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Anmerkung:
In  Ribonukleinsdure existiert natdrlicherweise Uracil anstelle von Thymidin (wie in

Desoxyribonukleinséure zu finden). Da jedoch viele Datenbanken und Schaubilder dies zum

Teil nich

Thymidin

t berlcksichtigen, wird in dieser Arbeit im Falle von RNA stellvertretend von

gesprochen, obwohl  Uracil richtigerweise zu verwenden  waére.
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1 Einleitung

1.1 Das mitochondriale Genom

Das Mitochondrion ist nach heutigem Verstandnis vor ungefahr 1,5 Milliarden Jahren als
Alpha-Protobakterium in die vorlaufige eukaryote Zelle durch Phagozytose eingewandert
(Druzhyna et al.,, 2008). Im Sinne einer Endosymbiose ermdglichte die oxidative
Phosphorylierung seither dem Eukaryonten eine weit effektivere Nutzung von Glukose im
Gegensatz zur anaeroben Glykolyse. Aminosauren- und Fettsaurenstoffwechsel, Zitratzyklus
und Pyruvatoxidation sind weiterhin wichtige Funktionen, die durch das Mitochondrion
ermdglicht wurden (DiMauro et al.,, 2003). Die Theorie der Endosymbiose wird durch
mehrere, aber besonders durch zwei wichtige Argumente gestiitzt, die fur diesen Ablauf der
Geschichte pladieren: das Mitochondrion enthalt eine innere und eine aulRere Membran, wie
es fur einen eigenstandigen Organismus bakteriellen Ursprungs typisch ist. Weiterhin ist es
Trager einer eigenen Erbinformation, die bis heute in humanen Zellen, wenn auch in
reduzierter Form, erhalten geblieben ist (Gray et al., 1999). Diese mitochondriale humane
DNA enthalt durchschnittlich 16569 Basenpaare, insgesamt 37 Gene sind auf diesem
ringférmigen Molekil kodiert. Darunter enthalten sind 22 transfer-RNAs und 2 ribosomale
RNAs, die die autonome Translation der restlichen 13 Proteine ermdglichen. Letztere sind
essentielle Bestandteile der Atmungskette, die insgesamt aus Uber 85 Proteinen besteht
(Abbildung 1). Die Uberwiegende Mehrheit der Atmungskettenproteine ist im Zellkern kodiert,
wird dort hergestellt und schliefZlich tber Membrantransporter in das Mitochondrion importiert
und eingebaut (Zeviani et al., 2007). Von den 13 Proteinen kodieren 7 fir Komplex I, 1 fiir
Komplex Ill, 3 fir Komplex IV und 2 fir Komplex V. Komplex Il ist in der Atmungskette der
einzige, der komplett nuklear vertreten ist (Anderson et al., 1981).

Jedoch sind mit den mannigfaltigen neuen Moglichkeiten der Endosymbiose auch neue
Angriffspunkte fur Mutationen und Krankheiten entstanden. So ist die mitochondriale
Mutationsrate etwa 10 bis 17fach hoher als im Nukleus (Tuppen et al., 2010), exemplarisch
mutieren die tRNA-Gene etwa 20mal und die rRNA-Gene circa 100mal schneller im
Mitochondrion als die entsprechenden Gene im Kern (Pesole et al., 1999). Dies resultiert
zum einen aus der Abwesenheit schitzender Histon-Proteine und enzymatischer
Reparaturmechanismen, sowie nicht zuletzt aus dem erhdhten oxidativen Stress durch
reaktive Sauerstoffspezies, dem die mtDNA ausgesetzt ist (Hannah et al., 1999). Daruber
hinaus steht die uniparenterale polyploide Vererbung des mitochondrialen Genoms der
biparentalen diploiden Vererbung des Kerngenoms diametral gegentber (Zeviani and Carelli,
2007).
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1.2 Vererbung des mitochondrialen Genoms

Ganz im Gegenteil zu der Mendel'schen Vererbungslehre des nuklearen Genoms verhélt
sich die Vererbung der mtDNA. Die Mitochondrien des Spermiums werden nach einem
Modell von Sutovsky et. al. nach Durchdringen der Eizelle bei der Befruchtung selektiv mit
Ubiquitin markiert und durch einen Proteolyseapparat der Eizelle entfernt (Sutovsky et al.,
2000). Das mitochondriale Genom wird daher nur von der Eizelle der Frau bereit gestellt.
Dies hat fur die Vererbung mitochondrialer Mutationen enorme Folgen. Durch das Entfernen
der vaterlichen mitochondrialen Erbinformation verringern sich auch drastisch die
Mdoglichkeiten, eine mtDNA-Mutation weiterzugeben. Die einzige bekannte paternale
Vererbung des mitochondrialen Genoms beim Menschen war mit einer Mutation assoziiert
(Schwartz and Vissing 2002). Die mtDNA und damit auch mitochondriale Erkrankungen
werden also grundsatzlich maternal vererbt (Montoya et al., 2009).

Da Mutationen in der mtDNA haufig den Effekt haben, auch Atmungskettendefekte
hervorzurufen (Darin et al., 2001), soll zunachst die oxidative Phosphorylierung unter

physiologischen Bedingungen skizziert werden.

1.3 Die Atmungskette

Die Atmungskette, eine Reihe von funf Proteinkomplexen, befindet sich in der inneren
Membran des Mitochondriums. Sie gewahrleistet die Versorgung unseres Koérpers mit dem
universellen Energietrager Adenosintriphosphat, kurz ATP, und ermdglicht den Eukaryonten
die Zellatmung. Daflr verstoffwechselt sie unter anderem den von uns eingeatmeten
Sauerstoff und die Elektronen der Reduktionséaquivalente NADH/H*Y und FADHZ2 unter
aeroben Bedingungen in einer Reihe von Redox-Reaktionen. Dabei werden die Elektronen
zwischen den einzelnen Komplexen weitergeleitet. Der dadurch aufgebaute elektrische
Gradient wird dafur benutzt, Protonen zwischen die &ufRlere und innere
Mitochondrienmembran - den Intermembranraum - zu beférdern (Loffler et al., 2007). Dies
erzeugt nach der erstmals 1961 schematisch beschriebenen chemiosmotischen Theorie von
Peter Mitchell (Mitchell, 1961) einen Protonengradienten, der im letzten Schritt der
Atmungskette durch den Komplex V, die ATP-Synthase, fir das Erzeugen von ATP aus ADP
und anorganischem Phosphat genutzt wird. Fir die Erkenntnis dieses fundamentalen
Prinzips wurde dem Autor 1978 der Nobelpreis fir Chemie verliehen. Im Folgenden sollen

die einzelnen Komplexe detaillierter beschrieben werden.
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AuRere
Membran

H* H* H*

> H*

Intermembranraum

Innere
Membran

NADH + H*

Succinat Fumarat

ADP + Pi  ATP + H,0

Komplex: | I n v v
nDNA kodiert: 38 4 10 10 ~14
mtDNA kodiert: 7 0 1 3 2

Abbildung 1: Selbsterstelle schematische Darstellung der Atmungskette und des chemiosmotischen
Prinzips unter Beriicksichtigung der mitochondrialen und nukledren Komponenten (DiMauro and Schon,
2003). Die Anzahl der nuklear und mtDNA kodierten Einheiten schwankt zum Teil in der Literatur (siehe
Text). CoQ: Coenzym Q (Ubichinon); Cyt. C: Cytochrom C.

Der erste Komplex der Atmungskette (NADH : Coenzym Q Oxidoreduktase oder NADH
Dehydrogenase) oxidiert NADH und koppelt dies mit der Reduktion des CoenzymQ.
Hierdurch werden bereits zu Beginn der Atmungskette netto vier Protonen in den
Intermembranraum befordert. Komplex | ist dabei die Erste von zwei moglichen
Eintrittsstellen in die Atmungskette, denn auch Komplex Il kann fur FADH? als Einstieg
dienen. Komplex | selbst wird aus 45 Untereinheiten gebildet (Abbildung 1), von denen 7 auf
dem mitochondrialen Genom kodiert sind. Die restlichen 38 Untereinheiten sind nuklear
kodiert und werden Uber Membrantransporter in das Mitochondrium importiert (Vogel et al.,
2007), wobei die Anzahl der nuklear kodierten Einheiten in der Literatur schwankt (DiMauro
and Schon, 2003). Komplex Il (Succinat : Ubichinon-Oxidoreduktase oder Succinat-
Dehydrogenase) wird zusammengesetzt aus 4 nukledr kodierten Einheiten und katalysiert
als membranstéandiger Teil des Zitratzyklus die Oxidation von Succinat zu Fumarat, wobei
Komplex Il wie auch Komplex | Ubichinon (Coenzym Q) zu Ubichinol reduziert (Loffler et al.,
2007). Letzteres gibt seine Elektronen an den Komplex Il (CoenzymQ : Cytochrom C
Oxidoreduktase oder Cytochrom C Reduktase) weiter, der in Verbindung mit der Oxidation
des Ubichinols netto 2 Protonen in den Intermembranraum transportieren kann. Komplex 11|

wird aus einer mitochondrial kodierten Einheit und 10 nukledren zusammengesetzt. Das
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Cytochrom C, ein aus ca. 100 Aminosauren bestehender Elektonentransporter, tbernimmt
die Elektronen von Komplex Ill und tbertragt sie auf den vierten Komplex, der diese fir eine
Knallgasreaktion (Sauerstoff + Wasserstoff -> Wasser) verwendet. Die Energie dieser
exothermen Reaktion wird in den Transport von weiteren 4 Protonen investiert, die durch
Komplex IV in den Intermembranraum gepumpt werden. Der vierte Komplex wird aus zehn
nukledr und drei mitochondrial kodierten Einheiten zusammengesetzt (Loffler et al., 2007).

Im letzten Schritt der Atmungskette transportiert der finfte Komplex (FyF;-ATPase oder ATP-
Synthase) pro Schritt etwa drei bis vier Protonen aus dem Intermembranraum in die Matrix,
um mithilfe dieses Protonengradienten ATP aus ADP und anorganischem Phosphat zu
erzeugen. Am Zusammenbau dieser Protonenpumpe sind zwei mitochondriale und etwa 14
nukledare Komponenten beteiligt (DiMauro and Schon, 2003).

Aus der Kenntnis dieser Vorgange wird ersichtlich, dass das Mitochondrion einen kleinen
Teil an Untereinheiten fir diese Komplexe zur Verfiigung stellt. Diese Untereinheiten werden
u.a. von der mtDNA transkribiert und Uber den eigenstandigen mitochondrialen Translations-
Apparat zu Proteinen erzeugt (Hanna et al., 1999). Zudem werden manche im Kern kodierte
und translatierte Untereinheiten ebenfalls im Mitochondrion modifiziert, nachdem sie Uber
Transporter importiert wurden. Man kennt mindestens 1300 nukledre Gene, deren Produkte
ins Mitochondrion importiert werden (Scaglia et al., 2008). Fur den korrekten Zusammenbau
der Untereinheiten am Beispiel des Komplex | sind viele weitere Molekile und Proteine
notwendig, wobei angenommen werden darf, dass einige noch nicht erschlossen sind und
der Ablauf erst teilweise bekannt ist (Fernandez-Vizarra et al., 2008). Wie in Abbildung 2
gezeigt, konnen diese auf verschiedene Art und Weise prozessiert werden, bevor sie
fertiggestellt sind und ihre spatere Funktion erfiillen. Unter der Annahme, dass Defekte bzw.
ein unkorrekter Zusammenbau der einzelnen Untereinheiten zu einer enzymatischen
Dysfunktion der Komplexe fuhren konnen, ergibt sich die Konsequenz, dass die
Untersuchung am Aufbau beteiligter Moleklle Hinweise fir Ursachen von
Atmungskettendefekten liefern kann. In dieser Arbeit konzentriert sich die
Mutationsdiagnostik auf die mitochondriale tRNA und rRNA. Im folgenden Kapitel sollen
daher der Aufbau und bekannte Defekte dieser Molekule beschrieben, ihre Verwendung fur
den Hochdurchsatz-Mutationsscreen begrindet und mogliche klinische Phé&notypen

vorgestellt werden.
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der Involvierung vieler verschiedener Elemente des
mitochondrialen Translationsapparates zur Veranschaulichung der mannigfaltigen Moéglichkeiten der
Prozessierung von RNA-Molekilen. Mt-rRNA wird nach der Transkription zusammen mit nukleéren
Proteinen zu den Mitoribosomen zusammengesetzt. Die Enzyme, die fur die Reifung mitochondrialer
rRNA und tRNA benétigt werden, sind ebenso wie alle weiteren Translationsproteine (z.B. Initiations-,
Elongations und Terminationssfaktoren, Aminoacyl-tRNA-Synthetasen) im Kern kodiert. Mitochondriale
Produkte sind in blau, die nukledren in orange skizziert. TFB1M ist neben seiner Funktion als
Transkriptionsfaktor B1 eine rRNA-Methylase.

Dieses Bild und die Beschriftung entstammt einer Ver6ffentlichung der Zeitschrift Trends in Genetics
(Jacobs et al., 2005) und wurde zur Veranschaulichung der Thematik ins Deutsche tUbersetzt.

Mit freundlicher Genehmigung durch Elsevier limited content, verifiziert durch Rightslink.

1.4 Ubersicht tiber die Atmungskettendefekte

Atmungskettendefekte sind als ein Teilgebiet der mitochondrialen Erkrankungen anzusehen
und kénnen durch Mutationen in mitochondrialen oder nukleér kodierten Genen verursacht
werden (Moslemi et al., 2007). Grundsatzlich kann jeder Komplex einzeln aber auch in
Kombination mit beliebigen anderen Komplexen betroffen sein. In einer 2000 veréffentlichen
Studie aus dem ,Nijmegen Center for mitochondrial disorders* (Niederlande, Universitét
Nijmegen), die u.a. aus einer 5 jahrigen Messungsperiode den prozentualen Anteil an
Patienten mit unterschiedlichen Atmungskettendefekten prasentiert, stellt sich der isolierte
Komplex |-Defekt mit etwa 23% als der haufigste aller Defekte dar (Loeffen et al., 2000).

Unter den kombinierten fand sich am haufigsten der Typ I+IV mit ca. 8%. Die isolierten



Einleitung

Defekte waren mit 67,5% in dieser Studie haufiger vertreten als die kombinierten mit 32,5%.
Leider wird in der Studie keine Angaben beziglich der GréRe der Patientenkollektive
gemacht.

Die Messergebnisse des Klinikum Miinchen-Schwabings innerhalb von 10 Jahren (1.1.1998
bis 31.12.2007) bei insgesamt 642 Patienten mit Atmungskettendefekten ergaben jedoch
deutlich unterschiedliche Werte. Hier Giberwogen die kombinierten Defekte im Verhaltnis zu

den isolierten ungeféahr mit 2:1 (Tabelle 1).

Tabelle 1: Messergebnisse des Klinikum Miunchen-Schwabings vom 1.1.1998 bis zum 31.12.2007.

Anzahl Patienten ~%

Isolierte Defekte | 238 37

Komplex 1 [ 116 18

Komplex /Il | 32 5

Komplex IV [ 90 14

Kombinierte Defekte | 404 63

Komplexe I+1V | 103 16

Komplexe I+1l/lll | 28 4

Komplexe I/+IV | 75 12

Komplexe I+II/IlI+IV | 157 25

Andere Kombinationen | 41 6

Alle OXPHOS-Defekte | 642 100

OXPHOS-Defekte fihren generell zu einer aullerst heterogenen Gruppe an klinischen
Phanotypen, sind haufig charakteristisch aber nie spezifisch (Moslemi and Darin, 2007).
Diese Tatsache kann durch den Umstand erklart werden, dass Mutationen an
verschiedensten Genloci das gleiche Resultat, also die Dysfunktion eines Teils der
Atmungskette, hervorrufen kénnen. Organe mit hohem Energiebedarf, wie z.B. Muskel, Herz
und Gehirn sind zwar sehr haufig betroffen, aber auch nahezu jedes andere Organ kann
beteiligt sein (Moslemi and Darin, 2007), was die Symptomvielfalt erklart. Insgesamt kann
davon ausgegangen werden, dass mtDNA-Mutationen zu etwa 20% an
Atmungskettendefekten beteiligt sind (Darin et al., 2001). Fiur etwa 50% aller Patienten mit
Atmungskettendefekten kann eine genetische Ursache in Form von bereits bekannten

Mutationen gefunden werden (Fernandez-Vizarra et al., 2008).
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Abbildung 3: Prasentation der klinischen Heterogenitat von rRNA- und tRNA-Mutationen sowie ihrer
Position in der mtDNA - als blaue Gene dargestellt. Fett hervorgehobene Begriffe entsprechen
Schwerpunkterkrankungen der jeweiligen Gene. MELAS: MELAS-Syndrom; PEO: progressive externe
Ophtalmoplegie; EZM: Enzephalomyopathie; SA: Sideroblastische Anédmie; SIDS: Pl6tzlicher Kindstot
(Sudden infant death syndrome); MERRF: Myoklonus, Epilepsie, Ragged-red-fibers; PPK: Palmoplantares
Keratoderm; LS: Leigh Syndrom; LHON: Leber’'sche hereditare Optikusneuropathie.

Dieses Bild entstand aus verschiedenen Bestandteilen einer Vertffentlichung (DiMauro and Schon, 2003).
Einzelne Elemente wurden geandert und ins Deutsche lbersetzt, um die Bedeutung der tRNA und rRNA
in mitochondrialen Erkrankungen hervorzuheben. Mit freundlicher Genehmigung des New England
Journal of Medicine.

1.4.1 Klinische Phanotypen

Die klinische Heterogenitat von tRNA- und rRNA-Mutationen wird in Abbildung 3 verdeutlicht.
Doch es existieren nicht nur unterschiedlichste klinische Phanotypen fir gleiche Mutationen,
sondern auch umgekehrt kénnen gleiche Syndrome durch verschiedene Mutationen erzeugt
werden (Brandon et al., 2005). Die Symptome kénnen weiterhin auch in jedem Alter
auftreten, obwohl schwerwiegende Verlaufe in der Kindheit haufig sind.
Atmungskettendefekte treten mit einer Inzidenz von etwa 1:5000 auf (Fernandez-Vizarra et
al., 2008). Die geschilderten Zusammenhéange veranschaulichen die Vielgestaltigkeit von
mitochondrialen Erkrankungen und damit auch die Komplexitat ihrer Diagnostik. Neben der
Bestimmung von Basisuntersuchungen wie beispielsweise des Laktates und der CK,

nehmen Muskelbiopsien zur lichtmikroskopischen Identifizierung von veranderten



Einleitung

Mitochondrien (ragged red fibers) und Cytochrom-C-Oxidase-negativen Fasern, MRT/CCT-
Scans und die biochemische Analytik der Atmungskette einen zentralen Stellenwert ein,
bevor schlielich durch molekulargenetische Untersuchungen die Diagnhosestellung versucht
wird (AWMF-Leitlinien, 2008). Die klinische Diagnostik ist daher bei der unterschiedlichen
Auspragung mitochondrialer Erkrankungen auch individuell abzustimmen. Eine haufige
klinische Prasentation von Patienten mit mitochondrialer Enzephalomyopathie soll nun unter

Berticksichtigung dieser Umsténde vorgestellt werden.

Leigh-Syndrom

Bereits 1951 beschrieb erstmals Dr. Denis Leigh einen sieben Monate alten Jungen, der mit
den Kernsymptomen Somnolenz, Blindheit, Taubheit und Spastik der Extremitdten auffiel
und nach 6 Wochen verstarb (Leigh, 1951). Histopathologisch fanden sich insbesondere
Lasionen im Thalamus, Cerebellum, in den Basalganglien und im Hirnstamm. Weitere
Symptome koénnen auch Optikusatrophie, Ataxie, psychomotorische Regression und
Dystonie sein, sie zeigen meist eine schrittweise Verschlechterung. Die haufig durch einen
isolierten Komplex |-Defekt hervorgerufene OXPHOS-Dysfunktion fihrt zu den
charakteristischen neuropathologischen Korrelaten, die heutzutage durch die MRT-Technik
bereits in frlhen Stadien diagnostiziert werden kénnen (Moslemi and Darin, 2007). Aber
auch die anderen Komplexe kénnen beteiligt sein (Finsterer, 2008).

Interessanterweise konnen viele verschiedene Mutationen das Leigh-Syndrom bzw. ein
Leigh-like-Syndrom hervorrufen. Bekannte proteinkodierende mitochondriale Loci fir
Mutationen sind T10158C p.S34P (MTND3), T10191C p.S45P (MTND3), T8993C p.L156P
(MTATPG6). Auch in der tRNA wurden Positionen berichtet: C1624T (tRNA-Valin), G1644T
(tRNA-Valin) und A5537insT (tRNA-Tryptophan) (Brandon et al., 2005). Insgesamt sind mehr
als 20 Positionen mit Assoziation zum Leigh-Syndrom bekannt, darunter sowohl nukleére
wie auch mitochondriale Gene (Finsterer, 2008). Die Prognose des Leigh-Syndroms ist meist

schlecht, die Patienten versterben haufig schon vor dem 5. Lebensjahr.

1.4.2 Die Bedeutung der mitochondrialen tRNA in Atmungskettendefekten

In Verbindung mit Atmungskettendefekten spielen die 22 mitochondrialen tRNA Gene eine
besondere Rolle. Obwohl sie nur etwa 9% des mitochondrialen Genoms beanspruchen, sind
von den Uber 200 bekannten krankheitsverursachenden Mutationen in der mtDNA Uber die
Halfte auf Mutationen in der tRNA zurickzufuhren (Scaglia and Wong, 2008). In diesen
Genen finden sich sogenannte Hotspots (Scaglia and Wong, 2008), in denen haufig
Mutationen vorkommen. Doch auch neue Mutationen in diesen relativ kleinen Genen werden
stetig identifiziert (Blakely et al., 2009). Zum Teil wurden Mutationen auch nur in einem

Patienten bzw. in einer Familie gefunden (Sternberg et al., 2001). Diese Flut an neu
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publizierten tRNA Mutationen, die in der letzten Dekade in den verschiedensten Journalen
Einzug gehalten hat, verdeutlicht zum einen die Tatsache, dass Mutationen in der tRNA nicht
immer kritisch genug auf Pathogenitatskriterien geprift wurden (Bandelt et al., 2006). Zum
anderen zeigt sie auch, dass diese Genloci eine scheinbar unerschopfliche Quelle fir die
Erforschung von Mutationen in Atmungskettendefekten darstellen. Von den 22 tRNAs
imponieren vor allem Isoleucin, Leucin(UUR) und Lysin, denen man momentan etwa 41%
aller wahrscheinlich pathogenen Mutationen zuschreibt (Scaglia and Wong, 2008). Die
tRNA-Leucin(UUR) sticht vor allem dadurch hervor, da sie alleine bereits 22 bekannte
pathogene tRNA-Mutationen enthalt und daher selbst einen Hotspot in der Diagnostik
mitochondrialer Erkrankungen darstellt (Scaglia and Wong, 2008). Eine exzellente Ubersicht
Uber bekannte tRNA-Mutationen und ihre Verteilung in der 2D-Struktur, sowie die Mdglichkeit
diese auf Konservierung in der Evolution zu Uberpriifen, bietet die Website http://mamit-
trna.u-strasbg.fr/ (Putz et al., 2007).

1.4.3 Die Bedeutung der mitochondrialen rRNA in Atmungskettendefekten

Im Gegensatz zu den sehr haufig vorkommenden tRNA-Mutationen sind bisher kaum
Patienten mit rRNA-Mutationen in Zusammenhang mit Atmungskettendefekten beschrieben
worden. Eine Konsultation bei der Datenbank MITOMAP liefert die Erkenntnis, dass etwa 16
Positionen in der 12S-rRNA und etwa 4 in der 16S-rRNA im Verdacht stehen, pathogen zu
sein. Uber 90% davon sind jedoch taubheitsassoziiert (Brandon et al., 2005). In Bezug auf
Atmungskettendefekte gestaltet sich die Suche in der gegenwartigen Literatur daher als
sparlich. Dennoch ist eine Beteiligung der rRNA in Atmungskettendefekten grundsatzlich
nicht ausgeschlossen. Beispielsweise wurde die Mutation A3090G in einer Patientin mit
schwerer Myopathie gefunden und es lagen kombinierte Atmungskettendefekte der
Komplexe | bis IV vor (Coulbault et al., 2007).

