer Befunde mit Normwerten unseres Labors.

| Vergleich genetischer Befunde von Patienten und Kontrollen.

Einen orientierenden Uberblick iiber den Studienablauf gibt folgendes Schema:

[ Klinische Charakterisierung der Kollektive

[ Offene Skelettmuskelbiopsie des M. vastus lateralis:

Histologie, Immunhistochemie, Enzym-Histochemie,
Patientenkollektiv:
Quantifizieren der COX/SDH*-Fasern in einem gesamten Muskelguerschnitt

(Handauszahlung), Angabe in %

Biochemie mit Atmungskettenenzymanalysen im Muskelhomogenat,
Patientenkollektiv:

Analyse Komplex I, IV (COX), Citratsynthase (CS), Normalisierung der Komplexakti-
vitaten auf CS-Aktivitat

Molekulargenetische Analysen aus Skelettmuskel isolierter mtDNA,
Patienten und Kontrollkollektiv:

IrPCR, single-molecule PCR (smPCR) der mtDNA zur Deletionsquantifizierung

Problem: IrPCR nur semiquantitativ, Uberschatzung des tatsachlichen
Deletionsanteils
Losung: Anwendung der smPCR zur Quantifizierung und Kalibrierung der IrPCR-

Resultate
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2.1 Probenauswahl

Fir die Studie liegt ein positives Ethikvotum der lokalen Ethikkommission des Universitatsklini-
kums Bonn vor (304/2008). Alle Untersuchungen im Rahmen dieser Studie sind fUr das Patien-
tenkollektiv wie fur das Kontrollkollektiv auf der Grundlage der revidierten Deklaration von Hel-
sinki des Weltarztebundes (1983) und den entsprechenden gesetzlichen Grundlagen

durchgefuhrt worden.

Patientenkollektiv

Das Patientenkollektiv stammt aus der neuromuskularen Spezialsprechstunde der Klinik und
Poliklinik fir Neurologie der Universitat Bonn. Hier stellten sich im Zeitraum von 2000-2009 eine

Vielzahl von Patienten mit isoliertem muskularem Beschwerdekomplex vor.

Einschlusskriterien des Patientenkollektivs:
1. Muskularer Beschwerdekomplex mit IMM gut vereinbar

2. Muskelhistologie unaufféllig oder nur leichte unspezifische myopathologische

oder (milde) mitochondriale Veranderungen

Ausschlusskriterien des Patientenkollektivs:

Andere Myopathie, externe Ophthalmoplegie, Polyneuropathie, Erkrankung/Medikation mit mog-
licher primarer oder sekundarer mitochondrialer Funktionsstérung (z.B. Amyotrophe Lateralskle-
rose/ALS, M. Parkinson, Diabetes mellitus, HIV-Infektion, Patienten mit einer antiviralen Medika-

tion aus der Gruppe der Reverse-Transkriptase-Inhibitoren, etc.).

Die Studie umfasste 14 Patienten im Alter von 37 bis 76 Jahren (MW 58,57 £+ 10,76). Insgesamt
waren drei Patienten jinger als 50 Jahre, bzw. elf Patienten zum Zeitpunkt der Biopsie &lter als
50 Jahre alt. Es wurden acht weibliche sowie sechs mannliche Patienten untersucht. Alle Patien-
ten erteilten nach vollstandiger Aufklarung schriftlich ihre Zustimmung zur Teilnahme an musku-

laren Forschungsprojekten der Klinik und Poliklinik fir Neurologie der Universitat Bonn.
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Kontrollkollektiv

Das Kontrollkollektiv wurde zum einem aus dem Probenbestand des Muskellabors ausgewabhilt.
Diese Biopsien waren aufgrund einer familienanamnestisch indizierten Malignen Hyperthermie
(MH)-Abklarung entnommen worden, wobei die Patienten keinerlei klinische Beschwerden
aufwiesen und der MH-Test negativ ausgefallen war. Die Muskelproben stammen aus dem
Zeitraum 1995-1997 und wurden bei -80° C gelagert. Weitere Kontrollproben wurden in
Zusammenarbeit mit der Unfallchirurgie und Orthopédie der Uniklinik Bonn im Zeitraum von
August-Oktober 2009 gesammelt. Die Biopsien stammen von Patienten mit rein orthopadischen
Beschwerden und wurden unter Voraussetzung der schriftlichen Einwilligung im Rahmen von
geplanten Operationen der Hifte oder des Kniegelenkes entnommen. Um reprasentative
Befunde zu erzielen, wurden innerhalb des Kontrollkollektivs Erkrankungen, die einen Einfluss
auf das Muskelgewebe haben kénnten sowie Erkrankungen, die mit potentieller mitochondrialer

Funktionsminderung einher gehen kdnnten, ausgeschlossen.

Einschlusskriterien des Kontrollkollektivs:
1. Keine neuromuskularen Beschwerden

2. Muskelhistologie des M. vastus lateralis als altersentsprechend unaufféllig befundet

Ausschlusskriterien des Kontrollkollektivs:

Neuromuskuléare Symptome, Polyneuropathie, Erkrankung/Medikation mit mdglicher primarer
oder sekundarer mitochondrialer Funktionsstérung (z.B. ALS, M. Parkinson, Diabetes mellitus,
HIV-Infektion, Patienten mit einer antiviralen Medikation aus der Gruppe der Reverse-

Transkriptase-Inhibitoren, etc.).

Insgesamt wurden zwolf Kontrollprobanden im Alter von 38 bis 73 Jahren (MW 54,07 £ 13,19)
in die Studie mit einbezogen. Zum Zeitpunkt der Biopsie waren sechs Probanden jinger als 50
Jahre, bzw. sieben Probanden alter als 50 Jahre alt. Die Studie umfasste sechs weibliche sowie
sieben ménnliche Kontrollprobanden. Alle Probanden wurden vollstandig aufgeklart und erteilten

schriftlich ihre Zustimmung zur Teilnahme am Projekt.
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2.2 Histologische Aufarbeitung

Alle Muskelproben der Patienten und Kontrollen wurden der routinemafigen, standardisierten
histologischen, enzymhistochemischen und immunhistochemischen Aufarbeitung des Muskella-
bors der Neurologischen Universitétsklinikums Bonn unterzogen. Die Muskelproben wurden so-
fort nach Biopsieentnahme mit einem speziellen Einbettmedium (Jung, Leica, Heidelberg,
Deutschland) in fliissigen Stickstoff schockgefroren, dann bei -25° C in einem Kryostaten (CM
3050, Leica) geschnitten und anschliel3end bei -18° C gelagert. Die im Folgenden dargestellten
Farbemethoden erfolgten alle in Anlehnung an Dubowitz et al. (2007). Nach erfolgter Farbung
wurden die Schnitte mikroskopisch ausgewertet (Olympus BX61, Olympus, Hamburg, Deutsch-
land).

Die standardisierte Aufarbeitung im Muskellabor umfasste folgende Farbungen:

H&E, Gomori-Trichrom, NADH, myofibrillare ATPase (pH 9,4/4,6/4,2), Oil-Red-0O, PAS, Saure
Phosphatase, Myoadenylatdeaminase, Phosphofruktokinase, Kongo-Rot; Cytochrom-c-Oxidase
(COX), Succinat-Dehydrogenase (SDH);

Untersuchung der Reaktivitat mit Antikérpern gegen CD3, CD68, MHC-1, MAC;

Untersuchung der Reaktivitat mit Antikérpern gegen Dystrophin (Dys 1 — 3), alpha-, beta-, gam-

ma-, delta-Sarcoglycan, Caveolin 3, Desmin, Merosin, Dysferlin und alpha-Dystroglycan.

Andere als mitochondriale Myopathien und Neuropathien wurden sorgfaltig ausgeschlossen.

Die im Folgenden dargestellte histologische und enzymhistochemische Aufarbeitung wurde im
Rahmen der Studie fur das Patientenkollektiv erneut durchgefiihrt, um fur alle Proben gleiche
Voraussetzungen zu schaffen und den Skelettmuskel der Patienten speziell auf mitochondriale

Auffalligkeiten hin zu untersuchen.

Alle im Folgenden verwendeten, nicht gesondert aufgefiihrten Chemikalien wurden von der Fir-

ma Sigma (St.Louis, MO) in Analysequalitat bezogen.
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Cytochrom-c-Oxidase (COX)-Farbung

Die Schnitte wurden auf einen HistoBond-Objekttrager (Marienfeld, Lauda-Kénigshofen,
Deutschland) gelegt und mit einem Fettkreis umrandet. AnschlieRend wurde das Inkubations-
medium aufgetragen und 40-60 min auf 37° C erhitzt. Nach sorgfaltiger Spilung mit destilliertem
Wasser wurden die Schnitte schlie3lich entwassert und mit Entellan (Merck, Darmstadt,
Deutschland) eingedeckt. Die Cytochrom-c-Oxidase-Aktivitat zeigt sich durch feine braune Féar-
bung. Aufgrund unterschiedlicher Anzahl der Mitochondrien sind Typ I-Fasern am dunkelsten,
Typ ll-Fasern am hellsten und Typ lla-Fasern mittelstark angeféarbt. Bei Minderung der COX-
Aktivitat erscheinen die Fasern blass, bzw. weil3. Die COX-Farbung gibt folglich Auskunft tber
Anzahl, Verteilung und Aktivitat der Mitochondrien (Dubowitz et al., 2007).

COX-Inkubationsmedium

10 mi Na-Phosphatpuffer/NaOH (50 mM, pH 7,4)
2 ul Katalase (20 mg/ml) (Serva, Heidelberg, Deutschland)
10 mg DAB

20 mg Cytochrom-c
750 mg Saccharose

Succinatdehydrogenase (SDH)-Farbung

Nach kurzem Antrocknen wurden die Schnitte mit einem Fettkreis umrandet und das Inkubati-
onsmedium aufgetragen. Die Inkubation erfolgte fir 1 h bei 37° C. Abschliel3end wurden die
Schnitte abgesplilt und mit Kaisers-Glyceringelatine (Merck, Darmstadt, Deutschland) einge-
deckt. Der Schnitt zeigt nach der SDH-Farbung ein blau-graues Endprodukt. Typ I-Fasern und
Areale mit mitochondrialen Aggregationen weisen dabei héhere Farbeintensitaten auf. Im Kon-

trast dazu findet man Typ lIb-Fasern am schwachsten und Typ lla Fasern mittelstark angefarbt.

SDH-Inkubationsmedium (wird bei -20° C gefroren gelagert)

5 ml Tris /HCI (50 mM, pH 7,4)
5 ml Na-Succinat (0,2 M)
50 pl MgCl, (1 M)

9 ml NBT (20 mg) in destilliertem H,O mit Ultraschall gelost
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COX-SDH-Doppelfarbung

Zunachst wurde die COX-Farbung wie oben beschrieben durchgefuhrt. Daraufhin wurden die
Schnitte mit PBS (Phosphatgepufferte Salzlésung) gespult und mit dem SDH-
Inkubationsmedium fur 1 h bei 37° C inkubiert. Schlie3lich wurden die Schnitte abgespuilt, ge-
trocknet und mit Glyceringelatine eingedeckt. Normale Fasern zeigen sich in der COX-SDH-
Doppelfarbung braun-blau bis grau. Bei fehlender oder reduzierter COX-Aktivitat und gleichzeiti-
ger (Hyper-) Reaktionsfahigkeit der rein nuklear kodierten SDH farben sich Fasern blau an
(COX/SDH*-Fasern). Die Doppelfarbung identifiziert pathologische Fasern sicherer als die
COX-Einzelfarbung, da die COX-Aktivitat durch die gleichzeitige Farbung der rein nukleér ko-
dierten, von Mutationen der mtDNA nicht betroffenen SDH (Komplex Il der Atmungskette) gewis-

sermal3en auf den Mitochondriengehalt bezogen wird.

Modifizierte Gomori-Trichrom-Farbung

Die kurz angetrockneten Schnitte wurden 5 min in Harris Hamatoxylin getaucht. Danach wurden
sie erst mit Leitungswasser abgespuilt und dann 10 min in dem selbigen stehen gelassen. Nach
erneutem Spulen mit destilliertem Wasser folgte eine 1-stindige Inkubation in der Gomori-
Farbung. Im Anschluss daran erfolgten die Differenzierung mit 0,2 % Essigsaure sowie die Ent-
wasserung und das Eindecken mit Entellan. In der modifizierten Gomori-Trichromfarbung er-
scheinen die Kerne rot und die Muskelfasern griin-blau mit Mitochondrien als rote fleckférmige
Punkte. Das Bindegewebe féarbt sich schwach blau-griin und das Myelin der Nerven rot. Die mo-
difizierte Gomori-Trichrom-Farbung wird bevorzugt verwendet, um Nemalinkérper (rot), rimmed

vacuoles (rot), tubulare Aggregate (rot) und mitochondriale Akkumulationen (rot) zu detektieren.

Gomori-Trichrom-Inkubationsmedium

Harris Hamatoxylin (Sigma, St.Louis, MO)

0,2 % Essigsaure

Gomori-Losung: 0,6 g Chromotrop 2R (Roth, Karlsruhe, Detschland)
0,3 g Fast Green FCF (Merk, Darmstadt Deutschland)
0,6 g Wolframatophosphorsaure (Merk)
1 ml Eisessig
100 ml NaOH (pH 3,4)
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2.3 Biochemische Messung der Atmungskettenenzymaktivitat

Alle Skelettmuskelproben der Patienten wurden ebenfalls biochemisch analysiert. Mit Hilfe der
Aktivitatsmessung von Komplex | und 1V konnten Ruickschlusse auf eventuell vorliegende Funk-
tionsdefizite geschlossen werden. Die analysierten Skelettmuskelhomogenate enthielten 20-50
mg Muskel in 1 ml Puffer (0,1 M K-Phosphat, pH 7,4). Fur die einzelnen Messungen wurden
jeweils 10 - 40 pl dieses Homogenates verwendet. Die Messung der Enzymaktivitat erfolgte
spektralphotometrisch mittels DW-2000 UV-Vis-Spektrophotometer (SLM AMINCO, Inc., Urbana,
USA) bei 30° C in einer Quarz Mikrokivette. Aus der zu Reaktionsbeginn beobachteten
Extinktionsanderung pro Zeiteinheit wurde dann die Aktivitdt berechnet (Bergmeyer and
Gawehn, 1977). Die Berechnung der Enzymaktivitat erfolgte dabei mittels der im Folgenden

dargestellten Formel.

AE/min=*V = F,
vy [U79c]

AE / min : Extinktionsanderung pro Minute (Anfangsgeschwindigkeit)

V,, : Messvolumen in der Kivette (ul)

F,: Verdunnungsfaktor
£ : molarer Extiktionskoeffiziet (mM-1*cm™1)

V, : Probenvolumen (pl)

U /g : units/ g Feuchtgewicht

Komplex | (NADH:CoQ;-Oxidoreduktase)

Der Komplex | der Atmungskette ist mit 46 Untereinheiten der grof3te Enzymkomplex. Die
mtDNA kodiert hier fur 7 Untereinheiten. Durch die NADH:CoQ;-Oxidoreductase wird NADH
oxydiert und nach mehreren Zwischenschritten Coenzym-Q reduziert. Nach Zugabe des
Homogenats zum Testansatz wurde die Aktivitat der NADH:CoQ;-Oxidoreductase photometrisch
bei 340-380 nm bestimmt (= 5,5 mM~**cm™). NADH-Oxidase-Aktivitat zeigt sich jedoch nicht
nur in der OXPHOS, sondern auch in Plasmamembranen und Mikrosomen. Diese Enzymaktivi-

tét ist nicht durch Rotenon zu hemmen ist (Wiedemann et al., 2000).
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Der nicht zu hemmende Anteil wurde deshalb bestimmt, indem nach 1 min Rotenon hinzugege-
ben und die Enzymaktivitat erneut gemessen wurde. Die Differenz der totalen NADH-
Oxidationsrate und der rotenon-unsensiblen Aktivitat entsprach somit der gesuchten mitochond-
riale NADH:CoQ;-Oxidoreductase- Aktivitat (Schroder et al., 2000).

