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1. Einleitung

1.1. Muskeldystrophien

Muskeldystrophien sind eine heterogene Gruppe hereditdarer Erkrankungen, die durch
progrediente Muskelschwache gekennzeichnet sind und deren primarer Defekt in der
Muskelzelle zu finden ist. Allen  Muskeldystrophien gemeinsam sind eine
Muskelfaserdegeneration und -regeneration sowie eine endo- und perimysiale Fibrose, die
bereits im friihen Stadium auftritt. Viele Muskeldystrophien werden durch einen Defekt in
einem hochspezialisierten Zelladhdsionkomplex, dem Sarkoglykan-Dystroglykan-Komplex,
verursacht. Dieser Komplex ist fir die mechanische Verbindung des Zytoskeletons mit der
extrazelluldren Matrix verantwortlich (siehe Ubersichtsarbeiten Lapidos et al. 2004, Haenggi
und Fritschy 2006). Mutationen, die diese strukturelle Verbindung beeintrachtigen, resultieren
in einer Vielzahl von Muskeldystrophien, unter ihnen die Muskeldystrophie Duchenne (DMD)
und Becker (BMD), die Muscle-eye-brain-disease, das Walker-Warburg-Syndrom, die
kongenitalen Muskeldystrophien 1 C und 1 D und die Gliedergiirtelmuskeldystrophie 2 | (siehe
Ubersichtsarbeit Davies und Nowak 2006). Bei allen diesen Erkrankungen kommt es in der
Regel zu einer Degeneration des Skelettmuskels, einer Kardiomyopathie sowie zu einer

eingeschrankten Lebenserwartung.

1.1.1. Muskeldystrophie Duchenne und Becker

Atiopathogenese

Die Muskeldystrophie Typ Duchenne (DMD, OMIM #310200) ist die haufigste vererbte
Muskelerkrankung im Kindesalter. Die Inzidenz liegt bei 1:3.500 mannlichen Neugeborenen, bei
der Muskeldystrophie Becker (BMD, OMIM #300376) bei 1:17.000. Das fiir die DMD und BMD
verantwortliche Dystrophin-Gen liegt auf Chromosom Xp21.1 und ist mit 79 Exons und einer
Lange von 2,4 Megabasen eines der grofSten humanen Gene (Koenig et al. 1988). Das Protein ist
an der inneren Zellmembran gelegen und Gber den N-Terminus (Exons 1-8) mit Actin und damit

mit dem submembrandsen Zytoskeleton der Muskelzelle verbunden. Der C-Terminus (Exons



68-79) hat verschiedene Bindungsdomanen, die cystinreiche Domdane bindet (iber beta-
Dystroglykan an die Glykoproteine des Sarkoglykan-Dystroglykan-Komplexes der Zellmembran,
auch Dystrophin-Glykoprotein-Komplex genannt.

Die haufigsten Mutationen im Dystrophin-Gen sind Deletionen (~65 Prozent), gefolgt von
Duplikationen (~8 Prozent) und Punktmutationen. Die Mutationen sind Gber das ganze Gen,
jedoch ungleich, verteilt, und so werden die meisten in den Abschnitten der Exons 15 bis 20
und 45 bis 50 beobachtet. Der Phanotyp ist davon abhédngig, ob das Leseraster unterbrochen
wird (out-of-frame-Mutationen) oder erhalten bleibt (in-frame-Mutationen). Wird das
Leseraster unterbrochen, resultiert daraus ein falsch zusammengesetztes Protein, das zu einem
schweren Phanotyp - DMD - fiihrt. Bleibt das Leseraster erhalten, ist das Protein verkiirzt, aber
in den Ubrigen Doméanen korrekt translatiert, so dass der Phanotyp - BMD - in der Regel milder
ist. Die Schwere des Phanotyps ist auch von der Lokalisation innerhalb des Gens abhangig; so
verursachen Mutationen, bei denen C- und N- Terminus erhalten bleiben, einen wenig
schweren Phdnotyp. Ausnahmen der Zuordnungen out-of-frame-Mutation mit schwerem
Phanotyp und in-frame-Mutation mit leichtem Phéanotyp sind vielfach beschrieben worden
(Malhotra et al. 1988, Prior et al. 1997, Hattori et al. 1999). Eine mogliche Erklarung hierfir ist
das exon skipping, bei dem eine Verschiebung des Leserahmens durch die Transkription wieder
korrigiert wird. Wie generell auch fir andere Erkrankungen denkbar, ist der Einfluss weiterer
mutierter Gene i.S. oligogener Erkrankungen zu diskutieren (Badano und Katsanis 2002).
Histopathologisch kommt es an der quergestreiften Muskulatur und der Herzmuskulatur zu
einer progredienten fibrotischen Degeneration, deren Genese nicht genau bekannt ist. Der
Dystrophinmangel flihrt sekundar ebenfalls zu einer Defizienz von Proteinen des Sarkoglykan-
Dystroglykan-Komplexes, so dass die Verbindung zwischen extrazellularer Matrix und dem
Zytoskeleton geschadigt wird. In der Muskelbiopsie fallen eine erhohte Faserkalibervariabilitat,
vermehrt zentral gelegene Kerne, eine zelluldre Infiltration durch Makrophagen sowie de- und
regenerierende Fasern auf. Bei der DMD ist Dystrophin in weniger als 5 Prozent der Fasern
nachweisbar, bei der BMD ist Dystrophin entweder in 10 bis 20 Prozent der Fasern negativ oder
generell abgeschwacht. Kompensatorisch findet sich eine Hochregulation des dem Dystrophin

hoch homologen Proteins Utrophin.



Symptomatik

Die Symptomatik bei Mutationen im Dystrophin-Gen kann erheblich variieren und reicht von
der asymptomatischen Erhdhung der Serumcreatininkinase ({iber belastungsabhangige
Myalgien bis zur schwersten Verlaufsform der DMD.

Bei der DMD werden die betroffenen Jungen im Kleinkindalter auffallig. Die statomotorische
Entwicklung verlauft in der Halfte der Falle verzogert, die Kinder fallen durch Schwierigkeiten
beim Rennen, haufige Stlirze und ein pendelndes Gangbild mit zunehmender Hyperlordose auf.
Die Muskelschwache ist symmetrisch, proximal und beinbetont. Das Gowers-Zeichen ist
Ausdruck einer Schwache der Hiift- und Kniestrecker, welche dazu fiihrt, dass sich Kinder beim
Aufrichten in den Stand mit den Armen auf den Oberschenkeln abstiitzen.
Charakteristischerweise kommt es im Rahmen einer progredienten Muskelfibrose zunachst zu
einer Pseudohypertrophie der Waden - und weniger deutlich und selten - der
Oberschenkelmuskulatur, des M. masseter und des M. deltoideus, die schliefllich in einer
ausgepragten Muskelatrophie endet. Schon im Vorschulalter finden sich héaufig leichte
Kontrakturen im Bereich des M. rectus femoris und der ischiokruralen Muskulatur; die
Muskeleigenreflexe sind in diesem Alter in der Regel noch gut auszulosen. Der Herzmuskel ist
fast immer mitbetroffen (O’Orsognna et al. 1988). Dies duflert sich in einer Sinustachykardie,
spater in einer Veranderung des Myokards, die zu einer eingeschrankten Kontraktilitat flhrt.
Die Sprachentwicklung ist haufig verzogert, und der durchschnittliche Intelligenzquotient liegt
eine Standardabweichung unter dem Normalkollektiv.

Bei der BMD ist der Erkrankungsbeginn variabel, die ersten Symptome treten zwischen dem 6.
und 20. Lebensjahr auf, durchschnittlich mit 11 Lebensjahren. Auch bei diesem Phanotyp kann
der eigentlichen Manifestation eine Verzogerung der statomotorischen Entwicklung
vorausgehen. Die Patienten werden durch eine symmetrische Muskelschwache auf ihre
Erkrankung aufmerksam, die sich durch Schwierigkeiten beim Rennen bemerkbar macht, oder
aber durch Myalgien und Muskelkrampfe. Eine kardiale Beteiligung, die den ersten Symptomen
einer Muskelschwache vorausgehen kann, ist ebenfalls die Regel. Eine mentale Retardierung
kommt in einem Viertel der Falle vor.

Aufgrund der X-chromosomalen Vererbung sind die Mitter in der Regel Konduktorinnen der
Erkrankung, von diesen haben 5 bis 10 Prozent Symptome einer Muskelschwache, die in der
Kindheit auffallt und dem Muster einer Gliederglrteldystrophie entspricht. Auch bei ihnen kann

es zu einer Wadenhypertrophie, zu Muskelschmerzen sowie einer kardialen Beteiligung



kommen. Die Variabilitdt der Schwere der Symptomatik beruht vor allem auf der ungleichen

Inaktivierung beider X Chromosome.

