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“‘Hold somebody's hand and feel its warmth. Gram per gram, it converts 10 000 times
more energy per second than the sun. You find this hard to believe? Here are the
numbers: An average human weighs 70 kilograms and consumes about 12 600
kilojoules / day; that makes about 2 millijoules / gram and second, or 2 milliwatts / gram.
For the sun it's miserable 0.2 microjoules / gram and second. Some bacteria, such as
the soil bacterium "Azotobacter" convert as much as 10 joules / gram and second,
outperforming the sun by a factor of 50 million. | am warm because inside each of my
body cells there are dozens, hundreds or even thousands of mitochondria that burn the

food | eat.”

Gottfried Schatz
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EINLEITUNG UND GRUNDLAGEN

1 EINLEITUNG UND GRUNDLAGEN

1.1 Hirntumoren im Kindesalter unter besonderer Beriicksichtigung der

pilozytischen Astrozytome

1.1.1 Einleitung

Bei den malignen Tumoren des zentralen Nervensystems (ZNS) unterscheidet man
zwischen primaren und sekundaren Tumoren. Primare Tumoren entwickeln sich aus
Zellen des ZNS, wahrend sekundare Tumoren in das Gehirn metastasierte Tumoren
sind. Astrozytome gehdren zu den haufigsten primaren Tumoren des ZNS. Sie sind
neuroepithelialer Herkunft und leiten sich von den zum Stlutzgewebe des ZNS
gehorenden Astrozyten (Makroglia) ab. Sie werden zur Gruppe der Gliome gezahlt, die
sich alle von glialen Zellen ableiten. Niedriggradige Gliome konnen Zellen
verschiedener glialer Entwicklungslinien, dartber hinaus jedoch auch neoplastische
Ganglienzellen enthalten (Gangliogliome). Desmoplastische Varianten treten vor allem
bei sehr jungen Kindern auf. Niedriggradige Gliome entsprechen samtlich den WHO-
Graden | oder Il. Die TNM-Klassifikation zur Stadieneinteilung findet bei Gliomen
niedrigen  Malignitatsgrades keine Anwendung. Die Einteilung folgt den
Hauptlokalisationen (zerebrale Hemispharen, supratentorielle Mittellinie, Mittelhirn,
Zerebellum, Hirnstamm und Spinalkanal), die sich aufgrund der unterschiedlichen

Tumorresektabilitat als prognostisch bedeutsam herausgestellt haben.

1.1.2 Klassifikation der Hirntumoren

Hirntumoren werden vorwiegend nach der international gebrauchlichen WHO-
Klassifikation eingeteilt. Diese sieht eine Einteilung nach histopathologischen Kriterien
in vier Malignitatsgrade vor. Betrachtet werden Dichte und Differentierungsgrad der
Tumorzellen, Mitoserate und Kernpolymorphie sowie Endothelproliferation und
Tumornekrosen. Histologisch werden Mikrozysten im Allgemeinen mit niedriger

Malignitat und besserer Prognose in Verbindung gebracht. Das Vorkommen erhohter
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EINLEITUNG UND GRUNDLAGEN

Tumorzelldichte, vermehrter Mitoseraten, Zellatypien und Nekrosen sowie

Gefaliproliferationen sind Kennzeichen erhohter Malignitat.

Grad | bezeichnet demnach langsam wachsende Tumoren mit einer Uberlebenszeit fiir
den Trager von mehr als zehn Jahren nach Diagnosestellung. Grad |l schlief3t
semimaligne Tumoren ein, die Uberlebenszeiten fiir den Patienten von im Median finf
Jahren bieten und die eine MOoglichkeit zur fortschreitenden Malignisierung in sich
tragen. Patienten mit Tumoren der Grade Il und IV haben mittlere Uberlebenszeiten
nach Therapie von zwei bis drei (anaplastisches Astrozytom, Grad Ill) beziehungsweise
weniger als einem Jahr (Glioblastom, Grad IV). Tumoren dieser Grade sind als maligne
zu bezeichnen. Die alleinige histomorphologische Betrachtung der Tumoren genugt
jedoch nicht, um die Tumoren hinsichtlich ihres Verhaltens und ihrer Prognose
hinreichend zu charakterisieren. Dazu bedarf es weiterer Marker. In die neueste
Fassung der WHO-Klassifikation wurde deswegen das immunhistochemische und
genetische Tumorprofil so weit als moéglich mit eingeschlossen [1]. Im Bereich der
niedriggradigen Gliome sowie gemischt neuronal-glialen Tumoren unterscheidet die

Klassifikation demnach folgende Gruppen:

Astrozytare Tumoren:

- Subependymales Riesenzellastrozytom (WHO Grad )

- Pilozytisches Astrozytom (WHO Grad 1)

- Pilomyxoides Astrozytom (WHO Grad )

- Diffuses Astrozytom (WHO Grad II)

- Pleomorphes Xanthoastrozytom (WHO Grad Il)
Oligodendrogliale/ Oligoastrozytare Tumoren

- Oligodendrogliom (WHO Grad II)

- Oligoastrozytom (WHO Grad II')
Ependymome

- Subependymom (WHO Grad )

- Myxopapillares Ependymom (WHO Grad [)

- Ependymom (WHO Grad Il)
Andere neuroepitheliale Tumoren

- Angiozentrisches Gliom (WHO Grad 1)

- Chordoides Gliom des Il Ventrikels (WHO Grad II)
Tumoren des Plexus choroideus

- Papillom des Plexus choroideus (WHO Grad )

12
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- Atypisches Papillom des Plexus choroideus (WHO Grad Il)
Neuronale und gemischt neuronal-gliale Tumoren

- Gangliozytom (WHO Grad I)

- Gangliogliom (WHO Grad 1)

- Desmoplastisches infantiles Astrozytom/Gangliogliom (WHO Grad 1)

- Dysembryoplastischer neuroepithelialer Tumor (WHO Grad | )

- Zentrales Neurozytom (WHO Grad II)

- Extraventrikulares Neurozytom (WHO Grad Il)

- Cerebellares Liponeurozytom (WHO Grad II)

- Paragangliom des Ruckenmarks (WHO Grad 1)

- Papillarer glioneuronaler Tumor (WHO Grad )

- Rosetten-bildender glioneuronaler Tumor des IV Ventrikels (WHO Grad 1)

1.1.3 Epidemiologie der Hirntumoren im Kindesalter

Tumoren des zentralen Nervensystems sind die haufigsten soliden Tumoren im Kindes-
und Jugendalter. Nach den hamatologischen Neoplasien bilden sie mit 20 % der
Gesamterkrankungen die zweitgroRte Gruppe der Tumorerkrankungen in dieser
Altersgruppe. In Deutschland liegt die jahrliche Inzidenz bei 2,5-4 Neuerkrankungen
bezogen auf 100.000 Kinder. Im Jahr 2004 erkrankten 370 Kinder neu an einem Tumor
des ZNS [3]. Unter den primaren Hirntumoren stellen die pilozytischen Astrozytome mit
einem Anteil von 30 % die groRte Gruppe dar [2]. Das Haupterkrankungsalter bei
pilozytischen Astrozytomen liegt bei funf bis sieben Jahren, Madchen und Jungen sind
gleich haufig betroffen [3]. Jenseits des 18. Lebensjahres sind pilozytische Astrozytome
eine Raritat. Bei 10-15 % der Patienten liegt als Grunderkrankung eine Phakomatose

(Neurofibromatose von Recklinghausen, NF1) vor [4].

1.1.4 Pilozytische Astrozytome, Lokalisation, Morphologie und Histologie

Pilozytische Astrozytome (PA) werden als eigene Tumorentitat geflihrt und entsprechen
den Kriterien des WHO-Grad I. PA sind im Allgemeinen gut demarkierte Tumoren und

zeigen nur selten eine maligne Entartungstendenz [5].

Die haufigsten Lokalisationen des pilozytischen Astrozytoms sind das Chiasma opticum
und der Fasciculus opticus (Opticusgliom), der dritte und vierte Ventrikel, das Kleinhirn

und der Hirnstamm. PA finden sich zumeist im Bereich der Mittellinie, seltener wachsen
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sie lateral. Neben der Lokalisation im GroR3hirn kénnen die Tumoren auch im
Spinalkanal sowie entlang der Hirnnerven vorkommen. Ein multifokales Auftreten ist
maglich. Opticus- und Stammhirngliome stellen separate Untergruppen der PA dar. Es
existiert eine Assoziation zwischen dem Auftreten von Opticusgliomen mit einer
gleichzeitig bestehenden Neurofibromatose. Makroskopisch imponieren pilozytische
Astrozytome durch ein knolliges, derbes Aussehen, die Schnittflache ist graulich bis
weil}. Oft finden sich wasserhelle zystische Strukturen. Die Tumoren wachsen
verdrangend und nur langsam infiltrierend, eine Infiltration der Meningen kommt

dagegen haufig vor.

Abb. 1: PA, Makro-und Mikroskopie, A,B,C: T2-gewichtete Magnetresonanztomografien eines Patienten
mit pilozytischem Astrozytom. D: mikroskopisches Bild eines pilozytischen Astrozytoms mit dichterem
Stroma und zahlreichen Rosenthalfasern (Pfeile) (Hematoxylin-Eosin-Féarbung, 20x). (Abbildung aus [7])

Histopathologisch sind sie durch bipolare, fusiforme oder piloide Zellen charakterisiert,
die in eine reichlich fibrillare Matrix eingebettet sind. Die Zellen tragen haarformige
Fortsatze, diese sind kolbenartig aufgetrieben und bilden die sogenannten
Rosenthalfasern. Im Zytoplasma finden sich eosinophile Proteingranula. Der

Mitoseanteil liegt bei 1-3 % und ist damit gering. Oft finden sich Mikrozysten,
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Kernatypien und mehrkernige Zellen. Circa 10 % der Tumoren speichern vermehrt
Calcium. PA konnen ausgepragte Gefallproliferationen zeigen, die im Gegensatz zu
den Befunden bei diffusen Astrozytomen nicht auf eine erhdohte Malignitat des Tumors

hindeuten [6]. Nekrosen treten nicht auf.

1.1.5 Molekulargenetik der pilozytischen Astrozytome

Bei der Graduierung des Tumors ist die histologische Untersuchung das wichtigste
diagnostische Instrument. Dennoch kann nicht immer eine sichere Einschatzung des
Tumorverhaltens und seiner Progressionstendenz erreicht werden. In anaplastischen
Astrozytomen und Glioblastomen der Erwachsenen konnten verschiedene genetische
Aberrationen nachgewiesen werden, die den Verlust von Tumorsuppressorgenen oder
die Aktivierung von Onkogenen bedingen. Bei padiatrischen PA finden sich solche
Veranderungen nur vereinzelt. Am haufigsten konnte eine Duplikation des BRAF-
Protoonkogens festgestellt werden, welche mit einer aberranten Aktivierung der MAPK-
Signalwege assoziiert wird [8]. Bei den zytogenetischen Aberrationen, die in sporadisch
auftretenden PA im Kindesalter nachgewiesen werden konnten, handelte es sich
insbesondere um Trisomien der Chromosomen 7, 5 und 8, sowie um eine Monosomie
des Chromosom 22 [9-16]. Diese korrelieren jedoch nicht mit dem ereignisfreien und

dem Gesamtuberleben [17], ebenso zeigt sich kein konsistentes Aberrationsmuster.

Des Weiteren wurden bei 20 % der PA Verluste auf dem kurzen Arm von Chromosom
17 gefunden, die auch den Genlokus TP53 betrafen. Vermehrtes Vorliegen des p53-
Proteins konnte in 50 % der PA nachgewiesen werden, jedoch ohne korrelierende
Mutationen des zugrunde liegenden Gens [18]. Ebenso fanden sich Verluste auf
Chromosom 17q, die in manchen Fallen den NF1-Lokus betrafen. Mutationen dieses
Lokus konnten allerdings nicht nachgewiesen werden [19]. NF1-assoziierte pilozytische
Astrozytome wiesen im Gegensatz zu sporadisch auftretenden PA vermehrt Verluste
von NF1-Allelen auf [20]. Keimbahnmutationen im Ras-Guanosin-Triphosphatase-
activating-Protein (Neurofibromin) bei Patienten mit NF1 stellen eine Pradisposition fur
pilozytische Astrozytome dar. Vereinzelt konnten auch somatische Mutationen dieser
Genregion nachgewiesen werden [21]. LOH (Loss of Heterozygosity) auf Chromosom
17p stellt die haufigste Veranderung in den Tumoren dar [22, 23]. Kein Genlokus zeigte

sich in PA als spezifisch und klinisch relevant verandert [24]. Die festgestellten
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Veranderungen lassen sich nicht sicher mit einer Tumorprogression korrelieren, sie
scheinen darUber hinaus im Gewebe ungleich verteilt vorzuliegen. Valide Daten Uber

einen Tumorprogression von PA zu hohergradigen Tumoren existieren nicht.

Pilozytische Astrozytome unterscheiden sich damit nicht nur morphologisch und in
ihrem biologischen Verhalten, sondern auch in ihrem genetischen Profil von anderen

niedriggradigen Astrozytomen.

1.1.6 Symptomatik und Diagnostik

Die Symptomatik der pilozytischen Astrozytome ist im Wesentlichen abhangig von ihrer
Lokalisation. Optikusgliome manifestieren sich vor allem durch Sehstérungen. Bei
Tumoren, die im Zwischenhirn lokalisiert sind, stehen hypothalamische Ausfalle im
Vordergrund. Es kommt zu Stérungen der hormonellen Hypothalamus-Hypophysen-
Achse, der Korpertemperaturregelung und der Nahrungsaufnahme. Tumoren im
Kleinhirn flhren zu Gangunsicherheit mit Fallneigung, Schwindel und Ataxie.
Erstsymptome von Hirnstammgliomen sind Ausfalle der Hirnnerven. Durch den
tumorbedingten erhdhten intrakraniellen Druck kdnnen Kopfschmerzen, Erbrechen und

Krampfanfalle auftreten.

Zur Initialdiagnostik wird neben der grundlichen neurologischen Untersuchung eine
Magnetresonanztomografie der gesamten Neuraxis (Schadel und Ruckenmark)
gefordert. Pilozytische Astrozytome reichern in der Regel homogen Kontrastmittel an.
Die Tumorperipherie ist oft zystisch durchsetzt. Calcifizierungen lassen sich
computertomografisch darstellen. Zusatzlich sollte eine augenarztliche Untersuchung
zur Darstellung eines eventuellen Papillenddems als Zeichen erhdhten intrakraniellen
Druckes erfolgen. Bei Vorliegen multifokaler Lasionen wird eine Lumbalpunktion zum
Nachweis von Tumorzellen im Liquor empfohlen. Die Diagnossicherung erfolgt durch

die histopathologische Aufarbeitung des Tumorresektates.

1.1.7 Therapie und Prognose der pilozytischen Astrozytome

Mit  Einflhrung der modernen Mikrochirurgie sowie dem Einsatz von
Chemotherapeutika und verbesserten Bestrahlungsmoglichkeiten haben sich die

Prognosen der Hirntumoren im Kindesalter auch fur die Gruppe der pilozytischen
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Astrozytome deutlich verbessern lassen. Im Vordergrund der Therapie steht bei den
pilozytischen Astrozytomen nach wie vor die operative Entfernung des Tumors.
Insgesamt liegt die Zehn-Jahres-Uberlebensrate fir Patienten mit niedrigmalignen
Gliomen bei 78 % [25]. Die Prognose fur den einzelnen Patienten hangt im
Wesentlichen von der Lage des Tumors und der durchgefihrten Behandlung ab.
Patienten mit Tumoren des Grol3- und Kleinhirns, bei denen eine vollstandige
Tumorentfernung moglich ist, haben eine sehr gute Prognose. |hr Risiko ein Rezidiv zu
erleiden ist gering, als Langzeituberlebensraten werden bis zu 100 % angegeben. [25].
Die Prognose verschlechtert sich, wenn die Tumoren nicht vollstandig entfernt werden
kénnen. Die Zehn-Jahres-Uberlebensraten liegen dann bei 74-94 % und darunter [26].
Patienten mit Tumoren der udbrigen Hirnregionen haben weniger gunstige
Heilungsaussichten, denn diese Tumoren kdonnen oft nicht vollstandig entfernt werden
und auch nach funf bis zehn Jahren oder spater erneut zu wachsen beginnen. Die
Heilungsaussichten fir Tumoren des Zwischenhirns und der Sehnervenregion liegen
nach zehn Jahren bei etwa 76 % [25, 27]. Bei manchen Tumoren kann offenbar auch
eine nur teilweise Entfernung ohne jede nachfolgende Therapie zum langfristigen oder
dauerhaften Erfolg fihren [28]. Ebenfalls sind spontane Regressionen maglich. Eine
maligne Transformation des Tumors ist nur ausnahmsweise nach erfolgter
Strahlentherapie beschrieben worden [29]. In 60 % der Falle, bei denen nur eine
subtotale Tumorentfernung gelang, kommt es zur Tumorprogression bzw. lokalem
Rezidiv. Bei nur teilreseziertem oder biopsiertem Tumor erfolgt deswegen bei
neuroradiologischen Zeichen der Progression oder neurologischen Ausfallen eine
zusatzliche Therapie durch Chemotherapeutika oder Bestrahlung. Bei Kindern unter 8
Jahren wird die Polychemotherapie einer Radiatio vorgezogen, da sie weniger
schadigend auf das noch reifende Gehirn wirkt und eine eventuell notwendige
Bestrahlung so herausgezogert oder gar uberflissig gemacht werden kann. Bei 90 %
der mit Chemotherapeutika behandelten Patienten kann so eine Tumorprogression
verhindert werden, 10 % der Falle zeigen sich jedoch therapieresistent [30]. Bisher
existieren keine Daten zu Risikofaktoren, die eine Vorhersage zum Ansprechen auf die
adjuvante Therapie erlauben. Eine Ubersicht des therapeutischen Vorgehens geman
dem Protokoll der Therapieoptimierungsstudie SIOP-LGG 2004 gibt die folgende

Darstellung:
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Abb. 2: Therapieschema der pilozytischen Astrozytome: Die Therapieoptimierungsstudie SIOP-LGG
2004 fiir die Behandlung von niedrigmalignen Gliomen (low grade gliomas, LGG) sieht die o.g.
Therapiestratifizierung vor. Die einzelnen Therapieschritte sind im zugehérigen Behandlungsprotokoll
detailliert aufgefiihrt. (Abbildung aus: Rutkowski S, Gnekow A, Wolff J: Multimodale
Therapiekonzepte fiir Kinder und Jugendliche mit Hirntumoren, Journal Onkologie online,
08/2004)

1.2 Mitochondrien

1.2.1 Einleitung

Storungen mitochondrialer Funktionen stehen schon lange im Verdacht, zur
Entwicklung und Progression von Tumoren beizutragen. Otto Warburg stellte 1924 fest,
dass Tumorzellen erheblich erhdhte Laktatwerte aufweisen. Dieses weist auf eine
vermehrte Energiegewinnung durch anaerobe Glykolyse hin, bei der als Nebenprodukt
Laktat anfallt, anstelle durch die in normalen Zellen vorrangigen oxidativen
Phosphorylierung. Er entwickelte daraufhin eine Hypothese zur Krebsenstehung, die

besagt, dass Tumorzellen ihren hohen Energiebedarf vorzugsweise durch anaerobe
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Glykolyse decken. Hierfur seien vor allem Stérungen der in den Tumorzellen
enthaltenen Mitochondrien verantwortlich. Gleichfalls vermutete er, dass eben jene
tumorspezifischen mitochondrialen Veranderungen einzigartige Ziele zur gezielten

Therapie verschiedener Tumorentitaten darstellen kdnnten [31].

Inzwischen konnten vielfaltige mit der Entstehung von Tumoren assoziierte
Veranderungen der mitochondrialen DNA detektiert werden. Diese Veranderungen
beeinhalten Veranderungen der Mitochondrienanzahl, Anderungen in der Expression
und Aktivitat der Atmungskettenenzyme sowie Mutationen der mitochondrialen DNA.
Die Warburg-Hypothese wird durch die Arbeit von Schulz et al. gestutzt, die am Beispiel
des kolorektalen Karzinoms zeigen konnte, dass das Krebswachstum durch
erzwungene aerobe Glykolyse gehemmt und durch Forderung der anaeroben Glykolyse
verstarkt wird [32].

Mitochondrien sind semiautonome Zellorganellen, die wichtige Funktionen im
Zellstoffwechsel und der zellularen Energiegewinnung ibernehmen. Sie sind von ovaler
Form und messen im Mittel 2 x 5 ym. Mitochondrien sind von einer Doppelmembran
umgeben. Die aulRere grenzt das Mitochondrium zum Zytosol hin ab und ist aufgrund
ihrer starken Durchsetzung mit Porinen flr viele Substanzen durchlassig. Die innere
Membran ist stark gefaltelt und bildet so genannte Cristae. Durch die Faltelung der
Membran wird eine enorme OberflachenvergroRerung der Membran erzielt. Hier sind
die Proteinkomplexe der oxidativen Phosphorylierung verankert. Im Intermembranraum
entsteht wahrend der Reaktionen der Atmungskette der fur die ATP-Synthese bendtigte
Protonengradient. Die Mitochondrienmatrix, der innere Raum, enthalt die mitochondriale
DNA, den Proteinbiosyntheseapparat sowie weitere  Stoffwechselenzyme.
Mitochondrien sind an der Regulation der Apoptose sowie am physiologischen Prozess
der Zellalterung beteiligt. Mitochondrien verfligen Uber eine eigene zirkulare DNA sowie
einen unabhangigen Proteinbiosyntheseapparat. Sie sind in ihrer Replikation
unabhangig vom Zellzyklus. Die Anzahl der Mitochondrien eines spezifischen Zelltyps
bleibt relativ konstant, so dass vermutet wird, dass die mitochondriale Replikation durch

extra-mitochondriale Signaltransduktion beeinflusst wird.

