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Zusammenfassung

|. Zusammenfassung

Die kongenitalen myasthenen Syndrome (CMS) stefliere Gruppe seltener hereditarer
Erkrankungen dar, die auf einer Stdrung im Nerv-kélsSignallbertragungsweg beruhen.
Hinsichtlich Pathogenese, Molekulargenetik undigtiher Symptomatik zeichnen sich diese
Syndrome durch eine starke Heterogenitdt aus, idie Einteilung in CMS-Unterformen
erforderlich macht. Die bislang bekannt gewordehkeankheitsursdchlichen CMS-Gene
kodieren in vielen Féallen fir Synapsen-assozii@meteine. Um so Uberaschender war die
kurzliche Entdeckung, dass Mutationen im G&rPT], kodierend fur das Schliusselenzym
des Hexosamin-Stoffwechselwegs, und zwar der Glut&ruktose-6-Phosphat-
Amidotransferase 1 (GFAT1), krankheitsauslosendefiirCMS mit Gliedergirtelbetonung

sind.

Dies liel3 vermuten, dass ein neuer Pathomechanismésnlich Glykosylierungsstérungen
— dieser CMS-Untergruppe zugrunde liegen konnteniDaickten weitere Gene fir Enzyme
des Hexosamin-Stoffwechselweges als Kandidatengéire CMS in den Fokus.
Hauptschwerpunkt dieser Promotionsarbeit war dbsteahe Kohorte von CMS-Patienten
auf krankheitsrelevante Mutationen in den HexosaBiosynthese-GenerGNPNATI
PGM3 UAP1 und OGT zu untersuchen. Die Kohorte bestand aus insgeddmtMS-
Patienten, groRtenteils solchen mit dem besondergémotyp der Gliedergurtelbeteiligung
(38 Patienten), zum kleineren Teil solchen mit bisbngeklarter genetischer Ursache (6
Patienten). Jedoch konnte in keinem dieser Fallae emutmalllich pathogene

Sequenzveranderung in den genannten vier Kandigiexwem detektiert werden.

Ein weiterer Schwerpunkt der vorliegenden Arbegf tkarin, die vorgestellte Gliedergurtel-
Kohorte auf bereits bekannte, jedoch nur aul3eltsinspachgewiesene, CMS-verursachende
Mutationen zu analysieren. Hierzu zahlen vor alldiutationen in MUSK einem
essentiellen Gen fir eine an der neuromuskularem@enbildung beteiligten Kinase.
Weltweit sind hier Gberhaupt nur 5 Falle/Familiender Literatur beschrieben. Erstmals

konnten im Rahmen dieser Arbeit bei einem Patienté SequenzvariantdUSK
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p.Asp38Glu und eine groRere Deletion MUSK-Gen nachgewiesen werddrunktionelle
Studien auf Ebene ddvilUSK-mRNA-Transkripte im Patientenmuskel, bioinformelis
Daten und die Segregationsanalyse in der Fam#igela den Schluss zu, dass diese beiden
Mutationen sehr wahrscheinlich als pathogen eindest sind. Klinisch fiel ein
ausgezeichnetes Ansprechen auf Salbutamol aufhegloeiMUSK-CMS-Patienten bisher

noch nicht beschrieben watr.

Die Analyse weiterer bekannter CMS-Gene in Patienbeider Kohorten flihrte zum
Nachweis bereits beschriebener Frameshift-MutaidneCHRNE die bekanntermal3en zu
einer verminderten Expression des Acetylcholinremsp an der Oberflache von
Muskelzellen fihren. Neben den haufigen Mutationd327delG in homozygoter Form und
€.1353dupG in homozygoter und compound heterozygbem - beides Founder-
Mutationen in der Population der Roma bzw. der afsiklinischen Bevoélkerung - wurde die
Mutation ¢.70insG in compound heterozygoter Forrfuiggen. Interessanterweise lag bei
zwei der hier beschriebenen vieEHRNEPatienten ein Phanotyp mit prominenter
Gliedergirtelschwache vor, was fUCHRNECMS-Patienten mit typischerweise im
Vordergrund stehender okulérer Beteiligung ungewohnst. Zusammengefasst zeigen die
im Rahmen dieser Arbeit identifizierten Patienteit @HRNEMutationen klinisch eine

unerwartet grof3e Heterogenitat.

Ein Patient mit distal betonter Muskelschwache des Kohorte mit ungewohnlichen
Phanotypen wies die Sequenzvariante ¢.866C>A/p39@&x2 in CHRND in heterozygoter
Form auf. Diese bisher nicht funktionell untersecWariante stellt eine autosomal dominant
vererbte Slow-Channel-Mutation dar und fihrt mdgtiaveise wie die an gleicher Position
lokalisierte, jedoch schon funktionell charaktexité Mutation p.Ser289Phe zu einer
verlangerten Kanal6ffnungszeit des Acetylcholinpgaes. Im Unterschied zu anderen
CHRNDPatienten war phanotypisch jedoch keine respisatioe Beteiligung erkennbar.

Bei einem weiteren Patienten mit Gliedergurtelplgmd<onnten zwei Sequenzvarianten
nachgewiesen werden, deren pathogenes Potentigbadfder Ergebnisse diersilico- und
Segregationsanalyse, wenn Uberhaupt, als sehiggariaustufen ist. Zum einen fand sich in
CHRNB1 die Sequenzverdnderung p.Valll3Met heterozygonebDen war der Patient
Trager der Sequenzvariante ¢.1137-3deéD{BT, die abschlielfend auf Grund der Ergebnisse
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der in silico- und Segregationsanalyse ebenfalls als nicht kmitdverursachend

einzuschatzen ist.

Zusammenfassend  konnte im  untersuchten  Patientekttel zwar keine
krankheitsursachliche Mutation der KandidatengerdaseHexosamin-Biosynthesewegs, i.e.
GNPNAT1 PGM3 UAP1 und OGT, nachgewiesen werden. Die grundsatzliche pathogene
Relevanz von Genen, die eine Rolle bei Glykosyligavorgangen spielen, wurde jedoch
zwischenzeitlich durch Identifikation von Mutationén den GenedPAGT]1, ALG2 und
ALG14 bei CMS gezeigt. Eine vergleichende Gegenilbeusiglider Phanotypen der im
Rahmen der Arbeit genetisch aufgeklarten CMS-Patieibestéatigte die grof3e klinische
Heterogenitat innerhalb der Krankheitsgruppe und ZUeil auch unter Patienten mit
identischen Genotypen. Die Ergebnisse der vorlidgen Arbeit ermdglichen eine
Erweiterung des Phanotyps sowohl fur haufig alshdiic seltener urséchliche CMS-Gene
und machen deutlich, welche klinische RelevanzAgialyse von seltenen CMS-Genen wie
MUSK haben kann. Im Hinblick auf Salbutamol als einesr@ipieoption beMUSK-CMS
wird ein neuartiger medikamentéser Behandlungsare#gezeigt. Neben einem besseren
Verstandnis fur die genetischen Hintergiinde derdiikung leisten die Ergebnisse somit
auch einen Beitrag fur eine bessere Versorgung bigtjnostik und Therapie von Patienten

mit dieser seltenen neuromuskularen Erkrankung.
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lI. Einleitung

Das klinische Leitsymptom des Krankheitsbildes défdyasthenie stellt eine

belastungsabhangige Muskelschwéache dar, die duneh gestdrte Erregungstransmission
vom Nerv auf den Muskel an der neuromuskularen Etigpverursacht wird. Neben der
Myasthenia gravis und dem Lambert-Eaton-Syndrom,zdi den Autoimmunerkrankungen
gezéahlt werden, existieren auch vererbte FormenMigsthenie, die sog. kongenitalen
myasthenen Syndrome (CMS). CMS werden durch Mutation Genen, die in der Regel
fur Synapsen-assoziierte Proteine kodieren, vecbtsaind machen ca. 10% aller
Myasthenien im Kindesalter aus (Anlar, Ozdirim dt &996). Die wahrscheinlich

unterschétzte Pravalenz von CMS in Europa liegt bBD0.000 (Millichap and Dodge

1960).

1. Krankheitsbild der CMS

Das klinische Erscheinungsbild und der Verlauf®BIS sind sehr variabel. Leitsymptom ist
die bereits erwahnte belastungs- bzw. tageszeitgfigit Muskelschwache. CMS betrifft
typischerweise die okulare, mimische, bulbare uathmnahe Extremitatenmuskulatur, die
glatte Muskulatur bleibt ausgespart. Symptombegisnh in den meisten Fallen im
Neugeborenen- oder Kleinkindalter, in seltenendréthanifestiert sich die Erkrankung erst
im Erwachsenenalter (Engel 1994; Burke, Cossina.e2003; Beeson, Hantai et al. 2005;
Muller, Herczegfalvi et al. 2007). Das Klinische eRfgum reicht von einer milden
Symptomatik, die z.T. bei Fieber oder Infektionerazerbieren kann, bis hin zu einer
progredienten, invalidisierenden Muskelschwéchei Beteiligung der Atemmuskulatur
kann es zu respiratorischer Insuffizienz mit piotetr Apnoe und Zyanose mit moglicher
Todesfolge kommen. Beim Patienten mit neonatalemgirB®e finden sich als
charakteristische Symptome eine faziale, bulbarel wam Teil auch generalisierte
muskulare Hypotonie, kraftloses Schreien, eine Kethwéache, eine Ptose und in seltenen

Fallen das Vorliegen angeborener Gelenkkontraktuf&rthrogryposis multiplex) als
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Ausdruck einer bereits intrauterin vorliegenden Bgungsarmut. Bei Kindern mit spaterem
Beginn zeigt sich eine frihzeitige Muskelermidbadrkat funktionellen Einschréankungen,
insbesondere beim Treppensteigen und Rennen. Digrisehe Entwicklung kann verzdgert
verlaufen. Hauptsymptome bei betroffenen Erwachsenbéestehen in einer
belastungsabhangigen Schwéache meist mit Betonungrdgimalen Extremitatenmuskeln
und einer im Tagesverlauf fluktuierenden Ptose uimd manchen Fallen einer

Ophthalmoparese (Burke, Cossins et al. 2003).

Klinisch kdnnen distinkte Unterformen unterschiedesrden wie z.B. eine CMS-Unterform
mit Gliedergtrtelbetonung (Limb girdle-(LG)-CMS) @Quillen 1966). Der Phanotyp kann
je nach mutiertem Gen sehr unterschiedlich seinaime Genotyp-Phanotyp-Korrelation ist
nicht immer mdglich. Die klinische Diagnosestellusigitzt sich im Wesentlichen auf das
typische klinische Bild, das Vorliegen eines Dekess bei repetitiver Stimulation mit 2-3
Hertz (Hz) und den fehlenden Nachweis von Autod@mpikrn gegen Acetylcholinrezeptoren
(AchR) (Aarli, Mattsson et al. 1975) oder MuSK (HgdvicConville et al. 2001). Ein

Nichtansprechen auf eine immunsuppressive Therapleder muskelbioptische Ausschluss
klinisch  ahnlich  verlaufender = Muskelerkrankungen ewi z.B.  kongenitaler

Strukturmyopathien untermauern die Diagnose weiter.

Der Grof3teil der CMS-Patienten profitiert von eifhandlung mit Acetylcholinesterase-
Hemmestoffen mit Ausnahme von Patienten mit Mutaivim den Gene@OLQ und DOK?7
oder mit sog. Slow-Channel-Syndromen, bei denea Behandlung die Symptomatik sogar
verschlechtern kann (Engel 2007; Palace, Lashleal.€2007; Kinali, Beeson et al. 2008;
Schara and Lochmuller 2008; Schara, Della Marira.2012).

2. Die neuromuskulare Endplatte - Aufbau und Erregungsablauf

Die neuromuskuléare Endplatte ist eine spezifischerieé der Synapse, in der eine Uber die
Prasynapse eintreffende elektrische Erregung Ubmmische Transmission an der

Postsynapse zur Depolarisation und damit zur Kétitna des Muskels fuhrt. Die Synapse

ist morphologisch in drei Teile aufgeteilt, und zwia den prasynaptischen Teil der

Endplatte, der der Nervenendigung entspricht, dgnaischen Spalt und der in diesem
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Bereich speziell strukturierten postsynaptischerskélfasermembran (Hughes, Kusner et al.
2006).

Die Depolarisation der prasynaptischen Membrantdein ankommendes Aktionspotential
fuhrt zur Offnung von spannungsgesteuerten Calcamalen. Der Calciumeinstrom in die
prasynaptische Nervenendigung wiederum bewirkt edmezytotische Freisetzung von
Acetylcholin (ACh), das in Vesikeln in der Prasysapgespeichert vorliegt, in den
synaptischen Spalt. ACh wird prasynaptisch aus yk&@o0A und Cholin durch das Enzym

Cholin-Acetyl-Transferase (ChAT) synthetisiert. Ddieigesetzte ACh gelangt Uber
Diffusion durch den synaptischen Spalt an die poststische Membran und bindet dort an
nikotinische Acetycholinrezeptoren (AChR), was zinee Offnung von selektiven

lonenkanalen fuhrt. Durch den Einstrom von Katiolermmt es zur postsynaptischen
Depolarisation und zur Generierung eines Endplpttamntials (EPP) (Sato, Suzuki et al.
1999). Das EPP fiihrt zur Aktivierung spannungsabiuin Natrium-Kanale und im Verlauf

nach Erreichen des Schwellenpotentials zur Entagleines Aktionspotentials im Muskel,
was wiederum zum Calciumeinstrom in die Muskelfased damit zur Kontraktion fuhrt.

Nach Abdiffusion der ACh-Molekile von der Binduntgdle erfolgt im synaptischen Spalt
die Hydrolyse von ACh durch das Enzym Acetylchditieease (AChE), das in der
Basallamina des synaptischen Spalts Gber ein Rrotiieinem kollagenartigen Schwanzteil
(engl. collagen tail (ColQ)) verankert ist. Die #eiuer fir diesen hydrolytischen Abbau

durch die AChE bestimmt die Dauer des exzitatogaghostsynaptischen Potentials.

Der postsynaptische nikotinische AChR stellt eitigandenaktivierten lonenkanal dar und
besteht aus funf Untereinheiten. Im embryonaleng8@er-Muskel sind dies zwei Alpha-
und jeweils eine Beta-, Gamma- und Delta-Unterainhebei es im Verlauf der weiteren
Entwicklung mit zunehmender Innervation des fetdrskels zu einem Ersatz der Gamma-
durch eine Epsilon-Untereinheit kommt. Zwischen diém Zellmembran durchspannenden
Untereinheiten befindet sich eine Kanalpore, dudid positiv geladene lonen flieRen
konnen. Zur Offnung der Kanalpore ist die Binduran \mindestens zwei Molekiilen ACh

an die Bindungsstelle, die auf der Alpha-Untereinlo&alisiert ist, notig.
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Im sich entwickelnden Muskelgewebe nimmt bei deslfildung der Synapsen die Dichte
der AChR im Bereich der postsynaptischen Membrark stu. Dieses Clustern fiihrt auch zu
einem erniedrigten Umsatz der AChR (Gervasio anili#h 2005) und wird Uber den

Agrin-MuSK-Rapsyn-Signalweg gesteuert. Agrin ish ¢ieparansulfat-Proteoglykan, das
von sich entwickelnden Nervenendigungen von matbgs Neuronen in den synaptischen
Spalt sezerniert wird (Nitkin, Smith et al. 19870dth 1999). Agrin bindet an LRP4 (low-

densitiy lipoprotein receptor related protein 4glethes im Muskel exprimiert wird (Kim,

Stiegler et al. 2008; Zhang, Luo et al. 2008; Zadgang et al. 2012). An der Postsynapse
wird durch das Zusammenwirken von Agrin und LRP#edRezeptortyrosinkinase namens
MusK (muscle specific kinase) aktiviert (Glass, Bowet al. 1996; Glass and Yancopoulos
1997), was wiederum zur konsekutiven AktivierungeeiSecond-messenger-Kaskade fiihrt
und darlber letztlich die Clusterung der AChR undexer postsynaptischer Proteine wie
Rapsyn bewirkt (DeChiara, Bowen et al. 1996; Agalss et al. 1997; Finn, Feng et al.
2003; Strochlic, Cartaud et al. 2005; GhazanfagrnBndez et al. 2011). Bei diesem
Vorgang interagieren MuSK und LRP4 Uber ihre exdHiairen Doménen miteinander

(Zhang, Coldefy et al. 2011). In der embryonaleng@jogenese stellt dieser Vorgang einen

essentiellen Schritt dar.

Eine entscheidende Rolle im Agrin-MuSK-Rapsyn-Sigeg spielt Rapsyn (Receptor
associated protein of the Synapse), ein 43 kDaeg@f3otein, das sich an AChR anlagert
und neben der Clusterung auch die Verankerung déhRA an das subsynaptische
Zytoskelett der Postsynapse Uber Dystroglykan wegtni(Froehner, Luetje et al. 1990;
Gautam, Noakes et al. 1995; Cartaud, Coutant €t9I8; Marangi, Wieland et al. 2002).
Fir die Rapsyn-Funktionen am AChR wird der Einfluea Dok-7 (docking protein 7) und
LRP4 bendtigt (Okada, Inoue et al. 2006; Zhang, éual. 2008).

3. Molekulargenetischen Diagnostik eines CMS

Der klinische Verdacht auf ein CMS lasst sich bapefahr der Halfte der Patienten
molekulargenetisch bestétigen. Eine molekulargededi Diagnose ist insbesondere auch im
Hinblick auf eine differenzierte medikamentbse Hpée anzustreben. Bei der

molekulargenetischen Testung durch sequentiellezdigenanalyse eines Patienten mit
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klinischem V.a. CMS wird zun&chst schrittweise urBeachtung der bekannten Genotyp-
Phanotyp-Korrelationen bei der Erkrankung vorgegandpurch eine retrospektive Analyse
des Vorgehens bei 680 CMS-Verdachtspatienten assremm Minchner Kollektiv konnte
von der CMS-Arbeitsgruppe des Friedrich-Baur-lngsitein Algorithmus zur schrittweisen
genetischen Testung bei V.a. CMS vorgeschlagenemefdbicht, Dusl et al. 2012) (Abb.
1). Die Untersuchung des Patientenkollektivs im rRah der vorliegenden Dissertation
erfolgte ebenfalls -soweit mdglich- anhand diesdgoAthmus. Neben Ethnizitat und
Vererbungsmodus sind Informationen Uber das Vagheglinischer Schlisselbefunde wie
Ansprechen auf Cholinesteraseinhibitoren, das ¥oeih eines Gliederglrtelphanotyps, von

Kontrakturen, Apnoen und einer Beteiligung der @efidugenmuskeln entscheidend.

Deutschland, Mittel-/Westeuropa®: RAPSN Ng8gK

Analyse hadufiger
Ethnizitit ? / DOK7 1124 1127dupTGCC |
) T ) Punktmutationen
\ Siidosteuropa, Roma-Population*: CHRNE 1267delG
Nordafrika*: CHRNE 1283insG

* ev. mit pseudodominanter Vererbung

> " Kopplungsanalyse

/' .
bekannter CMS-
\ i Gen-Loci

negativ. —» Vererbung ?

Ansprechen auf AChE-Hemmer ? - // \\

Informative Familienanamnese ?

RezessiviSporadisch Dominant/Sporadisch
; / Y Doppelantwort auf
Nein / \ nervalen Einzelreiz:
Respiratorische Insuffizienz ? F X Slow-Channel-

Schwere Syndrom?
Ja Gliedergiirtel- Symptomatik,
_ o Phanotyp Doppelantwort auf
Krisenhafte respiratorische nervalen Einzelreiz

Verschlechterung, milde Ptose,

keine Ophthalmoparese, Haufige
Kongenitale Kontrakturen episodische ev. respiratorische
Apnoen Beteiligung

"| Direkte Sequenzierung be-
RAPSN Ptose und \ kannter CMS-Kandidaten-
Ophthaimoparese gene (Stufendiagnostik)

falls negativ : ;
g milde Symptomatik oder der gekoppelten Gene
oder falls nicht moglich
y

+ Kontrakturen l v Analyse eines CMS-Gen-
Panels
CHRND CHAT CHRNE GFPT1***DOK7 coL@ AChR-
Untereinheiten
** ev. gutes Ansprechen auf Salbutamol *** ev. muskelbioptisch tubulére Aggregate **** zus. Epidermolysis bullosa, opt. Muskulare Dystrophie *++*; zus. Nierenbeteiligung

Abb. 1 Algorithmus zum Vorgehen bei der molekulargendté&sct Analyse bei Patienten

mit V.a. CMS, modifiziert aus Abicht, Dusl et alCgngenital myasthenic syndromes:
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Achievements and limitations of phenotype-guidechegafter-gene sequencing in
diagnostic practice: A study of 680 patients"” Hunutlslt 2012 (Abicht, Dusl et al.
2012).

4. Genetischer Hintergrund der CMS

In den vergangenen Jahren gelang es, als Ursach€M& Mutationen in einer Reihe von
verschiedenen Genen zu identifizieren, die (fal® fiir Proteine der neuromuskularen
Endplatte kodieren (Abb. 2). Zu den bisher idenifiten 18 CMS-Genen gehoren das Gen
fur die prasynaptische Acetylcholintransfer&3dAT (Ohno, Tsujino et al. 2001), das fur
den Verankerungsteil der AChE kodierende @&LQ (Donger, Krejci et al. 1998; Ohno,
Brengman et al. 1998; Huze, Bauche et al. 2008)Géine fur die Proteine AgridGRN
(Huze, Bauche et al. 2009), LRPYRP4 (Ohkawara, Cabrera-Serrano et al. 2013) und
Laminin beta 2 I(AMB2) (Maselli, Ng et al. 2009), sowie postsynaptisoé @ene fur die
Untereinheiten des AcetylcholinrezeptoHRNAL1, CHRNB1, CHRND, CHRNEENgel,
Ohno et al. 1996; Ohno, Wang et al. 1996; Milongndg/et al. 1997; Nichols, Croxen et al.
1999), fur das postsynaptische Protein Rap&ARSN (Ohno, Engel et al. 2002), Dok-7
(DOK7) (Beeson, Higuchi et al. 2006), die Muskel-spezifie KinaseNMlUSK) (Chevessier,
Faraut et al. 2004) und den spannungsabhangigesypaptischen Natrium-Kanal Nav 1.4
(SCN4A (Tsujino, Maertens et al. 2003).

