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ZUSAMMENFASSUNG 

Das MIDAS (Mikrophthalmie, dermale Aplasie und Sklerocornea) - Syndrom oder MLS  

(„microphthalmia with linear skin defects“) - Syndrom ist durch eine Symptomtrias bestehend 

aus uni- bzw. bilateraler Mikrophthalmie, Sklerocornea und linearen erythematösen Hautde-

fekten im Gesichts- und Halsbereich gekennzeichnet. Diese seltene, X-chromosomal domi-

nant vererbte Erkrankung ist für männliche Feten in utero letal und weist eine hohe phänoty-

pische Variabilität auf. Obwohl für einige wenige Patientinnen mit MLS ein unauffälliger weib-

licher Karyotyp beschrieben wurde, zeigt die Mehrzahl der Patientinnen ein zytogenetisch 

nachweisbares chromosomales Rearrangement, das meistens mit einer terminalen Deletion 

des p-Arms eines der beiden X-Chromosomen einhergeht. In der für das MLS-Syndrom kri-

tischen Region in Xp22.2 sind die drei Gene MID1, HCCS und ARHGAP6 bekannt, wobei 

vor Beginn dieser Arbeit in keinem dieser Gene Punktmutationen oder kleinere Rearrange-

ments bei Patienten mit MLS-Syndrom identifiziert werden konnten. 

Bei zwei Schwestern mit MLS-Syndrom und ihrer asymptomatischen Mutter wurde von einer 

mit uns kooperierenden Arbeitsgruppe eine Mikrodeletion in Xp22.2 identifiziert, die Teile des 

HCCS-Gens umfasst. Ausgehend von diesem Befund wurde eine HCCS-Mutationsanalyse 

bei zwei sporadischen Patientinnen mit MLS-Syndrom und unauffälligem Karyotyp durchge-

führt, die jeweils eine heterozygot vorliegende de novo Punktmutation, c.589C>T/p.R197X 

bzw. c.649C>T/p.R217C, ergab. Beide Mutationen wurden bei weiblichen Kontrollpersonen 

nicht nachgewiesen. HCCS kodiert für die mitochondriale Holocytochrom c-Typ-Synthase, 

die die kovalente Bindung zwischen der prosthetischen Hämgruppe und dem Apocyto-

chrom c katalysiert, wodurch die reife Form des Cytochrom c (Holocytochrom c) entsteht. 

Holocytochrom c ist sowohl für die oxidative Phosphorylierung im Rahmen der Atmungskette 

als auch für die apoptotische Form des Zellsterbens essentiell. Mithilfe eines Hefekomple-

mentations-Assays wurde der Einfluss der jeweiligen Mutation auf die Funktion des HCCS-

Proteins untersucht. Dazu wurde ein Saccharomyces cereviseae-Stamm verwendet, dessen 

Atmungskettenfunktion aufgrund einer Deletion im HCCS-Ortholog (CYC3) gestört ist. Im 

Gegensatz zum HCCS-Wildtyp-Protein konnte keines der beiden mutierten humanen HCCS-

Proteine den Enzymdefekt des Hefestamms aufheben. Um zu prüfen, ob der Funktions-

verlust der mutanten Proteine auf eine veränderte subzelluläre Lokalisation zurückzuführen 

ist, wurden mit einem HA-Epitop versehene HCCS-Fusionsproteine in CHO-K1-Zellen 

exprimiert und ihre intrazelluläre Verteilung analysiert. Während das HCCS-Wildtyp-Protein 

und das Protein mit der p.R217C-Mutation eine Lokalisation in den Mitochondrien zeigte, 

wies das aus der p.R197X-Mutation resultierende, COOH-terminal trunkierte HCCS-∆197-

268-Protein eine diffuse zytoplasmatische und nukleäre Verteilung in der Zelle auf. 

Das Endprodukt der enzymatischen Reaktion der Holocytochrom c-Typ-Synthase, Holocyto-

chrom c, ist, wie oben erwähnt, an der oxidativen Phosphorylierung und der Apoptose be-

teiligt. Darüber hinaus konnte für das HCCS-Protein selbst eine pro-apoptotische Wirkung 
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gezeigt werden. Es ist daher anzunehmen, dass Zellen mit einer funktionellen Nullisomie für 

HCCS neben einem schweren Atmungskettendefekt auch Störungen apoptotischer Prozesse 

aufweisen können. Dies könnte alternative Wege des Zelltods (z.B. Nekrose) begünstigen. 

Wir stellten daher die Hypothese auf, dass in HCCS-defizienten Zellen das Gleichgewicht 

von Apoptose zu Nekrose verschoben sein könnte, wodurch eine Schädigung der betrof-

fenen Gewebe durch inflammatorische Prozesse resultieren könnte. Somit ist denkbar, dass 

der komplexe Phänotyp der Patientinnen mit MLS-Syndrom nicht nur auf einer Beeinträch-

tigung der Atmungskettenfunktion der HCCS-defizienten Zellen, sondern auch auf 

veränderten Zelltodmechanismen während der Embryonalentwicklung beruht. 

Die große phänotypische Variabilität bei Patientinnen mit MLS-Syndrom ist bemerkenswert 

und bis heute nicht verstanden. Wir haben eine kleine Patientin mit klassischen Zeichen des 

MLS-Syndroms sowie ihre phänotypisch unauffällige Mutter näher untersucht. Die molekular-

zytogenetische Analyse ergab, dass die Tochter in allen 100 untersuchten Metaphasen der 

kultivierten Lymphozyten auf einem ihrer beiden X-Chromosomen eine terminale Deletion 

trägt [46,X,del(X)(p22.2)], die das HCCS-Gen einschließt. Demgegenüber wurde die gleiche 

X-chromosomale Deletion bei der Mutter in 89 von 100 Metaphasen nachgewiesen, während 

in 11 Metaphasen der Karyotyp 45,X festgestellt wurde. Eine Haplotyp-Analyse ergab, dass 

sich die Deletion auf dem paternalen X-Chromosom der Mutter ereignet hat. Für beide 

Frauen konnte ein komplett verschobenes X-Inaktivierungsmuster in den Blutzellen nachge-

wiesen werden, wobei das die Deletion aufweisende X-Chromosom stets inaktiviert vorlag. 

Es wurde von uns die Vermutung aufgestellt, dass das Fehlen von MLS-spezifischen 

Zeichen bei der Mutter sowohl auf ein günstiges X-Inaktivierungsmuster in den verschiede-

nen Geweben während der frühen Embryonalentwicklung als auch auf das Vorliegen des 

o.g. chromosomalen Mosaiks zurückzuführen sein könnte. 

Die große phänotypische Variabilität beim MLS-Syndrom gab uns auch Anlass zu der Ver-

mutung, dass Mutationen im HCCS-Gen möglicherweise bei Patienten mit isolierten Augen-

fehlbildungen vorkommen können. Deshalb wurde bei 27 weiblichen Neugeborenen mit einer 

isolierten bzw. syndromalen Form der Mikrophthalmie/Anophthalmie eine Mutationsanalyse 

im HCCS-Gen durchgeführt und bei einer Patientin mit bilateraler Mikrophthalmie und Skle-

rocornea die heterozygot vorliegende Missense-Mutation c.475G>A/p.E159K identifiziert. 

Diese wurde bei 234 weiblichen Kontrollpersonen nicht detektiert. Funktionelle Analysen er-

gaben eine regelrechte mitochondriale Lokalisation des HCCS-E159K-Proteins, jedoch 

konnte es die gestörte Atmungskettenfunktion des CYC3-defizienten Hefestamms nicht kom-

plementieren. Die Identifizierung einer sehr wahrscheinlich pathogenen Mutation bei einem 

Mädchen mit isoliert vorliegenden okulären Fehlbildungen deutet darauf hin, dass es sich bei 

HCCS um ein Kandidatengen für schwere isolierte Entwicklungsstörungen der Augen han-

deln könnte. 
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EINLEITUNG 

Beim MIDAS-Syndrom handelt es sich um eine seltene, X-chromosomal dominant vererbte 

neurokutane Entwicklungsstörung, die bei männlichen Individuen zur Letalität in utero führt. 

Das Syndrom ist durch die Symptomtrias Mikrophthalmie, Dermalaplasie und Sklerocornea 

charakterisiert. In der internationalen Fachliteratur wird es fast ausschließlich als 

MLS („microphthalmia with linear skin defects“) - Syndrom bezeichnet, weshalb im Folgen-

den diese Bezeichnung verwendet wird.  

Das MLS-Syndrom weist eine hohe inter- und intrafamiliäre phänotypische Variabilität auf. 

Neben dem klassischen Phänotyp mit linearen erythematösen Hautdefekten entlang der 

Blaschko-Linien im Gesichts- und Halsbereich, uni- oder bilateraler Mikrophthalmie und 

cornealen Trübungen werden verschiedene fakultative Symptome beobachtet. Dazu gehören 

eine Agenesie des Corpus callosum, Katarakte, Krampfanfälle, Kardiomyopathien, 

Analfehlbildungen, Zwerchfellhernien und mentale Retardierung (Van den Veyver 2002). Die 

klinische Diagnose des MLS-Syndroms wird zum Teil dadurch erschwert, dass klassische 

Merkmale, z.B. die Mikrophthalmie und/oder die Dermalaplasie, bei einzelnen Patientinnen 

nicht beobachtet werden. In der Vergangenheit wurde wiederholt die Hypothese aufgestellt, 

dass die Schwere des MLS-Phänotyps durch das individuelle X-Inaktivierungsmuster in den 

betroffenen Geweben beeinflusst wird (Lindsay et al. 1994, Franco und Ballabio 2006). 

Konventionelle und molekularzytogenetische Untersuchungen hatten gezeigt, dass die 

Mehrzahl der Patienten mit MLS-Syndrom bei vorliegendem XX-Komplement ein 

chromosomales Rearrangement aufweist, welches zu einer partiellen Monosomie in der 

Region Xp22.2 führt (Al-Gazali et al. 1990, Temple et al. 1990, Allanson und Richter 1991, 

Lindsay et al. 1994, Mücke et al. 1995, Ogata et al. 1998, Stratton et al. 1998, Kayserili et al. 

2001, Anguiano et al. 2003). Bei diesen Chromosomenaberrationen handelt es sich in den 

meisten Fällen um terminale Xp-Deletionen oder unbalancierte X;Y-Translokationen. 

Letztere wurden sowohl bei phänotypisch weiblichen als auch männlichen Individuen 

identifiziert (Al-Gazali et al. 1988, Mücke et al. 1995, Paulger et al. 1997, Stratton et al. 1998, 

Anguiano et al. 2003). 

Größere Deletionen, die den Verlust mehrerer benachbarter Gene zur Folge haben, können 

zu einem so genannten Contiguous-gene-Syndrom führen. Da jedoch bei den untersuchten 

Patientinnen mit MLS die Deletionsgröße nicht mit der Schwere des Phänotyps korreliert und 

auch Patientinnen mit einem unauffälligen weiblichen Karyotyp beschrieben worden waren 

(Happle et al. 1993, Bird et al. 1994, Zvulunov et al. 1998, Kherbaoui-Redouani et al. 2003, 

Morleo et al. 2005), wurde vermutet, dass auch submikroskopische Rearrangements oder 

Punktmutationen in einem einzigen, zu dieser Zeit noch unbekannten Gen ursächlich für den 

MLS-Phänotyp sein könnten (Bird et al. 1994, Schaefer et al. 1996). 
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Das MLS-Syndrom weist phänotypische Überlappungen mit den ebenfalls X-chromosomal 

dominant vererbten Erkrankungen Aicardi- und Goltz-Gorlin-Syndrom auf. So wird bei allen 

drei Erkrankungen u.a. eine gestörte Entwicklung der Augen und des ZNS beobachtet. In der 

Fachliteratur war wiederholt spekuliert worden, dass es sich um allelische Erkrankungen 

handeln könnte, die auf unterschiedliche Mutationen innerhalb desselben Gens zurück 

zuführen sind (Ballabio 1995), oder dass diese Syndrome sich jeweils im Sinne eines 

Contiguous-gene-Syndroms manifestieren. Dabei wurde vermutet, dass das Fehlen einer 

unterschiedlichen Anzahl benachbarter Gene aus der Region Xp22.2 zu einer spezifischen 

klinischen Manifestation des Krankheitsphänotyps führt (Spranger et al. 1998). Lindsay und 

Kollegen (1994) postulierten ebenfalls, dass die genannten drei Syndrome auf dem Defekt 

desselben Gens bzw. derselben Gene beruhen und dass die phänotypischen Unterschiede 

durch die X-Inaktivierung bedingt sein könnten.  

Wie bei einigen anderen X-chromosomal dominanten Erkrankungen, beispielsweise der 

Incontinentia pigmenti und dem OFCD (okulären-fazialen-kardialen-dentalen) – Syndrom, 

findet man auch in den peripheren Blutzellen der von MLS betroffenen Patientinnen 

typischerweise ein einseitiges X-Inaktivierungsmuster (Franco und Ballabio 2006). Zu Beginn 

dieser Arbeit war das X-Inaktivierungsmuster in peripheren Leukozyten von zehn Patienten 

mit MLS-Syndrom und einem X-chromosomalen Rearrangement untersucht worden, wobei 

neun der Patienten ein einseitiges X-Inaktivierungsmuster aufwiesen. In allen Fällen 

handelte es sich bei dem inaktivierten X-Chromosom stets um das Rearrangierte (Ogata et 

al. 1998 und darin zitierte Referenzen, Anguiano et al. 2003). Besteht bei einer Patientin der 

Verdacht auf ein MLS-Syndrom, kann die Bestimmung des X-Inaktivierungsmusters in 

peripheren Blutzellen differentialdiagnostisch hilfreich sein, da z.B. bei den Patientinnen mit 

Aicardi-Syndrom meist ein zufälliges X-Inaktivierungsmuster beobachtet wird (Hoag et al. 

1997). In der Vergangenheit war wiederholt postuliert worden, dass bei Frauen mit MLS und 

einem heterozygoten genetischen Defekt die Zellen, in denen das normale Allel exprimiert 

wird, gegenüber jenen, die das mutierte Allel exprimieren, einen Selektionsvorteil aufweisen 

(Lindsay et al. 1994, Franco und Ballabio 2006). 

Um die mit dem MLS-Syndrom assoziierte chromosomale Region zu definieren, wurden in 

der Vergangenheit Deletions- und Translokationsbruchpunkte auf dem distalen kurzen Arm 

des X-Chromosoms kartiert (Wapenaar et al. 1993, Wapenaar et al. 1994). Dabei handelte 

es sich sowohl um Bruchpunkte, die bei Patienten mit MLS-Phänotyp als auch um solche, 

die bei Patienten ohne MLS-Syndrom gefunden worden waren. Dies führte letztlich zur 

Eingrenzung einer Region von etwa 570 Kb in Xp22.2 (Wapenaar et al. 1994). Diese 

kritische Region für MLS, in der die drei Gene MID1, HCCS und ARHGAP6 liegen, ist in der 

folgenden Abbildung dargestellt. 
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Abb. 1:  Schematische Darstellung der minima-
len kritischen Region für MLS in Xp22.2 

Durch den grauen fett markierten Balken ist ein 
Ausschnitt aus der physikalischen Karte der Region 
Xp22.2 dargestellt. Die Orientierung von Telomer 
(tel) nach Zentromer (zen) ist angegeben. Die drei 
in der kritischen Region lokalisierten Gene sind 
durch rote Pfeile dargestellt, die bezeichnet sind. 
Dabei gibt die Pfeilspitze die Orientierung der Gene 
in 5’→→→→3’-Richtung an. Die minimale kritische 

Region für MLS ist als hellblaue Fläche dargestellt, die Größe der Region ist angegeben. Die Grenzen der kritischen Region 
sind durch blaue Pfeile markiert und geben die Lokalisation der Bruchpunkte an, welche zur Eingrenzung der Region geführt 
haben. Dabei wird die Region distal durch den Bruchpunkt eines Patienten mit X;Y-Translokation begrenzt, der keinen MLS-
Phänotyp zeigt. Proximal wird die Region durch den Bruchpunkt einer Patientin mit MLS begrenzt, die die kleinste Xp-Deletion 
aufweist, die bisher bei Patienten mit MLS identifiziert wurde.  
 

Das MID1-Gen kodiert für das MID1-Protein, das zur Familie der RING (Really Interesting 

New Gene)-Finger-Proteine gehört. Es handelt sich dabei um ein Mikrotubuli-assoziiertes 

Protein (MAP) mit E3-Ubiquitinligase-Aktivität (Quaderi et al. 1997). Mutationen im MID1-

Gen sind mit dem Opitz-G/BBB-Syndrom assoziiert (Quaderi et al. 1997). Dieses ist durch 

congenitale Fehlbildungen der ventralen Mittellinie, die sich u.a. in Hypertelorismus, 

Gaumenspalte, Herzfehlern und Hypospadie äußern, charakterisiert (De Falco et al. 2003). 

HCCS ist das einzige der drei Gene, das vollständig in der kritischen Region liegt. Es kodiert 

für eine mitochondriale Holocytochrom c-Typ-Synthase, eine Hämlyase, die für die 

Cytochrom c-Biosynthese an der Außenseite der inneren Mitochondrienmembran 

verantwortlich ist (Schaefer et al. 1996, Schwarz und Cox 2002). Dabei katalysiert HCCS 

zwischen dem inaktiven Vorläufer des Cytochrom c, Apocytochrom c bzw. c1, und einer 

prosthetischen Hämgruppe die Ausbildung einer kovalenten Bindung. Aus dieser Reaktion 

entsteht die reife Form, das Holocytochrom c bzw. c1. Der Vorgang der Cytochrom c-

Biosynthese ist in der folgenden Abbildung schematisch dargestellt. 