1.2. Hypomyelinisierende Leukodystrophien

Leukodystrophien werden durch zumeist angeborene Stdérungen der weillen Substanz im
zentralen Nervensystem verursacht. Der zugrunde liegende pathophysiologische Prozess kann
hypo-, de- oder dysmyelinisierend sein. Der Ausdruck , Hypomyelinisierung” bezieht sich auf die
Tatsache, dass ein signifikantes und permanentes Defizit an Myelin im Vergleich zum Gesunden
vorliegt. Es gibt eine Vielzahl an Erkrankungen mit einer diffusen Hypomyelinisierung; hierzu
gehoren die Pelizaeus-Merzbacher-Erkrankung (Boulloche und Aicardi 1986), die Pelizaeus-
Merzbacher-ahnliche Erkrankung (Begleiter und Harris 1989), der M. Salla (Sonninen et al.
1999), das Cockayne-Syndrome Typ Il (Nishio et al. 1988), die Trichothiodystrophie (Ostergaard
und Christensen 1996) und das Wardenburg-Hirschsprung-Syndrom (Inoue et al. 2002). Die
Hypomyelinisierung mit kongenitaler Katarakt (Zara et al. 2006) ist eine klinisch definierte, die
Hypomyelinisierung mit Atrophie der Basalganglien und des Zerebellums (H-ABC, van der Knaap

et al. 2002) eine neuroradiologisch definierte Entitat.

1.2.1. Pelizaeus-Merzbacher- und Pelizaeus-Merzbacher-ahnliche Leukodystrophien

Atiopathogenese

Die Pelizaeus-Merzbacher Erkrankung (PMD) ist der Prototyp der hypomyelinisierenden
Leukodystrophien. Sie und ihre allelische Variante Spastische Paraplegie Typ 2 (SPG2) werden
durch Mutationen im PLP1-Gen verursacht. Dieses kodiert das sehr hydrophobe Strukturprotein
Proteolipidprotein 1 (Saugier-Veber et al. 1994), welches das vorherrschende Protein des
zentralen Nervensystems ist. Die Besonderheit des Gens wird durch seine extreme
Konservierung deutlich; bislang ist kein einziger Polymorphismus in der kodierenden Region
beschrieben worden (Stecca et al. 2000, siehe auch SNP Datenbank des National Center for
Biotechnology Information, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). PLP1 besteht aus 7 Exons und ist
auf dem X-Chromosom lokalisiert. Im dritten Exon liegt eine interne Spleif3stelle, welche fir die

kleinere Isoform DM20 verantwortlich ist. Beide Proteine, das Proteolipidprotein 1 und das



DM20, werden hauptsachlich von Oligodendrozyten und Schwannzellen synthetisiert. Dabei
favorisieren unreife Oligodendrozyten und Schwannzellen die Synthese von DM?20, reife
Oligodendrozyten dagegen Proteolipidprotein 1 (Pham-Din et al. 1991).

Der groRte Anteil der Erkrankungen, namlich 60 bis 70 Prozent der Falle, wird durch
Duplikationen des PLP1-Gens verursacht (Sistermans et al. 1998). Die GrolRe der duplizierten
Region variiert und kann bis zu drei Megabasen umfassen, so dass in der Regel weitere Gene
dupliziert sind (Inoue et al. 1999). Von den betroffenen Genen ist offensichtlich das PLP1-Gen
das einzige, das einem Gen-Dosis-Effekt unterliegt. Klinisch zeigt sich, dass drei Kopien des Gens
zu einem schwereren Phanotyp fihren (Harding et al. 1995), wahrend fiinf Kopien - im
Vergleich zu dreien - nicht mit einer deutlicheren Ausprdagung des Phanotyps einhergehen (Wolf
et al. 2005). Das reziproke Rekombinationsereignis, namlich die Deletion des PLP1-Lokus, ist
selten und umfasst ein sehr viel kleineres Segment als bei der Duplizierung; méglicherweise
sind Deletionen groRerer Abschnitte haufiger letal. Punktmutationen finden sich bei etwa 20
Prozent der Patienten mit PMD. Ein Haufung von Mutationen (~50 Prozent), die missense-,
nonsense-, frameshift- und SpleiBmutationen umfassen, findet sich im Bereich der extrazellular
gelegenen Schleife. PLP1-Spleilvarianten wurden kirzlich in Fibroblasten einer Kohorte von 20
PMD-Patienten ausgeschlossen, so dass intronische Mutationen mit gréBerem Abstand zum
Exon-Intron-Ubergang als Ursache eher unwahrscheinlich sind (Bonnet-Dupeyron et al. 2008b).
Die Korrelation zwischen Geno- und Phadnotyp ist komplex. Inoue und Mitarbeiter (1999)
fanden in zwanzig Familien mit PLP1-Duplikation eine positive Korrelation zwischen GrolRe der
Duplikation und Schweregrad der klinischen Symptomatik (konnatale und klassische Form,
siehe unten). Cailloux und Kollegen (2000) verglichen 33 Familien mit Punktmutationen im
PLP1-Gen und fanden, dass Punktmutationen in evolutionsbedingt konservierten Regionen mit
dem schwersten Phanotyp assoziiert sind, wahrend Mutationen, die in nicht-konservierten
Regionen liegen bzw. zu einem verkiirzten Protein flhren, einen leichteren Phanotyp nach sich
ziehen. Patienten mit Null-Mutationen, bei denen also kein PLP1-Protein produziert wird,
haben ebenfalls einen relativ leichten Verlauf der Erkrankung, die von einer peripheren
Neuropathie begleitet wird (Garbern et al. 1997, Garbern et al. 2002).

Liegt ein PMD-Phanotyp ohne Nachweis einer Alteration am PLP1 Lokus vor - was bei 20
Prozent der PMD-Patienten der Fall ist (Schiffmann und Boespflug-Tanguy 2001) -, handelt es

sich um die Pelizaeus-Merzbacher-dhnliche Erkrankung (PMLD).



Symptomatik

Das klinische Bild und der Verlauf sind von der Art der PLP1-Mutation abhangig. Dabei hat es
sich bewahrt, die Erkrankung in drei Typen einzuteilen. Allen gemein ist die
Symptomkonstellation aus Nystagmus, spastischer Paraparese und Ataxie sowie ein X-
chromosomaler Vererbungsmodus und eine diffuse Hypomyelinisierung des zentralen
Nervensystems im kranialen Magnetresonanztomogramm (cMRT).

Bei der schwersten Form der Erkrankung, der konnatalen PMD, treten die Symptome bereits
wahrend der ersten Lebenswochen auf; die Kinder fallen mit muskuldrer Hypotonie, Stridor,
Ateminsuffizienz und Nystagmus auf, so dass eine Verwechslung mit einer
Motoneuronerkrankung moglich ist (Kaye et al. 1994). Diese Patienten entwickeln rasch eine
schwere Spastik, so dass freies Sitzen und Gehen nicht erlernt wird. Der Tod tritt meist vor dem
30. Lebensjahr ein. Die haufigste Form, die klassische PMD, hat ihren Beginn ebenfalls im
Neugeborenenalter, jedoch ohne respiratorische Symptome. Die Kinder haben einen
Nystagmus und eine Hypotonie im Bereich der unteren Extremitaten, die im Kindesalter in eine
Spastik Ubergeht. Die motorischen Meilensteine werden verspatet, freies Gehen gar nicht
erreicht. Patienten mit einer klassischen PMD erlernen Sprachfahigkeiten, die Sprache ist
jedoch dysarthrisch und verlangsamt; in der Regel besteht auch eine Einschrankung der
kognitiven Fahigkeiten. Die Patienten kdnnen bis ins 6. Lebensjahrzehnt tiberleben.

Die mildeste Form der PMD geht Uber in den Formenkreis der Spastischen Paraplegie Typ 2
(SPG2). Diese Erkrankung beginnt innerhalb der ersten funf Lebensjahre und ist mit einer
leichten bis mittelschweren spastischen Paraplegie verbunden; es kann ebenfalls zu einer
Extremitaten- und Gangataxie kommen. Die Patienten konnen friihzeitig durch einen
Nystagmus auffallen (Bonneau et al. 1993). Die motorischen Meilensteine werden verspatet
erlernt, und die Patienten lernen im Kindesalter laufen; meistens wird die Lauffdhigkeit im
weiteren Verlauf wieder verloren. Die kognitive Entwicklung ist leicht eingeschrankt, die
Sprache eher nicht; die Lebenserwartung ist normal.

Eine periphere demyelinisierende Neuropathie ist bei Patienten mit PMD beobachtet worden;
sie ist meistens klinisch irrelevant. Elektrophysiologisch findet sich eine milde Verlangsamung
der Nervenleitgeschwindigkeiten, die nicht uniform verteilt ist (Gabern et al. 1999).

Die cMRT-Diagnostik nimmt einen zentralen Stellenwert bei der Evaluation der Patienten mit
klinischen Symptomen einer PMD bzw. SPG2 ein (Ono et al. 1994). Nahezu alle Patienten haben
im Verlauf Verdanderungen in der MRT-Diagnostik, die mit einer Leukodystrophie vereinbar sind

und eine diffuse Signalintensitatsanhebung der zentralen weien Substanz der Hemispharen,
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des Kleinhirns und des Hirnstamms umfassen. Diese sind am besten in der T2-Wichtung und in
Sequenzen der fluid attenuated inversion recovery (FLAIR) darzustellen. Wahrend die weilRe
Substanz, insbesondere der Balken, volumengemindert sein kann, sind die (Ubrigen
Hirnstrukturen unauffallig. Patienten mit einer milden SPG2-Form haben gewdhnlich
ungleichmaRige und weniger deutlich ausgepragte MRT-Veranderungen (Hodes et al. 1999).

