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1. Einleitung

1.1. Allgemeines

Unter dem Oberbegriff der Muskeldystrophien werden genetisch sehr
unterschiedliche Erkrankungen der Muskeln zusammengefasst. Klinisch und durch
weitergehende Diagnostik sind sie jedoch eindeutig von anderen neuromuskuléren

Erkrankungen zu unterscheiden.

Ihre Pathophysiologie beruht oft auf einem Defekt oder dem Fehlen eines
Strukturproteins oder eines Enzyms, wodurch die muskulidren Verdnderungen
bedingt sind. Durch molekulargenetische und histologische Untersuchungen kann
dieser Defekt oder Mangel des spezifischen Proteins nachgewiesen werden. Da sich
die Erkrankungen in ithrem Phénotyp vor allem in fortgeschritteneren Stadien &hneln
konnen, muss besonders auf den Beginn, den Verlauf und die primire Lokalisation

der Symptome geachtet werden.

Erstmalig wurden die unterschiedlichen Formen der Muskeldystrophien 1940 von
Becker nach ihrem Erbgang eingeteilt. Er differenzierte die autosomal-dominanten
Muskeldystrophien, die autosomal-rezessiven Gliedergiirtelmuskeldystrophien und
die gonosomal vererblichen progressiven Muskeldystrophien. Die hdufigste
degenerative Muskelerkrankung des Erwachsenenalters ist die myotone Dystrophie

Curschmann-Steinert.

In dieser Arbeit wird auf die Klinik und Genetik der Gliedergiirtelmuskel-
dystrophie, der myotonen Dystrophie Curschmann-Steinert, sowie auf die von
Landouzy 1884 erstbeschriebene fazioscapulohumerale Muskeldystrophie weiter

eingegangen.



1.2. fazioscapulohumerale Muskeldystrophie (FSHD)
1.2.1. Epidemiologie und Klinik

Bereits 1884 wurde diese Erkrankung erstmals von den franzdsischen Arzten Louis
T.J. Landouzy und Joseph J. D¢jérine beschrieben und auf den autosomal-

doninanten Erbgang hingewiesen.

Ihre Pravalenz wird von Morten und Chung (1959) mit 2 : 1 000 000 fiir die USA
angegeben. Fiir Europa wurde gestiitzt auf genetische und klinische Daten eine
Inzidenz von 1 - 5 : 100 000 errechnet (Zierz et al., 1999). Die Zahl der
Neumutationen ist bei einer leicht herabgesetzten Fruchtbarkeit der Betroffenen
nicht grofer als 5 : 10 000 000 (Lunt et al., 1989). Frauen und Ménner sind von der
FSHD gleichermallen betroffen. Bei Neumutationen sind jedoch Ménner 6fter
betroffen. In ihrer Haufigkeit unter den Muskeldystrophien nimmt sie den dritten
Rang hinter der Muskeldystrophie vom Typ Duchenne und der myotonen
Dystrophie ein.

Das Manifestationsalter liegt im Bereich von frither Kindheit bis ins hohe
Erwachsenenalter, vorwiegend jedoch im zweiten Lebensjahrzehnt

(Tawil et al., 1998). Die Penetranz der FSHD liegt bei 5 % im Alter von

0 - 4 Jahren, bei 21 % im Alter von 5 - 9 Jahren, bei 58 % im Alter von

10 - 14 Jahren, bei 86 % im Alter von 15 -19 Jahren und bei 95 % im Alter von iliber
20 Jahren (Lunt et al., 1989).

Erstlokalisation der Symptomatik ist meist das Gesicht. Betroffen sind dabei
besonders der M. orbicularis oculi und der M. zygomaticus (Mortier et al., 1994).
Die duBlere Augenmuskulatur, die Kaumuskulatur und die Pharynxmuskulatur
werden ausgespart. Bei kleinen Kindern fallt speziell das Schlafen mit offenen
Augen auf. Die Patienten haben Probleme beim Pfeifen oder Trinken mit einem

Strohhalm. Auch Schwierigkeiten beim Sprechen sind beschrieben, da die Bildung



von Lippenlauten eingeschréankt ist. Ansonsten fallt in der klinischen Untersuchung

eine facies myopathica mit Ptosis auf, wobei die Symptomatik im Gesicht oft erst

retrospektiv bei fortgeschrittenerem Krankheitsverlauf deutlich wird

(Zierz et al., 1999).

Im weiteren Verlauf ist die Muskulatur des Schultergiirtels betroffen. Dies zeigt sich
in der Inspektion des Patienten durch scapulae alatae und durch auffillig horizontale
oder seitlich steil abfallende Schliisselbeine. Typisch sind auch bestehende Achsel-
Brust-Falten und das sogenannte ,,Durchschliipfphinomen* beim Hochheben von
betroffenen Kindern unter ihren ,,losen Achseln®. Durch eine verstirkte Atrophie des
M. pectoralis major erscheint die Brust auffillig abgeflacht. Da der M. levator
scapulae von den dystrophen Vorgéingen relativ ausgespart wird, kommt es bei
Armabduktion hdufig zu einer typischen Elevation der Scapula. Diese wird

besonders bei der Inspektion des Patienten in der Frontalebene deutlich.

Obwohl die dystrophischen Prozesse oft asymmetrisch beginnen, manifestieren sie
sich immer beidseitig. Die Muskulatur des Beckengiirtels ist in spéateren Stadien fast
immer mitbetroffen. Auch eine Mitbeteiligung der Dorsalextensoren des Fulles, der
Unterarm- und der Handmuskulatur ist beschrieben worden. Im Verlauf der
Krankheit bleiben zunédchst Bizeps- und Trizepssehnenreflex, spéter auch der
Bauchdeckenreflex und die Reflexe der unteren Extremitit aus. Durch Hypertrophie
des M. oris kommt es hiufig zum sogenannten ,, Tapirmund* oder ,,Schmollmund.
Manchmal kommt es auch zu einer Hypertrophie der Mm. deltoideus, quadrizeps
oder pectoralis, selten jedoch zu einer Hypertrophie anderer Muskeln.
Haltungsschédden speziell an der Wirbelsédule entstehen als Folge dieses muskuldren

Umbaus recht hiufig (Zierz et al., 1999).

Einige Symptome, die nicht direkt mit muskulidren Vorgingen zusammenhéngen,
werden trotzdem mit der FSHD in Verbindung gebracht. So werden Verdnderungen

des Kapillarsystems der Retina, wie Teleangiektasen und Mikroaneurysmen



(Fitzimons et al., 1987) sowie Netzhautablésungen und Fliissigkeitsexsudationen im
Auge mit der FSHD assoziiert. Auch eine Verdnderung des Horvermdgens mit
Innenohrschwerhorigkeit und Hochtonabfall wird diskutiert (Brouwer et al., 1991).
Von Yasukohchi et al., (1988) werden restriktive Ventilationsstorungen und ein cor
pulmonale bei einem 13-jdhrigen an FSHD erkrankten Jungen beschrieben. Auch
Reizleitungsstdrungen und eine erhohte Neigung zu Vorhofflimmern und Vorhof-
flattern sind im Zusammenhang mit einer FSHD bekannt (Stevenson et al., 1990).
Uber die Athiologien der Komplikationen ist nichts bekannt. Fiir die Retina-
verdnderungen werden eine Koppelung der Gene oder Genheterogenitdt diskutiert
(Takeya et al., 1990). Die Intelligenz der Betroffenen ist normal. Insgesamt handelt
es sich bei der fazioscapulohumeralen Muskeldystrophie um eine oligosystemische

Erscheinungsform.

Die Lokalisation der atrophen und hypertrophen Muskelregionen, das Vorliegen
oben genannter assoziierter Symptome sowie der Verlauf der Erkrankung, kann
selbst innerhalb einer erkrankten Familie sehr stark variieren. In der Regel verlauft
die Krankheit langsam progredient mit einer nahezu normalen Lebenserwartung fiir
die Patienten. Circa 20 % der Betroffenen werden rollstuhlpflichtig

(Padberg et al., 1982). In seltenen Féllen gibt es einen rascheren Verlauf, der zur
Gehunfihigkeit zwischen dem 20. und 40. Lebensjahr fiihrt. In solchen Féllen ist
auch ein fritherer Tod aufgrund einer respiratorischer Insuffizienz moglich. Bei sehr
friihem Manifestationsalter, in den ersten beiden Lebensjahren, muss mit einem sehr
stark fortschreitenden Verlauf gerechnet werden, der zum Tod noch im Jugendalter

fiihren kann (Bailey et al., 1986).

Die Diagnose stellt sich anhand des klinischen Bildes, des Krankheitsverlaufs und
des Nachweises eines autosomal-dominanten Erbgangs innerhalb der betroffenen
Familie. Zusétzlich kann eine EMG-Untersuchung und eine Biopsie der betroffenen
Muskeln hilfreich sein. Im EMG zeigen sich myopathische Merkmale. Histologisch

finden sich atrophe Muskelfasern zwischen stark hypertrophierten Muskelfasern und



entziindliche Zellreaktionen (Mortier et al., 1994). Die Serumspiegel der
Creatinkinase sind in der Regel nur auf das 1,5 bis 2-fache der Norm erh6ht

(Sayli et al., 1984) und daher nur bedingt aussagekréftig. Jedoch bietet sich hier eine
Mitbestimmung der Pyruvatkinase an, da ihr Serumspiegel auch bei normalen

Werten der Creatinkinase erhoht ist (Mortier et al., 1994).

1.2.2. Genetik und Pathophysiologie

Gesichert wird die Diagnose FSHD durch eine molekulargenetische Untersuchung.
Dieser Test ermdglicht es auch prasymptomatisch oder ohne bekannten Stammbaum
eine Diagnose zu stellen. Der genetische Defekt der Erkrankung liegt auf dem
langen Arm des Chromosoms 4 (Wijmenga et al., 1990, 1991). Wijmenga beschreibt
eine polymorphe Repeatsequenz mit der GroB3e von 3,3 kb in der telomeren Region
von Chromosom 4q35. Die Zahl der Repeateinheiten variiert in der Bevolkerung
zwischen 10 und 100. Bei von der FSHD betroffenen Personen liegen aufgrund von
Deletionen nur bis zu 10 Wiederholungen vor. Fiir die Repeatsequenz in der Region
4935 konnte noch kein transkribiertes Gen gefunden werden, das fiir die Erkrankung
verantwortlich gemacht werden kann. Jedoch vermutet Bengtsson et al. (1994), dass
das fiir die FSHD entscheidende Gen in direkter Nachbarschaft proximal des
Repeatblocks liegt und ein Positionseffekt wahrscheinlich fiir die FSHD urséchlich
ist. Durch diesen Positionseffekt der verdnderten Repeatsequenz wird das noch
unbekannte, flir die FSHD verantwortliche Gen regulativ beeinflusst (Rief3 et al.,

1998).

