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Abstract/Zusammenfassung 

Die von Kim (Kim et al., 2013) publizierte Beobachtung, dass Mutationen in HNRNP-Genen 

Multisystemproteinopathien mit Einschlusskörpermyopathie oder Amyotropher Lateralskle-

rose auslösen können, ergab eine neue Sichtweise auf mögliche Pathomechanismen bei IBM 

(inclusion body myopathy). Die hereditäre Inclusion Body Myopathy (hIBM) kommt sowohl 

autosomal-dominant als auch autosomal-rezessiv vor. Sie kann phänotypisch und muskelbiop-

tisch nicht von der sporadischen IBM (sIBM) unterschieden werden, so dass sich die Frage 

stellte, ob HNRNPA1-Genvarianten der Pathogenese bei weiteren IBM-Patienten zugrunde lie-

gen. 

Das Ziel der Arbeit war die Untersuchung eines Zusammenhangs zwischen defekten HNRNP -

Genen und verschiedenen Varianten der Multisystemproteinopathien. Dafür wurde ein mole-

kulargenetisches Screening im HNRNPA1-Gen von 196 Patienten mit einer degenerativen Mus-

kelerkrankung im Sinne einer IBM oder einer ungeklärten Motoneuronerkrankung mittels 

PCR-Amplifikation kodierender Exons und flankierender intronischer Bereiche mit Sanger-Se-

quenzierung durchgeführt. 

Im Screening fand sich bei einem Patienten eine Sequenzvariante im Exon 9 des HNRNPA1-

Gens auf Chr. 12q13.13 mit dem Basenaustausch c.784G>A und dem daraus resultierenden 

Aminosäureaustausch p.D262N. Verglichen wurden die Sequenzen mit der Referenzsequenz 

NM_002136.4 (NCBI). Durch Einführen der identifizierten Mutation mit dem Basenaustausch 

c.784G>A mittels ortsgerichteter Mutagenese in die HNRNPA1-cDNA WT-Sequenz im Plas-

mid TrueORF Gold und anschließender transienten Transfektion von p.D262N-Mutante und 

Wildtyp in Mausmyoblasten (C2C12) wurde der Effekt der Sequenzvariante in der Zellkultur 

überprüft. In der Immunfluoreszenzmikroskopie zeigte sich eine Lokalisation am Rand des 

Zellkerns und im Zytoplasma sowie eine Co-Lokalisation mit elF4G-positiven Aggregaten (Eu-

karyotic translation initiation factor 4 G), was beim Wildtyp nicht beobachtet werden konnte. 

Ein anti- eIF4G Antikörper wurde als Marker für Stressgranula eingesetzt. Zudem waren die 

hnRNPA1(D262N)/elF4G-positiven Aggregate viel größer als Proteinakkumulationen in 

C2C12-Zellen, die mit dem wt-hnRNPA1-Konstrukt transfiziert wurden. Im Westernblot zeigte 

sich eine vergleichbare Proteinexpression von eIF4G sowie von hnRNPA1-Wildtyp und -Mu-

tante. 

Aus einer Kohorte von 196 Patienten mit degenerativen neuromuskulären Erkrankungen konnte 

ein hIBM-Patient mit neuer Sequenzvariante in HNRNPA1 identifiziert werden. Funktionelle 



 

Analysen im C2C12-Zellkulturmodell konnten nach transienter Expression der hnRNPA1-Mu-

tante in vitro pathologische, aberrante Proteinaggregation von hnRNPA1 zeigen. Der pathogene 

Effekt wurde sowohl qualitativ mittels Immunfluoreszenzmikroskopie als auch quantitativ im 

Westernblot bestätigt. Weitere Experimente sollen die Kinetik der Aggresombildung und mög-

liche molekulare Therapieansätze im C2C12-Zellkulturmodell untersuchen. 
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1 Einleitung 

1.1 Überblick Multisystemproteinopathie 

Die Multisystemproteinopathie (MSP) ist eine erbliche polyphäne degenerative Erkrankung, 

welche hauptsächlich die Knochen, Muskeln und das Nervensystem betrifft. Die Erstbeschrei-

bung erfolgte als familiäre Motoneuronerkrankung in Zusammenhang mit Morbus Paget 

(PDB). Die Multisystemproteinopathie zeigt ebenfalls als Phänotyp die Einschlusskörpermyo-

sitis (IBM) oder frontotemporale Demenz (FTD). Das Akronym „IBMPFD“ beschreibt Fami-

lien mit dem entsprechenden Syndrom der Einschlusskörpermyositis, des Morbus Pagets und 

der frontotemporalen Demenz (Inclusion body myopathy with M. Paget and frontotemporal 

dementia). Seitdem jedoch ebenfalls weitere phänotypische Eigenschaften im klinischen Be-

schwerdebild der Patienten im Vordergrund stehen ist die Bezeichnung etwas in den Hinter-

grund getreten. Das Symptomspektrum ist sehr heterogen und reicht von Symptomen des M. 

Parkinson und peripherer Neuropathie, welche eher selten sind, bis zu Dysfunktion der Motor-

neuronen, welche er häufiger ist (11 von 17 Multisystemproteinopathien in einer Serie). Eine 

gängige Definition von Multisystemproteinopathien ist eine Kombination aus zwei oder mehr 

Symptomen wie hereditäre Einschlusskörpermyositis, Morbus Paget und amyotrophe Late-

ralsklerose (ALS)/frontotemporale Demenz (FTD), wobei ALS und FTD als ein Spektrum be-

trachtet werden. Pathologisch zeigt das Gewebe einer Multisystemproteinopathie Ubiquitin-

positive Einschlüsse, welche RNA-Bindeproteine wie zum Beispiel TDP-43, hnRNPA1, und 

hnRNPA2B1 beinhalten. Außerdem zeigen die Einschlusskörperchen eine positive Färbung für 

regulierende Proteine der Ubiquitin-abhängige Autophagie wie zum Beispiel p62/SQSTM1, 

UDP-N-acetylglucosamine-2-epimerase/N-acetylmannosaminekinase (VCP-Gen), Optineurin 

und Ubiquilin-2 (Taylor, 2015). 
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Tabelle 1 Multisystemproteinopathien mit vergesellschafteten Genen und die assoziierten Er-

krankungen (Taylor, 2015) 

Gen Funktion Syndrom Assoziierte Phänoty-

pen 

Krankhaftes 

Protein, in den 

Einschlusskör-

perchen nach-

gewiesen 

VCP Ubiquitin-ab-

hängige Seg-

regase 

Multisystemproteinopathie 1 Myopathie, Demenz, 

Motoneuronerkran-

kung, Morbus Paget 

ja 

HNRNPA2B1 RNA-Binde-

protein 

Multisystemproteinopathie 2 Myopathie, Demenz, 

Motoneuronerkran-

kung, Morbus Paget 

ja 

HNRNPA1 RNA-Binde-

protein 

Multisystemproteinopathie 3 Myopathie, Motoneu-

ronerkrankung, Morbus 

Paget 

ja 

SQSTM1 Ubiquitin-ab-

hängige Auto-

phagie 

Multisystemproteinopathie 4 Myopathie, Demenz, 

Motoneuronerkran-

kung, Morbus Paget 

ja 

MATR3 RNA-Binde-

protein 

Multisystemproteinopathie 5 Myopathie, Motoneu-

ronerkrankung 

ja 

HNRNPDL RNA-Binde-

protein 

Gliedergürteldystrophie Myopathie ja 

TIA1 RNA-Binde-

protein 

distale Myopathie Myopathie ja 

TARDBP RNA-Binde-

protein 

amyotrophe Lateralskle-

rose/frontotemporale De-

menz 

Motoneuronerkran-

kung, Demenz 

ja 

FUS RNA-Binde-

protein 

amyotrophe Lateralskle-

rose/frontotemporale De-

menz 

Motoneuronerkran-

kung, Demenz 

ja 

OPTN Ubiquitin-ab-

hängige Auto-

phagie 

amyotrophe Lateralsklerose Demenz, Motoneu-

ronerkrankung, Morbus 

Paget 

ja 

UBQLN2 Ubiquitin-ab-

hängige Auto-

phagie 

amyotrophe Lateralsklerose Motoneuronerkrankung ja 
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1.2 Klinische Symptomatik der Multisystemproteinopathie 

Die Multisystemproteinopathie bezieht sich auf einige Symptome aus hereditärer Einschluss-

körpermyositis, Morbus Paget und amyotrophe Lateralsklerose (ALS)/frontotemporale De-

menz (FTD). 

Dabei liegt ein mehrheitlich autosomal rezessiver oder, eher selten, ein autosomal dominanter 

Erbgang vor. Es sind unterschiedliche Manifestationsalter und Phänotypen beschrieben, wobei 

ein langsam progredienter Erkrankungsbeginn in der ca. 2. bis 3. Lebensdekade als charakte-

ristisch gilt. Die drei klinischen Leitsymptome der IBMPFD haben eine unterschiedliche gene-

tische Penetranz. Während 90% der Patienten eine Muskelschwäche entwickeln (Leitsymptome 

bei mehr als der Hälfte der Patienten), zeigen ungefähr 50% der Patienten osteolytische Kno-

chenläsionen, welche mit einem Morbus Paget (PDB) vereinbar sind. Nur ein Drittel der Pati-

enten entwickelt eine frontotemporale Demenz (FTD). Ungefähr 30% der Patienten mit 

IBMPFD zeigen klinisch nur eine Myopathie, weshalb es bei frühen klinischen Anamneseer-

hebungen der Status der Familienmitglieder des Patienten bezüglich des Vorhandenseins von 

Demenz oder Morbus Paget unabdingbar ist (Broccolini & Mirabella, 2015). 

Es wurde ebenfalls von anderen phänotypischen Eigenschaften wie dilatative Kardiomyopa-

thie, hepatische Steatose, Katarakt, sensorisch-motorische axonale Neuropathie, Funktionsstö-

rung der Pyramidenbahnen, Störung des Sphinktermuskulatur, sensorischer Gehörverlust sowie 

Symptome der amyotrophen Lateralsklerose berichtet (Weihl, 2011). 

Klinisch ist hier eine Fußheberparese typisch, welche sich nach proximal ausbreitet und den 

Musculus quadriceps femoris relativ ausspart. Die Beteiligung der Muskeln ist jedoch variabel 

und so zeigt ein Großteil der Patienten eine Schwäche fokussiert auf den Gliedergürtel. Eine 

axiale Schwäche mit „Head-drop“ wurde ebenfalls beschrieben. Die Serum CK ist gewöhnlich 

normal oder leicht erhöht. Das EMG zeigt myopathische Veränderungen im Sinne von Fibril-

lisationspotentialen und positiven Sharp waves (Watts et al., 2007). Histologisch weist die Mus-

kulatur vorrangig vakuoläre Veränderungen auf, ohne jedoch entzündliche Veränderungen zu 

zeigen. 

Die Einschlusskörpermyopathie (IBM) soll hier besonders hervorgehoben werden. Sie präsen-

tiert sich in den meisten Fällen klassisch mit einer schleichenden Schwäche der proximalen 

Beinmuskulatur und/oder distalen Armmuskulatur. Hier sind insbesondere eine langsam pro-

grediente M. quadriceps femoris Schwäche sowie Hüftbeugerschwäche, was zu einer Sturznei-
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gung, Gangunsicherheit sowie Standschwierigkeiten führt, und eine Schwäche der Fingerbeu-

ger, was zu einer starken Einschränkung der Geschicklichkeit führt, zu nennen. Die Schwäche 

der Handmuskulatur ist asymmetrisch mit Beginn in den distalen phalangealen Flexoren, unter 

Aussparung des Thenar, Hypothenar und der Fingerextensoren, der nicht-dominanten Hand. 

Die kann als differentialdiagnostisches Kriterium zu (symmetrischen) Motoneuronkrankheiten 

wie z.B. ALS oder fokalen motorischen Ausfällen einer multiplen Mononeuropathie wie z.B. 

der multifokalen motorischen Neuropathie (Dimachkie & Barohn, 2014). Zwischen dem Auf-

treten der Symptome und der Diagnose IBM vergehen im Schnitt fünf bis acht Jahre. 

 

1.3 Die Struktur des HNRNPA1-Gens 

Das Gen gehört zur Familie der ubiquitär exprimierten heterogenen nukleären Ribonukleopro-

teinen (hnRNPs) welche als RNA-bindende Proteine u.a. besonders mit der pre-mRNA im Nuk-

leus assoziiert sind. Außerdem sind sie am mRNA-Metabolismus und mRNA-Transport betei-

ligt. Das Gen befindet sich auf dem langen Arm von Chromosom 12 in der zytogenetischen 

Bande 12q13.13 und umfasst 6896 Basen. Die quantitativ häufigste Expression findet sich in 

absteigender Reihenfolge im Ovar, Knochenmark, Lymphknoten, Endometrium, Appendix, 

Plazenta und Colon. Im zentralen und peripheren Nervensystem zeigen in absteigender Reihen-

folge das Großhirn, das Kleinhirn, die peripheren Nerven und das Rückenmark die größte Ex-

pression an mRNA (Fagerberg et al., 2014). 

Die N-terminale Region des Gens, auch Unwinding Protein 1 (UP1) genannt, ist aus zwei eng 

miteinander verbundenen RNA Erkennungsmotiven (RRM) zusammengesetzt, welche von ei-

ner C-terminalen glycinreichen Region gefolgt wird (Barraud & Allain, 2013). 

 

 

Abbildung 1 Struktur des HNRNPA1-Gens (Barraud & Allain, 2013; Kim et al., 2013) 
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Genvarianten der prion-like domain (PrLD) des HNRNPA1-Gens führen zu einer Multisystem-

proteinopathie, insbesondere Einschlusskörpermyositis mit Early-Onset Morbus Paget mit oder 

ohne Frontotemporale Demenz 3 (IBMPFD3), und amyotrophe Lateralsklerose (Kim et al., 

2013). 

 

1.4  Die Struktur und die Funktion des hnRNPA1 Proteins 

Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A1 (hnRNPA1) ist ein Mitglied der A/B Unterfamilie 

von ubiquitär exprimierten hnRNPs. Ursprüngliche wurden die hnRNPA/B Proteine über zwei 

niedermolekulare Proteinpräparationen aus „Kern“-hnRNP-Partikel von HeLa-Zellen charak-

terisiert. Später wurden mehrere verwandte (sequenzhomologe) Proteine dieser Familie hinzu-

gefügt. HnRNPs sind, zusammen mit den Histonen, die am meistverbreiteten Proteine im Zell-

kern, und hnRNPA1 und hnRNPA2 haben allein einen Anteil von 60% an der Proteingesamt-

masse an hnRNPs in der Zelle. Die bisher bekannten Hauptfunktionen von hnRNPA1 sind die 

posttranskriptionale Regulation (Interaktion mit Haarnadelstruktur der pri-miRNA), die Wir-

kung als Transkriptionsfaktor, es ist ein Teil des Spliceosomes und es übernimmt den Transport 

von mRNA mit Poly(A)-Schwanz in das Zytoplasma durch die Kernporen des Zellkerns (NPC). 