Frauen mit PLP1-Veranderungen kénnen neurologisch auffallig sein. Wiederholt wurde eine
inverse Beziehung zwischen Schwere der Erkrankung bei verwandten Jungen und der
Auspragung der Symptomatik bei heterozygot betroffenen Frauen beobachtet (Bond et al.

1997).
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2. Originalarbeiten

2.1.

Kerst B, Mennerich D, Schuelke M, Stoltenburg-Didinger G, von Moers A, van Landeghem FKH,
Speer A, Braun T, Hibner C 2000. Heterozygous myogenic factor 6 mutation associated with
myopathy and severe course of Becker muscular dystrophy. Neuromuscul Disord 10(8): 572-

577.

Wir beschreiben eine Familie, bei der der Sohn im Alter von 9 Jahren erhohte Creatinkinase-
Werte (300-560 U/I, Normalbereich < 80 U/I) aufwies, im Alter von 12 Jahren klagte er Gber
Muskelkrampfe und -schwache im Bereich der Beine wahrend und nach starker Anstrengung. In
der Muskelbiopsie fanden sich myopathische Verdanderungen mit Ringfasern und einem
erhohten Anteil zentral gelegener Kerne. Beim Vater des Indexpatienten lag eine
Kardiomyopathie vor, er hatte aufgrund einer schweren Muskeldystrophie im 21. Lebensjahr
die Lauffahigkeit verloren. Histologisch waren eine massive Fibrose und eine unregelmafRige
Dystrophinfarbung auffallig, im DMD-Gen konnte eine den Leseraster nicht verschiebende
Deletion der Exons 45-47 nachgewiesen werden. Diese Mutation ist die haufigste bei BMD-
Patienten und geht - im Gegensatz zu unserem Patienten - gewohnlich mit einem leichten bis
mittelschweren Phanotyp einher (Koenig et al. 1989, Morandi et al. 1995).

Um eine Erklarung fir die Myopathie des Jungen sowie den ungewdhnlich schweren Verlauf
der BMD des Vaters zu finden, haben wir ein Mutationsscreening durchgefiihrt, das die basic-
helix-loop-helix-Region der myogenen Transkriptionsfaktoren MYF3 bis MYF6 umfasste. Diese
myogenen Faktoren werden ausschlief3lich im Muskel exprimiert und haben - bei einem zeitlich
genau definierten Expressionsmuster - unterschiedliche Funktionen sowohl bei der
Spezifizierung und Differenzierung als auch bei der Regeneration des Skelettmuskels. Per single
strand conformation polymorphism (SSCP)-Analyse und Sequenzierung haben wir im MYF6-Gen
eine heterozygote 387G—>T Nukleotidtransversion gefunden (A112S). Um die Funktionalitat
dieser Mutation zu Uberprifen, haben wir die Dimerisierung der Mutante mit ihrem
Bindungspartner E2-2, die Bindung an die DNA-Sequenz der consensus E-box des Myosin light
chain MLC1/3 Enhancer sowie die Transaktivierungskapazitdt untersucht. Das
Heterodimerisierungspotential der MYF6-Mutante an E2-2 war signifikant reduziert und die

DNA-Bindungskapazitdt des Heterodimers MYF6mut/E2-2 an die consensus E-box war

12



hochgradig eingeschrankt. Die Transaktivierung artifizieller Promotoren (Thymidin Kinase und
Myosin light chain Promotor) durch die Bindung an vier Kopien der E-box war durch die
Mutante komplett aufgehoben. Wir postulieren, dass der pathologische Effekt der MYF6-
Mutation auf einer Haploinsuffizienz beruht, die fiir die milde Myopathie des Indexpatienten

sowie fur die Aggravierung des Phanotyps bei BMD verantwortlich gemacht werden kann.
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2.2,

Sifringer M*, Uhlenberg B*, Lammel S, Hanke R, Neumann B, von Moers A, Koch |, Speer A
2004. Identification of transcripts from a subtraction library which might be responsible for
the mild phenotype in an intrafamilially variable course of Duchenne muscular dystrophy.

Hum Genet 114(2): 149-156. *equal contribution

In dieser Arbeit haben wir uns der Frage gewidmet, warum bei zwei Geschwistern mit einer
Duchenne Muskeldystrophie (DMD) ein sehr unterschiedlicher Grad der Schwere des
Phanotyps vorliegt. Wir beschreiben eine Familie, in der der altere Bruder deutlich starker von
der Muskelschwache sowie der Progredienz der Erkrankung betroffen ist. Wahrend der altere
Bruder im vierten Lebensjahr mit einer Muskelschwache auffdllig wurde, die bei steter
Progredienz in eine Rollstuhlabhangigkeit im Alter von 11 Jahren mindete, ist der jlingere
Bruder im vergleichbaren Alter mit einer Muskelschwache aufgefallen, die jedoch nicht deutlich
progredient war - eine Rollstuhlpflichtigkeit des jliingeren Bruders war zur Nachuntersuchung
im Alter von neun Jahren nicht zu erwarten. Bei beiden Briidern war die Dystrophinfarbung des
Skelettmuskels negativ, obwohl Deletionen und Punktmutationen im Dystrophin-Gen
ausgeschlossen werden konnten. Wir haben postuliert, dass der jlingere Bruder bei leichterem
Phanotyp bessere Kompensationsmechanismen fir die Muskeldystrophie haben muss und
haben Uber eine PCR-basierte Subtraktionshybridisierung (Diatchenko et al. 1996) aus dem
Skelettmuskel der beiden Patienten eine cDNA-Bank erstellt, in der sich die Transkripte
befinden, die beim jlingeren Jungen deutlich starker exprimiert werden als bei seinem alteren
Bruder. Fur zwolf Klone haben wir die Sequenz durch Datenbank-Analyse (BLAST) identifiziert.
Durch real-time RT-PCR konnten wir den Unterschied im Expressionsgrad von sechs cDNAs, die
im Kontext der Fragestellung eine Rolle spielen kdnnten, bestdtigen. Zu den Kandidatengenen
gehoren Casein kinase 1 alpha 1 (CSNK1A1), RAP2B, Dynactin 3 light chain (DCTN3), Core
binding factor beta (CBFB) sowie Myosin light polypeptide 2 (MYL2). In microarray Studien, bei
denen die Expression verschiedener Gene aus DMD-Muskelbiopsien der von gesunden
Kontrollpersonen gegeniibergestellt wurde, wurde ebenfalls ein Unterschied fiir die Expression
von CSNK1A1, DCTN3, CBFB sowie MYL2 gefunden (Noguchi et al. 2003). Fir die Funktionalitat
der differentiell exprimierten Kandidatengene erscheint von Interesse, dass CSNK1A1 und CBFB
eine Rolle in der Regulation des G; Checkpoints des Zellzyklus spielen. Wir postulieren daher,
dass diese Gene Uber die Regulation von Proliferation und Differenzierung einen Einfluss auf

den dystrophen Prozess bei DMD haben kdnnen.
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2.3.

Uhlenberg B, Schuelke M, Rischendorf F, Ruf N, Kaindl AM, Henneke M, Thiele H, Stoltenburg-
Didinger G, Aksu F, Topaloglu H, NlUrnberg P, Hibner C, Weschke B, Gartner J 2004. Mutations
in the gene encoding gap junction protein alpha 12 (connexin 46.6) cause Pelizaeus-

Merzbacher-like disease. Am J Hum Genet. 75(2): 251-260.

Die Pelizaeus-Merzbacher-ahnliche Erkrankung (PMLD) ist eine autosomal rezessiv vererbbare
Erkrankung mit primarer Hypomyelinisierung des zentralen Nervensystems, bei der - im
Gegensatz zur Pelizaeus-Merzbacher-Erkrankung (PMD) - keine Veranderungen im PLP1-Gen
vorliegt. Wir beschreiben eine konsanguine Indexfamilie aus der Tirkei, bei der insgesamt drei
Familienmitglieder - zwei Jungen und ein Madchen - von einer PMLD betroffen sind. Mittels
einer genomweiten Kopplungsanalyse mit der Affymetrix® GeneChip Methode (SNP
Typisierung) bei insgesamt 16 Familienmitgliedern konnten wir den zugrunde liegenden Genort
auf Chromosom 1qg41 - q42 identifizieren. Unter den positionellen Genen in der 10 cM groRen
chromosomalen Region war das Gap junction protein alpha 12 (GJA12, Connexin46.6 ) das am
ehesten in Frage kommende Gen. Im kodierenden Bereich dieses Gens fanden wir eine mit der
Erkrankung in der Indexfamilie segregierende Punktmutation. Die Gap junction Proteine
gehoren zu einer homologen Familie interzellularer Kanadle, und GJA12 wird durch
Oligodendrozyten, die myelinbildenden Zellen des zentralen Nervensystems, exprimiert.

In drei von weiteren sechs Familien mit PMLD-Phanotyp konnten wir ebenfalls Mutationen im
GJA12-Gen nachweisen, dazu gehdren missense-, nonsense- und frameshift-Mutationen.
Unsere Hypothese, dass GJA12-Mutationen die Ursache fiir eine Subgruppe der PMLD ist, wird
unterstlitzt durch die Tatsache, dass die missense-Mutationen nicht in 220 Kontrollallelen
gefunden werden konnten und alle gefundenen Mutationen in den Familien mit der Erkrankung
segregierten und in konservierten Regionen liegen. Da wir bei mehreren Familien mit PMLD
keine Mutation im kodierenden Bereich des GJA12-Gens nachweisen konnten, muss davon
ausgegangen werden, dass es sich um eine heterogene Erkrankung handelt.

