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1. Einleitung 

 

1.1.  Einschlusskörpermyositis 

 

1.1.1. Klinik, Histologie und Genetik 

 

Die Einschlusskörpermyositis (englisch: inclusion body myositis, IBM) ist eine chronisch progressive, 

entzündliche Muskelerkrankung, die erstmals 1978 von Karpati und Carpenter (Carpenter et al., 1978) 

beschrieben wurde und als sporadische (s-IBM) oder hereditäre IBM (h-IBM) vorliegen kann. Die 

Erkrankung tritt meist nach dem 50. Lebensjahr auf und betrifft Männer dreimal häufiger als Frauen 

(Dalakas et al., 1991; Sekul et al., 1993). 

Klinisch findet man neben einer proximalen Schwäche schon initial auch eine Beteiligung distaler 

Muskelgruppen, vor allem Fingerbeuger- und Fußhebermuskulatur, sowie asymmetrisch angeordnete 

Muskelatrophien mit Betonung des Quadriceps und der Armflexoren (Abb. 1) (Lindberg et al., 1994; 

Dalakas et al., 1995). Begleitend findet man häufig eine Abschwächung der tiefen Sehnenreflexe und eine 

Schluckstörung (Dalakas et al., 1996). 

 

                                

                               Abb. 1 

 Unterarmmuskulatur mit 
 typischer Atrophie der Flexoren 
 
 
Der klinische Phänotyp ist sehr variabel. So gibt es bei einigen IBM-Patienten zu Beginn der Erkrankung 

auch ein mehr proximales Muskelbefallsmuster der oberen und unteren Extremität (Lindberg et al., 1994). 

Elektrophysiologisch zeigt sich ein charakteristisches myopathisch-neurogenes Mischmuster (Pouget et 

al., 1987; Yoy et al., 1990). Eine Beteiligung der peripheren Nerven mit Reduktion der sensiblen 

Nervenleitgeschwindigkeit wird in einigen Fällen beobachtet (Lindberg et al., 1990).  
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Typische histologische Befunde sind sog. „rimmed vacuoles“ mit eosinophilen zytoplasmatischen 

Einschlüssen. Immunhistochemisch lassen sich bei der h-IBM und s-IBM innerhalb dieser Einschlüsse 

verschiedene Proteine nachweisen, die auch bei verschiedenen neurodegenerativen Erkrankungen 

auftreten, wie Ubiquitin, β-Amyloid Protein, β-Amyloid Vorläuferprotein, Apolipoprotein E,                

α1-Antichymotrypsin, Presenilin-1, hyperphosphoryliertes Tau und Prion-Protein (Askanas et al., 1993, 

1995, 1998).  

Histologisch findet sich bei der s-IBM, nicht aber bei der h-IBM, eine peri- und endomysiale 

Entzündungsreaktion mit Invasion zytotoxischer CD8+ Zellen in nicht-nekrotischen Muskelfasern (Fyhr 

et al., 1996). Die Diagnose wird elektronenmikroskopisch anhand von typischen filamentären 

Einschlüssen mit einem Durchmesser von 15-18 nm in Kern und Zytoplasma gesichert (Figarella-Branger 

et al., 1992). 

Molekulargenetisch findet sich eine erhöhte Frequenz des Apolipoprotein E4 Allels bei Patienten mit 

IBM im Vergleich zur Kontrollgruppe (Garlepp et al., 1995). 

Die hereditären Formen der Erkrankung (eine autosomal-rezessive und zwei autosomal-dominante 

Formen) wurden bislang zwei verschiedenen Genloci zugeordnet. Eine autosomal-rezessive Form (IBM2) 

wurde zu Chromosom 9p1-q1 (Argov et al., 1997) gemapt. Ursächlich hierfür ist eine Mutation im GNE-

Gen (UDP-N-acetylglucosamin-2-epimerase/N-acetylmannosaminekinase; OMIM 603824) (Eisenberg et 

al., 2001). Interessant ist hier die ungewöhnliche Verteilung der Paresen mit Aussparung der 

Quadrizepsmuskulatur. Patienten nahöstlicher Abstammung zeigen dabei meist eine homozygote 

Missense-Mutation und betroffene Familien anderer ethnischer Herkunft unterschiedliche compound-

heterozygote Mutationen im GNE-Gen (Eisenberg et al., 2001; Askanas et al., 1998). Auch bei der 

Nonaka-Myopathie findet man Mutationen im GNE-Gen (Askanas et al., 1998, Kayashima et al., 2002). 

Die autosomal-dominante Form (IBM3) wurde Chromosom 17p13.1 zugeordnet und wird durch 

Mutationen im Myosin-Heavy-Chain-IIa-Gen (MYHC2A oder MYH2; OMIM 160740) verursacht 

(Martinsson et al., 1999). Klinisch zeigt sich eine Myopathie mit Kontrakturen, Ophthalmoplegie und den 

für IBM typischen „rimmed vacuoles“.  

Die s-IBM hat sich insgesamt als schwer therapierbar erwiesen. Immunsuppressiva und Steroide haben in 

der Regel keine positive Auswirkung auf den Krankheitsverlauf (Barohn et al., 1995). Eine den Verlauf 

der Krankheit stabilisierende Wirkung wurde aber durch die intravenöse Gabe hochdosierter 

Immunglobuline erreicht (Dalakas et al., 1997; Walter et al., 2000).  
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1.1.2. Theorien zur Pathogenese der s-IBM 

 

Die Pathogenese der Einschlusskörpermyositis ist bis jetzt noch nicht eindeutig geklärt, es existieren 

verschiedene Hypothesen. 

Die Ähnlichkeit der elektronenmikroskopisch sichtbaren mikrotubulären Filamente zu den 

Nukleokapsiden der Paramyxoviren führte zu der Hypothese einer persistierenden slow-virus-Mumps-

Infektion (Chou 1967, 1986), die jedoch zwischenzeitlich widerlegt werden konnte. 

Eine autoimmune Genese der IBM wird durch die Tatsache gestützt, dass CD8+ T-Zellen in den 

pathologischen Prozess involviert sind und man bei der s-IBM typischerweise inflammatorische 

Veränderungen findet. So konnten in den betroffenen Muskeln neben aktivierten T-Lymphozyten auch 

Zytokine, wie die Interleukine IL-1α und β, IL-6, INF-γ, Lymphotoxin und tumor necrosis factor (TNF-α) 

nachgewiesen werden (Lundberg 2000; Megens-deLetter et al., 1999). Diese These der autoimmunen 

Genese wird auch durch die häufige Assoziation mit anderen Autoimmunopathien, z.B. Sjögren-

Syndrom, SLE, Diabetes mellitus und einer peripheren Neuropathie gestützt (Lotz et al., 1989; Koffmann 

et al., 1998). 

Auch die Expression von Fas, einem Mitglied der TNF-Rezeptor-Familie auf Muskelzellen und von Fas-

Liganden auf infiltrierenden T-Zellen und Makrophagen wurde bei IBM-Patienten beobachtet, obwohl 

die Rolle der apoptotischen Aktivität in betroffenen Muskelfasern weniger klar ist (Behrens et al., 1997; 

Hohlfeld et al., 1997).  

Die s-IBM ist weiterhin mit MHC-1-Klasse- und DR-Antigenen assoziiert, deren Ausprägung eine 

Prädisposition für die Entwicklung der Erkrankung darstellt. Eine der stärksten Assoziationen besteht 

zwischen s-IBM und DR3 sowie C4A*Q0, welche innerhalb der MHC Genloci nahe der MHC-Klasse-2 

Region liegt (Garlepp et al., 1994, Kok et al., 1999). 

Eine Akkumulation von Apolipoprotein 4 und Variationen in der D-loop Region der mtDNA bei 

Patienten mit s-IBM (Garlepp et al., 1995; Kok et al., 2000)  sowie eine auffällige Akkumulation von 

einsträngigem DNA-Bindungsprotein in den Skelettmuskelfasern lässt die Vermutung auf eine Störung 

auf nukleärer Ebene zu (Nalbantoglu et al., 1994). Auch verschiedene andere ätiologische Faktoren wie 

mitochondriale Deletionen, Stickstoffmonoxid induzierter oxidativer Stress und abnorme Anhäufung von 

Alzheimer-typischen Proteinen werden diskutiert (Tawil et al., 2002). 

Die Akkumulation von Ubiquitin, β-Amyloid-Protein (Aβ), β-Amyloid-Vorläuferprotein (βAPP), 

Apolipoprotein E, α1-Antichymotrypsin, Presenilin-1, hyperphosphoryliertem Tau und Prion-Protein in 

den pathognomonischen „rimmed vacuoles“ rücken die s-IBM in die Nähe neurodegenerativer 

Erkrankungen (Askanas et al., 1993, 1994, 1995, 1998). 

Eine andere Theorie zur Pathogenese der s-IBM stützt sich auf die Beobachtung der Akkumulation des 

auch bei M. Alzheimer in Astrozyten und Mikrogliazellen überexprimierten Proteins αB-Crystallin (αB-

C). So wurde eine vermehrte Expression des Chaperon-Proteins αB-Crystallin in zahlreichen, 

pränekrotischen Muskelfasern von s-IBM-Patienten nachgewiesen (Banwell et al., 2000).  
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Durch bislang nicht identifizierte Stressoren ausgelöste, erhöhte αB-Crystallin Expression könnte zum 

einen zu einer Triggerung des Immunsystems führen, zum anderen aber auch bei entsprechender 

genetischer Prädisposition für die vermehrte Umfaltung zahlreicher, neurodegenerations-assoziierter 

Proteine verantwortlich sein. Diese Faktoren könnten in Kombination zur Degeneration von 

Skelettmuskelfasern führen. 

 

 

 

1.2. IBM und Neurodegenerationsproteine 

 

Einige Proteine, die mit neurodegenerativen Erkrankungen assoziiert sind, findet man in auffallender 

Häufung auch in den Vakuolen von betroffenen Skelettmuskelfasern bei Patienten mit s-IBM und h-IBM 

(Askanas et al., 1993, 1994, 1995, 1998). 

Außerdem ist bekannt, dass IBM und M. Alzheimer einige gemeinsame pathobiochemische 

Charakteristika besitzen; Amyloid-β-Protein und Amyloid-β-Vorläuferprotein finden sich normalerweise 

im Gehirn von Patienten mit Alzheimer-Demenz und akkumulieren dort in den pathognomonischen 

Plaques.  

Die s-IBM ist die einzige Muskelerkrankung, die durch eine pathologische Akkumulation von β-Amyloid 

und β-Amyloid-Vorläuferprotein außerhalb des Zentralnervensystems charakterisiert ist. 

Interessanterweise spielen diese Proteine und/oder durch Vorläufer-Proteolyse entstandene β-Amyloid- 

haltige Fragmente keine Rolle bei anderen Myopathien. Dies führt zu der Vermutung, dass pathologische 

Veränderungen von Aβ und/oder βAPP bei der molekularen Pathogenese der s-IBM beteiligt sein 

könnten. 

