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1. Fragestellung

Bei der malignen Hyperthermie (MH) handelt es sich um eine seltene
Erkrankung, bei der durch volatile Inhalationsanasthetika eine
hypermetabole Stoffwechselentgleisung hervorgerufen wird. Ursachlich ist
eine Dysregulation des intrazellularen Kalziumstoffwechsels, die haufig
durch Defekte im Ryanodinrezeptorgen entsteht. In dieser Arbeit sollen an
einem Kollektiv von 26 MH-Patienten molekulare Analysen in definierten
Regionen des Ryanodinrezeptorgens (RYR1) durchgefihrt werden. Die
untersuchten Exons kodieren fir die N-terminale Region 1 sowie fur die
zentrale Region 2 des RYR7-Gens. Hier konnten bereits zur MH
pradisponierende Mutationen detektiert werden. Zusatzlich sollen 5
weitere, in der Nachbarschaft dieser Regionen lokalsierte Exons, fur die
zu Beginn dieser Arbeit noch keine MH-pradisponierenden Mutationen
beschrieben wurden, an diesem Kollektiv sowie an weiteren 26 Patienten
untersucht werden. Samtliche 52 Patienten zeigten imin vitro
Kontraktionstest (IVCT) pathologische Werte und wurden als MH-
susceptible (MHS) gewertet. Zur molekulargenetischen Analyse soll DNA
aus Blutleukozyten der Patienten gewonnen werden. Zur
Mutationsanalyse der Exons des RYR71-Gens sollen Primer aus
veroffentlichten Sequenzen generiert werden. Die mit diesen Primern
synthetisierten PCR-Produkte sollen mit der Single-Strand-Conformation-
Polymorphism (SSCP)-Analyse elektrophoretisch aufgetrennt werden. Die
Produkte, die in der SSCP-Analyse veranderte Bandenmuster zeigen,
sollen zur Mutationsidentifikation analysiert werden. Die Exons, fur die
Mutationen bekannt sind, sollen parallel gréfdtenteils sequenziert werden,
um die Sensitivitat der SSCP zu Uberprifen. Die zusatzlich untersuchten 5
Exons sollen mittels SSCP-Analyse untersucht werden und nur diejenigen

Produkte sequenziert werden, die in der SSCP ein auffalliges



Bandenmuster zeigen. Eine Bestatigung der gefundenen Mutationen

mittels Schnittstellenanalyse sollte nach Moéglichkeit erfolgen.



2 Einleitung

2. Einleitung

2.1 Die Maligne Hyperthermie

Bei der malignen Hyperthermie (MH) handelt es sich um eine akute
Krankheit, die wahrend oder nach Allgemeinanasthesien auftritt ausgelost
durch Inhalationsanasthetika oder depolarisierende Muskelrelaxantien und
die unbehandelt schnell zum Tode des Patienten fuhren kann.

Das Krankheitsbild wurde erstmalig von Denborough et al. 1962
beschrieben. Die Pradisposition fur maligne Hyperthermie wird autosomal
dominant vererbt.

Bei Pradisposition wird das Krankheitsbild durch sogenannte
Triggersubstanzen ausgelost, zu denen nach heutigem Wissensstand
lediglich die volatilen Inhalationanasthetika (Chloroform, Ather, Halothan,
Enfluran, Isofluran, Sevofluran, Desfluran) sowie depolarisierende
Muskelrelaxantien wie z.B. Succinylcholin zahlen (Denborough 1998). Das
Vollbild der MH-Krise ist bedingt durch Kontraktion der gesamten
quergestreiften Skelettmuskulatur, die zu einem ausgepragten
Hypermetabolismus der Muskelzellen und dadurch zu einem starken
Anstieg der Korpertemperatur flhrt. Durch Einfuhrung des Muskelrelaxans
Dantrolen als Antidot und durch rechtzeitiges Erkennen der Frihzeichen
der MH-Krise konnte die Letalitat von Uber 80% auf unter 7% reduziert
werden (Britt 1991).

Die Inzidenz von MH wahrend einer Allgemeinanasthesie betragt 1:15000
bei Kindern und 1:50000 bei Erwachsenen und manifestiert sich
Uberwiegend wahrend des 3. und 30. Lebensjahres. Da bei Patienten mit
einer Pradisposition zur malignen Hyperthermie auch unkomplizierte
Narkosen unter Einsatz der Triggersubstanzen moglich sind liegt die
vermutete Pravalenz zur Pradisposition der MH in der Population bei
1:10000 (Kalow et al. 1995).



2 Einleitung

Das Schweine Stress Syndrom (PSS), das 1975 bei einigen
Schweinezuchtrassen erstmalig festgestellt wurde, ist eine der MH sehr
ahnliche Erkrankung. Unter Stressituationen kommt es zur
Stoffwechselentgleisung mit Anstieg der Koérpertemperatur und
anschlieRendem Tod mit meist sofortigem Einsetzen der Totenstarre. Die
Qualitat des Fleisches ist deutlich reduziert. Das PSS wird im Gegensatz
zur MH autosomal rezessiv vererbt.

Bei homozygoten Tragern des PSS konnte durch einen Provokationstest
mit Halothan eine Krise induziert werden. Im in vitro Kontraktionstest mit
1% Halothan und 1% Succinylcholin konnten auch bei heterozygoten
Tragern pathologische Resultate erzielt werden.

Zudem ergaben physiologische Tests, dass ein zu hoher
myoplasmatischer Kalziumspiegel zu Rigiditat fuhrt. Wie bei der MH wird
dieser durch einen erhohten Ca?-Ausstrom aus dem Sarkoplasmatischen
Retikulum hervorgerufen. Der Nachweis, dass auf Schweinechromosomen
6 das Gen flr den Ryanodinrezeptor lokalisiert ist und dass eine Mutation
in diesem gekoppelt mit dem Phanotyp der MH vererbt wird, konnte 1991
erbracht werden (Fujii et al. 1991). Im menschlichen Genom findet sich
diese Region auf dem Chromosom 19q13.1-q13.2 wieder (Gillard et al.
1991). Bei beiden Syndromen konnte durch Klonierung einer cDNA ein
genetischer Defekt des RYRT als Ursache bewiesen werden. Bei
Schweinen fihrt die Substitution ¢.1843C>T zu einer Ersetzung von
Arginin-615 durch Cystein. Aufgrund der Tatsache, dass bei allen
untersuchten PSS positiven Schweinen (n > 450) eine identische Mutation
ursachlich war, konnte ein genetischer Test entwickelt werden und
dadurch zuverlassig alle homozygoten und heterozygoten Trager der
Mutation identifiziert werden. Bei einigen MH-Patienten sind
unterschiedliche Mutationen in diesem Gen festgestellt worden. Aus
diesem Grund befindet sich ein allgemeiner genetischer Test noch in der

Entwicklung.
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2 Einleitung

2.2 Die Klinik der MH

Bei MH-Patienten kommt es durch volatile Narkosegase, Succinylcholin
und vor allem durch die Kombination dieser Substanzen zu einer
Aktivierung der Muskelkontraktion und zu einem gesteigerten
Muskeltonus. Haufig ist der Masseterspasmus das erste Symptom der
Krise. Spater ist nicht selten die komplette quergestreifte
Skelettmuskulatur betroffen. Uber Kalzium als ,second messenger wird
der Muskelzellstoffwechsel so massiv hochreguliert, dass die
Kompensationsmdglichkeiten des Korpers schnell ausgeschopft sind. Der
Sauerstoffbedarf kann bis auf ein vierfaches der Norm ansteigen.
Kohlendioxid, Laktat sowie Warme, von der die Krankheit ihren Namen
hat, wird durch die hypermetabole Situation vermehrt freigesetzt. Daraus
resultiert ein schneller Anstieg der Korpertemperatur (bis zu 1°C pro 5
Minuten), ein starker Abfall der Sauerstoffsattigung, eine massive
Erhdhung des endexspiratorischen CO. Drucks und eine schwere
metabolische Azidose. Uber Schadigung der Zellmembranen kommt es
zur Hyperkaliamie, Anstieg der Kreatinkinasen (CK) und zur
Myoglobinurie. Weiterhin zeigen sich haufig Arrhythmien und
Tachykardien. Innerhalb weniger Stunden kann sich ein Lungenédem oder
eine Koagulopathie manifestieren, nach einigen Tagen neurologische
Defizite und Nierenversagen durch Rhabdomyolyse.

Ursachlich ist der durch die Triggersubstanz induzierte deutlich erhohte
Ausstrom von Kalziumionen aus dem Sarkoplasmatischen Retikulum
(SR), in dem das meiste intrazellulare Ca* gespeichert wird, in das
Myoplasma. Dieser Ausstrom findet durch Offnung der schnellen Ca?*-
Kanale statt, die aufgrund ihrer hohen Affinitdt zu dem Pflanzenalkaloid
Ryanodin ,Ryanodinrezeptoren (RYR17)“ genannt werden. Durch die
erhohte Kalziumkonzentration im Myoplasma kommt es zur Aktivierung

der Aktin- und Myosinfilamente und Uber diesen Mechanismus zur
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2 Einleitung

Muskelkontraktion, so erklart sich der haufig beschriebene gesteigerte

Muskeltonus wahrend einer MH-Krise.

2.3 Syndrome, bei denen eine Verwandschaft mit der MH
diskutiert wird

Es existieren einige Syndrome, bei denen eine Verwandschaft mit der MH
diskutiert wird. Zu diesen Krankheitsbildern gehoren das Human Stress
Syndrome (HSS), das maligne neuroleptische Syndrom und das Central
Core Disease.

Das Human Stress Syndrom (HSS) ist ein sehr seltenes Krankheitsbild,
bei dem MH-ahnliche Episoden beobachtet wurden, die ohne Einsatz
jedweder Anasthetika auftreten. Das HSS (auch als ,exercise induced
rhabdomyolysis“ bezeichnet) manifestiert sich an sehr warmen Orten (z.B.
im tdrkischen Bad oder in der Sauna) oder nach starker koérperlicher
Belastung, insbesondere in warmer Umgebung. Weiterhin gibt es
Fallbeschreibungen von HSS als Komplikation einer infektidsen
Erkrankung (Wingard 1974; Jardon 1982, Hopkins et al. 1991; Hackl et al.
1991; Jurkat-Rott et al. 2000, Wappler et al. 2001).

Die Krankheit duRert sich in Schwindel, Ubelkeit und Kopfschmerzen bis
hin zur Bewultlosigkeit. Im Verlauf kommt es zu einem starken
Temperaturanstieg und zum Schock. Durch Odeme und Krampfe der
quergestreiften Skelettmuskulatur kommt es zur Rhabdomyolyse und bei
weiterem Fortschreiten zum Multiorganversagen, vor allem durch den
exzessiven Anfall von Myoglobin und durch eine Koagulopathie im
Rahmen des Schocks.

Das maligne neuroleptische Syndrom ist eine seltene, potentiell tddlich
verlaufende abnorme Reaktion auf Antipsychotika. Als maoglicher
Triggersubstanzen sind in erster Linie Haloperidol und Fluphenazin zu
nennen, jedoch kommen Butyrophenone, Phenothiazide und Thioxanthine

ebenfalls als Ausldser in Betracht. Etwa 24-72 Stunden nach Exposition
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2 Einleitung

kommt es zur Muskelrigiditat bis hin zur Rhabdomyolyse, zur deutlichen
Hyperthermie und schliel3lich zur Ausbildung eines Schocks. Die genaue
Athiologie ist unbekannt, ein Zusammenhang mit ausgepragten Dopamin-
Rezeptorblockaden im Hypothalamus und in den Basalganglien wird
angenommen. Therapeutisch stehen neben dem Absetzen der
auslésenden Substanz supportive MalRhahmen wie Kihlung und die
Behandlung des Schocks im Vodergrund, bei ausgepragter Muskelrigiditat
kann die Gabe von Dantrolen sinnvoll sein (s. Kapitel 2.7). Vor dem
Hintergrund des dopaminabhangigen Pathomechanismus des Syndroms
wurden Dopamin-Antagonisten wie Bromocriptin, Levodopa und
Amantadin mit Erfolg eingesetzt (Brownell 1988; Guerrero et al. 1988;
Takagi et al. 1983).

Das Central Core Disease ist eine durch Muskelhypotonie, verzégerte
motorische Entwicklung, eine symmetrische proximale Kraftlosigkeit und
erhohte CK gekennzeichnete Muskelerkrankung und wird zu den MH
verwandten Syndromen gezahlt (Brownell 1988; Denborough et al. 1973;
Quane et al. 1994). Der Name des Syndroms nimmt Bezug auf das
histologische Bild der Erkrankung. Entlang der gesamten Typ 1
Muskelfasern liegen zentrale Kerne. Hier finden sich ebenfalls die
langsamen Ca** ATPase Pumpen. Die Kerne bestehen aus
unstrukturierten Muskelfibrillen. Es fehlen Mitochondrien und Typ 2
Muskelfasern. Durch die Anwendung oxidativer Enzyme ist ein
histochemischer Nachweis moglich.

Die zugrunde liegende Pathogenese ist eine Schadigung der
Mitochondrien durch eine Uberladung des Myoplasmas mit Ca?*, wodurch
es zu einem Abfall der metabolischen Aktivitat kommt. Zusatzlich wird Uber
kompensatorische Mechanismen eine Proliferation der
Sarkoplasmatischen Retikula und der transversalen Tubuli ausgeldst.
Beide Vorgange kénnen einen Verlust von Muskelfasern bewirken. Der

Erbgang ist autosomal dominant. Nicht jedes Familienmitglied entwickelt
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2 Einleitung

die Myopathie, aber alle haben scheinbar eine Pradisposition zur MH
(Lenzen et al. 1993; Denborough 1998).

Ebenso wie die Maligne Hyperthermie ist das Central Core Disease (CCD)
pathogenetisch mit dem RYR1-Gen assoziiert; einige Mutationen konnten
in diesem Gen nachgewiesen werden, die sowohl bei Patienten mit MH
als auch bei Patienten mit CCD nachgewiesen wurden (Zhang et al. 1993;
Manning et al. 1998; Barone et al. 1999; Lynch et al. 1999).

2.4 Die Pathophysiologie der Malignen Hyperthermie

Zum besseren Verstandnis der Pathophysiologie der Malignen
Hyperthermie muss zu Beginn die Funktionsweise der Skelettmuskulatur
von Saugern nachvollzogen werden. Die Erregungs-Kontraktionskopplung
der Muskulatur ist eine fein abgestimmte Interaktion zwischen dem
spannungsabhangigen Dihydropyridinrezeptor (DHPR), dem
Ryanodinrezeptor und der Ca*-ATPase des Sarkoplasmatischen
Retikulums. Das Aktionspotential des Motoneurons, dass sich von der
Endplattenregion Uber die gesamte Muskelfaser ausbreitet, ist der Beginn
der Kontraktion der quergestreiften Skelettmuskulatur. Es erreicht die
transversalen Tubuli, wo durch Depolarisation der Dihydropyridinrezeptor
stimuliert wird. Dieser spannungsabhangige Kalziumkanal leitet das Signal
auf den Ryanodinrezeptor weiter, welcher sich daraufhin 6ffnet und Ca**
aus dem SR in das Myoplasma freisetzt. Dieser Vorgang stellt den
Hauptmechanismus der Muskelkontraktion dar.

Liganden wie Ca**, Mg**, Calmodulin und Sphingosin modulieren die
Aktivitdt des Ryanodinrezeptors. Weiterhin wird die Offnungsdauer durch
zellulare Kaskaden beeinflusst, die eine Phosphorylierung des
Ryanodinrezeptors bewirken. Nicht zuletzt modulieren auch verschiedene
Substanzen wie z.B. Koffein und Inhalationsanasthetika das

Offnungsverhalten des Ryanodinrezeptors (Coronado et al. 1994).
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2 Einleitung

T-Tubule

1) i e

Abb. 2.1 Ca?*-Stoffwechsel in der Skelettmuskelzelle. Grafik nach
Anetseder M und Muller CR (2003).

Das in das Myoplasma freigesetzte Ca®* bindet an Troponin, welches tber
eine Konformationsdnderung des Proteins Tropomyosin zu einem
Ineinandergleiten der Aktin- und Myosinfilamente fuhrt, die Muskelfaser
verkurzt sich. In Anwesenheit von ausreichend hohen Konzentrationen
von Ca* und ATP wiederholt sich der Vorgang und der Muskel kontrahiert
weiter. Durch Zurlicktransport des Ca? in das Sarkoplasmatische
Retikulum normalisiert sich der myoplasmatische Ca*-Spiegel wieder.
Dies fuhrt zur Lésung der Aktin-Myosinfilamente und der Muskel relaxiert.

Der Dihydropyridinrezeptor ist ein aus funf Untereinheiten bestehender
Ca?*-Kanal: a1 mit einer Masse von 175kDa, a2/5 mit 143/27 kDa, B mit

15



2 Einleitung

54 kDa und y mit 30 kDa. Die a-Untereinheit ist mit vier Domanen, die
jeweils aus sechs loops bestehen, welche die Zellmembran
durchspannen, die grofdte Untereinheit und stellt die funktionelle Einheit
des DHPR dar. Sie besitzt die pharmakologischen Bindungsstellen fur
Agonisten und Antagonisten, formt die Ca®*-Kanalpore und stellt den
Spannungssensor dar (Catterall 1995). Die Ubrigen Subeinheiten haben
regulatorische Funktion und unterstitzen die Lokalisation des DHPR in
der transtubuldaren Membran. Nach Depolarisation der Membran findet
eine Konformationsanderung des DHPR statt, die es einem kurzen Stlck
der Primarsequenz in der II-lll Loopdomane der a1-Untereinheit gestattet,
mit der korrespondierenden cytoplasmatischen Domane des
Ryanodinrezeptors zu interagieren und somit die Ca**-Ausschittung zu
bewirken (Leong et al. 1998).