1.5 Mitochondriale Mutationen

1.5.1 Heteroplasmie versus Homoplasmie

Sind alle Mitochondrien eines Individuums gleich, wird dieser Zustand Homoplasmie
genannt. Entwickelt sich eine neue Mutation, so existieren fortan zwei Typen von
Mitochondrien: Wildtyp und Mutante. Dieser Zustand wird Heteroplasmie genannt. (Montoya
et al., 2009). Weibliche Keimzellen durchlaufen ein Flaschenhalsprinzip (engl. ,bottleneck")
zwischen der Eizelle und dem Embryo, bei dem die Anzahl an mtDNA, die vererbt wird,

drastisch reduziert wird (Cree et al., 2008). Aus diesem Modell heraus erklart sich die
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Beobachtung, dass niedrigprozentige heteroplasmische Mutationen, wenn sie vererbt
werden, in der nachsten Generation nahezu homoplasmisch sein kénnen. Dabei bendtigt es
prinzipiell eine Mindestanzahl betroffener Mitochondrien, bis sich eine klinische Manifestation
zeigt. Dieser sogenannte ,threshold effect® (zu Deutsch: ,Schwelleneffekt”) ist dabei
individuell unterschiedlich. Die Schwelle fur klinische Symptome ist in Geweben, die viel
Energie verbrauchen, geringer. Diese Gewebe, wie beispielsweise Muskel, Herz oder Gehirn
sind dadurch anfalliger auf die durch die Mutation resultierenden Defizite und reagieren
schneller mit Dekompensation (DiMauro and Schon, 2003).

Fur homoplasmische Mutationen hingegen ist der Nachweis einer krankheitsverursachenden
Wirkung wesentlich schwieriger, vor allem wenn eine gesunde Mutter ebenfalls Tragerin der
Mutation ist. Beispielsweise wurde die Mutation A5814G, die in hetero- (Manfredi et al.,
1996) und homoplasmische (Scuderi et al, 2007) Form die mitochondriale
Enzephalomyopathie hervorrufen kann, auch im Rahmen der hier vorliegenden Arbeit bei
einem Patienten gefunden. Dennoch finden sich bei einer Konsultation der mtDB-Datenbank
ebenfalls 10 Individuen, bei denen sich dieser Basenaustausch findet. Diese Datenbank ist
laut Aussage des Autors primar aus den Sequenzanalysen gesunder Kontrollen entstanden.
Dass also alle 10 Patienten an mitochondrialer Enzephalomyopathie erkrankt sind und
dennoch erfasst wurden, ist sehr unwahrscheinlich. Wie kann also diese Mutation mit der
Krankheit des Patienten singular in Verbindung gebracht werden? Es ist anzunehmen, dass
sich die pathologische Wirkung einiger Varianten/Mutationen in einem multifaktoriellen
Kontext abspielt.

Dafir spricht, dass grundséatzlich eine Mutation eine weitere unter gewissen Bedingungen
verstarken oder auch inhibieren kann. Dies zeigt sich am Beispiel der A7444G-Mutation, die
wiederum die taubheitsassoziierte A1555G-Mutation beeinflusst (Yuan et al., 2005). Auch
kann eine Haplogruppenzugehorigkeit, wie z.B. bei der Leber'schen Optikusneuropathie,
entscheidend fur die klinische Ph&notypenauspragung sein (Hudson et al.,, 2007). Die
Interpretation wird noch durch die haufig vorkommende Tatsache erschwert, dass 1) eine
mitochondriale Mutation sehr heterogene Phanotypen hervorrufen kann und 2) gleiche
Symptome bei unterschiedlichen Patienten auch von unterschiedlichen Mutationen bewirkt
werden kénnen (DiMauro and Schon, 2003).

Zusammenfassend ergibt sich, dass die Komplexitat der menschlichen Genetik es einem oft
nicht erlaubt, eine einzelne mtDNA-Mutation als alleinige Ursache der Krankheit zu sehen.
Selbst eine sehr haufige Variante, sei sie hetero- oder homoplasmisch, kann also
krankheitsbeglinstigend sein, wenn sie in einer komplexen multikausalen Verbindung mit
anderen mtDNA-Mutationen steht (Bandelt et al., 2006). Die noch hinzukommenden
mdoglichen Interaktionen mit anderen Genen, Proteinen, Transkriptions- und noch

unbekannten weiteren Faktoren, spiegeln dadurch die Vielfaltigkeit der humanen

10



Einleitung

(mitochondrialen) Genetik wider und erschweren die Diagnostik.

1.5.2 Argumente fir die Pathogenitat einer mtDNA-Mutation

Um die krankheitsrelevante und biochemische Bedeutung einer Mutation wirklich verstehen
zu konnen, bedarf es im Allgemeinen experimenteller Validierungsmodelle, die im Rahmen
dieses Projektes nicht durchgefiihrt wurden. Mittels eines deskriptiven Modells kénnen
jedoch viele unklare Varianten besser beurteilt werden. Folgende Pathogenitatskriterien sind

wissenschaftlich akzeptiert, um eine mtDNA-Mutation zu veroffentlichen:

»- Die Mutation muss im Patienten vorhanden sein aber nicht in Kontrollen.

- Sie muss in unterschiedlichen genetischen Hintergriinden gefunden werden.

- Sie muss der beste Kandidat sein, wenn mehrere mtDNA-Mutationen vorhanden sind.
- Der Heteroplasmiegrad sollte mit dem Phanotyp korrelieren.

- Es ist eine in der Evolution stark konservierte Position verandert.

- Wichtige strukturelle oder funktionelle Positionen sind betroffen.”

(Ubersetzt aus: Montoya et al., 2009)

Der Stellenwert weiterfihrender Validierungsmodelle wird in Kapitel 4.1 diskutiert.

1.5.3 Definition einer mitochondrialen Neumutation

»The fact that a freshly detected mutation appears to be 'novel' relative to the published
record has absolutely no significance within the framework of its potential pathogenicity or
disease-association — unless further compelling evidence is provided.” (Bandelt et al., 2006)

(Die Tatsache, dass eine gefundene Mutation in Bezug auf die publizierten Datenbanken neu
zu sein scheint, sagt absolut nichts Uber ihre Pathogenitét oder Krankheitsverbindung aus,

bis nicht weitere zwingende Anhaltspunkte gefunden wurden.)

Bandelt et. al beschrieben in ihrem Review (2006) ,What is a 'novel' mtDNA mutation — and
does 'novelty' really matter?“ einen Algorithmus, mit dessen Hilfe die Wahrscheinlichkeit
reduziert werden sollte, eine bereits bekannte mtDNA-Mutation als ,neu" zu publizieren. Sie
lieferten einige Beispiele von Fehlveroffentlichungen, die bei besserer Datenbank- und
Internetrecherche hatten vermieden werden kodnnen. In diesen Publikationen wurden
Mutationen als ,neu” betitelt, obwohl sie bereits von groRen mitochondrialen Haplogruppen-
Studien und auch anderen Autoren langst als Varianten beschrieben waren. Da auch die
Pathogenitat von den Autoren mit dem Faktor ,neu” verknipft wurde, konnte dadurch leicht

eine falsche Einschatzung entstehen. Aus den genannten Griinden heraus ist es wichtig,
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einem Schema zu folgen, das Fehlinterpretationen vermeidet. Trotz der eindeutig hohen
Relevanz der Datenbank MITOMAP ist die alleinige Konsultation nicht ausreichend (Bandelt
et al. 2006).

Negative Suchergebnisse mit folgenden Phrasen sind wichtig, um eine Mutation als neu

beschreiben zu kdnnen (als Beispiel dient die Mutation A8836G):

» - Datenbanksuche ,8836" bei MITOMAP und mtDB

- Internetsuche bei Google (www.google.com) und Pubmed (www.pubmed.org) nach
,A8836G", ,8836A>G", ,8836G", ,8836" jeweils in Verbindung mit ,mitchondrial disease"”
oder ,human mtDNA".

- Uberpriifung des phylogenetischen Zusammenhangs der Mutation und ihrer Haplogruppe
mit den Schlusselwortern ,complete mtDNA®, ,human mtDNA®, mtDNA phylogeny*,
LMIDNA tree” und im Zusammenhang mit dem geographischen Aspekt z.B. ,African“.”

(Ubersetzt aus: Bandelt et al. 2006)

1.6 Zielsetzung und Fragestellung

Wie schon erwahnt, sind die genetischen Ursachen von etwa 50% aller Patienten mit
Atmungskettendefekten ungeklart. Im Rahmen einer Studie (Dr. Holger Prokisch, Institut fir
Humangenetik, Klinikum rechts der Isar, Miinchen) wurden viele verschiedene Gene auf
Mutationen bei Patienten mit Atmungskettendefekten untersucht. Gerade bei der
mitochondrialen tRNA kennt man die hohe Relevanz bei diesen Erkrankungen. Den
untersuchten Patienten war gemein, dass bei ihnen die Hotspots in tRNA-Lysin, -
Leucin(UUR) und -Cystein bereits ausgeschlossen waren. In dem vorliegenden Projekt
sollten daher die Patienten mit kombiniertem Komplex I+IV- (n=189) und mit isoliertem
Komplex I-Defekt (n=187) auf alle mitochondrialen tRNA- und rRNA-Gene untersucht
werden, um mdogliche neue Mutationen zu identifizieren und Ruckschliisse auf die Varianten-
Verteilung in den relativ groRen Patientenkollektiven zu erhalten. Die dabei gefundenen
Abweichungen von der Referenzsequenz (Andrews et al., 1999) wurden mittels eines
Argumentationsschemas auf Pathogenitatskriterien Uberprift, um potentiell pathogene und

neutrale Varianten zu unterscheiden.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Allgemeiner Laborbedarf

Magnetmixer RH-KTLC

Reagenzgefalle 1,5 ml und 0,5ml

Kihlschrank Profi Line bei 6°C

Eisschrank Premium bei -25°C

Heizschrank 60°C

Mikrowelle HF66021

Eismaschine AF30

Eisbehalter 1-6031

Kleine Zentrifuge/Vortexer FVL-2400 CombiSpin
Zentrifuge 4k15

Pipettierroboter TeMO (96- + 384-Well)
Autoklaviermaschine Bioclav

pH-Meter pHLevell Inolab

UV-Lampe UVT-40M + Kamera E.A.S.Y. 440K

Gelelektrophorebehélter Mini Subcell GT, Subcell und
Mini Subcell

Gelelektrophoresekasten Power-Pac 300

Kéamme und Gelhalter

MJ Research PT C-225 Gradient Cycler 96-Well
MJ Research PT-225TET Gradient Cycler 384-Well
Primererwarmer Neoblock 1 2-2503
Einkanalpipetten Pipetman 2, 20, 200, 1000 (ul)

Mehrkanalpipetten Pipetman ultra 12fach 1-20ul, 20-
300ul

Mehrkanalpipetten Transferpette 0,5-10ul (8fach), 10-
100ul (12fach), 20-200pl (12fach)

Rainin Mehrkanalpipetten 1-10ul (12fach) und 20-
200ul (12fach)

Stepperpipette Distriman mit Distritipaufsatz 125l

Pipettenspitzen Diamond Tower D10, DL10, D200,
D1000

Rainin Pipettenspitzen Stable Stak 10ul und 250ul
Laborwaage

lka, Staufen

Eppendorf, Hamburg
Liebherr, Ochsenhausen
Liebherr, Ochsenhausen
Memmert, Schwabach
Siemens, Minchen
Scotsman, Vernon Hills (England)
NeoLAB, Heidelberg
PeQLAB, Erlangen

Sigma, Osterode am Harz
TeCaN, Mannedorf (Schweiz)
Schiitt, Gottingen

WTW, Weilheim

Herolab, Wiesloch

Bio Rad, Miinchen

Bio Rad, Miinchen

Bio Rad, Minchen

GMI, Minnesota (USA)

GMI, Minnesota (USA)

NeoLab, Heidelberg

Gilson, Den Haag (Niederlande)
Gilson, Den Haag (Niederlande)

Brand, Wertheim
Mettler-Toledo, Giessen

Gilson, Den Haag (Niederlande)
Gilson, Den Haag (Niederlande)

Mettler-Toledo, Giessen
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2.1.2 Analysegerate

DNA-Konzentrationsmesser Nanodrop ND-1000

Sequencer: ABI 3730 DNA Analyser

Lightscanner High-Resolution-Melting-Analysis 384
System

2.1.3 Reagenzien

DNA Agarose

1.5g (15%) Ficoll PM 400

Orange G Sodium Salt (fur Ficoll)
DNA-Ladder GeneRuler 1Kb DNA Ladder
Tris(hydroxymethy)aminomethan
EDTA

Borsaure (>99,8%)

EtBr 1% (10 mg/ml)
Natriumhypochlorit (verdinnt 0,12%)
Ethanol 100%

HPLC-H20 Lichrosolv
Primer-Herkunft

Mineralol

dNTPs PureExtreme 25umol, 0.25ml von jeweils
100mM dATP, dCTP, dGTP und dTTP

PCR-Farbstoff LCGreen Plus
PCR Puffer AB-1217/HP 10x, 1.25 mL Volumen
MgClI 25 mM, 1.5mL Volumen

214 Enzyme

GenomiPHi DNA Amplification Kit
Thermo-Star Tag DNA Polymerase (AB-1057) with

High Performance Buffer, Conc. 5U/ul, 250U Volumen

DNA Sequencing Kit dGTP BigDye Terminator v3.0
Ready Reaction (100 Reactions)

2.1.5 Platten und Plattenzubehor

96 Well Thermofast

14

Thermo Scientific/PeglLab
Biotechnologie, Erlangen

Applied Biosystems, Darmstadt

Idaho Technology Inc., Salt Lake
City (USA)

Biozym, Hessisch Oldendorf
Amersham Biosciences, Freiburg
Sigma-Aldrich, Hamburg
Fermentas, St. Leon-Rot
Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Metabion international AG,
Martinsried

Sigma-Aldrich, Hamburg
Fermentas, St. Leon-Rot

Bioke, BZ Leiden (Niederlande)
Thermo Scientific, Dreieich
Thermo Scientific, Dreieich

GE Healthcare, Miinchen
Abgene, Hamburg

Applied Biosystems, Darmstadt

Abgene, Hamburg
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96 Well Thermofast Skirted

96 Well Round-Well (1 ml)

96 Well Sequencing Plates Thermofast barcoded
384 Well Thermofast White Mikrotiter

Nucleofast 96 (PCR-Aufreinigung)

Manifold 384 Vakuumfiltrationssystem

Genetic Analyzer Plate Septa 96-Well fir ABI
Sequencer

PCR Folie AB-0558
Einmalfolie Tape Pads 1018104

2.1.6 Software

Schmelzkurvenauswertung fur Lightscanner Version
1.1.0.556

Lightscanner Primerdesign Version 1.0
Sequenzanalysesoftware Stadenpackage
(Freeware)

BioEdit (Freeware)

CLC DNA Workbench 5.6.1 Trial Version

2.2 Methoden

2.2.1 Ubersicht

Abgene, Hamburg
Quiagen, Hilden
Abgene, Hamburg
Abgene, Hamburg
Macherey-Nagel, Diiren
Millipore

Abgene, Hamburg

Abgene, Hamburg
Quiagen, Hilden

Idaho Technology Inc., Salt Lake
City (USA)

Idaho Technology Inc., Salt Lake
City (USA)

GNU Public License
http://staden.sourceforge.net/

http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/
bioedit.html

CLC Bio
http://www.clchio.com/

Um nicht jeden der 376 Patienten einzeln sequenzieren zu missen, um Kosten zu sparen
und um die Suche nach Mutationen effizient zu gestalten, diente als zentraler Baustein des
Mutationsscreens die PCR-Schmelzkurvenanalyse als Filter. Der Ablauf der kompletten
Methode war daher fir die Schmelzkurvenanalyse optimiert und ausgerichtet (Abbildung 4).
High-resolution-melting-analysis ist jedoch generell mit einem sehr hohen DNA-Verbrauch
verbunden. Um daher eine zu rasche Erschopfung der DNA-Vorrate zu verhindern, wurde
mittels genomweiter Amplifizierung eine Vervielfachung des genetischen Materials erreicht.
Bevor die DNA fur den Screen verwendet werden konnte, wurden die Patientennamen in
Form von einer DNA-Nummer pro Patient in einer Datenbank kodiert. Als ein Teil einer
Arbeitsgruppe waren in unterschiedlichem Ausmafd bereits DNA-Proben vorhanden, die
Plattenzusammensetzung war zu Beginn dieser Arbeit insgesamt zu etwa 90% gestellt. Fur

die Komplettierung mussten daher zu Beginn dieses Projektes von weiteren 30 Proben die
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Konzentration gemessen, Test-PCRs angefertigt und die genomweite Amplifizierung
erfolgen, bevor die Verdiinnungsschritte und die darauffolgenden Experimente durchgefihrt
werden konnten. Die Methode ist im Rahmen einer separaten Dissertation von Florence

Madignier aus unserer Arbeitsgruppe etabliert worden.

Testen der zugesendeten DNA mittels PCR auf Verwendbarkeit

| |
| Genomamplifizierung jeder D?\IXA mittels GPhi® auf 250 ng/ul |
\ Zuordnung der Patienteni-)DNA auf 96-Loch-Platten \
| Mehrere VerdUnnungsschr?t{e von 250 ng/pl auf 1 ng/ul |
\ Erzeugen von 384-Loch-Mikrotiit£rpIatten mittels Pipettierroboter \
| PCR mit 384—Loérf—l\/likrotiterplatten |
| Schmelzkt}r{/enanalyse |
| Auswahl der zu seqtfanzierenden Proben |
\ Sequenzierung der ajggewéhlten Ampilifikate ‘
| Auswertung (Er Sequenzen |
| |

Genetische Typisierung

Abbildung 4: Prozessablauf der wichtigsten Bestandteile der verwendeten Methodik.

2.2.2 Patientenkollektive - Herkunft des genetischen Materials

189 Patienten mit kombiniertem I+IV-Defekt und 187 Patienten mit isoliertem Komplex |-
Defekt der Atmungskette wurden auf Mutationen der mitochondrialen tRNA- und rRNA-Gene
geprift. Verschiedene Institutionen waren in Kooperation am Zusammentragen der DNA
beteiligt: Klinikum Minchen-Schwabing (Dr. B. Rolinski, Dr. U. Ahting, Prof. Dr. P.
Freisinger), Hauner'sche Kinderklinik (Minchen), Friedrich-Baur-Institut (Minchen; Prof. T.
Klopstock, Dr. R. Horvath), Istituto Neurologico Carlo Besta (Mailand; Dr. Zeviani), Hopital
Necker (Paris; Dr. Roetig) und das Klinikum Salzburg (Prof. Dr. W. Sperl, Dr. J. Mayr).

Nachdem der Atmungskettendefekt biochemisch durch die klinische Chemie der genannten
Abteilungen gesichert war, wurde die bereits extrahierte DNA der Patienten der
humangenetischen Abteilung des Helmholtz-Zentrums zur weiteren Forschung und
Diagnostik zugesendet. Die extrahierte DNA stammte in nahezu allen Fallen aus

Muskelbiopsat. Traf dies in Einzelféllen nicht zu, wurde die DNA-Quelle angegeben.
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2.2.3 Konzentrationsbestimmung

Der erste experimentelle Schritt bestand darin, eine Konzentrationsbestimmung der
zugesandten DNA mit dem ND-1000 Spectrophotometer Nanodrop von Thermo Scientific
vorzunehmen. Dies war wichtig, um spatere Verdinnungen zu errechnen, da die
darauffolgende genomweite Amplifizierung mittels GenomiPhi eine Konzentration von 10

ng/ul erforderte. Dies wurde fur 30 Proben durchgefiihrt.

Durchfiihrung
Dazu wurde zunéchst der Standardwert ermittelt, indem mit destilliertem Wasser geeicht

wurde. Die Messfahigkeit des Gerates wurde weiterhin geprift, indem DNA mit bereits
bekannter Konzentration (60 und 120 ng/ul) aufgetragen und verifiziert wurde. Nun konnte
die Konzentration der Proben gemessen werden, pro Patient wurde jeweils 1.5 ul pure DNA
aufgetragen. Auf jede Messung folgte eine grundliche Reinigung mit Wasser. Zuletzt wurde
erneut mit der Test-DNA geprift, um mdgliche Abweichungen aufgrund von DNA-

Vermischung auszuschlief3en.

2.24 PCR

Die PCR stellte in dieser Arbeit ein zentrales Verfahren dar, da sie durch Amplifizierung der
gewiinschten mitochondrialen Genabschnitte in Kombination mit dem Farbstoff LCGreen
Plus die Schmelzkurvenanalyse und damit die Mutationssuche erméglichte. DNA wurde mit
dNTPs, einem Puffer, MgCI2, den Primern und einer Tag-Polymerase versetzt. Unter
optimalen Temperaturen im PCR-Cycler vervielfachte die Polymerase gewlnschte
Abschnitte aus der menschlichen DNA, die durch die Primer definiert wurden (Mullis et al.,
1987). Die Absorption des Farbstoffes wurde spater beim Schmelzen der PCR-Produkte im
Lightscanner-System gemessen. Daher wurde das PCR-Protokoll auf den Farbstoff

ausgerichtet und fir die Schmelzkurzvenanalyse optimiert.

PCR-Protokoll (Tabellen 2 und 3)

Um zu verhindern, dass die PCR-Mixtur aufgrund von Pipettierungenauigkeit leerlief, bevor

sie komplett angesetzt war, wurde sie mit einem Faktor von 1.3 multipliziert. Weiterhin wurde
eine Negativkontrolle miteinberechnet, um eine Kontamination der Mixtur mit DNA

auszuschliessen. Folgende Formeln legen die Berechnung dar:

Faktor a = (Anzahl der PCR-Reaktionen + 1 Negativ-Kontrolle) x 1.3 ;

Mixtur mit unterschiedlicher DNA (alle in pl)= (Primer x a) + (H20 x a) + (Puffer x a) +
(dNTPs x a) + (MgCI2 x a) + (LCGreen Plus x a) + (Tag-Polymerase x a) ;
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Mixtur mit unterschiedlichen Primern (alle in pl) = (H20 x a) + (Puffer x a) + (ANTPs x a) +
(MgCI2 x a) + (DNA x a) + (LCGreen Plus x a) + (Tag-Polymerase x a) ;

Tabelle 2: Links: Mixtur zum Testen neuer DNA und der Primer (Ansatz fur 10pl).
Rechts: Mixtur, wie sie durchweg fur den Mutationsscreen mit dem 384-Loch-System
verwendet wurde. Mittels Multikanalpipette wurde sie in die Platten eingefiigt (Ansatz

far 1225 pl).

1x10 pl 1x1225pl
Primer 10 pmol/ul 0,4 ul Primer 10 pmol/ul 48 ul
H20 5 pl H20 1470 pl
10x Puffer (ohne Mg) 1l 10x Puffer (ohne Mg) 245 ul
dNTPs (2mM) 1l dNTPs (2mM) 245 ul
MgCI2 (25mM) 1u MgCI2 (25mM) 245 ul

eingetrocknet

DNA (10 ng/pl) 1yl DNA (1 ng/pl) in 384-Loch-
Platten
LCGreen Plus (Dye) 0,5 ul LCGreen Plus (Dye) 122 pl
Tag-Polymerase 0,1 ul Tag-Polymerase 24,5 ul

Programm
Fur alle PCR-Bedingungen wurden folgende Parameter im Cycler verwendet:

Tabelle 3: PCR-Protokoll.

Denaturierung 95°C 15 min.
Denaturierung 94°C 30 sec.
Anlagerung 65°C 30 sec.
Erweiterung 72°C 1 min.
Wiederholungen 40X
Denaturierung 94°C 30 sec.
Heteroduplex
Formatign 25°C 30 sec.

2.2.5 Agarose-Gelelektrophorese

Die Agarose-Gelelektrophorese wurde in diesem Projekt generell dazu verwendet, eine
durchgeflihrte PCR-Reaktion auf Erfolg zu tberprifen. Patienten-DNA (im Original wie auch
in ihrer amplifzierten Form) und bestellte Primer konnten so getestet werden, ob sie fir den
Screen verwertbar waren. Eine PCR-Reaktion war dann erfolgreich, wenn sich eine klare
Bande unter der UV-Lampe zeigte und mit der im Voraus bekannten Produktlange
Ubereinstimmte, was an der DNA-Leiter Uberprift wurde. DNA-Proben, mit denen auch nach
mehrfacher Durchfihrung einer PCR unter verschiedenen Bedingungen und unter

Verwendung verschiedener Primer keine Bande erzeugt werden konnte, wurden aus dem
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Screen ausgeschlossen. Umgekehrt galt dies fir bestellte Primer, die mit einer Test-DNA
eines anonymen Mitarbeiters des Helmholtz-Zentrums auf Verwertbarkeit gepruft wurden.
Das Testen jeder zugesendeten Patienten-DNA war notwendig fur die darauffolgende
genomweite Amplifizierung mittels GenomiPhi.

Die negativ geladene DNA, die in kleine in das Gel ausgestanzte Taschen pipettiert wird,
wandert in einem elektrischen Feld in einer Pufferlosung durch das engmaschige Agarosegel
zur positiv geladenen Anode. Kirzere Fragmente bewegen sich weiter zur Anode als
grolBere Fragmente, da diese im Gel zurlickgehalten werden (Loffler et al.,, 2007). Eine
erfolgte PCR-Reaktion kann nachgewiesen werden, indem man das in die DNA
interkalierende Ethidiumbromid (Le Pecq et al., 1966) - und damit das PCR-Produkt - mithilfe

einer UV-Lampe sichtbar macht.

