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1 Einleitung
1.1 Die Mitochondrien

1.1.1 Autfbau und Herkunft

Mitochondrien sind Zellorganellen der Eukaryonten mit einer Doppelmembran, eigener DNA
und 70S-Ribosomen. Wihrend das dullere der beiden Membransysteme keine Besonderheiten
aufweist und lediglich die duere Begrenzung des Organells darstellt, bildet die innere Memb-
ran Falten und Ficher, die sog. Cristae. Hier lduft die mitochondriale Atmungskette zur Ener-
giegewinnung der Zelle ab (oxidative Phosphorylierung, OXPHOS). Aulerdem finden sich in
der inneren Lipid-Doppelschicht Proteine, die in dhnlicher Form sonst nur bei Bakterien vor-
kommen. Die mitochondriale DNA ist ringformig, doppelstrangig und liegt, dhnlich wie die
der Bakterien, relativ nackt vor, ohne z.B. durch Histone verpackt zu sein. Jedes Organell

enthilt ca. 2 bis 10 Kopien dieses DNA-Molekiils' (Abb.1).

ATP Synthase Partikel

Ribosom

Innenmembran
Aullenmembran

Abbildung 1 Aufbau eines menschlichen Mitochondrions

Wikimedia Commons, lizenziert unter GNU-Lizenz fiir freie Dokumentation (Lizenztext siche Anhang 7.4),
URL:http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Animal _mitochondrion_diagram_de.svg?uselang=de (20.04.2010)


http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Animal_mitochondrion_diagram_de.svg?uselang=de
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Die Entstehung der Mitochondrien — der ,,Kraftwerke* eukaryontischer Zellen — geht nach
heutiger Auffassung auf eine endosymbiontische Beziehung zwischen Eukaryont und
Prokaryont zuriick und verlief vermutlich folgendermafBlen: Vor etwa 1,5 Milliarden Jahren
stieg der Sauerstoffgehalt der Erdatmosphére stark an. Den im Ozean lebenden, photosynthe-
seaktiven Cyanobakterien (Purpurbakterien) gelang es, durch Weiterentwicklung ihrer bereits
bestehenden Elektronentransportketten den toxischen Sauerstoff zu Wasser zu reduzieren und
damit unschédlich zu machen. Dabei entstand eine Cytochrom-Oxidase, die Elektronen aus
organischen und anorganischen Substraten bis zu O, als terminalem Elektronenakzeptor
transportieren konnte. Die wesentlich komplexer gebauten Eukaryonten, die auf anaeroben
Stoffwechsel angewiesen waren, wurden ebenfalls gezwungen, sich an den steigenden Sauer-
stoffgehalt anzupassen. Die sog. Endosymbionten-Hypothese geht davon aus, dass sich die
Eukaryontenzelle zu diesem Zweck ein Cyanobakterium einverleibte und sich so dessen Sys-
tem zur oxidativen Phosphorylierung zunutze machte. Es entwickelte sich eine Symbiose, bei
der die Wirtszelle das Nahrungsangebot mithilfe der Enzyme aus der Atmungskette der aerob
lebenden Bakterien effektiver nutzen konnte. Der Endosymbiont dagegen war im Inneren der
grofleren Zelle vor verdnderten Umwelteinfliissen gesichert, konnte Sauerstoff entgiften und

vermehrt Energie produzieren’.

Die aktuell revidierte Sicht der Eukaryonten-Entwicklung geht inzwischen davon aus, dass
zwei Bakterientypen (aerob und anaerob) fusionierten und sich daraus ein primitiver
Eukaryont entwickelte’. Wie bereits oben erwihnt, sind Mitochondrien von zwei Membranen
umschlossen. Die duBlere Membran entstammt dabei vermutlich der Plasmamembran der
Wirtszelle, die sich bei der Phagocytose um das eindringende Bakterium schloss. Die innere
Membran, die aus der Bakterienmembran entstanden sein konnte, enthdlt bestimmte Lipide,
Enzyme und Transportsysteme, die auch heute noch in rezenten Plasmamembranen von
Prokaryonten zu finden sind. Die DNA der Organellen ist, wie bei Bakterien, ringformig. Au-
Berdem konnen Organellen nicht aus der genetischen Information des Zellkerns gebildet wer-
den, sondern vermehren sich durch Zweiteilung auseinander. Der Teilungsprozess erinnert an
den der Bakterien. Auch die Ribosomen der Zellorganellen dhneln in ihrem Aufbau eher bak-

teriellen als eukaryontischen Ribosomen.

Im Laufe der Evolution wurde das Genom des Protomitochondriums zum groBten Teil in den
Zellkern des Eukaryonten iibernommen. Dies betrifft sowohl alle Gene flir gemeinsame

Stoffwechselwege der Symbionten als auch einen groflen Teil der Gene fiir die Atmungsket-
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tenproteine. Heute sind in der mtDNA des Menschen von den urspriinglich 3000 bis 4000
Genen des Protomitochondriums nur noch 37 Gene vorhanden. Eine Erkldrung, warum diese
schlieBlich noch verblieben sind, liegt moglicherweise im unterschiedlichen genetischen Code
von Pro- und Eukaryonten, der die Aminosdureabfolge des translatierten Proteins bestimmit.
Wenn diese Mitochondrien-Gene im Zellkern exprimiert wiirden, wiirden moglicherweise
funktionsuntiichtige Genprodukte hergestellt. Aulerdem entstehen grofle hydrophobe Unter-

einheiten der Atmungskette, die nicht in das Mitochondrium importiert werden kénnen.*

1.1.2 Die mitochondriale DNA des Menschen

Mitochondrien besitzen eine eigene genetische Information, die semiautonom neben dem
nukledren Genom existiert. Sie stellt mengenméBig weniger als ein Prozent der Gesamtzell-
DNA, ist aber nichtsdestotrotz lebensnotwendig fiir die Zelle. Die mitochondriale DNA
(mtDNA) des Menschen besteht aus einem doppelstringigen DNA-Molekiil, welches 16569
bp umfasst und in einer Supercoilstruktur vorliegt. Im Matrixraum eines jeden Mitochond-
riums befinden sich etwa 2 bis 10 solcher DNA-Plasmide. Sie sind in der Regel identisch und

werden bei der Teilung der Organelle zufillig auf die Tochtermitochondrien verteilt®.

Die zirkuldre mtDNA besteht aus einem Guanin-reichen schweren Strang (heavy H strand)
und einem Cytosin-reichen leichten Strang (light L strand). Der H-Strang kodiert fiir zwei
ribosomale RNA-Gene (rRNAs), 14 Transfer-RNA-Gene (tRNAs) und 12 Proteingene fiir
insgesamt 4 unterschiedliche Atmungskettenkomplexe. Auf dem L-Strang findet man ein Pro-
tein-Gen und weitere 8 tRNA-Gene. Insgesamt findet man die Gene von 7 der ca. 40 Unter-
einheiten des Komplex I (NADH-Dehydrogenase), 1 von 10 Untereinheiten von Komplex 111
(Cytochrom-C-Reduktase), 3 der 13 Untereinheiten von Komplex IV (Cytochrom-C-Oxidase)
sowie 2 der 12 Untereinheiten von Komplex V (ATP-Synthetase) auf der mtDNA. Alle zu-
sitzlich flr die Funktionalitit des Mitochondriums notwendigen Proteine sind kernkodiert.
Sie werden im Zytoplasma der Zelle synthetisiert und anschliefend in die Organelle transpor-
tiert. Zu den genannten Proteinen zdhlen auch alle nicht mitochondrial kodierten Enzymunter-
einheiten der Atmungskettenkomplexe. Sie werden im Mitochondrium gemeinsam mit den
dort kodierten und hergestellten Proteinen zu funktionsfdhigen Enzymkomplexen zusammen-

gefiigt’ (Abb. 2).
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Membran

In

NADH FADH ke
. ADP + P;
e ATP
I NADH:CoQ II Succinat:CoQ | III Ubichinol: IV Cytochrom- | V ATP-

Komplex

p Reduktase Reduktase Cytochrom-C Reduktase C Oxidase Synthase
Untereinheiten
mtDNA 7 0 1 3 2
nDNA >30 4 9 10 10

Abbildung 2 Zuordnung der Untereinheiten der Atmungskette zum mitochondrialen und nukledren Genom (modifi-
ziert nach Gattermann)

Dargestellt ist die innere Mitochondrienmembran, oben befindet sich der Intermembranraum, unten der Matrixraum.
In die innere Mitochondrienmembran sind die fiinf Atmungskettenkomplexe eingebettet, die Pfeile zeigen den Elekt-
ronentransport.

Im Gegensatz zur nukledren DNA existieren im mitochondrialen Genom keine Introns und,
mit Ausnahme des 1123 Basenpaare langen displacement-Loops, keine langeren nichtkodie-
renden Basenfolgen. Der displacement-Loop (D-Loop) enthélt wichtige Gensequenzen fiir die

Transkription und die Replikation der mtDNA’ (Abb. 3).

Sowohl die Replikation als auch die Transkription der mtDNA weisen im Vergleich zur
nukledren DNA (nDNA) einige Besonderheiten auf. Die Replikation der mtDNA lduft unab-
hingig vom Zellzyklus ab und dauert mit etwa 2 Stunden sehr viel langer als die der nDNA®.
Sie beginnt mit dem H-Strang und geht von dessen Startpunkt (origin Oy) im D-Loop aus.
Der schwere Strang wird nun zunidchst im Uhrzeigersinn zu ca. 2/3 repliziert, bis der Replika-
tionsursprung Oy fiir den leichten Strang erreicht ist. Dieser wird nun in Gegenrichtung eben-
falls repliziert, der H-Strang wird im Uhrzeigersinn weiter komplettiert. Zum Ende liegen
zweil ineinander verschriankte zirkulire DNA-Molekiile vor. Diese werden mit Hilfe einer
Topoisomerase voneinander getrennt. Zellen von Sdugetieren enthalten normalerweise 10° —
10* Kopien der mt-DNA mit 2-10 mitochondrialen Genomen pro Organelle. Diese Genome

werden alle unabhidngig vom Zellzyklus repliziert, was zur Folge hat, dass einige mtDNA-
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Molekiile standig repliziert werden, andere gar nicht. Dieses Phdnomen fiihrt, gemeinsam mit
der zufilligen Verteilung wéhrend der Zellteilung, zur Segregation von Sequenzvarianten

wihrend der Mitose (siche unten).’

Die Transkription geht ebenfalls vom D-Loop aus, wo jeder der beiden DNA-Strdnge seinen
eigenen Promotor besitzt. Anders als im nukledren Genom, wo einzelne Gene ihren eigenen
Promotor besitzen, wird im Mitochondrium ein den ganzen Strang umfassendes RNA-
Molekiil transkribiert. Es entstehen somit zwei lange Transkripte, die erst spater durch Rest-
riktionsenzyme in die einzelnen mRNAs, rRNAs und die dazwischen liegenden tRNAs ge-
spalten werden®. Um eine Uberproduktion an tRNAs und Proteinen zu vermeiden, existiert fiir
den H-Strang eine weitere transkriptions-terminierende Regulationssequenz am 3'-Ende der
16S-rRNA°. Die H-Strang-Transkription beginnt immer im D-Loop und wird dann nach Ab-
schluss der Produktion der rRNAs wahlweise liber den erwédhnten Transkriptionsterminator

hinweg fortgefiihrt.
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Auch bei der Translation gibt es einige wichtige Abweichungen zwischen den Vorgingen im
Zytoplasma der Zelle und in der mitochondrialen Matrix. Der friiher als universell angenom-
mene genetische Code zeigt in den Mitochondrien einige Unterschiede: AUA steht fiir Me-
thionin statt fiir Isoleucin, UGA codiert nicht fiir ein Stopp-Codon sondern fiir Tryptophan,
AGA und AGG stehen fiir Stopp-Codons anstatt fiir Arginin' (Tab. 1).

Tabelle 1 Unterschiedliche Kodierung durch mitochondriale bzw. nukleédre tRNAs

Bedeutung
Codon ,Universal Code* humaner mitochondrialer Code
UGA STOP Trp
AUA Ile Met
AGA
Arg STOP
AGG

AulBlerdem ermoglicht eine Reihe ungewohnlicher Wobble-Regeln den 22 mitochondrialen
tRNA’s die Entschliisselung aller 64 moglichen Codon-Tripletts. Im nukledren Code sind
dazu 32 tRNA’s nétig'".

Weitere Besonderheiten der mtDNA:

Die mtDNA wird maternal vererbt'?. Ursachen sind die ungleiche Mitochondrienmenge in
Eizelle (ca. 200.000 Kopien) und Spermium (nur wenige Mitochondrien, die weitgehend wih-
rend der Embryogenese abgebaut werden). Die maternale Vererbung mitochondrialer Erkran-
kungen lasst sich allerdings nur beobachten, wenn die Mutation der mtDNA keine Einschréin-
kung der Reproduktionsfahigkeit verursacht. Daher beruhen schwere mitochondriale Erkran-

kungen meistens auf Neumutationen'’.

Die mtDNA besitzt keine Introns und hat somit eine wesentlich hohere Gendichte, sie wird
nicht durch Histonproteine vor genotoxischen Einfliissen geschiitzt, die aufgrund der rdumli-
chen Nidhe zu Sauerstoffradikalen der mitochondrialen Atmungskette hier wesentlich grofer
sind, sie wird kontinuierlich wihrend des gesamten Zellzyklus repliziert und hat nach bisheri-
gem Kenntnisstand nur wenige Reparaturmechanismen, Schiaden fithren meist zu Wachstums-
stillstand und Apoptose'®. Aus diesen Griinden weist die mtDNA im Vergleich zu nDNA eine

15,16, 1
15 , 17

ca. 10-fach hohere Mutationsrate au , auBerdem ist die Wahrscheinlichkeit, dass Muta-

tionen funktionelle Auswirkungen haben durch die hohe Gendichte erhéht.
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1.1.3 Heteroplasmie und replikative Segregation

Die meisten Zellen enthalten Hunderte von Mitochondrien, somit ist das mitochondriale Ge-
nom in vielen Kopien pro Zelle vorhanden. Aus diesem Grund ist es auch moglich, dass in
einer Zelle nebeneinander normale und mutierte mtDNA-Molekiile vorkommen
(Heteroplasmie). Wihrend der Mitose werden die Mitochondrien nach dem Zufallsprinzip auf
die Tochterzellen verteilt. Es konnen sich Zellpopulationen mit {iberwiegend normalen Mito-
chondrien neben solchen mit iberwiegend mutierten Mitochondrien etablieren, falls die Muta-
tion das Uberleben bzw. die Proliferation der Zellen nicht wesentlich beeintrichtigt. Nach den
Gesetzen der Wahrscheinlichkeitsrechnung werden die Zellen mit einem mittleren Anteil ver-
anderter Mitochondrien im Verlauf vieler Replikationszyklen immer weniger. Dies stimmt
mit der Beobachtung von Wallace 1994"* iiberein: Das mitochondriale Genom der einzelnen
Zellen driftet in Richtung auf einen Zustand vollstdndiger Mutation oder Normalitét

(Homoplasmie). Diesen Vorgang bezeichnet man als replikative Segregation” (Abb. 4).
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Im Rahmen der Oogenese und der Embryogenese folgen die Zellteilungen sehr rasch aufei-
nander, so dass fiir den Ubergang von Heteroplasmie zu Homoplasmie nur wenige Generati-
onszyklen notwendig sind. Da wihrend der frithesten Embryogenese nur die nukledre DNA
und nicht die mtDNA repliziert wird, kommt es zu einer ,,Ausdiinnung* der mtDNA in den
Zellen. Somit enthalten die Zellen der weiblichen Keimbahn nur noch wenige mtDNA-
Molekiile. Der Grofteil der Keimbahnzellen wird so ein normales mitochondriales Genom
erhalten, auch wenn in der Eizelle mutierte mtDNA-Molekiile vorhanden waren'®. Genauso
kann es aber natiirlich auch passieren, dass eine Keimbahnzelle iiberwiegend pathologische
mtDNA-Molekiile erhilt, so dass sich in der nidchsten Generation bereits eine mitochondrial

bedingte Erkrankung manifestieren kann (bottle-neck).

1.1.4 Mutationen der mitochondrialen DNA

Typisch fiir mtDNA-Mutationen ist zundchst das Auftreten heteroplasmatischer DNA. Verén-
derte und normale DNA-Plasmide existieren nebeneinander'’. Unterschreitet der Anteil der
Wildtyp-DNA eine gewisse Schwelle kann es zur Stérung der mitochondrialen Funktionen
und zur Erkrankung der betroffenen Person kommen®. Gleichzeitig kann die Verteilung von
kranken bzw. gesunden Mitochondrien sowohl von Gewebe zu Gewebe als auch von Zelle zu
Zelle unterschiedlich sein. Als Grund dafiir gilt die ungleichméBige Verteilung der Mito-
chondrien von der Ausgangszelle auf Tochterzellen wihrend der Embryogenese bzw. bei spa-
teren Teilungen. Dies fiihrt zu Zellen und Geweben mit einer grofen und anderen mit einer
geringeren Menge an mutierter mitochondrialer DNA?*. Bei einigen Patienten ist die Mutation
deshalb nur in bestimmten Geweben nachweisbar. Haufig betroffen sind postmitotische Ge-
webe wie Muskeln und das zentrale Nervensystem. Es konnen aber auch Leber, Nieren, Blut®
oder andere Gewebe bzw. Zellen beeintrichtigt sein. In vielen Fillen sind mehrere Gewebe
im Sinne einer Multisystemerkrankung betroffen. Deshalb hat sich die Bezeichnung

mitochondriale Zytopathie etabliert (Tab. 2).
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Tabelle 2 Klinische Syndrome, die mit mtDNA-Mutationen einhergehen (nach www.mitomap.org, 10.07.2008)24

Erkrankung Mutiertes Gen Position | Basenaustausch | Aminosiure

CPEO verschiedene ausgedehnte
Deletionen

Exercise Intolerance COX1 5920 G—-A W — Ter
CYB 15150 G—A W — Ter
tRNA Tyr 5874 T—G (tRNA)

Fam. Diabetes mell. tRNA leu(UUR) 3243 A—G (tRNA)

mit Taubheit 10.4 kb Deletion

KSS verschiedene ausgedehnte
Deletionen

Leigh-Syndrom tRNA Lys 8344 A—G (tRNA)

LHON ND1 3394 T—C Y —-H
ND2 4640 C—A I-M
ND4 10663 T—C V- A
ND5 13730 G- A G—-E
ND6 14484 T—C M-V
ATP6 9101 T—C I-T
cytb 15257 G—A D—N
COX1 7444 G- A Ter - K
cox 1 9438 G—A G—S
tRNA leu(UUR) 3275 C— A (tRNA)

MELAS ND1 3308 T—C M-—T
ND4 11084 A—G T—A
ND5 13513 G—A D—N
ND6 14453 G—A A—>V
tRNA Phe 583 G—A (tRNA)
rRNA2 3093 C—>G 16S rRNA

MERRF tRNA Lys 8296 A—>G (tRNA)

MM coxn 7671 T—A M — K
CYB 15059 G—A G—E
tRNA Phe 618 T—C (tRNA)
tRNA leu(UUR) 3243 A—G (tRNA)
tRNA Thr 15915 G— A (tRNA)

MMC tRNA leu(UUR) 3303 A—G (tRNA)
tRNA leu(UUR) 3260 A—>G (tRNA)

NARP ATPase 8993 T—-G L—-R

Pearson- Syndrom verschiedene ausgedehnte
Deletionen

Taubheit durch 12sRNA 1555 A—G

Aminoglykosid-

Uberempfindlichkeit

Abkiirzungen: CPEO: chronic progressive external ophthalmoplegia; KSS: Kearns-Sayre-syndrome; LHON: Leber’s
hereditary optic neuropathy; MELAS: mitochondrial encephalomyopathy, lactic acidosis and stroke-like episodes;
MERRF: myoclonic epilepsy and ragged red muscle fibers; MM: mitochondrial myopathy; MMC: maternal myopathy
and cardiomyopathy; NARP: neurogenic muscle weakness, ataxia and retinitis pigmentosa ; Ter: termination (STOP)

Der grofite Teil der mt-DNA-Mutationen wird maternal vererbt. Von Einfluss ist hierbei die

Prognose der speziellen Erkrankung, die oft schon die Moglichkeit einer Nachkommenschaft

limitiert, aber auch der jeweilige DNA-Schadigungstyp. Die ilibrigen Krankheitsfille beruhen

auf Spontanmutationen bzw. nukledren DNA-Verdnderungen. Als urséchlich fiir die im Ge-
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gensatz zum Kern hohere mitochondriale Mutationsfrequenz gelten verschiedene Faktoren,
wie etwa das Fehlen schiitzender Histone, die Ansammlung freier Radikale im Matrixraum
bzw. die limitierten Reparaturmdglichkeiten im Mitochondrium. So neigen mitochondriale
Erkrankungen mit fortschreitendem Lebensalter zu einer deutlichen Progression™ ** ?’. Dies
ist sicher auch im Zusammenhang mit der natiirlichen Akkumulation geschiadigter DNA im
Alter zu sehen, welche gleichzeitig mit einem Sinken der Enzymaktivitéten einhergeht. Zwei-
fellos fallt diese normale Entwicklung bei vorbestehender DNA-Schidigung weit mehr ins
Gewicht als bei gesunden Individuen. Auflerdem scheinen einige Mutationstypen mit einer

Tendenz zur Ansammlung der defekten DNA einherzugehen®®.

1.1.5 Mitochondriale Funktionsstorungen durch Mutationen der nukledren DNA

In letzter Zeit wurden zunehmend nukledre DNA-Verdnderungen bei verschiedenen
mitochondrialen Erkrankungen gefunden. Dabei fielen zum einen Gendefekte auf, die {iber
die direkte Funktionsstérung eines nukledren Proteins zu einem mitochondrialen Funktions-
verlust fithrten. Zum Zweiten scheint es aber auch Verdnderungen der Kern-DNA zu geben,
die tliber eine Behinderung der intergenomischen Kern-Mitochondrien-Kommunikation zu

sekundiren mtDNA-Stérungen (zum Beispiel zu multiplen mtDNA-Deletionen) fiihren”.

1.1.6 Die mitochondriale Theorie des Alterns

Mittlerweile gibt es einige Theorien, die versuchen, das Phanomen des Alterns aufzudecken.
Zu den vorherrschenden Theorien zdhlt die Theorie des physiologischen Alterns. Ausgangs-
punkt ist hier die Tatsache, dass der Austausch und die Reparatur von defekten Molekiilen in
biologischen Systemen nie vollstindig ablaufen. Mit fortschreitendem Alter kommt es daher
zu einer Anhdufung von Defekten, so dass Organfunktionen zunehmend beeintrichtigt wer-
den konnen. Diese Funktionseinschrinkungen sind irgendwann nicht mehr mit dem Uberle-
ben des Organismus vereinbar. Weitere Uberlegungen sind die Telomer-Theorie, bei der da-
von ausgegangen wird, dass die Telomere bei jeder Zellteilung an Liange einbiilen und sich so
die Zahl der moglichen Zellteilungen begrenzt, und das Altern des Immunsystems durch ver-
zogerte addquate Immunantwort auf Infektionen durch sinkende Proliferationskapazitit von

T-Lymphozyten.

Die spezifische Lebensdauer jeder Spezies ist teilweise auch durch duBlere Bedingungen be-

einflusst. Die Lebensspanne von Fruchtfliegen ist beispielsweise durch eine Absenkung der
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Umgebungstemperatur von 30°C auf 10°C von 14 auf bis zu 120 Tage verlangerbar. Bei nied-
rigen Temperaturen sinkt der Stoffwechselumsatz und damit der Sauerstoffverbrauch. Ein
weiteres Beispiel ist der Einfluss der Menge der Nahrungsaufnahme auf die Lebensdauer von
Miusen und Ratten”” ** *'. Die Lebenserwartung verschiedener Tierarten verhilt sich umge-
kehrt proportional zu ihrem Grundumsatz, d.h. grole Lebewesen mit weniger Sauerstoffver-
brauch pro Kilogramm Korpergewicht leben langer als kleine Tiere mit hohem Sauerstoffver-
brauch pro Gewichtseinheit. Die Bedeutung des Sauerstoffverbrauchs fiir das Altern héngt
moglicherweise mit den dabei entstehenden freien Radikalen (reactive oxygen species, ROS)
zusammen (fiee radical theory of aging)®. Der altersabhingige Riickgang der Leistungsfi-
higkeit ist besonders auffillig in Geweben mit hohem Sauerstoffumsatz wie z.B. im Zentral-

nervensystem, der Leber und der Muskulatur®> **

. Hier konnte parallel zu einer Abnahme der
OXPHOS-Enzym-Aktivitit eine Zunahme der ROS und eine Akkumulation von somatischen

mtDNA-Verdnderungen nachgewiesen werden.

Sauerstoff wird groBtenteils am Ende der mitochondrialen Atmungskette umgesetzt und dort
an Komplex IV durch Aufnahme von zwei Elektronen und Bindung an zwei Protonen zu
Wasser reduziert. In der Atmungskette findet man jedoch auch Redox-Komponenten, durch
die ein einzelnes Elektron direkt auf Sauerstoff {ibertragen werden kann. So entstehen stark
toxische Superoxid-Radikale (O;"). Dies geschieht bei etwa 1-2% des mitochondrial umge-
setzten Sauerstoffs®>. Die mitochondriale Atmungskette ist damit der toxischen Wirkung die-
ser Radikale besonders ausgesetzt, was in der Folge zu einer gestérten ATP-Produktion und

damit zur Beeintrachtigung der Zellfunktionen fiihren kann.

Auch die mtDNA liegt nahe an der Quelle der Sauerstoffradikale. Es entstehen modifizierte
Basen (z.B. 8-Hydroxy-Guanin), die Punktmutationen und Strangbriiche bewirken kdnnen.
Durch fehlende bzw. weniger ausgeprigte Reparaturmechanismen (s. 0.) werden oxidative
Schiden der mtDNA zudem nicht so effektiv behoben wie bei der nukledren DNA*®. Auf die-
se Weise konnen sich die Verdanderungen durch Replikation mutierter mtDNA genetisch ver-
ankern. Mutationen der mtDNA koénnen wiederum zu funktionell eingeschrankten OXPHOS-
Proteinen und einem vermehrten Anfall von Sauerstoffradikalen fithren, was konsekutiv auch
wieder eine eingeschrinkte ATP-Produktion zur Folge hat’” **. So entsteht ein Teufelskreis

gestorter OXPHOS-Funktion und vermehrter ROS-Produktion.
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1.2 Das myelodysplastische Syndrom

1.2.1 Epidemiologie und Klinik

Das myelodysplastische Syndrom (MDS) ist ein Uberbegriff fiir eine heterogene Gruppe von
vorwiegend im hoheren Lebensalter (ab 70 Jahren 20 Fille / 100.000 / Jahr) auftretenden
klonalen Knochenmarkserkrankungen mit Transformation einer friihen hdmatopoetischen
Vorlduferzelle. Dadurch bedingter Stérung von Proliferation, Differenzierung und
Apoptose®”. Betroffen sind meist mehrere Zellreihen (Granulo-, Erythro, Thrombopoese).
Viele der sich entwickelnden Blutzellen weisen schwere Reifungsstérungen auf und reagieren
nicht addquat auf Wachstums- und Differenzierungsfaktoren*’. Diese Zellen werden nicht in
die Zirkulation entlassen, sondern gehen bereits im Knochenmark zugrunde®. Daher findet
man bei Patienten trotz normaler oder erhohter Zelldichte im Knochenmark eine

hidmatopoetische Insuffizienz in Form von Anidmie, Leukopenie und Thrombopenie.