Eine Überexprimierung von βAPP führt bei transgenen Mäusen zur Entwicklung IBM-typischer 

Veränderungen im Skelettmuskel (Fukuchi et al., 1998). Direkter Gentransfer von βAPP in kultivierte, 

normale, menschliche Skelettmuskelfasern mittels eines adenoviralen Vektors induziert ähnliche 

morphologische und immunhistochemische Veränderungen wie sie bei der IBM gefunden werden 

(Askanas et al., 1996). 

Des Weiteren findet man bei sporadischer und hereditärer IBM die gleichen Anhäufungen von 

intrazellulären Tubulofilamenten aus hyperphosphoryliertem Tau (Askanas et al., 1994) und weiteren 

neurodegenerations-assoziierten Proteinen, wie Ubiquitin,  Apolipoprotein E, α-Synuclein, Presenilin-1 

und Prion-Protein (Askanas et al., 1993, 1994, 1995, 1998), wie bei Patienten mit sporadischem und 

hereditärem M. Alzheimer im Hirngewebe. Diese Ergebnisse lassen eine pathogenetische Verwandtschaft 

zwischen M. Alzheimer und s-IBM vermuten. 

Vice versa ist ein Patient mit neurodegenerativer Erkrankung beschrieben, bei dem einige der für IBM 

typischen Veränderungen zu finden waren. So zeigte die Muskelbiopsie eines Gerstmann-Sträussler-
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Scheinker-Patienten mit einer P102L Mutation im Prion-Gen eine Myopathie mit „ragged red fibers“ und 

Vakuolenbildung (Hsiao et al., 1989; Rosenthal et al., 1976). 

Von Alzheimer-Patienten ist bekannt, dass sie eine erhöhte Frequenz des Apolipoprotein E 4 Allel 

Genotyps (ApoE 4/4) aufweisen. Dies konnte in geringerem Maße auch für IBM Patienten, jedoch nicht 

für Patienten mit anderen entzündlichen Muskelerkrankungen nachgewiesen werden (Garlepp et al., 

1995). 

ApoE wird auch in abnormalen Muskelfasern von IBM-Patienten akkumuliert (Mirabella et al., 1996). 

Möglicherweise kann ein ApoE 4/4 Genotyp neben anderen Faktoren zur Entwicklung einer IBM 

disponieren. 

Ebenso findet sich eine vermehrte Expression von Rezeptoren der LDL-Familie und eine Anhäufung von 

freiem Cholesterin in vakuolisierten Muskelfasern bei IBM-Patienten (Jaworska-Wilczynska et al., 2002). 

Da bekannt ist, dass Lipoprotein-Rezeptoren und Cholesterin eine bedeutende Rolle in der Prozessierung 

von βAPP, der Aβ-Produktion und der Tau-Phosphorylierung spielen, impliziert deren Vorhandensein in 

regenerierenden und nekrotischen Muskelfasern bei IBM eine mögliche pathogenetische Rolle (Frears et 

al., 1999; Bodovitz et al., 1996; Avdulov et al., 1997; Mizuno et al., 1999). 

 

 

 

1.3. IBM und Prion 

 

Das Prion-Protein ist ein extrazelluläres Sialo-Glykoprotein, das über einen Glykophosphatidylinositol 

(GPI)-Anker mit der Zellmembran verbunden ist und bei allen Säugetieren vorkommt. 

Die Tatsache, dass es zu den hochkonservierten Proteinen gehört, mit einer über 90% Sequenzhomologie 

zwischen den verschiedenen Säugetierklassen und selbst bei Hühnern vorhanden ist, unterstreicht die 

bedeutende physiologische Rolle dieses Proteins (Sparkes et al., 1986; Gabriel et al., 1992). 

Beim Menschen findet man Prion-Protein vor allem in Neuronen, aber auch in verschiedenen anderen 

Geweben, darunter Herz- und Skelettmuskulatur. Das humane Prion-Gen befindet sich auf Chromosom 

20pter-p12. 

Nach der Transkription und verschiedenen co- und posttranslationalen Modifikationen besteht das Prion-

Protein aus 209 Aminosäuren. 

Unterschiedliche Prion-Glykosilierungmuster werden mit unterschiedlichen klinischen Verlaufsformen 

der Creutzfeld-Jakob-Erkrankung (CJD) korreliert (Parchi et al., 1999). Eine verminderte N-

Glykosylierung von zellulärem Prion-Protein (PrPc) beeinflusst dessen Stabilität und wurde sowohl bei 

Fataler-Familiärer-Insomnie (FFI) als auch bei CJD in Zellen mit Expression von D178N PrPc-Mutanten 

gefunden (Petersen et al., 1996). Zudem ist in der Regel eine Strukturveränderung von α-Helices-reichem 

PrPc zu pathogenem, Protease-resistentem PrPsc (Scrapie Prion,), welches reich an β-Faltblatt-Strukturen 

ist, für die Pathogenität des Prion-Proteins entscheidend (Mastrianni et al., 1999). 
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Das bei s-IBM im Skelettmuskel der Patienten vorhandene Prion-Protein wurde biochemisch als 

zelluläres PrP charakterisiert und ist damit nicht mit der pathologischen PrPsc –Isoform identisch (Askanas 

et al., 2001; Zanusso et al., 2001). 

Es existiert außerdem eine transmembrane Form des PrPc, TMPrP genannt, die ebenfalls in die 

Neurodegeneration bei übertragbaren Prionen-Erkrankungen involviert ist (Hedge et al., 1998). 

Die genaue Funktion des Prion-Proteins ist noch unklar. Es existieren verschiedene Hypothesen, die eine 

mögliche protektive Funktion gegen oxidativen Stress (Milhavet et al., 2000), die Regulation der 

Kupferhomöostase (Brown et al., 1998; Kretzschmar 1999), Involvierung in den Zell-Adhäsions-Prozess 

(Gauczynski et al., 2001) und Beteiligung an der Signaltransduktion (Mouillet-Richard et al., 2000) 

beinhalten. Neueste Studien zeigen, dass auch aktivierte Komponenten des Komplementsystems bei 

humanen Prion-Erkrankungen eine Rolle spielen (Kovacs et al., 2004). 

Mehrere neurodegenerative Erkrankungen des Menschen, wie CJD, die Gerstmann-Sträussler-Scheinker-

Erkrankung (GSS) und die Fatale-Familiäre-Insomnie (FFI) wurden außerdem mit dem Nachweis von 

Mutationen im Prion-Gen in Verbindung gebracht. 

Es ist bekannt, dass das Prion-Protein eine Region aufweist, die in der Lage ist, divalente Metallionen, 

vor allem Kupfer, aber auch Zink zu binden. Diese 5-Oktapeptid-Region mit der Consensus-Sequenz 

PHGGGWGQ ist die am höchsten konservierte Region des Prion-Gens (PRNP) bei Säugetieren (Brown 

et al., 1997; Hornshaw et al., 1995). 

Es konnte gezeigt werden, dass die Fähigkeit Kupfer zu binden die Aktivität der zellulären antioxidativen 

Enzyme Cu2+/Zn2+-Superoxiddismutase beeinflusst und damit die zelluläre Widerstandsfähigkeit 

gegenüber oxidativem Stress (Brown et al., 1998) abnimmt. Störungen der Kupferhomöostase wiederum 

haben sowohl im Tiermodell, als auch beim Menschen Dysfunktionen im ZNS zur Folge. So entwickeln 

mit kupferbindenden Reagenzien behandelte Mäuse neuropathologische Veränderungen, die denen bei 

Prionen-Erkrankungen ähneln (Pattison et al., 1971; Kimberlin et al., 1974). Beim Menschen konnten bei 

Amyotropher Lateralsklerose und auch bei M. Alzheimer Störungen im Kupfertransportstoffwechsel 

nachgewiesen werden (Waggoner et al., 1999). 

Der Nachweis der molekularen Pathomechanismen dieser Erkrankungen wird aber dadurch erschwert, 

dass Zellkulturuntersuchungen an normalen oder pathologisch veränderten humanen Neuronen nicht oder 

nur begrenzt möglich sind (Scott et al., 1992, Schätzl et al., 1997).  

Untersuchungen an Prion-transgenen Mäusen konnten zeigen, dass diese eine schwere Myopathie 

entwickeln (Westaway et al., 1994). In histologischen Untersuchungen der Skelettmuskulatur von s-IBM 

Patienten konnte ebenfalls das Prion-Protein nachgewiesen werden. Dort akkumuliert es in den 

pathognomonischen „rimmed vacuoles“. Diese Tatsache hat zu der Vermutung geführt, dass es sich auch 

bei der s-IBM um eine Prion-assoziierte Erkrankung handeln könnte. 

Genetische Analysen hinsichtlich verschiedener Polymorphismen zeigen eine Rolle des Prion-Gens als 

prädisponierenden Faktor für die Entwicklung einer s-IBM. So korreliert das Vorhandensein einer s-IBM 

mit dem vermehrten Auftreten einer Methionin/Methionin-Homozygotie am Kodon 129 des Prion-Gens. 
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Dem gegenüber ist die Mehrzahl der gesunden Kontrollpersonen im Kodon 129 Methionin/Valin-

heterozygot (Lampe et al., 1999). 

 

 

 

1.4. IBM und αB-Crystallin 

 

Die α-Crystalline gehören zur großen Familie der “small heat-shock-proteins” (sHSPs), die Proteine mit 

einem Molekulargewicht unter 30 000 Da umfassen. Es gibt zwei verschiedene α-Crystallin-Gene, αA- 

und αB-Crystallin. Das Gen für αB-Crystallin ist auf Chromosom 11q22.3-q23.1 lokalisiert und kodiert 

für 175 Aminosäuren. Es besteht eine 58%ige Sequenzhomologie zu αA-Crystallin. 

αB-Crystallin ist neben αA-Crystallin eine der Hauptkomponenten der Augenlinse, wird aber auch in 

Oligodendrozyten und Astrozyten und im Herz- und Skelettmuskel exprimiert. 

Bei verschiedenen neurodegenerativen Erkrankungen, wie M. Parkinson, der Creutzfeld-Jakob-

Erkrankung (Iwaki et al., 1992; Renkawek et al., 1992) und M. Alzheimer (Lowe et al., 1992; Shinohara 

et al., 1993) wird αB-Crystallin pathologischerweise auch von Neuronen exprimiert. 

αB-Crystallin ist bekannt dafür, Zellen in Situationen von thermischem oder oxidativem „Stress“ gegen 

Proteindegradation zu schützen. Es ist assoziiert mit verschiedenen Typen von Intermediärfilamenten, wie 

Desmin, einem Hauptintermediärfilament der glatten und quergestreiften Muskulatur, sowie der 

Herzmuskulatur (Bennardini et al., 1992). 

