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1. Fragestellung

Die Maligne Hyperthermie (MH) st eine seltene, hypermetabole
Stoffwechselentgleisung, die durch volatile Anésthetika ausgelost wird. Sie
entsteht durch eine Stérung der intrazellularen Kalziumregulation, die in vielen
Fallen durch einen genetischen Defekt im Ryanodinrezeptor verursacht wird.
Beim sehr seltenen Human Stress Syndrom (HSS) kommt es durch exzessiven
Stress zu ahnlichen Krisen wie in der MH. Eine Verwandtschaft beider
Syndrome wird diskutiert. In dieser Arbeit soll in einem Untersuchungskollektiv
aus zehn MH-Patienten und acht HSS-Patienten molekulare Analysen in
ausgewahlten Regionen des Ryanodinrezeptorgens (RYR1) durchgefihrt
werden. Alle Achtzehn zeigten im in vitro Kontraktionstest (IVCT) pathologische
Muskelkontraktionswerte und wurden als MH-susceptible (MHS) eingestuft. Die
zu untersuchenden Exons liegen in der N-terminalen gelegenen MH-Region 1
und der zentral gelegenen MH-Region 2 des RYR1-Gens. In ihnen konnten
bereits Mutationen identifiziert werden die zur MH fuhren. FiUr die
molekulargenetische Untersuchung soll die DNA aus Blutleukozyten der
Patienten und gesunden Kontrollen isoliert werden. Fir das Mutationsscreening
in 12 Exons des RYR1-Gens sollen Primer aus den publizierten Sequenzen
des Ryanodinrezeptorgens abgeleitet werden. Mit ihnen synthetisierte PCR-
Produkte sollen mit der Single-Strand-Conformation-Polymorphism(SSCP)-
Analyse elektrophoretisch aufgetrennt werden. Zur ldentifikation der Mutationen
sollen die PCR-Produkte, die in der SSCP-Analyse ein verandertes
Bandenmuster zeigten, sequenziert werden. Um zusétzlich auch die Mutationen
aufzuspuren, welche mit der SSCP-Elektrophorese nicht zu detektieren sind
und um die Sensitivitat der SSCP-Methode zu Uberprifen, sollen spater auch
alle Gbrigen Sequenzen der 12 ausgewahlten Exons durch direkte genomische
Sequenzierung untersucht werden. Gefundene Mutationen sollen nach

Moglichkeit, durch Restriktionsenzymverdau bestatigt werden.
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2. Einleitung
2.1 Die Maligne Hyperthermie

Die Maligne Hyperthermie (MH) ist eine akute, pharmakogenetische
Erkrankung, die wahrend oder nach einer Allgemeinanasthesie auftritt und
ohne therapeutische Intervention rasch zum Tode des Patienten fuhren kann.
Erstmalig wurde das Krankheitsbild von Denborough et al. 1962 beschrieben.
Die Pradisposition zur MH wird autosomal dominant vererbt. Das Krankheitsbild
wird bei bestehender Pradisposition durch sog. Triggersubstanzen ausgelst.
Zu den Triggersubstanzen gehoéren nach den heutigen Erkenntnissen nur die
volatilen Anéasthetika (Chloroform, Ather, Halothan, Enfluran, Isofluran,
Desfluran, Sevofluran) und depolarisierende Muskelrelaxantien wie z.B.
Succinylcholin (Denborough 1998). Die klassische MH-Krise entsteht durch
eine Kontraktion der kompletten Skelettmuskulatur. Sie fuhrt zu einem
extremen Hypermetabolismus der Muskelzellen und hierdurch zu einer starken
Kdrpertemperaturernbhung. Unbehandelt fuhrt die MH-Krise meist zum Tod
des Patienten. Durch Erkennen der friihen Zeichen der MH-Krise und durch
Einfuhrung des Muskelrelaxans Dantrolen als Antidot konnte die Letalitatsrate
von Uber 80% auf unter 7% gesenkt werden (Britt 1991).

Die Haufigkeit eines Vorfalls wahrend einer Allgemeinanasthesie wird bei
Kindern mit 1:15000 und bei Erwachsenen mit 1:50000 angegeben. Er tritt vor
allem bei Patienten zwischen dem 3. und 30. Lebensjahr auf. Da bei Patienten
mit Pradisposition zur Malignen Hyperthermie auch komplikationslose Narkosen
mit Triggersubstanzen moglich sind, also nicht jede Applikation zu einer MH-
Krise fuhrt, liegt die vermutete Haufigkeit der Pradisposition zur MH in der
Population bei 1:10000 (Kalow et al. 1995).

2.2 Die Klinik der MH

Durch volatile Anasthetika, Succinylcholin und insbesondere durch deren
Kombination, kommt es bei MH-Patienten zu einem stark erhohten

Kalziumionenausstrom aus dem Sarkoplasmatischen Retikulum (SR), in dem
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die groRte intrazellulare ca” Menge gespeichert wird, ins Myoplasma. Der
Ausstrom erfolgt durch die Offnung der schnellen Ca*-Kanale, welche
aufgrund ihrer hohen Affinitdt zu dem Pflanzenalkaloid Ryanodin
.Ryanodinrezeptoren (RYR1)“ genannt werden. Die erh6hte myoplasmatische
Kalziumkonzentration fuhrt durch die Aktivierung der Aktin- und
Myosinfilamente zur Muskelkontraktion und erklart so den oft beschriebenen
gesteigerten Muskeltonus wahrend der MH-Krise. Der Masseterspasmus ist
haufig erstes Symptom der Krise. Im weiteren Verlauf ist haufig die gesamte
quergestreifte Korpermuskulatur betroffen. Zusatzlich reguliert Kalzium als
.second messenger® den Muskelzellstoffwechsel extrem hoch, so dass die
Kompensationsmechanismen des Korpers schnell an ihre Grenzen stol3en. Der
Sauerstoffbedarf steigt bis auf ein vierfaches der Norm an. Kohlendioxid, Laktat
und die charakteristische Warme, die der MH ihren Namen gegeben hat, wird
bei dieser hyperbolen Stoffwechsellage vermehrt frei. Die Folgen sind ein
rascher Temperaturanstieg (bis zu 1C pro 5 Minuten), ein starker Abfall der
Sauerstoffsattigung, eine enorme Erhdhung des endexpiratorischen CO;
Drucks und eine metabolische Azidose. Durch Schadigung der Zellmembranen
kommt es zur Hyperkalidmie, Erhohung der Kreatinkinasen (CK) und
Myoglobinurie. Zusatzlich entwickelt sich haufig eine Arrhythmie und
Tachykardie. Binnen Stunden kann sich ein Lungenddem oder eine
Koagulopathie entwickeln, nach Tagen neurologische Ausféalle und

Nierenversagen durch Rhabdomyolyse.

2.3 Syndrome bei denen eine Verwandtschaft mit der MH

diskutiert wird

2.3.1 Human Stress Syndrom

Das Human Stress Syndrom (HSS) ist ein aul3erordentlich seltenes
Krankheitsbild. Es kénnten MH-ahnliche Episoden beobachtet werden, welche
in Abwesenheit jeglicher Anasthetika auftreten. Das HSS manifestiert sich an
sehr warmen Aufenthaltsorten ( z.B. in der Sauna oder im tirkischem Bad )

oder nach exzessiven koérperlichen Belastungen, vor allem, wenn diese in einer
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warmen Umgebung stattfinden. Ferner wurden Félle vom HSS als Komplikation
einer infektiobsen Erkrankung beschrieben (Wingard 1974; Hopkins et al.1991;
Hackl et al.1991; Jurkat-Rott et al. 2000, Wappler et al. 2001).

Haufig wurde eine Erstmanifestation im Militdrdienst beim ausgiebigen
Marschieren im Sommer mit schwerem Gepack beobachtet (Jardon 1982). Es
kommt zu Kopfschmerzen, Schwindel mit Ubelkeit und evtl. Bewusstlosigkeit.
Der Patient ist kurzatmig, die Koérpertemperatur steigt Uber 40°C, die
Pulsfrequenz nimmt zu, der Blutdruck bleibt zunachst normal und fallt spater
ab. Die Haut ist rot, trocken und heif3. Durch Schwellungen und Krampfe der
guergestreiften Muskulatur kommt es zu Muskelschmerzen, die tber Stunden
bis zu Tagen persistieren. Aufgrund der Muskelschadigung wird das
Krankheitsbild im angelsachsischen Sprachraum auch als ,Exercise-induced
Rhabdomyolysis* bezeichnet. Haufig ist als Zeichen der Myoglobinurie einige
Stunden nach Beginn der Beschwerden eine Braunverfarbung des Urins zu
beobachten. Im weiteren Verlauf kann es zu Nierenfunktionsstérungen
kommen.

In einigen Féllen, bei denen der Tod kurz nach Krankheitsbeginn einsetzte,
wurden vorwiegend Schaden im Nervensystem gefunden. Bei den Ubrigen
Patienten kommt es zu Gewebseinblutungen und degenerativen
Gewebsveranderungen wie Schwellung und Verlust der Zell- und
Gewebsstruktur. Hirnédem und petechiale Einblutungen im Bereich des dritten
und vierten Ventrikels sind haufig. Subendocardiale Hamorrhagie,
Niereninsuffizienz durch den massiven Anfall von Myoglobin, Lebernekrose und
einige Falle von Hamorrhagie des Pankreas wurden beobachtet. In seltenen
Fallen gab es auch eine Schéadigung der Nebenniere. Als Ursache der
Einblutungen wurde eine dissimilierte intravasale Gerinnung verantwortlich
gemacht. Im Rahmen des Muskelzelluntergangs kommt es zu einem
drastischen Anstieg der Kreatinkinase (bis 10° U/L) und der
Laktatdehydrogenase (bis 10° U/L).

Wappler et al. konnte zeigen, dass der Uberwiegende Teil der von ihm
untersuchten HSS-Patienten im in vitro Kontraktionstest (siehe 2.8)
pathologische Werte zeigte. Bei einem Teil der Patienten gelang ihm aufl3erdem

der Nachweis von Mutationen im Ryanodinrezeptorgen (RYRL1), in denen auch
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fur die MH determinierende Mutationen detektiert wurden (Wappler et al. 2001).
Dies untermauert die Annahme, dass die Syndrome eng miteinander verwandt

sind.

2.3.2 Maligne neuroleptische Syndrom

Das maligne neuroleptische Syndrom ist eine seltene, aber potentiell fatale
abnorme Reaktion auf antipsychotische Medikamente. Haloperidol und
Fluphenazine sind meistens die Triggersubstanzen. Aber auch andere wie
Butyrophenone, Phenothiazide und Thioxanthine scheinen das Syndrom
auslosen zu konnen. Es ist nicht dosisrelevant und beginnt Ublicherweise zu
Beginn der Therapie, mdglicherweise schon nach Erstgabe. Das volle Syndrom
entwickelt sich nach 24-72 Stunden und ist durch eine Muskelrigiditat mit
Anstieg der Serumkreatinkinase, einer Hyperthermie bis 42<C, schwankenden
Blutdruckwerten bis hin zu einem Bewusstseinsverlust charakterisiert. Die
exakte Atiologie ist ungeklart, scheint aber mit exzessiven Dopamin-Rezeptor
Blockaden im Hypothalamus und in den Basalganglien im Zusammenhang zu
stehen. Neben dem sofortigen Absetzen des Psychopharmakons nach
Diagnosestellung stehen supportive MalBhahmen wie Kdihlen, intravenose
Flussigkeitsgaben, und Behandlung der kardialen, respiratorischen und renalen
Komplikationen im Vordergrund. Wird eine Muskelrigiditéat beobachtet, ist eine
Behandlung mit Dantrolen (siehe 2.7) sinnvoll. Aufgrund des dopaminergen
Mechanismus des Syndroms wurden Dopamin-Antagonisten wie Bromcriptin,
Levodopa, und Amantadin mit Erfolg eingesetzt (Brownell 1988; Guerrero et
al.1988; Takagi et al. 1983).

2.3.3 Central Core Disease

Das Central Core Syndrom wird bereits zu den MH verwandten Syndromen
gezéahlt (Brownell 1988; Denborough et al.1973; Quane et al.1994). Diese
Myopathie ist durch Muskelhypotonie, eine verzogerte motorische Entwicklung,
einer proximalen, symmetrischen Kraftlosigkeit in den Extremitaten und einer

CK-Anhebung im Blut charakterisiert. Der Name des Syndroms leitet sich aus
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dem histologischen Bild der Erkrankung ab. Zentrale Kerne liegen entlang der
gesamten Typ 1 Muskelfasern. Hier befinden sich auch die langsamen ca*
ATPase Pumpen. Die Kerne bestehen aus unstrukturierten Muskelfibrillen.
Mitochondrien und Typ 2 Muskelfasern fehlen; die Anwesenheit oxidativer
Enzyme macht einen histochemischen Nachweis mdglich.

Pathogenetisch kommt es durch eine Uberladung des Myoplasmas mit Ca** zur
Schadigung der Mitochondrien. Diese wiederum fihrt zu einem Abfall der
metabolischen Aktivitat. Hinzu kommt, dass kompensatorische Mechanismen
eine Proliferation der Sarkoplasmatischen Retikula und der transversalen
Tubuli auslésen. Beide Prozesse kdonnen zu einem Verlust von Muskelfasern
fuhren. Die Vererbung ist autosomal dominant. Nicht alle Familienmitglieder
entwickeln die Myopathie, jedoch haben sie wohl alle eine Pradisposition zur
MH (Lenzen et al.1993; Denborough 1998).

Wie die Maligne Hyperthermie ist auch das Central Core Disease (CCD)
pathogenetisch mit dem RYR1-Gen verknlipft; es konnten einige Mutationen in
diesem Gen identifiziert werden, welche sowohl bei MH Patienten als auch
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

Um die Pathophysiologie der Malignen Hyperthermie nachvollziehen zu
konnen, muss zunachst die Funktionsweise der Skelettmuskulatur von Saugern
betrachtet werden. Die Erregungs-Kontraktionskoppelung der Muskulatur ist
eine fein regulierte Interaktion zwischen dem spannungsabhangigen
Dihydropyridinrezeptor (DHPR), dem Ryanodinrezeptor und der Ca”*-ATPase
des  Sarkoplasmatischen  Retikulums. Die  Muskelkontraktion  der
Quergestreiften  Muskulatur beginnt mit dem Aktionspotential eines
Motoneurons, das sich von der Endplattenregion Uber die gesamte Muskelfaser
ausbreitet. Es dringt in die transversalen Tubuli ein und stimuliert dort durch
Depolarisation den Dihydropyridinrezeptor. Dieser spannungsabhangige

Kalzium-Kanal Ubertragt das Signal auf den Ryanodinrezeptor, der sich
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daraufhin 6ffnet und Ca** aus dem SR ins Myoplasma entlasst. Die Aktivierung
des Ryanodinrezeptors mit folgendem Ca**-Ausstrom ist der
Hauptmechanismus der Muskelkontraktion.

Verschiedene Substanzen wie z.B. Koffein und Inhalationsnarkotika
modellieren das Offnungsverhalten des Ryanodinrezeptors.

Das ins Myoplasma entlassene Ca®* bindet an Troponin, welches iiber eine
Konformationsénderung des Proteins Tropomyosin zu einem Ineinandergleiten
der Aktin- und Myosinfilamente in der Muskelzellen fihrt; die Muskelfaser
verkirzt sich. Solange Ca” in hohen Konzentrationen vorliegt und ATP
vorhanden ist, wiederholt sich der Vorgang und der Muskel kontrahiert weiter.
Durch Zurickpumpen des Ca” in das SR normalisiert sich der myoplasma-
tische Ca”*—Spiegel wieder. Dies fithrt zur Losung der Aktin-Myosinfilamente,
woraufhin sich der Muskel entspannt.

Der Dihydropyridinrezeptor (DHPR) ist ein spannungsabhangiger Ca”**-Kanal,
der aus funf Untereinheiten besteht: a; mit einer Masse von 175 kDa, 0,/d mit
143/27 kDa, B mit 54 kDa und y mit 30 kDa. Mit seinen vier Doméanen, die
jeweils aus sechs Loops bestehen, die die Zellmembran durchspannen, ist die
az.Untereinheit die gréf3te. Sie stellt die funktionelle Einheit des DHPR dar, hat
pharmakologische Bindungsstellen fir Agonisten und Antagonisten, formt die
Ca”**-Kanalpore und reprasentiert den Spannungssensor (Catterall 1995). Die
anderen Untereinheiten haben regulatorische Funktionen und helfen bei der
Lokalisation des DHPR in der transtubularen Membran. Nach
Membrandepolarisation kommt es zu einer Konformationsanderung des DHPR,
die es einem kurzen Stiuck der Primarsequenz in der lI-lll-Loopdomane der a;-
Untereinheit ermdglicht, mit der korrespondierenden cytoplasmatischen
Domane des Ryanodinrezeptors zu interagieren und somit die ca”*-
Ausschittung auszulésen (Leong et al. 1998).

Der Ryanodinrezeptor reprasentiert eine Familie intrazelluléarer Ca**-Kanale.
Drei Isoformen, die durch verschiedene Gene kodiert werden, wurden
beschrieben (Franzini-Armstrong et al. 1997). RYR1 und RYR2 sind die
Hauptformen, die in der Skelettmuskulatur und der Herzmuskulatur exprimiert
werden, wahrend RYR3 in vielen ,Nichtmuskelgeweben* vorkommen wie z. B

im Gehirn.
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T-TU BLULUS

N O
ADP ATP DHP-
cet Rezeptor
ce ::Ca2+
l schneller C&
ce* ca* |Ausstromkanal
g \ RYR1
j Muskelfilament \j
<+— Actin
Glycogen ! ATP
‘ Phosphorylase <«— Myosin
kinase
Glucose-1-P ADP ‘ ‘ ‘ ‘
ADP
l(, ATP
Milchsaure
ATP
o, = CG,
Warme

Mitochondrium

Abb. 2.1: Der zytoplasmatische T&piegel reguliert die Funktion der Muskelfilamentie
Glykolyse und ATPNeogenese im Mitochondrium. Eine Muskelrelaxatiomdwdurch ein
niedrige C&-Konzentration im Zytoplasma durch aktives Hineimmen in das SR wirkt. Eine
Kontraktion entsteht durch den C&instrom aus dem transversalen Turbulus durch &ame
Cd*-Kanale (DHPR), welche wiederum direkt und durchdMeoren, wie ATP und Mg, die
Aktivierung der schnellen G&Einstromkanéle, den sogenannten mydynrezeptor (RYRI
bestehend aus vier homologen Proteinen, bewirktcibden Kalziumeinstrom aus dem SR
Zytoplasma wird so die Wirkung des DHPR amplifizier

Parallel hierzu wird die Glykolyse und die mitrocidoiale ATP Synthese forciert, wobei, O
verbraucht wird und COQund Wéarme entsteht. Durch nur kurze Offnung démelien C4'-
Einstromkanéle (RYR1) und sofortiges Zurtickpumpedas SR entsteht so ein Regelkreislauf.
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Fur die Fehlregulation des Ca”*-Haushaltes bei der fulminanten MH-Krise sind
die Ryanodinrezeptoren der Skelettmuskulatur RYR1 verantwortlich. Diese
Rezeptoren sind extrem grof3e Proteine, welche Tetrameren aus vier
identischen Untereinheiten von je 565 kDa darstellen. Mit einer Gesamtmasse
von 2,3 MDa sind es die gro3ten beschriebenen lonenkanal-Proteine (Franzini-
Armstrong et al. 1997). Der hydrophobe Teil des Rezeptors bildet eine
membrandurchspannende Pore und die hydrophilen Segmente formen eine
cytoplasmatische Domane, die den Spalt zwischen dem transversalen Tubulus
und dem SR Uberbrickt (Wagenknecht et al. 1997). Von dem C-terminalen 1/5
des RYR1-Proteins wird die Transmembrandoméane des Holorezeptors
gebildet, wahrend die N-terminalen 4/5 die cytoplasmatische Domane darstellt.