Der Ryanodinrezeptor reprasentiert eine Familie intrazelluldrer Ca*-
Kanale. Bisher wurden drei Isotypen, die durch verschiedene Gene kodiert
werden, beschrieben (Franzini-Armstrong et al. 1997). Die Hauptformen
sind RYR1 und RYR2, welche in der Skelettmuskulatur und im Myokard
exprimiert werden, wohingegen RYR3 in ,Nichtmuskelgewebe® wie z.B. im
Gehirn vorkommt.

Verantwortlich fiir die Dysregulation des Ca?*-Haushaltes im Rahmen
einer fulminanten MH-Krise sind die Ryanodinrezeptoren der
Skelettmuskulatur RYR1. Hierbei handelt es sich um sehr grol3e Proteine,
welche Tetrameren aus vier gleichen Untereinheiten von jeweils 565 kDa
darstellen. Mit einer Gesamtmasse von 2,3 MDa sind sie die groften
beschriebenen lonenkanalproteine (Franzini-Armstrong et al. 1997). Der
hydrophobe Anteil des Rezeptors formt eine membrandurchspannende
Pore und die hydrophilen Teile bilden eine cytoplasmatische Doméane, die
den Spalt zwischen dem transversalen Tubulus und dem SR Uberbrtckt
(Wagenknecht et al. 1997). Die Transmembrandomane des Holorezeptors
wird vom C-terminalen 1/5 des RYR17-Proteins gebildet, wahrend die N-

terminalen 4/5 die cytoplasmatische Domane formen. Bei einer durch
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2 Einleitung

Anasthetika induzierten MH-Krise kommt es zu einer schnellen und
andauernden Ausschittung von Kalziumionen aus dem SR ins
Myoplasma (O'Sullivan et al. 2001). Dieser Vorgang verursacht die
beobachteten Muskelkontraktionen und den beschriebenen
Hypermetabolismus (s. Abb. 2.1). Die Anderung in der Ca?-Homdostase
der MHS-Muskelfaser resultiert aus einem Defekt im Mechanismus der
Erregungs-Kontraktur-Kopplung. Daher kommen Veranderungen des
RYR1-Rezeptors ursachlich in Betracht. Alternativ oder zusatzlich scheint

auch eine Fehlregulation Uber den DHPR plausibel.

2.5 Die Genetik der Malignen Hyperthermie

In Familien mit gehaufter Inzidenz der MH wurde ein autosomal
dominanter Erbgang festgestellt. Kopplungsanalysen auf Chromosom 19
mit den polymorphen Markern D19S9, CYP2S, BCL3, pSC11 und APOC2
konnten in drei grof3en irischen Familien eine enge Kopplung der MH mit
der Region Chromosom 19q13.1 nachweisen (McCarthy et al. 1990), der
Genlokus von RYR1. In einigen Kollektiven war es moglich, eine Mutation
im RYR1-Gen nachzuweisen, die analog im RYR171-Gen eines Schweines
das Schweine Stress Syndrom (PSS) auslost (Gillard et al. 1991). Jedoch
wurde festgestellt, dass lediglich 6% der MHS-Patienten diese Mutation
zeigten und beim Grofteil nicht nachzuweisen war, obwohl eine enge
Kopplung mit dem RYR1-Gen gezeigt wurde. Weitere Untersuchungen
konnten andere Punktmutationen im RYR7-Gen nachweisen, die mit dem
Phanotyp einhergingen. Von diesen Mutationen konnte ein Teil ebenfalls
beim Central Core Disease nachgewiesen werden.

Der komplette Aufbau des Ryanodinrezeptorgens wurde 1996 durch
Philips et al. beschrieben. Das Gen fur den Rezeptor ist 160 kb grofd und
besitzt 106 Exons, die eine Lange von 15 bis 813 bp haben. Die Introns

haben eine Lange zwischen 85 und 16000 bp. Durch Transkription und
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SpleilRing entsteht eine mMRNA von etwa 15 kb, die fur 5035 Aminosauren
kodiert, welche wiederum ein Protein von 565 kDa bilden.

Dass die fur die MH pradisponierenden Mutationen nicht gleichmalig auf
dem Gen verteilt sind, sondern in zwei Regionen clustern, konnte durch
erste Untersuchungen gezeigt werden. Diese Cluster befinden sich
zwischen den Aminosaureresten 35-614 (MH/CCD Region 1) und im
mittleren Teil des Proteins zwischen den Aminosauren 2163-2458
MH/CCD Region 2). Neuere Untersuchungen zeigten ebenfalls einige
Mutationen in der C-terminalen luminalen/transmembranen Region (Brown
et al. 2000, Galli et al. 2002, Oyamada et al. 2002, Monnier et al. 2005),
diese Region bezeichnet man als MH Region 3. In dieser Region wurden
auch fur das CCD pradisponierende Mutationen nachgewiesen. Durch
komplette Sequenzierung des RYR7-Gens in neueren Untersuchungen
konnte gezeigt werden, dass auch aul3erhalb der sogenannten ,hot spots”
fur MH pradisponierende Mutationen auftreten kdnnen (Robinson et al.
2006). Es wird behauptet, dass man heute durch solche Untersuchungen
bei etwa 50% der MHS-Patienten Mutationen im RYR7-Gen nachweisen
kann.

Der DHPR interagiert, wie bereits ausgefuhrt, eng mit dem
Ryanodinrezeptor und moduliert auf diese Weise die Ca*- Freisetzung
aus dem SR. Die a1-Einheit bildet die lonenpore, dient als Bindungsstelle
fir Ca*-Antagonisten und fungiert als spannungsabhangiger
Kalziumkanal. Der Genlokus fur die a1-Einheit ist auf Chromosom 1q32.1
Eine Assoziation mit dem Dihydropyridinrezeptorgen konnte in einigen
MH-Patienten nachgewiesen werden. Bei einer grof3en franzdsischen
Familie wurde die Substitution Arg1086His gefunden, die bei
Familienmitgliedern, welche im IVCT als MHS getesten wurden,
nachweisbar war, bei jenen, die unauffallige Ergebnisse im IVCT lieferten,
nicht gefunden wurde.

Also kann man annehmen, dass flr die MH-Pradisposition dieser Familie

diese Mutation ursachlich ist. Daraufhin wurden 50 MHS-Patienten, die
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nicht mit dieser Familie verwandt waren, auf diese Mutation untersucht,
ohne sie nachweisen zu kdnnen (Monnier et al. 1997). Ihr Einfluss auf die
Muskelexzitation konnte in Funktionsuntersuchungen gezeigt werden
(Weiss et al. 2004). Bei einem weiteren Patienten konnte in der a1-
Untereinheit eine ¢.4475C>A Substitution, die zum Austausch von Alanin
1492 durch Asparaginsaure fuhrte, nachgewiesen werden (Carsana et al.
2003).

Die fur die B- und y-Einheiten kodierenden Gene sind auf Chromosom
17q11.2-q11.24 lokalisiert. Von Levitt und Moslehi et al. (Levitt 1992,
Moslehi et al. 1998) durchgefihrte Kopplungsstudien geben Anlass zur
Vermutung, dass hier weitere Mutationen vorliegen, bisher konnten jedoch
keine detektiert werden. Die a-Untereinheit des Natrium-Kanal-Gens
befindet sich ebenfalls in diesem Bereich. In diesem Gen konnten zwei
Mutationen nachgewiesen werden, die als Ursache fir die
hyperkaliamische periodische Paralyse gelten (Koch et al. 1991).

Das Gen fur die a2/6-Untereinheit des Dihydropyridinrezeptors befindet
sich auf dem Chromosom 7q11.23-9g21.1 In einer Familie konnte eine
Kopplung zwischen dieser Region und der MH gezeigt werden (llles et al.
1994).

2.6 Therapie

Bereits bei den ersten Anzeichen einer MH-Krise wird die Therapie
eingeleitet. Die Applikation der Triggersubstanzen wird umgehend
unterbrochen. Die Beatmungsparameter werden derart umgestellt, dass
unter Kontrolle des endexspiratorischen Kohlendioxids das
Atemminutenvolumen bei hoher Frischluftzufuhr so weit gesteigert wird,
bis normale Werte erzielt werden. Additiv wird die Narkose mit Opiaten,
Propofol, Barbituraten oder Benzodiazepinen vertieft. Sollte diese

Behandlung nicht genligen, erfolgt eine Bolusgabe von Dantrolen i.v. (2,5
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mg/kg KG), da so ein weiterer Ausstrom von Kalzium aus dem
Sarkoplasmatischen Retikulum inhibiert werden kann. Die Applikation
erfolgt, bevor das gesamte Kalzium aus dem SR in das Myoplasma
gelangt. Weiterhin wird die metabolische Azidose mit Natriumbikarbonat
gepuffert, falls nach der Gabe von Dantrolen noch notwendig,
Herzrhythmusstorungen werden mit Antiarrhythmika behandelt. Zusatzlich
werden die Patienten durch Abdecken, Oberflachenkuhlung mit Eis und
Spulungen mit Eiswasser gekuhlt. Das drohende akute Nierenversagen
durch den ausgepragten Anfall von Myoglobin wird durch forcierte Diurese
verhindert.

Die Gabe von Dantrolen erfolgt repetitiv solange, bis sich die Symptome
der metabolen Stoffwechselsituation normalisieren, hierzu kénnen bis zu
10 mg pro kg Korpergewicht erforderlich sein (Procter & Gamble

Pharmaceuticals 1996).
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Abb. 2.2: Dantrolen

Dantrolen bindet an den Ryanodinrezeptor und hemmt so die weitere
Kalziumausschuttung. Die Substanz wurde 1967 initial zur Therapie von
Muskelkrampfen nach apoplektischen Insulten eingesetzt (Snyder et al.
1967), es handelt sich um ein Hydantoinderivat. Abb. 2.2 zeigt die
Strukturformel von Dantrolen. Bei bestimmten am Schweine Stress
Syndrom (PSS) leidenden Schweinerassen konnte 1975 gezeigt werden,
dass fulminante Episoden durch Dantrolen terminiert werden konnen
(Harrison 1975). Dantrolen ist seit 1979 fir die intravendse Applikation bei
Patienten verfligbar. Wie bereits zuvor erwahnt, konnte durch diese
Therapie die Letalitat der MH-Krise von 80% auf unter 7% reduziert

werden.
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Neben der fulminanten MH-Krise existieren auch sogenannte abortive
Verlaufsformen, die nicht alle Symptome bieten und zum Teil ohne

Therapie spontan sistieren (Fiege et al. 2000).

2.7 Der in vitro Kontraktionstest (IVCT):Protokoll der EMHG

Der Goldstandard der prasymptomatischen Diagnostik ist zur Zeit der in-
vitro-Kontraktions-Test (IVCT). Es handelt sich um einen physiologischen
Test mit einem Muskelbiopsat. Der Test sollte an allen Personen
durchgefuhrt werden, die eine fulminante MH-Krise Uberlebt haben oder
bei denen es Hinweise fur eine abortiv duchlaufene Krise gibt. Da die
Pradisposition zur Malignen Hyperthermie autosomal dominant vererbt
wird ist eine Testung aller Blutsverwandten des Anlagentragers ebenfalls
sinnvoll. Fir den Test wird ein etwa 5 cm langes Blndel Muskelfaser des
Probanden prapariert und in ein Organbad zwischen zwei Elektroden
fixiert und elektrisch gereizt. AnschlieRend wird sowohl das Ausmal} der
Kontraktion als auch die Grundspannung gemessen.

1970 wurde eine Hyperkontraktilitat von Skelettmuskelfasern Maligner
Hyperthermie pradisponierter Muskeln als Reizantwort auf Koffein und
eine Kombination von Koffein und Halothan gezeigt (Kalow et al. 1970).
1971 wiesen Ellis et al. eine gesteigerte Kontraktion der Muskelblndel
nach alleiniger Exposition mit Halothan nach (Ellis et al. 1971). Erst 1983
wurde durch die Europaische Maligne Hyperthermiegruppe (EMHG) ein
einheitliches Protokoll zur Durchfuhrung des IVCT zur Diagnostik der
Pradisposition zur Malignen Hyperthermie festgelegt (The European
Malignant Hyperpyrexia Group 1984).

Zur Durchfihrung wird aus dem Oberschenkel der Patienten
Muskelgewebe entnommen, in carboxygenierte Ringerldsung Uberfuhrt
und unmittelbar ins diagnostische Labor gebracht, wo das Biopsat in

mehrere Muskelblndel prapariert und jeweils eines davon in ein Organbad
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mit nicht Anasthetika resorbierender Beschichtung (Teflon) Uberflhrt, wo
es an einem Ende immobilisiert und an dem anderen an einen
Kraftibertrager fixiert und mit 1-2 Gramm Zug vorgedehnt wird. Das
Muskelbiopsat wird nach 30 Minuten Equilibrierung supramaximal durch
einen elektrischen Impuls stimuliert und die Grundspannung sowie die
Kontraktur des Muskels gemessen.

Das 40 x 10 x 5mm grol3e Biopsat wird einheitlich aus dem M. vastus
lateralis entnommen, der zu 40% aus Typ I-Fasern und zu 60% aus Typ II-
Fasern besteht, da Differenzen zwischen Typ |- und Typ Ill-Fasern
bezliglich der Sensitivitat gegenltber Koffein beschrieben wurden.

Die Bundel werden an beiden Enden fixiert und vertikal in das Experiment-
Bad eingebracht.

Der untere Pol des Muskelblndels wird immobilisiert, das obere Ende an
einem Krafttrager fixiert und das Blndel durch einen supramaximalen
elektrischen Impuls (Rechtecksignal) von 1ms Lange mit einer Frequenz
von 0,2 Hz stimuliert. Der Kraftibertrager ist an einen Verstarker
angeschlossen und die Muskelspannung und Kontraktionsspannung
gemessen und registriert.

Das Bad wird bei 37°C mit Krebs-Ringer-Losung perfundiert und mit 95%
O, / 5% CO; carboxygeniert. Hierbei sind die Muskelblndel durch einen
Mikromanipulator auf ihre 1,5-fache Lange gedehnt. Der Test beginnt,
wenn Grundspannung und Kontraktionsspannung jeweils auf konstantem

Niveau sind.

22



2 Einleitung

Oszilloskop
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Krebs- Ringer-
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Thermostat 37 °C
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5% CO,)

Abb. 2.3 Schematischer Aufbau des in-vitro Kontrakturtests. Aus ,Informationen zur Malignen
Hyperthermie* 2000 (Baur et al.)

FUr jeden Test muss ein frisches Muskelblindel verwendet werden,
zwischen Entnahme des Biopsats und dem Testende sollten weniger als 5
Stunden liegen.

Das Protokoll sieht zwei Tests vor, die jeweils zweimal durchgefihrt
werden: den statischen Koffein-Kontraktur-Test und den statischen
Halothan-Kontraktur-Test.

Nachdem Grundspannung und Kontraktionsspannung auf einem
konstanten Level angelangt sind wird beim statischen Koffein-
Kontrakturtest die Perfusion mit Krebs-Ringer-Lésung gestoppt und
Koffein kumulativ dem Bad zugefuhrt, so dass im Bad Konzentrationen
von 0.5, 1, 1.5, 2, 3, 4 und 32 mmol Koffein erreicht werden. Die nachste
Dosis wird dem Bad zugegeben, wenn die maximale Grundspannung
erreicht ist, oder nach 3 Minuten, wenn sich die Grundspannung nicht

mehr steigert. Bei einer Konzentration von 23 mmol Koffein sollte durch
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eine Grundspannung von 50 mN eine ausreichende Viabilitdt des
Muskelblindels nachgewiesen werden. Ein Ansteigen der
Muskelspannung von mehr als 2 mN wird als abnormale Kontraktion
gewertet.

Nachdem Grundspannung und Kontraktionsspannung auf einem
konstanten Niveau angelangt wird beim statischen Halothan-Kontraktur-
Test dem Testbad Halothan in Konzentrationen von 0.11, 0.22 und

0.44 mmol zugefuhrt, was 0.5, 1.0 und 2.0 % v/v entspricht.

Die nachste Dosis wird dem Bad hinzugegeben, wenn die maximale
Grundspannung erreicht ist, oder nach 3 Minuten, wenn sich die
Grundspannung nicht mehr steigert.

Ein Ansteigen der Muskelspannung um mehr als 2 mN wird als abnormale
Kontraktion gewertet.

Der Test ist nur gultig, wenn die Kontrakturspannung mindestens 10 mN
betragt und eine minimale Grundspannung von 50 mN bei 32 mmol
Koffein erreicht wird.

MHS wird diagnostiziert, wenn der Anstieg der Grundspannung grofRer
gleich 2 mN Uber der niedrigsten gemessenen Grundspannung ist bei
Koffeinkonzentrationen von 2 mmol oder weniger bzw.
Halothankonzentrationen von 0.44 mmol (2 Vol%). Eine abnormale
Kontraktion entweder nur durch Koffein oder nur durch Halothan entspricht
der Diagnose einer MHE. Aus Sicherheitsgriinden werden diese Personen
klinisch wie MH-pradisponierte Patienten behandelt.

