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1. Theoretischer Hintergrund 

Mitochondrien sind Zellorganellen, die in der Atmungskette durch oxidative 

Phosphorylierung (OXPHOS) Adenosintriphosphat (ATP) erzeugen. Darüber hinaus 

sind Mitochondrien an zahlreichen Stoffwechselwegen (Synthese von Aminosäuren 

und Harnstoff, Fettsäure-Oxidation etc.), an der Bereitstellung prosthetischer 

Gruppen wie Häm und Eisen-Schwefel-Clustern, und an einer Vielzahl von zellulären 

Funktionen (u.a. Ionenhomöostase und Apoptose) beteiligt. Störungen der 

Mitochondrien können dementsprechend zu Zellschäden und spezifischen klinischen 

Phänotypen führen. [1] 

Mitochondriale Genetik 

Die Komplexität mitochondrialer Krankheitsbilder erklärt sich aus den besonderen 

genetischen Eigenschaften der Mitochondrien. Daher ist zum Verständnis der 

Pathophysiologie mitochondrialer Erkrankungen die Kenntnis einiger grundlegender 

Aspekte der mitochondrialen Genetik notwendig.  

Grundlagen: Etwa 900-1500 Gene sind an der Funktion der Mitochondrien beteiligt, 

wobei der Großteil dieser Gene nukleär kodiert wird [2, 3]. Lediglich 37, für die 

mitochondriale Funktion jedoch wesentliche Gene werden in der doppelsträngigen, 

zirkulären und ca. 16,6 kbp langen mitochondrialen DNA (mtDNA) kodiert [3, 4]. Die 

mtDNA wird unabhängig von der nukleären DNA (nDNA) repliziert und transkribiert 

[5, 6] und ausschließlich von der Mutter vererbt (sog. maternale Vererbung), nur 

vereinzelt sind Fälle paternaler Verebung bekannt [5, 7]. Zu den mitochondrial 

kodierten Proteinen gehören 13 der 90 an der Atmungskette beteiligten 

Strukturproteine sowie 22 mitochondriale tRNAs und 2 rRNAs [8, 9]. Die restlichen 

für die Atmungskette benötigten Proteine werden von der nukleären DNA kodiert und 

über die mitochondrialen Membrankanäle translocase of the inner membrane (TIM) 

und translocase of the outer membrane (TOM) in die Mitochondrien eingeschleust 

[10]. Zu den nukleär kodierten Proteinen gehören neben den übrigen 

Strukturproteinen der Atmungskette auch direkt an der mtDNA-Replikation beteiligte 

Proteine wie die Polymerase γ (POLG), die Helikase twinkle, mitochondrial single 

strand DNA-binding protein (mtSSB) oder die ADP/ATP-Translokase ANT1 [6, 11-

13].  

In allen, auch postmitotischen Geweben, werden Mitochondrien ständig abgebaut, 

erneuert und ihre Anzahl den Bedürfnissen der Zelle angepasst. Die Replikation der 
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Mitochondrien und ihrer DNA (sog. mitochondriale Biogenese) ist dementsprechend 

in ein komplexes, in vielen Aspekten noch unverstandenes Netzwerk mitochondrialer 

und nukleärer Signale eingebettet. [9, 14] 

Heteroplasmie: In einer einzigen Zelle können mehrere Tausend Mitochondrien und 

ein Vielfaches mehr an mtDNA-Kopien vorliegen [5, 6, 15]. Die Anzahl vorhandener 

mtDNA-Moleküle pro Zelle wird als Copy Number (CN) bezeichnet. Sind 

ausnahmslos alle mtDNA-Moleküle einer Zelle vom Wildtyp oder mutiert, bezeichnet 

man eine Zelle als homoplasmisch. Als Heteroplasmie wird das gleichzeitige 

Vorliegen mutierter und Wildtyp-mtDNA in einer Zelle bezeichnet. Da sich die 

Mitochondrien bei jeder Zellteilung zufällig auf die Tochterzellen verteilen, ergibt sich 

in den betroffenen Geweben ein Mosaik von Zellen mit unterschiedlichen Anteilen 

mutierter mtDNA an der Gesamt-mtDNA (sog. Heteroplasmiegrad) [6]. Für die 

Atmungskettenfunktion wird der Anteil defekter mtDNA allerdings erst relevant, wenn 

ein individueller zell- und gewebespezifischer Schwellenwert überschritten wird (z.B. 

mehr als 60% Deletionen der mtDNA in humanen Muskelfasern oder HeLa-Zellkultur) 

[5, 16-19].  

Histochemische Darstellung: Das Mosaik aus respiratorisch intakten und defizienten 

Zellen kann histochemisch mittels COX-SDH-Färbung dargestellt werden. Da drei 

der 13 Untereinheiten des vierten Atmungskettenkomplexes (Cytochrom-C-Oxidase, 

COX) mitochondrial kodiert werden, stellen sich Zellen mit einem hohen Anteil 

defekter mtDNA als COX-negativ/ungefärbt dar, während alle anderen Zellen als 

sog. COX-Positive braun angefärbt werden. Die Untereinheiten des Komplex II 

(Succinatdehydrogenase, SDH) werden dagegen ausschließlich nukleär transkribiert, 

so dass sich die COX-Negativen gemäß ihrer vorhandenen SDH-Aktivität blau 

anfärben und auf diese Weise als respiratorisch defiziente Zellen identifiziert werden 

können. [6, 20, 21] 

 

Abbildung 1: COX-SDH-Färbung (von links nach rechts niedriger, mittlerer und hoher Heteroplasmiegrad) 
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Mutationen und Deletionen der mtDNA: Mutationen in allen an der mitochondrialen 

Biogenese beteiligten nukleären oder mitochondrialen Genen können zu Störungen 

der Mitochondrienfunktion führen [22]. Zu den häufigsten Mutationen der 

mitochondrialen DNA gehören Punktmutationen (v.a. in den für Struktureinheiten des 

Komplex I und die mitochondrialen tRNAs kodierenden Genen) und Deletionen [23, 

24]. Letztere können für mitochondriale Erkrankungen im engeren Sinn (z.B. 

Chronische Progressive Externe Ophthalmoplegie, CPEO, s.u.) verantwortlich sein, 

kommen aber auch bei neurodegenerativen Erkrankungen und in alternden 

postmitotischen Geweben vor [23, 24] (s.u.).    

Der genaue Mechanismus der Entstehung von Deletionen ist unbekannt. Als 

mögliche Ursachen werden Replikationsfehler und fehlerhafte 

Reparaturmechanismen diskutiert [25]. Deletionen der mitochondrialen DNA 

kommen in Abhängigkeit vom zugrunde liegenden molekularbiologischen Defekt in 

zwei Formen vor [12], als singuläre und multiple Deletionen: 

- Bei singulären Deletionen (sog. single deletions, sd) fehlt in allen betroffenen 

mtDNA-Molekülen ein einzelner, definierter Abschnitt. Die gleiche Deletion 

findet sich in verschiedenen Zellen, da alle mutierten Moleküle ursprünglich 

auf ein einzelnes defektes mtDNA-Molekül zurückgehen, das klonal 

vervielfältigt wurde (sog. klonale Expansion) [26, 27]. Eine besonders häufige 

Deletion ist die 4977bp-lange, sog. common deletion, die den Teil der 

mitochondrialen DNA zwischen den ATPase-8- und ND5-Genen deletiert [28]. 

Singuläre Deletionen können sporadisch vorkommen oder maternal vererbt 

werden [29]. 

- Bei multiplen Deletionen (multiple deletions, md) fehlen mehrere Abschnitte 

der mitochondrialen DNA. Ursächlich sind Mutationen nukleärer Gene, die an 

der mitochondrialen Replikation beteiligt sind (z.B. der einzigen an der 

mitochondrialen Biogenese beteiligten Polymerase γ oder der Helikase 

twinkle). Infolge dieser Mutationen verläuft die Replikation fehlerhaft und es 

entstehen immer neue Deletionen in der replizierten mtDNA. Es ergibt sich ein 

Mosaik aus Zellen mit unterschiedlichen Deletionen; häufig bestehen mehrere 

verschiedene Deletionen in einer einzelnen Zelle. Nukleäre Mutationen 

werden entweder spontan erworben oder autosomal vererbt. [11, 12, 30] 
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Punktmutationen und Deletionen der mtDNA häufen sich außerdem altersabhängig 

in postmitotischen Geweben [23, 24, 31-33]. Der Anteil mutierter mtDNA an der 

Gesamt-mtDNA erreicht im Alter beispielsweise bis zu 50% in Neuronen der 

Substantia Nigra, in anderen Geweben wie Skelettmuskel und restlichem 

Nervensystem hingegen insgesamt nur selten Werte über 1% [23, 32]. Dennoch 

können mtDNA-Mutationen auch hier funktionell relevant werden, da sie fokal 

akkumulieren und ihr Anteil an der Gesamt-mtDNA in einzelnen Zellen die 

spezifischen Schwellenwerte übersteigen kann [34, 35]. In alterndem Muskelgewebe 

finden sich daher als histochemisches Korrelat der eingeschränkten 

Atmungskettenfunktion einzelner Zellen vermehrt COX-Negative [34, 36, 37].  Als 

Ursache dieser fokalen Häufung wird die klonale Expansion defekter mtDNA 

diskutiert, d.h. die Vervielfältigung eines ursprünglich einzelnen defekten mtDNA-

Moleküls (s.o.) [26, 27].  

Mitochondriale Erkrankungen und CPEO 

Störungen der Mitochondrien können einerseits zu klassischen mitochondrialen 

Syndromen führen („mitochondriale Erkrankungen“ im engeren Sinn, s.u.) und 

andererseits an einer Vielzahl von Krankheiten und altersbedingten degenerativen 

Prozessen beteiligt sein. Zu letzteren zählen u.a. neurodegenerative Erkrankungen 

wie Morbus Alzheimer oder Morbus Parkinson  [38, 39], verschiedene Neoplasien 

[33, 40, 41], Bluthochdruck und Atherosklerose [42, 43], Störungen des 

Metabolismus wie Diabetes mellitus [44], psychiatrische Erkrankungen [45-47] sowie 

altersabhängige Muskelveränderungen (Sarkopenie) [31, 32, 48, 49]. Es wird 

angenommen, dass Mutationen der mtDNA zudem eine ursächliche Rolle bei 

Alterungsprozessen spielen [50, 51].   

Mitochondriale Erkrankungen: Mitochondriale Erkrankungen im engeren Sinn stellen 

eine klinisch äußerst heterogene Gruppe genetisch bedingter Erkrankungen dar, die 

primär durch ein Funktionsdefizit der Atmungskette mit verminderter ATP-Synthese 

und erhöhter Konzentration reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) charakterisiert sind 

[50, 52-54]. Die pathogenetischen Mechanismen sind nicht vollständig bekannt (s.u.). 

Für mitochondriale Erkrankungen wird eine Prävalenz von ungefähr 1:5000 

angenommen [55-60]. 

Mitochondriale Erkrankungen können sich prinzipiell in jedem Organsystem 

manifestieren [52]. In erster Linie sind jedoch Gewebe betroffen, die einen besonders 
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hohen Bedarf an Energie haben, wie Muskel- und Nervengewebe [6]. 

Erstmanifestationsalter und Schweregrad sind hochvariabel [52]. Eine wichtige 

Ursache für diese klinische Heterogenität ist der unterschiedlich hohe Anteil defekter 

mtDNA an der Gesamt-mtDNA in den einzelnen Zellen und Geweben 

(Heteroplasmie, s.o.). Hinzu kommen zell- und gewebespezifische Schwellenwerte, 

bei deren Überschreitung der Heteroplasmiegrad erst klinisch relevant wird. Diese 

bereits von sich aus unterschiedlichen Schwellenwerte werden zusätzlich von 

genetischen und Umwelt-Faktoren beeinflusst [5, 6]. Zudem spielt die 

unterschiedliche Penetranz und Pathogenität der jeweiligen Mutation eine Rolle [5, 

61]. Bei Deletionen der mtDNA ist weder deren Größe, noch Lokalisation, sondern 

einzig der Heteroplasmiegrad für die Schwere der Erkrankung verantwortlich [62-64]. 

Ein Heteroplasmiegrad von 60% wird hierbei häufig als Schwelle zur funktionellen 

Relevanz genannt (s.o.) [65]. [1, 6, 9]. 

Je nach zugrunde liegender Mutation und klinischem Phänotyp unterscheidet man 

u.a. folgende mitochondrialen Syndrome: CPEO (Chronisch Progressive Externe 

Opthalmoplegie, s.u.), KSS (Kearns-Sayre-Syndrom), Pearson’s Syndrom,  MELAS 

(mitochondrial encephalopathy, lactic acidosis and stroke-like episodes), MERRF 

(myoclonic epilepsy and ragged red fibers), NARP (neuropathy, ataxia and retinitis 

pigmentosa) und maternal vererbtes Leigh-Syndrom [22, 66-69]. Bei CPEO, KSS 

und Pearson’s Syndrom handelt es sich um klinisch und ätiologisch verwandte 

Syndrome, die durch Deletionen der mitochondrialen DNA verursacht werden [5, 52]. 

Eine detaillierte Auflistung der klinischen Befunde des jeweiligen Syndroms findet 

sich in folgender Tabelle:  
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Tabelle 1: klinische Befunde bei Mutationen der mitochondrialen DNA, modifiziert nach Di Mauro, 2003. In der Tabelle ist 

das Vorhandensein von Symptomen oder Befunden mit +, die Abwesenheit mit -, das mögliche Vorhandensein mit +/- 

gekennzeichnet. Typische Befunde sind eingerahmt. CPEO = Chronische Progressive Externe Ophthalmoplegie; KSS = 

Kearns-Sayre Syndrom; PS= Pearsons Syndrom; MERRF = myoklone Epilepsie mit ragged red fibers; MELAS = 

Mitochondriale Enzaphalomyopathie, Laktatazidose und Schlaganfall-artige Episoden; AID = aminoglykoside-induced 

deafness (Aminoglykosid-induzierte Taubheit);  NARP = Neuropathie, Ataxie und Retinitis pigmentosa; MILS = maternal 

vererbtes Leigh-Syndrom (maternally inherited Leigh’s Syndrome); LHON = Leber hereditäre Optikusatrophie 

Symptome und 

Befunde:  

Deletionssyndrome tRNA-Mutationen rRNA-

Mutationen 

mRNA-Mutationen 

CPEO KSS PS MERRF MELAS AID NARP MILS LHON 

    ZNS:           

Krampfanfälle - - - + + - - + - 

Ataxie - + - + + - + +/- - 

Myoklonien - - - + +/- - - - - 

Psychomotorische 

Retardierung 

- - - - - - - + - 

Psychomotorische 

Regression 

- + - +/- + - - - - 

Hemiparese und 

Hemianopsie 

- - - - + - - - - 

Koritkale Blindheit - - - - + - - - - 

Migräne-artige 

Kopfschmerzen 

- - - - + - - - - 

Dystonie - - - - + - - + +/- 

    PNS:          

Periphere Neuropathie - +/- - +/- +/- - + - - 

   Muskel:          

Schwäche und 

Belastungsintoleranz 

+ + - + + - + + - 

Ophthalmoplegie + + +/- - - - - - - 

Ptose + + - - - - - - - 

    Augen:          

Retinitis pigmentosa - + - - - - + +/- - 

Optikusatrophie - - - - - - +/- +/- + 

    Blut:          

Sideroblastische 

Anämie 

- +/- + - - - - - - 

     Endokrines System:          

Diabetes mellitus - +/- - - +/- - - - - 

Kleinwuchs - + - + - - - - - 

Hypoparathyreoidismus - +/- - - - - - - - 

    Herz:          

Reizleitungsstörung - + - - +/- - - - +/- 

Kardiomyopathie - +/- - - +/- + - +/- - 

Gastrointestinum:          

Dysfunktion des 

exokrinen Pankreas 

- +/- + - - - - - - 

Intestinale 

Pseudoobstruktion 

- - - - + - - - - 

    HNO:          

Sensorineuraler 

Hörverlust 

- +/- - + + + +/- - - 

     Niere:          

Fanconi-Syndrom - +/- +/- - +/- - - - - 

    Zusätzliche Befunde:          

Laktatazidose +/- + + + + - - +/- - 

Ragged red fibers in 

der Muskelbiopsie 

+ + +/- + + - - - - 
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In der vorliegenden Arbeit wurden Patienten mit CPEO als Modellpatienten für 

mitochondriale Deletionssyndrome untersucht (s.u.). CPEO äußert sich klinisch durch 

eine progrediente, meist symmetrische Parese der äußeren Augenmuskeln und/oder 

eine frühe, häufig bilaterale Ptose. Als fakultative Symptome können eine  

generalisierte proximal betonte Muskelschwäche mit vorzeitiger Ermüdbarkeit und 

Belastungsintoleranz, Dysarthrie oder Dysphagie vorkommen [30].   

Für die Diagnostik mitochondrialer Erkrankungen spielen neben der typischen 

Histologie (COX-Negative und Mitochondrien-reiche sog. ragged red fibers in der 

Muskelbiopsie) vor allem Funktionstests der Atmungskettenkomplexe und 

molekularbiologische Untersuchungen des mitochondrialen und  nukleären Genoms 

eine zentrale Rolle [52, 67]. Adäquate Therapieoptionen für mitochondriale 

Erkrankungen stehen bisher nicht zur Verfügung [70]. Für umfassende Angaben zu 

Ätiologie, Klinik und Management der mitochondrialen Syndrome wird auf die 

Übersichtsarbeiten von DiMauro et al (2003 und 2011) und Chinnery et al. (2010) 

verwiesen [6, 52, 71]. 