Komplex I-Testansatz
460 pl Tris/KCI Puffer (10 mM Tris/Cl, 50 mM KCI, 1 mM EDTA; pH 7,4)

5ul Coenzym Q; (10 mM, Sigma, Steinheim, Deutschland)
5l KCN (0,2 M)
5l NADH (15 mM)

Zugabe von 5 ul Rotenon (2 uM) erfolgte nach 1 min

Komplex IV (Cytochrom-c-Oxidase)

In der Cytochrom-c-Oxidase (COX) sind 3 der insgesamt 13 Untereinheiten durch die mtDNA
kodiert. Im Komplex IV der Atmungskette wird das durch Komplex Il reduzierte Cytochrom-c
oxydiert und molekularer Sauerstoff zu Wasser reduziert. Die Extinktionsénderung von Cytoch-
rom-c wurde bei einer Wellenlange von 550 nm fir 5 min gemessen (¢=5,9 mM~**cm™). Zur
Herstellung des reduzierten Cytochrom-c wurden 20 mg in 1 ml Phosphatpuffer (20 mM; pH 7,4)
geldst und mit Ascorbat-Losung (10 mg/ml) reduziert. Die Trennung des Reduktionsmittels vom
reduzierten Cytochrom-c erfolgte mittels einer Sephadex-G25-Saule und einem Bettvolumen
von 17,6 ml. Schlie3lich wurde das Eluat in Aliquote aufgeteilt und bis zur Verwendung in flissi-

gem N, gelagert.

Komplex IV-Testansatz

460 pl Tris/KCI Puffer (10 mM Tris/Cl, 50 mM KCI, 1 mM EDTA,; pH 7,4)
5ul Dodecylmaltosid (10 %)

10 pl Cytochrom-c (reduziert)
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Citratsynthase (CS)

Die Citratsynthase ist ein Enzym des Citronensaurezyklus, es wird nuklear kodiert und ist somit
unabhangig von mtDNA-Defekten in den Mitochondrien vorhanden. Der OXPHOS-
Enzymaktivitat/CS-Aktivitats-Quotient ermdglicht somit den Vergleich von Enzymaktivitaten un-
abhangig von adaptiver mitochondrialer Proliferation und Fasertypvariationen (Schroder et al.,
2000; Zsurka et al., 2008). Das durch die CS aus Aceytl-CoA gebildete Coenzym A bildet mit
DTNB (Dithionitrobenzoeséure) einen photometrisch detektierbaren Farbkomplex. Die Enzymak-

tivitat wurde bei 412 nm fir 5 min in einer Einmalkivette gemessen (¢= 13,6 mM*cm™1),

CS-Testansatz

800 pl H,O

100 pl DNTB (0,2 mg DTNB in 1 M Tris/Cl, pH 8,1)

30 ul Acetyl-CoA (10 mg/ml in H,0)

50 ul Oxalacetat (6,6 mg/ml in Triethanolamin/EDTA (0,5 M TRA, 5mM NaEDTA))

2.4 DNA-Extraktion

Die DNA-Extraktion erfolgte aus Muskelgewebe der Patienten und Kontrollen, welches direkt
nach erfolgter Biopsie bei -20° C eingefroren wurde. Die Isolation wurde mittels QiaAmp DNA
mini kit (Qiagen, Hilden, Deutschland) den Herstellerangaben entsprechend durchgefihrt.

2.5 Konzentrationsmessung

Der DNA-Gehalt der frisch isolierten Proben wurde durch Extinktionsmessung mit Hilfe des Cary
50 UV-Vis-Spektrophotometers (Varian, Paolo Alto, CA) bei 260 nm bestimmt. Eine optische
Dichte (OD) von 1 entsprach einer DNA Konzentration von 50 pg/ml. Zusétzlich wurde die
Extinktion bei 280 nm gemessen, um etwaige Verunreinigungen der Probe durch Proteine aus-
zuschlieRBen (Sambrook and Russell, 2001). Auf Basis der ermittelten Konzentrationen wurde

von jeder Probe eine Verdlinnung von 25 ng/ul angesetzt.
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2.6 PCR Analyse multipler Deletionen

Die Methode der Polymerasekettenreaktion (PCR) besteht gewohnlich aus 3 Schritten. Im ers-
ten Schritt wird die DNA auf 90-98° C stark erhitzt, sodass sie danach nur noch einzelstrangig
vorliegt (1. Denaturierung). Nach Abkuhlen auf 55-70° C lagern sich dann zwei einzelstrangige
Oligonukleotide (Primer) auf spezifische Weise an, indem sie den zu amplifizierenden DNA-
Abschnitt flankieren, wobei ihre 3'-Enden zueinander orientiert sind (2. Hybridisierung). Der dritte
Schritt besteht in der DNA-Synthese, die bei 72-74° C durch komplementéren Anbau von
Desoxyribonukleosidtriphosphat (dNTP) an den 3‘-Enden der Primer mit Hilfe einer thermostabi-
len DNA-Polymerase erfolgt. Von entscheidender Bedeutung ist die Tatsache, dass das Synthe-
seprodukt im folgenden Zyklus ebenfalls als Matrizenstrang dient. So kann durch mehrfaches
Wiederholen der 3 Schritte eine exponentielle Vervielfachung des gewéhlten Abschnittes erreicht
werden (Saiki et al., 1985; Saiki et al., 1986).

In Ergdnzung zu dem soeben beschriebenen Ablauf kdnnen auch modifizierte Versionen fiir die
DNA-Amplifikation genutzt werden. Fir die Amplifikation von grofen DNA-Abschnitten (long
range PCR) wird meist ein zweistufiges Protokoll gewahlt. Hierbei laufen Hybridisierung und

DNA-Synthese gleichzeitig bei Temperaturen von 65-70° C ab (Grunenwald, 2003).

2.6.1 Longrange PCR

Mit Hilfe der long range PCR wurde die mtDNA des kompletten Patienten- und Kontrollkollektivs
auf das Vorliegen von multiplen Deletionen hin Uberpruft. Hierbei wurde JumpStart AccuTaq LA
DNA Polymerase (Sigma, St. Louis, MO) als Enzym verwendet. Dies ist ein Gemisch aus DNA-
Polymerasen mit und ohne 3’- 5’ Exonukleaseaktivitat, sodass fehlerhaft eingebaute Basen wie-
der entfernt werden kénnen. Damit ist die JumpStart AccuTaq LA DNA Polymerase gut fur die
genaue Amplifikation von langeren Abschnitten geeignet. Deletionen befinden sich Ublicherweise
auf dem major arc, dem Bereich zwischen den beiden Replikationsurspriingen (Bua et al.,
2006). Es wurden daher Primer verwendet, die den entsprechenden Abschnitt der mtDNA um-
spannen.

Bei jedem Versuch wurde eine negative Kontrolle sowie eine Leerprobe mitgefuhrt. Die PCR
wurde mit dem Thermocycler PTC-200 (MJ Research, Bio-Rad, Hercules, CA) durchgefihrt. Ein
typischer Reaktionszyklus begann mit der Vorinkubation bei 95° C fir 2:30 min, um die vollstan-
dige Denaturierung der DNA zu gewahrleisten. Darauf folgten 10 Zyklen von jeweils 2 Schritten
bei 92° C fur 0:20 min (Denaturierung) und 68° C fir 10:00 min (Hybridisierung/DNA-Synthese)
sowie 20 Zyklen von jeweils 2 Schritten bei 92° C fur 0:25 min (Denaturierung) und 68° C fir
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12:00 min (Hybridisierung/DNA-Synthese). AbschlieRend wurde nochmals fur 11:00 min auf 72
°C erhitzt, um bis zu diesem Zeitpunkt unvollstéandig synthetisierte DNA-Strange zu vervollstan-
digen. Nach erfolgter Agarosegelektrophorese wurde die DNA mittels Ethidiumbromid im UV-
Licht sichtbar gemacht, anschlielend fotografiert und mit Hilfe der Image J Software

(Imageprocessing and analysis in Java) ausgewertet.

Verwendete Primer fur IrPCR

ND1up 3137 5" GAGAAATAAGGCCTACTTCACAAAGC 31!
DL1low 45 5" TGGAGAGCTCCCGTGAGTGGTT 3‘

Reaktionsansatz von 25 ul pro Probe

2,5 ul aller vier dNTP (2 mM)

2,5 pl Accutaq Puffer (10x mit 25 mM MgCl,)

0,2 ul Forward Primer (25 pmol/ul)

0,2 ul Reverse Primer (25 pmol/pl)

0,25 yl JumpsStart AccuTaq LA DNA Polymerase (2,5 u/pl)
2 ul DNA (25 ng/ul)

17,3541  H,0O

2.6.2 Single molecule PCR

Die single molecule PCR (smPCR) wurde fir die Quantifizierung der deletierten mtDNA-
Molektle verwendet. Die smPCR entspricht im Wesentlichen einer gewdhnlichen PCR, wobei
die Matrizen-DNA hier in einer sehr niedrigen und dNTPs, Primer und Polymerase in einer sehr
hohen Konzentration vorliegen. Ausgangsbasis aller Versuchteile war eine auf 4 ng/pl verdiinnte

DNA-Probe und die daraus entstandenen Verdinnungsreihen.

Die Quantifizierung der Deletionsanteile erfolgte in zwei Schritten:

Einzel-Molekll-Bestimmung. Als erstes wurde die Quantitat aller vorhandenen mtDNA-
Molekdule in einer Probe bestimmt. Hierzu wurde die Matrizen-DNA soweit verdiinnt, bis nur noch
ca. 30 % der identischen Reaktionsansétze ein PCR-Produkt zeigten (optimale Verdiinnungsstu-
fe). Unter diesen Versuchsbedingungen wird angenommen, dass ein PCR-Produkt einem vor-
handenen mtDNA-Molekil entspricht. Fur die Einzel-Molekuil-Bestimmung aller vorhandenen

mtDNA-Moleklle wurden spezifische Primer gewéhlt, die den D-Loop sowie einen Teil des klei-
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nen Bogens umspannen. Da dieser mtDNA-Abschnitt fir gewohnlich von Deletionen verschont
bleibt, kann davon ausgegangen werden, dass pro vorhandenem mtDNA-Molekil ein Amplifika-
tionsprodukt entsteht, unabhéngig davon, ob einzelne mtDNA-Kopien Deletionen aufweisen
oder nicht (Zsurka et al., 2008).

Einzel-Deletions-Bestimmung. In einem zweiten Schritt wurden dann die deletierten mtDNA-
Molekile quantifiziert. Hierbei wurden die DNA-Proben soweit verdinnt, dass nach Amplifikation
zuséatzlich zu dem langen Wild-Typ-Produkt nur noch eine, zwei, oder gar keine spezifische
Deletionsbande nachweisbar war (optimale Verdinnungsstufe). Unter diesen Versuchsbedin-
gungen kann davon ausgegangen werden, dass jede spezifische Deletionsbande von einem
einzelnen deletierten mtDNA-Molekil abstammt (Zsurka et al., 2008). Fur die Einzel-Deletions-
Bestimmung wurde ein Abschnitt amplifziert, der den major arc umfasst. Dabei kamen die Pri-
mer der IrPCR (Kap. 2.6.1) zum Einsatz. AnschlieBend wurden die Ergebnisse der beiden Ver-
suchsteile in Relation zueinander gesetzt und so der relative Anteil an deletierten mtDNA-

Molekulen bestimmt. Eine detaillierte Darstellung der Berechnungen folgt in Abschnitt 3.4.1.

Zur systematischen Ermittlung der optimalen Verdiinnungsstufe wurde folgendes Stufenschema

fur die Einzel-Molekil-Bestimmung sowie die Einzel-Deletions-Bestimmung angewendet.

Stufenschema der smPCR zur Ermittlung der optimalen Verdiinnungsstufe
). Abschatzung der geeigneten DNA-Konzentration
Multiple PCR-Reaktionen der verschiedenen Verdiinnungsstufen
pro Verdinnungsstufe wurden 5 Reaktionen angesetzt
Ziel: die letzte positive Verdunnungsstufe enthélt eine oder wenige amplifizierbare

DNA-Matrizen, die erste negative Verdinnungsstufe enthalt keinerlei PCR-Produkte

II). Abschatzung der optimalen DNA-Konzentration
erweiterte Verdiinnungen der letzten positiven Verdinnungsstufe
pro erweiterte Verdiinnung wurden 15 Reaktionen angesetzt
falls notig weitere kleinere Verdiinnungsschritte
Ziel: bei optimal gewdahlter Verdinnungsstufe zeigen ca. 30% der Reaktionen ein
PCR-Produkt

mit einer neu angesetzten Verdinnungsreihe wurden ermittelte Ergebnisse bestétigt
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Fur die smPCR wurde JumpStart AccuTaqg LA DNA Polymerase oder TaKaRa LA Tag (TaKaRa
Biotechnology, Shiga, Japan) verwendet. Bei allen Versuchen wurden eine Kontrolle aus 107t
sowie 3 Leerproben mitgefihrt. Ein typischer Reaktionszyklus der Einzel-Molekll-Bestimmung
wurde mittels des Thermocyclers PTC-200 (MJ Research, Bio-Rad, Hercules, CA) durchgefiihrt
und begann mit einer Vorinkubation bei 95° C fir 2:30 min. Es folgten 42 Zyklen von jeweils 2
Schritten bei 94° C fur 0:20 min (Denaturierung) und 68° C fur 3:00 min (Hybridisierung/DNA-
Synthese). Schlief3lich wurde bei 72° C fur 7:00 min inkubiert. Die Amplifikation im Rahmen der
Einzel-Deletions-Bestimmung begann ebenfalls bei 95° C fur 2:30 min, gefolgt von 10 Zyklen
von jeweils 2 Schritten bei 92° C fir 0:20 min (Denaturierung) und 68° C fir 14:00 min
(Hybrdisierung/DNA-Synthese) sowie 32 Zyklen von jeweils 2 Schritten bei 92° C fir 0:25 min
(Denaturierung) und 68° C fur 16:00 min (Hybrdisierung/DNA-Synthese). Abschlie3end wurde
auf 72° C fur 10:00 min erhitzt.

Verwendete Primer fur Einzel-Molekll-Bestimmung

DL2up 16520 5" CATAAAGCCTAAATAGCCCACACG 31!
12SAlow 1144 5 AGTGTTCTGGCGAGCAGTTTTG 3°

Reaktionsansatz der smPCR von 12,5 ul pro Probe
0,25 yl dNTPs (25 mM)
1,25 ul AccuTag Puffer (10x mit 25 mM MgCl,)

0,1 pl 1:1 Gemisch der beiden Primer (je 50 pmol)
0,25 ul JumpStart AccuTaq LA DNA Polymerase(2,5 u/pl)
0,5 DNA (Konzentration abh&ngig von Versuchsstufe)

10,15yl H,O
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2.7 Genetische Analyse der Polymerase y (POLG1)

Zum Ausschluss von nukledren Mutationen der Polymerase y (POLG1) wurden alle Proben auf
in der Population haufig vorkommende Punktmutationen (,hot spots®) im POLG1-Gen unter-
sucht. Dazu wurde in einem ersten Schritt ein gewisser Genabschnitt mittels PCR amplifiziert

und anschlieRend mit Hilfe sequenzspezifischer Restriktionsendonukleasen verdaut.

2.7.1 PCR

Fur die p.W748S- Analyse wurde eine mismatch-PCR durchgefiihrt. Dabei enthielt einer der
Primer ein inkongruentes Nukleotid (in Primer-Auflistung unterstrichen), wodurch eine neue arti-
fiziell eingefuhrte Spaltstelle fir den im Anschluss durchgefihrten Verdau mit
Restriktionsendonukleasen entstand. Die anderen mdglichen Mutationsorte wurden durch ge-
wohnliche PCR amplifiziert. Die PCR wurde mit Hilfe des Thermocyclers PTC-200 (MJ Re-
search, Bio-Rad, Hercules, CA) umgesetzt. Die Amplifikation begann mit einer Vorinkubation bei
95° C fur 3 min. Darauf folgten 35 Zyklen von jeweils 2 Schritten bei 95° C fir 0:15 min (Denatu-
rierung) und 70° C fur 1:30 min (Hybridisierung/DNA-Synthese). Schlie3lich wurde fir 7:00 min
auf 72° C erhitzt.