Wird bei beiden Tests ein negatives Ergebnis erzielt, besteht keine Gefahr
fur den Patienten (MHN).

Unter Verwendung des gleichen Protokolls wurden gleichfalls Versuche
mit Ryanodininkubation durchgefuhrt. Heraus kam, dass MH-positive
Patienten nach einer Bolusgabe Ryanodin deutlich schneller mit einer
Kontraktion beginnen. Haufig betrug diese Zeit einen Bruchteil der Werte
nicht-positiver Probanden (Lenzen et al. 1993, Wappler et al. 1993). Mit

dieser Zusatzinformation konnten initial nicht eindeutlig zuzuordnende
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Patienten (MHE) als MHS oder MHN eingruppiert werden. Jedoch hat
dieses Verfahren aktuell keinen routinemafigen Einsatz in der

Diagnosestellung.

2.8 Molekularbiologische Diagnostik

Nachdem im RYR1-Gen bestimmter Schweinerasse mit PSS die
Punktmutation ¢.1843C>T nachgewiesen werden konnte, konnte ein
molekulargenetischer Test entwickelt werden, mit dessen Hilfe die
Pradisposition bei Schweinen gezeigt werden konnte.

Jedoch wurde, entgegen anfanglicher Hoffnung, festgestellt, dass die
Installation eines solchen nicht-invasiven Tests in der Routinediagnostik
bei Menschen nicht moéglich ist. Der Grund hierflr ist, dass die genetische
Variabilitat, mit der die Pradisposition zur MH vererbt wird, bei Menschen
sehr grol} ist im Gegensatz zu den Schweinen, wo lediglich eine
Punktmutation die PSS-Pradisposition festlegt.

Die molekularbiologische Diagnostik ist heute moglich und findet unter
anderem bei groflen Familien Einsatz, bei denen eine bekannte
Pradisposition zur MH durch eine Mutation im RYR71-Gen auf Chromosom
19913.1-q13.2 eindeutig gezeigt werden konnte. Sobald man in einer
Familie die MH-verursachende Mutation nachgewiesen hat, kann man bei
den Verwandten auf den schmerzhaften und invasiveren in vitro-
Kontraktionstest verzichten. In Studien konnte eine gute Korrelation der
molekularen Mutationsnachweise mit den Resultaten des IVCT gezeigt
werden (Robinson et al. 2000). Die molekulare Analyse weist scheinbar
eine hohere Spezifitat als der IVCT auf. Beispielsweise kdnnen Fasern
des Muskelbiopsats nach der Praparation durch Austrocknung geschadigt
werden und so im Versuch nicht mehr die erforderliche Kontraktion

erbringen, wodurch das Ergebnis eventuell falsch negativ wirde.
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In bisher durchgefuhrten Studien konnten keine einheitlichen Ergebnisse
hinsichtlich der Korrelation des Genotyps mit der Auspragung des
Phanotyps gezeigt werden (Fiege et al. 2002, Robinson et al. 2002,
Robinson et al. 2006).

3 Material und Methoden

3.1 Chemikalien und Enzyme

Die verwendeten Chemikalien, Farbstoffe und Lésungsmittel stammen,
wenn nicht explizit erwahnt, von den Firmen Merck, Boehringer
Mannheim, Sigma und Gibco BRL. Der Reinheitsgrad der Chemikalien
war jeweils zur Analyse. Agarose wurde von der Firma Gibco BRL

bezogen.

Im Rahmen der Arbeit wurde mit drei unterschiedlichen Tag-Polymerasen

gearbeitet.

- Tag-Polymerase der Firma Gibco BRL., Life Technologies
- Platinum{ Taqg DNA Polymerase (PCR Supermix) der Firma Gibo BRL.,

Life Technologies
- HotStar Taq DNA Polymerase (Master Mix) der Firma Quiagen

Die verwendeten Restriktionsendonukleasen wurden von der Firma New

England Biolabs bezogen.
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3.2 Losungen und Puffer

Nachfolgend angegeben sind die Zusammensetzungen der haufig
angewandten Losungen, Puffer und Medien. Fur die Herstellung wurde

entionsisiertes Wasser benutzt.

Blutlysepuffer:

NH,CI 8,3g (155 mM)
KHCO; 19 (10 mM)
Na,EDTA 0,034g (0,5 M)

auf pH 7,4 einstellen

SE-Puffer (Sodium-EDTA):

NaCl 4,3g (75mM)
Na,EDTA 8,419 (25mM)
Auffillen mit Aqua dest. ad 1L

pH auf 8,0 einstellen

SDS-Stammlésung:

SDS (Natriumdodecylsulfat) 20g
Aqua dest. 100 ml
Chloropan:

Phenol 200 ml
TE (pH 8,0) 50 ml
Chloroform 250 ml
Hydroxychinolin 250 mi
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Chloroform-Isomylalkohol:
Chloroform 24 Teile

Isomylalkohol 1 Teil

TE-Puffer (nach Singh):
Tris/HCI 10 mM
EDTA 0,1 mM

pH auf 8,0 einstellen

TBE-Puffer (1x):

Tris-(hydroxyaminomethan) 54 g
Na-Borat 279
EDTA 3.79
Auffullen mit Aqua dest. ad 5L

pH auf 8,0 einstellen

EDTA-Stammlésung:
EDTA 05M

Auf pH 8,0 einstellen

Acrylamid-Stammldsung (30%):
Acrylamid 28,5%
N,N" Methylenbisacrylamid 1,5%

Anmerkung: Lésung lichtgeschutzt bei +4°C lagern

Ethidiumbromid-Farbeld6sung:

TBE-Puffer 40 ml
Aqua dest. 40 mi
Ethidiumbromid 0,5 pg/ml

Anmerkung: Die Losung sollte nach 2 Tagen Gebrauch entsorgt werden
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Formamid-Ladepuffer:

Formamid
EDTA-Stammlésung
Xylencyanol

Bromphenolblau

Ladepuffer (10x) fur Agarosegele:

Ficoll
Bromphenolblau
Xylencyanol

Auffillen mit Aqua dest. ad

Losungen fiur Silbernitratfarbungen:

Fixierer:
- Ethanol

HNO;-LAsung:
AgNO;-Losung:

- AgNO;

aqua dest. ad
Entwickler:

- Na,CO;

- Formaldehyd

- aqua dest. ad
Stoppldsung:

- Essigsaure

29
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3.3 Verwendete Gerate

PCR-Geréte:

PCR-Express der Firma Hybaid
Omnigene der Firma Hybaid
Hybaid GmbH

Rischerstrasse 12

69123 Heidelberg

Zentrifugen:
Eppendorf Laborzentrifuge: Centrifuge 5415

Hettich Zentrifuge: Hettich Rotana/S

Cleanbench:
Cleanbench der Firma Bleimehl, Typ ASW-UP 2000

SSCP-Kammer:
SSCP-Kammer der Firma Gibco, BRL Life Technologies, Modell 2
Electrophoresis constant Power Supply, ECPS 2000/300

Agarosegelelektrophoresekammer:

Elektrophoresekammer der Firma Gibco BRL, Life Technologies

Electrophoresis Power Supply der Firma Gibco BRL, Life Technologies

Heizbadschuttler:
Heizbadschuttler Typ 1083 der Gesellschaft fur Labortechnik mbH
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Thermoblock:
Thermoblock Dri-Block BB-1 der Firma Techne

Sequenziergerat:
ABI-PRISM-DNA-ANALYSER 310 und 377

Das zur Isolation genomischer DNA bendtigte Blut der 52 Patienten wurde
von der Klinik fur Anasthesiologie des Universitatsklinikums Hamburg-
Eppendorf; Direktor Prof. Dr. Schulte am Esch, zur Verfligung gestellt. Bei
samtlichen Patienten wurde ein IVCT durchgefuhrt, der fir Halothan und
Koffein pathologische Resultate erbrachte, so dass die Patienten als MHS
eingestuft wurden.

Den Patienten wurde ca. 10 ml vendses Blut enthommen. Hierzu wurden
Na+-EDTA-R6hrchen der Firma Sarstedt verwendet.

Die Blutproben wurden entweder unverzuglich verarbeitet, fur wenige Tage
bei 4°C im Kuhlraum aufbewahrt oder fur einen langeren Zeitraum bei —
20°C gelagert.

3.4 DNA-Isolierung aus Blutleukozyten

Bei 52 Patienten, die genotypisiert werden sollten, wurde DNA aus

Blutproben nach folgendem Protokoll isoliert.

Hamolyse

Hierzu wurden 10 ml vendses Blut aus den Na-EDTA-Rohrchen in ein
Falcon-Rdhrchen Uberfuhrt. Anschlielend wurde das Blut nach Zugabe
von 30 ml Lyse-Puffer und unter mehrfachem kraftigen Schutteln fir 10
min auf Eis inkubiert, wo durch den geringen osmotischen Druck des
Blutlysepuffers und der niedrigen Temperatur die Erythrozyten platzen

aber die Leukozyten unbeschadet uberstehen. Die Proben wurden
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anschliessend 7 Minuten bei 3000 U/min zentrifugiert und der Uberstand

abgegossen.

Proteindigestion

Dann ist das Pellet mit den Leukozytenzellkernen in 5 ml SE-Puffer
resuspendiert worden, es wurden 500 pl SDS-Lésung (10%) und 50 pl
Proteinase K zugeflugt und das Gemisch bei 37 °C fur vier bis sechs
Stunden auf dem Schdattler inkubiert. Durch diesen Prozess werden die
Membranen der Zelle und des Kerns zerstort. Auf diese Weise befindet
sich die DNA in freier Losung und die Nukleasen werden irreversibel

inaktiviert, wodurch eine Digestion der DNA verhindert wird.

DNA-Ausfallung mit NaCl

Durch Einsatz von hochmolarer Kochsalzlosung ist eine Isolierung von
DNA aus Vollblut moglich (Miller et al. 1987). Demnach erfolgte eine
abermalige Zugabe von 5 ml SE-Puffer. Es wurden 1,6 ml gesattigte NaCl-
Lésung (6M) hinzugegeben und das Gemisch kraftig geschdittelt,
anschlieBend wurde 10 Minuten bei 3000 U/min zentrifugiert und der
Uberstand in ein neues Falcon-Rohrchen Uberfiihrt. Dann wurde die DNA
mit der 2,5-fachen Volumenmenge Ethanol 95% gefallt, mit einer sterilen
Nadel herausgeholt und in 70% Ethanol gewaschen. Schliel3lich wurde die
DNA in einem autoklavierten Eppendorf-Tube Uber Nacht getrocknet und
in 500 bis 1000 pl TE-Puffer nach Singh geldst und im Kidhlraum bei 4 °C

aufbewahrt.

3.5 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Das Prinzip der PCR wurde erstmals 1985 von Saki et al. beschrieben.
Die Polymerase-Ketten-Reaktion ermdglicht die Amplifizierung von DNA-

Sequenzen, wenn die Sequenzen der Enden des zu vervielfachenden
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DNA-Stickes bekannt sind. Das Prinzip dieser Methode beruht auf der
spezifischen Bindung strangspezifischer komplementarer
Oligonukleotidprimer-Paare, welche die zu amplifizierende Zielregion der
DNA flankieren, nachdem diese durch Erhitzen aufgetrennt wurde. Durch
Polymerasen, die freie Nukleotide, welche sich im Gemisch befinden und
sich an die komplementaren Basen der DNA-Einzelstrange anlagern,
miteinander verbinden entsteht ein neuer Doppelstrang. In den Anfangen
war eine PCR sehr zeitintensiv, da das erforderliche Erhitzen die
Polymerase inaktivierte und diese daher stets nach der Hybridisierung der
freien Basen mit dem Einzelstrang hinzugegeben werden mussten. Durch
die Einflhrung von thermostabilen Polymerasen aus dem Bakterium
Thermophilus aquaticus konnte die PCR automatisiert werden (Brown
1993).

Die PCR verlauft in drei Schritten, welche wiederum in diversen Zyklen
durchlaufen werden: Denaturierungsschritt, Annealingschritt und
Elongationsschritt. Die Denaturierung erfolgt bei 94 °C, dabei trennen sich
die beiden Strange der Template-DNA. Anschlie3end wir die Temperatur
auf 55-65 °C gesenkt, so dass es zur Hybridisierung der im massiven
Uberschuss vorhandenen Oligonukleotidprimer an die einzelstrangige
Template-DNA kommt. Danach wird die Temperatur auf 72 °C, das
Temperaturoptimum der Taqg-Polymerase, erhoht, wobei der Primer
verlangert wird, bis wieder eine doppelstrangige DNA vorliegt, die der
ursprunglichen Template-DNA exakt gleicht. Die Taqg-Polymerase
verlangert den Primer in 5°—3" Richtung durch Polymerisation von dNTPs
(Desoxynukleotidtriphosphate), wobei das Prinzip der komplementaren

Basenpaarung eingehalten wird.
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Abb. 3.1 Schema der Schritte der PCR. Aus “Bioron The Enzyme Company. Kleine Einflihrung in
die Polymerase-Kettenreaktion (PCR)“

Durch das vielfache durchlaufen dieser Zyklen wird die entsprechende
DNA-Sequenz vervielfacht. Theoretisch kommt es zu einer Amplifikation
um den Faktor 2", wobei n die Zahl der durchlaufenen Zyklen darstellt. Der
Modus des exponentiellen Zuwachses ist aber in der Praxis limitiert. Eine
Amplifikation findet nur so lange statt, wie ausreichende Mengen an
Nukleotiden und Primern vorhanden sind. Wenn die Konzentration an
Amplifikationsprodukten zunimmt, kommt es haufiger vor, dass diese
untereinander anstatt mit den Primern hybridisieren. Daher nimmt die
Vermehrungsrate je Zyklus gegen Ende der PCR stark ab. In der Praxis
kommt es bei einer Zyklenzahl von 30-40 zu einer Amplifikation um den

Faktor 10° bis 10’.Die Reaktionsbedingungen beeinflussen als weitere
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Faktoren, wie oft die Ziel-DNA amplifiziert wird. So fuhrt beispielsweise
eine Erniedrigung der Temperatur fir das Annealing dazu, dass die Primer
zunehmend auch unspezifisch an die Template-DNA binden. Zwar
dissoziiert ein Teil dieser Bindungen, wenn die Temperatur fur den
Elongationsschritt wieder erhdht wird, dennoch flhrt eine zu niedrig
gewahlte Annealing-Temperatur zu einer Zunahme unerwlUnschter
unspezifischer Produkte, die die Effizienz der PCR vermindern. Die
Annealing-Temperatur ist jeweils abhangig von der Sequenz der Primer,
die verwendet werden. Das Auftreten unspezifischer Nebenprodukte kann
minimiert werden, wenn die Taqg-Polymerase erst nach Erhitzung und
vollstandiger Auftrennung der DNA in Einzelstrange hinzugegeben wird.
Diese Methode wird Hot-Start-PCR genannt und wurde in dieser Arbeit mit
tag-Polymerase der Firma Gibco BRL durchgefihrt. Fir eine PCR waren

pro Ansatz folgende Komponenten notwendig:

- PCR-Puffer 10 x 10 i
- BSA (Bovines Serum Albumin) 10 mg/ml 1 I
- Primerpaar (F und R) 10 pmol el ul
- Alle vier Nukleotide (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) 200 uM je1 pul
- Steriles aqua dest. 84,5 ul
- Probanden-DNA 1ug/mi 1 9]
nach dem ersten Erhitzen auf 95°C

- Tag-Polymerase Gibco BRL 1 U/l 0,5

Das Gemisch wurde kurz herunterzentrifugiert und mit einem Tropfen
Nahmaschinendl vor Verdunstung geschutzt. Die Tag-Polymerase wurde
nach dem ersten Erhitzen auf 95°C fur drei Minuten hinzugefugt.

Einfacher in der Anwendung war Benutzung war der Einsatz einer durch
Antikorper inaktivierten Polymerase. Dieser Antikorper wurde durch das
Erhitzen des Ansatzes zerstort und die Polymerase dadurch erst aktiv,

wenn die DNA bereits vollstandig in Einzelstrange aufgespalten war. In
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dieser Arbeit wurde fur einen Teil der Proben fur diese Methode der
,HotStar Taq Master Mix“ von Qiagen benutzt, der neben der
antikorperinaktivierten Polymerase ebenfalls Nukleotide, Puffer und BSA

enthielt, so dass fur diesen Ansatz folgende Komponenten erforderlich

waren:

- HotStar Tag Master Mix 12,5 pl

- Primerpaar (Fund R) je 0,5 pl
- Steriles aqua dest. 11 i

- Probanden-DNA 0,5 ul

Der Ansatz wurde im Thermozykler zu Beginn fir 18 Minuten auf 95°C
erhitzt, wodurch der inaktivierende Antikorper zerstort wurde und die Tag-
Polymerase aktiv werden konnte, um die Reaktion zu starten.

Fir einige Primer waren trotz Variation der Reaktionsbedingungen keine
adaquaten Produkte aquirierbar. Fur diese Falle konnten mit dem
Platinum®-PCR Supermix unter folgendem Ansatz gute Produkte

erarbeitet werden:

- Platinum®-PCR Supermix 22,5

- Primerpaar (F und R) je 0,5 ul
- Steriles aqua dest. 1 ul

- Probanden-DNA 0,5 ul

In Kapitel 4.1 ist erwahnt, fir welche Produkte der Platinum®-PCR
Supermix zum Einsatz kam. Die jeweils optimalen Bedingungen der
eigentlichen PCR wurden zuvor empirisch ermittelt, die PCR wurde mit

dem Thermozykler ,Hybaid“ der Firma Omni Gene durchgefuhrt.
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3.5.1 Die Primer

Die in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotidprimer wurden anhand der
veroffentlichten Sequenzen fur den Ryanodinrezeptor ausgesucht (Philips
et al. 1996) und uber die Firma MWG-Biotech-GmbH bezogen.