Außerdem ist αB-Crystallin involviert in Prozesse des zellulären Wachstums, der Transkription und 

Differenzierung und hilft bei der Faltung von Proteinen in höhere Strukturen. 

Wahrscheinlich wird auch die Umfaltung des Prion-Proteins in die pathologische Proteinase-resistente 

Form durch zelluläre Chaperone wie αB-Crystallin katalysiert (Schirmer et al., 1997). 

Des Weiteren ist αB-Crystallin als negativer Regulator der myogenetischen Apoptose involviert in der 

Entwicklung und Differenzierung von Skelettmuskelzellen (Merideth et al., 2002). 

Eine Untersuchung auf eine mögliche Überexpression von αB-Crystallin in Muskeln von s-IBM-

Patienten ergab eine verdächtige Anhäufung in zahlreichen, histologisch betroffenen Muskelfasern, 

darüber hinaus aber auch in mikroskopisch noch normalen Fasern. Bei Patienten mit Polymyositis oder 

bei Normalkontrollen konnte dagegen keine Überexpression von αB-Crystallin gefunden werden 

(Banwell et al., 2000).  
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2. Zielsetzung 

 

Übergeordnetes Ziel dieser Arbeit ist es, zur Aufklärung der molekularen Pathogenese der 

Einschlusskörpermyositis beizutragen. 

Die Ätiologie und Pathogenese der sporadischen Einschlusskörpermyositis ist bisher noch nicht eindeutig 

geklärt. Es existieren dazu verschiedene Hypothesen, bei denen eine Autoimmungenese oder die 

Assoziation mit neurodegenerativen Erkrankungen favorisiert wird. 

Neuere Untersuchungen haben ergeben, dass bestimmte genetische Konstellationen (Genotypen) zwar 

nicht als alleinige Ursache der sporadischen IBM angesehen werden können, aber dennoch wichtige 

Risikofaktoren (genetische Prädispositionen) darstellen, aus deren Untersuchung Rückschlüsse auf die 

molekulare Pathogenese gezogen werden können (Lampe et al., 1999). Insbesondere Untersuchungen des 

Prion-Gens sowie der Nachweis von Prion-Protein in den Einschlüssen der Muskelfasern von s-IBM-

Patienten haben die Hypothese einer genetisch prädisponierten, degenerativen Erkrankung des Muskels 

unterstützt („Alzheimer-Erkrankung des Muskels“) (Askanas et al., 1993, 1994, 1995, 1998).  

Außerdem wurde vor kurzem gezeigt, dass das Chaperon-Protein αB-Crystallin in zahlreichen, 

pränekrotischen Muskelfasern von s-IBM-Patienten nachweisbar ist (Banwell et al., 2000). Dennoch 

wurden bisher eine Reihe von Fragen zur Rolle von Prion und anderen Degenerations- und Stress-

assoziierten Proteinen in der molekularen Pathogenese der s-IBM nicht geklärt. 

 

Dazu wurden folgende Aspekte bearbeitet: 

 

• Ein Ziel dieser Arbeit besteht darin, durch Untersuchungen zum Methionin/Valin–Polymorphismus 

am  Kodon 129 herauszufinden, inwieweit sich eine statistisch signifikante Häufung eines 

bestimmten Genotyps bei Patienten mit s-IBM im Vergleich zur Normalpopulation findet. 

 

• Ein weiteres Ziel ist es, durch PCR und Sequenzanalyse des Prion-Gens bei Patienten mit s-IBM zu 

untersuchen, ob Mutationen vorliegen, die sich in weiterführenden Untersuchungen als ursächlich an 

der Pathogenese der Erkrankung beteiligt herausstellen könnten.  

 

• Des Weiteren sollen Sequenzuntersuchungen zur Gensequenz des αB-Crystallin durchgeführt 

werden, um Mutationen zu finden, die möglicherweise die Chaperon-Aktivität des αB-Crystallin 

herabsetzten   und somit Einfluss auf  Stabilität und Faltung des Prion-Proteins haben könnten. 
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3. Material und Methoden 

 

3.1. Patienten und Untersuchungsmaterial 

 

Untersucht wurden insgesamt 37 Patienten mit sporadischer Einschlusskörpermyositis (s-IBM).  

Das Manifestationsalter der s-IBM lag zwischen 22 und 75 Jahren. 

Die Diagnosen wurden klinisch, elektromyografisch und histologisch gesichert.  
 
  Nr.   Biopsie 

  im Jahr 
Patient    Alter Zygotie am

Kodon 129 
            Histologie- 
             Befunde 

EM- 
Befunde 

   1      1996 K.A.      78    M /  M vereinzelte Vakuolen filamentäre Einschlüsse 
   2     1999 H.A.      34    M /  M vakuoläre Degeneration filamentäre Einschlüsse 
   3     1989 

1993, 1994 
M.B.      49    M /  M “rimmed vacuoles” filamentäre Einschlüsse 

   4     1996 S.B.      67    M / V “rimmed vacuoles” kein EM-Beweis einer IBM 
   5     1999 K.B.      74    M / V “rimmed vacuoles” kein EM-Beweis einer IBM 
   6     1996 H.B.      81    M / V zahlreiche Vakuolen filamentäre Aggregate 
   7     1996 F.B.      69    M / V zahlreiche Vakuolen filamentäre Einschlüsse 
   8     1999 A.B.      69    M /  M keine spezifischen Hinweise fokale Filamentansammlungen 
   9  * 1995/1998 L. F.v.B.      78    M / M  vereinzelte Vakuolen kein EM-Beweis einer IBM 
  10     1999 R.D.      71    M /  M “rimmed vacuoles” kein EM-Beweis einer IBM 
  11     1998 K.-H.E.      69    M / V “rimmed vacuoles” kein EM-Beweis einer IBM 
  12     2000 L.F.      52    M /  M vereinzelte Vakuolen kein EM-Beweis einer IBM 
  13     1997 M.G.      69    M / V vereinzelte Vakuolen + Infiltrate filamentäre Einschlüsse 
  14     1995 I.H.      67    M /  M vakuoläre Faserdegenerationen tubuläre Formationen 
  15     1989 F.H.      65    M /  M vakuoläre Faserdegenerationen fokale Filamentansammlungen 
  16     1999 P.-H.J.      65    M /  M “rimmed vacuoles” fokale Filamentansammlungen 
  17     1997 H.K.      84    M /  M vereinzelte Vakuolen kein EM-Beweis einer IBM 
  18     1995 E.K.      83     M /  M “rimmed vacuoles” kein EM-Beweis einer IBM 
  19     1998 G.K.      69    M / V “rimmed vacuoles” tubuläre Formationen 
  20     1998 S.L.      62    M /  M einige Vakuolen filamentäre Einschlüsse 
  21     2000 H.L.      59    V / V “rimmed vacuoles” kein EM-Beweis einer IBM 
  22     1995 G.M.      67    M /  M vakuoläre Faserdegenerationen filamentäre Einschlüsse 
  23     2000 L.M.      62    M /  M “rimmed vacuoles” filamentäre Einschlüsse 
  24     2000 P.M.      79    M / V vereinzelte Vakuolen kein EM-Beweis einer IBM 
  25     1996 H.P.      61    M /  M zahlreiche Vakuolen filamentäre Einschlüsse 
  26     2001 K.-D..R.      67    M /  M “rimmed vacuoles” kein EM-Beweis einer IBM 
  27     1998 B.S.      49    V / V “rimmed vacuoles” filamentäre Einschlüsse 
  28     1999 M.S.      67    M / V “rimmed vacuoles” fokale Filamentansammlungen 
  29     1997 G.S.      83    M / V vakuoläre Faserdegenerationen kein EM-Beweis einer IBM 
  30   2000,2002 U.S.      83    M /  M vereinzelte Vakuolen kein EM-Beweis einer IBM 
  31     1999 F.T.      69    M / V vakuoläre Faserdegenerationen filamentäre Einschlüsse 
  32     1998 E.T.      72    M / V “rimmed vacuoles” filamentäre Einschlüsse 
  33     2000 M.W.      82    M /  M “rimmed vacuoles” filamentäre Einschlüsse 
  34     1998 N.W.      59    M /  M “rimmed vacuoles” kein EM-Beweis einer IBM 
  35     2001 A.W.      66    M / V vereinzelte Vakuolen kein EM-Beweis einer IBM 
  36     1995 W.W.      73    M /  M vereinzelte Vakuolen kein EM-Beweis einer IBM 
  37 *     1997 N.Z.      28    M /  M  vereinzelte Vakuolen filamentäre Einschlüsse 
 
* nur Zygotie am Kodon 129 im MaeII –Verdau untersucht 
 
Tabelle1
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3.2. DNA-Extraktion 

 

Zur Gewinnung genomischer DNA aus Leukozyten und deren molekulargenetischer Untersuchung 

wurden jeweils 10 ml EDTA-Blut entnommen. Die Blutentnahme erfolgte im Rahmen von diagnostischen 

Routineuntersuchungen mit dem Einverständnis der Patienten und in Übereinstimmung mit der gültigen 

Version der Deklaration von Helsinki. 

Die Extraktion wurde mit Hilfe des „Wizard Genomic DNA Purification Kit“ der Fa. Promega und des 

„Qiagen Blood and Tissue Culture DNA Extraction Kit“ der Fa. Qiagen entsprechend den 

Herstellerangaben durchgeführt. 

 

 

3.3. mRNA-Extraktion aus Myotuben 

 

Die zur Extraktion von mRNA kultivierten Muskelproben wurden aus Restmaterial diagnostischer 

Muskelbiopsieentnahmen gewonnen und waren bis zur Kultivierung im Rahmen dieser Arbeit als primäre 

Myoblastenkulturen in der Muskelbank am Friedrich-Baur-Institut gelagert worden. Die weitere 

Verwendung dieses Materials erfolgte mit dem Einverständnis der Patienten und in Übereinstimmung mit 

der gültigen Version der Deklaration von Helsinki. 

Im 37 ºC-Brutschrank mit 5% CO2-Atmosphäre wurden die Myoblasten unter mehrfachem Wechsel von 

skeletal muscle medium der Fa. PromoCell kultiviert.  

Nach Fusion der Myoblasten zu Myotypen wurden diese vom Boden der Petrischalen gelöst und zum 

Schutz vor RNAsen bis zur sofortigen Extraktion auf Eis gelagert. 

Extrahiert wurde nach dem Rneasy Mini Protokoll zur Isolation von Gesamt-RNA mit Hilfe des 

RneasyMini-Kits der Fa. Qiagen. 

Das Eluat mit der enthaltenen RNA wurde bei –20ºC  aufbewahrt. 

Zur Erhöhung der Konzentration der mRNA wurde diese im Anschluss mit einer Lösung aus 3% 

Kaliumacetat in 70% Ethanol ausgefällt. 

