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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 | (DM1) zum Ziel. Dies sollte eine genauere,

gewebespezifische Korrelation von Repeatlange und klinischem Phé&notyp erlauben.

Mit Hilfe der hierfir optimierten small-pool-PCR und Digoxigenin-markierten, CTG-
spezifischen Sonden gelang es, die zuvor im Blut der Patienten bestimmten Allellangen
zu bestétigen 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 Allellangen
deutlich Uberlegen ist. Zudem scheint die richtige Wahl der Polymerase (Ampli-Taq) fur
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 méglich sein, in einem
groBBen Patientenkollektiv gewebespezifische Aussagen Uber die CTG-Repeatanzahl in
unterschiedlichen Muskelgruppen und Organen bei DM-1 Patienten zu treffen. Dies kann
dabei helfen, das Verstandnis zwischen molekularpathologischen Verdnderungen und

klinischem Erscheinungsbild zu vertiefen und gegebenenfalls therapeutisch zu nutzen.
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1. Einleitung

1.1 Allgemeine Einfuhrung

Die Myotone Dystrophie (Dystrophia myotonica [griech.], DM) ist eine autosomal-
dominant vererbbare Repeaterkrankung, welche zu systemubergreifenden Symptomen
sowohl mit muskuléren als auch extramuskulédren Manifestationen mit vordergrindiger
Muskeldystrophie und Myotonie fuhrt (Schneider-Gold et al., 2010). Die langsam
fortschreitende Muskelschwéche betrifft vor allem die distalen Muskelgruppen der
Extremitaten, die Gesichtsmuskeln (Facies myotonica) sowie die Hals- und
Nackenmuskulatur. Typisch fir extramuskuldre Symptome sind ein frihzeitiger Katarakt,
endokrine Stdérungen sowie kardiale Beteiligungen, wie Rhythmusstérungen und
Kardiomyopathien. Die klinische Ausprédgung der Erkrankung ist bei den Patienten sehr
unterschiedlich und héngt mit dem Ausmal 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 Repeatlange von mehr als 50, bei DM2 von mehr als 75 Repeats als kausal
fur die phanotypische Auspragung der Erkrankung definiert. Pramutationsallele werden
bei der DM1 Allele genannt, die eine Lange von 35-49 CTG-Repeats haben (Bird, 1993;
The International Myotonic Dystrophy Consortium (IDMC), 2000). In der gesunden

Population finden sich Repeatldngen von 5-34 Repeats.

Die Repeatexpansionen kénnen 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 Phanomen der genetischen

Antizipation beobachtet werden (Erlauterung s.u.).

Bei der DM1 ist eine Korrelation zwischen der Repeatlange und der Schwere der
Erkrankung beschrieben - je langer die Repeats sind, desto ausgepragter und friher

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-Ladnge eine genaue Prognose zu stellen, da der klinische
Phéanotyp eines Patienten sehr individuell ist und nicht nur anhand der CTG-Anzahl

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

Dariber hinaus sind die Repeats wahrend der Meiose und Mitose sehr instabil, weshalb
es zu Mosaiksituationen kommen kann, das bedeutet, betroffene Patienten kénnen
Allele mit unterschiedlichen GréBen in verschiedenen Geweben (Lavedan et al., 1993;
Pearson et al., 2005) aufweisen. Diese Instabilitat ist mdglicherweise ursachlich fur die
unterschiedliche Ausprdgung der klinischen Symptome sowohl innerhalb einer
Patientenpopulation wie auch innerhalb der Organsysteme eines Patienten. Auch die
sogenannte Antizipation, ein friheres und schwereres Auftreten der Symptome in
nachfolgenden Generationen, lasst sich aus dieser Instabilitat erklaren (Redman et al.,
1993). Dabei spielt insbesondere das Geschlecht des Elternteils, welcher die Mutation
trdgt und an die Nachkommen weitergibt, eine Rolle bei der Elongation der kindlichen
Allele. Diese Repeat-Verlangerungen finden insbesondere bei der maternalen
Transmission statt (Brunner et al., 1993). Kinder von Patienten mit symptomatischer
DM1 haben ein hohes Risiko, eine starkere, meist kongenital ausgeprégte 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 haufig langer sind
als diejenigen der zur Diagnostik meist verwendeten Leukozyten (Anvret et al., 19983;
Thornton et al., 1994). Diese Erkenntnis stitzt die Hypothese der somatischen
Instabilitat in unterschiedlichen Geweben. Ferner zeigt sich auch eine Heterogenitét in
Zellen des gleichen Gewebetyps, die durch die hohe Instabilitdt und Mutabilitat der
Repeats bei mitotischer Zellteilung erklart 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 kénnen (Braida et al., 2010; Musova et al., 2009).

Die DM1 ist die h&ufigste hereditare Muskelerkrankung im Erwachsenenalter. Insgesamt
haben die Myotonen Dystrophien weltweit eine Pravalenz von ca. 5-180 pro 1 Mio.

Menschen. Die absolute Hé&ufigkeit variiert dabei von Region zu Region. Die bisher
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héchste Pravalenz der Myotonen Dystrophie ist in Kroatien zu finden (Theadom et al.,
2014).

1.2 Geschichte

Die Erstbeschreibung der Myotonen Dystrophie als eigenstédndige 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 tatig 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) erganzte 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 beschéaftigte sich mit dem gehauften
Auftreten des Katarakts bei Patienten mit ,myotonischer Dystrophie” und analysierte des
Weiteren anhand von Familienstammb&umen, dass es eine Relation zwischen milder
Symptomatik mit myotonem Katarakt in der ersten Generation und schwereren und
friher auftretenden muskularen und extramuskularen Symptomen in der nachfolgenden
Generation gibt. Er beschrieb somit bereits 1908 das Prinzip der Antizipation, ohne die

molekulare Ursache daflir zu kennen (Fleischer, 1918).

1.3 Diagnostik
Diagnostisch  wird standardmé&Big eine DNA-Analyse mit Blutproben zur
molekulargenetischen Untersuchung durchgefuhrt. Dabei bilden die PCR sowie der

Southern Blot die Grundlage der diagnostischen Repeatldangen-Bestimmung aus der
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DNA der gewonnenen Leukozyten (Turner and Hilton-Jones, 2010; Kamsteeg et al.,
2012).

Fur die Diagnostik obligate Untersuchungen sind neben der klinischen Untersuchung
auch die laborchemischen Befunde. Dazu gehért die Bestimmung der CK,
Transaminasen, GGT, des Blutzuckers, HbA1c und der Schilddrisenwerte (Schneider-
Gold et al.,, 2018). Zu den klassischen EMG-Befunden bei DM-Patienten gehdren
myotone Entladungsserien sowie myopathietypische EMG-Veranderungen (Hehir and
Logigian, 2013). Aufgrund des hohen Auftretens von myotonen Katarakten bei DM-
Patienten sollte eine augenérztliche Untersuchung zur frihzeitigen Erkennung erfolgen
und aufgrund der kardialen Beteiligung EKG-Ableitungen sowie Langzeit-EKGs
angefordert werden. Auch empfehlen die Leitlinien Lungenfunktionsprifungen
(Schneider-Gold et al., 2018).

Zur Diagnosestellung sollte eine molekulargenetische Untersuchung erfolgen (s.u.).
Auch eine genetische Beratung, insbesondere fir 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 fir eine mdgliche Behandlung,
Durchfiihrung eines Kernspintomogramms der Muskulatur zur Statuserhebung,
Durchflihrung einer  neuropsychologischen Leistungstestung und eines
Kernspintomogramms des Gehirns mit der Frage nach einer zerebralen Beteiligung,
Bestimmung der Immunglobuline im Serum als ergdnzender serologischer Parameter

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

Zur molekulargenetischen Untersuchung wird routineméaBig die genomische DNA aus
dem Blut des Patienten gewonnen. In aller Regel wird im Anschluss daran zunachst eine
konventionelle PCR (Polymerase-Ketten-Reaktion) des DMPK-Gens mit flankierenden
Primern durchgefiihrt (Chakraborty et al., 2016). Bei homozygoten, gesunden Menschen
mit zwei normal langen Allelen erscheint eine einzige Bande, da beide Allele die gleiche
Léange haben und somit optisch nur eine Bande aufweisen. Heterozygote Patienten mit
einem normal langen und einem gering expandierten Allel prédsentieren zwei Banden.

100 und weniger Repeats kdnnen 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 falschlicherweise die
einzelne sichtbare Bande als gemeinsame Erscheinung beider ,gesunder” Allele
angenommen wird. Um dies zu Uberprifen, sollte bei Vorliegen einer einzelnen Bande
eine TP-PCR (Triplet-repeat-primed-PCR), eine small-pool-PCR und/oder ein Southern
Blot durchgefuhrt 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 Durchfihrung der Southern Blot-
Hybridisierung standardmaBig radioaktiv-markierte Sonden, zum Beispiel mittels **P,
verwendet. Diese binden an die repetitiven Abschnitte des amplifizierten PCR-Produkts.
Bildtechnisch kénnen die Banden anschlieBend mittels Réntgendetektoren 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 verlangerten CUG-Repeats induzieren ein
fehlerhaftes Splicing der pra-mRNA, welche dann unter Ausbildung von
haarnadelférmigen Strukturen (den sogenannten hairpins (Tian et al., 2000)) in
Kerneinschlissen, den so genannten ribonukledren 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 verstarkten nukledren Sequestrierung u.a. von muscle-blind
(MBNL-1, ein RNA-Bindeprotein) in ribonucledren Foci sowie einer erhdhten
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 veranderte 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 Phanotyp

Die myotone Dystrophie ist in ihrer Ausprdgung sehr unterschiedlich und der Verlauf
kann von einem sehr milden bis hin zum sehr ausgepragten klinischen Bild variieren. Die
Symptomatik und das Manifestationsalter korrelieren tendenziell mit der Lange der CTG-
Repeats, wobei Patienten mit mehr als 400 Repeats eine weniger ausgepragte

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). Wahrend der Schwangerschaft
kénnen ein Polyhydramnion sowie geringe fetale Bewegungen aufféllig sein. Nach der
Geburt sind Hypotonie, Hyporeflexie, allgemeine Schwéche, Trinkschwéche,
Gesichtsdysmorphien, respiratorische Schwierigkeiten bis hin zur Ateminsuffizienz in
50% der Félle 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 spaten Manifestationszeitpunkt, so dass sie ein relativ
beschwerdefreies Leben ohne Alltagseinschrankungen fihren kénnen. Bei anderen
Patienten wiederum verlauft die Erkrankung sehr ausgepragt. Das Manifestationsalter
der klassischen Form liegt im Durchschnitt zwischen dem 10. und 30. Lebensjahr (Bird,
1993).