Pathogenese: Mechanismen 

Seit der Erstbeschreibung mitochondrialer Deletionen im Jahre 1988 [62, 69, 72] 

wurden umfassende Kenntnisse über die pathogenetischen Auswirkungen von 

Mutationen der mtDNA gewonnen. Die wesentlichen Aspekte aktueller 

Erklärungsansätze sollen im Folgenden skizziert werden. 

ROS-Hypothese: Die ROS-Hypothese beruht auf der Beobachtung, dass bei 

Störungen der Atmungskette (z.B. infolge von Mutationen der mtDNA-kodierten 

Atmungskettenproteine) vermehrt reaktive Sauerstoffspezies freigesetzt werden [50, 

73-75]. Wenn die antioxidativen Kapazitäten der Zelle überstiegen werden, können 

DNA, Proteine oder Lipide infolge unkontrollierter Oxidation beschädigt werden [16, 

76-78]. Besonders die mtDNA ist anfällig für oxidative Schäden, da ROS in 

unmittelbarer räumlicher Nähe zur mtDNA entstehen; Zudem ist die mtDNA nicht 

durch Histone geschützt und besitzt weniger effiziente DNA-Reparaturmechanismen 

als die nukleäre DNA [79]. Schäden an den mitochondrialen Genen führen wiederum 

zu Störungen der Atmungskette, die ihrerseits im Sinne eines Circulus vitiosus zu 

einer vermehrten Freisetzung von ROS führen [50].  

Neuere Studien betonen die Funktion der ROS als Signalmoleküle, die u.a. 

Autophagie/Mitophagie [80-83], metabolische Anpassungsreaktionen  [84], 
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Hypoxieantwort und Zelldifferenzierung vermitteln [85-87]. Innerhalb dieses 

Signalnetzwerks spielen p53 und p21 als mögliche Induktoren von Apoptose und 

Autophagie eine entscheidende Rolle [88-91]. Im Zusammenhang mit ROS werden 

außerdem Störungen der Kalzium-Homöostase, Veränderungen des mitochondrialen 

Membranpotentials und die Induktion der proapoptotischen unfolded-protein-

response im Endoplasmatischen Retikulum [92, 93] beobachtet, die zusätzlich als 

Erklärung für die Zelltod-vermittelnde Wirkung von ROS herangezogen werden 

können [9, 38, 94].  

Reaktion auf Energiemangelzustände: Störungen der Atmungskette führen neben 

erhöhten ROS-Spiegeln zu ATP-Mangel. Zellen reagieren auf einen Abfall der 

ATP/AMP-Ratio mit einer Gewebe-, Mutations- und Heteroplasmiegrad-abhängigen 

Expression von Genen des Energiestoffwechsels und verstärkter mitochondrialer 

Biogenese [9, 88, 95]. Dieser Anpassungsmechanismus ist in ein Netzwerk nukleärer 

und mitochondrialer Signale eingebettet, das u.a. über die AMP-Kinase und den 

PI3K/Akt/mTOR-Signalweg die Energieproduktion und Mitogenese steuert [96-98]. 

Nach Alemi et al. kann diese Anpassungsreaktion zu einer Hemmung des Ubiquitin-

Proteasom-Systems und Induktion von Autophagie führen [16].  

Zellzyklusregulation und Apoptose: Störungen der mitochondrialen Funktion können 

zu Zellzyklusarrest, Inhibition der Replikation und Transkription, und zur Aktivierung 

pro-apoptotischer Signalwege führen. Neben den bereits genannten Mechanismen 

wirken vor allem mitochondrial beeinflusste Veränderungen der p53-abhängigen 

Expression von p21/CDKN1A und c-myc regulatorisch auf den Zellzyklus [85, 86, 96, 

97]. [98, 99].  

In der Literatur zeichnet sich also ein komplexes, bisher jedoch nicht vollständig 

verstandenes Netzwerk ab, das über zentrale Moleküle wie p53 die zellulären 

Reaktionen auf mitochondriale Defekte steuert. Apoptose und Autophagie scheinen 

innerhalb dieses Netzwerks eine wichtige Rolle zu spielen. Da wesentliche 

Erkenntnisse bezüglich molekularer Kompensationsmechanismen jedoch in 

Modellsystemen (Zellkulturen etc.) gewonnen wurden, ist unklar, welche dieser 

Mechanismen in vivo und in humanem Gewebe tatsächlich relevant sind und wie 

diese zusammenhängen. Die vorliegende Arbeit soll dazu beitragen, diese Frage zu 

klären und das Funktionieren des zugrunde liegenden Netzwerks besser zu 

verstehen. 
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1.1. Fragestellung und Zielsetzung dieser Arbeit 

Ziel dieser Arbeit ist es, Mechanismen aufzuzeigen, wie menschliche Zellen unter in-

vivo-Bedingungen auf Störungen der Mitochondrien (hier: Deletionen der mtDNA) 

reagieren. Dazu soll das Genexpressionsprofil respiratorisch defizienter Zellen 

differenziell untersucht werden, um pathogenetisch relevante Kandidatengene und 

Signalwege zu identifizieren. Aus den Ergebnissen für die mitochondriale Erkrankung 

CPEO können dabei Rückschlüsse auf andere Krankheitsbilder und pathologische 

Prozesse gezogen werden, an denen Deletionen der mtDNA ursächlich beteiligt sind 

(neben den mitochondrialen Deletionssyndromen auch neurodegenerative 

Erkrankungen, Neoplasien, sowie Alterungsprozesse etc., s.o.).  

Genexpressionstudien - Möglichkeiten und Grenzen: Genom-weite Genexpressions-

studien (z.B. mittels Microarray) liefern eine umfassende und hypothesenfreie (d.h. 

nicht von a-priori-Annahmen geleitete) Übersicht zellulärer Prozesse auf 

Transkriptionsebene. Sie eignen sich daher hervorragend zur Untersuchung der 

Reaktionen einer Zelle auf beliebige Veränderung (in diesem Fall Deletionen der 

mitochondrialen DNA) [99]. Bisher lieferten derartige Untersuchungen bei 

mitochondrialen Erkrankungen allerdings widersprüchliche Ergebnisse [9].  

In vielen der bisherigen Studien könnte das verwendete Material für die 

Widersprüchlichkeit der Ergebnisse verantwortlich gewesen sein. Folgende Aspekte 

müssen daher bei der Auswahl und Untersuchung der verwendeten Gewebe und 

Zellkulturen besonders beachtet werden: 

 Jede Abweichung von den in-vivo-Bedingungen eines Gewebes kann große 

Veränderungen auf Expressionsebene hervorrufen, so etwa bei der 

Verwendung von Zellkulturen oder post-mortem-Analysen [100].   

 Die Untersuchung von Gewebehomogenaten oder ganzer Zellkulturen führt 

unweigerlich zur Nivellierung der Expressions-Unterschiede, wenn 

unterschiedliche Zellen (z.B. solche mit oder ohne respiratorisches Defizit) 

gleichzeitig analysiert werden.  

 Werden Gewebe verschiedener Patienten/Probanden oder sogar 

verschiedene Gewebe miteinander verglichen, so besteht die Gefahr, dass die 

Expressionsunterschiede durch Unterschiede zwischen den Patienten oder 
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Geweben bedingt sind, und nicht z.B. durch Unterschiede in der 

mitochondrialen Funktion.  

 Genexpressionsstudien verlangen schließlich eine sehr hohe Qualität des 

untersuchten Materials. Diese ist nicht gegeben, wenn das Gewebe z.B. bei 

der Bearbeitung und Lagerung nicht ausreichend vor RNasen geschützt wird 

[101] (eine ausführliche Diskussion dieses Aspekts erfolgt in den 

entsprechenden Unterkapiteln dieser Arbeit).   

Ansatz der vorliegenden Arbeit: Im Unterschied zu bisherigen Microarray-

Untersuchungen, die Zellkulturmaterial oder Gewebehomogenat verwendeten, 

werden in dieser Arbeit einzelne humane Muskelfasern aus Muskelbiopsien von 

CPEO-Patienten untersucht. Dazu werden anhand der COX-SDH-Färbung Zellen mit 

und ohne mitochondriale Dysfunktion identifiziert, gezielt mittels Laser-

Mikrodissektion (LMD) aus dem gleichen Gewebeverband isoliert und mittels 

Microarray differenziell analysiert. Auf diese Weise werden respiratorisch defiziente 

und gesunde Zellen „in Reinform“ miteinander verglichen. Zudem können durch die 

Entnahme von Zellen aus demselben Gewebe desselben Patienten mögliche 

konfundierende Variablen (Alter, Geschlecht, unterschiedliche Gewebebedingungen 

etc.) ausgeschlossen werden. Um den in-vivo-Bedingungen im Muskel möglichst 

nahe zu kommen und gleichzeitig eine hohe Gewebequalität sicherzustellen, werden 

Muskelbiopsien verwendet, die unter sterilen Bedingungen entnommen und sofort 

nach Entnahme schockgefroren wurden.  

Eine Herausforderung dieser Arbeit bestand darin, die COX-SDH-Färbung so zu 

modifizieren, dass eine RNA-schonende Darstellung und Identifikation respiratorisch 

defizienter Fasern möglich würde. Eigenen Überlegungen zufolge würde die COX-

SDH-Färbung in ihrer ursprünglichen Form aufgrund der langen Färbedauer (ca. 2 

Stunden) und hohen Färbetemperaturen (37°C) in hohem Maße die RNA des 

untersuchten Gewebes beeinträchtigen: Ribonukleinsäuren sind zwar 

thermodynamisch relativ stabile Moleküle, würden aber unter diesen Bedingungen 

von ubiquitären RNasen zerstört werden [101, 102]. Eine ausreichende Integrität der 

RNA ist aber Voraussetzung für die Durchführung von Genexpressionanalysen [101-

103]. Daher wurde zu Beginn der Arbeit ein histochemisches Verfahren etabliert, das 

die oben genannten Anforderungen erfüllt.  
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Aufbau der Arbeit/Methodik: Zunächst wurden anhand geeigneter Färbungen 

respiratorisch defiziente und „gesunde“ Zellen identifiziert und mittels Laser-

Mikrodissektion (LMD) isoliert. Die aus diesen Zellen gewonnene RNA wurde zur 

Erstellung eines differenziellen Genexpressionsprofils verwendet, während die DNA 

zur molekularbiologischen Charakterisierung der untersuchten Zellen (Bestimmung 

von Copy Number, Deletionsgrad und Deletionsart) eingesetzt wurde. Die ermittelten 

differenziell exprimierten Gene wurden anschließend Signalwegen zugeordnet. 

Zuletzt wurden einzelne Gene immunhistochemisch dargestellt, um die Ergebnisse 

der Genexpressionsanalyse auf Einzelzell- und Proteinebene zu verifizieren. Eine 

schematische Darstellung der Arbeitsschritte findet sich in folgender Abbildung. Zur 

Methodik verweisen wir auf die nachfolgenden Abschnitte. 

 

Abbildung 2: Schematischer Überblick über Methodik und Aufbau der Arbeit 
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2. Material und Methoden 

2.1. Material 

Die verwendeten Muskelbiopsien stammen aus der Biobank des Friedrich-Baur-

Instituts für Muskelerkrankungen an der Neurologischen Klinik der Ludwig-

Maximilians-Universität München. Die Entnahme erfolgte zur klinischen Diagnostik 

der Erkrankten. Eine Einverständniserklärung zur Verwendung zu wissenschaftlichen 

Zwecken liegt vor.  

2.2. Patienten 

Die untersuchten Muskelbiopsien stammen von n = 9 Patienten (Frauen = 5, Männer 

= 4) mit mitochondrialen Deletionssyndromen, davon n= 8 Patienten mit CPEO. 

Einschlusskriterien waren eine typische Histologie (COX-negative Zellen) und der 

biochemische Nachweis von Deletionen der mitochondrialen DNA (sd/md) aus 

Muskelhomogenat. Detaillierte Angaben zu den Patienten sind in Tabelle 2 

angegeben.
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2.3. Methoden 

Der Arbeitsablauf gliederte sich in folgende Abschnitte:  

1. Aufbereitung des Materials:  

1. Erstellung der Dünnschnitte  

2. Färbung 

3. Lasermikrodissektion 

4. Extraktion der RNA und DNA  

5. RNA-Qualitätskontrolle 

2. DNA-Analyse:  

1. Bestimmung von Copy Number und Deletionsgrad mittels qRT-PCR 

2. Bestimmung der Deletionsart (sd/md) mittels long range-PCR 

3. RNA-Analyse:  

1. In-vitro-Transkription (IVT) 

2. Microarray: Hybridisierung, Scan/Datenerhebung und Auswertung 

3. Signalweg-Analyse mittels Ingenuity Pathway Analysis (IPA) 

4. Überprüfung der Ergebnisse der RNA-Analyse auf Einzelzell- und Proteinebene:  

1. Bestimmung von Muskelfasertyp und Expression von p53, p21 und mdm2 

mittels Immunhistochemie und –fluoreszenz 

 

Während des gesamten Arbeitsablaufs wurde unter RNase-freien Bedingungen 

gearbeitet. Um eine Kontamination des Materials durch RNasen zu verhindern, 

wurden Arbeitsgegenstände und –flächen vor der Benutzung mit einem RNase-

Inhibitor gereinigt und folgende RNase-freie Chemikalien und Materialien verwendet: 

Tabelle 3: In dieser Arbeit verwendete RNase-freie Chemikalien und Materialien  

Verbrauchsmaterial Produkt-Nr. Hersteller 

RNaseZap 9780 Ambion 

Rnase-freies Wasser W4502 Sigma Aldrich 

RNase-freie Tubes 0030123328 Eppendorf 

RNase-freie Pipettenspitzen verschiedene StarLab 

RNase-freies Wasser W4502 Sigma Aldrich 

Rotipuran PA RNase-freies Ethanol 9065 Roth 

PBS-Puffer 9625 Ambion/AB 
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2.3.1. Aufbereitung des Materials 

2.3.1.1. Erstellung der Dünnschnitte 

Material und Durchführung: Die Muskelbiopsien wurden unter kontinuierlicher 

Kühlung (-25°C) in einem vorher RNase-gereinigten Kryotom (Kryostat HM 500 OM, 

Microm International) aufgespannt und in 10µm-Schnitten jeweils abwechselnd auf 

einen Glasobjektträger (Superfrost, Menzel-Gläser, 7201277) und auf Membran-

beschichtete Objektträger (2,0 µm PEN-Membrane Slides, Leica/Microdissect, 

11505189) aufgetragen. Während die Schnitte auf Glasobjektträger als 

Referenzschnitte verwendet wurden, dienten die Schnitte auf Membran-

beschichtetem Objektträger zur Laser-Mikrodissektion. Die Muskelbiospien wurden 

so aufgespannt, dass die angeschnittenen Muskelfasern im Dünnschnitt eine 

transversale Orientierung zeigten. Pro Objektträger wurden drei bis fünf Schnitte 

aufgenommen. Die Membran-beschichteten Objektträger wurden sofort nach 

Auftragen der Schnitte bis zur Weiterverarbeitung in einer luftdichten Box 

verschlossen und bei -80°C gekühlt.  

2.3.1.2. COX-SDH-Färbung 

Hintergrund: In der COX/SDH-Färbung wird die Aktivität der Atmungsketten-Enzyme 

Cytochrom-C-Oxidase (COX, Komplex IV, mitochondrial kodiert) und Succinat-

Dehydrogenase (SDH, Komplex II, nukleär kodiert) histochemisch dargestellt. Jede 

Zelle wird entsprechend ihrer COX-Aktivität braun gefärbt. Die anschließende, blaue 

SDH-Färbung färbt ausschließlich diejenigen Zellen an, die aufgrund eines Defizits 

an COX-Aktivität nicht braun gefärbt wurden, sog. COX-negative Zellen. Da diese 

Zellen häufig gleichzeitig die nukleär kodierte SDH überexprimieren, um die 

Atmungskettenfunktion aufrechtzuerhalten, färben sie sich tief-blau an. Durch die 

COX-SDH-Färbung lassen sich also respiratorisch defiziente COX-negative Zellen 

blau anfärben, während sich Zellen mit ungestörter Atmungskettenfunktion braun 

darstellen (s. Abbildungen 1 und 3). Nähere Angaben zur Methode finden sich bei 

Ross et al. [104].  

Da im Rahmen der COX-SDH-Färbung aufgrund der langen Färbedauer und 

fehlenden Kühlung von einer relevanten RNA-Degradation ausgegangen werden 

kann, wurde für die Membran-beschichteten Objektträger ein alternatives 

Färbeverfahren etabliert, das auf einer verkürzten SDH-Färbung beruht. Durch den 

Abgleich mit den COX-SDH-gefärbter Referenzschnitte konnten auf den SDH-
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gefärbten Schnitten die gesuchten Zellen für die anschließende Isolation identifiziert 

werden (s. Abbildung 3). 

 

Abbildung 3: Sukzessive Schnitte, inkubiert mit COX-SDH-Färbung (links) und SDH-Färbung (rechts). 

