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Mitochondriopathien: Eine Sonderform der Ophthalmoparesen

H. Reichmann, Th. Klopstock, M. Naumann, R. Gold, B. Janetzky, A. Beck, J. Maas,
M.S. Damian’, P. Seibel
Neurologische Universitatskliniken Wiirzburg und *Giessen

Einleitung

Ahnlich wie die Myasthenia gravis, die Hypothyreose und die okuldre Muskeldystrophie sind
Mitochondriopathien haufig durch Ophthalmoparesen charakterisiert.

Von seiten der klinischen Symptome sind neben der Ophthalmoparese Ausdauerschwiche, proximal
betonte Paresen, Retinadegeneration, Erregungsleitungsstorungen des Herzens, Hypakusis, cerebelli-
re Ataxie, Kleinwuchs, Myoclonusepilepsie und vieles mehr zu nennen. In unseren Hédnden hat sich
der Fahrradergometertest mit steigender Belastung sehr bewéhrt. Neben dem Laktatanstieg halten wir
insbesondere die verlangsamte Verstoffwechselung des Laktats fiir suspekt. Methodisch reizvoll ist
die *'p Spektroskopie, die eine deutliche Abnahme des Kreatinphosphats mit Anstieg des anorga-
nischen Phosphats sowie eine Azidose unter Belastung zeigt. Letztendlich ist dann aber doch eine
Muskelbiopsie unumginglich, wo mittels der modifizierten Trichrom-Gomori-Farbung nach »ragged-
red fibers« gefahndet werden muB.

Biochemische Veridnderungen in den Mitochondrien von Patienten mit »Mitochondrialen Zytopa-
thien« betreffen neben dem Lipid- und Pyruvat-Stoffwechsel in erster Linie die Enzymkomplexe der
Atmungskette, und damit die Kopplung von Atmung und oxidativer Phosphorylierung (OxPhos).
Bereits 1962 gelang Luft et al. (1) der Nachweis von morphologischen und biochemischen Verinde-
rungen von Muskel-Mitochondrien in Patienten mit »Mitochondrialen Zytopathien«.

Im letzten Jahrzehnt erbrachte die intensive Charakterisierung der Enzymdefekte in Gewebehomoge-
naten dieser Patientengruppe erste Teilerfolge bei der Aufkldrung der mitochondrialen Fehlfunktionen
(2-10).

Seit 1988 wissen wir, da3 Storungen der oxidativen Phosphorylierung durch mitochondriale DNA-
Variationen hervorgerufen werden koénnen (11) und als Ursache neurologischer, paediatrischer,
internistischer und ophthalmologischer Krankheitsbilder angesehen werden miissen. So wurden in
einigen Fillen mitochondriale DNA-Deletionen oder Punktmutationen nachgewiesen (Kearns-Sayre
Syndrome, KSS (12); Chronic Progressive External Ophthalmoplegia, CPEO (12,13); Myoclonic
Epilepsy and Ragged-Red Fibers, MERRF (14,15); Mitochondrial Encephalopathy, Lactic Acidosis
and Stroke-like episodes, MELAS (16,17); Leber’s Hereditary Optic Neuropathy, LHON (18)),
wihrend fiir andere Erkrankungen genetische Verinderungen des Kerngenoms postuliert wurden
(Fatal Infantile Mitochondrial Myopathy, FIMM (19); Benign Infantile Mitochondrial Myopathy,
BIMM (20); Leigh-Syndrome (21,22)).

Eine Besonderheit der Atmungskettenenzyme von Eukaryonten ist, daB sie sowohl aus kernkodierten
als auch aus mitochondrial kodierten Untereinheiten zusammengesetzt werden. Das mitochondriale
Genom besteht aus einer sehr kompakten, zirkuldren doppelstrangigen DNA. Mit seiner Grofle von
16569 bp kodiert es fiir 13 Proteine der Atmungskette (siecben Untereinheiten des Komplex I,
NADH-Coenzym Q-Oxidoreduktase; eine Untereinheit des Komplex III, Ubiquinon-Cytochrom
c-Oxidoreductase; drei Untereinheiten des Komplex IV, Cytochrom c-Oxidase; zwei Untereinheiten
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des Komplex V; ATP-Synthetase), sowie fiir zwei ribosomale RNAs (12 S und 16 S rRNA) und 22
transfer RNAs (23). Der Ausfall einzelner Atmungskettengene durch mitochondriale DNA Deletionen,
bzw. die Degenerierung eines Gens durch eine Punktmutation muB hier als Ausloser der enzymatischen
Defizite der Atmungskettenenzyme gelten.

Zusitzlich muB in Betracht gezogen werden, da83 jede Zelle mehrere hundert Mitochondrien und jedes
Mitochondrium 3-10 mtDNA Molekiile besitzt. Dadurch scheint es fiir die Zelle moglich zu sein, die
biochemischen Auswirkungen einer DNA-Mischpopulation von intakten und mutierten Genomen
(Heteroplasmie) bis zu einem bestimmten, gewebsspezifischen Schwellenwert zu tolerieren, bevor
sich klinische Symptome manifestieren (15).