Die Hauptsymptome der Myotonen Dystrophie Typ | sind muskuldren Ursprungs und
bedingen eine Myotonie, insbesondere im Bereich der Hande und Beine, eine
Muskelschwé&che 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 Extremitdtenschwéche distal starker ausgepragt als proximal. Bei der
klassischen Form der DM2 ist dieses Phdnomen vice versa: Die proximale Muskulatur
ist starker als die distale betroffen (Ricker et al., 1994). Typisch ist das so genannte
warm-up-Ph&dnomen, bei welchem es zu einer Verminderung der Myotonie durch
wiederholte Muskelkontraktionen kommt (Bird, 1993). Die Muskelschwé&che zeigt einen
langsamen, aber progressiven Verlauf, welcher von der CTG-Repeat-Anzahl abhangt
(Bouchard et al., 2015). Zudem ist der skelettale Muskelschmerz ein haufig begleitendes

und belastendes Symptom (Parmova, 2014).

Weitere typische koérperliche Erscheinungsbilder sind die so genannte ,Facies
myopathica®“, eine ausgepragte Atrophie des M. temporalis, sowie die Stirnglatze
(Schneider-Gold et al., 2010). Auch die glatte Muskulatur kann betroffen sein, weshalb
Patienten Uber Dysphagie, Verstopfungen und Diarrhoe leiden kénnen. Des Weiteren
sind auch abdominelle Schmerzen, Reflux und Cholestase haufig. Auch Erbrechen und
Stuhlinkontinenz kénnen zu den gastrointestinalen Symptomen gehdren (Rénnblom et
al., 1996; Bellini et al., 2006; Hilbert et al., 2017). Generell sind gastrointestinale
Symptome bei DM-Patienten sehr haufig, treten oft auch vor Diagnosestellung auf und
sind fur viele Patienten sehr belastend: Etwa ein Viertel der Patienten hélt die
assoziierten gastrointestinale Symptome fir die gravierendsten Symptome ihrer
Erkrankung (Rénnblom et al., 1996).

Da die Myotone Dystrophie eine Multiorganerkrankung ist, sind die extramuskuléaren

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

Viele Patienten mit DM1 haben typischerweise einen Katarakt, welcher oft sehr frih
auftritt und aus diesem Grund in dem langfristigen Behandlungsprozess eine
regelmaBige augenéarztliche 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 haufig zu beobachten und bei manchen
Patienten auch das initiale Symptom. Besonders hédufig sind dabei Kardiomyopathien
und Arrhythmien (McNally and Sparano, 2011). Aufgrund des erhdhten Risikos fur
Vorhofflimmern besteht bei diesen Patienten ein erhdhtes Risiko fir Schlaganfalle.
Daher sollten regelméBige kardiologische Kontrollen erfolgen und etwaige Arrhythmien
frihzeitig behandelt werden (Yoshida et al., 2018). Eine Korrelation zwischen der
Repeatlange und kardialen Komplikationen wurde bereits eindricklich gezeigt (Melacini
et al., 1995; Clarke et al., 2001; Hardin et al., 20083).
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Patienten mit Myotoner Dystrophie Typ 1 zeigen im Allgemeinen ein vermehrtes
Auftreten an endokrinen Stérungen (QDrngreen 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 Hormonstérungen zu nennen, welche @rngreen et al. in einer
groBen Studie mit 97 DM1-Patienten identifizieren konnten: Neben den bisher
beschriebenen endokrinen Dysfunktionen fanden sich erhéhte PTH- und Calciumspiegel
sowie Schilddrisenfunktionsstérungen. Sie zeigten auBerdem, dass eine Korrelation
zwischen der CTG-Repeat-LaAnge und den Hormonspiegeln von PTH, Phosphat und

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

An weiteren extramuskuldren Symptomen ist die ZNS-Beteiligung zu nennen, welche
sich bei DM1-Patienten vor allem in Persénlichkeitsstérungen,
Konzentrationsstérungen, einer nachweisbaren Hirnatrophie und kognitiven
Einschrankungen &uBert. 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 haufig, wobei gezeigt werden konnte,
dass diese sehr heterogen verlduft und unabhéngig von Alter oder CTG-Repeat-Anzahl
ist (Conforti et al., 2016). Frihere Studien hingegen zeigten, dass die kognitiven
Fahigkeiten 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 Féhigkeiten
der Patienten im Krankheitsverlauf beeintréachtigt sein kénnen (Labayru et al., 2019).
Fatigue und Tagesmuidigkeit schranken dariber hinaus die Leistungsfahigkeit vieler
Patienten ein (Angelini and Tasca, 2012; Okkersen et al., 2017a, 2017b).

Psychosoziale Faktoren spielen ebenfalls eine Rolle in der klinischen Auspréagung und
kénnen sich in Angstlichkeit sowie Depression &uBern und wurden in einer Studie bei
50% der DM1-Patienten erkannt (Antonini et al., 2006).

Zudem wurden tiefgreifende Persdnlichkeitsstérungen wie &angstlich-vermeidende,
passiv-aggressive, schizotypische sowie zwanghafte Persdnlichkeitsstérungen mit der
DM1 assoziiert (Delaporte, 1998; Winblad et al., 2005).

Des Weiteren kommen Hypersomnien, Apathie und das Schlafapnoe-Syndrom bei DM-
Patienten haufig vor, welche die Lebensqualitat sehr einschranken kénnen und von

Patienten oft beklagt werden (Rubinsztein et al., 1998; Laberge et al., 2009).
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Lungenfunktionsstérungen sind mdglich und kénnen sich bis zur Notwendigkeit einer

mechanischen Beatmung verschlechtern (Bird, 1993).

1.6 Aktuelle Therapiemdglichkeiten

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 Moglichkeiten sind bisher jedoch noch in der
Entwicklungsphase und bedurfen weiteren Modifikationen, bevor sie méglicherweise fur
DM-Patienten einen therapeutischen Nutzen haben werden (LoRusso et al., 2018).
Besonders hervorzuheben sind Forschungsergebnisse, die auf dem letztjdhrigen
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 Antikérper gegen den Transferrin-Rezeptor mit
einer DMPK-spezifischen siRNA zu koppeln und somit die Akkumulation von toxischen
CTG-Produkten in praklinischen Modellen zu reduzieren. Inzwischen befindet sich der
Wirkstoff in der Phase | Studie (NCT05027269).

Supportive MaBnahmen kénnen jedoch auch heute schon die jeweiligen Symptome der
Patienten mit DM1 und DM2 mildern, den Verlauf verzégern sowie den Alltag erleichtern
(Smith and Gutmann, 2016). Symptomatisch vordergriindig bei DM1-Patienten ist die
Beteiligung der distalen Extremitdtenmuskulatur (Thornton, 2014), welche je nach
Patient unterschiedlich stark ausgeprégt sein kann und sich von einer sehr milden Klinik
bis hin zur Gehunfahigkeit prasentieren 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 hierflir die Evidenzlage
kontrovers ist (Voet et al., 2013). Darlber hinaus kénnen Orthesen Erleichterung bringen
und einem erschwerten Gangbild entgegenwirken. Diese werden von vielen Patienten

gerne angenommen (Mnatsakanian et al., 2017).
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Fur viele Patienten stellt das h&aufig mit der DM1 einhergehende Fatigue-Syndrom eine
groBe Belastung dar. Eine Studie konnte zeigen, dass dieses durch intensive kognitive
Verhaltenstherapien sowie kérperliche Bewegungsibungen positiv beeinflusst werden
kann (Okkersen et al., 2018).

In Spétphasen der Erkrankung kommen zur Unterstiitzung 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
Tagesmudigkeit bei DM-Erkrankten nicht mehr zugelassen, kann jedoch in Einzelféllen

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

Neben den Vorsorgeuntersuchungen zur Friherkennung kardialer Beteiligungen,
welche regelmaBige 12-Kanal-EKG-Ableitungen und bildgebende Herzuntersuchungen
(zum Beispiel Kardio-MRT) in 2- bis 5-jahrigen Abstdnden beinhalten, werden auch
Pacemaker und Defibrillatoren bei bestimmten Stérungen der Herzweiterleitung
eingesetzt, um die Rate an plétzlichen Herztoden von DM-Patienten zu senken (Groh et
al., 2008).

Da auch das endokrine System betroffen sein kann, haben DM1-Patienten h&ufig eine
Insulinresistenz und Dyslipiddmien, sodass dementsprechend Lifestyle-Anderungen
sowie Antidiabetika und cholesterinsenkende Medikamente zur Senkung des

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

Die Beteiligung der glatten Muskulatur kann zu Aspirationen und gastrointestinalen
Motilitatsstérungen flhren, sodass Prokinetika und Laxantien notwendig werden kénnen
(Turner and Hilton-Jones, 2014).

Insgesamt kann festgehalten werden, dass die TherapiemaBnahmen fir DM1-Patienten
eines multimodalen Konzeptes bedirfen, in das Spezialisten verschiedener
Fachrichtungen involviert sein missen, um den Patienten den Alltag bestmdglich 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 tatsachlichen Repeatlange der DMPK-Loci in Muskelgewebe von
Patienten, die an Myotoner Dystrophie Typ | 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 tatsdchlichen Repeatldngen im

Muskelgewebe bestimmen zu kénnen.

Far die Diagnose "Myotone Dystrophie" wird der Gendefekt klassischerweise
molekulargenetisch anhand von Blutproben nachgewiesen. Die sehr langen Repeats
dieser Erkrankung kénnen mit herkdmmlichen Detektionsmethoden allerdings nicht
exakt erfasst werden und stellen diagnostisch eine Herausforderung dar. Sanger-
Sequenzierungen, welche routinemaBig bei monogenetischen Erbkrankheiten zur
Detektion von Mutationen eingesetzt werden, sequenzieren repetitive DNA-Abschnitte
oft nur fehlerhaft oder brechen gar vollstandig ab (Liu et al., 2017). Auch sogenannte
Next-Generation-Sequenziermethoden stellen den Untersucher bei repetitiven DNA-
Abschnitten aufgrund der kurzen Readlange oft vor groBe Probleme bei der Auswertung
der Daten (Treangen and Salzberg, 2012). Zusatzlich erschweren genetische
Mosaiksituationen die Analyse selbst mit PCR-basierten Nachweismethoden, da es zur
Amplifikation und Detektion unzahliger, teils Uberlappender Banden bei herkémmlicher
elektrophoretischer Auftrennung kommen kann, sodass haufig nur ein GréBenbereich
fir die Diagnose angegeben werden kann (z.B. 300-500 Repeats). Der diagnostische
Nachweis durch eine small-pool-PCR und anschlieBenden Southern Blot vor diesem

Hintergrund ist zwar aufwandiger, jedoch sicherer (Savi¢ Pavi¢evi¢ et al., 2013).

