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Zusammenfassung 
Die hier vorliegende Promotionsarbeit hatte die Etablierung einer nicht-radioaktiven 

Methodik zur quantitativen Bestimmung von CTG-Repeats in Muskelgewebe von 

Patienten mit Myotoner Dystrophie Typ I (DM1) zum Ziel. Dies sollte eine genauere, 

gewebespezifische Korrelation von Repeatlänge und klinischem Phänotyp erlauben. 

Mit Hilfe der hierfür optimierten small-pool-PCR und Digoxigenin-markierten, CTG-

spezifischen Sonden gelang es, die zuvor im Blut der Patienten bestimmten Allellängen 

zu bestätigen und die Mosaiksituation der CTG-Repeats im Muskel eindrucksvoll 

darzustellen.  

Es zeigte sich, dass eine unmittelbare DNA-Extraktion aus den entnommenen Muskeln 

der Extraktion aus subkultivierten Myoblasten hinsichtlich der erfassten Allellängen 

deutlich überlegen ist. Zudem scheint die richtige Wahl der Polymerase (Ampli-Taq) für 

die Amplifikation der oft sehr langen, hoch-repetitiven DNA-Abschnitten von besonderer 

Bedeutung zu sein.  

Auf dem Boden der hier etablierten Methodik wird es in Zukunft möglich sein, in einem 

großen Patientenkollektiv gewebespezifische Aussagen über die CTG-Repeatanzahl in 

unterschiedlichen Muskelgruppen und Organen bei DM-1 Patienten zu treffen. Dies kann 

dabei helfen, das Verständnis zwischen molekularpathologischen Veränderungen und 

klinischem Erscheinungsbild zu vertiefen und gegebenenfalls therapeutisch zu nutzen. 
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Abkürzungsverzeichnis 
32P Phosphorus-32 

Aqua dest.  Aqua destillata (einfach destilliertes Wasser) 

ATE Solution A-Tris-EDTA 

BIPAP   Biphasic Positive Airway Pressure 

bp Basenpaar 

CCG Cytosin Cytosin Guanin 

CCTG Cytosin Cytosin Thymin Guanin 

CCUG Cytosin Cytosin Uracil Guanin 

CELF1 CUGBP Elav-like family member 1 

CK Kreatinkinase 

cm   Zentimeter 

CRSPR  Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats 

CSPD  [3-(1-chloro-3'-methoxyspiro[adamantane-4,4'-dioxetane]-3'-
yl)phenyl] dihydrogen phosphate 

CTG Cytosin Thymin Guanin 

CUG Cytosin Uracil Guanin 

CUGBP CUG triplet repeat, RNA binding protein 1 

ddH2O   double distilled water 

DIG Digoxigenin 

DM Dystrophia myotonica (Myotone Dystrophie) 

DM1 Myotone Dystrophie Typ 1 

DM2 Myotone Dystrophie Typ 2 

DMEM Dulbecco's Modified Eagle's Medium 

DMPK dystrophia myotonica protein kinase 

DMSO Dimethylsulfoxid 

DNA deoxyribonucleic acid 

dNTPs   Desoxyribonukleosidtriphosphate 

E. coli   Escherichia coli 

EDTA   Ethylendiamintetraessigsäure 

EKG Elektrokardiografie 

EMG Elektromyografie 
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ePAL estimated progenitor allele length 

FCS fetal calf serum 

GGC Guanin Guanin Cytosin 

ggf.   gegebenenfalls 

GGT Gamma-Glutamyltransferase 

HbA1C Hämoglobin A1c 

HCl Salzsäure 

HEPES 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsäure 

IQ   Intelligenzquotient 

KCl Kaliumchlorid 

KHCO3 Kaliumhydrogenkarbonat 

LB-Medium  lysogeny broth-Medium 

M   molare Masse 

M. musculus 

MBNL-1 Muscleblind Like Splicing Regulator 1 

mg   Milligramm 

ml   Milliliter 

MTCC Munich tissue culture collection 

Na2EDTA Dinatrium-Ethylendiamintetraessigsäure 

NaCl   Natriumchlorid 

NaOH Natriumhydroxid 

ng Nanogramm 

NH4Cl Ammoniumchlorid 

PCR polymerase chain reaction  

pg   Pikogramm 

PTH Parathormon 

RNA ribonucleic acid 

rpm revolutions per minute  

SDS   sodium dodecyl sulfate (Natriumlaurylsulfat) 

SGM-Medium Skeletal Muscle Cell Growth Medium 

SNP single nucleotide polymorphism 

SSC   saline sodium citrate 
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Taq   Thermus aquaticus 

TP-PCR Triplet Repeat Primed PCR 

U/min   Umdrehungen/Minute 

UV-Licht  Ultraviolett-Licht 

ZI   Zeitinkrement 

ZNS   Zentrales Nervensystem 

µl Mikroliter 
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1. Einleitung 

1.1 Allgemeine Einführung 
Die Myotone Dystrophie (Dystrophia myotonica [griech.], DM) ist eine autosomal-

dominant vererbbare Repeaterkrankung, welche zu systemübergreifenden Symptomen 

sowohl mit muskulären als auch extramuskulären Manifestationen mit vordergründiger 

Muskeldystrophie und Myotonie führt (Schneider-Gold et al., 2010). Die langsam 

fortschreitende Muskelschwäche betrifft vor allem die distalen Muskelgruppen der 

Extremitäten, die Gesichtsmuskeln (Facies myotonica) sowie die Hals- und 

Nackenmuskulatur. Typisch für extramuskuläre Symptome sind ein frühzeitiger Katarakt, 

endokrine Störungen sowie kardiale Beteiligungen, wie Rhythmusstörungen und 

Kardiomyopathien. Die klinische Ausprägung der Erkrankung ist bei den Patienten sehr 

unterschiedlich und hängt mit dem Ausmaß der individuellen genetischen Pathologie 

zusammen (Udd and Krahe, 2012).  

Bei der Myotonen Dystrophie wird zwischen DM Typ 1 (DM1) und DM Typ 2 (DM2) 

unterschieden. DM1 (auch Morbus Curschmann-Steinert) wird durch heterozygote 

Trinukleotid-Repeat-Expansionen (CTG) in der 3’-UTR (engl. untranslated region), also 

in einer nicht-codierenden Region des DMPK-Gens (dystrophia myotonica-protein 

kinase) auf Chromosom 19q13.3 verursacht. Diese Mutation wurde erstmals 1992 

beschrieben (Brook et al., 1992; Mahadevan et al., 1992). DM2-verursachende 

Mutationen sind Expansionen eines Vier-Basen-Repeats (CCTG) im Intron 1 des 

Zinkfingerprotein-9-(ZNF-9)-Gens auf Chromosom 3q (Liquori et al., 2001). Bei DM1 

wird eine Repeatlänge von mehr als 50, bei DM2 von mehr als 75 Repeats als kausal 

für die phänotypische Ausprägung der Erkrankung definiert. Prämutationsallele werden 

bei der DM1 Allele genannt, die eine Länge von 35-49 CTG-Repeats haben (Bird, 1993; 

The International Myotonic Dystrophy Consortium (IDMC), 2000). In der gesunden 

Population finden sich Repeatlängen von 5-34 Repeats.  

Die Repeatexpansionen können sowohl die Keimbahn, als auch somatische Zellen 

betreffen (Pearson et al., 2005; Cleary et al., 2010; Dogan et al., 2016; Yum et al., 2017). 

Daher kann bei der Myotonen Dystrophie auch das Phänomen der genetischen 

Antizipation beobachtet werden (Erläuterung s.u.). 

Bei der DM1 ist eine Korrelation zwischen der Repeatlänge und der Schwere der 

Erkrankung beschrieben - je länger die Repeats sind, desto ausgeprägter und früher 

zeigt sich die klinische Symptomatik (La Spada, 1997; Logigian et al., 2004). Diese 
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Korrelation konnte bei der DM2 bisher jedoch nicht nachgewiesen werden (Turner and 

Hilton-Jones, 2010). 

Nichtsdestotrotz handelt es sich lediglich um eine Korrelation, die nicht dazu verleiten 

darf, aufgrund der Repeat-Länge eine genaue Prognose zu stellen, da der klinische 

Phänotyp eines Patienten sehr individuell ist und nicht nur anhand der CTG-Anzahl 

prognostiziert werden kann (Lavedan et al., 1993; Smith and Gutmann, 2016).  

Darüber hinaus sind die Repeats während der Meiose und Mitose sehr instabil, weshalb 

es zu Mosaiksituationen kommen kann, das bedeutet, betroffene Patienten können 

Allele mit unterschiedlichen Größen in verschiedenen Geweben (Lavedan et al., 1993; 

Pearson et al., 2005) aufweisen. Diese Instabilität ist möglicherweise ursächlich für die 

unterschiedliche Ausprägung der klinischen Symptome sowohl innerhalb einer 

Patientenpopulation wie auch innerhalb der Organsysteme eines Patienten. Auch die 

sogenannte Antizipation, ein früheres und schwereres Auftreten der Symptome in 

nachfolgenden Generationen, lässt sich aus dieser Instabilität erklären (Redman et al., 

1993). Dabei spielt insbesondere das Geschlecht des Elternteils, welcher die Mutation 

trägt und an die Nachkommen weitergibt, eine Rolle bei der Elongation der kindlichen 

Allele. Diese Repeat-Verlängerungen finden insbesondere bei der maternalen 

Transmission statt (Brunner et al., 1993). Kinder von Patienten mit symptomatischer 

DM1 haben ein hohes Risiko, eine stärkere, meist kongenital ausgeprägte Form der 

Myotonen Dystrophie zu entwickeln. Eine kongenitale Form und eine klinisch relevante 

Antizipation ist bei der DM2 bisher nicht bekannt (Udd et al., 2003). 

Zudem konnte bereits gezeigt werden, dass die Repeats im Muskel häufig länger sind 

als diejenigen der zur Diagnostik meist verwendeten Leukozyten (Anvret et al., 1993; 

Thornton et al., 1994). Diese Erkenntnis stützt die Hypothese der somatischen 

Instabilität in unterschiedlichen Geweben. Ferner zeigt sich auch eine Heterogenität in 

Zellen des gleichen Gewebetyps, die durch die hohe Instabilität und Mutabilität der 

Repeats bei mitotischer Zellteilung erklärt werden kann (Pearson et al., 2005). Hinzu 

kommt, dass ein gewisser Teil (3-5%) von DM1-Patienten untypische Repeatmuster mit 

Unterbrechungen (CCG-, GGC- und CTG-Repeats) innerhalb des DMPK-Repeatstrangs 

haben und diese in den nachfolgenden Generationen unterschiedlich variieren sowie 

andere Lokalisationen aufweisen können (Braida et al., 2010; Musova et al., 2009).  

Die DM1 ist die häufigste hereditäre Muskelerkrankung im Erwachsenenalter. Insgesamt 

haben die Myotonen Dystrophien weltweit eine Prävalenz von ca. 5-180 pro 1 Mio. 

Menschen. Die absolute Häufigkeit variiert dabei von Region zu Region. Die bisher 
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höchste Prävalenz der Myotonen Dystrophie ist in Kroatien zu finden (Theadom et al., 

2014). 

1.2 Geschichte 
Die Erstbeschreibung der Myotonen Dystrophie als eigenständige Erkrankung erfolgte 

erstmals 1909 durch den Internisten Hans Steinert (1875-1911) (Steinert, 1909). Dieser 

war ab 1901 an der Uniklinik Leipzig als Assistenzarzt unter Curschmann tätig und 

bezeichnete die Krankheit bereits damals als „myotonische Dystrophie“.  Steinert 

erfasste, dass die Patienten ein „stereotypes“ Erscheinungsbild haben und eine 

Muskelatrophie insbesondere der Gesichts-, Kau-, Hals-, Vorderarm- und der kleinen 

Handmuskeln aufweisen. Hans Curschmann (1875-1950) ergänzte das 

Erscheinungsbild der Erkrankung ab 1912 durch weitere Merkmale und beschrieb somit 

eine Beteiligung mehrerer Organsysteme (Curschmann, 1912). 

 

 

Abbildung 1: Erste Abbildung eines Patienten mit DM1 im Jahr 1909 (Batten and Gibb, 1909) 

Der Schweizer Ophthalmologe Bruno Fleischer beschäftigte sich mit dem gehäuften 

Auftreten des Katarakts bei Patienten mit „myotonischer Dystrophie“ und analysierte des 

Weiteren anhand von Familienstammbäumen, dass es eine Relation zwischen milder 

Symptomatik mit myotonem Katarakt in der ersten Generation und schwereren und 

früher auftretenden muskulären und extramuskulären Symptomen in der nachfolgenden 

Generation gibt. Er beschrieb somit bereits 1908 das Prinzip der Antizipation, ohne die 

molekulare Ursache dafür zu kennen (Fleischer, 1918). 

1.3 Diagnostik 
Diagnostisch wird standardmäßig eine DNA-Analyse mit Blutproben zur 

molekulargenetischen Untersuchung durchgeführt. Dabei bilden die PCR sowie der 

Southern Blot die Grundlage der diagnostischen Repeatlängen-Bestimmung aus der 
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DNA der gewonnenen Leukozyten (Turner and Hilton-Jones, 2010; Kamsteeg et al., 

2012). 

Für die Diagnostik obligate Untersuchungen sind neben der klinischen Untersuchung 

auch die laborchemischen Befunde. Dazu gehört die Bestimmung der CK, 

Transaminasen, GGT, des Blutzuckers, HbA1c und der Schilddrüsenwerte (Schneider-

Gold et al., 2018). Zu den klassischen EMG-Befunden bei DM-Patienten gehören 

myotone Entladungsserien sowie myopathietypische EMG-Veränderungen (Hehir and 

Logigian, 2013). Aufgrund des hohen Auftretens von myotonen Katarakten bei DM-

Patienten sollte eine augenärztliche Untersuchung zur frühzeitigen Erkennung erfolgen 

und aufgrund der kardialen Beteiligung EKG-Ableitungen sowie Langzeit-EKGs 

angefordert werden. Auch empfehlen die Leitlinien Lungenfunktionsprüfungen 

(Schneider-Gold et al., 2018). 

Zur Diagnosestellung sollte eine molekulargenetische Untersuchung erfolgen (s.u.). 

Auch eine genetische Beratung, insbesondere für Risikopersonen in betroffenen 

Familien, wird empfohlen (Schneider-Gold et al., 2018). 

Fakultativ kommen nach individueller Entscheidung und Besprechung mit dem Patienten 

folgende Untersuchungen hinzu: 

Eine Echokardiographie zum Ausschluss einer Kardiomyopathie, die Beurteilung der 

Blasenfunktion (Restharnsonographie), bei klinisch manifestem Hypogonadismus 

Bestimmung der Hormonwerte als Grundlage für eine mögliche Behandlung, 

Durchführung eines Kernspintomogramms der Muskulatur zur Statuserhebung, 

Durchführung einer neuropsychologischen Leistungstestung und eines 

Kernspintomogramms des Gehirns mit der Frage nach einer zerebralen Beteiligung, 

Bestimmung der Immunglobuline im Serum als ergänzender serologischer Parameter 

sowie eine Muskelbiopsie in unklaren Fällen (Schneider-Gold et al., 2018). 

Zur molekulargenetischen Untersuchung wird routinemäßig die genomische DNA aus 

dem Blut des Patienten gewonnen. In aller Regel wird im Anschluss daran zunächst eine 

konventionelle PCR (Polymerase-Ketten-Reaktion) des DMPK-Gens mit flankierenden 

Primern durchgeführt (Chakraborty et al., 2016). Bei homozygoten, gesunden Menschen 

mit zwei normal langen Allelen erscheint eine einzige Bande, da beide Allele die gleiche 

Länge haben und somit optisch nur eine Bande aufweisen. Heterozygote Patienten mit 

einem normal langen und einem gering expandierten Allel präsentieren zwei Banden. 