 

Abb. 2:  Schematische Darstellung der Cyto-
chrom c-Biosynthese an der inneren Mitochon-
drienmembran 

(1) Das inaktive Apocytochrom c wird im 
Zytoplasma synthetisiert und (2) assoziiert zu-
nächst über elektrostatische Anziehungskräfte mit 
der äußeren Mitochondrienmembran. (3) Danach 
erfolgt eine spezifische Interaktion mit einer 
Protease-resistenten Komponente. (4) Nach Dif-
fusion durch den Intermembranraum bindet das 
Apoprotein hochaffin an die Holocytochrom c-Typ-
Synthase, welche an der Außenseite der inneren 
Mitochondrienmembran gebunden ist. (5) Häm c, 
ein Porphyrin-Ringsystem mit einem eingebetteten 
Eisenatom, wird aus Häm b im Intermembranraum 
synthetisiert. Das reduzierte Häm bindet direkt an 
HCCS, welches die Bildung von zwei Thioether-
Brücken zwischen zwei Cysteinyl-Resten des 

Apocytochroms und den Vinylgruppen der Hämgruppe katalysiert. (6) Die Bindung des Apocytochroms an Häm c bewirkt die 
Faltung zum aktiven (Holo)-Cytochrom c und führt zur Loslösung von HCCS. AM, äußere Membran der Mitochondrien; IM, 
innere Membran der Mitochondrien; IMR, Intermembranraum; HCCS, Holocytochrom c-Typ-Synthase; SH, Thiolgruppen der 
beiden Cysteinyl-Reste des Apocytochrom c; X, Protease-resistente Komponente (Abbildung modifiziert nach Mayer et al. 
1995). 
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Das Endprodukt Cytochrom c bzw. c1 ist an zwei unterschiedlichen zellulären Prozessen, der 

oxidativen Phosphorylierung (Hatefi 1985) und dem Caspase-abhängigen Zelltod (Apopto-

se), beteiligt (Jiang und Wang 2004). 

ARHGAP6 kodiert für ein Rho GTPase-aktivierendes Protein (Rho GAP). Dieses Protein 

aktiviert die kleine GTPase RhoA, die an der Reorganisation des Aktinzytoskeletts beteiligt 

ist (Schaefer et al. 1997). 

Zu Beginn dieser Arbeit waren in den Genen HCCS und ARHGAP6 keine pathogenen 

Mutationen beim Menschen bekannt. Um die Pathogenese des MLS-Syndroms aufzuklären 

und um das ursächliche Gen für MLS zu finden, waren in der Vergangenheit Knockout-

Mäuse für die Gene HCCS und ARHGAP6 hergestellt worden. Demnach führen Mutationen 

im Arhgap6-Gen bei der Maus weder zu phänotypischen noch zu verhaltensbiologischen 

Auffälligkeiten, womit eine Beteiligung dieses Gens am MLS-Syndrom unwahrscheinlich 

erschien (Prakash et al. 2000). Eine Deletion des gesamten Hccs-Gens sowie von 

angrenzenden Bereichen des Mid1- und Arhgap6-Gens in der Maus führte dagegen zu 

einem frühzeitigen Absterben hemi-, homo- und heterozygoter Embryonen (Prakash et al. 

2002). Der Versuch, in männlichen embryonalen Stammzellen (ES-Zellen) einen direkten 

Knockout des HCCS-Gens zu erzeugen, scheiterte, da die so manipulierten Hccs-nullisomen 

ES-Zellen bereits in Kultur abstarben. Daher konnte die Deletion des Hccs-Gens in Mäusen 

nur durch eine experimentelle Strategie erzeugt werden, die LoxP-Rekombinationspunkte 

und Cre-Rekombinase verwendete. Nur insgesamt vier heterozygote weibliche Tiere mit der 

so erzeugten Hccs-Deletion kamen lebend zur Welt. Der Phänotyp war variabel und eines 

der Tiere wies verkleinerte Augen auf (Prakash et al. 2002, Van den Veyver 2002). Diese 

Beobachtungen korrelieren mit der Seltenheit und der phänotypischen Variabilität des MLS-

Syndroms. Bemerkenswerterweise konnte die Letalität bei hemi-, homo- und heterozygoten 

Tieren durch die Überexpression des humanen HCCS-Gens von einem BAC-Klon 

aufgehoben werden (Prakash et al. 2002). Diese Ergebnisse deuteten stark darauf hin, dass 

die männliche Letalität beim MLS-Syndrom auf den Verlust des HCCS-Gens zurückzuführen 

sein könnte (Prakash et al. 2002). 

Um das für MLS ursächliche Gen zu identifizieren, wurden Patientinnen mit MLS-Phänotyp 

und offensichtlich unauffälligem Karyotyp in den letzten Jahren gezielt molekulargenetisch 

untersucht. So wurde die DNA von zwei Patientinnen mithilfe polymorpher 

Mikrosatellitenmarker aus der Region Xp22.2 untersucht, jedoch war kein Verlust der 

Heterozygotie nachzuweisen, der eine submikroskopische Deletion in dieser Region hätte 

vermuten lassen können (Cox et al. 1998). Nachfolgend wurde der unauffällige 

zytogenetische Befund einer der Patientinnen, die zuvor von Cox und Kollegen (1998) 

untersucht worden war, und der von drei weiteren Patientinnen mittels serieller FISH-

Analysen mit genomischen Klonen aus der MLS-kritischen Region sowie mit einer 
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genomweiten Array-CGH („comparative genomic hybridization“) - Analyse von Morleo und 

Kollegen (2005) bestätigt. Um submikroskopische Rearrangements zu identifizieren, waren 

zudem Southern-Blot-Analysen mit Sonden aus der Kodierregion von HCCS und ARHGAP6 

durchgeführt worden. Es konnten keine aberranten Banden detektiert werden. Auch die 

Mutationsanalyse in den Genen MID1, HCCS und ARHGAP6 ergab für keine der vier 

Patientinnen eine pathogene Mutation (Morleo et al. 2005). Somit war zu Beginn dieser 

Arbeit unklar, ob eines der drei Gene aus der kritischen MLS-Region, oder aber ein völlig 

anderes das ursächliche Krankheitsgen für dieses Syndrom ist. 
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Vorbemerkungen 

 

In den nachfolgenden Forschungsberichten werden Experimente und Ergebnisse, die von 

mir durchgeführt bzw. generiert wurden, in der Ich-Form beschrieben, während für solche 

Daten, die von anderen erzielt wurden, die indirekte Rede verwendet wird. 
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Peter Meinecke, Israela Lerer, Andrea Ballabio, Andreas Gal, Brunella Franco & Kerstin 

Kutsche 

Mutations of the mitochondrial holocytochrome c-type synthase in X-linked dominant 

microphthalmia with linear skin defects syndrome (2006) 

American Journal of Human Genetics 79: 878-889. 

Das MLS („microphthalmia with linear skin defects“) - Syndrom ist eine seltene, X-chromoso-

mal dominant vererbte Erkrankung, die in den meisten Fällen mit einer partiellen Aneuploidie 

für die Region Xp22.2 einhergeht. In dieser Arbeit werden erstmalig heterozygote Mutationen 

im HCCS-Gen, das für die mitochondriale Holocytochrom c-Typ-Synthase kodiert, bei 

Patientinnen mit MLS-Syndrom und unauffälligem Karyotyp beschrieben. So wurde eine 8,6 

Kb große, u.a. die 5’-Region des HCCS-Gens umfassende Mikrodeletion bei zwei 

Schwestern mit MLS-Syndrom und sehr variablem Phänotyp sowie bei ihrer 

asymptomatischen Mutter gefunden. Außerdem konnte bei zwei sporadischen Patientinnen 

mit MLS-Syndrom und unauffälligem Karyotyp eine jeweils heterozygot vorliegende de novo 

Punktmutation (c.649C>T/p.R217C bzw. c.589C>T/p.R197X) in HCCS detektiert werden. 

Sowohl die Missense- als auch die Nonsense-Mutation konnte bei weiblichen 

Kontrollpersonen nicht nachgewiesen werden. Bei alle Patientinnen mit einer Mutation in 

HCCS wurde ein verschobenes X-Inaktivierungsmuster in peripheren Blutzellen 

nachgewiesen. 

Die molekulargenetischen Daten wurden durch funktionelle Studien unterstützt. Zum einen 

wurde ein Hefekomplementations-Assay durchgeführt, mit dessen Hilfe der Einfluss der 

Punktmutationen auf die Integrität bzw. Funktion des HCCS-Proteins während der oxidativen 

Phosphorylierung (Atmungskette) getestet wurde. Es zeigte sich, dass die beiden 

überexprimierten, mutierten Proteine (R217C und COOH-terminal trunkiertes HCCS-∆197-

268) im Gegensatz zu HCCS-Wildtyp den für das HCCS-Ortholog Cyc3p-defizienten 

Saccharomyces cereviseae-Stamm nicht komplementierten. Um zu analysieren, ob der 

Verlust der Komplementationsfähigkeit der beiden mutanten HCCS-Proteine durch eine 

veränderte subzelluläre Lokalisation zu erklären ist, wurden Immunfluoreszenz-Experimente 

durchgeführt. Hierzu wurden die verschiedenen, mit einem HA-Epitop versehenen HCCS-

Proteine in CHO-K1-Zellen ektopisch exprimiert. Während das Protein mit der p.R217C-

Mutation sowie HCCS-Wildtyp in den Mitochondrien nachweisbar war, lag das HCCS-∆197-

268-Protein diffus im Zytoplasma und im Kern verteilt vor.  

Das HCCS-Genprodukt ist eine Hämlyase, d.h. es katalysiert die kovalente Bindung der 

Häm-Gruppe an unreifes Cytochrom c, wodurch nach einer Konformationsänderung die reife 
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Form des Cytochrom c entsteht. Letzteres ist sowohl für die oxidative Phosphorylierung als 

auch für den Caspase-abhängigen Zelltod (Apoptose) von entscheidender Bedeutung. Die 

aus der Literatur bekannte indirekte und direkte Beteiligung der Holocytochrom c-Typ-

Synthase am apoptotischen Zelltod hat uns zu der Hypothese geführt, dass eine Verschie-

bung des Gleichgewichts vom Caspase-abhängigen Zelltod zum Caspase-unabhängigen 

Zellsterben, und hier insbesondere zum Zelltod durch Nekrose, mit inflammatorischen Pro-

zessen und damit einhergehend mit einer Schädigung der betroffenen Gewebe während der 

Embryonalentwicklung von weiblichen Individuen mit einem heterozygoten HCCS-Gendefekt 

assoziiert sein könnte. Inwieweit eine Störung des Gleichgewichts zwischen Apoptose und 

Nekrose, eine beeinträchtigte oxidative Phosphorylierung und/oder das individuelle X-

Inaktivierungsmuster die Schwere des MLS-Phänotyps beeinflussen, bleibt in der Zukunft 

herauszufinden. 

Dieser Forschungsbericht fasst die Daten von zwei Arbeitsgruppen (Prof. Dr. Kerstin 

Kutsche, Institut für Humangenetik, Universitätsklinikum Hamburg-Eppendorf und Dr. 

Brunella Franco, Telethon Institut für Genetik und Medizin in Neapel, Italien) zusammen, die 

sich beide mit der molekularen Charakterisierung von Patientinnen mit dem MLS-Syndrom 

beschäftigt haben, um den für diese Erkrankung ursächlichen Gendefekt zu finden. Die 

erzielten Ergebnisse ergänzten bzw. bestätigten einander. 

Wie eingangs bereits ausgeführt, war vor Beginn dieser Arbeit mehrfach versucht worden, 

bei Patientinnen mit MLS und normalem Karyotyp ein mit dieser Erkrankung assoziiertes 

submikroskopisches Rearrangement innerhalb des kritischen Intervalls in Xp22.2 

nachzuweisen (Cox et al. 1998, Morleo et al. 2005). Der mit uns kooperierenden 

italienischen Arbeitsgruppe war von einer in Israel arbeitenden klinischen Genetikerin 

Untersuchungsmaterial einer Familie zur Verfügung gestellt worden, in der es zwei 

betroffene Schwestern mit MLS und sehr variablem Phänotyp gibt. Die jüngere der beiden, 

die Index-Patientin BA912, weist mit schwerer bilateraler Mikrophthalmie und Sklerocornea 

sowie linearen Hautdefekten im Gesicht die für MLS typische Symptomtrias auf. Im Alter von 

sechs Monaten wurde sie aufgrund einer junktionalen Tachykardie durch Elektroablation 

behandelt. Die ältere Schwester zeigt vergleichsweise milde Symptome und weist auf dem 

linken Auge eine Trübung der Hornhaut auf, ein angeborenes Glaukom mit vollständiger 

vorderer Synechie und eine weiße vordere Katarakt. Ihr rechtes Auge zeigte ein Leukom der 

Hornhaut, das sich im weiteren Verlauf jedoch zurückbildete. Die gesunden, nicht 

miteinander verwandten Eltern haben noch vier gesunde Kinder, drei Söhne und eine 

Tochter (Abb. 1B; Wimplinger et al. 2006). Das Paar hatte noch eine weitere Tochter, die 

eine bilaterale Anophthalmie aufwies und wenige Stunden nach der Geburt verstarb. 

Weiterhin sind drei spontane Aborte bei der klinisch unauffälligen Mutter bekannt.  
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Bei der Patientin BA912 handelt es sich um eine der Patientinnen mit MLS, die bereits auf 

molekularer Ebene, u.a. durch Array-CGH-Analyse, ausgiebig charakterisiert worden waren 

und bei denen keine Hinweise auf das Vorliegen eines submikroskopischen Rearrangements 

erzielt werden konnten. Anzumerken bleibt allerdings, dass die durchgeführte Array-CGH 

lediglich ein geringes Auflösungsvermögen hatte, so dass nur Deletionen oder Duplikationen, 

die größer als 1 Mb sind, hätten detektiert werden können (Morleo et al. 2005). Aufgrund des 

klassischen Phänotyps der Patientin BA912 und der Annahme, dass sowohl der klinische 

Phänotyp der älteren Schwester als auch der der postpartal verstorbenen Schwester in das 

MLS-Spektrum fällt, wurde in dieser Familie, bestehend aus den zwei Schwestern mit MLS, 

ihren vier gesunden Geschwistern und den Eltern, eine Segregationsanalyse durchgeführt. 

Mit dieser Untersuchung sollte bei den beiden Patientinnen nach einem Verlust der 

Heterozygotie im kritischen MLS-Intervall gesucht werden. Die verwendeten 

Mikrosatellitenmarker DXS7108, CxM06 und CxM09 befinden sich distal vom HCCS-Gen, 

ein CGG-Repeat liegt in der 5’-UTR („untranslated region“) des HCCS-Gens (SNP 

rs5901444) und zwei weitere Marker liegen proximal zur kritischen Region (DXS8019, 

DXS999) (Abb. 1A; Wimplinger et al. 2006). Zunächst wurden für alle Familienmitglieder 

Haplotypen erstellt. Dabei fiel auf, dass die vom MLS-Syndrom betroffenen Schwestern 

einen anderen maternalen Haplotyp geerbt hatten als ihre gesunden Geschwister (Abb. 1B; 

Wimplinger et al. 2006). Zudem zeigte sich, dass die beiden Patientinnen für den CGG-

Repeat im HCCS-Gen nur das paternale (8 CGG-Repeats) und kein maternales Allel 

aufweisen, im Gegensatz zu ihren gesunden Geschwistern, die an dieser Stelle heterozygot 

sind (Abb. 1B; Wimplinger et al. 2006). Die Mutter zeigt an diesem Lokus ebenfalls nur ein 

Allel (7 CGG-Repeats), ist also entweder homo- oder hemizygot. Da die beiden betroffenen 

Schwestern einen maternalen Haplotyp ohne maternales Allel für den CGG-Repeat im 

HCCS-Gen geerbt hatten, ließ dies vermuten, dass sowohl die beiden Patientinnen als auch 

ihre asymptomatische Mutter hemizygot für diesen Marker sind und dementsprechend in 

diesem Bereich eine Mikrodeletion aufweisen konnten. 

Um weitere Hinweise auf das Vorliegen einer Mikrodeletion im 5’-Bereich des HCCS-Gens 

zu erhalten, wurde eine Southern-Blot-Analyse an genomischer DNA der Patientin BA912 

mit einer cDNA-Sonde durchgeführt, die komplementär zur 5’-UTR des HCCS-Gens war. Im 

Vergleich zu den DNAs von Kontrollpersonen traten bei der Patientin BA912 neben dem 

erwarteten Muster aberrante Banden auf, die auf ein Rearrangement unter Einbeziehung des 

HCCS-Gens hindeuteten (Abb. 2A; Wimplinger et al. 2006).  

Um das Vorliegen der vermuteten Deletion zu bestätigen, wurde eine quantitative Real-time 

PCR durchgeführt. Dazu wurden Abschnitte der Exons 1 bis 7 von HCCS amplifiziert, indem 

genomische DNA der an MLS erkrankten Schwestern und ihrer gesunden Mutter als Matrize 

eingesetzt wurde. Die relative Kopienanzahl der einzelnen Exons wurde mittels der ∆∆Ct-



Forschungsbericht  12 

 

Methode („comparative threshold cycle method“) bestimmt. Dabei konnte gezeigt werden, 

dass bei den drei Probandinnen die relative Kopienanzahl der Exons 1 bis 3 der einer 

haploiden und die der Exons 4 bis 7 einer diploiden Kontrollperson entspricht. Somit liegt bei 

den erkrankten Schwestern und ihrer Mutter eine Mikrodeletion vor, die mindestens die 

Exons 1 bis 3 des HCCS-Gens einschließt (Abb. 2B; Wimplinger et al. 2006).  

Zur Bestimmung der genauen Deletionsgröße wurde ein den Bruchpunkt überspannendes 

Amplikon aus der genomischen DNA der von MLS betroffenen Schwestern und ihrer 

gesunden Mutter generiert. Erwartungsgemäß war dieses Produkt bei einer Kontrollperson 

nicht nachweisbar. Die nachfolgende Sequenzierung dieses „junction“-Fragments ergab, 

dass sich die Mikrodeletion über 8672 Bp erstreckte und die HCCS-Exons 1 und 2, die 

ersten 83 Bp des Exons 3, Teile der 5’-UTR des MID1-Gens, die jeweiligen intronischen 

Sequenzen dieser Gene sowie den dazwischenliegenden intergenischen Abschnitt umfasst 

(Abb. 2C; Wimplinger et al. 2006).  

