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Referat

Die Anoctamin-5-Myopathie ist eine der haufigsten Ursachen fiir hereditdre Myopathie
in Nordeuropa. Klinisch duf3ert sich diese Erkrankung durch eine proximale (LGMD) oder
distale (MMD3) Muskelschwéache oder eine asymptomatische Hyper-CK-amie mit oder
ohne Mpyalgien. Histologisch imponiert ein myopathisches Gewebesyndrom
unterschiedlichen Schweregrads. Einige Patienten zeigen Amyloidablagerungen im
Muskelgewebe oder auch mitochondriale Auffalligkeiten wie COX-negative Fasern oder
ragged red fibres. Ursache der Erkrankung sind rezessive Mutationen im Anoctamin-5-
Gen.

In dieser Arbeit wurden 12 Patienten mit genetisch nachgewiesener Anoctamin-5-
Myopathie der neurologischen Universitatsklinik Halle klinisch charakterisiert und die
Muskelbiopsien wurden histologisch untersucht. In 8/12 Fallen lag ein Muskel-MRT-
Befund vor. Darlber hinaus erfolgte eine Proteomanalyse. Die Ergebnisse wurden
mittels einer Pathwayanalyse in einer Bioinformatikdatenbank analysiert.

Klinisch zeigten 7 Patienten einen LGMD-Phéanotyp, ein Patient eine distale und ein
weiterer eine generalisierte Muskelschwache. Zwei Patienten hatten eine isolierte
Hyper-CK-amie. Histologisch zeigte sich bei den Patienten ein myopathisches
Gewebesyndrom unterschiedlichen Schweregrades. Darlber hinaus konnten bei den
meisten der Patienten (n=10/12) Amyloidablagerungen endomysial nachgewiesen
werden. Mitochondriale Veranderungen zeigten sich bei 7/12 Patienten.

Die Proteomanalyse ergab eine Hoch- bzw. Herabregulation vor allem bei Proteinen des
Zytoskeletts, der Muskelkontraktion, des Energiestoffwechsels und des intrazellularen
Calciumhaushalts. Bei Anoctamin-5-Muskelbiopsien mit mitochondrialen Auffalligkeiten
war Transthyretin erhoht.

Zusammenfassend ergab sich in der Hallenser Kohorte keine Beziehung zwischen
einem bestimmten klinischen oder histologischen Phanotyp und einem bestimmten
Genotyp. Die klinische Heterogenitat der Erkrankung spiegelte sich auch auf der
Proteomebene wider. Anhand des Proteoms konnen mogliche Funktionen von
Anoctamin 5 im Rahmen des intrazelluldaren Calciumstoffwechsels und der

Membranreparatur vermutet werden.

Richert, Caroline: Anoctamin-5-Myopathie — Klinik, Histologie und Proteom einer
Hallenser Kohorte, Halle (Saale), Univ., Med. Fak., Diss. 61 Seiten, 2023
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Abkiirzungsverzeichnis

ANO5 Anoctamin 5-Gen

R-APP Amyloid-Precursor-Protein 3

CaCC calcium-aktivierter Chloridkanal (calcium-activated chlorid-
channel)

CMD kongenitale Muskeldystrophien (congenital muscular dystrohies)

COX Cyclooxygenase

CT Computertomographie

EMG Elektromygraphie

ER Endoplasmatisches Retikulum

ESI-QTOF-MS Elektrospray-lonisation Quadrupol Time-of-Flight
Massenspektrometrie

FAP Fibroadipogenic progenitor Zellen

HE Hamatoxilyn-Eosin-Farbung

HSP Hitzeschockprotein (heat shock protein)

IBM Einschlusskérpermyositis (inclusion body myositis)

LGMD Gliedergurteldystrophie (limb girdle muscular dystrophy)

M/Mm Musculus/Musculi

MBB Musculus biceps brachii

MG Musculus gastrocnemius

MTA Musculus tibialis anterior

MVL Musculus vastus lateralis

MMD Miyoshi distal myopathy

MRT Magnetresonanztomographie

MV Minutenvolumen (in I/min)

NADH Nicotinamidadenindinukleotid

OS Oberschenkel

P-MgCl: Magnesiumchlorid-Puffer

Po.1 Mundverschlussdruck (in kPa)

PID Patienten-1D

ROS Reaktive Sauerstoffspezies (engl.: reactive oxygen species)

SERCA Calcium-ATPase des sarkoplasmatischen und

Endoplasmatischen Retikulums (Sarcoplasmic/endoplasmic
reticulum calcium ATPase)