Mit Ausnahme von Erythrozyten enthalt jede eukaryontische Zelle Mitochondrien, deren
Anzahl je nach Stoffwechselaktivitat der Zelle variiert. In stark energieverbrauchenden
Zellen, wie z.B. Herzmuskelzellen, kdnnen mehrere Tausend Mitochondrien enthalten

sein. Jedes Mitochondrium enthalt zwischen einer und zehn Kopien seines Genoms.

19



EINLEITUNG UND GRUNDLAGEN

Die evolutionare Herkunft der Mitochondrien wird durch die bereits 1883 von Andreas
Franz Wilhelm Schimper aufgestellte und von Lynn Margulies 1967 weiterentwickelte
Endosymbiontentheorie erklart [33]. Diese besagt, dass die Mitochondrien urspringlich
als eigenstandige prokaryontische Zellformen existierten, die vor circa 1,5 Milliarden
Jahren die Atmungkette entwickelten. Im Laufe der Evolution wurden diese
Prokaryonten von eukaryontischen Zellen durch Endozytose aufgenommen und in die
eukaryontische Zelle integriert. Aus dem Zusammenspiel von Wirtszelle und
integriertem Prokaryonten entwickelte sich eine Endosymbiose, d.h. ein Zustand
gegenseitiger Abhangigkeit, in der weder die Wirtszelle noch der aufgenommene

Prokaryont ohne den jeweiligen Partner existieren kann.

Im Verlauf dieses Prozesses gingen nicht mehr bendtigte Teile des urspringlich
prokaryontischen Genoms verloren oder wurden in die nukledre DNA der Wirtszelle
integriert. Insgesamt verblieben von den urspringlich ca. 3000 mitochondrialen Genen
nur 37 im mitochondrialen Genom. Einzelne Proteinkomplexe der Mitochondrien, so
zum Beispiel die ATP-Synthase, werden sowohl aus kernkodierten als auch aus
mitochondrial kodierten Untereinheiten gebildet. Die aktuelle revidierte Sicht der
Eukaryonten-Entwicklung geht inzwischen davon aus, dass zwei Bakterientypen (aerob

und anaerob) fusionierten und sich daraus ein primitiver Eukaryont entwickelte [34].

1.2.2 Das mitochondriale Genom und dessen Besonderheiten

Mitochondrien verfigen als einzige Zellorganellen Uber eine eigenstandige DNA. Das
mitochondriale Genom besteht aus einer zirkularen doppelstrangigen DNA mit einer
Grolle von 16.569 Basenpaaren. Der Doppelstrang setzt sich aus einem Guanin-
reichen schweren Strang (H-Strand) und aus einem Cytosin-reichen leichten Strang (L-
strand) zusammen. Die mitochondriale DNA (mtDNA) enthalt im Gegensatz zur
nuklearen DNA (nDNA) keine Introns (nichtkodierende Sequenzen). Eine vergleichbare

Gendichte findet sich sonst nur in viralen Genomen.

Insgesamt enthalt die mtDNA 37 Gene. Diese kodieren die 12s und 16s rRNA
(ribosomale RNA) des Mitochondriums sowie die 22 transfer-RNAs der mitochondrialen
Proteinbiosynthese. 13 der 87 Polypeptide der Atmungskette werden ebenfalls
mitochondrial kodiert. Zusatzlich ist in der mitochondrialen DNA eine 1,1 Kilobasen

grol3e nichtkodierende Region enthalten, die ,Displacement loop® (D-loop) genannt
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wird. Diese ist fur die Initierung der Replikation und Transkription im Mitochondrium
verantwortlich. Im Gegensatz zur nuklearen DNA wird die mtDNA nicht durch Histone

oder eine Chromatinstruktur geschutzt.

Jedes Mitochondrium enthalt zwischen einer und zehn Kopien seines Genoms. Die
mtDNA wird ausschlieRBlich maternal vererbt [35]. Eizelle und Spermium enthalten
ungleich verteilte Mitochondrienmengen. Wahrend die Eizelle zum Zeitpunkt der
Befruchtung ungefahr 200.000 Mitochondrien enthalt, sind im Spermium kaum
Mitochondrien vorhanden [36]. Reste paternaler mtDNA werden nach der Befruchtung

der Eizelle durch nuklear kodierte Enzyme abgebaut [37].

Die Replikation der mtDNA geschieht kontinuierlich und unabhangig vom Zellzyklus. Mit
einer Dauer von circa zwei Stunden bendtigt sie sehr viel langer als die der nuklearen
DNA. Im Gegensatz zur Transkription der nukledaren DNA, die fur jedes Gen einen
eigenen Promotor enthalt, ist bei der Transkription der mtDNA nur je ein

Transkriptionspromotor flr den gesamten H- bzw. L-Strang vorhanden.

Auch die Translation der mtDNA unterscheidet sich von der der nDNA. Der genetische
Code der mtDNA weicht in einigen Punkten vom fruher als universell angenommenen
genetischen Code ab. So stehen die Basentriplets AGA und AGG fur ein Stop-Codon
und nicht far Arginin, AUA fir Methionin anstelle von Isoleucin und UGA fur Tryptophan

anstatt fur ein Stop-Codon [38].
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Abb. 3. Das mitochondriale Genom: Dargestellt sind die einzelnen Abschnitte der mtDNA, die danach

benannt werden, welche Proteine sie kodieren, sowie die Genloci, die bisher identifiziert und mit

mitochondrialen Erkrankungen in Verbindung gebracht werden konnten. (Abbildung aus:

www.mitomap.org)

22



EINLEITUNG UND GRUNDLAGEN

1.2.3 Funktionen der Mitochondrien in der Zelle

Mitochondrien uUbernehmen wichtige Funktionen in der Zelle. In ihnen findet eine
Vielzahl sowohl anaboler als auch kataboler Stoffwechselvorgange statt. Daruber
hinaus sind sie unter anderem an der Apoptoseregulation, der Calciumhomdostase [39]
und der Generierung von ROS beteiligt. Eine Ubersicht Gber die Funktionen der

Mitochondrien gibt die folgende Tabelle:

Tab. 1 Die Funktionen der Mitochondrien im Zellstoffwechsel

oxidative Phosphorylierung

Produktion reaktiver Sauerstoffradikale
Apoptose (programmierter Zelltod)
Reifung von Eisen-Schwefel Proteinen
Aufrechterhaltung der Calciumhomdostase
Citratzyklus

Harnstoffzyklus

Biosynthese von Aminosauren
Phospholipidbiosynthese

Biosynthese von Biotin, Liponsaure
Hambiosynthese

B-Oxidation von Fettsauren
DNA-Replikation

Transkription

Proteinbiosynthese

Proteinabbau
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Oxidative Phosphorylierung

Die oxidative Phosphorylierung (OXPHOS), auch Atmungskette genannt, ist ein
wichtiger Mechanismus der zellularen Energiegewinnung [40]. In eukaryontischen
Zellen findet sie im Intermembranraum der Mitochondrien statt. Die Atmungskette ist an
funf Proteinkomplexe gebunden, die die mitochondriale Innenmembran durchspannen.
Insgesamt setzt sie sich aus 87 Polypeptiden zusammen, von denen 13 mitochondrial
und die ubrigen nuklear kodiert sind.

Die Atmungskette besteht aus einer Kaskade biochemischer Redoxreaktionen, in denen
die aus dem Citratzyklus, der Glykolyse und dem Fettsdureabbau stammenden
Substrate NADH und FADH2 schrittweise zu NAD+ und FAD reduziert werden.
Wahrend der Reduktion der Substrate kommt es im Intermembranraum der
Mitochondrien zum Aufbau eines Protonengradienten, der zur Synthese des zellularen
Energietragers ATP aus ADP und Phosphat genutzt wird. Der Protonengradient dient
jedoch nicht nur der ATP-Gewinnung, sondern auch der Thermogenese. Hierzu bedarf
es spezieller die Atmungskette entkoppelnde Proteine [41]. Die folgende Abbildung
stellt die Atmungskette dar.

Membranzwischenraum

®
Ubiquinon () Cytochrom ¢ ATP-Synthase

NADH @ Cytochrom

Dehydrogenase bc1-Komplex
Komplex

(i
A

innere
Membran

Cytochrom c-

Oxidase
== Elekironentransport
=i protonentransport ADP
Atmungskette

Abb. 4: Die Atmungskette: Dargestellt sind die einzelnen Komplexe mit den in ihnen ablaufenden
Reaktionen sowie der Transport der Elektronen entlang der Atmungskette (Abbildung aus

http://www.gaw-verden.de/Fachgruppen/FG-Chemie/hefe/Hefeskript-2003.htm)
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1.2.4 ROS und oxidativer Stress

Als reaktive Sauerstoffspezies (reactive oxygene species, ROS) bezeichnet man alle
Sauerstoffformen, die eine hdohere Reaktivitat als molekularer Sauerstoff besitzen. Zu
ihnen gehdren unter anderem freie Radikale wie das Hyperoxidanion, angeregte
Sauerstoffmolekile sowie stabile molekulare Oxidantien wie Wasserstoffperoxyd
(H202). Ihnen gemeinsam ist ein freies, das heil3t ungepaartes Elektron, das die hohe
Reaktivitat der ROS erklart.

ROS entstehen in den Mitochondrien als Nebenprodukte der oxidativen
Phosphorylierung durch den Verlust von Elektronen wahrend ihres Transports entlang
der Proteinkomplexe der Atmungskette und nachfolgender Reaktion mit molekularem
Sauerstoff. Physiologische Funktionen erfullen sie in der kdrpereigenen Abwehr von
Viren und Bakterien sowie im Rahmen des kontrollierten Zellwachstums und der
Signaltransduktion. lhnen kommt eine wichtige Rolle in der Induktion des
programmierten Zelltodes zu. Zu den korpereigenen Antioxidantien gehdren sowohl
enzymatische (unter anderem Katalase, Glutathionperoxidase, Hamoxygenase) als
auch nicht-enzymatische Substanzen (unter anderem Vitamin A, C, E, Glutathion-
Derivate, Harnsaure). Ihr Wirkmechanismus besteht in der Reduktion der reaktiven
Sauerstoffspezies zu weniger reaktiven Produkten durch Donation eines freien
Elektrons. Durch ungerichtete Reaktionen mit den sie umgebenden Strukturen in dem
Bestreben, sich ein weiteres Elektron anzueignen, entfalten ROS toxische Wirkungen
wie mutagene DNA-Schadigungen und Veranderungen der Genexpression und

Zellfunktionen bis hin zum Zelltod.

Unter oxidativem Stress versteht man ein Ungleichgewicht zwischen dem Auftreten von
ROS und den vorhandenen antioxidativen Schutzmechanismen. Uberwiegen die
entstehenden ROS die reduktiven Kapazitaten der Antioxidantien, ist der Organismus
den potentiell toxischen und mutagenen Wirkungen der ROS ausgesetzt. Es kommt zu
zunehmenden Schaden der DNA (Basenschaden und Einzelstrangbriche, seltener
auch Doppelstrangbriche) sowie der Zellstrukturen. Die Funktionsfahigkeit der Zelle

wird in der Folge herabgesetzt.

Sowohl in der Zellalterung als auch in der Tumorgenese spielt oxidativer Stress eine
Rolle. Daruber hinaus wird eine entscheidende Beteiligung des oxidativen Stresses an

der Entstehung vieler chronischer Erkrankungen postuliert [42]. Chronische ROS-
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Exposition hat einen schadigenden Effekt sowohl auf die mitochondriale als auch auf
die nukleare DNA [43]. In niedrigen Konzentrationen wirken ROS auf die DNA mutagen,

in hohen wirken sie dagegen zytotoxisch [44].

Insbesondere die mitochondriale DNA ist aufgrund ihrer raumlichen Nahe sowie
mangelhaft ausgepragter Reparaturmechanismen den schadigenden Einflissen der
ROS ausgesetzt. In Abwesenheit effektiver DNA-Reparaturmechanismen akkumulieren
diese Schaden in den Mitochondrien. Die mitochondrialen Funktionen werden dadurch
meist nicht wesentlich beeintrachtigt. Allerdings kdnnen die entstandenen Schaden im
Zusammenspiel mit anderweitig aufgetretenen vorbestehenden Mutationen der
mitochondrialen DNA dazu fihren, dass sich die Menge der wahrend der OXPHOS
anfallenden ROS verandert. Diesen Effekt kdnnen polymorphe Mitochondrien auch

allein bewirken [45].

Vermehrter Anfall von ROS wiederum flhrt zu erhdhtem oxidativen Stress in der
betroffenen Zelle mit den oben beschriebenen potentiellen Auswirkungen auf die
nukleare DNA und die zellularen Proteine. Aus diesem Grund kdonnen durch mutierte
Mitochondrien veranderte Mengen an ROS zu somatischen Mutationen in den

betroffenen Zellen fihren.

1.2.5 Mitochondrien und ihre Funktion in der Apoptoseregulation

In der Biologie kdnnen zwei Formen des Zelltodes unterschieden werden. Jede Zelle
verfugt Uber einen Mechanismus zur gezielten Zerstérung ihrer selbst. Dieser
programmierte Zelltod, Apoptose genannt, ist ein aktiver, kaskadenenartig ablaufender
Vorgang. Es kommt zur Aktivierung kataboler Enzyme und zu charakteristischen
Veranderungen der Kernmorphologie (Chromatinkondensation). Die zellularen Proteine
werden gezielt abgebaut und die DNA fragmentiert. Im Gegensatz dazu findet bei der
Nekrose kein gerichteter Abbau der zellularen Bestandteile statt. Hier kommt es zu
einem Anschwellen des Zytoplasmas und der mitochondrialen Matrix. Letztlich fuhrt

dies zur Ruptur der Zellmembran und damit zur totalen Zerstorung der Zelle.

Fir jeden Organismus ist die Aufrechterhaltung eines Gleichgewichts zwischen
Zellproliferation und  programmiertem Zelltod essentiell. Eine verminderte
Apoptosebereitschaft ist Kennzeichen maligner Zellen. Die Apoptosebereitschaft kann

fur die Effektivitat antitumoraler Chemotherapeutika maf3geblich sein.
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Bei der Apoptose kann ein extrinsischer von einem intrinsischen Aktivierungsweg
unterschieden werden. Der extrinsische Weg spielt eine wichtige Rolle in der
Immunantwort und der Bekampfung von Tumorzellen. Die Stimulation des intrinsischen
(mitochondrialen) Wegs der Apoptose erfolgt Uber das proapoptotische Protein Bid,
welches durch die aktivierte Caspase 8 freigesetzt wird [46]. Eine Aktivierung kann
daruber hinaus auch durch Stressoren wie UV-Strahlung, zytotoxische Substanzen,
ROS oder Entzug von Wachstumsfaktoren erfolgen. Die Signalvermittlung Gbernehmen
Proteine der Bcl-2-Familie [47].

Mitochondrien verfligen Uber einen unspezifischen Kanal in ihrer inneren Membran, den
Mitochondrial Permeability Transition Pore (mtPTP), der durch Proteine der Bcl-2-
Familie reguliert wird [48, 49]. Der innere Membranraum der Mitochondrien enthalt eine
Reihe von den Zelltod fordernde Faktoren [50-53].

Die Offnung der Membranpore fiihrt zum Zusammenbrechen des mitochondrialen
Membranpotentials, Anschwellen der inneren Mitochondrienmembran und Freisetzung
der apoptoseférdernden Substanzen. Die Offnung der mtPTP kann durch exzessive
Calciumaufnahme in das Mitochondrium, erhdhte ROS-Exposition oder verminderte
mitochondriale Energieproduktion geférdert werden. Ein signifikanter Anstieg von

mt16s-rRNA-Zerstérung wird als ein friihes Ereignis der Apoptose gewertet [54-57].

Mitochondriale Mutationen oder Polymorphismen, die die Stabilitat der rRNA
beeinflussen, kdnnen also uUber Untergang oder Proliferation der Zelle entscheiden.
Ebenso konnen sich Veranderungen der Mitochondrienfunktionen durch Mutationen

oder Polymorphismen sekundar auf die Regulation der Apoptose auswirken.

Neuere Forschungen legen nahe, dass Mitochondrien Uber ein autonomes System
verfugen, das ihnen erlaubt, im Falle irreparabler Schadigung selbstandig zu
degradieren. Dieser Vorgang des kontrollierten Untergangs wird analog zur Apoptose
der Zelle als Mitoptose bezeichnet [58]. Vermehrte Mitoptosen durch ein erhdhtes
Aufkommen von ROS und den dadurch entstehenden oxidativen Stress konnen die
Apoptose der beherbergenden Zelle zur Folge haben, da durch den Abbau der
Mitochondrien in vermehrtem Male Cytochrom C und andere Apoptose-induzierende
Faktoren ins Zytoplasma freigesetzt werden. Die Apoptosekaskade ist im Folgenden

schematisch dargestellt:
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Abb. 5: Die Apoptosekaskade: Die extrinsische Aktivierung erfolgt iiber Bindung des auslésenden
Agens an membrangebundene Rezepotoren, die intrinsische lber intrazelluldre Signale. Sowohl!
extrinsischer als auch intrinsischer Weg der Apoptose miinden in die Chromatinkondensation und
Fragmentierung der DNA (Abbildung modifiziert aus Thiede B ,,Proteomanalyse des Ribosoms und

von Komponenten der Apoptose in T-Zellen“ Habilitation HU-Berlin 2003)

1.2.6 Mitochondriale Pseudogene

Das nukledre Genom enthalt Kopien mitochondrialer Sequenzen, die im Laufe der
Evolution vom Mitochondrium in den Nukleus transferiert und in die nukleare DNA
integriert wurden [59, 60]. Der Transfer mitochondrialer DNA-Sequenzen ist ein
evolutionarer Prozess, der weiter andauert. In HelLa-Zellen konnten Insertionen
mitochondrialer DNA in nichtkodierenden Abschnitten sowie in Exon 2 und 3 des c-myc-

Onkogens nachgewiesen werden [60, 61]. Ob der Transfer und die Integration
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mitochondrialer DNA-Sequenzen einen Einfluss auf die Genexpression haben und
damit einen Schritt in der Karzinogenese darstellen, ist Gegenstand laufender
Untersuchungen. Im Kern lokalisierte mtDNA Fragmente, sogenannte mitochondriale
Pseudogene, konnten sowohl durch Amplifikation von DNA mitochondriendepletierter
Zellen (p°-Zellen), als auch durch Klonierung aus Genbanken nachgewiesen werden.
Bei der Mutationsanalyse des mitochondrialen Genoms ist es demnach moglich,
irrtbmlich Mutationen mitochondrialen Genen zuzuordnen, die jedoch nuklearen
Pseudogenen entstammen [62] [60, 63]. Bei Patienten mit Morbus Alzheimer wurde das
Vorkommen mehrerer heteroplasmischer missense-Mutationen beschrieben [64]. Es
konnte allerdings nachgewiesen werden, dass es sich bei diesen scheinbaren mtDNA-
Mutationen um Pseudoheteroplasmien handelt, die der PCR-Co-Amplifikation nuklearer
Pseudogene entstammten [60]. Der Ausschluss versehentlicher Co-Amplifikationen
nuklearer Pseudogene ist demnach bei einer Mutationsanalyse des mitochondrialen
Genoms von grofRer Wichtigkeit. Nur wenn sicher behauptet werden kann,
ausschlieRlich mitochondriale Sequenzen analysiert zu haben, lassen sich verlassliche

Aussagen uUber das Vorliegen mitochondrialer Veranderungen treffen.

1.2.7 Heteroplasmie und replikative Segregation

Tritt eine Mutation der mitochondrialen DNA auf, so enthalt die betroffene Zelle
zunachst sowohl den Wildtyp der mtDNA (wt) als auch die mutierte Form der mtDNA
(mt). Dieser Zustand wird als Heteroplasmie bezeichnet. Teilt sich diese Zelle, werden
die Mitochondrien dem Zufallsprinzip folgend auf die Tochterzellen verteilt. Dieses
Prinzip wird als replikative Segregation bezeichnet. Gewebsabhangig kann es so zu
einer unterschiedlichen quantitativen Verteilung der mutierten mtDNA kommen. Mit dem

Heteroplasmiegrad wird diese Verteilung prozentual beschrieben.