Die Sequenzen sind unten aufgeflhrt:

Exon 2: Primer F 5 CTG CAG TAT TTG TGG TAT CC3’
Primer R 5 CAAGAT TCT CTG CCC CTT CAG 3’
Produktgrofde 240 bp

Exon 6 Primer F 5"GCATCC TGG GAAGCCATCATC 3’
Primer R 5" CAT GGT GAG AAGATG GGG AC 3’
Produktgrof3e 237 bp

Exon 8/9 Primer F 5 CCCATT GAC CAACTTCCCTTG &
Primer R 5 CTTTTC TGT CCT CCC AGC CTG 3’
Produktgrofde 401 bp

Exon 11 Primer F 5" GGC TCC CCT GCTAAACACACAG 3
Primer R 5 CCTTGACCT CCT GGACTC AAG 3’
Produktgrofie 289 bp

Exon 12 Primer F 5" TAG ACAGAC GTC TTG GGC AT-3°
Primer R 5" GAAAGA GGC CAA GTG TAT GG-3°
Produktgrofie 266 bp

Exon 14/15 Primer F 5" GGAATT CGT GAATCC AAGAA 3’
Primer R 5" AGG TGAAGC GGC CAT GCC CAT C3
Erwartete Produktgrofie 459 bp

Exon 14 Primer F wie Primer 14/15 F
Primer R 5"AAG AGG TGT CAG ATC CAATA 3’
Produktgrofe 289 bp

Exon 15 Primer F 5"ACC CAGATC CCAGTC CTATT &
Primer R wie Primer 14/15 R
Erwartete Produktgréfie 206 bp
Primer F2 5" GCC GAG TCC TGG AAAGAGATT 3’
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Exon 16

Exon 17

Exon 19

Exon 37

Exon 39

Exon 40

Exon 45

Exon 46

Exon 47

Exon 102

Primer R wie Primer 14/15 R

Erwartete Produktgréfie 289 bp

Tatsachliche Produktgrofle 286 bp

Primer F 5 CTT CAC CTCTCATTC TGG G-3°
Primer R 5" GAGTGAGCAGAGTTC TTG A-3’
Produktgrofie 250 bp

Primer F 5" CCC TCC CTG GGT TCT TCT GTA GAT3’
Primer R5'TCT GGG TGT GGA GTC TCT AAG TCA3’
Produktgrofde 282 bp

PrimerF 5 TTC TGT GGG ACC TGT GAC GTC T-3°
Primer R 5 TCAGTC CTAGGT CTG AGG ACT-3°
Produktgrofde 288 bp

Primer F 5" TGG GAT CTCAGACCC TCATT-3°
Primer R 5" TCG AGA GAG AAG TAG CAT GG-3°
Produktgrof3e 201 bp

Primer F 5"TGG TGC TCC AAG CCT TGC ATT GTC 3°
Primer R5"CAAAGT AAG GGG AAG GGC GGT GTC3’
Produktgrofe 336 bp

Primer F 5 ACG CTGTCACAGTGG TGG CTAZ’
Primer R 5" AGC TCC CCAGCACCT GCC TG 3’
Produktgrofde 235 bp

Primer F 5" TGC ATG AGG CGT TCAAAG CGG CTG3’
Primer R5'TGC ATG AGG CGT TCAAAG CGG CTG3’
Produktgrofde 183 bp

Primer F 5TGC CCC TCT CCC TCC CTC TAC TCC3"’
Primer R 5’AGC ATC ACT CCT TCG CCAAGT TCC 3’
Produktgrofde 185 bp

Primer F 5 AAC TTG GCG AAG GAG TGATG-3°
Primer R 5" ATC TCC TGT CCC TCT GTG GAA-3°
Produktgrofie 299 bp

Primer F 5 CCTTGG CTG GTACTC AGT GAAT 3’
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Primer R 5 ATC CTG GGC CTG CAT TCT TAG 3’
Produktgrofie 250 bp

Die Lange der Primer lag zwischen 18 und 24 Nukleotiden. Die
Hybridisierungsstellen flr die Primer lagen in den Intronbereichen vor und
hinter dem jeweiligen Exon. Bei der Wahl der Primer wurde beachtet, dass
sie einen GC-Anteil von 40-60% und nicht mehr als 4 gleiche Basenpaare
in Folge aufwiesen. Letzteres diente der Vermeidung von
Fehlhybridisierungen und Framshifts. DarUberhinaus sollten die Primer
keine internen Sekundarstrukturen wie Haarnadeln (hairpins) bilden, was
die Wahrscheinlichkeit des Annealings reduziert hatte. Weiterhin durften
die Primer nicht untereinander hybridisieren und sollten eine moglichst

geringe Komplementaritat ihrer 3"-Enden vorweisen.

3.6 PCR-Produktuiberprifung durch Gelelektrophorese

Durch die PCR ist es, wie bereits zuvor aufgefuhrt, mdglich, duch
kontinuierliche Amplifikation hohe Konzentrationen eines bestimmten
DNA-Abschnittes zu erhalten, im Idealfall findet dies exponentiell statt. Die
Produkte mussen jedoch jeweils auf ihre Qualitat gepruft werden, da die
Reaktion von vielen Faktoren abhangt (optimale Annealingtemperatur,
ausreichende Konzentration der Reagenzien etc.). Zu dieser Prifung ist

die Agarosegelelektrophorese geeignet.

3.6.1 Herstellung der Agarosegele

Abhangig von der Art der aufzutrennenden DNA werden Agarosegele
verschiedener Konzentration verwendet. Zum Auftrennen genomischer
DNA bzw. ihrer Schnittprodukte wird eine 0,8%ige Konzentraion gewahlt,

fur Plasmid-DNA werden gangigerweise 1,2%ige Agarosegele verwendet.
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Zur Auftrennung von PCR-Produkten eignen sich Gele mit einer
Agarosekonzentration von 2%. Zur Auftrennung der PCR-Produkte der
untersuchten Exons wurden 2%ige Agarosegele verwendet. Zur
Herstellung wurden 2g Agarose in 100 ml TBE-Puffer in eine Laborflasche
gegeben und in einer Mikrowelle bis zur vollstandigen Losung der Agarose
erhitzt. Nach Abkuihlung der Agaroselosung auf 60-70° C wurde die
geldste Agarose in einen Geltrager gegossen, in den ein Kunststoffkamm
zur Ausformung der Geltaschen eingebracht wurde. Die Anzahl der
Geltaschen konnte durch die Wahl des Kunststoffkammes variiert werden.
Der Kamm wurde nach vollstandiger Aushartung des Gels vorsichtig
entfernt und das Gel in eine mit 1xTBE Puffer gefullte
Elektrophoresekammer eingebracht, wobei das Gel komplett vom Puffer

bedeckt sein musste.

3.6.2 Laden der Agarosegele

5 pl der zu trennenden DNA-Proben wurden mit 0,5 ul Ladepuffer
vermischt, das Gemisch anschlielend vorsichtig in die Geltaschen
pipettiert. Durch das hohe spezifische Gewicht des Ladepuffers wurden
die aufgetragenen Produkte in den Taschen gehalten und an der Diffusion

in den Puffer gehindert.

3.6.3 Durchfiihrung der Elektrophorese

Die elektrophoretische Auftrennung erfolgt durch Anlegen einer
Glechstromspannung von 80-100 V. Die DNA wandert im elektrischen Feld
vom negativen zum positiven Pol. Je nach Grélle des PCR-Produktes
unterscheidet sich dessen Wanderungsgeschwindigkeit, was zur

Auftrennung fuhrt.
3.6.4 Farbung und Dokumentation der Agarosegele

Zur Detektion der DNA wurden die Agarosegele nach der Elektrophorese

mit Ethidiumbromid gefarbt. Hierzu wurde das Gel bei Raumtemperatur fur
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15 Minuten in der Ethidiumbromidldsung geschttelt und anschliessend flr
5 Minuten entfarbt. Dies geschah in der Entfarbelésung (40 ml TBE, 40 ml
aqua dest.). Die Beurteilung der Gele erfolgte auf einer UV-Lichtquelle mit
einer Wellenlange von 302 nm. Zur Dokumentation wurde eine
computergestutztes Auswertungssystem verwendet, mit dem Bilder der
Gele ausgedruckt werden konnten.

Mit diesem Verfahren war es auch moglich, Aussagen Uber die Lange der
DNA-Fragmente zu machen, so dass es sich auch zur Auftrennung von
Produkten eignete, die durch Restriktionsendonukleasen geschnitten
wurden und sich dadurch in der Lange veranderten (siehe auch Abb. 4.7-
10).

3.7 Analyse von DNA-Einzelstrangkonformationspoly-
morphismen in PCR-Produkten (SSCP-Gel-Elektrophorese,

Single Strand Conformation Polymorphism)

3.7.1 Prinzipien der SSCP-Analyse:

Die elektrophoretische Mobilitat von Partikeln in einem Gel ist abhangig
von ihrer Ladung, Groélke und Struktur. Unter nicht-denaturierenden
Bedingungen nimmt einzelstrangige DNA durch intramolekulare
Interaktionen eine gefaltete Struktur ein, deren Konformation aus der
Basensequenz resultiert. Anderungen dieser Sequenz flhren (ber
Konformationsanderung zu einer veranderten Mobilitat in der
Polyacrylamid-Gelelektrophorese. Durch diese veranderte Mobilitdt kommt
es zu einem veranderten Bandenmuster. Fur die SSCP-Analyse werden
DNA-Proben zunachst thermisch denaturiert, so dass sie einzelstrangig
vorliegen, um dann in einem nicht-denaturierenden Gel elektrophoretisch
aufgetrennt zu werden. Fir die Suche nach Punktmutationen durch die
SSCP-Analyse sind besonders DNA-Fragmente mit einer Lange bis zu

400 Basenpaaren geeignet. So koénnen bei Verwendung von DNA-
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Fragmenten von 400 bp 80% aller Punktmutationen durch die SSCP-
Analyse detektiert werden, fir DNA-Fragmente von 200 bp wird die Rate
mit Uber 90% beziffert (Hayashi et al. 1992).

Adlel A homozwvgot A=l B homozwgot Alele 2B heteromngot
57 37 B e . 3T 5 3

3 e 57 B e . &7 3 5
[T B — — . 37 B — — . 37
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Abb. 3.2 Das Prinzip der SSCP-Gelelektrophorese

GroBRere DNA-Fragmente konnen nach Zerlegung durch
Restriktionsendonukleasen einer SSCP-Analyse unterzogen werden oder
die entsprechende Sequenz in Form mehrer Uberlappender

Unterfragmente mittels PCR amplifiziert und durch SSCP analysiert.
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Um die Banden sichtbar zu machen existieren mehrere Methoden.
Radioaktiv markierte Primer oder Nukleotide mit anschlielender
Autoradiographie kommen ebenso zur Verwendung wie
fluoreszenzmarkierte Primer. Die einfachste Mdglichkeit besteht in der
Farbung der Gele mit Silbernitrat. Diese Methode wurde in dieser Arbeit

angewandt.

3.7.2 Herstellung der SSCP-Gele

Far die SSCP-Analyse wurden verschiedene Polyacrylamidgele
verwendet. In allen Fallen handelte es sich um 8%ige Polyacrylamidgele.
Zur Erhohung der Sensitivitat wurden die Untersuchungen zum einen mit
6% Glycerol in dem Gel und zum anderen ohne Glycerol durchgeflhrt.

Die Gele ohne Glycerol enthielten 1% TBE und wurden Uber Nacht
gefahren. Die Gele mit Glycerol wurden zum Teil ebenfalls mit 1% TBE
gegossen, die Elektrophorese erfolgte Uber Nacht. Zum GielRen der Gele
wurden zunachst Glasplatten mit den Maflden 335 x 400 x 5 mm und 335 x
415 x 5 mm intensiv mit Detergenz gereinigt und anschlieRend mit Ethanol
94% poliert um die Entstehung von Luftblasen beim spateren Gielden zu
verhindern. Die beiden Glasplatten wurden so aufeinander gelegt, dass
die groRere Glasplatte unten lag, somit die obere Platte also Uberragte.
Die Glasplatten wurden durch 1 cm breite und 0,5 mm dicke
Kunststoffstreifen, sogenannte Spacer, die an den Langsseiten zwischen
den Platten lagen, voneinander getrennt. Am Rand wurden die beiden
Glasplatten durch Klammern aneinander fixiert. Nach Vorbereitung der
Glasplatten wurde die Polyacrylamidlésung hergestellt. Bei der
Herstellung waren zwingend Handschuhe zu tragen, da das nicht
polymerisierte Polyacrylamid (PAA) neurotoxisch wirkt und uber die Haut
resorbiert werden kann.

Folgende Polyacrylamidldsungen wurden fir die SSCP-Gele verwendet:
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SSCP-Gel (8% Polyacrylamid, 1% TBE)

TBE 5x 24 ml
30% PAA 32 ml
aqua dest. 63 ml
10% APS 1 mi
TEMED 50 pl
SSCP-Gel (8% Polyacrylamid, 6% Glycerol, 1% TBE)
TBE 5x 24 ml
30% PAA 32 ml
aqua dest. 56 ml
Glycerol 7 mi
10% APS 1 ml
TEMED 50 pl

Die Zugabe von TEMED und APOS erfolgte unmittelbar vor dem Giel3en
des Gels. N,N,N’,N’-Tetramethyethylendiamin (TEMED) initiiert als
Radikal die Polymerisation des Polyacrylamidgels. Ammoniumpersulfat
(APS) dient als Katalysator der Reaktion. Nach dem Anmischen der
Polyacrylamidlosung wurde diese blasenfrei zwischen die Glasplatten
gegossen, wobei die Losung durch Kapillarkrafte zwischen die Platten
gesogen wird. Nach blasenfreiem Giessen wurde anschlieend ein 0,5mm
Kunststoffkamm mit 32 Zahnen, die der Ausformung der Geltaschen
dienten, in den oberen Spalt zwischen beiden Platten geschoben, wo die
untere Platte die obere uUberragte. Der Kamm wurde ebenfalls mit
Klammern fixiert. Das Gel war nach ca. 30 Minuten auspolymerisiert und
konnte verwendet werden. Nach Polymerisation des Gels wurde der
Kamm vorsichtig entfernt und das Gel in eine Vertikal-Polyacrylamidgel-
Elektrophorese-Apparatur eingespannt. Beide Pufferkammern wurden mit
1x TBE-Puffer geflllt. Bei den 0,5% TBE-Gelen wurde 0,5x TBE

verwendet. Am unteren Gelrand durften keine Luftblasen zurtckbleiben.
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Die Geltaschen wurden zweimal mit einer 50 ml Spritze und einer Kantle
mit TBE-Puffer gesplilt, um Gelreste und nicht polymerisiertes Acrylamid
aus den Taschen zu entfernen.

Um eventuell vorhandene Verunreinigungen aus dem Gel zu entfernen,

wurde ein Vorlauf von 20 Minuten bei 5 Watt Leistung durchgeflhrt.

3.7.3 Vorbereitung der Proben und Polyacrylamidelektrophorese

Zur Vorbereitung der Proben wurden 5 ul des PCR-Produktes mit 7 pl
Ladepuffer in ein Eppendorftube pipettiert und anschliessend fur 10
Minuten bei 95 °C in einen Thermoblock gestellt, um die DNA zu
denaturieren. Im Anschluss wurden die Proben 1 Minute auf Eis gelegt,
um erneutes Hybridisieren der DNA zu verhindern, da das Vorhandensein
von einzelstrangiger DNA Voraussetzung fir die SSCP-Methode war.
Anschlieiend wurden die Proben zlgig aufgetragen und die Spannung
und Stromstarke des Netzgerates so eingestellt, dass 5 Watt Leistung
erbracht wurden. Die Gele bendtigten dann einen Lauf von 15 bis 20
Stunden. Durch verschiedene Farbstoffe im Formamidpuffer, die
unterschiedlich im Gel wanderten, konnte gut abgeschatzt werden, wie
weit die einzelstrangige und die noch doppelstrangige DNA im Gel
gewandert war.

War das Gel lange genug gelaufen wurden die Glasplatten aus der
Apparatur enthnommen, die Spacer zwischen den Platten entfernt und die

obere Platte vorsichtig entfernt, ohne das Gel zu beschadigen.

3.7.4 Fixierung, Farbung und Dokumentation des SSCP-
Polyacrylamidgels

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Silberfarbungsmethode zur
Darstellung der DNA-Banden im Polyacrylamidgel angewandt. Zum
Fixieren wurde das Gel dann fur 10 Minuten in ein Waschtablett mit
10%igem Ethanol Uberfuhrt (270 ml aqua dest. und 30 ml Ethanol

absolut). Anschlielend wurde das Tablett auf einen Schuttler unter den
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Abzug gestellt und die Ethanollosung mit einer Wasserstrahlpumpe
abgesaugt. 300 ml 1% HNO; wurden auf das Gel gegeben und 3 Minuten
geschuttelt. Danach wurde die HNO;-LOosung abgesaugt und 2 mal mit
aqua dest. jeweils 2 Minuten gewaschen.