Spezifische Primer fur die jeweilige Sequenz

p.A467T Mutation PG467F 5‘ CCAGAACTGGGAGCGTTACC 3\
PG467R 5' CTAGATCCTGCCCACCCAAG 3"
p.P587L Mutation PG587F 5' GCTAGACGACCCTGCATGGA 3V
PG587R 5' GTGCCATGAGTTTAGGTGTGAC 3
p.W748S Mutation PG748F 5" GTGGACATCCCTGGCAGCT 3
PG748R 5' CACTCTGAAGGCCTGCTGTG 3
p.R1096C Mutation = PG1096F 5 AGCTCCCTGTGGACCTTACC 3%
PG1096R 5‘ ACCAGTCTGGCCCAAGGAA 3\
p.G848S Mutation PG848F 5‘ GGTGGGATGTGGGATAGATTC 3
PG848R 5‘ CCCTCAGAGCCCAGTTTCTAC 3
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Reaktionsansatz von 25 ul pro Probe

0,3 ul DMSO

2,5 ul PCR-Puffer (10x)

3ul MgCl, (25mM)

2 ul dNTPs

0,2 ul Forward Primer (25pmol/ ul)
0,2 pl Reverse Primer (25pmol/ pl)
0,2 ul JumpsStart AccuTaq

2,0yl DNA

14,6 pl H,O

2.7.2 Restriktionsverdau

Im Anschluss an die PCR wurde das Amplifikationsprodukt zusammen mit der entsprechenden
Restriktionsendonuklease fiir 1 h bei 37° C im Thermomixer (Thermomixer compact, Eppendorf,
Hamburg, Deutschland) inkubiert und danach mittels Polyacrylamidgelelektrophorese aufge-
trennt. Lag die mtDNA als Wildtyp vor, so konnten die Restriktionsendonukleasen die mtDNA an
spezifischer Stelle schneiden, wodurch nach Gelelektrophorese mehrere Banden zu sehen wa-
ren. Bei Mutation konnte dieser Prozess hingegen nicht erfolgen. Anhand des entstanden Ban-

denmusters auf dem Gel konnte so nachvollzogen werden, ob eine Mutation vorlag oder nicht.

Reaktionsansatz von 30 ul pro PCR-Produkt

0,5 pl Enzym

3l Puffer der Firma NEB (New England Biolabs, Ipswich, MA)
23,5 pl H,O

3 ul PCR-Produkt

Spezifische Enzyme fir jeweilige Sequenzen

PG 467  Hae Il (NEB)

PG 587  Hpa ll (Roche, Mannheim, Deutschland)
PG 748  Pwvull (NEB)

PG 1096 Pvu Il (NEB)

PG 848 Ban | (NEB)
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2.8 Gelelektrophorese
2.8.1 Agarosegel

Fir die Auswertung der IrPCR sowie der Einzel-Molekil-Bestimmung durch smPCR wurde ein 1
%-iges Agarosegel verwendet. Hierzu wurden 100 ml TBE-Puffer (1 M Tris-Borat; pH 8,3; EDTA
20 mM; destilliertes H,O) sowie 1 mg Agarose (Seakem LE Agarose, Lonza, Rocker, ME) ver-
mischt und gekocht. Fir die Einzel-Deletions-Bestimmung der smPCR wurde ein 0,75-0,8 %-
iges Gel hergestellt. Nach Abkihlung auf ca. 60° C wurde 10 pl Ethidiumbromid [Ethidiumbromid
agueous solution 1 % (w/v), Serva, Heidelberg, Deutschland] hinzugegeben. Im Rahmen der
IrPCR-Analyse wurden das PCR-Produkt pro Probe mit 5 pl des Auftragspuffers [6x Mass Ruler
Loading dye (10 mM Tris-HCI (pH 7,6); 0,03 % Bromophenol blue; 60 % Glycerol; 60 mM EDTA,
Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland] versehen und 10 pl des Gemischs aufgetragen. Bei der
smPCR wurde das Gel mit dem kompletten PCR-Produkt (12 ul) und zusétzlich 8 ul Auftragspuf-
fer beladen. Die Gelelektrophorese lief in allen Versuchsteilen bei 120 V. Die Laufzeiten variier-
ten je nach FragmentgrofRe zwischen 35 min und 1 h 15 min. Da das Ethidiumbromid im Gel an
den vorhandenen DNA-Fragmenten bindet, konnten die Ergebnisse mit Hilfe des UV-
Transilluminators (Geldoc XR, Bio-Rad) im UV-Licht sichtbar gemacht werden.

2.8.2 Polyacrylamidgel

Mit diesen Gelen ist es mdglich, sehr kleine DNA-Fragmente (5- 500 bp) voneinander zu trennen
und wurden zur Auswertung der POLG1-Analyse nach Enzymverdau angewandt. Zum Beladen
des Gels wurden 7 ul Auftragspuffer zu den 30 pl des Enzymverdaus hinzugegeben und schliel3-
lich 7 yl des Gemischs aufgetragen. Bei der Elektrophorese wurden stets eine Positiv- sowie
eine Negativ-Kontrolle mitgefuhrt. Als Laufpuffer diente 1x TBE (TRIS-Borat-EDTA) Puffer. Die
Laufzeit betrug 1h bei 20 mA. Nach Ablauf der Elektrophorese wurde das Gel fur 12-15 min mit
SYBR-GREEN | (35 ml TBE, 5 yl SYBR-GREEN I[) gefarbt und danach am UV-Transilluminator
(Geldoc XR, Bio-Rad) ausgewertet.

Ansatz fur 10 %-iges Polyacrylamidgel (100-130 bp)
2,5ml Acrylamid/ BlSacrylamid (40 %, Bio-Rad)
2,0ml TBE-Puffer (5x)

5,4 ml H,O

0,1 ml APS(Ammoniumpersulfat) (10 %)

0,01ml TEMED (Tetramethylethylendiamin)




-38-

3 Ergebnisse

Mitochondriale Erkrankungen zeigen ein sehr heterogenes Bild an klinischen Symptomen. Die
im Rahmen von OXPHOS-Erkrankungen auftretenden funktionellen Einschrénkungen betreffen
dabei besonders Gewebe, die einen hohen Energiebedarf aufweisen und somit in hohem Mal3e
vom oxidativen Metabolismus abhangig sind. Muskulare Beschwerden sind deshalb ein haufiges
Symptom von Mitochondriopathien und lassen sich pathogenetisch sowohl auf nukleére als auch
mitochondriale Mutationen zurtckfuhren (siehe Einleitung). In den folgenden Versuchen wurden
das klinische Beschwerdebild und das Skelettmuskelgewebe eines speziellen Patientenkollek-

tivs differenziert untersucht.

3.1 Klinische Darstellung der Patienten

Die in dieser Studie untersuchten 14 Patienten im Alter von 37 bis 76 Jahren (MW 58,57 Jahre
+ 10,76 Jahre; m/w 6/8) zeigten alle isolierte muskulare Beschwerden, die mit einer mitochond-
rialen Myopathie vereinbar waren, aber nicht in jedem Fall sicher von unspezifischen oder alters-
assoziierten Symptomen unterschieden werden konnten (Tab. 1).

In der Laboruntersuchung hatten 8 Patienten einen erhdhten, 4 Patienten einen normwertigen
Creatinkinase (CK)-Wert (minimal: 54 U/l, maximal 357,3 U/l). Bei 2 Patienten konnten keine

Angaben ermittelt werden (Tab.1).

Als haufigstes klinisches Symptom traten Myalgien auf, wovon 10 Patienten betroffen waren,
wobei Myalgien bei Belastung und solche bei Ruhe gleichhaufig festgestellt wurden (jeweils 5
Patienten). Zudem klagten 9 Patienten tber muskuléare Belastungsintoleranz. Weitere muskulare
Beschwerden waren Paresen, hierbei Gberwogen proximale Paresen (obere Extremitat: 3 Pati-
enten, untere Extremitat: 5 Patienten) gegenuiber distalen Paresen (nur Patient p7 betroffen).
Alle diagnostizierten Paresen waren nur mild ausgepragt (BMRC 4/5 bis 4+/5). Muskulére gene-
ralisierte Atrophien traten bei 3 Patienten auf, Hypertrophien wurden hingegen nicht diagnosti-
ziert. Generell wurde festgestellt, dass samtliche Symptome in den unteren Extremitaten betont
auftraten. Insgesamt wurde keine spezifische Altersabhéngigkeit der Beschwerden ermittelt. Die

detaillierte Ubersicht der klinischen Beschwerden wird in Tabelle 1 und Abbildung 3 dargestellt.
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pl 37 m > + + +
p2 42 m > + + +
p3 46 w n + +
p4 55 w > + +
p5 58 w n +
p6 59 w > + + + + +
p7 59 m n + + + + + + +
p8 60 w > + + + +
p9 63 w k.A + + + + +
pl0 63 w kA + +
pl1 64 m > + + +
pl2 68 m > +
p13 70 m > + +
pl4 76 w n + +

Tab. 1: Darstellung der isolierten muskularen Beschwerden der Patienten. +: Symptom vorhanden,
-:Symptom nicht vorhanden, CK: Creatinkinase, k.A.: keine Angaben, n: Normbereich.

Myalgien insgesamt
Myalgienin Ruhe
Myalgien bei Belastung
Belastungsintoleranz
Paresen proximal
Pares proximal OE
Pares proximal UE
Paresen distal
Parese distal OE
Parese distal UE
Atrophie
Hypertrophie

01 2 3 456 7 8 910111213 14

Abb. 3: Muskuléare Beschwerden der Patienten (n=14), Daten wurden anamnestisch erhoben, OE: obe-
re Extremitat, UE: untere Extremitat.



- 40 -

3.2 Analyse des muskuldren Phanotyps bei Patienten mit isoliertem muskularen
Beschwerdekomplex

3.2.1 Histologische Auswertung der Skelettmuskelbiopsien

Alle Patientenbiopsien wurden im Rahmen der Studie histologisch und enzymhistochemisch
ausfuhrlich analysiert. Die Biopsien stammten hierflr vorwiegend aus dem M. vastus lateralis.
Ausnahmen waren Patient p3 (M. deltoideus), Patient p10 (M. gluteus maximus) sowie Patient
pll (M. biceps brachii). Im Rahmen der histologischen Beurteilung konnten neuromuskulare
Erkrankungen wie eine Myositis, andere metabolische Myopathien, Strukturmyopathien, ein dys-
trophes Gewebssyndrom oder ein neurogenes Gewebssyndrom ausgeschlossen werden. Im
Zentrum der histologischen und enzymhistochemischen Auswertung stand die Untersuchung auf
mitochondriale Auffalligkeiten. Dabei wurden zum einen mit Hilfe einer kombinierten COX/SDH-
Farbung die Biopsien auf mitochondriale Enzymaktivitdtsminderungen untersucht (siehe Ab-
schnitt 2.2). Fasern mit defizitarer COX-Aktivitat, aber vorhandener SDH-Aktivitat (COX/SDH")
sind durch das Nitrobluetetrazolium der SDH-Farbung im Zytoplasma blau angefarbt, was die
Detektion der COX-negativen Fasern erleichtert (Abb. 4) (Taylor and Turnbull, 2005).

Zur Quantifizierung der histochemischen Auffélligkeiten wurden hier sowohl die Gesamtfaseran-
zahl als auch die Anzahl COX/SDH"-Fasern eines gesamten Muskelschnittes manuell gezahlt
und in Relation (%-Angabe) gesetzt. Im Rahmen der Auswertung zeigten die Patienten insge-
samt leichte mitochondriale Auffélligkeiten der Muskulatur, die nach Datenlage und unserer Er-
fahrung jedoch nicht hinreichend sicher als pathologisch gewertet werden konnten. Es konnte
eine fokale Minderung der COX-Aktivitat mit einzelnen COX-negativen Fasern bei fast allen Pa-
tienten festgestellt werden. Einzige Ausnahme war der jingste Patient pl, in dessen Biopsie
keine COX/SDH"-Fasern detektiert wurden. Der GrofRteil der Patientenbiopsien (10 Patienten)
zeigte mitochondrial auffallige Faseranteile von 0,20 % bis 0,76 % COX/SDH"-Fasern im Quer-
schnitt (Tab.2). Patient p2 hatte einen auf3erst ausgepragten histochemischen Befund mit 1,91
% COX/SDH*-Fasern.
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Abb. 4: Histochemischer Befund der Skelettmuskelbiopsie von Patient p12. COX(braun)/ SDH(blau)
— Doppelfarbung. Eine COX/SDH'-Faser entspricht einer verminderter COX-Aktivitat (mitochondrial ko-
diert), bei erhaltener SDH-Aktivitat (nukledr kodiert). COX/SDH"-Faser zeigen entsprechend eine patho-
logischen mitochondrialen Aktivitat und farben sich blau. Um einen méglichst exakten Gesamteindruck zu
erhalten, wurden fir jeden Muskelschnitt die gesamte Faseranzahl, sowie die Anzahl aller COX/SDH*-
Fasern gezahlt. Bei Patient p12 wurden insgesamt 0,30 % COX/SDH’-Fasern ermittelt. COX: Cytochrom-
c-Oxidase, SDH: Succinatdehydrogenase.
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AuRerdem wurde fir jede Patientenbiopsie eine modifizierte Gomori-Trichrom-Farbung angefer-
tigt, um spezielle Fasern, die sogenannten ragged red fibers (RRF), detektieren zu kdnnen (sie-
he Abschnitt 2.2). Diese RRF zeichnen sich durch eine starke, meist kompensatorische Prolife-
ration und folgend Akkumulation von Mitochondrien aus. Auch bei der Gomori-Trichrom-Farbung
wurde der gesamte Muskelschnitt ausgewertet. Dabei wurden bei 7 Patientenbiopsien RRF ge-
funden. Der Anteil der RRF reichte insgesamt von 0 % bis 0,19 % (Tab. 2). Patient p2 zeigte
auch hier die starksten mitochondrialen Auffalligkeiten (0,19 % RRF).

Die Kontrollbiopsien hatten einen unauffalligen histomorphologischen Befund mit altersentspre-
chend keinen bis allenfalls sehr leichten unspezifischen histologischen Veranderungen. Folgen-
de neuromuskulare Erkrankungen oder Gewebsveranderungen wurden gezielt ausgeschlossen:
Strukturmyopathien, neurogene Gewebssyndrome, Myositiden, metabolische und mitochondriale

Myopathien und dystrophe Gewebssyndrome.

Patienten COX/SDH"* RRF
pl 0,000% 0,000%
p2 1,914% 0,191%
p3 0,058% 0,000%
p4 0,199% 0,003%
p5 0,711% 0,010%
p6 0,196% 0,000%
p7 0,428% 0,020%
p8 0,295% 0,000%
P9 0,613% 0,000%
pl0 0,759% 0,138%
pll 0,299% 0,080%
pl2 0,305% 0,000%
p13 0,089% 0,089%
pl4 0,588% 0,000%
MW 0,461% 0,038%

+ SD + 0,48% + 0,06%

Tab. 2: Histologische Auswertung der Skelettmuskelbiopsien. Ergebnisse der COX/SDH-
Doppelfarbung sowie der modifizierten Gomori-Trichrom-Farbung. Prozentuale Anteile der COX/SDH"-
Fasern, bzw. der RRF an Gesamtfaseranzahl. =~ COX  Cytochrom-c-Oxidase, = SDH:
Succinatdehydrogenase, RRF: ragged red fiber.
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3.2.2 Mitochondriale Enzymaktivitat im Skelettmuskel

Zur weiteren Phanotypisierung wurde anschlie3end eine biochemische Analyse der Atmungsket-
tenenzymaktivitat im Muskelhomogenat durchgefuhrt. Hierzu wurden die Aktivitaten der
OXPHOS-Komplexe | und IV (COX) fiur die verfugbaren Patientenproben ermittelt und wie in
Abschnitt 2.3 beschrieben mit Hilfe der Citratsynthase-Aktivitat korrigiert (Tab. 3). Die Analysen
von Komplex | zeigten flr die meisten Patienten normale Enzymaktivitaten, wobei der spezifi-
sche Normbereich bei 0,124 - 0,193 U/gFG lag. Auch die Ergebnisse der COX-Messung erga-
ben bei laborspezifischen Referenzwerten fur den Normbereich von 0,92 - 1,602 U/gFG normale
Enzymaktivitaten. Bei zwei Patienten (p9, p10) war die Enzymaktivitat von Komplex | und IV
leicht erniedrigt.