Daneben filhren Mutationen InPLEGGen, das fir das ubiquitar exprimierte
Intermediarfilament-Verbindungsprotein Plectin lartli bei einem Teil der Patienten neben
einer Epidermolysis bullosa simplex und einer ghiedirtelbetonten Myopathie zu einem
myasthenen Syndrom (Forrest, Mellerio et al. 20Maselli, Arredondo et al. 2011; Selcen,
Juel et al. 2011; Winter and Wiche 2013). Erst keéinzkonnten bei einer Patientengruppe
mit gliedergurtelbetontem CMS Mutationen im G8RPTY, das fir die Glutamin-Fruktose-
6-Phosphat-Amidotransferase 1 (GFAT1) kodiert, iifierert werden (Senderek, Muller et
al. 2011). Mittels Whole Genome Sequencing konwmi@nkurzem Mutationen in weiteren
Genen DPPAGT1, ALG2 und ALG1l4, die wie GFPT1 eine wichtige Rolle bei
Glykosylierungsvorgdngen spielen, in einer Gruppen Watienten mit Gliedergirtel-

Myasthenie identifiziert werden (Belaya, Finlaysdral. 2012; Cossins, Belaya et al. 2013).
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CMS Gene

prasynaptisch *
CHAT ¥ chaT o

synaptisch

coL@
LAMB2
AGRN

postsynaptisch
CHRNA1
CHRNB1
CHRND
CHRNE
LRP4 '
RAPSN o MuSK ‘ - ~ Muskel
SCN4A i

rPﬂEESé( .. Natrium

DORE kanal & Acetylcholinesterase .. Kalziumkanal
o
o

e * g
P9

LRP4 . synaptischer Vesikel

unklassifiziert

GFPT1 b Plektin
gfggr1 { + GFAT1 Alpha-1,3-mannosyltransferase @ Beta-1,4-N-acetylglucos-
ALG14 (ALG2) aminyltransferase (ALG14)

Dolichol-P-N-Acetylglucosamin-

phosphotransferase 1 (DPAGT1) O Kaliumkanal

Abb. 2: Bekannte CMS-Gene und ihre Genprodukte an der omuskuldren
Endplatte.

Mutationen in diesen Genen finden sich in unteestiither H&aufigkeit und sie flhren
teilweise zu phanotypischen Besonderheiten. Eiimeskhe Verdachtsdiagnose kann bisher
nur bei einem Teil der CMS-Patienten genetisch ojpest werden. So konnte z.B. in
unserem Munchener Patientenkollektiv nur bei 290 688 untersuchten Patienten (44%)
der zugrundeliegende genetische Defekt identitiziearden (Abicht, Dusl et al. 2012). Am
haufigsten wurden hier Mutationen @GHRNEgefunden, danach in absteigender Haufigkeit
Mutationen inCOLQ, RAPSNIndDOK?7. Grundsatzlich kann in 40-50% der Patienten keine
genetische Diagnose gestellt werden (Hantai, Niebkd. 2013). Da sich Therapie, Prognose
und genetische Beratung in Abhéngigkeit vom jegeiti Gendefekt deutlich unterscheiden,
hat eine genaue molekulargenetische Klassifizierings CMS aber eine direkte klinische

Implikation fir den einzelnen Patienten. Die Suchach neuen CMS-Genen und
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konsekutive Charakterisierung des mit dem genetisddefekt verbundenen Phanotyps ist
somit von zentraler Bedeutung. Im folgenden Absithmverden die haufigsten bekannten

CMS-Gene und die zugehdrigen Phéanotypen dargestellt
4.1 Prasynaptische CMS

4.1.1 Mutationen inCHAT
Die Resynthese des Neurotransmitters ACh aus Cholth Acetyl-CoA wird durch das
Enzym Cholinacetyltransferase (ChAT) katalysiegi 8en bekannten Mutationen GHAT
handelt es sich um rezessive Loss-of-function Monan, die zu einer verminderten
Expression, Veranderung der kinetischen Eigensehafsowie Beeintrachtigung der
Stabilitat des Enzyms fihren kénnen (Ohno, Tsughcal. 2001; Shen, Crawford et al.
2011). Zwischen der Menge des pro Vesikel gespdiemeACh und der Miniatur-EPP-
Amplitude besteht eine positive Korrelation (HughKsisner et al. 2006), so dass es bei
CHAT-Mutationen zu einer Verminderung der Amplitude w@nit zu einem veranderten
.Safety Margin“ bei der postsynaptischen Depoldiiga kommt. Klinisch weisen die
meisten Patienten mit Mutationen IfCHAT einen Phanotyp mit krisenhaften
Verschlechterung im Rahmen von Infekten oder efssbeé Apnoen auf (Ohno, Tsujino et
al. 2001; Schara, Christen et al. 2010; Shen, Grailmét al. 2011; Engel, Shen et al. 2012;
Dilena, Abicht et al. 2013). Die meisten Patientegigen ein gutes Ansprechen auf
Acetylcholinesterasehemmer (Schara, Christen eR@l0). Im Anhang findet sich eine
Darstellung desCHAT-Gens mit den im Patientenkollektiv unserer Arlggitppe bisher
identifizierten CMS-Mutationen (Abb.8)

4.2 Synaptische CMS

4.2.1 Mutationen inCOLQ
Das Genprodukt ColQ ist fur die Verankerung der EGQin der synaptischen Basalmembran
verantwortlich (Kimbell, Ohno et al. 2004). Bei dbisher bekanntel€OLQMutationen
handelt es sich um Missense-, Frameshift-, Stogr &blei3stellen-Mutationen (Donger,
Krejci et al. 1998; Ohno, Brengman et al. 1998; @QBrengman et al. 1999; Ohno, Engel et
al. 2000; Shapira, Sadeh et al. 2002; IshigakioMcet al. 2003; Muller, Petrova et al.
2004). lhr Vorliegen fiihrt zu einem Mangel an AChz synaptischen Spalt, der auch
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lichtmikroskopisch nachgewiesen werden kann (Dangegjci et al. 1998; Ohno, Brengman
et al. 1998; Engel, Ohno et al. 2003). Die AChEiRenz resultiert in einer verlangerten
Wirkzeit der ACh-Molekile im synaptischen SpalteBihat eine andauernde Stimulation
und konsekutive Desensibilisierung der AChR mit Biltiing eines Depolarisationsblocks
zur Folge. Als Langzeiteffekt kommt es zu einerulgwrellen Verénderung der
postsynaptischen Membran inklusive AChR und spagsgesteuerter Natriumkanale
(Engel, Lambert et al. 1977). Klinisch weisen Pata mit COLQ-Mutation oft ein
schweres Krankheitsbild auf (Wargon, Richard e@ll2). Eine Besserung der Symptome
lasst sich mit adrenergen Agonisten wie Ephedrirero&albutamol sowie 3,4-
Diaminopyridin (3,4-DAP) erzielen, wobei der zugdatiegende Wirkmechanismus nicht
geklart ist (Guven, Demirci et al. 2012). AChE-Ibitdren sind bei synaptischen CMS
wirkungslos (Bestue-Cardiel, Saenz de Cabezon-Awat al. 2005; Mihaylova, Muller et
al. 2008; Liewluck, Selcen et al. 2011).

Im Anhang findet sich eine Darstellung dEOLQ-Gens mit den im Patientenkollektiv

unserer Arbeitsgruppe bisher identifizierten CMStMionen (Abb.9)

4.3 Postsynaptische CMS

Die meisten postsynaptischen CMS-Formen werdenhdMuatationen in Genen, die fur

Untereinheiten des AChR kodieren, verursacht. Didagtionen fiihren entweder zu einer
verminderten Oberflachenexpression oder zu ver@nekinetischen Eigenschaften des
Rezeptors, wobei der erstgenannte Mutationstyp linfigere ist. Die kinetischen

Mutationen kodnnen in dominante, ,gain of functiadtstationen mit verlangerter

Kanal6ffnungszeit des AChR (sog. ,Slow-Channel-Motzen®) und in rezessive, ,loss of
function“-Mutationen mit verkurzter Kanal6ffnung#zésog. ,Fast-Channel-Mutationen*)

eingeteilt werden.

4.3.1 Mutationen mit verminderter AChR-Expression
Durch diesen Mechanismus, der morphologisch ein€&@hRxMangel bewirkt, werden
ungefahr ein Drittel aller CMS-Falle verursacht,bgbes sich meistens um Mutationen in
der Epsilon-Untereinheit handelt (Engel, Ohno et28l03; Hantai, Richard et al. 2004).
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Mutationen in den anderen AChR-Untereinheiten, dm einer verminderten

Proteinexpression fihren, sind seltener, da didse, Gegensatz zu den Epsilon-
Untereinheiten-Mutationen mit funktioneller Expriess der fetalen Gamma-Untereinheit
und partiellem ,Rescue” des Phanotyps, vermuttithbereits intrauterin oder im friilhen
Sauglingsalter letal sind (Croxen, Young et al. D0®@er Mangel an AChR fihrt zu einem
erniedrigtem Endplattenpotential und in der Endsie zu einer kompensatorischen
Steigerung der Dichte der neuromuskuldren Endplattevie einer vermehrten Freisetzung

von ACh in den synaptischen Spalt (Hughes, Kushat. 006).

Auf eine Beschreibung von Slow- und Fast-ChanneldBymen wird aus Grinden der
Ubersichtlichkeit an dieser Stelle verzichtet und Riirzlich veréffentliche Reviews mit
einer ausfihrlichen Darstellung 0.g. CMS-Syndroraewesen (Engel 2012; Hantai, Nicole
et al. 2013).

4.3.2 Mutationen inRAPSN

Das postsynaptische Membranprotein Rapsyn vermitietben der Clusterung der AChR
auch die Verankerung der Rezeptoren am Zytoskelett postsynaptischen Membran
(Froehner, Luetje et al. 1990; Cartaud, Coutardlel998). Mutationen ilRAPSNfiihren
durch die herabgesetzte Clusterbildung von AChRRaibsyn zu einer verringerten Dichte
an AChR (Ohno, Engel et al. 2002). Klinisch impohigei diesen Patienten oft ein CMS-
Phanotyp mit rezidivierenden Apnoen, bei einigentihéen bestehen kongenitale
Gelenkkontrakturen (Burke, Cossins et al. 2003;0h8, Shen et al. 2009). Die meisten
Patienten profitieren von einer Therapie mit ACmBibitoren, des Weiteren zeigt bei
einigen Patienten miRAPSNMutationen die Gabe von 3,4-DAP einen positiverfiekf
(Banwell, Ohno et al. 2004; Milone, Shen et al. 200

Im Anhang findet sich eine Darstellung deRAPSNGens mit den im Patientenkollektiv

unserer Arbeitsgruppe bisher identifizierten CMStMionen (Abb.10)

10
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4.3.3 Mutationen inDOK7
Die Aktivierung von MuSK im Rahmen der Agrin-Sigkaskade wird u.a. von Dok-7
gesteuert (Okada, Inoue et al. 2006). DanebentdpiEi-7 eine essentielle Rolle in der
Synaptogenese und Aufrechterhaltung der strukamelhtegritat der Endplatte (Selcen,
Milone et al. 2008).DOK7-Mutationen flihren neben der Zerstérung der Entplat
funktionell in der Endstrecke zu einer reduzierte@hR-Clusterbildung und letztlich zu
einer verminderten postsynaptischen Antwort auf ABb&eson, Higuchi et al. 2006; Slater,
Fawcett et al. 2006). DOK7-Mutationen stellen eiakativ haufige Ursache fir CMS dar
(Beeson, Higuchi et al. 2006; Muller, Herczegfatvial. 2007; Palace, Lashley et al. 2007;
Anderson, Ng et al. 2008; Ben Ammar, Petit et Bll@®. Am haufigsten wird die Mutation
c.1124 1127dup nachgewiesen (Cossins, Liu et &dl2)20Patienten mit eineDOK7-
Myasthenie zeigen charakteristischerweise eined@&tgiirtelschwache, keine Beteiligung
der Okulomotorik und in vielen Faéllen eine klinischVerschlechterung auf
Cholinesterasehemmer, wéhrend eine Behandlung rmphedtin oder Salbutamol in
kleineren Fallserien wirksam war (Lashley, Palacal.e2010; Liewluck, Selcen et al. 2011;
Burke, Hiscock et al. 2013; Lorenzoni, Scola efall 3).

Im Anhang findet sich eine Darstellung dBOK7-Gens mit den im Patientenkollektiv

unserer Arbeitsgruppe bisher identifizierten CMStMionen (Abb.11)

4.3.4 Mutationen inMUSK

Zu den seltenen genetischen Ursachen eines poptsaieen CMS gehdren Mutationen in
MUSK (Chevessier, Faraut et al. 2004; Mihaylova, Satihle2009; Maselli, Arredondo et
al. 2010; Ben Ammar, Soltanzadeh et al. 2013; MaBgignoni et al. 2013). MuSK, eine
muskelspezifische Rezeptor-Tyrosin-Kinase, spiétie eSchlusselrolle im Agrin-MuSK-
Rapsyn-Signalweg und ist insbesondere fir die Agituzierte Cluster-Bildung von AChR
essentiell (Gautam, Noakes et al. 1995; DeChiapaye® et al. 1996; Gautam, Noakes et al.
1996).

Bisher konnten Mutationen iMUSK weltweit erst in fiunf CMS-Familien beschrieben

werden und es gibt folglich wenig Erfahrung im Hiok auf eine effiziente medikamentdse
Behandlung. DaMUSK-Gen befindet sich auf Chromosom 9q31.3-932 urstelé aus 14

11
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Exons. Autosomal rezessive Mutationen MUSK wurden 2004 erstbeschrieben von
Chevessier et al. (Chevessier, Faraut et al. 2D8#4rinem einzelnen Patienten mit zwei
heteroallelischen Mutationen, und zwar einer Frénfiesutation (c.220dupC) sowie einer
Missense-Mutation (c.2368G>A/p.Val790Met). Die tgemannte Mutation wurde aufl3erdem
zusammen mit der Frameshift-Mutation c.467delA/g156Argfs*20 heterozygot in einer
italienischen CMS-Familie mit sehr variablem Ph§patentifiziert (Maggi, Brugnoni et al.
2013). Unsere Arbeitsgruppe konnte kirzlich einembnygote Missense-Mutation
€.1031C>G/p.Pro344Arg als CMS-Ursache bei funf drain aus einer konsanguinen
sudanesischen Familie identifizieren (Mihaylovalitb&t al. 2009). Ferner wurden von
Maselli et al. bei einer schwer betroffenen CMSidtdin zwei Missense-Mutationen
(p-Met605lle und p.Ala727Val) iMUSK gefunden (Maselli, Arredondo et al. 2010). Ben
Ammar et al. identifizierten kirzlich eine weiteMutation p.Met835Val mit schwerem

Phénotyp (Ben Ammar, Soltanzadeh et al. 2013).

4.4 Weitere CMS-Gene

Zu den seltenen und zum Teil erst kirzlich entdatkbUrsachen eines CMS gehdren
Mutationen in SCNA4 ein fir einen spannungsanhangigen Natriumkanav (N.4)
kodierendem Gen (Tsujino, Maertens et al. 2003)AGBRN-Gen (Huze, Bauche et al. 2009;
Maselli, Fernandez et al. 2011), ibBAMB2Gen (Maselli, Ng et al. 2009) und iRLEG
Gen, das fur das Protein Plectin kodiert (Banwlssel et al. 1999; Forrest, Mellerio et al.
2010; Maselli, Arredondo et al. 2011; Selcen, &tell. 2011).

5. Mutationen in GFPT1: Glykosylierungsstorung als neuer CMS-
Pathomechanismus

Zusatzlich zu den oben genannten, teilweise bereitsge Jahre bekannten CMS-
ursachlichen Genen, konnte kirzlich ein neues CM8-@entifiziert werden, das einen
vollig neuen Pathomechanismus fur CMS aufdeckteeiBeseit Iangerem ist eine distinkte
CMS-Unterform mit Gliederglrtelbetonung bekannt Qadlen 1966). Im Gegensatz zu
anderen CMS-Unterformen liegt keine oder nur eiegnge Beteiligung der okulofazialen
Muskulatur vor, so dass insbesondere die Abgrenzzinginer Muskeldystrophie oder

Myopathie vom Gliedergurteltyp klinisch schwierigt.i Bei einer Reihe dieser Patienten

12
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wurden zundchst Mutationen iBOK7-Gen beschrieben (Muller, Herczegfalvi et al. 2007;
Palace, Lashley et al. 2007; Selcen, Milone e2@08; Ben Ammar, Petit et al. 2010). Auch
Patienten mit Mutationen im COLQ-Gen wurden unter dem Bild eines
Gliedergurtelphanotyps beschrieben (Mihaylova, Euét al. 2008; Wargon, Richard et al.
2012). In einer speziellen Untergruppe, die durak Worliegen tubularer Aggregate in der
Muskelbiopsie und ein gutes Ansprechen auf Acetliobsterase-Hemmstoffe
charakterisiert ist, war jedoch bis vor kurzem kemolekulargenetische Ursache bekannt.
Auf dem Boden einer genomweiten Linkage-Analyseiirer groRen Familie konnten dann
jedoch in 13 Familien unterschiedlicher Ethnizifasgesamt 18 krankheitsursachliche
Mutationen im Gen GFPT1 identifiziert werden (Senderek, Muller et al. 2D11
Interessanterweise handelt es sich hierbei um en, @as fur ein Protein aus einem
Stoffwechselweg kodiert, der bislang nicht mit Erkungen der neuromuskuléren
Transmission in Verbindung gebracht wurde. Das G&i#T1 kodiert fir die Glutamin-
Fruktose-6-Phosphat-Amidotransferase 1 (GFAT1)ddie Schlisselenzym der Hexosamin-
Biosynthese darstellt (Abb. 3). Die Produkte desxddamin-Pathways sind essentielle
Vorstufen fir posttranslationale Glykosylierunggyémge und somit von grol3er Bedeutung
fur die Herstellung von Glykoproteinen, Glykolipidend Proteoglykanen.

Die Glykosylierung von Proteinen kann hierbei als dtler O-Glykosylierung erfolgen
(Love and Hanover 2005). Der Pathomechanismus, deeGFPT1Mutationen zu einer
Storung der neuromuskuldren Transmission fuhrenbisher ungeklart. In Zebrafisch-
Embryonen zeigten sich bei Downregulation d&SPT1Orthologs Veradnderungen des
Muskelfaseraufbaus und Beeintrdchtigungen bei déwigklung neuromuskulérer Synapsen
(Senderek, Muller et al. 2011). Von Guergueltchetaal. konnte kirzlich der CMS-
Phanotyp beiGFPT1-Mutationen bzgl. Klinik, Elektrophysiologie, Mudbk@psiebefund

13
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und Therapieansprechen weiter charakterisiert vime(@eiergueltcheva,

Muller et al. 2011).
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Abb. 3: Vereinfachte Darstellung der

Hexosamin-Biosynthegsaodifiziert

Senderek et al., 2011 (Senderek, Muller et al. 2011

aus

Mit Mutationen in GFPT1 wurden Defekte des Hexosaminstoffwechselwegs osv.

Glykobiologie an der neuromuskularen Endplatte @lig neuer Pathomechanismus fir

eine  Storung der neuromuskularen

Erregungsubertgaguidentifiziert.

Der

Hexosaminstoffwechselweg beinhaltet neben GFAT dte¢he weiterer Enzyme, deren

kodierende Gene alle potentielle Kandidatengene GMS darstellen. Einige dieser

Kandidatengene wurden im Rahmen der vorgelegtereidrduf krankheitsurséchliche

Mutationen bei einer Kohorte von Patienten mit iklsh dringendem V.a. CMS mit

Gliedergrtelbeteiligung bzw. dem Vorliegen einagewdhnlichen Phanotyps untersucht.
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6. Mutationen in DPAGT1, ALG2 und ALG14

Diese neu entdeckte Bedeutung von Glykosylierunggrgen fur eine regelrechte Funktion
der neuromuskularen Transmission wird untermauertchd die erst kirzlich erfolgte
Identifikation von Mutationen inDPAGT1, ALG2und ALG14 als Ursache eines CMS
(Belaya, Finlayson et al. 2012; Belaya, Finlaysbale2012; Cossins, Belaya et al. 2013).
Die entsprechenden Enzyme DPAGTL1 (Dolichyl-Phospu&tP-N-Acetylglukosamin)-N-
acetylglukosaminphosphotransferase 1), ALG2 (Alpl8&mannosyltransferase) und
ALG14 (Beta-1,4-N-acetylglukosaminyltransferasejelgm eine wichtige Rolle bei N-
Glykosylierungsvorgdngen von Proteinen (Huffakerd afobbins 1983; Jackson,
Kukuruzinska et al. 1993; Gao, Tachikawa et al. 20Gao, Moriyama et al. 2008;
Bretthauer 2009; Lu, Takahashi et al. 2012).

Die o0.g. Mutationen konnten mittels Whole Genomegtf®mzierung in drei Familien mit im
Vordergrund stehender Gliedergirtel- bzw. proxim&ehwéche bei gleichzeitig nur sehr
milder bis fehlender kraniobulbdrer Symptomatik hgewviesen werden. Patienten mit
DPAGTassoziiertem CMS sprachen gut auf Pyridostigmia 8y#-DAP an, bei Patienten
mit ALG2 und -14-CMS zeigte sich eine z.T. hervorragende Langzgitwig von AChE-
Hemmern (Basiri, Belaya et al. 2013; FinlaysonaPalet al. 2013). Insgesamt &hneln sich
die Phanotypen der publiziert&FPT1 undDPAGTXpositiven Patienten, so fand sich z.B.
bei allen muskelbiopsiertetPAGTECMS-Féllen das Vorliegen von tubularen Aggregaten
(Belaya, Finlayson et al. 2012; Ohno 2013). Samdli mit CMS assoziierte

Glykosylierungsgene werden ubiquitar exprimiert.

7. Grundlegendes zu Glykosylierungsvorgéngen

Unter Glykosylierung, die eine der wichtigsten Ferm der posttranslationalen

Modifikationen darstellt, versteht man das Anhangen Zuckermolekilen an Proteine oder
Lipide. Knapp 1% der Saugetier-Gene, die dann mgist Glykosyltransferasen und

Glykosidasen kodieren, spielen eine Rolle bei Sssghund Modifikation der angehéangten
Zuckerketten, die als Glykane bezeichnet werdenwfd.cand Marth 2003). Protein-

Glykosylierung kann Uber eine O- oder N-glykosiiscBindung erfolgen. Fir beide

Glykosylierungsarten ist das Vorliegen des Endpktgldes Hexosamin-Stoffwechselweges
UDP-N-Acetylglukosamin (UDP-GIcNACc) erforderlich gke and Hanover 2005). Dieses
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Zuckernukleotid fungiert als ein moglicher Zuckeando bzw. als Substrat fir N- oder O-

Glykosylierungsvorgange.

Bei der N-Glykosylierung, die im endoplasmatischeetikulum und nachgeschaltet im
Golgi-Apparat stattfindet, wird ein Zuckerrest mitlem Stickstoff der freien
Saureamidgruppe von einem Asparagin verknupft (Lamed Marth 2003). Die bereits
erwahnten Gen®PAGT1, ALG2und ALG14 kodieren hierbei fir Enzyme, die die ersten
Schritte der N-Glykosylierung katalysieren, wobdd)R}GIcNAc das Substrat fIDPAGT1
darstellt (Gao, Tachikawa et al. 2005; Gao, Morigaet al. 2008; Bretthauer 2009; Lu,
Takahashi et al. 2012). Eine Vielzahl von Zellmeambroder sekretorischen Proteinen liegt
N-glykosyliert vor. Die N-Glykosylierung scheintrfdie korrekte Faltung von Proteinen und
deren Transport an die Zelloberflache eine bessndarhtige Rolle zu spielen (Moremen,

Tiemeyer et al. 2012; Bonnemaison, Eipper et al320

Neben der ,klassischen“ N-Glykosylierung von ZeHdltichen- oder sekretorischen
Proteinen existiert noch die ,nicht-klassische* @4@sylierung durch Modifikation
nukledrer oder zytoplasmatischer Proteine (Torreml &dart 1984). Bei der O-
Glykosylierung, die im Golgi-Apparat erfolgt, werd@ucker an die Hydroxygruppe eines
Serins, Threonins, Hydroxyprolins oder Hydroxyhssiangehangt (Moremen, Tiemeyer et
al. 2012). Die O-Glykosylierung ist im Gegensatz RliGlykosylierung reversibel. Sie ist
im Wesentlichen auf Proteine im Zytoplasma undkést (Hart, Housley et al. 2007) sowie
in den Mitochondrien (Hu, Suarez et al. 2009) be&tkt. Die Signifikanz der O-
Glykosylierung ist noch nicht ausreichend aufgekigper es gibt Hinweise, dass Defekte in
der O-Glykosylierung fiir menschliche Erkrankungehrsrelevant sein konnten. So konnte
ein vermehrtes Vorkommen O-glykosylierter Protaimeneurodegenerativen Erkrankungen

und Insulinresistenz in Verbindung gebracht wer@#&ells, Vosseller et al. 2003).

