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Einleitung

Das Thema dieser Dissertation sind molekularbiologische Untersuchungen zur
Okulopharyngealen Muskeldystrophie (OPMD). Als Einfiihrung in diese Thematik erfolgt in
diesem Abschnitt zunéchst eine einleitende Beschreibung der Krankheit. Dabel wird neben
dem klinischen Bild, der Diagnostik und der Therapie der OPMD auch deren historische
Entwicklung behandelt. Weitere Gesichtspunkte, auf die eingegangen wird, sind Préavalenz
und Verbreitung sowie morphologische Verédnderungen im Zusammenhang mit der
Krankheit. Es erfolgt auch eine Beschreibung der Mutation der OPMD, des davon betroffenen
Proteins und des pathogenetischen Mechanismus. Auf3erdem wird die OPMD mit anderen
Erbkrankheiten verglichen, die ebenfalls durch eine Verlangerung einer Polyalaninsequenz im

entsprechenden Protein verursacht werden.

Historische Entwicklung

Seit Beginn des 20. Jahrhunderts war die OPMD immer wieder Gegenstand
wissenschaftlicher Untersuchungen und Abhandlungen. Bereits Ende des 19. Jahrhunderts
wurde Uber Patienten mit erblicher Ptosis berichtet [41, 37], die erste Beschreibung einer
erblichen Ptosis im Zusammenhang mit Schluckbeschwerden erfolgte jedoch erst im Jahr
1915 [82]. In diesem Artikel berichtet Taylor Uber 4 Mitglieder einer frankokanadischen
Familie, die ale unter im mittleren Lebensalter beginnender und progressiv verlaufender
Ptosis und Dysphagie litten. Aufgrund der Konstanz des klinischen Bildes sah der Autor den
beschriebenen Symptomkomplex as eigenstandiges Krankheitsbild an, gab diesem jedoch
keinen speziellen Namen.

In den néchsten rund 50 Jahren wurden nur sporadisch Berichte Uber die OPMD
veroffentlicht [71, 5]. Im Jahr 1962 wurde in einem Artikel von Victor et al. der Name
» Okulopharyngeale Muskeldystrophie® eingefihrt und das Krankheitsbild klar beschrieben
[91]. Die Autoren definierten die OPMD als autosomal dominante Erbkrankheit, die durch im
mittleren Lebensalter beginnende und progressiv verlaufende Dysphagie und Ptosis
charakterisiert ist. In Folge dieser Vertffentlichung befassten sich Mitte der 60er Jahre einige
Wissenschaftler mit der Krankheit. In diesem Zusammenhang sei auf André Barbeau
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hingewiesen, der sehr aktiv an der Erforschung der OPMD beteiligt war. Neben seinen
Veroffentlichungen, seinen klinischen Studien und seiner Ahnenforschung erkrankter
Familien waren es in erster Linie Vortrage bei diversen Kongressen, mit denen er die
Forschung auf diesem Gebiet intensivierte [15].

Im Jahr 1980 vertffentlichten Tomé und Fardeau einen wegweisenden Artikel [85], in dem
sie Uber elektronenmikroskopisch sichtbare, intranukledre Einschliisse in Muskelfasern von
OPMD-Patienten berichteten. Diese tubulofilamentdsen Einschlisse mit einem auf3eren
Durchmesser von 8,5 nm wurden bei keiner anderen Krankheit entdeckt und gelten seither als
charakteristisches Merkmal der OPMD [14].

In der Zeit vom 22. bis 23. September 1995 fand im kanadischen Québec City das , First
International Symposium on Oculopharyngeal Muscular Dystrophy* statt, bei dem sich viele
Experten trafen, um wichtige Fragen im Zusammenhang mit der Krankheit zu diskutieren
[16]. Ein Thema war unter anderem die bis dahin nicht abgeschlossene Suche nach dem Gen,
welches fur die OPMD verantwortlich ist. Wusste man zum Zeitpunkt des Symposiums
lediglich, dass sich das Gen auf Chromosom 14 im Bereich 14g11.2-q13 befinden muss [22],
so kam der Durchbruch schliefflich im Jahr 1998. Brais et a. identifizierten eine kurze
Verlangerung eines (GCG)g-Traktes am Beginn des PABPN1-Gens als die fur die Krankheit
verantwortliche Mutation [20].

Mit Hilfe der stetig zunehmenden Moglichkeiten der modernen Molekularbiologie ist man
nun auf der Suche nach den Mechanismen, welche, ausgehend von der Mutation Uber die
intranukledren Einschlisse, zur Ausprdgung der fur die Krankheit charakteristischen
Symptome fihren [39].

Préavalenz und Verbreitung

Die OPMD ist eine seltene Krankheit, deren geschétzte Pravalenz in weiten Tellen Europas
ungefahr 1:100.000 betrégt [39]. Es gibt jedoch auch ethnische Gruppen, in denen die
Krankheit haufiger vorkommt. Unter der frankokanadischen Bevolkerung liegt die Préavalenz
beispielsweise bei ungeféhr 1:1000, bei Juden, die aus der usbekischen Stadt Bukhara
stammen und nun in Israel leben, betrégt die Pravalenz sogar ungefahr 1:600 [39]. Die ersten
Publikationen Uber die OPMD stammen dementsprechend hauptséchlich aus Kanada, so dass
nicht klar war, ob die Krankheit nur dort oder weltweit zu finden ist [82, 91, 5]. Da

inzwischen in Verdffentlichungen aus vielen Landern, wie z.B. aus Deutschland [56],



Frankreich [24], Finnland [47], Australien [11], Brasilien [60], Uruguay [63], China[44] und
Japan [70] Uber die Krankheit berichtet wurde, kann man von einer weltweiten Verbreitung

ausgehen.

Diagnose

Die Diagnose der OPMD kann bei Patienten auf drei verschiedene Arten gestellt werden. Die
erste Moglichkeit stellen klinische Tests dar, die zweite elektronenmikroskopische
Untersuchungen und die dritte Methode sind molekularbiologische Untersuchungen, wobei
die beiden letzten Nachweisverfahren die zuverlassigsten Methoden sind.

Aufgrund Klinischer Kriterien wird die Diagnose als gesichert angesehen, wenn die drei
folgenden Kriterien erflllt sind [59, 18, 21]:

1. Zumindest an einem Auge betragt die Lidspaltenweite in Ruhe weniger als 9 mm oder
esliegt ein Zustand nach chirurgischer Korrektur vor.

2. Eswird mehr Zeit als 7 Sekunden bendtigt, um 80 ml eiskaltes Wasser zu trinken.

3. Esliegt eine histopathol ogisch bestétigte positive Familienanamnese vor.

Fir die elektronenmikroskopische Diagnose der OPMD ist die Entnahme einer Biopsie eines
von der Krankheit betroffenen  Muskels notwendig. Findet man im
elektronenmikroskopischen Bild die charakteristischen tubulofilamenttsen Einschlisse, so
gilt dies as ultrastruktureller Nachweis der OPMD [59].

Das modernste diagnostische Verfahren ist die molekulargenetische Untersuchung, fur die
lediglich eine Blutentnahme erforderlich ist. Bei Vorliegen einer fur die Krankheit
verantwortlichen Mutation zu Beginn des PABPN1-Gens kann die Diagnose ebenfalls als
gesichert angesehen werden [59, 21].

Klinisches Bild

Der Krankheitsverlauf der OPMD beginnt typischerweise in der 5. oder 6. Lebensdekade
durch die klinische Manifestation der beiden Hauptsymptome, ndmlich Ptosis und Dysphagie
[19]. Bezlglich des Alters, in dem die ersten Krankheitsmerkmal e auftreten, existieren jedoch

grof3e interindividuelle Unterschiede. Beispielsweise wurden in einer Studie mit 79 OPMD-



Patienten die ersten Symptome im Alter zwischen 21 und 78 Lebengahren beobachtet,
folglich lagen diesbezlglich interindividuelle Differenzen von bis zu 57 Jahren vor [13].

Die Ptosis (Herabhangen der oberen Augenlider) tritt in den meisten Fallen als erstes
Symptom auf [19]. Sie wird hervorgerufen durch eine Schwéche des M. levator palpebrae. Sie
tritt haufig symmetrisch auf, esist jedoch auch mdglich, dass ein Auge stérker betroffenist als
das andere [76]. Im Gegensatz zu anderen Muskelerkrankungen ist bei der OPMD der M.
orbicularis oculi in der Regel nicht involviert [52]. Der progrediente Verlauf der Ptosis
bedingt eine zunehmende Einschrankung des Blickfeldes [86]. Durch den Versuch, dies zu
kompensieren, entsteht die fir die OPMD typische Haltung mit in den Nacken gelegtem K opf
und chronisch kontrahiertem M. frontalis [52]. Durch den sténdig nach hinten geneigten Kopf
kann es zu Verspannungen und Schmerzen im Bereich der Nackenmuskulatur kommen [76].
Im weiteren Verlauf der Krankheit kbnnen neben dem M. levator palpebrae unter Umstanden
auch noch andere extraokuldre Muskeln betroffen sein, wodurch Einschrankungen der
Augenmotilitét hervorgerufen werden konnen. In manchen Fallen kommt es zur Diplopie,
sehr selten auch zu einer totalen externen Ophthalmoplegie [19].

Neben der Ptosis ist die Dysphagie (Schluckbeschwerden) das zweite Hauptsymptom der
OPMD. Sie wird hervorgerufen durch Schwéchung der 6sopharyngealen Muskulatur, welche
unter physiologischen Umstanden am Transport des Bolus durch den Osophagus beteiligt ist
[29]. Mit manometrischen und radiologischen Untersuchungen wurde die pharyngeale
Muskulatur von OPMD-Patienten mit der einer gesunden Kontrollgruppe verglichen. Dabei
stellte man bel den OPMD-Patienten geringeren Druck, langere Dauer und geringere
Frequenz der peristaltischen Bewegungen wahrend des Schluckaktes fest [35]. Die Dysphagie
weist einen progredienten Verlauf auf [29]. Zunachst sind die Schluckbeschwerden auf feste
Nahrung beschrankt, im weiteren Verlauf bereitet auch das Schlucken von Flissigkeiten
Probleme [86]. Fir die Patienten sind die Schluckbeschwerden sehr unangenehm. So kommt
es wahrend der Nahrungsaufnahme haufig zur Aspiration und Regurgigation von Speisen und
wahrend des Schlafes zur Aspiration von Speichel [86, 35]. In einem fortgeschrittenen
Stadium konnen die Schluckbeschwerden ernsthafte Folgen nach sich ziehen, wie z.B.
ungewollten Gewichtsverlust und Aspirationspneumonien [40]. In Extremfdllen sterben
OPMD-Patienten sogar an den Folgen der Schluckbeschwerden. Dazu kann es z.B. durch
Ersticken, wenn ein Speisebolus im Oropharynx stecken bleibt, durch Unterndhrung oder
durch Komplikationen im Rahmen einer Aspirationspneumonie kommen [40].

Ein weiters Symptom, welches haufig im Zusammenhang mit der OPMD auftritt, ist die
Schwéche der proximalen Extremitéten, wobei die oberen Extremitdten nicht so haufig und so



stark betroffen sind wie die unteren [13]. Sie wird hervorgerufen durch eine Schwachung der
Oberschenkel- und Beckengurtelmuskulatur, bzw. Oberarm- und Schultergurtelmuskulatur.
Normalerweise tritt dieses Krankheitsmerkmal erst in einem fortgeschrittenen Stadium auf, es
gibt jedoch auch Falle, in denen es als Erstsymptom beobachtet wird [59, 89]. Je nach
Schweregrad der Extremitétenschwéche kann es dadurch zu Einschrankungen im téglichen
L eben kommen, unter Umstanden sind das Treppensteigen und das Aufstehen aus dem Sitzen
erschwert oder nicht mehr ohne fremde Hilfe moglich. Bei schwereren Fallen wird zur
Fortbewegung eine Gehhilfe bendtigt und in Extremfallen kann es so weit kommen, dass der
Patient nicht mehr in der Lage ist, seinen korperlichen Bedirfnissen ohne fremde Hilfe
nachzugehen [89]. Es existieren Berichte liber Patienten, bei denen die Extremitétenschwéche
mit bel astungsabhangigen Schmerzen assoziiert ist [59].

Neben den bereits beschriebenen Symptomen gibt es eine Reihe weliterer klinischer Befunde,
die im Rahmen einer fortgeschrittenen OPMD auftreten kdnnen. In der grof3en Mehrheit der
Fale kommt es zur Atrophie und zu Schwécheerscheinungen der Zunge [17]. Die meisten
Patienten entwickeln aufgrund der Mitbeteiligung der palatinalen Muskeln eine nasale
Sprache [19]. Unter Umsténden kann es zur Schwéchung der mimischen Muskulatur, des M.
masseter, des M. temporalis, der Nackenmuskulatur und der Muskulatur des Korperstammes
kommen.

Auch wenn vor alen Dingen im Zusammenhang mit der Dysphagie einige Todesféle
beschrieben wurden, kommt es in der Regel durch die OPMD nicht zu einer Verminderung
der Lebenserwartung [72, 9, 77]. Die Lebensqualitét der Betroffenen wird jedoch zum Teil
erheblich eingeschréank.

Therapie

Zur Therapie der Ptosis stehen chirurgische Mal3nahmen im Vordergrund, es gibt jedoch auch
die Moglichkeit, die Augenlider durch eine Bugelbrille offen zu halten [59]. Als operative
MalRnahmen kommen vor alem eine Teilresektion des M. levator palpebrae oder eine
Raffung des M. frontalis in Frage [29]. Zur Abwagung, welche operative Mal3nahme gewahlt
werden sollte, stellte Beard Richtlinien auf (Tab.1; zitiert nach [76]). Auch wenn diese durch
eine Langzeitstudie mit 91 Patienten bestétigt werden konnten [76], wird in einer aktuelleren
Veroffentlichung eine stérkere Berticksichtigung des Lebensalters bei der Auswahl der

Operationsmethode gefordert [29]. Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass bel stérkerer



Ptosis und jingerem Lebensalter eher eine Raffung des M. frontalis indiziert ist. Die
Ergebnisse der chirurgischen Korrekturmal3nahmen der Ptosis sind im Allgemeinen zufrieden
stellend, auch wenn in der Regel nach einiger Zeit das Symptom erneut auftritt [19]. Dies ist
in erster Linie auf den progredienten Charakter der Erkrankung zurtickzuf ihren.

