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1 Einleitung

1.1 Genetik der a-Dystroglykanopathien

Das Walker-Warburg Syndrom (WWS) und die Muscle-Eye-Brain Erkrankung
(englisch: Muscle-Eye-Brain disease, MEBD) sind seltene, autosomal-rezessiv vererbte
Erkrankungen. Sie ziéhlen zu der Erkrankungsgruppe der a-Dystroglykanopathien,
welche durch eine defekte O-Mannosylierung des a-Dystroglykans verursacht werden
und somit eine Untergruppe der Glykosylierungsstorungen (Congenital disorders of
glycosylation, CDG) sind (Schachter et al. 2004). Neben WWS und MEBD zihlen
aktuell auch die Fukuyama-Erkrankung, die kongenitalen Muskeldystrophien Typ Ic
und Id und die Gliedergiirtel-Muskeldystrophien Typ 21 und 20 zu den a-
Dystroglykanopathien. Im Jahr 2011 wurde zudem eine primédre Mutation des
Dystroglykan-Gens identifiziert, welche die O-Mannosylierung des Proteins

beeintréchtigt (Yuji Hara et al. 2011).

1.1.1 Glykosylierung

Es sind verschiedene Formen der Glykosylierung, also der Ankniipfung von Zuckern
und Zuckerketten an Proteine, bekannt. Je nach Art und chemischer Verbindung der
Zucker und Aminosiuren werden N- und O-Glykosylierung, C- und O-Mannosylierung
und daneben noch Sonderformen glykosylierter Molekiile, die Phosphoglykane und
GPI-Anker unterschieden (Varki et al. 1999). Insgesamt sind iiber 40 verschiedene
Verbindungen zwischen Zuckern und Aminosduren beschrieben, die sich aus 8
verschiedenen Aminosduren und 13 verschiedenen Monosacchariden zusammensetzen
(Spiro 2002). Durch weitere kettenartige und verzweigte Verkniipfungen dieser Zucker
entsteht eine iiberwiltigende Vielzahl von Glykanen. Der iiberwiegende Teil der
Glykosylierungsprozesse ereignet sich im endoplasmatischem Retikulum und Golgi-
Apparat, so dass sich die meisten glykosylierten Proteine schlieBlich in der
Zellmembran und der extrazelluliren Matrix (ECM) befinden. Dort erfiillen sie
vielfiltige Funktionen als Struktur- und Transportproteine, Enzyme, in der Zell-Zell-
und Zell-Matrix-Kommunikation, aber auch in der Auseinandersetzung mit pathogenen

und symbiontischen Organismen.



1.1.2 O-Mannosylierung

Die O- Mannosylierung ist eine bei Sdugetieren seltene Form der Glykosylierung,
welche fast ausschlieBlich als posttranslationale Modifikation des a-Dystroglykans
bekannt ist (Barresi und Campbell 2006). Der erste Schritt der O-Mannosylierung, die
Ankniipfung von Mannose an Serin- bzw. Threonin-Reste des Proteins, wird durch die
Protein-O-Mannosyltransferasen (POMT) 1 und 2, die ein Heterodimer formen,
gemeinsam katalysiert (siehe Abbildung 1) (Akasaka-Manya et al. 2006, Manya et al.
2004). In einem zweiten Schritt wird mittels der Protein O-Mannose-N-Acetyl-
glucosaminyltransferase 1 (POMGnT1) N-Acetyl-Glucosamin angefiigt. Hieran werden

anschlieBend Galaktose und Sialinsdure gekniipft.

POMT1 POMGnuT1 B4GalT ST3Gal
POMT?2

SH*/_\*/_\*/_\*D
Thr \_/ w

2Man 4GIcNAcpl  3Galpl Sian?

a-Dystroglykan

Abbildung 1: Grundstruktur der O- Mannose verkniipften Glykane (modifiziert nach
Beltran-Valero de Bernabe et al. 2002).

Auf dieses aus vier Monosacchariden zusammengesetzte Grundgeriist erfolgen
schlieBlich verschiedenste Ergidnzungen und Modifikationen. Pathophysiologische
Relevanz haben hierbei die Enzyme Fukutin, Fukutin related protein (FKRP) und
LARGE, deren Funktionen jedoch noch nicht vollstindig erforscht sind. Xiong et al.
beschrieben, dass Fukutin mit POMGnTI1 interagiert und moglicherweise dessen
Aktivitdt moduliert (Xiong et al. 2006). Das LARGE-Protein scheint hingegen eine
regulierende Funktion in der Glykosylierung des a-Dystroglykans einzunehmen
(Barresi et al. 2004).

Im April 2012 wurde zudem das Genprodukt des Isoprenoid synthase domain-
containing Gens (ISPD) als essentieller Cofaktor fiir den ersten Schritt der O-
Mannosylierung identifiziert (Roscioli et al. 2012, Willer et al. 2012). Das Enzym,
welches bei Prokaryoten an der Isoprenoid-Synthese beteiligt ist, war bei Wirbeltieren

zuvor nicht beschrieben worden und seine genaue Funktion ist bislang unbekannt. Den
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mutmaBlichen Glykosyltransferasen -1-3-N-Acetylglucosaminyltransferase (B3GNT1),
transmembrane proteine 5 (TMEMS), Glycosyltransferase-like domaine-containing
proteine 2 (GTDC2) sowie B-1,3-N-acetylgalactosaminyltransferase 2 (B3GALNT2)
werden ebenfalls bislang nicht niher bekannte Funktionen im O-Mannosylierungs-
Stoffwechsel zugeschrieben (Buysee et al. 2013, Manzini et al. 2012, Stevens et al.
2013, Vuillaumier-Barrot et al. 2012)

Bei den a-Dystroglykanopathien wurden bislang Defekte der Glykosyltransferasen
POMT1, POMT2, POMGnT1, von Fukutin, FKRP, LARGE, ISPD, B3GNT1, TMEMS,
GTDC2 und PB3GALNT2 beschriecben. Daneben ist eine Missense-Mutation des
Dystroglykan-Gens (DAG1) bekannt, welche zu einer Beeintrichtigung der O-
Mannosylierung des Proteins fiihrt (Yuji Hara et al. 2011).

1.1.3 Der Dystrophin-Glykoprotein Komplex

Die Bedeutung der O-Mannosylierung fiir den menschlichen Organismus wurde erst
erkannt, als Defekte der oben genannten involvierten Enzyme aufgedeckt wurden.
Dabei riickte besonders eine supramolekulare Struktur in den Fokus: der Dystrophin-
Glykoprotein Komplex (DGC). Diese Struktur bindet mit ihrer Komponente Dystrophin
an den Zytoskelettbestandteil Aktin, durchspannt via -Dystroglykan die Zellmembran,
um dann mit der Komponente a-Dystroglykan in den Extrazelluldrraum zu ragen (siehe
Abbildung 2) (Ervasti et al. 1993). o~ und PB-Dystroglyan werden von einer
gemeinsamen mMRNA kodiert, nach der Translation enzymatisch in beide Anteile
gespalten und anschlieBend unterschiedlich glykosyliert (Holt et al. 2000). o-
Dystroglykan wird hierbei ausgeprigt O-mannosyliert. Die O-verkniipfte Zucker stellen
schlieBlich eine Verbindung zu o2-Laminin und anderen Komponenten der ECM wie
Agrin und Neurexin, her. Diese Verbindungen spielen insbesondere in
Skelettmuskulatur und Nervenzellen eine wichtige Rolle fiir Stabilitdt, Adhdsion und
Zell-Zell-Kommunikation (Sunada und Campbell 1995).

Es wurde gezeigt, dass die O-Mannose-Reste des o-Dystroglykans fiir die Interaktion
zwischen dem Zytoskelett und der ECM von zentraler Bedeutung sind (Michele et al.
2002). Hierdurch scheint die defekte O-Mannosylierung des o-Dystroglykans die
entscheidende pathophysiologische Ursachen der a-Dystroglykanopathien - neuronale

Migrationsstérung und Verlust der muskuldren Integritit - zu bedingen.
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Dystrophin

Abbildung 2: Schematischer Aufbau des Dystrophin- Glykoprotein- Komplexes (DGC)
(modifiziert nach Sciandra et al. 2007). Die blau dargestellten O-Mannose-verkniipften
Glykane stellen Verbindungen des DGC mit Komponenten der extrazelluldren Matrix,

z.B. Laminin-o?2 her.

Muskelbiopsien von a-Dystroglykanopathie-Patienten zeigen als Folge der genannten
Defekte dystrophische Verinderungen im Sinne einer abnormen Variation der
FasergroBe, Bindegewebsproliferation, zentraler Verlagerung der Zellkerne sowie
Zeichen von Nekrose und Regeneration (Jimenez-Mallebrera et al. 2003, Sabatelli et al.
2003). Die Basalmembran ist verdiinnt und unvollstindig, dabei in Abschnitten auch
doppelt angelegt (Vajsar et al. 2000). Pathognomonisch ist die fehlende
immunhistochemische Anfirbbarkeit von a-Dystroglykan bei einer reguldren

Darstellung des B-Dystroglykans.

Die Lokalisation des DGC im Gehirn wurde von Moore et al. ndher beschrieben. Sie

fanden diesen Protein-Komplex besonders in Astrozyten und Neuronen von
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Hippocampus und zerebelldren Cortex (Moore et al. 2002). In histologischen Schnitten
aus Autopsien von o-Dystroglykanopathie-Patienten zeigte sich insbesondere eine
abnorme kortikale Schichtung mit einer Unterbrechung der Glia limitans und einer
Migration von Neuroblasten in den Subarachnoidalraum (Beltran-Valero de Bernabe
2002). Anhand der Ausprigung der neuroglialen Ektopie und der kortikalen
Desorganisation wurde 2012 ein histoneuropathologischen Kriterienkatalog erstellt,
nach welchem postmortal eine Diagnosestellung und Graduierung der o-

Dystroglykanopathien moglich ist (Devisme et al. 2012).
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1.2 Klinik der a-Dystroglykanopathien

Im Vordergrund des klinischen Bildes der a-Dystroglykanopathie-Patienten steht die
Trias aus muskulédrer Dystrophie, zerebralen und okuldren Fehlbildungen. Aufgrund des
erstgenannten obligaten Befundes zdhlt die Erkrankungsgruppe auch zu den
kongenitalen Muskeldystrophien (congenital muscular dystrophies, CMD). Bei den
zerebralen Fehlbildungen féllt als gemeinsames Merkmal der schweren
Erkrankungsformen die Lissenzephalie auf, benannt nach der glatt wirkenden
Oberfliche der GroBhirnrinde, welche durch ein Fehlen (Agyrie) bzw. eine
Vergroberung (Pachygyrie) der Hirnwindungen als Folge der neuronalen
Migrationsstorung entsteht. Nach der Einteilung von Dobyns und Truwit besteht bei den
a-Dystroglykanopathie-Patienten nach pathologisch-anatomischen Kriterien eine Typ
II-Lissenzephalie, welche aufgrund des makroskopischen Aspekts des Gehirns auch als
,Kopfsteinpflaster-Dysplasie* (engl.: cobblestone dysplasia) bezeichnet wird und im
Gegensatz zu der klassischen (Typ 1) Lissenzephalie von weiteren schweren zerebralen

Fehlbildungen begleitet ist (Dobyns et al. 1985, Dobyns und Truwit 1995).

1.2.1 Walker-Warburg Syndrom (WWS)

Das erstmals im Jahr 1942 von Walker beschriebene WWS ist mit einer geschitzten
Privalenz von 1,2 pro 100.000 Einwohner eine sehr seltene Erkrankung (Mostacciulo et
al. 1996). Die betroffenen Patienten dieser schwersten Form der a-Dystroglykano-
pathien haben eine durchschnittliche Lebenserwartung von unter einem Jahr. Bei den
WWS-Patienten bestehen ausgeprigte Gehirnfehlbildungen. Neben der Typ II-
Lissenzephalie fallen insbesondere okzipitale Enzephalozelen, ein z.T. massiver
Hydrozephalus, eine Balkenhypoplasie oder -agenesie und eine Dandy-Walker
Malformation (Hypoplasie des Kleinhirnwurms mit zystischer Erweiterung des vierten
Ventrikels) auf (Dobyns et al. 1989). Die okuldren Fehlbildungen schlieBen
Mikrophthalmie, kongenitalen Katarakt, Retinadysplasie und die Atrophie des Nervus
opticus ein. Als diagnostisch notwendiger Parameter der zumeist schweren
Muskeldystrophie bestehen erhohte Kreatinkinase (CK)- Werte im Serum.
Beltran-Valero de Bernabe et al. beschrieben 2002 als erste eine Mutation des POMT1-
Genes bei einem WWS-Patienten. In der Folge wurden bei WWS-Patienten auch
Mutationen in den Genen der POMT2, POMGnT1, Fukutin, FKRP, LARGE, ISPD,
B3GNT1, TMEMS und B3GALNT?2 identifiziert (Beltran-Valero de Bernabe et al.
2003, Beltran-Valero de Bernabe et al. 2004, Buysee et al. 2013, van Reeuwijk et al.
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2005b, van Reeuwijk et al. 2007, Roscioli et al. 2012, Stevens et al. 2013, Vuillaumier-
Barrot et al. 2012, Willer et al. 2012) Bei der Mehrzahl der Betroffenen, ca. 60%, ist
die genetische Ursache jedoch bis heute nicht bekannt. Bei den WWS-Patienten, bei
denen die zugrunde liegende Mutation identifiziert werden konnten, lagen zumeist

Defekte der POMT1 vor.

1.2.2 Muscle-Eye-Brain Erkrankung (MEBD)

Die MEBD wurde erstmals in Finnland 1978 beschrieben und nach den betroffenen
Organsystemen, Muskel, Auge und Gehirn, benannt (Raitta et al. 1978). Das Spektrum
der klinischen Symptome der MEBD-Patienten ist breit und der Ubergang von
schweren ~MEBD-Fillen zum WWS st flieBend. Die beschriebenen
Gehirnfehlbildungen umfassen besonders Typ II-Lissenzephalie, Hydrozephalus,
Balkenhypoplasie, Kleinhirnrinden- und Vermishypoplasie. Die ophthalmologischen
Befunde schlielen eine schwere kongenitale Myopie, Glaukom und retinale Hypoplasie
ein. Wie bei dem WWS findet sich eine schwere Muskeldystrophie mit erhohtem CK-
Wert im Serum. Die Lebenserwartung der betroffenen Patienten betréigt 10 bis 30 Jahre.
Im Jahr 2001 wurden bei mehreren MEBD-Patienten Mutationen des POMGnT1-Genes
identifiziert (Yoshida et al. 2001). Bei der Mehrzahl der bis heute analysierten MEBD-
Fille wurden ebenfalls Defekte der POMGnT1 beschrieben. Die Privalenz der bei
Weitem hédufigste Mutation ¢.1539 + 1 G>A betrdgt in Finnland aufgrund eines
Founder-Effektes 2 pro 100.000 Einwohner, in isolierten Gegenden West-Finnlands ist
sie sogar bedeutend hoher (Nori et al. 2002). Unter den weiteren bekannten POMGnT1-
Mutationen sind insbesondere die von Saredi et al. und Vuillamier-Barot et al et al.
identifizierten intragenetischen Rearrangements durch Deletion der Exone 2-8 bzw. 17-
22 erwidhnenswert (Saredi et al. 2012, Vuillamier et al. 2012). Neben POMGnT1-
Mutationen wurden bei MEBD-Patienten aber auch Mutationen der Gene der
Glykosyltransferasen POMT1, POMT2 bzw. von Fukutin, FKRP, LARGE und
B3GALNT?2 identifiziert (Mercuri et al. 2006, Stevens et al. 2013).