HnRNPA1 besitzt hierfür eine bidirektionale Transportdomäne. Es enthält ein nukleäres Ex-

portsignal (NES) für den Kernexport der gebundenen mRNA und eine Importdomäne M9, wel-

che in Verbindung mit Varianten des Transportins (Trn1, Trn2b vs. Trn2a) den Kernimport, u. 

a. auch von Proteinen, regulieren kann (Rebane et al., 2004). Weiterhin wurde hnRNPA1 an 

der Translationsseite in Polysomen nachgewiesen, wo es möglicherweise mit anderen RNA-

Bindeproteinen interagiert. Veränderung an der Konzentration oder an post-transkriptionellen 

Modifikationen der hnRNPs zeigten Regulierungseffekte im RNA Metabolismus (Bekenstein 

& Soreq, 2013), Zellentwicklung (Singh & Lakhotia, 2012), Krebs (Patry et al., 2003) und neu-

rodegenerative Erkrankungen (Berson et al., 2012; Lee et al., 2011). 

hnRNPA1 besitzt ein Molekulargewicht von 38,747 Da und die Isoform des Proteins 

hnRNPA1-A ist zwanzig Mal häufiger als die Isoform hnRNPA1-B. Die post-translationalen 

Modifikationen umfassen eine Demethylierung an den Argininen Arg-194, Arg-206 und Arg-

225, eine Sumoylierung und eine Ubiquitinylierung. Die Ubiquitinylierungsstellen finden sich 

an den Lysinen Lys3, Lys8, Lys78 und Lys350.  

Eukaryontische mRNAs werden als prä-mRNAs transkribiert und enthalten dabei intragene Re-

gionen (Introns) welche beim Splicing entfernt werden wodurch die flankierenden kodierenden 
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Abschnitte (Exons) zur reifen mRNA zusammengeführt werden. Neben den konstitutionellen 

Splicing entsteht beim alternativen Splicing eine abweichende mRNA welche für bestimmte 

Proteine kodiert und die Proteinvielfalt erhöht. Für ein effizientes Splicing ist für die meisten 

Intros eine konservierte 5‘Splicestelle, eine spezielle Sequenz als Verzweigungspunkt gefolgt 

von einem Polypyrimidine-Abschnitt und eine 3‘Splicestelle erforderlich. Zusätzlich werden 

die flankierenden Introns oder andere Signalsequenzen entlang der alternativ gespliceten Exons 

von zwei großen Proteinfamilien markiert, die letztendlich das alternative Splicing regulieren: 

die SR-Proteinfamilie (Serin-Arginin Proteinfamilie) und die hnRNP Familie (heterogeneous 

nuclear RiboNucleoProtein Familie). 

Die hnRNP Proteinfamilie besteht aus 20 Proteinen beim Homo sapiens, welche als Teil eines 

Proteinkomplexes an die prä-mRNA gebunden sind. Die meisten Proteine der hnRNP Familie 

beinhalten mindestens eine Domäne (eine Domäne bei hnRNP C, vier Domänen bei hnRNP I). 

Außerdem enthalten sie zusätzliche Domänen, wie glycinreiche Domänen oder aspartat-gluta-

matreiche Domänen, welche entweder zur Erkennung der RNA dienen und/oder die Pro-

tein/Protein Interaktion regulieren (Barraud & Allain, 2013). 

Obwohl die Kristallstruktur von UP1 nahelegt, dass es eine „inter-domain“ Interaktion zwi-

schen RRM1 und RRM2 in der freien und in der gebundenen Form gibt, wurde diese Interaktion 

noch nie in Lösung nachgewiesen. Des Weiteren ist die relative Orientierung der hnRNPA1 

RRMs in Abhängigkeit zur freien und zur gebundenen Kristallstruktur von UP1 unterschied-

lich. Es konnte gezeigt werden, dass die hnRNPA1 RRMs in Lösung miteinander interagieren 

und sich die relative Orientierung in Lösung überraschenderweise von der in der Kristallstruk-

tur des freien UP1 unterscheidet. In Lösung zeigt sich die gleiche relative Orientierung der 

RRMs wie jene der Kristallstruktur in der nukleinsäuregebundenen Form des Proteins (Barraud 

& Allain, 2013). 

Proteine, die mehrere RRM Domänen tragen haben mehrere Möglichkeiten der Nukleinsäuren-

erkennung. Da die Domänen asymmetrische Bindungsstellen sind, wird die Art der Nuklein-

säurenbindung stark durch die relative Orientierung der verschiedenen RRMs, welche durch 

die gebundenen Proteine entsteht, beeinflusst.  

Im Fall von hnRNPA1 interagieren die RNA-erkennenden Motive derartig, dass sie eine dis-

kontinuierliche antiparallele Plattform schaffen, welche in der proteingebundenen Form die-

selbe relative Orientierung behält. 
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Abbildung 2 oben: Kristallstruktur des Heterogeneous nuclear Ribonucleoprotein A1; unten: 

graphische Darstellung von RRM1 links und RRM2 rechts (Barraud & Allain, 2013; Garrett 

et al., 1994), 
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Die Funktionen von hnRNPA1 sind vielfältig. HnRNPA1 ist an der Verpackung der prä-mRNA 

in hnRNP Partikel und dem Transport von Poly-A mRNA aus dem Nukleus in das Zytoplasma 

beteiligt und könnte Auswirkungen auf die Auswahl der Splicestelle haben (Paronetto et al., 

2007).  

Obwohl es vorwiegend nukleär vorkommt, wandert hnRNPA1 schnell zwischen Nukleus und 

dem Zytosol hin und her, und transportiert dabei die verankerte prä-mRNA zur weiteren Pro-

zessierung. Das Translokationsprotein Transportin1 erleichtert hierbei die Translokation von 

hnRNPA1 zurück in den Nukleus. Transportin1 besitzt kurzes Peptidstück des C-terminalen 

Endes von hnRNPA1, an welches hnRNPA1 bindet (Roth & Khalaila, 2017). 

Es gibt Hinweise darauf, dass hnRNPA1 an spezifische miRNA Haarnadelstrukturen bindet 

(Treiber et al., 2017) und dass es durch Bindung an die IRES die Translation des Apoptosepro-

tease-aktivierenden Faktors APAF1 inhibiert (Li et al., 2019). 

Im Replikationszyklus des Hepatitis C Viruses (HCV) zeigte sich bei einem Knockdown sowie 

einer Überexpression von hnRNPA1 eine verminderte HCV Replikation was auf eine wichtige 

Rolle der RNA-Protein Interaktion hinweist (Kim et al., 2007). 
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Abbildung 3 Ausschnitt aus den bekannten hnRNPA1-Interaktionen (Quelle: STRING Daten-

bank) 
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2 Zielsetzung 

Ziel dieser Promotionsarbeit war die Identifizierung und Charakterisierung von bislang nicht 

bekannten HNRNPA1-Mutationen, die zu einer verbesserten Diagnostik und Therapie von Mul-

tisystemproteinopathiepatienten führen sollen. Hierzu sollte die DNA von molekulargenetisch 

ungeklärten Patienten mit klinisch sorgfältig charakterisierter Multisystemproteinopathie auf 

neue krankheitsrelevante Genvariationen im bekannten Kandidatengen HNRNPA1 mittels PCR 

und direkter Sequenzierung untersucht werden. Zur Charakterisierung der bisher nicht beschrie-

benen Mutationen, sollte anschließend deren Pathomechanismus durch in vitro vergleichende 

Gen- und Proteinexpressionsanalysen charakterisiert werden. Bestätigt sich ein Pathomecha-

nismus, so können bisher bestehende Analysepanels erweitert und ggf. Ansätze für eine Thera-

pie gefunden werden. 

Funktionelle in vitro Experimente zur Untersuchung der Expression des mutierten Proteins und 

dessen Verbleib in der Zelle können eine Erklärung für die Pathogenität der Mutation liefern. 

Die Tragweite eines Defekts in einem Protein mit dieser Funktion könnte daran gut abgeschätzt 

werden. HNRNPA1 kann dabei als Modell für die ubiquitär exprimierte Familie der hnRNPs 

gesehen werden und einen möglichen Erklärungsansatz unter vielen für die Gemeinsamkeiten 

der unterschiedlichen Erkrankungen, die als Multisystemproteinopathien zusammengefasst 

werden, gesehen werden. 
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3 Material und Methoden 

3.1 Patienten und Untersuchungsmaterial 

Für die Identifizierung neuer krankheitsverursachende genetische Veränderungen des 

HNRNPA1-Gens wurde bei einer Kohorte von 196 Patienten mit Bezug zu einer Multisystem-

proteinopathie, sei es durch die klinische Symptomatik oder durch die histologische Untersu-

chung, jedoch noch ohne Klärung der definitiven Pathogenese der jeweiligen Patienten, eine 

molekulargenetische Analyse durchgeführt. 

Für die genomische DNA wurde auf die MTCC-Biobank des Friedrich-Baur-Instituts des Kli-

nikums der LMU München zurückgegriffen [mit schriftlichem Einverständnis der Patienten 

(Ethikvotum Projekt 045-14)]. Als Kontrolle dienten jeweils Wildtyp-DNA von gesunden Frei-

willigen und ein Vektor mit dem Wildtyp des HNRNPA1-Gens. 

 

3.2 Chemikalien 

Alle verwendeten Chemikalien und Kits entsprachen höchsten Reinheitsanforderungen und 

stammten von den Firmen Thermo Scientific, New England BioLabs, Macherey-Nagel, Ori-

Gene, Invitrogen, Macherey-Nagel, Lonza, Dako, Santa Cruz Biotechnology, Proteintech, Cell 

Signaling via New England Biolabs, Clontech, Bio-Rad und Qiagen. 

 

3.3 Polymerasekettenreaktion (PCR, Polymerase Chain Reaktion) 

3.3.1 Prinzip der PCR 

Die Polymerasekettenreaktion wurde 1990 von Kary Mullis (Mullis & Faloona, 1987) erstmals 

beschrieben und ist heute die Standardmethode zur Vervielfältigung von DNA. Dabei werden 

drei Reaktionsschritte durchlaufen, welche in einer bestimmten Anzahl von Zyklen wiederholt 

werden. Es beginnt mit der Denaturierung des DNA-Doppelstrangs bei ca. 95°C, anschließend 

wird die Temperatur wieder gesenkt, damit sich Oligonukleotide (Primer) anlagern können 

(Annealing), und im dritten Schritt wird die Temperatur wieder gesteigert, damit die Taq-Poly-

merase die Verlängerung der DNA-Einzelstränge (Extension) ausführen kann. Durch mehrere 

Zyklen kann ein spezifischer DNA-Abschnitt exponentiell vermehrt werden. 
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3.3.2 Reaktionsbedingungen 

PCR- Ansatz zur Vorbereitung einer Sequenzanalyse des HNRNPA1-Gens in 25 µl Gesamt-

menge: 

• 12,5 µl MasterMix (Maxima Hot Start Green PCR Master Mix Fa. Thermo Scientific) 

• 1 µl DNA 

• 0,5 µl Sens-Primer 

• 0,5 µl Antisense-Primer 

• 10,5 µl H2O 

Die PCRs wurden in einem Thermocycler (Mastercycler Personal, Fa. Eppendorf) durchge-

führt. Ein typisches Amplifikationsprogramm war: 

1. Initiale Denaturierung der DNA 95°C: 4 min  

2a. Denaturierung der DNA-Doppelstränge 95°C: 30 sek  

2b. Anlagerung der Primer (Annealing) 55°C: 30 sek 40 Zyklen 

2c. DNA-Doppelstrangsynthese (Extension) 72°C: 1min  

3. Abschließende Extension 72°C: 7 min  

 

3.3.3 Primer 

Für die Auswahl und das Design der Primer standen eine Reihe von Internetdatenbanken zur 

Verfügung. Aufgrund der routinemäßigen Erfahrung wurde hier das Tool des National Center 

for Biotechnology Information (NCBI) verwendet, welches bisher gute Ergebnisse lieferte 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/index.cgi?LINK_LOC=BlastHome, 2020). 

Das Design von sense und antisense Primern erfolgte anhand der gängigen Empfehlungen so-

wie z.B. ähnlicher Schmerztemperatur, fehlender Komplementmentalität zueinander zur Ver-

hinderung von Primerdimeren und Kontrolle auf GC-reiche Sequenzen am 3`-Ende. 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/index.cgi?LINK_LOC=BlastHome
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Tabelle 2 Primersequenzen HNRNPA1-Gen 

Primer Primnersequenz Temp [°C] Zielregion Fragmentlänge [bp] 

RNPA1s 5'-GGGGAAGCGATTTCAAGTATCC-3' 55 Exon 1 278 

RNPA1a 5'-ACGAAACCCAGCAGCATCTTAC-3' 55     

RNPA2s 5'-GCGACCTGAACGAACAATAAGTG-3' 55 Exon 2 358 

RNPA2a 5'-TCCTTTGCCAACAAAGCTCTAAC-3' 53     

RNPA3s 5'-AGTTTCCTATTGCCCTATTCAAAG-3' 52 Exon 3 304 

RNPA3a 5'-TCCCGAATCTTAAGTTCATAGC-3' 51     

RNPA4-5s 5'-GAACTTAAGATTCGGGAGTTTTC-3' 52 Exon 4-5 727 

RNPA4-5a 5'-AATCTTCATAGCAAAGATGGTGAG-3' 52     

RNPA6-7s 5'-ATCTGTATGGCATTCTAAACCCTG-3' 54 Exon 6-7 636 

RNPA6-7a 5'-AAGTTGAGTTTGACATGCACCAG-3' 53     

RNPA8s 5'-GTCAAACTCAACTTTGCCCATAAC-3' 54 Exon 8 369 

RNPA8a 5'-CAGTGTACCACACAATGCTTCAAC-3' 56     

RNPA9s 5'-GAATGAAATGCAAAGATTGGAGTC-3' 52 Exon 9 381 

RNPA9a 5'-ATAGCAGTTAAAGGGCTTTCTTCC-3' 54     

RNPA10s 5'-ACCTCTTTACCACCTCCCTTGTAG-3' 57 Exon 10 271 

RNPA10a 5'-GCTCAGCTACATTAGGGTTATTGG-3' 56     

 

3.4 Gelelektrophorese und Amplifikatextraktion aus Agarosegel 

Die Gelelektrophorese ist ein Standardverfahren zur Trennung unterschiedlicher DNA-Frag-

mente entsprechend ihrer Größe im elektrischen Feld. 

Die elektrophoretische Auftrennung der PCR-Produkte erfolgte in ethidiumbromidhaltigen 

Agarosegelen. Abhängig von der Länge der zu trennenden Fragmente wurden Agarosekonzent-

rationen von 1-4% gewählt. Die Agarose (Fa. Invitrogen) wurde je nach gewünschter Konzent-

ration (1-4%) in TAE-Puffer gegeben und unter Kochen in der Mikrowelle gelöst. Nach Zugabe 

von Ethidiumbromid (0,1 μl/ml, Stammlösung 10 mg/ml) wurde die Lösung in eine vorbereitete 

Gelkammer eingegossen. Nach Aushärten des Gels wurde der Taschenkamm entfernt und das 

Gel in die Elektrophoreseapparatur eingesetzt. Anschließend wurde die Apparatur mit 1xTAE-

Puffer bis knapp über das Gel gefüllt. Die PCR-Produkte wurden mit 1/10 Volumen Ladepuffer 

[10 mM Tris-HCl (pH 7,6), 0,03% Bromphenol-Blau, 0,03% Xylencyanol, 60 mM EDTA, 60% 
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Glycerin) versetzt und in die Tasche hinein pipettiert. In regelmäßigen Abständen wurden se-

parate Taschen jeweils mit einem Größenmarker (10 μl 100 bp Leiter, Fa. MBI Fermentas) 

gefüllt, der das Ablesen der Fragmentlänge erlaubte. 