1.2.3. Diagnostik

Zum Nachweis wird die Patientenprobe mit Eco RI gespalten. Bei der
Hybridisierung des Southern-Blotts mit der DNA-Sonde p13E-11 zeigen sich bei
Erkrankten Eco RI-Fragmente, die kiirzer als 35 kb sind. Gesunde hingegen haben



ein Fragment von 48 bis 300 kb GréB3e. FragmentgroBBen zwischen 35 und 48 kb
miissen mit Vorsicht interpretiert werden (Vitelli et al., 1999). Problem bei der
Diagnostik ist, dass die Sonde durch Kreuzhybridisierung mit einem Abschnitt auf
Chromosom 10g26 reagiert und somit eine genaue Auswertung erschwert. Die
Repeatsequenz auf Chromosom 10 besitzt jedoch eine Schnittstelle fiir Bln I und
kann somit durch einen Doppelverdau mit beiden Enzymen gespalten werden. Die
Spezifitit der Untersuchung betrdgt dann circa 95 %, da es zu einem subtelomeralen
Austausch zwischen Chromosom 4 und 10 kommen kann (van Deutekom et al.,
1996). Durch eine Spaltung mit dem Restriktionsenzym Xpa I, das spezifisch fiir
Chromosom 4 ist, kann die Zuverldssigkeit des Tests auf ca. 99 % erhéht werden

(unveroffentlichte Ergebnisse, 2001).

1.3. Gliedergiirtelmuskeldystrophien (limb girdle muscular dystrophy.,
LGMD
1.3.1. Epidemiologie und Klinik

Die Gruppe der Gliedergiirtelmuskeldystrophien teilt sich nach ihrem Erbgang ein.
Die Mehrzahl hat, wie von Becker 1940 beschrieben, einen autosomal-rezessiven
Erbgang. Diese Formen haben in etwa eine Privalenz von 1 : 20 000 (Emery et al.,

1991). Einige wenige Formen werden autosomal-dominant vererbt.

In ihrer Klinik verlaufen die Erkrankungen sehr dhnlich zu den X-Chromosomal
vererbten Muskeldystrophien vom Typ Duchenne (DMD) und Becker (BMD).
Schwere Krankheitsverlaufe dhneln in ithrem klinischen Bild eher der DMD,

weniger progrediente Verldufe sind mit der BMD verwechselbar.

Manifestationszeitraum ist vom Jugendalter bis hin zum Erwachsenenalter. Die
dominant vererbten Formen haben in der Regel eine schwichere Symptomatik, die

auch erst in der dritten Dekade klinisch auffallig werden kann.



Die Patienten leiden unter einer progressiven proximalen Muskelschwiche (Kress et
al., 1998). Diese beginnt meist im Becken- oder Schultergiirtel. Skoliosen,
Kontrakturen, Osteoporose und eine Pseudohypertrophie der Wade entwickelt sich
je nach Ausprdagung. Die Reflexe konnen sich im Laufe der Erkrankung durch
Veranderungen der Muskelspindeln abschwiéchen oder ganz fehlen. Haufig ist auch
der Herzmuskel von den dystrophen Vorgéngen betroffen. Fadic et al. (1996)
beschreibt einen 13-jdhrigen Jungen mit einer dilatativen Kardiomyopathie. Die
Serumspiegel der Creatinkinase konnen sich bis auf das 200 fache der Norm
erhéhen. Das EMG zeigt Merkmale im Sinne einer Myopathie. In der Biopsie des
Muskels konnen dystrophe oder unspezifisch myopathische Gewebeverdnderungen
dargestellt werden. Entscheidend verdndert wird das histologische Bild im

Endstadium durch Fettzelleinlagerungen und Fibrosierungen (Mortier et al., 1994).

1.3.2. Genetik und Pathophysiologie

Pathophysiologisch sind Genmutationen in einem fiir Membran assozierte Proteine
codierendem Gen urséchlich fiir die Erkrankungen. Bei den Dystrophino-,
Sarkoglykano und a2-Laminopathien sind die Genorte weitgehend bekannt. Durch
diesen Gendefekt wird ein Mangel oder das Fehlen des betroffenen Proteins

verursacht.

Die Aufgabe dieser Proteine ist es, das Zytoskelett mit der Basalmembran fest zu
verbinden (siche Abb. 1) und sie vor Schadigungen bei der Muskelkontraktion zu
schiitzen. Zu diesem Zweck bindet das Aktinfilament des Zytoskeletts an dem N-
terminalen Ende des Dystrophins. Das Dystrophin wiederum bindet am B-Dystro-
glycan, einem transmembranalen Protein, das einen Teil des Dystrophinglyco-
proteinkomplexes (DGK) darstellt. Zu diesem DGK gehdren des weiteren das o-
Dystroglycan, die a-, B-, y-, 5-Sarkoglykane sowie die a-, $1-, B2-Syntrophine, die
funktionell an der Stabilitit des Sarkolemms beteiligt sind. Das oben erwéhnte

B-Dystroglycan bindet an dem a-Dystroglycan das die Verbindung zur



Basalmembran herstellt. Der DGK wiederholt sich periodisch alle 130 nm entlang
des Sarkolemms (Campbell et al., 1995; Ohlendieck et al., 1996; Ozawa et al., 1995;
Vainzof et al.; 1996).

Extrazellulire Mainx

Syntrophine

Calpain 3

>

F-Actinin

Abb. 1: Molekulare Struktur der Muskelzellmembran

Bis auf das 0-Sarkoglykan weisen alle Sarkoglykane in ihrer extrazelluldren
Doméne cysteinhaltige Wiederholungen auf. Diese sind homolog zu dem Rezeptor
des epidermalen Wachstumsfaktors beziehungsweise zum LDL-Rezeptor. Es wird
deswegen ein moglicher Einfluss auf die Homdostase, die Wachstumsregulation und
auf die intrazelluldre Signaliibertragung der Muskelzelle vermutet. Da bei einem
Defekt in einem Sarkoglykan-Gen der komplette Sarkoglykankomplex durch
Mangel oder Fehlen von Strukturproteinen betroffen ist, werden die einzelnen
Sarkoglykane als funktionelle Einheit betrachtet. McNally (1995) hat in einer
Untersuchung festgestellt, dass die mRNA fiir Adhalin in der Herzmuskulatur kiirzer
als die in der Skelettmuskulatur ist. Er vermutet einen Zusammenhang zwischen der
verkiirzten mRNA und den minder schweren dystrophen Vorgingen an der

Herzmuskulatur im Vergleich zur Skelettmuskulatur.



1.3.3. Diagnostik

In der molekulargenetischen Routinediagnostik ist der Nachweis der urséchlichen

Punktmutation sehr aufwendig (die Genorte mit ihren Produkten sind in der Tabelle

1 zusammengefasst). Es ist daher sinnvoller, durch einen Adhalinantikdrper

(a-Sarkoglykan) den Mangel oder das Fehlen von Adhalin in der Muskelbiopsie

nachzuweisen. Bei einem Mangel an einem Protein kommt es fast immer zur

Reduktion der anderen am Sarkoglykankomplex beteiligten Proteine. Auch bei

einem Mangel an Dystrophin konnen die anderen Proteine des DGK reduziert

vorliegen (Amalfitano et al., 1997; Brown et al., 1997; Watkins et al., 1997;

Winders et al., 1997).

Formen Genort |Genprodukt [ Erb- | Manife | Symptome
gang |station. | (Besonderheiten)
LGMD 1A ([5q922.3- Myotilin AD 18-35 prox. Beinmusk. ist mehrere
31.3 Jahre Jahre vor prox. Armmusk.
betroffen.
LGMD 1B |l1qll- Lamin A/C AD 4-30 Hiift- und prox.
21 Jahre Oberschenkelmusk., spéter
prox. Armmusk.
LGMD 1C |3p25 Caveolin-3 AD 5 Jahre |Prox. Muskulatur;
Muskelkrampfe
LGMD 1D | 6923 unbekannt AD Familidre dilatative
Kardiomyopathie mit
Uberleitungsstérungen
LGMD 1E |7q unbekannt AD
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Formen Genort |Genprodukt | Erb- | Manife | Symptome
gang |station |(Besonderheiten)
LGMD 2A |15ql15.1- |Calpain 3 AR 2,5-40 Prox. Bein-/Hiiftmusk. Oft 2-5
21.1 Jahre Jahre vor periscap. Musk.
betroffen; Rumpfschwiche
LGMD 2B |2pl3 unbekannt AR 13-35 prox. Bein-/Hiiftmusk, spéter
Jahre M. trizeps surae, 2-10 J. danach
Schulterm.
LGMD 2C |13ql2 y-Sarkogl. AR 3-12 Becken friiher als
Jahre Schultermusk.
LGMD 2D |17q21.2 | a-Sarkogl. AR 1-16 friih: Duchenne-ihnlich
(Adhalin) Jahre spit: Beckengiirtel
LGMD 2E |4ql2 B-Sarkogl. AR 3-12 Beckengiirtel vor Schultergiirtel
Jahre betroffen;
LGMD 2F |5q33-34 8-Sarkogl. AR 2-10 Duchenne-ihnlich
Jahre
LGMD 2G |17ql1-12 | Thelethonin AR 9-15 Prox. Bein-/Hiiftmusk; M. tib
Jahre ant.; prox Arm-/ Schultermusk.
LGMD 2H [9q31-34.1 |unbekannt AR
LGMD 21 |19q13.3 unbekannt AR

Tab 1: Formen der Gliedergiirtel Muskeldystrophie
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1.4. myotone Dystrophie Curschmann-Steinert (MD)
1.4.1. Epidemiologie und Klinik

Wie oben bereits erwdhnt, handelt es sich bei der myotonen Dystrophie (MD) um
die hdufigste degenerative Muskelerkrankung des Erwachsenenalters. Sie wird
autosomal-dominant vererbt und wurde bereits 1909 durch Steinert als Myotonica
atrophica von der Myotonica congenita abgegrenzt. Curschmann beschrieb dann
1912 als erster, dass die myotone Dystrophie eine Multisystemerkrankung ist, deren
Symptomatik iiber die Muskulatur hinausgeht: Katarakte, Hodenatrophien,
Herzrythmusstorungen und psychische Auffalligkeiten sind hiufig. Auf die
kongenitalen Fille der myotonen Dystrophie bei kleinen Kindern wurde 1960 von
Vanier hingewiesen. Neben der milden MD (Katarakt MD) und der klassischen

adulten Form der MD wird sie als dritte Form der Erkrankung unterschieden.