1.2.3 Fukuyama-Erkrankung

Die Fukuyama-Erkrankung (englisch: Fukuyama congenital muscular dystrophy,
FCMD) ist eine fast ausschlieBlich in Japan vorkommende Erkrankung. Dort zéhlt sie
jedoch mit einer Inzidenz von 6,9 - 11,9 pro 100.000 Geburten zu den verhéltnismaBig

hiufig auftretenden CMDs (Kato et al. 2004). Der erste FCMD-Fall wurde 1960
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beschrieben (Fukuyama et al. 1960). Neben der charakteristischen Muskeldystrophie
besteht bei den betroffenen Patienten eine mentale Retardierung mit im Vergleich zu
den beiden zuvor beschriebenen Krankheitsbildern weniger ausgeprigten zerebralen
Fehlbildungen (Mikropolygyrie, fokale Fusion der Hemisphiren, Hydrozephalus). Nur
in schweren Fillen bestehenden zudem ophthalmologische Auffilligkeiten. Die
Lebenserwartung der Patienten betriigt 10 bis 30 Jahre.

Viel Beachtung fand eine Nature-Veroffentlichung zur Genetik der FCMD, welche bei
87% der betroffenen Patienten eine Founder-Mutation, bestehend aus einer 3 kb gro3en
retrotransposalen Insertion in der 3°’UTR des Fukutin-Gens, beschrieb (Kobayashi et al.
1998). Es wird angenommen, dass diese Insertion die Stabilitit der mRNA durch eine
Verinderung der Sekundirstruktur herabsetzt. Sicher ist jedenfalls, dass die Expression

des betroffenen Gens deutlich reduziert ist.

1.2.4 Kongenitale Muskeldystrophie Typ 1C (MDC1C) und Gliedergiirtel-
dystrophie Typ 21 (LGMD2I)

Die kongenitale Muskeldystrophie Typ1C und die Gliedergiirteldystrophie Typ 21 sind
weniger schwere Erkrankungsbilder aus der Gruppe a-Dystroglykanopathien. Bei den
betroffenen Patienten finden sich nur geringe oder keine zerebralen Fehlbildungen und
mentale Retardierung. Die Muskeldystrophie bei der LGMDII ist geringer ausgeprigt
als bei der MDCI1C. Viele der Patienten mit dem Erkrankungsbild der LGMD2I sind
gehfihig. Den beiden Erkrankungen liegt zumeist eine Mutation des FKRP-Gens
zugrunde (Brockington et al. 2001, Brockington et al. 2002). Wie auch bei den zuvor
genannten Syndromen besteht jedoch keine zwingende Genotyp-Phéanotyp-Korrelation.
So wurden bei betroffenen Patienten auch Defekte der anderen oben genannten

Glykosyltransferasen identifiziert (Biancheri et al. 2007, van Reeuwijk et al. 2006).

1.2.5 Gliedergiirteldystrophie Typ 20 (LGMD20)

Die nur in 2 Fillen beschriebene LGMD20 ist durch eine sich im Jugendalter
manifestierende Gliedergiirteldystrophie, eine Myopie und eine unauffillige mentale
Entwicklung  gekennzeichnet und wird durch Mutationen des POMGnT1-Gens
verursacht (Clement et al. 2008). In der aktuellen Veroffentlichung von Raducu et al.
wird hierbei erstmals ein Promotor-Defekt der POMGnT1 beschrieben. Als Folge einer

homozygoten 9-bp Duplikation in der Promotor-Region des Gens wurde eine
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Halbierung der POMGnT1-mRNA- und Protein-Expression nachgewiesen (Raducu et
al. 2012).

1.2.6 Kongenitale Muskeldystrophie Typ 1D (MDC1D)

Die auBlerordentlich seltene kongenitale Muskeldystrophie Typ 1D wird durch
Mutationen des LARGE-Gens verursacht. Klinische Charakteristika sind eine méBige
Muskeldystrophie und eine schwere mentale Retardierung mit geringen strukturellen

zerebralen Fehlbildungen (Longman et al. 2003).

1.2.7 Dystroglykan-Mutation ¢.575 C>T (p.T192M) assoziiert mit Typ 2-Glieder-
giirteldystrophie

Im Jahr 2011 wurde die Missense-Mutation ¢.575 C>T (p.T192M) des Dystroglykan-
Gens (DAGT1) bei einer Patientin mit CMD und geringen kognitiven Einschrinkungen
beschrieben (Yuji Hara et al. 2011). Die Autoren wiesen in einem Maus-Modell nach,
dass die Mutation zu einer Verminderung der posttranslationalen O-Mannosylierung
von a-Dystroglykan fiihrt, moglicherweise durch eine Reduktion der Interaktion des
Proteins mit LARGE. Immunhistochemisch wurde eine verminderte Laminin-o-
Dystroglykan-Bindung in Gehirn- und Skelettmuskelproben, nicht jedoch im
Herzmuskel festgestellt. Die Ergebnisse warfen viele Fragen auch, unter anderem auch
zur Terminologie der a-Dystroglykanopathien. Yuji Hara et al bezeichnen die von Thnen
beschriebene Erkrankung als primére, simtliche zuvor genannten als sekundire o-
Dystroglykanopathien. Aus einem anderen Blickwinkel betrachtet kann man bei den
zuvor genannten von einer priméren, bei der DAG1-Mutation von einer sekundiren O-

Mannosylierungsstorung sprechen.
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1.3 Genotyp-Phanotyp-Korrelation und Nomenklatur

Die Begriffe WWS und MEBD, wie auch die Namen der weiteren a-
Dystroglykanopathien, beschreiben klinische Syndrome. Die Zuordnung eines
klinischen Bildes zu der Diagnose WWS bzw. MEBD erfolgt nach dem Schweregrad
der Fehlbildungen und Beeintrichtigungen. Bei der Betrachtung des gesamten
Kollektivs der o-Dystroglykanopathie-Patienten fallen jedoch flieBende Ubergiinge
zwischen den klinischen Charakteristika der einzelnen Erkrankungen auf, was zu
diagnostischen Unsicherheiten fiihrt.

Zusitzliche Schwichen der Nomenklatur werden bei der Darstellung der Genotyp-
Phinotyp-Korrelation deutlich. Einerseits wurden bei WWS- (wie auch MEBD-)
Patienten Mutationen in verschiedenen Genen (POMT1, POMT2, POMGnT1, Fukutin,
FKRP, Large, ISPD, B3GNT1, TMEMS und B3GALNT?2) identifiziert, andererseits
wurde nachgewiesen, dass POMT1-Mutationen verschiedene Syndrome -WWS, MEBD
und LGMD?2I - bedingen konnen.

Nach Bestimmung des betroffenen Gens wird von Sparks und Escolar daher eine neue
Nomenklatur empfohlen (Sparks und Escolar 2011). Die a-Dystroglykanopathien
werden hiernach zunichst klinisch in die Typen A (kongenital, mit Gehirn- und
Augenfehlbildungen), B  (kongenital, mit mentaler Retardierung) und C
(Gliedergiirteldystrophie-Typ) unterteilt, die folgende Ziffer bezeichnet dann das

betroffene Gen.
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Tabelle 1: Nomenklatur der muskuldren Dystrophie-Dystroglykanopathien (MDDG)

nach Sparks und Escolar

Kongenital, mit

Kongenital, mit

Gliedergiirtel-

Gehirn- und mentaler Dystrophie-Typ
Augenfehlbildungen | Retardierung
POMT1 MDDGA 1 MDDGB 1 MDDGC 1
POMT2 MDDGA 2 MDDGB 2 MDDGC 2
POMGnT1 | MDDGA 3 MDDGB 3 MDDGC 3
Fukutin MDDGA 4 MDDGB 4 MDDGC 4
FKRP MDDGA 5 MDDGB 5 MDDGC 5
Large MDDGA 6 MDDGB 6 -
ISPD MDDGA 7 - -
GTDC2 MDDGA 8 - -
DAG1 - - MDDGC 9
TMEMS MDDGA 10 - -
B2GALNT2 | MDDGA 11 - -
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1.4 Epidemiologie

a-Dystroglykanopathien sind sogenannte ,,orphan diseases* (englisch: orphan ,,Waise®,
disease ,,Erkrankung®), sehr seltene Erkrankungen. Es gibt keine exakten Angaben zur
weltweiten Privalenz. In verschiedenen, regional begrenzten Studien wurden Raten von
0,1 bis 12 Fille pro 100.000 Geburten angegeben, wobei die grole Schwankungsbreite
durch Founder-Mutationen zu erkldren ist, welche zu lokalen Konzentrationen von
Erkrankungsfillen fithren (Kato et al. 2004, Mostacciuolo et al. 1996, Taniguchi et al.
2003). So wurden die meisten MEBD-Fille in Finnland berichtet und die Fukuyama-

Erkrankung tritt fast ausschlieBlich in Japan auf.

19



1.5 Fragestellung und Zielsetzung

Diese Arbeit untersucht die klinischen und genetischen Befunde eines Kollektivs von 10
Patienten, die an einem WWS oder einer MEBD leiden bzw. litten. Die Beschreibung
der klinischen Phinotypen soll das Spektrum der schweren Fehlbildungen und
Beeintrichtigungen der a-Dystroglykanopathien aufzeigen. Die genetischen
Untersuchungen bestehen einerseits aus der Sequenzierung der Kandidatengene
POMTI1, POMT2, POMGnTI1, Fukutin, FKRP und LARGE auf cDNA-Ebene,
andererseits aus der Messung ihrer Expression mittels eines Real-Time PCR-
Verfahrens. Die nach Abschluss der Studie im Jahr 2012 identifizierten WWS-
Kandidatengen ISPD, B3GNT1, TMEMS5 und B3GALNT?2 wurden nicht untersucht.

Die Zielsetzungen der Experimente war erstens die Detektion von Mutationen in den
genannten Genen, zweitens die Erfassung von Defekten der Regulation ihrer
Expression, drittens die Untersuchung der Auswirkungen der beschriebenen Mutationen
auf die Expression der sechs Gene und viertens die Beurteilung der Genotyp-Phinotyp-

Korrelation fiir die Patienten mit bzw. ohne identifizierte Mutationen.

Durch die Sequenzierung auf Transkriptebene erfolgte eine Erweiterung der iiblichen
diagnostischen Methoden auf die Erfassung von Splicing-Alterationen und
intragenetischen Rearrangements, z.B. durch Deletion mehrerer Exone. Die Messung
der Genexpression ermdglichte zudem eine Identifikation von Defekten der Regulation,
z.B. durch Promotormutationen. Durch die Wahl dieser Methoden wurde eine in der Art
zuvor nicht etablierte Genauigkeit und Vielschichtigkeit des Mutations-Screenings bei

a-Dystroglykanopathie-Patienten erreicht.
Die vorliegende Arbeit soll somit neue Einblicke in die pathogenetischen Mechanismen

der a-Dystroglykanopathien schaffen und einen weiteren Baustein fiir das Verstidndnis

dieser wenig erforschten Erkrankungsgruppe bilden.
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2. Material und Methoden

2.1 Methoden

2.1.1 Fibroblasten-Zellkultur

Nach ausfiihrlicher Aufklidrung und der Einwilligung der Eltern wurden den Patienten
Hautbiopsien entnommen und hieraus Fibroblasten-Zellkulturen angelegt. Als
Nédhrmedium diente Dulbecco’s modified Eagle’s Medium (DMEM). Die Zellkultur
wurde bei 37 °C und 5 % CO,- Zufluss gefiihrt.

2.1.2 RNA-Priiparation
Nach Ablosung der Fibroblasten mit Trypsin und Reinigung mit PBS wurde die

gesamte RNA mittels des RNeasy mini kits extrahiert.

2.1.3 Reverse Transkription

Die Menge der gewonnenen RNA wurde photometrisch bestimmt und nach dem
Protokoll der Powerscript RT in cDNA der Konzentration von 1ug/ul transkribiert. Die
cDNA wurde mit Hilfe einer Test-PCR {iiberpriift und anschlieBend bei -30 °C gelagert.

2.1.4 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Vervielfiltigung der cDNA erfolgte mittels des Standardverfahrens der Polymerase-
Kettenreaktion nach Herstellerangaben der Taq DNA Polymerase. Mithilfe des
Programmes PerlPrimer wurden Primer zur Amplifikation der vollstindigen Gene von
POMT1, POMT2, POMGnT1, Fukutin, FKRP und LARGE entworfen (Marshall 2004).
Zum Erhalt der optimalen Reaktionsbedingungen wurde fiir jedes Primerpaar eine

Gradienten-PCR durchgefiihrt.

2.1.5 Agarose-Gelelektrophorese und DNA-Elution

Zur Auftrennung und GroéBenbestimmung von DNA-Fragmenten wurde eine Agarose-
Gelelektrophorese verwendet. Die Agarose wurde mit TAE-Laufpuffer angesetzt und
aufgekocht, je nach erwarteter DNA-Fragmentgrole wurde die Agarose 0,8 bis 1,5
prozentig konzentriert. Als Probenpuffer wurde Bromphenolblau verwendet. Zur
GroBenbestimmung lief ein kommerziell erhéltlicher GroBenstandard mit. Nach
Elektrophorese bei 3-4 V/cm wurden die Gele zur Sichtbarmachung der DNA-

Fragmente unter UV-Licht in ein Ethidiumbromid-Bad gegeben. Die gewiinschte Bande
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wurde aus dem Agarosegel ausgeschnitten und die DNA unter Verwendung des

Perfectprep Gel Cleanup Kits nach Anleitung des Herstellers aufgereinigt.