Die gelelektrophoretische Auftrennung der PCR-Fragmente erfolgte bei 120 V über ungefähr 

45 Minuten. Anschließend wurden die PCR-Fragmentbanden aus dem Gel unter UV-Lichtkon-

trolle mit einem Skalpell herausgeschnitten. Danach erfolgte die Gelextraktion mit Nucleic Acid 

Purification Kit (Fa. Macherey-Nagel) gemäß Herstellerprotokoll. 

 

3.5 Sequenzanalyse 

Die in der PCR synthetisierten PCR-Produkte wurden nach Aufreinigung zunächst im kodie-

renden Strang sequenziert. Bei einem Aminosäureaustausch wurde zur Kontrolle auch der Ge-

genstrang sequenziert. Die Sanger Sequenzierung erfolgte durch die Firma Eurofins MWG 

Operon. Die Firma verwendet für die Sequenzierung die Cycle Sequencing Technologie 

(dideoxy chain termination / cycle sequencing) auf ABI 3730XL-Sequenzern. 

Die Sequenzen wurden anschließend mit den entsprechenden Datenbanksequenzen (GenBank-

Zugangsnummer für HNRNPA1 GenBank: NM_002136.4, Ensembl transcript ID: 

ENST00000546500) online über https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi verglichen und auf 

Mutationen untersucht. 

 

3.6 Mutagenese und Klonierung 

3.6.1 Einführen der Mutation Ex 9 c.784 G>A p.D262N in den Vektor pCMV6-Entry 

hnRNPA1 Plasmid NM 002136.2 myc DDK 

Zur Analyse der Auswirkungen der bei einem Patienten gefundenen Mutation HNRNPA1 

p.D262N in vitro wurde diese in die Wildtyp-Sequenz eingeführt. Als Grundlage hierfür wurde 

ein hnRNPA1 (HNRNPA1) (NM_002136) Human Tagged ORF Clone aus einer HEK293T 

Zelllinie verwendet (Nr. RC203314, Fa. OriGene). Im Weiteren wird der neugeschaffene Vek-

tor mit der Mutation D262N Vektor pCMV6-Entry hnRNPA1 Plasmid NM 002136.2 myc 

DDK genannt. 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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Um die Mutation D262N in den Wildtyp-Vektor einzuführen wurden im ersten Schritt zusam-

men mit einer DNA-Polymerase mit Korrekturlesefunktion (AccuPrime™ Taq DNA Poly-

merase, Fa. Thermo Fisher Scientific) und Mismatchprimern eine ortsgerichtete Mutagenese 

durchgeführt (Ho et al., 1989). Die Primer besitzen jeweils eine Schnittstelle für ein Restrikti-

onsenzym (BamHI und NotI) auf beiden Seiten der Mutation D262N. Es wurden jeweils eine 

PCR für den Sensestrang (PCR 1) und für den Antisensestrang (PCR 2) durchgeführt. Die bei-

den PCR Produkte PCR Produkt 1 und PCR Produkt 2 enthalten jetzt die gewünschte Mutation 

D262N. Es wurde eine dritte PCR (PCR 3) mit je 500ng der PCR Produkten 1 und 2 ohne 

Primer durchgeführt, um ein komplettes Insert mit Mutation D262N (PCR Produkt 3) für den 

Vektor zu erzeugen. Dieses Insert wurde in der PCR 4 mit den äußeren Primern amplifiziert 

(siehe Abbildung). 

Die PCR 3 wurde in einem Thermocycler (Mastercycler Personal, Fa. Eppendorf) durchgeführt. 

Das Amplifikationsprogramm war: 

1. Initiale Denaturierung der DNA und Aktivie-

rung der Polymerase 

95°C: 2 min  

2a.  Denaturierung der DNA-Doppelstränge 95°C: 15 sek  

2b.  Anlagerung der Fragmente (Annealing) 65°C: 1 min 25 Zyklen 

2c.  DNA-Doppelstrangsynthese (Extension) 72°C: 1 min  

3. Abschließende Extension 72°C: 7 min  

Die PCR 4 wurde in einem Thermocycler (Mastercycler Personal, Fa. Eppendorf) durchgeführt. 

Das Amplifikationsprogramm war: 

1. Initiale Denaturierung der DNA und Aktivie-

rung der Polymerase 

94°C: 5 min  

2a.  Denaturierung der DNA-Doppelstränge 94°C: 1 min  

2b.  Anlagerung der Primer (Annealing) 60°C: 1 min 20 Zyklen 

2c.  DNA-Doppelstrangsynthese (Extension) 68°C: 6 min  

3. Abschließende Extension 20°C: 7 min  
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Abbildung 4 Schematische Darstellung der ortsgerichteten Mutagenesestrategie 

Schematische Darstellung der ortsgerichteten Mutagenesestrategie zur Einführung der D262N 

Mutation in den Vektor pCMV6-Entry hnRNPA1 Plasmid NM 002136.2 myc DDK 

 

Das Insert (Verdau 1) und der Wildtyp-Vektor (Verdau 2) wurden jeweils in eigenem Ansatz 

mit den Restriktionsenzymen BamHI und NotI verdaut. Der Verdauansatz wurde nach folgen-

dem Schema durchgeführt: 

• 35 µl Insert (PCR Produkt 3) 

• 2 µl NotI 

• 2 µl BamHI 

• 5 µl Puffer 

• 6 µl H2O 
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Der Verdau wurde jeweils in einem Thermocycler (Mastercycler Personal, Fa. Eppendorf) für 

1 Stunde bei 37°C durchgeführt. 

 

3.6.2 Primerdesign Mutagenese: 

Tabelle 3 Sequenzen der Mutagenese-Primer 

Primername Primersequenz Tm[°C] Länge 

[bp] 

MuthnRNPA1plrev GATTGTTGTAATTCCCAAAATTATTGTAGCTTCCACCACCTCC 73,2 43 

MuthnRNPA1plfor GGAGGTGGTGGAAGCTACAATAATTTTGGGAATTA-

CAACAATC 

72 43 

hnRNPA1plfor (BamHI) CCGGGAATTCGTCGACTGG 65,5 19 

hnRNPA1plrev (NotI) TGCTGCCAGATCCTCTTCTG 64,7 20 

 

3.6.3 Ligation 

Um einen transfektionsfähigen Vektor zu erhalten wurde eine Ligation des verdauten Inserts 

mit Mutation D262N und des verdauten Wildtyp-Vektors pCMV6-Entry hnRNPA1 Plasmid 

NM 002136.2 myc DDK mit einer T4-DNA Ligase (Fa. Thermo Scientific) durchgeführt.  

Der Ligationsansatz wurde nach folgendem Schema durchgeführt: 

• 0,5 µl Insert (Verdau 1) 

• 1,13 µl Vektor (Verdau 2) 

• 1 µl T4-Ligase 

• 1 µl Puffer 

• 6,37 µl H2O 

Die Ligation wurde nach Protokoll des Herstellers (T4-DNA Ligase, Fa. Thermo Scientific) 

jeweils für 1 Stunde bei Raumtemperatur durchgeführt. Anschließend wurde der Ansatz bis 

zur Transfektion auf Eis gestellt. 

Die ortsspezifische Mutagenese der Mutation D262N im Exon 9 des HNRNPA1-Gens ist somit 

abgeschlossen. Eine Vektorkarte des entstandenen Vektors ist in nachfolgender Abbildung zu 

sehen. 
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Abbildung 5 Vektorkarte des mutierten Vektors 

Vektorkarte des verwendeten Vektors NEU pCMV6-Entry hnRNPA1 D262N Plasmid NM 

002136.2 myc DDK, Fa. OriGene (TrueORF Gold) Cat. No. RC203314 

 

3.7 Transformation von Plasmid DNA in E. coli 

Der fertige Vektor pCMV6-Entry hnRNPA1 D262N Plasmid NM 002136.2 myc DDK wurde 

in kompetente Zellen des E. coli-Stamms DH5α (Fa. Invitrogen) mit Hilfe der Hitzeschock-

Methode transformiert und auf LB-Agarplatten mit Kanamycin (30 μg/ml) ausgestrichen. 

Die Transfektion von E. coli (DH5) Bakterien mittels Hitzeschock-Methode wie folgt durch-

geführt: Die Bakterienzellen wurden aus einem -80°C Gefrierschrank auf Eis aufgetaut (ohne 

die Zellen Raumtemperatur erreichen zu lassen). Es wurden 1,5 µl Plasmid (50%) in ein Ep-

pendorfgefäß (0,5 ml) vorgelegt und die kompetenten Zellen hinzu pipettiert (ca. 250 µl). Die-

ser Ansatz wurde 30 min auf Eis inkubiert und anschließend für 35 sek bei 42°C in das Was-
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serbad gestellt. Im Anschluss wurde das Eppendorfgefäß sofort für 2 min auf Eis (Eisbad) ge-

stellt. Danach wurden 250 µl SOC-Medium zugeben und für 60 min bei 37°C auf einem Bak-

terienschüttler inkubiert. Nach der Inkubationszeit wurden die Bakterien mittels Rasenausstrich 

(ca. 100 – 150 µl) auf eine Agarplatte (Kanamycin) ausgestrichen und für ca. 15h bei 37°C 

bebrütet. 

 

3.8 Bakterienkultur 

Am Folgetag der Bakterientransformation und Bebrütung der LB-Agarplatten über Nacht bei 

37°C wurden einzelne Kolonien von der LB- Agarplatte abgenommen und in ein Reagenzglas 

mit 4 ml LB-Medium (Boullion) und 2 µl Kanamycin überführt und dieses beimpft. Diese Vor-

kulturen wurden ebenfalls bis zum Folgetag bei 37°C in einem Bakterienschüttler inkubiert. 

 

3.8.1 Isolierung von Plasmid DNA aus Bakterien 

Aus den gewachsenen Kolonien wurden am nächsten Tag Vorkulturen angelegt, aus welchen 

mittels Mini-Präparations-Kits (Fa. Qiagen) nach Herstellerangaben die Plasmid-DNA extra-

hiert wurde. Diese wurde zur Sequenzierung erneut an die Firma Eurofins MWG Operon ver-

schickt, um die korrekte Sequenz der Mutagenese und des Plasmids zu kontrollieren. Die Se-

quenzierungen zeigten den gewünschten Basenaustausch c.784G>A (s. Abbildung unten). Mit 

einer Vorkultur eines korrekten Klons wurde zur Gewinnung größerer Mengen Plasmid eine 

Vervielfältigung mittels eines größeren Bakterienkulturansatzes in einem Erlenmeyerkolben 

mit 200 ml LB-Medium (Boullion) und 4 µl Kanamycin durchgeführt. Dieser wurde über Nacht 

bei 37°C auf einem Bakterienschüttler inkubiert. Am Folgetag erfolgte eine Plasmidextraktion 

mit einem Maxi-Präparations-Kit NucleoBond PC 500 (Fa. Macherey-Nagel) nach Hersteller-

angaben. 
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Tabelle 4 Primersequenzen zur Sequenzkontrolle des mutierten Vektors 

Sequenzen der Sequenzierprimer des Vektors NEU pCMV6-Entry hnRNPA1 D262N Plasmid 

NM 002136.2 myc DDK 

Primername Primersequenz Tm(°C) Länge 

(bp) 

SeqhnRNPA1for AGAGCTCGTTTAGTGAACCGT 64,4 21 

SeqhnRNPA1rev AGGAAACAGCTATGACCGC 62,8 19 

SeqmuthnRNPA1for AAGCCCTGTCAAAGCAAGAGA 65,1 21 

SeqmuthnRNPA1rev AAAGTATTGGCCTCCACCGC 65,1 20 

 

3.8.2 DNA-Mengenbestimmung 

Die Konzentration der extrahierten Plasmid-DNA-Proben wurden mit Hilfe des NanoDrop 

1000 Spectrophotometer (Fa. Thermo Scientific) bestimmt. Dazu wurden 1,5 μl der unverdünn-

ten Probe auf den Detektor des Gerätes geladen. Die Messung erfolgte bei den Wellenlängen 

260 nm (Absorptionsmaximum von DNA) und 280 nm (Absorptionsmaximum von Proteinen), 

wobei der Quotient OD260/OD280 einen Rückschluss über die Reinheit der Probe gibt. Der 

Nullabgleich erfolgte mit dem Lösungsmittel der Nukleinsäureprobe (Elution buffer NE, Fa. 

Macherey-Nagel). 

 

3.9 Zellkultur 

Die Zelllinie C2C12 (immortalisierte Mausmyoblasten) wurde in Dulbecco’s Modified Eagle 

Medium (DMEM) (Fa. Fisher Scientific), angereichert mit 4 mmol/L L-Glutamin, 10% FCS 

und 1% Penicillin-Streptomycin (beide Fa. Fisher Scientific) bei 37°C und 5% CO2 kultiviert. 

Für die Differenzierung der Myoblasten zu Myotuben wurden die Zellen in DMEM mit 2% 

Pferdeserum (HS), 2 mM L-Glutamin, 1% Penicillin-Streptomycin kultiviert. 

Zur Vorbereitung auf eine Transfektion der C2C12 Zellen wurden die Zellen in 15cm Kultur-

schalen unter den oben beschriebenen Bedingungen angezüchtet. Für den Transfer in die Trans-

fektionsküvetten wurden die C2C12 Zellen einmalig mit 3 ml Trypsin gespült, dieses wurde 

abgenommen und verworfen. Anschließend wurden erneut 3 ml Trypsin auf die Zellen gege-

ben, alle Zellen durch leichtes Klopfen gelöst und in 7 ml DMEM aufgenommen.  
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3.9.1 Transfektion 

Die Transfektion wurde mit der Methode der Lipofektion durchgeführt. Dafür wurde das Trans-

fektionskit Lipofectamine® 2000 Reagent (Fa. Invitrogen) benutzt. Die Durchführung erfolgte 

nach dem Protokoll des Herstellers. 

Die C2C12-Zellen wurden zur Transfektion in 6-Well Kulturschalen für die Proteinanalyse 

oder 8-Well Objektträger für die Immunfluoreszenz ausgesät. Die Zellernte bzw. die Immun-

fluoreszenzfärbung wurde 24 Stunden nach Transfektion durchgeführt. 

 

3.9.2 Färbung und Immunfluoreszenz 

Zum Nachweis intrazellulärer Proteine und deren subzellulärer Lokalisation wurde die Immun-

fluoreszenzmikroskopie durchgeführt. Hierfür wurden die Zellen auf Objektträgern mit acht 

Wells ausgesät und kultiviert. Die Umrandung der Wells konnte nach der Färbung zum Einde-

cken der Objektträger abgelöst werden. 