 

 

3.4. PCR 

 

Die Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) als Methode zur Amplifizierung definierter Abschnitte 

genomischer DNA (template) wurde nach einem Protokoll von Mullis (Mullis et al. 1990) durchgeführt. 
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3.4.1. Standardprotokoll und Reaktionsbedingungen 

 

Folgende Reagenzien wurden in dieser Arbeit für die durchgeführten PCRs verwendet: 
 

- Nukleotide-Mix:         dNTP- Set, 2,5 mmol, Fa. MBI Fermentas 

- Reaktions-Puffer:   - Thermopol-Puffer, New England Biolabs  

 - Expand Long Template PCR System, Roche Diagnostics  

- Taq DNA- Polymerase:   Boehringer Mannheim 

- steriles Aqua dest 

- primer: siehe 3.4.4 

 

Der 50 µl Ansatz der durchgeführten PCR entsprach folgendem Protokoll: 

- Reaktionspuffer:      5 µl   

- sense-primer:      1 µl 

- antisense-primer:      1 µl 

- Taq-Polymerase:   1,5 µl 

- dNTP-Mix:      5 µl 

- genomische DNA:      1 µl 

- steriles Aqua dest:   35,5 µl 

 

Das Standard-PCR-Programm sah folgendermaßen aus: 

    
Schritt 

 
Temperatur 

 
Zeit in min 

 
      Zyklenanzahl 

 

1. DNase-Inaktivierung 

    Initial-Denaturierung 

2. DNA-Denaturierung 

3. Annealing 

4. Extension 

5. Final Extension 

 

 

 

95 ºC 

95 ºC 

56 ºC 

72 ºC 

72 ºC 

 

 

 

5 

1 

1 

1 

7 

 

 

 

1 

35 

35 

35 

1 

 

Tabelle 2 

 
Für alle PCRs wurden ein PCR-Thermocycler (Mastercycler personal) der Fa. Eppendorf und ein PE-

Thermocycler der Fa. Perkin Elmer (Applied Biosystems, Foster City, California) benutzt. 
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3.4.2. Modifikationen 

 

Durch Verwendung von Reaktionspuffern mit unterschiedlichen pH-Werten, Zugabe von Mg²+ oder 

Dimethylsulfoxid wurden die Reaktionsbedingungen optimiert. 

Anealing-Temperaturen wurden entsprechend der PCR-Produkt-Ausbeute variiert. 

Damit auch bei sehr geringen DNA-Ausgangsmengen ausreichende Konzentrationen an PCR-Produkten 

erzielt werden konnten, wurde das Standard-Programm wie folgt modifiziert: 

 
 

Schritt 
 

       Temperatur 
 

Zeit in min 
      

Zyklenanzahl 

 

1. DNase-Inaktivation 

    Initial-Denaturierung 

2. Denaturierung 

3. Annealing 

4. Extension 
 

 

 

94 ºC 

94 ºC 

50 ºC 

72 ºC 
 

 

 

2 

0,5 

1 

5 
 

 

 

1 

5 

5 

5 
 

 

5. Denaturierung 

6. Annealing 

7. Extension 

8. Final Extension 

 

94 ºC 

50 ºC 

72 ºC 

72 ºC 

 

0,25 

0,5 

2 

5 

 

35 

35 

35 

1 

Tabelle 3 

 

 

3.4.3. Reverse-Transcriptase-PCR (RT-PCR) 

 

Die RT-PCR dient der Herstellung einer cDNA. Als Matrize für das Reverse-Transkriptase-Enzym zur 

Herstellung des DNA-Erststrangs diente die aus kultivierten Muskelzellen gewonnene Gesamt-RNA. In 

der vorliegenden Arbeit wurde eine cDNA für PRNP und αB-Crystallin hergestellt. 
 

Folgendes PCR-Protokoll wurde für die Erststrangsynthese der cDNA verwendet: 

Gesamt-RNA :           1-5 µl  (in Abhängigkeit von der RNA-Konzentration) 

Primer:                       1     µl 

Der Ansatz wurde mit sterilem Aqua dest auf 5 µl aufgefüllt, gemischt und die RNA unter Schütteln für    

2 min bei 70 ºC denaturiert. Im Anschluss wurde der Ansatz ebenfalls unter Schütteln für 2 min auf Eis 

gekühlt und erneut gemischt. 
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Der Ansatz wurde mit folgenden Reagenzien auf 10 µl aufgefüllt: 

 

M-MuLV RT-Puffer (MBI Fermentas):       2 µl 

DTT  (20 mM, MBI Fermentas): 1 µl 

Nukleotid-Mix (MBI Fermentas): 1 µl 

M-MuLV-Reverse-Transkriptase (MBI Fermentas): 1 µl 

Unter mehrfachem Schütteln wurde der DNA-Erststrang 90 min bei 42 ºC synthetisiert, der Ansatz 

anschliessend mit 20 µl Tris-EDTA-Puffer aufgefüllt und zur Zerstörung der Reversen Transkriptase  

7 min auf 72 ºC erhitzt. 

 

 

3.4.4. PCR-primer 

 

Die für die PCR verwendeten primer wurden, basierend auf den veröffentlichten Sequenzen der Genbank 

(www.ncbi.nlm.nih.gov./entrez/query.fcgi) entworfen und durch die Abteilung von Dr. G. Arnold, 

Genzentrum LMU München synthetisiert. 

Folgende primer wurden verwendet: 

 

1. prion-PCR 

 

P129s   :   5´- TCA AGG AGG TGG CAC CCA CA - 3´ 

P129a   :   5´- CGT CGG TCT CGG TGA AGT TC - 3´ 

Das PCR-Produkt der Prion-PCR stellt ein 338 bp-Fragment von Exon 3 des Prion-Gens dar, welches den 

M/V-Polymorphismus (Kodon 129) enthält. Die Annealing-Temperatur betrug 56 °C. 

 

2. pnp2-PCR 

 

pnp2s   :  5´- ACC CAC AGT TTT CTG TAA GAG - 3´ 

pnp2a   :  5´- CCT CTG GAT CAA GAG CTT GT - 3´ 

Das bei einer Annealing-Temperatur von 50 °C entstehende PCR-Produkt hat eine Länge von 413 bp und 

enthält Exon 2 des Prion-Gens. 

 

3.pnp3-PCR 

 

pnp5s   :  5´- ATA TGG GAC TCT GAC GTT CT - 3´ 

pnp3a   :  5´- GAT GGT GAA AAC AGG A - 3´  

Das PCR-Produkt hat eine Länge von 925 bp und bestand aus dem codierenden Anteil von Exon 3 des 

Prion-Gens. 
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4. H140R- RT-PCR 
 

P129a:    5´- CGT CGG TCT CGG TGA AGT TC - 3´ 

 

5.H140R-PCR  

 

-für 5´- Ende: 

   H140R-1s:     5´- CGC AAG CTT GAA CTC TGA CAT TCT CCT CTT C - 3´  

   P129a: 5´- CGT CGG TCT CGG TGA AGT TC - 3´ 

-für Mittelteil:    primer der prion-PCR 

-Für 3´- Ende: 

   H140R-3s: 5´- CCA TGG ATG AGT ACA GCA AC - 3´ 

   H140R-3a: 5´- AGA CAC CAC CAC TAA AAG GG - 3´ 

Das entstandene PCR-Produkt hat eine Länge von 319 bp. 

 

6.αB-Crystallin-RT-PCR 

 

Für die Erststrangsynthese der RT-PCR wurde ein Oligo(dT)-primer benutzt. 

 

7. αB-Crystallin-PCR 

 

αBCrys  : 5´- ACC CCT CAC ACT CAC CTA GCC A  - 3´  

αBCrya  : 5´- CCC GGA CGG GAA TCG TAA TTA T - 3´ 

Die primer für diese PCR wurden anhand der öffentlich zugänglichen mRNA-Sequenz für αB-Crystallin 

(Genbank accession number 4503056) erstellt. 

Das bei einer Annealing-Temperatur von 55°C entstandene PCR-Produkt ist ein 661bp grosses Fragment, 

welches alle 3 codierenden Exons des αB-Crystallin-Gens enthält. 

 

8. αBC3-PCR 

 

αBC-3s:    5´- ATG CCT GAG TTC TGG GCA G –3´ 

αBC-3a:   5´- GCC CTT AGC ATT AAT AAG C – 3´ 

Das bei einer Annealing-Temperatur von 50°C entstandene PCR-Produkt hat eine Länge von  379 bp und 

stellt das dritte codierende Exon des αB-Crystallin-Gens dar. 
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3.5. Agarose-Gel-Elektrophorese und Gel-Extraktion 

 

Zur elektrophoretischen Auftrennung der in der PCR entstandenen PCR-Produkte wurde ein 2% Agarose-

Gel verwendet. Nach Ausschneiden der gewünschten PCR-Fragmente wurde eine Gelextraktion mittels 

„QIAquick Gel Extraktions Kits“ der Fa. Qiagen nach Herstellerprotokoll durchgeführt. 

Die Proben-DNA wurde dann bei –20ºC aufbewahrt. 

 

 

3.6. Restriktionsverdau 

 

Zum Nachweis des M129V-Polymorphismus wurde als Restriktionsenzym MaeII (TaiI) der Fa. MBI 

Fermentas verwendet. 

 

Der Gesamt-Ansatz von 25 µl bestand aus: 

- 2   µl Restriktionsenzym (MaeII) 

- 15 µl DNA  

- 2  µl Buffer R+  (im Restriktionsenzym-Kit enthaltener Tris-HCL-Puffer) 

- 6  µl Aqua dest  

Dieser Ansatz wurde 2 h bei 65 ºC im Wasserbad inkubiert. 

 

Bei heterozygotem Vorhandensein der Schnittstellen (M/V) entstehen zwei 225 bp und 113 bp große 

Fragmente, sowie ein ungeschnittenes Fragment von 338 bp Länge. Fehlt die Schnittstelle bei 

Methionin/Methionin-Homozygotie (M/M), findet man ausschließlich ein ungeschnittenes 338 bp großes 

Fragment. 

 

 

3.7. Sequenzanalyse 

 

Die entstandenen PCR-Produkte wurden nach Aufreinigung in sense- und antisense-Richtung sequenziert. 

Dies erfolgte zum einen durch die Fa. Medigenomix, München-Martinsried und durch die Abteilung von 

Herrn Dr. Blum am Genzentrum München. Verwendet wurden dabei Sequenziergeräte der Fa. Applied 

Biosystems (Modelle: Prism XL 96 bzw. 377) und fluorenszenzmarkierte Didesoxy-Terminatoren.       

