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1 Zusammenfassung

1 ZUSAMMENFASSUNG

Die Gruppe der degenerativen Myopathien mit Proteinaggregaten und myofibrilldren
Verdnderungen ist eine genetisch und klinisch heterogene Gruppe der erblichen
Muskelerkrankungen. In der folgenden Arbeit wurde das Hauptaugenmerk auf zwei spezielle
Erkrankungen gelegt. Dabei handelte es sich um die IBMPFD (Inclusion body myopathy,
Paget‘s disease of bone and frontotemporal dementia — Einschlusskdrpermyopathie mit Morbus
Paget und frontotemporaler Demenz) und eine Form der Gliedergiirteldystrophie (LGMDI1A-
Limb Girdle Muscular Dystrophy 1A). Beides sind Erkrankungen des Erwachsenenalters und
eher durch eine langsame Progredienz gekennzeichnet.

Ziel der Arbeit war eine klinische Charakterisierung von betroffenen Patienten mit genauer
molekulargenetischer Analyse der drei Kandidatengene VCP/p97 (VCP), Myotilin (MYOT) und
Vimentin (VIM). Hierzu wurde bei der Verdachtsdiagnose einer degenerativen Myopthie oder
Einschlusskorpermyopathie die Patienten-DNA auf mogliche krankheitsauslosende Mutationen
untersucht. Des Weiteren folgten klinische Vergleiche des Phédnotyps bestimmter Mutationen
und spezifischere zellbiologische Untersuchungen zum besseren Verstindnis der Pathogenese
der Erkrankungen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die genomische DNA von insgesamt 42 Patienten
molekulargenetisch untersucht. Bei zwei Patienten wurde dabei die seltene Mutation R159C im
VCP-Gen identifiziert, die klinisch zum Phénotyp einer IBMPFD passte, welche weiters in
funktionellen Analysen im Zellkulturmodell untersucht wurde. Hierbei zeigte sich eine Storung
der Myofibrillenbildung und Zelldifferenzierung.

Bei der dominanten Gliedergiirteldystrophie LGMDIA konnte ein krankheitsassoziierter
Basenaustausch im MYOT-Gen neu identifiziert werden, der mit der Erkrankung innerhalb der
betroffenen Familie segregierte, In Kontrollpopulationen ohne neuromuskulidre Erkrankungen
wurde diese Genvariante nicht nachgewiesen. Zusitzlich wurde die Pathogenitit der Mutation
durch die phylogenetische Konservierung der entsprechenden Aminosdureposition und
bioinformatische Vorhersage-Algorithmen gestiitzt.

Zur Identifizierung weiterer genetischer Ursachen hereditdrer Einschlusskdrpermyopathien
wurde das Kandidatengen Vimentin mittels direkter Sequenzierung bei einem Patientenkollektiv
von 28 Patienten mit einer Aggregatmyopathie unklarer Genese untersucht. Das Protein
Vimentin ist ein Typ-3-Intermedidrfilament aus der Gruppe der Desmine. Sein Vorkommen in
pathologischen Proteinablagerungen bei myofibrilliren Myopathien legte einen Zusammenhang

mit anderen Proteinaggregatmyopathien nahe, so dass es als interessantes neues Kandidatengen
1



1 Zusammenfassung

erschien. Hier fand sich jedoch kein Hinweis darauf, dass Mutationen im Vimentin-Gen eine
hiufige Ursache fiir Aggregatmyopathien in dem untersuchten Patientenkollektiv sind.

Fiir Patienten mit einer erblichen Aggregatmyopathie ist eine genaue genetische Diagnostik eine
wichtige Information, da sie bei der Klassifikation der Erkrankung hilfreich ist, Aussagen iiber
die Prognose vereinfacht und auch weiterfithrende, interdisziplindre Diagnostik begriindet.
Zusitzlich hat eine genetische Erkrankung auch Auswirkungen auf die Familienplanung, sodass
der sorgfiltigen Diagnosestellung eine professionelle humangenetische Beratung folgen sollte.
Derzeit beschriankt sich die Therapie der in dieser Arbeit behandelten Erkrankungen
iiberwiegend auf supportive Mallnahmen. In Zukunft sind aber auch spezifische Gentherapien
vorstellbar, die eine prizise genetische Diagnostik als Basis benotigen. Bei einer Vielzahl von
bisher unheilbaren, degenerativen neuromuskuldren Erkrankungen bildet eine konsequente
intensive Forschung auf molekular- und zellbiologischer Ebene die Grundlage neuer

translationaler Forschungsansitze fiir kiinftige kausale Therapieoptionen.



2 Grundlagen

2 GRUNDLAGEN

Die erblichen Muskelerkrankungen umfassen eine grofe Gruppe klinisch und genetisch
heterogener neuromuskuldrer Krankheitsbilder. Es handelt sich um Erkrankungen, die
tiberwiegend die Skelettmuskulatur befallen. Eine Einteilung kann unter verschiedenen
Gesichtspunkten erfolgen:
¢ Dbetroffene Gene [z. B. Myotilin (MYOT), GNE, VCP, Dystrophin (DYS)]
e Dbefallene Muskelgruppen und Verteilung (z. B. distal, proximal, faziale Beteiligung,
Gliedergiirtelmuskulatur)
e Lebensalter bei Ausbruch (kongenital, Frithmanifestation, Spidtmanifestation)
¢ muskelpathologische Gemeinsamkeiten (z. B. Einschlusskorperchen, myofibrillidre
Veridnderungen, pathologische Proteinaggregate)
¢ Serum-Kreatinkinase (CK)-Spiegel (Kreatinkinase erhoht, normal)
e Beteiligung des Immunsystems (z. B. entziindliche Infiltrate, Nachweis CD8 oder CD4-
positiver T-Zellen)
Die erstellten Systematiken unterliegen einem stetigen Wandel, insbesondere aufgrund der
staindig wachsenden wissenschaftlichen Erkenntnisse. Die Ubersichtstabelle (Abb.1) soll als
Orientierungshilfe dienen und dazu beitragen, die in der vorliegenden Arbeit beschriebenen
Krankheiten und Gene in einen grofleren Zusammenhang einzuordnen.
In dieser Arbeit wurde der Fokus auf zwei spezielle erbliche Erkrankungen gelegt: die IBMPFD
(Inclusion body myopathy, Paget‘s disease of bone and frontotemporal dementia —
Einschlusskorpermyopathie mit Morbus Paget und frontotemporaler Demenz) und eine Form der
Gliedergiirteldystrophie (LGMDIA-Limb Girdle Muscular Dystrophy 1A), die sich klinisch
mitunter stark dhneln konnen. Sie beginnen im spiteren Erwachsenenalter mit progredienter
Muskelschwiéche und befallen bevorzugt die Gliedergiirtelmuskulatur. Bei der IBMPFD kann
auch bei Krankheitsbeginn zundchst eine distale Myopathie der unteren Extremitit im
Vordergrund stehen.
Mutationen im VCP- und Myotilin (MYOT)-Gen sind bekannte Ursachen fiir die oben
aufgefithrten Muskelerkrankungen. Ein moglicher Zusammenhang von Verdnderungen im

Vimentin-Gen mit hereditdren Myopathien wurde in dieser Arbeit erstmals untersucht.
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2 Grundlagen

2.1 IBMPFD (Einschlusskérpermyopathie, Morbus Paget und frontotemporale

Demenz)

Die IBMPFD (OMIM #167320) ist eine seltene, autosomal-dominant vererbte neuromuskulire
Erkrankung die im Jahre 2000 erstmals klinisch beschrieben wurde und deren genetische

Ursache 2004 identifiziert wurde (Kimonis et al. 2000, Watts et al. 2004). Neben dem Befall des

Skelettmuskels sind hédufig auch der Knochen und das Gehirn betroffen. Die Krankheit beginnt
meist zwischen dem 30. und 40. Lebensjahr, die frontotemporale Demenz entwickelt sich mit

durchschnittlich 55 Jahren.

A Trias: Myopathie,
FTD, M. Paget (ca.
12%)

B Myopathie (ca. 80-
90%)

O M. Paget (ca. 50%)

AN AN NN

O Frontotemporale
Demenz (ca. 33%)

Symptomverteilung bei IBMPFD

Abb. 1: Symptomverteilung bei IBMPFD Das Diagramm zeigt in einer vereinfachten Weise die Hiaufigkeit der

Hauptsymptome. Erstellt aus Daten nach (Kimonis, Fulchiero. et al. 2008).

Ein gemeinsames Auftreten der charakteristischen Symptomtrias ist eher selten (12%), zumeist
zeigt sich eine Muskelschwiche (in 80-90% der Fille), bei etwa der Hélfte der Fille ein Morbus
Paget des Knochens und nur in einem Drittel der Fille eine frontotemporale Demenz. Als

gemeinsame Pathologie der drei Hauptsymptome zeigen sich ubiquitylierte Proteinaggregate und

ein Zelluntergang in den betroffenen Geweben (Ju and Weihl 2010). Neben diesen
vorherrschenden Symptomen treten in diesem Krankheitskomplex auch noch eine dilatative
Kardiomyopathie, Leberfibrose, Katarakt, Stuhlinkontinenz oder eine sensomotorisch-axonale

Neuropathie auf (Guyant-Marechal et al. 2006, Haubenberger et al. 2005, Hubbers et al. 2007).

Die genetische Ursache fand sich in autosomal-dominanten Mutationen im Valosin-Containing-

Protein-(VCP)-Gen auf Chromosom 9 (chr9:35056065-35072739) (Kimonis, et al. 2000, Watts,




2 Grundlagen

et al. 2004). Mittlerweile sind zirka 20 unterschiedliche Punktmutationen als Krankheitsausloser

entdeckt worden (Ju and Weihl 2010).

Funktionen von VCP
Das Protein VCP ist ein evolutiondr hoch konserviertes Protein, wird auch als CDC48/p97

bezeichnet und gehort der AAA+-ATPase-Superfamilie an (Alexandru et al. 2008). Es ist von

der Hefe S. cerevisiae bis hin zum Menschen hochkonserviert (Watts, et al. 2004).

Seine zelluldren Funktionen sind vielfdltig und reichen von DNA-Reparatur-Mechanismen,
Zellzykluskontrolle, Rekonstruktion der Zellkernhiille, Funktionen im Bereich der ATP-Bindung
und Hydrolyse iiber Aktivierung der Transkription bis hin zur Apoptose, Autophagie und dem
Proteinabbau im Endoplasmatischen Retikulum (Franz et al. 2013, Halawani and Latterich 2006,
Jarosch et al. 2002, Meyer et al. 2012, Rabinovich et al. 2002, Rabouille et al. 1998). Bei diesem

sogenannten ERAD (=Endoplasmatisches-Retikulum-assoziierter Proteinabbau) handelt es sich
um eine Art Qualitdtskontrolle fiir neu gebildete Proteine, durch welches aberrante Polypeptide
zerstort werden. Fast alle dieser zelluliren Aufgaben stehen direkt oder indirekt mit dem

Ubiquitin-Proteasom-System (UPS) in Verbindung (Brunger and DelaBarre 2003). Des

Weiteren bindet VCP auch an Polyglutamin [poly(Q)]-Proteinaggregate. Dies hat in Versuchen
mit VCP-Mutanten bei Fruchtfliegen Hinweise auf neuronale Degeneration ergeben (Ju et al.

2008, Ju and Weihl 2010, Kobayashi et al. 2002).

Struktur von VCP
Die Struktur des VCP-Proteins ist dreigeteilt: es besteht aus zwei ATPase-Doménen (D1 und
D2) (Confalonieri and Duguet 1995, Wang et al. 2004), zwei Linker-Dominen (L1 und L2)

sowie einer N-terminalen und C-terminalen Domine. Die zentralen D-Doméinen binden und

hydrolysieren ATP (Brunger and DelaBarre 2003), wéhrend die N-Doméne (CDC48)

Polyubiquitin und Kofaktoren bindet.

CDC48 .
Substrat und Hexamerbildung und
Cofaktor- Hitzej ps
Bindung induzierte Aktivitdt Hauptenzymaktivitit
'l h r N
C-Domiine

208 439 481 761 806 Aminosdure

Abb. 2: Dominenstruktur des VCP-Gens Die Abbildung zeigt die Anordnung der verschiedenen Doménen des VCP-Proteins

mit der jeweiligen Aminosdureposition und ihre Hauptfunktion. Modifiziert nach (Hubbers, et al. 2007).

6



2 Grundlagen

Das fertig gefaltete, aktive Protein bildet eine Homohexamerstruktur mit einer zentralen Offnung
und ist in der Lage, an diverse Adapterproteine anzudocken. Dadurch ist es moglich, gewisse
Substrate zu kennzeichnen, welche abgebaut werden sollen (Kondo et al. 1997, Meyer et al.

2000).

Abb. 3: VCP-Hexamer Die einzelnen Monomere sind jeweils in einer anderen Farbe dargestellt. Bekannte Mutationen sind rot

markiert. Ubernommen aus (Weihl et al. 2009).

Es wurden bisher 20 unterschiedliche Mutationen im Zusammenhang mit IBMPFD im VCP-Gen
gefunden wurden. Die meisten davon befinden sich in der N-Doméne und der L1-Linkerdomine
(Exon 1-5), sowie in der D1-ATPase Domine (Exon 6-10) (Nalbandian et al. 2011, Weihl, et al.
2009). Es gibt sogenannte ,,mutations hot spots®, z. B. Codon 155 in Exon 5 des VCP-Gens.

Derzeit gibt es keinen Hinweis auf eine regionale Haufung des Auftretens der
Erkrankung, weltweit sind um die 40 Familien bekannt, bei denen eine IBMPFD identifiziert
wurde. Die Priavalenz ist nicht genau bekannt. Die Diagnose einer IBMPFD wird vermutlich zu

selten gestellt (Kimonis, Mehta, et al. 2008). Aufgrund der Seltenheit der Erkrankung ist eine

einheitliche, spezifische Klinik relativ schwer auszumachen. Eine eindeutige Genotyp-Phinotyp-
Korrelation ist daher sehr schwer zu etablieren, da selbst bei Mitgliedern der gleichen Familie,
die identische Mutationen tragen, die Krankheitsauspragung sehr unterschiedlich ist (Kimonis

Mehta, et al. 2008, Wageoner et al. 2002).

Der Verlauf der Erkrankung ist chronisch progredient. Die Patienten sind im
fortgeschrittenen Krankheitsstadium auf eine Gehhilfe oder einen Rollstuhl angewiesen und
versterben durch respiratorisches oder kardiales Organversagen oder im Rahmen des

Endstadiums der Demenz.
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Beziiglich der genetischen Beratung betroffener Patienten sind besondere Aspekte zu
beriicksichtigen: Fiir den Patienten ist vornehmlich der variable Befall der verschiedenen
Organsysteme und die Unvorhersehbarkeit des Ausbruchszeitpunkts der Krankheit sowie die
Moglichkeit des Verlusts der geistigen Fahigkeiten belastend. So sind besonders die
Beeintrichtigung der Lebensqualitit und das Ubertragungsrisiko auf die Kinder

erfahrungsgemél zentrale Themen bei der humangenetischen Beratung (Viassolo et al. 2008).

2.1.1 Einschlusskoérpermyopathie

2111 Kilinik
Die Myopathie tritt in einem Drittel der Fille isoliert auf und duBert sich in der korperlichen
Untersuchung in einer progredienten Schwiche und Atrophie der Gliedergiirtelmuskulatur, hier

besonders der oberen Extremitdt mit einer Scapula alata (Guyant-Marechal, et al. 2006,

Haubenberger, et al. 2005). Es ist vermehrt die proximale Muskulatur betroffen, es konnen aber

auch die distale sowie die mimische Muskulatur betroffen sein (Kovach et al. 2001). Weitere

Symptome konnen eine FuBheberschwiche oder eine Lordose sein (Kimonis, Mehta, et al. 2008,

Waggoner, et al. 2002). Die Muskeleigenreflexe sind meist abgeschwicht oder aufgehoben. In

der iiberwiegenden Mehrzahl der Fille haben die Patienten keine Myalgien. Es gibt eine

deutliche klinische Ahnlichkeit mit der Gliedergiirteldystrophie (Watts, et al. 2004). Die
Muskelschwiche kann sich entweder symmetrisch oder asymmetrisch pridsentieren. Die Sensorik

ist tiberwiegend nicht eingeschrinkt (Kimonis, Fulchiero, et al. 2008, Kovach, et al. 2001).

Laborchemisch ist die Serum-Kreatinkinase im Gegensatz zu anderen Muskelerkrankungen nicht
oder nur gering erhoht, wihrend die Elektromyographie (EMG) entweder myopathische oder
neuropathische  Verdnderungen zeigt. Es dominieren kurze, kleine polyphasische
Aktionspotenziale, eine ,irritable myopathy*, Fibrillationen, ,,positive sharp waves“ und
myopathische Potentiale. Die Nervenleitgeschwindigkeit ist in den meisten Fillen normal

(Kovach, et al. 2001).

Eine MRT in der T1-Wichtung (ggf. zusidtzlich mit Kontrastmittelgabe zur verbesserten
Darstellung von entziindlichen Verdnderungen) ist hilfreich bei der Auswahl geeigneter
Muskelpartien fiir eine weiterfithrende diagnostische Muskelbiopsie sowie zum Ausschluss einer
entziindlich bedingten Myositis bzw. einer sporadischen EinschluBkorpermyositis (sSIBM). In der
fettunterdriickten SPIR-Sequenz kann ein Muskelédem am besten erkannt werden (Fischer et al.
2005). Hiibbers et al. beschreiben auch verbreitete MRT-Signaldnderungen und eine fettige
Degeneration in der T1-Wichtung und der T2 SPIR-Sequenz in den betroffenen Muskeln
(Hubbers, et al. 2007).
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Nichtinvasive Diagnostik kann jedoch nur richtungsweisend begriffen werden. Eine genauere
Differenzierung gelingt meist nur mit einer Muskelbiopsie. In den histologischen
Muskelschnitten sieht man bei knapp der Hilfte der Patienten so genannte ,,rimmed vacuoles®.
Dies sind charakteristisch umrandete Vakuolen in Muskelfasern, welche lichtmikroskopisch in
der Haematoxylin-Eosin (HE) oder Gomori-Trichrom-Féarbung sichtbar werden. In der
Elektronenmikroskopie sieht man charakteristische Filamente in diesen Einschliissen. Nicht
selten finden sich im Ergebnis der Muskelbiopsie allerdings ausschlieBlich myopathische
Veridnderungen ohne Vakuolen oder eine fettige Degeneration des Muskels bei bereits stark
geschidigtem Muskel.

Bei Verdacht auf eine IBMPFD sollte in jedem Fall eine genetische Untersuchung erfolgen.

In spiteren Phasen der Erkrankung kommt es in einigen beschriebenen Féllen auch zu einem
Befall des Herzmuskels mit dilatativer Kardiomyopathie mit Einschlusskorperchen und daraus

folgendem Herzversagen (Kimonis, et al. 2000). Es konnten von Hiibbers et al. auch Ubiquitin-

positive  Zellkerneinschliisse und  zytoplasmatische Aggregate in  Herzmuskelzellen

nachgewiesen werden (Hubbers, et al. 2007). Daraus ergibt sich die dringende Indikation einer

sorgfiltigen kardialen Anamnese und entsprechender fachérztlicher Weiterversorgung sowie

weiterfiihrenden kardiologischen Untersuchungen bei unklaren Myopathien.

