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1. Einleitung

Der Begriff ,,Hereditire motorisch-sensible Neuropathien“ (HMSN) oder ,,Charcot-Marie-
Tooth* (CMT) Krankheit umfa3t eine Gruppe nosologisch und genetisch verschiedener
Entitéten, die nebst der Erblichkeit als phinotypische Gemeinsamkeit ein distal akzentuiertes,
symmetrisches, primdr motorisches Polyneuropathiesyndrom aufweisen [Harding und
Thomas, 1980; Hoogendijk und de Visser, 1991]. Obwohl das Krankheitsbild bereits Mitte
des letzten Jahrhunderts erstmals beschrieben wurde, gelang erst durch die in den letzten
Jahren rapide fortschreitenden molekulargenetischen Erkenntnisse die Bestimmung einer
Vielzahl von CMT-Untergruppen mit den jeweils zugrundeliegenden genetischen Defekten.
Eine Differenzierung zwischen Typ 1, der hédufigsten und demyelinisierenden Form der
Charcot-Marie-Tooth Krankheit, und Typ 2, der axonalen Variante, gelingt durch Messung
der Nervenleitungsgeschwindigkeit (NLG) und morphologische Nervenbiopsiebefundung. So
ist die erstgenannte Form anhand deutlich reduzierter NLGs und einer Degeneration des
peripheren Markscheidenmyelins zu erkennen, wihrend Typ 2 durch normale oder lediglich
geringgradig verlangsamte NLG-MeBwerte und den Verlust von Nervenfasern charakterisiert
ist [Harding und Thomas, 1980; Dyck et al., 1993]. Fir CMT1 wurden bereits Genloci
identifiziert. So beruht der hiufigste molekulare Subtyp CMTI1A meist auf einer
heterozygoten DNA-Duplikation des Genortes fiir das periphere Markscheidenprotein 22
(PMP22) auf dem kurzen Arm von Chromosom 17 (17pl11.2) [Lupski et al., 1991;
Raeymaekers et al., 1991; Patel et al., 1992; Timmerman et al., 1992; Nelis et al., 1996].
Gelegentlich geht dieser Subtyp jedoch auch mit Punktmutationen im PMP22-Gen einher
[Valentijn et al., 1992; Roa et al., 1993], wihrend CMT1B auf Mutationen im Myelinprotein
0-Gen (PO) auf Chromosom 1q22-23 zuriickzufiihren ist [Hayasaka et al., 1993; Nelis et al.,
1994]. Hingegen zeigen CMT?2 betreffende, genetische Kopplungsstudien bislang lediglich
Hinweise auf Genloci der Chromosomen 1p, 3q und 7p [Othmane et al., 1993; Kwon et al.,
1995; De Jonghe et al., 1997], ohne dabei jedoch das molekulargenetische Korrelat genauer
verifizieren zu konnen. Die X-chromosomal dominant vererbte Form CMTX 14t histologisch
sowohl demyelinisierende als auch axonale Aspekte erkennen [Rozear et al., 1987;
Mostacciuolo et al., 1991; Hahn, 1993; Sander et al., 1998], wodurch zwangslidufig
Schwierigkeiten beziiglich der Kategorisierung resultieren, falls diese einzig auf NLG-

Messungen und morphologischen Auswertungen basiert. Gemidl dem gonosomalen



Vererbungsmodus neigen minnliche CMTX-Patienten zu einer friither einsetzenden und
schwerwiegender verlaufenden Krankheit als weibliche, wobei hiermit in der Regel auch
deutlicher reduzierte NLG-MeBwerte assoziiert sind. Konduktorinnen erscheinen sogar
gelegentlich  vollkommen  asymptomatisch, konnen jedoch  gewohnlich  mittels
elektrophysiologischer Untersuchungstechniken als Alleltrdgerinnen identifiziert werden
[Nicholson und Nash, 1993; De Jonghe et al., 1996].

Kopplungsstudien und Mutationsanalysen belegten den ursdchlichen Charakter von
Connexin32 (Cx32) -Mutationen bei CMTX [Gal et al.,, 1985; Bergoffen et al., 1993].
Dennoch bleibt der molekulare Pathomechanismus, der den Weg einer bestimmten Cx32-
Mutation zum entsprechenden Phinotyp beschreibt, noch weitestgehend unerforscht.
Connexine stellen die molekularen Bausteine sogenannter ,,gap junctions® dar, die inter- und
intrazelluldre Kanile ausbilden und somit den Austausch kleiner Molekiile ermoglichen
[Bennett et al., 1991; Ressot et al., 1998, und hierin enthaltende Literaturhinweise]. Im
peripheren Nerv 1d6t sich die Lokalisation von Connexin32 auf nicht kompakte Myelinanteile
der Schmidt-Lanterman-Inzisuren und Paranodien begrenzen, um auf diese Weise vermutlich
in erster Linie ,,gap junctions* zwischen angrenzenden Myelinlamellen derselben Schwann-
Zelle auszubilden [Bergoffen et al., 1993; Scherer et al., 1995]. Dies hitte einen bis zu 1000-
fach verkiirzten intrazelluldren Diffusionsweg zur Folge [Scherer, 1997], wodurch sowohl
duBere, abaxonale als auch innere, adaxonale Myelinlamellen, inklusive des Axons selbst, mit
Signal- und Nihrstoffen versorgt werden konnten.

Bislang entdeckte Mutationen erstrecken sich iiber das gesamte Protein [Bort et al.,
1997; De Jonghe et al., 1997; Latour et al., 1997; Rouger et al., 1997; Silander et al., 1997].
Zusammenhinge beziiglich Struktur und Funktion verschiedener Mutationen und jeweils
korrelierender klinischer Phéinotypen konnen moglicherweise dazu beitragen, die Rolle des
Proteins innerhalb des peripheren Nervensystems weiter aufzuklidren. Demzufolge wird der
Erforschung weiterer Connexin32-Mutationen bei Patienten mit hereditirer motorisch-
sensibler Neuropathie enorme Bedeutung beigemessen. AuBerdem 146t sich, wie bereits
angeklungen, eine Verwechslung mit anderen CMT-Typen oftmals nicht ausschlieBen
[Rozear et al., 1987; Hahn et al., 1990; Schiavon et al., 1996; Timmerman et al., 1996; De
Jonghe et al., 1997], wenn die Diagnostik einzig und allein auf elektrophysiologischen und
morphologischen Untersuchungstechniken basiert. Uberdies werden Mutationen minnlicher
Patienten allzuleicht als sporadisch eingestuft, falls vorherige Generationen lediglich klinisch

gesunde, heterozygote Konduktorinnen aufwiesen. Anhand dieser Fakten wird die Bedeutung



und Notwendigkeit einer genetischen Untersuchung erkennbar, da einzig und allein auf diese
Weise die Diagnose CMTX letztendlich gesichert werden kann und von enormem Interesse
beziiglich Familienplanung und Prognose, insbesondere bei weiblichen Patienten, sein diirfte.
Dariiberhinaus beweist die vorliegende Studie, daf} Paraffin-eingebettetes Material genetische
Reklassifizierungen, selbst von vor vielen Jahren nervbiopsierten Patienten, erlaubt. Auf diese
Weise wird es moglich, die Diagnostik auf verstorbene Familienmitglieder auszudehnen, und
so, mittels erweiterter Stammbaumanalysen, Genotyp-Phénotyp-Korrelationen ableiten zu

konnen.



2. Hereditiare sensomotorische Neuropathien unter besonderer Beachtung der

X-chromosomal dominanten Form CMTX

2.1 Historische Entwicklung

Bereits vor den in die Nosologie eingegangenen Autoren Charcot, Marie und Tooth beschrieb
Virchow 1855 erstmals eine Familie ,,mit progressiver distaler Muskelatrophie®, welche
dhnliche Merkmale aufzeigte, wie die heute als HMSN bekannte Krankheitsgruppe. Knapp 30
Jahre spiter, 1884, faBite Schultze die klinischen Eigenschaften der Krankheit zusammen,
wobei er auf Fallbeschreibungen von Friedreich (1866) und Eichhorst (1873) zuriickgriff.
Diese gaben als Symptome einen kindlichen bis adoleszenten Krankheitsbeginn und eine
langsam, aber progredient verlaufende distal akzentuierte Schwiche mit Muskelatrophie an.
Zunichst seien die unteren, spiter jedoch auch die oberen Extremititen betroffen. Weiter
wurde die Krankheit durch vorwiegend motorischen, weniger sensiblen Befall und
charakteristische Fuldeformititen typisiert. Da auch weitere Familienangehdrige an solchen
oder dhnlichen Symptomen erkrankt waren, vermutete man bereits damals eine Erbkrankheit.
1886 beschrieben die beiden franzdsischen Neurologen Jean-Marie Charcot und Pierre Marie
das Krankheitsbild der peronealen Muskelatrophie, welches sie an fiinf Kindern am Hépital de
la Salpetriere in Paris studiert hatten. Wihrend diese beiden die Atiologie im Myelon suchten,
vermuteten Henry Tooth, der seine Beobachtungen zur gleichen Zeit in London publizierte,
und spéter auch Hoffmann (1891) eher eine Beeintriachtigung der peripheren Nerven selbst. In
den darauffolgenden Jahren wurde bereits die Vielfalt dieser Krankheit offenbar. So
beschrieben 1893 Dejerine und Sottas zwei Geschwister von offensichtlich gesunden Eltern
mit einer ,interstitiellen hypertrophischen Neuritis®, die sich durch einen besonders
schwerwiegenden Verlauf bereits in frithester Kindheit auszeichnete. Zusitzliche Verwirrung
stifteten Publikationen, wie etwa jene von Roussy und Lévy (1926), die eine gleichzeitig
bestehende zentrale Beteiligung mit Ataxie, Tremor, Pyramidenbahnzeichen und
Optikusatrophie postulierte. Damals wie heute sind jedoch diese beiden letztgenannten
Verlaufsformen als eigenstindige Krankheitsentititen mehr als umstritten; vielmehr wird
mittels dieser Fallbeispiele der enormen phénotypischen Varianz dieses Krankheitskomplexes
Ausdruck verliehen. Erste Versuche einer Klassifizierung des heterogenen Krankheitsbildes

unternahm Davidenkow (1927), der eine Einteilung aufgrund klinischer und genetischer



Gesichtspunkte in nicht weniger als zwolf Untergruppen vorschlug. Erst mit Einfiihrung der
Neurographie erfolgte ein weiterer Meilenstein in der Historie, denn mit Hilfe
elektrophysiologischer Untersuchungen wurde es nun moglich, CMT Typ 1 mit deutlich
verlangsamten NLGs vom Typ 2 mit annihernd normalen NLGs zu differenzieren. Einer der
ersten, die dieses Phinomen beschrieben, war Henriksen 1956. Eine weitere technische
Erneuerung der damaligen Zeit, die Elektronenmikroskopie, ermdglichte es 1967 Thomas und
Lascelles nachzuweisen, dafl die beobachteten Verdickungen der Nerven auf wiederholten De-
und Remyelinisierungsvorgingen beruhen, wodurch typische Zwiebelschalen-formationen,
sogenannte ,onion bulbs®, resultieren. 1968 fafiten Dyck und Lambert die bis dato
gewonnenen Erkenntnisse zusammen und erstellten eine Klassifikation der Krankheit nach
klinischen, elektrophysiologischen und morphologischen Kriterien. Hiernach resultiert die
hypertrophe Variante CMT1 aus einer Erkrankung der Schwann-Zellen markhaltiger
Nervenfasern und weist als pathomorphologisches Korrelat die von Thomas und Lascelles
beschriebenen Verdnderungen auf. Die neuronale Form CMT2 hingegen beruht auf einer
primédren Degeneration der iiberwiegend distalen Anteile des Axons. Von Anfang an war die
Erblichkeit der Erkrankung diskutiert worden. So erweiterte Dyck 1975 seine Klassifikation
auf insgesamt sieben Untergruppen unter besonderer Beriicksichtigung des Vererbungsmodus
und des klinischen Verlaufs. Wihrend autosomal-dominante als auch autosomal-rezessive
Erbginge allgemein akzeptiert wurden, stief ein X-chromosomaler Vererbungsmodus lange
Zeit bei vielen Autoren auf Ablehnung. Dennoch beschrieben bereits 1939 und 1964, Allan
bzw. Woratz, zwei grofle Familien, die X-chromosomale Vererbung vermuten lie3en.

In den letzten zehn Jahren gelang es mit Hilfe molekulargenetischer Methoden, die
Ursache einiger Subtypen der Charcot-Marie-Tooth Krankheit aufzukldren und gleichzeitig
eine neue Klassifikation nach genetischen Gesichtspunkten zu etablieren. Insbesondere wurde
die Existenz X-chromosomaler Erbgiinge, sowohl dominant als auch rezessiv, nachgewiesen.
Nach heutigem Kenntnisstand weisen etwa 10-15% aller CMT-Patienten genetische Defekte
des X-Chromosoms auf, was einer Inzidenz von ungefihr 1:20.000 entspricht. Somit stellt die
X-chromosomal dominant vererbte Form CMTXI1 den zweithdufigsten Typ der Charcot-
Marie-Tooth Krankheit nach CMT1A dar.

Um einen X-chromosomalen Vererbungsmodus zu verifizieren, wurden genetische
Kopplungsstudien mit dem Ziel der Kartierung des zugrundeliegenden Gens auf
entsprechenden Chromosomenabschnitten durchgefiihrt. So grenzten Gal et al. (1985) durch

erneute Untersuchung der urspriinglich von Woratz beschriebenen Familie den Genlocus auf



den Bereich zwischen Xql3 und Xq21 ein, was etwa zur gleichen Zeit von Fischbeck et al.
und Beckett et al. durchgefiihrte Studien bestitigten. Rozear et al. (1987) belegten durch
Erweiterungen des knapp 50 Jahre zuvor von Allan beschriebenen Stammbaums den strengen
Charakter der Krankheit bei Médnnern und die sehr variabel ausgeprigte Klinik bei Frauen, die
sich sowohl in schwer betroffenen als auch vollig asymptomatischen Phidnotypen mit dann
normalen NLGs widerspiegelt. 1990 schlossen Hahn et al. klinische, neuropathologische und
elektrophysiologische Erkenntnisse in ihre Studie mit ein und betrachteten CMTX als Resultat
einer primédr axonalen Degeneration. Klinisch und elektrophysiologisch wurden CMTX-
Patienten etwa intermedidr zwischen CMT1 und 2 eingestuft. Dennoch wurde CMTX
weiterhin von vielen als Subtyp einer demyelinisierenden CMT1-Form angesehen.