Durchfiihrung

1) Verdiinnung der DNA-Proben auf 10 ng/ul mit autoklaviertem destilliertem Wasser.

2) Herstellung des 10fach TBE-Puffers (pH 8,0) fur 5I:
255g Tris (840mM) wurden mit 137,5 g Borsdure (900 mM) und 18,75 g EDTA (20
mM) versetzt.
Daraufhin folgte das Auffillen dieser Mischung auf 5 Liter mit destilliertem Wasser.

3) Herstellen eines TE-Puffers (pH 7,4) fir 1l:
372,24 mg EDTA (1 mM) werden mit 1,211 g Tris (10 mM) vermischt.
Ein Soll-pH-Wert von 7,4 wurde mittels pH-Meter verifiziert.

4) Ficollsche Lésung:
1.5g (15%) Ficoll wurde auf 10ml TE (pH 7,4) gegeben, dazu eine Spatelspitze
Orange G von Sigma (Sodium Salt).

5) Herstellung des Agarosegels (1,5%):
6 mg Biozym DNA-Agarose wurden abgewogen und mit 400 ml TBE-Puffer gut
vermischt. Nach 6 min. erhitzen bei 600 Watt wurde ca. 5 min. bei Raumtemperatur
abgekuihlt und danach 10 pl Ethidiumbromid hinzugegeben. Die Agarosegelmischung
wurde bei 60 °C in einem Heizschrank gelagert.

6) Gelelektrophorese:
Die GrolRe und die Dauer einer Elektrophorese war abhangig von der Anzahl der
Proben, die aufgetragen werden sollten. Nach Einstecken der Kamme in die dafir
zugehdrigen Behdlter (von Bio-Rad) wurde mittels Wasserwaage die Lage des
Gelhalters geeicht. Der Behéalter wurde zu ca. 40% mit Agarosegelmischung
aufgeflllt. Die Gelelektrophoresebehalter wurden mit TBE-Puffer aufgefillt. Nach 30
min. Wartezeit wurden die Proben mittels Einkanalpipetten in die Geltaschen

pipettiert. Die DNA-Leiter (GeneRuler von Fermentas, 1 kb) wurde jeweils in die erste
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und die letzte Tasche pipettiert. Die Elektrophorese wurde bei 130 V, 400 mA und
variabler Zeit (abhangig von Gelgrofe, 12-40 min.) durchgefuhrt.

2.2.6 Design der Primer

Als zu untersuchende Gene wurden die mitochondrialen 22 Transfer-RNA und die 2
ribosomalen RNA Gene definiert.

Um spezifische PCR-Bedingungen fiir diesen Screen zu erreichen, war es wichtig, die
optimale Annealingtemperatur der Primer genau zu ermitteln. Der zuséatzlich in den PCR-
Methoden verwendete Farbstoff LCGreen Plus veréndert jedoch die Bedingungen. Daher
wurde in diesem Screen die fur die Schmelzkurvenanalyse entwickelte Lightscanner Primer
Design Software (Version 1.0) zum Design der Primer benutzt, die speziell fur das
Lightscanner System entwickelt wurde. Dabei war es wichtig, dass ein Primerpaar auch
wirklich nur das gewtinschte Produkt erzeugte. Fir diese Fragestellung wurde der Genome-
Browser (http://genome.ucsc.edu/) konsultiert, indem man jeweils den Forward- und den
Reverseprimer unter ,In-Silico-PCR" eingab und das resultierende Produkt unter dem
Eingabefeld ,BLAT" einflgte. Mit diesem Alignment-Werkzeug konnte Uberprift werden, ob
das durch die selbsterzeugten Primerpaare entstandene Amplicon auch wirklich exakt mit
dem gewiinschten Produkt Uibereinstimmte (Zweig et al., 2008).

Die Annealingtemperatur der Primer wurde mittels Gelelektrophorese bei einem
Temperaturgradienten zwischen 60 und 67 °C getestet. Die von Metabion gelieferte
Primerkonzentration betrug 100 pmol/ul.

Die Primerliste findet sich im Anhang (Kapitel 6.2.4).

2.2.7 GenomiPhi

Da der Mutationsscreen einen hohen Bedarf und auch Verbrauch von DNA besaf3, wurde
jede Patienten-DNA mit einer DNA-Polymerase vom Typ Phi29 (GenomiPhi Kit von GE
Healthcare) amplifiziert. Aus einem urspringlich geringen Vorrat an DNA konnte so eine
grol3e Menge erreicht und dadurch auch beinahe erschépfte Proben wieder erneuert werden.
Das Enzym kopiert - unter Anwesenheit von dNTPs in einer optimalen Pufferldsung - mit
sehr hoher Genauigkeit DNA in Form von fragmentierten Einzelstrdngen, die im Durchschnitt
mehr als 10kb lang sind (Holbrook et al., 2005). In zwei Studien zeigte diese Methode der
genomweiten Amplifizierung im Vergleich zu anderen das héchste Mal3 an Reliabilitat und
Qualitéat (Dean et al., 2002; Pinard et al.,, 2006) und war daher optimal flr den
Hochdurchsatz-Mutationsscreen geeignet. Zu beachten ist dennoch, dass durch diesen
Vorgang bei der DNA-Replikation Fehler in Form von Misinsertionen durch die Polymerase

erzeugt werden konnen. Die Wahrscheinlichkeit einer Misinsertion und damit einer
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artifiziellen Mutation betragt abhéangig vom Puffer und vom Nukleotid, das ersetzt wird, etwa
2,2 x 10° bis 5 x 10° (Esteban et al., 1993). Jede gefundene Variante, die bei MITOMAP
kein Sucherergebnis fand bzw. bei MITOMAP als Mutation notiert war, wurde daher ein
zweites Mal mittels Sequenzierung aus der original zugeschickten DNA-Probe Uberprift, um
eine durch GenomiPhi kiinstlich erzeugte Mutation auszuschlief3en.

Es wurden insgesamt 30 Reaktionen mit dem GenomiPhi-Kit-System durchgefihrt.

Durchfiihrung

1) 2,5 pl pro DNA in einer Konzentration von 10 ng/pl wurden jeweils mit 22,5 pl
spezieller Probenpufferlésung in eine 96-Loch-Platte versetzt.

2) Fur 3 Minuten wurden die Proben in einem PCR-Cycler bei 95°C erhitzt. Danach
wurde auf 4°C gekihlt und auf Eis gelagert.

3) AnschlieBend wurde die Mixtur fir die Reaktionen vorbereitet. Jeweils 22,5 pl
Reaktionspuffer und 2,5 pl Enzym wurden pro Probe berechnet, die Lagerung
erfolgte auf Eis.

4) 25 ul wurden aus der Mixtur enthnommen und in jedes Loch pipettiert.

5) Die Proben wurden schlieRlich bei 30°C fiir 4 Stunden in einem PCR-Cycler inkubiert,
danach fir 10 Minuten bei 65°C, um die Exonuklease-Aktivitat der Polymerase zu
inaktivieren. Die Konzentration nach Ablaufen der Reaktion betrug 1 pg/pl.

6) Durch Hinzufiigen von 150 pl TE-Puffer wurde eine Konzentration von 250 ng/ul und
ein Volumen von 200yl erreicht.

7) Das Material wurde bei 4 °C gelagert.

2.2.8 Organisation der Platten

Jedem Patienten wurde eine Position auf einer 96-Loch-Platte zugewiesen. Zwei 96-Loch-
Platten pro Patientenkollektiv mussten auf 384-Loch-Platten verteilt werden.

In diesen musste eine Zielkonzentration von nur 1 ng/ul erreicht sein. Dabei sah es die
Planung so vor, dass jeder Patient doppelt auf der Platte vorhanden sein sollte, um das
Ausfallen einer PCR-Reaktion durch eine andere kompensieren zu kénnen. Die amplifizierte
DNA befand sich zu Beginn allerdings mit einer Konzentration von 250 ng/ul in 96-Loch-
Platten. Es wurden daher zwei Verdiinnungsschritte mit destilliertem autoklaviertem Wasser

durchgeflihrt, um eine Zielkonzentration von 1 ng/ul zu erreichen.

1) Verdinnung von 250 ng/ul der amplifizierten DNA auf 10 ng/ul (800 ul): 32 pl DNA
wurden mit 768 ul Wasser versetzt (96-Loch-Platte Typ Round-Well 1ml).
2) Verdinnung der 10 ng/ul auf 1 ng/ul (800 pl): 80 ul DNA wurden mit 720 pl Wasser
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versetzt (96-Loch-Platte Typ Round-Well 1ml).

Der Transfer vom 96-Loch-Platten auf 384-Loch-Platten wurde mittels eines Pipettierroboters
erreicht (TeMo von TeCaN). Aus jeweils zwei 96-Loch-Platten (Round-Well, 1ml) mit globaler
Konzentration von 1 ng/ul und einem Volumen von 800ul pro Loch, die ein Patientenkollektiv
reprasentierten, konnten circa 68 384-Loch-Mikrotiterplatten erzeugt werden. Die Platten
wurden Uber eine Nacht mit Krepppapier verdeckt, damit die DNA trocknen konnte. Danach

wurden sie mit Einmalfolie versehen, bis sie gebraucht wurden.

2.2.9 PCR mit 384-Loch-Platten

Insgesamt umfasste der Screen 24 Gene (22 tRNAs, 2 rRNASs), die auf Mutationen in den
Patientenkollektiven untersucht werden sollten. Da manchmal mehrere Gene in ein Amplicon
zusammengefasst werden konnten, waren insgesamt nur 18 PCRs notwendig, um ein
Patientenkollektiv (fir alle Patienten daher 36 PCRs) auf die genannten Gene zu
untersuchen. Eine Platte entsprach daher einer PCR. Die PCR-Mixtur wurde mittels
Multikanalpipette auf die 384-Loch-Platten tbertragen, und in einem speziellen PCR-Cycler
(PT-225TET Gradient Cycler) wurde die Reaktion durchgefihrt.

2.2.10 Schmelzkurvenanalyse und Auswertung

Mittels High-Resolution-Melting-Analysis konnten 384 Proben parallel auf Mutationen
untersucht werden. Die Kernreagenzien fir die PCR bestanden in den Primern, dem
Farbstoff LCGreen Plus und der Patienten-DNA. Ohne dabei auf weitere spezielle
Reagenzien, einer Real-Time-PCR, einer Allel-spezifischen PCR oder Sonden angewiesen
zu sein (Liew et al., 2004), stellte die Schmelzkurvenanalyse eine optimale und effiziente
Methode fir das Aufsuchen von Einzelnukleotid-Polymorphismen und Mutationen dar.
Spezifitat und Sensitivitat flr heterozygote Mutationen liegen mit dieser Methode fir
Fragmente kleiner als 400 Basenpaare bei 100%, bei groReren PCR-Produkten erreicht die
Sensitivitdt 96.1% und die Spezifitdt 99.4%. Obwohl urspringlich fur heterozygote
Mutationsdetektion entwickelt, liegt die durchschnittiche Erkennungsrate auch bei
homozygoten Mutationen des Menschen bei ca. 96.4% (Reed et al., 2007). Diese Angaben
galten fir nukledre DNA. High-Resolution-Melting-Analysis konnte in Verbindung mit
LCGreen Plus jedoch ohne weiteres auch flr mitochondriale DNA verwendet werden.
Dobrowolski et. al. beschrieben in ihrer Veroffentlichung, dass die Trennscharfe
heteroplasmischer Mutationen zwischen 1-100% und die Erkennungsrate homoplasmischer
Mutationen bei 96.5% lag (Dobrowolski et al., 2009).
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Die Untersuchung von PCR-Produkten mit High-Resolution-Melting-Analysis wurde
insbesondere durch die Gegenwart des DNA-Farbstoffs LCGreen Plus ermdéglicht. Der
Farbstoff lagerte sich bei der PCR-Reaktion in die DNA ein. Im Lightscanner-Instrument
wurden die PCR-Produkte in den 384-Loch-Platten durch lineare Temperatursteigerung
erhitzt, was bei einer bestimmten Temperatur zu einer Schmelzung der PCR-Produkte und
zum Trennen des Doppelstranges und damit zum Aufbrechen von Doméanen fihrte. Die
Anzahl der schmelzenden Doméanen war abhangig von der GréRe des PCR-Produkts. Bis
etwa 400bp zeigen die PCR-Produkte meist ein uniphasisches, zwischen 500-700bp meist
ein biphasisches Muster (Reed et al., 2004). Durch das Aufbrechen der Doppelstrange sank
die Intensitat der Fluoreszenz (des Farbstoffes) im Laufe des Erhitzens, entsprechend der
sinkenden Stabilitdt des Doppelstranges. Der dadurch entstandene und per Laserkamera
gemessene Gradient wurde in der Software pro Probe durch eine Schmelzkurve
reprasentiert. Die Fahigkeit des Farbstoffes auch Heteroduplexformationen zu erkennen,
zeigte sich durch unterschiedliche Schmelzeigenschaften eines PCR-Produkts im Vergleich
zum Wildtyp, was am Lightscanner-Instrument anhand der Schmelzkurven abgelesen
werden konnte (Wittwer et al., 2003).

Die nun darauf folgende Auswertung der Schmelzkurven am Computer musste den Umstand
bertcksichtigen, die Auswertung der Schmelzkurven nach einem standardisiertem Schema,

das im Protokoll beschrieben ist, vorzunehmen.

Durchfiihrung der Analyse

Nachdem die PCR mit den 384-Loch-Platten abgeschlossen war, wurde vorbereitend fir die
Schmelzkurvenanalyse in jedes Loch 8 pl Mineral6l hinzugegeben. Die Platten wurden im
Lightscanner-Instrument in Kombination mit der Lightscanner Software Version 1.1.0.556
analysiert. Die Starttemperatur wurde auf 76°C gesetzt, die Endtemperatur betrug 96°C.

Durchfiihrung der Auswertung

In der Auswertung der Schmelzkurven wurde festgelegt, welche Proben sequenziert werden
sollten. Pro Patientenkollektiv wurden 18 PCRs mit entsprechend vielen 384-Loch-Platten
durchgefuihrt. FUnf Schritte waren notwendig, um die Kurven mit der Software zu

analysieren. Alle Einstellungen waren an die Herstellerempfehlungen angepasst.

1) Negativfilter (Abbildung 5)

2) Normalisierung (Abbildung 6)

3) Tm-Shift (Abbildung 7)

4) Farbgruppen-Zuweisung (Abbildung 8)

5) Auswahlen der zu sequenzierenden Proben (Abbildung 9)
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Abbildung 5: Eliminierung der Leerwerte und ausgefallener Proben. Dargestellt im Rechteck links oben
sind 384 Proben einer 384-Loch-Platte, wobei 2 Quadrate jeweils einem Patienten entsprechen (Al, A2 =
Patient 1; A3, A4 = Patient 2 etc.). Die sechs roten Doppelquadrate représentieren die Leerproben, die
bewusst zur Fehlerkontrolle auf jeder Platte mitgefiihrt wurden. Im Falle einer Kontamination der
Leerproben (eines dieser sechs roten Quadrate wiirde dann griin dargestellt sein) wére die Platte nicht
verwertbar gewesen. In diesem Beispiel ist auch keine Patientenprobe ausgefallen (ein griines Quadrat
wirde dann rot dargestellt sein), wobei der Ausfall einer Probe (=eines Quadrats) durch ein
Nachbarquadrat, das demselben Patienten entspricht, kompensiert werden kann. In diesem ersten Schritt
wurden also die Schmelzkurven der ausgefallenen Proben inklusive der Leerwerte determiniert und
entfernt, da die darauffolgenden Normalisierungs- und Analyseverfahren dies erforderten.

Im Rechten Diagramm sind die Schmelzkurven zu sehen. Auf der X-Achse ist die Temperatur, auf der Y-
Achse die Fluoreszenz aufgetragen. Griine Schmelzkurven entsprechen den griinen Quadraten im linken
Rechteck, die roten in diesem Fall nur Leerkontrollen.

Melting Curves Normalized Melting Curves
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Abbildung 6: Normalisierung der Kurven. Da jede Probe einer Schwankung in der Fluoreszenz unterlag,
mussten die gewonnenen Kurven normalisiert werden. Die beiden Normalisierungs-Intervalle wurden an
einem Punkt platziert, an dem eine konstante Steigung herrschte. Dieser Abstand bewegte sich zwischen
1 bis 2°C auf der X-Achse.
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Normalized Melting Curves Tm Shifted Melting Curves
11— 1
308t 08}
4
b i
s 061 B o6}
‘g 04k —
04F
s
E 0 2 -
=z 02}
A
or - 0 \——
78 79 80 81 82 83 84 85 86 87 88 + - - i 4 i i n I i "
Temperature 78 79 80 81 82 83 84 85 86 87 88

Abbildung 7: Festlegung des Tm-Shifts auf den Wert 0.05. Feine Unterschiede in den Schmelzprofilen
wurden eliminiert, indem die Kurven auf der X-Achse verschoben wurden. Dies wurde an einem Punkt
(auf der Y-Achse, linkes Bild) durchgefiihrt, an dem ein gréBtméglicher Temperaturabstand zwischen den
Proben vorlag. Dieser Vorgang erleichterte die darauffolgende Gruppierung.
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Abbildung 8: Farbgruppenzuweisung. Urspriinglich werden die Schmelzkurven einheitlich in einer Farbe
ausgegeben (grau). Kurven, die annahernd gleich geschmolzen sind, wurden gruppiert und mit einer
Farbe versehen. Die Farben des Diagramms links oben (384-Loch-Platte) entsprechen den Farben der
Kurven im Schmelzkurvendiagramm rechts unten und rechts oben.

Durch ein ahnliches Schmelzprofil mehrerer Proben war auch eine Ubereinstimmung der genetischen
Sequenzen wahrscheinlich. Daher war es in diesem Schritt von besonderem Interesse, eine genaue
Zuweisung zu erreichen, um die daraus resultierenden Sequenzierungsschritte zu optimieren. Sofern
Schmelzprofile verschiedener Proben sehr unterschiedlich waren, bestand keine Schwierigkeit der
Zuweisung. Waren die Kurven jedoch sehr &hnlich, so musste individuell entschieden werden, ob diese in
eine grof3e Gruppe, oder in eine neue kleine Gruppe zusammengefasst wurden.
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Abbildung 9: Auswahl der Proben fiir die Sequenzierung. Mit ,,X* markierte Proben wurden sequenziert.
Kam eine Farbe besonders haufig vor, so sprach dies dafiir, dass die durch die Farbe repréasentierten
Individuen aufgrund ihres ahnlichen Schmelzprofils auch eine ahnliche Sequenz des PCR-Produktes
besalen. Unabhangig von der Anzahl der Farben wurden zundchst maximal vier sequenziert und im Falle
eines suspekten Befundes die restlichen dann nachgeholt. Da fir jeden Patienten zur Sicherheit zwei
PCR-Produkte angelegt wurden, wird, wie bereits in Abbildung 5 erwahnt, ein Patient jeweils durch zwei
Quadrate reprasentiert, die einer ungeraden und darauffolgenden geraden Ziffer zugeordnet sind (z.B. Al
und A2, B3 und B4, etc.).

2.2.11 PCR-Aufreinigung

Die PCR-Aufreinigung schloss sich an die Schmelzkurvenanalyse an und hatte die Funktion,
bei der PCR-Reaktion (ibrig gebliebene Abbauprodukte, OIl, Salze, den Farbstoff,
Enzymreste, Nukleotide und Primer zu eliminieren. Verwendet wurden dafir 96-Loch-Platten
(Nucleofast von Macherey-Nagel). Dabei bindet die DNA, die erhalten bleiben soll, in
Anwesenheit einer hohen Salzkonzentration an eine Membran, die sich auf dem Boden der
96-Loch-Platten befindet (Macherey-Nagel, 2008). Unerwiinschte Reste passieren die
Membran und werden durch ein Vakuumfiltrationssystem (Manifold 384 von Millipore)
abgesaugt.

Durchfihrung

1) Nach der Schmelzkurvenanalyse wurden die zu sequenzierenden Proben bestimmt.
Dabei befand sich in jedem Loch der 384-Loch-Platten eine Mischung aus 5 ul PCR-
Produkt und 8 ul Mineraldl. Es wurden 8 pul mittels Einkanalpipette aus jeder
Plattenposition aufgezogen, die sequenziert werden sollte und in eine neue 96-Loch-
Platte (96-Well Thermofast von Abgene) aufgetragen.

2) Zugabe von 100 pl HPLC-H20 pro Loch.

3) Abzentrifugieren bei 2000g fir 10 Sekunden, um Ol und PCR-Produkt/Wasser in 2
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Phasen zu trennen.

4) Von der unteren Phase wurden nun 100 upl des PCR-Wassergemisches in eine
Nucleofast 96-Loch-Platte tberfuhrt.

5) Die Platte wurde auf das Vakuumfiltrationssystem gesetzt und bei 20 inches Hg fir 9
min. abgesaugt.

6) Um die Nucleinsdure von der Membranoberflache zu l6sen, pipettierte man in jedes
Loch 20 pl HPLC-H20 mit der Multikanalpipette.

7) Nach Durchmischen mit Pipette wurde das aufgereinigte PCR-Produkt in eine neue
96-Loch-Platte (96-Well Thermofast) Uberfuhrt.

2.2.12 Sequenzierung

Ausgewdhlte Proben wurden mittels Sanger-Sequenzierung (Sanger et al.,, 1977) auf
Mutationen Uberprift. Dabei wurde die ubiquitar gebrauchliche Variante mit vier (ddATP,
ddCTP, ddGTP und ddTTP) unterschiedlich farblich markierten Didesoxynukleotiden
(ddNTPs) verwendet, die zusammen mit dNTPs und der Polymerase in dem hier
verwendeten BigDye Terminatior Kit 3.1 (Applied Biosystems) enthalten waren. In der
Sequenzreaktion werden aus den doppelstrangigen PCR-Produkten Einzelstrdnge erzeugt.
Entsprechend einer statistischen Verteilung werden nach jedem mdglichen Nukleotid
ddNTPs durch die Polymerase eingebaut. Die fehlende Hydroxygruppe der ddNTPS im
Gegensatz zu den dNTPs filhrt zum Kettenabbruch. Dadurch entstehen Kettenlangen jeder
mdoglichen Lange, an deren Ende sich ein farblich markiertes ddNTP befindet. Diese werden
in einer im Sequencer (96-Kapillarsequenzer, ABI 3730 DNA Analyser von Applied

Biosystems) integrierten Gelelektrophese abgelesen und ausgewertet (Loffler et al., 2007).

Durchfiihrung in 96-Loch-Platte (96-Well Thermofast)

1) Die Primer wurden einzeln als Forward und Reverse verdiinnt, 1 ul wurden mit 99 pl
Wasser versetzt.

2) 2 ul aufgereinigtes PCR-Produkt wurde mit 0,5 ul BigDye, 1,5 ul Puffer und 1 pl
Primer (Forward/Reverse getrennt) pro Loch pipettiert.

3) Vorgehen nach folgendem Programm in PT C-225 Gradient Cycler (Tabelle 4):

Tabelle 4: Protokoll der Sequenzreaktion.

Denaturierung 94°C 30 sec.
Anlagerung 50°C 15 sec.
Erweiterung 60°C 4 min.

Zyklen 24X
Kihlung 4°C 1 min.
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2.2.13 Ethanol-Fallung

Die Fallung der Sequenzprodukte erfolgte durch Ethanol in einer Zentrifuge (4K15 von
Sigma) und diente der Konzentration der DNA und der Aufreinigung durch Salze,

Reaktionsprodukte und freie Nukleotide (Crouse et al., 1987).

Durchfiihrung

1) Pro Loch wurden 25 pl 100% Ethanol zu 5 pl Sequenzierprodukt dazupipettiert und
15 min. lang bei Raumtemperatur verschlossen stehen gelassen.

2) Bei 3000 RZB fur 30 min. und 4°C wurde die Platte abzentrifugiert.

3) Der Uberstand wurde verworfen und die Platte bei 100g fur 10 sec. abzentrifugiert.

4) 125 pl 70% Ethanol wurden pro Loch hinzupipettiert.

5) Bei 2000 RZB, 14 min. und 4 °C erfolgte ein erneutes Zentrifugieren der Platte.

6) Der Uberstand wurde erneut verworfen, zum Eliminieren der Alkoholreste wurde die
Platte Gber Kopf bei 600 RZB fur 1 min. abzentrifugiert.

7) Zugabe von 50 ul HPLC-H20 und Uberfuihren der kompletten Platte in eine neue 96-

Loch-Platte (Sequencing Plates Thermofast barcoded) von Abgene.