Schweregrad der Ptosis Funktion des LP Chirurgisches Vorgehen
schwach (1-2mm) gut (> 7mm) spateres Stadium abwarten
mittelmanig (3mm) gut (> 7mm) mittelmanig grolRe Resektion des LP

(14-17mm)

mittelmagig (5-7mm) grofRe Resektion des LP
(18-22mm)

schlecht ( < 4mm) maximal grol3e Resektion des LP

(23-25mm) oder
Straffung des M. frontalis

stark (> 3mm) mittelmanig (5-7mm) groRe bis maximal grof3e
Resektion des LP (18-25mm)
schlecht ( < 4mm) Straffung des M. frontalis

Tabelle 1: Beards Richtlinien zur chirurgischen Korrektur der Ptosis (zitiert nach [76]).

Schweregrad der Ptosis wird gemessen zwischen normaler und herabhangender Position des
Oberlids.

Funktion des LP (M. levator palpebrae) ist die Differenz zwischen maximal nach oben und nach unten
bewegtem Oberlid.

Zur Therapie der Schluckbeschwerden ist die krikopharyngeale Myotomie die Methode der
Wahl [40]. Der M. cricopharyngeus ist zwar in den meisten Féllen nicht sehr stark von der
Krankheit betroffen [29], da er aber den oberen 6sophagalen Sphinkter bildet, stellt er fir den
Speisebolus eine Barriere dar, die durch Kontraktion der pharyngealen Muskulatur
Uberwunden werden muss [34]. Durch das standardisierte operative Verfahren wird der
Widerstand, den der obere 6sophagale Sphinkter dem Speisebolus entgegensetzt, signifikant
verringert [34, 36]. Bel den meisten Patienten tritt postoperativ eine deutliche Verbesserung
auf, jedoch kdnnen die Schluckbeschwerden nach einigen Jahren erneut auftreten [34, 72, 43].
Neben der krikopharyngealen Myotomie gibt es noch weitere Methoden zur Therapie der
Schluckbeschwerden. Es besteht beispielsweise die Mdglichkeit, den oberen Gsophagalen
Sphinkter aufzudehnen, jedoch kommt es bel diesem Verfahren bereits nach kurzer Zeit zu
Rezidiven [62]. In einem Fallbericht wird die erfolgreiche Therapie der Schluckbeschwerden
durch die Anwendung von Botulinumtoxin beschrieben [75]. Aufgrund unzureichender
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Erfolgsaussicht bzw. mangelnder klinischer Tests ist der Indikationsbereich dieser
aternativen Verfahren jedoch sehr stark begrenzt, z.B. auf Patienten, bei denen der

allgemeine Gesundheitszustand ein invasives Verfahren kontraindiziert [75].

Mor phologische Veranderungen

Im Rahmen der OPMD kommt es zu einigen morphologischen Verdnderungen in den
betroffenen Muskelfasern. Charakteristisch fur die OPMD sind tubul ofilamentdse Einschllisse
mit einem auRReren Durchmesser von ca. 8,5 nm in den Kernen von Muskelfasern [85]. In der
Regel sind diese in ungeféhr 2-5% der Kerne der untersuchten Muskelbiopsien zu finden,
wobei dieser Wert grofRen Schwankungen unterliegt [87]. Diese Einschlisse bestehen aus
tubul&ren Filamenten, die haufig palisadenférmig oder irregul&r angeordnet sind [14]. Die von
den Einschliissen eingenommene Flache variiert von Nukleus zu Nukleus stark [83]. Verfugt
ein Muskelfaserkern tber eine grofe Anzahl von tubulofilamenttsen Einschliissen, so ist die
entsprechende Zone bereits im lichtmikroskopischen Bild zu erkennen, dasie heller ist als das
sie umgebende Kerngebiet [83]. Wie bereits erwahnt, haben die tubuléren Filamente einen
auReren Durchmesser von ungefahr 8,5 nm, der innere Durchmesser betrégt ca. 3 nm [85]. Sie
erreichen eine Lange von 0,25 um, Uberschreiten diese aber in der Regel nicht und weisen
keine Verzweigungen oder Verastelungen auf. Gelegentlich ist eine Streifung der Einschltisse
in einem Intervall von 7-7,5 nm vorhanden [85]. Da bel keiner anderen pathologischen
Veranderung tubulére Filamente dieser Struktur beobachtet wurden, gelten diese als
spezifisches ultrastrukturelles Merkmal der OPMD [83, 84]. Im Zusammenhang mit der
Erforschung des pathogenetischen Mechanismus der Krankheit wurde unter anderem auch die
Zusammensetzung dieser intranukledren Einschlisse untersucht. Man stellte fest, dass die
Einschlisse PABPN1, mRNA, Hitze-Schock-Proteine und Ubiquitin enthalten [26, 1].

Neben den intranukledren Einschlissen sind in  Muskelbiopsien noch weitere
morphologische Veranderungen zu beobachten, die jedoch nicht spezifisch fir die Krankheit
sind. Haufig nachweisbar sind sog. ,,rimmed vacuoles®, irregulér geformte Vakuolen, die im
Sarkoplasma der Muskelfasern lokalisiert sind [83]. Neben der OPMD findet man sie auch
haufig bel der EinschluRkorpermyositis und anderen Muskelerkrankungen [92]. In der
Hamatoxilin-Eosin-Farbung erscheinen die sog. ,rimmed vacuoles’ as polygonale oder
unregelméldig runde, helle Flache, begrenzt von einem aus basophilem Material bestehenden



Rand [19]. Die Vakuolen sind autophagischer Natur, in vielen Vakuolen sind saure
Phosphatasen nachweisbar [83].

Des Weiteren finden sich in den Muskelpréparaten oftmals kleine, anguliert konfigurierte
Fasern, die im gesamten Muskel vertellt sind und eine starke Reaktionsfahigkeit gegentiber
oxidativen Enzymen aufweisen [19]. Im Rahmen der myofibrillaren ATPase-Reaktionen ist in
der Regel eine zahlenméfiige Dominanz der Typ 1- gegentber den Typ 2-Muskelfasern
nachzuweisen [19].

Aullerdem sind im Zusammenhang mit der OPMD oftmals tubul&re Filamente vorhanden,
die den tubulofilamentdsen Einschliissen der Einschluf3kérpermyositis sehr ahnlich sind [31].
Aufgrund ihrer morphologischen Eigenschaften sind sie jedoch streng abzugrenzen von den
far die OPMD spezifischen oben beschriebenen nukledren Einschitissen. So haben sie einen
aulReren Durchmesser von 16 bis 18 nm und sind in Bindeln angeordnet [31]. Die
Lokalisation ist vorwiegend im Sarkoplasma der Muskelfasern, nur selten befinden sie sichim
Kern [31].

Gelegentlich findet man in Muskel préparaten von OPM D-Patienten, die mit der Trichrom-
Farbung behandelt wurden, sog. ,,ragged-red fibers* [33]. Normalerweise sind solche Fasern
ein Hinweis auf mitochondriale Erkrankungen. In diesem Zusammenhang ist erwdhnenswert,
dass einige Autoren Uber mitochondriale Anomalien bei der OPMD berichten und somit ein
mitochondrialer Einfluss auf die Pathogenese denkbar ist [6, 33, 42, 65, 80].

Weitere pathologische Veranderungen, die in Muskelpréparaten beobachtet wurden, sind
Variabilitdt der Muskelfasergrofde, Verminderung der Muskelfaseranzahl, mittelstandige
Kerne, erhdhte Kernzahl und verfettete Fasern [86].

Molekular genetische Veranderungen

Die genetische Grundlage der OPMD ist eine Mutation des PABPN1-Gens, welches sich auf
Chromosom 14 im Bereich 14911 befindet. Beim Wildtyp des Gens beginnt das erste Exon
folgendermalien (5°-3"): (ATG)(GCG)s(GCA)3(GCG). Aus dieser Kodonabfolge resultiert im
PABPNL1 ein zehnstelliger Polyalanintrakt direkt nach dem Start-Methionin. Aufgrund einer
Mutation kommt es zu einer Expansion der (GCG)es-Wiederholung auf (GCG)g.13, Was im
Protein eine Verlangerung des zehnstelligen Polyalanintraktes auf 12 bis 17 Stellen zur Folge
hat [20]. Diese Mutation ist meiotisch sehr stabil, woraus der autosomal dominante Typ der
OPMD resultiert [20]. Es ist noch nicht klar, inwiefern die Anzahl der Uberzahligen (GCG)-
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Triplets einen Einfluss auf Manifestationsalter oder Schweregrad der Symptome hat. Manche
Autoren konnten keine Korrelation zwischen der Léange der Mutation und der Schwere der
Symptome finden [19], andere hingegen berichten Uber schwerere Verlaufsformen bei
langeren (GCG)-Einschilben [48]. Auch gibt es Hinweise, dass der (GCG)q-Genotyp zu der
schwersten Auspragungsform der Krankheit fihrt [73]. Zweifel sohne besteht ein Unterschied
in der Verlaufsform der Krankheit zwischen homozygoten und heterozygoten Tragern der
Mutation, wobei die homozygoten Individuen eine stérkere Ausprégung und ein friheres
Manifestationsalter der Symptome zeigen [20]. In einer Studie wurden homozygote und
heterozygote Individuen in Bezug auf das Auftreten der ersten Krankheitssymptome und auf
intranukledre Einschliisse untersucht [12]. Dabei fand man im Vergleich zu den heterozygoten
Patienten bei den homozygoten Tragern des mutierten Allels einen im Durchschnitt 18 Jahre
friheren Beginn der Krankheit und 4,5% mehr Muskelfaserkerne mit tubulofilamentdsen
Einschl Gissen.

Neben der (GCG)g.13-Mutation kann auch die (GCG);-Mutation zur OPMD fihren, jedoch
nur bel homozygoten Trégern. Ist das andere Allel nicht mutiert, so kommt es nicht zur
Manifestation der Krankheitssymptomatik. Liegt neben der (GCG),-Mutation innerhalb des
einen Allels zusétzlich eine (GCG)s.13-Mutation des anderen Allels vor, so kommt es zu einer
schwereren Verlaufsform der Krankheit as bei homozygoten Trégern der (GCG)s.13-Mutation
[20]. Somit fungiert die (GCG),-Mutation sowohl als autosomal rezessive Mutation als auch
als modifizierender Faktor der autosomal dominanten Mutation [20].

Zwei mechanistische Modelle werden diskutiert, welche die zur OPMD flhrenden
Mutationen verursachen kénnten. Zum einen wird der ,,unequal crossing over”-Mechanismus,
zum anderen das ,, polymerase sippage“-Modell fir die Entstehung einer derartigen Mutation

herangezogen [19].

Struktur und Funktion des PABPN1

Das ,poly(A) binding protein nuclearl* (PABPN1) ist auch unter dem Namen , poly(A)
binding protein2* (PABP2) bekannt und besteht aus 306 Aminosauren. Im Bereich des N-
Terminus gibt es eine prolinreiche Region, das C-Ende des Proteinsist argininreich und in der
Mitte befindet sich eine mutmaldliche RNA-Bindungsstelle vom RNP-Typ [39]. Der bei der
OPMD verlangerte Polyaaninabschnitt befindet sich direkt am N-terminalen Ende des
PABPN1, unmittelbar hinter dem Start-Methionin.
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Das hauptsachlich im Zellkern lokalisierte PABPN1 ist an mehreren Prozessen beteiligt [57].
Das Protein katalysiert die Darstellung von Poly-A-Schwénzen am 3'-Ende der mRNA [93]
und kontrolliert den Abbruch dieser Reaktion nach ungeféhr 250 Adenylresten [94]. Neuere
Untersuchungen zeigen, dass PABPN1 zwischen Zellkern und Cytoplasma hin und her
pendelt, was Anlass zu der Vermutung gibt, dass es auch am Prozess des mRNA-Transportes
beteiligt ist [2, 25, 28].

Die posttranskriptionale Verlangerung der mRNA mit Poly-A ist ein komplexer,
zweigeteilter Vorgang, bei dem auf die endonukleolytische Spaltung der mRNA das
eigentliche Anfugen des Poly-A-Schwanzes folgt. Neben PABPN1 sind noch mehrere andere
Komponenten fir den Prozess der Poly-A-Verlangerung notwendig, unter anderem die
»POly(A) polymerase” (PAP), der , cleavege and polyadenylation specific factor* (CPSF), der
»Ccleavage factor 1“ (CF I), der , cleavage factor 11* (CF II), der , cleavage stimulation factor”
(CstF) und die ,AAUAAA" Signalsequenz der mRNA [30, 64, 96, 100].

Zu Beginn der Reaktion bildet sich ein Komplex, bestehend aus PAP, CPSF, PAP, CF |, CF
1, CstF und der mRNA. Es folgt die Abspaltung des sich an die Signasequenz
anschlief3enden 3"-Endes der mRNA, woraufhin der Komplex zerféllt. Die einzigen Proteine,
die noch an der mRNA gebunden bleiben, sind PAP und CPSF [54]. Dabei bindet der CPSF
an die Signal-Sequenz der mRNA, wahrend die PAP die Anheftung der ersten Adenylreste
katalysiert [30]. In Abwesenheit von PABPNL1 ist dieser Prozess relativ langsam und
uneffektiv [69]. PABPN1 hat eine hohe Affinitdt zu entstehenden Poly-A-Schwénzen [95].
Nachdem mindestens 10 Adenylreste angefiigt wurden, bindet PABPN1 an den Poly-A-
Schwanz der mRNA [54]. Dadurch steigt die Geschwindigkeit der Verléangerungsreaktion von
5 Adenylresten pro Minute ohne PABPN1 auf 1500 Adenylreste pro Minute [69]. Zusétzlich
wird der Komplex durch PABPNL stabilisiert [10]. Je langer der Poly-A-Schwanz wird, desto
mehr PABPN1 Molekile binden an ihn, wobel auf ungeféhr 15 Adenylreste ein PABPN1
Molekil kommt [95, 69]. Nachdem der Poly-A-Schwanz eine Lange von ca. 250
Adenylresten erreicht hat, tritt ein rapider Abfal der Geschwindigkeit der
Verlangerungsreaktion ein, es werden praktisch keine neuen Adenylreste mehr angehangt
[94]. Dieser Abbruch der Verlangerung hangt wahrscheinlich mit dem stéchiometrischen

Verhaltnis von PABPN1-Molekilen zu Adenylresten zusammen [94].
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Vergleich mit anderen Erbkrankheiten mit verlangerter Polyalaninsequenz

Neben der OPMD gibt es eine Reihe anderer Erbkrankheiten, die ebenfalls auf Mutationen
zurlckzufiihren sind, welche die Verlangerung eines Polyalanintraktes im entsprechenden
Protein hervorrufen. Zu dieser Gruppe von Krankheiten gehtdren die Polysyndaktylie, die
Dysostosis cleidocranialis, das Hand-Fuf3-Genital-Syndrom und die Holoprosenzephalie.