Nachdem 1992 das gap-junction Protein Connexin32 (Cx32) von Corcos et al. auf
Chromosom Xq13.1 kartiert worden war, kam es als Kandidaten-Gen fiir CMTX in Betracht,
so dal Bergoffen et al. kurze Zeit spiter Mutationsanalysen eben dieses Genlocus
durchfiihrten. Zuvor sicherten sie mit Hilfe von Northern Blots und immunhistochemischen
Techniken die normale Expression von Cx32 im myelinisierten peripheren Nerv. Daraufhin
durchgefiihrte Sequenzanalysen enthiillten Mutationen, die sdmtlich in unterschiedlichen
Abschnitten des Proteins lokalisiert waren, was bereits damals Spekulationen zulief,
inwieweit nicht jede Cx32-Region unentbehrlich fiir die korrekte Proteinfunktion im
peripheren Nervensystem sei. Die Bestitigung dieser Hypothese wird zweifelsohne durch die
Verteilung der bis dato iiber 160 entdeckten, verschiedenartigen Cx32-Mutationen erbracht.

Cx32 (Bezeichnung aufgrund des Molekulargewichts von 32 kDa) reprédsentiert ein
Mitglied der untereinander homologen Connexin-Familie (Abb. 1). Connexine bilden die
molekularen Bestandteile inter- und intrazelluldrer Kanile, sogenannter gap junctions, die
gehduft im Bereich benachbarter Zellen lokalisiert sind, um auf diese Weise den Austausch
kleiner Molekiile (<1000 Da) wie etwa lonen, ,,second messengers“ oder Metaboliten zu
ermoglichen [Ressot et al., 1998] (Abb. 2, 3). Das 283 Aminosiduren umfassende Protein
durchzieht die Membrandoppelschicht insgesamt viermal (M1-4), wobei sowohl der Amino-
als auch der Carboxy-Terminus intrazellulér lokalisiert sind, so daf drei zytoplasmatische und
zwei extrazellulire Doménen (E1/2) resultieren [Milks et al., 1988]. Sechs kreisformig
angeordnete Connexine bilden dabei sogenannte Connexone [Sosinsky, 1996; Yeager und
Nicholson, 1996], welche iiber die jeweiligen E1- und E2-Dominen gegeniiberliegende
Korrelate erreichen und auf diese Weise erst den eigentlichen inter- und intrazelluldren Kanal

ausbilden [Bruzzone et al., 1996]. Die M3-Segmente der zusammengelagerten Connexine



kleiden diesen Tunnel aus. Hierdurch gebildete amphipathische Helix-Strukturen stellen ein
gelungenes Gating-Prinzip dar. Neigung und Rotation der M3-Dominen fiihren zur
SchlieBung des Kanals, indem kleine polare Gruppen aus dem Lumen heraus- und sperrige,
umfangreiche Phenylalanin-Reste hineingedreht werden. Die Aminosdurensequenz,
insbesondere der genannten extrazelluldren und transmembrandsen Abschnitte, erweist sich
dabei erwartungsgemif als hoch konserviert, was 1986 bereits Kumar und Gilula beschrieben,
als sie erstmals die komplette humane cDNA identifizierten und mit dem entsprechenden
Korrelat der Ratte verglichen.

Cx32 wird in einer Vielzahl von verschiedenartigen Geweben und Organen exprimiert
[Bergoffen et al., 1993; Dermietzel und Spray, 1993; Lechner-Scott et al., 1995; Dermietzel et
al., 1997]. So bestimmten 1995 Scherer et al. die genaue Lokalisation von Cx32 im peripheren
(PNS) und zentralen (ZNS) Nervensystem. Wihrend das Protein in myelinisierenden
Schwann-Zellen in den paranodalen Myelinlamellen und Schmidt-Lanterman-Inzisuren
lokalisiert ist, wird es in den Myelin-bildenden Zellen des ZNS, den Oligodendrozyten, in
Zellsomata und deren Fortsdtzen angetroffen. Erstaunlicherweise rufen Cx32-Mutationen
jedoch scheinbar ausschlieBlich im PNS Krankheitssymptome hervor. Allerdings postulierten
1996 Nicholson und Corbett auch eine zentrale Beteiligung bei CMTX-Patienten, indem sie
Verzogerungen akustisch evozierter Hirnstamm-Potentiale (BAERs) nachwiesen. Weitere
Funktionseinschrinkungen jenseits des PNS vermuteten Nelles et al. in deutlich verminderten
Werten sympathogener Glukose-Freisetzung aus hepatischen Glykogen-Speichern Cx32-
defizienter Méuse. Entsprechende Befunddaten oder gar Leberschidden konnten jedoch beim
Menschen bisher in keinster Weise mit CMTX assoziiert werden. Warum gerade
myelinisierende Schwann-Zellen besondere Empfindlichkeit gegeniiber Cx32-Mutationen
offenbaren, bedarf weiterer Kldarung.

Ebenfalls ungeklirt bleibt bislang die Frage der genauen Pathogenese bei CMTX.
Mehrere Transfektionsversuche u.a. mit Xenopus Oocyten und HelLa Zellkulturen [Bruzzone
et al., 1994; Rabadan-Diehl et al., 1994; Omori et al., 1996; Oh et al., 1997; Cao et al., 1998;
Ressot et al., 1998] verdeutlichten, dal3 Cx32-Mutationen zwei voneinander distinkte
Funktionsmuster entfalten. Zum einen der erwartungsgeméfe Verlust jeglicher gap junction-
Aktivitdt, auf der anderen Seite jedoch Mutationen, die scheinbar keinerlei Funktionseinbuf3en
offenbaren, obgleich Ressot et al. Unterschiede beziiglich Sensitivitit und Kinetik gegeniiber
Cx32-Wildtyp-Proteinen ausmachen konnten. Daher scheint diesen, auf den ersten Blick

funktionstiichtigen CMTX-Mutationen, ein subtilerer Pathomechanismus zugrunde zu liegen,



als lediglich ein einfacher Funktionsverlust. So beschrieben z.B. Oh et al. zwei Cx32-
Mutationen, denen eine reduzierte gap junction-Permeabilitit gemeinsam war; im einen Fall
durch Reduktion der maximal zuldssigen Molekiilgroe, im anderen durch verminderte
Offnungswahrscheinlichkeit des Kanals bedingt. Ein anderer moglicher Pathomechanismus
liegt darin begriindet, da3 bei neugebildeten Cx32-Proteinen entweder der Transport zur
Zellmembran hin [Bone et al., 1997] oder aber der Einbau [Yoshimura et al., 1998] in diese
nicht ordnungsgemdf verlduft. Daraufhin vermuteten Deschenes et al. (1997) eventuell
auftretende toxische Effekte durch cytoplasmatische Akkumulation von Cx32.

Im Tiermodell [Anzini et al., 1997; Scherer et al., 1998] zeigte sich, dal Cx32-
defiziente Miuse eine erst spit einsetzende, jedoch progrediente und rein demyelinisierende
periphere Neuropathie entwickeln und demzufolge morphologische Merkmale wie
Zwiebelschalenformationen oder abnorm diinne Myelinisierungen erkennen lieBen, die auf
wiederholte De- und Remyelinisierungsprozesse hindeuten. Aufgrund der protrahierten
Krankheitsmanifestation darf hierbei spekuliert werden, dal der axonale Transport ausreicht,
um auch die peripheren Anteile der kurzen Axone kleiner Lebewesen mit Nihrstoffen zu
versorgen, so daB diese eine vermutlich geringere Empfindlichkeit gegeniiber gestorten
Diffusionsvorgingen offenbaren als die wesentlich lingeren Axone des Menschen. Uberdies
fiel auf, daBl sich die weniger kompakten Anteile des Myelins, wie etwa periaxonale
Verdickungen, ungewohnlich aufgetrieben darstellten. Dagegen wichen elektrophysiologische
Untersuchungsdaten nur unwesentlich von denen des Wildtyps ab, was hervorragend mit
einem normal erscheinenden Phidnotyp und keinerlei Anzeichen von Muskelschwiche in
Einklang zu bringen war. Die im Mausmodell gewonnenen Erkenntnisse lassen jedoch
sicherlich nur bedingt Riickschliisse auf den Menschen zu, da neben den bereits erwihnten
Differenzen beziiglich der Axonldngen sicherlich auch der uniforme genetische Hintergrund
des Tiermodells eine nicht unerhebliche Diskrepanz darstellt.

Dominant vererbte Krankheiten, wie CMTXI1, korrelieren in aller Regel mit
Strukturprotein-Defekten. Es zeichnet sich jedoch in jlingster Vergangenheit immer deutlicher
ab, daB3 der Phinotyp einer hereditiren sensomotorischen Neuropathie nicht ausschlielich
durch Mutationen in fiir Strukturproteine kodierenden Genen ausgelost wird, sondern
ebenfalls Defekte regulatorischer Elemente, wie etwa Promoter-Sequenz [lonasescu et al.,
1996a] oder Transkriptionsfaktoren (EGR2, Pax-3 oder Oct-6) [Scherer, 1997; Jessen und
Mirsky, 1998; Warner et al., 1998], eine Rolle spielen.



2.2 Klinisches Erscheinungsbild

Eine Trennung einzelner CMT-Subtypen, rein nach klinischen Kriterien, erweist sich als
schlichtweg unmoglich, da die Leitsymptome in allen Untergruppen weitestgehend
iibereinstimmen. Hinweise auf CMTX liefern allenfalls typische Charakteristika eines X-
chromosomalen Erbgangs. So iibertragen Minner ihr erkranktes Gen niemals auf minnliche
Nachkommen, wihrend ihre Tochter stets obligate Alleltrdgerinnen sind. Frauen dagegen
vererben die Krankheit statistisch betrachtet an 50% ihres Nachwuchses, unabhingig des
Geschlechts. Die Penetranz betrigt nahezu 100%. Die bei CMTX-Patientinnen zu
postulierende Lyon-Hypothese impliziert einen sowohl ausgeprigteren als auch friihzeitiger
auftretenden klinischen Phénotyp bei ménnlichen Alleltrdgern, obwohl erhebliche Varianz
diesbeziiglich zu beobachten ist. Meist manifestiert sich die zunédchst blande verlaufende,
symmetrische, distal betonte Muskelatrophie und -schwiche innerhalb der ersten beiden
Lebensdekaden. Die Atrophie nimmt dabei ihren Ursprung in den intrinsischen FuBmuskeln,
um sich allméhlich auf die Unterschenkelmuskulatur auszubreiten. Hierdurch entsteht das
klinische Bild sogenannter ,,Storchenbeine* (Abb. 4 d). Uberdies fithren Muskelschwichen
und hieraus resultierende Muskelungleichgewichte zum typischen Steppergang und deutlichen
Fulldeformititen mit Hammerzehenbildung und Hohlfu3 (Abb. 4 b, c). Selten verlduft die
Erkrankung so dramatisch, dal der Patient rollstuhlabhingig wird. Ein relativ frithes und
konstantes Merkmal bei CMTX stellt der Ubergriff der Muskelschwiche auf Thenar- und
intrinsische Handmuskeln dar. Hierdurch erfahren die Patienten eine Einschrinkung ihrer
Geschicklichkeit und die Ausbildung einer mit hidufigen Krimpfen assoziierten, jedoch meist
reversiblen Krallenhand (Abb. 4 a). In nahezu allen Fillen zeigen sich die Muskeleigenreflexe
der wunteren Extremitdit stark abgeschwicht oder erloschen. Zudem fallen
Sensibilititsstorungen in Form einer distal akzentuierten, ,,strumpf- oder handschuhférmig
begrenzten* Herabsetzung der Empfindung fiir die Qualititen Propriozeption, Beriihrung und
Vibration, insbesondere bei kaltem Wetter, auf. Hierauf sind im wesentlichen auch die hiufig
zu beobachtenden Stand- und Gangunsicherheiten zuriickzufiihren, die mit Hilfe des
Romberg-Tests bzw. Unterberger-Tretversuchs objektiviert werden konnen. Gelegentlich
treten trophische Storungen auf, welche jedoch nur in Einzelféllen Ulzerationen zur Folge
haben. Weitere seltene Merkmale stellen eine aufgrund einer Beeintrichtigung der
Riickenmuskulatur zu Tage tretende Skoliose und Atemstorungen infolge einer Affektion des

N. phrenicus und daraus resultierender Zwerchfellschwiéche dar. Vereinzelt zu beobachtende
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Beteiligungen kranialer oder autonomer Nerven komplettieren schlieBlich das duflerst variabel

erscheinende klinische Bild.

2.3 Elektrophysiologische Diagnostik

Die Neurographie stellt ein perfektes Abbild der bei CMTX zu beobachtenden Heterogenitit
dar. Zum einen erinnern signifikant verlangsamte NLGs motorischer und sensibler Nerven bei
minnlichen CMTX-Patienten an CMT]1. Andererseits bringen gleiche Untersuchungen bei
Frauen meist normale oder lediglich geringgradig verzogerte MeBBwerte zum Vorschein, so
dal aufgrund der elektrophysiologischen Daten hierbei zweifelsohne von einem Typ 2
auszugehen wire. Sensible und motorische Summenaktionspotentiale lassen bei beiden
Geschlechtern stark erniedrigte oder gar fehlende Amplituden erkennen [Rozear et al., 1987;
Hahn et al.,, 1990; Hahn, 1993]. Im Elektromyogramm finden sich oftmals Zeichen
neurogenen Umbaus sowie Faszikulationen und pseudomyotone Entladungen [Hoogendijk
und de Visser, 1991]. Somit suggerieren all diese Verdnderungen eher eine primir axonale
Degeneration mit distalen motorischen und sensorischen Faserverlusten als einen primér

demyelinisierenden ProzeB.

2.4 Morphologie

Morphologische Charakteristika dhneln ebenfalls eher einem primér axonalen Geschehen, bei
dem demyelinisierende Anzeichen erst sekundédr nachzuweisen sind [Hahn et al., 1990; Hahn,
1993]. So offenbaren Nervenbiopsie-Querschnitte einen progredienten Ausfall insbesondere
groBkalibriger, myelinisierter Fasern, begleitet von reichlich Gruppen regenerierter
Nervenfasern. Diese diinn myelinisierten, regenerativen Axone bilden typische Gruppierungen
und werden von konzentrisch angeordneten Schwann-Zellfortsdtzen umgeben, so dal} sie
letztendlich Zwiebelschalenformationen &dhneln. Dariiberhinaus lassen sich Biingnersche
Bédnder und strukturelle Verdnderungen axonaler Komponenten als Zeichen chronischen
Faserverlustes darstellen.

Morphometrische Analysen belegen einen chronischen, kontinuierlich fortschreitenden

Nervenfaserverlust. So veranschaulichen Faserhistogramme den vorwiegenden Ausfall grofer
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myelinisierter Nervenfasern bei gleichzeitiger Zunahme kleinerer Faserkaliber, wobei letzteres
die bedeutende Anzahl diinn myelinisierter Regenerate widerspiegelt.