Patienten Komplex I/ CS COX/Cs
(U/IgFG) (U/gFG)
pl - -
p2 - -
p3 0,23 1,33
p4 0,22 1,26
p5 0,12 0,92
p6 0,13 1,35
p7 - -
p8 0,18 1,25
p9 0,08 0,78
p10 0,07 0,64
pll - -
pl2 - -
pl3 0,17 1,57
pl4 0,13 0,83
MW 0,15 11
SD 0,06 0,3

Tab. 3: Atmungskettenenzymaktivitaten der Patienten im Skelettmuskelhomogenat. Die Aktivitaten
wurden durch eine biochemische Untersuchung bestimmt und mittels CS-Aktivitat korrigiert. Bindestriche
symbolisieren Proben, die fur die Untersuchung nicht verfiigbar waren. COX: Cytochrom-c-Oxidase, CS,
Citratsynthase, U/gFG: units pro Gramm Feuchtgewicht.
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3.3 Long range PCR-Analyse bei Patienten und Kontrollen

Klinisch zeigten die Patienten Symptome vereinbar mit einer isolierten mitochondrialen Myopa-
thie. Im Rahmen der histologischen Aufarbeitung waren zudem leichte mitochondriale Auffallig-
keiten in den Muskelbiopsien der meisten Patienten gefunden worden. Auf der Suche nach mdg-
lichen Ursachen fir diese Beschwerden und die histologischen Befunde wurde daher in einem
weiteren Schritt eine molekulargenetische Untersuchung der mtDNA durchgefuhrt. Da
Rearrangements der mtDNA grundsétzlich eine sehr haufige Ursache fur mitochondriale Storun-
gen darstellen, wurde das Patientenkollektiv auf das Vorliegen von multiplen Deletionen der
mtDNA hin Gberpriift. Zur Detektion der multiplen Deletionen wurde die IrPCR verwendet (siehe
Abschnitt 2.6.1). Diese Analyse wurde nicht nur in dem Patientenkollektiv, sondern auch in dem

altersentsprechenden Kontrollkollektiv durchgefiihrt.

3.3.1 Qualitative Analyse der IrPCR-Ergebnisse

In Abbildung 5 ist die Analyse des Patientenkollektivs dargestellt. Hier ist das Ergebnis der Aga-
rosegelelektrophorese, die im Anschluss an die IrPCR durchgefiihrt worden war, zu sehen. Das
entsprechende Experiment wurde auch mit den Kontrollproben durchgefuhrt (Abb.6). Die jewei-
ligen IrPCR-Versuche liefen fiir beide Kollektive unter identischen Bedingungen ab. Mittels der
IrPCR wurden in beiden Kollektiven Patienten, bzw. Probanden mit multiplen mtDNA Deletionen
nachgewiesen. Beim Vergleich der beiden Gele fiel dennoch ein deutlicher Unterschied zwi-

schen dem Patientenkollektiv und dem Kontrollkollektiv auf.

Unter den durchgefuhrten PCR-Bedingungen konnte mit dem bloRen Auge bei 13 von 14 Pati-
entenproben multiple Deletionsbanden erkannt werden. Dabei wurden pro Probe 2 bis 7 spezifi-
sche Deletionsbanden detektiert. Dies verdeutlichte zum einen die sehr hohe Prévalenz von
multiplen Deletionen im Patientenkollektiv, zum anderen bildete die hohe Anzahl von unter-
schiedlichen Deletionsbanden ein sehr breites Deletionsspektrum innerhalb einer untersuchten
Probe ab. Das Amplifikationsprodukt der Wildtyp-mtDNA hatte eine Grol3e von 13.478 bp. Die
GroRRe der Deletionsbanden lag zwischen 750 bp und 10.000 bp. So konnte auf Deletionsgrofen
von bis zu ca. 12.730 bp im untersuchten mtDNA-Abschnitt geschlossen werden. Im Gegensatz
dazu wurden innerhalb des Kontrollkollektivs bei nur 7 von insgesamt 13 Kontrollproben Deletio-
nen nachgewiesen. Die 7 positiv getesteten Proben hatten 1-2 Deletionsbanden mit relativ

schwacher Intensitat, wovon die meisten im GréRenbereich von 4.000-10.000 bp lagen.
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Abb. 5: Multiple Deletionen der mitochondrialen DNA im Patientenkollektiv (p1-p14). Das IrPCR-
Produkt wurde mittels Agarosegelelektrophorese aufgetrennt. Die obersten Banden reprasentieren
nichtdeletiertes mitochondriales Genom (wt); darunter liegende Banden zeigen die Prasenz von kiirzeren,
deletierten mitochondrialen DNA Molekilen (del). Mit Hilfe der Primer ND1 up/ DL1 low wurde ein 13,5 kb
Produkt amplifiziert. Die Elektrophorese von p2 lief auf einem anderen Gel. IrPCR: long range polymerase
chain reaction, nK: negativ Kontrolle, M: DNA-Marker, kb: Kilobasenpaare.

M nK pK2 ki k3 k4 k5 k6 k7 k8 k9 k10 k11 k12 k13 k2

I R S R Y (v f

10.0 =

3.0 — ey

del
1.0 — in—
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Abb. 6: Multiple Deletionen der mitochondrialen DNA im Kontrollkollektiv. Agarosegelelektrophorese
nach IrPCR der Kontrollproben (k1-k13). Die obersten Banden reprasentieren nichtdeletiertes
mitochondriales Genom (wt); darunter liegende Banden zeigen die Prasenz von kiirzeren mitochondrialen
DNA Molekilen mit Deletionen an (del). Mit Hilfe der Primer ND1 up/ DL1 low wurde ein 13,5 kb Produkt
amplifiziert. Die Proben k11, k12 und k13 liefen auf demselben Gel, jedoch in anderer Reihenfolge als
dargestellt.k2 lief auf einem anderen Gel. IrPCR: long range polymerase chain reaction, Kkb:
Kilobasenpaare, M: DNA-Marker, nK: negativ Kontrolle, pK2: positiv Kontrolle.
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3.3.2 Software gestitzte quantitative Auswertung der IrPCR-Ergebnisse

Die Intensitaten der Wildtyp- und Deletionsbanden wurden nach Agarosegelelektrophorese mit-
tels der Image J Software bestimmt. Hierzu wurden die Intensitaten aller einzelnen Banden ge-
messen, wobei das jeweilige Hintergrundsignal abgezogen wurde. AnschlieBend wurde die
Summe der Deletionsbandenintensitéaten in Relation zu der Gesamtsumme aus Wildtypbanden-
und Deletionsbandenintensitat gesetzt. Auf diese Weise konnten die quantitativen Proportionen
von Wildtyp- und deletierten mtDNA-Molekilen abgeschéatzt werden. Die im Rahmen dieser Me-
thode berechneten Relationen schwankten innerhalb des Patientenkollektivs zwischen 2,7 %
und 79,1 % (MW 32,2 % * 19,4 %). Somit waren bei allen Patientenproben multiple Deletionen
nachgewiesen worden. Auch die Probe bei der mit bloRem Auge keine Deletionsbande erkannt
worden war (siehe Abschnitt 3.3.1), zeigte nun in dem hier verwendeten, sensitiveren Verfahren
2,7 % Deletionen. Die Auswertung des Kontrollkollektivs ergab mit 0 % - 24,8 % (MW 8,5 % +

9,2 %) wesentlich geringere Werte.

3.4 smPCR-Analyse bei Patienten und Kontrollen

Da multiple Deletionen sowohl bei zahlreichen mitochondrialen Erkrankungen als auch im Rah-
men des physiologischen Alterungsprozesses auftreten (siehe Abschnitt 1.7), war die Beurtei-
lung der hier nachgewiesenen multiplen Deletionen sehr schwierig. Zur Differenzierung zwi-
schen einem pathologischen und einem physiologischen, alters-assoziierten Befund war
deshalb in einem weiteren Schritt die Quantifizierung der multiplen Deletionen fiir beide Kollekti-
ve notig. Mit Hilfe der IrPCR kann der Anteil an deletierten mtDNA Molekilen lediglich semiquan-
titativ ermittelt werden, da durch diese Methode der tatsachlich vorliegenden Deletionsanteil in

hohem Malie Uberschéatzt wird.

Durch die zusatzliche Anwendung der smPCR sollte deshalb eine Kalibrierung der IrPCR-
Ergebnisse erreicht werden. Die smPCR ist eine aul3erst zuverlassige Quantifizierungsmethode,
frei von PCR-assoziierten Fehlern, wie Einbau von artifiziellen Mutationen, beglnstigte
Amplifizierung von speziellen Mutationen und kurzen Molekilen und dem mdglichen Matritzen-
Wechsel der Polymerase wahrend der DNA-Synthese (jumping PCR) (Kraytsberg and Khrapko,
2005).
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3.4.1 Ergebnisse der smPCR

Fir die smPCR wurden exemplarisch zwei Patienten sowie zwei Kontrollen ausgewertet. Um die
gesamte Bandbreite zu erfassen, wurden innerhalb eines Kollektivs gezielt jeweils eine Probe
mit moglichst hohem und eine Probe mit mdglichst geringem Anteil an multiplen Deletionen aus-
gewahlt. Ergdnzend wurde die smPCR flr eine weitere Probe (X) aus dem Kollektiv der Stan-
darddiagnostik des Muskellabors durchgefuhrt. Wie bereits in Abschnitt 2.6.2 ausfiihrlich erlau-
tert, wurden die mtDNA-Proben fir die smPCR soweit verdiinnt, dass bei der Einzel-Molekl-
Bestimmung nur noch wenige Reaktionsansatze ein PCR-Produkte enthielten, bzw. bei der Ein-
zel-Deletions-Bestimmung nur noch vereinzelt spezifische Deletionsbanden auftraten. Unter
diesen Voraussetzungen kann dann davon ausgegangen werden, dass jede Bande von einem

einzigen mtDNA Molekil abstammt (Zsurka et al., 2008).

Die folgenden Abbildungen zeigen exemplarisch die Ergebnisse der smPCR fur Kontrolle k10
(Abb. 7, Abb. 8, Abb. 9).

M K 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 M1 12 13 14 15 L L L

5 .8

10 6 1.0 —

0.5 ——=S—

Abb. 7: Einzel-Molekll-Bestimmung der Kontrollprobe k10: Abschéatzung der optimalen DNA-
Konzentration. Agarosegelelektrophorese nach smPCR. Diese wurde mit einer DNA-Verdinnungstufe
von 10 " sowie den Primern DL2 up/12sa low durchgefiihrt. Eine Bande entspricht einem mitochondrialen
DNA Molekudl in der Region 16520-1144. In 1 — 15 zeigen 5 (33 %) der insgesamt 15 identischen smPCR-
Reaktionsansatze ein Amplifikationsprodukt. smPCR: single molecule polymerase chain reaction, kb:
Kilobasenpaare, M: DNA-Marker, K: Kontrolle (Verdinnungsstufe 10 " der Probe k10), L: Leerwert.
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Abb. 8: Einzel-Deletions-Bestimmung der Kontrollprobe k10: Abschatzung der geeigneten DNA-
Konzentration. Die smPCR wurde mit den DNA-Verdinnungsstufen 10 ™, 10 2 und 10 *, sowie den
Primern ND1 up/ DL1 low durchgefuhrt und das Produkt mittels Agarosegelelektrophorese aufgetrennt.
Die oberste Bande entspricht jeweils einem vorhandenen mitochondrialen DNA Molekll (wt) von 13,5 kb,
darunter liegende Banden entsprechen deletierten und damit kiirzeren mtDNA Molekullen (del). Es ist
deutlich zu sehen, dass die Anzahl der spezifischen Deletionsbanden mit zunehmender Verdiinnung ab-
nimmt. smPCR: single molecule polymerase chain recation, kb: Kilobasenpaare, M: DNA-Marker.
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Abb. 9: Einzel-Deletions-Bestimmung der Kontrollprobe k10: Abschatzung der optimalen DNA-
Konzentration. Die smPCR wurde mit einer DNA-Verdiinnungsstufe von 10 *® sowie den Primern ND1 up/
DL1 lo durchgefuhrt und das Produkt mittels Agarosegelelektrophorese aufgetrennt. Die obere Bande
entsprechen undeletierten Amplifikationsprodukten (wt) mit einer Lange von 13,5 kb, darunter liegende
Banden stellen deletierte und damit kiirzere Amplifikationsprodukte dar (del). In 1-13 zeigen 5 (38 %) der
insgesamt 13 identischen Reaktionsanséatze zusatzlich zum Wildtyp-Produkt spezifische Deletionsbanden.
Ein Reaktionsansatz von k10 in Verdiinnungsstufe 10 ™ diente als Kontrolle (k) und zeigte entsprechend
der geringeren Verdinnungsstufe mehrere spezifische Deletionsbanden. smPCR: single molecule
polymerase chain reaction, kb: Kilobasenpaare, L: Leerwert.
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Nach Ermittlung der optimalen Verdiinnungsstufe erfolgte dann die Berechnung des jeweiligen
Deletionsanteils. Hierzu wurde das Ergebnis von k10 in der Einzel-Deletions-Bestimmung (Ver-
diinnung 10: 4 PCR-Produkte bei 13 Reaktionsanséatzen) zu dem Ergebnis der Einzel-Molekiil-

Bestimmung (Verdiinnung 10°: 5 PCR-Produkte bei 13 Reaktionsansétzen) in Relation gesetzt.

In Tabelle 4 wird die Berechnung exemplarisch fur Probe k10 dargestelit.

Versuchsteil Verdinnung smPCR-Ergebnis
Einzel-Deletions-Bestimmung 103 5 von 13 Reaktionen mit spez. Deletions-Bande
entsprechend 1073 5,8 von 15 Reaktionen mit spez. Deletions-Bande
Einzel-mtDNA-Molekul-Bestimmung 10 ¢ 5 von 15 Reaktionen mit spez. mtDNA-Bande
entsprechend 1073 5000 spez. mtDNA-Banden
Relativer Deletionsanteil 10 73 5,8/ 5000 = 0,116%

Tab. 4: Beispiel der Auswertung der Agarosegelelektrophorese nach smPCR fir die Kontrollprobe
k10 (siehe auch Abb. 7 und Abb. 9). smPCR: single molecule polymerase chain reaction, spez: spezifisch.

Entsprechend dem hier dargestellten Prozedere fiir Kontrolle k10 wurde auch fir die anderen 4
Proben verfahren. Die Endergebnisse der smPCR-Analyse zeigt Tabelle 5. Die kalkulierten An-
teile an deletierten mtDNA-Molekiilen lagen alle unter 1 %. In der Kontrollprobe k13 wurden kei-
ne deletierten mtDNA Molekiile nachgewiesen. Fir die Patientenprobe p10 wurde mit 0,46 %

der héchste Anteil an Deletionen analysiert.

Bei der Gegenuberstellung der smPCR-Resultaten und den Ergebnissen der IrPCR (Tab. 5) viel
auf, dass sich die Ergebnissen der IrPCR bezuglich der Relationen zwischen den einzelnen
Proben deutlichen glichen. Diese Ergebnisse bestatigten uns in unserem Ansatz, weshalb wir in

einem nachsten Schritt die Kalibrierung der IrPCR-Ergebnisse mit Hilfe der smPCR vornahmen.
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multiple Deletionen multiple Deletionen

Individuum in IrPCR in smPCR
X 9,70% 0,08%
p10 54,50% 0,46%
p13 17,40% 0,12%
k10 20,90% 0,10%
k13 0% 0%

Tab. 5: IrPCR-Ergebnisse und smPCR-Endergebnisse. Dargestellt sind speziell ausgewéhlte Individu-
en mit spezifischem Anteil der multiplen Deletionen. Die dargestellten Endergebnisse entstanden aus dem
Durchschnittswert von mehreren Experimenten. Um das gesamte Spektrum abzudecken, wurden fur die
smPCR aus jedem Kollektiv eine Probe mit mdglichst niedrigem, sowie eine Probe mit moglichst hohem
Deletionsanteil ausgewahlt. X, Probe aus der Routinediagnostik des Muskellabors, IFPCR: long range
polymerase chain reaction, smPCR: single molecule polymerase chain reaction.