100 und weniger Repeats können mit der konventionellen PCR sowie Fluoreszenz-
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markierten Primern amplifiziert und detektiert werden. Hat jedoch das mutierte Allel ein 

extrem langes CTG-Repeat, wird mit der konventionellen PCR nur eine Bande (die des 

Wildtyp-Allels) dargestellt, da sehr lange Allele mit der konventionellen PCR nur schwer 

amplifizierbar sind (Kamsteeg et al., 2012). Im umgekehrten Schluss kann daraus die 

falsche Annahme resultieren, dass der Patient gesund sei, da fälschlicherweise die 

einzelne sichtbare Bande als gemeinsame Erscheinung beider „gesunder“ Allele 

angenommen wird. Um dies zu überprüfen, sollte bei Vorliegen einer einzelnen Bande 

eine TP-PCR (Triplet-repeat-primed-PCR), eine small-pool-PCR und/oder ein Southern 

Blot durchgeführt werden (Kamsteeg et al., 2012; Chakraborty et al., 2016; Yum et al., 

2017). Zur Detektion wird entweder das PCR-Produkt oder genomische DNA, welche 

zuvor mit Restriktionsenzymen geschnitten wurde, verwendet (Yum et al., 2017).  

Zur Detektion der Repeats werden bei der Durchführung der Southern Blot-

Hybridisierung standardmäßig radioaktiv-markierte Sonden, zum Beispiel mittels 32P, 

verwendet. Diese binden an die repetitiven Abschnitte des amplifizierten PCR-Produkts. 

Bildtechnisch können die Banden anschließend mittels Röntgendetektoren sichtbar 

gemacht werden (Tomé et al., 2014).  

1.4 Molekularpathogenese 
Ein wesentlicher Hauptfaktor in der Pathogenese der Myotonen Dystrophie ist der 

fehlregulierte Mechanismus bei der RNA-Transkription (Tian et al., 2000). Sowohl die 

DM1 als auch die DM2 werden als RNA-vermittelte Erkrankungen bezeichnet, die Ihren 

Ursprung in repetitiven RNA Abschnitten (CUG- bzw. CCUG-Repeats) nehmen (Ranum 

and Cooper, 2006). Die pathologisch verlängerten CUG-Repeats induzieren ein 

fehlerhaftes Splicing der prä-mRNA, welche dann unter Ausbildung von 

haarnadelförmigen Strukturen (den sogenannten hairpins (Tian et al., 2000)) in 

Kerneinschlüssen, den so genannten ribonukleären Foci, sowie im Zytoplasma 

angereichert wird (Ranum and Cooper, 2006). Dies wiederum bedingt 

Wechselwirkungen der toxischen RNA mit RNA-bindenden Proteinen, die 

Proteinexpression und RNA-Splicing regulieren (Ranum and Cooper, 2006). 

Im Detail kommt es zu einer verstärkten nukleären Sequestrierung u.a. von muscle-blind 

(MBNL-1, ein RNA-Bindeprotein) in ribonucleären Foci sowie einer erhöhten 

Stabilisierung und vermehrten Expression CUGBP/Elav-like-family member 1 (CELF1) 

(Philips et al., 1998; Fardaei et al., 2001; Lin et al., 2006). Beide Proteine wurden in der 

Vergangenheit als wichtige Regulatoren des alternativen Splicen identifiziert (Kalsotra et 

al., 2008). Die veränderte Balance von MBNL-1 und CELF1 bedingen das Vorkommen 
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von embryonalen Splicing-Isoformen in adulten Geweben, die wesentlich zur Pathologie 

der Erkrankung beitragen (Sicot et al., 2011; Rohilla and Gagnon, 2017; Hale et al., 

2019; Tomé and Gourdon, 2020).  

1.5 Phänotyp  
Die myotone Dystrophie ist in ihrer Ausprägung sehr unterschiedlich und der Verlauf 

kann von einem sehr milden bis hin zum sehr ausgeprägten klinischen Bild variieren. Die 

Symptomatik und das Manifestationsalter korrelieren tendenziell mit der Länge der CTG-

Repeats, wobei  Patienten mit mehr als 400 Repeats eine weniger ausgeprägte 

Korrelation zeigen (Schara and Schoser, 2006). 

Eine Einteilung der Myotonen Dystrophie Typ 1 erfolgt in drei Grade (milde, klassische, 

schwere Form) sowie der Klinik und des Manifestationsalters entsprechend in folgende 

Kategorien: Kongenital (< 1 Monat), Infantil (1 Monat bis 10 Jahre), Juvenil (10 bis 20 

Jahre), Erwachsen (20 bis 40 Jahre), late-onset (> 40 Jahre) (De Antonio et al., 2016; 

Wenninger et al., 2018). 

Bei der kongenitalen Form der Myotonen Dystrophie tritt die Symptomatik in der Regel 

bereits bei oder kurz nach der Geburt auf (Bird, 1993). Während der Schwangerschaft 

können ein Polyhydramnion sowie geringe fetale Bewegungen auffällig sein. Nach der 

Geburt sind Hypotonie, Hyporeflexie, allgemeine Schwäche, Trinkschwäche, 

Gesichtsdysmorphien, respiratorische Schwierigkeiten bis hin zur Ateminsuffizienz in 

50% der Fälle typische Erscheinungsformen (Wenninger et al., 2018). Insgesamt haben 

Patienten mit einer kongenitalen Form der DM eine schlechtere Prognose (Mathieu et 

al., 1999).  

Eine kongenitale Form bei der DM2 ist bisher nicht beschrieben (Schoser, 2006). 

Einige Patienten mit diagnostizierter Myotoner Dystrophie haben einen sehr milden 

Verlauf oder einen sehr späten Manifestationszeitpunkt, so dass sie ein relativ 

beschwerdefreies Leben ohne Alltagseinschränkungen führen können. Bei anderen 

Patienten wiederum verläuft die Erkrankung sehr ausgeprägt. Das Manifestationsalter 

der klassischen Form liegt im Durchschnitt zwischen dem 10. und 30. Lebensjahr (Bird, 

1993). 

Die Hauptsymptome der Myotonen Dystrophie Typ I sind muskulären Ursprungs und 

bedingen eine Myotonie, insbesondere im Bereich der Hände und Beine, eine 

Muskelschwäche und eine Muskelatrophie beginnend im Bereich der Unterschenkel und 

Unterarme sowie der Kopfbeuger (Schneider-Gold et al., 2018). Klassischerweise ist bei 
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der DM1 die Extremitätenschwäche distal stärker ausgeprägt als proximal. Bei der 

klassischen Form der DM2 ist dieses Phänomen vice versa: Die proximale Muskulatur 

ist stärker als die distale betroffen (Ricker et al., 1994). Typisch ist das so genannte 

warm-up-Phänomen, bei welchem es zu einer Verminderung der Myotonie durch 

wiederholte Muskelkontraktionen kommt (Bird, 1993). Die Muskelschwäche zeigt einen 

langsamen, aber progressiven Verlauf, welcher von der CTG-Repeat-Anzahl abhängt 

(Bouchard et al., 2015). Zudem ist der skelettale Muskelschmerz ein häufig begleitendes 

und belastendes Symptom (Parmova, 2014). 

Weitere typische körperliche Erscheinungsbilder sind die so genannte „Facies 

myopathica“, eine ausgeprägte Atrophie des M. temporalis, sowie die Stirnglatze 

(Schneider-Gold et al., 2010). Auch die glatte Muskulatur kann betroffen sein, weshalb 

Patienten über Dysphagie, Verstopfungen und Diarrhoe leiden können. Des Weiteren 

sind auch abdominelle Schmerzen, Reflux und Cholestase häufig. Auch Erbrechen und 

Stuhlinkontinenz können zu den gastrointestinalen Symptomen gehören (Rönnblom et 

al., 1996; Bellini et al., 2006; Hilbert et al., 2017). Generell sind gastrointestinale 

Symptome bei DM-Patienten sehr häufig, treten oft auch vor Diagnosestellung auf und 

sind für viele Patienten sehr belastend: Etwa ein Viertel der Patienten hält die 

assoziierten gastrointestinale Symptome für die gravierendsten Symptome ihrer 

Erkrankung (Rönnblom et al., 1996).  

Da die Myotone Dystrophie eine Multiorganerkrankung ist, sind die extramuskulären 

Symptome sehr vielfältig und variieren zwischen den einzelnen Patienten sehr stark. 

Viele Patienten mit DM1 haben typischerweise einen Katarakt, welcher oft sehr früh 

auftritt und aus diesem Grund in dem langfristigen Behandlungsprozess eine 

regelmäßige augenärztliche Untersuchung alle zwei Jahre bedingen sollte (Turner and 

Hilton-Jones, 2014; Voermans et al., 2015; Ashizawa et al., 2018).  

Eine kardiale Beteiligung ist bei DM-Patienten häufig zu beobachten und bei manchen 

Patienten auch das initiale Symptom. Besonders häufig sind dabei Kardiomyopathien 

und Arrhythmien (McNally and Sparano, 2011). Aufgrund des erhöhten Risikos für 

Vorhofflimmern besteht bei diesen Patienten ein erhöhtes Risiko für Schlaganfälle. 

Daher sollten regelmäßige kardiologische Kontrollen erfolgen und etwaige Arrhythmien 

frühzeitig behandelt werden (Yoshida et al., 2018). Eine Korrelation zwischen der 

Repeatlänge und kardialen Komplikationen wurde bereits eindrücklich gezeigt (Melacini 

et al., 1995; Clarke et al., 2001; Hardin et al., 2003). 
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Patienten mit Myotoner Dystrophie Typ 1 zeigen im Allgemeinen ein vermehrtes 

Auftreten an endokrinen Störungen (Ørngreen et al., 2012). Typisch sind ein 

Hypogonadismus durch einen relativen oder absoluten Androgenmangel sowie Diabetes 

mellitus durch eine Insulinresistenz (Savkur et al., 2001). Des Weiteren sind 

insbesondere folgende Hormonstörungen zu nennen, welche Ørngreen et al. in einer 

großen Studie mit 97 DM1-Patienten identifizieren konnten: Neben den bisher 

beschriebenen endokrinen Dysfunktionen fanden sich erhöhte PTH- und Calciumspiegel 

sowie Schilddrüsenfunktionsstörungen. Sie zeigten außerdem, dass eine Korrelation 

zwischen der CTG-Repeat-Länge und den Hormonspiegeln von PTH, Phosphat und 

Testosteron  in der untersuchten Kohorte existiert (Ørngreen et al., 2012).  

An weiteren extramuskulären Symptomen ist die ZNS-Beteiligung zu nennen, welche 

sich bei DM1-Patienten vor allem in Persönlichkeitsstörungen, 

Konzentrationsstörungen, einer nachweisbaren Hirnatrophie und kognitiven 

Einschränkungen äußert. Jean et al. zeigten unterdurchschnittliche IQ-Werte bei DM1-

Patienten sowohl bei der klassischen als auch bei der milden Form (Jean et al., 2014). 

Bei DM-Patienten ist eine progressive Hirnatrophie häufig, wobei gezeigt werden konnte, 

dass diese sehr heterogen verläuft und unabhängig von Alter oder CTG-Repeat-Anzahl 

ist (Conforti et al., 2016). Frühere Studien hingegen zeigten, dass die kognitiven 

Fähigkeiten wiederum mit der Anzahl an CTG-Repeats korreliert (Winblad et al., 2006; 

Jean et al., 2014). Eine Studie von Labayru et al. zeigt auf, dass die visuellen Fähigkeiten 

der Patienten im Krankheitsverlauf beeinträchtigt sein können (Labayru et al., 2019). 

Fatigue und Tagesmüdigkeit schränken darüber hinaus die Leistungsfähigkeit vieler 

Patienten ein (Angelini and Tasca, 2012; Okkersen et al., 2017a, 2017b). 

Psychosoziale Faktoren spielen ebenfalls eine Rolle in der klinischen Ausprägung und 

können sich in Ängstlichkeit sowie Depression äußern und wurden in einer Studie bei 

50% der DM1-Patienten erkannt (Antonini et al., 2006). 

Zudem wurden tiefgreifende Persönlichkeitsstörungen wie ängstlich-vermeidende, 

passiv-aggressive, schizotypische sowie zwanghafte Persönlichkeitsstörungen mit der 

DM1 assoziiert (Delaporte, 1998; Winblad et al., 2005).  

Des Weiteren kommen Hypersomnien, Apathie und das Schlafapnoe-Syndrom bei DM-

Patienten häufig vor, welche die Lebensqualität sehr einschränken können und von 

Patienten oft beklagt werden (Rubinsztein et al., 1998; Laberge et al., 2009).  
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Lungenfunktionsstörungen sind möglich und können sich bis zur Notwendigkeit einer 

mechanischen Beatmung verschlechtern (Bird, 1993). 

1.6 Aktuelle Therapiemöglichkeiten 
Eine kausale Therapieform der Myotonen Dystrophie existiert aktuell nicht (Thornton et 

al., 2017), allerdings gibt es einige experimentelle, vielversprechende Strategien, wie 

zum Beispiel genome editing mittels CRISPR-CAS9 (Provenzano et al., 2017), RNA 

editing (Batra et al., 2017), small molecules-Therapien (Nguyen et al., 2015; Luu et al., 

2016; Rzuczek et al., 2017) sowie antisense-oligonucleotide-based-therapies (Wheeler 

et al., 2009), welche in die molekularen Mechanismen auf DNA-, RNA- und 

nachgeordneter Ebene eingreifen. Diese Möglichkeiten sind bisher jedoch noch in der 

Entwicklungsphase und bedürfen weiteren Modifikationen, bevor sie möglicherweise für 

DM-Patienten einen therapeutischen Nutzen haben werden (LoRusso et al., 2018). 

Besonders hervorzuheben sind Forschungsergebnisse, die auf dem letztjährigen 

American Academy of Neurology Annual Meeting (AANAM 2021) vorgestellt wurden 

(Mullard, 2021): Dabei gelang es einem Forscherteam um Dr. Barbora Malecova von 

Avidity Bioscience einen monoklonalen Antikörper gegen den Transferrin-Rezeptor mit 

einer DMPK-spezifischen siRNA zu koppeln und somit die Akkumulation von toxischen 

CTG-Produkten in präklinischen Modellen zu reduzieren. Inzwischen befindet sich der 

Wirkstoff in der Phase I Studie (NCT05027269). 

Supportive Maßnahmen können jedoch auch heute schon die jeweiligen Symptome der 

Patienten mit DM1 und DM2 mildern, den Verlauf verzögern sowie den Alltag erleichtern 

(Smith and Gutmann, 2016). Symptomatisch vordergründig bei DM1-Patienten ist die 

Beteiligung der distalen Extremitätenmuskulatur (Thornton, 2014), welche je nach 

Patient unterschiedlich stark ausgeprägt sein kann und sich von einer sehr milden Klinik 

bis hin zur Gehunfähigkeit präsentieren kann. Der Natrium-Kanal-Blocker Mexiletin wird 

seit Langem eingesetzt, um die Myotonie bei DM-Patienten beider Typen zu reduzieren 

(Logigian et al., 2010). Nachteilig ist jedoch das proarrhythmische Potenzial, weshalb 

die Indikation bei Patienten mit kardialen Symptomen streng gestellt werden sollte 

(LoRusso et al., 2018). Bei der kongenitalen Form wird zudem zur Linderung der 

Symptomatik moderates Muskeltraining empfohlen, auch wenn hierfür die Evidenzlage 

kontrovers ist (Voet et al., 2013). Darüber hinaus können Orthesen Erleichterung bringen 

und einem erschwerten Gangbild entgegenwirken. Diese werden von vielen Patienten 

gerne angenommen (Mnatsakanian et al., 2017). 
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Für viele Patienten stellt das häufig mit der DM1 einhergehende Fatigue-Syndrom eine 

große Belastung dar. Eine Studie konnte zeigen, dass dieses durch intensive kognitive 

Verhaltenstherapien sowie körperliche Bewegungsübungen positiv beeinflusst werden 

kann (Okkersen et al., 2018). 

In Spätphasen der Erkrankung kommen zur Unterstützung der Atemmuskulatur zudem 

nichtinvasive Beatmungsformen, wie zum Beispiel die BIPAP-Beatmung, zum Einsatz 

(Romigi et al., 2013). Das Stimulans Modafinil ist in Deutschland zur Behandlung der 

Tagesmüdigkeit bei DM-Erkrankten nicht mehr zugelassen, kann jedoch in Einzelfällen 

als off-label-use unterstützend verwendet werden (Schneider-Gold et al., 2018). 