2.1.1.2 Pathologie

Die genaue Pathologie und der Pathomechanismus der Erkrankung sind noch nicht hinreichend
verstanden. Die pathologischen Verdnderungen der muskelspezifischen Symptome der IBMPFD
zeigen sich am besten in der histologischen Untersuchung erkrankten Muskelgewebes im
Lichtmikroskop und im Elektronenmikroskop. Durch geeignete Farbungen findet man in vielen
Fillen krankhafte Verdnderungen der Morphologie des Muskels.

Neben reinen degenerativen Veridnderungen wie einer fettigen Degeneration zeigten sich in der
mikroskopischen Darstellung mit den geeigneten Immunfidrbungen hiufig Ubiquitin-positive und
TAR-DNA-binding Protein-43 (TDP-43)-positive Proteinaggregate. In der
Elektronenmikroskopie finden sich oft tubulofilamentire Einschliisse (sogenannte ,,rimmed
vacuoles‘‘) sowohl im Sarkoplasma als auch subsarkolemmal und im Zellkern gelegen (Hubbers

et al. 2007, Kimonis, Fulchiero, et al. 2008, Watts et al. 2007). Der Nachweis dieser ,,rimmed

vacuoles* ist aber keine Bedingung fiir das Vorliegen einer IBMPFD. Die Filamente in den
Einschliissen sind Desmin-positiv, was eigentlich ein Zeichen fiir primidre Desminopathien und

Myofibrillire Myopathien ist (Bar et al. 2005, Schroder et al. 2003, Selcen et al. 2004).

Moglicherweise wird auch das Desmin-Zytoskelett in Folge von VCP-Mutationen veridndert oder

beeintriachtigt.



2 Grundlagen

Bei Immunfluoreszenzfirbungen mit VCP-Antikorpern zeigten sich folgende Ergebnisse: Im
gesunden  Muskel zeigte sich eine  Anfirbung von endomysialen  Gefdllen,
Lipofuszinakkumulationen und zu einem geringen Teil Muskelfaserzytoplasma. Bei der
IBMPFD konnten Zellabfille in Einschliissen und Vakuolen in verschieden groflen abgerundeten

Aggregaten in vereinzelten Muskelfasern nachgewiesen werden (Watts, et al. 2004).

Zu weiteren myopathischen Befunden gehorten Schwankungen der Muskelfasergrofle, eine
Faseratrophie  beider = Muskelfasertypen,  hypertrophe  Typ-1-Fasern, = myopathische
Gruppierungen, vermindertes endomysiales Bindegewebe sowie basophile Ablagerungen

(Hubbers, et al. 2007, Kovach, et al. 2001). In Ablagerungen im Muskel fand man auerdem

gelegentlich B-Amyloid und phosphoryliertes Tau-Protein, welche auch bei diversen
degenerativen ZNS-Erkrankungen in Aggregaten zu finden sind (Askanas and Engel 2006,
Wojcik et al. 2004).

Die Ansammlung von Proteinaggregaten in Zellen ist ein Pathomechanismus, der bei
verschiedenen, besonders neurodegenerativen Erkrankungen beobachtet wird (M. Alzheimer,
Tauopathien, Aggregatmyopathien, Frontotemporale Demenz). Bei der IBMPFD, einer
Erkrankung die sowohl einen neurodegenerativen Aspekt des ZNS als auch einen Muskelbefall
beinhaltet, finden sich sowohl im Gehirn als auch in der Muskulatur TDP-43-positive, Ubiquitin-

positive Einschlusskorperchen. Ursache fiir solch eine ungewohnliche Ansammlung von

Das Ubiquitin-Proteasom-System

El = Alktivierunpsenzym
E2 = Konjugationsenzym
E3 = Lipaseenzym

Bei fehler-
hafter
Funktion
des UPS

Krebs Entzindung Neurologische
Erkrankungen

Abb. 4 Schematische Darstellung der Ubiquitin-Proteasom-System Substrate, die abgebaut werden sollen werden durch
Ubiquitin-Ketten markiert. Hierzu werden die Enzyme E1-E3 benotigt. Eine fehlerhafte Funktionsfihigkeit des UPS fiihrt zu
diversen Erkankungen. Modifiziert nach Hilt W: Das Ubiquitin-Proteasom-System in Proteinqualitidtskontrolle und Regulation.
In BIOSpektrum. 04/2005. Spektrum Akademischer Verlag, S. 446 (http://www.biospektrum.de/blatt/d bs pdf& id=934667;
abgerufen am 12.03.2014).
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Zellbestandteilen kann einerseits ein vermehrter Anfall von fehlerhaften Proteinen sein,
andererseits kann hier auch der Umsatz und Abbau solcher Proteine gestort sein.
Ein sehr gut erforschtes System der zelleigenen Proteinhomoostase ist das Ubiquitin-Proteasom-

System (UPS) (Amm et al. 2013). Eine Dysbalance von Faktoren in diesem fein abgestimmten

System kann zu Erkrankungen fiihren.
Die Funktion von VCP hingt eng mit dem Ubiquitin-Proteasom-System (UPS) sowie anderen

Systemen zum Abbau von Proteinen zusammen wie der (Makro)Autophagie (Weihl et al. 2008).

VCP bildet ein Homohexamer und fungiert als molekulares Chaperon, das Bindungen mit

verschiedenen Proteinen eingeht, welche UPS-Aktivitit besitzen (Viassolo, et al. 2008). Dieser

VCP-Komplex bindet an polyubiquitylierte Proteinketten, befreit ubiquitylierte Proteine von
ihrem Bindungspartner und vereinfacht so den Transport zum UPS. Der Verlust der VCP-
Funktion fiihrt zu einer Ansammlung polyubiquitylierter Proteine, Vakuolen und

Einschlusskorperformationen (Dai_and Li 2001, Forman et al. 2004) und verhindert die

Aggresom- und Proteasombildung (Bird et al. 2003, Cruts et al. 2006, Forman, et al. 2004, Ju, et

al. 2008). VCP fungiert als Mittler beim Umsatz verschiedener UPS-Substrate wie HIF-1-alpha
(hypoxia inducible factor-1-alpha), Unc45b (skeletal muscle myosin chaperone) und IkappaB
(inhibition of kappa B) (Alexandru, et al. 2008, Dai et al. 1998, Janiesch et al. 2007) Bei in vitro-

Studien zeigte sich, dass bei mutiertem VCP die ATPase Aktivitit erhoht ist (Ju and Weihl
2010).

Die mogliche Erklirung der VCP-assoziierten Krankheiten beruht auf Fehlfunktionen in
Ubiquitin-basierenden Abbauwegen wie z. B. ERAD (Endoplasmatisches-Retikulum assoziierter
Proteinabbau). Die Liganden-Bindungsstellen des VCPs werden durch die humanen Mutationen

verdndert, so dass der ERAD nur unzulidnglich funktioniert und Ansammlungen von

ubiquitylierten Proteinen entstehen (Halawani and Latterich 2006, Hubbers, et al. 2007). Auch
ein ,,gain-of-function” Mechanismus des mutierten VCPs mit schiddigender bzw. toxischer

Wirkung der akkumulierten ubiquitinierten Proteine wird diskutiert (Weihl et al. 2007).

Neben dem Ubiquitin-Proteasom-System in der Zelle ist auch die Autophagozytose essentiell fiir

das Gleichgewicht der Proteine in der Zelle (Ju and Weihl 2010). Offenbar sind bei der Stérung

des UPS und des ERAD nicht alle, sondern nur einige Substrate betroffen, wohingegen weitere

Proteine mittels Autophagie abgebaut werden (Rubinsztein 2006). Morbus Pompe und das

Danon-Syndrom sind beispielsweise neuromuskulidre Erkrankungen, bei denen Defekte im
Autophagie-System identifiziert werden konnten (Nishino 2003, Nishino et al. 2000, Raben et al.
2012). Offenbar sind bei der IBMPFD beide Abbauwege der Zelle beeintrachtigt, wodurch es
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zusitzlich noch zu Vakuolenbildung und Akkumulation von Autophagosomen kommt (Ju and
Weihl 2010).

Das Verstidndnis des Zusammenhangs zwischen VCP-Mutationen und dem akkumulierten TDP-
43-Protein bedarf noch weiterer Forschungen. Bisher weil man, dass TDP-43 ein
hochkonserviertes, ubiquitir exprimiertes Zellkernprotein ist. Es spielt eine Rolle bei der

Regulation der Translation und Transkription und beim pra-mRNA-Spleilen (Warraich et al.

2010). Weiterhin fungiert es moglicherweise als Beschleuniger des Exon-Skippings oder als
Unterdriicker der Transkription (Rubinsztein 2006, Schroder, et al. 2003, Selcen, et al. 2004,
Siris et al. 1996, Weihl, et al. 2008). In der gesunden Muskelzelle befindet sich TDP-43 im

Zellkern, wihrend in erkrankten Myozyten das TDP-43 zusitzlich auch noch in grofen,
zytoplasmatischen Einschliissen, welche mit Ubiquitin kolokalisiert sind, nachgewiesen werden
kann. Die genaue Bedeutung dieser TDP-43-Ansammlungen ist noch unklar. Nach dem
gegenwirtigen Verstindnis entstehen TDP-43-positive Aggregate, da VCP-Mutationen offenbar
eine verdnderte Funktionsfdhigkeit des Proteins zur Folge haben (Weihl, et al. 2008). Eine

andere Erkldrung wire eine dhnliche Pathologie wie bei M. Alzheimer oder Tauopathien, also
eine Ablagerung des defekten Proteins TDP-43 (Forman et al. 2006, Neumann et al. 2007,
Viassolo, et al. 2008).

Fest steht, dass auch bei neurodegenerativen Erkrankungen TDP-43-Einschliisse in Neuronen
nachweisbar sind. Bisher sind in dieser Gruppe von Erkankungen die amyotrophe
Lateralsklerose und eine Unterform der Frontotemporalen Demenz (FTDL-TDP) bekannt.
Letztere kann in der Symptomtrias der IBMPFD auftreten, sodass @hnliche gemeinsame
Pathomechanismen, d. h. Stérungen im UPS und der Autophagie vermutet werden (Watts, et al.

2004).

2.1.2 Morbus Paget

21.21 Kilinik

Bei einem M. Paget (PDB, Paget’s disease of bone) handelt es sich um eine Erkrankung des
Skelettsystems, bei der es zu einem gesteigerten Umbau von Knochen kommt, der mit
muskuloskelettalen Schmerzen, Knochenfehlbildung und verdnderter Knochenstruktur
einhergeht. Der Knochen ist hiufig verdickt, aber vermindert belastbar. Der Knochenbefall bei
der IBMPFD tritt charakteristischerweise deutlich frither auf als beim sporadischen M. Paget.
Der Altersdurchschnitt liegt bei 42 Jahren, verglichen mit 50-55 Jahren beim sporadischen PDB
(Bird, et al. 2003, Forman, et al. 2006).
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Wirbelsidule, Schidelknochen und Becken zidhlen zu den charakteristischen Manifestationsorten.
Manchmal sind auch Rohrenknochen befallen. Abgesehen von einer offenbar besonders stark
betroffenen Familie mit einer Mutation im VCP-Gen an der Stelle A232E wurden keine

vermehrten Frakturen beschrieben (Kimonis, Mehta, et al. 2008).

Laborchemisch findet man im Serum eine erhohte alkalische Phosphatase (durchschnittlich 389
U/L, normal 30-130 U/I) und erhdhte Pyridinoline und Desoxypyridinoline im Urin.
Radiologische Zeichen eines M. Pagets sind eine grobe Trabekelstruktur, kortikale Verdickungen
und gesprenkelte Sklerosierungen. Makroskopisch finden sich lakunédre Substanzdefekte im
osteoporotisch erscheinenden Knochen.

Im Skelettszintigramm erkennt man eine gesteigerte Technetium-99m-Phosphonat-Aufnahme

des Knochens an den betroffenen Stellen (Waggoner, et al. 2002). Diese radiologischen

Veridnderungen konnen bis zu 10-15 Jahre vor den ersten Symptomen sichtbar sein (Farpour et

al. 2012, Kimonis, Mehta, et al. 2008).

Sekundire Probleme konnen ein Befall der Gelenke sein, der zu Schmerzen, Knorpelschiden
und Arthritis fiihrt. Gravierende Komplikationen konnen auftreten, wenn die Wirbelsdule
betroffen ist und daraus eine Querschnittslahmung resultiert. Eine weitere Komplikation entsteht
bei Befall des Schiddelknochens, die bis zum Verlust des Horvermogens gehen kann (Lipton et
al. 2004).

2.1.2.2 Pathologie
In der feingeweblichen Untersuchung erkrankten Knochens zeigen sich abnorme, iiberaktive
Osteoklasten, welche besonders grof3 sind und Paramyxovirus-dhnliche Einschliisse haben (Mills

and Singer 1976, Wang, et al. 2004). Es finden sich Unterbrechungen der normalen

Knochenstruktur sowohl in der Kortikalis als auch in der Spongiosa. Es handelte sich um
hypertrophe Trabekelstrukturen mit Mosaikmuster, neu gebildete Knochenformationen und eine
Proliferation fibrosen Bindegewebes im Markraum, was mit einer Fibrodysplasie vereinbar ist.
In der ultrastrukturellen Ansicht konnen Zellkerneinschliisse nachgewiesen werden. Diese
bestehen aus tubuldren, geraden Strukturen mit einem Durchmesser von etwa 15 nm. Strukturell
dhneln sich die Einschliisse in Osteoklasten mit jenen in Muskelfasern.

Des Weiteren wurden bei IBMPFD-Patienten Einschliisse im Zellkern sowie im Zellplasma der
Osteoklasten nachgewiesen, die sich strukturell nicht von denen bei der sporadischen PDB

unterscheiden (Kimonis, Mehta, et al. 2008).
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2.1.3 Frontotemporale Demenz

2.1.3.1 Kilinik

Die Frontotemporale Demenz betrifft hauptsidchlich den Frontal- und den Temporallappen und
tritt im Falle der IBMPFD deutlich frither auf als andere Demenzformen. Der Ausbruch der
Krankheit beginnt mit durchschnittlich 54 Jahren und &duBlert sich bei der Frithform mit
Verhaltensdnderungen bei relativem Erhalt des Gedichtnisses. Als weiteres Symptom treten
Sprachstorungen auf, hierbei ist sowohl das aktive Sprachvermdgen als auch das

Sprachverstdndnis betroffen (Dai and Li 2001).

Auffillig ist auch eine Verschlechterung im sozialen Umgang, was sich in Enthemmtheit,

Apathie, fehlender Einsicht oder Agitiertheit @u3ern kann (Kovach, et al. 2001).

Wichtig sind folglich eine sorgféltige klinische Untersuchung und neuropsychologische
Testungen [Mini-Mental-Status-Test (MMST), CERAD-Testbatterie] mit dem Fokus auf
Verhaltensdnderungen, Sprache, Gedédchtnis und Orientierung ebenso wie der zerebralen

Bildgebung.

2.1.3.2 Pathologie

Das klinische Syndrom einer frontotemporalen Demenz kann verschiedene Ursachen haben. In
Frage kommen sogenannte Tauopathien (z. B. M. Pick), also Erkrankungen mit pathologischen
Ansammlungen des Tau-Proteins im Gehirn. Noch héufiger sind frontotemporale Demenzformen

mit Ubiquitin-positiven Einschliissen in Nervenzellen (FTDL-U) (Hodges et al. 2004, Okamoto

et al. 1991). Hier gilt dann noch die Anfirbbarkeit von verschiedenen Marker-Proteinen als

Unterscheidungskriterium (Rademakers et al. 2012):

-FTDL-TDP: Frontotemporallappen-Degeneration mit TDP-43-positiven Einschliissen
-FTDL-FUS: Frontotemporallappen-Degeneration mit FUS-positiven Einschliissen
-FTDL-tau:  Frontotemporallappen-Degeneration mit tau-positiven Einschliissen
Die Neuropathologie bei Patienten mit VCP-Mutationen im Rahmen einer IBMPFD
unterscheidet sich von den Fillen familidrer oder sporadischer FTDL-U ohne diese Mutation und
wird unter die Gruppe FTDL-TDP eingeordnet. Bei Untersuchungen des Gehirns von Patienten
mit FTD bei IBMPFD zeigen sich makroskopisch eine deutliche Atrophie des Frontal- und des
Temporallappens sowie des Striatums. Zeichen der unspezifischen Nervenzellschidigung sind
eine Gliose und Spongiose in den betroffenen Gehirnarealen.
Mikroskopisch erkennt man in den besonders betroffenen Gehirnarealen wie im Frontal- und
Temporallappen, dem Neokortex sowie limbischen und subkortikalen Kernen zahlreiche

Ubiquitin -und TDP-43-positive Einschliisse in Nervenzellkernen und dystrophe
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Nervenzellfortsitze, welche in den anderen FTDL-U Formen gar nicht oder nur ganz vereinzelt
zu sehen sind. Sie dienen als mikroskopisches Unterscheidungsmerkmal (Mackenzie and

Feldman 2005, Mullis 1990). Ein weiteres charakteristisches Merkmal der FTD bei IBMPFD ist,

dass die Einschliisse immunhistochemisch gewohnlich nicht mit anderen Antikorpern gegen Tau,

alpha-Synuclein und B-Amyloid angefirbt werden konnen (Huizing and Krasnewich 2009,

Janiesch, et al. 2007).

Die Pathogenese der Erkrankung ist bisher nur unvollstindig verstanden, jedoch gibt es
verschiedene Erkldrungsversuche, wie die jeweilige VCP-Mutation zu den oben beschriebenen
pathologischen Verinderungen fiihrt. Es gibt offenbar Ahnlichkeiten im Pathomechanismus bei
der Entstehung der Muskelpathologie und der Gehirnpathologie, so dass dhnliche Abldufe der
Krankheitsentstehung diskutiert werden.

Eine Erklarung fiir das vergleichsweise seltene Auftreten der FTD im Symptomkomplex der
IBMPFD konnte sein, dass die Patienten aufgrund ihrer Skelett und Herzmuskelbeteiligung
versterben, bevor sich neurologische Symptome ausbilden kénnen (Brunger and Del.aBarre

2003).

2.1.4 Therapie

Die Therapie der IBMPFD ist vielschichtig und muss individuell auf die jeweilige Ausprigung
der Symptome angepasst werden. Bisher stehen leider keine direkten kausalen medikamentdsen
Therapieoptionen zur Verfiigung. Daher stehen {iiberwiegend supportive MalBlnahmen im
Vordergrund. Hierzu gehoren regelmifBige Physiotherapie, Ergotherapie und eine angepasste
Hilfsmittelversorgung.

Therapeutisch werden bei Knochenbefall Bisphosphonate wie Risedronat (Actonel®) oder
Alendronat (Fosamax®) verordnet. IThr Wirkmechanismus funktioniert iiber eine Storung des
Zellstoffwechsels oder iiber eine Verminderung der Osteoklastenaktivitit bis hin zur Apoptose

(Avala et al. 2005, Klein and Norman 1995, Siris, et al. 1996).

Bei beginnender Demenz werden Antidementiva nach individueller Entscheidung und je nach
begleitender psychiatrischer Beteiligung auch Antidepressiva verordnet. Von ACE-Hemmern
mit threm kardioprotektiven Wirkprofil konnen Patienten mit begleitender Kardiomyopathie
profitieren.