STIR Inversion-Recovery-Sequenz

us Unterschenkel



1 Einleitung

1.1 Gliedergiirteldystrophien

Mit dem Begriff der Gliedergurteldystrophien wird ein Phanotyp bezeichnet, der sich
klinisch mit Paresen im Schulter- und Beckengdrtel manifestiert.
Die Gliedergurteldystrophien gehdren zu den hereditdren Myopathien. Erstmalig wurde
der Begriff der Gliedergurteldystrophie (engl. limb girdle muscular dystrophy; LGMD)
1954 von Frederick John Natrass und John Nicolas Walton gepragt. Sie definierten
hierfur folgende grundséatzliche Eigenschaften:

1) Spater Erkrankungsbeginn (meist ab der 3.-4. Lebensdekade)

2) Beginn mit einer muskularen Schwache entweder im Schulter- oder Beckengurtel

3) Autosomaler Erbgang (beide Geschlechter betroffen)

4) langsam fortschreitend
(Walton und Natrass 1954).
Die Diagnose erfolgte zunachst anhand der klinischen Kriterien und durch Ausschluss
anderer Erkrankungsursachen. Daruber hinaus ist eine Gliedergurtelschwéache nicht
immer das Leitsymptom der Erkrankung (Angelini 2020) sondern zeigt vielmehr eine
weitlaufige klinische und genetische Heterogenitat (Guglieri et al. 2008). Uberwiegend
ist der Erkrankungsverlauf symmetrisch (Murphy und Straub 2015).
Im Jahr 1991 konnten Beckmann et al. als ersten Genlocus eine Mutation im Calpain-
Gen auf Chromosom 15 ausfindig machen (Beckmann et al. 1991). Seither nahm die
Entdeckung weitere Genloci stetig zu.
Aufgrund der im weiteren Verlauf mdglichen genetischen Charakterisierung wurde 1995
eine Klassifikation der LGMD-Subtypen anhand molekularer und genetischer Kriterien
unternommen. Die autosomal-dominant vererbten Loci wurden der Klasse LGMD Typ 1
(LGMD1), die autosomal-rezessiv vererbten der Klasse LGMD Typ 2 (LGDM2)
zugeordnet. Innerhalb der Klassen wurden in der Reihenfolge der Entdeckung der
Genloci Buchstaben in alphabetischer Reihenfolge angehangen (Bushby et al. 1995a
und 1995b).
Durch die weiterhin fortschreitende Entdeckung immer neuer Genloci wurde 2017 auf
dem 2. ENMC (European Neuromuscular Center) — Workshop eine neue Klassifikation
der LGMD eingeflihrt. Die autosomal-dominant vererbten LGMDs wurden in die Gruppe
D, die autosomal-rezessiven LGMDs in die Gruppe R eingeteilt. Innerhalb dieser Gruppe
wurden die Unterformen in der Reihenfolge ihrer Entdeckung durchnummeriert (aktuell:
LGMD D1-5 und LGMD R1-27, Li et al. 2022). Die Klassifikation berlcksichtigt proximale



und disto-proximale Formen mit dem Nachweis von Faserdegeneration und
Fasersplitting in der histologischen Betrachtung, eine Erhdhung der Creatinkinase (CK)
sowie den Nachweis von degenerativen Veranderungen und fibro-fettiger Infiltration im
Muskel-MRT (Straub et al. 2018).

Aufgrund der hohen genetischen Variabilitat gibt es keinen einheitlichen
Pathomechanismus. Betroffene Proteine kdnnen zum Sarkolemm, dem Zytosol als auch
zum Nucleolus gehoéren. Mdogliche Schadigung der Myozyten kann sowohl durch
Membraninstabilitat, Fehler in der Anordnung oder Funktion des Dystroglykankomplexes
oder einem Defekt der Muskelreparaturmechanismen vorkommen. Durch eine Stérung
des intrazellularen Calciumhaushalts kann es zu einer vermehrten Apoptose oder auch
Nekrose der Fasern kommen. Die Reparaturmechanismen kdénnen auch, wenn nicht
gestort, durch die erhéhte Schadigung an Fasern Uberfordert sein, wodurch es zu einem
Ersatz von Muskelgewebe durch Binde- oder Fettgewebe kommt (Murphy und Straub
2015). Tabelle 1 zeigt einen Uberblick Uber die bisher bekannten
Gliedergurteldystrophien.