Weil bei mehreren Patienten ebenfalls eine periphere Neuropathie vorlag, haben wir die
GJA12-Expression in verschiedenen humanen Geweben untersucht und fanden diese - im

Gegensatz zum murinen Gjal2 - auch im N. ischiadicus und N. suralis.
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2.4.
Ruf N, Martelli M, Weschke B, Uhlenberg B 2007. Oligodendroglial transcription factor (OLIG1
and OLIG2) mutations are not associated with Pelizaeus-Merzbacher-like leukodystrophy. Am

J Med Genet B Neuropsychiatr Genet 144(3): 365-366.

Aufgrund der Tatsache, dass wir in unserem Kollektiv von 6 Familien mit PMLD-Phanotyp nur
bei 3 Familien Mutationen im kodierenden Bereich des GJA12-Gens gefunden haben, stellte
sich die Frage, welche Gene moglicherweise bei den Gbrigen Familien alteriert sein kdnnten. In
einer anderen Arbeitsgruppe waren in einer Kohorte von acht PMLD-Patienten bereits
Mutationen im M6B-Gen, das mit dem bei PMD alterierten PLP1-Gen interagiert,
ausgeschlossen worden (Henneke et al. 2004).

Wir postulierten, dass ein primarer Defekt bei der Differenzierung der Oligodendrozyten zu
einem Mangel an weiller Substanz - wie er bei PMD und PMLD vorkommt - fiihren kann, da erst
der reife, ausdifferenzierte Oligodendrozyt in der Lage ist, Myelin zu bilden. Als Kandidatengene
sahen wir die oligodendroglialen Transkriptionsfaktoren OLIG1 und OLIG2 an. Die Bedeutung
dieser beiden Gene fir die Oligodendrozytenentwicklung wird bei der Olig1/0lig2-Doppel-
knock-out Maus deutlich, bei der in allen Hirnregionen nahezu gar keine Oligodendrozyten
Vorlauferzellen sowie reife Oligodendrozyten nachgewiesen werden konnten (Lu et al. 2002).
Fiir das Mutationsscreening, das die kodierende Region sowie die angrenzenden 5’ und 3’
untranslatierten Regionen der OLIG1 und OLIG2 Gene einschloss, haben wir eine Kohorte von
13 Patienten aus 12 unverwandten Familien mit dem PMLD-Phanotyp definiert, die keine
Mutation im GJA12-Gen aufwiesen. In diesen Bereichen fanden wir - auBer den zwei schon
bekannten und einem neuen synonymen Polymorphismus - keine Mutationen.

Unsere Ergebnisse sprechen dafiir, dass OLIG1- und OLIG2-Mutationen eher nicht mit dem
PMLD-Phanotyp assoziiert sind. Da die Erkrankung selten ist, keine weiteren konsanguinen
Familien vorliegen und Hirnschnitte nur &dufRerst selten zur Verfligung stehen, ist die

Mutationsanalyse in anderen Kandidatengenen weiterhin ein geeigneter Ansatz.
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2.5.
Ruf N, Uhlenberg B 2008. Analysis of human alternative first exons and copy number variation
of the GJA12 gene in patients with Pelizaeus-Merzbacher-like disease. Am J Med Genet B

Neuropsychiatr Genet. Jun 2, Epub ehead of print.

Auch in dieser Arbeit haben wir uns der Frage gewidmet, welche genetischen Veranderungen
bei Patienten mit PMLD, die keine Mutation im kodierenden Bereich des GJA12-Gens haben, fiir
den Phanotyp verantwortlich gemacht werden konnten. Wahrend wir in der ersten Arbeit bei
drei von sechs Familien Verdanderungen im GJA12-Gen gefunden haben, wurde in der
Zwischenzeit in einer sehr viel gréReren Kohorte von 193 PMLD-Patienten gezeigt, dass lediglich
16 Patienten, also weniger als 10 Prozent, von GJA12-Mutationen betroffen sind (Henneke et
al. 2008).

Da der Transkriptionsstart fir das humane GJA12-Gen bisher lediglich theoretisch vorhersagbar
ist und bei der Maus alternative erste Exons beschrieben worden sind (Anderson et al. 2005),
haben wir die Hypothese verfolgt, dass das humane GJA12-Gen moglicherweise viel groRer als
urspriinglich angenommen ist bzw. in verschiedenen Isoformen vorliegen kénnte. Mutationen
in diesen Bereichen kdnnten dann fiir einen weiteren Anteil von Patienten mit PMLD-Phanotyp
verantwortlich sein. Wir haben daher das 5" Ende des GJA12-Gens im humanen adulten Hirn
und Rickenmark per RACE bestimmt und fanden ein einziges erstes Exon in einer Lange von 79
Basenpaaren - im Gegensatz zur theoretischen Vorhersage von 156 Basenpaaren; der
Transkriptionsstart liegt damit weiter distal als zuvor angenommen (NCBI GenBank: EU433401).
Bei der Sequenzanalyse des nun experimentell bestimmten vollstindigen GJA12-Gens sowie
der Promotorregion fanden wir allerdings bei 14 PMLD-Patienten keine Mutationen.

Des weiteren haben wir untersucht, ob Variationen in der Anzahl der GJA12-Genkopien - PMD
wird am haufigsten durch PLP1-Duplikationen verursacht - fiir einen Anteil der Patienten mit
PMLD-Phanotyp verantwortlich gemacht werden kénnen. Per real-time PCR TagMan® konnten
wir bei der gleichen PMLD-Kohorte keine Verdanderungen in der Anzahl der GJA12-Kopien im
Vergleich zur gesunden Kohorte nachweisen.

Der groRRte Anteil der PMLD-Patienten ist somit nicht mit Mutationen in kodierenden und
regulatorischen Bereichen des GJA12-Gens als auch nicht mit Verdanderungen in der Anzahl der
GJA12-Genkopien assoziiert. Andere Gap junction Proteine sowie der Kir4.1-Kaliumkanal sind
aufgrund der Veranderungen im knock-out Mausmodell weitere Kandidaten, die - wenn mutiert

- den PMLD-Phéanotyp erklaren kénnten.
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2.6.

Wolf NI, Hartung I, Boltshauser E, Wiegand G, Koch J, Schmitt-Mechelke T, Martin E, Zschocke J,
Uhlenberg B, Hoffmann GF, Weber L, Ebinger F, Rating D 2005. Leukencephalopathy with
ataxia, hypodontia and hypomyelination. Neurology 64: 1461-1464.

Neben der Gruppe genetisch klar charakterisierter Leukodystrophien existieren auch solche, die
aufgrund klinischer und magnetresonanztomographischer Kriterien als eigenstandige Entitat
beschrieben worden sind und deren genetische Ursache bislang nicht geklart werden konnte.
Hierzu gehort z.B. die zystische Leukenzephalopathie mit Normo- oder Mikrozephalie (Henneke
et al. 2005). Die Aufklarung der zugrunde liegenden genetischen Verdanderungen bietet sich
dann - bei ausreichender Patientenanzahl bzw. bei Vorliegen von konsanguinen Familien -
durch genomweite Kopplungsanalysen an.

Wir beschreiben vier unverwandte Madchen mit einer langsam progredienten Ataxie, einem
bestimmten Muster der Hypodontie sowie mit diffusen Auffdlligkeiten im Bereich der weiRen
Substanz, vereinbar mit einer hypomyelinisierenden Stérung.

Die Madchen, deutscher und Schweizer Herkunft, erreichten die motorischen Meilensteine
zeitgerecht bzw. leicht verzogert, die kognitive Entwicklung war ebenfalls leicht verzégert. Eine
milde Ataxie - vornehmlich des Ganges - entwickelte sich im zweiten Lebensjahr und war
langsam progredient. Die Korperlange entwickelte sich auf oder unterhalb der dritten
Perzentile. Allen Patientinnen gemein ist eine Stérung und Verzégerung der Dentition. Die bei
den Madchen zuerst durchstoRenden Milchzéhne waren die Molaren, die unteren
Schneidezdhne brachen verspatet durch, und die oberen medialen Schneidezahne sind bei drei
Madchen bis ins Alter von acht Jahren nicht durchgebrochen. Die ausfiihrliche
Stoffwechseldiagnostik - auch wenn nicht bei allen Patienten durchgefiihrt - ergab keine
Auffalligkeiten.

Im cMRT fand sich bei allen Patientinnen ein diffus hyperintenses Signal der weiBen Substanz in
der T2-Wichtung, passend zu einer leicht- bis mittelgradigen Hypomyelinisierung, sowie eine
progrediente Atrophie des Kleinhirns, ausgepragter im Kleinhirnwurm als in den -hemispharen.
Zusammenfassend handelt es sich aufgrund der typischen Symptomenkonstellation am ehesten
um eine neue Krankheitsentitdat. Da keine der Patientinnen aus einer konsanguinen Familie
stammt, ist fur die Aufklarung der genetischen Verdnderungen die Charakterisierung weiterer

Patienten mit der genannten Symptomatik erforderlich.
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3. Diskussion

3.1. MYFe6 ist ein modifizierender Faktor bei der Muskeldystrophie Becker

Der Phanotyp bei Dystrophinopathien ist davon abhangig, ob die zugrundeliegende
Veranderung im Dystrophin-Gen das Leseraster verschiebt oder erhdlt. Ausnahmen zu dieser
Korrelation sind in beide Richtungen - schwerer Phanotyp bei Leseraster erhaltenen
Verdnderungen bzw. leichter Phanotyp bei Leseraster verschiebenden Mutationen -
beschrieben worden (Prior et al. 1997, Hattori et al. 1999), und die Autoren postulieren, dass
hierbei modifizierende Gene eine Rollen spielen kdnnten.