In einer durch Anésthetika ausgeldsten MH-Krise kommt es zu einer raschen
und nachhaltigen Ausschittung von Kalziumionen aus dem SR ins Myoplasma
(O’Sullivan et al. 2001). Dieser Effekt fihrt zu der beobachteten Muskel-
kontraktion und zu dem beschriebenen Hypermetabolismus. Die Anderung der
Ca”*-Homoostase der MHS-Muskelfaser resultiert aus einem Defekt im
Mechanismus der Erregungs-Kontraktur-Koppelung. Als Ursache kommt
deshalb eine Verdnderung des RYRI1-Rezeptors in Betracht. Alternativ

erscheint auch eine Fehlregulation tber den DHPR plausibel.

2.5 Die Genetik der Malignen Hyperthermie

In Familien, in denen h&aufig die MH auftritt, wurde eine autosomal dominante
Vererbung ermittelt. Durch Kopplungsanalysen auf Chromosom 19 mit den
polymorphen Markern D19S9, CYP2A, BCL3, pSC11 und APOC2, konnte in
drei grol3en irischen Familien eine enge Kopplung der MH mit der Region
19913.1 nachgewiesen werden (McCarthy et al. 1990). Hier liegt das RYR1-
Gen. Es gelang in einigen Familien im RYR1-Gen des Menschen eine Mutation
nachzuweisen die korrespondierend im RYR1-Gen des Schweins das
Schweine Stress Syndrom (PSS) auslost (Gillard et al. 1991). Es zeigte sich
allerdings, dass nur ein kleiner Teil von etwa 6% der MHS-Patienten Trager
dieser Mutation waren. Der Uberwiegende Teil der Patienten zeigte die
Mutation nicht, auch wenn eine enge Kopplung mit dem RYRI1-Gen

nachgewiesen werden konnte. Durch weiterfihrende Untersuchungen wurden
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weitere Punktmutationen im RYR1-Gen entdeckt, die mit dem Phanotyp
segregieren. Einige dieser Mutationen konnten auch beim Central Core
Disease nachgewiesen werden. Insgesamt kbnnen heute etwa in 50% der
MHS-Patienten Mutationen im RYR1-Gen nachgewiesen werden.

Die vollstandige Struktur des RYR1-Gens wurde 1996 durch Phillips et al.
beschrieben. Das Gen fur den Ryanodinrezeptor hat eine Gro3e von 160 kb.
Es besitzt 106 Exons. Die Exons haben eine Ladnge von 15 bis 813 bp, die
Lange der Introns liegt zwischen 85 und 16000 bp. Das Transkript wird zu einer
MRNA von ca. 15 kb gespleifl3t und codiert 5035 Aminosauren, die ein Protein
von 565 kDa darstellen.

Erste Untersuchungen zeigten, dass die fur die MH-pradisponierenden
Mutationen nicht gleichméRig auf dem Gen verteilt sind, sondern in zwei
Regionen clustern. Der grofdte Teil der Mutationen wurde zwischen den
Aminosaureresten 35-614 (MH/CCD Region 1) und im mittlerem Teil des
Proteins zwischen den Aminosauren 2163-2458 (MH/CCD Region 2) gefunden.
In neueren Untersuchungen konnten auch einige Mutationen in der C-
Terminalen luminalen/transmembranen Region nachgewiesen werden (Galli et
al. 2002, Oyamada et al. 2002, Brown et al. 2000, Monnier et al. 2005). Diese
wird nun als MH Region 3 bezeichnet. In ihr wurden auch Mutationen gefunden,
die fur das CCD-pradisponieren. Neuste Untersuchungen in denen das RYR1-
Gen von MH-Patienten komplett sequenziert wurde, habe gezeigt, dass MH-
pradisponierende Mutationen im RYR1-Gen auch aul3erhalb dieser ,Hot-Spots*
vorkommen koénnen (Robinson et.al. 2006).

Wie schon beschrieben, interagiert der DHPR eng mit dem Ryanodinrezeptor
und beeinflusst so die Ca2+-AusschUttung aus dem SR. Bei einigen MH-
Patienten konnte eine genetische Assoziation mit den Dihydropyridin-
rezeptorgenen gefunden werden. Die a;.Einheit formt die lonenporenstruktur,
bindet Ca2+-Antagonisten und funktioniert als spannungsabhangiger Kalzium-
kanal. Das Gen fur die aj.Einheit wurde auf Chromosom 1g32.1 lokalisiert. In
einer grol3en franzdsischen Familie konnte die Substitution Argl086His in
dieser Einheit nachgewiesen werden. Die Mutation ist bei Familienmitgliedern
die im IVCT als MHS getestet wurden nachweisbar, bei den

Familienmitgliedern, die in IVCT unaufféllige Werte zeigten, war die Mutation
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nicht nachweisbar. In einem Kontrollkollektiv von 100 nichtverwandten die als
MHN getestet wurden, konnte die Mutation ebenfalls nicht gefunden werden.
So ist davon auszugehen, dass diese Mutation ursachlich fur die MH-
Pradisposition der Familie ist. 50 nichtverwandte MHS-Patienten wurden auf
diese Mutation hin untersucht, ohne dass diese detektiert werden konnte
(Monnier et al. 1997). Eine funktionelle Analyse der Mutation zeigte ihren
Einfluss auf die Muskelerregung (Weiss et al. 2004). In einem anderen
Patienten konnte in der aj-Untereinheit ein c.4475C>A Substitution, welche
zum Austausch von Alanin1492 durch Asparaginsaure fuhrte, nachgewiesen
werden (Carsana et al. 2003).

Die Gene fur die Einheiten 3 und y finden sich beide auf Chromosom 17g11.2-
g11.24. Kopplungsstudien von Levitt und Moslehi et al. (Levitt 1992, Moslehi et
al.1998), lassen in dieser Region weitere Mutationen vermuten, nachgewiesen
werden konnte aber noch keine. In diesem Bereich ist auch die Untereinheit a
des Natrium-Kanal-Gens lokalisiert. Zwei Punktmutationen in diesem Gen
konnten als Ursache der Hyperkaldmischen periodischen Paralyse (HPP)
nachgewiesen werden (Koch et al.1991).

Auf dem Chromosomen 7q11.23-g21.1 liegt das Gen der Einheiten a,/d des
Dihydropyridinrezeptors. Zumindest in einer Familie gelang es, eine Kopplung

zwischen dieser Region und der MH aufzuzeigen (llles et al.1994).

2.6 Das Schweine Stress Syndrom

Eine anndhernd gleiche Erkrankung wie die MH ist das bei einigen
Schweinezuchtrassen beobachtete Schweine Stress Syndrom (PSS). Es wird
durch Stressfaktoren wie Absetzen von der Mutter, Kampfen, Koitus und
Schlachten ausgelost. Die Symptome sind Kurzatmigkeit, rascher
Korpertemperaturanstieg, Hautflush, Kollaps und Tod mit meist sofortigem
Rigor mortis. Die Fleischqualitat leidet erheblich und wird als blass, weich und
exsudativ beschrieben. Im Gegensatz zur MH wird das PSS autosomal rezessiv

vererbt.
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Ein Provokationstest mit Halothanbeatmung zeigte, dass bei homozygoten
Tragern des PSS eine Krise ausgelost werden konnte. Ein in vitro
Kontraktionstest mit 1% Halothan und 1% Succinilcholin simultan zeigte auch
bei heterozygoten Tragern pathologische Ergebnisse.

Physiologische Untersuchungen ergaben, dass ein zu hoher Kalziumspiegel im
Myoplasma der Muskelzellen zur Rigiditat fuhrt. Dieser wird wie bei der MH
durch einen erhéhten Ca**-Ausstrom aus dem Sarkoplasmatischen Retikulum
verursacht. 1991 gelang der Nachweis, dass auf Schweinechromosomen 6 das
Gen fur den Ryanodinrezeptor lokalisiert ist und eine Mutation in ihm, gekoppelt
mit dem Phanotyp der MH, vererbt wird (Fujii et al.1991). Diese Region findet
sich in dem menschlichen Genom auf Chromosom 19q13.1-q13.2 wieder
(Gillard et al.1991). Durch Klonierung einer cDNA konnte bewiesen werden,
dass tatsachlich beiden Syndromen, PSS und MH ein genetischer Defekt des
RYR1 zugrunde liegt. Im Schwein fuhrt die Substitution 1843C>T dazu, dass
Arginin615 durch Cystein ersetzt wird. Da bei allen untersuchten PSS positiven
Schweinen (n > 450) eine identische Mutation zu Grunde lag, wurde es
maoglich, einen genetischen Test zu entwickeln und so zuverlassig alle

homozygoten und heterozygoten Trager der Mutation zu diagnostizieren.

2.7 Therapie

Die Therapie sollte schon bei den ersten Anzeichen einer MH-Krise erfolgen.
Die Zufuhr der Triggersubstanzen muss sofort unterbrochen werden. Das
Atemminutenvolumen wird bei hoher Frischluftzufuhr unter Kontrolle der
endexpiratorischen Kohlendioxidmessung so weit gesteigert, bis Normalwerte
erreicht werden. Zusatzlich sollte die Anasthesie mit Opiaten, Barbituraten,
Benzodiazepinen oder Propofol vertieft werden. Reicht diese Therapie nicht
aus, empfiehlt sich eine Bolusgabe von Dantrolen iv. (2,5 mg/kg
Kdrpergewicht), da es in der Lage ist, den weiteren Ausstrom von Kalzium aus
dem Sarkoplasmatischen Retikulum zu hemmen. Die Gabe sollte erfolgen
bevor das gesamte Kalzium aus dem Pool im SR ins Myoplasma gelangt.

Zusatzlich sollte die Azidose mit Natriumbikarbonat abgepuffert werden und



2. Einleitung 19

falls nach Dantrolengabe noch erforderlich, Arrhythmien mit Betablockern oder
Lidocain behandelt werden. Aul3erdem besteht die Notwendigkeit einer aktiven
Kihlung des Patienten durch Abdecken des Patienten, Oberflachenkihlung mit
Eis und Spulungen mit Eiswasser. Durch eine forcierte Diurese sollte einem
drohenden Nierenversagen durch den massiven Anfall von Myoglobin
vorgebeugt werden.

Die Gabe von Dantrolen wird so lange wiederholt, bis sich die Symptome der
hypermetabolen Stoffwechsellage normalisieren. Bis zu 10 mg pro Kg-
Kdrpergewicht kdnnen hierfir notig sein (Procter & Gamble Pharmaceuticals
1996).

o YL ey
O
0~ ~0
N
H
Abb. 2.2: Dantrolen

Durch Bindung an den Ryanodinrezeptor inhibiert das Dantrolen jede weitere
Kalziumausschuttung. Es handelt sich um ein Hydantoin-Derivat und wurde
1967 ursprunglich zur Therapie von Muskelkrampfen nach Schlaganféllen
eingefuihrt (Snyder et al. 1967). Abb. 2.1 zeigt die Strukturformel von Dantrolen.
1975 wurde entdeckt, dass bei bestimmten Schweinerassen, die am Schweine
Stress Syndrom leiden (PSS), fulminante Krisen durch Dantrolen beendet
werden konnen (Harrison 1975). Seit 1979 ist Dantrolen fur die intravenfse
Applikation bei Patienten verfiigbar. Wie bereits oben erwéhnt, konnte durch
die Therapie mit Dantrolen in der MH-Krise die Letalitdt von 80% auf unter 7%
gesenkt werden.

Die Intensitéat einer MH-Krise kann sehr unterschiedlich sein. Neben
fulminanten Krisen gibt es auch sogenannte abortive Verlaufsformen, bei
denen nicht alle Symptome auftreten und die ohne Behandlung voribergehen
(Fiege et al. 2000).



2. Einleitung 20

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

Als goldener Standard, eine MH zuverlassig zu diagnostizieren, ohne den
Patienten selbst den Triggersubstanzen auszusetzen, hat sich der in vitro
Muskel Kontraktionstest etabliert. Der Test wurde 1984 von der ,European
Malignant Hyperthermia Group (EMHG)* standardisiert (The European
Malignant Hyperpyrexia Group 1984): Dem Patienten wird ein Muskelbiopsat,
ca. 40 x 10 x 5 mm grol3, aus dem Musculus vastus lateralis (Oberschenkel)
entnommen. Ein zusatzliches Stick wird excidiert, um histologisch eine
Muskelerkrankung auszuschlieen. Im Labor wird aus dem Muskelbiopsat,
welches fur den Kontrakturtest vorgesehen ist, eine Muskelfaser prapariert und
jeweils eine auf einem vorher geeichten Rahmen befestigt und mit 1-2 Gramm
Zug vorgedehnt. Diese Vorrichtung wird anschlieend in einem nicht
Anasthetika resorbierenden Gefal (Teflon) mit Ringerlésung geflutet. Nach ca.
30 minutiger Equilibrierung kann nun die Kontraktionsfahigkeit des Biopsats
durch elektrische Stimulation Gberprift werden. Das Protokoll sieht zwei Tests
vor, die jeweils zweimal durchgefihrt werden: Bei den statischen Koffein-
Kontraktur-Test wird Koffein kumulativ dem Bad hinzugegeben. Die nachste
Dosis wird dem Bad hinzugegeben, wenn die maximale Grundspannung
erreicht ist oder nach 3 Minuten, wenn keine Erhéhung der Grundspannung
erfolgt. Ein Anstieg der Grundspannung um 2 mN oder mehr pro
Dosiserhbhung  wird als abnorme Kontraktion gewertet. Die
Koffeinkonzentration von 32 mmol dient als Positivkontrolle und soll die
ausreichende Kontraktionsfahigkeit der Muskelfaser aufzeigen.

Bei dem statischen Halothan Kontraktur Test wird Halothan dem Testbad
kumulativ zugesetzt. Die nachste Dosis erfolgt wiederum, wenn der maximale
Anstieg der Grundspannung erreicht ist oder nach 3 Minuten, wenn keine
Erh6éhung der Grundspannung erfolgt. Ein Anstieg der Grundspannung um 2
mN wird als pathologisch erhdhte Kontraktion gewertet. Ein vereinfachter
Versuchsaufbau ist in Abb. 2.2 dargestellt Zeigen die Ergebnisse der ersten
beiden Tests erhthte Kontraktionswerte, gilt der Patient als positiv (MHS), ist
nur ein Testergebnis pathologisch, fuhrt dies zur Diagnose MHE (equivocal).

Diese Personen werden aus Sicherheitsgrinden Klinisch wie MH-
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Pradisponierte behandelt. Sind beide negativ, ist der Patient nicht gefahrdet
(MHN).

Mit  derselben  Versuchsanordnung wurden ebenfalls Tests mit
Ryanodininkubation durchgefuihrt. Es zeigte sich, dass nach einer Bolusgabe
Ryanodins MH-Positive deutlich schneller mit einer Kontraktion beginnen. Die
Zeit verkurzte sich haufig auf ein Bruchteil der Werte Nichtpositiver (Lenzen et
al.1993, Wappler et al.1993). Auf diese Weise konnten vorher nicht eindeutig
zuzuordnende Patienten (MHE) als MHS oder MHN diagnostiziert werden.

Dieser Test wird jedoch zur Zeit nicht routinemaRig durchgefihrt.

Recorder
A

Amplifier
[

Force transducer

. Thermobath
Krebs Ringer _ - Perfusion bath
Carbogen Stimulator
Halothane

Caffeine

Abb.2.3: Vereinfachter experimenteller Versuchsaufmach dem Protokoll ¢
EMHG. In der Mitte ein 100 bis 200 mg schweres Kkélisiindel, welche
supramaximal stimuliert wird und mit einer Kkontiadich isometrische
Kontraktion reagiert.n das Bad wird dann Koffein oder Halothan gegelrehdie
Kontraktionsstéarke aufgezeichnet. (Hartung et @02
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2.9 Molekularbiologische Diagnostik

Nachdem der Nachweis der homozygoten Punktmutation ¢.1843C>T im RYR1-
Gen, die mit dem PSS-Phanotyp gekoppelt ist, in verschiedenen
Schweinerassen gelang, wurde rasch ein molekulargenetischer Test entwickelt,
mit denen die Pradisposition im Schwein nachgewiesen werden konnte.

Die Hoffnung, einen nichtinvasiven genetischen Tests in der MH-
Routinediagnostik fir den Menschen zu etablieren, wurde enttauscht. Es stellte
sich heraus, dass im Gegensatz zu den Schweinen, wo nur eine Mutation die
PSS-Pradisposition determiniert, die genetische Vielfalt beim Menschen mit der
die MH-Pradisposition vererbt wird, grof3 ist.

In groBen Familien, bei denen eine bekannte Pradisposition zur MH durch eine
Mutation im Ryanodinrezeptorgen auf Chromosomen 19913.1-q13.2 klar
nachgewiesen werden konnte, ist heute die molekularbiologische Diagnostik
maoglich und sinnvoll. Ist erst einmal die MH auslésende Mutation in einer
Familie nachgewiesen, kann bei Familienmitgliedern auf den aufwendigen und
schmerzhaften in vitro Kontraktionstest verzichtet werden. Untersuchungen
haben ergeben, dass die molekularen Mutationsnachweise gut mit den
Ergebnissen des IVCT korrelieren (Robinson et al. 2001). Die Spezifitat der
molekularen Methode scheint dem IVCT Uberlegen zu sein. Muskelfasern von
MHS-Patienten kénnen -zum Beispiel durch Austrocknung nach Praparation-
geschadigt werden und unter Versuchsbedingungen nicht mehr die
erforderliche Kontraktion zeigen, so dass das Testergebnis falsch negativ
ausfallt.

Bisher durchgefihrte Studien zur Korrelation des Genotyp zum Schweregrad
des Phanotyps haben keine einheitlichen Ergebnisse geliefert (Fiege et al.
2002, Robinson et at. 2002, Robinson et.al. 2006).
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3 Material und Methoden
3.1 Chemikalien und Enzyme

Chemikalien, organische L6sungsmittel und Farbstoffe, deren Herkunft nicht
gesondert erwahnt wird, stammen von den Firmen Boehringer Mannheim,
Sigma, Gibco BRL oder Merck. Der Reinheitsgrad war jeweils zur Analyse.
Agarose wurde von der Firma Gibco BRL bezogen.

In dieser Arbeit wurde mit drei Tag-Polymerasen gearbeitet:
- HotStard Tag DNA Polymerase (Master mix) der Firma Quiagen
- Platinum[J Taq DNA Polymerase (PCR-Supermix) der Firma Invitro-
gen
- Tag-Polymerase der Firma Gibco BRL, Life Technologies

Die verwendeten Restriktionsendonukleasen wurden von der Firma New
England Biolabs bezogen.

3.2 Losungen und Puffer

Nachfolgend wird die Zusammensetzung der Losungen, Puffer und Medien
angegeben, die héaufig verwendet wurden. Fir die Herstellung wurde
entionisiertes Wasser verwendet.