Die Identifizierung einer Teile des HCCS-Gens umfassenden Mikrodeletion ließ uns 

vermuten, dass HCCS-Mutationen mit dem MLS-Phänotyp assoziiert sein könnten. Da mir 

DNA-Proben von zwei Patientinnen mit MLS-Syndrom und unauffälligem weiblichen 

Karyotyp zur Verfügung standen, sollten diese einer Mutationsanalyse im HCCS-Gen 

unterzogen werden. Bei der ersten Patientin (MS1) handelte es sich um ein zum 

Untersuchungszeitpunkt fünfjähriges Mädchen (Abb. 3B; Wimplinger et al. 2006). Sie ist das 

erste Kind gesunder, nicht verwandter Eltern. Nach der Geburt wurde bei dem Säugling eine 

bilaterale Mikrophthalmie diagnostiziert, die besonders stark auf der rechten Seite 

ausgeprägt war. Die Hornhäute beider Augen waren trüb und vaskularisiert. Auffällig waren 

außerdem lineare und fleckförmige erythematöse Hautläsionen, die sowohl im Gesicht 

entlang der Wangen als auch im Halsbereich rechts vorlagen (Abb. 3A; Wimplinger et al. 

2006). Mit drei Monaten wurde bei der Patientin eine vollständige Sklerocornea festgestellt. 

Die Hautaplasien waren zu diesem Zeitpunkt schon weitgehend verheilt. Bei einer 

Nachuntersuchung der Patientin im Alter von sechs Monaten wurde eine leichte 

Entwicklungsverzögerung festgestellt. Aufgrund der Symptomtrias Mikrophthalmie, 

Sklerocornea und den bei Geburt deutlich sichtbaren linearen Hautdefekten wurde der 

Verdacht auf ein MLS-Syndrom geäußert. Mit 13 Monaten wurden bei der Patientin MRT-

Untersuchungen durchgeführt. Hier zeigten sich asymmetrische Augenfehlbildungen, wobei 

der rechte Bulbus kleiner als der linke war. Außerdem wurden eine Hypoplasie des Corpus 

callosum, das Fehlen des Septum pellucidum sowie eine geringfügige Erweiterung des 

dritten Ventrikels beobachtet. Bei der Wiedervorstellung der Patientin mit fünf Jahren lag die 

Körpergröße im Normbereich, und sie zeigte eine leichte bis mittelgradige Entwicklungs-

verzögerung.  
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Desweiteren lag mir die DNA-Probe eines zum Untersuchungszeitpunkt neunjährigen 

Mädchens (Patientin MS2) vor (Abb. 3C; Wimplinger et al. 2006). Die Patientin wurde in der 

41. Schwangerschaftswoche nach unauffällig verlaufener Schwangerschaft als erstes Kind 

gesunder, nicht verwandter Eltern geboren. Nach der Geburt wurden eine bilaterale 

Mikrophthalmie, Mikrocorneae und Cornealtrübungen diagnostiziert. Lineare Hautdefekte im 

Gesicht- und Halsbereich waren nicht sichtbar, allerdings wurden pustulöse Effloreszenzen 

am Rücken bemerkt. Im Alter von einem Jahr wurde die Patientin wegen einer tachykarden 

Herzrhythmusstörung mit breiten Kammerkomplexen unklarer Genese stationär behandelt. 

Die Tachykardien waren medikamentös sehr schwer beherrschbar. Letztendlich konnte 

durch eine orale Medikation, die aus einer hochdosierten Kombination aus Sotalol und 

Flecainid bestand, eine Verbesserung der Symptome erzielt werden. Der Verlauf wurde 

durch einen Infarkt der Arteria cerebri media rechts mit Ausbildung einer Hemiparese und 

Spastik links kompliziert. Die neurologische Symptomatik bildete sich unter 

krankengymnastischer Behandlung teilweise zurück. Im Alter von acht Jahren erlitt das 

Mädchen einen ersten tonisch-klonischen Krampfanfall. Zu dieser Zeit wurde aufgrund des 

komplexen Augenbefundes, der rezidivierenden ventrikulären Tachykardien und des 

Krampfanfalls erstmals der Verdacht auf ein MLS-Syndrom geäußert. 

Die DNA-Proben der Patientinnen MS1 und MS2 wurden von mir einer Mutationsanalyse im 

HCCS-Gen unterzogen. Dazu amplifizierte ich zunächst neben der Kodierregion (Exons 2 bis 

7) auch angrenzende intronische Sequenzen durch PCR und führte nachfolgend eine 

Sequenzierung der erhaltenen Amplikons durch. Bei der Auswertung der Sequenzen konnte 

ich bei der Patientin MS1 im Exon 6 des HCCS-Gens, an der Position 589 der Kodierregion, 

einen heterozygoten Austausch von Cytosin nach Thymin identifizieren (c.589C>T). Dieser 

Austausch hat zur Folge, dass anstelle eines Codons für Arginin ein Stop-Codon entsteht 

(p.R197X); es handelt sich also um eine Nonsense-Mutation (Abb. 3D links; Wimplinger et al. 

2006). Bei der Patientin MS2 ergab die Mutationsanalyse im Exon 7 des HCCS-Gens einen 

heterozygoten Austausch von Cytosin nach Thymin an der Position 649 der Kodierregion 

(c.649C>T), für den die Aminosäuresubstitution von Arginin nach Cystein an der Position 217 

der HCCS-Aminosäurekette (p.R217C) vorhergesagt wird. Daher liegt hier vermutlich eine 

Missense-Mutation vor (Abb. 3D, rechts; Wimplinger et al. 2006). Um herauszufinden, ob es 

sich bei den gefundenen Austauschen um bekannte SNPs handelt, recherchierte ich in den 

Datenbanken von NCBI (National Center for Biotechnology Information) und ENSEMBL [es 

handelt sich hierbei um ein gemeinsames Projekt zwischen EMBL-EBI (European Molecular 

Biology Laboratory und European Bioinformatics Institute) und dem Wellcome Trust Sanger 

Institut]. Es stellte sich heraus, dass keiner der gefundenen Austausche in den SNP-

Datenbanken verzeichnet war. Daraufhin analysierte ich, ob die beobachteten genetischen 

Veränderungen bei Kontrollpersonen vorkommen. Ich untersuchte 50 (c.589C>T) bzw. 110 
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(c.649C>T) DNAs von weiblichen Kontrollpersonen auf das Vorliegen des entsprechenden 

Austauschs, indem ich das entsprechende HCCS-Exon aus den genomischen DNAs 

amplifizierte und einer SSCP („single stranded conformation polymorphism“) - Analyse 

unterzog. Ich konnte die Veränderungen bei keiner der Kontrollpersonen nachweisen. Da 

auch die Eltern der beiden Patientinnen MS1 und MS2 die jeweilige Mutation im HCCS-Gen 

nicht tragen, wie ich durch direkte Sequenzanalyse des entsprechenden PCR-Produkts 

zeigen konnte, gingen wir davon aus, dass die Punktmutationen bei den Patientinnen mit 

MLS-Syndrom de novo entstanden sind. Die Elternschaft hatte ich zuvor für beide Eltern-

Kind-Trios anhand von zehn hochpolymorphen Mikrosatellitenmarkern bestätigt. Die 

Befunde, dass keine der Punktmutationen bei Kontrollpersonen gefunden wurde, und dass 

die gesunden Eltern der Patientinnen die jeweilige Mutation nicht aufweisen, deuteten stark 

darauf hin, dass es sich in beiden Fällen um pathogene Sequenzvarianten handelt.  

Nachfolgend wurden die Auswirkungen der gefundenen Punktmutationen auf die 

Enzymaktivität von HCCS durch funktionelle Studien charakterisiert. Um die möglichen 

Auswirkungen im Vorfeld abschätzen zu können, recherchierte ich in der Literatur nach 

bekannten Domänen des HCCS-Proteins. Neben in der Evolution konservierten CPV-

Motiven, die sich aus den Aminosäuren Cystein, Prolin und Valin zusammensetzen und für 

die Bindung von HCCS an Häm c essentiell sind (Steiner et al. 1996), weist HCCS im dritten 

Viertel der Aminosäurekette zwei aufeinanderfolgende hochkonservierte „targeting“-Motive 

auf, die zusammen für den Transport von HCCS ins Mitochondrium verantwortlich sind 

(Diekert et al. 1999). Die Missense-Mutation c.649C>T betrifft den in der Evolution 

hochkonservierten Arginin-Rest an der Position 217 der HCCS-Aminosäurekette, welcher 

nur eine Aminosäure C-terminal zum zweiten „targeting“-Motiv lokalisiert ist (Abb. 3E; 

Wimplinger et al. 2006). Die Nonsense-Mutation c.589C>T führt 21 Nukleotide stromaufwärts 

der letzten Exon-Exon-Verbindung (Exons 6 und 7) zum verfrühten Auftreten eines Stop-

Codons. Obwohl diese Mutation auch zu einem nonsense-mediated mRNA decay (NMD) 

führen könnte, werden mRNAs, bei denen ein vorzeitiges Stop-Codon weniger als 50-55 

Nukleotide stromaufwärts der am weitesten 3’ gelegenen Exon-Exon-Verbindung lokalisiert 

ist, im Allgemeinen nicht durch NMD abgebaut (Nagy und Maquat 1998). Wahrscheinlicher 

ist, dass das vorzeitige Stop-Codon zu einem Abbruch der Proteinbiosynthese an der 

Position 196 der Aminosäurekette führt, wodurch ein trunkiertes Protein entsteht (Verlust der 

72 C-terminalen Aminosäuren: ∆197-268). Die Folge ist u.a. der partielle Verlust des C-

terminalen „targeting“-Motivs. In der folgenden Abbildung sind die Domänenstruktur des 

HCCS-Proteins und die theoretischen Auswirkungen der Punktmutationen auf Proteinebene 

schematisch dargestellt.  
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Abb. 3:  Schematische Darstellung der 
Domänenstruktur des HCCS-Proteins 
sowie der möglichen Auswirkungen der 
Punktmutationen auf Proteinebene 

Die verschiedenen HCCS-Proteine, das 
Wildtyp-Protein (WT), das trunkierte (∆197-
268) und das die p.R217C-Mutation 
tragende Protein sind untereinander durch 
einen waagerechten grauen Balken 
dargestellt und rechts beschriftet. N- und C-
Terminus sind gekennzeichnet. Die Anzahl 
der Aminosäuren ist unterhalb der Domä-
nenstruktur angegeben. Funktionelle Do-
mänen sind durch vertikale farbige Balken 
eingezeichnet. Dabei sind die CPV-Motive 
blau und die beiden mitochondrialen „tar-
geting“-Motive orange farbig dargestellt. Die 
Position der Missense-Mutation ist in rot 
angegeben. Unterhalb der Domänen-

struktur ist für die CPV-Motive und für einen Teil des zweiten „targeting“-Motivs ein Aminosäurevergleich von HCCS-Proteinen 
verschiedener Spezies gezeigt. Die Aminosäuren sind im Einbuchstaben-Code angegeben, wobei die humane Sequenz jeweils 
fett hervorgehoben ist. Der von der p.R217C-Mutation betroffene konservierte Arginin-Rest ist durch einen roten Kasten 
hervorgehoben. Sc, Saccharomyces cerevisiae; Nc, Neurospora crassa; Ca, Candida albicans; Hs, Homo sapiens; Mm, Mus 
musculus; Ce, Caenorhabditis elegans. HCCS1 ist eine bei S. cereviseae vorhandene Cytochrom c1-spezifische Hämlyase.  
 

Um den Einfluss der beiden Punktmutationen auf die enzymatische Aktivität der Hämlyase 

zu untersuchen, benutzte ich einen Hefekomplementations-Assay. Für diesen stand mir ein 

Saccharomyces cereviseae-Stamm (B-8025) zur Verfügung, der eine Deletion im CYC3-Gen 

aufweist. CYC3 kodiert für Cyc3p, das HCCS-Ortholog der Hefe, wobei zwischen dem 

humanen Protein und dem Hefeprotein eine Aminosäure-Identität von ca. 35% besteht. Die 

CYC3-Deletion führt dazu, dass der Hefestamm auf einer nicht-fermentierbaren Kohlenstoff-

quelle (z.B. Glycerol) kein Wachstum mehr zeigt. In der folgenden Abbildung ist der 

Zusammenhang zwischen einem auf einem Cyc3p-Mangel basierenden Atmungsketten-

defekt und der Verwertung von Glycerol schematisch dargestellt.  

 

Abb. 4:  Verstoffwechselung von 
Glycerol und deren Beeinträchtigung 
durch eine Cyc3p-Defizienz 

Glycerol wird durch mehrere 
Reaktionen in Pyruvat umgewandelt. 
Pro Glycerol-Molekül fallen dabei zwei 
Reduktionsäquivalente (NADH2) an, so 
dass durch nachfolgende Prozesse 
auch wieder zwei NAD generiert 
werden müssen. Durch die anaerob 
ablaufende alkoholische Gärung (links) 
wird durch den Pyruvat-Abbau nur ein 
Molekül NADH2 zu NAD oxidiert (1.), 
weshalb Glycerol nicht vergoren 
werden kann. Durch oxidative Prozesse 
sind Hefen unter aeroben Bedingungen 
in der Lage, Glycerol zu „veratmen“ 
(Zellatmung, rechts). Dabei wird 
Pyruvat oxidativ zu Acetyl-CoA 
decarboxyliert und im Citrat-Zyklus zu 
CO2 oxidiert. Die dabei anfallenden 
Reduktionsäquivalente (NADH2 und 
FADH2) werden in der Atmungskette 
auf molekularen Sauerstoff (O2) 
übertragen und es wird ATP 
synthetisiert. Fällt die Atmungskette 

aufgrund eines Mangels an Cytochrom c aus (z.B. bedingt durch eine Cyc3p-Defizienz der Hefe), kann Glycerol auch unter 
aeroben Bedingungen nicht mehr zur Energiegewinnung genutzt werden (2.). Acetyl-CoA, Acetyl-Coenzym A; ATP, Adenosin-
triphosphat; ADP, Adenosindiphosphat; CO2, Kohlendioxid; FAD, Flavinadenindinukleotid (oxidiert); FADH2, Flavinadenin-
dinukleotid (reduziert); H2O, Wasser; NAD, Nicotinamidadenindinukleotid (oxidiert); NADH2, Nicotinamidadenindinukleotid 
(reduziert); O2, molekularer Sauerstoff; P, Phosphatrest. 
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Zu Beginn meiner Promotionsarbeit lagen Erkenntnisse darüber vor, dass der Cyc3p-

Enzymdefekt des Hefestamms B-8025 durch die Expression des humanen HCCS-Proteins 

komplementiert werden kann, d.h. diese Hefe-Mutante ist dann wieder in der Lage, unter 

aeroben Bedingungen in Medien zu wachsen, die ausschließlich Glycerol als Energie-Quelle 

enthalten (Schwarz und Cox 2002).  

Im Rahmen der Vorarbeiten für den Hefekomplementations-Assay klonierte ich die 

Kodierregionen HCCS-∆197-268, HCCS-R217C, HCCS-WT und CYC3 jeweils in den 

Hefeexpressionsvektor pYEX4Tps, mithilfe dessen es möglich ist, die verschiedenen HCCS-

Proteine in der Hefe als N-terminale GST (Glutathion-S-Transferase) – Fusionsproteine zu 

exprimieren. Alle Konstrukte wurden von mir durch Sequenzierung überprüft. Nachdem ich 

die einzelnen Konstrukte in den Hefestamm B-8025 transformiert hatte, züchtete ich die 

Hefen zunächst in Glucose-haltigem Selektionsmedium an. Einen Teil der Flüssigkultur 

verwendete ich zur Herstellung von Proteinlysaten, um die Expression der GST-

Fusionsproteine mithilfe eines gegen GST gerichteten, HRP („horse radish peroxidase“)-

gekoppelten Antikörpers zu überprüfen. In einer nachfolgenden Western-Blot-Analyse konnte 

ich die Expression der GST-Fusionsproteine HCCS-∆197-268, HCCS-R217C, HCCS-WT 

und Cyc3p nachweisen (Abb. 4B; Wimplinger et al. 2006). Die restliche Kultur benutzte ich 

dazu, um die Wachstumseigenschaften der verschiedenen Transformanden auf Glycerol-

Agar zu testen. Wie erwartet, stellte ich nach einigen Tagen der Bebrütung der Platten bei 

30°C fest, dass Hefen, die Cyc3p bzw. humanes HCCS-Wildtyp-Protein exprimierten, 

deutlich sichtbare Kolonien bildeten. Demgegenüber konnten Hefen, die eines der beiden 

mutierten HCCS-Proteine (R217C bzw. ∆197-268) exprimierten, sich auf Glycerol-haltigem 

Agar nicht vermehren und bildeten dementsprechend keine Kolonien (Abb. 4A; Wimplinger 

et al. 2006). Mittels Western-Blot-Analyse gelang mir auch für Hefen, die die Proteine GST-

HCCS-WT bzw. GST-Cyc3p in Glycerol-haltigem Medium exprimieren sollten, die Detektion 

der entsprechenden Proteinbanden (Abb. 4B; Wimplinger et al. 2006). Somit konnte ich 

mithilfe des Hefekomplementations-Assays zeigen, dass keines der beiden mutierten 

humanen HCCS-Proteine den Enzymdefekt des CYC3-defizienten Hefestamms 

komplementieren kann. Daraus schloß ich, dass die mutierten HCCS-Genprodukte ihre 

Funktion innerhalb der Cytochrom c-Biosynthese sehr wahrscheinlich nicht mehr ausüben 

können.  

