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Abstract

ABSTRACT

Die Gruppe der hereditiren Einschlusskérpermyopathien (heriditary inclusion body
myopathy; hIBM) umfasst eine Vielzahl an erblich bedingten Muskelerkrankungen mit dem
Hauptsymptom der Muskelschwache.

Ziel dieser Arbeit war es, bei Patienten mit der Verdachtsdiagnose einer
Einschlusskérpermyopathie die Kandidatengene GNE und VCP auf krankheitsrelevante
Mutationen hin zu iberprifen und durch Kklinische und molekularbiologische
Charakterisierung einzelner Mutationen die molekulare Pathogenese der Erkrankung
naher zu analysieren.

Dazu wurde im Rahmen dieser Arbeit die DNA von 26 Patienten mit der Verdachtsdiagnose
einer GNE-Myopathie oder IBMPFD (Einschlusskérpermyopathie assoziiert mit M. Paget
und frontotemporaler Demenz) auf Mutationen untersucht. Zusammengesetzt
heterozygote oder homozygote Mutationen im GNE-Gen fiihren zum Krankheitsbild der
GNE-Myopathie (frither als HIBM2 bezeichnet), wahrend fiir die IBMPFD eine autosomal
dominante Mutation im VCP-Gen ursachlich ist.

Drei Patienten trugen unterschiedliche Mutationen im GNE-Gen, das fiir das bifunktionale
Enzym UDP-N-Acetylglucosamin-2-Epimerase / N-Acetylmannosamin-Kinase (GNE)
kodiert. Als Erstsymptomatik der GNE-Myopathie fdllt primar eine Muskelschwéache und
—atrophie der distalen und proximalen Muskulatur auf, wobei der M. quadriceps femoris
typischerweise ausgespart bleibt.

Bei insgesamt vier der untersuchten Patienten konnte eine Mutation im VCP-Gen, das fiir
das Valosin-containing protein (VCP) kodiert, festgestellt werden. Mutationen in diesem
Gen flihren zu einer IBMPFD, die durch die Symptomtrias Einschlusskérpermyopathie,
Morbus Paget und friih einsetzender frontotemporaler Demenz gekennzeichnet ist. Mit
einem mittleren Manifestationsalter von 45 Jahren zeigen sich bei den Patienten Symptome
einer langsam progredienten distalen und proximalen Muskelschwiche. Im weiteren
Verlauf konnen dann fakultativ Symptome eines ossidren M. Paget und einer
frontotemporalen Demenz hinzutreten.

VCP gehort zur Gruppe der AAA-ATPasen, die in der Zelle mannigfaltige Funktionen
erfiillen. VCP spielt auch eine Schliisselrolle bei der Autophagie der Zelle. Durch
Mutationen im VCP-Gen wird die Autophagosomenreifung gestort, was zu einer
intrazellularen Akkumulation von Proteinen und zur Vakuolenbildung fiihrt. Dadurch ist
die Myofibrillenbildung beeintrachtigt und kénnte damit einen Teil des Pathomechanismus
der IBMPFD erklaren. Diese Mechanismen sind fiir die hdufigste humane Mutation im VCP-
Gen (R155H) bereits gut untersucht. Unsere Versuche konnten bestatigen, dass auch die im
Rahmen dieser Arbeit weltweit erste beschriebene Deletion im VCP-Gen (D120del)

Storungen im Bereich der Autophagie verursacht. Auch auf struktureller Ebene wurde mit
IV



Abstract

Hilfe der Immunfluoreszenzmikroskopie eine Storung der Myofibrillenbildung
nachgewiesen. Daraus ergaben sich neben der klinischen Symptomatik gute Hinweise, dass
die Deletion D120del auf einer &dhnlichen Ebene wie die Mutation R155H
pathophysiologische Mechanismen der IBMPFD beeinflusst.
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Einleitung

[) EINLEITUNG

Die Gruppe der hereditidren Einschlusskorperchenmyopathien (heriditary inclusion body
myopathy; hIBM) umfasst eine Vielzahl an erblich bedingten Muskelerkrankungen, die sich
alle durch das Hauptsymptom der im frithen bis mittleren Erwachsenenalter auftretenden
Muskelschwidche auszeichnen. Es kommen sowohl autosomal-rezessive als auch
autosomal-dominante Vererbungsmuster vor, der klinische Phanotyp der Patienten ist
dabei individuell sehr unterschiedlich, was zusammen mit der Seltenheit der Erkrankung
die Diagnosestellung erschwert. Allen gemeinsam ist das histologische Auftreten von
Einschlusskorperchen (rimmed vacuoles) in der Muskelbiospie. Laborchemisch zeigt sich
meist eine normale bis leicht erh6hte Kreatinkinase (CK) im Serum.

Differentialdiagnostisch sind die Formen der hIBM von der Einschlusskoérperchenmyositis
(inclusion body myositis; IBM), die mit einem entziindlichen Geschehen im Muskel
einhergeht, zu unterscheiden. Diese Form wird auch als sporadische
Einschlusskoérperchenmyositis (sporadic inclusion body myositis; sSIBM) bezeichnet und ist
durch eine autoimmun bedingte Entziindungsreaktion und Degeneration des
Skelettmuskels charakterisiert.

Die hereditaren Einschlusskérperchenmyopathien sind Gegenstand der Untersuchungen,
die in der vorliegenden Arbeit beschrieben werden. Dabei wird schwerpunktmafig auf die
Krankheitsbilder hIBM2 (GNE-Myopathie) und IBMPFD eingegangen.

1. Molekulargenetische Klassifikation
Grundsatzlich teilt man die hIBMs in 4 Gruppen ein:

1. hIBM1 (OMIM # 601419): Eine autosomal-dominante Form, bei der der M.
quadriceps sehr frith von der Muskelschwache betroffen ist,

2. hiIBM2 (OMIM # 600737): Eine autosomal-rezessive Form, bei der primar die
Muskeln der unteren Extremitat von der Muskelschwache betroffen sind, der M.
quadriceps aber lange ausgespart bleibt (quadriceps-sparing myopathy [QSM]).
Diese Erkrankung konnte auf Mutationen auf Chromosom 9 im Gen der UDP-N-
acetylglucosamine 2-epimerase/N-acetylmannosamine kinase (GNE) zurlickgefiihrt
werden. Die Erkrankung wird heute als allelisch mit der hauptsachlich in Japan und
dem mittleren Osten auftretenden Form der distal myopathy with rimmed vacuoles
(DMRYV) oder Nonaka-Myopathie (OMIM # 605820) angesehen.

3. IBMPFD (Inclusion body myopathy associated with Paget disease of bone and
frontotemporal dementia; OMIM # 167320): Eine autosomal-dominant vererbte
Form der hIBM, die mit einem ossdren M. Paget und einer frontotemporalen
Demenz assoziiert ist. Diese Erkrankung konnte ebenfalls auf eine Mutation auf
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Chromosom 9, allerdings im Gen des valosin-containing protein (VCP) zuriickgefiihrt
werden.

4. hIBM3 (OMIM # 605637): Eine extrem seltene autosomal-dominant vererbte Form
der hIBM. Hauptsymptome sind hierbei angeborene Gelenkkontrakturen, eine
externe Ophthalmoplegie und eine proximale Muskelschwache. Histologisch finden
sich rimmed vacuoles in der Muskelbiospie. Die Erkrankung wird auf eine Mutation
im Gen der myosin heavy chain Il (MHCII) auf Chromosom 17 zuriickgefiihrt.

2. Hereditare Einschlusskorperchenmyopathie Typ 1

Die HIBM1 ist eine sehr seltene autosomal-dominante Muskelerkrankung, der eine
Mutation im Desmin-Gen auf Chromosom 2q35 zugrunde liegt (Goebel and Fardeau 2004).
Die Erkrankung wird nach OMIM den Myofibrilliren Myopathien (MFM; OMIM #601419),
einer Gruppe chronischer neuromuskularer Erkrankungen zugeordnet, die sich durch eine
heterogene Genetik, aber eine homogene Morphologie auszeichnen.

Das Manifestationsalter der HIBM1 liegt zwischen dem 25. Und 40. Lebensjahr. Klinisch
tritt typischerweise eine langsam progrediente Muskelschwache mit frither Beteiligung des
M. quadriceps femoris auf. Die Erkrankung ist mit dem Auftreten von Kardiomyopathien
und Herzrhythmusstorungen assoziiert. Histologisch finden sich in der Muskelbiopsie
intrazellulire Desmin-positive Aggregate, ,rimmed vacuoles“ wund multifokale
myopathische Verdnderungen wie beispielsweise endomysiale Fibrosen oder Variationen
im Faserkaliber (Park et al. 2000; Ferreiro et al. 2004).

3. Hereditdre Einschlusskorperchenmyopathie Typ 2

1984 wurde die autosomal-rezessive Form der hIBM2 zum ersten Mal bei Juden aus dem
Iran und dem mittleren Osten als eine den M. quadriceps aussparende Myopathie
(quadriceps sparing myopathy; QSM) beschrieben (Argov and Yarom 1984). Die Krankheit
ist sehr selten und genaue epidemiologische Daten fehlen, die Pravalenz bei Juden
persischer Herkunft betragt 1:500 (Argov et al. 1997).

Parallel dazu wurde eine distale Myopathie mit rimmed vacuoles (DMRV) bei japanischen
Patienten beschrieben, nach ihrem Erstbeschreiber auch Nonaka-Myopathie genannt
(Nonaka et al. 1981). Durch den identischen Phanotyp und Genotyp wurden diese
Krankheitsbilder spater als hIBM2 oder GNE-Myopathie zusammengefasst (Nishino et al.
2002).

3.1. PATHOLOGIE
Bei allen Einschlusskérperchenmyopathien finden sich in der Muskelbiopsie im

Zytoplasma und Zellkern lichtmikroskopisch vor allem in atrophierten Muskelfasern
umrandete oder gerahmte Vakuolen, sogenannte ,rimmed vacuoles”, und eosinophile
filamentose Einschliisse mit einem Durchmesser von circa 14 - 20 nm. Die Vakuolen
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enthalten eine Vielzahl an Proteinen, darunter Apolipoprotein E, Ubiquitin,
phosphoryliertes Tau-Protein und Amyloid-beta (Dubourg et al. 2011).

Die Serum-Kreatinkinase (CK) ist charakteristischerweise normal bis leicht erhoht.
Der genaue Pathomechanismus der hIBM2 ist bisher nicht bekannt, allerdings gibt es
verschiedene Ansatzpunkte, die das Entstehen der Erkrankung zu erklaren versuchen. Das
bifunktionale Enzym UDP-N-Acetylglucosamin-2-Epimerase / N-Acetylmannosamin-Kinase
(GNE) katalysiert als Schliisselenzym die ersten beiden geschwindigkeitsbestimmenden
Schritte der Sialinsdurebiosynthese. Dabei wird der erste Schritt von der N-terminalen
Epimerasedoméane katalysiert, der zweite Schritt, eine ATP-abhadngige Phosphorylierung,
von der C-terminalen Kinase-Domdne. Nach weiteren Zwischenschritten entsteht
letztendlich N-Acetylneuraminsaure, die haufigste Sialinsdure in eukaryontischen Zellen
(Sparks et al. 2005) (Abb. 1).

o} :
UDP-GIcNAC | ¥ » [ ManNAc |—» | ManNAc-6P | NeuAc-sP—» NeuAc — CMP-NeuAc-——-
GNE MNK

v
Sialyl
glycoconjugates

Abb. 1 Bedeutung von GNE bei der Biosynthese von CMP-NeuAc Im ersten Schritt katalysiert die Epimerase-Doméane
von GNE die Umwandlung von Uridindiphosphat-N-Acetylglucosamin (UDP-GIcNAc) zu N-Acetylmannosamin (ManNAc).
Die Enzymaktivitit wird dabei vom Endprodukt Cytosinmonophosphat-N-Acetylneuraminsdure (CMP-NeuAc) im Sinne
einer negativen Riickkopplung durch Bindung an das allosterische Zentrum gehemmt. Im zweiten Schritt folgt die
Phosphorylierung von ManNAc durch die Kinase-Doméne von GNE. Uber weitere Zwischenschritte entsteht schlieflich
das Endprodukt CMP-NeuAc, das im Golgi-Apparat Glycokonjugate sialyliert (Sparks et al. 2005).

Sialinsduren haben als Bestandteil von Aminozuckern im Kérper eine zentrale Bedeutung bei
einer Vielzahl von Stoffwechselvorgiangen wie z. B. der Zell-Zell-Interaktion und der
Signaltransduktion und spielen damit eine wichtige Rolle im Verhalten der Tumorigenitdt und
Metastasierung maligner Zellen oder im Adhésionsverhalten von Bakterien und Viren (Dennis
and Laferte 1985; Edelman and Crossin 1991; Hinderlich et al. 2001; Matrosovich and Klenk
2003). Als natiirlicher Baustein von Glykoproteinen und Gangliosiden sorgen sie fiir die notige
Stabilitit an der Zellmatrix (Rens-Domiano and Reisine 1991). Des Weiteren schiitzen
Sialinsduren Proteine vor einem Abbau durch Proteasen.

Die Rolle von GNE als Schliisselenzym der Sialinsdurebiosynthese sowie die Funktion der
Sialinsduren ist somit gut untersucht, dennoch erkldaren diese Hypothesen nicht endgiiltig die
Pathophysiologie der HIBM2. Mutationen im GNE-Gen fiihren nicht zu einem Ausfall der
Enzymfunktion sondern zu einer messbar reduzierten enzymatischen Aktivitit des
gleichnamigen Enzyms. Dabei zeigt sich bei in vitro-Experimenten, dass eine Mutation in einer
Domadne auch die Aktivitit der anderen Domane beeinflusst (Penner et al. 2006). Saito und
Tomimitsu berichten von einem Patienten mit zwei Mutationen in der Epimerasedomane, bei
dem eine Hyposialylierung von Glykoproteinen im Skelettmuskel méglicherweise aufgrund von
falsch gefalteten Glykoproteinen zu einer Dysfunktion der Skelettmuskulatur fiihrt (Saito et al.

3
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2004). Andere Autoren geben zu bedenken, dass die Enzymaktivitit nur bei homozygoten
Mutationen ausreichend reduziert ist, um auch einen Effekt auf die Sialylierung von
Skelettmuskel-Glykoproteinen zu haben und dass somit die Sialylierung in der Pathogenese der
GNE-Myopathie moglicherweise keine so grofde Rolle spielt wie bisher angenommen, sondern
andere, bisher noch nicht ausreichend gut untersuchte Mechanismen, die ebenfalls ein
funktionierendes GNE voraussetzen, weitaus relevanter sind (Salama et al. 2005).

Somit sind mit Sicherheit noch weitere Untersuchungen notwendig, um eine sinnvolle
Erklarung fiir den Pathomechanismus der GNE-Myopathie zu finden und damit die Grundlage
fiir einen kausalen Therapieansatz zu schaffen.

3.2.KLINIK

Die GNE-Myopathie manifestiert sich durchschnittlich im Alter von 20 Jahren (15-40
Jahre). Sie zeichnet sich durch einen langsam progredienten Verlauf einer distalen und
proximalen Myopathie aus. Meist fallt die Erkrankung primar durch eine
Fuf3heberschwiache auf, da zu Beginn oft der M. tibialis anterior, der an der unteren
Extremitat fiir die Dorsalflektion und Supination im Fufdgelenk verantwortlich ist, von der
Muskelschwache betroffen ist. Klinisch ist dabei oft ein Steppergang als Primarsymptom zu
beobachten. Charakteristisch ist, dass der M. quadriceps femoris selten von der
Muskelschwiche betroffen ist und die Patienten somit noch sehr lange eine grundlegende
Gehfahigkeit behalten (s. Abb. 2 und Abb. 3). Dies grenzt die HIBMZ2 auch
differentialdiagnostisch von den anderen Formen der hereditiren Myopathien ab (Argov
and Yarom 1984).

Abb. 2 T1-gewichtete MRT-Aufnahme des Oberschenkels. Symmetrischer fettgewebiger Umbau der dorsalen
Flexorengruppe. Deutlich zu sehen ist die Aussparung des M. quadriceps (Krause et al. 2003).

Als weitere Symptome zu Beginn der Erkrankung treten manchmal eine Muskelschwache
der Dorsalflexoren und der Zehenextensoren auf. Eine Beteiligung der Finger- und
Handmuskulatur kann hinzukommen, ist aber im Vergleich zur Beteiligung der unteren

Extremitat seltener.

Typischerweise schreitet die Muskelschwiache im weiteren Verlauf vom anterioren
Kompartiment nach dorsal und weiter nach proximal fort, sodass auch eine Beteiligung der
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Nackenmuskulatur, des Schultergiirtels und der Riickenmuskulatur mit Auftreten einer
Scapula alata beobachtet wird (s. Abb. 3A).

—

Abb. 3 Klinische Untersuchung eines Patienten mit einer HIBM2. (A) zeigt die deutlich ausgeprégte Scapula alata bei
Abduktion im Schultergelenk. Die Abduktion >90° ist nur erschwert méglich. (B) Eine Flexion im Hiiftgelenk ist gegen die
Schwerkraft gut moglich, ein leichter Gegendruck des Untersuchers geniigt aber um den Oberschenkel wieder auf die
Untersuchungsliege zu driicken. Gut zu sehen ist hier auch die Ausweichbewegung des Oberkérpers, die als
Kompensationsmechanismus fiir die Flexion im Hiiftgelenk genutzt wird. (C) zeigt die deutliche Atrophie der Muskulatur
der oberen Extremitit. Eine forcierte Extension kann gegen die vom Patienten durchgefiihrte Flexion mit wenig Kraft
erreicht werden. (D) Der Patient kann die Extension im Kniegelenk mit eigener Kraft durchfiihren. Die Kniestreckung ist
vom Untersucher auch bei stirkster Krafteinwirkung nicht liberwindbar. Diese Untersuchung zeigt klinisch eine
Aussparung des M. quadriceps femoris und ist in der Zusammenschau verdachtig fiir eine GNE-Myopathie. Die Bilder
wurden aus einem Untersuchungsvideo der Ambulanz des Friedrich-Baur-Instituts entnommen. Mit freundlicher
Genehmigung von Prof. Dr. M. Walter und PD Dr. Dr. S. Krause (Krause 2011).

10 bis 15 Jahre nach Primarmanifestation kommt es zu einer Generalisierung, wobei die
Augenmuskulatur, die mimische Muskulatur und die Atembhilfsmuskulatur

charakteristischerweise ausgespart bleiben. Eine kardiale Mitbeteiligung mit konsekutivem
Herztod wurde gelegentlich beobachtet (Nishino et al. 2005).

Aufgrund der progredienten Muskelschwache und der Einschrankung der Gehfahigkeit
besteht im Schnitt nach 12 Jahren eine Rollstuhlpflichtigkeit.
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Diagnostisch findet sich laborchemisch die Serum Kreatinkinase (CK) im Normbereich oder
leicht erhoht, im EMG zeigen sich meist unspezifische myopathische Veranderungen, die
Nervenleitgeschwindigkeit ist typischerweise normal. In der Computertomographie oder
Magnetresonanztomographie ldsst sich in den betroffenen Muskelgruppen eine
degenerative Umwandlung des Muskelgewebes zu Fett- und Bindegewebe beobachten.
Histologische Untersuchungen von Muskelbiopsaten zeigen unspezifische myopathische
Veranderungen mit rimmed vacuoles und fettig-bindegewebigem Umbau der Muskelfasern
(Saito et al. 2004; Huizing and Krasnewich 2009).

Abb. 4 Histologische Untersuchung eines Patientenmuskels bei GNE-Myopathie (Gefrierschnittpriparat).
Standard Histologie (Schichtdicke 10pm; Hadmatoxylin-Eosin-Farbung; Vergr. 250x). Gezeigt ist eine Muskelfaser mit
einem typischen Einschlusskorperchen (Pfeil) (Krause et al. 2003).

3.3. GENETIK

Die hereditire Einschlusskorperchenmyopathie Typ 2 bzw. GNE-Myopathie ist eine
autosomal-rezessiv vererbte Erberkrankung, der Mutationen im Gen der UDP-N-
Acetylglucosamin-2-Epimerase / N-Acetylmannosamin-Kinase (GNE), das fiir das gleichnamige
bifunktionale Enzym kodiert, zugrunde liegen. Das GNE-Gen liegt auf dem kurzen Arm des
Chromosoms 9p12-p13 und umfasst eine genomische Sequenz von ca. 700 kb (Eisenberg et al.
2001). Das Gen umfasst 13 Exons, wobei Exon 2-5 fiir die N-terminale Epimerasedomane
kodieren und Exon 6-12 fiir die C-terminale Kinasedomédne. Exon 1 und 13 sind nicht
kodierend (Abb. 5).
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Abb. 5 VergréfSerte Ansicht einer 50 kb umfassenden Sequenz auf Chromosom 9p12-p13, die die Organisation des GNE-Gens
und die Lokalisation und Abfolge der Exons schematisch darstellt. Die ausgefiillten Kdistchen stehen fiir kodierende Exons,
Exon 2-5 (grau) kodiert fiir die Epimerasedomdne, Exon 6-12 fiir die Kinasedomdne, weifSe Kdstchen stehen fiir nicht-
kodierende Exons (1 und 13). 10 kb oberhalb (,,upstream”) von Exon 1 befindet sich eine regulatorische TATA-Box-Sequenz.
Entnommen aus (Eisenberg et al. 2001).

Neben der GNE-Myopathie spielt dieses Gen auch noch eine Rolle bei einer anderen
Erkrankung, der Sialurie. Dabei kommt es, bedingt durch die fehlende
Riickkopplungshemmung durch das Endprodukt, zu einer intrazelluliren Akkumulation
und einer vermehrten renalen Ausscheidung von Sialinsdaure. Ursachlich dafir sind
autosomal-dominant  vererbte = Mutationen im  allosterischen  Zentrum der

Epimerasedomane, wo das Endprodukt bindet.