Glykosylierungsvorgdnge spielen bei einer Reihe Jmedeutsamen physiologischen
Prozessen eine Rolle (Haeuptle and Hennet 2009kirLaand Imperiali 2011).

Glykosylierung schitzt beispielsweise Proteine mgradation durch Stress-induzierte
Apoptose (Ngoh, Hamid et al. 2009; Zachara, Moktal. 2011). Glykosylierte Proteine

sind an der Regulation von intrazellularen Signgere und der Transkriptionskontrolle
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beteiligt und spielen eine wichtige Rolle im UbigpHProteasom-System. Auch nukleédres
Chromatin liegt durch O-GIcNAc modifiziert vor (Kgland Hart 1989; Sakabe, Wang et al.
2010). Eine ausbleibende Glykosylierung kann ahifaltung von Proteinen flihren und die
Affinitat des Glykoproteins fur Bindungspartner b#kissen. Beim Proteintargeting steuern
Zuckermotive aulRerdem den korrekten Transport eBlgkoproteins an die Zellmembran
oder in den Extrazellularraum (Hanisch 2001). Inlrdembranen eingebaute Glykane
erhalten Membranstabilitdt und -integritdt und kefil Funktionen bei der Zell-Zell-

Interaktion. Rezeptorproteine an Zelloberflachemdsiim Allgemeinen glykosyliert.

Physiologischerweise wird u.a. die Blutgruppe dums Glykosylierungsmuster von

Oberflachenmolekilen auf Erythrozyten determiniert.

Das Endprodukt des Hexosamin-Stoffwechselweges NBRetylglukosamin (UDP-
GIcNAc) wird zur Herstellung von Glykosaminoglykan€GAG) bendtigt. Diese sind aus
sich wiederholenden Disaccharideinheiten, die jmmaiederum aus einer Uronsaure und
einem Aminozucker wie N-Acetylglukosamin bestehmufgebaut. Zu den GAG zahlen u.a.
die Hyaluronsdure, Chondroitinsulfat, Dermatangulf&eratansulfat, Heparin und
Heparansulfat, die wiederum von Bedeutung alsteBelteil von Gelenkknorpel und
Gelenkschmiere, bei der Wundheilung und der Blingemng sind. Proteoglykane entstehen
bei der Bindung eines GAG an ein Protein (Varkedze et al. 2009; Varki and Lowe 2009).

8. Vererbte und erworbene Glykosylierungsstérungen

Glykosylierungsstérungen spielen eine ursachlichkeRbei einer Reihe von Erkrankungen,
wobei bei den meisten bisher bekannten Krankhedien N-Glykosylierung gestort ist

(Jaeken and Matthijs 2007; Haeuptle and Hennet ;2B@anet 2012). Stérungen der N-
Glykosylierung kdnnen mittels isoelektrischer Faiasung von Serum-Transferrin relativ
einfach diagnostiziert werden. Mdglicherweise wileshalb die Haufigkeit und Bedeutung

von O- und anderen Glykosylierungsstérungen untétzt.

Veranderungen der Glykosylierung oder der ErkennuorgGlykanen spielen eine Rolle bei
einer Reihe von internistischen Erkrankungen wiB. zei der IgA-Nephropathie, bei
endokrinologischen Erkrankungen wie dem Diabetesllitose kardiovaskularen,

rheumatologischen und einer Reihe weiterer Kranghei(Varki and Freeze 2009).
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Glykosylierungsstérungen sind auch in der Tumorggenvon Bedeutung: Hier kommt es als
Folge der neoplastischen Transformation in Tumtemelbzw. deren Vorstufen zu
charakteristischen Verénderungen von Glykokonjugatker Zellmembran, wobei die
genauen funktionellen Konsequenzen dieser spedzéisd/erdnderungen noch unklar sind.
Die verénderte Glykosylierung scheint einen Eirdglasf die Eigenschaften des Tumors z.B.
das Tumorwachstum, Invasionsverhalten und Metestary zu haben und das Vorkommen
bestimmter Glykanstrukturen kann als Marker der drprogression dienen (Varki, Kannagi
et al. 2009; Dall'Olio, Malagolini et al. 2012).

Zu den klassischen hereditaren Glykosylierungsatign gehoren die sog. angeborenen
Erkrankungen der Glykosylierung (Congenital disosdef glycosilation, (CDG)), die
kongenitale dyserythropoetische Anamie Typ Il (Gamital Dyserythropoieic Anemia Type
Il (CDA-II)), die Erkrankungsgruppe der Galaktos@miund Erkrankungen mit Defekten in
der Proteoglykansynthese, wie z.B. das Ehlers-Ba8iondrom. Mit Ausnahme der erst
kdrzlich entdeckten CMS-assoziierten Glykosyliersgene wurde bei keiner der vielen
Formen der CDG eine im Vordergrund stehende oderiggdiert vorliegende klinische
Symptomatik, die auf eine neuromuskulare Trandomsstorung hindeuten konnte,
beschrieben (Hennet 2012). In den meisten Fallemddit es sich bei den CDG um
schwerwiegende multisystemische Erkrankungen, rddandlich wird héufig vom

Vorliegen einer mehr oder minder ausgepragten méasku Hypotonie berichtet.

Auch neuromuskuléare Erkrankungen, die mit einerk@sylierungsstérung einhergehen,
sind bekannt: Dazu gehoren bestimmte Formen degéwmtalen Muskeldystrophie mit
verminderter Glykosylierung des Proteins alpha-Ipglykan und die vererbte
EinschluRkérpermyopathie Typ Il (HIBM2) mit Mutatien im UDP-N-Acetylglukosamin
2-Epimerase/N-Acetylmannosamin-Kinase-GernGNE), das fur ein Enzym im
Biosyntheseweg der Sialinsdure kodiert (Martin &neeze 2003; Varki and Freeze 2009;
Varki, Freeze et al. 2009; Varki and Lowe 2009; retr2012; Woods, Woods et al. 2012).

9. Vorkommen glykosylierter Proteine an der Endplate
Viele Proteine an der neuromuskularen Endplatgehein glykosylierter Form vor, zudem

finden sich dort spezifische Glykane und zwar issibelere N-Acetylgalaktosamine
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(GalNAc) in hoher Konzentration (Sanes and Lichtm2001; Martin 2002). Diese
Glykosylierung ist hierbei eng mit einer korrektBanktion der entsprechenden Proteine
verknipft. Zu den glykosylierten Proteinen gehdwem samtliche Untereinheiten des AChR,
Agrin, MuSK, LRP4, Perlecan und alpha-DystroglyK&ehle, Walcott et al. 1997; Martin
2003; Hoshi, Tezuka et al. 2013). Wie bereits besbbn spielen diese Proteine eine
entscheidende Rolle bei der Entwicklung und Auftedialtung von Integritat und Funktion
der neuromuskularen Synapse (Haltiwanger and LdY@&;2Herbst, Iskratsch et al. 2009).
So konnte z.B. von Herbst et al. bei Glykosyltranas$e-defizienten Mausen eine abnormale
Ausbildung und beeintrachtigte Aufrechterhaltung 8gnapsenstruktur an der Endplatte
nachgewiesen werden. Es gibt Hinweise darauf, das$lykosylierungsstatus von MuSK
und Agrin Einfluss auf deren Proteinfunktion an deeuromuskularen Synapse hat
(Parkhomovskiy and Martin 2000; Watty and Burdef20Xia and Martin 2002). Auch fur
den nach der Assemblierung im rauen endoplasmatisBetikulum erfolgenden Transport
und Einbau der AChR in die Plasmamembran der Maskel scheint die Glykosylierung
der Rezeptoruntereinheiten essentiell zu sein (Nombakahashi et al. 1986; Gehle and
Sumikawa 1991; Gehle, Walcott et al. 1997; WanamaEeristianson et al. 2003).

10. Identifikation neuer Kandidatengene fir CMS: GNPNAT1, PGM3, UAP1
und OGT

Die kirzlich in Glykosylierungsgenen identifiziemte CMS-Mutationen ricken

neuromuskuldare Glykosylierungsvorgange in den Fokush wenn der zugrundeliegende
Pathomechanismus bislang nicht geklart wurde umemyé\nlass zur weiteren Erforschung
der neuromuskuléaren Glykobiologie. Hieraus ergaih sler Anstof3 zur Analyse weiterer

Gene des Hexosamin-Stoffwechselweges im Rahmeeardiebeit.

10.1GNPNAT1

Im Hexosamin-Stoffwechselweg nachgeschaltet fisigt als ndchstes Enzym nach GFAT1
die Glukosamin-6-Phosphat N-Acetyltransferase (GN@bb. 4), die vom GeGNPNAT1
auf dem humanen Chromosom 14 kodiert wird. Das Hiaunskript vonGNPNAT 1besteht
aus funf Exons und es gibt Hinweise auf das Vodieglternativer SpleiBvarianten. GNA1
wandelt durch Ubertragung einer Acyl-Gruppe Glukoisa6-Phosphat (GICNGP) in N-
Acetylglukosamin-6-Phosphat  (GIcNAc-6P) um. GNALlt isvesentlich fir die
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Aufrechterhaltung und Regulierung der intrazelletérKonzentration von UDP-GICNAc
(Boehmelt et al., 2000). Das murine orthologe EnzynGNA1, EMeg32, ist mit Golgi- und
endosomalen Membranen assoziiert und bildet eirmniex mit VCP (,valosin containing
protein®), einer ATPase, die eine wichtige Rollé ldkembranfusionsvorgdngen wahrend der
Mitose spielt (Boehmelt et al., 2000). Homozygoteokk-Out-Mause flir EMeg32 sterben
bereits in der Embryonalphase ab. EMeg32-defizienteine embryonale Fibroblasten
(MEF) zeigen eine verminderte Proliferation, diet ndiem Ausmal der reduzierten
intrazellularen UDP-GIcNAc-Konzentration korrelierDie Zugabe von GIcNAc oder
Reexpression von EMeg32 fiihrt zu einer Normalisigruder UDP-GIcNAc-Konzentration
bei EMeg32-Knockout-MEFs und zu einem ,Rescue” zleror beobachteten biologischen
Defekte. Im nachgeschalteten Stoffwechselweg kambes EMeg32-defizienten MEF
aulRerdem zu Abweichungen insbesondere bei der atigdsen O-Glykosylierung. Des
Weiteren scheint intrazellulares UDP-GIcNAc zelial&ignalkaskaden bzgl. Proliferation
und Apoptose zu beeinflussen, da MEF-Mutanten ufiedich gegentber einer Reihe von
apoptotischen Stimuli sind und aktivierte Protemaise B (PKB) exprimieren, die eine
entscheidende Rolle in der Regulation verschiedee#ularer Prozesse wie Wachstum,

Zellproliferation, Zellzyklus und Stoffwechsel spie
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Abb. 4 Darstellung der einzelnen Schritte des Hexosanuffatechselweges. Die
Bausteine fir die UDP-GIcNAc-Synthese werden mitMahrung aufgenommen. Dazu
gehoéren die Aminosaure Glutamin, das aus der Fefteéxidation in Mitochondrien

gewonnene Acetyl-Coenzym A, Glukose und Uridin, Mikleosid bestehend aus
Uracil und einem D-Ribose-Molekil. Glutamin ist dien hdufigsten im Muskelgewebe
vorkommende Aminosaure. Glukose gelangt in dieeZzetld wird zundchst in Glukose-
6-Phosphat umgewandelt. Glukose-6-Phosphat wird ndalmauptséchlich in die

Glykogen-Synthese oder in den Pentosephosphatwegeschleust. Zwischen 2 und 5
% des im nachfolgenden Schritt entstandenen Fruki®dPhosphat flieBen in den
Hexosaminstoffwechselweg, wo zunachst eine Umwagdin Glukosamin-6-Phosphat
durch das geschwindigkeitsbestimmende EnzZymAT erfolgt. Die Regulation von

GFAT erfolgt zum einen uUber eine negative Ruckkoppldmgch UDP-GICNAc mit

kompetitiver Hemmung, zum anderen durch Phospheryhg (Love and Hanover

2005).
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10.2PGM3

PGM3kodiert fur die Phosphoglukomutase 3 (PGM3) unfihdet sich beim Menschen auf
dem langen Arm von Chromosom BGM3 besteht aus 15 Exons, es existieren mindestens
funf verschiedene SpleiBvarianten. Im Mausmod¢leia komplettes Fehlen von PGM3-
Aktivitdt bereits vor der Implantation letal (Greigt al., 2007). Tiere mit erniedrigter
Enzymaktivitat sind steril, weisen Pankreasveramagen auf und zeigen eine Trizytopenie.
Die Funktion bestimmter Proteine und damit auchitmester Zelltypen scheint besonders
vulnerabel fir eine Verminderung der PGM3-Aktivitati sein. Eine besonders hohe
Expression findet sich in Pankreas, Herz, Leber Bladenta, wahrend die Expression im
Gehirn, Skelettmuskel und Nieren gering ist. Indsemterweise konnte vor kurzem das
Vorliegen einer heteroallelischen  Missense- und eiBptellen-Mutation im
Phosphoglukomutase 1PGM1)-Gen, das ein Homolog zurRGM3-Gen darstellt, als
Ursache fur eine Glykogenose mit Skelettmuskelbgteig identifiziert werden (Stojkovic,
Vissing et al. 2009).

10.3UAP1

Der letzte Schritt der UDP-GIcNAc-Biosynthese windbn dem Enzym UDP-N-
Acetylglukosamin-Pyrophosphorylase 1 katalysiertqMW abe et al. 1998). Das Enzym, das
vom GenUAP1 (synonym:AGX1J) kodiert wird und zwei Hauptisoformen (AGX1, AGX2)
hat, wird weithin exprimiert.UAP1 hat 10 Exons und ist auf dem langen Arm von
Chromosom 1 lokalisiert. Hierbei kommt die IsofoA®X1 hauptsachlich in Hodengewebe,
die zweite Isoform AGX2 in somatischen Geweben Riazenta, Muskel und Leber vor.
Isoform AGX1 hat eine 2-3-fach hohere Aktivitat faalNAc-1-P (N-Acetylgalaktosamin 1-
Phosphat), wahrend die Isoform AGX2 eine 8fach héktivitat fir GIcNAc-1 hat.

10.40GT

Das Enzyme O-GlcNAc-Transferase (OGT) katalysiet(dbertragung von O-GlcNAc auf
Serin- oder Threonin-Reste von einer Vielzahl vahSrat-Proteinen (Jinek, Rehwinkel et
al. 2004; Vocadlo 2012). Das fur das Enzym kodidesDGT-Gen ist auf dem langen Arm
des X-Chromosoms lokalisiert, beinhaltet 23 kodidee Exons und insgesamt >45 Kb der
genomischen DNA. Das Enzym besteht aus einer Nutatem Zielsignal-Region, einer

Tetratricopeptid-(TRP)-Doméane, einem Verbindungssayg und einer C-terminalen
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katalytischen Doméne (Shafi, lyer et al. 2000; Rifga and Regan 2003; Jinek, Rehwinkel
et al. 2004). Zahlreiche nicht-kodierende und mateles flinf kodierende Transkripte sind
bekannt. Es existieren somit zahlreiche Isofornti@,wahrscheinlich auf unterschiedliche
Weise der Zelle eine Kontrolle Uber die Regulierubgstimmter Proteine durch
posttranslationale Modifikation erlauben (Hanovéy et al. 2003). Bisher konnten drei
Haupttranskripte, die fir verschiedene OGT-Isofarnk@dieren, genauer charakterisiert
werden. Diese Isoformen beinhalten identische kasghe Doménen, unterscheiden sich
jedoch in der Anzahl der TRP-Motive (Hanover, Yuakt2003; Love, Kochan et al. 2003).
Die Ubertragung von O-GIcNAc stellt wie die Progfosphorylierung einen Mechanismus
der posttranslationalen Modifikation dar. Wahresdfi@ letztgenannten Mechanismus eine
Vielzahl von Kinasen und Phosphatasen gibt, sind fiie Steuerung dieser O-
GlcNAcylierung bisher nur zwei Enzyme, und zwar Hereits beschriebene OGT und die
O-GlcNAcase (OGA), die fur die Entfernung von O-#c zustandig ist, bekannt (Abb. 4)
(Butkinaree, Park et al. 2010). Mittlerweile hatlsigezeigt, dass Phosphorylierung und
Glykosylierung mittels Anhdngen eines O-GIcNAc zwemng miteinander verknipfte
Prozesse darstellen, die sich gegenseitig beesaftufl_ove and Hanover 2005; Zeidan and
Hart 2010). Daneben konnte in Synaptosomen in texi@n Nervenendigungen von
Rattenhirnen eine hohe Expression und Aktivitat @ssT und OGA nachgewiesen werden,
was zu der Annahme einer gewissen Bedeutung dgmifanktion fir Neurone fuhrt (Cole
and Hart 2001). Dies und die hohe Konservierung@@3-Gens heben die Bedeutung der
OGT-Enzymfunktion hervor.

Die kodierenden Exons samtlicher Gene, die fir Gipathgeschaltete Enzyme im
Hexosaminstoffwechselweg kodieren (mit Ausnahme @BA), wurden als mdgliche
CMS-Kandidatengene identifiziert und im Rahmen @&ieArbeit an einer grolden Gruppe
von bisher genetisch ungeklarten CMS-Patienten @Gliédergurtelbeteiligung bzw. mit

ungewdhnlichem Phanotyp molekulargenetisch untétsuc

23



Zielsetzung

lll.  Zielsetzung

Zielsetzung dieser Promotionsarbeit war es, eindoike von CMS-Patienten mit dem
Phanotyp einer Gliedergirtelbeteiligung und weitdPatienten mit ungewdéhnlichem
Phanotyp, die bislang genetisch ungeklart wareffi, keankheitsrelevante Mutationen in
selteneren CMS-Genen und neuen Kandidatengenenntarsuchen und den Phénotyp

dieser Patienten zu charakterisieren.
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V. Material und Methoden

1. Patienten

Patientenmaterial (vendses EDTA-Vollblut, isoliegenomische DNA oder Muskelgewebe)
stammte z.T. aus dem Friedrich-Baur-Institut anNkeurologischen Klinik und Poliklinik
der Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen, z.T. wde das Material von verschiedenen
Kliniken aus Deutschland und aus dem Ausland zulekutargenetischen Untersuchung
eingesandt. Die Erfassung der klinischen DatenPdgienten erfolgte standardisiert mittels
eines Fragebogens (siehe Anhang). Erganzend wwdeifiem Teil der Patienten auch
Material (vendses EDTA-Vollblut oder isolierte gemnische DNA) von deren Angehdrigen
sowie von gesunden Probanden als Normalkontrol@ersucht. In allen Féllen lag eine
Zustimmung des Patienten bzw. dessen Erziehungdtigyeen vor. Ein positives Votum der
Ethikkommission der Ludwig-Maximilians-UniversitatMinchen liegt ebenso vor
(Projektnummer: 084/00).

2. DNA-Extraktion
Die Extraktion der genomischen DNA erfolgte ausIiMok unter Verwendung des Promega
Genomic DNA Purification Kit (Promega, Mannheim}tsgrechend den Anweisungen des

Herstellers.

3. RNA-Extraktion aus Muskelgewebe

Aus Muskelgewebe, das durch eine offene Muskell@ogewonnen wurde, wurde die
gesamtzellulare RNA extrahiert. Es wurde entspredheinem Standardprotokoll fur die
Guanidiniumthiocyanat-Phenol-Chloroform Methode ma€homczyiski und Sacchi
vorgegangen (Ribaudo, Gilman et al. 2001). Dabieilgie zunéachst der Gewebeaufschluss
durch feines Morsern einer linsengroRen, bei -8QR&gefrorenen Muskelprobe auf
Trockeneis. Nach Zugabe von 500 pl Guanidiniumgaoatiosung (TRIzol®-Reagent,
Invitrogen) wurde die Probe mittels eines Homogeois homogenisiert. Die festen
Bestandteile wurden abzentrifugiert und der Ubecstainer sauren Phenolbehandlung
unterzogen und schlie3lich mit Isopropanol gefdliie weitere RNA-Extraktion erfolgte
mittels des RNeasy Mini Kit (QIAGEN, Hilden) geméd&n Angaben des Herstellers.
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4. Polymerasekettenreaktion

4.1. Prinzip der PCR

Die von Mullis entwickelte Polymerasekettenreakt(®CR) erlaubt es, in vitro definierte
DNA-Sticke exponentiell zu vermehren (Mullis 199@ie Methode basiert auf drei
aufeinanderfolgenden Reaktionsschritten. Zunachisige die Denaturierung des DNA-
Doppelstranges durch Hitze, wobei der Doppelstrdeg Matrizen-DNA in die beiden
Einzelstrange aufgetrennt wird. Hierauf folgt dienl&gerung von Oligonukleotiden
(,Annealing"“). Dabei hybridisieren die Primer, dien zu untersuchenden DNA-Bereich am
3- und 5’-Ende flankieren, mit ihrer komplementér&equenz. Abschliellend folgt die
enzymatische Verlangerung der DNA-Einzelstrange xtggsion*) mit Hilfe einer
hitzestabilen DNA-Polymerase (Tag-Polymerase ausernibs aquaticus). Durch
mehrmaliges Wiederholen dieser Schritte erfolgte eaxponentielle Vermehrung des zu

untersuchenden DNA-Abschnittes.

Mittels dieses Verfahrens wurden in den untersuchiekannten CMS-Genen kodierende
und nicht-kodierende  Exons, bei den untersuchten ndidatengenen des
Hexosaminstoffwechselweges nur die kodierenden &xsmwie flankierende intronische

Regionen amplifiziert.