3.4.2 Kalibrierung der IrPCR-Ergebnisse mittels smPCR

Auf Basis der smPCR-Ergebnisse sollte nun in einem nachsten Schritt die Kalibrierung der

IrPCR-Ergebnisse mit Hilfe einer Eichgeraden erfolgen.

Die Ergebnisse der IrPCR zeigen normalerweise leichte Schwankungen. Aus diesem Grund
wurden far die funf, fur die smPCR ausgewahlten Patienten, zunédchst mehrere IFPCRs unter

gleichen Bedingungen durchgefihrt.

AnschlieRend wurden die Proportionen von Wildtyp- und Deletionsbandenintensitat mit Hilfe der
Image J Software wie in Abschnitt 3.3.1.2. beschrieben ausgewertet. Diese semiquantitative
Methode Uberschétzte den tatsachlichen Anteil der deletierten mtDNA im Mittel um den Faktor
123,6. Dennoch war die Streuung der IrPCR-Ergebnisse in Bezug auf eine spezifische Probe

gering. Somit war die Bestimmung des Deletionsanteils mittels IrPCR reproduzierbar (Tab. 6).
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Methode Versuch X pl3 pl0 k10 k13
smPCR Endergebnis 0,08% 0,12% 0,46% 0,10% 0%
IrPCR 1 6,90% 13,20% 52,90% - -
2. 9,70% 17,00% 56,60% - -
3. 5,20% 4,50% 45,10% - -
4, - 15,30% 52,40% 9,10% 0%
5. - - - 19,70% 0%
6. - 23,40% 53,40% 17,10% -
7. - - - 20,92% 0%
8. - - - 21,80% 0%
MW 7,27% 14,68% 52,08% 17,72% 0%
+SD +2,27% * 6,85% * 4,23% +5,14% + 0%

Tab. 6: Anteile der deletierten mtDNA Molekile in smPCR und IrPCR. Dargestellt sind Endergebnisse
der smPCR sowie die semiquantitativen Ergebnisse von acht identischen IrPCRs (1.-8.). Bindestriche
symbolisieren Proben, die fiir jeweilige Analyse nicht verfligbar waren. smPCR: single molecule
polymerase chain reaction, IrPCR: long range polymerase chain reaction, mtDNA: mitochondriale DNA,
MW: Mittelwert, SD: Standardabweichung.

Die smPCR-Analyse der funf ausgewahlten Proben konnten nun zur Kalibrierung der gesamten
IrPCR-Ergebnisse genutzt werden. Hierzu wurde fir jeden der funf Patienten der Zusammen-
hang von mehreren IrPCR- und dem entsprechenden smPCR-Ergebnis untersucht. Dabei konn-
te eine signifikante Korrelation festgestellt werden (r = 0,964; p < 0,0001) (Abb. 10). Die daraus
resultierende Regressionsgerade (f(x)= 109,38x + 1,963; r2 = 0,93) wurde als Eichgerade fir alle

IrPCR-Ergebnisse des Patienten- und Kontrollkollektivs angewandt.

Auch bei dieser Methode traten geringe Ungenauigkeiten auf. Da diese Studie auf den Vergleich
zwischen Patienten- und Kontrollkollektiv, bzw. Genotyp-Phé&notyp-Korrelationen abzielte und
der Fokus somit auf den jeweiligen Relationen lag, konnten diese jedoch vernachlassigt werden.
Die im Folgenden verwendeten prozentualen Angaben der deletierten Anteile der mtDNA ent-

sprechen somit mit Hilfe der smPCR kalibrierten IrPCR-Ergebnissen (IrPCR kal).
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Abb. 10: Vergleich der Deletionsanalyse mittels IrPCR und smPCR. Die Abbildung zeigt die Korrelati-
onsuntersuchung fiir 5 speziell ausgewahlte Proben (r = 0,96; p < 0,001). Anteile der mtDNA Molekule mit
multiplen Deletionen wurden einerseits durch single molecule polymerase chain reaction (smPCR) be-
stimmt. Andererseits wurden im Rahmen der long range polymerase chain reaction (IrPCR)- Analyse Pro-
portionen von Wildtyp- und deletierten mtDNA-Molekilen semiquantitativ mit Hilfe der Image J —Software
abgeschatzt. X (schwarzer Kreis), p10 (dunkel-graues Quadrat), p13 (hell-graues Dreieck), k10 (dunkel-
graues Dreieck), k13 (hell-graues Quadrat)

3.5 Endergebnisse der Deletionsanalyse

Nach entsprechender Kalibrierung wurden die IrPCR-Ergebnisse detailliert ausgewertet. Die
endgultigen Ergebnisse der quantifizierten Deletionsanteile beider Kollektiven zeigt Tabelle 7. Im
Patientenkollektiv wurden im Mittel multiple Deletionen von 0,28 % bestimmt. Dabei fiel eine
relativ weite Streuung von 0,01 % bis 0,78 % deletierter mtDNA auf. Das Kontrollkollektiv zeigte
hingegen mit einem Mittelwert von 0,06 % geringere Deletionsanteile. Im Vergleich zeigten somit
8 Patienten hohere Werte als der hdchste ermittelte Deletionsanteil unter den gesunden Kontrol-

len. Auch der Schwankungsbereich fiel unter den Kontrollen geringer aus (0 %-0,21 %).



- 53 -

Beim Gesamtvergleich der beiden Kollektive wurde deutlich, dass bei 11 Patienten ein Anteil an
multiplen Deletionen von Uber 0,15 % vorlag. Im Gegensatz dazu erreichten nur 2 Kontrollpro-
ben Werte im Bereich tber 0,15 % (Abb. 11).

In Ubereinstimmung mit der qualitativen Analyse der Gelelektrophorese konnte auf Basis der
kalibrierten IrPCR-Auswertung bei den Patienten ein hochsignifikant héheres Maf3 an multiplen

Deletionen ermittelt werden (p = 0,0006).

Patientenkollektiv Kontrollkollektiv
Patienten Alter multiple Deletionen Kontrollen Alter multiple Deletionen
pl 37 0,01% k1 38 0%
p2 42 0,45% k2 39 0%
p3 46 0,19% k3 39 0%
p4 55 0,17% k4 43 0,08%
p5 58 0,33% k5 43 0,01%
p6 59 0,30% k6 48 0,10%
p7 59 0,71% k7 57 0%
p8 60 0,28% k8 57 0,14%
p9 63 0,22% k9 59 0,09%
p10 63 0,48% k10 65 0,17%
pll 64 0,10% k1l 70 0,21%
p12 68 0,29% k12 72 0%
p13 70 0,14% k13 73 0%
pl4 76 0,22%
MW 58,6 0,28% MW 54,1 0,06%
+SD 10,8 +0,18% +SD 13,2 + 0,08%

Tab. 7: Anteil der multiplen Deletionen der mtDNA-Molekule bei Patienten- und Kontrollproben.
Dargestellt sind das Alter sowie die kalibrierten Ergebnisse der long range polymerase chain reaction
(IrPCR kal). MW: Mittelwert; SD: Standardabweichung; mtDNA: mitochondriale DNA.
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Abb. 11: Quantitativer Vergleich der multiplen Deletionen bei Patienten und Kontrollen. Entspre-
chend zeigen 11 Patienten (n=14) Deletionsanteile von tUber 0,15 % und sind damit insgesamt deutlich
starker betroffen als die Kontrollgruppe (n=13), in der nur 2 Proben Deletionsanteile oberhalb des 0,15 %-
Deletionslevels (gestrichelte Linien) aufweisen. *der Anteil der deletierten mtDNA-Molekile entspricht dem
durch smPCR kalibrierten IrPCR-Ergebnis. IrPCR: long range polymerase chain reaction.

3.6 Analyse des Polymerase-y Gens (POLG1)

Nukleare Mutationen der Polymerase y POLG1 sind nicht selten und kdnnen ebenfalls multiple
mtDNA-Deletionen hervorrufen (siehe Abschnitt 1.4) (Van Goethem et al., 2001). Um diese Pa-
thogenese fur die hier nachgewiesenen multiplen Deletionen weitestgehend ausschlieen zu
kénnen, wurden beide Kollektive auf die haufigen Mutationen p.A467T, p.P587L, p.W748S,
p.G848S und p.R1096C im Polymerase y - Gen (POLGL1) untersucht (siehe Abschnitt 2.7). Der
Restriktionsverdau zeigte bei Kontrollprobe k12 eine heterozygote p.G848S - Mutation. Diese
Mutation wurde zu 0,5% in der hollandischen Normal-Bevolkerung nachgewiesen (Blok et al.,
2009). Da uberdies in der im Folgenden beschriebenen Deletionsanalyse fir die Kontrollprobe
k12 keine multiplen Deletionen detektiert wurden, konnte dieses Resultat hier als pathogenetisch
unrelevant eingestuft werden. Die Untersuchungen der restlichen Kontrollproben und aller Pati-

enten fielen negativ aus.



- 55 -

3.7 Einfluss des Lebensalters auf Phanotyp und Genotyp

Im weiteren Verlauf sollten nun mogliche Ursachen der Befunde analysiert werden. Leichte mi-
tochondriale Veranderungen kommen auch bei Gesunden in hoherem Lebensalter vor (siehe
Abschnitt 1.7). Daher wurden die erarbeiteten Daten als nachstes in Bezug auf eine mdgliche

Beeinflussung durch das Alter genauer beleuchtet.

3.7.1 Beeinflussung der histochemischen und biochemischen Befunde durch das Alter

Die histochemischen und biochemischen Analysen der Patientenbiopsien zeigten insgesamt
leichte mitochondriale Auffalligkeiten. In einem ersten Schritt wurde der Zusammenhang zwi-
schen dem Lebensalter der Patienten und den biochemischen Ergebnissen untersucht. Bei der
entsprechenden Analyse konnte eine geringe Korrelation (r = - 0,271; p = 0,480) ermittelt wer-
den. Somit zeigte sich in unserem Kollektiv mit steigendem Lebensalter eine abnehmende bio-

chemische Aktivitat.

Im Anschluss daran wurden die histochemischen Befunde auf mdgliche Altersabhangigkeit hin
uberprift. Durchschnittlich zeigten sich bei Patienten bis 55 Jahre 0,54 % COX/SDH-Fasern.
Bei Patienten im Alter von 56 bis 76 Jahren wurde jedoch ein leicht geringerer COX/SDH"-
Fasergehalt erhoben (0,43 %). Bei der entsprechenden Korrelationsanalyse wurde folglich kein

Zusammenhang zwischen Alter und Anzahl der COX/SDH*-Fasern bei den Patienten gefunden.

Innerhalb des Patientenkollektivs fiel allerdings ein relativ junger Patient mit besonders hoher
Anzahl von COX/SDH’-Fasern auf (p2/ 42 Jahre/ 1,914 %). Dieser Patient hatte auch klinisch
den auffalligsten Befund. Um auch eine Aussage uber die anderen, klinisch weniger stark betrof-
fenen Patienten treffen zu kénnen, wurde eine weitere Analysen des Patientenkollektiv ohne

Berlicksichtigung von Patient p2 durchgefihrt.

Unter Ausschluss von Patient p2 zeigten die Patienten unter 55 Jahren im Mittel 0,08 % COX"
/SDH*-Fasern. Bei der entsprechenden Korrelationsanalyse wurde jetzt im Patientenkollektiv ein
statistischer Trend zum positiven Zusammenhang von Lebensalter und Anzahl der COX/SDH"-
Fasern ermittelt (r = 0,491; p = 0,088) (Abb.12).
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Abb. 12: Altersabhangigkeit des histologischen Befundes der COX/SDH’- Fasern bei Patienten
zwischen 37 und 76 Jahren (r = - 0,16; p = 0,577 bzw. unter Ausschluss von p2 r = 0,49; p = 0,088).
grauer Punkt: Patient p2, schwarze Punkte: restliches Patientenkollektiv (n = 13). COX/SDH*-Fasern
wurden mittels COX/SDH-Doppelfarbung detektiert. Die Regressionsgerade wurde unter Ausschluss von
p2 ermittelt. COX: Cytochrom-c-Oxidase, SDH: Succinatdehydrogenase.

3.7.2 Einfluss des Lebensalters auf multiple Deletionen

Innerhalb dieser Studie konnten durch die molekulargenetische Analyse bei den Patienten mul-
tiple Deletionen der mtDNA nachgewiesen werden (siehe Abschnitt 3.3). Da multiple Deletionen
wie bereits erlautert auch bei gesunden Menschen im Rahmen des Alterungsprozesses auftre-
ten, sollte nun nach der Quantifizierung der Zusammenhang von multiplen Deletionen und dem

Lebensalter in den hier untersuchten Kollektiven analysiert werden.

In Tabelle 7 wurden bereits die kalibrierten Anteile an deletierter mtDNA und das entsprechende
Alter dargestellt. Im Rahmen der folgenden Untersuchung wurden die beiden Kollektive nun je-

weils in eine Fraktion unter 55 Jahre (I) und eine Fraktion tiber 55 Jahre (Il) unterteilt (Tab. 8).
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multiple Deletionen Patienten Kontrollen
[ I [ I
< 55 Jahre > 55 Jahre < 55 Jahre > 55 Jahre
Minimum 0,01% 0,10% 0% 0%
Maximum 0,45% 0,71% 0,10% 0,21%
MW + SD 0,20% *0,18% 0,31% =+ 0,18% 0,03% +0,5% 0,09% =+ 0,089%

Tab. 8: Altersspezifischer Anteil der deletierten mitochondrialen DNA Molektle in Prozent. Patien-
ten- und Kontrollkollektive wurden fir diese Darstellung in Fraktion | (< 50 Jahre) und Fraktion Il (>50
Jahre) eingeteilt. Die Deletionsanteile entsprechen kalibrierten IrPCR-Ergebnissen (IrPCR kal). IFPCR:
long range polymerase chain reaction, MW: Mittelwert, SD: Standardabweichung.

Bei der Analyse der altersabhangigen Fraktionen wurden deutliche Unterschiede zwischen dem

Patienten- und dem Kontrollkollektiv ermittelt.

Das Patientenkollektiv zeigte eine durchschnittliche Zunahme der multiplen Deletionen von 0,20
% in (1) auf 0,31 % in (II) (Tab. 8). Die meisten multiplen Deletionen (0,71 %) wurden bei dem
59-jahrigen Patient p7 gefunden. Allerdings hatten auch zwei altere Patienten relativ wenige
multiple Deletionen (p11: 64 Jahre/ 0,1 % Deletionen; p13: 70Jahre/ 0,14 %Deletionen) (Tab. 7).
Parallel zu der Auffalligkeit im Rahmen der histologischen Untersuchung zeigte Patient p2 auch
hier eine fur sein Alter beachtliche Quantitdt an multiplen Deletionen (42 Jahre/ 0,45 %). Unter
Ausschluss von p2 wurde eine starkere, aber auch hier nicht signifikante Altersabhangigkeit der
multiplen Deletionen im Patientenkollektiv verzeichnet (r = 0,234; p = 0,441).