Bei den Patienten mit GNE-Myopathie finden sich die Mutationen im Gegensatz zur Sialurie
iiber den gesamten kodierenden Bereich des GNE-Gens, also sowohl im Bereich der Kinase-
als auch der Epimerasedomaine. Eine erhohte Sialinausscheidung konnte bisher nicht
beobachtet werden. Es treten bei der GNE-Myopathie zwei Formen von Mutationen auf: bei
einer homozygoten Mutation sind beide Allele gleichzeitig von der gleichen Missense-
Mutation betroffen, bei den haufigeren compound heterozygoten Mutationen sind zwei
Mutationen auf unterschiedlichen Allen noétig, damit die Krankheit phdnotypisch in
Erscheinung tritt.

Bis dato sind ca. 60 unterschiedliche Mutationen in der Literatur beschrieben (Abb. 6). Am
haufigsten tritt die Mutation M712T auf, die vermehrt in der jiidischen Population im Iran
und mittleren Osten gefunden wurde und als ,founder mutation“ bezeichnet wird (Argov et
al. 2003).
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Abb. 6 Lokalisation der bekannten Mutationen im GNE-Gen in Bezug auf die Exons. Die blau markierten Exons

kodieren fiir die Epimerasedomadne, die griin markierten fiir die Kinasedomane. Die rot markierten Mutationsloci wurden
u.a. im Labor fiir molekulare Myologie beschrieben. In Klammern ist immer die compound-heterozygote Mutation
dargestellt, mit der die bezeichnete Mutation gemeinsam auftrat (Krause 2011).

Mit Daten aus der Rontgenstrukturanalyse und der NMR-Spektroskopie lassen sich 3D-
Modelle von Proteinen errechnen. Bei solchen Analysen hat man festgestellt, dass die
Mutationen in der Kinasedoméane von GNE hauptsichlich im Innern des Enzyms, bei der
Epimerasedomdne vor allem an der Oberflache lokalisiert sind (Penner et al. 2006) (Abb.
7).
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Abb. 7 Mutationsloci des GNE-Gens und ihre Lokalisation im Enzym. Gezeigt ist ein 3D-Modell der beiden Doménen
des GNE-Gens. Die Modelle basieren auf Kristallstrukturanalysen der E. coli GIcNAc 2-Epimerase und der E. coli
Glucokinase, die den jeweiligen funktionellen Doménen von GNE entsprechen. Aminoséuren, die bei der GNE-Myopathie
haufig mutiert sind, sind farbig markiert, je nach Lokalisation: Rot fiir oberflachlich gelegene, blau fiir innen gelegene,
orange fiir Aminosduren im Bereich der Dimerisierungsinteraktionsfliche, gelb fiir Lokalisation im
Substratbindungszentrum. a zeigt die Struktur der E. coli Glc-NAc 2-Epimerase im Komplex mit UDP, b zeigt die
Kinasedoméane im Komplex mit Glukose. Auffallig ist bei der Epimerasedomane das gehdufte Auftreten von Mutationen an
der Oberfliche im Gegensatz zur Epimerasedomine, wo die Mutationen eher bei Aminosduren im Inneren des Enzyms
auftreten (Penner et al. 2006).

4. Hereditare Einschlusskorperchenmyopathie Typ 3

Bei der HIBM3 handelt es sich um eine extrem seltene autosomal-dominante Form der
Einschlusskorperchenmyopathie, die erstmals 1998 in einer schwedischen Familie
beschrieben wurde (Darin et al. 1998). Dabei ist das Gen fiir die schwere Kette des Myosins
(MyHC) auf Chromosom 17p13.1 mutiert, was zu einer Fehlfunktion von Typ 2A
Muskelfasern fiithrt. Daher konnte man den genauen Lokus auf das fiir Typ 2A-Fasern
kodierende Gen MYHC2A zuritickfithren (Martinsson et al. 1999; Martinsson et al. 2000).

Hauptsymptome der Erkrankung sind Gelenkkontrakturen wund eine externe
Ophthalmoplegie. Bei 75% der Patienten treten bereits bei Geburt Gelenkkontrakturen auf,
die sich im frithen Kindesalter meist wieder zurtickbilden. Daneben tritt eine vor allem
proximal betonte Muskelschwéache und -atrophie sowie in 60% ein Tremor auf.

Die Erkrankungsprogredienz sistiert im Kindesalter nach Riickbildung der Kontrakturen,
im Erwachsenenalter zwischen dem 30. und 50. Lebensjahr kommt es zu einer
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progredienten Muskelschwache mit den typischen histopathologischen Veranderungen der
Einschlusskorpermyopathien.

5. IBMPFD

IBMPFD ist eine seltene autosomal-dominant vererbte Muskelerkrankung mit drei
phanotypischen Auspragungen unterschiedlicher Penetranz: 90% der Patienten
entwickeln  eine  Einschlusskérpermyopathie = (IBM) mit einem  mittleren
Manifestationsalter von 45 Jahren. 51% der Patienten zeigen osteolytische Lasionen eines
ossdaren Morbus Paget. 32% entwickeln Sprachstérungen und Verhaltensauffalligkeiten, die
dem typischen Muster einer frontotemporalen Demenz entsprechen und im Mittel mit 54
Jahren auftreten. Ursache der Multisystemerkrankung ist eine Mutation im Gen des
Valosin-containing protein (VCP) auf Chromosom 9p13-12 (OMIM #167320) (Watts et al.
2004; Haubenberger et al. 2005; Kimonis and Watts 2005).

5.1. PATHOLOGIE
Skelettmuskelpathologie

Muskelschnitte von IBMPFD Patienten zeigen ein dhnliches histologisches Bild wie bei den
hereditiren IBMs und der sporadischen IBM, weshalb man die IBMPFD auch den
Einschlusskérpermyopathien zuordnet. Wie bei diesen beiden Krankheitsbildern finden
sich auch bei der IBMPFD elektronenmikroskopisch eine gestorte Myofibrillenbildung,
Vakuolen und Ubiquitin positive tubulofilamentdse Einschliisse (Hubbers et al. 2007; Watts
et al. 2007), wobei einschrankend angemerkt werden muss, dass nicht bei allen Patienten
orfimmed vacuoles“ gefunden werden, was demzufolge oft zur Fehldiagnose einer
unspezifischen Myopathie flihrt (Kimonis et al. 2008). Die Vakuolen haben typischerweise
eine unregelmafdige Form und weisen am Rand teilweise basophilen Debris auf. Dabei
konnen sie sowohl im Sarkoplasma als auch am Sarkolemm lokalisiert sein (Weihl et al.
2009). Differentialdiagnostisch lasst sich die IBMPFD von der sIBM durch das Fehlen von
Entzlindungszellen  (T-Zellen) unterscheiden. Des Weiteren sind alle mit
Muskeldystrophien assoziierten Proteine (Dystrophin, Emerin, Sarcoglycan, Dystroglycan)
quantitativ im Immunoblot im Normbereich vorhanden. Eine mitochondrial bedingte
Pathologie kann ebenfalls ausgeschlossen werden (Kovach et al. 2001).

10
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Abb. 8 Lichtmikroskopische Histologie aus Biospiematerial aus dem linken M. quadriceps femoris eines 59-Jahre
alten IBMPFD-Patienten mit einer Mutation im VCP-Gen. (A) In der Hematoxylin-Eosin (HE)-Farbung finden sich
Variationen des Muskelfaserkalibers, chronisch myopathische Verdnderungen mit fettgewebigem Umbau,

Bindegewebsproliferation und rimmed vacoules (Mafdstab 80 pum). (B) Vergrofierte rimmed vacuole (Pfeil) mit
eosinophilen Einschliissen (HE, Mafdstab 20 pm) (Krause et al. 2007).

Immunhistochemische Untersuchungen zeigen in den Myofibrillen [(-Amyloid
Ablagerungerungen (Kovach et al. 2001; Hubbers et al. 2007), Farbungen gegen
ubiquitinierte Proteine zeigen in den meisten Muskelbiopsiepraparaten Ubiquitin-positive
Einschlusskorperchen, sowohl im Zellkern als auch am Sarkolemm (Hubbers et al. 2007;
Weihl et al. 2009).

VCP weist in der gesunden Muskelzelle ein diffuses Verteilungsmuster auf. Es konnte im
Sarkoplasma, im Zellkern und perinukledr nachgewiesen werden (Watts et al. 2004;
Guyant-Marechal et al. 2006; Greenberg et al. 2007). Bei IBMPFD Patienten finden sich
VCP-positive Einschlusskorperchen im Sarkoplasma und im Zellkern, die in Muskelfasern
mit und ohne Vakuolenbildung auftreten (Watts et al. 2004; Guyant-Marechal et al. 2006;
Hubbers et al. 2007). Interessanterweise sind diese Einschlusskorperchen oft mit Ubiquitin
positiven Einschlusskorperchen kolokalisiert (Hubbers et al. 2007). Leider ist das
Vorhandensein von VCP-positiven Einschliissen kein spezifisches Zeichen der IBMPFD,
sondern tritt auch bei anderen Muskelerkrankungen, u. a. der sIBM, auf (Watts et al. 2004).
Auch die Vakuolenbildung bei IBMPFD ist nicht konstant, teilweise werden bei nur 60%
der Patienten Vakuolen gefunden (Kimonis et al. 2008), sodass das Vorhandensein von
Ubiquitin-positiven Einschliissen in Verbindung mit VCP- und TDP-43-positiven
Einschlusskorperchen (s. u.) diagnostisch wohl den besten Hinweis gibt (Weihl et al. 2009).

Hirnpathologie

Makroskopisch und in MRT- und CT-Untersuchungen zeigt sich bei IBMPFD-Patienten, die
von einer frontotemporalen Demenz (FTD) betroffen sind, meist eine Degeneration und
Atrophie des prafrontalen Kortex und des vorderen Temporallappens (Krause et al. 2007).

11
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Histopathologisch lasst sich diese Form der FTD von z. B. der Demenz vom Alzheimertyp
durch das Fehlen typischer Zeichen des M. Alzheimer (Tauopathie durch
hyperphosphoryliertes Tau-Protein mit neurofibrilliren Tangles, senile [-Amyloid-
Plaques) unterscheiden. Bei der VCP-bedingten Demenz finden sich im histologischen
Praparat im Zellkern und im Zytosol Ubiquitin-positive Einschlusskorperchen, die fast
immer mit TDP-43 (TAR DNA-binding-protein 43)-positiven Einschlusskérperchen
kolokalisieren (Neumann et al. 2007). Deshalb wird diese Form der Demenz auch als
ofrontotemporal lobar degeneration with ubiquitinated inclusions“ oder FTLD-U
bezeichnet. IBMPFD war die erste FTLD-U, deren genetische Ursache identifiziert werden
konnte (Schroder et al. 2005; Forman et al. 2006). TDP-43 ist ein RNA bindendes Protein
und spielt beim Exon Skipping von Vorlaufer-mRNA eine wichtige Rolle. Neben der FTLD-U
kommen TDP-43 positive Einschlusskorperchen auch bei der Amyotrophen
Lateralsklerose (ALS) vor. Man geht davon aus, dass es sich dabei um ein spezifisches
Krankheitsmerkmal handelt und TDP-43 eine Schliisselrolle in der Pathogenese dieser
Erkrankungen einnimmt (Neumann et al. 2006).

L
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Abb. 9 MRT- und PET-Untersuchung des Gehirns eines IBMPFD-Patienten mit der Mutation R93C im VCP-Gen.
Gezeigt sind Horizontal- (A, B, C), Sagittal- (D1, D2) und Frontalschnitte (D5, D6), sowie Rekonstruktionen des kortikalen
Stoffwechsels in der Ansicht von links (D3), rechts (D4), posterior (D7) und oben (D8). Die kontrastmittelverstiarkten
Bilder in der T1-Wichtung (Serie A; TR=627 ms, TE=17 ms, Schichtdicke 6 mm) und in der T2-Wichtung (Serie B;
TR=2,210 ms, TE=85 ms, Schichtdicke 5 mm) zeigen neben einer auffilligen Erweiterung der Seitenventrikel eine
Erweiterung im Bereich der frontalen und perisylvischen Sulci. Wie der T1-gewichtete Sagittal- (D1) und Frontalschnitt
(D5) (TR=15 ms, TE=6 ms, Schichtdicke 10 mm) zeigen, betrifft die Degeneration hauptsachlich die weife Substanz,
besonders im Bereich des Corpus callosum. Die Fusionsaufnahmen (D) und die isolierten PET-Bilder (C) zeigen vor allem
im Bereich der oberen und mittleren Gyri des Frontalkortex, des linken frontalen Operculums und des linken unteren
Parietallappens eine verminderte Stoffwechselaktivitat (Krause et al. 2007)
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Autophagie

VCP ist an einer Vielzahl von zelluldaren Abldaufen wie Mitose, Apoptose, Organellbiogenese,
Membranfusion und Proteinabbau beteiligt (Wang et al. 2004). Die grofdte Rolle fiir die
Pathogenese spielt dabei wohl die regulatorische Rolle von VCP im Abbauweg zelluldrer
Proteine. Daher ist VCP mit einigen Mitgliedern des Ubiquitin-Proteasom-Systems (UPS)
assoziiert. VCP sitzt auf der zytosolischen Seite des Endoplasmatischen Retikulums (ER)
und ist dort verantwortlich fiir die Extraktion falsch gefalteter ER-, transmembranaler und
sekretorischer Proteine tuber die ,endoplasmatic reticulum associated degradation
(ERAD)" Sobald diese Proteine aus dem ER entfernt wurden, werden sie ubiquitiniert und
fiir den endgiiltigen Abbau zum 26S Proteasom geschickt. Auch dieser Schritt wird durch
VCP vermittelt (Halawani and Latterich 2006).

Als weiterer Hinweis fiir die wichtige Rolle von VCP in Proteinabbauwegen dient die
Beobachtung, dass die Histondeacetylase 6 (HDAC6), ein essentielles Protein fiir das
Aggresom, an ubiquitinierte Proteine und VCP bindet. Im Falle einer beeintrachtigten
Funktion des UPS vermittelt HDAC6 den Transport fehlgefalteter Proteine zum Aggresom,
wo sie durch Autophagie abgebaut werden (Kawaguchi et al. 2003; Boyault et al. 2006;
Pandey et al. 2007).

Unterstiitzend zeigen Studien mit genetischem Knockdown von VCP oder ATPase
inaktivem VCP einen Anstieg an ubiquitinierten Proteinen im Immunoblot, verstarkte
Vakuolenbildung im ER und Akkumulation zytosolischer und ER-spezifischer Proteine, die
die wichtige Rolle von VCP im UPS unterstreichen (Dalal et al. 2004; Woijcik et al. 2004;
Wojcik et al. 2006).

In anderen Studien mit IBMPFD-Patientenmyoblasten und Zellkulturzellen, in die kiinstlich
eine IBMPFD Mutation eingefiihrt wurde, zeigt sich, dass autophagiespezifische
Proteinmarker wie LC3Il und p62 (s. unten) im Vergleich zu Kontrollmyoblasten
signifikant ansteigen. Dies ist ein deutlicher Hinweis darauf, dass durch Mutationen im
VCP-Gen Autophagiemechanismen gestort werden kénnen. Die gleichen Beobachtungen
zeigen sich im Tiermodell (Ju et al. 2009).

5.2. KLINIK

Myopathie

Eine Beteiligung der Muskulatur tritt bei ca. 90% der IBMPFD Patienten auf und ist durch
eine im Erwachsenenalter beginnende, langsam progrediente distale und proximale
Muskelschwiache charakterisiert, die sich initial vor allem im Bereich der Hiuftmuskulatur
und des Schultergiirtels mit Auftreten einer Scapula alata manifestiert. Die Patienten fallen
durch eine Gangstorung, die oft als Stepper- oder Watschelgang beschrieben wird, eine
progrediente Armheberschwache, Schwierigkeiten beim Treppensteigen und eine distinkt
ausgepragte Handmuskelschwdche auf. Die Muskeleigenreflexe sind abgeschwacht,
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elektrophysiologisch ist die Nervenleitgeschwindigkeit meist normal, wahrend sich im
Elektromyogramm typische myopathische Potentiale mit kurzen schmalen polyphasischen
Aktionspotentialen und positiven ,sharp waves” zeigen. Die Serum-Kreatinkinase (CK) ist
meist im Normalbereich und kann lediglich zu Beginn der Erkrankung bei manchen
Patienten leicht erhoht sein.

MRT-Untersuchungen zeigen Signalveranderungen in den betroffenen Muskelgruppen und
Umbau von Muskel- in Fettgewebe, sowie Zeichen einer Atrophie. Seltener treten daneben
auch Katarakt, Neuropathie und Kardiomyopathie auf. Dieses unspezifische
Erkrankungsmuster fiihrt oft zu Fehldiagnosen wie Gliedergurteldystrophie (LGMD),
Fazioskapulohumerale Muskeldystrophie (FSHD), verschiedene Formen der distalen
Myopathien und Amytrophe Lateralsklerose (ALS).

Die Erkrankung verlauft tiber Jahre progredient und fiihrt meist zur Rollstuhlpflichtigkeit
der Patienten. Viele sterben schlief}lich an den Folgen der Ateminsuffizienz oder
Komplikationen, die von der FTD herriihren. (Hubbers et al. 2007; Kimonis et al. 2008;
Weihl et al. 2009)

Morbus Paget

45-51% der Patienten mit IBMPFD weisen Knochenldsionen auf, die vereinbar mit der
Diagnose eines ossaren Morbus Paget sind, bei einem mittleren Manifestationsalter von 42
Jahren (im Gegensatz zu >50 Jahre in der Normalbevolkerung). Typischerweise sind die
Wirbelsidule, das Becken, die Schulterblatter und der Schiddelknochen am ehesten
betroffen. Die Symptomatik ist dabei eher milde und aufdert sich meist mit Riicken- oder
Beckenschmerzen oder Skelettdeformitaten. Radiologische Untersuchungen zeigen eine
grobmaschige  Trabekularstruktur, Rindenverdichtungen @ und  unregelmafiige
Sklerosierung. Die diagnostisch beste Sensitivitit weist die Visualisierung des
Knochenstoffwechsels durch eine Skelettszintigraphie auf. Laborchemisch ist fast immer
die alkalische Phosphatase (AP) im Serum erhoht, die eine erhohte Aktivitat der
Osteoklasten anzeigt. (Kimonis et al. 2008; Weihl et al. 2009)
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Abb. 10 Manifestation des Morbus Paget bei der IBMPFD. Skelettszintigraphie mit Technetium-99m. Bei diesem
IBMPFD-Patienten liefert das Skelettszintigramm den Hinweis auf erhohte Stoffwechselaktivitit im Bereich des
Schadelknochens, des Beckenkamms, der Brustwirbelsdule und der Femurkondylen rechts, vereinbar mit der Diagnose
eines ossiaren Morbus Paget (Krause et al. 2007; Krause 2011).

Frontotemporale Demenz

Eine frontotemporale Demenz (FTD) tritt am seltensten auf. Nur 32-37% der Patienten
entwickelten eine FTD mit einem mittleren Manifestationsalter von 54-55 Jahren. Die FTD
zeichnet sich typischerweise durch Verhaltensauffilligkeiten aus, rdaumlich-visuelle
Fahigkeiten und Merkfdhigkeit sind meist nicht betroffen, was ein wichtiges
Unterscheidungsmerkmal zu anderen Demenzformen darstellt. Primar fallen die Patienten
durch drastische Personlichkeitsveranderungen, Affektlabilitat, Storungen des sozialen und
zwischenmenschlichen Umgangs, Perseveration, Aphasie und emotionaler Abstumpfung
auf. Das wichtigste diagnostische Instrument ist die neuropsychologische Testung,
radiologische Untersuchungen wie cerebrales MRT und CT koénnen die Diagnose durch
Zeichen der Atrophie im Frontallappen und vorderen Temporallappen untermauern
(Kimonis et al. 2008; Weihl et al. 2009).
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IBM, PDB & FTD
HIBM & FTD
M |BM & PDB
HPDB & FTD
m IBM
= PDB
W FTD

Abb. 11 Symptomverteilung der IBMPFD Das Diagramm zeigt die Haufigkeit der Symptome bei Patienten mit einer
IBMPFD. Bei ca. 90% besteht eine IBM als Leitsymptom. IBM, PDB und FTD treten nur bei knapp 12% der Patienten
gemeinsam auf [nach Daten aus (Kimonis et al. 2008)]

5.3. GENETIK

Die IBMPFD ist eine autosomal-dominant vererbte Erkrankung, die auf einer Mutation im
valosin-containing protein-Gen (VCP-Gen) auf Chromosom 9p13-p12, das fiir das
gleichnamige Protein kodiert, beruht (Kimonis et al. 2008). Bis zum heutigen Tag sind 14
unabhdngige Mutationen an 10 unterschiedlichen Stellen im VCP-Gen bekannt [(Weihl et al.
2009) und eigene Daten], die sich ausschliefdlich in der N und D1-Domane konzentrieren (s.
Abb. 12). Das VCP-Gen besteht aus 17 Exons.

A I CDC48 | L1 ] D1 | 12 | D2 | _C-terminal |

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

N D1 D2 o

| I | | | 1 |
1 187 208 459 481 761 806

CDC48 AAA-ATPase AAA-ATPase

Substrate/Kofaktor
Bindungsstelle

Domine Doméne

Abb. 12 Bekannte Mutationen im VCP-Gen Die Abbildung zeigt alle bisher bekannten Mutationen im VCP-Gen und setzt
die Positionen in Relation zu den funktionellen Doménen. VCP hat 17 Exons, die Pfeile zeigen die ungefahre Position der
Mutationen an. Die Lokalisation der jeweiligen Exon-Intron-Sequenz der funktionellen Domanen ist farbig markiert
(CDC48 griin, flexibler Linker L1 grau, erste AAA-ATPase Domane D1 hellblau, Linker Region L2 grau, zweite AAA-ATPase
Domaéne D2 dunkelblau und die C-terminale Domaéne rot). Modifiziert nach (Krause 2011).
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Im Gegensatz zu GNE gibt es beim VCP-Gen hotspot Regionen, in denen sich die meisten
Mutationen finden lassen. Dies umfasst die Exons 3, 5, 6 und 10. Am haufigsten werden auf

Position R155 Mutationen beschrieben.