Wir beschreiben eine Familie, in der der Sohn sowie der Vater von einer heterozygoten
Mutation im myogenen Transkriptionsfaktor MYF6 betroffen ist. Der Sohn zeigte typische
klinische und neuropathologische Zeichen einer milden Myopathie. Der - im Vergleich mit
Befunden anderer, gleichaltriger BMD-Patienten (Kaido et al. 1991) - signifikant erhéhte Anteil
an Fasern mit zentral gelegenen Kernen weist auf eine Stimulation der De- und
Regenerationszyklen im Skelettmuskel hin (Bhagwati et al. 1996, Megeney et al. 1996). Die
histologischen Veranderungen beim Sohn sind vergleichbar mit denen bei Myf6'/'-Méusen; bei
letzteren ist eine Fehlorganisation der Fasern sowie eine signifikante Reduktion in der
Faseranzahl beschrieben worden (Arnold und Winter 1998, Patapoutian et al. 1995).

Der Vater des Indexpatienten hatte eine Kielbrust und war aufgrund einer progredienten
Muskelschwache mit 21 Jahren rollstuhlabhdngig; bei ihm wurde eine Leseraster erhaltende
Deletion der Exons 45-47 des Dystrophin-Gens nachgewiesen, die gewdhnlich mit einem
leichten bis mittelschweren BMD-Verlauf einhergeht (Koenig et al. 1989, Bushby et al. 1993,
Comi et al. 1994, Morandi et al. 1995). Auch bei ihm haben wir eine heterozygote MYF6-
Mutation nachgewiesen. Da bei keinem der bislang publizierten Patienten mit einer Exon 45-47
Deletion ein so schwerer Phanotyp beschrieben worden ist (Koenig et al. 1989, Piccolo et al.
1994, Zeitoun et al. 1997), gehen wir davon aus, dass die MYF6-Mutation einen
modifizierenden Faktor flir die Dystrophinopathie darstellt. Andere Mutationen in den
humanen myogenen Transkriptionsfaktoren sind bis heute nicht beschrieben worden (Tseng et
al. 1999, siehe auch The Human Gene Mutation Database, http://www.hgmd.cf.ac.uk).

Einen vergleichbaren Effekt eines myogenen Transkriptionsfaktors auf den DMD-/BMD-

Phanotyp findet sich bei der Myocf/'/mdx-DoppeI-knock-out-Maus. Flihrt eine Dystrophin-
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Defizienz beim Jungen zu einer DMD, so leidet die dystrophindefiziente mdx-Maus an der
milderen BMD, was durch die besseren Regenerationsmechanismen des murinen
Skelettmuskels erklart werden kann. So ist vor allem Myod in regenerierenden und nicht in
reifen Muskelzellen zu finden (Baghwati et al. 1996). Bei der Myocf/'/mdx-knock-out-Maus
findet man eine gestorte Muskelregeneration und eine sekundare Kardiomyopathie (Megeney
et al. 1996, Megeney et al. 1999), so dass der Phanotyp mit der humanen DMD vergleichbar ist.
Die Myf6'/'/mdx—knock—out—|\/laus ist bislang nicht generiert worden, so dass ein modifizierender
Effekt von Myf6 auf den murinen mdx-Phanotyp noch nicht nachgewiesen werden konnte.

Ob die Kielbrust des Vaters aufgrund der MYF6-Mutation vorliegt, ist unklar. In diesem
Zusammenhang ist erwahnenswert, dass bei Myf6'/'—knock—out—Méiusen die distalen Rippen
nicht bis an das Sternum heranreichen (Olson et al. 1996). Gegen einen ursachlichen
Zusammenhang zwischen MYF6-Mutation und dem Symptom der Kielbrust spricht die
Beobachtung, dass der Sohn von derselben MYF6-Mutation betroffen ist und keine
Sternummalformation aufweist.

Aufgrund der In-vitro-Studien konnten wir zeigen, dass durch die MYF6-Mutation die Protein-
Protein-Interaktion erheblich reduziert und die DNA-Bindung aufgehoben wurde, so dass
erwartungsgemall mutantes MYF6-Protein keine Transaktivierungskapazitat mehr aufwies. Da
wir in Kotransfektionsstudien keinen Hinweis auf einen dominant negativen Effekt der Mutante
hatten, gehen wir davon aus, dass eine Loss-of-function-Situation vorliegt und der pathogene

Effekt auf einer Haploinsuffizienz des betroffenen Allels beruht.

3.2. Unterschiedlich exprimierte Gene bei einem intrafamiliar variablen Verlauf
einer Muskeldystrophie Duchenne als moégliche Ursache fiir den milderen

Phanotyp

Das Vorliegen von genetisch modifizierenden Faktoren wird dann postuliert, wenn bei gleichem
Genotyp ein divergierender Phanotyp vorliegt. Prinzipiell konnen diese modifizierenden
Faktoren die Penetranz der Erkrankung, die Art der Vererbung (dominant versus rezessiv), das
Expressionsniveau anderer Gene sowie die Pleiotropie (ein Gen beeinflusst zwei oder mehrere
voneinander unabhingige Merkmale) beeinflussen (siehe Ubersichtsarbeit Nadeau et al. 2001).
Wir beschreiben eine Familie, in der beide S6hne unter einer Muskeldystrophie Duchenne

leiden, der jingere Bruder jedoch von einem deutlichen milderen Verlauf betroffen ist. Die
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Unterschiede im Verlauf kénnen nicht durch Medikation oder Behandlungsart erklart werden;
die gleiche Vaterschaft zu beiden Kindern haben wir durch Mikrosatellitenanalysen
nachgewiesen. Wahrend wir keine Deletionen oder Punktmutationen im Dystrophin- Gen
nachweisen konnten, fanden wir bei beiden Briidern eine negative Dystrophinfarbung (dys1-3)
in der Muskelbiopsie.

Wir haben postuliert, dass der jlingere, weniger stark betroffene Bruder bessere
Kompensationsmechanismen fiir den dystrophen Prozess haben muss, und haben mittels PCR
basierter Subtraktionshybridisierung aus dem Skelettmuskel eine cDNA-Bank generiert, in der
sich die Transkripte befinden, die durch den jlngeren Bruder signifikant starker exprimiert
werden und damit einen positiven Einfluss auf den Krankheitsverlauf haben kénnten. Wir
haben mindestens fliinf Gene identifiziert, die durch den jlingeren Bruder mit dem milderen
Verlauf Gberexprimiert werden: Casein kinase 1 alpha 1 (CSNK1A1), RAP2B, Dynactin 3 light
chain (DCTN3), Core binding factor beta (CBFB) sowie Myosin light polypeptide 2 (MYL2). Die
Uberexpression haben wir per real-time TagMan PCR bestitigt. Unterschiedliche mRNA-
Konzentrationen von CSNK1A1, DCTN3, CBFB und MYL2 wurden ebenfalls in einer Studie
nachgewiesen, in der die Expression bestimmter Gene bei sechs DMD-Patienten und
unbetroffenen Kontrollen untersucht worden ist (Noguchi et al. 2003). MYL2 war hier durch
DMD-Patienten deutlich niedriger exprimiert als in der Kontrollgruppe, allerdings lagen
ebenfalls interindividuelle Unterschiede vor. Die differentielle Expression von MYL2 korrelierte
hierbei sehr gut mit dem Voranschreiten regeneratorischer Prozesse, so dass die Autoren MYL2
als einen sehr sensitiven Marker fiir Muskelregeneration erachten. Zu diesen Ergebnissen
passend fanden wir eine erhdhte Expression von MYL2 beim jlingeren Bruder mit milderem
Phanotyp, vergleichbar mit unserer Kontrollgruppe. Vor dem Hintergrund der Daten von
Noguchi und Mitarbeitern (2003) wird daher unsere Annahme bestatigt, dass der jlngere,
weniger stark betroffene Bruder von besseren regeneratorischen Fahigkeiten profitiert.
Unterschiede in der MYL2-Expression wurden ebenfalls in einer kirzlich publizierten Studie von
Baker und Mitarbeitern (2006) gefunden, diese verglichen Utrophin/Dystrophin-knock-out-
Mause mit der mdx-Maus. Bei der mdx-Maus ist aufgrund einer nonsense-Mutation im Exon 23
des Dystrophin-Gens kein funktionelles Dystrophin nachweisbar - wie beim humanen DMD-
Phanotyp - , sie weist aber einen deutlich milderen klinischen Phanotyp auf. Das dem
Dystrophin  paraloge Utrophin hat eine kompensatorische Funktion, und die
Utrophin/Dystrophin-knock-out-Maus, der die Kompensation fehlt, zeigt den klinischen

Phanotyp von DMD-Patienten (Deconinck et al. 1997). Die Autoren der Studie fanden MYL2 bei
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der Utrophin/Dystrophin-knock-out-Maus deutlich héher exprimiert als bei der mdx-Maus. Da
diese beiden Mause jedoch ein vergleichbares Ausmall an Dystrophie und
Regenerationsphdnomenen zeigen, kann die Uberexpression von MYL2 im Zusammenhang mit
anderen Eigenschaften der Utrophin/Dystrophin-knock-out-Maus stehen. Diese weist fast
ausschlieBlich langsame oxidative Fasern sowie ein Fehlen der postsynaptischen Faltelung an
der Endplatte auf (Rafael et al. 2000).