2.1.6 Klonierung der PCR-Produkte in Bakterienzellen und Plasmid-Isolierung

Die PCR-Produkte wurden mittels des Topo TA Cloning Kits in den linearisierten
Plasmid-Vektor pCR®II ligiert. AnschlieBend erfolgte die Transformation in chemisch
kompetente TOP10F -E.coli bei einem Hitzeschock (42°C) von 45 Sekunden Dauer.
Nach Inkubation der Bakterien in SOC-Medium nach Angaben des Herstellers wurden
die E.coli auf LB/Ampicillin/X-Gal/IPTG-Platten ausgestrichen und iiber Nacht bei
37°C kultiviert. Mindestens 10 Kolonien pro Platte wurden anschlieBend in 3 ml LB-
Medium bei 37°C und 180 rpm iiber Nacht angezogen. Die Plasmide wurde mittels des

PerfectPrep Plasmid Mini Kits aus den Bakterienzellen isoliert.

2.1.7 Sequenzierung der Kandidatengene

Die Gene POMT1, POMT2, POMGnT1, Fukutin, FKRP und LARGE wurden unter
Verwendung von BigDye 3.1 und Sequenzierungsprimern, die an dem Plasmidvektor
(M13 for & rev des Topo TA Cloning Kits) bzw. an zentrale Regionen der Zielgene
anlagern nach Aufreinigung iiber Sephadex-Gelsidulen sequenziert. Pro Patient und Gen
wurden mindestens vier, im Durchschnitt fiinf Transkripte untersucht.

Die Transkript- Sequenzen wurden mit folgenden Referenzsequenzen (RefSeq, National
Center for Biotechnology Information, NCBI) aligned: NM_007171.3, NM_013382.4,
NM_017739.2, NM_006731.2, NM_001039885.1, NM_133642.2. Die Nomenklatur zur
Charakterisierung der Mutationen basiert auf den Empfehlungen der Human Genome
Variation Society (HGVS), wobei +1 dem A des ATG-Initiations- Codons (Codon 1)

entspricht.

2.1.8 Bestiitigung der Mutationen auf gDNA-Ebene

Das Vorhandensein der Mutationen wurde mittels einer Sequenzierung auf gDNA-
Ebene bestitigt. Hierfiir wurde genomische DNA aus den Fibroblasten der Patienten
bzw. aus Blutproben der Eltern mittels des QIAamp DNA Mini Kits isoliert. Die
betroffenen Exone (Exon 15 von POMT1, Exone 3 bis 6 von POMT?2, Exone 15 bis 17
von POMGnT1) wurden mittels Primern, die in der flankierenden 5'und 3 -Intron-
Sequenzen lokalisiert waren, mithilfe der bereits beschriebenen Methoden amplifiziert

und anschlieBend unter Verwendung der PCR-Primer sequenziert.
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2.1.9 Restriktionsanalyse

Um die Verteilung der POMT2-Mutation c.[808C>A; 811delT] in der Familie des
Patienten 2 zu untersuchen, wurde eine Restriktionsanalyse mit dem Enzym PshAI
durchgefiihrt. Dieses Enzym schneidet an der in Abbildung 3 dargestellten
Erkennungssequenz. Bei Vorliegen der POMT2-Mutation c.[808C>A; 811delT] ist die
Schnittstelle durch den Austausch des letzten Cytosins durch Adenin verindert, so dass
die Restriktion nicht erfolgt. Nach Durchfiihrung einer PCR unter Verwendung der
gDNA der zu untersuchenden Familienmitglieder und den Primern fiir das Exon 6 des
POMT2-Gens erfolgte die Restriktion nach Angaben des Herstellers und die

Auftrennung der entstandenen DNA-Fragmente iiber eine Agarose-Gelelektrophorese.

5°...GACNN VYNNGTC...3"
3°...CTGNN ANNCAG...5’

Abbildung 3: Schnittstelle des Restriktionsenyms PsHAI

2.1.10 Real-Time PCR zur Bestimmung des Exon 6-Skippings von POMT2

Um die Auswirkungen der POMT2-Mutation c.[808C>A; 811delT] weiter zu
untersuchen, wurden Real-Time PCR-Bedingungen entworfen, mittels welcher das
Ausmal} des Skipping des 6.Exons des POMT2-Gens bestimmt werden sollte. Als
Referenz wurden vier Zelllinien gesunder Kontrollpersonen verwendet. Zunéchst
wurden Primer, welche die Exon-Exon-Grenze 6/7 iiberspannen, entworfen. In einem
weiteren Ansatz wurden Primer verwendet, welche iiber der Exon-Exon-Grenze 8/9
lagen. Als Kontrolle dienten Primer fiir die Housekeeping-Gene Cyclophylin A, h-ALU
und GAPDH. Fiir jedes Primerpaar wurden unter Verwendung von Kontroll-cDNA in
den Konzentrationen 20, 10, 1 und 0.1ng/ul Standard- Kurven zur Uberpriifung der
Effizienz der Reaktion erstellt. Die Spezifitit der Reaktion wurde iiber eine
Schmelzpunkt- Analyse ermittelt. Jeder Reaktionsansatz der Real-Time PCRs bestand
aus 1 pul cDNA (20ng/ul), 6 pl Sybr®Green Master, 1 pl Primer-Mix (10pmol/ul) und
4 ul Wasser und wurde zweimal pro Patient bzw. Kontrolle und Primerpaar
durchgefiihrt. Die Reaktionen erfolgten in 40 Zyklen von 95°C mit einer Dauer von
15 Sekunden, gefolgt von einer Minute bei 60°C. Mit Hilfe der komparativen Ct-
Methode wurde die Relation der Transkripte, die die Exone 6 und 7 beinhalten, zu den
Transkripten, die die Exone 8 und 9 beinhalten, berechnet (Pfaffl 2001). Da in den
durchgefiihrten cDNA-Sequenzierungen des POMT2-Gens keine weiteren Splice-
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Varianten identifiziert wurden, durfte man den so berechneten Wert als Mal fiir das

Skipping des 6.Exons betrachten.

2.1.11 Quantitative Real-Time PCR zur Untersuchung der Hemizygotie der
POMT2-Mutation c.[808C>A; 811delT]

Zum Nachweis der Hemizygotie der POMT2- Mutation c.[808C>A; 811delT] bei
Patient 2 wurde eine quantitative Real-Time PCR angewandt (Griffin et al. 2005, Wilke
et al. 2000). Hierfiir wurden zwei Primerpaare entworfen, welche auf dem POMT2-Gen
(Chromosom 14) lokalisiert waren, und nach dem oben beschriebenen Real-Time PCR-
Verfahren in einem Ansatz mit gDNA des Patienten, seiner Familienmitglieder und
zwei gesunden Kontrollen verwendet. Als Kontroll-Gen diente FKRP auf dem

Chromosom 19.

2.1.12 Real-Time PCR zur Bestimmung der Expression der Zielgene

Die Quantifizierung der Expression der Zielgene in den Fibroblasten der Patienten
erfolgte ebenfalls mittels Real-Time PCR. Als Referenz wurden vier Zelllinien gesunder
Kontrollpersonen verwendet. Fiir das Experiment wurden fiir jedes zu untersuchende
Gen Primer entworfen, welche mindestens eine Exon-Exon-Grenze iiberspannen.
Hierfiir wurden Regionen ausgewdhlt, in denen in den Sequenzierungen keine Splice-
Variationen aufgetreten waren. Als Kontrolle dienten die Housekeeping-Gene
Cyclophylin A, h-ALU und GAPDH. Die PCR-Ansétze und die Validierung der PCRs
erfolgten nach den bereits beschriebenen Verfahren. Die Expression der Zielgene in den
Patientenzellen in Relation zu den vier Kontrollzelllinien und in Relation zu den

Referenzgenen wurde mittels der komparativen Ct-Methode berechnet.
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2.2 Material
2.2.1 Zellkultur
Tabelle 2: Zellkulturmedien

Dulbecco’s modified Eagle’s Medium

(DMEM)

Gibco BRL, Paisley, Grofbritannien

+ 10 % fetales Rinderserum

Sigma- Aldrich, Steinheim, Deutschland

+ 2 mM L-Glutamin

Sigma- Aldrich, Steinheim, Deutschland

+ 100 U/ml Penicillin

Sigma- Aldrich, Steinheim, Deutschland

+ 100 pg/ml Streptomycinsulfat

Sigma- Aldrich, Steinheim, Deutschland

+ jeweils 1%:

Dulbecco’'s MEM Gibco BRL, Paisley, GroB3britannien
Arginin Gibco BRL, Paisley, GroB3britannien
Cystein Gibco BRL, Paisley, GroB3britannien
Glutamin Gibco BRL, Paisley, GroB3britannien
Inositol Gibco BRL, Paisley, GroB3britannien
Leucin Gibco BRL, Paisley, GroBbritannien
Phosphat Gibco BRL, Paisley, GroB3britannien

Penicillin / Streptomycin

Gibco BRL, Paisley, GroB3britannien

2.2.2 RNA-Priiparation

Tabelle 3: Reagenzien der RNA-Préparation

PBS Dulbecco

Biochrom AG, Berlin, Deutschland

Trypsin

Biochrom AG, Berlin, Deutschland

2- Mercaptoethanol

Sigma- Aldrich, Steinheim, Deutschland

RNeasy mini kit

Qiagen, Hilden, Deutschland

2.2.3 Reverse Transkription

PowerScript RT

BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland
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224 PCR
Tabelle 4: PCR-Reagenzien

Taq DNA Polymerase Qiagen, Hilden, Deutschland

dNTP- Mix Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Tabelle 5: Oligonukleotid- Primer der cDNA-PCRs Operon, Koln, Deutschland

POMT1 forw CAACCGTCGGCCCAGTC

POMT1 rev CCTTCAACCTCGTCCCGACC

POMT?2 forw GCTGGTCAGACAAAGTGTGCCTCC

POMT?2 rev ACCCAGGCTGGAATCTTTGCAGTG

POMGnT forw GGACATTGGTGACCCGCCAATC

POMGnT rev CGCAGGGTCCTGGAGGAGGTC

Fukutin forw

GACAACCAAGTGAGCAGCAC

Fukutin rev

GTTCCCACTTATGTTTGACAAATAG

FKRP forw ACTGAGGCTCAGGCCAAATC
FKRP rev CGCTCACACAGAGCTTCTCC
Large forw GAGGACTTCATGCTCCGGACAG
Large rev CCAAACAGCGAGTGGCACTTC

2.2.5 Agarose-Gelelektrophorese und DNA-Elution

Tabelle 6: Reagenzien von Agarose-Gelektrophorese und DNA-Elution

Agarose Fa. Invitrogen, Paisley, GroBSbritannien
Bromphenolblau Sigma- Aldrich, Steinheim, Deutschland
Ethidiumbromid Sigma- Aldrich, Steinheim, Deutschland

100 bp DNA-ladder

Invitrogen, Karlsruhe, Germany

Perfectprep Gel Cleanup Kit

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Isopropanol

Sigma- Aldrich, Steinheim, Deutschland

Tabelle 7: Zusammensetzung des TAE-Puffers

11 AgDest + 242 g Trisbase

Sigma- Aldrich, Steinheim, Deutschland

+ 57,1 ml Acetat

Sigma- Aldrich, Steinheim, Deutschland

+ 100 ml EDTA

Sigma- Aldrich, Steinheim, Deutschland
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2.2.6 Klonierung der PCR-Produkte in Bakterienzellen und Plasmid-Isolierung

Tabelle 8: Reagenzien der Klonierung und Plasmid-Isolierung

Topo TA Cloning Kit

Invitrogen, Karlsruhe, Germany

SOC- Medium

Invitrogen, Karlsruhe, Germany

PerfectPrep Plasmid Mini Kit

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Tabelle 9: Zusammensetzung der LB-Platten

500 ml LB- Agar, Miller

Merck, Darmstadt, Deutschland

+ 200 pl Ampicillin

Merck, Darmstadt, Deutschland

+ 700 pl X-Gal (5-Bromo-4-chloro-
indolyl-galactopyranosid)

Merck, Darmstadt, Deutschland

+ 200 pl IPTG (Isopropyl-B-D-

thiogalactopyranosid)

Merck, Darmstadt, Deutschland

Tabelle 10: Zusammensetzung des LB- Mediums

LB- Broth, Lennox

Merck, Darmstadt, Deutschland

+ 0,1 % Ampicillin 1:1000

Merck, Darmstadt, Deutschland

2.2.7 Sequenzierung

Tabelle 11: Reagenzien und Material der Sequenzierungen

BigDye 3.1

Applied Biosystems, Darmstadt,
Deutschland

Sephadex™ G- 50 Fine DNA Grade

Amersham Biosciences, Upssala,

Schweden

Multi Screen Filter Plates for High
Throughput Separations

Millipore Corporation, Bedford, USA

MicroAmp Optical 96- Well Reaction
Plate

Applied Biosystems, Foster City, USA
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Tabelle 12: Oligonukleotid-Primer der Sequenzierungen Operon, Koln, Deutschland

POMT1 seql CCGTGCCTCACAGGTCTCGG
POMT1 seq2 CCCACCAGCAACAGGTGACC
POMT?2 seql CCACAGGCACCTCTACCC
POMT?2 seq2 GATAATCCACAGGTTGTTGTAGT
POMGNnT seql CCAAACAGTGCCACCACATC
POMGnT seq2 CTCTCCTTTCAGCCCAGGGG
Fukutin forw GACAACCAAGTGAGCAGCAC
Fukutin rev GTTCCCACTTATGTTTGACAAATAG
FKRP seql AGACCACGCGCTGCTTCG

FKRP seq2 CTCGAGCCAGTAGCGCACG
Large seql GGTCAGCCTCCACATCTGCTC
Large seq2 CCCTTGGAAGAGGCTACAACAC
Large seq3 AGCATTGACAGCAACTCCGC

2.2.8 Bestiitigung der Mutationen auf gDNA- Ebene

QIAamp DNA Mini Kit

Qiagen, Hilden, Deutschland

Tabelle 13: Oligonukleotid-Primer der gDNA-PCRs Operon, Koln, Deutschland

POMT1 Exon 15 forw

TTCTGCTCTGAGCTCTTGACC

POMT1 Exon 15 rev CAATGCTCAGCGAGCTAGG
POMT?2 Exon 3 forw GCAGCTGGAGGGAAGTTCAG
POMT?2 Exon 3 rev TTAGTGTGGCCCCAGGGTTC
POMT?2 Exon 4 forw TCATCAGGTCCCCTGTCTTAAATG
POMT?2 Exon 4 rev GGGCCCTTGAATGTACTGATTTTC
POMT?2 Exon 5 forw GTTTCCTACTACTGGGGTGCTTGG
POMT?2 Exon 5 rev ACAGAAATTTTGGAGTTGCCACAG
POMT?2 Exon 6 forw AAGACAGGGCACAGCACAGC
POMT?2 Exon 6 rev CCAGAACACAGCCACTCTGC
POMGnT1 Exon 15-17 forw AGGAGGTGCTCCTGAGACC
POMGnT1 Exon 15-17 rev CTTTCCCCAAGGTTACATGG
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2.2.9 Restriktions-Analyse
PshAI New England BioLabs, Frankfurt, Deutschland