Das bei Saugern auftretende VCP (p97) ist ein Mitglied der Typ 2 AAA (ATPase associated
with a variety of cellular activities) ATPase-Familie, einer Gruppe evolutionar
hochkonservierter Proteine (Confalonieri et al. 1994; Feiler et al. 1995; Pinter et al. 1998).
VCP hat eine dreigeteilte Struktur bestehend aus einer N-Doméne (CD(C48), die Kofaktoren
und Polyubiquitin bindet und zwei zentralen D-Domanen (D1 und D2), die ATP binden und
hydrolysieren (DeLaBarre and Brunger 2003; Weihl et al. 2009). Das fertige Protein
formiert sich zu einem funktionalen Hexamer mit einer zentralen Pore, die durch die D-
Domanen, umgeben von den N-Domanen, gebildet wird (Abb. 13). Dabei ist die D1-Domaéne
hauptsachlich fiir die Hexamerbildung verantwortlich, die D2-Domane fiir die ATPase-
Aktivitat (Zhang et al. 2000; Hubbers et al. 2007).

Abb. 13 Darstellung der Hexamerkonfiguration von VCP. Jedes Monomer ist unterschiedlich eingefarbt. Die roten
Markierungen bezeichnen Stellen bekannter Mutationen (ohne Berticksichtigung der Mutation D120del). Entnommen aus
(Weihl et al. 2009).
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[I) PROBLEMSTELLUNG / ZIELSETZUNG

Bei den Einschlusskorpermyopathien handelt es sich um sehr seltene Erkrankungen. In der
klinischen Praxis stellt die Diagnosestellung Arzte oft vor eine schwierige
Herausforderung. Zum einen ist dieses Krankheitsbild relativ unbekannt und die Expertise
auf wenige Zentren beschrankt, zum anderen erschwert auch das heterogene klinische Bild
und das individuell unterschiedliche Verlaufsbild die Diagnosefindung. Fiir die Patienten
bedeutet dies oft einen langen Leidensweg mit vielen Arztwechseln, bis ihre Erkrankung
einen Namen bekommt, der den Weg fiir eine Therapie bereitet.

Bis heute sind ca. 60 Mutationen im GNE-Gen und 14 im VCP-Gen bekannt. Die Funktionen
dieser Proteine im Organismus sind mannigfaltig und der Einfluss auf die Pathogenese
bisher ungeklart, weshalb bis heute auch kausale Therapieansatze fehlen.

Im Rahmen dieser Promotionsarbeit soll die Verkniipfung zwischen der Kklinischen
Diagnostik und den molekularbiologischen Untersuchungstechniken zur Charakterisierung
von Patienten mit hereditarer IBM verbessert werden durch Etablierung neuer und
Optimierung bestehender Methoden sowie ein Zusammenhang mit zugrunde liegenden
pathophysiologischen Mechanismen analysiert werden.

Dazu sollen im Rahmen dieser Arbeit bei Patienten, bei denen der Verdacht auf eine hIBM
bzw. GNE-Myopathie oder eine IBMPFD besteht, die fiir diese Erkrankungen bekannten
Kandidatengene GNE und VCP mittels PCR und direkter Sequenzierung auf
krankheitsrelevante Mutationen untersucht werden. Diese Art des Mutationsscreenings
soll kiunftig fiir den Patienten belastende, invasive Untersuchungsmethoden wie
Muskelbiopsien abldsen.

Ein weiteres Ziel ist die erweiterte genotypische, phanotypische und molekulare
Charakterisierung der Mutationen, die zu diesen Krankheitsbildern fiihren.

Insbesondere bei der IBMPFD ist die Pathophysiologie bisher weitgehend unklar. Zur
Funktion des VCP-Gens gibt es sehr viele verschiedene Ansidtze. Es ist bekannt, dass
Mutationen in diesem Gen u. a. zu Storungen der Apoptose und der Autophagie sowie zu
Verdanderungen der Myosinfibrillenbildung fiihren. Ziel dieser Arbeit ist es, zu tliberpriifen,
ob dieser Einfluss von allen bekannten Mutationen ausgeht. Insbesondere die bisher noch
nicht beschriebene und charakterisierte Mutation D120del soll neben der phanotypischen
Beschreibung durch funktionelle Zellkulturstudien hinsichtlich ihrer Pathogenitat
untersucht werden. Dazu sollen in dieser Arbeit folgende Fragen beantwortet werden:

- Treten bei den untersuchten IBMPFD-Patienten morphologische und
ultrastrukturelle Veranderungen im Skelettmuskel auf? Unterscheiden sich diese
Veranderungen von denen, die bei der GNE-Myopathie beobachtet wurden?
Bestehen bei der Patientin mit der neu identifizierten Mutation D120del ahnliche
Verdanderungen, und wo liegen eventuelle Unterschiede?
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- Wie verhalt sich der klinische Verlauf der Patientin mit der neu identifizierten
Mutation D120del im Vergleich zu bekannten Kklinischen Verlaufsformen einer
IBMPFD?

- Kann ein Zellkulturmodell der IBMPFD und der neu beschriebenen Mutation
D120del etabliert werden? Ist der experimentell beobachtete Phanotyp analog zu
dem in IBMPFD-Patientengewebe?

- Beeintrachtigt eine Mutation in VCP bekannte Stoffwechsel-Signalwege? Inwiefern
sind zelleigene Abbauwege (v. a. Makroautophagie) betroffen?

- Eignen sich durch virale Transdifferenzierung aus Fibroblasten entstandene
Myoblasten als in-vitro-Untersuchungsmaterial? Kann eine solche Technologie eine
Muskelbiopsie in der Diagnostik ersetzen?

Diese Fragen sollen mit Hilfe histologischer, zellbiologischer und molekularbiologischer
Methoden sowie in in silico-Studien untersucht werden.

Auch wenn die untersuchten Erkrankungen bis heute nicht kausal therapiert werden
konnen, darf der Nutzen einer genauen Einteilung und Benennung der eigenen Erkrankung
fir den Patienten nicht unterschitzt werden. Durch die Klarung genetischer Grundlagen in
dieser Arbeit und die Zusammenschau Kklinischer Manifestationen mit genetischen
Veranderungen, soll die Grundlage fiir eine therapieorientierte Forschung gelegt werden.
Die Ergebnisse sollen dazu beitragen, die Aussagesicherheit tiber die Prognose und den
Verlauf der Erkrankung zu optimieren, sodass den Patienten eine fundierte klinische und
genetische Beratung angeboten werden kann. Durch den friihzeitigen Beginn supportiver
Therapien kann die Lebensqualitat verbessert werden, aber auch die Lebenserwartung
kann z. B. durch eine rechtzeitige kardiale Diagnostik und kardioprotektive Therapie

positiv beeinflusst werden.
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[II) MATERIAL UND METHODEN

1. Patienten und Untersuchungsmaterial

Es wurden insgesamt 26 Patienten mit bioptisch gesicherter Einschlusskérpermyopathie
untersucht. Bei 13 Patienten wurden Mutationen oder genetische Verdanderungen im GNE-
Gen und bei 13 Patienten im VCP-Gen untersucht.

Die Rekrutierung der Patienten erfolgte nach ausfiihrlicher klinischer Untersuchung,
elektrophysiologischer Diagnostik und invasiver Diagnostik mittels Muskelbiopsie durch
Herrn Prof. Dr. H. Lochmiiller, Frau Prof. Dr. med. M. Walter und Frau PD Dr. med. Dr. phil.
S. Krause am Friedrich-Baur-Institut der LMU Miinchen.

Zusatzliches Patientenmaterial (EDTA-Vollblut, Muskelgewebe, genomische DNA) wurde
von verschiedenen Kliniken aus Deutschland und aus dem Ausland zur
molekulargenetischen Untersuchung eingesandt. Zusdtzlich zu den zu untersuchenden
Patienten wurde auch Material in Form von EDTA-Vollblut oder genomischer DNA von
Angehorigen in die weiteren Untersuchungen einbezogen, sofern bei den untersuchten
Patienten eine Mutation gefunden wurde. DNA aus EDTA-Vollblut von gesunden
freiwilligen Personen diente als Kontrolle.

Alle durchgefiihrten Untersuchungen erfolgten nach Aufklarung und mit schriftlichem
Einverstandnis der Patienten bzw. deren Familienangehdrigen. Ein positives Votum der
Ethikkommission der LMU Miinchen zu den durchgefiihrten Untersuchungen liegt vor
(Projektnummer 084/00).

2. Chemikalien

Alle benutzten Chemikalien entsprechen hochsten Reinheitsanforderungen und stammen,
soweit nicht anders erwahnt, von Sigma-Aldrich (Miinchen, Deutschland) oder Roth
(Karlsruhe, Deutschland).

3. Molekulargenetische Methoden

3.1. DNA-EXTRAKTION

Die Extraktion genomischer DNA erfolgte aus peripher entnommenem vendsem EDTA-
Vollblut mit Hilfe des Promega Wizard Genomic DNA Purification Kit (Promega, Mannheim,
Deutschland), entsprechend den Angaben des Herstellers.
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3.2. RNA-EXTRAKTION AUS MUSKELGEWEBE UND CDNA - SYNTHESE

3.2.1. RNA-Extraktion aus Muskelgewebe

Als Ausgangsmaterial zur Gewinnung von RNA wurden sehr kleine Mengen
Patientenmuskelbiopsat (wenige Muskelgefrierschnitte) verwendet. Die
Extraktionsmethode mit TRIzol Reagent (Invitrogen) kam wie folgt zur Anwendung:

1. Homogenisierung der Muskelschnitte in 800 ul TRIzol Reagent fiir 5 min auf 15-30°C

2. Um die Viskositiat der genomischen DNA zu reduzieren wurde die Losung zweimal
durch eine 27G-Kantile aspiriert.

Zugabe von 160ml Chloroform, gefolgt von 15 sec kraftigem Schiitteln

Zentrifugation: ca. 12.000 x g, 15 min, 4°C

Die wassrige Phase wurde abpipettiert, hierin ist die DNA und RNA geldst

o o W

Zur Optimierung beim Ausfillen der geringen RNA-Menge wurde 5-10 pg Glycogen
(Invitrogen) zugegeben und mit 400ul Isopropylalkohol vermischt.

7. Inkubation auf Raumtemperatur (15-20°C) fir 10 min

8. Zentrifugation: ca. 12.000 x g, 10 min, 4°C

9. Vorsichtige Abnahme des Uberstandes

10. Das verbleibende RNA-Pellet wurde mit 75% Ethanol (800 pl) gewaschen

11. Zentrifugation: ca. 7.500 x g, 5 min, 4°C

12. Abnahme des Uberstandes und kurze Trocknung des Pellets

13.1In 18 ul dH20 aufnehmen

3.2.2. Synthese von cDNA mit Reverser Transkriptase und PCR-Amplifikation
(RT-PCR)

Zur Analyse der translatierten DNA wurde aus RNA mit Hilfe einer Reverse-Transkriptase-

Reaktion cDNA synthetisiert. Zur Anwendung kam dabei folgendes Protokoll:

1. 1,5 pg RNA (aus Muskelgewebe) mit 1 pl oligo-dT-Primer (Ansatz 1) oder 1 pl random-
Hexamer-Primer (Ansatz 2) und dH20 zu einem Endvolumen von 10 pl geben
2. Denaturierung der RNA-Sekundarstruktur bei 70°C fiir 5 min.
Abkiihlung im Eisbad (4°C) und kurze Zentrifugation in der gekiihlten Zentrifuge
Zugabe von (in dieser Reihenfolge):
- 5 ul 5x M-MuLV-Buffer (Fermentas)
- 6,5ul 2,5mM dNTPs
- 1l RNAse-Inhibitor (RNAsin, Promega)
5. Primer-Annealing bei 37°C fiir 5 min (Ansatz 1) bzw. bei 25°C fiir 5 min (Ansatz 2)
6. Zugabe der Reversen Transkriptase M-MuLV-RT (50 units)
7. Synthese des cDNA-Gegenstrangs:
- Ansatz 1: Inkubation auf 37°C >60 min
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- Ansatz 2: Inkubation auf 25°C fir 10 min (stabile Bindung der kurzen random-
Hexamere), danach 37°C >60 min
8. Denaturierung bei 70°C fiir 10 min: Inaktivierung der RT und Isolierung der cDNA-
Einzelstrange

Danach schlieft sich eine PCR-Amplifikation der cDNA an (s. unten).

3.3. POLYMERASE-KETTEN-REAKTION (PCR)

3.3.1. Prinzip der PCR

Die von Mullis entwickelte Polymerase-Ketten-Reaktion (polymerase chain reaction = PCR)
dient der selektiven Amplifikation definierter DNA-Abschnitte in vitro (Mullis, 1990). Die
Methode basiert auf 3 Reaktionsschritten: der Denaturierung des DNA-Doppelstranges
durch Hitze, der Anlagerung von Oligonukleotiden (,Annealing”) und der enzymatischen
Verlangerung der DNA-Einzelstrange (,Extension“). Durch mehrmaliges Wiederholen
dieses Zyklusses erfolgt eine exponentielle Vermehrung des zu untersuchenden DNA-
Abschnittes.

Im ersten Schritt, der Hitzedenaturierung, wird der Doppelstrang der Matritzen-DNA in die
beiden Einzelstrange aufgetrennt, um den Primern die Anlagerung, d. h. die Hybridisierung
an ihre komplementire Sequenz zu ermoéglichen (,Annealing”). Als Primer werden dafir
zwei Oligonukleotide verwendet, die den zu untersuchenden DNA-Bereich am 3’- und 5’-
Ende flankieren. Mit Hilfe einer hitzestabilen DNA-Polymerase (Taq-Polymerase aus
Thermus aquaticus) erfolgt anschliefdend die DNA-Synthese des gewiinschten Abschnittes
(,Extension“) in Anwesenheit von dNTPs.

3.3.2. Reaktionsbedingungen
Ein typischer PCR-Ansatz enthilt in 50 pl Reaktionsvolumen:

- 5 pl 10x Reaktionspuffer (ThermoPol Buffer; New England Biolabs (NEB, Frankfurt,
Deutschland)

- 5 pl Dimethylsulfoxid (DMSO)

- 5 ul dNTP-Mix (2,5 mM, Boehringer Mannheim oder MBI Fermentas, St. Leon-Rot,
Deutschland): 0,25 mM je dANTP

- 1 pl Taq DNA-Polymerase (Boehringer Mannheim)

- 1 pl sense Primer (50 pmol)

- 1 pl antisense Primer (50 pmol)

- 2 pl genomische DNA

- 30 ul H20 ad 50 pl Gesamtvolumen
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Die Amplifikationseffizienz der PCR wurde teilweise durch Zugabe von Mg?2* in
unterschiedlicher Konzentration optimiert. Die PCR wurde in einem Thermocycler
(Mastercycler Personal, Eppendorf) durchgefiihrt.

Ein typisches PCR Programm zur Amplifikation des GNE- und VCP-Gens umfasst:

1. Denaturierung der DNA 95°C: 60 sec

2a. Aufschmelzen der DNA-Doppelstringe 94°C: 15 sec

2b. Anlagern der Primer (Annealing) 55°C: 60 sec
40 Zyklen

2c. Synthese des DNA-Doppelstranges (Extension) 72°C: 60 sec

3. abschlief3ende Extension 72°C: 7 min

3.3.3. Optimierungen

Um bei geringen Mengen an Ausgangs-DNA oder schwierigen Bedingungen (z. B. GC-
reicher DNA-Abschnitt) ausreichende Mengen PCR-Produkt zu erhalten, wurde das
HotStarTaq Plus-DNA-Polymerase-Kit verwendet (Qiagen, Hilden, Cat. No. 203601).

Ein typischer PCR-Ansatz mit diesem Kit enthalt in 50 ul Reaktionsvolumen:

- 5 ul Coralload PCR Buffer

- 5 ul ANTP-Mix (2,5 mM, Boehringer Mannheim oder MBI Fermentas, St. Leon-Rot,
Deutschland): 0,25 mM je dNTP

- 10 ul Qsolution

- 0,25 pl HotStarTaq Plus-DNA-Polymerase

- 1 pl sense primer (50 pmol)

- 1 pl antisense primer (50 pmol)

- 2 pl genomische DNA

- 25,75 ul H20 ad 50 pl Gesamtvolumen

Ein typisches PCR Programm zur Amplifikation mit dem Kit umfasst:

1. Denaturierung der DNA und Aktivierung der R0l
Polymerase

2a. Aufschmelzen der DNA-Doppelstriange 94°C: 15 sec

2b. Anlagern der Primer (Annealing) 48°C: 60 sec
40 Zyklen

2c. Synthese des DNA-Doppelstranges (Extension) 72°C: 60 sec

3. abschlief3ende Extension 72°C: 7 min
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3.3.4. cDNA-PCR

Zur Amplifikation von cDNA wurde wieder das HotStarTaq Plus-DNA-Polymerase-Kit
verwendet (Qiagen, Hilden, Cat. No. 203601).

Ein typischer PCR-Ansatz mit diesem Kit enthalt in 50 ul Reaktionsvolumen:

- 5 ul Coralload PCR Buffer

- 5 ul ANTP-Mix (2,5 mM, Boehringer Mannheim oder MBI Fermentas, St. Leon-Rot,
Deutschland): 0,25 mM je dNTP

- 10 pl Qsolution

- 0,25 pl HotStarTaq Plus-DNA-Polymerase

- 1 ul sense primer (50 pmol)

- 1 ul antisense primer (50 pmol)

- 2 ulcDNA

- H20ad 50 pl Gesamtvolumen

Ein typisches PCR Programm zur Amplifikation von cDNA mit dem Kit umfasst:

Denaturierung der DNA und Aktivierung der PRl
Polymerase

2a. Aufschmelzen der DNA-Doppelstringe 94°C: 15 sec

2b. Anlagern der Primer (Annealing) 48°C: 60 sec
40 Zyklen

2c. Synthese des DNA-Doppelstranges (Extension) 72°C: 60 sec

3. abschlief3ende Extension 72°C: 7 min
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3.3.5. PCR-Primer

Die verwendeten Primer wurden entworfen, basierend auf in der GenBank-Datenbank
veroffentlichten Sequenzen der zu untersuchenden Gene

(www.ncbi.nlm.nih.gov./entrez/query.fcgi bzw. Acc. no. fir GNE AL158830 und fiir VCP
AC004472), mit Hilfe des Programms Primer3Plus (Untergasser et al. 2007) optimiert und
bei Metabion (Martinsried, Deutschland) synthetisiert.

GNE Primer
Acc.No. AL158830, gi 11121380, Chr. 9p12-p11

Primername Primersequenz Tm (°C) Zielregion Fragmentlinge (bp)
Als 5’-GCCTATTGGTGACTGCTCCGTGGCAGCTAA-3’ 66.0 Exon 1 149
Ala 5-TGAGAAGCAAGTAGCAGCCACAGAATGACT-3’ 62.0

2s 5’-GTGGTTAAGGACTTGAAACT-3’ 54.0 Exon 2 449
2a 5’-GTGACTACTCTAAGGCCAC-3’ 56.7

3s 5’-CTTCAGAGTTGGTGTTAGATTG-3’ 58.0 Exon 3 618
3a 5’-CCAAAAGGATTGAAATAGACGG-3’ 58.0

4s 5’-GCACAGACTTAGAGTCTTGC-3’ 58.0 Exon 4 335
4a 5’-GAGCAAGATAGGAAGGCAG-3’ 57.0

5s 5’-GTGGGCTATACTTGCCAATG-3’ 58.1 Exon 5 357
5a 5’-GCATACCTTATAACAACTCACG-3’ 58.0

6s 5’-GGTCTAATTATGAGCATAGTAC-3' 54.9 Exon 6 269
6a 5’-GGATGATTAAACAGTGATTGTAG-3’ 58.0

7s 5’-CTGAAGTCTCAGTTTCCATTAC-3’ 58.0 Exon 7 396
7a 5’-GTTTCTAGTCTTACCTTCCAAC-3’ 62.0

8s 5’-CCTATAGCAGTGTCTAATTTGTC-3’ 59.0 Exon 8 308
8a 5’-GCTCAGGCATGCATCACAAG-3’ 62.0

9s 5’-CGTTTGTCTTAGGAGATCTGG-3’ 56.6 Exon 9 424
9a 5’-GCAGAGTTGTAACCACCTGAC-3’ 57.3

10s 5’-CTCACATGCCAAAGCTCTGC-3’ 62.1 Exon 10 372
10a 5’-GGCTTCAGTGTTCAGCTGTC-3’ 60.0

11s 5’-GTGAAAAGAAAACACCGTCTTCC-3’ 61.2 Exon 11 344
11a 5’-GACACTGCAAAGCACCTGTC-3’ 59.5

12s 5’-CTTTAACATTTCTGCTGCTGGCTC-3’ 64.0 Exon 12 461
12a 5’-ATTTCTCTGCCAAAGTCACCTGC-3’ 63.0

Tab. 1 Sequenzen der GNE-Primer
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VCP Primer
Acc. No. AC004472, gi 2984582, Chr. 9p13-p12

Primername Primersequenz Tm (°C) Zielregion Fragmentlinge (bp)
1s 5-ATTGGCTGTGATCTGCGGGTTGC-3’ 66.0 Exon 1 706
la 5’-TCCGTTCTAAGGGAGCCAATCG-3’ 64.0

2s 5’-GGGACAGCTTCATCTATTCACTGTTTC-3’ 62.0 Exon 2 441
2a 5’-GTCACCTCGGAACAACTGCAATTCATC-3’ 68.0

3s 5’-ACAGTGTGGTGTCCTTGTCCCAGGTAA-3’ 60.5 Exon 3 473
3a 5’-GGTCCTGCCTGTAATACATGGGTCCTG-3’ 68.0

4s 5’-TCCACCCTGTTCTCCTTCCTCTCTTC-3’ 69.0 Exon 4 360
4a 5’-GATAAAGATGTTCCAAGGTTTATTCC-3’ 64.0

5s 5’-GCCGAGCACCCAGTCCTGACAGTTAC-3’ 71.7 Exon 5 324
5a 5’-AGGGCACTATCTAATGAGCTTGGC-3’ 64.0

6s 5’-GTGGAATGATTTAGAGAAACTCAGC-3’ 63.3 Exon 6 302
6a 5’-CATGCATGAAAACAGTCCCAGG-3’ 62.0

7s 5’-AAGTTGCAATCATAAATGTTGCC-3’ 58.0 Exon 7 401
7a 5’-ATAAGTGCTCCAGCTCATAAGCC-3’ 63.0

8s 5’-TTCTCTCCAGCCTTGCCTGGTGGCTGT-3’ 71.0 Exon 8 535
8a 5’-AAATCGCCGTAGAGCTGGGTCAATGC-3’ 66.4

9s 5’-CAACGTTCGTAAAGCCTTTGAGGAGGCT-3’ 66.6 Exon9 644
9a 5’-TCAAAGCGACCTGTGGGACAGTACACAA-3’ 66.6

10s 5’-TAATCCTCTTGAAGCCCTTCACAGTGATTG-3’ 60.0 Exon 10 596
10a 5-TTGGGACCTAGAAATAAGGCTGCTCCAAC-3’ 70.0

11-12s 5’-CAGCCTTATTTCTAGGTCCCAAGTC-3’ 62.6 Exon 11+12 656
11-12a 5’-TGCAGCAAATGTGTTGACACCCTG-3’ 69.4

13s 5’-ATCTGATACCATTGGGTACACC-3’ 57.7 Exon 13 482
13a 5’-AATAACACTAGGTCTCTCAGACCTC-3’ 56.5

14s 5’-AATTCTACCTTCCCTTTAGACCAAC-3’ 63.0 Exon 14 408
14a 5’-GCTATTCTTTGATGAGCTGGATTC-3’ 57.0

15s 5’-CTGGTACGGAGTGCTCTTTAGTTTC-3’ 66.0 Exon 15 476
15a 5’-TTCCAACAGCTTCTACTCTCAACTC-3’ 64.0

16-17s 5’-AGGAGACCAATAAACTGCAGTAATG-3’ 63.0 Exon 16+17 865
16-17a 5’-AGCATTGAGTCAAGTGCAGATGC-3’ 63.0

Tab. 2 Sequenzen der VCP-Primer
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3.4. AUFREINIGUNG DER PCR-PRODUKTE IN DER AGAROSE-GELELEKTROPHORESE
Die Gelelektrophorese erlaubt, unterschiedliche DNA-Fragmente entsprechend ihrer Grofde
im elektrischen Feld zu trennen.

