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Referat

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, zu untersuchen, welchen Stellenwert mitochondriale
Veranderungen in Muskelbiopsien in der Pathogenese der ALS haben. Es wurde untersucht,
ob die mitochondrialen Verdnderungen in den Muskelproben von 21 ALS-Patienten im
Vergleich zu 21 gesunden Kontrollpersonen und 23 Kontrollen mit anderen neurogenen
Erkrankungen nachzuweisen sind und ob diese Veranderungen, falls vorhanden, als ALS-
spezifisch zu werten sind. Histologisch nachweisbare Verdnderungen der oxidativen
Enzymaktivitat im Muskel der ALS-Patienten und neurogenen Kontrollen in Form von Cores
und Targets sowie mitochondriale DNA fiir jede Muskelprobe in Bezug auf Kern-DNA sollten
quantifiziert werden. Die Aktivitat der Citratsynthase als intramitochondriales Enzym, das gut
mit dem Mitochondriengehalt einer Muskelprobe korreliert, sollte eine Aussage zur
Mitochondrienmenge der jeweiligen Muskelprobe erméglichen.

Targets (jeweils pro 500 Muskelfasern) waren nur selten zu finden (je 1 bei 2 von 21 ALS-
Patienten, 1 bei 1 von 23 neurogenen Kontrollen). Dagegen waren Cores haufiger
anzutreffen (1-7 Cores bei 7 von 20 ALS-Patienten, 59 Cores bei 1 ALS- Patienten mit
starkeren Atrophien; 1-8 Cores bei 8 von 23 neurogenen Kontrollen).

Der Mittelwert fir mtDNA/Kern—DNA-Quotienten der ALS-Patienten lag bei 5,07+2,08, flr
neurogene Kontrollen bei 4,95+1,93, fiir Gesunde bei 5,38%1,75, der Unterschied zwischen
den einzelnen Gruppen war statistisch nicht signifikant.

Die Citratsynthase-Werte (U/g NCP) waren im Vergleich zu den gesunden Kontrollen (100
%) bei den ALS-Patienten auf 117,5 %, bei den neurogenen Kontrollen auf 140,5 % erhéht
(statistisch signifikanter Unterschied verglichen mit Gesunden), die Differenz zwischen
beiden letztgenannten Gruppen war statistisch minimal signifikant (p=0,046). Die
Citratsynthase-Werte in U/g Probe waren nur fiir die neurogenen Kontrollen signifikant
erhéht, dies war jedoch bedingt durch den signifikant niedrigeren Proteingehalt der ALS-
Muskelproben im Vergleich zu Gesunden.

Somit kommen histologisch nachweisbare Veradnderungen der oxidativen Enzymaktivitat
ahnlich haufig bei den ALS-Patienten und anderen neurogenen Erkrankungen vor und sind
als lokale Verminderung der Mitochondrienzahl in einzelnen Muskelfasern, bedingt durch
chronische Denervation, bei insgesamt eher erhdhtem Mitochondriengehalt anzusehen. Die
Gesamtmenge der mtDNA sowohl bei ALS-Patienten als auch bei anderen neurogenen
Erkrankungen bleibt in &hnlicher Weise durch eine weitgehend unspezifische sekundare
kompensatorische Erhéhung der Mitochondrienzahl bei erniedrigtem mtDNA-Gehalt pro
Mitochondrium erhalten.

Krasnianski, Anna: Mitochondriale Veranderungen in Muskelbiopsien bei amyotropher
Lateralsklerose. Halle, Univ., Med. Fak., Diss., 55 Seiten, 2004
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1. Einleitung

1.1. Klinische Grundlagen der ALS

Amyotrophe Lateralsklerose ist eine Motoneuronerkrankung, die zur progressiven
Degeneration der Vorderhornzellen des Rickenmarks (zweites Motoneuron) und der
kortikalen Motoneurone (erstes Neuron) fuhrt. Dies erklart die klinische Symptomatik,
die durch eine Kombination aus Muskelatrophie, Faszikulationen, Spastizitat und
Pyramidenbahnzeichen charakterisiert ist. Die Erstbeschreibung der ALS erfolgte
durch Charcot im Jahr 1873.

Der Krankheitsverlauf ist unaufhaltsam progredient und die Prognose in der Regel
bei einer durchschnittlichen Krankheitdauer von 2 bis 4 Jahren infaust, wobei die
respiratorische  Insuffizienz  die  haufigste  Todesursache darstellt. Das
Haupterkrankungsalter liegt zwischen 50 und 70 Jahren, der Haufigkeitsgipfel bei 60
Jahren, Manner sind ca. 1,6 mal haufiger betroffen als Frauen (Kurland et al., 1969).
Die Inzidenz der Erkrankung liegt zwischen 0,6 bis 2,4 pro 100.000 Einwohner/Jahr,
die Pravalenz betragt ca. 3 - 8 pro 100.000 Einwohner (Yoshida et al., 1986; Emery,
1991).

Bei weniger als 10 % der Patienten tritt die ALS in Form einer familiaren Erkrankung
auf, die vorwiegend autosomal dominant vererbt wird (Mulder et al., 1986; Armon u.
Kurland, 1990; Strong et al., 1991; Rabin et al.1999), selten auch autosomal rezessiv
(Ben Hamida et al., 1990). Uber 90 % der ALS-Erkrankungen zeigen jedoch ein

sporadisches Auftreten.
1.2. Histologische Muskelverianderungen bei ALS

Aufgrund des Fehlens spezifischer Befunde liefert die Muskelbiopsie keinen Beweis
fir die Verdachtsdiagnose ALS. Sie kann aber eine klinisch und elektrophysiologisch
nicht nachweisbare Schadigung des zweiten motorischen Neurons beweisen und so
zur Diagnosestellung beitragen.

Die histologische Untersuchung der Skelettmuskulatur zeigt einen chronisch-
neurogenen Umbau mit Verlust der physiologischen schachbrettartigen Verteilung
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der beiden histologischen Fasertypen durch Verminderung der Zahl der motorischen
Einheiten. Betroffene Fasern erscheinen im Querschnitt angular oder abgeflacht und
weisen in einigen Fallen histochemisch sichtbare erhdhte oxidative Aktivitat auf.
Erhaltene Fasern sind haufig kompensatorisch hypertrophiert. Eine VergréBerung
der einzelnen motorischen Einheiten durch kollaterale Reinnervation der
Muskelfasern wird enzymhistochemisch als Fasertypengruppierung und im weiteren

Verlauf als gruppierte Faseratrophien sichtbar.

Manchmal kommen auch strukturelle Veranderungen wie Target-, Targetoid-, Core-
und Core—like-Muskelfasern vor. Typische Cores (s. Abb. 1) sind rundliche Regionen
im Zentrum von Typ I|-Fasern, die deutlich reduzierte Aktivitat der oxidativen Enzyme
und somit verminderte Anzahl der Mitochondrien aufweisen. Sie kommen
insbesondere bei Central Core Myopathie, aber auch bei anderen Erkrankungen, die
mit Verminderung der Mitochondrienanzahl einhergehen, vor. Im NADH-Praparat
erscheinen sie hell mit dunklem Rand, der einer Zone mit erhdhtem Gehalt an
oxidativen Enzymen entspricht. Findet man nur eine fleckférmige Aufhellung ohne
typischen Rand, so spricht man von ,Core-like Lesions” (Carpenter und Karpati,
1984).

Targets (s. Abb.2) sind Regionen mit irreguldarem fokalem Fehlen der oxidativen
Enzymaktivitdt. Sie kommen relativ haufig bei chronischen neurogenen
Erkrankungen vor, bei der klassischen ALS sind sie dagegen eher selten. Klassische
Targets erscheinen dreischichtig mit zentraler Aufhellung, intermediarer Zone der
erhéhten oxidativen Enzymaktivitdt und hellem Rand. Fehlt die typische
Dreischichtigkeit, so spricht man von ,Target-like Lesions“ (Carpenter und Karpati,
1984). Sie sind bei seltenen strukturellen Myopathien ebenfalls anzutreffen und
kdnnen experimentell durch Muskeldenervation hervorgerufen werden. Insbesondere
bei Krankheitsverldufen von GUber 2 Jahren kommt es zu solchen sekundéaren
myopathischen Verénderungen wie dem Entstehen von rundlichen atrophischen
Muskelfasern, Vermehrung zentraler Kerne, Degeneration und Regeneration der
Muskelfasern (Neudecker et al., 2000).



Abb.1: Core-Formationen in einer Gruppe von Muskelfasern. Man erkennt das helle
Zentrum mit dunklem Rand (NADH-Farbung).

Abb.2: Target-Formation in einer Muskelfaser. Man erkennt die typische
Dreischichtung mit hellem Zentrum, intermediarer Zone der erhéhten
oxidativen Enzymaktivitat und dunklem Rand (NADH-Farbung).

1.3. Atiologie und Pathogenese

Die Atiologie und Pathogenese der ALS sind immer noch weitgehend ungeklart. Eine
multifaktorielle Genese ist wahrscheinlich. Als Ursache wird das komplexe
Zusammenspiel zwischen genetischen Faktoren, oxidativem Stress, Exzitotoxizitat,
aberranter Proteinaggregation und Organellenschadigung (v.a. Mitochondrien-
schadigung) diskutiert.



1.3.1. Genetische Faktoren und oxidativer Stress

Als é&tiologischer Ansatz wurden bei ca. 20 % der Patienten mit autosomal
dominanter familiarer ALS Punktmutationen im Gen der Cu/Zn—Superoxiddismutase
(SOD 1) nachgewiesen (Rosen et al., 1993). Das SOD 1-Gen ist auf dem langen
Arm des Chromosom 21 lokalisiert. 2002 waren bereits tiber 90 Mutationen bekannt
(Okado-Matsumoto und Fridovich, 2002). Diese Mutationen gelten als sichere
Ursache der Erkrankung bei etwa 2 % aller ALS-Patienten (Radunovic und Leigh,
1996; Cudkowicz et al., 1997). Die Cu—Zn-SOD 1 ist ein Enzym, das zytotoxische
freie Radikale entgiftet. Die Quantifizierung von freien Radikalen zeigte eine
regionspezifisch gesteigerte Produktion von Sauerstoffradikalen im Rickenmark des
Tiermodells, die mit der Expressionsrate der SOD 1-Mutation und der Progression
des klinischen Phanotyps korrelierte (Liu et al., 1998).

Transgene Mé&use, deren Genom zusétzlich zu ihrem eigenen Cu—Zn—-SOD-Gen
mehrere Kopien des mutierten menschlichen SOD 1-Gens enthielten, entwickelten
umso schneller eine schwere Motoneuronerkrankung, je mehr Kopien des mutierten
Gens inseriert wurden (Wong et al., 1995). Andererseits zeigten die sogenannten
-Knock—out-Tiere“, bei denen das normale SOD 1-Gen entfernt wurde, keine
Degeneration der Motoneurone. Daraus folgt, dass eher ein toxischer
Funktionszuwachs als ein Funktionsverlust des mutierten Cu-Zn-SOD-Gens zur
Degeneration der Motoneurone fuhrt. Das Problem stellt somit die geringe Toleranz
der Motoneurone gegeniber dem oxidativen Stress dar. Dies resultiert aus der
Lange der Axone und dem langsamen axonalen Transport, der eine schnelle
Elimination der beschadigten Makromolekule verhindert.

Die vorliegenden Daten machen eine pathogenetische Beteiligung von freien
Radikalen bei der fALS mit vorhandener SOD1-Mutation wahrscheinlich. Es gibt
jedoch keine Hinweise darauf, dass diese Veranderungen primér fiir die Atiologie der
Erkrankung verantwortlich sind.