Blutlysepuffer:

NH,CI 8,3g (155 mM)
KHCO3 1g (10 mM)
Na,EDTA 0,034 g (0,5 M)

auf pH 7,4 einstellen

SE-Puffer (Sodium EDTA):

NacCl 4,3 g (75 mM)
EDTA 8,41 g (25 mM)
Auffillen mit Aqua dest. ad. 1L

auf pH 8,0 einstellen
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SDS 20% Stammldsung:

SDS

Aqua dest.

Chloropan:

Phenol
TE (pH 8.0)
Chloroform

Hydroxychinolin

Chloroform-Isoamylalkohol:

Chloroform

Isoamylalkohol

TE-Puffer (nach Singh)

Tris-Cl
EDTA

auf pH 8,0 eingestellt

TBE-Puffer (1 x):

Tris-(hydroxyaminomethan)
Na-Borat

EDTA

Auffillen mit Aqua dest. ad

auf pH 8,0 einstellen

20g

100 ml

200 ml
50 ml
250 ml

250 ml

24 Teile

1 Teil

10 mM

0,1 mM

54 g
279

3,79

24
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EDTA-Stammlésung
EDTA 0,5M
Auf pH 8,0 einstellen

Acrylamid-Stammlésung (30%):

Acrylamid 28,5 %
N,N"-Methylenbisacrylamid 15%

Losung lichtgeschitzt bei 4°C lagern.

Ethidiumbromid-Farbeldsung:

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

Die Losung ist zwei Tage verwendbar und sollte dann entsorgt werden.

Formamid-Ladepuffer:

Formamid 10 ml
EDTA-Stammldsung 0,2 ml
Xylencyanol 10 mg
Bromphenolblau 10 mg

Ladepuffer (10 x) fur Agarose-Gele:

Ficoll 159
Bromphenolblau 25 ug
Xylencyanol 25 ug

Auffullen mit Aqua dest. ad 10 mi

25
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Losungen fir Silbernitratfarbung:

Fixierer:
- Ethanol 10%
HNO3z-LOsung: 1%.

AgNO3-Lb6sung:

- AgNO3 201g

- Aqua dest. ad 1L
Entwickler:

- Na,CO3 59,3 g

- Formaldehyde 1080 pL

- Aqua dest. ad 3L
Stopplésung:

- Essigsaure 10 %

3.3 Verwendete Gerate

PCR-Geréte:
PCR- Express der Firma Hybaid
Omnigen der Firma Hybaid

Gene Amp PCR Systems 2400 der Firma Perkin Elmer

Zentrifugen:

Eppendorf Laborzentrifuge 5415

Hettich Zentrifuge Rotana S

26
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Cleanbench:
Cleanbench der Firma Bleymehl ASW-UP 2000

SSCP-Kammer:

Elektrophoresekammer von Gibo BRL, Life Technologies, Modell S2
Power Supply ECPS 2000/300

Agarosegelelektrophoresekammer:

Kammer von Gibco BRL, Life Technologies
Power Supply von Gibco BRL, Life Technologies

Thermoblock:

Dri-Block BB-1 der Firma Techne

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

3.4 Patienten und Blut

Das zur lIsolation von genomischer DNA benétigte Blut der 10 Malignen
Hyperthermie- und 8 Human Stress Syndrom Patienten sowie von 25
Kontrollpersonen  wurde von der Klinik fur  Anasthesie des
Universitatskrankenhaus Eppendorf, Direktor Prof. Dr. Schulte am Esch zu
Verfiugung gestellt. In der Klinik wurde bei den Patienten der IVCT
durchgefiihrt. Alle zeigten pathologische Werte fir Koffein und Halothan und
wurden als MHS eingestuft. Das Blut dreier im IVCT als MHE getesteten Brider
der Patienten wurde ebenfalls zu Verfiigung gestellt und soll untersucht
werden, wenn in ihren Verwandten ein Mutation gefunden wird.

Es wurde den Patienten ca. 10 ml vendses Blut abgenommen. Hierzu wurden
Na-EDTA-RoAhrchen der Firma Sarstedt verwendet. Die Blutproben wurden bei

—20T gelagert.
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3.5 DNA- Praparation aus Blut-Leukozyten

Zur Praparation nach unserem Laborprotokoll sind folgende Schritte notig:

Hamolyse

Zunachst werden 10 ml Blut mit 30 ml Blutlysepuffer gut gemischt, 15 Minuten
auf Eis gestellt und wiederholt geschittelt. Hierbei kommt es durch den
niedrigen osmotischen Druck des Blutlysepuffers und der niedrigen Temperatur
zum Platzen der Erythrozyten, die Leukozyten Uberstehen diese Prozedur
unbeschadet. Danach wird die Losung 20 Minuten bei ca. 3000 rpm
zentrifugiert. Die Leukozyten bilden nun ein Pellet am Boden des Tubes, so

dass der Uberstand vorsichtig abgegossen und verworfen werden kann.

Proteindigestion

Das Pellet wird nun mit 10 ml SE-Puffer gemischt. AnschlieRend werden
Proteinase K (10 pyL Stammlésung 10 mg/ml) und SDS (fur 10 ml 500 pL
20%iges SDS, Endkonzentration 1%) hinzugegeben. Diese Lésung mul3 dann
entweder bei Raumtemperatur Gber Nacht oder alternativ bei 37T fir 4 — 6
Stunden geschiittelt werden. Hierbei werden die Zell- und Kernmembranen der
Leukozyten zerstort, so dass sich anschlielend die DNA in freier Losung
befindet. AuRerdem werden durch diesen Schritt die Nukleasen irreversibel

inaktiviert und so eine Digestion der DNA verhindert.

Deproteinisation

Es wird nun 10 ml Chloropan in die Losung gegeben und die Emulsion gut
geschuttelt. Hierbei I6sen sich die Proteine aus den zerfallenen Leukozyten in
dem Chloropan. Die DNA befindet sich weiterhin im wassrigen Medium. Durch
Zentrifugieren mit 3000 rpm fur 10 Minuten werden die Phasen voneinander
getrennt. Sollte zwischen den zwei Phasen noch eine Interphase aus
Proteinen sichtbar sein, kann der wéassrige Uberstand erneut mit Chloropan
gewaschen werden. Der wassrige Uberstand wird vorsichtig abpipettiert und mit
einem Volumenanteil Chloroform/Isoamylalkohol gemischt. Anschlie3end wird

die Emulsion wiederum bei 3000 rpm fur 10 Minuten zentrifugiert und der
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wassrige Uberstand abpipettiert. Durch diesen Schritt wird die Losung weiter
aufgereinigt, so dass sich im Uberstand neben der DNA nur noch geringe

Proteinreste in Lésung befinden.

DNA Ausfallung

Zu dem Uberstand wird LiCl (1/12,5 des Volumens, Endkonzentration 0,4 M,
Stammlésung 5 M) gegeben. AnschlieRend werden zwei Volumenanteile 96%-
iges Ethanol hinzugefugt und die Phasen vorsichtig gemischt. Die DNA fallt jetzt
aus und wird als dinne Schlieren in der Losung sichtbar. Durch behutsame
Schwenk- und Rollbewegungen wickelt sich die DNA ineinander, so dass ein
Knauel entsteht. Dieses kann nun mechanisch mittels einer Kantle aus der
Losung entnommen werden. Die DNA wird mehrfach kurz in 70%igem Ethanol
gewaschen, um die Salze zu entfernen, anschlieRend getrocknet und in 500 pL

TE n. Singh tber Nacht gel6st und im Kuhlschrank gelagert.

DNA Ausfallung mit NaCl

Eine vereinfachte Methode zur DNA-Isolierung aus Vollblut ist durch den
Einsatz einer hochmolaren NaCl Losung mdglich (Miller et al. 1987). Dieses
Verfahren wurde fir die DNA-Praparation des Kontrollkollektivs verwendet. Die
Hamolyse und Proteindigestion erfolgt zunachst wie oben beschrieben. Eine
Deproteinisation ist dann aber nicht notig, somit entfallt ein Waschschritt mit
Chloropan und Chloroform/Isoamylalkohol. Die DNA Ausfallung wird mit 10 ml
5M NaCl Lésung durchgefuhrt. Die weniger gut l6sliche DNA wird so aus der
Losung gedrangt und fallt aus. Dieser vereinfachte Schritt erspart nicht nur
einen Arbeitsgang, sondern macht den Einsatz von toxischem Chlorophan und
Chloroform/Isoamylalkohol Uberflissig. Das Entnehmen der DNA geschieht in

der oben beschriebenen Methode.

3.5.1 DNA-MolekilgréRenbestimmung mittels analytisc  her Gel-
elektrophorese

Durch die Praparation und Lagerung ist die DNA chemischen, physikalischen

und enzymatischen ( Uberwiegend durch Nukleasen ) Zersetzungsprozessen
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ausgesetzt. Bevor die DNA zur weiteren Analyse verwandt werden kann, ist
eine MolekulgroRenbestimmung nétig, um sicherzustellen, dass die einzelnen
DNA-Fragmente in ausreichender Gr6Re und Menge vorhanden sind, um
aussagekraftige Ergebnisse zu produzieren.

Die DNA wird in einem 0.5 %igem Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt
und mit einem parallel mitlaufenden Langenstandard (A-Phagen-DNA
geschnitten mit Hind 1ll) verglichen. MolekilgroRen von mehr als 50 kbp.

wurden als ausreichende Qualitat akzeptiert.

3.6 Polymerase Kettenreaktion ( PCR)

Mit der PCR kann ein ausgewahltes Stick eines DNA-Molekils sehr wirksam
vermehrt werden. Dabei kann es sich um jedes beliebige Stiick eines
beliebigen DNA-Molekils handeln, vorausgesetzt, es sind die Sequenzen
beider Enden des zu replizierenden Stlickes bekannt. Um die DNA mit der PCR
vermehren zu konnen, werden zwei kurze Oligonukleotide mit der
komplementaren Nukleotidsequenz dieser beiden Enden bendtigt. Die
Oligonukleotide hybridisieren an den beschriebenen Stellen mit den DNA-
Einzelstrangen, nachdem diese durch Erhitzen aufgetrennt wurden. Da dies der
Ansatzpunkt far die Polymerasen ist und von dieser Stelle die
Polymerisierungsreaktion beginnt, werden diese Oligonukleotide als "Primer"
bezeichnet. Polymerasen besitzen die Eigenschaft, freie Nukleotide, die sich im
Ansatz befinden und sich an die komplementdren Basen der DNA-
Einzelstrdange anlagern, miteinander zu verbinden. So entsteht ein neuer
Doppelstrang. Zunachst war eine PCR eine sehr zeitaufwendige Methode, da
durch das notwendige Erhitzen des Ansatzes zu Beginn jedes Zyklus die
Polymerase inaktiviert wurde und deshalb immer wieder nach der
Hybridisierung der freien Basen mit dem Einzelstrang erneut hinzugegeben
werden musste. Die DNA-Polymerase des Thermus aquaticus, ein Organismus
der in heilen Quellen lebt, ist hitzestabil und machte die PCR sehr viel

einfacher. Sie Ubersteht das Erhitzen unbeschadet, erneutes Pipettieren ist nun
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nicht mehr noétig. Diesem Umstand verdankt die Methode ihre heutige starke
Verbreitung (Brown,1993).

Beim ersten Erhitzen des Reaktionsansatzes ist es mdglich, dass es zu
Fehlhibridisierungen der Primer kommt, wenn die Probe noch nicht vollstandig
erwarmt ist und so unspezifische Produkte synthetisiert werden. Die Gefahr
unspezifischer Nebenprodukte wird minimiert, indem die Tag-Polymerase erst
nach Erhitzung und somit vollstandiger Aufspaltung der DNA in Einzelstrange
hinzupipettiert wird. Dieses Vorgehen wird als Hot-Start-PCR bezeichnet und
wurde in dieser Arbeit mit der Tag-Polymerase der Firma Gibco BRL

durchgefuhrt. Fur eine PCR bendtigt ein Ansatz folgende Komponenten:

- PCR-Puffer 10 x 10 il
- BSA (Bovines Serum Albumin) 10 mg/mi 1 pl
- Primerpaar (F und R) 10 pmol je 1 il
- Alle vier Nukleotide (dATP; dCTP; dGTP; dTTP) 200 uM e 1 pl
- Steriles Aqua dest. 84,5 ul
- Probanden-DNA  1ug/ml 1 il

nach dem ersten Erhitzen auf 95T
- Tag Polymerase Gibco BRL1U/uL 05

Die einzelnen Reagenzien wurden kurz herunterzentrifugiert und mit einem
Tropfen Nahmaschinendl gegen Verdunstung geschutzt. Nach dem ersten
Erhitzen auf 95 flr drei Minuten wurde die Tag-Po lymerase hinzupipettiert.
Es folgten 35 Zyklen nach immer dem gleichen Schema. Die Proben wurden
auf 95 'C fur 60 Sekunden erwarmt. Hierdurch wurden die DNA-Doppelstrange
aufgespalten. Durch ein Abkiihlen der Probe auf 60°C fiir 45 Sekunden wurde
es den Primern und den Nukleotiden ermdglicht, sich an die komplementaren
Basen der DNA-Einzelstrange anzulagern. Durch ein Erwarmen auf 72 C fur
120 Sekunden startete die Tag-Polymerase, beginnend von den Primer-DNA-
Hybriden, mit der Verknipfung der Nukleotide. Es entstand eine exakte
komplementéare Abschrift der DNA. Mit dem erneutem Erhitzen auf 95 “C fur 60
Sekunden begann ein neuer Zyklus. Da nun auch die neu synthetisierten DNA-

Produkte als Matrize dienten, entstand im zweiten Zyklus die doppelte Menge
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DNA, jeder weitere Zyklus lieR die Ausbeute exponentiell ansteigen. Ublich sind
30-40 Zyklen, dartber hinaus lasst die Qualitat des Produktes merklich nach.
Zu bemerken ist, dass die optimalen Reaktionsbedingungen, insbesondere die
Annealingtemperatur (Bildung des DNA-Primer Hybrids), individuell von Primer
zu Primer variiert. Zu hohe Temperaturen verhindern eine effektive
Hybridbildung, zu niedrige Temperaturen fihren zu Hybriden in nicht vollstandig
komplementaren DNA Abschnitten und somit zu ungewollten Nebenprodukten.
Vor Beginn der eigentlichen PCR sollten deshalb die optimalen
Reaktionsbedingungen empirisch ermittelt werden. Am Ende der PCR-Reaktion
sollte die Qualitdt und Quantitat des Produkts im Agarosegel tUberprift werden
(siehe hierzu 3.7). Die PCR wurde mit dem Thermozykler "Hybaid" von Omni
Gene durchgefuhrt.

Eine komfortable Variante war die Verwendung einer antikérperinaktivierten
Polymerase. Durch das Erhitzen des Reaktionsansatzes wurde ein
inaktivierender Antikdrper zerstort und die Polymerase erst zu einem Zeitpunkt
aktiv, wenn die DNA schon vollstandig in Einzelstrange aufgespalten war. Fur
diese Methode wurde in dieser Arbeit bei einem Teil der Proben der "HotStar
Tag Master Mix" von Qiagen verwendet. Dieser enthielt neben einer
antikorperinaktivierten Polymerase auch Nukleotide, Puffer und BSA, so dass

der vereinfachte Ansatz folgende Komponenten bendtigte:

- Primerpaar (F und R) je 0,5
- HotStar Taq Master Mix 125
- Steriles Aqua dest. 11 il
- Probanden-DNA 05

Im Thermozykler wurde der Ansatz zu Beginn der Reaktion fir 18 Minuten auf
95T erhitzt. Der inaktivierende Antikérper wurde hierdurch zerstort und die
"HotStar" Taq Polymerase aktiviert. Die Reaktion war gestartet.

Fur einige Primer konnten trotz Variation der Reaktionsbedingungen mit beiden
Tag-Polymerasen keine oder keine zufriedenstellenden Produkte erzeugt
werden. In einem Fall entstanden Nebenprodukte, in einem anderen war die

Reaktion instabil, so dass immer nur einige Ansatze ein Produkt erzeugten. In
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diesen Fallen konnte mit der PlatiniumJ-PCR Supermix gute Produkte erzeugt

werden. Der Ansatz war wie folgt:

- Primerpaar (F und R) je 0,5
- Platinium-PCR Supermix 225
- Steriles Aqua dest. 1 il
- Probanden-DNA 05

Im Kapitel 4.1 ist beschrieben, bei welchen Primerpaaren der PlatiniumJ-PCR

Supermix verwendet wurde.

3.6.1 Die Primer
Die fur die Amplifikation der einzelnen DNA-Abschnitte des RYR1-Gens

bendtigten Primer wurden aus der Basensequenz der NCBI-Genbank

abgeleitet. Sie lauten wie folgt:

Exon 2:

Exon 6

Exon 8/9

Exon 11

Exon 14/15

Exon 14

Primer F 5 CTGCAGTATTTGTGG TATCC 3
Primer R 5 CAAGATTCT CTG CCCCTT CAG ¥
Produktgrof3e 240 bp

Primer F 5 GCATCC TGG GAAGCCATCATC ¥
Primer R 5" CAT GGT GAG AAG ATG GGG AC 3
Produktgrof3e 237 bp

Primer F 5 CCCATT GACCAACTTCCCTTIG 3
Primer R 5 CTTTTCTGT CCT CCCAGCCTG 3
Produktgréf3e 401 bp

Primer F 5 GGC TCC CCT GCT AAACACACAG Y
Primer R 5 CCT TGA CCT CCT GGACTC AAG 3
Produktgrof3e 289 bp

Primer F 5 GGAATT CGT GAATCC AAG AA T
Primer R 5 AGG TGAAGC GGC CATGCCCATC Y3
erwartete Produktgréf3e 459 bp

Primer F wie Primer 14/15 F

Primer R 5 AAG AGG TGT CAG ATCCAATA T
Produktgrof3e 289 bp
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Exon 15 Primer F 5 ACC CAGATCCCAGTCCTATT 3
Primer R wie Primer 14/15 R
erwartete Produktgrof3e 206 bp
Primer F2 5" GCC GAG TCC TGG AAA GAG ATT 3
Primer R wie Primer 14/15 R
erwartete Produktgrof3e 289 bp
tatsachliche Produktgrof3e 286 bp

Exon 17 Primer F 5 CCCTCCCTG GGT TCT TCT GTA GAT 3
Primer R 5 TCT GGG TGT GGA GTC TCT AAG TCA 3
Produktgrof3e 282 bp

Exon 39 Primer F 5 TGG TGC TCC AAG CCT TGC ATT GTC ¥
Primer R 5" CAA AGT AAG GGG AAG GGC GGT GTC &
Produktgrof3e 336 bp

Exon 40 Primer F 5 GGT CAAGAATGC CAACGCTGTCA S
Primer R 5 AGCTCCCCAGCACCTGCCTG S
Produktgréf3e 235 bp

Exon 45 Primer F 5 TGC CTC CCC AACCCACCCACCTTCY
Primer R 5 TGC CTGCCCTCCCTT CCCATCCTG Z
Produktgrof3e 183 bp

Exon 46 Primer F 5 TGC CCCTCT CCCTCCCTCTACTCCZ
Primer R 5 AGC ATC ACT CCT TCG CCAAGT TCC &
Produktgrof3e 185 bp

Die Primer wurden durch die Firma MWG-Biotech GmbH bezogen.