Demzufolge lassen morphologische Befunde letztlich einen chronisch progressiven,
axonalen Degenerationsprozel3 und Faserverlust mit iippigen Regenerationstendenzen
vermuten.

Nur einige wenige Autoren stellen eher demyelinisierende Veridnderungen wie
Zwiebelschalenformationen oder abnorm diinn myelinisierte Axone in den Vordergrund und
sehen diese morphologischen Merkmale in wiederholten De- und

Remyelinisierungsvorgédngen begriindet [Rozear et al., 1987; Mostacciuolo et al., 1991].

2.5 Differentialdiagnosen

Die differentialdiagnostische Abgrenzung einer hereditiren sensomotorischen Neuropathie
gegeniiber anderen Erbkrankheiten oder erworbenen Polyneuropathien erscheint insofern von
besonderem Interesse, als es darum geht dem Patienten friihzeitig die fiir ihn geeignete, der
untereinander doch sehr heterogenen Therapieformen angedeihen zu lassen. Dennoch gelingt
in etwa 10-20 Prozent aller klinisch und elektrophysiologisch diagnostizierten
Polyneuropathien keine dtiologische Zuordnung.

Liegt elektrophysiologisch eine axonale Neuropathie vor, miissen, insbesondere bei
negativer Familienanamnese, eine Vielzahl metabolischer und toxischer, selten auch
entziindliche Ursachen des Krankheitsbildes ausgeschlossen werden. Die hidufigsten Formen
stellen diabetische und alkoholische Polyneuropathien dar. Dariiberhinaus ist sicherlich die
Differentialdiagnose einer chronisch-progredienten spinalen Muskelatrophie mit distaler
Myatrophie zu erwédgen [Harding u. Thomas, 1980].

Liegt hingegen eine demyelinisierende Neuropathie vor, muf3 neben CMT1 auch eine
erworbene, immunologisch bedingte Storung in Erwidgung gezogen werden. Befinden sich
alle Blutparameter im Normbereich, ist als weiteres der Liquor cerebrospinalis auf erhohtes
Eiweil3, IgG oder oligoklonale Banden hin zu untersuchen. Diese Differenzierung erscheint
gerade deshalb von besonderem Interesse, da Patienten mit ,,Chronisch Inflammatorischer
Demyelinisierender Polyneuropathie® (CIDP) von einer immunsuppressiven Therapie
profitieren [Gabreéls-Festen et al., 1993], wihrend diese bei s@mtlichen anderen peripheren

Neuropathien relativ kontraindiziert ist.
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Dariiberhinaus stellen Friedreich-Ataxie, funikuldre Myelose und paraneoplastisches
Syndrom weitere obligate Differentialdiagnosen dar.

Eine Nervenbiopsie scheint etwa bei Verdacht auf vaskulitische Neuropathie,
Amyloidose oder Speichererkrankungen indiziert. In den iibrigen Fillen sollte zunéchst
angestrebt werden, eine ausreichende Klidrung mittels weniger invasiver Methoden,

insbesondere der DNA-Analyse, herbeizufiihren.

2.6 Therapie und Prognose

Eine spezifische Beratung im Anschlufl an die molekulargenetische Diagnose erscheint
essentiell. In einer solchen sollten die moglichen Krankheitsverldufe und, da bislang nicht
kausal therapierbar, die Moglichkeiten supportiver Manahmen besprochen werden [Cowen et
al., 1993; Bach, 1995; Molenaar et al., 1995; Njegovan et al., 1997; Wicklein et al., 1997].

So 14Bt sich der Nutzen orthopidischer Hilfsmittel, wie etwa Einlagen, speziell
angefertigter Schuhe oder Peronaeusschienen, fiir die Verbesserung der Stand- und
Gangstabilitit im Einzelfall gut abschitzen. Dagegen erscheint die Evaluierung operativer
Therapieansidtze ungemein schwierig. Denn oftmals erbringen diese Methoden lediglich
tempordre Besserung und letztendlich nicht den erhofften Benefit. Solch mogliche
Operationsverfahren bei CMT-Patienten beinhalten insbesondere  Achillessehnen-
verlingerung, Sehnentransplantationen, Sprunggelenksarthrodesen und Osteotomien.
Ebenfalls kritisch zu priifen ist die Verordnung von Medikamenten. Hierbei sind leicht
wirkende Analgetika und krampflindernde Substanzen zweifelsohne gerechtfertigt, wihrend
der Einsatz sogenannter ,,neurotropher Substanzen (a-Liponsdure / Vitamin-B12-Préparate)
in Frage gestellt werden muf, da fiir sie ein therapeutischer Effekt auf die sensomotorischen
Defizite bei hereditidren Neuropathien ohne bekannten Stoffwechseldefekt bislang nicht belegt
werden konnte. Die Suche nach alternativen Heilmethoden sollte als Indiz fiir den
Leidensdruck vieler Patienten angesehen werden. Gleichzeitig spiegelt sie die Grenzen oder
auch Unzulidnglichkeiten der Schulmedizin fiir CMT-Patienten wider. Fraglos empfohlen
werden kann eine kontinuierlich durchgefiihrte, stabilisierende Physiotherapie, wobei diese in
erster Linie dosierte Kriftigungs- und Dehnungsiibungen, insbesondere zur Vermeidung von
Kontrakturen, beinhalten sollte. Uberdies scheinen gemiBigte sportliche Aktivitit und

physikalische Therapieformen einigen Patienten Linderung zu verschaffen. Bei Bedarf konnen
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Skoliosebehandlung und Atemgymnastik zur Anwendung gelangen. Einen weiteren wichtigen
Aspekt der Patientenberatung stellt in vielen Fillen die Berufswahl bzw. -ausiibung dar.
Hierbei kann eine friihzeitige genetische Diagnostik wesentlich dazu beitragen, den relativ

hohen Prozentsatz Umschulender und Frithrentner zu reduzieren.
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3. Patientenkollektiv

Fir die vorliegende Studie wurden 45 der im Institut fiir Neuropathologie des
Universititsklinikums Aachen auf der Grundlage klinischer, elektrophysiologischer und
morphologischer Befunde als CMT kodierten Fille ausgewihlt. Hierbei lautete in 30 Fillen
die urspriingliche Diagnose axonale CMT, wohingegen die iibrigen 15 Fille eher einem
intermedidren Typ mit sowohl axonalen als auch demyelinisierenden Komponenten glichen.
Nachdem eine PMP22-Duplikation auf 17pl11.2 mittels eines semiquantitativen PCR-
Ansatzes ausgeschlossen werden konnte [Schroder, 1997; Thiex und Schroder, 1998], waren
insgesamt folgende Kriterien zu erfiillen: (1) morphologische und klinische Befunde lieen
sich mit einer Neuropathie vom axonalen bzw. intermedidren Typ vereinbaren, (2) die NLGs
zeigten lediglich méBiggradige Verlangsamung, und schlieflich (3) konnte ein X-
chromosomaler Erbgang zumindest anhand der vorliegenden Familienanamnese nicht
ausgeschlossen werden.

Darauthin wurde zum Zweck einer Mutationsanalyse des Cx32-Gens DNA aus
archivierten, Paraffin-eingebetteten Suralnervenbiopsien isoliert und hiernach PCR-SSCP-
Untersuchungsmethoden zugefiihrt. Auffillige SSCP-Laufmuster wurden sowohl einer
automatisierten DNA-Sequenzierung als auch einem Restriktionsverdau unterzogen. Bei als
Alleltrager identifizierten Personen wurde die Untersuchung weiterer Familienmitglieder
angestrebt, um anhand ihrer Blutprobe mittels Restriktionsverdau die entsprechende Mutation
entweder auszuschlieen oder aber auch bei ihnen nachzuweisen. Zur internen Kontrolle
diente Leukozyten-DNA von 20 Patienten, inklusive derer mit spiter gesicherter Cx32-
Mutation. Uberdies wurden Polymorphismen durch die Untersuchung von insgesamt 78

Chromosomen (28 Frauen/ 22 Minner) gesunder, nicht verwandter Personen ausgeschlossen.
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4.Untersuchungsgut

Zur Untersuchung gelangende Suralnerven- und in Kombination damit hiufig auch
Muskelbiopsien wurden jeweils zu einem Teil in 4%iger Formalinlosung und zu einem
anderen in 3%igem Glutaraldehyd mit 0,1 M Phosphatpuffer nach SORENSEN fixiert
[Schroder, 1984; Schroder, 1998]. Die Einbettung der fixierten Priparate in Paraffin erfolgte
nach Entwisserung in einer aufsteigenden Ethanolreihe und einem Xylolbad.

45 der auf diese Weise priparierten Suralnervenbiopsien wurden in dieser Studie
molekulargenetisch  untersucht. Die lichtmikroskopische Beurteilung erfolgte an
Semidiinnschnitten dieser Suralnervenbiopsien. Dazu wurden die mit Glutaraldehyd-fixierten
Abschnitte in einer 2%igen phosphatgepufferten Osmiumtetroxidlosung mit 0,1 M
Phosphatpuffer (nach SYURENSEN) nachfixiert, bevor sie in einer aufsteigenden Ethanolreihe
entwissert und in Epoxydharz eingebettet wurden. Hieraus wurden ca. 1,0 pm dicke

Semidiinnschnitte angefertigt, die mit Paraphenylendiamin und Toluidinblau gefirbt wurden.
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5. Methoden

5.1 Molekulargenetische Untersuchungsmethoden

5.1.1 DNA-Extraktion aus Paraffin-eingebetteten Formalin- oder Glutaraldehyd-fixierten

Suralnervenbiopsien

Aus den Paraffinblocken wurden gemif3 der jeweiligen Préparatgroe 5-10 10 um dicke
Schnitte angefertigt, so dal etwa 25 mg Gewebe je Probe resultierte. Zunichst wurde
iiberschiissiges, storendes Paraffin zum einen mittels eines sterilen Skalpells und zum anderen
durch zweimalige Versetzung der Proben mit je 1000 ul Xylol entfernt. Um das
deparaffinierte Pellet von Xylolriickstinden zu befreien, wurden die Proben zweimal mit 1000
pl absolutem Ethanol gewaschen. Die Verdunstung des restlichen Alkohols erfolgte durch
Trocknung des Gewebes fiir ca. 30 Minuten unter dem Abzug. Anschlieend wurde die Probe
mit Proteinase K (Boehringer, Mannheim), einer Endopeptidase zur Elimination stérender
Proteine, in einer Konzentration von 2 mg/ml in 50 mM Tris, pH 8,5, 1 mM EDTA und 0,5%
Tween 20 bei 37°C fiir 24 Stunden inkubiert. Hiernach wurden aufeinanderfolgend jeweils
gleiche Volumina Phenol, eine 1:1 Mischung aus Phenol und Chloroform [24:1 (V/V)
Chloroform: Isoamylalkohol] und schlieBlich reines Chloroform zur Beseitigung
proteinhaltiger Storpartikel hinzugegeben. Bevor das Prizipitat zur Entfernung von Salzen
oder sonstigen Verunreinigungen mit 70%igem Ethanol gewaschen werden konnte, hatte die
Zugabe eines 2,5fachen Volumens 100%igen Ethanols und einem 0,1fachen Volumen 3 M
Natriumacetats (pH 5,2) zu erfolgen. AbschlieBend wurde das Pellet je nach Quantitét in 0,5-1
ml TE-Puffer gelost und bei -20°C bis zum FEinsatz in der Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

aufbewahrt.

5.1.2 DNA-Extraktion aus Leukozyten

Je 10 ml EDTA-Blut gelangten zur Einsendung. Bis zur DNA-Extraktion wurden die Proben
bei 4°C gelagert, wobei jedoch die Weiterverarbeitung innerhalb der nédchsten 24 Stunden

anzustreben war. Zunichst wurde das Volumen mittels eines Lyse-Puffers (NH4CI 154 mM,
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KHCO; 9,2 mM, EDTA 2 mM) auf etwa 30 ml gebracht, um stérende Erythrozyten zu
lysieren. Nach 10miniitigem Verweilen der Probe auf Eis, wurde diese zur Abtrennung der
Zellkerne fiir neuerliche 10 Minuten mit 2000 U/min bei 4°C zentrifugiert. Dieser Schritt
wurde so lange wiederholt, bis lediglich ein klares, weilles Pellet {ibrig blieb, das keinerlei
Spuren spiter womdglich die PCR inhibierender Hamoglobin-Molekiile aufwies. Darauthin
wurde das Pellet mittels vorsichtigen Vortexens in 1,5 ml NaCl/EDTA-Puffer (75 mM/25
mM), 75 pl 20%igen SDS und 15 pl einer Proteinase K-Losung (10 mg/ml) aufgelost und
tiber Nacht bei 37°C inkubiert. Somit erfolgte erst am darauffolgenden Tag die Zugabe eines
gleichen Volumens einer dquimolaren Phenol/Chloroform-Mischung. Nach Zentrifugation mit
2000 U/min bei Raumtemperatur wurde der Uberstand mit gleichem Volumen einer 24:1
(V/V) Mischung aus Chloroform und Isoamylalkohol versetzt. Hierauf wurde nach
Wiederholung des Zentrifugationsschrittes der Uberstand mit 0,1fachem Volumen 3 M
Natriumacetats (pH 5,2) und zweifachem Volumen kalten, absoluten Ethanols durchmischt.
Die Isolierung des darauthin sichtbaren , DNA-Kniduels* gelang mittels eines sterilen
Glasstabes problemlos. Ein kurzzeitiger Reinigungsvorgang mit 70%igem Ethanol ging der
abschlieBenden Losung des Prizipitats in 2 ml TE-Puffer voraus. Auch hierbei erfolgte die
Aufbewahrung der DNA bis zum Einsatz in der PCR bei -20°C. Zuvor wurde jedoch bei
beiden Extraktionsmethoden die jeweilige Konzentration der gewonnenen DNA durch

Elektrophorese auf 1%igen Agarose-Gelen abgeschiitzt.