Die Haufigkeit schwankt zwischen den ethnischen Gruppen sehr stark. Fiir
Nordamerika und Westeuropa liegt die Pravalenz bei 1 : 20 000, bei einer Inzidenz
von circa 1 : 7 500 (Harper et al, 1989). Bei der schwarzen Bevolkerung Afrikas
liegt sie deutlich darunter. Die Penetranz der Erkrankung ist unter Einbeziehung der
milden Variante vollstandig. Das Manifestationsalter ist je nach Form der
Erkrankung unterschiedlich. Es schwankt von den ersten Lebensmonaten bei der
kongenitalen MD bis zum Erwachsenenalter bei den milden Verlaufsformen mit
schwicherer Symptomatik. So hat sich bei ca. 14 % derjenigen, von der klassischen
Form Betroffenen, die Erkrankung bis zum 16. Lebensjahr manifestiert (Harper et

al., 1989).

Die Hauptbeschwerden der myotonen Dystrophie werden von einer progredient
verlaufenden Muskelschwiche und einer Muskelatrophie verursacht.
Typischerweise zeigen sie eine fazio-zerviko-distale Verteilung, bei der zunéchst die
Mm. masseter und temporalis von der Atrophie betroffen sind. Im Gesicht erstreckt
sich die Symptomatik auch auf die dulere Augenmuskulatur, was zu

Ophtalmoparesen fiihren kann (Schoéls et al., 1998). Dysphagien,
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Aspiratinspneumonien und eine nasale Sprache konnen durch eine Mitbeteiligung
der glosso-pharyngealen Muskulatur entstehen. Unter Einbeziehung des

M. sternokleidomastoideus dehnt sich die Muskelschwéche meistens auf den
Schultergiirtel aus. Die Unterarmmuskulatur, insbesondere der M. brachioradialis,
ist ebenfalls betroffen. Am Bein ist vor allem die Funktion der FuB3- und Zehenheber
sowie der mediale Teil des M. gastrocnemicus eingeschrinkt. In Folge der
muskuldren Verdnderungen konnen sich ein pes excavatus oder Skoliosen ausbilden.
Auch das Zwerchfell und die Interkostalmuskulatur werden durch die dystrophen
Vorgénge funktionell eingeschrinkt, was unter Umstédnden eine alveolére
Hypoventilation verursacht. Entsprechend zu der muskulédren Verteilung der

Symptomatik nehmen auch die Muskeldehnungsreflexe ab.

Das namengebende Leitsymptom der Erkrankung ist die Myotonie. Sie bezeichnet
eine durch Spontanaktivitit fortgesetzte Muskelkontraktion. Es wird dabei die
Aktionsmyotonie, die nach Beendigung einer willkiirlichen Muskelinnervation
eintritt, von der Perkussionsmyotonie unterschieden. Dabei kann nach einem
mechanischen Druck auf den Muskel eine Myotonie ausgelost werden. Klinisch
wird die Myotonie durch eine verlangerte Erschlaffungsphase des Muskels deutlich.
Der Patient kann zum Beispiel nach einem Héndedruck die Hand nicht mehr schnell
offnen. Durch wiederholte Kontraktionen der betroffenen Muskeln schwécht sich

aufgrund des ,,warm-up-Effekts* das Phanomen ab (Mortier et al., 1994).

Wie bereits vorweggenommen, werden mit der myotonen Dystrophie einige
typische Symptome assoziiert, die bei einer Vielzahl der Patienten einzeln oder in
Kombination vorliegen. Haufig entwickeln die Patienten, infolge endokrinologischer
Storungen eine Stirnglatze, die in Verbindung mit dem durch atrophisch Paresen,
apathisch scheinenden Gesichtsausdruck, zum typischen Erscheinungsbild beitréagt.
Als weitere Folge der hormonellen Storung ist eine mdgliche Gyndkomastie oder
eine Hodenatrophie bei nur gering eingeschrinkter Fruchtbarkeit schon hiufiger
beschrieben worden. Am Auge entstehen sehr oft Katarakte mit farbigen,

staubformigen (opaleszierenden) Einlagerungen in der subkapsuldren Linsenregion
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(Damian et al., 1994) sowie Retinadegenerationen und eine meist beidseitige Ptosis.
Kardiale Komplikationen wie Bradykardie, Hypotonie, paroxysmales
Vorhofflimmern und Uberleitungsstdrungen kommen bei bis zu 90 % der Patienten
vor. Die hiufigsten Uberleitungsstorungen sind Linksschenkel- und atrioventrikulire
Blockierungen. Deutlich seltener treten dilatative Kardiomyopathien auf

(Harper et al., 1989).

Bei etwa 5 % der Betroffenen entwickelt sich ein Diabetes mellitus. Ursdchlich
dafiir scheint ein Insulin-Rezeptor Defekt an der Skelettmuskelmembran, der eine
Insulinresistenz zur Folge hat (Savkur et al., 2001). Der Magen-Darm-Trakt ist
durch Motilitdtsstorungen und Funktionsstorungen der Sphinkteren betroffen.
AuBerdem neigen die Erkrankten zur Bildung von Gallensteinen. Haufig leiden
Kinder unter rezidivierenden abdominellen Schmerzen und Obstipation (Lenard et
al., 1977). Bei einem Teil der Patienten ist eine axonale Polyneuropathie
nachweisbar. Ein Drittel der Betroffenen zeigt kognitive Defizite, die im MRT mit
Hirnvolumenverminderung und fokalen Lasionen der weilen Substanz einhergeht
(Damian et al., 1994). Aus psychiatrischer Sicht werden die Patienten durch Stim-

mungsschwankungen und Antriebsarmut auffallig. Thr mittlerer 1Q liegt bei ca. 80.

Bei der milden MD mit oligosymptomatischer Verlaufsform, kann sich als einziges
klinisches Merkmal nur eine Katarakt entwickeln. Es entstehen zunéchst
punktférmige Triibungen in irisnahen Bereichen. Diese breiten sich speichenartig,
aber unter Aussparung des Linsenzentrums, bis zur reifen Katarakt aus. Athiologisch
ist diese von Katarakten anderer Genese nicht zu unterscheiden (Schols et al., 1998).
Die Myotonie lésst sich bei manchen Patienten mit der milden Variante nur im EMG

nachweisen.

Die kongenitale Form der MD fillt schon widhrend der Schwangerschaft wegen
der abgeschwichten Kinderbewegung und des Polyhydramnion auf. Die Friih-
abortrate liegt liber der Norm. Nach der Geburt ist das Trinken und Schlucken
gestort. Haufig sind die Kinder postnatal hypoton (,,floppy infant*) und haben eine



eingeschriankte Atmung (Harper et al., 1989), was zu einer Mortalitétsrate von circa
25 % in den ersten 18 Lebensmonaten fiihrt. Die Myotonie kann in den ersten
Lebensjahren zum Teil ganz fehlen. Charakteristisch ist ein dreiecksformiger Mund
aufgrund der Gesichtsmuskelschwiche. Haufig haben die Patienten congenitale
KlumpfiiBe. Die motorische Entwicklung ist unverkennbar verlangsamt. Spéater
entstehen ausgeprigte Behinderungen und Begabungsméngel, die deutlich starker

sind als bei der klassischen Form der MD.

Die Histologie der Muskelbiopsie zeigt beim Sdugling mit kongenitaler MD starke
Reifungsverzogerungen der Muskelfasern. Diese Verdnderungen konnen aber bei
noch ganz kleinen Kindern, bis zu 12 Monaten, fehlen. Beim Erwachsenen finden
sich vermehrt zentrale Kerne, Kernreihen, Ringbinden, intrafusale Fasern und eine
Typ-1-Muskelfaseratrophie (Mortier et al., 1994). Im EMG stellt sich die Myotonie
durch repetitive, spontane Aktionspotentiale in Folge eines willkiirlich ausgelosten
Potenzials dar (siche Abb. 2). Die Potenziale zeigen bei der MD eine niedrige

Frequenz (- 60 Hz) mit wenig Schwankungen.

M. opponens pollicis L’EOUV
200ms

Abb. 2: Hochfrequente myotone Potentiale, nach Perkussion verschiedener Muskeln
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1.4.2. Genetik und Pathophysiologie

Da die Ergebnisse der Biopsie und des EMG nur Hinweise auf die Diagnose liefern
und das klinische Bild der Erkrankung sehr variabel ist, wird die Diagnose mit Hilfe

einer Gen-Analyse gesichert.

Die Lokalisation der myotonen Dystrophie wurde von Smeets, Davies, Roses und
Brunner 1989 auf dem langen Arm von Chromosom 19 gefunden. Von Harley
(1991) wurde der Gen-Locus auf die Region 19q13.2-q13.3 eingegrenzt. Ursdchlich
fiir die myotone Dystrophie ist eine verlédngerte und instabile CTG-Repeat (Cytosin-
Tymidin-Guanin) Sequenz am 3’-Ende einer nicht transskribierten Region des

DMPK-Gens (Brook et al., 1992; Fu et al., 1992; Mahadevan et al., 1992).