Markiert sind jeweils übereinstimmende COX-negative Zellen 

 

Material: Die verwendeten Materialien sind in folgender Tabelle aufgelistet:  

Tabelle 4: Materialien für COX-SDH-Färbung   

Reagenz Volumen End-Konzentration 

3-3‘-Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid (DAB, Sigma D-5637) 0,8 ml 5mM 

Cytochrom C (Sigma C-2037) 0,42 ml 500 µM 

Natrium-Succinat (Sigma S-2378) 0,25ml 1,3 M 

Nitro Blau Tetrazolium (NBT, Sigma N-6876) 0,8 ml 1,875 mM 

Phenazin Methosulfat (PMS, Sigma P-9625) 0,25 ml 2 mM 

Natrium-Azid (BDH 30111) 0,1 ml 100mM 

 

Alle Verbrauchsmaterialien wurden in PBS-Puffer (Ambion/AB 9625, 0,1 M) gelöst, 

auf pH = 7,0 eingestellt und bis zu ihrer Verwendung in einer lichtgeschützten Box 

bei -25°C aufbewahrt. 

COX/SDH-Färbung (auf einfachem Objektträger): Zu 0,8ml DAB 0,2ml Cytochrom C 

hinzufügen und auf Objektträger aufbringen, anschließend mit Lichtschutz für 60 

Minuten bei 7°C inkubieren, mit PBS-Puffer abwaschen. Für die SDH-Färbung 0,1ml 

Natrium-Succinat, 0,1ml PMS und 0,01ml Natrium-Azid in 0,8 ml NBT auflösen und 

auf Objektträger aufbringen. Mit Lichtschutz für 45 Minuten bei 37°C inkubieren, mit 



17 

PBS-Puffer abwaschen und in aufsteigender Ethanol-Verdünnungsreihe (75%-, 95%, 

100%-, 100%-Konzentration) dehydrieren. Trocknung in Silikagel-Kammer für 10 

Minuten. 

Modifizierte SDH-Färbung: Die Muskelschnitte auf den Membran-beschichteten 

Objektträgern wurden zur besseren RNA-Präservation nicht mit dem COX-Medium 

inkubiert, sondern ausschließlich für 15 Minuten mit Lichtschutz bei 37°C im SDH-

Färbemedium inkubiert. Alle weiteren Schritte wurden gemäß obigem Protokoll 

durchgeführt. Im Anschluss an die Färbung wurden die Membran-Objektträger mit 

den SDH-gefärbten Muskelschnitten sofort weiterverarbeitet, um eine weitere zeitlich 

bedingte Degradation der RNA zu vermeiden. 

2.3.1.3. Laser Cell Mikrodissection (LMD) 

Hintergrund: Das LMD-Verfahren ermöglicht die selektive Entnahme einzelner Zellen 

oder Zellgruppen innerhalb eines Gewebeschnitts mittels Laserstrahl. Das hier 

verwendete LMD-System von Leica besteht aus einem Mikroskop (Leica DM 6000B) 

mit integriertem Diodenlaser mit einer Wellenlänge von 355nm und einem 

Probentisch für Objektträger und Auffang-Tubes. Mit dem Lasergerät wird ein 

gepulster Laserstrahl auf vorher unter dem Mikroskop gekennzeichnete 

Gewebebereiche gerichtet, wodurch diese aus dem Gewebeschnitt herausgelöst und 

in einem Tube oder anderen Reaktionsgefäßen zur weiteren Analyse aufgefangen 

werden können. Voraussetzung dafür ist die Verwendung der bereits genannten 

Membran-beschichteten Objektträger.   

 

Abbildung 4: LMD-System und Schema der Lasermikrodissektion 
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Material: Zur Lasermikrodissektion (LMD) wurde ein Leica LMD 6000 Laser 

Microdissection System mit AVC Software Modul verwendet.  

Durchführung: Die SDH-gefärbten Muskelschnitte auf Membran-beschichteten 

Objektträgern wurden gemäß Herstellerangaben im Gerät platziert. Zur Dissektion 

wurde eine 20- oder 40-fache Objektiv-Vergrößerung gewählt und die Laser-

Einstellungen an die jeweilige Vergrößerung und Gewebebeschaffenheit angepasst. 

Anhand der COX-SDH-gefärbten Referenzschnitte wurden die gesuchten COX-

positiven oder COX-negativen Zellen auf den eingesetzten Objektträgern identifiziert 

und mittels Steuerungssoftware markiert und isoliert. Die isolierten Zellen wurden 

während der etwa 45-minütigen Prozedur unter Raumtemperatur in einem 

Probengefäß mit RNA-protektivem  RLT Plus-Puffer (40µl, aus RNA-Extraktionskit 

RNeasy Micro Plus, Qiagen, mit 0,4 µl β-Mercaptoethanol) aufgefangen und 

anschließend homogenisiert. 

2.3.1.4. RNA- und DNA-Extraktion und -Isolation 

Hintergrund: AllPrep DNA/RNA Micro Kit und RNeasy Micro Plus Kit sind Säulen-

basierte Verfahren zur Extraktion und Isolation von kleinsten Mengen (ng bis µg) 

RNA und DNA. Die isolierte RNA und DNA kann für weitere molekularbiologische 

Verfahren, z.B. qRT-PCR, verwendet werden.  

Material: Zur RNA/DNA-Extraktion und -Isolation wurden das RNeasy Micro Plus-Kit 

(Qiagen, Produkt-Nr.: 74034) und das AllPrep DNA/RNA Micro-Kit (Qiagen, Produkt-

Nr.: 80284) verwendet.  

Durchführung: Die RNA-/DNA-Extraktion und Isolation wurden gemäß 

Herstellerprotokoll durchgeführt. Die DNA wurde bis zur weiteren Analyse unter 

+4°C, die RNA unter -80°C aufbewahrt. 

2.3.1.5. RNA-Quantitäts- und Qualitätsbestimmung mit Agilent Bioanalyzer 

Hintergrund: Quantität und Qualität gewonnener RNA können mittels Agilent 

Bioanalyzer in einem automatisierten Elektrophoreseverfahren bestimmt werden. Der 

Degradationsgrad der RNA als Maß für die Qualität der Probe wird aus dem 

elektrophoretischen Profil des verwendeten Materials berechnet: In der 

Elektrophorese intakter RNA findet sich ein Fluoreszenz-Profil mit zwei 

charakteristischen ribosomalen RNA-Gipfeln (18S- und 28S-rRNA). Diese werden im 
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Rahmen der allgemeinen Degradation der RNA als erste durch RNasen zerstört, so 

dass sich das zweigipflige RNA-Profil abflacht. Die auf Grundlage des RNA-Profils 

berechnete RNA Integrity Number (RIN) eignet sich als Maßzahl für die Integrität der 

gesamten RNA [102].  

 

Abbildung 5: verschiedene RNA-Profile je nach Degradationsgrad, nach 

Schröder et al., 2006  

 

Material: Zur Bestimmung von RNA-Menge und -Integrität wurde der Agilent 2100 

Bioanalyzer (Produkt-Nr.: G2938C) gemäß RNA 6000 Pico Assay-Protokoll (Agilent 

6000 RNA Pico Assay-Kit, Produkt-Nr.:  5067-1513) verwendet. 

Durchführung: Vorbereitung des Probematerials nach Herstellerprotokoll. Die 

Gelelektrophorese wurde anschließend automatisch mit 1 µg Probematerial 

durchgeführt. 
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2.3.2. DNA-Analyse 

2.3.2.1. Bestimmung von Deletionsgrad und Copy Number der mitochondrialen 

DNA mittels quantitativer real time-PCR  

Hintergrund der qRT-PCR: Die quantitative real time-PCR (qRT-PCR) ist ein PCR-

Verfahren, das die Quantifizierung von DNA ermöglicht. Nach jedem PCR-Zyklus 

wird die aktuelle Menge an PCR-Produkten anhand eines Fluoreszenzsignals in 

Echtzeit detektiert. Die Anzahl an Vervielfältigungszyklen bis zum erstmaligen 

exponentiellen Anstieg des Fluoreszenzsignals (der sog. Ct-Wert, cycle threshold) 

kann mit den Ct-Werten anderer Proben oder mit einem Standard bekannter DNA-

Konzentration verglichen werden. Auf diese Weise können mittels ΔΔCt-Methode die 

ursprünglich eingesetzte DNA-Menge oder das Verhältnis der DNA-Mengen 

zwischen verschiedenen Proben bestimmt werden.  

Hintergrund der Bestimmung von Deletionsgrad und Copy Number: Deletionen der 

mitochondrialen DNA finden sich fast ausschließlich im sogenannten major arc des 

mitochondrialen Genoms. Dort befindet sich das ND4-Gen, das somit häufig von 

Deletionen betroffen ist (in 82% d.F. bei single deletions, in 96% d.F. bei multiple 

deletions). Im fast deletionsfreien minor arc ist wiederum das Gen ND1 lokalisiert 

(Deletionen in 6% d.F. bei single deletion, 0% d.F. bei multiple deletion). [105] 

 

 

Abbildung 6: Mitochondriale DNA mit ND1 und ND4, modifiziert nach He et al., 2002 

 

In dieser Arbeit wurde die qRT-PCR dazu verwendet, den Deletionsgrad und die 

Copy Number der mtDNA anhand der Ct-Werte der mitochondrialen Gene ND1 und 

ND4 zu bestimmen. Nähere Angaben finden sich bei He et al. [105]. 
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Methode zur Berechnung des Deletionsgrads: Der Deletionsgrad einer Zelle wird 

mittels ΔΔCt-Methode aus den Ct-Werten der mitochondrialen Gene ND1 und ND4 

bestimmt. Der ND1-Wert entspricht der intakten mtDNA, der ND4-Wert der mtDNA 

mit Deletionen. Aus der Differenz von ND1 und ND4 kann, nach Verrechnung mit 

einem Standard aus deletionsfreiem Humanblut, der Deletionsgrad gemäß folgender 

Formel berechnet werden: 

%Deletionen = (1 – 2^-(Ct ND4 Probe – Ct ND1 Probe – ΔCt Kontrolle)) *100 

Zu Details siehe Krishnan et al (2007) [106]. 

Methode zur Berechnung der Copy Number: Um die Anzahl an Kopien 

mitochondrialer DNA in einer Probe (Copy Number) mittels quantitativer real time-

PCR zu ermitteln, wird die Probe mit einem klonierten Standard (Plasmide mit 

bekannter ND1-Menge) verglichen. Zu diesem Zweck wird eine Standardkurve 

erstellt, die bekannten Mengen mitochondrialer DNA den dazugehörigen ND1-Ct-

Wert zuordnet. So kann aus dem Ct-Wert einer Probe für das ND1-Gen unmittelbar 

die Copy Number dieser Probe berechnet werden. [107]  

Material: Die verwendeten Materialien sind in folgenden Tabellen aufgelistet: 

Tabelle 5: Materialien für die Bestimmung von Deletionsgrad und Copy Number  

Gerät/Verbrauchsmaterial Produkt-Nr. Hersteller 

StepOne Plus™  Real-Time PCR System 4376598 Applied Biosystems 

TaqMan ©Gene Expression Master Mix 4369510 Applied Biosystems 

Tris Puffer 1M pH8 100 ml 9855G Ambion 

DEPC-treated Water AM9922 Ambion 

MicroAmp© Fast Optical 96-Well Reaction Plate  4346906 Applied Biosystems 

MicroAmp© Optical Adhesive Film  4311971 Applied Biosystems 

 

Tabelle 6: Primer für die Bestimmung von Deletionsgrad und Copy Number 

Primer Sequenz 

HumND4_L (Fwd) 5’-CCA TTC TCC TCC TAT CCC TCA AC-3’ 

HumND4_H (Rev) 5’-CAC AAT CTG ATG TTT TGG TTA AAC TAT ATT T-3’ 

HumND1_L  (Fwd) 5’-CCC TAA AAC CCG CCA CAT CT-5’  

HumND1_H (Rev) 5’-GAG CGA TGG TGA GAG CTA AGG T-3’ 
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Tabelle 7: Probes für die Bestimmung von Deletionsgrad und Copy Number 

Probe Sequenz 

Lum-ND4-Probe (6-FAM-gelabelt) 5‘-CCG ACA TCA TTA CCG GGT T-3‘  

Lum-ND1-Probe (VIC-gelabelt) 5’-CCA TCA CCC TCT ACA TCA-3’ 

 

Bestimmung von Deletionsgrad und Copy Number: Die Bestimmung von 

Deletionsgrad und Copy Number erfolgte gemäß folgendem Protokoll: 

Tabelle 8: PCR-Reaktionsansatz für die Bestimmung von Deletionsgrad und Copy Number 

Reagenz Volumen End-Konzentration 

TaqMan Gene Expression Master Mix 10 μl 1x 

Primer ND1_L 0,36 μl 900 nM 

Primer ND1_H 0,36 μl 900 nM 

Primer ND4_L 0,36 μl 900 nM 

Primer ND4_H 0,36 μl 900 nM 

Probe ND1 (VIC) 0,2 μl 100 nM 

Probe ND4 (6-FAM) 0,2 μl 100 nM 

ddH2O 6,16 μl  

Sample 2 μl  

Gesamt 20 μl  

 

Tabelle 9: PCR-Protokoll für die Bestimmung von Deletionsgrad und Copy Number 

Arbeitsschritt Temperatur Zeit 

1. Enzym-Aktivierung 50°C 120 Sekunden 

2. Denaturierung 95°C 10 Minuten 

3. Denaturierung 95°C 15 Sekunden 

4. Annealing und Elongation 60°C 60 Sekunden 

5. Schritte 3 und 4 40mal wiederholen   
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2.3.2.2. Bestimmung der Deletionsart mittels Long-Range nested PCR   

Hintergrund: Die Long-Range nested PCR (lrPCR) ist eine PCR-Reaktion, die für die 

Amplifikation von >5 kbp langer Nukleinsäuren optimiert wurde. Als sog. nested PCR 

wird diese Reaktion bezeichnet, wenn nacheinander mehrere Paare von Primern 

verwendet werden, die die gesuchte Sequenz (hier: den Großteil der 16,6 kbp langen 

mitochondrialen DNA) einrahmen. Hierdurch wird die Anzahl zufälliger PCR-Produkte 

reduziert und damit die Spezifität der PCR-Reaktion erhöht.  

Bei der anschließenden Gelelektrophorese der amplifizierten mtDNA entstehen 

Bandenmuster, die sich einem Deletionstyp zuordnen lassen (s. Abbildung 7):  

- bei single deletions (sd) liegt die mtDNA in jedem betroffenen Molekül in derselben 

verkürzten Form vor, da jeweils das gleiche DNA-Fragment deletiert ist. Sd zeigen 

also bei hohem Deletionsgrad eine einzelne hochmolekulare Bande, die nicht dem 

Wildtyp entspricht, oder bei niedrigem Anteil an Deletionen der mtDNA eine zweite, 

neben der Wildtyp-Bande auftretende Bande; 

- bei multiple deletions (md) liegen die betroffenen mtDNA-Moleküle in jeweils 

unterschiedlicher Länge vor, da in jedem Molekül unterschiedlich lange Fragmente 

der mtDNA fehlen. Md zeigen dementsprechend in der Elektrophorese viele 

unterschiedliche Banden von niedrigerem Molekulargewicht, die (je nach 

Deletionsgrad) zusätzlich oder anstelle der ursprünglichen Wildtyp-Bande auftreten 

können. 

 

 

Ergänzende Angaben finden sich bei Krishnan et al. und Bender et al. [23, 25] 

 

Abbildung 7: Beispiele von Bandenmustern für Zellen mit mitochondrialer 

DNA vom Wildtyp (wt), mit single deletion (sd) und multiple deletions (md) 
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Material: Die verwendeten Materialien sind in folgenden Tabellen aufgelistet: 

Tabelle 10: Materialien für die Bestimmung der Deletionsart mittels lrPCR 

Verbrauchsmaterial/Geräte Produkt-Nr. Hersteller 

Thermo Cycler PTC-200 MJ Research 

Expand Long Range dNT Pack 04829042N2W Roche 

Ultrapure BSA, Non-Acetylated AM2616 Ambion 

Tube Strips 0,2 ml 82-0266-A Peqlab Biotechnologie GmbH 

Agarose 840004 Biozym Scientific GmbH 

Ethidiumbromid E1510-10ml Sigma-Aldrich 

Gel Pilot 1kb Ladder 239085 Qiagen 

DEPC-treated Water AM9922 Ambion 

GelPilot Loading Dye 124106862 Qiagen  

Gelanalyse Agagel  Biometra 

Ultraviolett Transluminator 46514 Peqlab Biotechnologie GmbH 

 

Tabelle 11: Primer für die Bestimmung der Deletionsart mittels lrPCR 

Primer Sequenz 

Hum_Lx_1 (Fwd) 5‘-TGTAAAACGACGGCCAGTCAGTGACACATGTTTAACGGC-3‘ 

Hum_Lx_1 (Rev) 5‘-CAGGAAACAGCTATGACCTACAAGGACAGGCCCATTTG-3’ 

Hum_Lx_2 (Fwd) 5‘-TGTAAAACGACGGCCAGTTCCATCATAGCAGGCAGTTG-3‘ 

Hum_Lx_2 (Rev) 5‘-CAGGAAACAGCTATGACCAAGGAGTGAGCCGAAGTTTC-3‘ 
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Durchführung: Es wurden zwei PCR-Runden mit den oben aufgeführten Primern 

durchgeführt, wobei zuerst das externale und anschließend das internale Primerpaar 

verwendet wurde.  

