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Zusammenfassung 1

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 erythematésen Hautde-
fekten im Gesichts- und Halsbereich gekennzeichnet. Diese seltene, X-chromosomal domi-
nant vererbte Erkrankung ist fir mannliche Feten in utero letal und weist eine hohe phanoty-
pische Variabilitat auf. Obwohl fiir einige wenige Patientinnen mit MLS ein unauffalliger 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 fiir 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 unauffalligem Karyotyp durchge-
fihrt, die jeweils eine heterozygot vorliegende de novo Punktmutation, ¢.589C>T/p.R197X
bzw. ¢.649C>T/p.R217C, ergab. Beide Mutationen wurden bei weiblichen Kontrollpersonen
nicht nachgewiesen. HCCS kodiert fiir die mitochondriale Holocytochrom ¢c-Typ-Synthase,
die die kovalente Bindung zwischen der prosthetischen Hamgruppe und dem Apocyto-
chrom c katalysiert, wodurch die reife Form des Cytochrom ¢ (Holocytochrom ¢) entsteht.
Holocytochrom c ist sowohl fiir die oxidative Phosphorylierung im Rahmen der Atmungskette
als auch fir 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) gestort ist. Im
Gegensatz zum HCCS-Wildtyp-Protein konnte keines der beiden mutierten humanen HCCS-
Proteine den Enzymdefekt des Hefestamms aufheben. Um zu prifen, ob der Funktions-
verlust der mutanten Proteine auf eine veranderte subzelluldre Lokalisation zurlickzufiihren
ist, wurden mit einem HA-Epitop versehene HCCS-Fusionsproteine in CHO-K1-Zellen
exprimiert und ihre intrazellulare Verteilung analysiert. Wahrend 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-A197-
268-Protein eine diffuse zytoplasmatische und nukleére Verteilung in der Zelle auf.

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

chrom ¢, ist, wie oben erwahnt, an der oxidativen Phosphorylierung und der Apoptose be-
teiligt. Darliber hinaus konnte fir das HCCS-Protein selbst eine pro-apoptotische Wirkung
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gezeigt werden. Es ist daher anzunehmen, dass Zellen mit einer funktionellen Nullisomie flr
HCCS neben einem schweren Atmungskettendefekt auch Stérungen apoptotischer Prozesse
aufweisen kénnen. Dies kdnnte alternative Wege des Zelltods (z.B. Nekrose) beglinstigen.
Wir stellten daher die Hypothese auf, dass in HCCS-defizienten Zellen das Gleichgewicht
von Apoptose zu Nekrose verschoben sein kénnte, wodurch eine Schadigung der betrof-
fenen Gewebe durch inflammatorische Prozesse resultieren kénnte. Somit ist denkbar, dass
der komplexe Phanotyp der Patientinnen mit MLS-Syndrom nicht nur auf einer Beeintrach-
tigung der Atmungskettenfunktion der HCCS-defizienten Zellen, sondern auch auf
veranderten Zelltodmechanismen wahrend der Embryonalentwicklung beruht.

Die groBe phanotypische Variabilitat 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 phanotypisch unaufféllige Mutter nédher 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
tragt [46,X,del(X)(p22.2)], die das HCCS-Gen einschlie Bt. Demgegenlber wurde die gleiche
X-chromosomale Deletion bei der Mutter in 89 von 100 Metaphasen nachgewiesen, wahrend
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. Fir 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 glinstiges X-Inaktivierungsmuster in den verschiede-
nen Geweben wahrend der friihen Embryonalentwicklung als auch auf das Vorliegen des
0.9. chromosomalen Mosaiks zurlickzufiihren sein kdénnte.

Die groBe phénotypische Variabilitdt beim MLS-Syndrom gab uns auch Anlass zu der Ver-
mutung, dass Mutationen im HCCS-Gen mdglicherweise bei Patienten mit isolierten Augen-
fehlbildungen vorkommen kénnen. Deshalb wurde bei 27 weiblichen Neugeborenen mit einer
isolierten bzw. syndromalen Form der Mikrophthalmie/Anophthalmie eine Mutationsanalyse
im HCCS-Gen durchgeflihrt und bei einer Patientin mit bilateraler Mikrophthalmie und Skle-
rocornea die heterozygot vorliegende Missense-Mutation ¢.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 gestérte Atmungskettenfunktion des CYC3-defizienten Hefestamms nicht kom-
plementieren. Die Identifizierung einer sehr wahrscheinlich pathogenen Mutation bei einem
Madchen mit isoliert vorliegenden okuléaren Fehlbildungen deutet darauf hin, dass es sich bei
HCCS um ein Kandidatengen flir schwere isolierte Entwicklungsstérungen der Augen han-
deln kénnte.
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EINLEITUNG

Beim MIDAS-Syndrom handelt es sich um eine seltene, X-chromosomal dominant vererbte
neurokutane Entwicklungsstérung, die bei mannlichen Individuen zur Letalitat in utero flhrt.
Das Syndrom ist durch die Symptomtrias Mikrophthalmie, Dermalaplasie und Sklerocornea
charakterisiert. In der internationalen Fachliteratur wird es fast ausschlieBlich 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 intrafamilidre phéanotypische Variabilitat auf.
Neben dem klassischen Phanotyp mit linearen erythematdésen Hautdefekten entlang der
Blaschko-Linien im Gesichts- und Halsbereich, uni- oder bilateraler Mikrophthalmie und
cornealen Trilbungen werden verschiedene fakultative Symptome beobachtet. Dazu gehéren
eine Agenesie des Corpus callosum, Katarakte, Krampfanfalle, 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-Phéanotyps 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 fuhrt (Al-Gazali et al. 1990, Temple et al. 1990, Allanson und Richter 1991,
Lindsay et al. 1994, Micke 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 Fallen um terminale Xp-Deletionen oder unbalancierte X;Y-Translokationen.
Letztere wurden sowohl bei phéanotypisch weiblichen als auch méannlichen Individuen
identifiziert (Al-Gazali et al. 1988, Micke et al. 1995, Paulger et al. 1997, Stratton et al. 1998,
Anguiano et al. 2003).

GroBere Deletionen, die den Verlust mehrerer benachbarter Gene zur Folge haben, kdnnen
zu einem so genannten Contiguous-gene-Syndrom fiihren. Da jedoch bei den untersuchten
Patientinnen mit MLS die DeletionsgréBe nicht mit der Schwere des Phanotyps korreliert und
auch Patientinnen mit einem unauffalligen 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 urséachlich fiir den
MLS-Phanotyp sein kénnten (Bird et al. 1994, Schaefer et al. 1996).
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Das MLS-Syndrom weist phanotypische Uberlappungen mit den ebenfalls X-chromosomal
dominant vererbten Erkrankungen Aicardi- und Goltz-Gorlin-Syndrom auf. So wird bei allen
drei Erkrankungen u.a. eine gestérte Entwicklung der Augen und des ZNS beobachtet. In der
Fachliteratur war wiederholt spekuliert worden, dass es sich um allelische Erkrankungen
handeln kénnte, die auf unterschiedliche Mutationen innerhalb desselben Gens zurlick
zuflihren 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 Krankheitsphanotyps fihrt (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 phanotypischen Unterschiede

durch die X-Inaktivierung bedingt sein kénnten.

Wie bei einigen anderen X-chromosomal dominanten Erkrankungen, beispielsweise der
Incontinentia pigmenti und dem OFCD (okularen-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 Féllen
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 zufalliges 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, gegenuber 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-Phanotyp als auch um solche,
die bei Patienten ohne MLS-Syndrom gefunden worden waren. Dies flihrte letztlich zur
Eingrenzung einer Region von etwa 570 Kb in Xp22.2 (Wapenaar et al. 1994). Diese
kritische Region fir MLS, in der die drei Gene MID1, HCCS und ARHGAPE liegen, ist in der
folgenden Abbildung dargestellt.
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Abb. 1: Schematische Darstellung der minima-
len kritischen Region fiir 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 fur MLS ist als hellblaue Flache dargestellt, die GroBe 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 gefiihrt
haben. Dabei wird die Region distal durch den Bruchpunkt eines Patienten mit X;Y-Translokation begrenzt, der keinen MLS-
Phanotyp 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 fir das MID1-Protein, das zur Familie der RING (Really Interesting
New Gene)-Finger-Proteine gehdrt. Es handelt sich dabei um ein Mikrotubuli-assoziiertes
Protein (MAP) mit E3-Ubiquitinligase-Aktivitat (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 duBern, charakterisiert (De Falco et al. 2003).

HCCS ist das einzige der drei Gene, das vollstandig in der kritischen Region liegt. Es kodiert
fir eine mitochondriale Holocytochrom c-Typ-Synthase, eine Hamlyase, die fir die
Cytochrom c-Biosynthese an der AuBenseite der inneren Mitochondrienmembran
verantwortlich ist (Schaefer et al. 1996, Schwarz und Cox 2002). Dabei katalysiert HCCS
zwischen dem inaktiven Vorlaufer des Cytochrom ¢, Apocytochrom ¢ bzw. ¢, und einer
prosthetischen Hamgruppe die Ausbildung einer kovalenten Bindung. Aus dieser Reaktion
entsteht die reife Form, das Holocytochrom ¢ bzw. c¢;. 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 ¢ wird im
Zytoplasma synthetisiert und (2) assoziiert zu-
nachst Uber elektrostatische Anziehungskrafte mit
der &uBeren 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 AuBenseite der inneren
Mitochondrienmembran gebunden ist. (5) Ham c,
ein Porphyrin-Ringsystem mit einem eingebetteten
Eisenatom, wird aus Hadm b im Intermembranraum
synthetisiert. Das reduzierte Ham bindet direkt an
HCCS, welches die Bildung von zwei Thioether-
Briicken zwischen zwei Cysteinyl-Resten des
Apocytochroms und den Vinylgruppen der Hamgruppe katalysiert. (6) Die Bindung des Apocytochroms an Ham c bewirkt die
Faltung zum aktiven (Holo)-Cytochrom ¢ und flhrt zur Loslésung von HCCS. AM, &uBere 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).

1M HH Apocytochrom ¢

o

Cytochromc (— (6)
eduzlertes Hém (5)

oy s

HCCS HCCS M
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Das Endprodukt Cytochrom c bzw. ¢ ist an zwei unterschiedlichen zellularen Prozessen, der
oxidativen Phosphorylierung (Hatefi 1985) und dem Caspase-abhangigen Zelltod (Apopto-
se), beteiligt (Jiang und Wang 2004).

ARHGAPE kodiert fiir 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 aufzuklaren
und um das ursachliche Gen fir MLS zu finden, waren in der Vergangenheit Knockout-
Mause flir die Gene HCCS und ARHGAPG6 hergestellt worden. Demnach flihren Mutationen
im Arhgap6-Gen bei der Maus weder zu phanotypischen noch zu verhaltensbiologischen
Auffalligkeiten, 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 fihrte dagegen zu
einem frihzeitigen Absterben hemi-, homo- und heterozygoter Embryonen (Prakash et al.
2002). Der Versuch, in mannlichen embryonalen Stammzellen (ES-Zellen) einen direkten
Knockout des HCCS-Gens zu erzeugen, scheiterte, da die so manipulierten Hces-nullisomen
ES-Zellen bereits in Kultur abstarben. Daher konnte die Deletion des Hccs-Gens in M&usen
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 Phanotyp 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 phanotypischen Variabilitdt des MLS-
Syndroms. Bemerkenswerterweise konnte die Letalitat bei hemi-, homo- und heterozygoten
Tieren durch die Uberexpression des humanen HCCS-Gens von einem BAC-Klon
aufgehoben werden (Prakash et al. 2002). Diese Ergebnisse deuteten stark darauf hin, dass
die mannliche Letalitdt beim MLS-Syndrom auf den Verlust des HCCS-Gens zuriickzufiihren
sein kénnte (Prakash et al. 2002).

Um das fir MLS ursachliche Gen zu identifizieren, wurden Patientinnen mit MLS-Phanotyp
und offensichtlich unauffélligem Karyotyp in den letzten Jahren gezielt molekulargenetisch
untersucht. So wurde die DNA von zwei Patientinnen mithife polymorpher
Mikrosatellitenmarker aus der Region Xp22.2 untersucht, jedoch war kein Verlust der
Heterozygotie nachzuweisen, der eine submikroskopische Deletion in dieser Region héatte
vermuten lassen kbénnen (Cox et al. 1998). Nachfolgend wurde der unaufféllige
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) bestatigt. Um submikroskopische Rearrangements zu identifizieren, waren
zudem Southern-Blot-Analysen mit Sonden aus der Kodierregion von HCCS und ARHGAP6
durchgefiihrt worden. Es konnten keine aberranten Banden detektiert werden. Auch die
Mutationsanalyse in den Genen MID1, HCCS und ARHGAP6 ergab flir 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 véllig
anderes das ursachliche Krankheitsgen flr dieses Syndrom ist.
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Vorbemerkungen

In den nachfolgenden Forschungsberichten werden Experimente und Ergebnisse, die von
mir durchgeflhrt bzw. generiert wurden, in der Ich-Form beschrieben, wahrend flr 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 Fallen mit einer partiellen Aneuploidie
fir die Region Xp22.2 einhergeht. In dieser Arbeit werden erstmalig heterozygote Mutationen
im HCCS-Gen, das fir die mitochondriale Holocytochrom c-Typ-Synthase kodiert, bei
Patientinnen mit MLS-Syndrom und unauffélligem Karyotyp beschrieben. So wurde eine 8,6
Kb groBe, u.a. die 5-Region des HCCS-Gens umfassende Mikrodeletion bei zwei
Schwestern mit MLS-Syndrom und sehr variablem Phéanotyp sowie bei ihrer
asymptomatischen Mutter gefunden. AuBBerdem konnte bei zwei sporadischen Patientinnen
mit MLS-Syndrom und unauffalligem Karyotyp eine jeweils heterozygot vorliegende de novo
Punktmutation (c.649C>T/p.R217C bzw. ¢.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-lnaktivierungsmuster in peripheren Blutzellen

nachgewiesen.

Die molekulargenetischen Daten wurden durch funktionelle Studien unterstiitzt. Zum einen
wurde ein Hefekomplementations-Assay durchgefiihrt, mit dessen Hilfe der Einfluss der
Punktmutationen auf die Integritat bzw. Funktion des HCCS-Proteins wahrend der oxidativen
Phosphorylierung (Atmungskette) getestet wurde. Es zeigte sich, dass die beiden
Uberexprimierten, mutierten Proteine (R217C und COOH-terminal trunkiertes HCCS-A197-
268) im Gegensatz zu HCCS-Wildtyp den fir das HCCS-Ortholog Cyc3p-defizienten
Saccharomyces cereviseae-Stamm nicht komplementierten. Um zu analysieren, ob der
Verlust der Komplementationsfahigkeit der beiden mutanten HCCS-Proteine durch eine
veranderte subzellulare Lokalisation zu erklaren ist, wurden Immunfluoreszenz-Experimente
durchgefiihrt. Hierzu wurden die verschiedenen, mit einem HA-Epitop versehenen HCCS-
Proteine in CHO-K1-Zellen ektopisch exprimiert. Wahrend das Protein mit der p.R217C-
Mutation sowie HCCS-Wildtyp in den Mitochondrien nachweisbar war, lag das HCCS-A197-

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

Das HCCS-Genprodukt ist eine Hamlyase, d.h. es katalysiert die kovalente Bindung der
Ham-Gruppe an unreifes Cytochrom ¢, wodurch nach einer Konformationsanderung die reife
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Form des Cytochrom c entsteht. Letzteres ist sowohl fiir die oxidative Phosphorylierung als
auch fir den Caspase-abhangigen 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 geflihrt, dass eine Verschie-
bung des Gleichgewichts vom Caspase-abhangigen Zelltod zum Caspase-unabhangigen
Zellsterben, und hier insbesondere zum Zelltod durch Nekrose, mit inflammatorischen Pro-
zessen und damit einhergehend mit einer Schadigung der betroffenen Gewebe wahrend der
Embryonalentwicklung von weiblichen Individuen mit einem heterozygoten HCCS-Gendefekt
assoziiert sein kénnte. Inwieweit eine Stdrung des Gleichgewichts zwischen Apoptose und
Nekrose, eine beeintrachtigte oxidative Phosphorylierung und/oder das individuelle X-
Inaktivierungsmuster die Schwere des MLS-Phanotyps beeinflussen, bleibt in der Zukunft

herauszufinden.

Dieser Forschungsbericht fasst die Daten von zwei Arbeitsgruppen (Prof. Dr. Kerstin
Kutsche, Institut fir Humangenetik, Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf und Dr.
Brunella Franco, Telethon Institut fir Genetik und Medizin in Neapel, Italien) zusammen, die
sich beide mit der molekularen Charakterisierung von Patientinnen mit dem MLS-Syndrom
beschaftigt haben, um den fir diese Erkrankung urséchlichen Gendefekt zu finden. Die

erzielten Ergebnisse erganzten bzw. bestatigten einander.

Wie eingangs bereits ausgefihrt, 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 Verfligung gestellt worden, in der es zwei
betroffene Schwestern mit MLS und sehr variablem Phanotyp gibt. Die jlingere der beiden,
die Index-Patientin BA912, weist mit schwerer bilateraler Mikrophthalmie und Sklerocornea
sowie linearen Hautdefekten im Gesicht die fiir MLS typische Symptomtrias auf. Im Alter von
sechs Monaten wurde sie aufgrund einer junktionalen Tachykardie durch Elektroablation
behandelt. Die altere Schwester zeigt vergleichsweise milde Symptome und weist auf dem
linken Auge eine Tribung der Hornhaut auf, ein angeborenes Glaukom mit vollstandiger
vorderer Synechie und eine weiBBe vordere Katarakt. Ihr rechtes Auge zeigte ein Leukom der
Hornhaut, das sich im weiteren Verlauf jedoch =zurlckbildete. Die gesunden, nicht
miteinander verwandten Eltern haben noch vier gesunde Kinder, drei Séhne 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 unauffélligen 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 durchgefiihrte Array-CGH
lediglich ein geringes Auflésungsvermégen hatte, so dass nur Deletionen oder Duplikationen,
die groBer als 1 Mb sind, hatten detektiert werden kénnen (Morleo et al. 2005). Aufgrund des
klassischen Phanotyps der Patientin BA912 und der Annahme, dass sowohl der klinische
Phéanotyp der alteren Schwester als auch der der postpartal verstorbenen Schwester in das
MLS-Spektrum fallt, wurde in dieser Familie, bestehend aus den zwei Schwestern mit MLS,
ihren vier gesunden Geschwistern und den Eltern, eine Segregationsanalyse durchgefihrt.
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). Zunachst wurden fiir 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 fiir 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 fir den CGG-Repeat im
HCCS-Gen geerbt hatten, lieB dies vermuten, dass sowohl die beiden Patientinnen als auch
ihre asymptomatische Mutter hemizygot fir 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 durchgefiihrt, die komplementar 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 bestatigen, wurde eine quantitative Real-time
PCR durchgefiihrt. 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 AACt-
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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 einschlie3t (Abb. 2B; Wimplinger et al. 2006).

Zur Bestimmung der genauen DeletionsgréBe wurde ein den Bruchpunkt Gberspannendes
Amplikon aus der genomischen DNA der von MLS betroffenen Schwestern und ihrer
gesunden Mutter generiert. Erwartungsgemanl war dieses Produkt bei einer Kontrollperson
nicht nachweisbar. Die nachfolgende Sequenzierung dieses ,junction“-Fragments ergab,
dass sich die Mikrodeletion Uber 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 lieB uns
vermuten, dass HCCS-Mutationen mit dem MLS-Phéanotyp assoziiert sein kénnten. Da mir
DNA-Proben von zwei Patientinnen mit MLS-Syndrom und unauffélligem weiblichen
Karyotyp zur Verflgung standen, sollten diese einer Mutationsanalyse im HCCS-Gen
unterzogen werden. Bei der ersten Patientin (MS1) handelte es sich um ein zum
Untersuchungszeitpunkt funfjahriges Madchen (Abb. 3B; Wimplinger et al. 2006). Sie ist das
erste Kind gesunder, nicht verwandter Eltern. Nach der Geburt wurde bei dem Saugling eine
bilaterale Mikrophthalmie diagnostiziert, die besonders stark auf der rechten Seite
ausgepragt war. Die Hornhaute beider Augen waren trib und vaskularisiert. Auffallig waren
auBerdem lineare und fleckférmige erythematése Hautldsionen, 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 vollstidndige Sklerocornea festgestellt.
Die Hautaplasien waren zu diesem Zeitpunkt schon weitgehend verheilt. Bei einer
Nachuntersuchung der Patientin im Alter von sechs Monaten wurde eine leichte
Entwicklungsverzégerung festgestellt. Aufgrund der Symptomtrias Mikrophthalmie,
Sklerocornea und den bei Geburt deutlich sichtbaren linearen Hautdefekien wurde der
Verdacht auf ein MLS-Syndrom geduBert. Mit 13 Monaten wurden bei der Patientin MRT-
Untersuchungen durchgefiihrt. Hier zeigten sich asymmetrische Augenfehlbildungen, wobei
der rechte Bulbus kleiner als der linke war. AuBerdem wurden eine Hypoplasie des Corpus
callosum, das Fehlen des Septum pellucidum sowie eine geringfligige Erweiterung des
dritten Ventrikels beobachtet. Bei der Wiedervorstellung der Patientin mit finf Jahren lag die
KorpergréBe im Normbereich, und sie zeigte eine leichte bis mittelgradige Entwicklungs-

verzdgerung.
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Desweiteren lag mir die DNA-Probe eines zum Untersuchungszeitpunkt neunjahrigen
Madchens (Patientin MS2) vor (Abb. 3C; Wimplinger et al. 2006). Die Patientin wurde in der
41. Schwangerschaftswoche nach unaufféllig verlaufener Schwangerschaft als erstes Kind
gesunder, nicht verwandter Eltern geboren. Nach der Geburt wurden eine bilaterale
Mikrophthalmie, Mikrocorneae und Cornealtriibungen diagnostiziert. Lineare Hautdefekte im
Gesicht- und Halsbereich waren nicht sichtbar, allerdings wurden pustulése Effloreszenzen
am Ricken bemerkt. Im Alter von einem Jahr wurde die Patientin wegen einer tachykarden
Herzrhythmusstérung mit breiten Kammerkomplexen unklarer Genese stationar behandelt.
Die Tachykardien waren medikamentds 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 zurlick. Im Alter von acht Jahren erlitt das
Méadchen einen ersten tonisch-klonischen Krampfanfall. Zu dieser Zeit wurde aufgrund des
komplexen Augenbefundes, der rezidivierenden ventrikuldren Tachykardien und des
Krampfanfalls erstmals der Verdacht auf ein MLS-Syndrom geé&uBert.

Die DNA-Proben der Patientinnen MS1 und MS2 wurden von mir einer Mutationsanalyse im
HCCS-Gen unterzogen. Dazu amplifizierte ich zunachst neben der Kodierregion (Exons 2 bis
7) auch angrenzende intronische Sequenzen durch PCR und fOhrte 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 fiir 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), fur den die Aminosauresubstitution von Arginin nach Cystein an der Position 217
der HCCS-Aminosaurekette (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

Veranderungen bei Kontrollpersonen vorkommen. Ich untersuchte 50 (¢.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 Veranderungen 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-Produkis
zeigen konnte, gingen wir davon aus, dass die Punktmutationen bei den Patientinnen mit
MLS-Syndrom de novo entstanden sind. Die Elternschaft hatte ich zuvor fiir beide Eltern-
Kind-Trios anhand von zehn hochpolymorphen Mikrosatellitenmarkern bestéatigt. 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 Fallen um pathogene Sequenzvarianten handelt.