2.2.14 Genotypisierung und Datenbanksuche

Mithilfe der Software ,Staden-Package“, die als Freeware frei im Internet
(http://staden.sourceforge.net/) erhaltlich war, wurden die Sequenzen ausgewertet und
Basenabweichungen im Vergleich zur Standardsequenz notiert. Die Entschlisselung des
mitochondrialen Genoms (Anderson et al., 1981) beinhaltete einige Fehler sowie seltene
Polymorphismen, die nach 18 Jahren revidiert wurden (Andrews et al.,, 1999). Als
Referenzsequenz fiur die mtDNA diente daher die Uberarbeitete ,revised Cambridge
Sequence”. Dabei konnte man mithilfe der Datenbank MITOMAP (Brandon et al., 2005)
einen gefundenen Basenaustausch im Vergleich zur Referenzsequenz uberprifen. Fand
sich eine Variante nicht bei MITOMAP beschrieben, so waren weitere Schritte zur
Differenzierung zwischen Mutation und neutraler Variante notwendig (Kapitel 1.5.2). Dazu
gehorte die Recherche bei der Datenbank mtDB auf der Website
http://www.genpat.uu.se/mtDB/ (Ingman et al., 2006). Diese Datenbank beinhaltete zum
Zeitpunkt der Uberpriifung 2704 mitochondriale Sequenzen. Durch Eingabe der mtDNA-
Position konnte man die Haufigkeit eines gefundenen Basenaustausches im Vergleich zu
diesen Kollektiven erfahren. Dies war wichtig, um eine spatere Interpretation gefundener
Varianten zu ermgglichen. Bekannte Polymorphismen wurden als solche kenntlich gemacht.
Varianten, die nicht bekannt waren und damit als mdgliche Mutationen in Betracht kamen,

wurden entsprechend dem Algorithmus aus Kapitel 1.5.2 bewertet, um eine
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krankheitsverursachende Wirkung begriinden zu kénnen.

2.2.15 Alignment

Als ein Pathogenitatsmerkmal fur eine mitochondriale Mutation wurde im Kapitel 1.5.2 unter
anderem eine starke Konservierung in der Evolution definiert. Dies konnte zum einen Uber im
Internet bereits zusammengestellte Alignments von vielen Saugetieren-Spezies fur tRNA und
rRNA, zum anderen mit selbsterstellten Alignments mit niederen Arten Uberprift werden.
Letzteres wurde fur die neuen Mutationen durchgefuhrt, fir die eine pathogene Wirkung
maoglich oder wahrscheinlich erschien.

Eine zusammengestellte Liste bereits angeglichener tRNA-Sequenzen von 138 Saugetieren
war Uber die Website http://mamit-trna.u-strasbg.fr/ (Putz et al., 2007) verflgbar, fur die
rRNA waren bereits 57 angeordnete Sequenzen von Saugetieren Uber die OGRe-Datenbank
http://drake.physics.mcmaster.ca/ogre/ (Jameson et al., 2003) zuganglich.

Die selbsterstellen Alignments fiir den L-Strang enthielten den Patienten, Homo sapiens, Bos
taurus (Rind), Canis lupus familiaris (Hund), Rattus norvegicus (Wanderratte), Mus musculus
domesticus (Hausmaus) und Danio rerio (Zebrafish). Diese Sequenzen stammten aus der
Genbank und wurden mit dem T-Coffee Algorithmus angeordnet, der unter http://tcoffee.vital-
it.ch/cgi-bin/Tcoffee/tcoffee_cgi/index.cgi (Notredame et al., 2000) zuganglich war. Mit dem

Programm BioEdit (Hall, 1999) wurden diese Sequenzen dann dargestellt.
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3 Ergebnisse

3.1 Konzentrationsmessungen

Fur ca. 30 Proben wurden Konzentrationsmessungen durchgeftihrt, wobei eine Auswahl in

Tabelle 5 gezeigt ist.

Tabelle 5: Ergebnisse der Konzentrationsmessungen. DNA_Nr: Patientennummer; ng/ul Konz.:
Konzentration der DNA in ng/pl. Man erkennt die starken Schwankungen der Konzentrationen, wie sie bei
der Isolierung von DNA aus Muskelgewebe auftreten koénnen. DNA-Proben mit niedrigeren
Konzentrationen als 4 ng/ul wurden nicht fir die Hochdurchsatzmutationsanalyse verwendet.

DNA Nr |ng/uL Konz. DNA Nr |ng/uL Konz. DNA Nr ng/uL Konz.
38802 6,9 38811 3,4 38822 20,1
38803 8,4 38812 4,3 38823 22,4
38804 2,4 38813 62,2 38826 25,7
38805 9,5 38814 1,4 38827 41,7
38806 4,9 38815 13 38828 1,7
38807 14,2 38816 14,1 38829 7
38808 4,5 38817 28,1 38830 47,7
38809 5,4 38820 55,2 38832 17,1
38810 12 38821 18,2 38833 77,1

3.2 Primertest mittels Gelelektrophorese

Die Produktlange der bestelllten Primer wurde mittels PCR und Gelektrophorese (berprift.

Die optimale Primerannealingtemperatur fiir alle Primer betrug 65°C (Abbildung 10).

0
421 439 447 448 =8

=== 500
— L =
405420 440 450 @B 07 N e e 250

188 145 148 190

o = G SR (gEy URS wma 291 - 325 250 189

Abbildung 10: Agoresegelelektrophorese der durchgefiihrten PCR-Reaktionen mit standardisierter DNA
und der im Experiment verwendeten Primer. In das Bild sind die Produktldngen (Anzahl Basenpaare)
eingetragen, sowie der DNA-Leiter an den Seiten links und rechts als Ableseschablone beschriftet. Die
Reihenfolge der Proben entspricht Tabelle 40.
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3.3 Hochdurchsatz-Mutationsanalyse und Genotypisierung

Insgesamt wurden 187 Patienten mit isoliertem Komplex |-Defekt und 189 Patienten mit
kombiniertem Komplex I+IV-Defekt auf Mutationen in der mitochondrialen tRNA/FRNA
gescreent, wobei Mutations-Hotspots (siehe Kapitel 1.4.2) bereits ausgeschlossen waren.
Die Entscheidung, welcher Patient sequenziert werden sollte, wurde mittels High-Resolution-
Melting-Analysis getroffen. Insgesamt wurden ber 6732 PCR-Reaktionen fur Komplex | und
6804 PCR-Reaktionen fur Komplex 1+IV durchgefiihrt. Rechnet man mit etwa 13000 bis
13500 Reaktionen insgesamt, und zahlt man hinzu, dass etwa 380 von diesen Reaktionen
durch die Schmelzkurvenanalyse fiir die weitere Sequenzierung ausgewahlt wurden, so
bewegt sich das prozentuale Verhéaltnis Sequenzreaktionen : PCR-Reaktionen etwa bei 3%.
Durch die Schmelzkurvenanalyse konnten also etwa 97% gefiltert werden. Insgesamt

wurden ca. 304 Abweichungen von der Referenzsequenz gefunden.

Die Datenbank MITOMAP stellte aufgrund ihrer Fahigkeit, bereits etwa 85% von allen
Varianten und Mutationen zu identifizieren, einen sehr guten Filter dar. Nicht annotierte
Basenveranderungen wurden mit einem deskriptiven Modell auf Pathogenitatskriterien
geprift. Die statistischen Analysen wurden mit dem exakten Test nach Fisher durchgefihrt,
um ein signifikantes Vorkommen ausgewahlter Varianten in Atmungskettendefekten zu

evaluieren. Dabei wurde ein 95%iges Konfidenzintervall gewahilt.
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3.4 Sequenzierung

1) Komplex I-Patientenkollektiv : Die DNA von 188 Patienten wurde Uberprift, wobei ein
systematischer Ausfall der DNA des Patienten 33352 dazu fihrte, dass insgesamt 187
Patienten mit isoliertem Komplex I-Defekt untersucht wurden.

197 Sequenzreaktionen wurden durchgefihrt, in 123 Sequenzen fanden sich Abweichungen
von der Referenzsequenz, 74 Sequenzen hatten keine Abweichungen.

7 PCR-Reaktionen konnten auch unter verschiedenen Bedingungen nicht amplifiziert

werden.

2) Komplex I+IV-Patientenkollektiv: Die DNA von 189 Patienten wurde auf Mutationen
gescreent.

183 Sequenzreaktionen wurden durchgefiihrt. In 127 Sequenzen fanden sich Abweichungen
von der Referenzsequenz, 56 Sequenzen hatten keine Abweichungen.

3 PCR-Reaktionen konnten auch unter verschiedenen Bedingungen nicht amplifiziert

werden.

Die komplette Liste der Ergebnisse finden sich im Anhang unter Kapitel 6.2.1 und 6.2.2. Der
Grad der Heteroplasmie ist jeweils in Klammern angegeben. Weiterhin sind zur
Vervollstandigung auch Veranderungen angegeben, die in Nachbargenen gefunden wurden.
Da im Mitochondrion keine Introns existieren (Tuppen et al., 2010), sind benachbarte Gene

haufig mitsequenziert worden.
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3.5 Detektierte Varianten

1) Acht Mutationen wurden gefunden, die nicht bei MITOMAP annotiert waren (Tabelle
6). A7570G (EU597532) und A2239G (EF661002) sind in der GenBank
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/Genbank/) unter den jeweiligen Nummern in Klammern
bereits identifiziert worden, Aussagen Uber die Individuen lassen sich anhand der
Datenbankinformationen jedoch nicht treffen. Daher wurde diesen beiden Mutationen
das Attribut ,neu” im Sinne von ,nicht in der Literatur beschrieben* zugewiesen.
14754delC p.P3fsX8 wurde von unserem Kooperationspartner Salzburg publiziert
(Zimmermann et al., 2011). Die ubrigen finf von den acht folgenden gelisteten

Mutationen erfiillen die Kriterien einer ,neuen“ Mutation aus Kapitel 1.5.3.

Tabelle 6: Ubersicht tiber die neuen Mutationen.

Genlocus Mutation  Patient Patientenkollektiv ' eiterfuhrendes

Procedere
*** biochemische
16S-rRNA G1886A 31673 Komplex I+IV Validierung
het./hom.
empfohlen
*** biochemische
16S-rRNA A2239G hom. 36333 Komplex I+1V Validierung

empfohlen

G12256A het *** biochemische

tRNA-Serin(AGY) " 31673 Komplex I+1V Validierung
(~90%)
empfohlen
. *** biochemische
tRNA-Valin 165;19|nsTT 33354 Komplex | Validierung
om.
empfohlen
*** biochemische
tRNA-Valin T1607C hom. 33267 Komplex | Validierung
empfohlen
*** biochemische
16S-rRNA G1767A hom. 33485 Komplex | Validierung
empfohlen
*** biochemische
tRNA-Aspartat A7570G hom. 35803 Komplex | Validierung
empfohlen
14754delC
Cytochrom B p.P3fsX8 33486 Komplex | -
hom.

**  Flr diese Mutationen ist zur Komplettierung der Vererbungsdiagnostik eine zusatzliche
Sequenzierung insbesondere des genannten Gens der Mutter sowie weiterer naher Familienangehdoriger
anzuraten. Eine Sequenzierung anderen Gewebes als Muskel, z.B. von Blutzellen der Patienten ist
ebenfalls empfehlenswert, um die Verteilung jeweiliger Mutationen in diesem Gewebe zu vergleichen.
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2) Sechs bereits bekannte Mutationen wurden in dieser Arbeit identifiziert (Tabelle 7).

Diese waren bereits in der Literatur bekannt und wurden unter ihrem jeweiligem

Kapitelnamen erdrtert.

Fir diese Patienten ist ein erneuter Abgleich mit der Klinik empfehlenswert. Eine Re-

Sequenzierung der Patienten ist zur Diagnosesicherung und ganzlichem Ausschluss

einer Namensverwechslung obligat.

Tabelle 7: Liste bereits bekannter Mutationen, die in der vorliegenden Arbeit identifiziert wurden.

Genlocus Mutation Patient Patientenkollektiv
12S-rRNA A1555G 38512 Komplex I+1V
: G15894A het.
tRNA-Threonin (~35%) 38550 Komplex I+1V
tRNA-Leucin(UUR)  T3250C hom. 33041 Komplex |
: A3302G het.
tRNA-Leucin(UUR) (~90%) 38807 Komplex |
: A3243G het.
tRNA-Leucin(UUR) (~35%) 33486 Komplex |
T10191C
ND3 p.S45P hom. 35841 Komplex |

3) Neun gefundene Mutationen waren bei MITOMAP sowohl als Polymorphismus als

auch als Mutation annotiert. Fir zwei davon wurde eine pathogene Wirkung als

wahrscheinlich erachtet (Tabelle 8):

Tabelle 8: Mutationen, die bei MITOMAP sowohl als Polymorphismus als auch krankheitsverursachend
annotiert waren und als pathogen interpretiert wurden.
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Genlocus Mutation Patient Patientenkollektiv
tRNA-Cystein T5814C 35799 Komplex |
tRNA-Leucin(CUN) A12308G+T12297C 31685 Komplex | +IV

Fur die restlichen sieben Varianten konnte aufgrund von widersprichlichen Féllen in

der Literatur keine Klarheit Uber die Bedeutung erlangt werden. In diesem Projekt

ergab sich kein signifikant gehauftes Vorkommen (im Vergleich zur Datenbank mtDB

mit 2704 Kontrollen) dieser Varianten bei Patienten mit Atmungskettendefekten vom

Typ I und Typ I+1V (Tabelle 9).



Ergebnisse

Tabelle 9: Die Pathogenitat der hier gelisteten Varianten war widerspriichlich in der Literatur diskutiert
worden. In den untersuchten Patientenkollektiven fand sich keine signifikant erhdhte Frequenz dieser
Basenaustausche im Vergleich zu Kontrollen.

Genlocus Variante Frequenz Patienten  Frequenz Kontrollen p-Wert
ND1 T4216C 1,3% (5 von 376) 9,0% (244 von 2704) ~0.999
tRNA-Glutamin T4336C 1,1% (4 von 376) 1,2% (33 von 2704) ~0.679
tRNA-Cystein T5814C 0,3% (1 von 376) 0,4% (10 von 2703) ~0.762
COX-1 G7444A 0,3% (1 von 376) 0,4% (10 von 2704) ~0.762
tRNA-Leucin(CUN) A12308G 1,6% (6 von 376) 14,7% (347 von 2357) ~0.999
tRNA-Threonin A15924G 0,3% (1 von 376) 3,9% (106 von 2703) ~0.999
tRNA-Threonin G15928A 1% (4 von 376) 4,9% (132 von 2704) ~0.999

4) Die nun im folgenden gelisteten Varianten wurden in der vorliegenden Arbeit
gefunden und waren nicht bei MITOMAP annotiert (Tabelle 10). Schwache
Konservierung in Saugetieren und/oder Vorhandensein in gesunden Kontrollen fir
die jeweiligen nun vorgestellten Varianten sprachen eher gegen Pathogenitat.
A2755G ist ein Polymorphismus und besitzt eine Frequenz von ca. 19% in gesunden
Kontrollen (http://www.genpat.uu.se/mtDB/). Eine biochemische Validierung der
Ubrigen Varianten ist zur Klarung ihrer Pathogenitdt empfehlenswert. Eine
vergleichende statistische Auswertung bezlglich der Frequenz bei Patienten und
Kontrollen ist aufgrund der geringen Fallzahl entbehrlich. Varianten, die in 1 oder O

Kontrollen vorkamen, wurden diskutiert.
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Tabelle 10: Nicht bei MITOMAP annotierte, unklare Varianten. A2755G kann aufgrund der hohen Frequenz
in gesunden Kontrollen (~19%) als Polymorphismus eingestuft werden. mtDB: Humane mitochondriale
Gendatenbank (http://iwww.mtdb.igp.uu.se/).

Genlocus Variante Patient TtDB Kon§erV|grung Patientenkollektiv
(n=2704) in Saugetieren
D-Loop C571A 1 von 2243
(Kontrollregion) hom. 35843 Kontrollen i Komplex |
tRNA- T634C 0 von 2704 ~16% T
Phenylalanin hom. 34853 Kontrollen (22 von 136) Komplex 1+1V
G719A 8 von 2704 ~63% G
hom. 38540 Kontrollen (36 von 57) Komplex I+1V
C739T 34788  3von 2704 ~21% C Komplex [+
hom. 34800 Kontrollen (12 von 57) P
C1009T 2 von 2704 ~25% C
12S-TRNA hom. 34805 Kontrollen (14 von 57) Komplex I+1V
C1011A 34804  0von 2704 ~9% C Komolex [+1V
hom. 38494 Kontrollen (5 von 57) P
T1386C 0 von 2704 ~42% T
het. (30%) 38548 Kontrollen (24 von 57) Komplex I+1V
A1692T 7 von 2704 ~40% A
hom. 38551 Kontrollen (23 von 57) Komplex I+1V
A1943G 1 von 2704 ~23% A
hom. 35802 Kontrollen (13 von 57) Komplex |
A2294G 4 von 2704 ~75% A
16S-rRNA hom. 38685 Kontrollen (43 von 57) Komplex 1+1V
A2358G 8 von 2704 ~47% A
hom. 35799 Kontrollen (27 von 57) Komplex |
525 von 270
A2755G 33325 2704 4rv A Komplex |
hom. (27 von 57)
Kontrollen
5743delC 36349 0 von 2704 i Komplex 141V
hom. Kontrollen
L-Strang
A5747G 34850 0 von 2704 i Komplex I+1V
hom. Kontrollen
. 3 von 2704 ~31% C
tRNA-Tyrosin C5839T 33344 Kontrollen (43 von 137) Komplex |
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3.6 Variabilitat

A750G ist signifikant gehauft in Zusammenhang mit Atmungskettendefekten aufgetreten
(Tabelle 11), insbesondere mit Typ I+IV-Defekt (Tabelle 12). Weitere Untersuchungen sind
notwendig, um diesen Zusammenhang zu untermauern.

Tabelle 11: Frequenz der Variante A750G in 376 Patienten mit Atmungskettendefekten ist erhdht im
Vergleich zu Kontrollen.

: Frequenz im gesamten FIEEIETE I

Genlocus Variante Kollektiv (11 von 376) Kontrollen p-Wert
(22 von 2704)

12S-rRNA  A750G 2,9% 0,8% ~0.001

Tabelle 12: Die Frequenz der Variante A750G in 189 Patienten mit kominbiertem I+1V Defekt ist wesentlich
hoéher im Vergleich zu 187 Patienten mit isoliertem Komplex I-Defekt.

Frequenz in Komplex I+IV- Frequenz in Komplex I-Defekt-
Defekt-Patienten Patienten p-Wert
(10 von 189) (1 von 187)
5,3% 0,5% ~0.006

Anhand der Abbildung 11 lasst sich erkennen, dass die Anzahl an Patienten mit
Atmungskettendefekten sich in einem relativ ahnlichen Feld bewegen. Da 12S-rRNA und

16S-rRNA wesentlich groRer als die kleinen tRNA-Gene sind, verwundern die Zahlen nicht.

Die Tendenz der Komplex I-Patienten im Vergleich zu den Komplex I+IV-Patienten mehr
Variabilitat in der 16S-rRNA zu haben, findet sich statistisch bestatigt (Abbildung 11, p=0.04).
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Komplex I-Defekt Patientenkollektiv (n=187) - Verteilung
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Abbildung 11: Verteilung aller Varianten in beiden Patientenkollektiven. Gezeigt ist pro Gen die Anzahl an
Patienten, die eine oder mehr Varianten in diesem Gen besafen. Hatte ein Patient mehr als eine Variante
in diesem Gen so ist er nur einmal gezahlt worden, um Streuungsfehler zu vermeiden. Am Beispiel der
12S-rRNA im KomplexI+IV-Patientenkollektiv sei erklart: 24 Patienten hatten eine oder mehr
Abweichungen von der Referenzsequenz in diesem Gen.
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4 Diskussion

4.1 Methodenvergleich

High-Resolution-Melting-Analysis bietet die Mdglichkeit, viele Individuen gleichzeitig bei
hoher Sensitivitdt und Spezifitdt zu untersuchen. So konnte in der gegenwartigen Arbeit ein
relativ grof3es Kollektiv von insgesamt 376 Patienten zeitnah, effizient und kostenginstig auf
Mutationen gepruft werden. High-Resolution-Melting-Analysis kann also primar als
Screening- bzw. Suchmethode betrachtet werden. Neben vielen Vorziigen bietet die
Schmelzkurvenanalyse jedoch auch einen nennenswerten Nachteil: sie ist ungeeignet, die
Pathogenitét einer gefundenen Variante zu klaren. Hierfur sind verschiedene weiterfilhrende

Validierungsmodelle erforderlich:

Deskriptives Modell

Unter Berilicksichtigung der betroffenen Position, dem Vorkommen in Kontrollen, dem Grad
der Konservierung in der Evolution und der H6he der Heteroplasmie kdnnen deskriptiv
Argumente fur die Pathogenitat einer Variante gesammelt und dargelegt werden (Montoya et
al., 2009). Diese werden in Kapitel 1.5.2 erortert und in der gegenwartigen Arbeit auch
benutzt, um eine Einstufung von potentiell pathogenen Varianten vorzunehmen. So kann
bereits argumentativ geklart werden, welche Mutationen sich Gberhaupt zur Weiterverfolgung
lohnen und welche am ehesten ausscheiden. Dennoch muss klar sein, dass einige
pathogene Varianten dadurch moéglicherweise nicht entdeckt werden, da eine rein deskriptive
Analytik die biochemischen Zusammenhange nicht beweisen kann. Das deskriptive Modell
wird gegenwartig zur Publizierung neuer mitochondrialer Mutationen, insbesondere in
Kombination mit den folgenden aufgelisteten Verfahren, nahezu ausnahmslos

herangezogen.

Familienmodell

Da mtDNA-Mutationen miitterlich veerebt werden, ist die Familienanalyse ein fester
Bestandteil im Rahmen der humangenetischen Diagnostik mitochondrialer Erkrankungen
und ist vor allem bei Heteroplasmie haufig zielfiihrend. Wenn eine gesunde Mutter Tragerin
einer unklaren Variante mit geringer heteroplasmischer Auspragung ist, so kann eine
krankheitsverursachende Wirkung vermutet werden, wenn das kranke Kind der Mutter einen
hohen heteroplasmischen Prozentsatz in betroffenem Gewebe besitzt. Je groRer die Familie
und die Menge an erkrankten Individuen, desto mehr Hinweise kann man Uber Genotyp-
Phanotyp-Korrelationen erlangen. Bei homoplasmischen Mutationen liefert das

Familienmodell Uberdies entscheidende Hinweise zur Penetranz und Expressivitat einer
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Variante, was am Beispiel dreier Studien nachvollzogen werden kann (Jin et al., 2007; Lu et
al., 2010; Wang et al., 2008). Auch kann der Vererbungsgang einer Mutation durch das
Familienmodell rekonstruiert werden. Bei LHON beispielsweise hat das Familienmodell
entscheidende Hinweise zur Vererbung erbracht. Obwohl LHON zu Uber 90% auf drei
mitochondriale Mutationen zurtickzufiihren ist (G11778A, T14484C und G3460A) und damit
mdatterlich vererbt wird, sind ca. 50% mannliche und nur 10% weibliche Trager der
Mutationen betroffen (Eichhorn-Mulligan et al., 2008). Dieser Geschlechtsunterschied wurde
anhand der beobachteten Vererbung zu erklaren versucht, indem ein X-chromosomal-

gebundener Faktor postuliert wurde (Hudson et al., 2005).