Dieses Gen codiert fiir ein Protein mit starken Ahnlichkeiten zu einer Proteinkinase.
Es besteht aus 624 Aminosduren und wird als Dystrophia myotonica-Proteinkinase
(DMPK) bezeichnet (Buxton et al., 1992). Normalerweise hat das Repeat eine Grofle
von ca. 5 — 37 CTG-Repeats (Boucher et al., 1995), wobei in etwa 90 % der
Gesunden eine GréBe von unter 19 CTG-Repeats haben. Betroffene tragen Allele
einer GroBe von 50 bis mehr als 2000 Repeats (Harley et al., 1992). Auch wenn bei
der myotonen Dystrophie, wie in Abbildung 3 ersichtlich, die Repeatzahl mit dem
Phanotypen eng korreliert, sind Aussagen iiber Manifestationszeitpunkt und
Krankheitsverlauf nur sehr schwer zu treffen. Insbesondere die assoziierten
Symptome wie Stirnglatze, kardiale Komplikationen und Mitbeteiligung der glatten
Muskulatur ist nicht primar von der Repeatlange abhingig. Diese Symptome

scheinen eher familidr gehduft aufzutreten (Brunner et al., 1992).
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[CTG]n repeat expansion in DM

Clinical Manifestation

|=Normal

li=Non-, Mild
l1=Classic

IV=Congenital

19 5000

Abb. 3: Korrelation der Repeat-Lange mit dem Schwere-

grad der klinischen Manifestation

Aufgrund somatischer Instabilitdt schwankt die Repeatzahl zwischen den einzelnen
Geweben (Thornton et al., 1994) und vergréBert sich im Laufe des Lebens. Die
GroBenverdnderung bei Vererbung des Repeats ist sowohl vom Geschlecht des
Tragers als auch von der bestehenden Repeat-Linge abhéngig. So werden CTG-
Expansionen von bis zu 150 Einheiten von véterlicher und miitterlicher Seite mit der
dhnlichen VergroBerung vererbt. Bei mehr als 150 Repeateinheiten wird meist nur
noch von miitterlicher Seite aus ein vergrofertes Allel vererbt, wiahrend vom Vater
oft auch ein verkleinertes Allel weitergegeben wird. Auf diese Weise nimmt bei
miitterlicher Vererbung die Repeatgrofle von Generation zu Generation stetig zu
(Levedan et al., 1993). Das scheint auch die Ursache dafiir zu sein, dass die
kongenitale MD, mit sehr gro3en Repeat-Expansionen, fast immer von miitterlicher
Seite aus vererbt wird. Die Krankheit zeigt Antizipation, das heilt sie manifestiert

sich in betroffenen Familien von Generation zu Generation in einem fritheren
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Lebensalter (Ashizawa et al., 1994). Auch nacheinander geborene Kinder einer
erkrankten Mutter sind unterschiedlich stark betroffen, wobei die jiingeren in der
Regel den schwereren Krankheitsverlauf haben (Andrews und Wilson 1992, Koch et
al., 1991).

Beziiglich des Erbgangs scheint es sich bei der myotonen Dystrophie eindeutig um
eine dominante Genmutation zu handeln, da der Krankheitsverlauf von
homozygoten Alleltrdgern nicht schwerer ist als der von heterozygoten (Cobo et al.,

1993; Martorell et al., 1996).

Der genaue pathogenetische Zusammenhang zwischen der CTG-Repeatexpansion
und den muskuldren Veranderungen bei der myotonen Dystrophie ist noch unklar.
Bisher wurde bei Patienten mit myotoner Dystrophie ein reduzierter mnRNA Gehalt
und eine verminderte Proteinsynthese (,,loss of function®) fiir das DMPK-Gen im
Skelett- und Herzmuskel gefunden (van der Ven et al., 1993). Die Ursache dafiir
scheint eine Ansammlung von CUG-mRNA im Kern zu sein, deren Export aufgrund
von Wechselwirkungen mit anderen CUG-haltigen mRNAs noch weiter erschwert
wird. Aufgrund der mangelhaften Expression der DMPK konnte es zu Stérungen der
Phosphorylierung von Ionenkanélen und von Signaltransduktionswegen kommen.
Es sind jedoch auch schon erhohte Werte fiir die mRNA des DMPK-Gens in

Kindern mit der kongenitalen Form gefunden worden.

Da die Studien iiber eine Verdanderung der DMPK-Expression sehr unterschiedlich
in ihrer Aussage sind, und sich nicht alle Symptome durch eine Stérung in der
DMPK-Expression erkliren lassen, werden mehrere Hypothesen tiber die
Pathomechanismen der Myotonen Dystrophie und die Beeinflussung der

Transkription benachbarter Gene (DMAHP, DMR-NO; siehe unten) diskutiert.

Tierversuche lieferten den Hinweis, dass eine regulative Beeinflussung des

DMAHP-Gens der mogliche Ausldser der Katarakt sein konnte. Dem am anderen
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Ende des DMPK-Gens gelegenen DMR-N9-Gen, wird eine Bedeutung bei der

Pathogenese der assoziierten Infertilitét beigemessen.

Zusammengefasst sind die aktuellen Theorien in (Abb. 4):

Hypothesen

loss of function Knock oul Maus: Katarakt
Homeobox-Gen

Knock out Maus: Muskelschwiiche Augenentwicklung

Stérung eines Tyr.Ser/Thr-Kinase
Pathways, Substrat 2.B lonenkaniile

CpG-island

DMAHP =SIX §

Transknption l (CT6),
CUG-mRNA HypoP CUG-BP
r S : : Ansammlung im Kern @ ®
RNA-Speichererkrankung l {transgene Maus!) ...

Insulin-Rezeptor
Sequestration

gain of function / sivsiect abemiatives pre:
— CUG CLG CUG UG — mRNA-splicing, z.B.
/ ® o B

Wechselwirkung mit anderen repeathaltigen
m-RNAs, Kemexport blockiert

Abb. 4: Hypothesen der molekularen Stérungen bei myotoner Dystrophie
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1.4.3. Diagnostik

Nachweisen ldsst sich die Repeat-Expansion in einer Eco RI bzw. Bgl II gespaltenen
Patienten-DNA, die nach elektrophoretischer Auftrennung und Southern-Blott mit
der DNA-Sonde p5B 1.4. hybridisiert wird. Das vergrof3erte Eco RI Fragment wird
durch radioaktive Markierung mit anschlieBender Darstellung auf einem

Rontgenfilm sichtbar gemacht.
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1.5. tabellarisch Darstellung der Erkrankungen

Fazioscapulo- Gliedergiirtel myotone Dystrophie
humerale Muskeldystrophien
Muskeldystrophie
genetische Eco RI-Fragment Mutation in einem CTG-Repeat-Expansion
Grundlage < 35kb aus Reg. 4935 | Strukturproteingen in Reg. 19q13.2-q13.3
Manifest.- meist bis zur 2. Dekade | Jugend-, bis wenige Monate bei der
Alter Erwachsenenalter congenitalen MD, bis
Erwachsenenalter bei
milden Formen
primire Gesichtsmuskulatur, Schulter-, und/oder Gesichtsmusk. bes.: M.
Lokalisation | Schultergiirtel Beckengiirtel Muskulatur | orbic. oculi, Pharyngeal-
musk., distale Glieder-
giirtelmusk.
Verlauf FulB3-Extensoren, unterschiedlich schnelle | Progredienz der
Oberarmmuskulatur, Progredienz in der betr. | Erkrankung unter
evtl. abdominelle Muskulatur, auch mit Ausdehnung der Symp-
Muskulatur; oft asymmetrischer Ver- tomatik auf die Atem-
asymmetrische Ver- teilung der Symptomatik | muskulatur, Myotonie
teilung der Symptome
Muskel- Faserhypertrophie mit | dystrophe oder unspezi- | bei kongenitaler MD:
Biopsie, eingestreut stark fisch myopathische starke Reifungsverzoger-
Labor (CK) atrophischen, anguldren | Muskelfaserverander- ungen der Muskelfasern;
Fasern; Mottenfral3- ungen; beim Erwachsenen:
Fasern; entziindliche CK bis zum 200-fachen | vermehrt zentrale Kerne,
perivaskuldre Infiltrate; | der Norm erhoht; Kernreihen, Ringbinden,

keine bis leichte

Erhohung der CK

intrafusale Fasern und
eine Typ-1-Muskelfaser-
atrophie;

CK normal bis 10-fach
erhoht;
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EMG Myopathische Das EMG zeigt Myotone Entladungen
Verdnderungen; mogl. | Merkmale im Sinne einer | mit geringer Frequenz
hochfrequente Myopathie (-60 Hz); myopathische
»pseudomyotone* Potentiale in paretischen
Entladungen Muskeln

assoziierte Horverlust, kardiale Komplikationen |Katarakt, Uberleitungs-

Symptome Retinadegeneration, storungen, Stirnglatze,

geistige Retardierung;
kardiale Komplika-
tionen sehr selten aber

beschrieben

Hodenatrophie,
Insulinresistenz,
ZNS-Beteiligung, GIT-
Motilitdtsstorungen,

Megacolon;

Tab. 2: Gegeniiberstellung von FSHD, LGMD, MD
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2. Zielsetzung

Im ersten Teil dieser Arbeit wird iiberpriift, inwieweit bei einer Patientengruppe, die
molekulargenetisch negativ auf fazioscapulohumerale Muskeldystrophie untersucht

wurde, differentialdiagnostisch eine myotone Dystrophie in Frage kommt.

Der zweite Abschnitt hat zum Ziel, zu kontrollieren, ob im Patientenkollektiv derer,
die negativ auf eine haufige Mutation im a-Sarkoglycangen (Adhalingen) getestet
wurden, differentialdiagnostisch eine fazioscapulohumerale Muskeldystrophie in

Betracht zu ziehen ist.