Neben den Vorsorgeuntersuchungen zur Früherkennung kardialer Beteiligungen, 

welche regelmäßige 12-Kanal-EKG-Ableitungen und bildgebende Herzuntersuchungen 

(zum Beispiel Kardio-MRT) in 2- bis 5-jährigen Abständen beinhalten, werden auch 

Pacemaker und Defibrillatoren bei bestimmten Störungen der Herzweiterleitung 

eingesetzt, um die Rate an plötzlichen Herztoden von DM-Patienten zu senken (Groh et 

al., 2008).  

Da auch das endokrine System betroffen sein kann, haben DM1-Patienten häufig eine 

Insulinresistenz und Dyslipidämien, sodass dementsprechend Lifestyle-Änderungen 

sowie Antidiabetika und cholesterinsenkende Medikamente zur Senkung des 

kardiovaskulären Risikos indiziert sind (Smith and Gutmann, 2016).  

Die Beteiligung der glatten Muskulatur kann zu Aspirationen und gastrointestinalen 

Motilitätsstörungen führen, sodass Prokinetika und Laxantien notwendig werden können 

(Turner and Hilton-Jones, 2014). 

Insgesamt kann festgehalten werden, dass die Therapiemaßnahmen für DM1-Patienten 

eines multimodalen Konzeptes bedürfen, in das Spezialisten verschiedener 

Fachrichtungen involviert sein müssen, um den Patienten den Alltag bestmöglich zu 

erleichtern (Ashizawa et al., 2018; Schoser et al., 2019).  
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2. Fragestellung 
Das Ziel dieser Doktorarbeit war die Etablierung einer nicht-radioaktiven Methode zur 

Bestimmung der tatsächlichen Repeatlänge der DMPK-Loci in Muskelgewebe von 

Patienten, die an Myotoner Dystrophie Typ I leiden.  Hierzu sollten eine small-pool-PCR 

sowie ein Southern-Blot miteinander kombiniert werden, um selbst an kleinsten Mengen 

DNA genetische Mosaiksituation identifizieren und die tatsächlichen Repeatlängen im 

Muskelgewebe bestimmen zu können. 

Für die Diagnose "Myotone Dystrophie" wird der Gendefekt klassischerweise 

molekulargenetisch anhand von Blutproben nachgewiesen. Die sehr langen Repeats 

dieser Erkrankung können mit herkömmlichen Detektionsmethoden allerdings nicht 

exakt erfasst werden und stellen diagnostisch eine Herausforderung dar. Sanger-

Sequenzierungen, welche routinemäßig bei monogenetischen Erbkrankheiten zur 

Detektion von Mutationen eingesetzt werden, sequenzieren repetitive DNA-Abschnitte 

oft nur fehlerhaft oder brechen gar vollständig ab (Liu et al., 2017). Auch sogenannte 

Next-Generation-Sequenziermethoden stellen den Untersucher bei repetitiven DNA-

Abschnitten aufgrund der kurzen Readlänge oft vor große Probleme bei der Auswertung 

der Daten (Treangen and Salzberg, 2012). Zusätzlich erschweren genetische 

Mosaiksituationen die Analyse selbst mit PCR-basierten Nachweismethoden, da es zur 

Amplifikation und Detektion unzähliger, teils überlappender Banden bei herkömmlicher 

elektrophoretischer Auftrennung kommen kann, sodass häufig nur ein Größenbereich 

für die Diagnose angegeben werden kann (z.B. 300-500 Repeats). Der diagnostische 

Nachweis durch eine small-pool-PCR und anschließenden Southern Blot vor diesem 

Hintergrund ist zwar aufwändiger, jedoch sicherer (Savić Pavićević et al., 2013).  

Die routinemäßige Gewinnung der DNA aus Leukozyten der Patienten hat zudem zur 

Folge, dass keine Aussagen über die tatsächliche Repeatlänge in den unterschiedlichen 

Geweben, insbesondere in den unterschiedlichen Muskelgruppen, getroffen werden 

können. Zwei unabhängige Untersuchungen zeigten zum Beispiel, dass die CTG-

Repeats im DMPK-Gen im Muskelgewebe von DM1-Patienten aufgrund der 

somatischen Mosaiksituation teils 3- bis 25-fach länger sind als die im Blut der Patienten 

gemessenen (Thornton et al., 1994; Nakamori et al., 2013). Sowohl für die individuelle 

Prognosestellung der Patienten wie auch für die wissenschaftliche Forschung ist jedoch 

eine genaue Charakterisierung der Repeatlänge in Myoblasten essentiell, da die 

muskulären Symptome häufig den Alltag der Patienten am stärksten einschränken. Zu 

diesem Zweck sollten Satellitenzellkulturen aus Muskelbiopsien verwendet werden, die 
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eine genaue Charakterisierung und wiederholte DNA-Extraktion erlauben, bevor DNA 

direkt aus der Muskelbiopsie ohne zwischenzeitliche Subkultivierung extrahiert werden 

sollte. 

Methodisch wurde für die Vervielfältigung der CTG-Repeats die small-pool-PCR 

gewählt. Diese Form der PCR umgeht das Problem heterogener Templates bei 

somatischen Mosaiksituationen durch Verdünnung der Ausgangs-DNA auf nur wenige 

Genomäquivalente (0,5-200), im Idealfall auf die DNA einer einzelnen Zelle (Gomes-

Pereira et al., 2004). Durch dieses Vorgehen möchte man selektiv einzelne 

Mutationsallele sowie das Wildtyp-Allel amplifizieren, sodass im nachfolgenden 

Southern Blot einzelne, distinkte Banden und keine Überlagerung der Banden 

(„Schmier“) detektiert werden können. 

Klassischerweise werden die PCR-Produkte oder genomischen CTG-Repeats im 

Anschluss an den Southern Blot mithilfe von radioaktiv-markierten Isotopen auf einem 

Detektor sichtbar gemacht (Feinberg and Vogelstein, 1983). Diese Methode zeigt eine 

große Sensitivität und wird auch heute noch in vielen Laboren weltweit genutzt. 

Allerdings versucht man seit vielen Jahren, die Verwendung von Radioaktivität in der 

Forschung sowohl aufgrund der hohen bürokratischen Hürden, wie auch dem mit ihr 

verbundenen Gesundheitsrisikos zu verzichten (Pollard-Knight et al., 1990; Viterbo et 

al., 2018).  

Deshalb sollte in dieser experimentellen Arbeit eine nicht-radioaktive 

Detektionsmethode etabliert werden, welche mit vergleichbarer Sensitivität zur 

herkömmlichen, radioaktiven Methode die pathognomonischen CTG-Repeats 

nachweisen kann. Hierfür wurde die Digoxygenin-Markierung gewählt, die bereits 2014 

von der Arbeitsgruppe Tomé et al. an transgenetisch veränderten DM1-Mausmodellen 

erfolgreich angewendet wurde und auch hier zur Detektion der in der small-pool-PCR 

gewonnen Produkte dienen sollte (Tomé et al., 2014).  

Ziel dieser Promotionsarbeit war somit die Entwicklung einer möglichst genauen, nicht-

radioaktiven Methode zur Analyse der Repeatlänge der CTG-Repeats in Myoblasten, 

um eine genauere Korrelation zwischen Genotyp und klinischem Phänotyp zu 

ermöglichen und Mosaiksituationen zu identifizieren. 
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3. Material und Methoden  

3.1 Zellkultur 
Zur Untersuchung oben genannter Fragestellung wurden Myoblastenkulturen von 5 

Patienten aus der MTCC (Munich tissue culture collection) verwendet. Die MTCC des 

Friedrich-Baur-Instituts der LMU München stellte gemäß des Ethikvotums-Nr. 45-14 die 

Kulturen zu Forschungszwecken zur Verfügung. Die etablierten Myoblasten-Zelllinien 

wurden bei 37°C und in 5% CO2-Athmosphäre adhärent in Zellkultur-Schalen kultiviert. 

Die Kultivierung der Myoblasten erfolgte in Skeletal Muscle Cell Growth Medium (PELO 

Biotech).  Erreichten die Zellkulturen eine Konfluenz von etwa 70%, wurden die Zellen 

nach einem Waschschritt mittels Trypsin abgelöst. Anschließend wurden sie auf zwei 

Zellkulturplatten gesplittet und in regelmäßigen Abständen mittels Trypsin-Verdau 

gelöst, gesplittet und in neue Schalen überführt. Um den Bestand der Zelllinien zu 

erhalten, wurden diese in der Phase des exponentiellen Wachstums in einem speziellen 

Gefriermedium (FCS mit 10% DMSO) resuspendiert, auf mehrere Kryotubes verteilt und 

in flüssigem Stickstoff eingefroren.   

3.2 DNA-Isolierungsmethoden 

3.2.1 Myoblasten  
Die Isolation der DNA aus den Myoblasten erfolgte mithilfe des Quick - DNA™ Miniprep 

Plus Kit der Firma ZymoResearch.  

Hierfür wurde ein Myoblastenzellpellet (gewonnen aus einer 10 CM Zellkulturplatte) in 

200 µl Aqua dest. gelöst, in ein Eppendorfreagiergefäß überführt und 200 µl BioFluid & 

Cell Buffer sowie 20 µl Proteinase K hinzugefügt. Nach ausreichendem Durchmischen 

der Inhalte wurde das Reagiergefäß für 10 Minuten bei 55°C inkubiert. Nun wurden 440 

µl Genomic Binding Buffer hinzugefügt und ebenfalls durchmischt. Die Lösung wurde 

anschließend in eine Zymo-Spin™IIC-XL Säule gegeben, welche in ein Collection Tube 

gesteckt wurde, und für eine Minute bei 12000 x g zentrifugiert. Das Collection Tube 

wurde nun verworfen und die Säule in ein neues Tube gesteckt. 400 µl DNA Pre-Wash 

Buffer wurden hinzugefügt, die Säule bei 12000 x g für eine Minute zentrifugiert und 

dieser Schritt mit 700 µl g-DNA Wash Buffer sowie mit 200 µl g-DNA Wash Buffer 

wiederholt. Um die DNA zu eluieren, wurde die Säule in ein neues 

Eppendorfreagiergefäß überführt und mit 50 µl Aqua dest. benetzt. Nach 5-minütigem 

Inkubieren bei Raumtemperatur wurde dieses Reagiergefäß für eine Minute bei 12000 

x g zentrifugiert und die Säule entfernt. 
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3.2.2 Leukozyten 
Für den Vergleich von Repeatlängen und deren Verhaltensweisen in den 

unterschiedlichen Geweben Blut und Muskel wurde ebenfalls DNA aus Patientenblut 

nach dem Prinzip der Hochsalzfällung isoliert:  

Für die Lyse der Erythrozyten wurden 10 ml EDTA-Vollblut mit dem Vortexer 

durchmischt und anschließend in ein 50 ml Falcon-Röhrchen überführt. Nun wurde die 

dreifache Menge eines 1.33-fach konzentrierten Erythrozyten-Lysepuffers dazugegeben 

und durch Schwenken mit dem Blut gemischt. Das Blut wurde danach für mindestens 

15 Minuten auf Eis gestellt und anschließend bei 2000 U/min bei 4°C für 10 Minuten 

zentrifugiert. Der Überstand wurde vorsichtig abgegossen und verworfen. Anschließend 

wurden erneut 10 ml Erythrozyten-Lysepuffer auf das Pellet gegeben, resuspendiert und 

das Röhrchen für 10 Minuten bei 2000 U/min zentrifugiert. Der Überstand wurde 

komplett abgekippt und etwaige Reste mit einem Tuch entfernt. Hiernach wurde das 

Pellet mit 5 ml SE-Puffer resuspendiert und 250 µl 20%iges SDS (verdünnt in Aqua 

dest.) dazugegeben und gemischt. Anschließend wurde das Lysat bei 55°C im 

Wasserbad für drei Stunden inkubiert.  

Für die Fällung der DNA wurden nach der Inkubation 2,5 ml SE-Puffer und 2,1 ml 

gesättigte 6 molare NaCl-Lösung zugegeben und die Lösung für 10 Sekunden gevortext. 

Im Anschluss daran wurde das Lysat für weitere 10 Minuten bei 55°C inkubiert, um 

ausgefallene Salze zu lösen und 15 Minuten bei 4000 U/min bei Raumtemperatur 

zentrifugiert. Der Überstand wurde in ein neues Falcon überführt und die zweifache 

Volumenmenge 100%igen Ethanol zugefügt und anschließend gemischt, bis eine DNA-

Wolke zu sehen war. Diese wurde mit einem Häkchen entnommen und in 500 µl TE-

Puffer aufgenommen. 

Zur Messung der erhaltenen DNA Menge wurde die isolierte Probe mittels des 

Fluoreszenz-basierten Nachweisverfahren „Qubit“ analysiert. 

Daran anschließend wurde ein kombinierter Restriktionsverdau der DNA und ein RNase-

Verdau durchgeführt, um einerseits die Tertiärstruktur der DNA zu zerstören und 

andererseits überschüssige RNA in der DNA-Probe zu eliminieren, welche die weitere 

Analytik der DNA möglicherweise stören könnte. Dies wurde mittels folgendem 

Reaktionsansatz erreicht: 

DNA 500 ng Gesamtmenge 
Puffer Cut Smart 10x 5 µl 
HindIII 1 µl 
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RNase 2 µl 
ddH2O Ad 50 µl 

 

Der oben genannte Ansatz wurde für 3 Stunden bei 37°C inkubiert.  

3.3 Gelelektrophorese 
Durch die gelelektrophoretische Auftrennung von DNA über das elektrische Feld werden 

unterschiedliche DNA-Stränge der Länge nach aufgetrennt.  

Dazu wurde Agarose in 1%iger Konzentration zusammen mit 200 ml TAE-Puffer unter 

mehrmaligem Schwenken im Erlenmeyerkolben in der Mikrowelle für insgesamt etwa 7 

Minuten bis zum Siedepunkt erhitzt, bis die Agarose vollständig aufgelöst war. 

Anschließend wurde die heiße Agaroselösung im Hybridisierungsofen bei 65°C für 30-

60 Minuten abgekühlt, um sie anschließend in eine Gelelektrophoresekammer mit 

einhängendem Kamm gießen zu können und aushärten zu lassen. Anschließend wurde 

die Gelkammer mit einer ausreichenden Menge TAE-Puffer aufgefüllt und die in Loading 

Buffer verdünnten DNA-Proben aufgetragen. Die Gelelektrophroese wurde für 10 

Minuten bei 100 Volt gestartet, anschließend auf 140 Volt eingestellt und für ca. 60 

Minuten durchgeführt. 

3.4 PCR zur Klonierung von CTG-Repeats 
Zur Amplifikation von CTG-Repeats aus Myoblasten-DNA wurde in Anlehnung an das 

Paper von Monckton et al. (Monckton et al., 1995) folgendes Protokoll etabliert: 

 Patient A Patient B 
Primer DM-DR 100 µM 2 µl 2 µl 
Primer DM-C 100 µM 2 µl 2 µl 
GC-Puffer 10 µl 10 µl 
GC-Enhancer  10 µl 
10 mM dNTPs 1 µl 1 µl 
Myoblasten-DNA  50 ng 50 ng 
Phusion 0,5 µl  
Q5  0,5 µl 
ddH2O 30,5 µl 20,5 µl 

 

Die PCR-Ansätze wurden in 35 Zyklen im Thermocycler nach folgendem Protokoll 

amplifiziert: 

Initial Denaturation 98°C 60 s 
Denaturation 98°C 10 s 
Annealing 60°C 30 s 
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Elongation 72°C 60 s 
Final Elongation 72°C 600 s 
 4°C ∞ 

 

3.5 Restriktionsverdau 
Enzymatische Restriktionsverdaue wurden nach Herstellerangaben in 50 µl Volumen 

durchgeführt. Je nach verwendetem Enzym wurde entweder CutSmart (NEB) oder Y-

Tango Puffer (ThermoFisher) verwendet: 

Puffer (CutSmart oder Y-Tango) 5 µl 
DNA 1 µg 
Enzym 1 1 µl 
ggf. Enzym 2 1 µl 
ddH2O ad 50 µl 

 

Der Verdau wurde routinemäßig 2 Stunden bei 37°C durchgeführt. Lediglich SmaI wurde 

bei 30°C inkubiert. Anschließend wurden diese Restriktionsansätze auf ein Agarosegel 

aufgetragen und gegebenenfalls die einzelnen Banden herausgeschnitten und aus dem 

Gel extrahiert. Eine vollständige Liste der verwendeten Enzyme findet sich unter 3.18. 