Der Anteil an mutierter mtDNA kann im Laufe der Zeit variieren und im Verlauf weiterer
Zellteilungen wiederum zu einem Zustand der Homoplasmie fuhren, bei der nur ein
MtDNA-Subtyp in der Zelle enthalten ist (homoplasmic Drift) [65]. Der genaue
Mechanismus, der zur Homoplasmie in einer Zelle fihrt, ist bisher nicht bekannt.
Madgliche Erklarungen finden sich in der zufalligen Verteilung der Mitochondrien auf die
Tochterzellen wahrend der Zellteilung, die den Gesetzen der Wahrscheinlichkeits-

rechnung folgend zu einem homoplasmischen Zustand fihren kann. Ebenso ist eine
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klonale Expansion oder Selektion des Mutanten gegentiber dem Wildtyp denkbar, wenn
damit ein genetischer Vorteil erreicht wird und diese Zellen selektiv besser proliferieren
und/oder Uberleben. Des Weiteren wurden unterschiedliche Replikationsraten mutierter
und Wildtyp-mtDNA beschrieben. Insgesamt zeigen stark proliferiende Zellen eine

erhohte Tendenz zur Homoplasmie.

Zellen, die einen Schwellenwert an mutierten Mitochondrien erreichen, sind in ihren
Funktionen beeintrachtigt. Die mtDNA enthalt keine Introns. Deswegen finden sich die
meisten Mutationen in kodierenden Sequenzen. Diese Mutationen koénnen eine
Kaskade von Ereignissen in Gang setzen, an deren Ende wiederum eine erhdhte
Produktion von ROS steht [65]. In dieser Atmosphare erhdhten oxidativen Stresses

konnen karzinogene Prozesse gefordert werden.

Mutation

homoplasmisch wt  heteroplasmisch wt/mt homoplasmisch mt

Abb. 6: Replikative Segregation: Oben links die homoplasmisch den Wildtyp (wt) der Mitochondrien
enthaltende Zelle. Nach einem Mutationsereignis enthélt sie heteroplasmisch sowohl wt als auch mutierte
(mt) Mitochondrien. Im Rahmen der Zellreplikation werden die Mitochondrien zuféllig auf die
Tochterzellen verteilt, diese kbnnen homoplasmisch wt, heteroplasmisch wt/mt oder homoplasmisch mt —
Mitochondrien enthalten.
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1.2.8 Mutationen der mitochondrialen DNA
Aus folgenden Grunden ist die mitochondriale DNA besonders anfallig fur Mutationen:

1. Die mitochondriale DNA wird kontinuierlich wahrend des gesamten Zellzyklus
repliziert. Dies macht sie anfallig fur toxische Einflisse, die besonders wahrend
der DNA-Synthese wirksam werden. Dazu zahlen insbesondere die durch ROS
verursachten Schaden. Die mtDNA liegt in der mitochondrialen Matrix sehr nahe

an den wahrend der oxidativen Phosphorylierung entstehenden ROS.

2. Die mitochondriale DNA wird im Gegensatz zur nukledren DNA nicht durch

Histone und eine Chromatinstruktur geschutzt.

3. Mitochondrien verfiigen nur Uber eingeschrankte DNA-Reparaturmechanismen.
Zwar sind Basenexzisionsreparatur (BER), Basenfehlpaarungsreparatur,
Mismatch-Reparatur- und Rekombinations-Reparaturmechanismen vorhanden,
doch fehlt bisher der Nachweis einer Nukleotidexzisionsreparatur (NER) [66].
ROS-induzierte DNA-Schaden, die abhangig von ihrer Einwirkungsdauer auf den
Zellkern in diesem repariert werden konnten, bedingen unter gleichen

Bedingungen im Mitochondrium Wachstumsstillstand und Apoptose [67].

4. Da das mitochondriale Genom keine Introns enthalt, ist die Wahrscheinlichkeit

einer funktionellen Beeintrachtigung des Genoms durch eine Mutation erhoht.

In der Tat liegt die Mutationsrate der mtDNA um das Zehn- bis Zwanzigfache uber der
der nuklearen DNA [35, 68]. Je nach Lokalisation konnen mtDNA-Mutationen klinisch
stumm sein oder zu Einschrankungen der mitochondrialen Funktionen und klinischen

Symptomen flhren.

Bei zu starker pranataler mtDNA-Schadigung kommt es zur Unterbrechung der
Keimentwicklung. Ist die Mutation mit dem Leben vereinbar, sind Zeitpunkt und Ausmaf
des Auftretens klinischer Symptome davon abhangig, wie sehr die Atmungskette und
damit die Energieversorgung der Zelle von Geburt an beeintrachtigt ist und wie rasch
weitere somatische Mutationen der mtDNA hinzukommen [69]. Hierbei definierte
Wallace 1994 einen Schwellenwert, der den Punkt kennzeichnet, an dem ein
Organismus nicht mehr in der Lage ist, die durch die Mutationen bedingte Stérung zu
kompensieren [70]. Ein Zusammenhang zwischen mtDNA-Mutationen und bestimmten
Erkrankungen ist seit Ende der 80er Jahre bekannt. Bei Patienten mit Leber’scher

hereditarer Opticusneuropathie (LHON) konnte ein Basenaustausch der mtDNA
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nachgewiesen werden, der eine Missense-Mutation zur Folge hatte [71]. Bei Patienten
mit mitochondrialen Myopathien wurden groRe Deletionen der mtDNA entdeckt [72]. Die
Pathogenese verschiedener hereditarer neuromuskularer Erkrankungen wurde durch
den Nachweis spezifischer mitochondrialer DNA-Defekte klarer. Neben ZNS und
Muskulatur konnen auch andere Strukturen, wie z.B. die Leber oder die Nieren von
mtDNA-Defekten betroffen sein. Haufig sind mehrere Gewebe gemeinsam in ihren
Funktionen eingeschrankt. Eine Auswahl von Erkrankungen, die mit mtDNA-Mutationen

in Verbindung gebracht werden kdonnen, zeigt folgende Tabelle.

Tab. 2 Beispiele fur mitochondriale oder mit mitochondrialen Defekten assoziierte Erkrankungen

Mitochondriale Enzephalomyopathie, Lactatazidose und Schlaganfall (MELAS)
Myoklonus-Epilepsie mit ,ragged red fibres” (MERRF)

Neuropathie, Ataxie und Retinitis pigmentosa (NARP)

Mitochondriale neurogastrointestinale Enzephalomyopathie (MNGIE)
Subakute nekrotisierende Enzephalomyopathie (Leigh-Syndrom)
Pearson-Marrow-Pancreas-Syndrom

Kearns-Sayre-Syndrom

Leber’'sche hereditare Optikusneuroretinopathie (LHON)

Chronisch progrediente externe Ophtalmoplegie (CPEO)
Aminoglykosid-assoziierte Taubheit

Diabetes mit Taubheit

1.2.9 Mitochondrien und ihre Bedeutung fur die Kanzerogenese

Die mitochondriale Elektronentransportkette ist bekannt als einer der gréfdten zellularen
Erzeuger von ROS. Es gibt Hinweise darauf, dass mtDNA Mutationen zu einer
Zunahme der produzierten ROS fuhren, was wiederum eine gestorte oxidative
Phosphorylierung bewirkt [73]. Dieses fuhrt dann zu oxidativem Stress, der potentiell
DNA-Schaden verursacht.
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Um die Bedeutung von ROS in Hinblick auf Zellschaden zu beweisen, produzierte man
Mn-SOD (superoxide dismutase)-Knock-Out-Mause. Experimente mit diesen Mausen
zeigten deutlich, das die mitochondriale ROS-Produktion in vivo ein physiologisch
bedeutsamer Prozess ist. Es konnte aul3erdem gezeigt werden, dass die mitochondriale
Superoxiddismutase essentiell ist, um die Funktionen mitochondrienreicher Organe

(Gehirn, Herz, Leber) aufrechtzuerhalten [74].

Um herauszufinden, ob die mutierte mtDNA direkt verantwortlich ist fur verstarktes
Tumorwachstum und ob dieses ebenfalls mit verstarkter ROS-Produktion korreliert,
wurde ein Mausmodell verwendet. In dieses Modell wurde die mtDNA T8993G Mutation
in die PC3 Prostata-CA Zellllinie durch Cybrid-Transfer eingefligt [75]. Die T8993G
Mutation in der mtDNA flhrt zu einer Anderung der kodierten Aminoséure von Leucin
zu Arginin an Position 156 der ATP6-Untereinheit der mitochondrialen F1F0-ATPase.
Bei zwei mitochondrialen Erkrankungen ist diese Mutation mit einer verringerten
Funktionsfahigkeit der OXPHOS assoziiert: NARP (neuropathy, ataxia and retinitis
pigmentosa) and MILS (maternally inherited Leigh syndrome) [76]. Die T8993G Cybrid-
Zellen wurden hernach bezuglich ihres Tumorwachstums in Nacktmausen getestet und
zeigten siebenfach groflere Tumoren als die Wildtyp-Cybriden (T8993T). Daruber
hinaus generierten die mutierten Tumore signifikant mehr ROS [75]. Diese Daten
zeigen deutlich, dass mtDNA-Mutationen eine wichtige Rolle in der Entwicklung
maligner Zellen einnehmen und dass es sich hierbei nicht lediglich um Sekundareffekte
nuklearer Ereignisse handelt. Daten von Shidara et al. [77] zeigten, dass die Mutationen
im ATP6-Gen zum Tumorwachstum beitrugen. Dies geschah nicht, indem sie zu
Mehranfall von ROS fluhrten, sondern weil die Zellen, welche die Mutation trugen,
weniger Apoptoseaktivitat zeigten. Dies weist darauf hin, dass pathogene mtDNA-
Mutationen in Tumoren nicht nur die OXPHOS deregulieren und zu erhdéhter ROS-

Produktion fihren sondern auch Apoptose verhindern kénnen.

In diversen Tumorentitaten konnten bereits somatische Mutationen der mitochondrialen
DNA nachgewiesen werden [45, 78-88]. Punktmutationen im Bereich des D-loops und
verschiedene Deletionen sowie Insertionen zeigten sich vor allem in kolorektalen und
Magenkarzinomen. Dabei fanden sich fir das kolorektale Karzinom spezifische
Mutationen, die jedoch allein zu keinem Funktionsverlust der betroffenen Mitochondrien

fuhren. Auslosend fiir veranderte zellulare ROS-Niveaus scheint vielmehr ein
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Zusammenspiel von gefundenen tumorspezifischen Mutationen mit natirlich

vorkommenden Polymorphismen der mtDNA zu sein [45].

Mutationen, die die kodierenden Bereiche der Atmungskettenuntereinheiten Ubichinon,
Cytochrom C-Oxidoreduktase und Cytochrom C-Oxidase betreffen, wurden vermehrt
mit hepatozellularen Karzinomen in Verbindung gebracht [89]. Ebenso konnten mtDNA-
Mutationen in Bronchialkarzinomen und Tumoren des Kopf-Hals-Bereiches detektiert
werden, die sich insbesondere in der D-loop-Region sowie den kodierenden Bereichen
fur die 16s rRNA und die NADH-Untereinheiten des Komplexes 1 der Atmungskette
finden. Diese Mutationen konnten ebenfalls in aus Urin, Speichel und Bronchiallavagen

isolierten Mitochondrien entsprechender Patienten nachgewiesen werden. [90, 91].

Wong et al. wiesen verschiedene Mutationen in Medulloblastomzellen nach, die auch in
den korrespondierenden Liquorproben gefunden werden konnten. Sechs von 15 Fallen
beherbergten mindestens eine mtDNA-Mutation. Sieben von acht Liquorproben
enthielten mutierte mtDNA. Patienten, deren Liquor nach Therapie frei von mtDNA
Mutationen war, bzw. solche, deren Liquor andere Mutationen als die im Primartumor
gefundene zeigte, erlitten kein Rezidiv, wahrend bei einem weiteren Patienten, in
dessen Liquor nach Therapie persistierende Mutationen gefunden wurden, ein
Tumorrezidiv auftrat [80]. Die im Liquor nachweisbaren Veranderungen in der
mitochondrialen DNA konnten also als Marker fur die Tumorprogression und die
Rezidivwahrscheinlichkeit genutzt werden. Die Arbeitsgruppe um Kirches et al. wies
hdhergradige Sequenzvariabilitaten in der D-loop-Region von Astrozytomen der WHO-
Grade Il und lll nach. Daruber hinaus konte sie zeigen, dass in diesen Tumoren die im
Vergleichsmateral vorhandene Heteroplasmie im D-loop fast ganzlich zugunsten einer
homoplasmischen Situation verloren gegangen war [92]. Die von der gleichen
Arbeitsgruppe erhobenen Daten an Glioblastoma multiforme legen nahe, dass in diesen
Tumoren Mechanismen, die zur Entstehung von mtDNA-Polymorphismen beitragen,
sehr aktiv sind und somit somatische Mutationen verursachen [93]. Somatische
Mutationen der mtDNA konnten auch in plexiformen und kutanen Neurofiboromen von
Patienten mit Neurofiboromatose Typ 1 (NF1) identifiziert werden. Dabei fiel auf, dass die
beim selben Patienten gefundenen Mutationen in Tumoren unterschiedlicher
Lokalisation identisch waren. Verglichen zum Normalgewebe wies das Tumorgewebe

dabei einen weitaus hoheren Anteil mutierterter mtDNA auf [94].
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Schematic presentation of Mitachondrial wild type genome
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b  Mitochondrial regions harboring common mutations in different cancer sites

Abb. 7: Mutationen der mtDNA: In vielen Tumorentitdten konnten Mutationen des mitochondrialen

Genoms nachgewiesen werden. Diese befinden sich in beinahe allen Regionen des mitochondrialen
Genoms. Ob aus dem Auftreten der Mutationen und der Tumorentwicklung eine Kausalitét abgeleitet
werden kann, ist nicht endgliltig geklart. (Abbildung aus: Mitochondrial DNA mutations in human

cancer, A Chatterjee, E Mambo and D Sidransky, Oncogene (2006) 25, 4663-4674)
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Tumorzellen werden als metabolisch aktive Zellen angesehen, deren Glykolyserate
erheblich gesteigert ist. Es ist also anzunehmen, dass die Effektivitat der OXPHOS in
Tumorzellen nicht ausreichend ist, um deren Energiebedarf zu decken. Ursachlich kann

hierbei eine eingeschrankte mitochondriale Funktionsfahigkeit sein.

In der Theorie des Alterns kdénnen Zusammenhange zwischen dem Auftreten von
Mutationen der mitochondrialen DNA und dem vermehrten Anfall von ROS hergestellt
werden. Die Einschrankung der mitochondrialen Funktionsfahigkeit hat also Einfluss auf

den fortschreitenden Verlust zellularer Funktionen und die Akkumulation von Defekten.

In der Karzinogenese sind veranderte Zellfunktionen von entscheidender Bedeutung.
Sowohl Verlust von Mechanismen als auch deren ungeordneter, unsteuerbarer Ablauf
sind Merkmale von Tumorzellen. Fur eine Beteiligung der Mitochondrien an der
komplexen Transformation einer gesunden Zelle zur Tumorzelle sprechen folgende
Punkte:

1. Mitochondrien kommt eine entscheidende Rolle in der Apoptose zu. Ein wichtiger
Schritt in der Reaktionskaskade der Apoptose ist die Permeabilitatserhohung der
mitochondrialen Membran durch Ausbildung einer Membranpore. Hierdurch
kommt es zum Abfall des mitochondrialen Membranpotentials und Auslésung der
irreversiblen Abbauvorgange. Die Zusammensetzung dieser Pore unterscheidet
sich bei normalen und malignen Zellen und kann somit die Schwelle zur
Auslosung der Apoptose verandern [95]. Veranderungen der Bereitschaft zur

Apoptose sind wichtige Eigenschaften von Tumorzellen.

2. Mitochondrien generieren das fur die Ausbildung des mitotischen
Spindelapparates notwendige ATP. Fur die genetische Stabilitat proliferierender
Zellen ist die prazise Verteilung der Chromosomen wahrend der Zellteilung sehr
wichtig. Dies gewahrleistet der Spindelapparat, dessen Funktionen in hohem
Male ATP-abhangig sind [96]. So wird ATP unter anderem flir den Aufbau von
Mikrotubuli [97] und flr den Antrieb von Motorproteinen bendtigt, die Richtung
und Geschwindigkeit der Chromosomenwanderung beeinflussen [98, 99]. Eine
verminderte ATP-Produktion als Folge einer durch mitochondriale Mutationen
gestorten Funktion der OXPHOS kann somit als Ursache flur fehlerhafte

Segregation der Chromosomen angesehen werden. Aneuploidie und
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ausgepragte chromosomale Deletionen wiederum sind Merkmale vieler

Tumorzellen [100].

. Mitochondrien sind entscheidend an der de-Novo-Pyrimidinsynthese beteiligt.
Das Enzym Dihydroorotat-Dehydrogenase (DHODH) fuhrt den vierten Schritt der
Pyrimidinsynthese aus. Es ist an der inneren Mitochondrienmembran verankert.
In seiner Funktion ist es von einer intakten Atmungskette abhangig [101]. Eine
Blockierung der Atmungskette fuhrt zu einer Verminderung der Konzentration an
Pyrimidinnukleotiden. Das daraus resultierende Nukleotidungleichgewicht konnte
die Replikation der nukledaren DNA behindern und gleichzeitig die Mutationsrate
erhohen [102].
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2 ZIELSETZUNG DER ARBEIT

Somatische Mutationen der mitochondrialen DNA konnten bereits in vielen
Tumorentitaten nachgewiesen werden. Fur die Gruppe der pilozytischen Astrozytome
liegt jedoch noch keine Mutationsanalyse des kompletten mitochondrialen Genoms vor.
Diese soll im Rahmen dieser Promotionsarbeit an einem Kollektiv von 19 Patienten mit
pilozytischem Astrozytom durchgefuhrt werden. Dazu wurde das mitochondriale Genom
der 19 Tumorproben vollstandig sequenziert und auf auftretende somatische
Mutationen hin untersucht. Zum Vergleich wurde die mtDNA aus Blutleukozyten

derselben Patienten ebenfalls sequenziert und auf Mutationen hin untersucht.

Da es sich bei den pilozytischen Astrozytomen um die haufigsten Hirntumoren im
Kindesalter handelt, liegt es nahe, diese Gruppe auch auf molekularbiologischer Ebene
charakterisieren zu wollen, um eine madglichst genaue Aussage Uber das
Tumorverhalten treffen und eine bessere Therapiestratifikation durchfuhren zu kénnen.
Ebenso konnten sich aus den Erkenntnissen Uber den Einfluss von Mitochondrien auf
die Tumorgenese neue Ansatzpunkte fur eine spezifische Therapie ergeben.
Mitochondrien befinden sich nicht unter der strengen Kontrolle des Zellzyklus und
stellen damit ein interessantes Ziel fur neue Ansatze in der antitumoralen Behandlung

dar.

Hieraus ergeben sich folgende Fragen:

1. Weisen pilozytische Astrozytome somatische Mutationen ihrer mitochondrialen DNA

auf?
1.1.Liegen diese Mutationen in hetero- oder homoplasmischer Form vor?
1.2.Sind die Mutationen spezifisch fur pilozytische Astrozytome?

1.3.Wie unterscheidet sich das Spektrum der gefundenen Mutationen von denen

anderer Tumorentitaten?
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2. Korrelieren die somatischen Mutationen in pilozytischen Astrozytomen mit

Lokalisation und progressionsfreiem Uberleben?

2.1.Sind bei unterschiedlicher Lokalisation auch unterschiedliche Mutationen

vorhanden?

2.2.Lassen die vorhandenen Mutationen Aussagen Uber das Ansprechen der

Tumoren auf Chemo- oder Radiotherapie zu?

2.3.Weisen progrediente Tumoren differente Mutationsmuster im Vergleich zu

denen nicht-progredienter Tumoren auf?
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3 MATERIAL UND METHODEN

3.1 Patientenkollektiv

Als Untersuchungsmaterial diente Tumorgewebe von 37 Patienten mit histologisch
gesichertem pilozytischen Astrozytom. Als Kontrollmaterial wurden Blutproben
derselben Patienten verwendet. Von ursprunglich 37 Patienten konnten insgesamt 19
Patienten in die kompletten Untersuchungen eingeschlossen werden. Die DNA der
ubrigen 18 Patienten konnte aufgrund mangelhafter DNA-Qualitdt oder
Amplifizierbarkeit in der Long Range-PCR nicht vollstandig sequenziert werden. 17 der
ausgewerteten Patienten waren zum Zeitpunkt der Diagnosestellung unter 18 Jahre alt,
zwei Patienten wurden trotz ihres hoheren Alters (37 bzw. 40 Jahre bei
Diagnosestellung) in die Untersuchungen mit eingeschlossen, um das Kollektiv auf
annahernd 20 Patienten zu erweitern. Entscheidend war hier die histologische
Diagnose eines pilozytischen Astrozytoms. Zehn Patienten waren mannlich, sieben
waren weiblichen Geschlechts. Bei zwei Patienten konnte hierzu keine Angabe
gemacht werden. Tumorlokalisation, erfolgte Therapie, ggf. Rezidivauftreten sowie
derzeitiger Status der Erkrankung sind in Abbildung 8 aufgeflhrt. Sieben Patienten
wurden an der Charité-Universitdtsmedizin Berlin behandelt. Diese Proben wurden
freundlicherweise von Herrn Prof. Dr. med. A. von Deimling zur Verfigung gestellt. Finf
Patientenproben entstammen der Tumordatenbank des Kompetenznetzes ,Padiatrische
Onkologie und Hamatologie®, sieben Proben stellte Herr Prof. Dr. med. T. Pietsch aus
der Tumordatenbank der Neuropathologie des Universitatsklinikums Bonn zur
Verfligung. Das Tumorgewebe wurde intraoperativ gewonnen, unmittelbar nach der
Operation schockgefroren und danach bei -80 °C gelagert. Die Blutproben wurden

intraoperativ oder zu einem spateren Zeitpunkt entnommen.
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Tab. 3: Klinische Informationen zu den Patienten

Patient. Geschlecht Alter bei Dg2 Tumorlokalisation Therapie Rezidiv derzeitiger klinischer Status
(Jahre)

1 m 11 Fossa posterior Totalresektion nein anhaltende Remission
2 m 7 Fossa posterior Totalresektion ja anhaltende Remission
3 f 14 Fossa posterior Totalresektion nein stable disease

4 f 8 Fossa posterior Totalresektion nein anhaltende Remission

Totalresektion/

5 f 3 Cerebellum, Vermis Chemotherapie nein anhaltende Remission
6 m 5 Fossa posterior Totalresektion nein anhaltende Remission
7 f n.k. n.b. n.b. n.b. n.b.