3.7 PCR-Produkt-MolekulgroRenbestimmung mittels Gel  elektro-
phorese

Wie schon erwahnt, ist es durch die PCR moglich, durch fortlaufende
Vervielfaltigung hohe Konzentrationen eines DNA-Abschnittes zu erhalten. Im
optimalen Falle geschieht dies exponentiell. Da diese Reaktion von einer
Vielzahl von Faktoren abhangig ist (ausreichende Konzentration aller
Reagenzien, optimale Annealingtemperatur usw.), muss jedes Produkt auf
seine Qualitat geprift werden. Hierzu eignet sich die

Agarosegelelektrophorese.
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3.7.1 Herstellung der Agarosegele

Fur die Auftrennung von PCR-Produkten eignen sich 2%ige Agarosegele. Zur
Herstellung wurde 2 g Agarose auf 100 ml TBE-Puffer in eine Laborflasche
gegeben und in der Mikrowelle bis zur vollstandigen Ldsung erhitzt. Nach
Abkuhlung der Agaroselésung auf 60-70C wurden ca. 60 ml in einen Geltrager
gegossen, in den vorher ein Kunststoffkamm zur Ausformung der Geltaschen
eingesteckt wurde. Nach dem Abkuhlen wurde das Gel in die
Elektrophoresekammer gelegt, so dass das Gel vollstandig in 1 x TBE-

Pufferlosung lag.

3.7.2 Laden der Agarosegele

Die Probenansatze je 5 yL PCR-Produkt und 0,5 pL Stop Puffer, wurden
vorsichtig in die Gelslots pipettiert. Durch den Stop-Puffer, der ein hohes
spezifisches Gewicht besal3, wurden die Produkte in den Taschen gehalten und
an ihrer Diffusion in den Puffer gehindert. Zusatzlich zu den Proben wurde in
eine Tasche der Langenstandard @-X-DNA ( 0.5 pL @-X-RF/Haelll DNA, 0,5 uL
Stop Puffer, 5 L Aqua dest.) gegeben, um so die GroRen der PCR-Produkte
bestimmen zu konnen. Die Banden des Langenstandards hatten folgende
Molekulargréf3en (in Basenpaaren (bp)): 1353, 1078, 872, 603, 310, 281, 234,
194, 118, 72.

3.7.3 Durchfuihrung der Elektrophorese

Die Elektrophorese erfolgte mit 80 Volt Gleichspannung tber 60 Minuten. Die
DNA wanderte im elektrischen Feld vom negativen zum positiven Pol. Abhangig
von ihrer Molekilgrof3e bewegten sich die PCR-Produkte mit unterschiedlicher
Geschwindigkeit durch das Gel, so dass ihre GréRe anhand des mitlaufenden

Langenstandards bestimmt werden konnte.

3.7.4 Farbung und Dokumentation
Die Farbung der Gele erfolgte in Ethidiumbromidlésung fir ca. 5-10 Minuten.
Anschlie3end folgte eine Entfarbung ( Aqua dest. / 1 x TBE je 40 ml) fir ca. 5

Minuten, beides auf einem Schiittler .
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Bei einer guten Qualitdit der PCR-Produkte waren diese auf einem UV-
Leuchttisch mit einer Wellenlange von 302 nm als deutliche, scharf gegen die
Umgebung abgegrenzte Banden sichtbar (siehe Abb. 4.1). Zur Dokumentation
wurde ein computergestitztes Geldokumentationssystem benutzt, mit dem die
Gele fotografiert und die Bilder von den Gelen ausgedruckt wurden.

Da mit dieser Methode eine Aussage uUber die Ladnge der DNA-Fragmente
gemacht werden kann, eignete sie sich auch zur Auftrennung von DNA-
Fragmenten, welche durch Restriktionsendonukleasen geschnitten wurden und
so ihre Lange verédndern. Das Hinzukommen oder der Wegfall von

Schnittstellen konnte so nachgewiesen werden (siehe hierzu Abb. 4.7-10).

3.8 Untersuchung von DNA-Einzelstrangkonformationsp oly-
morphismen in PCR-Produkten (SSCP-Elektrophorese)

3.8.1 Prinzipien der SSCP-Analyse

Mit einer SSCP (Single Stand Conformation Polymorphism) Analyse ist es
madglich, einige hundert Basenpaare lange DNA-Fragmente, welche zuvor
durch eine PCR vervielfaltigt wurden, auf Mutationen und Polymorphismen zu
untersuchen. Grof3e, Ladung und Struktur eines Molekuls sind fur die
Laufeigenschaften in einer Gelelektrophorese malgeblich. In nicht
denaturierenden Bedingungen faltet sich ein DNA-Einzelstrang durch Interak-
tionen zwischen den Nukleotidbasen zu einer typischen Struktur, welche die
Laufeigenschaft im Gel mitbestimmt. Schon eine Basensubstitution kann die
gefaltete Struktur des Molekils entscheidend verandern, so dass sich das
Laufverhalten im Gel deutlich von der nichtmutierten Probe unterscheidet.
Hierdurch ist es méglich, aus einem mehrere hundert Basenpaare langen DNA-
Fragment eine einzelne Basensubstitution darzustellen. Fir die SSCP-Analyse
werden die Proben zunachst thermisch denaturiert, damit sie in Einzelstrangen
vorliegen, um diese dann unter nicht-denaturierenden Bedingungen im Gel
aufzutrennen. FuUr die Suche nach Punktmutationen sind besonders DNA-
Fragmente mit einer Lange bis zu 400 bp geeignet, langere Fragmente kdonnen

mit einer Restriktionsendonuklease in kleinere Fragmente zerlegt werden.
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Abb. 3.1: Das Prinzip der SSCP-Gelelektrophorese
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3.8.2 Herstellung der SSCP-Gele

Fur die Analyse wurden 8% Polyacrylamidgele verwendet. Um die Sensitivitat
der Methode zu erhdhen, wurden die Analysen einmal mit und einmal ohne
10% Glycerolzusatz durchgefiihrt. Die Gele und der Elektrophoresepuffer
enthielten 1 x TBE. Die Elektrophorese erfolgte tber Nacht. Zum Giel3en der
Gele wurde eine kleinere Glasplatte (335 x 400 x 5 mm) so auf eine groRRere
(335 x 415 x 5 mm) gelegt, dass diese an den Unterkanten btindig miteinander
abschlossen. Zuvor wurden auf die untere Glasplatte zwei 0,5 mm dicke und 1
cm breite Kunststoffstreifen, sogenannte Spacer, gelegt, so dass ein
Zwischenraum von 0,5 mm zwischen den Glasplatten entstand. Die zwei
Spacer lagen links und rechts an den Langsseiten zwischen den Glasplatten
und begrenzten so den Raum fir das Gel. Die Glasplatten wurden mit
Klammern miteinander fixiert. Der Spalt an den Unterkanten der Glasplatten
wurde mit einem Klebeband verschlossen. Hiernach wurde die
Polyacrylamidlésung hergestellt. Hautkontakt war hierbei unbedingt durch den
Gebrauch von Handschuhen zu vermeiden, da Palyacrylamid (PAA)
neurotoxisch wirkt und Gber die Haut aufgenommen werden kann. Folgende

Polyacrylamidldsungen wurden fiir die verschiedenen SSCP-Gele verwendet:

SSCP-Gel (8 % Polyacrylamid, 1 % TBE)

TBE 5x 24 mi
30 % PAA 32 ml
Aqua. dest. 63 mi
10 % APS 1 ml
TEMED 50 pl
SSCP-Gel (8% Polyacrylamid, 10 % Glycerol, 1 % TBE)
TBE 5x 24 mi
30 % PAA 32ml
Aqua. dest. 51 mi
Glycerol 12 mi
10 % APS 1ml

TEMED 50 pl
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Das GielRen des Gels musste unmittelbar nach der Herstellung der Lésung
erfolgen, da N,N,N",N"- Tetramethylethylendiamin (TEMED) als Radikal die
Polymerisation startet. Ammoniumpersulfat (APS) diente als Katalysator der
Reaktion. Das Giel3en sollte blasenfrei zwischen die Glasplatten erfolgen.
Hierbei zeigte sich, ob die Glasplatten vor dem Zusammenbau ausreichend
gereinigt und entfettet wurden, weil Verunreinigungen auf den Glasplatten das
blasenfreie Gelgiel3en stark behindern. Anschliel3end wurde ein 0,5 mm dicker
Kamm in den oberen Spalt der Glasplatten geschoben, um nach
Auspolymerisation des Gels Taschen fir die Proben zu erhalten. Nach ca. 30
Minuten war die Polymerisation abgeschlossen und das Gel konnte verwendet
werden. Der Kamm wurde vorsichtig herausgezogen und das Gel mit den
Glasplatten in die Elektrophoreseeinheit eingespannt. Hierbei war das Gel
vertikal angeordnet und die kleinere Glasplatte der oberen Pufferkammer
zugewandt. Beide Pufferkammern wurden mit 1 x TBE geflutet. Hierbei war zu
beachten, dass an der Unterkante des Gels zwischen den Glasplatten keine
Luftblasen verblieben. Die Geltaschen an der Oberseite des Gels wurden
grundlich mit einer mit TBE geflllten Spritze gespult, um Gelreste und
nichtpolymerisiertes Acrylamid aus den Taschen zu waschen. Die Vorbereitung
des Gels schloss mit einem Vorlauf von 20 Minuten bei 5 Watt ab, um mdgliche

Verunreinigungen aus dem Gel zu beseitigen.

3.8.3 Probenvorbereitung und Polyacrylamidelektroph orese

5 uL PCR-Produkt und 7 pL Formamid-Ladepuffer wurden in ein Eppendorf-
Tube pipettiert und anschlielend fir 10 Minuten im Warmeblock bei 95T
denaturiert. Anschlielend wurden die Proben zigig auf Eis gelegt, um ein
erneutes Hybridisieren der DNA zu verhindern. Dennoch lasst sich eine
Rehybridisierung nur teilweise verhindern, so dass sich in jedem SSCP-Gel
auch die doppelstrangige DNA darstellt. Diese liegt, da sie schneller durchs Gel
wandert als die Einzelstrange, in Laufrichtung vor den Einzelstrangen.
Anschlieend wurden die auf Eis stehenden Proben vorsichtig in die
Geltaschen pipettiert. Es wurde eine Leistung von 5 Watt angelegt und die

Proben im Gel fur 15-20 Stunden elektrophoretisch aufgetrennt. Durch zwei
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Farbstoffe im Formamidpuffer konnte gut abgeschatzt werden, wie weit die
Proben im Gel gewandert waren.

Nach dem Abschluss der Elektrophorese wurden die Glasscheiben mit dem Gel
aus der Elektrophoreseapperatur genommen, nachdem der Puffer aus den
Pufferkammern entleert worden war. Die Scheiben wurden vorsichtig

voneinander geldst und das Gel in eine Fixierwanne uberfthrt.

3.8.4 Fixierung, Farbung und Dokumentation des SSCP  -Polyacrylamidgels
In dieser Arbeit wurde die Silberfarbungsmethode zur Darstellung der DNA-
Banden im Polyacrylamidgel benutzt. Zur Fixierung der Proben im
Polyacrylamidgel wurde das Gel bei Zimmertemperatur 10 Minuten im 10%
Ethanolbad (30 ml Ethanol absolut und 270 ml Aqua dest.) vorsichtig auf dem
Schittler geschwenkt, die Flissigkeit mit der Vakuumpumpe abgesogen und
anschlielend 300 ml einer 1% HNO3; L6sung in die Farbeschale mit dem Gel
gegeben. Das Gel wurde zwei Minuten auf dem Schttler inkubiert, die Losung
wiederum abgesogen und verworfen.

Es erfolgte ein zweimaliges Waschen des Gels in je 300 ml Aqua dest.

Das Gel wurde in die ,Silberbadschale” gelegt und fir 30 Minuten im Silberbad
inkubiert. Anschlielend wurde die Flussigkeit durch den Kohlefilter gegeben, in
einem Kanister gesammelt und dann durch einen Fachbetrieb entsorgt.

Es erfolgte erneut ein zweimaliges Waschen mit Aqua dest.

Zur Entwicklung wurde das Gel in die Entwicklungsschale tberfuhrt und 300 ml
Entwicklerlésung hinzugegeben. Nach zehnminutiger Inkubation wurde die
Entwicklerlésung erneuert und das Gel so lange inkubiert, bis eine optimale
Farbung erreicht war. Diese war nach etwa 20-25 Minuten Gesamtinkubation in
der Entwicklerldsung zu erwarten. Die Entwicklerlosung wurde ebenfalls durch
Kohle gefiltert, in einem Kanister gesammelt und dann durch einen Fachbetrieb
entsorgt.

Durch 2-3 mintitige Inkubation mit 10% Essigsaure (30 ml Essig in 270 ml Aqua
dest) wurde die Reaktion abgestoppt, die Flussigkeit wurde wiederum
abgesogen und das Gel in eine Folie geschweil3t und beschriftet.

Die Gele wurden auf einem Leuchttisch fotografiert und im Kihlraum bei 4C

bei Dunkelheit gelagert.
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3.9 DNA-Sequenzierung
3.9.1 Das Prinzip der DNA-Sequenzierung

Durch die DNA-Sequenzierung wird die Basenreihenfolge in der DNA bestimmt.
Verwendet wurde hierfir nicht die genomische DNA, sondern ein PCR-Produkt
von dem Abschnitt, welches sequenziert werden sollte. In der folgenden
Reaktion konnte hierdurch eine deutlich gro3ere Ausbeute erzielt werden, da
der betreffende Abschnitt in zahlreichen Kopien vorlag und die Ausbeute
hiervon abhing.

Durch Erhitzen auf 96C wurde das PCR-Produkt in Einzelstrange
aufgespalten. Es folgte eine Hybridisierung mit einem Primer durch Abkihlen
auf 60C. Hierfur konnte ein Primer des Primerpaares verwendet werden,
welcher schon fur die Synthetisierung des PCR-Produkts Verwendung fand.
Durch den Einsatz nur eines Primers wurde auch nur ein Strang der PCR-DNA
amplifiziert.

Zusétzlich zu den Desoxynukleotiden fanden auch Didesoxynukleotide (ddATP,
ddTTP, ddGTP, und ddCTP) Verwendung. Didesoxynukleotide sind
Nukleotidanaloga und fuhren, wenn sie in den DNA-Strang eingeflgt werden,
zum Kettenabbruch, da die 3"-OH-Gruppe fehlt, an die das nachste Nukleotid
gebunden werden koénnte. So entstehen in der Sequenzierungs-PCR
unterschiedlich lange Ketten, welche alle mit einem Didesoxynukleotid enden.
Das PCR-Produkt wird auf einem Polyacrylamidgel elektrophoretisch unter
denaturierenden Bedingungen aufgetrennt. Bei der BigDye Terminator
Sequenzierung, die in dieser Arbeit verwendet wurde, sind die vier
unterschiedlichen  Didesoxynucleotide  mit jeweils einem anderen
Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt. Der Counter registriert die Reihenfolge der
Fluoreszenzsignale und kann so aus dem Farbcode im Gel die
Nukleotidsequenz ableiten. Diese Methode bedeutet eine grof3e Erleichterung
gegenuber alteren Verfahren mit nicht fluoreszenzmarkierten
Didesoxynukleotiden. Hierbei mussten vier Sequenzierungsreaktionen mit p32
markierten Nukleotiden mit jeweils einem Didesoxynucleotid durchgefihrt
werden. Die Produkte wurden dann in nebeneinanderliegenden Spuren im

Polyacrylamidgel aufgetrennt und autoradiographisch ausgewertet.
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3.9.2 Reinigung der PCR-Produkte durch Fallung in A mmoniumacetat —

Athanollésung

Bevor die PCR-Produkte durch die Sequenzierungs-PCR amplifiziert werden
konnten, mussten sie zunéchst aufgereinigt werden. Hierzu wurden 20uL des
PCR-Produkts, 120uL 100% Ethanol und 20pL Ammoniumacetat 4 Molar in ein
autoklaviertes Eppendorf-Tube pipettiert und anschlielend fur 15 Minuten mit
13.000 UpM bei Raumtemperatur zentrifugiert. Der Uberstand wurde vorsichtig
abpipettiert und dann wurden 200uL 70% Ethanol zum Waschen
hinzugegeben.

Es erfolgte erneut eine Zentrifugierung fir 10 Minuten bei 13.000 UpM. Der
Uberstand wurde dann vorsichtig mit der Pipette abgenommen und verworfen,
die Probe wurde im Tube bei Raumtemperatur getrocknet. Anschliel3end wurde

sie in 30pL Elutionspuffer (TE 0,1 mM, pH 8,0) gel6st, und bei 4C gelagert.

3.9.3 Sequenzierungs-PCR

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

Das Reaktionsgemisch enthielt in einem Gesamtansatz von 10 pL :

- Big Dye Ready Reaction Mix 2 pL
- PCR-Produkt 5 ML
- Primer 2 pmol 05 L
- Aqua dest. 25 uL

Die Sequenzierung-PCR der Proben wurde mit dem DNA-Sequenzer "Perkin
Elmer Gene Amp PCR Systems 2400" durchgefihrt.

Folgendes Programm wurde verwendet:

96T 60 Sec einmalig zu Beginn der Reaktion
96<C 25 Sec

50C 5 Sec 25 Zyklen

60T 4 Minuten

Abklhlen der Proben auf 4C einmalig zum  Abschluss der

Reaktion
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3.9.4 Ethanol-Prazipitation und Sequenzierung der P rodukte

Die Sequenzierungsprodukte wurden durch Ethanol-Prazipitation von
Uberschissigen Terminatoren und Primern gereinigt. In ein 1,5 ml
Mikrozentrifugentube wurde 1 pL Natriumacetat (3 M, pH 4,6), 29 uL Ethanol
100% und 20 pL PCR-Sequenzierungsprodukt pipettiert, gut geschuttelt und fur
10 min auf Eis gelegt. AnschlieBend wurden die Proben fur 30 Minuten in der
Eppendorfzentrifuge mit 13.000 UpM zentrifugiert. Nach vorsichtigem
Abpipettieren des Uberstandes ohne Beriihrung des durchsichtigen Pellets,
dessen Lage durch festgelegte Position der Eppendorf-Tubes in der Zentrifuge
bekannt war, wurde die Probe mit 200 pL Ethanol 70% gewaschen und erneut
fur 20 Minuten bei 13.000 UpM zentrifugiert, der Uberstand vorsichtig
abgehoben und das Pellet luftgetrocknet. Das getrocknete PCR-Produkt wurde
mit 20 uL Template mixture (Applied Biosystems) aufgenommen. Die geldsten
Proben wurden fir 2 Minuten auf 90T erhitzt, danac h auf Eis gestellt und
anschlieBend mit dem Applied Biosystems Sequenziergerat 310 bzw. 377
analysiert. Ein Laser der Wellenlange 488 nm regte die Fluoreszenzfarbstoffe
im Gel an. Das Emissionslicht der Farbstoffe wurde tber einen Spektrographen
in Spektralfarben zerlegt und diese mit einer CCD-Kamera aufgenommen. Mit
Hilfe eines Computers und einer Auswertesoftware wurden die Sequenz erstellt

und dokumentiert.