Die elektrophoretische Auftrennung der PCR-Produkte erfolgte in ethidiumbromidhaltigen
Agarosegelen. Abhdngig von der Lange der zu trennenden Fragmente wurden
Agarosekonzentrationen von 1-4% gewadhlt. Die Agarose (Invitrogen, Darmstadt) wurde je
nach gewiinschter Konzentration (1-4%) in TAE-Puffer gegeben und unter Kochen gelost.
Nach Zugabe von Ethidiumbromid (0,1 pl/ml, Stammlésung 10 mg/ml) wurde die Lésung
in eine Gelkammer eingegossen. Nach Aushidrten des Gels wurde der Taschenkamm
entfernt und das Gel in die Elektrophoreseapparatur, welche mit 1xTAE-Puffer gefiillt war,
eingesetzt. Die PCR-Produkte wurden mit 1/10 Volumen Ladepuffer [10 mM Tris-HCl (pH
7,6), 0,03% Bromphenol-Blau, 0,03% Xylencyanol, 60 mM EDTA, 60% Glycerin) versetzt
und in die Tasche hineinpippetiert. Eine separate Tasche wurde jeweils mit einem
Groflenmarker (10 pl 100 bp Leiter, MBI Fermentas, Leon-Rot) gefiillt, der das Ablesen der
Fragmentldnge erlaubte.

Die gelelektrophoretische Auftrennung der PCR-Fragmente erfolgte bei 120 V {iiber
ungefahr 45 Minuten.

3.5. GELEXTRAKTION
Die PCR-Fragmentbanden wurden zunachst aus dem Gel unter UV-Lichtkontrolle mit

einem Skalpell herausgeschnitten. Danach erfolgte die Gelextraktion mit Nucleic Acid
Purification Kit (Macherey-Nagel, Diiren, Deutschland) gemafi den Angaben des
Herstellers.

3.6. SEQUENZANALYSE

Die in der PCR synthetisierten PCR-Produkte wurden nach Aufreinigung zundchst im
kodierenden Strang sequenziert. Bei einem Aminosdureaustausch wurde zur Kontrolle
auch der Gegenstrang sequenziert. Die Sequenzierung erfolgte durch die Firma Eurofins
MWG Operon, Ebersberg. Die Firma Eurofins MWG Operon verwendet fiir die
Sequenzierung die Cycle Sequencing Technologie (dideoxy chain termination / cycle
sequencing) auf ABI 3730XL-Sequenzern.

Die Sequenzen wurden anschliefend mit den entsprechenden Datenbanksequenzen
(GenBank-Zugangsnummer fiir VCP gi 2984582 und GNE gi 11121380) online tiber
www.ncbi.nlm.nih.gov./BLAST verglichen und auf Mutationen untersucht.
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3.7. KLONIERUNGEN

3.7.1. Einfithren der Mutation VCP D120del in den Vektor pEF-DEST51

Um die Auswirkungen der bei der Patientin gefundenen Mutation VCP D120del in vitro zu
untersuchen musste diese zunachst in die Wildtyp-Sequenz eingefiihrt werden. Dazu
wurde im ersten Schritt die kodierende Sequenz des humanen VCP-Gens in den Vektor
pEF-DEST51 (Catalog no. 12285-011, Invitrogen, Darmstadt) kloniert. Der so entstandene
Vektor mit der Wildtyp-VCP-Sequenz tragt den Namen pTH331. pTH331 sowie 2 weitere
Vektoren (pTH332 und pTH333) wurden uns freundlicherweise von Prof. Thorsten Hoppe,
Universitat Koln tiberlassen. pTH332 enthalt die Mutation R95G und pTH333 die Mutation
R155H, die zusammen die haufigsten Mutationen im VCP-Gen abdecken.

Um nun in den bestehenden Wildtyp-Vektor die Mutation D120del mit einer DNA-
Polymerase mit Korrekturlesefunktion (proof-reading) (Vent DNA Polymerase, NEB,
Frankfurt a. M.) mit Hilfe ortsgerichteter Mutagenese einzufithren, wurde zunichst eine
PCR (PCR1) mit dem Mismatch Primer, der an Position D120 eine Liicke von 3 Basen
aufweist und dem Primer KR334_1257s am 3’-Ende durchgefiihrt. Das so entstandene PCR-
Produkt (PCR 1 Produkt) enthilt an dieser Stelle schon die gewiinschte Mutation. Da es
allerdings noch nicht die bendétigte Schnittstelle fiir das Restriktionsenzym BspEI enthalt,
folgte nun im zweiten Schritt eine weitere PCR (PCR2). Dafiir wurden die Primer 750s und
1033a verwendet. Das so entstandene Produkt (PCR 2 Produkt) ist in seinen ersten 22
Basen komplementidr zu den letzten 22 Basen des PCR-Produktes 1, wodurch die
Hybridbildung in der folgenden PCR (PCR3) bereits als Ansatzpunkt fiir die Polymerase
dient und keine Primer zum Reaktionsansatz gegeben werden miissen. Das so entstandene
Produkt (PCR 3 Produkt) kann somit ohne weitere Aufreinigung nach Zugabe der Primer
KR334_12557s und 1033a im normalen PCR-Ansatz in ausreichender Menge durch
Reamplifikation synthetisiert werden (PCR 4).

Das so entstandene Produkt (PCR 4 Produkt) enthdlt einen Ausschnitt des VCP-Gens mit
der Mutation D120del und den Schnittstellen fiir die Restriktionsenzyme Sacl und BspEIL.
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Abb. 14 Strategieschema der ortsgerichteten Mutagenese in 4 PCR-Amplifikationsschritten

Im Folgenden wurde das Produkt in einen TA-Vektor kloniert (TA-Cloning-Kit, Invitrogen,
Darmstadt), um ausreichend Material fiir die nachfolgende Klonierung zu erhalten. Da die
Vent-Polymerase eine 3’-Exonuklease-Aktivitat besitzt und somit am 3’-Ende unseres
Inserts kein Adenosin-Uberhang vorhanden war, musste zunichst mit Hilfe der Tag-
Polymerase ein Adenosinrest angehangt werden. Dazu wurde im ersten Schritt ein Ansatz
aus 25 pl PCR-Produkt, 5 pl 10x Thermo-Pol Puffer, 1 ul Tag DNA Polymerase und 9 pl
dH20 10 min auf 72°C inkubiert. Die DNA wurde iiber eine Phenol-Chloroform-Extraktion
aufgereinigt und konnte nun in den TA-Vektor laut Herstellerangaben kloniert werden.

3I

5! 3I
5I

5I
3!

Abb. 15 Schema des TA-Vektors

Das Ligationsprodukt wurde daraufhin in kompetente Zellen des E. coli-Stamms DH5a
unter Verwendung der Hitzeschock-Methode (s. unten) transformiert und auf LB-
Agarplatten mit Ampicillin (100 pg/ml) ausplattiert. Dartiiber hinaus wurde X-Gal- und
IPTG-Losung auf die Platten gegeben, um die Kulturen spater selektionieren zu kénnen.
Nach Inkubation auf 37°C tber Nacht konnten am nachsten Tag die weifden Kolonien
gepickt werden und in Vorkulturen tiberimpft werden. Aus diesen wurde am nachsten Tag
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iber einen Mini-Prep (Qiagen, Hilden) die Plasmid-DNA gewonnen und per
Restriktionsverdau mit den Enzymen Sacl und BspEI geschnitten. Ebenso wurde mit dem
Plasmid pTH331 (VCP-Wildtyp) ein Verdau mit den gleichen Enzymen durchgefiihrt. Beide
Ansdtze wurden tiiber ein Agarose-Gel aufgereinigt und analog zur DNA-Extraktion
ausgeschnitten, wobei von dem Verdau pTH331 das grofde Fragment (Vektor-Backbone)
und von dem Verdau des TA-Vektors (VCP-Fragment mit Mutation D120del) das kleine

Fragment aus dem Gel verwendet wurde.

R e
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-
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BspEl Sacl +
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Abb. 16 Agarosegel zum Auftrennen der DNA-Fragmente nach Restriktionsverdau

Nach Ligation der Fragmente konnte der nun fertige Vektor pKR334 (VCP D120del) in
kompetente DH5a E. coli transformiert werden, die liber Nacht auf LB-Agar-Platten mit
Ampicillin auf 37°C inkubiert wurden. Die Selektion der Kolonien am nachsten Tag erfolgte
tiber die Kolonie-PCR (s. 3.7.3). Aus den positiven Kolonien wurden Vorkulturen angelegt
aus denen am Folgetag unter Verwendung des Mini-Prep-Kits (Qiagen) die Plasmid-DNA
extrahiert wurde. Zur Verifikation der Plasmid-DNA wurde ein Kurzverdau mit dem Enzym

Xcml angesetzt und die entstandenen Fragmentldngen im Agarosegel beurteilt.

Zur Kontrolle, ob die jeweiligen Vorkulturen auch den Klon enthalten, der das Plasmid
enthalt, wurde aus jeder Kultur eine kleine Probe fiir die Kolonie-PCR (s. 3.7.3) asserviert.
Mit einer der korrekten Vorkulturen wurde zuletzt ein Plasmid-Maxi-Prep durchgefiihrt

um grofdere Plasmidmengen fiir die folgenden Experimente zu gewinnen.
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3.7.2. Sequenzen der Mutagenese-Primer

Name Linge Tm %GC Sequenz
(bp) Q)
KR334_1257s 18 62 56 5’-TGCGTGAGCGGAAAGATG-3’
D120del 48 61 50 5’-CCAGTAATGCCTTCCACTGTGTC---AATGGGCAGCACATGGATACGTTTG-3’
(Mismatch Primer)
c750s 22 60 50 5’-GACACAGTGGAAGGCATTACTG-3’
c1033s 19 60 58 5’-TGAGCTAGCTGCTTCCTGC-3’

Tab. 3 Sequenzen der Mutagenese-Primer

3.7.3. Kolonie-PCR

Die Kolonie-PCR ist ein elegantes und schnelles Hilfsmittel, um festzustellen, ob die
jeweilige Vorkultur auch wirklich den Klon enthalt, der amplifiziert werden soll. Dazu gibt
man zum jeweiligen PCR-Ansatz 2 pl der Bakteriensuspension aus der Vorkultur. Als
Primer kamen ausgewdahlte VCP-cDNA-Primer zum Einsatz. Nach Ablauf der normalen PCR
(s. PCR-Programm Kolonie-PCR), wurden die verschiedenen Ansatze auf ein Agarose-Gel
geladen. Anhand der Basenlinge des zu erwartenden PCR-Produkts kann darauf
riickgeschlossen werden, ob sich die betreffende VCP-cDNA in den Bakterien befunden hat.
Dies ist dann ein deutlicher Hinweis darauf, ob die Transformation erfolgreich war.

Ein typischer PCR-Ansatz fiir eine Kolonie-PCR enthalt in 50 pl Reaktionsvolumen:

dH20 35 ul
10xThermoPol Puffer | 5 pl
dNTPs 5 ul
Vorwarts-Primer 1 u
Reverser Primer 1 u
Bakteriensuspension 2 ul
Taqg-Polymerase 1 ul
Gesamtvolumen 50 ul

Ein typisches PCR Programm zur Amplifikation wahrend der Kolonie-PCR umfasst:

1. Denaturierung der DNA und Aktivierung der R0l
Polymerase

2a. Aufschmelzen der DNA-Doppelstriange 95°C: 30 sec

2b. Anlagern der Primer (Annealing) 55°C: 30 sec 40
2c. Synthese des DNA-Doppelstranges (Extension) 72°C:60-180 sec  Zyklen

3. abschlief3ende Extension 72°C: 7 min
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3.8. LIGATION

Die Ligation von Insert und Vektor wurde mit Hilfe der T4-DNA-Ligase (MBI Fermentas)
laut Protokoll des Herstellers durchgefiihrt. Die Ligationsansatze wurden dafiir tiber Nacht
bei 16°C inkubiert. Vor der Transformation des Ligationsansatzes in E. coli wurde die
Ligase durch Erhitzen auf 65°C fiir 20 Minuten inaktiviert.

3.9. TRANSFORMATION VON BAKTERIEN

Unter Transformation versteht man das Einfiihren fremder Plasmid-DNA in kompetente
Bakterien. Die Transformation wurde an Zellen des kompetenten E. coli Bakterienstammes
DH5a (Invitrogen, Darmstadt) nach der Hitzeschock-Methode durchgefiihrt. Dabei wurde
zundchst 1 pl des Ligationsansatzes zusammen mit den Bakterien fiir 30 Minuten auf Eis
inkubiert und daraufhin fiir 45 sec in einem Wasserbad (42°C) erhitzt. Zuletzt wurde die
Probe 2 Minuten auf Eis abgekiihlt.

3.10. BAKTERIENKULTUR

Nach der Transformation wurde der E.coli Bakterienstamm DH5a (Invitrogen, Darmstadt)
auf LB-Platten kultiviert. Aufgrund des Resistenzgens des verwendeten Plasmids wurden
LB-Platten verwendet, die das Antibiotikum Ampicillin enthalten (Endkonzentration 100
ug/ml). Die Platten wurden bei 37°C lber Nacht inkubiert. Am nachsten Tag wurden
einzelne Kolonien gepickt und in Réhrchen mit 4 ml LB-Medium und 4 pl Ampicillin
liberimpft. Diese Vorkulturen wurden iiber Nacht auf einem Schiittler auf 37°C inkubiert.
Nach Uberpriifung des Klons in der Kolonie-PCR wurden, falls zur Plasmid-DNA-Extraktion
eine Maxiprep notwendig war, ausgewdhlte Vorkulturen in einen Erlenmeyerkolben mit
200 ml LB-Medium und 250 pl Ampicillin tiiberimpft und tiber Nacht auf 37°C im Schiittler
inkubiert.

3.11. EXTRAKTION VON PLASMID-DNA AUS BAKTERIEN
Die Extraktion der Plasmid-DNA aus E. coli wurde fiir kleinere Mengen mit Hilfe des

QIAprep Miniprep Kits (Qiagen, Hilden, 4 ml Bakterienkultur), fiir grofdere Mengen mit
Hilfe des NucleoBond PC 500 Maxiprep Kits (Macherey-Nagel, Diiren, 200 ml
Bakterienkultur) anhand der Herstellerangaben durchgefiihrt.

3.12. BESTIMMUNG DER DNA-KONZENTRATION

Die Konzentration der Plasmid-DNA wurde photometrisch mit Hilfe des NanoDrop 1000
Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific, Wilmington, USA) bestimmt. Dazu wurden
1,5 pl der unverdiinnten Probe auf die Detektiereinheit des Gerates gegeben. Die Messung
erfolgte bei den Wellenldngen 260 nm (Absorptionsmaximum von DNA) und 280 nm
(Absorptionsmaximum von Proteinen), wobei der Quotient OD260/0D2g0 Auskunft tiber die
Reinheit der Probe gibt. Der Nullabgleich erfolgte mit dem Losungsmittel der
Nukleinsdureprobe (Elutionbuffer NE, Macherey-Nagel, Diiren).
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4. Zellkultur

4.1. KULTIVIERUNG DER ZELLEN
HeLa-Zellen (humane Epithelzellen eines Zervixkarzinoms) (C 1974; Lucey et al. 2009) und

C2C12 (Mausmyoblasten) wurden in Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) (PAA
Laboratories, Colbe, Deutschland), angereichert mit 2 mmol/L L-Glutamin, 10% FCS und
1% Penicillin-Streptomycin (beide PAA Laboratories), PMI28-Zellen (Mausmyoblasten) in
Ham’s F10 Medium (PAA Laboratories) nach Zugabe von 2 mmol/l L-Glutamin, 20% FCS
und 1% Penicillin-Streptomycin (beide PAA Laboratories) bei 37°C und 5% CO> kultiviert.
Fiir die Differenzierung der Myoblasten zu Myotuben wurden die Zellen in DMEM mit 2%
Pferdeserum (HS), 2mM L-Glutamin, 1% Penicillin-Streptomycin kultiviert.

4.2. TRANSFEKTION
Alle Zelllinien wurden zur Transfektion in 6- oder 12-Well Kulturschalen tiberfiihrt und

nach 12 Stunden mit dem Polyplus jetPEI Transfektions-Kit (Biomol, Hamburg) laut den
Angaben des Herstellers transfiziert. 28 bis 36 Stunden nach Transfektion wurden die
Zellen zur Proteingewinnung geerntet bzw. flir die Mikroskopie fixiert.

5. Herstellung der Proteinextrakte
Fir die Immunodetektion (Westernblot) wurden die Zellen 48 bis 72 Stunden nach
Transfektion mit Hilfe eines Zellschabers (Rubber Policeman) aus der Kulturschale
gewonnen, in PBS gewaschen und abzentrifugiert (20.000 x g, 5 min., 4°C). Das
Zellpellet wurde unter Verwendung eines SDS-Lyse-Puffers lysiert (10 mM Tris-Cl, pH
7,4, 1% SDS) und homogenisiert. Das so entstandene Lysat wurde wiederum
abzentrifugiert und der Uberstand fiir die Westernblotexperimente bei -80°C

asserviert.
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6. SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese von Proteinen (Western Blot)

Nach Aufschluss der Zellen wurde zur Analyse der Zellproteine eine diskontinuierliche
Polyacrylamid-Gelelektrophorese nach Laemmli durchgefiihrt (Laemmli 1970). Hierbei
werden die Proteine in Gegenwart eines Uberschusses an SDS gelektrophoretisch
aufgetrennt.

Um eine bessere Auflosung im Bereich der kleinen Proteine (1-100 kDa) zu erhalten,
wurden zudem Gele nach Schagger und Jagow (Schagger and von Jagow 1987) verwendet.

6.1. HERSTELLUNG DES LAEMMLI-GELS
Zur Herstellung des Gels werden zwei verschiedene Ansatze bendétigt, da sich das Gel in ein

Sammelgel (stacking gel) und ein Trenngel (separating gel) unterteilt, die sich
hauptsachlich in der Konzentration des Polyacrylamids und im pH-Wert unterscheiden.
Das Sammelgel befindet sich im oberen Bereich und dient zur Formierung einer scharfen
Linie auf der Laufstrecke bis zum Trenngel, um eine homogene Trennung der Proteine zu
gewahrleisten. Ammoniumpersulfat (APS) wird erst ganz am Ende hinzugegeben um die
Polymerisierungsreaktion zu starten. Die Gele wurden nach den Angaben in der Literatur
und den Herstellerangaben (BioRad) in Gelapparaturen gegossen.

6.2. HERSTELLUNG DES SCHAGGER UND JAGOW-GELS

Die Herstellung unterscheidet sich geringfiligig von der Herstellung der oben genannten
Gele. Vor allem wird anstelle des oben verwendeten Laufpuffers eine Kombination aus
Anoden- und Kathodenpuffer verwendet, die in die jeweiligen Kammern des
Westernblotsystems (BioRad) geftillt werden.