Tabelle 14: Oligonukleotid-Primer der Restriktions-Analyse
Operon, Koln, Deutschland

POMT?2 Exon 6 forw AAGACAGGGCACAGCACAGC

POMT?2 Exon 6 rev CCAGAACACAGCCACTCTGC

2.2.10 Real- Time PCR
Sybr®Green Master Mix Qiagen, Hilden, Deutschland

Tabelle 15: Oligonukleotid-Primer der Real-Time PCRs Operon, Kdéln, Deutschland

RT hAlu forw GGTTTCTGGTTCCCCCACAGT
RT hAlu rev ACCATGCAGCACAGACCAATT
RT GAPDH forw GTCAGTGGTGGACCTGACCT
RT GAPDH rev ACCTGGTGCTCAGTGTAGCC
RT Cyclophilin A forw TTTCATCTGCACTGCCAAGA
RT Cyclophilin A rev TTGCCAAACACCACATGCT

RT POMT1 for ACGTCAGCAGGAACCTCAGC
RT POMT1 rev CCAGCATCCTCCACTGCAG

RT POMT?2 forw CAACCTGCACAATGCTTCCATC
RT POMT?2 rev CATCCGGAGGTTCTTCACAGTG
RT POMGnT1 for CCCGCGTGTCTCAGCACTAC
RT POMGnTI rev AATCCACAGCAATGTCCAGGTC
RT Fukutin for CCTATGGAAGAATGAGGAAGG
RT Fukutin rev GGCCAGTTTGCAGATATAGTG
RT FKRP for TCGTATGGGAGAAGGCGGTC
RT FKRP rev GTGGTTGCTTTCGCTGTACTGC
RT Large 1for AGAAATGCGAGACAATCCACG
RT Large 1 rev TGCTCCGCAATGGAGTCAG

RT Large 2 for GCTCCGAGCAGTGCTACAGAG
RT Large 2 rev TCAGAAGATTGCCGTCATACTCC
RT POMT?2 Exon 6 forw ATTGCAGACCTTTGGTACCTGTTC
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RT POMT?2 Exon 6/7 rev

GTIGTTTTCCCACAGTCACCAATG

RT gDNA FKRP forw

TCGTATGGGAGAAGGCGGTC

RT gDNA FKRP rev

GTGGTTGCTTTCGCTGTACTGC

RT gDNA POMT2 1 forw

GCGTTAGTICTTIGCTGGTGCTTTAG

RT gDNA POMT2 1 rev

ACTGAGGTCTCCGAACAGGTACC

RT gDNA POMT?2 2 forw CTCTGTGTGCTGTAGTGACGGC
RT gDNA POMT?2 2 rev CGCATCATTCCAAGTACGATGC
2.2.11 Geriite:

Tabelle 16: Verwendete Gerite

BioPhotometer

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Mastercycler Gradient

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Centrifuge 5810

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Heizblock ThermoStat

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Vortex Typ RFAX 1 DR

Heidolph Instruments GmbH & Co.KG,
Schwabach, Deutschland

ABI PRISM 3700

Applied Biosystems, Foster City, USA

ABI PRISM 7900 HT

Applied Biosystems, Foster City, USA

2.2.12 Programme/ Internetseiten:

Tabelle 17: Verwendete Programme und Internetseiten

Primer- Generierung Marshall O.]., Parkville, Australia (2004) URL.:

http://perlprimer. sourceforge.net/ [Stand: 01.03.2008]

Alignment European Bioinformatics Institute, Hinxton, UK (2008)

URL:http://www.ebi.ac.uk/clustalw/index.html [Stand:
01.04.2008]

Reverse & Complement Stothard P., Edmonton, Canada (2000) URL.:

http://www.ualberta.ca/~stothard/
javascript/rev_comp.html [Stand: 01.03.2008]

Referenz- Sequenzen Bethesda MD., Rockville Pike, USA (2002) URL.:

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ RefSeq/ [Stand:
01.01.2009]
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SNP- Referenz National Center for Biotechnology Information, Rockville
Pike, USA (2009). URL:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp [Stand:30.08.2012]

Mutations- Nomenklatur | Den Dunnen J.T. and Antonarakis S.E., Leiden,
Niederlande (2000) URL: http://www.hgvs.org/mutnomen
[Stand: 01.02.2009]

Real- Time PCR- Analyse | SDS 2.1 Software, Applied Biosystems, Darmstadt,
Deutschland
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3. Ergebnisse

3.1 Klinische Befunde

Das Patientenkollektiv dieser Studie besteht aus fiinf ménnlichen und fiinf weiblichen
unverwandten Patienten, welche in deutschen Kliniken in den Jahren 2001 bis 2007
behandelt wurden. Bei acht Patienten wurde klinisch die Diagnose eines Walker-
Warburg Syndroms gestellt, bei zwei Patienten wurde eine Muscel-Eye-Brain
Erkrankung diagnostiziert. Tabelle 2 bietet einen Uberblick iiber die klinischen Befunde

der Patienten.

Betrachtet man die klinischen, laborchemischen und radiologischen Befunde, zeigt sich
bei sdmtlichen Patienten die Kombination schwerer zerebraler Fehlbildungen,
pathologischer ophthalmologische Befunde, muskuldrer Hypotonie und ihrer

Folgeerkrankungen.

Die Eltern der Patienten 2, 3, 9 und 10 waren konsanguin. Drei der Miitter hatten
vorangegangene Aborte. Die Eltern des dritten Patienten hatten ein weiteres schwer
betroffenes Kind, welches im Alter von drei Tagen verstorben war. Vier der zehn
samtlich tiirkischstimmigem Patienten wurden spontan geboren, sechs kamen per
Sectio zur Welt. Drei Patienten waren frithgeboren (Patient 3: 35. SSW, Patient 7:
36.SSW, Patient 10: 34. SSW).

Die postpartalen klinischen Untersuchungsbefunde der Patienten berichteten
Makrozephalie, Mikrophthalmie, eine Hornhauttriibbung, muskuldre Hypotonie und
pathologische Apgar-Werte. Bei siecben WWS-Patienten war okzipital eine weiche

Vorwolbung tastbar, welche sich MR-tomographisch als Enzephalozele darstellte.

Laborchemisch bestand bei den drei Frithgeborenen eine Hyperbilirubinimie sowie,
soweit angegeben, in sdmtlichen Fillen eine Hyper-CK-dmie als Zeichen der
Muskeldystrophie. Die weiteren, z.T. sehr umfangreichen erhobenen Laborwerte waren

initial unauffillig.
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Tabelle 18: Ubersicht iiber die klinischen Befunde der 10 Patienten

Patient 1 2 3 4 5 6 7 10
Geschlecht w w m m w w w m m m
Mutation POM | POM - - - - - - POM -
TI | T2 GnT1
Phiinotyp WWS [ WWS [ WWS [ WWS [ WWS | WWS | WWS | WWS | MEB | MEB
Alter/ 4] 1M | 18M
Erreichtes 13M M 4T | 22M | I6 M 13M 4M
Alter
Typ I1 +H+ | 4+ +++ ++ ++ +H+ | ++ ++ ++
Lissenzephalie
Hydro- 4+ 4+ 4+ 4 ++ 4 ++ 4+ ++ +
zephalus
C. callosum- | +++ + ++ | N/A + | 4+ + | NA | ++
Hypoplasie
Zerebellire ++ ++ + ++ ++ ++ ++ ++ + +
Hypoplasie
Enzephalozele + + + + + + + - _ _
Microph- + + - + + - —+ " N "
thalmie
Kongenitaler | N/A + - + + - I n N "
Katarakt
Muskulire + + + + + + + + ¥ ¥
Hypotonie
CK (U) 3.170 | 4961 | 2937 | 3.445 | 2207 | N/A | 6.652 | 11.48 631 N/A
®T) | (10T) | AT) | @) | (IM) (10T) | 9(6T) | (2M)
Weitere SP SP SP IC HS | DW | DW | DW | SP HS
Befunde HS HS R ™ DA | ASD | R NO
GS H VSD ASD
TI
Geschlecht: w: weiblich; m: minnlich
Mutation: - : keine Mutation in den untersuchten Genen
Phénotyp: WWS: Walker-Warburg Syndrom; MEB: Muscle-Eye-Brain

Alter/ Erreichtes Alter:

Erkrankung

T: Tage; M: Monate; J: Jahre

MRT/ Okulédre Befunde: - : keine ; +, ++, +++ : vorhanden / Schweregrad

Weitere Befunde:

SP: Septum pellucidum-Agenesie; HS: Abgeflachter Hirnstamm;

DW: Dandy-Walker Malformation; ON: Atrophie des Nervus opticus; R: Retinale Dys-

plasie; IC: Iriskolobom; GS: Gaumenspalte; TM: Tracheomalazie; H: Hydronephrose,

DA: Persistierender Ductus arteriosus, ASD: Vorhofseptumdefekt; VSD:Ventrikel-

septumdefekt, TI: Trikuspidalklappeninsuffizienz
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Die EEG-Befunde berichteten samtlich epilepsietypische Potentiale und schwere
Allgemeinverdnderungen, z.T. ein intermittierendes Burst-Suppression-Muster. Die
durchgefiihrten BERA-Untersuchungen zeigten pathologische Befunde, soweit niher

beschrieben als Leitungsstorung im Pons/ Mittelhirnbereich.

MR-tomographisch zeigten sich in allen Féllen eine Typ II Lissenzephalie, als Agyrie
oder Pachygyrie unterschiedlicher Ausprigung beschrieben, ein z.T. massiver
Hydrozephalus internus, eine Kleinhirnhypoplasie und eine Balkenhypoplasie bis
-agenesie (siehe Abbildungen 4 bis 6). Eine Agenesie des Septum pellucidum wurde
bei vier, eine Dandy-Walker Malformation bei drei und eine okzipitale Enzephalozele

bei sieben Patienten beschrieben.

Abbildung 4: Zerebrales MRT von Patient 1:

Massiver Hydrozephalus, fehlendes Septum pellucidum
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Abbildung 5: Zerebrales MRT von Patient 2:
Hydrozephalus, okzipitale Enzephalozele

Abbildung 6: Zerebrales MRT von Patient 7:

Lissenzephalie, hypoplastischer Corpus callosum, Dandy-Walker Malformation,

Kinking des Hirnstamms

Bei Patient 3 erfolgte eine operative Entfernung und histologische Untersuchung der
Enzephalozele. Der Befund beschreibt neben Haut, Hautanhangsgebilden und

Fettgewebe Anteile von Leptomeningen und zentralnervosem Gewebe.

Bei allen zehn Patienten wurden pathologische ophthalmologische Befunde erhoben.
Unter anderem wurden eine Mikrophthalmie bei sechs Patienten, ein kongenitaler

Katarakt bei fiinf Patienten, eine Retinadysplasie bei zwei Patienten, eine Atrophie des

35



Nervus opticus bei zwei Patienten und ein Iriskolobom bei einem Patienten

beschrieben.

Die echokardiographischen Befunde waren unauffillig bis auf Vorhofseptumdefekte
vom Sekundumtyp in zwei Fillen, einen kleinen muskuldren ventrikuldren
Septumdefekt (VSD) in einem Fall, eine geringe Trikuspidalklappeninsuffizienz und

einen persistierenden Ductus arteriosus in einem Fall.

Bei einzelnen Patienten wurden weitere pathologischen Befunde erhoben, welche nicht
zu den charakteristischen Pathologien der a-Dystroglykanopathien zihlen: eine
submukdse Gaumenspalte (Patient 2), eine Tracheomalazie (Patient 5) und eine

Hydronephrose (Patient 3).

Wihrend der weiteren Uberwachung fielen bei der Mehrzahl der Patienten
intermittierende Bradykardien, eine respiratorische Insuffizienz und eine Trinkschwiiche
auf. Die vollstindige oder erginzende Erndhrung iiber eine enterale Sonde war in den

meisten Fillen, insbesondere bei den WWS-Patienten, notwendig.

Soweit bekannt, litten sdmtliche Patienten an einer symptomatischen Epilepsie, z.T. mit
Blitz- Nick-Salaam- Anfillen, und wurden antikonvulsiv behandelt. Aufler bei Patient 3
erfolgte in allen Fillen die Anlage eines ventrikuloperitonealen Shunts zur Entlastung
des Hydrozephalus. In einigen Fillen traten komplizierend Shuntinfektionen und

Ventrikulitiden auf.

Die motorische Entwicklung der Patienten war deutlich eingeschriankt. Als maximale
motorische Leistungen wurden bei den WWS-Patienten Spontanbewegung der Hinde
gegen die Schwerkraft (Patient 4) beschrieben, bei den beiden MEBD-Patienten
Spontanbewegungen der Arme und Bein gegen die Schwerkraft und Kopfseitwenden
(Patient 9).

Sieben der zehn Patienten verstarben wéhrend des Untersuchungszeitraums. Sie

erreichten ein Alter von 2 Wochen bis 22 Monaten. Als Todesursachen wurden

respiratorische Insuffizienz und rezidivierende Pneumonien genannt.
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Drei der zehn Patienten des Untersuchungskollektivs befanden sich, den letzten
vorliegenden Befunden zufolge, in einem klinisch stabilen Zustand. Das zuletzt

angegebene Alter betrug 11 Monate bis 4 Jahre.

37



3.2 Genetische Befunde

3.2.1 Sequenzierung der Kandidatengene

Zur Untersuchung der bei den zehn Patienten zugrunde liegenden genetischen Defekte
erfolgte zundchst die Sequenzierung der sechs Kandidatengene POMTI1, POMT2,
POMGnT1, Fukutin, FKRP und LARGE auf cDNA-Ebene. Hierbei wurden in drei

Fiéllen Mutationen von pathogenetischer Relevanz identifiziert.

3.2.2 Sequenzierungs-Ergebnis von Patient 1

Die Sequenzierung des POMT1-Gens von Patient 1 erbrachte die homozygote Nonsens-
Mutation c.1540 C>T (p.R514X) (siehe Abbildung 7). Durch den Austausch des
Cytosins durch Thymin entsteht anstelle der 514. von insgesamt 747 Aminosduren ein
vorzeitiges Stopp- Codon (englisch: premature termination codon, PTC). Als Folge der
Mutation entfallen somit die 234 carboxy-terminalen Aminosduren des POMTI-
Proteins.