Bei Betrachtung des gesamten Kollektivs inklusive p2 konnte keine altersabhangige Zunahme

der multiplen Deletionen festgestellt werden (Abb. 13)

Die Analyse des Kontrollkollektivs zeigte im Gegensatz dazu eine starkere durchschnittliche Zu-
nahme der Deletionen von 0,03% in Fraktion (1) auf 0,09 % in Fraktion (1) (Tab. 8). Das hiéchste
Mal3 an multiplen Deletionen zeigte die 70-jahrige Kontrolle k11 mit 0,21 % deletierter mtDNA.
Allerdings wurden bei den zwei altesten Kontrollproben keinerlei Deletionsbanden detektiert
(k12: 72 Jahre, 0 %; k13: 73 Jahre, 0 %) (Tab. 7).
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Demzufolge waren Kontrollproben ohne Deletionen Uber alle Altersklassen verteilt. Insgesamt
konnte innerhalb des Kontrollkollektivs ein groRerer Zusammenhang (r = 0,372; p = 0,211) zwi-
schen steigendem Alter und multiplen Deletionen gezeigt werden, der Zusammenhang war im
gesamten Kontrollkollektiv aber nicht statistisch signifikant. Statistisch war jedoch bei den Pro-
ben, bei denen multiple Deletionen detektiert wurden, eine signifikante Altersabhangigkeit der
Deletionen nachweisbar (r = 0,886; p < 0,05) (Abb. 14).
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0,6 1

% Deletionen (IrPCR kal*)

30 40 50 60 70 80

Alter (Jahre)

Abb. 13: Altersabhangigkeit der multiplen Deletionen bei Patienten zwischen 37 und 76 Jahre

(r =0,08; p = 0,795 bzw. unter Ausschluss von p2: r = 0,23; p = 0,441). *der Anteil der deletierten mtDNA-
Molekule entspricht dem durch smPCR kalibrierten IrPCR-Ergebnis. Die Regressionsgerade wurde unter
Ausschluss von p2 ermittelt. sSmPCR: single molecule polymerase chain reaction, IFPCR: long range
polymerase chain reaction, grauer Punkt: Patient p2, schwarze Punkte: restliches Patientenkollektiv (n =
13).
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Abb. 14: Altersabhangigkeit der multiplen Deletionen bei Kontrollproben zwischen 38 und 73 Jahre
(r =0,37; p = 0,211). *der Anteil der deletierten mtDNA-Molekule entspricht dem durch smPCR kalibrierten
IrPCR-Ergebnis. smPCR: single molecule polymerase chain reaction, IrPCR: long range polymerase chain
reaction, weil3e Punkte: gesamtes Kontrollkollektiv (n=13).

Bei dem direkten Vergleich der beiden Kollektive konnte festgestellt werden, dass die Patienten
auch in héherem Lebensalter starker von multiplen Deletionen betroffen waren. Einzige Aus-
nahme stellten zwei Patienten dar (p1l/ 64 Jahre; p13/ 70 Jahre). Beim Vergleich der beiden
Kollektive lagen die Deletionsanteile dieser Patienten leicht unter dem entsprechenden Kontroll-
wert (Abb. 15). Wie bereits erwahnt wurde, hatten diese Patienten mit 0,1 % und 0,14 % ein
eher geringes Maf? an multiplen Deletionen. Somit liegt bei nur niedrigem Anteil an multiplen
Deletionen eine gewisse Uberschneidung von Patientenbefunden und alters-assoziiertem Nor-

malbefunden vor.

Zur Bewertung des Diagnosekriteriums ,multiple Deletionen der mtDNA® fiir das hier untersuchte
Patientenkollektiv wurde im Rahmen der statistischen Auswertung auf3erdem eine receiver ope-
rating characteristic-Analyse (ROC-Kurvenanalyse) durchgefiihrt. Diese zeigte, dass es in der
Tat bei nur leicht erhdhtem Deletionsanteil (niedriger Deletionslast) schwierig ist, von einem pa-
thologischen Befund zu sprechen. So konnte bei 0,1 % deletierter mtDNA eine Zuordnung zum

Patientenkollektiv nur mit einer Spezifitéat von 0,692 erfolgen. Bei hoheren Deletionsanteilen war
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die Differenzierung jedoch wesentlich erfolgreicher. Dem entsprechend konnte schon bei einem
Anteil von 0,15 % deletierter mtDNA mit einer Sensitivitat von 0,786 und einer Spezifitat von

0,846 eine Zuordnung zum ,genuinen® Patientenkollektiv erfolgen.

Somit konnte fur den im Vorfeld haufig schwierig einzuordnenden Befund der multiplen Deletio-
nen ein ,cut-offWert der Differenzierung zwischen pathologischem Befund und nur altersbe-

dingter Akkumulationen von multiplen Deletionen bestimmt werden.
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Abb. 15: Altersabhéngige Verteilung der multiplen Deletionen. Gemeinsame Darstellung von Patien-
ten (n=14; schwarze Punkte und grauer Punkt) und Kontrollproben (n=13; weie Punkte). *der Anteil der
deletierten mtDNA-Molekile entspricht dem durch smPCR Kkalibrierten IrPCR-Ergebnis. smPCR: single
molecule polymerase chain reaction, IrPCR: long range polymerase chain reaction.
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3.8 Untersuchung der Genotyp-Phénotyp-Beziehung

Aufgrund der oben dargestellten Ergebnisse konnten die multiplen Deletionen der meisten Pati-
enten als pathologischer Befund eingestuft werden. Um eine Aussage Uber die pathogenetische
Relevanz der multiplen Deletionen treffen zu kdnnen, war jedoch nicht nur die Quantifizierung,

sondern auch die Uberprifung der funktionellen Auswirkungen der Deletionen entscheidend.

In einem nachsten Schritt sollten daher die genauen Zusammenhange der Ergebnisse von un-
terschiedlichen Untersuchungen des Skelettmuskelgewebes betrachtet werden. Im Vordergrund
stand dabei die Fragestellung, welche moglichen Auswirkungen die nachgewiesenen multiplen

Deletionen auf histologischer und biochemischer Ebene zeigen.

3.8.1 Einfluss multipler Deletionen der mtDNA auf histologische Befunde

Bei der histologischen Aufarbeitung waren im Patientenkollektiv haufig leichte mitochondriale
Auffalligkeiten gefunden worden (siehe Abschnitt 3.2.1). Im Rahmen der Genotyp-Phanotyp-
Analyse wurde deshalb als erstes der Zusammenhang von multiplen Deletionen und histoche-
mischem Befund untersucht. Die entsprechende Korrelationsanalyse wird in Abbildung 16 dar-
gestellt.

Durch die Korrelationsanalyse konnte mit zunehmendem Deletionsanteil ein Anstieg der Menge
COX'/SDH*-Fasern ermittelt werden (r = 0,49; p = 0,069). Obwohl Patient p2 auch in dieser Un-
tersuchung auffiel, war sein Befund fir die Korrelationsanalyse nicht ausschlaggebend (ohne p2
r = 0,53). Patient p1 war der einzige Patient ohne COX/SDH"-Fasern, er hatte allerdings auch
die wenigsten Deletionen (0,01 %). Alle anderen Patienten mit héheren Deletionsanteilen pra-
sentierten eine deutlich hohere Anzahl an COX/SDH"-Fasern (Abb. 16).

Es zeigte sich somit ein statistischer Trend zur Assoziation der Menge COX/SDH*-Fasern mit

der Deletionslast des Gewebes.



-62 -

2,5

c 204

& 2

o @]

[72]

©

L
+ 1,5 -

I

()

w

~—

1 1,0 4

X

@)

O

X

[ ]
00 @ ° . .
0,0 0,2 0.4 0,6 0,8

% Deletionen (IrPCR kal*)

Abb. 16: Zusammenhang von multiplen Deletionen und COX/SDH"- Fasern im Patientenkollektiv

(n=14)(r = 0,49; p = 0,069). *der Anteil der deletierten mtDNA-Molekiile entspricht dem durch smPCR
kalibrierten IrPCR—Ergebnis. COX/SDH"*- Fasern wurden mittels COX/SDH Doppelfarbung ermittelt.
grauer Punkt: p2, schwarze Punkte: restlichen Patienten. Die Regressionsgerade wurde unter Ausschluss
von p2 erstellt. COX: Cytochrom-c-Oxidase, SDH: Succinatdehydrogenase, smPCR: single molecule
polymerase chain reaction, IrPCR: long range polymerase chain reaction.

3.8.2 Einfluss multipler Deletionen der mtDNA auf OXPHOS-Enzymaktivitaten

Im Rahmen der Genotyp-Phanotyp-Analyse wurde anschlieBend die biochemisch bestimmte
mitochondriale Atmungskettenaktivitat der Patienten in Beziehungen zu den genetischen und
histologischen Befunden untersucht. Die CS-normalisierten Enzymaktivitaten lagen im gesamten
Patientenkollektiv innerhalb des Normbereichs, bzw. vereinzelt leicht darunter (siehe Abschnitt
3.2.2). Bei der Korrelationsanalyse von biochemischen und histochemischen Befunden konnte
nun ein klarer signifikanter Zusammenhang von Enzymaktivitdt im Gewebe und Anzahl COX
/SDH*-Fasern festgestellt werden (r = — 0,95; p < 0,001) (Abb. 17). Die Menge der COX/SDH"-
Fasern war mit der Enzymaktivitdt negativ korreliert. Histologische und biochemische Befunde

lagen damit im Einklang miteinander.
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Abb. 17: Zusammenhang des histologischen Befunds der COX/SDH'-Fasern und biochemisch
messbarer Enzymaktivitat der COX im Patientenkollektiv (n = 9)(r = - 0,95; p < 0,001). Die Enzymakti-
vitdten wurden wie in Kap. 2.4 beschrieben ermittelt und durch den Citratsynthase (CS)-Wert korrigiert.
COX: Cytochrom-c-Oxidase, SDH: Succinatdehydrogenase.

AnschlieRend wurde die Beziehung von biochemischen und genetischen Ergebnissen analy-
siert. Mit Hilfe der Korrelationsanalyse konnte ermittelt werden, dass sich die genetisch nachge-
wiesenen multiplen Deletionen ebenfalls auf biochemischer Ebene widerspiegeln. Es zeigte
sich, dass mit steigender Quantitat der multiplen Deletionen die Enzymaktivitdt von Komplex 1V
(COX) erheblich abnahm (r = - 0,63; p = 0,071) (Abb. 18). Auch fir die Aktivitat von Komplex |
konnte dieser Zusammenhang festgestellt werden (r = 0,66; p = 0,051; keine Abbildung).

Erganzend wurde geprift, ob sich die mtDNA Defekte auf die beiden Komplexe in gleichem Maf3
auswirken. Bei der entsprechenden Korrelation konnte nachgewiesen werden, dass die Schadi-
gung der Atmungskettenenzyme in beiden Komplexen in &hnlicher Ausprégung vorlag (r = 0,76;
p < 0,05) (Abb. 19). Es handelt sich somit um eine kombinierte Atmungskettendefizienz bei den

Patienten, wie bei mtDNA Deletionen zu erwarten.
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Abb. 18: Beziehung zwischen multiplen Deletionen und Enzymaktivitdt der COX bei Patienten
(n=9)(r = - 0,62; p = 0,071). *der Anteil der deletierten mtDNA-Molekile entspricht dem durch smPCR
kalibrierten IrPCR—Ergebnis. Die Enzymaktivitdtsmessung erfolgte wie in Kap. 2.4 beschrieben und wurde
mit Hilfe des Citratsynthase (CS)-Werts korrigiert. COX: Cytochrom-c-Oxidase, smPCR: single molecule
polymerase chain reaction, IrPCR: long range polymerase chain reaction.
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Abb. 19: Korrelation der Enzymaktivitdten von Komplex | und Komplex IV (COX) (r = 0,76; p =

0,018). Die Enzymaktivitadtsmessung erfolgte wie in Kap. 2.4 beschrieben und wurde durch den Citratsyn-
thase (CS)-Wert korrigiert. COX: Cytochrom-c-Oxidase.
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4 Diskussion

Mitochondrien verfigen Uber eine eigene zirkulare DNA (mtDNA) und sind somit Trager der ein-
zigen extrachromosomalen DNA der menschlichen Zelle. Diese mtDNA kodiert neben Proteinen
der Atmungskette auch essentielle Bestandteile der mitochondrialen Proteinbiosynthese wie mt
tRNAs (Schapira, 2006). Demzufolge ist die Integritét der mtDNA von entscheidender Bedeu-
tung fur den Erhalt der oxidativen zellularen Energieproduktion. Die mtDNA ist jedoch oft von
Mutationen betroffen, wobei unter den pathogenen Mutationen Deletionen der mtDNA besonders
haufig auftreten (Wiesner et al., 2006; Kornblum, 2008). Deletionen der mtDNA kommen in der
Skelettmuskulatur sowohl bei zahlreichen mitochondrialen Erkrankungen, aber auch im Rahmen
von entziindlichen Myopathien und dem physiologischen Alterungsprozess vor. In Bezug auf
eine isolierte mitochondriale Myopathie (IMM) ist in der wissenschaftlichen Literatur bisher je-
doch kein kausaler Zusammenhang mit multiplen mtDNA Deletionen beschrieben.

Die hier vorgestellte Studie analysierte ein Patientenkollektiv mit isoliertem muskuldrem Be-
schwerdekomplex unter der Fragestellung einer eigenen (mitochondrialen) Krankheitsentitat.
Dazu wurden detaillierte histologische, biochemische und molekulargenetische Untersuchungen
durchgefihrt. Zur Beurteilung der Pathogenitat der Befunde wurden ein Vergleich mit gesunden
Kontrollen sowie eine Genotyp-Phénotyp-Korrelation ausgefiihrt.

4.1 Klinische, histologische und biochemische Analysen
4.1.1 Gegeniberstellung von Patientenbefunden, Normwerten und Kontrollbefunden
aus der Literatur

In der muskuldren Spezialsprechstunde des Universitatsklinikums Bonn stellten sich eine Viel-
zahl an Patienten mit isolierten muskularen Beschwerden vor, die klinisch einer metabolischen
Myopathie &hnelten. Die haufigsten Beschwerden waren Myalgien (10 Patienten) und muskulare
Belastungsintoleranz (9 Patienten), wobei diese vor allem beinbetont auftraten (siehe Abschnitt
3.1). Da diese Symptome typischerweise bei mitochondrialen Myopathien auftreten, wurde das

Patientenkollektiv im Hinblick auf eine mdgliche mitochondriale Krankheitsursache untersucht.

Im Rahmen der von uns durchgefiihrten histologischen Diagnostik der Skelettmuskelbiopsien
wurden leichte mitochondriale Auffalligkeiten in der COX/SDH-Doppelfarbung nachgewiesen
(siehe Abschnitt 3.2.1). Dementsprechend wurden fir das gesamten Patientenkollektiv durch-
schnittlich 0,46 % COX/SDH'-Fasern ermittelt. Unter Berlicksichtigung des Alters zeigten die
Biopsien von Patienten im Alter von 37 bis 55 Jahren 0,54 % COX/SDH"-Fasern. Im Alter von
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56 bis 76 Jahren wurden 0,43 % COX/SDH*-Fasern ermittelt. Diese vorgefundenen histologi-
schen Aufféalligkeiten waren jedoch v.a. in hdherem Alter nach unserer Erfahrung nicht in jedem

Fall als pathologisch einzustufen.

Vergleicht man unsere Ergebnisse des Patientenkollektivs mit anderen Studien, welche gezielt
gesunde Probanden histologisch untersucht haben, so fallen quantitative Unterschiede bezlg-
lich der COX/SDH'-Fasern auf. In einer groRen Studie von Miiller-Hocker (1990) wurden bei-
spielsweise bei 109 gesunden Probanden im Alter von 0 bis 97 Jahren maximal 0,37 % COX
/ISDH*-Fasern gefunden (unser Vergleichswert: 0,46 %). Unter Berlcksichtigung des Alters
durchgefiihrte Studien von Brierley et al. (1996) und Chariot et al. (1996) fanden bei gesunden
Probanden im Alter von unter 60 Jahren sogar keinerlei Auffalligkeiten bezlglich der COX-
Aktivitat (unser Vergleichswert: 0,54 %). Somit besteht vor allem zwischen unseren jlingeren
Patienten und gesunden Kontrollen nach Datenlage der Literatur ein deutlicher Unterschied.

Bei alteren gesunden Kontrollen ermittelten Rifai et al. (1995) durchschnittlich 0,33 % COX
/SDH*-Fasern, was eine leichte Differenz zu unseren Patientenresultaten in derselben Alters-
gruppe darstellt (durchschnittlich 0,43 % COX/SDH"-Fasern).

Im Allgemeinen lasst sich somit festhalten, dass ein Unterschied zwischen unseren Patientenbi-
opsien und gesunden Kontrollproben nach Datenlage vorliegt. Dieser ist jedoch v.a. bei Alteren
nicht signifikant. Folglich kann die Histologie nicht generell als ausreichend zuverlassiger Para-

meter zur Diagnostizierung der hier vorgestellten Patienten gewertet werden.