3.10 Restriktionsenzymverdau

Durch Restriktionsenzyme ist es moglich, DNA gezielt an definierten Positionen
zu zerschneiden. Die Schnittpositionen sind durch enzymspezifische
Sequenzen von ca. funf Basenpaaren festgelegt und fir nahezu jedes
Restriktionsenzym unterschiedlich. Liegt eine Mutation in einer DNA-Sequenz
die durch ein Enzym erkannt wird, ist es mdglich, diese durch den DNA-Verdau
zu untersuchen, da durch die Veranderung eine vorhandene Schnittstelle
verloren geht oder aber neu hinzu kommt. Somit kdnnen Veranderungen in
kleinen definierten Abschnitten der Basensequenz detektiert werden, ohne
diesen Abschnitt zu sequenzieren. Dies ist weniger aufwendig und bietet sich
an, wenn nur einzelne Basensubstitutionen in einem PCR-Produkt untersucht

werden sollen.
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Zunachst erfolgte eine Amplifikation der DNA durch die PCR. Hiernach wurde
das PCR-Produkt

anschlieRend mit

Agarosegelelektrophorese
UV-Licht

geschnitten und in der

aufgetrennt, Ethidiumbromid geféarbt, unter
begutachtet und mit Hilfe des computergestitzten Bilddokumentationssystems
fotografiert. Entsteht eine Schnittstelle durch eine Mutation, zeigt der Wildtyp
nur eine Bande auf HOhe des ungeschnittenen PCR-Produkts. Ein
homozygoter Mutationstrager wirde zwei Banden in der Ho6he der beiden
Schnittfragmente aufzeigen. Ein heterozygoter hingegen drei Banden auf Hohe
des ungeschnittenen PCR-Produkts und der beiden Schnittfragmente, weil nur
ein Allel geschnitten wurde. Aus Praktikabilitdtsgrinden ist darauf zu achten,
dass neben der zu beurteilenden Schnittstelle nicht zahlreiche weitere
Schnittstellen im PCR-Produkt vorliegen, da sonst zahlreiche DNA-Fragmente
entstehen und diese die Beurteilung erschweren. ldealerweise gibt es neben
der zu beurteilenden Schnittstelle keine weiteren Schnittstellen.

In dieser Arbeit sind fiinf Restriktionsendonukleasen verwendet worden, die von
"New England Biolabs" bezogen wurden. Die Reaktionsanséatze fur jedes
Enzym sind der Tabelle 3.1 aufgefuhrt. Es wurde jeweils der empfohlene
Reaktionspuffer verwendet, der mit dem Enzym mitgeliefert wurde. Die

Inkubation erfolgte fir alle Enzyme fr 12 Stunden bei 37<.

Ncd BsHI Rsdl BsiBlI Hgal
10 UL 10 Ujl 10 Uj 10 Uj 2 Ul
Reaktionspuffer 2,5 2,5 2,5 2 2
Enzym 2 2 2 15 2
PCR-Produkt 10 10 10 10 10
Aqua dest. 10,5 10,5 10,5 6,5 6
Gesamtansatz 25 25 25 20 20

Tab. 3.1: Reaktionsansatze fir den Restrikionsevergtau. Mengenangaben ih
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3.11.1 Spektrophotometrie

Mit dieser Methode wird die optische Dichte (OD) einer definierten Verdinnung
der zu bestimmenden DNA-Losung mit einer Wellenlange von 260 nm
gemessen. Eine optische Dichte von 1,0 entspricht 50 pug/ml doppelstrangiger
DNA. Die Qualitat der praparierten DNA kann bestimmt werden, indem der
Quotient OD 260 nm/OD 280nm gebildet wird. Ein Wert von 1,8 bis 2,0 spricht

fur eine gut aufgereinigte DNA ohne Proteinrtickstande.

3.11.2 DNA-Konzentrationsabschatzung mittels eines DNA-
Standards

Die DNA-Konzentration kann auch bestimmt werden, indem die Probe
zusammen mit einer Verdunnungsreihe DNA bekannter Konzentration auf
einem Agarosegel aufgetragen wird.

Durch einen Vergleich der Bandenintensitaiten der Probe mit der
Verdinnungsreihe kann die Konzentration abgeschéatzt werden.

Eine interessante Variante dieser Methode ist die Verwendung eines
Langenmarkers, da hier die Fragmentlange und die gesamt aufgetragene DNA-
Menge bekannt ist. Die Bandenintensitaten konnen mit der Probe verglichen

und die Menge abgeschatzt werden.
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4 Ergebnisse

4.1 DNA-Amplifikation mittels Polymerase Kettenreak  tion (PCR)
mit anschlieender Qualitatskontrolle durch die Gel elektro-
phorese

Die genetische Untersuchung der Patienten in dieser Arbeit sollte auf zwei
Regionen des RYR1-Gens auf Chromosom 19q13.1-q13.2 beschrénkt bleiben,
in denen schon fir die MH préadisponierende Mutationen gefunden wurden und
somit die Mutationssuche besonders erfolgsversprechend erschien (siehe Kap
2.6). Es sollte als erste Region die Exons 2,6,8,9,11,14,15,17 und als zweite
die Exons 39,40,45,46 des Gens analysiert werden. Die Sequenz des Gens
inklusive der flankierenden Introns waren bekannt (Phillips et al.1996) und in
der NCBI-Gendatenbank verfligbar, so dass aus ihr korrespondierende ca. 21
bp lange Oligonucleotide abgeleitet werden kénnen, um sie als Primer zu
nutzen. Dies geschah fur jedes Exon sowohl in der 5°-3"als auch in der 3’-
5'Richtung in ausreichendem Abstand zum Exon. Es entstand so ein
Primerpaar, welches sich in der Annealing-Phase der PCR jeweils auf dem
DNA-Vorwartsstrang vor und auf dem DNA-Ruckwartsstrang hinter dem zu
amplifizierenden Exon anlagerte. In der PCR wurden so zwei miteinander
korrespondierende  DNA-Einzelstrdnge  synthetisiert, welche das zu
untersuchende Exon abbildeten. Vor und hinter dem Exon wurde zusatzlich
auch immer noch ein mehr oder minder gro3er Abschnitt der flankierenden
Introns mitsynthetisiert.

Nach Beendigung der PCR wurden 5 pL des PCR-Produkts im 2%igem
Agarosegel getestet. Hierbei wurde Uberprift, ob in der PCR das gewunschte
DNA-Fragment in ausreichender Menge synthetisiert wurde und ob es
unerwinschte Nebenprodukte gab.

Ein gutes Ergebnis zeigte sich durch eine scharf von der Umgebung
abgegrenzte Bande auf dem Gel, die der zu erwartenden Gréfle des DNA-
Produkts entsprach. Diese konnte durch den verwendeten Langenstandard ¢ X
174 RF/Hae lll ermittelt werden. Die mit dem selben Primerpaar erzeugten
DNA-Fragmente sollten hierbei stets die gleiche Lange haben. Eine zu

schwache Bande als Hinweis fur eine geringe DNA-Synthese erforderte eine
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Optimierung der PCR-Bedingung. Dies wurde haufig schon durch eine
Herabsetzung der Annealingtemperatur erreicht, weil hierdurch die Anlagerung
des Primers an die korrespondierende DNA erleichtert wurde.

Traten neben der erwtinschten Hauptbande weitere, in der Regel schwachere
Banden auf, war dies ein Zeichen fur unerwiinschte Nebenprodukte. Da diese
die Ergebnisse verfalschen kdnnen, sollten sie mdglichst vermieden werden.
Sie entstehen zumeist, wenn sich Basensequenzen in anderen DNA-
Abschnitten nur minimal von der korrespondierenden Primersequenz
unterscheiden. Eine zu niedrig gewahlte Annealingtemperatur kann zur
Hybridisierung der Primer an diese DNA-Abschnitte fihren. Durch stringentere
Reaktionsbedingungen kann dies meist vermieden werden. Eine Anhebung der
Annealingtemperatur fuhrt in der Regel dazu, dass der Primer sich nur noch an
die vollstandig korrespondierenden DNA-Sequenz anlagert. Allerdings
verringert sich hierbei haufig auch die Ausbeute des Hauptprodukts.

Wurde bei einem Primerpaar auch bei unterschiedlichen
Reaktionsbedingungen tberhaupt kein PCR-Produkt erhalten, deutete dies auf
eine ungunstige Magnesiumkonzentration im Ansatz oder einen fehlerhaften
Primer hin. Neben einem Ablesefehler beim Primerdesign und einer
fehlerhaften Synthese des Oligonukleotids kam auch eine fehlerhafte Vorlage
der Basensequenz als mogliche Ursache fir den Misserfolg in Frage.

Die PCR wurde mit drei verschiedenen Taq-Polymerasen durchgefuhrt. Der
Grol3teil aller Exons wurde mit der HotStar[l Tag-DNA-Polymerase der Firma
Quiagen amplifiziert, die als Hotstar-Mastermix bereits fertig zur Verwendung
mit MgCl, dNTP’s und PCR-Puffer gemischt war. Folgendes

Thermozyklerprogramm wurde verwendet:

95T 18 Minuten einmalig zu Beginn der Reaktion
95C 60 Sec

60T 45 Sec 35 Zyklen

72T 120 Sec

72<C 5 Minuten einmalig zum Abschluss der

Reaktion
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Fur die Exons 8, 9, 17, 39 konnten mit dem Programm gute Produkte
synthetisiert werden, so dass die Reaktionsbedingungen nicht weiter angepasst
werden mussten. Die Exons 8 und 9 sind mit 94 bp und 75 bp recht klein,
zwischen ihnen liegt ein Intron mit 129 bp. Es konnten deshalb beide Exons
zusammen in einem PCR-Produkt synthetisiert werden. Bei den Primern der
Exons 2, 6, 11, 14, 15, 40, 45, 46 mussten die Reaktionsbedingungen
angepasst werden. Es zeigte sich, dass die Variation der MgCl,-Konzentration
keinen grolRen Einfluss auf die Produktsynthese hatte. Offenbar sind die
verwendeten Polymerasen bereits so optimiert, dass sie bei 1,5 mM MgCl, die
grol3te Effizienz besitzen. Die besten Resultate konnten Uber eine Anpassung
der Annealingtemperatur erreicht werden. Fir die Exons 6 und 46 erwies sich
eine Annealingtemperatur von 58T als optimal, fir das Exon 45 musste die
Annealingtemperatur auf 63T gesteigert werden.

Fur einige Exons konnte jedoch mit dem Tag-Mastermix von Quiagen keine
befriedigenden PCR-Produkte erzeugt werden, so dass der Platinium-
Mastermix von Gibco oder die Tag-Polymerase von Gibco verwendet wurde.
Hierbei wurde die Dauer des inizialen Schritts der PCR, wie im Kapitel 3
beschrieben, an die Tag-Polymerase angepasst. Die PCR mit dem Exon 11
erzeugte mit dem Quiagen-Mastermix einige Nebenbanden, die auch bei einer
Steigerung der Annealingtemperatur auf 64C noch vorhanden waren. Die
Verwendung des Platinium-Mastermix und eine Annealintemperatur von 64T
verringerte die Synthese der Nebenprodukte so, dass diese die nachfolgenden
Analysen nicht negativ beeinflussten. Die PCR des Exons 40 erbrachte mit dem
Platinium-Mastermix und einer Annealingtemperatur von 63T die besten
Ergebnisse. Die Synthese des Exons 2 gelang mit der Tag-Polymerase von
Gibco bei 56C. Unter warmeren Bedingungen waren die Primer des Exons 2
offenbar nicht in der Lage, Hybride mit der DNA zu bilden.

Es war vorgesehen, die Exons 14/15 gemeinsam zu synthetisieren. Die Langen
der Exons von 136 bp bzw. 96 bp sind kurz, und zusammen mit dem Intron von
83 bp ergibt sich eine Gesamtlange von 315bp. Die Primer 14F und 15R
wurden so gewahlt, dass sich eine Produktlange von 459 bp ergab. Die

Synthese gelang weder mit der Tag-Mastermix von Quiagen noch mit der Tag-
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Polymerase von Gibco, obwohl diverse Reaktionsbedingungen ausgetestet
wurden und eine Produktgrof3e von 459bp als unproblematisch gilt.

In einem zweiten Schritt wurde deshalb eine getrennte Synthese der Exons
angestrebt und hierfur im Intron 14 zwei Sequenzen fiur die Primer 14R und
15F ausgewahlt. Die PCR des Exons 14 erbrachte mit dem Primerpaar
14F/14R unter Standardbedingungen mit dem Quiagen-Mastermix und 60C
Annealintemperatur gute Ergebnisse.

bp

1353
1078
872
603
281
234
194

1353
1078
872
603
281
234
194

Abb. 4.1: In der oberen Zeile des Gels sind zehRP@dukte
des Exons 6 mit einer GroRe von 237uimpl in der unteren Zei
PCR-Produkte des Exons 14 mit einer Gré3e von p89 b
aufgetragen. Die ProduktgrofRen korrelieren sehmijuden
Banden des Langenmarkers, welcher rechts auf dasodegel
aufgetragen wurde.

Das Exon 15 war mit dem Primerpaar 15F/15R nicht zu vervielfaltigen. Die
spatere Sequenzierung des Exons 14 mit einem Teil des Introns 14 zeigte
hierfir die Ursache, da der Primer 15F innerhalb des PCR-Produkts des
Primerpaares 14F/R lag. Ein Fehler in der publizierten Sequenz der NCBI-

Gendatenbank im Intron 14 genau an der Stelle, an welcher der Primer 15F
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hybridisieren sollte, verhinderte dies (Weiteres hierzu im Kapitel 4.3. und
Abbildung 4.5).

Ein zweiter Primer 15F2 erbrachte dann den erwinschten Erfolg. Es gelang
eine Synthese des Exons 15 bei einer Annealingtemperatur von 58° mit der
Platinum"-Polymerase von BRL. Mit dem Tag-Mastermix von Quiagen und der
Hotstar-Polymerase gelang die Synthese nicht. Eine Synthese beider Exons in
einem PCR-Produkt mit der Platinum™-Polymerase von BRL wurde im
Nachhinein nicht mehr versucht.

Schliel3lich gelang es, bei allen Exons, die untersucht werden sollten, gute bzw.
befriedigende PCR-Produkte zu synthetisieren, um diese in den nachfolgenden

Analysen weiter zu charakterisieren.

4.2 SSCP-Mutationsanalyse

Wie im Kapittel 3 beschrieben, wurden die denaturierten PCR-Produkte der
Exons 2, 6, 8, 9, 11, 14, 15, 17, 39, 40, 45, 46 unter unterschiedlichen
Laufbedingungen untersucht. Hierfir wurden 8%ige Polyacrylamidgele mit
10%igem Glycerolzusatz und ohne Glycerolzusatz mit 1%igem TBE-Puffer
verwendet. Der Lauf erfolgte bei Raumtemperatur. Es zeigte sich, dass das
Giel3en der Gele nicht immer einfach gelang. Schon kleinste Unreinheiten,
insbesondere Fette auf der Innerseite der Glasplatte, fuhrten leicht zur
Blasenbildung im Gel, so dass ein sehr grindliches Reinigen der Glasplatten
und einige Ubung beim Pipettieren des Acrylamid zwischen die Glasplatten
notwendig war, um befriedigende Gele herzustellen. Besonders wichtig war es,
die denaturierten Proben nach dem Erhitzen auf 95° im Eis abzuschrecken, um
zu verhindern, dass die Einzelstrange wieder mit dem komplementaren DNA-
Strangen  hybridisieren. Nur so lagen sie fuar die Analyse in
Einzelstrangkonformation vor. Auch die Farbeprozedur der 1mm dinnen Gele
erforderte Geschick, wenn diese als ganzes erhalten bleiben sollten. Besonders
die 10%igen Glycerolgele neigten beim Farben zum Aufquellen und wurden
weich.

Bei der SSCP-Mutationsanalyse der Exons 14, 17 und 40 konnten vom Wildtyp

abweichende Wanderungsmuster der Banden nachgewiesen werden. Hierbei
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zeigten sich die Shifts der Banden im Exon 17 und 40 am Besten in 1%igen
TBE-Gelen (8% PAA) ohne Glycerol, die tUber Nacht bei 4 Watt Leistung

aufgetrennt wurden. Das verdnderte Bandenmuster im Exon 14 konnte

hingegen ausschliel3lich auf 1 %igen TBE-Gelen (8 % PAA) mit 10% Glycerol

nachgewiesen werden. Um die Sensitivitat der Methode weiter zu erhdhen,

wurden bei einigen Exons, die ein unauffalliges Laufverhalten unter den

genannten Bedingungen zeigten, der Lauf im 8% Polyacrylamidgel ohne

Glycerol bei 4C im Kuhlraum wiederholt. Unter geki hlten Bedingungen

konnten keine zusatzlichen Informationen gewonnen werden. Ein Bandenshift

in den Proben des Exons 39 zeigte sich unter keiner der Laufbedingungen,

obwohl in einer der Proben spéter eine Mutation nachgewiesen werden konnte.

o e

"I Ll
- ...5 b i e

sl-i SRS oo
Abb.4.2 SSCP-Gel von Exon 40, mit 1 % TBE
ohne Glycerol. Deutlich zu sehen ist der
Bandenschift in der dritten Spur.

Abb.4.3 SSCP-Gel von Exon 14, mit 1
% TBE und 10% Glyceroln der linker
Spur lasst sich eine zuséatzliche Bande
nachweisen
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4.3 DNA-Sequenzierung der PCR-Produkte
Nach der Analyse in der SSCP-Gelelektrophorese sollten die PCR-Produkte

sequenziert werden. Durch die Entschlisselung der Nukleotidsequenz der
Patienten-DNA kann diese direkt mit der publizierten NCBI-Gendatenbank
verglichen werden. Veranderungen in deren Sequenz lassen sich so aufspuren.
Zunachst wurden die Proben analysiert, welche in der SSCP-Gelelektrophorese
ein auffalliges Bandenmuster gezeigten. Als nachster Schritt wurden dann auch
alle tbrigen Patientenproben und der Uberwiegende Teil der Kontrollen auf ihre
Nukleotidsequenz hin untersucht. Fur die SSCP-Gelelektrophorese mit 5-10%
Glycerol wird eine Sensitivitat von 99% bzw. 89% fur 100-300 bp bzw.300-450
bp angegeben. Deutlich niedriger liegt die Sensitivitdt ohne Glycerol, so dass
maoglicherweise Abweichungen in der DNA mit dieser Methode nicht erfasst
werden (Hayashi 1991). Durch eine zusétzliche Sequenzierung sollen auch
diese selektiert werden.

Abweichungen der Patienten-DNA von den Genbankdaten missen ihrer
Bedeutung nach unterschieden werden: Missense Mutationen flihren zu einer
Verdnderung der Aminosauresequenz. Dies wird, durch Restriktionen oder
Deletionen, bei denen ein Abschnitt der DNA fehlt, durch Insertionen, bei denen
ein zusatzlicher DNA-Abschnitt in die DNA integriert wird und durch
Punktmutationen, bei denen ein Nukleotid durch ein anderes ersetzt wird,
verursacht. Stille Mutationen haben meistens keinen Einfluss auf die
Aminosauresequenz. Zwar wird ein Nukleotid in einem Codon durch ein
anderes substituiert, die codierte Aminoséaure bleibt jedoch die gleiche. 64 (43)
unterschiedliche Basentripletts codieren lediglich 21 unterschiedliche
Aminosauren. Dies fiuhrt zu Mehrfachbelegung, so dass haufig die dritte
Position eines Codons fur die Aminosduresequenz unbedeutend ist. So
codieren z.B. CCU, CCC, CCA, CCG die Aminosaure Prolin. Analog gilt dies
auch fur Leucin, Valinin, Serin, Threonin, Alanin, Arginin und Glycin. Allerdings
konnen stille Mutationen Bedeutung im RNA-Splicing haben, wenn durch sie
neue Splicingstellen entstehen und so die Aminosauresequenz des Proteins
verandert wird. Soll diese Mdglichkeit ausgeschlossen werden, muss die RNA
mittels cDNA-Sequenzierung untersucht werden. Das gleichzeitige Vorkommen

von verschiedenen Allelen an einem Locus wird als Polymorphismus
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bezeichnet, wenn das Vorkommen nicht allein der Mutationsrate entspricht.
Haufig treten diese dort auf, wo eine Nukleotidsubstitution zu keiner
Veréanderung der Aminosauresequenz fuhrt und diese somit keinen
Selektionsdruck unterliegen. Auferdem kann sich ein Polymorphismus
entwickeln, wenn die genetische Varianz unter bestimmten Lebensumstanden
einen Vorteil gegentber den nicht mutierten besitzt. Ein Beispiel hierfur ist die
bessere Malariaresistenz bei Menschen mit Sichelzellenanédmie.