Die Transfektion wurde nach aussäen der C2C12 Zellen Mit dem Transfektionskit Lipofecta-

mine® 2000 Reagent (Fa. Invitrogen) durchgeführt. Nach 24 bis 48 Stunden wurde die Immun-

fluoreszenzfärbung durchgeführt. Das Medium der Zellen wurde abgenommen, und die Zellen 

kurz in 1x PBS-Puffer (PAA Laboratories) gewaschen, in Cytoskelett-Puffer (CSK-Puffer: 20 

mM Pipes, pH 6.8; 600 mM Sucrose; 200 mM NaCl; 6 mM MgCl2; 2 mM EGTA) mit 3,7% 

Formaldehyd (frisch hergestellt aus Paraformaldehyd) 15 min auf Raumtemperatur fixiert und 

daraufhin in CSK-Puffer mit 0,1% Triton X-100 10 min permeabilisiert. Nach dreifachem Wa-

schen in 1x PBS für je 5 min. wurden die unspezifischen Bindungsstellen eine Stunde lang bei 

Raumtemperatur in CSK-Puffer mit 5% Pferdeserum geblockt. Daraufhin folgte die Inkubation 

mit dem primären Antikörper, verdünnt in 1x PBS mit 5% Pferdeserum über Nacht bei 4°C. 

Nach dreifachem Waschen in 1x PBS für je 5 min. wurden die Zellen mit dem sekundären 

Antikörper eine bis zwei Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Die Zellkerne wurden mit 

DAPI Bisbenzimide H 33258 (40 μg/ml) angefärbt, danach dreifach in 1x PBS für je 5 min. 

gewaschen, bevor die Deckgläschen mit Dako Fluorescent Mounting Medium (Dako, Glostrup, 

Dänemark) auf Objektträger aufgebracht wurden und bis zur Mikroskopie lichtgeschützt bei -

20°C aufbewahrt wurden. Die Fluoreszenzmikroskopie wurde mit einem Zeiss Axiovert 200 M 

Fluoreszenzmikroskop und einer Zeiss AxioCam HR Digitalkamera durchgeführt. Für die kon-

fokale Fluoreszenzmikroskopie wurde ein Olympus FluoView FV1000 Confocal Microscope 

benutzt.  
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3.9.3 Proteinaufbereitung für Westernblot und Proteinbestimmung 

Für die Analyse der Proteine (Mengenbestimmung und Westernblot) wurden die transfizierten 

C2C12 Zellen 24 Stunden nach Transfektion mit Hilfe eines Zellschabers (Rubber Policeman) 

aus der Kulturschale gewonnen, in PBS gewaschen und bei 4°C abzentrifugiert (20.000 x g, 5 

min.). Das erzeugte Zellpellet wurde unter Verwendung eines SDS-Lyse-Puffers lysiert (10 

mM Tris-Cl, pH 7,4, 1% SDS) und mittels Pipette homogenisiert. Das so entstandene Lysat 

wurde wiederum abzentrifugiert und der Überstand für die Westernblotexperimente bei -80°C 

asserviert. 

Eine Proteinkonzentrationsbestimmung wurde mit Hilfe des NanoDrop 1000 Spectrophotome-

ter (Fa. Thermo Scientific) durchgeführt. Dazu wurden 1,5 μl der unverdünnten Probe auf den 

Detektor des Gerätes geladen. Die Messung erfolgte bei der Wellenlänge 280 nm (Absorpti-

onsmaximum von Proteinen). Bei einer hohen Proteinkonzentration wurde die Probe verdünnt. 

 

3.10 Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS PAGE) und Western-

blot 

Nach Extraktion der Proteine aus den C2C12 Zellen wurde zur weiteren Analyse eine diskon-

tinuierliche Polyacrylamid-Gelelektrophorese durchgeführt (Laemmli, 1970). Hier wurden die 

Proteine, nach Denaturierung und unter Ausschaltung ihrer Eigenladung durch SDS, aus-

schließlich nach ihrer Größe aufgetrennt. Die Laufstrecke im elektrischen Feld korreliert mit 

der Größe des Proteins. 

Es wurden kommerziell erhältliche Gele (Fa. Bio-Rad) verwendet. Den Proteinproben wurde 

Lysepuffer hinzu pipettiert und sie so auf die gewünschte Menge verdünnt. Anschließend wur-

den sie für 15 min bei 95°C denaturiert, mit Ladepuffer versetzt und in die Geltaschen geladen. 

Die Elektrophorese wurde bei 80V (10 mA konstant pro Gel in der Kammer) gestartet. Nach 

ca. 30 min hatten die Proben das Trenngel erreicht und die Spannung wurde auf 120 V (20 mA 

konstant pro Gel in der Kammer) erhöht. Die Elektrophorese wurde weiterlaufen gelassen, bis 

die Lauffront das untere Ende des Gels erreicht hatte. 

Nach SDS-PAGE wurden die im Gel aufgetrennten Proteine durch das Wetblot-Verfahren im 

Westernblot auf eine Nitrozellulosemembran übertragen. Die Membran immobilisiert die Pro-

teine und macht sie für eine weitere Analyse mittels Antikörper zugänglich. 
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Der Proteintransfer erfolgte über Nacht bei 4°C (im Kühlraum) bei einer konstanten Spannung 

von 30 Volt in einer mit Blottingpuffer gefüllten Elektrophoresekammer. Die Membran wurde 

nach dem Proteintransfer („blotten“) zunächst 30 min in TBS-T gewaschen und anschließend 

über Nacht oder optional 2 Stunden in einer Blockierlösung bestehend aus TBS-T (Tris buffered 

saline mit 0,1% Tween-20) und in einer Proteinlösung (Blockierlösung = 5%iges Milchpulver) 

zur Bindung unspezifischer Epitope inkubiert. Danach wurde die Membran unter konstantem 

Schwenken mindestens eine Stunde bei Raumtemperatur bzw. über Nacht bei 4°C mit dem 

verdünnten primären Antikörper inkubiert. Die Inkubation mit dem sekundären HRP (horse 

radish peroxidase)-gekoppelten Antikörper über eine Stunde erfolgte nach 5-maligem Waschen 

der Membran jeweils 5 min mit TBST. Die jeweilige Verdünnung war wiederum antikörper-

spezifisch. Im Allgemeinen wurde der Sekundärantikörper in der Blockierlösung verdünnt. 

Nach der Inkubation wurde die Membran erneut 5 mal 5 min mit TBS-T gewaschen. Zum 

Nachweis von spezifisch gebundenen Primärantikörpern mit Hilfe der „Enhanced Chemilumi-

nescence“-ECL-Detektion wurde die Membran mit dem entsprechenden Volumen Detektions-

reagenz inkubiert und anschließend die Lichtemission detektiert (Geldokumentationssystem, 

Fa. INTAS). 

 

3.11 Antikörper 

Die verwendeten primären Antikörper für die Immunfluoreszenz- und Westernblot-Experi-

mente waren folgende: anti-myc (mouse, Fa. Clontech Immunfluoreszenz (IF): 1:100, Western-

blot (WB): 1:1000 (in 5% Magermilch), anti-hnRNPA1 (K350) (rabbit, Fa. Cell Signaling, IF: 

1:50, WB: 1:1000), anti-eIF4g (rabbit, Fa. Santa Cruz Biotechnology, IF: 1:100, WB: 1:1000) 

und anti-TDP-43 (rabbit, Fa. Proteintech, IF: 1:100, WB: 1:1000). 

Für die Westernblot-Experimente wurden die folgenden sekundären Antikörper verwendet [alle 

konjugiert mit Horseradish Peroxidase (HRP)]: anti-rabbit HRP (goat, Fa. Cell Signaling via 

New England Biolabs, 1:10000), anti-mouse HRP (rabbit, Fa. Dako, 1:10000). 

Für die Immunfluoreszenzmikroskopie wurden Isotyp-spezifische sekundäre Antikörper ver-

wendet, jeweils konjugiert mit Alexa488 (grün) und Alexa594 (rot) (beide Fa. Invitrogen; 

1:200). 
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4 Ergebnisse 

Es ist aktuell bekannt, dass einzelne oder eine Kombination an Mutationen in Spleißstellen, 

RNA-Bindeproteinen (hnRNPs, TDP-43), Enzymen (VCP, GNE), Transportproteine 

(SQSTM1) Ursachen von Multisystemproteinopathien mit amyotropher Lateralsklerose, Mor-

bus Paget (PDB) oder Einschlusskörpermyositis (IBM) darstellen (Bekenstein & Soreq, 2013; 

Broccolini et al., 2009; Deshaies et al., 2018; Taylor, 2015; Weihl, 2011). Im Rahmen dieser 

Arbeit wurden Patienten mit ungeklärter, aber symptomatischer Multisystemproteinopathie 

analysiert und molekulargenetisch auf Mutationen insbesondere im Gen hnRNPA1 untersucht. 

Die neu identifizierte Mutation wurde anschließend funktionell charakterisiert, um Hinweise 

auf den zugrundliegenden Pathomechanismus zu erlangen. 

 

4.1 Klinische und molekulargenetische Analyse des HNRNPA1-Gens 

Im hnRNPA1-Gen wurde im Rahmen dieser Arbeit bei einem polnischen Patienten eine in Ver-

bindung mit einer Multisystemproteinopathie, insbesondere der autosomal dominanten heredi-

tären Einschlusskörpermyopathie bisher noch nicht in der Literatur beschriebene Mutation ge-

funden. 

Bei unserem Patienten handelt es sich im einen heute 54-jährigen Mann. Er ist das zweite Kind 

polnischer, nicht-konsanguiner Eltern; sein Bruder und die Eltern zeigten keine Symptome ei-

ner neuromuskulären Erkrankung, jedoch sein Großvater und ein Cousin waren symptomatisch. 

Bei dem Patienten traten die Symptome ab dem 39. Lebensjahr auf. Es zeigten sich klinisch 

initial die Symptome Gangbildverschlechterung und Probleme beim Treppensteigen ohne 

Schmerzen oder Sensibilitätsverlust. Im weiteren Verlauf entwickelten sich ausgeprägte Atro-

phien der Becken- und Oberschenkelmuskulatur. Mit dem 43. Lebensjahr trat eine Muskel-

schwäche im LWS-Bereich, eine Schwäche der Handmuskulatur, welche die Fingerbeuger bis-

her nicht betraf, und eine beginnende beidseitige Scapula alata auf. Diese Symptomatik war 

kontinuierlich progredient. Eine Beteiligung der bulbären Muskulatur oder der Atemmuskula-

tur zeigte sich aktuell nicht. Die Diagnose autosomal dominante hereditäre Einschlusskörper-

myopathie wurde im Alter von 46 Jahren gestellt. Eine kausale Therapie kann dem Patienten 

aktuell noch nicht angeboten werden. Er führt regelmäßig selbstständig sportliche Betätigung 

durch, was sich bisher möglicherweise verzögernd auf die Krankeitsprogression ausgewirkt hat. 
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Durch die Sequenzanalyse der kodierenden Regionen und angrenzender intronischer Bereiche 

des hnRNPA1-Gens, konnte in Exon 9 ein heterozygoter Basenaustausch (784G>A) identifi-

ziert werden. Diese Veränderung der Sequenz führt zu dem Aminosäureaustusch D262N. 

Bei dem Patienten konnten neben dieser bisher unbekannten Mutation in einer Sequenzanalyse 

des VCP-Gens mehrere schon in der Literatur beschriebene SNVs nachgewiesen werden. So 

zeigte die IVS 7 die Einzelnukleotid-Variation (SNV) rs514492, die IVS11 den SNV rs2258240 

und die IVS 13 den SNV rs684562. Diese wurden, nach dbSNP, alle als benigne Einzelnukle-

otid-Variationen eingestuft. In der Sequenzanalyse von SQSTM1 zeigten sich bei dem Patienten 

keine Auffälligkeiten. 

Tabelle 5 Zusammenfassung der Sequenzvariationen der Introns des VCP-Gens bei dem Pati-

enten 

Referenzsequenz: NM_007126.5 und ENSG00000165280. IVS: intervening sequence; A: A-

denin; C: Cytosin; G: Guanin; T: Thymin. SNV1, SNV2 and SNV3 sind bereits publiziert 

(Donath et al., 2015; Wang et al., 2019). MAF Quelle: dbSNP auf Basis von gnomAD Daten. 

Name Sequenzvariation Lokation dbSNP ID Minor al-

lele fre-

quency 

(MAF) 

Literatur 

SNV1 IVS7 

NC_000009.12:35062974:C:T 

Intron 7 rs514492 C=0.25 (Wang et 

al., 2019) 

SNV2 IVS11 

NC_000009.12:35060957:T:C 

NC_000009.12:35060957:T:G 

Intron 11 rs225824

0 

T=0.25 (Donath et 

al., 2015) 

SNV3 IVS13 

NC_000009.12:35060304:T:A 

NC_000009.12:35060304:T:C 

Intron 13 rs684562 T=0.41 (Donath et 

al., 2015) 

 

In einem weiteren Screening wurden über 180 Patienten mit Verdacht auf eine Multisystem-

proteinopathie und Normalkontrollen auf diese Sequenzvariation hin untersucht. Bei keiner 

Probe konnte die Mutation D262N nachgewiesen werden.  

http://www.ensembl.org/id/ENSG00000165280
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4.1.1 Analyse der Indexfamilie 

In der Familienanamnese des Patienten zeigen sich zwei weitere Personen mit neuromuskulären 

Erkrankungen. Der Großvater des Patienten verstarb im Alter von 63 Jahren an einer tetrapare-

tischen hereditären Einschlusskörpermyositis (muskelbioptisch gesichert). Er war zum damali-

gen Zeitpunkt rollstuhladaptiert und tracheotomiert. Die Kreatinkinase-Werte zu diesem Zeit-

punkt lagen unter 20 U/l. Es fand sich eine asymmetrische Hypertrophie des linken Herzens 

und in der Muskelbiopsie kamen „rimmed vacuoles“ mit Einschlüssen und ein myopathisches 

Gewebssyndrom zur Darstellung. 

Der 8 Jahre jüngere Bruder des Patienten ist gesund, die Mutter verstarb ohne neuromuskuläre 

Symptome an einem Karzinom im Alter von 63 Jahren. Ein Cousin des Patienten ist ebenfalls 

erkrankt. 

Der Patient selbst hat einen 11-jährigen Sohn und eine 17-jährige Tochter, welche beide bis 

dato neuromuskulär ohne Auffälligkeiten sind. 

 

 

Abbildung 6 Stammbaum des Patienten 

Stammbaum (Generationen I-V; Indexpatient: Pfeil ►; normal männlich: □; normal weiblich: 

○; Merkmalsträger/Erkrankte: ■ ●; Nachkommen unbekannten Geschlechts: ◊; dizygote 

(nichtidentische) Zwillinge: ; V erstorben: □/  ○/  ) 
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4.1.2 Klinische Untersuchungsbefunde 

Im klinisch-neurologischen Status fand sich ein wacher, vollorientierter Patient. Im Bereich der 

Kopf- und Hirnnerven zeigen sich keine Auffälligkeiten, keine Parese des M. sternocleido-

mastoideus, keine Atrophien im Bereich der Hirnnerven-versorgten Muskulatur. Es fand sich 

eine mittelgradige beidseitige Scapula alata sowie eine M. biceps-brachii-Atrophie beidseits 

mit Kraftgrad 4/5, darüber hinaus volle Kraft der restlichen Oberarmmuskulatur beidseits.  

Im Bereich der Unterarme und Hände war eine Fingerspreizerparese Kraftgrad 4/5 und eine 

Parese Fingerbeugemuskulatur Kraftgrad 5/5 sowie eine Parese der Fingerstreckermuskulatur 

Kraftgrad 4/5 nachweisbar. 

