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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Hereditare Einschlusskérpermyopathie

Die Einschlusskoérpermyopathie (inclusion body myopathy/myostitis, IBM) ist eine
Erkrankung des Skelettmuskels. Der Begriff wurde erstmals 1971 eingefuhrt [Yunis
und Samaha 1971]. Es gibt eine sporadische Form (sIBM) und eine hereditare
(hIBM).

Die hIBM, auch bekannt als distal myopathy with rimmed vacuoles (DMRV) oder
Nonaka Disease, gilt als nicht-entziindliche Erkrankung [Mitrani-Rosenbaum et al.
1996], deren Pathogenese genetischer Natur ist. Sie ist Gegenstand dieser

Dissertation.

1.1.1 Geschichte

Bereits 1981 wurde erstmals von Nonaka et al. eine familidre distal betonte
Myopathie mit intrazellularen Vakuolen und lamellarer Korperbildung in den
Muskelfasern bei zwei japanischen Familien beschrieben. Die Entdeckung gab dieser
neuartigen Erkrankung dann auch den Namen: distal myopathy with rimmed
vacuoles (DMRV), zum Teil wurde sie aber auch nach dem Entdecker als Nonaka
Disease benannt.

1984 beschrieben Argov und Yarom eine dhnliche distale Myopathie unter iranischen
Juden mit relativem Ausschluss der Quadrizeps-Muskulatur auch im weiteren Verlauf
der Erkrankung. 1993 pragten Askanas und Engel den Begriff ,hereditare
Einschlusskorpermyopathie® flr diese Erkrankung. Es wurde bewusst der Begriff
~-Myopathie“ anstelle von ,Myositis* gewahlt, da ein entzindlicher Prozess in der
hereditaren Variante bis dahin nicht beschrieben worden ist [Askanas und Engel,
1993] und dies der Begriff ,Myositis“ suggerieren wirde. 1996 wurde dann der
Genlocus fur die hereditare Einschlusskérpermyopathie auf Chromosom 9pl-gl
entdeckt [Mitrani-Rosenbaum et al. 1996]. 2001 konnte klar beschrieben werden,
dass eine Mutation im UDP-N-acetylglucosamine 2-epimerase/N-acetylmannosamine
kinase-Gen (kurz GNE-Gen) fir die Entstehung des Kklinischen Phanotyps

verantwortlich ist [Eisenberg et al. 2001]. 2002 wurde bewiesen, dass die DMRV und
-1-
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die hiIBM die gleiche Erkrankung sind. Beide Erkrankungen weisen Mutationen im
GNE-Gen als grundlegende Pathogenese auf [Nishino et al. 2002]. Allerdings weisen
die verschiedenen Formen der Erkrankung auch ein unterschiedliches
Mutationsspektrum auf, was auch die variable Auspragung der Symptomatik erklart
(siehe unten). Bis heute sind Uber 50 unterschiedliche autosomal rezessiv und
autosomal dominant verlaufende Mutationen im GNE-Gen bei Patienten mit
hiIBM/DMRV bekannt (Punkt-Mutationen, Deletionen und Insertionen) [Broccolini et
al. 2009]. Am verbreitesten sind die Punktmutation p.M712T bei der hereditaren
Einschlusskérpermyopathie, vorwiegend bei persischen Juden und Familien aus dem
mittleren Osten [Eisenberg et al. 2001], und die missense-Mutation p.V572L, die bei
japanischen Patienten mit DMRV entdeckt worden ist [Arai et al. 2002]. 2007 gelang
es dann auch, ein Maus-Modell fir die GNE-D176V-Mutation zu generieren
[Malicdan et al. 2007], welches einen Klinischen Phanotyp &ahnlich der hIBM
entwickelt.

1.1.2 Symptomatik und Verlauf

Die hereditare  Einschlusskdrpermyopathie ist eine chronisch-progressive
Muskelerkrankung, die zu schwerer Muskelschwache und Muskelatrophie sowohl
distaler als auch proximaler Muskeln fihrt. Der Beginn der Erkrankung liegt meist
zwischen dem 15. bis 40. Lebensjahr mit einem mittleren Erkrankungsalter von 26
Jahren [Nonaka 1999]. Der klinische Phanotyp von Patienten mit hIBM/DMRYV zeigt
eine erhebliche Varianz an Auspragung und Muskel-Befallsmuster. In den meisten
Fallen ist der M.tibialis anterior der erste betroffene Muskel. Die Symptomatik
entspricht dann dem Befallsmuster der Erkrankung, wie zum Beispiel
Gehschwierigkeiten und Probleme beim Treppensteigen bei Befall des M. tibialis
anterior [Nonaka et al. 2005]. Es kénnen aber auch andere Muskeln zuerst von der
Erkrankung befallen werden, wie zum Beispiel die Finger- und Handmuskulatur, was
sich dann klinisch durch feinmotorische Schwierigkeiten darstellt [Nishino et al.
2005]. Insgesamt ist es eine langsam forstschreitende Erkrankung, deren Verlauf
schwer vorhersagbar ist, die nach drei bis zweiundzwanzig Jahren, im Durchschnitt
nach 12 Jahren, zu schwerer Behinderung fuhrt [Nishino et al. 2005, Nonaka 1999].
Fast in allen Fallen ist der M. quadriceps an dem Erkrankungsbild auch im

-2-
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fortgeschrittenen Stadium nicht beteiligt, was als einzigartig fir diese Erkrankung
beschrieben wird [Sadeh et al. 1993] und weshalb sie auch als Quadriceps sparing
myopathy bezeichnet werden kann. Allerdings zeigte eine Studie von
Ultraschalluntersuchungen bei hiIBM-Patienten 2007 eine sonographische
Beteiligung des M. rectus femoris bei fast allen Patienten [Adler et al. 2008]. Auch
Herz- und Atemmuskulatur sind in der Regel nicht involviert [Nonaka et al. 2005],
besonders die Herzfunktion sollte aber dennoch Gberwacht werden, da eine erhdhte
Anzahl an Herzrhythmusstérungen bis hin zu plétzlichem Herztod bei hIBM-Patienten
beobachtet wurde [Nishino et al. 2005]. Eine genauere Erklarung hierfir gibt es
bislang nicht. Es gibt auch einzelne Berichte Uber Patienten mit der Mutation im
GNE-Gen, die aber nie einen klinischen Phanotyp entwickelt haben [Nishino et al.
2005], ebenso wie Berichte tUber Patienten mit autosomal rezessiver IBM, aber ohne
Mutation im GNE-Gen [Di Blasi et al. 2000], was ebenfalls bisher nicht erklart ist.
Eine Erhéhung der Serum-Creatin-Kinase (CK) im Krankheitsverlauf als Marker fur

Muskelschadigung und Muskelerkrankung ist nicht oder nur gering zu sehen.

Es gibt auch andere Formen der hereditdren Einschlusskdrpermyopathie, die unter
verschiedenen Namen beschrieben und jeweils einen eigenen klinischen Verlauf und
verschiedene ethnische Verteilungsmuster aufweisen [Eisenberg et al. 2003]. Ein
Beispiel ist die ,Welander Myopathie®, eine dominant vererbte Erkrankung mit einer
Mutation auf Chromosom 2p13, beschrieben in Skandinavien, vorwiegend in den
mittleren und noérdlichen Teilen von Schweden und Teilen Finnlands [Ahlberg et al.
1999]. Sie zeigt eine ahnliche Muskelpathologie wie die hIBM und ebenfalls als
Erstes einen Befall der distalen Hand- und Ful3muskulatur. Der Erkrankungsbeginn

ist allerdings im Mittel deutlich spéater.

Ein weiteres Beispiel fir eine Unterform der hereditaren Einschlusskorpermyopathie
ist die autosomal dominant verlaufende Einschlusskdrpermyopathie Typ 3. Diese
Myopathie, beschrieben bei einer schwedischen Familie, manifestiert sich bereits bei
Geburt durch Kontrakturen und ist im Verlauf meist milde. Allerdings verlauft sie
langsam progressiv Uber 30 bis 50 Jahre [Martinsson et al. 2000]. Bei dieser
Erkrankung wurde eine missense-Mutation auf Chromosom 17p13.1, dem Gen fur
die schwere Kette des Myosins, entdeckt. Die Muskelfasern zeigen

histopathologische Kennzeichen wie atrophe Fasern und Vakuolen, die belegen,
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dass es sich auch hier um eine Variante der hIBM/DMRV handelt [Eisenberg et al.
2001].

1.1.3 Histopathologie und Pathophysiologie

In Muskelfasern von hiIBM-Patienten finden sich charakteristische, histopathologische
Veranderungen. Dazu gehoéren eine erhebliche Varianz bei der Grol3e der einzelnen
Muskelfasern und die Zentralisierung von Kernen als Ausdruck myopathischer
Veranderungen. Einige Muskelfasern enthalten Vakuolen, die unter dem
Elektronenmikroskop = phosphorylierte  Neurofilamente als Inhalt  zeigen.
Phosphorylierte Neurofilamente kommen allerdings auch im Zytoplasma Vakuolen-
freier Muskelfasern vor. Zudem gibt es im hIBM-Muskel auch immer eine erhebliche
Anzahl atropher Fasern. Bei einer weiteren immunohistochemischen Untersuchung
zeigt sich eine abnormale Akkumulation von APP und seinem toxischen Produkt (3-
Amyloid und des Antikdrpers SMI-31 als Indikator fur hyperphosphoryliertes Tau
[Broccolini et al. 2009] [siehe Abbildung 1]. Auch wenn in einzelnen Fallen
inflammatorische Infiltrate im hiIBM-Muskel beschrieben wurden [Yabe et al.2003], ist
gerade das Fehlen von Entzindung im Muskel der Unterschied zur sIBM [Askanas
und Engel 1998].
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Abb.1: Histopathologische Charakteristika im hIBM-Muskelgewebe A) zeigt eine H&E-
Farbung mit erheblicher GréRenvariation der Muskelfasern, sowie Fasern mit Vakuolen
(schwarze Pfeile) und Fasern mit internalisierten Nuclei (weiRe Pfeile), (die Aufnahme wurde
mit einem 20er Objektiv angefertigt), in Abbildung B) ist eine Muskelfaser positiv fir SMI-31
in der Immunhistochemischen Farbung dargestellt, in Abbildung C) zeigen sich Muskelfasern
positiv fur B-Amyloid.

Die Pathophysiologie der hIBM ist sehr komplex und bislang nicht genau verstanden.
Zu Grunde liegt eine Mutation im GNE-Gen, einem bifunktionalen Schlisselenzym
fur die Synthese von Sialinsdure. Das Enzym katalysiert zwei initiale Schritte in der
Biosynthese der Sialinsdure; zunachst die Umwandlung von UDP-GIcNAc zu
ManNAc und dann die Phosphorylierung zu ManNAc-6-Phosphat. Dieses wird dann
von weiteren Enzymen in mehreren Schritten zu Sialinsaure umgewandelt [Keppler
et al. 1999]. Mutationen kénnen sowohl die Epimerase- als auch die Kinase-Doméne
betreffen, wobei diese dann die andere Domaéane in ihrer Funktion nicht mit
einschrankt [Keppler et al. 1999]. Durch die Mutationen ist die Enzymaktivitat des
GNE-Enzyms um bis zu 68,2% reduziert [Noguchi et al. 2004].