8 m 37 Lobus temporalis links n.b. n.b. n.b.

9 m 17 Cerebellum,li.Hemisphare n.b. n.b. n.b.

10 m 10 Cerebellum n.b. n.b. n.b.

11 f 40 Lobus temporalis rechts n.b. n.b. n.b.

12 n.b.” n.b. n.b. n.b. n.b. n.b.

13 n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b.

14 m 17 Lobus parietalis links n.b. n.b. n.b.

15 f 1.6 Vierter Ventrikel subtotale Resektion nein anhaltende Remission
16 m n.b. n.b. nein n.b.

17 m 6 Cerebellum, Vermis subtotale Resektion nein n.b.

18 m Cerebellum, Vermis Totalresektion nein anhaltende Remission
19 f 1.8 Cerebellum, Vermis Totalresektion nein anhaltende Remission

Dg: Diagnose, m: ménnlich, w: weiblich, n.b.: nicht bekannt

3.2 Molekularbiologische Methoden

3.2.1 DNA-Isolierung aus Tumorgewebe und Blutleukozyten

Die DNA-Extraktion aus dem Tumorgewebe wurde den Angaben des Herstellers
entsprechend mit dem Puregene DNA-Isolation Kit™ (Biozym Diagnostics GmbH,
Oldendorf, Deutschland) durchgefiihrt. Das gleiche Kit kam bei der Extraktion der DNA
aus den Blutleukozyten zum Einsatz. Diese Methode beruht auf einer modifizierten
Salzprazipitation und ermoglicht auch bei geringer Zellzahl eine optimale DNA-

Ausbeute.

Zur DNA-Isolierung aus Vollblut wurde 1 ml Vollblut mit 3 ml Erythrozytenlysepuffer
versetzt, gevortext und anschlieBend fur zehn Minuten bei 13.000 x g zentrifugiert.

AnschlieRend wurde der Uberstand mit einer Pipette abgezogen und das verbliebene
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Pellet mit 300 ul Lysepuffer vermischt. Zur Isolierung von DNA aus dem Tumorgewebe
wurden 5-10 mg homogenisiertes Gewebe mit 300 pl Lysepuffer und 1,5 pl Proteinase
K bis zu 24 Stunden bei 55 °C inkubiert, um den Zellverband zu zerstoren.
AnschlieRend erfolgte die Proteinausfallung durch Zugabe von 100 ul Protein-
Prazipitationslésung und nachfolgende Zentrifugation bei 13.000 x g fur zehn Minuten.
Nach der Zelllyse wurde die DNA durch Zugabe von 300 pyl 100 % Isopropanol,
vorsichtiges Invertieren und erneute Zentrifugation fur zehn Minuten bei 13.000 x g
ausgefallt. Es folgte ein Waschschritt mit 300 yl 70 % Ethanol zur Reinigung der
gewonnenen DNA von Verunreinigungen und Isopropanolresten. Die Proben wurden
mehrfach invertiert, der Uberstand vorsichtig mit einer Pipette abgezogen und die
Proben bei Raumtemperatur getrocknet. Das getrocknete DNA-Pellet wurde durch
Zugabe von 50 yl DNA-Hydrationslosung rehydriert. Fur die nachfolgende PCR wurde
die DNA mit Aqua dest. auf 15 ng/ul verdinnt und bei +4 °C gelagert. Mit dieser

Methode wurde sowohl mitochondriale als auch nukleare DNA isoliert.

Die Ausbeute und Reinheit der DNA wurden durch Bestimmung der optischen Dichte
(OD) mit einem Photometer (Eppendorf Biophotometer, Hamburg) bei einer
Wellenlange von 260 nm (Absorptionsmaximum der DNA) und 280 nm (Verunreinigung
durch Proteine oder aromatische Substanzen) beurteilt. Das Photometer berechnet aus

diesen Werten die Konzentration der DNA:
Verdinnungsfaktor x 50 ug/ml (1 OD von doppelstrangiger DNA)

= 50 pg/ml H,O) x OD der gemessenen Probe (ug/ml)

3.2.2 Long Range-PCR zur Amplifizierung des mitochondrialen Genoms
3.2.2.1 Beschreibung der Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die Polymerasekettenreaktion ist ein Verfahren zur kinstlichen Vervielfaltigung von
DNA-Abschnitten. Sie ahmt die in vivo Replikation der DNA nach. Mithilfe einer
Polymerase und eines 15-30 Basen umfassenden Oligonukleotids (Primer) sowie durch
Zugabe eines Gemischs von dNTPs (Desoxyribonukleotidtriphosphate) als Bausteine
der DNA-Synthese kdénnen gezielt spezifische Abschnitte eines DNA-Stranges in vitro
synthetisiert werden. Die Basenabfolge des Primers, die komplementar zum Anfang des

zu synthetisierenden DNA-Abschnitts sein muss, bestimmt dabei den Startpunkt der
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Neusynthese. Abhangig von der Wahl der Polymerase ist es moglich, Abschnitte mit

einer GrofRe von bis 20 kB zu amplifizieren.

Die PCR umfasst drei Reaktionsschritte, die sich nur in ihrer Reaktionstemperatur
unterscheiden. Zunachst wird die doppelstrangige DNA denaturiert, so dass sie als
Einzelstrang vorliegt. Im zweiten Schritt kommt es zur Bindung des Primers an den
DNA-Strang. Der letzte Reaktionsschritt umfasst die Neusynthese eines DNA-Stranges
durch die Polymerase. Ausgehend vom 3-Ende des Primers wird ein zum

Ursprungsstrang komplementares DNA-Molekul synthetisiert.

Durch mehrmaliges Wiederholen dieses Reaktionszyklus, in dem neben dem
Ursprungsstrang auch die neusynthetisierte DNA als Matrize dient, kommt es zur
exponentiellen Vermehrung des Ausgangssubstrats. Die Verwendung einer
hitzestabilen Polymerase (Tag Polymerase aus dem Bakterium Thermophilus
aquaticus) erlaubt eine automatisierte Durchfuhrung der Reaktionszyklen, da die
Polymerase nicht denaturiert und so nicht jedem Zyklus erneut hinzugefligt werden

muss.

Unter Verwendung dieser Methode wurde jede Tumorprobe sowie deren
korrespondierende Blutprobe amplifiziert. Die Verwendung spezieller
Polymerasengemische erlaubt eine Amplifikation groflerer DNA-Abschnitte (Long
range-PCR). Zur Anwendung kam das Long Template PCR System™ (Roche,
Mannheim, Deutschland), das die Amplifikation von Fragmenten bis zu einer Grof3e von
22 Kilobasen ermdoglicht. Das Reaktionskit enthalt neben der Tag-Polymerase noch
eine Tgo-Polymerase aus dem Bakterium Thermococcus gorgonarius, die mit einer
inharenten 3’-5’-Exonuklease ,proof-reading activity” besitzt und so die Fehlerquote
wahrend der Neusynthese grof3erer DNA-Abschnitten minimiert. Um Co-Amplifikationen
nuklearer Pseudogene auszuschliefen, wurde die mitochondriale DNA in drei
uberlappenden Fragmenten mit einer Gré3e von jeweils ca. 6,5 Kilobasen (6,0 Kb, 5,8
Kb und 7,9 Kb) amplifiziert. Durch die Auswahl der Primer konnte sichergestellt werden,

dass ausschlieRlich mitochondriale DNA amplifiziert wurde.
3.2.2.2 Primer

Die verwendeten Primer sind Teil eines von Wong et al. [103] etablierten Sets aus 32
Primerpaaren, das zusammen eine komplette Synthese der mitochondrialen DNA

ermdglicht. Angaben zur genauen Sequenz und Position der Primer finden sich in den
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folgenden Tabellen. Dabei gibt der Primername die genaue Position des Primers

bezogen auf die revidierte Cambridge-Referenzsequenz wieder.

Tab. 4 Vorwartsprimer

Genregion Primername/-position Sequenz

F mtF 467 5'-CCC ATACTACTAATC TCATC-3'
128 mtF 770 5'-CAA TGC AGC TCA AAA CGC-3'

\Y mtF 1351 5'-GCA AGA AAT GGG CTA CAT-3'
16s.1 mtF 1706 5'-CCA GAC AAC CTT AGC CAA-3'
16s.2 mtF 2361 5-GAA CTG ACA ATT AAC AGC-3'

L mtF 3085 5'-ATC CAG GTC GGT TTC TAT-3'
ND1 mtF 3679 5'-TCA AAC TAC GCC CTG ATC-3'
QM mtF 4013 5-CCC TCACCACTACAATCT T-3'
ND2.1 mtF 4444 5-ATG TTG GTT ATACCC TTC C-3'
ND2.2 mtF 4881 5'-CCC ATC TCA ATC ATATAC C-3'
WANCY mtF 5460 5'-GCC CTT ACC ACG CTACTC C-3'
COl.1 mtF 5960 5-CCT ATT ATT CGG CGC ATG-3'
COl.2 mtF 6606 5-TTC TGA TTT TTC GGT CAC C-3'
SD mtF 7234 5'-CCG ATG CAT AGA CCA CAT-3'

K mtF 7804 5-AGT CCT CAT CGC CCT CCC-3'
ATP6.1 mtF 8295 5-CAC TGT AAA GCT AAC TTA GC-3'
ATP6.2 mtF 8416 5'-CCT TAC ACT ATT CCT CAT C-3'
coll mtF 9104 5-TCACAATTC TAATTC TAC TGA C-3'
GR1 mtF 9827 5'-CGT CAT TAT TGG CTC AAC-3'
GR2 mtF 10126 5'-GAC TAC CAC AAC TCA ACG-3'
ND4.1 mtF 10551 5-TCC TCC CTA CTATGC CTA-3'
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ND4.2
HSL

ND5.1
ND5.2

NDG6

CYTB
TP
Dloop1
Dloop2

Dloop3

mtF 11091
mtF 11688
mtF 12239
mtF 12949
mtF 13695
mtF 14459
mtF 15119
mtF 15812
mtF 16100
mtF 16411

mtF 159

5'-CAG CCA CAG AAC TAATCAT-3'
5'-CCG GCG CAG TCATTC TCA-3'
5'-ACT CAT GCC TCC ATG TCT A-3'
5'-AAC GCT AAT CCA AGC CTC-3'
5'-CAT TAA ACG CCT GGC AGC-3'
5'-ATA GCC ATC GCT GTA GTA G-3'
5'-GCA ACAGCC TTC ATAGGC T-3
5'-GTA GCA TCC GTA CTA TAC-3'
5'-ATT ACT GCC AGC CAC CAT-3'
5'-CGT GAA ATC AAT ATC CGC-3'

5'-TAT CGC ACC TAC GTT CAA TA-3'

Tab. 5: Rickwartsprimer

Genregion Primername/-position Sequenz

F

12S

16s.1

16s.2

ND1
QM
ND2.1
ND2.2

WANCY

mtR 828

mtR 1424
mtR 1762
mtR 2454
mtR 3135
mtR 3758
mtR 4051

mtR 4508

mtR 4917-na

mtR 5539-na

mtR 6016

5-GTT AAG CAC TGC TGT TTC C-3'

5'- ATC CAC CTT CGA CCC TTA-3'

5-TAT CTATTG CGC CAG GTT-3'

5'-CCT TTC CTT ATG AGC ATG C-3'

5'-TGT CCT TTC GTA CAG GGA-3'

5'-AGT AGA ATG ATG GCCT AGG GTG AC-3'
5'-GTC ATATGT TGT TCC TAG G-3'

5'-GAT GGT AGA GTA GAT GAC G-3'

5'-GCT TAC GTT TAG TGA GGG A-3'

5-TTG AAG GCT CTT GGT CTG-3'

5'-CGA ATA AGG AGG CTT AGA G-3'
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COI.1
COlI.2

SD

ATPG6.1
ATP6.2
COlll
GR1
GR2
ND4.1
ND4.2
HSL
ND5.1
ND5.2

NDG6

CYTB
TP
Dloop1
Dloop2

Dloop3

mtR 6656
mtR 7282
mtR 7921
mtR 8380
mtR 8600
mtR 9169
mtR 9868
mtR 10286
mtR 10629
mtR 11150
mtR 11757
mtR 12360
mtR 13086
mtR 13738
mtR 14449
mtR 15185
mtR 15863
mtR 16133
mtR 16543
mtR 242

mtR 577

5'-GAA GCC TGG TAG GAT AAG-3'
5'-GAA TGA GCC TAC AGA TGA T-3'
5'-GAA GAT TAG TCC GCC GTA G-3'
5-ATT TAG TTG GGG CAT TTC ACT TTA-3'
5'-AGA ATG ATC AGT ACT GCG G-3'
5'-TGA AAA CGT AGG CTT GGA T-3'
5'-CGG ATG AAG CAG ATA GTG-3'
5-TGG TAG GGG TAA AAG GAG-3'
5'-GCA CAA TAT TGG CTA AGA G-3'
5'-CCA AGG TGG GGA TAA GTG-3'
5-TTT GAG TTT GCT AGG CAG A-3'
5'-GGT TAT AGT AGT GTG CAT G-3'
5'-TTC CTG CTA CAA CTA TAG TG-3'
5'-TGA GAA ATC CTG CGA ATA G-3'
5'-TAT TTA GGG GGA ATG ATG G-3'
5'-GGC GGA TAG TAAGTT TGT-3'
5-CAATTA GGG AGA TAG TTG G-3'
5'-GTA CCG TAC AAT ATT CAT G-3'
5'-CGT GTG GGC TAT TTA GGC-3'
5'-GTT ATT ATT ATG TCC TAC AAG C-3'

5'-AGG AGG TAA GCT ACA TAA AC-3'

Die Primer wurden nach eigenen Vorgaben von der Firma TIB Molbiol, Berlin

hergestellt.

46



MATERIAL UND METHODEN

Fir die Long Range-PCR wurden folgende drei Primerpaare ausgewahlt:

Tab. 6: Primerpaare der Long Range-PCR

Fragment/-groRe Primername Position Sequenz

1 (6 Kb) F mtF 467 5'-CCC ATA CTA CTAATC TCATC-
3'
WANCY mtR 6016  5-CGA ATA AGG AGG CTT AGA G-
3'
2 (5,8 Kb) ND2.1 mtF 4444  5'-ATG TTG GTT ATA CCC TTC C-
3'
GR1 mtR10286 5'-TGG TAG GGG TAA AAG GAG-3'
3 (7,9 Kb) caoll mtF 9104 5-TCA CAA TTC TAA TTC TAC
TGA C-3'
Dloop3 mtR 577 5'-AGG AGG TAA GCT ACA TAA
AC-3'

Durch gezielte Auswahl der Primer konnte sichergestellt werden, dass ausschlieRlich
mitochondriale DNA amplifiziert wurde. Kriterium zur Auswahl der Primerpaare war,
dass mittels BLAST-Search (Basic Local Alignment Search Tool) keine nuklearen
Entsprechungen der Primersequenzen gefunden werden konnten. Die ausgewahlten
Primerpaare fuhrten nach Anwendung an mitochondriendepletierten Zellen (p-0-Zellen)

zu keinen PCR-Amplifikaten, sind also mtDNA-spezifisch.
3.2.2.3 Bedingungen fur die Durchfihrung der Long Range-PCR

Der Reaktionsansatz enthielt 4 pl Proben-DNA (15 ng/ul), 0,5 ul Polymerase, je 1 ul des
Vorwarts- bzw. Ruckwartsprimers (10 mM), 3 ul Pufferldosung und 1 pyl dNTPs (enthielt
je 10 mM dATP, dCTP, dGTP und dTTP). Das Endvolumen von 30 ul pro

Reaktionsansatz wurde durch Zugabe von 19,5 ul Aqua dest. erreicht.

Die Amplifikation der grolRen Fragmente erfolgte nach initialer fanfminttiger
Denaturierung bei 94 °C in 30 Zyklen, die aus 15 Sekunden Denaturierung bei 94 °C,
30 Sekunden Primerhybridisierung bei 55 °C und sechs Minuten DNA-Polymerisation
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bei 68 °C bestanden. AbschlieBend folgten nochmals sieben Minuten DNA-
Polymerisation bei 68 °C. Die automatische Durchfuhrung der PCR-Zyklen erfolgte mit
Thermocyler PCR-Geraten.

Die nachfolgenden Tabellen geben einen Uberblick tiber den Reaktionsansatz der Long

Range-PCR sowie die Reaktionsbedingungen:

Tab. 7: Long Range-PCR Reaktionsansatz

DNA (15 ng/pl) 4 ul
dNTP(10 uM) 1,0 pl
Vorwartsprimer (10 uM) 1,0 ul
Ruckwartsprimer (10 yM) 1,0 ul
Puffer 3,0 pl
Polymerase 0,5 ul
Aqua dest 19,5 ul
Endvolumen 30 i

Tab. 8: Long Range-PCR Reaktionsbedingungen

Vordenaturieren 94 °C 2 min
Zyklen x 30

Denaturieren 94 °C 15s
Primerbindung (annealing) 55 °C 30s
Verlangerung (extension) 68 °C 6 min
Endverlangerung (final extension) 68 °C 7 min

- nach den Zyklen-
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3.2.3 Agarosegelelektrophorese der PCR-Produkte

Die Gelelektrophorese trennt Nukleinsauremolekule ihrer Grof3e nach auf. Das Gel
besteht aus Agarosepolymeren mit netzartiger Struktur, durch die die DNA ahnlich wie
durch ein Sieb wandert. Durch die Konzentration des Gels kann die GroRe der
Netzporen beeinflusst werden. Ein elektrisches Feld wird angelegt, um die negativ
geladenen DNA-Molekule durch die Gelmatrix zu ziehen. Dabei wandern kleinere DNA-
Molekule schneller als grofere. Bei einem Gemisch verschieden grof3er DNA-Proben
wird so eine Auftrennung der GroRe entsprechend ermdglicht. Durch Zusatz von
Ethidiumbromid, das mit der DNA interkaliert und sich unter UV-Licht blau
fluoreszierend darstellt, konnen die Nukleinsauren auf einem UV-Transilluminator
sichtbar gemacht werden. Die Darstellung der Long-Range PCR-Produkte erfolgte in

einem zweiprozentigen ethidiumbromidhaltigen Agarosegel.

Die Herstellung eines Agarosegels (2 %) wurde wie folgt durchgefuhrt: 2 g NuSieve
Agarose, 100 ml 1x TAE-Puffer und 4 pl Ethidiumbromid wurden unter Rihren erhitzt,
bis sich die Agarose vollstandig gelost hatte. Die Losung wurde unter Vermeidung von
Luftblasen in eine horizontale Gelkammer gegossen, ein Gelkamm wurde eingelegt.
Nach dem Erkalten der Lésung und Polymerisation des Gels konnte der Kamm entfernt
werden. 2 ul PCR-Produkt wurden mit 8 pl Ladepuffer gemischt und auf das Gel
aufgetragen. Zusatzlich wurde ein DNA-Langenstandard aufgetragen, der DNA-
Basenpaare definierter Lange enthalt und so eine Grolkenzuordnung der PCR-Produkte
erlaubt. Die Produkte wurden auf dem UV-Transilluminator bei 254 nm sichtbar

gemacht und fotografisch mit einer Polaroid-Kamera dokumentiert.
3.2.4 Aufreinigung der PCR-Produkte

Far eine erfolgreiche Sequenzierungsreaktion ist eine sorgfaltige Aufreinigung der PCR-
Produkte nétig. Eine mogliche Restaktivitat der DNA-Polymerase kann die Qualitat der
Amplifikate, die als Ausgangsprodukte fir die folgende Sequenzierung dienen,
beeinflussen. Die Sequenzierung selbst wird durch Primerreste oder Primerdimere

beeintrachtigt.