Die myelodysplastischen Syndrome sind initial meist symptomarm und stellen oft einen klini-
schen Zufallsbefund dar. Im Krankheitsverlauf treten Symptome der Zytopenie auf: Miidig-
keit, Leistungsminderung, Tachykardie, Bldsse (Andmie), Blutungsneigung, Himatome, Pete-

chien (Thrombopenie), Infektanfalligkeit (Granulopenie)”.

1.2.2 Einteilung der myelodysplastischen Syndrome

Die myelodysplastische Syndrome werden nach der French-American-British-Klassifikation

(FAB)*! in folgende Typen eingeteilt (Tab. 3):

Tabelle 3 Klassifikationkriterien nach FAB (aus ,,Das Rote Buch*)*

Blastenanteil
MDS-Typ Besonderheiten

Blut KM
Refraktire Andmie (RA) <1% <5% Meist mit Granulo-/Thrombozytopenie
Refraktdire  Andmie mit | <1% <5% Nachweis von Ringsideroblasten im Kno-
Ringsideroblasten (RARS) chenmark ( > 15% der Erythroblasten)
Refraktdire  Andmie mit | <5% 5-20 % meist Bi- oder Trizytopenie
Blastenvermehrung (RAEB)
RAEB in Transformation | > 5% 20-30 % Blasten, evtl. Auer-Stdbchen
(RAEB-T)
Chronische <5% 5-20 % Periphere Monozytose > 1000/ul
myelomonozytire Leukdmie
(CMML)
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Die FAB-Klassifikation wurde 1982 in der aktuellen Form von einer internationalen Arbeits-
gruppe ins Leben gerufen und im Jahre 1999 mit der sogenannten WHO-Klassifikation erwei-
tert bzw. liberarbeitet (Tab. 4). Die WHO-Klassifikation unterscheidet nach morphologischen
und zytogenetischen Kriterien acht Untergruppen. CMML und RAEB-T wurden dabei ausge-
gliedert. Diese Unterteilung ermoglicht bessere Aussagen zur Prognose, ist fiir die klinische

Praxis aber schwerer zu handhaben.

Tabelle 4 WHO-Vorschlédge zur Klassifizierung myelodysplastischer Syndrome 2008

(www.mds-register.de, 16.03.2010) (modifiziert nach: Haferlach u. Schoch: WHO-Klassifikationen der AML und der
MDS*)

Kategorie Abkiirzung Igi;lslt);fre [KM-Blasten [Dysplasien
ge}:]fsr;lll;t;r; Zytopenie mit Unilinedren RCUD 1% 50, nilineir
aD)yIS{SIfarlzitﬁre Anédmie mit Unilinedren RA 1% 50, nilineir
b) Refrakdre Thrombozyto- RT 1% <5% unilineéir
penie mit Unilinedren Dysplasien
©) Refraktdre Neutropenie mit RN 1% 5% unilinedir
[Unilinedren Dysplasien
Dyserythro-
Refraktire Andmie mit o o poiese, >15%
Ringsideroblasten RARS 1% <% Ringsidero-
blasten
. . o o multilinedr, isolier-
MDS mit del(5q) MDS mit del(5q) 1% <5% e del(Sq)
Refraktire Andmie mit Blastenexzess I [RAEB I 5% <10% i f)qer..
multilineér
Refraktire Andmie mit Blastenexzess II [RAEB 11 20% <20% it f)(.ier"
multilineér
Unklassifizierte MDS MDS-U 1% <5% unilineér

1.2.3 Therapie und Prognose

Die Therapieentscheidung erfolgt in Abhiangigkeit von Alter und Allgemeinzustand des Pati-
enten. Bei Patienten ab ca. 65 Jahren ist die Therapieintention in der Regel als palliativ anzu-
sechen und es werden symptomatische und supportive Behandlungsmafinahmen
(Erythrozytensubstitution, Behandlung von Infektkomplikationen, Behandlung einer sekunda-
ren Hamosiderose mit Deferoxamin, Thrombozythensubstitution bei manifester hamorrhagi-
scher Diathese) eingesetzt. Der einzige kurative Therapieansatz besteht in einer allogenen
Stammzelltransplantation und ist aufgrund der transplantationsassozierten Mortalitét nur bei
Patienten unter 65 Jahren erfolgsversprechend. Neue Therapieoptionen wie immunsuppressi-

ve Therapie mit Cyclosporin, Differenzierungsinduktion mit all-Transretinolsdure, Behand-
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lung mit DNA-Methyltransferase-Inhibitoren und Thalidomid werden derzeit im Rahmen

klinischer Studien iiberpriift®”.

Die Prognose des MDS ist abhidngig vom Subtyp des MDS (Blastenanteil im Knochenmark
> 10% ungiinstig), vom Karyotyp des transformierten Zellklons (ungiinstig sind Monosomie
7, 7q-, komplexer Karyotyp), vom Alter und Allgemeinzustand des Patienten sowie vom Auf-
treten von Infektkomplikationen. Bei etwa 25% der Patienten geht das myelodysplastische
Syndrom im weiteren Krankheitsverlauf in eine akute myeloische Leukdmie (AML) iiber.
Diese Entwicklung ist hdufig vom Auftreten chromosomaler Verdnderungen begleitet, die

Ausdruck der genetischen Instabilitit der Knochenmarkszellen sind.

1.2.4 Molekularbiologie

Bei etwa der Hilfte der MDS-Patienten findet sich schon bei der Erstdiagnose ein abnormer

Karyotyp im Knochenmark: Chromosomale Aberrationen (z.b. Monosomie 7, Deletion 5q-,
Deletion 7q, Deletion 20q, Trisomie 8, t(6;9), t(8;21)) und Genverdnderungen (RAS-
Onkogen-Aktivierung, p53-Mutationen, Genhypermethylierung- und inaktivierung, Uberex-

pression von bel2)*’.

Da Chromosomenverinderungen hiufig erst in einer spéteren Krankheitsphase auftreten®, ist
es unwahrscheinlich, dass sie die primdre Ursache fiir die MDS-Pathogenese darstellen. Der
Wachstumsvorteil und die Reifungsstorungen der MDS-Stammzellen miissen daher zumin-
dest teilweise auf zytogenetisch nicht nachweisbaren genomischen Verinderungen beruhen®*.
Bei der Untersuchung von Onkogenen und Tumorsuppressorgenen fanden sich am haufigsten
Mutationen der RAS-Gene, dies war bei etwa 10-20 % der MDS-Patienten der Fall®’. RAS-
Mutationen wurden als Risikofaktor fiir den Ubergang des MDS in eine akute myeloische
Leukdmie diskutiert, treten aber auch bei stabilem Krankheitsverlauf und teilweise auch im
Knochenmark von gesunden Probanden auf. Sie scheinen, dhnlich wie Mutationen des FMS-
Protoonkogens und p53-Mutationen, allein nicht in der Lage zu sein, ein myelodysplastisches
Syndrom hervorzurufen. Wahrscheinlich miissen, wie auch bei soliden Tumoren, mehrere
Mutationen zusammenwirken, um ein MDS auszuldsen. Da eine starke Altersabhidngigkeit
nicht nur bei der Inzidenz der myelodysplastischen Syndrome, sondern auch beim Auftreten
von Mutationen der Mitochondrien-DNA auffillt, konnte moglicherweise eine Beteiligung
von mtDNA-Mutationen bei der MDS-Pathogenese vorliegen, insbesondere weil auch

Stammzellen nicht von der altersabhingigen Akkumulation von mtDNA-Mutationen ver-
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schont bleiben. Taylor et al.*® konnten dies fiir Stammzellen der Dickdarmmukosa nachwei-
sen, Shin et al.*’ erhoben entsprechende Befunde an Vorlduferzellen der Blutzellen. Die
pathophysiologischen Auswirkungen von mtDNA-Mutationen betreffen die Funktion der
mitochondrialen Atmungskette, da simtliche Gene der Mitochondrien-DNA fiir Komponen-
ten der Atmungskette kodieren. Ein Defekt der Atmungskette wirkt sich am ehesten auf die
ATP-Regeneration aus, kann aber noch andere Folgen haben, wie zum Beispiel Beeintrichti-
gungen des mitochondrialen Eisenstoffwechsels® und der Pyrimidinbiosynthese. Letztere
konnte {iber eine Stérung der Konzentration der zelluliren DNA-Bausteine eine defekte
DNA-Replikation oder -Reparatur und damit eine Vielzahl genetischer Veranderungen nach
sich ziehen®. Dies wiederum kénnte zumindest teilweise die genetische Instabilitit des MDS-

Klons erkliren.

1.3 Die chronische myeloische Leukimie

1.3.1 Historischer Uberblick

Rudolf Virchow™ und John Hughes Bennett’' beschrieben im Jahre 1845 unabhingig von-
einander erstmals das Krankheitsbild einer CML. Virchow verwendete den Begriff ,,Weil3es
Blut“ (Leukdmie) fiir eine Gruppe von Erkrankungen, bei denen das Verhiltnis von roten und
weilen Blutzellen deutlich zugunsten der weiflen Reihe verschoben war, ohne dass Zeichen
einer schweren Entziindung oder Infektion vorlagen™. Zu diesem Zeitpunkt ahnte er noch
nicht, welche komplizierten molekularbiologischen Vorginge und Verdnderungen sich hinter

diesem Krankheitsprozess verbergen sollten.

Es wurde bald klar, dass es sich bei den von Virchow beschriebenen ,,Leukdmien® um eine
sehr inhomogene Krankheitsgruppe handelte. Die heute gebrauchliche Einteilung der Leuka-
mien in akute und chronische Verldufe sowie die Unterscheidung zwischen Neoplasien der
lymphatischen und myeloischen Zelllinie entstand erst Anfang des letzten Jahrhunderts durch

die Einfiihrung der panoptischen Férbetechniken®.

Die Aufkldrung des bei der CML zugrunde liegenden pathogenetischen Mechanismus begann
1960 mit der Entdeckung des so genannten ,,Philadelphia-Chromosoms* durch Nowell und
Hungerford™. Im Jahre 1973 erkannte Janet Rowley, dass dieses atypische Chromosom das

Ergebnis einer Translokation zwischen dem Chromosom 9 und dem Chromosom 22 darstell-
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te>*. Mitte der 80er Jahre entdeckte man, das durch diese Translokation das c-Abl-Onkogen
vom langen Arm des Chromosoms 9 in die Ber-Region (breakpoint cluster region) des langen
Arms von Chromosom 22 verlagert wird. Wie mittlerweile bekannt ist, codiert das so entstan-
dene Bcr-Abl-Onkogen fiir ein leukdmiespezifisches Protein mit einer Grole von meist
210kDa (abhdngig vom Bruchpunkt, siche Kapitel 1.2.4 Molekularbiologie), das sich durch
eine erhohte Tyrosinkinase-Aktivitdt auszeichnet. Diese gesteigerte Aktivitdt fiihrt zu einer
Aktivierung von Onkoproteinrezeptoren und Wachstumsfaktoren, was dann die neoplastische

Proliferation der leukéimischen Zellen zur Folge hat™.

Durch die Aufdeckung dieses Zusammenhangs in den 80er Jahren wurde die chronische
myeloische Leukdmie zur ersten genetisch definierten Leukdmieform und kann somit als eine

,,Modellkrankheit der molekularen Medizin*>

gesehen werden. Die CML ist eine der weni-
gen malignen Erkrankungen, bei der ein singuldres Onkogen (bcr-abl) krankheitsauslosend
wirkt’® °7. Diese Erkenntnisse fiihrten zur Entstehung einer vollig neuen Therapieform:
Imatinib (Glivec”) wurde als ATP-kompetetiver Inhibitor der Tyrosinkinasen PDGFR, cKit
und abl entwickelt®® *°. Seit 2003 ist Glivec® in Deutschland als Standardtherapeutikum fiir
die CML in chronischer Phase zugelassen und fiihrte innerhalb kiirzester Zeit zu einer Revo-
lution der CML-Therapie®. In vielen Studien konnte mittlerweile eine Uberlegenheit hinsicht-
lich der hamatologischen, zytogenetischen und molekularen Remission in der chronischen
Phase gegeniiber fritheren Therapieformen demonstriert werden ® °” . Nach diesem erfolg-
reichen Modell werden heute immer mehr dieser so genannten ,,small molecule inhibitors*
entwickelt: Dasatinib und Nilotinib werden ebenfalls bei der CML eingesetzt, Erlotinib
(Tarceva®), ein Antagonist des epidermalen Wachstumsfaktorrezeptors HER1 (humaner epi-
dermaler Wachstumsfaktor-Rezeptor 1, EGFR-1), kommt beim nicht-kleinzelligen Bronchial-

karzinom zur Anwendung®'.

1.3.2 Epidemiologie und Klinik

Die chronische myeloische Leukdmie ist eine maligne Erkrankung der hdmatopoetischen
Stammzelle®. Sie wird in die Gruppe der chronischen myeloproliferativen Neoplasien (MPN)
eingeteilt®.

Zu den MPN im Sinne der WHO-Klassifikation 2008 zahlen:

e Chronische myeloische Leukdmie (CML)


http://de.wikipedia.org/wiki/Chronische_myeloische_Leuk%C3%A4mie
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e Polycythaemia vera (PV)

e Essentielle Thrombozythdmie (ET)

¢ Primdre Myelofibrose, Osteomyelofibrose/-sklerose (PMF, OMF, OMS)
e Chronische Neutrophilenleukédmie (CNL)

e Chronische Eosinophilenleukédmie (CEL)

e Hypereosinophiles Syndrom (HES)

e Systemische Mastozytose (SM)

¢ unklassifizierbare Myeloproliferative Neoplasien

Der frither verwendete Begriff "chronische myeloproliferative Syndrome/Erkrankungen" um-

fasste nur die ersten vier der genannten Erkrankungen®,

Bei der CML sind alle drei Zellreihen der Myelopoese (Leukopoese, Erythropoese und
Thrombopoese) betroffen, wobei die Leukopoese hervorsticht®. Die CML hat eine Inzidenz
von 1 — 2:100.000%, Ménner sind ca. 1,4-mal hiufiger betroffen als Frauen®. Die CML gilt
zwar als Erkrankung des hoheren Lebensalters mit der hochsten Inzidenz im fiinften und
sechsten Lebensjahrzehnt, sie kann jedoch in jedem Alter, auch bei Kindern, auftreten. Das
Fehlen eines konkordanten Auftretens bei eineiigen Zwillingen spricht gegen eine hereditére
Beteiligung. Mogliche Risikofaktoren sind der Kontakt mit Rontgen- oder Gammastrahlung
oder langjdhriger Umgang mit Benzen und anderen aromatischen L65ungsmitteln66. Eine
Héufung von Leukédmien einschlielich der CML fand sich auch nach dem Atombombenab-
wurf von Hiroshima. Bei der Mehrzahl der Erkrankten ist jedoch kein Zusammenhang mit

einer Strahlen- oder Chemikalienexposition nachweisbar®.

Die CML ist gekennzeichnet durch einen zwei- oder meist dreiphasigen Verlauf, der in die
chronische Phase, die akzelerierte Phase und die Blastenkrise eingeteilt wird. Unterschieden
werden diese Phasen anhand von klinischen und labordiagnostischen Parametern. In der chro-
nischen Phase sind es vor allem Laborparameter, hauptséchlich Blutbildverdnderungen, die
zur Diagnose fiihren. Bei einem Grofteil der Patienten findet man eine oft exzessive Leuko-
zytose (>30.000/ul) im peripheren Blut, verbunden mit einer pathologischen Linksverschie-
bung bis hin zum Myeloblasten sowie ein so genanntes ,,Buntes Bild“ mit Baso- und
Eosinophilie®® (Abb. 5). In 95% der Fille wird durch zytogenetischen Nachweis das Philadel-
phia-Chromosom gefunden™ ¢’. Weitere typische Parameter sind eine erniedrigte oder nicht

nachweisbare Aktivitidt der alkalischen Leukozytenphosphatase (ALP), eine Erhohung der
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Laktatdehydrogenase (LDH) und ein erhohter Harnsdurespiegel im Blut. Das klinische Er-
scheinungsbild ist in der chronischen Phase eher unspezifisch: Druckgefiihl im Oberbauch
(Splenomegalie), Abgeschlagenheit, Fieber, Gewichtsverlust und erhohte Infektanfilligkeit.
Die chronische Phase ldsst sich medikamentds meist gut therapieren und dauert im Durch-
schnitt 3 bis 5 Jahre. Sie geht dann in die akzelerierte Phase {iber, die sich durch zunehmende
Resistenz auf die Initialtherapie auszeichnet. Hierbei fallen im Blutbild trotz addquater Thera-
pie steigende Leukozytenzahlen, eine zunehmende Zahl von Blasten (bis zu 30%), eine
Thrombopenie (unter 100.000/ul) oder eine progrediente Thrombozytose und eine starke
Basophilie (bis zu 20%) auf®. Die Splenomegalie nimmt zu, es kommt zu signifikantem Ge-
wichtsverlust, persistierendem, nicht infektassoziiertem Fieber und zur Anédmie. Des Weiteren
findet man hdufig neue Chromosomenaberrationen zusétzlich zum Ph-Chromosom (z. B.

Trisomie 8, [sochromosom 17, Trisomie 19).

Das Endstadium der CML ist die so genannte Blastenkrise, die relativ plotzlich im Verlauf der

chronischen Phase oder im Anschluss an die akzelerierte Phase auftritt. Man findet im peri-

Abbildung S Blutausstrich bei CML in 400facher Vergroflerung

(Foto: Klinik fiir Himatologie und Onkologie, HHU Diisseldorf)

Man sieht eine Leukozytose mit pathologischer Linksverschiebung: Stabkernige neutrophile Granulozyten,
Myelozyten, Promyelozyten und auch Blasten sind erkennbar. Aulerdem Dysplasie der Erythropoese mit Anisozytose
und vereinzelt kernhaltigen erythrozytiren Vorstufen.
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pheren Blut die verschiedensten blastiren Phédnotypen (myeloisch, megakaryoblastir,
monoblastér, erythroblastdr, basophil, eosinophil, B-lymphoblastisch, T-lymphoblastisch),
was den Stammzellcharakter der CML verdeutlicht®. Damit hat die CML in der Blastenkrise
alle Kriterien einer akuten Leukdmie mit einem Blastenanteil von iiber 30% in peripherem

Blut und Knochenmark®: 7.

1.3.3 Molekularbiologie

Das fiir die CML charakteristische zytogenetische Phidnomen ist das Philadelphia-
Chromosom, ein verkiirztes Chromosom 22, welches durch Briiche im Bereich der langen
Arme der Chromosomen 9 und 22 und anschlieBende reziproke Translokation dieser Frag-

mente entsteht (Abb. 6).
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Abbildung 6 Karyogramm eines Patienten mit dem Philadelphia-Chromosom.
Mit Pfeilen markiert ist die reziproke Translokation zwischen den Chromosomen 9 und 22 (aus www.medizinische-
genetik.de, 16.03.2010).
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Auf molekularer Ebene liegen die Bruchpunkte auf Chromosom 9 im Bereich des abl-
Protoonkogens, auf Chromosom 22 im Bereich des ber-Gens®. Durch die Philadelphia-
Translokation kommt es zur Fusion dieser beiden Gene ber und abl und damit zur Entstehung
des ber-abl-Fusionsonkogens™* " 2. Dieses kann in verschiedenen Spleifivarianten vorliegen,
die zu einem 190 kD, einem 210 kD und einem 230 kD schweren Protein fithren (Abb. 7).
Am hiufigsten kommt die 210 kD schwere Variante, das p210° vor”. Die Art des ber-abl-
Fusionsproteins ist mit dem Phédnotyp der CML assoziiert. Wéhrend die typische CML bei
Vorliegen des p210°™®' beobachtet wird, ist die seltene p190°**-CML durch Monozytose
und fehlende Basophilie charakterisiert. Die p230°™.CML reift deutlich besser aus, ist mit

einer Thrombozytose assoziiert und wird auch als chronische Neutrophilenleukdmie bezeich-

net66.
ABL
Il Ia ul nl all
{ - { . }
el Ej\' e’ B{:R b2 hi 19
in-ber M-ber peber
BCR-ABL

cta2 0 0  —

Abbildung 7 Die verschiedenen Splei3varianten des ber-abl-Gens
(aus www.cml-online.de, 2005)

Zum Verstindnis der funktionellen Verdnderungen in der Zelle, die durch die Entstehung des
ber-abl-Fusionsonkogens hervorgerufen werden, ist insbesondere die Funktion von Wildtyp-
abl von entscheidender Bedeutung. Abl ist eine nur im Zellkern lokalisierte Nichtrezeptor-
Tyrosinkinase’* ”°, deren Funktion noch nicht vollstindig geklirt ist. Abl ist an der Regulati-
on des Zellzyklus, an der zelluldren Antwort auf radioaktive Strahlung und an der Informati-

onsweitergabe der Zelle iiber Integrin-Molekiile beteiligt’®. Das Protoonkogen c-abl weist
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Homologien mit dem v-abl-Onkogen auf, welches fiir die transformierende Aktivitdt des
Abelson-Miuse-Leukimie-Virus verantwortlich ist. Uber ber ist bislang nur sehr wenig be-
kannt. Es handelt sich um eine Serin-Threoninkinase. Es ist umstritten, ob bcr iiberhaupt et-
was zur Pathogenese der CML beisteuert, denn bcer-abl positive Leukdmien kénnen auch in
ber -/- Méusen ausgelost werden’’. Ber selbst scheint also kein onkogenes Potential zu besit-

zen.

Die Fusion der beiden Gene fiihrt nun zu deutlichen Verdnderungen in der Zelle. Einerseits
fiihrt die verdnderte Signalsequenz des Proteins zu einer anderen Lokalisierung: Das nukleédre
Protein abl wird durch die Fusion mit ber ins Zytosol transloziert und kann so auf vollig ver-
schiedene Signaltransduktionswege einwirken. Aulerdem kommt es zu einer deutlichen Er-
hohung der Tyrosinkinase-Aktivitét, was fiir die Pathogenese den wichtigsten Einflussfaktor
darstellt’”®. Deregulierte Tyrosinkinase-Aktivitit scheint ein gemeinsamer Mechanismus bei
den myeloproliferativen Storungen zu sein, Mutationen anderer Tyrosinkinasen konnten be-
reits als pathogenetisches Prinzip fiir einzelne Erkrankungen dieser Gruppe gezeigt werden:
Eine Genfusion von ZNF198 mit dem fibroblast growth factor receptor 1 fiithrt zum 8pl1-
positiven myeloproliferativen Syndrom’ oder die des tel-Onkogens mit dem platelet-derived

growth factor B receptor zur t(5;12)-positiven chronischen myelomonozytiren Leukdmie’.

Das bcer-abl-Protein wirkt an verschiedenen Stellen auf die physiologischen Signalkaskaden
ein. Dies fiihrt zu den drei pathogenetischen ,,Séulen” der malignen Transformation bei der
CML: Verinderte Adhisionseigenschaften am Knochenmarkstroma®®, Aktivierung mitogener
Signalwege® und Apoptoseinhibition®* (Abb. 8). Die verinderten Adhésionseigenschaften
erkldren sich aus der Interaktion mit dem abl-Anteil des ber-abl-Proteins: Wie oben erwéhnt,

stellt abl fiir Adhésionsproteine ein Adaptermolekiil dar®. Hohe zytosolische Konzentrationen

BCR-ABL
A4 \
Verinderte mitogene Apoptose-
Adhision Aktivierung inhibition
\ | /
‘ maligner Phanotyp ‘

Abbildung 8 Vermutete Pathomechanismen bei der CML
(modifiziert nach M. Deininger®)
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von bcer-abl fiihren nun dazu, dass eine B1-Integrinvariante exprimiert wird, die auf normalen
Progenitorzellen nicht vorkommt*. Diese Variante wirkt inhibitorisch auf die Adhésion. Die
durch bcr-abl ausgeldsten Verdnderungen in der Signaltransduktion sind insgesamt recht
komplex und zeichnen sich durch verschiedene Querverkniipfungen und Redundanzen aus.
Die Signale haben sowohl anti-apoptotische als auch proliferative Anteile und sind nur
schwer trennbar. Sie konnen hier nur stark vereinfacht dargestellt werden. Wichtige beteiligte
Gene sind ras, die MAP-Kinase-Familie und die PI-3-Kinase mit der Serin-Threoninkinase

AKT (Abb. 9).

\

Adapter-
proteine, z.B.
Grb-2/Sos

. Apoptoseregulierend

|:| Zellzyklusregulierend

Abbildung 9 Schematische, vereinfachte Darstellung wichtiger Signaltransduktionswege des ber-abl-Onkoproteins

Ein Partner von bcr-abl sind die Gene des ras-Signalweges und der MAP-Kinase-Familie:
ber-abl selbst und verschiedene seiner Adapterproteine, z.B. Grb-2/Sos™ aktivieren diese
Kaskade konstitutiv. Interessanterweise sind dafiir aktivierende N-ras-Mutationen nicht not-

wendig®’. Ras spielt auch eine wichtige Rolle fiir die Apoptose in der CML, indem es die Ex-
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pression von bel-2 reguliert®. Ber-abl kann zudem an die Be-Untereinheit des IL-3-Rezeptors
binden®’, dieser Rezeptor ist fiir die Himatopoese generell wichtig und kann ber-abl-positiven

Zellen eine partielle Unabhingigkeit von Wachstumsfaktoren sichern™.

Aus der Grof3familie der signal transducers and activators of transcription (STATSs) spielen

STAT 1 und besonders STAT 5 durch ihre anti-apoptotischen Effekte eine Rolle’" %,

Weiterhin erwdhnenswert sind die Gene des PI3-Kinase-Weges® . Ein wichtiger Partner der
bcer-abl-Adapterproteine ist die Serin-Threoninkinase akt als nachgeschalteter Partner der P13-
Kinase’. Akt ist in der Himatopoese normalerweise in den Signalweg des IL-3-Rezeptors
eingebunden (s.0.)’> *°. AuBerdem ist das pro-apoptotische bad ein Schliisselsubstrat von akt.
Phosphoryliertes bad ist inaktiv, denn phosphoryliert kann es nicht mehr an anti-apoptotische

Proteine binden’” %%,

1.3.4 Zellbiologie und Stammzellkinetik

Damit eine Zelle die Definition einer Stammzelle erfiillt, muss sie tiber zwei wesentliche Ei-
genschaften verfiigen: Die Fahigkeit zur Selbsterneuerung und die Moglichkeit zur Differen-
zierung in reife Zellen. Fiir die Blutstammzelle bedeutet dies, dass sie dem Organismus eine

100 " Fin Oberflichenmarker fiir

lebenslange Versorgung mit Blutzellen erméoglicht’™
hamatopoetische Stamm- und Vorlduferzellen ist das CD34-Antigen'®" 2. Die Funktion des
CD34-Molekiils ist zwar bis heute nicht eindeutig geklirt, allerdings macht es Stammzellen
fiir Forschung und Therapie zugriffsfahig, denn iiber immunmagnetische Verfahren kann man
CD34" Zellen in hoher Reinheit gewinnen. CD34" Zellen sind allerdings keine homogene
Population. Die Expression von CD34 lésst sich von der frithen, naiven Stammzelle, bis hin
zu den bereits in ihrer Entwicklung liniendeterminierten Progenitorzellen (Abb. 10) verfolgen.
Um ausdriicken zu kénnen, wie weit eine CD34" Zelle in ihrer Entwicklung fortgeschritten
ist, verwendet man andere Marker: CD38 fehlt den frithen Zellen mit besonders hohem Re-
konstitutionspotential und wird erst spiter exprimiert'®. Linien-spezifische Marker der

myelo-monozytdren, erythozytéren, megakaryozytiren und B- bzw. T-lymphozytiren Reifung

kommen noch hinzu.