Die routineméaBige Gewinnung der DNA aus Leukozyten der Patienten hat zudem zur
Folge, dass keine Aussagen Uber die tatsachliche Repeatldnge in den unterschiedlichen
Geweben, insbesondere in den unterschiedlichen Muskelgruppen, getroffen werden
kénnen. Zwei unabhangige 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 langer sind als die im Blut der Patienten
gemessenen (Thornton et al., 1994; Nakamori et al., 2013). Sowohl fir die individuelle
Prognosestellung der Patienten wie auch fiir die wissenschaftliche Forschung ist jedoch
eine genaue Charakterisierung der Repeatldnge in Myoblasten essentiell, da die
muskularen Symptome haufig den Alltag der Patienten am starksten einschranken. 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 fir die Vervielfaltigung der CTG-Repeats die small-pool-PCR
gewdahlt. Diese Form der PCR umgeht das Problem heterogener Templates bei
somatischen Mosaiksituationen durch Verdinnung der Ausgangs-DNA auf nur wenige
Genomaquivalente (0,5-200), im Idealfall auf die DNA einer einzelnen Zelle (Gomes-
Pereira et al., 2004). Durch dieses Vorgehen mdchte man selektiv einzelne
Mutationsallele sowie das Wildtyp-Allel amplifizieren, sodass im nachfolgenden
Southern Blot einzelne, distinkte Banden und keine Uberlagerung der Banden

(,Schmier®) detektiert werden kdnnen.

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
groBe Sensitivitdt und wird auch heute noch in vielen Laboren weltweit genutzt.
Allerdings versucht man seit vielen Jahren, die Verwendung von Radioaktivitat in der
Forschung sowohl aufgrund der hohen buirokratischen Hirden, 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 Sensitivitdt zur
herkdbmmlichen, radioaktiven Methode die pathognomonischen CTG-Repeats
nachweisen kann. Hierflr wurde die Digoxygenin-Markierung gewahlt, die bereits 2014
von der Arbeitsgruppe Tomé et al. an transgenetisch veranderten 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 moglichst genauen, nicht-
radioaktiven Methode zur Analyse der Repeatldénge der CTG-Repeats in Myoblasten,
um eine genauere Korrelation zwischen Genotyp und klinischem Phéanotyp zu

ermoéglichen 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 Munchen stellte geméaB des Ethikvotums-Nr. 45-14 die
Kulturen zu Forschungszwecken zur Verfligung. Die etablierten Myoblasten-Zelllinien
wurden bei 37°C und in 5% CO,-Athmosphére adharent 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 abgeldst. AnschlieBend wurden sie auf zwei
Zellkulturplatten gesplittet und in regelméBigen Abstdnden mittels Trypsin-Verdau
geldst, gesplittet und in neue Schalen Uberfihrt. 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 flissigem 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.

Hierflr wurde ein Myoblastenzellpellet (gewonnen aus einer 10 CM Zellkulturplatte) in
200 pl Aqua dest. geldst, in ein Eppendorfreagiergefa3 Gberfihrt und 200 pl BioFluid &
Cell Buffer sowie 20 pl Proteinase K hinzugefuigt. Nach ausreichendem Durchmischen
der Inhalte wurde das ReagiergefaB fur 10 Minuten bei 55°C inkubiert. Nun wurden 440
ul Genomic Binding Buffer hinzugefligt und ebenfalls durchmischt. Die Lésung wurde
anschlieBend in eine Zymo-Spin™IIC-XL Saule gegeben, welche in ein Collection Tube
gesteckt wurde, und fur eine Minute bei 12000 x g zentrifugiert. Das Collection Tube
wurde nun verworfen und die S&ule in ein neues Tube gesteckt. 400 yl DNA Pre-Wash
Buffer wurden hinzugefligt, die Séule bei 12000 x g fur eine Minute zentrifugiert und
dieser Schritt mit 700 yl g-DNA Wash Buffer sowie mit 200 yl g-DNA Wash Buffer
wiederholt. Um die DNA zu eluieren, wurde die S&ule in ein neues
Eppendorfreagiergefa3 Gberfihrt und mit 50 yl Aqua dest. benetzt. Nach 5-mindtigem
Inkubieren bei Raumtemperatur wurde dieses ReagiergefaB fur eine Minute bei 12000

x g zentrifugiert und die S&ule entfernt.
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3.2.2 Leukozyten

Fur den Vergleich von Repeatldngen und deren Verhaltensweisen in den
unterschiedlichen Geweben Blut und Muskel wurde ebenfalls DNA aus Patientenblut

nach dem Prinzip der Hochsalzfallung isoliert:

Fur die Lyse der Erythrozyten wurden 10 ml EDTA-Vollblut mit dem Vortexer
durchmischt und anschlieBend in ein 50 ml Falcon-Réhrchen Uberfihrt. Nun wurde die
dreifache Menge eines 1.33-fach konzentrierten Erythrozyten-Lysepuffers dazugegeben
und durch Schwenken mit dem Blut gemischt. Das Blut wurde danach fir mindestens
15 Minuten auf Eis gestellt und anschlieBend bei 2000 U/min bei 4°C fur 10 Minuten
zentrifugiert. Der Uberstand wurde vorsichtig abgegossen und verworfen. AnschlieBend
wurden erneut 10 ml Erythrozyten-Lysepuffer auf das Pellet gegeben, resuspendiert und
das Réhrchen fir 10 Minuten bei 2000 U/min zentrifugiert. Der Uberstand wurde
komplett abgekippt und etwaige Reste mit einem Tuch entfernt. Hiernach wurde das
Pellet mit 5 ml SE-Puffer resuspendiert und 250 ul 20%iges SDS (verdiinnt in Aqua
dest.) dazugegeben und gemischt. AnschlieBend wurde das Lysat bei 55°C im

Wasserbad fir drei Stunden inkubiert.

Fir die Fallung der DNA wurden nach der Inkubation 2,5 ml SE-Puffer und 2,1 ml
gesattigte 6 molare NaCl-Lésung zugegeben und die Lésung fir 10 Sekunden gevortext.
Im Anschluss daran wurde das Lysat fur weitere 10 Minuten bei 55°C inkubiert, um
ausgefallene Salze zu lésen und 15 Minuten bei 4000 U/min bei Raumtemperatur
zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues Falcon Uberfiihrt und die zweifache
Volumenmenge 100%igen Ethanol zugefligt und anschlieBend gemischt, bis eine DNA-
Wolke zu sehen war. Diese wurde mit einem Hakchen entnommen und in 500 uyl TE-

Puffer aufgenommen.

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

Fluoreszenz-basierten Nachweisverfahren ,,Qubit“ analysiert.

Daran anschlieBend wurde ein kombinierter Restriktionsverdau der DNA und ein RNase-
Verdau durchgefihrt, um einerseits die Tertiarstruktur der DNA zu zerstdéren und
andererseits Uberschissige RNA in der DNA-Probe zu eliminieren, welche die weitere
Analytik der DNA mdglicherweise stéren konnte. Dies wurde mittels folgendem

Reaktionsansatz erreicht:

DNA 500 ng Gesamtmenge
Puffer Cut Smart 10x | 5 pl
HindllI 1 ul
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RNase 2 ul
ddH.O Ad 50 pl

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

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

unterschiedliche DNA-Stréange der Lange nach aufgetrennt.

Dazu wurde Agarose in 1%iger Konzentration zusammen mit 200 ml TAE-Puffer unter
mehrmaligem Schwenken im Erlenmeyerkolben in der Mikrowelle fir insgesamt etwa 7
Minuten bis zum Siedepunkt erhitzt, bis die Agarose vollstdndig aufgelést war.
AnschlieBend wurde die heiBe Agaroselésung im Hybridisierungsofen bei 65°C fir 30-
60 Minuten abgekihlt, um sie anschlieBend in eine Gelelektrophoresekammer mit
einhdngendem Kamm gieBen zu kdnnen und aushérten zu lassen. AnschlieBend wurde
die Gelkammer mit einer ausreichenden Menge TAE-Puffer aufgefiillt und die in Loading
Buffer verdinnten DNA-Proben aufgetragen. Die Gelelektrophroese wurde fir 10
Minuten bei 100 Volt gestartet, anschlieBend auf 140 Volt eingestellt und fur ca. 60

Minuten durchgefuhrt.

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 uM 2 ul 2 ul
Primer DM-C 100 yM 2 ul 2 ul
GC-Puffer 10 pl 10 pl
GC-Enhancer 10 ul
10 mM dNTPs 1 ul 1 ul
Myoblasten-DNA 50 ng 50 ng
Phusion 0,5 ul
Q5 0,5 ul
ddH.O 30,5 ul 20,5 pl

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

amplifiziert:

Initial Denaturation | 98°C | 60 s
Denaturation 98°C | 10 s
Annealing 60°C | 30s

31



Elongation 72°C | 60s
Final Elongation 72°C | 600 s
4°C | o

3.5 Restriktionsverdau
Enzymatische Restriktionsverdaue wurden nach Herstellerangaben in 50 pyl Volumen
durchgefiihrt. Je nach verwendetem Enzym wurde entweder CutSmart (NEB) oder Y-

Tango Puffer (ThermoFisher) verwendet:

Puffer (CutSmart oder Y-Tango) | 5 ul
DNA 1ug
Enzym 1 1ul
ggf. Enzym 2 1l
ddH,0 ad 50 pl

Der Verdau wurde routinemaBig 2 Stunden bei 37°C durchgefihrt. Lediglich Smal wurde
bei 30°C inkubiert. AnschlieBend wurden diese Restriktionsansatze auf ein Agarosegel
aufgetragen und gegebenenfalls die einzelnen Banden herausgeschnitten und aus dem

Gel extrahiert. Eine vollstédndige 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-Stick (Gewicht bis zu 300 mg) wurde in ein Eppendorfreagiergefal
gegeben und zusammen mit 650 ul Gel Solubilizer bei 50°C fur 10 Minuten inkubiert. 50
ul Binding Optimizer wurden hinzugegeben und durch Pipettieren oder Vortexen mit der
geldsten Agarose durchmischt. Ein Spin Filter wurde in ein Receiver Tube gesteckt und
die Lésung aus dem EppendorfreagiergefaB vorsichtig in den Spin Filter Gberfuhrt.
AnschlieBend wurde der Tube bei 11000 U/min. fur eine Minute zentrifugiert. Zum
Waschen der Lé6sung wurden 700 pl Washing Solution LS hinzu pipettiert und das GefaB
fr 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 fur 2 Minuten bei maximaler
Geschwindigkeit zentrifugiert. AnschlieBend wurde der Spin Filter in ein Elution Tube
gesteckt und mit 30 ul Elution Buffer benetzt. Nach einer ein-minutigen Inkubation bei
Raumtemperatur wurde das Tube fir 1 Minute bei 11000 U/min. zentrifugiert und die

isolierte DNA weiterverwendet.
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3.7 Plasmidfallung

Zur Fallung von (restriktionsverdauten) Plasmiden wurde ein 10-faches Volumen an
Ethanol hinzugefugt und der Inhalt durchmischt. AnschlieBend wurde der Inhalt bei
-80°C fur 10-15 Minuten eingefroren und dann fir 10 Minuten bei 4°C bei maximaler
Geschwindigkeit in der Zentrifuge zentrifugiert. Es erfolgte danach eine 10-minutige
Trocknung bei 45°C in einem Speed-Vac Vakuum Konzentrator und das Pellet wurde in

20 pl ddH.0 aufgenommen.