3.6 Gelextraktion 
Zur Aufreinigung von DNA aus dem Agarosegel wurde das „innuPREP DOUBLEpure 

Kit“ von Analytik Jena DNA verwendet: 

Das Agarose-Stück (Gewicht bis zu 300 mg) wurde in ein Eppendorfreagiergefäß 

gegeben und zusammen mit 650 µl Gel Solubilizer bei 50°C für 10 Minuten inkubiert. 50 

µl Binding Optimizer wurden hinzugegeben und durch Pipettieren oder Vortexen mit der 

gelösten Agarose durchmischt. Ein Spin Filter wurde in ein Receiver Tube gesteckt und 

die Lösung aus dem Eppendorfreagiergefäß vorsichtig in den Spin Filter überführt. 

Anschließend wurde der Tube bei 11000 U/min. für eine Minute zentrifugiert. Zum 

Waschen der Lösung wurden 700 µl Washing Solution LS hinzu pipettiert und das Gefäß 

für 1 Minute bei 11000 U/min. zentrifugiert. Dieser Schritt wurde einmal wiederholt. Um 

das Ethanol zu entfernen wurde das Filtrat entfernt und der Spin Filter in ein neues 

Receiver Tube gesteckt. Dieses wurde dann für 2 Minuten bei maximaler 

Geschwindigkeit zentrifugiert. Anschließend wurde der Spin Filter in ein Elution Tube 

gesteckt und mit 30 µl Elution Buffer benetzt. Nach einer ein-minütigen Inkubation bei 

Raumtemperatur wurde das Tube für 1 Minute bei 11000 U/min. zentrifugiert und die 

isolierte DNA weiterverwendet. 
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3.7 Plasmidfällung 
Zur Fällung von (restriktionsverdauten) Plasmiden wurde ein 10-faches Volumen an 

Ethanol hinzugefügt und der Inhalt durchmischt. Anschließend wurde der Inhalt bei  

-80°C für 10-15 Minuten eingefroren und dann für 10 Minuten bei 4°C bei maximaler 

Geschwindigkeit in der Zentrifuge zentrifugiert. Es erfolgte danach eine 10-minütige 

Trocknung bei 45°C in einem Speed-Vac Vakuum Konzentrator und das Pellet wurde in 

20 µl ddH2O aufgenommen. 

3.8 Blunt-end Ligation 
Blunt-end Ligationen von Plasmid und Insert wurden wie folgt durchgeführt: 

 Menge/Volumen 
Plasmid pUC19 50 ng 
T4-Ligase Puffer 2 µl 
T4-Ligase (NEB) 1 µl 
Insert 20 ng 
ddH2O Ad 20 µl 

 

Die Ansätze wurden bei 4-5°C über Nacht inkubiert.  

3.9 Transformation chemisch kompetenter Bakterien 
Für die Transformation von Plasmid-DNA wurden 50 µl kompetente Zellen (DH5-alpha-

E.coli) auf Eis aufgetaut. Jeweils 10 µl des Ligationsansatzes wurden zu der 

Zellsuspension hinzugegeben und 20 Minuten auf dem Eis stehen gelassen. Danach 

erfolgte ein Hitzeschock der Bakterien für eine Minute bei 42°C im Thermoblock und eine 

fünfminütige Ruhephase auf Eis. Jeweils 1 ml LB-Medium wurde hinzugegeben und die 

Eppendorfreagiergefäße für 30 Minuten bei 37°C inkubiert. Diese wurden dann bei 

13000 U/min. für eine Minute bei Raumtemperatur zentrifugiert und der Überstand 

jeweils dekantiert. Die Pellets wurden in je 100 µl LB-Medium resuspendiert und die 

Zellsuspensionen auf Selektivmedien (LB-Medium mit Ampicillin) ausplattiert sowie 

anschließend bei 37°C über Nacht inkubiert. 

Im nächsten Schritt wurden mehrere Kultur-Röhrchen mit jeweils 5 ml Ampicillin-

haltigem LB-Medium vorbereitet und in jedes Röhrchen mit einem sterilen Holz-

Zahnstocher eine Kolonie gegeben. Pro Platte wurden 5 Kolonien gepickt. Diese wurden 

dann über Nacht bei 37°C in einem Orbitalschüttler inkubiert. 
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3.10 Plasmidisolation 
Im Anschluss an die Transformation erfolgte die Plasmidisolation. Aus den Röhrchen 

wurden je 1,5 ml Medium in ein Eppendorfreagiergefäß überführt und für 30 Sekunden 

bei 13000 U/min. bei Raumtemperatur zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen. 

Das Pellet wurde in 100 µl P1 Resuspensionspuffer (siehe Material) resuspendiert. 200 

µl P2 Denaturierungspuffer wurden dazu gegeben und 10 Mal geschwenkt. Ebenso 

wurden 150 µl P3 Neutralisierungspuffer zugefügt und 10 Mal geschwenkt. Das 

Eppendorfreagiergefäß wurde dann für 10 Minuten bei 13000 U/min. zentrifugiert und 

der Überstand in ein neues Eppendorfreagiergefäß dekantiert. 400 µl Isopropanol, 

welches bei -20°C vorgekühlt worden war, wurde hinzugegeben und wiederum 10 Mal 

geschwenkt. Es erfolgte eine 10-minütige Zentrifugation bei 13000 U/min. Der Überstand 

wurde abgegossen und verworfen. 500 µl 70%-iges Ethanol, welches ebenfalls bei  

-20°C vorgekühlt worden war, wurde hinzugefügt und das Gefäß 10 Mal geschwenkt. 

Anschließend wurde erneut bei 13000 U/min. für 3 Minuten zentrifugiert. Der Überstand 

wurde abgegossen und verworfen. Um das Ethanol vollständig zu entfernen, wurde das 

Pellet für 10 Minuten in dem SpeedVac Vakuum Konzentrator bei 50°C getrocknet. Das 

Pellet wurde anschließend in 30 µl sterilem ddH2O aufgenommen. 

Um zu überprüfen, ob die Ligation erfolgreich war, wurde eine Restriktionanalyse aller 

Proben mittels EcoRI und HindIII durchgeführt. Nach elektrophoretischer Auftrennung 

wurden anhand des Ergebnisses Proben ausgewählt, die eine positive Ligation 

aufwiesen und gemäß folgendem Protokoll re-tranformiert: 

50 µl DH5-alpha-E. coli-Zellen wurden mit 5 µl Plasmid für 10 Minuten auf Eis inkubiert. 

Anschließend erfolgte ein Hitzeschock für zwei Minuten bei 42°C auf dem Heizblock. 

Wiederum wurden die Eppendorfreagiergefäße für fünf Minuten auf Eis gestellt. Die 

Zellen wurden dann in 500 µl LB-Medium aufgenommen und bei 37°C im Schüttler für 

30 Minuten inkubiert. Es erfolgte eine 20-minütige Zentrifugation bei 4000 U/min. Der 

Überstand wurde abgegossen, in 50 µl LB-Medium resuspendiert und auf einem 

Ampicillin-Selektivmedium ausplattiert und anschließend bei 37°C über Nacht inkubiert. 

Am nächsten Tag wurde jeweils eine Kolonie mit einem sterilen Holz-Zahnstocher 

entnommen, in ein Falcon-Röhrchen mit 5 ml LB-Medium gegeben und über Nacht im 

Schüttler bei 37°C inkubiert. Am darauf folgenden Tag wurde diese Suspension für 20 

Minuten bei 4000 U/min zentrifugiert.  
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Mithilfe des innuPREP Plasmid Mini Kits von Analytik Jena wurden die Plasmide wie 

oben beschrieben isoliert. Anschließend wurde erneut eine Restriktionskontrolle mit den 

Restriktionsenzymen HindIII und EcoRI nach oben genanntem Protokoll durchgeführt. 

Die klonierten Plasmide wurden zur Sequenzierung verschickt. Das Ergebnis zeigte, 

dass zwei der vier Plasmide Repeats mit einer Länge von 13 bzw. 20 Repeats 

aufwiesen. Das Plasmid mit 20 CTG-Repeats wurde pRM1, das Plasmid mit 13 Repeats 

pRM2 genannt. 

3.11 Plasmidkarten 

Abbildung 2: Plasmidkarten des pRM1 (2857 bp) und pRM2 (2837 bp) mit Schnittstellen. 

3.12 DIG-Markierung der Sonde 
Für die Hybridisierung des Southern Blots wurde die Sonde mithilfe des „DIG probe 

synthesis Kit“ von Roche wie folgt amplifiziert: 

Puffer V3 5 µl 
DIG-Probe-Synthesis-Mix V2 5 µl 
pRM1 1:100 in ddH2O verdünnt 4 µl 
Primer DM-C 0,5 µl 
Primer DM-DR 0,5 µl 
ddH2O 35 µl 
Enzym-Mix V1  0,75 µl 

 

Die PCR wurde im Thermocycler mit 35 Zyklen nach folgendem Protokoll durchgeführt: 

Initial Denaturation 98°C 60 s 
Denaturation 98°C 10 s 
Annealing 60°C 30 s 
Elongation 72°C 60 s 
Final Elongation 72°C 600 s 
 4°C ∞ 
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3.13 Tüpfeltest der Sonde 
Um die Markierung der Sonde mit Digoxin zu überprüfen, wurde ein sogenannter 

Tüpfeltest durchgeführt. Es wurden Verdünnungen der Sonde mit ddH2O in den 

Konzentrationen 1:50, 1:500 und 1:5000 hergestellt. Anschließend wurde jeweils 1 µl 

der Verdünnungen auf eine Nylonmembran pipettiert, diese für fünf Minuten mittels UV-

Licht gecrosslinkt und anschließend nach dem Detection-Protokoll (s. unten) weiter 

verfahren. Sofern die Punkte der unterschiedlichen Verdünnungen nach der Detektion 

mit dem LiCor ausreichend zu sehen waren, war die DIG-Markierung erfolgreich. 

3.14 Small-pool-PCR   
Mit folgendem Protokoll wurde zu Beginn der Methodenentwicklung die small-pool-PCR 

durchgeführt (Zyklenzahl 28): 

Initial Denaturation 95°C 260 s 
Denaturation 95°C 45 s 
Annealing 68°C 45s 
Extension 72°C 180 s + 15s Zeitinkrement (ZI) 
Final Extension 72°C 600 s 

 

Anschließend folgten unten genannte Optimierungen des PCR-Protokolls: 

PCR-Protokoll 1 2 3 4 5 6 

Initial Denaturation 98°C,  
150 s 

98°C,  
150 s 

95°C,  
240 s 

95°C,  
240 s 

96°C,  
240 s 

96°C,  
240 s 

Denaturation 98°C,  
30 s 

98°C,  
15 s 

95°C,  
45 s 

95°C,  
45 s 

96°C,  
45 s 

96°C,  
45 s 

Annealing 68°C,  
30 s 

66°C,  
15 s 

68°C,  
45 s 

68°C,  
45 s 

64°C,  
45 s 

Gradient  
64-68°C,  
45 s 

Extension 
72°C,  
180 s +  
15 s ZI 

72°C, 
240 s +  
15 s ZI 

72°C, 
180 s +  
15 s ZI 

72°C,  
180 s +  
15 s ZI 

72°C,  
180 s +  
15 s ZI 

72°C, 
180 s 

Final Extension 70°C,  
600 s 

72°C,  
600 s 

72°C,  
600 s 

72°C,  
600 s 

72°C,  
600 s 

72°C,  
600 s 

Zyklen 33 33 30 28 28 28 
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Die Extension-Temperatur bezieht sich auf die Verwendung der AmpliTaq bzw. Phusion 

DNA-Polymerase (Invitrogen). Sofern die HotStart Taq DNA-Polymerase 

(ThermoFisher) verwendet wurde, wurde eine reduzierte Extension-Temperatur von 

68°C verwendet. 

Die PCR-Reaktionen wurden mit folgenden Reaktionsansätzen durchgeführt: 

Mastermix	1:	AmpliTaq	bzw.	Phusion	 50	µl	
10x	Puffer	I	bzw.	HF	 5	µl	
10	mM	dNTPs	 1	µl	
DM-A	100	µM	 2	µl	
DM-BR	100	µM	 2	µl	
DNA	 100-600	pg	
AmpliTaq	bzw.	Phusion	 0,25	µl	
ddH2O	 ad	50	µl	
	 	
Mastermix	2:	HotStart	Taq	 50	µl	
Hot	Start	Green	Mix	 26	µl	
DM-A	100	µM	 2	µl	
DM-BR	100	µM	 2	µl	
DNA	 100-600	pg	
ddH2O	 ad	50	µl	

 

3.15 Southern Blot 
In der Vorbereitung des Southern Blots wurde in die Mitte einer dünnen Gummimatte ein 

Fenster in der Größe des zu gewünschten Blot-Ausschnitts geschnitten. Die 

Nylonmembran des Vakuum-Blots sowie die Gummimatte wurden in ddH2O 

eingeweicht.  

Im Anschluss an die Gelelektrophorese wurde das Agarosegel vorsichtig in eine 

ausreichend große Plastikwanne platziert und mit ddH2O abgespült. Es wurde dann so 

viel Depurinierungspuffer hinzugegeben, dass das Gel mit Flüssigkeit bedeckt war. Die 

DNA im Gel wurde für 15 Minuten depuriniert. Zwischen den Schritten wurde das 

Agarosegel großzügig mit ddH2O abgespült. Nach der Depurinierung erfolgte die 

Denaturierung für 30 Minuten mit ebenso viel Denaturierungspuffer wie im Schritt zuvor. 

Danach wurde das Gel für zweimal 15 Minuten mit Neutralisierungspuffer und zuletzt für 

10 Minuten mit SSC benetzt. Nach dem Neutralisierungsschritt wurde die 

Nylonmembran vorbereitet, indem diese ausgeschnitten (ca. 11x13 cm) und zusammen 

mit dem Whatman-Paper (ca. 3x3 cm größer als die Nylonmembran) für 20 Minuten in 

SSC äquilibriert wurde. 
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Der Blot konnte dann aufgebaut werden: Auf das Grundgerüst wurde in die vorgesehene 

Einkerbung die weiße Membran gelegt. Das Whatman-Paper wurde behutsam mit zwei 

Pinzetten mittig platziert, ebenso die Nylonmembran, welche auf dem Whatman-Paper 

zum Liegen kam. Anschließend wurde die nasse Gummimatte auf das Whatman-Paper 

sowie die Nylonmembran gelegt. Damit keine Blasen entstehen, wurden zunächst ca. 

20 ml SSC auf die Nylonmembran pipettiert, bevor das Agarosegel auf diese gelegt 

wurde. Nach Auflegen des Gels wurde dieses ebenfalls mit SSC benetzt und bei ca. 90 

mbar für zwei Stunden geblottet. Weil auf dem Gel stets Flüssigkeit vorhanden sein 

sollte, wurden alle 15-30 Minuten ca. 10-20 ml SSC auf das Gel pipettiert. 

Eine halbe Stunde vor Ende des Blotting-Vorgangs wurden 10 ml des 

Hybridisierungspuffers in ein 15 ml Falcon-Röhrchen überführt und im 

Hybridisierungsofen zusammen mit einem leeren Hybridisierungsrohr bei 65°C 

vorgewärmt. 

Nach Abschluss des Blotting-Vorgangs wurde die Vakuum-Maschine ausgeschaltet und 

das Gel vorsichtig entfernt. Die Ecken der Nylonmembran wurden mit einem Bleistift 

markiert und diese wurde anschließend für zwei Minuten in SSC aquilibriert. Danach 

wurden die Ränder mit einem Skalpell an der Markierung entlang abgeschnitten und die 

Membran vorsichtig mit einem Whatman-Paper leicht bedeckt, damit etwas Flüssigkeit 

aufgesogen wurde. Die Nylonmembran wurde anschließend auf eine LiCor-Platte 

mithilfe von zwei Pinzetten gelegt und im Hybridisierungsofen bei 65°C für fünf Minuten 

getrocknet. Danach wurde diese für fünf Minuten unter UV-Licht gelegt, um die DNA auf 

die Membran zu crosslinken. Mithilfe von zwei Pinzetten wurde die Membran eingerollt 

und zusammen mit dem vorgewärmten Hybridisierungspuffer in das ebenfalls 

vorgewärmte Hybridisierungsrohr aus Glas gegeben. Unter langsamem horizontalen 

Drehen des Rohrs wurde der Puffer auf der Membran gleichmäßig verteilt. Es sollten 

möglichst keine Luftblasen vorhanden sein. Die Membran wurde in dem Rohr für 15-30 

Minuten prähybridisiert.  