Klinisch zeigten die Patienten eine deutliche Uberlappung der Symptomatik.
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3. Material und Methoden

3.1. Material
3.1.1. Gerite

Zentrifugen

Mikrowelle

Rocker

Vortexer
Rontgenfilmentwickler
Photometer

Netzgerit

Gelbecken fiir Probegele
fiir Hauptgele

Waage

Pipetten

Geigerzdhler

Heizofen

Heizblock

Wasserbad

Haereus Sepatech Biofuge 15
Haereus Sepatech Minifuge RF
Hettich Universal Zentrifuge
Hettich EBA 12

Kontron Instruments Centrikon T-324
Fa. Siemens

GFL 3013

GLW L46

Protec Compact 35

Pharmacia Biotech

Voltcraft DC power supply
Consort E 431

Life Technologies Horizon 11.14
Life Technologies Horizon 20.25
Mettler PE 3600

Eppendorf References

Berthold LB 122

Fa. Bachofer

Fa. Liebisch

WTE var. 3185



3.1.2. Pufferlosungen
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Lysispuffer NH4Cl 155 mM 829 ¢g

KHCO; 10 mM 1,00 g

Na,EDTA 25 mM 0,034g auflla.d.
SE-Puffer NaCl 75 mM 439¢g
(pH = 28) Na,EDTA 25 mM 84l1g auflla.d
TE-Puffer Tris/HCl 10 mM 1,21 g
(pH=78) EDTA I mM 034g auflla.d.
50 x TAE -Puffer Tris-Puffer 242,00 g
(pH=28) Essigsédure 57,10 ml

0,5M EDTA 100,00 ml auflla.d.
10 x TBE-Puffer Tris-Puffer 242,00 g
(pH=8,5) Borsédure 61,84 ¢

Na,EDTA 744¢ auflla.d.
20 x SSC NaCl 175,30 g
(pH =7 mit NaCitrat x 2 H,O 88,20g auflla.d.
HCI)
Losung 1 32% HCI 120,00 ml auf5la.d.
Losung 2 NaCl 438,20 g

NaOH 100,00 g aufS5la.d.
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Stop-Puffer EDTA 1,85¢
Saccharose 25,00 g
Bromphenolblau 0,05g auf 50 ml.
Church-Puffer 20 % SDS 175,00 ml
(pH =7,2 mit 1 M Na,HPO, 250,00 ml
H3POy) EDTA 0,186 g auf 0,51 a.d.
Strip-Puffer 20 x SSC 5,00 ml
20% SDS 25,00 ml auf'lla.d.
Waschldsungen 1 20 x SSC 50,00 ml
20 % SDS 2,50 ml
2 20 SSC 12,50 ml
20% SDS 2,50 ml
3 20 SSC 2,50 ml
20% SDS 2,50 ml
auf 500 ml a. d.
LB-Medium Tryptone 10g
(pH=7,5 mit Hefe Extrakt 5¢g
1M NaOH) NaCl 10g
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3.1.3. Chemikalien und Verbrauchsmaterial

SDS

EDTA

0,1 M Spermidin
Proteinase K

(500 mg in 50 ml a. d.)
Agarose

Sephadex G — 50

(10 g in 100 ml TE-Puffer)
A-DNA

radioaktives Nuklid

[a—P 32]d CTP 10 MBq /27 1

Ethidiumbromid (10 mg/ml)
Restriktionsenzym

Eco RI 20000 U/ ml
Restriktionsenzym

Bin 110000 U/ ml
Enzym-Pufferlosung
Restriktionsenzym

Pst 120000 U/ ml
Restriktionsenzym

Sac 120000 U/ ml
Enzympuffer Sac 1

100 bp DNA-Ladder

low DNA mass-ladder
Praparationskit zur
Sondenherstellung
Nylonmembran zum Blotten
Rontgenfilme

1 ml Spritzen

Fa.

Amersham Life Science

Serva Electrophoresis GmbH

Fa.
Fa.

Fa.

Sigma

Merck

Biozym

Amersham Pharmacia Biotech

Fa.
Fa.

Fa.
Fa.

Fa.

Fa.
Fa.

Fa.

Fa.

Fa.
Fa.

Boehringer Mannheim

Hartmann Analytik

Roth
Biolabs

Takara

Takara

Biolabs

Biolabs

Biolabs

Gibco BRL
Gibco BRL

Fa Qiagen (Qiagen Plasmid Kit midi)

Fa.

Amersham,Hybond N+

Fotochemische Werke GmbH, x-Ray Retina

Fa Braun Melsungen, Omnifix-F 1 ml
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Oligolabeling-Kit Fa. Amersham
Filtercap Millipore Ultrafree-MC Filter Unit
Glaswolle

500 ml Hybridisierungskolben

3.2. Methoden
3.2.1. Ubersicht iiber die Methodik

Um die im Falle einer FSHD vorliegende Deletion auf Chromosom 4q35 und die im
Rahmen einer myotonen Dystrophie vorhandene CTG-Repeatexpansion auf
Chromosom 19q nachzuweisen, miissen die entsprechenden DNA-Fragmente auf
ihre GroBe untersucht werden. Dazu wird als Untersuchungsmaterial 10 ml Vollblut
verwendet. Daraus wird die DNA isoliert und mit Hilfe spezifischer
Restriktionsenzyme in Fragmente zerschnitten. Die gespaltene DNA wird
anschlieBend in einer Gelelektrophorese aufgetrennt und nach Southern auf eine
Nylonmembran geblottet. Um die DNA-Fragmente sichtbar zu machen, wird der
Filter mit einer radioaktiv markierten DNA-Sonde hybridisiert. Nachdem
tiberschiissige Aktivitdt durch Waschen entfernt wurde, wird der Filter auf einen

Rontgenfilm aufgelegt, auf dem nach zwei Tagen das Ergebnis ablesbar ist.

3.2.2. DNA-Extraktion aus Vollblut

Als Ausgangsmaterial fiir die Untersuchung werden 10 ml Vollblut verwendet, das
aufgrund des zugefiihrten Citrats oder EDTA nicht koaguliert hat. Zunichst werden
die Erythrozyten von den kernhaltigen Lymphozyten getrennt. Dazu wird die Probe
mit ca. 30 ml gekiihlten Lysis-Puffer versetzt und unter mehrmaligem Wenden 15
Minuten auf Eis gestellt. AnschlieBend wird das Falcon-Rohrchen bei 4 °C und 2000
U/min fiir 10 Minuten zentrifugiert. Am Boden des Rohrchens setzt sich ein

Lymphozyten-Pellet ab. Der Uberstand mit den lysierten Erythrozyten wird
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abgegossen und die Reste auf ein Tuch abgetropft. Zum Pellet wird nun erneut
Lysis-Puffer gegeben und unter oben genannten Bedingungen nochmals
zentrifugiert. Das so gereinigte Pellet wird mit 5 ml SE-Puffer resuspendiert und
nach Zugabe von 100 pl Proteinase K (Konz: 500 mg in 50 ml a. d.) und

250 pl 20 % SDS gut gemischt iiber Nacht bei 37°C im Wasserbad inkubiert.

Zur Lymphozytensuspension werden nun 2,5 ml SE-Puffer und 2,1 ml geséttigte
NaCl-Lsg. zugegeben und kréftig gevortext. Um ausgefallene Salze zu 16sen wird
die Suspension 10 min bei 55 °C inkubiert und im Anschluss bei Raumtemperatur
und 4000 U/min fiir 15 min zentrifugiert. Die gereinigte DNA befindet sich im
Uberstand und wird in ein neues Falcon-R&hrchen iiberfiihrt. Durch Zugabe des
doppelten Volumens 100 % Ethanol und Schwenken des Rohrchens fillt die DNA
als Flocke makroskopisch sichtbar aus. Dieser DNA-Faden wird mit einer gldsernen
Einmalpipette, deren Spitze im Bunsenbrenner zu einem Haken gebogen wurde aus
der Losung gefischt und kurz in 70 % Ethanol getaucht. Je nach Grof3e der Flocke
wird die DNA in 100 — 1000 pl TE-Puffer tiber Nacht geldst.

3.2.3. DNA-Restriktionsverdau

Vor der Spaltung muss die Konzentration der DNA-Probe photometrisch ermittelt
werden um die Menge des benotigten Restriktionsenzym abschétzen zu konnen.
Ideal sind Konzentrationen um 500 pg / ml DNA. Ermittelt wird die Konzentration
iiber die Extinktion am Absorptionsmaximum, das bei Nukleinsduren bei 260 nm
liegt, wobei eine Extinktion von 1,00 einer DNA-Konzentration von 45-50 ug

DNA/ ml Losung entspricht (Lange und Wohrmann 1979).

Die Spaltung erfolgt mittels spezifischer Restriktionsenzyme, wobei man zur
Diagnostik einer myotonen Dystrophie die DNA mit dem Enzym Eco RI spaltet.
Zum Nachweis einer FSHD benotigt man sowohl einen Doppelverdau mit Eco RI

und B/n I als auch den Verdau mit Bln 1.
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Ansatz der Spaltung :

Aqua dest. zum Gesamtvolumen von 60 pl
auffiillen

10 x Enzympuffer 6 ul

Spermidin 2 ul

DNA 10 pg

Enzym 50U /10 ug DNA

Als Enzympuffer wird im Doppelverdau der zum Enzym Bln I gehorige Puffer
verwendet. Den Ansatz gut mischen und kurz abzentrifugieren. Im Anschluss wird
er mindestens 3 Stunden im Wasserbad bei 37 °C inkubiert. Um zu bestimmen ob
der Ansatz gut durchgespalten ist, wird ein kleiner Anteil der Probe
elektrophoretisch auf einem Agarosegel aufgetrennt. Dazu wird ein 0,7 %iges
Agarosegel mit der Biozym Agarose, einen Tropfen Ethidiumbromid und 100 ml 1
x TAE-Puffer in einen kleinen Gelschlitten gegossen. 3 ul der gespaltenen DNA
werden mit 1 pl Stop-Puffer und 6 ul aqua dest auf einer Mikrotiterplatte versetzt.
Dieser Ansatz wird auf dem Gel aufgetragen und bei 90 — 100 V etwa 30 min
aufgetrennt. Als Laufpuffer zur Gelelektrophorese wird 1 x TAE verwendet. Die
Vollstidndigkeit der Spaltung wird auf einem UV-Schirm kontrolliert (siche Abb. 5)
und gegebenenfalls mit 1-3 ul Restriktionsenzym und anschlieBender Inkubation
unter obigen Bedingungen fortgefiihrt. Dieser Schritt muss so lange wiederholt

werden, bis die DNA gleichmiBig verdaut ist.
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Abb. 5: Probegel unter UV-Schirm; Doppelverdau der DNA mit den

Restriktionsenzymen Eco Rl und Bin I

3.2.4. Horizontalgelelektrophorese und Southern-Blott

Als Gel fiir die Elektrophorese wird ein 0,7%iges Agarosegel mit Biozym DNA
Agarose hergestellt. Zur Diagnostik der FSHD werden 500 ml 1x TAE-Puffer und
ein Kamm mit einer Zinkenbreite von 8 mm verwendet. Bei der myotonen
Dystrophie nimmt man 400 ml 1 x TAE-Puffer und einen Kamm mit 6 mm
Zinkenbreite. Der 1 x TAE-Puffer wird ebenso als Laufpuffer verwendet, der tdglich
gewechselt werden muss. Es muss darauf geachtet werden, dass das Gel nicht zu

hei3 und blasenfrei in den Gelschlitten (20 x 25 cm) gegossen wird.