Wihrend man bei mitochondrialen DNA-Deletionen in seltenen Fillen die Expression von Fusions-
proteinen beobachten konnte (die unter Umstinden die Kopplung von Atmung und oxidativer
Phosphorylierung beeinflussen) sind die molekularen Wirkungsmechanismen von zum Teil
homoplasmischen Basensubstitutionen in Atmungsketten- und tRNA-Genen auf die Enzymaktivititen
vollkommen ungeklart. Auch die Ausbreitung der mtDNA Variationen innerhalb des Mitochondriums
und der Zelle (oder Muskelfaser) ist unklar. Wihrend die Vermehrung deletierter mtDNA durch eine
schnellere Replikation der kleineren DNA-Molekiile erkldrt werden konnte, kann der Mechanismus
der Amplifizierung von Punktmutationen nur mit ungleichen mitotischen Segregationsvorgingen (24)
oder mit sich wiederholenden Mutationsereignissen an gleicher Position (»hotspot«) erklart werden
(25).

Ergebnisse und Diskussion

Deletionen des mtGenoms sind besonders beim Kearns-Sayre-Syndrom (KSS) und der chronisch
progressiven externen Ophthalmoplegie beschrieben. Hierbei ist typisch, da Heteroplasmie besteht,
d.h. eine Mischpopulation von Mitochondrien mit normalem und solchen mit deletiertem Genom
(Abb. 1).

Wir hatten die Gelegenheit, einen Patienten mit einem KSS iiber 15 Jahre zu verfolgen und konnten
in 2 Biopsien in diesem Abstand jeweils RRF nachweisen. Interessant dabei ist, daB3 im Southern Blot
bei der ersten Biopsie nur normale DNA nachgewiesen werden konnte. In der 2. Biopsie fanden wir
dann aber multiple Deletionen, d.h. Mitochondrien mit sehr unterschiedlicher Menge an deletierter
DNA.

Besonders interessant ist die Progredienz der Erkrankung innerhalb von 15 Jahren mit Zunahme der
Ophthalmoplegie sowie der cerebelldren Ataxie. Erst nach deutlicher klinischer Verschlechterung
konnten wir Deletionen der mtDNA nachweisen. Im Gegensatz zum o. g. Beispiel zeigte dieser Patient
im Southern Blot aber nicht nur zwei sondern multiple Banden. Dies ist damit zu erkldren, da8
verschiedene Deletionen der mtDNA vorhanden sind (26).

Neben Deletionen der mtDNA gibt es auch einige Krankheitsbilder wie das MELAS- und MERRF-
Syndrom und die Leber’sche Opticusatrophie, die auf Punktmutationen des mtGenoms beruhen. Wir
untersuchten eine groBere Familie (in Zusammenarbeit mit Dr. Damian, Universitdt Gieen) mit
MELAS (= Miochondrial Encephalopathy, Lactic Acidosis and Stroke-like episodes) und konnten
dabei die klassische Punktmutation im Bereich des Gens fiir die Leucin-tRNA (Position 3243) zeigen
(Abb. 2).

Wir haben mittlerweile mehrere Hundert Patienten untersucht und hiufig die klinische und morphologi-
sche Diagnose einer Mitochondriopathie molekularbiologisch bestitigen konnen. Kritisch miissen wir ver-
merken, daf unsere biochemischen Homogenatsanalysen hdufig Normalwerte zeigten, weil
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hier durch die Menge der analysierten Muskelfasern fokale Defekte nicht manifest wurden. Bessere
Ergebnisse werden wohl Studien in isolierten Mitochondrien bringen (2).

In unserer Erfahrung ist somit der derzeitige Goldstandard der Diagnose von Mitochondriopathien die
morphologische und biochemische Analyse sowie die molekularbiologische Aufarbeitung einer
Muskelbiopsie.

Diese Arbeit wurde durch die Deutsche Forschungsgemeinschaft und die Wilhelm-Sander-Stiftung
unterstiitzt.
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Abbildung 1: Deletionen der mitochondrialen DNA bei einem Patienten mit CPEO

Gesamt-DNA wurde aus dem Material einer Muskelbiopsie isoliert. Nach Spaltung mit den Restriktionsendonu-
kleasen Pvu II bzw. Bam HI wurden die Fragmente elektrophoretisch aufgetrennt. Nach Transfer auf eine Ny-
lonmembran wurden die DNA-Fragmente mit einer 32p markierten Sonde hybridisiert. Intakte mtDNA wird le-
diglich linearisiert und lauft, ihrer GroBe entsprechend, bei 16.5 kb (Spur 1 und 2). Deletierte DNA lduft entspre-
chend schneller bei 11.5 kb. Bei den CPEO-Patienten findet sich neben der deletierten auch die normale

mtDNA (Heteroplasmie).

Spur 1: mtDNA einer Kontrolle; Pvu II geschnitten

Spur 2: mtDNA einer Kontrolle; Bam HI geschnitten

Spur 3: mtDNA des Patienten; Pvu II geschnitten

Spur 4: mtDNA des Patienten; Bam HI geschnitten
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710 bp -
473 bp—

237 bp—

Abbildung 2: Apa I-Analyse der Punktmutation an Pos. 3243 in einer Familie mit MELAS-Syndrom

Ein 710 bp groBes DNA-Fragment wurde mittels Polymerase Chain Reaction (PCR) amplifiziert und dann nit
der Restriktionsendonuklease Apa I gespalten. Die Fragmente wurden elektrophoretisch aufgetrennt und mi Et-
hidiumbromid angeférbt. Da durch eine Mutation an Pos. 3243 eine Apa I-Schnittstelle kreiert wird, erschenen
nur bei betroffenen Patienten zwei kleinere Fragmente, wihrend die mtDNA bei Kontrollen intakt bleibt.

Spur 1 enthélt Apa I geschnittene mtDNA einer Kontrolle. Die Spuren 2 bis 4 enthalten Apa I geschnittene
mtDNA von verschiedenen Patienten.