Es wurden folgende Losungen verwendet [Nach (Schagger and von Jagow 1987)]:

Buffer A (Stock): 3M Tris-HCl, pH 8,49 (106g Trizma, 97,7g Tris-HCl)
0,3% SDS
in 500ml H20 gelost
Kathodenpuffer: 0,1M Tris-HCI
0,1M Tricine
0,1% SDS
Anodenpuffer:  0,2M Tris-Cl, pH 8,5
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Fiir die Herstellung der Gele wurden folgende Mengen eingesetzt:

Trenngel 2 Gele Sammelgel 2 Gele
8% Acrylamid (30%) 4,8 ml 5% Acrylamid (30%) 3,0 ml
Buffer A 6,0 ml Buffer A 4,5 ml
TEMED 24,0 ul TEMED 45,0 pl

APS (10%) 90,0 ul APS (10%) 90,0 wl
H20 7,2 ml H20 10,5 ml
Gesamtvolumen 18,0 ml Gesamtvolumen 18,0 ml

Das APS wird wie oben beschrieben im letzten Schritt hinzugegeben um die
Polymerisierungsreaktion zu starten. Die Gele wurden nach den Angaben in der Literatur
und den Herstellerangaben in Gelapparaturen (BioRad) gegossen.

6.3. GELEKTROPHORESE

Die Proteinkonzentration der Proteinproben wurde mit Hilfe des Bio-Rad Protein Essay
Kits (Bio-Rad) bestimmt. Daraufhin wurden die Proben mit SDS-Ladepuffer versetzt, bei
95°C denaturiert, auf das Gel geladen und per Gelelektrophorese aufgetrennt.

6.4. WESTERN BLOTTING

Laut den Angaben des Herstellers wurden die Proteine unter Verwendung des Wetblot-
Verfahrens auf eine Nitrozellulosemembran iibertragen. Unspezifische Bindungsstellen
wurden Uber Nacht in TBS Puffer mit 1% BSA und 5% Milchpulver bei 4°C geblockt.
Der primare Antikérper wurde am nachsten Tag fiir 60 min in der Blockierlosung verdiinnt
und bei 4°C inkubiert, gefolgt von einem 25 miniitigen Waschschritt in TBS mit 0,1%
Tween 20 (Pufferwechsel alle 5 min). Der sekundare Antikérper wurde ebenfalls 60 min in
der Blockierlosung verdiinnt und inkubiert und 5x5 min in TBS-T gewaschen. Zum
Nachweis von spezifisch gebundenen Primarantikérpern mit Hilfe der ,Enhanced
Chemiluminescence“- (ECL)-Detektion, miissen Sekundarantikorper verwendet werden, an
die das Enzym Peroxidase gekoppelt ist (Meerrettichperoxidase, HRP, horseradish
peroxidase). Die Peroxidase katalysiert die Umsetzung von Luminol (bzw. dessen Derivate)
in seine oxidierte Form Perhydrol, bei der eine Lumineszenz detektiert werden kann. Die
Detektion erfolgte mit einem ChemoCam Chemilumineszenzsystem (INTAS, Gottingen).
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7. Immunfluoreszenz

Fir die Immunfluoreszenzmikroskopie-Experimente wurden die Zellen auf Glas-
Deckglaschen (Durchmesser 1 cm) kultiviert. Dabei wurde die gleiche Vorgehensweise wie
bei den Zellen fiir die Westernblotexperimente gewahlt. Die Transfektion wurde nach 12
Stunden Kultivierung mit Hilfe des Polyplus jetPEI Transfektions-Kits (Biomol, Hamburg)
laut den Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Nach 48 Stunden wurden die Coverslips
kurz in 1x PBS-Puffer (PAA Laboratories) gewaschen, in Cytoskelett-Puffer (CSK-Puffer: 20
mM Pipes, pH 6.8; 600 mM Sucrose; 200 mM NaCl; 6 mM MgClz; 2 mM EGTA) mit 3,7%
Formaldehyd (frisch hergestellt aus Paraformaldehyd) 15 min auf Raumtemperatur fixiert
und daraufhin in CSK-Puffer mit 0,1% Triton X-100 10 min permeabilisiert. Nach
dreimaligem kurzem Waschen in 1x PBS wurden die unspezifischen Bindungsstellen eine
Stunde lang bei 4°C in CSK-Puffer mit 5% Pferdeserum geblockt. Daraufhin folgte die
Inkubation mit dem primédren Antikorper, verdiinnt in 1x PBS mit 5% Pferdeserum tiber
Nacht bei 4°C. Nach dreimaligem Waschen in 1x PBS wurden die Zellen mit dem
sekundaren Antikérper 60 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die Zellkerne wurden mit
Bisbenzimide H 33258 (40 pg/ml) angefarbt bevor die Deckglaschen mit Dako Fluorescent
Mounting Medium (Dako, Glostrup, Ddnemark) auf Objekttrager montiert wurden und bis
zur Mikroskopie lichtgeschiitzt bei -20°C aufbewahrt wurden. Die Fluoreszenzmikroskopie
erfolgte mit einem Zeiss Axiovert 200 M Fluoreszenzmikroskop und einer Zeiss AxioCam
HR Digitalkamera. Fiir die konfokale Fluoreszenzmikroskopie kam ein Olympus FluoView
FV1000 Confocal Microscope zum Einsatz.

8. Antikorper

Fir die Westernblot- und Immunfluoreszenz-Expermimente wurden folgende primare
Antikorper verwendet: Maus anti-VCP monoklonal (Westernblot (WB): 1:250,
Immunofluorescence (IF): 1:25; BD Biosciences, Heidelberg); LC3 Kaninchen antiserum
polyklonal (WB: 1:1000; Novus, Cambridge, England); p62 Kaninchen Antiserum
polyklonal (WB: 1:1000, IF: 1:500; Sigma-Aldrich, Miinchen); Maus anti-GAPDH
monoklonal (WB 1:500; Millipore, Schwalbach, Germany).

Fiir die Westernblot-Experimente wurden folgende sekundare Antikérper verwendet (alle
konjugiert mit Horseradish Peroxidase (HRP)): goat anti-rabbit HRP (Cell Signaling via
New England Biolabs, Frankfurt am Main, Germany; 1:10000); rabbit anti-mouse HRP
(Dako, Glostrup, Denmark; 1:10000).

Fiir die Immunfluoreszenzmikroskopie wurden Isotyp-spezifische sekundare Antikérper
verwendet, jeweils konjugiert mit Alexa488 und Alexa594 (beide Invitrogen; 1:200) sowie
zur Darstellung von Actinfilamenten Fluoroisothiocyanate (FITC)-gekoppletes Phalloidin
(Sigma, 1:100).
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9. Transdifferenzierung von Fibroblasten mit MyoD

Der adenovirale Vektor Ad5.f50.AdApt.MyoD wurde uns im Rahmen eines ,material
transfer agreements” freundlicherweise von der Firma Crucell (Leiden, Niederlande) zur
Verfligung gestellt (Havenga et al. 2002). Die Fibroblasten stammen von der Patientin mit
der Mutation D120del im VCP-Gen. Fiir die entsprechenden Kontrollfibroblasten wurde in
unserer Datenbank eine beziiglich Alter und Geschlecht passende Probe ausgewahlt.

Die Fibroblasten wurden in Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) (PAA Laboratories,
Colbe, Deutschland), angereichert mit 2 mmol/L L-Glutamin, 10% FCS und 1% Penicillin-
Streptomycin (beide PAA Laboratories) bis zur gewiinschten Dichte (ca. 80% Konfluenz) in
6-Well-Platten auf mit Laminin beschichteten Glas-Deckglaschen kultiviert. Um eine MOI
(multiplicity of infection) von 50-75 zu erreichen wurden ca. 1,6 x 108 Viruspartikel pro
Well eingesetzt. Der Ansatz wurde mit dem Adenovirus tiber Nacht bei 37°C/5% CO:
inkubiert und am nachsten Tag zweimal mit 1xPBS gewaschen. Darauthin wurden die
Zellen  bis zur  gewlnschten  Ausdifferenzierung (Myotubenbildung) in
Differenzierungsmedium [DMEM mit 2% fetal calf serum (FCS), 2 mM L-Glutamin, 1%
Penicillin-Streptomycin (beide PAA Laboratories)] kultiviert.

Fir die Immunfluoreszenzmikroskopie wurden die Deckglaschen nach dem Standard-
Protokoll (s. oben) fixiert und permeabilisiert. Fiir die Farbung kamen als primare
Antikorper monoklonaler anti-Desmin (Dako, 1:50) und anti-a-Aktinin-Antikérper zum
Einsatz (Piercy et al. 2007). Die Kernfarbung erfolgte mit Hoechst 33258.
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IV) ERGEBNISSE

Mittlerweile ist bekannt, dass die beiden Erkrankungen GNE-Myopathie und IBMPFD, die
in dieser Arbeit genauer untersucht werden, auf genetischen Ursachen beruhen. Fiir die
GNE-Myopathie, frither auch als HIBM2 bezeichnet, ist das GNE-Gen mafdgeblich, fiir
IBMPFD das VCP-Gen. Patienten mit der Verdachtsdiagnose einer hereditiren oder
bioptisch gesicherten Myopathie wurden im Friedrich-Baur-Institut Miinchen untersucht
und anhand der klinischen Manifestationsmuster beurteilt. Daraufthin wurde genomische
DNA aus Blutproben der Patienten von unserer Arbeitsgruppe auf Mutationen in
Kandidatengenen untersucht.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde DNA von 26 Patienten molekulargenetisch auf Mutationen
in den Genen VCP oder GNE untersucht. Dabei konnten auch zwei in der Literatur bisher
nicht vorbeschriebene Mutationen identifiziert werden, von denen eine anschliefend
ausfiihrlich funktionell charakterisiert wurde. Des Weiteren wurden die gefundenen
Mutationen mit dem klinischen Erscheinungsbild in Korrelation gesetzt und untereinander
sowie mit den in der Literatur beschriebenen Fallen verglichen.

1. Mutationen im GNE-Gen

Insgesamt wurde im Rahmen dieser Arbeit die DNA von 13 Patienten, bei denen der
Verdacht auf eine GNE-Myopathie bestand auf Mutationen im GNE-Gen untersucht. Das Gen
umfasst 12 Exons, wobei Exon 1 nicht kodierend ist. Alle kodierenden Exons wurden
untersucht. Dabei konnten bei vier Patienten Mutationen nachgewiesen werden, drei
davon sind von besonderem Interesse und werden im Folgenden vorgestellt.

1.1. PATIENT A: DIE MUTATION V331G (1200F) iMm GNE-GEN

1.1.1. Klinische Daten

Bei diesem Patienten handelt es sich um einen irischstimmigen 47-jahrigen Mann aus
England, dessen DNA uns zur Analyse aus dem Newcastle upon Tyne Hospital, England
iibersandt wurde. Dem Patienten fiel ab Mitte 30 eine Gangstorung bei sich selbst auf. Vor
allem das Heben der Beine beim Gehen mit einem schlurfenden Gang war auffillig. Des
Weiteren machte sich beim Sport ein Absinken der Belastungsgrenze mit schnellerer
Ermudbarkeit bemerkbar. Hinzu kam eine Schwiche in den Armen, verbunden mit
intermittierenden Muskelschmerzen. Der Patient war im Alltag allerdings noch gut
belastbar und konnte seiner korperlich anstrengenden Arbeit in einem Lagerhaus weiter
nachgehen.

Die korperliche Untersuchung zeigte eine Fufsheberschwache im Gangbild. Das Aufstehen
aus der Hocke war erschwert. Der Zehenstand war uneingeschrankt moglich, wahrend der
Fersenstand nicht durchfiihrbar war. Eine Scapula alata zeigte sich rechts ausgepragter als
links. Bei atrophierter Schultermuskulatur war die Kraft der oberen Extremitit proximal
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mehr als distal reduziert. Bei der Untersuchung der unteren Extremitit zeigte sich die
charakteristische Aussparung des M. quadriceps, wahrend die Knieflexoren von der
Muskelschwache betroffen waren (Kraftgrad rechts 2-3/5, links 3/5). Auch weiter distal
zeigte sich eine ausgepragte Muskelschwache.

Familienanamnestisch bestanden bei der etwas jiingeren Schwester seit ihrem 30.
Lebensjahr dhnliche Symptome, sodass hier von einer familidren Haufung ausgegangen
werden kann. Klinische Untersuchungsbefunde lagen nicht vor.

Insgesamt ist der klinische Untersuchungsbefund des beschriebenen Patienten mit dem
Bild einer GNE-Myopathie vereinbar.

1.1.2. Molekulargenetische Untersuchung

Aufgrund der klinischen Symptomatik, die wegweisend fiir eine GNE-Myopathie war,
wurde primdr der kodierende Bereich des GNE-Gens sequenziert. Dabei wurde in Exon 6
ein heterozygoter Basenaustausch (c.1085T>G) identifiziert. Diese Veranderung in der
Sequenz fiihrt zu dem Aminosdureaustausch p.V331G in der Kinase-Domane des Enzyms.
An gleicher Position haben bereits Nishino et al. eine Mutation beschrieben (c.1085T>(C),
die jedoch zu einem Aminosaureaustausch p.V331A fiihrt. (Nishino et al. 2002). Bei den
durchgefiihrten Normalkontrollen (insgesamt n>50) fand sich an Position c.1085 keine
Mutation. Somit kann hier eine unseres Wissens in der Literatur bisher nicht
vorbeschriebene Mutation im GNE-Gen gezeigt werden.

Diese Mutation trat gemeinsam mit einem heterozygoten Basenaustausch in Exon 3
(c.691A>T) auf, der zu einem Aminosdureaustausch p.I200F in der Epimerase-Domane des
Enzyms fiihrte. Diese Mutation wurde bereits u.a. von Eisenberg et al. beschrieben
(Eisenberg et al. 2003).

AAT GLTCTT AAT GTTCTT

ﬁ

\

Abb. 17 Ausschnitt aus dem Elektropherogramm der Sequenzanalyse von Exon 6 des GNE-Gens Links ist die
Analyse der Patienten-DNA mit dem heterozygoten Basenaustausch c.1085T>G dargestellt, der zu der Mutation p.V331G
fiihrt, rechts der gleiche DNA-Abschnitt einer Normalkontrolle.
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1.2. PATIENT B: DIE MUTATION D378Y (V696 M)

1.2.1. Klinische Daten

Bei diesem Patienten handelte es sich um einen 50-jdhrigen Englander, dessen DNA uns
zur Analyse aus dem Newcastle upon Tyne Hospital, England tibersandt wurde. Vor einigen
Jahren fiel bei einer Untersuchung wegen eines Bandscheibensyndroms eine diskrete
Gangstorung auf. Weitere Untersuchungen ergaben das typische klinische Bild einer GNE-
Myopathie mit myopathischen Veranderungen und einer relativen Aussparung des M.
quadriceps. Der Patient war allerdings trotz seiner ausgepragten FufSheberschwache
weitgehend mobil. Eine zu Beginn aufgetretene Fallneigung war dank
physiotherapeutischer Ubungsbehandlung gut kompensiert. Die subjektiv grofiten
Einschrankungen beklagte der Patient allerdings im Bereich seiner Handmuskulatur. Bei
der korperlichen Untersuchung zeigte sich eine Schwache vor allem im Bereich der
Fingerflexoren sowie eine globale Schwache der Mm. interossei und einer eingeschrankten
Beweglichkeit des Daumens. Die Kraftgrade im Bereich des M. quadriceps femoris waren
bei massiver Muskelschwiache der Flexorengruppe am Oberschenkel weiterhin sehr gut,
was die gut erhaltene Gehfahigkeit erkldaren kann.

Des Weiteren klagte der Patient iiber starke, eng umschriebene Riickenschmerzen, die
moglicherweise mit einer radikuldaren Symptomatik bei Bandscheibenproblemen in der
Anamnese oder aber auch mit dem stark abnormen Gangbild assoziiert sein konnten.

Insgesamt legte die klinische Symptomatik ebenfalls stark den Verdacht auf eine GNE-
Myopathie nahe.

1.2.2. Molekulargenetische Untersuchung

Die molekulargenetische Untersuchung des kodierenden Bereiches des GNE-Gens ergab
einen heterozygoten Basenaustausch (c.1225G>T) in Exon 7. Diese Veranderung in der
Sequenz fiihrte zu dem Aminosdureaustausch D378Y in der Epimerase-Domédne des
Enzyms.

Diese Mutation trat gemeinsam mit einem heterozygoten Basenaustausch in Exon 12
(c.2179G>A) auf, was zu einem Aminosaureaustausch V696M in der Kinase-Domadne des
Enzyms fiihrte. Beide Mutationen wurden bereits in der Literatur beschrieben (Eisenberg
et al. 2001; Eisenberg et al. 2003).
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Abb. 18 Ausschnitt aus dem Elektropherogramm der Sequenzanalyse von Exon 7 des GNE-Gens Links ist die
Analyse der Patienten-DNA mit dem heterozygoten Basenaustausch ¢.1225G>T dargestellt, der zu der Mutation p.D378Y
fiihrt, rechts der gleiche DNA-Abschnitt einer Normalkontrolle.

ACCA?ATCC ACCACATCGC
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Abb. 19 Ausschnitt aus dem Elektropherogramm der Sequenzanalyse von Exon 12 des GNE-Gens Die Analyse
erfolgte im Antisense-Strang. Dementsprechend ist links ist die Analyse der Patienten-DNA mit dem heterozygoten
Basenaustausch C>T dargestellt, was dem Basenaustausch c.2179G>A im Sense-Strang entspricht. Dieser Basenaustausch
fithrt zu der Mutation p.V696M. Rechts ist der gleiche DNA-Abschnitt einer Normalkontrolle dargestellt.

1.3. PATIENT C: DIE MUTATION V696M OHNE 2. MUTATION

Normalerweise treten die Mutationen im GNE-Gen als Compound-Heterozygote
Mutationen auf, d.h. es liegen zwei unterschiedliche Mutationen auf den beiden Allellen des
Gens vor. In Ausnahmefallen tritt auch Homozygotie auf, insbesondere bei der haufigsten
Mutation in der Volksgruppe der persischen Juden (1:5000), der Mutation p.M712T
(Eisenberg et al. 2001; Eisenberg et al. 2003). Auch die Mutation p.I587T, die wegen ihres
gehauften Auftretens in der Volksgruppe der Roma in der Literatur als ,Gypsy-Mutation®
bezeichnet wird, tritt homozygot auf (Kalaydjieva et al. 2005). Bei diesem Patienten wurde
in Exon 12 ein heterozygoter Basenaustausch c.2179G>A identifiziert, der zu einem
Aminosdureaustausch p.V696M fiihrte. Diese Mutation ist bereits beschrieben worden
(Eisenberg et al. 2003). Allerdings konnte im kodierenden Bereich des GNE-Gens keine
zweite Mutation nachgewiesen werden, weswegen erweiterte Nachweismethoden zum

Einsatz kamen.
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1.3.1. Molekulargenetische Untersuchung

G AT®TGGT||GGATGTGGT
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Abb. 20 Ausschnitt aus dem Elektropherogramm der Sequenzanalyse von Exon 12 des GNE-Gens Links ist die
Analyse der Patienten-DNA mit dem homozygoten Basenaustausch c.2179G>A dargestellt, der zu der Mutation p.V696M
fiihrt, rechts der gleiche DNA-Abschnitt einer Normalkontrolle.

1.3.2. Klinische Daten

Bei diesem Patienten handelte es sich um einen 24-jahrigen Patienten aus England dessen
DNA uns zur Analyse aus dem Newcastle upon Tyne Hospital, England iibersandt wurde.
Bei diesem jungen Patienten fielen bereits im Alter von 18 Jahren eine Einschrdankung der
sportlichen Belastbarkeit sowie ein progredienter Schwund der Beinmuskulatur auf. Bei
dem Bruder des Patienten wurde vor einigen Jahren eine Muskeldystrophie mit einer
Myopathie vom distalen Typ diagnostiziert, wobei eine ndhere Charakterisierung noch
nicht abgeschlossen war.

Bei der klinischen Untersuchung fielen eine erhohte Serum Kreatinkinase (1200 IU/I)
sowie ein myopathisches EMG-Muster auf. Eine Muskelbiopsie ergab aufder einem leichten
myopathischen Erscheinungsbild mit unterschiedlichen Muskelfaserkalibern keinen
wegweisenden Befund.

Bei der korperlichen Untersuchung zeigte sich eine ausgepragte Gangstérung mit
Steppergang und positivem Trendelenburgzeichen, das Treppensteigen war nur
eingeschrankt moglich. Die Muskelschwache konzentrierte sich hauptsachlich auf die
untere Extremitit mit einem sowohl proximal als auch distal betonten Verteilungsmuster.
Der fehlende Befall des M. quadriceps femoris war auch hier wegweisend fiir die
Verdachtsdiagnose einer GNE-Myopathie.

Im Bereich der oberen Extremitat zeigte sich eine vor allem distal betonte Myopathie. Die
Kraft im Bereich der Fingermuskulatur war eingeschrankt, die Hypothenarmuskulatur
atrophisch.

1.3.3. RT-PCR/RNA-Gewinnung und Sequenzanalyse

Aus Muskelgewebe des Patienten wurde RNA gewonnen, aus der mit Hilfe der RT-PCR
cDNA synthetisiert wurde. Mit dieser Methode ist es moglich, isoliert die translatierte DNA
zu untersuchen. Mogliche Fehler bei der posttranslationalen Prozessierung der RNA, wie
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z.B. beim Spleifden, die bei der Untersuchung der genomischen DNA unberiicksichtigt

bleiben, kénnen so analysiert werden. Auch hier fiihrte eine direkte Sequenzanalyse zu

keinen weiterfiihrenden Ergebnissen.