Fiir die Myopathie gibt es keine gesicherten medikamentosen Therapieoptionen, ein Versuch mit
einer intravendsen Immunglobulintherapie (IVIG) kann aber durchaus gerechtfertigt sein,
insbesondere wenn eine inflammatorische Komponente muskelbioptisch nachgewiesen wird. Im
Verlauf der Erkrankung kann bei zunehmender Ateminsuffizienz eine nicht-invasive Beatmung
ins Behandlungsregime aufgenommen werden.
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Neuere Therapien wie beispielsweise eine gezielte Gentherapie sind derzeit Gegenstand der

Forschung.

2.2 Myotilinopathien

Die heterogene Gruppe der Myotilinopathien umfasst Erkrankungen, die mit einer Mutation im
Mpyotilin (MYOT) — Gen einhergehen. Zu den beschriebenen Krankheiten zihlen:

- LGMDIA (Limb-Girdle-Muscular-Dystrophy Typ1 — Gliedergiirtelmuskeldystrophie

Typ 1)

- Myofibrillire Myopathie (MFM)

- Spheroid-Body-Myopathie

- Distale Myopathie
Myotilin ist ein hochkonserviertes Protein, das vom MYOT-Gen auf Chromosom 5q31 kodiert

wird (Salmikangas et al. 1999, van der Ven et al. 2000, Yamaoka et al. 1994) und vorwiegend in

der Z-Scheibe von Sarkomeren im Muskel vorkommt. Es wurde eine starke Expression im
Skelettmuskel und eine schwache Expression im Herzmuskel und in peripheren Nerven

nachgewiesen (Salmikangas, et al. 1999). Die N-terminale Region ist sehr Serin-reich und bindet

an Alpha-Actinin, mit der C-terminalen Region bindet es an Filamin C. Es bindet an F-Actinin,

verbindet und vernetzt Aktinfilamente und ist in der Lage, Dimere zu binden (Salmikangas et al.

2003). Myotilin ist offenbar ein wichtiger Stabilisator und Ankerpunkt fiir diinne Filamente in
der Muskelzelle. Am Aufbau der Z-Scheibe ist ein komplexes Zusammenspiel vieler Proteine
(Alpha-Actinin, Titin, Nebulin, ZASP, Telethonin) beteiligt und Myotilin spielt hierbei eine
entscheidende Rolle fiir die Struktur und Stabilitit.

In dieser Arbeit wird der Fokus auf die LGMDIA, die Gliedergiirteldystrophie Typ 1 gelegt. Es
handelt sich um eine autosomal-dominante Erkrankung, die durch Mutationen im MYOT-Gen

verursacht wird (Hauser et al. 2002, Hauser et al. 2000, Salmikangas, et al. 2003). Klinisch

prasentieren sich die Patienten hdufig mit einer proximalen Muskelschwiche mit Befall der
Gliedergiirtelmuskulatur, welche im Verlauf nicht selten in eine zusitzliche distale
Muskelschwiche iibergeht. Das durchschnittliche Alter bei Ausbruch der Erkrankung bewegt
sich zwischen 18 und 40 Jahren. Bei ca. 50% der betroffenen Patienten fillt eine dysartrische,

nasale Sprache auf (Olive et al. 2005). Weitere haufige Befunde sind eine

Achillessehnenkontraktur und reduzierte Patellar- und Trizepssehnenreflexe (Pegoraro and
Hoffman 1993). Laborchemisch ist hdufig eine deutliche Erhohung der Serumkreatinkinase

(CK)-Werte festzustellen. In der Muskelbiopsie fallen zahlreiche ,rimmed vacuoles®,
Faserkalibervariationen und gespaltene Muskelfasern auf. Weitere Befunde sind filamentose

Aggregate und Untergang von Myofibrillen (Gilchrist et al. 1988, Hauser, et al. 2000).
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Abb. 5: Schematische Darstellung einer Muskelfaser: Die Abbildung zeigt eine dreidimensionale Skizze des Aufbaus einer
Muskelfaser. Neben den Myofibrillen ist das Zytoskelett zu sehen, welches fiir die Stabilitét der Zelle wichtig ist. Das
myofibrilldre Protein Myotilin weist bei einigen Muskelerkankungen (LGMD1A, Myofibrilldre Myopathie) Funktionsstorungen
aufgrund von Mutationen im MYOT-Gen auf. Diese fithren zu charakteristischen, myopathischen Befunden wie
Proteinaggregaten (,,rimmed vacuoles) und Faserkalibervariationen bis hin zum Untergang von Myofibrillen. Ubernommen aus
(Schroder and Schoser 2009).

17
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Die Therapie der LGMDI1A beschrinkt sich auf supportive Malnahmen, da bisher keine kausale
Behandlung bekannt ist. Hierzu gehoren Physiotherapie, Ergotherapie, Vermeidung von
Adipositas, individuell angepasste Hilfsmittelversorgung, fachérztliche orthopiadische
Mitversorgung, pulmonologische Diagnostik und ggf. Sauerstoffgabe sowie intermittierende
nicht-invasive Beatmung bei respiratorischer Insuffizienz, auflerdem eine eingehende

humangenetische Beratung.

2.3 Vimentin als mogliches Kandidatengen fiir Myofibrillare Myopathien

Intermedidrfilamente sind gemeinsam mit Aktinfilamenten und Mikrotubuli diejenigen
Zellbestandteile, die fir die Struktur und mechanische Stabilitdt der Zelle verantwortlich sind.
(siehe hierzu auch Abb. 5). Zusammen bilden sie das Zytoskelett. Storungen im Aufbau des
Zellskeletts sind Ursache fiir viele verschiedene Erkrankungen. Dabei handelt es sich hdufig um
Mutationen in Genen fiir die Zytoskelettproteine wie z.B. Desmin, Myotilin und Dystrophin. Sie

fiihren zu den sogenannten hereditdren Myopathien.
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Abb. 6: Struktur von Vimentin Abbildung A zeigt das Vimentin-Dimer, die Abbildung B zeigt die dreidimensionale Struktur
des Vimentin-Tetramers. Unter C ist das Vimentin-Gen und die Organisation der Proteindominen abgebildet. Ubernommen aus

(Chernyatina et al. 2012) und (Muller et al. 2009).

Vimentin ist ein evolutiondr hochkonserviertes Typ III — Intermedidrfilament und ist an der

Verbindung zwischen Zytoskelett und Plasmamembran beteiligt. Das VIM-Gen befindet sich auf
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2 Grundlagen

Chromosom 10p13 (Ferrari et al. 1987). Es wird in mesenchymalem Gewebe und in der

Augenlinse exprimiert (Muller, et al. 2009). In der Entwicklung von Méusemyoblasten wird

initial Vimentin exprimiert, welches spéter durch Desmin in Myotuben und Muskel ersetzt wird

(Furst et al. 1989). Seine weiteren Funktionen sind noch nicht umfassend verstanden. Des

Weiteren zeigte die Arbeitsgruppe um Mor-Vaknin im Jahre 2003, dass Vimentin von
Makrophagen sezerniert wird und offenbar auch eine Rolle bei der Immunabwehr spielt (Mor-

Vaknin et al. 2003). Unklar ist jedoch weiterhin, welche Rolle Vimentin unter besonderen

Umstidnden (z. B. Zellstress oder Proliferation) in der Zelle spielt. Miduse, denen Vimentin fehlt,
wiesen interessanterweise keinen klinisch fassbaren, auffilligen Phénotyp auf (Colucci-Guyon et

al. 1994).

Wie beispielsweise das mdx-Mausmodell der Duchenne-Muskeldystrophie eindrucksvoll zeigt,
ist der Schweregrad des muskuldren Phénotyps in der Maus oft nicht auf den Menschen
iibertragbar. Bislang sind keine Studien bekannt, in denen das Vimentin-Gen bei hereditdren
Muskelerkrankungen systematisch analysiert wurde. Es kann daher nicht ausgeschlossen werden,
daB3 genetische Verdnderungen im humanen Vimentin-Gen zu Strukturverinderungen im
Skelettmuskel fithren konnen #hnlich wie Desmin- oder Filamin C-Mutationen bei den

Mpyofibrilldren Myopathien (Schroder and Schoser 2009). Deshalb ist eine molekulargenetische

Analyse in einer klinisch gut definierten Patientenkohorte erforderlich, um die Hypothese zu
tiberpriifen, ob Vimentin als mogliches haufiges Kandidatengen bei erblichen

Muskelerkrankungen mit pathologischen Proteinablagerungen im Muskel in Frage kommt.

2.4 Differenzialdiagnosen

Die bedeutendsten Differenzialdiagnosen zu den oben genannten Erkrankungen (IBMPFD und
LGMD1A) sind aufgrund &dhnlicher Klinik andere Gliedergiirtelmuskeldystrophien (LGMD),
weitere hereditire Einschlusskorpermyopathien (hIBM 1-3) sowie andere hereditire Myopathien
und  neurodegenerative  Erkrankungen. Zu  Letzteren  gehort die  sporadische
Einschlusskorpermyositis (s-IBM), die Faszioskapulohumerale Dystrophie (FSHD), die distale
Myopathie, die amyotrophe Lateralsklerose (Johnson et al. 2010) und die spinale Muskelatrophie
(Kimonis, Fulchiero, et al. 2008).

2.41 Priméare Desminopathie (Ehemals HIBM1)

Bei der primdren Desminopathie handelt es sich um eine Unterform der Myofibrilliren

Myopathien (Dalakas et al. 2000). Sie wird autosomal-dominant oder autosomal-rezessiv

vererbt. Die Erkrankung betrifft die Skelett- und Herzmuskulatur (van Spaendonck-Zwarts et al.
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2011). Ursdchlich sind Mutationen im Desmin-Gen, welches auf dem Chromosom 2q35
lokalisiert ist. Die Patienten entwickeln ihre Erstsymptome iiberwiegend im Alter zwischen 30
und 40 Jahren. Klinisch préasentieren sich die Patienten sehr heterogen mit progredienter
Muskelschwiéche, welche in den distalen unteren Extremitdten beginnt und sich langsam
ausbreitet (Nackenflexoren, axiale Muskulatur, mimische Muskulatur und Zwerchfell). Haufig
sind diese Befunde mit kardialen Arrhythmien, Reizleitungsstorungen und restriktiver

Herzinsuffizienz sowie plotzlichem Herztod assoziiert (Goldfarb et al. 2004). Histopathologisch

finden sich im Skelettmuskel sowie im Herzmuskel Desmin-positive, eosinophile, amorphe
Ablagerungen (Dalakas et al. 2003) . Manchmal sind diese Ablagerungen auch Vimentin-positiv
(Dalakas, et al. 2000, Goldfarb et al. 1998).

2.4.2 GNE-Myopathie (HIBM2) — autosomal-rezessiv

Hierbei handelt es sich um eine im Erwachsenenalter auftretende, langsam progrediente distale
Muskelschwiche. Sie wurde zuerst von Argov und Yarom 1984 bei einer Gruppe iranischer
Juden beschrieben und 2001 die zu Grunde liegende genetische Ursache identifiziert (Argov and
Yarom 1984, Eisenberg et al. 2001). Als klinische Besonderheit ist eine Aussparung des M.

quadriceps femoris vom Befall durch die Muskelschwiche typisch (Huizing and Krasnewich
2009).

Initiale Symptome sind Gangstorungen und FuBheberschwiche, spiter eine Schwiche im M.

tibialis anterior, den Hand und Oberschenkelmuskeln mit Aussparung des M. quadriceps
femoris, der sogar in weit fortgeschrittenem Stadium der Erkrankung noch nahezu ungestorte
Kraftentfaltung zeigen kann. Die Erkrankung verlduft langsam progredient, so dafl ca. 20 Jahre
nach Beginn der ersten Symptome die meisten Patienten an den Rollstuhl gebunden sind

(Broccolini et al. 2011).

In der Histopathologie des Muskels sieht man typischerweise ,rimmed vacuoles® und
charakteristische filamentose Einschliisse.

Das Gen GNE, welches das bifunktionale Enzym UDP-N-Acetylglucosamin (UDP-GlcNAc)-2-
Epimerase/N-Acetyl-Mannosamin (ManNAc)-Kinase kodiert, ist das einzige Gen, welches
Mutationen zeigt, die in ursdchlichem Zusammenhang mit der Krankheitsentstehung stehen. Der

Erbgang ist autosomal-rezessiv (Farpour, et al. 2012).

2.4.3 Erbliche Myosin-Myopathien (ehemals HIBM3)

Anders als die bisher genannten Erkrankungen beginnt die erbliche Myosin-Myopathie bereits

kongenital mit Muskelkontrakturen und einer externen Ophthalmoplegie bei Geburt (D'Amico et
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al. 2013). In der Kindheit sind die jungen Patienten meist klinisch unauffillig, ab dem Alter von
ca. 30 Jahren ist allerdings hdufig eine Reaktivierung der Erkrankung mit Entwicklung einer

proximalen Muskelschwédche zu bemerken (Darin et al. 1998). Ursache der Erkankung sind

Mutationen im MYH?2 (Myosin heavy chain)-Gen. Die Krankheit wird meist autosomal-dominant
vererbt. Histopathologisch finden sich “rimmed vacuoles” mit Einschliissen im Zellkern und im

Zytoplasma sowie dystrophe Verdnderungen (Darin, et al. 1998).

2.44 Gliedergurtelmuskeldystrophie (LGMD)

Bei den meisten Patienten mit IBMPFD wird initial eine LGMD diagnostiziert, da sich die
Klinik @hnelt und sich die Ergebnisse der Muskelbiopsie oft unspezifisch mit degenerativen
Verinderungen darstellen. Patienten mit einer LGMD prisentieren sich charakteristischerweise
mit Muskelschwiche in den Gliedergiirtelmuskeln (Hiift- und Schultermuskeln) und

histopathologisch mit dystrophen Muskelfasern (Guglieri and Bushby 2008). Auch der

Herzmuskel kann betroffen sein. Das Krankheitsbild ist allerdings klinisch sehr heterogen und
innerhalb der Gruppe der LGMDs gibt es eine Vielzahl an Untergruppen. Diese unterschieden
sich durch ihren Erbgang (autosomal-dominant/autosomal-rezessiv) und durch das zugrunde
liegende mutierte Gen. Hierzu gehoren unter anderem die Gene Myotilin, Calpain-3, Lamin A/C

und Caveolin-3 (Guglieri et al. 2008).

2.4.5 Weitere hereditare Myopathien und neurodegenerative Erkrankungen

Neben den oben genannten hereditiren Erkrankungen gibt es noch eine Reihe weiterer
Krankheiten, die differenzialdiagnostisch bedacht werden sollten. Sie sollen an dieser Stelle der
Ubersichtlichkeit halber nur knapp zusammengefasst werden.

Die sporadische Einschlusskorpermyopathie (sIBM) gehort zu den héufigsten erworbenen
Muskelerkrankungen im Alter von iiber 50 Jahren in den westlichen Léindern. Klinisch
prasentieren sich die Patienten mit langsam-progredienter Muskelschwiche. Diese betrifft die
distalen wie auch die proximalen Muskeln. AuBlerdem kann die Schlundmuskulatur mitbefallen

sein. Histopathologisch finden sich lymphozytére Infiltrationen, myopathische Veridnderungen,

Ansammlungen von Amyloid-verwandten Proteinen und Vakuolen (Askanas and Engel 2003,

Dalakas 2006). Die Ursache ist unbekannt. Es wird ein multifaktorielles Geschehen

(Umweltfaktoren, genetische Pradisposition und Alterungsprozesse) vermutet (Dalakas 2006).

Die Fazioskapulohumerale Muskeldystrophie (FSHD) ist die dritthdufigste Muskeldystrophie.
(MIM #158900) Sie wird autosomal-dominant vererbt und betrifft — wie der Name vermuten
lasst — vorwiegend die mimische Muskulatur, die Muskeln des Schultergiirtels und der

proximalen oberen Extremitit (Fisher and Upadhyaya 1997).
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Eine weitere Differenzialdiagnose ist die spinale Muskelatrophie (SMA), hier im speziellen der
adulte Typ (SMA IV). Es handelt sich, im Gegensatz zu den bisher genannten Erkrankungen um
eine alpha-Motoneuronerkrankung. Die SMA wird autosomal-rezessiv vererbt, das homozygot

mutierte Gen SMNI (survival motor neuron 1) ist auf Chromosom 5q11.2-q13.3 lokalisiert

(Brzustowicz et al. 1990, Lefebvre et al. 1995). Klinische Symptome sind unter anderem

Atrophie und Schwiche der proximalen Skelettmuskulatur (D'Amico et al. 2011).

Auch die Amyotrophe Lateralsklerose (Johnson, et al. 2010) reiht sich unter den alpha-

Motoneuronerkrankungen ein und kann in den Anfangsstadien klinisch den hereditdren
Myopathien LGMDI1A und IBMPFD d&hneln. Die Zellen des motorischen Kortex, der
Pyramidenbahn, des Hirnstamms und des Riickenmarks gehen bei dieser Erkrankung langsam

unter (Appel et al. 2011). Die Schiadigung des zweiten Motoneurons fiithrt unter anderem zu

Muskelschwéche und Muskelatrophie. Ca. 80% der Patienten présentieren sich initial mit distaler

oder proximaler Muskelschwiche (Chen et al. 2013). Nur etwa maximal 10% aller ALS-Fille

sind genetisch bedingt, alle anderen werden zur sporadischen ALS (sALS) gezihlt (Siddique and
Deng 1996). Genetische Ursachen werden immer mehr bekannt, besonders im Fokus befindet
sich das SODI (Superoxide Dismutase-1) Gen auf Chromosom 21g22.1. Aber auch Mutationen

im VCP-Gen konnen selten eine ALS auslosen (Johnson, et al. 2010).
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3 ZIELSETZUNG UND PROBLEMSTELLUNG

Speziell im klinischen Alltag stellt es eine grofe Herausforderung dar, die unterschiedlichen
Muskelerkrankungen einem speziellen Genotyp zuzuordnen. Hier ist es sehr wichtig,
differenzialdiagnostisch auch nicht-erbliche Erkrankungen zu bedenken und im Sinne einer
Stufendiagnostik unter Einbeziehung des klinischen Phinotyps, der Familienanamnese und der
Skelettmuskelhistologie eine molekulargenetische Diagnose anzustreben. Neuromuskuldre
Erkrankungen gehoren zu den seltenen Erkrankungen, so dass die genaue phénotypische
Charakterisierung im Hinblick auf den Genotyp von groBer Bedeutung ist, um das gesamte
Spektrum der klinischen Symptomatik zu erfassen und die betroffenen Patienten moglichst
umfassend im Hinblick auf die Prognose, die Familienplanung, mogliche Begleiterkrankungen
und weitere Therapieoptionen beraten zu konnen.

Des Weiteren dient die molekulargenetische Analyse einer verbesserten Diagnostik und einem
eingehenderen Krankheitsverstindnis mit dem Ziel, zugrundeliegende Pathomechanismen
aufzukldren, um im Sinne einer personalisierten Medizin kausale Therapien entwickeln zu
konnen, die so spezifisch wie moglich wirken.

In der Praxis gibt es nicht selten Patienten mit degenerativen Muskelerkrankungen, die sich trotz
ausfiihrlicher molekulargenetischer Diagnostik keiner genau definierten genetischen Krankheit
zuordnen lassen. Hier ist offensichtlich noch Forschungsbedarf, gezielt weitere mogliche
Kandidatengene zu finden, was ein Teil dieser Arbeit war. Der Schwerpunkt lag bei den drei
Kandidatengenen VCP/p97 (VCP), Myotilin (MYOT) und Vimentin (VIM).