Zu jedem Ansatz mit gespaltenen DNA werden 6 pl Stop-Puffer pipettiert und
anschlieend in die Taschen des ausgehirteten Gels gegeben. Die Zinkenbreite des
Kamms betragt fiir den Nachweis der FSHD 8 mm, fiir die MD 6 mm. Zum Schluss
30 pl Hind III gespaltene A-DNA als Groflenmarker auftragen und die Spannung
anlegen. Um das Gel nicht zu tiberhitzen, wéhlt man eine Spannung von 30 —40 V,
die bei der FSHD 3 Tage bei der MD 2 Tage angelegt wird. Nach Beendigung der
Laufzeit wird das Gel in einer Wanne mit 2 Tropfen Ethidiumbromid und 1 x TAE-
Puffer fiir 15 min auf dem Rocker geféarbt. Das gefarbte Gel kann jetzt auf dem UV-
Schirm tiberpriift (siche Abb. 6), fotografiert und zum Blotten passend

zurechtgeschnitten werden.
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Abb. 6: Hauptgel zur Kontrolle auf dem UV-Schirm, vor dem

Southern-Blott

Vor dem Blotten wird das Gel in Losung 1 fiir 10 min auf dem Rocker depurinisiert.
Danach 2 x 10 min ebenfalls auf dem Rocker mit Losung 2 denaturiert. Die im Gel
aufgetrennte DNA wird nun nach Southern auf einer Nylonmembran fixiert. Der

Autfbau des Blotts ist von unten nach oben aufgefiihrt:

e Wanne mit ca. 1000 ml 0,4 M NaOH

e Plexiglasplatte als Briicke

e 2 dicke angefeuchtete Filterpapierbdgen (35 x 22 cm)

e Plastikabdeckungen um die das Gel tiberragenden Filterpapierrander
abzudecken

e Agarosegel

e Nylonmembran (muss luftblasenfrei aufgelegt sein)

e 2 der GelgroBe entsprechend zugeschnittene diinne Filterpapiere, die mit

Losung 2 angefeuchtet sind
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e 3 der GelgroBe entsprechend zugeschnittene diinne Filterpapiere (trocken)
e mehrere Schichten gefalteter Zellstoff

e Plexiglasplatte als Abdeckung

e (a. 500 g Gewicht

Den Aufbau iliber Nacht stehen lassen.
Am nichsten Tag wird die Nylonmembran 2 mal 15 min mit 2 x SSC auf dem

Horizontalschiittler neutralisiert.

3.2.5. Herstellung der DNA-Sonde

Die DNA-Sonde wird mit Hilfe des QTAGEN Plasmid Priparations- Kit hergestellt.
Das Verfahren orientiert sich am QIAGEN Plasmid midi Protokoll fiir high-copy
Plasmids. Die Rezepte fiir die im Kit enthaltenen Puffer sind in der Anleitung des

Préparationssets enthalten.

Zunéchst wird 50 ml Startlosung, bestehend aus einer Kolonie des Tragerkeims

E. coli DH 5 a, 100 pg/ml Startlosung Ampicillin zur Selektion und dem
LB-Nadhrmedium hergestellt, die unter standigem Schiitteln bei 37°C fiir

12 — 16 Stunden inkubiert wird. Bei 6000 g und 4 °C werden anschlieBend die
Bakterien durch 15 min zentrifugieren zerstort. Das Pellet das dabei entsteht, wird
mit 2 ml Puffer P1 resuspendiert. Dazu werden 2 ml Puffer P2 gegeben, gut
geschiittelt und danach fiir 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Jetzt 2 ml Puffer P3
hinzufiigen, erneut gut schiitteln, und 30 min auf Eis stellen. Im Anschlufl wird bei
4 °C und 20000 g fiir 30 min zentrifugiert. Der entstandene Uberstand wird unter
obigen Bedingungen nochmals 15 min zentrifugiert um von Riickstinden des Keims
gesdubert zu sein. Er enthilt das zur Sondenpréparation nétige Plasmid.

Dieser Uberstand wird in die Siule QTAGEN-tip 100 gegossen, die zuvor mit 4 ml
QBT-Puffer dquilibriert wurde. Wenn die Fliissigkeit durch die Sdule geflossen ist

wird die Sdule 2-mal mit 10 ml QC-Puffer gewaschen. Das Plasmid, das nun der



33

Sdule anhaftet, wird mit 3 ml QF-Puffer eluiert und anschlieBend mit 0,1 ml
Natriumacetat versetzt. Durch Zugabe von 2,2 ml Propanol wird die DNA gefillt
und danach bei 15000 g und 4 °C fiir 30 min abzentrifugiert. Das entstandene Pellet
wird mit 500 pl 70%iges Ethanol gewaschen, nochmals kurz zentrifugiert und an der
Luft umgedreht getrocknet. Die Plasmid-DNA als Pellet wird in 500 ul aqua dest.

einige Stunden lang gelost.

Das geloste Plasmid wird nun mit den Restriktionsenzymen Sac I und Pst [
gespalten. Zunichst werden 50 ul Enzympufter des Enzyms Sac 7 und 15 pl Sac 1
hinzugegeben und fiir 15 min bei 37 °C im Wasserbad inkubiert. Nach Zugabe von
12 ul Pst I nochmals 30 min in das Wasserbad stellen. Das gespaltene Plasmid wird
jetzt in einem 0,7%igen Probegel, bestehend aus 100 ml TBE-Puffer, 0,7 g Biozym
Agarose und 2 Tropfen Ethidiumbromid, auf seine Grof3e getestet. Als Bezugsgrofle
wird eine 100 bp DNA-ladder verwendet. 5 pl der Plasmidprobe werden mit 2 pl
Stop-Puffer versetzt und aufgetragen. Von der 100 bp DNA-ladder werden 10 pl in
die Spur gegeben. Das Gel wird ca. 30 min an 90 - 100 V angeschlossen und danach
auf dem UV-Schirm kontrolliert. Wenn die Bande des gespaltenen Plasmids der
500 bp Bande entspricht (sieche Abb. 7), wird die gesamte Probe auf das Gel
aufgetragen und aufgetrennt. Es sollten jedoch nicht mehr als 20 pl in jede Tasche
gegeben werden. Das Gel, wie oben beschrieben, laufen lassen und im Anschluss
die 500 bp Bande aus dem Gel ausschneiden und bei —20 °C einfrieren. In dieser
Bande befindet sich die gewiinschte DNA-Sonde, die noch aus dem Gel isoliert

werden muss.
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Abb. 7: 1 kb DNA-Leiter; Bande der
Sonde in Hohe der
500 bp-Markerbande;

Die Gelschnipsel werden bei 40 °C im Wasserbad fiir 10 min aufgetaut, danach
erneut bei —20 °C fiir 30 min eingefroren und nochmals wie oben im Wasserbad
inkubiert. Das Gel wird bei diesem Vorgang gebrochen, so dass sich die Sonde bei
10000 min" abzentrifugieren lisst. Um die Sonde moglichst ohne Riickstinde
abzentrifugieren zu kdnnen, verwendet man ein Filtercap mit einer Porengro3e von
0,45 um. Die DNA wird nun aus dem Filtrat, das beim Zentrifugieren entstanden ist,
mit Propanol und Natriumacetat gefdllt. Der Vorgang ist identisch zur Fallung des
Plasmids und wurde bereits oben beschrieben. Das Pellet wird jedoch im Anschluss
an die Reinigung mit Ethanol in maximal 100 ul aqua dest. gelost. Um die Sonde
spater in der geeigneten Menge einsetzen zu konnen wird ihre Konzentration in
Losung bestimmt. Dazu miissen erneut 4 ul der Sonde auf dem 0,7%igen TBE-
Agarosegel aufgetragen werden. Als Bezugsgrofle werden 4 pl low DNA mass-
ladder verwendet. Nach einer Laufzeit des Gels von 30 min bei 30 — 40 V kann die
Konzentration der Sonde im Helligkeitsvergleich der Banden abgeschitzt werden.

Bei Bedarf kann die Sonde weiter verdiinnt oder erneut gefallt werden.
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3.2.6. Strippen der Membran

Ein Teil der DNA-Proben, die fiir diese Arbeit untersucht wurden, waren bereits von
vorangehenden Untersuchungen gespalten und auf einer Membran fixiert. Jedoch
wurde die DNA mit einer anderen Sonde hybridisiert, die zundchst abgewaschen,
gestrippt werden muss um eine erneute Hybridisierung zu ermoglichen. Dazu
werden ca. 400 ml des Strip-Puffers aufgekocht und iiber die Membran gegossen. In
dieser Losung wird die Membran 15 min auf dem Rocker geschiittelt. Ist danach
keine radioaktive Strahlung der Membran mehr festzustellen, muss sie 2 mal mit 2 x

SSC neutralisiert werden.

3.2.7. Labeln der DNA-Sonde

Zur radioaktiven Markierung der Sonde wird hier der Oligolabeling-Kit der Firma
Amersham verwendet. Er enthilt das ,,reagent-mix*“ (dATP, d TTP, dGTP, random-
hexadeoxyribonukleotides) und das Kleenow-Enzym (gro3es Fragment der DNA-
Polymerase I). Das Verfahren (,,random-priming“-Methode) beruht darauf, dass die
Nukleotide des Hexanukleotidgemischs zufdllig auf der denaturierten DNA binden.
Durch das Kleenow-Enzym wird der unvollstindige Komplementérstrang mit den
Nukleotiden aus dem ,,reagent-mix‘“ und dem radioaktiven Nukleotid [a P 32]

dCTP aufgefiillt.