Biochemische Modelle (fir ein ausfiihrliches Review siehe Swerdlow, 2007)

Eine elegante Methode, in der u.a. auch der Grad der Heteroplasmie mit der Auspragung
des Atmungskettendefektes korreliert werden kann, basiert auf der Verwendung
transmitochondrialer zytoplasmatischer Zybridzellen (Swerdlow, 2007). In unsterblichen
humanen Zelllinien wird die mtDNA entfernt (sogenannte p®-Zellen) und exogene Patienten-
mtDNA mittels Zytoplasten integriert, sodass die mitochondriale Funktion bei
gleichbleibendem nuklearen Hintergrund besser beleuchtet wird (King et al., 1989). Dies
kann zum einen in heteroplasmischer als auch in homoplasmischer Form erfolgen. Im ersten
Fall kdnnen dadurch Zellen generiert werden, die die gleiche Variante in unterschiedlich
heteroplasmischer Auspragung besitzen. Durch die Messung der Enzymaktivitat der
Atmungskette kann man so starke Argumente flr die Pathogenitdt erhalten, falls die
Ergebnisse mit der Heteroplasmie korrelieren (Swerdlow, 2007). Ublicherweise wird ein
relativ._hoher heteroplasmischer Schwellenwert bendtigt, um eine Dysfunktion der
Atmungskette auszulosen, am Beispiel der MELAS-Mutation ab ca. 85% (Swerdlow, 2007).
Auch bei homoplasmischen Varianten kann dieses Modell die pathogenetische Wirkung
erklaren. Da der nukledre Hintergrund sich in den p®Zellen nicht &ndert, kann im Vergleich
zwischen Kontroll-mtDNA und Patienten-mtDNA anhand der bioenzymatischen Funktion der
Atmungskette beurteilt werden, ob die Ursache Uberhaupt im Mitochondrion liegt. Dies kann
auch durchgefiihrt werden, ohne dass die mtDNA sequenziert wurde (Swerdlow, 2007). Ist
dann nachgewiesen, dass im Falle der Patienten-mtDNA eine Dysfunktion der Atmungskette
vorliegt, so ist auch anzunehmen, dass der Grund daftir sich in der mtDNA befinden muss.
Gangige Zellen, die zur Validierung mitochondrialer Mutationen verwendet werden, sind
beispielsweise Osteosarcom-, NT2-Teratocarcinom- oder transformierte
Fibroblastenzelllinien. Jedoch sind Ergebnisse zum Teil abhéngig von der verwendeten
Zellsorte (Swerdlow, 2007). So kann es vorkommen, dass eine Atmungskettendysfunktion
nur in einer bestimmten Linie nachgewiesen werden kann und dies zusatzlich die Validierung

erschwert. Dennoch ist dieses Modell grundsatzlich verlasslich und nimmt einen zentralen
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Stellenwert zum Nachweis der pathogenetischen Wirkung einer Variante ein. Daher ist es
auch die am meisten verwendete Methode, um die Auswirkungen mitochondrialer
Mutationen auf biochemisch/molekulargenetischer Ebene zu verstehen (Danielson et al.,
2005).

Tiermodell (fr ein ausfuhrliches Review siehe Wallace, 2001)

Mit dieser Methode kdnnen die Auswirkungen mitochondrialer Mutationen in vivo untersucht
werden. Vor allem zwei Mausmodelle haben sich bewéhrt, um genetisch unterschiedliche
mtDNA in die Keimbahn eines Weibchens einzuschleusen. Cytoplasten, die keinen Zellkern
mehr besitzen und mit bestimmter mtDNA angereichert sind, werden mit undifferenzierten
weiblichen Stammzellen der Maus fusioniert (Wallace, 2001). Danach werden diese
Stammzellzybride in Maus-Blastozysten injiziert und der daraus resultierende chimare
Embryo wird in eine austragende Maus implantiert. Diese Variante eignet sich sehr gut, um
Punktmutationen zu untersuchen (Sligh et al., 2000).

Eine zweite Methodik konnte auch komplexere Mutationen unter Verwendung
atmungskettendefizienter Cybride untersuchen (Inoue et al., 2000). Das mitochondriale
Genom, das in diese Maus-p®Zellen injiziert wurde, enthielt Deletionen. Die daraus
entstandenen Cybride wurden dann in die Eileiter eines Weibchens implantiert. So konnte
der Phéanotyp in Form von uberwiegendem Nierenversagen Aufschliisse auf die
Pathogenese dieser Deletionen bieten.

Wichtig zu erwéhnen ist, dass der Phanotyp aufgrund der Speziesunterschiede nicht immer
korreliert. Mutationen, die beim Menschen bestimmte Symptome auslésen, kénnen bei der

Maus variieren (Wallace, 2001).

4.2 Begriffsdefinition Polymorphismus, Variante und Mutation

Polymorphismus

Viele Publikationen und Autoren verwechseln Polymorphismus mit ,benigner” Variante. Das
Wort ,Polymorphismus” ist jedoch diesbeziglich ein wertfreier Begriff, obwonhl
Polymorphismen sehr haufig benigne sind. Aus der Ubersetzung (griechisch: ,polymorph* =
wvielgestaltig*) erschlief3t sich die direkte Bedeutung. So bezieht sich dieser Ausdruck
zunéachst auf die Frequenz, also auf die Haufigkeit einer Variante in der Normalbevdlkerung.
Eine Ubliche Definition lautet, dass ein Polymorphismus dann vorliegt, wenn die Allelfrequenz
einer Variante in einer Population mehr als 1% betragt (Definiton des National Human
Genome Research Institute, siehe ,Polymorphism* http://www.genome.gov/Glossary). Dass
jedoch auch ein Polymorphismus unter bestimmten Umstanden eine

krankheitsverursachende Wirkung haben kann, wurde am Beispiel der A7444G Variante
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(Brown et al., 1992b; Yuan et al., 2005) oder des Codons 129 bei der Creutzfeld-Jakob
Erkrankung (Windl et al., 1996) bereits beschrieben. Ein Polymorphismus kann ein Protein
verandern, indem er eine entscheidende Position in einem fur eine Aminosaure kodierenden
Basentriplett verandert. Bleibt die Aminosdurenfolge durch einen Polymorphismus
unverandert, so resultiert dies in einem synonymen Austausch. Dies gilt fir tRNA- und rRNA-
Gene nicht, da diese nicht fur Proteine kodieren und somit auch nicht in Aminosauren
translatiert werden. Hier rufen Polymorphismen Verédnderungen der DNA-Sequenz hervor,
die in das Transkript und dadurch in die Struktur der RNA Ubernommen werden. Auch
komplexere Strukturverédnderungen wie Insertionen und Deletionen kénnen als

Polymorphismen auftreten.

Mutation

Eine aktuelle Definition des National Human Genome Research Institute
(http://www.genome.gov/Glossary) lautet Ubersetzt:

"Eine Mutation ist eine Anderung in der DNA-Sequenz. Diese kann durch DNA-
Replikationsfehler, Fehler in der Zellteilung, Strahlung, Chemikalien oder Viren induziert
werden. Mutationen in den Keimzellen entstehen in den Eizellen oder in den Spermien und
werden an Kinder weitergegeben, wahrend somatische Mutationen in Korperzellen
vorkommen und nicht weitervererbt werden."

Diese Definition impliziert, dass der Begriff "Mutation” nicht grundsatzlich mit einem
Anderung im Phanotyp einhergehen muss. Vielmehr ist die Anderung der DNA an sich der
entscheidende Punkt. Denn aus evolutionarer Sicht kénnen Mutationen auch einen positiven
Effekt haben, da sie die genetische Weiterentwicklung von Lebewesen erméglicht haben. In
der Literatur des 20. Jahrhunderts hat jedoch das Wort ,Mutation“ eine uneinheitliche,
Uberwiegend negative Konnotation erhalten, da Mutationen meist mit dem Aspekt ,Krankheit®
verbunden wurden (Condit et al.,, 2002). Auch heutzutage wird in den meisten
Veroffentlichungen ,Mutation* stillschweigend mit der sog. pathologischen Definition

gleichgesetzt und die populargenetische bzw. evolutionédre Bedeutung vernachlassigt.

Variante

Der Ausdruck ,Variante" bezeichnet generell eine Basenveranderung, die sowohl pathogen
als auch neutral gewertet werden kann und ist im Gegensatz zu ,Polymorphismus”
unabhangig von der Frequenz. In ihrem Review haben Condit et al. als Synopsis ihrer
historischen Begriffsanalyse vorgeschlagen, diesen Ausdruck zunehmend zu verwenden
(Condit et al., 2002). Da das Wort ,Mutation“ in der Vergangenheit (iberwiegend mit einer
negativen Konnotation hinsichtlich ,Krankheit* benutzt wurde, ware zukinftig die neutralere

Form von ,Variante* zielfihrender (Condit et al., 2002). Da er im Gegensatz zu
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~Polymorphismus" auch unabhéngig von der Frequenz ist, bietet - sich angelehnt an Condit
et al. (2002) - dieser Begriff an, wenn es um die Diskussion von seltenen
Basenverdnderungen geht, beispielsweise ,pathogene Variante" oder ,neutrale Variante“.
Um daher eine einheitliche Diskussion gefundener DNA-Veranderungen zu ermdglichen,
wurden die Begriffe ,Polymorphismus*, ,Variante* und ,Mutation“ in der vorliegenden Arbeit
wie folgt verwendet:

Polymorphismus: Eine beschriebene Basenveranderung kam zu mehr als 1% in gesunden

Kontrollen vor. Da jedoch alle in dieser Arbeit untersuchten Individuen krank waren,
bedeutete dies bereits eine Vorselektierung. Wie bereits beschrieben, bezieht sich die
Definition des Wortes ,Polymorphismus” primér auf eine Population. Daher wurde der Begriff
~Polymorphismus” nur verwendet, wenn dies bereits durch Datenbanken in gesunden
Kontrollen bestatigt wurde (Frequenz in gesunden Kontrollen gleich oder gré3er 1%). Sonst
wurde ,Variante“ vorgezogen.

Mutation: Die beschriebene DNA-Veranderung steht im Verdacht pathogen zu sein oder ist
bereits als krankheitsverursachend eingestuft worden. Der positive evolutiondre Effekt einer
Mutation wurde hier vernachlassigt, da alle untersuchten Individuen krank waren. Es wurde

also die pathologische Definition von ,Mutation* verwendet.

4.3 Datenbanken

Die Datenbank MITOMAP (Brandon et al., 2005) bot sich als erster Schritt zur Identifizierung
einer gefundenen Variante an, da sie als kontinuierlich aktualisierte Datenbank in der
Literatur bereits beschriebene Polymorphismen und Mutationen archiviert hat. 85% aller
gefundenen Varianten konnten bereits bekannten Polymorphismen oder in Einzelfallen auch
Mutationen zugeordnet werden. Neue Varianten kénnen bei MITOMAP auch eingereicht
werden. Die Datenbank unterscheidet dabei zwischen publizierten (engl. ,published*) und
nicht publizierten (engl. ,unpublished”) Abweichungen. Datenbanken bedirfen generell
intensiver Pflege und Wartung und sollten dabei das aktuelle Wissen der Literatur
widerspiegeln. Dies setzt voraus, dass die Personen, die diese Datenbank pflegen, auch
regelmafig in Kenntnis tUber neu publizierte Mutationen gesetzt werden, was nicht immer
gewahrleistet werden kann. Haufig werden Varianten auch widerspruchlich publiziert, wobei
diese unterschiedlichen Informationen nicht immer korrekt in der Datenbank eingetragen
sind. Fehlerhafte Annotationen sind daher durchaus mdglich. Beispielsweise ist die Mutation
T3250C mit mitochondrialer Myopathie assoziiert (Goto et al., 1992; Ogle et al., 1997). Ein
erhdhtes Vorkommen beim plétzlichen Kindstod konnte ihr in einer anderen Publikation nicht
nachgewiesen werden (Opdal et al., 2004). Obwohl die letzte Verdffentlichung ihre

krankheitsverursachende Wirkung nicht infrage stellte, filhrte dies zu einer doppelten
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Annotation bei MITOMAP: zum einen als Polymorphismus und zum anderen als Mutation.
Die daraus resultierende Fehlannotation wirkt sich somit auch direkt auf den
Datenbankbenutzer aus, der dadurch falsche Schliisse ziehen kann. Unzureichende
Datenbankrecherche und alleiniges Verlassen auf MITOMAP hat in der Vergangenheit
haufig zu Fehlpublikationen von falschlicherweise als ,neu” erachteten Mutationen gefuhrt
(Bandelt et al., 2006; Bandelt et al., 2008; Bandelt et al., 2009). Zwar ist MITOMAP die am
haufigsten zitierte Datenbank fir mitochondriale Mutationen (Bandelt et al., 2008), eine
prazise Suche mittels ,Google" kann jedoch wesentlich effektiver sein (Bandelt et al., 2009).
Die geschilderten Umstande sprechen dafir, dass gefundene Mutationen mit vordefinierten
Suchalgorithmen auch bei Google Uberprft werden sollten (Bandelt et al., 2006). Diese sind
in Kapitel 1.5.3 beschrieben und wurden auf acht Mutationen in der Diskussion angewendet.
Zwei davon konnten durch die Google-Suche bei der GenBank
(http://www.nchbi.nlm.nih.gov/Genbank/) identifiziert werden (A7570G, A2239G).
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4.4 Mutationen bei Patienten mit Komplex I1+IV-Defekt

4.4.1 G1886A (165-rRNA) und G12256A (tNRA-Serin(AGY)) - Patient 31673

Klinische Angaben

Myopathie, im Alter von 7 Jahren diagnostiziert.

Histologischer Befund: V.a. mitochondriale Myopathie

Biochemisches Profil: Siehe Anhang Kapitel 6.2.3.

Tabelle 13: Mutationsprofil Patient 31673.

Mutationsprofil Betroffenes Gen Bedeutung Quelle

Mdoglicherweise

G1886A hom. 16S-rRNA pathogen Siehe Diskussion
G12256A het. tRNA-Serin (AGY) pathogen Siehe Diskussion
G3010A hom. 16S-rRNA Polymorphismus MITOMAP
G5773A hom. tRNA-Cystein Polymorphismus MITOMAP
A10398G p.T114A hom. ND3 Polymorphismus MITOMAP
T10463C hom. tRNA-Arginin Polymorphismus MITOMAP
Mutationsgrad: Heteroplasmisch ~90% A C A .I_ G C T T

mtDB (n=2704): In 0 Kontrollen enthalten

Konservierung Saugetiere: ~99,3% G (137 von 138)

T-Stamm, WC-Paarung

Position betroffen: (siehe Kapitel 6.1.3)

Abbildung 12: G12256A het. 90%

Mutationsgrad: Het ~95% bis Hom.

mtDB (n=2704): In 0 Kontrollen enthalten

Konservierung Saugetiere: ~93% G (53 von 57)

Loop-Region
(siehe Kapitel 6.1.1)

Position betroffen:

Abbildung 13: G1886A het./hom.
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Interpretation: Der Fund von G12256A mit hohem heteroplasmischem Prozentsatz, hoher
Konservierung und Lokalisation im T-Stamm spricht flr Pathogenitat und Entdeckung einer
neuen tRNA-Mutation (Tabelle 13, Abbildungen 12 und 13). Es ist erwahnenswert, dass in
der tRNA-Lysin (T8355C) und tRNA-Prolin (T15965C) an der gleichen Position in der
Literatur bereits pathogene Mutationen beschrieben wurden (Putz et al.,, 2007).
Interessanterweise ist dieser Fund jedoch nicht ganz losgeldst von der zusatzlichen G1886A
Mutation in der 16S-rRNA zu behandeln, die ebenfalls stark konserviert und bisher
unbekannt ist. Hierbei ist der Heteroplasmiegrad entweder sehr hoch oder es liegt
Homoplasmie vor. Diese ist jedoch in der Loop-Region angesiedelt, sodass sich eine

pathogene Wirkung anhand der Struktur nicht direkt erschlief3t.

4.4.2 A2239G hom. in der 16S-rRNA - Patientin 36333

Klinische Angaben

Zu diesem Patienten liegen keine klinischen Angaben vor.

Biochemisches Profil: Siehe Anhang Kapitel 6.2.3.

Tabelle 14: Mutationsprofil Patientin 36333.

Mutationsprofil Betroffenes Gen Bedeutung Quelle
A2239G hom. 16S-rRNA unklar Siehe Diskussion

Mutationsgrad: Homoplasmisch

mtDB (n=2704): In 0 Kontrollen enthalten

Konservierung Saugetiere: ~74% A (42 von 57)

Loop-Region
(siehe Kapitel 6.1.1)

Position betroffen:

Abbildung 14: A2239G hom.

Diese Variante wurde mithilfe einer Google-Suche in der GenBank gefunden (Nummer:
EF661002) und war daher nicht ganzlich neu. Weitere Informationen tber das betroffene
Individuum konnten jedoch nicht erhoben werden.

Interpretation: A2239G wurde nicht Kontrollen gefunden, es liegt eine mittelstarke bis starke
Konservierung vor (Tabelle 14, Abbildung 14). Wie im 2D-Modell in Abbildung 41 gezeigt, ist

eine Base in der Loop-Region betroffen. Weitere biochemische Untersuchungen sind hier
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notwendig, um bessere Evidenz zu schaffen. Bis dahin bleibt die Wirkung dieser Variante

unklar.

4.5 Mutationen bei Patienten mit Komplex I-Defekt

45.1 1659insTT hom. in der tRNA-Valin - Patient 33354

Klinische Angaben

Weiblich, drei Jahre alt bei Vorstellung, Hepatopathie, Herzrhythmusstérungen, Bradykardie,
schwere hypertrophe Kardiomyopathie, schnell progressiv bis zur Gabe von
CoQ10+Idebenone. Chronische Pseudoobstruktion, Hypotonie, Gastrointestinale Blutungen;

zwei Blutsverwandte starben in den ersten 2 Tagen.

Weitere durchgefiihrte Untersuchungen durch die klinische Chemie

mtDNA SouthernBlot schwach normale Bande
SCO2 G1541A negativ

Depletion negativ

MERFF 8344 negativ

Biochemisches Profil: Siehe Anhang Kapitel 6.2.3.

Tabelle 15: Mutationsprofil Patient 33354.

Mutationsprofil Betroffenes Gen Bedeutung Quelle
1659insTT tRNA-Valin pathogen Siehe Diskussion

Mutationsgrad: Homoplasmisch

TAAC|E HTTGA
mtDB (n=2704): In 0 Kontrollen enthalten
Konservierung Saugetiere: : C
(n=138) Keine Insertion tblich [\
Loop-Region (V) [

Position betroffen: (siehe Kapitel 6.1.5)

Abbildung 15: 1659insTT hom.

Zwar ist die Position 1659 (Tabelle 15, Abbildungen 15 und 46) bereits als bekannte
pathogene Mutation eingezeichnet und wurde im Zusammenhang mit einer vorwiegend

neurologischen Symptomatik beschrieben (Blakely et al.,, 2004), jedoch ist der
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Mutationsmechanismus durch die Insertion von zwei Thymidin-Basen grundlegend
unterschiedlich. Der T-Loop wird um zwei Basen erweitert, was nicht grundsatzlich zu einer
Dysfunktion filhren muss. Die Méglichkeit, dass die Thymidin-Basen zwischen Position 1659
und 1660 eingefligt wiirden, ist nicht gegeben, da dies auch gleichzeitig die Watson-Crick-
Paarung der gegenlberliegenden Seite beeinflussen wirde und sich dies in der
Sequenzierung gezeigt hatte. Eine Insertionsvariante ist in 2704 Kontrollen der mtDB nicht
gefunden worden, im Alignment zeigte sich weder unter den Saugetieren noch im Vergleich
mit niederen Arten eine derartige Strukturanderung in der mitochondrialen tRNA-Valin.

Interpretation: Eine Insertion von zwei Basen ist in mt-tRNAs generell uniblich (Putz et al.,
2007). In der tRNA-Threonin findet sich eine als Polymorphismus beschriebene Insertion von
zwei T (Putz et al., 2007), Insertionen von bereits einer Base kénnen jedoch auch pathogen
sein (4370insT, tRNA-Glutamin; Putz et al., 2007). Sofern die Mutter nicht gesunde Tragerin
dieser Variante ist, sprechen die genannten Umsténde fur Pathogenitat. Es wird empfohlen,

diese Mutation weiteren funktionellen Untersuchungen zuzufihren.

45.2 T1607C hom. in der tRNA-Valin - Patient 33267

Tabelle 16: Mutationsprofil Patient 33267.

Mutationsprofil Betroffenes Gen Bedeutung Quelle

T1607C tRNA-Valin Mdglicherweise pathogen  Siehe Diskussion

Mutationsgrad: Homoplasmisch

AGAG

mtDB (n=2704): In 0 Kontrollen enthalten

Konservierung Saugetiere: 56,3% T (76 von 135)

Akzeptor-Stamm, keine WC-

Position betroffen: Paarung (siehe Kapitel 6.1.5)

Abbildung 16: T1607C hom.

Interpretation: In dieser neuen homoplasmischen Variante ist der Akzeptor-Stamm an der
einzigen Position betroffen, an der keine WC-Paarung vorherrscht (Tabelle 16, Abbildungen
16 und 45). Die mittelstarke Konservierung und das Fehlen bei der mtDB sind Argumente fir
eine mogliche krankheitsverursachende Beteiligung dieser Mutation. In anderen tRNA-
Genen (Arginin, Aspartat und Glutamin) sind an ahnlicher Position nur Polymorphismen
beschrieben. Generell ist es jedoch mdglich, dass an ahnlichen Positionen auch Mutationen
entstehen kénnen (z.B. Position 4250 in der tRNA-Isoleucin) (Putz et al., 2007). Daher wird

empfohlen, diese Variante weiteren biochemischen Untersuchungen zu unterziehen.
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453 G1767A hom. in der 16S-rRNA - Patient 33485

Klinische Angaben:

Nierenonkozytom mit Komplex [-Defekt. (der Komplex I-Defekt wurde in dem

Nierenonkozytom festgestellt).

Tabelle 17: Mutationsprofil Patient 33485.

Mutationsprofil  Betroffenes Gen Bedeutung Quelle
G1767A hom. 16S-rRNA Mdoglicherweise pathogen  Siehe Diskussion

Mutationsgrad: Homoplasmisch

ACCTIIGCGC

mtDB (n=2704): In 0 Kontrollen enthalten

Konservierung Saugetiere:

~ 0,
(n=138) 93% G (53 von 57)

Watson-Crick-Paarung
(siehe Kapitel 6.1.1)

Position betroffen:

Abbildung 17: G1767A hom.

Interpretation: Die hohe Konservierung und die betroffene Position, an der eine Watson-
Crick-Paarung vorherrscht, sind Indizien, die fur eine pathogene Wirkung dieser Mutation
sprechen (Tabelle 17, Abbildungen 17 und 41). Zur Klarung des Erbgangs ist daher eine
Sequenzierung der Mutter und mdglicher Geschwister empfehlenswert. Die Sequenzierung
des kompletten mitochondrialen Genoms sollte weiterhin deshalb erfolgen, weil Verlust der
Komplex-I-Funktion in Kombination mit Nierenonkozytom vor allem mit Mutationen in den
mitochondrialen Genen ND1, ND4, und ND5 assoziiert ist, aber auch andere mitochondriale

Mutationen beteiligt sein kdnnen (Mayr et al., 2008).
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45.4 A7570G in der tRNA-Aspartat - Patient 35803

Klinische Angaben:

Progressive Erkrankung mit muskularer Hypertonie, Chronische progressive externe
Ophtalmoplegie (CPEO), Ptosis.
Histologie: COX-negative Fasern.

Mutter und Schwester von dhnlicher Symptomatik betroffen.

Biochemisches Profil: Siehe Anhang Kapitel 6.2.3.

Tabelle 18: Mutationsprofil Patient 35803.

Mutationsprofil  Betroffenes Gen Bedeutung Quelle

A7570G hom. tRNA-Aspartat Mdoglicherweise pathogen  Siehe Diskussion

Mutationsgrad: Homoplasmisch

GCTAGATCC

mtDB (n=2704): In 0 Kontrollen enthalten

Konservierung Saugetiere: ~87% A (118 von 136)

Position betroffen: T-Loop (siehe Kapitel 6.1.4)

Abbildung 18: A7570G hom.

Interpretation: A7570G war mittel bis stark konserviert und wurde in Kontrollen der mtDB
nicht gefunden (Tabelle 18, Abbildung 18). Die Position ist in der T-Schleife lokalisiert, in der
generell haufiger Polymorphismen, seltener Mutationen auftreten (Abbildung 44). Die
Konservierung ist stark, 18 Saugetiere weichen jedoch ab und erschweren die Interpretation.
Es wird daher empfohlen, dies mit einer weiterfihrenden biochemischen
Validierungsmethode zu untersuchen, um bessere Evidenz zu gewahrleisten. Bis zum

Beweis des Gegenteils sollte A7570G als potentiell pathogen eingestuft werden.
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455 14754delCim Cyt. B und A3243G in der tRNA-Leu(UUR) - Patient 33486

Klinische Angaben:

Isolierter Komplex I-Defekt und Nierenonkozytom (der Komplex I-Defekt wurde in dem

Nierenonkozytom festgestellt).

Tabelle 19: Mutationsprofil Patient 33486.

Mutationsprofil Betroffenes Gen Bedeutung Quelle
A3243G het. (~35%)  tRNA-Leucin(UUR) pathogen MITOMAP
14754di|§rr?'P3fSX8 Cytochrom B pathogen Siehe Diskussion
C14766T p.T71 hom. Cytochrom B Polymorphismus MITOMAP

Die DNA dieses Patienten stammte aus dem Nierenonkozytom, ein isolierter Komplex |
wurde zusatzlich diagnostiziert. Die Cytochrom B-Mutation 14754delC p.P3fsX8 hom.
(Tabelle 19, Abbildungen 19-21) stellte einen Zufallsbefund dar, da ja priméar nur tRNA und
rRNA untersucht wurden. Da sie jedoch hinreichend die Diagnose des Patienten in
Kombination mit der MELAS-Mutation erklaren kann, wird sie nun vorgestellt. 14754delC und
viele weitere Mutationen wurde im Zusammenhang mit Nierenonkozytomen von unserem
Kooperationspartner Salzburg kirzlich veréffentlicht (Zimmermann et al., 2011). Die Studie
und die hier vorgestellte Mutation beziehen sich auf denselben Patienten. Im Rahmen der

Mutationsfunde handelte sich um somatische Mutationen aus verandertem Gewebe.