Nachfolgend wurden die Auswirkungen der gefundenen Punkimutationen auf die
Enzymaktivitdt von HCCS durch funktionelle Studien charakterisiert. Um die mdglichen
Auswirkungen im Vorfeld abschatzen zu kénnen, recherchierte ich in der Literatur nach
bekannten Domanen des HCCS-Proteins. Neben in der Evolution konservierten CPV-
Motiven, die sich aus den Aminosauren Cystein, Prolin und Valin zusammensetzen und fir
die Bindung von HCCS an Ham c essentiell sind (Steiner et al. 1996), weist HCCS im dritten
Viertel der Aminoséurekette zwei aufeinanderfolgende hochkonservierte ,targeting“-Motive
auf, die zusammen fir den Transport von HCCS ins Mitochondrium verantwortlich sind
(Diekert et al. 1999). Die Missense-Mutation ¢.649C>T betrifft den in der Evolution
hochkonservierten Arginin-Rest an der Position 217 der HCCS-Aminoséurekette, welcher
nur eine Aminosdure C-terminal zum zweiten ,targeting“-Motiv lokalisiert ist (Abb. 3E;
Wimplinger et al. 2006). Die Nonsense-Mutation ¢.589C>T fuhrt 21 Nukleotide stromaufwarts
der letzten Exon-Exon-Verbindung (Exons 6 und 7) zum verfriihten Auftreten eines Stop-
Codons. Obwohl diese Mutation auch zu einem nonsense-mediated mRNA decay (NMD)
fihren kdnnte, werden mRNAs, bei denen ein vorzeitiges Stop-Codon weniger als 50-55
Nukleotide stromaufwarts 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 Aminosaurekette flihrt, wodurch ein trunkiertes Protein entsteht (Verlust der
72 C-terminalen Aminosauren: A197-268). Die Folge ist u.a. der partielle Verlust des C-
terminalen ,targeting“-Motivs. In der folgenden Abbildung sind die Domanenstruktur des
HCCS-Proteins und die theoretischen Auswirkungen der Punktmutationen auf Proteinebene
schematisch dargestellt.
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Abb. 3: Schematische Darstellung der
Doménenstruktur des HCCS-Proteins
sowie der méglichen Auswirkungen der
Punktmutationen auf Proteinebene

Die verschiedenen HCCS-Proteine, das
Wildtyp-Protein (WT), das trunkierte (A197-
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 Aminosduren ist unterhalb der Doméa-
nenstruktur angegeben. Funktionelle Do-
manen 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 Doménen-

struktur ist flir die CPV-Motive und fir einen Teil des zweiten ,targeting“-Motivs ein Aminosaurevergleich von HCCS-Proteinen
verschiedener Spezies gezeigt. Die Aminosauren 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. HCCS; ist eine bei S. cereviseae vorhandene Cytochrom c¢;-spezifische Hamlyase.

Um den Einfluss der beiden Punktmutationen auf die enzymatische Aktivitdt der Hamlyase

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

Saccharomyces cereviseae-Stamm (B-8025) zur Verfligung, der eine Deletion im CYC3-Gen
aufweist. CYC3 kodiert flr Cyc3p, das HCCS-Ortholog der Hefe, wobei zwischen dem
humanen Protein und dem Hefeprotein eine Aminosaure-ldentitét von ca. 35% besteht. Die

CYC3-Deletion fiihrt 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.
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Abb. 4: Verstoffwechselung von
Glycerol und deren Beeintrachtigung
durch eine Cyc3p-Defizienz

Glycerol wird durch mehrere
Reaktionen in Pyruvat umgewandelt.
Pro Glycerol-Molekdl fallen dabei zwei
Reduktionsaquivalente (NADH,) an, so
dass durch nachfolgende Prozesse
auch wieder zwei NAD generiert
werden missen. Durch die anaerob
ablaufende alkoholische Gérung (links)
wird durch den Pyruvat-Abbau nur ein
Molekll NADH, 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
CO: oxidiert. Die dabei anfallenden
Reduktionsdquivalente (NADH, und
FADH,) werden in der Atmungskette
auf  molekularen  Sauerstoff  (O2)
Ubertragen und es wird ATP

synthetisiert. Fallt 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; CO., Kohlendioxid; FAD, Flavinadenindinukleotid (oxidiert); FADH,, Flavinadenin-
dinukleotid (reduziert); H.O, Wasser; NAD, Nicotinamidadenindinukleotid (oxidiert); NADH,, Nicotinamidadenindinukleotid
(reduziert); Oz, molekularer Sauerstoff; P, Phosphatrest.
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Zu Beginn meiner Promotionsarbeit lagen Erkenntnisse darliber 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 ausschlieBlich Glycerol als Energie-Quelle
enthalten (Schwarz und Cox 2002).

Im Rahmen der Vorarbeiten fir den Hefekomplementations-Assay klonierte ich die
Kodierregionen HCCS-A197-268, HCCS-R217C, HCCS-WT und CYC3 jeweils in den
Hefeexpressionsvektor pYEX4Tps, mithilfe dessen es mdglich 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 Uberpriift. Nachdem ich
die einzelnen Konstrukte in den Hefestamm B-8025 transformiert hatte, zlichtete ich die
Hefen zunachst in Glucose-haltigem Selektionsmedium an. Einen Teil der Flissigkultur
verwendete ich zur Herstellung von Proteinlysaten, um die Expression der GST-
Fusionsproteine mithilfe eines gegen GST gerichteten, HRP (,horse radish peroxidase")-
gekoppelten Antikdérpers zu Uberpriifen. In einer nachfolgenden Western-Blot-Analyse konnte
ich die Expression der GST-Fusionsproteine HCCS-A197-268, 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 Bebriitung der Platten bei
30°C fest, dass Hefen, die Cyc3p bzw. humanes HCCS-Wildtyp-Protein exprimierten,
deutlich sichtbare Kolonien bildeten. Demgegeniber konnten Hefen, die eines der beiden
mutierten HCCS-Proteine (R217C bzw. A197-268) 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 fiir 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 schloB ich, dass die mutierten HCCS-Genprodukte ihre
Funktion innerhalb der Cytochrom c¢-Biosynthese sehr wahrscheinlich nicht mehr ausiben

kénnen.

Eine Moglichkeit, den Verlust der Komplementationsféhigkeit der beiden mutierten HCCS-
Proteine zu erklaren, 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, flihrte ich Immunfluoreszenz-Experimente durch. Dazu
klonierte ich die Kodierregionen HCCS-A197-268, HCCS-R217C und HCCS-WT jeweils in
den eukaryotischen Expressionsvektor pMT2SM-HA-DEST. Dieser Vektor ermdglicht die
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Expression der verschiedenen HCCS-Proteine als N-terminale HA (H&magglutinin) -
Fusionsproteine. Alle Konstrukte wurden von mir durch Sequenzierung Uberprift und
nachfolgend in CHO-K1-Zellen transfiziert. Am nachsten Tag inkubierte ich die Zellen mit
dem Supravital-Farbstoff ,MitoTracker®, der Mitochondrien in lebenden Zellen spezifisch
anférbt, 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 Antikérper und wertete die Zellpraparate 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* angefarbten
Mitochondrien (Abb. 5D-F; Wimplinger et al. 2006). Dagegen beobachtete ich fir das
trunkierte Protein eine zytoplasmatische und nukleére Verteilung (Abb. 5G-I; Wimplinger et
al. 2006). Um auszuschlieBen, dass das HA-Epitop die subzellulare Lokalisation von HCCS
beeintrachtigt, wurden die entsprechenden HCCS-Proteine zusétzlich 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 subzelluldre Verteilung aufweisen wie die entsprechenden HA-
HCCS-Fusionsproteine. Aus diesen Ergebnissen schloB ich, dass der hochkonservierte
Argininrest an der Position 217 des HCCS-Proteins zwar vermutlich essentiell fir die
Hamlyasefunktion ist, dass jedoch eine Aminos&uresubstitution von Arginin nach Cystein an
dieser Position keinen Einfluss auf die korrekte subzellulare Lokalisation des Proteins hat.
Dagegen scheinen die 72 C-terminalen Aminosauren des HCCS-Proteins fiir dessen
korrekte Lokalisation notwendig zu sein. Beide Ergebnisse stehen in Einklang mit der
Beobachtungen von Diekert und Kollegen (1999), wonach es sich bei den Aminosaureresten
190 — 216 um eines der konservierten mitochondrialen ,targeting“-Motive des HCCS-
Proteins handelt, das fir die mitochondriale Lokalisation des HCCS-Proteins essentiell ist.

Es wird angenommen, dass Hamlyasen 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 fiir eine Mutation im HCCS-
Gen sind, weisen zumindest bis zu einem bestimmten Entwicklungsstadium aufgrund der
zufélligen X-lnaktivierung 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 fihrt. Um
bei den beiden Patientinnen mit MLS und de novo Punktmutation im HCCS-Gen das X-

Inaktivierungsmuster zu bestimmen, flihrte 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
AR-A Hpall Hpall Methylierungstests zur Analyse des X-
— Inaktivierungsmusters

' A, Der dicke schwarze Balken stellt einen Teil des
— Exons 1 des humanen Androgen-Rezeptor-Lokus

CH, CH, AR-B (AR-Lokus) in Xq12 dar. Die darin enthaltenen
Hpall-Schnittstellen sind durch weiBe Dreiecke
gekennzeichnet und beschriftet. Da die Methy-
lierung der CpG-Dinukleotide dieser Restriktions-
1 zuféallig einseitig einseitig enzym-Schnittstellen mit der X-Inaktivierung
Variante A Variante B korreliert, sind diese Dinukleotide auf dem
[ (CAG),, inaktiven X-Chromosom stets methyliert (CHs).
Das mit ,(CAG),“ beschriftete weiBe Rechteck
EENCAG), I symbolisiert einen polymorphen CAG-Repeat. Die

A

B X-Inaktivierungsmuster

Zelltyp A [ (CAG),—] ! - -
Primer AR-A und AR-B sind durch aufeinander
zugerichtete Pfeile dargestellt. Das Sternchen
kennzeichnet die Fluoreszenzmarkierung des
L—(CAG), ] Primers. B, (1) Die drei méoglichen Konstellationen
ZelypIE | fiir das X-Inaktivierungsmuster sind gezeigt. Die

) sich in einem Gewebe befindende Zellpopulation

2 Verdau T" Hpall wird durch gelbe Felder reprasentiert. Der DNA-
CIL(CAG),,——J Abschnitt auf dem aktiven X-Chromosom, der das

in A dargestellte Exon 1 des AR-Lokus beinhaltet,
CI0(CAG), CIC(CAG), ] ist als weiBer Balken dargestellt, der entspre-
chende DNA-Abschnitt auf dem inaktiven X-

—c ) — EER(CAG), B N (CAG),— Chromosom als schwarzer Balken. CAG-Allele auf

" dem maternalen bzw. paternalen X-Chromosom

EEN(CAG), N sind mit (CAG)n bzw. (CAG), gekennzeichnet. (2)

| Durch das methylierungssensitive Enzym Hpall

3 PCR-Amplifikation wird die DNA des aktiven X-Chromosoms (weiBe
l Balken) gespalten, da die Hpall-Schnittstellen dort

nicht methyliert sind. Somit stehen nur nicht

4 Auftrennung der Fragmente nach ihrer GroBe geschnittene  DNA-Abschnitte fir die nach-
folgende PCR-Amplifikation zur  Verfligung.
Voo (3) Durch die PCR-Amplifikation mit den Primern

) Vo
AR-A und AR-B werden fluoreszenzmarkierte
A JL JA ) __JN

EEN(CAG), N

EEN(CAG), B C—(CAG),]

HEN(CAG),, I

CIOC(CAG), J

PCR-Produkte generiert. (4) Die Auftrennung der
fluoreszenzmarkierten Fragmente nach ihrer
GroBe erfolgt durch den ,ABI Prism 310 Genetic
Analyzer“. Mithilfe der GENESCAN-Software werden die Fragmente quantifiziert und als Kurven (blau) in unterschiedlicher
Hohe dargestellt. Die schwarzen Pfeile zeigen auf die beiden Allele. Das Mengenverhaltnis des kleineren zum gréBeren Allel ist
angegeben (roter Kasten).

Diese Untersuchung war aussagekréftig, da sowohl die Patientinnen MS1 und MS2 als auch
ihre Matter am AR-Lokus heterozygot und somit informativ sind. Die Patientinnen weisen ein
X-Inaktivierungsverhaltnis von 100/0 (MS1) bzw. 85/15 (MS2), also im Gegensatz zu ihren
gesunden Muttern ein deutlich verschobenes X-Inaktivierungsmuster in peripheren Blutzellen
auf (Abb. 6A, B; Wimplinger et al. 2006). AuBerdem standen mir flr diese Untersuchung
Wangenschleimhautzellen der Patientin MS1 zur Verfligung, aus denen ich genomische
DNA isolierte, und nachfolgend eine X-Inaktivierungsanalyse durchfiihrte. Auch in diesem
Gewebe zeigte sich eine Verschiebung des X-Inaktivierungsmusters (88/12). Durch den
Vergleich der AllelgréBen 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 Ubereinstimmung zu meinen Ergebnissen konnte auch die italienische Arbeitsgruppe

zeigen, dass das X-lnaktivierungsmuster 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). Zusatzlich 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 Tdchter vererbt hatte,
wurde vermutet, dass bei den drei Probandinnen das die Mikrodeletion tragende X-

Chromosom inaktiviert vorliegt.

Bei den Patientinnen MS1 und MS2 lieB3 sich aus den Daten des Methylierungstests nicht
schlussfolgern, ob das Wildtyp-X- oder das die Punkimutation tragende X-Chromosom das
aktive in Blutzellen ist. Da mir eine lymphoblastoide Zellinie der Patientin MS1 zur Verfligung
stand, isolierte ich hieraus RNA und fiihrte 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, schloB 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 Hamlyase-Aktivitat bei hemizygoten mannlichen Individuen urséchlich fir
das Absterben dieser Feten in utero ist. Dies steht im Einklang mit der Letalitat von hemi-,
homo- und heterozygoten Knockout-Mausen wéahrend der friihen Embryonalentwicklung
(Prakash et al. 2002) und deutet darauf hin, dass die Aktivitdit der Hamlyase flr 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 ¢ bzw. ¢; handelt es sich um ein I6sliches Protein, das unter physiologischen
Bedingungen fiir den Elektronentransfer zwischen den Multienzymkomplexen Ill und 1V 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 kénnte somit an der Auspragung des MLS-Phanotyps beteiligt sein. Defekte im
oxidativen Stoffwechsel, z.B. hervorgerufen durch die herabgesetzte Funktionsfahigkeit
eines der Multienzymkomplexe der Atmungskette, fGhren in der Regel zu
Mitochondriopathien, einer heterogenen Gruppe von Erkrankungen, die sich im Allgemeinen
in Form von neurologischen und neuromuskularen Stérungen 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 Uberproduktion von
ROS in Korperzellen 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 ¢ der Elektronentransfer innerhalb der Atmungskette vermutlich ebenfalls
beeintrachtigt ist und zudem gezeigt werden konnte, dass Cytochrom ¢ an der Entgiftung der
Zelle von ROS beteiligt ist (Zhao und Xu 2004), ist zu vermuten, dass auch in HCCS-
defizienten Zellen eine erhdhte ROS-Konzentration vorliegt. Die phéanotypische Uberlappung
zwischen mitochondrialen Erkrankungen und dem MLS-Syndrom, bei dem es sich um eine
schwere Entwicklungsstdrung mit Mikrophthalmie, Sklerocornea und Dermalaplasie handelt,
ist jedoch auffallend gering, wenn man bedenkt, dass die Holocytochrom c-Typ-Synthase
bzw. das Cytochrom ¢ ebenso wie die Enzymkomplexe | bis V in die OXPHOS eingebunden
sind. Dies kdnnte darauf hindeuten, dass der komplexe MLS-Phanotyp nicht alleine durch
den Atmungskettendefekt in HCCS-defizienten Zellen bedingt ist, sondern dass HCCS bzw.
das Endprodukt Cytochrom ¢ zusétzlich zur Beteiligung an der OXPHOS eine weitere

zelluldre Funktion ausibt.

Es ist bekannt, dass das Cytochrom c auf einen intrinsischen Apoptose-Stimulus hin, z.B.
nach irreparabler DNA-Schadigung, aus dem mitochondrialen Intermembranraum in das
Cytoplasma freigesetzt wird (Jiang und Wang 2004). Nach Cytochrom c- und ATP-
abhangiger Oligomerisierung von APAF-1 (,apoptotic protease-activating factor 1) erfolgt die
Bildung des Apoptosom-Komplexes, der die Procaspase-9 rekrutiert. Diese Interaktion flhrt
zur Aktivierung der Procaspase, wobei die aktive Caspase-9, eine Initiator-Caspase,
nachfolgend Effektor-Caspasen, wie die Caspase 3, durch Proteolyse aktiviert. Dies fihrt zur
Einleitung apoptotischer Prozesse und damit zum sogenannten Caspase-abhangigen
Zelltod, der Apoptose (Riedl und Salvesen 2007). Der intrinsische Signalweg der Apoptose-

Induktion ist in der Abbildung 6 zusammengefaft.
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Abb. 6: Schematische Darstellung der zum Caspa-
se-abhédngigen Zelltod fiihrenden intrinsischen

Intrinsischer Apoptosekaskade

Apoptose-Stimulus

(1) Nach einem intrinsischen Apoptose-Stimulus
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p Oligomer (blau dargestellte Struktur), gebildet. Die

Rekrutierung der inaktiven Procaspase-9-Monomere
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1 und Aktivierung dieser Initiator-Caspase. (3) Die durch

die Caspase-9 proteolytisch gespaltenen Effektor-

¢ Caspasen (griin dargestellte Strukturen) sind dann

2 € p aktiv und kdénnen nachfolgend den Zelltod durch
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Das Unvermdgen der HCCS-defizienten Zellen, Holocytochrom ¢ zu synthetisieren, fihrt
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-
Mause, die ein mutantes Cytochrom ¢ 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-abhangigen Zelltods involviert ist. Dies lasst
vermuten, dass auch die bei MLS beobachteten ZNS-Auffalligkeiten (Augenfehlbildungen,
epileptische Anfalle) auf eine Stérung der Apoptose zurlick zu flihren sein kénnten.

Der genetisch programmierte Zelltod, die Apoptose, spielt wahrend der frlhen neuronalen
Entwicklung bei Vertebraten eine wichtige Rolle, wie durch den Knockout verschiedener an
der Regulation des Caspase-abhangigen Zelltods beteiligter Proteine gezeigt werden konnte
(Kuida et al. 1996, Cecconi et al. 1998, Hakem et al. 1998, Zheng und Flavell 2000). Daher
ware es denkbar, dass ein Zusammenhang zwischen der Stérung apoptotischer Prozesse
und einer Entwicklungsstérung wie MLS besteht, zumal die Apoptose auch fiir eine normal
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ablaufende okuldre Morphogenese in der Maus wesentlich ist (Laemle et al. 1999).
Bemerkenswerterweise konnte gezeigt werden, dass Caspase-3-Knockout-Mause eine
geringgradige Mikrophthalmie, eine peripapillare Dysplasie der Retina und eine verzégerte
Ruckbildung der GefaBe im Glaskorper aufweisen und dass bei diesen Mausen apoptotische
Prozesse in der inneren Kernmembran beeintrachtigt 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 kénnte darauf
hindeuten, dass auch die bei MLS beobachteten Augenfehlbildungen, wie Mikrophthalmie
und Katarakt, auf einer verminderten Aktivierung der Caspase-3 und somit auf einer
Beeintrachtigung des Caspase-abhéngigen Zelltods beruhen.

Eine fehlende Cytochrom c-Freisetzung in HCCS-defizienten Zellen alleine wiirde jedoch
nicht dazu fihren, dass Effektor-Caspasen, wie die Caspase-3, ausschlieBlich in inaktiver
Form vorliegen, da es auch Apoptosom-unabhdngige 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 kirzlich 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 Fahigkeit, die Caspasen-3 und -7 durch Bindung an
seine zweite BIR (,baculoviral IAP repeat”) — Doméane 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-Domé&ne von XIAP bindet, die
auch zur Hemmung der Caspase-3 bzw. -7 fihrt (Kiryu-Seo et al. 2006). Durch die Bindung
von HCCS an XIAP liegt demnach eine grdBere Anzahl freier Caspase-Molekiile vor, die den
Zelltod einleiten koénnen. Umgekehrt bewirkt das Fehlen des Antagonisten HCCS
wahrscheinlich, dass XIAP vermehrt die Effektor-Caspasen inhibiert, was dem Caspase-
abhangigen Zelltod entgegenwirkt. Dieser Mechanismus soll durch die folgende Abbildung
verdeutlicht werden.
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A - B Abb. 7: Schematische Darstellung der pro-apop-
- 2®a totischen Wirkungsweise von HCCS durch die
& “Hces Interaktion mit XIAP
) @D,, ? ¢ (A) HCCS (violette Rechtecke) wird nach einem
Q%QQ ; M intrinsischen Apoptose-Stimulus aus den
® < Effektor- Mitochondrien (M) ins Zytosol freigesetzt. Sowohl
h =) )) c HCCS als auch die aktive Caspase (grin
9 \ Caspase ) dargestellte Strukturen) sind in der Lage, an die
U' "] zweite BIR-Doméne von XIAP (grau dargestellte
Strukturen) zu binden. Da die Interaktion mit XIAP
e prm— XIAP A zur Hemmung der Caspase fihrt, hat die Bindung
(]| von HCCS an XIAP eine pro-apoptotische Wirkung,
i ¢ da auf diese Weise eine relativ groBe Anzahl freier
A3 ) d—2 3 . Caspase-Molekiile zur Induktion der Apoptose
L | | o § 0 : vorliegt. (B) Hier ist die Situation in einer HCCS-
v defizienten Zelle wiedergegeben. Durch Fehlen von
a2 3 A2 3 HCCS ist eine maximale Hemmung der Caspase
g n durch XIAP méglich, so dass die Apoptose nicht
] = "] oder nur in geringem MaB induziert werden kann.
o '3 o '3 BIR, ,baculoviral IAP repeat; HCCS, Holocyto-
chrom c-Typ-Synthase; XIAP, ,X-linked inhibitor of
apoptosis protein“.
R 20 )
¥Rl | ®
‘ Caspase-abhéngiger Zelltod/Apoptose ‘

Zusammenfassend ist daher zu vermuten, dass der Caspase-abhéngige Zelltod in HCCS-
defizienten Zellen auf verschiedenen Ebenen beeintrachtigt ist, da in dieser Situation weder
von der Bildung eines Apoptosoms noch der Mdglichkeit einer Interaktion zwischen HCCS
und XIAP auszugehen ist.

Aus Experimenten mit Knockout-Mausen ist bekannt, dass das Fehlen von
Schlisselkomponenten der Apoptose nicht notwendigerweise dazu flhrt, dass der Zelltod
wahrend der Embryonalentwicklung der Mause vollig ausféllt, da gezeigt werden konnte,
dass die Zellen auch Caspase-unabhangig, u.a. durch nekrotischen Zelltod, sterben kénnen
(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 ausldsbar und
reprasentieren die Extreme eines breiten Spekirums 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
Uberwiegend von der intrazelluldren ATP-Konzentration und der Verfligbarkeit von Caspasen
abhangig (Leist et al. 1997, Formigli et al. 2000, Kroemer und Martin 2005). Aber auch
erhdhter oxidativer Stress in Form von ROS kann zum Zelltod flihren, wobei im Allgemeinen
die Apoptose durch méaBig und die Nekrose durch stark erhéhte ROS-Spiegel charakterisiert
ist (Denecker et al. 2001, Orrenius et al. 2007).