1.4. VERGLEICHSTABELLE

Patient A B C

Mutation GNE V331G, 1200F GNE D378Y, V696M GNE V696M,x

Geschlecht m m m

Untersuchungsalter 46 50 (2. Untersuchung) 24

Manifestationsalter 35 n.b. 18

Initialsymptomatik Hinken Gangstorung Schwache der

Beinmuskulatur

Familienanamnese positiv n.b. positiv

CK n.u. n.u. 1200 U/I

Gehfahigkeit erhalten o. Hilfsmittel erhalten eingeschrankt

Scapula alata r>| rechts nein

Muskelatrophie Schultermuskulatur Schultergiirtel, rechter Hypothenar
Thenar

Zehenstand + + -

Fersenstand - - -

Untere Extremitat

Huftflexion r:4/5, |: 4+/5 Schwiéche 3-/3 bds.

Hiftextension 3-/5 bds. Schwache r: 3-/5, :4-/5

Haftabduktion r: 4+/5, |: 5/5 n.u. 3-/5 bds.

Huftadduktion r:3-/5,1:2/5 n.u. r:2-/5,1: 1/5

Knieflexion r:3-/5,1:2/5 n.u. 2-/5 bds.

M. quadriceps fem. 5/5 bds. 5/5 bds. 5/5 bds.

Sprunggelenk 0/5 bds 1/5 bds. 1/5 bds.

dorsiflexion

Sprunggelenk 5/5 bds. 4/5 bds. 3/5 bds.

plantarflexion

Obere Extremitat

Schulter Abduktion n.u. n.u. r:4/5,1:5/5

Schulter Adduktion n.u. n.u.

Handgelenk Flexion n.u. links abgeschwacht 5/5 bds.

Handgelenk Extension n.u. links abgeschwacht 5-/5 bds.

Faustschluss n.u. 4/5 bds. 4/5 bds.

Halsflexion 5/5 4-/5 4-/5

Halsextension 5/5 5/5

Fazialmuskulatur nicht betroffen Schwiche nicht betroffen

Tab. 4 Vergleichstabelle der klinischen Symptomatik der Patienten mit einer GNE-Myopathie
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2. Mutationen im VCP-Gen

Insgesamt wurde die DNA von 13 Patienten, bei denen der klinische Verdacht einer
hereditdaren Einschlusskérpermyopathie gedufdert wurde oder bereits eine hinweisende
Muskelbiopsie vorlag, genetisch untersucht. Dabei testeten wir im Sinne einer
Stufendiagnostik primar als Hotspot-Regionen die Exons 3, 5 und 6. Bei negativem Resultat
folgten dann die restlichen 14 Exons.

Eine IBMPFD, die durch eine Mutation im VCP-Gen verursacht wird, ist typischerweise
durch die Trias Myopathie, Morbus Paget und Demenz charakterisiert. In unserem
Patientengut fanden sich allerdings selten alle drei Symptome, vielmehr verlief die
Erkrankung oft mono- oder bisymptomatisch. Obwohl die beobachtete Zahl der Falle
sicherlich viel zu gering fiir eine verlassliche Statistik ist, soll dennoch das hier verwendete
Patientengut hinsichtlich einer Phanotyp-Genotyp-Korrelation beschrieben werden. Von
den 13 Patienten konnte bei 4 Patienten eine Mutation im VCP-Gen nachgewiesen werden
und somit die Verdachtsdiagnose einer IBMPFD bestatigt werden.

Neben der Hotspot-Mutation auf Position 155 in Exon 5, die zahlenméf3ig am haufigsten
diagnostiziert werden konnte, wurde auch eine Deletion in Exon 4 gefunden. Da es sich
hierbei unseres Wissens nach um die erste beschriebene Deletion im VCP-Gen handelt,
wurde diese Mutation eingehender untersucht und in in vitro-Experimenten versucht, die
Pathogenitat zu beurteilen.

2.1.DIE MUTATION R155H/L
Insgesamt wiesen 3 Patienten eine Mutation an Position R155 im VCP-Gen auf, davon zwei

die haufigste Mutation tiberhaupt, die Mutation R155H.

Im Folgenden werden die klinischen Untersuchungsergebnisse und nahere Angaben zur
Symptomatik und zum Verlauf in einer Tabelle zusammengefasst.
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Patient D E F

Mutation R155H R155H R155L
Geschlecht m w w
Untersuchungsalter 49 60 50
Manifestationsalter 30 45 43
Familienanamnese positiv positiv positiv
Schluckstoérung nein nein nein

Scapula alata ja n.u. ausgepragt bds.

Gangbild

Sensibilitatsstérungen
Paget (radiologisch
und nuklearmed.)

AP

CK (U/l)

EMG

NLG
Muskelbiospie

Neurologische
Symptomatik/Demenz

Bauchdecken-
muskulatur

Untere Extremitat:

M. quadriceps femoris
M. iliopsoas

M. tibialis anterior
Aufstehen aus der
Hocke

Zehenstand

Fersenstand
Obere Extremitat
Schulter
Flexion/Extension
Schulter Elevation
Handmuskulatur

Trendelenburg-Hinken,

Rollator-/Rollstuhlpflichtig

ja
nein

n.u.
638

chronisch-neurogene
Veranderungen

schwere PNP der Beine
Muskelatrophie,
Einzelfaserdegeneration,
myopathisches

Gewebssyndrom, rimmed

vacuoles

Konzentrations- und
Gedachtnisstorungen,
beginnende
Wesensveranderungen,
ADHS

n.u.

3/5, atroph
n.u.
n.u.

proximal betont, 3-4/5,
Atrophie biceps, triceps
3/5

normal

Trendelenburg

nein
n.u.

normal
181

maRige chronisch
neurogene
Veranderungen
n.u.

n.u.

Dementielles Syndrom,
vorwiegend frontal

n.u.

3-4/5
3/5 bds
n.u.

distal betont 3-4/5 bds

n.u.

Atrophie der
Handbinnenmuskulatur,
des Thenars und
Hypothenars

Trendelenburg

nein
nein

normal

235

Zeichen einer
fortgeschrittenen
Muskeldystrophie
n.u.
Muskelatrophie,
rimmed vacuoles,
Ansammlung
filamentarer
Aggregate und
Myelinablagerungen
radiologisch und
nuklearmedizinisch
kein Hinweis auf
FTD, Neuropsychol.
Testung unauffallig
0/5

r:3/5, 1: 5/5
3-4/5 bds.
r:3/5, |: 4/5

eingeschrankt

eingeschrankt

3/5 bds.

2/5 bds.

Atrophie und
Schwiéche (3/5) der
Handbinnenmuskula
tur
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Patient D E F
Handgelenk Flexion n.u. 5/5 bds.
Handgelenk Extension n.u. 2-3/5 bds.
Fingerbeuger n.u. 5-/5 bds.
Fingerstrecker n.u. r:1/5,1: 0/5

Tab. 5 Vergleichstabelle der klinischen Symptomatik der Patienten mit der Mutation VCP R155
2.2.DIE MUTATION D120DEL

2.2.1. Klinische Daten

Klinik

Die 64 Jahre alte deutschstammige Patientin litt seit dem 52. Lebensjahr unter einer
progressiven Muskelschwache, betont im Bereich des Schultergiirtels und der Oberarme
beidseits, sowie dem linken Bein. Klinisch vorstellig wurde sie erstmals im Alter von 57
Jahren. Die neurologische Untersuchung ergab eine symmetrische Muskelatrophie der
Schulter- und Oberarmregion und eine Scapula alata. Die Armelevation war nur bis 90°
moglich. An der unteren Extremitat zeigte sich eine diskrete Parese von 4-5/5, der Fersen-
und Zehenstand war eingeschrankt. Aufserdem war ein Trendelenburgsches Gangbild zu
beobachten. Sensorium und periphere Muskelreflexe waren unauffallig. Sprachstérungen
und kognitive Einschrankungen konnten zu diesem Zeitpunkt nicht festgestellt werden. Im
EMG-Befund waren positive sharp waves und myotone Entladungsmuster im M. biceps
nachweisbar. Ebenfalls auffillig war eine pathologische Spontanaktivitit im M. tibialis,
gastrocnemius und vastus lateralis, sowie eine beinbetonte Amplitudenreduktion in der
Nervenleitgeschwindigkeit. Dieser Befund ist insgesamt mit einer Myopathie vereinbar.
Eine bereits damals durchgefiihrte Muskelbiopsie zeigte deutliche Kaliberschwankungen
der Muskelfasern, vereinzelt ,red ragged fibers“, jedoch ohne entziindliche Infiltrate,
Zeichen von Apoptose, Nekrose oder Basophilie. Dieser Befund ist bei deutlich
atrophischen Muskelfasern mit Umbau in Fettgewebe am ehesten mit einer unspezifischen
Myopathie vereinbar. Die primdre Verdachtsdiagnose einer fazio-skapulo-humeralen
Muskeldystrophie (FSHD) konnte molekulargenetisch ausgeschlossen werden.

Im Alter von 61 Jahren traten bei der Patientin sukzessive kognitive Begleitsymptome auf.
Vor allem eine Aphasie mit Wortfindungsstorungen, Floskeln, Satzabbriichen,
syntaktischen und phonematischen Fehlern, Ein-Wort-Sitzen, Konfabulationen und
falscher Benennung von Gegenstdnden. Eine ausgepragte Dysphagie fiihrte zu einer
ungewollten Gewichtsreduktion von 15-20 kg in wenigen Monaten. Im weiteren Verlauf
verschlechterte sich der kognitive Zustand rapide. Hinzu kamen nun Verhaltensstérungen,
inaddquate Stimmungslagen, apathisches Verhalten und Krankheitsuneinsichtigkeit. Das
visuell-rdumliche Gedachtnis war nicht betroffen, ebenso konnte eine allgemeine
Gedachtnisstorung ausgeschlossen werden. Der Gesamtbefund ist vereinbar mit einer

frontotemporalen Demenz.
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Bei der Untersuchung der Patientin wahrend des stationdren Aufenthaltes im Friedrich-
Baur-Institut zeigte sich eine weitere Verschlechterung des kognitiven Zustandes. Die
neurologische Untersuchung war nur erschwert zu erheben. Dennoch konnte bei der
Patientin eine vertikale Blickparese nach oben und unten, eine deutliche Gangunsicherheit,
sowie eine Einschrdankung der Abduktion der Arme, die nur bis etwa 60° moglich war,
beobachtet werden. Eine bei einem fritheren Krankenhausaufenthalt aufgefallene diskrete
Erhohung der Alkalischen Phosphatase im Serum konnte nicht bestatigt werden. Auch
szintigrafisch konnte ein Morbus Paget ausgeschlossen werden (s.u.), sodass es sich hier
um einen bisymptomatischen Verlauf einer IBMPFD handelt.

MRT des Schddels

Um differentialdiagnostisch andere Ursachen der dementiellen Symptomatik (maligner
Prozess, entziindliche Verdanderungen, Ischamie, Blutung) auszuschlief}en wurde eine
magnetresonanztomographische Untersuchung des Gehirns durchgefiihrt.

Dabei fanden sich betont fronto-temporal erweiterte dufdere Liquorraume, ein Befund, der
grundsatzlich in diesem Alter als auffillig zu werten ist und mit der Verdachtsdiagnose
einer Demenz des fronto-temporalen Typs vereinbar ist. Andere Ursachen der
dementiellen Entwicklung konnten ausgeschlossen werden, insbesondere fanden sich
keine Zeichen einer Ischdmie oder Blutung, sowie keine Raumforderungen oder
entziindliche Veranderungen.

Abb. 21 Magnetresonanztomographie des Schéidels. A, B und D zeigen T1 gewichtete Sequenzen, C eine T2 gewichtete
Sequenz. A und B zeigen axiale Schnitte, C einen Sagittalschnitt, D eine Koronarschichtung. Es zeigen sich v.a.
frontotemporal deutlich erweiterte dufiere Liquorrdaume.
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Positronenemissionstomographie (PET) mit F-18 markierter Deoxyglukose (FDG)

Fiir die Abklarung einer Demenz eignet sich als Goldstandard eine nuklearmedizinische
Untersuchung mit Hilfe der Positronenemissionstomographie (PET). Dazu wurde der
Patientin als Radiopharmakon F-18 markierte Deoxyglukose (FDG) intravends verabreicht
und nach 60 min. ein Scan im Tomographen durchgefiihrt.

In den rekonstruierten Schnittbildern in transversaler, koronarer und sagittaler Schichtung
wurden Veranderungen im Glukosestoffwechsel detektiert.

Bei der Patientin fanden sich Glukosestoffwechseldefekte beidseits weitgehend
symmetrisch orbitofrontal, temporal inferior bzw. polar sowie im Bereich des posterioren
Gyrus  cinguli.  Cerebellar = zeigten  sich  beidseits  kranial = symmetrische
Glukosestoffwechseldefekte, die aber nicht sicher von Normalisierungsartefakten
abgegrenzt werden konnten. Der Metabolismus der tlibrigen cortikalen und subcortikalen
Strukturen (Striatum, Thalamus, Cerebellum) stellte sich iiberwiegend regelrecht dar.

Die an diesen Lokalisationen beschriebenen Glukosestoffwechselminderungen sind
positronenemissionstomographisch mit dem Vorliegen einer neurodegenerativen
Erkrankung vereinbar, wobei das Befundmuster am ehesten fiir eine temporal ausgepragte
Verlaufsform einer Demenz aus dem frontotemporalen Formenkreis spricht.

RT.LAT LT.LAT POST RT.MED LT.MED

OQ.OQOQ@

Abb. 22 Positronenemissionstomographie (PET) mit F-18 markierter Deoxyglukose (FDG). Beidseitige
Glukosestoffwechseldefekte, weitgehend symmetrisch orbitofrontal, temporal inferior bzw. polar sowie im Bereich des
posterioren Gyrus cinguli gelegen, weisen auf eine frontotemporale Demenz mit temporal ausgepragter Verlaufsform bei
der Patinetin mit der neuen VCP D120-Deletion hin.
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2.2.2. Molekulargenetische Untersuchung

Zur Mutationsanalyse wurde aus peripherem Blut der Patientin genomische DNA
gewonnen, mit Hilfe der PCR amplifiziert und sequenziert. Durch datenbankgestiitzte
Analyse konnte im Vergleich zur normalen Sequenz des VCP-Gens eine heterozygote
Deletion der Basen Guanosin, Adenosin und Thymidin gefunden werden, die zu einem
Verlust eines Aspartats in Position 120 fiihrte. Abb. 23 zeigt deutlich den Verlust der Basen
und die folgende Doppelsequenz im Vergleich zu einer Normalkontrolle. Diese Mutation ist
unseres Wissens nach bisher in der Literatur noch nicht beschrieben, weshalb davon
ausgegangen werden muss, dass es sich hierbei um die erste beschriebene Deletion im
VCP-Gen handelt.

A A

—— .~ —

c CCA T TG AT G ACATCASG

Abb. 23 Ausschnitt aus dem Elektropherogramm der Sequenzanalyse von Exon 4 des VCP-Gens (A) zeigt den
betreffenden Abschnitt der Patienten-DNA mit der Mutation, die eine heterozygote Deletion der Basen Guanosin (G),
Adenosin (A) und Thymidin (T) verursacht und zu der Deletion eines Aspartats an Position 120 fiihrt. (B) zeigt zum
Vergleich den identischen Ausschnitt einer Normalkontroll-DNA.
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2.2.3. Phylogenetische Relevanz

Durch Vergleich der DNA-Sequenzen verschiedener Organismen kann die genetische
Persistenz von Genen oder bestimmten DNA-Mustern nachvollzogen werden. Je
konservierter eine bestimmte DNA-Sequenz bei Organismen verschiedener
Evolutionsstufen nachgewiesen werden kann, desto wichtiger scheint diese Sequenz vom
evolutiondren Standpunkt her gesehen zu sein. Dies wird als ein weiteres Kriterium der
Beurteilung der Pathogenitit von Mutationen herangezogen. Um die phylogenetische
Relevanz der hier beschriebenen Mutation D120del zu beurteilen, wurde eine
datenbankgestiitzte Analyse bei verschiedenen Organismen durchgefiihrt. VCP (p97 bei
Mausen, TER94 bei Drosophila melanogaster und CDC48 bei Saccharomyces cerevisiae) ist
ein hochkonserviertes Protein. Wie Abb. 12 zeigt, lasst sich auch das Aspartat, das sich
beim Menschen auf Position 120 befindet und das in der vorliegenden Mutation p.D120del
deletiert ist, evolutionsgeschichtlich sehr weit zuriickverfolgen und ist somit ebenfalls

hochkonserviert.
D120
LPI DDTV
L P11 |IDID T V]Homo Sapiens
L P I |ID|ID T V |Canisfamiliaris
L P I |IDID T V |Bostaurus
L P I |ID|ID T V |Gallusgallus
L P I |D|D T V |Rattus norvegicus
L P I |[ID|ID T V |Musmusculus
L P I |[IDID T V |Xenopuslaevis
L P I |[D|D T V |Drosophilamelanogaster
L P11 |ID|ID T V |Anophelesgambiae
L P I |[D|D T I JCaenorhabditis elegans homolog 2
L P I |ID|D T I JPlasmodium falciparum
L PV |D|D T V |Arabidopsisthaliana
L P 1 |ID|D T V]|Oryzasativa
L P11 |[IDID T I |Glycine max

Abb. 24 Konservierung des Aspartat D120 in der DNA verschiedener Organismen Ubereinstimmungen in der
Sequenz sind weif hinterlegt, Abweichungen griin. Das Aspartat D120 im VCP-Gen ist bei Ubereinstimmung gelb
markiert.

2.2.4. Einfluss der Mutationen im VCP-Gen auf das Autophagosom

Die Pathomechanismen, die zu dem klinischen Bild der IBMPFD fiihren sind weitgehend
unbekannt. Dennoch konnten einige Arbeitsgruppen in den letzten Jahren VCP-Mutanten
mit signifikanten Storungen der Autophagie in Zusammenhang bringen. Bei nadherer
Betrachtung von vakuoldren Strukturen in Patientenmyoblasten zeigte sich in vitro, dass in
diesen unreife dysfunktionale nicht abbaubare Autophagosomen akkumulieren (Ju et al.
2009; Vesa et al. 2009; Tresse et al. 2010) Normalerweise werden ubiquitinierte Proteine

und andere nicht mehr benétigte Zellbestandteile intrazellular von Vesikeln umschlossen.
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Das so entstandene Autophagosom fusioniert dann mit einem primaren Lysosom zum
Autolysosom. Bei einer Mutation im VCP-Gen ist dieser Schritt offensichtlich gestort sodass
unreife Autophagosomen in der Zelle akkumulieren. Dabei beeintrachtigt ein Verlust der
Funktion von VCP nicht die Induktion der Autophagie, sondern die Reifung von
Autophagosomen zu Autolysosomen, entweder durch Defekte im intrazelluldren Transport
oder durch eine gestorte Fusion von Autophagosomen und Lysosomen (Ju et al. 2009).
Diese These beruht auf der Beobachtung, dass durch einen Knockdown von VCP durch
siRNA zum einen wie zu erwarten ist, die VCP-Menge im Immunoblot um 60-70% absinkt,
gleichzeitig jedoch die Menge an LC3B-II und p62 ansteigt, die als Markerproteine fiir eine
gestorte Autophagie gelten. Auch in den rimmed vacuoles lasst sich eine Akkumulation von
p62 und LC3B-II nachweisen (Ju et al. 2009).
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Abb. 25 Schematische Darstellung der Autophagie Ubersicht (A) zeigt den Beginn der Autophagie, die mit der
Formierung einer Phagophore, dem primiren Sequestrationskompartiment beginnt, das sich zu einem Autophagosom
entwickelt. Ein Defekt im Reifevorgang, z.B. durch einen Defekt in der Fusion mit Lysosomen, resultiert in einer
Akkumulation von Autophagosomen. Ubersicht (B) =zeigt den normalen Ablauf der Autophagozytose mit
Autophagosombildung, Fusion mit einem Lysosom und Abbau des Inhaltes im Autolysosom. Aus (Klionsky et al. 2008).

Bei Aktivierung der Autophagie wird das 18 kDa grofle Protein LC3B-I durch
proteolytische Abspaltung und Lipidmodifikation in das 16 kDa grofie Protein LC3B-II
umgewandelt. Da LC3B-II spezifisch an der Membran der Autophagosomen lokalisiert ist,
eignet sich seine quantitative Bestimmung sehr gut als Marker fiir den korrekten Ablauf
der Autophagie in der Zelle. Bei einer Akkumulation von Autophagosomen steigt namlich
gleichzeitig LC3B-II an. Bei funktionierender Autophagozytose wird LC3B-II mitabgebaut
(Ju et al. 2009; Badadani et al. 2010). Dieses Resultat lasst sich auch bei
Patientenmyoblasten und im Maus-Modell bestatigen. Auch hier steigt im Immunoblot die
Menge an LC3B-II im Vergleich zu Kontrollmyoblasten signifikant an, ein deutlicher
Hinweis, dass auch in vivo die Autophagie gestort ist (Ju et al. 2009; Tresse et al. 2010).
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p62 ist ebenfalls ein Protein, das durch Autophagie abgebaut wird und somit bei
fehlerhaftem Ablauf dieses Stoffwechselwegs in der Zelle akkumuliert. Des Weiteren ist
p62 aber auch essentiell fiir den Transport ubiquitinierter Proteine zum Autophagie-
Lysosom-System (Moscat and Diaz-Meco 2009). Dazu bindet p62 ubiquitinierte Proteine
und LC3B-II (Pankiv et al. 2007). Eine weitere interessante Beobachtung ist, dass
Mutationen im p62/SQSTM1-Gen einen Morbus Paget verursachen, der klinisch nicht von
der Knochenerkrankung zu unterscheiden ist, die durch Mutationen im VCP-Gen
verursacht wird (Hocking et al. 2002; Laurin et al. 2002).