Tabelle 12: Ansatz 1. PCR-Runde (externale Primer): 

Reagenz Volumen End-Konzentration 

Buffer  10 μl 1x 

dNTP 2,5 μl 0,5 mM 

Primer F (external) 1,5 μl 600 nM 

Primer R (external) 1,5 μl 600 nM 

Taq-Polymerase 0,75 μl 3,75 U 

BSA 10 μl 0,2x 

ddH2O 21,75 μl  

Template DNA  2 μl  

Gesamt 50 μl  

 

Tabelle 13: Programm 1. PCR-Runde (externale Primer): 

Arbeitsschritt Temperatur Zeit 

1. Denaturierung und Enzym-Aktivierung 92°C 120 Sekunden 

2. Denaturierung 92°C 10 Sekunden 

3. Annealing 59°C 15 Sekunden 

4. Elongation 68°C 13 Minuten 

5. Schritte 2-4 9mal wiederholen (insgesamt 10 Zyklen) 

6. Denaturierung 92°C 10 Sekunden 

7. Annealing 59°C 15 Sekunden 

8. Elongation 68°C 13 Minuten +20 Sek./Zyklus 

9. Schritte 6-8 9mal wiederholen (insgesamt 10 Zyklen) 

10. Elongation 68°C 7 Minuten 

11. Kühlung 4°C unendlich 



26 

Tabelle 14: Ansatz 2. PCR-Runde (internale Primer): 

Reagenz Volumen End-Konzentration 

Buffer 10 μl 1x 

dNTP 2,5 μl 0,5 mM 

Primer F (internal) 1,5 μl 600 nM 

Primer R (internal) 1,5 μl 600 nM 

Taq-Polymerase 0,75 μl 3,75 U 

BSA 10 μl 0,2x 

ddH2O 21,75 μl  

Produkt aus der ersten PCR-Runde (1:10 verdünnt) 2 μl  

Gesamt 50 μl  

 

Tabelle 15: Programm 2. PCR-Runde (internale Primer): 

Arbeitsschritt Temperatur Zeit 

1. Denaturierung und Enzym-Aktivierung 92°C 120 Sekunden 

2. Denaturierung 92°C 10 Sekunden 

3. Annealing 59°C 15 Sekunden 

4. Elongation 68°C 12 Minuten 

5. Schritte 2-4 9mal wiederholen (insgesamt 10 Zyklen) 

6. Denaturierung 92°C 10 Sekunden 

7. Annealing 59°C 15 Sekunden 

8. Elongation 68°C 12 Minuten +20 Sek./Zyklus 

9. Schritte 6-8 19mal wiederholen (insgesamt 20 Zyklen) 

10. Elongation 68°C 7 Minuten 

11. Kühlung 4°C unendlich 

 

10µl des PCR-Produkts aus der zweiten PCR-Runde wurden anschließend auf ein 

0,9%-iges Agarosegel in TBE-Puffer aufgetragen, elektrophoretisch aufgetrennt und 

unter UV-Licht fotografiert. 
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2.3.3. RNA-Analyse 

2.3.3.1. In-vitro-Transkription 

Hintergrund: In-vitro-Transkription (IVT) ist ein Verfahren zur Vervielfältigung von 

kleinsten Menge RNA. In einem ersten Schritt werden mit einer Reversen 

Transkriptase cDNA-Kopien der RNA erstellt, die anschließend in der eigentlichen 

IVT-Reaktion transkribiert werden. Das Endprodukt, die aRNA oder cRNA 

(antisense-RNA oder coding-RNA, synonym verwendet) kann im Anschluss z.B. für 

Hybridisierungsassays verwendet werden. Die Amplifizierung der RNA führt zu einer 

verbesserten Sensitivität und Reliabilität derartiger Assays [108, 109].  

Material: Für die In-vitro-Transkription wurden das Ambion MessageAmp II aRNA 

Amplification Kit (Applied Biosystems, AMB17515) und das Illumina TotalPrep RNA 

Amplification Kit (Applied Biosystems, AMIL1791) mit T7 Oligo(dT) Primer (Ambion, 

5710) und  SUPERaseIn (Ambion, AM2694) verwendet.  

Durchführung: Die In-Vitro-Transkription wurde zunächst mit Ambion MessageAmp II 

aRNA Amplification Kit gemäß Herstellerangaben durchgeführt. Nach der ersten 

Transkriptionsreaktion wurde die aRNA in 100µl RNase-freiem Wasser aufgelöst und 

das Volumen anschließend in einer Vakuumzentrifuge auf 10µl reduziert. Für die 

zweite Transkriptionsreaktion wurde das Illumina TotalPrep RNA Amplification Kit 

gemäß Herstellerangaben verwendet. Die amplifizierte aRNA wurde unmittelbar im 

Anschluss für die Hybridisierung verwendet. 

2.3.3.2. Microarray: Hybridisierung, Scan/Datenerhebung und Auswertung 

Hintergrund: Als Microarray werden Verfahren bezeichnet, die die gleichzeitige 

Analyse großer Datenmengen auf einem miniaturisierten Chip ermöglichen. 

Microarrays werden beispielsweise im Rahmen von Genexpressionsanalysen 

verwendet, wenn, so wie in der vorliegenden Arbeit, Genom-weite 

Genexpressionsprofile erstellt werden sollen. Die im Vorfeld amplifizierte und mit 

einem Fluoreszenzsignal markierte RNA wird zu diesem Zweck auf einen Chip 

aufgebracht, wo sie an komplementäre Gen-Sonden (Oligonukleotide oder DNA-

Fragmente) bindet (sog. Hybridisierung). Das an diese Sonden gekoppelte 

Fluoreszenzsignal ist proportional zur Menge der jeweiligen RNA-Kopien. Da stets 

zwei verschiedene Proben verglichen werden, ergibt sich aus dem Abgleich der 
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Fluoreszenzsignale der beiden Proben für die untersuchten Gene ein differenzielles 

Expressionsprofil.  

Material und Durchführung: Die Hybridisierung wurde gemäß Herstellerangaben auf 

Illumina WG-6v1 Bead Chips (Illumina) durchgeführt. Für Scan und Datenerhebung 

wurde der Illumina BeadArray Reader (Illumina) verwendet. Die Daten wurden 

anschließend mit dem Programm BeadStudio (Illumina, SW-20) ausgewertet und 

statistisch auf Zusammenhänge geprüft. 

2.3.3.3. Signalweg-Analyse mittels Ingenuity Pathway Analysis 

Hintergrund: Die Signalweg-Analyse ist eine Methode der Bioinformatik, die die 

Zuordnung von Genen oder Proteinen zu Signalwegen erlaubt. Da Gene in komplexe 

Signalnetzwerke integriert sind, erschließen sich durch die Zuordnung von Genen zu 

Signalwegen einerseits mögliche Funktionen von Proteinen, andererseits werden 

Zusammenhänge zwischen Genen sichtbar. Häufig werden Signalweg-Analysen im 

Rahmen von Genexpressionsstudien durchgeführt, um die Relevanz und Funktion 

von Genexpressionsunterschieden innerhalb zellulärer Netzwerke beurteilen zu 

können. Das hier verwendete Software-Programm Ingenuity Pathway Analysis (IPA) 

beruht auf der von Experten zusammengestellten  IPA library of canonical pathways. 

Material und Durchführung: Der Datensatz wurde mittels Ingenuity Pathway Analysis 

(IPA, Ingenuity Systems, http://www.ingenuity.com, Qiagen, Redwood City) 

ausgewertet und statistisch auf Zusammenhänge geprüft.  
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2.3.4. Validierung der Ergebnisse der RNA-Analysen  

2.3.4.1. Bestimmung von Muskelfasertyp und Expression von p53, p21 und 

mdm2 mittels Immunhistochemie und -fluoreszenz  

Hintergrund: Die Immunfluoreszenz ist ein immunhistochemisches Verfahren, mit 

dem Proteine oder andere Strukturen innerhalb von Geweben und Zellen durch 

spezifische, fluoreszierende Antikörper dargestellt werden können.  

In der vorliegenden Arbeit wurden die Ergebnisse der zuvor durchgeführten RNA-

Analysen exemplarisch anhand des Immunfluoreszenzsignals der proapoptotischen 

Proteine p53, p21 und mdm2 auf Protein- und Einzelzellebene validiert. Dazu wurden 

entsprechend gefärbte Gewebeschnitte von drei der untersuchten Muskelbiopsien 

erstellt und das Immunfluoreszenzsignal von p53, p21 und mdm2 in einzelnen Zellen 

in Abhängigkeit von Atmungskettenfunktion und Muskelfasertyp bestimmt. Der 

Fasertyp wurde im Rahmen dieser Arbeit mittels Doppelfärbung bestimmt. Dabei 

handelt es sich ebenfalls um ein immunhistochemisches Verfahren, bei dem sich der 

jeweilige Primärantikörper gegen unterschiedliche Muskelfasertyp-spezifische 

Myosin-Schwere-Ketten-Isoformen (MYH2 bei Fasertyp 2a, MYH7 bei Fasertyp1) 

richtet und somit die Zuordnung von Zelle zu Fasertyp ermöglicht. Nähere Angaben 

zur Doppelfärbung finden sich bei Raheem et al. [110]. Zur Identifizierung der 

Zellkerne wurde das Färbemittel TO-PRO verwendet. 

Material: Die verwendeten Materialien sind in folgender Tabelle aufgelistet: 

Tabelle 16: Materialien für Immunhistochemie und Immunfluoreszenz 

Verbrauchsmaterial Produkt-Nr. Hersteller 

Ethanol absolut  A3678, 1000 AppliChem 

Ethanol 96%  L0447 Apotheke Innenstadt Uni Muenchen 

Ethanol 70%   CLN GmbH 

Aceton 1.00013.1000 Merck 

Albumin (aus bovinem Serum) A7906-50G Sigma-Aldrich 

PBS-Puffer 1M (10X) pH 7,4 P32799 Apotheke Innenstadt Uni Muenchen 
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Tabelle 17: Materialien für Immunhistochemie und Immunfluoreszenz: Antikörper und Färbekits 

Verbrauchsmaterial Produkt-Nr. Hersteller 

p53-Antikörper (DO-1) sc-126 Santa Cruz Biotechnology 

p21-Antikörper (C-19) sc-397 Santa Cruz Biotechnology 

MDM2-Antikörper (SMP14) sc-965 Santa Cruz Biotechnology 

myosin slow M8421 Sigma-Aldrich 

myosin (human fast fibers) A4.74 Developmental Studies 

Hybridoma Bank (University 

of Iowa) 

ZytoChem Plus AP Polymer Kit POLAP-006 Zytomed Systems 

Anti-Mouse/Rabbit poly hrp 

IHC detection kit 

2774 Millipore 

Permanent AP Red Kit ZUC001-125 Zytomed Systems 

Levamisole Solution SP-5000 Vector Labratories 

TO-PRO®-3 iodide (642⁄661) - 1 

mM solution in DMSO 

T3605 Invitrogen 

 

Färbungen: Neben der oben bereits beschriebenen COX-SDH-Färbung wurden 

folgende Protokolle zur immunhistochemischen Darstellung des Fasertyps 

(„Doppelfärbung“)  und von p53, p21 und mdm2 verwendet: 

Tabelle 18: Protokoll für die Doppelfärbung zur Darstellung des Fasertyps 

Arbeitsschritt Dauer 

Fixierung der Gewebeschnitte in Aceton 10 min 

Blocken mit Reagent 1 (ZytoChem Plus AP Polymer Kit) 5 min 

Waschen in 0,1M PBS 1x 2 min 

Primären Antikörper Myosin (human fast fibers) in 1:1000-Verdünnung in 

2%BSA/0,1M PBS auftragen und bei 37°C inkubieren 

30 min 

Waschen in 0,1M PBS 3x 5 min 

Post Block mit Reagent 2 (ZytoChem Plus AP Polymer Kit) 20 min 

Waschen in 0,1M PBS 3x 5 min 

Sekundären Antikörper Reagent 3 (ZytoChem Plus AP Polymer Kit) auftragen 30 min 
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Tabelle 18: Protokoll für die Doppelfärbung zur Darstellung des Fasertyps (Fortsetzung) 

Waschen in 0,1M PBS 3 x 2 min 

Chromogen Permanent AP Red (8µl Chromogen +0,7µl Levamisol +0,5ml Puffer) 

aufbringen  

20 min 

Waschen in ddH2O  

Blocken mit 2% BSA/0,1 M PBS 30 min 

Primären Antikörper myosin slow in 1:8000-Verdünnung in 2%BSA/0,1 M PBS 

auftragen und bei 37°C inkubieren 

45 min  

Waschen in 0,1 M PBS 2x 3 min 

Sekundären Antikörper anti-mouse poly HRP auftragen 30 min 

Waschen mit 0,1 M PBS 2x 3 min 

Chromogen DAB (12,5 µl Chromogen pro 0,5 ml Chromogen-Puffer) auftragen 30 min 

Waschen in ddH2O 5 Min 

Dehydrieren in Ethanolreihe (70%, 95%, 100%, 100%) je 1 min 

 

Tabelle 19: Protokoll für die immunhistochemische Darstellung von p53, p21 und mdm2 

Arbeitsschritt Dauer 

Fixierung in RNase-freiem 100% Methanol 40 sec 

Waschen in 0,1M PBS  5 min 

Blocken mit 5% FCS, 0,1% Triton X-100 in 0,1M PBS 60 min 

Primärer Antikörper in Super Block T20 Blocking Buffer (1:10 verdünnt in 

PBS) 

Über Nacht bei 4°C 

Waschen in 0,1M PBS  3x 5 min 

Sekundärer Antikörper in Blocking Buffer aufbringen (abgedunkelt) 

Für p53: anti-mouse Alexa Fluor 488 (1:200) 

Für p21: anti-rabbit Alexa Fluor 488 (1:200) 

Für mdm2: anti-mouse Alexa Fluor 488 (1:200) 

60 min  

Waschen in 0,1 M PBS (zunächst mehrmals waschen, dann abgedunkelt) 10 min 

TO-PRO-Färbung in 1:1000-Verdünnung (1µM) (abgedunkelt) 15 min  

Waschen in PBS 0,1M (zunächst mehrmals waschen, dann abgedunkelt) 3x 10 min 
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Immunfluoreszenzmikroskopie und Auswertung: Unter dem Immunfluoreszenz-

mikroskop wurden die gesuchten Zellen zunächst im Vergleich mit COX/SDH- und 

Doppelfärbung identifiziert. 

   

Abbildung 8: Sukzessive Muskelschnitte mit COX/SDH-Färbung (links), Doppelfärbung (Mitte) und Immunfluoreszenzfärbung für 

p21 (rechts) inkubiert 

 

Anschließend wurde das Immunfluoreszenzsignal der ausgewählten Zellen mit dem 

Bildauswertungsprogramm ImageJ (Wayne Rasband, NIH) ausgewertet. Dazu wurde 

das Immunfluoreszenzbild in ein Schwarz-Weiß-Bild umgewandelt, Helligkeit und 

Kontrast normalisiert und das Fluoreszenzsignal schließlich anhand der Helligkeit der 

markierten Zelle quantifiziert.  

  

Abbildung 9: Immunfluoreszenzbild von p21 (links) und entsprechende Darstellung nach Umwandlung mit ImageJ in ein 

Schwarz-Weiß-Bild und Normalisierung (rechts). Exemplarisch ist auf dem rechten Bild eine Zelle markiert und die Analyse 

des Fluoreszenzsignals abgebildet (Histogramm) 
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3. Ergebnisse 

3.1. Etablierung einer RNA-schonenden Färbung zur Identifikation COX-

negativer und COX-positiver Muskelzellen 

Die hier verwendete Färbung zur Darstellung von Zellen mit Atmungskettendefekt 

sollte zwei Bedingungen erfüllen: einerseits sollten COX-negative und –positive 

Zellen deutlich unterscheidbar dargestellt werden, andererseits eine ausreichend 

hohe RNA-Qualität des Materials für weitere Analysen gewährleistet sein. Durch 

alleinige SDH-Färbung der Membran-beschichteten Objektträger und Reduktion der 

SDH-Färbedauer von 45 Minuten auf 15 Minuten wurden die genannten 

Bedingungen erfüllt.  

 

3.1.1. Unterscheidbarkeit COX-negativer und COX-positiver Zellen in der 

modifizierten SDH-Färbung 

Die in der COX/SDH-Färbung blau gefärbten Zellen (COX-negative Zellen) ließen 

sich in der alleinigen SDH-Färbung als Zellen mit besonders intensiver Blaufärbung 

(SDH-Überpositive) identifizieren. Im Vergleich mit den COX/SDH-gefärbten 

Referenzschnitten konnten auf diese Weise auch auf den ausschließlich SDH-

gefärbten Membran-beschichteten Objektträgern eindeutig COX-positive von COX-

negativen Zellen unterschieden werden (s. Abbildung 3). Dabei genügte eine 15-

minütige Inkubation mit der SDH-Färbelösung, um bei alleiniger SDH-Färbung eine 

ausreichend intensive Färbung der Zellen zu gewährleisten.  