Mutationen im  VCP/p97-Gen liegen dem  seltenen Syndrom der IBMPFD
(EinschluBkorpermyopathie assoziiert mit frontotemporaler Demenz und M. Paget des
Knochens) zugrunde. In  geeigneten  Kandidaten-Patienten sollte  zundchst die
molekulargenetische Analyse des VCP-Gens durchgefiihrt werden. In den neu diagnostizierten
IBMPFD-Patienten sollte anschlieBend eine erweiterte Phinotyp-Genotyp-Korrelation bei
selteneren Mutationen vorgenommen werden, insbesondere im Vergleich mit weiteren IBMPFD-
Patienten, die im Friedrich-Baur-Institut bereits identifiziert wurden und Fallberichten aus der
Literatur.

Des Weiteren sollten im Zellkulturmodell in vitro hiufigere und seltene VCP/p97-Mutanten
verglichen werden, insbesondere im Hinblick auf die Entwicklung zu postmitotischen, terminal
differenzieren Myotuben. Unter der Hypothese, dass VCP/p97-Mutanten u. a. die
Mpyosinfilamentbildung storen, sollte die Ausbildung einer regelhaften Sarkomerstruktur im

Zeitverlauf in transient transfizierten, myogenen Zellen untersucht werden.
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Bei einer dominanten Gliedergiirteldystrophie, der LGMDIA wurde ein bisher nicht
beschriebener, heterozygot vorliegender Basenaustausch im Myotilin (MYOT)-Gen neu
identifiziert, der mit der Muskelerkrankung innerhalb der betroffenen Familie segregierte. Es
sollte gekldart bzw. ausgeschlossen werden, ob die Genvariante in einem gesunden
Kontrollkollektiv vorkommt, um eine Krankheitsassoziation zu verifizieren. Des Weiteren sollte
mit bioinformatischer Analyse die Pathogenitit des resultierenden Aminosdureaustauschs

tiberpriift werden.

SchlieBlich sollte in einem Kandidatengenansatz die Hypothese iiberpriift werden, ob weitere
genetische Verdnderungen in Proteinbestandteilen der pathologischen Proteinaggregate bei
myofibrilliren Myopathien vorliegen. Mutationen in myofibrillaren Genen wie Desmin (DES),
Myotilin (MYOT) und Filamin C (FLNC) gehoren zu den hiaufigeren Ursachen dieser hereditidren
Muskelerkrankungen. Das Typ-Ill-Intermedidrfilament Vimentin aus der Gruppe der Desmine
kann in pathologischen Proteinablagerungen bei myofibrillaren Myopathien vorkommen und legt
einen Zusammenhang mit anderen Proteinaggregatmyopathien nahe. Deshalb sollte Vimentin
(VIM) als interessantes neues Kandidatengen bei einer klinisch gut charakterisierten
Patientenkohorte mit bislang nicht molekulargenetisch eingeordneter EinschluBkorpermyositis
oder EinschluBkorpermyopathie auf moégliche neue Varianten oder Verdnderungen untersucht

werden.
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4 MATERIALIEN UND METHODEN

4.1 Patienten und Untersuchungsmaterial

Genetische Verdnderungen wurden bei Patienten mit Verdacht auf hereditire
Einschlusskorpermyopathie oder eine degenerative bzw. Myopathie untersucht.

Die Rekrutierung der Patienten, deren genetisches Material in den Versuchen verwendet wurde,
erfolgte durch das Friedrich-Baur-Institut Miinchen. Ergénzt wurden die Proben durch
Einsendung von Patientenmaterial (EDTA-Vollblut bzw genomischer DNA) aus Kliniken im In-
und Ausland. Nach ausfiihrlicher Anamnese und Diagnostik (neurologische Untersuchung,
elektrophysiologische Untersuchungen, ggf. MRT-Bildgebung betroffener Muskeln und
Muskelbiopsie) wurde die molekulargenetische Untersuchung bei Verdacht auf eine hereditére
Genese angeschlossen. Dabei wurden die Gene VCP, GNE, Myotilin (MYOT) und Vimentin
(VIM) untersucht. DNA-Proben gesunder Personen ohne neuromuskuldre Erkrankungen dienten
als Normalkontrollen. Eine schriftliche Einwilligungserkldrung der Patienten fiir die
Durchfithrung  genetischer =~ Untersuchungen  und  DNA-Probenasservation  gemif

Gendiagnostikgesetz (GenDG) §§ 8, 9 lag vor.

4.2 Chemikalien

Alle verwendeten Chemikalien und Kits entsprachen hochsten Reinheitsanforderungen und
stammten von den Firmen Fermentas, Invitrogen, Macherey&Nagel, New England BioLabs,

Biotium, Promega, Peqlab und Qiagen.

4.3 Molekulargenetische Methoden

4.3.1 DNA Extraktion

Die genomische DNA-Extraktion erfolgte aus peripherem vendsen EDTA-Vollblut unter
Verwendung des Promega Wizard Genomic DNA Purification Kit (Promega, Mannheim,

Deutschland) entsprechend den Angaben des Herstellers.
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4.3.2 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

3.3.2.1 Prinzip der PCR
Die Methode der Polymerase-Kettenreaktion wurde 1983 von Mullis entdeckt. Sie ermoglicht
die exponentielle Vervielfiltigung eines DNA-Abschnittes mittels spezifischer Primer (kurze
Oligonukleotide) und einer thermostabilen DNA-Polymerase in vitro (Mullis 1990).
Dieses Verfahren wurde verwendet, um in den untersuchten Genen kodierende Regionen und
angrenzende intronische Sequenzen zu amplifizieren ebenso wie mit geeigneten Mismatch-
primern spezifische DNA-Sequenzen zu modifizieren, um mittels ortsgerichteter Mutagenese

eine Punktmutation in einen Wildtyp-DNA-Abschnitt einzufiihren.

3.3.2.2 PCR-Primer
In Gendatenbanken (z. B. http://www.ncbi.nlm.nih.gov./entrez/query.fcgi) findet man die
Basensequenzen der zu untersuchenden Gene. Basierend darauf wurden mit Hilfe des

Programms Primer3 (http://frodo.wi.mit.edu/primer3/) passende Primer erstellt und durch die

Firma Metabion (Planegg-Martinsried, Deutschland) synthetisiert.

3.3.2.3 Reaktionsbedingungen
Die Reaktionsbedingungen variierten je nach Gen und Exon, ein Standard-PCR-Protokoll sah

aber typischerweise so aus:

25 ul Maxima Hot-Start-Green PCR Mastermix (Fermentas, St.Leon-
Rot, Deutschland)

22 pl dH.O
1ul (50 pmol) sense primer
1ul (50 pmol) antisense primer

1ul (100-500 ng)  genomische DNA

50 pl Reaktionsansatz
Standard PCR-Protokoll

Die PCR wurde in einem Thermocycler (Mastercycler Personal, Eppendorf) durchgefiihrt.

Beispiel fiir ein PCR-Programm:

1. 95°C: 4 Min. Denaturierung der DNA

2.94°C 30 Sek. Aufschmelzen der DNA-Doppelstrange
3.60°C 30 Sek. Anlagerung der Primer (Annealing)

4.72°C 1 Min. Synthese des DNA-Doppelstrangs (Elongation)

Wiederholung von Schritt 2.-4.: 40 Zyklen
5.72°C 7 Min. AbschlieBende Elongation

Standard PCR-Programm
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Modifikation des Standard-PCR-Programms:

Je nach Primer musste die Annealing-Temperatur an das jeweilige Optimum angepasst werden.
Bei langen PCR-Fragmenten wurde die Elongationszeit auf 1,5 bis 2 Minuten erhoht. Bei
Reamplifikationen wurde die Anzahl der Zyklen verringert.

Eine weitere Option war der Ansatz einer Nested-PCR, um unerwiinschte
Produktkontaminationen zu vermeiden. Diese Methode funktioniert mit zwei Primerpaaren: Mit
den beiden duBeren Primern wurde eine erste PCR durchgefiihrt und eine zweite PCR eines

Aliquots der ersten PCR mit den innen liegenden Primern angeschlossen.

4.3.3 Aufreinigung der PCR-Produkte in der Agarose-Gelelektrophorese

Durch die Agarose-Gelelektrophorese ist es moglich, DNA-Bestandteile nach ihrer Grofle
aufzutrennen und darzustellen. Dies geschieht durch ein elektrisches Feld, das iiber ein als
Molekularsieb wirkendes Agarosegel angelegt wird. Kleinere negativ geladene Molekiile
wandern schneller als grofere in Richtung der positiv geladenen Anode. Mit Hilfe eines
zusitzlich aufgetragenen Markers kann die Grof3e der Banden abgelesen werden.

Zur Auftrennung der PCR Produkte wurde ein 1%iges Agarosegel in TAE-Puffer mit Ethidium-
Bromid (0,5 pl/ml, Stammlésung 10 mg/ml) bzw. GelRed Nucleic Acid Stain verwendet
(1:30000, 10000x in Wasser, Biotium, Wayward, USA). Dazu bendétigt man fiir ein Gel in
mittlerer GroBe 1,6 g Agarose, welche in einem Erlenmeyerkolben abgewogen und in 160 ml

TAE-Puffer suspendiert wurde.

Der 10x TAE-Elektrophoresepuffer (pH 8,5) setzte sich wie folgt zusammen:

- 0,4 M Tris-HCI (Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe, Deutschland)
-10 mM NaEDTA (Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe, Deutschland)
-0,2 M Essigsédure (Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe, Deutschland)

AnschlieBend wurde die Losung in der Mikrowelle erhitzt, bis sich die Agarose im Puffer
vollstindig aufgelost hatte. Nun wurden 9 ul Ethidiumbromid- bzw. GelRed-Stammldsung
hinzugefiigt und das fliissige Gel in eine Gelform gegossen, welche einen Kamm enthielt. Dieser
formte kleine Taschen, in die spéter die PCR-Produkte eingefiillt wurden. Nachdem das Gel
ausgehirtet war, wurde der Kamm entfernt und das Gel in die Gelelektrophoresewanne gegeben,
welche mit TAE-Puffer gefiillt war. Nun wurden die Taschen mit den PCR-Produkten sowie
einem Marker (GeneRuler 100 bp DNA Leiter, 0,1 pug/ul, Fermentas, St.LLeon-Rot, Deutschland)

beladen, welcher es ermoglichte, die Linge der DNA-Fragmente abzulesen. Nach
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Elektrophorese (125 V) iiber einen Zeitraum von etwa 60 Min. wurden auf einem UV-Schirm die

DNA-Banden betrachtet und fotografiert.

4.3.4 Gelextraktion
Die DNA-Banden mit der gewiinschten Liange wurden nun mit einem Skalpell unter UV-Licht
ausgeschnitten und mit dem Nucleic Acid Purification Kit (Macherey-Nagel, Diiren,

Deutschland) extrahiert.

4.3.5 Direkte Sequenzanalyse

Von der gewonnenen DNA werden nun 9 pl zusammen mit 1 pl Primer (Verdiinnung 5 nmol/ul)
auf eine 96-Well-Platte pipettiert und von der Firma Eurofins MWG Operon, Ebersberg direkt
sequenziert. Nach Erhalt der Sequenzen wurden diese auf homo- und heterozygote Mutationen

tiberpriift und mit den Datenbanksequenzen verglichen. (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)

Bei nicht eindeutigen Ergebnissen oder einem Basenaustausch wurde auch der Gegenstrang mit

dem Antisense-Primer sequenziert.

4.3.6 Restriktionsverdau und RFLP-Analyse

Um eine neu identifizierte Genvariante bzw. Mutation mit einer unabhingigen Methode zu
bestitigen wurde ein  Restriktionsverdau  bzw. eine  Restriktionsfragmentlingen-
polymorphismusanalyse an der spezifischen Stelle angeschlossen. Hierzu wurde ein
Restriktionsenzym verwendet, das an einer bestimmten Erkennungssequenz bindet und die DNA
schneidet. Um beispielsweise ein mutiertes von einem Wildtyp-Allel zu unterscheiden, wihlt
man ein Restriktionsenzym, dessen Erkennungssequenz spezifisch im Bereich der mutierten
Stelle liegt und diese in einem DNA-Fragment schneiden kann. In der Wildtyp-Situation lag in
diesem Beispiel keine komplette Schnittstelle fiir das Restriktionsenzym vor, so dass ein PCR-
Amplifikat nicht geschnitten werden konnte. Nach einem Restriktionsverdau von PCR-
Fragmenten erhielt man in der Gelelektrophorese bei der Person mit der Mutation eine
Doppelbande, wenn die Mutation heterozygot vorlag, wihrend Normalkontrollen nur eine
einzelne groflere Bande zeigten.

Fiir den Beweis einer bisher nicht beschriebenen Mutation im Gen MYOT (Myotilin) wurden fiir
den Restriktionsverdau 50 pul PCR Produkt mit 5,5 ul Puffer 1 (NEB, Frankfurt am Main,
Deutschland) und 1 pl Restriktionsenzym HpyCH4IV (NEB) iiber Nacht bei 37°C angesetzt und
anschliefend auf ein Agarosegel aufgetragen. Hier zeigte sich eine Doppelbande. Bei 50
Normalkontrollen, d. h. 100 Kontrollchromosomen und weiteren Personen eines Kontroll-

kollektivs konnte diese nicht nachgewiesen werden.
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4.3.7 Mutagenese der Position VCP R159C im Exon 5 des VCP-Gens

Die Methode der ortsgerichteten Mutagenese ermoglicht es, einen DNA-Abschnitt an einer
spezifischen Stelle experimentell zu modifizieren. Dazu sind zwei Primerpaare und vier PCR-
Schritte erforderlich. Als Matrize diente ein Plasmid, das die cDNA-Sequenz des VCP-Wildtyps
enthielt. In den ersten beiden PCR Schritten wurden zwei sich iiberlappende Abschnitte um die
Mutagenese-Stelle in zwei separaten PCRs amplifiziert. Einer der beiden Primer war ein
Mismatch-Primer, welcher einen einzelnen Basenaustausch im PCR-Produkt zur Folge hatte. Fiir
die PCRs wurden DNA-Polymerasen mit Proofreading-Funktion verwendet (PCR 1 und 2: Vent
DNA Polymerase, NEB). Im néchsten Schritt wurden die beiden Produkte ohne Primer mit der
AccuPrime Pfx DNA Polymerase (Life Technologies, Darmstadt) fiir 20 Zyklen vervielféltigt.
Der vierte Schritt war eine PCR mit den beiden dufleren Primern und dem Produkt aus PCR 3.
Die beiden &duBleren Primer enthielten spezifische Schnittstellen, die von ausgewéhlten
Restriktionsenzymen (Sacl und Nhel) geschnitten werden konnten und und somit auch das
Produkt aus der vierten PCR. So konnte dieser amplifizierte DNA-Abschnitt nach geeignetem

Restriktionsverdau in den Zielvektor ligiert werden.

1’ Template pTH331 (Wildtyp)
> < I PCR-Produkt 1
AuBerer Primer 1: KR334_1257s | Mismatch Primer: R159cMma  Eingefiihrte Mutation
Template pTH331 (Wildtyp)
3. » <
» «
Innerer Primer: VCPc478s Aub Pri 2 VCPel033:
PCR-Produkt 2 SRSt et \c a
P PCR-Produkt 1 und 2 ohne Primer
4. L T """ c----- —~_
h |
PR U U -_
- Mutation PCR-Produkt 3 ™~
Template PCR-Produkt 3
] I Mutation
» d
M » o
~1 AuBerer Primer 1: KR334_1257s l AuBerer Primer 2: VCPeID33a
L~
A1 PCR-Produkt4 N

Abb. 7: Skizze der ortgerichteten Mutagenese: Schematische Darstellung der 4 Amplifikationsschritte.
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4.3.8 Klonierung — Einfiihrung der Mutation VCP R159C in den Vektor pTH333

Um den verdnderten DNA-Abschnitt fiir weitere Versuche verwenden zu konnen, musste er in
eine Plasmid-DNA eingefiigt werden. Dazu wurde sowohl das DNA-Fragment als auch das
Zielplasmid mit identischen Restriktionsenzymen verdaut und diese nach Aufreinigung in einem
weiteren Schritt mit Hilfe einer DNA-Ligase verbindet. In diesem Fall wurden je 2 ul der
Restriktionsenzyme Sacl und Nhel verwendet, dazu 1 ul BSA (10 mg/ml), S5ul NEB buffer 1 und
2 ul Plasmid-DNA bzw. 40 pl modifiziertes DNA-Fragment pipettiert und der Verdau iiber
Nacht bei 37°C inkubiert.

Schritt 1 Restriktionsverdau

Amp (R) Schritt 2

Sacl
Restriktionsenzym

Produkt aus Mutagenese

Nhel
Restriktionsenzym

Vektor pTH333 mit
Ampicillin-Resistenz

Abb. 8: Skizze des Restriktionsverdaus mit den Restriktionsenzymen Sacl und Nhel.

Im darauffolgenden Schritt wurden der geschnittene Vektor und das Produkt nach

Gelaufreinigung mit T4-DNA-Ligase (Schroder, et al. 2003) und 1x T4-Ligase Puffer iiber

Nacht im Kiihlraum bei ca. 7°C ligiert. Es resultierte das neue Vektorkonstrukt pSK335 mit der
gewiinschten Mutation. Dies wurde noch einmal mit Hilfe einer direkten Sequenzanalyse

tiberpriift.
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Ligation: pSK335

Amp (R)

Produkt aus Mutagenese
in Vektor ligiert

Vektor pSK335 mit
Ampicillin-Resistenz

IAbb. 9: Skizze der Ligation des Mutageneseprodukts und des Vektors pSK335.

SchlieBlich wurde der Vektor pSK335 in kompetente One Shot®Topl0 — Bakterienzellen
(Invitrogen, Darmstadt, Deutschland) mit der Hitzeschockmethode transformiert. Auf LB (Luria-
Bertani)-Platten mit 100 pg/ml Ampicillin und in LB-Fliisssigmedium wurden die Bakterien
kultiviert. Geringere Plasmid-DNA-Mengen wurden mit einer Standard-Miniprep-Methode
extrahiert, groflere Plasmid-DNA-Mengen mit einem Maxiprep gemidll den Angaben des

Herstellers (NucleoBond® Plasmid DNA Purification, Macherey-Nagel, Diiren, Deutschland).

4.3.9 Transfektion in PMI28-Zellen

Die verwendete Zelllinie waren Mausmyoblasten (PMI128-Zellen). Die Zellen wurden in Ham’s
F10 Medium mit 15% FCS geziichtet und bei 37°C und 5% CO, inkubiert.

Die Transfektion der Myoblasten mit dem Vektor pSK335 geschah mit Polyplus JetPEI-DNA
Transfection Reagent (Peqlab, Erlangen, Deutschland) geméfl den Angaben des Herstellers.

4.3.10 Immunfluoreszenzfirbung und Mikroskopie

Nach 1 - 5 Tagen wurden die Zellen mit 3,7% Paraformaldehyd (PFA, Stamml6sung 7,4%) in 1x
CSK-Puffer (2x CSK-Puffer: 200 mM NaCl, 600 mM Sucrose, 20 mM PIPES pH 6.8, 6 mM
MgCl,, 2 mM EGTA) fixiert und mit anti-V5 rabbit (Rockland, Gilbertsville, USA),

Verdiinnung 1:4000 und anti-alpha-Actinin mouse (Sigma, Saint Louis, USA), Verdiinnung

1:100 und den passenden Fluoreszenzfarbstoff-gekoppelten Sekundarantikorpern geféarbt [Alexa
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Fluor® 594 anti-rabbit (rot), Verdiinnung 1:500 und Alexa Fluor® 488 anti-mouse (griin),
Verdiinnung 1:500, Life Technologies].
Die mikroskopischen Bilder wurden mit einem konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop

FluoView FV1000 (Olympus, Hamburg) erstellt.