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

arbeiten, kann fir HCCS-defiziente Zellen Folgendes angenommen werden: Erstens fihrt
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der Atmungskettendefekt moglicherweise zu einer stark erh6hten 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 méglich ist. Die beiden zuletzt genannten Faktoren
fihren dabei wahrscheinlich zu einem geringen Vorkommen von aktiven Caspasen und
damit zu einer weitgehenden Inhibition des Caspase-abhangigen Zelltods in HCCS-
defizienten Zellen. Wie bereits erwahnt, sind sowohl eine erh6hte ROS-Konzentration als
auch die verringerte Verflgbarkeit von aktiven Caspasen Merkmale der Nekrose. Diese
Uberlegungen haben zusammengenommen zu einem Modell gefiihrt, wonach HCCS-
defiziente Zellen infolge des Atmungskettendefekts und nachfolgender Nekrose zugrunde-
gehen kénnten, nachdem das X-Inaktivierungsmuster bei heterozygoten weiblichen Embryos
im Blastozysten-Stadium festgelegt wurde. Zusatzlich muB in Betracht gezogen werden,
dass einige der Zellen, die funktionell nullisom fir HCCS sind, Uberleben kénnten. Dies
wirde wahrend der spateren Embryonalentwicklung dazu flihren, dass an die Stelle des
physiologisch ablaufenden, Caspase-abhangigen 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

HCCS-defiziente

Zelle
In HCCS-defizienten Zellen kann das Apoptosom
nicht gebildet werden. Aufgrund einer Uber-
\ maBigen Hemmung von Caspasen und einer
hohen Konzentration von reaktiven Sauer-
-abhinagiaer Caspase-unabhingiger stoffspezies (ROS) kénnte es zu einer
Caspase-abhangige P 9lg Verschiebung des Gleichgewichts zwischen
Zelltod Zelltod Apoptose und Nekrose kommen, so dass HCCS-
defiziente Zellen UOberwiegend durch nekroti-
Apoptosom .« Ros?t schen Zelltod zugrunde gehen.
l « Keine/wenige

aktive Caspasen
Apoptose
Nekrose

Wahrend beim Zelltod durch Apoptose keine negativen Einflisse auf benachbarte Zellen
ausgelbt werden, kdnnen mit der Nekrose inflammatorische Prozesse einhergehen, die zur
Schadigung der umliegenden Zellen fihren (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 Stérung des Gleichgewichts
zwischen Apoptose und Nekrose beruhen. Der Atmungskettendefekt kdnnte v.a. fir die bei
Patienten mit MLS beobachteten Kardiomyopathien urséchlich sein, wéahrend die
Leitsymptome Mikrophthalmie und lineare Hautdefekte eher im Zusammenhang mit einer
Stérung des Caspase-abhangigen Zelltods stehen kdnnten. Somit ware auch erklarbar,
warum sich trotz vorhandener Fehlfunktion eines mitochondrialen Haushaltsenzyms der

MLS-Phanotyp deutlich von den klassischen Merkmalen der Mitochondriopathien
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unterscheidet. Nichtsdestotrotz sind weiterflihrende 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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2. Isabella Wimplinger, Anita Rauch, Ulrike Orth, Ulrich Schwarzer, Udo Trautmann, Kerstin

Kutsche

Mother and daughter with a terminal Xp deletion: Implication of chromosomal
mosaicism and X-inactivation in the high clinical variability of the microphthalmia with
linear skin defects (MLS) syndrome (2007)

European Journal of Medical Genetics, im Druck

In dieser Arbeit wird ein neugeborenes Madchen mit den typischen Zeichen eines MLS-
Syndroms beschrieben: sie weist eine bilaterale Mikrophthalmie und lineare Hautdefekte im
Gesicht und am Hals auf. lhre Mutter zeigt keinerlei Merkmale dieser X-chromosomal
dominant vererbten Erkrankung. Die konventionelle zytogenetische Analyse ergab zunachst
Uberraschenderweise, 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 Nahe bzw. im MSL3L1-Gen in Xp22.2 kartiert. Da das
MSL3L1-Gen proximal zum HCCS-Gen liegt, umfasst die Deletion HCCS vollstandig,
wodurch der MLS-Phanotyp der kleinen Patientin erklart werden kann. Durch eine Zwei-
Farben-FISH-Analyse mit einer Zentromersonde sowie einer telomernahen Sonde fir das X-
Chromosom wurde festgestellt, dass die Mutter ein chromosomales Mosaik aufweist: in 11
von 100 untersuchten Metaphasen war ausschlieBlich ein X-Chromosom, in diesem Fall ein
normales, vorhanden, so dass auf eine 45,X-Zelllinie geschlossen wurde. In den Gbrigen 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 flir das Vorliegen eines Mosaiks
ergab. Durch Haplotyp-Analysen konnte festgestellt werden, dass das paternale X-
Chromosom der Mutter die Deletion tréagt. Die Analyse des Methylierungsmusters am AR-
Lokus ergab fur Mutter und Tochter eine vollstdndig 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 fir eine mit dem MLS-
Syndrom assoziierte Mutation heterozygot sind, flhren kann. So kénnte 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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frihen Blastozysten-Stadium, bei der stets das derivative X-Chromosom inaktiviert vorliegt,
zum vollstédndige Fehlen von Krankheitszeichen bei der Mutter der Patientin gefiihrt hat.

Die in diesem Forschungsprojekt durchgeflihrte 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 fur
Humangenetik, Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf) sowie Mitarbeitern des Instituts flr
Humangenetik und der Kinder- und Jugendklinik der Friedrich-Alexander-Universitat
Erlangen-Nulrnberg.

Die zum Untersuchungszeitpunkt dreijahrige Patientin zeigte bei der Geburt die klassischen
Symptome des MLS-Syndroms: eine bilaterale Mikrophthalmie sowie streifige und fleck-
férmige erythematése Hautdefekte entlang der Nase, des seitlichen Halses und des Kinns
(Abb. 1A; Wimplinger et al. 2007a). AuBerdem wurde ein persistierendes Foramen ovale und
eine Agenesie des Corpus callosum festgestellt. Desweiteren weist sie am linken FuB 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 Hautlasionen weitgehend verheilt (Abb. 1B;
Wimplinger et al. 2007a). Die kleine Patientin zeigte eine normale Sprachentwicklung,
demgegeniber war die statomotorische Entwicklung deutlich verzégert. 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 KérpergréBe von 165 cm relativ klein, da ihre Eltern und Geschwister
alle gréBer als 185 cm sind. Zudem zeigt sie einen tiefen posterioren Haaransatz (Abb. 1C;
Wimplinger et al. 2007a), aber keine phéanotypischen Merkmale des MLS-Syndroms
(Abb. 1D; Wimplinger et al. 2007a). Das Paar hat noch zwei Séhne, von denen einer eine
isolierte Kraniosynostose aufweist. Weiterhin ist bei der klinisch unauffélligen Mutter die
Fehlgeburt eines mannlichen Feten in der 14. Schwangerschaftswoche bekannt (Abb. 3;
Wimplinger et al. 2007a).

Eine bereits pranatal durchgefiihrte zytogenetische Untersuchung hatte bei der Patientin
zunachst einen unauffallig weiblichen Karyotyp ergeben. Da klinisch der Verdacht auf ein
MLS-Syndrom vorlag und diese Erkrankung in der Mehrzahl der Falle mit terminalen Xp-
Deletionen einhergeht, wurde postnatal erneut eine Chromosomenanalyse mit hdherer
Aufldsung durchgefiihrt. 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 bestatigen, wurden Fluoreszenz-in-situ-
Hybridisierungs (FISH) - Analysen mit Cy3-markierten Sonden durchgefiihrt. Dabei handelte
es sich um eine Subtelomersonde, die telomernahe Xp- und Yp-spezifische Sequenzen
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detektiert, sowie um Sonden fir 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, wahrend KAL17 in Xp22.31 kartiert. Alle genannten Sonden
ergaben ausschlieBlich 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-Phanotyp aufweist, vermuteten wir, dass sich der
Deletionsbruchpunkt innerhalb oder proximal der kritischen Region fiir MLS in Xp22.2
befindet. Zur Feinkartierung des Bruchpunkts wéahlte ich deshalb BAC-Sonden fir FISH-
Experimente aus, die distal (RP11-121J12), innerhalb (GS1-602M16) und proximal (RP11-
299M10, RP11-79711, RP11-1L9) der kritischen Region fir 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, namlich auf dem Wildtyp-X-
Chromosom, und hybridisierten somit distal des Bruchpunkts. Dagegen hybridisierten die
Sonden RP11-79711 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). Fir die Feinkartierung des Bruchpunkis verwendete ich
die Fosmid-Klone F-8895D8, F-00757H8, F-4734B1, F-8718D6 und F-7925A4, die einen
Contig bilden. Diese waren so ausgewahlt worden, dass laut Datenbank das Insert eines
Fosmids (F-8895D8) mit dem des distal des Bruchpunkts hybridisierenden BACs RP11-
299M10 Uberlappt, wahrend zwei der Fosmid-Inserts (F-8718D6 und F-7925A4) mit dem des
proximal zum Bruchpunkt kartierenden BAC RP11-79711 Uberlappen (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 enthalt, bruchpunktliberlappende Signale: er zeigte ein Signal
normaler Intensitat auf dem Wildtyp-X- und ein abgeschwéchtes Signal auf dem derivativen
X-Chromosom (Abb. 2B; Wimplinger et al. 2007a). Durch die FISH-Ergebnisse konnte ich die
GroBe 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 groBer
Wahrscheinlichkeit auch einige Exons des MSL3L71-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-Phanotyp assoziiert (Wimplinger et al. 2006). Daher folgerte ich, dass die heterozygote
Deletion des HCCS-Gens fiir das MLS-Syndrom bei dieser Patientin ursachlich ist.

Um festzustellen, ob die bei der Patientin gefundene Deletion in Xp de novo vorliegt, wurde
eine zytogenetische Untersuchung ihrer Eltern veranlasst. Wéahrend fir den Vater ein
unauffallig mannlicher Karyotyp festgestellt wurde, ergab die Analyse der miutterlichen
Chromosomen bemerkenswerterweise die gleiche terminale Xp-Deletion wie bei der Tochter.
Die zytogenetischen Befunde der miitterlichen GroBeltern der Patientin waren dagegen
unauffallig.

Um zu untersuchen, ob die Deletionsbruchpunkte bei Mutter und Tochter identisch sind,
fihrte ich serielle FISH-Analysen mit den oben aufgefihrten Fosmiden aus der kritischen
Region fir MLS an den mutterlichen 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 bezlglich ihres Bruchpunkts und somit ihres AusmaBes der der
Tochter entspricht.

Der Befund, dass Mutter und Tochter eine identische Deletion in Xp aufweisen, fihrte zu der
Frage, warum die Tochter den klassischen MLS-Phanotyp aufweist, wahrend die Mutter
klinisch unaufféallig ist. Eine Ultraschall-Untersuchung hatte eine Mikrophthalmie bei der
Mutter ausgeschlossen und Hautlasionen nach ihrer Geburt waren nicht beobachtet worden.
Wie in der Einleitung bereits erwahnt, war in der Vergangenheit wiederholt darliber spekuliert
worden, ob ein gewebespezifisches X-Inaktivierungsmuster den variablen Phanotyp bei MLS
bedingt (Lindsay et al. 1994, Franco und Ballabio 2006). Es war jedoch auch vorstellbar,
dass die Mutter ein chromosomales Mosaik aufweist, was mdglicherweise mit der Nicht-
Auspragung 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) fir Xp und einer FluorX-markierten Zentromersonde (griine Fluoreszenz)
fir das X-Chromosom an Metaphasechromosomen von Mutter und Tochter durchgefihrt. In
allen 100 untersuchten Metaphasen der Tochter waren jeweils zwei Signale flir die
Zentromersonde und jeweils ein Signal flr die Subtelomersonde darstellbar. Dagegen wurde
in 11 von 100 mutterlichen Metaphasen jeweils ein Signal fir die Zentromersonde und
jeweils ein Signal fir die Subtelomersonde beobachtet, widhrend 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, wahrend 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, fiihrte ich eine Haplotyp-Analyse an genomischer DNA der Mutter und der
mutterlichen GroBeltern der Patientin durch. Zuvor hatte ich die Elternschaft fir dieses
Eltern-Kind-Trio anhand von zehn genomweit verteilten polymorphen Mikrosatellitenmarkern
bestatigt. Fir die Haplotyp-Analyse wahlte ich acht X-chromosomale polymorphe
Mikrosatellitenmarker aus. Dabei kartiert der Marker DXS7060 in die Region Xp22.32, die
Marker CxM29, CxM02, CxM14, CxM23 und DXS987 in die Bruchpunkiregion Xp22.2,
DXS1214 in Xp21.2 und DXS1227in Xq27.2. Flr die Mikrosatelliten-PCR benutzte ich FAM-
markierte Primer flr die Marker DXS987, DXS1227 (griine Fluoreszenz), HEX-markierte fir
DXS1214 (rote Fluoreszenz) und TET-markierte fir DXS1060 (gelbe Fluoreszenz), wahrend
die Primer fir 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 fihrte ich mithilfe der GENESCAN-Software durch.
Fir die Marker DXS987, DXS1214 und DXS1227 ist die Mutter der Patientin heterozygot,
wahrend bei ihr flr den distalen Marker DXS71060 nur das maternale Allel nachweisbar war.
Die Amplikons fur die Marker CxM29, CxM02, CxM14 und CxM23 trennte ich auf einem
Polyacrylamid-Gel auf, farbte das Gel mit Silbernitrat und wertete das Bandenmuster aus.
Far alle CxM-Marker lieB sich bei der Mutter der Patientin nur das maternale Allel darstellen
(Abb. 9).

Abb. 9: Ausschnitte eines Polyacrylamidgels mit
CxM29 CxM02 CxM14 CxM23 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

- - - Ll R - sind nummeriert, wodurch die Amplikons der Mutter
(1), der GroBmutter (2) und des GroBvaters (3)
1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 mitterlicherseits der Patientin gekennzeichnet sind.

Ein blauer Pfeil ist jeweils auf der Hohe eingezeichnet,
wo bei der Mutter der Patientin das paternale der
beiden Allele zu erwarten gewesen ware.

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 tragt. Die mittels Haplotyp-Analyse erhobenen Daten standen
beziglich der Xp-DeletionsgrdBe 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 matterlichen
GroBmutter 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 vollstdndig verschobenes X-Inaktivierungsmuster (0/100) in peripheren Leukozyten
nachweisen (Abb. 4; Wimplinger et al. 2007a). Der Methylierungstest zeigte, dass die
Patientin das gréBere ihrer beiden Allele (286 Bp), welches in nahezu allen Zellen inaktiv ist,
von der Mutter geerbt hatte. Da das 286 Bp-groBe Allel bei der Mutter ebenfalls inaktiviert
vorliegt, schloB ich, dass das die Deletion aufweisende X-Chromosom bei Mutter und
Tochter das Inaktive ist. Dagegen zeigt die GroBmutter der Patientin ein zufalliges X-
Inaktivierungsmuster (43/57) (Abb. 4; Wimplinger et al. 2007a). Die Tatsache, dass sie kein
Allel von 286 Bp aufweist, unterstiitzt 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, Micke et al. 1995, Wimplinger et al. 2006). Die hohe intrafamiliare Variabilitdt des
Phanotyps, die fur 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 (Micke et al. 1995).
Demgegeniber lagen bei den Mittern zweier Patientinnen sehr milde MLS-Manifestationen
bzw. keinerlei klinische Auffalligkeiten vor, obwohl sie jeweils die gleiche genetische
Veranderung aufwiesen wie ihre schwer von MLS betroffenen Téchter. Einen Hinweis auf ein
somatisches Mosaik gab es bei diesen Mittern nicht (Allanson und Richter 1991, Wimplinger
et al. 2006). Wird bei einer genetischen Erkrankung ein variabler Phanotyp beobachtet,
kénnte dies grundsatzlich durch das Vorliegen einer zweiten (,gesunden®) Zelllinie erklart
werden. Jedoch wird gerade bei weiblichen Individuen mit einer X-chromosomal dominant
vererbten Krankheit die X-Inaktivierung im Zusammenhang mit der variablen Expressivitat
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
Saugetierzellen zu einer Dosiskompensation X-chromosomaler Gene flihrt, indem wahrend
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, wahrend die restlichen 15% der
Methylierung tGberwiegend 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 tatsachlich die Situation in menschlichen Geweben widerspiegelt,
fihrt dies wahrscheinlich dazu, dass weibliche Embryos, die heterozygot fir eine mit dem
MLS-Syndrom assoziierte Mutation sind, nach der Festlegung des X-Inaktivierungsmusters
in der frOhen 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 fir 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 Phénotyp flihren kdnnten. 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 erwahnt, erfolgt in der frihen Embryonalentwicklung die Inaktivierung
eines der beiden X-Chromosomen in jeder Zelle zuféllig und unabhangig. Zum Zeitpunkt der
Festlegung des X-Inaktivierungsmusters wahrend des friihen Blastozysten-Stadiums liegen
Schatzungen 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 Vorlduferzellen handelt, ist die
Wahrscheinlichkeit, dass per Zufall in jeder Zelle das gleiche X-Chromosom inaktiviert wird,
relativ hoch. Zusatzlich wiirde jeglicher Prozess, der zum Verlust einzelner Vorlauferzellen
fohrt, die Wahrscheinlichkeit fiir ein verschobenes X-Inaktivierungsmuster im heran-
wachsenden Embryo erhdhen (Brown und Robinson 2000). Wird also postnatal in einem
Gewebe eine einseitige X-Inaktivierung beobachtet, kdnnte dies auch eine Art Flaschenhals
innerhalb des embryonalen Vorlauferzellpools reprasentieren (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
Verhaltnis von >95:5 aufwies. Dies deutet darauf hin, dass stochastische Effekte bei der

Festlegung des X-Inaktivierungsmusters eine gewisse Rolle spielen kénnten.

Stochastische Effekte kénnen somit priméar zu einem verschobenen X-Inaktivierungsmuster
in embryonalen Geweben fihren. Hinzu kommt jedoch, dass nach der Festlegung des
individuellen X-Inaktivierungsmusters in der frihen 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
Atmungskettendefekis ausgesetzt sind. Dieser Selektionsdruck flihrt im Verlauf der weiteren
Entwicklung vermutlich zum Verlust der den Atmungsdefekt aufweisenden Zellpopulation
und tragt somit ebenfalls zu einem verschobenen X-Inaktivierungsmuster in
unterschiedlichen Organen bei (Van den Veyver 2001, Dobyns 2006). Es kann derzeit nur
darUber spekuliert werden, ob das AusmaB der negativen Selektion in den einzelnen
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Geweben von heterozygoten weiblichen Embryos variiert und somit an der variablen
Expressivitat des MLS-Syndroms beteiligt ist.

Im Forschungsbericht 1 wurde die Hypothese aufgestellt, dass HCCS-defiziente Zellen
moglicherweise durch nekrotisches Zellsterben zugrunde gehen und im Zuge dessen
gesundes, benachbartes Gewebe durch inflammatorische Prozesse geschadigt wird. Fir
diese Vermutung sprechen die Hautlasionen entlang der Blaschko-Linien bei vielen
Neugeborenen mit MLS. Sie lassen mdglicherweise darauf schlieBen, dass HCCS-defiziente
Zellen nicht unmittelbar nach der Festlegung des X-Inaktivierungsmusters sterben, sondern
im Laufe der Embryonalentwicklung langer Uberleben kénnen und ihr Zelltod somit erst
spater Schaden anrichtet. Im Gegensatz dazu weisen alle Frauen, die fiir eine mit MLS
assoziierte Mutation heterozygot sind, unabhangig von der Schwere des Phanotyps, 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 abhangig sein kénnte (Lindsay et al. 1994, Franco
und Ballabio 2006). Tatsachlich scheinen gewebsspezifische und auf bestimmte
Entwicklungsstadien begrenzte Zellselektionsmechanismen bei weiblichen Mausen, die eine
heterozygote Deletion im Atrx-Gen aufweisen, zu einem einseitigen X-Inaktivierungsmuster
zu fOhren (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 Gewebeverbanden

Obertragbar ist.

Neben stochastischen Effekten bei der X-Inaktivierung und den das X-Inaktivierungsmuster
beeinflussenden Zellselektionsmechanismen kdnnte auch das Vorhandensein eines Mosaiks
fir eine milde bzw. Nichtauspragung 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. Phanotypisch 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 zurlck zu fihren (Rao et al. 1997). Als
einziges Zeichen eines MLS-Syndroms wies die Patientin 2 nuchale retikulineare Vernar-
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bungen auf, die seit der Geburt bestanden. Die Augen waren bis auf eine angedeutete,
klinisch irrelevante Y-férmige Katarakt der Linse unauffallig. Da die Patientin 2 und die hier
beschriebene Mutter einen vergleichbaren Karyotyp und Phanotyp zeigen, ist grundsatzlich
vorstellbar, dass das - vermutlich postzygotische - Auftreten einer 45,X-Zelllinie bei ihnen zu
einem milden bzw. fehlenden MLS-Phénotyp beigetragen haben kdnnte. Dennoch muB
festgehalten werden, dass das Vorhandensein einer zweiten Zelllinie fiir die Entstehung
eines milden MLS-Phanotyps offensichtlich nicht zwingend ist, da zwei Frauen, die eine mit
MLS assoziierte Mutation konstitutionell aufwiesen, ebenfalls phanotypisch unauffallig 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)(p22921)[24]/46,X,del(X)(p22)[58] bei
Vorliegen des klassischen MLS-Phanotyps 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 Fallen zu einem milden Phanotyp flhrt. 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, fiir die Auspragung des Phénotyps entscheidend.

Zusammenfassend sind daher mindestens drei Mechanismen denkbar, die zu einer
variablen Auspragung des MLS-Phéanotyps fihren. So kénnte der Phanotyp erstens durch
stochastische Effekte wahrend der Festlegung des X-Inaktivierungsmusters in der weiblichen
Blastozyste beeinflusst werden. Zweitens kdnnten Unterschiede in gewebsspezifischen
Zellselektionsmechanismen den Phanotyp ebenfalls modulieren. SchlieBlich kénnte auch
das Vorliegen einer weiteren Zelllinie eine Erklarung flr die variable Expressivitat des MLS-
Syndroms sein. Inwieweit diese Mechanismen Einfluss auf den MLS-Phanotyp ausiiben bzw.
in welchem AusmaB sich die Wirkungen dieser Mechanismen addieren, wird in Zukunft

gezeigt werden missen.
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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 phanotypischen
Spektrum nachgewiesen worden waren, stellten wir die Hypothese auf, dass Mutationen in
diesem Gen auch bei Patientinnen mit Augenfehlbildungen vorkommen kénnten, 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, durchgeflhrt. 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 subzellulare
Lokalisation des HCCS-Proteins auswirkt, wurde das mit einem HA-Epitop versehene
mutante HCCS-Protein in CHO-K1-Zellen exprimiert. Dabei ergab sich sowohl fiir das
mutante wie auch fir 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 gestérte Atmungskettenfunktion des CYC3-
defizienten Hefestammes zu komplementieren. Die Identifizierung dieser mit hoher
Wahrscheinlichkeit pathogenen Missense-Mutation in HCCS bei einem Madchen mit
Mikrophthalmie und Sklerocornea lasst also vermuten, dass HCCS ein Kandidatengen fiir

schwere isolierte okulare Fehlbildungen sein kdnnte.

Die in diesem Forschungsprojekt durchgefiihrte molekulargenetische Charakterisierung einer
Patientin mit isolierten Augenfehlbildungen basiert auf einer wissenschaftlichen
Zusammenarbeit zwischen Prof. Dr. Kerstin Kutsche und Isabella Wimplinger (Institut fur
Humangenetik, Hamburg-Eppendorf) sowie Dr. Gary M. Shaw (California Birth Defects
Monitoring Program, Berkeley, California, USA). Dr. Shaw wahlte die DNAs aus seinem
Patientenkollektiv aus und stellte sie flr die hier beschriebenen Untersuchungen zur
Verfligung.

Fir die Entwicklung des Auges ist die Expression so genannter Master-Kontrollgene, wie
PAX6, SOX2, RX und OTX2, von zentraler Bedeutung. Diese Gene kodieren fur
Transkriptionsfaktoren, die in ein regulatorisches und sehr komplexes genetisches Netzwerk
eingebunden sind (Graw 2003, Hever et al. 2006). Mutationen in diesen Genen kdnnen zu

schweren Augenfehlbildungen, wie Aniridie, Kolobom und Mikrophthalmie, fihren (Graw
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2003, Hever et al. 2006). Patienten mit dem MLS-Syndrom weisen haufig ebenfalls okulare
Fehlbildungen auf, zu denen die Mikrophthalmie, aber auch die Sklerocornea und die
Katarakt zéhlen (Van den Veyver 2002). Aufgrund der erheblichen Variabilitat des MLS-
Phanotyps ist grundsatzlich nicht auszuschlieBen, 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 kénnten.

Fir die Mutationsanalyse des HCCS-Gens standen mir Blutproben in Form von Guthrie-
Kéartchen zur Verfigung, 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 mannliche und weibliche Neugeborene
mit einer Anophthalmie (n = 45) bzw. einer bilateralen Mikrophthalmie (n = 55). In der
genannten Studie wurde ausschlieBlich Uber Individuen mit unauffalligem 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-Gerats (Shaw et al. 2005).

Fir die durchzufihrende Mutationsanalyse in HCCS wurden 27 Patientinnen aus diesem
Kollektiv ausgewahlt. Bei neun dieser Patientinnen lagen isolierte Augenfehlbildungen vor,
wahrend 18 Patientinnen eine syndromische Form einer Augenfehlbildung aufwiesen.