Die Long Range-PCR-Produkte wurden mithilfe des QIAquick™ PCR Purificaton Kits
(Qiagen, Hilden, Germany) aufgereinigt. Die Aufreinigung wurde gemal
Herstellerprotokoll durchgefuhrt. Die aufgereinigten PCR-Produkte dienten als

Ausgangsprodukte fur die nachfolgende Sequenzanalyse.
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3.2.5 Sequenzierung
3.2.5.1 Darstellung der Sequenzierung nach der Didesoxymethode

Die Sequenzierung mittels der Didesoxymethode (Kettenabbruchsynthese) nach
Sanger ermoglicht eine genaue Analyse der Basenabfolge von DNA-Abschnitten [104].
Ahnlich der PCR werden zunachst DNA-Abschnitte durch eine Polymerase gezielt
neusynthetisiert. Auch hier entscheidet die Wahl des Primers Uber den Startpunkt der
Neusynthese. Im Gegensatz zum Reaktionsansatz der PCR enthalt der
Sequenzieransatz die erforderlichen Nukleotidbausteine auch als
Didesoxynukleotidtriphosphate (ddNTPs). Werden diese in den neusynthetisierten
DNA-Strang eingebaut, ist eine weitere Verlangerung durch die Polymerase nicht mehr
maoglich, es kommt zum Strangabbruch. So entstehen unterschiedlich lange DNA-
Fragmente, die in der Folge kapillarelektrophoretisch aufgetrennt werden. Die ddNTPs
sind fluoreszenzfarbstoffmarkiert und werden wahrend der Elektrophorese durch einen
Laser angeregt. Am Ende eines jeden Kettenabbruchstranges kann so ein
Fluoreszenzsignal detektiert und grafisch dargestellt werden. Dieses Chromatogramm

gibt somit die direkte Abfolge der in der sequenzierten DNA enthaltenen Basen wieder.
3.2.5.2 Durchflhrung der Sequenzierungs-PCR

Fir die Sequenzierungs-PCR wurde das BigDye v3.1 Terminator Ready Reaction
Sequencing Kit™ (Applied Biosystems, Boston, USA) verwendet. Die Primer fur die
Sequenzierungs-PCR entstammten wiederum dem bereits oben genannten Primerset
von Wong et al. [103]. Die durch die Primer entstehenden Amplifikate variieren in der
Grolke zwischen 306 und 805 Basenpaaren (bp) mit einer Durchschnittslange von 594
bp und weisen Uberlappende Sequenzen von circa 70 bp an jedem Ende auf. Das
gesamte mitochondriale Genom einer jeden Tumorprobe sowie der korrespondierenden
Blutprobe wurde sowohl in 5'3-Richtung als auch in 3’5-Richtung sequenziert.

Insgesamt waren somit 64 Sequenzieransatze pro Probe erforderlich.

Der Reaktionsansatz der Sequenzierungs-PCR enthielt 2 pyl Template, 1,75 ul
Pufferlosung, 0,125 pl Primer (10 umol) sowie 0,5 ul BigDye v 3.1 Terminator Ready
Reaction Sequenziermix (ddNTPs sowie Polymerase). Zum Erreichen des

Reaktionsvolumens von 10 ul wurden 5,625 pl Aqua dest. je Ansatz hinzugegeben.

Die PCR-Zyklen wurden automatisiert in Thermocycler-Geraten durchgefuhrt. Die

Zyklen bestanden aus zehn Sekunden Denaturierung bei 96 °C, funf Sekunden
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Primerhybridisierung bei 55 °C und vier Minuten DNA-Polymerisation bei 60 °C.
Insgesamt wurden 32 Zyklen durchgefuhrt. Nachfolgende Tabellen stellen den

Reaktionsansatz der PCR sowie die Reaktionsbedingungen dar.

Tab. 9: Sequenzierungs-PCR Reaktionsansatz

Template (Long Range PCR-Produkt) 2 ul
Primer (10pumol) 0,125 ul
Puffer 1,75 ul
BigDye v3.1 Terminator Ready Reaction Sequenziermix 0,5 ul
Aqua dest. 5,625 i
Endvolumen 10 ul

Tab. 10: Sequenzierungs-PCR Reaktionsbedingungen

Zyklen x31

Denaturieren 96 °C 10s
Primerbindung (annealing) 55 °C 5s
Verlangerung (extension) 60 °C 4 min

3.2.5.3 Aufreinigung der PCR-Produkte

Die erforderliche Aufreinigung des Ansatzes vor der eigentlichen Sequenzierung wurde
mittels der Sephadex-Methode durchgeflhrt. Hierzu wurden 96-Loch-Platten mit
Sephadex™ G-50 Superfine (Amersham Pharmacia Biotechs, Freiburg, Deutschland)
und 300 ul Aqua dest. je Loch beflllt und zum Quellen des Tragermaterials fur drei
Stunden bei 4 °C inkubiert. Anschlieend wurde Uberschissiges Wasser durch
Zentrifugation (2000 rpm fur 3 Minuten) entfernt und der Sequenzieransatz auf die
Platten aufgebracht. Nach kurzer Inkubation wurden die Produkte durch erneute
Zentrifugation (2000 rpm fur 3 Minuten) eluiert. Nach der Aufreinigung wurde das

Sequenzier-PCR-Produkt  lyophilisiet und in 1,2 uyl Sequenzierladepuffer
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aufgenommen. Kurz vor dem Laden wurde es bei 92 °C denaturiert und dann auf Eis

gelagert.
3.2.5.4 Durchfuhrung der Sequenzierung, Auswertung der Sequenzen

Die Sequenzierung der Proben erfolgte automatisiert mit einem ABI prism 3730™
automated sequencer (Applied Biosystems Inc., Foster City, USA). Fir die Herstellung
eines Sequenziergels wurden folgende Substanzen bendtigt: 21 g Harnstoff, 8,4 ml
Acrylamid zur Sequenzierung (29:1), 6 ml 10x TBE, 20 ml H,O (bidestilliert). Die
Substanzen wurden bei maximal 50 °C gelést und anschlieend filtriert (Millex®-GS
0,22 pm). Mit 350 pl 10 % Ammoniumpersulfat und 15 yl TEMED wurde die
Polymerisation induziert, welche fir mindestens eine Stunde erfolgte. Als
Elektrophoresepuffer kam 1x TBE zum Einsatz. Vor dem Laden der Proben erfolgte im
Sequenzierer ein Vorlauf von einer Stunde, wahrend derer sich die Lauftemperatur von
50 °C einstellt. Die Einstellungen des automatischen Sequenzierers richten sich nach
dem Markierungsverfahren, dem Kamm im Gel, der Acrylamidmenge sowie der Lange
der Produkte. Der Sequenzierer fuhrt nach der Sequenzierung eine automatische
Analyse durch. Diese Analyse kann nach einer eigenen Korrektur des Gel-Files
wiederholt werden. Indem die vorderen und hinteren unlesbaren Bereiche der Sequenz
abgeschnitten werden, ist eine weitere Nachanalyse der Sequenzabfolgen und

Chromatogramme maoglich.

Die so erhaltenen DNA-Sequenzen aus Tumor- und Blutproben wurden mit dem
Softwareprogramm Lasergene™ (DNAStar, Madison, USA) ausgewertet und mit Hilfe
des BLAST-Programms mit der publizierten Cambridge-Referenzsequenz der
mitochondrialen DNA verglichen [105]. Sequenzabweichungen, die sowohl in Tumor-
als auch korrespondierender Blutprobe auftraten, werteten wir als Keimbahnmutationen.
Jede Mutation wurde daraufhin mit der unter www.mitomap.org abrufbaren Datenbank
mitochondrialer Sequenzen verglichen. Darlberhinaus wurden eine Internetsuche
(Schlusselworter: jeweilige Mutation und Mitochondrien und Mutationen) durchgefuhrt.
Mutationen, die so bereits aufgefuhrt waren, werteten wir als Polymorphismen, solche,
die keine Entsprechung fanden, als Neumutationen [106]. Sequenzveranderungen, die

sich nur in den Tumorproben fanden, fassten wir als somatische Mutationen auf.
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3.3 Material

3.3.1 Chemikalien

Tab. 11: Chemikalien

Acrylamid-/Bisacrylamid-

Stammldsungen

Ratiophorese® Acrylamid/Bis-40 (29:1)
Agarose

NuSieve®GTG Agarose

APS (Ammonium persulfate)
Borsaure

Bromphenolblau

EDTA (Ethylenediaminetetraacetic
acid)

Eisessig

Ethanol 100 %

Ethidiumbromid, reinst

Formamid

Harnstoff

Isopropanol

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe,

Deutschland

Biozym Diagnostics GmbH, H.Oldendorf,

Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,
Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,

Deutschland
Merck Eurolab GmbH Darmstadt, Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,

Deutschland

Merck Eurolab GmbH, Darmstadt,

Deutschland

Merck Eurolab GmbH, Darmstadt,

Deutschland

Merck Eurolab GmbH, Darmstadt,

Deutschland

Merck Eurolab GmbH, Darmstadt,
Deutschland

Merck Eurolab GmbH, Darmstadt,

Deutschland

Merck Eurolab GmbH, Darmstadt,
Deutschland
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Natriumhydroxid Platzchen

Saccharose

Sephadex® G 50 Superfine

TEMED (Tetramethylendiamin)

Trizma Base®

Water, Molecular Biology Grade

Wasser, HPLC gereinigt

Xylencyanol

Merck Eurolab GmbH, Darmstadt,

Deutschland

Merck Eurolab GmbH, Darmstadt,

Deutschland

Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg,

Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,

Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,

Deutschland
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Merck, Eurolab GmbH, Darmstadt,

Deutschland

Merck, Eurolab GmbH, Darmstadt,

Deutschland

3.3.2 Reagenziensysteme (Kits)

Tab. 12: Reagenziensysteme (Kits)

BigDye ™Terminator Perkin Elmer Life Sciences, Boston, USA

Long Template MPCR-System Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland

QIAquick™PCR Purificaton Kits  Qiagen, Hilden, Deutschland

3.3.3 Enzyme und Zelllinie

Tab. 13: Enzyme und Zelllinie

Proteinase K Qiagen, Hilden, Deutschland

p-0-Zellen A. Rétig, INSERM, Paris, Frankreich
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3.3.4 DNA-Praparationssystem

Tab. 14: DNA-Praparationssystem

Puregene DNA-Isolation Kit  Biozym Diagnostics GmbH, H. Oldendorf, Deutschland

3.3.5 DNA-Langenmarker/Desoxynukleotide

Tab. 15: DNA-Langenmarker, dNTPs

DNA-Langenmarker

100 bp Invitrogen™ Life Technologies, Karlsruhe, Deutschland
1000 bp Invitrogen™ Life Technologies, Karlsruhe, Deutschland
dNTP Set 100 mM Invitrogen™ Life Technologies, Karlsruhe, Deutschland

3.3.6 Lésungen

Tab. 16: Lé6sungen

EDTA 0,5M pH8 TAE 10x (Tris-Acetat)
EDTA 186,12 g Trizma® Base 242g (2 M)

pH 8 mit NaOH-Platzchen einstellen EDTA 0,5M (pH 8,0) 100 ml (0,05 M)
~20 g

Eisessig 57,1 ml (2 M)
H20 bidestilliert ad 11 1420, bidestilliert ad 1|
autoklavieren
Ladepuffer TBE 10x (Trisborat)
Bromphenolblau 0,25 % Trizma® Base 108 g (0,445 M)
Xylencyanol 0,25 % Borsaure 55 g (0,445 M)
Saccharose 40 % (w/v) EDTA 0,5M (pH 8,0) 40 ml (0,01 M)
Lagerung bei 4 °C H20, bidestilliert ad 11
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Sequenzierladepuffer
Formamid

EDTA (pH 8,0) 0,25 mM
mit Blue Dextran 50 mg/ml
A und B im Verhaltnis 5:1

Lagerung bei -20 °C

3.3.7 Primer

Tab. 17: Primer

Primer

TIB Molbiol, Berlin, Deutschland

3.3.8 Filmmaterial

Tab. 18: Filmmaterial

Land Pack Filme Typ 667 (36 DIN)

Polaroid, Offenbach/Main, Deutschland

3.3.9 Software und Webseiten zur Auswertung

Tab. 19: Software und Webseiten

Gemini™ v4.1

Sequencing Analysis™ Software v5.2
KB™ Basecaller Software v1.2
SegMan, Lasergene™ v7

BLAST

MitoAnalyzer

Mitomap

Tecan Deutschland GmbH, Crailsheim
Applied Biosystems, Foster City, USA
Applied Biosystems, Foster City, USA
DNAStar Inc., Madison, USA
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST

National Institute of Standards and
Technology, Gaithersburg, MD, USA

http://www.mitomap.org
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3.3.10 Gerate

Tab. 20: Gerate

Elektrophoresekammer
Agarosegel
Heizplatte und Magnetriihrer

Heizplatte-Magnetrihrer RCT

Kamera

CU-5 Nahaufnahmen-Kamera
Mikrowelle

Mikrowelle MW706
pH-Meter

pH-Meter, pH-330 Set 1
Photometer

Biophotometer
Pipettierroboter

Genesis RSP™ 100 und 150
Sequenzierungsgerét

ABI PRISM 3730™ DNA Analyzer
Spannungsquelle

Power PAC 3000
Thermocycler

GeneAmp® PCR System 9700
Vortex

VF2

Biometra, Gottingen, Deutschland

Janke&Kunkel GmbH&CoKG, IKA Labortechnik,
Staufen, Deutschland

Polaroid, Offenbach/Main, Deutschland

CLATronic, Kempen, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Eppendorf GmbH, Hamburg, Deutschland

Tecan GmbH, Crailsheim, Deutschland

Applied Biosystems, Foster City, USA

Bio-Rad Laboratories, Gottingen, Deutschland

Perkin EImer™ Life Sciences, Foster City, USA

Janke&Kunkel GmbH&CoKG, JKA Labortechnik

Staufen, Deutschland
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Waage
Scaltec, SBA/SBC Scaltec Instruments GmbH, Heiligenstadt,
Deutschland
Thermomixer
Thermomixer comfort Eppendorf GmbH, Hamburg, Deutschland
Zentrifugen
Biofuge Eppendorf GmbH, Hamburg, Deutschland
Labofuge 400 Heraeus Instruments, Berlin, Deutschland
Labofuge 400R Heraeus Instruments, Berlin, Deutschland
Megafuge 1.0 Heraeus Instruments, Berlin, Deutschland
Vakuumzentrifuge, VR-I Heto Hetovac, Centrivac, Scandinavia
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4 ERGEBNISSE

Das gesamte mitochondriale Genom jeder Tumorprobe und der korrespondierenden
Blutprobe wurde in 32 Fragmenten sequenziert. Die jeweiligen Fragmente wurden
sowohl vom 5’- zum 3’-Ende des schweren Stranges (,vorwarts®) als auch vom 5’- zum
3-Ende des komplementaren leichten Stranges (,ruckwarts“) sequenziert. Als
Standard-Normalsequenz wurde die Uberarbeitete Cambridge-Sequenz von Andrews et

al. [38] verwendet.

Sequenzabweichungen, die sowohl in Tumor- als auch korrespondierender Blutprobe
auftraten, wurden als Keimbahnmutationen gewertet. Jede dieser Mutationen wurde
daraufhin mit der unter Mitomap abrufbaren Datenbank mitochondrialer Sequenzen
verglichen. Des Weiteren wurde unter Verwendung der Schlusselworter ,,given mutation
AND mitochondrium AND mutation® mithilfe konventioneller Internetsuchmaschinen
(Google) nach Entsprechungen gesucht. Mutationen, die so bereits aufgefuhrt waren,
wurden als Polymorphismen gewertet, solche, die keine Entsprechung fanden, als

Neumutationen.

Sequenzveranderungen, die sich nur in den Tumorproben fanden, nicht jedoch in den
Blutproben, wurden als somatische Mutationen aufgefasst. Nur Sequenzabweichungen,
die sowohl in der Vorwarts- als auch in der Ruckwartssequenzierung bzw. wiederholt in
den Uberlappenden Sequenzen angrenzender Fragmente nachgewiesen werden

konnten, wurden in die Auswertungen mit eingeschlossen.

4.1 Somatische Mutationen

In den 19 untersuchten Tumorproben konnten insgesamt 34 somatische Mutationen der
MtDNA detektiert werden. 16 der 19 Tumoren (84 %) wiesen somatische Mutationen
auf. Hierbei reichte deren Anzahl von einer bis sieben pro Patient. 31 Mutationen traten

in homoplasmischer, drei in heteroplasmischer Form auf. 30 Mutationen flhrten zum
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Austausch einzelner Basen. Vier Mutationen waren Insertionen in der np 303-315 Poly-
C-Region der D-loop-Region. Insgesamt 17 (50 %) Mutationen fanden sich in Regionen,
die Proteine der Atmungskette kodieren, zwodlf (35 %) in der D-loop-Region des
Genoms. Vier Mutationen (12 %) lagen in mitochondriale Ribosomen betreffenden
DNA-Bereichen, eine (3 %) in tRNAs kodierenden Abschnitten. Drei Mutationen fihrten
zu einem Aminosaureaustausch: M60V in der Untereinheit 6 der ATP-Synthase, L236I
im Cytochrom B und L112M in der Untereinheit 1 der Cytochrome C Oxidase. Diese
Mutationen lagen alle in Regionen, die Proteine der oxidativen Phosphorylierung
kodieren. Die Ubrigen Mutationen waren stumm. Insgesamt sieben Mutationen wurden
bisher nicht beschrieben, hierunter fallen auch die zu einem Aminosaureaustausch
fihrenden Mutationen. Aus Griinden der Ubersichtlichkeit erfolgt im Weiteren nur in

diesen Fallen eine Darstellung der jeweiligen Chromatogramme.

Das folgende Diagramm gibt einen Uberblick Uber die Verteilung der gefundenen

Mutationen:

Verteilung somatischer Mutationen

Anzahl

O Mutationen

R \go \gt N SV N N\ L) © N\ > % i ) © > )
& § f S ® o Q'b%@ oo\ x & &
A
-
Genregionen

Abb. 8: Verteilung der somatischen Mutationen: Deutlich wird die Hadufung von Mutationen im als ,hot
spot“ bekannten D-loop. Allein 12 Mutationen wurden dort detektiert, in den Bereichen ND2, COIl, APT8
und COlll traten keine somatischen Mutationen auf.
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4.1.1 Somatische Mutationen in der D-loop-Region

Insgesamt zwolf Mutationen traten im Bereich des D-loops auf. Dieser Bereich der
mitochondrialen DNA umfasst die Nukleotidpositionen 16024-576 und kodiert keine
Gene. Anders als in den Ubrigen Regionen der mtDNA, in denen Mutationen oft deletar
wirken und damit ihre Weitergabe limitiert ist, kdonnen hier Mutationen akkumulieren. Im
Bereich des D-loops befinden sich die Promotoren der mitochondrialen Translation. Die
Replikation der mtDNA nimmt ihren Ursprung im D-loop. Beide Strange der mtDNA
werden komplett durch die im D-loop befindlichen Promotoren transkribiert. Zusatzlich
enthalt der D-loop zwei kleine Abschnitte, die als hypervariable Regionen | und Il (HVI
und HVII) bezeichnet werden. Die Mutationsrate in diesen Bereichen ist noch hoher als
im Ubrigen D-loop und kann innerhalb der HV variieren [107]. Wegen ihrer hohen
Mutationsrate und fehlender kodierender oder regulatorischer Sequenzen eignen sich
die hypervariablen Regionen mit ihrer grolen Bandbreite mutmalllich genetisch

neutraler Variationen insbesondere fir phylogenetische Untersuchungen.

Alle im D-loop gefundenen somatischen Mutationen traten in homoplasmischer Form
auf und sind als Mutationen und/oder als Polymorphismen der mtDNA vorbeschrieben.
Sie sind als stumme Mutationen ohne direkte pathologische Signifikanz zu werten, da
sie sich in nichtkodierenden Abschnitten der mtDNA befinden und auch die
Replikationsurspringe der mtDNA nicht betreffen. Sie deuten aber auf eine hohere
genetische Instabilitat in diesen Genregionen hin. Insgesamt konnten 12 Mutationen in
diesem Bereich detektiert werden. In der nachfolgenden Tabelle sind diese Mutationen

aufgefihrt:

Tab. 21: Somatische Mutationen im D-loop

Pat. Nr. Position Genregion Mutation homo-/ Aminosaure vorbeschrieben

heteroplasmisch

1 311 HVII Ins C homo-homo noncod ja
1 514 CA-Rep Ins C homo-homo noncod ja
2 264 HVII Trans T->C homo-homo noncod ja
2 514 CA-Rep Ins C/A homo-homo noncod ja
2 16325 HVI Trans T->C homo-homo noncod ja

61



ERGEBNISSE

3 228 kons.Block Trans G»A homo-homo noncod ja
5 16086 HVI Trans T->C homo-homo noncod ja
5 16294 HVI Trans C—»T homo-homo noncod ja
6 311 HVII Ins C homo-homo noncod ja
15 303 HVII Ins C homo-homo noncod ja
15 16368 HVI Trans T-C  homo-homo noncod ja
18 16129 HVI Trans G-A homo-homo noncod ja

Ins: Insertion, Trans: Transition, homo: homoplasmisch, noncod: nichtkodierende Region, HVI:

hypervariable Region I, HVII: hypervariable Region Il, CA Rep: CA-Repeat Region, kons Block:

konservierter Block

4 1.2 Somatische Mutationen im Bereich der ribosomalen RNA

Im mitochondrialen Genom wird die ribosomale RNA in zwei Abschnitten kodiert. Die
Nukleotidpositionen 648-1601
Untereinheit der rRNA, die Positionen 1671-3228 kodieren die 16S Untereinheit. In den

untersuchten Tumorproben fanden sich vier somatische Mutationen in diesen

enthalten Informationen zum Aufbau der 12S-

Bereichen. Diese sind in der nachfolgenden Tabelle dargestellt:

Tab. 22: Somatische Mutationen in den Regionen RNR 1 und RNR 2

Pat. Nr. Position Genregion Mutation homo-/ Aminosaure vorbeschrieben
heteroplasmisch

1 827 RNR1 Trans A—G  homo-homo noncod ja

3 1559 RNR1 Trans G>A  homo-hetero noncod nein

9 2416 RNR2 Trans T->C  homo-homo noncod ja

13 2706 RNR2 Trans A—G  homo-homo noncod ja

Trans: Transition, homo: homoplasmisch, hetero: heteroplasmisch, noncod: nichtkodierender

Genabschnitt

Patient Nr. 3: Hier konnte eine heteroplasmische Mutation im Genlokus RNR2

nachgewiesen werden. An Nukleotidposition 1559 fand sich eine Transition G—A.