Die Polysyndaktylie ist eine autosomal dominant vererbte Krankheit mit unvollsténdiger
Penetranz, bei der es typischerweise zur Syndaktylie des 3. und 4. Fingers und der 4. und 5.
Zehe kommt. Genetische Grundlage ist eine Mutation im HOXD13 Gen, welche zu ener
Verlangerung eines 15stelligen Polyalaninabschnittes um 7 bis 14 weitere Stellen fuhrt [46].

Eine Mutation des CBFA1 Gens, bei der ein Polyalanintrakt von 17 auf 27 Stellen erweitert
wird, fuhrt zur autosomal dominanten Dysostosis cleidocranialis [66]. Symptome dieser
Krankheit sind unter anderem eine Hypoplasie der Schitisselbeine, eine Hyperodontie und
Verknodcherungsstorungen im Bereich der Kalotte. Zusdtzlich kommt es zu einer
Unterentwicklung des Mittelgesichtes bei gleichzeitiger Hyperplasie des Unterkieferkdorpers
und daraus resultierender Tendenz zur Angle-Klasse 111 [50].

Die Hand-Ful-Mund-Krankheit ist ein sehr seltenes, autosomal dominant oder rezessiv
vererbtes Fehlbildungssyndrom. Es treten unter anderem Dysplasie von Daumen und grof3em
Zeh und Misshildungen der Geschlechtsorgane auf. Auch diese Krankheit kann durch eine
Verlangerung einer Polyalaninfolge von 18 auf 26 Stellen im HOXA13 Protein verursacht
werden, es gibt jedoch auch andere Mutationen, die diese Krankheit ausl6sen [45].

Schwere Fehlbildungen des Gehirns und des Gesichts sind in der Regel die Symptome einer
Holoprosenzephalie. Die Ursachen der Krankheit sind sehr heterogen, meist tritt sie
sporadisch auf, es gibt jedoch auch erblich bedingte Formen der Krankheit. Eine mégliche
Ursache ist eine Mutation des ZIC2 Gens, welche zu einer Verlangerung eines
Polyalanintraktes von 15 auf 25 Stellen fuhrt [23].

Wie die OPMD werden alle hier aufgeftihrten Krankheiten von Mutationen verursacht, die
einen verlangerten Polyalanintrakt im entsprechenden Protein  kodieren. Dennoch
unterscheiden sie sich in einigen Punkten von der OPMD. Bei den oben beschriebenen
Erbkrankheiten kommt es hauptsachlich zu Fehlbildungen des skelettalen Systems, bei der
OPMD handelt es sich um eine Muskeldystrophie. Des Weiteren entwickeln sich die
Misshildungen der hier beschriebenen Krankheiten wahrend der Embryogenese, wohingegen
die Symptome der OPMD erst im Laufe des Lebens auftreten. HOXD13, CBFA1, HOXA13
und ZIC2 sind ales Transkriptionsfaktoren, im Gegensatz dazu ist PABPN1 ein mRNA

13



bindendes Protein, welches am Prozess der Verlangerung von mRNA mit Poly-A beteiligt ist.
Die Polyalaninsequenz des nicht veranderten PABPNL1 ist mit 10 Stellen kirzer as die der
anderen Proteine (15 bis 18 Stellen) und auch die expandierte Polyaaninfolge ist mit 12 bis
17 Stellen nicht so lang wie die der anderen (22 bis 27 Stellen). In Experimenten mit COS-7
Zélllinien fuhrten Polyalaninsequenzen, welche 19 bis 37 Stellen umfassten, zur Protein-
Aggregation, kirzere jedoch nicht [74]. Demnach wére eigentlich zu erwarten, dass die
Proteine mit den 22 bis 27 Stellen umfassenden Polyal aninstrecken aggregieren, nicht jedoch
das mutierte PABPN1 der OPMD, dessen Polyalanintrakt maximal 17-stellig ist. Jedoch
wurden in keiner der anderen Krankheiten Einschlisse beschrieben, obwohl diesen eine
wichtige Rolle in der Pathogenese der OPMD zugeschrieben wird. Der pathogenetische
Mechanismus der OPMD scheint sich demnach grundsédtzlich von dem der anderen

Krankheiten zu unterscheiden.

Pathogenetischer Mechanismus

Wie bereits erwdhnt, kodiert die (GCG)s-Basenfolge zu Beginn des ersten Exons des
PABPN1-Gens den Anfang eines 10-stelligen Polyal anintraktes im Protein, und die Expansion
dieser Basenfolge auf (GCG)g.13 flhrt zu einer Verlangerung der Polyalaninsequenz auf 12 bis
17 Stellen. Mehrere Experimente zeigen, dass das PABPN1 mit diesem expandierten
Polyalanintrakt ursachlich mit den fur die OPMD charakteristischen tubulofilamentdsen
Einschlissen in Zellkernen in Zusammenhang steht.

So konnten in Muskelbiopsien von an OPMD erkrankten Patienten mittels
immunhistologischer Untersuchungen Anhdufungen des PABPN1 mit verlangertem
Polyalanintrakt in Zellkernen ausgemacht werden. Der Anteil der Kerne mit
Proteinanhaufungen (2%) war dabel dem Anteil der Kerne mit elektronenmikroskopisch
nachweisbaren, fir die OPMD typischen intranukledren Einschlissen (2,5%) annahernd
gleich [88].

Andere Experimente dienten der Erforschung der Zusammensetzung der fir die OPMD
charakteristischen intranukledren Einschliisse. Muskelbiopsien von OPMD-Patienten wurden
sowohl immunhistologisch als auch fluoreszenzmikroskopisch untersucht. Dabel wurde
festgestellt, dass die intranuklegren Einschltisse PABPN1 enthalten [26, 8]. In Experimenten

an Zellen mit mutiertem PABPN1-Gen wurde die Zusammensetzung der entstandenen
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intranukledren Aggregate untersucht. Dabei fand man neben PABPN1 auch noch andere
Bestandteile, namlich SKIP, Ubiquitin, Proteasom, HSPs und mRNA [26, 1, 55].

In einem Experiment mit COS-7 Zellen wurden einige Zellen mit dem mutierten PABPN1-
Gen und andere mit dem Wildtyp des Gens transfiziert. Im Gegensatz zu den Zellen mit dem
nicht mutierten Gen kam es in Zellen mit der Mutation zur Bildung intranukleérer Protein-
Aggregate und zum friiheren Zelltod [81]. Dieses Transfektionsexperiment wurde inzwischen
mehrmals wiederholt, wobei in alen Experimenten die Bildung intranukledrer Einschllisse
und der im Vergleich zur Kontrollzellgruppe friihere Zelltod beobachtet wurde [7, 1]. Somit
scheint bewiesen, dass das veranderte Protein die intranukledren Einschlisse induziert, jedoch
ist unklar, wie es zu der Aggregation kommt.

So wurde in einem Experiment mit COS-7 Zellen nachgewiesen, dass Polyalanintrakte mit
19 und mehr Stellen spontan zur intrazelluléren Protein-Aggregation und damit zum friiheren
Z€lltod fuhren [74]. Jedoch wurde in diesem Experiment keine pathologische Aggregation
von kleineren Polyalanintraktverléngerungen beobachtet. Der verléngerte Polyal aninabschnitt
bei der OPMD umfasst jedoch maximal 17 Stellen.

Eine weitere Beobachtung tragt zur Erklarung der Bildung intranukledrer Einschltisse bei:
Wenn das PABPN1 Poly-A-Sequenzen bindet, bildet es lineare Filamente und kleine,
kompakte Oligomer-Partikel aus [53]. Diese linearen Filamente haben einen maximalen
Durchmesser von 7 nm, wahrend die Oligomer-Partikel Uber einen maximalen Durchmesser
von 21(+/-2) nm verfigen [53]. Diese Werte werden erreicht, wenn die Lange der gebundenen
Poly-A-Sequenz 200-300 Adenylmolekile betragt [53]. Auch in Abwesenheit von mRNA ist
das PABPN1 in der Lage, Oligomer-Partikel zu bilden [69]. Zwei Doménen innerhalb des
Proteins sind fur die Bildung der Oligomere verantwortlich. Werden sie inaktiviert, so kommt
es nicht zur Bildung der Partikel. Dies hat zur Folge, dass es auch nicht zur Entstehung der
intranukledren Protein-Aggregate kommt [38]. Es scheint also, dass die Oligomer-Partikel,
obwohl sie selbst nicht pathologisch sind, der Bildung der intranukledren Einschlisse
Vorschub leisten.

Ein weiterer Fokus der Untersuchungen des Pathomechanismus der OPMD stellt die
Interaktion von PABPN1 mit SKIP dar. SKIP ist die Abkirzung fur ,, Ski-interacting protein®.
Wie der Name schon vermittelt, reagiert das Protein mit dem Onkoprotein Ski. Aul3erdem
scheint SKIP als Co-Faktor der Transkription zu agieren [39, 32]. In Zellexperimenten wurde
festgestellt, dass PABPN1 mit SKIP interagiert und Einfluss auf die Transkription
muskelspezifischer Gene hat [55]. Demzufolge konnte die Pathogenese der OPMD mit
Stoérungen der normalen Transkriptionsvorgange in Muskelfasern zusammenhangen.
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Der so genannte , ubiquitin-proteasome pathway* (UPP) ist ein Mechanismus mit der
Funktion, Proteine, unter anderem auch falsch gefaltete, abzubauen. Dazu muss zunéchst das
abzubauende Protein mit Ubiquitin markiert werden, bevor es von der multikatalytischen
Protease des Proteasoms abgebaut werden kann [61]. In COS-7 Zellen mit mutiertem
PABPN1-Gen fuhrt die Inhibition des UPP-Mechanismus zu einer vermehrten Anzahl von
intranukledren Einschlissen und zu einer erhohten Zell-Toxizitét [1]. Daraus lasst sich ein
maoglicher Einfluss des fehlerhaften UPP-Mechanismus auf die Pathogenese der OPMD
ableiten.

Hitze-Schock-Proteine (HSPs) sind molekulare Chaperone, multimere Proteinkomplexe,
denen unter anderem die Aufgabe zukommt, wéhrend der Proteinfaltung die Protein-
Aggregation zu verhindern [61]. Wurden in Zellexperimenten neben dem verénderten
PABPN1 auch HSPs exprimiert, flhrte dies zu weniger intranukledren Einschllissen und einer
langeren Lebensdauer der Zellen [7]. Folglich kdnnten auch die HSPs an der Entstehung der
OPMD beteiligt sein.

Zusammenfassend 18sst sich festhalten, dass die Mutation des PABPN1-Gens zu einem
verlangerten Polyalanintrakt im PABPN1 fuhrt und dieses verénderte Protein die Entstehung
intranukledrer Einschlisse induziert, welche einen friheren Tod der betroffenen Zellen
verursachen. Wie genau dieser Mechanismus funktioniert und welche weiteren Komponenten
in diesem Zusammenhang von Bedeutung sind, ist nach wie vor nicht klar. Allerdings geben
die oben beschriebenen Untersuchungen Hinweise auf mogliche Faktoren, die einen Einfluss

auf den pathogenetischen M echanismus der OPMD haben konnten.
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Patienten

Im Rahmen dieser Arbeit wurden molekularbiologische Untersuchungen zur
Okulopharyngealen Muskeldystrophie durchgeftihrt. Die untersuchte DNA und RNA wurde
aus Muskelbiopsien von 6 OPMD-Patienten isoliert, die aufgrund der durch die Krankheit
hervorgerufenen Symptome in stationérer Behandlung waren. Die Muskelbiopsien sind in der
Zeit vom 29.06.1999 bis zum 18.02.2003 im Institut fir Neuropathologie der RWTH Aachen
zur histopathologischen Untersuchung eingegangen. Im Folgenden werden Anamnese
(einschl.  Familien-Anamnese), klinischer Befund und neurohistopathol ogisches
Untersuchungsergebnis der einzelnen Patienten beschrieben. Die klinischen und
anamnestischen Daten wurden uns von den behandelnden Fachéarzten der jeweiligen Kliniken
zur Verfigung gestellt. Da die Patienten in unterschiedlichen Krankenhausern behandelt
wurden, sind die durchgefihrten Untersuchungen nicht einheitlich und die klinischen Befunde
deshalb nicht in jeder Hinsicht korrelierbar.

Patient 1

Anamnese:

Der Patient ist zum Zeitpunkt des Klinikaufenthalts 72 Jahre at. Seit dem 62. Lj. ist eine
zunehmende Schwéache der Arme und Beine zu beobachten. Bereits vor dem 62. Lj. bemerkt
der Patient eine beidseitige Ptosis. Ungeféhr seit dem 70. Lj. klagt der Patient Uber

Schluckbeschwerden. Dem Patienten ist kein &hnlicher Fall in seiner Familie bekannt.