Es bleibt allerdings unklar, ob die erwahnten Faktoren auch eine Rolle bei der sALS

spielen und zu entsprechenden Veranderungen fahren.



1.3.2. Exzitotoxizitat

Der Begriff Exzitotoxizitat bedeutet, dass neuronaler Zelltod durch eine prolongierte
Aktivierung postsynaptischer Rezeptoren fUr exzitatorische Aminosauren vom Typ
des Glutamats verursacht sein kann.

Bei der sporadischen Form der ALS gibt es verschiedene Hinweise auf eine Stérung
der glutamatergen Neurotransmission (Rothstein et al., 1992, 1995; Beal et al.,
1997). Die glutamatvermittelte Neuronenschadigung ist jedoch nicht nur ein
Bestandteil der pathogenetischen Endstrecke bei der sporadischen und familiaren
ALS, sondern auch bei weiteren neurodegenerativen Erkrankungen. Das
Gluamattransportprotein  GLT 1 scheint aber bei ALS selektiv und spezifisch
vermindert zu sein, so dass extrazellular erhéhte Glutamatkonzentrationen aufgrund
mangelnder Glutamataufnahme durch die Zellen resultieren und vermutlich zur
Zellschadigung fuhren. Es wird angenommen, dass die metabolisch vorgeschadigten
Neurone nicht mehr in der Lage sind, das Membranpotential aufrecht zu erhalten. Es
kommt dadurch zum Offnen der spannungsabhéngigen Glutamatrezeptoren vom Typ
NMDA und Kalziuminflux. Méglicherweise reicht bei diesen Neuronen somit eine viel
geringere extrazellulare Glutamatkonzentration aus, um die Mechanismen, die zum

Zelltod fUhren, in Gang zu setzen (Ludolph et al., 2000).

Der Glutamatfreisetzungsblocker Riluzol ist zur Zeit das einzige Medikament, das in
zwei groBen klinischen plazebokontrollierten und randomisierten Doppelblindstudien
(Bensimon et al., 1994; Lacomblez et al., 1996) den Krankheitsverlauf verzdgerte.

Die mittlere Lebenszeitverlangerung betrug dabei jedoch nur etwa 3 Monate.

1.3.3. Aberrante Proteinaggregation

Sowohl bei fALS als auch bei sALS findet man zytoplasmatische Einschlisse im
Zellkérper sowie im proximalen Axon der Motoneurone, unter anderem in Form von
disorganisierten Aggregaten von Neurofilamentproteinen (Wong et al., 1998). Es ist
allerdings unklar, wie diese Aggregate entstehen und ob sie als Ursache oder eher
als Folge der neuronalen Dysfunktion zu werten sind. Eine atiologische Bedeutung
der Mutationen in Neurofilament-Untereinheiten ist bei einer geringen Zahl der ALS-
Patienten mdglich (Julien et al., 2000). In Gber 90% der Motoneuroneinschliisse bei
ALS findet man Peripherin, das Intermediarfilament, das normalerweise in



autonomen Nerven und peripheren sensiblen Neuronen exprimiert wird und nur in
niedrigen Konzentrationen in spinalen Motoneuronen vorkommt. In Abwesenheit der
NF-L-Untereinheit, einer von 3 Einheiten der Neurofilamentproteine, fuhrt die
Interaktion zwischen Peripherin und einer der beiden anderen Untereinheiten (NF-H
oder NF-M) zur Desorganisation des Zytoskelets und Proteinaggregation.
Uberexpression von Peripherin im transgenen Mausmodell bei relativem NF-L-
Mangel, der auch in den Motoneuronen von ALS-Patienten beobachtet wurde (ca.
60%-ige Reduktion, Bergeron et al., 1994), fihrte zum selektiven Untergang der
Motoneurone mit spatem Erkrankungsbeginn (Beaulieu et al., 1999).

1.3.4. Mitochondriale Beteiligung bei ALS

Mitochondrien sind Zellorganellen, die fir die Energieversorgung der Zellen durch
oxidative Phosphorylierung verantwortlich sind. Diese findet in Eukaryontenzellen
ausschlieBlich in den Mitochondrien statt.

Die Mitochondrien haben eine eigene Erbsubstanz. Das mitochondriale Genom des
Menschen wurde 1981 charakterisiert und sequenziert (Anderson et al., 1981). Die
mtDNA ist ein ringférmiger Doppelstrang aus 16569 Basenpaaren (s. Abb. 3). Dieser
kodiert 13 Peptiduntereinheiten, die Bestandteile der Atmungskettenkomplexe sind,
22 tBRNAs und 2rRNAs. In kernhaltigen und aeroben kernlosen Zellen gibt es
Tausende von Kopien der mtDNA mit etwa 5 mtDNAs pro Organelle (Schon und
Manfredi, 2003). Bei einem gesunden Individuum sind alle Kopien der mtDNA
identisch, was als Homoplasmie bezeichnet wird (Monnat u. Loeb, 1985). Bei einem
Patienten mit mitochondrialer Myopathie findet man neben der Wildtyp-DNA mutierte
mtDNA, deren Anteil in verschiedenen Geweben und Individuen unterschiedlich sein
kann, was als Heteroplasmie bezeichnet wird.



CO3 |

ATPase 6 ™
ATPase 8

Abb. 3: Mitochondriale DNA des Menschen

CO: Cytochrom-Oxidase

ND: NADH-Dehydrogenase

->: Richtung der Gene, von 5" nach 3°
Schwarz: tRNA-Gene

Grau: kodierende Regionen

Die mtDNA wird maternal vererbt, so dass mitochondriale Erkrankungen durch
Veranderungen der mtDNA einen maternalen Vererbungsmodus zeigen. Da einige
Komponenten der Atmungskette sowie gewisse mitochondriale Strukturproteine im
Zellkern kodiert sind, kénnen Mutationen dieser Gene auch zu autosomal vererbten
Mitochondrialerkrankungen fihren. Die Erkrankungen, die mit Mutationen der mtDNA
assoziiert sind, sind typischerweise Kklinisch heterogen und nicht selten

multisystemisch. Da Gehirn und Skelettmuskel stark energieabhangige Gewebe sind,
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ist es nicht verwunderlich, dass viele mitochondriale Erkrankungen Enzephalo-
myopathien sind.

Mitochondriale Erkrankungen kénnen durch Punktmutationen, aber auch durch
Deletionen (Holt et al., 1988; Moraes et al., 1989) oder Depletion (Mangel an mtDNA,
Moraes et al., 1991) der mtDNA bedingt sein. Bei den Deletionen muB man zwischen
singularen und multiplen Deletionen unterscheiden. Singulare Deletionen treten
meist sporadisch auf, wahrend multiple Deletionen autosomal vererbt werden und
durch verschiedene Defekte in nukledren Genen bedingt sind (Deschauer et al.,
2001; Deschauer und Zierz, 2003).

Eine mitochondriale Erkrankung aufgrund von mtDNA-Depletion ist eine
Mitochondriopathie, die nicht durch qualitative, sondern durch quantitative DNA-
Veranderung bedingt ist. Erstmals wurde dieses Depletionssyndrom bei vier
Sauglingen beschrieben, die Muskelschwéache, Hypotonie, Herzinsuffizienz,
progressive externe Ophthalmoplegie, Laktatazidose, Leberinsuffizienz und
epileptische Anfélle in variablen Kombinationen aufwiesen und frih verstarben
(Moraes et al. 1991). Die Depletion wurde mit variabler Expression nur in klinisch
betroffenen Geweben wie  Muskel, Niere, Leber, Gehirn und Fibroblasten
nachgewiesen, die mit nachweisbarem Atmungskettendefekt und Mangel an

mitochondrial kodierten Proteinen korrelierte.

Diese Art der mitochondrialen Erkrankungen ist jedoch sehr selten. So wurden
zwischen 1991 und 2001 lediglich 46 Falle beschrieben, wobei es sich vorwiegend
um Kinder im ersten Lebensjahr handelte. Die Menge an noch vorhandener mtDNA
variierte bei diesen Patienten zwischen 1 % und 61 % (Barthélemy et al., 2001).
Aufgrund von fehlendem Nachweis der mtDNA-Mutationen bei betroffenen Personen
und nachgewiesenem autosomal rezessivem Erbgang bei einigen Familien wurde
vermutet, dass das Gen bzw. die Gene, die fir diese Erkrankung verantwortlich sind,
im Zellkern kodiert sind (Campos et al., 1998).

So konnte als Ursache des autosomal rezessiv vererbbaren MNGIE-Syndroms
(mitochondriale neurogastrointestinale Enzephalomyopathie), bei dem nicht nur
multiple Deletionen, sondern auch eine Depletion der mtDNA nachgewiesen wurde,
Mutationen im Thymidin—Phosphorylase-Gen gefunden werden (Nishino et al.,
1999).

11



Mutationen der miDNA sollen eine Rolle bei vielen neurodegenerativen
Erkrankungen spielen. Als Beispiele sind M. Parkinson (Schapira et al., 1990),
Huntington- und Alzheimer-Erkrankung (Parker, 1991), Rett-Syndrom und sogar

Alterungsprozesse (Trounce et al., 1989) zu nennen.

Auch bei dem Tiermodell fir die familiare ALS (transgene Mause mit eingebautem
mutiertem SOD 1-Gen) wurden vielfaltige strukturelle mitochondriale Veranderungen
wie dilatierte und dysorganisierte Cristae, Schadigungen der mitochondrialen
AuBenmembran, Schwellung und vakuoldre Degeneration der Mitochondrien
beschrieben, die vermutlich zur mitochondrialen Energiedepletion und langsamen
Membrandepolarisation der Vorderhornzelle fihren (Kong et al., 1998), welche im
engen Zusammenhang mit Zellapoptose steht (Ankarcrona et al., 1995). Die
vakuoldre Degeneration der Mitochondrien wurde auch von anderen Autoren
beschrieben (DalCanto und Gurney, 1994; Wong et al.,, 1995). Diese Vakuolen
wurden jedoch bei humaner ALS nicht gefunden, was Kong et al. dadurch erklaren,
dass diese Veranderungen lediglich in einem sehr frGhen Erkrankungsstadium
vorkommen, das beim Menschen aufgrund fehlender klinischer Symptomatik noch
nicht erfasst wird. AuBerdem konnte gezeigt werden, dass die Vorderhornneurone
der Patienten mit sporadischer ALS Konglomerate aus abnormen Mitochondrien
enthalten (Sasaki et al., 1996).

Die obengenannten Arbeiten bezogen sich auf deskriptive ultrastrukturelle
Beobachtungen. Uber die Kausalitat der beobachteten Phanomene lieB sich daraus
keine Aussage machen. Da in diesen Arbeiten keine Untersuchungen der
mitochondrialen Enzyme bzw. der mtDNA durchgefuhrt wurden, blieb leider unklar,
ob diese Veranderungen mit bestimmten Abnormalitditen des mitochondrialen
Genoms assoziiert waren oder eher exogenen sekunddren Schadigungen

entsprachen.