4.3.11 Primer

GNE Primer

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

Primername Primersequenz :zl) Zielregion Fragmentlinge (bp)
Als 5-GCCTATTGGTGACTGCTCCGTGGCAGCTAA-3’ 66.0 Exon 1 149
Ala 5-TGAGAAGCAAGTAGCAGCCACAGAATGACT-3’ 62.0
2s 5-GTGGTTAAGGACTTGAAACT-3 54.0 Exon 2 449
2a 5’-GTGACTACTCTAAGGCCAC-3’ 56.7
3s 5’-CTTCAGAGTTGGTGTTAGATTG-3’ 58.0 Exon 3 618
3a 5"-CCAAAAGGATTGAAATAGACGG-3’ 58.0
4 5-GCACAGACTTAGAGTCTTGC-3’ 58.0 Exon 4 335
4a 5-GAGCAAGATAGGAAGGCAG-3’ 57.0
5s 5’-GTGGGCTATACTTGCCAATG-3 58.1 Exon 5 357
Sa 5-GCATACCTTATAACAACTCACG-3’ 58.0
6s 5’-GGTCTAATTATGAGCATAGTAC-3’ 54.9 Exon 6 269
6a 5-GGATGATTAAACAGTGATTGTAG-3’ 58.0
7s 5-CTGAAGTCTCAGTTTCCATTAC-3’ 58.0 Exon 7 396
Ta 5’-GTTTCTAGTCTTACCTTCCAAC-3 62.0
8s 5-CCTATAGCAGTGTCTAATTTGTC-3 59.0 Exon 8 308
8a 5’-GCTCAGGCATGCATCACAAG-3’ 62.0
9s 5-CGTTTGTCTTAGGAGATCTGG-3’ 56.6 Exon 9 424
9a 5"-GCAGAGTTGTAACCACCTGAC-3’ 57.3
10s 5’-CTCACATGCCAAAGCTCTGC-3 62.1 Exon 10 372
10a 5’-GGCTTCAGTGTTCAGCTGTC-3’ 60.0
11s 5-GTGAAAAGAAAACACCGTCTTCC-3’ 61.2 Exon 11 344
1la 5-GACACTGCAAAGCACCTGTC-3’ 59.5
12s 5-CTTTAACATTTCTGCTGCTGGCTC-3’ 64.0 Exon 12 461
12a 5-ATTTCTCTGCCAAAGTCACCTGC-3’ 63.0
VCP Primer
Acc. No. AC004472, gi 2984582, Chr. 9p13-p12

Primername Primersequenz Tm (°C) Zielregion Fragmentlinge (bp)
1s 5’-ATTGGCTGTGATCTGCGGGTTGC-3’ 66.0
la 5-TCCGTTCTAAGGGAGCCAATCG-3’ 64.0 Fronl 706
2s 5-GGGACAGCTTCATCTATTCACTGTTTC-3’ 62.0 Exon2 "
2a 5’-GTCACCTCGGAACAACTGCAATTCATC-3’ 68.0
3s 5-ACAGTGTGGTGTCCTTGTCCCAGGTAA-3’ 60.5
3a 5-GGTCCTGCCTGTAATACATGGGTCCTG-3 63.0 Fxon 3 7
4s 5’-TCCACCCTGTTCTCCTTCCTCTCTTC-3 69.0
4a 5-GATAAAGATGTTCCAAGGTTTATTCC-3 64.0 Fxond 00
5s 5’-GCCGAGCACCCAGTCCTGACAGTTAC-3’ 71.7 Exon S 14
Sa 5-AGGGCACTATCTAATGAGCTTGGC-3 64.0
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65 5’-GTGGAATGATTTAGAGAAACTCAGC-3’ 63.3 Exon 6 302
xon
6a 5’-CATGCATGAAAACAGTCCCAGG-3’ 62.0
s 5’-AAGTTGCAATCATAAATGTTGCC-3’ 58.0
Exon7 401
Ta 5’-ATAAGTGCTCCAGCTCATAAGCC-3’ 63.0
8s 5-TTCTCTCCAGCCTTGCCTGGTGGCTGT-3’ 71.0 Exon 8 S35
Xon
8a 5’-AAATCGCCGTAGAGCTGGGTCAATGC-3’ 66.4
9s 5’-CAACGTTCGTAAAGCCTTTGAGGAGGCT-3 66.6 Exon 9 614
Xon
9a 5’-TCAAAGCGACCTGTGGGACAGTACACAA-3’ 66.6
10s 5’-TAATCCTCTTGAAGCCCTTCACAGTGATTG-3’ 60.0 Exon 10 596
xon S
10a 5’-TTGGGACCTAGAAATAAGGCTGCTCCAAC-3 70.0
11-12s 5’-CAGCCTTATTTCTAGGTCCCAAGTC-3’ 62.6
Exon 11412 656
11-12a 5’-TGCAGCAAATGTGTTGACACCCTG-3 69.4
13s 5’-ATCTGATACCATTGGGTACACC-3 57.7
Exon 13 482
13a 5’-AATAACACTAGGTCTCTCAGACCTC-3’ 56.5
14s 5’-AATTCTACCTTCCCTTTAGACCAAC-3’ 63.0
Exon 14 408
14a 5’-GCTATTCTTTGATGAGCTGGATTC-3’ 57.0
15s 5’-CTGGTACGGAGTGCTCTTTAGTTTC-3’ 66.0
Exon 15 476
15a 5’-TTCCAACAGCTTCTACTCTCAACTC-3 64.0
16-17s 5’-AGGAGACCAATAAACTGCAGTAATG-3’ 63.0
Exon 16+17 865
16-17a 5’-AGCATTGAGTCAAGTGCAGATGC-3’ 63.0
Vimentin Primer
Acc. No. NM 003380, NC 000010, gi 240849334, Chr. 10p13
Primername Primersequenz Tm (°C) Zielregion Fragmentlinge (bp)
2_1forward 5’-CTCCGCGGCTGGGATGGCAGTG-3 71.0
Exon2_1 542
2_lreverse 5’-CCACCTTCTCGTTGGTGCGGGTG -3’ 70.0
2_2s neu 5’-CTGCAGGACTCGGTGGAC-3’ 61.0
Exon2_2 419
2_2aneu 5’-AGGGCGTGGCAGCTCTC-3 60.0
3s 5’-GAATACGTGGTGTTTGGGTGTG-3’ 62.0 450
3a 5-TTTCTTTATGTCCCAAGGAACTG-3’ 60.0 Exon3
xon
3forw 5’-GGCGCTAGTTGCGCGGAGGT-3 62.0 203
3reverse 5’-CGCGCAGCCCTGAAGTTTTGCACT-3’ 62.0
4-5s 5’-ATAGTAAGGAGACTAGGTTCAGATGG-3’ 58.0
Exon 4-5 627
4-5a 5’-ATAAATAAAGGAGGTGATGTGAGTGG-3’ 61.0
6s 5-CAGAAATTTAAACCTATACTGGAAGAC-3’ 57.0
Exon 6 406
6a 5-TTCAAGAGTTCCATGAAGTCCC-3’ 60.0
7s 5’-TATTGCAGAAGGTCTGTAAATGGTTC-3’ 62.0
Exon7 459
Ta 5’-TCTCTCAATTCAAATTCCTCCTCTAC-3’ 60.0
8s 5’-AGTGTGTTAATTTGTTCCCAGTG-3’ 58.0
Exon 8 343
8a 5’-ATCAGGATGAGATAGTACTTGCAGC-3 60.0
9s 5-TAGTACTTTACACAATTGCCTCTCCC-3’ 61.0
Exon 9 331
9a 5’-TAGTAGGCATGAATGAAACCTGAAC-3’ 61.0
10s 5’-AGAAGCAACATAACCTTCTGATTTG-3 60.0
Exon 10 302
10a 5’-CTATTCCAAATCTATCTTGCGCTC-3’ 61.0
Primer fiir die ortsgerichtete Mutagenese
Tm
Primername Primersequenz €0) Zielregion Fragmentliinge (bp)
KR 334_1257s 5’-TGCGTGAGCGGAAAGATG-3’ 56.0 1003 b
R159c MMa 5’-CACCACTTTGAACTCCACAGCACACATCCCACCACGG -3’ 80.0 P
VCPc478s 5’-GTGCTGTGGAGTTCAAAGTGGTGGAAAC-3’ 70.0 169b
VCPc1033a 5’-TGAGCTAGCTGCTTCCTGC -3’ 59.0 P
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5 ERGEBNISSE

Um eine krankheitsverursachende genetische Veridnderung zu identifizieren und eine
eindeutigere Korrelation zwischen Genotyp und Phénotyp bei der heterogenen Gruppe von
Patienten mit hereditdren Einschlusskorpermyopathien herstellen zu konnen wurden bei
insgesamt 42 Patienten molekulargenetische Analysen durchgefiihrt. Alle durchgefiihrten
Untersuchungen erfolgten nach ausfiihrlicher Aufklirung und mit schriftlichem Einverstindnis

der Patienten nach Gendiagnostikgesetz (GenDG) §§ 8, 9.

Die klinische und muskelbioptische diagnostische Einordnung in die Gruppe der hereditidren
Einschlusskorpermyopathien (IBM) oder Gliedergiirtelmuskeldystrophien (LGMD) geschah
bereits vorab im Friedrich-Baur-Institut, Neurologische Klinik und Poliklinik, Ludwig-
Maximilians-Universitit Miinchen, oder in externen Kliniken. Auf die Verdachtsdiagnose
LGMDI1A und IBMPFD hin wurden insbesondere die Gene VCP und MYOT auf Mutationen
untersucht. Bei zwei Patienten wurde dabei eine seltene Mutation im VCP-Gen identifiziert,

welche weiters in funktionellen Analysen im Zellkulturmodell untersucht wurde.

Bei einer klinisch sehr schweren Verlaufsform der seltenen dominanten LGMDI1A wurde
bestitigt, dass ein neu identifizierter Basenaustausch im MYOT-Gen, der innerhalb der
betroffenen Familie mit dem klinischen Phénotyp segregierte, nicht in Kontrollpopulationen
ohne neuromuskuldre Erkrankungen vorkommt. Die Pathogenitit dieser neuen genetischen
Veridnderung, die zu einem Aminosidureaustausch fiithrt, wurde zusétzlich durch verschiedene
bioinformatische Vorhersagealgorithmen und die phylogenetische Konservierung des

entsprechenden Aminosiurerests unterstiitzt.

Um mogliche neue genetische Veridnderungen in der heterogenen Gruppe der hereditiren
Einschlusskorpermyopathien erstmals zu identifizieren, wurde das neue Kandidatengen
Vimentin ausgewihlt und die kodierenden Bereiche einschlieBlich angrenzender intronischer
Sequenzen bei einem Patientenkollektiv mit 28 Patienten direkt sequenziert. Dieses Gen kodiert
fiir das gleichnamige Protein, welches ein Typ-III-Intermediérfilament aus der Gruppe der
Desmine ist. Vimentin findet sich histochemisch und proteinanalytisch in pathologischen

Proteinablagerungen bei myofibrilliren Myopathien (Ferrer and Olive 2008). Bei einer Reihe

von hereditdren Proteinaggregatmyopathien finden sich die krankheitsassoziierten mutierten
Proteine in den pathologischen Ablagerungen in Muskelfasern. Es wurde allerdings bisher noch
kein Zusammenhang zwischen oben genannten Krankheiten und Mutationen im Vimentin-Gen
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in der Literatur beschrieben, so dass Vimentin als interessantes neues Kandidatengen bei
Patienten mit bislang fehlender diagnostischer Zuordnung zu einer der bekannten

Aggregatmyopathien in Frage kam.

5.1 Analyse des VCP-Gens

Das VCP (Valosin-Containing-Protein)-Gen umfasst 17 Exons. Eine dominante Mutation in
diesem Gen ist ursédchlich fiir die IBMPFD. Besonders héufig finden sich Veridnderungen in den
Exons 3, 5 und 6, den sogenannten ,hot spot“ Regionen. Bei der molekulargenetischen
Untersuchung von 11 Patienten mit der klinischen Verdachtsdiagnose einer IBMPFD wurde bei
einem Patienten die Mutation R159C im Exon 5 identifiziert, die zu einem Aminosidureaustausch

fihrt und in der Literatur bereits vorbeschrieben ist (Bersano et al. 2009). Um detailliertere

Hinweise zu dem zugrunde liegenden Pathomechanismus zu bekommen, wurde die Klinik des
Patienten genau evaluiert und mit einem anderen Patienten mit derselben Mutation verglichen.

AnschlieBend wurde die Mutation funktionell im Zellkulturmodell charakterisiert.

5.1.1 Klinische Analyse und Vergleich zweier Patienten mit der Mutation R159C

Beim Patienten A handelte es sich um einen heute 65-jdhrigen Patienten, der sich im Alter von
61 Jahren erstmals vorstellte. Hauptsymptome waren Gangstorungen und progrediente
rechtsbetonte proximale und distale Beinparesen, die sich vorwiegend beim Treppensteigen,
spater aber auch beim normalen Gehen bemerkbar machten und seit etwa 5 Jahren bestanden. An
der oberen Extremitét hatte der Patient ebenfalls proximale Paresen, so dass eine Armelevation
tiber 90° nicht moglich war. Vier Jahre zuvor war der Patient mit einem Rollator versorgt
worden, mit welchem ihm ca. 15-miniitiges Gehen in der Ebene moglich war. Nach der
Bewegung traten lumbosakrale Schmerzen mit Ausstrahlung in beide Oberschenkel auf. Bei
vermehrter Bauchpresse litt der Patient an geringfiigiger Stuhlinkontinenz. An weiteren
relevanten Nebendiagnosen war im Alter von 60 Jahren ein Morbus Paget mit degenerativen
Wirbelsdulenverdnderungen diagnostiziert worden. In der Blutgasanalyse zeigte sich ein pH-
Wert von 7,42, ein pCO2 von 49,4 mm Hg und ein pO2 von 50,7 mm Hg, entsprechend einer
respiratorischen Globalinsuffizienz. Zusitzlich lag eine leichte Obstruktion und Restriktion und
eine miBige Einschrinkung der Diffusionskapazitit vor.

Bei der kardiologischen Untersuchung war bei einer Adipositas permagna mit einem BMI von
41.8 kg/m? mittels transthorakaler Echokardiographie eine Aussage iiber die Herzleistung nahezu

unmoglich. Lediglich ein etwas vergroBerter linker Vorhof konnte diagnostiziert werden. Im
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EKG konnte ein abgelaufener Myokardinfarkt nicht mit Sicherheit ausgeschlossen werden. Bei
deutlichen Beinddemen lag der Verdacht einer Herzinsuffizienz nahe.

In der klinisch-neurologischen Untersuchung war das Gehen ohne Hilfe nicht moglich, ein
Trendelenburg’sches Gangbild zeigt sich auf beiden Seiten. Zehengang und Fersenstand waren
beidseits nicht mdoglich. Der Achillessehnenreflex war beidseits erloschen und der
Patellarsehnenreflex sowie die Armeigenreflexe nur schwach auslosbar, pathologische Reflexe
wurden nicht beobachtet. Bei der manuellen Kraftgradpriifung (Kraftgrade nach MRC, Medical
Research Council) waren besonders auffillig: Hiiftbeuger rechts 2/5, links 3/5. Hiiftstreckung
rechts 2/5, links 4/5. Kniestreckung rechts 2/5, links 5/5. FuBBheber beidseits 2/5. Es fanden sich
keine Sensibilitédtsstorungen.

In der neurophysiologischen Untersuchung zeigte sich im EMG in keinem der untersuchten
Muskeln eine pathologische Spontanaktivitit, allerdings in der proximalen Armmuskulatur ein
ausgepragt chronisch-neurogener Umbau, in der proximalen Beinmuskulatur eine Mischung aus
iberwiegend neurogenen, herdféormig auch myopathischen Verdnderungen.

Eine MRT der Oberschenkelmuskulatur zeigte eine beidseitige fettige Degeneration, am
deutlichsten in den Extensoren. Die Laborwerte zeigten eine leicht erhohte CK bei 206 U/l
(Norm <190 U/).

Beim Patienten B handelte es sich um einen 69-jdhrigen Mann, der sich mit einer seit 10 Jahren
progredient verschlechternden proximal-betonten Muskelschwiche vorstellte. Neben der
Schwiche zeigte sich seit einigen Jahren auch eine Muskelatrophie der Oberarme, Oberschenkel,
Hiiften und Waden. Aufstehen aus der Hocke war deutlich erschwert, ebenso Treppensteigen,
welches nur mit Gowers-Mandver moglich war. Dennoch priésentierte sich ein sportlicher
Patient, der noch Joggen und Radfahren konnte. Der Patient berichtete iiber keine
respiratorischen  Einschrankungen. Familienanamnestisch gab es keinen Hinweis auf
neuromuskuldre Erkrankungen. In der kardiologischen Diagnostik wurden eine diastolische
Funktionsstorung sowie Sinusarrhythmien und supraventrikuldre Tachykardien im Langzeit-
EKG festgestellt. In der Bildgebung zeigte sich kein Hinweis auf eine Storung des
Knochenstoffwechsels im Sinne eines M. Pagets.

In der klinisch-neurologischen Untersuchung war die Gangpriifung unauffillig, ein Aufstehen
aus der Hocke nicht moglich, das Trendelenburg-Zeichen rechts positiv und der Fersenstand
leichtgradig  eingeschrinkt. Es  fielen  symmetrische  Atrophien der  dorsalen
Schultergiirtelmuskulatur, der Oberarme, der Handbeuger, des M. quadriceps femoris und des
medialen Kopfs des M. gastrocnemius auf. Die Muskeldehnungsreflexe an der oberen und

unteren Extremitit waren seitengleich mittellebhaft auslosbar.
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Patient A

Patient B

Krankheitsbeginn

56 Jahre

59 Jahre

Klinische Symptome

Gangstorungen, progrediente proximale
und distale Beinparesen

Langsam progrediente proximal betonte
Muskelschwiche, rezidivierende Stiirze,
Muskelatrophie der Oberarme,
Oberschenkel, Hiiftmuskeln und
Waden, erschwertes Treppensteigen

Relevante Nebendiagnosen

M. Paget mit degenerativen
Wirbelsdulenverinderungen
Respiratorische Globalinsuffizienz bei
COPD

V.a. Herzinsuffizienz

Diskrete axonale Neuropathie (klinisch
asymptomatisch)

Korperliche
Untersuchungsergebnisse

Gehen ohne Hilfe nicht moglich,
Trendelenburg’sches Gangbild,
Zehengang/Fersengang nicht moglich,
Achillessehnenreflex nicht auslosbar,
abgeschwichte Reflexe d.
Patellarsehnen- und Armreflexe, keine
pathologischen Reflexe. Kraftgrade:
Hiiftbeuger und strecker 2/5-3/5,
Kniestreckung rechts 2/5, links 5/5,
FuBheber 2/5, Armmuskulatur minimal
4/5, keine Sensibilitdtsstorungen

Gangpriifung unauffillig,
Trendelenburg-Zeichen rechts positiv,
Fersenstand leichtgradig eingeschrénkt,
rechtsbetont, Muskeldehnungsreflexe an
oberer und unterer Extremitét
seitengleich mittellebhaft auslosbar,
Patellarsehnenreflex beidseits
abgeschwicht, keine pathologischen
Reflexe.