Klinischer Befund:

Der algemeine klinische Befund ist unauffélig, der Patient befindet sich in einem guten

Allgemein- und Ernghrungszustand. Vorhanden sind eine ausgepragte beidseitige Ptosis, eine
leichte Schwéche der mimischen Muskulatur und eine nasale Phonation. Es liegt eine
leichtgradige oropharyngeale Dysphagie vor. Neben manifesten Paresen der Arm- und
proximalen Beinmuskulatur ist eine Atrophie der Beckenringmuskulatur vorhanden, die
distale Beinmuskul atur ist vollkraftig. Beim Beinhalteversuch kommt es zum Absinken.
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Histopathol ogisches und & ektronenmikroskopisches Untersuchungsergebnis:

Zur Untersuchung gelangt eine Biopsie aus dem M. deltoideus links. Lichtmikroskopisch sind
angulér konfigurierte teilatrophische und atrophische Fasern, zentralstandige Kerne und
vereinzelt Vakuolen mit fuchsinophilem Inhalt zu sehen. Nach den ATPase-Reaktionen sind
beide Hauptfasertypen betroffen, wobei keine eindeutige Fasertypengruppierung vorhanden
ist. Im elektronenmikroskopischen Bild sind neben intranukledren tubulofilamentdsen
Einschliissen mit einem Durchmesser von ca. 8,5 nm auch Filamente mit einem Durchmesser

von ungefahr 15 nm (mit erheblichen Variationen) im Sarkoplasma vorhanden.

Patient 2

Anamnese:

Zum Zeitpunkt des Klinikaufenthaltes ist der Patient 87 Jahre at. Seit dem 86. Lj. klagt er
uber zunehmende Schluckbeschwerden und Probleme beim Abhusten von Bronchial sekret.
Aufgrund dessen hat er seit dem Beginn der Beschwerden 7 kg Gewicht verloren. Des
Weiteren hat er zunehmend Sprachprobleme. Seit Ende des 86. Lebengahres bemerkt der
Patient eine Schwéache im Schulter-Oberarm-Bereich. Angaben Uber das Vorliegen

vergleichbarer Erkrankungen in der Familie des Patienten wurden nicht gemacht.

Klinischer Befund:
Der Patient befindet sich in einem altersbedingt deutlich reduzierten Allgemeinzustand, der

Erndhrungszustand ist schlank. Bel intakter Pupillo- und Okulomotorik liegt eine beidseitige
Ptosis vor. Die Sprachproduktion erfolgt angestrengt und ist leise. Es sind proximale Schulter-
Armparesen Kraftgrad 4+/5 vorhanden, im Beinhalteversuch kommt es nach 2 Sekunden

beidseitig zum Absinken.

Histopathol ogisches und & ektronenmikroskopisches Untersuchungsergebnis:

In der untersuchten Muskelbiopsie aus dem linken M. deltoideus sind wiederholt deutlich
abgeflachte teilatrophische und atrophische Muskelfasern zu finden. Nach den ATPase-
Reaktionen stellen sich beide Haupttypen dar, ohne dass eine zahlenméallige Prédominanz
eines Fasertyps zu erkennen wére. In einzelnen Muskelfasern ist die Anzahl der
mittelsténdigen Kerne leicht erhdht. Im elektronenmikroskopischen Bild sind an mehreren
Stellen scharf begrenzte, intranukledre Einschlisse mit einem Durchmesser von ca. 8 nm zu
erkennen. Andere Fasern weisen eine Vielzahl von Mitochondrien mit parakristallinen
Einschltissen auf.
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Patient 3

Anamnese:

Zum Zeitpunkt der stationaren Behandlung ist der Patient 56 Jahre alt. Seit dem 53. Lj. leidet
er unter Muskelschmerzen im Bereich der Oberschenkel und der Lendenwirbelsaule. Seit dem
54. Lj. klagt er zusétzlich Uber eine beidseitige Ptosis, Dysarthrie und Dysphagie. Ein Bruder

des Patienten weist eine dhnliche Symptomatik auf.

Klinischer Befund:

Die durchgefuhrten Untersuchungen geben keinen Hinweis auf das Vorliegen einer

internistischen Erkrankung. Es sind leichte, proximal betonte Paresen von Armen und Beinen
vorhanden, das Aufstehen aus der Hocke ist nur mit Hilfe moglich. Muskelatrophien sind im
Bereich der Oberschenkel, im Beckenbereich und im Oberarmbereich zu beobachten. Es
besteht eine beidseitige Ptosis, die Sprache des Patienten ist ndselnd. Der Schluckakt ist bei
Nahrung mit fester Konsistenz deutlich gestort.

Histopathol ogisches und & ektronenmikroskopisches Untersuchungsergebnis:

Zur Untersuchung gelangt eine Biopsie aus dem rechten M. gluteus maximus.
Lichtmikroskopisch kommen neben normalen Fasern viele tellatrophische Fasern zur Ansicht,
die abgeflacht oder angular konfiguriert sein kénnen. Neben ener erhohten Anzahl
mittelsténdiger Kerne sind auch sog. ,ragged-red fibers* vorhanden. Nach den ATPase-
Reaktionen ist zu erkennen, dass beide Hauptfasertypen vom atrophischen Prozess betroffen
sind. Im elektronenmikroskopischen Bild sind tubul ofilamentdse Kerneinschliisse vorhanden,
deren Filamente einen Durchmesser von 85 nm haben. Des Weiteren erkennt man im

Sarkoplasma tubul ofilamentdse Strukturen, deren Durchmesser rund 15 nm betrégt.

Patient 4

Anamnese:

Der Patient ist wahrend seiner stationéren Behandlung 58 Jahre alt. Er berichtet, schon seit
mehreren Jahren unter einer rechtsbetonten Ptosis zu leiden, welche bereits durch Raffung des
rechten Oberlides korrigiert worden sei. Im Alter von 58 Jahren kommt es erneut zu einer
deutlichen Progredienz der Ptosis, des Weiteren treten Schluckbeschwerden und
Sprachprobleme auf. Auch berichtet der Patient, er habe proximal betonte, atrophische
Veranderungen der oberen und unteren Extremitdten bemerkt. Weiterhin leidet er unter teils
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spontanen, teils belastungsabhangigen Schmerzen der oberen und unteren Extremitéten. Es

sind keine Angaben zur Familien-Anamnese vorhanden.

Klinischer Befund:
Abgesehen von ener Sinusbradykardie im Ruhe-EKG weist der klinisch-internistische

Befund keine Besonderheiten auf. Bel normaler Pupillo- und Okulomotorik liegt eine maiige,
rechtsbetonte Ptosis bei Zustand nach Levatorstraffung rechts vor. Die Stimme ist leise, eine
Dysphonie ist vorhanden. Es zeigt sich eine leichte, proximal betonte Parese der unteren
Extremitaten.

Histopathol ogisches und & ektronenmikroskopisches Untersuchungsergebnis:

Zur Untersuchung gelangt eine Biopsie aus dem rechten M. orbicularis oculi. Im
lichtmikroskopischen Bild erkennt man neben normal konfigurierten auch teilatrophische
Fasern, die abgeflacht oder anguldr konfiguriert sind. Autophagische Vakuolen und
mittel standige Kerne sind gelegentlich zu beobachten. Es finden sich zahlreiche sog. ,, ragged-
red fibers’. Elektronenmikroskopisch erkennt man in enem Kern massenhaft

tubul ofilamentdse Strukturen mit einem Durchmesser von 8,5 nm.

Patient 5

Anamnese:

Das Alter des Patienten betrdgt zum Zeitpunkt der stationaren Behandlung 64 Jahre. Seit
seinem 59. Lj. leidet er unter zunehmender beidseitiger Lidheberschwéche und einer
undeutlichen Sprache. Seit wenigen Jahren hat er zusétzlich Schluckstérungen. Sein Vater
weist ab ungefdhr dem 70. Lj. eine dnliche Symptomatik auf, seine Schwester ist ebenfalls
von dhnlichen Symptomen betroffen.

Klinischer Befund:

Der Patient weist einen atersentsprechend guten Allgemeinzustand und einen adipdsen
Erndhrungszustand auf. Es liegt eine linksbetonte Ptosis vor, Pupillo- und Okulomotorik sind
intakt. Der Wirgreflex ist abgeschwécht, es zeigt sich eine Gaumensegel parese rechts und
eine Dysphonie. Abgesehen von einer Grol3zehenheberparese rechts bei Zustand nach

Bandscheiben-Operation in Hohe von LWK 4/5 liegen keine weiteren Paresen vor.
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Histopathol ogisches und & ektronenmikroskopi sches Untersuchungsergebnis:

Zur Untersuchung gelangt eine Biopsie aus dem M. deltoideus. Im Lichtmikroskop erkennt
man neben norma konfigurierten auch teilatrophische Muskelfasern, die abgeflacht oder
abgerundet sein konnen. Des Weiteren sind einige mittelstdndige Kerne und eine sog.
.ragged-red fiber* zu beobachten. Elektronenmikroskopisch sind intranukledre
tubulofilamenttse Strukturen mit einem Durchmesser von 8,5 nm zu sehen (Abb. 1). Im
Sarkoplasma kommen demgegeniber fokal Einschllisse mit einem Durchmesser von ungefahr

17 nm vor.

2 3 . = . o '.‘{" . ;
a) Darstellung eines Kernes mit den fiir die OPMD
charakteristischen Einschlissen

starkere Vergré[&eruﬁg

b)Auschnitt aus a);

Abbildung 1: Elektronenmikroskopische Aufnahme der Muskelbiopsie von Patient 5.

a) zeigt in einer hochgradig atrophischen quergeschnittenen Muskelfaser den Anschnitt eines Kernes,
welcher die fiir die OPMD charakteristischen Einschlisse enthalt. Zentral ist ein homogener Bezirk zu
erkennen, der scharf abgegrenzt ist gegen das marginal an der Kernwand kondensierte
Heterochromatin. In diesem inneren Bereich sind zahlreiche tubulofilamentdse Einschlisse
vorhanden. In der Umgebung dieses Kernes sind auf der Aufnahme auflerdem noch weitere
Anschnitte pyknotischer Kerne zu sehen.

b) zeigt einen Ausschnitt aus a) in einer starkeren VergréRerung. In dieser Darstellung ist die Struktur
der Einschliisse erkennbar. Es handelt sich um irregular angeordnete, tubulofilamentdse Strukturen,
deren Durchmesser ca. 8,5 nm betragt.
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Patient 6

Anamnese:

Die Patientin ist zum Zeitpunkt des Klinikaufenthaltes 70 Jahre alt. Seit dem 67. Lebengjahr
leidet sie unter einem zunehmenden Herabhéngen der Augenlider. Die Patientin hat keine
Schwéche der Ubrigen Muskulatur festgestellt, jedoch treten Schluckbeschwerden auf. ES

liegen keine familienanamnesti schen Angaben vor.

Klinischer Befund:

Die Patientin ist in einem guten Allgemein- und adipdsen Erndhrungszustand. Es liegt eine
starke Ptosis vor, beim Blick nach links und nach oben ist eine Blickparese festzustellen. Es
ist eine diskrete Parese der Armabduktion vorhanden. Beim Osophagus-Breischluckversuch
wurde eine ,neurogene” Schluckstérung mit sekundédrer Aspiration im Hypopharynx bel
unauffalligem priméren Schluckakt beobachtet.

Histopathol ogisches und & ektronenmikroskopisches Untersuchungsergebnis:

Zur Untersuchung gelangt eine Muskelbiopsie aus dem M. deltoideus. Neben normal
konfigurierten Fasern sind wiederholt atrophische oder teilatrophische Muskelfasern
vorhanden, die meist abgeflacht sind und in Gruppen zusammen liegen. Nach den ATPase-
Reaktionen ist eine zahlenmdaige Dominanz der Typ 1-Fasern vorhanden. Im
elektronenmikroskopischen Bild sind in  enzelnen Sarkolemmkernen reichlich
tubul ofilamenttse Strukturen mit einem Durchmesser von ca. 8 nm vorhanden. Des Weiteren

finden sich in einigen Mitochondrien parakristalline Einschltisse.
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Pa'\tjirent scsl:;;ht FA* S’Byengq;iprlgrg.e Alter bei KA* S;Er?;t:sm Klinische Symptome®
) Ptosis Dysphagie Muskelschwache
1 m. neg. 60 Lj.” 72 1. Ptosis + + +
2 m. k.A. 86 Lj. 87 Lj. Dysphagie + + +
3 m. pos. 53 Lj. 56 Lj. Muskelschmerzen + + +
4 m. k.A. 56 Lj. 58 L. Ptosis + - +
5 m. pos. 59 Lj. 64 Lj. Ptosis + + -
6 w. k.A. 67 Lj. 70 L. Ptosis + + -

Tabelle 2: Zusammenfassung der anamnestischen und klinischen Daten der molekularbiologisch
untersuchten Patienten.

*. FA: Familienanamnese; pos.: positiv; neg.: negativ; k.A.: Es liegen keine Angaben vor.

*: KA: Krankenhausaufenthalt

* Aufgrund des schleichenden Verlaufes der Symptome ist die Angabe Uber das Lebensalter der Patienten beim
Beginn der Symptome geschéatzt worden.

°: Die hier aufgefiihrten klinischen Symptome beziehen sich auf den Zeitpunkt des stationaren Klinikaufenthaltes;
+: Symptom vorhanden; -: Symptom nicht vorhanden.

Lichtmikroskop Elektronenmikroskop
Patient Muskel*

N Vakuolen angulére zentrale  "ragged- intranuk!gére Einschllsse in
Fasern Kerne  red fibers" Einschlisse  Mitochondrien

1 M. deltoideus + + + - + -

2 M. deltoideus - - + - + +

3 M. gluteus maximus - + + + + -

4 M. orbicularis oculi + + + + + -

5 M. deltoideus - - + + + .

6 M. deltoideus - - - - + +

Tabelle 3: Zusammenstellung einiger histopathologischer Strukturen, die bei der Untersuchung der
Muskelbiopsien der 6 Patienten gefunden wurden. Die einzelnen Veranderungen wurden je nachdem,
ob man sie im lichtmikroskopischen oder elektronenmikroskopischen Bild erkennen kann, in die
entsprechende Kategorie eingeteilt. Eine genauere Beschreibung der hier aufgefiihrten
histopathologischen Anomalien findet in der Einleitung im Abschnitt ,Morphologische Veranderungen*
statt.

*: Muskel, aus dem die Biopsie enthommen wurde.
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M olekular biologische M ethoden

Die durchgefiihrten molekularbiologischen Untersuchungen zur OPMD lassen sich in zwei
Versuchsteile gliedern. Im ersten Versuchsabschnitt wurde durch PCR und Sequenzanalyse
die zuvor isolierte DNA auf das Vorliegen der fur die Muskelkrankheit charakteristischen
Mutation untersucht. Ziel des zweiten Versuchsteils war es, das Vorliegen einer eventuellen
alelischen Transkription des PABPN1-Gens zu kléren. Dazu wurde zunéchst mRNA isoliert
und anschlief?end durch RT-PCR und Fragmentanalyse untersucht. Im Folgenden werden die

im Rahmen der durchgefihrten V ersuche angewandten Methoden beschrieben.