Diese Mutation wurde, da sich keine Entsprechung fand, als Neumutation gewertet.
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Chromatogramme von Sequenzen, die mit Hilfe von

Dargestellt sind zwei
In beiden Fallen zeigt sich die

unterschiedlichen Primern gewonnen wurden.
heteroplasmische Mutation, so dass eine falschliche Interpretation von so genanntem

.Hintergrundrauschen® (fehlerhafte Deutung von Verunreinigungen als Basenpeaks

durch den Sequenzierer) unwahrscheinlich ist.

N
G
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Abb. 9: Patient Nr. 3, np 1559 (Primer mtF 12S): Heteroplasmische Transition G—A (Primer: mtF 12S).
Neben dem schwarzen Peak der urspriinglichen Base Guanin ist auch der schwarze Peak der durch die

Mutation bedingten Base Adenin sichtbar. Die Sequenz zeigt sonst kein Hintergrundrauschen.

W
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L

Abb. 10: Patient Nr. 3, np 1559 (Primer mtF V): Die heteroplasmische Transition G—A kommt auch in

der Vergleichssequenz mit dem gegenléufigen Primer zur Darstellung.
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4.1.3 Somatische Mutationen im Bereich der NADH-Dehydrogenase

Die NADH-Dehydrogenase, auch Komplex | der Atmungskette genannt, katalysiert die
Oxidation von NADH zu NAD" gekoppelt an die Reduktion von Coenzym Q und den
Transport von Protonen. Sie setzt sich aus circa 46 Untereinheiten zusammen, von
denen sieben in der mitochondrialen DNA kodiert sind. Von den 19 untersuchten
Patienten wiesen acht je eine somatische Mutation in diesen Bereichen auf. Dabei
konzentrierten sich die Mutationen auf die Genregionen ND1, 3, 4 und 5 (Tab. 23). Bei
diesen Mutationen handelt es sich ausnahmslos um Transitionen ohne Auswirkungen

auf die kodierten Aminosauren.

Tab. 23: Somatische Mutationen in den Genregionen ND 1-5

Pat. Nr. Position Genregion Mutation homo-/ Aminosaure vorbeschrieben
heteroplasmisch

1 11251 ND4 Trans A—G  homo-homo Leu ja

2 11719 ND4 Trans G-A  homo-homo Gly ja

5 14133 ND5 Trans A->G  homo-hetero Leu ja

7 12130 ND4 Trans T-C  homo-homo Phe nein

11 10115 ND3 Trans T-C  homo-homo lle ja

12 10873 ND4 Trans T-C  homo-homo Pro ja

14 12372 ND5 Trans G-A  homo-homo Leu ja

15 3480 ND1 Trans A—>G  homo-homo Lys ja

Trans: Transition, homo: homoplasmisch

Patient Nr. 7: Im Bereich ND 4 konnte in der Tumorprobe dieses Patienten eine

homoplasmische Transition T—C an Position 12130 detektiert werden (Abb. 10). Diese
Mutation fihrt zu keiner Anderung der Aminosaure Phenylalanin. Sie wurde bisher nicht

beschrieben.
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Abb. 11: Patient Nr 7, np 12130: Bisher nicht beschriebene homoplasmische Transition T—C. Deutlich

zeigt das Signal einen Cytosinpeak, die dariiber abgebildete Referenzsequenz fordert an dieser Stelle ein

Thymin.

4.1.4 Somatische Mutationen im Bereich der Cytochrom C-Oxidase

Die Cytochrom C-Oxidase, auch Komplex IV der Atmungskette genannt, stellt den
terminalen Elektronenakzeptor der oxidativen Phosphorylierung dar. Sie katalysiert die
Reduktion von Sauerstoff zu Wasser und vermittelt den Protonentransport Uber die
mitochondriale Membran. Die Cytochrom-C-Oxidase besteht aus 13 Untereinheiten,

von denen die Untereinheiten I-1ll mitochondrial kodiert werden.

Im hier untersuchten Material konnten vier Mutationen der Untereinheit | (CO 1)
detektiert werden (Tab. 24), die Ubrigen Untereinheiten des Enzymkomplexes zeigten

keine Auffalligkeiten.

Tab. 24: Somatische Mutationen im Bereich der COI

Pat. Nr. Position Genregion Mutation homo-/ Aminosaure vorbeschrieben

heteroplasmisch

5 6851 COl Trans C—T homo-homo Thr nein
10 5915 COl Trans C—T homo-homo Asp ja
10 6671 COl Trans T—C homo-homo His ja
16 6237 COl Transv C—A  homo-homo Leu—Met nein

Trans: Transition, Transv: Transversion, homo: homoplasmisch
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Patient Nr. 5: An Position 6851 zeigte dieser Patient eine homoplasmische Transition

C—T (Abb. 11). Diese Mutation bleibt ohne Einfluss auf die kodierte Aminosaure
Threonin, da sowohl das originare Basentriplet ACC als auch das durch die Transition
entstandene Triplet ACT die Aminosaure kodieren. Sie ist jedoch bisher nicht

beschrieben worden.

E842T A T CC C CACCGG6CGTCARMAGTATTTa AGICT GEET
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Abb. 12: Patient Nr. 5, np 6851: Homoplasmische Transition C—T, deutlicher Thyminpeak anstelle des
zu erwartenden Cytosinpeaks. Die Mutation ist bisher nicht beschrieben worden.

Patient Nr. 16: Im Tumorgewebe dieses Patienten fand sich eine bisher nicht

beschriebene homoplasmische Transversion C—A an der Nukleotidposition 6237. Die
Mutation betrifft die 112. Aminosaure von insgesamt 514 Aminosauren, aus denen die

Untereinheit | aufgebaut ist. Sie befindet sich im ersten Basenpaar des Codons.
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Abb. 13: Patient Nr. 16, np 6237: Homoplasmische Transversion C —A mit konsekutiver Anderung der

kodierten Aminoséure Leucin zu Methionin. Diese Mutation ist bisher nicht beschrieben worden.

Diese Mutation fihrt zu einer Anderung der kodierten Aminoséure Leucin zu Methionin.
Leucin an Position 112 ist eine in der Evolution stark konservierte Aminosaure, die sich

sowohl bei Vertebraten als auch bei Nonvertebraten findet (Abb 13).
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In ihren strukturellen Eigenschaften sind sich Leucin und Methionin jedoch sehr ahnlich.
Beide gehoren zu den unpolaren Aminosauren und besitzen das gleiche van-der-
Waals-Volumen (124).

Tab. 25: Interspeziesvergleich im Genlokus COl, Aminosdurenpositionen 102-123

Pat. 16 102 FWLLPPSLLLMLASAMVE AGAG 123
Mensch 102 FWLLPPSLLLLLASAMVE AGAG 123
Schimpanse 102 FWLLPPSLLLLLASAMVE AGAG 123
Hund 102 FWLLPPSFLLLLASSMVE AGAG 123
Maus 102 FWLLPPSFLLLLASSMVE AGAG 123
Huhn 103 FWLLPPSFLLLLASSTVWAGAG G 124
Zebrafisch 102 FWLLPPSFLLLLASSGVEAGAG 123
Fruchtfliege 10 FWLLPPALSLLLVSSMVENGAG 121
Hefe M3 FWVLPMGLVCL VTS STLVE SGAG 124

In diesem Aminoséurevergleich wird deutlich, wie stark Leucin an der Position 112 konserviert ist. Sowohl
bei Vertebraten als auch bei Nonvertebraten, sogar bei der Bédckerhefe ist an dieser Stelle Leucin

vorhanden.

4.1.5 Somatische Mutationen im Bereich der ATP-Synthase

Die ATP-Synthase bildet den Komplex V der Atmungskette. Sie nutzt den wahrend der
Reaktionen der oxidativen Phosphorylierung aufgebauten Protonengradienten zur
Synthese von ATP aus ADP und anorganischem Phosphat. Die ATP-Synthase setzt
sich aus dem hydrophilen Komplex F4, der die eigentliche Synthese des ATP bewirkt,
und dem hydrophoben Komplex Fo, der einen transmembrandsen Protonenkanal bildet,
zusammen. Insgesamt besteht die ATP-Synthase aus 20 Untereinheiten, davon sind

die Untereinheiten 6 und 8 des Komplexes Fy mitochondrial kodiert.

Im vorliegenden Untersuchungsmaterial konnten vier Mutationen in der Genregion

ATPG6 detektiert werden, tiber die die folgende Tabelle eine Ubersicht gibt:
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Tab. 26: Somatische Mutationen im Bereich ATP6

Pat. Nr. Position Genregion Mutation homo-/ Aminosaure vorbeschrieben
heteroplasmisch

2 8610 ATP6 Trans T->C homo-homo Pro ja

2 8614 ATP6 Trans T->C homo-homo Leu ja

2 8704 ATPG6 Trans A—G homo-homo Met—Val nein

5 8697 ATP6 Trans G—-A homo-homo Met ja

Trans: Transition, homo: homoplasmisch

Patient Nr. 2: Drei der vier detektierten Mutationen fanden sich im Tumormaterial dieses
Patienten. Alle Mutationen waren homoplasmische Transitionen, in einem Fall kam es
zu einer Aminosaurenanderung. An Position 8610 fand sich eine Transition T—C, die
kodierte Aminosaure Prolin war dadurch nicht betroffen. Nur vier Nukleotidpositionen
weiter fand sich an Position 8614 eine weitere Transition T—C, die ebenfalls keine
Aminosaurenanderung bedingt. Eine dritte Transition, hier jedoch A—G, zeigte sich an
Position 8704.
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Abb. 14: Patient Nr. 2, np 8704: Bisher nicht beschriebene homoplasmische Transition A—G

Diese Mutation fiihrt zu einer Anderung der kodierten Aminosauren von Methionin zu
Valin. Sie ist bisher nicht beschrieben worden. Die Mutation findet sich in der 60.
Aminosaure von 227 Aminosauren, aus denen sich die Untereinheit 6 zusammensetzt.
Sie betrifft die erste Base des Codons. Der Interspeziesvergleich zeigt, dass Methionin

an dieser Stelle wenig konserviert ist (Tab.28). Lediglich der Schimpanse besitzt an
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dieser Position die gleiche Aminosaure. Schon bei Hund und Maus steht dort die

unpolare Aminosaure Isoleucin.

Tab. 27: Interspeziesvergleich im Bereich ATP6, Aminoséaurepositionen 50-70

Pat. 2 501 KLTSKQMMAVHNTKG- -- - RTWSLT70
Mensch 501 KLTSKQMMAMHNTIKG- -- - RTWSLT70
Schimpanse 50 | Q L TS KQMMTMHSTIKG- -- - RTWSL 50
Hund 501 QL TSKQMLAI HNQKG- -- - RTWALTO
Maus 50vVKLI I KQMMLI HTPKG- -- - RTWTL 50
Huhn 49 THLI TKQL MTPLNKAG--- - HKWAL 69
Zebrafisch 51 TG R FTNQL MTPLNFSG- -- - HKWAL 71
Fruchtfiege 50 L L T LHKE F K TL LGPSG- -- - HNGSTT0
Hefe 81 SQEAI YDTI MNMTKGQIGGKNWGL 9

Die 60. Aminoséure ist im evolutiondren Verlauf wenig konserviert. Nur Mensch, Schimpanse und

Béckerhefe zeigen an dieser Position Methionin.

Sowohl Methionin als auch Valin gehéren zu den unpolaren Aminosauren. Methionin

besitzt ein van-der-Waals-Volumen von 124, Valin eines von 105.

4.1.6 Somatische Mutationen im Bereich des Cytochrom B

Cytochrom B ist eine von drei katalytischen Untereinheiten der Cytochrom C-
Oxidoreduktase, dem Komplex Ill der Atmungskette. Die anderen katalytischen
Bestandteile des Komplex Il sind Cytochrom C sowie ein Eisen-Schwefel-Protein.
Komplex Il katalysiert die Oxidation von Ubichinol (Coenzym Q) und Reduktion von
Cytochrom C mit Transport von zwei Protonen vom Matrix- in den Intermembranraum
des Mitochondriums. Cytochrom B spielt hier eine wichtige Rolle beim

Elektronentransport entlang der Atmungskette.

In den untersuchten Tumorproben fand sich eine somatische Mutation in dieser

Genregion.
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Tab. 28: Somatische Mutationen im Bereich CYTB

Pat. Nr. Position Genregion Mutation homo-/ Aminosaure vorbeschrieben

heteroplasmisch

5 15452 CYTB Transv C—»A  homo-homo Leu—lle ja

Transv: Transversion, homo: homoplasmisch

An Position 15452 konnte bei Patient 5 eine homoplasmische Transversion C—A

detektiert werden.
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Abb. 15: Patient Nr. 5, np 15452: Homoplasmische Transversion C—A, die eine Anderung der kodierten

Aminoséure Leucin zu Isoleucin bewirkt.

Tab. 29: Interspeziesvergleich im Bereich CYTB, Aminoséaurepositionen 226-246

Pat. 5 226 | K DAL GLLLFI L SLMTLTTLTF S 246
Mensch 226 | K DAL GLULLF UL LSLMTLTTLTF S 246
Schimpanse 226 | K D1 L GL FLFL LI L MTULTTLF S 246
Hund 226 | K DI L GALLL L LI L MSLVLTF S 246
Maus 226 | KDI L GI LI MF LI LMTULVLTFF 246
Huhn 27 F KDI LGLTLML TPFLTLALTF S 247
Zebrafisch 26 N K DL L GF VI ML FSL S LLALTF S 246
Fruchtfliege 227 F KDI VGFI VMI FI LI SL VLI S 247
Hefe 27 F KDLVTVFLFMLI LALTFVFY S 247

Leucin an Position 236 ist wenig konserviert. Bereits bei der Maus steht an dieser Stelle Phenylalanin.
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Diese Transversion bewirkt eine Anderung der kodierten Aminoséaure Leucin zu
Isoleucin. Diese Mutation betrifft das erste Basenpaar des Triplets und befindet sich im
236. von insgesamt 379 Codons des Gens. Die Mutation befindet sich in der
Transmembrandomane des Cytochrom B. Diese Genregion ist im Interspeziesvergleich

wenig konserviert, eine Anderung von Aminosduren dieser Region ist demnach

wahrscheinlich ohne pathologische Relevanz.

4 1.7 Somatische Mutationen der tRNA

Im mitochondrialen Genom sind 22 tRNAs kodiert. Mutationen in den tRNAs wurden
verschiedentlich mit mitochondrialen Erkrankungen in Verbindung gebracht. Ein Patient

wies eine somatische Mutation in diesen Genregionen auf.
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Abb. 16: Kleeblattstruktur der tRNA fiir Aspartat: Ebenfalls in dieser Abbildung dargestellt sind die
Genloci, an denen bereits Mutationen der mtDNA detektiert werden konnten, so auch an np 7585, der

letzten Basenposition der tRNA, an der sich die in dieser Arbeit detektierte Mutation befindet.
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Tab. 30: Somatische Mutationen im Bereich der tRNA

Pat. Nr. Position Genregion Mutation homo-/ Aminosaure vorbeschrieben

heteroplasmisch

4 7585 TD Trans A—G homo-hetero noncod nein

Trans: Transition, homo: homoplasmisch, hetero: heteoplasmisch, noncod: nichtkodierende Genregion

Im Tumorgewebe dieses Patienten konnte eine heteroplasmische Transition A—G
(Abb. 16) im Gen der tRNA fur Aspartat (Abb. 17) nachgewiesen werden. Diese
Mutation befindet sich an der Nukleotidposition 7585. Sie betrifft das letzte Basenpaar

des Gens.
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Abb. 17: Patient Nr 4, np 7585: Heteroplasmische Transition A —G. Deutlich sieht man den zweiten

Peak des Guanins unter dem griinen Adenin-Peak, der an dieser Stelle der Referenzsequenz entspricht.

4.2 Keimbahnmutationen

Als Keimbahnmutationen wurden solche Abweichungen von der Referenzsequenz

gewertet, die sowohl in den Tumor- als auch in den Blutproben auftraten.

In den untersuchten Proben trat eine Vielzahl von Keimbahnmutationen auf. Insgesamt
konnten 268 Mutationen detektiert werden. Hierbei handelt es sich um 46 distinkte
Mutationen. Die Hochstzahl der bei einem Patienten gefundenen Keimbahnmutationen
betrug 27. Durchschnittlich fanden sich pro Patient 14 Abweichungen der mtDNA von

der Referenzsequenz. In der Mehrzahl handelte es sich dabei um bereits beschriebene
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Polymorphismen oder bekannte stumme Mutationen. Alle Keimbahnmutationen traten
in homoplasmischer Form auf. 108 befanden sich in der D-loop-Region, 33 in
Genabschnitten, die die mitochondrialen Ribosomen kodieren, sechs in tRNA

kodierenden Bereichen und 121 in Genregionen der mitochondrialen Atmungskette.

Alle Mutationen, die zu einem Aminosaureaustausch flhrten, lagen im Bereich der die
Proteine der Atmungskette kodierenden Genregionen. Die nachfolgende Abbildung gibt
einen Uberblick Uber die Verteilung der Keimbahnmutationen (Abb. 18). Insgesamt 21
Mutationen wurden, da sich hier keine Entsprechungen in den Datenbanken fanden, als
Neumutationen auf Keimbahnebene gewertet. Drei dieser Mutationen bedingten eine

Anderung der kodierten Aminosauren.

Verteilung Keimbahnmutationen
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Abb. 18: Verteilung der Keimbahnmutationen: Wiederum finden sich die meisten Mutationen im D-

loop, die (ibrigen Mutationen liegen gleichméBig liber das gesamte mitochondriale Genom verteilt vor.
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Tab. 31: Bisher nicht beschriebene Keimbahnmutationen

Pat. Nr. Position Genregion Mutation Aminosaure
7 7193 CO1 Trans T-C Phe

7 8547 ATP8 Trans T-C Leu—Pro
7 10840 ND4 Trans A—G Thr

10 14061 ND5 Trans C—T lle

11 1559 RNR1 Trans G—A noncod
11 7780 Cc02 Trans A—G Try

12 397 D-loop, LSP Trans T—-C noncod
12 13317 ND5 Trans G—A Leu

13 5154 ND2 Transv C—A Leu—Met
13 6533 CO1 Trans A—G Leu

13 9770 CO3 Trans T-C lle

14 906 RNR1 Trans C—T noncod
14 5186 ND2 Transv A—T Trp—Cys
14 9614 CO3 Trans A—G Val

14 12793 ND5 Trans T-C Leu

14 15094 CYTB Trans C—T Gly

15 5489 ND2 Trans C—T Ser

15 6356 CcO1 Trans C—T His

15 11071 ND4 Trans C—T lle

17 11353 ND4 Trans T—C Ala

19 6425 CO1 Trans T-C Pro

Trans: Transition, Transv: Transversion
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Vertiefend eingegangen werden soll im Folgenden auf die Mutationen, die eine

Anderung der kodierten Aminosaure zur Folge hatten:

Tab. 32: Keimbahnmutationen mit Anderung der kodierten Aminosiure

Pat. Nr. Position Genregion Mutation Aminoséaure

7 8547 ATP8 Trans T-C Leu—Pro
ATP6 Ala

13 5154 ND2 Transv C—A Leu—Met

14 5186 ND2 Transv A—T Trp—Cys

Trans: Transition, Transv.: Transversion

Patient Nr. 7: Dieser Patient zeigte an Position 8547 eine Transition T—C. Diese

Mutation betrifft sowohl die Genregionen der ATP6 als auch die der ATP 8, die an
dieser Stelle Uberlappen.
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Abb. 19: Patient Nr. 7, np 8547: Homoplasmische Transition T—C, die sowohl ATP6 als auch ATP8

betrifft. Fiir ATPG6 ist dies Transition stumm, fiir ATP8 &ndert sie Leucin zu Prolin.