Sialinsaure liegt am Glykolipid- und Oligosaccharid-Ende von Glykoproteinen auf
Zelloberflachen und ist fur deren zellulare Formation, Migration, Interaktion und
Stabilitat verantwortlich. Bei hIBM-Patienten wurde bislang keine Null-Mutation
entdeckt, sondern lediglich Mutationen, die eine Restenzymaktivitdt im Muskel
nahelegen [Malicdan et al. 2007]. Im Mausmodell zeigte sich, dass ein kompletter
Ausfall der GNE-Funktion fir den Embryo letal ist [Schwarzkopf et al. 2002].

Bei hIBM-Patienten wurde als Folge der Mutation im GNE-Gen eine geringere
Aktivitdt der Epimerase-Aktivitat in Lymphoblasten und Leukozyten-Zelllinien

beobachtet [Hinderlich et al. 2004]. An Myotuben von Muskelbiopsieproben von
-5-
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hiIBM-Patienten konnte gezeigt werden, dass diese geringer sialisiert sind [Malicdan
et al. 2007]. Auch eine Hyposialylierung von Glykoproteinen bei hIBM-Patienten im
Skelettmuskel konnte beobachtet werden [Saito et al. 2004]. Allerdings wurde auch
gezeigt, dass die Erkrankung nicht zu einer generellen Hyposialylierung der
Muskelzellen ex vivo fuhrt [Salama et al. 2005]. Auch wurden keine erniedrigten
Serumwerte fir Sialinsdure bei hiBM-Patienten oder eine geringere Sialylierung
anderer Organe aufR3erhalb des Muskels gefunden.

Publikationen Uber eine mdgliche Hyposialylierung der Muskelfasern bei hiBM-
Patienten sind sehr widersprichlich. Dennoch konnte gezeigt werden, dass das
hochphosphorylierte Neuronale Zell-Adhé&sions-Molekul (Poly-Sialated (PSA) NCAM)
auch bei Patienten, die keine Hyposialylierung im Muskelgewebe zeigen, eine
geringere Sialylierung von PSA-NCAM im Vergleich zu anderen Myopathien aufweist
[Ricci et al. 2006]. Eine weitere Theorie zu moéglichen Pathomechanismen unterstitzt
die Beobachtung, dass ebenfalls Neprilysin (NEP) im hiIBM-Muskel hyposialisiert ist.
NEP ist eine Metallopeptidase, welche B-Amyloid spalten kann. Die Hyposialylierung
reduziert sowohl seine Expression als auch die Enzymaktivitat und ist assoziiert mit
einer erhdhten B-Amyloid-Akkumulation in der Muskelfaser [Broccolini et al. 2008].
Des Weiteren wird diskutiert, ob eine Veranderung mitochondrialer Prozesse durch
die GNE-Mutation eine Rolle bei der Pathologie der hIBM haben kdnnte [Eisenberg
et al. 2008]. Die frihere Theorie, dass die Hyposialylierung von a-Dystroglykan,
einem Verbindungsprotein zwischen extrazellularer Matrix und Zytoskelett, einen
wesentlichen Einfluss auf die Ausbildung des Krankheitsbildes hat, ist inzwischen

verworfen worden [Broccolini et al. 2005].

Der genaue Mechanismus zwischen der Mutation und der Entstehung der

Muskelpathologie ist somit bisher ungeklart.
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1.1.4 Diagnostik und Therapie

Kriterien fur die Diagnosestellung der hIBM beinhalten 1. das Auftreten einer distal
betonten Muskelschwéache, 2. eine Nichtbeteiligung der Quadrizeps-Muskulatur auch
in weit fortgeschrittenen Stadien der Erkrankung, 3. friiher Beginn der Erkrankung vor
dem vierten Lebensjahrzehnt, 4. keine oder nur minimale Erhéhung der Serum-
Creatin-Kinase, 5. histologischer Nachweis von Vakuolen in Muskelfasern ohne
Hinweise auf Entzindung und 6. tubulofilamentare Einschlisse in der Muskelfaser
bei der elektronenmikroskopischen Untersuchung [Jay et al. 2009]. Eine positive
Familienanamnese flr Muskelschwache ist nicht obligat [Jay et al. 2009]. Auch die
intrazellulare Akkumulation von B-Amyloid im Muskel, sowie die Ablagerung von
Prion-Proteinen, phosphoryliertem Tau und weiteren Proteinen in Muskelfasern mit

Vakuolen sind wichtige Hinweise fiir die Diagnosestellung ,hIBM* [Griggs et al. 1995].

Bis heute ist keine effektive Behandlung der hereditdren Einschlusskérpermyopathie
verfligbar, um den Verlauf der Erkrankung aufzuhalten. Da gezeigt werden konnte,
dass hIBM-Muskelzellen, die mit Sialinsdure und/oder seinem Vorlaufermolekul
behandelt wurden, einen normalen Sialylierungsstatus bekamen [Noguchi et al.
2004], wurde die Gabe von Sialinsdure auch als mogliche Therapieoption diskutiert.
Eine Studie an Patienten zeigte dann zwar, dass es durch die kurzzeitige Gabe von
intravendsen Immunglobulinen, welche ebenfalls Sialinsdure enthalten, zu einer
vorribergehenden Verbesserung der klinischen Symptomatik kommt, aber die
Sialylierung im Gewebe und die Ausbildung der typischen Muskelpathologie davon
unbeeinflusst bleibt [Sparks et al. 2007]. In einer Einzelfallstudie konnte 2009 bei
einer Patientin mit weit fortgeschrittener hIBM ein Therapieversuch mit
intramuskularer Injektion von GNE mittels Liposomen unternommen werden, der bei
der Patientin lokoregional zu einer deutlichen Verbesserung der Muskelkraft, einer
transienten Erhohung der GNE-Expression und einer Erhdhung des
Sialylierungslevels im Muskel fihrte [Nemunaitis et al. 2010]. Dies ist mdglicherweise

ein Ansatz einer effektiven Therapie der hIBM fir die Zukunft.
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1.2 Marker fur Proteinakkumulation, Degeneration und Regeneration,
Entzindung und Zellstress

1.2.1 Einflihrung

In dieser Dissertation wurden Muskelbiospie-Proben von Patienten mit hIBM
bezuglich der Expression verschiedener Marker fur Proteinakkumulation,
Degeneration/Regeneration, Entziindung und Zellstress untersucht. Diese werden im

Folgenden kurz vorgestellt.

1.2.2 Marker fir Proteinakkumulation

1.2.2.1 Amyloid Precursor Protein (APP) und B-Amyloid

Amyloid Precursor Protein (APP) ist ein transmembrantses zelloberflachliches
Glykoprotein, durch dessen Prozessierung B-Amyloid gebildet werden kann. Es kann
transmembranos und im Golgi-Apparat oder endoplasmatischen Retikulum lokalisiert
sein und nimmt an vielen verschiedenen zellularen Prozessen wie z.B. intrazelluléare
Signalgebung, Membran-zu-Kern-Kommunikation, Zelladhasion und
Neuroproliferation teil. APP kommt ubiquitdar im Korper vor und liegt
gewebsspezifisch in drei verschiedenen Isoformen vor, die durch alternatives
Splicing der pra-mRNA entstehen und danach weiter postranslational prozessiert
werden. Die spezifische neuronale Isoform APPess liegt ebenfalls als
transmembrantses Molekul vor und kann proteolytisch gespalten werden. Durch 3-
und y-Sekretase entsteht das Spaltprodukt B-Amyloid mit seinen haufigsten
Isoformen ABi-z0 und ABi-42, deren Oligomerisierung zelltoxisch ist [Turner et al.
2003]. Im IBM-Muskel kommen die (3-Sekretasen BACE1 und BACEZ2 in Fasern mit
Vakuolen vor und ko-lokalisieren mit B-Amyloid. Es kénnen erhdhte BACE-Protein-
Werte gemessen werden, welche zu einer stark erhdhten AR;-s,-Produktion im IBM-
Muskel fuhren [Vattemi et al. 2003, Nogalska et al. 2010]. Es wird angenommen,
dass die dadurch entstehende B-Amyloid-Akkumulation in Muskelfasern der hiIBM
einen bedeutenden Anteil an der Entstehung der Muskelpathologie hat und sie
dadurch zur Degeneration des Muskels und zu Muskelschwache fihrt [Jayaraman et

al. 2008]. Zudem wird angenommen, dass B-Amyloid unter anderem die

-8-
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Proteasomaktivitdt mindert und dadurch die Ablagerung von Proteinen in der Zelle
fordert [Askanas et al. 2009].

1.2.2.2 Ubiquitin

Ubiquitin ist ein kleines, durch Zellstress induziertes Protein, welches unter anderem
fur die Prozessierung von Proteinen in Proteasomen verantwortlich ist. Studien
haben gezeigt, dass Ubiquitin ein Teil von Einschlusskdrperchen bei
neurodegenerativen Erkrankungen ist [Manetto et al. 1988] und dass auch
vakuolisierte Muskelfasern im IBM-Muskel Ubiquitin enthalten [Askanas et al. 1991].
Es konnte zudem gezeigt werden, dass eine abnormale Akkumulation von Ubiquitin
im IBM-Muskel mit der Akkumulation von B-Amyloid gemeinsam auftritt [Askanas et
al. 1993]. Auch mutiertes Ubiquitin (UBB*1) aggregiert im sIBM-Muskel, wo es zum
einen an einer Proteasom-Inhibition beteiligt ist und zum anderen die Aggregation
von B-Amyloid und phosphoryliertem Tau beeinflussen kann [Fratta et al. 2004].

1.2.2.3 Neurofilamente/phosphoryliertes Tau

Das Tau-Protein ist ein Zellprotein, welches an Mikrotubuli bindet und somit deren
Zusammenbau reguliert. Wie auch bei der sIBM akkumuliert phosphoryliertes Tau in
den Muskelfasern von hIBM-Patienten. Hier kommt es, sowohl in Vakuolen als auch
in Vakuolen-freiem Zytoplasma, in Form von kongophilen, gepaarten helikalen
Aggregaten von Filamenten vor [Mirabella et al. 1996]. In dieser Arbeit wird zur

Detektion von Neurofilament/Tau der Antikbrper SMI-31 verwendet.

1.2.3 Marker fur Degeneration und Regeneration

1.2.3.1 Desmin

Desmin ist ein Typ-3-Intermediarfilament und somit Teil des Zytoskeletts einer
Muskelzelle [Lazarides und Hubbard 1976]. Die Expression dieses Markers wurde im
Zusammenhang mit Muskelregeneration beschrieben und es konnte gezeigt werden,
dass es als zusatzlicher Hinweis auf Zellstress in Muskelfasern dienen kann [Muth et
al. 2009].
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1.2.3.2 Neuronal Cell Adhesion Molecule (NCAM)

NCAM st ein Adhé&sions-Molekil, dessen Aufgabe unter anderem in Zell-Zell-
Interaktion besteht und das wahrend der Myogenese exprimiert wird [Lyons et al.
1992]. Im reifen Muskel gilt es als Marker flir Regeneration bei Zellschadigung
[Winter und Bornemann 1999]. Im Rahmen der hIBM wurde kirzlich gezeigt, dass
die Expression von NCAM durch die GNE-Mutation dahingehend beeinflusst wird,
dass es eine erhohte elektrophoretische Mobilitdt aufweist und somit einen

maoglichen diagnostischen Marker darstellt [Broccolini et al. 2010].