Die im Rahmen der biochemischen Analyse ermittelten Atmungskettenaktivitdten lagen bei na-
hezu allen Patienten in unserem laborspezifischen Referenzbereich (siehe Abschnitt 3.2.2).
Dennoch konnten die histologischen Ergebnisse durch die biochemische Analyse der Atmungs-
kettenenzymaktivitaten bestétigt werden (siehe Abschnitt 3.8.2). So wurde eine signifikante Kor-
relation zwischen COX/SDH*-Fasern und der Aktivitat von Komplex IV ermittelt. Da jedoch kein
eindeutiger Unterschied zum Referenzbereich, d.h. Normbereich feststellbar war, kann auch die
biochemische Analyse nicht zur Differenzierung zwischen unserem Patientenkollektiv und Ge-

sunden genutzt werden.
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4.1.2 Gegenuberstellung der Patientenbefunde und Befunde anderer mitochondrialer
und muskularer Erkrankungen

Zur Einordnung unserer Patientenergebnisse ist aul3erdem ein Vergleich mit Befunden von Pati-
enten mit anderen mitochondrialen Erkrankungen, die ebenfalls Deletionen der mtDNA aufwei-
sen, sinnvoll. Bei diesem Vergleich kann ein Unterschied festgestellt werden. Demnach wurden
in anderen Studien bei Patienten mit KSS und CPEO deutlich starkere Anteile (1,1 % - 48 %) an
mitochondrial auffalligen Fasern gefunden (Goto et al., 1990; Schrdder et al., 2000). Eine im
Vergleich zu unseren Ergebnissen nur geringfugig hohere Anzahl an COX-negativen Fasern
finden sich hingegen bei Patienten mit ,Late-onset-Myopathy* (1,67 %) und s-IBM (3,5 % — 4,6
%) (Johnston et al., 1995; Oldfors et al., 1995; Rifai et al., 1995). Folglich wird deutlich, dass
andere mitochondriale und auch andere muskulare Erkrankungen mit mitochondrialen Funkti-
onsstorungen im Vergleich zu unseren Ergebnissen meistens starkere histochemische Auffallig-

keiten im Skelettmuskel aufweisen.

4.2 Analyse der multiplen Deletionen
4.2.1 Gegeniberstellung von Patienten- und Kontrollbefunden

Mit Hilfe molekulargenetischer Untersuchungen wurden multiple Deletionen der mtDNA im Ske-
lettmuskel der Patienten nachgewiesen. Die Interpretation dieses Befundes war jedoch aufgrund
der grof3en Bandbreite an Phanotypen, die mit multiplen Deletionen assoziiert sind, vor allem bei
hoéherem Lebensalter nicht eindeutig. Zur genaueren Analyse der pathogenetischen Relevanz
war deshalb eine Quantifizierung der multiplen Deletionen nétig. Die quantitative Analyse der
multiplen Deletionen erfolgte mit Hilfe einer Kombination von IrPCR und smPCR (siehe Abschnitt
3.3. und 3.4). Die IrPCR eignet sich gut zur Identifikation von multiplen Deletionen, eine Quanti-
fizierung der deletierten mtDNA-Molekule ist hiermit jedoch nur bedingt mdglich. Aus diesem
Grund wurde mit Hilfe der smPCR in einem zweiten Schritt eine Eichgerade erstellt, was die
Kalibrierung der semiquantitativen IrPCR Ergebnisse ermdglichte. Die angewandte smPCR ist
eine effektive und sehr zuverlassige Quantifizierungsmethode (Kraytsberg et al., 2009). Sie ist
jedoch sehr aufwandig und kostenintensiv und daher im klinischen Alltag (noch) nicht als Routi-
nediagnostik einsetzbar. In der vorliegenden Studie konnte selbst fir geringe durch smPCR be-
stimmte Deletionsanteile von 0 % bis 0,46 % eine signifikante Korrelation zu den semiquantitati-

ven Ergebnissen der IrPCR bescheinigt werden (siehe Abschnitt 3.4.2)
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Diese Arbeit zeigt demzufolge, dass nach laborspezifischer Kalibrierung mittels smPCR eine

guantitative Aussage auf Basis der im Klinikalltag wesentlich praktikableren IrPCR mdglich ist.

Die qualitative und quantitative Analyse multipler Deletionen der mtDNA wurde im Rahmen der
hier vorgestellten Arbeit sowohl fur das Patientenkollektiv als auch fir ein alters-entsprechendes
Kontrollkollektiv durchgefihrt. Hierbei konnte ein signifikanter Unterschied zwischen unserem
Patientenkollektiv und gesunden Kontrollproben nachwiesen werden (siehe Abschnitt 3.5). Die
durchschnittlichen Anteile an deletierter mtDNA lagen bei den Patienten hochsignifikant hoher
als bei den Kontrollen (0,28 % zu 0,06 %). Demnach konnte in unserer Studie ein signifikanter
guantitativer Unterschied zwischen multiplen Deletionen bei Patienten mit isoliertem muskularen
Beschwerdekomplex und der rein alters-assoziierten Akkumulation von Deletionen gezeigt wer-

den.

Das Ergebnis unserer Kontrollgruppenanalyse von durchschnittich 0,06 % Deletionsanteil
stimmt dabei mit Ergebnisse von anderen vorangegangen Studien tUberein. So wiesen mehrere
Studien Deletionen im gesunden alternden Skelettmuskel mit Anteilen um 0,1 % nach
(Cortopassi and Arnheim, 1990; Cooper et al., 1992; Simonetti et al., 1992).

Daruber hinaus konnte ein quantitativer Grenzbereich definiert werden, wodurch die Einordung
der molekulargenetisch analysierten multiplen Deletionen in den physiologischen alter-
assoziierten Bereich, bzw. den pathologischen Bereich erméglicht wurde. Somit konnte bei ei-
nem Anteil an deletierter mtDNA von 0,15 % mit einer Sensitivitdt von 0,786 und einer Spezifitét

von 0,846 eine Zuordnung zum ,genuinen Patientenkollektiv erfolgen.

Zusammenfassend wurde also deutlich, dass die quantitative Molekulargenetik einen &uf3erst
validen Parameter zur Diagnostizierung des hier dargestellten Patientenkollektivs in Abgrenzung
zu alters-entsprechenden Kontrollen darstellt und somit ,genuine“ Patienten von Gesunden mit

altersbedingten oder unspezifischen Befunden unterscheiden hilft.



- 69 -

4.2.2 Gegenuberstellung der Patientenbefunde und Befunde anderer mitochondrialer
Erkrankungen

Vergleicht man die Anteile an multiplen Deletionen der in unserer Studie untersuchten Patienten
mit den Befunden anderer Patienten mit mitochondrialen Erkrankungen fallt ein quantitativer
Unterschied auf. Die ermittelten Anteile an deletierter mtDNA erreichten bei unserem Patienten-
kollektiv maximal einen Wert von 0,71 %. Muskelgewebe von CPEO- und KSS-Patienten enthalt
jedoch einen Heteroplasmiegrad von 16 % - 90 %, allerdings handelt es sich hier um singulare
.large-scale” Deletionen (Goto et al., 1990; Schrdder et al., 2000). Auch bei Patienten mit s-IBM
wurden mit einem durchschnittlichen Anteil an deletierter mtDNA von 18,5 % hdhere Werte er-
mittelt (Santorelli et al., 1996). Im Rahmen der Untersuchungen von Patienten mit MNGIE wur-
den Anteile von 2 % - 20 % multiple Deletionen nachgewiesen (Carrozzo et al., 1998; Nishigaki
et al., 2004). Zusammenfassend lasst sich somit sagen, dass einerseits die untersuchte mtDNA
des Patientenkollektivs im Vergleich zu alters-entsprechenden gesunden Kontrollen deutlich
starkere Deletionsanteile aufweist. Vergleicht man jedoch andererseits unsere Resultate dieses
speziellen Patientenkollektivs mit Befunden von Patienten mit anderen, gut definierten mito-
chondrialen Erkrankungen teils auf dem Boden nukle&rer Mutationen, so haben unsere Patien-

ten weniger starke genetische Auffalligkeiten.

4.3 Beeinflussung der histologischen, biochemischen und molekulargenetischen
Befunde durch das Lebensalter

Im Rahmen des Alterungsprozesses sind regelmaiig Veranderungen der mitochondrialen Funk-
tion zu verzeichnen (siehe Abschnitt 1.7). Aus diesem Grund wurden die Ergebnisse der At-
mungskettenaktivititsmessung in einem weiteren Schritt auf eine mogliche Beeinflussung durch
das Alter untersucht. In unserer Arbeit konnte mit zunehmendem Alter eine geringe Abnahme
der Atmungskettenaktivitat analysiert werden. Dieses Ergebnis steht in Ubereinstimmung mit
einigen vorausgegangen Studien (Trounce et al., 1989; Boffoli et al., 1994; Greco et al., 2003).

Es gibt jedoch auch Studien, die keinen Zusammenhang nachweisen (Allen et al., 1997).

Auch das alters-assoziierte Auftreten von COX/SDH"-Skelettmuskelfasern sowie die Akkumula-
tion von multiplen Deletionen im Muskel wurde bereits vielfach beschrieben (Cortopassi and
Arnheim, 1990; Muller-H6cker, 1990; Rifai et al., 1995; Brierley et al., 1996). In Analogie zu die-
sen Ergebnissen wurde auch in der hier vorliegenden Arbeit unter den Kontrollen, die multiple
Deletionen aufwiesen, eine signifikante Korrelation zwischen Quantitat der Deletionen und dem

Lebensalter festgestellt (siehe Abschnitt 3.7).
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Unser Patientenkollektiv wurde dementsprechend ebenfalls untersucht, wobei sowohl die histo-
logischen als auch molekulargenetischen Befunde beziglich der Beeinflussung durch das Le-
bensalter ausgewertet wurden. Hier konnte jedoch keine Altersabhéngigkeit der Befunde gezeigt
werden. Die Ergebnisse wurden sowohl bei der histologischen als auch bei der molekulargeneti-
schen Analyse durch Patient p2 beeinflusst, der trotz relativ jungen Alters an einer starker aus-
gepragter Myopathie litt. Jedoch auch in Analysen unter Ausschluss von Patient p2 zeigte sich
keine signifikante Altersabhéngigkeit der histologischen und molekulargenetischen Befunde,
sondern lediglich eine Tendenz bei der histologischen Analyse (siehe Abschnitt 3.7).

Unsere Ergebnisse verdeutlichen, dass ein hoher Anteil deletierter mtDNA-Molekile, bzw. eine
groRe Anzahl von COX/SDH*-Fasern vor allem bei jungen Patienten einen deutlich pathologi-
schen Wert haben und hier die altersbedingten mitochondrialen Schadigungen in den Hinter-
grund treten. Zumindest bei der Histologie, weniger in Bezug auf die genetischen Analysen,
zeigte sich bei unseren Patienten ein Trend zu einer altersabhangigen Steigerung der mito-
chondrialen Auffalligkeiten. Daraus konnte abgeleitet werden, dass bei den hier untersuchten
Patienten vermutlich ein additiver Effekt auftritt, der dazu fuhrt, dass die Akkumulation von mul-
tiplen Deletionen im Alter noch ausgepragter ist und somit auch ausgepragtere histologische

Auffalligkeiten auftreten.

Insgesamt lag die Deletionslast bei unseren Patienten in allen Altersklassen weit Gber den al-
tersentsprechenden Kontrollen. Die Atiologie der multiplen mtDNA Deletionen ist in unseren Kol-
lektiven jedoch unklar. Auf Basis der in Abschnitt 1.3 genannten Entstehungsmechanismen lasst
sich daher aktuell nur vermuten, welche Effekte bei dem hier untersuchten Patientenkollektiv
und den Kontrollen eine Rolle spielen kénnten. Denkbar ist bei den Patienten eine schnellere
Segregation der regelhaft anfallenden mtDNA-Mutationen durch eine geringere Anzahl von
mtDNA-Molekilen oder eine reduzierte Anzahl an Mitochondrien selbst. Dagegen sprechen je-
doch die histochemisch bzw. biochemisch erhobenen Befunde, die keinen Hinweis auf eine
mtDNA Depletion aufweisen. Bei einer generell niedrigen mtDNA-Anzahl hatte die COX/SDH"-
Farbung homogen schwach ausfallen missen und bei stark reduzierter Mitochondrien-Anzahl
hatte eine erniedrigte CS in der Biochemie auftreten mussen. Dies war jedoch beides nicht der
Fall (siehe Abschnitt 3.2). Eine andere Erklarung fir die héhere Deletionslast im Patientenkollek-
tiv kbnnte eine verstarkte Schadigung der mtDNA beispielsweise durch friih im Leben aufgetre-
tene erhdhte ROS-Produktion z.B. auf Grund einer Viruserkrankung oder eines Infekts mit Fie-
ber bzw. durch UV-Strahlung oder ionisierender Strahlung sein. Auch ein defizitar ausgebildetes

mitochondriales Reparatursystem ist in Erwagung zu ziehen. Haufige POLG1-Mutationen konn-
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ten im Rahmen dieser Arbeit als Ausloser der multiplen Deletionen ausgeschlossen werden
(siehe Abschnitt 3.6). Es kdnnten jedoch andere, aktuell noch unbekannte nukleédre Gendefekte
eine Rolle spielen. Im Speziellen kénnte es sich beispielsweise um Heterozygoteneffekte rezes-
siver nuklearer Mutationen handeln, was sekundar zur Instabilitat der mtDNA und so zu leicht

erhohten Deletionsanteilen fiihren kdnnte.

4.4 Funktionelle Relevanz der multiplen Deletionen
4.4.1 Ergebnisse der Genotyp-Phanotyp-Korrelation

Pathogene mitochondriale DNA-Mutationen liegen in Zellen fiir gewdhnlich in Heteroplasmie vor.
Die pathogenetische Relevanz einer mtDNA-Mutation hangt damit entscheidend von ihrer Quan-
titat, aber auch von der mdglichen daraus resultierenden funktionellen Beeintrachtigung ab. Ein
zentrales Ziel dieser Studie war es daher, nach der Quantifizierung der multiplen Deletionen die
Korrelation von molekulargenetischen Befunden und histologischen sowie biochemischen Auffal-
ligkeiten der Patienten detailliert zu untersuchen.

Im Rahmen der Genotyp-Phanotyp-Analyse zeigte sich in unserer Arbeit bei steigender Quanti-
tat der deletierten mtDNA-Molekiile sowohl auf histochemischer als auch biochemischer Ebene
eine Zunahme der mitochondrialen Auffalligkeiten (siehe Abschnitt 3.8). Aufgrund dieser Korrela-
tionen, die nahe am Signifikanzniveau lagen, ist eine funktionelle Relevanz der multiplen Dele-

tionen in unserem Patientenkollektiv durchaus wahrscheinlich.

Ahnliche Korrelationen konnten auch in anderen Studien durch die Untersuchung von Patienten
mit der common deletion ermittelt werden. Dort zeigte sich beispielsweise ein deutlicher Zu-
sammenhang von mtDNA-Deletionen und ragged red fibers bzw. biochemischer Aktivitatsminde-
rung von Komplex | im Gesamtmuskel (Goto et al., 1990; Schrdder et al., 2000).

Daruber hinaus stehen unsere Ergebnisse auch im Einklang mit weiteren Studien, die auf Ein-
zelfaser-Niveau arbeiteten und eine signifikante Korrelation von COX-negativen Muskelfasern
und dem Vorliegen von Deletionen in einzelnen Muskelfasern nachwiesen (Johnston et al.,
1995; Lopez et al., 2000; Fayet et al., 2002; Bua et al., 2006).

Ein weiterer interessanter Befund der hier dargelegten Arbeit war die Tatsache, dass die ermittel-
ten Atmungskettenaktivitaten von Komplex | und Komplex IV signifikant korrelierten. Liegen in
verschiedenen Komplexen ahnliche Funktionsdefizite vor, so spricht man von einer komplexen

Atmungskettenschadigung. Der Befund mag im ersten Moment verwundern, da der mitochond-
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rial kodierte Anteil der einzelnen Komplexe unterschiedlich ist (Komplex | - 7 Untereinheiten,
Komplex IV - 3 Untereinheiten). Dies lasst sich jedoch damit erklaren, dass die meisten Deletio-
nen, unabhangig von Lage und Ausmal}, mindestens 1 tRNA-Gen betreffen und so einen gene-
rellen Translationsdefekt fur alle mtDNA-kodierten Proteine auslésen (Wiedemann et al., 2000).
Der Befund der komplexen Atmungskettenschadigung lasst sich somit gut durch mtDNA-
Deletionen erklaren und unterscheidet sich folglich deutlich von isolierten Atmungskettendefek-
ten, die u.a. im Rahmen der IMM bei Mutationen in Komplex I, lll und IV auftreten (siehe Ab-
schnitt 1.6).