5.1.3 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion (engl.: polymerase chain reaction, PCR) stellt eine in vitro-
Methode dar, mit deren Hilfe DNA-Teilabschnitte mit bekannten flankierenden Sequenzen so
hiufig vervielfdltigt werden konnen, dal sie mittels einfacher molekularbiologischer
Nachweismethoden detektierbar sind [Mullis et al., 1986; Taylor, 1991]. In Verbindung mit
der Anwendung einer thermostabilen DNA-Polymerase wurde sie erstmals von Saiki et al.
(1988) beschrieben und erfuhr seit dieser Zeit unzihlige Modifikationen zur Anpassung an die
verschiedensten Spezialaufgaben. In der vorliegenden Arbeit wurde die PCR nicht nur zur
Amplifikation der kodierenden Connexin32-Sequenz, sondern auch zur Generierung von Ziel-

DNA zum Zweck der DNA-Sequenzierung verwendet.
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Zunichst ist es notwendig, zwei rund 20 Basenpaare (bp) umfassende Oligonukleotid-
Primer je DNA-Teilamplifikat synthetisch herzustellen. Bei der Auswahl entsprechender
Primer ist darauf zu achten, dal diese sich moglichst nur an die ihnen komplementiren
Sequenzen auf der Ziel-DNA anlagern kdnnen, sprich ein Primer am 3’- und der andere am
5’-Ende, um auf diese Weise unspezifische Vermehrungen zu verhindern. Durch den Abstand
zwischen den beiden Primern wird die Grofle des Amplifikats definiert, da nur der hiervon
eingeschlossene Bereich vervollstindigt wird. Der erste eigentliche Schritt der PCR besteht
nun darin, die doppelstringige DNA bei 94°C in Einzelstringe zu denaturieren. Mittels einer
Temperatursenkung auf etwa 50-65°C erfolgt die Anlagerung der Primer, das sogenannte
Annealing. Dabei binden die Primer an beiden Stringen am 5’-Ende des zu amplifizierenden
Bereichs und bilden mit ihren freiliegenden 3’-Enden den Startpunkt fiir die Polymerase.
Diese fiillt bei 72°C die komplementédren Nukleotide auf und synthetisiert so die identischen
Tochterstringe, ein Vorgang, der als Extension bezeichnet wird. Im darauffolgenden Schritt
der Denaturierung werden die Doppelstringe bei 94°C wiederum getrennt. Das Prinzip der
PCR beruht darauf, da} in den ersten Reaktionszyklen synthetisierte Amplifikate in den
folgenden Zyklen ihrerseits als Matrize dienen. Die Vorginge Denaturierung, Primerannealing
und Extension stellen in ihrer Gesamtheit einen PCR-Zyklus dar. Dabei verdoppelt sich die
Menge amplifizierter DNA mit jedem Zyklus, womit die Reaktion folglich exponentiell
verlduft.

Das Cx32-Gen umfalit 2 Exone, wobei das zweite die komplette, 283 Aminosduren
aufweisende kodierende Sequenz beinhaltet [Kumar und Gilula, 1986; Miller et al., 1988;
Ionasescu et al., 1996a]. In der vorliegenden Studie wurden vier iiberlappende DNA Segmente
amplifiziert, die den gesamten translatierten Genbereich abdeckten. Folgende

Nukleotidsequenzen lagen den Primerpaaren zugrunde:

Primerpaar 1: 1F 5°- TGAGGCAGGATGAACTGGACAGG -3’
IR 5’- TTGCTGGTGAGCCACGTGCATGG -3’

Primerpaar 2: 2F 5’- ATCTCCCATGTGCGGCTGTGGTCC -3’
2R 5’- CACTTGACCAGCCGCACCAT -3

Primerpaar 3: 3F 5’- GCAACACATAGAGAAGAAAATGCTA -3’
3R 5’- CCGGATGATGAGGTACACCACCTC -3
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Primerpaar 4: 4F 5°- CGTCTTCATGCTAGCTGCCTCTGG -3’
4R 5’- TGGCAGGTTGCCTGGTATGT -3’

Die Amplifikation der verschiedenen Fragmente wurde getrennt voneinander in jeweils 50 pl
umfassenden Ansidtzen durchgefiihrt. Diese enthielten je 150 ng genomische DNA, 5 ul 10 x
Taq Puffer (500 mM KCI, 100 mM TRIS-HCI pH 8,3, und 0,01% Gelatine), 100 uM jedes
Deoxynukleotids, 1,5 mM MgCl,, 2,5 U Taqg DNA Polymerase (Perkin-Elmer, Norwalk,
Conn.), 25 pmol des betreffenden Primerpaares und schlieBlich aqua bidest. ad 50 pl. Jeder
Reaktionsansatz wurde initial fiir sieben Minuten bei 94°C denaturiert und darauthin 40 PCR-
Zyklen unterzogen, wobei jeder Zyklus sich aus einer thermischen Denaturierung bei 94°C fiir
eine Minute, dem ebenfalls einminiitigen Primerannealing bei 62°C und letztlich der
Extension bei 72°C fiir die Dauer von zwei Minuten zusammensetzte. Die Tag-Polymerase
stellt ein hitzestabiles Enzym aus dem Bakterium Thermus aquaticus dar und besitzt unter den
gewihlten Bedingungen die Prozessivitit eines Einbaus von 1500-3000 Nukleotiden in den
wachsenden DNA-Strang pro Minute. Dem letzten Zyklus folgte ein finaler Elongationsschritt
bei 72°C fiir zehn Minuten, um eventuell bislang unvollstindig synthetisierte Fragmente an
ihren Enden aufzufiillen. Danach wurde das PCR-Produkt auf 4°C abgekiihlt und konnte bei
dieser Temperatur iiber einen langeren Zeitraum aufbewahrt werden.

Jeder PCR-Ansatz enthielt zusitzlich jeweils eine lediglich mit Wasser gefiillte
Negativkontrolle zum Nachweis einer moglichen Kontamination der Proben und somit falsch-

positiven PCR-Ergebnissen.

5.1.4 Elektrophorese der Amplifikationsprodukte auf Agarosegelen

5 pl des PCR-Produktes wurden auf einem 2%igen Agarosegel in 1 x TBE-Puffer bei 60 Volt
(V) fiir 45 Minuten elektrophoretisch aufgetrennt. Mit Hilfe des Molekulargewicht-Standards
pGEM-DNA-Marker (Promega, Madison, Wisconsin, USA), der neben den Testproben
aufgetragen wurde, gelang es, die GroBle der Amplifikationsprodukte zu bestitigen. Nach
Farbung mit Ethidiumbromid konnten die jeweiligen Banden unter UV-Transillumination

sichtbar gemacht werden.
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5.1.5 SSCP-Elektrophorese zum Nachweis von Punktmutationen

Doppelstringige DNA-Fragmente wandern im elektrischen Feld hauptsédchlich in
Abhingigkeit von ihrer GroBe und nur teilweise in Abhéngigkeit von ihren Basensequenzen
[Orita et al., 1989]. Will man nun aber geringfiigige Sequenzunterschiede, wie z.B.
Punktmutationen, in der Elektrophorese sichtbar werden lassen, gelangt als probates
Screening-Verfahren die sogenannte SSCP-Methode (engl.: single-strand conformation
polymorphism) zur Anwendung. Hierbei werden 8 pl des jeweiligen PCR-Produktes mit
einem gleichen Volumen Formamid-Puffer (95% Formamid, 10 mM NaOH, jeweils 0,05%
Bromphenolblau und Xylen-Cyanol) versetzt, fiinf Minuten auf 95°C erhitzt, in einem Eisbad
abgeschreckt und sofort der nativen, nicht denaturierenden Gelelektrophorese (ohne
Harnstoff!) zugefiihrt. Die Einzelstringe diirfen sich dabei nicht wieder zu Doppelstringen
zusammenlagern. Einzelstrang-DNA  besitzt im Gegensatz zur Doppelstrang-DNA
unterschiedliche, von ihrer jeweiligen Basensequenz abhingige, rdumliche Anordnungen
(Conformations). Diese verschiedenen Conformations gilt es elektrophoretisch darzustellen
(Abb. 5). Dies gelingt nur in einer nativen Elektrophorese, da in Gegenwart von Harnstoff
gleichartige, denaturierte Strukturen vorliegen.

In der vorliegenden Studie wurden die Abschnitte 1 und 2 auf einem 7%igen
Acrylamid-Gel (Acrylamid:Bis-Acrylamid 37,5:1) mit 5% Glycerol bei 350 V fiir 19 Stunden
und auf einem 1 x HydroLink MDE-Gel (FMC Bioproducts, Rockland, Me.) bei 15 Watt fiir
20 Stunden getestet. Dagegen erfuhren die PCR-Produkte der Abschnitte 3 und 4 die
elektrophoretische Auftrennung auf einem 10%igen Acrylamid-Gel (Acrylamid:Bis-
Acrylamid 37,5:1) bei 450 V fiir 19 Stunden und auf einem 1 x HydroLink MDE-Gel bei 15
Watt fiir einen Zeitraum von 20 Stunden. Proben von Patienten mit den folgenden Cx32-
Mutationen wurden dabei als Positivkontrollen verwendet: Argl5Trp, Leu81Phe, Tyr135Cys,
Argl42Trp (freundlicherweise iiberlassen von Prof. A. Gal und Dr. U. Orth, Hamburg,
Deutschland) und Ser281stop (freundlicherweise iiberlassen von Prof. J. J. Martin,
Antwerpen, Belgien).

Anschlieend wurde das Gel zur Darstellung der Banden silbergefirbt. Hierzu wurde es
zunidchst zehn Minuten mittels 1%iger Salpetersdure fixiert, um danach zwanzig Minuten in
0,2%iger Silbernitrat-Losung gefirbt zu werden. Nach zweimaligem, griindlichem Abspiilen
mit Aqua bidest. schloB sich ein Entwicklungsschritt mit 0,28 M Natriumcarbonat-

/0,037%i1ger Formaldehyd-Mischung an, wobei die Losung zwei- bis dreimal zu wechseln
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war. Erschien die Intensitit der Banden als ausreichend, wurde dieser Vorgang mittels
10%iger Essigsdure gestoppt. Nach wiederholtem Spiilen wurde das Gel schliellich zehn

Minuten mit S%iger Glycerin-Losung imprégniert.

5.1.6 Automatisierte DNA-Sequenzanalyse

Die Sequenzierung der DNA wurde nach dem von Sanger et al. (1977) eingefiihrten
Kettenabbruchprinzip unter Verwendung von Dideoxynukleotiden (ddNTPs) durchgefiihrt. Im
Gegensatz zur konventionellen, radioaktiven Methode, bei der insgesamt vier
Reaktionsgefile fiir jedes einzelne dANTP bendtigt werden, erfordert die automatische, nicht-
radioaktive  Sequenzierung nur ein einziges Gefd, da die Detektion der
Sequenzierungsprodukte auf dem Einbau von vier verschiedenartig fluoreszenzmarkierten
Dideoxynukleotiden (sog. Dye-Terminatoren) am 3’-Ende beruht. Neben der Eingefafreaktion
wird auf diese Weise durch die verschiedenfarbige Fluoreszenzmarkierung auch eine Einspur-
Gelelektrophorese (durchgefiihrt mit dem 373A-DNA-Sequencer, Applied Biosystems,
Weiterstadt, Deutschland) ermoglicht. Als Enzym fiir die Sequenzierung dient die Tag-
Polymerase, die bereits im ,,Premix“ (PRISM™ Dye Terminator Cycle Sequencing Ready
Reaction Kit, Applied Biosystems, Weiterstadt, Deutschland) enthalten ist und im Vergleich
zur T7-Polymerase (Sequenase) lediglich geringe Mengen an DNA erfordert. Die Auftrennung
der Sequenzierungsprodukte erfolgt in 7%igen Harnstoff-Polyacrylamidgelen. Sowohl bei der
Anfertigung des Sequenzierungsgels, als auch bei der Aufbereitung der Proben, muf
peinlichst darauf geachtet werden, dal keine der verwendeten Substanzen, inklusive der
Waschmittel fiir die Glasplatten und des Wassers zum Ansetzen der Puffer oder des Gels,
fluoreszierende Substanzen enthdlt. Die Sequenzierungsprodukte werden wihrend des
senkrechten Laufs im Gel mit Hilfe eines Lasers, geeigneter Filter und eines
,Photomultipliers* detektiert. Die FluoreszenzmeBwerte werden direkt wihrend des Laufs
von einem Geridte-immanenten Computer in Sequenzdaten umgewandelt. Diese miissen
allerdings im Anschluf} an den Lauf, aufgrund der hohen Sensitivitit der Methode und daraus
resultierenden, vom Computer nicht auflosbaren Sequenz-Zweideutigkeiten, durch visuellen
Abgleich zum ebenfalls aufgezeichneten Chromatogramm editiert werden.

Der Erfolg der Sequenzierung hingt unmittelbar von der Reinheit der eingesetzten DNA

ab. Daher wurden die PCR-Produkte mit Hilfe des QIAEX II Gel Extraction Kits (QIAGEN,
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Hilden, Deutschland) aufgereinigt. Hierzu wurde zunichst die gewiinschte DNA-Bande
mittels eines sterilen Skalpells aus einem 2%igen Agarosegel herausgeschnitten, um darauthin
mit drei Volumina des QX1-Puffers und 20 pl einer QIAEX II-Losung bei 50°C fiir zehn
Minuten inkubiert zu werden. Dies diente zum einen dem Zweck, stérende Agarose
aufzulosen und zum anderen, die Adsorption der DNA an QIAEX II-Partikel zu
gewihrleisten. Hiernach wurde die Probe fiir 30 Sekunden zentrifugiert, so daB der Uberstand
abpipettiert werden konnte. Daraufhin wurde das Pellet zur Entfernung restlicher Agarose mit
500 pl QXI1-Puffer durchmischt. Nach Wiederholung des Zentrifugationsschrittes und
Abnahme des Uberstandes wusch man das resultierende Pellet zweimal mit 500 ul PE-Puffer,
um noch vorhandene Salz-Kontaminationen zu beseitigen. Anschlielend wurden die Proben
fiir etwa 30 Minuten unter dem Abzug getrocknet. War dies geschehen, 16ste man das Pellet
nochmals in 20 pl Aqua bidest. auf, um letztlich nach zehnminiitiger Inkubationszeit bei 50°C
und erneutem Zentrifugationsschritt als Uberstand das aufgereinigte PCR-Produkt gewinnen
zu konnen. 2 ul dieses DNA-Extraktes wurden anschlieBend auf einem diinnen, 2%igen
Agarosegel aufgetragen und mit Hilfe des DNA-Standards Bio Marker Low (Eurogentec,
Seraing, Belgien) quantifiziert, wobei grundsitzlich jede Bande des Standards einer DNA-
Menge von 50 ng entspricht. Darauthin wurde die Menge des aufgereinigten
Amplifikationsproduktes so gewihlt, da} etwa 100-200 ng in der sich anschlieBenden ,,Cycle
Sequencing‘‘-Reaktion eingesetzt wurden.