14754 14766

ATGACCCEAATACGCAAAAECTAACCCCCTAATAAAATT

Abbildung 19: Gezeigt wird hier in der Referenzsequenz die Position der Basendeletion (14754), die das
zweite Nukleotid im dritten Codon repréasentiert, sowie die Position des Polymorphismus C14766T p.T7I.

Durch die Deletion der Base an Position 14754 resultiert ein Frameshift, der sich tber 8

Proteine erstreckt, bis die veranderte Aminosaurenkette schlieflich terminiert wird:
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iThreonin
Methionin

frameshift.X8 Termination

ATGACCCAATACGCAAAATTAACCCCCTAATAAAATTA

Abbildung 20: Frameshift-Mutation 14754delC hom. Gezeigt ist die verédnderte DNA Sequenz des
Patienten und die daraus resultierende Leserasterverschiebung ab dem dritten Codon (vergleiche hierzu
die Referenzsequenz in Abbildung 19). Methionin und Threonin sind die ersten beiden Codons im
Cytochrom B und von der Mutation unbeeinflusst. Durch die Deletion an Position 14754 (*) kommt es nun
zum Frameshift ab dem dritten Codon, der sich Uber 8 Codons erstreckt (=frameshift.X8). TAA fuhrt nach
mitochondrialer Aminosaureniibersetzung hier zur vorzeitigen Terminierung.

Durch den Frameshift entsteht zunachst eine deutlich andere Aminosaurensequenz und

schlie3lich ein vorzeitiger Kettenabbruch (Abbildung 21):

Referenzsequenz MT PM..T N Pl
Patient 33486 MTQNMAKETP *

Abbildung 21: Veranderte Aminosaurensequenz durch die Frameshift-Mutation 14754delC. Im 10. Codon
wird die Aminosaurenkette terminiert (*). Der Polymorphismus 14766 fallt bei der Leserasterverschiebung
nicht ins Gewicht.

Zusatzlich wurde bei dem Patienten die bekannte A3243G Mutation in der tRNA-
Leucin(UUR) in etwa 35%igem heteroplasmischem Ausmalf? identifiziert (Abbildung 22):

Mutationsgrad: Heteroplasmisch ~35% G C A G G C C C

Patient: 33486

Patientenkollektiv: Komplex |

Abbildung 22: A3243G het. 35%

Die Mutation A3243G ist u.a. mit MELAS-Syndrom, Leigh-Syndrom, CPEO und Myopathie

assoziiert (Brandon et al., 2005). Diese Erkrankungen kénnen mit Atmungskettendefekten
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einhergehen und die Phanotypauspragung kann sehr variabel ausfallen (Koga et al., 2000).
A3243G und Frameshift-Mutationen in mitochondrialen Genen wie beispielsweise ND1, ND4
und ND5 sind mit Nierenonkozytomen und Komplex I-Defekt assoziiert (Mayr et al., 2008).
Interpretation: 14754delC p.P3fsX8 hom. bewirkt einen vorzeitigen Abbruch des Cytochrom
B-Genproduktes. Das vorgestellte Mutationsprofil kann den Komplex-I Defekt und das
Nierenonkozytom erklaren (Zimmermann et al., 2011). Eine heteroplasmische Auspragung
von 35% (A3243G) dirfte grundsatzlich nicht reichen, um eine signifikante
Atmungskettendysfunktion des ersten Komplexes auszulésen. Bei der MELAS-Mutation
A3243G bewegt sich der Schwellenwert fir biochemische Konsequenzen bei etwa 85%
(Swerdlow, 2007).
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4.6 Bereits bekannte Mutationen mit hoher pathogenetischer Evidenz

4.6.1 A3302G in tRNA-Leucin(UUR)

Klinische Angaben:

Die beschriebene Patientin war 1964 geboren und litt unter Muskelschwache und
armbetonten Paresen. Auffallig waren weiterhin Atrophien der Schultergurtel-, Gluteal- und
Oberschenkelmuskulatur. Im EMG zeigten sich chronische neurogene Verdnderungen. Die
CK betrug 453 Ul/l, in der Histologie des Muskels zeigte sich kein Anhalt flr eine Myositis
oder Vaskulitis. Mit dem spaten Beginn ihrer Erkrankung im Alter von etwa (genauer

Zeitpunkt nicht mehr evaluierbar) verlor sie 10 kg in 12 Monaten.

Biochemisches Profil: Siehe Anhang Kapitel 6.2.3.

Tabelle 20: Mutationsprofil Patient 38807.

Mutationsprofil Betroffenes Gen Bedeutung Quelle

A3302G het. tRNA-Leucin(UUR) pathogen MITOMAP

Mutationsgrad: Heteroplasmisch ~90%

CTTA

Patient: 38807

Patientenkollektiv: Komplex I+IV

Abbildung 23:A3302G het. 90%

Als eine der ersten beschriebenen mt-tRNA Mutationen ist diese Mutation mit
mitochondrialer Myopathie assoziiert (Bindoff et al., 1993). In einem mitochondrialen Cybrid-
Modell konnte nachgewiesen werden, dass diese Mutation zur Anh&dufung eines
unprozessierten RNA-Zwischenproduktes (RNA19) sowie zu einem Defekt in der

Aminoazylierung fuhrt (Maniura-Weber et al., 2006).

Die bei dieser Patientin in hohem Heteroplasmiegrad gefundene Mutation A3302G (Tabelle
20, Abbildung 23) ist mehrfach in der Literatur in Zusammenhang mit Myopathie beschrieben
worden. Die beschriebene heteroplasmische Mutation erklart die Erkrankung der Patientin

hinreichend und liefert die Diagnose.
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4.6.2 A1555G in der 12S-rRNA

Klinische Angaben:

Zu diesem Patienten liegen keine klinischen Angaben vor.

Tabelle 21: Mutationsprofil Patient 38512.

Mutationsprofil Betroffenes Gen Bedeutung Quelle
A1555G 12S-rRNA pathogen MITOMAP

Mutationsgrad: Homoplasmisch GGAGEICAAG

Patient: 38512

Patientenkollektiv: Komplex [+IV

Abbildung 24: A1555G hom.

Die Mutation A1555G (Tabelle 21, Abbildung 24) stellt eine der bekanntesten Mutationen in
der 12S-rRNA dar und ist Uberwiegend mit Aminoglykosid-induzierter und nicht-
syndromatischer Taubheit assoziiert (Yuan et al., 2005). Das besondere an ihr ist, dass sie
ahnlich zu LHON-Mutationen haufig in homoplasmischer Form gefunden wird und dadurch
nicht einem dem Phanotyp entsprechenden heteroplasmischen Prozentsatz zugeordnet sein
muss. Chinesische Familienstudien konnten zeigen, dass der Phanotyp durch die
Haplogruppe und auch durch nukledre Modifikatoren beeinflusst werden kann (Lu et al.,
2010), die Penetranz und auch die Expressivitat dieser Mutation kdnnen also abhangig von
der genetischen Pradisposition unterschiedlich ausfallen. Bei einer Konsultation der
Datenbank http://www.pubmed.org finden sich nach Eingabe von ,A1555G“ sehr viele
Studien, die mdgliche Modifikatorgene oder die Penetranz der Mutation A1555G unter
verschiedenen Bedingungen untersuchen. Einige Mutationen davon sind mitochondrial, z.B.
A15927G in der tRNA (Wang et al., 2008), andere sind in nuklearen Genen angesiedelt.
Beispielsweise wurde die A10S Mutation im Gen TRMU identifiziert, die unter gewissen
Bedingungen eine synergistische Wirkung mit A1555G entfaltet (Guan et al., 2006). Die
vielen Suchergebnisse bezlglich der Penetranz, Expressivitat und unterschiedlicher Co-
Mutationsfunde legen nahe, dass A1555G in einem auRRerst komplexen System mit anderen
Varianten interagieren kann. Andere klinische Phénotypen wie beispielsweise Myopathie

sind beschrieben worden (Yamasoba et al., 2002), diese reprasentieren jedoch Ausnahmen.
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Empfohlenes Procedere: Die Gehoérfunktion des Patienten sollte zunachst abgeklart werden,

da Taubheit die haufigste phanotypische Prasentation der A1555G-Mutation ist. Sollte der
Patient taub oder gehoérgeschadigt sein, so ist diese Mutation als der Krankheit ursachlich
einzustufen unter dem Vorbehalt, dass weitere Mutationen als Modifikatoren eingebunden
sein kdnnen. Bei gesundem Individuum ist es anzuraten, Aminoglykoside mdglichst nicht
einzusetzen, da angenommen werden darf, dass der Patient aufgrund der A1555G Mutation

ein erhohtes Risiko fir eine ototoxische Nebenwirkung besitzt (Jin et al., 2007).

4.6.3 T3250C in der tRNA-Leucin(UUR)

Klinische Angaben:

Die Patientin 33041 wurde 1945 geboren, vom Bruder war in der Anamnese bekannt, dass
er unter korperlicher Bewegungsintoleranz litt. In der Kindheit begann die Krankheit mit
langsamem Progress, nur die motorischen Fahigkeiten waren eingeschrankt. Die Patientin
litt unter Muskelschmerzen, Belastungsintoleranz und Muskelschwache. An den Augen
wurde bei ihr eine CPEO mit Ptosis diagnostiziert. Bei erhdhter Creatinkinase wurden in der
daraufhin durchgeflihrten Muskelbiopsie neben COX-negativen Fasern auch Ragged-Red-

Fibers identifiziert.

Biochemisches Profil: Siehe Anhang Kapitel 6.2.3.

Tabelle 22: Mutationsprofil Patient 33041.

Mutationsprofil Betroffenes Gen Bedeutung Quelle
T3250C tRNA-Leucin(UUR) pathogen MITOMAP

Mutationsgrad: Homoplasmisch C C G G A A T C

Patient: 33041

Patientenkollektiv: Komplex |

Abbildung 25:T3250C hom.

Die Mutation T3250C wurde erstmals in einer groBeren Familie in Zusammenhang mit

mitochondrialer Myopathie beschrieben (Goto et al., 1992), spater in einer weiteren Patientin
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mit Myopathie und Komplex-I-Defizienz bestatigt (Ogle et al., 1997). In der gegenwartigen
Arbeit ist sie in der Patientin 33041 in homoplasmischer Form ebenfalls mit Myopathie und
Komplex-I-Defekt gefunden worden (Tabelle 22, Abbildung 25). T3250C ist falschlicherweise
in der Datenbank MITOMAP auch als Polymorphismus annotiert, die Referenzangabe
bezieht sich jedoch lediglich auf eine Studie Uber den plétzlichen Kindstod (Opdal and
Rognum, 2004), in der unter anderem auch die Mutation T3250C auf haufiges Vorkommen
geprift wurde, jedoch als Kandidat nicht infrage kam.

Aufgrund der Anamnese beziiglich myopathischer Veranderungen und der Ahnlichkeit der
klinischen Symptomatik mit den Veroéffentlichungen (Goto et al., 1992; Ogle et al., 1997) ist
anzunehmen, dass die Mutation bei der Patientin pathogen wirkt. Da bisher bei ausfihrlicher
Literaturrecherche bisher zwei Félle bzw. Familien beschrieben worden sind, unterstreicht

dieser Fund die pathogene Wirkung dieser Mutation.

4.6.4 T10191C p.S45P hom. in ND3

Klinische Angaben: Mikrozephalie.

Biochemisches Profil: Siehe Anhang Kapitel 6.2.3.

Tabelle 23: Mutationsprofil Patient 35841.

Mutationsprofil Betroffenes Gen Bedeutung Quelle
T10191C hom. ND3 pathogen MITOMAP

Mutationsgrad: Homoplasmisch TATAECICCCC

Patient: 35841

Patientenkollektiv: Komplex |

Abbildung 26: T10191C p.S45P hom.

Diese Mutation ist mit gesicherter pathogenetischer Wirkung mit Epilepsie, Schlaganfall,
Optikusatrophie, kognitiver Verschlechterung und dem Leigh-Syndrom/Leigh-like Syndrom
assoziiert (Brandon et al., 2005). Der Patient erhalt durch diesen Fund mit hoher Evidenz die
Diagnose (Tabelle 23, Abbildung 26).

57




Diskussion

4.6.5 G15894A und A15924G in der tRNA-Threonin - Patient 38550

Klinische Angaben:

Zu diesen Patienten liegen keine klinischen Angaben vor.

Tabelle 24: Mutationsprofil Patient 38550.

Mutationsprofil Betroffenes Gen Bedeutung Quelle
C1721T hom. _
16S-rRNA Polymorphismus MITOMAP

T1834C hom.

G15894A het. Assoziation mit

(~35%) . Hepatopathie (Jaksch et al., 2001)
tRNA-Threonin :

A15924G hom. Polymorphismus DD MITOMAP

pathogen

Mutationsgrad: Heteroplasmisch ~35% C C T T T A G T

Patient: 38550

Patientenkollektiv: Komplex I+IV

Abbildung 27: G15894A het.

Mutationsgrad: Homoplasmisch

Patient: 38550

Patientenkollektiv: Komplex I+IV

Abbildung 28: A15924G hom.

Interpretation: G15894A het. (Tabelle 24, Abbildungen 27 und 28) war bei MITOMAP nicht
annotiert, fand sich aber nach Datenbanksuche assoziiert mit Hepatopathie und
Atmungskettendefekt vom Typ IV (Jaksch et al., 2001). Die betroffene Variante ist am
Ubergang vom Akzeptor-Stamm zur Verbindung mit dem D-Stamm lokalisiert, hoch

konserviert (118 von 136 = ~92% G) und betrifft eine Watson-Crick-Paarung. Die niedrige

58




Diskussion

heteroplasmische Konzentration von 35% scheint zu gering, um einen Phanotyp mit starker
Erniedrigung der Atmungskettenaktivitat hervorrufen zu kénnen (Swerdlow, 2007). Die
Heteroplasmie konnte in anderem Gewebe jedoch hdher sein. Daher ist ein Abgleich mit den
klinischen Daten des Patienten notwendig, um die Korrelation der Symptomatik mit dem
Fund Uberprifen zu kénnen. Weiterhin ist eine Sequenzierung aus Blutzellen des Patienten
sowie der Mutter empfehlenswert, um Ruckschlisse auf das Vererbungsmuster und

Auspragung der Mutation in anderem Gewebe zu erhalten.

A15924G

A15924G ist in der Literatur zum Teil aul3erst widersprtchlich diskutiert worden. 1991 wurde
sie in zwei nicht verwandten Patienten mit letaler kindlicher Myopathie und
Atmungskettendefekten (v.a. Komplex V) gefunden (Yoon et al., 1991). Jedoch flihrte der
Fund dieser Mutation in der gesunden Mutter eines Patienten mit Myopathie, der wie seine
Mutter die A15924G Veranderung besald, dazu, dass diese als Polymorphismus revidiert
wurde (Brown et al., 1992a). Bei Konsultation der mtDB fanden sich 106 Individuen, die
diese Variante trugen. MITOMAP liefert die Erkenntnis, dass Uiber 30 Publikationen ihre Rolle
als Polymorphismus beschreiben. In einer weiteren Veroéffentlichung wurde sie in 4 von 28
Patentien mit Morbus Parkinson gefunden, jedoch zeigte sich auch hier keine signifikante
Assoziation mit der Krankheit (Simon et al., 2000). Dennoch wurde 2004 diese Mutation mit
dilatierter Kardiomyopathie, Myopathie und Atmungskettendefekt erneut in Zusammenhang
gebracht (Ruppert et al.,, 2004). Diese Umstadnde sprechen dafir, dass A15924G alleine
nicht pathogen wirken kann, jedoch auch nicht unbeteiligt an Atmungskettendefekten zu sein
scheint. In diesem Projekt konnte ihr keine signifikant erhdhte Frequenz im Vergleich zu

Kontrollen (106 von 2703 = ~3,9%) in den Patientenkollektiven nachgewiesen werden.
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4.7 Varianten mit widersprichlicher Evidenz

Nicht allen Mutationen ist eine pathogenetische Wirkung eindeutig zuzuordnen. Fir eine
Reihe von Mutationen gilt, dass sie bei MITOMAP einerseits als Polymorphismen,
andererseits auch in Verbindung mit bestimmten Krankheiten beschrieben wurden. Dies legt
nahe, dass andere Faktoren bzw. verstarkende Varianten an der summarischen Wirkung
einer Punktmutation beteiligt sein konnen. Fir eine Reihe von Mutationen sind bereits
bekannte Verstarker-Mutationen beschrieben. Dass generell Polymorphismen den Phanotyp
beeinflussen kdnnen, ist z.B. fir Codon 129 bei der Creutzfeld-Jakob Erkrankung
hinreichend bekannt (Windl et al., 1996). In Kapitel 1.5.1 wird auf diesen Umstand naher
eingegangen.

Fur die Diskussion der nun folgenden Mutationen soll unter Berlcksichtigung dieser

Umstande jeweils eine Interpretation erfolgen und weiteres Procedere empfohlen werden.

4.7.1 T4216C p.Y304H hom. in ND1

Die Mutation T4216C p.Y304H im Gen ND1 wurde mehrmals in Zusammenhang mit LHON
beschrieben (Sartore et al.,, 1995), spater als Haplogruppenmarker der Gruppe J/IT
identifiziert, wobei ihr nun keine direkte pathogenetische Wirkung mehr attributiert wurde
(Mitchell et al.,, 2006). Eine erhthte Frequenz im Vergleich zu Kontrollen fand sich nicht
(Tabelle 25).

Tabelle 25: Mutation T4216C p.Y304H.

Vorkommen in

Mutationsprofil Patient Patientenkollektiv
Kontrollen
33040 Komplex |
T4216C p.Y304H hom.
34810, 38543 ~9%
T4216C p.Y304H het, | 34796 (30% mut) Komplex IV (a4 von 2109
P- © | 34802 (30% mut.)

4.7.2 T4336C hom. in der tRNA-Glutamin

Der Status von T4336C ist bei MITOMAP als ,unklar* gekennzeichnet. Die in der tRNA-
Glutamin angesiedelte Variante ist mehrfach mit Taubheit, Migrane, der Alzheimer'schen
Erkrankung sowie dem Morbus Parkinson in Verbindung gebracht worden (Finnila et al.,
2001). Da Atmungskettendefekte auch mit Morbus Parkinson zusammen auftreten kénnen,

ist die Anwesenheit von T4336C auch in diesem Kontext zu sehen (Simon et al., 2000). In
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einer anderen Studie konnte ihre pathogene Bedeutung bei Demenz nicht belegt werden
(Tysoe et al., 1996). Angesicht der widersprichlichen Befunde dieser Variante kann die
Aussage getroffen werden, dass in den Patientenkollektiven mit Atmungskettendefekten vom
Typ | und I+IV keine erhohte Frequenz im Vergleich zu Kontrollen gefunden wurde (Tabelle
26).

Tabelle 26: Mutation T4336C.

Vorkommen in

Mutationsprofil Patient Patientenkollektiv
Kontrollen
33002 Komplex |
31682 ~1 2%
T4336C hom. Komplex I+1V 1270
36357 Komplex I+1V (33 von 2704)
38529 Komplex I+1V

4.7.3 A12308G in der tRNA-Leucin(CUN)

A12308G ist unter anderem mit CPEO, Schlaganféallen, Kardiomyopathie und Nieren- und
Prostatakrebs assoziiert. Sie ist jedoch auch Haplogruppenmarker der Gruppe U und in Ost-
und Westeuropa haufig reprasentiert (Brandon et al., 2005). Die Variante A12308G ist in der
vorliegenden Arbeit in 6 Patienten identifiziert worden. Grundsatzlich ist sie ein
Polymorphismus, da sie in sehr vielen gesunden Kontrollen gefunden wird (mtDB: 347 von
2704 = ~12,8%). Patienten mit dieser Variante und der MELAS-Mutation A3243G kdnnen ein
erhdhtes Risiko fiir Schlaganfalle haben (Pulkes et al., 2000) und A12308G kann daher unter
bestimmten Umstanden den Phéanotyp beinflussen. Eine erhdéhte Frequenz dieser Variante in

den Patientenkollektiven konnte nicht gezeigt werden (Tabelle 27).
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Tabelle 27: Mutation A12308G.

Vorkommen in
Mutationsprofil Patient Patientenkollektiv Kontrollen
(A12308G)

A12308G hom.

A1811G het. (45% mut.)
G1888A het. (35% mut.)
T4216C het. p.Y304H (30% mut.)
A15907G het.(45% mut.)
G15928A het. (30% mut.)

34802 Komplex I+IV

A12308G hom.

T12188C hom. 38489 Komplex I+IV

A12308G hom. _ 0
31685 Komplex I+1V 12,8%
T12297C hom. P (347 von 2704)

A12308G hom.
A750G hom. 35826 Komplex |
T2352C hom

A12308G het. (80% mut.)
5752delA hom. 33324 Komplex |
T9989C p.S261S het. (60%)

A12308G het. (40% mut.)

C14766T p.T7l het. (30% mut) | 52298 Komplex |

Patientin 31685 (biochemisches Profil siehe Anhang Kapitel 6.2.3.)
Al12308G und die Mutation T12297C wurden in Zusammenhang mit dilatierter

Kardiomyopathie in einem 36-jahrigen Patienten beschrieben (Grasso et al., 2001). In dieser

Veroffentlichung wurde auch insbesondere auf einen moglichen synergistischen Effekt dieser
beiden Mutationen verwiesen.

Folgende klinischen Angaben lagen zu der 1997 geborenen bosnischen Patientin 31685 vor,
bei der diese Kombination ebenfalls gefunden wurde:

Rezidivierendes Erbrechen, Trinkprobleme, Speichelfluss bei unauffalligem
Gastroskopiebefund, fehlender Schluckakt. Keine Muskeleigenreflexe. Labor
Blutgasanalyse (PH 7.23), Laktat 4,1.

Eine Biopsie erfolgte, nachdem die Patientin 2 Wochen alt war. Histologischer Befund:
Muskulare Hypotonie, Laktatazidose, keine Ragged-Red Fibers, vermehrte Fettspeicherung
in TYP-I-Fasern.

62



Diskussion

GGTCEITAGGCCCCAABAATT

Abbildung 29: T12297C hom. (links) und A12308G hom. (rechts)

Aufgrund der geschilderten Zusammenhange und der Kombination zweier Mutationen ist
anzunehmen, dass die bei der Patientin gefundenen Punktmutationen A12308G und

T12297C einen pathogenetischen Kontext besitzen.

Patient 34802

Neben der Variante A12308G wurden zusatzlich mehrere Polymorphismen gefunden, die in
unterschiedlichem Umfang heteroplasmisch sind. Die Mutation T4216C p.Y304H, war zu
etwa 30% heteroplasmisch. Das Ausmal3 der Heteroplasmie ist in diesem Patienten wohl zu
gering, um dieser Variante hier krankheitsverursachende Wirkung zusprechen zu koénnen.

Die Beschreibung der Variante T4216C entnehme man Kapitel 4.7.1.

Die Patienten 38489, 35826, 33324 und 32998

In diesen Patienten wurde die Variante A12308G gefunden, ohne dass eine besondere

Mutation/Variante gefunden wurde, auf deren Wirkung sie hatte Einfluss nehmen kénnen.
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4.7.4 T5814C in der tRNA-Cystein

Klinische Angaben:
Erhdhtes Blutlaktat.

Biochemisches Profil: Siehe Anhang Kapitel 6.2.3.

Tabelle 28: Mutationsprofil Patient 35799.

Mutationsprofil

Patient

Vorkommen in
Patientenkollektiv Kontrollen
(T5814C)

C1706T hom.
C2332T hom.
A2358G hom.
(unklare Variante,
siehe Kapitel 3.5)
T2416C hom.
T4277C hom.
T4370C hom.
T5814C hom.
G12236A hom

35799

~0,4%

Komplex | (10 von 2703)

Mutationsgrad:

Patient:

Patientenkollektiv:

Homoplasmisch

35799

Komplex |

Abbildung 30: T5814C hom.
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T5814C (Tabelle 28, Abbildung 30) ist mehrfach in Zusammenhang mit mitochondrialen
Erkrankungen verschiedenen klinischen Spektrums beschrieben worden, darunter unter
anderem Enzephalomyopathie und Kardiomyopathie (Scuderi et al., 2007). Jedoch scheint
nach Scuderi et. al. diese Mutation nur unter bestimmten Bedingungen ihre pathogenetische
Wirkung zu entfalten. Dafiir spricht auch, dass sie in der Datenbank mtDB in 10 Kontrollen
gefunden wurde. In der Publikation wird als Ursache mdglicher Interferenzen insbesondere
auf nukleare Faktoren verwiesen, da mehrere Familien bereits mit dieser Variante
beschrieben wurden und sich bei der Sequenzierung des kompletten mitochondrialen
Genoms dieser Patienten keine weiteren Auffalligkeiten gezeigt haben.