 

3.1.2. RNA-Qualität in der modifizierten SDH-Färbung  

Um zunächst isoliert den Effekt der Färbung auf die RNA-Qualität zu untersuchen, 

wurden n=6 und n=5 Membranen mit dem SDH-Medium für 15 oder 45 Minuten 

inkubiert und anschließend mit dem Skalpell vom Objektträger gelöst. Die n=5 

Kontrollen wurden ohne Färbung mit dem Skalpell vom Objektträger gelöst.  

Die RNA-Qualität nach 15-minütiger SDH-Färbung (RIN= 8,55 +/- 0,37) war im 

Vergleich zur ungefärbten Kontrolle (RIN= 8,6 +/- 0,81) nicht signifikant schlechter 

(ΔRIN= -0,05; p= 0,89). Die 45-minütige SDH-Färbung (RIN= 7,16 +/- 0,42) 

verschlechtert die RNA-Qualität im Vergleich zur Kontrolle hingegen signifikant 

(ΔRIN= -1,39, p = 0,008) (s. Abbildung 10). 
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3.1.3. RNA-Qualität nach Laser-Zell-Mikrodissektion  

Um die Auswirkungen der Laser-Zell-Mikrodissektion auf die RNA-Qualität zu 

untersuchen, wurden Membran-beschichtete Objektträger zunächst für 15 Minuten 

mit SDH-Medium inkubiert, und anschließend je 500 Zellen in einer 45-minütigen 

oder dreistündigen Laser-Mikrodissektionssitzung (n=4 und n=8) isoliert. 45 Minuten 

entsprechen der durchschnittlichen Arbeitszeit für die Isolation von 500 Zellen von 

einer Membran. 

Nach Färbung und 45-minütiger LMD wurden RIN-Werte von 5,95 +/- 0,25 

gemessen, nach Färbung und dreistündiger LMD wurden RIN-Werte von 5,25 +/- 

1,04 gemessen. Die RNA-Integrität verschlechterte sich durch das 45-minütige LMD-

Verfahren im Vergleich zur 15-minütigen SDH-Färbung ohne LMD um RIN = 2,6 (p = 

0,00000).  

 

 

Abbildung 10: Darstellung der RIN-Werte der im Text genannten Gewebeschnitte. Kontrolle = keine Färbung, Entnahme mit 

Skalpell; SDH15 Min = 15-mütige Inkubation mit SDH-Medium, Entnahme mit Skalpell; SDH 45 Min = 45-mütige Inkubation mit 

SDH-Medium, Entnahme mit Skalpell; LMD 45 Min = 15-mütige Inkubation mit SDH-Medium, Isolation während 45-minütiger 

Lasermikrodissketion; LMD 3h = 15-mütige Inkubation mit SDH-Medium, Isolation während dreistündiger Lasermikrodissektion 
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3.2. Genetische Charakterisierung der CPEO-Patienten 

Bei n=10 Patienten wurden jeweils 500 COX-positive Zelldissekate und 500 COX-

negative Zelldissekate hinsichtlich Copy Number, Deletionsgrad und Art der 

vorliegenden Deletion untersucht. 

 

3.2.1. Bestimmung von Copy Number und Deletionsgrad  

Die CN betrug in den COX-positiven Samples 990,47 +/- 826,65 mtDNA-Moleküle 

pro 500 Zelldissekate, in den COX-negativen Proben CN= 3345,24 +/- 1968,27 

mtDNA-Moleküle pro 500 Zelldissekate (s. Abbildung 11). In den COX-negativen 

Samples war die CN signifikant höher als in den COX-positiven Samples (p = 0,003). 

Die CN der COX-negativen Proben war bei allen Patienten höher als die CN des 

komplementären COX-positiven Samples.  

Der Deletionsgrad betrug in den COX-positiven Dissekaten 30,89 +/- 13,56 %, in den 

COX-negativen Dissekaten 61,03 +/- 27,03 %. Der Deletionsgrad unterschied sich 

damit signifikant zwischen COX-negativen und COX-positiven Muskelfasern der 

jeweiligen Patienten (p = 0,006):  In n=9 Patienten waren  die COX-negativen Proben 

stärker von Deletionen betroffen als die COX-positiven Zellen. 

 

 

Abbildung 11: Deletionsgrad in % (links) und Copy Number in mtDNA-Moleküle/500 

Zelldissekate (rechts) der COX-positiven (COX+) und COX-negativen (COX-) Muskelfasern.  
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Zur Prüfung des Zusammenhangs zwischen Deletionsgrad und Copy Number wurde 

eine lineare Regressionsanalyse durchgeführt (s. Abbildung 12). Dabei wurde nicht 

zwischen COX-positiven und COX-negativen Proben unterschieden. Es zeigte sich 

ein deutlicher Zusammenhang mit Bestimmtheitsmaß R² = 0,3063.  

 

 

Abbildung 12: Zusammenhang zwischen Deletionsgrad und Copy Number. Die Punkte entsprechen 

jeweils CN und Deletionsgrad eines Samples gepoolter Muskeldissekate.  
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3.2.2. Bestimmung der Deletionsart (sd/md) 

 

L - + - +  - + - + L - + - + - + - + - +  - + 

 Pat.  1 Pat.  2 Pat.  3 Pat.  4  Pat.  5 Pat.  6 Pat.  7 Pat.  8 Pat.  9 Pat.  10 

Abbildung 13: Gelelektrophoresen der Muskeldissekate. Für jeden Patienten ist jeweils links die Gelelektrophorese der 500 

COX-negativen Zelldissekate (-) und rechts die Gelelektrophorese der 500 COX-positiven Zelldissekate (+) dargestellt. Die 

Gelelektrophoresen von Patient 8 sind heller dargestellt, um die Banden besser sichtbar zu machen. L = Ladder (3000bp, 

1000bp, 500bp) 

 

Patient 1 zeigte die für multiple deletions (md) charakteristischen vielen 

niedermolekularen Banden. Patient 2 zeigte zwei Wildtyp (wt)-Banden bei 16,6 kbp - 

der Deletionsstatus konnte somit nicht abschließend bestimmt werden. Patient 7 

zeigte in der COX-negativen Probe ein typisches md-Muster und in der COX-

positiven Probe ein sd-Muster, so dass auch hier der Deletionsstatus nicht eindeutig 

geklärt werden konnte. Alle weiteren Patienten zeigten ein sd-typisches Muster: Die 

Patienten 3, 5 und 6 zeigten im COX-negativen Sample eine nicht-wt-Bande (Patient 

5 zusätzlich zur wt-Bande), im COX-positiven Sample war nur die wt-Bande sichtbar. 

Die Patienten 4, 8, 9 und 10 zeigten in der Elektrophorese der COX-negativen und 

COX-positiven Samples eine charakteristische singuläre nicht-wt-Bande. Die Nicht-

Wildtyp-Banden bei den Patienten 4, 6 und 10 zeigten die für common deletion (cd) 

zu erwartende Bande bei 5 kbp. 
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3.3. Genexpressionsanalyse 

Es wurden jeweils 500 COX-positive und 500 COX-negative Zelldissekate von n=9 

Patienten (Patienten 1-8 und Patient 10) untersucht. 

 

3.3.1. Bestimmung differenziell exprimierter Gene 

Bei einem Signifikanzniveau von p<0,01 wurden 5992 Sonden detektiert. Mittels 

Varianzanalyse wurden nach Benjamini-Hochberg-Korrektur (FDR<0,05) 160 Gene 

identifiziert, nach Bonferroni-Korrektur wurden neun Gene identifiziert (s. Tabelle 20). 

Die Untersuchungen wurden mit dem Programm BeadStudio (Illumina) durchgeführt. 

Tabelle 20: Übersicht differenziell exprimierter Gene nach Bonferroni-Korrektur. x* = x-fache 

Veränderung der Expression 

Gen p-Wert  x*  Definition  Funktion des Gens  

SLC7A1  4,5 x 10-8  3.7  
Solute carrier family 7 

member 1  

L-Arginin-Transmembrantransporter, 

NO-Signaling  

SHMT2  1,1 x 10-6  1.7  
Serinhydroxymethyl-

transferase 2  

Mitochondriale 

Glycinhydroxymethyltransferase, 

Regulierung der Zellproliferation 

SMTNL1  2,1 x 10-6  - 1.8  Smoothelin-like 1  

Kontraktion und Relaxation des Muskels 

und belastungsabhängige vaskuläre 

Anpassungsreaktion  

FHL2  3,1 x 10-6  - 1.5  
Four and a half LIM 

domains 2  

Koaktivator der Transkription, negative 

Regulierung apoptotischer Prozesse  

DHCR24  3,3 x 10-6  - 1.5  
24-dehydrocholesterol 

reductase  

Cholesterol-Biosynthese, Antiapoptose, 

oxidative Stressantwort, negative 

Regulierung der Zellproliferation 

COX7A2  4,4 x 10-6  1.5  
Cytochrome C oxidase 

subunit VIIa  
Mitochondrialer Elektronenüberträger  

ADHFE1  4,9 x 10-6  - 1.2  
Alcohol dehydrogenase, 

iron containing 1 

Mitochondriale Hydroxyazid-Oxoazid 

Transhydrogenase, zelluläre 

Stoffwechselprozesse 

FEZ2  5,4 x 10-6  - 1.6  
Fasciculation and 

elongation protein zeta 2  

Negative Regulierung der Bildung von 

Autophagosomen  

TRIB3  7,8 x 10-6  4.0  Tribbles homolog 3  

TNF- und TRAIL-induzierte Apoptose, 

negative Regulierung des Zellüber-

lebens, Serin-Threonin-Kinase AKT1  

 



39 

3.3.2. Zuordnung von Genen zu Signalwegen  

Die Signalweganalyse wurde mit dem Programm Ingenuity Pathway Analysis (IPA, 

Ingenuity Systems) durchgeführt. Die nach Benjamini-Hochberg-Korrektur 

(FDR<0,05) signifikant differenziell exprimierten Gene wurden den zugehörigen 

Signalwegen zugeordnet. Signifikante Aktivierung/Inhibition der Signalwege wurde 

mit dem exakten Fischer-Test geprüft. Die Ergebnisse sind in folgender Tabelle 

aufgeführt: 

 

Tabelle 21: Signifikante Signalwege nach Benjamini-Hochberg-Korrektur (FDR<0,05.) Signalwege mit redundanten Genen sind 

gemeinsam aufgeführt. x* = x-fache Änderung 

Signalweg p-Wert 

Signalweg 

Gen  p-Wert 

Gen 

x* 

Hippo signaling 6.9 x 10-6 CUL1 cullin 1 2.27 x 10-4 -1.19 

  PPP1CB protein phosphatase 1, catalytic subunit, beta 

isozyme 

1.32 x 10-3 -1.30 

  PPP1R3A protein phosphatase 1, regulatory subunit 3A 1.17 x 10-3 -1.35 

  PPP2R2B protein phosphatase 2, regulatory subunit B, beta 5.51 x 10-4 1.24 

  PPP2R3A protein phosphatase 2, regulatory subunit B, alpha 5.18 x 10-4 -1.33 

  SKP1 S-phase kinase-associated protein 1 1.14 x 10-3 -1.37 

  SMAD4 SMAD family member 4 8.18 x 10-4 -1.32 

EIF2 signaling und 

mTOR signaling 

1.2 x 10-5 

7.9 x 10-4 

FAU Finkel-Biskis-Reilly murine sarcoma virus 

ubiquitously expressed 

1.23 x 10-3 1.19 

  PPP1CB protein phosphatase 1, catalytic subunit, beta 

isozyme 

1.32 x 10-3 -1.29 

  RPL8 ribosomal protein L8 1.79 x 10-4 1.22 

  RPL13 ribosomal protein L13 8.75 x 10-4 1.27 

  RPL37A ribosomal protein L37a 1.04 x 10-3 1.33 

  RPS6 ribosomal protein S6 6.53 x 10-4 1.43 

  RPS19 ribosomal protein S19 2.89 x 10-4 1.24 

  RPS23 ribosomal protein S23 3.37 x 10-4 1.12 

  RPS28 ribosomal protein S28 1.07 x 10-3 1.43 
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eiF4/p70S6K 

signaling 

1.7 x 10-4 PPP1CB protein phosphatase 1, catalytic subunit, beta 

isozyme 

1.32 x 10-3 -1.30 

  PPP1R3A protein phosphatase 1, regulatory subunit 3A 1.17 x 10-3 -1.35 

Zykline und 

Zellzyklus-

Regulierung 

4.6 x 10-4 CDKN1A cyclin-dependent kinase inhibitor 1A (p21, Cip1) 5.18-5 1.85 

 CUL1 cullin 1 2.27 x 10-4 -1.18 

 PPP2R2B protein phosphatase 2, regulatory subunit B, beta 5.51 x 10-4 1.23 

 PPP2R3A protein phosphatase 2, regulatory subunit B'', 

alpha 

5.18 x 10-4 -1.33 

 SKP1 S-phase kinase-associated protein 1 1.14 x 10-3 -1.37 

G2/M DNA damage 

Checkpoint-

Regulierung 

6.8 x 10-4 CDKN1A cyclin-dependent kinase inhibitor 1A (p21, Cip1) 5.18 x 10-5 1.85 

 CUL1 cullin 1 2.27 x 10-4 -1.19 

 GADD45A growth arrest and DNA-damage-inducible, alpha 8.09 x 10-4 1.39 

 SKP1 S-phase kinase-associated protein 1 1.14 x 10-3 -1.37 

G1/S-Checkpoint  SMAD4 SMAD family member 4 8.18 x 10-4 -1.32 

TOB T cell signaling 1.3 x 10-3 CUL1 cullin 1 2.27 x 10-4 -1.19 

  SKP1 S-phase kinase-associated protein 1 1.14 x 10-3 -1.37 

  SMAD4 SMAD family member 4 8.18 x 10-4 -1.32 

Folat-Stoffwechsel 2.4 x 10-3 MTHFD2 methylenetetrahydrofolate dehydrogenase 

(NADP+ dependent) 2 

2.46 x 10-4 1.83 

  SHMT2 serine hydroxymethyltransferase 2 (mitochondrial) 1.15 x 10-6 1.69 

 

Mittels Ingenuity Pathway Analysis (IPA) wurden folgende relevante vorgeschaltete 

Regulatorgene und microRNAs (miRNA) identifiziert: 

Tabelle 22: Regulatorgene und microRNAs (miRNA) und deren Zielmoleküle im Datensatz 

upstream Regulatorgen / 

miRNA (inhibiert) 

z-score Zielmoleküle im Datensatz  

ESR1 -2.545 ARHGEF2,CDKN1A,CEBPG,DYRK2,FBXW7,FIBP,GPAM,HYAL1,NEDD4,PDLIM5,

PFN2,RERE,RNF38,SCARB2,SLC7A1,SLC7A2,TRIB3,WNK1 

RICTOR -2.449 COX7A2,FAU,RPL8,RPS19,RPS23,RPS6 

WNT3A -2.236 FHL2,FHOD3,SLC7A1,SLC7A2,TRIB3 
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Tabelle 22: Regulatorgene und microRNAs (miRNA) und deren Zielmoleküle im Datensatz (Fortsetzung) 

upstream Regulatorgen / 

miRNA (aktiviert) 