Es wurden mitochondriale Abnormalitdten auch in anderen Geweben der ALS-
Patienten gefunden, z.B. in den Leberbiopsien der Patienten mit sporadischer ALS
(Masui et al., 1985; Nakano et al., 1987). Die Blutlymphozyten der ALS-Patienten
zeigten eine erhdhte Calciumkonzentration im Zytosol und erniedrigte Sensibilitat

gegenlber den Hemmern der oxidativen Phosphorylierung (Curti et al., 1996).
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Die Daten hinsichtlich der mitochondrialen Dysfunktion im Skelettmuskel der
Patienten mit sporadischer ALS sind eher rar und kontrovers. Ein schweres COX-
Defizit im Skelettmuskel des Patienten mit sporadischer ALS als Folge einer
Mikrodeletion in der Untereinheit | der Cytochromoxidase wurde beobachtet (Comi et
al., 1998). Es wurde von einem schweren Defizit der NADH-CoQ-Oxidoreductase in
Muskelbiopsien von 14 Patienten mit sporadischer ALS berichtet (Wiedemann et al.,
1998). Dagegen wurden in einer weiteren Arbeit (Echaniz-Laguna et al., 2002) keine
signifikanten Abnormalitadten der mitochondrialen Enzyme bei Patienten im frihen
ALS-Stadium im Vergleich zu gesunden Kontrollpersonen mit vergleichbarem Niveau
der physischen Aktivitdt gefunden. Es wurde auBerdem Uber dosisabhéngige
Lebenszeitverldangerung der transgenen Tiermodelle durch Kreatinphosphat, eine
Speicherform der energiereichen Phosphatverbindungen, die mdglicherweise die
Energieversorgung der Neurone verbessert und dadurch neuroprotektiv wirken
kénnte, berichtet (Klivenyi et al., 1999).

Vielhaber et al. (2000) fanden spezifisch verminderten mtDNA-Gehalt (13 von 17
Patienten) bzw. multiple Deletionen der mtDNA (1 von 17 Patienten) im

Skelettmuskel der Patienten mit sporadischer ALS.

Veranderungen der oxidativen Enzymaktivitdt durch lokale Verminderung der
Mitochondrienzahl in myohistologischen Praparaten in Form von Cores und Targets

wurden bereits unter 1.2. beschrieben.

All diese Befunde suggerierten zumindest eine sekundare Beteiligung der
Mitochondrien bei ALS.

Okado-Matsumoto und Fridovich (2002) versuchten, die zur Zeit bestehenden
Hinweise fir die pathogenetische Rolle von toxischen Proteinaggregaten,
mitochondrialen Defekten, Apoptose, Exzitotoxizitdt und oxidativem Stress in einer
einheitlichen Hypothese zusammenzufassen. Sie hatten mittels einer Zellkultur
nachgewiesen, dass mutierte SOD 1 an Hitzeschockproteine bindet und zur Bildung
von Aggregaten fihrt, wahrend dieser Effekt bei Wildtyp-SOD 1 nicht vorhanden ist.
Es kommt zur Hemmung der Aufnahme der mutierten SOD1 in die Mitochondrien,
wobei die Hitzeschockproteine durch Aggregatbildung mit mutierter SOD 1 aus dem
Zytosol titriert werden. Exzitotoxizitat flihrt zum oxidativen Stress, der proapoptotisch
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wirkt. Die antiapoptotischen Effekte bestimmter Hitzeschockproteine (Hsp 27, Hsp 70
und Hsp 90) wurden nachgewiesen (Garrido et al., 2001). Apoptoseinduzierender
Faktor (AIF) und Hsp 70 existieren im intramembrandsen Raum der Mitochondrien
und ihre Bindung aneinander soll antiapoptotisch wirken (Ravagnan et al., 2001).
Mutierte SOD 1, die auch im intramembranésen Raum der Mitochondrien existiert,
konkurriert somit mit AIF um die Bindung an Hsp 70, was zur Erhéhung des freien
AIF fihrt und die Konzentration an antiapoptotisch wirkendem freien Hsp erniedrigt.
Die Autoren vermuten, dass auch mutierte Formen anderer neuronaler Proteine
ahnlichen Effekt haben kénnten und als Ursache fir die zahlenm&Big Gberwiegenden
fALS-Félle ohne SOD 1-Mutation in Frage kédmen. Auf diese Weise kodnnte die
sporadische ALS durch neu aufgetretene Mutationen von praktisch jedem Protein
verursacht werden, das intraneuronal in hoher Konzentration vorhanden ist. Dies
korreliert gut mit dem Auftreten von neuronalen Proteinaggregaten, die sowohl bei
fALS als auch bei sALS auftreten und nur bei fALS SOD 1 enthalten.

1.3.5. Ziel der vorliegenden Arbeit.

Zur Frage der Spezifitdt und Bedeutung der mitochondrialen Beteiligung bei ALS ist
immer noch relativ wenig bekannt. Das Ziel dieser Arbeit war nachzuweisen, ob die
mtDNA bei einem Kollektiv der ALS-Patienten quantitativ vermindert war und ob
diese Veranderungen, falls vorhanden, als ALS-spezifisch zu sehen sind oder auch
bei anderen neurogenen Muskelerkrankungen zu finden sind. Die Aktivitat der
Citratsynthase als eines nukledr kodierten Enzyms, das in allen
mitochondrienhaltigen Zellen ausschlieBlich intramitochondrial vorkommt und als
mitochondriales Marker-Enzym geeignet ist, da dessen Aktivitat proportional zum
Mitochondriengehalt einer Muskelprobe ist und bis jetzt keine Mutationen dieses
Enzyms bekannt sind, sollte die durch Southern Blot gewonnenen Ergebnisse
vervollstandigen. Die histologischen Muskelverdnderungen in Form von Cores und
Targets als Hinweise auf verdnderte Aktivitdt der oxidativen Enzyme sollten
quantifiziert werden. Die Arbeit kann zum besseren Verstindnis der Atiologie und

Pathogenese der ALS beitragen.
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2. Patienten und Kontrollen

Es wurde die DNA aus Muskelproben von 21 Patienten mit einer ALS-
charakteristischen Kombination von Symptomatik seitens des ersten und zweiten
Motoneurons, progredientem Verlauf, typischen elektrophysiologischen Befunden
sowie neurogenen Veranderungen in der Muskelbiopsie untersucht. Das Alter betrug
43-80 Jahre (mittleres Alter 59,7 Jahre; 14 mannliche, 8 weibliche Patienten, s. Tab.
4). Als Vergleichsproben wurde die DNA aus dem Muskelgewebe von 23 Patienten
mit anderen neurogenen Muskelerkrankungen (s. Tab. 5) im Alter von 36-76 Jahren
(mittleres Alter 56,1 Jahre, 17 mannliche, 6 weibliche Patienten) benutzt. Die
Diagnosen umfassten 5 Patienten mit spinaler Muskelatrophie, 8 Patienten mit
Polyneuropathie, welche bei 6 Patienten unklarer Genese und jeweils bei 1 Patienten
athyltoxisch bzw. vaskulitisch bedingt war, 2 Patienten mit hereditarer motorischer
und sensibler Neuropathie (Typ | und Il), 2 Patienten mit multifokaler motorischer
Neuropathie, 3 Patienten mit chronisch-inflammatorischer demyelinisierender
Polyneuropathie, 2 Patienten mit zervikaler bzw. thorakolumbaler Myelopathie und 1
Patienten mit engem lumbalem Spinalkanal.

Als weitere Kontrollen dienten 21 gesunde Personen (mittleres Alter 47,6 Jahre, 12
mannliche, 9 weibliche Patienten, s. Tabelle 7) mit Myalgien in der Anamnese oder
Paresen von wechselndem Grad und Lokalisation, die sowohl klinisch-neurologisch
als auch elektrophysiologisch, histologisch und laborchemisch  keine
Muskelerkrankung aufwiesen. AuBerdem wurde die DNA von 5 Patienten mit
verschiedenen mitochondrialen Myopathien im Alter von 36, 45, 60 und 61 Jahren, 4
FSHD- Patienten mit molekulargenetisch bestatigter Diagnose im Alter von 16, 34,
40 und 51 Jahren sowie 4 Patienten mit klinisch und histologisch typischer
Polymyositis im Alter von 15, 51, 75 und 77 Jahren untersucht (s. Tab. 6). Die
Muskelproben (M. deltoideus, M. biceps brachii, M. tibialis anterior oder M. vastus
lateralis) stammten vorwiegend aus dem Muskellabor der Neurologischen Klinik der
Martin—Luther-Universitat Halle-Wittenberg sowie aus dem Muskellabor der
Neurologischen Klinik der Universitat Hamburg. Kurz nach der Entnahme durch eine

Muskelbiopsie wurde das Gewebe in flissigem Stickstoff bei —196°C eingefroren.
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3. Methoden

3.1. Histologische Untersuchung zur Quantifizierung der Veranderungen der
NADH-Aktivitat in myohistologischen Praparaten

Es wurden Schnitte mit einer Dicke von 8 um angefertigt, 1-3 Tage luftgetrocknet und
danach 45 min in NADH-Lésung (0,2 M Trispuffer; pH 7,5; 1,22mM Nitroblau-
Tetrazoliumchlorid; 1,13 mM NADH) bei 37°C inkubiert. Die Praparate wurden dann
in Aqua dest. gewaschen und mit KAISERS Glyceringelatine (Fa. Merck) eingedeckt.

In jeweils 500 Muskelfasern pro histologisches Praparat wurden lichtmikroskopisch
bei finfundzwanzigfacher Vergr6Berung Cores, Targets, ,,Core-like* und ,Target-like
Lesions® ausgezahlt.

3.2. Molekulargenetische Untersuchung

3.2.1. DNA-Extraktion aus Muskelgewebe

Die DNA wurde aus 25 mg Muskel mit Qiamp DNA Minikit (Fa. Qiagen) extrahiert
und die DNA-Konzentration bei einer Verdiinnung von 1:25 (20 pl DNA : 480 ul Aqua
dest) mit einem DU 650 Spektrophotometer (Fa. Beckmann, USA) bei 260 nm im

UV-Licht gemessen.

3.2.2. Southern—Blot-Analyse zur Quantifizierung mitochondrialer/ nukledrer DNA

Es wurde eine Bestimmung des Verhaltnisses der mitochondrialen DNA zur Kern-
DNA mittels Markierung des 18S rRNA-Gens der Kern-DNA und des16S rRNA-
Gens der mtDNA durchgefuhrt. Die Detektion der spezifischen DNA-Fragmente
erfolgte in Anlehnung an die Methode von Southern (1975).

Zuerst wurde die DNA gereinigt und konzentriert. Dazu wurde zu 3,5 pg Patienten-
DNA &quivalentes Volumen an eiskaltem Isopropanol und 1/5 des DNA- bzw.
Isopropanol-Volumens an eiskaltem 3 M Natriumacetat zugegeben (z.B. 70 pl DNA,
c= 50 ng/ul, 70 pl Athanol und 14 pl Natriumacetat). Diese Mischung wurde fiir 30
min bei —20°C gelagert und 20 min bei 4°C bei 14000 rpm zentrifugiert. Dadurch
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wurde die DNA prazipitiert. Der Uberstand wurde abgezogen und die DNA in 200 pl
eiskaltem 70% Athanol gereinigt. Nach erneutem Zentrifugieren (10 min bei 4°C)
wurde der Uberstand wieder abgezogen, die so gereinigten DNA-Proben ca. 30 min
an der Luft getrocknet und in 20,5 pl Aqua dest. geldst. Jede Probe wurde eine
Stunde bei 37°C mit 2,5 pl Restriktionspuffer B und 2 ul Restriktionsenzym BamH |
(Fa. Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland) inkubiert und dadurch
gespalten. BamH | spaltet mtDNA an Position 14258 bp (Anderson et al, 1981) und
linearisert die ringférmige DNA in ein 16,5 kb-Fragment. Aus dem 18S rRNA-Gen
wird durch Spaltung mit BamH | an Position 4244 und 9346 bp ein Fragment von
5102 bp herausgeschnitten.