Weitere phanotypische Einzelheiten sind der folgenden Tabelle zu entnehmen.

Patientinnen mit bilateraler Tab. 1: Ubersicht {iber zusitzlich vorliegende

. . . phénotypische Merkmale bei den 27 ausge-
_MlkrOPthalmle bzw. AnOPhthaImle waéhlten Patientinnen mit bilateraler Mikroph-
A Isolierte Form n thalmie bzw. Anophthalmie
(mit evtl. zuséatzlichen Augenfehlbildungen)

In (A) sind die zusétzlichen Augenfehlbildungen bei

Katarakt 1 Patientinnen mit einer isolieten Form  der
Aplasie des Nervus opticus 1 Mikrophthaimie bzw. Anophthalmie zusammen-
Sklerocornea 2 gefasst. In (B) sind zusatzlich vorliegende Organ-
Keine weiteren Augenfehibildungen 5 mgnlfestatlongn bei Patlentmpen m!t einer
Gesamtzahi 9 Mikrophthalmie bzw. Anophthalmie aufgelistet. Die

Anzahl (n) der Patientinnen, die ein bestimmtes
B Syndromische Form Merkmal aufweisen, ist in der Tabelle ebenfalls
(zusatzliche Organfehlbildungen) angegeben.

Agenesie des Corpus callosum
Herzfehler

Herz- und Gehirnfehlbildung
Andere Fehlbildungen
Gesamtzahl

e
o|M|ojojw| 3
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Es lagen mir von allen Patientinnen (BE-1 bis BE-27) Guthrie-Kartchen vor, aus denen ich
DNA isolierte. Da sich herausstellte, dass diese DNAs fiir PCR-Reaktionen zu niedrig
konzentriert waren, vermehrte ich sie mithilfe der Phi-Polymerase. Mit den auf diese Weise
erhaltenen DNAs als Matrize amplifizierte ich zunachst auBer der Kodierregion des HCCS-
Gens (Exons 2 bis 7) auch angrenzende intronische Sequenzen durch PCR und flhrte
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). Fir diese Mutation wird an der Position 159 der HCCS-Aminoséurekette 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 kénnte, recherchierte ich
in den Datenbanken von NCBI und ENSEMBL, wobei sich herausstellte, dass dieser
Austausch nicht verzeichnet war. Um zu analysieren, ob die genetische Veranderung der
Patientin BE-18 bei Kontrollpersonen vorkommt, untersuchte ich 234 weibliche DNAs auf das
Vorliegen des ¢.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
Veranderung bei keiner Kontrollperson nachweisen konnte. Dies fiihrte mich zu der
Annahme, dass die gefundene Missense-Mutation mit den Augenfehlbildungen der Patientin
BE-18 assoziiert sein kdnnte. Da mir DNA-Proben der Eltern der Patientin BE-18 nicht zur
Verfligung standen, war es nicht mdglich zu bestimmen, ob der ¢.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, flihrte 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 nachste Schritt bestand darin, die Auswirkungen der Missense-Mutation auf die
Enzymaktivitdt von HCCS durch funktionelle Studien zu Gberprifen. Wie bereits erwéhnt,
weist das HCCS-Protein von Aminosaureposition 151 bis 169 und 190 bis 216 zwei interne
Jargeting“-Motive auf, die fir den mitochondrialen Transport von HCCS essentiell sind
(Diekert et al. 1999). Die Missense-Mutation ¢.475G>A betrifft den in der Evolution
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hochkonservierten Glutamat-Rest an der Position 159 der HCCS-Aminosauresequenz,
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
beeintrachtigt ist, fihrte ich Immunfluoreszenz-Experimente durch, mithilfe derer ich die
subzelluldre 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
kénnen, die eine N- oder C-terminale EGFP-Markierung bzw. ein C-terminales V5-Epitop
aufweisen. Alle Konstrukte wurden von mir durch Sequenzierung Uberprift 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 Antikdrper
und wertete die Zellpraparate anschlieBend 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 unabhangig davon, welches Epitop jeweils an das mutierte HCCS-
Protein angefiigt worden war. Aus diesen Ergebnissen folgerte ich, dass der nicht-
konservative Aminosaureaustausch an der Position 159 des HCCS-Proteins von Glutamat
nach Lysin zu keiner verénderten subzelluldren Lokalisation des Proteins flhrt. Dies erschien
zunéachst unerwartet, denn wahrend das saure Glutamat negativ geladen ist, handelt es sich
bei Lysin um eine basische, also positiv geladene Aminoséaure. Die ,targeting“-Sequenzen
der Holocytochrom c-Typ-Synthase sind sehr hydrophil, da sie zu etwa 30% aus geladenen
Aminosaureresten bestehen. Positiv und negativ geladene Aminosaurereste sind dabei zu
etwa gleichen Anteilen vertreten. Da aber sowohl Glutamat als auch Lysin zu den stark
polaren Aminosduren zahlen, kénnte dies eine Erklarung dafir sein, dass das mutante
HCCS-Protein sein Zielkompartiment, den mitochondrialen Intermembranraum, erreicht. Dies
legt nahe, dass eher die Gesamtzahl der polaren Aminosduren innerhalb der targeting“-
Sequenz fir die korrekte Lokalisation des HCCS-Proteins wesentlich ist als die
physikochemischen Eigenschaften einzelner Aminosauren.

Um den Einfluss der Missense-Mutation p.E159K auf die enzymatische Aktivitdt der
Hamlyase 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 Hefeexpressionsvekior pYEX4Tps. Das HCCS-WT- und das CYC3-
Konstrukt lagen mir bereits vor (siehe S. 16). Nachdem ich das HCCS-E159K-Konstrukt

durch Sequenzierung Uberprift hatte, transformierte ich es in den Hefestamm B-8025. Von
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Hefezellen, die das HCCS-Wildtyp- bzw. das Cyc3p-Protein exprimierten, besalB ich bereits
archiviertes Ausgangsmaterial, das ich erneut kultivierte. Die Hefen wurden von mir in
Glucose-haltigem Selektionsmedium angezlichtet, wobei ich einen Teil der Flissigkultur
dazu verwendete, um Proteinlysate herzustellen. Diese benétigte ich, um die Expression der
GST-Fusionsproteine mithilfe eines gegen GST gerichteten, HRP-gekoppelten Antikérpers
zu Uberprifen. 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 Bebritung der Platten bei 30°C stellte ich fest, dass Hefen, die Cyc3p bzw.
humanes HCCS-Wildtyp-Protein exprimierten, erwartungsgemaB Kolonien bildeten.
Demgegeniber 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 Hamlyase-Enzymdefekt des CYC3-defizienten Hefestamms nicht komplemen-
tieren konnte, schloB ich, dass dieses mutierte HCCS-Genprodukt seine Funktion innerhalb
der Cytochrom c-Biosynthese wahrscheinlich nicht mehr ausiben 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-Phanotyp fihren. 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, &hnlich der zuvor
beschriebenen Patientin MS2 (siehe S.13), zu einem spéateren Zeitpunkt zusatzliche
fakultative Symptome des MLS-Syndroms (wie z.B. eine Kardiomyopathie oder epileptische
Anfalle) entwickelt hat. Es wurden bereits Patientinnen beschrieben, die bei Vorliegen einer
mit MLS assoziierten Mutation ausschlieBlich 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-Phanotyp
beschrieben (siehe S. 10), wobei das altere der Geschwister lediglich auf dem linken Auge
eine Trlbung der Hornhaut, ein angeborenes Glaukom mit vollstandiger vorderer Synechie
sowie eine vordere Katarakt aufwies. Insgesamt stltzt die hier durchgefiihrte
Mutationsanalyse die Vermutung, dass Punktmutationen im HCCS-Gen auch mit isolierten

Augenfehlbildungen assoziiert sein kénnen. Allerdings muss angemerkt werden, dass die
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hier untersuchten Patientinnen so ausgewahlt waren, dass sie phanotypisch 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 Griinde haben.

Zunachst wird fir die isolierte Form der Mikrophthalmie eine ausgepragte Lokus-Hetero-
genitat beobachtet. So kdnnen Mutationen im CRYBA4-Gen, das fir eines der B-Crystalline
kodiert, zu Mikrophthalmie und Katarakt fihren (Billingsley et al. 2006). Mutationen in MFRP
sind mit Mikrophthalmie, Retinitis pigmentosa, Foveoschisis und Papillendrusen assoziiert
(Ayala-Ramirez et al. 2006). Wie bereits erwahnt, wurden auch in Genen, die fir
Transkriptionsfaktoren kodieren, wie CHX10, OTX2 und PAX6, Mutationen bei Patienten
nachgewiesen, die ausschlieBlich 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 ausfiihrlich dargestellt wurde, ist das durch HCCS synthetisierte
Cytochrom ¢ an der oxidativen Phosphorylierung und an apoptotischen Prozessen beteiligt.
HCCS selbst wirkt als Interaktionspartner von XIAP pro-apoptotisch und ist somit in véllig
andere zellulare 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 Phénotyp OMIM Referenz

OFCD-Syndrom (MCOPS-2) 300166
BCOR Repressor der Transkription Lenz-Mikrophthalmie-Syndrom | 309800 | Ng et al. 2004

(MCOPS-1)
L MCOPCB-3 610092 | Ferda Percin et al. 2000
CHX10 | Transkriptionsfaktor MCOP-2 610093 | Bar-Yosef et al. 2004
CRYBA4 | Strukturprotein der Linse MCOPCT-4 610426 | Bilingsley et al. 2006

(B-Crystallin)

Cytochrom c-Biosynthese, i i o
HCCS pro-apoptotische Wirkung MLS-Syndrom (MCOPS-7) 309801 | Wimplinger et al. 2006

Mikrophthalmie,
MFRP Transmembranprotein Retinitis pigmentosa, 611040
Foveoschisis, Papillendrusen

Ayala-Ramirez et al.
2006

Ausbildung von Zell-Zell-
NHS Verbindungen zwischen Nance-Horan-Syndrom 302350 | Burdon et al. 2003
Epithelzellen (,tight junctions*)

PAX6 Transkriptionsfaktor

Aniridie Typ Il 106210 | Tonetal 1991
Mikrophthalmie - Dansautt et al. 2007
Wang et al. 2007,

PORCN | Sekretion von Wnt-Proteinen Goltz-Gorlin-Syndrom 305600 Grzeschik et al. 2007
oTX2 Transkriptionsfaktor MCOPS-5 610125 | Ragge et al. 2005a
Mikrophthalmie, Kolobom - Fantes et al. 2003,
- Ragge et al. 2005b
SOX2 | Transkriptionsfakior AEG-Syndrom (MCOPS-3) 209600 | Wiliamson et al. 2006,

Kelberman et al. 2006
Matthew-Wood-Syndrom 601186 Pasuitto et al. 2007,
(MCOPS-9) Golzio et al. 2007

STRA6 Zellulare Vitamin A-Aufnahme

Tab. 2: Ubersicht iiber die zelluliren 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 phénotypischen Merkmale, die mit Mutationen in den entsprechenden Genen assoziiert sind,
in der Datenbank von NCBI angegeben. AEG-Syndrom, Anophthalmie-6sophageales-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, okuléres-faziales-kardiales-
dentales-Syndrom.

Dies lasst vermuten, dass strukturelle Augenfehlbildungen auf die Stérung unterschiedlicher
zellularer Prozesse zurlickzufihren sind. Wie auch aus der Tabelle 2 hervorgeht, kodiert der
GrofBteil der bislang bekannten Gene, in denen Mutationen zu einer isolierten oder
syndromalen Mikrophthalmie flihren, fir 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-Heterogenitat gibt es weitere Griinde, die eine Erklarung dafiir darstellen
kénnten, dass in der Mehrzahl der hier untersuchten DNA-Proben keine Mutation in HCCS
identifiziert werden konnte. So wurden fir die Mutationsanalyse nur die Kodierregion des
HCCS-Gens (Exons 2 bis 7) und angrenzende intronische Sequenzen durch PCR
amplifiziert und sequenziert. Auf diese Weise kénnen jedoch nicht alle HCCS-Mutationen
ausgeschlossen werden, da es z.B. vorstellbar ist, dass Patientinnen des hier untersuchten
Kollektivs Exon-libergreifende Duplikationen, Deletionen, das SpleiBen verédndernde Intron-

Mutationen oder Inversionen des HCCS-Gens aufweisen. Auch eine Mutation in einem
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regulatorischen Element, das fiir die korrekte zeitliche und o&rtliche Expression des HCCS-

Gens notwendig ist, ware vorstellbar.

Es ist allerdings auch durchaus mdglich, dass in dem untersuchten Kollektiv ausschlieBlich
die Patientin BE-18 eine Mutation im HCCS-Gen aufweist, da Mutationen in diesem Gen mit
einer hohen Letalitat in utero verbunden und daher vermutlich selten sind. Generell wird fir
Frauen mit einer heterozygot vorliegenden Mutation, die zu einer X-chromosomalen
Erkrankung flhrt, eine erh6hte Abortrate beschrieben (Van den Veyver 2001). Tatsachlich
waren bei zwei zuvor beschriebenen Frauen, die heterozygot fiir eine mit MLS-assoziierte
Mutation sind, mehrere Fehlgeburten bekannt (Wimplinger et al. 2006, Wimplinger et al.
2007a). Man nimmt an, dass hemizygote mannliche 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 erwahnten Mausmodell, wonach eine hemizygot vorliegende
Deletion des murinen Hccs-Gens bei mannlichen Embryos in allen Féllen zur Letalitat in
utero fuhrt, aber auch heterozygote weibliche Tiere sind in der Mehrzahl der Falle nicht
lebensfahig (Prakash et al. 2002, Van den Veyver 2002).

Zusammenfassend ist anzunehmen, dass Mutationen in HCCS, insbesondere aufgrund der
mit ihnen einhergehenden hohen Letalitdt in utero, aber auch aufgrund der Lokus-
Heterogenitat flr die Mikrophthalmie, eher selten urséchlich fir Augenfehlbildungen bei
weiblichen Patientinnen sind. Fir zuklnftige Mutationsanalysen erscheint es daher sinnvoll,
das X-Inaktivierungsmuster der Patienten in Blutzellen im Voraus zu bestimmen, da nach
gegenwartigem Kenntnisstand bei einer DNA-Probe, die ein zufalliges X-lnaktivierungs-
muster zeigt, das Vorliegen einer pathogenen HCCS-Mutation nicht zu erwarten ist.
Nichtsdestotrotz deutet das breite phanotypische Spekirum an Augenfehlbildungen bei den
wenigen Patientinnen mit nachgewiesener HCCS-Mutation darauf hin (Wimplinger et al.
2006 und diese Arbeit), dass HCCS ein Kandidatengen flir verschiedene okulare

Fehlbildungen ist.
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ARTICLE

Mutations of the Mitochondrial Holocytochrome ¢c-Type Synthase
in X-Linked Dominant Microphthalmia with Linear Skin Defects

Syndrome

I[sabella Wimplinger,* Manuela Morleo,” Georg Rosenberger, Daniela laconis, Ulrike Orth,
Peter Meinecke, Israela Lerer, Andrea Ballabio, Andreas Gal, Brunella Franco, and Kerstin Kutsche

The microphthalmia with linear skin defects syndrome (MLS, or MIDAS) is an X-linked dominant male-lethal disorder
almost invariably associated with segmental monosomy of the Xp22 region. In two female patients, from two families,
with MLS and a normal karyotype, we identified heterozygous de novo point mutations—a missense mutation (p.R217C)
and a nonsense mutation (p.R197X)—in the HCCS gene. HCCS encodes the mitochondrial holocytochrome c-type
synthase that functions as heme lyase by covalently adding the prosthetic heme group to both apocytochrome ¢ and
¢,. We investigated a third family, displaying phenotypic variability, in which the mother and two of her daughters carry
an 8.6-kb submicroscopic deletion encompassing part of the HCCS gene. Functional analysis demonstrates that both
mutant proteins (R217C and A197-268) were unable to complement a Saccharomyces cerevisiae mutant deficient for the
HCCS orthologue Cyc3p, in contrast to wild-type HCCS. Moreover, ectopically expressed HCCS wild-type and the R217C
mutant protein are targeted to mitochondria in CHO-K1 cells, whereas the C-terminal-truncated A197-268 mutant failed
to be sorted to mitochondria. Cytochrome ¢, the final product of holocytochrome c-type synthase activity, is implicated
in both oxidative phosphorylation (OXPHOS) and apoptosis. We hypothesize that the inability of HCCS-deficient cells
to undergo cytochrome ¢—mediated apoptosis may push cell death toward necrosis that gives rise to severe deterioration
of the affected tissues. In summary, we suggest that disturbance of both OXPHOS and the balance between apoptosis
and necrosis, as well as the X-inactivation pattern, may contribute to the variable phenotype observed in patients with

MLS.

Microphthalmia with linear skin defects syndrome (MLS
[MIM #309801]), also known as “MIDAS” (microphthalmia,
dermal aplasia, and sclerocornea), is a rare X-linked dom-
inant condition characterized by unilateral or bilateral mi-
crophthalmia and linear skin defects—which are limited
to the face and neck, consisting of areas of aplastic skin
that heal with age to form hyperpigmented areas—in af-
fected females and in utero lethality for males. Additional
features in female patients include agenesis of the corpus
callosum, sclerocornea, chorioretinal abnormalities, infan-
tile seizures, congenital heart defect, mental retardation,
and diaphragmatic hernia.' In the majority of cases, pa-
tients carry a chromosomal aberration that results in seg-
mental monosomy of the Xp22 chromosomal region (>11
Mb). To date, eight patients with an apparently normal fe-
male karyotype have been described.”® The MLS minimal
critical region has been delineated to 610 kb in Xp22.2,
through breakpoint mapping of two X;Y translocations of
patients not affected with MLS and of the smallest deletion
characterized in a female with the typical MLS pheno-
type.” Three genes are located in the critical interval, in-
cluding MID1, HCCS, and ARHGAP6’ (fig. 1A). MID1 is
mutated in Opitz G/BBB syndrome,® whereas no disease-

associated mutations have yet been described for HCCS
and ARHGAP6. The ARHGAP6 gene codes for a Rho GTPase—
activating protein (Rho GAP) that functions as a GAP for
the small GTPase RhoA, as well as a protein implicated
in reorganization of the actin cytoskeleton.”'* HCCS en-
codes a mitochondrial holocytochrome c-type synthase,
also known as “heme lyase,” composed of 268 aa.'"'* It
catalyzes the covalent attachment of heme to both apo-
cytochrome ¢ and ¢, the precursor forms, thereby lead-
ing to the mature forms, holocytochrome ¢ and ¢,, which
are necessary for proper functioning of the mitochondrial
respiratory chain.”' In addition to the well-known role
of cytochrome ¢ in oxidative phosphorylation (OXPHOS),
cytochrome c is released from mitochondria in response
to a variety of intrinsic death-promoting stimuli that, in
turn, result in caspase-dependent cell death, namely
“apoptosis.”"

The majority of patients display the classic phenotypic
features of MLS; however, a high intra- as well as inter-
familial clinical variability that is not correlated with the
extent of the chromosomal deletion has been reported.
For example, a few patients show the typical skin defects
but no ocular manifestation,>'*** whereas others present
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Figure 1. Minimal MLS critical region and haplotype analysis of the family of patient I1.7. A, Schematic representation of the minimal
MLS critical region (610 kb) in Xp22.2, defined by the breakpoints of patients BA333 and BA325 (jagged lines). The figure is not drawn
to scale. The uppermost arrows show the orientation of genes within the critical region. The position of DNA marker loci previously
mapped in this region is shown. B, Haplotype analysis of six representative polymorphic markers in Xp22.2-p22.13 in the family of
patient II.7. Whereas markers DXS7108, (xM06, (xM09, and SNP rs5901444—(CGG),—are positioned in the MLS critical region and
indicated in panel A, loci DXS8019 and DXS999 are located centromeric to the critical region. The polymorphic (CGG), repeat is located
in the HCCS 5 UTR, and the respective repeat length is given. Alleles are shown below the pedigree symbols. del = Deletion of one
allele. The haplotype shared by the affected sisters (II.1 and II.7) and their mother (I.1) is boxed. Both patients II.7 and II.1 carry
only the paternal allele, with eight CGG repeats, whereas the unaffected sister (II.5) is heterozygous for the trinucleotide repeat.
Segregation analysis showed that the three brothers (II.2, II.4, and IL.6) and the unaffected sister (II.5) carry a different maternal

haplotype than do II.1 and IL.7.

with only eye abnormalities, and dermal lesions are ab-
sent.’”' It has been suggested that the pattern of X in-
activation may play a role in the development of the var-
ious symptoms seen in patients with MLS.****

The identification of the genetic defect for MLS has
been hampered by the absence of patients with a full-
blown MLS phenotype and a normal karyotype. In 2005,
Morleo and colleagues® undertook the first attempt at
a detailed characterization of four patients with MLS and
no obvious chromosomal rearrangements. With use of
FISH with genomic clones spanning the MLS critical
region and a genomewide analysis with BAC microar-
rays, no microdeletion or duplication could be detected
in these patients. Similarly, direct sequencing of coding
regions and exon-intron boundaries of MID1, HCCS, and
ARHGAP6 revealed no pathogenic sequence alteration or
small rearrangement that would suggest that these pa-
tients carry cryptic rearrangements that had been missed
by the techniques applied.®

Material and Methods
Patients

We examined the family of proband IL.7. She is the youngest
daughter of healthy and unrelated parents. There is no maternal
history of skin defect or any other pathology, nor is there any
family history of genetic disease or malformations. The couple
has three healthy sons and one healthy daughter. Three preg-
nancies ended with spontaneous abortions early in the first tri-
mester (fig. 1B). The proband was born with a left anophthalmia,
sclerocornea, and lateral skin defect on her cheek. At age 6 mo,
she presented with junctional ectopic tachycardia, which was
successfully treated by catheter ablation. At age 3 years, she had
normal psychomotor development.

Her eldest sister (II.1) was born with the following manifesta-
tions: a left opaque cornea, congenital glaucoma with total an-
terior synechia, and a white anterior cataract. On the right side,
she presented with corneal leukoma, which has resolved with
time. She showed no other malformations, and her psychomotor
development is normal. The couple had another baby girl, with
bilateral anophthalmia, who died at age 6 h from complications

www.ajhg.org

The American Journal of Human Genetics Volume 79 November 2006

879



~ & 3 & 2
: 22 ~ oA ~ 5
S 00 k] Z oo kbl = o o [k |
& . +H
w e a—ss5
* : 2
—9.2 < 5
—74 31.; e B
<
—67 N
|41 b
W o
k % —3e : [
i@ EXON 1 EXON 2 EXON 3 EXON 4
. —21
s ® Controlfemale ®IL7 (11 ON1 B BA637 M Control male
MID1 HCCS
< > T
Sac Sac E TSac TT
E[T 1T gTSac TS N|[N N NT Sac ES
[l
" 6 7
81F T
R juncti
10701 C M . {““ ion

| Hii

—3 kb

Figure 2.

. &
TC ATA TAHGGTAGTCEAT“»GT CGTGG~GTGTCC

m

"{ N\W\'

A submicroscopic deletion encompassing part of the HCCS gene is present in three members of the family of patient IL.7.

A, Southern blot hybridized with a probe covering the HCCS 5" UTR and coding region. Genomic DNA samples of patient II.7 and controls
were digested with Spel and EcoRV (left), Ndel and Sacl (middle), and Taql (right). C = female control; C (5X) = human cell line with
five X chromosomes. Various fragments of altered sizes (red arrows) were observed in I1.7. B, Relative quantification of copy numbers
of HCCS exons 1-4, by real-time PCR on genomic DNA of individuals I.1, II.1, and II.7. BA637 has MLS and displays monosomy of the
Xp22 region.® Values of HCCS exons 1-3 in I1.7, I1.1, and 1.1 are comparable to that of a haploid sample. C, Schematic representation
of part of the MLS critical region (top). MID1 and HCCS genes are indicated by long arrows, and primers used for junction fragment
amplification are indicated by short arrows. Exons 1a and 1b of MID1 are represented by bars, exons of HCCS by black boxes. Jagged
orange lines indicate deletion breakpoints. E = EcoRV; N = Ndel; S = Spel; Sac = Sacl; T = Tagl. Bottom left panel, Amplification
of a junction fragment from genomic DNA of 1.1, II.1, and IL.7 but not from a control (C). M = DNA marker. Bottom right panel, Part
of the DNA sequence electropherogram of the rearrangement-specific junction fragment. The deletion breakpoint is indicated by a jagged

orange line. The 8.6-kb deletion encompasses HCCS exons 1-2, part of exon 3, and exons 1a and 1b of MID1.

of a left diaphragmatic hernia. High-resolution karyotype of both
affected sisters was normal.