Um eine wesentliche Rolle von VCP bei der Autophagie weiter zu bestatigen, wurde bei
Myoblasten die Autophagosomenreifung selektiv mit den Medikamenten Chloroquin, das
die lysosomale Protease inhibiert und Bafilomycin A, einem Makrolid-Antibiotikum, das
durch Hemmung der H*-ATPase die Fusion von Autophagosom und Lysosom verhindert,
gehemmt. Interessanterweise fiihrt dies zu einem myopathischen Bild mit vakuoldren
Strukturen, einer Akkumulation von LC3B-II und p62, sowie zu einer Degeneration von
Myofibrillen. Die Ergebnisse lassen sich nicht von den Beobachtungen bei IBMPFD-
Patientenmyoblasten unterscheiden (Ju et al. 2009). Damit scheint ein Defekt in der
Reifung von Autophagosomen zu Autolysosomen mitverantwortlich fiir die Pathologie der
IBMPFD zu sein.
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Abb. 26 Mutationen in VCP beeintrachtigen den Proteinabbau durch Autophagie: Markerprotein LC3B-II (A) Nach
Transfektion der VCP-Konstrukte in PMI-28 Mausmyoblasten wurde nach 2 Tagen ein Gesamtproteinextrakt hergestellt
und iiber eine Polyacrylamid-Gelelektrophorese nach Schigger und Jagow aufgetrennt. Fiir den Westernblot wurde ein
LC3-spezifischer Antikdrper verwendet. Die Ladekontrolle erfolgte mit einem GAPDH-spezifischen Antikdrper. Der
Subtyp LC3B-II wird in den Zellen, die das VCP-Wildtypkonstrukt enthalten, nahezu komplett abgebaut, wahrend dieser
Abbau in den Zellen mit den Mutanten R155H und D120del weit weniger effizient ablauft. (B) Das Sdulendiagramm zeigt
die densitometrische Analyse des Blots. Die Werte sind auf das Signal der GAPDH-Ladekontrolle normalisiert. Es zeigt
sich ein deutlicher Anstieg der LC3B-II Isoform (~1,5-fach bei R155H und ~1,7-fach bei D120del).

Die beschriebenen Versuche wurden fast ausschliefllich mit der haufigsten VCP-Mutante
R155H durchgefiihrt. Auf der Grundlage dieser Beobachtungen wurden in dieser Arbeit
HeLa- und PMI-28-Zellen mit dem Plasmid pTH333 (VCP-Mutante R155H) und pKR334
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(VCP-Mutante D120del) transfiziert und hinsichtlich der Akkumulation von LC3B-II und
p62 mit Wildtypzellen verglichen. Dabei konnte LC3B-II im Vergleich zum Wildtyp ~1,5-
fach (R155H), bzw. ~1,7-fach (D120del) erh6ht im Westernblot nachgewiesen werden
(Abb. 26). Bei p62 liefs sich eine ungefahre Verdopplung der Akkumulation beobachten (s.
Abb. 27).
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Abb. 27 Mutationen in VCP beeintriachtigen den Proteinabbau durch Autophagie: Markerprotein p62 (A) Der
Versuchsansatz ist mit dem in Abb. 26 identisch. Fiir den Westernblot wurde ein p62-spezifischer Antikdrper verwendet.
Als Ladekontrolle diente GAPDH. (B) Bei der densitometrischen Analyse des Blots ist ein ~2-facher Anstieg der
Proteinmenge bei der Mutante R155H und ein ~2,2-fachen Anstieg bei der Mutante D120del nachweisbar.

2.2.5. Transdifferenzierung von Patientenfibroblasten in Myoblasten mit MyoD

Patientenfibroblasten lassen sich in Myoblasten transdifferenzieren

Die Gewinnung von Myoblasten ist ein invasiver Eingriff, der von Patienten oft abgelehnt
wird. Seit einiger Zeit besteht die Moglichkeit mit Hilfe des Adenovirus Ad5fib50-MyoD
Fibroblasten in Myoblasten zu transdifferenzieren (Havenga et al. 2002). Wir bedienten
uns dieser Technik, um einerseits die Methode zu etablieren und andererseits, um die
Myofibrillenbildung der mutierten Zellen mit Kontrollzellen vergleichen zu kénnen.

Dazu haben wir im ersten Schritt gezeigt, dass die Methode mit den von uns verwendeten
Fibroblasten funktioniert. Menschliche Fibroblasten in Kultur wurden mit dem Virus
Ad5fib50-MyoD infiziert und iber Nacht inkubiert, bevor die Ausdifferenzierung zu
multinukledren Myotuben in Differenzierungsmedium angeregt wurde. Die Fixierung
erfolgte an Tag 7. Als Negativkontrolle diente der gleiche Ansatz ohne Virus.

In der Immunfluoreszenzfarbung gegen Desmin und Alpha-Aktinin zeigte sich in der
Positivkontrolle die Ausdifferenzierung in Form von Myotuben, in der Negativkontrolle
fanden sich nur Einzelzellen (s. Abb. 28). Des Weiteren fiel die Farbung gegen Desmin,
welches spezifisch in Myoblasten und vermehrt in Myotuben, nicht hingegen in
Fibroblasten vorkommt, in der Positivkontrolle deutlich positiv aus, in der
Negativkontrolle fand sich kein Nachweis von Desmin (s. Abb. 28 B, D, E). Somit konnte
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gezeigt werden, dass die Transdifferenzierung auch mit den von uns verwendeten
humanen Fibroblasten funktioniert.

Negativkontrolle: Menschliche Fibroblasten Tag 7

Alpha-Actinin

Ad5 MyoD Infektion: Menschliche Fibroblasten Tag 7

Abb. 28 Nachweis der Transdifferenzierung nach Ad5fib50-MyoD-Infektion. Ko-immunfluoreszenzfarbung von

Desmin und Alpha-Actinin. In der Negativkontrolle zeigt sich im gleichen Bildausschnitt in (A) eine Anfirbung der
Zellkerne mit Hoechst 33258, in (B) und (C) findet sich keine spezifische Anfirbung von Desminfilamenten oder alpha-
Actinin. Das Spektrum der Myofibrillenbildung zeigt sich in drei verschiedenen Ausschnitten in (D)-(F) mit simultaner
Darstellung aller drei Farbkanéle (Desmin: rot, Alpha-Actinin: griin, Zellkerne: blau). Maf3stabsbalken 20 pm.

Die Mutation D120del beeinflusst die Sarkomerstruktur in Myotuben

Im nachsten Schritt untersuchten wir den Einfluss der Mutation D120del auf die Bildung
der Sarkomerstruktur. Dazu wurden Fibroblasten der Patientin mit der VCP-Mutation
D120del mit Hilfe des Ad5fib50-MyoD-Virus zu Myoblasten transdifferenziert und in
Differenzierungsmedium 10 Tage zu Myotuben ausdifferenziert. Als Kontrollzellen dienten
Fibroblasten einer beziiglich Alter und Geschlecht passenden gesunden Kontrollperson, die
identisch behandelt wurden. Die anschliefende Immunfluoreszenzfarbung erfolgte mit
Antikorpern gegen die myofibrilliren Proteine a-Aktinin und Desmin. Wie Abb. 29 zeigt,
bilden die Kontrollzellen, wie bereits in anderen Experimenten beobachtet, korrekt
angeordnete Myofibrillen aus, so dass die charakteristische Sarkomerstruktur gut zu
erkennen ist. Im Gegensatz dazu zeigt sich bei den Zellen der IBMPFD-Patientin eine
gestorte Bildung der Sarkomerstruktur, insbesondere fehlt die typische regelhafte
Anordnung der gegen a-Aktinin gefirbten Z-Banden-Bereiche. Ahnliche Beobachtungen
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wurden bereits fiir die Mutante R155C beschrieben (Janiesch et al. 2007). Es bestitigt sich,
dass VCP eine wichtige Rolle bei der Bildung von Myosinfibrillen spielt und auch die
Mutation D120del zu einer entsprechenden Storung fithren kann.

Kontrolle

a-Actinin

Desmin
merge

VCP/p97
a-Actinin D120del
Desmin
merge

Abb. 29 Die Myofibrillenbildung ist bei der VCP-Mutation D120del gestért. Myoblasten wurden aus Fibroblasten mit
Hilfe des Ad5fib50-MyoD-Virus transdifferenziert. 10 Tage nach Induktion der Zellfusion im Differenzierungsmedium
zeigt die Fluoreszenz-Doppelfarbung gegen Alpha-Aktinin (griin) und Desmin (rot) bei den Patientenzellen im Vergleich
zur Kontrolle das Fehlen einer geordneten Myofibrillenanordnung, Bei den Kontrollmyoblasten sieht man im Vergleich
die charakteristische, regelhafte Sarkomerstruktur der gefiarbten Filamente. Rechts ist jeweils ein vergrofierter Bereich
der Alpha-Aktininfarbung gezeigt. Maf3stabsbalken 20 um.
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2.2.6. Pathogenitatsprognose mit MutationTaster®

Um eine weitergehende Aussage hinsichtlich der Pathogenitit der Mutation D120del
treffen zu konnen, wurde mit Hilfe des MutationTasters (http://www.mutationtaster.org)

(Schwarz et al. 2010) in silico datenbankgestiitzt eine Pathogenitatsprognose berechnet. In
die Analyse flieflen verschiedene Faktoren ein wie Leserasterverschiebung, Einfluss der
Mutation auf die Proteinstruktur, Speifdstellenverdnderungen, phylogenetische
Konservierung und Strangabbriiche. Auf Basis dieser Daten wird eine Aussage dariiber
getroffen, ob die zu untersuchende Mutation Pathogenitdtspotential aufweist. Der
Algorhythmus der Software MutationTaster wurde fiir einfache Mutationen
(Basenaustausch, Deletion) mit 4937 Polymorphismen und 31182 krankheitsrelevanten
Mutationen erstellt. Die Daten sind statistisch validiert. Die Angaben des Anbieters sind in
Tab. 6 und Tab. 7 ersichtlich.

Genauigkeit 91.1% +0.1%
Prazision 93.0% +0.4%
Sensitivitat 88.9% +0.3%
Spezifitat 93.3% +0.1%

Tab. 6 Kreuzvalidierung: Vorhersagegenauigkeit von MutationTaster (Realistische Haufigkeit, iiber alle
Varianten) aus http://www.mutationtaster.org/documentation.html

Genauigkeit 87.2 +0.5%
Prazision 86.8 +0.4%
Sensitivitat 87.8£0.7%
Spezifitit 86.6 +0.4%

Tab. 7 Kreuzvalidierung: Vorhersagegenauigkeit von MutationTaster Modellen (gleichmiflige Frequenz) aus
http://www.mutationtaster.org/documentation.html

Bei der Analyse ergibt sich fiir die Mutation D120del die Vorhersage ,disease causing” mit
einem Wahrscheinlichkeitswert p=1. Der p-Wert ist von den Entwicklern intern entwickelt
und ist nicht mit dem p-Wert statistischer Tests zu verwechseln. Ein Wert nahe 1 ist ein
Indikator fiir eine hohe Vorhersagesicherheit. In der Zusammenfassung bestatigt
MutationTaster, dass durch die Mutation die Aminosduresequenz verandert und die
Funktion des Proteins wahrscheinlich beeintrachtigt ist.
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Diskussion

V) DISKUSSION

Die hereditaren Einschlusskérpermyopathien stellen eine klinisch und genetisch
heterogene Gruppe seltener Erkrankungen dar. Bei den untersuchten Patienten wurde das
bisher bekannte phanotypische und genotypische Spektrum erweitert und naher
charakterisiert.

1. Mutationen im GNE-Gen

1.1. PATIENT A:

Bei Patient A wurde ein heterozygoter Basenaustausch auf Position 1085T>G identifiziert,
der zum Austausch eines Valins durch ein Glycin an Position 331 in der Kinase-Domane
von GNE fiihrte. Auf dieser Position wurde bereits von Nishino et al. die Mutation 1085T>C
(V331A) beschrieben. Leider liefden sich in der Literatur keine ndaheren klinischen Angaben
zu diesem Patienten finden (Nishino et al. 2002). Als zweite heterozygote Mutation bei
Patient A wurde die Mutation 1200F identifiziert.

Der Krankheitsverlauf von Patient A ist als sehr typisch zu betrachten. Wie in den meisten
Fallen fiel die GNE-Myopathie primar durch eine Gangstérung auf, der Krankheitsbeginn
mit Mitte 30 liegt dabei im Durchschnitt. Typische klinische Befunde wie eine
Fufdheberschwache mit deutlicher Parese der Zehenextensoren sowie die Aussparung des
M. quadriceps femoris bei gleichzeitiger Parese der Knieflexoren sind als besonders
charakteristisch zu erwdhnen. Im Bereich der Muskulatur der Oberkorpers ist
typischerweise vor allem der Schultergiirtel betroffen. Es zeigt sich eine deutliche Scapula
alata. Auch die Tatsache, dass der Patient 17 Jahre nach den ersten Symptomen immer
noch berufstitig sein kann ist als klassisch zu werten, da eine Rollstuhlpflichtigkeit im
Schnitt erst nach 2-3 Jahrzehnten auftritt (Huizing and Krasnewich 2009).

Die neu beschriebene GNE-Mutation V331G fiihrt somit bei diesem Patienten zu dem
klassischen Bild einer GNE-Myopathie.

1.2. PATIENT B:

Bei diesem Patienten konnten wir die Mutationen D378Y und V696M im GNE-Gen
nachweisen. Auch hier war der klinische Verlauf weitgehend typisch, mit Betonung der
Paresen in der unteren Extremitdt, Aussparung des M. quadriceps femoris und weitgehend
erhaltener Gehfahigkeit. Im Vergleich zur Literatur zeigte sich daneben aber eine
ausgepragte axiale Schwaiche. Die Fallneigung konnte mit Physiotherapie positiv
beeinflusst werden.

Auffallig war auch eine ausgeprigte Schwache der Handmuskulatur mit einer Schwache
der Fingerflexoren und Mm. interossei, die den Patienten im Alltag sehr einschrankt. Diese
trat bereits friith im Krankheitsverlauf auf, normalerweise tritt diese Manifestationsform
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eher im spateren Krankheitsverlauf auf. Eine Beteiligung der Fingerbeuger ist
normalerweise charakteristisch fiir eine sporadische Einschlusskérpermyositis.

1.3. PATIENT C:

Die korperliche Untersuchung des Patienten und insbesondere der fehlende Befall des M.
quadriceps femoris waren wegweisend fiir die Verdachtsdiagnose einer GNE-Myopathie.
Durch direkte Sequenzierung konnte bestatigt werden, dass der Patient heterozygoter
Trager einer Mutation im GNE-Gen ist. Eine zweite heterozygote Mutation konnte mit den
verwendeten Methoden nicht nachgewiesen werden. Somit kann die Diagnose einer GNE-
Myopathie mit der Methode der direkten Sequenzierung abschlieffend nicht gestellt
werden. Die Sensitivitit der direkten Sequenzierung liegt bei >95%. Mutationen in nicht-
kodierenden Bereichen werden dabei meist nicht untersucht, auch konnen nicht samtliche
regulatorisch wirkende Mutationen beriicksichtigt werden. Dariiber hinaus ist die
Detektion sehr grof3er Deletionen verfahrensbedingt nicht moglich.

Aus diesen Grinden sollte die Verdachtsdiagnose einer GNE-Myopathie bei diesem
Patienten nicht abschliefsend verworfen werden.

1.4. ZUSAMMENFASSUNG

Insgesamt zeigten sich bei den untersuchten Patienten relativ klassische klinische
Verlaufsbilder. Die interindividuellen Besonderheiten im Verlauf jedes einzelnen Patienten
lassen sich auch in anderen Studien finden und unterstreichen, dass allein aufgrund der
Mutationsanalyse keine Aussage liber den Verlauf oder die Prognose gemacht werden
kann.

2. Mutationen im VCP-Gen

Insgesamt wurde im Rahmen dieser Arbeit die DNA von 13 Patienten mit Verdacht auf eine
IBMPFD auf Mutationen im VCP-Gen untersucht. Dabei konnte der Verdacht bei 5 Patienten
bestitigt werden. Die hdufigste Mutation, die dabei gefunden wurde, lag analog zur
Literatur auf Position 155. Bei einer Patientin fand sich eine Deletion von 3 Basen, die zu
einem Verlust eines Aspartats auf Position 120 fiihrte.

Das Krankheitsbild der IBMPFD ist ausgesprochen heterogen, ein Phdanotyp mit allen drei
Entitdten (IBM, frontotemporale Demenz und ossarer M. Paget) findet sich nur bei knapp
12% der Patienten. In unserem vergleichsweise kleinen Kollektiv (n=4) trat zum Zeitpunkt
der Untersuchung eine Myopathie in 100% der Faille, ein Morbus Paget in keinem der Falle
und eine frontotemporale Demenz bzw. andere nicht ndher bestimmte kognitive
Symptomatik in 75% der Falle auf. Alle drei Symptome gemeinsam zeigten sich bei keinem
der Falle, ein bisymptomatischer Verlauf in 75% der Fille und ein monosymptomatischer
Verlauf in 25% der Falle. Mit Sicherheit ist dieses Kollektiv zu klein um anhand einer
statistischen Auswertung eine valide Aussage zu treffen. Unsere Ergebnisse sind allerdings
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gut kompatibel mit den in der Literatur beschriebenen Fallen. Unterschiede und
Besonderheiten werden im Folgenden diskutiert.

2.1.DIE MUTATION AN POSITION R155

Im Rahmen dieser Arbeit wurde bei vier Patienten die Verdachtsdiagnose einer IBMPFD
bestdtigt, bei drei Patienten konnte eine Mutation an Position R155 festgestellt werden
(Patienten D-F). Bei den Patienten D und E liegt die Mutation R155H vor, bei Patient F die
Mutation R155L. Das untersuchte Kollektiv ist sehr klein, dennoch reihen sich die
Ergebnisse gut in die Beobachtungen in der Literatur ein.

Das mittlere Manifestationsalter betragt ca. 39 Jahre (30-45 ].), das mittlere
Manifestationsalter ist in der Literatur mit 45 angegeben. Als Erstsymptomatik wurde von
den Patienten eine Schwache der Muskulatur genannt. Die Familienanamnese ist bei allen
Patienten positiv fiir Muskelerkrankungen. Diese Beobachtungen sind kongruent mit den
Angaben in der Literatur (Watts et al. 2004; Kimonis and Watts 2005). Die klinische
Untersuchung ergab, sofern untersucht, bei allen Patienten eine Scapula alata und ein fiir
die IBMPFD typisches Trendelenburg-Hinken, bei Patient D war die Myopathie schon so
weit fortgeschritten, dass bereits eine Rollstuhlpflichtigkeit bestand. Interessanterweise
war dies auch der Patient mit dem frithesten Erstmanifestationsalter (30 J.). Passend dazu
zeigte sich hier bei der laborchemischen Untersuchung eine stark erhohte
Kreatinkinaseaktivitat im Serum (638 U/1), der Normwert liegt bei <80 U/l (Renz-Polster
et al. 2008). Die Patienten E und F wiesen ebenfalls erhohte CK-Werte auf, allerdings
deutlich niedriger als Patient D. Da die Hohe des Gesamt-CK-Wertes im Serum positiv mit
dem Ausmafd der Muskelzerstorung korreliert, muss hier in Zusammenschau mit der
Rollstuhlpflichtigkeit davon ausgegangen werden, dass zum Untersuchungszeitpunkt
Patient D am starksten von der Myopathie betroffen war.

Bei der korperlichen Untersuchung der Muskelkraft zeigten sich bei den Patienten
eindeutige Einschrankungen, sowohl im Bereich der unteren als auch der oberen
Extremitaten. Die Patienten E und F wiesen eine ausgepragte Beteiligung der
Handmuskulatur mit Atrophien und Muskelschwiche auf, die Handmuskulatur des
Patienten D war dagegen normal.

Die apparative Diagnostik mit Hilfe des EMGs ergab bei allen Patienten Veranderungen, die
mit einer Myopathie vereinbar waren, auch die Muskelbiopsie zeigte, sofern durchgefiihrt,
das typische Bild einer IBM.

Somit zeigt sich bei allen Patienten das Bild einer ausgepriagten Myopathie, das
Befallsmuster ist analog zur Literatur dabei sehr heterogen und offensichtlich nicht mit
dem Ort der Mutation in Korrelation zu bringen.

47% der Patienten mit einer IBMPFD zeigen Symptome eines ossdaren M. Paget (Kimonis et
al. 2008). In dem hier untersuchten Kollektiv konnte zum Zeitpunkt der Untersuchung ein
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M. Paget in keinem der Fille nachgewiesen werden. Weder waren radiologische oder
nuklearmedizinische Untersuchungen positiv, noch die alkalische Phosphatase im Serum
erhoht.

Ca. 37% der Patienten entwickeln im Verlauf Ihrer Erkrankung eine neurologische
Symptomatik im Sinne einer Frontotemporalen Demenz (Kimonis et al. 2008). Auch in
dem hier untersuchten Kollektiv fanden sich bereits Hinweise auf eine beginnende Demenz
mit Wesensveranderungen (Patient D), bzw. bereits eine manifeste frontotemporal betonte
Demenz (Patient E). Patient F litt zum Zeitpunkt der Untersuchung noch unter keinen
kognitiven Einschrankungen.

Das untersuchte Kollektiv ist sicherlich zu klein um verldssliche Aussagen mit statistischer
Signifikanz zu erlauben. Allerdings zeigt sich unter Einbeziehung der Beobachtungen in der
Literatur bei allen drei Patienten das typische Bild einer IBMPFD. Sehr schon lasst sich
zeigen, dass das Krankheitsbild in seiner Symptomatik sehr heterogen ist und sich allein
aufgrund des Mutationslokus keine Aussage iiber die Beteiligung der verschiedenen
Organsysteme oder den Schweregrad der Erkrankung treffen lasst. Dies unterstreicht die
hohe Relevanz einer guten klinischen Untersuchung bei der Diagnostik.