Alle Patientenproben wurden zunachst in einer Richtung sequenziert, zumeist
vorwarts (5°-3"). Fand sich hierbei eine Auffalligkeit, wurde zur Bestatigung
auch die Nukleotidsequenz des komplementaren Strangs bestimmt, welcher
zuvor durch eine erneute PCR erzeugt wurde. Durch die Synthese eines neuen
PCR-Produktes sollten Synthesefehler in der PCR, welche eine Mutation
vortauschen konnten, ausgeschlossen werden. Wurde bei einem Patienten
eine abweichende Basensequenz festgestellt, wurde das Exon auch in der
Kontrollgruppe mit finfundzwanzig Gesunden untersucht, um eine Assoziation
mit dem Krankheitsbild zu testen.

Die zehn MH-Patienten trugen die Probennummern 1 bis 10; drei als MHE
getestete Brider der MH-Patienten 2, 5 und 8 die Probennummern 11, 12 und
13. Die acht HSS-Patienten wurden mit den Probennummern 21 bis 28
bezeichnet.

Die Sequenzierung im Exon 11 zeigte eine Mutation an der Position 1077
(c.1077C>T). Cytosin wurde in neun Fallen heterozygot und in zwei Fallen
homozygot durch Thymin ersetzt. 32 Félle zeigten den Wildtyp. Die Ergebnisse
sind in Tabelle 4.2 aufgefuhrt. In der Kontrollgruppe wurden nicht alle Proben
sequenziert, sondern teilweise durch Restriktionsenzymverdau analysiert (siehe
4.4). Das Vorkommen der Mutation in den Gruppen war in Anbetracht der
Kollektivgro3e in etwa gleich. Die Position 1077 des Gens kodiert die dritte
Position des Codons 359 fur Alanin. Durch die Substitution von C durch T an
dieser Position kommt es zu keiner Veranderung der Aminosauresequenz, da
nur die ersten beiden Basen Guanin und Cytosin die Aminosaure Adenin
codieren. Die dritte Position kann beliebig mit einer der vier Nukleotide besetzt

werden. Somit handelt es sich um eine stille Mutation.
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Bei der Sequenzierung des Exons 14 wurden auch die letzten 40 Basen des
Introns 13 entschlisselt. Es zeigte sich der Polymorphismus [1VS13-23T>C.
Sechzehn Proben zeigten Thymin, zehn Proben waren heterozygote Trager
des Polymorphismus und wiederum sechzehn zeigten homozygot Cytosin. Im
einem Patienten (5) fand sich im Exon 14 eine bisher nicht beschriebene
heterozygote Punktmutation an der Position 1453. Es wird ein Adenin durch
Guanin substituiert (c.1453A>G). Durch diese Veranderung an der erste
Position des Codons 485 wird Methionin durch Valin (p.Met485Val) ersetzt. Die
Sequenzierung dieser Mutation ist in Abbildung 4.4 dargestellt. Der als MHE
getestete Bruder (12) des Patienten 5 tragt diese Mutation nicht.

Bei der Sequenzierung des Exons 14 zeigte sich, dass die Sequenz im Intron
14, welche zum Teil noch im amplifizierten PCR-Produkt liegt, von der
vertffentlichten Sequenz der NCBI-Gendatenbank abweicht. Sechs publizierte
Nukleotide finden sich in keiner der sequenzierten Proben. Die Basensequenz
5"-ACCCAG-3" wird an der Position IVS14+38-43 beschrieben. Au3erdem sind
sechs Nukleotide weiter in 3'Richtung (IVS14+49) in allen sequenzierten
Proben nicht drei Cytosinbasen, wie in den NCBI-Gendatenbank publiziert,
sondern vier in Folge angeordnet (siehe Abb.4.5). Da der verwendete Primer
15F auf Basis der veroffentlichten Genbankdaten ausgewahlt wurde und dieser
genau in der Region hybridisieren sollte, welche von der abweichenden
Basensequenz betroffen war, ist der Misserfolg mit dem Primer 15F gut
nachvollziehbar. Es kann bei acht von zwanzig Basenpaaren zu keiner
homologen Paarbildung des Primers 15F mit der DNA kommen. Eine
Hybridbildung zwischen Primer und DNA wird so unmdgglich. Im Intron 14 liegen
auBerdem noch zwei zusatzliche Cytosin zwischen den Basen 1VS14+10/11
und IVS14+23/24. Die Gesamtlange des Exons verkirzt sich deshalb nur um
drei Basen auf 80 bp. Da samtliche Abweichungen im Intron 14 in allen
sequenzierten Proben zu finden waren, handelt es sich nicht um Mutationen,

sondern um einen Fehler in der publizierten Sequenz der NCBI-Gendatenbank.
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TTCCTATCCTAGGGGATGCTCTCCATGGTCCT
) 50 60 70

140 150 e

Abb. 4.4: Exon 14: Oben ist eine nichtmutierte Segudargestellt, in der Abbildung darunter
ist deutlich die heterozygote Mutation c.1453A>@(l zu erkennen. Die dritte Abbildung
zeigt die reverse, ritmutierte Sequenzierung des Exons 14, ganz usteie mutierte revers
Sequenz des Patienten 5, die die Mutation bestatigebildet.
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Intron 14

5-ACCCAGATCCCAGTCCTATT-3"  Primersequenz 15F
5"CACCCCAGACCCAGATCCCAGTCCTATTGG 3 NCBI-Segnz

e

CACCCCAGATCCCCAGTCCTATTGGATCTGACACCTCTTA
230 2404 250 26l

| .“.“hh mdhh NUWLU

Abb 4.5: Sequenz aller getesteten Proieintron 14. Oben Primersequenz und Gendatenbank-
sequen

Einen Polymorphismus konnte im Exon 15 detektiert werden. An der Position
1668 des Ryanodinrezeptorgens kommt es zur Substitution eines Guanins
durch Adenosin (c.1668G>A). Dieser Polymorphismus ist schon bekannt
(Keating et al. 1997). Ein zweiter, bisher nicht beschriebener Polymorphismus
liegt an Position 29 des Introns 15 wo ein Guanin durch Cytosin ersetzt
(IVS15+29G>C) wird. Interessanterweise geschied dies in allen untersuchten
Proben immer parallel zum Polymorphismus ¢.1668G>A. Eine Anderung der
Aminosauresequenz ergibt sich fur die Substitution c.1668G>A nicht. Wieder ist
die dritte Base eines Codons (Codon 556) betroffen. UCG und UCA codieren
beide Serin. Auch in diesem Fall bleibt die Substitution still. Den Wildtyp
zeigten nur funf Proben, zweiundzwanzig sind heterozygote Trager des
Polymorphismus und sechzehn waren homozygot mutiert.

Im Intron 16 findet sich bei allen Proben an Position 1IVS16-8 nicht, wie in der
NCBI-Gendatenbank publiziert ein Guanin, sondern ein Cytosin (IVS16-8G>C).
Hier handelt es sich, da alle Proben in diesem Nukleotid identisch sind, um

einen Fehler der Gendatenbank.
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In einem MH-Patienten (3) konnte die Mutation ¢.1840C>T im Exon 17
detektiert werden. Diese Mutation konnte bereits bei zahlreichen MH-Patienten
anderer Arbeitsgruppen nachgewiesen werden. Durch die Substitution
€.1840C>T wird Arginin an Position 614 durch Cystein (p.Arg614Cys) ersetzt.
Eine bisher nicht publizierte Mutation im Exon 39 konnte in einem MH-
Patienten (8) nachgewiesen werden. An Position 6385 des RYR1-Gens wird
ein Guanin durch Adenosin ersetzt (c.6385G>A). Das Codon 2129 des
Wildtyps mit der Sequenz GAC verandert sich durch die Substitution an erster
Position zu AAC. Hierdurch wird Aspartat durch Asparagin substituiert.
Ebenfalls untersucht wurde der als MHE diagnostizierte Bruder (13) des MH-
Patienten (8). Dieser zeigte die Mutation im Exon 39 nicht. Neben den sechs
schon bekannten Mutationen im Exon 39 des RYR1-Gens (Manning et al. 1998,
Rueffert et al. 2001, Tammaro et al. 2003, Fortunato et al. 2000) ist dies die
siebte nachgewiesene Mutation bei MH-Patienten in diesem Exon. Die
Sequenzierung ist in Abbildung 4.6 dargestellt.

Eine weitere, bisher nicht beschriebene Mutation im Exon 40 eines Stress
Syndrom Patienten (23) konnte in dieser Arbeit nachgewiesen werden. Am
Position 6556 des RYR1-Gens wird ein Adenin durch Guanin ersetzt
(c.6556A>G). Hierdurch wird die Wildtypsequenz ATG des Codon 2186 zu
GTG verandert. Durch die Substitution des ersten Nukleotids wird nicht mehr
Methionin, sondern Valin codiert. Somit entsteht die Mutation p.Met2186Val
(Siehe hierzu auch Abbildung 4.9).

Somit konnten in beiden Patientengruppen insgesamt vier missens Mutationen
im RYR1-Gen nachgewiesen werden drei im MH-Kollektiv und eine im Stress
Syndrom-Kollektiv.

Die drei Mutationen c.1453A>G, ¢.6385G>A und c.6556A>G sind bisher nicht
beschrieben worden und stellen deshalb neue Mutationen im RYR1-Gen dar. In
der Kontrollgruppe lie3en sich keine der in Tabelle 4.1 aufgelisteten Mutationen

nachweisen.
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CTCCT GCACCGGCAGTACGACGGGC TG GGTGA

U

C T C O T Gl AT CGaaT A G TAaC S A GGG T G4 T oG
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Abb. 4.6.a: Pat. Nr. 8 Im Exon 39 ist deutlich Hieterozygotie an Position 6385 (Pfeil) zu
erkennen. Hier wurde in einem Allel Guanin durcheAdsin ersetzt.Dartiber zum Vergleich
eine unauffallige Sequenz.

AGC TCACCCAGC CCGTCGTACT GCCGGT GCA GG,
! 150 160 17

A GC TCAC CCAGC CCGTTGT AC T GCC GQGT GC A GG
1 56 1 Sy A7TE 18

Wl ‘.slll.tmu M I

Abb. 4.6.b: Pat. Nr. 8 Im Exon 39 ist auch in daraersen Katrolle deutlich die Heterozygotie .
Position 6385 (Pfeil) zu erkennen. Hier wurde aném Allel komplementéar Cytosin durch
Thymin ersetzt. Die Heterozygotie in Abb 4.6.a dn@lb wurde von der Auswertesoftware nicht
erkannt.
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Mutationen imRYRZXGen die in dieser Arbeit nachgewiesen wurden

Mutation Aminosaureanderung Exon MH-PatientenHSS-Patienten| Kontrollen
n: 10 n: 8 n:25
€.1453A>G* p.Met485Val 14 1 0 0
€.1840C>T p.Arg614Cys 17 1 0 0
C.6385G>A* p.Asp2129Asn 39 1 0 0
€.6556A>G* p.Met2186Val 40 0 1 0

Tabelle 4.1: * in dieser Arbeit neu beschrieb®lutationen

In dem untersuchten Kollektiv konnte neben dem bekannten Polymorphismus
im Exon 15 ein bisher nicht beschriebener Polymorphismus Intron 15
nachgewiesen werden. Ein weiterer Polymorphismus im Exon 11 ist bereits

bekannt, wurde aber bisher um zwei Positionen verschoben beschrieben.

Polymorphismen inRYR1Gen, die in dieser Arbeit nachgewiesen wurden

Polymorphismen Aminoséaure- | Exon Allele MH- HSS- Kontrollen
anderung Patienten| Patienten
n: 10 n: 8 n:25
c.1077C>T (keine) p.Ala359 11 homozygot C 6 6 20
heterozygot CT 3 2 4
homozygot T 1 0 1
€.1668G>A (keine) p.Ser5564 1% homozygot G 2 0 3
heterozygot GA 6 4 12
homozygot A 2 4 10
IVS15+29G>C* entfallt homozygot G 2 0 3
heterozygot GC 6 4 12
homozygot C 2 4 10
IVS13-23T>C* entfallt homozygot T 1 2 13
heterozygot TC 5 3 2
homozygot C 4 2 10

Tabelle 4.2:  *in dieser Arbeit neu beschrieb®olymorphismen
* einige Kontrollen wurden durch Verdau mit Restokendonukleasen unter-
sucht (siehe 4.4)
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4.4 Restriktionsenzymverdau

Fur die drei neu gefundenen Mutationen c¢.1453A>G, ¢.6385G>A und
€.6556A>G und die Polymorphismen c¢.1077C>T, ¢.1668G>A und IVS13-
23T>C wurde mit dem Programm "Mapdraw-DNS-Star" der Firma Lasergene
eine theoretische Schnittstellenanalyse durchgefuhrt. Hierbei wird die originale
und die mutierte Nukleotidsequenz in das Programm eingegeben. Das
Programm errechnet potentielle  Schnittstellen mit 478 bekannten
Restriktionsendonukleasen. Ein Enzym, welches nur eine der beiden
Sequenzen schneidet, eignet sich theoretisch zum DNA-Verdau durch ein
Restriktionsenzym. Allerdings sind viele Endonukleasen noch nicht kommerziell
zZu beziehen, so dass sich in der Praxis nicht immer ein passendes Enzym
finden lasst.

Im Exon 14 befindet sich eine Schnittstelle fur das Enzym Ncd. Es zerteilt das
289bp lange PCR-Produkt in einen 198bp und in einen 91bp langen Abschnitt.
Diese Schnittstelle geht durch die Mutation c¢.1453A>G verloren. Weitere
Schnittstellen gibt es fur dieses Enzym auf dem Exon nicht. Das PCR-Produkt
des Wildtyps wird somit durch die Endonuklease einmalig geschnitten und kann
so in der Agarosegelelektrophorese von der Mutante unterschieden werden, da
diese bei einem homozygotem Trager nicht und bei einen heterozygotem
Trager nur zu 50% geschnitten wird. Folglich bietet diese Endonuklease gute
theoretische Voraussetzungen zur Schnittstellenanalyse der Mutation
c.1453A>G.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
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Abb. 4.7: Schnittstellenanalyse mit der Endonuldgdsd im Exon 14. In Spur
findet sich neben den beiden Bandder Schnittfragmente noch eine zusatz
Bande des ungeschnittenen PERdukts mit einer GroRe von 289 bp. In der P
konnte die Mutatiort.1453A>G bestatigt werden.
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Die PCR Produkte des Exons 14 wurden nach Herstellerangaben mit der
Endonuklease Ncd inkubiert. Es zeigte sich in der anschlieRenden
Gelelektrophorese im 2%igen Agarosegel nach 45-mindtiger Auftrennung bei
100 Volt eine Doppelbande auf H6he der Schnittfragmente mit einer Lange von
198 und 91 bp. Die Probe 5 in Spur 8 zeigte eine zusatzliche Bande oberhalb
der beiden Schnittfragmente auf Hohe des ungeschnittenen PCR Produkts mit
einer Lange von 289 bp. Somit konnte die Mutation ¢.1453A>G durch den
DNA-Verdau mit der Restriktionsendonuklease Ncd verifiziert werden.

Die Mutation ¢.1840C>T auf Exon 17 kann durch die Endonuklease Rsd
getestet werden. Das 282 bp lange nichtmutierte PCR-Produkt mit der
Endonuklease Rsd in zwei Fragmente mit einer Lange von 95 bp und 87 bp
geschnitten. Durch die Mutation ¢.1840C>T geht diese Schnittstelle verloren, so
dass bei homozygoten Tragern der Mutation das PCR-Produkt nicht
geschnitten wird.

Die PCR Produkte des Exons 17 wurden nach Herstellerangaben mit Rsd
inkubiert und dann in einem Agarosegel aufgetrennt. Die PCR-Produkte der
Spur 2,3,5-8 zeigten Doppelbanden und somit einen kompletten Schnitt durch
die Endonuklease. Die mutierte Probe in Spur 4 wurde nur teilweise
geschnitten und zeigte drei Banden: Eine Bande mit einer Lange von 87 bp,

eine weitere mit einer Grol3e von 95 bp und eine dritte auf Hbohe des

ungeschnittenen PCR-Produkts mit 282 bp. Zum Vergleich wurde in der linken

!

1 2 3 4 5 6 7 8

bp

31C
281
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194

Abb. 4.8: Schnittstellenanalyse mit der Endonulddasd im Exon 17. In der viedr
Spur kann neben den beiden Schnittfragmenten aach mingeschnittenes PCR-
Produkt dargestellt werden. Die Proben der Spur,5Z3wurden vollstandi
geschnitten. Links ein ungeschnittenes FZBdukt mit einer Lange von 290 bp z
GroRenvergleich.



4 Ergebnisse 62

Spur des Gels ein ungeschnittenes PCR-Produkt des Exons 17 aufgetragen
(Abbildung 4.8). Die Mutation ¢.1840C>T konnte so durch den DNA-Verdau
bestétigt werden.

Durch die Mutation ¢.6385G>A auf Exon 39 geht eine Schnittstelle der
Endonuklease M.Ssl verloren, Hierfir kommt eine Schnittstelle fir das Enzym
Tatl hinzu. Leider waren beide Enzyme nicht zu beziehen, so dass diese
Mutation nicht mit Hilfe von Restriktionsenzymen zu untersuchen war.

Im Exon 40 befindet sich eine Schnittstelle fir das Enzym BsgHI, welches das
235pb lange PCR-Produkt in einen 141bp und in einen 94bp langen Abschnitt
zertrennt. Durch die Mutation c.6556A>G auf diesem Exon kommt es zum
Verlust dieser Schnittstelle. Eine weitere Schnittstelle dieses Enzyms gibt es
auf dem Exon nicht. Somit bietet das Enzym BsHI gute Voraussetzungen fir
eine Schnittstellenanalyse. Bei den Proben 21, 22 und 24-28 des Exons 40
zeigten sich auf dem Agarosegel zwei Banden, welche die zwei
Schnittfragmente mit einer Lange von 141bp und 94bp abbilden. Bei der Probe
23 findet sich wiederum eine zusatzliche Bande auf der Hohe des
ungeschnittenen PCR-Produkts von 235bp. Somit konnte die heterozygote
Mutation ¢.6556A>G im Exon 40 bestatigt werden.

bp
135
107¢
872
603
310
281
234
194
118
72

Abb.4.9: Restriktionsenzymverdau rBisgH1 von Exon 40. In der Spur 8 ist
deutlich eine zusatzliche Bande des ungeschnittB@Produkts mit einer Lange
von 235 bp zu sehen. Die Schnittfragmente habemnlginge von 141 und 94 bp.
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Durch den Polymorphismus ¢.1077C>T im Exon 11 geht eine Schnittstelle fur
die Endonuklease BsmBI verloren. Da weitere Schnittstellen nicht vorliegen,
entsteht beim DNA-Verdau durch das Enzym aus dem 289bp langen PCR-
Produkt ein 179bp und ein 110bp langes Fragment wenn Cytosin an Position
7710 vorliegt. Die Schnittstellenanalyse gelang problemlos und wurde bei 12
Kontrollen durchgeftihrt, um Kosten gegentber der aufwendigeren
Sequenzierung zu sparen. Abbildung 4.10 zeigt sechs analysierte Proben von
Exon 11 auf dem Agarosegel. Es sind neben vier vollstandig geschnittenen
Proben in Spur 2,4,5,6, eine ungeschnittene Probe in Spur 1 und eine zu Halfte
geschnittene Probe in Spur 3 zu erkennen. In Spur 8 wurde ein PCR-Produkt,
dass nicht mit der Endonuklease inkubiert wurde, als GroRRenvergleich
aufgetragen. Von den 12 Proben konnten in zehn Proben homozygot Cytosin,

in einer Probe homozygot Thymin und in einer Probe heterozygot

Cytosin/Thymin nachgewiesen werden.