Dann wurde das Gel unter Schutteln 30 Minuten mit einer
Silbernitratldosung (2,0 g/l) gefarbt, die Silbernitratidsung anschlieRend
abgesaugt und erneut 2 mal fr 2 Minuten mit aqua dest. gewaschen.

Zum Entwickeln wurden 200 ml Entwicklerlésung auf das Gel gegeben
und sofort wieder abgesaugt, um Ubriggebliebenes freies Silbernitrat zu
entfernen. Der anschlieBend erneut zugegebene Entwickler wurde erst
nach 10-20 Minuten entfernt, wenn die Banden gut sichtbar waren. Die
Reaktion wurde mit 10% Essigsaure gestoppt, das Gel mit aqua dest.
gewaschen und dann in eine Kunststofffolie eingeschweillt. Die Gele
wurden dann auf einem Durchleuchttisch fotografiert und bis dahin dunkel

bei 4 °C im Kuhlraum gelagert.

3.8 DNA-Sequenzierung

3.8.1 Die Prinzipien der nichtradioaktiven DNA-Sequenzierung

Mit der DNA-Sequenzierung wird die Basenabfolge der DNA ermittelt.
Hierzu wurde nicht die genomische DNA, sondern ein PCR-Produkt des
Abschnittes, welcher zu sequenziert werden sollte. Mit den folgenden
Reaktionen konnten somit deutlich gréRere Ausbeuten erzielt werden, da
der entsprechende Abschnitt in vielen Kopien vorlag.

Durch Erhitzen auf 96°C wurde die DNA des PCR-Produktes in
Einzelstrange gespalten. Durch Abkuhlen auf 60°C erfolgte eine
Hybridisierung mit einem Primer, hierbei konnte ein Primer des bereits fur
die Synthetisierung des PCR-Produkts benutzen Primerpaars benutzt
werden. Da nur ein Primer Anwendung fand, wurde nur ein Strang der
PCR-DNA amplifiziert.
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Neben den Desoxynukleotiden waren im Ansatz ebenfalls 2°-3'-
Didesoxynukleotide enthalten (ddATP, ddTTP, ddGTP und ddCTP), welche
Nukleotidanaloga sind. Die Elongation des Primers wird abgebrochen,
wenn ein 2°-3"-Didesoxynukleotid integriert wird, da in diesem Fall die 3'-
OH-Gruppe fehlt, an die das nachste Nukleotid angehangt werden kdnnte.
Der Einbau eines 2°-3"-Didesoxynekleotids erfolgt nach den Gesetzen der
Statistik. Auf diese Weise erhalt man einen Satz von Fragmenten
unterschiedlicher Lange die jeweils mit einem Didesoxynukleotid enden.
Diese Fragmente unterschiedlicher Lange lassen sich in einem
denaturierenden Polyacrylamidgel elektrophoretisch nach ihrer Lange
basenpaargenau auftrennen. Das Gel muss denaturierend sein, da die
einzelstrangige DNA Sekundarstrukturen ausbildet, die die
Laufgeschwindigkeit im Gel beeinflussen (ein Effekt, den man sich bei der
SSCP-Analyse zu Nutzen macht). Eine saubere Auftrennung nach GroRRe
ware dann nicht mehr moglich. Bei der BigDye Terminator Sequenzierung
sind die Didesoxynukleotide mit Fluoreszenzfarbstoffen markiert. Da jedes
der vier ddNTP mit einem unterschiedlichen Farbstoff markiert ist, kann
die Sequenzierungsreaktion in einem Reaktionsgefal® durchgefihrt
werden und bei der spateren Auftrennung im Polyacrylamidgel wird nur

eine Spur pro Sequenz bendtigt.

3.8.2 Reinigung der PCR-Produkte durch Fallung in Ammoniumacetat
- Athanolldsung

Um die PCR-Produkte flr die Sequenzierungs-Reaktion einsetzen zu
kénnen mussten diese zuvor aufgereinigt werden.

Das komplette PCR-Produkt (20 pl) wurde gemeinsam mit 120 pl
100%igem Ethanol und 20 yl Ammoniumacetat (3M) in ein autoklaviertes
Eppendorf-Tube pipettiert und fur 15 Minuten bei 13.000 U/min und
Raumtemperatur zentrifugiert. Der Uberstand wurde vorsichtig entfernt
und verworfen. Anschlielend wurde das PCR-Produkt mit 100 ul 70%igem
Ethanol gewaschen und 10 Minuten bei 13.000 U/min und
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Raumtemperatur zentrifugiert. Der Uberstand wurde abermals entfernt
und verworfen und die Proben getrocknet. Am folgenden Tag wurden die
Proben in 20 pl Elutionspuffer (TE-Puffer 0,1 mM, pH 8,0) gel6st und bei
4° C im Kuhlraum gelagert.

3.8.3 Sequenzierungs-PCR

Zur Anwendung kam ein Kit der Firma Applied Biosystems (ABI PRISM
Big Dye Terminator Cycles Sequencing Ready Reacting Kit) mit Ampli Tag-
Polymerase, Big Dye.

Das Reaktionsgemisch enthielt in einem Gesamtansatz von 10 uL:

- Big Dye Ready Reaction Mix 2 pL
- PCR-Produkt 5 ML
- Primer 2 pmol 0,5 ML
- Aqua dest. 2,5 ML

Die Sequenzierungs PCR erfolgte in dem Gerat PCR-Express der Firma
Hybaid.

Folgendes Programm wurde verwendet:

96°C 60 Sec einmalig zu Beginn der Reaktion
96°C 25 Sec

50°C 5 Sec 25 Zyklen

60°C 4 Minuten

Abkuhlen der Proben auf 4°C einmalig zum Abschluss der
Reaktion

Anschlieliend wurden die Sequenzierungsprodukte aufgereinigt.

Im Verlauf dieser Arbeit wurde ein neues Protokoll angewandt, welche die

Durchfihrung der Sequenzierungs-PCR ohne vorherige Reinigung der
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urspriunglichen PCR-Produkte gestattete. Dazu wurde zunachst folgender
Ansatz von 7uL Gesamtvolumen gemischt:

- PCR-Produkt (nicht gereinigt)0,5 pL

- ExoSAP 0,5 ML

- aqua dest. 6 ML

Anschlielend wurde dieser Ansatz mit folgendem Protokoll denaturiert

80°C 15 Min
37°C 15 Min
10°C am Ende der Reaktion

Von diesem denaturierten Produkt wurde die Halfte, also 3,5 uL, fur den
Ansatz der Sequenzierungs-PCR verwendet. Dieses Gemisch enthielt in

einem Gesamtvolumen von 12 puL:

- denaturiertes PCR-Produkt 3,5 ML
- Big Dye Ready Reaction Mix 1 ML
- Puffer 900 4 ML
- Primer 2 pmol 1 ML
- aqua dest. 2,5 ML

Die Sequenzierungsreaktion wurde unter folgendem Protokoll
durchgefuhrt:

96°C 60 Sec einmalig zu Beginn der Reaktion
96°C 25  Sec

50°C 5 Sec 29 Zyklen

60°C 4 Minuten

Abkulhlen der Proben auf 4°C einmalig zum Abschluss der

Reaktion
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Von diesem Produkt wurde dann die gesamte Menge fur die

Ethanolprazitipation verwendet.

3.8.4 Ethanol-Prazitipation und Sequenzierung der Produkte

Die Sequenzierungsprodukte wurden durch Ethanol-Prazitipation von
Uberschissigen Terminatoren und Primern gereinigt. Zur Aufreinigung der
Sequenzierungs-Produkte wurde das gesamte Sequenzierungsprodukt (je
nach Protokoll 10 uL oder 12 pL), 90 ul aqua dest., 10 pl Natriumacetat
(3M, pH 4,6) und 250 pl 100%iger Ethanol in ein autoklaviertes 1,5 ml
Mikrozentrifugentube (Eppendorftube) pipettiert und vermischt.
AnschlieRend wurde 20 Minuten bei 13.000 U/min und Raumtemperatur
zentrifugiert. Der Uberstand wurde vorsichtig abpipettiert, ohne das
durchsichtige Pellet zu berthren, dessen Position im Eppendorf-Tube
festgelegt war, und verworfen. Anschlieend wurde 250 ul 70%iger
Ethanol zugefugt und weitere 5 Minuten bei 13.000 U/min und
Raumtemperatur zentrifugiert. Der Uberstand wurde erneut vorsichtig
entfernt und verworfen und die Pellets luftgetrocknet und anschlieRend bei
—80° C gelagert. Das getrocknete Produkt wurde mit 20 uL Template
mixture (Applied Biosystems) aufgenommen. Die gelosten Proben fur 2
Minuten auf 90°C erhitzt, danach auf Eis gestellt und dann mit dem
Applied Biosystems Sequenziergerat 310 bzw. 377 ausgewertet. Bei der
Detektion der aufgetrennten Fragmente im Polyacrylamidgel mit dem ABI-
PRISM-DNA-ANALYZER wird der fluoreszenzmarkierte Terminator des
Fragments mit einem Laser (Wellenlange 488 nm) angeregt und das
Emissionslicht, welches von den Fluoreszenzfarbstoffen ausgesendet
wird, Uber ein Gitter, einen sogenannten Spektrographen, in seine
Spektralfarben zerlegt. Anschlielend erfolgt eine simultane Detektion der
Spektralfarben mit Hilfe des hochauflosenden Pixelfelds einer CCD-
Kamera. Uber einen Computer und die entsprechende

Auswertungssoftware werden die erhobenen Daten erfasst.
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3.9 Restriktionsenzymverdau

Mit Restriktionsenzymen kann man DNA gezielt an definierten Positionen
zerschneiden. Diese Schnittpositionen werden durch enzymspezifische
Sequenzen von etwa funf Basenpaaren festgelegt und sind fir annahernd
jedes Restriktionsenzym verschieden. Wenn eine Mutation in einer DNA-
Sequenz lokalisiert ist, die durch ein Enzym erkannt wird, kann man diese
durch den DNA-Verdau untersuchen, da durch die Veranderung eine
vorhandene Schnittstelle wegfallt oder eine neue hinzukommt. Auf diese
Weise ist es mdglich, Veranderungen in kleinen definierten Abschnitten
der Basensequenz ohne Sequenzierung zu detektieren. Diese Methode ist
weniger arbeitsintensiv und kann angewandt werden, wenn lediglich
einzelne Basensubstitutionen in einem PCR-Produkt analysiert werden
sollen. Zuerst wurde die DNA mit einer PCR vervielfaltigt. Dann wurde das
PCR-Produkt geschnitten und in einer Agarosegelelektrophorese
aufgetrennt und anschlieRend mit Ethidiumbromid gefarbt, unter UV-Licht
ausgewertet und mit Hilfe des computergestutzten
Bilddokumentationssystems abfotografiert. Wenn durch eine Mutation eine
Schnittstelle entsteht, zeigt der Wildtyp nur eine Bande in Hohe des
ungeschnittenen PCR-Produkts. Ein homozygoter Mutationstrager wirde
zwei Banden in Hohe der beiden Schnittfragmente bieten, ein
heterozygoter im Gegensatz drei Banden auf Hohe des ungeschnittenen
PCR-Produkts und der beiden Schnittfragmente, da lediglich ein Allel
geschnitten wurde. Aus Grunden der Praktikabilitat sollte darauf geachtet
werden, dass neben der zu beurteilenden Schnittstelle nicht viele
zusatzliche im PCR-Produkt existieren, da in diesem Fall zahlreiche DNA-
Fragmente entstiunden, die die Auswertung erschweren wuirden. Im
Idealfall existiert neben der zu beurteilenden Schnittstelle keine weitere.

In dieser Arbeit sind zwei Restriktionsendonukleasen angewendet worden,
die von ,new England Biolabs“ bezogen wurden. Der Reaktionsansatz ist

in Tabelle 3.1 aufgefiihrt. Es wurde der mit den Enzymen mitgelieferte
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empfohlene Reaktionspuffer verwendet. Die Inkubation erfolgte fir 12
Stunden bei 65°C bzw. 37°C.

4 Ergebnisse

4.1 DNA-Amplifikation durch Polymerase Kettenreaktion
(PCR) mit anschlieBender Qualitatspriufung in der

Gelelektrophorese

Die genetische Analyse wurde in dieser Arbeit in zwei Regionen des
RYR1 Gens der Patienten auf dem Chromosom 19q13.1-q13.2
durchgefihrt. In beiden Regionen wurden zum einen Exons untersucht, in
denen bereits fur die MH pradisponierende Mutationen nachgewiesen
wurden (siehe Kap. 2.6), zum anderen wurden in der ersten Region
benachbarte Exons analysiert, fur die zu Beginn dieser Arbeit keine
Mutationen beschrieben wurden, die allerdings in friiheren Arbeiten noch
nicht untersucht wurden. Die Sequenz der Exons des Gens sowie der
flankierenden Introns war bekannt (Phillips et al. 1996) und konnte Uber
die NCBI-Gendatenbank abgerufen werden. So konnten ca. 21 bp lange
Oligonukleotide abgeleitet werden, die als Primer verwendet wurden. Fur
jedes Exon erfolgte dies in 5-3" und in 3-5" Richtung mit genlugend
Distanz zum Exon. Auf diese Weise wurden Primerpaare hergestellt, die in
der Annealing-Phase der PCR jeweils auf dem Vorwartsstrang der DNA
vor und auf dem Ruckwartsstrang der DNA hinter dem zu
vervielfaltigenden Exon anlagerten. So wurden in der PCR zwei
korrespondierende DNA-Einzelstrange synthetisiert, die das zu
analysierende Exon reprasentierten.

Sobald die PCR beendet war, wurden 5 uL des PCR-Produktes in 2%igem

Agarosegel gepruft, ob in der Reaktion das entsprechende DNA-Fragment
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in genlugender Menge amplifiziert wurde und ob nicht gewilnschte
Nebenprodukte vorlagen.

Ein gutes Ergebnis lag dann vor, wenn auf dem Gel eine sich klar von der
Umgebung abhebende Bande vorlag, die der zu erwartenden GroRe des
DNA-Produktes entsprach. Dabei sollten die mit demselben Primerpaar
synthetisierten Produkte die gleiche Lange aufweisen. Eine schwache
Bande als Korrelat fur eine ungenigende Synthese machte eine
Optimierung der Reaktionsbedingungen erforderlich. Haufig konnte dies
durch Reduzierung der Annealingtemperatur erzielt werden, wodurch die
Anlagerung der Primer an die entsprechende Region auf der DNA
erleichtert wurde.

Lagen neben der gewollten Hauptbande zusatzliche, meist schwachere
Banden auf, galt dies als Hinweis flr Nebenprodukte, die moglichst zu
vermeiden waren, da sie zur Verfalschung der Ergebnisse flihren kénnen.
Sie bilden sich meist dann aus, wenn Basensequenzen in anderen DNA-
Abschnitten sich nur geringgradig von der korrespondierenden
Primersequenz unterscheiden. Ist die Annealingtemperatur zu niedrig,
kann es zu Hybridisierung der Primer in diesen DNA-Bereichen kommen.
Durch Anhebung der Annealingtemperatur kann man in der Regel
erreichen, dass sich die Primer ausschlieBlich an die vollstandig
entsprechende DNA-Sequenz anlagern. Jedoch reduziert sich durch diese
Malnahme haufig die Gesamtausbeute des eigentlichen Produktes.
Konnten bei einigen Primerpaaren auch durch verschiedene
Reaktionsbedingungen keine PCR-Produkte hergestellt werden, war dies
ein Hinweis auf eine suboptimale Magnesiumkonzentration im Ansatz oder
auf fehlerhafte Primer. AuRerdem mussten neben Ablesefehlern beim
Design der Primer und einer inkorrekten Synthese des Oligonukleotids
auch eine fehlerbehaftete Vorlage der Basenabfolge als potentielle
Ursache in betracht gezogen werden.

Bei der PCR wurden in dieser Arbeit drei verschiedene Tag-Polymerasen

verwendet, wobei die meisten Exons mit der HotStar® Tag-DNA-
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Polymerase der Firma Quiagen amplifiziert wurden, die als Hotstar-
Mastermix fertig mit MgCIl, dNTPs und PCR-Puffer gemischt verfligbar

war. Das folgende Thermozyklerprogramm wurde benutzt:

95°C 18 Minuten einmalig zu Reaktionsbeginn

95°C 60 Sec

60°C 45 Sec 35 Zyklen

72°C 120 Sec

72°C 5  Minuten einmalig zum Abschluss der
Reaktion

Die Exons 8, 9, 17 und 39 konnten mit diesem Protokoll in
zufriedenstellender Qualitat amplifiziert werden, ohne die
Reaktionsbedingungen zu modifizieren. Da die Exons 8 und 9 mit 94 bp
bzw. 75 bp relativ klein sind und zwischen ihnen ein Intron mit 129 bp liegt,
konnten diese beiden Exons in einem PCR-Produkt synthetisiert werden.
Die Reaktionsbedingungen mufdten bei den Primern der Exons 14, 15, 40,
45 und 46 angepasst werden. Wie sich herausstellte, hatte die
Veranderung der MgCl,-Konzentration keinen wesentlichen Einfluss auf
die Ergebnisse da offensichtlich die benutzten Polymerasen bei 1,5 mM
MgCl, die optimale Wirksamkeit aufweisen. Uber eine Verdnderung der
Annealingtemperatur konnten die Resultate verbessert werden. Exon 46
wurde bei einer Annealingtemperatur von 58°C am besten amplifiziert, fur
Exon 45 wurden die besten Ergebnisse bei einer Annealingtemperatur
von 63°C erzielt.