4.2 PCR-Primer

Das Primerdesign erfolgte basierend auf der in d&enbank unter
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/ veroffentlicht&equenzen der zu untersuchenden Gene
unter Zuhilfenahme der Primer-Design-Tools ,Exont&ni des Instituts fir Humangenetik
der Technischen Universitat Minchen (http://ihgdmsfihg/ExonPrimer.html) oder von
-Primer-BLAST* des National Center for Biotechnolog Information (NCBI)
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/Pie Synthese erfolgte durch die Firma

Metabion (Martinsried). Eine Liste der verwende®imer findet sich im Anhang.
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4.3 PCR-Reaktionsbedingungen
Standard-PCR Protokoll:
Ein typischer PCR-Ansatz mit 50 pl Reaktionsvolureathielt:
5 ul Reaktionspuffer 10x (ThermoPol Buffer, New Emgl Biolabs)

50 pmol sense Primer

50 pmol antisense Primer

dNTP-Mix (MBI Fermentas), Endkonzentration 0,25 mMijsodNTP
100-500 ng genomische DNA

2,5 Units Taq DNA-Polymerase

H,0O ad 50 ul Gesamtvolumen

Ein typisches PCR-Programm umfasste:

95°C: 120

1. Denaturierung der DNA
sec

2a. Aufschmelzen der DNA-Doppelstrange  95°C: 15 sec

2b. Anlagern der Primer (Annealing) 59°C: 60 sec | 40 Zyklen
2c. Synthese des DNA-Doppelstranges ~ 72°C: 120
(Extension) sec

3. Abschliel3ende Extension 72°C: 7 min

Eine Optimierung der Reaktionsbedingungen erfoigie durch (zusatzliche) Verwendung
von CoralLOAD PCR-Buffer, Q-Solution (beide von @EN), GoTafHot Start Green
Master Mix (Promega) und zur Amplifikation von C&ighen Sequenzen, von Regionen mit
Alu-Elementen oder groRen DNA-Abschnitten durch d&éinsatz von RANGER DNA-
Polymerase oder VELOCITY DNA-Polymerase (beide \Rinline). Die PCR wurde in
einem Thermocycler (Mastercycler personal, Eppehdaoirchgefihrt.
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4.4. Nested-PCR

Bei dieser Methode wird das Produkt der ersten RéRktion als Template fur eine zweite
Amplifikation eingesetzt. In der zweiten PCR-Reaktwird ein Primerpaar verwendet, das
innerhalb des ersten Paares liegt. Die falschen lifikgtionsprodukte der ersten

Reaktionsrunde werden bei dieser zweiten Rundd metnr amplifiziert und bleiben dann

unterreprasentiert. Die Durchfihrung der Nested-P&flgte analog zu der oben
beschriebenen PCR mit Einsatz von 1/10 des Rea&tiodukts der ersten PCR. Diese
Methode erlaubt es auch sehr geringe Templatemengemuweisen und wurde in dieser
Doktorarbeit zur Amplifikation von genomischer DNAIit geringer Ausgangkonzentration

oder cDNA eingesetzt.

4.5 Reverse-Transkriptase-PCR

Die cDNA-Synthese aus der aus Muskelgewebe gewemn&NA wurde mittels einer

Reverse-Transkriptase-PCR (RT-PCR) durchgefuherbdi erfolgt mit Hilfe des Enzyms

Reverse Transkriptase, einer spezifischen, RNA+aigan DNA-Polymerase ausgehend
von der gewonnen Muskel-Gesamt-RNA als Matrize idarstellung der cDNA. Dabei

kommen meist zum Poly-A-Schwanz der eukaryotisah&®&NA komplementare Oligo-dT-

Primer oder sog. Random-Hexamer-Oligonukleotide tdbend aus sechs zufallig
kombinierten Nukleotiden zum Einsatz. Zur gezielt®miation eines Transkripts kbnnen bei
der reversen Transkription auch spezifische Primerwendet werden. Mit dieser
Vorgehensweise wurde im Rahmen dieser DoktorarigiMUSK-spezifischen exonischen
PrimernMUSK:-spezifische cDNA synthetisiert. Dazu wurde dermB@iptor One-Step RT-

PCR Kit (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim) gemaR dagaben des Herstellers

verwendet.

5. Auftrennung der DNA-Fragmente in der Gelelektrophorese

In der Gelelektrophorese konnen unterschiedlicheAagmente entsprechend ihrer
GrofRe und Ladung im elektrischen Feld aufgetrererden. Diese Auftrennung erfolgte in
ethidiumbromidhaltigen Agarosegelen. Abhéngig voar d.dnge der zu trennenden
Fragmente wurden Agarosekonzentrationen von 1-4%dlge. Die Agarose (Invitrogen,

Darmstadt) wurde je nach gewinschter Konzentrafied%) zusammen mit Tris-Acetat-
EDTA-(TAE)-Puffer erhitzt. Nach Zugabe von Ethidibromid (0,1 pl/ml, Stammlésung
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10mg/ml) wurde die LOsung in eine Gelkammer eingsgn. Nach Ausharten des Gels
wurde der Taschenkamm entfernt und das Gel in tiktfBphoreseapparatur, welche mit
TAE-Puffer gefullt war, eingesetzt. Die PCR-Prodguktvurden mit 1/10 Volumen
Ladepuffer versetzt und in die Tasche hinein pigpetEine Tasche wurde jeweils mit
einem GrofRenmarker (10 pl GeneRuler™ 100bp odér li® Plus DNA Ladder, MBI
Fermentas, Sankt Leon-Rot) gefillt, der eine Labgstimmung unbekannter DNA-
Fragmente erlaubt. Die gelelektrophoretische Aafitang der PCR-Fragmente erfolgte bei
120 Volt Uber ungefahr 45 Minuten. Hierbei beweg@hsdie negativ geladene DNA
innerhalb des elektrischen Felds in Richtung Anedihei sich kiirzere Fragmente schneller
zur Anode hinbewegen als langere Fragmente, dighdlie engen Maschen des Agarosegels
zuriickgehalten werden. Die aufgetrennten PCR-Ptediknnen schlie3lich durch die
zuvor erfolgte Zugabe von in die DNA interkalieresdEthidiumbromid unter einer UV-

Lampe sichtbar gemacht werden (Le Pecq and Pab%86).

6. Aufreinigung der PCR-Produkte

Die PCR-Fragmente wurden zunadchst aus dem Gel Whtdricht mittels eines Skalpells
herausgeschnitten. Die Aufreinigung der ausgedeim@h Gelbereiche mit den gewlinschten
PCR-Produkten erfolgte mittels NucleoSpin Extradt (Macherey-Nagel, Dduren,

Deutschland) gemal3 den Angaben des Herstellers.

7. Sequenzanalyse

Die Sequenzierung erfolgte nach der 1975 von Frag& entwickelten enzymatischen
Kettenabbruch-Methode (Sanger and Coulson 1975e3aNicklen et al. 1977) und wurde
durch die Firma Eurofins MWG Operon, Ebersbergtatit DNA-Sequencern der Firma
Applied Biosystems (ABI 3730xI DNA Analyzer) mitriaich unterschiedlich markierten
Didesoxy-Terminatoren (ddATP, ddCTP, ddGTP und del Qurchgefuhrt. Hierbei werden
nach erfolgter Erzeugung von Einzelstrdngen aus digopelstrdngigen PCR-Produkt nach
jedem mdglichen Nukleotid entsprechend einer sistlsen Verteilung ddNTPs durch eine
Polymerase eingebaut. Da ddNTPs im Gegensatz zWPgNEine 2’-OH-Gruppe an der
Ribose enthalten, fuhrt ihr Einbau zum KettenabbriEs entstehen somit Produkte jeder

moglichen Lange. Am Ende der Produkte befindet sichfarblich jeweils unterschiedlich
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markiertes ddNTP, welches durch das o0.g. DNA-Serjeegerate von Applied Biosystems

abgelesen und ausgewertet wird.

Zur anschlieBenden Untersuchung der Sequenzen empfeSzvarianten bzw. potentielle
Mutationen erfolgte ein Vergleich der Basenabfolder Nukleotidsequenzen mit der
entsprechenden Wildtypsequenz uUber die elektronsepangliche Gendatenbank des
Servers des National Center for Biotechnology Iimfztion
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov./BLAST/).

8. Begriffsdefinition von Polymorphismus, Mutationund Sequenzvariante
Da die 0.g. Begriffe zur Beschreibung einer Sequerémderung in vielen Publikationen
verwechselt bzw. in irrefihrender Weise benutztdear wird zundchst eine Definition

dieser Begriffe erfolgen.

Eine Mutation bezeichnet zun&chst allgemein einedefung der DNA-Sequenz und
beinhaltet auch eine evolutiondre Dimension. Grataish kann nach dieser Definition eine
Mutation auch keinen Krankheitswert haben, sondaus evolutionarer Sicht beim
natlrlichen Selektionsprozess auch einen VorteilLiEbewesen darstellen. Eine Mutation
muss nach dieser Definition auch nicht zwingend giiter Anderung des Phéanotyps
einhergehen. Trotzdem schwingt bei der BenutzurggBigriffs Mutation in der Literatur

heutzutage meist eine negative Konnotation im Sieimer Krankheitsverursachung mit
(Condit, Achter et al. 2002).

Unter einem Polymorphismus (altgriechisatoivuopeiopog = Vielgestaltigkeit) versteht
man strenggenommen gemal einer (mittlerweile \etealj Definition (siehe hierzu
Definition ,Polymorphism* des National Human Genom&esearch Institute,
http://www.genome.gov/Glossary) das Auftreten ei@envariante mit einer Allelfrequenz
grolBer als 1%. Die Allelfrequenz bezeichnet hierloe Auftretenshaufigkeit einer
Genvariante innerhalb einer Population. Ist diecskdéquenz kleiner als 1 %, spricht man

nach dieser Definition von einer Mutation.
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Die Begriffe Polymorphismus und Mutation werden taetage in irrefuhrender Weise
benutzt, da mit dem Begriff Mutation sowohl Veréndegen ohne Krankheitswert als auch
pathogene Veradnderungen bezeichnet werden. DenifB&gplymorphismus wiederum
benutzen viele Autoren falschlicherweise zur Bdaeimg einer benignen Sequenzvariante.
Zwar sind viele Polymorphismen benigne VariantemeoliKrankheitswert, grundsatzlich
impliziert der Begriff Polymorphismus jedoch nockike Wertung bzgl. des pathogenen
Potentials. Auch Polymorphismen kénnen pathogenetenBal haben, wie fir den
Polymorphismus c.Metl29Val im Codon 129 im PriontBin-Gen, der scheinbar die
Krankheitssuzeptibilitdt erhdht, gezeigt werdenrken(Schulz-Schaeffer, Giese et al. 1996).

Somit sollte anstatt der Begriffe ,Polymorphismusgid ,Mutation“ zunachst wertneutral
und allgemein von einer Sequenzvariante gesprosfeeden, was sich allerdings noch nicht
vollstandig durchgesetzt hat. Der Begriff Sequenamie kann erst im Kontext bzgl.

Benignitat oder Pathogenitéat genauer beschriebdnwvaiter spezifiziert werden.

Es lassen sich verschiedene Arten von Sequenztemiarunterscheiden. Dazu gehoren
Einzelnukleotidpolymorphismen (Single Nucleotide Iywrphismen, SNPs), Kkleine
Insertions- und Deletionspolymorphismen (INDELsYuBenkopienzahlvarianten (CNVs)

bzw. Multiplikationen.

8.1 Einzelnukleotidpolymorphismen

Zu den haufigsten Sequenzvariationen gehdren Hinkkotidpolymorphismen (SNPs), bei
denen ein Austausch von einem einzelnen Nukleotid DNA-Molekil vorliegt.
Schatzungen zufolge liegt im humanen Genom ein idP200 bis 1000 Basenpaare vor
(Lander, Linton et al. 2001). Bei Auftreten einelF5im Exon spricht man von einem
kodierenden SNP, beim Auftreten im Intron von ein@icht-kodierenden SNP. Ein
exonischer SNP, der einen Aminosdureaustausch age Fhat, wird als nicht-synonymer
SNP bezeichnet und vice versa. SNPs treten in Wedenen Abschnitten der DNA
ungleichmaRig haufig auf. Das im vorherigen Abstthbeschriebene definitionsgemale
Vorliegen der genetischen Variation mit einer Hgkéiit von Uber 1% in der Population
unterscheidet einen SNP von einer PunktmutatiorPsSkeichnen sich im Gegensatz zu

Punktmutationen durch eine hohe Mutationsstabibitds. Allgemein ist das Vorkommen
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verschiedener SNPs zusammen mit anderen Arten ‘egueBzvarianten und bisher in
diesem Hinblick wenig erforschten epigenetischenradderungen fir die genetische
Variation innerhalb der Bevélkerung und die Indivéditdt jedes einzelnen Menschen
ausschlaggebend. Trotzdem muss erwahnt werdengdasgisten SNPs keine Auswirkung

auf den Phéanotyp haben.

8.2 Insertions- und Deletionspolymorphismen

Bei einer Insertion bzw. einer Deletion kommt esnzEinbau bzw. dem Verlust von
mindestens einem Nukleotid. Es kann sich sowohleima kleinere Insertion oder Deletion
<50 Nukleotide (sog. INDEL) handeln, als auch tmee&opienzahlvariante, bei der es zu
einer Duplikation, Multiplikation (Vervielfachungpder Deletion eines gesamten Gens
kommt. Deletionen oder Insertionen, die nicht geeimgs oder mehrere komplette Triplett-

Codons betreffen, fuhren in der Regel zu einer sféebung des Leserasters.

9. Beurteilung von Sequenzvarianten

Alle gefundenen Sequenzvarianten wurden mit veestdnien Vorhersageprogrammen auf
ihr pathogenes Potential hin untersucht. Verwendetrden u.a. ,MutationTaster"
(www.mutationtaster.org/) (Schwarz, Rodelsperger eall. 2010), ,PolyPhen”
(www.genetics.bwh.harvard.edu/pph/) (Adzhubei, Sdbnet al. 2010), ,Alamut 2.1°
(www.interactive-biosoftware.com/) und das SpletBH8nvorhersagetool ,Fruitfly”
(www.fruitfly.org/seq_tools/splice.htm). Die genden bioinformatischen Programme
bewerten u.a. den Grad der evolutiondren Konsehéiy die biochemischen Eigenschaften
der jeweiligen Aminosauren, Lokalisierung in fumktell wichtigen Proteindomé&nen sowie
Veranderungen des Splei3verhaltens etc..

Fur die Beurteilung des Vorliegens eines bekangiezelnukleotidpolymorphismus (SNP)
nutzen die meisten dieser Vorhersagetools u.a. nDader NCBI-SNP-Datenbank
(www.ncbi.nlm.nih.gov/snp).

Das Vorhersagetool ,Mutation Taster” gibt fir jegletersuchte Veranderung einen p-Wert
von 0 bis 1 an, wobei Werte nahe 1 fir eine hohehrdéheinlichkeit der Vorhersage
sprechen. Bei Werten unter 0,5 konnte der ,Mutdtaster” keine verlassliche Vorhersage

bzgl. der Pathogenitét einer genetischen Variati@then. Bei Vorliegen eines bekannten
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SNP liefert das Programm die Information ,listed &$P“, und die Referenznummer des
SNP.
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V. Ergebnisse

Im Rahmen dieser Arbeit wurden eine Kohorte vonP2@ienten mit Gliedergurtel-CMS
bzw. deutlich proximal betonter Muskelschwache airgk weitere Kohorte von 6 Patienten
mit ungewoéhnlichem bzw. mdglicherweise neuartigenhardtyp klinisch  und
molekulargenetisch charakterisiert (Tab.1, TabB® allen Patienten bestand klinisch der

hochgradige V.a. Vorliegen eines CMS.

Bei den meisten dieser Patienten wurde bei dertgehen Charakterisierung gemal des im
Abschnitt ,Molekulargenetische Diagnostik eines CMS$§eschilderten Algorithmus
vorgegangen und im Vorfeld und/oder im Rahmen didsbeit eine Reihe von bekannten
CMS-Genen sequenziert (Tab. 3, 4). Nach AusschiossMutationen in bekannten CMS-
Genen wurden im Rahmen dieser Arbeit bei den Ratieaus beiden Kohorten mehrere
Gene des Hexosamin-Stoffwechselweges sequenziertaudgrund der vorangegangenen
Identifizierung des GensGFPT1 und weiterer Glykosylierungsgene als neue CMS-

ursachliche Kandidatengene in Betracht kamen.

Zunachst folgt eine Klinische Charakterisierung dmiden Kohorten mit besonders
ausfuhrlicher Darstellung der Patienten, bei deineiRahmen dieser Arbeit eine bekannte

pathogene Sequenzvariante oder verdachtige Secaraare identifiziert werden konnte.

1. Klinische Charakterisierung der untersuchten Paienten mit Gliedergurtel-
Phanotyp

Eine prominente Gliedergurtelbeteiligung machtd diei den meisten Patienten durch das
Vorliegen einer Scapula alata und/oder eines digig@l Gangbilds (,Watschelgang®)
bemerkbar. Die Muskelschwéche der untersuchtenemati war in allen Fallen
belastungsabhangig. Bei den meisten der Patienteden die motorischen Meilensteine in
der Kindheit zunachst regelrecht erreicht. Der &nkungsbeginn lag zwischen Geburt und
Erwachsenenalter, erste Symptome waren zum Beidpiebleme beim Rennen oder
Treppen steigen. Bei aufféllig vielen Patiententéed auch eine zusatzliche okulére
Beteiligung im Sinne einer Ophthalmoparese und/deesis, oft begleitet von fazialer

Muskelschwéche. Eine respiratorische Beteiligumgriar bei wenigen Patienten vor. Beim
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Grol3teil der Patienten war ein signifikantes Delertrals elektrophysiologischer Hinweis
auf eine synaptische Transmissionsstérung nacharis keiner der durchgefiihrten bzw.
untersuchten Muskelbiopsien fand sich ein Hinweisdas Vorliegen tubularer Aggregate.
Ein Groliteil der Patienten zeigte ein gutes Ansprcauf AChE-Inhibitoren. Bei einigen
wenigen Patienten kam es unter der Therapie zu ®eeschlechterung der Beschwerden,
wobei sich bei zwei von diesen Patienten (die Bribeund 24, Tab. 1) eine Medikation mit
Salbutamol als sehr wirksam erwies. Die Ethnizigit meisten Patienten ist kaukasisch, ein
Patient gehdrt der Volksgruppe der Roma an. Digenan klinischen Charakteristika der

Patienten der Gliedergurtelkohorte werden in Tadlarbestellt.
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1 - m | Deutschland Kindheit 30 [ normal - N - v v - v
2 - KA. KA. KA. k.A. k.A. k.A. N KA. k.A. k.A. k.A. k.A.
3 k.A. k.A. kA KA. k.A. k.A. N kA K.A. KA. KA. KA.
4 - m Spanien Kindheit 17 |verzoger| - \ - - n.u. v
CHRNB1
¢ '340ch ¢ het. w Serbien Kindheit 36 | normal - N - - v B v
¢.1137-3del het.
6 - w Schweden Kindheit 38 | normal V V V - v n.u v
7 - w Schweden Jugendalter 33 | normal - N - - v - V
8 - w | Deutschland Kindheit 8 |verzogert| - N - V v - v
9 - m Iran Kindheit 16 | normal - N v v v n.u v
10 - w k.a. Jugendalter 15 normal - N - v v n.u k.a
11 - w |GroRbritannien Jugendalter 13 normal - N - v n.u. - v‘
12 - m | Deutschland Kindheit 19 | normal - \ - - V - v
13 - w k.a. Jugendalter 68 | normal v v v v v n.u v
14 - m Belgien/ Kindheit 8 |verzoger| - N v v v - ?
Kolumbien
15 - m Spanien Kindheit 8  |verzogert] - N - - - n.u -
16 - w Iran Jugendalter 21 normal - N - v ? n.u -
17 - w | Deutschland Jugendalter 47 normal - N - - - n.u -
18 - w Spanien Kindheit 61 normal - \ - - n.u. - n.u
19 - m Chile Geburt 24 | normal - \ v v - - -
20 - m Chile Geburt 7 |verzogert| v v v V - -
21 - m Chile Geburt 14 |verzégert| - N v v - - v
22 - m | Deutschland Kindheit 50 |verzogert| - N v v - - v
MUSK L ) . f f
23 ¢ 114T>A/Delstion m Turkei Kindheit 17 normal - V A\l - N - -
24 c.114‘?'/1L§l;<eletion m Turkei Kindheit 15 | normal - \ v - v - nu
25 - w Italien Kindheit 57 | normal - \ V v - n.u V
26 - m Italien Kindheit 46 KA. - \ v v v n.u. -
27 - w | Deutschland | Erwachsenenalter | 46 KA. \ N - - v KA. vV
28 - m Portugal Kindheit 16 | normal v N v v n.u v
29 - w | Deutschland Kindheit 15 |verzéger| \ v v - - v
30 - m | Deutschland Geburt 11 |verzégert| N V v - n.u v
31 - m | Deutschland Kindheit 13 |verzoger| - N - - n.u n.u v
32 - w Eritrea Kindheit 12 - N V v V n.u V
33 - m | Deutschland Geburt 13 |verzéger| - N v - - n.u v
34 - m | Deutschland | Erwachsenenalter | 70 [ normal N \ v v v - v
35 - w Turkei Kindheit 5 |verzogert| - N - v v’ n.u N
36 - m Schweiz Geburt 36 | normal - N V v v v v
CHRNE . . | | | | |
37 €.1327delG hom. m Spanien Geburt 12 |verzogert] A\ v v v N n.u v
38 c.1353c<1:u’;gl\l/570inse m Portugal Kindheit 29 | normal | kA v kKA. v v - v

Tab. 1 Klinische Charakteristika der im Rahmen dieser

Gliedergirtelbeteiligun

1.1 Patient 23 und 2-

Patienten 23 und : sind zwei aus einelrkischen, nicht konsauinen Familie stammenc

Arlb@tersuchten Patienten n

Brider.Der altere Bruder (Patient 23) wurde termingergmitoren und entwickelte sich

36



Ergebnisse

den ersten Monaten normal. Es lagen keine Trinkédche oder respiratorische Probleme
vor und die motorischen Meilensteine wurden zurBdestgerecht erreicht, z.B. freies
Laufen im Alter von zwdlf Monaten. Allerdings fidler Mutter bereits damals auf, dass das
Kind sich vermehrt an Objekten in den Stand hochidiger die nachsten Jahre trat eine
zunehmende belastungsabhéngige Schwache auf ztlierdarseits, als der Patient im Alter
von 3,5 Jahren neuropadiatrisch untersucht wurdeh &eim damals neun Monate alten
Bruder (Patient 24) bemerkt wurde. Im Verlauf kam eu einer zunehmenden
Muskelschwéche bei beiden Briidern, die zu eineuG&higkeit in den Nachmittagen beim
alteren Bruder im Alter von 15 Jahren flhrte. Diémgere Bruder ist gehfahig und kann
Treppen steigen, ermidet jedoch schnell. Beide @rbddsuchen die Regelschule. Klinisch
zeigen beide Bruder eine deutliche Gliedergirted taziale Schwache ohne okuléare oder
bulbare Symptome sowie Skoliose. Im Alter von ndahren erfolgte beim alteren Bruder
eine Muskelbiopsie, die minimale myopathische Vdgiongen zeigte. In einer
Ultraschalluntersuchung des Muskels fand sich eieemehrte Echogenitdt des M.
quadrizeps femoris bei Patient 23, die Muskelsomolge des Bruders zeigte keine
Auffalligkeiten. Im Alter von 11 Jahren wurde beitent 23 eine repetitive Stimulation des
N. accessorius durchgefiihrt, die ein signifikantBgkrement zeigte. Repetitive
Summenmuskelaktionspotentiale nach einem einze8tenulus konnten nicht detektiert
werden. Laborchemisch war bei beiden Bridern dieakinkinase im Normbereich und es
konnten keine Antikorper gegen AChR nachgewiesemere Eine Behandlung mit oralem
Pyridostigmin im Alter von zehn Jahren fihrte batiént 23 zu einer Verschlechterung der
Symptome und wurde nach drei Wochen wieder abgegstrzweiter Behandlungsversuch
mit oralem Pyridostigmin im Verlauf zeigte einemtdhen Effekt. Im Alter von 13 bzw. 16
Jahren wurde bei beiden Bridern eine MedikationSalbutamol in einer Dosierung von 2
X 4 mg/Tag begonnen. Zu diesem Zeitpunkt war egeal3 nachmittags nicht méglich
alleine aus dem Rollstuhl aufzustehen. Patient Zhnte nachmittags nur unter
Zuhilfenahme des Geléanders Treppen steigen. Bemite Woche nach Beginn der
Salbutamol-Therapie konnte Patient 23 am Gelandat Batient 24 ohne Hilfsmittel
Treppen steigen. Einer Erhéhung der Salbutamoldasf 3 x 4 mg/Tag fihrte zu einer

weiteren Verbesserung der Symptome bei beiden Bnlide
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1.2 Patient 37

Der aus Spanien stammende Patient gehort deksytippe der Roma an und hat
mehrere an CMS erkrankte Familienangehdrige, unar 2inen Bruder und einen Cousin
seiner Mutter. Bei den Eltern liegt als Cousin uadusine eine Konsanguinitat vor. Die
Krankheit manifestierte sich bereits bei der Geblnt Verlauf erreichte der Patient die
motorischen Meilensteine erst verzdgert, wobei dllgemeine Krankheitsprogression
langsam war. Im Vordergrund steht eine nur malggepragte, belastungsabhangige und
generalisierte Schwéche jedoch mit einer so déwficproximalen Betonung, dass die
Erkrankung klinisch als Gliedergirtel-Myastheniegagordnet wurde. Zusétzlich liegt neben
einer Augenbeteiligung im Sinne einer Ptosis einalbdre Beteiligung mit
Schluckbeschwerden vor. Infektionen fuhrten im ®eflmehrmals zu einer krisenhaften
Verschlechterung der Symptome. Bei der repetitigrvenstimulation fand sich ein
grenzwertig signifikantes Dekrement (10%) der fleriaMuskulatur. Die Kreatinkinase im
Serum war im Normbereich, elektromyographisch ®eigt sich myopathische
Veranderungen. Es liegt ein gutes Ansprechen alé gkChE-Inhibitoren vor. Antikérper
gegen AChR und MuSK waren differentialdiagnostisciicht bestimmt worden.
Kontrakturen oder Dysmorphien lagen nicht vor.