Die Sequenzen wurden mit den entsprechenden Sequenzen (für das Prion-Gen: Genbank-Zugangsnummer 

gi 11079225; für das αB-Crystallin-Gen: Genbank-Zugangsnummer gi 4503056) online über den Server 

des National Center for Biotechnology Information (www.ncbi.nlm.nih.gov./BLAST) verglichen und auf 

potentielle Mutationen und Polymorphismen untersucht. 
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4. Ergebnisse 

 

In dieser Arbeit wurden bei allen 37 Patienten die Zygotie am Kodon 129 und bei 35 der insgesamt 37 s-

IBM Patienten die Sequenzen unterschiedlicher, möglicherweise an der Pathogenese der s-IBM beteiligter 

Gene auf Mutationen und Polymorphismen untersucht.  

 

 

 

4.1. Methionin/Valin-Polymorphismus 

 

Beim Methionin/Valin-Polymorphismus führt ein A zu G Austausch in der ersten Position des Kodon 129 

zum Ersatz von Methionin durch Valin. Dadurch kommt es zur Entstehung einer neuen Restriktions-

enzymschnittstelle. 

 

In der vorliegenden Arbeit wurden 37 Patienten mit s-IBM auf Heterozygotie für Methionin oder Valin 

am Kodon 129 des PRNP Gens untersucht, sowie 57 Kontrollen (Nomalpopulation). 

Nach Verdau mit dem Restriktionsenzym MaeII (TaiI), welches die DNA beim Vorhandensein der 

Sequenz für Valin im Kodon 129 an dieser Stelle schneidet, findet man bei M/M-Homozygotie in der 

Agarosegelelektrophorese ungeschnittene Fragmente mit einer Größe von 338 bp (Abb. 2; Spur 1, 2, 4). 

Bei M/V-Heterozygotie findet man sowohl ein ungeschnittenes 338 bp großes Fragment, als auch zwei 

geschnittene Fragmente der Größe 225 bp und 113 bp (Abb. 2; Spur 3) 

Liegt eine V/V-Homozygotie vor, so zeigen sich 225 bp und 113 bp große geschnittene Fragmente      

(Abb. 2; Spur 5). 

 

                              
                             Abb. 2 

 Agarosegelelektrophorese nach Restriktionsenzymverdau 
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Kodon 129 des Prion-Gens bei s-IBM Patienten im Vergleich zum Normalkontroll-Kollektiv 

 

  

 

 

 
      Anzahl 

 

 
       M/M 

      (in %) 

 

 
       M/V 

      (in %) 

 

 
        V/V 

       (in %) 

 

 

s-IBM Patienten 

 
37 

 

 
          22 

       (59,5) 

 
          13 

        (35,1) 

 
  2 

(5,4) 

 
gesunde 

Kontrollen 

 

 
57 

 

 
         23 

        (40,3) 

 
         29 

        (50,9) 

 
  5 

(8,8) 

Tabelle 4 

 
59,5% der Patienten waren homozygot für Methionin. Bei den Kontrollen waren es nur 40,3%.                

In dieser Vergleichsgruppe gab es mit 50,9% ein Überwiegen der Met/Val-Heterozygotie am Kodon 129. 

Es zeigt sich, dass bei s-IBM-Patienten der Genotyp Methionin/Methionin am Kodon 129 im Vergleich 

zum Genotyp Methionin/Valin mit einer schwachen Signifikanz überwog. Unterschiede in der Frequenz 

wurden mit dem χ2-Test untersucht; dabei ergab sich χ2 = 2,91 und p= 0,088. 

 
 

 

4.2. Prion-Gen 

 

4.2.1. Sequenzanalyse des Prion-Gens 

 

Mit Hilfe der pnp3-PCR wurde bei 33 der 35 sequenzierten s-IBM-Patienten untersucht, inwieweit 

Mutationen und Polymorphismen im gesamten codierenden Bereich des dritten Exons vorhanden waren. 

Die Sequenzanalyse erstreckte sich dabei auf den Bereich von Kodon 1 bis Kodon 254 (stopcodon). 

Dieser Abschnitt beinhaltet die kupferbindende 5-Octapeptid-Region und die flankierende intronische 

Sequenz am 5´-Ende des dritten Exons. 

Die zur Sequenzierung benutzten PCR-Produkte der Patienten hatten eine Länge zwischen 536 bp und 

798 bp.  

Die Sequenzen wurden mit der öffentlich zugänglichen Wildtyp-Prion-DNA-Sequenz (Genbank accession 

number 19079225) verglichen. 

Dabei stellte sich heraus, dass die Mehrzahl der Patienten keine Mutation bzw. keinen Polymorphismus 

im untersuchten Genabschnitt hatten. Bei einem Patienten fand sich eine H140R Mutation in diesem 

Bereich, welche unter 4.2.2. gesondert beschrieben wird. 
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Bei drei Patienten zeigte sich ein schon bekannter Polymorphismus A117A (Wu et al., 1987) in der dritten 

Position des Kodon 117, der aber keinen Aminosäureaustausch zur Folge hat. Hierbei ist Adenin durch 

Guanin ersetzt worden (Abb. 3). 

Alle drei Patienten waren Methionin/Valin heterozygot. 

 

                                                     
                                                  Abb. 3 

 Sequenzabbildung des A117A- Polymorphismus 

 

Bei 33 der 35 sequenzierten Patienten wurde zusätzlich mittels der pnp2-PCR das nichtcodierende Exon 2 

mitsamt der flankierenden intronischen Sequenzen untersucht.  

Es zeigte sich bei keinem der untersuchten Patienten eine Mutation oder ein Polymorphismus. 

 

 

4.2.2. H140R-Mutation bei einem Patienten mit s-IBM 

 
4.2.2.1. Klinik und Histologie des Patienten 

 

Der in dieser Arbeit beschriebene 67-jährige männliche Patient leidet seit seinem 55.Lebensjahr an einer 

langsam progressiven, asymmetrischen und vor allem die proximale Extremitätenmuskulatur betreffenden 

Muskelschwäche und –atrophie. 

Außerdem bestand bei ihm eine dilatative Kardiomyopathie, ein subrenales Aneurysma und ein Diabetes 

mellitus. 

Die neuropsychologische Untersuchung war unauffällig. In der Familie des Patienten sind keine Muskel- 

oder neuropsychiatrischen Erkrankungen bekannt. 

Die Kreatinkinase (CK) war bei der Aufnahmeuntersuchung leicht erhöht (235 U/l; normal < 80U/l), bei 

nachfolgenden Testungen aber im Normalbereich. Die elektromyografische Untersuchung zeigte ein 

typisches neurogen-myogenes Mischmuster.  

Unter einer Therapie mit Steroiden über 3 Jahre zeigte sich eine weitere Progression der Erkrankung. 

Nach Umstellung auf intermittierende hochdosierte intravenöse Immunglobulingabe konnte die 

Progression verlangsamt werden. 
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Die endgültige Diagnose einer s-IBM wurde im Alter von 59 Jahren durch eine Muskelbiopsie im rechten 

M. bizeps brachii gestellt. Hier fand sich lichtmikroskopisch eine nekrotische Myopathie mit 

inflammatorischen Infiltraten (Abb. 6) und den in verschiedenen histologischen Färbungen (H&E, NADH 

tetrazolium reductase, Gomori trichrome, van Gieson) sichtbaren und für die s-IBM typischen „rimmed 

vacuoles“ mit eosinophilen zytoplasmatischen Einschlüssen  (Abb. 4).  

 
 

Abb. 4                                                                          

 

  
 

bb. 6 Abb. 7 

munhistochem. Nachweis von CD4-Lympho- Elektronenmikroskopische Aufnahme des Inneren  
 

lektronenmikroskopisch wurde die s-IBM des Patienten durch den Nachweis der 15-18 nm Filamente 

 
 Abb. 5 

 
Muskelbioptischer Nachweis entzündlicher Infiltrate Normale Muskelfasern in HE-Färbung 
(Pfeile) und „rimmed vacuoles“ (Sterne) innerhalb  
der Muskelfasern  in HE- Färbung 
 

 
A
 
Im
zyten in inflammatorischen Infiltraten (Pfeile) um sog. „rimmed vakuoles“, die autophagischen 
pränekrotische Muskelfasern in APPAP-Färbung Vakuolen entsprechen. Außerdem lassen sich 
 filamentäre Strukturen (Pfeile) nachweisen  
 
 
E

gesichert. 
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4.2.2.2. Sequenzierung und Restriktionsverdau 
 

Die Sequenzierung des PCR-Produktes ergab einen A zu G Basenaustausch in Position 419 des Prion- 

Gens (PRNP) des Patienten (Abb. 8, Bild A). 

Diese heterozygote Missense-Mutation hat eine Histidin zu Arginin Substitution im Kodon 140 (H140R) 

des PRNP zur Folge und wurde weder bei den 34 anderen sequenzierten s-IBM-Patienten noch im 

Kontrollkollektiv von 57 Normalpersonen gefunden (Abb. 8, Bild B).  

 

     Bild A                                                                        Bild B 

                                Patient                                                                         Kontrolle 

  Abb. 8 

  Sequenzabbildung der H140R Mutation des Patienten im Vergleich zu einer gesunden Kontrolle  

 

Die 45-jährige Tochter des Patienten ist ebenfalls heterozygote Trägerin der H140R Mutation.              

Drei genetisch untersuchte mütterliche Verwandte (zwei Tanten, ein Cousin) und ein väterlicher 

Verwandter (Halbbruder) erwiesen sich als negativ bezüglich der H140R Mutation. 

 

Ein Restriktionsverdau des PCR-Produktes mit MaeII zeigt bei M/V-Heterozygotie neben einer 

ungeschnittenen 338 bp Bande (Methionin am Kodon 129) zwei 113 bp und 225 bp große Fragmente, 

(Valin am Kodon 129) (Abb. 9, Spur 2).  

Bei M/M-Homozygotie fehlt die Restriktionsenzymschnittstelle, man findet nur ungeschnittene 

Fragmente (Abb. 9, Spur 3). Bei V/V-Homozygotie dagegen entstehen zwei Banden der Größe 113 bp 

und 225 bp (Abb. 9, Spur 4). 

Der s-IBM-Patient in dieser Arbeit ist M/M homozygot. Die H140R Mutation führt aber zur Entstehung 

einer zusätzlichen Schnittstelle für MaeII, so dass neben dem ungeschnittenen Fragment mit 338 bp zwei 

neue Fragmente von 147 bp und 191 bp Größe entstehen (Abb. 9, Spur 1). 

 

 27



                                     
                                             Abb. 9 

 Agarosegelelektrophorese nach  MaeII- Verdau 

 

Die H140R Mutation konnte im MaeII-Verdau weder bei den 36 anderen untersuchten s-IBM Patienten 

noch bei 57 Kontrollpersonen gefunden werden. 

 

 

4.2.2.3. RT-PCR 

 

Um die präferentielle Expression des PrP-Allels im Skelettmuskel des s-IBM-Patienten (Abb.10, Spur 2) 

zu untersuchen, wurden eine RT-PCR und ein anschließender Restriktionsverdau mit MaeII im Vergleich 

zu einem normalen Skelettmuskel (Abb.10, Spur 1) durchgeführt. 