Die Eltern des Patienten trugen diese Mutation beide in heterozygoter Form. Yis et al.
hatten die Mutation c¢.1540 C>T (p.R514X) zuvor bei einem ebenfalls tiirkischen
WWS-Patienten beschrieben (Yis et al. 2007). Villanova et al. identifizierten diese
hingegen kombiniert heterozygot mit der Mutation p.Q590H bei einem CMD- Patienten
ohne Typ-II-Lissenzephalie (Villanova et al. 2000).

A )

G A TAC

Patient 1

AGCAC|T

Abbildung 7: POMTI1-Sequenzierung von Patient 1. Es besteht die homozygote
Mutation c.1540 C >T (p.R514X)

38



3.2.3 Sequenzierungs-Ergebnis von Patient 2

Der molekulargenetische Befund des zweiten Patienten war ungleich komplexer und
warf immer neue Fragen auf. Bei der zur Amplifikation des POMT2-Gens auf
Transkiptebene durchgefiihrten PCR fielen zunéchst verkiirzte PCR-Produkte auf (siehe
Abbildung 8), welche, wie sich bei der anschlieBenden Sequenzierung herausstellte,
vorwiegend durch ein Skipping der Exone 3 bis 6 entstanden waren (siche

Abbildung 9).

2072 bp -

1500 bp -

Marker  Kontrolle Patient

Abbildung 8: Ergebnis der POMT2-PCR. In der cDNA-Probe von Patient 2 fielen
verkiirzte PCR-Produkte auf. Die stirkste Bande der Patienten-Probe befand sich auf
derselben Hohe wie eine schwache Bande bei der Kontrolle. Auf Hohe der Kontroll-

POMT?2-Bande zeigte sich in der Patienten-Probe hingegen nur ein schwaches Signal.

c.808 C=A

c¢.811 delT
|

el Exon 1 f Exon2 MExon3 = Exon4 fExon S W Exon 6 M Exon 7 ===

Sy Sy

== = Fxonl Exon 2 Exon 7 |m—==

Abbildung 9: Schematische Darstellung des betroffenen mRNA-Abschnitts des
POMT2- Gens bei Patient 2. Es fiel vorwiegend ein Skipping des Exone 3 bis 6 auf,

durch welches die Mutation herausgeschnitten wurde.
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Unter der Annahme, dass fiir diesen Befund eine Splice-Site-Mutation des POMT?2-
Gens ursichlich wire, wurden die Exone 2 bis 6 und die flankierenden intronischen
Regionen auf genomischer Ebene sequenziert. Die Sequenzen der Exone 2 bis 5 sowie
ihre 3’ und 5’°-Splice-Sites waren dabei unauffillig. In Exon 6 des POMT2-Gens zeigten
sich dann die homozygote Missens-Mutation ¢.808C>A (p.L270I) und die homozygote
Frameshift-Mutation c¢.811delT (S271HfsX3), welche ein PTC generiert (siche
Abbildung 10).

Kontrolle

Patient 2

AGTTAT T TCATTAG

Abbildung 10: POMT2-Sequenzierung von Patient 2. Es besteht die homozygote
Missens-Mutation ¢.808 C>A (p.L270I) und die Frameshift-Mutation c.811delT
(S2711sX273).

3.2.4 Real-Time PCR zur Bestimmung des Exon 6-Skippings des POMT2-Gens

Zur weiteren Einordnung und Quantifizierung der mit den POMT2-Mutationen in
Zusammenhang stehenden Splice-Varianten wurde eine Real-Time PCR entworfen,
mittels derer einerseits die Gesamtexpression der POMT2, andererseits der Anteil der
Transkripte, bei denen das sechste Exon geskippt wurde, bestimmt werden konnte. Fiir
Ersteres wurden Primerpaare verwendet, welche iiber der von der Mutation nicht
betroffenen Exongrenze 8/9 anlagerten, bei der zweiten Untersuchung lagerten die

Primer iiber der Exongrenze 6/7 an.
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Hiermit wurde festgestellt, dass die Gesamt-POMT2-Transkription bei dem Patienten
nur ca. 50% der Kontrollwerte betrug. Splice-Varianten, welche das sechste Exon
beinhalteten, waren in Fibroblasten des Patienten sogar auf unter 10% der Werte

gesunder Kontrollen reduziert (siehe Abbildung 11).

1,5
2 1,0
2
@V
o
= Il
~ 05 1

e
0,0
Exon 8/9 Exon6/7

Abbildung 11: Relative Expressionswerte der Real-Time PCR von Patient 2. Die
Fehlerbalken geben die Standardabweichungen wieder. Die Gesamt- Expression des
POMT?2-Gens betrug bei dem Patienten 56 + 13% des Wertes gesunder Kontrollen. Die
Expression von Transkripten, welche das sechste Exon beinhalteten, war in den

Patienten-Proben auf unter 10 + 2 % der Kontrollwerte reduziert.

3.2.5 Untersuchung zur Vererbung der POMT2-Mutationen

Die routineméBig durchgefiihrte Sequenzierung des sechsten Exons des POMT2-Gens
aus gDNA der Eltern des zweiten Patienten erbrachte eine Uberraschung. Bei der
Untersuchung der viterlichen DNA fanden sich sowohl die Missens-Mutation
c.808C>A als auch die Frameshift-Mutation c.811delT in heterozygoter Form. Die
miitterlichen Sequenzen ergaben jedoch mit einer vollstindig reguldren Basenfolge

einen unerwarteten Befund (siehe Abbildung 12).

41



Abbildung 12: Stammbaum des zweiten Patienten und Sequenzierungs-Ergebnisse fiir
die Mutation c.[808C>A; 811delT]. Bei der direkten Sequenzierung erschienen der
Patient homozygot und der Vater heterozygot fiir die Mutation. Die Sequenzierung der

miitterlichen gDNA ergab die Wildtyp-Sequenz.

Eine zunichst vermutete Proben-Verwechselung wurde durch Abnahme einer weiteren
Blutprobe der Eltern und erneute Durchfiihrung von PCR und Sequenzierung
ausgeschlossen. Wire es die viterliche Probe gewesen, bei der die POMT2-Mutation
nicht gefunden werden konnte, hétte man schlicht vermuten konnen, dass dieser nicht
der biologische Vater des Patienten sei, der unauffillige genetische Befund wurde

jedoch aus den miitterlichen Proben erhoben.
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3.2.6 Restriktionsanalyse

Ergédnzend wurde eine Restriktionsanalyse mit dem Enzym PshAI durchgefiihrt, durch
welches bei Vorliegen der reguldren Basenfolge des betroffenen Genabschnitts ein
Restriktionsschnitt erfolgt. Durch die POMT2- Mutationen c¢.[808C>A; 811delT] war
die Schnittstelle des Enzyms derart veréndert, dass die Restriktion nicht erfolgte (siehe
Abbildung 13). Die Restriktionsanalyse bestitigte die Konstellation der genetischen

Befunde in der Familie des Patienten.

Kontroll-  Vater Mutter Patient Kontrolle
DNA ohne Enzym

Abbildung 13: PsHAI-Restriktionsanalyse nach Durchfiihrung einer PCR mit den Exon
6-Primern des POMT2-Gens. Das Enzym schneidet nicht bei Vorliegen der POMT2-
Mutation, bei Vorliegen der Wildtyp-Sequenz entstehen zwei Bruchstiicke. In der ersten
Probe sieht man die beiden Abschnitte, die durch die vollstindige Teilung der DNA
gesunder Probanden entstehen. Die letzte Reihe zeigt die DNA-Stiickgrole der PCR
ohne Restriktionsschnitt. Die Patienten-DNA wird nicht geschnitten, da sie nicht die
Wildtyp-Sequenz beinhaltet. Die miitterliche DNA wird vollstindig geteilt, enthélt
somit nicht die von der Mutation betroffene Sequenz. Die viterliche Probe weist drei
Banden auf: Die ungeschnittene DNA (das erste Allel trdgt die Mutation) und die
beiden Bruchstiicke des Restriktionsschnittes (das zweite Allel trigt die Mutation nicht).

Die Mutation liegt bei dem Vater somit in heterozygoter Form vor.
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3.2.7 Quantitative Real-Time PCR zur Untersuchung der Hemizygotie der
POMT2-Mutation c.[S08C>A; 811delT]

Zur Erkldrung der zunichst verwirrend wirkenden Konstellation propagierten wir ein
hemizygotes Vorliegen des die Mutation tragenden Allels - wir vermuteten also, dass
der betroffene DNA-Abschnitt auf dem zweiten Chromosom des Patienten und der
Mutter nicht vorhanden ist.

Zur Uberpriifung dieser Hypothese wurde eine Real-Time PCR zur relativen
Quantifizierung der genomischen DNA dieses Abschnitts durchgefiihrt. Hierfiir wurden
zwei Primerpaaren verwendet, welche in Intron 5/6 bzw. Exon 6 des POMT2-Gens
lokalisiert waren. Die Ergebnisse der PCRs wurden in Relation zu einem unabhéngigen,
auf einem anderen Chromosom liegendem Referenzgen gesetzt.

Die Delta-Ct-Berechnung ergab, dass bei dem zweiten Patienten die gDNA des
untersuchten Basenabschnitt auf ca. 50% der Kontrollwerte reduziert war (siche
Abbildung 14). In einem nichsten Untersuchungsschritt mit gDNA der Eltern und der
GroBeltern miitterlicherseits wurde gezeigt, dass auch bei der Mutter sowie dem
Grofvater miitterlicherseits eine fiinfzigprozentige Reduktion des PCR-Produktes und
somit eine Deletion des entsprechenden DNA-Abschnitts auf einem Chromosom vorlag.
Die Proben des Vaters und der GroBmutter miitterlicherseits erbrachten unaufféllige
Befunde.

Die Ergebnisse der quantitativen Real-Time PCR bestitigten somit die Hypothese der
Hemizygotie der POMT2-Mutationen bei dem Patienten. Es wurde deutlich, dass beide
Mutationen, c.808C>A und c.811delT, auf einem Allel lagen und vom Vater vererbt
wurden und das andere, von der Mutter vererbte Allel von einer genomische Deletion

zumindest groBer Teile des POMT2-Gens betroffen war.
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Abbildung 14: Stammbaum des zweiten Patienten und Ergebnisse der quantitativen
Real-Time PCR des POMT2-Gens. Die ACt-Verhiltnisse des Patienten, der Mutter und
des GroBvaters miitterlicherseits zeigen mit einer fiinfzigprozentigen Reduktion der
gDNA eine Hemizygotie in dem untersuchten Abschnitt an. Der Vater und die
GrofBmutter des Patienten haben mit einem Relative Ratio von 1 gleich viele PCR-

Kopien wie die Kontrollpersonen.
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3.2.8 Sequenzierungs-Ergebnis von Patient 9

Bei der Sequenzierung des POMGnT1-Gens aus cDNA des neunten Patienten, dessen

klinisches Bild als Muscle-Eye-Brain Syndrom eingeordnet wurde, fiel ein Skipping des

Exon 17 in s@mtlichen untersuchten Transkripten auf, welches zu einer Verkiirzung des

PCR-Produktes um 123 Basenpaare fiihrte (siche Abbildungen 15 und 16).

Marker  Kontrolle Patient
Abbildung 15: POMGnTI-PCR von Patient 9. Es fillt eine Verkiirzung des PCR-

Produktes auf, welche, wie sich bei der Sequenzierung herausstellte, durch ein Skipping

des Exons 17

verursacht wurde.

e. 1539 4]

G>T
I

Exon 16 ==Exon 17'—EXD]_1 18p=Exon |Opmm===

N /[ /

={Exon 16m={Exon 18m4{Exon 19

Abbildung 16: Schematische Darstellung des betroffenen mRNA-Abschnittes des
POMGnT1-Gens bei Patient 9 mit dem auf cDNA-Ebene beobachteten Skipping des

Exons 17.

46



Bei der Sequenzierung des 17. Exons und der flankierende intronischen Sequenz auf
gDNA-Ebene zeigte sich die Mutation c.1539+1 G>T (siehe Abbildung 17), welche die
konservierte Splicing-Donor-Sequenz der Exon 17-Intron 17/18-Grenze von der
Basenfolge GT in TT verdndert. Dieses fiihrt zu einem Verlust der Konsensus-Splice-
Site und dadurch zu einem in-frame Skippings des Exons 17, welches in einem Verlust
der Aminoséduren 472 bis 513 der POMGnT]1 resultiert. Bei beiden Eltern des Patienten
wurde die Mutation in heterozygoter Konstellation festgestellt. Die Mutation c.1539+1
G>T wurde bereits bei Muscle-Eye-Brain Disease-Patienten beschrieben (Yoshida et al.

2001).

Kontrolle

Patient '\ J\
t

T C A C tg ag tg

Abbildung 17: POMGnT1-Sequenzierung von Patient 9. Es besteht die homozygote
Mutation c.1539+1 G>T der Donor-Splice-Site an der Exon 17-Intron 17/18-Grenze

3.2.9 Single-Nucleotide-Polymorphisms (SNPs)

Bei den verbleibenden sieben Patienten wurden in den Sequenzen der Kandidatengene
keine pathogenetisch relevanten Mutationen, jedoch mehrere Single-Nucleotide-
Polymorphisms (SNPs) identfiziert (siehe Tabelle 3). SNPs sind genetische Varianten
der Referenzsequenz, welche entweder keine Veridnderung der Aminosdurenabfolge
bedingen (synonyme SNPs) oder zwar zur Verdnderung einer Aminosédure fithren

(nicht-synonyme SNPs), aber auch im Erbgut gesunder Individuen gefunden werden.
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Tabelle 19: Exonische SNPs der sechs Kandidatengene mit Angabe des Effektes auf

Proteinebene, der Referenz und der Anzahl der Patienten, bei denen der SNP festgestellt

wurde.
Gen SNP Effekt auf Referenz Anzahl der
Proteinebene Patienten
POMT1 c.[1113 C>T] + [=] p-(=) NCBI- SNP 1
rs3739494
POMT2 c.[1026 G>A] + [=] p.(=) Neuer SNP 1
c.[1383 G>A] + [=] p.(=) NCBI-SNP 3
152270419
c.[1383 G>A] + p.(=) NCBI-SNP 7
c.[1383 G>A] rs2270419
c.[1911 T>Gl+ [=] p-(=) NCBI-SNP 2
rs3209079
c.[1911 T>G] + p-(=) NCBI-SNP 6
c.[1911 T>G] rs3209079
POMGnT1 | c.[681 A>G] + [=] p-(=) NCBI-SNP 2
1s2292487
c.[681 A>G] + p-(=) NCBI-SNP 2
c.[68]1 A>G] 1s2292487
Fukutin c.[166 C>T] + [=] p-(Arg56Cys) NCBI-SNP 1
rs41277797
c.[608 G>A] + [=] p.(Arg203Gln) | NCBI-SNP 1
rs34787999
c.[81026 C>A] + [=] |p.(=) NCBI-SNP 1
rs17309806
FKRP c.[135 C>T] +[=] p-(=) NCBI-SNP 2
1s2287717
LARGE c.[435 C>T] + [=] p-(=) NCBI-SNP 2
rs86487
c.[435 C>T + p-(=) NCBI-SNP 1
c.[435 C>T] rs86487
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3.2.10 Splice-Varianten

AuBer den beiden bereits beschriebenen Splicing-Veridnderungen wurden bei den zehn
Patienten keine als pathologisch zu wertenden Auffilligkeiten des Splicings festgestellt.
Es fielen jedoch sowohl bei den Patienten als auch bei den gesunden Kontrollen

mehrere physiologische Splice-Varianten auf (sieche Tabelle 20).