4.4.2 Aussagekraft der vorliegenden Ergebnisse

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass sich auch gering ausgepragte multiple Deletionen
auf histochemischer und biochemischer Ebene auswirken. Im Gegensatz dazu stehen Ergebnis-
se von Studien, die einen phanotypischen Schwellenwert bei anderen mitochondrialen Krankhei-
ten untersucht haben. So ergab die Analyse von tRNA-Mutationen Schwellenwerte von 80% -
95% auf Einzelzellniveau (Boulet et al., 1992; Chomyn et al., 1992; Bentlage and Attardi, 1996).
Im Rahmen von transmitochondrialen Zellhybrid-Studien von Hayashi et al. (1991) und Porteous
et al. (1998), die den Schwellenwert bei Zellen mit common deletion untersuchten, zeigte sich
eine mitochondriale Dysfunktion ab einem deletierten mtDNA-Anteil von 50 % - 55 % auf Einzel-
zellniveau. Diese Ergebnisse liegen somit deutlich Uber dem von uns ermittelten Patientenwert

von 0,28 % im Gewebe.

In Bezug auf unsere Ergebnisse muss allerdings berticksichtigt werden, dass die in unserer Ar-
beit dargestellten Befunde auf der molekulargenetischen Untersuchung von mtDNA aus Ge-
samtmuskelgewebe basieren. Auf histologischer Ebene zeigte sich die mitochondriale Funkti-
onsstorung jedoch in Form eines mosaikartigen Verteilungsmusters von COX-positiven und
COX-negativen Muskelfasern. Daher muss man vermuten, dass der Anteil an deletierten
mtDNA-Molekilen zwischen unterschiedlichen Zellen stark variiert und in einzelnen Muskelfa-
sern sehr hohe Deletionsanteile vorliegen, die eine funktionelle Relevanz aufweisen. In diesen
Fasern segregieren wahrscheinlich einzelne Deletionen Uber die Schwelle der phanotypischen

Expression hoch.

Entsprechende Einzelfaser-Untersuchungen haben diesen Zusammenhang im Rahmen der
Analyse von alters-assoziierten multiplen Deletionen aktuell untersucht. Vorhergehende Studien

hatten bereits gezeigt, dass der alters-assoziierte Deletionsanteil im Gesamtmuskel mit Werten
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um 0,1 % niedrig ist (Cortopassi and Arnheim, 1990; Cooper et al., 1992; Simonetti et al., 1992).
Mit Hilfe der Untersuchung von einzelnen Muskelfasern konnte jedoch in Studien von Brierley et
al. (1998) und Bua et al. (2006) gezeigt werden, dass in COX/SDH"-Fasern mindestens 85%
der mtDNA-Molekile in deletierter Form vorlagen. Somit konnte eindeutig belegt werden, dass
trotz eines geringen Deletionsanteils im Gesamtgewebe auf zellularer Ebene ein physiologisch
hochrelevantes Ausmal an Deletionen vorlag.

Im Rahmen von Arbeiten zur Sarcopenie-Pathogenese stie3en verschiedene Studien auf3erdem
auf interessante Korrelationen von Deletionen, histochemischen und morphologischen Eigen-
schaften einzelner Zellen. Es zeigte sich, dass einzelne COX/SDH"-Fasern im alternden Ske-
lettmuskel nicht nur mit einem hohen Deletionsanteil, sondern auch mit morphologischen Veran-
derungen wie Faseratrophie und Fasersplitting assoziiert sind. Diese lokalen Prozesse kénnen
zwar nicht direkt zu dem klinischen Bild der Muskelatrophie flihren, es wurde jedoch vermutet,
dass sie den Prozess von Faserdysfunktion zu Faserverlust reprasentieren, was letzten Endes
zu der Entstehung einer Muskelatrophie fiihren kénnte (Cao et al., 2001; Wanagat et al., 2001;
Bua et al., 2006).

Ubertragt man diese Erkenntnisse auf die Ergebnisse unserer Arbeit wird deutlich, dass die er-
mittelten Befunde der hier analysierten Patienten keineswegs im Gegensatz zu den oben ge-
nannten Schwellenwert-Analysen stehen. Vielmehr kann man davon ausgehen, dass die mosa-
ikartige Verteilung von COX-negativen und COX-positiven Fasern Fasern mit Deletionsanteilen
Uber und unter dem Schwellenwert repréasentiert. Durch dieses Verteilungsmuster kénnen bei
der Analyse von mtDNA aus Gesamtmuskelgewebe lokal vorliegende hohe Schwellenwerte
maskiert werden, da die Untersuchung lediglich Durchschnittswerte des gesamten Gewebes
liefert. Folglich kbénnen auch geringe Deletionsanteile des Gesamtgewebes einen pathologi-

schen Phanotyp im Skelettmuskel auslésen und funktionell relevant werden.

Wie in Abschnitt 4.3 bereits erlautert, konnen die bei unseren Analysen erhobenen molekularge-
netischen Befunde der Patienten als eigenstandige mitochondriale Schadigung, evtl. jedoch im
Sinne eines verstarkten Alterungsprozesses interpretiert werden. Dies kann die klinische Symp-

tomatik von Myalgien, Belastungsintoleranz und proximalen betonten milden Paresen erklaren.
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45 Erkenntnisse dieser Studie und Ausblick

Zentrales Ziel dieser Studie war es, zu untersuchen, ob es sich bei dem Patientenkollektiv mit
isoliertem muskularem Beschwerdekomplex um eine eigene (mitochondriale) Krankheitsentitat
handelt. Bei unseren Patienten konnten in hohem Maf3e multiple mtDNA Deletionen nachgewie-
sen werden. Somit stellte sich die Frage, ob das ,Syndrom® isolierter muskulérer Beschwerden
mit multiplen mtDNA Deletionen eine eigenstandige mitochondriale Krankheitsentitat, eine ,Al-

tersmyopathie“ oder einen alters-assoziierten Normalbefund darstellt.

Bei der Quantifizierung der Deletionen wurden im Patientenkollektiv im Vergleich zu einer alters-
entsprechenden Kontrollgruppe signifikant hohere Deletionsanteile bestimmt. Dies konnte ins-
gesamt sowohl bei jingeren als auch bei Patienten mit htherem Lebensalter nachgewiesen
werden. Aufgrund der ermittelten Genotyp-Phanotyp-Korrelationen kann auRerdem angenom-
men werden, dass die multiplen Deletionen der mtDNA die molekulare Basis der klinischen Be-
schwerden darstellen. Demzufolge kann davon ausgegangen werden, dass es sich bei dem hier
beschriebenen Krankheitsbild der isolierten Myopathie mit multiplen mtDNA Deletionen um eine
eigene mitochondriale Krankheitsentitat handelt. Diese ,neue Krankheitsentitat konnte damit als

eine weitere, noch nicht beschriebene Unterform der IMM angesehen werden.

Zukunftiges Ziel dieser Studie wéare nun der Transfer des wissenschatftlichen Projekts auf die
klinische Patientenversorgung. Im Bereich der quantitativen molekulargenetischen Untersu-
chungen kann unsere Arbeit einen wichtigen Beitrag zur klinischen Routinediagnostik leisten.
Denn wie hier gezeigt, stellt die Kombination von IrPCR und smPCR eine alltagstaugliche und
auRerst zuverlassige Methode zur Quantifizierung von multiplen Deletionen dar. Diese Vorge-
hensweise ist eine gute Alternative zu anderen, haufig aufwandigeren und kostenintensiveren

Quantifizierungsmethoden.

Des Weiteren wurden wichtige Erkenntnisse zur Quantitdt von multiplen Deletionen bei gesun-
den Menschen erarbeitet. Im Rahmen unserer Studie konnte ein spezifischer altersunabhangi-
ger Grenzbereich definiert werden, der die Zuordnung von molekulargenetisch analysierten mul-
tiplen Deletionen in den physiologischen, bzw. pathologischen Bereich ermdglicht. Der im
Vorfeld haufig schwierig zu interpretierende Befund von schwach vorhandenen multiplen Dele-
tionen im Muskelgewebe lasst sich damit nun erfolgreich klassifizieren. Dieser Grenzbereich ist
nicht nur in Bezug auf die isolierte mitochondriale Myopathie anzuwenden, sondern ist durchaus

auch auf andere muskulare Erkrankungen tbertragbar.
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Um die funktionelle Relevanz der multiplen Deletionen bei diesem Patientenkollektiv genauer zu
untersuchen, sollten im Anschluss weitere Studien mit groBeren Kollektiven durchgefuhrt wer-
den. AuRBerdem sollten auch fir dieses Kollektiv Einzelfaser-Studien angestrebt werden. Da-
durch kénnten spezifische Aussagen Uber die Akkumulation der Deletionen und eventuell vorlie-

gende morphologische Veranderungen in einzelnen Fasern getroffen werden.

Andere Studien haben bereits mehrfach mtDNA mit multiplen Deletionen sequenziert und so die
jeweilige Basenabfolge an Beginn und Ende (breakpoints) der verschiedenen Deletionen analy-
siert (Samuels et al., 2004; Reeve et al., 2008; Guo et al., 2010). Auf Basis dieser Erkenntnisse
konnten die Lage der Deletionen innerhalb des mtDNA-Molekiils gewebespezifisch dargestellt
werden (Deletionsspektren). Dadurch waren Rickschlusse auf die jeweiligen Entstehungsme-
chanismen der Deletionen méglich. In Bezug auf unsere Arbeit kdnnten mittels einer breakpoint-
Analyse auch hier die Eigenschaften der multiplen Deletionen sowohl bei unserem Patientenkol-
lektiv als auch bei unseren gesunden Kontrollproben untersucht werden. Ein Vergleich der
Deletionsspektren kénnte so Aufschluss dariiber geben, ob ahnliche oder unterschiedliche Me-
chanismen bei der Deletionsentstehung bei IMM-Patienten, bzw. im Alterungsprozess eine Rolle
spielen. Des Weiteren kénnte man mit einer breakpoint-Analyse aus verschiedenen Geweben
der Patienten (beispielsweise Mundschleimhaut, Blut, Urothel, Haut) den Entstehungsmecha-
nismus und den Entstehungszeitpunkt der Deletionen genauer untersuchen. Entsprechend wir-
de man dann bei frih entstanden Mutationen in unterschiedlichen Geweben dieselben

Deletionsspektren erwarten.

Der weitere Krankheitsverlauf der in dieser Arbeit beschriebenen IMM-Patienten bleibt aktuell
unklar. Die klinische Symptomatik kénnte sich progredient verschlechtern, es kénnten jedoch
auch andere Symptome hinzukommen. Insofern ist es auch denkbar, dass die hier beschriebene
isolierte mitochondriale Myopathie ein Vorbote einer noch nicht vollstandig ausgepragten ande-
ren Erkrankung darstellt. Aus diesem Grund ware eine longitudinale Untersuchung der Patienten

von héchstem Interesse.
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) Zusammenfassung

Multiple Deletionen der mtDNA treten in vielfaltiger Weise bei mitochondrialen Erkrankungen,
aber auch im Rahmen von entzundlichen Muskelerkrankungen und dem physiologischen Alte-
rungsprozesse auf. Bei Patienten mit isolierter mitochondrialer Myopathie (IMM) wurde jedoch

bislang kein kausaler Zusammenhang mit singularen oder multiplen Deletionen beschrieben.

In dieser Studie wurde ein Patientenkollektiv (n=14) mit isolierten muskularen Beschwerden, die
einer metabolischen, bzw. mitochondrialen Myopathie &hnelten, aber nicht sicher von altersbe-
dingten Symptomen oder unspezifischen Befunden differenziert werden konnten, detailliert ana-
lysiert. Die zentrale Frage war dabei, ob es sich hier um eine eigene (mitochondriale) Krank-

heitsentitat, eine ,Altersmyopathie” oder einen alters-assoziierten Normalbefund handelt.

Ein Ziel der Studie war es neben der klinischen Auswertung weitere diagnostische Parameter
zur Identifikation ,genuiner” Patienten zu definieren. In einem ersten Schritt wurden die Patien-
ten ausfihrlich untersucht. Anamnestisch konnten bei den Patienten fiir mitochondriale Myopa-
thien typische Symptome erhoben werden, wobei Myalgien und muskulare Belastungsintoleranz
am haufigsten auftraten. Die darauf folgende histologische Analyse des Patientenkollektivs zeig-
te leichte mitochondriale Auffalligkeiten im Sinne erhdhter COX/SDH*-Faseranteile. Beim Ver-
gleich mit gesunden Kontrollen nach Datenlage der Literatur zeigte sich hierbei vor allem bei
den jlingeren Patienten eine deutliche Differenz, bezlglich der alteren Patienten konnte jedoch
kein signifikanter Unterschied ermittelt werden. Die im Rahmen der biochemischen Analyse er-
mittelten Atmungskettenaktivitaten lagen bei nahezu allen Patienten in unserem laborspezifi-
schen Referenzbereich. Somit kann weder die histologische noch die biochemische Analyse als
ausreichend zuverlassiger Parameter zur Diagnostizierung des hier vorgestellten Patientenkol-

lektivs in Abgrenzung zu Gesunden gewertet werden.

Im Rahmen der weiteren Diagnostik wurden mittels molekulargenetischer Untersuchungen mul-
tiple Deletionen der mtDNA im Skelettmuskel der Patienten qualitativ nachgewiesen. Dieser Be-
fund war jedoch nur schwer zu beurteilen, da multiple Deletionen auch alters-assoziiert regel-
mafRig auftreten. Zur Differenzierung von pathologischen und physiologischen, alters-
assoziierten Befunden wurden die multiplen Deletionen daher sowohl bei unseren Patienten als
auch bei einem speziell fur diese Arbeit konzipierten alters-entsprechenden Kontrollkollektiv
(n=13) quantifiziert und miteinander verglichen. Dabei zeigten die Patienten in allen Altersklas-

sen signifikant hohere Deletionsanteile. In Folge dessen eignet sich die quantitative Molekular-
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genetik sehr gut als diagnostischer Parameter zur Unterscheidung zwischen ,genuinen® Patien-

ten und gesunden Kontrollen.

Aufgrund von Korrelationsanalysen mit dem Alter der Patienten wurde auf3erdem angenommen,
dass die physiologisch auftretende alters-abh&ngige Akkumulation multipler mtDNA Deletionen
auch bei unserem Patientenkollektiv eine zusatzliche Rolle spielt. Eine alters-abhéngige Akku-
mulation trat in dem hier untersuchten Kollektiv jedoch vermutlich eher in Form eines marginalen
additiven Effekts auf.

Ein weiteres Ziel dieser Studie war die detaillierte Untersuchung der Atiologie der muskularen
Beschwerden. Nachdem nachgewiesen worden war, dass die multiplen Deletionen der mtDNA
im Patientenkollektiv Uberwiegend als pathologisch eingestuft werden kénnen, wurde daher in
einem weiteren Schritt die pathogenetische Relevanz der multiplen Deletionen genauer unter-
sucht. Hierfir waren neben der Quantitat die phanotypischen muskularen Auswirkungen der
multiplen Deletionen entscheidend. In entsprechenden Korrelationsanalysen fand sich ein nahe
am Signifikanzniveau stehender Zusammenhang von Genotyp und biochemischem und histolo-
gischem Phanotyp. Vor dem Hintergrund aktueller Forschungsergebnisse ist es folglich durch-
aus denkbar, dass die hier nachgewiesenen multiplen Deletionen die molekulare Basis einer

isolierten Myopathie darstellen.

Zusammenfassend kann folglich angenommen werden, dass es sich bei dem hier beschriebe-
nen Krankheitsbild des isolierten muskuldren Beschwerdekomplexes mit multiplen mtDNA Dele-
tionen um eine eigene mitochondriale Krankheitsentitat handelt. Diese Krankheitsentitat konnte

damit als eine weitere, noch nicht beschriebene Unterform der IMM angesehen werden.
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