Die erhaltenen 25 pl-Proben wurden mit 5ul Auftragspuffer (0,25% (w/v) Brom-
phenolblau; 50 % Saccharose; 50 mM EDTA) gemischt und in einem horizontalen
0,8 % Agarose-Gel elektrophoretisch bei 30 V fir ca. 20 Stunden aufgetrennt. Als
Langenstandards dienten Marker X und Marker Il (Fa. Roche). Als Laufpuffer wurde
TAE (40 mM Tris/Acetat; 1 mM EDTA; pH 8,5) verwendet.

Das Gel wurde 15 min mit 0,25 M HCI gewaschen. Dadurch wurde die DNA partiell
hydrolisiert und eine Dehydratation des Gels, die den Transfer der DNA behindert
héatte, verhindert (Wahl et al. 1979). AnschlieBend wurde das Gel 2 X 15 min in
Denaturierungslésung (0,5 M NaOH; 15 M NaCl) und 30 min in
Neutralisierungslésung (0,5 M Tris; 1,5 M NaCl; pH 7,5) gewaschen.

Eine Wanne wurde mit 20 X SSC-Transferpuffer (3 M NaCl; 0,3 M Natriumcitrat; pH
7,0) gefillt, eine Glasplatte auf der Wanne platziert und ein langes Stick Whatman-
Papier so auf die Glasplatte gelegt, dass die beiden Enden des Papiers sich in dem
Transferpuffer befanden. Das Gel wurde mit den Taschendffnungen nach unten
aufgelegt, mit einer 80°C heiBBen Glasrolle festgedriickt und luftblasenfrei mit einem
genauso groBen Stick einer Nylon-Membran (Hybond TM-N-Membran, Fa.
Amersham Life Science Inc.) sowie 3 Schichten Whatman-Papier bedeckt. 10 cm
Zellstofftlicher, die mit einem 500 g-Gewicht beschwert wurden, dienten durch ihre
Sogwirkung als Vehikel fir den ca. 18 Stunden dauernden Kapillartranfer der DNA
(s. Abb. 4) Am nachsten Tag wurde die Membran 2 Stunden bei 80°C getrocknet.
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Abb. 4: Kapillartransfer der DNA von Agarosegel auf Nylon-Membran (nach
Sambrook et al., 1989). Support: Glasplatte

Als Hybridisierungssonden werden mittels PCR amplifiziete DNA-Fragmente
bezeichnet, die sich nach dem Komplementaritatsprinzip an eine bestimmte Region
der Ziel-DNA binden.

Beide Sonden wurden bereits wahrend der PCR mit Digoxigenin-11-2°-deoxy-uridin-
5’-triphosphat (DIG) entsprechend der Beschreibung im PCR DIG Probe Synthesis
Kit (Fa. Roche) markiert, um sie spater mittels Chemoluminiszenz sichtbar machen

zu kdnnen.

Die 18S rRNA-Sonde war ein Amplifikatonsprodukt von 348 bp (Nukleotidposition
5002 bis 5349). Die 16S rRNA-Sonde war ein Amplifikationsprodukt von 398 bp
(Nukleotidposition 2199 bis 2596). Es ist zu beachten, dass die PCR-Produkte durch
DIG-Markierung bei der Elektrophorese um etwa 100 bp I&nger erscheinen. Zur
Kontrolle der PCR-Reaktion wurden jeweils 5 ul der Amplifikatprodukte mit 1 pl
Auftragspuffer gemischt und in einem horizontalen 2 % Agarosegel elektrophoretisch
bei 120 V fir eine Stunde aufgetrennt (s. Abb. 5). Als Langenstandard diente der 100
bp Marker (Fa. Roche). Um die DNA im UV-Licht sichtbar machen zu kénnen, wurde
das Gel fiir 15 min in eine Ethidiumbromid-Lésung (10 mg/ml) gelegt. Unter UV-Licht

der Wellenlange 254 nm wurde das Gel mit einer Polaroidkamera photographiert.
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M100 H20 16S-Sonde M100 H20 18S-Sonde

Abb. 5: 2% Agarosegel mit Amplifikaten der 16S rRNA- und 18S rRNA-Sonde
M 100: 100 bp-Marker

Die Primersequenzen und PCR-Bedingungen wurden freundlicherweise von Dr. R.
Scheubel (Klinik fir Herz—Thorax-Chirurgie der Martin—Luther-Universitat Halle-
Wittenberg) zur Verfigung gestellt. Die Primer wurden durch Fa. MWG-Biotech AG

hergestellt.

Tab. 1: Primer

Primer Nukleotidsequenz Nukleotidposition
18S rRNA-F 3" TTGGTGGAGCGATTTGTCTGG 5° 5002-5023

18S rRNA-R 5" AGGGCAGGGACTTAATCAACGC 3" 5349-5328

16S rRNA-F 3" AAGCGTTCAAGCTCAACACC 5’ 2199-2218

16S rRNA-R 5" CTACCTTTGCACGGTTAGGG 3’ 2596-2577
PCR-Ansatz:

- 1 pl DNA (von gesunden Kontrollen)

- 2 pl Primer 18S rRNA-F bzw. 16S rRNA-R

- 2 ul Primer 18S rRNA-R bzw. 16S rRNA-R

- 5l 10 X PCR-Puffer mit Magnesiumchlorid (15 mM)
- 5 ul PCR DIG Labeling Mix

- 0,75 pl Enzymmix

- Aqua dest. ad 50 pl

In einem Thermocycler (Geneamp PCR System 2400, Perkin Elmer Corporation,
Norwalk, USA) wurden 30 Zyklen bei folgenden Bedingungen durchgefihrt:
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Denaturierung: 95°C fur 30 Sekunden
Annealing: 60°C fir 30 Sekunden
Elongation: 72°C fur 40 Sekunden

Auch die Marker Il und X wurden vor der Elektrophorese Gber 20 Stunden mit einem
DIG DNA Labeling Kit (Fa. Roche) laut Gebrauchsanweisung DIG-gelabelt.

Die Membran wurde bei 50°C im Ofen far ca. 45 min in 25 ml vorgewarmter
Prahybridisierungslésung bewegt, dann wurde die Prahybridisierungslésung entfernt.
Die Mischung aus beiden Hybridisierungssonden, Marker Il und Marker X wurde vor
Zugabe zur Hybridisierungslésung 5 min bei 98°C denaturiert und 3 min auf Eis
abgekunhlt. Als Prahybridisierungs- und Hybridisierungslésung diente Dig Easy Hyb
(Fa. Roche). Die Membran wurde bei 50°C mit 70 pl des 18S rRNA-Amplifikats, 60 pl
des 16S rRNA-Amplifikats, 1,5 ul Marker X und 2,5 ul Marker Il (Fa. Roche) fir 16
Stunden hybridisiert.

Die Detektion beruhte auf dem Prinzip der Chemoluminiszenz unter Ausnutzung der
Antigen-Antikérper-Reaktion. Dies bedeutet, dass spezifische Antikorper (hier Anti—
DIG-POD-Antikérper), die mit einem Farbstoff gekoppelt sind, nach dem Schlissel—
Schloss-Prinzip an bestimmte Antigene (hier DIG-gelabelte RNA-Sonden und
Marker) binden und diese mittels Schwérzung des Rdntgenfilms durch Luminiszenz

des Farbstoffs sichtbar machen.

Nach der Hybridisierung wurde die Membran 2 X 5 min mit 150 ml Waschlésung a (2
X SSC; 0,1% SDS) bei Raumtemperatur und 2 X 15 min mit vorgewarmter
Waschlésung vy (0,1 SSC; 0,1 % SDS) bei 68°C im Ofen geschdttelt (nachfolgende
Schritte wurden bei Raumtemperatur ausgefiihrt). Dann wurde die Membran 2 min in
150 ml 1 X Waschpuffer und 30 min in 150 ml 1 X Blockpuffer (beide aus dem DIG
Wasch und Block Puffer Set, Fa. Roche; Arbeitsldsungen wurden entsprechend der
Gebrauchsanweisung hergestellt) gewaschen. Als nachstes wurde die Membran mit
150 ml Antikérperlésung (Anti—-Digoxigenin-POD, Fab-Fragmente, Fa. Roche; 1:1000
mit 1 X Blockpuffer verdinnt) inkubiert und 2 X 15 min mit 1 X Waschpuffer
gewaschen. Dann wurde die Membran kurz mit Kleenex-Papierttichern abgetupft und
sofort ECL-Lésung (Amersham Pharmacia Biotech; Ldésung 1 u Lésung 2 1:2
gemischt, jeweils ca. 4ml/100 cm? Membran) mit einer Pipette aufgetragen und nach
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1 min mit Kleenex-Tuchern entfernt. Die Membran wurde in eine Frischhaltefolie
eingewickelt, in eine Kodak-Rdntgenkassette gelegt und ein Réntgenfilm (Hyperfilm,
Fa. Amersham Pharmacia Biotech) ca. 10 min belichtet.

Auf dem resultierenden Roéntgenbild (s. Abb. 6) wurde dann eine
Hybridisierungsbande in Héhe von ca. 16,5 kb sichtbar, die der gesamten Menge an

mtDNA entsprach. Die nukleare DNA war bei ca. 5 kb zu sehen.
Je nach Verfugbarkeit des Materials wurden einige DNA-Proben 2- bis 3-fach auf

verschiedenen Blots aufgetragen und die entsprechenden mtDNA/Kern-DNA-

Quotienten bestimmt.
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Abb. 6: Southern Blot mit mtDNA (16,5 kb) und Kern-DNA (5 kb) nach Detektion

. Nr. 3 G: gesunde Kontrolle
Nr. 11 N: SMA

Nr. 12 N: HSMN I

Nr. 19 A: ALS

Nr. 8 A: ALS

Nr. 3 A: ALS

.Nr.7 A: ALS

M: Marker X
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Quantitative Analyse der Intensitat der Hybridisierungsbanden wurde mit Image
Quant Software (Fa. Molecular Dynamics) durchgefiihrt. Fir jede untersuchte
Patientenprobe wurde ein Quotient aus der Intensitat der oberen Hybridisierungs-
bande, die der mtDNA entspricht, und der unteren Hybridisierungsbande, welche die
nukleare DNA darstellt, gebildet.

3.3. Biochemische Untersuchung zur Bestimmung der Citratsynthaseaktivitat
in Muskelproben

Jeweils ein kleines Stlick des gefrorenen Muskels (1/30 Gewicht pro Volumen) wurde
in der Homogenisierungslésung (50 mM Trispuffer; pH 7,5; 100 mMol KCI; 5 mM
Magnesiumchlorid; 1TmM EDTA) mittels einem Glas/Glas Homogenisierer (Kontes
Glass Co., Vineland, New Jersey, 2 ml, 0,025 mm Clearance) behandelt. Die
Citratsynthaseaktivitdit des Homogenats wurde bei 30°C in Anlehnung an die
Methode von Sheperd und Garland (1969) spektrophotometrisch mit einem DU 650-
Photometer (Fa. Beckman, USA) gemessen.

Reaktionsprinzip: Acetyl-CoA + Oxalacetat —> Citrat + CoA —> CoA + DTNB

Der Reaktionsansatz enthielt bei 20 pl Homogenat 890 ul Tris—HCI-Puffer/Mannitol,
pH 7,4 (50 mM Tris-HCI, pH 7,4 (Fa. Sigma); 200 mM Mannitol), 20 ul 5 %
Tritonlésung (Fa. Ferak), 10 ul DTNB (10 mM in 0,1 M Tris-HCI, pH 8,0, Fa. Sigma)
und 50 pl 2 mM Acetyl-CoA (Fa. Calbiochem). Die Reaktion wurde nach 10 min
Inkubation durch Zugabe von 10 pl Oxalacetat (50 mM, Fa. Sigma) gestartet.