In der Zwischenzeit wurden 20 µl der Sonde (9 ng/µl) zusammen mit 80 µl ddH2O für 10 

Minuten bei 100°C im Heizblock denaturiert und anschließend für 5 Minuten auf Eis 

gegeben. Die Sonde wurde danach ebenfalls in den Hybridisierungspuffer zu der 

Membran dazu pipettiert und diese über Nacht bei 65°C hybridisiert. 
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3.16 Detektion 
Am Folgetag wurde zunächst zweimal die Waschlösung vorbereitet: Je 2 ml 20x SSC 

wurden mit 0,4 ml SDS (0,2% Endkonzentration) auf 200 ml mit ddH2O aufgefüllt. Die 

Waschlösung wurde für 30 Minuten im 65°C Hybridisierungsofen vorgewärmt. Der 

Hybridisierungspuffer mitsamt der Sonde wurde mit einer Pipette abgenommen, bevor 

ca. 30 ml der Waschlösung in das Glasrohr gefüllt und die Membran 20 Minuten unter 

Rotation im Hybridisierungsofen gewaschen wurde. Dieser Schritt wurde einmal 

wiederholt. Anschließend wurde die Membran bei Raumtemperatur in einer 

Plastikschale fünf Minuten im Wasch-Puffer gewaschen. In der Zwischenzeit wurde die 

Blocking-Lösung (10x) in 0,1 M Maleinsäure-Puffer 10-fach verdünnt. 

Der Wasch-Puffer wurde abgegossen und die DNA auf der Membran für 30 Minuten 

unter leichtem Schwenken auf dem Schüttler in 50 ml Blocking-Lösung blockiert. 4 µl 

des Digoxygenin-Antikörperkonjugates (DIG Luminiscent Detection Kit, Roche) wurden 

in 40 ml Blocking-Lösung gelöst und diese Lösung im nächsten Schritt für 30 Minuten 

auf die Membran gegeben. Unter leichtem Schwenken wurde diese für 30 Minuten auf 

dem Schüttler belassen. Die Antikörper-Blocking-Lösung wurde abgegossen und die 

Membran 2 Mal für 15 Minuten in Wasch-Puffer gewaschen. Nach Abgießen des Wasch-

Puffers wurde die Membran für fünf Minuten im Detektionspuffer äquilibriert.  

Ein 2 ml Eppendorfreagiergefäß wurde mit Alufolie umwickelt und 2 ml Detektionspuffer 

sowie 20 µl CSPD (DIG Luminiscent Detection Kit, Roche) in dieses hinein pipettiert. Die 

Nylonmembran wurde nach dem Äquilibrierungsschritt auf ein Blatt einer glatten 

Klarsichtfolie gelegt, mit der CSPD-Lösung beträufelt und mit dem gegenüberliegenden 

Blatt der Klarsichtfolie bedeckt. Die CSPD-Lösung wurde durch vorsichtiges 

Glattstreichen der Folie auf der Membran verteilt und die umhüllte Membran dann 

lichtgeschützt bei Raumtemperatur für fünf Minuten stehen gelassen. Danach wurde 

diese mitsamt der Abdeckung bei 37°C für 15 Minuten inkubiert. Anschließend wurde 

die Membran auf eine LiCor-Platte gelegt, mit einer Rolle glattgestrichen und für 10-60 

Minuten im LiCor (Odyssey Fc Imaging System) ausgelesen. 

3.17 Berechnung der Repeatanzahl 
Zur Berechnung der Repeatanzahl wurde die Länge der PCR-Produkte anhand des 

selbst hergestellten Markers mit Hilfe der Benutzersoftware des LiCor Imager bestimmt. 

Aus der Fragmentlänge wurde dann durch folgende Formel die Repeatanzahl bestimmt: 

𝑥 = 	 $%&
'
+ 𝑖. Dabei ist x die Repeatanzahl, y die Fragmentlänge, z die flankierenden 
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Genabschnitte (311 bp) und i die Anzahl der im Marker enthaltenen Repeats. Als die 

estimated progenitor allele length (ePAL) wurde die kürzeste, nicht wildtypische 

Allellänge in Anlehnung an Monckton et al. bezeichnet (Monckton et al., 1995).  

3.18 Materialien	
Puffer für den Southern Blot 

Puffer Inhalt 

Depurinierungspuffer HCl                0,25 M 

Denaturierungspuffer NaCl              1,5 M  
NaOH            0,5 M 

Neutralisierungspuffer NaCl  1,5 M  
Tris/HCl 0,5 M  
EDTA  1 mM  
pH 7,2 

SSC-Puffer (20x) NaCl  3 M  
Na-Citrat 0,3 M  
pH 7,0 

Maleinsäure-Puffer Maleinsäure 1 M  
NaCl  1,5 M  
pH 7,5 

Blocking-Lösung (10x) Blocking-Powder (DIG Luminescent 
Detection Kit, Roche)  10 g  
Maleinsäure-Puffer (0,1 M) 100 ml  

Detektions-Puffer Tris  6,07 g  
NaCl   2,9 g  
ddH2O  ad 500 ml  
pH 9,5  

Wasch-Puffer Maleinsäure-Puffer 100 ml  
20% Tween  15 ml  
ddH2O   ad 1000 ml 

Hybridisierungspuffer “PerfectHyb™ Plus 
Hybridization Buffer“ 

Pro Hybridisierung 10 ml 

SIGMA-Aldrich 
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Puffer für die Makroisolierung aus Blut 

Puffer Inhalt 

Lysepuffer NH4Cl  155mM 8,29 g 
KHCO3 10mM  1,00 g 
Na2EDTA 0,1mM  0,029 g 
ddH2O    ad 1000 ml 
  
pH 7,4 

SE-Puffer NaCl  75mM  4,39 g 
Na2EDTA 25mM  8,41 g 

ddH2O    ad 1000 ml 
  
pH 8,0 

TE-Puffer Tris/HCl 10mM  1,21 g 
EDTA  1mM  0,34 g 

ddH2O    ad 1000 ml 
  
pH 8,0 

NaCl 6 M 

 

Puffer für die Plasmidisolation 

Puffer Inhalt 

P1 Resuspensionspuffer 5x-TE-Puffer mit RNAse    
pH 8,0 

P2 Denaturierungslösung 0,2 M NaOH  
1% SDS 

P3 Neutralisierungspuffer 3 M Kaliumacetat   
pH 4,8 

 

DNA-Isolationskits 

Analytik Jena innuPREP DNA Mini Kit 

Analytik Jena smart DNA Prep 
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Qiagen: DNeasy Blood & Tissue Kit 

Zymo Research: Quick DNA Plus 

 

Primer-Sequenzen 

DM-A 5'-CAGTTCACAACCGCTCCGAGC-3' 

DM-BR 5'-CGTGGAGGATGGAACACGGAC-3' 

DM-C 5'-AACGGGGCTCGAAGGGTCCT-3' 

DM-DR 5'-CTTCCCAGGCCTGCAGTTTGCCCATC-3' 

 

E. coli-Stamm 

Stamm Genotyp Herkunft/Referenz 

DH5α supE44 hsdR17 (rk-mk+) 

recA1 endA1 gyrA96 thi-1 

ΔlacU169 (Ф80 

ΔlacZ::M15) 

Hanahan, 1985 

 

Plasmid pSH1 

Grundvektor Genetischer Marker Herkunft/Referenz 

p426-MET25HA MET25PRO-HA3-
CYC1TER 2μm URA3 

Mumberg et al., 1994 

Polymerasen 

DreamTaq Hot Start Green PCR Master 
Mix (ThermoFisher) 

small-pool-PCR 

AmpliTaq DNA Polymerase (Invitrogen) small-pool-PCR 

Phusion High-Fidelity DNA Polymerase 
(ThermoFisher) 

Herstellung der Sonde, small-pool-PCR 
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Q5 High-Fidelity DNA Polymerase (New 
England Biolabs, NEB) 

Herstellung der Sonde 

Restriktionsenzyme 

SmaI ThermoFisher 

HindIII New England Biolabs (NEB) 

AlwNI New England Biolabs (NEB) 

BsaI New England Biolabs (NEB) 

AatII New England Biolabs (NEB) 

EcoRI New England Biolabs (NEB) 

EcoRV New England Biolabs (NEB) 

ScaI New England Biolabs (NEB) 

PvuII New England Biolabs (NEB) 

KpnI New England Biolabs (NEB) 

XbaI New England Biolabs (NEB) 

BamHI New England Biolabs (NEB) 
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4. Ergebnisse 

4.1 Patientenrekrutierung 
Insgesamt wurden drei Patienten mit Myotoner Dystrophie Typ 1 für die Untersuchungen 

der Repeatlänge in deren Myoblastenkulturen und im Muskel ausgewählt. Zwei 

männliche Patienten und eine Patientin im Alter von 33 bis 42 Jahren mit klinisch sowie 

genetisch diagnostizierter Myotoner Dystrophie Typ 1 wurden dafür rekrutiert (EK-Nr. 

45-14). Die Patienten erklärten sich mit der Gewebeentnahme für wissenschaftliche 

Zwecke schriftlich einverstanden. Im Vorfeld wurde bei allen Patienten die Anzahl der 

pathognomonischen CTG-Repeats im DMPK-Gen mittels standardisierter Diagnostik 

aus Blutzellen bestimmt (siehe Tabelle 1). Dabei zeigte sich innerhalb der 

Patientengruppe eine deutliche Heterogenität der Repeatanzahl in den untersuchten 

patienteneigenen Leukozyten (minimal 50, maximal 600).  

Im Folgenden wurde der Myoblastenanteil der jeweiligen Patientenprobe mittels Desmin-

Immunfluoreszenz-Färbung bestimmt. Dabei zeigte sich, dass es sich bei zwei von drei 

Proben um reine Myoblastenkulturen nach Biopsie des angegebenen Muskels handelte. 

Trotz eines Myoblastenanteils von 0% wurde der Patient DM1-3 in die Untersuchungen 

miteingeschlossen, um zur Etablierung der Methodik eine möglichst große Bandbreite 

an Repeatlängen zu erreichen. In diesem einen Fall wurde das Ursprungsgewebe 

unberücksichtigt gelassen. Mutmaßlich handelte es sich in dieser Probe jedoch um eine 

Kontamination durch patienteneigene Fibroblasten.  

In einem Fall wurden die Biopsien aus dem M. biceps brachii entnommen, daneben 

jedoch auch aus dem M. vastus lateralis sowie aus dem M. deltoideus. Eine Übersicht 

der Patienten ist im Folgenden aufgezeigt (Tabelle 1).  

Patienten-

ID 

Repeats 

im Blut  

Myoblasten-

anteil in % 

Muskel der 

Gewebeentnahme 

Geschlecht Alter bei 

Biopsie 

DM1-2 400-600 100 M. vastus lateralis 

rechts 

w 33 

DM1-3 50-70 0 M. biceps brachii 

links 

m 42 

DM1-5 240-430 100 M. deltoideus links m 34 
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Tabelle 1: Patientenübersicht. Dargestellt sind die Patienten-ID, die im Blut 
diagnostizierten Repeatlängen, der mittels Desmin-Immunfluoreszenz-Färbung bestimmte 
Myoblastenanteil, die Muskeln der Gewebeentnahme, das Geschlecht sowie das Alter bei 
Biopsieentnahme.   

4.2 Kultivierung primärer Zellen 
Myoblasten lassen sich über Jahre in flüssigem Stickstoff aufbewahren, sodass diese im 

Anschluss an die zuvor vom Myologischen Labor des Friedrich-Baur-Instituts 

durchgeführten Biopsieaufbereitung mithilfe der Zellkultur bei Bedarf aufgetaut und im 

entsprechenden Medium zum Wachstum angeregt werden können. Innerhalb von drei 

Tagen sind die Zellen im Muskelmedium in der Petrischale bei 37°C in der Regel 

ausreichend gewachsen, sodass sie gesplittet werden und anschließend für 

Forschungszwecke zur Verfügung stehen (vergleiche Abbildung 3). Die Myoblasten 

wachsen zumeist gruppiert und haben ein länglich, spindelförmiges Aussehen. Mithilfe 

von Trypsin lassen sie sich leicht vom Petrischalenboden lösen und können 

anschließend der DNA-Extraktion zugeführt oder wieder eingefroren werden.  

Abbildung 3: Repräsentatives Bild kultivierter, primärer Myoblasten 

4.3 DNA-Gewinnung 
Für die Extraktion von DNA aus Zellen und Gewebe stehen zahlreiche kommerziell 

erhältliche Kits zur Verfügung. Nach anfänglichen Vorversuchen wurde das Quick – DNA 

Miniprep Plus Kit (Zymo) aufgrund der höchsten DNA Ausbeute und der besten 

Konsistenz der Ergebnisse für die DNA Extraktion aus Myoblastenkulturen ausgewählt.  
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Die Quantifizierung des Nukleinsäuregehalts erfolgte mittels spektrophotometrischer 

Messung (Nanodrop). Die Qualität und Reinheit der DNA wurde über eine 

Gelelektrophorese bestimmt. Dabei zeigte sich, dass trotz optimaler Durchführung des 

Extraktionsprotokolls eine signifikante Verunreinigung der DNA durch small molecular 

weight RNA bestand, weshalb die Proben einem RNAse-Verdau zugeführt wurden. 

Für die Etablierung der Methode wurden von den fünf unten genannten Patienten-

Proben drei Proben verwendet (DM1-2, DM1-3, DM1-5). 

Kit Pat. ID Konzentration [ng/µl] 260/280 

Quick M – DM1-1 63,8 1,93 

 M – DM1-2 106,32 2,05 

 F – DM1-3 310,49 1,56 

 M – DM1-5 329,21 1,84 

 M – DM1-6 218,61 1,59 

Tabelle 2: DNA-Messungen mittels Nanodrop. Dargestellt sind die entsprechenden 
Patienten-IDs, die DNA-Konzentration in ng/µl sowie die Purity (260/280). F = Fibroblasten, 
M = Myoblasten. 

4.4 Herstellung einer CTG-Repeat-spezifischen Sonde 
Um CTG-Repeats in den späteren Patientenproben sicher identifizieren zu können, 

wurde eine CTG-Repeat spezifische Sonde hergestellt. Zunächst wurde eine PCR mit 

DNA von Patienten aus der Muskelbank des Friedrich-Baur-Instituts durchgeführt, die 

nachweislich nicht an einer myotonen Dystrophie erkrankt sind. In diesem Fall wurde 

DNA von zwei Pompe-Patienten ausgewählt. Es wurde eine PCR mit den Primern DM-

C und DM-DR durchgeführt, um in Anlehnung an das Paper von Monckton et al. 

(Monckton et al., 1995) ein ca. 150 bp langes CTG-Repeat-Fragment zu erhalten.  

Die erhaltenen DNA-Amplifikate (150-350 bp lang) wurden anschließend wie 

beschrieben nach SmaI-Verdau blunt-end in pUC19 ligiert und durch Transformation 

chemisch kompetenter Bakterien zwei Plasmide mit 20 (pRM1) bzw. 13 CTG-Repeats 

(pRM2) generiert. 

Die so hergestellten Plasmide sollten zwei Zwecke erfüllen. Zum einen ist es einfacher 

Plasmid-DNA zur Herstellung der DIG-markierten Sonde zu verwenden, da keine 

störende genomische DNA im Ansatz vorhanden ist. Zum anderen konnten mittels 
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verschiedener Restriktionsspaltungen unterschiedlich lange DNA Fragmente generiert 

werden, die in den Southern-Blots als spezifischer Größenmarker verwendet werden 

konnten.  

Die Sonde wurde mit Hilfe des „DIG probe synthesis Kit“ (Roche) gleichzeitig amplifiziert 

und mit Digoxigenin markiert (siehe Material und Methoden). Die erfolgreiche 

Herstellung und Markierung wurde durch eine Gelelektrophorese sowie einen Tüpfeltest 

überprüft (vergleiche Abbildung 4). Die so hergestellten Sonden wurden Sonde 20 

(pRM1) und Sonde 13 (pRM2) genannt.  