3.8 Blunt-end Ligation

Blunt-end Ligationen von Plasmid und Insert wurden wie folgt durchgefuhrt:

Menge/Volumen
Plasmid pUC19 | 50 ng
T4-Ligase Puffer | 2 pl

T4-Ligase (NEB) | 1 pl

Insert 20 ng

ddH,O Ad 20 pl

Die Ansatze wurden bei 4-5°C Uber Nacht inkubiert.

3.9 Transformation chemisch kompetenter Bakterien

Fir die Transformation von Plasmid-DNA wurden 50 ul kompetente Zellen (DH5-alpha-
E.coli) auf Eis aufgetaut. Jeweils 10 ul des Ligationsansatzes wurden zu der
Zellsuspension hinzugegeben und 20 Minuten auf dem Eis stehen gelassen. Danach
erfolgte ein Hitzeschock der Bakterien flr eine Minute bei 42°C im Thermoblock und eine
funfmindtige Ruhephase auf Eis. Jeweils 1 ml LB-Medium wurde hinzugegeben und die
EppendorfreagiergefaBBe fir 30 Minuten bei 37°C inkubiert. Diese wurden dann bei
13000 U/min. fiir eine Minute bei Raumtemperatur zentrifugiert und der Uberstand
jeweils dekantiert. Die Pellets wurden in je 100 yl LB-Medium resuspendiert und die
Zellsuspensionen auf Selektivmedien (LB-Medium mit Ampicillin) ausplattiert sowie

anschlieBend bei 37°C Uber Nacht inkubiert.

Im né&chsten Schritt wurden mehrere Kultur-Réhrchen mit jeweils 5 ml Ampicillin-
haltigem LB-Medium vorbereitet und in jedes Rdéhrchen mit einem sterilen Holz-
Zahnstocher eine Kolonie gegeben. Pro Platte wurden 5 Kolonien gepickt. Diese wurden

dann Uber Nacht bei 37°C in einem Orbitalschuttler inkubiert.
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3.10 Plasmidisolation

Im Anschluss an die Transformation erfolgte die Plasmidisolation. Aus den Réhrchen
wurden je 1,5 ml Medium in ein Eppendorfreagiergefa Gberfuhrt und fir 30 Sekunden
bei 13000 U/min. bei Raumtemperatur zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen.
Das Pellet wurde in 100 ul P1 Resuspensionspuffer (siehe Material) resuspendiert. 200
ul P2 Denaturierungspuffer wurden dazu gegeben und 10 Mal geschwenkt. Ebenso
wurden 150 pl P3 Neutralisierungspuffer zugefigt und 10 Mal geschwenkt. Das
Eppendorfreagiergefa3 wurde dann fir 10 Minuten bei 13000 U/min. zentrifugiert und
der Uberstand in ein neues EppendorfreagiergefdB dekantiert. 400 ul Isopropanol,
welches bei -20°C vorgekuhlt worden war, wurde hinzugegeben und wiederum 10 Mal
geschwenkt. Es erfolgte eine 10-min(itige Zentrifugation bei 13000 U/min. Der Uberstand
wurde abgegossen und verworfen. 500 ul 70%-iges Ethanol, welches ebenfalls bei
-20°C vorgekihlt worden war, wurde hinzugefligt und das GefaB3 10 Mal geschwenkt.
AnschlieBend wurde erneut bei 13000 U/min. fiir 3 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand
wurde abgegossen und verworfen. Um das Ethanol vollstandig zu entfernen, wurde das
Pellet fur 10 Minuten in dem SpeedVac Vakuum Konzentrator bei 50°C getrocknet. Das

Pellet wurde anschlieBend in 30 pl sterilem ddH,O aufgenommen.

Um zu Uberprifen, ob die Ligation erfolgreich war, wurde eine Restriktionanalyse aller
Proben mittels EcoRI und Hindlll durchgefuhrt. Nach elektrophoretischer Auftrennung
wurden anhand des Ergebnisses Proben ausgewéhlt, die eine positive Ligation

aufwiesen und geméaB folgendem Protokoll re-tranformiert:

50 ul DH5-alpha-E. coli-Zellen wurden mit 5 uyl Plasmid fir 10 Minuten auf Eis inkubiert.
AnschlieBend erfolgte ein Hitzeschock fur zwei Minuten bei 42°C auf dem Heizblock.
Wiederum wurden die EppendorfreagiergefaBBe fur funf Minuten auf Eis gestellt. Die
Zellen wurden dann in 500 pl LB-Medium aufgenommen und bei 37°C im Schuttler fur
30 Minuten inkubiert. Es erfolgte eine 20-minltige Zentrifugation bei 4000 U/min. Der
Uberstand wurde abgegossen, in 50 ul LB-Medium resuspendiert und auf einem
Ampicillin-Selektivmedium ausplattiert und anschlieBend bei 37°C lber Nacht inkubiert.
Am nachsten Tag wurde jeweils eine Kolonie mit einem sterilen Holz-Zahnstocher
entnommen, in ein Falcon-Réhrchen mit 5 ml LB-Medium gegeben und uber Nacht im
Schittler bei 37°C inkubiert. Am darauf folgenden Tag wurde diese Suspension fir 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. AnschlieBend wurde erneut eine Restriktionskontrolle mit den

Restriktionsenzymen Hindlll und EcoRI nach oben genanntem Protokoll durchgefuhrt.

Die klonierten Plasmide wurden zur Sequenzierung verschickt. Das Ergebnis zeigte,
dass zwei der vier Plasmide Repeats mit einer L&dnge von 13 bzw. 20 Repeats
aufwiesen. Das Plasmid mit 20 CTG-Repeats wurde pRM1, das Plasmid mit 13 Repeats
pRM2 genannt.

3.11 Plasmidkarten
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DM1 20 Repeat
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2500 DM1 17 Repeat
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Abbildung 2: Plasmidkarten des pRM1 (2857 bp) und pRM2 (2837 bp) mit Schnittstellen.

3.12 DIG-Markierung der Sonde

Fir die Hybridisierung des Southern Blots wurde die Sonde mithilfe des ,DIG probe

synthesis Kit“ von Roche wie folgt amplifiziert:

Puffer V3 5pul
DIG-Probe-Synthesis-Mix V2 5 pl
pRM1 1:100 in ddH,O verdinnt | 4 pl

Primer DM-C 0,5 ul
Primer DM-DR 0,5 ul
ddH.O 35 ul
Enzym-Mix V1 0,75 ul

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

Initial Denaturation | 98°C | 60 s
Denaturation 98°C | 10 s
Annealing 60°C | 30s
Elongation 72°C | 60s
Final Elongation 72°C | 600 s
4°C | o
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3.13 Tupfeltest der Sonde

Um die Markierung der Sonde mit Digoxin zu Uberprifen, wurde ein sogenannter

Tapfeltest durchgefthrt. Es wurden Verdinnungen der Sonde mit ddH,O in den

Konzentrationen 1:50, 1:500 und 1:5000 hergestellt. AnschlieBend wurde jeweils 1 ul

der Verdinnungen auf eine Nylonmembran pipettiert, diese fur funf Minuten mittels UV-

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

verfahren. Sofern die Punkte der unterschiedlichen Verdinnungen 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
durchgefihrt (Zyklenzahl 28):

Initial Denaturation | 95°C | 260 s

Denaturation 95°C | 45s

Annealing 68°C | 45s

Extension 72°C | 180 s + 15s Zeitinkrement (ZI)
Final Extension 72°C | 600 s

AnschlieBend folgten unten genannte Optimierungen des PCR-Protokolls:

PCR-Protokoll 1 2 3 4 5 6
Initial Denaturation 98°C, 98°C, 95°C, 95°C, 96°C, 96°C,
150 s 150 s 240 s 240 s 240 s 240 s
Denaturation 98°C, 98°C, 95°C, 95°C, 96°C, 96°C,
30s 15s 45s 45s 45s 45s
ient
U 68°C, |66°C, |68°C, |68°C, |64°C, Sf:;‘fg
g 30s 15s 45s 45s 45s ’
45s
72°C, |72°C, [72°C, [72°C, [72°C, | ..
Extension 180s+ |240s+ | 180s+ | 180s+ | 180 s + 1803’
15sZl |15sZl |15sZl |15sZl | 156sZ]
Final Extension 70°C, 72°C, 72°C, 72°C, 72°C, 72°C,
600 s 600 s 600 s 600 s 600 s 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 Tag DNA-Polymerase
(ThermoFisher) verwendet wurde, wurde eine reduzierte Extension-Temperatur von

68°C verwendet.

Die PCR-Reaktionen wurden mit folgenden Reaktionsansétzen durchgefihrt:

Mastermix 1: AmpliTaq bzw. Phusion | 50 pl

10x Puffer | bzw. HF 5ul

10 mM dNTPs 1l

DM-A 100 uM 2 ul
DM-BR 100 uM 2 ul

DNA 100-600 pg
AmpliTaq bzw. Phusion 0,25 ul
ddH,0 ad 50 ul
Mastermix 2: HotStart Taq 50 pl

Hot Start Green Mix 26 ul

DM-A 100 uM 2 ul

DM-BR 100 uM 2 ul

DNA 100-600 pg
ddH,0 ad 50 ul

3.15 Southern Blot

In der Vorbereitung des Southern Blots wurde in die Mitte einer dinnen Gummimatte ein
Fenster in der GroBe des zu gewinschten Blot-Ausschnitts geschnitten. Die
Nylonmembran des Vakuum-Blots sowie die Gummimatte wurden in ddH,O

eingeweicht.