Stammzellen dienen als gutes Modell fiir die Tumorforschung im Allgemeinen, da ihnen Ei-
genschaften zuzurechnen sind, die sich auch im Tumorgewebe wiederfinden. Solche Eigen-

schaften sind zum Beispiel die Fihigkeit zur Selbsterneuerung, die Migrationsfdhigkeit sowie
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die reduzierte Alterung durch Expression von Telomerase'*. Es gibt einige maligne Erkran-
kungen, fiir die gezeigt wurde, dass es sich um Erkrankungen der entsprechenden, gewebs-
spezifischen Stammzellen handelt. Ein Paradebeispiel hierfiir ist die CML. Bei dieser Leuki-
mie handelt es sich um einer Erkrankung der CD34" himatopoetischen Stammzelle. Daher
sind alle Blutzellreihen Teil des malignen Klons, auch wenn klinisch die Granulo- und
Thrombozytopoese im Vordergrund stehen. Bei der Transformation in die Blastenkrise
kommt es dann zu einer Expansion der granulozytiren und monozytiren Progenitorzellen.
Diese gewinnen somit ein ,,Stammzellpotential®, das die nativen Progenitorzellen nicht ha-
ben'® , sodass man sie heute als Kandidaten fiir die Population der ,,Jleukdmischen Stammzel-
len* bei der CML-Blastenkrise bezeichnet. Die Aufkldrung der ,,leukdmischen Stammzellen*

auch anderer leukdmischer Erkrankungen ist momentan ein reges Forschungsgebiet.

Liniendeterminierte
Progenitorzelle
CD33, D45RA myelo-monozytir
@ @
CD71, Gly-A erythroid

Multipotente,
hématopoetische > @
Stammzellen

Héamatopoetische
Progenitorzelle

megakaryoid
/ CD41,CD61
&)
e — > 0
4
CD19 B-lymphoid

@
CD7 T-lymphoid
@ @

CD34

CD38

Abbildung 10 Schematische Darstellung der Himatopoese mit immunologischen Markern einzelner Zell-
populationen, for details see text (modifiziert nach U. Steidl'®)



1 Einleitung | 37

Die Stammzellen bei der CML zeichnen sich prinzipiell durch die gleichen Eigenschaften wie
die normalen Stammzellen aus, grundlegende Unterschiede finden sich in der verzdgerten
Ausreifung der Zellen und der gesteigerten Proliferationsaktivitét. Interessant ist, dass die
malignen Stammzellen vom gesunden Pendant nicht grundverschieden sind, wie die Gruppe
um Deininger in ihrer Ubersichtsarbeit darlegte®. Vielmehr sind die Abldufe sehr dhnlich und
relativ nah an der normalen Physiologie, verglichen mit anderen malignen Erkrankungen.
Einen Hinweis auf eine mitochondriale Beteiligung an der Pathogenese der CML gibt es bis-

lang nicht.

1.3.5 Therapie und Prognose

Die definitive Heilung der CML kann nur durch eine allogene Knochenmark- bzw. Stamm-

106-114 nyjese sollte daher

zelltransplantation erreicht werden (Heilungsrate von bis zu 70%)
moglichst frithzeitig nach Diagnosestellung erfolgen, falls ein geeigneter Spender vorhanden
ist. Aufgrund ihrer hohen Systemtoxizitdt kommt diese allerdings nur fiir jiingere Patienten in
Frage. Zum Zwecke der Reduktion dieser Toxizitdit wurden in den letzten Jahren nicht-

15,116 Die Indikation zur

myeloablative Blutstammzelltransplantationsprotokolle entwickelt
allogenen Stammzelltransplantation besteht derzeit nur bei Resistenzentwicklung gegeniiber
Imatinib und neueren Tyrosinkinaseinhibitoren oder bei Progression in Akzelerationsphase

und Blastenkrise'!”.

Als rein medikamentdse Therapien werden die Zytostatika Hydroxyurea oder Cytosin-
Arabinosid verwendet, in fritherer Zeit kam auch Busulfan zur Anwendung. Diese kommen
als Therapeutikum nur dann dauerhaft in Frage, wenn Kontraindikationen gegen die anderen
Therapien bestehen. Uber viele Jahre wurde als Standardtherapeutikum das Interferon-a''™® '’
verwendet. Hierbei wurden immerhin in 15 % der Fille komplette zytogenetische Remissio-

nen erreicht.

Seit einigen Jahren steht der bereits oben erwdhnte Tyrosinkinasehemmer Imatinib
(Glivec®)® 2% 2! 7yr Verfiigung, der seit November 2001 bei CML in akzelerierter Phase
und Blastenkrise und seit 2003 als Standardtherapeutikum bei CML in chronischer Phase in
Deutschland zugelassen ist. Imatinib stellt ein vollig neues Therapieprinzip dar, da es die
Tyrosinkinase-Aktivitdt des ber-abl-Onkoproteins hemmt und so spezifisch in die maligne

Signaltransduktion eingreift'*> '* '**. Dies fiihrt zu einer drastischen Wachstumsreduktion
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der malignen Zellen in vitro und in vivo'>> '?°. Die Einfiihrung dieser neuen Substanz fiihrte
in kiirzester Zeit zu einer Revolution der Therapie®. In 85% der Fille kommt es zu komplet-
ten zytogenetischen Remissionen, das progressionsfreie Uberleben betriigt nach 3 Jahren 95

% (vgl. 70% bei Interferon-o) (Abb. 11).

Aufgrund der Transplantations-assozierten Morbiditidt und Mortalitdt sowie der spezifischen
Wirkungsweise bei giinstigerem Nebenwirkungsprofil besteht derzeit ein Konsens {iber die

Wahl von Imatinib als Therapie der ersten Wahl bei CML in chronischer Phase.

Ein neues therapeutisches Problem ist die Resistenzbildung des bcr-abl-Onkoproteins gegen-
iiber Imatinib. Dies bedeutet, dass eine hdmatologische oder zytogenetische Remission zu
definierten Zeitpunkten nicht erreicht wird. Die Haufigkeit einer primdren Resistenz steigt mit
Fortschreiten der Erkrankung an (5% in chronischer Phase, 18 bis 30% in akzelerierter Phase
und 60% in der Blastenkrise)'>”"**. Unter einer sekundiren Resistenz versteht man den Ver-
lust einer zuvor erreichten zytogenetischen oder hdmatologischen Remission oder die Pro-
gression der Erkrankung unter der laufenden Therapiem. Diese Resistenzursachen sind in
jingerer Zeit intensiv erforscht worden und einige Félle erkldren sich durch Mutationen des
ber-abl-Gens, die im Protein zu einer rdumlichen Konformationsédnderung des aktiven Zent-
rums der Tyrosinkinaseuntereinheit fithren und Imatinib nicht wirksam werden lassen bzw. zu
einer mangelnden Adhirenz von Imatinib filhren'*> %% 7. Andere Fille erkldren sich zum
Beispiel liber Genamplifikationen des ber-abl-Gens oder zusétzliche zytogenetische Aberrati-
onen'**'*®. Bei suboptimalem Ansprechen auf Imatinib oder Resistenz besteht neben der
Dosiserhohung  mittlerweile  die  Moglichkeit, auf andere zugelassene  abl-
Tyrosinkinaseinhibitoren zu wechseln. Dasatinib ist bei Vorliegen einer Resistenz oder Intole-

ranz gegeniiber Imatinib fiir die Behandlung der CML in allen Phasen zugelassen'*” ¥,

Nilotinib fiir die Therapie von Patienten in chronischer und akzelerierter Phase'*”"’,
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Abbildung 11 Die historische Entwicklung der CML-Therapie
(modifiziert nach www.cml-online.de, 2005)

Neben der Resistenzentwicklung kommen aufgrund der immer breiteren Anwendung von
Imatinib nun zunehmend neue Probleme zum Vorschein. Denn das In-vitro-Wachstum der
malignen Zellen wird durch Imatinib zwar stark reduziert, aber nicht génzlich aufgehalten'*.
Ahnlich verhilt es sich mit den Verhiltnissen in vivo, denn ein fehlender Nachweis von ber-
abl mRNA wihrend Imatinib-Therapie kann zwar erreicht werden (molekulare Remission),
diese Erfolge treten allerdings nicht regelmiBig auf'>*. So findet die minimale Resterkrankung
(MRD, minimal residual disease), ein Begriff, der erst durch die moderne Molekularbiologie
Bedeutung erlangte, heute zunehmend Aufmerksamkeit. Eine zur MRD gingige Theorie ist,
dass es sich hierbei um Residuen sehr frither ,,ruhender Blutstammzellen handelt, die eine so

geringe Proliferationsrate haben, dass Imatinib seine Toxizitit nicht entfalten kann'>" 1.

Die mediane Uberlebenszeit der CML betrug unter Interferontherapie im Allgemeinen 4-5
Jahre. Die Prognose wird fiir Patienten, die mit Interferon-a behandelt wurden, durch den so
genannten New Score-Prognoseindex'®' bestimmt. Dieser Index beriicksichtigt Alter, Milz-
groBe, Anzahl der Blasten, der Eosinophilen, der Basophilen und der Thrombozyten. Da sich
die Therapiemdoglichkeiten in den letzten Jahren stark verédndert haben, scheint hier allerdings
eine Uberarbeitung sinnvoll. Ungiinstige Prognosefaktoren sind das Fehlen des Philadelphia-
Chromosoms  (s.u.), zusidtzliche Chromosomenaberrationen, = Thrombozytenzahlen

< 100.000/ul, Himoglobin < 7mg/dl und mehr als 20% Basophile.


http://www.cml-online.de/
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1.4 Andere chronische myeloproliferative Neoplasien

1.4.1 Die Philadelphia-negative chronische myeloische Leukdmie

Bei etwa 10% der Patienten mit klinischen und morphologischen Kriterien der CML fehlt das
typische Philadelphia-Chromosom. Bei ca. 30-50% dieser Patienten ldsst sich durch moleku-
largenetische Techniken (Southern Blot, Western Blot, RT-PCR, FISH) trotzdem das bcr-abl-
Transkript nachweisen. Diese Ph-negativen/bcr-abl-positiven Félle werden durch ,,variante*
Ph-Translokationen mit Beteiligung mehrerer Chromosomen (Chromosom 7oder 8) verur-
sacht. Das klinische Bild und die Prognose entsprechen dem der ph-positiven CML. Die {ibri-
gen 50-70% stellen Ph-negative und ber-abl-negative Fille dar. Aufgrund einiger Ahnlichkei-
ten mit der chronischen myelomonozytiren Leukdmie (CMML, zihlt zu den
myelodysplastischen Syndromen) wie zum Beispiel Alter, Milzgroe und periphere Blutpa-
rameter wurden nach Einflihrung der FAB-Kriterien fiir myelodysplastische Syndrome einige
Fille als CMML reklassifiziert; diese Einordnung wurde aber mittlerweile wieder verworfen,

heute wird die so genannte ,,atypische® CML als eigene Entitdt angesehen.

Die ber-abl-negative CML betrifft meist éltere Patienten und ist gekennzeichnet durch niedri-
gere initiale Leukozytenzahlen, niedrigere Basophilenzahlen, niedrigere Thrombozytenzahlen,
einen hoheren ALP-Index, hohere LDH-Werte, ein schlechteres Ansprechen auf die Therapie

und einen insgesamt aggressiveren Verlauf®.

1.4.2 Die Polyzythdmia vera

Bei der Polyzythdmia vera handelt es sich um eine seltene Erkrankung der myelopoetischen
Stammzelle mit autonomer Proliferation v. a. der Erythropoese, aber auch der Thrombo- und

Granulopoese'*%.

Die PV wird im Allgemeinen nach dem 60. Lebensjahr diagnostiziert, hat eine Inzidenz von
4 - 6 Fillen /1 Mio. Einwohner / Jahr in Deutschland und tritt bei Méinnern und Frauen im

Verhiltnis von 3:2 auf®’. Die Atiologie der PV ist unbekannt.

Das klinische Bild der PV wird vorrangig bestimmt durch die Polyglobulie und die daraus
resultierende Erythrozytose. Diese fithrt zunéchst zu einer Hautrotung (Plethora), spéter treten

Symptome der zerebralen (z.B. Kopfschmerzen, Schwindel, TIA) und peripheren (z. B.



1 Einleitung | 41

Akrozyanose, Angina pectoris) Minderdurchblutung auf, die durch die Erhhung der Blutvis-
kositit bedingt sind'®®. Weitere typische Symptome sind Hypertonieneigung, Tinnitus, Seh-
storungen, Epistaxis, Hepatosplenomegalie, thrombembolische Ereignisse, Erythromelalgie
(burning feet syndrome) und ein quilender therapieresistenter, oft aquagener Pruritus, sowie
die klassischen ,,B-Symptome* Miidigkeit, Leistungsminderung, Fieber, Nachtschweifl und

Gewichtsverlust.

Das Blutbild bei der PV zeigt eine Erh6hung des Hédmatokrits, der Erythrozytenmasse, des
Blutvolumens und meist auch des Hamoglobinwertes. Eine Granulozytose wird in ungefahr
2/3, eine Thrombozytose in 50% der Fille beobachtet'®. Die ALP ist stark erhoht, Harnséure,
LDH und CRP sind ebenfalls oberhalb der Norm, der Erythropoetin-Spiegel ist vermindert.
Das Knochenmark ist hyperzellulir und zeigt eine ausgeprigte Eisenverarmung'®?. Zur Er-
leichterung der Diagnosestellung wurden von der Polycythemia Vera Study Group (PVSQG)
Diagnosekriterien erstellt (s. Tab. 5).

Tabelle 5 Diagnosekriterien der PVSG'®

Kriterium”Bedingungen

Erythrozytenzahl > 5,5 x 10° / bzw. > 5,0 x 10’ bei Ménnern/Frauen oder
Al Héamoglobin > 18,5 g/dl / bzw. >16,5 g/dl bei Mannern/Frauen oder
Héamatokrit iiber 52% / 49% bei Méannern/Frauen

keine sekundére Erythrozytose:
keine familidre Polyglobulie
keine Steigerung des Erythropoetin (EPO)-Wertes durch Hypoxie

A2 keine gesteigerte EPO-Bildung durch Tumor
keine gesteigerte O,-Affinitdt des Hb
keine erhohte EPO-Affinitdt durch Anomalie des EPO-Rezeptors
Nachweis der JAK2-Mutation oder
A3 Nachweis der PRV I-Uberexpression in Granulozyten oder
klonale genetische Anomalie in den Zellen des Knochenmark aufer Phila-
delphia-Chromosom oder BCR-ABL-Fusionsgen
|A4 ||Splenomegalie |
|A5 ||Erythroide Koloniebildung in vivo |
B1 | Thrombozytenzahl > 450 x 10%/1 (450 000/ul, 450/nl) |
B2 |[Leukozytenzahl > 12 x 101 (12 000/ul, 12/nl) |
B3 Proliferation des Knochenmarks mit Uberwiegen der erythropoetischen und
megakaryozytéren Proliferation
|B4 ||Niedriger Erythropoetinspiegel im Serum |

Die Diagnose einer PV kann gestellt werden,
wenn erstens:
e Kriterien Al + A2 oder Kriterien A1 + A3 erfiillt sind,
und zweitens
e ein weiteres A-Kriterium oder zwei B-Kriterien erfiillt sind.



http://de.wikipedia.org/wiki/Philadelphia-Chromosom
http://de.wikipedia.org/wiki/Philadelphia-Chromosom
http://de.wikipedia.org/wiki/Splenomegalie
http://de.wikipedia.org/wiki/Proliferation
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Das Krankheitsbild beruht auf einer noch nicht vollstindig verstandenen Transformation mul-
tipotenter Stammzellen. Vor kurzem wurde eine Mutation im JAK2-Gen (JAK steht fiir

- - L1 - 164, 165
"Januskinase"), einer Tyrosinkinase, beschrieben ™

. Diese Mutation der genomischen
DNA fiihrt zu einem Aminosdure-Austausch (Valin gegen Phenylalanin) an Position 617 des
JAK2-Proteins ("V617F-Mutation"). Das JAK2-Protein spielt eine wichtige Rolle bei der
Signaltransduktion in der Zelle'*® '*’. Durch die Mutation wird es aktiviert, so dass betroffene
Zellen dauerhaft eine gesteigerte Zellteilungsrate haben. Die V617F-Mutation findet man bei
verschiedenen hdmatologischen Erkrankungen, aber besonders hdufig (in mehr als 50%) bei
der Polyzythdmia vera. Die betroffenen blutbildenden Stammzellen sind von der Stimulation

durch Erythropoetin (EPO) unabhingig und zeigen eine hundertfach erhohte Sensitivitit auf
Wachstumsfaktoren wie IGF-1 (Insulinelike-Growth-Factor-1) und IL-3 (InterLeukin-3).

Die PV ist bislang nicht heilbar, das Therapieziel ist die Reduktion der vermehrten Blutzell-
masse und die Normalisierung des Hamatokrits, sowie die Vermeidung von Komplikationen
der Polyzythdmie und Thrombozytose. Bei gesicherter Diagnose sollten als Erstbehandlung

Aderldsse durchgefiihrt werden'®

. Des Weiteren werden Thrombozytenaggregationshemmer
zur Vermeidung thrombembolischer Komplikationen, Interferon-a und Hydroxyharnstoff als
antiproliferative Therapie und die Radiophosphortherapie mit **P eingesetzt. Im Rahmen kli-
nischer Studien wird versucht, die PV mit einer myeloablativen Therapie und anschlieBender
Knochenmark- oder Stammzelltransplantation definitiv zu heilen. Die mediane Uberlebens-
zeit der PV betrdgt 9-12 Jahre, in 20% geht die Erkrankung in eine Osteomyelofibrose (siche

unten) lber.

1.4.3 Die Osteomyelofibrose

Die Osteomyelofibrose ist eine seltene, chronisch-progrediente Erkrankung des héheren Le-
bensalters. Sie ist durch eine fortschreitende fibrose Umwandlung und Insuffizienz des Kno-
chenmarks, eine extramedulldre Blutbildung mit zunehmender massiver Splenomegalie und

eine leuko-erythroblastische Animie mit Poikilozytose gekennzeichnet'®.

Fiir die Entstehung der OMF werden mehrere pathogenetische Mechanismen diskutiert: Zum
einen fithrt die maligne Transformation und klonale Proliferation einer pluripotenten
hdmatopoetischen Stammzelle zur paraneoplastischen Sekretion von Wachstumsfaktoren

(PDGF, TGFB, EGF, TNFa, IL-1) mit fibrogener, angiogenetischer und osteogener Wirkung,


http://de.wikipedia.org/wiki/Mutation
http://de.wikipedia.org/wiki/JAK2-Mutation
http://de.wikipedia.org/wiki/Gen
http://de.wikipedia.org/wiki/Januskinase
http://de.wikipedia.org/wiki/Tyrosinkinase
http://de.wikipedia.org/wiki/Desoxyribonukleins%C3%A4ure
http://de.wikipedia.org/wiki/Aminos%C3%A4ure
http://de.wikipedia.org/wiki/Valin
http://de.wikipedia.org/wiki/Phenylalanin
http://de.wikipedia.org/wiki/Protein
http://de.wikipedia.org/wiki/Signaltransduktion
http://de.wikipedia.org/wiki/Zellteilung
http://de.wikipedia.org/wiki/Erythropoetin
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durch die normale Fibroblasten zur iiberschieBenden Kollagensynthese (Typ III und Typ I)
stimuliert werden. Hierdurch kommt es zu einer zunehmenden reaktiven Markfibrose, zur
Verdriangung der normalen Hédmatopoese und zur kompensatorischen extramedulldren Blut-
bildung in Milz, Leber und anderen Organen. Zum anderen induzieren zirkulierende Immun-
komplexe eine chronische Entziindungsreaktion mit Nachweis von vaskulitischen Veridnde-
rungen, Plasmozytose und vermehrter Lymphozyteninfiltration. Die Fibrosierung des Kno-
chenmarks bei der OMF ist demnach eine sekundire Reaktion auf eine zugrunde liegende

Myeloproliferation mit obligater Beteiligung der Megakaryopoese'®.

Die OMF verlauft klinisch oft iiber einen ldngeren Zeitraum asymptomatisch und ist haufig
ein Zufallsbefund. Bei zunehmender Markfibrose und Einschrinkung der normalen
Héamatopoese kommt es zu unspezifischen Allgemeinsymptomen (Leistungsminderung, Ap-
petitlosigkeit, Gewichtsverlust, Fieber, Nachtschweil}, Blisse), Andmie, Leukopenie mit er-
hohter Infektanfilligkeit, Thrombopenie mit Blutungsneigung und Petechien sowie Ober-
bauchbeschwerden durch zunehmende Spleno- und Hepatomegalie. Das Labor zeigt initial
eine Leuko- und Thrombozytose, spiter eine Panzytopenie, wobei die Andmie im Vorder-
grund steht™. LDH, CRP und ALP sind miBig erhdht. Bei der Knochenmarkpunktion kommt
es aufgrund der Markfibrose hédufig zur Punctio sicca; entscheidend ist daher die Knochen-

markbiopsie mit histologischer Untersuchung.

Die Therapie der OMF ist palliativ, eine periphere Blut-Stammzelltransplantation war bisher
nur bei wenigen Patienten kurativ. Bei asymptomatischen Patienten besteht keine Therapiein-
dikation. Die palliative Therapie stiitzt sich auf supportive, symptomorientierte Maflnahmen
wie z.B. die Gabe von Erythrozyten- und Thrombozytenkonzentraten, Einsatz von
Desferroxamin (Desferal®) bei Eiseniiberladung durch hohe Transfusionsfrequenz und Gabe
von Allopurinol bei erhohten Harnsdurespiegeln durch gesteigerten Zellzerfall. Bei Andmie
kann durch die Gabe von Androgenen (Danazol/Winobanin® oder Metenolon/Primobolan®)
eventuell eine Stimulation der Blutbildung erreicht werden'®>. Bei symptomatischer
Splenomegalie und/oder Hypersplenismus werden eine milde Chemotherapie mit
Hydroxyharnstoff (z. B. Litalir™) oder alternativ mit Chlorambucil, Busulfan oder Thioguanin
und/oder eine Milzbestrahlung empfohlen. Die Splenektomie gilt als Ultima ratio bei intole-
rablen, Hydroxyharnstoff-refraktiren Splenomegalie-bedingten Schmerzen, refraktérer

hamolytischer Andmie oder Thrombozytopenie'®.
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Die OMF ist eine progrediente und in der Regel chronische Erkrankung und kann sich des-
halb iiber einen Zeitraum von mehr als 10 Jahren erstrecken. Da der klinischen Diagnosestel-
lung hiufig ein langes symptomfreies Intervall vorausgeht, sind die medianen Uberlebenszei-
ten sehr variabel, sie betragen durchschnittlich ab dem Zeitpunkt der Diagnosestellung 4-5
Jahre. Als ungiinstige Prognosefaktoren gelten hoheres Alter, Andmie und
Thrombozytopenie. Dagegen sind Milzgrof3e, Markzellularitdt und Schweregrad der Fibrose

fiir die Prognose nicht von Bedeutung'®.

1.4.4 Die Essentielle Thrombozythimie

Die letzte der zum Formenkreis der MPS gehorenden Erkrankungen, die in dieser Arbeit kurz
angesprochen werden soll, ist die Essentielle Thrombozythdmie. Hierbei handelt es sich um
eine hdmatopoetische Stammzellerkrankung mit klonaler oder polyklonaler Expansion der

Thrombozytopoese mit Thrombozytenzahlen > 600.000/u1%.

Die ET ist eine seltene Erkrankung mit einem medianen Manifestationsalter von 60-70 Jah-
ren. Durch die maligne Transformation einer pluripotenten hdmatopoetischen Stammzelle
kommt es mdglicherweise zu einer molekularen Verdnderung des Thrombopoetin-Gens. Die-
ses flihrt zu einer klonalen Proliferation mit Betonung der Thrombopoese und somit zu einer
Thrombozytose mit z. T. funktionsgestorten Thrombozyten. Klinisch kommt es nach einer
asymptomatischen Anfangsphase zu thrombembolischen Komplikationen (zerebrale, kardiale
und periphere arterielle Embolien, tiefe Beinvenenthrombosen, Lungenembolie), zu Blutun-
gen, zur Splenomegalie mit Oberbauchbeschwerden sowie zu den typischen Allgemeinsymp-
tomen einer malignen Grunderkrankung®. Im peripheren Blut findet man eine
Thrombozytose, eine Erhéhung von Harnsdure, CRP und LDH und eine normale oder leicht
erhohte ALP. Im Serum zeigt sich héufig eine Pseudohyperkalidmie durch Kaliumfreisetzung

aus den Thrombozyten.

Die Indikation zur Einleitung einer Therapie besteht bei Auftreten von Blutungsereignissen,
ischdmischen Symptomen oder Thrombosen. Zur Priavention thrombembolischer Komplikati-
onen und zur Reduktion der Thrombozytenzahlen werden Acetylsalicylsiure (Aspirin®),

Hydroxyharnstoff (Litalir™), Anagrelide (Agrylin®) und Interferon o eingesetzt.

Trotz der potenziellen Morbiditit der ET ist die Lebenserwartung der Patienten bei addquater

Therapie nicht wesentlich eingeschrinkt. Auftretende Komplikationen kdnnen jedoch zu einer
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wesentlichen Beeintrachtigung der Lebensqualitit fiihren®’. Die mediane Uberlebenszeit nach
Diagnosestellung betrdgt 10-15 Jahre, ca. 25% der Patienten entwickeln im Verlauf eine

OMEF, 5% eine akute Leukdmie.

Fiir alle hier erlauterten chronisch myeloproliferativen Neoplasien gilt, wie auch schon fiir die
CML, dass es bislang keine Hinweise auf eine Beteiligung mitochondrialer Mutationen an der

Pathogenese gibt.
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1.5 Die Heteroduplex-Analyse mit dem WAVE®-System

Als Screening-Methode bei der Suche nach Mutationen der mtDNA wurde das WAVE®-
System von. Transgenomic (Crewe, United Kingdom) eingesetzt. Es handelt sich hierbei um
eine denaturierende Hochdruckfliissigkeitschromatografie (dHPLC), die es modglich macht,
DNA-Fragmente automatisch und schnell auf Mutationen zu untersuchen und auch geringe
Konzentrationen dieser Mutationen zu detektieren. Diese mutierten DNA-Fragmente kdnnen
dann eluiert, angereichert und einer ndheren Analyse durch DNA-Sequenzierung zugefiihrt
werden. Auf diese Weise war es mdglich, eine primére Suche mittels DNA-Sequenzierung zu
umgehen, da diese zum einen bei der Anzahl von Proben vom technischen und finanziellen
Aufwand her nicht zu realisieren gewesen widre und zum anderen sollte primédr nach
heteroplasmischen Mutationen der mtDNA gesucht werden. Hier hat die automatisierte DNA-

Sequenzierung eine deutlich geringere Sensitivitét.