Abbildung 4: A) Gelelektrophorese (Sonde 20; ca. 250 bp). B) Tüpfeltest Sonde 20 
unverdünnt, 1:50, 1:500, 1:5000 

4.5 Herstellung eines CTG-Repeat-haltigen Markers 
Zur Größenbestimmung von DNA-Fragmenten mithilfe des Southern Blots ist ein Marker 

bekannter Länge notwendig, der ebenfalls von der verwendeten Sonde gebunden wird 

und somit auf der Membran visualisiert werden kann. Zu diesem Zweck wurde ein 

Marker aus den zuvor hergestellten CTG-Repeat-haltigen Plasmidfragmenten (pRM1 

und pRM2; pUC19 Backbone) hergestellt. Aufgrund seiner zahlreichen 

Restriktionsschnittstellen eignet sich das Plasmid pUC19 ideal für die Herstellung eines 

Markers mit großer Bandbreite nach Restriktionsverdau. 

Es wurden Restriktionsansätze sowohl mit pRM1 als auch mit pRM2 und den 

Restriktionsenzymen durchgeführt. pRM1 enthält 20 CTG-Repeats, pRM2 lediglich 13 

Repeats. Dafür wurden die Enzyme HindIII, AlWNI, BsaI und AatII (später auch ScaI) 
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verwendet (Durchführung s. Material-Methoden-Teil). Die daraus resultierenden CTG-

Repeat-haltigen Fragmentlängen sind in Tabelle 3 dargestellt. 

Restriktionsenzyme CTG-Repeat-haltige 

Fragmentlänge in bp 

HindIII  pRM1: 2857 

pRM2: 2836 

HindIII + AlWNI pRM1: 2082 

pRM2: 2061 

HindIII + BsaI pRM1: 1544 

pRM2: 1523 

HindIII + AatII pRM1: 683 

pRM2: 662 

Tabelle 3: CTG-Repeat-haltige Fragmentlängen nach enzymatischem Verdau von pRM1 
und pRM2. 

Je 2 µl der Spaltungsansätze wurden dann auf ein 1%iges Agarosegel aufgetragen und 

bei 140 Volt die Gelelektrophorese durchgeführt. Unter der UV-Lampe ließen sich die 

erwarteten Banden in einer Range von 662 bis 2857 bp darstellen (vergleiche Abbildung 

5), sodass die gleiche Gelelektrophorese wiederholt und das Gel für den Southern Blot 

genutzt wurde.  

Abbildung 5: Markerfragmente. Plasmidfragmente von pRM1 (S1-4) und pRM2 (S5-S8). 
Folgende Enzyme wurden für die Spaltungen verwendet: S1 und S5: HindIII; S2 und S6: 
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AatII + HindIII; S3 und S7: AlwNI + HindIII; S4 und S8: BsaI + HindIII. M1: DNA Marker 1 
(100 bp), M2: DNA Marker 2 (1000 bp) 

Nach erfolgreichem Southern Blotting konnten die Fragmente unter Zuhilfenahme der 

zuvor generierten Sonden (Sonde 20 bzw. Sonde 13) auf der Membran sichtbar gemacht 

werden (vergleiche Abbildung 6).  

Abbildung 6: Southern Blot der Plasmidfragmente (Lade-Schema siehe Abbildung 5). 

Wie der Southern Blot (und auch das Agarosegel) offenbarte, zeigten einige der Proben 

einen unvollständigen Restriktionsverdau (2 Banden auf dem Blot sichtbar), weshalb 

diese Spaltungsansätze mit einer größeren Enzymmenge wiederholt, über das 

Agarosegel erneut aufgetrennt und anschließend ausgeschnitten und aus dem Gel als 

jeweiliges Fragment extrahiert wurden.  

Zur Erweiterung der Bandbreite wurde zudem ein weiteres CTG-Repeat-haltiges 

Plasmid größerer Länge (pSH1) wie zuvor beschrieben (siehe Material und Methoden) 

verdaut und die jeweiligen Fragmentlängen durch elektrophoretische Auftrennung und 

anschließende Gelextraktion aufgereinigt. Die Fragmente wurden miteinander gemischt, 

sodass schließlich ein Marker mit folgenden Fragmentlängen generiert wurde: 6613 bp, 
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4035 bp, 2857 bp, 1929 bp, 1335 bp, 1105 bp, 469 bp, 298 bp und 190 bp. Die 

verwendeten Enzyme und resultierenden Fragmentlängen sind Tabelle 4 zu entnehmen.  

Das jeweils benötigte Volumen der verschiedenen Fragmente wurde 

gelelektrophoretisch bestimmt und die Fragmente anschließend miteinander vermischt 

(vergleiche Tabelle 4). Der Marker wurde in einer Verdünnung von 1:25 (ca. 800 ng 

Gesamtgehalt) in späteren Versuchen verwendet. 

Länge (bp) Plasmid / Restriktionsenzym Menge 
6613 pSH1 / EcoRI 10 µl 
4035 pSH1 / ScaI 10 µl 
2857 pRM1 / HindIII 8 µl 
1929 pSH1 / EcoRV 10 µl 
1335 pSH1 / PvuII 10 µl 
1105 pRM1 / HindIII, ScaI 8 µl 
469 pSH1 / KpnI 15 µl 
298 pSH1 / XbaI 20 µl 
190 pSH1 / BamHI 25 µl 

Tabelle 4: Längen, verwendete Plasmide und Enzyme sowie finales Volumen der im Marker 
enthaltenen CTG-Repeat-haltigen Fragmente. 

4.6 Optimierung der small-pool-PCR 
Als Grundlage für die Etablierung der small-pool-PCR wurde auf die Publikation über die 

Entwicklung der small-pool-PCR zurückgegriffen (Monckton, Wong et al. 1995), das 

Protokoll jedoch wurde individuell an die Patienten und die Bedingungen für den 

Southern Blot neu angepasst.  

Insgesamt wurde das Protokoll für die small-pool-PCR mehrfach geändert und 

zeitaufwändig optimiert, indem die unterschiedlichen Einflussgrößen sequentiell 

verändert und das Ergebnis ausgewertet wurde. 

Die veränderten Einflussgrößen sind: Die Polymerase, die DNA-Gesamtmenge, die 

Puffer und die Einstellungen der Reaktionszyklen im Thermocycler. Von mehreren 

entwickelten PCR-Protokollen haben schließlich sechs Protokolle zufriedenstellende 

Ergebnisse erbracht. Jedes Protokoll wurde für das gewünschte Ergebnis individuell 

angepasst.  

Die nachfolgenden Abbildungen zeigen exemplarisch die Optimierungsschritte der 

small-pool-PCR. Zu Beginn des Optimierungsprozesses (PCR Protokoll 1, siehe 

Material und Methoden) konnte unter Verwendung der Phusion-Polymerase lediglich 

das Wildtyp-Allel sowohl bei einem DM1 Patienten (DM1-2) wie auch bei einem 
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gesunden Kontroll-Patienten (C-3) amplifiziert werden (vergleiche Abbildung 7). Jedoch 

zeigt sich bereits hier, dass eine Amplifikation von nur 150 pg DNA-Template 

ausreichend für die Visualisierung im Southern Blot ist. Des Weiteren zeigt sich eine 

geringe Längen-Differenz zwischen den beiden Proben, was auf eine unterschiedliche 

CTG-Repeatlänge des Wildtyp-Allels im DMPK-Gen schließen lässt.   

Abbildung 7: Southern Blot nach small-pool-PCR: Links DM1-2, rechts C-3 (S1 und S5 15 
pg, S2 und S6 150 pg, S3 und S7 300 pg, S4 und S8 1000 pg DNA-Template).   

Ausgehend von diesem Ergebnis wurden nun zur weiteren Optimierung schrittweise die 

Konditionen der small-pool-PCR verändert. Zunächst zeigte sich die HotStart-Taq 

Polymerase der Phusion-Polymerase in der Amplifikation des Wildtyp-Allels deutlich 

überlegen, sodass die PCR Banden deutlich stärker visualisiert werden konnten. 

Zusätzlich wurde ein RNAse-Verdau der PCR vorangeschaltet (siehe Abschnitt DNA-

Gewinnung), um eine mögliche Kontamination durch RNA zu eliminieren. Zuletzt wurde 

die Denaturierungs- und Annealing-Dauer verlängert (PCR Protokoll 3, siehe Material 

und Methoden). Diese Anpassungen erlaubten zum ersten Mal eine Amplifikation eines 

mutierten Allels im Patient DM1-5 (vergleiche Abbildung 8).  
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Abbildung 8: Southern Blot nach small-pool-PCR: Links DM1-5, rechts C-3 (S1 und S5 15 
pg, S2 und S6 150 pg, S3 und S7 300 pg, S4 und S8 1000 pg DNA-Template).  

Daran anschließend wurden die PCR Protokolle schrittweise optimiert, wobei PCR-

Protokoll 6 zuletzt die besten Ergebnisse für die Bestimmung der Repeatlängen lieferte.   

4.7 Bestimmung der Repeat-Länge durch small-pool-PCR im 

Muskelgewebe von DM1-Patienten 

Patient DM1-2 
Die DNA des Patienten DM1-2 konnte ebenfalls mit dem PCR-Protokoll Nr. 6 am 

erfolgreichsten amplifiziert werden. Für die Proben wurde jeweils eine DNA-Menge von 

300 pg eingesetzt. Hier wurden die beiden Enzyme Ampli-Taq und HotStart-Taq 

unmittelbar miteinander verglichen.   
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Abbildung 9: Southern Blot nach small-pool-PCR. M1: Marker. S1-S9: Patient DM1-2. S10: 
Kontrolle C-5. S1-S5: Ampli-Taq. S6-S10: HotStart-Taq. Verwendung von 
unterschiedlichen Annealing-Temperaturen: S1: 64°C, S2, S3, S6, S7 und S10: 66°C, S4, 
S5, S8 und S9: 67°C. Der Pfeil markiert die ePAL. Die Sterne markieren die nicht erkannten, 
sehr schwachen Banden (siehe Text). 

Auf der Abbildung 9 ist zu erkennen, dass eine zuverlässige Amplifikation der mutierten 

Allele lediglich mit der Ampli-Taq Polmerase gelingt. In Spalte 5 und 8 zeigen sich jeweils 

zwei sehr lange Repeat-Expansionen, die jedoch aufgrund des schwachen Signals nicht 

durch die Imaging-Software erkannt werden konnten und somit auf 800 – 2100 repeats 

geschätzt werden müssen (siehe Stern-Markierung). Die estimated progenitor allele 

length (ePAL) beträgt in dieser Probe 316 repeats. Die Banden des Wildtyp-Allels 

kommen aufgrund der niedrigen Repeatzahl nur schwach zur Darstellung. 

Banden Spalten 

 1 3 4 5 8 

1 1113 repeats 473 repeats 1063 
repeats 1 repeat 900 repeats 

(geschätzt) 

2  1 repeat 316 
repeats 

2100 repeats 
(geschätzt) 

1200 repeats 
(geschätzt) 

Tabelle 5: Auswertung der Fragmentlängen und Repeats des Patienten DM1-2 von lang 
nach kurz (= oben nach unten). Die ePAL ist in Spalte 4 hervorgehoben. 

* 
* 

* 
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Patient DM1-3 
Nach mehreren Versuchen und Anpassungen des PCR-Protokolls konnten schließlich 

mithilfe des PCR-Protokolls Nr. 6 (siehe Material und Methoden) die Mutationsallele vom 

Patienten DM1-3 aus der Zellkultur detektiert werden (vergleiche Abbildung 10). Die 

Polymerasen „Ampli-Taq“ und „HotStart-Taq“ wurden für diesen Versuch verwendet und 

Annealingtemperaturen von 66°C sowie 67°C eingestellt. Die stärksten Signale 

erbrachte die Einstellung des Thermocyclers bei 67°C unter Verwendung der „Hot Start“-

Polymerase in den Proben. Die Zyklenzahl wurde auf 28 Zyklen reduziert und das 

Zeitinkrement weggelassen. Obwohl in allen Proben die gleiche DNA-Menge eingesetzt 

wurde (300 pg), waren deutliche Unterschiede zwischen den unterschiedlichen 

Konditionen (Polymerase, Patient/Kontrolle sowie den Annealingtemperaturen) sichtbar 

(vergleiche Abbildung 10). 

Abbildung 10: Southern Blot nach small-pool-PCR. M1: Marker. S1: Null-DNA als 
Kontrolle. S2-S5: Patient DM1-3. S6: Null-DNA als Kontrolle. S7-S10: Kontrolle C-5. S1, 
S2, S3, S7 und S8: Ampli-Taq. S4, S5, S6, S9 und S10: HotStart-Taq. S1, S2, S4, S6, S7 
und S9: 66°C Annealing. S3, S5, S8 und S10: 67°C Annealing. Der Pfeil markiert die ePAL.  

Die Mutationsallele waren in allen Spalten deutlich darstellbar. Die Repeatlänge des am 

stärksten amplifizierten Mutationsallels betrug im Durchschnitt 109 Repeats. Zusätzlich 

zu den signalstarken Mutationsbanden wurden weitere Banden sichtbar, welche 44 

Repeats (S3-B4 und S4-B5) aufweisen sowie Banden mit wesentlich längeren Repeats. 
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Diese haben zum einen zwischen 400 und 600 Repeats (s. S2, S3 und S5) und über 

1000 Repeats (1203, 1326 und 1080 Repeats, s. S2, S4 und S5). Auffallend ist, dass in 

allen vier Proben Bandenlängen mit über 1900 Repeats zu sehen sind (vgl. S1-S4). Die 

ePAL wurde auf 44 bp geschätzt.  

Die Spalten 1 und 6 zeigen keinerlei Banden, da hier als Kontrolle Null-DNA aufgetragen 

worden ist. 

In den Proben der Kontrolle C-6 lassen sich unter den gleichen Konditionen wie bei dem 

Patienten die Wildtyp-Banden darstellen, diese jedoch in geringerer Intensität als bei 

dem Patienten. Die Repeats haben bei der Kontrolle eine normale Länge von ca. 10 

Repeats. In allen vier Proben der Kontrolle sind keine Mutationsallele zu sehen. 

Banden Spalten 

 2 3 4 5 

1 2050 repeats 2073 repeats 2026 repeats 1960 repeats 

2 1203 repeats 570 repeats 1326 repeats 1080 repeats 

3 513 repeats 113 repeats 993 repeats 513 repeats 

4 396 repeats 44 repeats 110 repeats 108 repeats 

5 114 repeats 2 repeats 44 repeats 2 repeats 

6 2 repeats  2 repeats  

Tabelle 6: Auswertung der Fragmentlängen und Repeats des Patienten DM1-3 von lang 
nach kurz (= oben nach unten). Die ePAL ist in Spalte 3 und 4 hervorgehoben. 

Patient DM1-5 
Abbildung 11 zeigt die Repeats des Patienten DM 1-5. Die DNA wurde direkt aus dem 

Muskel entnommen und stammt somit nicht aus einer Zellkultur. Im Vergleich sind die 

Repeats aus den Myoblasten der Zellkultur auf der rechten Seite des Bildes dargestellt. 

Auf den ersten Blick ist erkennbar, dass der Muskel wesentlich mehr Banden zeigt als 

die Zellkultur (vergleiche Abbildung 11). Die Range der Repeats reicht dabei von 138 bis 

1766 Repeats.  
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Abbildung 11: Southern Blot nach small-pool-PCR. M1: Marker. S1-S10: Patient DM1-5. 
S1-S5: Ampli-Taq. Vergleich der Repeats zwischen Muskelbiopsie und Zellkultur desselben 
Patienten. S1-S5: Repeats aus der Muskelbiopsie in aufsteigendem DNA-Gehalt (S1: 50pg, 
S2 100 pg, S3 150 pg, S4: 300 pg, S5: 600 pg). S6-S10: Myoblastenzellkultur in 
aufsteigendem DNA-Gehalt (S6: 50pg, S7 100 pg, S8 150 pg, S9: 300 pg, S10: 600 pg). 
Der Pfeil markiert die ePAL. 