Das lineare Verhélinis der Citratsynthaseaktivitdt zu dem im Southern Blot
bestimmten Quotienten aus mtDNA und Kern-DNA wurde mit SigmaPlot 2000
Software (Fa. SPSS Inc.) ermittelt.
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4. Ergebnisse

4.1. Histologische Untersuchung

Die Targets waren sowohl in Muskelpréparaten der ALS-Patienten (jeweils 1 Target
pro 500 Muskelfasern bei nur 2 von 21 ALS-Patienten) als auch der neurogenen
Kontrollen (1 Target pro 500 Muskelfasern bei 1 von 23 Patienten; PNP als
Diagnose) nur selten zu finden. Jeweils 1 ,Target-like Lesion“ pro 500 Muskelfasern
war bei 3 Kontrollpatienten mit neurogenen Erkrankungen vorhanden (2 Patienten
mit PNP und 1 Patient mit thorakolumbaler Myelopathie). Unter ALS-Patienten

zeigten 2 Patienten jeweils 2 solcher Lasionen pro 500 Fasern.

Dagegen waren Cores und ,Core-like Lesions® bei beiden Patientengruppen haufiger
anzutreffen. Cores fanden sich bei 8 von 21 ALS-Patienten, wobei die Anzahl der
Veranderungen zwischen 1 und 8 pro 500 Fasern bei 7 von 8 dieser Patienten
schwankte. Ein Patient mit deutlich starker ausgepragten Atrophien hatte 59 Cores
pro 500 Fasern. Der Mittelwert fir ALS-Patienten lag bei 3,81 unter Einbeziehung
von allen 21 Patienten bzw. bei 1,05 ohne den obengenannten Patienten. Fur 7
betroffene Patienten lag der Mittelwert bei 3, unter Berlcksichtigung des bereits
erwahnten Patienten mit starkeren Atrophien bei 10. Die Muskelpraparate von 7 der
23 neurogenen Kontrollen zeigten 1 bis 8 Cores pro 500 Fasern, der Mittelwert
betrug 0,96 bei allen 23 Patienten bzw. 2,75 bei 8 betroffenen Patienten. 1 bis 26
,<core-like Lesions“ waren bei14 der ALS-Patienten zu finden, der Patient mit
starkeren Atrophien hatte 43 dieser Verdnderungen pro 500 Fasern. Der Mittelwert
bei 20 von 21 ALS-Patienten lag bei 5,05, fir alle 21 bei 6,86. Fir 14 bzw. 15
Patienten, die entsprechende histologische Verdnderungen aufwiesen, lag der
Mittelwert bei 7,14 bzw. 9,53. 14 der 23 Kontrollpersonen mit anderen neurogenen
Erkrankungen zeigten jeweils 1 bis 29 ,Core-like Lesions®, der Mittelwert flr die
gesamte Gruppe lag bei 4,83. Betroffene Patienten zeigten durchschnittlich 7,93
dieser Veranderungen (s. Tab. 2).
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Tab. 2: Quantitativer Vergleich der histologischen Verédnderungen bei ALS-Patienten

und Patienten mit anderen neurogenen Muskelerkrankungen

Anzahl pro 500 Fasern (Mittellw.+SD)
Patienten Cores Targets  Core-like Target-like
Lesions Lesions
ALS-Patienten
20/21 1,05+2,14 0,1+0,3 5,05+7,63 0,19+1,20
21/21* 3,81*+12,82* 6,86"+22,26*
ALS-Patienten (mit 312,77 110 7,21+8,26 210
Cores, Targets, Core-  (n=7) (n=2) (n=14) (n=2)
like 0. Target-like Le- 0* £19,96* 9,6"+12,19*
sions ) (n=8) (n=15)
Range 1-7 - 1-26 1-2
1-59* 1-43*
Neurogene Kontrollen
23/23 0,96+1,94 0,04+0,21 4,83+8,15 0,13+0,34
Neurogene Kontrollen 2,75+2,49 1 7,9319,27 10
(mit Cores, Targets, (n=8) (n=1) (n=14) (n=3)
Core-Like o. Target-like
Lesions)
Range 1-8 - 1-29 -

* EinschlieBlich des Pat. mit 59 Cores und 43 Core-like Lesions/500 Fasern
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4.2. Molekulargenetische Untersuchung

Die mtDNA/Kern-DNA-Quotienten lagen bei den 21 ALS-Patienten zwischen 2,66
und 10,12, im Durchschnitt bei 5,07+£2,08 (s. Tab. 4). In der Gruppe aus 23 Patienten
mit anderen neurogenen Erkrankungen lagen die einzelnen Quotienten zwischen
2,05 und 8,61, der Mittelwert bei 4,95+1,93 (s. Tab. 5). Fir 21 gesunde
Kontrollpersonen betrug der mtDNA/Kern-DNA-Quotient 2,48 bis 8,58, der Mittelwert
war 5,38+1,75 (s. Tab. 7).

5 Patienten mit mitochondrialen Myopathien zeigten Werte von 3,41 bis 6,68. Fir 4
FSHD—Patienten lagen die Werte bei 2,68 bis 7,75, fur 4 Polymyositis—Patienten bei
2,60 bis 9,00 (s Tab. 6).

Der statistische Unterschied zwischen den mtDNA/Kern-DNA-Quotienten der 3
Gruppen (ALS—Patienten, neurogene Kontrollen, gesunde Kontrollen) wurde mittels
Student t-Test bestimmt. Es wurde kein statistisch signifikanter Unterschied
festgestellt. Der Wert flir ALS-Patienten versus neurogene Kontrollen war p=0,843,
fir ALS-Patienten versus gesunde Kontrollpersonen p=0,602. Somit lag der p-Wert

deutlich oberhalb der statistisch signifikanten Differenz von p<0,05.

Die mehrfachen Messungen (n=24) auf verschiedenen Blots ergaben eine
unsystematische Schwankung der mtDNA-Kern-DNA-Quotienten von 19,8 +8,3% (s.
Tabelle 3), wobei die einzelnen Werte fur 23 Messungen zwischen 5,4 und 29,6%
schwankten und nur eine Messung den Wert von > 30% (39,4%) ergab.
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Tab.3: Variabilitdt der mtDNA/Kern-DNA-Quotienten bei wiederholten Messungen in
unselektierten Biopsien von ALS-Patienten, neurogenen Kontrollen und gesunden
Kontrollpersonen

Patient Messungl Messung2 Messung3 Diff.1(%) Diff.2(%) Mittelwert+

SD

Nr.1G 9,77 7,38 - 245 (]) - -
Nr.2G 3,87 4,78 - 23,7 (1) - -
Nr.3G 5,19 4,76 - 8,4 () - -
Nr.4G 4,27 5,09 - 19,2 (1) - -
Nr.5G 5,37 5,92 - 10,2 (1) - -
Nr.6G 3,61 3,06 - 15,3 (]) - -
Nr.7G 6,91 8,27 - 19,7 (1) - -
Nr.8G 6,28 7,43 - 18,5 (1) - -
Nr.9G 6,29 4,80 - 23,7 (1) - -
Nr.10G 6,83 5,80 - 15,2 () - -
Nr.11N 5,75 5,25 6,72  8,7(]) 16,9 (1) 5,91+1,08
Nr.13N 7,18 5,05 - 29,6 (|) - -

Nr. 15N 3,44 4,35 - 26,6 (1) - -
Nr.21N 6,83 5,34 740 21,7 () 8,3(1) 6,52+1,06
Nr.3A 4,04 5,10 - 26,2 (1) - -
Nr.6 A 10,76 8,26 11,34 23,2 (]) 54 (1) 10,12+1,64
Nr.7A 6,56 4,74 - 27,8 (1) - -
Nr.8A 3,255 3,64 - 11,9 (1) - -
Nr.17 A 5,534 3,35 6,86 39,4(]) 23,9(1) 5,25+1,77
Nr.19A 7,152 5,15 - 27,9 (1) - -
Mittelwertx 5,95+1,98 5,38+1,46 - 21,1215 - -
SD - - - 19,8 +8,3* -

Diff. 1: Differenz zwischen Messung 1 und Messung 2 (in %)
Diff. 2: Differenz zwischen Messung 1 und Messung 3 (in %)
(1): Zunahme

(1): Abnahme

A: ALS

N: neurogene Kontrolle

G: Gesunde

*: Mittelwert und SD fur Diff. 1 und Diff. 2 zusammen
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Tab. 4: Histologische Veranderungen und mtDNA/Kern-DNA-Quotient bei

Patienten

Patient Alter Sex Core Target Core- Target- mtDNA/
like like Kern-
Lesion Lesion DNA

Nr.1A 72 m. - 6 - 3,05
Nr.2 A 66 m. - 1 - 2,70
Nr.3 A 46 w. 7 4 2 4,57
Nr.4 A 58 m. - 4 - 3,68
Nr.5A 63 w. 2 9 - 2,96
Nr.6 A 66 m. - 4 - 8,26
Nr.7 A 64 m. 59 43 - 5,65
Nr.8 A 52 m. - - - 3,45
Nr.9A 53 m. 1 7 - 5,09
Nr. 10 A 61 m. - - - 3,91
Nr. 11 A 57 m. 2 1 - 4,72
Nr. 12 A 59 w. 1 26 - 3,32
Nr. 13 A 53 m. - - - 5,47
Nr. 14 A 69 w. - - - 8,33
Nr. 15 A 80 w. 12 2 2,66
Nr.16 A 62 m. - 1 - 6,51
Nr.17 A 57 w. - 1 - 5,25
Nr. 18 A 45 m. 7 24 - 7,08
Nr. 19 A 43 m. - - - 5,54
Nr.20 A 62 m. - 1 - 3,44
Nr.21 A 66 w. - - - 8,29
Mittelwert+ 59,71+9,11 5,07+2,08
SD

A: ALS

ALS-
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Tab. 5: Kontrollgruppe mit anderen neurogenen Erkrankungen

Patient Alter Sex Diagnose Core Target Core- Target- mtDNA/
like like Kern-
Lesion Lesion DNA

Nr. 1N 39 w. SMA - - - - 5,25
Nr.2 N 55 w. SMA - - - - 2,05
Nr. 3N 64 w. PNP(u) - - 1 - 4,41
Nr. 4 N 50 m. PNP(u) 1 - - - 6,36
Nr.5N 48 m. PNP(u) - - - - 6,23
Nr.6 N 42 w. SMA - - 1 - 8,61
Nr. 7N 58 m. PNP(u) - - - - 3,38
Nr.8 N 57 m. ELSPK - - - - 2,79
Nr.9 N 64 m. ThLMLP 5 - 8 1 6,98
Nr. 10 N 36 m. PNP(&) 8 - 18 1 2,54
Nr. 11 N 69 m. ZMLP 1 - 29 - 5,90
Nr. 12 N 61 m. PNP(v) 2 - 25 - 2,21
Nr. 13 N 48 m. SMA - - 3 - 6,12
Nr. 14 N 42 m. SMA - - 2 - 6,66
Nr. 15N 62 m. MMN - - - - 3,90
Nr. 16 N 70 m. HMSNI 2 1 - - 6,90
Nr. 17 N 76 w. CIDP - - - 1 4,50
Nr. 18 N 58 m. CIDP - - 3 - 3,74
Nr. 19N 47 m. MMN 1 - 7 - 8,12
Nr. 20 N 72 m. CIDP - - 1 - 3,72
Nr. 21 N 42 m. HMSNIl - - 7 - 6,52
Nr. 22 N 55 m. PNP - - 2 - 2,62
Nr. 23 N 75 w. PNP 2 - 4 - 4,30
Mittelwert+ 56,09+11,88 4,95+1,93
SD