1.5.1 Prinzip der Heteroduplex-Analyse mit dem WAVE®-Svstem

Die Heteroduplex-Analyse beruht auf der unterschiedlichen thermodynamischen Stabilitdt
von Hetero- und Homoduplexmolekiilen. Dazu werden im WAVE®-System (Abb. 12) die zu
analysierenden PCR-Produkte in einer fliissigen Phase iiber eine stationdre Phase (hier

DNAsep Column, Sdule mit alkylierten, nichtpordsen Poly(styren-divinylbenzen)Teilchen mit

Ofen UV-Detektor
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Abbildung 12 Schemazeichnung zur Funktion des WAVE®-Systems
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einem Durchmesser von 2-3 um) transportiert und in Abhédngigkeit von Grofe und
Konformation an der stationdren Phase zuriickgehalten. Zunéchst binden fast alle Teilchen,
dann wird durch eine kontinuierliche Verdnderung der Losemittel selektiv eluiert. Unter-
schiedliche Fraktionen des Analysats passieren auf diese Weise zu verschiedenen Zeiten den
angeschlossenen UV-Detektor. Die DNA der amplifizierten Genfragmente interagiert in die-
sem Fall nicht direkt mit der stationdren Phase, sondern ein Briicken-Molekiil,
Triethylammoniumacetat, (TEAA) vermittelt hier die Adsorbtion. Die Nukleinsduren sind
durch die Phosphatreste negativ geladen, TEAA besteht einerseits aus positiv geladenen Ionen
(Ammonium), die die Nukleinsduren binden, andererseits hat es hydrophobe neutrale Anteile
(drei Ethylgruppen), die mit der stationiren Phase der Séule interagieren. Je ldnger das DNA-
Fragment ist, desto mehr negative Ladung ist vorhanden und desto mehr TEAA-Molekiile
werden gebunden. Gleichzeitig bedeuten mehr TEAA-Molekiile auch eine stirkere Adsorpti-
on an die Sédule. Die hydrophobe Bindung zwischen TEAA und der stationdren Phase kann
durch ansteigende Konzentration von Acetonitril in der fliissigen Phase (Puffer B) gelost wer-
den. Dementsprechend werden mit ansteigender Acetonitril-Konzentration immer ldngere
DNA-Fragmente abgel6st. Folglich werden wihrend eines Probenlaufs zuerst kiirzere und
spater lingere DNA-Fragmente detektiert. Zusétzlich zur Seperation unterschiedlich langer
DNA-Fragmente ist es mit dem WAVE®-System auch méglich, DNA-Striinge gleicher Lén-
ge, aber unterschiedlicher Konformation zu trennen. Diese unterscheiden sich ebenfalls durch

die Bindungseigenschaften an der Saule.

1.5.2 Heteroplasmie-Detektion

Bei der Heteroduplex-Analyse werden Punktmutationen der mtDNA mithilfe einer
intraindividuellen Analyse detektiert. Ein positiver Heteroduplexbefund zeigt an, dass gleich-
zeitig verschiedene mtDNA-Populationen (Wildtyp und Mutante) in einem Individuum vor-
liegen. Es kann somit ein zuverldssiger Nachweis auf das Vorliegen einer heteroplasmischen
Punktmutation erbracht werden. Ein interindividueller Vergleich von mtDNA wiére hier nicht
aussagekriftig genug, da es zahlreiche Polymorphismen der mtDNA gibt und Verdanderungen
der Basensequenz somit nicht gleichbedeutend mit pathogenetisch bedeutsamen Mutationen

sind.

Mit dem WAVE®-System lassen sich Hetero- und Homoduplices voneinander trennen und
damit Punktmutationen nachweisen. Hierzu wird das Fragment-Gemisch der zu untersuchen-

den PCR-Produkte durch eine thermische Einheit wahrend der HPLC erhitzt. Mit steigender
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Temperatur kommt es zu einer fortschreitenden Denaturierung der doppelstringigen DNA.
Die Stabilitdt des Doppelstranges ist abhingig von der Art der Basenpaarung: Ein stark GC-
haltiger Doppelstrang ist stabiler als ein vorwiegend AT-haltiger Strang und denaturiert erst

bei hoheren Temperaturen.

Ist nach vorheriger De- und Renaturierung eine Basenfehlpaarung an der Stelle einer Punkt-
mutation vorhanden (Heteroduplex), dann fehlt hier die Basenpaarung. Durch diese Destabili-
sierung denaturieren die Heteroduplices bei einer niedrigeren Temperatur als die entsprechen-

den Homoduplices (Abb. 13).

Hnmaduplex Wild Type Homoduplex - Mutant

Heteroduplex 1 Heteroduplex 2

Abbildung 13 Die vier moglichen DNA-Fragmente nach Denaturierung und Annealing
(nach www.roswellpark.org/Research/Shared_Resources/Gene_Expression_Resource/TransgenomicWaveSystem,
10.07.2008)

Bei geeignet gewéhlter Temperatur, die flir die einzelnen PCR-Fragmente ausgetestet wurde
(sieche Anhang 7.1), und ausreichender Verzogerungszeit in der stationdren Phase kdnnen in
der dHPLC fiir ein DNA-Fragmentgemisch aus Hetero- und Homoduplices zwei Populationen
von Einzelstringen detektiert werden, welche die vier Doppelstranggenerationen représentie-
ren, die sich bei De- und Renaturierung gebildet hatten (Abb. 14). In der Regel kann man al-
lerdings nur die Hetero- und Homoduplices voneinander unterscheiden, man sieht nur zwei

Peaks, keine vier.


http://www.roswellpark.org/Research/Shared_Resources/Gene_Expression_Resource/TransgenomicWaveSystem
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Abbildung 14 DHPLC-Beispiel-Chromatogramm bei Vorliegen einer Mutation

Die Abbildung zeigt den Idealfall mit aufgetretener Heteroplasmie und Homoplasmie, in der
Realitdt sieht man meist nur zwei oder drei Peaks. (nach
www.roswellpark.org/Research/Shared Resources/Gene Expression Resource/Transgenom
icWaveSystem, 10.07.2008)

1.6 Die Aufgabenstellung dieser Arbeit

Im Rahmen dieser Arbeit sollte als Kontrollgruppe zu der von Wulfert et. al.'”® 2008 verdf-
fentlichten Studie an 104 MDS-Patienten das mitochondriale Genom von Patienten mit einer
myeloproliferativen Neoplasie untersucht werden. Gattermann et. al.'®” hatten bei vorherge-
henden Untersuchungen eine Vielzahl von mtDNA-Mutationen nachweisen kénnen. Um zu
zeigen, ob es sich hierbei um ein Charakteristikum des MDS handelt, sollten bei der vorlie-
genden Arbeit Patienten mit einer myeloproliferativen Erkrankung auf die gleiche Art und
Weise untersucht werden. Patienten mit MPN haben ein klonales Knochenmark, zeigen aber
im Gegensatz zu MDS-Patienten pathophysiologisch keine Beteiligung der Mitochondrien.
Als Kontrollgruppe wurden keine gesunden Probanden ausgewdhlt, da diese kein klonales
Knochenmark aufweisen und damit Mutationen in einzelnen Stammzellen des gesunden

polyklonalen Knochenmarks unter der Nachweisgrenze bleiben.
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2 Material & Methoden

2.1 Chemikalien und Bezugsquellen

2.1.1 Chemikalien und Bezugsquellen fiir die DNA-Extraktion

QIAamp”™ DNA Mini Kit (Qiagen GmbH, Hilden) enthilt folgende Losungen:
e Lysepuffer AL
e Proteinase K
e Waschpuffer AW1 und AW?2
e Elutionspuffer AL

e Silicagelsdulchen

2.1.2 Chemikalien und Bezugsquellen fiir die Polymerase-Kettenreaktion und die Gel-

Elektophorese

e Thermopol Reaction Buffer (New England Biolabs Inc., Frankfurt am Main)

e PCR-Primer (s. Anlage, MWG Biotech AG, Ebersberg)

e Nukleotide dATP, dCTP, dGTP und dTTP (Perkin Elmer, Langen; ab Ende 2003
Qbiogene, Heidelberg)

e Ventg“-DNAPolymerase (New England Biolabs Inc., Frankfurt)

e Blue/Orange 6x Loading Dye (Promega, Mannheim)

o pGEM® DNA Marker (Promega, Mannheim)

e TAE-Puffer, pH 8,4 (40 mM Tris(hydroxymethyl)-aminomethan, 20 mM Essigsdure,
beides Merck, Darmstadt; ImM EDTA, Roth, Karlsruhe)

e Agarose (peqlab, Erlangen)

e Ethidiumbromid-Lésung (10 mg/ml, Sigma, Steinheim)

2.1.3 Chemikalien und Bezugsquellen fiir die Heteroduplexanalyse mit dem Wave®-Svstem

e Aqua dest. (Milli-Q-Aufreinigungsanlage Milipore GmbH, Neu Isenburg)

e TEAA Triethylammonium-Acetat (Transgenomic, Crewe, United Kingdom)
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e Puffer A: 0,1M TEAA (50 ml 2M TEAA werden mit Aqua dest. auf 1000 ml aufge-
fiillt)

e Puffer B: 0,IM TEAA, 25% Acetonitril (50 ml 2M TEAA und 250 ml Acetonitril
werden mit Aqua dest. zunédchst auf ca. 950 ml, nach Temperaturausgleich der endo-
thermen Losung dann auf 1000 ml aufgefiillt)

e Injektionspuffer: 8% Acetonitril (80 ml Acetonitril werden mit Aqua dest. auf 1000 ml
aufgefiillt)

e  Waschpuffer: 75% Acetonitril (750 ml Acetonitril werden mit Aqua dest. auf 1000 ml
aufgefiillt)

2.1.4 Chemikalien und Bezugsquellen fir die Aufreinigung des PCR-Produkts zur Sequenzie-

rung

QIAquick PCR purification kit (Qiagen GmbH, Hilden) enthélt folgende Losungen:
e Puffer PB
e Puffer PE
¢ Elutionspuffer EB

e Silicagelsdulchen

2.2 Probenmaterial

Fiir die Untersuchungen wurden zunichst 20 CML-Proben, davon 6 Knochenmarksproben
und 14 Proben aus peripherem Blut untersucht (CML-Reihe). Desweiteren wurden 10 PV-
Proben, 7 OMF-Proben und 2 Philadelphia-negativen CML-Proben (MPN-Reihe) analysiert.
Diese Proben stammten alle aus peripherem Blut. Der Altersmedian der CML-Patienten lag

bei 53 Jahren, die anderen Patienten waren im Median 61 Jahre alt.

Durch die parallele Auswertung von 20 bzw. 19 Proben lieB3 sich die Auswertung vereinfa-

chen, da jeweils dhnliche Chromatogramme verglichen werden konnten.

2.3 DNA-Extraktion

Die Extraktion der gesamten (mitochondrialen und nukledren) DNA wurde mithilfe des

QIAamp® DNA Mini Kit (Qiagen GmbH, Hilden) nach Herstellerangaben durchgefiihrt: Zur
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Extraktion wurden 200 ul Blut bzw. Knochenmark mit 200 ul Lysepuffer AL und 25 pl
Proteinase K versetzt und anschlief3end fiir mindestens 10 Minuten bei 56°C inkubiert, um die
Zellmembranen zu zerstoren und die DNA freizusetzen. Bei einigen Proben musste dieser
Schritt aufgrund schlechter Lyseeigenschaften auf bis zu 30 Minuten erhoht werden. Nach der
jeweiligen Inkubationszeit wurden 200 ul Ethanol hinzugefiigt. AnschlieBend wurde das
Lysat auf eine QIAamp® Spin Column aufgetragen und bei 10.000 U/min fiir 1 min zentrifu-
giert. Die DNA bindet dabei aufgrund einer hohen Salzkonzentration an die Sdulenmatrix aus
Silikagel. Durch die nachfolgenden Waschschritte mit den Waschpuffern AW1 und. AW2
wurden samtliche Verunreinigungen entfernt. Im letzten Arbeitsschritt wurde die DNA mit

Hilfe des salzarmen Elutionspuffers AL von der Sdule eluiert und in ein Eppendorf-Gefil3

uberfiihrt.

2.4 Polymerase-Kettenreaktion und Gelelektrophorese

Mithilfe der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) und 67 entsprechender PCR-Primerpaare wur-
de das komplette mitochondriale Genom in iiberlappenden Fragmenten amplifiziert. Die PCR-
Primer sind so gewdhlt, dass die entstehenden PCR-Fragmente hinsichtlich ihres DNA-
Schmelz-Profiles fiir die Detektion von Mutationen in der dHPLC optimale Eigenschaften
zeigen. Aullerdem wurden die Ladngen und Positionen der Primer so angepasst, dass Punktmu-
tationen an jeder moglichen Nukleotid-Position detektiert werden kénnen. Die entstehenden
PCR-Produkte iiberdecken das mitochondriale Genom komplett. Die Positionen und Léngen

der verwendeten Primer sind der Tab. 7.1 und 7.2 im Abhang zu entnechmen'®.

Die Amplifizierung der mtDNA-Segmente erfolgte mit den CML-Proben in PCR’s mit je-
weils 35 Zyklen, bei der Bearbeitung der MPS-Proben wurden meist 40 Zyklen eingesetzt.
Ein Zyklus setzte sich zusammen aus einer Denaturierungszeit von 60 sec bei 94°C, 60 sec
Primeranlagerung (annealing) bei 49-59°C in Abhéngigkeit von der jeweils vorgegebenen
Hybridisierungstemperatur des Primers und 60 sec bei 72°C zur DNA-Polymerisation'*. Vor
den eigentlichen Zyklen wurden die Proben fiir 4 Minuten bei 94 °C vordenaturiert, nach dem
letzten Zyklus wurde die Elongationszeit um 7 Minuten verlidngert, die Proben noch einmal
fiir 1 Minute bei 94 °C denaturiert und anschlieBend zur Renaturierung und Lagerung auf 4

°C abgekiihlt.
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Ein 50 pul PCR-Ansatz enthielt jeweils 5 ul 10xPCR-Puffer (Thermopol Reaction Buffer; ent-
hilt 20mM MgS0O,), je 4 ul des entsprechenden Vorwirts- und Riickwértsprimers
(Primerkonzentration 10 pmol/ul), 8 pl einer Losung, die 2,5 mM jedes dNTP enthilt (gesamt
10 mM dNTPs), 0,5 ul (1 U) Ventg“-DNAPolymerase und 1,5 ul der zu amplifizierenden
DNA in 1:10 Verdiinnung (CML-Patienten) bzw. unverdiinnt (PV-/OMF-Patienten). Das
Endvolumen von 50 pl wurde durch Zugabe von Aqua dest. erreicht. Anstatt einer Tag-
Polymerase wurde die Vent-Polymerase verwendet, da diese eine 3°-5°-Exonukleaseaktivitit
hat und somit in der Lage ist, fehlerhaft eingebaute Nukleotide zu erkennen und den Fehler
durch erneute Polymerisation zu beheben. Hierdurch kommt es zu deutlich weniger Kopier-

fehlern im Laufe der PCR.

Der automatische Ablauf der PCR-Zyklen wurde in einem GeneAmp System 9600 (Perkin-

Elmer, Langen) bzw. einem T3 Thermocycler (Biometra, Gottingen) durchgefiihrt.

Zur Kontrolle der PCR wurden im Anschluss an die Amplifikation 10 pl der PCR-Produkte
mit 2 pl Auftragspuffer (Blue/Orange 6x Loading Dye) versetzt und auf ein 2%iges Agarose-
gel mit 200pg/l Ethidiumbromid aufgetragen. Als Lingenstandard lief zusitzlich der pGEM®
DNA Marker mit. Das Agarosegel wurde aus 250 ml TAE-Puffer, 5 g Agarose und 5 pl
Ethidiumbromid-Losung (10 mg/ml) hergestellt. Das Gel kam nach dem Aushérten in eine
Gelkammer. (Gel Electrophoresis Apparatus GNA-200, Pharmacia, Uppsala, Schweden), die
mit einem Elektrophoresegerdt (EPS 3500, Pharmacia, Uppsala, Schweden) verbunden war.
Das Gel lief bei 85V und 150mA in der Regel 1 /2 Stunden, maximal 2 2 Stunden. Die Aus-
wertung des Gels erfolgte mittels eines Geldokumentationssystems (GelDoc2000, BioRad,
Miinchen), die Daten wurden iiber Computer mit Hilfe des Programms Quantity One 4.0.3.

(BioRad, Miinchen) erfasst.

2.5 Heteroduplex-Analyse mit dem WAVE®-System

Die Methode der Heteroduplex-Analyse mit dem WAVE®-System wurde bereits in der Ein-
leitung ausfiihrlich beschrieben. Hier soll lediglich eine WAVE®-Methode exemplarisch be-

schrieben werden (Tab. 6).
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Tabelle 6 WAVE®-Methode

Zeit Puffer A Puffer B Waschpuffer Beschreibung

0,0 min 55% ** 45% 0% Probeninjektion

0,1 min 50%* 50% 0% Start Elutionsgradient

6,1 min 38%%* 62% 0% Stop Elutionsgradient

6,2 min 0% 0% 100% Anfang Waschschritt

6,7 min 0% 0% 100% Ende Waschschritt

6,8 min 55%** 45% 0% Anfang Equilibrierung (fiir die nédchste
Injektion)

8,0 min 55%** 45% 0% Ende

*Der Elutionsgradient dnderte sich jeweils um 2% pro Minute, diese Werte sind in der Tabelle angegeben.
**Jeweils 5% hoher als der angegebene erste Wert von Puffer A.

2.6 Fraction Collector

Bei einem Anteil von um die 50% mutierter DNA im PCR-Produkt kénnen die Mutationen
mittels direkter DNA-Sequenzierung leicht bestétigt und identifiziert werden. Bei einem ge-
ringeren Anteil an mutierter DNA (unter 30%) wiirde die direkte Sequenzierung keine klaren
Ergebnisse hervorbringen. Um dieses Problem zu umgehen, wurde zum einen eine neue PCR
zur Bestétigung des Befundes angefertigt und zum anderen der Heteroduplex-Peak mit Hilfe
eines Fraction Collectors (Transgenomic) eluiert. Es wurden bei einem dHPLC-Lauf 12 An-
teile des Eluats von je 150 pl gewonnen. Der Anteil, der dem Heteroduplex-Peak entspricht
wurde noch einmal amplifiziert und mit einem erneuten dHPLC-Lauf bestétigt. Nach der Rei-
nigung mit dem QIAquick PCR purification kit (Qiagen, Hilden) wurde dieses PCR-Produkt

sequenziert.

2.7 DNA-Sequenzierung

Die DNA- Sequenzierung der Proben wurde bei Sequence Laboratories GmbH in Gottingen
durchgefiihrt. Das verdnderte Fragment wurde sowohl vom 5’- zum 3’-Ende des H-Stranges
(,, Vorwirts“-Strang) als auch vom 5’'- zum 3’-Ende des komplementdren L-Stranges (,,Riick-
wirts“-Strang) sequenziert. Die Ergebnisse der Riickwirtssequenzierung wurden fiir die Dar-
stellung invertiert, d.h. die Nukleotidfolge erscheint in Richtung 3°-5'-Ende und ,,libersetzt*
in die Nukleotidfolge des schweren Stranges. So lieBen sich Vorwirts- und Riickwértssequen-
zierung leichter und iibersichtlicher mit der iiberarbeiteten Cambridge Sequenz'’' und der

MITOMAP-Datenbank (www.mitomap.or,q)24 vergleichen. Bei Punktmutationen wurde zu-

sdtzlich ein Vergleich mit der mtDNA-Sequenz von zwei Menschen, zwei Primaten, neun

Saugetieren, sechs Wirbeltieren, drei Insekten, zwei Hefen und einer Pflanze durchgefiihrt,


http://www.mitomap.org/
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um die Konservierung der betroffenen Nukleotide und Aminosduren in der Evolution abzu-
schitzen. Im Anhang (7.3, S.116) findet sich ein Beispiel eines bekannten Polymorphismus
der Untereinheit 3 der mitochondrialen NADH-Dehydrogenase. Bei Patient P.399 (MDS vom
Subtyp einer RARS mit 32% Ringsideroblasten) fand sich an Position 29 ein

Aminosdurenaustausch von Glycin zu Serin (nicht konservierte Aminosaure).
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3 Ergebnisse

3.1 Haufigkeit heteroplasmischer mtDNA-Mutationen

Bei der Untersuchung des kompletten mitochondrialen Genoms von insgesamt 39 Patienten
mit einem MPN fand sich bei 17 Patienten mindestens eine heteroplasmische mtDNA-
Mutation, insgesamt wurden 25 Heteroplasmien gefunden. Dies entspricht einer Héufigkeit
von 44%. Bei den meisten Mutationen handelte es sich um Transitionen. Bei der Untersu-
chung der MDS-Patienten durch Wulfert et. al.'” fanden sich bei insgesamt 58 von 104 Pati-

enten (56%) 108 Mutationen. Dieser Unterschied ist jedoch statistisch nicht signifikant.

Tabelle 7 Haufigkeit der gefundenen heteroplasmischen mtDNA-Mutationen nach Erkrankungstyp

Heteroplasmische mtDNA-
FAB Klassifikation | Anzahl Patienten | Altersmedian
Mutationen
CML 24 53 (22-71) 11/24 (48%)
PV 9 63 (45-72) 4/9 (44%)
OMF 5 62 (59-80) 1/5 (20%)
ET 1 72 1/1 (100%)
gesamt MPN 39 61 (22-81) 17/39 (44%)
RA 23 66 (43-86) 9/23 (38%)
RARS 33 70 (30-83) 17/32 (53%)
RAEB 35 69 (44-94) 23/34 (68%)
RAEB-T 7 61 (31-88) 6/7 (86%)
CMML 6 73 (59-78) 3/7 (43%)
gesamt MDS* 104 68 (31-94) 58/104 (56%)
*Die MDS-Daten stammen aus ' .
Bei den Untersuchungen der MDS-Patienten von Wulfert et. al.'”® zeigte sich ein altersabhin-

giger Anstieg der Mutationsrate von ca. 30% in Patienten der Altersgruppe 40-49 Jahre auf
iiber 70% in der Gruppe der 80- bis 89-Jihrigen. Dieses Ergebnis konnte im Kollektiv der
MPN-Patienten nicht gefunden werden, was moglicherweise an der geringeren Anzahl der
Patienten liegen konnte. Das Durchschnittsalter der MPN-Patienten war mit 61 Jahren niedri-

ger als das Durchschnittsalter der MDS-Patienten (68 Jahre).
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Heteroplasmische Mutationen der mtDNA konnten in allen untersuchten Krankheitsbildern
nachgewiesen werden. Die Mutationen verteilten sich liber das komplette mitochondriale Ge-
nom, ohne dass sich hot spots identifizieren lieBen (Abb. 15 und 16). Die Verteilung der
mtDNA-Mutationen {liber das mitochondriale Genom zeigte keine offensichtliche Korrelation

zwischen Genotyp und Phénotyp.

Cox2

Abbildung 15 Verteilung der gefundenen Mutationen bei den MPN-Patienten iiber das mitochondriale Genom

Bei den schmalen Vektoren handelt es sich um tRNA’s, die nicht ndher gekennzeichnet sind
CyB: Cytochrom B

ND: NADH-Dehydrogenase

Cox: Cytochrom-C-Oxidase

AP: ATP-Synthase
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Abbildung 16 Verteilung der gefundenen Mutationen bei den MDS-Patienten iiber das mitochondriale Genom

Bei den schmalen Vektoren handelt es sich um tRNA’s, die nicht ndher gekennzeichnet sind
CyB: Cytochrom B

ND: NADH-Dehydrogenase

Cox: Cytochrom-C-Oxidase

AP: ATP-Synthase
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3.2 Einzeldarstellung der Heteroplasmien der CML-Proben

3.2.1 Probe ACK 4

Es zeigte sich mit dem Primerpaar Cox 72b bei 60°C ein Heteroduplex-Befund (Abb. 17). Bei
der Sequenzierung stellte sich eine heteroplasmische Mutation an der Position 6194 dar. Diese

Transition A=>G im Bereich des Gens Cox 1 ist neu und noch nicht auf www.mitomap.org

registriert. Sie fiihrt allerdings nicht zu einem Aminosaurenaustausch (Met = Met).

CCGCATHAACAACAT

l bp 6194

CCCGCATAAACAACAT

l bp 6194

Retention Time (min)

Abbildung 17 dHPLC-Analyse von Probe ACK 4 (Cox 72b, 60°C) und dazugehérige Sequenzanalyse
Oben Vorwirtssequenzierung, unten revers-komplementére Darstellung der Riickwértssequenzierung.

3.2.2 Probe ACK 5

Hier zeigte sich ein Heteroduplex-Befund mit dem Primerpaar KR 85a bei 58°C (Abb. 18).
Die Transition T = C an der Position 245 in der Kontrollregion ist neu. Aulerdem fanden
sich bei dieser Probe in der Kontrollregion zwei hiufige Polymorphismen an den Stellen 309
und 311 (zusitzliche C’s). Mit dem Primerpaar mrR 92a bei 60°C stellte sich an der Position
1199 eine Heteroplasmie dar (G = A; Abb. 19). Diese Verdnderung im Gen fiir die 12S-
rRNA ist ebenfalls noch nicht vorbeschrieben. Weiterhin fand sich ein Heteroduplex-Befund
mit dem Primerpaar ATP 68a bei 61°C an Position 9110. Diese neu aufgetretene Transition
T = C im ATPase-6-Gen fiihrt zu einem Aminosdurenaustausch von Isoleucin zu Threonin
(Abb. 20). Der zusitzliche Peak in Abb. 20 ist durch fehlerhafte PCR-Produkte zu erkléren.
Durch die kleinschrittige Skalierung in dieser Abbildung wird dieser Peak hier deutlich
sichtbar.


http://www.mitomap.org/
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TAARACAAT I GAAT G

l bp 245

0 1 2 3 4 5 6 7 8
Retention Time (min)

Abbildung 18 dHPLC-Analyse von Probe ACK 5 (KR 85a, 58°C) und dazugehorige Sequenzanalyse
Oben Vorwirtssequenzierung, unten revers-komplementére Darstellung der Riickwértssequenzierung.

ul B ‘ TCTAGANGAGCCT
2] l bp 1199
10~
8 .
g : ; 4
I
4; iCCATCTTCAGCA
bp 1199
2
0

0 1 2 3 4 5 6 7 8
Retention Time (min)

Abbildung 19 dHPLC-Analyse von Probe ACK 5 (mrR 92a, 60°C) und dazugehorige Sequenzanalyse
Oben Vorwirtssequenzierung, unten revers-komplementére Darstellung der Riickwértssequenzierung.

E 3 TCACAATTCTAA]
25 ®
E bp 9110
20 l
15—
g 3
E 10 "TCAC AANTCTAA
] i R
0 55 Fehlerhafte PCR- bp 9110
4 Produkte; kommen
E hier durch Skalierung

7mwm‘mwm‘mWm‘m‘m‘mwu‘m‘m‘w‘ zum Vorschein
0 1 2 3 4 5 6 1 8
Retention Time (min)

Abbildung 20 dHPLC-Analyse von Probe ACK 5 (ATP 68a, 61°C) und dazugehorige Sequenzanalyse
Oben Vorwirtssequenzierung, unten revers-komplementére Darstellung der Riickwértssequenzierung
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3.2.3 Probe ACK9
Diese Probe zeigt mit dem Primerpaar NAD 52a bei 62°C einen Heteroduplex-Befund an der

Stelle 12997 (G = A; Abb.21). Es kommt zu einem Aminosdurenaustausch von Alanin zu

Threonin im Gen ND 5. Dieser Austausch war bisher in der Literatur nicht bekannt.

‘A GCAGCAGGCAAAR

l bp 12997

AGCAGCAGGCAAA

l bp 12997

0 1 2 3 4 5 6 1 8
Retention Time (min)

Abbildung 21 dHPLC-Analyse von Probe ACK 9 (NAD 52a, 62°C) und dazugehorige Sequenzanalyse
Oben Vorwirtssequenzierung, unten revers-komplementére Darstellung der Riickwiértssequenzierung.

324 Proben ACK 11+ ACK 20

Bei der Probe ACK 11 stellte sich mit dem Primerpaar KR 82a bei 60°C eine Heteroplasmie
an der Position 16218 (C -> T) dar (Abb. 22). Bei Probe ACK 20 zeigte sich ein
Heteroplasmie-Befund mit dem gleichen Primerpaar an der Stelle 16207 (A = G; Abb.23).

Beide Mutationen in der Kontrollregion sind bereits als Polymorphismen bekannt.