Während die mutierte cDNA vom Restriktionsenzym in zwei Fragmente der Größe 171 und 127 bp 

geschnitten wurde, blieb die wildtyp cDNA ungeschnitten. 

Die Stärke der beiden geschnittenen Banden im Patientenmuskel im Vergleich zu der der ungeschnittenen 

Bande erlaubte Rückschlüsse auf den Expressionsgrad. Die Resultate zeigten, dass sowohl das mutierte 

Allel H140R, als auch das wildtyp-Allel gleichermaßen exprimiert werden. 

 
 Abb. 10 

 Restriktionsverdau mit MaeII 
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4.2.2.4. Konservierung von Histidin am Kodon 140 
 
                             H140R 
      ∇ 
Mensch L   G   S   A   M   S   R   P   I    I   H   F   G   S   D    Y    E   D   R   Y   Y 
Gorilla L   G   S   A   M   S   R   P   I    I   H   F   G   S   D    Y    E   D   R   Y   Y 
Gibbon L   G   S   A   M   S   R   P   I    I   H   F   G   S   D    Y    E   D   R   Y   Y  
Orang-Utan L   G   S   A   M   S   R   P   I    I   H   F   G   N   D   Y    E   D   R   Y   Y  
Kaninchen L   G   S   A   M   S   R   P   L   I   H   F   G   N   D   Y    E   D   R   Y   Y    
Schwein L   G   S   A   M   S   R   P   L   I   H   F   G   S   D    Y    E   D   R   Y   Y     
Ziege L   G   S   A   M   S   R   P   L   I   H   F   G   N   D   Y    E   D   R   Y   Y 
Schaf L   G   S   A   M   S   R   P   L   I   H   F   G   N   D   Y    E   D   R   Y   Y 
Maus L   G   S   A   M   S   R   P  M   I   H   F   G   N   D   W   E   D   R   Y   Y    
Goldhamster L   G   S   A   M   S   R   P  M  M  H   F   G   N   D   W   E   D   R   Y   Y    
Ratte L   G   S   A   M   S   R   P  M  L   H   F   G   N   D   W   E   D   R   Y   Y    
 
 Abb. 11 
          Aminosäuresequenz verschiedener Säugetierspezies 
 

Der Vergleich der Sequenz der Aminosäuren verschiedener Säugetierspezies zeigt, dass Histidin an der 

Position 140 hochkonserviert ist. 

 

4.2.3. Sequenzanalyse des αB-Crystallin-Gens 

 

Mit Hilfe der αBC-3-PCR wurde bei 24 der 35 sequenzierten s-IBM Patienten die codierende Region 

(Exon 3) des αB-Crystallin-Gens untersucht. Das PCR-Produkt hat eine Länge von 379 bp. Keiner der 

Patienten zeigte dabei eine Abweichung von der Wildtyp-Sequenz. 

Bei sieben der 35 untersuchten s-IBM Patienten war Material aus Routinemuskelbiopsien zur Anlage von 

Myoblastenkulturen vorhanden. Die nach RT-PCR entstandene αB-Crystallin-cDNA wurde mit der 

Wildtyp-cDNA-Sequenz (Genbank accession gi 181075) verglichen. Dabei stellte sich heraus, dass bei 

der Mehrzahl der Patienten keine Mutationen oder Polymorphismen im Bereich des αB-Crystallin-Gens 

vorhanden waren. 

Ein männlicher Patient zeigte einen Adenin zu Guanin Basenaustausch im Kodon 55 in Exon 1, der aber 

keinen Aminosäureaustausch zur Folge hat. 

                                                    Abb. 12 
 Sequenzabbildung des A zu G Basenaustausches 
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5. Diskussion 

 

5.1. Methionin/ Valin Polymorphismus 

 

Es ist bekannt, dass der Genotyp am Kodon 129 in Verbindung mit anderen Mutationen bzw. 

Polymorphismen des humanen Prion-Gens einen Einfluss hat auf die phänotypische und 

histopathologische Ausprägung verschiedener Prion-Erkrankungen. 

Nachdem eine Mutation mit Austausch der Aminosäure Asparaginsäure durch Asparagin am Kodon 178 

(D178N) des humanen Prion-Gens als molekulargenetische Ursache der familiären Form der CJD 

beschrieben wurde, fand sich dieselbe Mutation auch als Ursache der Fatal-Familial-Insomnia (FFI) 

(Goldfarb et al., 1992). 

Als genotypische Grundlage für die unterschiedliche phänotypische Ausprägung der D178N Mutation 

zeigte sich die Abhängigkeit von der Zygotie am Kodon 129 der mutierten Prion-Protein Allele. Valin in 

Position 129 in Verbindung mit der D178N Mutation führt zur Entstehung von CJD, wohingegen 

Methionin am Kodon 129 zusammen mit D178N zur Ausprägung als FFI führt (Goldfarb et al., 1992). 

Ebenso besteht ein Zusammenhang zwischen der Phenylalanin-zu-Serin-Mutation in Position 198 

(F198S) beim Gerstmann-Sträussler-Scheinker-Syndrom (GSS) und dem Vorhandensein einer 

Valin/Valin-Homozygotie am Kodon 129 hinsichtlich des früheren Manifestationsalters bei Val/Val-

Homozygotie, im Vergleich zu Patienten mit F198S Mutation und Met/Val-Heterozygotie (Dlohy et al., 

1992). 

Auch die Zygotie am Kodon 129 allein hat einen Einfluss auf die Prädisposition und klinische 

Ausprägung humaner Prionen-Erkrankungen.  

Eine Homozygotie für Methionin oder Valin am Kodon 129 des Prion-Gens stellt nicht nur einen 

Risikofaktor für das Auftreten der sporadischen Form, der iatrogenen, sowie der neuen Variante der 

Creutzfeld-Jacob-Erkrankung (vCJD) dar (Palmer et al., 1991; Deslys et al., 1994; Laplanche et al., 1994; 

Salvatore et al., 1994; Schulz-Schaeffer et al., 1996; Hill et al., 1997), sondern beeinflusst auch das 

neuropathologische Läsionsmuster, sowie Dauer und Schwere der Erkrankung (Parchi et al., 1997, 2000). 

Biochemische Studien zeigten, dass Methionin in Position 129 des Prion-Gens eher eine Umfaltung des 

Prion-Proteins in die pathologische β-Faltblattstruktur nach sich zieht als Valin in derselben Position 

(Petchanikowa et al., 2001). 

Auch bei der Entstehung der s-IBM erweist sich die Zygotie am Kodon 129 hinsichtlich der genetischen 

Prädisposition als wichtiger Risikofaktor. 

In verschiedenen Studien wurde die Frequenz des Vorkommens von Methionin und/oder Valin am Kodon 

129 bei Patienten mit s-IBM im Vergleich zur Normalpopulation untersucht. Dabei zeigte sich, dass der 

Anteil der M/V-Heterozygotie in der Normalbevölkerung sowohl in Metaanalysen verschiedener Länder, 

als auch in gepoolten Studien überwog. 
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Zygotie am Kodon 129 in verschiedenen Normalpopulationen: 
 

 

Populationen 
Anteil der M/M- 

Homozygotie 

Anteil der M/V-

Heterozygotie 

Anteil der V/V- 

Homozygotie 
Referenz 

Kaukasier 
 

43% 
 

48,7% 
 

8,3% Zimmermann et al, 
1999 

Frankreich 
 

36,2% 
 

53,6% 
 

10,1% Deslys et al; 1994 

Deutschland 
 

41,9% 
 

44,6% 
 

13,5% Schulz-Schaeffer, 
et al 1996 

Europa 
 

39% 
 

50% 
 

11% Alperovitch A, et 
al 1999 

Tabelle 5 

Dagegen liegt bei Patienten mit sCJD der Anteil der Methionin/Methionin-Homozygotie in den 

verschiedenen Studien höher als der Anteil der heterozygoten Patienten. Es zeigte sich eine Korrelation 

zwischen dem Vorhandensein einer Homozygotie für Methionin am Kodon 129 des Prion-Gens und dem 

Auftreten der sCJD. 

Alle bis zu diesem Zeitpunkt untersuchten Patienten mit der neuen Variante der CJD waren ebenfalls 

homozygot für Methionin (Hill et al., 1997). 

 

Verteilung der Zygotie bei CJD-Patienten in verschiedenen Ländern: 
 

Populationen M/M M/V V/V Reference 

CJD Patienten 
Großbritanien 

83% 9% 9% Windl O 1996 

CJD Patienten 
Frankreich 

56% 16% 28% Hauw JJ 2000 

CJD Patienten 
Italien 

80,6% 16,13% 3,23% Salvatore M 1994 

CJD Patienten 
Deutschland 

72,7% 12% 14,8% Windl O 1999 

CJD Patienten 
Europa 

70% 16% 13% Alperovitch A 1999 

 

Tabelle 6 
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Im Vergleich zur Normalpopulation überwiegt bei Patienten mit s-IBM dagegen der Anteil derer, die 

Methionin homozygot sind. Die absolute Frequenz der Methionin/Methionin Homozygotie liegt in den 

verschiedenen europäischen Kontroll-Populationen zwischen 37% und 45% (Deslys et al., 1994; Lampe 

et al., 1999; Salvatore et al., 1994; Windl et al., 1996). 

Die in dieser Arbeit auf einen Polymorphismus am Kodon 129 untersuchten 37 Patienten mit s-IBM 

waren in 59,5% der Fälle homozygot für Methionin.  

 

Population M/M M/V V/V  Reference 

s-IBM Patienten  
(n-37) 

diese Studie 

 
22(59,5%) 

 
13(35,1%) 

 
2(5,4%)  

s-IBM Patienten 
(n=22) 

Deutschland 
14 (63%) 7 (31%) 1 (4%) Lampe J, 1999 

Kontrollgruppe aus 
fünf europäischen 
Studien  (n=398) 

156 (39,2%) 198 (49,8%) 44 (11,1%) Lampe J, 1999 

 
Signifikanz: s-IBM Patienten (Lampe J, 1999) versus Kontrollgruppe derselben Studie und gepoolte Kontrollen von 

fünf europäischen Studien: p= 0,023  (getestet mit χ2-Test) 

Tabelle 7 

 

In einer weiteren Studie zur Signifikanz der Methionin-Homozygotie mit 41 s-IBM Patienten (Oth et al., 

2000) ergab sich lediglich ein p=2,497 und damit keine eindeutige Signifikanz für das Überwiegen der 

M/M-Homozygotie gegenüber des Vorhandenseins von M/V am Kodon 129. 

Im Rahmen dieser Studie konnte aber gezeigt werden, dass die Homozygotie für Methionin am Kodon 

129 des humanen Prion-Gens bei s-IBM im Vergleich zur Methionin/Valin-Heterozygotie signifikant 

häufiger auftritt, als in der gesunden Kontrollpopulation. Im χ2-Test ergab sich eine schwache Signifikanz 

mit p= 0,088. 