Patient MS1, a 5-year-old gitl, is the first child of healthy par-
ents. Pregnancy was uneventful, and delivery was without any
complication; birth measurements were in the upper-normal
range. The newborn showed bilateral microphthalmia (more se-
vere on the right), with bilateral cloudy and vascular cornea. In
addition, linear and patchy erythrodermia of the patient’s cheeks
and right lateral neck was noticed immediately after birth. At age
3 mo, complete sclerocornea was noticed; however, erythroder-
mia had faded gradually. Reexamination at age 6 mo revealed
poor vision but only very mild facial erythrodermia and only mild
developmental delay. Cranial magnetic-resonance-imaging stud-
ies at age 1 year demonstrated hypoplasia of the corpus callosum,
lack of the septum pellucidum, and slightly dilated third ventri-
cle. The patient’s further development was characterized by nor-
mal growth, mild-to-moderate developmental delay, and very se-

vere visual impairment. The happy-natured girl is now able to
speak short sentences.

Patient MS2, a 9-year-old girl, was born to healthy unrelated
parents after an uneventful pregnancy. Birth measurements were
within the normal range. After birth, she presented with bilateral
microphthalmia and sclerocornea. A small mandible, a single pal-
mar crease, and a sandal gap but no erythematous skin lesions
were noticed. At the end of her 1st year of life, she developed
idiopathic ventricular tachycardia, which was converted to nor-
mal sinus rhythm by amiodaron and ajmalin. After extubation
and end of sedation, she suffered an occlusion of her right arteria
cerebri media and subsequently developed hemiparesis on the
left side. Neurologic symptoms declined after physiotherapy. At
age 8 years, she suffered a sole tonic-clonic seizure.

Our ethics committees approved this study, and written in-
formed consent was obtained from all participants or their legal
guardians.
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Figure 3. Point mutations in HCCS in two patients with MLS. A-C, Photographs of patients MS1 and MS2. A, Linear skin defects located
on the face and neck of patient MS1 at birth. B, Microphthalmia of the right eye and bilateral sclerocornea of patient MS1 at age 4
years. Linear skin defects have completely disappeared. C, Patient MS2, at age 8 years, with bilateral microphthalmia and sclerocornea.
No linear skin defects were noted at birth. D, Sequence electropherograms of part of HCCS exons from genomic DNA of patients MS1
and MS2. Nucleotide triplets and encoded amino acids are indicated. Patient MS1 is heterozygous for the c.589C—T mutation (p.R197X)
(left panel) in exon 6, whereas the heterozygous mutation ¢.649C—T (p.R217C) (right panel) in exon 7 was found in patient MS2. E,
Partial amino acid-sequence alignment of heme lyases from various species. The position of amino acids is given. Evolutionarily conserved

residues are shown in bold. The invariant arginine at position 217, which is altered to cysteine in patient MS2, is shaded in gray. HCCS,

indicates specificity of the heme lyase for cytochrome ¢,. Hs =

Homo sapiens; Mm, = Mus musculus; Rr = Rattus norvegicus; Cf =

Canis familiaris; Pt = Pan troglodytes; Mm = Macaca mulatta; Bt = Bos taurus; Ca = Candida albicans; Sc = S. cerevisiae; Sp =
Schizosaccharomyces pombe; Nc = Neurospora crassa; Ce = Caenorhabditis elegans.

Mutation Analysis, X-Inactivation Assay, and Real-Time
PCR

Genomic DNA was isolated by standard procedures. We amplified
the coding region (exons 2-7) of HCCS (GenBank accession num-
ber NM_005333), including the flanking intronic sequences, from
genomic DNA. Primer sequences and PCR conditions are available
on request. PCR products were directly sequenced with the Big
Dye Terminator ready reaction kit (PE Applied Biosystems) on an
ABI Prism 377 (PE Applied Biosystems).

Examination of the methylation pattern at the androgen re-
ceptor (AR) locus was performed according to the procedures of
Allen et al.,** with minor modifications. For each DNA sample,
two reactions were prepared: in the first, 400 ng of DNA was
digested with 8 U Hpall in a total volume of 10 pl, for 30 min at
37°C; in the second, 400 ng DNA was incubated with the enzyme
reaction buffer, but without enzyme. To confirm complete di-

gestion, DNA samples from a male and from a female with uni-
lateral X inactivation were included as controls. Subsequent PCR
amplification of the AR locus with primers AR-A_FAM (5-CTTTC-
CAGAATCTGTTCCAG-3'; labeled with 5 FAM) and AR-B (5-AAG-
GTTGCTGTTCCTCATC-3') was performed in a 25-ul reaction vol-
ume for 40 ng of the undigested DNA and in a total of 50 pl
volume for 250 ng of Hpall-cleaved DNA. The PCR contained
both oligonucleotide primers at a concentration of 0.4 M each,
0.2 mM dinucleotide triphosphates (ANTPs), and 0.5 U Tagq poly-
merase (QIAGEN). Samples were denatured, with use of a PTC
thermocycler (MJ Research), at 95°C for 3 min, followed by 35
cycles at 95°C for 1 min, at 55°C for 1 min, and at 72°C for 1
min, followed by a final incubation at 72°C for 10 min. A quantity
of 0.4-0.8 pl of the amplicons was mixed with 20 ul deionized
formamide and 0.4 ul TAMRA (red fluorescent dye) Size Standard
(PE Applied Biosystems) and was denatured at 95°C for 5 min.
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Figure 4. HCCS mutant proteins are not able to complement S.
cerevisiae CYC3 deficiency. A, Functional complementation of the
S. cerevisiae strain B-8025. B-8025 was transformed with human
wild-type HCCS (HCCS WT), the mutants A197-268 and R217C, or
yeast CYC3 (Cyc3p) expression constructs and was grown on min-
imal medium. Transformants were grown in liquid minimal medium,
and aliquots of 5 ul of saturated and diluted cultures were spotted
on glycerol medium containing copper (to induce expression of
GST-fusion proteins) and were incubated for 5 d at 30°C. The top
row shows spots of saturated cultures, and the middle and bottom
rows show spots of dilutions; dilution rates are indicated to the
left of the figure. Note partial restoration of growth by Cyc3p and
wild-type HCCS, whereas no growth was observed for the untrans-
formed strain or that expressing HCCS A197-268 or HCCS R217C.
In parallel, all strains were also spotted on plates with glucose-
containing minimal medium and showed normal growth (data not
shown). Strain B-7553 served as wild-type growth control. B, Ex-
pression of GST-HCCS-fusion proteins determined by western blot-
ting. Expression of GST-HCCS R217C-, A197-268-, wild-type-, and
GST-Cyc3p-fusion proteins in yeast strain B-8025, grown in min-
imal medium with copper, was demonstrated by immunoblotting
(top panel), whereas, in strain B-8025 grown in glycerol-containing
medium, only GST-HCCS wild-type- and GST-Cyc3p-fusion proteins
were expressed (lower panel). B-8025 transformed with the GST-
HCCS A197-268 or GST-HCCS R217C construct did not grow under
this condition.

PCR products were analyzed on an ABI Prism 310 Genetic Ana-
lyzer (PE Applied Biosystems). Data were taken as a ratio of peak
areas of the shorter-to-longer alleles.

Real-time quantitative PCR on genomic DNA was performed
using an ABI Prism 7000 (PE Applied Biosystems) in a 96-well
optical plate, with a final reaction of 20 ul. All reactions were
prepared with 10 ul of 2x SYBR green I fluorescent dye PCR
Master Mix and 400 nM forward and reverse primers. Primers for
real-time experiments were designed using the Primer Express
software, in accordance with the PE Applied Biosystems guide-
lines; primers sequences are available on request. The RPP30 gene
(GenBank accession number NM_006413) coding for a ribonu-
clease P was used as an internal reference. A total of 100 ng of
DNA was used as a template for each sample; each was analyzed
in quadruplicate. Thermal cycling conditions included a prerun
of 2 min at 50°C and of 10 min at 95°C. Cycle conditions were
40 cycles at 95°C for 15 s and at 60°C for 1 min, in accordance
with the PCR protocol (PE Applied Biosystems). Relative quan-
tification of exon-copy numbers on genomic DNA was performed
using the comparative threshold cycle (ddCt) method: the start-

ing copy number of exons in patients was determined in com-
parison with the known copy number of the calibrator sample
(healthy male control), with use of the formula

ddCt = dCt HCCS (patient with MLS)
—dCt RPP30 (patient with MLS)
—dCt HCCS (healthy male)
—dCt RPP30 (healthy male) .

The relative exon-copy number was calculated by the expression
2" — (ddCt + SE) that is of ~2 for a diploid sample and ~1 for a
haploid sample.

Haplotype and SNP Analysis

Haplotype analysis of family members of patient II.7 was per-
formed using five polymorphic microsatellite markers (tel-
DXS7108-CxM06-CxM09-DXS8019-DXS§999-cen) in the Xp22.2-
p22.13 region, which contains the HCCS gene. PCR products were
amplified using FAM (blue fluorescent)-labeled primers, follow-
ing standard methods, and were electrophoresed on an ABI Prism
3100 Genetic Analyzer. Results were processed by GENESCAN
software (PE Applied Biosystems).

For analysis of polymorphism rs5901444, exon 1 containing
the trinucleotide CGG repeat was amplified using forward (5'-
CCTGCCACCGCCACATTTTG-3') and reverse (5-ATGAATAGGA-
ATTCGAAGAAACGAAGG-3)) primers. The PCR contained both
primers, each at a concentration of 0.2 uM, 0.2 mM dNTPs, and
1 U AmpliTaq Gold (PE Applied Biosystems), in a total volume
of 30 pl. Samples were amplified using a GeneAmp PCR System
9700 thermocycler (PE Applied Biosystems), with an initial de-
naturation at 95°C for 7 min and 35 cycles at 98°C for 1 min, at
58°C for 1 min, and at 72°C for 1 min.

RT-PCR

Total RNA was extracted from Epstein Barr virus—transformed
lymphoblastoid cells of patient MS1 with the RNeasy kit (QIA-
GEN), according to the manufacturer’s instructions. For first-
strand cDNA synthesis, 1 pg of total RNA was reverse transcribed
by using the Omniscript RT Kit (QIAGEN) and random hexamers,
according to the protocol provided. Of each first-strand reaction,
1 ul cDNA was taken as template in PCRs, with use of Advantage
cDNA-Polymerase Mix (BD Biosciences Clontech) and primers
HCCS_RT_4F (5-ATATCATTAGAATTCACAATCAG-3)) and HCCS_
RT_3R (5-AAACTGCAAGGTACAACACAAGTC-3'). The PCR con-
dition was as follows: 35 cycles, each comprising 15 s at 95°C, 10
s at 58°C, and 40 s at 72°C, with an initial denaturation at 95°C
for 3 min.

Southern-Blot Analysis

For Southern-blot analysis, 10 pg of genomic DNA was digested
with the appropriate restriction enzymes: Spel and EcoRV (double
digestion), Ndel and Sacl (double digestion), and Tagl. DNA was
separated by electrophoresis in 0.8% agarose gel, was transferred
to Hybond-N (Amersham), and was hybridized to a probe cov-
ering the coding and the 5 UTR regions of the HCCS transcript.
This probe was generated by RT-PCR on cDNA obtained from
lymphoblastoid cell lines, with use of primers RTF1 (5-CGTGAA-
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Figure 5.

Targeting of ectopically expressed HCCS wild-type and mutant proteins to mitochondria. Subcellular localization of different

N-terminally HA-tagged HCCS proteins ectopically expressed in CHO-K1 cells (A, D, and G) and staining of endogenous mitochondria
by MitoTracker (B, E, and H) are shown. HA-tagged HCCS wild-type protein (A [green]) is targeted to mitochondria (B [red]), as shown
by colocalization with the MitoTracker (C [yellow]). Similarly, HA-tagged HCCS R217C mutant protein (D [green]) shows a mitochondrial
(E [red]) distribution (F [yellow]). In contrast, the truncated HCCS A197-268 protein is diffusively dispersed in the cell (G), and the
two fluorescence patterns (G and H) show no overlap (I). The scale bars represent 10 um.

GTCACTGCTGCTCTG-3) and RTR1 (5-TCTGAAACAGTGCTTT-
ACGAGGTC-3).

Generation of N- and C-Terminal-Tagged HCCS Constructs

HCCS ¢DNA clone DKFZp77911858 (GenBank accession number
CR749578) was provided by the RZPD German Resource Center
for Genome Research (Berlin). The DNA insert of this cDNA clone
was sequenced by SP6 and T7 primers and primer walking (primer
sequences are available on request). Wild-type HCCS and HCCS
(A197-268) cDNA inserts were generated using specific PCR prim-
ers and the DKFZp77911858 clone as template. The HCCS (R217C)
insert was established by PCR-mediated mutagenesis.” Purified
PCR products were cloned into pENTR/D-TOPO (Invitrogen) ac-
cording to the protocol provided. Constructs were sequenced for
integrity and then were used for cloning the HCCS-coding region
into plasmids pcDNA-DESTS3 (N-terminal EGFP epitope [Invi-
trogen]), pcDNA-DEST47 (C-terminal EGFP epitope [Invitrogen]),
pMT2SM-HA-DEST (N-terminal HA epitope), and pcDNA3.2/V5-

DEST (C-terminal VS epitope [Invitrogen]) via left-right reaction,
following the manufacturer’s instructions. Plasmid pMT2SM-HA-
DEST was generated by blunt-end ligation of the GATEWAY Clon-
ing Reading Frame Cassette C (Invitrogen) into the multiple clon-
ing site of vector pMT2SM-HA.

Generation of Yeast-Expression Constructs

All yeast-expression constructs were generated in pYEX4Tps, which
drives expression of the glutathione-S-transferase (GST)-fusion
proteins from the Saccharomyces cerevisiae CUP1 promoter and
carries the selectable markers leu2-d, URA3, and Amp'. To generate
pYEX4Tps-HCCS wild type and pYEX4Tps-HCCS A197-268, PCR
products were amplified by using specific PCR primers and the
DKFZp77911858 clone as template. pYEX4Tps-HCCS-R217C was
established by PCR-mediated mutagenesis.” After purification of
PCR products, each amplicon was restricted with BaimHI and Notl
and was cloned unidirectionally into pYEX4Tps. To establish the
control construct pYEX4Tps-CYC3, a PCR product was amplified
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Figure 6. Skewed X inactivation in females with an HCCS mutation. X-chromosome inactivation determined by amplification of an AR-
sequence polymorphism and digestion of genomic DNA isolated from lymphocytes with Hpall (indicated with plus [+] and minus [—]
signs, respectively). The ratio of the X-inactivation pattern is given below the respective pedigree symbol. All females carrying an HCCS
mutation show nonrandom or extremely skewed X inactivation (patient MS1 in panel A; patient MS2 in panel B; and II.1, IL.7, and
their mother [I.1] in panel C). D, Part of the DNA sequence electropherogram of HCCS exon 6, obtained from an RT-PCR amplicon of

patient MS1. Only the wild-type allele (c.589C) (arrow) is expressed in her lymphoblastoid cells.

by using specific primers and pAB256 carrying yeast CYC3 as
template. Subsequently, the amplicon was cloned as BamHI-Notl
fragment into pYEX4Tps. Primer sequences and PCR conditions
are available on request. All constructs were sequenced for integ-
rity, and large and pure amounts of plasmid DNA were prepared
by using a plasmid maxikit (QIAGEN).

Immunofluorescence

CHO-K1 cells were cultured on fibronectin-coated (10 pg/ml) cov-
erslips in F12-Ham's Nutrient Mixture supplemented with 10% fetal
calf serum, 1% 1-glutamine, and penicillin-streptomycin, at 37°C
in 5% CO,. Cells were transfected with pcDNA-DEST53-HCCS wild
type, pcDNA-DEST53-HCCS R217C, pcDNA-DEST53-HCCS A197-
268, pcDNA-DEST47-HCCS wild type, pcDNA-DEST47-HCCS
R217C, pcDNA-DEST47-HCCS A197-268, pMT2SM-HA-DEST-
HCCS wild type, pMT2SM-HA-DEST-HCCS R217C, pMT2SM-
HA-DEST-HCCS A197-268, pcDNA3.2/V5-DEST-HCCS wild type,
PcDNA3.2/VS5-DEST-HCCS R217C, and pcDNA3.2/V5-DEST-HCCS
A197-268 (each with 1 ug of DNA), with use of Lipofectamine 2000
reagent (Invitrogen) according to the manufacturer’s protocol, and
were incubated overnight. The next day, cells were incubated in

normal growth medium supplemented with 50 nM MitoTracker
Red CMXRos (Invitrogen) for 20 min at 37°C, were rinsed in PBS,
and were fixed with 4% paraformaldehyde in PBS. After washing
three times with PBS, EGFP-transfected cells on coverslips were
directly mounted in glycerol gelatin (Sigma). Cells transfected with
HA- or V5-tagged HCCS constructs were incubated in permeabili-
zation/blocking solution (2% BSA, 3% goat serum, and 0.5% Non-
idet P-40 in PBS) for 60 min. Subsequently, HA- and VS5-tagged
HCCS proteins were detected with rat monoclonal anti-HA-Flou-
rescein antibody (1.25 pg/ml) (Roche) and mouse monoclonal anti-
VS-FITC antibody (2.0 pg/ml) (Invitrogen), respectively, both di-
luted in antibody solution (3% goat serum and 0.1% Nonidet
P-40 in 1x PBS). After extensive washing with PBS, cells were
mounted in glycerol gelatin on microscopic slides. Images were
acquired with use of a Zeiss Axiovert 200 M confocal microscope
equipped with a 63 x Planapochromat/1.4 DIC lens.

Yeast-Complementation Studies

For complementation studies, we used S. cerevisiae strain B-8025
(MATa canl-100 CYCI cyc3-A cyc7-A::CYH2 cyh2 his3-Al leu2-
3,112 trp1-289), which carries a deletion of CYC3,?® as well as B-
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7553 (MATa canl-100 CYCI cyc7::CYH2 cyh2 his3-Al leu2-3,112
trp1-289) as a growth control.”” Both B-8025 and B-7553 carry a
deletion of CYC7, which encodes cytochrome c,, one of the two
yeast cytochrome ¢ proteins. Strains lacking CYC3 but still har-
boring CYC7 may still show residual respiratory growth due to
conversion of apocytochrome ¢, to its holoform by the second
yeast heme lyase Cyt2p. Thus, the CYC3™ mutant strain lacking
CYC7 is not able to grow at all on nonfermentable carbon sources
and needs complementation to show respiratory growth.

Yeast cells were maintained in complete medium (YPD). Trans-
formation of cells was done by the standard lithium-acetate meth-
od. Positive transformants were selected by growth in minimal
medium, supplemented with 2% glucose but lacking leucine. Col-
onies that showed growth under this condition were grown in
liquid minimal medium until saturation and subsequently were
tested for growth on nonfermentable carbon sources (YPG me-
dium containing 3% glycerol, 2% peptone, 1% yeast extract, 2%
agar, and 0.2 mM CuSO,). Therefore, we generated two dilutions
(0.6-fold and 0.2-fold) from a saturated culture of each strain and
spotted 5 ul of these cultures on YPG plates and in parallel, as
growth control, on plates containing minimal medium with glu-
cose. Plates were incubated for 5 d at 30°C.

Immunoblotting

Expression of various GST-HCCS and GST-CYC3-fusion proteins
was confirmed by immunoblotting of lysates from saturated yeast
cultures (grown in minimal medium or YPG medium with cop-
per) with use of horseradish peroxidase-conjugated goat polyclo-
nal anti-GST antibody (0.3 pg/ml) (Amersham Pharmacia Biotech).

Results

We examined a family in which the youngest daughter (I1.7)
shows the classic MLS phenotype and a normal karyotype.
However, a pathogenic mutation in MID1, ARHGAP6, and
HCCS in patient 1.7 has not yet been identified.® The older
sister (II.1) presents a milder phenotype, a third affected
daughter (I1.3) died at age 6 h, and three spontaneous abor-
tions were also reported (fig. 1B). The mother has no ob-
vious signs of MLS, although we cannot exclude the pres-
ence of skin lesions early in infancy that disappeared over
time; the examination with a UV light was not possible. In
an attempt to find a microdeletion within the MLS critical
region, we performed segregation analysis using polymor-
phic markers within the HCCS gene (CGG repeat of SNP
rs5901444) and from regions nearby (DXS7108, CxMO6,
CxMO09, DXS8019, and DXS§999). For SNP rs5901444, which
is located in the 5 UTR of HCCS, the mother carries seven
CGG repeats, whereas the father has eight (fig. 1B). Re-
markably, both patients (II.7 and 1I.1) carry only the pa-
ternal allele with eight CGG repeats, which suggests that
the mother is hemizygous rather than homozygous for this
repeat (fig. 1B). Segregation analysis showed that the two
affected individuals carry a different maternal haplotype
than do their four unaffected siblings (fig. 1B). To identify
a submicroscopic deletion, we performed Southern-blot
analysis with cDNA probes complementary to the HCCS &'
UTR and coding region, using genomic DNA of patient I1.7

digested with various enzymes. In addition to the expected
pattern, we identified aberrant bands in the patient com-
pared with control samples, which suggests the presence of
a heterozygous cryptic rearrangement involving the HCCS
gene (fig. 2A). We used real-time PCR for comparative quan-
tification of copy numbers of HCCS exon 1-7 amplicons
on genomic DNA of patient I1.7, her sister (1I.1), and the
asymptomatic mother (I.1). The relative copy number of
HCCS exons 1-3 was comparable to a haploid sample,
whereas that of exons 4-7 was comparable to a diploid
sample in the three females (fig. 2B). We subsequently am-
plified a 4,764-bp breakpoint-spanning PCR product from
the DNA of patients I1.1 and I1.7 and their mother (fig. 2C).
Direct sequencing of the junction fragment revealed the
presence of an 8.6-kb deletion comprising HCCS exons 1
and 2, the first 83 bp of exon 3, the 5 untranslated exons
la and 1b of MIDI, as well as the respective intronic se-
quences in 1.1, II.1, and 1.7 (fig. 2C). This deletion was
absent in the three males (I1.2, 11.4, and 11.6) and in the
unaffected female sibling (IL.5) of the proband (data not
shown). In summary, we found no evidence of the pres-
ence of a mosaicism in the mother as explanation of her
phenotype.

The identification of a microdeletion makes HCCS a
strong candidate gene for MLS. Therefore, we studied two
previously unreported female patients with MLS: 5-year-
old patient MS1 and 9-year-old patient MS2 (fig. 34-3C),
who both carry an apparently normal female karyotype.
By sequence analysis of the coding regions and exon-
intron boundaries of HCCS, we identified a heterozygous
¢.589C~T (p.R197X) mutation in exon 6 of patient MS1,
as well as a heterozygous ¢.649C—T (p.R217C) mutation
in exon 7 of patient MS2 (fig. 3D). The mutations were
found neither in the parents (paternity confirmed) nor in
50 (for ¢.589C—T) or 110 (for c.649C—T) female controls
(data not shown). The ethnicity of the controls matched
that of the patients. The mutation found in patient MS2
affects the arginine residue at position 217 of the HCCS
protein, which is highly conserved across evolution in all
heme lyases,*® suggesting an important function of this
amino acid (fig. 3E). In contrast, the sequence change in
patient MS1 causes a premature stop located 21 nt up-
stream of the last splicing-generated exon-exon junction,
which may define either a functional null allele due to
nonsense-mediated mRNA decay (NMD) or an HCCS pro-
tein lacking 72 C-terminal amino acids (A197-268). The
latter assumption is more likely, since mRNAs with pre-
mature termination codons located <50-55 nt upstream
of the most 3’ exon-exon junction are generally not tar-
geted for NMD.*

The S. cerevisiae strain B-8025 shows a severely depleted
respiratory function and is unable to grow on nonfer-
mentable carbon sources because of deletion of CYC3,
which encodes the yeast orthologue of the cytochrome ¢
heme lyase (Cyc3p).* This deficiency has been shown to
be complemented by ectopically expressed human HCCS
protein.'* We expressed various human HCCS and yeast
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Cyc3 proteins as GST-fusion proteins in yeast strain B-
8025 and analyzed their capacity to compensate for re-
spiratory deficiency. As expected, wild-type human HCCS
and yeast Cyc3 proteins were able to restore growth on
glycerol-containing medium. Notably, complementation
by yeast Cyc3p is only partial; that is probably because of
expression of a GST-fused protein. In contrast, expression
of either the C-terminally truncated HCCS protein (A197-
268) or HCCS carrying the missense mutation p.R217C
does not restore growth (fig. 4A4). By western-blot analysis
of protein extracts from the transformed B-8025 strains
grown in minimal medium, we confirmed expression of
the four GST-fusion proteins: human wild-type HCCS,
A197-268, R217C, and yeast Cyc3p (fig. 4B).