CAATTAACCCT

l bp 16218

e aa i st araati e L Mt o
0 1 2 3 4 5 6 1 8

Abbildung 22 dHPLC-Analyse von Probe ACK 11 (KR 82a, 60°C) und dazugehorige Sequenzanalyse
Nur revers-komplementére Darstellung der Riickwértssequenzierung, da Vorwértssequenzierung nicht auswertbar.
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AAGCAGGTACA

l bp 16207

0 1 2 3 4 5 6 7 8
Retention Time (in)

Abbildung 23 dHPLC-Analyse von Probe ACK 20 (KR 82a, 60°C) und dazugehorige Sequenzanalyse
Nur revers-komplementére Darstellung der Riickwirtssequenzierung, da Vorwiértssequenzierung nicht auswertbar.

3.2.5 Proben ACK 12+ ACK 18

Diese Proben zeigten beide einen Heteroduplex-Befund (Abb. 24) mit dem Primerpaar NAD
46a (Gen ND 4). In den Sequenzierungen beider Proben lie3 sich jedoch keine Auffilligkeit
nachweisen. Es konnte sich um einen hdufigen Polymorphismus in der Primerbindungsstelle

handeln.

Bei der Probe ACK 12 gab es mit dem Primerpaar NAD 52a bei 62°C einen weiteren Hetero-
duplex-Befund. Hier zeigte sich in der Sequenzierung eine Transition C—> T an der Position

13130 im ND5-Gen. Diese fiihrt zu einem Austausch der Aminosauren Prolin zu Leucin und

war bisher nicht bekannt (Abb. 25).

04— 04

0 1 2 3 4 5 6 1 8 0 1 2 3 4 5 6 1 8
Retention Time (min) Retention Time (min)

Abbildung 24 dHPLC-Analysen der Proben ACK 12 + 18 (NAD 46a, 60°C)
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1 ‘ccAaCcCCLCCToc
8- l bp 13130
g e AN
f 3 CCAaAcCcce
1 bp 13130
2
07:\\\

0 1 2 3 4 5 6 7 8
Retention Time (min)

Abbildung 25 dHPLC-Analyse von Probe ACK 12 (NAD 52a, 62°C) und dazugehorige Sequenzanalyse
Oben Vorwirtssequenzierung, unten revers-komplementére Darstellung der Riickwirtssequenzierung.

3.2.6 Probe ACK 16

Diese Probe zeigte mit dem Primerpaar mrR 98a einen Heteroduplex-Befund bei 61°C. Hier
lie3 sich ein Austausch A = T in der 16S-rRNA (Position 2623) feststellen, der bisher noch
nicht beschrieben wurde (Abb. 26).

16 : rAGBGBG A oy |
2.0
15-
S !
fE 10- TAGGEGTCCTET
:: bp 2623
0.5 i Fehlerhafte PCR- l
1 Produkte; kommen
R L e A B R hier durch Skalierung
0 1 2 3 4 5 6 zum Vorschein
Retention Time (min)

Abbildung 26 dHPLC-Analyse von Probe ACK 16 (mrR 98a, 61°C) und dazugehorige Sequenzanalyse
Oben Vorwirtssequenzierung, unten revers-komplementére Darstellung der Riickwértssequenzierung.
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3.2.7 Probe ACK 19

Diese Probe zeigte mit dem Primerpaar NAD 61a bei 58°C einen Heteroduplex-Befund. Bei
der Sequenzierung stellte sich an der Position 14256 im ND6-Gen eine bisher nicht beschrie-
bene Transition T = C dar, die zu einem Aminosdurenaustausch von Isoleucin zu Valin fihrt

(Abb. 27).

124 CcCanMHAGG AT

10

bp 14256

Py

CCAa ANy, s

1

R R L L L L LR A e L L ) L) EA R R M
0 1 2 3 4 5 6 1 8
Retention Time (min)
Abbildung 27 dHPLC-Analyse von Probe ACK 19 (NAD 61a, 58°C) und dazugehdorige Sequenzanalyse
Oben Vorwirtssequenzierung, unten revers-komplementére Darstellung der Riickwértssequenzierung.

Eas

3.2.8 Probe ACK 22

Hier fand sich ein Heteroduplex-Befund mit dem Primerpaar Cox 77b bei 59°C. In der Se-
quenzierung fand sich an der Stelle 7453 ein Basenaustausch G = A in der tRNA fiir Serin
(Abb. 28). Dieser Befund ist neu, es handelt sich um einen bisher nicht beschriebenen Poly-
morphismus. In der Abbildung zeigt sich zwar nur eine schmale Schulter, trotzdem war dieser

Befund im Vergleich mit den Chromatogrammen der anderen 19 Probanden auffillig.

ITHAAGG ARG G

l bp 7453

A A A GG G

1
7HH‘HH‘HH‘HH‘HH‘HH‘HH‘HH‘HH‘HH‘HH‘HH‘HH‘HH‘HH‘HH‘HH‘HH

0 1 2 3 4 5 6 1 8

Abbildung 28 dHPLC-Analyse von Probe ACK 22 (Cox 77b, 59°C) und dazugehorige Sequenzanalyse
Oben Vorwirtssequenzierung, unten revers-komplementére Darstellung der Riickwértssequenzierung.
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3.2.9 Probe ACK 26

Bei dieser Probe fand sich eine Heteroplasmie im Bereich des Primers mrR 94a bei 59°C. Bei
der Sequenzierung zeigte sich an der Position 1680 eine 25%ige Heteroplasmie A und G im

Gen der 16S-rRNA (Abb. 29). Dieser Befund wurde bisher noch nicht beschrieben.

IACCTHECCCCAF

l bp 1680

0 1 2 3 4 5 6 1 8
Retention Time (min)

Abbildung 29 dHPLC-Analyse von Probe ACK 26 (mrR 94a, 59°C) und dazugehdrige Sequenzanalyse
Nur Vorwirtssequenzierung, da Riickwértssequenzierung nicht auswertbar.



3.3 Zusammenfassung der Ergebnisse der CML-Proben

Tabelle 8 Zusammenfassung der Ergebnisse der CML-Proben
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Proben-

Geschlecht /

Erkran-

mtDNA-

mtDNA-

AS-

%

Bemer-

1 2
Nr. Alter kung Primer Position Mutation Gen Austausch | Het. kungen Neu?
ACK1 | M/62 CML
ACK?2 | M/62 CML
ACK3 | M/60 CML Cyb 03 Primer-
dimer
ACK4 | M/22 CML Cox 72b | 6194 AD>G Cox 1 30% v
NAD R
54a ND5
ACK5 | wW/47 CML KR 85a | 245 T>C KR 50% v
mrR 12S- .
v
92a 1199 G2>A RNA klein
ATP 9110 T>C ATPas | oS The | 30% v
68a eb
ACK6 | M/71 CML
ACK7 | M/46 CML
NAD
ACK9 | M/71 CML a 12997 G>A ND5 | Ala> Thr | 50% v
Polymor-
ACK 10 | M/ 40 CML ATP 9123 G/A AT- 100% | Phismus
69a Pase 6 im F-
Primer
ACK 11 | M/ 60 CML KR 82a | 16218 C>T KR >80%
ACK 12 | W/57 CML fézD ND 4 *
IS\IZAaD 13130 C>T ND5 | Pro> Leu | 30% v
N mrR 16s- o v
ACK 16 | 9 CML 984 2623 A>T RNA 50%
Bek.
ACK 17 | ? CML NAD ND 5 Polymor-
53a .
phismen
ACK 18 | ? CML NAD ND 4 *
46a
NAD
ACK 19 | ? CML ola 14256 A>G ND6 | Ile>Val | 50% v
ACK 20 | ? CML KR 82a | 16207 AD>G KR >80%
ACK 21 | ? CML
ACK 22 | ? CML Cox 77b | 7453 G>A tslfr\IA Klein v
ACK 23 | ? CML
ACK 24 | ? CML
ACK 26 | W/68 CML mrR 1680 A>G 16s- 25% v
94a RNA 0
mrR 16s-
954 1680 AD>G RNA

*Bei einigen Proben konnten auffillige Befunde im Wave-Lauf durch die Sequenzierung nicht bestiitigt werden. Moglicherweise
handelt es sich um Gene in der Kontrollregion oder in den Primerbereichen, s. u.
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3.4 FEinzeldarstellung der Heteroplasmien der weiteren MPN-Proben

3.4.1 Probe ACK 29 (PV)

Bei dieser Probe fand sich ein in Mitomap bekannter hiufiger Polymorphismus G und A an
der Stelle 16129 in der Kontrollregion. Er wurde mit dem Primer KR 81a nachgewiesen (s.
Abb. 30). Zusitzlich zeigte diese Probe auch noch einen Heteroplasmiebefund G 2 A (50%)
an Position 2825 in der 16S-rRNA (Primer mrR 98a, 61°C). Dieser Befund war noch nicht
bekannt und betrifft eine bei Vertebraten konservierte Aminoséure (Abb. 31). Aullerdem fand

sich mit dem gleichen Primer an der Position 2706 ein bekannter Polymorphismus A = G.

i TACH G TACCA
)

l bp 16129

Retention Time (min)

Abbildung 30 dHPLC-Analyse von Probe ACK 29 (KR 81a, 59°C) und dazugehorige Sequenzanalyse
Nur Vorwiértssequenzierung, da Riickwartssequenzierung nicht auswertbar.
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ACCTCHGAGLC

l bp 2825

ACCTCA GO T

l bp 2825

0 1 2 3 4 5 6 7 8
Retention Time (min)

Abbildung 31 dHPLC-Analyse von Probe ACK 29 (mrR 98a, 58°C) ) und dazugehorige Sequenzanalyse
Oben Vorwirtssequenzierung, unten revers-komplementére Darstellung der Riickwiértssequenzierung.

3.4.2 Probe ACK 30 (PV)

Bei diesem Patienten konnten zwei neue Heteroduplexbefunde nachgewiesen werden. Zum
einen zeigte sich eine doppelte Heteroplasmie (T = G; A-> G) an den Positionen 15441 und
15442 im Cytochrom-B-Gen mit dem Primer Cyb 05 bei 60°C (Abb. 32). Hier kommt es zu
einem Aminosdurenaustausch von Leucin zu Tryptophan. Zum anderen wurde an der Stelle
15882 eine Heteroplasmie G und C gefunden, die zu einem Aminosdurenaustausch von
Tryptophan zu Serin fiihrt. Diese Heteroplasmie wurde mit dem Primer Cyb 07a bei 57°C
nachgewiesen (Abb. 33).

tGGCTHGCTTEC
bp 15441

bp 15442

N
o
Y Y T Y B Y Y T Y I P T T P I

0 1 2 3 4 5 6 1 8
Retention Time (min)
Abbildung 32 dHPLC-Analyse von Probe ACK 30 (Cyb 05, 60°C) und dazugehorige Sequenzanalyse.
Nur revers-komplementére Darstellung der Riickwirtssequenzierung, da Vorwirtssequenzierung nicht auswertbar.
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: AAATGEGE GC |
20
: L
] bp 15882
) lk} (lq&/l\}
P 10
E ] >AAATGGEC I
3] bp 15882
0
e
0 1 2 3 4 5 & 1 8

Retention Time (min)

Abbildung 33 dHPLC-Analyse von Probe ACK 30 (Cyb 07a, 57°C) und dazugehdrige Sequenzanalyse
Oben Vorwirtssequenzierung, unten revers-komplementére Darstellung der Riickwiértssequenzierung.

3.43 Probe ACK 31 (PV)

Bei dieser Probe zeigte sich ein Heteroduplexbefund im Bereich des Primers NAD 43a (Posi-
tion 11150; G = A). Diese bereits in der Literatur beschriebene Heteroplasmie fiihrt zu einem

Aminosaurenaustausch von Alanin zu Threonin (Abb. 34).

1k CTTGEGEGCTAT
5 : bp 11150
4
3

z ]

E 24 CTTG CT o T
] bp 11150
14
0]

0 1 2 3 4 5 6 7 8
Retention Time (min)

Abbildung 34 dHPLC-Analyse von Probe ACK 31 (NAD 43a, 58°C) und dazugehorige Sequenzanalyse
Oben Vorwirtssequenzierung, unten revers-komplementére Darstellung der Riickwértssequenzierung.



3 Ergebnisse | 70

3.4.4 Probe ACK 34 (OMF)

Hier fand sich mit dem Primer NAD 46a im ND 5-Gen eine 50%ige Heteroplasmie an der
Position 12415 (Abb. 35). Dieser Basenaustausch A=>G ist neu aufgetreten und fiihrt zu ei-

nem Austausch von Asparagin zu Asparaginséure.

CCCTHALCAH A

l bp 12415

YW

CCCTHALC A A

l bp 12415

Retention Time (min)

e

Abbildung 35 dHPLC-Analyse von Probe ACK 34 (NAD 46a, 58°C) und dazugehorige Sequenzanalyse
Oben Vorwirtssequenzierung, unten revers-komplementére Darstellung der Riickwirtssequenzierung.

3.4.5 Probe ACK 37 (CML Ph’)

Bei dieser Probe von einer jungen Patientin mit einer fulminant verlaufenden Philadelphia-
negativen CML fand sich eine 18bp umfassende heteroplasmische Deletion im 16s-rRNA-
Gen. Diese Deletion konnte sowohl mit dem Primer mrR 98a bei 61°C als auch mit dem Pri-
mer mrR99a bei 62°C nachgewiesen werden (Abb. 36). Sie erstreckt sich im Bereich von bp
2832 bis bp 2849. Ab der entsprechenden Position findet man in beiden Richtungen eine

Uberlagerung von normaler und verkiirzter Sequenz.
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Retention Time (nin)

2821 2859

cctcggagca gaacccaacc tccgagcagt acatgctaag
A

CCTCGGAGCAGEACATGC TAAQAGCTTCACCAGTCAaAAGE G

Abbildung 36 dHPLC-Analyse von Probe ACK 37 (mrR 98a, 61°C),
Original-Sequenz der mtDNA bp 2821-2859 und Vorwirtssequenzierung mit der 18 bp-Deletion.

3.4.6 Probe ACK 40 (CML Ph’)

Hierbei handelte es sich um einen Patienten mit Philadelphia-negativer CML, der sich bereits
einer allogenen Stammzelltransplantation unterziehen musste und anschlieend wieder ein
Rezidiv seiner Erkrankung entwickelt hatte (Zeitpunkt der Probenentnahme). Es zeigten sich
mehrere auffillige Befunde. Im Bereich des Primers Cox 75 (Cox 1-Gen) fand sich an der
Position 6717 eine 50%ige Heteroplasmie G>A, die zu einem Aminosdurenaustausch von
Glycin zu Serin fiihrt (Abb 37). Sie wurde bisher noch nicht beschrieben. Im Cox 2-Gen
konnte mit dem Primer Cox 58a an der Stelle 7981 eine 90%ige Heteroplasmie C>T nach-
gewiesen werden (Abb. 38). Hierbei handelt es sich allerdings um eine silent mutation ohne
Aminosdurenaustausch. Eine weitere Auffilligkeit zeigte sich an der Position 9502 (Cox 3-
Gen, Primer Cox 36a). Eine 50%ige, bisher noch nicht bekannte Heteroplasmie G> A fiihrt
hier zu einem STOP-Codon (Abb. 39).
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154
] s caAaTaaGcT AT

1.0

E -

0.5

Ny

Abbildung 37 dHPLC-Analyse von Probe ACK 40 (Cox 75, 59°C) und dazugehérige Sequenzanalyse
Nur revers-komplementére Darstellung der Riickwirtssequenzierung, da Vorwirtssequenzierung nicht auswertbar.

01 2 3 4 5 § 7 8
Retention Tire (nin)

G oA TE— e

l bp 7981

'L

‘CEATCT GC G

' ; bp 7981
0 l
st e B e Wt

01 2 3 4 5 § 7 8
Retention Time (nin)

Abbildung 38 dHPLC-Analyse von Probe ACK 40 (Cox 58a, 60°C) und dazugehorige Sequenzanalyse
Oben Vorwirtssequenzierung, unten revers-komplementére Darstellung der Riickwértssequenzierung.

rTCTGA GCCT T

l bp 9502

" —w —r

TTCTGAGCLEC T T

1 bp 9502
0! |
e R B B

01 2 3 4 5 § 7 8
Retention Time (nin)

Abbildung 39 dHPLC-Analyse von Probe ACK 40 (Cox 36a, 60°C) und dazugehdrige Sequenzanalyse
Oben Vorwirtssequenzierung, unten revers-komplementére Darstellung der Riickwiértssequenzierung.
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3.4.7 Probe ACK 42 (AML aus einer PV)

Bei dieser Probe fand sich mit dem Primer Cox 58a (60°C) eine kleine, noch nicht beschrie-
bene Heteroplasmie an Position 8211 im Cox 2-Gen (Abb. 40). Durch den Wechsel T>C

kommt es zu einem Aminosadurenaustausch von Isoleucin zu Threonin.

GEECF‘I bp 8211

GC CCATCGT C©
bp 8211 |

0 1 2 3 4 5 6 1 8
Retention Tine (in) s

Abbildung 40 dHPLC-Analyse von Probe ACK 42 (Cox 58a, 60°C) und dazugehdrige Sequenzanalyse
Oben Vorwirtssequenzierung, unten revers-komplementére Darstellung der Riickwértssequenzierung.



3.5 Zusammenfasung der Ergebnisse der weiteren MPN-Proben

Tabelle 9 Zusammenfassung der Ergebnisse der weiteren MPN-Proben
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Proben-

Geschlecht /

Erkran-

mtDNA-

mtDNA-

AS-

%

Bemer-

q 9
Nr. Alter kung LdaliC Position Mutation Ear Austausch | Het. | kungen AL
ACK 27 | M/61 PV ATP 66a ?TP ase *
Cyb 06b Cyto B *
ACK 28 | M/ 54 PV
ACK 29 | M/ 67 PV KR 81a 16129 G2>A KR 30%
mrR 98a 2825 G2>A 168- 50% v
rRNA
ACK 30 | M/45 PV KR 84a KR *
NAD 15a ND 1 77?
15441 T>G o
Cyb 05 15442 G A CytoB | Leu>Trp | 10% v
Cyb 07a 15882 G>C Cyto B Trp > Ser 10% v
ACK 31 | M/ 72 PV NAD 43a | 11150 G2>A ND 4 Ala > Thr | 20%
bekannter
ACK 32 | M/ 63 PV NAD 51a | 12618 G/A ND 5 Polymor-
phismus
ACK 33 | M/ 56 PV
ACK 34 | M/ 60 OMF NAD 46a | 12415 A>G ND 5 Asn 2> Asp | 50% v
ACK 35 | M/62 OMF NAD 44a ND 4 *
ACK 36 | W/64 OMF
Hetero-
165 plas-
ACK 37 | M/49 CML Ph" | mrR 98a 2832-2849 | del mische v
rRNA .
Deletion
von 18 bp
Hetero-
165- plas-
mrR 99a 2832-2849 | del mische v
rRNA .
Deletion
von 18 bp
ACK 38 | W/80 OMF Cox 77b mehrere Cox 1 *
ACK 39 CML Ph
ACK 40 | W CMLPh" | Cox 75 6717 G2>A Cox 1 Gly = Ser | 50% v
Cox 58a 7981 C>T Cox 2 90% | silent
Cox 36a 9502 G2>A Cox 3 STOP (!) 50% v
bekannter
NAD 44a | 11719 G2>A ND 4 Polymor-
phismus
NAD 64a | 14659 G2>A ND 6 5% v
Cyb 03 Cyto B *
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Proben- | Geschlecht/ | Erkran- Primer mtDNA- mtDNA- Gen AS- % Bemer- Neu?
Nr. Alter kung Position Mutation Austausch | Het. | kungen i
AML aus
ACK 41 | M /53 OMF
ACK 42 | M/ 54 ﬁi\,’[L S 1 Ccox58a | 8211 T>C Cox2 |Tle>Thr | 10% v
ACK 43 | M/68 PV
Langen-
inhomo-
ACK 44 | M/? ET KR 85a 303-309 KR genitdt im
Poly-C-
Trakt
NAD 44a ND 4 *

delt es sich um Gene in der Kontrollregion oder in den Primerbereichen, s. u.

*Bei einigen Proben konnten auffillige Befunde im Wave-Lauf durch die Sequenzierung nicht bestdtigt werden. Mdglicherweise han-

3.6 Homoplasmische Verinderungen der mtDNA bei CML- und MPN-
Patienten

Zusitzlich zu den hier ausfiihrlich beschriebenen Heteroplasmien fanden sich noch einige
homoplasmische Verdnderungen im Vergleich zur Referenz-Sequenz'”'. Die meisten sind
bereits als Polymorphismen beschrieben. Es handelt sich hauptsidchlich um sog. silent mutati-
ons, die ohne Aminosdurenaustausch einhergehen und daher nicht von pathophysiologischer
Relevanz sind. Homoplasmische Mutationen finden sich gehéuft in nicht konservierten Ami-
nosduren wihrend heteroplasmische Mutationen vielfach in hoch konservierten Aminoséuren
vorkommen. Aus diesem Grund ist es sinnvoll, sich, wie in dieser Arbeit geschehen, bei der
Suche nach pathogenetisch bedeutsamen Mutationen auf Heteroplasmien zu konzentrieren.
Bei den hier dargestellten Homoplasmien handelt es sich lediglich um Zufallsbefunde, die

hier nur der Vollstindigkeit halber kurz dargestellt werden sollen.

Tabelle 10 Zusammenfassung der gefundenen Homoplasmien der CML- und MPN-Proben

Proben-Nr.: (Gene Nukleotide [PositionDiagnose Mitomap konserviert
ACK 44 CR T152C - ET bekannt n.d.

ACK 44 CR T217C - ET bekannt n.d.

ACK 44 CR 309insC - ET bekannt n.d.

ACK 44 CR 311insC - ET bekannt n.d.

ACK 37 16S-RNA  |G2695A nt 1025 |CML Ph- mneu ja

ACK 37 16S-RNA  |A2706G nt 1036 |CML Ph- [bekannt nein

ACK 29 16S-RNA  |A2706G nt 1036 [PV bekannt nein

ACK 37 16S-RNA  [T3197C nt 1527 |CML Ph- |bekannt nein

viele Cox 1 C7028T A375 | bekannt silent




Proben-Nr.: (Gene Nukleotide [PositionDiagnose Mitomap konserviert
IACK 10 IATPase 6 |G9123A L199 |CML bekannt silent
IACK 35 IND 4 A11467G |L236 |OMF bekannt silent
IACK 35 IND 4 G11719A |G320 |OMF bekannt silent
IACK 35 IND 4 T11732C  |L325 |OMF bekannt silent
IACK 32 IND 5 G12618A |L94 PV bekannt silent
IACK 17 IND 5 G13368A |G344 (CML bekannt silent
IACK 30 Cyto b C15793T [I1349 PV neu silent
IACK 27 Cyto b A15848G  [T368A PPV neu nein
viele CR T16189C |- - InsulinResistenzjn.d.
viele CR T16362C | - bekannt n.d.
viele CR T16519C | = bekannt n.d.

CR: control region.

Nukleotide: Basenaustausch und Nukleotid-Position in der mtDNA
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Position: Position der Nukleotid-Verdnderung im RNA-Gen oder Position der Aminosdureveridnderung im Protein-Gen
Mitomap: Information, ob die Mutation bekannt oder neu in der MITOMAP Datenbank ist
Konserviert: silent, nein AS-Austausch; n.d., not done.



3.7 Tabellarische Darstellung der Ergebnisse der MDS-Proben

Tabelle 11 Heteroplasmische und homoplasmische mtDNA-Mutationen bei MDS-Patienten:
Anteil neuer Mutationen, die konservierte Nucleotide bzw. Aminoséuren in unterschiedlichen Gen-Typen betreffen

Heteroplasmische Mutationen

CR rRNA tRNA | Prot.
Transitionen 9 21 15 56 (11)
Transversionen 0 1 0 4(1)
andere I ins 0 0 1 del
gesamt 10 22 15 61 (12)
Neue Mutationen 2 21 9 49 (9)
Davon konserviert n.d. 14 6 26
Homoplasmische Mutationen

CR rRNA | tRNA |Prot.
Transitionen 35 8 2 42 (31)
Transversionen 4 0 0 1(0)

5 ins 0 0 0
gesamt 44 8 2 43 (31)
Neue Mutationen 1 0 0 9 (6)
Davon konserviert n.d. 0 0 2
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CR: Kontrollregion; rRNA: mitochondriale ribosomale RNAs; tRNA: mitochondriale transfer-RNAs; Prot.: Protein-Gen-
Mutationen, davon silent; neu: nicht registriert in Mitomap; konserviert: wenigstens in Sdugetieren; n.d., not determined.
Identische Mutationen, die in mehr al seiner Probe gefunden wurden, wurden nur einmal gezéhlt. Bewertung der konservier-

ten tRNA-Mutationen nach Helm et al.'”.