DNA-Isolierung

Die DNA wurde aus den im Abschnitt ,, Patienten” naher beschriebenen Muskelbiopsien der 6
untersuchten OPM D-Patienten extrahiert. Im Rahmen der im Institut fir Neuropathologie der
RWTH Aachen standardisierten Vorgehensweise wurde en Tell der jeweiligen
Muskelbiopsie als Nativpréparat bel -80°C eingefroren, ein anderer Teil in Parafin
eingebettet. Die DNA wurde aus dem in Parafin eingebetteten Gewebe isoliert. Dazu wurde
das QlAamp DNA Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany) verwendet.

PCR

Mit der isolierten DNA wurde eine PCR durchgefihrt, gemal? dem von Brais beschriebenen
Protokoll [20]. Als Vorwértsprimer wurde 5-TGGCGCAGTGCCCGCCTTAGA-3, ds
Rickwartsprimer 5-ACAAGATGGCGCCGCCGCCCCGGC-3" verwendet, beide Primer
wurden von der Sigma-Ark GmbH (Sigma-Ark GmbH, Steinheim, Deutschland) synthetisiert.
Das Gesamtvolumen der Reaktion betrug 25 pl, folgende Reagenzien wurden eingesetzt: 14,6
ul H2O; 2,5 pl 10x PCR Puffer (Qiagen); 2,5 pl dNTPs, jedes dNTP in einer Konzentration
von 25 mM (TaKaRa Bio Europe, Gennevilliers, Frankreich); 1,9 ul DMSO; 0.5 pl
HotStarTag DNA Polymerase (Qiagen); je 1 yl Vorwérts- und Rickwartsprimer, jeweils in
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einer Konzentration von 10 pMol; 1 pl DNA, 40 pg/ml. Die Amplifikationsreaktion wurde
gestartet durch eine initiale Aktivierungsphase (95° C/ 15 min), es folgten 35 Zyklen
Denaturierung (95° C/ 1 min), ,Annealing” (62,9° C/ 1 min) und Extension (72° C/ 1 min),
gefolgt von einer abschlief3enden Extension (72° C/ 7 min).

Aufreinigung und Sequenzierung

Die PCR-Produkte wurden zundchst mit dem QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen)
aufgereinigt. Mit den aufgereinigten PCR-Produkten wurde anschlieffend eine
Sequenzierungsreaktion mit einem Gesamtvolumen von 10 pl durchgefihrt. Folgende
Reagenzien wurden verwendet: 6,5 pl HyO; 2 ul BigDye Terminator Mix 3 (ABI,
Weiterstadt, Deutschland); 1 pl Vorwéartss oder Rickwartsprimer (vgl. ,PCR"); 0,5 ul
aufgereinigtes PCR-Produkt. Die Sequenzierungsreaktion startete mit einer initialen
Aktivierungsphase (96° C/ 1 min), es folgten 25 Zyklen Denaturierung (96° C/ 10 9),
»Annealing” (58° C/ 5 s) und Extension (60° C/ 4 min). Abgeschlossen wurde die Reaktion
durch eine finale Extensionphase (60° C/ 7 min). Nach Abschluss der Reaktion wurde der
Reaktionslésung 10 pl H,0 zugefligt. Diese verdinnte Reaktionslsung wurde mit Centrisep
Columns (Princeton Separations, Adelphia, USA) aufgereinigt. Abschlief3end wurde die
verdunnte und aufgereinigte Reaktionslésung mit einem ABI Prism 310 (ABI)
elektrophoretisch aufgetrennt und ausgewertet.

Allelische Sequenzierung

Mit der DNA von Patient 5 wurde neben der oben beschriebenen Sequenzanalyse zusétzlich
noch eine alelische Sequenzierung durchgefiihrt. Um gentigend PCR-Produkt zu erhalten,
erfolgten 4 PCR-Reaktionen nach dem oben beschriebenen Protokoll. Anschlief3end wurden
die PCR-Produkte auf ein 3%-Agarosegel aufgetragen, um die unterschiedlich langen Allele
voneinander zu trennen. Die Banden mit den beiden Allelen wurden einzeln ausgeschnitten
und die PCR-Produkte mit dem QIAEX |1 Gel Extraction Kit (Qiagen) isoliert. Anschlief3end
erfolgte wiederum die Durchfihrung der im Abschnitt ,, Aufreinigung und Sequenzierung®

beschriebenen Sequenzierungsreaktion, alerdings wurde 1 pl  PCR-Produkt und
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dementsprechend nur 6 pl H,O eingesetzt. Ansonsten waren Sequenzierungsreaktion und

weiteres Vorgehen identisch mit dem oben beschriebenen.

MRNA-Isolierung

Die mRNA wurde aus den bei -80°C eingefrorenen Muskelbiopsien der 6 OPMD-Patienten
isoliert. Dazu wurde das RNeasy Kit (Qiagen) verwendet.

RT-PCR

Fir die Untersuchung der mRNA wurde ein Primerpaar entworfen, mit dem es méglich war,
DNA und mRNA gleichermal3en zu amplifizieren. Als Vorwértsprimer wurde 5'-
CAGTCTGAGCGGCGATGG-3', as Ruckwartsprimer 5'-CCAGGCCGTTCCCGTAGT-3
verwendet. Der Vorwartsprimer wurde am 5°-Ende mit einer ,,fam“-Markierung versehen,
beide Primer wurden von der Firma Sigma-Genosys (Sigma-Genosys, Steinheim,
Deutschland) synthetisiert. Die RT-PCR wurde mit einem Gesamt-Volumen von 25 pl
durchgefiihrt und war folgendermal3en zusammengesetzt: 10 pl H,O (RNAse-fre); 5 pl Q-
Solution; 5 ul 5x Puffer; 1 pl dNTPs; 1 pl Enzym Mix; je 1 ul Vorwérts und
Ruckwartsprimer, jewells in einer Konzentration von 10 pMol; 1 pl RNA. Dabei stammten
H,O, Q-Solution, 5x Puffer, dNTPs und Enzym-Mix aus dem One Step RT-PCR Kit
(Qiagen). Die RT-PCR startete mit einem RT-Schritt (50° C/ 30 min), wurde fortgesetzt mit
einer Aktivierungsphase (95° C/ 15 min), es folgten 35 Zyklen Denaturierung (95° C/ 1 min),
L»Anneading“ (62,9° C/ 1 min) und Extension (72° C/ 1 min). Abgeschlossen wurde die
Reaktion mit einer Extensionsphase (72° C/ 7 min).

Denaturierung und Fragmentanalyse der RT-PCR-Produkte

Als Vorbereitung fur die Fragmentanalyse der RT-PCR-Produkte wurde eine Ldsung,
bestehend aus 13,5 pl Formamid, 0,5 pl GeneScan 500 — [TAMRA] Size Standard (PE
Biosystems, Warrington, England) und 05 pl RT-PCR-Produkt, hergestellt. Zur

Denaturierung wurde dieses Gemisch in einem Thermocycler 1 min auf 95° C erhitzt und
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dann fur 10 min bei 10°C abgekihlt. Anschlief3end wurden die Fragmente mit Hilfe eines
ABI Prism 310 (ABI) elektrophoretisch separiert und ausgewertet.

PCR mit RT-PCR Primerpaar, Denaturierung und Fragmentanalyse

Mit dem fur die RT-PCR entworfenen Primerpaar wurde eine PCR der Patienten-DNA und
anschlief3end mit den PCR-Produkten eine Fragmentanalyse durchgefiihrt. Jede PCR hatte ein
Gesamtvolumen von 25 pl und war folgendermal3en zusammengesetzt: 11,5 pl H,O; 5 pl Q-
Solution (Qiagen); 2,5 ul 10x PCR Puffer (Qiagen); 2,5 ul dNTPs, jedes dNTP in einer
Konzentration von 25 mM (TaKaRa Bio Europe); 0,5 pl HotStarTag DNA Polymerase
(Qiagen); je 1 pl Vorwarts- und Ruckwartsprimer, jeweils in einer Konzentration von 10
puMol; 1 pl DNA, 40 pg/ml. Die PCR wurde durch eine Aktivierungsphase (95° C/ 15 min)
gestartet, es folgten 35 Zyklen Denaturierung (95° C/ 1 min), ,Annealing” (62,9° C/ 1 min)
und Extension (72° C / 1min), eine Extensionsphase (72° C / 7min) beendete die Reaktion.
Das weitere Vorgehen mit den PCR-Produkten war identisch mit den oben beschriebenen

Arbeitsschritten der Denaturierung und Fragmentanalyse der RT-PCR-Produkte.
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Ergebnisse

Man kann die im Rahmen dieser Dissertation durchgefihrten molekulargenetischen
Untersuchungen in zwei Abschnitte unterteilen. Ziel des ersten Versuchsteils war es, die DNA
der sechs OPMD-Patienten auf die fur die Krankheit charakteristische Mutation zu
untersuchen. Der zweite Abschnitt fokussierte die Frage, ob die Transkription des mutierten
und nicht mutierten Allels bei den Patienten gleich stark ist, oder ob eventuell ein Allel

stérker transkribiert wird als das andere.

1. Versuchsteil: Sequenzanalyse

Wie bereits in der Einleitung ausfuhrlich beschrieben, liegt der OPMD eine Mutation zu
Beginn des PABPN1-Gens zu Grunde. Deshalb wurde der Abschnitt des PABPN1-Gens der
isolierten Patienten-DNA, der die mutmaldliche Mutation enthielt, mittels PCR amplifiziert.
Diese Reaktion wurde mit jeder Probe zweimal durchgefthrt. Darauf folgte eine
Sequenzanalyse der PCR-Produkte. Die Analyse der Produkte der ersten Reaktion erfolgte
sowohl mit dem Vorwérts- wie auch mit dem Ruckwartsprimer, die Produkte der zweiten
Reaktion wurden nur einmal mit dem Vorwartsprimer sequenziert. Als exemplarisches
Beispiel sind in Abbildung 2 die Sequenzanalysen der PCR-Produkte der ersten PCR aller 6
Patienten nach der Sequenzierungsreaktion mit dem Vorwértsprimer dargestellt. Durch die
Sequenzanalysen konnte die bereits klinisch und ultrastrukturell gestellte Diagnose der
OPMD in allen 6 Falen genetisch bestétigt werden. Alle 6 Patienten besitzen neben einem
normalen ein mutiertes PABPN1-Allel.

Patient Nr. nicht mutiertes Allel mutiertes Allel
1 (GCG)s(GCA)3(GCG) (GCG)s(GCA)3(GCG)
2 (GCG)s(GCA)3(GCG) (GCG)s(GCA)3(GCG)
3 (GCG)s(GCA)3(GCG) (GCG)o(GCA)3(GCG)
4 (GCG)s(GCA)3(GCG) (GCG)o(GCA)3(GCG)
5 (GCG)s(GCA)3(GCG) (GCG)s(GCA)(GCG)(GCA)3(GCG)
6 (GCG)s(GCA)3(GCG) (GCG)o(GCA)3(GCG)

Tabelle 4: Zusammenfassung der Ergebnisse der durchgefihrten Sequenzanalysen
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R AL W

Patlent4G'CGG CAGCAGC AGCG ........... ..
GCGG CGG CGGCGGCAGCAGCAGCG.........

WO AN AN Y. A\ o AGAY, e SV
Patient 5 GCGGCGG CGGCGGCAGCAGCAG CG .............
GCGGCGG CGGCGGCAGCAGCGGCAGC AGCAGCG....

Abbildung 2: Sequenzanalysen der Patienten-DNA mit dem Vorwartsprimer nach der ersten PCR.
Unter der Computer-Auswertung der Sequenzanalysen sind zur Verdeutlichung die Basensequenzen
des Wildtyp-Allels (oben) und des mutierten Allels (unten) dargestellt. Die Einschiibe im mutierten Allel
sind gelb unterlegt. Es ist gut zu erkennen, dass vor der Mutation nur ein Peak pro Base vorhanden
ist, wahrend nach ihr jedoch stellenweise zwei Peaks vorhanden sind. Sowohl im Bereich der Mutation
als auch nach dieser ist es moglich, die Sequenz beider Allele nachzuvollziehen.
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In finf der sechs Falle wurden die fiir die OPMD charakteristischen, von Brais beschriebenen
Expansionen des (GCG)s-Traktes zu Beginn des PABPN1-Gens gefunden [20]. In drei Féllen
war die Sequenz auf (GCG)g und zweimal auf (GCG)g expandiert. Bei einem Patienten jedoch
wurde eine ungewdhnliche, in der Literatur noch nicht beschriebene Mutation gefunden.
Neben dem normalen Allel wurde bel Patient 5 neben einem unmutierten Allel folgende
Sequenz entdeckt: (GCG)g(GCA)(GCG)(GCA)3(GCG). Da die Wildtyp-Basenfolge
(GCG)6(GCA)3(GCQG) lautet, liegt offensichtlich ein (GCA),(GCG)-Einschub vor.

Aufgrund dieses ungewohnlichen Befundes wurde mit der aus der Muskelbiopsie von
Patient 5 isolierten DNA ein zusétzlicher Versuch durchgefuihrt. Wie in Abbildung 2 zu
erkennen ist, wurden bei den bisher durchgefiihrten Sequenzanalysen mutiertes und normales
Allel gleichzeitig sequenziert. Ziel des zusétzlichen Versuches war es, die beiden Allele
getrennt zu analysieren, um so das Vorliegen der bisher in der Literatur noch nicht
beschriebenen Mutation zu bestétigen. Der erste Schritt war erneut eine PCR, anschlief3end
wurde das langere, mutierte Allel mittels Gelel ektrophorese von dem nicht mutierten getrennt.
Daraufhin wurde von beiden Allelen separat eine Sequenzanalyse mit dem Vorwartsprimer
durchgefuihrt. Auch in diesem Versuch konnte die oben bereits beschriebene Basensequenz
eindeutig nachgewiesen und somit das Ergebnis der vorangegangenen Sequenzanalyse
bestétigt werden.