Tabelle 20: In den Sequenzierungen der Patienten- und Kontrollproben identifizierte
Splice-Varianten. Pro Patient bzw. Kontrollprobe und Gen wurden durchschnittlich fiinf

Transkripte sequenziert.

Gen / Splice-Variante Anzahl der betroffenen | Relativer Anteil der

Transkripte Variante an den insgesamt
untersuchten Transkripten

POMT1

Exon2und 3 vorhanden | 39 0,54

Exon 2 -Skipping | 10 0,14

Exon 3 -Skipping | 2 0,03

Exons 2 und 3 -Skipping | 21 0,29

Summe 72 1

POMT1

Exon 8’ vorhanden | 16 0,22

Exon 8’ -Skipping | 56 0,78

Summe 72 1

POMGnT1

Exon 8 vorhanden | 6 0,9

Exon 8 -Skipping | 61 0,1

Summe 67 1

Vor allem bei der Sequenzierung der POMT1-Transkripte zeigten sich verschiedene
mRNA Varianten. Hier fiel insbesondere ein Skipping von Exon 2 und/ oder Exon 3 bei
45,8% der untersuchten Transkipte auf. Die Bedeutung dieser Varianten, welche das
aktuell propagierte ATG-Initiations-Codon eliminieren und/ oder das offene Leseraster
unterbrechen, ist bislang nicht vollstindig erkldrt. Erstmals beschrieben Jurado et al.

diese Auffilligkeit und schlugen ein weiter stromabwirts gelegenes ATG als
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alternatives Initiations-Codon vor, welches in der Generierung eines verkiirztes Proteins
resultiert (Jurado et al. 1999). Als weitere, auch von Jurado et al. vorbeschriebene
hiufige Variante der POMT1- Transkription fiel ein Skipping der ersten 66 Basenpaare
des 8.Exons (auch als Exon 8’ beschrieben) in 77, 8% der Transkripte auf. In unserem
Fall war also die Variante, die das Exon 8’ nicht beinhaltete, die hiufigere, wobei iiber
die funktionelle Bedeutung der iibersprungenen 22 Aminosiuren bislang nichts bekannt
ist. Bei der Sequenzierung der POMGnT1-Transkripte zeigte sich ein Skipping des
achten Exons bei 9% der Transkripte, eine Splice-Variante, iiber deren Funktion

ebenfalls bislang nichts Genaues bekannt ist.

3.2.11 Real-Time PCR zur Bestimmung der Expression der Zielgene

Als weiterer Schritt der Suche nach den molekulargenetischen Ursachen der
a-Dystroglykanopathien fiihrten wir Real-Time PCR-Experimente zur Quantifizierung
der Expression der sechs Kandidatengene durch. Hierbei sollten einerseits Defekte der
Regulation aufgedeckt, andererseits die Effekte der gefundenen Mutationen auf die

Expression der sechs Gene analysiert werden (siehe Tabelle 21).

Tabelle 21: Ergebnisse der Real-Time PCRs zur Messung der Expression der Zielgene
in Fibroblasten der Patienten in Relation zu gesunden Kontrollen (AACt-Werte). Rot
markiert sind die betroffenen Gene der Patienten, bei denen Mutationen nachgewiesen
wurden. Expressionswerte, die mehr als 30% von denen der Kontrollen abweichen, sind

beige hinterlegt.

POMT1 POMT2 POMGnT1 | Fukutin FKRP LARGE
Patient 1 1,43+0,22 | 096 +0,13 | 1,25+0,34 | 0,86 +0,13 | 1,50 = 0,49
Patient 2 0,94 £ 0,27 0,90+0,20 | 0,84 +£0,29 | 0,72 £ 0,16 | 1,21 +0,33
Patient 3 0,74 +0,18 { 0,98 £0,19 | 0,77 £0,16 | 1,24 +0,45 | 0,57 +0,12 | 1,09 £ 0,30
Patient 5 1,03+0,23 | 1,05+0,16 | 0,99 £ 0,16 | 1,20 +0,38 | 0,87 £0,14 | 0,99 £ 0,31
Patient 6 0,78 +0,21 | 1,06 £0,21 | 0,91 £0,17 | 1,16 +0,33 | 0,99 £0,19 | 0,90 + 0,30
Patient 7 1,04 £0,23 | 1,00+ 0,15 | 1,13 +0,17 | 1,43+0,40 | 0,84 £ 0,13 | 1,42 +0,39
Patient 8 0,69 +0,28 | 0,69 £0,25 | 0,47 £0,18 | 0,60 +0,31 | 0,92 £0,34 | 0,63 £ 0,23
Patient 9 0,81+0,21 | 1,10 £ 020 - 1,23 +0,39 | 0,72 £ 0,19 | 1,75 £ 0,55
Patient 10 | 1,04 +0,22 [ 1,51 +0,20 | 1,13 £0,14 | 1,50+ 0,40 | 0,92 +0,12 | 1,18 £ 0,34
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Zunichst fiel auf, dass die Expression der drei Gene, welche Mutationen tragen, bei den
betroffenen Patienten in allen drei Fillen reduziert war. Am Eindriicklichsten war
hierbei der Wert der POMT1-Expression bei Patient 1, welcher eine Reduktion der
Expression auf 12 % der Kontrollwerte anzeigte (siehe Abbildung 18). Dagegen war
die POMT2-Expression bei diesem Patienten leicht erhoht.

AN-Ctratio

0
FOMTI POMT?2 POMGNnTI Fukutin  FKRP LARGE

Abbildung 18: Expression der Kandidatengene in Fibroblasten des ersten Patienten in
Relation zu den Kontrollen. Die Fehlerbalken geben die Standardabweichungen wieder.
Die POMTI1-Transkription ist auf 0,12 * 0,03 reduziert, die POMT2-Expression
hingegen auf 1,43 £ 0,22 erhoht.

Die Real-Time PCR-Ergebnisse des zweiten Patienten zeigten, wie bereits in 3.2.4
bestimmt, eine Reduktion der POMT2- mRNA auf ca. die Hilfte der Kontrollwerte an
(siehe Abbildung 19). Bei der Interpretation dieses Befundes muss jedoch die Deletion
des betroffenen POMT2-Abschnittes auf einem Chromosom des Patienten
beriicksichtigt werden. Die Expressionswerte der weiteren Kandidatengene waren, bis

auf eine leichte Reduktion der FKRP-Transkription, unauffillig.
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Abbildung 19: Expression der Kandidatengene in Fibroblasten des zweiten Patienten in
Relation zu den Kontrollen. Die Fehlerbalken geben die Standardabweichungen wieder.

Die POMT2-Transkription ist auf 0,56 + 0,12 reduziert.

In den Proben des Patienten, bei dem die POMGnT1-Splice-Site-Mutation vorlag,
Patient 9, war die POMGnT1-Expression auf 58 + 11% herabgesetzt und die LARGE-
Expression um 55% der Kontrollwerte erhoht (siehe Abbildung 20).

Des Weiteren wurden bei drei der Patienten, bei denen keine Mutation festgestellt
worden war, interessante Verdnderungen der Expression der fiir die a-Dystroglykano-
pathien relevanten Gene beobachtet. So fiel bei Patient 3 eine Reduktion der FKRP-
Expression auf 57 + 12% auf. Bei Patient 8 waren hingegen die Expressionswerte
samtlicher Kandidatengene aufler FKRP herabgesetzt. Schlielich war die POMT2-
Expression bei Patient 10 auf 151 + 20 % erhoht.

Insgesamt betrachtet waren die erhobenen Abweichungen der Expression der
Kandidatengene gering. Abgesehen von den Werten der POMT1-Transkription des 1.
Patienten iiber- bzw. unterschritt die Expression nicht eine Verdopplung bzw. eine

Halbierung der Referenzwerte.
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Abbildung 20: Expression der Kandidatengene in Fibroblasten des neunten Patienten in
Relation zu den Kontrollen. Die Fehlerbalken geben die Standardabweichungen wieder.

Die Expression des POMGnT1-Gens ist auf 0,58 + 0,11 reduziert. Die LARGE-

Expression ist auf 1,75 + 0,55 erhoht.
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4. Diskussion

4.1 Klinische Befunde

Die klinischen Befunde der zehn Patienten zeigen das Spektrum der schweren Formen
der a-Dystroglykanopathien auf. Die Diagnosestellung eines WWS bzw. einer MEBD
erfolgte nach den etablierten diagnostischen Kriterien (Cormand et al 2001, Dobyns et
al 1989). Fiir die Diagnose einer MEBD werden hiernach eine CMD, cerebrale
Malformationen einschlieBlich einer Typ-II-Lissencephalie und oculidre Verdnderungen
gefordert. Bei Vorliegen einer schweren CMD, Typ-II-Lissencephalie, cerebelldren und
retinalen Malformationen ist die Diagnose eines WWS zu stellen. Das Vorhandensein
einer occipitalen Encephalocele ist in diesem Rahmen ein hinreichendes, jedoch nicht
notwendiges Kriterium fiir die Diagnose des WWS.

Die Kriterien CMD, Typ-II-Lissencephalie und oculdren Malformationen werden von
allen 10 Patienten unserer Studie erfiillt. Bei 7 Patienten bedingt allein die zusétzlich
bestehende Encephalocele die Diagnosestellung eines WWS. Bei den anderen 3
Patienten war insbesondere die Schwere der Typ-II-Lissencephalie und des
Hydrocephalus ausschlagend fiir die diagnostische FEinordnung. Auch die
opthalmologischen Befunde waren bei den WWS-Patienten ausgeprigter als bei den
MEBD-Patienten. So lag z.B. bei 6 der WWS- und keinem der MEBD- Patienten eine
Mikropthalmie vor. Defekte des vorderen Augenabschnittes lagen ebenfalls bei 6 der
WWS- und keinem der MEBD-Patienten vor.

Muskeldystrophie und Einschrinkung der motorischen Entwicklung waren bei den
WWS- Patienten besonders stark ausgeprigt. Die CK-Werte der WWS-Patienten lagen
iiber dem des MEBD-Patienten 9 (4980 + 2799 U/I versus 631 U/I), was auch
pathophysiologisch einen hohergradigen Funktionsverlust der betroffenen Glykans bzw.
Enzyms vermuten ldsst. In Bezug auf das erreichte Lebensalter gab es in unserer Studie
keinen signifikanten Unterschied zwischen den WWS- und MEBD- Patienten (16,3 +
12,6 Monate versus 11 = 5,7 Monate).

Auch wenn die oben genannten Diagnosekriterien formal eine eindeutige Zuordnung
des Syndroms erlauben, hingt diese von der z.T. subjektiv zu treffenden Bestimmung

des Schweregrades von Lissencephalie und Hydrozephalus ab.

54



4.2 Genetische Befunde

4.2.1 Sequenzierung der Kandidatengene

Die Sequenzierung der Zielgene POMT1, POMT2, POMGnT1, Fukutin, FKRP und
LARGE erbrachte bei drei Patienten, also bei 30% des untersuchten Kollektivs,
pathogenetisch relevante Mutationen. Bei den restlichen sieben Patienten wurden weder
Mutationen der kodierenden Sequenz noch Transkriptvarianten, die auf Mutationen

vorhandener oder kryptischer Splice-Sites hinweisen, identifiziert.

Der Anteil auffilliger genetischer Befunde war somit geringer als in der Studie von
Bouchet et al., die bei 54% von 47 untersuchten Féten mit Typ II Lissenzephalie einen
genetischen Defekt identifizierten (Bouchet et al 2007). Auch bei Godfrey et al. lag der
Anteil positiver genetischer Befunde mit 60% der untersuchten WWS-Patienten und
47% der untersuchten MEBD-Patienten hoher (Godfrey et al. 2007). Currier et al. hatten
demgegeniiber lediglich bei 2 von 30 WWS- Patienten (7%) eine pathogenetisch
relevante Mutation identifizieren konnen (Currier et al. 2005). Die starke
Schwankungsbreite der Prozentzahl positiver Befunde lédsst sich am ehesten durch die
regionalen Verteilungsmuster, z.B. lokale Hiufungen bestimmter genetischer Defekte
durch Founder-Mechanismen, erkldren.

Zu beriicksichtigen ist, dass unsere Studie durch die Sequenzierung auf cDNA-Ebene
ein umfassenderes Mutationsscreening als die mittels gDNA-Sequenzierung erfolgten

oben genannten Studien erlaubte.

4.2.2 Real-Time PCR-Experimente

Zur weiteren Erforschung der Rolle der sechs Kandidatengene in der Pathogenese der
a-Dystroglykanopathien bestimmten wir ihre Genexpression mittels Real-Time PCR.
Aufgrund der niedrigen Zahl beschriebener Mutationen in den Kandidatengenen hatten
wir die Hypothese, dass Mutationen iibersehen wiirden, die regulatorische Funktionen
aufweisen. Da diese sowohl in der 3"als auch 5° UTR der Gene liegen konnten und auch
trans- und cis-aktive regulatorische Elemente in der Intronsequnez von Genen
beschrieben sind, fiihrten wir Expressionsanalysen durch, da so alle regulatorischen
Einfliisse auf die Genexpression unabhéngig von der Lokalisation oder Ursache
aufgedeckt wiirden. AufBer der Verringerung der POMT1-Expression bei dem 1.
Patienten, welche, wie spiter niher erldautert wird, wahrscheinlich auf einen sekundiren

Effekt zuriickzufiihren ist, konnten in unserem Patientenkollektiv keine Abweichungen
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der Expression die eine krankheitsverursachende Wirkung annehmen lie3en, festgestellt
werden. Somit lieBen sich Defekte von Promotorregionen und Transkriptionsfaktoren
der Expression der sechs Gene als Erkrankungsursache bei den zehn Patienten

weitestgehend ausschlieBen.

Geringe Verdnderungen der Expression, wie sie bei drei der sieben Patienten ohne
Mutationsnachweis festgestellt wurden (Reduktion der FKRP-Expression bei Patient 3,
Erhohung der POMT2-Expression bei Patient 10, Reduktion sdmtlicher Kandidatengene
bis auf FKRP bei Patient 8) sind am ehesten als sekundire Effekte zu werten und lassen
ibergeordnete Regulationsmechanismen und moglicherweise kompensatorische Effekte
der tatsdchlich bei den Patienten vorliegenden Mutationen vermuten, die durch
Mutationen in anderen, noch nicht der Erkrankungsgruppe zugeordneten Genen

verursacht sein konnten.