Nicht alle Exons konnten mit dem Tag-Mastermix der Firma Quiagen mit
gutem Resultat amplifiziert werden. Fur diese Exons wurde der Platinum-
Mastermix von Gibco oder die Tag-Polymerase von Gibco benutzt. Wie in
Kapitel 3 ausgefuhrt wurde die Dauer des initialen Schritts der PCR an die
verwendete Tag-Polymerase angepasst. Fur Exon 40 wurden mit dem
Platinum-Mastermix und einer Annealingtemperatur von 63°C die besten

Resultate erzeugt.
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PlanmaRig sollten die Exons 14 und 15 gemeinsam amplifiziert werden.
Mit 136 bp und 96 bp Lange sind beide Exons relativ kurz. Mit 83 bp
Lange des dazwischen gelegenen Introns ergibt sich eine Gesamtlange
des Produkts von 315 bp. Es ergab sich mit den ausgesuchten Primern
14F und 15R eine Produktlange von 459 bp. Die Synthese gelang lediglich
zu Beginn bei wenigen DNA-Proben mit dem Tag-Mastermix von Quiagen.
Bei dem Grolteil der Proben konnten weder mit dem Tag-Mastermix von
Quiagen noch mit der Tag-Polymerase von Gibco unter verschiedenen
Reaktionsbedingungen zufriedenstellende Produkte generiert werden.
Daher wurde folgend eine getrennte Synthese der Exons geplant und im
Intron 14 zwei Sequenzen fur die Herstellung der Primer 14R und 15F
ausgesucht. Exon 14 konnte unter Standardbedingungen mit dem
Primerpaar 14F/14R mit dem Quiagen-Mastermix bei 60°C gut amplifiziert
werden.

Fur Exon 15 gelang mit dem Primerpaar 15F/15R initial keine Synthese.
Im sequenzierten Produkt von Exon 14 konnte die Ursache dafur
ausgemacht werden. Der Primer 15F lag innerhalb des PCR-Produktes
des Primerpaares 14F/14R. An der Stelle, an der der Primer 15F
hybridisieren sollte lag zu Beginn dieser Arbeitein Fehler in der
publizierten Sequenz der NCBI-Datenbank vor, so dall keine
Hybridisierung moglich war. Dieser Fehler wurde mittlerweile in der NCBI-
Datenbank behoben (Weiteres im Kapitel 4.3).

Mit dem neu synthetisierten Primer 15F2 gelang dann die Synthese mit
der Platinum®-Polymerase von BRL bei einer Annealingtemperatur von
58°C. Der Tag-Mastermix von Quiagen und die Hotstar-Polymerase
erbrachten keine guten Resultate.

Letztlich konnten alle zu untersuchenden Exons mit zufriedenstellendem

Ergebnis amplifiziert werden, so dal} eine weitere Analyse mdglich war.
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4.2 SSCP-Mutationsanalyse

Die zuvor denaturierten PCR-Produkte der Exons 2, 6, 8, 9, 11, 14, 15, 17,
39, 40, 45, 46 und 102 sowie der Exons 12, 16, 19, 37 und 47 wurden wie
in Kapitel 3 ausgeflhrt unter verschiedenen Bedingungen analysiert. Zu
diesem Zweck wurden 8%ige Polyacrylamidgele mit und ohne Zusatz mit
10%igem Glycerol in 1%igem TBE-Puffer unter Raumtemperatur und zum
Teil im Kuhlraum benutzt. Dabei gestaltete sich das Gielden der Gele
zuweilen schwierig, da schon kleinere Verunreinigungen, vor allem Fette
auf der Innenseite der Glasplatten, zu Blasenbildung im Gel fuhrten, so
dass die Glasplatten grindlich entfettet werden mussten und eine gewisse
Routine beim GieRen der Gele vonndten war, um gute Ergebnisse zu
erzielen. Die zuvor bei 95°C denaturierten Proben mussten dabei obligat
auf Eis abgeschreckt werden, damit die entstandenen Einzelstrange nicht
erneut mit den komplementaren DNA-Strangen hybridisieren, damit sie fur
die Analyse in Einzelstrangkonformation vorlagen. Das Farben der 1mm
dinne Gele musste genauso vorsichtig erfolgen, um diese als Ganzes zu
erhalten, insbesondere die Gele mit 10%igem Glycerol quollen beim
Farben zum Teil auf und wurden weich.

Die SSCP-Mutationsanalyse von Exon 11 zeigte vom Unterschiede im
Wanderungsmuster der Banden (s. auch Abb. 4.1). Es zeigte sich, dass
die shifts der Banden am Besten in 1%igen TBE-Gelen (8% PAA) ohne
Zusatz von Gylcerol und unter einer Laufzeit von etwa 15 Stunden bei 4
Watt Leistung aufgetrennt wurden. Fir Exon 14 und 15 gelang es
zunachst fur einige Produkte, unter Standarbedingungen gute Ergebnisse
zu erzielen, wenn diese beiden Exons gemeinsam amplifiziert wurden. Im
Verlauf dieser Arbeit konnten diese Ergebnisse auch unter verschiedenen
Laufbedingungen nicht reproduziert werden, so dass beide Exons
zunachst einzeln amplifiziert und spater durch Sequenzierung analysiert

wurden.
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Abb. 4.1: SSCP-Gel von Exon 11 mit 1% TBE ohne Glycerol. In den Spuren 5 und 7 sind

deutlich die Bandenshifts zu erkennen.

Die SSCP-Gelelektrophorese der Exons 12, 16, 19, 37 und 47 gelang
problemlos. Deutliche Bandenschifts konnten nicht nachgewiesen werden,
so dass selbst gering auffallige Proben grof3zligig sequenziert wurden und
auch von unauffalligen Proben wurden von jedem Exon einige
exemplarisch sequenziert.

4.3 DNA-Sequenzierung der PCR-Produkte
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Die Produkte, die in der SSCP-Analyse Auffalligkeiten im Laufverhalten
ihrer Banden zeigten sollten im Verlauf durch Sequenzierung weiter
analysiert werden. Auf diese Weise konnte die Nukleotidsequenz der
Patienten unmittelbar mit der veroffentlichten Datenbank der NCBI
verglichen werden, so dass Abweichungen der Sequenz nachweisbar
gemacht werden konnten. Die Sensitivitat flir die SSCP-Gelelektrophorese
mit 5-10%igem Glycerol wird fur Produkte von 100-300 bp mit etwa 99%
bzw. fur 300-450 bp mit 89% angegeben. Ohne Glycerol liegt dieser Wert
deutlich niedriger. Es besteht somit die Moglicheit, dass Veranderungen in
der DNA durch dieses Verfahren nicht aufgedeckt werden (Hayashi 1991).
Exemplarisch wurden einige Proben, die ohne Glycerol durch SSCP-
Mutationsanalyse untersucht wurden und keine Auffalligkeiten zeigten,
ebenfalls sequenziert.

Veranderungen der Patienten-DNA im Vergleich zur Gendatenbank haben
unterschiedliche Bedeutungen und muissen demzufolge differenziert
werden. Missense Mutationen bewirken eine Veranderung der
Aminosauresequenz. Ursache sind Deletionen, bei denen ein Teil der DNA
fehlt, Insertionen, bei denen ein zusatzlicher Abschnitt in den DNA-Strang
integriert wird und durch Punktmutationen, bei denen ein Nukleotid durch
ein anderes ersetzt wird. In der Regel haben stille Mutationen keinen
Effekt auf die Aminosauresequenz, da zwar ein Nukleotid eines Codons
durch ein anderes ersetzt wird, es jedoch zu keiner Anderung der vom
Exon kodierten Aminosaure kommt. Stille Mutationen kénnen jedoch einen
Effekt auf das RNA-SpleiRen haben, wenn neue Spleillingstellen
entstehen und so die Aminosauresequenz des Proteins verandert wird.
Um diese Moglichkeit auszuschliefen, muisste RNA mittels cDNA-
Sequenzierung untersucht werden. Zu Beginn dieser Arbeit war die
Gewinnung von RNA lediglich durch Muskelbiopsien maoglich, so dass im
Rahmen dieser Arbeit keine RNA-Analysen erfolgten. Kommen

verschiedene Allele an einem Locus simultan vor, nennt man dies
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Polymorphismus, wenn die Haufigkeit nicht der Rate an Mutationen
entspricht. Polymorphismen treten haufig dort auf, wo die Substitution
eines Nukleotids keine Anderung der Aminosauresequenz bewirkt, also
keinem Selektionsdruck unterliegt. Ein Polymorphismus kann sich
entwickeln, wenn die genetische Varianz unter bestimmten Umstanden
einen Vorteil gegentiber denen ohne Mutation aufweist. Zunachst wurden
die Patientenproben in einer Richtung, meist vorwarts (5°-3") sequenziert.
Wurden Auffalligkeiten detektiert, erfolgte zur Bestatigung die
Sequenzierung des komplementaren Stranges, welcher dann zunachst
durch eine erneute PCR hergestellt werden musste. Auf diese Weise
sollten Synthesefehler in der PCR, die eine Mutation vortauschen kdnnten,
ausgeschlossen werden.

Wie bereits zuvor erwahnt, wurden bisher in 51 Exons des RYR17-Gens
Mutationen entdeckt, die eine Pradisposition fur die Maligne Hyperthermie
hervorrufen konnen (Robinson et al. 2006). In der Tabelle 4.1 sind die in
dieser Arbeit untersuchten Exons des RYR7-Gens aufgelistet. In der
rechten Spalte ist die Anzahl an Mutationen dargestellt, die bisher in dem
jeweiligen Exon detektiert werden konnten und die zur MH fihren kénnen.
In Klammer dahinter ist der prozentuale Anteil an allen bisher detektierten,
zur MH pradisponierenden Mutationen angegeben.

Bei der Analyse einiger Proben bestimmter Exons fielen in der vorwarts
gerichteten Sequenzierung Veranderungen auf, die einer Mutation hatten
entsprechen konnen. Diese Proben wurden dann rickwarts sequenziert,
um eine eventuelle Basensubstitution zu bestatigen bzw. auszuschliel3en.
In dieser Arbeit konnten in zwei Exons Polymorphismen detektiert werden,
die weiter unten in diesem Kapitel ausfiihrlicher dargestellt werden. In
allen anderen Fallen, bei denen bei der vorwarts gerichteten
Sequenzierung Veranderungen auffielen, konnten keine Basensubstitution
bestatigt werden. Die reversen Sequenzierungen zeigten eine regelrechte

Basenabfolge.
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In dieser Arbeit auf Mutationen Anzahl bisher beschriebener, zur
untersuchte Exons und prozentualer | MH pradisponierender Mutationen
Anteil im Verhaltnis zur und prozentualer Anteil an der
Basenpaarzahl aller Exons des Gesamtzahl der bisher entdeckten
RYR1-Gens Mutationen
2 (0,8%) 3 (2,13%)
6 (0,75%) 10 (7,1%)
8 (0,64%) 3 (2,13%)
9 (0,5%) 1 (0,71%)
11 (1,1%) 4 (2,83%)
12 (0,80%) 4 (2,83%)
14 (0,9%) 2 (1,42%)
15 (0,64%) 4 (2,83)
16 (0,79%) 0 (0%)
17 (0,88%) 2 (1,42%)
19 (1,28%) 0 (0%)
37 (0,74%) 0 (0%)
39 (1,81%) 6 (4,25%)
40 (0,76%) 6 (4,25%)
45 (0,66%) 7 (4,96%)
46 (0,8%) 7 (4,96%)
47 (1,12%) 4 (2,83%)
102 (1,03%) 3 (2,13%)

Tab. 4.1: In der linken Spalte sind die in dieser Arbeit untersuchten Exons aufgelistet, in Klammern
dahinter der prozentuale Anteil der Basenpaare des Exons zur Gesamtzahl der fir Aminosauren
codierenden Basenpaare des Gens. Die rechte Spalte zeigt die Anzahl der bisher in den jeweiligen
Exons gefundenen, zur MH pradisponierenden Mutationen. In Klammern der prozentuale Anteil zur
Gesamtzahl der fur MH pradiponierenden Mutationen im Ryanodinrezeptorgen (141). Robinson et
al. 2006.

Exemplarisch soll ein Exon demonstriert werden, wo bei entsprechenden
Veranderungen auf diese Weise verfahren wurde.
Abb.

Sequenzierung an Position 602 eine Auffalligkeit aufweist. Hier liegt

4.2 zeigt einen Abschnitt von Exon 6, der in der forward

normalerweise die Base Guanin vor. Auf der Abbildung ist die
entsprechende schwarze Ausschlag gut erkennbar, wird jedoch von einem
Artefakt Uberlagert, so dass das Sequenziergerat hier eine Veranderung
erkennt. Der untere Teil des Bildes zeigt die entsprechende reverse

Sequenzierung dieses Abschnittes. An entsprechender Position liegt die
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komplementare Base Cytosin vor. Hier kann somit eine Veranderung der

Basensequenz ausgeschlossen werden.

AArACOOGC O ACCTTTTCT CCTTCA
0O 80 S0
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Abb 4.2: Dargestellt ist ein Ausschnitt von Exon 6. Normalerweise liegt an Position 602 die Base
Guanin vor. In der forward Sequenzierung (obere Reihe) wurde vom Gerat eine Auffalligkeit
detektiert (schwarzer Pfeil). Die reverse Sequenzierung zeigt in der unteren Reihe an der
entsprechenden Position die zu Guanin komplementare Base Cytosin. Somit handelt es sich in der

forward Sequenzierung um ein Artefakt.

In Abb. 4.3 sieht man die Basensequenz von Ex 47, eines der Exons, die
zu Beginn dieser Arbeit noch nicht eingehend untersucht waren. Die
schwarzen Striche markieren Anfang und Ende des Exons. Die
Basenabfolge zeigt keine Veranderungen. Dieses Produkt wurde bei den
SSCP-Analysen der weiteren Produkte von Exon 47 zum Vergleich mit auf

die Gele aufgetragen.
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Abb. 4.3 Darstellung der Basensequenz von Exon 47 ohne Veranderungen. Die schwarzen Striche

markieren Anfang und Ende des Exons. Artefakte liegen nicht vor.

In Exon 11 zeigte die Sequenzierung eine Mutation an der Position 1077
(c.1077C>T). Cytosin wurde in zwei Fallen heterozygot und in einem Fall
homozygot durch Thymin replaziert (s. Abb. 4.4). 23 Falle wiesen die
haufige Variante auf. Die Ergebnisse sind in der Tabelle 4.3 aufgelistet. In
der Arbeitsgruppe im Institut lagen sequenzierte Proben von Exon 11 aus
einer gesunden Population vor, die als Kontrollgruppe verwendet wurden.
An Position 1077 kodiert die dritte Stelle des codons 359 fur die
Aminosaure Alanin, die Substitution von C durch T fuhrt hier zu keiner
Veranderung der Aminosauresequenz, da nur die ersten beiden Basen

Guanin und Cytosin fir die Aminosaure Alanin kodieren und die dritte
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Position beliebig mit einer der vier Nukleotide besetzt werden kann. Es

handelt sich also um eine stille Mutation.

oA C AT SC C EC T O CAGACC CCARDGDGE
150 170 1230

TCACC TATGCGC NGO TC CACSCAC CCCIAAG G
S50 1£0 170

TCAC CTATSCTEC T OCAS AC C COA ACSC ¢
230 =240 250
i

Abb. 4.4 Oben ist die haufige Variante von Exon 11 dargestellt. In der zweiten Zeile die

heterozygote Mutation in Exon 11, an Position 1077 wurde Cytosin durch Thymin ersetzt (Pfeil). In
der dritten Zeile sieht man diese heterozygote Mutation in der reversen Sequenzierung. Unten das
homozygote T-Allel.

Wahrend der Sequenzierung von Exon 14 fiel auf, dass die Sequenz im
Intron 14, die teilweise noch im amplifizierten PCR-Produkt lag,
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Abweichungen von der publizierten Sequenz der NCBI-Datenbank
aufwies. Sechs veroffentlichte Nukleotide konnten in keiner der
sequenzierten Proben nachgewiesen werden. Die Sequenz 5-ACCCAG-3
" wird an Position IVS14+38-43 beschrieben. Zudem zeigen sich sechs
Nukleotide weiter in 3’-Richtung in samtlichen Proben 4 Cytosinbasen in
Folge statt drei, wie in der NCBI-Dantenbank veréffentlicht. Weil der initial
verwendete Primer 15F auf der Grundlage der zu dem Zeitpunkt Uber die
Gendatenbank veroffentlichten Basensequenz ausgewahlt und hergestellt
wurde, jedoch in eben jener Region hybridisieren sollte, die von der
aberranten Basensequenz betroffen war, konnte die Malfunktion des
Primers 15F gut erklart werden. Bei acht von zwanzig Basenpaaren
konnte keine homologe Paarbildung des Primers 15F mit der DNA
erfolgen, wodurch eine Hybridbildung zwischen dem Primer und der DNA
unmadglich wird. Intron 14 weist auRerdem zwei zusatzliche Cytosinbasen
zwischen den Positionen IVS14+10/11 und IVS14+23/24 auf. Dadurch wird
die Gesamtlange des Exons lediglich um 3 Basen auf 80 bp verkirzt. Da
alle beschriebenen Abweichungen im Intron 14 in samtlichen
sequenzierten Proben nachweisbar waren, handelt es sich in diesem Fall
um einen Fehler in der von der NCBI-Datenbank veroffentlichten Sequenz
und nicht um eine Mutation. In der Zwischenzeit wurde die NCBI-
Datenbank diesbezuglich korrigiert.