Das Wildtyp-Allel hat eine Länge von im Durchschnitt 19 Repeats (S2 = 314 bp, S3 = 

311 bp, S4 = 307 bp, S5 = 305 bp) und entspricht damit der Normgröße eines Wildtyp-

Allels. Die estimated progenitor allele length (ePAL) hat eine Länge von 138 Repeats. In 

den Spalten S9 und S10 sind die Banden nur sehr schwach, zeigen hier jedoch eine 

sehr große Repeatanzahl mit 1766 und 1430 Repeats. Eine präferentielle Amplifikation 

des kürzeren Wildtyp-Allels könnte die Detektion der in Spalte 6 deutlich erkennbaren 

Bande in den Spalten 7-10 aufgrund der höheren DNA-Konzentration verhindert haben. 

Die im Blut diagnostizierte Repeatlänge beträgt 240-430 Repeats, sodass festgehalten 

werden kann, dass auch hier die Hypothese stimmt und im Muskel wesentlich längere 

Repeats vorkommen. 
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Banden  Spalten 

  2 3 4 5  6 9  10 

1  446  
repeats 

990  
repeats 

340 
repeats 

943 
repeats  603 

repeats 
1766 

repeats  1430 
repeats 

2   643  
repeats  640 

repeats      

3   380  
repeats  326 

repeats      

4  235  
repeats  212  

repeats    

5    138 
repeats    

Tabelle 7: Auswertung der Fragmentlängen und Repeats des Patienten DM1-5 von lang 
nach kurz (= oben nach unten). Die ePAL ist in Spalte 5 hervorgehoben. 

4.8 Klinik der Patienten  

Patient DM1-2  
Die Patientin DM1-2 wurde 1978 geboren und mit 33 Jahren aus dem rechten M. vastus 

lateralis biopsiert.  

Die DM1 Diagnose wurde 1996 im Rahmen einer Familiendiagnostik mit der Patientin, 

ihrem Vater, dessen Geschwistern und seiner Mutter gestellt (330-400 CTG-Repeats bei 

der Patientin). Der Vater der Patientin hat keine ausgeprägte klinische Symptomatik der 

DM1. Im Jahr 2009 wurde die Diagnostik bei der Patientin wiederholt und es stellte sich 

nun eine Repeatexpansion von 300-500 CTG-Repeats heraus.  

Klinisch präsentiert die Patientin bei Diagnosestellung eine Greif-, Kieferöffnungs- und 

Zungenmyotonie sowie eine Schwäche in den Händen beim Halten schwerer 

Gegenstände. Eine minimale Kraftminderung in der Hüft- und Nackenbeugung konnte 

nachgewiesen werden. Bis auf eine minimale temporale Atrophie hat die Patientin keine 

weiteren Atrophien. In der elektromyographischen Untersuchung ergaben sich keine 

pathologische Spontanaktivität und auch bei Willkürinnervation stellten sich unauffällige 

motorische Einheiten dar. Insbesondere konnten keine myotonen Entladungsserien 

nachgewiesen werden.  
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Die Patientin gibt subjektiv keine Beschwerden an. Das Labor ist unauffällig und die 

Patientin hat bisher keine Medikamente eingenommen. Sie ist sehr sportlich und geht 

nach eigener Aussage ihrem Beruf ohne Schwierigkeiten nach.   

Patient DM1-3 
Der Patient DM1-3 wurde 1966 geboren. Die Diagnose DM1 wurde im Jahr 2009 gestellt. 

Durch Untersuchung der Leukozyten aus EDTA-Blut wurde bei ihm ein kurzes 50-70 

CTG-Repeat im DMPK-Gen festgestellt. 

Zum Zeitpunkt des Verfassens dieser Arbeit liegen ärztliche Befunde aus den Jahren 

2008 und 2009 vor. 

Die Symptome des Patienten begannen im Alter von 32 Jahren, die Muskelbiopsie fand 

im Alter von 42 Jahren statt. Zu diesem Zeitpunkt (2008) verspürte der Patient bereits 

seit zehn Jahren Schwierigkeiten beim Öffnen der Hand nach festem Zugreifen, ein 

Kraftverlust sei ihm jedoch nicht aufgefallen und der Patient fühle sich weiterhin 

leistungsfähig. Das Sprechen sei subjektiv etwas undeutlich geworden, doch im Beruf in 

der Telekommunikationsbranche fühle sich der Patient nicht beeinträchtigt. 

In der Familienanamnese seien keine Muskelerkrankungen bekannt, die vier 

Geschwister und drei Kinder des Patienten seien gesund. Die Mutter habe einen 

Katarakt, der Patient zum Zeitpunkt der Anamnese jedoch nicht. Zum klinischen 

Erscheinungsbild des Patienten wurde eine Stirnglatze beschrieben.  

In der körperlichen Untersuchung zeigten sich keine Paresen, aber eine deutliche 

Aktions- und Perkussionsmyotonie am Thenar beidseits sowie eine 

Perkussionsmyotonie der Zungenmuskulatur.  

In der neurophysiologischen Untersuchung zeigten sich in der Elektromyographie 

myotone Entladungsserien bei ansonsten regelrecht konfigurierten 

Muskelaktionspotentialen. 

Im Langzeit-EKG zeigte sich eine bradykarde Sinusarrhythmie. In der 

Lungenfunktionsuntersuchung ergab sich der Verdacht auf eine beginnende 

Atemfunktionsstörung. Unter Belastung zeigte der Patient eine mäßige 

Globalinsuffizienz.  

Die augenkonsiliarische Untersuchung erbrachte Befunde eines beginnenden 

Kataraktes, welcher zu diesem Zeitpunkt nicht interventionswürdig erschien. Eine 

Medikation habe der Patient bisher noch nicht erhalten. 
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Im Verlauf wurde 2009 die Diagnose Myotone Dystrophie Typ 1 gestellt. Klinisch hatte 

der Patient weder Schmerzen, noch Krämpfe, Schluckbeschwerden oder 

Schwierigkeiten beim Sehen. Das Loslassen der Hand nach dem Greifen fiele dem 

Patienten jedoch schwer. Der Patient war zu allen Qualitäten vollständig orientiert. Die 

Reflexe, Koordination, Sensibilität und Exrapyramidalmotorik erwiesen sich als 

unauffällig.  

Laborchemisch war eine Kreatinkinase (CK) mit 540 U/l erhöht, ebenso fanden sich 

erhöhte Leberwerte (GOT 68U/l, GPT 76 U/l, GGT 203 U/l) und erhöhte segmentierte 

Granulozyten (79%) sowie mit 15% erniedrigte Lymphozyten. 

Die Elektronenmyographie zeigte pathologische Spontanaktivität mit positiv scharfen 

Wellen, distalen myotonen runs und pseudomyotonen Entladungen.  

Im EKG zeigten sich keine Auffälligkeiten. Die Lungenfunktionsuntersuchung ergab eine 

Verschlechterung im Vergleich zum Vorbefund. Hier konnte eine mäßige Hypoxämie mit 

geringer Globalinsuffizienz und eine deutliche Einschränkung der muskulären 

Atempumpe nachgewiesen werden. Die augenkonsiliarische Untersuchung erbrachte 

die Diagnose einer Cataracta corticalis incipiens beidseits sowie epiretinalen Gliose am 

rechten Auge.  

Patient DM1-5 
Der Patient DM1-5 wurde 1979 geboren. Bei ihm lag ein 240-430 CTG-Repeat im 

DMPK-Gen vor, das Wildtyp-Allel zeigte 12 Kopien. Insgesamt liegen sehr wenig 

Informationen zu diesem Patienten vor. 

Klinisch beschreibt der Patient Sensibilitätsstörungen sowie Paresen an den distalen 

Armen, welche seit Jahren bestünden. Die Reflexe und die Nervenleitgeschwindigkeit 

wurden in der klinischen Untersuchung als normal eingestuft. Das EMG weist hingegen 

myopathische und myotone Muster auf.  

Es gibt keine eindeutigen Aussagen darüber, ob die Familienanamnese als positiv 

beschrieben werden kann.  

4.9 Vergleich der CTG-Repeatanzahl mit dem klinischen Phänotyp 
Bei der Patientin DM1-2 waren im Southern Blot vier Banden nachweisbar. Das 

Progenitor-Allel hat eine Länge von 316 Repeats. Die im Blut diagnostizierten 

Repeatlängen (300-500 Repeats) konnten ebenfalls in den Myoblasten mit 316 (S5-B2) 

und 473 (S4-B1) nachgewiesen werden. Zusätzlich zeigten sich zwei Banden mit mehr 
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als 1000 Repeats (vergleiche Abbildung 9). Die Patientin hat einen klinisch sehr milden 

Verlauf. 

Der Patient DM1-3 hat eine klinisch nachweisbare Myotonie neben weiteren 

extramuskulären Symptomen. Die im Blut diagnostizierte Repeatanzahl von 30-70 

Repeats lässt sich auch im Southern Blot aus der Zellkultur in zwei Spuren nachweisen 

(vergleiche Abbildung 10). Die große Mehrheit der Banden im Southern Blot hat jedoch 

eine größere Länge. Das Progenitor-Allel hat eine Länge von 44 Repeats. In allen 

Spuren ist das expandierte Allel mit (im Schnitt) 109 Repeats nachweisbar. Leider 

handelt es sich bei den isolierten Zellen in Hinblick auf Morphologie und 

Wachstumsverhalten jedoch höchstwahrscheinlich um Fibroblasten (keine Desmin-

Expression in der Immunfluoreszenz), was bei der Diskussion der Ergebnisse 

berücksichtigt werden muss. Dennoch sind auch hier deutlich längere Allele 

nachweisbar als in der Blutprobe. 

Auch bei Patient DM1-5 konnten die im Blut diagnostizierten Repeats (240-430) 

nachgewiesen werden, wobei zusätzlich in diesem Blot deutlich längere Banden zu 

sehen sind (vergleiche Abbildung 11). Das Progenitor-Allel aus dem Muskel hat eine 

Länge von 138 Repeats, jenes aus der Zellkultur hat eine Länge von 603 Repeats. Der 

Patient zeigt mit Paresen und Sensibilitätsstörungen eine deutliche 

Krankheitsmanifestation.   
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5. Diskussion 
Die vorliegende Arbeit hatte zum Ziel, eine Methodik zur exakten Bestimmung der 

Repeatanzahl im Muskelgewebe bei Patienten mit Myotoner Dystrophie Typ 1 zu 

etablieren und die Ergebnisse im Anschluss mit der Klinik einzelner Patienten zu 

korrelieren. Anlehnend an die Methodik von Professor Darren Monckton und seiner 

Glasgower Arbeitsgruppe (Monckton et al., 1995) sollte jedoch eine nicht-radioaktive 

Quantifizierung von CTG-Repeats verwendet werden, die bei ähnlicher Sensitivität, die 

Nachteile der Verwendung radioaktiver Sonden in Bezug auf Umweltschutz und 

Arbeitssicherheit umgeht. Im Folgenden sollen die Vor- und Nachteile der angewandten 

Methodik beleuchtet und ihr zukünftiger Stellenwert für Diagnostik und Forschung 

diskutiert werden.  

5.1 Quantifizierung der CTG-Repeatanzahl im Muskelgewebe 
Bei klinischem Verdacht auf eine Myotone Dystrophie Typ 1 werden zur Bestätigung der 

Diagnose die Standard-PCR und - bei sehr langen Repeats - der Southern Blot oder die 

repeat-primed-PCR herangezogen. Die DNA hierfür wird routinemäßig aus Leukozyten 

isoliert.  

Diverse Arbeitsgruppen konnten zeigen, dass die CTG-Repeats im Muskelgewebe von 

denselben DM1-Patienten länger als die Repeats aus dem Blut sind (Anvret et al., 1993; 

Thornton et al., 1994). Eine überlegene Korrelation der Repeatzahl im Muskel 

gegenüber der Repeatzahl im Blut wird bisher kontrovers in der Literatur diskutiert: 

Meola et al. stellen fest, dass keine Korrelation zwischen der Repeatlänge im Muskel 

und der Schwere der Erkrankung beschrieben werden kann und lediglich die in 

Leukozyten diagnostizierte Repeatlänge eine Korrelation erlaubt (Meola and Cardani, 

2015). Thornton et al. dagegen verlangen weitere Analysen zur endgültigen Bewertung 

des Korrelationsvergleichs unterschiedlicher Geweben (insbesondere Muskelzellen) 

und der Schwere der Erkrankung (Thornton et al., 1994).  

Vor diesem Hintergrund sollte daher eine Methodik zur Bestimmung der Repeatanzahl 

im Muskelgewebe etabliert werden, um zukünftig die Ergebnisse aus primären 

Muskelzellen mit den diagnostizierten CTG-Repeats aus den Leukozyten zu vergleichen 

und mit der klinischen Symptomatik der Patienten zu korrelieren. 

Die Gewinnung von DNA aus Myoblasten ist methodisch gesehen weitaus aufwändiger 

als die DNA-Gewinnung aus Leukozyten. Die Patienten müssen zunächst der Biopsie 

zustimmen und sich dieser unterziehen – ein kleiner chirurgischer Eingriff in lokaler 
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Betäubung oder Leitungsanästhesie ist dafür notwendig. Darüber hinaus ist eine 

Muskelbiopsie im Regelfall nicht für die Diagnostik der myotonen Dystrophie Typ I 

notwendig, sie stellt also eine zusätzliche Intervention für den Patienten dar (Schneider-

Gold et al., 2018). Dennoch bietet diese Analyse die Möglichkeit, die genetischen 

Alterationen unmittelbar im primär durch die Erkrankung betroffenen Gewebe zu 

erfassen und somit zu einem besseren Verständnis der Erkrankung und den 

zugrundeliegenden Mechanismen beizutragen. Von besonderem Interesse könnten 

post-mortem Analysen von verstorbenen DM1-Patienten sein, die CTG-Expansionen in 

verschiedenen Geweben mit der klinischen Beteiligung des jeweiligen Organsystems 

systematisch auswerten.  

5.2 Quantifizierung der CTG-Repeatanzahl mit Hilfe der small-pool 

PCR 
In der Diagnostik der myotonen Dystrophie Typ I hat sich in vielen Laboratorien ein 

zweistufiges Prinzip etabliert: Bei klinischem Verdacht auf das Vorliegen einer myotonen 

Dystrophie werden zunächst PCR-basierte Screening-Verfahren und bei positivem 

Ergebnis ein Southern Blot zur Bestätigung durchgeführt (Kamsteeg et al., 2012; Savić 

Pavićević et al., 2013; Chakraborty et al., 2016). Seit der Erfindung der Polymerasen-

Ketten-Reaktion (PCR) durch Kary Mullis im Jahr 1983 (erstmals beschrieben in (Saiki 

et al., 1985)) haben sich zahlreiche Modifikationen des ursprünglichen PCR-Protokolls 

mit unterschiedlichen Eigenschaften und Anwendungen etabliert, so z.B. die 

sogenannte touchdown-PCR (Don et al., 1991), overlap-extension-PCR (Urban et al., 

1997), repeat-primed PCR (Warner et al., 1996) und small-pool PCR (Gomes-Pereira et 

al., 2004). In der Diagnostik der myotonen Dystrophie sind konventionelle PCR 

Protokolle häufig nicht in der Lage, die langen, mutierten, CTG-amplifizierten Allele 

aufgrund der präferentiellen Amplifikation des kurzen Wildtyp-Allels zu detektieren 

(Chakraborty et al., 2016). Dies kann bei Patienten mit sehr großer Repeatzahl zu falsch 

negativen Testergebnissen führen, wenn Primer verwendet werden, die den DMPK-

Locus flankieren und somit die Amplifikation des kürzeren Wildtyp-Allels begünstigen. 

Deshalb werden solche PCR-Protokolle lediglich zum initialen Screening eingesetzt: 

Werden zwei unterschiedlich lange, nur wenige CTG-Repeats enthaltende PCR-

Produkte amplifiziert, kann das Vorliegen einer myotonen Dystrophie ausgeschlossen 

werden (Kamsteeg et al., 2012). Kommt jedoch nur ein Allel zur Darstellung, können 

homozygote Gesunde nicht von falsch negativen Erkrankten unterschieden werden. In 

der Regel wird deshalb eine sogenannte repeat-primed PCR (Warner et al., 1996) 

durchgeführt, die das Vorliegen langer mutierter Allele zwar sicher detektieren kann, 



 

 63 

jedoch keine Rückschlüsse auf die Länge  des mutierten Allels bzw. die Repeatzahl 

zulässt. Zur Auswertung einer repeat-primed PCR ist eine kapillarelektrophoretische 

Fragmentauftrennung notwendig.  