Im Anschluss an die Gelelektrophorese wurde das Agarosegel vorsichtig in eine
ausreichend groBBe Plastikwanne platziert und mit ddH,O abgespult. Es wurde dann so
viel Depurinierungspuffer hinzugegeben, dass das Gel mit Flissigkeit bedeckt war. Die
DNA im Gel wurde fir 15 Minuten depuriniert. Zwischen den Schritten wurde das
Agarosegel groBzigig mit ddH.O abgespult. Nach der Depurinierung erfolgte die
Denaturierung fir 30 Minuten mit ebenso viel Denaturierungspuffer wie im Schritt zuvor.
Danach wurde das Gel fur zweimal 15 Minuten mit Neutralisierungspuffer und zuletzt fur
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 gréBer als die Nylonmembran) fir 20 Minuten in

SSC aquilibriert wurde.
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Der Blot konnte dann aufgebaut werden: Auf das GrundgerUist wurde in die vorgesehene
Einkerbung die weiBe Membran gelegt. Das Whatman-Paper wurde behutsam mit zwei
Pinzetten mittig platziert, ebenso die Nylonmembran, welche auf dem Whatman-Paper
zum Liegen kam. AnschlieBend wurde die nasse Gummimatte auf das Whatman-Paper
sowie die Nylonmembran gelegt. Damit keine Blasen entstehen, wurden zunachst 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 fur zwei Stunden geblottet. Weil auf dem Gel stets Flissigkeit 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-Réhrchen (berfihrt und im
Hybridisierungsofen zusammen mit einem leeren Hybridisierungsrohr bei 65°C

vorgewarmt.

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 anschlieBend fiir zwei Minuten in SSC aquilibriert. Danach
wurden die Rander mit einem Skalpell an der Markierung entlang abgeschnitten und die
Membran vorsichtig mit einem Whatman-Paper leicht bedeckt, damit etwas Fllssigkeit
aufgesogen wurde. Die Nylonmembran wurde anschlieBend auf eine LiCor-Platte
mithilfe von zwei Pinzetten gelegt und im Hybridisierungsofen bei 65°C fur funf Minuten
getrocknet. Danach wurde diese fir finf 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 vorgewarmten Hybridisierungspuffer in das ebenfalls
vorgewarmte Hybridisierungsrohr aus Glas gegeben. Unter langsamem horizontalen
Drehen des Rohrs wurde der Puffer auf der Membran gleichm&Big verteilt. Es sollten
moglichst keine Luftblasen vorhanden sein. Die Membran wurde in dem Rohr fur 15-30

Minuten prahybridisiert.

In der Zwischenzeit wurden 20 ul der Sonde (9 ng/ul) zusammen mit 80 pyl ddH,O fir 10
Minuten bei 100°C im Heizblock denaturiert und anschlieBend fir 5 Minuten auf Eis
gegeben. Die Sonde wurde danach ebenfalls in den Hybridisierungspuffer zu der

Membran dazu pipettiert und diese Uber Nacht bei 65°C hybridisiert.
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3.16 Detektion

Am Folgetag wurde zunéchst zweimal die Waschlésung vorbereitet: Je 2 ml 20x SSC
wurden mit 0,4 ml SDS (0,2% Endkonzentration) auf 200 ml mit ddH.O aufgefillt. Die
Waschlésung wurde fur 30 Minuten im 65°C Hybridisierungsofen vorgewarmt. Der
Hybridisierungspuffer mitsamt der Sonde wurde mit einer Pipette abgenommen, bevor
ca. 30 ml der Waschlésung in das Glasrohr geflllt und die Membran 20 Minuten unter
Rotation im Hybridisierungsofen gewaschen wurde. Dieser Schritt wurde einmal
wiederholt. AnschlieBend wurde die Membran bei Raumtemperatur in einer
Plastikschale funf Minuten im Wasch-Puffer gewaschen. In der Zwischenzeit wurde die

Blocking-Lésung (10x) in 0,1 M Maleinsaure-Puffer 10-fach verdinnt.

Der Wasch-Puffer wurde abgegossen und die DNA auf der Membran fiir 30 Minuten
unter leichtem Schwenken auf dem Schuttler in 50 ml Blocking-Lésung blockiert. 4 pl
des Digoxygenin-Antikdrperkonjugates (DIG Luminiscent Detection Kit, Roche) wurden
in 40 ml Blocking-Lésung geldst und diese Lésung im nachsten Schritt fir 30 Minuten
auf die Membran gegeben. Unter leichtem Schwenken wurde diese fir 30 Minuten auf
dem Schittler belassen. Die Antikérper-Blocking-Lésung wurde abgegossen und die
Membran 2 Mal fir 15 Minuten in Wasch-Puffer gewaschen. Nach AbgieBen des Wasch-

Puffers wurde die Membran fir finf Minuten im Detektionspuffer aquilibriert.

Ein 2 ml Eppendorfreagiergefa3 wurde mit Alufolie umwickelt und 2 ml Detektionspuffer
sowie 20 yl CSPD (DIG Luminiscent Detection Kit, Roche) in dieses hinein pipettiert. Die
Nylonmembran wurde nach dem Aquilibrierungsschritt auf ein Blatt einer glatten
Klarsichtfolie gelegt, mit der CSPD-L6sung betrdufelt und mit dem gegeniberliegenden
Blatt der Klarsichtfolie bedeckt. Die CSPD-Lésung wurde durch vorsichtiges
Glattstreichen der Folie auf der Membran verteilt und die umhillite Membran dann
lichtgeschitzt bei Raumtemperatur fur finf Minuten stehen gelassen. Danach wurde
diese mitsamt der Abdeckung bei 37°C fur 15 Minuten inkubiert. AnschlieBend wurde
die Membran auf eine LiCor-Platte gelegt, mit einer Rolle glattgestrichen und fir 10-60

Minuten im LiCor (Odyssey Fc Imaging System) ausgelesen.

3.17 Berechnung der Repeatanzahl

Zur Berechnung der Repeatanzahl wurde die Ladnge der PCR-Produkte anhand des
selbst hergestellten Markers mit Hilfe der Benutzersoftware des LiCor Imager bestimmt.

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

x = 3’3;Z+ i. Dabei ist x die Repeatanzahl, y die Fragmentldnge, 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 kirzeste, nicht wildtypische

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

3.18 Materialien

Puffer fiir den Southern Blot

Puffer Inhalt

Depurinierungspuffer HCI 0,25 M

Denaturierungspuffer NaCl 1,5M
NaOH 0,5M

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

SSC-Puffer (20x) NaCl 3 M

Na-Citrat 0,3M
pH 7,0

Maleinséure-Puffer

Maleinsdure 1M
NaCl 1,5M
pH 7,5

Blocking-Lésung (10x)

Blocking-Powder  (DIG

Detection Kit, Roche)

10g

Maleinsaure-Puffer (0,1 M) 100 ml

Luminescent

Hybridization Buffer”

Pro Hybridisierung 10 ml

Detektions-Puffer Tris 6,07 g
NaCl 29g
ddH.0 ad 500 ml
pH 9,5
Wasch-Puffer Maleinsaure-Puffer 100 ml
20% Tween 15 ml
ddH,0 ad 1000 ml
Hybridisierungspuffer “PerfectHyb™ Plus | SIGMA-Aldrich
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Puffer fiir die Makroisolierung aus Blut

Puffer Inhalt

Lysepuffer NH,CI 155mM 8,29 ¢
KHCO3 10mM 1,00 g
Na,EDTA 0,1mM 0,029 g
ddH.O ad 1000 ml
pH 7,4

SE-Puffer NaCl 75mM 4,399
Na,EDTA 25mM 8,41¢
ddH.O ad 1000 ml
pH 8,0

TE-Puffer Tris/HCI 10mM 1,219
EDTA 1mM 0,34g¢
ddH.O ad 1000 ml
pH 8,0

NaCl 6M

Puffer fiir die Plasmidisolation
Puffer Inhalt

P1 Resuspensionspuffer

5x-TE-Puffer mit RNAse

pH 8,0

P2 Denaturierungslésung

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
DH5a supE44 hsdR17 (rk-mk+) | Hanahan, 1985
recA1 endA1 gyrA96 thi-1
AlacU169 (@80
AlacZ::M15)
Plasmid pSH1
Grundvektor Genetischer Marker Herkunft/Referenz

p426-MET25HA

MET25PRO-HAS-
CYC1TER 2um URAS3

Mumberg et al., 1994

Polymerasen

DreamTaq Hot Start Green PCR Master
Mix (ThermoFisher)

small-pool-PCR

AmpliTag DNA Polymerase (Invitrogen)

small-pool-PCR

(ThermoFisher)

Phusion High-Fidelity DNA Polymerase

Herstellung der Sonde, small-pool-PCR




Q5 High-Fidelity DNA Polymerase (New
England Biolabs, NEB)

Herstellung der Sonde

Restriktionsenzyme

Smal ThermoFisher

Hindlll New England Biolabs (NEB)
AlwNI New England Biolabs (NEB)
Bsal New England Biolabs (NEB)
Aatll New England Biolabs (NEB)
EcoRlI New England Biolabs (NEB)
EcoRV New England Biolabs (NEB)
Scal New England Biolabs (NEB)
Pvull New England Biolabs (NEB)
Kpnl New England Biolabs (NEB)
Xbal 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 flr die Untersuchungen
der Repeatlange in deren Myoblastenkulturen und im Muskel ausgewéhlt. Zwei
mannliche Patienten und eine Patientin im Alter von 33 bis 42 Jahren mit klinisch sowie
genetisch diagnostizierter Myotoner Dystrophie Typ 1 wurden dafur rekrutiert (EK-Nr.
45-14). Die Patienten erklarten sich mit der Gewebeentnahme fir 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 Heterogenitat der Repeatanzahl in den untersuchten

patienteneigenen Leukozyten (minimal 50, maximal 600).

Im Folgenden wurde der Myoblastenanteil der jeweiligen Patientenprobe mittels Desmin-
Immunfluoreszenz-Farbung 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 mdglichst groBe Bandbreite
an Repeatlangen zu erreichen. In diesem einen Fall wurde das Ursprungsgewebe
unbericksichtigt gelassen. MutmaBlich 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 Ubersicht

der Patienten ist im Folgenden aufgezeigt (Tabelle 1).

Patienten- | Repeats Myoblasten- Muskel der Geschlecht | Alter bei
ID im Blut anteil in % Gewebeentnahme Biopsie
DM1-2 400-600 100 M. vastus lateralis w 33
rechts
DM1-3 50-70 0 M. biceps brachii m 42
links
DM1-5 240-430 100 M. deltoideus links m 34
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Tabelle 1: Patientenlbersicht. Dargestellt sind die Patienten-ID, die im Blut
diagnostizierten Repeatldngen, der mittels Desmin-Immunfluoreszenz-Farbung bestimmte
Myoblastenanteil, die Muskeln der Gewebeentnahme, das Geschlecht sowie das Alter bei
Biopsieentnahme.

4.2 Kultivierung primarer Zellen

Myoblasten lassen sich Uber Jahre in flissigem Stickstoff aufbewahren, sodass diese im
Anschluss an die zuvor vom Myologischen Labor des Friedrich-Baur-Instituts
durchgefiihrten Biopsieaufbereitung mithilfe der Zellkultur bei Bedarf aufgetaut und im
entsprechenden Medium zum Wachstum angeregt werden kénnen. 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 anschlieBend fir
Forschungszwecke zur Verfugung stehen (vergleiche Abbildung 3). Die Myoblasten
wachsen zumeist gruppiert und haben ein langlich, spindelférmiges Aussehen. Mithilfe
von Trypsin lassen sie sich leicht vom Petrischalenboden l6sen und kénnen

anschlieBend der DNA-Extraktion zugefiihrt oder wieder eingefroren werden.