Abb.4.10: Restriktionsenzymverdau BBl von Exon 11. In der Spur 1 und 3 ist deutlich
eine Bande auf H6he des ungeschnittenen PCR-Pdidg in Spur 8 als Gréf3envergleich
aufgetragen wurde, zu sehen.

Die Schnittstellenanalyse mit "Mapdraw-DNS-Star" flr die Mutation IVS13-
23T>C ergab vier geeignete Enzyme: Tspi5l, Madll, BsaHl und Hgal. Alle
Enzyme gewinnen durch die Basensubstitution eine Schnittstelle hinzu, weitere
Schnittstellen gibt es nicht. Die Analyse wurde mit der Endonuklease Hgal

durchgefiihrt. Durch die Endonuklease entsteht aus dem 289bp langen PCR-
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Produkt ein 225 bp langes und ein 64 bp langes DNA-Fragment. Untersucht
wurden 12 Kontrollen. Von ihnen zeigte nur eine homozygot Thymin, zwei
waren heterozygot und neun zeigten homozygot Cytosin.

Alle 478 Restriktionsendonukleasen erwiesen sich in der theoretischen
Schnittstellenanalyse fur die Mutation ¢.1668G>A als ungeeignet, da durch die
Mutation weder eine Schnittstelle verloren geht, noch entsteht. Aus diesem

Grund wurden das Exon 15 aller Proben und Kontrollen sequenziert.
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5 Diskussion

Zahlreiche Mutationen, welche zur Préadisposition der Malignen Hyperthermie
fuhren, wurden im Ryanodinrezeptorgen auf Chromosom 19 beschrieben. Das
methodische Vorgehen mit dem diese entdeckt wurden, war in den meisten
Fallen sehr &hnlich. Von den Exons des Gens wurden PCR-Produkte
synthetisiert und diese zunéchst in der SSCP-Gelelektrophorese untersucht.
Als alternative Methode hierzu wurde in neueren Publikationen auch die
denaturierende  Hochdruck-Flissigchromatographie  (Denaturating  High
Performance Liquid Chromatography / DHPLC) eingesetzt (Yeh et al. 2005).
Waren hierbei Auffalligkeiten festzustellen, wurden die Produkte sequenziert,
um die Verdnderungen in der Basensequenz zu entschlisseln. Dieses
zweistufige Vorgehen wurde auch in dieser Arbeit angewandt. Hierbei wurde
die Untersuchung auf die Exons des N-terminalen und zentralen Teils des
Ryanodinrezeptorgens konzentriert, welche sich in der Vergangenheit als “Hot
Spots” des Gens erwiesen. In der SSCP-Gelelektrophorese kann eine relativ
gro3e Probenzahl relativ rasch gescreent werden. Somit erscheint diese
Methode ideal, um ein umfangreicheres Patientenkollektiv genetisch zu
untersuchen. Sie weist jedoch einige Nachteile auf: Nur wenn Bedingungen
gefunden werden, unter denen sich die Faltung der DNA-Einzelstrange der
mutierten von den nichtmutierten Proben im Polyacrylamidgel unterscheiden,
entsteht durch die dann differenten Laufeigenschaften ein aussagekraftiges
Bandenmuster. Werden die Bedingungen fir eine Konformationsanderung der
mutierten Probe gegeniber der nicht mutierten nicht gefunden, kdnnen
genetische Varianzen leicht Gbersehen werden. Es kommt vor, dass sich unter
bestimmten Konditionen jeweils nur ein Abschnitt des PCR-Produkts optimal
faltet, so dass dieselben Proben mehrmals unter variierten Bedingungen in der
SSCP-Gelelektrophorese untersucht werden mussen, wenn die Probe in voller
Lange auf Mutationen untersucht werden soll. Dies erhoéht den Aufwand
erheblich und relativiert den Zeitvorteil gegenuber anderen Methoden,
insbesondere der direkten DNA-Sequenzierung. Auch mit varianten
Versuchsansatzen gelingt es nicht immer vollstdndig, genetische

Verdanderungen aufzudecken. Fir die SSCP-Gelelektrophorese wird eine
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Sensitivitat von 99% bzw. 89% fir 100-300 bp. bzw. 300-450 bp. angegeben
(Hayashi 1991). Eine derart hohe Sensitivitat lie3 sich in den Laufen dieser
Arbeit nicht nachweisen. Aufgrund der zahlreichen moglichen Storfaktoren der
Methode erscheint eine Sensitivitat von 99% auch unter optimalen,
standardisierten = Bedingungen  kaum  erreichbar. In der SSCP-
Gelelektrophorese weist ein verdndertes Bandenmuster auf eine veranderte
Basensequenz. Rickschlisse Uber die Art der Verdnderung kénnen jedoch
nicht gezogen werden, so dass zur Charakterisierung in einem zweiten Schritt
auffallige Proben sequenziert werden mussen. Auch Polymorphismen kdnnen
durch ihre unterschiedlichen Basensequenzen zu divergenten Bandenmuster
fuhren. Die SSCP-Gelelektrophorese ist fur Mutationsanalysen, bei denen die
Versuchsbedingungen bereits etabliert sind und Polymorphismen selten
vorkommen, besonders geeignet. Sollen jedoch DNA-Abschnitte gescreent
werden, um bisher nicht bekannte Mutationen aufzudecken, eignet sich diese
Methode nur eingeschrankt. Die Mdglichkeit Basensequenzveranderungen zu
Ubersehen ist grof3, da die erforderlichen Laufbedingungen im Gel nicht
bekannt sind. Durch eine oder mehrere Wiederholungen der Laufe unter
anderen Bedingungen, wie zum Beispiel im Kuhlraum oder mit Glycerolzusatz
im Polyacrylamidgel, kann die Sensitivitdt der Methode verbessert werden. Ein
Unsicherheitsfaktor verbleibt jedoch. Fuhrt eine Basensubstitution zu keiner
Veréanderung der Einzelstrangkonformation, entziehen sie sich vollstandig einer
Detektion im Gel. Die DHPLC bietet hier mdglicherweise eine gute Alternative,
weil sich die Analyse automatisieren lasst und sowohl das aufwendige
Gelegiel3en, als auch die Farbeprozedur entfallt. Allerdings erfordert diese

Methode eine wesentlich aufwendigere technische Apparatur.

In dieser Arbeit konnten die Mutationen ¢.1453A>G im Exon 14, ¢.1840C>T im
Exon 17 und c.6556A>G im Exon 40 durch die SSCP-Gelelektrophorese
gefunden werden. Der beschriebene Polymorphismus ¢.1077C>T im Exon 11
konnte sowohl auf den SSCP-Gelen, als auch in der Sequenzierung
beobachtet werden. Die Mutation ¢.6385G>A im Exon 39 konnte unter den
verwendeten Laufbedingungen in der SSCP-Gelelektrophorese nicht
nachgewiesen werden. Gleiches gilt fir die Polymorphismen im Intron 13, Exon
15 und Intron 15.
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Durch die Sequenzierung der Patienten konnten insgesamt vier Punkt-
mutationen detektiert werden, welche eine Aminosauresubstitution zur Folge
hatte. Drei waren MH-Patienten und einer Stress Syndrom Patient. Hiervon
zeigten drei in der SSCP-Gelelektrophorese ein auffélliges Bandenmuster. Die
Mutation im Exon 39 war nur durch Sequenzierung zu detektieren. Somit zeigt
in dieser Arbeit die SSCP-Gelelektrophorese gegeniber der direkten DNA-
Sequenzierung eine Sensitivitat von 75%, wenn nur die missens Mutationen
berticksichtigt werden. Werden die Polymorphismen in die Kalkulation
miteinbezogen, verringert sich die Sensitivitat bei einem erkannten und drei

nicht erkannten Polymorphismen auf 50%.

Insgesamt sind bisher 144 Punktmutationen des RYR1-Gens publiziert. Eine
aktuelle Ubersicht der Mutationen ist in der Arbeit von Robinson et al. (2006)
dargestellt. In zwei Regionen, dem N-terminalen (MH1) und dem zentralen Teil
(MH2) des Gens wird der transmembrane/luminale Abschnitt des RYR1-
Rezeptors determiniert (Keating et al.1994, Phillips et al.1994, Quane et
al.1994, Lynch et al.1997, Barone et al.1999). Ihm kommt somit funktionell eine
besondere Bedeutung zu. Es ist gut nachzuvollziehen, dass Mutationen in
diesem Abschnitt erheblichen Einfluss auf die Kalziumhomdostase in den
Muskelzellen haben. Der erste Abschnitt am N-terminalen Ende reicht von
Exon zwei bis 17. In dieser Arbeit konnte mit der Substitution ¢.1453A>G im
Exon 14 eines MH-Patienten eine Mutation in dem ersten Abschnitt des RYR1-
Gens nachgewiesen werden. Aul3erdem gelang es, bei einem MH-Patienten

die Substitution ¢.1840C>T im Exon 17 nachzuweisen.

Der zweite, zentrale Abschnitt des Gens reicht von Exon 39 bis 46. Auch in
diesem Abschnitt des RYR1-Gens gelang in dieser Arbeit der Nachweis von
zwei Substitutionen, die Mutation ¢.6385G>A im Exon 39 bei einem MH-
Patienten und die Mutation c.6556A>G im Exon 40 bei einem HSS-Patienten.

Neuere Untersuchungen zeigen, dass es mdglich ist, mMRNA des RYR1 aus
Leukozyten zu isolieren und in cDNA umzuschreiben (Kraev et al. 2003). Dies
eroffnet diagnostisch weitere Maoglichkeiten. Zum einen kdnnen durch die
Untersuchung der cDNA Splicingvarianten aufgedeckt werden, zum anderen
kann die cDNA effizienter auf Mutationen untersucht werden als die
genomische DNA, da die Exons alle hintereinander angeordnet sind und so

nicht fir jedes Exon eine separate PCR durchgefiihrt werden muss. Allerdings
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ist es durch die GroRe des RYR1-Gens nicht mdglich, die gesamte cDNA auf
einmal zu untersuchen. Durch die Synthese von acht Uberlappenden PCR-
Produkten kann dieses Ziel erreicht werden. Eine Mutation (Arg328Trp) konnte
mit dieser Methode auf cDNA-Ebene nachgewiesen werden (Loke et al. 2003).
Die in dieser Arbeit beobachteten Polymorphismen c¢.1077C>T, IVSM13-
23T>C, ¢.1668G>A und IVSM15+29G>C stehen in keinem Zusammenhang mit
den untersuchten Krankheitsbildern. In der Kontrollgruppe Nichterkrankter
lieBen sich diese ebenfalls nachweisen. Fur Kopplungsanalysen in diesem
Bereich sind sie allerdings gut geeignet.

Alle Proben der Patienten und der Kontrollgruppe zeigten im Intron 14
Ubereinstimmend eine abweichende Basensequenz gegenuber den NCBI-
Genbankdaten. Gleiches gilt fir eine Base im Intron 16. Es ist davon
auszugehen, dass nicht eine Veranderung der DNA-Sequenz vorliegt, sondern
ein Fehler der NCBI-Gendatenbankdaten, welche durch diese Arbeit korrigiert
werden koénnen. Ein Zusammenhang zu den untersuchten Krankheitsbildern
gibt es nicht.

Vermutlich liegen noch weitere Mutationen in den MH1 und MH2 Regionen, die
den MHS-Status produzieren. Yamamoto et al. postulieren, dass die N-
terminale und zentrale Region des RYR1-Rezeptors eine funktionelle Einheit
bilden. Sie wirken wie ein Reil3verschluss und stabilisieren so den
geschlossenen  Zustand des  Kalziumkanals. Veranderungen  der
Aminosauresequenz fuhren deshalb zu einer Destabilisierung des
Schliemechanismuses. Um diese Hypothese zu verifizieren, synthetisierte er
Proteine mit korrespondierenden Sequenzen zu der N-terminalen (Leu590-
Cys609) und zentralen Region (Leu2442-Pro2477) und nannte sie DR1 und
DP4. Er konnte zeigen, dass sich diese synthetischen Proteine an den
gesunden RYR1 anlagern und so den Schlie@mechanismus des Kalziumkanals
blockieren. Der RYR1 gesunder Muskelzellen hatte anschlielend eine
Pathophysiologie wie ein mutierter RYR1 (Yamamoto et al. 2000). Spater
gelang Yamamoto zusammen mit Kobayashi et al. der Nachweis, dass auch
spezifische Antikdrper gegen die N-terminale oder zentrale Region des RYR1 in
der Lage sind, den SchlieBmechanismus des RYR1-Rezeptors zu blockieren
und so eine Pathophysiologie hervorzurufen, wie er bei der MH beobachtet wird
(Kobayashi et al. 2004).



Kapitel 5: Diskussion 69

Die C-terminale Region (MH3) des RYR1-Gens scheint sich zu einem dritten
"Hot Spot" zu entwickeln. Die Region determiniert den funktionellen
Verknipfungspunkt mit dem Dihydropyridinrezeptor. Hieraus ergeben sich
interessante neue Gesichtspunkte. Im Central Core Disease (siehe 2.3.3)
konnten in dieser Region schon zahlreiche Mutationen nachgewiesen werden.

Der DNA-Verdau mit Restriktionsenzymen ist eine schnelle und kostengunstige
Methode, mit der sich kurze, ausgewéhlte DNA-Abschnitte untersuchen lassen.
Die Methode eignet sich insbesondere dann, wenn ein Patientenkollektiv auf
eine bereits bekannte Mutationen gescreent werden soll. Die Voraussetzung
ist, dass die zu untersuchende Mutation in einer spezifischen Schnittsequenz
einer Endonuklease liegt oder durch die Mutation eine Schnittsequenz fur eine
Endonuklease entsteht. Von Vorteil ist es, wenn die nichtmutierte Sequenz
geschnitten wird und in der Mutante die Schnittstelle verloren geht. Die
Wahrscheinlichkeit, falsch negative Proben zu erzeugen, ist relativ gering, da
ein negatives Ergebnis auf dem aktiven Schnittprozess beruht und aul3erdem
gleichzeitig die Aktivitat des Enzyms geprift wird. Damit ist eine hohe
Sensitivitat der Methode zu erwarten. Wird die Probe nicht geschnitten, deutet
dies auf den Verlust einer Schnittstelle hin. Allerdings ist es auch moglich, dass
der Restriktionsschnitt aufgrund falscher Reaktionsbedingungen oder einer
fehlenden Aktivitat des Enzyms nicht erfolgt. Auf diese Weise kdnnen falsch
positive Ergebnisse entstehen. AulRerdem ist es notwendig, dass das Enzym
auch unter suboptimalen Reaktionsbedingungen spezifisch fur die
Schnittsequenz bleibt und nicht bei Substratmangel auch eine leicht
abweichende Sequenz toleriert. Die Analyse der Mutation ¢.6556A>G mit der
Endonuklease BspHI hat gezeigt, dass dies in der Praxis vorkommt.
Idealerweise besitzt das PCR-Produkt moglichst wenig Schnittstellen fir das
Enzym, weil die Auswertung auf dem Agarosegel durch die Banden
zusatzlicher Schnittfragmente unibersichtlicher wird. Zur Evaluierung der
Methode empfiehlt es sich, die Ergebnisse mit einem Bestatigungstest, z.B.
durch die DNA-Sequenzierung, abzusichern. Zeigt sich hierbei eine gute
Ubereinstimmung zwischen dem Verdau durch ein Restriktionsenzym und der
Sequenzierung und werden Positiv- und Negativkontrollen bei der
Untersuchung mitgefuhrt, kann die Methode als Routinediagnostik auch ohne

Sequenzierung verwendet werden. Wie oben erwahnt, ist es auch mdglich, auf
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Mutationen zu screenen, wenn durch die Mutation eine spezifische Schnittstelle
entsteht. Allerdings ist es notwendig, dass die Substitution immer durch
dasselbe Nukleotid erfolgt, da alle anderen Nukleotidsubstitutionen keine
Restriktionssequenz fur die Endonuklease ergeben und die Mutation dann nicht
erkannt wird. Ein falsch negatives Ergebnis wéare die Folge. Tatsachlich konnte
schon an drei Positionen eine Basensubstitution durch jeweils zwei
unterschiedliche Nukleotide (c.522A>C bzw. c¢.522A>G; ¢.1021G>A bzw.
€.1021G>C und ¢.6617C>T bzw. ¢.6617C>G) nachgewiesen werden (Yeh et al.
2005, Tong et al. 1997, Monnier et al. 2005). Eine der beiden Substitutionen
wirde bei dem Verdau durch ein Restriktionsschnittenzym, welches nur eine

der Mutanten schneidet, Ubersehen.

Die theoretische Schnittstellenanalyse mit der Software DNS-Star hat gezeigt,
dass es in den meisten Fallen mdglich ist, eine geeignete Endonuklease fir die
Schnittstellenanalyse zu finden. Es kommt allerdings vor, dass geeignete
Endonukleasen, noch nicht kommerziell zu beziehen sind. Das Angebot an
Schnittenzymen wird sich voraussichtlich weiter vergrof3ern, so dass diese
Einschrankung an Bedeutung verliert. Hierdurch wird es auch vermehrt moglich

sein, auf Enzyme auszuweichen, die nicht die Mutante schneiden.

Der DNA-Verdau mit Restriktionsenzymen zur Bestatigung der Mutationen
€.1840C>T, ¢.1453A>G, ¢.1077C>T und IVS13-23T>C war unproblematisch
und zuverlassig. Da in den beschriebenen Exons neben denen in dieser Arbeit
gefundenen Mutationen weitere bei MH-Patienten bekannt sind und vermutlich
auch noch weitere bisher nicht bekannte existieren, ist die DNA-Sequenzierung
der Restriktionsschnittanalyse Uberlegen. Durch eine Sequenzierung des Exons
konnen samtliche Mutationen erfasst werden und neben bekannten auch bisher

unbekannte Mutationen detektiert werden.