z-score Zielmoleküle im Datensatz  

MYCN 3.162 CDKN1A,EEF1A1,FAU,MSRB3,RPL13,RPL37A,RPL8,RPS19,RPS23,RPS28,RPS6 

ATF4 2.219 ATF5,CDKN1A,CEBPG,MTHFD2,SHMT2,SLC7A1,TRIB3 

NGF 2.158 CDKN1A,EEF1A1,EHD4,GADD45A,PPP2R2B 

TGFB1 2.002 ABLIM3,AIF1L,BIN1,CARS,CDKN1A,DAPK1,DYRK2,EEF1A1,FAM107A,GADD45A

,IL17D,MTHFD2,PDLIM5,PFN2,RERE,SLC7A1,SMAD4,WNK1 

miRNA   

miR-340-5p (UAUAAAG) 2.519 ANKRD28,ANO6,C12orf75,C2orf88,CHD7,CYP4V2,DAPK1,DDN,EFNA4,ELP5,FHL

2,JPH1,LMO7,MSRB3,PARM1,RERE,RPRD1A,SCARB2,SKP1,SMAD4,SMTNL2,S

VIL,UBE2E3,XPO4 

miR-200b-3p (AAUACUG) 2.086 ANKRD28,ANO6,C16orf72,CALU,ETF1,FARP1,FBXW7,FEZ2,LMO7,NCOA7,PFN2

,PKIA,PPP1CB,RERE,RNF38,RPRD1A,SSH2 

miR-377-3p (UCACACA) 3.245 ANKRD28,C16orf72,CUL1,DHCR24,FOXJ3,MCU,MSRB3,NEDD4,PKIA,RNF38,XP

O4 

miR-17-5p (AAAGUGC) 2.559 AEN,ANO6,C16orf72,CDKN1A,FBXL5,FOXJ3,PDLIM5,PFN2,PKIA,PPP2R3A,RNF

38,SLC7A2,SMAD4,SSH2,UBQLN4,VPS13C,WNK1 

miR-381-3p (AUACAAG) 2.638 CUL1,ETF1,FOXJ3,JPH1,MSRB3,PKIA,PPP1CB,RPRD1A,SCARB2,SLC7A1,SMA

D4,SSH2,WNK1 

miR-137-3p (UAUUGCU) 2.818 ACTN2,ANKRD28,ANXA7,CHD7,DUSP10,FBXW7,GPAM,LAPTM4B,MSRB3,PDLI

M3,PPP1CB,SLC25A5,UGP2,USP38,XPO4 

miR-219a-5p (GAUUGUC) 2.007 ANXA7,CHD7,FBXW7,FOXJ3,PARM1,SCARB2,SMAD4 

miR-23a-3p (UCACAUU) 2.937 ACTN2,CHD7,DAPK1,DYRK2,FOPNL,NEDD4,PKIA,PPP1CB,PPP2R3A,SLC36A2,

SLC7A1,SMAD4,SSH2,WBP4,WNK1 

miR-186-5p (AAAGAAU) 2.258 ANKRD28,ANO6,EIF2D,FBXL5,MSRB3,NEDD4,PARM1,PPP1CB,RERE,TSPYL1,V

PS13C 

miR-224-5p (AAGUCAC) 2.405 FAM217B,FBXL5,RERE,RNF38,RPRD1A,SMAD4 

miR-27a-3p (UCACAGU) 2.345 CALU,CHD7,FAM217B,FBXW7,GPAM,JPH1,LAPTM4B,NCOA7,NEDD4,PKIA,RNF

38,SLC16A10,SMAD4,WNK1 

miR-539-5p (GAGAAAU) 2.204 CLIC5,NEDD4,PPP1CB,RPRD1A,SLC7A1,SMAD4,WBP4,WNK1 

miR-338-3p (CCAGCAU) 2.195 FBXW7,FOPNL,PPP1CB,TSPYL1,WNK1 

miR-144-3p (ACAGUAU) 2.282 ANKRD28,ARPP21,DYRK2,FBXW7,JPH1,NCOA7,PKIA,RNF38,SMAD4,USP38 

miR-145-5p (UCCAGUU) 2.402 ANKRD28,ANO6,C16orf72,JPH1,PPP2R3A,SKP1,SLC7A1,SMAD4,SSH2 

miR-101-3p (ACAGUAC) 2.428 ABLIM3,ANKRD28,C16orf72,C8orf76,DYRK2,FAM217B,FBXW7,RNF38,USP38 

miR-590-3p (AAUUUUA) 2.243 ARHGEF2,DYRK2,FOPNL,LAPTM4B,MSRB3,NEDD4,PRUNE2,RPRD1A,SCARB2,

SMAD4,WNK1,XPO4 

miR-128-3p (CACAGUG) 2.324 ARPP21,FBXW7,GPAM,LAPTM4B,NCOA7,NEDD4,PKIA,RERE,RNF38,WNK1 
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3.4. Validierung der Ergebnisse der RNA-Analyse anhand der immun-

histochemischen Bestimmung der Expression von p53, p21 und mdm2  

Die Ergebnisse der RNA-Analysen wurden in den Muskelbiopsien der Patienten 4, 9 

und 10 auf Einzelzell- und Proteinebene überprüft. Dazu wurden exemplarisch die 

Fluoreszenzsignale von p53, p21 und mdm2 in Abhängigkeit von 

Atmungskettendefekt und Fasertyp untersucht. Von jedem Zelltyp wurden jeweils 10 

Zellen untersucht. Die Immunfluoreszenzwerte wurden jeweils in Relation gesetzt zu 

den Werten für COX-positive Zellen vom Fasertyp 1 (=100%) und statistisch 

ausgewertet (Mittelwert, Standardabweichung, T-Test). Angaben zu den p-Werten 

finden sich im Anhang. 

 

3.4.1. Immunfluoreszenzsignal für p53 

Bei beiden Fasertypen zeigte sich ein Anstieg der p53-Immunfluoreszenz von COX-

positiv (Typ 1: 100 +/-17,9%; Typ 2: 120,3 +/-19,0%) über COX-negativ (Typ 1: 119,3 

+/-23,9%; Typ 2: 124,1 +/-22,6%) bis COX-negativ/SDH-überpositiv (Typ 1: 129,0 +/-

24,2%; Typ 2: 140,3 +/-24,3%). Der Anstieg des p53-Signals war bei Fasertyp 1 

zwischen COX-positiv und COX-negativ am steilsten, bei den Fasern vom Typ 2 

zwischen COX-negativ und COX-negativ/SDH-überpositiv. Insgesamt stieg das p53-

Fluoreszenzsignal beim Fasertyp 1 stärker an als beim Typ 2. Die p53-Werte waren 

bei den Typ-2-Fasern für alle Zelltypen höher als die Messwerte von Fasertyp 1.  

 

3.4.2. Immunfluoreszenzsignal für p21 

Bei beiden Fasertypen stieg das p21-Fluoreszenzsignal von COX-positiven (Typ 1: 

100,0 +/-23,0%; Typ 2: 133,6+/-31,3 %) über die COX-negativen (Typ 1: 126,0 +/-

29,0%; Typ 2: 152,8 +/-36,5%) bis zu den COX-negativen/SDH-überpositiven Zellen 

(Typ 1: 157,3 +/-40,3%; Typ 2: 176,1 +/-46,4%) kontinuierlich und signifikant an. Die 

p21-Immunfluoreszenz war unabhängig vom Atmungskettendefekt für Fasertyp 2 

stärker als für Muskelfasern vom Typ 1. 

 

3.4.3. Immunfluoreszenzsignal für mdm2 

Das mdm2-Immunfluoreszenzsignal stieg bei den Zellen vom Fasertyp 1 

kontinuierlich von COX-positiv (100 +/-22,3%) über COX-negativ (107,8 +/-23,3%) 

bis COX-negativ/SDH-überpositiv (116,4 +/-23,7%) an, der Anstieg war jedoch 
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schwächer ausgeprägt als bei p53 und p21. Bei den Typ-2-Muskelfasern stieg das 

mdm2-Signal von COX-positiv (119,1 +/-26,0%) zu COX-negativ (122,0 +/-26,8%) an 

und sank dann für die COX-Negativen/SDH-Überpositiven (115,3 +/-31,4%) unter 

den Ursprungswert der COX-Positiven. Die Typ-2-Fasern zeigten bei den COX-

Positiven und COX-Negativen ein stärkeres mdm2-Signal als die Typ-1-Fasern.  

 

 

 

 

Abbildung 14: Immunfluoreszenzsignal für p53 (oben), p21 (Mitte), mdm2 (unten); von links 

nach rechts Werte für COX-positive (COX+), COX-negative (COX-) und COX-negative/SDH-

überpositive Fasern (COX-/SDH++) für Fasertyp 1 (Type I) und Fasertyp 2 (Type II); Werte 

in Prozent, bezogen auf COX+/FT1 
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4. Diskussion 

Deletionen der mtDNA verursachen kongenitale mitochondriale Erkrankungen, 

werden jedoch auch mit neurodegenerativen Erkrankungen, der Entstehung von 

Tumoren, sowie allgemeinen Alterungsmechanismen in Verbindung gebracht. Die 

Korrelation von Genotyp, d.h. Lokalisation und Umfang der Mutationen, und 

Phänotyp, d.h. Art und Ausmaß der zellulären Dysfunktion, ist dabei ausgesprochen 

variabel. Wichtige Ursachen dieser Variabilität sind einerseits der unterschiedlich 

hohe Anteil mutierter mtDNA in verschiedenen Zelltypen, Geweben und Organen, 

und andererseits das Vorhandensein zell- und organspezifischer Schwellenwerte. 

Erst bei Überschreiten dieser Schwellenwerte (als grober Richtwert wird häufig ein 

Heteroplasmiegrad von 60% angeführt) kommt es zu relevanten Störungen der 

Zellfunktion, wobei eine Vielzahl von Anpassungsmechanismen auf molekularer und 

zellulärer Ebene den Energiehaushalt und die Zellfunktion zunächst aufrechterhält. 

Versagen diese Mechanismen, geht die Zelle zugrunde. 

Die vorliegende Arbeit soll derartige Anpassungsmechanismen auf 

Genexpressionsebene darstellen und aufzeigen, wie menschliche Zellen unter in-

vivo-Bedingungen auf Deletionen der mtDNA reagieren. Das typische genetische 

und histologische Mosaik von Muskelbiopsien kann hierbei genutzt werden, um 

Genexpressionsmuster unmittelbar benachbarter Muskelfasern mit und ohne 

metabolischer Störung differentiell zu analysieren. Die gleichzeitige Isolation von 

DNA und RNA aus zuvor histologisch charakterisierten Muskelfasern ermöglicht es, 

den zellulären Phänotyp mit dem Genotyp (d.h. Heteroplasmiegrad und Copy 

Number) und dem Genexpressionsmuster zu korrelieren.  

4.1. Etablierung einer RNA-schonenden Methode zur Identifikation und 

Isolation COX-negativer und COX-positiver Muskelzellen  

In der hier vorgestellten Arbeit wurde ein Verfahren etabliert, das die Identifizierung 

und Isolation humaner Skelettmuskelfasern für Genexpressionsanalysen anhand 

histologischer und histochemischer Charakteristika ermöglicht. Die dargestellte 

Methode erlaubt die Isolation kleinster Mengen DNA und RNA aus einzelnen 

Muskelfasern, ohne dass die DNA und insbesondere RNA in relevantem Ausmaß 

durch Nukleinasen degradiert wird. 

Im Mittelpunkt der hier dargestellten Überlegungen stand die Frage, ob die 

vorliegende Methodik eine unverfälschte Untersuchung der Genexpression 



45 

ermöglicht. Grundsätzlich können zwei Arten unerwünschter Veränderungen der RNA 

unterschieden werden:  

1. Eine unspezifische Degradation der RNA durch endo- und exogene RNasen 

(darstellbar durch die RNA-Qualität) 

Traditionell wird die RNA-Qualität mittels Gelelektrophorese über die semiquantiative 

Auswertung der 28s/18s-rRNA-Ratio ermittelt. Als genauere Methode steht 

unterdessen die Bestimmung der RNA Integrity Number (RIN) mit einem Agilent 2100 

Bioanalyzer zur Verfügung, die auch bei den hier vorliegenden niedrigen RNA-

Konzentrationen die RNA-Qualität valide und reliabel abbildet [102, 111, 112]. 

Diverse Studien belegen den Einfluss der RNA-Qualität auf Expressionsanalysen, so 

dass grundsätzlich die bestmögliche Qualität angestrebt werden sollte. Mit 

zunehmender RNA-Degradierung sinkt nämlich zum einen die Sensitivität, d.h. die 

‚Ausbeute’ detektierter Gentranskripte, zum anderen steigt die Varianz der 

Expressionsergebnisse und damit der Anteil falsch-positiver und falsch-negativer 

Befunde [112, 113].  

Um den zeit- und temperaturabhängigen Abbau der RNA durch endogene RNasen 

zu minimieren, wurden die histologischen Schnitte in dieser Arbeit schnellstmöglich 

und unter kontinuierlicher Kühlung entnommen sowie unter Verwendung 

ausschließlich RNase-freier Materialien in einem verkürzten Verfahren gefärbt und 

fixiert. Zur Vermeidung der Kontamination durch exogene RNasen erfolgten alle 

weiteren Arbeitsschritte unter gekühlten und möglichst RNase-freien Bedingungen. 

Es konnte gezeigt werden, dass die RNA-Qualität der verwendeten Gewebe nicht 

durch die Färbung, sondern erst durch die Laser-Mikrodissektion und die damit 

verbundene Wärmeexposition kompromittiert wurde. Bei den in dieser Arbeit 

erzielten RIN-Werten von ca. 5-6 nach LMD kann gemäß Schröder et al. [102] von 

einer guten Verwertbarkeit für anschließende Expressionsanalysen ausgegangen 

werden. 

2. Spezifische, systematische Veränderungen der Genexpression  

Strand et al. beobachteten, dass die Degradierung der RNA bei RIN-Werten unter 6 

nicht zufällig über das Genom verteilt ist, sondern systematisch bestimmte Gene 

betreffen kann (u.a. Desoxyribonukleasen und NADH-Dehydrogenasen, Kollagen, an 

der Zelladhäsion-beteiligte und ribosomale Proteine) [113]. Derartige RIN-abhängige 
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Verzerrungen können jedoch erheblich reduziert werden, indem, wie in der 

vorliegenden Arbeit, Proben mit ähnlichen RIN-Werten verglichen werden [103, 111].  

Bei post mortem entnommenen Geweben besteht zudem die Gefahr systematischer 

Verzerrungen der Genexpression durch agonale Prozesse vor der 

Gewebeentnahme. Derartige spezifische Veränderungen der Genexpression konnten 

in der vorliegenden Arbeit durch die Verwendung von Biopsien, die ursprünglich zur 

klinischen Diagnostik entnommen wurden, vermieden werden. 

Auf systematische Veränderungen der Genexpression durch die Zeit zwischen 

Proben-Entnahme und biologischer Inaktivierung (u.a. Induktion von AMPK-, Akt- und 

MAPK-Signalwegen) weisen auch Sköld et al. hin, auch wenn diese nicht unmittelbar 

in Zusammenhang mit dem RIN-Wert stehen und eher Ausdruck fortgesetzter 

agonaler Prozesse zu sein scheinen [114]. Da die hier verwendeten Muskelbiopsien 

jedoch unmittelbar nach Entnahme gemäß empfohlenem Standard [101] tiefgefroren 

wurden, ist von keiner relevanten Beeinträchtigung der Genexpression durch diesen 

Mechanismus auszugehen.   

In Anbetracht der hohen internen und externen Konsistenz der Ergebnisse erscheint 

eine systematische Verzerrung im vorliegenden Datensatz unwahrscheinlich und die 

Methode damit geeignet, valide Aussagen zur Genexpression zu generieren. 

 

4.2. Genetische Charakterisierung der CPEO-Patienten 

Deletionsart (singuläre vs. multiple Deletionen), Deletionsgrad und Copy Number 

wurden für jeweils 500 COX-positive und 500 COX-negative Muskelfaserdissekate 

der zehn untersuchten Patientenproben bestimmt. COX-negative Zellen zeigten 

einen deutlich höheren Deletionsgrad (61 +/-27%) und eine höhere Copy Number pro 

500 Dissekate (3345,24 +/-1968,27 mtDNA-Moleküle) als COX-positive Muskelfasern 

(31 +/-14%; 990,47 +/-826,65 mtDNA-Moleküle).  

Die Steigerung der Copy Number in COX-negativen Fasern wird in der Literatur als 

bioenergetischer Kompensationsmechanismus diskutiert [115, 116]. Die vorliegenden 

Ergebnisse bestätigen diesen Zusammenhang zwischen hohem Deletionsgrad, 

histochemisch darstellbarer konsekutiver Störung der Atmungskettenfunktion und 

kompensatorischer Steigerung der Copy Number.  
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4.3. Genexpressionsanalyse in Atmungsketten-defizienten Muskelzellen 

Wir bestimmten das differentielle Genexpressionsprofil in COX-negativen und COX-

positiven Muskelzellen von neun Patienten mit mitochondrialen Myopathien. Die 

einzelnen Gene, Pathways und dazugehörigen Regulatorgene und microRNAs sollen 

hier bezüglich ihrer möglichen Funktion bei Atmungskettendefekten diskutiert 

werden.  

Folgende neun Gene zeigten nach Bonferroni-Korrektur ein signifikant abweichendes 

Expressionsmuster:  

 Solution carrier family 7 member 1 (Slc7A1): Slc7A1 ist ein Aminosäure-

Transporter, der durch Aminosäuremangel induziert wird, die Aufnahme von 

Lysin und Arginin in die Zelle steuert und über Arginin das NO-Signaling 

beeinflusst [117, 118]. Daneben wird Slc7A1 als Teil einer umfassenden 

zellulären Stressreaktion durch die unfolded protein response (UPR) induziert 

[119, 120]. Slc7A1 vermittelt mit Tribbles homolog 3 (Trib3) die metabolischen  

Anpassungsreaktionen bei Mäusen nach kurzem Fasten [121, 122]. Andere 

Mitglieder der Slc7-Gengruppe beeinflussen Fasten-induzierte Veränderungen 

im Fettstoffwechsel und den AMPK-PPAR-α-Signalweg [123]. Wir 

interpretierten die gesteigerte Expression von Slc7A1 in der vorliegenden 

Arbeit als möglicherweise UPR-vermittelte Reaktion auf oxidativen Stress und 

Energiemangel und/oder als transkriptionelles Korrelat der Umstellung auf 

alternative Stoffwechselwege bzw. Bereitstellung alternativer Substrate 

(Aminosäuren) zur Energiegewinnung.  

 Serinhydroxymethyl-Transferase 2 (SHMT2): SHMT2 ist ein mitochondriales 

Protein, das an der zellulären Hypoxie-Antwort beteiligt ist. Eine Ausschaltung 

des Gens führt in Zellkultur unter Hypoxie zu ROS-Anstieg und Zelltod [124], 

in Glioblastomzellen reduziert es den O2-Bedarf [125]. In Fibroblastenkultur ist 

die epigenetische Herunterregulierung von SHMT2 für Alters-abhängige 

Defekte der Atmungskette verantwortlich [126]. SHMT2 induziert die 

Proliferation von Zellen im HCC-Modell [127] und spielt für die Bereitstellung 

von Reduktionsäquivalenten (NADPH) [124] und dTTP als Substrat für die 

mtDNA-Replikation [128] eine Rolle. Die Hochregulierung von SHMT2 in 

dieser Arbeit werteten wir im Rahmen der Hypoxie-Antwort als Versuch, die 
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gestörte Atmungskettenfunktion durch verstärkte Mitogenese und 

Bereitstellung von Reduktionsäquivalenten zu kompensieren. 