CIDP : Chronisch-inflammatorische demyelinisierende Polyneuropathie

ELSPK: Enger lumbaler Spinalkanal

HMSN : Hereditare motorische und sensible Neuropathie

MMN : Multifokale motorische Neuropathie

PNP(u) : Polyneuropathie unklarer Genese

PNP(3) : Polyneuropathie athyltoxischer Genese

PNP(v) : Polyneuropathie bei Vaskulitis
ThLMLP: Thorakolumbale Myelopathie
ZMLP: Zervikale Myelopathie

N: neurogene Kontrolle
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Tab. 6: Myopathische Kontrollen

Patient Alter Sex Diagnose mtDNA/  CS U/g CS U/g
Kern- NCP Gewebe
DNA

Nr.1 M 36 w. CPEO 4,56 79,00 9,30

Nr.2 M 45 m. MELAS 5,51 - -

Nr.3 M 60 w. CPEO 6,23 67,50 6,50

Nr.4 M 61 m. MELAS 6,68 60,00 10,70

Nr.5M 49 m. LHON 3,41 45,11 7,10

Nr.6 M 51 m. FSHD 2,68 - -

Nr.7 M 16 m. FSHD 7,75 74,70 4,34

Nr.8 M 34 w. FSHD 5,19 52,67 7,10

Nr.9 M 40 m. FSHD 4,84 69,50 6,90

Nr. 10 M 15 w. Polymyositis 2,60 102,50 10,18

Nr. 11 M 77 m. Polymyositis 7,25 97,60 10,60

Nr. 13 M 51 w. Polymyositis 8,54 - -

Mittelwert+ 46,92+19,18 5,63+1,99 72,06+19,07* 8,08+2,21*

SD

M: Myopathie

* fir 9 Patienten
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Tab. 7: Gesunde Kontrollpersonen

Patient Alter Sex miDNA/
Kern-DNA
Nr.1G 40 w. 3,87
Nr.2 G 43 m. 4,68
Nr.3G 41 m. 6,32
Nr.4 G 53 m. 3,34
Nr.5G 44 m. 5,64
Nr.6 G 44 w. 4,98
Nr.7G 65 m. 8,58
Nr.8 G 43 m. 6,74
Nr.9G 45 w. 8,20
Nr. 10 G 45 m. 6,50
Nr.11 G 59 m. 6,24
Nr.12 G 48 w. 6,21
Nr.13 G 43 m. 3,69
Nr. 14 G 40 w. 3,51
Nr.15G 72 m. 3,41
Nr. 16 G 66 w. 535
Nr.17 G 52 m. 3,27
Nr. 18 G 48 w. 2,48
Nr. 19 G 37 w. 554
Nr. 20 G 37 m. 6.85
Nr.21 G 35 w. 7,59
Mittelwert+ 47.62+10,15 5,38+1,75
SD

G: gesunde Kontrolle
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4.3. Biochemische Untersuchung

Citratsynthaseaktivitdt wurde in allen untersuchten Biopsaten von ALS-Patienten,
neurogenen Kontrollen, gesunden Kontrollpersonen, 3 FSHD— und 2 Polymyositis-
Patienten sowie bei 4 von 5 Patienten mit bekannten mitochondrialen Myopathien
bestimmt (s. Tab. 6, 8, 9, 10).

Tab. 8: Citratsynthaseaktivitat bei ALS-Patienten

ALS-Patienten

DNA-Nr. MtDNA/ CS U/gNCP CS U/g Gewebe
Kern-DNA
Nr.1A 3,05 74,02 8,45
Nr.2 A 2,70 71,26 8,93
Nr. 3 A 4,57 97,20 11,20
Nr. 4 A 3,68 110,34 12,80
Nr.5 A 2,96 69,65 5,99
Nr. 6 A 10,12 99,22 9,70
Nr.7 A 5,65 90,57 9,85
Nr. 8 A 3,45 70,99 7,87
Nr. 9 A 5,09 82,85 8,82
Nr. 10 A 3,91 81,99 9,03
Nr.11 A 4,72 71,20 6,80
Nr. 12 A 3,32 70,19 6,37
Nr. 13 A 5,47 82,50 9,08
Nr. 14 A 8,33 112,86 14,30
Nr. 15 A 2,66 73,76 7,59
Nr. 16 A 6,51 85,53 12,00
Nr.17 A 5,25 85,15 9,98
Nr. 18 A 7,08 113,04 14,30
Nr. 19 A 6,15 77,30 10,50
Nr. 20 A 3,44 60,97 6,50
Nr.21 A 8,29 64,50 7,60
Mittelwert+ 5,07+£2,08 83,10£15,60 9,41+2,43
SD
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Tab. 9: Citratsynthaseaktivitat bei neurogenen Kontrollen

Neurogene Kontrollen

DNA-Nr. mtDNA/Kern- CS U/g NCP CS U/g Gewebe
DNA

Nr.1 N 5,25 89,30 11,00
Nr. 2 N 2,05 45,16 3,85
Nr. 3N 4,41 84,05 10,30
Nr. 4 N 6,36 216,00 20,36
Nr. 5N 6,23 96,88 13,05
Nr. 6 N 8,61 87,50 9,45
Nr. 7 N 3,38 88,96 11,28
Nr. 8 N 2,79 124,08 12,75
Nr. 9 N 6,98 107,19 13,30
Nr. 10 N 2,54 96,30 9,90
Nr. 11 N 5,90 49,24 5,20
Nr. 12N 2,21 98,64 8,17
Nr. 13 N 6,12 75,31 9,67
Nr. 14 N 6,66 117,70 12,46
Nr. 15N 3,90 67,93 6,46
Nr. 16 N 6,90 132,10 10,03
Nr.17 N 4,50 106,40 10,50
Nr. 18 N 3,74 112,90 11,40
Nr. 19 N 8,12 91,75 11,05
Nr. 20 N 3,72 98,63 8,63
Nr. 21 N 6,52 115,28 12,75
Nr. 22 N 2,62 93,66 9,90
Nr. 23 N 4,30 90,03 10,43

Mittelwert+ 4,95+1,93 99,35+£33,02 10,52+3,22
SD




Tab. 10: Citratsynthaseaktivitat bei gesunden Kontrollpersonen

Gesunde Kontrollen

DNA-Nr. mtDNA/ CS U/gNCP CS U/g Gewebe

Kern-DNA
Nr.1G 3,87 90,37 7,06
Nr.2G 4,68 42,88 6,90
Nr.3G 6,32 95,80 11,40
Nr.4 G 3,34 102,25 12,50
Nr.5G 5,64 46,59 5,60
Nr.6 G 4,98 55,24 8,70
Nr.7G 8,58 79,23 7,90
Nr.8 G 6,74 86,61 10,35
Nr.9 G 8,20 82,90 11,35
Nr. 10 G 6,50 52,90 7,30
Nr. 11 G 6,24 87,55 10,20
Nr. 12 G 6,21 86,10 11,50
Nr. 13 G 3,69 54,91 7,10
Nr. 14 G 3,51 90,72 9,00
Nr. 15 G 3,41 95,97 9,00
Nr. 16 G 5,35 46,96 6,60
Nr. 17 G 3,27 54,70 7,40
Nr. 18 G 2,48 67,71 9,20
Nr. 19 G 5,54 52,44 7,10
Nr. 20 G 6.85 50,15 8,40
Nr.21 G 7,59 63,17 8,90

Mittelwert+ 5,38+1,75 70,72+19,81 8,69+1,94
SD

Die Werte lagen in der Gruppe der gesunden Kontrollpersonen bei 8,689+1,938 U/g
Probe bzw. 70,721£19,810 U/g NCP, fir die ALS-Patienten bei 9,412+2,429 U/g
Probe bzw. 83,099+15,597 U/g NCP, fir die Kontrollen mit anderen neurogenen
Erkrankungen bei 10,517+3,218 U/g Probe bzw. 99,352+33,022 U/g NCP. Fir 9
myopathische Kontrollen betrug der Wert 72,06+19,07 U/g NCP bzw. 8,08+2,21 U/g
Probe, wobei es auf eine weitere statistische Analyse aufgrund von Unvollstandigkeit
der biochemischen Daten, starker Heterogenitat der Altersverteilung und primar

mitochondrialer Affektion bei 5 der 13 Patienten verzichtet wurde.

Das Verhaltnis aus mtDNA/Kern-DNA-Quotient und Citratsynthaseaktivitat (in U/g
NCP) lag fur gesunde Kontrollen bei 0,082+0,033, fir ALS-Patienten bei
0,061+0,023, fir neurogene Kontrollen bei 0,053+0,025. Der mtDNA/Kern-
DNA/Citratsynthase-Quotient (in U/g Probe) war fur Gesunde 0,641+0,223, fur ALS-
Patienten 0,545+0,203, fur neurogene Kontrollen 0,497+0,221. Sowohl die
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Citratsynthaseaktivitat (in U/g NCP) als auch die entsprechenden mtDNA/Kern—
DNA/Citratsynthase—Quotienten von ALS-Patienten und neurogenen Kontrollen
unterschieden sich signifikant von den gesunden Kontrollpersonen. Der Unterschied
bezlglich Citratsynthaseaktivitat (in U/g NCP) zwischen ALS-Patienten und
neurogenen Kontrollen erwies sich als statistisch minimal signifikant (p=0,046). Die
Citratsynthaseaktivitdt (in U/g Probe) sowie die mtDNA/Kern-DNA/Citratsynthase-
Quotienten (in U/g Probe) unterschieden sich signifikant von den gesunden
Kontrollen jedoch nur in der Gruppe von neurogenen Kontrollen und nicht in der von
ALS-Patienten (s. Tab. 11).

Tab. 11: Gesunde versus neurogene Kontrollen (p*) bzw. ALS-Patienten (p**)
und ALS-Patienten versus neurogene Kontrollen (p***)

Neurogene Gesunde ALS-
Kontrollen p*  Kontrollen p** Patienten p***
(n=23) (n=21) (n=21)
mtDNA/ 4,95+1,93 0,442 5,38+1,75 0,602 5,07+2,08 0,843
Kern-DNA (92 %) (100 %) (94 %)
CS 10,52+3,22 0,029 8,69+1,94 0,292 9,41+2,43 0,209
(U/g Probe) (121 %) (100 %) (108 %)
CS 99,35+£33,0 0,001 70,72+19,81 0,030 83,10+15,60 0,046
(U/g NCP) 2 (100 %) (117,5 %)
(140,5 %)
mtDNA/Kern-  0,50+0,22 0,038 0,64+0,22 0,153 0,55+0,20  0,285%
DNA/CS (78%) (100%) (86%)

(U/g Probe)

mtDNA/Kern-  0,05+0,03 0,002 0,08+0,03 0,020 0,06+0,02 0,313
DNA/CS (63%) (100 %) (75%)

(U/g NCP)

p bestimmt durch Student t-Test, 2 =Mann-Whitney-Rangsummentest (Median-
vergleich)

p*:  Gesunde versus neurogene Kontrollen

p**:  Gesunde versus ALS-Patienten

p***: ALS-Patienten versus neurogene Kontrollen
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5. Diskussion

5.1. Histologische Untersuchung

Die quantitative Analyse der histologischen Veranderungen im Sinne von Cores
sowie ,Core-like Lesions® in der Arbeit von Vielhaber et al. (2000) zeigte, dass diese
Veranderungen bei 7 von 17 untersuchten ALS - Patienten (ca. 41 %) in1 % bis 10 %
der Muskelfasern vorhanden waren. Ahnlich zeigten 8 von 21 unserer ALS -
Patienten (ca. 38 %) diese Lasionen in 0,2 % bis 11,8 % der Fasern. Im Gegensatz
zu Ergebnissen von Vielhaber et al. (2000) haben wir in unseren Muskelbiopsien
auch vereinzelte Targets (je 1 pro 500 Fasern bei 2 von 21 ALS-Patienten und 1 pro

500 Fasern bei 1 von 23 neurogenen Kontrollen.

Es war also bei einigen Patienten auch eine histologisch nachweisbare
Verminderung der oxidativen Enzymaktivitat in Form von Targets und Cores sowie
»1arget—like-“ und ,Core-like Lesions” in NADH-Farbung vorhanden, die fir eine lokal
verminderte Mitochondrienzahl in einzelnen Muskelfasern spricht. Dies kann aber
ebenfalls als eine unspezifische Veranderung bei chronischer Denervation gewertet
werden, da kein quantitativer Unterschied bezuglich dieser Veranderungen zwischen
den ALS-Patienten und Patienten mit anderen neurogenen Erkrankungen besteht.