Möglicherweise stellt die Methionin/Methionin-Homozygotie am Kodon 129 einen prädisponierenden 

Faktor für bestimmte Erkrankungen dar. Ähnlich wie bei der Creutzfeld-Jacob-Erkrankung (CJD) könnte 

somit auch für Patienten, die homozygot für Methionin sind ein erhöhtes Risiko, an s-IBM zu erkranken, 

bestehen. 
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5.2. Prion-Gen Sequenzanalyse 

 

Humanes zelluläres Prion-Protein (PrPc) wird nicht nur in neuronalem Gewebe, sondern auch in 

Leukozyten, Herz- und Skelettmuskel exprimiert (Bendheim et al., 1992).  

Neben der Erkenntnis, dass Prionen-Erkrankungen in erster Linie degenerative Erkrankungen des ZNS 

sind, mehren sich die Anzeichen dafür, dass auch die Skelettmuskulatur mitbetroffen sein kann. So fand 

man bei Patienten mit Gerstmann-Sträussler-Scheinker-Syndrom (GSS) mit einer Prolin zu Leucin 

Mutation am Kodon 102 des Prion-Gens (P102L) eine Myopathie mit den für IBM typischen  “ragged-red 

fibers“ und Muskelfasern mit Vakuolen (Rosenthal et al., 1976). 

Obwohl die physiologische Rolle des Prion-Proteins (PrP) noch nicht vollständig geklärt ist, zeigt sich, 

dass es einen Zusammenhang zwischen der Expression von PrP in verschiedenen Geweben und der 

Entstehung und Ausprägung von Prionen-Erkrankungen und IBM gibt. 

So findet man in den Skelettmuskelfasern von Patienten mit s-IBM und h-IBM Vakuolen („rimmed 

vacuoles“), in denen sich immunhistochemisch sowohl neurodegenerations-assoziierte Proteine, als auch 

das Prion-Protein nachweisen lassen (Askanas et al., 1993, 1995, 1998). Gleichzeitig ist die Expression 

von Prion-mRNA in betroffenen Muskelfasern hochreguliert (Sarkozi et al., 1994). Im gesunden 

menschlichen Skelettmuskel dagegen kann das Prion-Protein in geringen Mengen lediglich im Bereich 

der neuromuskulären Endplatte nachgewiesen werden (Gohel et al., 1999). Das bisher in diesen Vakuolen  

von s-IBM-Patienten akkumulierte Prion-Protein war immer zelluläres Prion-Protein (PrPc) (Askanas et 

al., 2001; Zanusso et al., 2001), welches die gleiche Primärstruktur wie die pathologische Prion-Isoform 

PrPsc  besitzt, sich aber in der dreidimensionalen Struktur eindeutig unterscheidet (Prusiner 1996). 

Dagegen wurde bei einem Patienten, der sowohl an CJD, als auch an einer s-IBM erkrankt war, in den 

Vakuolen der Skelettmuskelfasern ein Prion-Protein nachgewiesen, welches biochemisch als PrPsc 

charakterisiert wurde (Kovacs et al., 2004). Ebenso fand sich in einer Kohorte von Schweizer sCJD-

Patienten bei 8 von 32 Patienten PrPsc im Skelettmuskel (Glatzel et al., 2004). Wie auch in der 

vorliegenden Arbeit gezeigt, fanden sich dort keine krankheits-assoziierten Mutationen im PRNP. 

Interessanterweise stellte sich nach Untersuchung der Zygotie am Kodon 129 heraus, dass die Mehrheit 

der Patienten mit PrPsc im Muskel homozygot für Methionin waren (Glatzel et al., 2003). Möglicherweise 

stellt auch hier die M/M-Homozygotie am Kodon 129 einen prädisponierenden Faktor für die zusätzliche 

Affektion des Skelettmuskels durch PrPsc  dar. 

Die daraus resultierende Vermutung, dass es sich bei der s-IBM um eine Prionen-assoziierte Erkrankung 

handeln könnte, führte zu der Fragestellung, inwieweit Veränderungen in der Gensequenz des im Muskel 

gefundenen Prion-Proteins kausal an der Pathogenese der s-IBM beteiligt sind. 

Gestützt wird diese These auch durch verschiedene tierexperimentelle Ergebnisse. So entwickeln an 

Scrapie erkrankte Schafe myostis-ähnliche myopathische Veränderungen (Beck et al., 1964; Bosanquet et 

al., 1956; Hulland et al., 1958) und bei Rotwild fand sich eine chronic-wasting-disease.                     

Auch im Tiermodell bei Prion-transgenen Mäusen konnte gezeigt werden, dass eine Überexpression von 
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PRNP neben den bekannten zentralnervösen Veränderungen zur Entwicklung einer nekrotisierenden 

Myopathie in glatter Muskulatur und Skelettmuskulatur führt, die bislang nicht molekular charakterisiert 

wurde, histologisch und ultrastrukturell aber einer IBM ähnelt (Westaway et al., 1994).  

In dieser Arbeit wurden deshalb bei allen 35 s-IBM Patienten der codierende Bereich und die 

flankierenden intronischen Sequenzen des Prion-Gens auf Mutationen und Polymorphismen untersucht. 

Dabei fand sich bei drei der 35 s-IBM Patienten (8,6%) der schon bekannte Polymorphismus A117A, der 

bei ca.10 % der Population vorhanden ist (Wu et al., 1987). Diese „stille“ Mutation im Kodon 117 geht 

mit einer Substitution von Adenin durch Guanin einher, die jedoch zu keinem Aminosäureaustausch führt.  

Des Weiteren zeigte sich bei einem Patienten mit klinisch und histologisch gesicherter s-IBM eine zuvor 

noch nicht beschriebene heterozygote H140R-Mutation. Diese führt über einen A zu G Austausch zu 

einem Ersatz der Aminosäure Histidin durch Arginin. Dieser Aminosäureaustausch fand sich weder bei 

57 Normalkontrollen, noch bei den anderen in dieser Arbeit  untersuchten 34 s-IBM-Patienten.  

Die untersuchte 45-jährige Tochter dieses Patienten trägt ebenfalls die H140R-Mutation, bislang ohne die 

typischen Symptome der IBM, möglicherweise aufgrund ihres noch zu geringen Alters. Alle weiteren 

untersuchten Familienmitglieder erwiesen sich als negativ in Bezug auf H140R. Anhand von RT-PCR 

und Restriktionsverdau konnte gezeigt werden, dass sowohl das mutierte Allel als auch das wildtyp-Allel 

gleichermaßen exprimiert werden.  

Diese Mutation stellt keinen häufigen Polymorphismus dar und ist aufgrund der Lage des Aminosäure-

austausches in einer innerhalb der Säugetierspezies hochkonservierten Region des PRNP möglicherweise 

nicht neutral hinsichtlich der Funktion des Prion-Proteins (Billeter et al., 1997).  

Derzeit lässt sich noch kein eindeutiger kausaler Zusammenhang zwischen der hier beschriebenen 

Mutation und der s-IBM herstellen. Diese Ergebnisse führen zu dem Schluss, dass die PRNP-Sequenz 

allein wohl keinen Aufschluss über pathogenetische Ursachen der s-IBM liefern kann.                    

Es ist nicht auszuschließen, dass bis jetzt erst in Ansätzen bekannte Funktionen des zellulären Prion-

Proteins bzw., deren Ausfall an der Pathogenese von Skelettmuskelerkrankungen beteiligt sein könnten. 

So spielt das Prion-Protein eine wichtige Rolle bei der Interaktion mit Rezeptor-ähnlichen Molekülen im 

Prozess der zellulären Signaltransduktion. Als Rezeptoren kommen dabei verschiedene Kandidaten in 

Frage: so interagiert das zelluläre Prion-Protein z.B. mit Laminin und dem 37-kDa Laminin-Rezeptor 

(Graner et al., 2000; Rieger et al; 1997). Diese Moleküle findet man, ebenso wie die weiteren Rezeptor-

Kandidaten Caveolin (Mouillet-Richard et al., 2000) und den Dystroglykan-Komplex (Keshet et al., 2000) 

auch in Skelettmuskelfasern. 

Weitere Untersuchungen in diesem Zusammenhang haben zu der Vermutung geführt, dass das zelluläre 

Prion-Protein Teil eines Plasmamembran-assoziierten Proteinkomplexes ist, der aufgrund seiner 

Lokalisation unter physiologischen Bedingungen an der Verbindung und/oder Signaltransduktion von der 

Extrazellulärmatrix zum intrazellulären Milieu beteiligt ist (Wechselberger et al., 2002). 

Diese multimodale Rolle des Prion-Proteins im Hinblick auf die verschiedenen Prionen-assoziierten 

Erkrankungen unterstützt die Möglichkeit, dass Veränderungen im normalen zellulären Prion-Protein zu 

 34



pathologischen loss-of-function Phänomenen führen können, die bis jetzt noch nicht berücksichtigt 

wurden. 

 

 

5.3. αB-Crystallin Sequenzanalyse 
 

αB-Crystallin ist ein Protein mit Chaperonaktivität (Muchowski et al., 1996), das mit verschiedenen 

neurologischen Erkrankungen assoziiert wird.  

So akkumuliert  es in Rosenthalfasern bei der Alexander-Erkrankung (Iwaki et al., 1989), in Lewy bodies 

bei der Lewy-Body-Erkrankung (Lowe et al., 1990) und in reaktiven Gliazellen bei CJD (Renkawek et al., 

1992). Auch in scrapie-infiziertem Hirngewebe vom Hamster lässt sich eine αB-Crystallin-Gen-

Expression nachweisen (Duguid et al., 1988). 

Die Expression von αB-Crystallin als Mitglied der „small heat-shock-protein“ Familie wird, wie auch bei 

anderen Mitgliedern gesichert, durch thermischen, hypertonen und osmotischen Stress induziert. 

Außerdem ist bekannt, dass Chaperone der „small-heat-shock-protein“-Familie Protein-Faltungen in 

höhere Strukturen katalysieren und Proteine vor Funktionsverlusten, ausgelöst durch „Stress“, schützen. 

Bei s-IBM Patienten lässt sich αB-Crystallin immunhistochemisch in bis zu 30% der zahlreichen 

pränekrotischen Muskelfasern nachweisen und wird außerdem im s-IBM-Muskel überexprimiert (Sarkozi 

et al., 1994; Banwell et al., 2000). Aus diesem Grund ist αB-Crystallin in seiner Funktion als Chaperon in 

den Skelettmuskelzellen von s-IBM Patienten auch im Hinblick auf die Funktion des Prion-Proteins 

interessant. 