Kraftgrade: obere Extremitit 4/5,
Hiiftbeuger links 4/5, rechts 3/5,
ischiocrurale Muskulatur rechts 4-5/5,
links 4/5. Muskelatrophien der
Schultermuskulatur dorsal der
Oberarme, Handbeuger, M. quadriceps
femoris und medialer Kopf der
Wadenmuskulatur, keine
Sensibilitéitsstorungen

Apparative Untersuchungsergebnisse

EMG: keine pathologische
Spontanaktivitit, chronisch neurogener
Umbau der proximalen Armmuskeln,
neurogene und myopathische
Verdnderungen in den proximalen
Beinmuskeln

MRT: fettige Degeneration der
betroffenen Muskelgruppen

Labor: milde CK-Erhohung auf 206U/1

EMG: pathologische Spontanaktivitit
im M. biceps brachii, im M. tibialis
anterior rechts und im M. gastrocnemius
beidseits

ENG: Nachweis einer diskreten
axonalen Neuropathie

MRT: ausgeprigte, fichige
Signalanhebungen der medialen und
dorsalen Oberschenkelmuskeln im
Sinne eines Muskelodems, lipomatoser
Umbau besonders des M. adductor
magnus rechts, des M. semitendinosus
beidseits und des M. vastus lateralis
links

Labor: milde CK-Erhohung auf 307 U/l
(Normalwert <190U/1)

Muskelbiopsieergebnisse

Bild einer Einschlusskorpermyopathie
mit einzelnen ,,rimmed vacuoles® und
autophagischen Vakuolen.
Feinstrukturell regressive
Faserverdnderungen mit
granulomatdsen Ablagerungen ohne
Nachweis von Filamenten

Bild einer degenerativen Myopathie mit
,Jimmed vacuoles. Nachweis eines
vaskulitischen Infiltrates. In der
elektronenmikroskopischen Ansicht
autophagische Vakuolen, typisches
filamentidres Material.
Immunhistochemisch keine relevante
Hochregulation von MHC1-
Klassenmolekiilen, kein Nachweis von
B-Zellen, minimal Makrophagen, kein
Nachweis von CD4- oder CD8-
positiven Lymphozyten oder
ausgesprigte Komplementvermehrung.
Kein Nachweis einer Vaskulitis.

Molekulargenetische
Analyseergebnisse

Mutation p. Argl59Cys (R159C)
(c. 475C>T)

Mutation p. Arg159Cys (R159C)
(c. 475C>T)

Tabelle 2: Vergleich der klinischen Prisentation von Patient A und B mit einer Mutation im VCP/p97-Gen an der identischen

Stelle p.R159C (c.475C>T).
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Die Muskeldehnungsreflexe waren an der oberen und unteren Extremitédt seitengleich
mittellebhaft auslosbar. Der Patellarsehnenreflex fand sich auf beiden Seiten abgeschwicht.
Pathologische Reflexe konnten nicht ausgelost werden. Bei der manuellen Kraftgradpriifung
(Kraftgrade nach MRC, Medical Research Council) waren besonders auffillig: M. iliopsoas
rechts 3/5, links 4/5, AuBlenrotation der oberen Extremitit 3/5 beidseits. Es fanden sich keine
Sensibilititsstorungen. In der Elektroneurographie war eine axonale Neuropathie nachweisbar,
die sich jedoch klinisch asymptomatisch prisentierte. Die Elekromyographie zeigte im rechten
M. biceps brachii, im rechten M. tibialis anterior und im M. gastrocnemius beidseits eine
pathologische Spontanaktivitit mit teils neurogenen, teils myopathisch generierten
Aktionspotenzialen. In der MRT-Untersuchung der Oberschenkelmuskeln wurden ausgeprigte,
flichige Signalanhebungen beidseits im Sinne eines deutlichen Muskelodems beschrieben,
auBerdem lipomatose Verdnderungen einzelner Muskelgruppen, hier insbesondere des M.
adductor magnus rechts, des M. semitendinosus beidseits und des linken M. vastus lateralis. Im

Labor war der Serum-CK-Wert auf 278 U/l bei einem Referenzwert von <190U/1 leicht erhoht.

5.1.2 Histopathologische Analyse

In der Muskelbiopsie des linken M. vastus lateralis des Patienten A fand sich mikroskopisch das
Bild einer Einschlusskorpermyopathie mit einzelnen ,,rimmed vacuoles® und autophagischen
Vakuolen in groBen Einzelfasern. Die Muskelfasern waren sehr variabel in ihrem Durchmesser,
es konnte keine wesentliche Entziindungsreaktion im Muskel festgestellt werden. Es zeigten sich
angulér-atrophe eingelagerte und kleine abgerundete Fasern in nahezu allen angeschnittenen
Faszikeln neben normal groBen oder hypertrophen polygonalen Fasern. Es fanden sich keine
Hinweise auf eine myofibrillare Myopathie. Eine subsarkolemmale Mitochondrienakzentuierung
und einige rimmed und autophagische Vakuolen konnten in der Trichromfirbung gezeigt
werden. Hierbei handelt es sich um eine Firbung, mit der das intermyofibrillire Netzwerk
besonders gut zur Darstellung kommt.

In der Elektronenmikroskopie zeigten sich granulomatose Ablagerungen und regressive
Faserveranderungen ohne Nachweis von Filamenten. Diese Befunde alleine beweisen keine

Einschlusskorpermyopathie, sondern lassen auch noch weitere Differenzialdiagnosen zu.
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Abb. 10: Histologische Aufarbeitung von Transversalschnitten aus der Muskelbiopsie des M. vastus lateralis des
IBMPFD-Patienten A mit einer R159C-Mutation im VCP-Gen.

A - C H&E (Haematoxylin-Eosin)-Fiarbung: Die im Querschnitt getroffenen Muskelfasern zeigen eine ausgeprigte
Faserkalibervariabilititserhohung. Neben normal groflen, zum Teil hypertrophen Fasern, die polygonal konfiguriert sind, finden
sich angulidr-atrophe eingelagerte () und kleine abgerundete Fasern. Einzelne Myophagozytosen (weifle Pfeilspitzen) sind
ebenfalls nachweisbar, dariiber besteht keine wesentliche Entziindungsreaktion. In Einzelfasern, insbesondere in groen Fasern,
finden sich kleine autophagische Vakuolen (weile Pfeile), an einer Stelle in C eine typische rimmed vacuole.

D Die NADH-TR (Nicotinamid-Adenindinukleotid Tetrazolium-Reduktase)-Farbung zeigt u.a. einzelne grofie core-artige
Veridnderungen in Typ-I-Fasern (rote Pfeilspitzen) sowie typische dark blue fibres und Mottenfranekrosen (weille Pfeile).

E, F In der Gomori-Trichrom-Férbung zeigt sich eine geringgradige subsarcolemmale Mitochondrienakzentuierung (# in F);
auch hier werden wenige einzelne rimmed (schwarze Pfeilspitzen) und autophagische Vakuolen, teils mit rot angefirbtem,
amorphem Material nachgewiesen (weille Pfeilspitzen), das fiir eine Einschlusskorpermyopathie charakteristisch ist. Die
mitochondrialen Verdnderungen sind am ehesten nur sekundér einzuordnen. Massstabsbalken: 20 pm.
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Beim Patienten B zeigte sich in der Muskelbiopsie des linken M. biceps brachii das
mikroskopische Bild einer degenerativen Myopathie mit ,,rimmed vacuoles. Der Muskel hatte
vermehrt endo- und perimysiales Binde- oder Fettgewebe und eine erhohte
Faserkalibervariabilitit. Des Weiteren gelang der Nachweis von atrophierten und abgeplatteten
und angulér-atrophen Muskelfasern.

In normal groBen wie auch in atrophierten Fasern wurden typische ,rimmed vacuoles*
nachgewiesen. Es konnten keine entziindlichen Verdnderungen identifiziert werden. In der
Trichromfiarbung bestitigte sich die Aggregatpathologie. Im Semidiinnschnitt zeigten sich
vermehrt Fasern mit Myelinfiguren und Vakuolen.

In der Elektronenmikroskopie wurde typisches filamentédres Material in groBen Myelinfiguren
nachgewiesen. Die Mitochrondrien erschienen iiberwiegend normal ohne vermehrte
Glykogeneinlagerung. Die Befunde waren insgesamt gut mit der Diagnose einer

Einschlusskorpermyopathie vereinbar.

5.1.3 Molekulargenetische Analyse

Aufgrund der speziellen klinischen Symptomatik des Patienten A in Form einer langsam
progredienten Myopathie assoziiert mit einem M. Paget und des Patienten B mit einer dhnlichen
Symptomatik mit fehlender Knochenbeteiligung lag die Verdachtsdiagnose einer hereditiren
Einschlusskorpermyopathie auf der Grundlage einer VCP-Genmutation nahe.

Dazu wurden die Exons 2 bis 17 des VCP-Gens mittels PCR amplifiziert, aufgereinigt, direkt
sequenziert und ein heterozygoter Basenaustausch (c.687C>T) in Exon 5 festgestellt, der zu
einem Aminosdureaustausch von Arginin zu Cystein im Codon 159 fiihrt (R159C). In der
Abbildung 10 sind Elektropherogramm-Ausschnitte der entsprechenden Sequenzen des

Patienten A und einer gesunden Normalkontrolle gezeigt.
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R159C
T|G6 G T|G G G|&T G6|T 6 T|G C T[G T G|G & G
Gly Gly Met Cys Ala Val Glu

A _‘l\'. LADARA Ft A_‘-,.ﬁ

Tlie e TG G 6 [GE T GlE 50T e B T e i s
Gly Gly Met Oys Ala Val Glu

Abb. 11: Ausschnitt der Elektropherogramme von Exon 5 des VCP-Gens: A Sequenz des Patienten mit der heterozygot

vorliegenden Mutation R159C. Es zeigt sich ein heterozygoter einzelner Basenaustausch ¢.687 C>T. B Die molekulargenetische

Analyse einer gesunden Kontrollperson zeigt die Wildtypsequenz.

Wie der Vergleich mit bereits publizierten Mutationen im VCP-Gen zeigt, handelt es sich hierbei

um einen Mutations-Hotspot (Abb. 11).
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R159H R159C

G157R
R155H:P:C:S R191Q

R93C RQTG \ /A232E N387H
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17
CDC48 AAA-ATPase AAA-ATPase
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1 ] ] ] L 1L ]
r 1 T 1 T L1} 1
1 187 208 459 481 761 806

Abb 12: VCP-Gen mit Démiinen- und Exon/Intronstruktur und Kennzeichnung der héufigsten Mutationen. Die in dieser
Arbeit identifizierte Mutation R159C im Exon 5 ist rot hervorgeheben. Die Linge der Introns ist verkiirzt dargestellt.

Es ist davon auszugehen, dass die Mutation in ursdchlichem Zusammenhang mit der
Muskelerkrankung der beiden Patienten steht. Auf molekularer Ebene kann der pathogene
Aminosdureaustausch dazu fiithren, dass eine iibergeordnete B-Faltblattstruktur (B-barrel) der
Ubiquitinbindungsdoméne von VCP zerstort wird, welche im Ubiquitin/Proteasom-System eine
wichtige Rolle zu spielen scheint. Bersano und Mitarbeiter berichteten, dass diese Mutation bei
150 italienischen Normalkontrollen ausgeschlossen werden konnte. Auch im Rahmen dieser
Arbeit wurde mittels direkter Sequenzierung bestitigt, dass sich bei 100 Kontrollchromsomen
lediglich die Wildtypsequenz im Exon 5 fand, was die Pathogenitit der R159C-Mutation
nahelegt.

Die VCP-Mutation RI159C betrifft Aminosduresequenzen, die entwicklungsgeschichtlich

hochgradig konserviert sind (Bersano, et al. 2009). Eine Mutation in einer hochkonservierten

Sequenz ist mit hoherer Wahrscheinlichkeit als pathogen einzustufen. Um zu bestimmen, wie
konserviert eine DNA-Sequenz ist, wird die Aminosdureabfolge in der Umgebung der
Aminosiurevariante in homologen Proteinen bei verschiedenen Organismen verglichen. Besteht eine
hohe Ubereinstimmung auch zwischen weit verwandten Spezies, ist davon auszugehen, dass die
Sequenz evolutionir eine hohe Relevanz fiir die Funktion des betroffenen Proteins hat. In Tabelle 3

wird erkennbar, dass die Position R159C speziesiibergreifend phylogenetisch hochkonserviert ist.
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R159C
Homo sapiens L V R G G M|R|A V E F K
Patient L VvV R G G M|C|A V E F K
Pan troglodytes L V R G G M|R|A V E F K
Mus musculus L V R G G M|R|A V E F K
Rattus norvegicus L V R G G M|R|A V E F K
Bos taurus L V R G G M|R|A V E F K
Canis familiaris L V R G G M|R|A V E F K
Monodelphis domestica L V R G G M|R|A V E F K
Gallus gallus L V R G G M|R|A V E F K
Xenopus laevis L V R G G M|R|A V E F K
Danio rerio L V R G G M|R|A V E F K
Drosophila melanogaster V R A A M|R|P I E F K
Caenorhabditis elegans V 9 A A M|R|T V E F K
Saccharomyces cerevisiae V R G G M|R|Q V E F K
Oryza sativa L V R G G M|R|S V E F K

Tabelle 3: Vergleich der Aminosiuresequenzen der VCP-Homologen bei verschiedenen Spezies um die mutierte Position.

Der Argininrest an Position 159 (R159) ist phylogenetisch hochkonserviert. Abweichungen sind gelb markiert.

5.1.4 Funktionelle Analyse der Mutation R159C im VCP-Gen

Die Mutation ist innerhalb eines Mutations- Hotspots in der CDC48 Region im VCP-Gen

lokalisiert. Es wird angenommen, dass durch den Aminosdureaustausch in der N-terminalen

Domine die Bildung der B-Faltblattstruktur der Ubiquitinbindungsdoméne vermindert oder

aufgehoben ist, welche offenbar eine wichtige Funktion im Ubquitin/Proteasom-Abbausystem

innehat. Der gestorte Proteinabbau fiihrt seinerseits zu einer pathologischen Akkumulation

ubiquitinierter Proteine. (Dai and Li 2001).

100 bp

Marker PCR 1 PCR 2

1000 bp 1003 bp
500 bp
100 bp 169 bp
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Abb. 13: Ortsgerichtete Mutagenese
PCR 1 und 2:

Hierbei wurden zwei sich
iiberlappende DNA-Abschnitte in
zwei separaten PCRs amplifiziert. Als
Matrize diente ein Plasmid, das die
cDNA-Sequenz des VCP-Wildtyps
enthielt.

Das Produkt der PCR 1 enthilt bereits
die eingefiihrte Mutation, da einer der
Primer ein Mismatch-Primer war. Das
kiirzere Fragment mit 169 bp enthilt
keine Mutation und diente der
nachfolgenden = Amplifikation des
mutierten cDNA-Abschnitts.
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Um die funktionellen Auswirkungen der Mutation R159C auf Zellebene zu untersuchen, wurde
im ersten Schritt die Mutation durch ortsgerichtete Mutagenese in ein bestehendes

eukaryontisches VCP-Expressionskonstrukt eingefiihrt.

1000 bp
PCR3 Marker

1500 bp
1000 bp

1149 bp

Abb. 14: Ortgerichtete Mutagenese PCR 3: Im nichsten Schritt wurden die Produkte aus der PCR 1 und 2, die so konstruiert
wurden, dass sie sich um 23 bp iiberlappen ohne Primer fiir 20 Zyklen vervielfiltigt bzw. aufgefiillt.

Die Mutagenesestrategie ist in Abb. 7 skizziert und in Abschnitt ausfiihrlich 4.3.7 beschrieben.

Die Agarose-Gelelektrophorese zur priparativen Aufreinigung der resultierenden PCR-

Fragmente ist in Abb. 13-15 gezeigt.

1000 bp
Marker PCR 4

1500 bp

1000 bp 1149 bp

Abb. 15: Ortgerichtete Mutagenese PCR 4: Es wurde eine PCR mit dem Produkt aus der PCR 3 und den beiden dufleren
Primern der ersten beiden PCRs durchgefiihrt. Beide Primer enthielten spezifische Restriktionsschnittstellen, die fiir den

nachfolgenden Verdau zur anschlieBende Ligierungsreaktion von ausgewdéhlten Restriktionsenzymen geschnitten werden
konnten.
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Das eukaryontische Expressionskonstrukt wurde mit Restriktionsverdaus {iberpriift. Die
resultierenden  Restriktionsfragmente ergeben die von der Plasmidkarte bekannten
Fragmentlidngen. Die neu eingefiihrte Punktmutation R159C wurde mit direkter Sequenzierung
bestatigt.

AnschlieBend wurden PMI28-Zellen (Mausmyoblasten-Zelllinie) transient transfiziert. Mock-
transfizierte Zellen dienten als Kontrolle. Alle Myoblasten wurden am Tag nach der Transfektion
mittels eines Differenzierungsmediums zum Fusionieren und zur Myotubenbildung angeregt.
Nach Doppelfarbung mit Antikérpern wurden mit einem konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop
(Olympus FV1000) zu verschiedenen Zeitpunkten wihrend der Differenzierung iiber 5 Tage

Bilder angefertigt, um die Entwicklung der Myoblasten in vitro vergleichend zu beurteilen.

Mock-Kontrolle VCP R159C

Abb. 16: Die humane VCP-Mutante R159C wurde in myogenen PMI28-Zellen als V5-Fusionsprotein transient
exprimiert. Das Expressionskonstrukt wurde als Fusionsprotein mit einem C-terminalen V5-Epitop-Tag im Rahmen dieser
Arbeit durch ortsgerichtete Mutagenese neu kloniert. Transiente Transfektion des Konstrukts in PMI28-Zellen, die am Tag nach
der Transfektion fiir 8 h in Differenzierungsmedium inkubiert wurden, zeigte ein weit verteiltes V5-Signal im Zytoplasma.
Zusitzlich fand sich eine geringere Expression des R159C-VCP-Konstrukts im Zellkern. Das o-Actinin-Signal war in
transfizierten Zellen deutlich geringer ausgeprigt als in den benachbarten, untransfizierten Myoblasten (B und C) und im
Vergleich zur Mock-Kontrolle (A). Anfirbung mit anti-V5 rabbit (Rockland, Gilbertsville, USA), Verdiinnung 1:4000 und anti-
alpha-Actinin mouse (Sigma, Saint Louis, USA), Verdiinnung 1:100 und den passenden sekundidren Fluoreszenzfarbstoft-
konjugierten Antikorpern Alexa Fluor® 594 anti-rabbit (rot), Verdiinnung 1:500 und Alexa Fluor® 488 anti-mouse (griin),
Verdiinnung 1:500. Bilder: konfokales Laser-Scanning-Mikroskop FV1000 Olympus. Massstabsbalken 20 um.