Eine Möglichkeit, den Verlust der Komplementationsfähigkeit der beiden mutierten HCCS-

Proteine zu erklären, bestand darin, dass sowohl das C-terminal trunkierte als auch das die 

R217C-Mutation aufweisende HCCS-Protein nicht mehr in die Mitochondrien transportiert 

wird. Um dies zu analysieren, führte ich Immunfluoreszenz-Experimente durch. Dazu 

klonierte ich die Kodierregionen HCCS-∆197-268, HCCS-R217C und HCCS-WT jeweils in 

den eukaryotischen Expressionsvektor pMT2SM-HA-DEST. Dieser Vektor ermöglicht die 
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Expression der verschiedenen HCCS-Proteine als N-terminale HA (Hämagglutinin) -

Fusionsproteine. Alle Konstrukte wurden von mir durch Sequenzierung überprüft und 

nachfolgend in CHO-K1-Zellen transfiziert. Am nächsten Tag inkubierte ich die Zellen mit 

dem Supravital-Farbstoff „MitoTracker“, der Mitochondrien in lebenden Zellen spezifisch 

anfärbt, und fixierte sie nachfolgend. Um die HA-markierten HCCS-Fusionsproteine zu 

detektieren, inkubierte ich die fixierten und permeabilisierten Zellen mit einem gegen HA 

gerichteten, Fluorescein-gekoppelten Antikörper und wertete die Zellpräparate unter dem 

Konfokalmikroskop aus. Wie ich erwartet hatte, lokalisierte das HCCS-Wildtyp-Protein in den 

Mitochondrien (Abb. 5A-C; Wimplinger et al. 2006). Auch das die p.R217C-Mutation 

tragende HCCS-Protein zeigte eine Kolokalisation mit den durch „MitoTracker“ angefärbten 

Mitochondrien (Abb. 5D-F; Wimplinger et al. 2006). Dagegen beobachtete ich für das 

trunkierte Protein eine zytoplasmatische und nukleäre Verteilung (Abb. 5G-I; Wimplinger et 

al. 2006). Um auszuschließen, dass das HA-Epitop die subzelluläre Lokalisation von HCCS 

beeinträchtigt, wurden die entsprechenden HCCS-Proteine zusätzlich mit einer N-terminalen 

bzw. C-terminalen EGFP-Markierung bzw. einem C-terminalen V5-Epitop versehen. Diese 

Konstrukte stellte ich mithilfe des Gateway-Systems her. Durch nachfolgende 

Immunfluoreszenz-Experimente konnte ich zeigen, dass die mit diesen Epitopen versehenen 

HCCS-Proteine dieselbe subzelluläre Verteilung aufweisen wie die entsprechenden HA-

HCCS-Fusionsproteine. Aus diesen Ergebnissen schloß ich, dass der hochkonservierte 

Argininrest an der Position 217 des HCCS-Proteins zwar vermutlich essentiell für die 

Hämlyasefunktion ist, dass jedoch eine Aminosäuresubstitution von Arginin nach Cystein an 

dieser Position keinen Einfluss auf die korrekte subzelluläre Lokalisation des Proteins hat. 

Dagegen scheinen die 72 C-terminalen Aminosäuren des HCCS-Proteins für dessen 

korrekte Lokalisation notwendig zu sein. Beide Ergebnisse stehen in Einklang mit der 

Beobachtungen von Diekert und Kollegen (1999), wonach es sich bei den Aminosäureresten 

190 – 216 um eines der konservierten mitochondrialen „targeting“-Motive des HCCS-

Proteins handelt, das für die mitochondriale Lokalisation des HCCS-Proteins essentiell ist. 

Es wird angenommen, dass Hämlyasen zellautonom arbeiten und daher ein HCCS-

Gendefekt in einer Zelle nicht durch eine benachbarte Zelle mit funktionell intaktem HCCS 

aufgehoben werden kann. Weibliche Embryos, die heterozygot für eine Mutation im HCCS-

Gen sind, weisen zumindest bis zu einem bestimmten Entwicklungsstadium aufgrund der 

zufälligen X-Inaktivierung eine Zellpopulation auf, in welcher das Wildtyp-Allel exprimiert 

wird, und eine zweite, in der das defekte Allel aktiv sein sollte. Letztere weist somit eine 

funktionelle Nullisomie auf, die vermutlich zu einem selektiven Zellverlust und nachfolgend 

zu einem verschobenen X-Inaktivierungsmuster in den verschiedenen Geweben führt. Um 

bei den beiden Patientinnen mit MLS und de novo Punktmutation im HCCS-Gen das X-

Inaktivierungsmuster zu bestimmen, führte ich an genomischer DNA der beiden Patientinnen 
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und ihrer Eltern einen Methylierungstest am hochpolymorphen Androgen-Rezeptor-Lokus 

(AR-Lokus) in Xq12 durch. Das Prinzip dieser Analyse ist in Abbildung 5 verdeutlicht.  

 

Abb. 5:  Schematische Darstellung des 
Methylierungstests zur Analyse des X-
Inaktivierungsmusters 

A, Der dicke schwarze Balken stellt einen Teil des 
Exons 1 des humanen Androgen-Rezeptor-Lokus 
(AR-Lokus) in Xq12 dar. Die darin enthaltenen 
HpaII-Schnittstellen sind durch weiße Dreiecke 
gekennzeichnet und beschriftet. Da die Methy-
lierung der CpG-Dinukleotide dieser Restriktions-
enzym-Schnittstellen mit der X-Inaktivierung 
korreliert, sind diese Dinukleotide auf dem 
inaktiven X-Chromosom stets methyliert (CH3). 
Das mit „(CAG)n“ beschriftete weiße Rechteck 
symbolisiert einen polymorphen CAG-Repeat. Die 
Primer AR-A und AR-B sind durch aufeinander 
zugerichtete Pfeile dargestellt. Das Sternchen 
kennzeichnet die Fluoreszenzmarkierung des 
Primers. B, (1) Die drei möglichen Konstellationen 
für das X-Inaktivierungsmuster sind gezeigt. Die 
sich in einem Gewebe befindende Zellpopulation 
wird durch gelbe Felder repräsentiert. Der DNA-
Abschnitt auf dem aktiven X-Chromosom, der das 
in A dargestellte Exon 1 des AR-Lokus beinhaltet, 
ist als weißer Balken dargestellt, der entspre-
chende DNA-Abschnitt auf dem inaktiven X-
Chromosom als schwarzer Balken. CAG-Allele auf 
dem maternalen bzw. paternalen X-Chromosom 
sind mit (CAG)m bzw. (CAG)p gekennzeichnet. (2) 
Durch das methylierungssensitive Enzym HpaII 
wird die DNA des aktiven X-Chromosoms (weiße 
Balken) gespalten, da die HpaII-Schnittstellen dort 
nicht methyliert sind. Somit stehen nur nicht 
geschnittene DNA-Abschnitte für die nach-
folgende PCR-Amplifikation zur Verfügung. 
(3) Durch die PCR-Amplifikation mit den Primern 
AR-A und AR-B werden fluoreszenzmarkierte 
PCR-Produkte generiert. (4) Die Auftrennung der 
fluoreszenzmarkierten Fragmente nach ihrer 
Größe erfolgt durch den „ABI Prism 310 Genetic 

Analyzer“. Mithilfe der GENESCAN-Software werden die Fragmente quantifiziert und als Kurven (blau) in unterschiedlicher 
Höhe dargestellt. Die schwarzen Pfeile zeigen auf die beiden Allele. Das Mengenverhältnis des kleineren zum größeren Allel ist 
angegeben (roter Kasten).  

 

Diese Untersuchung war aussagekräftig, da sowohl die Patientinnen MS1 und MS2 als auch 

ihre Mütter am AR-Lokus heterozygot und somit informativ sind. Die Patientinnen weisen ein 

X-Inaktivierungsverhältnis von 100/0 (MS1) bzw. 85/15 (MS2), also im Gegensatz zu ihren 

gesunden Müttern ein deutlich verschobenes X-Inaktivierungsmuster in peripheren Blutzellen 

auf (Abb. 6A, B; Wimplinger et al. 2006). Außerdem standen mir für diese Untersuchung 

Wangenschleimhautzellen der Patientin MS1 zur Verfügung, aus denen ich genomische 

DNA isolierte, und nachfolgend eine X-Inaktivierungsanalyse durchführte. Auch in diesem 

Gewebe zeigte sich eine Verschiebung des X-Inaktivierungsmusters (88/12). Durch den 

Vergleich der Allelgrößen des betroffenen Kindes mit denen seiner Eltern konnte ich zeigen, 

dass es sich bei dem im Blut inaktiven X-Chromosom bei den Patientinnen MS1 und MS2 

jeweils um das paternale X-Chromosom handelt.  

In Übereinstimmung zu meinen Ergebnissen konnte auch die italienische Arbeitsgruppe 

zeigen, dass das X-Inaktivierungsmuster der Patientin BA912, das ihrer betroffenen 
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Schwester und ihrer asymptomatischen Mutter im Gegensatz zu dem ihrer gesunden 

Schwester in peripheren Blutzellen deutlich verschoben ist (100/0) (Abb. 6C; Wimplinger et 

al. 2006). Zusätzlich war in Fibroblasten der Patientin BA912 ebenfalls ein verschobenes X-

Inaktivierungsmuster nachgewiesen worden. Da bei beiden betroffenen Schwestern stets 

das maternale X-Chromosom als das inaktive nachgewiesen wurde und bei der Mutter das 

X-Chromosom inaktiviert vorliegt, welches sie an ihre erkrankten Töchter vererbt hatte, 

wurde vermutet, dass bei den drei Probandinnen das die Mikrodeletion tragende X-

Chromosom inaktiviert vorliegt.  

Bei den Patientinnen MS1 und MS2 ließ sich aus den Daten des Methylierungstests nicht 

schlussfolgern, ob das Wildtyp-X- oder das die Punktmutation tragende X-Chromosom das 

aktive in Blutzellen ist. Da mir eine lymphoblastoide Zellinie der Patientin MS1 zur Verfügung 

stand, isolierte ich hieraus RNA und führte eine reverse Transkription durch. Mithilfe von 

Primern, die die mutierte Position 589 der HCCS-Kodierregion flankieren, generierte ich ein 

Amplikon, das ich sequenzierte. Es zeigte sich, dass an der Position, an der die Patientin 

MS1 in der genomischen DNA heterozygot ist, an der entsprechenden Stelle der cDNA nur 

das Wildtyp-Allel nachweisbar war (Abb. 6D; Wimplinger et al. 2006). Dies stand im Einklang 

mit dem Ergebnis aus der X-Inaktivierungsanalyse, wonach im Blut der Patientin nur eines 

der beiden X-Chromosomen in aktiver Form vorliegt. Da aus dem Methylierungstest bekannt 

war, dass es sich bei dem im Blut inaktiv vorliegendem X-Chromosom um das paternale 

handelt, schloß ich, dass das aktive, im Blut exprimierte Wildtyp-Allel maternaler Herkunft ist. 

Somit konnte auch gezeigt werden, dass sich bei der Patientin MS1 die Mutation auf dem 

paternalen Allel ereignet hatte. 

Mit dieser Arbeit konnte erstmals gezeigt werden, dass die mitochondriale Holocytochrom c-

Typ-Synthase in die Pathogenese des MLS-Syndroms involviert ist. Es ist anzunehmen, 

dass die fehlende Hämlyase-Aktivität bei hemizygoten männlichen Individuen ursächlich für 

das Absterben dieser Feten in utero ist. Dies steht im Einklang mit der Letalität von hemi-, 

homo- und heterozygoten Knockout-Mäusen während der frühen Embryonalentwicklung 

(Prakash et al. 2002) und deutet darauf hin, dass die Aktivität der Hämlyase für den 

Organismus eine wesentliche Funktion hat.  

Die Rolle des HCCS-Genprodukts bei der Cytochrom c-Biosynthese an der inneren 

Mitochondrienmembran wurde bereits in der Abbildung 2 verdeutlicht. Bei dem reifen 

Holocytochrom c bzw. c1 handelt es sich um ein lösliches Protein, das unter physiologischen 

Bedingungen für den Elektronentransfer zwischen den Multienzymkomplexen III und IV der 

Atmungskette verantwortlich ist und somit eine zentrale Rolle bei der Energiegewinnung 

durch die oxidative Phosphorylierung (OXPHOS) einnimmt. Die Ergebnisse des 

Hefekomplementations-Assays lassen vermuten, dass HCCS-defiziente Zellen, vermutlich 

aufgrund fehlender Cytochrom c-Biosynthese, eine defekte Atmungskette besitzen. Dieser 
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Defekt könnte somit an der Ausprägung des MLS-Phänotyps beteiligt sein. Defekte im 

oxidativen Stoffwechsel, z.B. hervorgerufen durch die herabgesetzte Funktionsfähigkeit 

eines der Multienzymkomplexe der Atmungskette, führen in der Regel zu 

Mitochondriopathien, einer heterogenen Gruppe von Erkrankungen, die sich im Allgemeinen 

in Form von neurologischen und neuromuskulären Störungen sowie Kardiomyopathien 

manifestieren (Zeviani und Di Donato 2004). Obwohl es innerhalb der Atmungskette auch 

unter physiologischen Bedingungen zu Elektronenlecks und nachfolgend zur Entstehung von 

reaktiven Sauerstoff-Spezies (ROS) kommt, gibt es Hinweise auf eine Überproduktion von 

ROS in Körperzellen von Patienten, die eine mitochondriale Erkrankung haben (Pitkanen 

und Robinson 1996, Oexle und Zwirner 1997, Robinson 1998, Geromel et al. 2001, Carelli et 

al. 2004, Mattiazzi et al. 2004). Da in HCCS-defizienten Zellen aufgrund von fehlendem 

Cytochrom c der Elektronentransfer innerhalb der Atmungskette vermutlich ebenfalls 

beeinträchtigt ist und zudem gezeigt werden konnte, dass Cytochrom c an der Entgiftung der 

Zelle von ROS beteiligt ist (Zhao und Xu 2004), ist zu vermuten, dass auch in HCCS-

defizienten Zellen eine erhöhte ROS-Konzentration vorliegt. Die phänotypische Überlappung 

zwischen mitochondrialen Erkrankungen und dem MLS-Syndrom, bei dem es sich um eine 

schwere Entwicklungsstörung mit Mikrophthalmie, Sklerocornea und Dermalaplasie handelt, 

ist jedoch auffallend gering, wenn man bedenkt, dass die Holocytochrom c-Typ-Synthase 

bzw. das Cytochrom c ebenso wie die Enzymkomplexe I bis V in die OXPHOS eingebunden 

sind. Dies könnte darauf hindeuten, dass der komplexe MLS-Phänotyp nicht alleine durch 

den Atmungskettendefekt in HCCS-defizienten Zellen bedingt ist, sondern dass HCCS bzw. 

das Endprodukt Cytochrom c zusätzlich zur Beteiligung an der OXPHOS eine weitere 

zelluläre Funktion ausübt.  

Es ist bekannt, dass das Cytochrom c auf einen intrinsischen Apoptose-Stimulus hin, z.B. 

nach irreparabler DNA-Schädigung, aus dem mitochondrialen Intermembranraum in das 

Cytoplasma freigesetzt wird (Jiang und Wang 2004). Nach Cytochrom c- und ATP-

abhängiger Oligomerisierung von APAF-1 („apoptotic protease-activating factor 1“) erfolgt die 

Bildung des Apoptosom-Komplexes, der die Procaspase-9 rekrutiert. Diese Interaktion führt 

zur Aktivierung der Procaspase, wobei die aktive Caspase-9, eine Initiator-Caspase, 

nachfolgend Effektor-Caspasen, wie die Caspase 3, durch Proteolyse aktiviert. Dies führt zur 

Einleitung apoptotischer Prozesse und damit zum sogenannten Caspase-abhängigen 

Zelltod, der Apoptose (Riedl und Salvesen 2007). Der intrinsische Signalweg der Apoptose-

Induktion ist in der Abbildung 6 zusammengefaßt. 
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Abb. 6:  Schematische Darstellung der zum Caspa-
se-abhängigen Zelltod führenden intrinsischen 
Apoptosekaskade 

(1) Nach einem intrinsischen Apoptose-Stimulus 
(orange farbiger Blitz) erfolgt die Freisetzung von 
Cytochrom c (rote Kugeln) vom mitochondrialen 
Intermembranraum (IMR) in das Zytosol. (2) In 
Abhängigkeit von ATP wird der Apoptosom-Komplex, 
bestehend aus Cytochrom c und dem APAF-1-
Oligomer (blau dargestellte Struktur), gebildet. Die 
Rekrutierung der inaktiven Procaspase-9-Monomere 
(orange farbige, ovale Formen) führt zur Dimerisierung 
und Aktivierung dieser Initiator-Caspase. (3) Die durch 
die Caspase-9 proteolytisch gespaltenen Effektor-
Caspasen (grün dargestellte Strukturen) sind dann 
aktiv und können nachfolgend den Zelltod durch 
Apoptose induzieren. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Das Unvermögen der HCCS-defizienten Zellen, Holocytochrom c zu synthetisieren, führt 

vermutlich dazu, dass das Apoptosom nicht gebildet werden kann. Experimente mit 

Cytochrom c-defizienten Maus-Zelllinien ergaben, dass hier die Aktivierung der Caspase-3 

nach einem intrinsischen apoptotischen Stimulus vermindert ist (Li et al. 2000). Knockin-

Mäuse, die ein mutantes Cytochrom c exprimieren, das zwar eine normale Elektronen-

transportfunktion besitzt, jedoch Apaf-1 nicht aktivieren kann, weisen u.a. ZNS-Defekte auf 

und versterben perinatal (Hao et al. 2005). Die Ergebnisse aus diesen beiden Arbeiten 

deuten darauf hin, dass Cytochrom c in die Apoptosom-vermittelte Aktivierung der Caspase-

3 und somit in den Ablauf des Caspase-abhängigen Zelltods involviert ist. Dies lässt 

vermuten, dass auch die bei MLS beobachteten ZNS-Auffälligkeiten (Augenfehlbildungen, 

epileptische Anfälle) auf eine Störung der Apoptose zurück zu führen sein könnten.  