 Smoothelin-like protein 1 (SMTNL1): SMTNL1 fördert in humanem und murinem 

Skelettmuskel die Umstellung von oxidativer Phosphorylierung auf Glykolyse 

[129]. Bei physischer Belastung vermittelt die Herunterregulierung von 

SMTNL1 die PKA/PKG-abhängigen Anpassungsreaktionen (u.a. Erhöhung 

der Kontraktilität) [130]. SMTNL1-Knockout Mäuse zeigen etwa bessere 

physische Leistung und bessere Muskelkontraktilität als Wildtyp-Mäuse [130]. 

Die reduzierte Expression von SMTNL1 in den für die vorliegende Arbeit 

erhobenen Daten kann dementsprechend als Versuch interpretiert werden, 

trotz Energiemangel eine ausreichende muskuläre Kontraktilität 

aufrechtzuerhalten.  

 Four and a half LIM domains 2 (FHL2): FHL2 ist einer der wesentlichen 

regulierenden Faktoren von Transkription, Signaltransduktion und zellulärem 

Überleben [131]. Wichtige Effektormoleküle sind u.a. p21 und Zyklin D1 [132-

137]. Die Wirkung von FHL2 ist antiapoptotisch: Herunterregulierung von 

FHL2 ist in Pankreastumorzellkultur mit Apoptose assoziiert [134], in 

hepatozellulären Karzinomzellen und murinem Muskel hat die gesteigerte 

Expression von FHL2 antiapoptorische bzw. pro-proliferative Wirkung [132, 

133]. Die verringerte Expression von FHL2 in der vorliegenden Arbeit werteten 

wir daher als pro-apoptotisches Signal, möglicherweise bei Dekompensation 

der Atmungsketten- und Zellfunktion. FHL2 wird u.a. von HIF1 induziert und 

inhibiert HIF1 [138], was die Bedeutung von FHL2 bei der Anpassung an 

bioenergetische Mangelzustände zusätzlich unterstreicht.  

 24-Dehydrocholesterol-Reduktase (DHCR24): DHCR24 ist ein Schlüsselgen für 

die zelluläre Reaktion auf oxidativen Stress [139]. Es wird bei akutem 

oxidativem Stress hochreguliert und in chronischem oxidativem Stress 

herunterreguliert [140]. DHCR24 wirkt anti-apoptotisch, indem es p53 über 

unterschiedliche Mechanismen (u.a. Interaktion mit dem p53-Repressor 

mdm2) inaktiviert [140-143]. Die hier vorliegende reduzierte Expression 

interpretierten wir dementsprechend als pro-apoptotisches Signal infolge von 

chronischem oxidativem Stress bei gestörter Atmungskettenfunktion.  
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 Cytochrome C Oxidase Untereinheit VIIa (COX7A2): COX7A2 wird in dieser 

Arbeit als Teil der Atmungskette kompensatorisch überexprimiert. An anderer 

Stelle wurde die kompensatorische Überexpression unterschiedlicher COX-

Untereinheiten bei mitochondrialen Erkrankungen [144], unter hypoxischen 

Bedingungen [145] und altersabhängig in Skelettmuskel [146] gezeigt.  

 Iron-containing alcohol dehydrogenase (ADHFE1): ADHFE1 ist ein 

mitochondriales Protein, das 4-Hydroxybutyrat zu Semialdehydsuccinat 

konvertiert. Wenn die Zelle ‚fastet’, erleichtert dieses Enzym die Einführung 

kataboler Substrate (Fettsäuren, Ketonkörper, Aminosäuren) in den 

Zitratzyklus und bietet somit eine alternative Quelle von 

Reduktionsäquivalenten für die ATP-Synthese [147]. Erhöhte ROS-Spiegel 

können die Expression von ADHFE1 durch die Zerstörung von Fe-S-Clustern 

beeinträchtigen [148], was eine mögliche Erklärung für die 

Herunterregulierung von ADHFE1 in unserem Datensatz darstellt. 

 Fasciculation and elongation protein zeta 2 (FEZ2): FEZ2 ist ein regulatorisches 

Gen, das in Skelettmuskel altersabhängig exprimiert wird und Autophagie 

supprimiert [146, 149]. Die hier vorliegende Herunterregulierung von FEZ2 

weist folglich auf eine Aktivierung des Autophagie-Programms hin.  

 Tribbles-3 Pseudokinase (TRIB3): TRIB3 wird durch unterschiedliche 

Stressoren hochreguliert (u.a. Hypoxie, oxidativer Stress, Störungen der 

Atmungskette, chronischer Glucosemangel, ER-Stress, Hyperglykämie) [145, 

150-153] und induziert, u.a. über eine Hemmung des MAPK-Signalwegs, 

Apoptose [154-156]. In unterschiedlichen Kontexten kann TRIB3 Autophagie 

induzieren [157] oder inhibieren [150]. Infolge der gestörten 

Atmungskettenfunktion in den untersuchten COX-negativen Zellen ist die 

Expression von TRIB3 im vorliegenden Datensatz hochreguliert. Neben FHL2, 

DHCR24 und FEZ2 weist auch TRIB3 auf Apoptose bzw. Autophagie als 

wesentlichen zellulären Reaktionsmechanismus bei Störungen der 

Atmungskette in den untersuchten Zellen hin. 
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Die nach Benjamini-Hochberg-Korrektur signifikant differentiell exprimierten Gene 

wurden in der anschließenden Pathway-Analyse zellulären Signalwegen zugeordnet 

und wesentliche übergeordnete Faktoren der Transkriptionsregulation identifiziert. 

Folgende signifikant regulierte Signalwege konnten identifiziert werden:  

- Der HIPPO- oder Salvador/Warts/Hippo-Signalweg steuert bei Säugetieren 

Zellproliferation, -differenzierung und Apoptose [158, 159]. Er integriert dabei 

verschiedene Faktoren wie mechanische Reize, DNA-Schäden, den zellulären 

Energiestatus, oxidativen Stress und mitochondriale Signale [160-162]. 

Letztere könnten die Herunterregulierung von HIPPO in unserem Datensatz 

als Folge mitochondrialer Störungen erklären. Wichtige Bestandteile dieses 

Signalwegs wie Yes-Associated Protein (YAP) und TAZ fördern außerdem das 

Muskelwachstum [163-166], so dass die verminderte Expression der Hippo-

Gene möglicherweise die Atrophie und/oder Apoptose der hier untersuchten 

Atmungsketten-defizienten Fasern auf Transkriptionsebene widerspiegelt.  

- Die mTOR-Achse steuert u.a. Zellwachstum und Proliferation und ist ein 

wichtiger Inhibitor von Autophagie. Die Aktivität von mTOR wird u.a. von 

Wachstumsfaktoren, Substratangebot und Energiestatus beeinflusst [167, 

168] und hat selbst Auswirkungen auf zahlreiche altersbedingte 

Veränderungen [169, 170]. In Muskelgewebe ist mTOR der wichtigste Induktor 

von Muskelwachstum [171], die gesteigerte Expression von mTORC1 kann in 

Skelettmuskelgewebe jedoch auch zu ER-Stress und Induktion der UPR via 

eIF2/ATF4 führen [172]. In Mitochondrien führt mTOR via HIF-1 zu einer 

Umstellung des Stoffwechsels von oxidativer Phosphorylierung zu Glykolyse 

[173, 174]. Daneben reguliert mTOR die mitochondriale Aktivität und 

Biogenese über PGC1 und eine 4E-BP-abhängige Steuerung der Translation 

[167, 175]. Die in unserer Untersuchung überwiegend gesteigerte 

Transkription der Gene dieses Pathways in COX-negativen Muskelfasern 

kann als Versuch gewertet werden, die defizitäre Funktion der Atmungskette 

durch Förderung der Mitogenese und Umstellung auf alternative 

Stoffwechselwege zu kompensieren. Histologisches Korrelat für die 

Proliferation der Mitochondrien sind ragged red fibers. 

- Eukaryotic initiation factor 2 (EIF2) bildet zusammen mit PERK einen 

Signalweg, der bei  Aminosäuremangel, DNA-Schäden, oxidativem Stress und 
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ER-Stress im Rahmen der UPR aktiviert wird und die Proteintranslation 

inhibiert und Apoptose induziert [176-178]. Die Induktion von EIF2 in dieser 

Arbeit könnte sowohl durch oxidativen oder ER-Stress verursacht sein und 

unterstützt die Beobachtung, dass in COX-negativen Zellen auf mtDNA-

Deletionen unter gewissen Bedingungen mit einem pro-apoptotischen 

Programm reagiert wird. 

- eIF4/p70S6K sind Effektoren des mTOR-Signalwegs, die u.a. die Steigerung 

der Proteintranslation vermitteln [179]. In den meisten Studien werden mTOR, 

eIF2 und eIF4/p70S6K aufgrund der funktionellen Verwandtschaft und 

gegenseitigen Beeinflussung parallel reguliert [180-183]. Die isolierte 

Herunterregulierung von eIF4/p70S6K in unseren Daten könnte auf 

Regulationsmechanismen hinweisen, die selektiv einzelne Effektormoleküle 

der mTOR-Achse inhibieren oder aktivieren; Glucokortikoide oder die 

Phosphatase PP2a inhibieren beispielsweise selektiv eIF4E und p70S6K, 

ohne die Expression von mTOR zu beeinflussen [184, 185].  

- Zellzyklus-Regulierung: Der CDK-Inhibitor p21/CDKN1A nimmt eine 

Schlüsselrolle für die Regulation des Zellzyklus ein: Bei DNA-Schäden 

induziert p21 Zellzyklusarrest, inhibiert direkt die DNA-Replikation und 

reguliert Transkription und Apoptose [89]. In Muskelgewebe ist die gesteigerte 

Expression von p21 und dem p21-Aktivator p53 mit Atrophie assoziiert [186], 

gleichzeitig spielt p21 eine wichtige Rolle für die Muskelregeneration nach 

Trauma [187]. Übereinstimmend mit der Expressionsstudie von Crimi et al. 

[144] stellten wir in unserer Untersuchung eine Hochregulierung von p21 im 

Rahmen der zellulären Reaktion auf Atmungskettendefekte fest. p21 wird von 

p53 aktiviert [89] und u.a. von c-Myc inhibiert, das ebenfalls in verschiedenen 

Atmungsketten-defizienten Zellen differenziell exprimiert wird [92, 188]. Cullin 

1 (CUL1), das in unserer Untersuchung herunterreguliert ist, wirkt ebenfalls  

als Inhibitor von p21 [189, 190]. CUL1 bildet zusammen mit dem 

gleichermaßen herunterregulierten S-phase kinase-associated protein 1 

(SKP1) einen Ubiquitin-Ligase-Komplex [191], der wiederum für die 

Inaktivierung zahlreicher mTOR-Inhibitoren verantwortlich ist [192]. Der sog. 

SCF-Komplex (Skp1-Cul1-F-box) ist außerdem an der Steuerung des 

Zellzyklus beteiligt, indem gezielt Zellzyklus-spezifische Proteine ubiquitiniert 

bzw. degradiert werden [193, 194]. Das ebenfalls in dieser Arbeit 
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überexprimierte GADD45A ist ein zellulärer Stresssensor, der u.a. durch DNA-

Schäden und p53 induziert wird, den Zellzyklus stoppt und verschiedene 

DNA-Reparaturmechanismen oder Apoptose initiiert [195]. Daneben spielt 

GADD45A eine wesentliche Rolle für altersbedingte Erkrankungen [196]. In 

Muskelgewebe führt eine stressinduzierte Überexpression von GADD45A zu 

Muskelatrophie [197], aber auch Atrophie durch Fasten wird von GADD45A 

via ATF4 vermittelt [198]. SMAD4 schließlich ist ein antimitogenes und pro-

apoptotisches Effektorprotein von TGF-β [199], das Muskelwachstum inhibiert 

[200]. Die reduzierte Expression in unserem Datensatz werteten wir 

dementsprechend als promitogenes oder myogenes Signal.  

- Die Hochregulierung von Genen des Folat-Stoffwechsels ist einerseits als 

mTOR- oder ATF4-induzierte Anpassungsreaktion an den erhöhten 

Substratbedarf bei der DNA-Synthese im Rahmen der verstärkten Mitogenese 

erklärbar [201, 202]. Möglicherweise reagiert die Zelle andererseits auf 

erhöhte ROS-Spiegel mit der vermehrten Bereitstellung von antioxidativem 

Glutathion im Folsäure-Stoffwechsel [203].  

Neben den genannten Signalwegen wurden außer einer Vielzahl von microRNAs u.a. 

folgende differenziell regulierten Regulatorgene identifiziert:  

- Östrogen-Rezeptor 1 (ESR1/ERα) ist ein Regulatorgen, dessen Verlust zu einer 

Induktion von p53-Zielgenen führt [204]. Dies könnte die gesteigerte 

Expression von GADD45a, CDKN1a und pro-apoptotischer Gene in unserem 

Datensatz erklären, zumal Östrogen auch antiapoptotisch wirkt [205]. Die 

selektive Herunterregulierung des -Rezeptorsubtyps weist außerdem auf die 

gezielte Steuerung unterschiedlicher Östrogen-vermittelter Prozesse hin: Der 

β-Östrogenrezeptor (ERβ) vermittelt erstens die antiapoptotische Wirkung von 

Östrogen stärker als der -Subtyp [205] und steigert zweitens stärker die 

bioenergetische Aktivität und Effizienz von Mitochondrien [206]. Dies erlaubt 

apoptotische Prozesse graduell zu regulieren, ohne den positiven 

bioenergetischen Effekt von Östrogen zu stark einzuschränken.  

- Rapamycin-insensitive companion of m-TOR (RICTOR) ist eines der Proteine, 

die den mTOR complex 2 (mTORC2) definieren und ist ebenfalls in dieser 

Arbeit herunterreguliert. Die Herunterregulierung von RICTOR ermöglicht 

dementsprechend Zielgene/-signalwege von mTORC2 (AKT, SGK1, PGC1) 
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selektiv zu inhibieren und dagegen Zielgene/-signalwege von mTORC1 

(p70S6K, 4EBP1, IRS1) zu aktivieren [207]. In murinem Skelettmuskelgewebe 

hat die Inhibition von RICTOR hingegen weder Einfluss auf die mitochondriale 

Funktion und Leistung, noch auf die Muskelmorphologie und –funktion [208, 

209]. 

- Wnt3a ist ein Signalmolekül innerhalb des Wingless-related integration site 

(Wnt)-Signalwegs, der in unserem Datensatz nicht differentiell exprimiert ist. 

Wnt3a reguliert in Adipozyten die mitochondriale Biogenese [210] und wirkt 

bei Alzheimer-Demenz in Neuronen anti-apoptotisch [211]. In 

Skelettmuskelgewebe ist Wnt3a hingegen mit Seneszenz und Atrophie 

assoziiert [212]. Ein möglicher Mechanismus ist die Wnt3a-induzierte 

Konversion von gealterten Satellitenzellen zu fibrogenen Stammzellen [212, 

213]. Die hier vorliegende Inhibition der Expression von Wnt3a kann daher als 

kompensatorisches myogenes und anti-atrophes Signal gewertet werden. 

- Neuroblastoma MYC Oncogene (MYCN) ist ein charakteristisches Onkogen von 

Neuroblastomen, wo es gleichzeitig proliferativ (via Inhibition von p21) und 

pro-apoptotisch (via Induktion von p53 und Störung zahlreicher DNA-

Reparaturmechanismen) wirkt und die Glykolyse fördert [214, 215]. In 

unserem Datensatz vermittelt möglicherweise die Aktivierung des mTOR-

Signalwegs über die durch MYCN induzierten ribosomalen Proteine den 

proliferativen Effekt. Die Hochregulierung von MYCN deuteten wir in diesem 

Sinne als Versuch, die defizitäre Muskelleistung über ein proliferatives Signal 

zu steigern, mehr Substrat zur Verfügung zu stellen und gleichzeitig bei 

möglicherweise stärker vom Atmungskettendefizit betroffenen Zellen Apoptose 

zu induzieren.   

- Activating transcription factor 4 (ATF4) ist ein zellulärer Stresssensor, der 

zusammen mit eIF2 u.a. bei mitochondrialer Dysfunktion und ER-Stress als 

Teil der unfolded-protein-response (UPR) bzw. integrated stress response 

(ISR) induziert wird [216, 217]. Bei fortgesetztem mitochondrialem Stress 

werden die zunächst überlebensfördernden Effekte von ATF4 durch die 

gesteigerte Aktivität von p53 aufgehoben und die Zelle begeht Apoptose [218]. 