Tab. 1: Ubersicht zu den Gliedergiirteldystrophien (LGMD) (nach Straub et al. 2018 und

Li et al. 2022); D = dominant vererbt; R = rezessiv vererbt

Nomenklatur Gen
LGMD D1 DNAJB6-related DNAJB6
LGMD D2 TNPO03-related TNPO03
LGMD D3 HNRNPDL-related HNRNPDL
LGMD D4 calpain3-related CAPN

LGMD D5 collagen 6-related
LGMD R1 calpain3-related
LGMD R2 dysferlin-related
LGMD R3 a-sarcoglycan-related
LGMD R4 B-sarcoglycan-related
LGMD RS5 y -sarcoglycan-relateda
LGMD R6 &-sarcoglycan-related
LGMD RY7 telethonin-related
LGMD R8 TRIM 32-related
LGMD R9 FKRP-related

LGMD R10 titin-related

LGMD R11 POMT1-related
LGMD R12 anoctamin5-related
LGMD R13 Fukutin-related
LGMD R14 POMT2-related
LGMD R15 POMGNT1-related
LGMDR16 a-dystroglycan-related
LGMD R17 plectin-related
LGMD R18 TRAPPC11-related
LGMD R19 GMPPB-related
LGMD R20 ISPD-related

LGMD R21 POGLUT 1-related
LGMD R22 collagen 6-related
LGMD R23 laminin o2-related
LGMD R24 POMGNT2-related
LGMD R25

LGMD R26

LGMD R27

COL6A1, COL6A2, COL6A3
CAPN
DYSF
SGCA
SGCB
SGCG
SGCD
TCAP
TRIM32
FKRP

TTN
POMT1
ANO5
FKTN
POMT2
POMGNT1
DAGH1
PLEC
TRAPPC11
GMPPB
ISPD
POGLUT1
COL6A1, COL6A2, COL6A3
LAMA2
POMGNT2
BVES
POPDC3
JAG2
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Abb. 1: Prévalenzen der verschiedenen Gliedergirtelmuskeldystrophien in einer gro3en
italienischen Kohorte, reprdsentativ fiir die Verteilung in Europa; 2A:
Calpainopathie; 2B: Dysferlinopathie; 2C: Gamma-Sarkoglykanopathie; 2D:
Alpha-Sarkoglykanopathie;  2E:  Beta-Sarkoglykanopathie;  2F:  Delta-
Sarkoglykanopathie; 2I: Myopathie bei Mutation im FKRP (Fukutin-related
Protein); 2L: Anoctaminopathie; 1C: Caveolinopathie
(verdndert nach Magri et al. 2012)

1.3 Distale Myopathien

Die distalen Myopathien sind eine heterogene Erkrankungsgruppe, der gemeinsam ist,
dass sie klinisch mit einer Muskelschwache in den Handen und oder FlRen beginnen
(Felice et al. 2020). Abzugrenzen von den distalen Myopathien, die eine nachweisliche
genetische Ursache haben (siehe hierzu Tabelle 2), sind Erkrankungen, bei denen die
distale Muskelschwache als Begleitphanomen auftritt, beispielsweise Polyneuropathien
(Udd et al. 2014).



Tab. 2: Ubersicht zu den distalen Myopathien (nach Felice et al. 2020)
AR: autosomal-rezessiv; AD: autosomal-dominant

Nomenklatur Gen Hereditat
ADSSLA1 AR
Miyoshi Type 3 ANO5 AR
Tateyama CAV3 AD
DNAJB6 AD
Centronuclear type 1 DNM2 AD
Miyoshi DYSF AR
FLNC AD
Nonaka GNE AR
KLHL9 AD
Markesbery-Griggss LDB3 AD
VCPDM MATR3 AD
Laing MYH7 AD
Myofibrillar type 3 MYTOT AD
Nemaline type 2 NEB AR
SQSTM1 AD
Welander TIA1 AD
Udd TTN AD
VCP AD

Es gibt somit Mutationen, die allelisch eine LGMD oder eine distale Myopathie ausldsen
kénnen (z.B. Anoctamin 5). Die Ursache hierflr bislang unklar (Bolduc et al. 2010,
Mahjneh et al. 2010).

1.4 LGMD R12 und MMD3

Als LGMD R12 (ehemals LGMD 2L) und Miyoshi distal myopathy type 3 (MMD3) werden
Muskelerkrankungen bezeichnet, die durch Mutationen im Anoctamin-5-Gen ausgel6st
werden. Die erstmalige Beschreibung einer Muskeldystrophie ausgelést durch eine
rezessive Mutation im ANO5-Gen erfolgte durch Bolduc et al. 2010. Heute zahlt die
Anoctaminopathie zu den haufigen Ursachen einer Gliedergurtelmuskeldystrophie in
Nordeuropa, vor allem in Finnland (Deschauer et al. 2011, Penttila et al. 2012).