Beim im Rahmen dieser Arbeit nicht molekulargeroftisntersuchten Bruder von Patient 37
imponiert ein &hnlicher Phanotyp, jedoch mit sclemer Auspragung der Muskelschwéche.
Neben einer deutlichen Gliedergtrtelschwache mimi ,Watschelgang® liegt eine auf 500
Meter eingeschrénkte Gehstrecke vor. Bei dem Brudegte sich ebenfalls ein mit 10%
grenzwertiges Dekrement bei repetitiver Stimulatider fazialen Muskulatur und ein

Ansprechen auf AChE-Inhibitoren.

Bei Patient 37 konnte die bekannte pathogene Segagante c.1327delG homozygot in

CHRNEnachgewiesen werden.

1.3 Patient 38

Der aus Portugal stammende Patient erkrankte naokichst unauffalliger motorischer
Entwicklung im Kleinkindesalter im Alter von fin@aliren und weist einen progredienten
Krankheitsverlauf auf. Im Vordergrund stand einexgnal betonte Muskelschwéache mit

zuséatzlicher Beteiligung der extraokularen Musk&leben einer Ophthalmoparese lag eine

38



Ergebnisse

Ptosis vor. Es fielen weder Kontrakturen oder Dyiphizn auf. Die Gehstrecke des bei der
letzten Untersuchung 29 Jahre alten Patienten vedat eingeschrankt. In der repetitiven
Stimulation lie sich das Vorliegen eines myasthe®yndroms mit einem deutlich
pathologischen Dekrement sowohl fazialer (40%)alsh proximaler (20%) Muskelgruppen
objektivieren. Distal war kein Dekrement nachweisliie Kreatinkinase im Serum und die
Elektromyographie zeigten Normalbefunde. Der Befaled Muskelbiospie war mit einer
Typ-2-Faser-Atrophie unspezifisch verandert. Dienfiananamnese ist positiv mit einer
ebenfalls an einem CMS erkrankten Mutter, sowieeminbetroffenen Onkel und einer
betroffenen Tante. Angaben Uber eine etwaige Kansgaitat innerhalb der Familie lagen
nicht vor. Die Gabe von AChE-Inhibitoren fiihrte a&iner klinischen Besserung. Das

Vorliegen von Anti-AChR- und -MuSK-Antikérpern wugchicht untersucht.

Bei Patient 38 konnten die bekannten pathogeneruédegarianten c.1353dupG und
c.70insG in CHRNE in jeweils heterozygotem Zustand nachgewiesen everdBei
samtlichen erkrankten Familienmitgliedern lie3 sktnsekutiv die pathogene Variante

CHRNECc.1353dupG homozygot nachweisen.

1.4 Patientin 5

Die aus Serbien stammende, mittlerweile 36jahriggeRtin erkrankte im Alter von drei

Jahren nach zunéchst regelrechtem Erreichen derisaten Meilensteine. Im Vordergrund
steht ein sehr milder Verlauf mit einem nur langsanfortschreiten der Erkrankung.
Klinisch-neurologisch imponiert eine anhaltende, labingsabéngige, nur maRig
ausgepragte Schwache der Schulter- und Beckengimdkulatur. Dies &ufRert sich im

Vorliegen einer Scapula alata und eines watschel@Bngbildes. Eine Einschrankung der
Gehstrecke liegt nicht vor. Die Muskelbiopsie zeigtinspezifische Veranderungen,
elektromyographisch fanden sich diskrete ZeicherereMyopathie. Eine Erhdhung der
Kreatinkinase oder das Vorliegen von Antikdrpergeye AChR lie3 sich nicht nachweisen.
Die Patientin profitiert von einer Therapie mit AEtnhibitoren, des Weiteren hatte ein im
Alter von zwdlf Jahren durchgefiihrter Versuch einedikation mit Kortikosteroiden eine

diskrete klinische Besserung zur Folge. Die Famdliamnese bzgl. neuromuskuléarer

Erkrankungen ist leer. Der Krankheitsverkauf idtramild und schréankt die Patientin kaum
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in ihren alltdglichen Tatigkeiten und ihrer Lebenslitdt ein. Vor zwei Jahren brachte die

Patientin nach komplikationsloser Schwangerschafbisher gesundes Kind zur Welt.

Bei Patientin 5 konnte die bisher nicht als patmodeeschriebene Sequenzvariante
€.340G>A/p.Vall14Met inCHRNBL1 heterozygot nachgewiesen werden. Auf3erdem fand
sich im Kandidatenge®GT eine weitere Variante unklarer Signifikanz (c.1431&l) in

heterozygotem Zustand.

2. Klinische Charakterisierung der Patienten mit urgewohnlichen Phanotypen

Im Rahmen dieser Arbeit wurden weitere sechs PRatiemit klinisch hochgradigem
Verdacht auf CMS jedoch z.T. ungewoéhnlichen bzwhtklassischen Phanotypen klinisch
und molekulargenetisch untersucht (Tab. 2). Diesteai der Patienten haben mittlerweile
das Erwachsenenalter erreicht, was durch das gerieines milderen Phanotyps und einer
langsameren Krankheitsprogression erklart werdennkaer Erkrankungsbeginn war
variabel, wobei die spate Erstmanifestation beieRa0 im 21. Lebensjahr hervorzuheben
ist. Bei allen Patienten auf3er bei Patient 44 wiar sgnifikantes Dekrement in der
repetitiven Stimulation nachweisbar, was als deluéi Hinweis auf das Vorliegen einer
neuromuskularen Transmissionsstérung gewertet wetden. Dies wird durch einen
positiven Tensilon-Test bei Patienten 39 und 40enstitichen bzw. durch ein gutes
Ansprechen auf AChE-Inhibitoren bei einem Groldeil Patienten. Die weiteren klinischen

Charakteristika der Patienten dieser Kohorte wenddrab. 2 dargestellt.
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2.1 Patient 42

Bei dem aus Portugal stammenden Patient 42 zegitbndie ersten Symptome bereits bei
der Geburt. Im Verlauf war die motorische Entwicidgudeutlich verzdgert, der Patient
konnte erst im Alter von zwei Jahren frei laufererXrankheitsverlauf war fortschreitend.
In der Familie des Patienten liegt eine Konsangaiinior. Klinisch imponiert neben einer
mafiggradigen, generalisierten Muskelschwéache feiniale Schwéache und eine Ptosis. In
der repetitiven Stimulation liel3 sich das Vorlieggner Transmissionsstérung mit einem
deutlich pathologischen Dekrement sowohl fazial§,%%), proximaler (24,6%) als auch
distaler (37,5%) Muskelgruppen objektivieren. Datiént zeigte sowohl ein Ansprechen auf
AChE-Inhibitoren als auch auf Kortikosteroide alsdgiicher Hinweis auf eine
autoimmunologisch verursachte Transmissionsstérigige infantile Myasthenia gravis
wurde jedoch bei Erstmanifestation bei Geburt un@eadem negativen Nachweis von

AChR-Antikdrpern differentialdiagnostisch fir semwahrscheinlich erachtet.

Bei Patient 42 konnten die bekannte pathogene ®egagante CHRNE c.1353dupG

homozygot nachgewiesen werden.

2.2 Patientin 43

Bei der Patientin, die kaukasische, afrikanischd imdianische Vorfahren hat, steht eine
bulbare und okulare Schwache im Vordergrund. Nebérer Ptosis und mimischen

Schwéche hat die Patientin Schwierigkeiten beim éfaund Schlucken. Sie erkrankte
bereits bei der Geburt und zeigte bei progredientariauf bereits in der Kindheit eine

Verzogerung der motorischen Entwicklung. Trotz Bedschreitens ist die Gehstrecke nicht
eingeschrankt. Zuséatzlich liegt noch eine schwegenele generalisierte Muskelschwéche
unter besonderer Beteiligung der Hand- und Fingeskiuskulatur vor. Bei der Patientin

konnte eine Transmissionsstorung durch Nachweissesignifikanten Dekrements sowohl
fazialer (25 %), proximaler (24,6%) als auch deta(57%) Muskelgruppen gesichert

werden. Die Patientin profitiert von einer Medikatimit AChE-Inhibitoren.

Bei Patientin 43 konnten die bekannten pathogemgué&hzvariante@HRNEc.1353dupG

und ¢.70insG jeweils heterozygot nachgewiesen werde

42



Ergebnisse

2.3 Patientin 44

Uber die aus Schweden stammende Patientin kaukasisdrsprungs liegen nur wenig
klinische Informationen vor, bei ihr liegt allerdjs ein sehr &hnliches Krankheitsbild wie bei
ihrer klinisch besser charakterisierten Mutter \Riese erkrankte im Alter von sechs Jahren
und zeigte eine generalisierte Muskelschwache misatzlicher Schwache der
Nackenmuskulatur. Im Verlauf kristallisierte sicasdvorliegen einer distalen Betonung der
Paresen heraus, weshalb die Patientin der Kohoite ungewthnlichen Phéanotypen
zugeordnet wurde. Elektrophysiologisch konnte égmifkantes Dekrement nachgewiesen
werden. Die Familienanamnese ist positiv und deatétdas Vorliegen eines autosomal-
dominanten Vererbungsmodus hin. Therapieversuch®ynidostigmin, Quinidin sowie mit
Fluoxetin verliefen frustran und fuhrten zu ausgepen Nebenwirkungen. Eine signifikante

respiratorische Beteiligung lag nicht vor.

Patientin 44 sowie ihre Mutter wiesen die bekarp#thogene Sequenzvariante c.866C>A/
p.Ser289Tyr iCHRNDheterozygot auf.

3. Nachgewiesene Sequenzvarianten in bekannten CM&enen

In der Gruppe der Patienten mit Gliedergirtelphgmdtonnten bei insgesamt vier nicht
verwandten Patienten Sequenzvarianten in bekandd8-Genen nachgewiesen werden
(Tab. 3).
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No.| Pathogene Mutation Sequenzvariate(n) Negative Genetik
1 - CHRNE ; RAPSN Exon 2
2 - GFPT1,; DOK7
3 - GFPT1,; DOK7
4 - CHRNE; COLQ Exon 2 & 16; RAPSN Exon 2
CHRNB1 CHRNAL; CHRND; CHRNE; DOK7; GFPT1; RAPSN
5 €.340G>A het.
OGT

€.1137-3del het.
6 - DOK7; GFPT1; RAPSN

7 - DOK7; GFPT1; RAPSN

s CHAT; CHRNAL; CHRNB1; CHRND;CHRNE; DOK7;
9

GFPT1, RAPSN
- CHRNE; GFPT1

10 - DOK?7 Exon 7, GFPT1

11 - DOK?7 Exon 7, GFPT1

12 B CHAT; CHRNE; COLQ; DOK7; GFPT1; RAPSN;
SCN4A

CHRNA; CHRND; COLQ Exon 2 & 16; GFPT1;

3 ) DOK7; RAPSN Exon 2
14 - DOK7 Exon 7; GFPT1; RAPSN Exon 2
15 - COLQ; GFPTL, DOK7 Exon 7
16 - DOK7 Exon 7, GFPTL; RAPSN Exon 2
17 - CHRNE; COLQ; DOK?
CHRND SCCMS Exons; COLQ Exon 16; DOK7 Exon
18 - 7, GFPTL; RAPSN
19 a CHRNA1L; CHRNB1; CHRNE; COLQ; DOK7 Exon 7;
MUSK; RAPSN; SCN4A
20 - CHAT; COLQ; DOK7 Exon7; RAPSN; SCN4A
CHAT; CHRNAL; CHRNBL; CHRND; CHRNE;
21 - COLQ; DOK7 Exon 7; LRP4 Exon 10; MUSK;
RAPSN; SCN4A;
CHAT; CHRNAL; CHRNBL, CHRND; CHRNE;
22 : COLQ; DOK7; GFPTL; RAPSN; SCNA4
" MUSK CHRNE; DOK7; GFPTL; RAPSN Exon 2
€.114T>A/Deletion
MUSK
2 ¢.114T>A/Deletion :
CHRNAL; CHRNBL; CHRNE; COLQ; DOK7 Exon 7;
25 - GFPTL; LRP4 Exon 10; RAPSN
" ] CHRNAL, CHRNBL; CHRND; CHRNE; COLOQ;
DOK7; GFPTL; LRP4 Exon 10; RAPSN
. ] CHRNAL; CHRNBL; CHRND; CHRNE; COLOQ;
DOK7; GFPTL; RAPSN Exon 2
2 ] CHAT; CHRNBL; CHRND; CHRNE; DOK7 Exon 7;
RAPSN
o ] CHAT; CHRNAL; CHRNBL, CHRNE; COLQ; DOK7;
GFPT1; MUSK; RAPSN
CHAT; CHRNAL; CHRNBL; CHRND; CHRNE;
30 - COLQ; DOK7; MUSK; RAPSN
31 - CHRNE; COLQ; DOK7; RAPSN
- ] CHAT; CHRNBL; CHRNE; DOK7 Exon 7; MUSK;
RAPSN
I ] CHRNAL; CHRNBL; CHRND; CHRNE; CHRNG;

COLQ; DOK7 Exon 7; MUSK; RAPSN
34 - CHRNAL; CHRNB1; CHRNE; DOK 7 Exon 7; RAPSN
CHAT; CHRNAL; CHRNB1; CHRND; CHRNE;

35 ) COLQ; GFPT1; DOK7; RAPSN
36 - CHRNE; DOK7 Exon 7; RAPSN
37 CHRNE
¢.1327delG hom. B
CHRNE
38 -

€.1353dupG/c.70insG

Tab. 3 Patienten der Gliedergurtelkohorte mit den jeweilsletektierten
Sequenzvarianten. In der Spalte ,Negative Genetigind die beim jeweiligen

Patienten unauffallig getesteten Gene aufgefiihrite lheisten dieser negativen Gene
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wurden hierzu direkt sequenziert, in wenigen Fallaren die entsprechenden Gene
(auch) mittels einer Linkage-Analyse ausgeschlosserden. Bei Patient 5 bzw.

Patient 23 und 24 war die Untersuchung von CHRNBAwb MUSK bis auf die

aufgefliihrte Sequenzvariante bzw. Mutation unadiffal

In der Gruppe der Patienten mit ungewdhnlichen Bty@en konnten bei insgesamt drei

Patienten Mutationen in bekannten CMS-Genen naciegew werden (Tab. 4).

No.|Pathogene Mutation | Sequenzvariante(n) Negative Genetik

CHAT; CHRNB1; CHRNE; CHRND; COLQ; DOK 7 Exon 7;
LRP4 Exon 10; MUSK; RAPSN

40 - - CHRNE; DOK7 Exon 7; RAPSN Exon 2

39

41 - CHRNB1; CHRNE; COLQ; DOK7; GFPT1; RAPSN Exon 2
42 CHRNE
€.1353dupG hom.
43 CHRNE ‘
€.1353dupG/c.70insG
B CHNRD CHRNA1 SCCMS Exons; CHRNE SCCMS Exons

€.866C>A het.

Tab. 4 Patienten der Kohorte der ungewdhnlichen Phanotypmit den jeweils
detektierten Sequenzvarianten. Bei allen Patienteam eine extensive Testung anderer
bekannter CMS-Gene negativ verlaufen.

3.1CHRNE c.1327delG/ p.Glu443Lysfs*64

Bei Patient 37 konnte das homozygote Vorliegen &riante c.1327delG (alte
Nomenklatur: ¢.1267delG) identifiziert werden. Hiewommt es durch die Deletion eines
Guanosin in Exon 12 zu einer Verschiebung des bssens (sog. Frameshift-Mutation)
(p.Glud443Lysfs*64). Hierdurch entsteht ein pramasuStop-Codon. Dies fuhrt zu einem
vorzeitigen Translationsstop und damit zur Entstgheiner nicht voll funktionsfahigen
Epsilon-Untereinheit und sekundér zu einer ACh-Rexelefizienz. Es handelt sich um eine
bekannte pathogene CMS-Mutation (Abicht, Stuckal.e1999).

3.2CHRNE ¢.1353dupG/ p.Asn452Glufs*4
Die Variante ¢.1353dupG (alte Nomenklatur: c.129Ghwurde bei Patient 38 und 43 in
heterozygoter und bei Patient 42 in homozygotemFmlentifiziert. Diese Mutation flhrt

durch Insertion eines Guanosins an Position 135Bxon 12 zu einer Verschiebung des
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Leserasters (p.Asn452Glufs*4) und nach dem bei Migiation ¢.1327delG beschriebenen
Mechanismus zur Entstehung einer verminderten AEkpRession. Es handelt sich
ebenfalls um eine bekannte pathogene CMS-Mutaimgél, Ohno et al. 1996; Mihaylova,
Scola et al. 2010).

3.3CHRNE c.70insG

Diese Sequenzvariante konnte bei Patient 38 undih43eterozygoter Form identifiziert
werden. Sie hat eine Insertion eines Guanosin-Restsukleotidposition 70 im Exon 2 und
ebenfalls eine Verschiebung des Leserasters zugeFoDies resultiert in einer
Rezeptordefizienz. Es handelt sich um eine bekapatbogene CMS-Mutation (Ohno,
Anlar et al. 1998; Mihaylova, Scola et al. 2010).

3.4CHRND c.866C>A/ p.Ser289Tyr

Es handelt sich um einen heterozygoten Austausch Gytidin gegen ein Adenosin an

Position 866, der bei Patientin 44 zu einem Aminosdustausch eines Serins zu einem
Tyrosin fuhrt (p.Ser289Tyr). Es handelt sich umeebekannte pathogene CMS-Mutation
(Chaouch, Muller et al. 2012). Bei der Segregatinasyse zeigte sich das heterozygote
Vorliegen der Variante auch bei der ebenfalls erkian Mutter.

3.5CHRNBL1 c.340G>A/p.Valll4Met

Ein Basenaustausch eines Guanosins zu einem CwtidiPosition 340 in Exon 4 fihrt bei
dieser Sequenzvariante von Patientin 5 zu einenméséiureaustausch eines Valins gegen
ein Methionin (GTG->ATG). Eine Analyse mit Alamut klassifizierte die mderung als
Lunclassified variant” wobei die Variante als bektar SNP (rs149433073) verzeichnet ist.
Polyphen-2 ordnete die Variante als ,probably dangig (HumDiv Score 1.000 mit
Sensitivitat: 0.00 und Spezifitat: 1.0, HumVar S£0r998 mit Sensitivitat: 0.18; Spezifitat:
0.98). In einer Segregationsanalyse wurde diesae®egariante heterozygot ebenfalls beim
nicht an einem CMS erkrankten Vater identifiziéxej der gesunden Mutter konnte sie nicht

nachgewiesen werden.

3.6 MUSK p.Asp38GIlu und eine bisher nicht bekannte Deletiom MUSK
Die Sequenzanalyse der kodierenden Regionen M:$K bei den beiden betroffenen

Brudern 23 und 24 zeigte das Vorliegen eines sblaeihomozygoten Austausches eines
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Thymidins gegen ein Adenosin im Exon 2 an der Ntilpostition 114, der zu einem
Aminoséureaustausch (p.Asp38Glu) fiuhrt. Zuvor wanetieser Familie unter der Annahme
eines autosomal rezessiven Erbgangs die Loci dee GEBIRNA1, CHAT, RAPSN, DOK?7,
CNTN1, COL6A3, SEPN1, MTM1, TNNThd CFL2 mittels einer Linkage-Analyse
ausgeschlossen worden und die Ge@@L.Q, DOK7, RAPSN, CHAT, CHRNE, CHRNAL1,
CHRND, CHRNEund GFPTL1 zusatzlich direkt sequenziert worden, ohne das® ei
pathogene Mutation nachweisbar war. Die Sequeraviaric.114T>A konnte weder in den
einschlagigen SNP-Datenbanken noch in 50 Ethnieaghten Kontrollchromosomen
nachgewiesen werden. Eine Analyse mittels des Vsageprogramms PolyPhen-2 schatzte
ein pathogenes Potenzial der Sequenzvariante, dieeimem Austausch einer hoch
konservierten Aminosaure fihrt, mit einem Score 0d®88 (Sensitivitat: 0.72; Spezifitat:
0.96) fur wahrscheinlich ein. In der Segregatioa$gse lag die Sequenzvariante heterozygot
bei der Mutter vor, beim Vater konnte die Variamieht nachgewiesen werden. Da die
Vaterschaft genetisch bestéatigt werden konnte, udie Hypothese aufgestellt, dass
maoglicherweise das Vorliegen einer heteroalleliacBbeletion bei der Sequenzanalyse der
genomischen DNA nicht erkannt worden war. Aus diesgrund wurde konsekutiv eine
cDNA-Untersuchung aus dem Muskelgewebe des &lBraders durchgefuhrt. Eine nach
reverser Transkription der Muskel-RNA durchgefuhRER-Amplifikation der cDNA
mittels einer Reihe von Primern und nested Printder den gesamten kodierenden Anteil
deckte das Vorliegen eines Fragments mit 100 Baserp Lange in der Gelelektrophorese
auf, das kirzer war als das erwartetete 400 bptyil&ragment (Abb. 5). Nach direkter
Sequenzierung des 100 Basenpaar-Fragments undliasdder Sequenzanalyse mittels
FASTA-Sequenzvergleich konnte festgestellt werdiags dasMUSK-Exon 1 an Exon 4
gepleisst war, somit Exons 2 und 3 fehlten. Dagéém Fragment entsprach dem Wildtyp-
Allel, wobei die in Exon 2 lokalisierte Sequenzeate ¢.114T>A nur beim Patienten,
nichcht in der Kontrolle gefunden wurde. Das Voudemsein von etwaigen intronischen
Splei3stellenmutationen wurde durch die direkte uBegierung von jeweils 100 bp der
flankierenden Regionen der Exons 1-4 ausgeschlosSewohl die Sequenzvariante
p.Asp38Glu als auch die beschriebene DeletioMtSK waren zuvor nicht in der Literatur

beschrieben worden.
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Abb. 5 Identifikation des mutmalilichen Deletions-Allelsrcdh PCR-Amplifikation von
cDNA aus der Muskel-RNA von Patient 23. Das zu etarede 400 bp-Wildtyp-
Fragment war sowohl bei Patient 23 als auch in exirKontrollprobe nachweisbar.
Die heteroallelische Deletion wird durch ein nuribePatienten vorhandenes 100 bp-

Fragment repréasentiert.