1.2.4 Zellstress-assoziierte Marker

1.2.4.1 aB-Crystallin

aB-Crystallin gehort zur Gruppe der Hitzeschockproteine und ist als Chaperon fur die
Proteinfaltung und  Neufaltung fehlgefalteter  Proteine  zustandig. Bei
stoffwechselbedingtem Zellstress wird es verstarkt exprimiert [Bennardini et al. 1992].
Es gilt sowohl in morphologisch auffalligen als auch in normal erscheinenden sIBM-
Muskelfasern als Uberexprimiert [Banwell und Engel 2000]. aB-Crystallin-positive,
normal erscheinende sIBM-Muskelfasern wurden ,X-Fasern“ benannt und scheinen
eine zentrale Rolle in der frihen Phase der Muskelpathologie zu haben. Es konnte
zudem gezeigt werden, dass bei der sIBM die mRNA-Expression von APP und aB-
Crystallin positiv korrelieren und dass pro-inflammtorischer Zellstress die Expression
von aB-Crystallin und gleichzeitig von APP in Myotuben induziert [Muth et. al. 2009].

1.2.4.2 Major Histocompatibility Complex | (MHC-I)

Der Proteinkomplex MHC-I findet sich auf der Oberflache nahezu aller kernhaltigen
Zellen des Korpers und dient der Antigenprasentation fur die Immunerkennung,
findet sich aber normalerweise nicht auf gesunden Muskelfasern. Es konnte gezeigt
werden, dass fast alle nekrotischen Muskelfasern mit einer Invasion durch CD8*-
Lymphozyten und auch nicht-nekrotische IBM-Muskelfasern MHC-I auf ihrer
Zelloberflache exprimieren [Emslie-Smith et al. 1989]. Bei inflammatorischen

Myopathien, wie auch unter anderem bei der sIBM, gilt die Expression von MHC-I in
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der immunhistochemischen Farbung als Hinweis auf Antigen-vermittelte Zytotoxizitét
und als Hinweis auf Entztindung [Dalakas 1992]. In einer Studie aus dem Jahr 2008
konnte dann gezeigt werden, dass die Expression von MHC-I mit der von (3-Amyloid
und pro-inflammatorischen Markern MIG und IL-1B in sIBM-Muskelfasern ko-
lokalisierte [Schmidt et al. 2008].

1.2.4.3 Induzierbare Stickoxidsynthase (iNOS)

INOS ist ein Enzym, welches die Generierung von NO aus der Aminosaure L-Arginin
bewirkt und somit an oxidativem Zellstress beteiligt ist und ebenfalls in Muskelzellen
exprimiert wird [Williams et al.1994, Loffler et al. 2007]. Seine Expression wird unter
anderem von pro-inflammatorischen Zytokinen und aber auch von B-Amyloid
induziert [Baron et al. 2000], was die Uberexpression von iNOS in sIBM-Muskelzellen
erklaren kénnte [De Paepe et al. 2004]. Fur die hIBM wurde ebenso eine nicht weiter

quantifizierte Uberexpression von iNOS beschrieben [Yang et al. 1998].

1.2.5 Zytokine

1.2.5.1 Interleukin (IL) 18, IL 6 und Interferon (IFN) y

Interleukine sind zu den Entziindungsmediatoren zahlende Peptidhormone, die einen
wesentlichen Bestandteil des Immunsystems darstellen. Sie leiten die spezifische
Immunantwort ein. IL-1B8 gehort zur Untergruppe der Interleukin-1-Familie und wird
u.a. von peripheren Monozyten im Blut auf einen Stimulus (z.B. Lipopolysaccharide)
hin produziert [Loffler et al. 2007]. Es fordert daraufhin unter anderem die Bildung
von verschiedenen Akut-Phase-Proteinen, IFN-y und IL-6 [Wingfield et al. 1986,
Dinarello 1994 und 2005]. Zudem ist es in der Lage, NF-kB zu aktivieren und damit
pro-inflammatorische Prozesse zu induzieren [Loffler et al. 2007]. In entztndlichen
Myopathien wie der sIBM gilt es als hochreguliert [Lundberg et al. 1997] und es
korreliert mit der Bildung von B-Amyloid in sIBM-Muskelfasern [Schmidt et al. 2008].
Auch IL-6 ist ein wichtiges pro-inflammatorisches Zytokin, dessen Freisetzung
ebenfalls Uber Lipopolysaccharide oder die Bildung anderer Zytokine wie TNF-a und
IL-1B getriggert wird [LOffler et al. 2007]. IL-6 stimuliert seinerseits ebenfalls die

Bildung von Akut-Phase-Proteinen und gilt als eines der Schliissel-Zytokine bei dem
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Ubergang der unspezifischen in die spezifische Immunantwort [Jones 2005].
Gemeinsam mit IL-18 und TNF-a scheint es aber ebenso eine wichtige Rolle bei der
Ausbildung chronischer Entziindungen und somit eine zuséatzliche pathologische
Rolle in Entziindungsprozessen zu haben [Reinecker et al. 1993, Chung 2005]. Bei
der sIBM ist die mRNA-Expression von IL-6 gegenlber Kontrollen signifikant erhdht
[Schmidt et al. 2008] und es konnte gezeigt werden, dass B-Amyloid die Expression
von IL-6, nicht aber von IL-18 und TNF-a beeinflusst [Baron et al. 2001]. Das
Glykoprotein IFN-y gehdrt zu den Typ-2-Interferonen und wird von T-Zellen und
naturlichen Killerzellen auf bestimmte Stimuli (Zytokine wie TNF-a, Viren und
Bakterien) hin gebildet. Uber verschiedene Mechanismen wirkt es hemmend auf die
Virusvermehrung und bewirkt eine verstarkte Produktion von MHC-I und -Il, sowie
von MIG [Loffler et al. 2007]. Gemeinsam mit IL-1 und TNF beeinflusst es ebenso
positiv die NO-Produktion in Muskelzellen und fihrt somit zu oxidativem Stress
[Williams et al. 1994]. Bei entziindlichen Myopathien wird es zwar geringer exprimiert
als andere Mediatoren, doch seine mRNA-Expression korrelierte positiv mit der von
degenerativen Markern wie APP in sIBM-Muskelfasern und induzierte gemeinsam
mit IL-18 die Expression von degenerativen Markern und anderen pro-
inflammatorischen Zytokinen in Myotuben [Lundberg et al. 1997, Schmidt et al. 2008,
Muth et al. 2009].

1.2.5.2 Tumor-Nekrose-Faktor (TNF) a und transforming growth factor (TGF) B

TNF-a gilt ebenso wie IL-1 und IL-6 als pyogenes, sehr wirksames pro-
inflammatorisches Zytokin und wird auf einen Endotoxin-Stimulus von Makrophagen
und Monozyten freigesetzt. Es fuihrt neben einer NF-kB-Aktivierung auch zur
Apoptose. Zudem stimuliert es die Freisetzung und Bildung von Akut-Phase-
Proteinen und weiterer pro-inflammatorischer Zytokine und Chemokine wie IFN-y, IL-
6 und IL-1B [Loffler et al. 2007, Lundberg 2000]. Eine Uberexpression im Muskel
fuhrt allerdings zur Atrophie und bei inflammatorischen Myopathien wird es
Uberexprimiert, allerdings meist auf monozytische Zellen begrenzt [Li et al. 2005,
Lundberg 2000]. Im Gegensatz dazu wird TGF- konstant und stark Uberexprimiert
bei entziindlichen Myopathien [Lundberg et al. 1997]. Es ist in zellulare Prozesse wie
Zell-Wachstum, Zell-Differenzierung, Apoptose und andere zelullare Vorgénge

involviert, gilt aber auch als einer der Hauptstimulatoren fur die Bildung von
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Akutphase-Proteinen und hat damit auch Anteil an der Entstehung von

Entziindungsreaktionen [Loffler et al. 2007].

1.2.5.3 Monokine induced by gamma-Interferon (MIG)

Monokine induced by gamma-Interferon (MIG) ist ein Chemokin, das im Rahmen von
Entzindungsreaktionen von Makrophagen produziert wird und T-Lymphozyten
rekrutiert [Farber 1990, Whiting et al. 2004]. Bei der sIBM ist es deutlich hochreguliert
gegenuber Kontrollen und in immunhistochemischen Analysen zeigte es eine Ko-
Lokalisation zu APP und B-Amyloid [Raju et al. 2003, Schmidt et al. 2008].

1.2.5.4 Makrophagen-Inflammatorisches Protein (MIP) 1 a und 18

Die Chemokine MIP-1a und B werden ebenfalls von Makrophagen gebildet und
kénnen ihrerseits wiederum Granulozyten aktivieren und die Produktion einer Reihe
von pro-inflammatorischen Zytokinen stimulieren [Irving et al. 1990, De Paepe et al.
2009]. Bei inflammatorischen Myopathien sind sie hochreguliert gegentber nicht-
myopathischen Kontrollen [Civatte et al. 2005]. Bei der sIBM ist die mRNA-
Expression von MIP-1a und MIP-18 signifikant erhdht, sowohl gegentber Kontrollen

als auch anderen inflammatorischen Myopathien [Schmidt et al. 2008].
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2 Ziele der Arbeit

Die Pathophysiologie der hIBM ist sehr komplex und noch unzureichend verstanden.
Dies bedingt Probleme bei der Diagnostik und der Suche nach einer effektiven
Behandlung der Erkrankung.

Ubergeordnetes Ziel dieser Arbeit war es, die Expression von Markern fir
Proteinakkumulation, Degeneration und Regeneration, Entziindung und Zellstress im
hiIBM-Muskel zu analysieren und einen méglichen Zusammenhang zu untersuchen.
Dieses konnte moglicherweise helfen, diagnostische und therapeutische Optionen
abzuleiten und das weitere Verstandnis der Pathophysiologie zu fordern.

Im Einzelnen sollten drei Ubergeordnete Fragestellungen bearbeitet werden:

1) Welche Rolle hat die Expression von Markern fur Proteinakkumulation,
Degeneration und Regeneration, Entziindung und Zellstress im hIBM-Muskel
auf mMRNA-Ebene?

Mittels quantitativer PCR sollte die Expression der Marker gemessen, mit der
Expression nicht-myopathischer Kontrollpatienten verglichen und anschlieRend tber

Korrelationen madgliche Interaktionen der Marker untersucht werden.

2) Welche Rolle hat die Expression von Markern fir Proteinakkumulation,
Degeneration und Regeneration, Entzindung und Zellstress im hIBM-Muskel

auf Proteinebene?

Uber serielle immunhistochemische Farbungen und quantitative Analyse sollte die
Expression, Ko-Lokalisation und Korrelation verschiedener Marker und ein moéglicher
Zusammenhang zu morphologischen Abnormalitdten im hIBM-Muskel untersucht
werden. Besonderes Augenmerk wurde hierbei auf die Expression des Markers aB-
Crystallin in normal erscheinenden Muskelfasern gerichtet, da dieser als fruher

Marker eines Zellstresses bei der sIBM gilt.

3) Gibt es geschlechtsspezifische Unterschiede in der Expression der

untersuchten Marker auf mRNA- und Proteinebene?
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Die hIBM-Patienten sollten in zwei Gruppen nach Geschlecht aufgeteilt werden und
Uber statistische Methoden die Expression miteinander verglichen werden. Dies ware
die erste Untersuchung einer moglichen geschlechtsspezifischen Expression von

krankheitsrelevanten Markern bei der hIBM.
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3 Material und Methoden

3.1 Immunbiologische Materialien und Methoden

3.1.1 Patienten und Kontrollen

Es wurden Muskelbiopsieproben von zehn Patienten mit hIBM vom National Center
of Neurology and Psychiatry-National Institute of Neuroscience, Abteilung
Neuromuskulare Forschung, Kodaira, Tokyo, Japan, verwendet, zur Verfliigung

gestellt von Direktor Ichizo Nishino [siehe Tabelle 1].