Abbildung 3: Repréasentatives Bild kultivierter, primérer Myoblasten

4.3 DNA-Gewinnung

Fir die Extraktion von DNA aus Zellen und Gewebe stehen zahlreiche kommerziell
erhéltliche Kits zur Verfiigung. Nach anfanglichen Vorversuchen wurde das Quick — DNA
Miniprep Plus Kit (Zymo) aufgrund der héchsten DNA Ausbeute und der besten

Konsistenz der Ergebnisse fir die DNA Extraktion aus Myoblastenkulturen ausgewahlt.
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Die Quantifizierung des Nukleinsduregehalts erfolgte mittels spektrophotometrischer
Messung (Nanodrop). Die Qualitdt und Reinheit der DNA wurde Uber eine
Gelelektrophorese bestimmt. Dabei zeigte sich, dass trotz optimaler Durchfihrung des
Extraktionsprotokolls eine signifikante Verunreinigung der DNA durch small molecular
weight RNA bestand, weshalb die Proben einem RNAse-Verdau zugeflihrt wurden.
Fir die Etablierung der Methode wurden von den finf unten genannten Patienten-
Proben drei Proben verwendet (DM1-2, DM1-3, DM1-5).

Kit Pat. ID Konzentration [ng/pl] | 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/ul sowie die Purity (260/280). F = Fibroblasten,
M = Myoblasten.

4.4 Herstellung einer CTG-Repeat-spezifischen Sonde

Um CTG-Repeats in den spateren Patientenproben sicher identifizieren zu kénnen,
wurde eine CTG-Repeat spezifische Sonde hergestellt. Zunachst wurde eine PCR mit
DNA von Patienten aus der Muskelbank des Friedrich-Baur-Instituts durchgefiihrt, die
nachweislich nicht an einer myotonen Dystrophie erkrankt sind. In diesem Fall wurde
DNA von zwei Pompe-Patienten ausgewéhlt. Es wurde eine PCR mit den Primern DM-
C und DM-DR durchgefuihrt, um in Anlehnung an das Paper von Monckion 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 anschlieBend wie
beschrieben nach Smal-Verdau blunt-end in pUC19 ligiert und durch Transformation
chemisch kompetenter Bakterien zwei Plasmide mit 20 (pRM1) bzw. 13 CTG-Repeats
(pPRM2) generiert.

Die so hergestellten Plasmide sollten zwei Zwecke erflllen. Zum einen ist es einfacher
Plasmid-DNA zur Herstellung der DIG-markierten Sonde zu verwenden, da keine

stérende 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 GréBenmarker 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 Tupfeltest
Uberprift (vergleiche Abbildung 4). Die so hergestellten Sonden wurden Sonde 20
(pRM1) und Sonde 13 (pRM2) genannt.

A) B)
GeneRuler™| Sonde 1
100 bp ca. 250 unverdinnt 1:50 1:500 1:5000
Leiter bp

e o .

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

4.5 Herstellung eines CTG-Repeat-haltigen Markers

Zur GréBenbestimmung von DNA-Fragmenten mithilfe des Southern Blots ist ein Marker
bekannter Lange 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 flr die Herstellung eines

Markers mit groBer Bandbreite nach Restriktionsverdau.

Es wurden Restriktionsansatze sowohl mit pRM1 als auch mit pRM2 und den
Restriktionsenzymen durchgefuhrt. pPRM1 enthalt 20 CTG-Repeats, pRM2 lediglich 13
Repeats. Daflr wurden die Enzyme Hindlll, AIWNI, Bsal und Aatll (spater auch Scal)
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verwendet (Durchfihrung s. Material-Methoden-Teil). Die daraus resultierenden CTG-

Repeat-haltigen Fragmentlangen sind in Tabelle 3 dargestellt.

Restriktionsenzyme CTG-Repeat-haltige
Fragmentlange in bp
Hindlll pRM1: 2857
pRM2: 2836
Hindlll + AIWNI pRM1: 2082
pRM2: 2061
Hindlll + Bsal pRM1: 1544
pRM2: 1523
Hindlll + Aatll pRM1: 683
pRM2: 662

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

Je 2 ul der Spaltungsansétze wurden dann auf ein 1%iges Agarosegel aufgetragen und
bei 140 Volt die Gelelektrophorese durchgefiuhrt. Unter der UV-Lampe lieBen sich die
erwarteten Banden in einer Range von 662 bis 2857 bp darstellen (vergleiche Abbildung
5), sodass die gleiche Gelelektrophorese wiederholt und das Gel fir den Southern Blot

genutzt wurde.

Abbildung 5: Markerfragmente. Plasmidfragmente von pRM1 (S1-4) und pRM2 (S5-S8).
Folgende Enzyme wurden fir die Spaltungen verwendet: S1 und S5: Hindlll; S2 und S6:
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Aatll + Hindlll; 83 und S7: AlwNI + Hindlll; S4 und S8: Bsal + Hindlll. 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).

51‘52‘53‘S4|55|S6|S7|58

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 unvollstdndigen Restriktionsverdau (2 Banden auf dem Blot sichtbar), weshalb
diese Spaltungsansatze mit einer gréBeren Enzymmenge wiederholt, Uber das
Agarosegel erneut aufgetrennt und anschlieBend ausgeschnitten und aus dem Gel als

jeweiliges Fragment extrahiert wurden.

Zur Erweiterung der Bandbreite wurde zudem ein weiteres CTG-Repeat-haltiges
Plasmid grdBerer Lange (pSH1) wie zuvor beschrieben (siehe Material und Methoden)
verdaut und die jeweiligen Fragmentlangen durch elektrophoretische Auftrennung und
anschlieBende Gelextraktion aufgereinigt. Die Fragmente wurden miteinander gemischt,

sodass schlieBlich ein Marker mit folgenden Fragmentlangen 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 Fragmentlédngen sind Tabelle 4 zu entnehmen.

Das jeweils bendtigte Volumen der verschiedenen Fragmente wurde
gelelektrophoretisch bestimmt und die Fragmente anschlieBend miteinander vermischt
(vergleiche Tabelle 4). Der Marker wurde in einer Verdinnung von 1:25 (ca. 800 ng

Gesamtgehalt) in spateren Versuchen verwendet.

Lange (bp) | Plasmid / Restriktionsenzym | Menge
6613 pSH1 / EcoRl 10 pl
4035 pSH1 / Scal 10 pl
2857 pRM1 / Hindlll 8 ul
1929 pSH1 / EcoRV 10 pl
1335 pSH1 / Pvull 10 pl
1105 pRM1 / Hindlll, Scal 8 ul
469 pSH1 / Kpnl 15 ul
298 pSH1 / Xbal 20 ul
190 pSH1 / BamHI 25 ul

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

4.6 Optimierung der small-pool-PCR

Als Grundlage fur die Etablierung der small-pool-PCR wurde auf die Publikation Gber die
Entwicklung der small-pool-PCR zurlckgegriffen (Monckton, Wong et al. 1995), das
Protokoll jedoch wurde individuell an die Patienten und die Bedingungen flr den

Southern Blot neu angepasst.

Insgesamt wurde das Protokoll fur die small-pooPCR mehrfach geéandert und
zeitaufwandig optimiert, indem die unterschiedlichen EinflussgréBen sequentiell

verdndert und das Ergebnis ausgewertet wurde.

Die veranderten EinflussgréBen sind: Die Polymerase, die DNA-Gesamtmenge, die
Puffer und die Einstellungen der Reaktionszyklen im Thermocycler. Von mehreren
entwickelten PCR-Protokollen haben schlieBlich sechs Protokolle zufriedenstellende
Ergebnisse erbracht. Jedes Protokoll wurde flur das gewlnschte 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 fur die Visualisierung im Southern Blot ist. Des Weiteren zeigt sich eine
geringe Langen-Differenz zwischen den beiden Proben, was auf eine unterschiedliche

CTG-Repeatlange des Wildtyp-Allels im DMPK-Gen schlieBen lasst.

M S1 S2

S3 ‘ S4

S5 ‘56 S7 ‘58

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 verdndert. Zunachst zeigte sich die HotStart-Taq
Polymerase der Phusion-Polymerase in der Amplifikation des Wildtyp-Allels deutlich
Uberlegen, sodass die PCR Banden deutlich stéarker visualisiert werden konnten.
Zusétzlich wurde ein RNAse-Verdau der PCR vorangeschaltet (siehe Abschnitt DNA-
Gewinnung), um eine mogliche Kontamination durch RNA zu eliminieren. Zuletzt wurde
die Denaturierungs- und Annealing-Dauer verlangert (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 anschlieBend wurden die PCR Protokolle schrittweise optimiert, wobei PCR-

Protokoll 6 zuletzt die besten Ergebnisse fir die Bestimmung der Repeatlangen lieferte.

4.7 Bestimmung der Repeat-Lange 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. Fur die Proben wurde jeweils eine DNA-Menge von
300 pg eingesetzt. Hier wurden die beiden Enzyme Ampli-Tag und HotStart-Taq

unmittelbar miteinander verglichen.
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| M1 | ST | S2| S3 | S4 | S5 | S6 | S7 | S8 | S9 |S10]
6613 bp —— s 4 — 2120 repeats
4035 bp —| a—— * — 1261 repeats
2857 bp — - 2 —— 869 repeats
1929 bp — — — 559 repeats

o

1335 bp — — — 361 repeats
1105 bp — D — 285 repeats
469 bp —— e — 72 repeats
298bp — e — 16 repeats
190 bp ——Ws

Abbildung 9: Southern Blot nach small-pool-PCR. M1: Marker. S1-S9: Patient DM1-2. S10:
Kontrolle C-5. S1-S5: Ampli-Tag. S6-S10: HotStart-Taq. Verwendung von
unterschiedlichen Annealing-Temperaturen: S1: 64°C, S2, S8, 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 zuverlassige Amplifikation der mutierten
Allele lediglich mit der Ampli-Tag 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
geschatzt werden muissen (siehe Stern-Markierung). Die estimated progenitor allele
length (ePAL) betragt 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
1063 900 repeats
1 111 ts |47 t 1 t
3 repeats 3 repeats repeats repea (geschatzt)
316 2100 repeats 1200 repeats
2 1 repeat R .
repeats (geschatzt) (geschatzt)

Tabelle 5: Auswertung der Fragmentlangen 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 schlieBlich
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 flr diesen Versuch verwendet und
Annealingtemperaturen von 66°C sowie 67°C eingestellt. Die starksten 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).

| M1 | S1 | S2| S3 | S4 | S5 | S6 | S7 | S8 | S9 | S10 |
6613 bp — s — e — 2120 repeats
4035 bp —— W= — 1261 repeats
2857 bp — —— 869 repeats
1929 bp —— — - - — 559 repeats
1335 bp — e —— 361 repeats
1105 bp — == —— 285 repeats
T ——
469 bp —— D a — 72 repeats
op E
298bp — R p— —— 16 repeats
190bp —

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 Repeatldnge des am
starksten amplifizierten Mutationsallels betrug im Durchschnitt 109 Repeats. Zusétzlich
zu den signalstarken Mutationsbanden wurden weitere Banden sichtbar, welche 44

Repeats (S3-B4 und S4-B5) aufweisen sowie Banden mit wesentlich langeren Repeats.
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Diese haben zum einen zwischen 400 und 600 Repeats (s. S2, S3 und S5) und Uber
1000 Repeats (1203, 1326 und 1080 Repeats, s. S2, S4 und S5). Auffallend ist, dass in
allen vier Proben Bandenlangen mit Gber 1900 Repeats zu sehen sind (vgl. S1-S4). Die

ePAL wurde auf 44 bp geschétzt.