2.2.DIE DELETION D120DEL

2.2.1. Klinischer Verlauf

Die klinische Symptomatik der Patientin mit myopathischen Veranderungen und der sehr
friih aufgetretenen frontotemporalen Demenz deutete schnell auf das Vorliegen einer
IBMPFD hin. Bei der Mutationsanalyse des VCP-Gens fanden wir eine heterozygote Deletion
des Basentripletts GAT, die konsekutiv zu einem Verlust eines Aspartats in Position 120
filhrte. Dies ist unseres Wissens die erste Mutation auf Exon 4 des VCP-Gens, die
beschrieben ist, sowie die erste Deletion im VCP-Gen iiberhaupt. Diese genetische
Veranderung fand sich nicht in 100 Kontrollchromosomen und betraf einen phylogenetisch
hochkonservierten Aminosaurerest. Somit konnte die Verdachtsdiagnose einer IBMPFD
molekulargenetisch bestatigt werden.

Wie von Patientendaten aus grofler angelegten Ubersichtsarbeiten bekannt, ist auch der
Verlauf dieser Patientin relativ typisch fiir eine IBMPFD (Kimonis et al. 2008; Weihl et al.
2009). Es handelt sich hierbei zum Zeitpunkt der Untersuchung um einen
bisymptomatischen Verlauf einer IBMPFD mit Myopathie und FTD, wie er sich in der
Literatur bei ca. 20% der Falle finden lasst (Kimonis et al. 2008). Die Primarsymptomatik
bestand in einer proximal ausgepragten symmetrischen Muskelschwache mit Scapula alata,
Beeintrachtigung der Armelevation und auffilligem Gangmuster (Trendelenburg-Hinken
entsprechend proximaler Schwache der Hiiftmuskulatur). Die myopathischen
Veranderungen fanden sich auch in elektrophysiologischen Tests. Auch die unauffalligen
Laborparameter, allen voran eine normale Kreatinkinase, stimmten mit den
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Beobachtungen in der Literatur tiberein. Histologische Untersuchungen der Muskeln
zeigten, wie auch in der Literatur beschrieben, ein eher diffuses myopathisches Bild.
Typische rimmed vacuoles konnten zum damaligen Zeitpunkt noch nicht nachgewiesen
werden.

Auffallig ist allerdings, dass die myopathischen Beschwerden als Erstsymptomatik relativ
spat mit 52 Jahren einsetzten , dann aber sehr schnell progredient verliefen, sodass bereits
nach ca. 8 Jahren die Gehfahigkeit fast vollstindig eingeschrankt war. Auch die relativ
rasche Verschlechterung im kognitiven Bereich, die innerhalb von 9-10 Jahren nach
Auftreten der Myopathie zu dem Vollbild einer frontotemporalen Demenz mit
weitgehendem Verlust der Alltagskompetenz und vollstindiger Pflegebediirftigkeit gefiihrt
haben, sind im Vergleich eher untypisch, sodass insgesamt festgestellt werden kann, dass
bei dieser Patientin ein spater Beginn der Primarsymptomatik mit schneller progredienter
Verschlechterung der Myopathie und Demenz vorliegt. Ob dies allein durch den
Mutationstyp, die Deletion einer Aminosaure, erklart werden kann oder ob es sich um
einen individuell abweichenden Verlaufstyp einer IBMPFD handelt, lasst sich aufgrund der
Erstbeschreibung einer Deletion im VCP-Gen und der Beschreibung dieses Einzelfalles
nicht abschlief3end beurteilen.

2.2.2. Funktionelle Untersuchungen der Mutation

Da bisher nur Mutationen mit einzelnem Basenaustausch nidher charakterisiert wurden,
wollten wir nun den Einfluss einer Deletion im VCP-Gen naher untersuchen. Die
Funktionen von VCP sind mannigfaltig. Alle moglicherweise betroffenen Stoffwechselwege
abzudecken, wiirde den Umfang dieser Arbeit sicherlich sprengen. Deshalb sollten
exemplarisch zwei Fragestellungen herausgegriffen werden. Geeignete Fragestellungen
dafiir sind der Einfluss der Mutation auf die Autophagie in der Zelle, sowie der Einfluss
dieser Mutation auf die Mpyosinfibrillenbildung und die Sarkomerstruktur
ausdifferenzierter Myoblasten. Diese beiden Teilbereiche bieten sich besonders deshalb an,
da sie bereits fiir die Hotspot Mutation an Position 155 gut untersucht sind und sich somit
geniigend Daten fir Vergleichsanalysen finden lassen. Der Einfluss auf die
Myofibrillenbildung ist zudem sehr anschaulich, da hier anhand der
Strukturveranderungen gut darstellbar ist, warum diese Erkrankung zu einer Myopathie
fiihren kann.

Auswirkungen der Mutation auf die Autophagie

Zwar ist die Rolle von VCP in der Pathogenese der IBMPFD weitgehend unbekannt, doch
wurden in den letzten Jahren von einigen Arbeitsgruppen grofde Fortschritte gemacht, was
die Aufklarung der Funktion des Proteins in der Zelle betrifft. Dabei scheint VCP eine
Schliisselrolle  in der Regulation von Autophagiemechanismen, genauer der
Autolysosomenreifung, zu spielen. Wie oben beschrieben, akkumulieren sowohl in vivo als
auch in Zellkulturexperimenten dysfunktionale Autophagosomen in der IBMPFD-Zelle.
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Diese Beobachtung deutet darauf hin, dass die Storung der Autophagiemechanismen eine
zentrale Rolle in der Pathologie spielt. Als Marker fiir eine gestorte Autolysosomenreifung
und Akkumulation der Autophagosomen wurde das sehr kleine Protein LC3, genauer
dessen Isotyp LC3B-II, sowie das Protein p62 vorgeschlagen (Ju et al. 2009; Badadani et al.
2010; Tresse et al. 2010). In den Versuchen zeigt sich im Vergleich zu Kontrollmyoblasten
bei Zellen mit der VCP-Mutation R155H ein signifikanter Anstieg von LC3B-II und p62, was
auf eine Storung bei Autophagiemechanismen hinwies (Ju et al. 2009; Badadani et al. 2010;
Tresse et al. 2010). Unser Ziel war es, die Hypothese zu iiberpriifen, dass auch die VCP-
Mutation D120del zu einer Storung der Autolysosomenreifung fiihrt und demzufolge LC3B-
Il und p62 ansteigen. In in vitro Experimenten konnte analog zur Literatur ein signifikanter
Anstieg beider Proteine nachgewiesen werden, sodass der Riickschluss nahe liegt, dass
auch diese Deletion die Autophagie in der Zelle beeintrachtigt und so auf der gleichen
Ebene zur Pathophysiologie beitragt wie die in der Literatur untersuchten VCP-Mutanten.
Aus Mangel an Patientenmyoblasten konnte dieser Versuch nur mit Mausmyoblasten in
Kultur, in die eine VCP-D120del-Mutante transfiziert wurde, durchgefiihrt werden. Um
weitere Aussagen iiber die Pathogenese treffen zu konnen, sollte dies in Experimenten mit
menschlichen Kulturmyoblasten, bzw. mit Patientenmyoblasten tiberprift werden. Auch
die Etablierung eines Mausmodells mit der Mutante VCP D120del ware sicherlich
interessant und konnte zu ergdnzenden Erkenntnissen beziiglich des Muskelphdnotyps
und des Einflusses der Mutation auf Gehirn und Knochenstoffwechsel fiihren.

Einfluss auf das Myosinassembling

95% der IBMPFD Patienten leiden an einer Muskelschwache (Kimonis et al. 2008).
Myopathische Symptome sind dabei auch fast immer die Primarsymptomatik und
schranken die Patienten friihzeitig in ihrer Lebensqualitdt massiv ein. Dariiber hinaus sind
es muskuldre Komplikationen, die in den meisten Fillen im Endstadium der IBMPFD zum
Tod fiithren. In histologischen Untersuchungen wird gelegentlich die Ursache der
Muskelpathologie mit dem Auftreten der rimmed vacuoles in den Muskelzellen erklart.
Dennoch sind auch Patienten, bei denen sich keine rimmed vacuoles in der Biopsie finden,
von den Folgen des bindegewebigen Umbaus und der Atrophie der Muskulatur stark
betroffen. In einigen Publikationen der letzten Jahre wurde deshalb verstarkt der Fokus auf
den Einfluss der VCP-Mutationen auf die Myofibrillenbildung gelegt.

Janiesch et al. konnten mit Hilfe der Inmunfluoreszenzmikroskopie im Vergleich zwischen
Myoblasten eines Patienten, der Trager der VCP-Mutation R155C war, und Myoblasten
einer gesunden Kontrollperson deutliche Stérungen in der Myofibrillogenese nachweisen.
Vor allem die Anordnung der Aktinfilamente schien im Vergleich zu den
Kontrollmyoblasten deutlich beeintrachtigt (Janiesch et al. 2007).

Fiir unsere Versuche standen keine Patientenmyoblasten zur Verfiigung. Deshalb
bedienten wir uns der Methode der Transdifferenzierung. Mit Hilfe des Adenovirus
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Ad5.50.AdApt.MyoD wurden Fibroblasten der Patientin mit der VCP-Mutation D120del zu
Myoblasten transdifferenziert und zu Myotuben ausdifferenziert. Dabei konnte analog zu
den Ergebnissen von Janiesch et al. gezeigt werden, dass die Myofibrillenbildung bei den
mutierten Zellen im Vergleich zu passend ausgewahlten Kontrollzellen, deutlich gestort ist.
Dies zeigte sich besonders gut in der FITC-Phalloidin-Farbung, die spezifisch die
Aktinfilamente anfarbt. Diese Ergebnisse legen nahe, dass auch die Deletion D120del zu
Storungen bei der Myosinfibrillenbildung fiihrt und damit einen Aspekt der Myopathie
erklart. Daneben konnte gezeigt werden, dass sich transdifferenzierte Fibroblasten als
Modell fiir funktionelle Untersuchungen hervorragend eignen und zu &hnlichen
Ergebnissen flihren, wie aus Skelettmuskel isolierte humane Myoblasten. Zwar sollten auch
hier noch Vergleichsversuche mit Myoblasten angeschlossen werden, sowie
Patientenmyoblasten mit der Immunfluoreszenzmikroskopie untersucht werden, dennoch
geben bereits diese Ergebnisse gute Hinweise darauf, dass bei der Deletion dhnliche
muskuldre Pathogenitidtsmechanismen eine Rolle spielen konnen wie vorbeschrieben
(Janiesch et al. 2007). Des Weiteren soll hier die adenovirale Transdifferenzierung von
Fibroblasten als ergidnzende Alternativmethode zu der gdngigen Muskelbiopsie
vorgeschlagen werden. Es wurde in dieser Arbeit gezeigt, dass funktionelle
Untersuchungen in Myotuben, die aus Fibroblasten abgeleitet wurden, aquivalente
Ergebnisse wie Myoblasten liefern. Dies wurde auch bei Untersuchungen der
mitochondrialen DNA bestatigt (Bulst et al. 2012).

Eignung von transdifferenzierten Fibroblasten in der Diagnostik

Im Rahmen dieser Dissertation konnte die Methode der adenoviralen Transdifferenzierung
von humanen Fibroblasten in Myoblasten mit anschliefender Differenzierung in Myotuben
etabliert werden. Durch den Nachweis von Desmin in der Immunfluoreszenzmikroskopie
konnte gezeigt werden, dass sich zum einen tatsdchlich Myoblasten bilden, zum anderen
funktionierte auch die Differenzierung zu Myotuben, wie sich anhand der Ausbildung einer
charakteristischen regelhaften Sarkomerstruktur belegen lief3. Fiir unsere Untersuchungen
musste der Patientin keine invasive Muskelbiopsie zugemutet werden, sondern lediglich
eine Hautbiopsie zur Gewinnung der Fibroblasten. Nun stellt sich die Frage, ob man nicht
grundsatzlich auf Muskelbiopsien in der Diagnostik verzichten konnte. Dies ist fiir die
Untersuchungen hinsichtlich der Myofibrillenbildung und mechanischer Eigenschaften
sicherlich zu bejahen. Allerdings ist die Diagnostik vielschichtiger. Durch die
Transdifferenzierung greift man elementar in den Zellzyklus ein und verdndert die
Reifungseigenschaften der Zelle. Deshalb lassen sich Fragestellungen zum regenerativen
Potential sowie zu den Reifungseigenschaften selbst sicherlich nur sehr kritisch beurteilen.
Die Abgrenzung zu entziindlichen Muskelerkrankungen und die Beurteilung der
Muskelarchitekturstorungen konnen auf diese Weise nicht durchgefiihrt werden. Daher
wird eine klassische histologische Untersuchung des Muskelzellverbandes weiterhin ihren
wichtigen Stellenwert in der Differentialdiagnose der hereditaren Myopathien behalten.
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Aufgrund der Seltenheit der Erkrankung ist der Weg zur Diagnose einer IBMPFD
erfahrungsgemafd lang. Oft ist er begleitet von primdren Fehldiagnosen. Zu Gunsten des
Patienten und um wichtige therapeutische Schritte nicht unnétig zu verzogern, tiberwiegt
deshalb in der Diagnostik immer noch der Nutzen einer Muskelbiopsie gegeniiber den
Risiken. Fiir rein wissenschaftliche Fragestellungen oder falls aufgrund fehlenden
Einverstandnisses von Seiten des Patienten eine Muskelbiopsie nicht méglich ist, kann die
Transdifferenzierungsmethode allerdings sehr wertvoll sein und kénnte deshalb in Zukunft
eine grofdere Rolle spielen.

3. Bedeutung der genetischen Diagnostik

Die Rolle der genetischen Diagnostik erblicher Erkrankungen wird gegenwartig sehr
kontrovers diskutiert. Besonders stellt sich die Frage inwiefern Patienten, die an nach
aktuellem Forschungsstand unheilbaren Erkrankungen leiden, von einer solchen Testung
profitieren. Fiir Patienten mit hereditdren Muskelerkrankungen gilt dies natiirlich im
Besonderen. So erscheint eine flaichendeckende Testung der asymptomatischen
Bevolkerung unter o6konomischen und gesundheitspolitischen Gesichtspunkten auch
weiterhin mehr als fragwiirdig und sollte nicht empfohlen werden. Bereits symptomatische
Patienten profitieren jedoch enorm von genetischer Diagnostik. Auch wenn bis heute fiir
die meisten Erkrankungen keine kausale Therapie angeboten werden kann, so hilft es den
behandelnden Arzten und dem Patienten meist immens, wenn die Erkrankung in eine
medizinische Klassifikation eingeordnet werden kann. Allein den Fragestellungen, die sich
fiir Patienten mit Erbkrankheiten im Bereich der Familien- und Lebensplanung ergeben,
konnen nur dank einer qualifizierten humangenetischen Beratung, der eine qualitativ
hochwertige Gendiagnostik vorausgegangen ist, begegnet werden.

Dartiber hinaus kann dem betroffenen Patienten durch Erkenntnisse und Erfahrungen, die
weltweit mit diesen seltenen Erkrankungen gewonnen werden, auch ganz akut in seiner
Situation geholfen werden. Beispiele hierfiir sind die Pravention von Komplikationen durch
engmaschiges  Monitoring, medikamentése  Therapie und Umstellung von
Lebensgewohnheiten (z.B. Kardiomyopathie bei der IBMPFD). Ohne eine sinnvolle
Klassifikation dieser seltenen Erkrankungen und international korrespondierenden
Netzwerken spezialisierter Kliniken, waren solche Erkenntnisse nur schwer zu beschaffen
und untereinander zu vergleichen.

4. Ausblick

Aktuell beschranken sich die Moglichkeiten fiir Patienten mit GNE-Myopathie und IBMPFD
weitgehend auf humangenetische Beratung, supportive Mafnahmen und Pravention von
Komplikationen. Eine kausale Therapie ist derzeit leider noch nicht vorhanden und in
absehbarer Zukunft scheint dies auch so zu bleiben, da sich der Stand der Forschung in
diesem Bereich noch in einem sehr frithen Stadium befindet. Erste Mechanismen wurden
aber bereits verstanden und konnten in Modellstudien und histologischen Untersuchungen
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bestdtigt werden. Auch schreitet die Klassifikation der Erkrankungen weiter voran, was die
Grundlage fiir eine verniinftige Diskussion und Wissensaustausch internationaler Forscher
ist.

Dass dieses Vorgehen durchaus Erfolg hat und auch sehr plétzlich in kausalen Therapien
niederschlagen kann, hat sich in der Vergangenheit u.a. bereits bei zwei hereditiren
Muskelerkrankungen gezeigt: Die Muskeldystrophie Duchenne und der Morbus Pompe
konnen bereits heute relativ erfolgreich durch Exon-Skipping in eine weniger
beeintrachtigende Form der Erkrankung verandert werden (Duchenne) oder durch
Supplementierung des defekten Enzyms (M. Pompe) therapiert werden (Toscano and
Schoser 2012; Verhaart and Aartsma-Rus 2012).

Diese beiden Krankheitsbilder stehen exemplarisch dafiir, wie durch prazise Diagnostik
und hartnackige Forschung auf molekularer Ebene Therapien fiir betroffene Patienten
entwickelt werden kénnen.

Welches die besten Strategien bei GNE-Myopathie und IBMPFD sein werden, bleibt
weiterhin Gegenstand intensiver Forschung.
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VI) ZUSAMMENFASSUNG

Die Gruppe der hereditiren Einschlusskorpermyopathien (heriditary inclusion body
myopathy; hIBM) umfasst eine Vielzahl an erblich bedingten Muskelerkrankungen mit dem
Hauptsymptom der Muskelschwiche, die im frithen bis mittleren Erwachsenenalter
auftritt. Dabei handelt es sich um sehr seltene Erkrankungen mit einer heterogenen
klinischen Symptomatik.

Ziel dieser Arbeit war es, bei Patienten mit der Verdachtsdiagnose einer
Einschlusskorpermyopathie die Kandidatengene GNE und VCP auf krankheitsrelevante
Mutationen hin zu {berpriifen und durch klinische und molekularbiologische
Charakterisierung einzelner Mutationen die molekulare Pathogenese der Erkrankung
nadher zu analysieren.

Dazu wurde im Rahmen dieser Arbeit die DNA von 26 Patienten mit der Verdachtsdiagnose
einer GNE-Myopathie oder IBMPFD (Einschlusskérpermyopathie assoziiert mit M. Paget
und frontotemporaler Demenz) auf Mutationen untersucht. Zusammengesetzt
heterozygote oder homozygote Mutationen im GNE-Gen fiihren zum Krankheitsbild der
GNE-Myopathie (frither als HIBM2 bezeichnet), wahrend fiir die IBMPFD eine autosomal
dominante Mutation im VCP-Gen ursachlich ist.

Drei Patienten trugen unterschiedliche Mutationen im GNE-Gen, das fiir das bifunktionale
Enzym UDP-N-Acetylglucosamin-2-Epimerase / N-Acetylmannosamin-Kinase (GNE)
kodiert. Eine der neu identifizierten Mutationen ist in der Literatur bisher nicht
beschrieben worden. Das mittlere Manifestationsalter der GNE-Myopathie betragt 20 Jahre.
Als Erstsymptomatik fallt dabei primar eine Muskelschwache und -atrophie der distalen
und proximalen Muskulatur auf, wobei der M. quadriceps femoris typischerweise
ausgespart bleibt. Die Krankheit verlduft progredient und fiihrt im Schnitt nach ca. 15
Jahren zur Rollstuhlpflichtigkeit.

Bei insgesamt vier der untersuchten Patienten konnte eine Mutation im VCP-Gen, das fiir
das Valosin-containing protein (VCP) kodiert, festgestellt werden. Mutationen in diesem
Gen fiihren zu einer IBMPFD, die durch die Symptomtrias Einschlusskérpermyopathie,
Morbus Paget und friih einsetzender frontotemporaler Demenz gekennzeichnet ist. Mit
einem mittleren Manifestationsalter von 45 Jahren zeigen sich bei den Patienten Symptome
einer langsam progredienten distalen und proximalen Muskelschwache, die sich initial vor
allem im Bereich der Hiiftmuskulatur und des Schultergiirtels mit Auftreten einer Scapula
alata manifestiert und meist durch eine Gehschwache auffallt. Im weiteren Verlauf konnen
dann fakultativ Symptome eines ossaren M. Paget und einer frontotemporalen Demenz

hinzutreten.

VCP gehort zur Gruppe der AAA-ATPasen, die in der Zelle mannigfaltige Funktionen
erfiillen, die bisher nicht vollstandig verstanden sind. VCP spielt auch eine Schliisselrolle
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bei der Autophagie der Zelle. Durch Mutationen im VCP-Gen wird die
Autophagosomenreifung gestort, was zu einer intrazellularen Akkumulation von Proteinen
und zur Vakuolenbildung fiihrt. Dadurch ist die Myofibrillenbildung beeintrachtigt und
konnte damit einen Teil des Pathomechanismus der IBMPFD erklaren. Diese Mechanismen
sind fiir die haufigste humane Mutation im VCP-Gen (R155H) bereits gut untersucht.
Unsere Versuche konnten bestdtigen, dass auch die im Rahmen dieser Arbeit weltweit
erste beschriebene Deletion im VCP-Gen (D120del) Stérungen im Bereich der Autophagie
verursacht. Auch auf struktureller Ebene wurde mit Hilfe der
Immunfluoreszenzmikroskopie eine Stérung der Myofibrillenbildung nachgewiesen.
Daraus ergaben sich neben der klinischen Symptomatik gute Hinweise, dass die Deletion
D120del auf einer ahnlichen Ebene wie die Mutation R155H pathophysiologische
Mechanismen der IBMPFD beeinflusst.

Fur Patienten mit hereditiren Myopathien spielt die genetische Diagnostik eine grofie
Rolle, sei es in Hinblick auf Prognose, Familienplanung, humangenetische Beratung oder
Therapieoptionen. Die konsequente systematische Charakterisierung neuer Mutationen auf
klinischer sowie zell- und molekularbiologischer Ebene und die enge internationale
Zusammenarbeit spezialisierter Zentren werden zum weiteren Verstdndnis dieser
komplexen Krankheitsbilder beitragen und bilden die Grundlage fiir einen
therapieorientierten Forschungsansatz.
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