Im Bereich der ATP 6 kommt es zu keiner Anderung der kodierten Aminosaure Alanin,
fur die ATP 8 bewirkt die Mutation jedoch eine Anderung der Aminosaure von Leucin
(unpolar) zu Prolin (unpolar). Die Mutation betrifft das zweite Basenpaar der 61. von 69

Aminosauren der ATP 8. Die ATP 8 ist an dieser Stelle in der Evolution so wenig

konserviert, dass ein Interspeziesvergleich mittels des BLAST-Algorithmus nicht
moglich war. Es ist demnach davon auszugehen, dass es sich auch bei dieser Mutation

um einen bisher unbeschriebenen Polymorphismus handelt.
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Tab. 33: Interspeziesvergleich im Bereich ATP8, Aminosaurenposition 51-70

Pat. 23 5 W EPKWTIKICSPHSLPUP QS Ter 70

Mensch 5 W EPKWTIKICSLHSLUPWPQS Ter 70

Schimpanse 52 W E P KWTIKIY SLHSLUPPQ S Ter 70

Leucin ist an Position 61 kaum konserviert. Die umgebenden Regionen differieren zwischen den Spezies
So stark, dass ein Vergleich mittels BLAST-Algorithmus nicht méglich war. Einzig der Schimpanse war

genetisch ahnlich genug, um einen Vergleich zuzulassen.

Patient Nr. 13: Dieser Patient zeigte im Bereich der ND2 eine Transversion C—A an

Position 5154. Das erste Chromatogramm zeigt die Mutation am Beginn der Sequenz.
Da die Fehlerhaufigkeit zu Beginn und Ende einer Sequenz hoéher ist, wurde das
Chromatogramm einer Sequenz, die mit einem weiteren Primer erstellt wurde,
hinzugefugt. Auch hier zeigt sich wiederum die Transversion an der Nukleotidposition
5154, so dass davon ausgegangen werden kann, dass es sich um eine echte Mutation

und nicht um einen Sequenzierungsfehler handelt.
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Abb. 20: Patient Nr. 13, np 5154: Homoplasmische Transversion C—A (Primer mtF ND2.2). Das Signal

ist eher undeutlich, die Peaks sind nicht gut voneinander abgrenzbar, so dass mit Abbildung 21 eine

weitere Darstellung erfolgt.
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5148} A C C C T A C A |5166
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Abb. 21: Patient Nr. 13, np 5154: Homoplasmische Transversion C—A (Primer mtF ND2.1). In dieser
Darstellung sind die Peaks eindeutig voneinander abgrenzbar. Dafiir sieht man etwas mehr

LHintergrundrauschen®, In Verbindung mit Abb. 20 ist jedoch sicher, dass die Transversion vorliegt.

Diese Mutation fuhrt zu einem Austausch der kodierten Aminosaure Leucin gegen
Methionin. Die Mutation betrifft das erste Basenpaar des 229. Codons von insgesamt
348 Codons der ND2. Die Aminosaure Leucin ist an Position 229 in der Evolution wenig
konserviert. Es darf daher angenommen werden, dass es sich bei dieser Mutation um

einen nicht vorbeschriebenen Polymorphismus handelt.

Tab. 34: Interspeziesvergleich im Bereich ND2, Aminoséaurepositionen 219-239

Pat. 13 29 LN L NS - - S TTTLMI SRT WNKLT W 239
Mensch 29 LN L NS - -STTTLLI SRT WNKLT W 239
Schimpanse 2199 L N L NS - - ST TTLULI SRTWNKLT W 239
Hund 29 FML NS - - ST TTL SLSHMWNKTFP L 239
Maus 29 LML NN- -SMTI NSI SLL WNKTU A 239
Huhn 29 LA QI KVLKL STLL I S- - WTKPWM 239
Zebrafisch 29 LK VL S--ATKI NTLTTTWPKSP | 239
Fruchtfiege 215 F N I F K- - L FHLNQLFSWF VNS SK - 235

Leucin ist an Position 229 evolutiondr wenig konserviert, die Aminoséuren unterscheiden sich in der

gesamten Proteinregion im Interspeziesvergleich deutlich.

Patient Nr. 14: Bei Patient Nr. 14 konnte eine Neumutation auf Keimbahnebene

detektiert werden. An Position 5186 stellt sich im Bereich der ND2 eine Transversion

77




ERGEBNISSE

A—T dar. Diese Mutation bewirkt einen Aminosaurenaustausch Tryptophan (polar)
gegen Cystein (polar). Die Mutation betrifft das dritte Basenpaar des 239. Triplets.

Insgesamt setzt sich die ND2 aus 348 Codons zusammen.

Das erste Chromatogramm zeigt die Mutation deutlich, jedoch zeigt es auch relativ
starkes ,Hintergrundrauschen®. Aus diesem Grunde wurde eine weitere Darstellung
einer mit einem anderen Primer ermittelten Sequenz beigefugt, die die Mutation zwar

als kleineren Peak, jedoch frei von storenden Verunreinigungen zeigt.
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Abb. 22: Patient Nr. 14, np 5186: Homoplasmische Transversion A—T (Primer mtF ND2.2). Die

Sequenz enthélt viel Hintergrundrauschen, so dass eine weitere Darstellung (Abb. 23) erfolgt ist.
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Abb. 23: Patient Nr. 14, np 5186: Transversion A—T (Primer mtF ND 2.1), hier mit deutlich geringeren
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Peaks aber ohne ,Hintergrundrauschen”,

Der Interspeziesvergleich dieser Region ergibt, dass Tryptophan an dieser Position
wenig konserviert ist. Schon bei niederen Vertebraten zeigen sich unterschiedliche

Aminosauren an dieser Position, so dass vermutet werden kann, dass es sich bei dieser

Mutation um einen nicht vorbeschriebenen Polymorphismus handelt.
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Tab. 35: Interspeziesvergleich im Bereich ND2, Aminoséaurepositionen 229-249

Pat. 14 229 L L S RT WNKULTCULTPLI1I P S T L L 249
Mensch 229 L L S RT WNKLTWLTPLI1I P S T L L 249
Schimpanse 229 L L S R T WNKULTWL TPLI P S T L L 249
Hund 229 S LS HM WNKFPL I TSMI L I L ML 249
Maus 229 S 1 SL L WNKTPAMLTMI S L ML L 249
Huhn 29 L I S - - WTKTPML NATVML T L L 249
Zebrafisch 29 T L T T T WPKSPI L AAI ATL V ML 249
Fruchtfiege 226 Q L F S W F V NS K I L KF T L F M N F L 245

Tryptophan ist an dieser Stelle wenig konserviert. Nur bei hbheren Vertebraten stimmen die Aminoséuren

tiberein.

Aufgrund der kleinen Stichprobe und den nur unzureichend zu ermittelnden
Informationen betreffend den klinischen Verlauf und pathologischen Daten der PA
wurde entgegen der urspringlichen Absichten darauf verzichtet, Korrelationen zwischen
dem Vorkommen somatischer mtDNA-Mutationen und dem Phanotyp oder klinischem

Verlauf herzustellen oder Schlussfolgerungen daraus abzuleiten.
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5 DISKUSSION

In der vorliegenden Promotionsarbeit wurde den Frage nachgegangen, ob bei
pilozytischen Astrozytomen Mutationen der mitochondrialen DNA auftreten und welcher
Art diese sind. Dazu wurden Tumorproben und Blutproben von 19 Patienten mit
pilozytischen Astrozytomen auf das Auftreten erworbener Mutationen im

mitochondrialen Genom untersucht.

16 von 19 PA-Tumorproben (84 %) enthielten somatische Mutationen der mtDNA,
insgesamt konnten 34 somatische Mutationen detektiert werden. 17 von 34 (50 %)
Mutationen der mtDNA wurden in Genregionen gefunden, die Proteine der oxidativen
Phosphorylierung kodieren. Dabei handelte es sich in vier Fallen um Insertionen, in den
ubrigen um Austausche einzelner Basen (28 Transitionen, zwei Transversionen). 31
Mutationen traten in homoplasmischer Form auf, drei davon waren heteroplasmisch. 31
Mutationen waren bereits als Polymorphismen registriert oder hatten keine
Auswirkungen auf die kodierten Aminosauren, so dass sie als stumme Mutationen

betrachtet wurden.

Drei Mutationen fiihrten zu einer Anderung der jeweils kodierten Aminoséaure: M60V in
der Untereinheit 6 der ATP-Synthase, L2361 im Cytochrom B und L112M in der
Untereinheit 1 der Cytochrom C Oxidase. Bei der Mutation im Bereich der ATP6 wurde
das im evolutionaren Verlauf nur wenig konservierte Methionin gegen Valin
augetauscht. Es lasst sich daher vermuten, dass es sich bei dieser somatischen
Mutation um einen bisher unbeschriebenen Polymorphismus ohne pathogenetische
Auswirkungen handelt. Gleiches gilt fir die somatische Mutation im Bereich CYTB, die
zum Austausch der Aminosaure Leucin gegen Isoleucin fuhrt. Leucin an dieser Position
zeigt sich ebenfalls nur wenig evolutionar konserviert. Im Falle der CO1 wurde das an
dieser Position stark konservierte Leucin gegen Methionin ausgetauscht. Jedoch ahneln
sich Leucin und Methionin sowohl strukturell als auch in ihren biochemischen

Eigenschaften.
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Drei Probenpaare wiesen keinerlei Abweichungen von der Referenzsequenz auf, bei
zwolf Patienten wurden ein bis zwei Mutationen gefunden. Zwei Probenpaare zeigten
drei bis vier Mutationen, bei zwei Patienten konnten sechs bzw. sieben Mutationen

detektiert werden.

Das deutliche Uberwiegen von Transitionen ist konsistent mit den Ergebnissen
vorangegangener Studien und konnte damit zu erklaren sein, dass Mitochondrien Uber
kein Mismatch-Reparatur-System fur Transitionen verfugen [108]. Die Insertionen
betrafen ausnahmslos den fur seinen hohen Polymorphismusgrad bekannten Poly-C-

Trakt des D-loops.

5.1 Verteilung der Mutationen im Genom

17 von 34 somatischen Mutationen (50 %) traten in Genregionen auf, die wichtige
Bestandteile der oxidativen Phosphorylierung kodieren. Obwohl diese Mutationen sich
insgesamt gleichmaflig im mitochondrialen Genom verteilen, ist ihre Haufung in
proteinkodierenden Regionen unerwartet hoch. Die Anzahl der Mutationen in
kodierenden Regionen der mtDNA, die in der vorliegenden Arbeit detektiert werden
konnte, ist vergleichbar mit dem Vorkommen in hochmalignen Gliomen (32 %) oder
Medulloblastomen (39 %). Verglichen dazu konnten in NF-1-assoziierten Tumoren
keine mtDNA-Mutationen in proteinkodierenden Regionen gefunden werden. Drei der
gefundenen Mutationen verursachten eine Anderung der kodierten Aminosaure: M60V
in der ATPG6-Untereinheit, L236] im Cytochrom B und L112M in der Cytochrom C
Oxidase-Untereinheit 1. Die funktionellen Auswirkungen dieser Anderungen sind bis
dato nicht bekannt. Es ist jedoch bekannt, dass die Freisetzung von Proteinen wie
Cytochrom C, Apoptose-indzuierender Faktor oder Endonuclease G aus dem
Mitochondrium Apoptosekaskaden induzieren kann. Defekte im Cytochrom C wiederum
konnen zur Akkumulation von ROS flhren. In Verbindung mit verminderter
apoptotischer Aktivitdt und verstarktem Zellwachstum kann dies wiederum zum

Tumorwachstum beitragen.

Betrachtet man alle 34 gefundenen Mutationen, so liegt eine deutliche Haufung im

Bereich des D-loops vor. Zwolf Mutationen traten allein in dieser Region auf. Dieses
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Ergebnis stimmt mit anderen Studien Uberein, die den D-loop als ,Hot Spot* flr
Mutationen bei Tumorerkrankungen charakterisieren [109]. Aufgrund der Bedeutung
des D-loops als Kontrollregion fur die Replikation und Transkription der mtDNA kdnnten
Mutationen in dieser Region eine verminderte Mitochondrienzahl oder veranderte
Expression mitochondrialer Gene bedingen, die ihrerseits wiederum den
mitochondrialen  Metabolismus und die oxidative Phosphorylierung negativ

beeinflussten.

Eine direkte pathogenetische Konsequenz lasst sich aus diesen Mutationen nicht
ableiten, doch bestehen Hinweise darauf, dass eine erhdhte genetische Instabilitat mit
dem Auftreten von Tumorerkrankungen korreliert. Insbesondere deuten die Insertionen

in den Poly-C-Regionen der HVI und HVII auf eine erhdhte genetische Instabilitat hin.

Die Ubrigen 22 somatischen Mutationen liegen Uber das gesamte mitochondriale
Genom verteilt vor. Weitere Anhaufungen im Sinne von ,Hot Spots“ lassen sich nicht
ausmachen. Eine mogliche Erklarung dafir ware die geringe Fallzahl und die noch
geringere Anzahl detektierter Mutationen, insbesondere solche, die pathogenetisch
relevant sein kdnnten, doch war eine Konzentration der Mutationen auf einen Genlokus

nicht zu erwarten.

Die 13 im mitochondrialen Genom kodierten Proteine sind allesamt Bestandteile der
Atmungskette. Ebenfalls sind die in der mtDNA kodierten tRNA- und rRNA-Gene an der
Expression dieser Gene beteiligt. Aufgrund dessen haben alle pathogenetisch
relevanten Mutationen der mtDNA prinzipiell die gleichen Auswirkungen, namlich eine
Beeintrachtigung der Funktionen der Atmungskette. Infolge dieser Konvergenz kénnen
wirksame Mutationen Uber das gesamte mitochondriale Genom verteilt sein. Dies lasst
sich am Beispiel hereditarer mitochondrialer Erkrankungen erklaren. Hier besteht oft nur
eine geringe Korrelation zwischen Genotyp und Phanotyp, insbesondere lasst sich die
Auspragung des Phanotyps haufig nicht durch die Lokalisation der zugrunde liegenden
Mutation erklaren, sondern korreliert mit dem Anteil mutierter Mitochondrien im

erkrankten Gewebe (Heteroplasmiegrad, Schwellenwerteffekt).
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5.2 Somatische Mutationen in proteinkodierenden Genabschnitten

Uberraschenderweise konnte ein haufiges Vorkommen somatischer Mutationen in PA
festgestellt werden (84 %). Vorangegangene Studien, die sich mit dem Vorkommen von
Mutationen in Medulloblastomen beschaftigten, zeigten in 40 % der untersuchten
Tumoproben somatische Veranderungen der mtDNA [Lueth et al., unpublizierte Daten].
Die mit NF1 assoziierten Neurofibrome wiesen in 43 % der Falle mtDNA-Mutationen
auf. Sogar in den weitaus maligneren Glioblastoma multiforme traten Mutationen der
mitochondrialen DNA in geringerem Umfang als in PA auf (41 %). Diese Ergebnisse
erlauben die Schlussfolgerung, dass somatische Mutationen der mitochondrialen DNA
sich in Tumoren auch unabhangig vom WHO-Grad oder der Proliferationsrate
entwickeln und vielleicht auch eine generelle Eigenschaft von pilozytischen

Astrozytomen darstellen.

5.3 Polymorphismus versus somatische, stumme Mutation

25 der 34 detektierten somatischen Mutationen wurden bereits als Polymorphismen
beschrieben. Vier Mutationen wurden als ebenfalls somatische Mutationen bei
Patienten mit Karzinomen des Oropharynx detektiert. Je zwei Mutationen traten auch
bei Untersuchungen von Patienten mit Prostatata- und Ovarialkarzinom auf. Je eine
Mutation wurde auch bei Patienten mit Bronchial- und Schilddrisenkarzinom gefunden,
je eine bei Patienten mit M. Alzheimer, LHON und DEAF. Bei den Mutationen, die
sowohl als Polymorphismus als auch als somatische Mutation in der Literatur
vorbeschrieben sind, ist zu bedenken, dass nicht in allen Forschungsarbeiten den
unterschiedlichen Haplotypen der mitochondrialen DNA genugend Beachtung
geschenkt wird und somit haplotypspezifische Polymorphismen unter Umstanden als
spezifische Mutationen gewertet werden [110]. Auffallig ist, dass eine Vielzahl der
gefundenen stummen Mutationen in gesunden Populationen als Polymorphismus
bereits vorbeschrieben, also bereits auf Keimbahnebene vorhanden sind, wahrend sie
in der vorliegenden Untersuchung pilozytischer Astrozytome nur im Tumorgewebe

auftraten.
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Tab. 36: Somatische Mutationen

Pat. Nr. Position Mutation Genregion Aminosaure vorbeschrieben als

3 228 konservierter Block Trans G»A  noncod Polymorphismus

somatische Mutation bei Oropharynx-Ca

2 264 HVII Trans T—-C noncod Polymorphismus

15 303 HVII Ins C noncod Polymorphismus

1 311 HVII Ins C noncod Polymorphismus in Normalpopulation

6 31 HVII Ins C noncod Polymorphismus

1 514 CA-Repeat-Region InsC noncod somatische Mutation bei Ovarial-Ca,
Schilddriisen-Ca, Brust-Ca

2 514 CA-Repeat-Region Ins CA noncod somatische Mutation bei Ovarial-Ca,
Schilddriisen-Ca, Brust-Ca

1 827 RNR1 Trans A—G noncod somatische Mutation bei DEAF

3 1559 RNR1 Trans G>A  noncod nicht vorbeschrieben

9 2416 RNR2 Trans T—-C noncod Polymorphismus

13 2706 RNR2 Trans A—G noncod Polymorphismus

15 3480 ND1 Trans A—G Lys Polymorphismus

somatische Mutation Prostata-Ca

10 5915 CcO1 Trans C—T Asp Poylmorphismus
16 6237 CO1 Transv C—»A Leu—Met nicht vorbeschrieben
10 6671 CcO1 Trans T-C His Polymorphismus
5 6851 CO1 Trans C—T Thr nicht vorbeschrieben
4 7585 D Trans A—G noncod nicht vorbeschrieben
2 8610 ATP6 T—-C Pro Polymorphismus
2 8614 ATP6 T—-C Leu Polymorphismus
5 8697 ATP6 G—A Met Polymorphismus

somatische Mutation bei Schilddriisen-Ca

2 8704 ATP6 A—-G Met—Val nicht vorbeschrieben

11 10115 ND3 Trans T—C lle Polymorphismus

12 10873 ND4 Trans T—-C Pro Polymorphismus

1 11251 ND4 Trans A>G  Leu Polymorphismus in Normalpopulation
2 11719 ND4 Trans G>A  Gly Polymorphismus

7 12130 ND4 Trans T—C Phe nicht vorbeschrieben
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14 12372 ND5 Trans G—A Leu somatische Mutation bei Prostata-Ca

Polymorphismus

5 14133 ND5S Trans A—G Leu Polymorphismus
5 15452 CYTB Transv C—»A Leu—lle Polymorphismus bei LHON
5 16086 HVI Trans T—-C noncod Polymorphismus
18 16129 HVI Trans G»A  noncod Polymorphismus

somatische Mutation bei Mundboden-Ca

5 16294 HVI Trans C—T noncod Polymorphismus
2 16325 HVI Trans T—C noncod Polymoprhismus
15 16368 HVI Trans T—-C noncod Polymorphismus

Trans: Transition, Transv: Transversion. Die Darstellung zeigt, ob die gefundenen Mutationen bereits
vorbeschrieben wurden. Aufféllig ist, dass die Mutationen bei anderen neuroektodermalen Tumoren

bisher nicht beschrieben wurden.

25 der gefundenen Mutationen sind bereits als Polymorphismen vorbeschrieben. Hier
traten sie jedoch ausschlieBlich im Tumorgewebe auf und sind damit als stumme
Mutationen zu betrachten. Bei diesen Mutationen handelt es sich bis auf die
Transversion C15452A bei Patient 5, die zu einem AS-Austausch Leu-lle flhrte,
ausnahmslos um Mutationen ohne Auswirkungen auf die kodierten Aminosauren, bzw.
um Mutationen im wenig konservierten Teil des D-loops. Eine direkte pathogenetische
Konsequenz lasst sich aus diesen Mutationen nicht ableiten. Polyak et al. wiesen
jedoch darauf hin, dass auch Mutationen ohne direkte Auswirkung auf die Expression
der Proteine der Atmungskette und damit auf deren Funktion im Zusammenspiel mit
polymorphen Varianten der mtDNA (stummen Keimbahnmutationen) zu geringgradigen
Anderungen der anfallenden Menge an ROS fiihren kénnen. Leicht erhdhte Mengen an

ROS wirken in hohem Grade mutagen.

Obwohl die gefundenen stummen Mutationen nicht direkt mit Stérungen mitochondrialer
Funktionen in Verbindung gebracht werden konnen, ist es denkbar, dass sie die
Entstehung von ROS und dadurch indirekt die Pathogenese des Tumorwachstums
begunstigen. Eine grolde Anzahl von stummen somatischen Mutationen der mtDNA
kann auch Hinweis auf ein insgesamt erhdhtes Vorkommen von Mutationsereignissen
im Tumorgewebe gegenuber dem Normalgewebe sein. Ein Grund dafur findet sich in

der erhdhten Proliferationsrate maligner Zellen, ihrem erhdohten Sauerstoffverbrauch
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und dem damit vermehrten Anfall an mutagenen ROS. Des Weiteren vermag auch die
verminderte Apoptose- bzw. Mitoptoseaktivitat von Tumorzellen zu einer Haufung
mutagener Ereignisse beitragen. Ob die gefundenen Mutationen jedoch selbst mutagen

sind oder zufallig auftreten, muss noch Gegenstand weiterer Untersuchungen sein.