Im Bereich der unteren Extremitäten zeigte sich eine deutliche M. vastus lateralis- und M. va-

stus medialis- Parese mit Atrophie Kraftgrad 3/5 bei relativ kompensatorisch gut erhaltendem 

M. rectus femoris Kraftgrad 4/5 und Adduktorenmuskulatur mit Kraftgrad 4/5. Es fand sich 

eine Fußheberparese Kraftgrad 4/5, eine Großzehenheberparese Kraftgrad 4/5, M. biceps femo-

ris Kraftgrad 4/5, M. gastrocnemius Kraftgrad 4/5. 

Der Tricepssehnenreflex war beidseits schwach seitengleich auslösbar, ebenso die übrigen 

Muskeldehnungsreflexe seitengleich schwach lebhaft erhältlich. Die Sensibilität war zu allen 

Modalitäten intakt. Der Patient bot ein paretisch hinkendes Gangbild mit Trendelenburg-Zei-

chen beidseits. Es bestand eine lumbal betonte Atrophie der autochthonen Rückenmuskulatur. 

 

4.1.3 Laborchemische Befunde 

Tabelle 6 Laborchemische Befunde des Indexpatienten 

  

  2013   2011 

  Richtwerte Di 07.05 
 2J  

Fr 14.01 

Mat. (Therap.B.) 15:00 14:10 

Klinische Chemie       

Natrium mmol/l PS 135 − 145 139     

Kalium mmol/l PS 3.5 − 5.0 4,3     

Chlorid mmol/l PS 95 − 110 104     

Blutzucker mg/dl PS 60 − 99 88     
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Harnstoff−N mg/dl PS 7 − 23 11     

Kreatinin mg/dl PS 0.5 − 1.2 0,4     

 GFR pro 1,73 qm (Mabb) ml/min U  ≥ 60.0 > 60,0     

Calcium mg/dl 

Harnsäure mmol/l PS 2.10 − 2.60 2,39 
  

  

Calcium (EW−korr.) mmol/l PS 2.10 − 2.60 2,41     

Eisen µg/dl PS 80 − 180 88     

Ferritin µg/l PS 30 − 300 429     

Transferrin g/l PS 2.0 − 3.6 2,4     

Transferrinsättigung % PS 15.0 − 45.0 25,9     

C−reakt. Protein mg/dl PS  ≤ 0.50 0,16     

Eiweiß, gesamt g/dl PS 6.0 − 8.5 7,6     

IgG mg/dl PS 800.0 − 1800.0 1154     

IgA mg/dl PS 90.0 − 450.0 186     

IgM mg/dl PS 60.0 − 250.0 91,3     

Bilirubin direktmg/dl 

Bilirubin gesamt mg/dl PS  ≤ 0.3 entf. 
  

  

GOT [AST] (37°) U/l PS  ≤ 50 62     

GPT [ALT] (37°) U/l PS  ≤ 50 96     

GLDH (37°) U/l PS  ≤ 7.0 30,2     

Cholinesterase (37°) kU/l PS 5.00 − 13.30 9,85     

Gamma−GT (37°) U/l PS  ≤ 60 168     

Alk. Phosphatase (37°) U/l PS 40 − 130 73     

Amylase U/l PS  ≤ 110 52     

Lipase U/l PS  ≤ 60 31     

LDH (37°) U/l PS  ≤ 250 269     

CK−Gesamt (37°) U/l PS  ≤ 190 1482     

CK−Gesamt (37°) U/l PS  ≤ 180     1831 

% MB (bezgl. CK)U/l % PS  ≤ 6.0 3,8     
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CK−MB−Aktivität (37°) 

Myoglobin (Plasma) ng/ml PS  ≤ 70 255     

Troponin T (hs) ng/ml PS  ≤ 0.014 0,043     

Cholesterin mg/dl PS 120 − 240 271     

Triglyzeride mg/dl PS 50 − 200 163     

LDL−Cholesterin mg/dl PS  189      

HDL−Cholesterin mg/dl PS 35 − 75 56     

HbA1c (NGSP) % B 4.0 − 6.0 5     

HbA1c (IFCC) mmol/mol B 20.2 − 42.1 31,1     

Fructosamin µmol/l PS  ≤ 285 196     

Fructosamin (EW−korrigiert) µmol/l PS  ≤ 285 185     

Glycation Ratio   PS 

80 − 120 

82   
   

Hämatologie    
   

Blutbild   B         

Leukozyten G/l B 4.0 − 11.0 7,2     

Erythrozyten T/l B 4.50 − 6.30 

Hämoglobin  g/dl B 14.0 − 18.0 15,3     

Hämatokrit   B 0.380 − 0.520 0,448     

MCV fl B 78.0 − 98.0 92,3     

MCH pg B 26.0 − 32.0  31,4    

MCHC g/dl B 32.0 − 36.0 34     

Thrombozyten G/l B 150 − 400 296     

Diff.−BB   B   Gerät     

Segmentierte % B 40 − 70 68     

Eosinophile % B 2 − 4 1     

Basophile % B 0 − 2 0     

Monozyten % B 4 − 10 5     
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Lymphozyten % B 25 − 40 26     

Gerinnung (Spezial)    
   

TPZ (Quickwert) % P 70 − 120 89     

INR   P 0.8 − 1.2 1,1     

PTT sec P 25 − 42 30   

Endokrinologie, Spezialanalytik     
   

TSH µU/ml P 0.30 − 4.00 1,61     

pro−BNP pg/ml 
PS 

 ≤ 83.9  20,5    

  Di 07.05   Fr 14.01 

Troponin I (TnI Ultra) ng/ml PS  ≤ 0.05 < 0,05     

Pyridinolin im Urin 

µg/g Krea. U 160-280 

280   

Desoxypyridinolin im Urin 

µg/g Krea. U 26 - 65 

57   

Creatinin im Urin 

mg/dl U 40 – 200 

142   

    

 

4.1.4 Befunde apparativer Untersuchungen 

Myosonographie 

M. gastrocnemius und M. tibialis anterior rechts: Deutlicher Umbau der Muskulatur (TA >> 

GA) mit vermehrt Bindegewebseinlagerung, im M-MODE kein Nachweis von Faszikulationen. 

Ganzkörper-MRT 

Gehirn: Normalbefund: keine frontotemporale oder sonstige Hirnatrophie. Keine okkulten Mik-

roblutungen.  

Herz: Normalbefund 

Muskeln: deutlich auffällig. Hier zeigten sich ausgedehnte Atrophien mit fettiger Degeneration, 

wobei die verschiedenen Muskelgruppen unterschiedlich stark betroffen waren.  
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Skelettszintigraphie 

Mineralisationsphase (spätstatisch): Fokale Mehrbelegung in Projektion auf das Sternum, 

Übergang Manubrium/Corpus sterni. Darüber hinaus Mehrbelegung der SC- und AC-Gelenke 

beidseits sowie diskrete Mehrbelegung der Tuberositas tibiae links. Etwas inhomogene Erhö-

hung des Knochenstoffwechsels der Wirbelsäule; in den zur weiteren Abklärung angefertigten 

SPECT/CT-Aufnahmen waren die Mehrspeicherungen überwiegend exzentrisch im Bereich 

der Wirbelkörper-Randleisten bzw. im Bereich der kleinen Wirbelgelenke lokalisiert. Ansons-

ten physiologische und altersentsprechende Radionuklidanreicherung. Kein Hinweis auf M. Pa-

get. 

 

Neurophysiologie: 

EMG:  

M. tibialis anterior rechtsseitig: Eindeutig pathologische Spontanaktivität in Form von positiv 

scharfen Wellen, Fibrillationspotentialen und einzelnen Faszikulationen, zusätzlich myopa-

thisch veränderte Potentiale im Sinne einer deutlich vermehrten Polyphasie, zum Teil etwas 

verkürzt und amplitudenreduziert, bei amplitudenreduziertem, aber nicht gelichtetem Interfe-

renzmuster der Muskelaktionspotentiale. 

 

Tabelle 7 Neurographie 

Muskel DML [ms] NLG [m/s] Amplitude 

  Norm  Norm  Norm 

N. medianus rechts 3,5 2,6-4,3 52 49-70 8 mV 7-40 mV 

N. tibialis rechts 4,5 3,0-5,2 40 41-55 5 mV 5-22 mV 

N. suralis rechts (orthodrom)   42 45-68 5 µV 10-26 µV 
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4.1.5 Histologische Charakterisierung 

Ein weiterer wichtiger Schritt in der Diagnosefindung ist die histologische Untersuchung des 

Muskels des Patienten. Hierfür wird meist eine offene Biopsie (Hautschnitt, Darstellung des 

Muskels und gewebeentnahme) unter Lokalanästhesie eines von der Erkrankung besonders 

betroffenen Muskels durchgeführt. Es ist auch möglich, eine weniger invasive Stanzbiopsie 

mittels Biopsienadel zu entnehmen, wobei hier nur relativ geringe Mengen an Muskelzellen 

entnommen werden können. 

Eine Muskelbiopsie ist immer beim Verdacht auf eine Myositis indiziert. Andere Indikationen 

sind die histologische Sicherung metabolischer Myopathien und mitochondrialer 

Erkrankungen. Myopathien, die genetisch aus EDTA-Blut gesichert werden können, sollen 

nicht primär über eine Muskelbiopsie diagnostiziert werden. 

Nachfolgend ist die histologische Charakterisierung des Patienten-Muskels mit verschiedenen 

Techniken und Färbungen dargestellt. Es zeigten sich neben sogenannten „rimmed vacuoles“ 

in verschiedenen Größen, zytoplasmatische Einschlüsse und multiple Vakuolen in der Muskel-

faser in der Lichtmikroskopie sowie immunhistochemisch -Amyloid- und Tauprotein-Ein-

schlüsse. 

In der Elektronenmikroskopie zeigten sich Myelin-ähnliche Strukturen um tubulofilamentäre 

Einschlüsse, ein verflochtenes Netzwerk an Tubulofilamenten sowie deren Einschlüsse in der 

Zellkernmatrix und autophagozytäre Vakuolen mit Tubulofilamenten innerhalb des Nukleus 

(siehe Bilder). 

 
A B 
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Abbildung 7 Histologische Charakterisierung des Patienten mit Mutation D262N 

Histologische Charakterisierung des Patienten mit Mutation D262N mit verschiedenen Tech-

niken und Färbungen 

(A) Muskelfasern mit verschiedenen Größen mit „rimmed vacuoles“ zentral und peripher loka-

lisiert (◄), HE, Vergrößerung: 224x; (B): rotgefärbte zytoplasmatische Einschlüsse (◄), 

Gomori Trichrom, Vergrößerung: 224x; (C): Myelin-ähnliche Strukturen um tubulofilamentäre 

Einschlüsse (◄), EM, Vergrößerung: 9.000x; (D): mit Tubulofilamenten bedeckte nukleäre 

Matrix, EM, Vergrößerung: 30.000x; (E): verflochtenes Netzwerk an Tubulofilamenten, EM, 

Vergrößerung: 6.000x; (F): Konglomerat aus Myelin-ähnlichen Wirbel mit zentral lokalisierten 

H I 

J K 
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tubulofilamentären Einschlüssen, EM, Vergrößerung: 36.000x; (G): multiple Vakuolen inner-

halb einer Muskelfaser (◄), HE, Vergrößerung: 448x; (H): tubulofilamentäre Einschlüsse in-

nerhalb der nukleären Matrix, EM, Vergrößerung 6.000x; (I): autophagozytäre Vakuolen mit 

Tubulofilamenten innerhalb eines degenerierten Nukleus, EM, Vergrößerung 18.000x; Immun-

histologische Analyse (J): zytoplasmatische -Amyloid Einschlüsse, Vergrößerung 448x; (K): 

phosphoryliertes Tau-Protein, Vergrößerung 448x 
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4.1.6 Sequenzanalyse 

Bei 196 Patienten wurde mittels Sanger Sequenzierung des HNRNPA1-Gens (GenBank: 

NM_002136.4, Ensembl Gene ID: ENSG00000135486, Ensembl transcript ID: 

ENST00000546500) auf Mutationen untersucht. Bei einem Patienten konnte eine heterozygote 

Punktmutation c.784 G>A im Exon 9 als Ursache für eine autosomal dominante hereditäre Ein-

schlusskörpermyopathie gesichert werden. 

Die Punktmutation c.784 G>A (NM_002136.2:c.784G>A) führt zu einem Aminosäureaus-

tausch p.D262N, in dem Asparaginsäure (D) gegen Asparagin (N) ausgetauscht wird. Die Mu-

tation, welche zu einer Missense-Variante rs397518453 von hnRNPA1 führt, ist in Zusammen-

hang mit amyotropher Lateralsklerose beschrieben (Kim et al., 2013), als Ursache für eine her-

editäre Einschlusskörpermyopathie ist dies die Erstbeschreibung. Die Position liegt bei 

chr12:54283844 (GRCh38.p12) und die kanonische SPID lautet 

NC_000012.12:54283843:G:A. In den Datenbanken ExAC und gnomAD konnte sowohl unter 

dem Gennamen HNRNPA1 also auch unter der Ensembl transcript ID: ENST00000546500 und 

der Ensembl protein ID: ENSP00000448617.1:p.Asp262Asn jeweils nur eine Minor allele fre-

quency (MAF) von 0,00 gefunden werden. Auch die dbSNP Analyse bei NCBI ergab sich eine 

Minor allele frequency von A=0.00 in allen verfügbaren Daten (PAGE_STUDY und ALFA). 

 

Tabelle 8 Frequenzen der HNRNPA1 Gen Variante in Kontrolldatensätzen 

 
Anzahl an Proben 

c.784 G>A 

(p.Asp262Asn) 

gnomAD1) 141.456 0 

ESP2) 6.503 0 

1000G3) 3.202 0 

1)gnomAD: im Rahmen von verschiedenen erkrankungsspezifischen und populationsgeneti-

schen Studien sequenzierte Exome oder Genome von unverwandten Individuen (Lek et al., 

2016) 

2)ESP: Exome von Individuen mit Herz-, Lungen- und Bluterkrankungen (Fu et al., 2013) 

3)1000G: Genome von Individuen, welche sich selbst zum Zeitpunkt der Probenentnahme als 

gesund beschrieben haben (Sudmant et al., 2015) 

 

https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/ProtVariations?db=core;source=dbSNP;t=ENSP00000448617.1;v=rs397518453;vdb=variation;vf=226229627


 

37 

 

 

Abbildung 8 Chromatogramm der Mutation c.784G>A 

Schematische Darstellung der heterozygoten Ex 9 c.784G>A p.D262N Mutante (linkes Chro-

matogramm) und des Wildtyps (rechtes Chromatogramm). 

Die Mutation D262N liegt innerhalb der Prion-like Domäne (PrLD), welche eine Domäne ge-

ringer Komplexität ist und ihren Namen aufgrund ihrer Ähnlichkeit zu Hefeprionen trägt. Die 

meisten RNA-bindenden Proteine mit einer Prion-like Domäne sind mit menschlichen Erkran-

kungen vergesellschaftet, insbesondere neuromuskulären Erkrankungen. Die Prion-like Do-

mäne ist essenziell für die Bildung der RNA-Granula. Durch Mutationen in diesem Bereich 

wird die Bildung von Stressgranula durch deren zytoplasmatische Fehllokalisation und be-

schleunigte Fibrillen-Bildung des mutierten Proteins verändert (Picchiarelli & Dupuis, 2020). 