Als Ansatz werden 50 ng DNA-Sonde und 0,2 pl A-DNA in ein Eppendorfgefal3
pipettiert. Die hier verwendete Sonde hatte eine Konzentration von 15 ng / ul , das
entsprach in etwa 3,3 pl. Der Ansatz wird mit aqua dest. auf ein Volumen von 35 pl

aufgefiillt und bei 100 °C fiir 3 min auf dem Heizblock denaturiert.
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Im Anschluss sofort auf Eis stellen und Folgendes dazu pipettieren:

Kleenow-Enzym 1 ul
reagent-mix 10 ul
[o P 32] dCTP 4 ul

Nach kurzem Vortexen wird die Sonde im Wasserbad bei 37 °C eine Stunde
inkubiert. Wahrenddessen wird eine Sephadex G50-Sdule zur Reinigung der Sonde
hergestellt. Dazu wird in eine 1 ml Spritze (ohne Stempel) Sephadex G50-Losung
gegeben und abzentrifugiert. Dieser Vorgang wird so lange wiederholt bis sich in
der Spritze eine weiBe Siule bis fast unter die Offnung gebildet hat. Die Siule
zweimal mit 100 pl TE-Puffer, der durch die Sdule zentrifugiert wird, dquilibrieren.
Nach Abschluss der Inkubation wird die Sonde auf 100 pl mit TE-Puffer aufgefiillt
und auf die Sephadex G50-Séule pipettiert. Durch anschlieBendes Zentrifugieren bei
3000 min™ wird die Sonde von iiberschiissigem [o. P 32] dCTP gereinigt. Das
iberschiissige radioaktive Nukleotid verbleibt in der Sephadex G50-Séule, wihrend
die Sonde in einem neuen Eppendorfgefall aufgefangen wird. Direkt vor ihrer
Verwendung muss die Sonde 10 min auf dem Heizblock bei 100 °C denaturiert

werden.

3.2.8. Hybridisieren, Waschen und Entwickeln der Nylonmembran

Zunéchst wird die Membran im Hybridisierungs-Puffer vorhybridisiert. Dazu wird
die Membran (ohne Luftblasen) an der Innenwand des Hybridisierungskolbens
angelegt und mit 20 ml Church-Puffer in einem Heizofen mit Drehvorrichtung 60
min bei 65 °C inkubiert. Danach wird die frisch denaturierte DNA-Sonde in den

Kolben gegeben und bei den selben Bedingungen wie oben iiber Nacht inkubiert.
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Am néchsten Tag wird die iiberschiissige ,,heile*“~-Sonde von dem Filter gewaschen.
Zu Beginn des Vorgangs wird der Filter im Kolben unter Drehen im Ofen mit
Waschlosung 1 fiir 10 min gewaschen. Die Losung im Kolben durch Waschlosung 2
ersetzen und nocheinmal 7 min waschen. Mit Waschlosung 3 wird jetzt so lange
weitergewaschen bis nur noch 100 counts mit dem Geigerzahler auf der Membran
messbar sind. Danach wird die Membran in einer Kunststoff-Folie moglichst
luftblasenfrei eingeschweiflt und in einer Rontgenfilmkassette mit einem
Rontgenfilm zusammen aufgelegt. Nach zweitégiger Lagerung im Eisfach bei

—70 °C ist der Rontgenfilm in der Regel richtig belichtet und kann entwickelt

werden. Es wurde hier ein vollautomatischer Rontgenfilmentwickler verwendet.
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4. Ergebnisse

4.1. Differentialdiagnostik, myotone Dystrophie

In diesem ersten Abschnitt der Arbeit wurde untersucht, ob in einem Patienten-
kollektiv, das molekulargenetisch keinen Hinweis auf eine fazioscapulohumerale
Muskeldystrophie lieferte, differentialdiagnostisch eine myotone Dystrophie in
Betracht kommt. Dazu wurden 96 anonymisierte Patientenproben, die im
Humangenetischen Institut der Universitdt Wiirzburg negativ auf FSHD getestet
wurden, weiter auf myotone Dystrophie untersucht. Klinisch zeigten die Patienten
eine auffillige Uberschneidung der Symptomatik, wie spiter exemplarisch

dargestellt wird.

Im Rahmen der Untersuchung wurde bei 33 der 96 Patientenproben ein
Restriktionsverdaut mit dem Restriktionsenzym Eco RI aus aufgetauter Leukozyten-
DNA, anschlieBender Gelelektrophorese und Southern-Blott durchgefiihrt. Die
Membran des Blotts wurde mit der radioaktiv markierten DNA-Sonde p5B 1.4
hybridisiert.

Fiir die Untersuchung der restlichen 63 Patienten wurde die Blott-Membran der
urspriinglichen Diagnostik auf eine fazioscapulohumerale Muskeldystrophie
verwendet. Dazu wurde, wie im Methodenteil erldutert, die alte DNA-Sonde mit
Hilfe eines ,,Strippers* abgewaschen. Die gereinigte Membran wurde anschlie3end

ebenfalls mit der radioaktiven DNA-Sonde p5B 1.4 hybridisiert.

Ein Befund ergibt sich durch die GroBenbestimmung des CTG-Repeatblocks am 3'-
Ende des DMPK-Gens auf Chromosom 19q. Dieser Abschnitt wird mit der oben
erwahnten Sonde p5SB 1.4 markiert. Zeigt dieser Abschnitt eine Expansion auf {iber

50 Repeateinheiten, kann die Diagnose einer myotonen Dystrophie gestellt werden.
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Von den 96 getesteten Patienten zeigten 95 eine normale AllelgroBe in der
entscheidenden Region. Aufgrund dessen kann fiir die betreffenden Patienten eine

myotone Dystrophie molekulargenetisch ausgeschlossen werden.

Bei einer der untersuchten Proben zeigte sich ein vergroBertes CTG-Repeat mit circa
600 CTG-Repeat-Einheiten (siche Abb. 10). Fiir den betreffenden Patienten kann die

Diagnose einer myotone Dystrophie molekulargenetisch gestellt werden.
Auf den drei nachfolgend abgebildeten Southern-Blott Aufnahmen ist das Ergebnis

der Untersuchung von den 33 Patientenproben, die aus Leukozyten-DNA aufbereitet

wurden, dargestellt.

konst. Bande

Eco Rl Poly-
e morphismus bzw,
. Expansion
“ - - konst. Bande
 ae e konst. Bande

4,4kb

Abb. 8: Blott myotone Dystrophie #1
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In Abb. 8 sind 11 Spuren vorhanden, die eine Auswertung zulassen. Alle Proben
sind negativ. Die letzte (Ko) Spur ist eine Positivkontrolle. Entscheidend fiir die
Auswertung sind die beiden, direkt unter der Nummerierung liegenden Banden. Bei

der Kontrolle ist ein leicht vergroBertes Allel zu sehen.

konst.Banden

Eco Rl Poly-
morphismus
bzw.Expansion

konst.Banden

Abb. 9: Blott myotone Dystrophie #2

Die 12 auswertbaren Spuren (Abb. 9) zeigen keine CTG-Repeatexpansion. Die

Kontrollspur (Ko) zeigt eine leichte Vergroflerung.
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konst. Banden
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Abb. 10: Blott myotone Dystrophie #3

Abbildung 10 stellt 10 auswertbare Spuren dar. In Spur 1-3 und 5-10 sind normal

grofle CTG-Repeats vorhanden. In Bahn 4 liegt eine deutliche Repeatexpansion vor.
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In den folgenden Aufnahmen, sind Beispiele der urspriinglichen FSHD-Blotts
abgebildet, die nach dem ,,Strippen* ebenfalls mit der Sonde pSB 1.4 hybridisiert

wurden:

Eco RIPoly-
momhismus
bzw. Expansion

konst. Bande

konst. Bande

Abb. 11: FSHD-BIott, hybridisiert mit Sonde fiir myotone Dystrophie #1

Die in den Abbildungen 11-14 dargestellten Blott zeigen einen Doppelverdau mit
Eco RI und BlIn I. Wichtig fiir die Auswertung sind die direkt unter den Zahlen
gelegenen Spuren. Sie enthalten den Eco RI Restriktionsverdau. Die entscheidenden

Banden sind mit Pfeilen gekennzeichnet.
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Eco RIPoly-
morphismus
bzw. Expansion

konst. Bande

konst Bande

konst Bande

Abb. 12: FSHD-BIott, hybridisiert mit Sonde fiir myotone Dystrophie #2
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Eco RI Poly-
motrphismus
bzw. Expansion

konst. Bande

konst. Bande

Abb. 13: FSHD-BIott, hybridisiert mit Sonde fiir myotone Dystrophie #3
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o morphismus
L — bzw. Expansion

konst. Bande

~ konst. Bande

Abb. 14: FSHD-BIott, hybridisiert mit Sonde fiir myotone Dystrophie #4

Auf die Symptomatik des Patienten bei dem die Diagnose myotone Dystrophie
gestellt wurde (Abb. 10; Spur 4), soll nun kurz eingegangen werden:

Es handelt sich um einen 34-jdhrigen Mann, der anamnestisch angibt, erstmals etwa
im 12. Lebensjahr eine Verkrampfung der Handmuskulatur bemerkt zu haben. Vor
ca. 3 -4 Jahren sei ihm dann eine rechtsbetonte FuBheberschwéche aufgefallen.
Dartiiber hinaus bemerkte er eine zunechmende Atrophie der Oberschenkel- und
Schultergiirtelmuskulatur. Des weiteren gibt er an, dass sein Vater an einer Katarakt

leidet.

Neurologisch fillt bei dem Patienten eine facies myopathica, eine temporale

Atrophie, ein hoher Gaumen und eine deutliche Schwachung der distalen
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Unterarmmuskulatur, insbesondere der Handstrecker- und Beuger auf. Auflerdem

zeigt der Patient eine beidseitige scapula alata.