5.2. Molekulargenetische und biochemische Untersuchung

Die Ergebnisse unserer Arbeit zeigen, dass die quantitativen Unterschiede in dem
Gehalt an mtDNA zwischen Patienten mit sporadischer ALS, Patienten mit anderen
neurogenen Erkrankungen und gesunden Kontrollpersonen nicht signifikant sind. Es
wurden bei unseren ALS-Patienten auch keine multiplen Deletionen gefunden. Die
Citratsynthaseaktivitat (in U/g NCP), die sowohl in ALS-Patienten als auch in
Patienten mit anderen neurogenen Erkrankungen im Vergleich zu den gesunden
Kontrollen signifikant erhéht war (117,5 % bei ALS, 140,5 % bei anderen
neurogenen Erkrankungen), spricht fir eine eher unspezifische Erhdhung der
Mitochondrienanzahl in beiden Patientengruppen im Vergleich zu den gesunden
Kontrollpersonen,  welche  wahrscheinlich  durch  chronische  Denervation
hervorgerufen wurde. FUr die neurogenen Kontrollen war der Citratsynthase-Wert
gemessen in U/g Gewebe im Vergleich zu gesunden Kontrollen ebenfalls signifikant
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erhéht (p=0,029), die Erhéhung der Citratsynthaseaktivitdit bei ALS—Patienten
gegenuber gesunden Kontrollpersonen war bezogen auf das Feuchtgewicht der
Probe (in U/g Gewebe) nicht signifikant (p=0,292), dies ist jedoch durch den
statistisch signifikant niedrigeren Proteingehalt der ALS—Muskelproben gegentiber
den gesunden Kontrollpersonen (ca. 85,5%) erklarbar. Bezieht man die mtDNA/Kern-
DNA-Quotienten auf die Citratsynthase-Werte (in U/g NCP) als Marker der
Mitochondrienmenge, so zeigt sich, dass bei den ALS-Patienten und neurogenen
Kontrollen im Gegensatz zu den gesunden Kontrollen dieser Wert signifikant
niedriger ist (p=0,002 bzw. p=0,020). Fiir die Quotienten aus mtDNA/Kern-DNA und
Citratsynthase-Werten in U/g Probe war der Wert flr die neurogenen Kontrollen
ebenfalls signifikant erhdht (p=0,038), fur die ALS-Patienten jedoch nicht (p=0,153),
was aber, wie oben bereits diskutiert, ebenfalls durch einen statistisch signifikant
niedriegeren Proteingehalt der Muskelproben der ALS-Patienten gegeniber den
gesunden Kontrollen bedingt ist. Es wurde auBerdem ein geringfligiger statistisch
signifikanter Unterschied fur Citrazsynthaseaktivitat (in U/g NCP) zwischen ALS-
Patienten und neurogenen Kontrollen festgestellt (p=0,046), nicht jedoch fur U/g
Gewebe.

Die Menge der mtDNA pro Mitochondrium bei den ALS-Patienten und neurogenen
Kontrollen ist also erniedrigt bei kompensatorischer Zunahme der
Mitochondrienmenge. Da dieser Effekt in dhnlicher Weise sowohl bei ALS-Patienten
als auch bei neurogenen Kontrollen besteht, ist davon auszugehen, dass es sich
wahrscheinlich um einen unspezifischen (nicht ALS-spezifischen) ProzeB der
kompensatorischen Mitochondrienproliferation handelt, der durch die Denervierung
bedingt sein durfte.

Vergleicht man die Ergebnisse mit einer anderen grdoBeren Studie, die mtDNA-
Veranderungen bei ALS in Muskelbiopsien untersucht hat (Vielhaber et al., 2000), so
zeigen sich Unterschiede.

Diese fand schwere Depletion der mtDNA in den Muskelbiopsien der 13 von 17
untersuchten Patienten und multiple Deletionen bei einem Patienten. Es ist aber zu
bemerken, dass die Gruppe der ,gesunden® Kontrollpersonen aus Individuen mit
fraglich myopathischem EMG-Muster bestand. Dagegen haben wir uns als Kontrollen
nur Personen ausgesucht, die Kklinisch, elektrophysiologisch, histologisch und
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laborchemisch keine Muskelerkrankung hatten. Als neurogene Kontrollen in der
Arbeit von Vielhaber et al. (2000) dienten lediglich 2 SMA-Patienten, was keine
statistisch signifikante Aussage hinsichtlich des quantitativen Unterschieds des
mtDNA-Gehalts zwischen ALS-Patienten und diesen neurogenen Kontrollen erlaubt.
AuBerdem ist zu beachten, dass die beiden SMA-Patienten 6 bzw. 18 Jahre alt
waren und damit im Vergleich zu den ALS-Patienten viel jinger waren. Vielhaber et
al. fanden bei den ALS-Patienten im Vergleich zu diesen zwei Patienten mit spinaler
Muskelatrophie einen erniedrigten mtDNA-Gehalt, jedoch zeigten Berger et al. (2003)
dass bei Kindern mit spinaler Muskelatrophie ein deutlich erniedrigter mtDNA-Gehalt
gemessen werden kann, der ausgepragter war als die Erniedrigung bei den ALS-
Patienten in der Untersuchung von Vielhaber et al. (2000).

Vielhaber et al. (2000) fanden eine weitgehend normale Citratsynthaseaktivitét in
einem Kollektiv der ALS-Patienten trotz signifikant verminderten mtDNA-Gehalts bei
13 von 17 untersuchten Patienten, was zur Schlussfolgerung geflihrt hat, dass die
Mitochondrienanzahl in diesem Kollektiv normal geblieben war und nicht etwa, wie es
fur bestimmte Erkrankungen, z.B. mitochondriale Myopathien, charakteristisch ist,
kompensatorisch erhdht war. 2003 wurden jedoch von Vielhaber et al. signifikant
erhdhte Citratsynthase—Werte in einem Kollektiv aus 11 Patienten mit sporadischer
ALS im FrOhstadium im Vergleich zu 12 gesunden Kontrollpersonen gefunden. Fur
die beiden SMA-Patienten wurden keine Citratsynthase-Werte publiziert, in einer
weiteren Arbeit von Vielhaber et al. aus dem Jahr 1999 wurde allerdings in einer
Gruppe aus 6 SMA-Patienten im Alter von 6 bis 62 Jahren keine signifikante
Anderung der Citratsynthaseaktivitat im Vergleich zu 28 gesunden erwachsenen
Kontrollpersonen beobachtet, wobei bei dieser GruppengréBe und offensichtlich sehr
heterogener Altersverteilung eine statistische Aussage nur bedingt mdglich ist.

Somit konnte durch die Studie von Vielhaber et al. (2000) nicht in vollem MaB die
Frage beantwortet werden, ob die gefundenen mitochondrialen Veranderungen ALS-
spezifisch oder lediglich sekundar durch Denervation hervorgerufen waren und auch
bei anderen neurogenen Erkrankungen in gleicher Weise vorkommen, wie es die hier

vorliegenden Ergebnisse zeigen.

Die Arbeit von Berger et al. (2003) berichtet von schwerer sekundérer
muskelatrophiebedingter Depletion der mtDNA bei 20 SMA—Patienten mit SMN1-
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Mutationen im Alter von 2 Monaten bis 16 Jahren (90,3+7,8% bzw. mtDNA/Kern—
DNA-Quotient 0,24+0,20) und von signifikant erniedrigter Citratsynthaseaktivitat, die
jedoch nur bei 7 von 20 SMA—-Patienten und 6 gesunden Kontrollen bestimmt werden
konnte. Unter unseren neurogenen Kontrollen fanden sich 5 SMA-Patienten im Alter
von 39, 42, 42, 48 und 55 Jahren, die Quotienten von entsprechend 5,25, 6,66, 8,61,
6,12 und 2,05 zeigten, also keine schwere mtDNA-Depletion aufwiesen. Dies kdnnte
damit erklart werden, dass bei spater Manifestation einer SMA (SMA 1V), bei der sich
in der Regel keine SMN1-Mutationen finden lassen (Zerres et al., 2003), ein
wesentlich  milderer Verlauf besteht als bei SMA-Formen mit frihem

Manifestationsalter.

Unsere Ergebnisse der quantitativen Analyse des mtDNA-Gehalts bei gesunden
Kontrollen kénnen mit den Mittelwerten fir gesunde Kontrollpersonen aus anderen
Studien, die mit analogen Methoden (Southern Blot, Quotient mtDNA/Kern-DNA)
durchgeflihrt wurden, verglichen werden. So liegt der Mittelwert fir die von uns
untersuchten gesunden Kontrollpersonen bei 5,38+1,75, in der Arbeit von Tritschler
et al. (1992) bei 5,9+2,6, bei Macmillan et al. (1996) bei 5,57, bei Campos et al.
(1998) bei 6,82+2,9. Die Kontrollpersonen in der Arbeit von Vielhaber et al. (2000)
zeigten dagegen den Wert von 2,6+1,2, wobei, wie bereits erwahnt, im EMG dieser
Patienten fragliche myopathische Muster gesehen wurden, so dass diese Kontrollen
moglicherweise nicht als vollig gesund zu betrachten sind. In der Arbeit von Berger et
al. (2003) lag der Wert fur Kontrollpersonen bei 2,46+0,63, wobei diese ebenfalls nur
bedingt als gesund zu bezeichnen sind, denn es handelte sich dabei um Patienten,
bei denen eine maligne Hyperthermie ausgeschlossen werden musste, ohne Hinweis
auf die Genese dieser schwerwiegenden Verdachtsdiagnose, die unter anderem
auch mit bestimmten Myopathien assoziiert sein kann, bzw. um Personen, die eine
Huftgelenkendoprothese erhalten haben, was zur Vermutung flhrt, dass bei diesen
aufgrund der bereits préaoperativ eingeschrankten Mobilitdt bei bestehender
Hlftgelenkerkrankung  z.B.  eine  inaktivitdtsbedingte  Muskelatrophie =~ mit

entsprechender sekundarer mtDNA-Verminderung vorhanden sein konnte.
Beide neurogenen Kontrollen in der Arbeit von Berger et al. (2003) (1 Patient mit

schwerer neurogener Muskelatrophie bei diabetischer Polyneuropathie und ein
Patient mit Polyradikulitis) zeigten ebenfalls niedrige mtDNA/Kern—DNA-Quotienten
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von 0,3 und 0,5, die aber durchaus durch eine wesentlich schwerer ausgepréagte
Atrophie als bei unseren neurogenen Kontrollen bedingt sein kdnnten.