Die Muskelbiopsate der Kontrollpatienten entstammen der Abteilung flr
Neuropathologie der Universitatsmedizin Géttingen und stellen Proben dar, in denen

keine myopathischen Veranderungen diagnostiziert wurden [siehe Tabelle 2].

Die zur Verfugung gestellten Proben umfassten je 5 Objekttrager mit
Muskelbiopsieschnitten fur histochemische Serienfarbungen und Gewebeproben zur
RNA-Extraktion.

Tabelle 1: hIBM-Patienten mit Angaben zu Geschlecht und Alter

hIBM-Patient Geschlecht Alter
1 F 37
2 M 40
3 M 42
4 F 23
5 F 33
6 M 30
7 M 23
8 F 23
9 F 49
10 F 26
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Tabelle 2: Kontrollpatienten mit Angaben zu Geschlecht und Alter

Kontrolle Geschlecht Alter
1 M 55
2 M 41
3 F 38
4 F 52
5 F 45
6 F 73
7 M 48
8 F 49
9 F 49

3.1.2 Hamalaun- und Eosin-Farbung

Von den funf Muskelbiospie-Objekttragern wurde je einer pro Patient mit Hamalaun
und Eosin (H&E) gefarbt. Fir die H&E-Farbung wurden die gefrorenen
Muskelbiopsieschnitte mit 4% PFA (Electron Microscopy Sciences, Hatfield, UK)
10 Min. fixiert, dreimal in PBS gewaschen und in Hamalaun (Roth, Karlsruhe,
Deutschland) nach Mayer inkubiert (5-7 Min.). Danach wurden sie 10 Min. in H,O
gewaschen und anschliel3end mit Eosin (Merck, Darmstadt, Deutschland) gefarbt (30
Sek.), daraufhin erneut mit H,O gewaschen. Zum Schluss wurden sie in
aufsteigender Alkoholreihe in 70%-, 96%- und 99%- Ethanol (je 5 Min.) und zweimal
in Xylol (ROTH, Karlsruhe, Deutschland) inkubiert (10 Min.). Abschlie3end wurden
die Muskelbiopsieschnitte mit Entellan (Merck, Darmstadt, Deutschland)

eingedeckelt.
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3.1.3 Immunhistochemische Farbungen

Fur die immunhistochemischen Serienfarbungen (indirekte Immunhistochemie)

wurden die restlichen vier Objekttrager pro Patient verwendet.

Zunachst wurden die Biospieschnitte mit einem Pap-Pen (SCI Science Services,

Minchen, Deutschland) umrandet.

Fur die Priméarantikorper zur Detektion von APP, MHC-I, aB-Crystallin, NCAM, IL-13
und B-Amyloid wurde eine Fixierung mit Aceton (-20°C; 10 Min.), fur die
Primarantikdrper iINOS und SMI-31 eine Fixierung mittels PFA-Methanol (4% - PFA
Electron Microscopy Sciences, Hatfield, UK) gewahlt und bei Raumtemperatur fur
10 Min. fixiert, danach dreimal mit PBS gewaschen. Die mit PFA-Methanol fixierten
Objekttrager wurden dann noch einmal in Methanol (bei -20°C fir 10 Min.) fixiert und

danach ebenfalls wieder dreimal in PBS gewaschen.

Eine unspezifische Bindung wurde durch eine Blockierung (45 Min.) in 10% bovinen
Serumalbumin  (BSA) und 100% Ziegenserum 1:1 (beides Jackson

ImmunoResearch, West Grove, PA) verringert.

Die priméren und sekundaren Antikérper wurden mit einem Gemisch an 1% BSA
(Jackson ImmunoResearch, West Grove, PA) und 1xPBS im Verhéaltnis 1:10

verdinnt.

Danach wurden die Objekttrager mit Inkubationsdauer und Inkubationstemperatur
entsprechend der Tabelle 3 in einer feuchten, lichtgeschitzten Kammer inkubiert.
Anschlieend wurden die Objekttrager dreimal in PBS gewaschen und dann der
entsprechende Sekundarantikbrper aufgetragen (45 Min. Inkubationszeit). Die
Verdinnung betrug jeweils 1:600 und es wurden Sekundarantikérper mit Spezifitat
gegen die jeweils verwendete Spezies des Primarantikdrpers verwendet (Molecular

probes, Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland).

Diese Farbung wurde dann ein zweites Mal mit einem zweiten Primarantikérper und
dem entsprechendem Sekundarantikdrper wiederholt; es wurden doppelt geféarbt:
APP und MHC-I, aB-Crystallin und NCAM, iNOS und SMI-31, IL-13 und 6E10.
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Abschlie3end erfolgte eine Kernfarbung mittels DAPI 1:50.000 (45 Sek.), danach
wurden die Objekttrager mit Fluoromount-G (Southern Biotech, Alabama, USA)

eingedeckelt und im Dunkeln bei Raumtemperatur gelagert.

Tabelle 3: Primarantikorperliste: Liste fur die bei den immunhistochemischen Farbungen
verwendeten Antikorper nebst Inkubationszeit und Temperatur

Spezies und ggf. Inkubation und

Spezifitat  Hersteller Klon Verdiinnung

aB- . Serotec, Oxford, UK Kaninchen 1h bei RT, 1:1.000

Crystallin polyklonal

APP Serotec, Oxford, UK Kaninchen 1h bei RT, 1:50
polyklonal

B-Amyloid  Signet, Dedham, USA  Maus Klon 6E10 24h bei 4°C, 1:50

MHC-I Serotec, Oxford, UK Ratte 1h bei RT, 1:200

. Chemicon/ Millipore, Kaninchen . .

INOS Billerica,USA polyklonal 1h bei RT, 1:500
Abcam, Cambridge, Kaninchen o )

IL-18 USA polyklonal 24h bei 4°C, 1:100

NCAM Neomarkers Labvision, y,- . kion Eric-1  1h bei RT, 1:100
Fremont, USA

SMI-31 Abcam, Cambridge, Maus monoklonal 1h bei RT, 1:2.000

USA

3.1.4 Fluoreszenz-mikroskopische Analyse

Die guantitative Analyse und Auswertung der immunhistochemischen Farbungen
wurden am Fluoreszenzmikroskop Axiovert 200M mittels eines 20er Objektivs
durchgefuhrt. Die Filtereinstellungen entsprachen hierbei der Emissionswellenlange
des verwendeten Farbstoffs (rot fir Alexa 594, grun fur Alexa 488, blau fir DAPI) und
die Belichtungseinstellung wurde fur jeden Patienten jeweils gleich gehalten. Die
Aufnahmen wurden dann mit einer CCD-Kamera (Retiga 1.300, Qimaging, Burnaby,
BC, Canada) angefertigt. Pro Patient wurden dann jeweils vier Aufnahmen pro
Farbung angefertigt und die korrespondierenden Bereiche bei jedem Patienten

analysiert.
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3.2 Molekularbiologische Methoden und Materialien

3.2.1 RNA-Extraktion aus Gewebe

Das gefrorene Gewebe der Muskelbiospsieschnitte wurde in einem 1,5 ml Gefafld mit
500 pl Trizol aufgefullt und mittels eines Zellmdrsers homogenisiert. Nach Inkubation
(5 Min. bei Raumtemperatur) wurden die Eppendorf-Gefal3e bei 4°C fur 10 Min. mit
14.000 U/Min. zentrifugiert und der Uberstand in ein neues Gefal Uberfihrt. 5ug
Jlinear Acrylamid“ (Ambion 9.520) wurden dazugegeben und die Eppendorf-Gefalde
fur 10 Sek. gemischt. Danach wurden 100 pl Chloroform hinzugegeben, erneut fur
30 Sek. gemischt und erneut fir 5 Min. bei 4°C mit 14.000 U/Min. zentrifugiert. Der
Uberstand wurde ebenfalls wieder in ein neues Eppendorf-GefaR tberfihrt und
240 pl Isopropanol hinzugegeben. Danach wurden die Gefal3e geschuttelt und
gemischt. Die Préazipitation geschah fir 30 Min. bei -80°C, im Anschluss erfolgte
erneut eine Zentrifugation der Gefal3e fur 30 Min. bei 4°C mit 14.000 U/Min. Der
Uberstand wurde verworfen. Das Pellet wurde mit 500 pl RNAse-freiem 70%-
Ethanol gewaschen und wiederum fur 10 Min. bei 4°C mit 14.000 U/Min. zentrifugiert.
Nun wurde der Uberstand vorsichtig abgenommen, wieder verworfen und der Rest
fur 1 Min. abzentrifugiert. Nachdem das Pellet flr ein bis zwei Min. an der Luft
getrocknet worden war, wurde die isolierte RNA in 33 ul RNAse-freiem H,O geldst,
die Konzentration bestimmt und bis zum Gebrauch bei -80°C gelagert. Zur
Bestimmung der Konzentration und der Reinheit wurde das NanoDrop-
Spektrophometer  (PEQLAB, Erlangen, Deutschland)  entsprechend  den
Herstellerangaben benutzt. Die gesamte Reaktion wurde auf Eis durchgefuhrt.

3.2.2 cDNA-Synthese

Die Umschreibung der messengerRNA (mMRNA) zur (complementary) cDNA erfolgte
mit SuperScript-Kit (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland). Die Verwendung erfolgte
entsprechend der Herstellerangaben. Als Primer fir die DNA-Polymerase wurde ein
Oligo-Desoxythymidin-Nukleotid komplementdr zur mRNA verwendet und durch
Desoxyribonukleotidtriphosphat-Mix (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) und reverse

Transkriptase (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) wurde der cDNA-Strang gebildet.
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Die anschlieRende Reaktion eliminierte die Ursprungs-RNA und bildete den cDNA-

Doppelstrang. Die cDNA wurde bei -20°C gelagert.

3.2.3 Quantitative (real-time) Polymerase-Kettenreaktion

Die RT-PCR erforderte die Verwendung des TagMan-Proben-Systems von Applied

Biosystems (Applied Biosystems, Foster City, USA) und wurde an einem 7.500 Real-

Time-PCR-System (Applied Biosystems, Foster City,

USA) durchgefuhrt.

Die

verwendeten Primer wurden von Applied Biosystems (Foster City, USA) bezogen

[siehe Tabelle 4].

Tabelle 4: Primer-Proben der RT-PCR

Genname/ Molekl

Assay ID

amyloid precursor protein (APP)
aB-Crystallin

Desmin

Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH)

Induzierbare Stickstoffsynthase (iNOS)

Interferon y (IFN-y)

Interleukin 18 (IL-1B)

Interleukin 6 (IL-6)

monokine induced by gamma interferon (MIG)
Makrophagen-Inflammatorisches Protein 1a (MIP-1a)
Makrophagen-Inflammatorisches Protein 138 (MIP-18)
major histocompatibility complex | (MHC-I)

neuronal cell adhesion molecule (NCAM)
Tumor-Nekrose Faktor a (TNF-a)

transforming growth factor (TGF-B)

Ubiquitin

HS00169098_m1
HS00157107_m1
HS00157258 m1
HS99999905_m1
HS00167223 m1
HS00174143 m1
HS00174097_m1
HS00174131_m1
HS00171063_m1
HS00234142_m1
HS00605740_g1

6FAMTGGAGAACGGGAAGGA

HS00169851_m1
HS00174128_m1
HS00171257_m1
HS00430290_m1
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Fur die Quantifizierung der mRNA-Expression der einzelnen Marker wurden fir je
20 pl Ansatz 10 pl PCR 2xMix (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland), 8,5 pl H,O,
0,04 ul ROX (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland), 0,5 pul cDNA und 1 ul Primer Probe
verwendet. Der PCR 2xMix beinhaltet die Tagq-DNA-Polymerase, Magnesiumchlorid,
DNA-Glykosylasen, Desoxyribonukleosidtriphosphat und Stabilisierer. Der Farbstoff
ROX (Carboxy-X-Rhodamin) wurde zum Ausgleich eventueller pipettierbedingter
Volumenunterschiede der Proben hinzugegeben. Gemessen wurde die mRNA-
Expression im Vergleich zur mRNA-Expression von GAPDH als Vergleichswert. Der

Ablauf der Polymerasekettenreaktion ist in Tabelle 5 aufgefihrt.