Im Exon 15 gelang die Detektion eines Polymorphismus. Es kommt an
Position 1668 zur Substitution von Guanin durch Adenosin (c.1668G>A).
Der Polymorphismus ist bereits bekannt (Keating et al. 1997). Dabei ergibt
sich keine Anderung der Aminosduresequenz fur die Substitution
c.1668G>A, da erneut die dritte Base des Codons betroffen ist und sowonhl
UCG als auch UCA jeweils fur Serin kodieren. Somit handelt es sich auch
hier um eine stille Mutation. Der Wildtyp war nur in zwei Proben
nachweisbar (s. Abb. 4.5). Bei 23 Patienten handelt es sich um
homozygote, bei einem um heterozygote Trager dieser Mutation (s. auch
Tab. 4.3).
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TGGAGGC CTCATC TG GTAGGA
340 350

|

CTGCGGCGAGSC G CC  TCNTCTGGTAG
O 210 22¢(

TGCAGGCCTCGTCTGGTAGGA
210 220

Abb. 4.5: Oben Darstellung des homozygoten Polymorphismus in Exon 15. An Position 1668 wird
Guanin durch Adenosin ersetzt. In der Mitte die heterozygote Form und unten die haufigere

Variante.

65



4 Ergebnisse

Untersuchte Bekannte Prozentuale Verteilung der
Exons Polymorphismen genotypischen Formen
2 0 -
6 c.473C>T 90,25/0,25/9,5
8 0 -
9 0 -

11 c.1014A>C Sehr selten
c.1077C>T 72,25/2,25/25,5

12 c.1218C>T 99/0/1

14 0 -

15 c.1668A>G 49/9/42

16 0 -

17 c.1878T>G 90,25/0,25/9,5

19 c.2268T>C 49/9/42

37 c.6039A>G 81/1/18

39 0 -

40 0 -

45 c.7260C>T 90,25/0,25/9,5

46 0 -

47 c.7500G>T 82,8/0,8/16,4
c.7527G>A 81/1/18
c.7584C>T Sehr selten

102 0 -

Tab. 4.2 In der linken Spalte die in dieser Arbeit auf Mutationen untersuchten Exons. Die mittlere
Spalte fuhrt die jeweiligen Polymorphismen auf. Die rechte Spalte zeigt die prozentualen
Verteilungen der genetischen Formen (haufige Variante homozygot, seltenere Variante homozygot,
heterozygote Form). Robinson et al. 2006

In der Tabelle 4.2 sind die in dieser Arbeit untersuchten Exons aufgefuhrt.
Die mittlere Spalte der Tabelle zeigt die bisher in der Literatur detektierten
Polymorphismen in diesen Exons. In der rechten Spalte sieht die
prozentuale Verteilung der genetischen Varianten, zuerst die homozygote
haufige Variante, anschlieRend die homozygote seltenere Form und
zuletzt der heterozygote Typ. Es fallt auf, dass in den meisten Fallen die
haufige Variante deutlich Uberwiegt. Daher ist es erklarbar, dass in
Arbeiten mit geringen Patientenzahlen wie in dieser Arbeit zum Teil keine

Polymorphismen detektiert werden.
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In keiner der analysierten Proben samtlicher Patienten gelang der
Nachweis einer MH-pradisponierenden Mutation, dabei konnten weder
bisher bekannte noch neue, noch nicht nachgewiesene Mutationen
detektiert werden. Auch in den Exons 12, 16, 19, 37 und 47, die zu
Beginn dieser Arbeit noch nicht auf Mutationen untersucht wurden, wurden

keine Anderungen detektiert.

Polymorphismen Aminosaure- Exon Allele MH- Kontrollen
anderungen Patienten:26
n:25*
Homozygot C 23 20
c.1077C>T (Keine)p.Ala359 11 Heterozygot CT 2 4
Homozygot T 1 1
Homozygot G 2 3
c.1668G>A (keine) p.Ser556 15 Heterozygot GA 1 12
Homozygot A 23 10

Tab. 4.3 Polymorphismen in Exon 11 und 15 und deren Verteilung in der untersuchten Population

* die Kontrollgruppen lagen aus vorherigen Arbeiten im Institut vor.

4.4 Restriktionsenzymverdau

Fur die beiden Polymorphismen ¢.1077C>T in Exon 11 und c.1668G>A in
Exon 15 erfolgte eine theoretische Schnittstellenanalyse durch das
Programm ,Mapdraw-Star der Firma Lasergene. Dabei werden die
ursprungliche Sequenz und die der mutierten Exons in das Programm
eingegeben und anschlieBRend Uber das Programm potentielle
Schnittstellen mit den 478 bisher bekannten Restriktionsendonukleasen
errechnet. Wenn ein Enzym lediglich eine der beiden Sequenzen
schneidet, ist es in der Regel zur Schnittstellenanalyse geeignet, wobei
einschrankend hinzuzuflgen ist, dass viele Endonukleasen kommerziell
noch nicht zu beziehen sind und in der Praxis so das geeignete Enzym

nicht immer verflgbar ist.
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In Exon 11 existiert eine Schnittstelle fir das Enzym Tsel und fur das
Enzym BsrBl. Der Polymorphismus ¢.1077C>T in Exon 11 bewirkt, dass
fur das Enzym BsrBl eine Schnittstelle verloren geht. Da fur dieses
Enzym keine weiteren Schnittstellen vorliegen, werden durch den DNA-
Verdau aus dem 289 bp langen PCR-Produkt ein 179 bp und ein 110 bp
langes Fragment generiert, wenn an Position 1077 Cytosin vorliegt, wie

Abbildung 4.6 schematisch zeigt.

TATGCCGCT

+BsrBl
179 bp 110 bp

Template

Produkte

Abb. 4.6: Schema der Schnittstellenanalyse von Exon 11 mit BsrBl. Wenn an Position 1077 Cytosin
(grin) vorliegt, wie im Falle der haufigeren Variante, wird das Produkt von der
Restriktionsendonuklease in zwei Produkte gespalten. Beim Polymorphismus ¢.1077C>T geht

diese Schnittstelle verloren.

Die Analyse mit dem Enzym gelang gut. Abbildung 4.7 zeigt analysierte
Proben von Exon 11 auf dem Agarosegel. In Spur 1 ist die haufigere
Variante dargestellt, der durch die Endonuklease in 2 Stucke geschnitten
wird. In der zweiten Spur sieht man die homozygote Variante des T-Allels,
fir die die Schnittstelle verloren geht. Die Spuren 3-6 zeigen die

heterozygote Form des Polymorphismus.
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239
173

110

Abb. 4.7 : Schnittstellenanalyse von Exon 11 mit der Endonuklease BsrBI. In der ersten Spur sieht
man die haufigere Variante, die in zwei Stlicke geschnitten wird. In Spur 2 ist die homozygote
Variante des Polymorphismus zu sehen, fiir die die Schnittstelle verloren geht. In Spur 3-6 sind
heterozygote Formen des Polymorphismus aufgetragen.

Fir das Enzym Tsel liegt auf Exon 11 eine Schnittstelle vor, wenn an
Position 1077 Cytosin vorliegt. Das PCR-Produkt wird dann beim DNA-
Verdau in zwei Fragmente geschnitten (142 und 147 bp). Die Abbildung
4.8 zeigt, dass durch den Polymorphismus in Exon 11 fir diese
Endonuklease eine weitere Schnittstelle geschaffen wird, so das dann drei
Fragmente (142, 34 und 113 bp) vorliegen, wenn an Position 1077 Cytosin

durch Thymin substituiert wird.

TATGCTGCT
L
+Tsel +Tsel
142 bp 34 bp 113 bp

Template

Produkte

Abb. 4.8: Schema der Schnittstellenanalyse von Exon 11 mit Tsel. Wenn an Position 1077 Thymin
(rot) vorliegt, entsteht fur die Restriktionsendonuklease Tsel eine zusatzliche Schnittstelle
(gestrichelter Pfeil).
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Auch diese Analyse konnte problemlos durchgeflihrt werden. In Abbildung
4.9 sind sechs analysierte Proben dargestellt. Zusatzlich ist auf dem
Agarosegel ein PCR-Produkt aufgetragen, welches nicht mit der
Endonuklease inkubiert wurde und sich an Position 1 zeigt. Auf Position 2
befindet sich die haufige Variante, bei der fir diese Endonuklease eine
Schnittstelle vorliegt. In den Spuren 3-6 wurden Proben der Patienten mit
dem Polymorphismus aufgetragen, hier zeigt sich deutlich durch die dritte
Bande, dass eine zusatzliche Schnittstelle hinzugekommen ist.

1 2 3 4 5 B he

2589

42
113
Sa

Abb. 4.9: Schnittstellenanalyse von Exon 11 mit der Endonuklease Tsel. An Position 1 ist eine nicht
mit der Endonuklease inkubierte Probe zu sehen. In Spur 2 die haufige Variante, fir die eine

Schnittstelle existiert. In den Spuren 3-6 Patienten mit Polymorphimus, hier ist eine zusatzliche
Schnittstelle entstanden.

Fir die Mutation ¢.1668G>A in Exon 15 konnte in der theoretischen
Schnittstellenanalyse keines der 478 Enzyme als geeignet flir eine
Schnittstellenanalyse befunden werden. Aus diesem Grund wurden alle

Proben von Exon 15 sequenziert.
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5 Diskussion

In dem Ryanodinrezeptorgen auf Chromosom 19 sind viele Mutationen
entdeckt worden, die eine Pradisposition fur Maligne Hyperthermie
bewirken. In den meisten Fallen sind diese Mutationen mit ahnlichen
Methoden nachgewiesen worden. Zunachst wurden von den
entsprechenden Exons PCR-Produkte hergestellt um diese dann mit der
SSCP-Gelelektrophorese zu untersuchen. In aktuelleren Publikationen
wurde die denaturierende Hochdruck-Flissigchromatographie
(Denaturating High Perormance Liquid Chromatographie / DHPLC) als
alternatives Verfahren angewandt. Fielen bei diesen Untersuchungen
Auffalligkeiten auf, wurden die Produkte sequenziert, um die Veranderung
in der Basenabfolge zu zeigen. Auch in dieser Arbeit wurde so
vorgegangen. Dabei erfolgte der Fokus auf die Exons im N-terminalen und
zentralen Bereich des Ryanodinrezeptorgens, wo in der Vergangenheit
viele Mutationen nachgewiesen werden konnten und die aus diesem
Grund als ,hot spots® bezeichnet werden. In dieser Arbeit wurden aus
Kostengrinden lediglich 5 zusatzliche Exons untersucht, die in
unmittelbarer Nachbarschaft zu diesen ,hot spots® lokalisiert waren. Mit
der SSCP-Gelelektrophorese kann eine groRe Zahl von Proben
verhaltnismalig schnell gescreent werden und erscheint so geeignet, ein
grolRes Patientenkollektiv genetisch zu analysieren. Dabei existieren
jedoch einige Nachteile: ein zur Analyse verwertbares Bandenmuster
entsteht nur dann, wenn Bedingungen geschaffen werden, unter denen
die Faltung der mutierten DNA-Einzelstrange Unterschiede zur Faltung
der nicht mutierten aufweist. Durch die dadurch unterschiedlichen
Laufeigenschaften wird das Bandenmuster aussagekraftig. Genetische
Varianten kdnnen also leicht Ubersehen werden, wenn diese Bedingungen
fur eine Konformationsanderung der mutierten DNA gegenuber der nicht
mutierten Probe nicht generiert werden kénnen. Da sich teilweise nur ein

Bereich des PCR-Produkts unter bestimmten Bedingungen optimal faltet,
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mussen einige Proben mehrmals unter verschiedenen Konditionen
untersucht werden, wenn man die Probe in der gesamten Lange
analysieren will. Dadurch wird der Arbeits- und Zeitaufwand deutlich
gesteigert und der zuvor beschriebene Zeitvorteil des Verfahrens
gegenuber anderen Methoden, insbesondere der Sequenzierung, muss
relativiert werden. Selbst unter Verwendung unterschiedlicher
Versuchsansatze konnen genetische Veranderungen nicht immer
zuverlassig detektiert werden. Eine Sensitivitat von 99% bzw. 89% fur
Produkte von 100-300 bp bzw. 300-450 bp Lange wird fur die SSCP-
Gelelektrophorese angegeben (Hayashi 1991). Solch eine hohe
Sensitivitat liel3 sich in dieser Arbeit nicht nachweisen. Da die Methode
von vielen Faktoren abhangig ist und zahlreiche Stérelemente Einflu®
nehmen kdnnen scheint auch unter besten Bedingungen eine Sensitivitat
von 99% nicht realistisch. Eine veranderte Basensequenz macht in der
SSCP-Gelektrophorese durch ein verandertes Bandenmuster auf sich
aufmerksam, jedoch konnen keine Angaben zu der Art der Veranderung
gemacht werden, so dass auffallige Proben sequenziert werden mussen.
Polymorphismen kénnen ebenfalls zu Unterschieden im Laufverhalten
fuhren und es scheint, als sei die SSCP-Gelelektrophorese gut geeignet
fur Mutationsanalysen, bei denen die optimalen Reaktionsbedingungen
bereits feststehen und Polymorphismen nicht gehauft vorkommen. Zum
Screening von DNA-Abschnitten auf bisher nicht bekannte Mutationen
scheint das Verfahren lediglich eingeschrankt geeignet. Die
Wahrscheinlichkeit, dass Mutationen Ubersehen werden, ist nicht gering,
da die optimalen Laufbedingungen zunachst herausgefunden werden
mussen. Repetitive Laufe unter verschiedenen Konditionen kdnnen die
Senitivitat erhdhen, jedoch erhdht sich der Arbeitsaufwand und eine
gewisse Unsicherheit bleibt bestehen, da Basensubstitutionen, die keine
Anderung der Einzelstrangkonformation verursachen, durch dieses
Verfahren nicht aufgedeckt werden. Eine mdgliche Alternative stellt die
DHPLC dar, da aufwendige Schritte der SSCP-Gelelektrophorese
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entfallen, jedoch ist wiederum ein héherer apparativer und technischer
Aufwand notwendig.

In dieser Arbeit konnte durch die SSCP-Gelelektrophorese eine Mutation
in Exon 11 detektiert werden. Dieser bereits bekannte Polymorphismus
c.1077 C>T liel3 sich also sowohl auf den SSCP-Gelen als auch in der
Sequenzierung nachweisen. Der Polymorphismus ¢.1668G>A in Exon 15
liel3 sich auf den SSCP-Gelen nicht nachweisen.

In dieser Arbeit konnten weder durch SSCP-Gelelektrophorese noch durch
die Sequenzierung Mutationen detektiert werden, die eine Substitution von
Aminosauren zur Folge hatten. Dies gelang weder in den vornehmlich
sequenzierten sogenannten ,hot spots“ der Exons 2, 6, 8, 9, 11, 14, 15,
17, 39, 40, 45, 46 und 102 noch in den Uberwiegend durch die SSCP-
Gelelektrophorese untersuchten Exons 12, 16, 19, 37 und 47, fir die zu
Beginn dieser Arbeit noch keine Mutationen beschrieben wurden, die eine
Pradisposition fur Maligne Hyperthermie bewirken. In der Zwischenzeit
wurde durch verschiedene Arbeitsgruppen das komplette Gen analysiert
und sequenziert.

Bisher sind 144 Punktmutationen in dem RYR7-Gen veroffentlich worden,
die als aktuelle Ubersicht in der Arbeit von Robinson et al. (2006)
dargestellt sind. 141 von diesen 144 Mutationen sind mit der Malignen
Hyperthermie assoziert, jedoch kann dieselbe Mutation auch andere
Erkrankungen wie zum Beispiel das CCD hervorrufen. In den 18 Exons,
die in dieser Arbeit untersucht wurden, konnten bislang 66
krankheitsrelevante Mutationen identifiziert werden. Dabei ist die
Verteilung der Mutationen auf die einzelnen Exons auf3erst inhomogen. In
Tabelle 4.2 ist erkennbar, dass pro Exon meist nur wenige Mutationen
vorliegen. Dies ist eine mogliche Erklarung, warum in dieser Arbeit keine
MH-pradisponierenden Mutationen detektiert wurden.