Die in der SSCP verwendeten Primer kamen ebenfalls in der Sequenzierung zum
Einsatz, so da} die entsprechenden Fragmente sowohl in 5’- als auch in 3’-Richtung gelesen
wurden. Der Sequenzierungsansatz enthielt die entsprechende Menge an DNA (wie oben
angegeben), 4 pmol Primer, 8 ul ,,Premix* und aqua ad injectionem ad 20 pl. Nachdem der
programmierbare Thermoheizblock auf 96°C vorgewidrmt worden war, wurden die Proben
nach einminiitiger Denaturierung folgendem Amplifikationsprogramm mit 25 Zyklen

unterzogen:

Denaturierung: 30 Sekunden bei 96°C,
Primerannealing: 30 Sekunden bei 50°C,

Extension: 4 Minuten bei 60°C.

Nach Ablauf des Programmes wurde der Block auf 4°C abgekiihlt, worauthin die Proben

nachfolgend beschriebene Aufbereitung erfuhren.
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Hierbei wurde die DNA zunichst durch Zugabe von 2 pl 3 M Natriumacetat (ph 5,2)
und 50 pl 95%igem Ethanol gefillt und der Ansatz auf dem Laborschiittler gut durchmischt,
um danach fiir 10 Minuten auf Eis gestellt zu werden. Durch 30miniitige Zentrifugation bei
15.000 U/min und Raumtemperatur wurde die gefillte DNA sedimentiert, der Uberstand
vorsichtig abgenommen und verworfen. Das Sediment wurde durch Zugabe von 250 pl, kurz
zuvor frisch angesetztem 70%igem Ethanol gewaschen, durchmischt und bei obengenannten
Bedingungen fiir 15 Minuten erneut zentrifugiert. AnschlieBend wurde der Uberstand
vorsichtig abpippetiert und die DNA unter dem Abzug getrocknet. Auf diese Weise eingeengt,
konnten die Proben bis zur weiteren Verwendung bei -20°C aufbewahrt werden. Bevor das
DNA-Sediment auf das Sequenzierungsgel aufgetragen werden konnte, muflite es in 4 pl
Formamid/50 mM EDTA (ph 8,0) (5:1) gelost und fiir zwei Minuten bei 90°C denaturiert
werden. Nach kurzem Abkiihlen auf Eis konnten die Proben schlieflich auf das Gel
aufgetragen werden. Zuvor wurde jedoch noch ein Gelvorlauf gestartet (ca.1700 V, 18 mA, 29
W, 40°C), der nach 15-20 Minuten unterbrochen wurde, um die Proben aufzutragen. Zur
Verminderung einer Diffusion der Proben in den Laufpuffer, wurde nach dem
diskontinuierlichen Auftrag von 12 Proben die Elektrophorese-Apparatur fiir 5-10 Minuten
eingeschaltet, bis die Proben in das Gel eingelaufen waren. Hiernach erfolgte die Beladung
der restlichen 12 Geltaschen, so da3 der Hauptlauf unter den gleichen Bedingungen wie der

Vorlauf mit Datenkollektion gestartet und iiber Nacht fortgesetzt werden konnte.

5.1.7 Restriktionsenzym-Analyse

Durch DNA-Analyse offenbarte Sequenzunterschiede wurden mit Hilfe eines
Restriktionsverdaus bestitigt. Ein Verdauansatz setzte sich dabei aus 20 pl des jeweiligen
PCR-Produktes, 10 U des betreffenden Restriktionsenzyms und 30 pl des zugehorigen 1 x
Puffers zusammen. Uber Nacht erfolgte die Inkubation der Reaktionsgemische bei 37°C
(bzw. 55°C fiir den Ball-Verdau). Hiernach wurden die verdauten Fragmente auf einem
10%igen Acrylamid-Gel aufgetragen und mit 100 V bei einer Laufzeit von zwei Stunden
elektrophoretisch aufgetrennt. Silberfirbung oder Interkalierung der DNA mittels
Ethidiumbromid und nachfolgender UV-Transillumination brachte schlieBlich das

Bandenlaufmuster zur Darstellung.
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5.2 Morphometrie an Semidiinnschnitten

Zur Korrelation und Quantifizierung der Nervenfaseranzahl, ihrer Myelinschichtdicke und der
Axondurchmesser ~ wurden  die  jeweiligen  Semidiinnschnitte = der  einzelnen
Suralnervenbiopsien bei 1000facher VergroBerung in Olimmersion morphometrisch auf die
Zahl myelinisierter Nervenfasern pro mm? und den prozentualen Anteil der Myelinfliche an
der Fliche des Endoneuriums untersucht. Hierzu diente ein automatisches, optisch-
elektronisches, digitales Auswertungssystem mit der Bezeichnung KS 300 ( Zeiss/ Kontron,
Oberkochem, Miinchen).

Die Zahl myelinisierter Nervenfasern pro mm” spiegelte den Verlust von Neuronen
wider. Jedoch konnte dieser Parameter auch bei stark ausgepridgten axonalen Neuropathien
noch im Normbereich liegen, da er ebenfalls die zahlreich vorhandenen regeneratorischen
Nervenfasern miterfafite [Schroder und Sommer, 1991].

Der prozentuale Anteil der Myelinflidche an der endoneuralen Fliche zeigte den Ausfall
und den Myelinisationsgrad markhaltiger Nervenfasern an und gab Auskunft iiber die
Hypomyelinisierung infolge einer vorausgegangenen segmentalen Demyelinisierung oder
Regeneration im Zuge einer Waller’schen Degeneration. Die entsprechenden Werte fiir die
untersuchten  Suralnervenbiopsien wurden mit Kontrollwerten des Instituts fiir

Neuropathologie verglichen.
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6. Ergebnisse

Innerhalb dieser Studie war es moglich, vier Familien mit CMTX zu identifizieren, wobei
jeweils unterschiedliche Mutationen im Connexin32-Gen das pathogenetische Korrelat
darstellten (Abb. 6). Die Index-Patienten der einzelnen Familien entstammten einem zu
Beginn festgelegten, 45 CMT Patienten umfassenden Kollektiv. Phino- und Genotyp konnten
jeweils iliber mindestens drei Generationen hinweg verfolgt werden (Abb. 7). Zweifelsohne
lie sich hierbei in allen Familien der jeweilige Genotyp mit dem klinischen Phénotyp in
Einklang bringen; dennoch darf nicht unerwéhnt bleiben, dal mehrere Alleltrigerinnen der
Familien Ac06, Ac36 und Ac40 lediglich in der elektrophysiologischen Diagnostik diskrete
Anzeichen einer peripheren Nervenldsion verrieten. Der pathogenetische Charakter der
jeweiligen Mutationen wurde bestitigt, indem weder bei einem der 50 Kontrollindividuen,
noch bei gesunden Familienmitgliedern eine dieser genetischen Verdnderungen nachgewiesen
werden konnte. Klinische und -elektrophysiologische Daten von 23 der insgesamt 25
Alleltrager wurden tabellarisch aufgelistet (s. 11. Anhang). Generell ist zu betonen, daf} diese
Befunde keinerlei klare Trennung zwischen Patienten mit axonaler und intermedidrer
Neuropathie erkennen lieBen. Bestitigt werden konnte indes die stidrkere Affektion
minnlicher CMTX-Patienten, welche zudem deutlicher reduzierte neurographische Werte
aufwiesen als ihr weibliches Pendant (mittlere motorische NLG bei Ménnern: 31 m/s, Range:
27,7-33,3 m/s; mittlere motorische NLG bei Frauen: 40 m/s, Range: 35-49 m/s). Die
Ausprdgung des klinischen Phédnotyps ménnlicher Patienten reichte von méifiger bis hin zu
schwergradiger Beeintrichtigung. Noch deutlicher hingegen variierte der Phénotyp weiblicher
Alleltrdgerinnen. So schien es auch nicht weiter verwunderlich, daf gleich mehrere
Patientinnen sich ihres Genotyps vollig unbewuf3t waren. Demnach konnte die in der Literatur
beschriebene ausgepréigte phédnotypische Varianz bei CMTX, selbst innerhalb einzelner
Familien, mittels der vorliegenden Studie bestitigt werden.

Morphometrische Evaluationen konnten den axonalen Charakter der Neuropathie bei
Index-Patient(in) Ac36 und Ac40 belegen, wihrend vergleichbare Daten der Index-Patienten
Ac04 und Ac06 doch eher einen intermedidren Proze mit deutlicher demyelinisierender
Komponente vermuten lieBen (Abb. 8). So konnten insbesondere bei erstgenannten Patienten
bemerkenswerte Verluste grofer, myelinisierter Nervenfasern und reaktive Aussprossungen
regenerativer, diinn myelinisierter Fasern beobachtet werden, so daf} im Faserhistogramm eine

Verschiebung in Richtung kleinerer Durchmesser resultierte. Die bei Ac04 und Ac06 stirker
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ausgepriagte demyelinisierende Komponente kam vor allem im Rahmen der Messung des
prozentualen Anteils der Myelinfldache an der Fliche des Endoneuriums (Norm: 20-30%) zum
Ausdruck. Denn wihrend die beiden axonal zu beurteilenden CMTX-Patienten lediglich
moderate Reduktionen aufwiesen, schwand der prozentuale Anteil bei Ac04 und Ac06 auf

etwa 6% bzw. 8%. Die exakten Werte sind Tabelle 1 zu entnehmen.

Familie Ac04:

Der 29-jdhrige Index-Patient dieser Familie entwickelte bereits im Kindesalter manifesten
Tremor beider Hinde. Eine Schwiche der unteren Wadenmuskulatur fiel dagegen erst im
Alter von 17 Jahren auf. Bei der jetzigen Untersuchung offenbarte er lediglich miBig
ausgepriagte Symptome einer CMT, wie leichte Thenaratrophie, Storchenbeine und eine
HohlfuBdeformitit. Die Ausfiihrung des Fersengangs erwies sich als unmdglich. Ebenso
konnte auf beiden Seiten der Achillessehnenreflex (ASR) nicht ausgelost werden. Uberdies
fiel ein distaler, strumpfformig begrenzter Sensibilititsverlust auf. Der das Beschwerdebild
des Patienten bestimmende Haltetremor wies eine Frequenz von 4-8/s auf und erfuhr eine
durch mentalen Stress auszulosende Verstirkung. Die Messung mittlerer motorischer NLGs
erbrachte lediglich intermedidr verlangsamte Werte (33,3 m/s im Alter von 16 Jahren; 34 m/s
bei jetziger Kontrolle); die Ableitung sensorischer Nervenaktionspotentiale erwies sich als
vermindert. Die erst kiirzlich durchgefiihrte Suralnervenbiopsie ergab eine Kombination
sowohl demyelinisierender Verdnderungen, als auch axonaler Verluste, begleitet von
regenerativen Aussprossungen (Abb. 9a). Erginzend durchgefiihrte BAER-Ableitungen
suggerierten eine zusitzliche zentrale Beteiligung, indem sich sowohl die Wellen II-V als
auch samtliche Interpeaklatenzen verzogert darstellten.

Die 50-jdhrige Mutter des Index-Patienten bemerkte keinerlei klinische FEin-
schrankungen, ausgenommen des sie ebenfalls seit frithester Kindheit beeintrichtigenden
Tremors beider Hiénde. Bei ihr im Alter von 36 Jahren durchgefiihrte elektrophysiologische
NLG-Messungen erwiesen sich als deutlich verlangsamt. Ansonsten fanden sich jedoch keine
weiteren erkrankten Familienmitglieder, weder mit Tremor, noch mit Anzeichen einer
peripheren Neuropathie. Dennoch wurde allein anhand dieser beiden Familienmitglieder die
Diagnose einer CMTX in Betracht gezogen, da zum einen der morphologische Befund des
Index-Patienten eine Kombination axonaler und demyelinisierender Lisionen verriet, und zum

anderen die NLG lediglich intermedidr verlangsamte Werte aufwies. Dariiberhinaus
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deutete vor allem die von der Neuropathie klinisch unbeeintrichtigte und erst in der
Elektrophysiologie auffillige Mutter auf einen X-chromosomalen Erbgang hin.

Die Mutationsanalyse mittels SSCP erbrachte ein abweichendes Laufmuster des 5’-
terminalen PCR-Fragmentes (Abschnitt 1) sowohl auf Acrylamid-, als auch auf MDE-Gelen,
worauthin die sich anschlieBende DNA-Sequenzierung einen Basenaustausch von C zu T
enthiillte, der sich auf das zweite Nukleotid des Codons 39 bezog und einen Ersatz von Alanin
durch Valin im mutierten Connexin32-Protein zur Folge hatte (Abb. 6a). Im darauffolgenden
Restriktionsverdau resultierte aus dieser Sequenzidnderung der Verlust einer von zwei Pstl
(Boehringer, Mannheim, Deutschland) -Schnittstellen, die normalerweise im 306 Basenpaare
(bp) umfassenden Wildtyp (WT) PCR-Produkt vorzufinden sind. Mittels dieser Methode
wurde das Screening weiterer Familienmitglieder auf Vorliegen des mutierten Allels
wesentlich erleichtert (Abb. 7b). Dariiberhinaus konnte die Mutation des Index-Patienten,
ebenso wie die der Mutter, bestitigt werden, wobei letztere als Trdgerin zweier X-

Chromosomen ein heterozygotes Bandenmuster des Connexin32-Genlocus prisentierte.

Familie Ac06:

Der 41-jdhrige Index-Patient weist bereits seit seinem 8. Lebensjahr eine HohlfuBdeformitit
mit Gangstorung auf. Im Alter von 14 Jahren litt er unter permanent brennenden Schmerzen
beider Fiile, ein Zustand, der jedoch im Laufe der Zeit verschwand. Die nun durchgefiihrte
neurologische Untersuchung erbrachte bilaterale Atrophien sowohl der Thenar-, als auch der
unteren Wadenmuskulatur, wodurch eine deutliche Behinderung resultierte. So zeigte sich ein
betonter Steppergang, der in Einklang zu bringen war mit fehlender Dorsalextension des
FuBriickens. Auch bei ihm konnte der ASR beidseits nicht ausgelost werden; ebenso wurde
der Sensibilitédtsverlust als distal und strumpfformig begrenzt beschrieben. Die im Alter von
29 Jahren durchgefiihrte Messung der motorischen NLG des N. ulnaris erbrachte mit 32,3 m/s
einen deutlich verlangsamten Wert. Eine zur gleichen Zeit entnommene Suralnervenbiopsie
zeigte sowohl axonale als auch demyelinisierende Schiddigungen (Abb. 9b). Zum damaligen
Zeitpunkt wurde ebenfalls die klinische Untersuchung weiterer Familienmitglieder
durchgefiihrt. Hierbei erwiesen sich die Eltern des Patienten als offenbar gesund, auf
neurographische Aufzeichnungen wurde jedoch verzichtet. Hingegen fand man bei einer
Schwester des Index-Patienten verlangsamte motorische NLGs, so da3 damals die Diagnose
einer autosomal-rezessiven CMT1 gestellt wurde. Mittlerweile wurde die Diagnostik dieser

Patientin und ihres 14-jdhrigen Sohnes um die Messung akustisch evozierter
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Hirnstammpotentiale erweitert, wobei insbesondere der Filius dhnliche Latenzen wie Index-
Patient Ac04 aufwies.