Der genetisch programmierte Zelltod, die Apoptose, spielt während der frühen neuronalen 

Entwicklung bei Vertebraten eine wichtige Rolle, wie durch den Knockout verschiedener an 

der Regulation des Caspase-abhängigen Zelltods beteiligter Proteine gezeigt werden konnte 

(Kuida et al. 1996, Cecconi et al. 1998, Hakem et al. 1998, Zheng und Flavell 2000). Daher 

wäre es denkbar, dass ein Zusammenhang zwischen der Störung apoptotischer Prozesse 

und einer Entwicklungsstörung wie MLS besteht, zumal die Apoptose auch für eine normal 
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ablaufende okuläre Morphogenese in der Maus wesentlich ist (Laemle et al. 1999). 

Bemerkenswerterweise konnte gezeigt werden, dass Caspase-3-Knockout-Mäuse eine 

geringgradige Mikrophthalmie, eine peripapilläre Dysplasie der Retina und eine verzögerte 

Rückbildung der Gefäße im Glaskörper aufweisen und dass bei diesen Mäusen apoptotische 

Prozesse in der inneren Kernmembran beeinträchtigt sind (Zeiss et al. 2004). Zudem scheint 

die Entstehung von Katarakten beim Menschen mit einer verminderten Expression von 

Caspase-3 in der Augenlinse assoziiert zu sein (Andersson et al. 2003). Dies könnte darauf 

hindeuten, dass auch die bei MLS beobachteten Augenfehlbildungen, wie Mikrophthalmie 

und Katarakt, auf einer verminderten Aktivierung der Caspase-3 und somit auf einer 

Beeinträchtigung des Caspase-abhängigen Zelltods beruhen. 

Eine fehlende Cytochrom c-Freisetzung in HCCS-defizienten Zellen alleine würde jedoch 

nicht dazu führen, dass Effektor-Caspasen, wie die Caspase-3, ausschließlich in inaktiver 

Form vorliegen, da es auch Apoptosom-unabhängige Signalwege zur Aktivierung dieser 

Caspasen gibt (Forcet et al. 2001, Sun et al. 2002, Belmokhtar et al. 2003, Zhivotovsky 

2003). In einer HCCS-defizienten Zelle werden diese alternativen Wege der Caspase-

Aktivierung jedoch wahrscheinlich auf oberster Ebene gehemmt, da kürzlich nachgewiesen 

wurde, dass es sich bei HCCS um einen Interaktionspartner des anti-apoptotisch wirksamen 

Proteins XIAP („X-linked inhibitor of apoptosis protein“) handelt (Kiryu-Seo et al. 2006). Nicht 

an HCCS gebundenes XIAP besitzt die Fähigkeit, die Caspasen-3 und -7 durch Bindung an 

seine zweite BIR („baculoviral IAP repeat“) – Domäne zu inhibieren (Deveraux et al. 1999). 

Wird hingegen HCCS nach einem intrinsischen Apoptosestimulus aus den Mitochondrien 

freigesetzt, wirkt es pro-apoptotisch, da es an die gleiche BIR-Domäne von XIAP bindet, die 

auch zur Hemmung der Caspase-3 bzw. -7 führt (Kiryu-Seo et al. 2006). Durch die Bindung 

von HCCS an XIAP liegt demnach eine größere Anzahl freier Caspase-Moleküle vor, die den 

Zelltod einleiten können. Umgekehrt bewirkt das Fehlen des Antagonisten HCCS 

wahrscheinlich, dass XIAP vermehrt die Effektor-Caspasen inhibiert, was dem Caspase-

abhängigen Zelltod entgegenwirkt. Dieser Mechanismus soll durch die folgende Abbildung 

verdeutlicht werden.  
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Abb. 7:  Schematische Darstellung der pro-apop-
totischen Wirkungsweise von HCCS durch die 
Interaktion mit XIAP 

(A) HCCS (violette Rechtecke) wird nach einem 
intrinsischen Apoptose-Stimulus aus den 
Mitochondrien (M) ins Zytosol freigesetzt. Sowohl 
HCCS als auch die aktive Caspase (grün 
dargestellte Strukturen) sind in der Lage, an die 
zweite BIR-Domäne von XIAP (grau dargestellte 
Strukturen) zu binden. Da die Interaktion mit XIAP 
zur Hemmung der Caspase führt, hat die Bindung 
von HCCS an XIAP eine pro-apoptotische Wirkung, 
da auf diese Weise eine relativ große Anzahl freier 
Caspase-Moleküle zur Induktion der Apoptose 
vorliegt. (B) Hier ist die Situation in einer HCCS-
defizienten Zelle wiedergegeben. Durch Fehlen von 
HCCS ist eine maximale Hemmung der Caspase 
durch XIAP möglich, so dass die Apoptose nicht 
oder nur in geringem Maß induziert werden kann. 
BIR, „baculoviral IAP repeat“; HCCS, Holocyto-
chrom c-Typ-Synthase; XIAP, „X-linked inhibitor of 
apoptosis protein“. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Zusammenfassend ist daher zu vermuten, dass der Caspase-abhängige Zelltod in HCCS-

defizienten Zellen auf verschiedenen Ebenen beeinträchtigt ist, da in dieser Situation weder 

von der Bildung eines Apoptosoms noch der Möglichkeit einer Interaktion zwischen HCCS 

und XIAP auszugehen ist. 

Aus Experimenten mit Knockout-Mäusen ist bekannt, dass das Fehlen von 

Schlüsselkomponenten der Apoptose nicht notwendigerweise dazu führt, dass der Zelltod 

während der Embryonalentwicklung der Mäuse völlig ausfällt, da gezeigt werden konnte, 

dass die Zellen auch Caspase-unabhängig, u.a. durch nekrotischen Zelltod, sterben können 

(Chautan et al. 1999, Oppenheim et al. 2001, Zeiss 2003). Bei den Prozessen Apoptose und 

Nekrose handelt es sich um zwei verschiedene Arten des Zelltods, die sich morphologisch 

und biochemisch stark unterscheiden. Sie sind auf identische Stimuli hin auslösbar und 

repräsentieren die Extreme eines breiten Spektrums von miteinander vernetzten 

Signalwegen (Apoptose-Nekrose-Kontinuum) (Nicotera et al. 1998, Jaattela und Tschopp 

2003, Zeiss 2003). Ob eine Zelle durch Apoptose oder Nekrose zugrunde geht, ist dabei 

überwiegend von der intrazellulären ATP-Konzentration und der Verfügbarkeit von Caspasen 

abhängig (Leist et al. 1997, Formigli et al. 2000, Kroemer und Martin 2005). Aber auch 

erhöhter oxidativer Stress in Form von ROS kann zum Zelltod führen, wobei im Allgemeinen 

die Apoptose durch mäßig und die Nekrose durch stark erhöhte ROS-Spiegel charakterisiert 

ist (Denecker et al. 2001, Orrenius et al. 2007).  

Aufgrund der geschilderten Fakten und unter der Annahme, dass Hämlyasen zellautonom 

arbeiten, kann für HCCS-defiziente Zellen Folgendes angenommen werden: Erstens führt 
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der Atmungskettendefekt möglicherweise zu einer stark erhöhten ROS-Konzentration in der 

Zelle. Zweitens kann der Apoptosom-Komplex aufgrund fehlender Cytochrom c-Biosynthese 

vermutlich nicht konstituiert werden. Und drittens ist anzunehmen, dass eine Interaktion 

zwischen HCCS und XIAP hier nicht möglich ist. Die beiden zuletzt genannten Faktoren 

führen dabei wahrscheinlich zu einem geringen Vorkommen von aktiven Caspasen und 

damit zu einer weitgehenden Inhibition des Caspase-abhängigen Zelltods in HCCS-

defizienten Zellen. Wie bereits erwähnt, sind sowohl eine erhöhte ROS-Konzentration als 

auch die verringerte Verfügbarkeit von aktiven Caspasen Merkmale der Nekrose. Diese 

Überlegungen haben zusammengenommen zu einem Modell geführt, wonach HCCS-

defiziente Zellen infolge des Atmungskettendefekts und nachfolgender Nekrose zugrunde-

gehen könnten, nachdem das X-Inaktivierungsmuster bei heterozygoten weiblichen Embryos 

im Blastozysten-Stadium festgelegt wurde. Zusätzlich muß in Betracht gezogen werden, 

dass einige der Zellen, die funktionell nullisom für HCCS sind, überleben könnten. Dies 

würde während der späteren Embryonalentwicklung dazu führen, dass an die Stelle des 

physiologisch ablaufenden, Caspase-abhängigen Zelltods ebenfalls nekrotischer Zelltod tritt. 

Das Modell hierzu ist in der folgenden Abbildung dargestellt. 

 

Abb. 8:  Modell zur Verschiebung des Gleich-
gewichts von Apoptose nach Nekrose in 
HCCS-defizienten Zellen 

In HCCS-defizienten Zellen kann das Apoptosom 
nicht gebildet werden. Aufgrund einer über-
mäßigen Hemmung von Caspasen und einer 
hohen Konzentration von reaktiven Sauer-
stoffspezies (ROS) könnte es zu einer 
Verschiebung des Gleichgewichts zwischen 
Apoptose und Nekrose kommen, so dass HCCS-
defiziente Zellen überwiegend durch nekroti-
schen Zelltod zugrunde gehen. 
 
 
 
 
 
 
 

 

Während beim Zelltod durch Apoptose keine negativen Einflüsse auf benachbarte Zellen 

ausgeübt werden, können mit der Nekrose inflammatorische Prozesse einhergehen, die zur 

Schädigung der umliegenden Zellen führen (Denecker et al. 2001, Jaattela und Tschopp 

2003). Deshalb kann spekuliert werden, dass die beim MLS-Syndrom beobachteten 

Symptome auf einer Kombination aus Atmungskettendefekt und Störung des Gleichgewichts 

zwischen Apoptose und Nekrose beruhen. Der Atmungskettendefekt könnte v.a. für die bei 

Patienten mit MLS beobachteten Kardiomyopathien ursächlich sein, während die 

Leitsymptome Mikrophthalmie und lineare Hautdefekte eher im Zusammenhang mit einer 

Störung des Caspase-abhängigen Zelltods stehen könnten. Somit wäre auch erklärbar, 

warum sich trotz vorhandener Fehlfunktion eines mitochondrialen Haushaltsenzyms der 

MLS-Phänotyp deutlich von den klassischen Merkmalen der Mitochondriopathien 
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unterscheidet. Nichtsdestotrotz sind weiterführende Analysen notwendig, um den Einfluss 

der pathogenen HCCS-Mutationen und des individuellen X-Inaktivierungsmusters auf die 

Entstehung und Entwicklung des MLS-Syndroms genauer zu untersuchen. 
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In dieser Arbeit wird ein neugeborenes Mädchen mit den typischen Zeichen eines MLS-

Syndroms beschrieben: sie weist eine bilaterale Mikrophthalmie und lineare Hautdefekte im 

Gesicht und am Hals auf. Ihre Mutter zeigt keinerlei Merkmale dieser X-chromosomal 

dominant vererbten Erkrankung. Die konventionelle zytogenetische Analyse ergab zunächst 

überraschenderweise, dass sowohl Mutter als auch Tochter in jeweils 10 untersuchten 

Metaphasen eine terminale Deletion auf einem ihrer beiden X-Chromosomen mit dem 

Bruchpunkt in Xp22.2 aufweisen. Mit Hilfe serieller FISH-Analysen wurde bei der betroffenen 

Tochter der Bruchpunkt in der Nähe bzw. im MSL3L1-Gen in Xp22.2 kartiert. Da das 

MSL3L1-Gen proximal zum HCCS-Gen liegt, umfasst die Deletion HCCS vollständig, 

wodurch der MLS-Phänotyp der kleinen Patientin erklärt werden kann. Durch eine Zwei-

Farben-FISH-Analyse mit einer Zentromersonde sowie einer telomernahen Sonde für das X-

Chromosom wurde festgestellt, dass die Mutter ein chromosomales Mosaik aufweist: in 11 

von 100 untersuchten Metaphasen war ausschließlich ein X-Chromosom, in diesem Fall ein 

normales, vorhanden, so dass auf eine 45,X-Zelllinie geschlossen wurde. In den übrigen 89 

untersuchten Mitosen war bei der Mutter neben dem Wildtyp- auch das derivative X-

Chromosom nachweisbar, so dass der Karyotyp der Mutter zu 

45,X[11]46,X,del(X)(p22.2)[89] korrigiert wurde. Bei der Tochter wurde in allen 100 

untersuchten Metaphasen neben dem normalen ein die terminale Deletion aufweisendes X-

Chromosom beobachtet, womit sich bei ihr kein Anhalt für das Vorliegen eines Mosaiks 

ergab. Durch Haplotyp-Analysen konnte festgestellt werden, dass das paternale X-

Chromosom der Mutter die Deletion trägt. Die Analyse des Methylierungsmusters am AR-

Lokus ergab für Mutter und Tochter eine vollständig verschobene X-Inaktivierung in 

peripheren Blutzellen, wobei das derivative X-Chromosom stets inaktiviert vorlag. Wir 

vermuteten, dass ein chromosomales und/oder funktionelles Mosaik zum Ausbleiben von 

typischen Zeichen des MLS-Syndroms bei weiblichen Individuen, die für eine mit dem MLS-

Syndrom assoziierte Mutation heterozygot sind, führen kann. So könnte die 45,X-

Zellpopulation, die sehr wahrscheinlich auch in anderen Geweben der hier beschriebenen 

asymptomatischen Mutter vorliegt, zur normalen Entwicklung dieser Frau wesentlich 

beigetragen haben. Andererseits ist auch denkbar, dass eine einseitige X-Inaktivierung im 
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frühen Blastozysten-Stadium, bei der stets das derivative X-Chromosom inaktiviert vorliegt,  

zum vollständige Fehlen von Krankheitszeichen bei der Mutter der Patientin geführt hat. 

Die in diesem Forschungsprojekt durchgeführte molekularzytogenetische und -genetische 

Charakterisierung einer Patientin mit MLS-Syndrom und ihrer Mutter basiert auf der 

Zusammenarbeit zwischen Prof. Dr. Kerstin Kutsche und Isabella Wimplinger (Institut für 

Humangenetik, Universitätsklinikum Hamburg-Eppendorf) sowie Mitarbeitern des Instituts für 

Humangenetik und der Kinder- und Jugendklinik der Friedrich-Alexander-Universität 

Erlangen-Nürnberg.  

Die zum Untersuchungszeitpunkt dreijährige Patientin zeigte bei der Geburt die klassischen 

Symptome des MLS-Syndroms: eine bilaterale Mikrophthalmie sowie streifige und fleck-

förmige erythematöse Hautdefekte entlang der Nase, des seitlichen Halses und des Kinns 

(Abb. 1A; Wimplinger et al. 2007a). Außerdem wurde ein persistierendes Foramen ovale und 

eine Agenesie des Corpus callosum festgestellt. Desweiteren weist sie am linken Fuß eine 

kutane Syndaktylie der zweiten und dritten Zehe auf. Die ophthalmologische Untersuchung 

ergab eine Mikrophthalmie und Sklerocornea des rechten und eine Agenesie des linken 

Auges. Acht Wochen nach der Geburt waren die Hautläsionen weitgehend verheilt (Abb. 1B; 

Wimplinger et al. 2007a). Die kleine Patientin zeigte eine normale Sprachentwicklung, 

demgegenüber war die statomotorische Entwicklung deutlich verzögert. Der Kleinwuchs der 

Patientin war auch knapp drei Jahre nach der Geburt nachweisbar. Die Patientin ist das 

dritte Kind nicht verwandter Eltern.  

Die Mutter ist mit einer Körpergröße von 165 cm relativ klein, da ihre Eltern und Geschwister 

alle größer als 185 cm sind. Zudem zeigt sie einen tiefen posterioren Haaransatz (Abb. 1C; 

Wimplinger et al. 2007a), aber keine phänotypischen Merkmale des MLS-Syndroms 

(Abb. 1D; Wimplinger et al. 2007a). Das Paar hat noch zwei Söhne, von denen einer eine 

isolierte Kraniosynostose aufweist. Weiterhin ist bei der klinisch unauffälligen Mutter die 

Fehlgeburt eines männlichen Feten in der 14. Schwangerschaftswoche bekannt (Abb. 3; 

Wimplinger et al. 2007a). 

Eine bereits pränatal durchgeführte zytogenetische Untersuchung hatte bei der Patientin 

zunächst einen unauffällig weiblichen Karyotyp ergeben. Da klinisch der Verdacht auf ein 

MLS-Syndrom vorlag und diese Erkrankung in der Mehrzahl der Fälle mit terminalen Xp-

Deletionen einhergeht, wurde postnatal erneut eine Chromosomenanalyse mit höherer 

Auflösung durchgeführt. Dabei wurde dann auch eine terminale Deletion des kurzen Arms 

eines der beiden X-Chromosomen detektiert, mit dem Karyotyp 46,X,del(X)(p22.31). Um die 

Deletion in Xp molekularzytogenetisch zu bestätigen, wurden Fluoreszenz-in-situ-

Hybridisierungs (FISH) - Analysen mit Cy3-markierten Sonden durchgeführt. Dabei handelte 

es sich um eine Subtelomersonde, die telomernahe Xp- und Yp-spezifische Sequenzen 



Forschungsbericht  28 

 

detektiert, sowie um Sonden für das SHOX- und das KAL1-Gen. SHOX befindet sich in der 

pseudoautosomalen Region 1 (PAR-1) des X- bzw. Y-Chromosoms und kartiert somit in die 

Region Xp22.33 bzw. Yp11.32, während KAL1 in Xp22.31 kartiert. Alle genannten Sonden 

ergaben ausschließlich ein Signal auf dem Wildtyp-X-Chromosom, der Karyotyp lautet somit 

46,X,del(X)(p22.31).ish del(X)(p22.3)(PTEL-,SHOX-,KAL-). 