Der membrane/luminale Bereich des RYR7-Rezeptors, der funktionell
besonders wichtig ist, wird durch zwei Regionen des Gens, dem N-

terminalen (MH1) und dem zentralen Teil (MH2) determiniert (Keating et
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al. 1994, Phillips et al. 1994, Quane et al. 1994, Lynch et al. 1997, Barone
et al. 1999). Somit ist gut erklart, weshalb Mutationen in diesem Abschnitt
wesentlichen Einfluss auf den Kalziumstoffwechsel in den Muskelzellen
nehmen. Der Abschnitt am N-terminalen Ende reicht von Exon zwei bis
17, der zweite, zentrale Teil von Exon 39 bis 46. Wie bereits zuvor
erwahnt, konnten fir diese Bereiche keine Mutationen nachgewiesen
werden. Als Erklarung kommen prinzipiell mehrere Grunde in Frage. Zum
einen konnten Mutationen in denjenigen Proben, die durch SSCP-
Gelelektrophorese untersucht wurden, Ubersehen worden sein, wenn sie
keine Anderung in der Einzelstrangkonformation verursachten. Weiterhin
ist es moglich, dass die fur die MH pradisponierenden Mutationen
wesentlich einfacher auf mMRNA-Ebene detektierbar waren. Zu Beginn
dieser Arbeit war die Gewinnung und anschliefiende Untersuchung der
MRNA lediglich durch Muskelbiopsien moglich, so dass hier keine mRNA
untersucht wurde. Mittlerweile zeigen neuere Untersuchungen, dass es
moglich ist, mMRNA des RYR1 aus Leukozyten zu isolieren und in cDNA
umzuschreiben (Kraev et al. 2003). Durch dieses Verfahren wird das
Spektrum der diagnostischen Moéglichkeiten erweitert, da einerseits durch
die Untersuchung der cDNA Spleillingvarianten detektiert werden und zum
anderen die cDNA effizienter auf Mutationen untersucht werden kann, da
samtliche Exons hintereinander in Reihe angeordnet sind, damit also nicht
fur jedes einzelne Exon eine seperate PCR erfolgen muss. Jedoch ist das
RYR1-Gen so grof3, dass nicht die komplette cDNA auf einmal untersucht
werden kann. Dies kann durch die Synthese von acht Uberlappenden
PCR-Produkten erreicht werden. Mit diesem Verfahren konnte eine
Mutation (Arg328Trp) in der cDNA gezeigt werden (Loke et al. 2003). Die
Polymorphismen, die in dieser Arbeit detektiert wurden (c.1077C>T,
c.1668G>A) stehen wohl nicht in Zusammenhang mit dem Krankheitsbild
Maligne Hyperthermie, zumal sie auch in Kontrollgruppen Nichterkrankter
nachzuweisen sind. In einigen anderen Exons, die in dieser Arbeit

ebenfalls untersucht wurden, sind ebenfalls Polymorphismen bekannt. Wie
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jedoch zuvor erwahnt ist die Verteilung meist so deutlich in Richtung der
haufigen Variante ausgebildet, dass verstandlich ist, warum in
Untersuchungen mit kleinen Patientenzahlen keine Polymorphismen
detektiert werden (s. Tab. 4.2).

Eine weitere Ursache konnte sein, dass die Mutationen in den
untersuchten Patienten in anderen Exons liegen. Durch die immense
Grolle des RYR1-Gens war es im Rahmen dieser Arbeit nicht mdglich,
samtliche Exons des Gens zu untersuchen.

Es wird von Yamamoto et al. postuliert, dass die N-terminale und die
zentrale Region des RYR7-Rezeptors funktionell eine Einheit bilden und
wie ein Reisverschlul fungieren, der den geschlossenen Zustand des
Kalziumkanals stabilisiert. Anderungen der Aminos&uresequenz
destabilisieren so den Schlielmechanismus. Zur Verifizierung dieser
Hypothese synthetisierte diese Arbeitsgruppe Proteine mit
korrespondierenden Sequenzen zu der N-terminalen (Leu590-Cys609)
und der zentralen Region (Leu2442-Pro2477), die er DR1 und DR2
nannte. Diese synthetischen Proteine lagern an den gesunden RYR1 an
und blockieren den Schlie@Rmechanismus des Kalziumkanals, so dass der
RYR1 gesunder Muskelzellen eine Pathophysiologie eines mutierten
RYR1 aufwies (Yamamoto et al. 2000).

Gemeinsam durch Yamamoto und Kobayashi et al. konnte spater gezeigt
werden, dass spezifische Antikorper ebenfalls dazu fahig sind, den
SchlieBmechanismus des RYR7-Rezeptors zu blockieren und dadurch
eine wie bei der MH beobachtete Pathophysiologie hervorrufen
(Kobayashi et al. 2004).

Zusatzlich scheint die C-terminale Region (MH3) des Ryanodinrezeptors
ein weiterer ,hot spot® zu sein. Hier wird der funktionelle
VerknUpfungspunkt mit dem Dihydropyridinrezeptor determiniert, wodurch
sich neue Aspekte erdffnen. In dieser Region konnten bei Patienten mit
Central Core Disease zahlreiche Mutationen nachgewiesen werden (s.
2.3).

75



5 Diskussion

Die theoretische Schnittstellenanalyse durch die Software DNA-Star zeigt,
dass prinzipiell flr viele Mutationen geeignete Endonukleasen flir eine
Schnittstellenanalyse auffindbar sind. Jedoch sind einige Endonukleasen
kommerziell noch nicht zu beziehen, aber durch die voraussichtliche
Ausweitung des Angebots an Endonukleasen wird diese Einschrankung
vermutlich in der Zukunft fallen.

Die Schnittstellenanalyse zur Bestatigung der Mutation c.1077C>T gelang
problemlos. Jedoch ist die DNA-Sequenzierung gegenuber dem DNA-
Verdau uberlegen, da weitere Mutationen bei MH-Patienten vorliegen
kénnen, die beim screening durch DNA-Verdau nicht erfasst wirden. Fur
den Polymophismus c. 1668G>A ist zum Beispiel zur Zeit keine
Schnittstellenanalyse maglich.

Die Verteilung der unterschiedlichen Mutationen ist innerhalb von Europa,
vor allem aber im Vergleich zu Nordamerika sehr verschieden. In
Deutschland Uberwiegt mit 9% die Mutation ¢.1840C>T, in der Schweiz ist
die Substitution ¢.6502G>A am Haufigsten (8%), kommt jedoch im Ubrigen
europdischen Raum kaum vor. Etwa in 6% der irischen, englischen und
franzésischen Familien kommt die Mutation ¢.1021G>A vor (Manning et al.
1998), die wiederum in Nordamerika sehr selten auftritt (Brandt et al.
1999), ebenso wie die Mutationen ¢.1840C>T und c¢.6502G>A. Die
haufigste Mutation in Nordamerika stellt mit 5,5% c.7300G>A dar, welche
auch in Europa in 4-7% der MH-Familien vorkommt. Die
nordamerikanische Population scheint alles in allem hinsichtlich der
Mutationen im RYR17-Gen heterogener zu sein, was sich mdglicherweise
durch die grundsatzlich grolRere Heterogenitat der amerikanischen
Bevolkerung erklaren lasst (Sambuughin et al. 2001).

In einer danischen Population konnten die Verteilungsmuster anderer
Lander nicht verifiziert werden (Fagerlund et al. 1994), so dass postuliert
werden kann, dass zumindest fir einige bestimmte Mutationen das
Vorkommen nur regional benannt werden kann. Es ist nicht abschlieltend
geklart, ob 44 im Jahr 2002 bekannte Mutationen in der Tat 70% aller MH-
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Falle verursachen (Rueffert et al. 2002). Nach Auswertung der Ergebnisse
dieser Arbeit scheint dies zumindest fraglich. Eine Arbeit mit einem grofRen
Patientenkollektiv von 124 Nichtverwandten wies nur in 23% eine der
bekannten Mutationen nach (Sei et al. 2004).

Weitere Analysen konnten zeigen, dass bei Ausschluss einer Assoziation
zum RYR1-Gen haufig eine Kopplung mit Chromosom 1q vorhanden ist,
wo das Gen CACNL1A3 an Position 1932.1 lokalisiert ist, welches fur die
al1-Untereinheit des Dihydropyridinrezeptors kodiert (Robinson et al.
2000). Diese Untereinheit bildet die Loop II-lll Domane dieses Rezeptors,
welcher mit dem RYR1T interagiert und auf diese Weise direkt in den
Kalziumstoffwechsel der Zelle eingreift. In einer franzosischen Familie
wurde in dieser Einheit die Mutation p.Arg1086His nachgewiesen, die bei
allen MHS eingestuften Familienmitgliedern gefunden wurde, jedoch nicht
bei den als MHN getesteten (Monnier et al. 1997). In einem weiteren MHS
Kollektiv, welches aus nicht verwandten Patienten bestand, konnte diese
Mutation nicht gefunden werden, so dass vermutet werden kann, dass es
sich um eine seltene Ursache der MH zu handeln scheint. Der
Dihydropyridinrezeptor wird aus den flunf Untereinheiten a1, a2, 3, y und &
gebildet. Die Gene CACNLB und CACNLG sind beide in der Region
17q11.2-q24 lokalisiert und kodieren fur die R- und y-Untereinheit des
Dihydropyridinrezeptors. Hier wird nach Ergebnissen von
Kopplungsanalysen ein weiterer MH-Lokus angenommen, allerdings
konnte hier bisher noch keine Mutation detektiert werden (Levitt et al.
1992, Moslehi et al. 1998). Die Einheiten a2 und & werden von Genen auf
dem Chromosom 7qg11.2-g24 kodiert, wo in einer Familie eine Kopplung
zwischen dieser Region und der MH gezeigt werden konnte (llles et al.
1994).

Die Regionen 3q und 5p weisen ebenfalls eine Kopplung mit der MH auf,
das Risiko fir die MH wird durch Allele in dieser Region erhoht, jedoch
sind sie nicht obligat flr eine Pradisposition zur MH und kénnen diese

wohl auch nicht alleine auslésen (Robinson et al. 2000). Hier mussen

77



5 Diskussion

noch konkrete Gene identifiziert werden, die mit der MH assoziiert sein
konnen, bzw. die direkt oder indirekt die intrazellulare Kalziumhomoostase
beeinflussen.

Die Ergebnisse der Kopplungsanalysen zeigen die Komplexitat der
Genetik der MH. Unterschiedliche Genprodukte determinieren und
variieren abhangig von der Expression die Anfalligkeit fir die Erkrankung.
Weiterhin kommen neben den genetischen Faktoren auch die
konstitutionelle Verfassung und Umwelteinflisse wie z.B. starker
korperlicher oder psychischer Stress oder die Umgebungstemperatur zum
Tragen. Eine Vorbehandlung mit Neuroleptika wird ebenfalls als ein Faktor
diskutiert, der das Auftreten einer MH begunstigt. Das Maligne
neuroleptische Syndrom, fur das eine Verwandschaft mit der MH diskutiert
wird, wird durch Neuroleptika ausgelost (Ward et al. 1986, Brownell 1988,
Guerrero et al. 1988). Insbesondere Faktoren, die den Kalziumspiegel im
Myozyten erhohen, gelten als begunstigend fur eine MH-Krise. Hierzu
zahlen z.B. korperliche Belastung, da durch die kontinuierliche
Muskelaktivitat zur Filamentstimulation Kalzium aus dem
Sarkoplasmatischen Retikulum freigesetzt wird und aus dem Myoplasma
nicht vollstandig resorbiert wird. Durch diese Vielzahl von Faktoren kann
moglicherweise erklart werden, weshalb Patienten mit MH einige
Anasthesien komplikationslos durchlaufen und bei anderen Narkosen
klinisch auffallig werden.

Da die MH eine so groRRe Heterogenitat aufweist, konnten die
Erwartungen, dass der IVCT evtl. durch nicht- invasive Verfahren ersetzt
wird, nicht erfullt werden. Auch wenn bei einer Sensitivitat von 99% ein
Prozent, modglicherweise mit letalen Folgen, als falsch negativ
diagnostiziert und bei einer Spezifitat von 93,6% etwa sechs Prozent
falsch positiv eingruppiert werden, bleibt der IVCT in der Diagnostik der
MH unverzichtbar und gilt als ,Goldstandard“ der MH-Diagnostik, kann
aber durch zusatzliche molekulargenetische Untersuchungen erganzt

werden (Rueffert et al. 2000). Die ,European Malignant Hyperthermia
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Group“ brachte einen Leitfaden zur genetischen Analyse von MH-
Patienten heraus (Urwyler et al. 2000). Der MH-Patient wird initial auf
bekannte Mutationen untersucht. Falls bei dieser Analyse Mutationen
detektiert werden, kann die Untersuchung auf die Blutsverwandten
ausgeweitet werden, die dann ebenfalls auf dieses Merkmal untersucht
werden. Fir das RYR7-Gen einigte man sich auf 15 Mutationen, die in
mehreren Familien nachgewiesen wurden und bei denen durch
Untersuchung des mutierten Gens in Zellkulturen die Zuteilung als kausale
Mutation gesichert ist (Censier et al. 1998, Tong et al. 1997, Treves et al.
1994, Lynch et al. 1999, Otsu et al. 1994). Falls bei den Blutsverwandten
die gleiche Mutation wie beim Erkrankten gefunden wird, gelten diese als
MHS, in diesem Fall kann auf den IVCT verzichtet werden.

Wird keine Mutation detektiert, wird obligat der IVCT durchgeflhrt, da
Genotyp und Phanotyp der MH nicht immer Ubereinstimmen (Deufel et al.
1995, Adeokun et al. 1997), was auch durch die Ergebnisse dieser Arbeit
bestatigt wird. Ohne IVCT bestinde bei diesem Kollektiv die Gefahr, dass
sie falschlicherweise als MHN eingestuft werden, diese Diagnose muss
durch den IVCT bestatigt werden.

Jedoch gilt die molekulargenetische Analyse insbesondere flr Angehorige
von MHS-Patienten als Verbesserung, da in den Fallen, in denen durch
molekulargenetische Untersuchung eine Mutation detektiert wurde, auf die
invasive Untersuchung mit dem IVCT verzichtet werden kann.

In der Therapie der MH wurden entscheidende Verbesserungen erreicht.
Initial war die Behandlung durch Eiswasserspulungen, Beatmung mit
100% O, und Weglassen der Triggersubstanzen bzw. Austausch des
Narkosesystems begrenzt. Erst durch die Einfihrung von Dantrolen,
welches heute in jedem OP als Notfallmedikament zur Verfuigung steht,
konnte die Behandlung entscheidend verbessert werden. Durch die
frlhzeitige Gabe kann die weitere Freisetzung von Kalzium aus dem
Sarkoplasmatischen Retikulum in die Zelle verhindert und so die

Pathophysiologie kausal durchbrochen werden. Hat sich das SR
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Uberwiegend entleert, wird kein positiver therapeutischer Effekt erzielt.
Zwar konnte die Mortalitdt durch die Einfihrung von Dantrolen
entscheidend gesenkt werden, jedoch kommt der Erkennung
moglicherweise gefahrdeter Patienten durch die Pramedikation weiterhin
grole Bedeutung zu. In diesem Zusammenhang sollte ebenfalls gezielt
nach Symptomen assoziierter Syndrome wie z.B. dem Human Stress
Syndrom oder bestimmter Muskelerkrankungen gefragt werden, um
Risikopatienten bereits vor Beginn der Narkose zu identifizieren und
weiterer Diagnostik zuzufihren. Wird MHS festgestellt, kann durch die
Narkoseflihrung ohne Triggersubstanzen ein Eingriff ohne diesbezlglich
erhohtes Risiko erfolgen.

Das Verstandnis hinsichtlich Pathophysiologie, Diagnostik und Therapie
der MH ist in den letzten Jahrzehnten deutlich angestiegen. Dadurch
gelang es, ein komplexes Syndrom zunehmend transparenter zu machen,
viele Faktoren bleiben jedoch noch unverstanden. Zusatzliche Gene, bei
denen durch Mutationen MH-Pradisposition entstehen kdnnen, sind erst
zum Teil identifiziert. Je mehr dieser unbekannten Gene erkannt werden,
desto besser und vollstandiger wird die Diagnostik der MH, jedoch bleibt
es fraglich, ob der invasive IVCT vollstandig durch molekulargenetische
Analysen ersetzt werden kann. Insbesondere da die groRe Zahl von
beeinflussenden Co-Faktoren vielfaltig in den Pathomechanismus

eingegriffen wird.
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6. Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurden insgesamt 52 MH-Patienten, die alle im ,jn vitro
Kontrakturtest” pathologische Werte zeigten, molekulargenetisch auf
Mutationen untersucht. Bei 26 Patienten wurden 13 als “hot spots”
bekannte Exons (Exon 2, 6, 8, 9, 11, 14, 15, 17, 39, 40, 45, 46 und 102)
und fanf bisher nicht untersuchte weitere Exons (Exon 12, 16, 19, 37 und
47) durch PCR amplifiziert und dann untersucht. Die Analyse dieser 5
Exons wurde bei weiteren 26 Patienten zusatzlich durchgefuhrt. Hierzu
wurde bei allen Patienten aus Blutleukozyten genomische DNA isoliert.
Die Untersuchung erfolgte bei den ,hot spots® vornehmlich durch
Sequenzierung und zu einem geringen Teil durch SSCP-
Gelelektrophorese, die anderen funf Exons wurden Uberwiegend durch die
SSCP-Gelelektrophorese untersucht und dann sequenziert, wenn dort
Auffalligkeiten vorlagen.

Der Nachweis einer neuen oder bereits bekannten krankheitsrelevanten
Mutation gelang bei keiner der untersuchten Proben. In zwei Exons
konnten bereits bekannte Polymorphismen, c.1077C>T sowie c.1668G>A,
identifiziert werden, einer der beiden Polymorphismen wurde durch eine
Schnittstellenanalyse durch zwei Restriktionsendonukleasen bestatigt.

Die Resultate dieser Arbeit konnten zwar keinen Nachweis neuer
Mutationen erbringen, allerdings wird dadurch die heterogene Komplexitat
der Malignen Hyperthermie unterstitzt und bekraftigt die Tatsache, dass
viele zum Teil noch nicht identifizierte Faktoren die Pradisposition zur MH
und deren Ausmal} determinieren. Daher gilt zur Zeit der invasive IVCT als
Standard der MH-Diagnostik und kann noch nicht vollstandig durch

molekulargenetische Untersuchungen ersetzt werden.
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