 

Abbildung 9 Lokalisation der D262N-Mutante des Patienten 

Lokalisation der D262N-Mutante des Patienten (Pfeil ►) im heterogeneous nuclear ribonu-

cleoprotein A1 isoform a [Homo sapiens], NP_002127.1; RRM = RNA recognition motif, 

Gly-Rich = glycin-reiche Domäne, PrLD = „prion-like domain“, NLS = Nuclear localization 

signal  
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Um die phylogenetische Relevanz der hier beschriebenen Mutation D262N zu beurteilen, 

wurde eine datenbankgestützte Analyse bei verschiedenen Organismen durchgeführt. Im All-

gemeinen gilt, je konservierter eine bestimmte DNA-Sequenz bei Organismen verschiedener 

Spezies ist, desto mehr wurde sie durch natürliche Selektion beibehalten und umso essenzieller 

scheint sie für die Funktion der Zelle zu sein. Die Aminosäure Asparaginsäure ist an Position 

262 der Prion-like Domäne innerhalb verschiedener Spezies und ebenso in der menschlichen 

Prion-like Domäne hochkonserviert (siehe Tabelle 9). 

 

Tabelle 9 Alignment der Aminosäuresequenz des hnRNPA1 Proteins verschiedener Spezies 

Prion-like Domain (PrLD) 

    

    
Mutated GGGGSYN N FGNYNNQSSNF 

Human GGGGSYN D FGNYNNQSSNFGPMKGGNFGGRSSGPYGGGGQYF 

Pan troglodytes GGGGSYN D FGNYNNQSSNF 

Macaca mulatta GGGGSYN D FGNYNNQSSNF 

Mus musculus GGGGSYN D FGNYNNQSSNF 

Xenopus tropicalis GGGGSYN D FGNYNQ 

black flying fox GGSGSYN D FGN-YN-NQSSDFGPMKG---ENFRG-RSSG-PYSGG 

african savanna elephant GGG-SYN D FGN-YN-QQPSNYGPMKS---GNFGGsRNMGgPYggg 

zebrafish GGGNYN D FGN-YN-SQQSNYGPMKG---NFGGGgRNSG-PYGGG 

red-bellied piranha GGGNGYS D FGSgYG-QQSSGYGPMKGg--NTYGG-RSGA-PYPRG 

Die Aminosäure D262 ist über Speziesgrenzen hinweg in allen Prion-like Domänen hoch kon-

serviert, sowie auch im menschlichen Proteinabschnitt. Die Proteinsequenzen wurden der 

NCBI-Datenbank und der Analyse der MutationTaster Applikation entnommen 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/cddsrv.cgi?uid=pfam11627 

http://www.mutationtaster.org). 

 

4.2 Funktionelle Analyse der Mutation hnRNPA1 D262N 

Unter der Annahme die Punktmutation c.784G>A sei die pathogenetische Ursache der autoso-

malen hereditären Einschlusskörpermyopathie, wurde eine Analyse der Sequenz mit Hilfe ver-

schiedener bioinformatischer Algorithmen, u. a. der MutationTaster-Applikation 

(http://www.mutationtaster.org) durchgeführt, und in silico datenbankgestützt eine Pathogeni-

tätsprognose berechnet (Grundlage war auch hier die Ensembl protein ID: 

▼ 
D262N 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/cddsrv.cgi?uid=pfam11627
http://www.mutationtaster.org/
http://www.mutationtaster.org/
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ENSP00000448617.1:p.Asp262Asn). Die automatische Vorevaluation der Sequenzvariationen 

kann für die darauffolgende tatsächliche Analyse im „Wet lab“ entscheidende Hinweise für 

einen Erfolg des Nachweises geben und so Zeit und Ressourcen sparen. In die Berechnung des 

Pathogenitätspotentials fließt hier die phylogenetische Konservierung, die möglichen Änderun-

gen der Spleißstellen, der Verlust von Eigenschaften des Proteins und Veränderungen, die eine 

Auswirkung auf die Menge der mRNA haben könnten, mit ein (Schwarz et al., 2010). Die Ana-

lyse für die Mutation 784G>A ergab die Vorhersage „disease causing“. Es wurde ebenfalls eine 

Änderung der Spleißstelle und eine (mögliche) Änderung der Proteineigenschaften vorherge-

sagt. 

 

Tabelle 10 Ergebnisse der bioinformatischen Analyse mit verschiedenen Algorithmen für den 

p.Asp262Asn-Aminosäureaustausch 

 c.784 G>A (p.Asp262Asn) 

PROVEAN prediction (score)1) Deleterious (-2,63) 

SIFT prediction (score)2) Tolerated (0,116) 

PolyPhen-2 prediction (score)3) Benigne (0,007) 

CADD prediction (phred-like score)4) Damaging (24) 

SNAP2 prediction (score)5) Effect (31) 

MutationAssessor prediction (score)6) Low (0,482) 

VEST3 (score)7) Pathogenic (0,4) 

MutationTaster2 prediction (score)8) Disease causing (0,993) 

PMut prediction (score)9) Disease (0,63) 

GERP++ score10) 4,06 

PhastCons100way score11) 1,00 

1)PROVEAN ein Score gleich oder kleiner -2,5 wird als „deleterious“ betrachtet (Choi et al., 

2012) 

2)bei Scores ≥0,05 wurde die Prognose „Tolerated“ vergeben, <0,05 wurde der Score als „Da-

maging“ klassifiziert (Kumar et al., 2009) 

3)PolyPhen-2 Scores ≤0,446 werden als „Benign“ eingestuft (Adzhubei et al., 2010) 

4)CADD (1.6 Score) phred-like rank scores über 15 (für eine etwas konservativere Einschät-

zung über 20) werden als „damaging“ betrachtet (Kircher et al., 2014) 

https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/ProtVariations?db=core;source=dbSNP;t=ENSP00000448617.1;v=rs397518453;vdb=variation;vf=226229627
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5)Der SNAP2 Score liegt zwischen -100 mit starker neutralen Vorhersage und +100 mit star-

ker Effekt (Hecht et al., 2015) 

6) Der MutationAssessor hat einen Score zwischen -5,14 und 6,49, wobei höhere Scores eine 

höher Wahrscheinlichkeit eines funktionellen Effekts der Variante anzeigen, Die Cutoff-

Werte von Vorhersagen mit der Klassifikation „neutral“, „low“, „medium“ und „high“ sind 

0,8, 1,94 und 3,50 (Reva et al., 2011) 

7)Der VEST3 Score liegt zwischen 0 und 1. Je höher der Score ist umso wahrscheinlicher wird 

die Variante eine funktionelle Veränderung verursachen (Carter et al., 2013) 

8)Der Wahrscheinlichkeitswert des MutationTasters2 ist die Wahrscheinlichkeit der Vorher-

sage, d. h. Werte nahe bei 1 geben eine hohe „Sicherheit“ der Vorhersage an (Schwarz et al., 

2010) 

9) Der PMut Algorithmus gibt einen Vorhersagescore zwischen 0 und 1 an; Varianten zwi-

schen 0 und <0,5 werden als „neutral“, zwischen 0,5 und 1 als „disease“ klassifiziert (Lopez-

Ferrando et al., 2017) 

10)GERP++ schätzt den evolutionären Druck auf spezifische Positionen in 36 Säugetierspe-

zies. Der Score liegt zwischen -12,36 und 6,18 wobei höhere Scores eine eher konservierte 

Stelle anzeigen (Hecht et al., 2015) 

11)Der PhastCons Conservation Score basiert auf multiplen Alignments von 100 Genomen von 

Wirbeltieren. Die Scores liegen zwischen 0 und 1, wobei höhere Werte bedeutet, dass die 

Stelle stärker konserviert ist (Pollard et al., 2010) 

 

Um die Mutation D262N funktionell zu charakterisieren, wurde sie kloniert (Vektor pCMV6-

Entry hnRNPA1) und das mutierte Konstrukt in C2C12 Zellen exprimiert. Dafür wurde zuerst 

die Mutation durch eine ortsgerichtete Mutagenese in den Vektor pCMV6-Entry hnRNPA1 

eingeführt. Die Mutagenesestrategie ist in Kapitel 3.7 ausführlich beschrieben. Die neueinge-

führte Punktmutation 784G>A wurde mit direkter Sequenzierung bestätigt. Der entstandene 

Vektor wurde mittels Sequenzierung auf die vorhandene Mutation untersucht und wies diese 

wie gewünscht auf (siehe Abbildung). 
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Abbildung 10 Sequenz des Plasmids mit eingeführter Mutation 

Sequenz des Plasmids an der Stelle der eingeführten Mutation c.784G>A verglichen mit dem 

Wildtyp 

 

4.2.1 Westernblotanalyse 

Anschließend wurden der Vektor mit Protein mit und ohne Mutation in C2C12 Zellen trans-

fiziert, und mit MOCK-C2C12 Zellen (Transfektion mit Leervektor), welche als Kontrolle 

dienten, verglichen. Das hieraus gewonnene Protein wurde weiter im Westernblot untersucht. 

Aufgrund eines fehlenden zuverlässigen Antikörpers gegen hnRNPA1 wurde, sowohl für den 

Westernblot als auch für die Immunfluoreszenz, der sehr zuverlässige und etablierte anti-myc-

Tag Antikörper verwendet. Der zuerst verwendete kommerzielle anti-hnRNPA1 (K350) Anti-

körper zeigte keine Bindung, weder im Westernblot noch in der Immunfluoreszenz-Färbung. 

Die Transfektion gestaltete sich als weniger effiziert als bei bisherigen Transfektionen, was der 

Größe des Vektors (5841 bp) zugeschrieben wurde. 

Die Analyse im Westernblot ergab trotzdem ein zufriedenstellendes Transfektionsergebnis bei 

der Zellernte nach 24 Stunden. Als Marker für die Transfektionskontrolle wurde GFP, für die 

MOCK C2C12 Zellen der Leervektor und zum Nachweis für die Anwesenheit von Stressgra-

nula eIF4G als Marker-Färbung verwendet (Gonzalez-Almela et al., 2018; Kedersha et al., 

2005). Tubulin wurde als Ladekontrolle verwendet. 
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Die Auswertung des Westernblots ergab in Bezug auf die Bildung von Stressgranula die 

höchste relative Expression in den MOCK Zellen, gefolgt von den Zellen mit der Mutante 

D262N und dem Wildtyp. Die Transfektionsrate zeigte sich anhand des GFPs in den Zellen mit 

der Mutante D262N am stärksten, gefolgt von den Wildtypzellen und von den MOCK Zellen. 

Die relative Expression des transfizierten Proteins war in den Zellen mit der Mutante D262N 

ein Drittel höher als in den Wildtypzellen (siehe Abbildung). 
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Abbildung 11 Westernblotanalyse 

Westernblot der C2C12 Zellen 24 h nach Transfektion, 10 µg Gesamtprotein/Lane (A), mit 

Auswertung der relativen Expression von eIF4G (B), myc-hnRNPA1 (C) und GFP (D); die 

relative Expression wurde mit Hilfe von ImageJ ermittelt (Schneider et al., 2012). 

 

4.2.2 Immunfluoreszenzanalyse 

Nach den Westernblotanalysen des hnRNPA1 wurde eine Immunfluoreszenzanalyse der mit 

dem Vektor pCMV6-Entry hnRNPA1 Plasmid NM 002136.2 myc DDK transfizierten C2C12 

Mausmyoblasten durchgeführt (Kim et al., 2007). Hier lag das Augenmerk auf der intrazellu-

lären Lokalisation von hnRNPA1. Für die immunzytochemische Analyse von hnRNPA1 wurde 

ein anti-myc-Tag Antikörper, für eIF4G als Marker für Stressgranula ein anti-eIF4G Antikörper 

und zur Färbung des Zellkerns DAPI verwendet. Die Zellen wurden auf 8-well Objektträgern 

ausgesät und 24 h nach Transfektion mit dem Wildtyp und der Mutante D262N immunfluores-

zenzgefärbt. Nach den bisherigen Ergebnissen sollte die Mutante die Bildung von Stressgranula 

in den betroffenen Zellen steigern. Es konnte hier bei der Mutante D262N im Vergleich mit 

dem Wildtyp eine größere Anzahl an Stressgranula, sowie ein größerer Durchmesser der Stress-

granula nachgewiesen werden. Außerdem zeigt sich eine größere Menge an hnRNPA1 D262N 

Mutante innerhalb der Stressgranula als bei Zellen mit Transfektion des Wildtyps (siehe Abbil-

dung). 
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Abbildung 12 Konfokalmikroskopische Analyse der transfizierten C2C12 Zellen 

Die mit der hnRNPA1(D262N)-Mutante transfizierten Zellen akkumulierten verstärkt in vitro eIF4G positiven Aggregate (Stressgranula), Maß-

stabsbalken 20 µm. 
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Tabelle 11 Übersicht einer Analyse der transfizierten C2C12 Zellen 

 Wildtyp D262N 

Transfektionseffizienz 30-40% 20-30% 

Granula pro myc-positiver Zelle 5-10 15-20 

Größe der Granula (µm) 7-15 10-18 

Zeitverlauf/Dynamik der Proteinakkumulation 24 h 24 h 

 

Des Weiteren wurde bei transfizierten C2C12-Zellen (MOCK, Wildtyp und D262N-Mutante) 

untersucht, ob ein Hitzeschock von 42°C für eine Stunde, den in Abbildung 12 gezeigten Pro-

teinakkumulationsphänotyp der D262N-Mutante verstärkt. Im Vergleich zu den in Abbildung 

12 gezeigten Zellen, konnte beim Hitzeschock keine weitere Zunahme von Größe und Anzahl 

an Stressgranula beim Wildtyp und der D262N-Mutante festgestellt werden. Die Morphologie 

der Zellen ließ zudem nicht auf einen zytotoxischen Effekt des Hitzeschocks schließen. 
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5 Diskussion 

5.1 Genotypen der Multisystemproteinopathie 

Für das breite Spektrum der möglichen Pathomechanismen bei den Multisystemproteinopathien 

ist eine fortwährende Forschung im Hinblick auf weitere Pathomechanismen, mögliche neue 

Therapieansätze und nicht zuletzt die schnelle Diagnostik und die diagnostische Gewissheit für 

die Patienten, ein essenzieller Bestandteil der heutigen Routine des Faches Neurologie (Korb 

et al., 2021). Es ist bereits nachgewiesen, dass Mutationen in Prion-like Domänen von hnRNPs 

neurodegenerativen Erkrankungen ätiologisch zugrunde liegen, insbesondere verursachen Mu-

tationen in hnRNPA2B1 eine Multisystemproteinopathie und Mutationen in hnRNPA1 eine 

amyotrophe Lateralsklerose (Kim et al., 2013). 

Nach molekulargenetischem Screening von über 200 Patienten mit degenerativen neuromusku-

lären Syndromen und Erweiterung des Genotyp-Phänotyp-Spektrums konnte ein Patient mit 

pathogener HNRNPA1-Mutation identifiziert werden (Abbildung 8). Die bisher beschriebenen 

Mutationen scheinen sehr selten zu sein, weshalb manche Arbeitsgruppen auch bei groß ange-

legten Screenings von Patienten mit Multisystemproteinopathien und amyotropher Lateralskle-

rose sowie Frontotemporaler Demenz keine dieser beschriebenen Mutationen nachweisen 

konnten (Seelen et al., 2014). Auch in der vorliegenden Arbeit konnte bei einer größeren Ko-

horte nur eine der beschriebenen Mutationen gefunden werden. Dies ist, neben einer schnelle-

ren Routinediagnostik und einer (falls möglichen) therapeutischen Expertise, ein weiteres Ar-

gument, um besonders diagnostisch schwierige Patienten mit möglichen Erkrankungen aus die-

sem Formenkreis an speziellen Zentren zu bündeln. Hier sind die Voraussetzungen mit entspre-

chender Infrastruktur und standardisierten Abläufen für die Diagnostik auch seltener Fälle be-

sonders gegeben. 