Da die Patientin den klassischen MLS-Phänotyp aufweist, vermuteten wir, dass sich der 

Deletionsbruchpunkt innerhalb oder proximal der kritischen Region für MLS in Xp22.2 

befindet. Zur Feinkartierung des Bruchpunkts wählte ich deshalb BAC-Sonden für FISH-

Experimente aus, die distal (RP11-121J12), innerhalb (GS1-602M16) und proximal (RP11-

299M10, RP11-797I1, RP11-1L9) der kritischen Region für MLS kartieren. Ich markierte die 

DNA-Sonden mit fluoreszierenden Farbstoffen mittels „Nick-Translation“ und hybridisierte sie 

auf die Metaphase-Chromosomen der Patientin. Die Dokumentierung der Signale erfolgte 

mit Hilfe der Fluoreszenz-Mikroskopie. Die BAC-Sonden RP11-121J12, GS1-602M16 und 

RP11-299M10 ergaben jeweils nur ein Signal pro Metaphase, nämlich auf dem Wildtyp-X-

Chromosom, und hybridisierten somit distal des Bruchpunkts. Dagegen hybridisierten die 

Sonden RP11-797I1 und RP11-1L9 sowohl auf dem normalen als auch auf dem derivativen 

X-Chromosom, was bedeutete, dass sie proximal des Bruchpunkts kartieren. Somit gelang 

mir die Eingrenzung des Deletionsbruchpunkts in Xp22.2 mithilfe der Sonden RP11-299M10 

(distal) und RP11-797I1 (proximal). Für die Feinkartierung des Bruchpunkts verwendete ich 

die Fosmid-Klone F-8895D8, F-00757H8, F-4734B1, F-8718D6 und F-7925A4, die einen 

Contig bilden. Diese waren so ausgewählt worden, dass laut Datenbank das Insert eines 

Fosmids (F-8895D8) mit dem des distal des Bruchpunkts hybridisierenden BACs RP11-

299M10 überlappt, während zwei der Fosmid-Inserts (F-8718D6 und F-7925A4) mit dem des 

proximal zum Bruchpunkt kartierenden BAC RP11-797I1 überlappen (Abb. 2A; Wimplinger et 

al. 2007a). Nachdem ich die Fosmid-Sonden fluoreszenzmarkiert und auf die Metaphase-

Chromosomen der Patientin hybridisiert hatte, konnte ich unter dem Fluoreszenz-Mikroskop 

erkennen, dass die Fosmide F-8895D8 und F-00757H8 distal und die Fosmide F-8718D6 

und F-7925A4 proximal des Bruchpunkts hybridisieren. Dagegen ergab der Klon F-4734B1, 

der Anteile des MSL3L1-Gens enthält, bruchpunktüberlappende Signale: er zeigte ein Signal 

normaler Intensität auf dem Wildtyp-X- und ein abgeschwächtes Signal auf dem derivativen 

X-Chromosom (Abb. 2B; Wimplinger et al. 2007a). Durch die FISH-Ergebnisse konnte ich die 

Größe der terminalen Deletion auf etwa 11,5 Mb bestimmen. Diese Deletion hat u.a. den 

heterozygoten Verlust der Gene HCCS, ARHGAP6, AMELX zur Folge, wobei mit großer 

Wahrscheinlichkeit auch einige Exons des MSL3L1-Gens in der Region Xp22.2 mit 

eingeschlossen sind (Abb. 2A; Wimplinger et al. 2007a). Wie im Forschungsbericht 1 dieser 

Doktorarbeit beschrieben, sind heterozygot vorliegende Punktmutationen in HCCS mit dem 
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MLS-Phänotyp assoziiert (Wimplinger et al. 2006). Daher folgerte ich, dass die heterozygote 

Deletion des HCCS-Gens für das MLS-Syndrom bei dieser Patientin ursächlich ist.  

Um festzustellen, ob die bei der Patientin gefundene Deletion in Xp de novo vorliegt, wurde 

eine zytogenetische Untersuchung ihrer Eltern veranlasst. Während für den Vater ein 

unauffällig männlicher Karyotyp festgestellt wurde, ergab die Analyse der mütterlichen 

Chromosomen bemerkenswerterweise die gleiche terminale Xp-Deletion wie bei der Tochter. 

Die zytogenetischen Befunde der mütterlichen Großeltern der Patientin waren dagegen 

unauffällig.  

Um zu untersuchen, ob die Deletionsbruchpunkte bei Mutter und Tochter identisch sind, 

führte ich serielle FISH-Analysen mit den oben aufgeführten Fosmiden aus der kritischen 

Region für MLS an den mütterlichen Metaphase-Chromosomen durch. Dabei erhielt ich mit 

allen Fosmid-Sonden die gleichen Signalkonstellationen, die ich bereits an den Metaphase-

Chromosomen der Patientin beobachtet hatte. Somit vermutete ich, dass die terminale 

Deletion bei der Mutter bezüglich ihres Bruchpunkts und somit ihres Ausmaßes der der 

Tochter entspricht. 

Der Befund, dass Mutter und Tochter eine identische Deletion in Xp aufweisen, führte zu der 

Frage, warum die Tochter den klassischen MLS-Phänotyp aufweist, während die Mutter 

klinisch unauffällig ist. Eine Ultraschall-Untersuchung hatte eine Mikrophthalmie bei der 

Mutter ausgeschlossen und Hautläsionen nach ihrer Geburt waren nicht beobachtet worden. 

Wie in der Einleitung bereits erwähnt, war in der Vergangenheit wiederholt darüber spekuliert 

worden, ob ein gewebespezifisches X-Inaktivierungsmuster den variablen Phänotyp bei MLS 

bedingt (Lindsay et al. 1994, Franco und Ballabio 2006). Es war jedoch auch vorstellbar, 

dass die Mutter ein chromosomales Mosaik aufweist, was möglicherweise mit der Nicht-

Ausprägung von Merkmalen des MLS-Syndroms assoziiert ist. Um letzteres zu untersuchen, 

wurde jeweils eine Zwei-Farben-FISH-Analyse mit einer Cy3-markierten Subtelomersonde 

(rote Fluoreszenz) für Xp und einer FluorX-markierten Zentromersonde (grüne Fluoreszenz) 

für das X-Chromosom an Metaphasechromosomen von Mutter und Tochter durchgeführt. In 

allen 100 untersuchten Metaphasen der Tochter waren jeweils zwei Signale für die 

Zentromersonde und jeweils ein Signal für die Subtelomersonde darstellbar. Dagegen wurde 

in 11 von 100 mütterlichen Metaphasen jeweils ein Signal für die Zentromersonde und 

jeweils ein Signal für die Subtelomersonde beobachtet, während 89 Metaphasen das 

Hybridisierungsmuster aufwiesen, das bei der Tochter in allen Metaphasen beobachtet 

worden war. Aufgrund dieser Ergebnisse wurde vermutet, dass bei der Mutter ein 

chromosomales Mosaik vorliegt, da in 11% ihrer Lymphozyten nur ein Wildtyp-X-Chromosom 

nachweisbar war, während 89% dieser Zellen neben dem Wildtyp-X-Chromosom das X-

Chromosom mit der terminalen Deletion aufwiesen. Somit lautet der korrigierte Karyotyp der 

Mutter: 45,X[11]/46,X,del(X)(p22.2)[89].  
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Um die elterliche Herkunft des deletierten X-Chromosoms bei der Mutter der Patientin zu 

bestimmen, führte ich eine Haplotyp-Analyse an genomischer DNA der Mutter und der 

mütterlichen Großeltern der Patientin durch. Zuvor hatte ich die Elternschaft für dieses 

Eltern-Kind-Trio anhand von zehn genomweit verteilten polymorphen Mikrosatellitenmarkern 

bestätigt. Für die Haplotyp-Analyse wählte ich acht X-chromosomale polymorphe 

Mikrosatellitenmarker aus. Dabei kartiert der Marker DXS1060 in die Region Xp22.32, die 

Marker CxM29, CxM02, CxM14, CxM23 und DXS987 in die Bruchpunktregion Xp22.2, 

DXS1214 in Xp21.2 und DXS1227 in Xq27.2. Für die Mikrosatelliten-PCR benutzte ich FAM-

markierte Primer für die Marker DXS987, DXS1227 (grüne Fluoreszenz), HEX-markierte für 

DXS1214 (rote Fluoreszenz) und TET-markierte für DXS1060 (gelbe Fluoreszenz), während 

die Primer für die Marker CxM29, CxM02, CxM14 und CxM23 nicht markiert waren. Die 

mittels markierter Primer erhaltenen Amplikons wurden von mir am „ABI Prism 310 Genetic 

Analyzer“ aufgetrennt; die Auswertung führte ich mithilfe der GENESCAN-Software durch. 

Für die Marker DXS987, DXS1214 und DXS1227 ist die Mutter der Patientin heterozygot, 

während bei ihr für den distalen Marker DXS1060 nur das maternale Allel nachweisbar war. 

Die Amplikons für die Marker CxM29, CxM02, CxM14 und CxM23 trennte ich auf einem 

Polyacrylamid-Gel auf, färbte das Gel mit Silbernitrat und wertete das Bandenmuster aus. 

Für alle CxM-Marker ließ sich bei der Mutter der Patientin nur das maternale Allel darstellen 

(Abb. 9). 

Abb. 9:  Ausschnitte eines Polyacrylamidgels mit 
den CxM-Amplikons 

Das Bild zeigt Ausschnitte aus einem 8%-igem 
Polyacrylamidgel, auf welches die Amplikons der 
Mikrosatelliten-PCR aufgetragen wurden. Die 
einzelnen Gelabschnitte sind mit dem jeweils 
analysierten Marker beschriftet. Die einzelnen Spuren 
sind nummeriert, wodurch die Amplikons der Mutter 
(1), der Großmutter (2) und des Großvaters (3) 
mütterlicherseits der Patientin gekennzeichnet sind. 
Ein blauer Pfeil ist jeweils auf der Höhe eingezeichnet, 
wo bei der Mutter der Patientin das paternale der 
beiden Allele zu erwarten gewesen wäre. 
 

 

Die Ergebnisse der Haplotyp-Analyse sind in der Abbildung 3 der Publikation zusammen-

gefasst (Wimplinger et al. 2007a) und zeigen, dass das paternale X-Chromosom der Mutter 

die terminale Deletion trägt. Die mittels Haplotyp-Analyse erhobenen Daten standen 

bezüglich der Xp-Deletionsgröße mit den Ergebnissen der FISH-Experimente in Einklang. 

Da bisher bei fast allen Patienten mit MLS-Syndrom ein verschobenes X-Inaktivierungs-

muster identifiziert worden war (Ogata et al. 1998 und darin zitierte Referenzen, Anguiano et 

al. 2003, Wimplinger et al. 2006, Cain et al. 2007, Schluth et al. 2007), untersuchte ich das 

X-Inaktivierungsmuster bei der Patientin und ihrer Mutter, um diese mit dem der mütterlichen 

Großmutter der Patientin zu vergleichen. Mithilfe einer methylierungssensitiven PCR am X-

chromosomalen AR-Lokus (siehe S. 18, Abb. 5) konnte ich bei der Patientin und ihrer Mutter 
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ein vollständig verschobenes X-Inaktivierungsmuster (0/100) in peripheren Leukozyten 

nachweisen (Abb. 4; Wimplinger et al. 2007a). Der Methylierungstest zeigte, dass die 

Patientin das größere ihrer beiden Allele (286 Bp), welches in nahezu allen Zellen inaktiv ist, 

von der Mutter geerbt hatte. Da das 286 Bp-große Allel bei der Mutter ebenfalls inaktiviert 

vorliegt, schloß ich, dass das die Deletion aufweisende X-Chromosom bei Mutter und 

Tochter das Inaktive ist. Dagegen zeigt die Großmutter der Patientin ein zufälliges X-

Inaktivierungsmuster (43/57) (Abb. 4; Wimplinger et al. 2007a). Die Tatsache, dass sie kein 

Allel von 286 Bp aufweist, unterstützt zudem das Ergebnis der Haplotyp-Analyse, wonach 

sich die Deletion bei der Mutter der Patientin auf dem paternalen X-Chromosom ereignet hat. 

Eine Mutter-Tochter-Vererbung des MLS-Syndroms, wie sie auch in dieser Arbeit berichtet 

wird, wurde zuvor bereits viermal beschrieben (Allanson und Richter 1991, Lindsay et al. 

1994, Mücke et al. 1995, Wimplinger et al. 2006). Die hohe intrafamiliäre Variabilität des 

Phänotyps, die für das MLS-Syndrom so charakteristisch ist, wird dabei durch jedes dieser 

Mutter-Tochter-Paare auf individuelle Weise reflektiert. In einem Fall zeigten Mutter und 

Tochter deutliche, jedoch variable Merkmale des MLS-Syndroms (Mücke et al. 1995). 

Demgegenüber lagen bei den Müttern zweier Patientinnen sehr milde MLS-Manifestationen 

bzw. keinerlei klinische Auffälligkeiten vor, obwohl sie jeweils die gleiche genetische 

Veränderung aufwiesen wie ihre schwer von MLS betroffenen Töchter. Einen Hinweis auf ein 

somatisches Mosaik gab es bei diesen Müttern nicht (Allanson und Richter 1991, Wimplinger 

et al. 2006). Wird bei einer genetischen Erkrankung ein variabler Phänotyp beobachtet, 

könnte dies grundsätzlich durch das Vorliegen einer zweiten („gesunden“) Zelllinie erklärt 

werden. Jedoch wird gerade bei weiblichen Individuen mit einer X-chromosomal dominant 

vererbten Krankheit die X-Inaktivierung im Zusammenhang mit der variablen Expressivität 

diskutiert (Lindsay et al. 1994, Van den Veyver 2001, Franco und Ballabio 2006, Happle 

2006).  

Bei der X-Inaktivierung handelt es sich um einen epigenetischen Mechanismus, der in 

Säugetierzellen zu einer Dosiskompensation X-chromosomaler Gene führt, indem während 

des Blastozysten-Stadiums in jeder weiblichen Zelle per Zufall das paternale oder das 

maternale X-Chromosom transkriptionell inaktiviert wird. Dabei unterliegen jedoch nur ca. 

85% der X-chromosomalen Gene der Inaktivierung, während die restlichen 15% der 

Methylierung überwiegend entgehen und daher autosomalen Genen entsprechend biallelisch 

exprimiert werden (Carrel und Willard 2005). Experimenten mit somatischen Hybridzelllinien 

zufolge scheint das HCCS-Gen der X-Inaktivierung zu unterliegen (Carrel und Willard 2005). 

Vorausgesetzt, dass dies tatsächlich die Situation in menschlichen Geweben widerspiegelt, 

führt dies wahrscheinlich dazu, dass weibliche Embryos, die heterozygot für eine mit dem 

MLS-Syndrom assoziierte Mutation sind, nach der Festlegung des X-Inaktivierungsmusters 

in der frühen Blastozyste zwei funktionell unterschiedliche Zelllinien aufweisen. Dabei 
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handelt es sich zum einen um Zellen mit einem aktiven Wildtyp-X-Chromosom und zum 

anderen um solche, die für HCCS funktionell nullisom sind, da hier das Wildtyp-X-

Chromosom inaktiviert vorliegt.  

Beim MLS-Syndrom sind im Wesentlichen zwei unterschiedliche aufeinanderfolgende 

Mechanismen denkbar, die zu einer einseitigen Inaktivierung des mutierten X-Chromosoms 

in den betroffenen Geweben und somit zu einem milden Phänotyp führen könnten. So 

werden stochastische Effekte im Zusammenhang mit einem verschobenen X-

Inaktivierungsmuster diskutiert (Van den Veyver 2001, Amos-Landgraf et al. 2006, Migeon 

2007). Wie bereits erwähnt, erfolgt in der frühen Embryonalentwicklung die Inaktivierung 

eines der beiden X-Chromosomen in jeder Zelle zufällig und unabhängig. Zum Zeitpunkt der 

Festlegung des X-Inaktivierungsmusters während des frühen Blastozysten-Stadiums liegen 

Schätzungen zufolge in der inneren Zellmasse, aus der im Verlauf der weiteren Entwicklung 

der Embryo entsteht, nur zwischen 8 und 16 Zellen vor (Amos-Landgraf et al. 2006). Da es 

sich also um eine relativ geringe Anzahl von Vorläuferzellen handelt, ist die 

Wahrscheinlichkeit, dass per Zufall in jeder Zelle das gleiche X-Chromosom inaktiviert wird, 

relativ hoch. Zusätzlich würde jeglicher Prozess, der zum Verlust einzelner Vorläuferzellen 

führt, die Wahrscheinlichkeit für ein verschobenes X-Inaktivierungsmuster im heran-

wachsenden Embryo erhöhen (Brown und Robinson 2000). Wird also postnatal in einem 

Gewebe eine einseitige X-Inaktivierung beobachtet, könnte dies auch eine Art Flaschenhals 

innerhalb des embryonalen Vorläuferzellpools repräsentieren (Brown und Robinson 2000). 

Einer Studie von Amos-Landgraf und Kollegen (2006) zufolge zeigten 29 (5%) von 590 

untersuchten gesunden weiblichen Neugeborenen in Zellen des Nabelschnurbluts ein 

verschobenes X-Inaktivierungsmuster von >80:20, wobei nur eines (0,2%) davon ein 

Verhältnis von >95:5 aufwies. Dies deutet darauf hin, dass stochastische Effekte bei der 

Festlegung des X-Inaktivierungsmusters eine gewisse Rolle spielen könnten.  