Die mRNA-Expression wurde jeweils in Triplikaten bestimmit.

Tabelle 5: RT-PCR-Programm

Schritt Dauer Temperatur Zyklenzahl
Initialisierung 2 Min. 50°C

Hitzeaktivierung 10 Min. 95°C

Denaturierung 15 Sek. 95°C

Hybridisierung/Elongation 1 Min. 60°C } 0

3.3 Statistische Methoden

Die statistischen Analysen wurden alle mit Graph Pad Prism V4 (San Diego, USA)
durchgefthrt. Unterschiede zwischen hiIBM-Patienten und Kontroll-Patienten wurden
mittels T-Test berechnet und zusatzlich bei nicht Gauss‘scher Normalverteilung
mittels Mann-Whitney-U-Test. Die Gauss’sche Normalverteilung wurde mittels Graph
Pad Prism V4 (San Diego, USA) ermittelt. Signifikanzen wurden wie folgt definiert:
*P=<0,05, **P=<0,01, **P=<0,001. Eine Berechnung statistischer Ausreil3er wurde

mit Hilfe des Grubb’s Test von Graph Pad (San Diego, USA) durchgefihrt.
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4 Ergebnisse

4.1 Einleitung

Obwohl die Mutation im GNE-Gen bereits seit langerer Zeit beschrieben ist
[Eisenberg et al. 2001], sind die genauen Pathomechanismen um die Entstehung der
typischen Muskelpathologie nicht verstanden. Wie die Mutation im GNE-Gen mit
daraus entstehender Hyposialylierung der Skelettmuskulatur [Nishino et al. 2005] die
Entwicklung von Vakuolen und anderen strukturellen Abnormalitdten in hIBM-
Muskelzellen beeinflusst, ist bisher unklar. Eine deutliche entziindliche Komponente,
wie sie fur die sIBM beschrieben worden ist [Lotz et al. 1989], wurde bei der hiBM
bislang nicht gesehen [Askanas und Engel 1998]. Ziel dieser Arbeit soll nun sein,
neben Markern fur Proteinakkumulation auch pro-inflammatorische Marker und
Marker fur Zellstress im Skelettmuskel der hIBM auf mRNA- und Proteinebene zu
untersuchen. Um ein genaueres Bild von den Vorgangen in der Muskelzelle der hiIBM
zu erhalten, haben wir die mRNA-Expression der relevanten Marker bei zehn hiIBM-

Patienten analysiert und mit denen von neun Kontrollpatienten verglichen.

4.2 mRNA-Expression von Markern fur Entzindung, Zellstress und
Proteinakkumulation bei der hIBM

Im Muskel von zehn hiIBM-Patienten wurde mittels RT-PCR die mRNA-Expression
von verschiedenen Markern bestimmt. Es wurden als Marker fiir Proteinakkumulation
die Expression von APP und Ubiquitin, als Marker fir Degeneration und
Regeneration die Expression von Desmin und NCAM analysiert. Die Expression
zellstress-assoziierter Marker wie aB-Crystallin, MHC-1 und iNOS und die der pro-
inflammatorischen Zytokinen wie IFN-y, IL-1B, IL-6, TNF-a und TGF-B wurden

ebenso gemessen wie die Expression der Chemokine MIG, MIP-1a und MIP-1.
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Expression relativ zu GAPDH
[MW4SD]

Abbildung 2: mRNA-Expression im Muskel bei hIBM; alle Marker sind detektierbar in den
Muskelproben von zehn Patienten mit hIBM; Marker flr Proteinakkumulation, Regeneration
und Zellstress sind am hdchsten exprimiert. Die pro-inflammatorischen Zytokine und iNOS
bleiben geringer exprimiert. Die Daten zeigen Mittelwert und Standardabweichung.

Die Expression wurde jeweils relativ zur Expression des Enzyms Glycerinaldehyd-3-
Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) gemessen, was ubiquitér in allen Zellen des
Korpers vorkommt. Fir alle Marker wurde eine Berechnung statistischer Ausreil3er
mittels des Grubb’s Test durchgefuhrt. Die Marker IL-1B3, IL-6 und TGF-B wurden
lediglich bei sieben der zehn hIBM-Patienten untersucht, da von manchen Patienten
unzureichend RNA vorhanden war. Insgesamt waren alle gemessenen Marker in den
hiIBM-Proben detektierbar. Die Expression der Marker Ubiquitin, Desmin, NCAM und
aB-Crystallin war am hochsten, die der pro-inflammatorischen Marker IFN-y, TNF-a
und INOS am niedrigsten [siehe Abbildung 2]. UBB war lediglich bei neun von zehn,
Desmin bei sechs von zehn, iINOS bei drei von zehn, IFN-y bei sieben von zehn, IL-
1B bei funf von sieben, IL-6 bei sechs von sieben, MIP-1a bei neun von zehn und
TNF-a bei sieben von zehn Patienten detektierbar. Die mRNA-Expression eines
Patienten war bei sieben Parametern ein statistisch belegter Ausreil3er (Patient 1 aus
Tabelle 1).
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4.3 mRNA-Expression von Markern fur Entzindung, Zellstress und

Proteinakkumulation im Vergleich zu Kontrollen

Die mRNA-Expression samtlicher untersuchter Marker relativ zur Expression von
GAPDH wurde mit der mRNA-Expression von nicht myopathischen Kontrollen
ebenfalls relativ zur Expression von GAPDH verglichen. Zuvor wurde eine
statistische Ausreil3er-Berechnung durchgefuhrt und die Werte ohne Ausreil3er fur
die weiteren statistischen Berechnungen genutzt. APP, aB-Crystallin, Desmin, IFN-y,
IL-18, MIG, MIP-1a, MIP-18, NCAM, TNF-a, Ubiquitin wurden je mit neun
Kontrollpatienten-Proben, IL-6 und TGF-f mit sechs und iINOS und MHC-I mit je drei
Kontrollpatienten verglichen, da keine ausreichende RNA der jeweiligen Patienten
mehr verfugbar war. Bei sdmtlichen untersuchten Markern zeigten sich in der mRNA-
Expression keine statistisch signifikanten Unterschiede zu den Kontrollpatienten. Die
MRNA-Expressionen von APP, NCAM, MHC-I, TNF-a und TGF- war aber bei der
hIBM tendenziell erhéht im Vergleich zu den Kontrollen. IL-18 und IL-6 waren
hingegen tendenziell hdher in den Kontrollen exprimiert [siehe Abbildung 3]. Da iINOS
nur an einem Kontrollpatienten detektierbar war, wurde hier keine statistische

Ausreil3erberechnung vorgenommen.
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Abbildung 3: mRNA-Expression von Patienten mit hIBM im Vergleich zu nicht-
myopathischen Kontrollen; APP, NCAM, MHC-I, TNF-a und TGF-f sind in den
Muskelbiopsien von hiIBM-Patienten tendenziell h6her exprimiert als in den Kontrollen, ohne
jedoch statistische Signifikanz zu erreichen. Durch die Achsenskalierung wurde ein Wert
eines Kontrollpatienten bei MHC-I nicht abgebildet, er liegt unter 1.0x107"2,

4.4 Korrelation der mRNA-Expression bei hIBM von Markern fur

Proteinakkumulation und Zellstress mit pro-inflammatorischen Mediatoren

Fur samtliche untersuchten Marker wurden Korrelationen der mRNA-Expression
berechnet. Dadurch sollten Ko-Expressionen der Marker analysiert und Beziehungen
der Marker zueinander aufgestellt werden. Nach Ausschluss der statistischen
AusreiRer mittels Grubb’s Test korrelierte APP mit dem Marker fir
Proteinakkumulation UBB (*P<0,05), und den pro-inflammtorischen Zytokinen MIP-
la (***P<0,001), MIP-1B (*P<0,05) und MHC-I (***P<0,001). Die mRNA-Expression
des Hitzeschockproteins aB-Crystallin korrelierte positiv mit dem Degenerations- und
Regenerationsmarker Desmin (***P<0,001), sowie den pro-inflammtorischen
Zytokinen IL-6 (*P<0,05) und MIP-1B (*P<0,05). TGF-B als Marker fur Entzindung
korrelierte ebenfalls positiv. mit den pro-inflammatorischen Markern MIP-1a
(***P<0,001), MIP-18 (***P<0,001) und TNF-a (*P<0,05) [siehe Abbildung 4].
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Abbildung 4: Korrelation der mRNA-Expression der Marker APP, aB-Crystallin und
TGF-B; A) Die Expression von APP Kkorreliert signifikant mit der von Ubiquitin und pro-
inflammatorischen Mediatoren wie MHC-I, TNF-a, TGF-3, MIP-1a und MIP-13; B) Die
Expression von aB-Crystallin korreliert signifikant mit der von Desmin, IL-6, und MIP-1a; C)
Die Expression von TGF- 3 korreliert signifikant mit der von TNF-a, MIP-1a und MIP-1(3.
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4.5 Quantitative Analyse seriell gefarbter Schnitte von Patienten mit hIBM:
Marker fur Proteinakkumulation, Zellstress und Entzindung

Die Muskelbiopsie-Schnitte von zehn hIBM-Patienten wurden in Serie gefarbt und
mittels immunhistochemischer Farbungen bezlglich der Protein-Expression von [3-
Amyloid (durch die Farbung mit dem spezifischen monoklonalen Antikérper 6E10),
seines Vorlauferproteins APP, des Antikorpers fur Neurofilamente/phosphoryliertes
Tau (SMI-31) und des Degenerations- und Regenerationsmarkers NCAM untersucht.
Ebenso wurde die Expression der pro-inflammatorischen Marker IL-18 und MHC-I
und INOS als Marker fir Zellstress analysiert. Die Expression des
Hitzeschockproteins aB-Crystallin wurde als Marker fiir Degeneration und Zellstress
bestimmt [siehe Abbildung 5]. Dabei wurden insgesamt 2.871 Muskelfasern aus den
jeweils korrespondierenden Arealen in Muskelbiopsieschnitten untersucht, pro
Patient zwischen 107 und 498 Muskelfasern, und mittels einer CCD-Kamera mit
einem 20er Objektiv fotografiert. Die Aufnahmen wurden dann bezilglich der
Expression immunhistochemischer Marker und morphologischer Aufféalligkeiten
untersucht. Die angegebenen Prozentzahlen entsprechen dem Prozentwert der fur
die einzelnen Marker auswertbaren Fasern. Die quantitative Auswertung der
Muskelfasern ergab daraufhin eine Uberexpression der Proteine fur iNOS
(16,3+10,2% jeweils MW£SD) und aB-Crystallin (10,2+2,0%), sowie eine maliige
Expression des Degenerations- und Regenerationsmarkers NCAM (4,8+2,4) und des
Antikorpers fur Neurofilamente/phosphoryliertes Tau (3,8+6,0%). B-Amyloid und sein
Vorlaufermolekul APP waren hingegen nur sehr schwach und in lediglich 2,0+2,0%
(B-Amyloid) und 1,8+1,7% (APP) der Fasern als positiv zu erkennen. Ebenso zeigten
die pro-inflammatorischen Marker IL-1B (1,6+2,9%) und MHC-I (1,7£2,4%) nur eine
sehr geringe Expression in den hIBM-Muskelfasern [siehe Abbildung 4]. Eine weitere
Subtypen-Analyse der Fasern, die als positiv fur aB-Crystallin und iNOS gewertet
wurden ergab, dass Uber ein Drittel der aB-Crystallin-positiven Fasern ebenso eine
Uberexpression fiir NCAM zeigte (31,0+31,4% MW=+ SD) und iber ein Fiinftel eine
gleichzeitige Uberexpression fir iNOS (23,5+18,7% MW=+SD) [siehe Abbildung 4].