Tabelle 12 Zusammenfassung der Ergebnisse der MDS-Proben

Proben Nr. |Gene Nucleotide Position [Het. Diagnose RS  [Neu? konserviert
429 CR C64+T hoch RARS  [13% n.d.
536 CR C198+T minimal RAEB (0% n.d.
373 CR A234+G mittel RAEB (0% n.d.
426 minimal

613 CR insAC514+insACAC mittel RARS 68% |V n.d.
586 12S-RNA[T669+C nt 22 mittel RARS P25% [V nein
377 12S-RNA|G1130+A nt 483  |mittel RAEB [38% |V nein
389 12S-RNA[T1184+C nt 537  |gering AML-4 [60% |V ja
447 12S-RNA|G1200+C nt 553  minimal [RARS [74% |V ja
504 12S-RNA|G1380+A nt 733 |mittel RA 0% |V no
445° 12S-RNA[T1456+C nt 809  |mittel RA 0% |V ja
531 mittel

532° keine

430 12S-RNA|G1551+A nt 904  |mittel RAEB (0% |V ja
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Proben Nr. |Gene Nucleotide Position [Het. Diagnose RS  [Neu? konserviert
329 12S-RNA[T1560+C nt 913  minimal [RA 0% |V ja
373 16S-RNA|G1768+A nt 98 mittel RAEB 0% |V ja
426 mittel
362 16S-RNAJA1811+G nt 141 |hoch RAEB (0% nein
540 16S-RNA[T1861+C nt 191 gering RARS P25% |V nein
377 16S-RNA|G1941+A nt271  minimal RAEB [38% v nein
402 16S-RNA(T2158+C nt 488  |mittel RARS 41% [V nein
389 16S-RNA|G2174+A nt 504  |mittel AML-4 60% |V ja
438° 16S-RNA [T2194+C nt 524  |minimal [RA 0% |V nein
445° 16S-RNA|G2292+A nt 622 |mittel RA 0% |V ja
531 mittel
5327 gering
5257 16S-RNA [T2342+C nt 672 |gering RAEB (0% |V ja
440° minimal |RAEB
440° 16S-RNA|G2608+A nt 938  |gering RAEB (0% |V ja
473 16S-RNA(T2737+C nt 1067 minimal RAEB [19% |V ja
377 16S-RNA|A2833+G nt 1163 |minimal [RAEB [38% v ja
363 16S-RNA[T2973+C nt. 1303  mittel RAEB (0% |V ja
541 16S-RNA|G3002+A nt 1332 mittel RAEB (0% |V ja
371 16S-RNA|G3068+A nt 1398  mittel RAEB [30% |V ja
473 16S-RNA|G3095+A nt 1425  |mittel RAEB [19% [V ja
537 (RN ALeu G32424A nt 13 mittel RAEB (0% MM [a
331 (RN ALeu T3290+C nt 61 mittel RAEB-T 0% nein
380 IND 1 A3669+T WI121  |mittel RAEB 140% v silent
399 RNASI G43394A nt 62 minimal RARS [32% |V ja
334 RNACI (43604 A nt 41 mittel CMML (0% |V nein
443° IND 2 G4821+A V118+I |mittel RAEB (0% |V ja
536 IND 2 A5080+G IN204+S |minimal [RAEB [0% |V ja
377 IND 2 T5089+C [207+T |minimal [RAEB [38% v ja
532° IND 2 A5109+G T214+A |hoch RA 0% |V nein
- (RN ATrp Ssu0iA nt 29 mittel AML-M2 0% E:p—h nein
371 RNATP [A5550+G nt 48 mittel RAEB [30% |V ja
nonco- - minimal |RARS @41 % nein
402 ding T5580+C
402 RNAAL [T5609+C nt 47 minimal RARS {41% |V nein
503 RNAAIR [T56414C nt 15 hoch RAEB 0% |V ja
330 (RN ACys G58214A nt 6 minimal |RAEB  {40% nein
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Proben Nr. |Gene Nucleotide Position [Het. Diagnose RS  [Neu? konserviert
330 RNATYT [058404T nt 52 minimal RAEB [40% v nein
380 Cox 1 G6023+A E40 minimal |RAEB  [40% silent
384 Cox 1 G6360+A A153+T |mittel CMML (0% |V ja
220 Cox 1 G6446+A T181 gering RA 40% |V silent
385 Cox 1 C6596+T Y231 mittel RA 0% |V silent
433 Cox 1 IA6720+G M273+V |gering RAEB 0% |V ja
Cox 1 K479+ST |mittel RARS 42% |V STOP
398 A7339+G OP
366 Cox 1 C7366+T P488+L |gering RAEB 2% |V nein
446" Cox 1  [TR7372+C M490+T |gering RA 0% |V nein
364 Cox I T7378+C L492+P |minimal [RAEB-T (0% |V ja
444° Cox 1  [T7440+C S513+P |minimal [RA 0% |V nein
533 RNASET [A7450+G nt 67 mittel RARS [30% |V ja
396 (RN AAsp AT543+G nt 26 minimal |[RARS [75% [MEPR jja
457" Cox2  [T8069+C S162+P  |mittel CMML (0% |V ja
523° mittel
451° ATPase 8 [T8551+C H62 mittel RAEB (0% silent
ATPase 6 FO+L ja
424 ATPase 8 [T8567+C S68+P  |mittel RARS  [30% nein
ATPase 6 114+T ja
503 ATPase 6 [T8612+C L29+P  |mittel RAEB 0% |V nein
440" ATPase 6 [G8782+A G86+ST mittel RAEB 0% |V STOP
525° OP mittel
613 ATPase 6 [G8921+A G132+D mittel RARS  [68% ja
589 Cox 3 G9237+A V11+M |mittel RAEB 0% |V ja
537 Cox 3 T9730+C L175+P imittel RAEB 0% |V nein
374 Cox 3 G9744+A E182+K minimal [RAEB (0% |V ja
446" Cox 3 G9942+A D246+N  |mittel RA 0% |V ja
399 IND 3 G10143+A G29+S |minimal |RARS [32% nein
541 IND 3 G10364+A L102 mittel RAEB (0% |V silent
372 IND 4L |G10569+A E34+K  |mittel RAEB (0% |V ja
389 IND 4L  |A10754+G L95 gering AML-M4 60% silent
536 IND 4 T10800+A L14+Q |minimal [RAEB (0% |V nein
577 IND 4 G11226+C G156+A |gering RA 0% |V ja
613 IND 4 T11354+C Y199+H |gering RARS [68% |V nein
369 IND 4 A11880+G IN374+S |minimal |RAEB (0% ja
483 IND 4 T11899+C S380 minimal RARS [55% |V silent
402 IND 4 C12084+A S422+Y  |mittel RARS 41% [V nein
401 (RN ASer C122374T nt 31 mittel RARS 53 % nein
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Proben Nr. |Gene Nucleotide Position [Het. Diagnose RS  [Neu? konserviert
364 IND 5 12425+delA (+STOP) mittel RAEB-T 0% |V STOP
368 IND 5 T12519+C Vol mittel RAEB-T 0% |V silent
IND 5 'W68+ST |mittel RAEB 140% v STOP
380 G12539+A OP
386 IND 5 G12630+A W98 mittel RARS  25% silent
387 mittel RARS  [75%
541 IND 5 G12769+A E145+K minimal [RAEB (0% [V ja
389 IND 5 G12847+A A171+T |mittel AML-4 60% |V ja
329 IND 5 G12994+A A220+T |mittel RA 5% |V ja
589 IND 5 A13025+G H230+R |mittel RAEB (0% |V ja
367 IND 5 A13062+G M242  minimal [RA 0% |V silent
389 IND 5 T13076+C L247+P |gering AML-M4(60% |V ja
421 IND 5 T13081+C S249+P  |mittel RARS [56% |V ja
367 IND 5 T13095+C V253 minimal |[RA 0% |V silent
367 IND 5 A13105+G [257+V  |minimal [RA 0% nein
422 IND 5 G13178+A G281+D |gering RAEB-T (0% |V ja
384 IND 5 A13299+G Q321 mittel CMML (0% |V silent
440° IND 5 A13676+G IN447+S  |gering RAEB (0% |V nein
525° minimal
503 IND 5 A13681+G T449+A minimal [RAEB (0% [V nein
589 IND 5 A13681+G T449+A minimal [RAEB (0% [V nein
433 IND 5 T13832+C L499+P minimal [RAEB P20% [V ja
613 IND 5 T13879+C S515+P  |mittel RARS  [68% nein
424 IND 5 T13931+C [532+T |mittel RARS [30% |V nein
378 IND 5 T14048+C [571+T |gering RAEB [14% |V nein
451* IND 6 G14249+A A142+V |gering RAEB (0% nein
433 IND 6 G14259+A P139+S  |mittel RAEB  20% ja
369 IND 6 A14672+G MI1+T  minimal [RAEB (0% [V ja
536 RNACU G 1a7214A nt 22 mittel RAEB (0% |V ja
588 Cytob |G14847+A G34+D  |gering RARS [30% [Ex.Int.[ja
459" Cytob  [T14952+C [69+T  |mittel CMML (0% |V ja
528° gering
529° mittel
530° minimal
398 Cytob |G15047+A G101+S |hoch RARS 42% |V ja
544 Cytob [T15183+C [146+T |gering RAEB-T 0% |V ja
399 Cytob |G15261+A S172+N  |mittel RARS [32% [V nein
370 RN AThr T15889+C nt 2 mittel RAEB-T (0% nein
449° Pro [T16022+C nt 2 gering RARS [50% |V ja
462" (RNA minimal
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Proben Nr. |Gene Nucleotide Position [Het. Diagnose RS  [Neu? konserviert
429 CR T16027+C gering RARS [13% |V n.d.
579 CR G16129+A gering RA 0% n.d.
540 CR T16311+C mittel RARS  25% n.d.
374 CR T16311+C mittel RAEB (0% n.d.
577 CR C16344+T mittel RA 0% n.d.
443° CR C16320+T mittel RAEB (0% n.d.
421 CR T16519+C hoch RARS  [56% n.d.

 mononukleire Zellen, ° Granulozyten; © CD34"-Zellen; 4CD8"-Zellen;

CR: Kontrollregion.
Nukleotide: Basenaustausch und Nukleotid-Position in der mtDNA
Position: Position der Nukleotid-Verdnderung im RNA-Gen oder Position der Aminosiureverinderung im Protein-Gen

Het.: Heteroplasmiegrad: minmal (<10%), gering: ca. 10-30 %, mittel: ca. 30-70%, hoch: >70%.
RS: Ringsideroblasten.

Mitomap: Information, ob die Mutation bekannt oder neu in der MITOMAP Datenbank ist
Einige Mutationen sind mit bekannten Erkrankungen assoziert: MM (Mitochondriale Myopathie), Enceph
(Encephalomyopathie), MEPR (Myoklonische Epilepsie und psychomotorische Regression) oder Ex. int. (exercise intoler-

ance).

Konserviert: silent, nein AS-Austausch; n.d., not done; STOP Stop-Codon
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4 Diskussion

Im Rahmen der vorliegenden Dissertation wurde die mitochondriale DNA aus peripheren
Blut- oder Knochenmarkzellen von Patienten mit einer myeloproliferativen Neoplasie mithilfe

der Heteroduplex-Analyse auf Mutationen untersucht.

Das ausgewihlte Studienkollektiv diente als Vergleich zu einer von Wulfert et. al. '”® durch-
gefiihrten Studie, bei der Patienten mit einem myelodysplastischen Syndrom auf die gleiche
Art und Weise untersucht wurden. Hier fand man bei 58 von insgesamt 104 Patienten eine
oder mehrere (insgesamt 111) heteroplasmische Mutationen (prozentuale Haufigkeit: 56%).
Als Vergleichsgruppe wurden im Rahmen dieser Arbeit Patienten mit einem MPS ausge-
wihlt, da man hier, im Gegensatz zum gesunden Menschen, ebenfalls ein klonales Knochen-
mark, allerdings ohne signifikante Dysplasien, findet. Es ist auBerdem bekannt, dass die Mi-
tochondrien bei MPN-Patienten — im Gegensatz zum MDS — nicht an der Pathogenese betei-
ligt sind. Bei gesunden polyklonalen Knochenmark- oder Blutproben bleiben einzelne Klone
auch nach der Amplifizierung so klein, dass ihre Mutationen (vermutlich) unter der Nach-
weisgrenze der Heteroduplexanalyse bleiben. Aus diesem Grund schien unserer Arbeitsgrup-

pe die Vergleichbarkeit der beiden ausgewédhlten Studienkollektive sinnvoller zu sein.

Bei insgesamt 39 untersuchten Patienten in der MPN-Gruppe fanden wir 25 heteroplasmische
Mutationen bei 16 verschiedenen Patienten (prozentuale Haufigkeit: 44%). Damit war die
Hiufigkeit heteroplasmischer Mutationen bei den MPN-Patienten zwar geringer, der Unter-
schied statistisch aber nicht signifikant (p=0,156). Dieses Ergebnis spricht allerdings gegen
eine generelle Bedeutung der mitochondrialen Mutationen bei der Pathogenese des MDS und

fiir eine klonale Expansion rein altersabhingig zufélliger Mutationen.

Die grofite Differenz zeigte sich bei mitochondrialen tRNA-Mutationen, die bei den MDS-
Proben héufiger auftraten als bei den MPN-Proben. tRNA-Mutationen sind der hdufigste be-
kannte Ausloser fiir mitochondriale Erkrankungen aufgrund von mtDNA-Mutationen. Des-
halb lésst sich vermuten, dass die bei den MDS-Patienten gefundenen tRNA-Mutationen eine
hohere Relevanz fiir die Pathogenitit haben. Zusétzlich wurden in beiden Versuchsreihen
noch einige homoplasmische Mutationen gefunden. Bei den meisten handelt es sich um be-
reits bekannte Polymorphismen, andere sind sogenannte silent mutations oder Verdnderungen

von nicht konservierten Nukleotiden, die bisher noch nicht als Polymorphismen registriert
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wurden. Es scheint sehr unwahrscheinlich, dass diese Polymorphismen von
pathophysiologischer Relevanz sind, deshalb wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit nicht
systematisch danach gesucht und auf eine weitere Darstellung der zufillig festgestellten Be-
funde verzichtet. Auffillig war hingegen, dass die homoplasmischen Mutationen in den sel-
tensten Fillen hoch konservierte Aminoséduren betrafen (5%), die heteroplasmischen Mutatio-
nen dagegen mit 43% deutlich hiufiger. Diese Beobachtung stimmt mit der von Shin ez. al.'”
iiberein. Diese Arbeitsgruppe fand bei ihrer Analyse mittels direkter DNA-Sequenzierung

hauptsdchlich homoplasmische Verdanderungen an nicht konservierten Aminosauren.

Ein interessanter Punkt ist, dass bei unserer Analyse wesentlich mehr Transitionen als Trans-
versionen gefunden wurden (Verhiltnis 18:2). Moglicherweise konnte dieses Folge des Feh-
lens eines entsprechenden mtDNA-mismatch-repair-Systems sein, welches bei der nukledren

DNA fiir das Entfernen von Transitionen zustindig ist'’*.

Mit der Heteroduplex-Analyse ist es nicht moglich, eine hundertprozentige Mutationsdetekti-
on durchzufiihren. Aus diesem Grund kann es sich bei den vorliegenden Ergebnissen nur um
eine vorsichtige Schitzung handeln. Besonders bei einem Anteil von <5% bzw. >95%
heteroplasmischen Materials wird die Heteroduplex-Analyse unzuverldssig. Dabei muss man
allerdings auch bedenken, dass Mutationen mit einem Anteil von unter < 5% hdchstwahr-
scheinlich pathophysiologisch irrelevant sind und ein Auftreten heteroplasmischer Mutationen
mit einem Anteil von > 95% auch bei einem klonalen Knochenmark sehr unwahrscheinlich
ist, weil immer noch ein paar nichtmutierte Zellen mit analysiert werden.

Bei der Untersuchung der MDS-Patienten fanden Wulfert ez. al.'™

einen altersabhdngigen
Anstieg der Mutationshdufigkeit. Dieser Trend konnte bei der Untersuchung der MPS-
Patienten nicht bestitigt werden. Mdglicherweise liegt dies aber auch an dem kleineren Studi-
enkollektiv der MPN-Gruppe. In den vergangenen Jahren konnte in einigen Studien gezeigt
werden, dass es in der Mehrzahl somatischer Zellen und auch der Stammzellen zu einer al-
tersabhéngigen Akkumulation von mtDNA-Mutationen kommt'>'"®. Es ist also mdglich,
dass altersbedingte mtDNA-Mutationen bei unseren Patienten in einer Stammzelle schon vor-
lagen, bevor sie ein myelodysplastisches bzw. myeloproliferatives Syndrom entwickelten. Zu
dieser Beobachtung wiirde auch passen, dass das Studienkollektiv der MPN-Patienten mit

durchschnittlich 61 Jahren etwas jlinger war als die Patienten der MDS-Gruppe (68 Jahre).

Um die Theorie der altersabhdngigen Akkumulation mitochondrialer Mutationen in hdmato-



4 Diskussion | 84

logischen Stammzellen definitiv nachzuweisen, miisste man die Zellen im Vergleich zu al-
tersméfig passenden normalen Zellen untersuchen. Die in unserer Studie gefundenen Daten
passen zu den Beobachtungen von He ez. al.'”, der bei Patienten mit akuter und chronischer
Leukidmie in 40% somatische Punktmutationen der mtDNA nachweisen konnte. Hier waren
die Patienten mit einem Durchschnittsalter von 49 Jahren noch jlinger als unsere MPS-
Patienten. Auch Shin et. al. """ beschrieben eine altersabhingige Akkumulation von mtDNA-
Mutationen, verdeutlicht durch eine hochgradige Heterogenitit der mtDNA-Sequenz bei nor-
malen Knochenmarks- und CD34 -Blut-Zellen im Vergleich zu Nabelschnurblut. Uberra-
schend ist, das Shin et. al. bei 10 untersuchten MDS-Patienten homoplasmische Sequenzver-
dnderungen fanden, jedoch keine heteroplasmischen Mutationen. Moglicherweise konnte die-
ses durch den Umstand erkldrt werden, dass die Mutationsanalyse in dieser Studie mittels
direkter DNA-Sequenzierung durchgefiihrt wurde. Dieses Verfahren ist fiir den Nachweis von

heteroplasmischen Verdnderungen nur eingeschrankt geeignet.

Altersabhéngige mtDNA-Mutationen konnen funktionelle Auswirkung haben, was beispiels-

weise von Taylor et al.'’

mittels der COX-Farbung bei menschlichen Kolonkryptenzellen
belegt wurde. Neben den rein stochastischen Mechanismen konnten auch funktionelle Effekte
an der intrazelluldren Anreicherung von mtDNA-Mutationen beteiligt sein. Hierfiir spricht,
dass sich das Spektrum altersabhingig akkumulierender mtDNA-Mutationen in
Kardiomyozyten drastisch von dem in Zellen der Mundschleimhaut unterscheidet'””. Dies
kann nicht zufallsbedingt sein, sondern spricht fiir funktionelle Wechselwirkungen zwischen
mtDNA-Mutationen und gewebsspezifischen Prozessen, die die Entstehung oder die intrazel-

luldre Expansion der Mutationen fordern.

Der Nachweis, dass es in postmitotischen Zellen, aber auch in Stammzellen, zu einer alters-
abhingiger Akkumulation von mtDNA-Mutationen kommt, die auch funktionelle Auswir-
kungen mit sich bringen, stiitzt die mitochondriale Theorie des Alterns. Da altersabhédngig die
Inzidenz von Tumorerkrankungen und somit auch hdmatopoetischer Neoplasien ansteigt,
konnte es sein, dass mtDNA-Mutationen ursidchlich an der Karzinogenese beteiligt sind. Die

im Folgenden erlduterten Mechanismen konnten dabei eine entscheidende Rolle spielen.

Eine unzureichende ATP-Produktion kdnnte zu genomischer Instabilitit beitragen. Da die
Motorproteine des mitotischen Spindelapparates ATP- bzw. GTP-abhingig sind, konnte es

bei ATP-Mangel zu Funktionsstorungen des Spindelapparates mit konsekutiven Chromoso-
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men-Fehlverteilungen kommen. Die daraus resultierende Aneuploidie ist ein hdufiges Merk-
mal von Tumorzellen. AuBlerdem sind viele DNA-Reparaturmechanismen ATP-abhingig und
ein mitochondrial bedingter ATP-Mangel konnte die DNA-Reparaturkapazitét beeintrachtig-

ten.

Die mitochondriale Atmungskette ist an der de-novo Synthese von Pyrimidinnukleotiden be-
teiligt. Ein wichtiges Enzym der Pyrimidinsynthese, die Dihydroorotat-Dehydrogenase, funk-
tioniert nur im Zusammenspiel mit einer intakten mitochondrialen Atmungskette'®. Dysregu-
lation der Atmungskette hat eine starke Beeintrachtigung der Pyrimidinsynthese mit entspre-

chenden Verinderungen im Nukleotidpool der Zellen zur Folge'®'

. Ein Ungleichgewicht der
intrazelluldren Nukleotide fiihrt zu fehlerhafter DNA-Replikation und erhohter Mutationsrate

im Zellkern'®?.

Eine Beeintrachtigung der Atmungskettenfunktion durch mtDNA-Mutationen fiihrt zu einer
stark vermehrten Produktion von Sauerstoffradikalen. In betroffenen Zellen kann dies wiede-

rum zu einer erhohten Mutationsrate beitragen.

Es ist sehr schwer, die hier gefundenen Ergebnisse beziiglich ihrer Relevanz zu beurteilen.
Viele der Protein-Gen-Mutationen sind stumm, bei den Mutationen die zu einem
Aminosdureaustausch fithren oder tRNAs oder rRNAs betreffen, muss der Grad der Konser-
vierung nicht unbedingt mit der Pathogenitdt korrelieren. Denn auch wenn es sich um ein
hochkonserviertes Nukleotid handelt, kann der Effekt gering sein, wenn der
Heteroplasmiegrad niedrig bleibt. Leider kann dieses Problem nicht damit geldst werden, dass
man den beobachteten Heteroplasmiegrad zugrunde legt, denn die Heteroduplex-Analyse
kann nicht zwischen einem niedrigen intrazelluldirem Heteroplasmielevel bei einem fast kom-
plett klonalem Knochenmark und einem hohen Heteroplasmielevel in einem Klon, der nur

einen kleinen Teil des Knochenmarks représentiert, unterscheiden.

In fritheren Studien mit MDS-Patienten, dieser Arbeitsgruppe um Wulfert und Gattermann,
waren hot spots im Bereich der Cytochrom C- Oxidase Gene I und II Gegenstand der Diskus-
sion'®® '8 18 " Ahnliche Ergebnisse konnten wir hier nicht wiederholen. Die Tatsache, dass
wir bei unserer Analyse keine hot spots identifizieren konnten, spielt aber fiir die mogliche
Beteiligung von mtDNA-Mutationen an der Pathogenese von MDS oder anderen Erkrankun-

gen keine Rolle. Alle Protein-Gene des mitochondrialen Genoms kodieren fiir Untereinheiten
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der Atmungskette und die mitochondrialen tRNAs und rRNAs sind notwendig fiir die Synthe-
se dieser Untereinheiten. Somit haben alle auftretenden mtDNA-Mutationen eine gemeinsame
Endstrecke, ndmlich eine mogliche Funktionsstérung der Atmungskette. Wegen dieser Kon-
vergenz ihrer funktionellen Auswirkung konnen pathogenetisch relevante mtDNA-Mutationen
weit iliber das gesamte mitochondriale Genom verstreut sein. Dies entspricht dem bekannten Phi-
nomen, dass bei hereditdren mitochondrialen Erkrankungen die Korrelation zwischen Genotyp
und Phénotyp nur schwach ausgeprégt ist. Ein grofler Teil der phénotypischen Auswirkung lasst
sich nicht durch die Lokalisation der Mutation erkldren, sondern ist abhdngig vom prozentualen
Anteil der mutierten mtDNA-Molekiile (Grad der Heteroplasmie), der in verschiedenen Organen
zudem sehr unterschiedlich sein kann. Des Weiteren kann es sich bei dem Fehlen der Aot spots

natirlich auch um ein Problem der kleinen Zahlen handeln.

Bei der primdren Anreicherung einer bestimmten mtDNA-Mutation in einer Stammzelle han-
delt es sich moglicherweise um ein rein stochastisches, also von Zufallsereignissen gesteuer-
tes Phanomen. Mittels mathematischer Modelle und computergestiitzter Simulationen zeigten
Elson et al. 2001 fiir postmitotische Zellen und Coller ez al. 2001"* fiir proliferierende Zel-
len, dass die erhohte Mutationsrate der mtDNA, der mitochondriale Turnover innerhalb der
Zellen, die zelluldre Proliferationsrate sowie die Lebensdauer eines Menschen geniigen, um
mit groBer Wahrscheinlichkeit in zahlreichen Korperzellen eine zufdllige mtDNA-Mutation
stark anzureichern. Hierbei ist es nicht unbedingt erforderlich, dass das mutationstragende

mtDNA-Molekiil durch die Mutation einen replikativen Vorteil erhlt.

Eine interessante Beobachtung ist, dass wir mehr Mutationen bei Patienten in fortgeschritte-
nen Erkrankungsstadien fanden. Hier handelte es sich teilweise sogar um recht junge Patien-
ten, so dass die Mutationshiufigkeit nicht mit der mitochondrialen Theorie des Alterns erklért
werden kann. Bei einer jungen Patientin zeigte sich sogar eine ausgedehnte Deletion von
18bp. Mogliche Uberlegungen hierzu wiiren, dass entweder die Mutationen zu einem schnel-
leren Fortschreiten der Erkrankung fithren oder dass bei fortschreitender Erkrankung mehr
oxidativer Stress entsteht, der dann wiederum das Auftreten von Mutationen begiinstigt. Mog-
licherweise ist diese Deletion aber auch vollkommen harmlos, bzw. der Heteroplasmiegrad
von ca. 50% reicht bei weitem noch nicht aus, um pathologisch relevant zu werden. Bei eini-
gen bekannten pathologischen Mutationen benétigt man Heteroplasmiegrade von iiber 90%

fiir einen Phénotyp in der Zellkultur'®’,
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Es ist daher davon auszugehen, dass es sich bei Mutationen der mitochondrialen DNA, die bei
klonalen Verdnderungen des Knochenmarks gefunden wurden, mehrheitlich um klonale Mar-
ker ohne schidigenden Effekt handelt. Im Einzelfall fithren sie zu mitochondrialer Dysfunkti-
on und bestimmen so den Phénotyp der Erkrankung. Ein Hinweis konnte hier moglicherweise
das Vorhandensein von mtDNA-Deletionen bei allen Patienten mit einem Pearson-Syndrom
sein: Der sideroblastische Phinotyp und andere myelodysplastische Verdanderungen koénnten

188, 189 . .
> %7, Um hier aber zu einer

durch Defekte der mitochondrialen DNA begiinstigt werden.
definitiven Aussage zu gelangen, miissen noch weitere funktionelle Studien durchgefiihrt

werden.

Einen ersten Ansatz machen hier Bowen und Peddie'”. Sie verglichen den Sauerstoff-
Verbrauch von peripheren Blutstammzellen von gesunden Probanden und Patienten mit MDS
und konnten feststellen, dass der O,-Verbrauch bei MDS-Patienten signifikant herabgesetzt
war, was auf einen Defekt in der mitochondrialen Atmungskette hindeutete. Hellstrom-
Lindberg er. al."" ' beobachteten, dass erythrozythire Vorlauferzellen von RA- und RARS-
Patienten eine deutlich erhohte Cytochrom C-Freisetzung aus den Mitochondrien zeigten.
Cytochrom C ist ein Marker fiir mitochondrial vermittelte Apoptose, allerdings ist hier nicht
klar erwiesen, ob der primére Defekt in den Mitochondrien liegt. Die gleiche Arbeitsgruppe
fand gemeinsam mit Cazzola et. al. 19 heraus, dass einige MDS-Patienten eine verringerte
mitochondriale ATP-Produktion in mononukledren Knochenmarkzellen aufwiesen. Hier gab
es allerdings keinen signifikanten Unterschied zwischen Patienten- und Kontroll-Gruppe.
Kiirzlich gelang es der Gruppe um Thompson'** zu zeigen, dass MDS-Progenitor-Zellen sen-
sibler auf die in vitro erh6hte Sauerstoffspannung reagieren. Die Autoren stellten die Hypo-
these auf, dass MDS durch eine Lision ausgelost wird, die Apoptose induzierend wirkt, wenn
die Sauerstoffspannung hoher ist, als in der himatopoetischen Stammzellreihe. Aus unserer
Sicht wiirde ein primirer Defekt der mitochondrialen Atmungskette hervorragend in dieses

Modell passen.

Bei all den Hinweisen auf primér mitochondriale Schiden der Atmungskette muss aber auch
bedacht werden, dass ein Grof3teil der Atmungskettenuntereinheiten und sonstigen
mitochondrialen Proteine im nukledren Genom codiert werden und somit auch dort Verénde-
rungen vorliegen konnen. Hier ist die Publikation von Craven et. al.'®. zu erwihnen. Man
fand bei einer Mutante des Zebrabérblings einen MDS-dhnlichen Phinotyp, der durch eine

Mutation des nukledren Gens Hspa9b verursacht wurde. Fiir dieses Gen gibt es bereits Hin-
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weise, dass es an der Entstehung des MDS beteiligt ist'*® '*7. Es kodiert fiir ein
mitochondriales Matrix-Chaperon, das am Transport und Zusammenbau von Proteinen in der
mitochondrialen Matrix beteiligt ist. Sein Fehlen reguliert apoptoseinhibierende Proteine her-

unter und produziert oxidativen Stress, der wiederum zum Zelltod fiihren kann.

Die in der vorliegenden Arbeit identifizierten Mutationen der mtDNA bei Patienten mit chro-
nischer myeloischer Leukdmie oder einer anderen myeloproliferativen Neoplasie kdnnen

nicht widerlegen, aber auch nicht bestitigen, dass es sich bei den von Wulfert et. al.'”

gefun-
denen mitochondrialen Verdnderungen um ein Charakteristikum des MDS handelt. Allerdings
spricht die Vielzahl der bei den MPN gefundenen mitochondrialen Mutationen gegen eine
generelle Bedeutung bei der Pathogenese des MDS und eher fiir eine klonale Expansion rein

altersabhingig zufalliger Mutationen.

Ein eindeutiger Zusammenhang zwischen mitochondrialen Defekten und der Entstehung von
hédmatopoetischen Neoplasien kann weiterhin nicht bewiesen werden, die entsprechende Hy-
pothese kann nur deskriptiv unterstiitzt werden. Es miisste zukiinftig versucht werden, durch
neue Studien, moglicherweise auch durch Tiermodelle, stirkere Belege fiir eine tumorinduzie-

rende Wirkung mitochondrialer Verdnderungen zu gewinnen.