Ein weiteres Ziel der Real-Time-PCR-Experimente war es, die Auswirkungen der
vorliegenden Mutationen auf die Expression aller sechs Gene zu erfassen und hierdurch
Riickschliisse auf die Wechselbeziehungen innerhalb des O-Mannosylierungs-
Stoffwechsels zu ziehen. Diesbeziiglich wurden bei allen drei Patienten, bei denen
Mutationen vorlagen, Veridnderungen der Expressionswerte festgestellt - insbesondere

stets eine Verringerung der mRNA des die Mutation beherbergenden Gens.

Im Folgenden wird auf Befunde der einzelnen Patienten néher eingegangen.
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4.3 Befunde von Patient 1

Die Mutation c.1540 C>T (p.R514X) des POMTI1-Genes, die bei Patient 1 in
homozygoter Konstellation bestand, war bereits, ebenfalls homozygot, bei einem
tirkischen WWS-Patienten beschriecben worden (Yis et al. 2007). Bei diesem
minnlichen Patienten bestand, genau wie bei unserem Kasus, ein ausgeprigter
Hydrozephalus, der eine ventrikuloperitoneale Shunt-Anlage notwendig machte, eine
Typ II-Lissenzephalie und eine pontozerebellire Hypoplasie. Interessant ist, dass bei
dem von Yis et al. untersuchten Patienten im Gegensatz zu unserem Fall keine
Enzephalozele bestand. Hieraus lédsst sich schlieBen, dass die homozygote Mutation
p-R514X zwar eine schwere neuronale Migrationsstorung, nicht jedoch in jedem Fall
eine Enzephalozele bedingt. Der augenirztliche Befund des vorbeschriebenen Patienten
berichtet einen beidseitigen kongenitalen Katarakt und eine rechtsseitige
Retinaablésung. Ersteres lag ebenfalls bei unserem Patienten vor, bei dem zusitzlich
auch eine Mikrophthalmie diagnostiziert wurde. Die homozygote Mutation p.R514
scheint somit verschiedene Fehlbildungen des vorderen und hinteren Augenabschnittes
zu bedingen, die einerseits bei beiden Patienten vorlagen (Katarakt), andererseits nur bei
einem der beiden Patienten ausgeprigt waren (Retinaablosung, Mikrophthalmie). Die
Creatinkinase war bei dem von Yis et al. beschriebenen Patienten ebenfalls deutlich
erhoht (1850 U/I) und es bestand eine ausgeprigte muskuldre Hypotonie. Das
Lebensalter des Patienten wurde nicht angegeben. Abschlieend ergibt der Vergleich
der klinischen und radiologischen Befunde der beiden Patienten ein sehr dhnliches Bild,
wobei die Fehlbildungen bei dem von uns untersuchten Patienten etwas stérker

ausgeprégt scheinen.

Villanova et al beschrieben die Nonsens-Mutation p.R514X kombiniert heterozygot
mit der Missens-Mutation p.Q590H bei einem italienischen Patienten mit einem
verhiltnisméBig milden klinischen Bild (Villanova et al. 2000). Bei diesem Kind lag
eine ausgepridgte Muskeldystrophie vor, die mit einer Hypertrophie der
Wadenmuskulatur einherging. Es bestanden zwar eine Mikrozephalie und eine mentale
Retardierung, MR-tomographisch ergaben sich jedoch keine Zeichen einer Typ II-
Lissenzephalie. Der ophthalmologische Befund war unauffillig. Der Vergleich dieses
Phinotyps mit den beiden Fillen der homozygoten p.R514X- Mutation ldsst darauf
riickschlieBen, dass die Missens-Mutation p.Q590H die Funktion der
Glykosyltranferase weniger stark beeintrichtigt als die Mutation p.R514X. Dies
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erscheint durchaus plausibel, da die von uns beschriebene Mutation zu einem Verlust
der 234 carboxy-terminalen Aminoséduren des Proteins fiihrt — im Gegensatz zu einem

einzigen Aminosiuren-Austausch, der durch die Mutation p.Q590H bewirkt wird.

Wirft man einen Blick auf die Proteinstruktur der POMTI, die als Mitglied der
evolutionir konservierten Familie der Protein-O-Mannosytranferasen einem Aufbau aus
7 transmembranen Doménen und einer katalytischen, hydrophilen MIR-Doméne
zwischen der fiinften und sechsten Transmembran- Doméne folgt, wird deutlich, dass es
durch das PTC zu einem Verlust der beiden carboxy-terminalen Transmembran-
dominen kommt (siehe Abbildung 21) (Strahl-Bolsinger und Scheinost 1999). Die
vermutlich katalytische, nach den Anfangsbuchstaben der drei Enzymgruppen, bei
denen sie beschrieben wurde, den Mannosyltransferasen, den Inositol 1,4,5-Triphospat-
Rezeptoren und den Ryanodin- Rezeptoren, benannte MIR-Domine, bleibt dabei
erhalten. Es muss jedoch vermutet werden, dass durch den Verlust von fast einem
Drittel des Proteins eine ausgeprigte Verdnderung der Tertidrstruktur und ein

weitgehender Verlust der Proteinfunktion bewirkt wird.

MIR
COOH
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CoCrrreee la s eer ree cee f‘_f_frff.'.f_'r.
rrerereee e i e e ~re cecereer
v U zy-tasol

pR514X

Abbildung 21: Schematische Darstellung der Doménenstruktur der POMT1 mit Angabe
der Lokalisation des Teils des Proteins, der durch das mutationsbedingte PTC p.R514X
verloren geht (rote Klammer). Die Transmembran-Doménen sind von I bis VII
durchnummeriert. Die vermutlich katalytische MIR-Doméne liegt zwischen den

Transmembran-Doménen IV und V.
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Die Real-Time PCRs aus Fibroblasten dieses Patienten erbrachten insbesondere
aufgrund der deutlichen Reduktion der POMTI1-Expression einen eindriicklichen
Befund. Dieses Ergebnis ldsst sich am besten durch den Einfluss des Nonsens-mediated
mRNA-decay (NMD) erkldaren (Schell et al. 2002). Der Mechanismus des NMD
bewirkt einen Abbau von mRNA, die ein PTC enthilt, und verhindert hierdurch die
Generierung von verkiirzten, moglicherweise toxischen Proteinen. Die vorliegende
Nonsens-Mutation erfiillt die Kriterien fiir den NMD-vermittelten mRNA-Abbau.

Bei den Real-Time PCRs zeigte sich zudem eine leichte Erhohung der POMT2-
Expression. Da POMT1 und POMT2 ein Heterodimer formen und da fiir die
Glycosyltransferase-Aktivitdt die Koexpression beider Enzyme notwendig ist, ist zu
vermuten, dass das Dbeobachtete Expressionsmuster durch regulatorische,
moglicherweise auch kompensatorische Mechanismen entstanden ist (Manya et al.

2004).

Fir die Befunde des 1.Patienten ist zusammenfassend anzunehmen, dass das
mutationsbedingte PTC einen deutlichen Funktionsdefekt der POMT1 mit der Folge
einer ausgeprigten Hypoglykosylierung des a-Dystroglykans bewirkt und so zu dem
schweren klinischen Bild von neuronaler Migrationsstorung und Muskeldystrophie des

Patienten fiihrt.
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4.4 Befunde von Patient 2

Bei dem zweiten Patienten, bei dem ein schweres WWS bestand, lag die Kombination
einer Missens-Mutation und einer Frameshift-Mutation: ¢.[808 C>A; c.811delT]
p-(L2701;S271HfsX3) des POMT2-Gens vor, welche in der Generierung eines PTC
resultiert. Die erstmals in dieser Studie beschriebene Sequenzveridnderung ist
moglicherweise durch einen Deletions-Insertions-Mechanismus entstanden, d.h. eine
Deletion des Abschittes ,,CTTT“ und eine Insertion von ,,ATT“. Lokalisiert ist sie,

anders als die meisten bekannten POMT?2-Mutationen, nahe dem N-Terminus.

Die Protein-O-Mannosyl-Transferase 2 (POMT2) formt ebenso wie die POMT1 eine
helikale Struktur mit sieben Transmembran-Dominen. Auch fiir diese wird
angenommen, dass eine MIR-Doméne in Form einer zentralen hydrophilen Schleife, die
von fiinf amino- und zwei carboxy-terminal gelegenen transmembranen Ketten flankiert
wird, essentiell fiir die katalytische Funktion der Glykosyltranferase ist (Lommel et al
2008, Strahl-Bolsinger und Scheinost 1999, Willer et al. 2002). Durch das
mutationsbedingte PTC wird das Protein amino-terminal der MIR-Domiine beschnitten,
so dass davon auszugehen ist, dass das verkiirzte Protein keine Glykosyltransferase-
Aktvitdt mehr besitzt (siehe Abbildung 21). Bei der Analyse der POMT2-cDNA des
Patienten zeigte sich jedoch vorwiegend ein Skipping der Exone 3 bis 6. Die erginzend
durchgefiihrten Real-Time PCRs ergaben, dass das die Mutation tragende Exon 6 bei
tiber 80% der Transkripte herausgeschnitten wurde. Dieses alternative Splicing

schneidet unter Beibehaltung des Leserahmens die Nonsens-Mutation heraus.

Das Uberspringen der 4 Exone kann somit als Korrekturmechanismus interpretiert
werden. Obwohl dem aus dem alternativen Splicing resultierende Protein Teile der
amino-terminal gelegenen Transmembran-Doméinen fehlen, ist die katalytische Doméne

erhalten und eine residuale Enzym-Funktion theoretisch moglich.
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Abbildung 22: Schematische Darstellung der Doménenstruktur der POMT2 mit Angabe
der Lokalisation des Teils des Proteins, der durch das mutationsbedingte PTC verloren
geht (rote Klammer) und dem Bereich, der durch das alternative Splicing geskippt wird
(schwarze Klammer). Die Transmembran-Dominen sind von I bis VII
durchnummeriert. Die vermutlich katalytische MIR-Domine liegt carboxy-terminal der
Mutation und wird als Folge des PTC abgeschnitten. Durch das Skipping der Exone 3

bis 6 wird die Mutation ausgeschnitten und die MIR-Doméne bleibt erhalten.

Durch welchen Mechanismus das Alternative Splicing-Muster hierbei entsteht, ist nicht
auf den ersten Blick ersichtlich. Weder eine Verdnderung der bestehenden Consensus
Splice-sites, noch die Generierung einer neuen Splice-site durch die Mutation konnte
mittels des von Shapiro et al entwickelten Splice-scores festgestellt werden (Shapiro
und Senapathy 1987). Anders geartete Einfliisse auf den Splicing-Mechanismus, wie
z.B. die Generierung von Cis-acting exonic signals oder Veridnderungen der
Sekundérstruktur der pre-mRNA durch die Mutationen wurden jedoch nicht weiter

gepriift (Buratti und Baralle 2004, Cooper und Mattox 1997).

Ebenso wie bei der Mutation des ersten Patienten sind auch in diesem Fall die Kriterien
des NMDs erfiillt (Rehwinkel et al. 2006). Es ist anzunehmen, dass NMD und/oder
Nonsense-associated altered splicing, ein bislang nur wenig erforschter und letztlich

nicht abschlieBend nachgewiesener Mechanismus des alternativen Splicings zur
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Kompensation von Frameshift-Mutationen, die Herabregulation der langen, das PTC
tragenden Transkripte bewirkt, wihrend die Gesamt-POMT2-Expression und somit
auch die Menge der verkiirzten, PTC-freien Transkripte, erhoht wird (Liu et al. 2001,
Wang et al. 2002).

Trotz der familidren Konsanguinitit und der scheinbaren Homozygotie der Mutation
c.[808 C>A; c.811delT] bei dem Patienten, konnten wir zeigen, dass die
Sequenzveridnderungen alleinig vom Vater vererbt wurden und aufgrund einer
genomischen Deletion zumindest groBer Teile des miitterlichen Allels in hemizygoter

Konstellation vorlagen.

Die Real-Time PCRs zur Bestimmung der Expression der sechs Zielgene erbrachten bis
auf die Halbierung der POMT2-Transkription normwertige Ergebnisse, insbesondere

keine Hinweise auf eine kompensatorische Erhohung der POMT1-Expression.

Der Vollstindigkeit halber muss noch erwihnt werden, dass sowohl die Mutation
c.[808 C>A; c.811delT] als auch die miitterliche Deletion in heterozygoter Form keine
Erkrankung bedingt, da sowohl die Eltern als auch die GroBeltern klinisch gesund sind.
Die Kombination beider Genveridnderungen bewirkt jedoch durch die ausgeprigte
Einschrinkung der POMT2-Funktion das bei dem Patienten vorliegende dramatische

klinische Bild.
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4.5 Befunde von Patient 9

Im Vergleich zu den beiden vorigen Patienten lag bei Patient 9 ein milderer Phénotyp
vor, der als MEBD Kklassifiziert wurde. Die zugrunde liegende homozygote POMGnT1-
Mutation ¢.1539+1 G>T, welche die konservierte GT-Donor-Splice-Site der Exon 17-
Intron 17/18-Grenze betrifft und zu einem in-frame Skipping des 17. Exons fiihrt,

wurde bereits von mehreren Arbeitsgruppen beschrieben.

So wurde sie schon bei der ersten Verdffentlichung zur Genetik der MEBD bei zwei
tirkischen Patienten mit mittelschwerer Typ II-Lissenzephalie, Hydrozephalus,
pontozerebelldrer Hypoplasie, Fehlbildungen der vorderen Augenkammer und einer
ausgepriagten Muskeldystrophie mit CK-Werten von 434 bzw. 42.271 U/I, somit einem
mit unserem Patienten vergleichbaren klinischen Bild, geschildert (Yoshida et al. 2001).
Mittels eines Enzymassays wurde die Aktivitdt des resultierenden Proteins in mit dem
defekten POMGnT1-Gen transfizierten HEK293T-Zellen mit unter 1% der Wildtyp-
Aktivitit gemessen (Manya et al. 2003).

Taniguchi et al befassten sich eingehend mit der Genotyp-Phénotyp-Korrelation der
iber 23 bekannten POMGnT1-Mutationen und postulierten, dass Mutationen nahe des
5¢-Terminus im Vergleich zu nahe dem 3 Terminus gelegenen Mutationen relativ
schwere, WWS-artige Symptome bedingen (Taniguchi et al. 2003). Fiir die Mutation
c.1539+1 G>T beschreiben die Autoren mit einer mittleren Lage im Gen einen
,»Kklassischen MEBD-Phénotyp. Diesen et al bestitigten die oben genannte Genotyp-
Phinotyp-Korrelation in ihrer Studie jedoch nicht (Diesen et al. 2004).