To investigate whether the mutated HCCS proteins are
still directed to mitochondria, we compared subcellular
localization of ectopically expressed wild-type HCCS with
mutated HCCS proteins. Indeed, we observed that N-ter-
minally HA-tagged wild-type HCCS protein is localized to
mitochondria in CHO-K1 cells (fig. 5A-5C). Similarly, ec-
topically expressed HCCS with cysteine-217 (HCCS R217C)
is also targeted to mitochondria (fig. SD-5F), whereas the
HCCS mutant protein A197-268 was dispersed in the cy-
toplasm and nucleus (fig. 5G-5I). We obtained similar re-
sults with wild-type HCCS proteins and the two mutants
carrying an N- or C-terminal EGFP tag or a C-terminal V5
tag (data not shown).

The HCCS gene product is supposed to act in a cell-
autonomous manner; therefore, functional nullisomy
should result in selective cell loss and consequent non-
random X inactivation in various tissues of heterozygous
females. We used the methylation-specific PCR at the poly-
morphic human AR locus to study the X-inactivation pat-
tern in all females carrying an HCCS mutation. In patients
MS1, MS2, 11.7, the sister of II.7 (I1.2), and the mother of
1.7 and 11.2 (I.1), a skewed X chromosome-inactivation
pattern (85%-100%) in peripheral-blood cells was found
(fig. 6A-6C). Consistently, a skewed X inactivation was
also observed in buccal mucosa cells of patient MS1, as
well as in fibroblasts of patient I.7 (data not shown). Re-
sults from the X-inactivation studies for patients II.1 and
I1.7 suggest that there is a selective disadvantage for cells
carrying the active maternal X chromosome (fig. 6C).
Moreover, in both MS1 and MS2, the paternal X chro-
mosome was found to be preferentially inactivated (fig.
6A and 6B). Accordingly, by RT-PCR analysis, we showed
that only HCCS mRNA transcribed from the wild-type al-
lele is detected in lymphoblastoid cells of patient MS1
(carrying p.R197X), suggesting that the nonsense muta-
tion occurred on the paternal allele (fig. 6D).

Discussion

The findings that (1) HCCS maps within the smallest MLS
critical region—that is, HCCS is deleted in all patients
carrying chromosomal abnormalities, (2) HCCS is par-
tially deleted in two sisters with MLS and their asymp-

tomatic mother, and (3) loss-of-function point mutations
occurred de novo in two patients with MLS provide
strong evidence of the involvement of the holocyto-
chrome c-type synthase in the pathogenesis of this syn-
drome. Thus, absence of heme-lyase activity in hemi-
zygous human males is most likely the cause of their in
utero lethality. Similarly, in vivo-generated deletions in-
volving the equivalent critical MLS region in the mouse
(MLS*), encompassing Hccs as well as parts of Midl and
Arhgape6, lead to lethality of hemizygous, homozygous,
and heterozygous embryos early in development. This
lethality can be rescued by overexpression of the human
HCCS gene from a BAC clone, providing proof that le-
thality is indeed due to loss of HCCS.*' Clearly, MLS be-
longs to the group of X-linked dominant male-lethal dis-
orders, including, for example, incontinentia pigmenti
and chondrodysplasia punctata 2.

Functional analysis of both the nonsense (p.R197X) and
the missense (p.R217C) mutations revealed that (1) the
72 C-terminal amino acids are required for mitochondrial
targeting and (2) arginine-217 seems to be necessary for
proper function of HCCS. Consistently, an evolutionarily
conserved motif located within residues 190-216 of hu-
man HCCS was shown to be important for sorting of heme
lyases to the intermembrane space of mitochondria.?® The
arginine residue at position 217 is an invariant amino acid
in all HCCS proteins and is located next to one of the two
internal targeting signals (aa 190-216),* which suggests
an important role of this residue for the integrity of the
holocytochrome c-type synthase.

Dysfunction of assembly factors of the mitochondrial
respiratory chain, such as the holocytochrome c-type syn-
thase, are known to cause various conditions with typical
symptoms of mitochondrial diseases, including myopa-
thy, encephalomyopathy, or cardiomyopathy, with a var-
iable age at disease onset.”>** However, the data presented
here show, for the first time (to our knowledge), that de-
ficiency of a mitochondrial housekeeping enzyme impli-
cated in OXPHOS may also cause a severe developmental
disorder with microphthalmia, sclerocornea, and areas of
aplastic skin. Thus, the complex phenotype of females
with MLS raises the question of a possible second function
of HCCS or its final product that is not directly related to
OXPHOS.

The holocytochrome c-type synthase or heme lyase is
located at the outer surface of the inner mitochondrial
membrane and catalyzes the covalent attachment of heme
to apocytochrome ¢ (and ¢,), which leads to the mature
holocytochrome ¢.*** In S. cerevisiae, two heme lyases
exist, the cytochrome c- (Cyc3p) and the cytochrome c,-
specific heme lyase (Cyt2p), whereas only a single heme
lyase is required for maturation of both cytochrome ¢ and
¢, in higher eukaryotes.'"'"* Defects in either of the yeast
heme lyases result in loss of respiratory growth of the re-
spective strain.***

Cytochrome cis released from mitochondria in response
to a variety of intrinsic death-promoting stimuli, thereby
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leading to caspase-dependent death or apoptosis.'® Sub-
sequent binding of cytochrome c to the apoptotic prote-
ase-activating factor 1 (APAF-1) and the recruitment and
activation of procaspase-9 cleaves other caspases to exe-
cute apoptosis.” Mice deficient for cytochrome ¢ as well
as knock-in mice expressing a mutant cytochrome ¢, which
retains its normal electron transfer function but is unable
to activate APAF-1, die perinatally because of severe de-
velopmental defects. Cells derived from both mice show
defects in apoptosis, because they are unable to form the
active apoptosome.®***” Apoptosis is important for proper
neuronal development—for example, normal eye and brain
development and impaired programmed cell death can
lead to severe developmental defects in human and/or
mouse.***?In the same line, a mutant strain of S. cerevisiae
lacking the cytochrome c-specific heme lyase Cyc3p is
more resistant to death than the wild type,* which sug-
gests that the mature form of cytochrome c is required for
programmed cell death in yeast. Indeed, accumulation of
apocytochrome c in the cytosol eukaryotic cells has been
shown to cause inhibition of caspase-mediated apopto-
sis.* Together, these data suggest that the release of mature
cytochrome ¢ is important for programmed cell death,
both in eukaryotic cells and in yeast. Accordingly, loss-of-
function mutations of HCCS in human are not only sup-
posed to give rise to severe functional deficits in OXPHOS
in cells and tissues that rely mainly on mitochondrial en-
ergy supply, but they may also cause severe constraints
in the process of apoptosis. However, elimination of key
components of the intrinsic apoptotic cascade will not
prevent cell death, since caspase-independent or nonap-
optotic death—namely apoptosis-like death, autophagic
cell death, or necrosis—can still occur.* Thus, absence
of components forming the apoptosome, such as cyto-
chrome ¢, will possibly result in a switch from apoptosis
to selective cell loss with a necrotic morphology.** This
type of caspase-independent cell death is characterized by
loss of the mitochondrial transmembrane potential, low
intracellular ATP concentrations, and generation of reac-
tive oxygen species that occurred on disruption of the
mitochondrial electron-transport chain.*~*° Remarkably,
necrosis has even been found to substitute for caspase-
dependent apoptosis during embryonic development.®'*
Thus, we speculate that the majority of cells lacking a
functional copy of HCCS in heterozygous females will die
because of severe defects in OXPHOS. Nonetheless, mi-
tochondrial dysfunction and the resulting ATP depletion,
along with lack of holocytochrome ¢, which is required
to form the apoptosome, may push HCCS-deficient cells
toward necrosis. It is of note that cell demise by necrosis
bears the danger of provoking a chronic chain reaction
of inflammation, with substantial damage to neighboring
cells.>***

In conclusion, our data show, for the first time, that
mutations in HCCS are associated with the MLS pheno-
type. Implication of cytochrome c—the final HCCS prod-
uct—in both OXPHOS and caspase-dependent apoptosis

suggests that disturbance of the balance between necrosis
and apoptosis may be a key element in the development
of MLS symptoms in affected females. Further studies are
required for better understanding of the contribution of
pathogenic HCCS mutations and the individual pattern of
X inactivation in the development of MLS.
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Web Resources

Accession numbers and URLs for data presented herein are as
follows:

GenBank, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/ (for HCCS
laccession number NM_005333], RPP30 [accession number
NM_006413], and HCCS ¢cDNA clone DKFZp77911858 [acces-
sion number CR749578])

Online Mendelian Inheritance in Man (OMIM), http://www.ncbi
.nlm.nih.gov/Omim/ (for MLS phenotypes)

RZPD German Resource Center for Genome Research, http://www
1zpd.de/
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Abstract

The microphthalmia with linear skin defects (MLS or MIDAS) syndrome is a rare X-linked dominant
inherited disorder with male lethality, associated with segmental aneuploidy of the Xp22.2 region in most
of the cases. However, we recently described heterozygous sequence alterations in a single gene, HCCS, in
females with MLS. Beside the classical MLS phenotype, occasional features such as sclerocornea, agen-
esis of the corpus callosum, and congenital heart defects can occur. Although the majority of cases are
sporadic, mother-to-daughter transmission has been observed and a high intra- and interfamilial pheno-
typic variability exists. We describe an asymptomatic mother and her daughter presenting with the typical
features of MLS syndrome. By cytogenetic analysis both females were found to have a terminal Xp
deletion with the breakpoint in Xp22.2, mapping near to or within the MSL3L/ gene which is located
centromeric to HCCS. FISH analysis revealed that the mother is a mosaic with 45X[11]/
46,X,del(X)(p22.2)[89], while in all cells of the MLS-affected daughter a hybridization pattern consistent
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with a 46,X,del(X)(p22.2) karyotype was detected. By haplotype analysis we identified the paternal X
chromosome of the mother to carry the terminal Xp deletion. X-inactivation studies showed a completely
skewed pattern in mother and daughter with the deleted X chromosome to be preferentially inactivated in
their peripheral blood cells. We suggest that both chromosomal mosaicism as well as functional X chro-
mosome mosaicism could contribute to the lack of any typical MLS feature in individuals with a hetero-
zygous MLS-associated mutation. The 45,X cell population, that most likely is also present in other tissues
of the mother, might have protected her from developing MLS. Nonetheless, a non-random X-inactivation
pattern in favor of activity of the wild-type X chromosome in the early blastocyte could also account for
the apparent lack of any disease sign in this female.

© 2007 Elsevier Masson SAS. All rights reserved.

Keywords: MIDAS; Xp deletion; X-inactivation; Chromosomal mosaicism; Phenotypic variability

1. Introduction

The Microphthalmia with Linear Skin defects syndrome (MLS; OMIM #309801), also known
as MIDAS (Mlcrophthalmia, Dermal Aplasia, Sclerocornea) syndrome, is an X-linked dominant
disease with in utero male lethality. This neurocutaneous disorder is characterized by unilateral or
bilateral microphthalmia and linear skin defects limited to the face and neck. Aplastic skin defects
heal after birth, frequently to form hyperpigmented areas. Additional more variable features in-
clude sclerocornea, agenesis of the corpus callosum, chorioretinal abnormalities, infantile sei-
zures, congenital heart defects, mental retardation, and diaphragmatic hernia [26].

Conventional and molecular cytogenetic studies of the majority of patients with MLS re-
vealed an XX complement with a variety of X-chromosomal aberrations resulting in segmental
monosomy of the Xpter — p22 chromosomal region [1—3,11,14,17,20,24,25]. The MLS critical
region has been delineated to 610 kb in Xp22.2 [28,29] and includes the three genes MIDI,
HCCS, and ARHGAP6. Recently, we reported heterozygous de novo point mutations in
HCCS, encoding the mitochondrial holocytochrome c-type synthase, as well as a microdeletion
encompassing part of HCCS to be associated with MLS [30].

Most of the patients with MLS display the classical phenotypic features; however, a high
intra- and interfamilial clinical variability exists [2,14,17,30]. While some patients presented
with the typical skin defects and did not show any ocular manifestation [5,13,14,31], other in-
dividuals showed microphthalmia but no aplastic skin areas [7,11,12]. It has been suggested
that the pattern of X-inactivation may play a role in the development of the various symptoms
seen in patients with MLS [8,27]. Skewed X-inactivation has been detected in 15 out of 16
MLS-affected patients analyzed to date ([20] and references therein; [3,6,22,30]). A single fe-
male patient with MLS showed a random X-inactivation pattern (patient 2 in [19]). She pre-
sented with bilateral microphthalmia, cloudy corneae, and patchy linear dermal hypoplasia
with teleangiectases. Cytogenetic analysis revealed an XX complement with an Xpter-p22.3 de-
letion. In this patient, replication studies have been performed to determine the X-inactivation
pattern; nonetheless, distinguishing between the wild-type and the derivative X chromosome
can be difficult when using this technique [19].

In 1991 Allanson and Richter reported the first two cases with MLS and a high intrafamilial
phenotypic variability. A female newborn with classical MLS symptoms, including
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microphthalmia, corneal opacities, and linear skin defects, was born to a healthy mother who
only had a small area of patchy depigmented skin over one of her shoulders. Cytogenetic anal-
ysis revealed a terminal Xp deletion in both females [2]. In 1995, Miicke and colleagues de-
scribed a girl and her mother, both with a 46, XX,t(X;Y)(p22.3;p11.2) karyotype, presenting
with microphthalmia and dermal aplasia; however, additional clinical features greatly varied.
While the mother had short stature and hypodontia, the daughter showed sclerocornea, a fore-
brain defect with agenesis of the corpus callosum, craniofacial anomalies, and intersexual gen-
italia [17]. Recently, we reported a family with a mother and two of her daughters carrying an
8.6-kb deletion involving part of the HCCS gene [30]. The youngest daughter showed the clas-
sical MLS phenotype, whereas her elder sister only presented eye manifestations with a left
opaque cornea, congenital glaucoma with total anterior synechia, and a white anterior cataract.
On the right side she had a corneal leukoma. Another sister, who died from complications of
a left diaphragmatic hernia after birth, had bilateral anophthalmia. In marked contrast, their
mother showed no obvious sign of MLS and evidence for mosaicism could not be found
[30]. Indeed, somatic mosaicism might be a possible explanation for a mild MLS phenotype
or even the absence of any feature. For example, Lindsay and colleagues [14] described a mildly
affected female with short stature and reticulolinear scar lesions on her neck. Routine chromo-
some analysis identified a 45,X/46,X.,del(X)(p22.2) mosaic with 30% of cells harboring 45,X.
This MLS-affected female had had an induced abortion of a female anencephalic fetus at
15 weeks of gestation with a 46,X,del(X)(p22.2) karyotype [14]. Nonetheless, in a female in-
fant with the typical clinical manifestations of MLS and short stature a de novo mosaic with
a 45, X[181/46,X,1(X)(p22;q21)[24]/46,X,del(X)(p22)[58] karyotype was detected [20], sug-
gesting that chromosomal mosaicism does not necessarily protect from a severe phenotype.

Here, we describe a 3-year-old girl with the typical signs and symptoms of MLS associated
with a 46,X,del(X)(p22.2) karyotype, whereas her mother is a mosaic and does not show any
apparent feature of MLS.

2. Material and methods
2.1. Case report

The female patient affected by MLS (Fig. 1A,B) is the offspring of a non-consanguineous
couple aged 31 (mother) and 35 (father) years at delivery. Due to enlarged ventricles, revealed
by first trimester ultrasound screening, karyotyping from a chorionic villi biopsy was performed
and a normal female karyotype was initially reported. Delivery was induced 37 weeks of ges-
tation because of suspected hydrocephaly. The proposita’s birth weight was 2465 g (10th cen-
tile), her body length 44 cm (<3rd centile), and she had an OFC of 33 cm (25th centile). The
newborn female showed bilateral microphthalmia, with the left eye more severely affected, per-
sistent foramen ovale and agenesis of corpus callosum with enlarged occipital horn on MRI
scan and left-sided mild cutaneous syndactyly of second and third toes. Ophthalmological ex-
amination revealed microphthalmia with sclerocornea of the right eye and agenesis of the left
eye with cystic remnant (2—3 mm). In addition, a linear and patchy erythematous skin defect
was noticed along her nose and right lateral neck and chin immediately after birth (Fig. 1A).
These characteristic signs led to the clinical diagnosis of MLS syndrome. At the age of
8 weeks, the erythematous skin lesion had faded gradually (Fig. 1B). Developmental testing
at the age of 23 months revealed normal speech development, but retarded statomotoric
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Fig. 1. Facial appearance of the patient with MLS having an Xp deletion and her unaffected mother with mosaic 45,X/
46,X,del(X)(p22.2). (A) Note linear skin defects located on the face and neck of the patient after birth. (B) Appearance
of the patient at the age of 8 weeks showing significant fading of the linear skin defects. Note bilateral microphthalmia
with the left eye being more severely affected, while the right eye shows cloudy cornea (sclerocornea). (C, D) The pa-
tient’s mother has normal eyes and skin but shows a low posterior hairline.

development as commonly seen in blind children. Short stature was still present at the age of
2 years 7 months (height 80 cm, <3rd centile; weight 11.4 kg, 10th centile).

The mother’s height of 165 cm was relatively short in comparison with other relatives (both
parents were 187 cm and her two brothers 187 cm and 198 cm). She also had a low posterior
hairline (Fig. 1C), but showed no signs of microphthalmia or scars on her face and neck
(Fig. 1D). The couple had two sons, one of whom suffered from isolated craniosynostosis. A
third pregnancy resulted in a missed abortion of a male fetus at 14 weeks of gestation. The ped-
igree of the family is shown in Fig. 3.

2.2. Cytogenetic and molecular cytogenetic studies

Chromosome analysis was performed from peripheral blood lymphocytes after GTG-band-
ing at a 500-band level according to standard techniques. Initial FISH experiments for detecting
a terminal Xp deletion were performed using cosmid clones cos34F5 and 15D10 [23] (kindly
provided by Peter Scambler, Molecular Medicine Unit, Institute of Child Health, London, UK),
the subtelomeric probe GS-98-C4 (XYp) [10] (a gift from S.J. Knight, Wellcome Trust Centre
for Human Genetics, Churchill Hospital, Headington, Oxford, UK), and the KAL/ probe (Vysis,
Abbott Diagnostika, Wiesbaden, Germany). Further delineation of the breakpoint was done by
FISH using BAC clones RP11-121J12, RP11-299M10, RP11-79711, and RP11-1L9 obtained
from the Resource Center of the German Human Genome Project at the Max-Planck-Institute
for Molecular Genetics, Berlin, Germany, whereas BAC clone GS1-602M 16, from the Genome
Systems Human BAC Library 1, was kindly provided by Ralf Sudbrak (Max-Planck Institute
for Molecular Genetics, Berlin, Germany). Fosmid clones F-8895D8, F-00757HS, F-4734B1,
F-8718D6, and F-7925A4 were received from the BACPAC Resource Center, Children’s Hos-
pital Oakland, CA, USA. BAC, cosmid and fosmid DNA was prepared using a Midiprep kit
(QIAGEN, Hilden, Germany). DNA was labeled by nick translation using the CGH* Nick
Translation Kit and Spectrum Green-dUTP (Vysis, Downers Grove, IL, USA) according to
the protocol provided. Chromosomes were counterstained using diamidinophenylindole (Serva
Feinbiochemica, Heidelberg, Germany) and mounted in antifading solution (Vector Labs, Bur-
lingame, CA, USA). Slides were analyzed with a Leica Axioscope fluorescence microscope.
Images were merged using a cooled CCD camera (Pieper, Schwerte, Germany) and Cyto Vision
software (Applied Imaging, San Jose, CA, USA).
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2.3. Microsatellite analysis

Genomic DNA was extracted from peripheral blood leukocytes of the patient’s mother and
her maternal grandparents by standard procedures. Haplotype analysis was performed using
eight polymorphic microsatellite markers (DXS/060 in Xp22.32, tel-CxM29-CxM02-CxM14-
CxM23-DXS987-DXS1214-cen in the Xp22.2-p21.2 region and DXS/227 in Xq27.2). PCR
products were amplified using fluorescent-labeled primers (FAM: DXS987 and DXSI1227;
HEX: DXSI1214; TET: DXS1060) following standard methods and electrophoresed on an
ABI Prism 310 Genetic Analyzer (PE Applied Biosystems, Darmstadt, Germany). Results
were processed by the Genescan software (PE Applied Biosystems, Darmstadt, Germany).
For markers CxM29, CxM02, CxM14, and CxM23 amplicons were electrophoresed on an 8%
polyacrylamide gel at 400 V for ~2 h. Bands were detected by silver staining. PCR conditions
and primer sequences are available on request.

2.4. X-inactivation assay

Examination of the methylation pattern at the AR locus was performed as previously
described [30].

3. Results and discussion

By conventional chromosome analysis we detected a terminal Xp deletion in the 3-year-old
female patient with MLS, with the karyotype 46,X,del(X)(p22.31). FISH analysis with probes
for the subtelomeric region of Xp, SHOX and KAL, confirmed the terminal deletion (data not
shown). To fine-map the breakpoint, we performed FISH with various BAC and fosmid clones
from and nearby the MLS critical region and identified fosmid F-00757HS8 hybridizing distal
and F-8718D6 proximal to the breakpoint in Xp22.2 (Fig. 2A and data not shown). Subse-
quently, we identified the breakpoint spanning fosmid F-4734B1 (Fig. 2B) which encompasses
part of the MSL3LI gene. The size of the terminal deletion was estimated to cover ~11.5 Mb,
including the genes HCCS, mutated in MLS, ARHGAP6, AMELX, and probably a few exons of
MSL3LI (Fig. 2A).

To examine if the Xp deletion found in the patient with MLS occurred de novo, we per-
formed cytogenetic analysis of her parents. While the paternal karyotype was normal, the
mother, who has no obvious signs of MLS, turned out to carry the same terminal Xp deletion
as her daughter in 10 metaphases analyzed (data not shown). Karyotypes of the maternal grand-
parents were normal (data not shown). We performed FISH analysis on metaphase spreads of
the proposita’s mother using fosmid clones from the MLS critical region (see above). The same
results as detected in the affected daughter were obtained (data not shown) suggesting the pres-
ence of an identical deletion [46,X,del(X)(p22.2)] in the mother.

The fact that both mother and daughter have the same Xp deletion raised the question why
the mother is asymptomatic compared with her MLS-affected daughter. Microphthalmia had
been excluded in the mother by ultrasound and no skin lesions had been noticed at birth. Al-
though it has been suggested that the variable phenotype observed in patients with MLS
may be the result of tissue specific X-inactivation patterns [8,14], chromosomal mosaicism
could also explain the lack of any MLS-specific sign in the mother. Therefore, we performed
2-color FISH analysis on metaphase spreads of both females using the Xp subtelomeric GS-98-
C4 probe and an X chromosomal centromeric probe. In the daughter, two centromeric signals
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Fig. 2. Mapping of the deletion breakpoint in Xp22.2. (A) Schematic representation of the breakpoint area in Xp22.2.
Arrows and arrowheads represent genes (not drawn to scale) and their orientation from telomere (tel) to centromere
(cen). Names and positions of DNA markers previously mapped in this region are indicated. Bottom lines indicate
BAC and fosmid clones used for FISH analysis. While clones hybridizing distal and proximal to the breakpoint are in-
dicated in black and blue, respectively, the breakpoint spanning fosmid is indicated in red. (B) FISH with fosmid F-
4734B1 produced strong signals on the wild-type X chromosome (WT X), while only faint signals were observed
on the X chromosome with the terminal deletion [der(X)]. Arrowheads point to fluorescence signals. Probes were la-
beled by FITC (green) and chromosomes were counterstained with DAPI (blue).

and only one subtelomeric signal (on the wild-type X chromosome) were present in 100 ana-
lyzed metaphases (data not shown), indicating that the terminal Xp deletion is present in all
cells. However, when we re-investigated the mother, we detected one centromeric and one sub-
telomeric signal on a single X chromosome in 11 out of 100 metaphases, while in the other 89
cells the same hybridization pattern as found in the daughter was observed (data not shown).
These data suggest that the mother was a chromosomal mosaic with 11% of lymphocyte cells
with only one normal X chromosome and loss of the derivative one, as well as 89% of cells
with both wild-type and a terminally deleted X chromosome. Thus, the karyotype of the mother
was corrected to 45,X[11]/46,X,del(X)(p22.2)[89].