Sollte sich herausstellen, dass die meisten neoplasieassozierten mtDNA-Mutationen in kei-
nem kausalen Zusammenhang mit der Entwicklung einer hamatopoetischen Neoplasie stehen,
sondern nur die altersabhéngige Akkumulation von mtDNA-Mutationen in Stammzellen wi-
derspiegeln, konnte der Nachweis von diesen Mutationen trotzdem interessant bleiben. Als
klonale Marker kann ihnen eine durchaus niitzliche Rolle beim Nachweis der minimalen
Resterkrankung (MRD) zufallen. Da in jeder Zelle nicht nur eine Kopie sondern mehrere
Hundert Kopien der mtDNA vorliegen, kann sich fiir die MRD-Diagnostik einen Sensitivi-

tatsvorteil von ca. zwei Log-Stufen gegeniiber dem Nachweis nukledrer Mutationen ergeben.
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S Zusammenfassung

1997 zeigten Gattermann er. al.'® erstmalig, dass mitochondriale Mutationen auch im
hdmatopoetischen System auftreten und dort ebenfalls von Bedeutung sein konnen: Sie fan-
den Mutationen mitochondrialer tRNAs bei Patienten mit myelodysplastischem Syndrom und
bei sideroblastischer Andmie. Diese Mutationen tragen moglicherweise dazu bei, dass die
Knochenmarkzellen bei MDS zahlreiche Differenzierungs- und Funktionsstérungen (z. B.
eine pathologische Eisenakkumulation in den Mitochondrien) aufweisen, sie konnten der
Grund fiir die gesteigerte Apoptose-Aktivitdt und die ineffektive Hdmatopoese sein und es
wire moglich, dass sie zu einer chromosomalen Instabilitit der betroffenen Zellen fiihren.
Dieses ldasst vermuten, dass die mitochondriale Dysfunktion ein Baustein in der komplexen
Pathophysiologie des MDS ist. Dazu untersuchte eine Arbeitsgruppe um Wulfert et. al. das
Knochenmark von 104 MDS-Patienten auf klonale heteroplasmische Mutationen der

mitochondrialen DNA'"°,

Als Kontrollgruppe zur Untersuchung der 104 MDS-Proben wurde bei dieser Arbeit das Kno-
chenmark von 37 Patienten mit einer myeloproliferativen Neoplasie (MPN: 24 Patienten mit
CML, 9 mit PV und 4 mit OMF) auf die gleiche Art untersucht. Patienten mit MPN haben ein
klonales Knochenmark, zeigen aber im Gegensatz zu MDS-Patienten pathophysiologisch kei-
ne Beteiligung der Mitochondrien. Als Kontrollgruppe wurden keine gesunden Probanden
ausgewdhlt, da diese kein klonales Knochenmark aufweisen. Heteroplasmische Mutationen in

einzelnen Zellen bleiben unter der Nachweisgrenze.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde das gesamte mitochondriale Genom nach
heteroplasmischen Mutationen durchsucht. Die mtDNA wurde durch Gesamt-DNA-
Extraktion aus Knochenmarkzellen oder peripherem Blut gewonnen und mit insgesamt 67
spezifischen Primerpaaren mithilfe der PCR amplifiziert. Die gewonnenen PCR-Produkte
wurden einer Heteroduplex-Analyse unterzogen. Diese wurde mit einer denaturierenden
HPLC (high performance liquid chromatography) durchgefiihrt, die die Nukleinsduren in
Abhéngigkeit von ihrer thermodynamischen Stabilitdt auftrennt (WAVE®-DNA-Fragment-
Analyse, Transgenomic). Mit diesem System lassen sich aufgrund herabgesetzter Bindungs-
stiarke einer Fehlbasenpaarung heteroplasmische Punktmutationen nachweisen. AnschlieSend

wurden die heteroplasmischen PCR-Produkte sequenziert, um so den genauen Ort der Mutati-
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on bestimmen zu konnen. Zuletzt wurden die Ergebnisse mit der Datenbank bekannter Poly-

morphismen und Mutationen ab geglichen24.

Bei 56% der MDS-Patienten wurden heteroplasmische mtDNA-Mutationen, meistens Transi-
tionen, gefunden. Bei den myeloproliferativen Erkrankungen waren es 44%. Die Héufigkeit
der Mutationen nahm bei MDS mit dem Alter und der Erkrankungsschwere zu, bei den MPN-
Patienten konnte keine Altersabhidngigkeit nachgewiesen werden. Es konnten keine Hot Spots
identifiziert werden. Die heteroplasmischen Mutationen waren groftenteils bisher nicht be-
kannte Polymorphismen, iiber die Hélfte betrafen konservierte Aminoséuren oder Nukleotide.
Die Mutationshéufigkeit war in Protein-codierenden Genen (50 von 10° Basen-Paaren) gerin-
ger als in anderen mitochondrialen Genen (Transfer-RNA, rRNA, Kontrollregion; ca. 80 von

10° Basen-Paaren).

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass Mitochondrien héufig ultrastrukturelle Ab-
normitdten bei Patienten mit hdmatologischen Neoplasien aufweisen und die mitochondriale
Dysfunktion zur Pathologie der Erkrankungen beitragen kann. Die funktionale Bedeutung
dieser Verdnderungen bleibt aber weiterhin unklar, da der Genotyp bei mitochondrialen Er-
krankungen nur wenig mit dem Phenotyp korreliert. Das Konzept der altersabhdngigen Ak-
kumulation von mitochondrialen Mutationen in hdmatopoetischen Stammzellen wird durch
die klonale Vermehrung von mtDNA-Mutationen bei MDS unterstiitzt. Die in der vorliegen-
den Arbeit identifizierten Mutationen der mtDNA bei Patienten mit chronischer myeloischer
Leukémie oder einer anderen myeloproliferativen Neoplasie konnen nicht widerlegen, aber

auch nicht bestitigen, dass es sich bei den von Wulfert ez. al.'”

gefundenen mitochondrialen
Veranderungen um ein Charakteristikum des MDS handelt. Sie sprechen eher fiir eine klonale

Expansion altersabhingiger Mutationen.
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7.1 PCR-amplifizierte mtDNA-Segmente fiir die Heteroduplex-Analyse

Tabelle 13 Primer und WAVE®-Bedingungen

b IF-Primer* A
[Fragment’[Linge [Primerposition INachweis Twave
IR-Primer
Kontrollregion (16103-191)
(R 81 hos b 15.962 - 15.986 5' AAA AAG TCT TTA ACT CCACCATTA G 3' 15.987 - 16.031 |56 °C
a
P 16.259 - 16.235 5' GTG GCT TTG GAG TTG CAG TTG ATG T 3' 16.032 - 16.234 |59 °C
R 2 226 b 16.180 - 16.204 5' AAA ACC CCC TCC CCA TGC TTACAA G 3' 16.205 - 16.355 |60 °C
a
P 16.505 - 16.481 5' ACC AGA TGT CGG ATA CAG TTC ACTT 3' 16.356 - 16.465 |62 °C
16.413 - 16.437 5' TGA AAT CAA TAT CCC GCA CAAGAGT3' 16.438 - 74
KR 83a 307 bp 61 °C
150 - 126 5' GAT GAG GCA GGA ATC AAA GAC AGAT 3'
KR 24 135h 10~42- 66 5' ¢cCG Ggg Gee C'TC CAT GCA TTT GGT ATT TTC GTC TG 3' 67 - 128 63 °C
a
P 13~153-129 5' GeG Cgg cgg geg g TA GGA TGA GGC AGG AAT CAA AGA CA 3
104 - 128 5' CCG GAG CAC CCT ATG TCG CAG TAT C 3' 129 - 294 58 °C
KR 85a 296 bp
14 ~ 385 - 361 5' gge ccG ggg cCe GG'T TAG GCT GGT GTT AGG GTT CTT TGT 3' 295 - 360 61 °C
<R 86 s b 8 ~322 - 346 5' CCG Cgc Cc'G GCC ACA GCA CTT AAA CAC ATC TCT 3' 347 - 769 58 °C
a
P 794 - 770 5' AGG CTA AGC GTT TTG AGC TGC ATT G 3'
\Mitochondriale ribosomale 12S- und 16S-rRNA (648-1601 und 1671-3228)
741 - 765 5' ATC AAA AGG AAC AAG CAT CAAGCAC3' 971 - 1.195 58 °C
mrR 91a 480 bp
1.220 - 1.196 5' TAT CGA TTA CAG AAC AGG CTC CTC T 3' 766 - 970 60 °C
1.162 - 1.186 5' ACT CAA AGG ACC TGG CGG TGC TTC A 3' 60 °C
mrR 92a (415 bp 1.187 - 1.465
1.576 - 1.552 5' CAC TTA CCA TGT TAC GAC TTG TCT C 3'
R 93 23 10~1.440 - 1.464 |5' gGc ggg Ceg g'GA GTA GAG TGC TTA GTT GAA CAG GG 3' 1.465-1.509 |62 °C
mr a
P 18~1.534-1.510 |5'CCg Ccg cge ggg ¢GC Geg 'GGG GTT TTA GTT AAA TGT CCT TTG A 3'
1.439 - 1.463 5' AGA GTA GAG TGC TTA GTT GAA CAG G 3' 1.505-1.708 [59°C
mrR 94a 295 bp
1.733 - 1.709 5' GGT AAA TGG TTT GGC TAA GGT TGT C 3'
1.628 - 1.652 5' CAA CTT ACA CTT AGG AGA TTT CAAC 3' 1.653 -2.059 |59 °C
mrR 95a 463 bp
6 ~2.084 - 2.060 5' cgg gec 'TAC AAG GGG ATT TAG AGG GTTCTG T 3'
1.998 - 2.022 5' TAC CGA GCC TGG TGA TAG CTG GTT G 3' 2.023-2.320 |56 °C
mrR 96a 534 bp
2.531 -2.507 5' ATA CTG GTG ATG CTA GAG GTG ATG T 3' 2.321-2.506 |58 °C
R 7 183 10 ~2.480-2.504 [5' Ggg gCc CGG C'AA ATC TTA CCC CGC CTG TTT ACC AA 3' 2.505-2.617 [59°C
mr} a
P 10~2.642-2.618 |5'CcG ggC Ccc C'GT GGA GCC ATT CAT ACA GGT CCC TA 3'
2.517 -2.541 5' TAG CAT CAC CAG TAT TAG AGG CAC C 3' 2.542-2.739 |58 °C
mrR 98a 378 bp
2.894 -2.870 5' ATT GAG TAT AGT AGT TCG CTT TGA C 3' 2.740 -2.869 |61 °C
2.762 - 2.786 5' CTA ACA AAC CCA CAG GTC CTA AACT 3' 3.262 -3.364 |58 °C
mrR 99a 627 bp
3.389 - 3.365 5' AGA ATT TTT CGT TCG GTA AGC ATT A 3' 2.841-3.261 |61 °C
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. » [F-Primer® ®
Fragment®[Liinge [Primerposition INachweis Twave
R-Primer
INADH-Dehydrogenase-Untereinheit I (3306-4262)
NAD 11 65 b 8 ~3.246 -3.270 5' GGC cgg GC'C CGG TAA TCG CAT AAA ACT TAA AAC 3' 3.271 -3.400 |58 °C
a
P 7 ~3.495-3.471 5' ccG ¢GG C'GG GTT TTA GGG GCT CTT TGG TGA AG 3' 3.401-3.470 |61 °C
3.397 -3.421 5' ATA CAA CTA CGC AAA GGC CCC AACG 3 3.422-3.732 |61 °C
INAD 12a  [361 bp
3.757 - 3.733 5' GTA GAA TGA TGG CTA GGG TGA CTTC 3'
3.676 - 3.700 5' AAC TCA AAC TAC GCC CTG ATC GGC G 3' 3.701 -3.880 |60 °C
INAD 13a  [322 bp
3.997 -3.973 5' TGT TTG TGT ATT CGG CTA TGA AGA A 3'
NAD 14 174 15~3.856-3.880 |5'cGg CCC geG GCC geg 'ATA TGA TTT ATC TCC ACA CTA GCA G 3' 3.881-3.974 [62°C
a
P 15~3.999-3.976 |5' GGe Gge ggg cgg cge 'AAT GTT TGT GTA TTC GGC TAT GAA 3'
3.911 - 3.935 5' AAG GGG AGT CCG AAC TAG TCT CAG G 3' 3.974 -4.247 |58 °C
INAD 15a [371 bp
10~4.271-4.248 |5' cge ccg CeG ¢'CA TAT TTC TTA GGT TTG AGG GGG A 3'
4.214 - 4.238 5' GAT ATG TCT CCA TAC CCATTA CAAT3' 4.240 - 4325 |56 °C
INAD 16a (302 bp
4.515-4.491 5' CTG CAA AGA TGG TAG AGT AGATGAC 3' 4.326-4.490 [59 °C
INADH-Dehydrogenase-Untereinheit 11 (4469-5512)
NAD 21 165h 10~4.438-4.462 |5' GGC CCg cgC C'CC GAA AAT GTT GGT TAT ACC CTT CC 3' 4.463 -4.556 |60 °C
a
P 11~4.581-4.557 |5 cge gee cGC cg'G CAT GTT TAT TTC TAG GCC TAC TCA 3'
4.506 - 4.530 5' ATC TTT GCA GGC ACA CTC ATC ACAG 3' 4.531-4.713  [58 °C
INAD 22a 241 bp
8 ~4.738-4.714 5' gee Geg ¢G'G TAG TAT TGG TTA TGG TTC ATT GTC 3'
4.660 - 4.684 5' CAA CCG CAT CCA TAA TCC TTC TAAT 3' 4.685-4.785 |56 °C
INAD 23a  [232 bp
8 ~4.883 -4.859 5' geg GeG cc'G GGG GCT AGT TTT TGT CAT GTG AGA 3' 4.786 - 4.858 |60 °C
4.792 - 4.816 5' TAG CCC CCT TTC ACT TCT GAG TCC C 3' 4.859 -5.024  [58 °C
INAD 24a  [266 bp
8 ~5.049 - 5.025 5' Geg CGG ¢cg'G AAC TGC TAT TAT TCA TCC TAT GTG 3'
4.981 - 5.005 5' ACC AAA CCC AGC TAC GCA AAATCTT 3' 5.006 -5.110 |57 °C
INAD 25a  [236 bp
5~5.211-5.188 5' GeG Ge'G GGT GGA TGG AAT TAA GGG TGT TA 3' 5.111-5.187 |60 °C
NAD 26 253 b 10~5.154-5.177 |5' CgC GgC CCc g'CT ACT ATC TCG CAC CTG AAACAAG3' 5.300 - 5.380 |58 °C
a
P 12~5.489-5.465 |5'cgG cge ggg GG 'GGA GAT AGG TAG GAG TAG CGT GGT A 3' 5.179 -5.464 |60 °C
5.448 - 5468 5' CCC ACA CTC ATC GCC CTT ACC 3' 5.469 - 5.590 |58 °C
INAD 27a (348 bp
5.795 - 5.771 5' AAT TCG AAG AAG CAG CTT CAAACCT3' 5.591-5.770 |60 °C
5.702 - 5.726 5' AGC ACC CTA ATC AAC TGGCTTCAAT3' 5.730 - 6.070 |59 °C
INAD 28a (394 bp
6.095 - 6.071 5' TAC AAA TGC ATG GGC TGT GAC GAT A 3'
Cytochrom-C-Oxidase-Untereinheit I (5903-7444)
5.973 - 5.997 5' GCA TGA GCT GGA GTC CTA GGC ACA G 3' 6.048 - 6.243 |60 °C
Cox 72b 296 bp
6.268 - 6.244 5' GCT CCG GCC TCC ACT ATA GCA GAT G 3'
6.188 - 6.212 5' CCG CAT AAA CAA CAT AAG CTTCTG A 3' 6.238 - 6.370 |61 °C
Cox 73b 213 bp
11~6.389-6.371 |5'GeG geG cgg cc'G ATG GCC CCT AAG ATA GAG 3'
6.315 - 6.333 5' CAC CCT GGA GCC TCC GTAG 3' 6.334-6.607 |59 °C
Cox 74 313 bp
6.628 - 6.608 5' TCA GGG TGA CCG AAA AAT CAG 3' 6.421 - 6.555 |61 °C
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. » [F-Primer® ®
Fragment®|Linge Primerposition INachweis Twave
R-Primer
6.541 - 6.560 5' GCA ACC TCA ACA CCACCTTC 3 6.591 -6.879 |59 °C
Cox 75 360 bp
6.900 - 6.880 5' TCA TAT TGC TTC CGT GGA GTG 3'
6.851 - 6.868 5' CGG CGT CAA AGT ATT TAG 3' 6.871-7.259 |60 °C
Cox 76 430 bp
7.280 - 7.260 5' GAA TGA GCC TAC AGA TGA TAG 3'
7.240 - 7.264 5' CAT ACA CCA CAT GAA ACA TCC TATC 3' 7.265-7.325 |56 °C
Cox 77b 297 bp
7.536 - 7.512 5' ATG GTT TTT CTA ATACCT TTT TGA A 3' 7.326 -7.510 |59 °C
Cytochrom-C-Oxidase-Untereinheit 11 (7585-8268)
7.470 - 7.490 5' CCA AAG CTG GTT TCA AGC CAA 3' 7.491 -7.580 |56 °C
Cox 21 353 bp
7.822 - 7.804 5' TGG GAG GGC GAT GAG GAC T 3' 7.581-7.770 |59 °C
7.586 - 7.610 5' ATG GCA CAT GCA GCG CAA GTA GGTC 3' 7.611-8.120 |58 °C
Cox 22b 567 bp
8.152 - 8.128 5' CGG TCG TGT AGC GGT GAA AGT GGT T 3' 7.791 - 8.040 |60 °C
7.743 - 7.767 5' CTA ACA TCT CAG ACG CTC AGG AAAT3' 7.793 -8.222 |60 °C
Cox 23b 548 bp
8.290 - 8.266 5' CTA GAG GGG GTA GAG GGG GTGCTA T 3'
8.151 - 8.175 5' CGG GGG TAT ACT ACG GTC AATGCT C 3' 8.176 - 8.560 |58 °C
Cox 24b  |481 bp
8 ~8.623 - 8.599 5' ccc GGe GG'T GGG GAT CAA TAG AGG GGG AAA TAG 3'
Cytochrom-C-Oxidase-Untereinheit 111 (9206-9988)
3.472 - 8.496 5' CTC CCT CAC CAA AGC CCA TAA AAAT3' 8.561 -8.765 |57 °C
Cox 30b 557 bp
9.028 - 9.004 5' GGC CTG CAG TAA TGT TAG CGG TTA G 3' 8.766 - 9.003 |59 °C
8.966 - 8.990 5' TCA GCC TAC TCA TTC AAC CAATAGC3' 8.991-9.516 [58°C
Cox 31b 619 bp
9.584 - 9.560 5' GGG ATT TAG CGG GGT GAT GCC TGT T 3' 9.271-9.420 |60 °C
Cox 32 177h 15~9.480-9.504 |5'cgg cCC gCg Geg Gee 'TTT TTC TTC GCA GGA TTT TTC TGA G 3' 9.505-9.604 |62 °C
ox 32¢
P 12~9.629 -9.605 |5' GGe Gge ¢Gg cgC 'TCC TGA TGC GAG TAA TAC GGA TGT G 3'
9.510 - 9.534 5' TAC CAC TCC AGC CTA GCC CCT ACCC 3 9.601-9.963 |59 °C
Cox 33b 479 bp
9.988 - 9.964 5' GAC CCT CAT CAA TAG ATG GAG ACAT3'
9.930 - 9.950 5' TGG CAT TTT GTA GAT GTG GTT 3' 9.951 -10.130 |56 °C
Cox 34 267 bp
10.196 - 10.179 5' GGG GGA TAT AGG GTC GAA 3'
INADH-Dehydrogenase-Untereinheit I1I (10058-10405)
NAD 37 b 20~9.972- 9.996 |5' GgC cgc geC cGe geG cCg CC'A TCT ATT GAT GAG GGT CTT ACT CTT 3'19.997 - 10.268  [56 °C
a
P 10.293 - 10.269 5' GGG CTC ATG GTA GGG GTA AAA GGA G 3' 10.141 - 10.240 |59 °C
10.149 - 10.173 5' ATA GAA AAA TCC ACC CCT TAC GAG T 3' 10.211 - 10.569 |56 °C
INAD 38a (446 bp
10.594 - 10.570 5' ATG AAC AGC GAT AGT ATT ATTCCT T 3'
INADH-Dehydrogenase-Untereinheit IV (10469-12138)
NAD 41 65 b 15~10.501 - 10.525 |5' cgg geg ceg cgC cgG 'CAT TTA CCA TCT CAC TTC TAG GAA T 3' 10.526 - 10.670 |60 °C
a
P 10 ~10.740 - 10.716 |5' cgg ¢GG cge g'GT ACG TAG TCT AGG CCA TAT GTGTT 3' 10.671 - 10.715 |62 °C
10.690 - 10.714 5' GCC TAG CCC TAC TAG TCT CAATCT C 3' 10.715 - 10915 |58 °C
INAD 42a (349 bp
7 ~11.031 - 11.007 [5' gcg geg ¢'CG TGA TAG TGG TTC ACT GGA TAA GT 3' 10.916 - 11.006 (60 °C
10.949 - 10.973 5' CCC CTC CTA ATA CTA ACT ACC TGA C 3' 10.974 - 11.140 |58 °C
INAD 43a (341 bp
10~11.279 - 11.255 |5' gGg gcG ccec g'GT GAG CCT AGG GTG TTG TGA GTG TA 3' 11.141 - 11.254 |61 °C
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. b F-Primer* ®
Fragment®|Linge Primerposition INachweis Twave
R-Primer

11.211-11.235 5' TCT ACA CCC TAG TAG GCT CCC TTC C 3’ 11.236 - 11.720 |58 °C
INAD 44a  [544 bp

11.754 - 11.730 5' GAG TTT GCT AGG CAG AAT AGT AATG 3'

11.685 - 11.709 5' TCA CCG GCG CAGTCATTC TCATAAT3' 12.151-12.187 |57 °C
INAD 45a  [528 bp

12.212 - 12.188 5' TTT CTC GGT AAA TAA GGG GTC GTA A 3 11.710 - 12.150 |59 °C

12.149-12.173 5' TTA ACC AAA ACA TCA GAT TGT GAA T 3' 12.175-12.575 58 °C
INAD 46a 486 bp

12.634 - 12.610 5' TGG ACC ATG TAA CGA ACA ATGCTAC3'
INADH-Dehydrogenase-Untereinheit V (12336-14147)

12.534 - 12.558 5' ACA CTG AGC CAC AAC CCA AAC AACC3 12.559 - 12.760 |58 °C
INAD 51a 474 bp

13.007 - 12.983 5' GAT TTG CCT GCT GCT GCT AGG AGG A 3' 12.761 - 12.982 160 °C
NAD 52 S 10b 10 ~12.928 - 12.952 [5' CcC gcG gGg C'CC ACA ACA AAT AGC CCT TCT AAACG 3’ 13.081 - 13.202 |60 °C

a
P 13.227 - 13.203 5' GTC ATT TTG TGT AAG GGC GCA GAC T 3' 12.968 - 13.080 (62 °C

13.162 - 13.186 5' CTA ACA CTA TGC TTA GGC GCT ATC A 3' 13.187 - 13.650 |59 °C
INAD 53a  [533 bp

13.694 - 13.670 5' GGG TTT AGT AGG GTG GGG TTATTT T 3'

13.613 - 13.637 5' TAA TTC TTC TCA CCC TAA CAG GTC A 3' 13.638 - 13.840 [58 °C
INAD 54a  [376 bp

13.988 - 13.967 5' AGT AGG GGC AGG TTT TGG CTC G 3' 13.841 - 13.966 |60 °C
INADH-Dehydrogenase-Untereinheit VI (14148-14672)

13.942 - 13.966 5' ACA ATC CCC TAT CTA GGC CTTCTT A 3' 13.967 - 14.241 |58 °C
INAD 61a  [437 bp

14.378 - 14.354 5' AGG TAG GAT TGG TGC TGT GGG TGA A 3'

14.148 - 14.172 5' ACC TAT TCC CCC GAG CAATCTCAAT?3' 14.242 - 14.468 |60 °C
INAD 62b  [346 bp

14.493 - 14.469 5' GGG GGA ATG ATG GTT GTC TTT GGA T 3'

14.442 - 14.466 5' ACT CCT CAA TAG CCATCGCTGTAGT3' 14.467 - 14.556 |56 °C
INAD 63a  [163 bp

14.604 - 14.580 5' TCT CCT ATT TAT GGG GGT TTA GTA T 3'

14.516 - 14.540 5' AAA CCC ATA TAA CCT CCCCCA AAAT3Z 14.557 - 14.786 |58 °C
INAD 64a  |342 bp

14.857 - 14.833 5' AAG GAG TGA GCC GAA GTTTCATCAT3'
Cytochrom b (14746-15882)
b 01 1725 14.684 - 14.704 5' CGG ACT ACA ACC ACG ACC AAT 3' 14.705 - 14.809 |58 °C

Y P 14.855 - 14.835 5' GGA GTG AGC CGA AGT TTC ATC 3'

14.789 - 14.809 5' AAC CAC TCA TTC ATC GAC CTC 3' 14.935 - 14.968 |61 °C
Cyb 02 199 bp

14.987 - 14.969 5' AGC GGA TGA TTC AGC CATA 3' 14.810 - 14.934 |63 °C

14.891 - 14911 5' CTA TTC CTA GCC ATG CAC TAC 3' 15.011 - 15.170 |60 °C
Cyb 03 337 bp

15.227 - 15.207 5' CTA GGT CTG TCC CAA TGT ATG 3' 14.912 - 15.010 |62 °C

15.086 - 15.106 5' AAC ATC GGC ATT ATC CTC CTG 3' 15.107 - 15.346 |60 °C
Cyb04  [280 bp

15.365 - 15.347 5' TGT TTG ATC CCG TTT CGT G 3'

15.291 - 15.310 5' ACT TCA TCT TGC CCT TCA TT 3' 15.316 - 15.560 |60 °C
Cyb05  [294 bp

15.584 - 15.564 5' TTG TGT AGG CGA ATA GGA AAT 3'

15.503 - 15.527 5' CCA GAC AAT TAT ACC CTA GCC AACC 3 15.631 - 15.780 |58 °C
Cyb 06b  [369 bp

15.871 - 15.847 5' TTT GTT TTC AAT TAG GGA GAT AGT T 3' 15.528 - 15.630 |60 °C
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16.039 - 16.015

5' CTT CCC CAT GAA AGA ACA GAG AATA3'

. b F-Primer* ®
Fragment®|Linge Primerposition INachweis Twave
R-Primer
15.754 - 15.778 5' CTG AAT CGG AGG ACA ACC AGT AAGC 3’ 15.779 - 15.990 |57 °C
Cyb 07a 286 bp

*TR 88a und TR 89a ersetzen mrR 99a, Cox 57a bis Cox 36a ersetzen Cox 22b bis Cox 31b

X~ oder Y+: Anzahl zusitzlich zur Cambridge-Sequenz angefiigter Nukleotide

¢ Kleinbuchstaben zeigen angefiigte Nukleotide an, Grofbuchstaben geben die Cambridgesequenz wieder