Die Protein O-Mannose-N-Acetylglucosaminyltransferase 1 (POMGnT1) hat als Enzym
des Golgi-Apparates einen anderen Aufbau als die beiden zuvor beschriebenen Enzyme
POMT1 und POMT2. Computermodellen zufolge gliedert sich das aus 660
Aminoséduren bestehende Protein in einen amino-terminal gelegenen zytoplasmatischen
Teil, eine Transmembran- und eine Stammdoméine. Die vermutlich katalytische UDP-
GIcNAC- und Mn?**-bindende Domiine umfasst die Aminosiuren 301 bis 530, woran
sich carboxy-terminal eine Substratbindende Domine anschlie3t (siehe Abbildung 23)
(Taniguchi et al. 2003, Yoshida et al. 2001). Die durch das mutationsbedingte Skipping

des 17.Exons bei Patient 9 entfallenden Aminoséduren 472 bis 513 liegen diesem Modell
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zufolge innerhalb der katalytischen Domine, sodass der weitgehende Verlust der

POMGnT1- Enzymaktivitit plausibel erscheint.

o Tt 7
Skipping Excni 17 \ COOH

Substratbindende
Katalytische Domine
Stamm- Domine )
Domiine Golgi- Apparat
rreercere rrererererecerererrereeTCCCrrrreneene
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Abbildung 23: Schematischer Aufbau der POMGnT1 mit Angabe der Lokalisation des
Teils des Proteins, der durch das mutationsbedingte Skipping des 17.Exons verloren
geht. Die entfallenden Aminosduren 472 bis 513 liegen innerhalb der katalytischen

Domiéne.

Die in der finnischen Population mit anndhernd 99% héaufigste POMGnT1-Founder-
Mutation c.1539 + 1 G>A betrifft interessanterweise dasselbe Basenpaar wie die von
uns beschriebene Mutation ¢.1539 + 1 G>T (Diesen et al. 2004). Anders als die G>T
Mutation fiihrt erstere zu einem read-through intronischer Sequenz, wodurch ein PTC
generiert wird. Das klinische Bild der betroffenen Patienten ist mit dem der Mutation

c.1539 + 1 G>T jedoch vergleichbar.

Die Real-Time PCR-Experimente zur Messung der Expression der sechs
Kandidatengene ergaben bei Patient 9 eine Reduktion der POMGnT1-Transkription auf
58 + 11% der Kontrollen. Da die verkiirzte POMGntl-mRNA nicht die Voraus-
setzungen fiir die Initiierung eines NMD erfiillt, kann die Herabregulation der
Expression durch diesen Mechanismen nicht erkliart werden. Saredi et al bestimmten
mittels Immunoblot bei 3 Patienten mit verschiedenen POMGnT1-Mutationen die
POMGnT1-Protein-Expression im Muskel (Saredi et al. 2012). Bei einem Patienten war

das Protein kaum nachweisbar, bei einem vermindert, beim dritten normwertig. Diese
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Befunde korrelierten nicht mit der Schwere der Erkrankung und deuteten, wie in
unserem Fall, auf bislang nicht erforschte, sekundire bzw. regulatorische Mechanismen

hin.

Bei unserem Patienten war die LARGE-Expression auf 1,75 + 0,55% der Kontrollwerte
erhoht. Barresi et al hatten bewiesen, dass eine Uberexpression von LARGE die
Glykosylierung  von  o-Dystroglykan in  POMGnT]1-defekten  Fibroblasten
wiederherstellt und schlugen daher fiir das LARGE-Protein eine regulatorische
Funktion im O-Mannosylierungs-Stoffwechsel vor (Barresi et al. 2004). In diesem
Kontext ldsst sich die bei Patient 9 beobachtete Hochregulation von LARGE auch als

Zeichen eines kompensatorischen Mechanismus werten.

In Zusammenschau der Befunde lédsst sich das klinische Bild der Muscle-Eye-Brain
Erkrankung des neunten Patienten auf den, durch das mutationsbedingte Skipping des
17.Exons bedingten, weitgehenden Verlust der Enzymaktivitit der POMGnT1
zuriickfiithren, wobei die klinische Ausprigung moglicherweise durch kompensatorische

Mechanismen abgemildert wird.
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4.6 Genotyp- Phanotyp-Korrelation

In unserem Patientenkollektiv waren POMTI1- und POMT2-Mutationen mit dem
klinischen Bild eines WWS, die POMGnT1- Mutation mit der MEBD assoziiert (siehe
Abbildung 24). Dies entspricht der in der Literatur beschriebenen losen Genotyp-
Phinotyp- Korrelation der a-Dystroglykanopathien und es erscheint durchaus plausibel,
dass Defekte des ersten Stoffwechselschrittes der O-Mannosylierung gravierendere
Auswirkungen als Defekte des zweiten Syntheseschrittes haben (Endo 2004, Van
Reeuwijk et al. 2005a).

WWS MEBD
POMT1
ST3GalT

et POMGnT B4GalT
Ser | |
Thr

2Manal 4GIcNAcB1 3Galpl Siao2
a-Dystroglykan

Abbildung 24: Grundstruktur der O- Mannose verkniipften Glykane mit Angabe der bei
unseren Patienten identifizierten defekten Enzyme und Zuordnung zu den betreffenden

klinischen Syndromen (modifiziert nach Beltran-Valero des Bernabe et al. 2002).

Je nach Art der Mutation und Auswirkung auf die Proteinstruktur sind jedoch fiir jedes
der Kandidatengene von dieser Beziehung abweichende Konstellationen
vorbeschrieben. So sind z.B. POMT1-Mutationen bekannt, die vermutlich eine Rest-
Enzymaktivitit zulassen und sehr milde, Gliedergiirteldystrophie-artige Phinotypen
ohne zerebrale Fehlbildungen bedingen (van Reeuwijk et al. 2006). Die klinischen
Bilder der Patienten, bei denen bislang keine Mutation identifiziert werden konnte, sind
dabei von denen der Patienten mit nachgewiesener Mutation nicht zu unterscheiden.
Hieraus resultiert, dass die Unterteilung der o—Dystroglykanopathien in die jeweiligen
Syndrome letztlich eine rein klinische Definition bleibt und die Abgrenzung der
Krankheitsbilder nicht in jedem Fall moglich sein kann (Godfrey et al. 2007, van
Reeuwijk et al. 2005a). Die verschiedenen Syndrome der o—Dystroglykanopathien
sollten daher viel eher als Spektrum einer gemeinsamen molekulargenetischen Ursache

verstanden werden, wobei die Auspriagung der Erkrankung von dem jeweils betroffenen
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Gen, der Art der Mutation und der Auswirkung auf die Proteinfunktion abhéngt.
Auch die von Sparks und Ecsolar vorgeschlagene Klassifikation der muskulidren
Dystrophie- Dystroglykanopathien (MDDG) bietet keine fiir die klinische Anwendung
befriedigende Losung. Die Einteilung der klinischen Schwergrade erfolgt hier nur in
dullerst groben Kategorien (kongenital mit Gehirn- und Augenfehlbildungen, kongenital
mit mentaler Retardierung, Gliedergiirtel-Typ) und fiir das Gros der Patienten ohne

Mutationsnachweis bietet die Klassifikation keine Kategorie.
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4.7 Zusammenschau und Ausblick

Die vorliegende Arbeit erbringt eine detaillierte Darstellung der klinischen und
genetischen Befunde von zehn Patienten mit dem klinischen Bild eines Walker-
Warburg Syndroms oder einer Muscle-Eye-Brain Erkrankung. Die Suche nach den
molekulargenetischen Ursachen der Syndrome erfolgte auf mehreren Ebenen, die das
Mutationsscreening auf Transkriptstufe, die Untersuchung von Splice-Varianten und die
Messung der Expression der sechs Kandidatengene beinhalteten. Hierdurch wurde das
ibliche diagnostische Spektrum auf Defekte von Gentranskription und -expression
erweitert. Bei drei Patienten des Studienkollektives wurde der zugrundeliegende
Gendefekt identifiziert und seine Auswirkungen auf die Expression der Kandidatengene
nidher untersucht. Bei sieben Patienten des Studienkollektivs wurde weder eine
pathogenetisch  relevante  Mutation, noch signifikante  Auffilligkeiten der
Transkriptsequenzen oder Hinweise auf regulatorische Mutationen gefunden. Anhand
klinischer Kriterien lieBen sich die drei Patienten, bei denen Mutationen nachgewiesen

wurden, nicht von den restlichen sieben Patienten unterscheiden.

Insbesondere weil der zugrundeliegende Gendefekt vieler der am schwersten
betroffenen Patienten bislang unbekannt ist, ist mit der weiteren Erforschung der
molekularbiologische  Grundlagen des O-Mannosylierungs-Stoffwechsels die
Identifikation neuer Kandidatengene der o-Dystroglykanopathien von vorrangiger
Bedeutung fiir die zukiinftige Forschung. So muss man davon ausgehen, dass fiir die
Synthese der O- Mannose- verkniipften Glykane wesentliche Proteine und
Mechanismen bislang nicht bekannt sind. Zudem fehlen weiterhin genaue Kenntnisse
tiber die Funktionen der Proteine Fukutin, FKRP, LARGE, ISPD, 3GNT1, GTDC2,
TMEMS und 3GALNT2 und die Regulationsmechanismen innerhalb des O-

Mannosylierungs-Stoffwechsels.

In diesem Kontext stellt die vorliegende Arbeit, insbesondere durch die detaillierte
Analyse von Transkriptsequenzen und Genexpression samtlicher zu Beginn der Studie
bekannter Zielgene bei jedem der untersuchten Patienten, einen weiteren Baustein zum
Verstindnis der ,,orphan diseases* Walker-Warburg Syndrom und Muscle-Eye-Brain

Erkrankung dar.
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5. Zusammenfassung
Das Walker-Warburg Syndrom (WWS) und die Muscle-Eye-Brain Erkrankung

(MEBD) sind sehr seltene Erkrankungen aus der Gruppe der a-Dystroglykanopathien,
bei denen der Aufbau der O-Mannose verkniipften Glykane am a-Dystroglykan gestort
ist. Konsekutiv sind die neuronale Migration und die Integritit der Muskulatur gestort.
Das klinische Bild der Patienten wird durch die Trias aus muskuldrer Dystrophie,
okuldren und zerebralen Fehlbildungen bestimmt. Die Lebenserwartung der Patienten
ist deutlich verkiirzt. Bislang wurden bei den a-Dystroglykanopathien Mutationen in elf
verschiedenen Genen beschrieben. Bei der Mehrzahl der WWS-Patienten ist der
zugrunde liegende genetische Defekt jedoch bis heute nicht bekannt.

Die vorliegende Arbeit bietet eine detaillierte Untersuchung und Darstellung der
klinischen und genetischen Befunde von zehn Patienten bei denen ein WWS oder eine
MEBD diagnostiziert wurde. Hierfiir erfolgte die Sequenzierung der Kandidatengene
POMTI1, POMT2, PomGnT1, Fukutin, FKRP und LARGE auf cDNA-Ebene. Mittels
Real-Time PCR wurde zudem die Expression der sechs Gene sowie das Auftreten
bestimmter Splice-Varianten in Fibroblasten der Patienten analysiert.

Bei drei Patienten wurden Mutationen in den Kandidatengenen identifiziert: Bei jeweils
einem Patienten eine homozygote Mutation der Gene der POMT1 (c.1540 C >T) und
POMGnT1 (c.1539+1 G>T), sowie die Kombination der bislang nicht beschriebenen
POMT2-Mutation c.[808 C>A, c.811delT] und einer genomischen Deletion des zweiten
POMT2-Allels bei einem dritten Patienten. Bei sieben Patienten fanden sich in den
untersuchten Genen keine Mutationen, wobei sich diese Patienten anhand klinischer
Kriterien nicht von denen mit nachgewiesener Mutation unterscheiden lieen. Die
Quantifizierung der Genexpression mittels Real-Time PCR zeigte bei den drei
beschriebenen Mutationen eine Verminderung der Expression des betroffenen Gens, im
Falle der POMT1-Mutation zudem eine gesteigerte POMT2-Expression und im Falle
der POMGnTI1-Mutation eine Erhohung der LARGE-Expression. Bei den iibrigen
sieben Patienten bestanden keine Hinweise auf Defekte von Promotoren oder
Transkriptionsfaktoren. Mittels ergéinzender Real-Time PCR-Experimente wurden die
Auswirkungen der POMT2-Mutationen auf das Alternative Splicing charakterisiert
sowie das Vorliegen der Hemizygotie der POMT2-Mutation bestitigt.

Dies ist die erste Studie, die neben der Sequenzanalyse auch die Expression und das
Splicing der Kandidatengene der a-Dystroglykanopathien bestimmt und somit einen
weiteren, neuen Baustein fiir ein besseres Verstindnis der Regulation und Interaktion
innerhalb des O-Mannosylierungs-Stoffwechsels darstellt.

69



6. Abkiirzungsverzeichnis

B3GALNT?2
B3GNTI
CDG
cDNA
CK
CMD

Ct
DAGI1
DGC
DNA
ECM
FKRP
gDNA
GTDC2
ISPD
LGMD
MDC
MDDG

MEBD
mRNA
MRT
NMD
PCR
POMGnT
POMT
PTC
RNA
RT

SNP
TMEMS
UTR
WWS

B-1,3-N-Acetylgalactosaminyltransferase 2
B-1-3-N-Acetylglucosaminyltransferase 1
Congenital disorders of glycosylation
Complementary DNA

Creatine kinase

Congenital muscular dystrophy

Cycle threshold

Dystrophin-associated glycoprotein 1, Dystroglykan
Dystrophin- Glykoprotein- Komplex
Desoxyriblonucleic acid

Extracellular matrix

Fukutin related protein

Genomic desoxyriblonucleic acid
Glycosyltransferase-like domaine-containing protein 2
Isoprenoid synthase domain-containing gene
Limb-girdle muscular dystrophy

Muscular dystrophy, congenital

Muskulédre Dystrophie-Dystroglykanopathien mit Gehirn- und
Augenfehlbildungen

Muscle-Eye-Brain Disease

Messenger ribonucleic acid
Magnetresonanztomographie

Nonsense mediated decay

Polymerase chain reaction

Protein O-Mannose-N-Acetylglucosaminyltransferase
Protein-O-Mannosyltransferase

Premature termination codon

Ribonucleic acid

Reverse transcriptase
Single-Nucleotide-Polymorphism

Transmemebrane protein 5

Untranslated region

Walker-Warburg Syndrom
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