\7\1 J,r’ '\\ \ f_,-' \I
.GCG GC GG

' }' ._\"\/\‘- v ; \.\;r“\"\ i II R \ s L s /{ )
........ GCGGC GGCAGCAGCAGCGEG

Abbildung 3: Getrennte Sequenzanalyse des mutierten (oben) und nicht mutierten (unten) Allels von
Patient 5. Unter der Computer-Auswertung der Sequenzanalyse sind die Basensequenzen der beiden
Allele dargestellt. Der Einschub im mutierten Allel ist gelb unterlegt.
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2. Versuchsteil: Transkriptionsanalyse

Um Unterschiede in der Transkription zwischen mutiertem und nicht mutiertem PABPN1-
Allel feststellen zu kénnen, wurde von den 6 Patienten mRNA isoliert. Durch eine RT-PCR
wurde der Abschnitt der PABPN1-mRNA amplifiziert, der die Mutation beinhaltet.
Anschliel3end wurde eine Fragmentanalyse der RT-PCR-Produkte durchgefthrt. In der
Fragmentanalyse kdnnen neben der Lange anhand der Fluoreszenzintegrale der Produkt-Peaks
auch die Menge der Fragmente bestimmt werden. Auf diese Weise wurde das Verhdltnis
[Fluoreszenzsignal PCR-Produkt des mutierten Allels/Fluoreszenzsigna PCR-Produkt des
Wildtyp-Allels] bestimmt. Bei der Betrachtung dieses Verhdtnisses muss jedoch zwei
Umstanden Beachtung geschenkt werden. Zum enen ist die fluoreszenz-basierte
Fragmentanalyse eher fir die qualitative Anayse ausgelegt, so dass nur ein normierter,
semiquantitativer Vergleich fur die Bestimmung unterschiedlicher Fragmentmengen sinnvoll
erscheint. Zum anderen ist in der RT-PCR gleichermallen wie in der PCR die
Produktausbeute von zwe unterschiedlich langen Fragmenten bei identischen Primern
|angenabhéngig, was in Mikrosatellitenanal ysen exemplarisch zu sehen ist. Ahnlich wiein der
Mikrosatellitenanalyse zur Bestimmung eines LOHS, in der die Analyse von Wildtyp-DNA
mit der von der Tumor-DNA verglichen wird [27] , musste zur Ermittlung der Verhaltnisse
der Transkription von mutiertem zu Wildtyp-Allel ein Referenzbereich bestimmt werden. Um
diesen zu ermitteln, wurden die DNA-Proben der Patienten benutzt. Da alle Patienten in
Bezug auf die Mutation im PABPN1-Gen heterozygot sind, ist das Verhdtnis von mutierter
zu Wildtyp-DNA 1. Es wurden jeweils 5 PCR-Reaktionen mit der DNA eines jeden Patienten
und anschliefRend eine Fragmentanalyse der PCR-Produkte durchgefiihrt. Um die Variation
der Ergebnisse und den systematischen Fehler, der durch die semiquantitative Analyse von
unterschiedlich langen PCR-Produkten entsteht, zu bestimmen, wurde fur Patienten mit
Insertionen gleicher Lange ein Referenzwert ermittelt. Bestimmt wurde dieser Wert aus den
Mittelwerten und den Student-t-Tests (t 0,05) der Fluoreszenzintegrale der PCR-Produkt-
Peaks. Der so ermittelte Referenzbereich wurde als Bereich gleicher Transkription zur
Grundlage der folgenden Transkriptionsanalysen eingesetzt.

Um wie oben geschildert verfahren zu kénnen, ist es jedoch zunéchst notwendig, ein
Primerpaar zu entwerfen, mit dem es maéglich ist, in einer bis auf den RT-Schritt identischen
Reaktion DNA und mRNA gleichermal3en zu vermehren. Weitere Voraussetzungen an die
Primer sind, dass sie entsprechend identische Bereiche von DNA und mRNA amplifizieren

und dass die zu untersuchende Mutation komplett in diesem Bereich enthalten sein muss.
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Nachdem ein diesen Anforderungen entsprechendes Primerpaar gefunden war, wurde mit
der DNA-Probe jedes Patienten 5mal eine PCR durchgefuhrt. Anschlief3end erfolgte die
Fragmentanalyse der PCR-Produkte.

120 140 160 180 200 Fragmentlange
| l l l [ ™" | Abbildung 4: Exemplarische Dar-
stellung der Fragmentanalyse
der PCR-Produkte von Patient 2.
Es ist deutlich zu erkennen, dass
zwei Produkt-Peaks vorhanden
sind, wobei der rechte dem PCR-
Produkt des mutierten und der
linke dem des Wildtyp-Allels
entspricht. Die Fluoreszenz-
integrale der Produkt-Peaks sind
als blaue Flache dargestellt. Das
Fluoreszenzintegral des Wildtyp-
Allels ist groRer als das des
mutierten.

In den DNA-Proben von allen sechs Patienten wurden zwei Fragmente verschiedener Lange
nachgewiesen. Dabei entsprach jeweils das kurzere Fragment dem PCR-Produkt des normalen
Allels und das langere dem PCR-Produkt des mutierten Allels. Bel den Patienten 1 und 2 war
das klrzere Fragment 161 Basen lang, das langere 167, wodurch sich eine Differenz von 6
Basen ergibt. Das entspricht der bei den beiden Patienten nachgewiesenen Expansion des
(GCG)e-Trakts um zwei (GCG)-Triplets (= 6 Basen). Bel den anderen Patienten wurden
Fragmentléngen von 161 und 170 Basen nachgewiesen. Das entspricht den 3 Triplets (= 9
Basen) langen Einschiben dieser Patienten. Die Ergebnisse der durch die Sequenzierung
erhaltenen Ergebnisse des ersten Versuchsteils konnten folglich in alen 6 Falen bestétigt
werden.

Wie oben bereits erlautert, wurden anhand der Fluoreszenzintegrale der PCR-Produkt-Peaks
die Menge der PCR-Produkte ermittelt. Die Ergebnisse dieser Messung sind in Tabelle 5
wiedergegeben. Aus diesen Werten wurden anschlieRend zwel Bereiche gleicher
Transkription bestimmt, einen fir die 6 Basenpaare lange Insertion, einen zweiten fir die 9
Basenpaare umfassende Mutation (Tab. 6).
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Patient PCR1 PCR 2 PCR 3 PCR 4 PCR 5

Nr. normal mutiert m./n. normal mutiert m.n. normal mutiert m.n. normal mutiert m./n. normal mutiert m./n.

1 33908 23881 0,7 16620 15373 0,92 - - B 22296 11608 0,52 13958 10740 0,77
. . B 8775 7290 0,83 . . B 3812 3597 0,94 6155 3753 0,61

N

3 43558 19899 0,46 20445 13233 0,65 18495 16062 0,87 24528 13072 0,53 13777 8569 0,62
4 26296 19646 0,75 20526 12091 0,59 - - B 39997 20927 0,52 22434 13814 0,62
5 18112 11611 0,64 11850 11001 0,93 8255 5622 0,68 12981 6243 0,48 12511 10784 0,86
6 - . 5737 3817 0,67 8702 6004 0,69 30186 16481 0,55 13421 8256 0,62

Tabelle 5: Zusammenfassung der Ergebnisse der mit jeder DNA-Probe 5 mal wiederholten PCR.
normal: Fluoreszenzintegral des PCR-Produkt-Peaks des Wildtyp-Allels
mutiert: Fluoreszenzintegral des PCR-Produkt-Peaks des mutierten Allels
m./n.: [Fluoreszenzintegral des PCR-Produkt-Peaks des Wildtyp-Allels /Fluoreszenzintegral

des PCR-Produkt-Peaks des mutierten Allels]
In einigen Analysen war die Basis der Peaks so breit, dass die Ergebnisse durch die
Auswertungssoftware verzerrt wurden. Diese Werte wurden nicht mit zur Berechnung des Bereiches

gleicher Transkription herangezogen. In der Tabelle wurden die entsprechenden Felder durch ein -
kenntlich gemacht.

Lange des Mittelwert m./n. t0,05 Bereich gleicher
Einschubs Transkription
6 Basen 0,76 (n=7) 0,41 0,25-1,17

9 Basen 0,65 (n=18) 0,36 0,29-1,01

Tabelle 6: Berechnung des Bereiches gleicher Transkription fiir die Mutationen gleicher Lange anhand
der in Tab. 5 aufgefiihrten Werte.

Mittelwert m./n.: Mittelwert der Werte aus der Spalte ,m./n.“ aus Tab.5, in Bezug auf die Lange der
Insertion (n: Anzahl der jeweils in die Berechnung des Mittelwertes einbezogenen Quotienten)

t 0,05: Student-t-Test [Standardabweichung * 2 * 2]

Bereich gleicher Transkription: [Mittelwert +/- t 0,05]

Fir die Patienten 1 und 2 (6 Basen lange Insertion) ergab sich ein Bereich gleicher
Transkription von 0,25-1,17; fur die Patienten 3, 4, 5 und 6 (9 Basen lange Insertion) ein
Bereich von 0,29-1,01.

Zur Bestimmung der allelischen Transkriptionsverhéltnisse wurde genau wie mit der DNA
auch mit der mRNA eines jeden Patienten 5mal eine RT-PCR durchgefiihrt. Diese Reaktion
war bis auf den zusdtzlichen RT-Schritt identisch mit der PCR. Anschlief3end erfolgte
wiederum eine Fragmentanalyse der RT-PCR-Produkte. Es zeigte sich, dass genau wie bei der
PCR in alen sechs Féllen neben dem Wildtyp-Allel auch das mutierte Allel transkribiert
vorlag.
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120 150 180 210  Fragmentlange
[Basen]

1 | | I Abbildung 5: Exemplarische Dar-
stellung der Fragmentanalyse der
RT-PCR-Produkte von Patient 2.

Wie bei der Fragmentanalyse der
PCR-Produkte (vgl. Abb. 4) sind
auch hier zwei Produkt-Peaks zu
erkennen. Jedoch ist hier das
Fluoreszenzintegral des RT-PCR-
Produkt-Peaks der vom mutierten
Allel transkribierten mRNA (rechts)
groRer als das Fluoreszenzintegral
k der vom Wildtyp-Allel

transkribierten mRNA (links).

Die Lange der RT-PCR-Proukte entsprach genau der Lange der PCR-Produkte, also 161 und
167 Basen bei den Patienten 1 und 2, 161 und 170 Basen bel den Ubrigen Patienten. Analog
zu dem Vorgehen bel den Versuchen mit der DNA wurde anhand der Fluoreszenzintegrale die
Menge der RT-PCR-Produkte bestimmt (Tab. 7)

Patient RT-PCR1 RT-PCR 2 RT-PCR 3 RT-PCR 4 RT -PCR 5
Nr. Normal mutiert m./n. normal mutiert m.n. normal mutiert m./n. normal mutiet m./n. Normal mutiert m./n.
1 1321 1579 1,2 6293 3923 0,62 7668 10870 1,42 12921 27327 2,11 4852 10512 2,17
2 4078 6555 1,61 17214 27994 1,63 26147 34683 1,33 19759 22232 1,13 8577 12830 1,5

3 2176 1541 0,71 3849 2138 0,56 5268 6303 1,2 15777 14271 0,9 5636 2165 0,38
4 519 546 1,056 1597 1605 1,01 1028 1745 1,7 5772 4354 0,75 908 1032 1,14
5 2067 2623 1,27 9955 10669 1,07 12113 12868 1,06 31516 31407 1 3876 6294 1,62
6 444 1145 2,58 4218 3430 0,81 3203 2187 0,68 13721 11174 0,81 2713 4400 1,62

Tabelle 7: Zusammenfassung der Ergebnisse der 5Smal mit jeder Patienten-mRNA durchgefihrten RT-

PCR.

normal: Fluoreszenzintegral des RT-PCR-Produkt-Peaks von der vom Wildtyp-Allel transkribierten
mRNA

mutiert: Fluoreszenzintegral des RT-PCR-Produkt-Peaks von der vom mutierten Allel transkribierten
mRNA

m./n.: [Fluoreszenzintegral des RT-PCR-Produkt-Peaks von der vom mutierten Allel transkribierten
mRNA / Fluoreszenzintegral des RT-PCR-Produkt-Peaks von der vom Wildtyp-Allel
transkribierten mRNA]

Fir jeden Patienten wurde aus den 5 Quotienten ein Mittelwert gebildet und mit dem zuvor
bestimmten Bereich gleicher Transkription verglichen. Dabel zeigte sich, dass nur ein Wert
innerhalb des Bereiches gleicher Transkription lag (Patient 3), 5 der 6 Mittelwerte sich jedoch
oberhalb dieses Referenzbereiches befanden (Patienten 1, 2, 4, 5 und 6).
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Werte innerhalb des Bereiches gleicher Transkription entsprechen einer gleich starken
Transkription des mutierten und des Wildtyp-Allels, Werte oberhalb dieses Bereichs
entsprechen einer hoheren Transkriptionsrate des mutierten Allels. Folglich wies nur Patient 3
eine gleich hohe Transkriptionsrate beider Allele auf. Die Ubrigen Patienten zeigten jedoch in
den untersuchten Muskelbiopsien eine stérkere Transkription des mutierten PABPN1-Allels
im Vergleich zum Wildtyp-Alle (Tab. 8).