Zellen, die mit mutierten Konstrukten transfiziert worden waren, fusionierten weniger gut und
zeigten auch in ihrer Entwicklung zu Myotuben Reifungsstdrungen, die anhand des

Differenzierungsmarkers a-Actinin beurteilt wurden.
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Abb. 17: Humanpathogene VCP/p97 Mutanten beeintrichtigen die Myoblastendifferenzierung in vitro im Zeitverlauf.
Transient mit V5-VCP-Expressionskonstrukten transfizierte PMI28-Zellen wurden 14-16 h nach Transfektion in vitro durch
Inkubation in Fusionsmedium (DMEM, 2% Pferdeserum) differenziert und an Tag 2, 4 und 5 nach Transfektion fixiert,
permeabilisiert und mit indirekter Immunfluoreszenzmikroskopie im konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop (FV1000, Olympus)
analysiert. Als Differenzierungsmarker diente die Proteinexpression und subzelluldre Lokalisation des Z-Bandenproteins a-
Actinin (monoklonaler Maus-Anti-o-Actinin-Antikorper, griin). Die Expression der VCP-V5-Konstrukte wurde mit Hilfe eines
polyklonalen V5-Epitop-Tag-Antikorpers aus dem Kaninchen dargestellt (rot), die Zellkerne sind mit Hoechst 33258 angefirbt
(blau). A-C Mock-Transfektion, D-F wt-VCP, G-I R95G-VCP-Mutante, J-L R155H VCP-Mutante, M-O R159C VCP-Mutante.
Massstabsbalken 50 um.

Am ersten Tag nach Transfektion fand sich bei allen untersuchten Konstrukten eine
Transfektionsrate von 15-20% der PMI28-Zellen. In der Negativkontrolle fiir die VS5-
Antikorperfarbung, der Mock-Transfektion mit Transfektionsreagens ohne Plasmidkonstrukte,
wurde in PMI28-Zellen eine wesentliche, unspezifische Hintergrundfarbung durch den V5-
Epitop-Tag-Antikorper ausgeschlossen (Abb. 16 A und 17 A-C). An Tag 1 nach Transfektion
fand sich ein weit verteiltes V5-Signal im Zytoplasma ohne Hinweise auf Proteinaggregation der
untersuchten VCP-Varianten (Abb. 16 B und C). Interessanterweise zeigten sich an Tag 2 nach
Transfektion V5-positive, zytoplasmatische Proteinansammlungen bei den humanpathogenen

Mutanten (Abb. 17 G, J und M). Dagegen ergab das wt-VCP-Konstrukt eine weit verteilte

zytoplasmatische Féarbung.

Abb. 18: Die VCP/p97 Mutante R155H verzogert die Myoblastendifferenzierung in vifro im Vergleich zur Mock-
Kontrolle (Tag 5)

VergroBerte Darstellung der Einzelbilder C und L aus Abb. 17. Die Mock-Kontrolle zeigt bereits an Tag 5 ein starkes o-Actinin-
Signal mit regelmifliger Anfirbung der Z-Banden, die ein Korrelat der Querstreifung des reifen Skelettmuskels sind. Dagegen
findet sich bei den humanpathogenen VCP-Mutanten-Konstrukten, wie z. B. exemplarisch hier dargestellt bei R155H-VCP, eine
nur geringgradige Fusion der Myoblasten und keine entsprechende Ausreifung der Sarkomerstrukturen in den wenigen kleinen
Myotuben. Massstabsbalken 50 um.
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Bereits nach fiinf Tagen fand sich in der Mock-Kontrolle eine weitgehende Ausreifung der
Mpyofibrillen in der tiberwiegenden Mehrzahl der Myotuben mit regelméBigem Z-Bandenmuster,
das ein Korrelat der bekannten Querstreifung des Skelettmuskels darstellt (Abb. 17 C und Abb.
18). Es zeigten sich an Tag 5 sogar bis zu mehrere Millimeter lange, multinukledre Myotuben im
Kontrollansatz (Abb. 16 C, Abb. 18 und Daten nicht gezeigt).

Im Transfektionsansatz mit wt-VCP wurde eine verzogerte Fusion der Myoblasten (Abb. 17 E)
mit unvollstandiger Ausreifung der Sarkomerstrukturen sichtbar (Abb. 17 F) im Vergleich zu
den entsprechenden Zeitpunkten der Kontrolle (Abb. 17 B bzw. C).

In den Transfektionsansidtzen mit den VCP-Mutanten fanden sich an Tag 5, dem lidngsten
Beobachtungszeitraum, nur sehr spirlich kleine Myotuben, die nie mehr als drei Zellkerne
enthielten. Zusétzlich waren vereinzelt einige Myoblasten mit einem intensiven V5-Signal
nachweisbar, das einer deutlichen VCP-Konstrukt-Expression weit verteilt im Zytoplasma
entsprach. Hinweise auf eine Proteinaggregatbildung der rekombinant exprimierten VCP-

Varianten wie an Tag 2 fanden sich an Tag 4 und 5 nicht.
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5.2 Analyse des Vimentin-Gens

Das Vimentin-Gen besteht aus 10 Exons, wobei das erste Exon nicht kodierend ist. Bei 27
Patienten wurden die kodierenden Exons einschlieBlich flankierender intronischer Bereiche
mittels direkter Sequenzierung untersucht, um Hinweise auf eine eventuell noch nicht bekannte
genetische Ursache einer degenerativen Myopathie im Sinne einer IBM oder degenerativen
Myopathie zu entdecken. Die Auswahl der Patienten erfolgte anhand ihrer Klinik und wird in
Tabelle 4 charakterisiert. Bei keinem der Patienten war bis zum Untersuchungszeitpunkt eine
genetische Ursache der Muskelerkrankung in bekannten Genen identifiziert werden, weshalb sie
sich zur Untersuchung des neuen Kandidatengens eigneten.

Die Patienten der ausgewihlten Kohorte litten zum iiberwiegenden Teil unter einer im mittleren
bis hoheren Alter auftretenden Muskelschwidche. Die Ausprigung des Muskelbefalls war
variabel. Hiufig zeigte sich eine proximal und distal betonte Muskelschwiche sowie eine
ausschlieBlich proximale Muskelschwiche. Eine deutliche CK-Erhéhung >1000 U/l konnte nur
in 4 Fillen dokumentiert werden. In der Muskelbiopsie konnten bei mehr als 50% der Patienten
,rfimmed vacuoles‘ nachgewiesen werden.

Die Exons 2-10 des Vimentin-Gens wurden mit geeigneten Primer in einer PCR amplifiziert,
mittels direkter Sequenzierung analysiert und auf Mutationen untersucht. Bei keinem der 27
untersuchten Patienten konnte innerhalb der 10 kodierenden Exons und flankierender intronischer
Bereiche eine krankheitsauslosende Mutation im Vimentin-Gen identifiziert werden.

Als auffilliges Ergebnis zeigten sich bei 5 der Patienten ein heterozygoter Polymorphismus (single
nucleotide polymorphism, SNP). Bei einem Patienten fand sich ein homozygoter Polymorphismus an
der Stelle g.1143G>C (chr10:17271400G>C) in der 5°‘-untranslatierten Region (5‘-UTR). Die
dazugehorige ID Nummer der SNP-Datenbank lautet rs3758410 (Sherry et al. 2001).

Bei Analyse von 47 Normalkontrollen ohne Nachweis einer neuromuskuldren Erkrankung konnte bei
insgesamt 5 Personen ein homozygoter, bei 16 Personen ein heterozygoter Polymorphismus an oben
beschriebener Stelle nachgewiesen werden. Somit ist eher davon auszugehen, dass die genetische

Variante im 5°-UTR keinen Krankheitswert bei degenerativen Erkrankungen des Muskels besitzt.
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Charakterisierung der Patientenkohorte (n=27)

Geschlecht weiblich: 9
ménnlich: 16
Ausbruch der Krankheit, Alter <35 5
>35 20
Maximaler CK-Wert im Verlauf, in U/l <180 3
180-1000 18
>1000 4
Muskelbiopsie "rimmed vacuoles" 15
"rimmed vacuoles" in EM 4
unauffillig 1
keine Biopsie 3

EM-filaments und

autophag. Vakuolen 1
diff. Polymyositis 3
Einschlusskorpermyositis 1
EM filaments 1
Muskelschwiche proximal 7
distal 4
proximal und distal 11
Gliedergiirteltyp 1
vorwiegend obere Extremitét 1
vorwiegend untere Extremitat 3
keine 1
Pathologisch definierte IBM modifiziert nach
(Griggs et al. 1995) 4
Klinisch definierte sporadische IBM 10
Mobgliche sporadische IBM 4
Inflammation ohne "rimmed vacuoles"
(Polymyositis) 3
Sonstiges Kardiomyopathie 1
Hypésthesie und Hypalgesie 1
Rollstuhlpflichtig 1
Ptose 1
Polyneuropathie 1

Tabelle 4 : Charakterisierung der Patientenkohorte (n=27), die auf Mutationen im Vimentin-Gen untersucht wurden.
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A GCCCAGGCCATC CGC

ﬂ

Ex2 wt

B GCCCAGGCCATCGOC
C

1 W

Ex2 g.1143G>C heterozygot

C GCCCAGCCCATCGOC

Ly N

Ex2 g£.1143G>C homozygot

Abb. 19: Elektropherogramme von A: dem Wildtyps der betreffenden Sequenz g.1143 im Exon 2., von B: dem heterozygoten
Polymorphismus g.1143G>C und von C: dem homozygoten Polymorphismus g.1143G>C.
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5.3 Analyse des Myotilin-Gens

5.3.1 Klinische Charakterisierung

Bei der Patientin handelte es sich um eine zum Untersuchungszeitpunkt 54-jdhrige
tiirkischstimmige Frau. Sie stellte sich initial mit langsam fortschreitender proximaler
Muskelschwiéche der unteren Extremitédt vor. Das Auftreten der Erkrankung wurde mit etwa 40
Jahren von der Patientin bemerkt, als ihr das Treppensteigen Beschwerden machte. Einige Jahre
spiter folgte die Beteiligung der proximalen oberen Extremitit. Im weiteren Verlauf dehnte sich
der Befall auch auf die distalen Muskelpartien aus. Dies machte sich besonders an den
Fingerbeugern und den FuBstreckern bemerkbar.

Im Alter von 50 Jahren war die Patientin auf einen Rollstuhl angewiesen.

Mit 52 Jahren begann eine zunehmend progrediente Ateminsuffizienz, die mit einer nicht-
invasiven Beatmung behandelt wurde. Drei Jahre darauf verstarb die Patientin an einem
Multiorganversagen im Rahmen einer Sepsis als Folge einer Aspirationspneumonie.

Die Mutter der Patientin litt ebenfalls unter einer Muskelschwiche. Gangstorungen wurden bei
ihr im Alter von 68 Jahren symptomatisch. Sechs Jahre spéter wurde sie rollstuhlpflichtig bis zu
ihrem Tod im Alter von 79 Jahren.

Von den Geschwistern der Patientin (zwei Schwestern und ein Bruder, der im Alter von 35
Jahren todlich verungliickte) hatte eine Schwester ebenfalls Gangstorungen. Sie lehnte jedoch
jegliche weitere Diagnostik ab. Die anderen beiden Geschwister sowie die drei Kinder der
Patientin hatten keinerlei muskulidre Symptome. Aus den vorliegenden Informationen ist ein
autosomal-dominanter Erbgang am wahrscheinlichsten.

Bei der korperlichen Untersuchung boten sich folgende Auffilligkeiten: Die Kraftgrade der
proximalen oberen Extremitidt waren deutlich eingeschrinkt. Die Arm-Abduktion fand sich bei
1/5, die Ellbogen-Strecker bei 2/5, wihrend die distale Muskulatur mit 3-4/5 nur mild
eingeschriankt war. An der unteren Extremitit zeigte sich ein dhnliches Bild. Die Hiiftbeuger und
—strecker sowie die Kniebeuger und -strecker waren stark beeintrachtigt (1/5), die distale
FuBmuskulatur war dagegen nur geringfiigig in der Muskelkraft eingeschrédnkt. Das Stehen und
Gehen war der Patientin nicht moglich. Die mimische Muskulatur war leichtgradig betroffen,
zudem berichtete die Patientin iiber eine Dysphagie.

Symptome einer nasalen Sprache, einer Dysarthrie, von Kontrakturen, einer Polyneuropathie
oder sensorischer Storungen konnten bei der Patientin nicht beobachtet werden. Bei der
kardialen Diagnostik mittels EKG, Langzeit-EKG, transthorakaler Echokardiographie und Herz-
MRT wurden keine Auffilligkeiten festgestellt.
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Eine  deutliche Einschrinkung der respiratorischen  Situation  konnte  mittels
Lungenfunktionspriifung und Blutgasanalysen quantifiziert werden. Der pO, lag bei 74 mm Hg,
der pCO, bei 42 mm Hg, was einer respiratorischen Globalinsuffizienz entsprach. Die
Vitalkapazitit war auf 45% des Normwertes vermindert.

In der MRT-Untersuchung in der T1w-Bildgebung war eine symmetrische, komplette fettige
Degeneration vieler Muskeln sichtbar (Schultergiirtelmuskulatur, Oberarme, M. trapezius, M.
sternocleidomastoideus, Thorax- und abdominale Muskulatur) Eine annihernd vollstindige
fettige Umwandlung der Muskulatur konnte noch in vielen weiteren Muskeln nachgewiesen
werden. (u. a. M. psoas, Glutealmuskulatur, Hiiftmuskeln, M. quadriceps, M. gracilis, M.
sartorius). Lediglich der M. tibialis anterior war nur leichtgradig betroffen.

In der Elektromyographie (EMG) wurden deutliche myopathische Verdnderungen mit
verminderten Amplituden gesehen. Es zeigte sich kein Hinweis auf eine periphere Neuropathie.

Laborchemisch war die Kreatinkinase (CK) auf 250-300 U/l (Normwert <155 U/1) erhoht.

5.3.2 Histopathologische Analyse

Im Rahmen mehrerer Aufenthalte wurden insgesamt vier Muskelbiopsien entnommen. Die erste
Biopsie erfolgte im Alter von 40 Jahren nach Beginn der ersten Symptome. Dabei konnte eine
Polymyositits initial nicht ausgeschlossen werden. Histopathologische Befunde waren eine
leichte  Fibrose, Faserkalibervariationen und milde myopathische Veridnderungen.
Immunhistologisch wurden entziindliche Veridnderungen sichtbar. In einigen Fasern wurden

autophagische, runde Vakuolen nachgewiesen.

Abb. 20: Muskelbiopsie im Alter von 53 Jahren, HE Firbung mit einigen wenigen subsarkolemmal gelegenen Aggregaten

(Pfeil) und myopathischen Verdnderungen. Massstabsbalken: 10pm. Aus (Reilich et al. 2011).
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Es folgten daraufhin iiber Jahre immunsuppressive Therapien [Prednisolonmonotherapie oder in
Kombination mit Methotrexat, Azathioprin oder i. v. Immunglobuline (IVIG)] ohne wesentliche
Beeinflussung der Krankheitsprogression.

Im Alter von 50 Jahren wurden zwei weitere Gewebeproben (initial unter immunsuppressiver
Therapie, anschlieBend ohne Therapie) untersucht. Diagnostisch gab es damals noch immer
keinen Hinweis auf eine Myofibrilldire Myopathie oder Proteineinschliisse in den Muskelzellen.
In der letzten Biopsie, drei Jahre spiter, wurde Gewebe des linken M. tibialis anterior
entnommen. Es fanden sich mittelgradig bis schwere myopathische Verianderungen, einige runde
autophagische Vakuolen, endomysiale Fibrose und Faserkaliberschwankungen. In der HE-
Fiarbung konnte in einigen Fasern Proteinaggregate sichtbar gemacht werden.

Immunfiarbungen mit monoklonalen Antikdrpern gegen Myotilin, alpha-B-Crystallin und

Desmin zeigten keine Proteinansammlungen.

5.3.3 Molekulargenetische Analyse

Die genetische Analyse des Myotilin-Gens wurde mittels direkter Sequenzierung der Exons 1-10
durchgefiihrt. Zum Ausschluss anderer genetischer Ursachen wurden auch noch die Gene DES,
FKRP (Exon 4) sowie VCP sequenziert und auf Mutationen untersucht. Zur méglichst zuverldssigen
Vorhersage iiber die klinische Pathogenitit einer gefundenen Mutation wurden Vorhersage-
Algorithmen wie PolyPhen-2, MutationTaster und SIFT (InSilico Functional Profiling) verwendet.
Bei der Patientin konnten zuvor Mutationen im DES-, FKRP- und VCP-Gen ausgeschlossen werden.
Bei der Sequenzierung des MYOT-Gens wurde eine bisher nicht beschriebene Mutation identifiziert.
Es handelte sich hierbei um einen heterozygoten Aminosdureaustausch in Exon 2 (n.17G>A),
welcher zu einer Missense-Mutation in p.Arg6His fiihrte. In 70 tiirkischen Kontrollchromosomen
und 140 europdischen Kontrollchromosomen war die Mutation nicht nachzuweisen. Laut
Vorhersage-Algorithmen verursacht der Basenaustausch einen Funktionsverlust des Myotilin-
Proteins. Es ist ein phylogenetisch hoch-konservierter Anteil des Proteins betroffen.

Der beschriebene Fall ist eine spit-auftretende, schwerwiegend verlaufende Form der LGMDI1A.
Aufgrund der bekannten klinischen Angaben ist der Erbgang autosomal-dominant, da sowohl die

Schwester als auch die Mutter der Patientin betroffen sind.
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6 DISKUSSION

In der vorliegenden Arbeit wurde ein genaues Augenmerk auf das heterogene Bild der
hereditidren Einschlusskorpermyopathien gelegt. Es wurden die Genotyp-Phénotyp-Korrelationen
untersucht und detaillierte klinische und funktionelle Analysen von neuen Mutationen und eines

Kandidatengens durchgefiihrt.

6.1 Mutationen im VCP-Gen

In der Literatur wurden bereits iiber 20 unterschiedliche Mutationen im VCP-Gen beschrieben.
Es handelt sich hdaufig um Mutationen an @hnlichen Stellen, sogenannten ,,hot spots®.

Auch bei der in dieser Arbeit analysierten Mutation R159C handelt es sich um eine Mutation in
einem bekannten Mutations-Hotspot. Sie wurde bisher einmal in der Literatur beschrieben,
hiufiger findet sich die Mutation R159H sowie Mutationen an der Stelle 155, die sich nur vier

Aminosdurepositionen entfernt befindet (Haubenberger, et al. 2005, van der Zee et al. 2009).

Interessant ist die klinische Heterogenitit, die sich bei der genaueren Analyse der Genotyp-
Phinotyp-Korrelation priasentiert. Im unmittelbaren Vergleich verschiedener Patienten mit der
identischen Mutation R159C haben manche Patienten ausschlieBlich eine IBM und eine FTD

(Bersano, et al. 2009), wahrend sich der in dieser Arbeit detailliert untersuchte Patient mit einer

IBM und einem Morbus Paget vorstellte. Bei einem weiteren Patienten, bei dem eine R159C-
Mutation identifiziert wurde, konnten isolierte Symptome einer IBM ohne Hinweise auf einen
PDB oder eine FTD beschrieben werden.

Ahnliches wurde auch bei der Mutation R159H beobachtet. Es gab milde Verliufe mit
Symptomen einer IBM und einem PDB (Haubenberger, et al. 2005), dazu im Gegensatz auch

Phinotypen ohne eine Muskelbeteiligung mit einer FTDL mit oder ohne PDB (van der Zee, et al.

2009). Bei den bisher in der Literatur beschriebenen Patienten mit einer p.Arg155Cys Mutation
im VCP-Gen trat die IBM frither auf als bei Individuen mit anderen Mutationen. Patienten mit
einer p.Argl55His Mutation zeigten einen spiteren Krankheitsbeginn der PDB im Vergleich zu

anderen Patienten (Watts, et al. 2007). In einer einzelnen Familie wurde ein besonders

aggressiver Verlauf der Erkrankung beobachtet. Diese hatten eine Mutation in der
hauptkatalytischen ~D1-ATPase-Domédne von VCP (p.Ala232Glu), welche fiir die
Hexamerstruktur bedeutend ist.