Auch iINOS-positive Fasern zeigten sich in Uber 15% als doppelt positiv fur aB-
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Abbildung 5: Immunohistochemische Doppel-Farbung in Serie an
Muskelbiopsieproben von Patienten mit hIBM; Doppelfarbung von A) APP und B) MHC-I
zeigt ein nachweisbare Expression der Marker, Doppelfarbung von C) aB-Crystallin und D)
NCAM zeigt eine erhdhte Expression fur aB-Crystallin, Doppelfarbung von E) IL-13 und F) -
Amyloid zeigt eine geringe Expression der Marker, Doppelfarbung von G) iNOS und H)

Neurofilament/Tau zeigt eine erhéhte Expression fir iNOS, 1) H&E- Farbung (jeweils mit 20er
Objektiv aufgenommen).
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Crystallin (16,1+8,9% MW=SD) und in Uber 10% doppelt positiv fir NCAM (10,7
12,2% MW=SD) [siehe Abbildung 6].

Die anderen untersuchten Marker zeigten weitaus geringere Ko-Lokalisationen zu
aB-Crystallin und iINOS [siehe Abbildung 6].
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Abbildung 6: Immunhistochemische Farbungen der hiIBM-Muskelbiopsie-Proben; A)
die quantitative Analyse der Proteinexpression in hIBM-Muskelfasern ergibt, dass vor allem
aB-Crystallin und iINOS uberexprimiert werden, B) bei der Subtypen-Analyse iNOS-positiver
hIBM-Muskelfasern, finden sich fir aB-Crystallin und NCAM hohe Werte der Ko-
Lokalisationen C) bei der Subtypen-Analyse von aB-Crystallin-positiven hIBM-Muskelfasern,
finden sich fur INOS und NCAM hohe Werte der Ko-Lokalisationen.
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4.6 Korrelation der Proteinexpression von degenerativen, pro-

inflammatorischen und Zellstress-assoziierten Markern

Um Zusammenh&nge der relevanten Marker auch auf Proteinebene zu untersuchen,
wurden statistische Korrelationen eben dieser berechnet. Hierbei zeigte sich eine
positive Korrelation der Proteinexpression des Hitzeschockproteins aB-Crystallin mit
der des Degenerations- und Regenerationsmarkers NCAM, des pro-
inflammatorischen Markers MHC-I und des Zellstress-assoziierten Markers iNOS.
Ebenso korrelierten einerseits NCAM mit MHC-1 und andererseits iNOS mit MHC-I,
sowie iINOS und NCAM untereinander [siehe Abbildung 7].
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Abbildung 7: Interaktion der Proteinexpression von Markern fir Proteinakkumulation,
Entziindung und Zellstress; aB-Crystallin, NCAM, iNOS und MHC-I korrelieren signifikant
miteinander.
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4.7 Quantitative, lichtmikroskopische Analyse der H&E-Farbung

Als morphologisches Korrelat der Pathologie des Muskels der hIBM gelten neben
den vakuolaren Einschlissen auch atrophe Fasern [Askanas et al. 1993]. In dieser
Arbeit wurden mittels der H&E-Farbung die Muskelbiospieproben der hIBM-Patienten
auf morphologischen Aufféalligkeiten wie Atrophie, Hypertrophie und vakuolére
Einschlisse untersucht. Fasern mit internalisierten Nuklei und geteilte Fasern wurden
ebenfalls als unspezifisch zu den morphologisch auffalligen Fasern gezahlt. In der
guantitativen, lichtmikroskopischen Auswertung der Farbungen zeigten sich
62,5+16,1% (MW<=SD) der Fasern als morphologisch unauffallig und 35,1+16,7%
(MW=SD) als morphologisch auffallig, wovon sich der Grol3teil als atrophe Fasern
(18.3+10,5% MW=<=SD), gefolgt von hypertrophen Fasern (10,6+£8,9% MW<+SD) und
Fasern mit vakuolaren Einschlissen (2,7+4,4% MW=SD) darstellte [siehe Abbildung
8]. Die restlichen Fasern waren entweder nicht auswertbar (Differenz von 100%-
morphologisch unauffallige und auffallige Fasern) oder zeigten oben genannte
unspezifische morphologische Aufféalligkeiten (Differenz von 35,1% - atrophe Fasern,

hypertrophe Fasern und Fasern mit vakuolaren Einschlissen).
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Abbildung 8: Quantitative Analyse morphologischer Strukturen in hIBM-Muskelfasern;
zahlenmafliig Uberwiegen Muskelfasern ohne strukturelle Abnormalitaten (morph-), der
Uberwiegende Teil der morphologisch auffalligen Fasern (morph+) ist atroph, gefolgt von
hypertrophen Fasern und Fasern mit vakuolaren Einschlissen.

Ebenso wurde die Expression der untersuchten Marker in der
immunhistochemischen Analyse und das morphologische Erscheinungsbild der
hiIBM-Muskelfasern verglichen. Dabei zeigte sich, dass sowohl in atrophen als auch
in vakuolisierten Fasern die Expression des Hitzeschockproteins aB-Crystallin jeweils
am hochsten war (24,4+14,6% in atrophen, 20,2+26,3% in vakuolisierten Fasern
(MW=SD)), gefolgt von iINOS (21,5+22,3% in atrophen, 11,8+26,4% in vakuolisierten
Fasern (MW=SD)) [siehe Abbildung 9]. Bei den hypertrophen Fasern war iNOS der
hdchst-exprimierte Marker (8,0+8,0% (MW<SD)), gefolgt von
Neurofilamenten/phosphoryliertes Tau (6,8+15,1% (MW==SD)) und aB-Crystallin
(6,8£11,6% (MW<=SD)) [siehe Abbildung 9]. Die anderen Marker waren weitaus
geringer exprimiert. In hypertrophen Fasern war APP nicht detektierbar. IL-138 war
sowohl in hypertrophen als auch in vakuolisierten Fasern der am geringsten
exprimierte Marker (0,5£1,7% in hypertrophen, 0,5£1,5% in vakuolisierten Fasern
(MWzSD)), in atrophen Fasern war er der zweit geringste exprimierte Marker
(1,5+2,6% (MW=z=SD)) [siehe Abbildung 9]. Ebenso zeigte sich, dass die Anzahl
atropher Fasern mit der Anzahl der aB-Crystallin-positiven Fasern signifikant und
positiv korrelierte (***P<0,001; r= 0,9206) [ohne Abbildung].
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Abbildung 9: Proteinexpression von Markern fur Proteinakkumulation, Entzindung
und Zellstress in morphologisch aufféalligen hiIBM-Muskelfasern; A) die Expression in
von oB-Crystallin und iNOS ist in atrophen Fasern am hdchsten, B-Amyloid ist am
niedrigsten exprimiert. B) die Expression von aB-Crystallin und iNOS in Fasern mit Vakuolen
ist am hdchsten, IL-1B ist am niedrigsten exprimiert. C) die Expression von iNOS und
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Neurofilamenten/phosphoryliertem Tau in hypertrophen Fasern ist am hdchsten, IL-1 und
MHC-1 sind am niedrigsten exprimiert. APP ist in hypertrophen Fasern nicht detektierbar.

4.8 Expression von Markern fur Proteinakkumulation, Entzindung und

Zellstress in normal erscheinenden Muskelfasern von hiIBM-Patienten

Ebenfalls wurde die Expression der untersuchten Marker flr Degeneration,
Entzindung und Zellstress in normal erscheinenden Muskelfasern analysiert um
frihe Veranderungen in der Pathologie zu beschreiben. Eine Uberexpression des
Hitzeschockproteins aB-Crystallin bei normal erscheinenden sIBM-Muskelfasern
wurde bereits beschrieben [Banwell und Engel 2000] und wird als friilhes Zeichen flr
Zellstress im Pathomechanismus der sIBM gewertet. Diese Fasern, mit den Kriterien
lichtmikroskopisch unauffallig und aB-Crystallin-positiv, wurden bei der sIBM als ,x-

Fasern“ bezeichnet.

Bei der mikroskopischen Analyse zeigten sich ebenfalls einige morphologisch
unauffallige hiBM-Fasern, die in der immunhistochemischen Untersuchung eine
Uberexpression von aB-Crystallin zeigten [siehe Abbildung 10]. Ebenso fielen

unauffallige Fasern mit einer Uberexpression von iNOS auf [siehe Abbildung 10].
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Abbildung 10: Subtypenanalyse normal erscheinender hIBM-Fasern; A) Normal
erscheinende Muskelfasern in der H&E-Farbung zeigen eine Uberexpression von oB-
Crystallin in der immunhistochemischen Féarbung, B) Normal erscheinende Muskelfasern in
H&E-Farbung zeigen eine Uberexpression von iNOS in Immunhistochemischer Farbung.

Eine weitere Quantifizierung dieser morphologisch unaufféalligen Fasern in der
mikroskopischen Analyse zeigte, dass aB-Crystallin und iNOS die meisten positiven
Fasern aufwiesen [siehe Abbildung 11]. Der Anteil an ,x-Fasern in den daraufhin
untersuchten hiIBM-Fasern betrug 5,5+4,0% (jeweils MW=SD), der iNOS-positiver
Fasern 10,8+9,0%. Die anderen untersuchten Marker waren deutlich niedriger
exprimiert: APP 0,4+0,7%, B-Amyloid 1,4+1,9%, Neurofilamente/phosphoryliertes
Tau 1,8+2,6%, NCAM 1,3%+2,2%, MHC-I 0,5+£0,7%, IL-18 1,0+1,9%. Eine weitere
Sub-Typen-Analyse der ,x-Fasern“ ergab zudem, dass 11,7% dieser Fasern doppelt
positiv fir aB-Crystallin und iNOS waren [ohne Abbildung].

-36-



Ergebnisse

20+ _

10+

Anzahl normal erscheinender Fasern
[%, MW+SD]

R X @ & N N & O
v %\0\ & &K @‘3‘0 N S
QIR

X Q7
Q?\}\O Q’

S

Abbildung 11: Quantifizierung morphologisch unaufféalliger hIBM- Muskelfasern; in
normal erscheinenden hIBM-Fasern werden aB-Crystallin und iNOS am héchsten exprimiert,
die anderen Marker zeigten eine geringere Expression.
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4.9 Geschlechtsspezifische Analyse in der Expression von Markern far
Degeneration, Entziindung und Zellstress bei hIBM

4.9.1 Einleitung

Die epidemiologischen Daten zur hIBM sind sehr rar und eine genaue Darstellung
Uber die Patientenzahlen und Patientendaten ist nicht vorhanden. Daher ist eine
unterschiedliche Verteilung unter den Geschlechtern, wie sie zum Beispiel bei der
SIBM besteht (m:w= 2-3:1) [Needham und Mastaglia 2008], nicht bekannt. Um
dennoch mdgliche Unterschiede zwischen den Geschlechtern zu detektieren, wurden
die erhobenen Daten der mRNA-und Proteinexpression in hiIBM-Muskelfasern auf
unterschiedliche Expression in mannlichen im Vergleich zu weiblichen Patienten
untersucht. Eine solche Untersuchung wurde fur die hIBM bisher nicht publiziert. Bei
den zehn Muskelproben stammten vier von Mannern, sechs von Frauen (siehe Teil
3: Material und Methoden); diese wurden miteinander verglichen und statistische

Analysen zur Signifikanz durchgefihrt.