Patient Lange des Bereich gleicher Mittelwerte der Quotienten Vergleich Transkription
Nr. Einschubs  Transkription aus Tab. 7 mutiertes Allel - normales Allel
1 6 Basen 0,25-1,17 1,50 mutiertes Allel > normales Allel
2 6 Basen 0,25-1,17 1,44 mutiertes Allel > normales Allel
3 9 Basen 0,29-1,01 0,71 mutiertes Allel = normales Allel
4 9 Basen 0,29-1,01 1,13 mutiertes Allel > normales Allel
5 9 Basen 0,29-1,01 1,20 mutiertes Allel > normales Allel
6 9 Basen 0,29-1,01 1,30 mutiertes Allel > normales Allel

Tabelle 8: Zusammenstellung der Ergebnisse des 2. Versuchsteils. Da die Mittelwerte der Quotienten
aus Tab. 7 der Patienten 1, 2, 4, 5 und 6 Uber dem jeweiligen Bereich gleicher Transkription liegen,
bedeutet dies, dass das mutierte Allel in diesen Fallen starker transkribiert wurde als das normale.
Lediglich bei Patient Nr. 3 liegt der Mittelwert innerhalb des Referenzbereiches, was einer gleich
starken Transkription beider Allele entspricht.
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Diskussion

Das Thema der vorliegenden Dissertation sind molekulargenetische Untersuchungen zur
Okulopharyngealen Muskeldystrophie. In diesem Rahmen wurde die aus Muskelbiopsien von
6 Patienten isolierte DNA und RNA untersucht und in allen Féllen eine fur die OPMD
typische Mutation im PABPN1-Gen entdeckt. Der Fund einer bisher noch nicht beschriebenen
Mutation des PABPN1-Gens in der DNA eines Patienten gibt Anlass zur Diskussion des
molekularen Mechanismus, der der Mutation des PABPN1-Gens zu Grunde liegt. Auch eine
Betrachtung der Ergebnisse in Bezug auf einen eventuellen Zusammenhang zwischen
Genotyp und Phanotyp scheint durchaus von Interesse, auch wenn die Anzahl der
untersuchten Falle zu gering ist, um représentative Aussagen machen zu koénnen. Des
Weiteren lasst sich im Zusammenhang mit den Resultaten der Untersuchung der mRNA eine
Verbindung zwischen ungleicher Transkription von mutiertem und nicht mutiertem PABPN1-
Allel auf der einen und dem klinischen Erscheinungsbild der Krankheit auf der anderen Seite
diskutieren.

Der Mechanismusder (GCG)-Triplet Expansion bei der OPMD

Die typische der OPMD zu Grunde liegende Mutation ist die Expansion eines (GCG)s-
Traktes im PABPN1-Gen auf eine Lange von (GCG)s.13 [20]. Neben dieser , klassischen®
Mutation wurden jedoch in den letzten Jahren bel einigen Patienten auch andere Mutationen
gefunden. So entdeckte man bei Patienten aus Louisiana (USA) eine (GCG)g(GCA)(GCG),-
Basensequenz [79]. In Japan fand man zwei weitere Mutationen, namlich
(GCG)s(GCA)(GCG)3 und (GCG)s(GCA)3(GCG),. Bel  ener Untersuchung von
hollandischen OPMD-Patienten stief3 man bei 2 Personen auf eine (GCG)g(GCA)2(GCG),
Mutation [90]. All diese Variationen haben eine Gemeinsamkeit, es handelt sich namlich
nicht um eine reine Expansion des (GCG)-Traktes, es kommt zusétzlich zum Einschub von
einem oder mehreren (GCA)-Triplets.

Bei den Untersuchungen im Rahmen dieser Dissertation wurde eine Mutation entdeckt, die

Ahnlichkeit mit den oben beschriebenen besitzt. Neben der unmutierten (GCG)s-Basenfolge
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fand sich bei Patient 5 folgende Sequenz: (GCG)s(GCA)2(GCG). Genau wie in den oben
aufgefihrten Falen kam es hier also auch zur Insertion von (GCG)- und (GCA)-Triplets.

Da das (GCA)-Triplet genau wie das (GCG)-Triplet Alanin codiert, ist phanotypisch kein
Unterschied zwischen den ,klassischen® und den hier beschriebenen ungewdhnlichen
Mutationen zu erwarten. Diese Annahme wird durch die Untersuchungsergebnisse der Tréger
dieser Mutationen bestétigt. So wiesen sowohl die Patienten aus Louisiana, Holland und
Japan wie auch Patient 5 der hier vorliegenden Untersuchungsreihe einen fir die OPMD
typischen Krankheitsverlauf auf [68, 90, 79].

Momentan werden in der Literatur zwel mechanistische Modelle diskutiert, welche die
Expansion des (GCG)-Traktes as Ursache der OPMD bewirken konnten [19]. Der erste
Mechanismus ist das sog. , polymerase dlippage’-Modell, der zweite ist der sog. ,,unequal
crossing over*-Mechanismus.

Die Expansion einer Tripletsequenz stellt die genetische Grundlage einer Gruppe
neuromuskulérer und neurodegenerativer Erbkrankheiten dar (Tab. 9) [98]. Obwohl letztlich
noch nicht nachgewiesen werden konnte, durch welchen Mechanismus diese Mutationen
hervorgerufen werden, schenkt man in diesem Zusammenhang dem ,, polymerase slippage” -
Mechansimus die meiste Aufmerksamkeit [99]. Die Expansion der Tripletsequenz wird dabel
durch die Ausbhildung einer Haarnadel-Struktur auf dem neu synthetisierten Strang wahrend
der DNA-Replikation erkléart [49].

Krankheit Erbmodus Triplet Triplet-Wiederholungen

Normal mutiert

Dentatorubropallidolysische Atrophie AD CAG 6-35 51-88
Kennedy-Syndrom XR CAG 11-33 38-66

Chorea Huntington AD CAG 6-39 36-121
Spinozerebellare Ataxie Typ 1 AD CAG 6-39 41-81
Spinozerebellare Ataxie Typ 2 AD CAG 14-31 35-64
Spinozerebellare Ataxie Typ 3 AD CAG 12-41 40-84

Tabelle 9: Beispielhafte Darstellung einiger durch Expansion von Triplet Sequenzen hervorgerufener
Erbkrankheiten [99].
AD: autosomal dominant; XR: x-chromosonal rezessiv

In Tabelle 9 sind beispielhaft einige der neurodegenerativen Erkrankungen aufgeftihrt, die
als genetische Grundlage die Verlangerung einer Triplet Sequenz haben. Vergleicht man diese
Krankheiten mit der OPMD, die ja klassischerweise auch durch die Expansion einer
einheitlichen Tripletfolge hervorgerufen wird, kann man einige Gemeinsamkeiten feststellen.
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So werden die meisten der in der Tabelle erwahnten Krankheiten wie die OPMD autosomal
dominant vererbt. Des Weiteren liegen die Mutationen der OPMD und der oben aufgelisteten
Krankheiten im Bereich von Exonen, werden also im entsprechenden Protein exprimiert [99].
Aufgrund dieser Ahnlichkeiten kénnte man annehmen, dass die OPMD auf einen dhnlichen
Mutationsmechanismus zuriickzuftihren ist. Es gibt jedoch auch einige Grinde, die dies
unwahrscheinlich erscheinen lassen. So ist die Léange der Triplet-Wiederholungen der in
Tabelle 9 erwdhnten Krankheiten sowohl im mutierten als auch im unmutierten Zustand
langer als die der (GCG)-Sequenz des PABPN1-Gens. Es wird angenommen, dass fur die
Verlangerung einer repetitiven Tripletsequenz durch den ,polymerase dippage”-
Mechanismus eine Mindestlange von 25 bis 35 Triplets nétig ist [58]. Die langste in der
Literatur beschriebene (GCG)-Tripletfolge im PABPN1-Gen hat jedoch nur eine Lénge von
13 Wiederholungen, ist also 12 Triplets zu kurz. Eine weitere Eigenschaft der Mutationen der
oben aufgelisteten Erbkrankheiten ist ihre Instabilitét [46]. Im Gegensatz dazu zeichnet sich
die OPMD dadurch aus, dass sie meiotisch stabil ist. Die in Tabelle 9 beschriebenen
verlangerten Tripletsequenzen bestehen alle aus reinen Wiederholungen eines Basen-Triplets.
Sowohl die bei Patienten aus Holland, Japan und L ouisiana entdeckten Mutationen wie auch
die im Rahmen dieser Dissertation gefundene Insertion weisen aber neben der Verlangerung
des (GCG)g-Traktes den Einschub von (GCA)-Triplets auf. Diese Heterogenitét und die
Kurze des (GCG)-Traktes lassen es unwahrscheinlich erscheinen, dass die Mutation der
OPMD durch das ,,polymerase slippage”-Modell verursacht wird [68].

Der zweite Mechanismus, durch den die Mutation der OPMD entstehen konnte, ist das
»unequal crossing over‘-Modell. Dieser basiert auf dem Austausch ungleich grof3er DNA-
Abschnitte zwischen zwei homologen Chromosomen, wenn diese sich wahrend der Meiose
einander anlagern [49].

Die Expansion des (GCG)s-Traktes zu (GCG)s.12 l&sst sich durch ,unequal crossing over®
recht einfach erklaren. Diese Mutationen kénnen durch den Austausch von ungleichen DNA-
Abschnitten entstehen, wobei ein Allel 4-6 (GCG)-Triplets der (GCG)s-Sequenz des anderen
Allels erhédlt. Neben der (GCG)s-Sequenz zu Beginn des PABPN1-Gens gibt es auch einen
(GCG)7-Polymorphismus [20]. Mit diesem lasst sich auch die (GCG)3-Mutation durch das
»unequal crossing over‘-Modell erkléren. Genau wie diese , klassischen® OPMD-Mutationen
koénnen auch die Mutationen, die bei Patienten aus Holland, Japan und Louisiana entdeckt
wurden, aus dem Austausch ungleicher DNA-Abschnitte zwischen zwei homologen
Chromosomen hervorgegangen sein [68, 90]. Auch die (GCG)s(GCA)(GCG)-Sequenz, die
bei Patient 5 der vorliegenden Dissertation gefunden wurde, kann durch ,unequal crossing
over* entstanden sein (Abb. 6).
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Abbildung 6: Schematische Darstellung, wie durch den ,unequal crossing over‘-Mechanismus die
Entstehung der (GCG)s(GCA)(GCG) Sequenz erklart werden kann. Dabei markiert das ,x“ die Stelle,
an der es zum Austausch zwischen den beiden Allelen kommt. Die Farben Rot und Blau sollen
verdeutlichen, von welchem Allel das jeweilige Triplet stammt.

Die Polysyndaktylie (PSD) ist eine autosomal dominant vererbte Krankheit. Als der dieser
Krankheit zugrunde liegende Mutationsmechanismus wird das ,unequa crossing over‘-
Modell vermutet [97]. Bei der PSD kommt es aufgrund einer Mutation des auf Chromosom 2
in Abschnitt 2931 liegenden HOXD13-Gens wie bei der OPMD zu einer Verlangerung einer
Polyalaninsequenz im entsprechenden Protein [78]. Wird bei der OPMD ein 10stelliger
Polyalaninabschnitt auf eine Lange von 12 bis 17 ausgedehnt, so kommt es bel der PSD zu
einer Verlangerung von normalerweise 15 auf 22 bis 29 Stellen [67, 4]. Wie beim PABPN1,
dessen Polyalaninsequenz durch eine (GCG)s(GCA)3(GCG)-Abfolge codiert wird, wird auch
der bei der PSD expandierte Polyalanintrakt durch eine inhomogene Tripletsequenz kodiert.
Die Mutation der PSD besteht ebenfalls aus einer inhomogenen Tripletinsertion. Zwar sind
die, klassischen* Mutationen der OPMD homogene Expansionen des (GCG)e-Traktes, jedoch
zeigen sich auch hier, wie bereits beschrieben, vereinzelt inhomogene Einschiibe, die neben
(GCG) auch (GCA) enthalten. Hinzu kommt, dass die Mutation der PSD genau wie die der
OPMD meiotisch stabil ist. Somit haben die Mutationen der OPMD und der PSD einige
wichtige Gemeinsamkeiten, wie die Inhomogenitdt und die relativ kurze Ausdehnung der
expandierten Kodonsequenz und die Stabilitét der Mutation. In diesen drei wesentlichen
Punkten unterscheiden sich beide Krankheiten also von den im vorangegangenen Abschnitt
beschriebenen neurodegenerativen Erkrankungen, die auf einen ,polymerase dlippage”-
M echanismus zurtickgefthrt werden.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass die Mutation der OPMD mit grofderer
Wahrscheinlichkeit auf das ,unequal crossing over‘-Modell as auf den , polymerase

slippage” -M echanismus zurtickzufdhren ist.
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Korrelation Genotyp - Phanotyp

Die OPMD ist eine Krankheit mit grof3en Variationen im interindividuellen Erscheinungsbild.
Dies wird deutlich beim Vergleich der klinischen Daten der im Rahmen dieser Dissertation

mol ekularbiol ogisch untersuchten Patienten.

Patient Insertion Beginn d. Erstes Klinische Symptome

Nr. Symptome Symptom Ptosis Dysphagie = Muskelschwache
1 (GCG), 60 Lj. Ptosis + + +

2 (GCG), 86 L. Dysphagie + + +

3 (GCG); 53 Lj. Muskelschmerzen + + +

4 (GCG); 56 Lj. Ptosis + +

5 (GCA),(GCG) 59 Lj. Ptosis + + -

6 (GCG)s; 67 Lj. Ptosis + + -

Tabelle 10: Gegenuberstellung einiger klinischer Daten mit den Ergebnissen der Sequenzanalyse der
6 molekularbiologisch untersuchten Patienten. Die Spalte ,Klinische Symptome® bezieht sich auf die
zum Zeitpunkt des Klinikaufenthaltes des jeweiligen Patienten vorhandenen Hauptsymptome.

+: Symptom vorhanden; -: Symptom nicht vorhanden.

Die Patienten unterscheiden sich zum Tell erheblich in Bezug auf den Zeitpunkt des
Auftretens und die Art der ersten Beschwerden durch die Krankheit. Traten bei Patient 3 die
ersten Symptome bereits im Alter von 53 Jahren auf, so bemerkte Patient 2 sie erst im Alter
von 86. Bel den Patienten 1, 4, 5 und 6 war die Ptosis das erste Symptom, bei Patient 2
machte sich as erstes eine Dysphagie bemerkbar. Patient 3 klagte zunachst Uber
Muskelschmerzen, ein eher ungewdhnliches Symptom, welches jedoch bereits im
Zusammenhang mit der OPMD beschrieben wurde [59]. Weiterhin waren auch die wahrend
des Klinikaufenthalts vorliegenden Symptome unterschiedlich. Klagten alle Patienten Uber
eine Ptosis, so hatten jedoch nur funf Schluckbeschwerden und nur vier eine Schwéche der
Muskulatur.