In diesem Projekt ist T5814C in dem Patienten 35799 in Kombination mit vielen
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Polymorphismen gefunden worden. Es ist wahrscheinlich, dass T5814C bei diesem
Patienten pathogen wirkt, da in mehreren Publikationen der Krankheitswert dieser Mutation
insbesondere in Zusammenhang mit typischen mitochondrialen Erkrankungen bereits
diskutiert wurde, wobei noch nicht alle Umstande, die dazu beitragen, vollstandig aufgeklart
sind (Santorelli et al., 1997; Scuderi et al., 2007). Fir diesen Patienten ist daher ein Abgleich

mit der Klinik als ndchster Schritt sinnvoll.

475 G15928A in der tRNA-Threonin

Diese Variante ist mit Multipler Sklerose (Mayr-Wohlfart et al., 1996) und Parkinson (Mayr-
Wohlfart et al.,, 1996; Simon et al., 2000) assoziiert, weitere Publikationen konnten nach
Angaben von MITOMAP jedoch keine signifikante Assoziation feststellen. Eine erhohte
Frequenz in den Patientenkollektiven konnte sich anhand der vorgestellten Daten nicht

zeigen.

Tabelle 29: Mutation G15828A.

Vorkommen in Kontrollen

Mutationsprofil Patient Patientenkollektiv (G15928A)

A2706G hom.
C14766T p.T7I het. (80%) 33000
T14783C p.L13L het. (60%)
G15928A het. (70%) Komplex |

G1888A hom.
G15928A het. (80%) 33014 ~4.9%

A1811G het. (45%) (132 von 2704)
G1888A het. (35%)
T4216C het. p.Y304H (30%) 34802
A12308G hom. Komplex 1+1V
A15907G het. (45%)
G15928A het. (30%)

G15928A hom. 38479
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4.7.6 G7444A p.Ter513K in der Cytochrom-C-Oxidase Untereinheit 1

Tabelle 30: Mutationsprofil Patient 34798.

Vorkommen in
Kontrollen

~0,4%
(10 von 2704)

Mutationsprofil Betroffenes Gen Patientenkollektiv

Cytochrom-C-

G7444A hom. Oxidase UL

Komplex I+IV

Mutationsgrad: Homoplasmisch T C T AE A C A A

Patient: 34798

Patientenkollektiv: Komplex [+IV

Abbildung 31: G7444A hom.

G7444A (Tabelle 30, Abbildung 31) bewirkt eine Leserasterverschiebung, die in das Gen der
tRNA-Serin(UCN) hineinreicht. Drei weitere Aminosauren werden durch diese Verdnderung
an die Cytochrom-C-Oxidase angehangt. Diese Variante wurde zunéachst in zwei Patienten
mit LHON und Atmungskettendefekt Typ IV gefunden (Brown et al.,, 1992b). lhre
verstarkende Wirkung mit der A1555G Mutation wurde bereits in mehreren Publikationen
diskutiert (Lu et al., 2010; Yuan et al., 2005). Weiterhin ist die G7444A Veranderung dem 3'
L-Strang-RNA Precursor benachbart und beeinflusst damit auch Ubergreifend die
Prozessierung der tRNA-Serin(UCN) und der mRNA von ND6 (Yuan et al., 2005).
Bemerkenswert ist, dass sie auch in Kontrollen vorkommt (10 bei mtDB), obwohl ihre
Fahigkeit, die Aminosaurenkette zu verldngern und damit zu verandern, fir einen
Polymorphismus ungewohnlich ist. In Kombination mit A1555G ist die Penetranz bei
Aminoglykosid-induzierter Taubheit und nicht syndromatischem Horverlust wesentlich hoher
(Jin et al., 2007).

Fur den Patienten 34798 sollte daher nach einem Abgleich mit den klinischen Daten das
komplette mitochondriale Genom nachsequenziert werden, um mdgliche Co-Mutationen zu
identifizieren. Eine pathogene Wirkung ist aufgrund der beschriebenen Evidenz mdglich,

jedoch nur mit Hilfe der klinischen Daten und weiterer Sequenzierung besser zu evaluieren.

66




Diskussion

4.7.7 C571A in der Kontrollregion (D-Loop) — Patient 35843

Tabelle 31: Mutationsprofil Patient 35843.

Mutationsprofil BetrGofefr?nes Bedeutung Quelle Patientenkollektiv
C571A hom. D-Loop unklar Diskussion Komplex |

Heteroplasmisch ~95% bis

Mutationsgrad: Homoplasmisch

In 1 von 2243 Kontrollen

MIDB:  anthalten (~0,0004%)

Konservierung: Schwach

Position betroffen:  Non coding region (D-Loop)

Abbildung 32: C571A hom.

In der Kontrollregion sind Polymorphismen sehr haufig. Die Variante C571A (Tabelle 31,
Abbildung 32) ist bei MITOMAP noch nicht beschrieben und in nur 1 von 2243 Kontrollen
anzutreffen, aber am ehesten als nicht pathogene Variante einzustufen, da sie 1) eine nicht
kodierende Base betrifft 2) an den Positionen 570, 573, 574, 575 Polymorphismen
vorkommen (Brandon et al., 2005) und 3) sich in einem hypervariablen Segment der
Positionen 438-574 (Brandon et al., 2005) befindet.
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4.7.8 T634C hom. in der tRNA-Phenylalanin — Patient 34853

Klinische Angaben: Therapieresistene Epilepsie, hypotone Bewegungsstdrung, geistige
Behinderung, POLG1 Mut. negativ, MELAS3243 negativ, MERRF8344 negativ, Depletion

negativ, Long range PCR Deletionen negativ.

Tabelle 32: Mutationsprofil Patient 34853.

Mutationsprofil BetrGofefrclenes Bedeutung Quelle Patientenkollektiv
T634C hom. tRNA- . unklar Diskussion Komplex I+1V
Phenylalanin

Mutationsgrad:

mtDB (n=2704):

Konservierung:

Position betroffen:

Homoplasmisch

In 0 Kontrollen enthalten

~16% T (22 von 136)

Loop-Region

CACA

CACC

Abbildung 33: T634C hom.

T634C (Tabelle 32, Abbildung 33) wurde in einer Dissertation in gesunden Sportpiloten
beschrieben (Schmidt, 2007). Trotz der Abwesenheit in 2704 Kontrollen sprechen die
Argumente des deskriptiven Modells (schwache Konservierung, Loopregion) eher gegen

eine pathogenetische Wirkung.
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4.7.9 5743delC (Patient 36349) und A5747G (Patient 34850) im L-Strang

5743delC, Patient 36349

Klinische Angaben:

Haltungsschwache, Entwicklungsverzdgerung, mentale Retardierung, Koordinationsdefizit,
konzentrische hypertrophe Kardiomyopathie, Hepatomegalie, Optikusatrophie,
Laktaterh6hung im Serum und Liquor, Laktat/Pyruvat erhoeht. MELAS 3243 negativ, MERRF
8344 negativ, Leigh/Narp 8993 negativ.

Biochemisches Profil: Siehe Anhang Kapitel 6.2.3.

Tabelle 33: Mutationsprofil Patient 36349.

Betroffenes

Mutationsprofil Gen Bedeutung Quelle Patientenkollektiv
G709A hom. Polymorphismus
12S-rRNA MITOMAP
A750G hom. Polymorphismus
T4254C p.P316P . Syn.
het. (~60% mut.) ND1 Polymorphismus Austausch
5743delC hom. L-Strang unklar Diskussion Komplex 1+1V
5752insA hom. Ursprung Polymorphismus ~ MITOMAP
C147p6?_'|7'|h0m. Polymorphismus ~ MITOMAP
' Cytochrom B
T14783C hom. Polvmorphismus Syn.
p.L13L ymorp Austausch
Mutationsgrad: Homoplasmisch

mtDB (n=2704): In O Kontrollen enthalten CCGCGGGA

Schwach (siehe Abbildung

Konservierung: 36)

Loop-Region (siehe

Position betroffen: Abbildung 35)

Abbildung 34: 5743delC hom., die Deletion ist als rote Linie dargestellt.

Im Ursprung des sogenannten L-Stranges beginnt die Replikation der mtDNA (Tapper et al.,
1981). Dieser ist beim Menschen zwischen den Positionen 5721 und 5798 angesiedelt
(Brandon et al.,, 2005). Ahnlich zur tRNA gibt es hier konservierte Regionen mit
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komplementérer Basenpaarung und variable Regionen. Mutationen im L-Strand kdnnen den

Grad der Replikation beeinflussen, miissen dies jedoch nicht (Hixson et al., 1986).

\\\Afﬂ
H
\l

5743 cC TT
v\ T
T Replikationsrichtung
T
CGET
G6C N\,
CG
§§ 5752
AT
GC
AT
AT
GC

3 - TTAGAT GGGGCCGTCTAAACTTCGACGAAG-5'

l l

5725 5770

Abbildung 35: Revers-komplementare Darstellung des L-Strangs, Positionen 5724 bis 5787 (Hixson et al.,
1986). Man erkennt, dass durch 5743delC und den bekannten Polymorphismus 5752insA die Anzahl der
Basenpaare in der Loopregion nicht verandert wird.

Homo sapiens CTTCTCCCGCCGC [CIGGG |AIAAAAAGGCGGG
Bos taurus CTTCTCCCGCCGC |AIAGAAJAIAAAAAGGCGGG
Canis familiaris CTTCTCCCGCCGCG|TIAGAAIAIAAAAAGGCGGG
Rattus norvegicus CTTCTCCCGCCTA |T[ICAG |AIAAAGAGGCGGG
Mus musculus CTTCTACCGCCGA |AIAAAAIAIAAAATGGCGGT
Danio rerio CTTTTCCCGCCGTT|GIAACC|ICIGGTAAGGCGGG

Abbildung 36: Alignment des L-Strangs, Positionen 5730 bis 5758. Die Positionen 5743 (links) und 5747
(rechts) sind mit Rahmen im Alignment markiert.

Die fehlende Base wird durch den bekannten Polymorphismus 5752insA ausgeglichen. Es
ist aufgrund der Variabilitat der Region und der geringen Konservierung auch im
Zusammenhang mit der verdffentlichten Studie (Hixson et al., 1986) anzunehmen, dass die
Deletion einer Base an der Position 5743 in Kombination mit 5752insA keinen
pathogenetischen Kontext im Rahmen von Atmungskettendefekten besitzt (Tabelle 33,
Abbildungen 34-36).
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A5747G, Patient 34850

Klinische Angaben: Ataxie, Myopathie, Histologie aus Muskelgewebe: Kalibervariation mit

Einzelfaseratrophien, Hypertrophien.

Tabelle 34: Mutationsprofil Patient 34850.

Betroffenes

Mutationsprofil Gen Bedeutung Quelle Patientenkollektiv
A5747G hom. L-Strang unklar Diskussion
M345M (45% ND2 Polymorphismus Synonymehr
mut.) Austausc

Mutationsgrad: Homoplasmisch CGGGIEIAAAA

mMtDB (n=2704): In 3 Kontrollen enthalten

Konservierung:  Stark (siehe Abbildung 36) AV,

Position betroffen: Loop-Region

Abbildung 37: A5747G hom.

A5747G war nicht bei MITOMAP annotiert, wurde aber bereits bei Patienten mit bipolarer
Erkrankung beschrieben (Kato et al., 2001). In dieser Studie konnten keine definitiven
Aussagen beziiglich der Pathogenitat gemacht werden.

Interpretation: Varianten in dieser Region haben eher die Wirkung, die Replikation zu
beglnstigen, als zu verschlechtern (Hixson et al., 1986). Trotz der starken Konservierung
erschliet sich eine direkte pathogene Wirkung von Ab5747G bei Patienten mit
Atmungskettendefekten aufgrund des Vorkommens in 3 Kontrollen und der Lokalisation in
der variablen Loop-Region nicht (Tabelle 34, Abbildung 37).
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4.7.10 C1011A und T1386C in der 12S-rRNA

Die folgenden Varianten wurden nicht in Kontrollen gefunden bei schwacher bis mittlerer
Konservierung (Tabelle 35, Abbildungen 38-40). Sofern die Mutter ebenfalls gesunde

Tragerin der Variante ist, ist dadurch eine alleinige pathogene Wirkung dieser

Basenverédnderungen ausgeschlossen. Daher ist die Sequenzierung der Mutter flr das Gen

12S-rRNA fur folgende Patienten als nachster Schritt empfehlenswert. Fur die Lokalisation

der Varianten im 2D-Modell siehe Abbildung 42.

Tabelle 35: Mutationen C1011A und T1386C.

i ; mtDB Konservierung , _
Genlocus Variante Patient (n=2704)  in Saugetieren Patientenkollektiv
C1011A 34804 In0 ~9% C
hom. 38494 Kontrollen (5 von 57) Komplex I+1V
enthalten
12S rRNA s
n
T1386C ~420% T
het. (30%) 38548 Kontrollen (24 von 57) Komplex I+IV
enthalten

GACAAAAAA

\

| W—

Abbildung 38: C1011A hom., Patient 34804

GACABAAAA

\

Abbildung 39: C1011A hom., Patient 38494

AAACHIACGA

Abbildung 40: T1386C het. 30%, Patient 38548
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5 Zusammenfassung und Schlussfolgerung

In der hier vorliegenden Arbeit konnten mithilfe der Hochdurchsatzmutationsanalyse 376
Patienten mit Komplex |- oder kombiniertem Komplex I+IV-Defekt auf Mutationen in der
mitochondrialen tRNA und rRNA erfolgreich untersucht werden. High-Resolution-Melting-
Analysis ermdoglicht dabei eine kostengtinstige und effiziente Filterungsmethode mit hoher
Sensitivitat (ca. 96%) und Spezifitat (ca. 99%) (Dobrowolski et al., 2009; Reed and Wittwer,
2004). So wurden von ca. 13000-13500 PCR-Reaktionen nur insgesamt 3% sequenziert. Ca.
85% aller gefundenen Varianten waren bereits bei der Datenbank MITOMAP bekannt. Eine
weitere, zentrale Aufgabe der vorliegenden Arbeit bestand darin, die restlichen 15% der
gefundenen Varianten mithilfe definierter Pathogenitatskriterien zu sortieren und zu
interpretieren. Dies wurde mittels eines deskriptiven Modells erreicht. Die dadurch erlangten
Ergebnisse wurden bei der Datenbank MITOMAP eingereicht und werden nun synoptisch

aufgelistet:

1) Durch diese Arbeit kann nach der Untersuchung eines relativ groRen Patientenkollektivs

mit 376 Individuen folgende Aussage getroffen werden:

Mutationen in mitochondrialen tRNA- und rRNA-Genen sind keine haufigen Ursachen von
Atmungskettendefekten vom Typ | und Typ I+IV, wenn h&ufig betroffene Gene vorher als

Mutationsarten ausgeschlossen wurden.

2) Es wurden 14 in der Datenbank MITOMAP bis dato unbekannte Varianten identifiziert. Die
Daten, die durch das deskriptive Modell in der Diskussion erhoben wurden, sprechen eher
gegen eine krankheitsverursachende Wirkung. Zum ganzlichen Ausschluss einer mdglichen
pathogenen Wirkung ist eine biochemische Validierung auch fir diese Varianten
empfehlenswert:

C571A', T634C!, G719A, C739T, C1009T, C1011A", T1386C*, A1692T, A1943G, A2294G,
A2358G, 5743delC!, A5747G*, C5839T (wurden bei MITOMAP eingereicht).

1 : siehe Diskussion.

3) Es wurde in der vorliegenden Arbeit ein in der Datenbank MITOMAP nicht verzeichneter,
jedoch bereits bekannter Polymorphismus identifiziert und eingereicht: A2755G. Dieser

Nukleotidaustausch kennzeichnet die indische Haplogruppe R8 (Bandelt et al., 2008).

4) Die Variante A750G wurde signifikant gehauft in Zusammenhang mit dem Komplex I+IV-

Defekt gefunden. A750G kdnnte daher unter speziellen Bedingungen die Rolle einer
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Verstarkervariante einnehmen bzw. die Penetranz erhéhen. Weiterhin wurde eine signifikant
erhdhte Variabilitat in der 16S-rRNA bei den Komplex I-Defekt-Patienten beobachtet.

5) Die folgenden Varianten wurden in der Mutationsanalyse gefunden und in der Literatur
widersprichlich diskutiert. In diesem Patientenkollektiv wurde keine erhdhte Frequenz
folgender Mutationen gefunden:

T4216C; T4336C; G7444A; A12308G; A15924G; G15928A.

6) Es wurden 7 Mutationen identifiziert, die bereits vorbeschrieben/bekannt waren und die
Diagnose der Patienten erklaren konnen:

A1555G - Patient 38512; T3250C - Patient 33041; A3302G - Patient 38807; T5814C -
Patient 35799; A12308G + T12297C - Patient 31685; A3243G - Patient 33486; T10191C
p.S45P - Patient 35841.

7) Es wurden acht potentiell pathogene Varianten identifiziert, die nicht bei MITOMAP
annotiert waren. Vordefinierte Suchkriterien aus Kapitel 1.5.3 wurden angewandt, um das
Pradikat ,neue Mutation“ zu verifizieren. Diese Kriterien wurden von finf Mutationen erfillt,
die somit auch erstmalig beschrieben sind (G1886A, G12256A, T1607C, G1767A,
1659insTT) und bei MITOMAP eingereicht wurden. Eine biochemische Validierung sowie
eine Sequenzierung der mtDNA der Mutter (und moglicher weiterer Geschwister) werden fir
G1886A, G12256A, T1607C, G1767A, 1659insTT, A2239G und A7570G empfohlen.
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6.1.1 16S-rRNA 2D-Modell
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2002). Zur

Mitochondrion (Cannone et al.,

Homo sapiens,
Veranschaulichung sind die Mutationspositionen 1767, 1886 und 2239 eingezeichnet.

Abbildung 41: 16S-rRNA 2D-Modell.



6.1.2 12S-rRNA 2D-Modell
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Abbildung 42: 12S-rRNA 2D-Modell. Homo sapiens, Mitochondrion (Cannone et al., 2002). Zur

Veranschaulichung sind die Mutationspositionen 1011 und 1386 eingezeichnet.
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6.1.3 tRNA-Serin(AGY) 2D-Modell

é Serin(AGY)
®
A
G--C
A--T
G--C
A--T
A--T 12256
A--T A
& CadTach G
T | | A
CCATG
C C TCT

Abbildung 43: 2D-Modell tRNA-Serin(AGY). An der Position 12256 herrscht eine Watson-Crick-

Basenpaarung.
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6.1.4 tRNA-Aspartat 2D-Modell

Aspartat A
C
A
A--T
A--T
G--C
G.T
T-A
A--T
T--A
T TATCCTA,
AA ATAGG _A /70
AAAG A oT
CATTTC AT

Abbildung 44: 2D-Modell tRNA-Aspartat. Die Position 7570 befindet sich in der T-Loop-Region.
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6.1.5 tRNA-Valin 2D-Modell

Valin

Abbildung 45: 2D-Modell tRNA-Valin. T1607 betrifft den Acceptor-Stamm, wobei keine WC-Paarung

vorliegt.
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i A A
Valin c 0
C C
A A
C--G C--G
A--T A--T
G--C G--C
A--T A-T
G--C 1659 _ Q-G
T-G / 1659insTT T-G T .
G--C CA ﬁ G--C ,"TTCA\‘\
T CAGTT "A T  CAGTT |
¢ Arree? VCAACTT M Arree? TrTCA‘\QcTT/"
A (| A 1| S ‘
G aNAGOe,  aah c AAAGC,  AGA /]
C--G . C--G /
C--G P N C--G K
C-A T C o3 C.A ,
A--T ! N A--T /
AT ’l,' T T A \\ AT ,l
1
I S Ai 7%
TaAC v ! TaAC ’
\ / /
\\\\A C T T // /,
AN g \\ /7
\~~ ________ -7 \\\ ’/

Abbildung 46: Es wird die zu erwartende strukturelle Verdnderung durch die Insertion zweier Thymidin-
Basen an der Position 1659 veranschaulicht.

6.2 Tabellen

6.2.1 Komplex | Ergebnisse

Tabelle 36: Ergebnisse Komplex I-Patientenkollektiv.

Genlokus Variante Patient MITOMAP-Datenbank
567insCCC gggg? Polymorphismus
Nicht kodierende
Region C568T hom. 33029 Polymorphismus
C571A het. - hom. 35843 (>95% mut.) Nicht annotiert
tRNA-Phenylalanin - - -
33008
33030 .
G709A hom. 33343 Polymorphismus
33486
A750G hom. 35826 Polymorphismus
12S-rRNA T721C hom. 37795 Polymorphismus
33027 .
G769A hom. 35809 Polymorphismus
33008 .
G930A hom. 33030 Polymorphismus
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33343
33486
T961G hom. 33010 Polymorphismus
T980C het. 33334 (>95% mut.) Polymorphismus
G1018A hom. 35809 Polymorphismus
T1119C hom. 33331 Polymorphismus
G1211A hom. 33485 Polymorphismus
T1406C hom. 33327 Polymorphismus
33461
35811 .
A1438G hom. 35830 Polymorphismus
36229
C1537T hom. 35811 Polymorphismus
_ T1607C hom. 33267 Nicht annotiert
tRNA-Valin . . .
1659insTT hom. 33354 Nicht annotiert
T1700C hom. 36229 Polymorphismus
C1703T hom. 35825 Polymorphismus
C1706T hom. 35799 Polymorphismus
33036 .
C1715T hom. 33348 Polymorphismus
33329
35832
36231 .
G1719A hom. 36250 Polymorphismus
35818
35825
C1721T hom. 33280 Polymorphismus
G1767A hom. 33485 Nicht annotiert
33339
16S-rRNA A1811G hom. 33346 Polymorphismus
35788
A1842G hom. 33339 Polymorphismus
T1850C hom. 33005 Polymorphismus
33014
33030
33278 .
G1888A hom. 33486 Polymorphismus
35801
33346
A1943G hom. 35802 Nicht annotiert
C2217T hom. 33339 Polymorphismus
C2259T hom. 33458 Polymorphismus
C2332T hom. 35799 Polymorphismus
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T2352C hom. 35826 Polymorphismus
A2355G hom. 35955 Polymorphismus
A2358G hom. 35799 Nicht annotiert
T2416C hom. 35799 Polymorphismus
T2442C hom. 35955 Polymorphismus
A2706G het. 33462 (40% mut.) Polymorphismus
33000
33004
33027
A2706G hom. 33040 Polymorphismus
35788
35795
35955
A2707G hom. 35788 Polymorphismus
A2755G hom. 33325 Nicht annotiert
33027 .
C2789T hom. 35705 Polymorphismus
T2850C hom. 33031 Polymorphismus
33004 .
G3010A hom. 33281 Polymorphismus
35792 .
T3197C hom. 35846 Polymorphismus
MELAS, Leigh
Syndrom, CPEO,
A3243G het. 33486 (35% mut.) Myopathie, u.a.;
tRNA-Leucin (UUR) Pathoger_1e Wirkung
gesichert
Myopathie,
T3250C hom. 33041 CPEO,Polymorphismus
L LHON, Insulinresistenz,
ND1 (Untereinheit T4216C hom. Haplogruppen J/T
der NADH- 33040 K
Dehydrogenase) p-Y304H Mar er,
Polymorphismus
ND1 (Untereinheit | A 15576 p.M307M Nicht annotiert/
der NADH- 36239
hom. Synonymer Austausch
Dehydrogenase)
tRNA-Isoleucin T4277C hom. 35799 Polymorphismus
Morbus Alzheimer mit
Morbus Parkinson,
T4336C hom. 33002 Taubheit und Migrane/
tRNA-Glutamin Polymorphismus
T4370C hom. 35799 Polymorphismus
C4375T hom. 35815 Polymorphismus

tRNA-Methionin

tRNA-Tryptophan

82




Anhang

Nicht kodierende C5586T hom. 36236 Polymorphismus
Region
tRNA-Alanin C5601T hom. 33459 Polymorphismus
: . 35792
NIChtngdifr:ende A5656G hom. 35807 Polymorphismus
g 36236
tRNA-Asparagin - - -
L Strand origin 5752delA hom. 33324 Polymorphismus
G5768A het. 33488 (~30% mut.) Polymorphismus
G5773A hom. 36228 Polymorphismus
T5774C hom. 33460 Polymorphismus
tRNA-Cystein Mitochondriale
T5814C hom. 35799 Enzephalomyopathie,
Polymorphismus
G5821A hom. 33255 Polymorphismus
G5824A hom. 36248 Polymorphismus
tRNA-Tyrosin C5839T hom. 33344 Nicht annotiert
tRNA-Serin(UCN) C7476T hom. 33005 Polymorphismus
A7559G hom. 33028 Polymorphismus
{RNA-Aspartat A7570G hom. 35803 Nicht annotiert
35827 .
T7581C hom. 35841 Polymorphismus
Cytochrom C- C7418T p.F505F Nicht annotiert/
Oxidase hom 33353 Synonymer Austausch
Untereinheit 1 ' ynony
G7600A p.A5A hom. 33459 Polymorphismus,
Synonymer Austausch
Cytochrom C- Polymorphismus
Oxidase T7624A p.T13T hom. 36236 ymorp ’
. . Synonymer Austausch
Untereinheit 2
G8269A p.Ter228Ter 33281 Polymorphismus,
hom. 35787 Synonymer Austausch
tRNA-Lysin - - -
Cytochrom C- Polymorphismus
Oxidase T9989C p.S261S het. | 33324 (60% mut.) ymorp '
OeE Synonymer Austausch
Untereinheit 3
33027 Polymorphismus,
T10115C p.I131 hom. 35795 Synonymer Austausch
ND3 (Untereinheit 61014h3A p.G29S 35795 Polymorphismus
om.
der NaDH-
Dehydrogenase) Epilepsie, Schlaganfall,
T10191C p.S45P 35841 Optlkusa_tr_ophle,
hom. kognitive
Verschlechterung,
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Leigh-Syndrom, Leigh-
like-Syndrom:;
Pathogene Wirkung
gesichert

C10192T p.S45F

hom. 33026 Polymorphismus
T10208C p.M50M 35793 (80% mut.) Polymorphismus,
het. Synonymer Austausch
35832 Polymorphismus,
T10238C p.1601 hom. 35796 Synonymer Austausch
A10283G p.L75L Polymorphismus,
35807
hom. Synonymer Austausch
G10373A p.E105E Polymorphismus,
35846
hom. Synonymer Austausch
A10398G hom. .
0.T114A 35796 Polymorphismus
tRNA-Glycin T10034C hom. 35832 Polymorphismus
33040
tRNA-Arginin T10463C hom. 33486 Polymorphismus
35801
tRNA-Histidin Al12172G het. 33003 (60% mut.) Polymorphismus
tRNA-Serin(AGY) G12236A hom. 35799 Polymorphismus

tRNA-Leucin (CUN)

A12308G het.