4.9.2 Geschlechtsspezifische mRNA-Expression

Der Marker fur Proteinakkumulation APP zeigte eine etwas hohere mRNA-
Expression bei Frauen gegenuber Mannern (1,7fach), eine ahnliche Expression
zeigte sich auch flr das Hitzeschockprotein aB-Crystallin. Auch NCAM war hdher bei
Frauen als bei Mannern exprimiert, wahrend Desmin und MHC-I eine fast gleiche
Expression aufwiesen. Insgesamt waren samtliche pro-inflammatorische Marker bis
auf INOS und MIG tendenziell héher exprimiert bei Frauen als bei Mannern. Auch
Ubiquitin war leicht erhéht bei Mannern [siehe Abbildung 12]. Allerdings wurde
jeweils nur eine Tendenz beobachtet und keine statistische Signifikanz erreicht.

4.9.3 Unterschiede der Proteinexpression

Bis auf die Proteinexpression von Neurofilamenten/phosphoryliertem Tau und (-
Amyloid war die Anzahl positiver Fasern samtlicher untersuchter Marker in der
immunhistochemischen Analyse bei Mannern hoher als bei Frauen und damit den
Ergebnissen der mRNA-Analyse widersprechend [siehe Abbildung 12]. Auch hier

zeigte sich keine statistische Signifikanz.
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Abbildung 12: Expression der relevanten Marker bei weiblichen im Vergleich zu
mannlichen Patienten mit hIBM; A) zeigt die mRNA-Expression relativ zur GAPDH-
Expression der analysierten Marker getrennt nach Geschlecht, APP, NCAM, aB-Crystallin
und pro-inflammatorische Marker sind in der Tendenz héher exprimiert bei Frauen, ohne
statistische Signifikanz, B) zeigt die Proteinexpression der analysierten Marker getrennt nach
Geschlecht, der Grof3teil der Marker ist hoher exprimiert in Méannern, B-Amyloid und
Neurofilamenten/phosphoryliertes Tau bei Frauen.

-39 -



Ergebnisse

4.9.4 Geschlechtsspezifische Analyse morphologischer Auffalligkeiten im
hIBM-Muskel

Die Anzahl morphologisch auffalliger Fasern war hoher bei Mannern, wahrend die
normal erscheinenden Fasern sich bei Frauen hoher zeigten. Dies spiegelte sich
auch in der Subtypenanalyse wieder; atrophe und hypertrophe Fasern waren
tendenziell bei Mannern mehr vertreten, vakuolisierte Fasern und ,x-Fasern“ bei

Frauen [siehe Abbildung 13], was jedoch keine statistische Signifikanz erreichte.
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Abbildung 13: Geschlechtsspezifische Analyse morphologischer Auffalligkeiten; die
Muskelfasern weiblicher Patienten zeigten eher normal erscheinende Fasern, die mannlicher
Patienten eher atrophische und hypertrophische Fasern und daher mehr morphologische
Auffalligkeiten, die Expression von ,x-Fasern® war bei Frauen tendenziell héher.
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5 Diskussion

5.1 aB-Crystallin und iNOS als frihe pathogenetische Indikatoren bei der hIBM

Obwohl bei der hIBM die grundlegende Pathogenese durch die Mutation im GNE-
Gen beschrieben ist, sind die Pathomechanismen, die zu der entsprechenden
Muskelpathologie fuhren, nicht genau bekannt. Ebenso wie bei der sIBM scheint die
B-Amyloid-assoziierte Degeneration darin eine zentrale Rolle zu spielen [Broccolini et
al. 2009]. Daruber hinaus ist eine Beteiligung entzindlicher Pathomechanismen
umstritten, eine zellulare Infiltration wird in der Mehrzahl der Falle zumindest nicht
beobachtet [Askanas und Engel 1998]. Die Forschung konzentrierte sich in den
letzten Jahren vorwiegend auf die Entschlusselung der verschiedenen Mutationen
[Halawani et al. 2009, Malicdan et al. 2007, Stober et al. 2010], ihre Auswirkungen
auf zellulare Prozesse und Pathomechanismen [Eisenberg et al. 2008, Amsili et al.
2008] und verschiedene Therapieoptionen. Hierbei steht die gentherapeutische
Behandlung sowie die Substitution von Sialinsaure im Vordergrund [Malicdan et al.
2009, Nemunaitis et al. 2010]. Allerdings konzentrierten sich nur wenige
Veroffentlichungen auf die spezielle Muskelpathologie und Mechanismen im Muskel
selbst. Ein kurzlich beschriebener Mechanismus ist, dass NCAM als zellularer Marker
bei der hIBM hyposialisiert ist [Ricci et al. 2006, Broccolini et al. 2010]. Dies wird nun
als diagnostisches Molekdl diskutiert. Eine genaue quantitative Messung von NCAM
oder anderen Markern im hIBM-Muskel ist allerdings noch nicht erfolgt. Auch in
verschiedenen Verdffentlichungen tber oxidativen Stress bei der sIBM und hiIBM
wurden keine quantitativen Untersuchungen gemacht [Askanas und Engel 1998,
Yang et al. 1998]. In der vorliegenden Arbeit wurden erstmals auch quantitative
Untersuchungen verschiedener pathologischer Marker bei der hIBM durchgefihrt. Im
Zentrum dieser Dissertation steht die Expression verschiedener Marker fir Zellstress,
Proteinakkumulation, Degeneration/Regeneration und Entziindung im Muskel von
hiIBM-Patienten, sowohl auf mRNA-, als auch auf Proteinebene.

Es ist bekannt, dass APP-Uberexpression in vitro die Expression des
Hitzeschockproteins aB-Crystallin signifikant erhoht [Wojcik et al. 2006]. Ebenso
konnte durch immunhistochemische Techniken eine erhdhte Ko-Lokalisation von
APP/B-Amyloid und aB-Crystallin demonstriert werden. Es wird angenommen, dass

aB-Crystallin als Antwort auf die Bildung von APP/B-Amyloid hochreguliert wird.
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In dieser Arbeit konnte eine Uberexpression des Proteins aB-Crystallin demonstriert
werden, sowohl in normal erscheinenden Fasern als auch in strukturell auffalligen
Fasern. Eine Uberexpression des Hitzeschockproteins in normal erscheinenden
Fasern wurde bisher nur bei der sIBM beschrieben [Banwell und Engel 2000, Muth et
al. 2009] und diese Fasern wurden als ,x-Fasern“ benannt. Die vorliegende Arbeit
konnte erstmals zeigen, dass bei der hIBM ebenfalls ,x-Fasern® mit einer mittleren
Prozentzahl von 5,5% vorhanden sind. Damit sind sie geringer vorhanden als bei der
sIBM. Eine mdgliche Erklarung ware, dass eine zellulare Entziindungsreaktion bei
der hIBM im Gegensatz zur sIBM nicht vorliegt. Pro-inflammatorischer Zellstress, der
auch unabhangig von Entziindungszellen vorliegen kann, begunstigt die Expression
von aB-Crystallin in vitro in Muskelzellen [Muth et al. 2009]. Ebenso wird die aB-
Crystallin-Expression in vitro durch die Expression von APP/B-Amyloid beeinflusst
[siehe oben]. Es konnte zwar eine Ko-Lokalisation von APP und B-Amyloid mit aB-
Crystallin in hIBM-Muskelfasern nachgewiesen werden, allerdings zeigte sich eine
weitaus geringere Expression von APP und B-Amyloid in den untersuchten Proben
als bei der sIBM [Muth et al. 2009]. Ebenso ist aB-Crystallin im Vergleich zu
guantitativen Studien der sIBM weitaus geringer exprimiert [Muth et al. 2009].

Eine weitere wesentliche Beobachtung ist die Uberexpression von iNOS, welches in
morphologisch auffélligen Fasern der hIBM als tGberexprimiert gilt [Yang et. al. 1998],
was auch in dieser Arbeit bestétigt werden konnte. Dartber hinaus konnte in der
vorliegenden Arbeit erstmals demonstriert werden, dass INOS ebenso in
morphologisch unauffalligen Fasern Uberexprimiert wird und damit ebenso wie die
Expression von aB-Crystallin ein friihes pathologisches Ereignis im Krankheitsverlauf
zu sein scheint. Ebenso wurde eine signifikante Korrelation der beiden Marker auf
der Proteinebene und eine erhdhte Ko-Lokalisation von iNOS und aB-Crystallin in
normal erscheinenden Fasern gesehen, was eine gleichsinnige Mitwirkung an der
Pathologie vermuten lasst. Somit konnen sowohl aB-Crystallin als auch iINOS als
fruhe pathologische Marker bei der hIBM angesehen werden, was bisher nicht

bekannt gewesen ist.

5.2 Pro-inflammatorische Pathomechanismen bei der hIBM

Im Gegensatz zur sIBM z&hlt die hIBM nicht zu den inflammatorischen Myopathien
und ausgepragte entzindliche Infiltrationen werden nicht beobachtet [Askanas et
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al.1993]. Die genauen Pathomechanismen bleiben nur unzureichend geklart, wobei
bis auf die Entzindung eine ahnliche Muskelpathologie bei beiden gesehen wird.
Eine mogliche Erklarung ist die bei beiden Erkrankungen bestehende abnormale
Akkumulation von APP/B-Amyloid [Askanas et al. 1993] und Tau-Proteinen [Mirabella
et al. 1996], sowie einigen anderen Markern.

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die mRNA-Expression von
aB-Crystallin und APP mit einer Reihe pro-entziindlicher Marker korrelierte. Ahnliche
Ergebnisse zeigten auch Untersuchungen zur sIBM [Schmidt et al. 2008], bei der
pro-inflammatorische Pathomechanismen bekannt sind [Carpenter et al. 1978]. Dies
lasst eine entzundliche Komponente in der Pathologie der hIBM vermuten, auch
ohne dass eine zellulare Infiltration nachweisbar ist.

Dartber hinaus zeigte sich in der vorliegenden Arbeit auf immunhistochemischer
Ebene, dass die Fasern, die positiv waren fur aB-Crystallin, MHC-I, INOS und
NCAM, jeweils signifikant miteinander korrelieren, und dass eine Ko-Lokalisation von
aB-Crystallin mit MHC-I, iINOS und NCAM besteht. Dieses stitzt zum einen die
Ergebnisse der mRNA-Analyse bei der hIBM und ist zum anderen auch analog zu
der Ko-Lokalisation von aB-Crystallin mit MHC-I und NCAM bei der sIBM [Ferrer et
al. 2004, Muth et al. 2009]. Dieses stutzt zusatzlich die These einer pro-
inflammatorischen und zellstress-assoziierten Komponente als Pathomechanismus
der hIBM, was ahnlich der sIBM ablaufen kénnte (siehe oben). Dieses wirde auch
die ahnliche Muskelpathologie bei beiden Erkrankungen erklaren kénnen. Allerdings
konnten entztndliche Infiltrate wie bei der sIBM in dieser Arbeit nicht gezeigt werden,
was im Einklang mit vorhergehenden Veroffentlichungen steht [Yabe et al. 2003].
Somit sind im Gegensatz zur sIBM bei der hIBM pro-inflammatorische Mechanismen

zu diskutieren, die auf die Muskelfaser lokalisiert bleiben.