Die Interpretation dieser klinischen Daten in Bezug auf einen Zusammenhang zwischen der
Lange des Einschubs und dem Krankheitsbild ist zweideutig. Auf der einen Seite zeichnet
sich durchaus ein Trend zu einem friheren Auftreten der ersten Krankheitsanzeichen in

Verbindung mit einem langeren Einschub ab. So waren die vier Patienten mit der 9-Basen-
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Insertion zum Zeitpunkt der Untersuchungen jinger (56 bis 70 Jahre) als die zwei anderen mit
der 6-Basen-Insertion (72 bis 87 Jahre). Demgegeniber steht die Tatsache, dass beide
Patienten mit dem Einschub von zwe Triplets alle drei Hauptsymptome der Krankheit
aufweisen. Hingegen konnte man nur bei einem der vier Patienten, deren Mutation aus drel
zusétzlichen Triplets besteht, alle drel Hauptsymptome feststellen. Eine spétere Manifestation
der , fehlenden® Symptome ist jedoch nicht auszuschlief3en.

Zwar ist aufgrund der geringen GrofRRe des Patientenkollektivs kein eindeutiger
Zusammenhang zwischen Phanotyp und Genotyp festzustellen, jedoch lassen die
Erkenntnisse aus Untersuchungen anderer hereditdrer Krankheiten, die genetisch
Ahnlichkeiten mit der OPMD aufweisen, auch im Zusammenhang mit den hier erhaltenen
Befunden eine Korrelation vermuten. Als Beispiele sollen die zuvor bereits erwdhnten
neurodegenerativen und neuromuskuléren Erbkrankheiten sowie der Polysyndaktylie (PSD)
dienen. So findet man bel der Gruppe der neurodegenerativen und neuromuskulren
Krankheiten in den meisten Féllen eine Korrelation zwischen langeren Expansionen und
einem friherem Manifestationsalter sowie einem schwererem Verlauf der jeweiligen
Krankheit [51]. Auch bei der genetisch sehr dahnlichen PSD ist mit zunehmender Lange der
Expansion ein schwererer Phanotyp und eine hohere Penetranz verbunden [46].

Untersuchungen der OPMD ergaben unterschiedliche Ergebnisse bezlglich des Vorliegens
einer Genotyp-Phéanotyp Korrelation. So konnte zum Beispiel in einer Studie mit 31 britischen
Patienten ein Zusammenhang zwischen Phéanotyp und Genotyp festgestellt werden. Dabei
waren langere Expansionen mit einem friheren Anfangsalter und einem schwereren
klinischen Krankheitsbild verbunden [48]. In einer Studie mit 15 spanischen OPM D-Patienten
stellte man ebenfalls einen Zusammenhang zwischen der Anzahl der zusétzlichen Triplets und
der Ausprégung der Symptome fest. Allerdings kam man in dieser Untersuchungsreihe zu
dem Ergebnis, dass die (GCG)y Mutation ein schwereres Krankheitsbild zur Folge hat als
noch langere Einschube [73]. Dagegen konnten andere Autoren wiederum gar keinen
Zusammenhang zwischen der Lange der Expansion und dem klinischen Bild der Krankheit
feststellen [19].

Zusammnfassend |&sst sich festhalten, dass die im Rahmen dieser Dissertation erhaltenen
Ergebnisse in Bezug auf eine mogliche Phéanotyp-Genotyp Korrelation keine eindeutigen
Schlisse zulassen. Zwar ist eine Tendenz zu einem friheren Beginn der Krankheit in
Verbindung mit einer langeren Insertion vorhanden, gleichzeitig weisen jedoch die Patienten

mit kirzerem Einschub eine ausgepragtere Symptomatik der Krankheit auf.

41



Einfluss allelischer Transkription auf das klinische Krankheitsbild

Unabhangig von der Frage, ob eine Korrelation zwischen Phanotyp und Genotyp der OPMD
besteht, ist auffallig, dass auch zwischen Tragern identischer Mutationen erhebliche
Unterschiede in Bezug auf das klinische Erscheinungsbild der Krankheit existieren. So liegen
beispielsweise bel Patienten, die im Rahmen der vorliegenden Dissertation
molekularbiologisch  untersucht wurden, trotz des gleichen Genotyps erhebliche
Schwankungen in Bezug auf das Lebensalter wahrend der Manifestation der ersten
Krankheitssymptome vor. So sind die Patienten 1 und 2 zwar beide Tréger der (GCG)s-
Mutation, dennoch machten sich bei Patient 1 die ersten Anzeichen der Krankheit 26 Jahre
friher bemerkbar. Bei den Patienten 3 und 6 ist der Abstand nicht ganz so grol3, es liegt aber
trotz gleicher Mutation [(GCG)g] immerhin ein Altersunterschied von 14 Jahren vor.

Eine mogliche Erklérung fir diese Diskrepanzen wére beispielsweise - neben anderen bis
jetzt unbestimmten epigenetischen Faktoren - eine ungleich starke Expression von mutiertem
und nicht mutiertem PABPN1-Allel. Interessanterweise konnte in fnf der sechs untersuchten
Fadle eine signifikant groflere Menge mutierter mRNA als nicht mutierter mRNA
nachgewiesen werden. Eine Korrelation zwischen der Transkription von mutiertem und
Wildtyp-Allel und dem Manifestationsalter des jeweiligen Patienten war zwar nicht
festzustellen, dies kann jedoch unter anderem mit der Grof3e des Patientenkollektivs in
Zusammenhang stehen. Des Weiteren gilt es zu berticksichtigen, dass fur die durchgefthrten
mol ekularbiologischen Untersuchungen von jedem Patienten jewells nur eine Muskelbiopsie
zur Verfigung stand, um daraus DNA und mRNA zu isolieren. Somit kénnen lediglich
Aussagen Uber die Expression von gesundem und mutiertem Allel in dem jeweiligen Muskel
gemacht werden. Nur bei zwei Patienten (Nr. 3 und 4) wurde Material von dem Muskel
entnommen, der als erster von den jeweiligen Krankheitssymptomen betroffen war. Jedoch ist
auch bei diesen beiden Patienten kein Zusammenhang zwischen der Transkriptionsrate und
dem Manifestationsalter ersichtlich. Bei vier Patienten wurde die Muskelbiopsie am M.
deltoideus durchgefiihrt, bei jeweils einem am M. orbicularis oculi und am M. gluteus
maximus. Vergleicht man die Relation zwischen der Transkription von mutiertem zu nicht
mutiertem Allel mit der Schwere der Muskelschwéache des Muskels, aus dem die Biopsie

entnommen wurde, so |8sst sich eine Tendenz erkennen.
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Patient

Nr Muskel MW Symptom der entsprechenden Muskeln®
1 M. deltoideus 1,5 manifeste Paresen der Arme / M. deltoideus KG 4 /6
2 M. deltoideus 1,44 proximale Schulter und Armparesen I KG4+/5
6 M. deltoideus 1,3 diskrete Parese der Armabduktion /| KG4+/5
5 M. deltoideus 1,2 keine Paresen
4 M. orbicularis 1,13 mafige Ptosis

oculi
proximal betonte Parese der Beine;
Aufstehen aus der Hocke nur mit Hilfe moglich

3 M. gluteus max. 0,71

Tabelle 11: Gegenuberstellung der Transkriptionsrate der beiden Allele mit den Symptomen der
Muskeln, aus deren Biopsie die mRNA isoliert wurde.

Muskel: Muskel, aus dem die Biopsie enthommen wurde

MW: Mittelwert des Quotienten [Fluoreszenzintegral des RT-PCR-Produkt-Peaks von der vom
mutierten Allel transkribierten mMRNA / Fluoreszenzintegral des RT-PCR-Produkt-Peaks von der vom
Wildtyp-Allel transkribierten mRNA] der jeweils 5 Fragmentanalysen (vgl. Tab. 8). Hohere Werte
entsprechen einer starkeren Transkription des mutierten Allels

#. Symptome, die durch die Beteiligung des Muskels, aus dem die Muskelbiopsie entnommen wurde,
an den pathologischen Vorgangen im Rahmen der OPMD hervorgerufen werden. KG ist die
Abklrzung von Kraft-Grad. Niedrigere Werte entsprechen einer starkeren Parese. Bei Patient Nr. 1
bezieht sich der Wert ausschlieBlich auf den M. deltoideus, bei den Patienten 2 und 6 auf die
Muskelgruppe bzw. -funktion.

Bei vier Patienten wurde die Gewebeprobe, aus der die mRNA isoliert wurde, aus dem M.
deltoideus entnommen. Bei diesen Patienten steht eine stérker ausgepragte Parese der Armein
Korrelation zu einer im Vergleich zur Transkription des normalen Allels stérkeren
Transkription des mutierten Allels. Es scheint also, als hétte die Transkriptionsrate einen
Einfluss auf den Schweregrad der Symptome im jeweiligen Muskel.

Eine Erklarung fur diesen moglichen Zusammenhang liefert eine Betrachtung des
Grundmechanismus der Genexpression. Zunachst wird dabei die DNA in mRNA
umgeschrieben, diese wird dann in die entsprechende Aminosduresequenz des Proteins
Ubersetzt. Folglich wirde eine verstarkte Transkription des mutierten Allels zu einer htheren
Menge an entsprechender mRNA flhren, aus der wiederum eine grofRere Menge von
verdndertem Protein entstehen konnte. Auch wenn noch nicht klar ist, wie genau der
pathogenetische Mechanismus der OPMD aussieht, so bestehen doch kaum Zweifel, dass er
in Zusammenhang mit verlangerten Polyalaninsequenzen im PABPN1 steht. Wirde aso
durch eine verstérkte Transkription des mutierten Allels letztendlich auch mehr verdndertes
PABPN1 entstehen, kénnte somit ein verstérkter Ablauf des Pathomechanismus erklért

werden.



Diese Theorie wird durch die folgende, in einer anderen Arbeitsgruppe erhatene
Beobachtung bekréftigt: In einem Zellexperiment wurden COS-7 Zellen mit verschiedenen
Mengen des mutierten PABPN1-Gens transfiziert. Eine gréf3ere Menge von DNA mit dem
mutierten Gen fuhrt auch zu einer grofderen Menge an entsprechender mRNA. Es zeigte sich,
dass, abgesehen von einer Ausnahme, eine hohere Menge an DNA zu einem friheren Zelltod
und einer grofReren Anzahl von intranukledren Einschlissen fuhrte [7].

In der Literatur liegen keine Berichte Uber den Einfluss einer unterschiedlich grofien
Transkriptionsrate von mutiertem und nicht mutiertem Allel auf die OPMD oder
vergleichbare Erbkrankheiten vor. Es existieren zwar Informationen tber ein alelisches
Ungleichgewicht bei der Genexpression im Zusammenhang mit kanzerdsen Erkrankungen,
jedoch ist der pathogenetische Mechanismus nicht vergleichbar mit dem der OPMD [3].

Die Tatsache, dass in den Muskelbiopsien von funf der sechs untersuchten Patienten eine
stérkere Transkription des mutierten Allels als des Wildtyp-Allels nachgewiesen werden
konnte, fuhrt zu der Vermutung, dass das PABPN1-Gen generell unterschiedlich stark
alelisch transkribiert wird und dass diese Transkription Einfluss auf die Pathogenese der
OPMD hat. Dass in der hier vorliegenden Untersuchung eine Tendenz zu einer stérkeren
Muskelschwéche bei hoherer Transkriptionsrate des mutierten Allels beobachtet werden
konnte, untermauert diese Vermutung.

Aufgrund der geringen Grol3e des Patientenkollektivs kann die im Rahmen der vorliegenden
Dissertation durchgefihrte Versuchsreihe nur einen Hinwels auf mégliche Zusammenhénge
zwischen allelischer Transkription und klinischem Bild der OPMD geben. Durch Studien mit
grofieren Patientenkollektiven kdnnte es moglich sein, diesen Zusammenhang fur die OPMD

— aber auch fir andere, vergleichbare Krankheiten - zu bestétigen.



Zusammenfassung

Im Rahmen der vorliegenden Dissertation wurden 6 Patienten molekulargenetisch untersucht,
bei denen aufgrund der klinischen Symptome und der elektronenmikroskopischen Befunde
eine OPMD diagnostiziert worden war.

In alen 6 Falen konnte eine die OPMD verursachende Mutation zu Beginn des PABPN1-
Gens nachgewiesen werden. Besonders zu betonen ist, dass eine der gefundenen Mutationen
von dem klassischen Muster der fur die Krankheit charakteristischen Mutationen abweicht.
Anstelle der sonst iblichen Expansion einer (GCG)s-Sequenz zu (GCG)g 13 wurde bel Patient
Nr. 5 nach dieser (GCG)s-Sequenz eine (GCA) (GCG)-Insertion identifiziert. Eine derartige
Mutation wurde in der Literatur bisher nicht beschrieben. Aus dieser Struktur lassen sich
Ruckschlisse auf den Entstehungsmechanismus der Mutation der OPMD ziehen. Diese
Veranderung spricht eher fir den ,unequal crossing over‘-Mechanismus als fur das
»polymerase slippage”‘-Modell.

Durch die Untersuchung der mRNA konnte nachgewiesen werden, dass in den Muskeln, aus
deren Biopsiematerial die mRNA isoliert wurde, sowohl das mutierte wie auch das nicht
mutierte PABPN1-Allel transkribiert wurden. Beim Vergleich des Verhdtnisses der
Transkriptionsraten von mutiertem zu Wildtyp-Allel mit der Muskelschwéche der
Muskelgruppe, aus der die mRNA isoliert wurde, ergab sich tendenziell eine Korrelation:
Eine ho6here Transkriptionsrate des mutierten Allels stand in Zusammenhang mit einer
stérkeren Muskel schwéache der jeweiligen Muskulatur.

Die aus den durchgefihrten Untersuchungen gewonnenen Erkenntnisse konnten durchaus
einen weiteren Schritt auf dem Weg zur Klérung der noch offenen Fragen im Zusammenhang
mit der Pathogenese der OPMD bedeuten. Zum einen lassen sie Schlisse zu auf den
Entstehungsmechanismus der Mutation, welche der OPMD zu Grunde liegt, zum anderen
weisen sie darauf hin, dass eine unterschiedlich starke allelische Transkription der PABPN1-
Allele einen Einfluss auf das klinische Bild der Krankheit hat.
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