Stochastische Effekte können somit primär zu einem verschobenen X-Inaktivierungsmuster 

in embryonalen Geweben führen. Hinzu kommt jedoch, dass nach der Festlegung des 

individuellen X-Inaktivierungsmusters in der frühen Blastozyste das Fehlen eines 

zellautonomen Genprodukts, wie z.B. der Holocytochrom c-Typ-Synthase, wahrscheinlich 

einen negativen Selektionsdruck zur Folge hat (Brown und Robinson 2000, Van den Veyver 

2001, Migeon 2007), dem HCCS-defiziente Zellen aufgrund ihres schweren 

Atmungskettendefekts ausgesetzt sind. Dieser Selektionsdruck führt im Verlauf der weiteren 

Entwicklung vermutlich zum Verlust der den Atmungsdefekt aufweisenden Zellpopulation 

und trägt somit ebenfalls zu einem verschobenen X-Inaktivierungsmuster in 

unterschiedlichen Organen bei (Van den Veyver 2001, Dobyns 2006). Es kann derzeit nur 

darüber spekuliert werden, ob das Ausmaß der negativen Selektion in den einzelnen 
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Geweben von heterozygoten weiblichen Embryos variiert und somit an der variablen 

Expressivität des MLS-Syndroms beteiligt ist.  

Im Forschungsbericht 1 wurde die Hypothese aufgestellt, dass HCCS-defiziente Zellen 

möglicherweise durch nekrotisches Zellsterben zugrunde gehen und im Zuge dessen 

gesundes, benachbartes Gewebe durch inflammatorische Prozesse geschädigt wird. Für 

diese Vermutung sprechen die Hautläsionen entlang der Blaschko-Linien bei vielen 

Neugeborenen mit MLS. Sie lassen möglicherweise darauf schließen, dass HCCS-defiziente 

Zellen nicht unmittelbar nach der Festlegung des X-Inaktivierungsmusters sterben, sondern 

im Laufe der Embryonalentwicklung länger überleben können und ihr Zelltod somit erst 

später Schaden anrichtet. Im Gegensatz dazu weisen alle Frauen, die für eine mit MLS 

assoziierte Mutation heterozygot sind, unabhängig von der Schwere des Phänotyps, ein 

verschobenes X-Inaktivierungsmuster in Blutzellen auf (Ogata et al. 1998 und darin zitierte 

Referenzen, Anguiano et al. 2003, Wimplinger et al. 2006, Cain et al. 2007, Schluth et al. 

2007). Dies deutet darauf hin, dass der Selektionsdruck und somit die Lebensdauer von 

HCCS-defizienten Zellen vom Gewebetyp abhängig sein könnte (Lindsay et al. 1994, Franco 

und Ballabio 2006). Tatsächlich scheinen gewebsspezifische und auf bestimmte 

Entwicklungsstadien begrenzte Zellselektionsmechanismen bei weiblichen Mäusen, die eine 

heterozygote Deletion im Atrx-Gen aufweisen, zu einem einseitigen X-Inaktivierungsmuster 

zu führen (Muers et al. 2007). Mutationen in dem humanen Ortholog ATRX sind mit einer 

syndromischen Form der X-chromosomalen mentalen Retardierung (ATR-X-Syndrom) 

assoziiert (Gibbons et al. 1995). Es ist daher vorstellbar, dass auch die Selektion ATRX-

defizienter Zellen beim Menschen nicht kontinuierlich und unterschiedslos in den 

verschiedenen Gewebstypen erfolgt. Allerdings ist derzeit unklar, inwieweit diese 

Beobachtung auf HCCS-defiziente Zellen in den unterschiedlichen Gewebeverbänden 

übertragbar ist. 

Neben stochastischen Effekten bei der X-Inaktivierung und den das X-Inaktivierungsmuster 

beeinflussenden Zellselektionsmechanismen könnte auch das Vorhandensein eines Mosaiks 

für eine milde bzw. Nichtausprägung des MLS-Syndroms verantwortlich sein. So weist die 

hier beschriebene Mutter, im Gegensatz zu ihrer schwer von MLS betroffenen Tochter, den 

Karyotyp 45,X[11]/46,X,del(X)(p22.2)[89] und somit ein chromosomales Mosaik auf. Damit 

zeigt dieser Fall Parallelen zu der von Lindsay und Kollegen (1994) beschriebenen Patientin 

2, bei der ebenfalls ein 45,X/46,X,del(X)(p22.2)-Karyotyp identifiziert wurde, wobei bei ihr ca. 

20% der analysierten Metaphasen den Karyotyp 45,X aufwiesen. Phänotypisch waren auch 

bei der Patientin 2 dezente Zeichen eines Turner-Syndroms, wie Kleinwuchs, zu beobach-

ten. Sehr wahrscheinlich ist der Kleinwuchs beider Frauen auf die in beiden Zelllinien 

vorliegende Haploinsuffizienz des SHOX-Gens zurück zu führen (Rao et al. 1997). Als 

einziges Zeichen eines MLS-Syndroms wies die Patientin 2 nuchale retikulineare Vernar-



Forschungsbericht  34 

 

bungen auf, die seit der Geburt bestanden. Die Augen waren bis auf eine angedeutete, 

klinisch irrelevante Y-förmige Katarakt der Linse unauffällig. Da die Patientin 2 und die hier 

beschriebene Mutter einen vergleichbaren Karyotyp und Phänotyp zeigen, ist grundsätzlich 

vorstellbar, dass das - vermutlich postzygotische - Auftreten einer 45,X-Zelllinie bei ihnen zu 

einem milden bzw. fehlenden MLS-Phänotyp beigetragen haben könnte. Dennoch muß 

festgehalten werden, dass das Vorhandensein einer zweiten Zelllinie für die Entstehung 

eines milden MLS-Phänotyps offensichtlich nicht zwingend ist, da zwei Frauen, die eine mit 

MLS assoziierte Mutation konstitutionell aufwiesen, ebenfalls phänotypisch unauffällig waren 

(Allanson und Richter 1991, Wimplinger et al. 2006). Hinzu kommt die Beschreibung einer 

weiteren Patientin, die den Karyotyp 45,X[18]/46,X,r(X)(p22q21)[24]/46,X,del(X)(p22)[58] bei 

Vorliegen des klassischen MLS-Phänotyps aufwies (Ogata et al. 1998). Auch wenn der 

anhand von kultivierten Lymphozyten bestimmte Anteil der 45,X-Zelllinie nicht unbedingt der 

Situation in vivo entspricht, deutet dies darauf hin, dass die Anwesenheit einer 45,X-Zelllinie 

nicht in allen Fällen zu einem milden Phänotyp führt. Wahrscheinlich ist dabei sowohl der 

Zeitpunkt, zu dem das Mosaik entsteht, als auch der Zelltyp, in welchem sich der Verlust des 

derivativen X-Chromosoms ereignet, für die Ausprägung des Phänotyps entscheidend.  

Zusammenfassend sind daher mindestens drei Mechanismen denkbar, die zu einer 

variablen Ausprägung des MLS-Phänotyps führen. So könnte der Phänotyp erstens durch 

stochastische Effekte während der Festlegung des X-Inaktivierungsmusters in der weiblichen 

Blastozyste beeinflusst werden. Zweitens könnten Unterschiede in gewebsspezifischen 

Zellselektionsmechanismen den Phänotyp ebenfalls modulieren. Schließlich könnte auch 

das Vorliegen einer weiteren Zelllinie eine Erklärung für die variable Expressivität des MLS-

Syndroms sein. Inwieweit diese Mechanismen Einfluss auf den MLS-Phänotyp ausüben bzw. 

in welchem Ausmaß sich die Wirkungen dieser Mechanismen addieren, wird in Zukunft 

gezeigt werden müssen. 
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3. Isabella Wimplinger, Gary M. Shaw, Kerstin Kutsche 

HCCS loss-of-function missense mutation in a female with bilateral microphthalmia 

and sclerocornea: a novel gene for severe ocular malformations? (2007)  

Molecular Vision 13: 1475-82 

 

Nachdem Mutationen in HCCS bei Patientinnen mit MLS und einem breiten phänotypischen 

Spektrum nachgewiesen worden waren, stellten wir die Hypothese auf, dass Mutationen in 

diesem Gen auch bei Patientinnen mit Augenfehlbildungen vorkommen könnten, die keine 

Hautdefekte zeigen. Aus diesem Grund wurde eine Mutationsanalyse des HCCS-Gens bei 

Patienten aus einem Kollektiv, bestehend aus 27 weiblichen Neugeborenen mit bilateraler 

Mikrophthalmie bzw. Anophthalmie, durchgeführt. Wir detektierten eine heterozygote 

Missense-Mutation, p.E159K, bei einer Patientin mit bilateraler Mikrophthalmie und 

Sklerocornea. Diese Mutation wurde in mehr als 200 weiblichen Kontrollpersonen nicht 

gefunden. In den peripheren Blutzellen der Patientin fand sich ein verschobenes X-

Inaktivierungsmuster. Um zu analysieren, wie sich die p.E159K-Mutation auf die subzelluläre 

Lokalisation des HCCS-Proteins auswirkt, wurde das mit einem HA-Epitop versehene 

mutante HCCS-Protein in CHO-K1-Zellen exprimiert. Dabei ergab sich sowohl für das 

mutante wie auch für das HCCS-Wildtyp-Protein eine mitochondriale Lokalisation. Im 

Hefekomplementations-Assay zeigte sich jedoch, dass das die p.E159K-Mutation tragende 

HCCS-Protein nicht in der Lage war, die gestörte Atmungskettenfunktion des CYC3-

defizienten Hefestammes zu komplementieren. Die Identifizierung dieser mit hoher 

Wahrscheinlichkeit pathogenen Missense-Mutation in HCCS bei einem Mädchen mit 

Mikrophthalmie und Sklerocornea lässt also vermuten, dass HCCS ein Kandidatengen für 

schwere isolierte okuläre Fehlbildungen sein könnte. 

Die in diesem Forschungsprojekt durchgeführte molekulargenetische Charakterisierung einer 

Patientin mit isolierten Augenfehlbildungen basiert auf einer wissenschaftlichen 

Zusammenarbeit zwischen Prof. Dr. Kerstin Kutsche und Isabella Wimplinger (Institut für 

Humangenetik, Hamburg-Eppendorf) sowie Dr. Gary M. Shaw (California Birth Defects 

Monitoring Program, Berkeley, California, USA). Dr. Shaw wählte die DNAs aus seinem 

Patientenkollektiv aus und stellte sie für die hier beschriebenen Untersuchungen zur 

Verfügung. 

Für die Entwicklung des Auges ist die Expression so genannter Master-Kontrollgene, wie 

PAX6, SOX2, RX und OTX2, von zentraler Bedeutung. Diese Gene kodieren für 

Transkriptionsfaktoren, die in ein regulatorisches und sehr komplexes genetisches Netzwerk 

eingebunden sind (Graw 2003, Hever et al. 2006). Mutationen in diesen Genen können zu 

schweren Augenfehlbildungen, wie Aniridie, Kolobom und Mikrophthalmie, führen (Graw 
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2003, Hever et al. 2006). Patienten mit dem MLS-Syndrom weisen häufig ebenfalls okuläre 

Fehlbildungen auf, zu denen die Mikrophthalmie, aber auch die Sklerocornea und die 

Katarakt zählen (Van den Veyver 2002). Aufgrund der erheblichen Variabilität des MLS-

Phänotyps ist grundsätzlich nicht auszuschließen, dass Patienten lediglich Augenfehl-

bildungen und keine Hautsymptomatik zeigen. Daher stellten wir die Hypothese auf, dass 

Mutationen im HCCS-Gen nicht nur mit einer syndromischen, sondern auch mit isoliert 

vorliegenden Augenfehlbildungen assoziiert sein könnten.  

Für die Mutationsanalyse des HCCS-Gens standen mir Blutproben in Form von Guthrie-

Kärtchen zur Verfügung, die im Rahmen einer Reihenuntersuchung auf angeborene 

Fehlbildungen, darunter auch Anophthalmie und bilaterale Mikrophthalmie, abgenommen 

worden waren. Die Studie erfasste die von 1988 bis 1997 in Kalifornien lebend oder tot 

geborenen Kinder, die nach der 19. Schwangerschaftswoche zur Welt gekommen waren, 

wobei in diesem Untersuchungszeitraum mehr als 2,5 Millionen Geburten in Kalifornien 

erfasst worden waren. Unter diesen fanden sich 100 männliche und weibliche Neugeborene 

mit einer Anophthalmie (n = 45) bzw. einer bilateralen Mikrophthalmie (n = 55). In der 

genannten Studie wurde ausschließlich über Individuen mit unauffälligem Karyotyp berichtet. 

Die ophthalmologische Untersuchung beinhaltete die Untersuchung mit einer Spaltlampe, die 

Messung des Augeninnendrucks (IOP) durch Applanations-Tonometrie, die Gonioskopie des 

vorderen Kammerwinkels und die Gesichtsfeldmessung durch Verwendung eines 

automatischen Sehfeldanalyse-Geräts (Shaw et al. 2005).  

Für die durchzuführende Mutationsanalyse in HCCS wurden 27 Patientinnen aus diesem 

Kollektiv ausgewählt. Bei neun dieser Patientinnen lagen isolierte Augenfehlbildungen vor, 

während 18 Patientinnen eine syndromische Form einer Augenfehlbildung aufwiesen. 

Weitere phänotypische Einzelheiten sind der folgenden Tabelle zu entnehmen.  

 

Tab. 1:  Übersicht über zusätzlich vorliegende 
phänotypische Merkmale bei den 27 ausge-
wählten Patientinnen mit bilateraler Mikroph-
thalmie bzw. Anophthalmie 

In (A) sind die zusätzlichen Augenfehlbildungen bei 
Patientinnen mit einer isolierten Form der 
Mikrophthalmie bzw. Anophthalmie zusammen-
gefasst. In (B) sind zusätzlich vorliegende Organ-
manifestationen bei Patientinnen mit einer 
Mikrophthalmie bzw. Anophthalmie aufgelistet. Die 
Anzahl (n) der Patientinnen, die ein bestimmtes 
Merkmal aufweisen, ist in der Tabelle ebenfalls 
angegeben.  
 

 

 

 

 

 

Patientinnen mit bilateraler 
Mikropthalmie bzw. Anophthalmie 

A Isolierte Form 
(mit evtl. zusätzlichen Augenfehlbildungen) n 

Katarakt 1 
Aplasie des Nervus opticus 1 
Sklerocornea 2 
Keine weiteren Augenfehlbildungen 5 

 

Gesamtzahl 9 
 

B Syndromische Form 
(zusätzliche Organfehlbildungen) 

n 

Agenesie des Corpus callosum 3 
Herzfehler 5 
Herz- und Gehirnfehlbildung 8 
Andere Fehlbildungen 2 

 

Gesamtzahl 18 
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Es lagen mir von allen Patientinnen (BE-1 bis BE-27) Guthrie-Kärtchen vor, aus denen ich 

DNA isolierte. Da sich herausstellte, dass diese DNAs für PCR-Reaktionen zu niedrig 

konzentriert waren, vermehrte ich sie mithilfe der Phi-Polymerase. Mit den auf diese Weise 

erhaltenen DNAs als Matrize amplifizierte ich zunächst außer der Kodierregion des HCCS-

Gens (Exons 2 bis 7) auch angrenzende intronische Sequenzen durch PCR und führte 

nachfolgend eine Sequenzierung der erhaltenen Amplikons durch. Bei der Auswertung der 

Sequenzen konnte ich bei der Patientin BE-18 im Exon 5 des HCCS-Gens, an der Position 

475 der Kodierregion, einen heterozygoten Austausch von Guanin nach Adenin identifizieren 

(c.475G>A). Für diese Mutation wird an der Position 159 der HCCS-Aminosäurekette die 

Substitution von Glutamat nach Lysin (p.E159K) vorhergesagt, weshalb es sich bei dem 

gefundenen Austausch vermutlich um eine Missense-Mutation handelt (Abb. 1A; Wimplinger 

et al. 2007b). Bei der Patientin BE-18 lagen eine bilaterale Mikrophthalmie und Sklerocornea 

vor, die bei ihr im Alter von einer Woche diagnostiziert worden waren. Fehlbildungen anderer 

Organsysteme wurden bei der Patientin zu diesem Zeitpunkt nicht festgestellt. 

Da es sich bei dem gefundenen Austausch um einen SNP handeln könnte, recherchierte ich 

in den Datenbanken von NCBI und ENSEMBL, wobei sich herausstellte, dass dieser 

Austausch nicht verzeichnet war. Um zu analysieren, ob die genetische Veränderung der 

Patientin BE-18 bei Kontrollpersonen vorkommt, untersuchte ich 234 weibliche DNAs auf das 

Vorliegen des c.475G>A-Austauschs. Dazu amplifizierte ich das HCCS-Exon 5 aus den 

genomischen DNAs und unterzog die PCR-Produkte einer SSCP-Analyse, wobei ich die 

Veränderung bei keiner Kontrollperson nachweisen konnte. Dies führte mich zu der 

Annahme, dass die gefundene Missense-Mutation mit den Augenfehlbildungen der Patientin 

BE-18 assoziiert sein könnte. Da mir DNA-Proben der Eltern der Patientin BE-18 nicht zur 

Verfügung standen, war es nicht möglich zu bestimmen, ob der c.475G>A-Austausch bei der 

Patientin de novo vorlag.  

Bei fast allen beschriebenen Patientinnen mit MLS, die eine partielle Monosomie in Xp22.2 

oder eine Mutation in HCCS aufweisen, wurde ein verschobenes X-Inaktivierungsmuster in 

peripheren Blutzellen nachgewiesen. Um das X-Inaktivierungsmuster bei der Patientin BE-18 

zu bestimmen, führte ich eine methylierungssensitive PCR am X-chromosomalen AR-Lokus 

durch (siehe S. 18, Abb. 5), wobei ich die Original-DNA einsetzte. Auf diese Weise konnte 

ich bei der Patientin BE-18 ein verschobenes X-Inaktivierungsmuster (8/92) in peripheren 

Leukozyten nachweisen (Abb. 1B; Wimplinger et al. 2007b).  