Ein auffilliges Laufmuster sowohl der Einzelstrang-Fragmente 3, als auch 4 auf
Acrylamid- und MDE-Gelen engte bereits in der SSCP die Lokalisation der mutmaBlichen
Sequenzinderung auf das iiberlappende Segment zwischen Codon 199 und Codon 207 ein.
Endgiiltige Kldrung verschaffte die daraufthin durchgefiihrte Sequenzierung des C-terminalen
PCR-Abschnittes, indem hierbei eine Mutation in Codon 206 zu beobachten war (Abb. 6b).
Dabei 1dBt sich einer der beiden Thymin-Reste an Position 679-680 in der veridnderten
Sequenz durch eine Baseninsertion erkliren (679insT). Die hierdurch ausgeloste
Verschiebung des Leserahmens (sog. frame shift) verursacht einen vorzeitigen
Translationsabbruch nach dem Einbau von 35, nicht mit Connexin32 assoziierten
Aminosduren. Mittels eines Restriktionsverdaus gelang wiederum die rasche, jedoch
ungemein sensitive Untersuchung weiterer moglicher Alleltrdager, da die Mutation den Verlust
einer von vier BsiYI (Boehringer, Mannheim, Deutschland) -Schnittstellen des 304 bp gro3en
WT PCR-Fragmentes zur Folge hat. Auf diese Weise war es moglich, die Krankheit und den
entsprechenden Ubertriiger-Status iiber 3 Generationen hinweg zu verfolgen (Abb. 7a). So
entpuppten sich sowohl die 3-jdhrige Tochter des Index-Patienten, als auch seine
obengenannte Schwester und Mutter als heterozygot fiir das mutierte Allel, allesamt klinisch
gesund und daher bis dato ihres Genotyps nicht bewufit, obwohl zumindest bei der Schwester
elektrophysiologische Messungen bereits dhnliche Vermutungen hitten aufkommen lassen

konnen.

Familie Ac36:

Als Index-Patient dieser Familie prédsentiert sich ein 15-jdhriger Junge, der bereits im Alter
von 9 Jahren erste Symptome erkennen lie. So weist er typische Atrophien und Schwichen
im unteren Wadenbereich sowie eine HohlfuBdeformitit auf. Auch fiel bereits damals
beidseitiges Fehlen des ASR und seine Unfdhigkeit zum Hackengang auf, wohingegen eine
strumpfformig begrenzte Sensibilitdtsminderung bis zum jetzigen Zeitpunkt lediglich leichte
Ausmale annimmt. Elektrophysiologische Untersuchungen ergaben intermedidre NLG-
Verlangsamungen (N. tibialis: 33-35,7 m/s; N. peronaeus: 36,6-42,1 m/s) und deutlich
erniedrigte Amplituden sowohl sensorischer als auch motorischer Summenaktionspotentiale,
so daf} die Befunde einer primir axonalen Neuropathie entsprachen. Dies wurde anhand der

im Alter von 11 Jahren durchgefiihrten Suralnervenbiopsie bestitigt, die einen langsam
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fortschreitenden axonalen Prozel mit nur gering ausgepridgten Zeichen einer De- und
Remyelinisierung und nur wenigen Zwiebelschalenformationen dhnelnden Gebilden widergibt
(Abb. 9c).

Die klinische Affektion iibriger Familienmitglieder stellt sich variabel dar. So
offenbaren die Mutter und GroBmutter des Index-Patienten lediglich milde ausgeprigte
Zeichen einer Neuropathie, wihrend sowohl ein Onkel, als auch GroB3onkel miitterlicherseits
schwer erkrankt sind. Dariiberhinaus existiert in der Familie eine zweite X-chromosomal
vererbte Krankheit. Da der GroBvater des Index-Patienten zwar rot-griin blind, aber nicht
Cx32-Alleltriger ist, der Index-Patient jedoch beide Krankheiten aufweist, mufl in der
Keimbahn der Mutter eine obligate Rekombination zwischen beiden betreffenden Genloci
stattgefunden haben, zumal bei ihrem zweiten Sohn weder der eine, noch der andere
Gendefekt nachzuweisen ist. Diese Entkopplung von Markern zum einen auf dem kurzen und
zum anderen auf dem langen Arm des X-Chromosoms beobachteten bereits Iselius und
Grimby (1982) und schlossen kausale Zusammenhinge zwischen beiden Krankheiten aus.

Ein abweichendes Wanderungsverhalten des N-terminalen PCR-Fragmentes liel} sich in
der SSCP-Analyse auf 7% Acrylamid-Gel beobachten, wohingegen das Laufmuster auf MDE-
Gelen keinerlei Auffilligkeit verriet. In der DNA-Sequenzierung zeigte sich ein
Basenaustausch von G zu A an Position 127 in Codon 22, wodurch ein
Aminosiurenaustausch von Arginin zu Glutamin resultiert (Abb. 6c¢). Diese Daten konnten
anhand eines Restriktionsverdaus mit Ball (Promega, Madison, Wis.) bestitigt werden, da der

Basenaustausch eine zusitzliche Schnittstelle fiir dieses Enzym impliziert (Abb. 7c¢).

Familie Ac40:
Das Auftreten erstmaliger Symptome bei der Index-Patientin dieser Familie datiert etwa
zuriick auf das 40. Lebensjahr. Die damalige neurologische Untersuchung der mittlerweile 47-
jahrigen Frau lieB eine deutliche Gangstérung und mélige Atrophie der Thenar-Muskeln
erkennen. Uberdies litt die Patientin an einem beidseitigen Karpaltunnel-Syndrom. Sowohl an
der oberen, als auch an der unteren Extremitiit fiel ein distaler, etwa handschuh- bzw.
sockenformig begrenzter Sensibilititsverlust auf. Muskelschwiche lief sich vor allem an
Armen und Hénden eruieren.

Neurographische Untersuchungsbefunde sprachen fiir eine primér axonale Neuropathie
mit nur méBig reduzierten NLG-Werten motorischer Nerven (N. medianus: 43,8 m/S; N.

tibialis: 58,9 m/s; N. peronaeus: 43,5 m/s), jedoch deutlich verlangsamten sensorischen NLGs
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(N. medianus: 33,9-38,2 m/s; eine Ableitung des N. suralis gelang mittels
Oberflachenelektroden  nicht). Die  Messung  motorischer und  sensorischer
Summenaktionspotentiale ergab stark reduzierte Amplituden. Auch das Elektromyogramm
konnte Zeichen chronisch fortschreitender Denervierung sowohl der oberen, als auch der
unteren Extremitit belegen. Demzufolge lieBen sich sdmtliche Befunde mit der Diagnose
einer CMT2 vereinbaren.

Eine Nervenbiopsie wurde bei der Patientin im Alter von 44 Jahren durchgefiihrt und
brachte deutliche Verluste grofler, myelinisierter Nervenfasern bei parallel zu beobachtenden
Regenerationstendenzen zum Vorschein (Abb. 9d), was mittels morphometrischer Analysen
belegt werden konnte, die ebenfalls einen primér axonalen Prozell mit Zeichen von De- und
Remyelinisation verrieten.

Auch ihre beiden Sohne lassen sich als Alleltrdger identifizieren, wobei der jlingere,
ohnehin schwerer betroffene, bereits seit seinem 19., der iltere seit seinem 25. Lebensjahr
manifeste Krankheitssymptome verspiirt. Ein Cousin (mit * gekennzeichnet) beider wurde
bereits im Alter von 11 Jahren aufgrund zweier, sich gegenseitig verstirkender Krankheiten an
den Rollstuhl gefesselt. Zum einen durch die in der Familie bekannte Neuropathie, mit bei
ihm stark ausgepridgten FuBdeformititen, und zum anderen durch eine sporadisch aufgetretene
muskulire Dystrophie mit Deletion der Exone 3-7 des Dystrophin-Gens, so da3 sowohl distale
als auch proximale Muskelatrophien resultieren. Bis dato weist dieser Patient jedoch im Alter
von 27 Jahren keinerlei respiratorische Probleme auf, so dall offenbar eher von einem Becker-
Kiener Typ als der wurspriinglich diagnostizierten Form einer Duchenne’schen
Muskeldystrophie ausgegangen werden kann. Die zweifelsohne auch in dieser Familie zu
beobachtende Varianz spiegelt sich im Phénotyp dreier, jeweils verschiedenen Generationen
zugehoriger  Alleltragerinnen  (I-1, 1II-5, 1II-7) wider, die allesamt lediglich
elektrophysiologische Auffilligkeiten verrieten. Bei zweien dieser wurden daraufhin
erginzend akustisch evozierte Hirnstammpotentiale abgeleitet, die auf eine zusitzliche
zentrale Affektion hinwiesen, indem vor allem Patientin II-5 Verzogerungen sowohl der
proximal zu lokalisierenden Wellen als auch der Interpeaklatenzen erkennen lieB3.

In der SSCP-Analyse stellte sich ein Laufweitenunterschied des 5’-terminalen PCR-
Abschnittes sowohl auf Acrylamid- als auch auf MDE-Gelen dar. Dieses abweichende
Wanderungsverhalten der Einzelstringe stimmte mit dem Laufmuster einer Positivkontrolle
(Argl5Trp) iiberein. Die Bestitigung erfolgte mittels DNA-Sequenzierung, da sowohl Index-

Patientin als auch Positivkontrolle einen Basenaustausch von C zu T des ersten Nukleotids (an
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Position 105) in Codon 15 verrieten, woraufhin eine Substitution von Arginin durch
Tryptophan im Connexin32-Protein resultiert (Abb. 6d). Auch hierbei wurde im Verdau
mittels des Restriktionsenzyms Bsrl (New England Biolabs, Beverly, Mass.) eine durch die
Mutation neu entstandene Schnittstelle genutzt, um Alleltriger anhand zusitzlicher

Fragmentbanden im Gel zu identifizieren (Abb. 7d).
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7. Diskussion

Inhalt dieser Studie war die Untersuchung eines definierten Patientenkollektivs mit axonaler
oder intermedidrer Neuropathie auf Mutationen des Cx32-Gens. Vier dieser Patienten wiesen
eine jeweils unterschiedliche CMTX-Mutation auf, woraufhin die Mutationsanalyse auf
Familienmitglieder ausgedehnt wurde. Zwei der innerhalb dieser Studie beobachteten
Mutationen wurden zuvor noch nicht in der Literatur beschrieben, wobei eine dieser beiden
einen frame shift und dadurch bedingten vorzeitigen Translationsstop hervorruft. Molekulare
und klinische Untersuchungen offenbarten komplette Ubereinstimmung von Phiino- und
Genotyp innerhalb der einzelnen Familien: So trug weder ein Patient zwei gesunde Allele,
noch konnte die Mutation bei klinisch unauffélligen Familienmitgliedern entdeckt werden.

Innerhalb dieser Studie konnte zum ersten Mal nachgewiesen werden, daf
Mutationsanalysen des Connexin32-Gens auch anhand Paraffin-eingebetteten Materials
durchfiihrbar sind. Bislang gelang die DNA-Extraktion aus Paraffin-eingebetteten
Nervenbiopsien lediglich im Rahmen von CMTI1A-Fillen [Schroder, 1997; Thiex und
Schroder, 1998] und aus einigen anderen Geweben [An et al., 1994; Date et al., 1997]. Mittels
zusitzlich durchgefiihrter Analysen an Leukozyten-DNA wurde die Zuverldssigkeit der
angewandten Methoden iiberpriift und zugleich bestitigt, dal es sich bei den entdeckten
Sequenzidnderungen tatsdchlich um Keimbahnmutationen handelt. Demnach erlaubt dieser
Ansatz zweifelsohne die genetische Reklassifikation von Nervenbiopsien und eine
entsprechende Ausdehnung von Mutationsanalysen auf verstorbene Familienmitglieder. Auf
diese Weise besteht die Moglichkeit mittels erweiterter Stammbaumanalysen gewisse
Struktur-Funktions-Korrelationen zwischen verschiedenen Connexin32-Mutationen und den
jeweils resultierenden klinischen Merkmalen abzuleiten. Denn betrachtet man die enorm
ausgepriagte Varianz der CMTX-Punktmutationen und entsprechender Phinotypen, so sollte
der Charakter einer Mutation durchaus relevante Aussagen zu Klinik und Prognose
ermoglichen.

Connexin32 wird auBer in Schwann-Zellen des PNS in einer Vielzahl weiterer Gewebe
exprimiert. Hierzu zidhlen u.a. Leber, Pankreas und Epithelzellen, ebenso wie zentral
myelinisierende Glia [Bergoffen et al., 1993; Dermietzel und Spray, 1993; Dermietzel et al.,
1997]. Jedoch offenbaren CMTX-Patienten einzig eine periphere Neuropathie, ohne jegliche
Beeintrichtigung eines anderen Organs zu zeigen. Moglicherweise besitzen myelinisierende

Schwann-Zellen eine gesteigerte Empfindlichkeit gegeniiber Connexin32-Mutationen, da
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dieses 32 kDa schwere Protein auch gleichzeitig das einzige ihrerseits exprimierte gap
junction-Protein darstellt. Demgegeniiber exprimieren die meisten anderen Zellspecies weit
mehr als nur ein Mitglied der Connexin-Familie und sind so unter Umstinden in der Lage, das
mutierte Connexin32 zu substituieren [Scherer et al., 1995]. Dariiberhinaus wiesen in vitro-
Studien die Funktionalitét heterotypischer interzelluldrer Kanalformationen verschiedenartiger
Connexine nach. So sind sowohl Cx32-Wildtyp-Proteine als auch funktionelle CMTX-
Mutationen in der Lage, mit Cx26, 46 und 50 intakte gap junctions auszubilden [Bruzzone et
al., 1996; Kumar und Gilula, 1996; Ressot et al., 1998]. Neueren elektrophysiologischen
Studien zu Folge, welche eine eindeutige Affektion zentraler myelinisierter Leitungsbahnen
postulieren [Nicholson und Corbett, 1996], scheint jedoch die Manifestation einer CMTX
keineswegs strikt auf das PNS begrenzt zu sein. Hierauf soll im folgenden noch néher

eingegangen werden.