Da PrP mehrfach posttranslational modifiziert wird und die Strukturveränderung von der α-Helix- zur β-

Faltblatt-Struktur entscheidend für die Pathogenität des Prion-Proteins ist (Mastrianni et al., 1999), stellt 

sich die Frage nach den an dieser Strukturveränderung beteiligten Molekülen und deren Veränderungen. 

Tierexperimentell fand sich bei Mäusen, die eine Deletion im αB-Crystallin-Gen und im angrenzenden 

HspB2-Gen aufwiesen, eine progressive Myopathie. 

Ebenso konnte gezeigt werden, dass eine Missense Mutation im humanen αB-Crystallin-Gen (R120G) 

eine Kardiomyopathie und eine autosomal-dominante Myopathie (sogenannte desmin-related-myopathy) 

hervorrufen kann, die durch Myofibrillenzerstörung und Akkumulation von Desmin und αB-Crystallin in 

degenerierenden Muskelfasern charakterisiert ist (Vicart et al., 1998). Außerdem ist der Träger dieser 

R120G-Mutation stark in seiner Chaperonaktivität eingeschränkt (Bova et al 1999; Perng et al 1999).   

Vor kurzem wurden bei Patienten mit Desmin-related-Myopathy zwei weitere Mutationen (464delCT und 

Q151X) in einer Region des αB-Crystallin-Gen gefunden, welche entscheidend für die Chaperonfunktion 

des Proteins ist (Selcen and Engel, 2003). Dies könnte auf eine mögliche Auswirkung von αB-Crystallin- 

Veränderungen hinsichtlich der Prion-Protein-Funktion bei s-IBM-Patienten hinweisen. 

Die in dieser Arbeit auf Mutationen im dritten Exon des αB-Crystallin-Gen bzw. auf Mutationen im 

gesamten kodierenden Bereich des Gens untersuchten Patienten wiesen keine Abweichungen von der 
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Wildtyp-Sequenz auf. Lediglich bei einem s-IBM-Patienten fand sich ein Adenin zu Guanin Austausch im 

Kodon 55 des Exon 1, der aber keinen Aminosäureaustausch zur Folge hatte. 

Die Gensequenz im untersuchten Bereich des αB-Crystallin-Gen gibt somit allein keinen ausreichenden 

Aufschluss über eine mögliche Beteiligung des αB-Crystallins am zugrundeliegenden Pathomechanismen 

der s-IBM. Allerdings ist denkbar, dass es einen „biologischen Stressor“ als Auslöser der αB-Crystallin 

Überexpression in s-IBM Muskelfasern gibt.  

Der nukleäre Transkriptionsfaktor NF-κB könnte dabei eine Rolle als Mediator der Stress-Signale spielen 

(Yang et al., 1998; Ray et al., 1999). Nach dieser Hypothese könnte das „Stressprotein“ die Muskelfaser 

für eine gewisse Zeit, möglicherweise für mehrere Jahre, vor Schädigung schützen, bevor klinische 

Symptome auftreten. Dies könnte auch den späten Erkrankungsbeginn erklären; möglicherweise sind aber 

auch ältere Muskelfasern vulnerabler für die zerstörerischen Effekte des ätiologisch auslösenden Agens 

der s-IBM.  

Dieser bislang unidentifizierte Stressor könnte zu einer erhöhten Expression von stress-assoziierten 

Proteinen, i.e. αB-Crystallin im Skelettmuskel führen. Erhöhte αB-Crystallin Expression könnte, wie 

schon postuliert wurde, zu einer Triggerung des Immunsystems beitragen und einige der entzündlichen 

Phänomene der IBM erklären. Vermehrte αB-Crystallin Expression allein führt jedoch nicht automatisch 

zur Entwicklung einer s-IBM. Vielmehr müsste zusätzlich eine genetische Prädisposition, z.B. 

Homozygotie am Kodon 129 des Prion-Gens, bestehen, die bei andauernder Überexpression des 

Chaperons αB-Crystallin zu einer vermehrten Umfaltung zahlreicher, neurodegenerations-assoziierter 

Proteine führt. Deren Akkumulation bewirkt in der Folge die Degeneration von Skelettmuskelfasern. 

Auch αB-Crystallin unterliegt ähnlich dem Prion-Protein verschiedenen Mechanismen der 

posttranslationalen Modifikation, wie Phosphorylierung, Acetylierung, Deamination etc. Für einige 

Chaperone ist bekannt, dass sie unter „Stress“ vermehrt modifiziert und in ihrer Chaperonaktivität 

beeinflusst werden. Dies könnte in Analogie auch für αB-Crystallin zutreffen.  

Wenn die Expression von αB-Crystallin mit dem Nachweis spezifischer pathologisch gefalteter Prion-

Proteine korrelieren würde, hätte das weitreichende Konsequenzen für die pathogenetische 

Charakterisierung der s-IBM als Prion-assoziierte Erkrankung. 

Die Expression von αB-Crystallin stellt möglicherweise einen frühen und wichtigen Schritt in der 

Pathogenese der s-IBM dar, da sie sich nicht auf nekrotische oder vakuolisierte Fasern beschränkt, 

sondern auch in morphologisch unauffälligen, pränekrotischen Fasern nachweisbar ist (Brady et al., 

2001). Sowohl die Interaktion von αB-Crystallin mit anderen Chaperonen, z.B. mit HSP-28 im humanen 

Skelettmuskel (Kato et al., 1992), als auch die verschiedenen z.T. stressabhängigen posttranslationalen 

Modifikationen und die daraus resultierenden Aktivitätsänderungen könnten bei der Triggerung der 

pathogenetischen Veränderungen des Prion-Proteins und damit möglicherweise auch in der Pathogenese 

der s-IBM eine Rolle spielen. 
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6. Zusammenfassung und Ausblick 

 

Die sporadische Einschlusskörpermyositis (s-IBM) ist eine chronisch progressive, entzündliche 

Muskelerkrankung, die vor allem nach dem 50. Lebensjahr auftritt. Die Pathogenese der s-IBM ist unklar, 

es werden verschiedenste Mechanismen diskutiert. 

Der Nachweis von Prion-Protein in den Einschlüssen der Skelettmuskelzellen bei s-IBM-Patienten führte 

zu der Vermutung, dass es sich um eine genetisch prädisponierte, degenerative Erkrankung des Muskels 

handelt und rückte die s-IBM damit in die Nähe der Prion-Erkrankungen. 

Die in dieser Arbeit durchgeführten Untersuchungen zur Sequenz des Prion-Gens bei Patienten mit s-IBM 

stellen in diesem Zusammenhang einen wichtigen Beitrag zur Klärung der Pathogenese der Erkrankung 

dar. 

Es wurden bei 35 s-IBM Patienten die Zygotie am Kodon 129 des Prion-Gens und die Sequenz des Prion- 

und des αB-Crystallin-Gens untersucht. Dabei fand sich eine signifikante Häufung der Methionin/ 

Methionin-Homozygotie bei s-IBM-Patienten im Gegensatz zum deutlichen Überwiegen der 

Methionin/Valin-Heterozygotie bei der gesunden Kontrollpopulation. 

Diese Untersuchungen zeigen, dass ein bestimmter Genotyp, wie eine Methionin/Methionin- 

Homozygotie, zwar - im Unterschied zur hereditären IBM - nicht als alleinige Ursache der sporadischen 

IBM angesehen werden kann, aber dennoch einen wichtigen Risikofaktor (genetische Prädisposition) zur 

Entstehung einer s-IBM darstellt.  

Außerdem wurde in dieser Arbeit bei einem s-IBM-Patienten eine bis dahin noch nicht beschriebene 

Mutation H140R im Prion-Gen gefunden. Auch die Tochter des Patienten, die möglicherweise aufgrund 

ihres geringeren Alters noch präsymptomatisch ist, trägt diese Mutation.  

Der Bereich dieses Aminosäureaustausches liegt in einer bei Säugetieren hochkonservierten Region und 

ist möglicherweise nicht neutral in Bezug auf die Funktion des Prion-Proteins. 

Die Funktion des αB-Crystallins als Chaperon, welches neben der korrekten Proteinfaltung 

möglicherweise auch die Umfaltung von Proteinen in pathologische Formen wie z.B. in PrPsc katalysiert, 

macht dieses Protein interessant im Hinblick auf die Funktion des Prion-Proteins. 

Da bekannt ist, dass Muskelfasern von s-IBM-Patienten vermehrt αB-Crystallin exprimieren, wurden in 

dieser Arbeit sieben Patienten auf Mutationen im gesamten αB-Crystallin-Gen und insgesamt 24 

Patienten auf Sequenzabweichungen im dritten Exon untersucht. 

In der Mutationsanalyse stellte sich heraus, dass es bis auf einen schon bekannten Polymorphismus 

(A117A)  keine weiteren Abweichungen von der Wildtypsequenz gab. Lediglich bei einem Patienten fand 

sich der A117A-Polymorphismus ohne konsekutiven Aminosäureaustausch. 

In weiterführenden Untersuchungen sollte im selben Schritt geklärt werden, ob posttranslationale 

Modifikationen, wie z.B die unterschiedlichen Glykosilierungsmuster oder Veränderungen höherer 

Proteinfaltungsstrukturen des Prion-Proteins eine Rolle bei der Pathogenese der s-IBM spielen, und ob 
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Veränderungen der Chaperonfunktion des αB-Crystallins möglicherweise ebenso einen Einfluss auf die 

Funktion des Prion-Proteins haben. 

Auch expressionsregulierende Faktoren oder Faktoren, die durch externe Einflüsse getriggert werden, 

könnten sowohl im Zusammenhang mit der αB-Crystallin-Transkriptionsrate, als auch bei der Prion-

Protein-Expression, eine Rolle spielen. 

Dies würde auch Einfluss auf zukünftige Therapien (z.B. Einsatz von Chaperon-Inhibitoren) haben, die 

dann auf das Ziel, die pathologische Umfaltung und Akkumulation von Proteinen zu reduzieren oder ganz 

zu vermeiden, ausgerichtet sein könnten. 

Ein besseres Verständnis der Pathogenese der s-IBM kann dazu beitragen, zukünftig bessere 

therapeutische Optionen zu entwickeln. 
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8. Anhang 

 

 

Verzeichniss der verwendeten Abkürzungen 

 

 

 

s-IBM sporadische Einschlusskörpermüositis 

h-IBM hereditäre Einschlusskörpermyositis 

PrP Prion-Protein 

PRNP Prion-Gen 

GNE UDP-N-acetylglucosamin-2-epimerase/N-  

   acetylmannosaminekinase 

Aβ β-Amyloid 

βAPP β-Amyloid-Vorläuferprotein 

αB-C αB-Crystallin 

CJD Creutzfeld-Jakob-Erkrankung 

GSS Gerstmann-Sträussler-Scheinker-Erkrankung 

FFI Fatale Familiäre Insomnie 

LDL low density lipoprotein 

bp Basenpaare 

M/V Methionin/Valin 

M/M Mehionin/Methionin 
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