CSNK1A1, DCTN3 und CBFB, die wir beim jlingeren Bruder mit dem milderen Phanotyp
Uberexprimiert fanden, waren in der Studie von Noguchi und Mitarbeitern (2003) bei DMD-
Patienten weniger stark exprimiert als in der Kontrollgruppe. Diese Konstellation ist mit
unseren Ergebnissen konkordant und spricht fliir hohe mRNA-Konzentrationen der genannten
Gene bei weniger schwerer Dystrophie. Da fiir diese Gene keine patientenindividuelle
Korrelation mit histologischen Veranderungen vorgenommen worden ist, bleibt die Bedeutung
z.B. fiir regeneratorische Prozesse unklar.

Interessanterweise kodieren vier der beim Bruder mit dem milderen Phadnotyp
Uberexprimierten Gene - CSNK1A1, RAP2B, DCTN3 und CBFB - Proteine, die eine Rolle bei der
Zellproliferation und -differenzierung spielen. CSNK1A1 und CBFB sind beteiligt an der
Regulation des G; checkpoints. Fir ein weiteres Kandidatengen, welches den zyklinabhangigen
Kinase Inhibitor p21 und bei DMD-Patienten und mdx-Mausen im Vergleich zu gesunden
Kontrollen und Wildtyp Mausen erhéht gefunden wurde (Endesfelder et al. 2000), fanden wir

auch eine erhdhte Expression bei dem Bruder mit dem schwereren Phanotyp.

3.3. Eine Untergruppe der Pelizaeus-Merzbacher-dhnlichen Erkrankung ist mit

Mutationen im Gap junction protein alpha 12 (Connexin 46.6) Gen assoziiert

In einer informativen konsanguinen Familie mit PMLD-Phanotyp haben wir eine genomweite
Kopplungsanalyse mit der GeneChip 10K Affymetrix® Technologie durchgefiihrt und einen
einzigen Genort auf Chromosom 1g41-q42 identifiziert. In dieser Region haben wir neben sechs
weiteren in Frage kommenden - weil potentiell an der Myelinisierung beteiligten - Genen das
GJA12-Gen, welches das Gap junction protein alpha 12 kodiert, als Kandidatengen erachtet. In
der kodierenden Region dieses Gens fanden wir bei drei von sechs Familien mit PMLD-
Phanotyp verschiedene Sequenzalterationen, die missense-, nonsense- und frameshift-

Mutationen einschlossen.
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Die Tatsache, dass drei der sechs PMLD-Familien nicht von Mutationen im GJA12-Gen betroffen
sind, spricht flir genetische Heterogenitdt und wurde schon in friheren Studien postuliert
(Lazzarini et al. 1997, Schiffmann und Boespflug-Tanguy 2001). Die Assoziation von GJA12-
Mutationen mit dem PMLD-Phénotyp ist dann in weiteren Arbeiten bestatigt worden (Bugiani
et al. 2006, Salviati et al. 2007, Wolf et al. 2007).

Zusatzlich zu den typischen PMLD-Symptomen zeigten unsere Patienten mit GJA12-Mutationen
mehrheitlich eine periphere Neuropathie und einfache sowie komplex fokale Krampfanfalle.
Diese Symptomatik ist nur ganz sporadisch bei PMD Patienten beschrieben worden (Garbern et
al. 1997, Cailloux et al. 2000, Koeppen und Robitaille 2002).

Bei einigen PMLD-Patienten war - vor allem im Bereich der unteren Extremitdaten - die
Nervenleitgeschwindigkeit verlangsamt, so dass ebenfalls eine demyelinisierende Komponente
im Bereich des peripheren Nervensystems vorzuliegen scheint. Wir haben daher per RT-PCR
untersucht, ob GJA12 auch im humanen peripheren Nerven exprimiert ist - im Gegensatz zu
murinem N. ischiadicus, fiir den keine Expression von Gjal2 nachgewiesen worden ist (Teubner
et al. 2001, Odermatt et al. 2003). Wir fanden GJA12-Transkripte im humanen N. ischiadicus
und N. suralis, jedoch in geringerer Konzentration als im Rickenmark und im Hirn. Der
Nachweis minimaler Konzentrationen von GJA12 im humanen Skelettmuskel ist am ehesten auf
das Vorhandensein geringer Mengen Nervenfasern im Muskelgewebe zuriickzufiihren.

Unter Krampfanfallen litten vier von fiinf Patienten mit GJA12-Veranderungen; diese waren
fokalen Ursprungs und begannen im Schulalter. Diese Beobachtung kann durch Ergebnisse von
Samoilova und Mitarbeitern (2003) untermauert werden, die eine Abhangigkeit der
epileptiformen  Aktivitdt in hippocampalen Schnittkulturen von der interzelluldren
Kommunikation nachwiesen.

Die Haufigkeit von GJAI-Mutationen sowie das klinische Spektrum ist kiirzlich in einer sehr
groBen PMLD-Kohorte untersucht worden (Henneke et al. 2008). Die Autoren fanden lediglich
bei 14 der 182 PMLD-Familien eine Mutation im kodierenden Bereich des GJA12-Gens und
konnten somit zeigen, dass in vorangegangenen Studien mit kleineren Kohorten die Haufigkeit
von GJA12-Alterationen als zu hoch angenommen worden war. Das klinische Bild wird als
homogen beschrieben: Lauffahigkeiten, Sprache und kognitive Leistungen sind vergleichbar mit
Patienten, die an der klassischen Form der PMD bzw. an der mildesten Form, der Spastischen
Paraplegie Typ 2 (SPG2), leiden. Wahrend die intellektuellen Fahigkeiten bei Patienten mit

GJA12-Veranderungen besser sind, tritt die Verschlechterung motorischer Fahigkeiten in einem
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friiheren Alter auf als bei Patienten mit PLP1-Alterationen. Zerebrale Krampfanfalle und eine
periphere Neuropathie wurden bei weniger als 20 Prozent der Patienten gefunden.
Interessanterweise zeigt die Gjal2-defiziente Maus klinisch keine Auffalligkeiten,
ultrastrukturell findet sich eine Vakuolisierung im Bereich des Sehnervs (Odermatt et al. 2003,
Menichella et al. 2003). Bei Defizienz des Gjb1-Gens (Connexin 32), das durch Oligodendrozyten
und Schwannsche Zellen exprimiert wird, entsteht im fortgeschrittenen Alter - wie bei der
humanen Charcot-Marie-Tooth-Typ 1-Erkrankung - eine periphere Neuropathie (Bergoffen et
al. 1993, Scherer et al. 1998, Hahn et al. 2000). Erst bei der kombinierten Defizienz von Gjal2
und Gjbl kommt es zu einem Tremor und tonischen Krampfanfillen, so dass bei diesen
Connexinen von einer funktionellen Redundanz ausgegangen werden kann (Odermatt et al.
2003, Menichella et al. 2003). Aus diesem Grund haben wir bei allen Patienten mit GJA12-
Mutation Veranderungen in der kodierenden Region des GJB1-Gens ausgeschlossen.

Bei GJB1-Mutationen sind wiederholt Falle beschrieben worden, bei denen die Patienten neben
der peripheren Neuropathie von transienten demyelinisierenden Ldsionen im zentralen
Nervensystems betroffen sind (Paulson et al. 2002, Hanemann et al. 2003, Takashima et al.
2003). Da Patienten mit GJBI1-Deletion diese Veranderung hingegen nicht aufweisen, ist es
denkbar, dass andere oligodendrozytar exprimierte Connexine - wie GJA12 - die Funktion von
GJB1 kompensieren konnen. Auffdllig ist, dass die zentralnervésen Symptome bei GJBI-
Mutationen lediglich transient und deutlich milder als bei PMLD-Patienten ausfallen und die
Gjbl-defiziente Maus keine strukturellen Veranderungen des zentralen Myelins aufweist
(Scherer et al. 1998), so dass GJA12 moglicherweise fiir die Homoostase der myelinisierenden
Funktion des Oligodendrozyten bedeutender ist als GJB1.