To determine the parental origin of the X chromosome with the terminal deletion in the pa-
tient’s mother, we performed haplotype analysis in the mother of the patient (II.1) and the pa-
tient’s maternal grandmother (I.1) and grandfather (I.2) using various polymorphic markers,
including CxM29, CxM02, CxM14, CxM23, and DXS987 that are located in the Xp22.2 region
containing the deletion breakpoint (Fig. 3). The mother of the patient with MLS (II.1 in Fig. 3)
was heterozygous for markers DXS987, DXS1214, and DXS1227, in contrast, for five more dis-
tally located markers (DXS1060, CxM29, CxM02, CxM14, and CxM23) only maternal alleles
were detected (Fig. 3). These data suggest that (i) the terminal Xp deletion occurred on the
paternal X chromosome and (ii) the single wild-type X chromosome in the 45,X cell line is
of maternal origin.

We studied X-inactivation in the MLS-affected patient (III.3), her mother (II.1), and her ma-
ternal grandmother (I.1) by using the methylation-specific PCR at the polymorphic AR locus
(Fig. 4). Both the female infant with MLS and her mother showed a completely skewed X-
inactivation (0:100) in their lymphocytes (II.1 and III.3 in Fig. 4). In contrast, the patient’s
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Fig. 3. Three-generation pedigree of the family and haplotype analysis in the mother (II.1) of the MLS-affected patient
and her parents (I.1 and 1.2). The mother (II.1) carried only maternal alleles for markers DXS7060 (Xp22.32), CxM29,
CxMO02, CxM14, and CxM23 (all in Xp22.2), while she was heterozygous for markers DXS987 (Xp22.2), DXS1214
(Xp21.2), and DXS1227 (Xq27.2), highlighted by a light gray box.

maternal grandmother exhibited a random pattern of X-inactivation (43:57) (I.1 in Fig. 4). The
MLS-affected patient (II1.3) inherited the larger allele (286 bp), which turned out to be inacti-
vated in all cells, from her mother indicating that this X chromosome contains the terminal de-
letion. Consistently, the same X chromosomal allele was found to be preferentially inactivated
in all peripheral blood cells of the mother (II.1) (Fig. 4). The maternal grandmother of the pa-
tient (I.1) did not have the 286-bp allele, indicating that the deletion occurred on the paternal X
chromosome as already reasoned from haplotype analysis. Taken together, X-inactivation anal-
ysis showed preferential inactivation of the X chromosome carrying the terminal deletion in
peripheral blood cells of both the MLS-affected female infant and her normal mother.
Mother-to-daughter transmission and high intrafamilial phenotypic variability have been de-
scribed in patients with MLS syndrome [2,14,17,30]. In two familial cases, the mothers showed
only minor or no clinical signs, although they carry the same genetic lesion as their severely af-
fected daughter(s) and somatic mosaicism could not be detected [2,30]. Nonetheless, a complex
chromosomal mosaic has been found in a female patient with the classical MLS phenotype [20],
suggesting that other factors might also contribute to manifestation of the disease. As frequently
discussed, variable X-inactivation in different tissues may account for the variable severity of the
phenotype [8,9,14,20]. The great majority of females heterozygous for a genetic defect associ-
ated with MLS showed a skewed X-inactivation pattern in peripheral blood cells ([20] and ref-
erences therein; [3,6,22,30]). Accordingly, preferential X-inactivation of the X chromosome
with the deletion was found in both mother and daughter described here. Selective disadvantage
for rapidly dividing cells (e.g. blood cells) keeping the mutated X chromosome active has been
suggested that gives rise to a skewed X-inactivation pattern in patients with MLS [14]. Indeed,
the HCCS gene product is supposed to act in a cell-autonomous manner, therefore, functional
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Fig. 4. Partial pedigree of the family and skewed X-inactivation in females with a terminal Xp deletion. X chromosome
inactivation was determined by amplification of an AR sequence polymorphism and Hpall digestion of genomic DNA
isolated from lymphocytes (indicated with + or — ). The ratio of the X-inactivation pattern (peak area of the shorter to
longer allele) is given below the respective pedigree symbol. Both females carrying a terminal Xp deletion, II.1 and
1.3, showed completely skewed X-inactivation, while the maternal grandmother of the MLS-affected individual
(I.1) showed a random pattern.

nullisomy should result in selective cell loss and a skewed X-inactivation pattern in various tis-
sues of heterozygous females. However, cell selection mechanisms may vary in diverse tissues
[14] and during embryonic development organs like brain, eye, and skin may have problems to
get rid of those cells which are supposed to die due to an active X chromosome carrying the
MLS-associated mutation [8]. Recently, cell selection mechanisms during specific stages of
development and in different tissues have been suggested to result in skewed X-inactivation
in females carrying a mutation in a gene for X-linked mental retardation [18].

We have previously hypothesized that cell death of HCCS-deficient cells may be pushed to-
ward necrosis as these cells are not any more able to die via cytochrome c-mediated apoptosis
[30]. Necrosis bears the danger of inflammatory processes causing dramatic injury of neighbor-
ing cells in various tissues. Thus, the demise of HCCS-deficient cells by non-apoptotic cell
death during embryogenesis or differentiation processes may cause severe deterioration of
the affected tissue (e.g. linear skin defects and eye abnormalities) [30]. In fact, in a female em-
bryo heterozygous for an HCCS mutation an average of 50% of cells, those with the mutated X
chromosome active, undergoes respiratory problems due to severely disturbed oxidative phos-
phorylation. These cells are possibly supposed to die (e.g. by necrosis) in several tissues that
may cause trouble for the respective cell population and result in MLS-typical features.
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However, stochastic variation leading to unequal distribution of the two cell populations may
cause a non-random pattern of X-inactivation in the early embryo [4,16]. Thus, a female em-
bryo having the mutated X chromosome active in the majority of cells, once the X-inactivation
process has been initiated, will probably develop the classic MLS phenotype and vice versa.
Consequently, one factor for the normal development of the MLS-affected patient’s mother
may be non-random X-inactivation in favor of activity of the wild-type X chromosome at an
early time point during embryonic development.

Besides skewed X-inactivation in the early developing embryo, chromosomal mosaicism
could also explain the apparent lack of MLS-specific features in the mother of the patient.
The 45,X cell line was found in about 10% of her peripheral blood cells and it is likely that
also other tissues are mosaic. The 45,X/46,X,del(X)(p22.2) mosaicism probably resulted
from a postzygotic mitotic loss of the paternal X chromosome carrying the terminal deletion
[15]. Thus, the cell population with 46,X,del(X)(p22.2) and an active wild-type X chromosome
as well as cells with a 45,X karyotype might have protected the mother from an MLS pheno-
type. Similarly, chromosomal mosaicism could also account for the apparent lack of Turner
syndrome features in the mother, except for the low posterior hairline and relative short stature.
However, the short stature phenotype of patients with Turner syndrome has been primarily as-
cribed to haploinsufficiency of the pseudoautosomal SHOX gene [21].

In summary, we suggest that somatic mosaicism might be one factor protecting from an
MLS phenotype in females heterozygous for a terminal Xp deletion or an HCCS mutation.
Nonetheless, non-random X-inactivation in favor of the active wild-type X chromosome in
the early embryo might be even more important for development of a mild MLS phenotype
or the absence of any obvious clinical feature in these females.
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HCCS loss-of-function missense mutation in a female with
bilateral microphthalmia and sclerocornea: a novel gene for
severe ocular malformations?
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Purpose: To analyze if mutations in HCCS, encoding the mitochondrial holocytochrome c-type synthase, are associated
with phenotypes other than the microphthalmia with linear skin defects (MLS) syndrome, including severe eye malforma-
tions such as microphthalmia and/or anophthalmia. In addition, we investigated the impact of the p.E159K missense
mutation on sorting of HCCS to mitochondria and its functional integrity.

Methods: In a cohort of 27 females obtained from a population-based study on infants and fetuses with congenital eye
malformations we performed mutation analysis of HCCS by PCR amplification of the coding exons and direct sequenc-
ing. The X-inactivation pattern was determined by analyzing the methylation pattern at the AR locus in one patient. For
functional analysis of the identified missense mutation, we transfected CHO-K1 cells with wild-type HCCS or HCCS
E159K mutant construct and analyzed subcellular localization of the expressed proteins by immunofluorescence analysis
and confocal microscopy. Functional integrity of the mutated HCCS protein was investigated by complementation studies
in yeast. Therefore, we ectopically expressed HCCS wild type and the E159K mutant in the S. cerevisiae strain B-8025,
carrying a deletion of the HCCS ortholog CY(3, and analyzed the capacity of the yeast strain to grow on nonfermentable
carbon sources.

Results: We detected the heterozygous ¢.475G>A mutation in exon 5 of HCCS, predicting an amino acid substitution of
the highly conserved glutamate at position 159 by lysine, in a female presenting with bilateral microphthalmia and sclero-
cornea. This point mutation was not found on more than 460 X chromosomes. We identified a skewed X-inactivation in
the patient’s peripheral blood cells. Similar to HCCS wild type, ectopically expressed HCCS E159K was targeted to
mitochondria in CHO-K1 cells. In contrast, expression of HCCS E159K did not complement respiratory growth of the
CYC3-deficient yeast strain B-8025, while wild-type HCCS and the yeast heme lyase Cyc3p could rescue growth on
nonfermentable carbon sources.

Conclusions: Identification of the novel missense mutation p.E159K of HCCS, which leads to loss-of-function of the
encoded holocytochrome c-type synthase, in a sporadic female patient with microphthalmia of both eyes and bilateral
sclerocornea may suggest HCCS as candidate for severe ocular manifestations.

Severe structural malformations of the eye, such as anoph-
thalmia (absence of the eye) and microphthalmia (reduction
in eye size), have a birth prevalence of about 1 per 5,000 [1-
3]. These ocular abnormalities are often apparent at birth and
caused by very early disturbances in the normal program of

microphthalmia, sclerocornea and persistence of the hyper-
plastic vitreous are also seen (OMIM 206900) [7.8]. More-
over, in patients with the anophthalmia-esophageal-genital
(AEG) syndrome (OMIM 206900) heterozygous mutations
of SOX2 have been detected [9,10]. SOX2 codes for a tran-

development. Although the cause of most human ocular mal-
formations is unknown, various genes for the anophthalmia
and/or micophthalmia phenotype have been identified. Origi-
nally, heterozygous mutations in 24X6, encoding a paired-box
transcription factor, have been described to cause human aniri-
dia [4]. Nonetheless, PAX6 was also the first gene to be iden-
tified for anophthalmia [5], and alterations of PAX6 have re-
cently been discovered in patients with microphthalmia [6].
Heterozygous, loss-of-function mutations in SOX2 are most
commonly associated with bilateral anophthalmia, although
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scription factor known to bind to PAX6, cooperatively acti-
vating expression of lens-specific genes [11]. Additionally,
several other genes encoding transcription factors or repres-
sors have been implicated in severe ocular malformations, such
as CHX10 (OMIM 610092 and 610093) [12], RAX (OMIM
611038)[13], BCOR (OMIM 300166) [14], and OTX2 (OMIM
610125) [8,15].

The association of developmental eye abnormalities with
transcription factors highlights the existence of a complex
genetic network important to control each stage of eye devel-
opment [16]. Remarkably, molecules other than transcription
regulators have been shown to be mutated in patients with
syndromic microphthalmia. Recently, sequence alterations in
STRA6, encoding a membrane receptor for the retinol binding
protein which mediates cellular uptake of vitamin A [17], have
been reported in individuals with anophthalmia, mental retar-
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dation, and a broad spectrum of organ malformations (OMIM
601186) [18,19]. The X-linked dominant, male-lethal mi-
crophthalmia with linear skin defects syndrome (also known
as MLS or MIDAS; OMIM 309801) has been found to be
associated with segmental monosomy of the Xp22.2 region in
the majority of cases [20]. However, heterozygous, loss-of-
function mutations of HCCS have been detected in patients
with MLS and normal karyotype [21]. HCCS is an atypical
gene for microphthalmia as its product is neither involved in
transcriptional regulation nor belongs to the group of retinoic
acid-inducible genes, such as STRA6, that are possible targets
of the retinoid receptors [22]. HCCS encodes a mitochondrial
enzyme, the holocytochrome c-type synthase, which catalyzes
the covalent attachment of heme to both apocytochrome ¢ and
¢, thereby leading to the mature forms, holocytochrome ¢ and
¢, [23,24]. The product of the HCCS-catalyzed reaction, cyto-
chrome c¢, has two cellular functions: First, it acts as an elec-
tron carrier in the mitochondrial respiratory chain and thereby
is implicated in oxidative phosphorylation (OXPHOS), and
second, it is released from mitochondria upon proapoptotic
stimuli and plays an important role in caspase-dependent cell
death, i.e., apoptosis [25].

The majority of MLS-affected females display the clas-
sic phenotypic features, including microphthalmia, sclerocor-
nea, and linear erythrodermia, however, a high intra- and
interfamilial phenotypic variability has been observed [21,26-
29]. For example, several patients with severe eye malforma-
tions but without erythematous skin lesions at birth have been
reported. These individuals show either isolated eye anoma-
lies or a syndromic form with other organ manifestations, e.g.,
cardiomyopathy [21,30-32]. The broad spectrum of pheno-
typic abnormalities seen in patients with MLS led us to hy-
pothesize that mutations in ZCCS could be associated with
isolated and syndromic forms of anophthalmia and/or mi-
crophthalmia in individuals with no apparent skin defects.
Here, we describe mutation analysis of ZCCS in a cohort of
27 females obtained from a population-based study on infants
and fetuses with congenital eye malformations, including uni-
and bilateral microphthalmia, and report functional analysis
of a novel missense mutation leading to loss-of-function of
the encoded HCCS protein.

METHODS

Patients: Clinical data were initially derived from the Cali-
fornia Birth Defects Monitoring Program, a population-based
active surveillance system for collecting information on births
with congenital malformations. Diagnostic information was
collected as previously described [3]. In that study, only in-
fants with clinical anophthalmia or bilateral microphthalmia
served as the analytic basis. In the period 1989-97, ascertain-
ment among more than 2.5 million California births (liveborn
and stillborn) resulted in the identification of 100 infants/fe-
tuses with these eye anomalies. Ophthalmic examinations in-
cluded slit lamp biomicroscopy, measurement of intraocular
pressure (IOP) by applanation tonometry, gonioscopic evalu-
ation of the anterior chamber angle, and perimetry by auto-
mated field analyzer.
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For this study, phenotypes of 27 female cases with bilat-
eral clinical anophthalmia and/or microphthalmia were re-
viewed. The cases were categorized as either isolated (9) or
syndromic (18). Isolated cases had only anophthalmia/mi-
crophthalmia or anophthalmia/microphthalmia with other eye
defects, whereas syndromic cases showed anophthalmia/mi-
crophthalmia and heart and/or brain defects and cataracts, re-
spectively.

Mutation analysis: Total genomic DNA was isolated from
Guthrie cards by standard procedures and amplified by using
the GenomiPhi DNA Amplification Kit (GE Healthcare,
Miinchen, Germany). We amplified the coding region of HCCS
(exons 2 to 7, GenBank NM_005333), including the flanking
intronic sequences, from whole genome amplified DNA.
Primer sequences and PCR conditions are available on request.
PCR products were directly sequenced with the Big Dye Ter-
minator ready reaction kit (PE Applied Biosystems, Darmstadt,
Germany) on an ABI Prism 377 (PE Applied Biosystems).

X-inactivation assay: Examination of the methylation
pattern at the AR locus was performed as previously described
[21].

Generation of NH - and COOH-terminal tagged HCCS
constructs: Generation of HCCS wild-type constructs has been
described previously [21]. The HCCS (E159K) insert was es-
tablished by PCR-mediated mutagenesis [33]. The purified
PCR product was cloned into pPENTR/D-TOPO (Invitrogen,
Karlsruhe, Germany) according to the protocol provided. Con-
structs were sequenced for integrity and then used for cloning
the HCCS (E159K) coding region into plasmids pcDNA-
DESTS53 (NH,-terminal EGFP epitope; Invitrogen), pcDNA-
DEST47 (COOH-terminal EGFP epitope; Invitrogen),
pMT2SM-HA-DEST (NH,-terminal HA epitope), and
pcDNA3.2/V5-DEST (COOH-terminal V5 epitope;
Invitrogen) via LR reaction following the manufacturer’s in-
structions (Invitrogen).

Generation of yeast expression constructs: For genera-
tion of yeast expression constructs we used pY EX4Tps which
drives expression of the GST-fusion proteins from the Sac-
charomyces cerevisiae CUP1 promoter and carries the select-
able markers leu2-d and URA3. Generation of pYEX4Tps-
HCCS-wild-type and pYEX4Tps-CYC3 has been described
previously [21]. HCCS-E159K was established by PCR-me-
diated mutagenesis [33]. After purification of PCR products,
the amplicon was restricted with BamHI and NofI and cloned
unidirectionally into pYEX4Tps. Primer sequences and PCR
conditions are available on request. All constructs were se-
quenced for integrity, and large and pure amounts of plasmid
DNA were prepared by using a plasmid maxi kit (QIAGEN,
Hilden, Germany).

Immunofluorescence: CHO-KI cells were cultured on
fibronectin coated (10 wg/ml) coverslips in F12-Ham’s Nutri-
ent Mixture supplemented with 10% FCS, 1% L-glutamine,
and penicillin-streptomycin at 37 °C in 5% CO,. Immunof-
luorescence analysis was performed as previously described
[21]. In brief, after transfection with pcDNA-DEST53-HCCS-
wild type, pcDNA-DESTS53-HCCS-E159K, pcDNA-DEST47-
HCCS-wild type, pcDNA-DEST47-HCCS-E159K, pMT2SM-
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HA-DEST-HCCS-wild type, pMT2SM-HA-DEST-HCCS-
E159K, pcDNA3.2/V5-DEST-HCCS-wild type, or pcDNA3.2/
V5-DEST-HCCS-E159K, CHO-K1 cells were incubated in
medium containing MitoTracker Red CMXRos (Invitrogen)
and fixed. HA- and V5-tagged HCCS proteins were detected
with rat monoclonal anti-HA-Flourescein antibody (1.25 ug/
ml; Roche, Mannheim, Germany) and mouse monoclonal anti-
VS5-FITC antibody (2.0 ug/ml; Invitrogen), respectively. Cells
were analyzed on a Zeiss Axiovert 200 M confocal micro-
scope equipped with a 63x Planapochromat/1.4 DIC lens.

Yeast complementation studies: Complementation stud-
ies were performed as previously described [21]. We used the
S. cerevisiae strain B-8025 (MATacanl-100 CYC1 cyc3-
Acye7-A::CYH?2 cyh2 his3-Al leu2-3,112 trpl-289), carrying
a deletion of CY(C3 [34], as well as B-7553 (MATacanl-100
CYC1 cyc7::CYH2 cyh2 his3-Al leu2-3,112 trpl-289), as a
growth control [35].

Immunoblotting: Expression of GST-HCCS and GST-
CYC3-fusion proteins was confirmed by immunoblotting of
lysates from saturated yeast cultures (grown in minimal me-
dium or YPG medium with copper) using horseradish peroxi-
dase-conjugated goat polyclonal anti-GST antibody (0.3 ug/
ml; Amersham Pharmacia Biotech, Vienna, Austria).

RESULTS

We performed mutation analysis of /CCS in a cohort of 27
newborn female patients with isolated or syndromic mi-
crophthalmia or anophthalmia [3]. In a single patient, we iden-
tified the heterozygous ¢.475G>A mutation in exon 5 which
predicted an amino acid change from glutamate to lysine at
position 159 of the holocytochrome c-type synthase (p.E159K;
Figure 1A). The female patient has been diagnosed with bilat-
eral microphthalmia and bilateral scleral cornea at the age of
one week. Since parental DNA samples were not available,
we analyzed 234 DNAs from healthy females for the c.475G>A
change and could not detect it in any of these samples (data
not shown).

A skewed X-inactivation pattern has been commonly iden-
tified in MLS-affected individuals with segmental monosomy

Figure 1. An HCCS missense mutation in a female with nonsyndromic
microphthalmia. A: Sequence electropherogram of part of HCCS
exon 5 from genomic DNA of the proband. Triplets and encoded
amino acids are indicated. The patient is heterozygous for the
¢.475G>A mutation (p.E159K) in exon 5. B: X chromosome inacti-
vation determined by amplification of an AR sequence polymorphism
and digestion of genomic DNA isolated from lymphocytes with Hpall
(indicated with + or -). The allele sizes and ratio of the X-inactiva-
tion pattern are given below the peaks. C: Partial amino acid se-
quence alignment of the first heme lyase targeting motif from vari-
ous species. The position of amino acids is given. Evolutionary con-
served residues are presented in bold. The invariant glutamate at po-
sition 159 is shaded in gray. The consensus sequence is indicated
below the amino acid alignment. HCCS | indicates specificity of this
heme lyase for cytochrome ¢,. Hs, Homo sapiens; Mm,, Mus muscu-
lus; Rx, Rattus norvegicus; Ct, Canis familiaris; Mm, Macaca mulatta;
Bt, Bos taurus; Ca, Candida albicans; Sc, S. cerevisiae; Sp,
Schizosaccharomyces pombe; Nc, Neurospora crassa; Ce,
Caenorhabditis elegans.
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of Xpter-p22.2 or an HCCS mutation [21,29,36]. Indeed, the
holocytochrome c-type synthase acts in a cell-autonomous
manner and loss-of-function mutations are supposed to cause
selective cell loss resulting in a skewed X-inactivation pattern
[21]. We used the methylation-specific PCR at the polymor-
phic human androgen receptor (4R) locus to study the X-in-
activation pattern in the patient carrying the /CCS missense
mutation. As expected, we detected preferential inactivation
of one X chromosome with a ratio of 92:8 in the patient’s
peripheral blood cells (Figure 1B).

Holocytochrome c-type synthases, also known as “heme
lyases”, contain a sequence element which is essential for the
import of these proteins into the intermembrane space of mi-
tochondria. The targeting signal is located in the third quarter
of HCCS and comprises about 60 amino acid residues which
are spread over two highly conserved motifs, from residues
151-169 and 190-216 of human HCCS [37]. Glutamate at
position 159 of HCCS is evolutionary conserved and located
within the first targeting motif (Figure 1C). Thus, by chang-
ing glutamate for lysine at position 159, import of HCCS into
mitochondria could be impaired. We compared subcellular
localization of ectopically expressed wild-type with the mu-
tated HCCS protein. NH_-terminally HA-tagged wild-type
HCCS was found to be targeted to mitochondria (Figure 2C).
Similarly, the mutated HCCS protein with lysine-159 (HCCS
E159K) also localized to mitochondria (Figure 2F). We per-
formed the same experiments with wild-type HCCS and HCCS
E159K carrying an NH,- or COOH-terminal EGFP tag or a
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COOH-terminal V5 tag and obtained similar results as de-
scribed above (data not shown).