Das Labor ermittelte eine CK von 232 U/l und eine y-GT von 32 U/I. Die restlichen

Routineparameter lagen im Normbereich.

Das EMG vom M. deltoideus (re.) zeigte nur wenige myotone Entladungen. Im M.
extensor digitorum communis (re.) konnten ausgepragte myotone und
pseudomyotone Entladungen nachgewiesen werden. Die Willkiiraktivitdt war im M.
deltoideus (re.) normal. Fiir den M. extensor digitorum communis (re.) war sie nicht

beurteilbar.

Insgesamt ergibt sich bei diesem Patienten ein gemischtes klinisches Bild. Er zeigt
einerseits Merkmale einer myotonen Dystrophie, wie die facies myopathica, die
FuBheberschwiche, die Atrophie der Unterarmmuskulatur sowie myotone
Potentiale. Andererseits féllt eine relativ stark ausgepréagte proximale
Muskelschwiche mit einer fiir die fazioscapulohumerale Muskeldystrophie relativ

typischen Schulterkonfiguration, sowie eine priaxilldre Falte auf.
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4.2. Differentialdiagnostik, fazioscapulohumerale Muskeldystrophie (FSHD)

Fiir den zweiten Teil der Arbeit wurden 25 anonymisierte Patientenproben
differentialdiagnostisch auf eine fazioscapulohumerale Muskeldystrophie unter-
sucht. Bisher wurden die Proben vom Humangenetischen Institut der Universitit
Wiirzburg molekulargenetisch auf eine haufige Mutation im a-Sarkoglykangen
(Adhalingen) getestet. Es lag bei den untersuchten Patientenproben keine Mutation
vor. Klinisch zeigen die Patienten ein Bild, welches die Differenzierung der beiden

Erkrankungen erschwert.

Fiir die Untersuchung der 25 Proben wurde aus aufgetauter Leukozyten-DNA ein
Restriktionsverdau mit dem Restriktionsenzym Eco RI durchgefiihrt. Des weiteren
wurde ein Doppelverdau mit den Enzymen Bln I und Eco RI zum Ausschluss der
Kreuzhybridisierung mit Chromosom 10 gemacht (siche Kap. 1.2.2.). Im Anschluss
wurde die geschnittene DNA in einer Horizontalgelelektrophorese aufgetrennt und
auf eine Nylonmembran geblottet. Dort wurde sie mit der radioaktiv markierten
DNA-Sonde, pI13E-11 hybridisiert. Das Ergebnis wurde durch Entwicklung des, mit
der radioaktiv markierten Nylonmembran, belichteten Rontgenfilms sichtbar

gemacht.

Nachweisen ldsst sich eine fazioscapulohumerale Muskeldystrophie durch ein
verkiirztes Eco RI-Fragment von weniger als 35 kb aus dem Bereich 4q35. Das
entsprechende Fragment des Doppelverdaus ist nochmals um ca. 3 kb kleiner.
FragmentgroBBen zwischen 35 - 48 kb liegen im Grenzbereich und miissen mit

Vorsicht betrachtet werden (Vitelli et al., 1999).

Die Untersuchung zeigte bei 18 der 25 getesteten Patienten ein Eco RI-Fragment mit
mindestens 48 kb. Fiir diese Patienten kann eine fazioscapulohumerale

Muskeldystrophie molekulargenetisch ausgeschlossen werden.
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Bei zwei der Proben ergab sich ein grenzwertiges Ergebnis, mit Eco RI-Fragmenten

im Bereich von 35 - 48 kb.

Molekulargenetisch bestétigt werden konnte eine FSHD bei 5 Patienten. Es fanden
sich Eco RI-Fragmente mit einer Grof3e unter 35 kb aus der Region 4q35.

EcoRI -
. < — Fragment
<35kb
EcoRI Eco RI Eco RI EcoRI
Eco RI/ Eco RI/ Eco RI/ EcoRI 22
Bin | Bin | Bin | Bin |

17,0 kb

Abb.: 15: Blott FSHD

In Abbildung 15 ist das Ergebnis von 3 Patientenproben dargestellt. Fiir Probe 3
ergeben sich verkiirzte Fragmente (Pfeil), die restlichen Proben liegen im

Normbereich.
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2990 EcoRI-

- " . ~al— a5k Fragment
i <35 kb
e 20,6kb
P
* 1 2 3 K 17,0kb
" EcoRl EcoRI EcoRI EcoRI 15.2kb
4 FEcoRu Eco Rl EcoRlf EcoRi
Binl Binl Binl Binl 13.8kb
Abb.: 16: Blott FSHD
Bild 16 zeigt verkiirzte Fragmente in den Spuren von Probe 3 (Pfeil).
' grenzwertig
o weeun n“ il E verkl. Eco RI
o - ; . Fragmente
b - 24,5kh
e T
i Fragment
1 2 3 4 5 K <35 kb
EcoRI EcoRI EcoRI EcoRI EcoRI EcoRI
EcoRl/ EcoRI/ Eco R/ EcoRIf EcoRI/ Eco Rl
Bin| Binl Bin| Bin| Binl Binl
s

Abb.: 17: Blott FSHD

Die letzte Aufnahme stellt zwei grenzwertige Proben in den Spuren 1 und 5 dar. Bei

Probe 4 konnte eine FSHD molekulargenetisch bestatigt werden.
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5. Diskussion

In threr Symptomatik kdnnen sich die FSHD und die myotone Dystrophie dhneln.
Vor allem die faziale Beteiligung ist typisch fiir beide Erkrankungen. Auch eine
Retinadegeneration, die mit beiden Krankheiten assoziiert wird, tritt hdufig auf. Erst
im weiteren Verlauf entwickeln Patienten mit einer myotonen Dystrophie kardiale,
pulmonale, endokrine, oder ZNS-Komplikationen. Die Myotonie als diagnostischer
Hinweis fiir eine myotone Dystrophie ist zwar haufig friih zu finden, kann aber auch
spét auftreten und ist daher kein absolutes Ausschlusskriterium. Die FSHD hingegen
zeichnet sich eher durch die Progredienz der dystrophen Vorgénge ohne Beteiligung

des Myokards aus (sieche Tab. 2).

Inwieweit eine Uberschneidung der Symptomatik zu einer Fehleinschitzung beim

Stellen der Verdachtsdiagnose fiihrt, wurde in dieser Arbeit iiberpriift.

Wie in den Ergebnissen des ersten Abschnitts dargestellt wurde, konnte bei einer der
molekulargenetisch untersuchten Patientenproben, eine CTG-Repeatexpansion
nachgewiesen werden. Fiir diesen Patienten wurde der differentialdiagnostische
Verdacht einer myotonen Dystrophie bestitigt. Bei den anderen 95 anonymisierten
Patientenproben (96 insgesamt) konnte eine myotonen Dystrophie nicht bestétigt

werden.

Die urspriingliche Verdachtsdiagnose einer fazioscapulohumeralen
Muskeldystrophie war bereits zuvor vom Routinelabor des Humangenetischen

Instituts der Universitidt Wiirzburg molekulargenetisch ausgeschlossen worden.

Dieses doch recht eindeutige Ergebnis mit nur einem positiven Befund bei 96
getesteten Proben spricht dafiir, dass in der klinischen Praxis eine Differenzierung
sehr wohl moglich ist. Einerseits kann eine genaue Betrachtung des priméren
Manifestationsortes sowie der Verlauf der Erkrankung Hinweise geben. So ist zum

Beispiel der Befall des M. orbicularis oculi sowie der Pharyngealmuskulatur mit
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einhergehenden Dysphagien typisch fiir eine myotone Dystrophie. Andererseits
kann gezielte Diagnostik wie ein EMG mehrer Muskeln und eine Biopsie weitere
Hinweise liefern. Die Kreatinkinase kann bei der myotonen Dystrophie stirker
erhoht sein als bei der FSHD, wo sie in der Regel unwesentlich bis méBig tiber der

Norm liegt.

Bei dem Patienten, der in dieser Untersuchung positiv getestet wurde, war die
Verteilung der Muskelsymptomatik sehr unspezifisch (siehe Ergebnisse). Auch das
EMG beziiglich myotoner Entladungen war erst Jahre nach Beginn der muskuldren

Symptomatik positiv.

Deutlich schwieriger scheint die klinische Differenzierung einer Gliedergiirtel-
Muskeldystrophie von einer FSHD zu sein. Um dies zu {liberpriifen, wurden 25
Patientenproben (mit der Verdachtsdiagnose LGMD) auf eine FSHD untersucht. Bei
allen getesteten Patienten konnte klinisch eine Beteiligung der fazialen Muskulatur
festgestellt werden. Eine hdufige Mutation im Adhalingen wurde zuvor im

Humangenetischen Institut der Universitit Wiirzburg ausgeschlossen.

Es konnte, wie bereits erwahnt, bei 5 der 25 differentialdiagnostisch untersuchten
Patientenproben ein verkleinertes Eco RI-Fragment in der Region 4q35
nachgewiesen werden. Des weiteren ergaben sich bei 2 Patientenproben

grenzwertige Eco RI-Fragmente mit einer GroB3e zwischen 35-48kb.

Auftillig hierbei ist die relativ groBe Zahl an falschenVerdachtsdiagnosen. Bedingt
ist dies sicherlich durch die groBe Ahnlichkeit der muskuliren Symptomatik beider
Erkrankungen. Dies trifft insbesondere zu, wenn die FSHD sich primér am Schulter-
oder Beckengiirtel manifestiert. Auch der Verlauf der beiden Erkrankungen kann
anndhernd gleich sein. Des weiteren scheint das Fehlen eines eindeutigen
Leitsymptoms, wie die Myotonie bei der myotonen Dystrophie, die Differenzierung

noch weiter zu erschweren.
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Auch wenn die Fallzahl fiir den zweiten Teil der Arbeit nicht so grof3 war wie fiir
den ersten, wird anhand der 5 positiv und 2 grenzwertig getesteten Proben deutlich,
dass sich eine fazioscapulohumerale Muskeldystrophie klinisch wie eine
Gliedergiirtel Muskeldystrophie manifestieren kann und deshalb eine

molekulargenetische Differentialdiagnostik sehr hilfreich ist.
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