32998 (35% mut.)
33324 (80% mut.)

A12308G hom.

35826

Haplogruppen U
Marker/Krankheitsrisiko
erhoht fur CPEO,
Schlaganfall,
Kardiomyopathie,
Nieren- und
Prostatakrebs,
Polymorphismus

tRNA-Glutamat

Cytochrom B

14754delC p.P3fsX8
hom.

33486

Nicht annotiert

C14766T p.T7I1 het.

32998 (30% mut.)
33000 (80% mut.)

Polymorphismus

C14766T p.T71 hom.

33256
33486

Polymorphismus

T14783C p.L13L het.

33000 (60% mut.)

Polymorphismus,
Synonymer Austausch

tRNA-Threonin

A15907G het.

33462 (30% mut.)

Polymorphismus

G15928A het.

33000 (70% mut.)
33014 (80% mut.)

Multiple Sklerose,
Polymorphismus

T15932C het.

33462 (60% mut.)

Polymorphismus

tRNA-Prolin
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6.2.2 Komplex I+IV Ergebnisse

Tabelle 37: Ergebnisse Komplex I+IV-Patientenkollektiv.

Genlokus Variante Patient MITOMAP
_ _ 568insCCC hom. 36330 Polymorphismus
Non coding region 36341
C568T hom. 38540 Polymorphismus
tRNA-Phenylalanin T634C hom. 34853 Nicht annotiert
34800
34853 .
G709A hom. 36349 Polymorphismus
36350
G719A hom. 38540 Nicht annotiert
34788 . .
C739T hom. 34800 Nicht annotiert
34788
34800
34853
36349
36182 .
A750G hom. 36350 Polymorphismus
38507
38540
38543
38544
A751G hom. 38544 Polymorphismus
34788 .
G769A hom. Polymorphismus
12S-rRNA 38540 ymorp
34853
G930A hom. 36182 Polymorphismus
36350
G951A het. 38507 (50% mut.) Polymorphismus
G951A hom. 38544 Polymorphismus
C954T hom. 38540 Polymorphismus
960delC hom. 31686 Polymorphismus
T980C hom. 36358 Polymorphismus
C1009T hom. 34805 Nicht annotiert
34804 . .
C1011A hom. 38494 Nicht annotiert
G1018A hom. 34788 Polymorphismus
A1047G hom. 38693 Polymorphismus
T1189C hom. 38487 Polymorphismus
34804 .
T1243C hom. 38494 Polymorphismus
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38497
G1303A het 34814 (60% mut.) Polymorphismus
T1386C het. 38548 (30% mut.) Nicht annotiert
T1406C hom. 23283 Polymorphismus
G1415T hom. 34783 Polymorphismus
34783
34804
A1438G hom. ggigi Polymorphismus
38541
38543
A1555G hom. 38512 T\";‘\fi:’l:‘ueri]; zitsr:gﬁ:ﬂe
G1598A hom. 38815 Polymorphismus
tRNA-Valin - - -
A1692T hom. 38551 Nicht annotiert
T1700C hom. ggggg Polymorphismus
C1721T hom. 38550 Polymorphismus
A1811G het. 34802 (45% mut.) Polymorphismus
A1811G hom. 38513 Polymorphismus
T1822C hom. 38513 Polymorphismus
T1834C hom. 38550 Polymorphismus
G1886A hom. 31673 Nicht annotiert
G1888A het. giggg 8222 233 Polymorphismus
G1888A hom. 34800 Polymorphismus
16S-rRNA A1900G hom. 34809 Polymorphismus
A2239G hom. 36333 Nicht annotiert
A2294G hom. 38685 Nicht annotiert
T2352C hom. ggg%é Polymorphismus
T2442C hom. 34782 Polymorphismus
T2626C hom. 38482 Polymorphismus
A2706G het. 34796 (50% mut.) Polymorphismus
34782
A2706G hom. gggﬂ Polymorphismus
38482
C2789T hom. gggii Polymorphismus
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T2850C hom. 36342 Polymorphismus
31673 .
G3010A hom. 38527 Polymorphismus
38535 .
T3197C hom. 38688 Polymorphismus
A3221G het. 34814 (80% mut.) Polymorphismus
tRNA- Myopathie, pathogene
Leucine(UUR) A3302G hom. 38807 Wirkung gesichert
T4216C het. 34796 (30% mut.) _ _
p.Y304H 34802 (30% mut.) | LHON, Insulinresistenz,
Ta216C h 34810 Haplogruppenmarker
om. i
ND1 (Untereinheit 5. Y304H 38543 JIT, Polymorphismus
der NADH- : -
Dehydrogenase) | C4251T p.P315P 38514 Nicht annotiert/

Synonymer Austausch

Té:fggilg;et. 36349 (60% mut.) Synlt\)lrifyhr;[gp R?Jt;?;ttﬁsch
tRNA-Isoleucin - - -
rssschon, | e | s panson,
tRNA-Glutamin 38529 Tal;%?;;:]grrg)?lihglglrjasne/
T4386C hom. 34790 Polymorphismus
S T5495C hom. 38497 Polymorphismus,
ND% ég:ltzg'_'n_he't p.F342F 38684 Synonymer Austausch
Denyogense) | ASSIELR | qyago o) | g NeLamaten
tRNA-Tryptophan - - -
tRNA-Alanin C5633T hom. 38499 Polymorphismus
34805
Non coding A5656G hom. gggg; Polymorphismus
38693
tRNA-Asparagin - - -
5743delC hom. 36349 Nicht annotiert
L-Strand A5747G hom. 34850 Nicht annotiert
5752insA hom. 36349 Polymorphismus
(RNA-Cystein G5773A hom. 31673 Polymorphismus
T5788C hom. 38688 Polymorphismus
tRNA-Tyrosin - - -
A5894G hom. 38538 Polymorphismus
Non coding 5895insC hom. ggigg Polymorphismus
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Cytochrom Oxidase

G7444A hom.

LHON, Taubheit,

Untereinheit 1 Ter513K 34798 Polymorphismus
tRNA-Ser(UCN) C7476T hom. 38499 Polymorphismus
G7521A hom. 34780 Polymorphismus
tRNA-Aspartat 34800 (60% mut.) .
T7581C het. 34808 (85% mut.) Polymorphismus
Non Codi C8292T hom. 34782 Polymorphismus
on Codin
om. olymorphismus
J C9971T h 38540 Polymorphi
tRNA-Lysin - - -
tRNA-Glycin T10034C hom. 38495 Polymorphismus
T10084C hom. p.19T 38823 Polymorphismus
A10086G hom. .
0.N10D 34785 Polymorphismus
T10115C hom. 38540 Polymorphismus,
p.119I Synonymer Austausch
C10142T hom. 36358 Polymorphismus,
p.N28N Synonymer Austausch
C10192T hom. .
0.S45F 38527 Polymorphismus
C10196T hom. 38823 Nicht annotiert/
p.P46P Synonymer Austausch
T10238C hom. ggggg Polymorphismus,
p.160I 38821 Synonymer Austausch

ND3 (Untereinheit

der NADH- C10244T het. 200 Nicht annotiert/
Dehydrogenase) p.F62F 38495 (~30% mut.) Synonymer Austausch
A10301G p.T81T Nicht annotiert/
38688
hom. Synonymer Austausch
G10310A hom. 36353 Polymorphismus,
p.L84L Synonymer Austausch
G10320A hom. .
D.V8sl 36353 Polymorphismus
A10388G hom. 38802 Polymorphismus,
p.G110G Synonymer Austausch
31673
38543
A10398G hom. 38495 Polvmorphismus
p.T114A 38695 ymorp
38802
38821
T10463C het. 34810 (70% mut.) Polymorphismus
tRNA-Arginin 31673 _
T10463C hom. 38695 Polymorphismus
ND4 (Untereinheit C12133T hom. 38538 Nicht annotiert/
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der NADH-
Dehydrogenase)

tRNA-Histidine

tRNA-Serin(AGY)

tRNA-Leucin(CUN)

p.S458S Synonymer Austausch
T12188C hom. 38489 Polymorphismus
34782 .
T12189C hom. 38540 Polymorphismus
G12236A hom. 36329 Polymorphismus
A12248G hom. 38511 Polymorphismus
G12256A het. 31673 (~90% mut.) Nicht annotiert
T12285C hom. 38538 Polymorphismus
T12297C hom. 31685 Dilatierte
Kardiomyopathie
Haplogruppen U
Marker/Krankheitsrisiko
31685  Sehlagantal,
A12308G hom. 34802 n'ag '
Kardiomyopathie,
38489 ,
Nieren- und
Prostatakrebs,

Polymorphismus

Cytochrom B

C14766T het. p.T7I

34796 (45% mut.)
34797 (40% mut.)

Polymorphismus

34814
C14766T hom. p.T7I 36338 Polymorphismus
36349
T14783C hom. 34814 Polymorphismus,
p.L13L 36349 Synonymer Austausch

tRNA-Threonin

G15894A het.

38550 (35% mut.)

Nicht annotiert

A15907G het.

34802 (45% mut.)

Polymorphismus

A15924G hom.

38550

Letale kindliche
mitochondriale
Myopathie,
Polymorphismus

G15928A het.

34802 (30% mut.)

Polymorphismus

G15928A hom.

38479

Polymorphismus

tRNA-Prolin
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6.2.3 Biochemische Daten ausgewahlter Patienten und Patientenkollektiv

CS = Citratsynthase; K = Komplex

31673 K K I KL/ K IV CS
4 95.3 12.7 56 194
UngNCP | 155.428) | (16-42.6) (6-25) (112-351) | (45-100)
0.02 0.49 0.07 0.29
VUCS | 017-056) | (0.1-0.5) | (0.08-0.45) | (1.1-5) -
31685 K I K Il K I/ K IV CcS
5 3.4 16 46
Ung NCP | 15 8.42 8) - (6-25) | (112-351) | (45-100)
0.1 0.07 0.35
UUCS | 017.056) - (0.08-0.45) | (1.1-5) -
33041 K I K Il K I/ K IV CcS
7.2 24.4 259 136
Uing NCP | 15 8'42.8) ) (6-25) (112-351) | (45-100)
0.05 0.18 1.9
VUCS | (0.17-0.56) - (0.08-0.45) | (1.1-5) -
33354 K K I KL/ K IV CS
1.8 9.7 47 84
Uing NCP | 15 5'42.8) - (6-25) (112-351) | (45-100)
0.02 0.11 0.56
Uu s (0.17-0.56) i (0.08-0.45) (1.1-5) i
35799 K I K Il K I/ K IV CcS
U/ng NCP (15 8?42 8) - normal normal normal
U/U Cs © 13‘_%856) - normal normal -
35803 K I K I KL/ K IV CS
10.3
U/ng NCP (15.8-42.8) - normal normal normal
U/U CS © 1%—%)156) - normal normal -
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35841 K I K I KL/ K IV CS
U/ng NCP (15 2;32 8) - normal normal normal
U/UCs © 1%_%556) - normal normal -
36333 K I Kl KL/ K IV CcS
9.4 7.8 49 70
Ung NCP | 15 842 g) - (6-25) | (112-351) | (45-100)
0.13 0.11 0.7
UUCS | (017.056) - (0.08-0.45) | (1.1-5) -
36349 K I Kl KL/ K IV CS
3.4 27.1 36 135
Uing NCP | 15842 8) ) (6-25) (112-351) | (45-100)
0.03 0.2 0.27
VUCS | (0.17-056) - (0.08-0.45) | (1.1-5) -
38807 K I Kl KL/ K IV CS
5.3 20.2 116 ?
Ung NCP | 15 8.42 8) - (6-25) | (112-351) | (45-100)
0.04 0.14 0.81
Uu s (0.17-0.56) i (0.08-0.45) (1.1-5) i
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Tabelle 38: 187 Komplex I-Defekt Patienten, 4 Negativproben, 384-Loch-Platte. Pat. 33352 fiel aus.

1,2 3,4 5,6 7.8 9,10 11,12 | 13,14 | 15,16 | 17,18 | 19,20 21,22 23,24
A | 32998 | 33000 | 33001 | 33002 33003 33004 | 33005 | 33006 | 33007 | 33008 33009 33014 A
B | 36452 | 35804 | 35817 | 35834 35787 35790 | 35809 | 35833 | 35284 | 36229 36237 36245 B
C | 33035 - 33036 | 33332 33041 33255 | 33256 | 33324 | 33325 | 33326 33328 33331 ©
D | 35788 | 35806 | 35820 | 35835 35794 35792 | 35810 | 35840 | 35955 | 36230 36238 36246 D
E | 33333 | 33334 | 33336 | 33338 33339 33340 | 33341 | 33343 | 33344 | 33346 33347 - E
F | 35791 | 35807 | 35823 | 35836 35802 35793 | 35816 | 35843 | 37802 | 36231 | 36239_2 36247 F
G | 33354 | 33355 | 33356 | 33358 33348 33278 | 33281 | 33456 | 33457 | 33458 33459 33462 G
H | 35796 | 35808 | 35824 | 35838 35813 -@@- 36232 | 36240_2 36248 H
| | 33464 | 33465 | 33545 | 33485 33486 33487 | 33461 | 33015 | 33017 | 33018 33020 33023 |
J | 35797 | 35811 | 35825 | 35839 35819 35795 | 35821 | 35846 | 36225 | 36233 36241 36249 J
K | 33024 | 33027 | 33029 | 33030 33031 33032 | 33033 | 33253 | 32999 | 33010 33011 33013 K
L | 35799 | 35812 | 35828 | 35841 35822 35798 | 35826 | 36453 | 36226 | 36234 36242 36250 L
M | 33016 | 33021 | 33025 | 33026 33028 33040 | 33267 | 33269 | 33277 | 33279 - 33280 M
N | 35800 | 35814 | 35830 | 35842 | 35831_2 | 35803 | 35827 | 37795 | 36227 | 36235 36243 36251 N
O | 33282 | 33283 | 33284 | 33022 33034 33460 | 33488 | 33329 | 33327 | 33330 33353 33359 O
P | 35801 | 35815 | 35832 | 37796 37797 35805 | 35829 | 34741 | 36228 | 36236 36244 362522 | P
1,2 3,4 5,6 7,8 9,10 11,12 | 13,14 | 15,16 | 17,18 | 19,20 21,22 23,24
Tabelle 39: 189 Komplex I+IV Patienten, 3 Negativproben, 384-Loch-Platte.
1,2 3,4 5,6 7,8 9,10 11,12 13,14 15,16 17,18 19,20 21,22 23,24
A | 34778 | 34779 | 34780 | 34781 | 34782 | 34783 | 31673 | 31683 | 38041 | 36327 | 36328 | 36332 A
B | 38479 | 38487 | 38495 | 38503 | 38511 | 38519 | 38527 | 38535 | 38543 | 38551 | 38689 | 38806 B
C | 34784 | 34785 | 34786 | 34787 | 34788 | 34789 | 31674 | 31685 | 36333 | 38049 | 36335 | 36336 C
D | 38823 | 38488 | 38496 | 38504 | 38512 | 38520 | 38528 | 38536 | 38544 | 38552 | 38690 | 38807 D
E | 34790 | 34791 | 34792 | 34793 - 34795 | 31684 | 31686 | 38684 | 36339 | 36340 | 36341 E
F | 38481 | 38489 | 38497 | 38505 | 38513 | 38521 | 38529 | 38537 | 38545 | 38553 | 38691 | 38809 B
G | 34796 | 34797 | 34798 | 34799 | 34800 | 34801 | 31676 | 36347 | 36342 | 36343 | 36344 | 36346 G
H | 38482 | 38490 | 38498 | 38506 | 38514 | 38522 | 38530 | 38538 | 38546 | 38554 | 38692 | 38813 H
| | 34802 | 34803 | 34804 | 34805 | 34806 | 34807 | 31677 | 31688 | 36348 | 36349 | 36350 | 36351 |
J | 38483 | 38491 | 38499 | 38507 | 38833 | 38523 | 38531 | 38539 | 38547 - 38693 | 38815 J
K | 34808 | 34809 | 34810 | 38045 | 34812 | 34813 | 31680 | 31689 | 36352 | 36353 | 36354 | 36355 K
L | 38484 | 38492 | 38500 | 38508 - 38524 | 38532 | 38540 | 38548 | 38685 | 38694 | 38817 L
M | 34814 | 34849 | 34850 | 34851 | 34852 | 34853 | 31681 | 38052 | 36356 | 36357 | 36358 | 38834 | M
N | 38485 | 38493 | 38501 | 38509 | 38517 | 38525 | 38533 | 38541 | 38549 | 38687 | 38695 | 38820 N
O | 34854 | 34855 | 34856 | 34857 | 34858 | 34859 | 31682 | 34741 | 36329 | 36330 | 36331 | 36338 (6]
P | 38486 | 38494 | 38828 | 38510 | 38518 | 38526 | 38534 | 38542 | 38550 | 38688 | 38802 | 38821 P
1,2 3,4 5,6 78 | 910 | 11,12 | 13,14 | 1516 | 17,18 | 19,20 | 21,22 | 23,24
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6.2.4 Primer

Tabelle 40: Liste der fiir den Screen verwendeten Primer.

Gen (Mitochondrion) Richtung Oligonukleotidsequenz Produktlange
. Forward | 5-CACACACCGCTGCTAAC-3'
tRNA-Phenylalanin 188
Reverse | 5-GATGCTTGCATGTGTAATCTTACT-3'
Forward | 5-GCTTACCTCCTCAAAGCAATAC-3'
12S-rRNA_Exonl 405
- Reverse | 5-AACTCAGGTGAGTTTTAGCTTTAT-3'
Forward | 5-TAGAAGCCGGCGTAAAGAG-3'
12S-rRNA_Exon2 421
Reverse |5'-CATGGGCTACACCTTGAC-3'
12S-rRNA_Exon3 plus Forward |5-CGCAAGTACCCACGTAAAG-3' 420
tRNA-Valin Reverse |5-GGCTAAGGTTGTCTGGTAGT-3'
Forward | 5-ACTTAGGAGATTTCAACTTAACTTGAC-3'
16S-rRNA_Exonl 439
- Reverse | 5-TTTAGAGGGTTCTGTGGGCA-3'
Forward |5-GCTGGTTGTCCAAGATAGAAT-3'
16S-rRNA_Exon2 440
- Reverse | 5-CCTTTCCTTATGAGCATGCC-3'
Forward | 5-CAAGTCATTATTACCCTCACTGTC-3'
16S-rRNA_Exon3 447
Reverse | 5-CTCGGAGGTTGGGTTCT-3'
Forward | 5-AAATTTCGGTTGGGGCG-3'
16S-rRNA_Exon4 450
Reverse |5-TTACCGGGCTCTGCCAT-3'
) Forward |5-TATACCCACACCCACCCAA-3'
tRNA-Leucin(UUR) 145
Reverse |5-ATGGGTACAATGAGGAGTAGG-3'
-Methionin Reverse |5-GATTAATTAGTACGGGAAGGGTATAAC-3'
tRNA-Tryptophan, -Alanin, | Forward |5-CCACGCTACTCCTACCTATC-3'
-Asparagin, -Cystein, 448
-Tyrosin Reverse |5-TCGGCGAACATCAGTGG-3'
_ Forward | 5-TAGAAGAACCCTCCATAAACCTG-3'
tRNA-Serin(UCN), -Aspartat 307
Reverse | 5-GTGATCATGAAAGGTGATAAGCTC-3'
) Forward |5-GGGCCCGTATTTACCCTA-3'
tRNA-Lysine 148
Reverse | 5-TGGGCCATACGGTAGTATT-3'
) Forward |5-TGTGGTTTGACTATTTCTGTATGTCTC-3'
tRNA-Glycin 325
Reverse | 5-GGCAATTTCTAGATCAAATAATAAGAAGGT-3'
L Forward |5-CGCGTCCCTTTCTCCATAA-3'
tRNA-Arginin 322
Reverse | 5-CTAGAAGTGAGATGGTAAATGCTAGTA-3'
tRNA-Histidin, -Serin(AGY), | Forward | 5-CGACATCATTACCGGGTTT-3' 250
-Leucin(CUN) Reverse |5-TGGTTATAGTAGTGTGCATGGTT-3'
Forward | 5-CCCCACAAACCCCATTAC-3'
tRNA-Glutamat 190
Reverse | 5-GAGGTCGATGAATGAGTGGTTA-3'
) ) Forward | 5-ACAAAATACTCAAATGGGCCT-3'
tRNA-Threonin, -Prolin 189
Reverse |5-GTGGTACCCAAATCTGCTTC-3'
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6.3 Revised Cambridge Sequence

Als Referenzsequenz ist die 1999 von Andrews et al. als korrigierte Version der ,Original
Cambridge Reference Sequence* (Anderson et al.,, 1981) verwendet. Alle detektierten
Varianten und Mutationen beziehen sich auf die folgende Sequenz in der GenBank
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/Genbank/):

NCBI Reference Sequence: AC_000021.2, Homo sapiens mitochondrion, complete genome.

6.4 MITOMAP Submissions

Bei MITOMAP wurden neue Varianten unter folgenden Nummern eingereicht:
201103022001-20110302023 (ohne 20110302014).

6.5 Verwendung

Teile dieser Arbeit wurden im September 2008 in Form eines Posters auf dem jahrlichen
Symposium der ,Society for the study of Inborn Errors of Metabolism“ in Lissabon

prasentiert.
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7 Verzeichnisse

7.1 Abklrzungsverzeichnis

CPEO Chronische progressive externe

Ophtalmoplegie
Het. Heteroplasmisch (Mutante in % angegeben)
Hom. Homoplasmisch
LHON Leber'sche hereditare Optikusneuropathie

Mitochondriale Enzephalomyopathie,
MELAS-Syndrom Epilepsie, Laktatazidose und
schlaganfallahnliche Symptome

Datenbank fir mitochondriale Mutationen:

MITOMAP http://www.MITOMAP.org

Datenbank, 2704 sequenzierte
mtDB mitochondriale Kontrollsequenzen,
http://www.genpat.uu.se/mtDB/

mt-tRNA und mt-rRNA Mitochondriale tRNA bzw. rRNA

NnDNA Nukledre DNA

OXPHOS gﬁri]dueﬁig\]/se;eigosphorylierungssystem =
PCR Polymerase-Chain-Reaction

rCRS Revised Cambridge Reference Sequence
WC-Paarung Watson-Crick-Paarung
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Abbildung 31:
Abbildung 32:
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12S-rRNA 2D-Modell.

2D-Modell tRNA-Serin(AGY).

2D-Modell tRNA-Aspartat.

2D-Modell tRNA-Valin.

Es wird die zu erwartende strukturelle Verdnderung durch die

Insertion zweier Thymidin-Basen an der Position 1659 veranschaulicht.
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