Im vorliegenden Fall konnte nur anhand einer ausführlichen und sehr zeitaufwendigen Anam-

nese, invasiver und nicht-invasiver Diagnostik sowie durch aktuelle Forschungsergebnisse eine 

Diagnose und die zugrundeliegende Ursache gefunden werden. So ergab der Stammbaum des 

Patienten den Anhaltspunkt eines autosomalen Erbgangs (Abbildung 6), wobei die erbliche 

Einschlusskörpermyopathie als Untergruppe der Multisystemproteinopathie mit autosomal-re-

zessiven oder autosomal-dominanten Erbgängen vorkommt (Broccolini & Mirabella, 2015). Es 

liegen in dieser Arbeit leider keine Proben der anderen Familienmitglieder zur Analyse vor, 
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sodass sich die Bestimmung des autosomal dominanten Erbgangs auf den Stammbaum und die 

Sequenzanalyse des Patienten stützt. 

Die bisher bekannten Gene zur Diagnostik bei Multisystemproteinopathie sind Valosin-contai-

ning Protein (VCP) (Watts et al., 2004), heterogeneous nuclear Ribonucleoprotein A2B1 und 

A1 (HNRNPA2B1 und HNRNPA1) (Kim et al., 2013), Sequestosome 1 (SQSTM1) (Bucelli et 

al., 2015; Hocking et al., 2002), Matrin 3 (MATR3) (Zhang et al., 2019), T-cell restricted in-

tracellular antigen 1 (TIA1) (Hackman et al., 2013) und Optineurin (OPTN) (Obaid et al., 2015). 

2013 wurde die Gruppierung der genetischen Erkrankungen der Multisystemproteinopathien 

unter den Aspekten der VCP, HNRNPA2B1, HNRNPA1 Mutationen als MSP 1-3 (Benatar et 

al., 2013) klassifiziert. Diesbezüglich kamen später für SQSTM1 Mutationen die MSP 4 und für 

MATR3 Mutationen die MSP 5 hinzu (Bucelli et al., 2015; Zhang et al., 2019). 

Aktuell wird geschätzt, dass Missense-Mutationen in VCP ungefähr bei der Hälfte der Multi-

systemproteinopathie Familien vorliegen (Le Ber et al., 2014). In der Analyse des VCP-Gens 

zeigten sich bei dem Patienten eine Reihe von Einzelnukleotid-Variationen (SNV) (Tabelle 8), 

welche in der Literatur bereits beschrieben wurden (Donath et al., 2015; Wang et al., 2019), 

und in dbSNP als benigne eingestuft werden. Deshalb wurden diese SNVs nicht in den Patho-

mechanismus bei diesem Patienten miteinbezogen. 

 

5.2 Klinische Symptomatik bei Multisystemproteinopathie 

5.2.1 Körperliche Unteruchung 

In der Literatur ist das beschriebene Bild einer Multisystemproteinopathie nicht einheitlich. Es 

kristallisiert sich jedoch ein Symptomkomplex heraus, wobei insbesondere das Durchschnitts-

manifestationsalter von 43 Jahren (Al-Obeidi et al., 2018; Mehta et al., 2013), Verlust der Geh-

fähigkeit (Evangelista et al., 2016), Atrophie der proximalen Muskulatur, und der intrinsischen 

Handmuskulatur, eine Fußheberschwäche und eine Scapula alata sowie die gelegentliche Be-

teiligung der Gesichtsmuskulatur zu nennen sind (Chan et al., 2012; Figueroa-Bonaparte et al., 

2016; Hubbers et al., 2007; Kimonis et al., 2000; Kimonis et al., 2008; Mehta et al., 2013; Miller 

et al., 2009). Klinisch präsentierte sich der Patient mit den Symptomen des Manifestationsalters 

mit 43 Jahren, der Atrophie sowie Parese der proximalen Muskulatur von Armen (M. biceps 

brachii-Atrophie beidseits) und Beinen (deutliche M. vastus lateralis- und M. vastus medialis-

Parese mit Atrophie) sowie der intrinsischen Handmuskulatur, der Fußheberparese, der Scapula 
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alata und einem paretisch hinkenden Gangbild mit Trendelenburgzeichen beidseits. Die Symp-

tome einer Atrophie der tiefen autochthonen Rückenmuskulatur, einer Parese der Fingerstre-

ckermuskulatur Kraftgrad 4/5 nach Janda, einer Großzehenheberparese und volle Kraft der rest-

lichen Oberarmmuskulatur beidseits beschreiben hier nicht das klassische Bild einer Multisys-

temproteinopathie, wobei fehlende Atrophien im Bereich der Hirnnerven-versorgten Muskula-

tur keine eindeutige Aussage zulassen. 

 

5.2.2 Laboranalyse 

Die Laborwerte zeigen eine mit 1482 U/l mäßig erhöhte (3- bis 10-fach) Gesamt-CK (Creatin-

kinase) nach körperlicher Schonung über einen Zeitraum von zwei Jahren und erhöhtes Myo-

globin 255 ng/ml sowie eine leicht erhöhte LDH (Laktatdehydrogenase) von 269 U/l was pri-

mär auf den Untergang von Skelettmuskulatur hindeutet (Chahin & Sorenson, 2009). Ein leicht 

erhöhtes Troponin I von 0,043 ng/ml ohne Symptomatik eines akuten Koronarsyndroms könnte 

zusätzlich auf eine Herzmuskelbeteiligung hindeuten, wurde jedoch durch Messung des Tropo-

nin I Ultra, also mit einer noch sensitiveren Methode, mit dem Ergebnis <0,05 ng/ml und dem 

Normalbefund des Herz-MRTs eher widerlegt. Das TSH und die Elektrolyte zeigen sich bei 

dem Patienten normwertig, was eine endokrine Myopathie unwahrscheinlich macht (Tabelle 

6). 

 

5.2.3 Apparative Diagnostik 

Die Myosonographie in Multisystemproteinopathien ist eine verlässliche Methode, um eine Di-

agnose zu stellen. Trotz der hohen Untersucherabhängigkeit dieser Technik wurde in Bezug auf 

z. B. die Einschlusskörpermyositis eine hohe Spezifität nachgewiesen (Karvelas et al., 2019). 

Die Myosonographie bei dem Patienten zeigte einen deutlichen Umbau der Muskulatur mit 

vermehrter Bindegewebseinlagerung im M. tibialis anterior im Vergleich zum M. gastrocne-

mius. 

Dieses Untersuchungsergebnis entspricht den bisher publizierten Ergebnissen, welche eine hö-

here Echogenität und reduzierte Muskeldicke beschreiben. Demgegenüber steht die Auswahl 

der untersuchten Muskeln. Der vornehmlich untersuchte Muskel für die Multisystemproteino-

pathie mit der besten beschriebenen Diskrimination ist der M. flexor digitorum profundus 

(Karvelas et al., 2019; Leeuwenberg et al., 2020; Vu & Cartwright, 2016), welcher hier nicht 
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untersucht wurde. In der Literatur ist beschrieben, dass der Muskeldurchmesser bei IBM Pati-

enten verglichen mit Polymyositis- und Dermatomyositispatienten sowie gesunden Kontrollen 

in allen Muskeln signifikant reduziert ist (Leeuwenberg et al., 2020). Deshalb ist davon auszu-

gehen, dass die Untersuchung des Patienten an den entsprechenden Muskeln M. tibialis anterior 

und M. gastrocnemius einen aussagekräftigen Befund ergibt. 

Die Kernspintomographie ist das wichtigste bildgebende Verfahren bei Muskelkrankheiten 

(Pipitone, 2016). Der normale Muskel besitzt im MRT eine intermediäre Signalintensität, wel-

che niedriger ist als die von Fett und Knochenmark, allerding höher als die von Knochen in 

einer T1-gewichteten Sequenz (Murphy et al., 1986). Die verschiedenen Besonderheiten und 

Charakteristika der Muskelerkrankungen können mit speziellen Sequenzen gut erfasst und dif-

ferenziert dargestellt werden. Man erkennt z. B. ein Muskelödem mittels STIR-Sequenz bei 

Myositiden oder Muskeldystrophien am besten, da die STIR Sequenzen das Fettsignal unter-

drücken können und nur Wasser als Quelle der Hyperintensität des Muskels bestehen bleibt. 

Den fettigen Umbau bei chronischen Muskelerkrankungen erkennt man am besten mittels einer 

T1-Wichtung (Maurer & Walker, 2015). Eine zusätzliche Gabe von Kontrastmittel kann ergän-

zende Informationen liefern, z. B. bei Myositiden. 

Das MRT ersetzt nicht die Muskelbiopsie, aber es ist besonders hilfreich, wenn klinisch die 

Auswahl des Biopsieortes schwierig ist (Pipitone, 2016). Die Biopsie sollte aus einem betroffe-

nen Muskel erfolgen, bei dem aber noch kein vollständiger fettiger Umbau erfolgt ist. Weiterhin 

kann durch das MRT das Verteilungsmuster von Myopathien gut erfasst werden, was zur Ein-

grenzung mancher hereditärer Myopathien zusätzliche Informationen liefern kann. 

Der oben beschriebene Befund des Patienten einer deutlich umgebauten Muskulatur mit ver-

mehrten Bindegewebseinlagerungen in der Myosonographie bestätigte sich in einem durchge-

führten MRT, in dem sich ausgedehnte Atrophien mit fettiger Degeneration in verschiedenen 

Muskelgruppen zeigte. Demgegenüber konnte eine kardiale Beteiligung und eine frontotempo-

rale cerebrale Atrophie ausgeschlossen werden. Somit bestehen zwei weitere Argumente in der 

Diagnosefindung bei dem Patienten für eine autosomal dominante hereditäre Einschlusskörper-

myopathie und gegen eine Einschlusskörpermyositis mit Morbus Paget und frontotemporaler 

Demenz (IBMPFD). 

Bei Patienten mit dem Verdacht auf einen Morbus Paget sollte im Rahmen der Diagnostik eine 

Szintigraphie mit einem radioaktiv markierten Bisphosphonat (99mTechnetium) zur Lokalisa-

tion weiterer Herde durchgeführt werden, da mit diesem Verfahren bis zu 50% mehr befallene 
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Areale entdeckt werden können als mit konventionellem Röntgen (Wellman et al., 1977). Be-

troffene Areale imponieren dann als fokale Mehrspeicherungen, wobei dann allerdings jede 

Mehrspeicherung zur Bestätigung röntgenologisch als Paget-Befall identifiziert werden muss. 

Die Skelettszintigraphie wurde bei dem Patienten ohne Hinweis auf einen Morbus Paget (PDB) 

befundet, obwohl es fokale Mehrbelegungen in den Bereichen des Sternums, am Übergang Ma-

nubrium/Corpus sterni, der SC- und AC-Gelenke beidseits, der linken Tuberositas tibiae und 

der Wirbelsäule gab. In der Wirbelsäule konnten die Mehrspeicherungen durch SPECT/CT-

Aufnahmen überwiegend exzentrisch im Bereich der Wirbelkörper-Randleisten bzw. im Be-

reich der kleinen Wirbelgelenke lokalisiert werden. Die Verteilung der Stellen mit Manifesta-

tion des Morbus Paget sind in mehreren Publikationen in absteigender Häufigkeit mit Becken, 

(lumbaler) Wirbelsäule, Femur, Schädel, Humerus und Tibia beschrieben (Fogelman & Carr, 

1980; Guyer, 1981; Khairi et al., 1974; Meunier et al., 1987; Shirazi et al., 1974; Wellman et 

al., 1977). Herauszustellen ist hier der Befall der kleinen Wirbelgelenke (Facettengelenke) 

(Altman et al., 1987), welche bei dem Patienten möglicherweise aufgrund des noch jungen Al-

ters als Beginn eines Morbus Paget und noch nicht als manifeste Form zu sehen ist. In der 

Literatur wird eine Prävalenz 2,3 – 5,4% in der Altersgruppe ab 40 Jahren beschrieben, welche 

mit zunehmendem Alter ansteigt (Barker et al., 1977). 

 

Die Elektromyographie (EMG) und die Neurographie spielen in der Basisdiagnostik im klini-

schen Alltag und bei der Entscheidung, ob eine Muskelbiopsie durchgeführt werden sollte, eine 

wichtige Rolle, indem sie zur Unterscheidung zwischen einer akuten oder chronischen Myopa-

thie sowie zum Ausschluss eines neuropathischen Prozesses beitragen (Blijham et al., 2004; 

Dalakas, 2015; Nojszewska et al., 2018). Nach den aktuellen Richtlinien zur Diagnostik der 

Einschlusskörpermyopathie des Europäischen Neuromuskulären Zentrums (ENMC) ist das 

EMG nicht enthalten (Rose & Group, 2013). Dem gegenüber steht aktuell die nationale S1-

Leitlinie der deutschen Gesellschaft für Neurologie zur Diagnostik von Myopathien, nach der 

bei jedem Patienten mit Verdacht auf eine Myopathie eine quantitative EMG-Untersuchung mit 

Nadelelektroden erfolgen sollte, um neurogene von myopathischen Prozessen zu unterscheiden. 

Der Nachweis von pathologischer Spontanaktivität, insbesondere den myotonen Entladungen 

ist hier von großer Bedeutung. Des Weiteren können der pathologischen Spontanaktivität die 

Fibrillationspotentiale, positiv scharfe Wellen und komplexe repetitive Entladungen zugerech-

net werden (Nojszewska et al., 2018). Die bisherigen Studien zeigten eine hohe Inzidenz (56-
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100%) von pathologischer Spontanaktivität, d. h. Fibrillationspotentiale, positiv scharfe Wel-

len, komplexe repetitive Entladungen und myotone Entladungen in den betroffenen Muskeln 

bei Patienten mit Einschlusskörpermyositis (Brannagan et al., 1997; Julien et al., 1982). Diesen 

Mustern der pathologischen Spontanaktivität kommen noch polyphasische Aktionspotentiale 

der motorischen Einheit (Polyphasie) in 32-56% der Patienten hinzu (Needham & Mastaglia, 

2016). 

In der Elektromyographie des Index-Patienten zeigte sich im M. tibialis anterior eine patholo-

gische Spontanaktivität in Form von positiv scharfen Wellen, Fibrillationspotentialen und ein-

zelnen Faszikulationen. Zusätzlich fanden sich myopathisch veränderte Potentiale im Sinne ei-

ner deutlich vermehrten Polyphasie. Diese und die oben beschriebenen Befunde sind zwar un-

spezifisch, jedoch sind sie typisch für die Einschlusskörpermyopathie und sollten entsprechend 

gewürdigt werden (Needham & Mastaglia, 2016).  