Fir die Funktionalitat des mutierten GJA12 ist auf der einen Seite erwdhnenswert, dass der
Phanotyp fiir alle beschriebenen Mutationen relativ homogen ist; dies sprache fir eine loss-of-
function-Situation des mutierten Proteins. Auf der anderen Seite ist fir Connexine in
Koexpressionsstudien gezeigt worden, dass mutierte Connexine im Sinne eines toxic-gain-of-
function die Funktionalitdt anderer Connexine beeintrachtigen konnen (Rouan et al. 2001,
Lagree et al. 2003). Fir die GJA12-missense-Mutanten P90S, Y272D und M286T haben
Orthmann-Murphy und Mitarbeiter (2007a) gezeigt, dass eine loss-of-function-Situation
vorliegt. Sie wiesen nach, dass keine der Mutanten in der Lage ist, funktionelle interzelluldre
Kandle auszubilden. Dass die Mutanten im endoplasmatischen Retikulum retiniert anstelle an
die Plasmamembran transportiert zu werden, kann ein Aspekt des Funktionsverlustes des

Kanals sein. In diesem Zusammenhang ist auch bedeutend, dass Oligodendrozyten nur
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sporadisch miteinander gekoppelt sind, wahrend Astrozyten untereinander und
Oligodendrozyten mit Astrozyten extensiv verbunden sind. Wahrend GJB1 in Myelinschichten
miteinander Kanale ausbildet, konnte dies fiir GJA12 nicht nachgewiesen werden (Kamasawa et
al. 2005). GJA12 ist jedoch mit GJA1 an der Ausbildung interzelluldrer Kanale zwischen
Oligodendrozyten und Astrozyten beteiligt (Kleopa et al. 2004, Kamasawa et al. 2005). Dariber
hinaus darf man aufgrund des PMLD-Phanotyps davon ausgehen, dass die myelinbildende
Kapazitat des Oligodendrozyten maligeblich von der Kopplung zu Astrozyten abhdngig ist.

Zusammenfassend konnten wir zeigen, dass eine Untergruppe der PMLD durch Mutationen im
GJA12-Gen verursacht wird. Dass GJA12 beim Menschen auch im peripheren Nervensystem
exprimiert ist, erklart die Beobachtung, dass ein Teil der Patienten auch von einer

demyelinisierenden Neuropathie betroffen ist.

3.4. Verdanderungen der GJA12-Kopienanzahl sowie Mutationen in den
oligodendroglialen Transkriptionsfaktoren OLIG1 und OLIG2 sind nicht mit dem

PMLD-Phanotyp assoziiert

Durch die Untersuchung einer sehr groflen PMLD-Kohorte auf Mutationen im kodierenden
Bereich des GJA12-Gens ist deutlich geworden, dass diese Genalterationen lediglich fir eine
kleine Untergruppe (~8 Prozent der PMLD-Patienten) verantwortlich gemacht werden kénnen
(Henneke et al. 2008). Wir haben daher zunachst die Analyse des GJA12-Gens um die
Sequenzierung der nichtkodierenden Region ausgeweitet. Hierflir haben wir den bislang nicht
identifizierten Transkriptionsstart sowie das potentielle Vorliegen alternativer erster Exons in
humanem Hirn und Riickenmark per 5° RACE untersucht. Wahrend bei der Maus im Hirn drei
unterschiedliche Isoformen des ersten Exons vorliegen (Anderson et al. 2005), fanden wir in
humanem Hirn und Riickenmark ein einziges erstes Exon. Fiir zwei von drei der bei der Maus
beschriebenen Isoformen konnten wir per Datenbankanalyse keine humane orthologe Region
identifizieren, so dass spekuliert werden kann, dass diese keine funktionelle Bedeutung haben.
Die nun experimentell bestimmte nichtkodierende Region haben wir daraufhin bei 14 PMLD-
Patienten ohne Mutation im kodierenden Bereich des GJA12-Gens untersucht, fanden jedoch
keine Sequenzalteration, so dass funktionell bedeutsame Verdanderungen im nichtkodierenden

Bereich des GJA12-Gens als Ursache fiir die PMLD eher unwahrscheinlich sind.
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Zur Vervollstandigung der GJA12-Analysen haben wir auch die GJA12-Kopienanzahl (z.B.
Duplikationen) bei PMLD-Patienten untersucht. Dass Duplikationen mit dem PMLD-Phanotyp
einhergehen konnten, fihrten wir auf folgende Zusammenhange zuriick: Die PMD wird am
h&ufigsten durch PLP1-Duplikationen verursacht; pathophysiologisch kommt es durch die PLP1-
Uberexpression zu einer Anhiufung von Cholesterin und PLP1 in Lysosomen (Simons et al.
2002). Diese Akkumulation wiederum stért den Transport anderer Proteine zur
Plasmamembran, dessen Ausstllpungen die Myelinschichten bilden. Einen vergleichbaren
Mechanismus sahen wir potentiell fir das Vorliegen bei iberexprimiertem GJA12, das ebenfalls
zur oligodendrozytaren Plasmamembran gelangen muss. In der selben Kohorte von 14 PMLD-
Patienten fanden wir jedoch keine Abweichung in der GJA12-Kopienanzahl. Zusammen mit den
Ergebnissen von Henneke und Mitarbeitern (2008) kommen wir daher zu dem Schluss, dass fir
die Mehrzahl der PMLD-Patienten mindestens ein anderes Gen involviert sein muss.

Ein weiterer Genort ist auf Chromosom Xq identifiziert worden (Lazzarini et al. 1997), ohne dass
bislang das zugrunde liegende Gen gefunden wurde. Durch Henneke und Mitarbeiter (2004)
wurden ebenfalls Mutationen im M6B-Gen, das mit dem bei der PMD alterierten PLP1-Gen
interagiert, als Ursache fiir die PMLD ausgeschlossen.

Auf der Suche nach neuen Kandidatengenen fiir den PMLD-Phadnotyp lieRen wir uns von der
folgenden Uberlegung leiten: Wihrend PLP1-Alterationen in der pathophysiologischen Kaskade
zu einem Untergang des reifen Oligodendrozyten und damit zu einem Myelinisierungsdefizit
fihren (Kagawa et al. 1994, Inoue et al. 1996), ist prinzipiell fir einen vergleichbaren Phanotyp
auch eine Storung in der Differenzierung der oligodendroglialen Zellreihe denkbar. Da der
Olig1/0lig2-Doppel-knock-out-Maus nahezu alle oligodendrozytdren Vorlduferzellen und reife
Oligodendrozyten im zentralen Nervensystem fehlen (Lu et al. 2002), sahen wir die beiden
oligodendroglialen Transkriptionsfaktoren OL/IG1 und OLIG2 als potentielle Kandidatengene an.
In einer Kohorte von 13 Patienten aus 12 unverwandten Familien fanden wir in der
kodierenden Region und den angrenzenden untranslatierten Bereichen der OLIG1- und OLIG2-
Gene - mit Ausnahme von zwei bekannten und einem neuen synonymen Polymorphismus -
keine Mutationen. Mutationen im OLI/G2-Gen wurden bei schwerem PMLD-Phanotyp spater
auch durch Bonnet-Dupeyron und Mitarbeitern ausgeschlossen (2008a).

Unsere Ergebnisse sprechen dafir, dass OLIG1- und OLIG2-Mutationen als Ursache fir eine
grofRere Untergruppe des PMLD-Phanotyps nicht in Frage kommen. Da die Erkrankung selten ist

und damit das Vorliegen weiterer informativer Familien nicht wahrscheinlich ist, muss die
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Mutationsanalyse in anderen Kandidatengenen weiterhin als geeigneter Ansatz angesehen
werden.

Als weiteres Kandidatengen unter den Gap junction Proteinen kommt - weil ebenfalls durch
Oligodendrozyten exprimiert - GJE1 in Frage. Gjel-defiziente Méause zeigen jedoch klinisch als
auch ultrastrukturell keine Auffalligkeiten (Eiberger et al. 2006); interessanterweise bildet
dieses Protein nur Hemikanadle und keine kompletten interzelluldren Kanale aus (Ahn et al.
2007). Ein anderes Gap junction Protein erscheint wiederum fiir die Homd&ostase der
Oligodendrozyten wichtig, obwohl astrozytar exprimiert: Fliir GJA1 ist gezeigt worden, dass
dieses Protein der interagierende Hemikanal fiir GJA12 ist (Kleopa et al. 2004). Bestimmte
GJA12-missense-Mutanten fihren dann auch zu einer Stérung der GJA12-GJAl-Kopplung
(Orthmann-Murphy et al. 2007b), so dass denkbar ist, dass der PMLD-Phanotyp ebenfalls durch
Mutationen im GJA1-Gen reprasentiert wird.

Fiir den Kir4.1-Kaliumkanal ist ebenfalls gezeigt worden, dass er eine wichtige Rolle fiir die
Entwicklung des Oligodendrozyten spielt (Neusch et al. 2001). Kir4.1-defiziente Mause zeigen
eine gestorte Motorik bei Hypomyelinisierung des Riickenmarks mit spongiformer
Vakuolenbildung. Dieser Phdanotyp erinnert an Gjal2-defiziente Mause, bei denen die

Vakuolisierung des Sehnervs das auffalligste Merkmal ist.

3.5. Die Leukenzephalopathie mit Ataxie, Hypodontie und Hypomyelinisierung ist

eine neue, klinisch definierte Entitat

Wir beschreiben vier Patientinnen deutscher und Schweizer Herkunft mit der bei allen
Betroffenen wiederkehrenden typischen Symptomkonstellation aus progredienter Ataxie,
Minderwuchs, einem spezifischen Muster der Hypodontie, Hypomyelinisierung und
zerebelldrer Atrophie. Die Frequenz der Zahnungsabnormalitat mit verspatetem Durchbrechen
der Zahne, Auffilligkeiten in der Zahnungsreihenfolge sowie Fehlen bleibender Zdhne in der
Bevdlkerung ist unklar. Da auch Angaben zur Haufigkeit von Leukenzephalopathien nicht
vorliegen, diese aber ebenfalls selten sind, ist eine zufallige Kombination aus Hypodontie und
Leukenzephalopathie unwahrscheinlich.