5.4 Homoplasmie und Heteroplasmie

Die gefundenen somatischen Mutationen waren fast ausnahmslos homoplasmisch. Die
neuen Genotypen muissen also im Tumorgewebe akkumuliert haben. Dieses stimmt mit
den Ergebnissen friherer Studien Uberein, die in anderen Tumorentitaten ebenfalls
vielfaltige homoplasmisch auftretende somatische Mutationen der mtDNA aufzeigten
und ist ebenfalls konsistent mit den durch Polyak et al. in Zellkulturen gemachten
Beobachtungen [45]. Einen Erklarungsvorschlag dafir liefern Polyak et al., die die
auffallige Homoplasmie durch eine hohere Replikationsrate mutierter Mitochondrien
gegenuber dem Wildtyp erklaren. Vorangegangene Studien haben gezeigt, dass in
ihren Funktionen gestdrte Mitochondrien eine Uberreplikation ihres Genoms induzieren,
vielleicht in dem Versuch, ihre verminderte Funktionsfahigkeit zu kompensieren.
Hierdurch kann es sehr rasch zu einer Ausbreitung der mutierten Mitochondrienform
innerhalb einer Zelle kommen. Klonales Wachstum dieser Zelle, entweder durch einen
durch die mutierten Mitochondrien erworbenen oder durch eine nukleare Mutation
erlangten Selektionsvorteil erklarte das Uberwiegen homoplasmischer Mutationen in

Tumorzellen.

Geringgradige Heteroplasmien sind jedoch mit der Methode der direkten
Sequenzierung nicht sicher detektierbar. Hier zeigen sich Methoden wie die TTGE
(temporal temperature gradient gel electrophoresis) Uberlegen, mit deren Hilfe es

maglich ist, auch nur kleinen Prozentteile veranderter mtDNA zu detektieren.

Diese Methode beruht auf dem unterschiedlichen Denaturierungsverhalten und der
daraus resultierenden Laufgeschwindigkeit verschiedener DNA-Fragmente in einem
denaturierenden Gel. Mit ihr ist eine sequenzspezifische Auftrennung von DNA-

Fragmenten mit hoher Sensitivitat und Spezifitat moglich.
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Die Durchfihrung der TTGE ist sehr zeitaufwendig. Die versuchsweise Etablierung der
TTGE zeigte in dieser Arbeit nur unbefriedigende Ergebnisse, so dass auf Anwendung
dieser Methode verzichtet werden musste. Die reduzierte Sensitivitat gegenuber
geringgradigen Heteroplasmien wurde in Kauf genommen, da das Vorliegen
homoplasmischer Mutationen im Tumorgewebe aufgrund der vergleichbaren

Ergebnisse vorangegangener Studien erwartet werden konnte (s.o.)

5.5 Verteilung der Mutationen auf die Patienten

Die nachfolgenden Darstellungen geben einen Uberblick Uber die Verteilung der

gefundenen Mutationen auf die Patienten.

30

25 4

20

O somatische Mutationen
B Keimbahnmutationen

Anzahl der Mutationen

1 2 3 4 5 6 7 8 9 0 M 12 13 14 15 16 17 18 19

Patientennummer

Abb. 24: Verteilung der Mutationen auf die Patienten
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Auffallig sind hier insbesondere Patient Nr. 8, in dessen Tumormaterial sich keine
einzige Mutation, weder somatischer Natur noch auf Keimbahnebene fand, und die

Patienten Nr. 2 und Nr. 5, die sieben bzw. sechs somatische Mutationen aufwiesen.

Bei Patient Nr. 8 handelt es sich um einen Patienten, der trotz seines hoheren Alters
(37 Jahre bei Diagnosestellung) in die Untersuchung mit eingeschlossen wurde.
Informationen zur Therapie, zum Auftreten eines Rezidivs oder zum derzeitigen
klinischen Status waren nicht verfugbar, so dass lediglich Mutmaliungen Uber einen
Zusammenhang zwischen dem Fehlen mitochondrialer Mutationen und dem hoheren
Lebensalter angestellt werden kdnnen. Dies ware insofern zuldssig, als mittlerweile
davon ausgegangen wird, dass es sich bei juvenilen pilozytischen Astrozytomen um
eine eigene Tumorentitat handelt, die sich in ihrer Biologie und ihrem Verhalten von den

pilozytischen Astrozytomen des Erwachsenenalters unterscheidet.

Der Tumor des Patienten Nr. 2 war in der Fossa posterior lokalisiert, der Patient erlitt
trotz erfolgter Totalresektion ein Rezidiv und befindet sich nunmehr im Stadium der

anhaltenden Remission.

Bei den bei diesem Patienten detektierten somatischen Mutationen handelt es sich in
drei Fallen um Mutationen im Bereich der hypervariablen Regionen des D-loops, in drei
weiteren Fallen um bereits als Polymorphismen beschriebene Mutationen in den
Bereichen ND4 und ATP6, sowie in einem Fall um eine Mutation mit dadurch bedingter
Aminosaurenanderung im Bereich ATP6. Diese fand sich jedoch in einem wenig
konservierten Abschnitt des Gens, so dass vermutet werden kann, dass diese Mutation

keine grof3e pathogenetische Relevanz besitzt.

Patient Nr. 5 erlitt nach Totalresektion und nachfolgender Chemotherapie eines im
Cerebellum lokalisierten Tumors kein weiteres Rezidiv und befindet sich im Stadium der

anhaltenden Remission.

Die sieben bei ihm detektierten Mutationen befanden sich in den hypervariablen
Regionen des D-loops (2), im Bereich der ND5 (1), in der Region CO1 (1), der ATP6 (1)
sowie im Bereich CYTB (1). Bei letztgenannter handelt es sich um eine bereits
bekannte Mutation mit Anderung der kodierten Aminoséaure. Aufgrund ihrer Lokalisation
im wenig konservierten Bereich des Gens ist auch hier nur ein geringer Einfluss auf die

Funktionalitat des Gens wahrscheinlich.
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Auch die Patienten Nr. 17 und 19 zeigten in ihren Tumorproben keine Abweichungen
von der Referenzsequenz. Bei beiden Patienten befand sich der Tumor im Cerebellum

und konnte in toto reseziert werden. Beide Patienten waren nachfolgend rezidivfrei.

Aus der Verteilung der detektierten Mutationen lasst sich im vorliegenden Material keine
Korrelation zwischen Tumorlokalisation und Auftreten somatischer Mutationen
herstellen. Die Anzahl somatischer Mutationen der mtDNA reichte bei den untersuchten
Patienten von einer bis acht Mutationen.

5.6 Keimbahnmutationen

Eine Vielzahl von Mutationen konnte sowohl in den Tumorproben als auch in den
korrespondierenden Blutproben detektiert werden. Definitionsgemall handelt es sich
dabei um Mutationen auf Keimbahnebene. In der Uberwiegenden Mehrzahl handelte es
sich hierbei um Polymorphismen ohne direkte pathogenetische Relevanz. Nur drei der
insgesamt 268 Abweichungen von der Cambridge-Referenzsequenz bedingten eine
Anderung der jeweils kodierten Aminoséure. Diese Mutationen befinden sich
ausnahmslos in evolutionar wenig konservierten Genregionen. Die Annahme, dass es
sich auch hierbei um bisher nicht beschriebene Polymorphismen handelt, ist damit
gerechtfertigt.

5.7 Starken und Limitierungen dieser Arbeit

Durch die Sequenzierung der Fragmente sowohl in 3’-5’- als auch in 5’-3’-Richtung
konnte die Fehlinterpretation uneindeutiger Sequenzierungsergebnisse als Mutationen
minimiert werden. Nur Mutationen, die sowohl in der Vorwarts- als auch in der
Ruckwartssequenzierung oder in mehreren nebeneinander liegenden Fragmenten

eindeutig identifizierbar waren, wurden in die Auswertungen mit einbezogen. Ebenfalls
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wurde durch Verwendung einer Polymerase mit proof-reading Aktivitat bei der Long

Range PCR die Wahrscheinlichkeit von PCR-induzierten Pseudomutationen reduziert.

Ein Problem bei der Amplifizierung und Sequenzierung mitochondrialer DNA stellen die
so genannten Pseudogene, auch NUMTS (Nuclear Mitochondrial DNA Sequences)
genannt, dar. Diese ursprunglich ausschlie3lich mitochondrial enkodierten Sequenzen
haben im Laufe der Evolution nukleare Entsprechungen gefunden. Wallace et al. gelang
der Nachweis von uber 200 NUMTS beim Menschen [60].

Bei der Amplifizierung des mitochondrialen Genoms kann es deswegen leicht zu Co-
Amplifikationen nuklearer Pseudogene durch falschliche Primerbindung kommen. Das
hier verwendete Primerset zeigte mehrfach nukleare Sequenzentsprechungen. Durch
das Vorschalten der Long-Range PCR vor die eigentliche Sequenzierung konnte dieses
Problem vermieden werden. Die fur die Long Range PCR verwendeten Primer zeigten
im Blast-Programm keine nukledre Sequenzentsprechungen. Auch die experimentelle
Anwendung dieser Primer bei mitochondriendepletierten Zellen (p-Null-Zellen) zeigte
keine PCR-Produkte.

Im Gegensatz zu anderen Tumorentitaten ist es bei Hirntumoren aus praktischen
Grinden kaum madglich, aus den frischen chirurgischen Resektaten neben dem
Tumorgewebe gesundes Referenzgewebe zu gewinnen. Moglich ist dies nur durch
Mikrodissektion von in Paraffin eingebetteten Tumorproben. In der vorliegenden Arbeit
wurde daher peripheres Blut als Referenzmaterial verwendet. Hierbei ist es mdglich,
dass geringgradige Heteroplasmien im den Tumor umgebenden gesunden Gewebe als
somatische Mutationen im Tumor selbst fehlinterpretiert werden. Da die detektierten
Mutationen jedoch ausnahmslos homoplasmischer Natur waren, kann davon
ausgegangen werden, dass die Ergebnisse durch versteckte Heteroplasmie des

Hirngewebes nicht beeinflusst wurden.

Eine weitere potentielle Fehlerquelle stellt die Tatsache dar, dass die chirurgischen
Resektate nie ganzlich aus Tumormasse bestehen. Immer ist auch ein Teil gesundes
Gewebe in der Probe enthalten. Eine deutliche Trennung von gesundem und
tumordsen Gewebe lasst sich auch hier nur durch die Mikrodissektion erwirken. Jede
Untersuchung am vermeintlichen Tumorgewebe birgt also die Gefahr, dass im
umgebenden Gewebe vorkommende Mutationen falschlicherweise als tumorspezifisch

interpretiert werden. Auch hier macht es jedoch die Homoplasmie der Ergebnisse
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unwahrscheinlich, dass unbeabsichtigt gesundes Gewebe untersucht wurde. Darlber
hinaus zeigt die Arbeit von Kurtz et al., die das Mutationsspektrum in NF1-assoziierten
Neurofiboromen und umliegendem Gewebe betrachtet, dass in Abhangigkeit von der
Nahe zum Tumor die Anzahl und der Homoplasmiegrad somatischer Mutationen der
mtDNA ansteigen. In unmittelbarer Nahe zum Tumorgewebe ist demnach das

Mutationsspektrum sehr ahnlich zum tumorzelleigenen Spektrum.

Von ursprunglich 37 in die Untersuchungen eingeschlossenen Patienten waren nur
Tumor- und Blutproben von 19 Patienten komplett sequenzierbar. Nicht von allen
Patienten waren konsistente Daten zur Tumorlokalisation, Therapie, und Outcome
erhaltlich. Die geringe Fallzahl sowie die lickenhaften Informationen lassen keine
validen Aussagen Uber das Auftreten spezifischer mitochondrialer Mutationen und
Korrelationen zwischen dem Vorkommen von Mutationen und der Prognose
pilozytischer Astrozytome zu. Eine Untersuchung eines weitaus gréleren und
homogeneren Patientenkollektivs ist nétig, um sichere Aussagen darlber treffen zu

konnen.

5.8 Ausblick

Die Erforschung der Bedeutung der mitochondrialen Dysfunktion in der
Krebsentstehung ist bereits seit langem von grolem Interesse [31, 111, 112]. Obwohl
die meisten Krebszellen somatische Mutationen der mtDNA enthalten, bleibt die Frage
unbeantwortet, inwieweit diese Mutationen zur Karzinogenese beitragen. Bisher gibt es
nur wenige Berichte, die eine direkte Korrelation zwischen Mutationen der mtDNA und

der Krebsentstehung herstellen konnen.

Die Bedeutung von ROS in Hinblick auf Zellschaden ist mittlerweile gut erforscht,
ebenso sind Hinweise dafur bekannt, dass Mutationen der mtDNA zu einer Zunahme
der produzierten ROS fuhren [73]. Insbesondere kommt es zur Produktion von ROS,
wenn der Komplex | der Atmungskette in seiner Funktion beeintrachtigt wird.
Mutationen, die dies hevorrufen, sind verschiedentlich identifiziert worden [76, 113,

114]. Es erscheint verlockend zu spekulieren, dass andere mitochondriale Mutationen
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mit bekannten Folgen flr die Funktion der OXPHOS ebenfalls eine wichtige Rolle in der

Tumorgenese spielen [115].

Die meisten Modelle der Tumorentstehung berucksichtigen Mutationen in Onkogenen,
Tumorsuppressorgenen und Telomerkontrolle. Aufgrund der wichtigen Funktion, die die
Mitochondrien flr die Regulation der Apoptose und der Generierung von ROS
einnehmen, lassen sich die Mutationen der mtDNA jedoch schwerlich ignorieren. Die
Mutationen, die sich in Mitochondrien finden, kdnnen die Apoptose mehr oder weniger
direkt beeinflussen [77]. Die Tatsache, dass Tumorzellen, die eine mtDNA-Mutation
tragen, schneller wachsen als Zellen mit identischen Nuklei aber unveranderten
Mitochondrien [75], stutzt die Theorie, dass Tumorzellen aufgrund ihrer bevorzugten
Energiegewinnung aus anaerober Glykolyse einen Selektionsvorteil haben gegenuber
Zellen, die auf die oxidative Phosphorylierung angewiesen sind, wenn angenommen
wird, dass die veranderte mitochondriale DNA zu verminderter oder sogar fehlender
Funktion der oxidativen Phosphorylierung fuhrt. Diese Theorie wird bestarkt durch die
Entdeckung einer MELAS-Mutaion in einem Kolonkarzinom, fuhrt doch insbesondere
diese Mutation zu einer starken Beeintrachtigung der oxidativen Phosphorylierung
[115].

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass somatische Mutationen der mitochondrialen
DNA in pilozytischen Astrozytomen in weitaus gro3erer Anzahl auftreten, als dies aus
Forschungen an anderen neuroektodermalen Tumoren bekannt ist. Weitere Forschung
wird notwendig sein, um die Rolle der mtDNA in der Pathogenese der pilozytischen

Astrozytomen zu verstehen.

Es lasst sich jedoch feststellen, dass — uUbereinstimmend mit den Ergebnissen von
Untersuchungen an anderen Tumorentitdten — in pilozytischen Astrozytomen
somatische Mutationen der mitochondrialen DNA vorkommen und diese fast

ausschlieRlich homoplasmischer Natur sind.

Der Nachweis von einer altersabhangigen Akkumulation von mtDNA-Mutationen in
postmitotischen Zellen, aber auch in Stammzellen, die auch Auswirkungen auf die
Funktionsfahigkeit der Mitochondrien haben kdnnen, untermauert die mitochondriale
Theorie des Alterns. Hierin werden Zusammenhange zwischen dem Auftreten
mitochondrialer Mutationen und einem vermehrten Anfall von ROS hergestellt. Dies

sowie die moglichen Auswirkungen mitochondrialer Mutationen auf die maligne
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Transformation von Zellen im Rahmen der Karzinogenese wurden bereits im Kapitel

,Einleitung und Grundlagen® ausfuhrlich dargestellit.

Die in dieser Arbeit detektierten Mutationen der mitochondrialen DNA in pilozytischen
Astrozytomen koénnen einen Zusammenhang zwischen mitochondrialen Defekten und
der Karzinogenese nicht beweisen, sondern entsprechende Hypothesen lediglich
deskriptiv stutzen. Ebenfalls lassen sich aus den vorliegenden Ergebnissen keine
Korrelationen zwischen Tumorlokalisation und —verhalten, insbesondere was das

Auftreten von Rezidiven betrifft, herstellen.

Ziel weitergehender Forschung konnte es sein, aussagefahigere Belege fir eine
kanzerogene Wirkung mitochondrialer Funktionsdefekte zu finden. Dies konnte
beispielsweise durch Experimente zur Auslosung genetischer Instabilitat oder anhand
von Tiermodellen, durch die bereits die mitochondriale Theorie des Alterns bestarkt

werden konnte, geschehen [116].

Sollten sich dabei keine kausalen Zusammenhange zwischen tumorassoziierten
Mutationen der mtDNA und der Tumorgenese herausstellen, sondern die Ergebnisse
lediglich die altersbedingte Akkumulation mitochondrialer Mutationen darstellen, so
bleibt der Nachweis mitochondrialer Mutationen dennoch interessant. Insbesondere
konnten sie als klonale Marker beim Nachweis minimaler Resterkrankung (MRD,
minimal residual disease) von Nutzen sein. Da jede Zelle Uber bis zu mehreren hundert
mitochondriale DNA-Kopien verfugt, kdnnte sich daraus ein Sensitivitatsvorteil bei der
Verwendung mitochondrialer Mutationen in der MRD-Diagnostik um circa zwei Log-

Stufen gegenuber der Verwendung nuklearer Mutationen in der Diagnostik ergeben.
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Die haufigsten primaren Hirntumoren bei Kindern sind pilozytische Astrozytome. Ge-
netische und molekulare Besonderheiten dieser Tumoren wurden bereits verschie-
dentlich erforscht, jedoch konnten daraus keine sicheren Zusammenhange mit der
Tumorbiologie abgeleitet werden. Da mehr und mehr mitochondriale Defekte mit Hirn-
tumoren und anderen Krebserkrankungen in Verbindung gebracht werden, wurde in
dieser Arbeit der Frage nachgegangen, ob pilozytische Astrozytome (PA) Mutationen
der mitochondrialen DNA enthalten. Hierfur wurde die Sequenz des gesamten mito-
chondrialen Genoms aus Tumorgewebe und korrespondierenden Blutproben von 19
Patienten mit pilozytischem Astrozytom analysiert. 16 von 19 PA-Tumorproben (84 %)
enthielten somatische Mutationen der mtDNA, insgesamt konnten 34 somatische
Mutationen detektiert werden. 17 von 34 (50 %) Mutationen der mtDNA wurden in
Genregionen gefunden, die Proteine der oxidativen Phosphorylierung kodieren. Drei der
Mutationen fihrten zu einer Anderung der kodierten Aminosdure: M60V in der
Untereinheit 6 der ATP-Synthase, L2361 im Cytochrom B und L112M in der Untereinheit
1 der Cytochrom C Oxidase. Es konnte damit gezeigt werden, dass Mutationen der
mitochondrialen DNA in PA haufig vorkommen und oft in proteinkodierenden Regionen
lokalisiert sind. Pilozytische Astrozytome zeigen den hochsten Prozentsatz
mitochondrialer Mutationen verglichen mit den anderen bisher erforschten
neuroektodermalen Tumorentitaten. Zur Erforschung der prognostischen Relevanz
dieser Mutationen hinsichtlich der Tumorbiologie pilozytischer Astrozytome mussen sich

weitere prospektive Studien mit grélRerem Patientenkollektiv anschliel3en.
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SUMMARY

The most common brain tumors in childhood and adolescence are pilocytic
astrocytomas (PA). Genetic and molecular abnormalities have been found, but were not
consistently associated with any biologic feature. As an increasing number of
mitochondrial defects has been related to brain tumors and cancer in general, we asked
if PA harbor mutations of mitochondrial DNA (mtDNA). Thus, sequencing analysis of the
complete mitochondrial genome of tumor tissue and corresponding blood samples from
19 patients suffering from pilocytic astrocytomas was performed. Sixteen out of 19 PA
tissue samples (84 %) showed somatic mtDNA mutations and a total of 34 somatic
mtDNA mutations were detected. Seventeen out of 34 (50 %) mtDNA mutations were
found in genomic regions involved in important pathways of oxidative phosphorylation.
Three of the mutations in protein coding regions were missing mutations: M60V in ATP
synthase subunit 6, L236I in cytochrome b and L112M in cytochrome ¢ oxidase subunit
1. We were able to demonstrate that mtDNA mutations occur in PA and that they are
frequently located in protein coding regions. PA were found to have the highest
percentage of mitochondrial mutations of any of the neuroectodermal tumor entities
studied to date. In order to reveal the prognostic importance of these mutations for PA

biology, larger series need to be studied prospectively.
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