Zur Bestätigung und Repeatzahlbestimmung wird häufig ein Southern Blot enzymatisch 

verdauter, genomischer DNA eingesetzt, der jedoch aufgrund genomischer 

Mosaiksituationen meist keine distinkten Banden, sondern lediglich einen „Schmier“ des 

mutierten Allels zeigt. Eine eindeutige Repeatzahlbestimmung ist somit auch hier häufig 

nicht möglich. Zudem können single nucleotide polymorphisms (SNPs) in 

Restriktionsschnittstellen zu falsch positiven Ergebnissen führen, sodass die Analyse mit 

mindestens zwei unterschiedlichen Restriktionsansätzen durchgeführt werden sollte, 

wie Chakraborty et al. eindrücklich zeigen konnten (Chakraborty et al., 2016). 

Die small-pool-PCR ist eine elegante Methode zur fast exakten Repeatzahlbestimmung 

bei genetisch instabilen Erkrankungen (Monckton et al., 1995; Coolbaugh-Murphy et al., 

2007). Dabei werden einzelne oder nur wenige Genom-Kopien als template der PCR-

Reaktion eingesetzt, sodass die Anzahl der zu amplifizierenden Allele beschränkt wird 

und somit „Schmier“-Effekte im anschließenden Southern Blot sowie die präferentielle 

Amplifikation des Wildtyp-Allels verhindert werden (Malbec et al., 2019). Nur so kann 

das besondere Merkmal der somatischen Instabilität zum Vorschein gebracht 

werden (Overend et al., 2019). Diese Methode ist verglichen mit konventionellen PCR-

Protokollen und der repeat-primed PCR aufwendiger und aufgrund der geringen DNA-

Mengen deutlich anfälliger für Kontaminationen, hat sich jedoch insbesondere zu 

Forschungszwecken und Korrelationen der Repeatzahl mit dem klinischen Phänotyp 

bewährt. 

Wie im Ergebnisteil dargestellt, konnte eine genaue Repeatzahlbestimmung bei drei 

DM1-Patienten durch Kombination der small-pool-PCR mit dem Southern Blot erfolgen. 

Die Amplifikation des DMPK-Locus aus einer einzelnen (haploiden) Genom-Kopie 

(entspricht etwa 3,3 pg DNA) gelang in der vorliegenden Arbeit nicht, jedoch konnten 

bereits mit 150 pg (entspricht etwa 50 Kopien) schwache Wildtyp-Banden amplifiziert 

werden. Hier gilt es jedoch zu beachten, dass die DNA-Quantifikation teils mittels 

Nanodrop Spektrophotometrie erfolgte, die insbesondere bei niedriger DNA-

Konzentration die DNA Menge teils 10fach überschätzt (Khetan et al., 2019). Des 

Weiteren muss beachtet werden, dass die im Vergleich zu leukozytärer DNA 

vergleichsweise geringe Allelanzahl (vergleiche z.B. Overend et al., 2019) durch 

Klonalitätseffekte nach Subkultur der Myoblasten hervorgerufen werden kann. 
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Festzuhalten ist, dass die Etablierung der small-pool-PCR sehr aufwendig ist und zum 

Teil mehrere Cycling-Protokolle ausgetestet werden mussten, bevor die optimale 

Kondition gefunden werden konnte. Die Wahl der Polymerase scheint dabei eine 

besonders wichtige Rolle zu spielen, lediglich Taq-basierte Polymerasen ohne proof-

reading Funktion ermöglichten eine erfolgreiche Amplifikation des DMPK-Locus. Diese 

Methodik scheint somit nicht für die Standard-Diagnostik der myotonen Dystrophie 

geeignet, vielmehr besitzt sie Ihren Stellenwert zur genauen Repeatzahlbestimmung und 

Analyse von Mosaiksituationen in unterschiedlichen Geweben zu wissenschaftlichen 

und gegebenenfalls klinisch-prognostischen Zwecken (Overend et al., 2019). Ob 

die small-pool-PCR auch bei anderen neurologischen und neuromuskulären 

Trinukleotid-Repeat Erkrankungen eine genaue Repeatzahlbestimmung ermöglicht, 

bleibt Gegenstand weiterer Forschung (Tomé et al., 2014).  

5.3 Nicht-radioaktive Detektionsverfahren 
Northern und Southern Blot Analysen wurden in der Vergangenheit routinemäßig unter 

Einsatz von radioaktiven Isotopen durchgeführt (Southern, 1975; Rio, 2014). Dabei 

wurde aufgrund seiner hervorragenden Sensitivität bevorzugt 32P verwendet, das jedoch 

strengen Strahlenschutz-Auflagen unterliegt und eine ernstzunehmende Gefahr für 

Mensch und Umwelt darstellt (Jones, 2005; Walz et al., 2019). Deshalb wurden in den 

letzten Jahrzehnten zahlreiche, nicht-radioaktive Methoden zur sequenzspezifischen 

Detektion von DNA und RNA etabliert (Kessler, 1994). Neben Biotin- und Digoxigenin-

Markierung der eingesetzten Sonden (Höltke et al., 1995; Huang et al., 2014), die eine 

Antikörper-vermittelte Detektion erlauben, haben mittlerweile auch direkte 

Detektionsverfahren z.B. durch Fluoreszenzfarbstoffe (Miller et al., 2018) einen 

Stellenwert zur Detektion von DNA und RNA erlangt. 

In dieser Arbeit sollte aufgrund der in Deutschland geltenden, strengen Regularien zur 

Handhabung radioaktiver Stoffe sowie unter Berücksichtigung der deutlich überlegenen 

Arbeitssicherheit ein nicht-radioaktives Nachweisverfahren verwendet werden.  

Die Digoxigenin-Markierung der von uns hergestellten Sonden erschien aus vielerlei 

Gründen optimal für die Detektion mutierter und wildtypischer Allele: Die Markierung ist 

vergleichsweise sicher und erfolgt unter Verwendung eines kommerziell erhältlichen Kits 

(siehe Material und Methoden) in einer einfachen PCR-Reaktion, die Detektion erreicht 

eine ähnliche Sensitivität wie radioaktive Isotope und ist sehr stabil (Höltke et al., 1995, 

2000).  Gegenüber Biotin (Vitamin H) zeichnet es sich zudem durch ein geringeres 

Hintergrundsignal aus, da Digoxigenin nicht natürlicherweise im Probenmaterial 
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vorkommt und nur im gebundenen Zustand durch einen Antikörper erkannt werden kann 

(Hapten) (Kessler, 1994). Auch in unseren Händen zeigte das Digoxigenin-System eine 

adäquate Sensitivität und ausgezeichnete Spezifität (vergleiche Abbildung 4 und 6), 

sodass eine Rückkehr zu radioaktiven Detektionsmethoden momentan nicht überlegen 

oder gar notwendig erscheint. Zudem sind Digoxigenin-markierte Sonden bereits 

kommerziell erhältlich, auf ihren Einsatz wurde jedoch in dieser Arbeit aus 

Kostengründen verzichtet. 

5.4 Bewertung der erhobenen Ergebnisse 
Nachdem in der Vergangenheit die Korrelation zwischen der Anzahl der CTG-Repeats 

und dem klinischen Phänotyp nicht eindeutig gelang (Hedberg et al., 1999; Hamshere 

et al., 1999; Andersen et al., 2013; Pratte et al., 2015), konnten Overend et al. kürzlich 

eine Korrelation der im Blut durch small-pool-PCR bestimmten estimated progenitor 

allele length (ePAL) sowie der modalen allele length mit 7 bzw. 8 standardisiert 

erhobenen klinischen Parametern zeigen (Overend et al., 2019). Dies zeigt eindrücklich 

die Überlegenheit der genauen Repeatzahlbestimmung durch Methoden wie die small-

pool-PCR gegenüber ungenauen Verfahren wie genomische Southern Blots in der 

Korrelation des Genotyps zum Phänotyp. Eine ähnliche Korrelation mit aus dem Muskel 

gewonnener DNA und standardisiert erhobenen klinischen Parametern liegt zum 

Zeitpunkt dieser Arbeit nicht vor.  

Diese Promotionsarbeit versteht sich als Grundstein für eben diese Untersuchung und 

hat die Methodik dazu vollumfänglich etabliert. Auch wenn diese Analyse bei einem 

großen Patientenkollektiv mit sorgfältig kuratierten klinischen Daten momentan aussteht, 

so erlauben die bisher erhobenen Daten aus den drei untersuchten Patienten dennoch 

vorläufige Aussagen: 

Während die ePAL bei den untersuchten Patienten mit der im Blut bestimmten 

Repeatzahl übereinstimmen bzw. unterschreiten (vergleiche DM1-5), finden sich im 

Muskel in Analogie zu publizierten Ergebnissen (Anvret et al., 1993; Thornton et al., 

1994) deutlich längere CTG-Repeats als in Leukozyten. Auffallend ist dabei, dass beim 

Patienten DM1-3, welcher von allen ausgewählten Patienten die niedrigste im Blut 

diagnostizierte Repeatanzahl besitzt (50-70 Repeats), die längsten Banden in der 

Zellkultur aufweist (> 2000 Repeats). Dieses Phänomen zeigte sich auch in der von 

Anvret et al. untersuchten Kohorte (Anvret et al., 1993). Derartig lange Repeats wurden 

in der Literatur bereits als unmittelbare Konsequenz der altersabhängigen 
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Repeatexpansion durch somatische Instabilität beschrieben (Martorell et al., 1998; 

Morales et al., 2012; Pratte et al., 2015) und können somit durch das Alter des Patienten 

(Alter bei Biopsieentnahme: 42 Jahre) erklärt werden. Die fehlende Desmin-Expression 

der isolierten Zellen des Patienten DM1-3 lässt jedoch auf eine Kontamination und 

Überwachsen der Myoblasten durch Fibroblasten schließen, was die Aussagekraft der 

für diesen Patienten erhobenen Daten einschränkt. Zusätzlich muss beachtet werden, 

dass CTG-Repeat haltige PCR Produkte sogenannte slipped-stranded Strukturen 

annehmen können, die die Laufeigenschaften der DNA Moleküle im Agarose Gel 

deutlich verändern können und zu falsch langen Repeatzahlen in der Analyse führen 

können (Gomes-Pereira and Monckton, 2017). Diese Strukturen können jedoch durch 

Zugabe von Ethidiumbromid im Agarose-Gel aufgelöst werden. In dem hier verwendeten 

Protokoll wurden die verwendeten Agarose-Gele erst nach Ablauf der 

elektrophoretischen Auftrennung im Ethidiumbromid-Bad sublimiert und die Banden 

sichtbar gemacht. Zum sicheren Ausschluss solcher potentiell auftretenden Artefakte 

sollte jedoch zukünftig das Ethidiumbromid direkt der Agarose beigemischt werden. 

Dennoch weisen die initial erhobenen Ergebnisse in Zusammenschau mit den anderen 

untersuchten Patienten auf eine gute interne und externe Validität der Methodik hin.  

Der direkte Vergleich der erhaltenen Banden aus der Muskelbiopsie (ohne kulturelle 

Aufzucht der Zellen) und denen aus der Zellkultur des Patienten DM1-5 zeigt einen 

Verlust des genomischen Mosaiks in der Patientenprobe DM1-5 (vergleiche Abbildung 

11). Dies lässt sich am ehesten durch klonale Proliferationseffekte in der Kultur der 

Myoblasten erklären. Technische Artefakte bei der Amplifikation der Myoblasten-DNA 

erscheinen bei der parallel durchgeführten Amplifikation der Bioptat-DNA 

unwahrscheinlich, können jedoch nicht vollständig ausgeschlossen werden. Insgesamt 

erscheint die direkte DNA-Extraktion aus dem Muskelgewebe ohne Sub-Kultur der 

Myoblasten aus verschiedenen Gründen von Vorteil: a) Eine Kontamination durch 

Fibroblasten ist auf den natürlicherweise im Muskel vorkommenden Fibroblastenanteil 

beschränkt und erreicht niemals 100% (vergleiche DM1-3). b) Klonale 

Proliferationseffekte mit Verlust der Repeatzahl-Heterogenität sind ausgeschlossen. c) 

Eine direkte Isolation der DNA aus dem entnommenen Muskel erlaubt eine Kosten- und 

Zeitersparnis. Somit erscheint es vorteilhaft, bei zukünftigen high-throughput Analysen 

die DNA direkt aus dem Bioptat zu isolieren, sofern die Biopsie zuverlässig 

Muskelgewebe erfasst. 
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Eine wissenschaftlich aussagekräftige Korrelation ist mit drei untersuchten Patienten 

nicht möglich. Während sich in den Patienten DM1-3 und DM1-5 die Repeatzahl gut mit 

der klinischen Symptomatik assoziieren lässt, zeigt Patientin DM1-2 trotz relativ langer 

ePAL eine milde Symptomatik, die frühe Erstdiagnose ist auf die positive 

Familienanamnese und eher nicht auf einen frühen Symptombeginn zurückzuführen. 

Dies reflektiert die hohe interindividuelle Heterogenität der Patienten (Ashizawa et al., 

1992; Lavedan et al., 1993; Gennarelli et al., 1996), sodass eine Prognose bezüglich 

des individuellen Krankheitsverlaufs nur äußerst zurückhaltend gestellt werden sollten 

(Kamsteeg et al., 2012). 

5.5 Perspektive 
Zum gegenwärtigen Zeitpunkt gibt es keinen kurativen Therapieansatz zur Behandlung 

der myotonen Dystrophie Typ 1. Für zukünftige Therapieansätze ist jedoch die 

Grundlagenforschung und die damit einhergehende Untersuchung der 

Verhaltensmuster der ursächlichen Repeatexpansionen in den unterschiedlichen 

Geweben essentiell (Tomé and Gourdon, 2020). In dieser Arbeit konnte durch die 

Etablierung der Methode der nicht-radioaktiven Bestimmung der CTG-Repeatanzahl in 

Muskelgewebe eine Grundlage für weitere Untersuchungen geschaffen werden. 

Während der Durchführung dieses Promotionsvorhabens haben Dandelot et al. die so 

genannte „flash-small-pool-PCR“ entwickelt, mit welcher man zeiteffizient und 

kostengünstig die CTG-Repeats mithilfe einer Infrarot-Fluoreszenz-Markierung eines 

Primers und der Analyse eines LI-COR-Systems analysieren kann (Dandelot and 

Gourdon, 2018). In ihrem Protokoll verzichten die Autoren auf einen Southern Blot mit 

CTG-sensitiven Sonden, so dass die Spezifität der Methode allein auf der Primer-

Spezifität beruht und somit geringfügig niedriger einzuschätzen ist. Dennoch könnte 

diese Methode aufgrund der großen Zeitersparnis gerade bei großen 

Patientenkollektiven eine sinnvolle Alternative sein.  

Darüber hinaus wurde kürzlich die CTG-Repeatanzahlbestimmung durch small-pool-

PCR im Speichel mit derjenigen im Blut verglichen und eine ähnliche Stabilität der CTG-

Repeats im Speichel wie im But festgestellt (Corrales et al., 2019). Diese Analyse erlaubt 

zwar die genaue Bestimmung der ePAL und somit einfache prognostische 

Rückschlüsse, auch sie ersetzt jedoch nicht die Analyse in den Endorganen der 

systemischen Schädigung bei myotoner Dystrophie Typ 1. 
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Das hier etablierte Protokoll ist aufwendig, jedoch gerade bei Verwendung des primären 

Biopsiematerials ohne Subkultivierung der Myoblasten zur DNA-Extraktion eine äußerst 

sensitive und exakte Technik, um die CTG-Repeatanzahl im Muskelgewebe genau zu 

bestimmen. Die wissenschaftliche Relevanz der von uns entwickelten Methode und die 

mögliche Anwendbarkeit für andere neurologische und neuromuskuläre 

Repeaterkrankungen kann jedoch erst in weiteren Arbeiten in einem größeren, 

systematisch kuratierten Patientenkollektiv gezeigt werden. Dafür konnte jedoch hier die 

Grundlage in Form einer funktionierenden Methodik gelegt werden. 
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