7.2 Zusatzliche Fragmente als Ersatz fiir lange PCR-Produkte

Tabelle 14 Zusitzliche Fragmente als Ersatz fiir lange PCR-Produkte
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F-Primer*
IFragment” |[Linge Primerposition" INachweis Twavee
R-Primer
\Mitochondriale ribosomale 12S- und 16S-rRNA (648-1601 und 1671-3228)
B 23 b 2.782 -2.806 5' AAA CTA CCA AAC CTG CAT TAA AAAT3' 2.857-3.079 |60 °C
a
P 3.104 - 3.080 5' AGA TAG AAA CCG ACC TGG ATT ACT C 3'
3.020 - 3.044 5' CCG CTA TTA AAG GTT CGT TTGTTC A 3' 3.060 -3.359 |59 °C
TR 89a 364 bp
3.384 - 3.360 5' TTT TCG TTC GGT AAG CAT TAG GAA T 3'
Cytochrom-C-Oxidase-Untereinheit 11 (7585-8268)
Cox 57 27 16 ~7.698 - 7.722  |5' Cgg cgC gGC ggC Ccg G' TCC TGT ATG CCC TTT TCC TAACACT 3' 7.723 - 7.983 60 °C
ox 57a
P 3.008 - 7.984 5' TCG ATT GTC AAC GTC AAG GAG TCG C 3'
7.941 - 7.965 5' ACT CCT ACA TAC TTC CCC CAT TAT T 3' 7.966 - 8.230 |60 °C
Cox 58a 325 bp
10 ~8.255-8.231 [5' gGG Geg gge g'CG GGC CCT ATT TCA AAG ATT TTT AG 3'
tRNA Lysin (8295-8364)
8.123 - 8.147 5' AAC CAA ACC ACT TTC ACC GCT ACA C 3' 8.148 - 8.325 60 °C
IATP 87a 243 bp
15~8.350-8.326 5" ccC gCc Geg ggG ¢GG' TGT TGG TTC TCT TAA TCT TTA ACT T 3'
8.225 - 8.249 5' ATT CCC CTA AAA ATC TTT GAA ATA G 3' 8.305-8.460 |58 °C
IATP 88a 266 bp
5 ~ 8.485 - 8.461 5' 2¢G GG'C TTT GGT GAG GGA GGT AGG TGG TAG 3'
A TP-Synthetase-Untereinheit 8+6 (8366-9207)
ATP 65 14 15~8.434 -8.458 |5'cgC gCc geg Ceec Cge' CAC CCA ACT AAA AAT ATT AAACAC A3 8.459 -8.607 |59 °C
a
P 8.632 - 8.608 5' ATT TGG AGG TGG GGA TCA ATA GAG G 3'
3.580 - 8.604 5' CGC CGC AGT ACT GAT CAT TCT ATT T 3' 8.605-8.764 |57 °C
IATP 66a 269 bp
8.848 - 8.824 5' AGG GGA TGG CCA TGG CTAGGTTTA T 3'
8.714 - 8.738 5' CTA AAG GAC GAA CCT GAT CTC TTA T 3' 8.765-9.011 60 °C
IATP 67a 323 bp
9.036 -9.012 5' GAG TAG GTG GCC TGC AGT AAT GTT A 3'
ATP 68 hss b 13~8.931-8.955 [5'ggG GCg CgC Ccg C' ACC CCT TAT CCC CAT ACT AGT TATT 3' 9.068 -9.180 |59 °C
a
P 9.205 - 9.181 5' ATG TGT TGT CGT GCA GGT AGA GGC T 3' 8.956-9.067 |61 °C
ATP 69 i3 b 20~9.100-9.124  |5' GCc ggC Ceg Cgg CgC ccg cC' ATC TTC ACA ATT CTA ATT CTA CTG A 3'9.125-9.297 |61 °C
a
P 9.322 -9.298 5' GAG TGG AAG TGA AAT CAC ATGGCT A 3'
Cytochrom-C-Oxidase-Untereinheit I11 (9206-9988)
9.268 - 9.292 5' CCC TCT CAG CCC TCC TAATGA CCT C 3' 9.293 - 9.443 62 °C
Cox 35a 237 bp
9.504 - 9.480 5' CTC AGA AAA ATC CTG CGA AGA AAA A3
9.376 - 9.400 5' GAT GGC GCG ATG TAA CAC GAG AAAG 3’ 9.401 -9.511 60 °C
Cox 36a 254 bp
9.629 - 9.605 5' TCC TGA TGC GAG TAA TAC GGA TGT G 3'

*TR 88a und TR 89a ersetzen mrR 99a, Cox 57a bis Cox 36a ersetzen Cox 22b bis Cox 31b

X~ oder Y+: Anzahl zusitzlich zur Cambridge-Sequenz angefiigter Nukleotide

¢ Kleinbuchstaben zeigen angefiigte Nukleotide an, Grofbuchstaben geben die Cambridgesequenz wieder
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7.3 Beispiel DNA-Sequenzierung und Konservierung

Tabelle 15 Beispiel DNA-Sequenzierung und Konservierung

D Protein sequences of mitochondrial NADH-dehydrogenase subunit 3

AT MMLEFAPIFIYLVISLLVSLILLGVPFLFASNSSTYPEKLSAYECGFDPFGDARSRFDIRFYLVSILFLIFDLEVTFFFP--WAVSLNKIDLFGFWSMMAFLFILTIGFLYEWKRGALDWE-
SC oo

SP -

LT —-—-—--MILTALSSAIALLVPIIILGAAWVLASRSTEDREKSSPFECGFDPKSTARIPFSTRFFLLAIIFIVFDIEIVLLMPLPTILHTSDVFTTVTTSVL-FLMILLIGLIHEWKEGSLDWSS
CE -—---MLVLLMVLVFTLVLLFAFYLINFLLSIKDM-GKNKISAFECGFVSVGKIQNSFSIHFFIMMLMFVIFDLEIVMFLGILVSDLSS-—-—-~— YISFLMMFIFILGGFYMEWWYGKLVWVI
DM -—---MFSIIFIALLILLITTIVMFLASILSKKALIDREKSSPFECGFDPKSSSRLPFSLRFFLITIIFLIFDVEIALILPMITIIMKYSNIMIWTITSII-FILILLIGLYHEWNQGMLNWSN
PD —-—--MN-LLIVMIISTALPIILMLLGFWLPNLNP-DNEKVSPYECGFDPLGSARLPFSLKFFLVAILFLLFDLEIAILLPLPWALQYDTPTTAFLIALL-ILILLTLGLIYEWLQGGLEWAE
BP —===-MN-LLLTLLTNTTLALLLVFIAFWLPQLNV-YAEKTSPYECGFDPMGSARLPFSMKFFLVAITFLLFDLEIALLLPLPWAIQSNNLNTMLTMALF-LISLLAASLAYEWTQEGLEWAE
CL —-—=—-MNLVISILAITIILSSILAVVSFWLPQMNP-DAEKLSPYECGFDPLGSARLPFSIRFFLVAILFLLFDLEIALLLALPWGDQLYSATGTFFWATA-VLILLTLGLIYEWTQGGLEWAE
PS ——=—-MNTLMTTMLLTTTLSIIMMALNYTITNKNP-HHEKMSPYECGFNPLESARLPFSIRFFLIAILFLLFDLEIALLLPLPWALQLPSPTMVLMWTFI-LITLLTVGFIYEWVQGGLEWPN
XL - MTATILMIAMTLSTILAILSFWLPQMTP-DMEKLSPYECGFDPLGSMRLPFSMRFFLIAILFLLFDLEIALLLPFPWAAQLNTPSIVILWAAL-ILTLLTLGLIYEWLQGGLEWAE
GG ——=—-MNTLTFMLSLSFLLSAALTTMNFWLAQMAP-DTEKLSPYECGFDPLGSARLPFSIRFFLVAILFLLFDLEIALLLPLPWAIQLAHPMMTLTWATT-IIALLTFGLIYEWTQGGLEWAE
BT —==-MN-LMLALLTNFTLATLLVIIAFWLPQLNV-YSEKTSPYECGFDPMGSARLPFSMKFFLVAITFLLFDLEIALLLPLPWASQTANLNTMLTMALF-LIILLAVSLAYEWTQKGLEWTE
EA ———-MN-LMLTLLTNTLLASLLVLIAFWLPQLNI-YAEKTSPYECGFDPMGSARLPFSMKFFLVAITFLLFDLEIALLLPLPWASQTTNLNTMLIMALI-LISLLAISLAYEWTQKGLEWTE
EC ———-MN-LMLTLLTNTLLASLLVLIAFWLPQLNI-YAEKTSPYECGFDPMGSARLPFSMKFFLVAITFLLFDLEIALLLPLPWASQTTNLNTMLIMALV-LISLLAISLAYEWTQKGLEWTE
ocC —==-MN-LMLVLLINTTISLVLVTIAFWLPQLNI-YSEKSSPYECGFDPMGSARLPFSMKFFLVAITFLLFDLEIALLLPLPWAAQFNNLNLVLIMALM-LISILALGLAYEWIQKGLEWVE
OA —==-MN-LMITLLTNFTLATLLVTIAFWLPQLNV-YSEKTSPYECGFDPMGSARLPFSMKFFLVAITFLLFDLEIALLLPLPWASQTTNLNTMLTMALL-LIFLLAVSLAYEWTQKGLEWTE
RN —-——-MN-LPIIITINITLSFILISIAFWLPQMNL-YSEKANPYECGFDPTSSARLPFSMKFFLVAITFLLFDLEIALLLPLPWAIQTTNTTTMMATAFI-LVTILSLGLAYEWTQKGLEWTE
MM —-—=—-MN-LYTVIFINILLSLTLILVAFWLPQMNL-YSE-ANPYECGFDPTSSARLPFSMKFFLVAITFLLFDLEIALLLPLPWAIQTIKTSTMMIMAFI-LVTILSLGLAYEWTQKGLEWTE
CS —==-MN-LMLTLFINTSLASVLVLIAFWLPQLNI-YTEKASPYECGFDPMGSARLPFTMKFFLVAITFLLFDLEIALLLPLPWASQTTNLKTMLTMALI-LISLLAASLAYEWTQKGLEWAE
CF —===-MN-VMLTLMTNVTLASLLVLIAFWLPQLNI-YTDKTSPYECGFDPMGSARLPFSMKFFLVAITFLLFDLEIALLLPLPWASQTNKLTTMLIMALL-LISLLAASLAYEWTEKGLEWTE
GO -——-MN-FALILMTNTLLALLLMIITFWLPQLNS-YMEKTNPYECGFDPVSPARIPFSMKFFLVAITFLLFDLEIALLLPLPWALQTTNLPLMVMSSLL-LITIILTLSLAYEWLQKGLDWTE
PT -——-MN-FVLILMTNTLLALLLMIITFWLPQLNS-YMEKSTPYECGFDPMSPARVPFSMKFFLVAITFLLFDLEIALLLPLPWALQTANLPLMVTSSLL-LITILALSLAYEWLQKGLDWTE
HA —==-MN-FALILMINTLLALLLMIITFWLPQLNG-YMEKSTPYECGFDPMSPARVPFSMKFFLVAITFLLFDLEIALLLPLPWALQTTNLPLMVMSSLL-LIIILALSLAYEWLQKGLDWAE
HC —==-MN-FALILMINTLLALLLMIITFWLPQLNG-YMEKSTPYECGFDPMSPARVPFSMKFFLVAITFLLFDLEIALLLPLPWALQTTNLPLMVMSSLL-LIIILALSLAYEWLQKGLDWTE
P.399 L

ID organism english name GenBank

AT  Arabidopsis thaliana thale cress Y08502

SC Saccharomyces cerevisiae baker's yeast AJ011856

SP Schizosaccharomyces pombe fission yeast X54421

LT Lumbricus terrestris common earthworm U24570

CE Caenorhabditis elegans roundworm X54252

DM  Drosophila melanogaster fruit fly U37541

PD Protopterus dolloi lungfish L42813

BP Balaenoptera physalus finback whale X61145

CL Crossostoma lacustre freshwater loach M91245

PS Pelomedusa subrufa african side-necked turtle AF039066

XL  Xenopus laevis african clawed frog M10217

GG  Gallus gallus chicken X52392

BT Bos taurus cow J01394

EA  Equus asinus donkey X97337

EC  Equus caballus horse X79547

OC  Oryctolagus cuniculus rabbit AJ001588

OA  Ovis aries sheep AF010406

RN  Rattus norvegicus norway rat X14848

MM  Mus musculus mouse J01420

CS Ceratotherium simum white rhinoceros Y07726

CF Canis familiaris dog U96639

GO  Gorilla gorilla gorilla D38114

PT Pan troglodytes chimpanzee D38113

HA  Homo sapiens (Afrikan) human D38112

HC  Homo sapiens (Cambridge) human Jo1415

P.399 Homo sapiens, Patient 399 human -
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7.4 GNU Free Documentation License

Version 1.3, 3 November 2008

Copyright © 2000, 2001, 2002, 2007, 2008 Free Software Foundation, Inc. <http:/fsf.org/>

Everyone is permitted to copy and distribute verbatim copies of this license document, but changing it is not allowed.

0. PREAMBLE

The purpose of this License is to make a manual, textbook, or other functional and useful document "free" in the sense of
freedom: to assure everyone the effective freedom to copy and redistribute it, with or without modifying it, either commer-
cially or noncommercially. Secondarily, this License preserves for the author and publisher a way to get credit for their work,
while not being considered responsible for modifications made by others.

This License is a kind of "copyleft", which means that derivative works of the document must themselves be free in the same
sense. It complements the GNU General Public License, which is a copyleft license designed for free software.

We have designed this License in order to use it for manuals for free software, because free software needs free documenta-
tion: a free program should come with manuals providing the same freedoms that the software does. But this License is not
limited to software manuals; it can be used for any textual work, regardless of subject matter or whether it is published as a
printed book. We recommend this License principally for works whose purpose is instruction or reference.

1. APPLICABILITY AND DEFINITIONS

This License applies to any manual or other work, in any medium, that contains a notice placed by the copyright holder say-
ing it can be distributed under the terms of this License. Such a notice grants a world-wide, royalty-free license, unlimited in
duration, to use that work under the conditions stated herein. The "Document", below, refers to any such manual or work.
Any member of the public is a licensee, and is addressed as "you". You accept the license if you copy, modify or distribute
the work in a way requiring permission under copyright law.

A "Modified Version" of the Document means any work containing the Document or a portion of it, either copied verbatim,
or with modifications and/or translated into another language.

A "Secondary Section" is a named appendix or a front-matter section of the Document that deals exclusively with the rela-
tionship of the publishers or authors of the Document to the Document's overall subject (or to related matters) and contains
nothing that could fall directly within that overall subject. (Thus, if the Document is in part a textbook of mathematics, a
Secondary Section may not explain any mathematics.) The relationship could be a matter of historical connection with the
subject or with related matters, or of legal, commercial, philosophical, ethical or political position regarding them.

The "Invariant Sections" are certain Secondary Sections whose titles are designated, as being those of Invariant Sections, in
the notice that says that the Document is released under this License. If a section does not fit the above definition of Second-
ary then it is not allowed to be designated as Invariant. The Document may contain zero Invariant Sections. If the Document
does not identify any Invariant Sections then there are none.

The "Cover Texts" are certain short passages of text that are listed, as Front-Cover Texts or Back-Cover Texts, in the notice
that says that the Document is released under this License. A Front-Cover Text may be at most 5 words, and a Back-Cover
Text may be at most 25 words.

A "Transparent" copy of the Document means a machine-readable copy, represented in a format whose specification is avail-
able to the general public, that is suitable for revising the document straightforwardly with generic text editors or (for images
composed of pixels) generic paint programs or (for drawings) some widely available drawing editor, and that is suitable for
input to text formatters or for automatic translation to a variety of formats suitable for input to text formatters. A copy made
in an otherwise Transparent file format whose markup, or absence of markup, has been arranged to thwart or discourage
subsequent modification by readers is not Transparent. An image format is not Transparent if used for any substantial amount

of text. A copy that is not "Transparent" is called "Opaque".


http://fsf.org/

7 Anhang | 120

Examples of suitable formats for Transparent copies include plain ASCII without markup, Texinfo input format, LaTeX input
format, SGML or XML using a publicly available DTD, and standard-conforming simple HTML, PostScript or PDF de-
signed for human modification. Examples of transparent image formats include PNG, XCF and JPG. Opaque formats include
proprietary formats that can be read and edited only by proprietary word processors, SGML or XML for which the DTD
and/or processing tools are not generally available, and the machine-generated HTML, PostScript or PDF produced by some
word processors for output purposes only.

The "Title Page" means, for a printed book, the title page itself, plus such following pages as are needed to hold, legibly, the
material this License requires to appear in the title page. For works in formats which do not have any title page as such, "Title
Page" means the text near the most prominent appearance of the work's title, preceding the beginning of the body of the text.
The "publisher" means any person or entity that distributes copies of the Document to the public.

A section "Entitled XYZ" means a named subunit of the Document whose title either is precisely XYZ or contains XYZ in
parentheses following text that translates XYZ in another language. (Here XYZ stands for a specific section name mentioned
below, such as "Acknowledgements", "Dedications", "Endorsements", or "History".) To "Preserve the Title" of such a section
when you modify the Document means that it remains a section "Entitled XYZ" according to this definition.

The Document may include Warranty Disclaimers next to the notice which states that this License applies to the Document.
These Warranty Disclaimers are considered to be included by reference in this License, but only as regards disclaiming war-
ranties: any other implication that these Warranty Disclaimers may have is void and has no effect on the meaning of this
License.

2. VERBATIM COPYING

You may copy and distribute the Document in any medium, either commercially or noncommercially, provided that this
License, the copyright notices, and the license notice saying this License applies to the Document are reproduced in all cop-
ies, and that you add no other conditions whatsoever to those of this License. You may not use technical measures to obstruct
or control the reading or further copying of the copies you make or distribute. However, you may accept compensation in
exchange for copies. If you distribute a large enough number of copies you must also follow the conditions in section 3.

You may also lend copies, under the same conditions stated above, and you may publicly display copies.

3. COPYING IN QUANTITY

If you publish printed copies (or copies in media that commonly have printed covers) of the Document, numbering more than
100, and the Document's license notice requires Cover Texts, you must enclose the copies in covers that carry, clearly and
legibly, all these Cover Texts: Front-Cover Texts on the front cover, and Back-Cover Texts on the back cover. Both covers
must also clearly and legibly identify you as the publisher of these copies. The front cover must present the full title with all
words of the title equally prominent and visible. You may add other material on the covers in addition. Copying with changes
limited to the covers, as long as they preserve the title of the Document and satisfy these conditions, can be treated as verba-
tim copying in other respects.

If the required texts for either cover are too voluminous to fit legibly, you should put the first ones listed (as many as fit
reasonably) on the actual cover, and continue the rest onto adjacent pages.

If you publish or distribute Opaque copies of the Document numbering more than 100, you must either include a machine-
readable Transparent copy along with each Opaque copy, or state in or with each Opaque copy a computer-network location
from which the general network-using public has access to download using public-standard network protocols a complete
Transparent copy of the Document, free of added material. If you use the latter option, you must take reasonably prudent
steps, when you begin distribution of Opaque copies in quantity, to ensure that this Transparent copy will remain thus access-
ible at the stated location until at least one year after the last time you distribute an Opaque copy (directly or through your
agents or retailers) of that edition to the public.

It is requested, but not required, that you contact the authors of the Document well before redistributing any large number of

copies, to give them a chance to provide you with an updated version of the Document.
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4. MODIFICATIONS

You may copy and distribute a Modified Version of the Document under the conditions of sections 2 and 3 above, provided
that you release the Modified Version under precisely this License, with the Modified Version filling the role of the Docu-
ment, thus licensing distribution and modification of the Modified Version to whoever possesses a copy of it. In addition, you
must do these things in the Modified Version:

A. Use in the Title Page (and on the covers, if any) a title distinct from that of the Document, and from those of previous
versions (which should, if there were any, be listed in the History section of the Document). You may use the same title as a
previous version if the original publisher of that version gives permission.

B. List on the Title Page, as authors, one or more persons or entities responsible for authorship of the modifications in the
Modified Version, together with at least five of the principal authors of the Document (all of its principal authors, if it has
fewer than five), unless they release you from this requirement.

C. State on the Title page the name of the publisher of the Modified Version, as the publisher.

D. Preserve all the copyright notices of the Document.

E. Add an appropriate copyright notice for your modifications adjacent to the other copyright notices.

F. Include, immediately after the copyright notices, a license notice giving the public permission to use the Modified Version
under the terms of this License, in the form shown in the Addendum below.

G. Preserve in that license notice the full lists of Invariant Sections and required Cover Texts given in the Document's license
notice.

H. Include an unaltered copy of this License.

L. Preserve the section Entitled "History", Preserve its Title, and add to it an item stating at least the title, year, new authors,
and publisher of the Modified Version as given on the Title Page. If there is no section Entitled "History" in the Document,
create one stating the title, year, authors, and publisher of the Document as given on its Title Page, then add an item describ-
ing the Modified Version as stated in the previous sentence.

J. Preserve the network location, if any, given in the Document for public access to a Transparent copy of the Document, and
likewise the network locations given in the Document for previous versions it was based on. These may be placed in the
"History" section. You may omit a network location for a work that was published at least four years before the Document
itself, or if the original publisher of the version it refers to gives permission.

K. For any section Entitled "Acknowledgements" or "Dedications", Preserve the Title of the section, and preserve in the
section all the substance and tone of each of the contributor acknowledgements and/or dedications given therein.

L. Preserve all the Invariant Sections of the Document, unaltered in their text and in their titles. Section numbers or the
equivalent are not considered part of the section titles.

M. Delete any section Entitled "Endorsements". Such a section may not be included in the Modified Version.

N. Do not retitle any existing section to be Entitled "Endorsements" or to conflict in title with any Invariant Section.

O. Preserve any Warranty Disclaimers.

If the Modified Version includes new front-matter sections or appendices that qualify as Secondary Sections and contain no
material copied from the Document, you may at your option designate some or all of these sections as invariant. To do this,
add their titles to the list of Invariant Sections in the Modified Version's license notice. These titles must be distinct from any
other section titles.

You may add a section Entitled "Endorsements", provided it contains nothing but endorsements of your Modified Version by
various parties—for example, statements of peer review or that the text has been approved by an organization as the authori-
tative definition of a standard.

You may add a passage of up to five words as a Front-Cover Text, and a passage of up to 25 words as a Back-Cover Text, to
the end of the list of Cover Texts in the Modified Version. Only one passage of Front-Cover Text and one of Back-Cover
Text may be added by (or through arrangements made by) any one entity. If the Document already includes a cover text for
the same cover, previously added by you or by arrangement made by the same entity you are acting on behalf of, you may

not add another; but you may replace the old one, on explicit permission from the previous publisher that added the old one.
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The author(s) and publisher(s) of the Document do not by this License give permission to use their names for publicity for or
to assert or imply endorsement of any Modified Version.

5. COMBINING DOCUMENTS

You may combine the Document with other documents released under this License, under the terms defined in section 4
above for modified versions, provided that you include in the combination all of the Invariant Sections of all of the original
documents, unmodified, and list them all as Invariant Sections of your combined work in its license notice, and that you
preserve all their Warranty Disclaimers.

The combined work need only contain one copy of this License, and multiple identical Invariant Sections may be replaced
with a single copy. If there are multiple Invariant Sections with the same name but different contents, make the title of each
such section unique by adding at the end of it, in parentheses, the name of the original author or publisher of that section if
known, or else a unique number. Make the same adjustment to the section titles in the list of Invariant Sections in the license
notice of the combined work.

In the combination, you must combine any sections Entitled "History" in the various original documents, forming one section
Entitled "History"; likewise combine any sections Entitled "Acknowledgements", and any sections Entitled "Dedications".
You must delete all sections Entitled "Endorsements".

6. COLLECTIONS OF DOCUMENTS

You may make a collection consisting of the Document and other documents released under this License, and replace the
individual copies of this License in the various documents with a single copy that is included in the collection, provided that
you follow the rules of this License for verbatim copying of each of the documents in all other respects.

You may extract a single document from such a collection, and distribute it individually under this License, provided you
insert a copy of this License into the extracted document, and follow this License in all other respects regarding verbatim
copying of that document.

7. AGGREGATION WITH INDEPENDENT WORKS

A compilation of the Document or its derivatives with other separate and independent documents or works, in or on a volume
of a storage or distribution medium, is called an "aggregate" if the copyright resulting from the compilation is not used to
limit the legal rights of the compilation's users beyond what the individual works permit. When the Document is included in
an aggregate, this License does not apply to the other works in the aggregate which are not themselves derivative works of
the Document.

If the Cover Text requirement of section 3 is applicable to these copies of the Document, then if the Document is less than
one half of the entire aggregate, the Document's Cover Texts may be placed on covers that bracket the Document within the
aggregate, or the electronic equivalent of covers if the Document is in electronic form. Otherwise they must appear on printed
covers that bracket the whole aggregate.

8. TRANSLATION

Translation is considered a kind of modification, so you may distribute translations of the Document under the terms of sec-
tion 4. Replacing Invariant Sections with translations requires special permission from their copyright holders, but you may
include translations of some or all Invariant Sections in addition to the original versions of these Invariant Sections. You may
include a translation of this License, and all the license notices in the Document, and any Warranty Disclaimers, provided
that you also include the original English version of this License and the original versions of those notices and disclaimers. In
case of a disagreement between the translation and the original version of this License or a notice or disclaimer, the original
version will prevail.

If a section in the Document is Entitled "Acknowledgements", "Dedications", or "History", the requirement (section 4) to
Preserve its Title (section 1) will typically require changing the actual title.

9. TERMINATION

You may not copy, modify, sublicense, or distribute the Document except as expressly provided under this License. Any
attempt otherwise to copy, modify, sublicense, or distribute it is void, and will automatically terminate your rights under this

License.
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However, if you cease all violation of this License, then your license from a particular copyright holder is reinstated (a) pro-
visionally, unless and until the copyright holder explicitly and finally terminates your license, and (b) permanently, if the
copyright holder fails to notify you of the violation by some reasonable means prior to 60 days after the cessation.

Moreover, your license from a particular copyright holder is reinstated permanently if the copyright holder notifies you of the
violation by some reasonable means, this is the first time you have received notice of violation of this License (for any work)
from that copyright holder, and you cure the violation prior to 30 days after your receipt of the notice.

Termination of your rights under this section does not terminate the licenses of parties who have received copies or rights
from you under this License. If your rights have been terminated and not permanently reinstated, receipt of a copy of some or
all of the same material does not give you any rights to use it.

10. FUTURE REVISIONS OF THIS LICENSE

The Free Software Foundation may publish new, revised versions of the GNU Free Documentation License from time to
time. Such new versions will be similar in spirit to the present version, but may differ in detail to address new problems or

concerns. See http://www.gnu.org/copyleft/.

Each version of the License is given a distinguishing version number. If the Document specifies that a particular numbered
version of this License "or any later version" applies to it, you have the option of following the terms and conditions either of
that specified version or of any later version that has been published (not as a draft) by the Free Software Foundation. If the
Document does not specify a version number of this License, you may choose any version ever published (not as a draft) by
the Free Software Foundation. If the Document specifies that a proxy can decide which future versions of this License can be
used, that proxy's public statement of acceptance of a version permanently authorizes you to choose that version for the Doc-
ument.

11. RELICENSING

"Massive Multiauthor Collaboration Site" (or "MMC Site") means any World Wide Web server that publishes copyrightable
works and also provides prominent facilities for anybody to edit those works. A public wiki that anybody can edit is an ex-
ample of such a server. A "Massive Multiauthor Collaboration" (or "MMC") contained in the site means any set of copyright-
able works thus published on the MMC site.

"CC-BY-SA" means the Creative Commons Attribution-Share Alike 3.0 license published by Creative Commons Corpora-
tion, a not-for-profit corporation with a principal place of business in San Francisco, California, as well as future copyleft
versions of that license published by that same organization.

"Incorporate" means to publish or republish a Document, in whole or in part, as part of another Document.

An MMC is "eligible for relicensing" if it is licensed under this License, and if all works that were first published under this
License somewhere other than this MMC, and subsequently incorporated in whole or in part into the MMC, (1) had no cover
texts or invariant sections, and (2) were thus incorporated prior to November 1, 2008.

The operator of an MMC Site may republish an MMC contained in the site under CC-BY-SA on the same site at any time
before August 1, 2009, provided the MMC is eligible for relicensing.


http://www.gnu.org/copyleft/
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