4. Molekulargenetische Analyse der neuen Kandidateene

Zur Untersuchung der Hypothese, dass auch Mutatioire anderen Genen des
Hexosaminstoffwechselwegs bei CMS eine Rolle spiekénnten, wurden die oben
beschriebenen Kandidatengene des Hexosamin-Pathwagssucht. Analysiert wurden
hierbei die beiden Patientenkollektive mit insgesdah Patienten, bei denen im Rahmen
dieser Arbeit im ersten Schritt keine Mutation iekbnnten CMS-Genen, die mit dem

jeweiligen Phanotyp kompatibel erschienen, detekiverden konnte.
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Gen Sequenzvariante Art der Variante |Region | Voraussage Mutation Taster | Reference ID
GNPNAT1 |c.155-90C>G Basenaustausch | Intron [Polymorphismus, "listed as SNP" |rs2296494

PGM3  [c.541+94A>T Basenaustausch | Intron |Polymorphismus, "listed as SNP" |rs477061

PGM3  [c.1281A>G/p.Glu427Glu Basenaustausch | Exon |Polymorphismus, "listed as SNP" |rs542948

PGM3 [c.1396G>A/p.Asp466Asn Basenaustausch | Exon |Polymorphismus, "listed as SNP" |rs473267

PGM3 [c.65T>A Basenaustausch | Intron [Polymorphismus, "listed as SNP" |rs73749738

UAP1 [c.-42C>T Basenaustausch | Intron |Polymorphismus, "listed as SNP" |rs118173142

OGT €.1137-3del Deletion Intron Dlsgase causmq -

Spleil3stellen-Veranderung

OGT €.1167-72G>A Basenaustausch | Intron |Polymorphismus, "listed as SNP" |rs3736670

OGT €.2619T>C/p.His873His Basenaustausch | Exon |Polymorphismus

OGT €.2700G>A/p. Leu900Leu Basenaustausch | Exon |Polymorphismus

Tab. 5 Auflistung der in den Kandidatengenen identifizear Sequenzvarianten bei

den untersuchten Patienten.

Bis auf OGT c.1137-3del fuhren die dabei identifizierten Setawarianten entweder zu
keiner Anderung der Aminosduresequenz oder sinchribée SNPs. Nur die genannte
Sequenzvariante ilGT-Gen, die im Folgenden genauer analysiert wird, rdeun der

Software-gestitzten Analyse mit dem Programm ,MaotatTaster® als moglicherweise

.Disease causing“ bewertet.

Bis auf die Sequenzvariante unklarer Pathogemt&GT konnte damit in dem untersuchten
Patientenkollektiv keine pathogen erscheinende titutain den Kandidatengenen des

Hexosamin-Stoffwechselweges identifiziert werden.

4.1 Die Sequenzvariant®©GT c.1137-3del
Es handelt sich um eine heterozygot vorliegendetid#l eines Thymidins im Intron wenige

Basenpaare vor Beginn des Exon 10@€sl-Gens.
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Exon 10 —>
PP TEACCTTC T E TR TTAAATTICATCC
TTTTAGAAT

TTTAGAAT

delT

Abb. 6: Sequenz von Patient 5 mit Deletion eines ThymidmsPolypyrimidin-Trakt
vor Exon 10 des OGT-Gens.

Diese 1-Basenpaar-Deletion betrifft den Polypyrimi@irakt, eine intronische, kurz vor der
SpleiRakzeptorstelle gelegene Sequenzabfolge, arsidh auf mMRNA-Ebene bestimmte
SpleiRfaktoren anlagern. Zusammen mit weiteren zissten Proteinen bilden diese
Faktoren das Spliceosom aus, das dann die entgmeehntronsequenz aus der Pra-mRNA
entfernt. Wie einleitend beschrieben, besteht dag/id OGT u.a. aus einer TRP-Doméne
mit vielen hintereinandergeschalteten TRPs. In @RP 10-Domane ist zusatzlich ein
funktionell wichtiges Kernlokalisationssignal eritea (Jinek, Rehwinkel et al. 2004). In 50
Kontrollchromosomen konnteOGT ¢.1137-3del nicht nachgewiesen werden. Vom
~MutationTaster" wurden fur diese Sequenzvariagime Veranderung des Spleil3verhaltens
vorausgesagt und diese Veranderung als ,disease singau bewertet
(p=0,999924474091493), Alamut ordnete die Veramgrals ,unclassified variant* ein.
Das Splei3-Stellen-Vorhersageprogramm ,Fruitfly“ edérum sagte eine Effizienz der
Spleil-Site fUr die Sequenzvariante von 0,96 w97 fur die Wildtyp-Sequenz voraus,
womit sich die Effizienz der Splei3-Stelle kaum amalern wirde. In den einschlagigen
Datenbanken wird die Verdnderung als bekannter $M$P00680783) gefuhrt. In der
Segregationsanalyse konnte der nichterkrankte \édteheterozygoter Trager der Variante

identifiziert werden, bei der ebenfalls gesunderitbtuag diese Sequenzvariante nicht vor.
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VI. Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurden zwei Subgruppere® groRen CMS-Patientenkollektivs
klinisch charakterisiert und molekulargenetischeusiicht auf Mutationen in bekannten

CMS-urséachlichen Genen und neuen Kandidatengenen.

1. Pathogene Sequenzvarianten IBHRNE

Mutationen imCHRNEGen, kodierend fiir die epsilon-Untereinheit deshRCflhren zu
einer AChR-Defizienz und gehdren zu den haufiggemetischen Veréanderungen bei CMS-
Patienten. Der klinische Phéanotyp einer AChR-Defizi ist in der Literatur vielfach
beschrieben und zeichnet sich insbesondere duneho&ular betonte Symptomatik mit einer
Ptosis und vor allem auch einer ausgepragten Olpmbiparese aus. Die generalisierte
Muskelschwache ist dagegen bei vielen Patientdgtivemild ausgepragt und wenig
progredient. Eine respiratorische Beteiligung liegist nicht vor.

Bei den Patienten 37 und 38 aus unserem Kolleldiyt neben einer okulédren Beteiligung
v.a. eine im Vordergrund stehende Gliedergurteléaing vor. Interessanterweise wurden
Mutationen des GenSHRNEDbislang noch nie bei Patienten beschrieben, diedem Bild
einer prominenten Gliedergurtelbeteiligung aufiiele Auch das Vorliegen einer
respiratorischen Beteiligung wie bei Patient 37fist CHRNEPatienten eher untypisch,
jedoch in Einzelfallen beschrieben (Kinali, Beesdral. 2008). Wie zu erwarten war liegt
bei allen Patienten MEHRNECMS aus unserem Kollektiv eine mehr oder mindemsze
okulare Beteiligung i.S. einer Ophthalmoparese bRtase vor. Klinisch zeigen die im
Rahmen dieser Arbeit mit eindlEHRNEMutation identifizierten Patienten einen sehr
heterogenen Phanotyp. So liegt bei Patient 38 eip#& der Kindheit manifeste
Gliedergirtelmyasthenie vor, wahrend bei Patientnd8h einem Krankheitsbeginn bei
Geburt eine okulare und bulbére Beteiligung im \éogiund steht, beide Patienten haben
jedoch bzglCHRNEdenselben Genotyp. Die gute Wirksamkeit von AChEHitoren passt
dagegen gut zum Phanotyp einer AChR-Defizienz (@gtizella Marina et al. 2012). Die im
Rahmen dieser Arbeit identifizierten Mutation€@HRNE c.1327delG, ¢.1353dupG und
€.70insG sind in der Literatur mehrfach beschriebed wurden ausfiihrlich charakterisiert
(Nichols, Croxen et al. 1999; Engel, Ohno et al020Hantai, Richard et al. 2004). lhre

Pathogenitat wurde in funktionellen Untersuchuniestatigt.
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2. Die Sequenzvariant€€HRND c.866C>A/p.Ser268Tyr

Eine weitere Sequenzvariante c.866C>A Dbetrifft dasn CHRND das fur die delta-
Untereinheit des AChR kodiert. Diese gefundene Neegung wurde in der Literatur bereits
als pathogen beschrieben, jedoch fehlen funktienghtersuchungen (Chaouch, Muller et
al. 2012).

Polyphen-2 bewertete die Veranderung als ,probdapaging” mit einem HumDiv-Score
von 0.999 (Sensitivitat 0.14, Spezifitat 0.99) uethem HumVar-Score von 0.970
(Sensitivitat 0.60, Spezifitat 0.93). Die Verandegufiihrt zum Austausch eines hoch
konservierten Serins zu einem Threonin, wobei diiglse beiden Aminosauren bzgl. ihrer
chemisch-physikalischen Eigenschaften deutlichrenteiden. Interessanterweise wurde an
der gleichen Aminosaureposition in der Vergangenhmereits die CMS-Mutation
p.Ser268Phe beschrieben. Dieser Aminosdureaustéilisthjedoch zu einer Verlangerung
der Offnungszeit des AChR (Navedo, Lasalde-Domirétal. 2006).

Die Variante konnte heterozygot auch bei der elsntan CMS erkrankten Mutter der
Patientin nachgewiesen werden. Damit ist trotzeletier funktioneller Untersuchungen und
niedriger Sensitivitdt der Vorhersage von PolypBegavon auszugehen, dass es sich um
eine autosomal-dominante Mutation im Sinne einesvSThannel Syndroms handelt. Im
Unterschied zu andereBHRND-Patienten war phanotypisch bei der Patientin uméri

Mutter keine respiratorische Beteiligung vorhanden.

3. Die Sequenzvariant€€CHRNB1 ¢.340G>A/p.Valll4Met

Eine unklare Sequenzvariante betrifft das G&RNB1 kodierend fir die beta-Untereinheit
des AChR, die zu einem Austausch der chemisch-khlysth &hnlichen Aminosaure Valin
gegen ein Methionin fihrt.

Die Tertiarstruktur der extrazellularen Doméne A€&hRs setzt sich aus einer komplexen
Struktur aus mehrerep-Faltblattern zusammen, wobei das Valin an Aminosgosition
114 innerhalb eines der auf3en gelegdhEaltblatter lokalisiert ist. Dort tragt das Valimit
seiner apolaren Seitenkette zur Ausbildung von d¢pldoben Regionen fir die
Ligandenbindung und Regulation des Kationenstroamstdden Rezeptor bei (Unwin 2005).
Eine direkte Bindung des Liganden an den Valinfiestet nicht statt. Ein Sequenzvergleich
verschiedener Spezies zeigt, dass Valin an diesgtidh nur malig konserviert vorliegt. In

der Vergangenheit war die Sequenzvari@@RNB1p.Valll4Met bereits bei einem CMS-

52



Diskussion

Patienten, der von der CMS-Arbeitsgruppe des HdbdBaur-Instituts untersucht worden

war, in hetereozygoter Form gefunden worden. Digr&gationsanalyse zeigte sowohl in der
Familie von Patient 5 als auch in dem friher untgngen Fall, dass die nicht-betroffenen
Vater jeweils heterozygot Trager der Variante wainedoch nicht die (ebenfalls nicht-

betroffenen) Miitter (Abicht, Dusl et al. 2012). Eirautosomal dominante Vererbung
scheidet bei heterozygoter Tragerschaft des gesuvdters aus, somit kommt nur noch ein
autosomal rezessiver Vererbungsmodus in Betra@he. iB diesem Fall zu fordernde zweite
heteroallelische Mutation wurde jedoch nicht gefmdDie bioinformatische Analyse

mittels PolyPhen-2 bzgl. des HumbDiv-Scores war Imé¢driger Sensitivitdt nicht

aussagekraftig. Ob es sich bei p.Vall14Met um patbogene Variante oder lediglich um
eine seltene Variation ohne Krankheitswert hand#talhin nicht abschlieBend beurteilt
werden, da im Rahmen dieser Arbeit keine funktiemeUntersuchungen der Auswirkungen
der Sequenzveranderung durchgefuhrt wurden. Insdese aufgrund der Ergebnisse der
Segregationsanalyse und der Tatsache, dass diadézténg als SNP in den einschlagigen

Datenbanken bekannt ist, ist diese Sequenzvanmattescheinlich jedoch nicht pathogen.

4. Die SequenzvariantdMUSK p.Asp38Glu und eine bisher nicht bekannte
Deletion in MUSK

Im Rahmen dieser Arbeit konnte eine neue Misseram@akte in MUSK und eine
heteroallelische genomische Deletion, die die Ex@swund 3 von MUSK umfasst,
identifiziert werden (Gallenmuller, Felber et a13). Mutationen in MUSK sind zwar nur
selten Ursache fiir ein CMS, jedoch zeigte sichdgelia diesem Fall, wie wertvoll es ist,
auch die selteneren CMS-Gene in die molekular-gsstet Untersuchung mit
einzubeziehen. Das GeviUSK liegt auf Chromosom 9g31.3-g32 und umfasst 14 Exon
Das entsprechende Protein MuSK tragt wesentlichQrganisation und Aufrechterhaltung
des postsynaptischen Gerilsts bei (Gautam, Noalats1&X95; DeChiara, Bowen et al. 1996;
Gautam, Noakes et al. 1996). Die Funktion von MuStKessentiell fir den Agrin-MuSK-
Rapsyn-Signalweg, insbesondere fir die ClusterdBigd von AChR, die Uber Agrin
vermittelt wird. Die Bindung von Agrin an das im Bkelgewebe exprimierte LRP4 fihrt zu
einer Aktivierung von MuSK (Glass and Yancopoul@®97). Diese Aktivierung ist ein

entscheidender Schritt fir die Ausbildung von Neemdigungen wahrend der
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Embryonalentwicklung. Die MuSK-Aktivierung fiihrt keekutiv zur Aktivierung mehrerer
Kinasen stromabwarts, zur Cluster-Bildung von essien postsynaptischen Proteinen wie
Rapsyn und AChR, zur synapsenspezifischen Gentigtisk und der Erzeugung
retrograder Signale, die die prasynaptische Diffelerung steuern (Finn, Feng et al. 2003;
Strochlic, Cartaud et al. 2005; Ghazanfari, Ferearet al. 2011).

Das MuSK-Protein besteht aus einer gro3en EktodemdihlgG-ahnlichen Motiven, einer
Transmembran-Helix und einer zytoplasmatischen Jigkinasedoméane (Glass, Apel et al.
1997; Zhou, Glass et al. 1999). MuSK bendétigt etheale Aktivierung, und zwar
extrazellular Uber Agrin und intrazellular Gber Dok welche letztlich zu einer
Autophosphorylierung und einer gesteigerten Kinkbatgat fihrt. Bei diesem Vorgang
interagieren Lrp4 und MuSK Uber ihre extrazellurBomanen miteinander, (Zhang,
Coldefy et al. 2011; Zong, Zhang et al. 2012). Estéht keine direkte Interaktion zwischen
Agrin und MuSK, Agrin bindet jedoch LRP4. Dok-7 wmi¢rt MuSk durch eine
Dimerisierung, woriiber eine Autophosphorylierungl un der Folge eine Aktivierung der
Tyrosinkinaseaktivitat von MuSK ermdéglicht wird (B@amin, Hallock et al. 2010).

Bei beiden Patienten 23 und 24 lag ein myasthengslr8m mit tageszeitabhangiger
Schwache, Gliedergurtelbetonung und einem Dekremmedér repetitiven Stimulation vor.
Die Aussparung der extraokularen Augenmuskeln, despezifische Befund der
Muskelbiospie, die erhdhte Kreatinkinase im Serumdie myosonographischen
Verdnderungen in  einem der Briuder und das Nichtaohpn  auf
Acetycholinesterasehemmer sprachen zunachst gegelatliegen einer neuromuskuléren
Ubertragungsstérung und verzogerte eine korreksgmisestellung. Die im Hinblick auf
eine Transmissionsstorung durchgefiihrte umfangeeigenetische Diagnostik blieb
ebenfalls zunachst ohne Ergebnis. Erst die Id&atifin der bisher nicht beschriebenen
Sequenzvariante p.Asp38Glu und der heteroallelisdbeletion, die als wahrscheinlich
krankheitsverursachend eingestuft wurden, flihmerdem erfolgreichen Therapieversuch
mit Salbutamol, der zu einer eindrucksvollen Klitien Verbesserung fihrte (Gallenmuller,
Felber et al. 2013). Therapieerfolge mit Salbutamaten bisher bei CMS-Patienten mit
Mutationen inCOLQ, im AChR mit konsekutivem primarem AChR-Mangel RAPSNund

in DOK7 und in einem Patienten mRRPAGTXMutation beschrieben worden (Liewluck,
Selcen et al. 2011; Sadeh, Shen et al. 2011; Exijeél; Lorenzoni, Scola et al. 2013). Des

Weiteren berichteten Maselli et al. von einem matir Ansprechen auf Salbutamol bei
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einer Patientin mit zwei Missense-Mutationen MUSK, allerdings ohne Angabe der
eingesetzten Dosierung (Maselli, Arredondo et #&1@). Der Wirkmechanismus von
Salbutamol bei CMS ist nicht bekannt. Ein so deb#ds Ansprechen auf Salbutamol wie in
der von uns beschriebenen Familie war bisher fiie&n mitMUSK-Mutationen nicht in
der Literatur beschrieben worden (Maselli, Arredonet al. 2010), allerdings konnten
Mutationen inMUSK bisher weltweit erst in finf CMS-Familien identigzt werden (Ben
Ammar, Soltanzadeh et al. 2013; Maggi, Brugnorale2013). Das berichtete Ansprechen
der beiden Brider auf Salbutamol stellt einen @dprechenden Behandlungsansatz fir die

anderen bisher bekanntBlUSK-Patienten dar.

Bisher fehlen funktionelle Untersuchungen, die eirngenauen Wirkmechanismus der
Variante p.Asp38Glu, die in Patient 23 und 24 gdemwurde, aufzeigen kénnten. Fur die
Pathogenitat dieser Variante spricht die Segregatid dem Phanotyp in der Familie und
das Nichtvorhandensein in 50 KontrollchromosomemeEAnalyse mittels PolyPhen-2

(http://genetics.bwh.harvard.edu/ggi/pph2) (Adzhulchmidt et al. 2010) schatzte ein
pathogenes Potenzial der Sequenzvariante, dienemefustausch einer hoch konservierten
Aminoséure fuhrt, als wahrscheinlich ein mit ein&core von 0.988 (Sensitivitat: 0.72;
Spezifitat: 0.96). Drei der vier bisher publiziert®lissense-Mutationen befinden sich in der
C-terminalen Doméane des Proteins, die die konsgeviatalytische Tyrosinkinase-Doméane
enthalt, und zwar p.Val790Met (Chevessier, Farautak 2004), p.Met605Ille und

p.Ala727Val (Maselli, Arredondo et al. 2010). Hiewse auf die molekulare Pathogenitéat
der genannten Mutationen erbrachten funktionelléetsnchungen von MuSK-Mutanten,

bei denen die Interaktionsfahigkeit mit Dok-7 gestdar (Chevessier, Faraut et al. 2004;
Okada, Inoue et al. 2006; Maselli, Arredondo et@ll0). Im Unterschied dazu ist die hier
erstbeschriebene Sequenzvariante p.Asp38Glu in Etrazellulardomane des Proteins
lokalisiert, und zwar noch nédher am N-Terminuseitte kirzlich von unserer Arbeitsgruppe
gefundene Missense-MutatiddUSK p.Pro344Arg (Mihaylova, Salih et al. 2009). Bisher
wurden die beiden genannten N-terminalen Mutatiomécht funktionell untersucht.

Vermutlich beeinflussen Mutationen im extrazelleldr Teil des Proteins nicht die

intrazellulér stattfindende Interaktion mit Dokdafir aber die extrazellulare Interaktion mit
Agrin (Bergamin, Hallock et al. 2010). Das betroieAspartat an der Position 38 ist Teil

desjenigen p-Faltblattstranges der (extrazellaren) Ig-like-Dowmd von MuSK, der
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zusammen mit einer hydrophoben Region auf der Glotw der Ig-like-Doméne eines
anderen MuSK-Molekuls interagiert und somit zur MuiSomodimerisierung beitragt
(Stiegler, Burden et al. 2006). Die DimerisierungnvMuSK fiihrt konsekutiv zu einer
Anlagerung von LRP4 mit Ausbildung des funktionaldRP4-MuSK-Komplexes (Zhang,
Luo et al. 2008; Zong, Zhang et al. 2012). Denkisarauch, dass die Mutation eine
inkorrekte Faltung der Ig1l-Doméane verursacht, dieeiner Retention von MuSK innerhalb
der Zelle fuhren kénnte. In Mausen fihrt die konttel@usschaltung von MuSK zu einem
letalen Phanotyp mit einer fehlenden postsynaptisciDifferenzierung, wobei die
betroffenen Mause bereits bei der Geburt an Ateufiizgenz versterben (DeChiara, Bowen
et al. 1996). Im Unterschied dazu zeigen Mausezmii Loss-of-function-Mutationen in
MuSK einen CMS-ahnlichen Phanotyp (Chevessier,rGied al. 2008). In der Tat konnten
bisher keine CMS-Patienten mit zwei biallelischeanllMutationen identifiziert werden.
Solche Mutationen, die zu einem kompletten Verldsr Genfunktion fihren, sind
vermutlich nicht mit dem Leben vereinbar und fuhvesmhrscheinlich bereits im Mutterleib
ZU einem pranatalen CMS-Phéanotyp mit fetaler Akmesit konsekutivem tédlichen
respiratorischen Versagen bei der Geburt. Nullnarain anderen bekannten CMS-Genen
wie RAPSN, DOK7und in fur AChR-Untereinheiten kodierenden Gendihrén
entsprechend zu letalen und nichtletalen Phanotypénfetaler Akinesie (Ravenscroft,
Sollis et al. 2011). Genomische Deletionen entstebkativ haufig de novo, jedoch entgehen
compound heterozygote exonische Deletionen oft deNachweis in der
Routinesequenzierung. Unser Ergebnis mit eindmebisicht bekannten heteroallelischen
Deletion in MUSK als Ursache eines CMS unterstreicht die Wichtigle@er gezielten
Suche nach Deletionen bei hinreichendem klinisciendacht.