Interessanterweise ist die Frequenz der verschiedenen Mutationen in der
Bevolkerung innerhalb von Europa, aber auch gerade im Vergleich zu
Nordamerika, sehr heterogen. Die Mutation ¢.1021G>A kommt jeweils in etwa
6% der irischen, englischen und franzdsischen Familien vor (Manning et al.
1998), ist jedoch in Nordeuropa sehr selten (Brandt et al. 1999), wahrend in
Deutschland die Mutation ¢.1840C>T mit 9% die haufigste Mutation darstellt.
Die Substitution ¢.6502G>A kommt haufig in der Schweiz vor (8%). Im Ubrigen
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europaischen Raum st sie sehr selten. In Nordamerika kommen die
Mutationen ¢.1021G>A, ¢.1840C>T und c.6502G>A nur sehr selten vor. Die in
Nordamerika héaufigste Mutation c¢.7300G>A mit einer 5,5%igen Haufigkeit
kommt auch in 4-7% der europaischen MH-Familien vor. Insgesamt lasst sich
feststellen, dass die nordamerikanische Population in Bezug auf die
verschiedenen RYR1 Mutationen heterogener ist (allelische Heterogenitat) als
die europdische. Dies erklart sich mdglicherweise durch die hohe Heterogenitét

der amerikanischen Bevolkerung als solche (Sambuughin et al. 2001).

In einem danischen MH-Patientenkollektiv konnten die Haufigkeitsverteilungen
anderer Lander nicht bestatigt werden (Fagerlund el al.1994). Zumindest fur
einige Mutationen kann das Vorkommen wohl nur regional angegeben werden.
Ein Addieren aller Prozentangaben fuhrt dann zu tGberhdhten Ergebnissen und
sollte deshalb nicht unkritisch vorgenommen werden. Mdoglicherweise ist
hierdurch auch der haufig genannte Wert von tber 50% der MHS-Patienten
entstanden, die Mutationen im Gen fur den Ryanodinrezeptor haben sollen. Ob
44 im Jahre 2002 bekannte Mutationen tatsachlich 70% der MH-Félle
verursachen (Rueffert et al. 2002), ist fraglich. In einem gréReren Patienten-
kollektiv von 124 Nichtverwandten konnten in nur 23% der Patienten eine der
bekannten Mutationen nachgewiesen werden (Sei et al. 2004). Die Daten von
Sei et al. stehen in sehr guter Ubereinstimmung mit den Ergebnissen dieser
Arbeit, in der in vier von 18 Patienten (22%) eine Mutation im RYR1-Gen

nachgewiesen wurde, welche eine Aminosauresubstitution zur Folge hat.

Auch wenn die Maligne Hyperthermie und das Human Stress Syndrom durch
unterschiedliche Trigger ausgelést werden, weisen Symptomatik, klinischer
Verlauf, ein vergleichbares Muster pathologischer Laborwerte und die
Behandlungsmaoglichkeit durch Dantrolen auf eine enge pathognomonische
Verwandtschaft hin. Diese Aufféalligkeit wurde schon mehrfach durch
unterschiedliche Autoren beobachtet und wiederholt publiziert (Wingard 1974,
Hopkins et al. 1991, Hackl et al. 1991, Jurkat-Rott et al. 2000). Unter-
suchungen, die diese Verwandtschaft belegen, blieben jedoch lange Zeit aus.
Diese sind aufgrund der niedrigen Inzidenz des Human Stress Syndroms
schwierig durchzufiihren. Muskelkontraktionsuntersuchungen mit dem in vitro
Konktraktionstest erbrachten erste konkrete Hinweise, die diese These

bestétigen: Alle acht in dieser Arbeit untersuchten HSS-Patienten zeigten in
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dem vorab durchgefuhrten IVCT eine pathologische Sensibilitat gegentber
Halothan und Coffein, wie sie fur die MH bekannt ist. Es ist zumindest
naheliegend anzunehmen, dass diese Empfindlichkeit der HSS-Patienten auch
in vivo besteht. Da in der MH viele Mutationen im RYR1-Gen als Ursache fur
die Erkrankung ausgemacht werden konnten, erschien es sinnvoll, auch die
HSS-Patienten auf diese Mutationen hin zu untersuchen. In ersten
molekulargenetischen Untersuchungen an HSS-Patienten mit positiven IVCT
konnten tatsachlich Mutationen nachgewiesen werden, wie sie fur die MH
bekannt sind (Wappler et al. 2001, Davis et al. 2002). In dieser Arbeit wurden
deshalb neben den zehn MH-Patienten auch acht HSS-Patienten
molekulargenetisch untersucht. Tatsachlich gelang es bei einem von acht
untersuchten Patienten, eine Punktmutation im RYR1-Gen zu detektieren.
Somit gelang erneut der Nachweis von einer Mutationen im RYR1-Gen von
einem Patienten mit dem Human Stress Syndrom. Dies ist ein wichtiger
Hinweis auf die Genese des Human Stress Syndroms und ihre Verwandtschaft
zur Malignen Hyperthermie. Da jeweils nur die Patienten und nicht deren
Familien untersucht wurden, kann die Mutation als Ursache des HSS nicht
bewiesen werden, jedoch erscheint dies in Anbetracht der tbrigen Aspekte als
recht wahrscheinlich. Sollte in weiteren Untersuchungen der Nachweis
gelingen, dass in Familien immer nur der Mutationstrager erkrankt und lassen
sich diese Untersuchungsergebnisse auf groRere Patientenkollektive
Ubertragen, sind Mutationen im RYR1-Gen auch als Ursache des HSS
anzunehmen. Erste Untersuchungen in ,knock in“ Mausen untermauern diese
These. Homozygote Mause mit einer generierten ¢.1565A>C Mutation im
RYR1- Gen sterben schon als Embryo oder kurz nach der Geburt.
Heterozygote Mause entwickeln sowohl nach Isofuran-Inhalation als auch
durch Hitze-Stress die typischen Symptome einer Malignen Hyperthermie
(Chelu et al. 2005). Im Menschen ist eine Assoziation dieser Mutation mit der
MH bekannt.

Das RYR1-Gen ist Uber verschiedene Spezies hinweg stark konserviert. In der
NCBI-Gendatenbank liegt neben dem humanem RYR1-Gen die Sequenzen
des RYR1-Gens vom Kaninchen, Schwein, Ochsenfrosch und Schwertfisch
vor. Die Proteinlangen variieren lediglich von 5036 Aminosauren beim Schwein,

Uber 5038 beim Kaninchen und Ochsenfrosch und 5039 bei der humanen
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Variante bis zu 5082 Aminosauren beim Schwertfisch. Dies uberrascht
zunachst, da die Symptome der MH nur unter Narkose auftreten und Trager
von Mutationen unter normalen Lebensbedingungen keinen unmittelbaren
Nachteil haben. Eine Verwandtschaft der MH mit dem HSS bedeutet jedoch,
dass Mutationstrager auch unter physiologischen Bedingungen gegenuber

ihren Artgenossen benachteiligt sind und so einem Selektionsdruck unterliegen.

Kopplungsuntersuchungen haben gezeigt, dass neben dem RYR1-Gen weitere
Regionen die Anfalligkeit fuir die MH determinieren (Robinson et al. 2000).
Auffallig ist besonders, dass beim Ausschluss einer Assoziation zum RYR1-
Gen héaufig eine Kopplung mit dem Chromosomen 1q nachzuweisen ist. Hier
konnte das Gen CACNL1A3 an Position 1g32.1 als Kandidatengen lokalisiert
werden. Es kodiert die a; Untereinheit des Dihydropiridinrezeptors, welche die
Loopll-lll Domane des Rezeptors formt. Diese interagiert direkt mit dem RYR1
und beeinflusst so die intrazellulare Kalziumregulation. In einer grof3en
franz6sischen Familie konnte die Mutation p.Argl086His in dieser Einheit
nachgewiesen werden, welche bei allen MHS Familienmitgliedern vorhanden
war, bei den als MHN getesteten Familienmitgliedern jedoch nicht (Monnier et
al. 1997). In 50 nichtverwandten MHS-Patienten konnte diese Mutation nicht
nachgewiesen werden. Es scheint sich um eine seltene Ursache der MH zu
handeln. Der Dihydropiridinrezeptor setzt sich aus den funf Untereinheiten ay,
0z, B, yund & zusammen. Die Gene CACNLB und CACNLG kodieren die 3 und
y Einheiten des Dihydropyridinrezeptors und finden sich beide in der Region
17911.2-924. Kopplungsstudien lassen hier einen weiteren MH-Lokus vermuten
(Levitt et al.1992, Moslehi et al.1998). Eine Mutation, die die MH auslost,
konnte bisher aber noch nicht nachgewiesen werden. Auf den Chromosomen
70911.23-g21.1 liegen die Gene der Einheiten a, wund o des
Dihydropyridinrezeptors. Zumindest in einer Familie gelang es, eine Kopplung
zwischen dieser Region und der MH nachzuweisen (llles et al.1994).

Ebenfalls nachgewiesen wurde eine Kopplung der MH mit der Region 3qg und
5p. Allele in diesen Regionen scheinen das Risiko fur die MH zu erhdhen.
Zwingend notwendig fur eine Préadisposition zur MH sind sie aber wohl nicht.
Auch konnen sie alleine vermutlich keine MH auslésen (Robinson et al. 2000).
Konkrete Gene, welche in diesen Regionen liegen, konnten noch nicht mit der

MH in Verbindung gebracht werden. Zu erwarten sind aber auch hier
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Genprodukte, die direkt oder indirekt den Kalziumstoffwechsel der Zelle
beeinflussen.

Durch die Kopplungsanalysen wird deutlich, dass die Genetik der MH im
Vergleich zum Schweine Stress Syndrom nicht nur innerhalb des Ryanodin-
rezeptors erheblich komplexer ist. Offenbar beeinflussen unterschiedliche
Genprodukte die Anfalligkeit fir eine MH-Krise und andern, abhangig von ihrer
Expression, die Anfalligkeit fir sie. Neben den genetischen Faktoren der MH
haben offenbar auch einige konstitutionelle Faktoren und unmittelbare
Umwelteinflisse eine erhebliche Bedeutung, wie zum Beispiel starke
korperliche Belastung, psychischer Stress oder eine hohe
Umgebungstemperatur. Auch eine Vormedikation z.B. durch Neuroleptika
kobnnte moglicherweise die Manifestation einer MH-Krise erleichtern.
Neuroleptika gelten als Ausloser des Malignen-Neuroleptischen-Syndroms,
welches ebenfalls mit der MH in Verbindung gebracht wird (Ward et al. 1986,
Brownell 1988, Guerrero et al. 1988). Es kommen insbesondere solche
Faktoren als begunstigend fir eine MH-Krise in Betracht, die
physiologischerweise einen erhéhten myoplasmatischen Kalziumspiegel mit
sich bringen und auf diese Weise das Erreichen eines Kalziumschwellenwertes
in der Zelle erleichtern. Dies wird z.B. durch andauernde Muskelstimulation bei
starker korperlicher Belastung erreicht, da zur Muskelfilamentstimulation
Kalzium aus dem Sarkoplasmatischen Retikulum ausgeschittet wird und die
Kalziumrickresorption aus dem Myoplasma ins SR dies nicht vollstandig
kompensieren kann. Durch diese zahlreichen Faktoren lasst sich
maoglicherweise auch das Phanomen erklaren, warum MH-Patienten einige
Anasthesien komplikationslos Uberstehen und spéter, bei einer erneuten
Narkose, plotzlich eine MH-Krise entwickeln.

Durch die ausgepragte Heterogenitat der MH, wurden die anfanglich grof3en
Hoffnungen, den IVCT rasch durch nichtinvasive Diagnostik ersetzen zu
konnen, enttduscht. Genetische Veranderungen auferhalb RYR1-Gens
komplizieren das Vorhaben zusatzlich, so dass der IVCT der “goldene
Standard” bleibt. In der Diagnostik der MH ist der IVCT deshalb weiterhin
unverzichtbar. Auch wenn mit ihm, mit einer Sensitivitdt von 99% ein Prozent
als falsch negativ diagnostiziert wird, was fir den Patienten fatale Folgen haben

kann, und einer Spezifitat von 93.6% immerhin ca. sechs Prozent falsch positiv
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diagnostiziert werden, bleibt der IVCT Grundpfeiler der MH-Diagnostik.
Zusatzliche molekulargenetische Untersuchungen konnen diesen aber
zunehmend erganzen (Rueffert et al. 2000). Die “European Malignant
Hyperthermia Group” formulierte einen Leitfaden zur genetischen
Untersuchung von MH-Patienten (Urwyler et al. 2001). Robinson spricht in
diesem Zusammenhang von einem Durchbruch der MH-Diagnostik (Robinson
et al. 2001). Zunachst wird der MH-Patient auf bekannte Mutationen
untersucht. Fihrt die Suche zum Erfolg, kann die Untersuchung auf die (Bluts)-
Verwandtschaft des Patienten ausgedehnt werden. Sie wird dann ebenfalls auf
dieses Merkmal hin untersucht. Im RYR1-Gen hat man sich hierbei zunachst
auf 15 Mutationen beschrankt, welche zumeist in mehreren Familien
nachgewiesen werden konnen und als kausale Mutationen durch Untersuchung
des mutierten Gens in der Zellkultur bekannt sind (Censier et al. 1998, Tong et
al. 1997, Treves et al. 1994, Lynch et al. 1999, Otsu et al. 1994). Wird bei den
Blutsverwandten ebenfalls die Mutation des Erkrankten festgestellt, gelten

diese als MHS. Auf den IVCT kann dann verzichtet werden.

Wird das Merkmal nicht gefunden, muss der IVCT im Anschluss an die
molekulare Diagnostik durchgefiihrt werden. Genotyp und Phanotyp der MH
stimmen nicht immer Uberein (Deufel et al.1995, Adeokun et al. 1997) und so
besteht ohne den IVCT bei diesen Patienten die Méglichkeit, falsch negative
Diagnosen zu stellen. Die Diagnose MHN muss deshalb mit dem IVCT
abgesichert werden.

Gerade fur Angehdrige von MHS-Patienten stellt die molekulargenetische
Untersuchung dennoch eine deutliche Verbesserung der Diagnostik dar, weil
bei allen molekulargenetisch positiv Getesteten der IVCT unterbleiben kann.
Auch die Therapie der MH konnte entscheidend verbessert werden. Zunachst
waren die therapeutischen Mdglichkeiten sehr eingeschrankt. Nach dem
Einsetzen der Symptomatik wurde die An&sthesie -soweit mdglich- abge-
brochen, bzw. auf nicht volatile Andsthetika umgestellt. Der Patient wurde mit
reinem Sauerstoff beatmet und -bis hin zu Eiswasserspilungen in der
Bauchhdohle- gekihlt. Der therapeutische Durchbruch gelang mit der Einfihrung
des Dantrolens, welches heute als Notfallmedikament in jedem OP vorgehalten
wird. Durch frihzeitige Applikation des Medikaments kann eine Ubermafige

Ausschittung von Kalzium aus dem Sarkoplasmatischen Retikulum in das
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Myoplasma verhindert werden. Durch rasches Handeln ist es mdglich, die
Pathophysiologie kausal zu durchbrechen. Wird das Medikament hingegen erst
gegeben, wenn sich das SR weitgehend geleert hat, gibt es keinen positiven
therapeutischen Effekt mehr, da es dann ohnehin keinen nennenswerten
Kalziumausstrom mehr aus dem SR ins Myoplasma gibt. Die Mortalitdt konnte
durch dieses Medikament erheblich gesenkt werden. Dennoch ist es weiterhin
wichtig, pradisponierte Patienten vor einer geplanten Anasthesie zu erkennen,
um diese erst gar nicht in Gefahr zu bringen. Wie die Ergebnisse dieser Arbeit
zeigen, sollte in der Anamneseerhebung auch gezielt nach Symptomen des
Human Stress Syndroms gefragt werden, um Risikopatienten herauszufiltern
und einer weiteren Diagnostik zuzufuhren. Sind diese tatsachlich MHS, stehen
ihnen gute Narkosealternativen mit nicht volatilen Anasthetika zu Verfligung, so
dass auch diese Patienten ohne erh6htes Risiko anasthesiert werden kénnen.
In dem letzten Jahrzehnt konnten entscheidende Fortschritte im Verstandnis
der Diagnostik und der Therapie der Malignen Hyperthermie erreicht werden.
Somit wird ein Krankheitsbild, welches lange Zeit nur schlecht verstanden
wurde und fir welches es therapeutisch nur sehr begrenzte Mdglichkeiten gab,
zunehmend transparenter. Dennoch bleiben wichtige Faktoren bis zum
heutigen Tag ungeklart bzw. unbefriedigend gelost. Weitere Gene, in denen
Mutationen zu einer MH fihren konnen, konnten erst teilweise identifiziert
werden. Gelingt es, diese zu identifizieren, konnte die Diagnostik weiter
entscheidend verbessert werden. Vielleicht wird es so langfristig doch mdglich
sein, auf den invasiven und aufwendigen IVCT zu verzichten.

Ferner gibt es noch eine gro3e Unsicherheit bezuglich der bereits erwahnten
Cofaktoren, die erheblichen Einfluss auf die Entwicklung einer Krise haben. Da
Patienten aber auch ohne das Vorliegen der bekannten Faktoren eine Krise
entwickeln kénnen, gibt es wohl noch weitere bisher unbekannte.

Auch wenn es noch offene Fragen zu Kklaren gilt, erscheinen die
Zukunftsaussichten vielversprechend, die Diagnostik und Therapie weiter

entscheidend zu verbessern. Dazu kann diese Arbeit einen Beitrag leisten.
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6. Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurden zehn Maligne Hyperthermie (MH) Patienten und acht
Human Stress Syndrom (HSS) Patienten, die alle im ,in vitro Kontrakturtest”
(IVCT) pathologische Werte zeigten, molekulargenetisch untersucht. Drei als
MHE getestete Bruder der Patienten sollten zusatzlich untersucht werden,
wenn in ihren Verwandten der Nachweis einer Mutation gelang. Hierzu wurde
von den 18 Patienten und von 25 nichtverwandten Kontrollpersonen
genomische  DNA isoliert und 12 ausgewahlte Exons des
Ryanodinrezeptorgens mittels PCR amplifiziert. In der SSCP-Elektophorese
konnte neben der schon in anderen MH-Patienten nachgewiesene Mutation
€.1840C>T (p.Arg614Cys) und c.1077C>T (p.Ala359Ala) zwei weitere, bisher
unbekannte, c.1453A>G (p.Met485Val), und c.6556A>G (p.Met2186Val)
detektiert und mittels Sequenzieung identifiziert werden.

AulRRerdem wurden, um keine Mutation zu Ubersehen und die Sensitivitat der
SSCP-Eleptrophorese zu Uberpriufen, auch alle tbrigen PCR-Produkte der 12
Exons sequenziert. Hierbei konnten zwei weitere Mutationen, c.1668G>A
(p-Ser556) und c.6385G>A (p.Asp2129Asn) nachgewiesen werden. Die stillen
Mutationen ¢.1077C>T (p.Ala359) und c.1668G>A (p.Ser556) erwiesen sich,
da auch in Kontrollpersonen nachzuweisen, als Polymorphismen. Ferner
konnte gezeigt werden, dass in der NCBI-Gendatenbank eine fehlerhafte
Sequenz des Introns 14 vorliegt. Drei in dieser Arbeit gefundene Mutationen
und ein Polymorphismus konnten durch den Verdau mit einem
Restriktiosenzym bestatigt werden.

Die Ergebnisse dieser Arbeit bestatigen mit 3 neuen Mutationen die
ausgesprochene Heterogenitdt der MH, die in bisherigen Untersuchungen
festgestellt wurde. Die Tatsache, dass auch in HSS-Patienten Mutationen im
Ryanodinrezeptor nachgewiesen werden konnten, untermauert die Vermutung,
dass es eine enge Verwandtschaft beider Syndrome gibt. Der invasive IVCT
bleibt aufgrund der Heterogenitat der ,goldene Standard“ und kann zur Zeit

noch nicht durch molekulargenetische Diagnostik abgelést werden.
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