Es stellt sich die Frage, weshalb sogar innerhalb einer Familie die gleiche Mutation bei
verschiedenen Familienmitgliedern zu unterschiedlicher Krankheitsauspragung fiihren kann.

Einerseits sind Umweltfaktoren zu diskutieren, die zu unterschiedlichen Phinotypen fiihren
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konnen. Andererseits zeigt sich mit zunehmender Verbesserung der molekulargenetischen
Analysetechniken, dass ein modifizierender genetischer Hintergrund im Sinne sogenannter
,Modifier Gene“ in einem Individuum zu relevanten Anderungen des Phinotyps einer
monogenen Erkrankung fiithren kann. Bei verschiedenen neuromuskuldren Erkrankungen haben
sich interessanterweise wiederholt modifizierende Genvarianten von Faktoren gezeigt, die im

TGFp-Signalweg eine bedeutende Rolle spielen (Lamar KM und McNally EM, 2014).

Aus den im Rahmen dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnissen lédsst sich schliefen, dass es bei
einem so kleinen Patientenkollektiv und gerade bei der speziellen Symptom-Trias sehr schwierig
ist, zuverlidssige Genotyp-Phénotyp-Korrelationen zu prognostizieren.

Fiir die klinische Erstdiagnostik hat dies zur Folge, dass eine molekulargenetische Analyse auch
beim isolierten Auftreten einer oder zwei der spezifischen Symptome der IBMPFD durchgefiihrt
werden sollte, wenn insbesondere auch im Hinblick auf die Familienanamese der begriindete
Verdacht auf eine IBMPFD besteht. Eine molekulargenetische Analyse bei Patienten ist auch
dann gerechtfertigt, wenn die Patienten keine Blutsverwandten mit Muskelerkrankungen haben.
Die Erfahrungen zeigen, dass ca. 1/3 vieler genetisch bedingter Myopathien sporadisch auftreten.
Auch die untersuchten Patienten hatten in ihrer Familie keine anamnestisch eruierbare genetische

Vorbelastung.

Fiir die weitere Forschung bedeutet es, dass es wichtig ist, moglichst umfassende Informationen
iber die Erkrankung und ihre molekulargenetischen Hintergriinde zu sammeln, um eine optimale
Diagnostik zu gewdhrleisten. Die therapeutische Versorgung umfasst derzeit eine regelméBige,
stabilisierende Physiotherapie und Hilfsmittelberatung und soll kiinftig in neuen therapeutischen
Strategien im Sinne einer personalisierten Medizin miinden.

Im experimentellen Forschungsgebiet etablierten mehrere Forschungsgruppen transgene
Mausmodelle mit der R155H-Mutation. Im Vergleich zu Wildtyp-Tieren zeigten die Tiere im
Alter von 6 Monaten eine progrediente Muskelschwiche. Die histologische Analyse zeigte
Vakuolen in den Myofibrillen und zentrale Muskelkerne. Immunhistochemisch fiarbten sich
TDP-43-Ansammlungen und Ubiquitin-positive Einschlusskorperchen sowohl im Muskel (M.
quadriceps) als auch im Gehirn an. Auch die Knochenbeteiligung konnte mittels Rontgen-
Mikrotomographie und Histologie nachgewiesen werden. Sichtbar wurden eine verminderte
Dicke der Kortikalis und eine Verminderung der Trabekelstruktur. Folglich présentierten die
mutierten Miuse den kompletten Phinotyp einer IBMPFD und stellen demnach ein sinnvolles

Modell fiir priklinische Studien dar (Badadani et al. 2010).
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6.1.1 Die Mutation an Position R159C

Im Rahmen dieser Arbeit wurde bei zwei Patienten eine VCP-Mutation an der Stelle R159C
identifiziert. Wie oben genau ausgefiihrt zeigte der Patient A klinisch die Symptome einer
Myopathie und eines M. Pagets, eine frontotemporale Demenz konnte zum
Untersuchungszeitpunkt nicht festgestellt werden. Zu diesem Zeitpunkt war der Patient 61 Jahre
alt. Das mittlere Manifestationsalter einer Demenz bei einer IBMPFD liegt um das 54.
Lebensjahr. Die ersten Symptome der Muskelschwiche traten im Alter von 56 Jahren auf. Bei
den meisten Patienten mit IBMPFD konnen die ersten Symptome bereits zwischen dem 30. und
40. Lebensjahr auftreten und klinisch apparent werden. Der genaue Beginn des Knochenbefalls
war nicht eruierbar. Man kann daraus schlieBen, dass es sich eher um einen milden Verlauf bei
der vorliegenden Mutation an der Stelle R159C handelt, da der Symptombeginn eher spit war.
Der weitere Verlauf ist nicht beurteilbar, da der Patient keine Nachsorgekontrollen in Anspruch
genommen hat.

Der Patient B konnte im Verlauf mit einer IBMPFD und derselben Mutation im Rahmen der
klinischen Diagnostik identifiziert werden. Bei diesem Patienten begannen die ersten muskulidren
Symptome im Alter von 59 Jahren, auch 10 Jahre spiter konnte noch keine frontotemporale
Demenz oder ein Knochenbefall beobachtet werden. Der Patient ist trotz stetiger Progredienz der
Erkrankung sportlich aktiv (Radfahren, Joggen) und zeigt auch abseits des Muskelbefalls keinen
Hinweis auf eine Ausbildung neurologischer Symptome oder eines M. Pagets. Auch hier ldsst
die Klinik auf einen eher milden Befall mit langsamer Progredienz schlie3en.

Im Vergleich der beiden identischen Mutationen zeigt sich erneut die klinische Heterogenitét der
Erkrankung, da selbst bei den identischen Mutationen kein homogener Phéanotyp zu erkennen ist
(vergleiche Tab. 2).

Die Laborparameter bei beiden Patienten mit einer milden CK-Erhohung sowie der fettigen
Degeneration der betroffenen Muskeln in der MRT-Bildgebung sind kongruent mit
Vergleichswerten aus der Literatur. Auch der Muskelbefall der Patienten mit einer iiberwiegend
proximal betonten Muskelschwiiche ist typisch fiir eine IBM bei einer IBMPFD. Somit handelt
es sich insbesondere beim Muskelbefall um einen klassischen klinischen Verlauf der

Erkrankung.

6.1.1.1 Funktionelle Untersuchung der Mutation R159C

Bisher gibt es in der Literatur nur wenige Arbeiten, die sich mit der Mutation R159C beschiftigt

haben (Bersano, et al. 2009). Daher war es ein Ziel dieser Arbeit, den Einfluss dieser Mutation

im VCP-Gen in der Zellkultur genauer untersuchen. Hierbei ging es primir darum, zu zeigen, ob
die Mutation einen negativen Einfluss auf die Myofibrillen- bzw. Myotubenbildung ausiibt und
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ob wihrend der Zelldifferenzierung in vitro eine sichtbare Veridnderung der sich entwickelnden
Sarkomerstruktur erfolgt.

Im Zellkulturmodell wurde vergleichend untersucht, ob weitere humanpathogene VCP-Mutanten
in vitro die Differenzierung myogener Zellen und insbesondere die Syncytium-Bildung mittels
Myoblastenfusion bis zu terminal differenzierten multinukledren Myotuben beeintrichtigen
konnen.

Interessanterweise  zeigten sich an Tag 2 nach Transfektion zytoplasmatische
Proteinansammlungen bei den  humanpathogenen Mutanten, die moglicherweise
Proteinaggregaten entsprechen. Eine Aggregationsneigung der pathogenen Mutanten auch in
vivo kann nicht ausgeschlossen werden und konnte Teil des Pathomechanismus bei der IBMPFD
sein. Es ist allerdings kritisch zu bedenken, dass in dem in vitro-Zellkulturmodell unter dem
CMV-Promoter des eukaryontischen Expressionskonstrukts eine Uberexpression der VCP-
Konstrukte vorlag, die nicht der zelluliren Expressionskontrolle unterlag. Bemerkenswert ist
dennoch, dass das {iiberexprimierte Wildtyp-VCP-Konstrukt eine weitgehend normale,
zytoplasmatische Verteilung aufwies, was die Hypothese einer Aggregationsneigung der
humanpathogenen VCP-Mutanten unterstiitzt. Eine Aggregationsneigung mutierter Proteine
kann u. a. durch eine Konformationsinderung erkldart werden oder durch eine fehlerhafte
Erkennung und Bindung von Kofaktoren. Es ist interessant, dass die Punktmutationen im VCP-
Gen bei der IBMPFD iiberzufillig hidufig Arginin-Reste betreffen, die von wesentlicher
Bedeutung fiir die intermolekulare Proteinassoziation sein konnen (Jones 2012).

Die wenigen kurzen Myotuben mit 2-3 Zellkernen die sich in den mit Mutanten transfizierten
Ansidtzen finden, zeigten kein prominentes V5-Signal. Es ist zu diskutieren, ob dies einem
Verdiinnungseffekt innerhalb der grolen Myotuben nach Fusion mit transfizierten Zellen
entspricht oder ob die episomal vorliegenden Plasmidkonstrukte im Zeitverlauf innerhalb des
Beobachtungszeitraums von fiinf Tagen abgebaut werden. Eine alternative Erkldarung wire, dass
nur Myoblasten fusionskompetent sind, die kein Plasmidkonstrukt aufgenommen haben. Hierfiir
spricht die Beobachtung, dass an Tag 1 nach Transfektion nur eine relativ geringe Expression
des Differenzierungsmarkers o-Actinin in den transfizierten Myoblasten mit positivem V5-
Epitop-Tag-Signal vorliegt im Gegensatz zu benachbarten, untransfizierten Zellen.

Im Hinblick auf die gute Transfektionsrate, die sich an Tag 1 fand und die auffillige Reduktion
des V5-Signals im weiteren Verlauf, sind weiterfiihrende Untersuchungen erforderlich, um zu
kldren, ob zwischen Tag 2 und 4 nach Transfektion transfizierte Zellen durch toxische Effekte

der VCP-Konstrukte z. B. durch Apoptose untergingen.
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Gegenwirtig bleibt auch offen, ob die beobachtete Verzogerung und Storung der
Myoblastendifferenzierung  durch  humanpathogene = VCP-Mutanten zusitzlich  durch
interzelluldre Signaltransduktion vermittelt werden kann, iiber die bislang keine Daten vorliegen.
An Tag 4 enthielten dhnlich viele Myoblasten ein positives a-Actinin-Signal wie bei dem wt-
VCP-Konstrukt. Daher erscheint eine Expressionsstorung von o-Actinin als myogenem
Differenzierungsmarker unwahrscheinlich. Allerdings war an Tag 5 die Fusionskapazitit in den
Mutantenansitzen deutlich verringert im Vergleich zum wt-VCP-Ansatz, der quantitativ mehr
und qualitativ ldngere Myotuben mit deutlich mehr als drei Zellkernen aufwies. In diesem
Zusammenhang ist eine mogliche parakrine oder exokrine Signalwirkung der wenigen noch
verbliebenen transfizierten Einzelzellen im Fusionsansatz zu diskutieren. Um diese Hypothese zu
iberpriifen, wire eine Metabolom- oder Proteomanalyse des Zellkulturiiberstands weiterfiirend.

Insgesamt bestitigten die in vitro-Fusionsexperimente mit transfizierten, murinen myogenen
Zellen auch die zuvor in humanen Myoblasten in vitro beobachtete Entwicklungsstérung durch
eine VCP/p97-assoziierte Fehlregulation des Myosinfilamentaufbaus mit fehlender Reifung der

regelhaften Sarkomerstruktur (Janiesch, et al. 2007). Dariiber hinaus zeigte sich im

Zellkulturmodell eine Vielzahl von Ansétzen fiir zuséatzliche, potentielle Pathomechanismen, die
durch Mutanten des multifunktionalen VCP/p97 verursacht sein konnten und moglicherweise

auch fiir die Pathogenese des IBMPFD-Syndroms relevant sind.

6.2 Mutationen im Myotilin-Gen

Im Myotilin-Gen wurde eine bisher noch nicht beschriebene Mutation p.Arg6His (n.17G>A) im
Exon 2 erstmals identifiziert. Sie ist mit groBer Wahrscheinlichkeit Ursache einer
spatbeginnenden, schwerwiegend verlaufenden Gliedergiirteldystrophie Typ LGMDI1A.

Es handelt sich bei der Mutationsstelle um ein phylogenetisch hoch konserviertes Areal. In
Vorhersagealgorithmen wie Polyphen-2 und MutationTaster ergab sich eine hohe
Wahrscheinlichkeit, dass die Mutation die Funktion des Proteins stort und somit ursidchlich fiir
eine Erkrankung ist (Polyphen-2: Wahrscheinlichkeit von 0,999 bei einer Sensitivitdt von 0,11
und einer Spezifitidt von 0,99 und MutationTaster-Vorhersage mit 0,91). Des Weiteren fand sich
in 210 tiirkischen und europédischen Kontrollchromosomen keine Mutation an der beschriebenen
Stelle. Es handelt sich um ein autosomal-dominantes Vererbungsmuster, da die Mutter und die
Schwester der tiirkischstimmigen Patientin ebenfalls von den Symptomen betroffen waren,
allerdings in geringerer Auspriagung und mit einem spiteren Krankheitsbeginn.

Mutationen im Myotilin-Gen verursachen auch die MYOT-assoziierten Myofibrilldren
Myopathien (Myotilinopathien). Der Muskelbefall bei dieser Untergruppe der Myopathien
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beschrinkt sich nicht allein auf die Gliedergiirtelmuskeln, sondern es sind fast immer auch die
distalen Muskeln, speziell der M. tibialis anterior und posterior und die Peroneusmuskeln
betroffen. Neben den muskuldren Symptomen ist die Myotilinopathie hdufig auch mit einer
peripheren Polyneuropathie vergesellschaftet.

Bei der beschriebenen Patientin fand sich im Gegensatz dazu keine Beteiligung der peripheren
Nerven und das muskulidre Befallsmuster unterschied sich zum typischen Muster bei den
Myotilinopathien: der schwerste Muskelbefall befand sich in den Gliedergiirtelmuskeln. Sowohl
die klinischen, als auch die histopathologischen Merkmale bei der Patientin sprechen also eher
fiir eine LGMDI1A. Verglichen mit bisher beschriebenen Verldufen handelt es sich um einen
rasch progredienten Verlauf mit einer zusdtzlichen Ateminsuffizienz und Dysphagie als neuen,
bisher noch nicht beschriebenen Zusatzsymptomen bei einer MYOT-assoziierten LGMDI1A. Die
Patientin war nach einem Krankheitsverlauf von 10 Jahren auf den Rollstuhl angewiesen,
wihrend andere Myotilinopathie-Patienten hédufig bis zu 20 Jahre nach Krankheitsbeginn

gehfihig bleiben.
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6.3 Analyse des Kandidaten-Gens Vimentin

Das Vimentin-Gen wurde bei einer Patientenkohorte von 27 Patienten direkt sequenziert und auf
mogliche pathogene Mutationen untersucht. Bei keinem dieser Patienten konnte eine genetische
Ursache der Muskelerkrankung identifiziert werden, weswegen sich die Kohorte zur
Untersuchung eines neuen Kandidatengens eignete. Das Vimentin-Gen besteht aus 10 Exons,
wobei das erste Exon nicht kodierend ist. Es handelt sich um ein Intermediirfilament wie
Desmin, welches bekannterweise bei neuromuskuldren Erkrankungen mutiert sein kann.
Vimentin akkumuliert auerdem bei Myofibrilliren Myopathien in Aggregaten. Diese Tatsachen
rechtfertigen die Hypothese, dass auch das Vimentin-Gen selbst bei muskulidren Erkrankungen

mutiert sein konnte (Ferrer and Olive 2008).

Im untersuchten Patientenkollektiv konnten kein Basenaustausch in der kodierenden Sequenz
festgestellt werden. Bei einem Patienten zeigte sich ein intronischer homozygoter
Polymorphismus, bei 5 Patienten ein heterozygoter Polymorphismus, der im Ergebnisteil
genauer beschrieben wurde. Diese Verdnderungen wurden jedoch auch bei der gesunden
Kontrollgruppe (n=47) identifiziert. Hierbei waren es 5 homozygote Polymorphismen und 16
heterozygote Polymorphismen. Daraus ldsst sich mit sehr hoher Wahrscheinlichkeit schlieen,
dass diese Polymorphismen keine Erklédrung fiir eine Erkrankung des Muskelapparates bieten.
Moglicherweise ist das Patientenkollektiv von n=27 zu klein, um bei so seltenen Erkrankungen
ein neues Kandidatengen zu priifen.

In der Literatur wurden Mutationen im Vimentin-Gen bisher nur im Zusammenhang mit einer
dominanten Kataraktform beschrieben (Muller, et al. 2009). Bei anderen erblichen

Muskelerkrankungen wie z. B. der myotonen Dystrophie 1 (DM1) und 2 (DM2/PROMM) gibt es

aber auch einen Zusammenhang mit einer Augenbeteiligung im Sinne von Kataraktbildung vor
dem 60. Lebensjahr (Romeo 2012). Dies ist ein weiterer Hinweis, warum die Untersuchung des
Vimentin-Gens im Zusammenhang mit noch ungeklédrten Ursachen einer Myopathie durchaus
gerechtfertigt ist. Leider konnte in dieser Arbeit keine krankheitsauslosende Verdnderung im
Vimentin-Gen nachgewiesen werden, jedoch konnte die Idee fiir weitere Forschungsarbeiten in

groflerem Rahmen bei doch sehr seltenen Erkrankungen interessant sein.
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5 Diskussion

6.4 Bedeutung der genetischen Diagnostik und Ausblick

Die genetische Diagnostik wird in den Kliniken abseits der medizinischen Forschung derzeit nur
in begriindeten Fillen gegen Ende des diagnostischen Prozederes eingesetzt. Dies ist durchaus
als sinnvoll zu bewerten, da die klinischen und apparativen Untersuchungen die Wahl der zu
untersuchenden Gene auf ein sinnvolles Maf3 einschrinkt. Dann jedoch ist eine genetische
Diagnostik eine wertvolle Zusatzinformation, da sie bei der Klassifikation der Erkrankung
hilfreich ist, Aussagen iiber die Prognose vereinfacht und auch weiterfithrende Diagnostik (bei
IBMPFD Demenztestung und AP-Bestimmung/MRT/Skelettuntersuchungen) begriindet.
Zusitzlich hat eine genetische Erkrankung auch Auswirkungen auf die Familienplanung, sodass
der sorgfiltigen Diagnosestellung eine professionelle humangenetische Beratung folgen kann
und sollte.

Die Therapie der in dieser Arbeit behandelten Erkrankungen beschrinkt sich derzeit
iiberwiegend auf supportive MalBnahmen. In Zukunft werden aber vielleicht spezifische
Gentherapien angeboten werden konnen, die eine genetische Diagnostik als Basis dringend
benotigen. Dies erkléart die Notwendigkeit intensiver Forschungsbemiihungen im Bereich der
neuromuskulédren und bisher unheilbaren, degenerativen neurologischen Erkrankungen, um die
zugrunde liegenden komplexen molekularen Pathomechanismen besser zu verstehen und kiinftig

kausale Therapiestrategien zu entwickeln.
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