Obwohl funktionelle Studien fehlen liegt eine Pajénitat der beiden Sequenzvarianten aus
0.g. Grunden nahe und koénnte somit die Gliedertiy@sthenie der beiden Brider

erklaren. Bisher war eine DeletionMUSK als Ursache eines CMS nicht bekannt.
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Abb. 7 Darstellung der Brider 23 und 24. Bei Patient 23nkte die bisher nich
bekannte Sequenzvariante MUSK p.Asp38GIlu in -DNA unc eine heteroallelischi
Deletion in MUSK Uber eine cDMAnalyse aus Muskelgewe nachgewieserwerden.
Beim Bruder (Patient 24)konnte in der BIL-DNA nur das hdchswahrscheinlich
hemizygote Vorliegen der Sequenzvariante MUSK p38&pu festgestellt werder

Muskelgewebe lag nicht vo

5. Die SequenzvarianteOGT ¢.113°-3del

Eine weitere Sequenzverandert die als unklar klassifiert werden muss, stellt die
Variantec.113-3delim OGT-Gen darFur die Sequenzvariar, dieim Polypyrimidir-Trakt
wenige Basenpaare vor Beginn des Exon 10 X-chromosmalenOGT-Gen lokalisiert ist
wurden vom ~MutationTaste" Spleil3stellerVeranderungen und e
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krankheitsverursachendes Potential vorhergesagtWaihrscheinlichkeit dieser Vorhersage
war bei einem p-Wert nahe 1 als hoch einzustufde. $&quenzvariante stellt laut dem
Programm Alamut einen bekannten SNP dar; dieseriStN&doch als sehr seltene Variante
einzustufen (Minor allele frequency (MAF)=0.4%).

Bei der Transkription erfolgt zunachst eine Absitlsowohl! der kodierenden Exons als auch
der nicht-kodierenden Introns in eine Pra-messeRd&k (Pra-mRNA). Hierauf folgt der
Splei-Prozess, bei dem die Introns entfernt werdem am Ende eine reife, intronfreie
mRNA zu erhalten. Entscheidend fiir dieses Spleiisig dass die Ubergangbereiche
zwischen Exon und Intron von der SpleiBmaschinesieekt erkannt werden. Diese besteht
aus dem sog. Spliceosom und erkennt an den Exoonthtbergéangen jeweils eine
SpleilRdonorstelle (gekennzeichnet durch ein GU-Klgutid) und eine Spleilfakzeptorstelle
(gekennzeichnet durch ein AG-Dinukleotid) (Burs&gledtsov et al. 2000). Fir ein
regelrechtes Spleillen ist auch der Abstand zwisdbenor- und Akzeptorstelle von
Bedeutung (Mount 1982). Ca. 10% aller vererbten agenen Erkrankungen werden durch
Splei3-Stellen-Punktmutationen verursacht (StenBal et al. 2003).

Zur Unterstutzung des Splei3prozesses agierembagdi Splei3-Faktoren, die u.a. am sog.
Polypyrimidin-Trakt binden. Diese ca. 15-20 Basapdange Abfolge aus Pyrimidinbasen
ist typischerweise 5-40 Basenpaare stromaufwartsdes Akzeptor-Splei3stelle im 3°-
Bereich des zu spleiRenden Introns lokalisiert (G&tasuda et al. 2008). Die
Sequenzvariant®GT ¢.1137-3del liegt in genau diesem Polypyrimidiakirund verkirzt
diesen um einen Thymidin-Rest.

Die Deletion dieses Thymidin-Restes verklrzt zwem &yrimidin-Trakt um ein Basenpaar,
verandert jedoch nicht den Trakt als solches. Esbbsomit die Mdoglichkeit, dass eine
Abstandsénderung — z.B. zwischen Donor- und Akzsemile — eine Rolle spielt.
Interessanterweise zeigte sich, dass dieser Abstaeid Menschen, Schimpansen,
Rhesusaffen und Katzen konserviert ist, in der Magt dagegen ein um ein Basenpaar
verlangerter Abstand vor. Diese Verlangerung st¢heie Effizienz des Traktes nicht zu
kompromittieren, was als Anhaltspunkt fir das Niohliegen einer Pathogenitat durch die
Sequenzvariante dient. Auch die Ergebnisse dere§ationsanalyse sprechen gegen eine
Pathogenitat der Variante: Da der gesunde Vatezrdwtgoter Trager der Mutation ist,
erscheint ein X-chromosomal dominanter oder X-clusomal-rezessiver Erbgang mit

hoher Wahrscheinlichkeit ausgeschlossen. Der einnigtellbare Vererbungsmodus, der
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eine fehlende Symptomatik beim heterozygoten Viater gleichzeitig eine Erkrankung der
die Mutation heterozygot tragenden Tochter erkldkénnte, ware ein X-chromosomaler
Erbgang mit einer sogenannten ,zellularen Interief. Dieser Erbgang ist sehr selten und
wurde kdrzlich fur Mutationen im X-chromosomalennG®CDH19postuliert, die urséchlich
sind fur eine Epilepsie, die nur bei Madchen bebteicwird und die Uber gesunde
méannliche Anlagetrager weitergegeben wird (Dibbérerpey et al. 2008; Depienne and
LeGuern 2012). Dieses Phanomen wird mit der Hymstheiner ,zellularen Interferenz”
erklart, wonach letztendlich das Nebeneinandermatierten und nicht mutierten Proteinen
bei den betroffenen weiblichen Heterozygoten sdaeidier ist, als eine homozygote
Zellpopulation mit gleichartig mutierten Proteinemie sie beim heterozygoten Mann, der
nur ein die Mutation tragendes X-Chromosom besiztliegt. Dieses Phanomen der
.Zellularen Interferenz* wurde erstbeschriebendés sog. kraniofrontonasale Syndrom von
Wieland et al. (Wieland, Jakubiczka et al. 2004)fgkund der Tatsache, dass jedoch das
OGT-Gen nicht wiePCDH19fir ein Strukturprotein, sondern fir ein Enzym ien und
aufgrund  der  intronischen Lokalisation  der  Varianteerscheint  dieser
Erklarungsmechanismus unwahrscheinlich. Auch vorteiBgtellen-Vorhersageprogramm
LFruitfly“ wurde nur eine sehr geringe Verénderuthgy Effizienz der Splei3stelle fur die
Sequenzvariante von 0,96 und von 0,97 fur die Widbequenz vorausgesagt, was
ebenfalls gegen eine Pathogenitat der identifieieMerédnderung spricht. Zusammengefasst
kann die Wahrscheinlichkeit des Vorliegens einemnkheitsverursachenden Potentials der
Variante ¢.1137-3del als sehr gering eingeschaetden. Einschrdnkend muss jedoch
erwahnt werden, dass die sichere Einschatzung atboenitat einer Sequenzveranderung
in der Nahe der essentiellen Donor- oder Akzepttiesbhne funktionelle Untersuchungen,
die im Rahmen dieser Arbeit nicht durchgefihrt veyrgehr schwierig ist (Gao, Masuda et
al. 2008).

Interessanterweise wurde in der Literatur von eigexfien Familie mit einer neuen x-
chromosomal vererbten Form einer kongenitalen Egsproportionsmyopathie berichtet
(Clarke, Smith et al. 2005). Die Betroffenen in deamilie zeigen einen CMS-ahnlichen
Phanotyp und in einer Linkage-Analyse der Familanrken zwei Kandidatenbereiche
identifiziert werden, wobei der Locus d®@&T-Gens in einem dieser Bereiche lokalisiert ist.
Durch direkte Nachfrage bei der Arbeitsgruppe urgelNiF. Clarke, die mittlerweile eine

genomweite Sequenzierung der Familie durchgefiattehkonnte in Erfahrung gebracht
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werden, dass nach Sichtung der Daten aus dem Nmdr&ion Sequencing der Familie o.g.
Sequenzvariante bei dem Indexpatienten aus desftegten Familie nicht vorliegt und auch

keine andere pathogene Mutation in diesem Genifcaett wurde.

6. Datenqualitat

Die Datenqualitat ist fur die Aufstellung von GeymiPhénotyp-Korrelationen von gréf3ter
Bedeutung. Im Rahmen dieser Arbeit wurden die &tihen Daten mittels eines Fragebogens
(siehe Anhang) erhoben. Teilweise standen zushtzéicztliche Befundberichte zur
Verfugung. Das klinische Bild eines Patienten ist @er Grundlage eines Fragebogens z.T.
nur schwer zur erfassen und Daten zum Krankheleyfefehlen in einem Grof3teil der
Falle. Insofern wéare ein Follow-up und eventuelttagine klinische Nachuntersuchung der
Patienten wiinschenswert, insbesondere auch umeeseles Bild des Langzeitverlaufs zu
gewinnen. Somit ware die Schaffung eines CMS-Ptigrgisters — ahnlich wie dies fur
andere seltene neuromuskuléare Erkrankungen bemit¥erfligung steht (Lochmuller and
Straub 2007; Buchner, Gallenmuller et al. 2012; éllatynal et al. 2013) - sicher eine

sinnvolle Einrichtung.

7. Kandidatengenansatz vs. Next Generation Sequengi

Grundsatzlich untermauern die Ergebnisse dieserifArdie klinische Heterogenitat bei
CMS. In der Zukunft werden sich durch die Methodis ,Next Generation Sequencing”
(NGS) die Mdoglichkeiten der genetischen Diagnosiitveitern. Es ist anzunehmen, dass
sich dann auch die Kenntnisse zu den Klinischennétggen der CMS-Unterformen
erweitern werden, wenn eine noch gréRere AnzahlRatrenten genetisch untersucht wird
und Mutationen auch bei Patienten identifiziert desr, die ein fiir das untersuchte Gen
eigentlich untypisches klinisches Bild aufweiseledist an anderen Erkrankungen vielfach
belegt (Furtado, Payami et al. 2004; Lupski, Rdidle 2010; Bras, Verloes et al. 2012;
Guerreiro, Lohmann et al. 2012; Heron, Smith eRall2; Wan, Yourshaw et al. 2012). In
der klinischen Praxis wéare ein diagnostischer Tasst,schnell, spezifisch, nicht-invasiv und
kostengtinstig ist, optimal. Bisher erfillt NGS mimen Teil dieser Voraussetzungen (Foo,
Liu et al. 2012). Ein Vorteil von NGS besteht béstdarin, dass nicht notwendigerweise

eine Familie mit mehreren Betroffenen vorliegen susulRerdem werdeme nove
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Mutationen sicherer entdeckt (Veltman and Brunnedl2). Ein Grof3teil der
Glykosylierungsgene bei CMS wéare ohne NGS nichdesskt worden.

Trotz der genannten Vorteile des NGS werden anhlsthoden zur ldentifizierung neuer
Gene weiterhin erfolgreich eingesetzt. Im Kandidgenansatz wird zunéchst eine
Hypothese aufgestellt, nach der bestimmte Gendfragtichen Erkrankung in Beziehung
stehen konnten. Diese Gene kodieren hierbei fitirhese Proteine, die moglicherweise mit
der Auspragung eines bestimmten Phanotyps in Zusamamg stehen bzw. in
physiologischen Prozessen, die wiederum fir dierddBung wichtig sein kdnnten, eine
bedeutende Rolle spielen. Es werden somit a pBerie mit vermuteter atiologischer Rolle
ausgewahlt. Das Potential dieses Ansatzes konmiidtiifir das Noonan-Syndrom durch
Identifizierung neuer krankheitsursachlicher Genes adem ERK-Signalweg (Ras-
extrazellular aktivierter Kinase-Signalweg) gezeigirden (Roberts, Araki et al. 2007). Der
Kandidatengenansatz ist im wesentlichen dadurclitidiry dass nach Anwendung o.g.
Kriterien bei der Genauswahl - insbesondere beygamien Erkrankungen und bei nicht
vollstdndig bekannter Pathophysiologie einer Erkuay - sehr viele Gene zur Testung in
Frage kommen (Tabor, Risch et al. 2002; Daly 2003).

Auch die sog. Kopplungsanalyse zur Suche neuerkkgtsursichlicher Gene wird
erfolgreich angewendet und kam z.B. bei der Idifung des als CMS-
krankheitsverursachenden Glykolysierungsg@R®T1zum Einsatz (Senderek, Muller et al.
2011) und deckte so einen bisher unbekannten CM&RP@&chanismus auf. Nachteil dieser
Methode ist, dass eine ausreichend grofe Familie gehduftem Auftreten der
entsprechenden Erkrankung verfuigbar sein muss.

Im Zuge der neuen Hochdurchsatzsequenzierungeorstiung und Routinediagnostik ist
eine Erweiterung der Kenntnisse Uber den mit besten Genmutationen
vergesellschafteten Phanotypen zu erwarten. EinauwgeBeschreibung des Phanotyps wird
jedoch weiterhin zur Interpretation der Ergebnisdes NGS essentiell sein, da
methodenbedingt eine Reihe von Varianten in moghekise krankheitsursachlichen Genen
gefunden werden wird und fur die korrekte Intergtienh einer moglichen Pathogenitat die
Integration der NGS-Daten mit den klinischen Dateerlasslich sein wird (Hennekam and
Biesecker 2012).
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8. Bewertung von Sequenzvarianten

Eine bedeutende Herausforderung in der genetisEhi@gnostik und Forschung stellt die
Bewertung von gefundenen Sequenzvarianten bzglesihkrankheitsverursachenden
Potentials dar. Die Verflugbarkeit von schnellen umberlassigen Bewertungsmethoden
wird in der Zukunft durch die Vielzahl von Variante die bei der Exom- oder
Genomsequenzierung gefunden werden, noch an Wkelittunehmen.

Die valideste Methode der Beurteilung einer Vaeatizgl. ihrer Pathogenitat stellen
funktionelle Untersuchungen dar, bei denen in Lakperimenten nachgewiesen wird, ob
sich eine Sequenzverdnderung negativ auf die Zddlion bzw. den Organismus auswirkt.
Im optimalen Fall wird hierbei durch ein sog. Resd&xperiment untersucht, ob sich eine
gestorte Zellfunktion durch Einbringung des gesun@ens wieder beheben lasst. Aus Zeit-
und Kostengriinden sind solche Laboruntersuchungssioch nur in  Einzellfallen
realisierbar, somit werden in den meisten Falledeas Methoden zur Uberpriifung einer
Sequenzvariante zur Anwendung kommen.

Hierzu werden meist verschiedene Datenbanken untieveage-Computerprogramme, die
eine Variante automatisiert mit Referenzsequenzemleichen, auf Annotation in den
einschlagigen SNP-Datenbanken Uberprifen und doenation liefern, ob eine gefundene
Variante bereits als Ursache einer Erkrankung ifigiett ist, verwendet. Falls eine Variante
bislang nicht bekannt ist, werden von den Vorhezpaggrammen eine Reihe von Aspekten,
die die Natur einer Variante ndher charakterisien@mersucht. Hierzu gehért, ob die
vorliegende Variante zu einem Aminosaureaustatisicti. Falls ja, wird der evoutionére
Konservierungsgrad der entsprechenden Aminosaureebgchiedenen Spezies untersucht.
Hierbei macht die Anderung einer hoch konservierteh. bei vielen Spezies vorliegenden
Aminoséaure, das das Vorliegen eines pathogenenn®ate wahrscheinlicher wahrend
Veranderungen in weniger konservierten Aminosawgker als neutral zu bewerten sind
(Miller and Kumar 2001). AuRerdem wird bei einerd&nung der Aminosaure bewertet, ob
es sich um einen Austausch zweier physikalisch-d@munterschiedlicher Aminoséauren
oder um einen Austausch zwischen zwei chemisch &khlichen Aminosduren handelt,
wobei ersterer angenommen wird mehr pathogene Retexu besitzen. Daneben kann ein
Vorhersageprogramm die Lokalisation eines Aminosdustausches bewerten, wobei eine

Lage innerhalb einer funktionellen Doméne einestdne z.B. einer Bindungsstelle fur
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Interaktionspartner, einen weiteren Hinweis auhBgenitat darstellt. Limitationen bestehen
grundséatzlich in der Verlasslichkeit der Vorhersadér Varianten, die Spleil3-Stellen
betreffen oder in intronischen bzw. regulatoriscBeneichen lokalisiert sind.

Neben den genannten funktionellen oder computeztiagsi Untersuchungen existieren noch
weitere Methoden, eine Sequenzvariante zu beurteHiéerzu gehort die Erhebung einer
genauen und ausfihrlichen Familienanamnese. Di¢ ihil einem Teil der Féalle, den
vorliegenden Vererbungsmodus zu bestimmen. Aucle &egregationsanalyse, bei der
untersucht wird, bei welchen anderen Familienngtgirn eine bestimmte Sequenzvariante
in welcher Form vorliegt und ob diese im Stammbawmbei Patienten mit dem klinischen
Phanotyp einer Erkrankung auftritt (,Kosegregatjoist auRerordentlich hilfreich. Eine
weitere Methode stellt die Bestimmung der Haufigkleis Vorliegens einer Sequenzvariante
in Normalkontrollen dar. Fir eine Pathogenitat dprihier, dass eine Variante in einer
ausreichend groRRen Zahl gesunder Kontrollpersaus derselben Population nicht
nachgewiesen werden kann. Ein grof3er Nachteil diesh, dass fir seltene Varianten fr
eine ausreichende Aussagekraft eine groRe Anzatl@amalkontrollen getestet werden
muss und somit der hohe Zeit- und Kostenaufwandederderlichen Sequenzanalyse von
mehreren hundert Proben.

Zusammengefasst ist die Anwendung einer Kombinatieser Methoden zur Einschétzung
des pathogenen Potentials einer Sequenzverandewahlvgrsprechend, kann jedoch mit

Ausnahme funktioneller Analysen keine vollstandgieherheit geben.

9. Glykosylierungsstorung als neuartiger CMS-Pathorachanismus

Samtliche mit CMS vergesellschafteten Glykosyligiggene werden ubiquitar exprimiert
und spielen eine wichtige Rolle bei Glykosylierwmggdngen von einer Vielzahl von
Proteinen in verschiedenen Organen, was eine ReneFragen im Hinblick auf den
Pathomechanismus im Muskelgewebe aufwirft. Soesoleranderungen in diesen Genen
folglich zu einem multisystemischen Phanotyp fuhrRezessive Mutationen IDPAGT1
undALG2 konnten passenderweise in der Vergangenheit alscde von CDG Typ Ij und li,
die sich neben einer muskuldaren Hypotonie durchtralerervése Beteiligung i.S. von
epileptischen Anfallen, Augenbeteiligung und Getingstérungen auszeichnen, identifiziert
werden (Thiel, Schwarz et al. 2003; Imtiaz, Al-Mafst et al. 2012; Wurde, Reunert et al.
2012; Igbal, Shahzad et al. 2013). Die rein neuskulire Beteiligung bei CMS durch
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Mutationen inGFPT1, DPAGT1, ALG2nd ALG14kdnnte méglicherweise dadurch erklart
werden, dass i.S. eines Dosis-Effekts beim reinéiS{®héanotyp die entsprechende
Proteinaktivitat fur eine normale Funktion ande@@gane ausreicht, nicht jedoch fur eine
regelrechte Transmission an der motorischen Endp{atantai, Nicole et al. 2013). Diese
Hypothese wird dadurch unterstiitzt, dass bei eifieihder DPAGT1CMS-Patienten eine
auffallige Veranderung der Glykosylierung des Seiinansferrins vorliegt, was in diesen
Fallen auf das Vorliegen eines generalisierten @ykerungsdefekts hinweist (Belaya,
Finlayson et al. 2012). Die Glykosylierung des $eiTransferrins wird als Screening-Test
zur Detektion von CDG und anderer Stoffwechselarkuagen eingesetzt und zeigt haufig,
jedoch keineswegs in allen Féallen, bei CDG charaieche Veranderungen. Dass bei
anderenDPAGT tIndividuen die Transferrin-Untersuchung normal wiainnte wiederum
darauf hindeuten, dass beim CMS - im Unterschiesh ZLDG-Phéanotyp - eine gewisse
DPAGTEnzymrestfunktion vorhanden ist.

Der Pathomechanismus, lber den Glykosylierungssg@m ein CMS verursachen, ist
bislang ungeklart und hierzu sind weitere Untersmgien nétig. Kirzlich konnte in
Myoblasten vorGFPT1CMS-Patienten gezeigt werden, dass eine DefiziemzGFPT1zu
einer Verminderung der Expression von AChR an detplatte fihrt (Zoltowska, Webster
et al. 2013). Dieser Mechanismus konnte auctrAb&14 undDPAGTtassoziiertem CMS
nachgewiesen werden, wobei die elektrophysiologisckigenschaften der AChR nicht
verandert waren (Belaya, Finlayson et al. 2012;sbss Belaya et al. 2013). Es lasst sich
vermuten, dass durch die Mutationen der genanntgko&ylierungsgene eine regelrechte
Glykosylierung der Untereinheiten des AChR ausleidies den Transport einer
ausreichenden Anzahl an AChR an die ZelloberflAgtmdindert und in der Endstrecke zu

einer verminderten Anzahl von AChR an der Postsyadiphrt.