Die interindividuellen Unterschiede hinsichtlich der mtDNA/Kern—DNA-Quotienten
sind auch bei gesunden Personen und bei Patienten mit derselben Diagnose sehr
groBB. Der Mittelwert fir ALS-Patienten lag in unserer Arbeit bei 5,07+2,08. Das
Ergebnis von Vielhaber et al. zeigte jedoch mit 1,4+1,0 eine Streubreite der

einzelnen Patientendaten, die deutlich gréBer ist als in der vorliegenden Studie.

FOr 4 FSHD—Patienten, 4 Polymyositis—Patienten und 5 Patienten mit verschiedenen
mitochondrialen Myopathien lag der mtDNA/Kern—DNA-Quotient insgesamt in der
gleichen GréBenordnung wie bei den anderen Patienten und gesunden Kontrollen,
eine statistische Aussage erscheint allerdings wenig sinnvoll aufgrund von geringer
GruppengrdoBe, sehr heterogener Altersverteilung, Unvollstandigkeit der
biochemischen Daten sowie nachgewiesener primér mitochondrialer Affektion bei 5
von 13 Patienten, wobei die letzte eine Interpretation der Ergebnisse flr die gesamte

Gruppe der myopathischen Kontrollen zusétzlich erschwert.

6. Schlussfolgerung

In der vorliegenden Arbeit konnten durch histochemische, molekulargenetische und
biochemische  Untersuchungen  mitochondriale = Veranderungen in  der
Skelettmuskulatur von ALS-Patienten nachgewiesen werden.

Eine Verminderung der oxidativen Enzymaktivitat in Form von Cores und Targets
spricht far eine lokale Umverteilung der Mitochondrien innerhalb der Muskelfasern.
Die molekulargenetisch bestimmten mtDNA/Kern-DNA-Quotienten sind im Vergleich
zu gesunden Kontrollpersonen bzw. neurogenen Kontrollen nicht signifikant
verdndert. Dies spricht in Kombination mit einer erhdhten Citratsynthaseaktivitat,
welche gut mit dem Mitochondriengehalt einer Muskelprobe korreliert, fir eine
generelle Erhdéhung der Mitochondrienzahl bei gleichzeitiger Verminderung des
mtDNA-Gehalts pro Mitochondrium im Skelettmuskel von ALS-Patienten. Diese
gegensinnigen Veranderungen bewirken einen normalen mtDNA-Gesamtgehalt im
Muskel.
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Mitochondriale Verédnderungen sind zwar auch in der Skelettmuskulatur von ALS-
Patienten vorhanden, treten jedoch am ehesten als Folge der chronischen
Denervation auf. Sie sind somit nicht ALS-spezifisch, sondern kommen auch bei
anderen neurogenen Erkrankungen etwa gleich haufig vor, was die Untersuchung

der entsprechenden Kontrollgruppe beweist.

Bisher haben sich lediglich drei Untersuchungen mit quantitativen Veranderungen
der mtDNA bei ALS (Vielhaber et al., 1999 und 2000) bzw. anderen neurogenen
Erkrankungen (SMA, Berger et al., 2003) auseinandergesetzt. Unsere Studie kann
die Interpretation der Ergebnisse von Vielhaber et al. (1999 und 2000) nicht
reproduzieren. Dies liegt unter anderem daran, dass im Unterschied zu Vielhaber et
al. hier erstmalig zusatzlich ein sorgféltig ausgewahltes, umfangreiches
Kontrollkollektiv mit anderen neurogenen Erkrankungen untersucht wurde, was die

These spezifischer mtDNA-Veréanderungen bei der ALS widerlegt.

Unsere Ergebnisse unterstreichen somit die Vorstellung, dass die ALS primér eine
Erkrankung des ersten und zweiten Motoneurons im Sinne einer systemischen

Motoneuronerkrankung und nicht des Skelettmuskels ist.

7. Zusammenfassung

Die amyotrophe Lateralsklerose ist eine Erkrankung, die zu einer progressiven
Degeneration der Vorderhornzellen des Rickenmarks und der Kkortikalen
Motoneurone filhrt. Die Atiologie und Pathogenese der ALS sind immer noch
weitgehend ungeklart. Eine multifaktorielle Genese ist wahrscheinlich. Als Ursache
werden komplexe Wechselwirkungen zwischen genetischen Faktoren, oxidativem
Stress, Exzitotoxizitat, aberranter Proteinaggregation und Organellenschadigung
(v.a. Mitochondrienschadigung) diskutiert. Es gibt  widerspruchliche
Untersuchungsergebnisse hinsichtlich mitochondrialer Veranderungen im Muskel bei
ALS-Patienten.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es zu untersuchen, welchen Stellenwert

mitochondriale Veranderungen in der Pathogenese der ALS im Skelettmuskel haben.
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Es wurde analysiert, ob in den Muskelproben von 21 ALS-Patienten im Vergleich zu
21 gesunden Kontrollpersonen und 23 Kontrollen mit anderen neurogenen
Erkrankungen mitochondriale Veranderungen nachzuweisen sind und ob diese
Veranderungen, falls vorhanden, als ALS-spezifisch zu interpretieren sind. Die
Haufigkeit histologischer Veranderungen der oxidativen Enzymaktivitat im Muskel
von ALS-Patienten und neurogenen Kontrollen in Form von Cores und Targets
wurde fir jede Muskelprobe bestimmt. Fir jede Muskelprobe wurde die
mitochondriale DNA in Relation zur Kern-DNA mittels Southern Blot quantifiziert. Die
Aktivitdt der Citratsynthase als intramitochondriales Enzym, das gut mit dem
Mitochondriengehalt einer Muskelprobe korreliert, ermdglichte eine Aussage zur
Mitochondrienmenge der jeweiligen Muskelprobe.

Targets fanden sich nur selten (je 1 Target bei 2 von 21 ALS-Patienten, ein Target
bei 1 von 23 neurogenen Kontrollen). Dagegen waren Cores haufiger anzutreffen (1-
7 Cores bei 7 von 20 ALS-Patienten, 59 Cores bei einem ALS- Patienten mit

starkeren Atrophien, 1-8 Cores bei 8 von 23 neurogenen Kontrollen).

Der Mittelwert des mtDNA/Kern—DNA-Quotienten der ALS-Patienten lag bei
5,07+2,08, fir neurogene Kontrollen bei 4,95+£1,93, flir Gesunde bei 5,38+1,75. Der

Unterschied zwischen den einzelnen Gruppen war statistisch nicht signifikant.

Die Citratsynthase-Werte (U/g NCP) waren im Vergleich zu gesunden Kontrollen
(100 %) bei den ALS-Patienten auf 117,5 %, bei den neurogenen Kontrollen auf
140,5 % erhoéht (statistisch signifikanter Unterschied verglichen mit Gesunden), die
Differenz zwischen den beiden letztgenannten Gruppen war statistisch minimal
signifikant (p=0,046). Die in U/g Probe angegebenen Citratsynthase-Werte waren nur
fir die neurogenen Kontrollen signifikant erhéht, was jedoch durch einen signifikant
niedrigeren Proteingehalt der ALS-Muskelproben im Vergleich zu gesunden

Kontrollpersonen zu erklaren ist.

Demnach kommen histologisch nachweisbare Veranderungen der oxidativen Enzym-
aktivitdt ahnlich haufig bei ALS-Patienten vor wie bei anderen neurogenen
Erkrankungen und sind als eine lokale, durch chronische Denervation bedingte
Verminderung der Mitochondrienzahl in einzelnen Muskelfasern bei insgesamt eher
erhdhtem Mitochondriengehalt anzusehen. Die Gesamtmenge der mtDNA bleibt
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nicht nur bei ALS-Patienten, sondern auch bei anderen neurogenen Erkrankungen in
ahnlicher Weise durch eine unspezifische sekundare kompensatorische Erhéhung
der Mitochondrienzahl bei erniedrigtem mtDNA-Gehalt pro Mitochondrium erhalten.

Somit konnten in der vorliegenden Arbeit durch histochemische, molekulargenetische
und biochemische Untersuchungen mitochondriale Veranderungen in der
Skelettmuskulatur von ALS-Patienten nachgewiesen werden, jedoch lieB sich die
Hypothese einer ALS-spezifischen Alteration der mitochondrialen Funktion im Muskel
nicht bestatigen. Dies steht im Einklang mit der klassischen Vorstellung, dass die
ALS priméar eine neurogene Erkrankung im Sinne einer systemischen Degeneration
beider Motoneurone und keine Erkrankung des Skelettmuskels ist.
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11. Thesen

1. Amyotrophe Lateralsklerose ist eine Motoneuronerkrankung mit weitgehend
unklarer Pathogenese, die zur progressiven Degeneration beider Motoneurone fuhrt
und in der Regel letal endet. 10 % aller ALS-Falle sind familiar vererbt. Ca. 10-20 %
der fALS-Falle sind durch verschiedene Punktmutationen im SOD 1-Gen bedingt.

2. Die quantitative Analyse von Targets und Cores als Ausdruck einer verminderten
oxidativen Enzymaktivitdt im histologischen Muskelpraparat zeigte, dass Cores
deutlich haufiger als Targets anzutreffen waren und bei ALS-Patienten und

neurogenen Kontrollen etwa gleich haufig vorkamen.

3. Mittels Southern Blot wurde kein signifikanter Unterschied zwischen den
mtDNA/Kern-DNA-Quotienten von 21 Patienten mit sporadischer ALS, 23 Personen

mit anderen neurogenen Erkrankungen und 21 Gesunden gefunden.

4. Citratsynthase-Werte (in U/g NCP) als Hinweis auf Mitochondrienanzahl einer
Muskelprobe waren bei ALS - Patienten mit 117,5 % und bei neurogenen Kontrollen
mit 140,5 % signifikant erhdht im Vergleich zu den gesunden Kontrollen. Der
Unterschied zwischen beiden Gruppen war geringfligig signifikant (p=0,046). Fir die
neurogenen Kontrollen war der Citratsynthase-Wert in U/g Gewebe im Vergleich zu
Gesunden ebenfalls signifikant erhéht (p=0,029), bei ALS—-Patienten aber nicht
signifikant (p=0,292), dies ist jedoch durch den statistisch signifikant niedrigeren
Proteingehalt der ALS—Muskelproben im Vergleich zu Gesunden erklarbar.

5. Histologisch ist in beiden Gruppen eine variable Verminderung der oxidativen
Enzymaktivitdt im Muskel nachweisbar, die fur eine lokale Verminderung der
Mitochondrienzahl in einzelnen Muskelfasern spricht. Eine &hnlich ausgepragte
kompensatorische Erh6hung der Mitochondrienzahl fuhrt zur Erhaltung der normalen
Gesamtmenge an mtDNA bei erniedrigtem DNA-Gehalt pro Mitochondrium in ALS-
Patienten und Personen mit anderen chronischen neurogenen Erkrankungen. Da alle
obengenannten Veranderungen sowohl bei den ALS-Patienten als auch bei anderen
neurogenen Erkrankungen etwa gleich ausgepragt sind (kein signifikanter
Unterschied), sind diese am wahrscheinlichsten als sekundar durch chronische
Denervation bedingt anzusehen.
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