ATF4 ist zudem selbst ein wichtiger Induktor von Autophagie [219]. In 

Muskelgewebe vermittelt die Überexpression von ATF4 etwa fasten-, 

immobilisations- und altersabhängige Muskelatrophie, möglicherweise über 



54 

die Induktion von p21 und GADD45A [186, 220, 221]. Gleichzeitig reguliert 

ATF4 wahrscheinlich mit mTORC1 den Einbau von Aminosäure-Transportern 

bei entsprechender Aminosäure-Verfügbarkeit [222, 223] und fördert die 

Bereitstellung von Substraten für die DNA-Synthese via MTHFD2 und SHMT2 

[202]. ATF4 ist also ein zentrales Regulationsgen, dessen Überexpression in 

unserem Datensatz unterschiedliche zelluläre Anpassungsreaktionen auf 

Energiemangel und mitochondriale Dysfunktion vermittelt: Induktion von ISR 

und zentralen proapoptotischen Genen wie GADD45a, p21 und TRIB3, 

gleichzeitig Bereitstellung von Aminosäuren und Substraten für die DNA-

Synthese. 

- Nerve Growth Factor (NGF) stimuliert die Proliferation, Differenzierung und 

Fusion von Muskelzellen [224, 225] und wird nach Muskelverletzungen und in 

dystrophem Muskelgewebe überexprimiert [226, 227]. Chae et al. zeigten, 

dass Training in murinem Muskelgewebe mit einer gesteigerten Expression 

von NGF und der Induktion antiapoptotischer Signalmoleküle korreliert [228]. 

In neuronalem Gewebe von Patienten mit Chorea Huntington stimuliert NGF 

die mitochondriale Biogenese und kann die gestörte mitochondriale Funktion 

wiederherstellen [229]. Eine reduzierte Expression von NGF führt zudem in 

verschiedenen neuronalen Geweben zu Störungen der mitochondrialen 

Funktion, einer erhöhten Produktion von ROS und einer Zellzyklusinduktion 

[230]. Die gesteigerte Expression von NGF in der vorliegenden Arbeit ist im 

Kontext der beschriebenen mitoprotektiven Effekte erklärbar.  

- Transforming Growth Factor ß1 (TGFB1) ist ein Gen, das eine wichtige Rolle in 

der Pathogenese vieler Skelettmuskelerkrankungen spielt [231]. Die 

gesteigerte Expression von TGFB1 induziert im Muskel Atrophie und 

Autophagie [232, 233], wobei die gesteigerte Produktion von ROS einen 

möglichen vermittelnden Mechanismus darstellt [234]. In anderen Geweben 

steigert TGFB1 die oxidative Kapazität, die Bereitstellung von ATP und die 

Produktion von ROS [235]. Die gesteigerte Expression von TGFB1 kann 

dementsprechend im vorliegenden Datensatz als Massnahme zur 

bioenergetischen Optimierung oder Korrelat der Atrophie interpretiert werden. 

Im Rahmen der vorliegenden Genexpressionsanalyse wurden verschiedene, teils 

gegenläufige transkriptionelle Mechanismen identifiziert, wie Zellen auf Störungen 

der Atmungskette reagieren. Vereinfachend lassen sich diese Mechanismen zwei 
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übergeordneten Gruppen zuordnen: Maßnahmen zur Wiederherstellung oder 

Steigerung defizitärer Zellfunktionen einerseits und pro-apoptotische Signale 

anderseits. Zu ersteren zählen insbesondere:  

- Steigerung der Atmungskettenfunktion,  

- Reduktion von ROS,  

- verstärkte Mitogenese,  

- Aktivierung alternativer Stoffwechselwege,  

- vermehrte Bereitstellung von Stoffwechselprodukten und 

- Steigerung von Muskelwachstum und -kontraktilität.   

Während die erstgenannten Mechanismen auf eine Kompensation der energetischen 

Defizite abzielen, handelt es sich bei den pro-apoptotischen Signalen um den 

eigentlich pathogenetisch relevanten Mechanismus, der für eine Vielzahl der klinisch 

relevanten Defizite in mitochondrialen Myopathien verantwortlich zu sein scheint.  

Da sowohl pro-apoptotische, als auch anti-apoptotische und mitogene Signale 

gleichzeitig vorliegen, ist von einem fein koordinierten Signalnetzwerk auszugehen, 

das unterschiedliche Signale integriert und bei akuten Belastungen zunächst 

kompensatorische Mechanismen aktiviert, während bei chronischen oder 

schwerwiegenden Belastungen der Zelltod eingeleitet wird. Ein morphologisches 

Korrelat dieser Gleichzeitigkeit gegenläufiger Prozesse sind die atrophen und 

zugleich mitochondrienreichen ragged red fibers. Auf Genebene sind exemplarisch 

ATF4, TGFβ oder MYCN zu nennen, die sowohl proliferative/mitogene, als auch 

proapoptotische Prozesse induzieren können.  

Welche zelluläre Reaktion letztlich überwiegt, ergibt sich aus der Integration multipler 

Signale auf unterschiedlichen Ebenen. Dabei spielen Art und Dauer der Stressoren 

eine Rolle (TRIB3 wird z.B. durch ER-Stress induziert und durch genotoxischen 

Stress inhibiert [151], ATF4 und DHCR24 zeigen in Abhängigkeit von der Dauer der 

Belastung unterschiedliche Expressionsmuster). Zudem kann die Aktivität eines 

Gens oder Proteins u.a. durch wechselseitige Beeinflussung oder selektive Inhibition 

oder Induktion von Effektormolekülen (s. mTORC2 oder ESR1) beeinflusst werden. 

Ob es einen oder mehrere entscheidende Mechanismen oder eine wie auch immer 

geartete Schwelle gibt, bei deren Überschreiten die Zelle in Apoptose geht, konnte in 

dieser Arbeit nicht abschließend geklärt werden. Weitere Forschung wird benötigt, 

um diese Frage zu beantworten und die zugrundeliegenden pro- und anti-
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apoptotischen Prozesse besser zu verstehen. Auf Grundlage dieser Kenntnisse 

könnten dann ggf. in Zukunft gezielte molekulare Interventionen für Patienten mit 

mitochondrialen Erkrankungen entwickelt werden, für die bisher keine 

überzeugenden Therapien zur Verfügung stehen.  

Die folgende Grafik soll die Ergebnisse der Genexpressionsanalyse schematisch 

zusammenfassen: 

 

Abbildung 15: Übersicht über Veränderungen der Genexpression bei zellulärem Stress und daraus resultierende 

Anpassungsreaktionen der Zelle. Zellulärer Stress bedeutet hier Hypoxie, Energiemangel, Oxidativer Stress, DNA-Schäden, 

ER-Stress, Aminosäuremangel oder physische Belastung. Blaue Pfeile = Induktion; rote Pfeile = Hemmung 

 

4.4. Validierung der Ergebnisse der RNA-Analyse anhand der immun-

histochemischen Bestimmung der Expression von p53, p21 und mdm2  

Die immunhistochemische Untersuchung der Apoptose-assoziierten Proteine p53 

und p21 lieferte eine zusätzliche Bestätigung der Ergebnisse der 

Genexpressionsanalyse auf Einzelzell- und Proteinebene. Unabhängig vom 

Muskelfasertyp wurde eine Zunahme des p53- und p21-Immunfluoreszenzsignals bei 

zunehmender Atmungsketteninsuffizienz (entspricht: COX-Negativität) gezeigt. Die 

Zunahme insbesondere des p53- und p21-Signals bei COX-Negativen entspricht auf 

histologischer Ebene den zuvor in den Genexpressionsanalysen nachgewiesenen 

pro-apoptotischen Anpassungsreaktionen von Zellen mit gestörter 

Atmungskettenfunktion.  
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5. Zusammenfassung und Ausblick 

Deletionen der mitochondrialen DNA (mtDNA) verursachen zum einen kongenitale 

mitochondriale Erkrankungen, und treten zum anderen im Rahmen neuro-

degenerativer, neoplastischer und metabolischer Erkrankungen sowie bei 

allgemeinen Alterungsprozessen auf. Das phänotypische Spektrum von mtDNA-

Deletionssyndromen ist dabei hochgradig variabel und reicht von isolierten 

Myopathien bis hin zur tödlich verlaufenden Multisystemerkrankung KSS. Eine 

wichtige Ursache dieser Variabilität ist der inter- und intraindividuell unterschiedlich 

hohe Anteil deletierter mtDNA in den Zellen (sog. Deletionsgrad). Ein hoher 

Deletionsgrad führt jedoch nicht unmittelbar zu Störungen der Atmungskette, sondern 

es besteht eine Vielzahl von Anpassungsmechanismen auf molekularer und 

zellulärer Ebene, die Energiehaushalt und Zellfunktion modulieren. Um diese 

Mechanismen unter in-vivo-Bedingungen zu beschreiben, wurden in der 

vorliegenden Arbeit respiratorisch suffiziente und insuffiziente Muskelfasern von neun 

CPEO-Patienten anhand eines neu etablierten RNA-schonenden Färbeverfahrens 

identifiziert und mittels Laser-Mikrodissektion isoliert. Das typische histologische 

Mosaik von Zellen mit und ohne metabolischer Störung konnte hierbei ausgenutzt 

werden, um unmittelbar benachbarte Muskelfasern differentiell zu analysieren. Die 

Fasern wurden anschließend hinsichtlich Deletionsgrad, Copy Number und 

Deletionsart charakterisiert und das Genexpressionsprofil in Abhängigkeit vom 

respiratorischen Status untersucht. Die respiratorisch defizienten Zellen zeigten 

einen signifikant höheren Deletionsgrad (61,03 +/- 27,03 % vs. 30,89 +/- 13,56 %; 

p=0,006) und eine kompensatorisch signifikant gesteigerte Mitochondrien-Zahl (sog. 

Copy Number; 3345,24 +/- 1968,27 vs. 990,47 +/- 826,65; p=0,003; jeweils pro 500 

Zellen). Auf Genexpressionsebene konnten zwei distinkte Anpassungsmechanismen 

identifiziert werden: ein mitogenes Programm zur Steigerung der oxidativen 

Kapazitäten, das u.a. über den mTOR-Signalweg vermittelt wird, und ein 

proaptotisches Programm, das u.a. via p21/p53 den Zelltod induziert. Entsprechend 

unserer initialen Annahme wurde Apoptose als wesentlicher pathogenetischer 

Mechanismus in mitochondrialen Erkrankungen in vivo bestätigt. Weitere Forschung 

könnte dazu beitragen, die Koordination dieser gegenläufigen Mechanismen besser 

zu verstehen. Die hier angewandten Methoden zur Genexpressionsanalyse aus 

Einzelzellen erscheinen in jedem Fall geeignet, derartige Fragestellungen zu 

untersuchen.     
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6. Anhang 

Daten zu Abbildung 10 (Abschnitt 3.1.): 

Tabelle 23: RIN-Werte für unterschiedliche Untersuchungsbedingungen. Kontrolle = keine Färbung, 

Entnahme mit Skalpell; SDH15 Min = 15-mütige Inkubation mit SDH-Medium, Entnahme mit Skalpell; 

SDH 45 Min = 45-mütige Inkubation mit SDH-Medium, Entnahme mit Skalpell; LMD 45 Min = = 15-

mütige Inkubation mit SDH-Medium, Isolation während 45-minütiger Lasermikrodissektion; LMD 3h = 

15-mütige Inkubation mit SDH-Medium, Isolation während dreistündiger Lasermikrodissektion; StaAbw= 

Standardabweichung; Die p-Werte beziehen sich jeweils auf die ungefärbten Kontrollen (*) oder auf die 

15 Minuten mit SDH-Medium inkubierten Proben (**) 
 

 

Kontrolle SDH 15 Min SDH 45 Min LMD 45 Min LMD 3 h 

 

8,4 8,7 7,2 5,9 5,8 

 

9,5 7,9 6,7 5,9 5,8 

 

9,4 9 7,2 5,7 5,7 

 

7,8 8,7 7,8 6,3 5,8 

 

7,9 8,4 6,9 

 

5,3 

  

8,6 

  

6,3 

     

4 

     

3,3 

Mittelwert 8,60 8,55 7,16 5,95 5,25 

StaAbw 0,81 0,37 0,42 0,25 1,04 

p-Wert  0,89477* 0,00764* 0,00000** 0,00001** 
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Daten zu Abbildung 11 (Abschnitt 3.2.1.):  

Tabelle 24: Copy Number [mtDNA-Moleküle/500 Zellschnitte] und Deletionsgrad [%]. Die angegebenen 

Werte stellen jeweils Mittelwerte aus dreifachen Messungen dar. StaAbw= Standardabweichung 

Patient CN COX+ CN COX- Deletionsgrad COX+ Deletionsgrad COX- 

1 1841,38 3722,03 21,48 47,62 

2 1282,34 7797,16 46,15 83,84 

3 1527,64 1694,99 24,08 24,06 

4 552,17 2414,19 36,75 82,80 

5 750,76 1154,91 23,81 24,19 

6 187,86 4345,51 17,73 28,23 

7 608,74 2348,85 20,99 68,87 

8 2684,43 5033,79 30,24 83,42 

9 211,75 2203,39 26,54 80,53 

10 257,63 2737,57 61,09 86,71 

Mittelwert 990,47 3345,24 30,89 61,03 

StaAbw 826,65 1968,27 13,56 27,03 

p-Wert 0,002625 0,005514 

 

Daten zu Abbildung 14 (Abschnitt 3.4.): 

Tabelle 25: p-Werte der Immunfluoreszenzmessungen 

 p-Wert p53 p-Wert p21 p-Werte mdm2 

FT1, COX+ gegen FT2, COX+ 0,0000126 0,0000142 0,0040957 

FT1, COX+ gegen FT1, COX- 0,0002131 0,0002920 0,2042398 

FT1, COX- gegen FT1, COX-/SDH++ 0,0926994 0,0010395 0,1689441 

FT1, COX+ gegen FT1, COX-/SDH++ 0,0000002 0,0000000 0,0087323 

FT2, COX+ gegen FT2, COX- 0,4337845 0,0329338 0,6836975 

FT2, COX- gegen FT2, COX-/SDH++ 0,0046115 0,0347617 0,4082327 

FT2, COX+ gegen FT2, COX-/SDH++ 0,0001936 0,0001074 0,6289257 
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8. Abkürzungsverzeichnis  

ADFE1 Alcohol dehydrogenase, iron containing 1 

aRNA  antisense-RNA  

ATF4  Activating transcription factor 4  

ATP   Adenosintriphosphat  

bp   Basenpaare 

cd  common deletion 

CDKN1A cyclin-dependent kinase inhibitor 1A (p21, Cip1) 

CN  Copy Number 

COX  Cytochrom-C-Oxidase 

COX7A2 Cytochrome C oxidase subunit VIIa  

CPEO  Chronische Progressive Externe Ophthalmoplegie 

cRNA  coding-RNA 

Ct  cycle threshold 

CUL1  cullin 1 

DHCR24 24-dehydrocholesterol reductase  

EM  Elektronenmikroskopie 

ER  Endoplasmatisches Retikulum 

ERβ   β-Östrogenrezeptor 

FAU  Finkel-Biskis-Reilly murine sarcoma virus ubiquitously expressed 

FDR  False Discovery Rate 

FEZ2  Fasciculation and elongation protein zeta 2  

FHL2  Four and a half LIM domains 2  

FT  Fasertyp 

GADD45A growth arrest and DNA-damage-inducible, alpha 

HCC  Hepatozelluläres Karzinom 

IPA  Ingenuity Pathway Analysis 

ISR  integrated stress response 

IVT  In-vitro-Transkription 

kbp   Kilobasenpaare 

KSS  Kearns-Sayre-Syndrom 

LHON  Leber hereditäre Optikusatrophie  

LM  Lichtmikroskopie 

LMD  Laser (Cell) Mikrodissektion 

lrPCR  Long-Range (nested) PCR 



71 

md  multiple deletion(s) 

MELAS  mitochondrial encephalopathy, lactic acidosis and stroke-like episodes 

MERRF  myoclonic epilepsy and ragged red fibers 

MILS   maternally inherited Leigh’s Syndrome 

miRNA microRNA 

MM  Mitochondriale Myopathie 

mtDNA mitochondriale DNA 

MTHFD2 methylenetetrahydrofolate dehydrogenase (NADP+ dependent) 2 

mTOR(Cx) mammalian target of Rapamycin (Complex x) 

mtSSB  mitochondrial single strand DNA-binding protein 

MYCN  Neuroblastoma MYC Oncogene 

NARP  neuropathy, ataxia and retinitis pigmentosa 

nDNA  nukleäre DNA 

NGF  Nerve Growth Factor 

OXPHOS  oxidative Phosphorylierung  

POLG  Polymerase γ 

PPPxR/Cx protein phosphatase x, catalytic/regulatory subunit x 

PS  Pearson‘s Syndrom 

qRT-PCR quantitative Real Time-PCR 

RICTOR  Rapamycin-insensitive companion of mTOR 

RIN  RNA Integrity Number 

ROS  reaktive Sauerstoffspezies 

RPSxx ribosomal protein Sxx 

sd  single deletion(s) 

SDH  Succinatdehydrogenase 

SHMT2  Serinhydroxymethyl-transferase 2  

SKP1  S-phase kinase-associated protein 1 

SLC7A1  Solute carrier family 7 member 1 

SMAD4 SMAD family member 4 

SMTNL1 Smoothelin-like 1  

StaAbw Standardabweichung 

TGFB1 Transforming Growth Factor ß1 

TIM   translocase of the inner membrane 

TOM  translocase of the outer membrane 

TRIB3  Tribbles homolog 3 
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UPR  unfolded protein response  

wnt  Wingless-related integration site 

wt  Wildtyp 

YAP  Yes-Associated Protein 
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