10. Ausblick

Trotz umfangreicher Bemihungen konnten im RahmesediArbeit nur bei einem Teil der
bisher nicht genetisch gesicherten CMS-Patientere giathogene Sequenzverdnderung
gefunden werden. Da fur Patienten BRAGT1, ALG2und ALG14CMS ein Phanotyp mit
Gliedergirtelbeteiligung und nur sehr milder Bégeihg oder gar Aussparung der fazialen,

extraokularen und bulbaren Muskulatur beschrielsemnd dies zum Phanotyp einiger der
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Patienten aus der Gliedergurtelkohorte passt, plae diese Gene in den Patienten mit den
entsprechenden Phanotypen zu testen (Belaya, Boriagt al. 2012; Belaya, Finlayson et al.
2012; Cossins, Belaya et al. 2013).
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VIll.  Anhang

1. Verzeichnis der verwendeten Abkirzungen

Abb. Abbildung

Acetyl-CoA Acetyl-CoenzymA

ACh Acetylcholin

AChE Acetylcholinesterase

AChR Acetylcholinrezeptor/en

AGRN Gen kordierend far Agrin

ALG2 Gen kodierend fur Alpha-1,3-mannosyltransferas
ALG14 Gen kodierend fur Beta-1,4-N-acetyl-

glucosaminyltransferase

bp Basenpaar/e

bzw. beziehungsweise

CDAll Kongenitale dyserythropoetische Andmie Ty |
engl. Congenital Dyserythropoieic Anemia Type I

cDNA complementary DNA

CDG Angeborene Erkrankungen der Glykosylierung).eng
Congenital disorders of glycosilation

CHAT Gen kodierend fur Cholin-AcetyltransferaSaAT)

CHRNA1 Gen kodierend fir die-Untereinheit des AChR

CHRNB1 Gen kodierend fiir digUntereinheit des AChR

CHRND Gen kodierend fur di@&Untereinheit des AChR

CHRNE Gen kodierend fir die-Untereinheit des AChR

CMAP Compound muscle action potential

(Summenmuskelaktionspotential)
CMS Congenital myasthenic syndrome (Kongenitales

myasthenes Syndrom)
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CNV
COLQ
°C

3,4-DAP
DNA
dNTP
DOK7
DPAGT1

EDTA
EMeg32

EPP

GAG
GalNAc
GalNAc-1-P
GFPT1
GIcNAc-6P
GIcN6P

GNE

GNPNAT1

HIBM2

Genkopienzahlvariante, engl. Copy numbeiatian
Gen kodierend fur ColQ

Grad Celsius

3,4-Diaminopyridin

Desoxyribonuclic acid (Desoxyribonukleinse)
Desoxynukleosid-Triphosphat

Gen kodierend fiir docking protein 7 (Dok-7)
Gen kodierend fur Dolichyl-Phosphat-(UDP-N-
Acetylglukosamin)-N-acetylglukosamin-

phosphotransferase 1

Ethylendiamin-Tetraacetat

murines orthologes Enzym zu GNAL (Glukosamin

6-Phosphat N-Acetyltransferase)
Endplattenpotential

Glykosaminoglykan

N-Acetylgalaktosamin

N-Acetylgalaktosamin 1-Phosphat

Gen kodierend fur Glutamin-Fruktose-6-Phosphat-
Amidotransferase 1 (GFAT1)
N-Acetylglukosamin-6-Phosphat
Glukosamin-6-Phosphat

Gen kodierend fir UDP-N-Acetylglukosamin 2-
Epimerase/N-Acetylmannosamin-Kinase

Gen kodierend fir Glukosamin-6-Phosphat N-
Acetyltransferase (GNA1)

vererbte EinschluBkérpermyopathie Typ #ngl.
hereditary inclusion body myopathy
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Hz

INDEL

Kap.
kb

LAMB2
LG-CMS
LMU
LRP-4

MEF

Hg
min

mM

MRNA
MUSK

NGS

OGA

O-GIcNAc

OoGT

PCR

PGM3
PKB

Hertz

Kleiner Insertions- und Deletionspolymbigpmus

Kapitel

Kilobasen

Gen kodierend fur Laminin beta 2

Limb girdle-(LG)-CMS
Ludwig-Maximilians-Universitat

Gen kodierend fiir Low-densitiy lipoprotein recapto
related protein 4 (LRP4)

Murine embryonale Fibroblasten

Mikrogramm

Minuten

Mikroliter

millimolar

Boten (messenger)- Ribonukleinsaure

Gen kodierend fir Muskelspezifische Kinase
(MuSK)

Next Generation Sequencing

O-GIcNAcase
O-glykosidisch gebundenes N-Acetykgisamin
Gen kodierend fur O-GlcNAc-Transferase (OGT)

Polymerase chain reaction (Polymerase-Ketten-
Reaktion)
Gen kodierend fur Phosphoglukomutase 3 (Pgm3)

Proteinkinase B
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PLEC
Pra-mRNA

RAPSN
rER
RNA

RT-PCR

SCCMS
SCN4A

SNP

Tab.

TAE
Tag-Polymerase
TPR

UAP1
UDP-GIcNAc

VCP

z.B.

2. Primersequenzen

Gen kodierend fur Plektin

Pra-messenger-RNA

Gen kodierend fur Receptor-associated protethef
synapse (Rapsyn)

raues endoplasmatisches Retikulum

Ribonukleic acid (Ribonukleinsaure)

Reverse-Transkriptase-PCR

Slow-Channel CMS

Gen kodierend fir den spannungsabhangigen
Natriumkanal Nav 1.4
Einzelnukleotidpolymorphismus, engl. Single

Nucleotide Polymorphism

Tabelle
Tris-Acetat-EDTA
Thermus AquaticuBolymerase

Tetratricopeptide repeat

Gen kodierend fur 1-UDP-N-Acetylglukosamin-
Pyrophosphorylase 1, synonywGX1
UDP-N-Acetylglukosamin

Gen kodierend fir Valosin containing prote#Ce)

zum Beispiel

Alle Primer sind in 5>3' Richtung angegeben.

GNPNAT1Primer, genomisch:
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gnals
gnalas
gnazs
gna2as
gna3s
gna3as
gna4s
gnadas
gna5s
gnhabas
ghats

gha6as

TGCAGATAAACCGAGACAATGAC
ACCAGACACACCTGTTAGATAAACC
ATTTAATGTTAGATTCAGGCTGGG
TTAGCCATGACACACACTCATTG
TCTTATGCAGGCAGAAGCACTG
ACAACTCAGCCACATTAAACATTTG
CAAACAAGAGCAAGTCATGTTATC
CTATGCCTATACCAAATTGATCCAC
GAAATACATACTGAAACAGCCTTCAC
ACAGAGAAGCTGAGGCAAATCC
GCCATAATCTAAACCTGTTTCTAAGG
ATTTATGGAGGTCACTCGGC

UAP1 Primer, genomisch:

uapls
uaplas
uap2s
uap2as
uap3s
uap3as
uap4s
uap4as
uapss
uaps5as
uap6s
uapbas
uap7s
uap7as
uap8s
uap8as
uap9s

uap9as

GCCAGAGAATGAGTGACGCACTAG
TCCCGAGCCCCGCCGTCTCCTCGC
GTGCCTGGTACATATTATTGTCTTAC
TATTAGTGACATGATCCAGCTACC
AAGACAGCTGTATAGCCTTACTTCC
AAGTCAATAGTGGTCATCTATCAAGC
AACAGCTAATGAATGTGTCTTACCC
AACATTTGATGATTTATGTTGTTATCC
TCTTAACCCTAGTTTGGAAACAATC
TAAACTTGGTTTGACTTCTGGAATG
TGCCTGTCAAGGTATATAAAGATGG
TCCCTCTCAAGTGTCTTAGTTTCTG
TGAACTGAAACTTAAATGCTCTTCAC
AAATGCCATGTGAGATATGTGC
TGTTAAAGGGTTAGAAGCTGTGTATG
GGCAAAGCTACTGTTATTTCACATC
GCAAGTAACATGGGAAGCAAAG
CACTGTCGAATAATCAAATAAAGCC
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uapl0s

uaplOas

TCATCATTATAGCAAGTCCAGC
TCTTCAAGTACAAATGACACTCC

PGM3Primer, genomisch:

pgm2_1s
pgm2_1las
pgm2_2s
pgm2_2as
pgm3s
pgm3as
pgm4s
pgm4as
pgm5s
pgmb5as
pgme6s
pgm6as
pgm7s
pgm7as
pgm8s
pgm8as
pgm9s
pgm9as
pgm10s
pgml10as
pgmlils
pgmlilas
pgml2s
pgml2as
pgm13s
pgml3as

GAGACAGACCTATTCGTTTGGG
TAAGGCTTGGTCTTGTAAATAATGG
CTTAAGAAATTACTTGTTATGCCCG
TAAGGCTTGGTCTTGTAAATAATGG
ACTGTCTTTGGTTGAAGGGAAAC
GTAGACATGCAACTCAGGGTAGTTC
GAACTAGATTGTGAAAGGCTACTGG
TTGTATTAGTTCAGAATTTCCCAGC
GATTTGTCACCCTGAAATTCCTAC
ACATAGACCAGAACCTTGTGTAGCC
AAACTATTCTGTTGTTCCAGGTG
AGACTTCTCAATGTCTAAATGTGGC
TTTGCAGTGAAAGAATTTGACC
CTGCCCACTAATGTAAAGAATTTG
TTGGCATAAACTAAGGCACAAC
TATGAGGGCAGTATCTTTCTCACAG
ACTAGGTATGCAAGAAACATTTGAC
ATTATTACCTCCCAGATATAGAAGTCTC
AACTTACTGTGTGTGCTTGCCTC
GCTGAATCTGTGATCCTAGGTAGAAG
CATCCATTTCCAAGATTTGC
GAATTGGGATAATAGGTTTTACTTAGC
TAGTGGTAACTCTAAGCATTTGTGG
ACACTTTCAGGAAGTCTAGAATAAGTC
CCAGAGTTCCAAGTAACATGGTC
AATCCAGTAGGCTGCATTGTAAAC

80



Anhang

OGT Primer, genomisch:

ogtls
ogtlas
ogt2s
ogt2as
0gt3s
ogt3as
ogt4ds
ogtdas
ogtss
ogtbas
ogt6s
ogtéas
ogt7s
ogt7as
0gt8s
ogt8as
ogt9_10s
ogt9_10as
ogtll 12s
ogtll 12as
ogtl3_14s
ogtl3_1l4as
ogtlss
ogtl5as
ogtle _17s
ogtle _17as
ogtl8s
ogtl8as
ogtl9s
ogtl9as
ogt20s

GGAGGACTACATGGAATCTCGAC
GGAAGGAGTGATACAAGGTAGAGG
GAAGATATACATAACGTGCAGAACAC
GTCATACTGATAATATAACCACCACC
ACTGTTTGAGTTGCATATGGGC
GATTAAGACCCATTATCCACCATTC
CACTGAAGTTTGTCAGGCAGTATC
AAGATAGCTCAATGAAGAGTTGAAGAC
GAATAATGATATCACCTTCTTCCC
TAAGTCACATACTGCCTATACCGC
ATGTAATTGAAAGTCTGCAAGGACC
GGTCCAAACTGTCAAGTGTCAATAC
AGTTGTAACAAACCATCCATTAAGC
AAACCCTAAGCTCAAGCAATCC
TCAGTGGAGGCTTTATGATTCTG
ATGGTAAACTTAACTGCTTTCCCTC
GGGTTTAAATGTACTTGAGCAAAG
AAATCAGGCTTAAGTTTCAGAGC
CAATCTGGCTTCCATTCATAAG
GGTGGTGTTCACTTTATAATCGTTA
AACAGGTGTGAGGTATAGGTTTGG
GCCATGCTGATTAACACAAATG
TGGGAATCTGAATTATGTTAAATGC
TTTCAAATATCAGTTAACCAGAGGG
CTTGATGAATTTAGAGGTAAGTGTACTG
GTGTTACTGCTATCTGCATTGTCTC
ACATTTATGACAATCGGATAGTTCTG
TCCTAGAGTTATCATGAGGTTAAGGG
TGGATCTTATGGATTGAAATATTGG
AGCTCCTAAATGGGAGTGGAAG
TGGTAGAATTATTAGAGACCTCTGGG
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ogt20as
ogt21s
ogt2las
ogt22s
ogt22as

TGAAGAGAATGAAGTGAGAACAAGTC
TGTGTGGAGGCTTAACATAAATAAC
CCAGAGGGCATACAACTAGTTCAC
CAAATGCGACTAGGTATTTATAGGG
GAGATCAGACCTTCCAGACCTATG

CHRNEPrimer, genomisch, flr Routinesequenzierung

proAs
ela
i0s
e2a
ils
i3a
i3s
i5a
i5s
i6a
i6s
i8a
inn8s
iel0a
el0s
il12a

GAATCTCTGTACCGCAGGGCTA
AGCCCCTGTCCGTACCGAGAA
CCTCACACAGGCACCCTGGCA
CAGTGAGATGAGATTCGTCAG
TTCCCAGGCACAGCATAAT
TGCCCTGGACAAGACCTCACAC
TGTGAGGTCTTGTCCAGGGCAC
AACAATAATCGTCCGGGCCTCG
AGGTACAGATGGGAACAGAG
TCTGGACCCCGTCTAGAAGCG
TCTTCAGCCCGCTGTCAGCTCGGC
GGCCACGCCCCCACCCTTCACACT
AGATCCACATCAGGGTGTCCA
AAGGCAGCTGGCGGGGAAAACAC
CACGGAGCGAGCTCGTGTTTGA
CTGGAGATGGGTGGGAAATTG

CHRNB1Primer, genomisch, fiir Routinesequenzierung

Bls
Bla
B2s
B2a
B3s
B3a
B4s

AACTGAAGTGCTGTCTGTCATC
CCAGAGCTTGTCCATTGGTC
GAGGCAGGTCTTAAACTAACG
GCTGGATATTCAAGGAAATTG
CCCTTGACCCACAGTTTATG
GGGAGTCAGGATGTCTAAGG
CATGATTTCCCTTCTCTGTGCC
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B4da ACAGGGCTATATTGGGCATCAC
B5s TCACAGCTAGTTTCATCAAGTC
B5a AAGCCCAATCTATGATGCTTTG
B6s TGAATGGCCTGGAAACATGGTC
B6a GTGCAACATTTCAACACTCAAC
B7s GTTTCCCTTCTGGTCTGAAAGC
B7a GCGAGTGCTGGTGCGGAATTTG
B8s CAAACCAGTGGTAGGAGGACTC
B8a GGGCTTGACAGTATCACCAAAC

CHRNDPrimer, genomisch, fiir Routinesequenzierung

DNs CTGGAGCTTTCTTGGGATGGGA
DNa CCTCTGACTGGGACGTGCATCT
D1ls CTCATTCCACAGCCCTGTAGAC
Dla TCTAGCTTCCTCCATGGCTATC
D2s AGAGTGGGTGAATGTGTGCGGA
D2a CACCGTGTCAGCCAAGATGGT
D3s GACCTGAATCCGCACTCTGT
D3a CAGCACTAATCCAGACAGG

D4s CCTGTCTGGATTAGTGCTGCC
D4a GGATAGCTTTGCATTCAGGAAG
D5s GTAGACAGCCCATCTGCGTCTC
D5a TGGCCACCTGGCCCTCACACC
D6s TTTCATCAGGGTATGATGGT
D6a CAGGCTCAAGTGATCCACCTC
D7s TGGTGACAGAATGAGACTCCG
D7a GGAACCCTGCCCTCTTAAGAT
D8s GCCAGCATTATCCTGCAAGCC
D8a TCGGGTGGCCCCTGTCTTGATT

MUSK Primer, genomisch, fur Routinesequenzierung
M1s CCCAAGCCCACCATACTATAA
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M1las
M2s
M2as
M3s
M3as
M4s
M4as
M5s
Mb5as
M6s
M6as
M7s
M7as
M8s
M8as
M9s
M9as
M10s
M10as
M11ls
M1llas
M12s
M12as
M13s
M13as
M14s
M14as

GAGCCTGTGGAGCTGCTGACAC
GGGATGGATACCCCATTCTC
CTCTGGGGAAACAGAATTCTC
GTGTACCAAGTCAACTTTC
CAGAAGTCACTCAAGTTTCC
GTAAGTGTGTAACTGAGTGTG
CTGTCTTTGCATTTGGTGA
GGGCTGCCCACATCTCTTCTC
GTGGCCAATAAAGGTCAAAGCG
GGTGTAGGTGAGACCAATGA
CTGCACACAGGGGAACATGG
CTAGGTCACCTCCGGAGTATCC
GGCTATGTTTGCAGTGTACC
GCACCCAGGCATTAACCTCC
GAATGCCAAGAAATAGC
GTATCTAAGGAAGGCAGAACT
CACAGAATTTAGGCTCTGCCA
GAGAGCGGCTGTACATTCTG
GTGAGATATCTGGATGCTCA
CATGATGGGGGTGCTTAAT
TACTTACAGCATTCCCACC
CCAAGCTAATAGTTTGGTAGC
GGCTGCCTTAGTATAACTT
ACTGAAACGTCTCACTGAT
TGCGTGAGACTTAACCAGC
TCTTGTTGGGCCTCTGGTGTA
TCATATGTTCTGACATGGTCG

MUSK Primer, exonisch, fir RT-PCR

cMusk_1s

cMusk_4as

CCTTCAGCGGAACTGAGAAA
TGGTTTGGGATTACCCATTG
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3. Weitere Abbildungen

p.Ser498Leu

p.Arg482Gly p.Val506Leu
p.Leu210Pr: p.Glud41Lys p.Thr553dup
p.Val136Met| p.Thr354Me p.Gly417Ar p.Ala557Thr
v
6 9 = 10 11 14 15 {16 17 18

p.Gly227MetfsX4

Abb. 8: Darstellung desCHAT-Gens (Exons grau unterlegt) mit den im Patientenktlleunserel

Arbeitsgruppe bisher identifizierten Cl-Mutationen. Punktmutationen sind in schwarz, Franft-

Mutationen in rot dargestell

p.Cys89
IVS2+1G>C
IVS1-1G>A

1 iZH:&I

p.Leu54AIast8J
p.Pro113LeufsX5
p.Gly124Alafs3

p.Trp144

p.Val247LeufsX2
p.Gly267ArgfsX3
p.Gly267ArgfsX3
p.Pro317LeufsX2

p.IVS15+15G>A
p.Gly237Asp p.IVS15+1G>T|| |p.Cys417Tyr
p.Arg236 p.Cys386Ser] p.Tyr430Ser

p.Arg223 p.GIn371 p.Cys440Arg
p.GIn207 p-Arg341Gly)| .Thr441Ala
p.Arg319 .GIn442del

rwvy w

13 |H 14 || 15 | 16 |—{17

p.Ser420LeufsX6

p.Pro361LeufsX65

Abb. 9: Darstellung desCOLQ-Gens (Exons grau unterlecmit den im Patientenkollektiv unse

Arbeitsgruppe bisher identifizierten CFMutationen. Punktmutationen sind in schwarz, Franft-

Mutationen in rot dargestell
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p.Ala246Val |IVS4+1G>T
p.Arg91Cys| p.Arg242Trp| | |p-Leu283Pro
p.Asn88Lys p.Glu94Lys p.Leu290Pro
p.Gly291Asp
IVS1-15C>A p.Cys330X
p.GIn21X p.Arg164Cys p.Lys373del
p.GIn3Lys p.Val156Met p.Cys390Tyr
vw wYWW v
1 H 2 3 Hall s 7

p.Asn393GInfsX8
p.Thr396ProfsX1

Abb 10: Darstellung desRAPSNGens (Exons grau unterlegt) mit den im Patientesktv unserer

Arbeitsgruppe bisher identifizierten ClMutationen. Punktmutationen sind in schwarz, Franft-

Mutationen in rot dargestell

p.Ala171Vall  p.Ser183Le
p.GIu132Lysl IV32-1G<T1

p.His132GIn

p.GIyZOZArglp.ArgZM X

f.Pro469His

3 =l a 5

H%

]_ :

p.Lys320SerfsX13i
p.Ala378Serfs X3!
p.Ser422HisfsX3

L.ProSOélSerstﬁO
p.Glu460ProfsX59
p.Leud54ProfsX60
p.Asp433ArgfsX18

p.Ser186ArgfsX6
p.Glu188ArgfsX5

Abb. 11: Darstellung desDOK7-Gens (Exons grau unterlegt) mit den im PatientenktiWlaeunsere!
Arbeitsgruppe bher identifizierten CM-Mutationen. Punktmutationen sind in schwarz, Franft-

Mutationen in rot dargestell
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4. Fragebogen zur klinischen Erfassung der CMS-Patnten

Congenital Myasthenic Syndromes
- Clinical Data -

Contact:

Hanns Lochmdiller (MD): Hanns.Lochmuller@newcastle.ac.uk
Angela Abicht (MD), Angela. Abicht@med.uni-muenchen.de
Marina Dusl, Marina.Dus|@ med.uni-muenchen.de

phone: 49-89-2180-78180, fax: 49-89-2180-78184

samples of
U patient
name:
date of birth:
female [
male [ |
O relatives: ..oooeeceeeeeeeeceeee e

if possible, please send samples of
affected and / or unaffected relatives...

CLINICAL DATA

SAMPLES FOR MoLEcULAR GENETIC TESTINGS |

DNA /10 ml EDTA-blood

to
Labor fiir Molekulare Myologie
AG Prof. Lochmiiller
Marchioninistr. 17
D-81377 Miinchen

REPORT TO/sample sent by:

institute (please indicate complete
postal address including area code):

supervising
physician:

e-mail and telephone

1. FamiLy HisTory

are there affected relatives?
O no information

Qo
O yes

...if yes, who is affected?

ethnic origin of the family?

consanguinity in the tamily?

1 no information
Qo
O yes

..if yes, please explain / show pedigree
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2. HisTory 4. SPECIALS
onset of disease: O at birth slow pupillary light response: QO no O yes
U first year of life selectively severe weakness of
ildh at age: cervical, wrist and finger
gchld oot s extensor muscles: O Q0 yes
adolescence ge: P
B wikiion T congenital contractures: Q o O yes
adu &
Hal mal {ons/d bl [ B
motor milestones: Q normal
please
O delayed specity:

ability to walk at age: e - |
course of disease: 5, ELECTROPHYSIOLOGY
a progressive

‘ ' EMG: [ not done O nomal
a no / slight progression

QO neuropathic changes [ myopathic changes
a tendency towards remission

O others:

exacerbations / episodic crisis

decremental response:

Q rno O distal muscle groups =] proximal muscle groups
a yes > 0 sudden severe weakness a yes ( %) Qa yes ( %)
O with respiratory insufficiency O o Q o
O precipitated by: O not determined O not determined
L trequoncy/age: O tacial muscles response to single nerve stimuli:
= = U yes %) [ single CMAP response
Q no [ double CMAP response
O not determined [ not determined

... further studies
3. CuNICAL SYmPTOMS

single fiber EMG nerve conduction

weakness:
a generalized B e e e —
O selected muscie groups 3= (] ocular muscles 6. SERUM-CREATINEKINASE/MUSCLE BIOPSY

O others:.. )

- Muscle bi
0O exercise induced CKlevel a ol nopsy,
O constant Q noinfo not done
O normal Q normal

Q' moderate weakness Q) mildly elevated < 5x normal O type i atrophy
U severe weakness > (1 ambulance not restricted O elevated > 5x normal O tublar aggregates

O restricted: walking distance:

7. ANTI-ACETYLCHOLINE RECEPTOR/ANTI-MUSK ANTIBODIES

03 loss of ambulance / wheelchair

anti-AChR anti-MuSK
Involved muscle groups: Q ot present O not present
> tosis
O ocular muscles Qe O present O present
[ extraocular muscles
/ limited eye movement Q ot determined O not determined
O bulbar musclesr E T — 8. THERAPY:
O nasal speam’? ) " AChE eg. " \
Q' swallowing diffcuttios O not done O no or no dlear effect
a chewing difficulties a positive effect a worsening of symptoms
O extremities (O distal = proximal AChE-inhibitors (orally, e.g. mestinone)
Q  predominantly proximal muscle groups involved O no treatment Q' 1o or no clear effect
Q' predominantly distal muscle groups involved O positive effect 0 worsening of symptoms
3,4-Diaminopyridine
O limbgirde [ scapulae alatae O o treatment O no effect O successfull

a waddling gait

other therapeutic trials (e.q. ep idine)?:
] axial muscle involvement (scoliosis 7)

O respiratory muscles

muscular atrophy: Q no a yes

abnormal tendon reflexes: [] g O yes # y (taraide, | Ineiekes: )

O not done

O unsuccesstul

Thank you !
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