Mammalian cytochrome ¢ heme lyases catalyze the co-
valent attachment of heme to the apoforms of both cytochrome
c and ¢, [24,38]. Cytochrome ¢ plays an important role in
OXPHOS and is therefore required for respiratory growth. The
S. cerevisiae yeast strain B-8025 carries a deletion of CYC3
which encodes Cyc3p, the yeast ortholog of human HCCS,
and is unable to grow on nonfermentable carbon sources indi-
cating a severely depleted respiratory function [39]. While
ectopic expression of human HCCS wild type is able to
complement this deficiency [21,40], expression of HCCS
mutants associated with MLS did not restore respiratory func-
tion of this yeast mutant [21]. We ectopically expressed HCCS
E159K, HCCS wild type and yeast Cyc3p as glutathione-S-
transferase (GST) fusion proteins in yeast strain B-8025 and
analyzed their capacity to compensate for respiratory defi-
ciency. Whereas human wild-type HCCS and yeast Cyc3p
proteins restored growth on glycerol-containing medium, yeast
cells expressing HCCS with p.E159K could not grow on
nonfermentable carbon sources (Figure 3A). By western blot
analysis of protein extracts from the transformed B-8025
strains grown in minimal medium we confirmed expression
of the three different GST fusion proteins (Figure 3B).

DISCUSSION
Mutation analysis of Z/CCS in a cohort of 27 newborn fe-
males with nonsyndromic or syndromic microphthalmia and/

HA-HCCS

Figure 2. Targeting of ectopically expressed HCCS wild type and the E159K mutant to mitochondria. Subcellular localization of HA-tagged
HCCS proteins ectopically expressed in CHO-K1 cells (A and D) and staining of endogenous mitochondria by MitoTracker are shown (B and
E). HA-tagged HCCS wild type protein (A, green) is targeted to mitochondria (B, red) as shown by colocalization with the MitoTracker
(yellow pseudocolor in C). Similarly, HA-tagged HCCS E159K mutant protein (D, green) shows a mitochondrial (E, red) distribution (yellow

pseudocolor in F). The scale bar represents 10 um.
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or clinical anophthalmia identified the heterozygous missense
mutation ¢.475G>A/p.E159K in a single female infant with
bilateral microphthalmia and sclerocornea in both eyes. The
findings that (1) mutated HCCS with E159K did not comple-
ment respiratory deficiency of the CYC3 S. cerevisiae mutant
strain, (2) this mutation was not detected on more than 460 X
chromosomes, and (3) a skewed X-inactivation was found in
the patient’s lymphocytes strongly provide evidence for the
pathogenic relevance of the ¢.475G>A mutation.

The mutated glutamate-159 is an invariant residue and
located within the first motif of the sequence element respon-
sible for sorting HCCS to the mitochondrial intermembrane
space. Chemical properties of the heme lyase targeting ele-
ment are distinct from those of other mitochondrial proteins
as it is highly hydrophilic with 30% charged residues contain-
ing a similar number of positively and negatively charged
amino acids. This topogenic signal has been suggested to de-
termine the specificity of transport into mitochondria and
mediate the import into the mitochondrial intermembrane space
[37]. Thus, substitution of the negatively charged glutamate-
159 by the positively charged lysine most likely causes a dis-
equilibrium of positively and negatively charged residues
within the targeting motif which might interrupt mitochon-
drial sorting of HCCS. Surprisingly, the missense mutation
p.E159K did not have any impact on translocating the mu-
tated heme lyase to mitochondria (Figure 2F), although the
capacity of the altered targeting sequence to specifically guide
HCCS to the intermembrane space has not been investigated.
These data suggest that the total amount of charged residues
within the targeting element rather than the physicochemical
nature of a single amino acid is important for directing HCCS
to mitochondria.

In yeast complementation studies human heme lyase with
E159K was not able to compensate for respiratory deficiency
of the CYC3'S. cerevisiae mutant strain indicating that
glutamate-159 is important for functional integrity of the
holocytochrome c-type synthase. In line with this finding, the
two mitochondrial targeting motifs have also been suggested
to be important for proper function of heme attachment [37].
Taken together, the p.E159K missense mutation of ZCCSleads
to loss-of-function of the encoded protein and is likely associ-
ated with the severe eye malformations in the female infant.

The function of the protein encoded by HCCS is com-
pletely different from that of several genes responsible for
severe eye malformation disorders, such as PAX6, SOX2, and
OTX2. The latter three code for transcriptional regulators in-
volved in a complex regulatory network. Cross-regulation for
PAX6, SOX2, and OTX2 as well as regulatory mechanisms
for their fine-tuned expression have been discovered indicat-
ing that these proteins cooperatively control each stage of eye
development [16]. In marked contrast, HCCS is a mitochon-
drial housekeeping enzyme required for cytochrome ¢ bio-
synthesis. On one hand, cytochrome c is necessary for proper
functioning of the mitochondrial respiratory chain and on the
other hand, release of cytochrome ¢ from mitochondria in-
duces apoptotic cell death [25]. Recently, we put forward the
hypothesis that deficiency of /CCS may not only cause func-
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tional deficits in OXPHOS, but also leads to severe constraints
in the process of apoptosis. Thus, functional nullisomy of
HCCS may disturb the balance between apoptosis and necro-
sis and push cell death toward necrosis [21]. Importantly, ne-
crosis bears the danger of inflammatory reactions leading to
substantial damage of neighboring cells [41,42] that could be
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Figure 3. HCCS E159K is not able to complement S. cerevisiae CYC3-
deficiency. A: Functional complementation of the S. cerevisiae strain
B-8025. B-8025 was grown on minimal medium and transformed
with human wild-type HCCS (HCCS WT), the HCCS mutant E159K
(HCCS E159K), or yeast CYC3 (Cyc3p) expression constructs.
Transformants were grown in liquid minimal medium, and aliquots
of saturated (top row) and diluted cultures (middle and bottom rows)
were spotted on glycerol medium containing copper (to induce ex-
pression of GST fusion proteins), and were incubated for 7 days at
30 °C. Dilution rates are indicated to the left of the figure. Note res-
toration of growth by ectopic expression of Cyc3p and HCCS WT,
whereas no growth was observed for the untransformed strain and
B-8025 expressing HCCS E159K. Strain B-7553 served as wild-type
growth control. B: Expression of GST-HCCS fusion proteins in yeast
strain B-8025. Expression of GST-HCCS E159K (left lane), GST-
HCCS wild type (middle lane), and GST-Cyc3p (right lane) fusion
proteins in the yeast mutant strain B-8025 grown in minimal me-
dium was demonstrated by immunoblotting.
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a key element in developing eye malformations as well as other
MLS-specific symptoms in affected individuals. A more di-
rect role of HCCS in apoptotic cell death has been proposed
recently. In response to apoptotic stimuli, HCCS is released
from mitochondria into the cytoplasm where it interacts with
several members of the inhibitor of apoptosis protein (IAP)
family [43]. IAPs suppress caspase-3 activity required for
apoptotic cell death [44], and binding of HCCS to IAPs was
shown to cause accelerated cell death by antagonizing IAP
activity [43]. Thus, holocytochrome c-type synthase has a pro-
apoptotic activity and /CCS deficiency may result in enhanced
resistance to cell death by apoptosis. Taken together, direct
and indirect implication of HCCS in apoptotic cell death and
requirement of cytochrome c, the final product of HCCS ac-
tivity, for OXPHOS may suggest that disturbance of these pro-
cesses contribute to the variable clinical features observed in
patients with ZCCS mutations. In addition, the pattern of X-
inactivation in the early embryo of a female carrying an Z/CCS
alteration may determine in part the severity of the disease
phenotype.

Up to date, one missense mutation, p.R217C, and one non-
sense mutation, p.R197X, in HCCS have been described in
patients with MLS. While the girl with p.R197X shows the
classical MLS phenotype, the female patient with p.R217C
presented with bilateral microphthalmia and sclerocornea, but
no linear skin defects. Later in life, she developed idiopathic
ventricular tachycardia and suffered an occlusion of her right
arteria cerebri media. The female infant with the #CCS muta-
tion p.E159K presented only with severe eye malformations
at birth, including microphthalmia of both eyes and bilateral
sclerocornea. However, other features occassionally seen in
patients with MLS, such as chorioretinal abnormalities, in-
fantile seizures, and tachycardia, might have developed later
in life in this patient and would have been missed by the Cali-
fornia Birth Defects Monitoring Program, which only collected
data on structural anomalies diagnosed within 1 year of deliv-
ery [3]. Nonetheless, it is reasonable to speculate that heterozy-
gous mutations of HCCS are associated with isolated eye mal-
formations in affected female patients. Indeed, a female car-
rying a heterozygous deletion of 8.6 kb, encompassing part of
HCCS, only presented with a left opaque cornea, congenital
glaucoma with total anterior synechia, and a white anterior
cataract [21]. Similarly, Cape and colleagues [32] reported a
girl with bilateral sclerocornea and partial aniridia in the left
eye and an X/Y translocation resulting in heterozygous dele-
tion of the MLS critical region [32]. The wide variety of ocu-
lar findings in patients with MLS suggests HCCS as an attrac-
tive candidate for a broad spectrum of ocular malformations.
Since mutations of HCCS seem to be rarely associated with
microphthalmia and/or anophthalmia in female patients, X-
inactivation studies prior molecular testing may provide a clue
for finding an alteration in this gene. Although male lethality
has been proposed to be associated with MLS in patients with
deletions involving Xp22 and later on with ZCCS mutations
[20,21,45], males carrying a loss-of-function mutation of
HCCS may survive due to somatic mosaicism or Klinefelter
syndrome, as reported for e.g., X-linked dominant incontinentia
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pigmenti [46]. Alternatively, hypomorphic 77CCS alleles might
be present in male patients with various ocular malformations.

In conclusion, in this study we provide evidence for a
loss-of-function mutation of ZCCS in an individual with iso-
lated eye abnormalities suggesting HCCS as candidate gene
for a broad spectrum of human ocular phenotypes. In the fu-
ture, mutation analysis in large cohorts of patients with severe
ocular malformation disorders will shed light on the variable
eye phenotypes associated with mutated HCCS alleles. More-
over, implication of a mitochondrial housekeeping enzyme in
developmental ocular abnormalities is intriguing and opens
the possibility of identifying other genes for these disorders
whose products are involved in a wide spectrum of cellular
functions.

ACKNOWLEDGEMENTS

The results summarized here are part of the Ph.D. thesis of
Isabella Wimplinger at the University of Hamburg. We thank
Thomas Rau for help with confocal microscopy and photo-
graphic art work, Inka Jantke for skillful technical assistance,
and Georg Rosenberger for critical reading of the manuscript.
This work was supported by a grant from the Wilhelm Sander-
Stiftung (2003.160.1 to K.K.).

REFERENCES
1. Morrison D, FitzPatrick D, Hanson I, Williamson K, van
Heyningen V, Fleck B, Jones I, Chalmers J, Campbell H. Na-
tional study of microphthalmia, anophthalmia, and coloboma
(MACQ) in Scotland: investigation of genetic aetiology. ] Med
Genet 2002; 39:16-22.

2. Lowry RB, Kohut R, Sibbald B, Rouleau J. Anophthalmia and
microphthalmia in the Alberta Congenital Anomalies Surveil-
lance System. Can J Ophthalmol 2005; 40:38-44. Erratum in:
Can J Ophthalmol. 2006; 41:232.

3. Shaw GM, Carmichael ST, Yang W, Harris JA, Finnell RH, Lammer
EJ. Epidemiologic characteristics of anophthalmia and bilateral
microphthalmia among 2.5 million births in California, 1989-
1997. Am J Med Genet A 2005; 137:36-40.

4. Ton CC, Hirvonen H, Miwa H, Weil MM, Monaghan P, Jordan T,
van Heyningen V, Hastie ND, Meijers-Heijboer H, Drechsler
M, Royer-Pokora B, Collins F, Swaroop A, Strong LC, Saunders
GF. Positional cloning and characterization of a paired box- and
homeobox-containing gene from the aniridia region. Cell 1991;
67:1059-74.

5. Glaser T, Jepeal L, Edwards JG, Young SR, Favor J, Maas RL.
PAXG6 gene dosage effect in a family with congenital cataracts,
aniridia, anophthalmia and central nervous system defects. Nat
Genet 1994; 7:463-71. Erratum in: Nat Genet 1994; 8:203.

6. Dansault A, David G, Schwartz C, Jaliffa C, Vieira V, de la
Houssaye G, Bigot K, Catin F, Tattu L, Chopin C, Halimi P,
Roche O, Van Regemorter N, Munier F, Schorderet D, Dufier
JL, Marsac C, Ricquier D, Menasche M, Penfornis A, Abitbol
M. Three new PAX6 mutations including one causing an un-
usual ophthalmic phenotype associated with neurodevelopmental
abnormalities. Mol Vis 2007; 13:511-23.

7. Fantes J, Ragge NK, Lynch SA, McGill NI, Collin JR, Howard-
Peebles PN, Hayward C, Vivian AJ, Williamson K, van
Heyningen V, FitzPatrick DR. Mutations in SOX2 cause anoph-

8. Ragge NK, Lorenz B, Schneider A, Bushby K, de Sanctis L, de
Sanctis U, Salt A, Collin JR, Vivian AJ, Free SL, Thompson P,

1480



Molecular Vision 2007; 13:1475-82 <http://www.molvis.org/molvis/v13/al64/>

Williamson KA, Sisodiya SM, van Heyningen V, Fitzpatrick
DR. SOX2 anophthalmia syndrome. Am J Med Genet A 2005;
135:1-7; discussion8.

9. Williamson KA, Hever AM, Rainger J, Rogers RC, Magee A,
Fiedler Z, Keng WT, Sharkey FH, McGill N, Hill CJ, Schneider
A, Messina M, Turnpenny PD, Fantes JA, van Heyningen V,
FitzPatrick DR. Mutations in SOX2 cause anophthalmia-esoph-
ageal-genital (AEG) syndrome. Hum Mol Genet 2006; 15:1413-
22. Erratum in: Hum Mol Genet. 2006; 15:2030.

10. Kelberman D, Rizzoti K, Avilion A, Bitner-Glindzicz M,
Cianfarani S, Collins J, Chong WK, Kirk JM, Achermann JC,
Ross R, Carmignac D, Lovell-Badge R, Robinson IC, Dattani
MT. Mutations within Sox2/SOX2 are associated with abnor-
malities in the hypothalamo-pituitary-gonadal axis in mice and
humans. J Clin Invest 2006; 116:2442-55.

11. Kondoh H, Uchikawa M, Kamachi Y. Interplay of Pax6 and SOX2
in lens development as a paradigm of genetic switch mecha-
nisms for cell differentiation. Int J Dev Biol 2004; 48:819-27.

12. Ferda Percin E, Ploder LA, Yu JJ, Arici K, Horsford DJ, Ruther-
ford A, Bapat B, Cox DW, Duncan AM, Kalnins VI, Kocak-
Altintas A, Sowden JC, Traboulsi E, Sarfarazi M, McInnes RR.
Human microphthalmia associated with mutations in the retinal
homeobox gene CHX10. Nat Genet 2000; 25:397-401.

13. Voronina VA, Kozhemyakina EA, O’Kernick CM, Kahn ND,
Wenger SL, Linberg JV, Schneider AS, Mathers PH. Mutations
in the human RAX homeobox gene in a patient with anoph-
thalmia and sclerocornea. Hum Mol Genet 2004; 13:315-22.

14. Ng D, Thakker N, Corcoran CM, Donnai D, Perveen R, Schneider
A, Hadley DW, Tifft C, Zhang L, Wilkie AO, van der Smagt JJ,
Gorlin RJ, Burgess SM, Bardwell VJ, Black GC, Biesecker LG.
Oculofaciocardiodental and Lenz microphthalmia syndromes
result from distinct classes of mutations in BCOR. Nat Genet
2004; 36:411-6.

15. Ragge NK, Brown AG, Poloschek CM, Lorenz B, Henderson
RA, Clarke MP, Russell-Eggitt I, Fielder A, Gerrelli D, Martinez-
Barbera JP, Ruddle P, Hurst J, Collin JR, Salt A, Cooper ST,
Thompson PJ, Sisodiya SM, Williamson KA, Fitzpatrick DR,
van Heyningen V, Hanson IM. Heterozygous mutations of OTX2
cause severe ocular malformations. Am J Hum Genet 2005;
76:1008-22. Erratum in: Am J Hum Genet. 2005; 77:334.

16. Hever AM, Williamson KA, van Heyningen V. Developmental
malformations of the eye: the role of PAX6, SOX2 and OTX2.
Clin Genet 2006; 69:459-70.

17. Kawaguchi R, Yu ], Honda J, HuJ, Whitelegge J, Ping P, Wiita P,
Bok D, Sun H. A membrane receptor for retinol binding protein
mediates cellular uptake of vitamin A. Science 2007; 315:820-
5.

18. Pasutto F, Sticht H, Hammersen G, Gillessen-Kaesbach G,
Fitzpatrick DR, Nurnberg G, Brasch F, Schirmer-Zimmermann
H, Tolmie JI, Chitayat D, Houge G, Fernandez-Martinez L,
Keating S, Mortier G, Hennekam RC, von der Wense A,
Slavotinek A, Meinecke P, Bitoun P, Becker C, Nurnberg P, Reis
A, Rauch A. Mutations in STRAG6 cause a broad spectrum of
malformations including anophthalmia, congenital heart defects,
diaphragmatic hernia, alveolar capillary dysplasia, lung hypo-
plasia, and mental retardation. Am J Hum Genet 2007; 80:550-
60.

19. Golzio C, Martinovic-Bouriel J, Thomas S, Mougou-Zrelli S,
Grattagliano-Bessieres B, Bonniere M, Delahaye S, Munnich
A, Encha-Razavi F, Lyonnet S, Vekemans M, Attie-Bitach T,
Etchevers HC. Matthew-Wood syndrome is caused by truncat-
ing mutations in the retinol-binding protein receptor gene
STRAG. Am J Hum Genet 2007; 80:1179-87.

1481

©2007 Molecular Vision

20. Van den Veyver IB. Microphthalmia with linear skin defects
(MLS), Aicardi, and Goltz syndromes: are they related X-linked
dominant male-lethal disorders? Cytogenet Genome Res 2002;
99:289-96.

. Wimplinger I, Morleo M, Rosenberger G, Taconis D, Orth U,
Meinecke P, Lerer I, Ballabio A, Gal A, Franco B, Kutsche K.
Mutations of the mitochondrial holocytochrome c-type synthase
in X-linked dominant microphthalmia with linear skin defects
syndrome. Am J Hum Genet 2006; 79:878-89.

. Bouillet P, Sapin V, Chazaud C, Messaddeq N, Decimo D, Dolle
P, Chambon P. Developmental expression pattern of Stra6, a
retinoic acid-responsive gene encoding a new type of membrane
protein. Mech Dev 1997; 63:173-86.

. Bernard DG, Gabilly ST, Dujardin G, Merchant S, Hamel PP.
Overlapping specificities of the mitochondrial cytochrome ¢ and
cl heme lyases. J Biol Chem 2003; 278:49732-42.

24. Moraes CT, Diaz F, Barrientos A. Defects in the biosynthesis of
mitochondrial heme ¢ and heme a in yeast and mammals.
Biochim Biophys Acta 2004; 1659:153-9.

25. Jiang X, Wang X. Cytochrome C-mediated apoptosis. Annu Rev

Biochem 2004; 73:87-106.

. Allanson J, Richter S. Linear skin defects and congenital mi-
crophthalmia: a new syndrome at Xp22.2. ] Med Genet 1991;
28:143-4.

. Lindsay EA, Grillo A, Ferrero GB, Roth EJ, Magenis E, Grompe
M, Hulten M, Gould C, Baldini A, Zoghbi HY, Ballabio A. Mi-
crophthalmia with linear skin defects (MLS) syndrome: clini-
cal, cytogenetic, and molecular characterization. Am J Med
Genet 1994; 49:229-34.

28. Mucke J, Happle R, Theile H. MIDAS syndrome respectively
MLS syndrome: a separate entity rather than a particular
lyonization pattern of the gene causing Goltz syndrome. Am J
Med Genet 1995; 57:117-8.

29. Anguiano A, Yang X, Felix JK, Hoo JJ. Twin brothers with MIDAS

syndrome and XX karyotype. Am J Med Genet A 2003; 119:47-
9.

. Kobayashi M, Kiyosawa M, Toyoura T, Tokoro T. An XX male
with microphthalmos and sclerocornea. J Pediatr Ophthalmol
Strabismus 1998; 35:122-4.

. Kono T, Migita T, Koyama S, Seki I. Another observation of
microphthalmia in an XX male: microphthalmia with linear skin
defects syndrome without linear skin lesions. J Hum Genet 1999;
44:63-8.

32. Cape CJ, Zaidman GW, Beck AD, Kautman AH. Phenotypic varia-
tion in ophthalmic manifestations of MIDAS syndrome (mi-
crophthalmia, dermal aplasia, and sclerocornea). Arch
Ophthalmol 2004; 122:1070-4.

. Tto W, Ishiguro H, Kurosawa Y. A general method for introduc-
ing a series of mutations into cloned DNA using the polymerase
chain reaction. Gene 1991; 102:67-70.

34. Tong J, Margoliash E. Cytochrome ¢ heme lyase activity of yeast

mitochondria. J Biol Chem 1998; 273:25695-702.

35. Dumont ME, Schlichter JB, Cardillo TS, Hayes MK, Bethlendy
G, Sherman F. CYC2 encodes a factor involved in mitochon-
drial import of yeast cytochrome ¢. Mol Cell Biol 1993; 13:6442-
51

. Ogata T, Wakui K, Muroya K, Ohashi H, Matsuo N, Brown DM,
Ishii T, Fukushima Y. Microphthalmia with linear skin defects
syndrome in a mosaic female infant with monosomy for the
Xp22 region: molecular analysis of the Xp22 breakpoint and
the X-inactivation pattern. Hum Genet 1998; 103:51-6.

. Diekert K, Kispal G, Guiard B, Lill R. An internal targeting sig-
nal directing proteins into the mitochondrial intermembrane

2

—_

2

[S8)

2

%)

2

(=}

2

-

3

f=1

3

—

3

w

3

(=}

3

N



Molecular Vision 2007; 13:1475-82 <http://www.molvis.org/molvis/v13/al64/>

space. Proc Natl Acad Sci U S A 1999; 96:11752-7.

38. Kranz R, Lill R, Goldman B, Bonnard G, Merchant S. Molecular
mechanisms of cytochrome ¢ biogenesis: three distinct systems.
Mol Microbiol 1998; 29:383-96.

39. Dumont ME, Ernst JF, Hampsey DM, Sherman F. Identification
and sequence of the gene encoding cytochrome ¢ heme lyase in
the yeast Saccharomyces cerevisiae. EMBO J 1987; 6:235-41.

40. Schwarz QP, Cox TC. Complementation of a yeast CYC3 defi-
ciency identifies an X-linked mammalian activator of
apocytochrome c. Genomics 2002; 79:51-7.

41. Majno G, Joris I. Apoptosis, oncosis, and necrosis. An overview
of cell death. Am J Pathol 1995; 146:3-15.

42. Proskuryakov SY, Konoplyannikov AG, Gabai VL. Necrosis: a
specific form of programmed cell death? Exp Cell Res 2003;
283:1-16.

43. Kiryu-Seo S, Gamo K, Tachibana T, Tanaka K, Kiyama H. Unique
anti-apoptotic activity of EAACI in injured motor neurons.
EMBO J 2006; 25:3411-21.

©2007 Molecular Vision

44. Salvesen GS, Duckett CS. TAP proteins: blocking the road to
death’s door. Nat Rev Mol Cell Biol 2002; 3:401-10.

45. Prakash SK, Cormier TA, McCall AE, Garcia JJ, Sierra R, Haupt
B, Zoghbi HY, Van Den Veyver IB. Loss of holocytochrome c-
type synthetase causes the male lethality of X-linked dominant
microphthalmia with linear skin defects (MLS) syndrome. Hum
Mol Genet 2002; 11:3237-48.

46. Kenwrick S, Woffendin H, Jakins T, Shuttleworth SG, Mayer E,
Greenhalgh L, Whittaker J, Rugolotto S, Bardaro T, Esposito T,
D’Urso M, Soli F, Turco A, Smahi A, Hamel-Teillac D, Lyonnet
S, Bonnefont JP, Munnich A, Aradhya S, Kashork CD, Shaffer
LG, Nelson DL, Levy M, Lewis RA, International IP Consor-
tium. Survival of male patients with incontinentia pigmenti car-
rying a lethal mutation can be explained by somatic mosaicism
or Klinefelter syndrome. Am J Hum Genet 2001; 69:1210-7.

The print version of this article was created on 27 Aug 2007. This reflects all typographical corrections and errata to the article through that
date. Details of any changes may be found in the online version of the article.

1482