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 Intensitat als bei
dem Patienten. Die Repeats haben bei der Kontrolle eine normale Lange 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 Fragmentlangen 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 enthommen 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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|S1|52|S3[S4|55|M1|56|S?|58|59|S1D|

6613 bp— — 2120 repeats
e
4035 bp — - " — 1261 repeats
2857 bp — e — 869 repeats
— P
1929 bp — - - — 559 repeats
.-

1335 bp — % - —— 361 repeats

1105 bp — -— —— 285 repeats
- -
-
469bp — ' ® — 72 repeats
298bp — Sl — 16 repeats

Abbildung 11: Southern Blot nach small-pool-PCR. M1: Marker. S1-S10: Patient DM1-5.
S1-S5: Ampli-Tag. 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 Lange von im Durchschnitt 19 Repeats (S2 = 314 bp, S3 =
311 bp, S4 = 307 bp, S5 = 305 bp) und entspricht damit der NormgréBe eines Wildtyp-
Allels. Die estimated progenitor allele length (ePAL) hat eine Lange von 138 Repeats. In
den Spalten S9 und S10 sind die Banden nur sehr schwach, zeigen hier jedoch eine
sehr groBe Repeatanzahl mit 1766 und 1430 Repeats. Eine préaferentielle Amplifikation
des klrzeren Wildtyp-Allels kénnte die Detektion der in Spalte 6 deutlich erkennbaren

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

Die im Blut diagnostizierte Repeatlange betragt 240-430 Repeats, sodass festgehalten
werden kann, dass auch hier die Hypothese stimmt und im Muskel wesentlich l&ngere

Repeats vorkommen.
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Banden Spalten
2 3 4 5 6 9 10
1 446 990 340 943 603 1766 1430
repeats | repeats | repeats | repeats | repeats | repeats repeats
5 643 640
repeats repeats
3 380 326
repeats repeats
4 235 212
repeats repeats
1
5 38
repeats

Tabelle 7: Auswertung der Fragmentlangen 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 ausgepragte 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 prasentiert die Patientin bei Diagnosestellung eine Greif-, Kieferéffnungs- und
Zungenmyotonie sowie eine Schwéche in den Handen beim Halten schwerer
Gegenstande. Eine minimale Kraftminderung in der Huft- 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 Spontanaktivitat und auch bei Willkirinnervation stellten sich unauffallige
motorische Einheiten dar. Insbesondere konnten keine myotonen Entladungsserien

nachgewiesen werden.
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Die Patientin gibt subjektiv keine Beschwerden an. Das Labor ist unaufféllig 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 arztliche 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) verspurte der Patient bereits
seit zehn Jahren Schwierigkeiten beim Offnen der Hand nach festem Zugreifen, ein
Kraftverlust sei ihm jedoch nicht aufgefallen und der Patient fuhle sich weiterhin
leistungsfahig. Das Sprechen sei subjektiv etwas undeutlich geworden, doch im Beruf in

der Telekommunikationsbranche fuhle sich der Patient nicht beeintrachtigt.

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 korperlichen 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
Atemfunktionsstérung. Unter Belastung zeigte der Patient eine maBige

Globalinsuffizienz.

Die augenkonsiliarische Untersuchung erbrachte Befunde eines beginnenden
Kataraktes, welcher zu diesem Zeitpunkt nicht interventionswirdig 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 Krampfe, Schluckbeschwerden oder
Schwierigkeiten beim Sehen. Das Loslassen der Hand nach dem Greifen fiele dem
Patienten jedoch schwer. Der Patient war zu allen Qualitaten vollsténdig orientiert. Die
Reflexe, Koordination, Sensibilitdt und Exrapyramidalmotorik erwiesen sich als

unauffallig.

Laborchemisch war eine Kreatinkinase (CK) mit 540 U/l erhéht, ebenso fanden sich
erhdhte Leberwerte (GOT 68U/l, GPT 76 U/l, GGT 203 U/l) und erhdéhte segmentierte

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

Die Elektronenmyographie zeigte pathologische Spontanaktivitdt mit positiv scharfen

Wellen, distalen myotonen runs und pseudomyotonen Entladungen.

Im EKG zeigten sich keine Auffalligkeiten. Die Lungenfunktionsuntersuchung ergab eine
Verschlechterung im Vergleich zum Vorbefund. Hier konnte eine maBige Hypoxamie mit
geringer Globalinsuffizienz und eine deutliche Einschrdnkung der muskuléren
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 Sensibilitatsstérungen sowie Paresen an den distalen
Armen, welche seit Jahren bestinden. 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 dartber, ob die Familienanamnese als positiv

beschrieben werden kann.

4.9 Vergleich der CTG-Repeatanzahl mit dem klinischen Phanotyp

Bei der Patientin DM1-2 waren im Southern Blot vier Banden nachweisbar. Das
Progenitor-Allel hat eine Lange von 316 Repeats. Die im Blut diagnostizierten
Repeatlangen (300-500 Repeats) konnten ebenfalls in den Myoblasten mit 316 (S5-B2)
und 473 (S4-B1) nachgewiesen werden. Zusétzlich 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
extramuskuldren Symptomen. Die im Blut diagnostizierte Repeatanzahl von 30-70
Repeats lasst sich auch im Southern Blot aus der Zellkultur in zwei Spuren nachweisen
(vergleiche Abbildung 10). Die groBe Mehrheit der Banden im Southern Blot hat jedoch
eine gréBere Lange. Das Progenitor-Allel hat eine Ladnge 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 héchstwahrscheinlich um Fibroblasten (keine Desmin-
Expression in der Immunfluoreszenz), was bei der Diskussion der Ergebnisse
berucksichtigt werden muss. Dennoch sind auch hier deutlich langere Allele

nachweisbar als in der Blutprobe.

Auch bei Patient DM1-5 konnten die im Blut diagnostizierten Repeats (240-430)
nachgewiesen werden, wobei zusatzlich in diesem Blot deutlich lAngere Banden zu
sehen sind (vergleiche Abbildung 11). Das Progenitor-Allel aus dem Muskel hat eine
Lange von 138 Repeats, jenes aus der Zellkultur hat eine L&nge von 603 Repeats. Der
Patient zeigt mit Paresen und Sensibilitditsstbrungen 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 &hnlicher Sensitivitat, 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 zukiinftiger Stellenwert fir Diagnostik und Forschung

diskutiert werden.

5.1 Quantifizierung der CTG-Repeatanzahl im Muskelgewebe

Bei klinischem Verdacht auf eine Myotone Dystrophie Typ 1 werden zur Bestétigung der
Diagnose die Standard-PCR und - bei sehr langen Repeats - der Southern Blot oder die
repeat-primed-PCR herangezogen. Die DNA hierfur wird routinemaBig aus Leukozyten

isoliert.

Diverse Arbeitsgruppen konnten zeigen, dass die CTG-Repeats im Muskelgewebe von
denselben DM1-Patienten langer als die Repeats aus dem Blut sind (Anvret et al., 19983;
Thornton et al., 1994). Eine Uberlegene Korrelation der Repeatzahl im Muskel
gegenlber der Repeatzahl im Blut wird bisher kontrovers in der Literatur diskutiert:
Meola et al. stellen fest, dass keine Korrelation zwischen der Repeatldnge im Muskel
und der Schwere der Erkrankung beschrieben werden kann und lediglich die in
Leukozyten diagnostizierte Repeatlange eine Korrelation erlaubt (Meola and Cardani,
2015). Thornton et al. dagegen verlangen weitere Analysen zur endgultigen 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 zukiinftig die Ergebnisse aus priméren
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 aufwéandiger
als die DNA-Gewinnung aus Leukozyten. Die Patienten mussen zunéchst der Biopsie

zustimmen und sich dieser unterziehen — ein kleiner chirurgischer Eingriff in lokaler
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Betdubung oder Leitungsanéasthesie ist daflr notwendig. Darlber hinaus ist eine
Muskelbiopsie im Regelfall nicht fur die Diagnostik der myotonen Dystrophie Typ |
notwendig, sie stellt also eine zusétzliche Intervention fur den Patienten dar (Schneider-
Gold et al.,, 2018). Dennoch bietet diese Analyse die Mdglichkeit, die genetischen
Alterationen unmittelbar im primar durch die Erkrankung betroffenen Gewebe zu
erfassen und somit zu einem besseren Verstdndnis der Erkrankung und den
zugrundeliegenden Mechanismen beizutragen. Von besonderem Interesse kdnnten
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 | hat sich in vielen Laboratorien ein
zweistufiges Prinzip etabliert: Bei klinischem Verdacht auf das Vorliegen einer myotonen
Dystrophie werden zunadchst PCR-basierte Screening-Verfahren und bei positivem
Ergebnis ein Southern Blot zur Bestatigung durchgefihrt (Kamsteeg et al., 2012; Savi¢
Pavicevi¢ 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 urspriinglichen 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 haufig nicht in der Lage, die langen, mutierten, CTG-amplifizierten Allele
aufgrund der préferentiellen Amplifikation des kurzen Wildtyp-Allels zu detektieren
(Chakraborty et al., 2016). Dies kann bei Patienten mit sehr groBer Repeatzahl zu falsch
negativen Testergebnissen fihren, wenn Primer verwendet werden, die den DMPK-
Locus flankieren und somit die Amplifikation des kurzeren Wildtyp-Allels beglnstigen.
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, kénnen
homozygote Gesunde nicht von falsch negativen Erkrankten unterschieden werden. In
der Regel wird deshalb eine sogenannte repeat-primed PCR (Warner et al., 1996)

durchgefiihrt, die das Vorliegen langer mutierter Allele zwar sicher detektieren kann,
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jedoch keine Ruckschlisse auf die Lange des mutierten Allels bzw. die Repeatzahl
zuldsst. Zur Auswertung einer repeat-primed PCR ist eine kapillarelektrophoretische

Fragmentauftrennung notwendig.