Der nächste Schritt bestand darin, die Auswirkungen der Missense-Mutation auf die 

Enzymaktivität von HCCS durch funktionelle Studien zu überprüfen. Wie bereits erwähnt, 

weist das HCCS-Protein von Aminosäureposition 151 bis 169 und 190 bis 216 zwei interne 

„targeting“-Motive auf, die für den mitochondrialen Transport von HCCS essentiell sind 

(Diekert et al. 1999). Die Missense-Mutation c.475G>A betrifft den in der Evolution 
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hochkonservierten Glutamat-Rest an der Position 159 der HCCS-Aminosäuresequenz, 

welcher innerhalb des ersten „targeting“-Motivs lokalisiert ist (Abb. 1C; Wimplinger et al. 

2007b). Um zu untersuchen, ob der Transport des mutanten Proteins ins Mitochondrium 

beeinträchtigt ist, führte ich Immunfluoreszenz-Experimente durch, mithilfe derer ich die 

subzelluläre Lokalisation des mutanten HCCS-Proteins mit der des Wildtyp-Proteins verglich. 

Dazu klonierte ich, wie im Forschungsbericht 1 beschrieben, die Kodierregion HCCS-E159K 

in den eukaryotischen Expressionsvektor pMT2SM-HA-DEST. Das HCCS-WT-Konstrukt lag 

mir bereits vor (siehe S. 16). Auch hier wurden durch die Gateway-Technologie noch weitere 

HCCS-E159K-Konstrukte erzeugt, mithilfe derer HCCS-Fusionsproteine exprimiert werden 

können, die eine N- oder C-terminale EGFP-Markierung bzw. ein C-terminales V5-Epitop 

aufweisen. Alle Konstrukte wurden von mir durch Sequenzierung überprüft und nachfolgend 

in CHO-K1-Zellen transfiziert. Wie bereits im Forschungsbericht 1 beschrieben, inkubierte ich 

die Zellen mit „MitoTracker“ und fixierte sie nachfolgend. Ich detektierte die HA-markierten 

HCCS-Fusionsproteine mit einem gegen HA gerichteten Fluorescein-gekoppelten Antikörper 

und wertete die Zellpräparate anschließend unter dem Konfokalmikroskop aus. Wie das 

HCCS-Wildtyp-Protein (Abb. 2A-C; Wimplinger et al. 2007b) war auch das mutante HCCS-

Protein in den Mitochondrien lokalisiert (Abb. 2D-F; Wimplinger et al. 2007b). Diese 

Beobachtung machte ich unabhängig davon, welches Epitop jeweils an das mutierte HCCS-

Protein angefügt worden war. Aus diesen Ergebnissen folgerte ich, dass der nicht-

konservative Aminosäureaustausch an der Position 159 des HCCS-Proteins von Glutamat 

nach Lysin zu keiner veränderten subzellulären Lokalisation des Proteins führt. Dies erschien 

zunächst unerwartet, denn während das saure Glutamat negativ geladen ist, handelt es sich 

bei Lysin um eine basische, also positiv geladene Aminosäure. Die „targeting“-Sequenzen 

der Holocytochrom c-Typ-Synthase sind sehr hydrophil, da sie zu etwa 30% aus geladenen 

Aminosäureresten bestehen. Positiv und negativ geladene Aminosäurereste sind dabei zu 

etwa gleichen Anteilen vertreten. Da aber sowohl Glutamat als auch Lysin zu den stark 

polaren Aminosäuren zählen, könnte dies eine Erklärung dafür sein, dass das mutante 

HCCS-Protein sein Zielkompartiment, den mitochondrialen Intermembranraum, erreicht. Dies 

legt nahe, dass eher die Gesamtzahl der polaren Aminosäuren innerhalb der „targeting“-

Sequenz für die korrekte Lokalisation des HCCS-Proteins wesentlich ist als die 

physikochemischen Eigenschaften einzelner Aminosäuren.  

Um den Einfluss der Missense-Mutation p.E159K auf die enzymatische Aktivität der 

Hämlyase zu untersuchen, benutzte ich den bereits beschriebenen Hefekomplementations-

Assay (siehe S. 15 und Abb. 4). Dazu klonierte ich, wie bereits beschrieben, die Kodierregion 

HCCS-E159K in den Hefeexpressionsvektor pYEX4Tps. Das HCCS-WT- und das CYC3-

Konstrukt lagen mir bereits vor (siehe S. 16). Nachdem ich das HCCS-E159K-Konstrukt 

durch Sequenzierung überprüft hatte, transformierte ich es in den Hefestamm B-8025. Von 
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Hefezellen, die das HCCS-Wildtyp- bzw. das Cyc3p-Protein exprimierten, besaß ich bereits 

archiviertes Ausgangsmaterial, das ich erneut kultivierte. Die Hefen wurden von mir in 

Glucose-haltigem Selektionsmedium angezüchtet, wobei ich einen Teil der Flüssigkultur 

dazu verwendete, um Proteinlysate herzustellen. Diese benötigte ich, um die Expression der 

GST-Fusionsproteine mithilfe eines gegen GST gerichteten, HRP-gekoppelten Antikörpers 

zu überprüfen. In einer nachfolgenden Western-Blot-Analyse konnte ich die Expression aller 

GST-Fusionsproteine (HCCS-E159K, HCCS-WT und Cyc3p) nachweisen (Abb. 3B; Wim-

plinger et al. 2007b). Die restliche Kultur benutzte ich dazu, um die Wachstumseigenschaften 

der verschiedenen Transformanden auf Glycerol-haltigem Agar zu testen. Nach einigen 

Tagen der Bebrütung der Platten bei 30°C stellte ich fest, dass Hefen, die Cyc3p bzw. 

humanes HCCS-Wildtyp-Protein exprimierten, erwartungsgemäß Kolonien bildeten. 

Demgegenüber bildeten Hefen, die das HCCS-E159K-Protein exprimierten, auf Glycerol-

haltigem Agar keine Kolonien (Abb. 3A; Wimplinger et al. 2007b). Da das HCCS-E159K-

Protein den Hämlyase-Enzymdefekt des CYC3-defizienten Hefestamms nicht komplemen-

tieren konnte, schloß ich, dass dieses mutierte HCCS-Genprodukt seine Funktion innerhalb 

der Cytochrom c-Biosynthese wahrscheinlich nicht mehr ausüben kann. Daher ist die 

Missense-Mutation p.E159K sehr wahrscheinlich mit den schweren Augenfehlbildungen der 

Patientin BE-18 assoziiert. 

Der Befund, dass die beschriebene Patientin BE-18 eine angeborene bilaterale 

Mikrophthalmie und Sklerocornea und somit isolierte Augenfehlbildungen (siehe S. 36; 

Tab. 1A) aufwies, deutet darauf hin, dass Mutationen in HCCS nicht immer zum klassischen 

MLS-Phänotyp führen. Allerdings muss angemerkt werden, dass die kalifornische Studie die 

Anamnesen der Kinder nur bis zum ersten Lebensjahr erfasste (Shaw et al. 2005). Daher 

kann nicht ausgeschlossen werden, dass die Patientin BE-18, ähnlich der zuvor 

beschriebenen Patientin MS2 (siehe S. 13), zu einem späteren Zeitpunkt zusätzliche 

fakultative Symptome des MLS-Syndroms (wie z.B. eine Kardiomyopathie oder epileptische 

Anfälle) entwickelt hat. Es wurden bereits Patientinnen beschrieben, die bei Vorliegen einer 

mit MLS assoziierten Mutation ausschließlich Augenfehlbildungen aufwiesen. So berichteten 

Cape und Kollegen (2004) von einer Neugeborenen mit dem Karyotyp 

46,X,der(X)t(X;Y)(p22.3;q11.2), die eine bilaterale Sklerocornea sowie eine partielle Aniridie 

des linken Auges zeigte. Im Forschungsbericht 1 wurden zwei Schwestern mit einer Teile 

des HCCS-Gens umfassenden heterozygoten Mikrodeletion und variablem MLS-Phänotyp 

beschrieben (siehe S. 10), wobei das ältere der Geschwister lediglich auf dem linken Auge 

eine Trübung der Hornhaut, ein angeborenes Glaukom mit vollständiger vorderer Synechie 

sowie eine vordere Katarakt aufwies. Insgesamt stützt die hier durchgeführte 

Mutationsanalyse die Vermutung, dass Punktmutationen im HCCS-Gen auch mit isolierten 

Augenfehlbildungen assoziiert sein können. Allerdings muss angemerkt werden, dass die 
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hier untersuchten Patientinnen so ausgewählt waren, dass sie phänotypisch ins MLS-

Spektrum passten (siehe S. 36; Tab. 1), wobei jedoch keine der Patientinnen eine dermale 

Aplasie zeigte. Weshalb lediglich bei einer der Patientinnen eine Mutation im HCCS-Gen 

nachgewiesen werden konnte, kann mehrere Gründe haben. 

Zunächst wird für die isolierte Form der Mikrophthalmie eine ausgeprägte Lokus-Hetero-

genität beobachtet. So können Mutationen im CRYBA4-Gen, das für eines der β-Crystalline 

kodiert, zu Mikrophthalmie und Katarakt führen (Billingsley et al. 2006). Mutationen in MFRP 

sind mit Mikrophthalmie, Retinitis pigmentosa, Foveoschisis und Papillendrusen assoziiert 

(Ayala-Ramirez et al. 2006). Wie bereits erwähnt, wurden auch in Genen, die für 

Transkriptionsfaktoren kodieren, wie CHX10, OTX2 und PAX6, Mutationen bei Patienten 

nachgewiesen, die ausschließlich Augenfehlbildungen wie Mikrophthalmie, Katarakt und 

Sklerocornea aufwiesen (Ferda Percin et al. 2000, Ragge et al. 2005a, Dansault et al. 2007). 

Es ist deshalb denkbar, dass die hier untersuchten Patientinnen mit isolierten 

Augenfehlbildungen (siehe S. 36; Tab. 1A), bei denen keine Mutation in HCCS detektiert 

werden konnte, eine Mutation in einem der oben genannten Gene haben.  

Wie im Forschungsbericht 1 ausführlich dargestellt wurde, ist das durch HCCS synthetisierte 

Cytochrom c an der oxidativen Phosphorylierung und an apoptotischen Prozessen beteiligt. 

HCCS selbst wirkt als Interaktionspartner von XIAP pro-apoptotisch und ist somit in völlig 

andere zelluläre Funktionen involviert als alle anderen Genprodukte, die im Zusammenhang 

mit isolierten und/oder syndromalen Formen der Mikrophthalmie stehen (Tabelle 2).  
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Gen 
 

Proteinfunktion 
 

Phänotyp 
 

OMIM 
 

Referenz 

BCOR Repressor der Transkription 
OFCD-Syndrom (MCOPS-2) 
Lenz-Mikrophthalmie-Syndrom 
(MCOPS-1) 

300166 
309800 

 
Ng et al. 2004 

CHX10 Transkriptionsfaktor MCOPCB-3 
MCOP-2 

610092 
610093 

Ferda Percin et al. 2000 
Bar-Yosef et al. 2004 

CRYBA4 
Strukturprotein der Linse  
(β-Crystallin) 

MCOPCT-4 610426 Billingsley et al. 2006 

HCCS 
Cytochrom c-Biosynthese,  
pro-apoptotische Wirkung MLS-Syndrom (MCOPS-7) 309801 Wimplinger et al. 2006 

MFRP Transmembranprotein 
Mikrophthalmie, 
Retinitis pigmentosa,  
Foveoschisis, Papillendrusen 

611040 
Ayala-Ramirez et al. 
2006 

NHS 
Ausbildung von Zell-Zell-
Verbindungen zwischen 
Epithelzellen („tight junctions“) 

Nance-Horan-Syndrom 302350 Burdon et al. 2003 

PAX6 Transkriptionsfaktor Aniridie Typ II 
Mikrophthalmie 

106210 
- 

Ton et al. 1991 
Dansault et al. 2007 

PORCN Sekretion von Wnt-Proteinen Goltz-Gorlin-Syndrom 305600 Wang et al. 2007, 
Grzeschik et al. 2007 

OTX2 Transkriptionsfaktor MCOPS-5 610125 Ragge et al. 2005a 

SOX2 Transkriptionsfaktor 

Mikrophthalmie, Kolobom 
 
AEG-Syndrom (MCOPS-3) 
 

- 
 

209600 
 

Fantes et al. 2003, 
Ragge et al. 2005b 
Williamson et al. 2006, 
Kelberman et al. 2006 

STRA6 Zelluläre Vitamin A-Aufnahme Matthew-Wood-Syndrom 
(MCOPS-9) 

601186 Pasutto et al. 2007, 
Golzio et al. 2007 

 

Tab. 2: Übersicht über die zellulären Funktionen von Genprodukten, die an der Entstehung von syndromalen und 
isolierten Formen der Mikrophthalmie beteiligt sind 

Die unterschiedlichen Formen der syndromalen Mikrophthalmie sind entweder durch Nummerierung gekennzeichnet oder mit 
einem individuellen Namen bezeichnet. Bei einigen Formen der isolierten Mikrophthalmie sind anstelle der nummerierten 
Bezeichnung derzeit lediglich die phänotypischen Merkmale, die mit Mutationen in den entsprechenden Genen assoziiert sind, 
in der Datenbank von NCBI angegeben. AEG-Syndrom, Anophthalmie-ösophageales-genitales-Syndrom; MCOP, 
„microphthalmia, isolated“ (isolierte Form der Mikrophthalmie); MCOPCB, „microphthalmia, isolated, with coloboma“ (isolierte 
Mikrophthalmie mit Kolobom); MCOPCT, „microphthalmia, isolated with cataract“ (isolierte Mikrophthalmie mit Katarakt); 
MCOPS, „microphthalmia, syndromic“ (syndromale Form der Mikrophthalmie); OFCD-Syndrom, okuläres-faziales-kardiales-
dentales-Syndrom. 
 

Dies lässt vermuten, dass strukturelle Augenfehlbildungen auf die Störung unterschiedlicher 

zellulärer Prozesse zurückzuführen sind. Wie auch aus der Tabelle 2 hervorgeht, kodiert der 

Großteil der bislang bekannten Gene, in denen Mutationen zu einer isolierten oder 

syndromalen Mikrophthalmie führen, für an der Transkriptionsregulation beteiligte Proteine. 

HCCS stellt somit das einzige, bislang bekannte mitochondriale Haushaltsenzym dar, bei 

dem Funktionsverlust-Mutationen mit einer Augenfehlbildung assoziiert sind.  

Neben der Lokus-Heterogenität gibt es weitere Gründe, die eine Erklärung dafür darstellen 

könnten, dass in der Mehrzahl der hier untersuchten DNA-Proben keine Mutation in HCCS 

identifiziert werden konnte. So wurden für die Mutationsanalyse nur die Kodierregion des 

HCCS-Gens (Exons 2 bis 7) und angrenzende intronische Sequenzen durch PCR 

amplifiziert und sequenziert. Auf diese Weise können jedoch nicht alle HCCS-Mutationen 

ausgeschlossen werden, da es z.B. vorstellbar ist, dass Patientinnen des hier untersuchten 

Kollektivs Exon-übergreifende Duplikationen, Deletionen, das Spleißen verändernde Intron-

Mutationen oder Inversionen des HCCS-Gens aufweisen. Auch eine Mutation in einem 
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regulatorischen Element, das für die korrekte zeitliche und örtliche Expression des HCCS-

Gens notwendig ist, wäre vorstellbar.  

Es ist allerdings auch durchaus möglich, dass in dem untersuchten Kollektiv ausschließlich 

die Patientin BE-18 eine Mutation im HCCS-Gen aufweist, da Mutationen in diesem Gen mit 

einer hohen Letalität in utero verbunden und daher vermutlich selten sind. Generell wird für 

Frauen mit einer heterozygot vorliegenden Mutation, die zu einer X-chromosomalen 

Erkrankung führt, eine erhöhte Abortrate beschrieben (Van den Veyver 2001). Tatsächlich 

waren bei zwei zuvor beschriebenen Frauen, die heterozygot für eine mit MLS-assoziierte 

Mutation sind, mehrere Fehlgeburten bekannt (Wimplinger et al. 2006, Wimplinger et al. 

2007a). Man nimmt an, dass hemizygote männliche Embryos, die eine mit MLS-assoziierte 

Mutation aufweisen, in utero absterben. Aber auch weibliche Neugeborene mit einer 

heterozygoten HCCS-Mutation werden nur sehr selten beobachtet, was nahe legt, dass auch 

solche Embryos u.U. vorgeburtlich versterben. Diese Vermutungen stehen in Einklang mit 

Erkenntnissen zum bereits erwähnten Mausmodell, wonach eine hemizygot vorliegende 

Deletion des murinen Hccs-Gens bei männlichen Embryos in allen Fällen zur Letalität in 

utero führt, aber auch heterozygote weibliche Tiere sind in der Mehrzahl der Fälle nicht 

lebensfähig (Prakash et al. 2002, Van den Veyver 2002).  

Zusammenfassend ist anzunehmen, dass Mutationen in HCCS, insbesondere aufgrund der 

mit ihnen einhergehenden hohen Letalität in utero, aber auch aufgrund der Lokus-

Heterogenität für die Mikrophthalmie, eher selten ursächlich für Augenfehlbildungen bei 

weiblichen Patientinnen sind. Für zukünftige Mutationsanalysen erscheint es daher sinnvoll, 

das X-Inaktivierungsmuster der Patienten in Blutzellen im Voraus zu bestimmen, da nach 

gegenwärtigem Kenntnisstand bei einer DNA-Probe, die ein zufälliges X-Inaktivierungs-

muster zeigt, das Vorliegen einer pathogenen HCCS-Mutation nicht zu erwarten ist. 

Nichtsdestotrotz deutet das breite phänotypische Spektrum an Augenfehlbildungen bei den 

wenigen Patientinnen mit nachgewiesener HCCS-Mutation darauf hin (Wimplinger et al. 

2006 und diese Arbeit), dass HCCS ein Kandidatengen für verschiedene okuläre 

Fehlbildungen ist.  
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