Bei dem Patienten zeigte sich in der Untersuchung der Nervenleitgeschwindigkeit (NLG) (Ta-

belle 7) keine Abweichung der distalen motorischen Latenz (DML), der Nervenleitgeschwin-

digkeit oder der Reizantwortamplitude der gemischt motorisch-sensiblen Nerven N. medianus 

und N. tibialis. Bei dem rein sensiblen Nerven N. suralis fand sich eine leicht reduzierte Ner-

venleitgeschwindigkeit und Amplitude. Die gleichen Befunde von pathologischen Nervenleit-

geschwindigkeiten, insbesondere von sensorischen Aktionspotentialen mit niedriger Amplitude 

und erniedrigter motorischer Nervenleitgeschwindigkeit wurden in Studien in bis zu 32% der 

Patienten gefunden (Dimachkie & Barohn, 2014), allerdings waren diese Veränderungen für 

gewöhnlich subklinisch. In der Literatur wurden bereits Fallserien von sIBM Patienten mit 

elektrophysiologischen und nervenbioptisch gesicherten axonaler Neuropathie beschrieben 

(Lindberg et al., 1990). Es ist, nimmt man fortgeschrittenes Alter und begleitend auftretende 

neurogene Störungen bei sIBM Patienten hinzu, bislang unklar, ob die Neuropathie in diesen 

Fällen Teil der Grunderkrankung oder nur ein Zufallsbefund ist. 
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5.2.4 Histologische Analyse 

Der primäre Pathomechanismus der Multisystemproteinopathie und insbesondere der Ein-

schlusskörpermyopathie ist weiterhin ungeklärt, weshalb es für die Diagnose keinen „Goldstan-

dard“ gibt. Die ursprünglich vorgeschlagenen Diagnosekriterien für die gesicherte Einschluss-

körpermyopathie waren primär über die Histologie ohne Bezug zu klinischen Symptomen de-

finiert. Wenn in der Muskelbiopsie alle Hauptkriterien wie mononukleäre Zelleinwanderung in 

nichtnekrotische Muskelfasern, Vakuolen in Muskelfasern und eine der Möglichkeiten, entwe-

der intrazelluläre Amyloid Ablagerungen oder 15-18 nm Tubulofilamente in der Elektronen-

mikroskopie, vorliegen, ist hier die Diagnose als definitiv gesichert anzusehen (Griggs et al., 

1995). Allerdings zeigt die klinische Erfahrung seit dieser Publikation, dass in Fällen, in denen 

ein langer Verlauf ohne bisherige Diagnose die klinische Symptomatik der Einschlusskörper-

myopathie zeigt, und damit auf diese Diagnose eindeutig hindeutet, jedoch eines oder mehrere 

dieser histologischen Kriterien in der ersten oder einer folgenden Biopsie fehlen kann (Chahin 

& Engel, 2008). Somit kann es vorkommen, dass mache pathologischen Kriterien erst später 

im Krankheitsverlauf auftreten, und dass ein zu strenges Festhalten daran, Patienten mit frühen 

Formen der Erkrankungen, die vielleicht eher auf eine Therapie ansprechen würden, aus-

schließt. In dem hier vorliegenden Fall zeigten sich lichtmikroskopisch „rimmed vacuoles“ 

zentral und peripher lokalisiert, zytoplasmatische Einschlüsse, multiple Vakuolen innerhalb ei-

ner Muskelfaser, elektronenmikroskopisch mit Tubulofilamenten bedeckte nukleäre Matrix, tu-

bulofilamentäre Einschlüsse innerhalb der nukleären Matrix sowie Myelin-ähnliche Strukturen 

um tubulofilamentäre Einschlüsse, autophagozytäre Vakuolen mit Tubulofilamenten innerhalb 

eines degenerierten Nukleus und ein verflochtenes Netzwerk an Tubulofilamenten (Abbildung 

7). Immunhistochemisch konnten bei dem Patienten -Amyloid Einschlüsse und eine Tau-Pro-

tein Ablagerung nachgewiesen werden. Nach den oben genannten Hauptkriterien fehlte zur ge-

sicherten Diagnose nur die mononukleäre Zelleinwanderung in nichtnekrotische Muskelfasern, 

was histologisch eine Herabstufung auf die diagnostische Kategorie „mögliche Einschlusskör-

permyopathie“ bedeutet. Die Diagnose kann selbst nach Griggs‘ Kriterien aufgrund der klini-

schen und laborchemischen Symptomatik trotzdem gestellt werden. Nach der aktuellen Emp-

fehlung der ENMC ist eine Diagnose ebenfalls als „klinisch-pathologisch definierte IBM“ mög-

lich, wobei im Gegensatz zu Griggs‘ Kriterien ein passendes klinisches Bild ebenfalls als Di-

agnose IBM gewertet wird (Rose & Group, 2013). 
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5.3 Einordung der molekulargenetischen und zellbiologischen Untersuchung des 

HNRNPA1-Gens 

5.3.1 Mutationen im HNRNPA1-Gen 

Bei dem Patienten konnte ein heterozygoter Basenaustausch Guanin zu Adenin in Position 784 

des Exon 9 mit genomischer Nomenklatur chr12:54283844 (GRCh38.p12) identifiziert werden, 

der im hnRNPA1 Protein an der Position 262 zu einem Aminosäureaustausch von Asparagin-

säure zu Asparagin führt. Die Mutation in der Prion-like Domäne (Abbildung 9) wurde erstmals 

2013 von Kim et al. im Rahmen mehrerer vorher unbekannten Krankheitsmutationen der Mul-

tisystemproteinopathie, speziell bei einer Familie im Zusammenhang mit familiärer Amy-

otropher Lateralsklerose (ALS) beschrieben (Kim et al., 2013). Die Mutation ist im Zusammen-

hang mit einer Einschlusskörpermyopathie noch nicht beschrieben, weshalb davon ausgegan-

gen werden muss, dass die Mutation sehr selten vorkommt. Mehrere Algorithmen der Bioin-

formatik wurden zur Vorhersage des Effektes der Mutation herangezogen (Tabelle 10). Dabei 

klassifizierte eine Mehrheit der Algorithmen die Mutation als pathologisch. Eine Analyse der 

phylogenetischen Konservierung ergab, dass die Aminosäure Asparaginsäure an der Stelle 262 

des hnRNPA1 Proteins hoch konserviert ist (Tabelle 9). Demzufolge äußert sich eine Mutation 

an dieser Stelle aus evolutionärer Sicht sehr kritisch hinsichtlich der Proteinfunktion. Bestätigt 

wurde das bereits in Zusammenhang mit der direkten Interaktion von hnRNPA1 mit TDP-43 

zur Regulation des RNA Metabolismus (Buratti et al., 2005), einer bereits im Multisystempro-

teinopathie-Drosophila-Tiermodell nachgewiesenen Funktion von TDP-43, hnRNPA1 und 

hnRNPA2B1 als Suppressoren der VCP-vermittelten Degeneration (Ritson et al., 2010) und 

der vorbekannten Beteiligung der hnRNPs an neurodegenerativen Erkrankungen wie z. B. dem 

X-associated tremor ataxia Syndrom (FXTAS) (Iwahashi et al., 2006; Sofola et al., 2007).  

 

5.3.2 Westernblot-Ergebnisse und Immunfluoreszenzfärbung zeigen eine Bildung von 

Stressgranula 

Um auf die Fragestellung dieser Arbeit hier weiter einzugehen, ob die Mutation D262N, wie es 

schon für andere Mutationen in hnRNPs beschrieben ist, Einfluss auf die vermehrte Bildung 

von Stressgranula hat (Kim et al., 2013) und somit generell eine Multisystemproteinopathie, 

und im Speziellen eine autosomal dominante hereditäre Einschlusskörpermyopathie auslösen 

kann, wurde eine Charakterisierung mittels Westernblot Analyse und Immunfluoreszenz durch-

geführt (Abbildung 11, Abbildung 12). 
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Die GFP-Expression der C2C12 Zellen mit MOCK und Wildtyp im Westernblot sind nahezu 

auf dem gleichen Niveau, wohingegen die Expression bei den C2C12 Zellen mit der D262N 

Mutante eine um mindestens ein Drittel höher ist. Dies lässt den Rückschluss auf eine vermehrte 

Produktion von hnRNPA1 in der Zelle zu. Die Erklärung für den Anstieg der Expression könnte 

der Funktionsdefekt des hnRNPA1 Proteins sein, welchen die Zelle durch vermehrte Produk-

tion oder einen verzögerten Abbau auszugleichen versucht. Dies zeigt sich ebenfalls in der Ex-

pressionsanalyse des hnRNPA1 Proteins, bei der die D262N Mutante ebenfalls um ein Drittel 

stärker exprimiert wird als der Wildtyp. Die eIF4G Expression war in den MOCK Zellen am 

höchsten, gefolgt von den Zellen mit der D262N Mutante und dem Wildtyp. Die Erklärung 

findet sich möglicherweise darin, dass während der Translation der größte Teil der mRNAs 

durch die Bindung von eIF4G am 5‘Ende und von poly(A)-binding protein (PABP) an ihrem 

3‘ poly(A)-Strang zirkulär vorliegt und die Translation durch die Interaktion zwischen eIFG4 

und PABP stimuliert wird (Imataka et al., 1998; Wakiyama et al., 2000). Es ist bekannt, dass 

sowohl eIF4G, PABP als auch das 5‘ und 3‘ Ende der mRNA als Initiationsfaktoren wirken 

(Kahvejian et al., 2005; Tarun & Sachs, 1995). 

Die Entstehung der Stressgranula korreliert mit dem Stillstand der Initiation der Translation, 

welcher von einem Polysomenzerfall begleitet wird und welcher die Konzentration der zyto-

plasmatischen mRNA ansteigen lässt (Panas et al., 2016). Durch einen Anstieg von zytosoli-

scher mRNA, welche durch positive Rückkopplung aufgrund fehlender Proteine gebildet wird, 

wird eine Schwelle der Sättigung der Konzentration von einem nukleären Protein-RNA Inter-

aktionsnetzwerk erreicht, welches über das „Schalterprotein“ G3BP1 (Ras GTPase-activating 

protein-binding protein 1) eine Bildung von Stressgranula auslöst. G3BP1 ist ein Enzym, wel-

ches ATP-abhängig zum einen die DNA entwinden und zum anderen RNA/DNA- und 

RNA/RNA-Duplexe trennen kann. Dabei gibt es positive und negative Rückkopplungsmecha-

nismen, die die Zusammensetzung und Bildung von Stressgranula regulieren (Gallouzi et al., 

1998; Yang et al., 2020). Dies liefert eine sehr gute mögliche Erklärung für die Ergebnisse der 

Expressionsunterschiede von eIF4G im Westernblot in den verschieden transfizierten Zellen 

(Abbildung 11). 

Die Immunfluoreszenz-Analyse zeigte für eIF4G in der Wildtyp-Variante eine gleichmäßige 

Verteilung in Zytoplasma und Nukleus, wohingegen die Verteilung bei der D262N Mutante 

stark im Zytoplasma und darin in den Stressgranula konzentriert ist. hnRNPA1 zeigte mit der 

D262N Mutante eine ebenfalls ausgeprägte Verteilung im Zytoplasma im Vergleich zur Wild-

typ-Variante (Abbildung 12). HnRNPA1 und elF4G finden sich in den gleichen Stressgranula, 
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sowohl im Wildtyp als auch in der D262N Mutante. Diese Beobachtungen deuten ebenfalls auf 

eine funktionelle Beeinträchtigung des hnRNPA1-Proteins hin. 

Es konnte gezeigt werden, dass eine signifikant höhere Einbindung der D262N Mutante in 

Stressgranula erfolgt, als es beim Wildtyp der Fall ist. Für hnRNPA2B1 konnte bereits die glei-

che Reaktion bei ALS Patienten beobachtet werden (Kim et al., 2013). Hierbei hatte sich ge-

zeigt, dass die Bildung der Granula nach Hitzeschock der Zellen bei Mutanten schneller verläuft 

als bei Wildtypen, dass jedoch nach gewisser Zeit in allen Zellen die gleiche Menge an Stress-

granula vorliegt (Yang et al., 2020). In den hier vorliegenden Ergebnissen konnte dieser Effekt 

nicht gezeigt werden. Es zeigte sich sowohl ohne als auch mit Hitzeschock immer eine unter-

schiedliche Menge und Größe an Stressgranula bei Wildtyp und D262N-Mutante. Eine mögli-

che Ursache für diese abweichende Beobachtung könnte in der unterschiedlichen Zeit des Hit-

zeschocks liegen. Im Vergleich zu diesem Paper wurde in dieser Arbeit jedoch kein Zeitverlauf, 

sondern nur ein Hitzeschock bei einer Temperatur und einer Zeitdauer durchgeführt. 

Die Zusammensetzung der Stressgranula hat ebenfalls einen Einfluss auf den Metabolismus 

und das Überleben der Zelle (Panas et al., 2016). Allerdings ist trotzdem nicht sicher, ob die 

Stressgranula Ausdruck einer Krankheit der Zelle, also ein Symptom, sind oder selbst die Funk-

tionseinschränkung verursachen. 
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5.4 Ausblick 

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass ein seltenes Auftreten einer Genvariation im HNRNPA1-

Gen maßgeblich in die Pathogenese eingebunden ist, da hierdurch die Bildung von Stressgra-

nula in vitro ohne zusätzlichen Zellstress ausgelöst wird. Durch Funktionsanalysen der Mutante 

im Vergleich mit dem Wildtyp wurde, nach transienter Expression im Zellkulturmodell, die 

pathologische aberrante Proteinaggregation bestätigt. Die Pathogenität konnte sowohl qualita-

tiv mittels Immunfluoreszenz als auch quantitativ mittels Westernblot bestätigt werden. 

Der in der Kohorte gefundene und von einer autosomal dominanten hereditären Einschlusskör-

permyopathie betroffene Patient trug eine heterozygote Mutante des HNRNPA1 Gens. Die zell-

biologischen Transfektions-Analysen zeigten trotz des Vorliegens von Wildtypprotein zahlrei-

che pathologische Veränderungen in vivo und die klonierte Mutante in vitro, sodass die patho-

genetische Ursache bei diesem Patienten in dieser Missense-Mutation zu sehen ist.  

Trotz neuer Methoden und Forschungsergebnisse werden viele weitere Experimente erforder-

lich sein, um ein tieferes Verständnis der Multisystemproteinopathien zu erlangen. So soll eine 

experimentelle Etablierung neuer Wege der Proteinaggregatauflösung z. B. mittels 1,6-hexa-

nediol (Kroschwald et al., 2015) oder mittels Natrium-4-phenylbutyrat (Chaperon und Enzy-

minhibitor) erfolgen. Natrium-4-phenylbutyrat hat bei Plectin-defizienten Myoblasten und 

Mäusen zu erheblicher Funktionsverbesserung geführt, insbesondere Desminaggregatauflö-

sung und Verbesserung der Muskelstärke bis zu voller Kraft (Winter et al., 2014). 

Ohne eine dezidierte molekulargenetische Untersuchung wäre keine genaue Differentialdiag-

nose möglich. Aufgrund der heute gut verfügbaren und eher wirtschaftlichen Methode des Next 

Generation Sequencing ist der diagnostische Weg kein langwieriges Unterfangen mehr, wie es 

bei einer manuellen Einzelgen-Analyse in vergangenen Jahren der Fall war. Das bedeutet in der 

Regel eine frühere Diagnose und gegebenenfalls gezielte, spezifische Therapieeinleitung für 

die Patienten. 
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