Neuartige und bereits beschriebene Mutationen im Connexin32 Gen

Unmittelbar bevor die erste Transmembrandomine in den extrazelluldren Bereich
tibergeht, 146t sich die Aminosdure Ala39 lokalisieren. Die in einer der Familien zu
beobachtende Substitution von Alanin durch Valin scheint hierbei keine drastische Anderung
der Primérstruktur und alpha-helikalen Ausrichtung des ersten transmembrandsen Abschnitts
hervorzurufen, da beide Aminosiuren groBe Ahnlichkeiten beziiglich ihrer strukturellen und
biochemischen Eigenschaften aufweisen. Allerdings stellt Ala39 eine hoch konservierte
Aminosdure unter Mitgliedern der Connexin-Genfamilie sowohl bei Ratte und Xenopus als
auch beim Menschen dar, wihrend dies auf andere transmembrandse Alanin-Reste nicht
zutrifft [Kumar und Gilula, 1986; Bennett et al., 1991]. Dariiberhinaus wiesen mehrere,
bislang beschriebene missense-Mutationen der direkt benachbart liegenden Nukleotid-Triplets
einen CMTX-Phéanotyp auf [Orth et al, 1994; Nelis et al., 1996], wobei eine dieser
Mutationen den geschilderten konservativen Aminosidurenaustausch von Alanin zu Valin
exakt widerspiegelt. Zudem beweisen in vitro-Ansitze, da einzelne Aminosdure-
Substitutionen innerhalb der ersten Transmembrandomine durchaus die Kanalfunktion zu
beeintrichtigen wissen [Oh et al., 1997]. So gelangt man schlieBlich unter Zugrundelegung
aller Untersuchungsergebnisse zu dem Schluf}, daf die strukturelle Integritit der Grenzregion
zwischen erster transmembrandser Helix und extrazellulirer Domine fiir eine korrekte

Funktion des Connexin32-Proteins gewihrleistet sein mul.
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Keinen Zweifel ob des pathogenetischen Charakters 148t die in einer weiteren Familie
zu beobachtende Insertion einer zusitzlichen Thymin-Base in Codon 206 aufkommen, da
hierdurch nach Einbau von 35, nicht mit Connexin32 assoziierten Aminosduren ein deutlich
verkiirztes Protein resultiert. Zum einen zerstort diese Verschiebung des Leserahmens
vermutlich die durch Einbau von Prolin- und Glycin-Resten angestrebte alpha-helikale
Anordnung des C-Terminus. Noch wesentlich gravierender erscheint jedoch die Substitution
von in der Wildtyp-Sequenz an Position 215, 219 und 223 vorhandener Arginin-Reste durch
apolare Aminosiduren. Denn genau diese basischen Bestandteile des Proteins scheinen mit
negativ geladenen Abschnitten der mittleren zytoplasmatischen Doméne zu interagieren, um
so den Offnungszustand des Kanals mittels chemischer und elektrischer Signale regulieren zu
konnen [Peracchia und Wang, 1997, und hierin enthaltende Literaturhinweise]. Demzufolge
beeintrichtigen zweifelsohne die durch frame shift hervorgerufene Verkiirzung des C-
Terminus und hierdurch bedingter Funktionsverlust sdmtliche gap junction-vermittelten
Diffusions- und Signalvorginge.

Die in den beiden iibrigen Familien zu beobachtenden Cx32-Mutationen konnten bereits
mehrfach in anderen, nicht miteinander verwandten Familien beschrieben werden [lonasescu
et al., 1995a; Nelis et al., 1996; De Jonghe et al., 1997; Silander et al., 1997; Wicklein et al.,
1997], wobei sogar unterschiedliche Nukleotidsequenzidnderungen innerhalb von Codon 15
und Codon 22 zu verzeichnen waren. Daher braucht der pathogenetische Charakter der
Mutationen Argl5Trp und Arg22Gln auch nicht in Frage gestellt zu werden. Bisweilen relativ
unbeantwortet bleibt jedoch die Frage hinsichtlich funktioneller Eigenschaften der betroffenen
Abschnitte, so daB lediglich Spekulationen diesbeziiglich existieren [Fairweather et al., 1994;
Silander et al., 1997; Wicklein et al., 1997]. Hiernach werden der ersten Zytoplasmadoméne,
die auch Argl5 beinhaltet, gewisse Kontrollfunktionen bei der Kanaloffnung zugeschrieben.
Arg??2 ist bereits transmembrands lokalisiert und nimmt demnach vermutlich entscheidenden
EinfluB auf eine ordnungsgemifle Kanalformation. Dariiberhinaus scheinen beide Mutationen,
insbesondere da sie jeweils keinen konservativen Aminosdurenaustausch darstellen, die

korrekte Membraninsertion des Proteins wesentlich zu beeintrédchtigen.

Klinischer Phinotyp

Trotz der missense-Mutation Ala39Val lie der Index-Patient AC04 lediglich moderate CMT-

Symptome erkennen, auch wenn ein beidseitiger Tremor durchaus beeintrichtigend wirkte.
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Seine Mutter wies diesen Tremor ebenfalls auf; die Neuropathie dagegen war bei ihr lediglich
an reduzierten NLG-MeBwerten auszumachen. So scheinen der relativ milde Phédnotyp des
Index-Patienten und keinerlei duflere Neuropathiezeichen seiner Mutter offenbar doch mit der
wenig verdnderten Struktur des mutierten Proteins in Beziehung zu stehen. Ein gleichzeitiges
Auftreten von Tremor und hereditdrer sensomotorischer Neuropathie wurde erstmals 1926
beobachtet und nach seinen Erstbeschreibern als Roussy-Lévy Syndrom (RLS) bezeichnet.
Jedoch lieBen die im Laufe der Zeit hinzugewonnenen elektrophysiologischen,
morphologischen und genetischen Erkenntnisse starke Zweifel beziiglich einer Abgrenzung
des RLS als eigenstindige Krankheitsentitdt aufkommen, so da3 heute zusitzlich auftretender
Tremor lediglich als ein weiteres phédnotypisches Merkmal des ohnehin bunten CMT-
Krankheitsbildes gewertet wird [Ionasescu, 1995b]. Nervenbiopsien solcher Patienten
offenbaren meist demyelinisierende, CMT1 dhnelnde Lésionen [Harding und Thomas, 1980;
Barbieri et al., 1984], gestiitzt durch den molekulargenetischen Nachweis einer CMT1A-
Duplikation auf 17p [Thomas et al., 1997; Auer-Grumbach et al., 1998]. Andererseits wurde
jedoch auch das Krankheitsbild mehrerer CMT2 Familien mafBgeblich durch manifesten
Tremor geprégt [Salisachs et al., 1979]. Dariiberhinaus gibt die in dieser Studie beschriebene
Familie berechtigten AnlaB3 zu der Annahme, dafl ebenfalls CMTX mit Tremor assoziiert in
Erscheinung treten kann. Jedoch kann hierbei weder eine rein zuféllige Assoziation noch das
Vorliegen einer zweiten genetischen Alteration ausgeschlossen werden, so daf letztendlich
Untersuchungen weiterer CMTX-Familien hinsichtlich des Vorkommens eines Tremors zur
Kldrung beitragen miissen. Der zentrale oder aber periphere Ursprung des mit peripherer
Neuropathie assoziierten Tremors wurde seit jeher kontrovers diskutiert [Brooks et al., 1992;
Cardoso und Jankovic, 1993; Bain et al., 1996]. Im Rahmen der IgM-Neuropathie konnte
nachgewiesen werden, dal der hierbei zu beobachtende Tremor auf fehlgeleitete periphere
Impulse zuriickzufiihren ist und darauthin letztlich im Kleinhirn generiert wird, obgleich
dieses wiederum vollkommen intakt zu sein scheint [Bain et al., 1996]. Auf der anderen Seite
verdichten sich die Beweise, da3 auch zentrale Leitungsbahnen bei CMTX involviert sind
[Nicholson und Corbett, 1996]. Gestiitzt wird diese Hypothese u.a. durch verzogerte BAERs,
die auch drei der hier untersuchten Familien aufwiesen. So belegten die innerhalb dieser
Studie aufgezeichneten Werte eindeutig den eher zentralen Charakter der im Verlauf des
achten Hirnnervs zu beobachtenden Leitungsverlangsamungen. Denn wihrend Latenzen der
peripher zu lokalisierenden Welle I stets Normwerte aufwiesen, zeigten insbesondere die dem

Bereich des pons und colliculus inferior zuzuordnenden Wellen IV und V deutliche
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Verzogerungen. Daher scheint die Uberlegung gerechtfertigt, ob ein mit CMTX assoziierter
Tremor im ZNS, und dort vermutlich im Kleinhirn, seinen Ursprung findet und somit als
weiteres Zeichen zentraler Beteiligung zu werten ist. Demzufolge sollte zukiinftig die
Uberpriifung zerebelldrer Funktionen eine obligate und durchaus interessante Fragestellung
bei Patienten mit Connexin32-Mutation darstellen.

Deutliche Symptome einer CMT wies hingegen Index-Patient Ac06 auf, obgleich der
Phénotyp von Patienten mit nonsense-Mutation in den benachbart liegenden Abschnitten
Codon 217 und Codon 220 noch schwerwiegender ausfiel [lonasescu et al., 1996b], hierdurch
hervorgerufene Effekte jedoch durchaus dem des C-terminalen Funktionsverlustes
entsprechen diirften. Trotz alledem zeigte eine Schwester des Index-Patienten, ihres Zeichens
selbst Alleltrdgerin, bis dato keinerlei Anzeichen einer peripheren Neuropathie. Ebenso erging
es ihrer Mutter, die im Alter von 57 Jahren ohne jegliche Beeintrichtigung verstarb. Diese
enorm ausgeprigten Differenzen beziiglich des Phinotyps mogen zum groBten Teil durch
Mosaikbildungen des mutierten X-Chromosoms und eine hierdurch hervorgerufene
Verzogerung und mildere Ausprigung der Krankheit bei weiblichen, heterozygoten
Patientinnen zu erkldren sein. Dariiberhinaus stellt jedoch grofe phénotypische Varianz ein
ohnehin hiufig zu beobachtendes Phinomen bei CMTX-Patienten mit der gleichen Mutation,
selbst innerhalb einer Familie, dar [Silander et al., 1997]; ebenfalls bestitigt durch die
Stammbaumanalysen der Familien Ac36 und Ac40. Denn wihrend sowohl beide Index-
Patienten als auch einige weitere Familienmitglieder deutlich ausgeprigte Zeichen einer
peripheren Neuropathie verrieten, fielen gleich mehrere klinisch gesunde Patientinnen erst in
der elektrophysiologischen Diagnostik auf. Diese extreme Bandbreite klinischer Symptome
war auch Gegenstand der Beschreibung in bislang verdffentlichten Studien zu Argl5Trp und
Arg22Gln [lonasescu et al., 1995a; Nelis et al., 1996; De Jonghe et al., 1997; Silander et al.,
1997; Wicklein et al., 1997]. Folglich 146t sich die Variabilitit der Krankheitssymptome nicht
einzig und allein auf den jeweiligen Genotyp zuriickfiihren. Vielmehr scheinen zusitzliche

Faktoren, wie etwa Umwelteinfliisse oder aber auch andere Gene, ebenfalls involviert zu sein.

Physiopathologische und morphologische Befunde bei CMTX

Eine Differenzierung der X-chromosomal vererbten Form gegeniiber den CMT-Typen 1 und 2
allein auf Basis elektrophysiologischer Daten gelingt nur in den seltensten Fillen. Denn
wihrend MeBwerte médnnlicher CMTX-Patienten einem CMT1-Phédnotyp dhneln, weist das

weibliche Pendant eher elektrophysiologische Merkmale einer axonalen Neuropathie auf

37



[Nicholson und Nash, 1993; De Jonghe et al., 1996; Timmerman et al., 1996]. Daher scheint
die irrtiimliche Kodierung einiger Familien als CMT1 oder 2 unvermeidbar, falls lediglich
MeBwerte eines Geschlechts bei der elektrophysiologischen Diagnostik beriicksichtigt
werden. Erschwerend gesellt sich hinzu, da8 ménnliche CMTX-Patienten durchaus auch
intermedidre, nur gering verzogerte motorische NLGs von 30 bis 40 m/s aufweisen konnen
[Rouger et al., 1997; De Jonghe et al., 1998]. Weitere Studien werden indes klidren miissen, ob
diese relativ hohen NLG-Werte ein lediglich altersbezogenes Phinomen reprisentieren. So
wurden diesbeziigliche Messungen beim Index-Patienten der Familie Ac04 erstmals im Alter
von 16 Jahren durchgefiihrt, erfuhren jedoch keinerlei weitere Verlangsamung bei
Wiederholung des Vorgangs 13 Jahre darauf (33,3 m/s gegeniiber 34 m/s), womit zumindest
dieser Fall zweifellos oben genannte These belegen kann.

CMTX-Patienten entfalten eine grole Bandbreite morphologischer Befunde, die sowohl
axonale Lisionen, als auch eher demyelinisierende Formen beinhalten. So zeigten
Nervenbiopsien der Index-Patienten Ac04 und Ac06 iiberwiegend de- und remyelinisierende
Verianderungen, inklusive Zwiebelschalen-dhnlicher Formationen. Demgegeniiber lieen
morphologische Untersuchungen an Nervenabschnitten der beiden anderen Index-Patienten
Ac36 und Ac40 vor allem Faserdegenerationen und regenerative Axonsprossungen erkennen,
was zweifelsohne einem primir axonalen Prozef entspricht. Demzufolge dringt sich die Frage
auf, wie tiberhaupt Mutationen eines in Schwann-Zellen exprimierten Proteins primér axonale
Verluste verursachen kénnen. Im peripheren Nerv zeigt sich die Lokalisation von Connexin32
auf den Bereich nicht-kompakter Myelinanteile, der Ranvier’schen Schniirringe und Schmidt-
Lanterman-Inzisuren, begrenzt [Bergoffen et al., 1993; Scherer et al., 1995]. An diesen Stellen
sind bei CMTX-Patienten mehrere, verschiedenartige degenerative Verdnderungen wie
abnorme Aufweitungen der Inzisuren, Myelinfiguren, vakuoldre Degenerationen der
Ranvier’schen Schniirringe und mikrovesikuldre Disintegration der Myelinlamellen zu
beobachten [Schroder und Himmelmann, 1992; Schroder, 1996]. Die Anzeichen verdichten
sich, da3 Connexine in der Lage sind, intrazelluldre gap junctions zwischen benachbarten
Myelinlamellen derselben Schwann-Zelle auszubilden [Sandri et al., 1982; Bergoffen et al.,
1993; Scherer et al., 1995; Balice-Gordon et al., 1998] und auf diese Weise Ionen,
Metaboliten und second messengers ermoglichen, die Myelinscheide auf kiirzestem Weg zu
passieren, ohne den um ein Vielfaches weiteren Weg entlang der einzelnen Myelinspiralen
bestreiten zu miissen. In vitro erprobte Connexin32-Mutationen beeintriachtigen sowohl die