Zur Differentialdiagnose gehoren die ektodermalen Dysplasien, die mit Zahnungsauffalligkeiten
einhergehen konnen. Fir einige Patienten ist die Kombination mit einer zerebelldren Ataxie

beschrieben worden (OMIM 212835); dass dies jedoch eine Krankheitsentitdt darstellt, ist
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aufgrund der sehr variablen klinischen Symptomatik (Klingmiller und Kirchhof 1954, Rushton
und Genel 1981, Baraitser et al. 1993) bei unbekanntem zugrunde liegenden Gendefekt eher
unwahrscheinlich. Trotzdem ist denkbar, dass die von uns beschriebenen Patienten mit
moglicherweise nur diskreten Veranderungen der Haare und Nagel zu einer Untergruppe der
ektodermalen Dysplasien gerechnet werden.

Erkrankungen der weiBen Substanz in Kombination mit Zahnanomalien sind bei der
okulodentodigitalen Dysplasie (OMIM #164200) beschrieben worden. Die Patienten haben
Zahnschmelzanomalien und Fehlbildungen der Augen und Héande; ein Teil fallt durch Tremor,
Ataxie und Spastik auf (Gorlin et al. 1963). Im cMRT finden sich eine milde Atrophie und
Signalveranderungen der zentralen weilen Substanz (Loddenkemper et al. 2002). Diese
Erkrankung wird durch Mutationen im Gap junction protein alpha 1 (GJA1) hervorgerufen, die
bei einem Teil unserer Patienten jedoch ausgeschlossen wurde. Obwohl GJA1 durch Astrozyten
exprimiert wird, fuhrt diese Erkrankung wie bei Alterationen des GJA12-Gens - jedoch
oligodendrozytar exprimiert - zu Veranderungen der weilen Substanz (siehe auch 3.4.).

Eine neue Form einer autosomal rezessiven Leukenzephalopathie mit Hypodontie ist in einer
groBen konsanguinen syrischen Familie beschrieben worden (Atrouni et al. 2003). Im cMRT
fanden sich allerdings keine Zeichen einer Hypo-, sondern einer Demyelinisierung, vor allem im
Bereich der Pyramidenbahn. Aufgrund der Beobachtung, dass die Ataxie bei diesen Patienten
bedeutend spater auftrat und die Zahnungsauffalligkeiten andere waren als bei unseren
Patienten, ist davon auszugehen, dass es sich um eine andere Krankheitsentitdt handelt.

Auch Timmons et al. haben 2006 vier Patienten mit einer progredienten hypomyelinisierenden
Erkrankung mit zerebelldarer Atrophie und Hypodontie beschrieben, die im Unterschied zu
unseren Patienten zusatzlich unter einem hypogonadotropen Hypogonadismus leiden. Da
unsere Patientinnen im prapubertdren Alter charakterisiert worden waren, ist es moglich und
aufgrund bislang nicht publizierter Beobachtungen (Dr. Nicole Wolf) wahrscheinlich, dass es
sich um die identische Erkrankung handelt.

Die Veranderungen in der Magnetresonanzspektroskopie mit hohem myo-Inositol und
niedrignormalem Cholin sind unspezifisch und kénnen auch bei anderen hypomyelinisierenden
Erkrankungen nachgewiesen werden.

Zusammenfassend beschreiben wir mit vier Patientinnen mit einer hypomyelinisierenden
Stérung und einem spezifischen Zahnungsdefekts eine neue, klinisch definierte Entitat. Zur

Klarung des genetischen Defekts halten wir es aufgrund der sehr charakteristischen
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Zahnauffalligkeiten flr wahrscheinlich, mehr Patienten mit gleichem Phanotyp rekrutieren zu

kdnnen.
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4. Zusammenfassung

Auch mit der Entschlisselung des humanen Genoms ist es eine der groflen Herausforderungen
geblieben, bekannten Genen das entsprechende Krankheitsbild - und umgekehrt - zuzuordnen.
Dennoch kann fiir eine Vielzahl von Genen die daraus resultierende Erkrankung bis heute nicht
benannt werden. Fir die Aufklarung des zugrunde liegenden Gendefekts sind prinzipiell einige

Ansatze erfolgsversprechend, u.a. Kopplungsanalysen in informativen Familien mit definiertem

Phanotyp oder die gezielte Untersuchung von Kandidatengenen, die aufgrund ihrer Funktion,

z.B. in Mausmodellen, den Phdnotyp erklaren kdnnten. Ausnahmen zu einer eindeutigen

Genotyp-Phanotyp-Korrelation koénnen durch modifizierende Faktoren i.S. oligogener

Erkrankungen erklart werden, die eine Intermediarstellung zwischen einfachen und komplexen

Vererbungsgdangen einnehmen.

In dieser Arbeit widmen wir uns folgenden Konstellationen aus dem Formenkreis der

Dystrophinopathien und hypomyelinisierenden Leukodystrophien:

1. Der Phanotyp einer Muskeldystrophie Becker ist nicht vereinbar mit dem zugrunde
liegenden Genotyp.

2. Bei identischem Genotyp einer Muskeldystrophie Duchenne leiden zwei Geschwister
unter einem sehr unterschiedlichen Verlauf ihrer Erkrankung.

3.  Fir den lange bekannten und definierten Phanotyp der Pelizaeus-Merzbacher-ahnlichen
Erkrankung (PMLD) identifizieren wir den zugrunde liegenden Gendefekt einer
Untergruppe.

4. Wir definieren bei Patienten mit Leukenzephalopathie, Ataxie, Hypodontie und
Hypomyelinisierung eine neue klinische Entitdt, ohne bislang den Gendefekt zu kennen.

Bei der ersten Konstellation handelt es sich um einen Patienten, der typische Zeichen einer
Myopathie aufweist. Bei ihm fanden wir eine heterozygote missense Mutation im Gen des
myogenen Transkriptionsfaktors MYF6. Der Vater dieses Patienten leidet unter einem
ungewohnlich schweren Verlauf einer Muskeldystrophie Becker, und auch bei ihm wiesen wir
die identische MYF6-Mutation nach. Da die Funktion des mutierten Proteins erheblich gestort
ist, postulieren wir, dass die MYF6-Mutation mit einer Myopathie assoziiert ist und beim Vater
als modifizierender, aggravierender Faktor fir die Muskeldystrophie fungiert.

Im zweiten Fall berichten wir von zwei Briidern mit einem intrafamiliar variablen Verlauf einer

Muskeldystrophie  Duchenne. Aus Muskelgewebe haben wir per PCR-basierter
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Subtraktionshybrisierung eine cDNA-Bank mit den Transkripten generiert, die durch den
jungeren, weniger stark betroffenen Bruder lberexprimiert werden und moglicherweise fir
den milderen Phanotyp verantwortlich gemacht werden konnen. Aufgrund des
Expressionsmusters und des Vergleichs mit anderen Studien kdonnen wir unsere Hypothese
bestatigen, dass der weniger stark betroffene Bruder von einer besseren
Regenerationskapazitdt des Muskels profitiert.

Im dritten Fall haben wir bei einer konsanguinen Familie mit PMLD-Phanotyp per
Kopplungsanalyse einen singuldren Genort auf Chromosom 1g41-g42 ausgemacht und bei drei
von sechs Familien missense Mutationen im kodierenden Bereich des Gap junction protein
alpha 12 (GJA12)-Gens gefunden. Ein Teil der PMLD-Patienten mit GJA12-Mutation leidet unter
einer peripheren Neuropathie und zerebralen Krampfanfillen, die bei dem klassischen
Pelizaeus-Merzbacher-Phanotyp nur sporadisch beschrieben worden sind. Mutationen in
nichtkodierenden Bereichen sowie eine Variation in der GJA12-Kopienanzahl (z.B.
Duplikationen) sind dagegen nicht mit dem PMLD-Phéanotyp assoziiert. Aufgrund des Phanotyps
der Olig1/0lig2-Doppel-knock-out-Maus erachteten wir auch die Transkriptionsfaktoren OLIG1
und OLIG2 als Kandidatengene fiir Hypomyelinisierung, fanden jedoch in einer Kohorte von 14
PMLD-Patienten keine Verdanderungen im kodierenden Bereich.

Im letztgenannten Fall beschreiben wir vier Kinder mit progredienter Ataxie, Kleinwuchs, einem
spezifischen Muster der Hypodontie, Hypomyelinisierung und zerebellarer Atrophie. Aufgrund
der charakterisischen Kombination gehen wir davon aus, dass es sich um eine neue
Krankheitsentitat handelt.

Unsere Arbeiten leisten einen Beitrag zum Verstandnis klinischer und genetischer Aspekte bei
Dystrophinopathien und hypomyelinisierenden Leukodystrophien. Wahrend unsere Ergebnisse
derzeit vorrangig von diagnostischer Bedeutung sind, ist fiir die Zukunft wiinschenswert, diese

fir kausale molekulare Therapien nutzbar zu machen.
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