Zur Bestatigung und Repeatzahlbestimmung wird haufig 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 h&ufig
nicht mdglich. Zudem kénnen single nucleotide polymorphisms (SNPs) in
Restriktionsschnittstellen zu falsch positiven Ergebnissen fuhren, sodass die Analyse mit
mindestens zwei unterschiedlichen Restriktionsansatzen durchgefihrt werden sollte,

wie Chakraborty et al. eindrlcklich 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 beschrankt wird
und somit ,Schmier”-Effekte im anschlieBenden Southern Blot sowie die praferentielle
Amplifikation des Wildtyp-Allels verhindert werden (Malbec et al., 2019). Nur so kann
das besondere Merkmal der somatischen Instabilitdt 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 anfélliger fir Kontaminationen, hat sich jedoch insbesondere zu
Forschungszwecken und Korrelationen der Repeatzahl mit dem klinischen Phénotyp

bewahrt.

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 Uberschatzt (Khetan et al., 2019). Des
Weiteren muss beachtet werden, dass die im Vergleich zu leukozytarer DNA
vergleichsweise geringe Allelanzahl (vergleiche z.B. Overend et al., 2019) durch

Klonalitatseffekte 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 Tag-basierte Polymerasen ohne proof-
reading Funktion ermdglichten eine erfolgreiche Amplifikation des DMPK-Locus. Diese
Methodik scheint somit nicht fur 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 neuromuskularen
Trinukleotid-Repeat Erkrankungen eine genaue Repeatzahlbestimmung ermdglicht,

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

5.3 Nicht-radioaktive Detektionsverfahren

Northern und Southern Blot Analysen wurden in der Vergangenheit routinemaBig unter
Einsatz von radioaktiven Isotopen durchgefihrt (Southern, 1975; Rio, 2014). Dabei
wurde aufgrund seiner hervorragenden Sensitivitit bevorzugt **P verwendet, das jedoch
strengen Strahlenschutz-Auflagen unterliegt und eine ernstzunehmende Gefahr fir
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 (Héltke et al., 1995; Huang et al., 2014), die eine
Antikérper-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 Bertcksichtigung der deutlich Uberlegenen

Arbeitssicherheit ein nicht-radioaktives Nachweisverfahren verwendet werden.

Die Digoxigenin-Markierung der von uns hergestellten Sonden erschien aus vielerlei
Grinden optimal fur die Detektion mutierter und wildtypischer Allele: Die Markierung ist
vergleichsweise sicher und erfolgt unter Verwendung eines kommerziell erhéltlichen Kits
(siehe Material und Methoden) in einer einfachen PCR-Reaktion, die Detektion erreicht
eine dhnliche Sensitivitat wie radioaktive Isotope und ist sehr stabil (Héltke et al., 1995,
2000). Gegenuber Biotin (Vitamin H) zeichnet es sich zudem durch ein geringeres

Hintergrundsignal aus, da Digoxigenin nicht naturlicherweise im Probenmaterial
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vorkommt und nur im gebundenen Zustand durch einen AntikOrper erkannt werden kann
(Hapten) (Kessler, 1994). Auch in unseren Handen zeigte das Digoxigenin-System eine
adaquate Sensitivitdt und ausgezeichnete Spezifitdt (vergleiche Abbildung 4 und 6),
sodass eine Ruckkehr zu radioaktiven Detektionsmethoden momentan nicht Gberlegen
oder gar notwendig erscheint. Zudem sind Digoxigenin-markierte Sonden bereits
kommerziell erhdltlich, auf ihren Einsatz wurde jedoch in dieser Arbeit aus

Kostengriinden verzichtet.

5.4 Bewertung der erhobenen Ergebnisse

Nachdem in der Vergangenheit die Korrelation zwischen der Anzahl der CTG-Repeats
und dem klinischen Phanotyp nicht eindeutig gelang (Hedberg et al., 1999; Hamshere
et al.,, 1999; Andersen et al., 2013; Pratte et al., 2015), konnten Overend et al. kiirzlich
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 eindricklich
die Uberlegenheit der genauen Repeatzahlbestimmung durch Methoden wie die small-
pool-PCR gegeniber ungenauen Verfahren wie genomische Southern Blots in der
Korrelation des Genotyps zum Phéanotyp. Eine &hnliche 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 fir eben diese Untersuchung und
hat die Methodik dazu vollumfénglich etabliert. Auch wenn diese Analyse bei einem
groBen Patientenkollektiv mit sorgféltig kuratierten klinischen Daten momentan aussteht,
so erlauben die bisher erhobenen Daten aus den drei untersuchten Patienten dennoch

vorlaufige Aussagen:

Wéhrend die ePAL bei den untersuchten Patienten mit der im Blut bestimmten
Repeatzahl Ubereinstimmen bzw. unterschreiten (vergleiche DM1-5), finden sich im
Muskel in Analogie zu publizierten Ergebnissen (Anvret et al., 1993; Thornton et al.,
1994) deutlich langere CTG-Repeats als in Leukozyten. Auffallend ist dabei, dass beim
Patienten DM1-3, welcher von allen ausgewéhlten Patienten die niedrigste im Blut
diagnostizierte Repeatanzahl besitzt (50-70 Repeats), die langsten Banden in der
Zellkultur aufweist (> 2000 Repeats). Dieses Phanomen 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 altersabhangigen
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Repeatexpansion durch somatische Instabilitdt beschrieben (Martorell et al., 1998;
Morales et al., 2012; Pratte et al., 2015) und kénnen somit durch das Alter des Patienten
(Alter bei Biopsieentnahme: 42 Jahre) erklart werden. Die fehlende Desmin-Expression
der isolierten Zellen des Patienten DM1-3 lasst jedoch auf eine Kontamination und
Uberwachsen der Myoblasten durch Fibroblasten schlieBen, was die Aussagekraft der
fur diesen Patienten erhobenen Daten einschrankt. Zuséatzlich muss beachtet werden,
dass CTG-Repeat haltige PCR Produkie sogenannte slipped-stranded Strukturen
annehmen kénnen, die die Laufeigenschaften der DNA Molekule im Agarose Gel
deutlich verédndern kénnen und zu falsch langen Repeatzahlen in der Analyse fuhren
kénnen (Gomes-Pereira and Monckton, 2017). Diese Strukturen kénnen jedoch durch
Zugabe von Ethidiumbromid im Agarose-Gel aufgeldst 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 zukunftig 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 Validitat 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 lasst sich am ehesten durch klonale Proliferationseffekte in der Kultur der
Myoblasten erklaren. Technische Artefakte bei der Amplifikation der Myoblasten-DNA
erscheinen bei der parallel durchgefiuhrten Amplifikation der Bioptat-DNA
unwahrscheinlich, kénnen jedoch nicht vollstandig ausgeschlossen werden. Insgesamt
erscheint die direkte DNA-Extraktion aus dem Muskelgewebe ohne Sub-Kultur der
Myoblasten aus verschiedenen Grinden von Vorteil: a) Eine Kontamination durch
Fibroblasten ist auf den natirlicherweise im Muskel vorkommenden Fibroblastenanteil
beschrankt und erreicht niemals 100% (vergleiche DM1-3). b) Klonale
Proliferationseffekte mit Verlust der Repeatzahl-Heterogenitat sind ausgeschlossen. c)
Eine direkte Isolation der DNA aus dem entnommenen Muskel erlaubt eine Kosten- und
Zeitersparnis. Somit erscheint es vorteilhaft, bei zukinftigen high-throughput Analysen
die DNA direkt aus dem Bioptat zu isolieren, sofern die Biopsie zuverlassig

Muskelgewebe erfasst.
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Eine wissenschaftlich aussagekraftige Korrelation ist mit drei untersuchten Patienten
nicht méglich. Wéhrend sich in den Patienten DM1-3 und DM1-5 die Repeatzahl gut mit
der klinischen Symptomatik assoziieren l&sst, zeigt Patientin DM1-2 trotz relativ langer
ePAL eine milde Symptomatik, die frihe Erstdiagnose ist auf die positive
Familienanamnese und eher nicht auf einen frihen Symptombeginn zurtckzuflihren.
Dies reflektiert die hohe interindividuelle Heterogenitat der Patienten (Ashizawa et al.,
1992; Lavedan et al., 1993; Gennarelli et al., 1996), sodass eine Prognose bezuglich
des individuellen Krankheitsverlaufs nur duBerst zurtickhaltend gestellt werden sollten

(Kamsteeg et al., 2012).

5.5 Perspektive

Zum gegenwartigen Zeitpunkt gibt es keinen kurativen Therapieansatz zur Behandlung
der myotonen Dystrophie Typ 1. Fir zukinftige Therapieanséatze ist jedoch die
Grundlagenforschung und die damit einhergehende Untersuchung der
Verhaltensmuster der urs&chlichen 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 fur weitere Untersuchungen geschaffen werden.

Wahrend der Durchfiihrung dieses Promotionsvorhabens haben Dandelot et al. die so
genannte flash-small-pool-PCR" entwickelt, mit welcher man zeiteffizient und
kostengiinstig 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 Spezifitdt der Methode allein auf der Primer-
Spezifitdt beruht und somit geringfligig niedriger einzuschétzen ist. Dennoch kdnnte
diese Methode aufgrund der groBen Zeitersparnis gerade bei groBen

Patientenkollektiven eine sinnvolle Alternative sein.

Darlber hinaus wurde kurzlich die CTG-Repeatanzahlbestimmung durch small-pool-
PCR im Speichel mit derjenigen im Blut verglichen und eine dhnliche Stabilitat 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
Ruckschlusse, auch sie ersetzt jedoch nicht die Analyse in den Endorganen der

systemischen Schadigung bei myotoner Dystrophie Typ 1.
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Das hier etablierte Protokoll ist aufwendig, jedoch gerade bei Verwendung des priméaren
Biopsiematerials ohne Subkultivierung der Myoblasten zur DNA-Extraktion eine duBerst
sensitive und exakte Technik, um die CTG-Repeatanzahl im Muskelgewebe genau zu
bestimmen. Die wissenschaftliche Relevanz der von uns entwickelten Methode und die
mogliche  Anwendbarkeit fur andere neurologische und neuromuskuléare
Repeaterkrankungen kann jedoch erst in weiteren Arbeiten in einem grdBeren,
systematisch kuratierten Patientenkollektiv gezeigt werden. Dafiur konnte jedoch hier die

Grundlage in Form einer funktionierenden Methodik gelegt werden.
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