Kanal-Formation als auch die Leitungseigenschaften [Bruzzone et al., 1994; Omori et al.,
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1996; Oh et al., 1997]. Oder aber sie behindern Transportwege des Proteins innerhalb der
Zelle, vom Ort der Synthese bis hin zur Zellmembran [Deschenes et al., 1997], inklusive der
Membraninsertion, so daf} letztendlich der Transfer kleiner Molekiile durch die Myelinscheide
eine erhebliche Einschrinkung erfdhrt. Demnach hat die nur unzureichende Vermittlung von
Nihr- und Signalstoffen eine Degeneration des Myelins und schlieBlich die Demyelinisierung
des Axons zur Folge. Dennoch dominieren morphologische Anzeichen axonaler Degeneration
und regenerativer Aussprossungen sowohl vorliegende als auch bereits in der Literatur
beschriebene CMTX-Fille [Hahn, 1993; Sander et al., 1998], so da gap junctions
dariiberhinaus ebenfalls den Kontakt zwischen Schwann-Zelle und zugehdrigem Axon zu
gewihrleisten scheinen [Reynolds und Woolf, 1993; Dezawa et al., 1998]. So verwundert es
auch nicht, dal innerhalb eines in vivo-Myelinisationssystems Atrophie und Degeneration des
Axons infolge einer Connexin32-missense-Mutation nachgewiesen werden konnte [Sahenk
und Chen, 1998]. Letztlich scheint hiermit die Erklidrung fiir primér axonal zu beobachtende
Liasionen und die enorme Variabilitit morphologischer Phanotypen bei CMTX gefunden.
Gleich mehrere Faktoren mogen dafiir verantwortlich sein, daf} die iibrigen 41 der 45
ausgewihlten Fille keinerlei Auffilligkeiten im Rahmen der durchgefiihrten
molekulargenetischen Untersuchungsmethoden erkennen lieBen: Zundchst mufl darauf
hingewiesen werden, daf} die Sensitivitdt der SSCP-Elektrophorese 80% nicht iibersteigt und
somit nicht alle Mutationen detektiert werden [Cooper et al., 1996]. Andererseits wurde
lediglich die kodierende Gensequenz in die Untersuchung miteinbezogen, wodurch mogliche
Anderungen der am 5- und 3’-Ende gelegenen, nicht translatierten, regulatorischen
Abschnitte [lonasescu et al., 1996a] ebenso wie exon/intron splice site-Mutationen iibersehen
wurden. Weiterhin mul3 eine eventuelle Fehldiagnose der bei den restlichen Patienten zu
beobachtenden peripheren Neuropathie als CMT in Erwédgung gezogen werden. Schlielich
mogen einige dieser Patienten unter Umstinden Mutationen im PMP22-; PO-Gen, in
Sequenzen fiir Transkriptionsfaktoren [Scherer, 1997; Jessen und Mirsky, 1998; Warner et al.,

1998] oder aber auch Mutationen in bislang unbekannten Genabschnitten aufweisen.
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8. Zusammenfassung

In der vorliegenden Studie wurden 45 ausgewihlte Félle mit axonaler oder intermediérer
Neuropathie auf Mutationen des Cx32-Gens anhand Paraffin-eingebetteter Suralnerven-
biopsien untersucht. Bei vier dieser Patienten gelang der Nachweis einer jeweils
unterschiedlichen Punktmutation, woraufhin auch die Familien dieser Index-Patienten in die
Untersuchung miteinbezogen wurden. Zu betonen ist, dal sowohl die Mutation Ala39Val als
auch die Insertion 679insT erstmalig im Rahmen dieser Studie beschrieben wurden. Uberdies
fand eine bislang einzigartige Kombination von neuromuskuldren Krankheiten Erwdhnung in
der Literatur. So wies der Patient AC40:III-4 nicht nur die in seiner Familie bekannte
periphere Neuropathie auf, sondern war zudem noch durch eine Muskeldystrophie vom Typ
Becker-Kiener gekennzeichnet.

Untersuchungen auf Cx32-Mutationen sollten bei der Auswahl geeigneter Kriterien
beziiglich potentieller Familien mit einer Neuropathie mehr als nur demyelinisierende Aspekte
und dominante Vererbungsmerkmale beriicksichtigen. Denn sowohl physiopathologische als
auch hereditire Erscheinungsformen spiegeln oftmals ein wesentlich bunteres Krankheitsbild
wider. So konnen elektrophysiologische Befunddaten ebenso einer CMT1 wie einer CMT2
dhneln; auch mag der Erbgang innerhalb einzelner Familien durchaus autosomal-rezessive
oder sporadische Ziige tragen, falls die Mutation in den Generationen zuvor phénotypisch
gesunde Konduktorinnen betraf. Die Diagnose einer Connexin32-Mutation erweist sich von
entscheidender Bedeutung bei der Identifizierung noch asymptomatischer Alleltrdger(innen),
um rechtzeitig addquate Therapieschemata einleiten zu konnen. Dariiberhinaus ist bei der
genetischen Beratung von CMTX-Familien zu beachten, da ein X-chromosomaler
Vererbungsmodus giinstigere Verlaufsformen fiir Alleltrdgerinnen impliziert als autosomal-
dominant vererbte CMT-Formen. Zudem werden weitere Nachforschungen iiber die
Verteilung von Mutationen im Connexin32-Gen dazu beitragen, zugrundeliegende Struktur-
Funktions-Beziehungen zu begreifen und auf diese Weise, in Verbindung mit in vitro-
Experimenten und Tiermodellen, ein besseres Verstindnis beziiglich der CMTX Pathogenese
zu erlangen. Im Rahmen solcher Studien sollte die genetische Reklassifizierung archivierter
Nervenbiopsien ein willkommenes Hilfsmittel darstellen. So erweist sich die Entdeckung
weiterer Connexin32-Mutationen nicht allein aus diagnostischen Gesichtspunkten als
unverzichtbar, sondern erfihrt auch im Rahmen wissenschaftlicher Studien grundsitzliche

Bedeutung.
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Tabelle 1: Morphometrische Auswertung

Geschlecht Alterz.Z.der  NF/ mm? MF (%)
Biopsie
Ac04.11-2 M 29 6516 5,55
Ac06.11-1 M 30 6299 7,97
Ac36.1V-1 M 11 9361 15,76
Ac40.11-1 W 44 6866 11,26
Kontrollen® 10069+ 1347 24,34+ 1,05

NF/ mm?: Anzahl der Nervenfasern pro mm?

MF (%): Prozentualer Anteil der Myelinflache an der Fléche des Endoneuriums

& Mittelwerte + Standardabweichung, » =5
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Abbildungslegenden

Abb. 1: Diagramm des Connexin32-Proteins, wobei die Aminosdurensequenz im Ein-
Buchstaben-Code wiedergegeben ist. Die 4 innerhalb dieser Studie nachgewiesenen CMTX-
Mutationen sind durch Pfeile gekennzeichnet (modifiziert nach BONE et a. 1995).

Abb. 2: Schematische Darstellung der molekularen Vorgange, die letztlich zur Ausbildung
interzelluldrer Kandle fuhren. Zunéchst oligomerisieren einzelne Connexin-Proteine (A) zur
hexameren Struktur des Connexons (B). Daraufhin koppelt der extrazelluldr lokalisierte
Bereich des Connexons an selbigen benachbarter Zellen an, um auf diese Weise
funktionsfahige, interzelluldre Kande auszubilden, die in grofRerer Anzahl sog. gap junctions
beschreiben (C) (modifiziert nach KANDEL et al. 1991).

Abb. 3: Elektronenmikroskopische Aufnahme einer gap junction. Der Interzellularspalt mifit
im Bereich der gap junction etwa 3-4 nm (aus L.C. Junqueira und J. Carneiro, Lehrbuch der
Cytologie, Histologie und mikroskopischen Anatomie des Menschen, zweite, korrigierte

Auflage, 1986, Springer-Verlag, Berlin, Heidelberg, New Y ork, London, Paris, Tokyo).

Abb. 4 A-D: Phanotypische CMTX-Merkmale. (A) Krallenhand mit deutlich ausgeprégter
Atrophie der Thenar- und intrinsischen Handmuskulatur. (B) Klumpfif3e und daraus
resultierende, abnorme Druckpunkte, die insbesondere am linken, lateralen FulRrticken zu
beobachten sind. (C) Hohlful3deformitat mit Hammerzehenbildung. (D) ,, Storchenbeineg® mit
ausgepragter Atrophie der Unterschenkelmuskulatur (aus HOOGENDIJK und DE VISSER
1991).

Abb. 5: Prinzip der SSCP-Gelelektrophorese (Informationsbeilage der Firma FMC
Bioproducts [Rockland, Me., USA] zum MDE-Gel).

Abb. 6 A-D: DNA-Sequenzanalysen der 4 Index-Patienten identifizierten den jewells
vorliegenden Basen- und hieraus resultierenden Aminosdureaustausch. (A) Ac04: Ala39val;

(B) Ac06: 679insT; (C) Ac36: Arg22GIn; (D) Ac40: Argl5Trp.

Abb. 7 A-D: Mittels Restriktionsverdau lie3 sich die Ubereinstimmung von Phéno- und



Genotyp in den jewelligen Familien bestéatigen: (A) Familie Ac06: Die Insertion einer
zusétzlichen Thymin-Base (T) in Codon 206 183t sich durch Wegfall einer BsiY I-Schnittstelle
zur Darstellung bringen. Demzufolge weisen sowohl der Index-Fall as auch sdmtliche
heterozygote Patientinnen ein neuartiges 233-bp grofes Fragment auf. Im Fale der
verstorbenen Konduktorin -2 wurde die DNA-Extraktion an Paraffin-eingebettetem
Ovarialgewebe durchgefuhrt, welches im Jahre 1989 aufgrund eines metastasierten Magen-
Karzinoms entfernt werden muféte. (B) Familie AcO4: Die Mutation von GCT (Ala) zu GTT
(Va) in Codon 39 des Connexin32-Proteins hat den Verlust einer Pstl-Schnittstelle zur Folge.
Hieraus resultiert ein neues 248-bp grofRes Fragment, welches den Index-Patienten und seine
Mutter als Alleltrager identifizieren. (C) Familie Ac36: Der Basenaustausch von G zu A in
Codon 22 fuhrt zum einen zur Substitution von Arginin durch Glutamin und zum anderen zu
einer neu entstandenen Restriktionsschnittstelle fur das Enzym Ball, so dal3 Alleltrager
anstelle des 283-bp grofen Fragments DNA-Banden in Hohe von 212- und 71-bp aufweisen.
Die Extraktion genomischer DNA im Falle der bereits verstorbenen Patientin Ac36.1-1 gelang
aus Paraffin-eingebettetem Gallenblasengewebe, welches aufgrund einer 1971 durchgefihrten
Cholezystektomie anfiel. (D) Familie Ac40: Die in dieser Familie zu beobachtende
Veranderung von C zu T in Codon 15 hat einen Aminosdurenaustausch von Arginin zu
Tryptophan zur Folge. Hierdurch wird eine neue Schnittstelle flr das Restriktionsenzym Bsr|
innerhalb des 287 bp grofRen WT-Fragmentes geschaffen, woraufhin Alleltrager ein kirzeres,
251 bp groles Bruchstiick aufweisen. Patient 111-4 (mit [ gekennzeichnet) weist eine
zusétzliche Becker'sche Muskeldystrophie mit einer Deletion des Dystrophin-Gens auf.
(Index-Patienten sind mit einem Pfeil versehen. Die Ziffern links der Gellaufmuster und
innerhalb der Schemazeichnungen markieren die GrofRe der jeweiligen Verdauprodukte (in
bp). Auf den Gelausschnitten nicht zur Darstellung gelangen die lediglich 7, 28, 36 und 43 bp
grof3en Fragmente in (A), die 23 und 71 bp grof3en Banden in (C), und schlief3lich die 19 und
36 bp grofien Fragmente in (D).)

Abb. 8 A-D: Suralnervenbiopsie-Querschnitte der Index-Patienten (in Klammern das
jeweilige Alter zum Zeitpunkt der Biopsie): (A) Patient Ac04 (29 J.), (B) Patient Ac06 (30 J.),
(C) Patient Ac36 (11 J.), und (D) Patientin Ac40 (44 J.). Die Anzahl grof3er, myelinisierter
Nervenfasern zeigt sich vermindert, wahrend Anhaufungen von Gruppen regenerierter, dinn
myelinisierter Fasern vermehrt zu beobachten sind (Pfeile). Einzelne isolierte Axone weisen

unverhadltnismaidig dinne Myelinscheiden auf (Pfeilkopfe). Der mit dem Alter fortschreitende



Faserverlust wird durch die Querschnitte der dteren Patienten (A), (B) und (D) belegt (in
Epoxydharz eingebettete Semidunnschnitte, Toluidinblau gefarbt, x400).

Abb. 9 A-D: Dreidimensionale Diagrammdarstellungen, welche Anzahl (Count, y-Achse),
Myelinscheidendicke (MarkD, x-Achse) und Axondurchmesser (D axon, z-Achse) der
jeweiligen myelinisierten Nervenfasern miteinander korrelieren. Hierbel 1&8% sich eine
zahlenméaldige Verminderung grof3er myelinisierter Fasern und eine bemerkenswerte Streuung
beobachten, die das gesamte Ausmald abnorm dinn oder dick myelinisierter Fasern
widerspiegelt: (A) Patient Ac04, (B) Patient Ac06, (C) Patient Ac36, und (D) Patientin Ac40.



Lebenslauf

Personliche Daten

Vor- und Zuname:
Geburtsdatum:
Geburtsort:
Familienstand/Kinder:
Staatsangehorigkeit:
Konfession:

Eltern:

Geschwister:

Schulausbildung

1979-1983
1983-1992
Juni 1992

Zivildienst

Juli 1992 - September 1993

Hochschulstudium

Oktober 1993

August 1995

August 1996

April 1999

April 1999 - Mirz 2000
Mai 2000

Juni 2000

Carsten Bergmann

7. Oktober 1972

Monchengladbach

ledig/keine

deutsch

rom.-kath.

Wolfgang Emil Bergmann

Maria Katharina Bergmann, geb. Friedrich
Peter Bergmann

Besuch der Gemeinschaftsgrundschule Baal
Besuch des Cusanus Gymnasiums Erkelenz
Abiturpriifung

St.Josef Krankenhaus Linnich
Funktionsdiagnostik Endoskopie/
Elektrokardiographie

Immatrikulation an der Rheinisch-Westfilischen
Technischen Hochschule Aachen

Physikum

1.Staatsexamen

2.Staatsexamen

Praktisches Jahr mit dem Wahlfach Padiatrie

Arztliche Priifung

Anstellung als Arzt im Praktikum am Institut fiir
Humangenetik der RWTH Aachen