5.3 Einfluss von aB-Crystallin auf die Morphologie des Muskels von Patienten
mit hIBM

Typische Kennzeichen des hIBM-Muskels sind u. a. die Bildung vakuolisierter und
atropher Fasern im Krankheitsverlauf [Broccolini et al. 2009]. Wie genau es zu der
Entstehung dieser charakteristischen Morphologie kommt, ist allerdings bisher
unzureichend verstanden. Im Mausmodell der hIBM konnte die Muskelpathologie als

Folge der GNE-Mutation nachgewiesen werden [Malicdan et al. 2007], allerdings
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kommt es auch bei der sIBM, bei der GNE-Mutationen nicht vorliegen, zur
Ausbildung derselben Muskelpathologie. Dieses lasst andere Faktoren als Ursache
der Entstehung vermuten.

Es konnte gezeigt werden, dass die Muskelatrophie im Mausmodell der hIBM sowohl
in vivo als auch ex vivo mit der Muskelschwache signifikant korrelierte [Malicdan et
al. 2008] und damit ein wichtiges pathologisches Ereignis im Krankheitsverlauf
darstellt.

Durch die Entdeckung der ,x-fibres“ bei der sIBM (siehe oben) durch Banwell und
Engel wird vermutet, dass aB-Crystallin ebenfalls eine pathogenetische Bedeutung
haben konnte. Diese These wird durch die Beobachtungen dieser Arbeit auf die
hIBM Ubertragen: aB-Crystallin ist ebenfalls hochreguliert in normal erscheinenden
Muskelfasern sowie in atrophen, hypertrophen und vakuolisierten Fasern. Es konnte
sogar eine signifikante Korrelation zwischen atrophen und aB-Crystallin-positiven
Fasern demonstriert werden. Damit ist eine zentrale Rolle von aB-Crystallin bei der
morphologischen Veranderung im hiIBM-Muskel ebenfalls anzunehmen.

Die Muskelfasergrof3e wird durch ein Gleichgewicht zwischen Proteinabbau und
—aufbau in der Muskelfaser definiert und wenn es zu einer Verschiebung dessen
kommt, also zu einem vermehrten Abbau der Proteine, wird die Muskelfaser atroph.
Dieses kommt auch physiologisch im Alter, bei fehlender muskularer Beanspruchung
oder als Zeichen pathologischer Veranderungen bei verschiedenen Erkrankungen
vor. Dementsprechend existieren auch verschiedene mdgliche Mechanismen, die zur
Muskelatrophie fuhren.

Beim Beispiel der Muskelatrophie auf Grund muskularer Entlastung wurden
allerdings erhohte aB-Crystallin-Werte im atrophen Muskel nach kurzzeitigem
Training beobachtet [Gwag et al. 2009]. Dieses fiihrt zu der Uberlegung, ob aB-
Crystallin eventuell in der anabolen Stoffwechsellage eine zentrale Rolle spielt. Im
Rahmen der IBM-Forschung konnte aB-Crystallin daher Teil einer fehlgeleiteten
Regeneration sein. Somit stellen die vorliegenden Daten einen wesentlichen Beitrag

zu dessen Verstandnis der Pathologie der hIBM dar
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5.4 Einfluss des Geschlechts auf die Muskelpathologie bei der hIBM

Daten zu einem unterschiedlichen Krankheitsverlauf, bzw. zu einer unterschiedlichen
Erkrankungshaufigkeit bei Mannern im Vergleich zu Frauen existieren bei der hiBM
zum heutigen Zeitpunkt nicht. Dies liegt auch an der geringen Anzahl erkrankter
Personen weltweit. Da der Erbgang autosomal verlauft [Needham et al. 2007], kann
eine gleiche Verteilung der Erkrankung bei beiden Geschlechtern angenommen
werden, auch wenn dazu keine Daten bestehen. Anders verhélt es sich bei der sIBM,
wo eine Ungleichverteilung zugunsten der Manner (m:w=2-3:1) besteht [Needham
und Mastaglia 2008], welche sich allerdings bis heute nicht erklaren lasst.

Dennoch macht es Sinn auf mogliche Unterschiede in der Muskelpathologie zu
schauen, da auch geschlechtsspezifische Faktoren Einfluss auf den
Erkrankungsverlauf haben konnen. In der vorliegenden Arbeit konnten
unterschiedliche Tendenzen sowohl in der mRNA-Expression von Markern fur
Proteinakkumulation, Degeneration/Regeneration, Entzindung und Zellstress, als
auch in der Proteinexpression und Muskelmorphologie bei mannlichen und
weiblichen hIBM-Patienten demonstriert werden. Dies lasst sich z.B. durch die
unterschiedliche Verteilung von Sexualhormonen erklaren.

Myoblasten, Myotuben und auch reife Muskelfasern exprimieren funktionelle
Ostrogenrezeptoren  und  Ostrogen  stimuliert  Transkriptionsfaktoren  in
proliferierenden Myoblasten [Kahlert et al. 1997]. Es ist zudem eine haufige
Beobachtung, dass Frauen in der Menopause einen Abfall der Muskelmasse
bekommen. Genauer wird ein Zusammenhang zwischen dem Absinken des
Ostrogens und Muskelatrophie angenommen [Maltais et al. 2009]. Dieses wiirde die
Ergebnisse der vorliegenden Arbeit stitzen, in der eine deutliche hohere Anzahl
atropher Fasern bei den Muskelbiopsieproben der mannlichen hIBM-Patienten
gesehen wurde. Zudem ist bekannt, dass Ostrogen einen positiven Einfluss auf
Muskelregeneration sowie die Aktivierung von Muskel-Satelliten-Zellen hat [Enns und
Tiidus 2010]. Dies konnte erklaren, warum die Anzahl der morphologisch
unauffalligen Fasern ebenso wie die der x-Fasern bei den weiblichen hIBM-Patienten
deutlich hoher ist, als bei den mannlichen. Eine mobgliche Protektion der
Muskelmorphologie  durch  weibliche  Steroidhormone  kénnte fir den

Krankheitsverlauf der hIBM relevant sein.
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Eine hohere mRNA-Expression aller wichtigen pro-inflammatorischen Zytokine bei
den weiblichen hIBM-Patienten konnte sich ebenfalls durch die erhéhte
Ostrogenkonzentration bei den Frauen erklaren. Generell wird fir die weiblichen
Sexualhormone eher eine immunstimulierende Wirkung und fr Androgene eher eine
immunsuppressive Wirkung beschrieben [Lahita 1993]. Ebenso konnte demonstriert
werden, dass Ostrogene, nicht aber Androgene, die Synthese des wichtigen pro-
inflammatorischen Zytokins TNF-a in menschlichen Monoblasten steigern [Carruba
et al. 2003]. Hindurch kénnte erklaren, warum die mRNA-Expression fast samtlicher
pro-inflammatorischer Zytokine bei den weiblichen hiIBM-Patienten hoher ist als bei
den mannlichen. Es wiederspricht allerdings den Daten der immunhistochemischen
Farbungen und der H&E-Farbung, bei denen die Anzahl der Fasern positiv fir
pathologische Marker und morphologische Auffalligkeiten bei Frauen mehrheitlich
geringer ist als bei Mannern.

Lediglich die Anzahl an Fasern mit Vakuolen war bei Frauen gegeniiber M&nnern bei
der hIBM leicht erhdht, was sich auch auf die Daten der immunhistochemischen
Farbungen stutzt. Hier zeigte sich, dass die Anzahl an Fasern positiv flr
Neurofilamente bei Frauen hoher ist als bei Mannern.

Insgesamt wére es sehr interessant, epidemiologische Daten zu einem
unterschiedlichen Krankheitsverlauf bei Mannern und Frauen bei der hIBM zu
erheben und zu priufen, ob sie auf die Beobachtungen der Muskelpathologie und

MRNA-Expression aufbauen kénnen.
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6 Zusammenfassung

Die hIBM ist eine chronisch progrediente Muskelerkrankung, die durch eine Mutation
im GNE-Gen bedingt wird und im Verlauf zu einer Muskelatrophie und
Muskelschwache fuhrt. Die Charakteristika der Muskelpathologie beinhalten die
Bildung von vakuolisierten und atrophen Fasern, sowie die abnormale Akkumulation
verschiedener degenerativer Marker-Proteine  wie B-Amyloid und sein
Vorlauferprotein APP sowie das Tau-Protein. Im Gegensatz zur sIBM sind
entzundliche Pathomechanismen bisher nicht bekannt und eine zellulare Entziindung
wird im hiIBM-Muskel nicht beobachtet. Insgesamt sind die Pathomechanismen der
hiIBM sehr komplex und nicht genau verstanden. Dieses Unverstandnis tragt oft zu
einer unsicheren Diagnosestellung bei und es gibt bis heute keine effektive Therapie
fur diese Erkrankung.

Ziel dieser Arbeit war es, eine quantitative Analyse verschiedener Marker fir
Proteinakkumulation, Degeneration/Regeneration, Entzindung und Zellstress an
humanen hIBM-Muskelbiopsien durchzufihren. Die Expression wurde sowohl auf
mMRNA- als auch auf Proteinebene durch quantitatve PCR und
immunhistochemische Farbungen analysiert.

Die Daten der mRNA-Analyse konnten keine signifikant erhohte mRNA-Expression
der untersuchten Marker bei der hIBM im Vergleich zu nicht-myopathischen
Kontrollen zeigen. Die mRNA-Expressionen der degenerativen Marker APP und aB-
Crystallin korrelierte jedoch signifikant mit wichtigen Markern fir Entziindung. Ebenso
ko-lokalisierten und korrelierten die Fasern, die positiv fur aB-Crystallin, NCAM,
MHC-1 und iNOS waren, signifikant miteinander. Zudem konnte eine aB-Crystallin-
Uberexpression in normal erscheinenden Fasern, wie bisher nur bei der sIBM
beobachtet, nachgewiesen werden. Dieses Hitzeschockprotein zeigte sich auch als
Uberexprimiert in morphologisch aufféalligen Fasern. Ebenso zeigte sich der
zellstress-assoziierte Marker INOS als Uberexprimiert sowohl in morphologisch
unauffalligen, als auch in morphologisch auffélligen Fasern. Zudem konnte in dieser
Arbeit eine erhohte Ko-Lokalisation von iNOS und aB-Crystallin in normal
erscheinenden Fasern demonstriert werden.

Eine Untersuchung auf geschlechtsspezifische Unterschiede in der mRNA- und
Protein-Expression pathologischer Marker zeigte einen Trend fir eine erhohte

MRNA-Expression pro-inflammatorischen Marker bei Frauen, hingegen war die
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Proteinexpression fast samtlicher untersuchter Marker hoéher bei den ménnlichen
Patienten. Ebenso zeigten Frauen im Vergleich zu Mannern weniger
pathomorphologische Merkmale der Muskelfasern.

Zusammenfassend weisen diese Ergebnisse auf eine frihe Zellstress-Antwort im
hiIBM-Muskel hin, die der im sIBM-Muskel ahnlich ist und eine pro-inflammatorische
Komponente ohne zellulare Infiltration als Pathomechanismus der hIBM nahelegen.
Dies konnte sowohl fur die diagnostischen als auch therapeutischen Méglichkeiten in

Zukunft als Ansatzpunkt dienen.
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