Klinisch zeigt sich ein sehr variables Bild mit drei verschiedenen Phanotypen. Zum einen
gibt es die Patientengruppe mit einer Gliedergurteldystrophie (LGMD R12), die eine
Schwache des oberen und unteren Gliedergurtels sowie eine asymmetrischen Atrophie
des M. quadriceps femoris und dem M. biceps brachii aufweisen. Bei einigen Patienten

zeigte sich klinisch zusatzlich eine Hypertrophie der Wadenmuskulatur, welche sich im



Verlauf zu einer milden Wadenatrophie entwickelt. Eine Schwache der distalen
Muskulatur der oberen Extremitat wurde nicht beschrieben (Bolduc et al. 2010).

Eine weitere Gruppe bildet die MMD3 mit dem Phanotyp einer distalen Myopathie.
Charakteristisch ist hier eine Schwache der Wadenmuskulatur. Eine Wadenatrophie wird
nicht beschrieben, jedoch teilweise eine Hypertrophie der Waden. Als erste Symptome
beschreiben die Patienten ein unangenehmes Gefihl in der Wadenmuskulatur, welches
durch Kalte nachlasse (Mahjneh et al. 2010). Im Verlauf kann sich eine Muskelsteifigkeit
entwickeln. In spateren Erkrankungsstadien konnten zudem auch eine asymmetrische
Schwache des oberen und unteren Gliederglrtels beobachtet werden (Bolduc et al.
2010, Mahjneh et al. 2010). Einige Patienten berichteten von einer exzessiven
physischen Aktivitat vor Erkrankungsbeginn (Hicks et al. 2011).

Der letzte Phanotyp entspricht der Gruppe der Hyper-CK-amie mit und ohne Myalgien.
Teilweise wird dieser Typ auch als ,pseudometabolisch“ bezeichnet, da er klinisch den
metabolischen Myopathien ahnelt (Milone et al. 2012, Liewluck et al. 2013, Silva et al.
2019, Papadopoulos et al. 2017). Von diesem Phanotyp scheinen Gberwiegend Frauen
betroffen zu sein (Penttila et al. 2012). Eine Erhéhung der CK liel3 sich auch in den
anderen beiden Gruppen nachweisen und war retrospektiv ein oftmals beobachtetes

Frihsymptom (Liewluck et al. 2013).

A

Hyper-CK-émie LGMD R12 MMD3
Abb. 2: Schematische Darstellung der verschiedenen Phénotypen von Anoctamin-5
Myopathien

Der Erkrankungsbeginn der Anoctamin-5-Myopathie liegt im Mittel in der 3.-4.
Lebensdekade (Bolduc et al. 2010). Manner scheinen im Vergleich zu Frauen haufiger
und schwerer betroffen zu sein (Bolduc et al. 2010, Sarkozy et al. 2013, Hicks et al.
2011, Penttila et al. 2012). Frauen zeigen haufiger nur eine Wadenhypertrophie ohne
Schwaéche sowie eine Belastungsintoleranz und eine asymptomatische Erhéhung der
CK (Penttila et al. 2012). Zudem wird auch ein Overlap zwischen dem Gliedergurteltyp

und der distalen Myopathie beschrieben (Hick et al. 2011). Vereinzelt tritt auch eine



kardiale Beteiligung in Form von Herzrhythmusstorungen oder einer dilatative
Kardiomyopathie auf (Wahbi et al. 2013, Liewluck et al. 2013).

Histologisch zeigt sich ein myopathisches Gewebesyndrom unterschiedlichen
Ausmales. Hierzu zahlen ein erweitertes Faserkaliberspektrum, binnenstandige
Zellkerne, Fasersplitting und Degeneration des Muskelgewebes mit Zunahme des
interfaszikularen Bindegewebes (Mahjneh et al. 2010) aber auch eine Verminderung der
oxidativen Enzymaktivitdt und einer Vermehrung von COX-negativen Fasern
(Deschauer et al. 2011). Des Weiteren konnten sowohl Regeneratfasern als auch
Rimmed vacuols nachgewiesen werden (Hicks et al. 2011). Vereinzelt treten
Fasernekrosen auf (Penttila et al. 2012, Schneider et al 2014). Amyloidablagerungen in
den intramuskuldren Gefalwanden konnten ebenfalls bei einigen Patienten
nachgewiesen werden (Milone et al. 2012), weshalb eine Verwechslung mit einer
Amyloidmyopathie auftreten kann (Liewluck und Milone 2017). Die genaue
Zusammensetzung des Amyloids ist bislang unklar. Es konnten in einer Studie von
Liewluck und Kollegen Apolipoprotein A1, Apolipoprotein A4, Apolipoprotein E, Gelosin
und Serumamyloid P als assoziierte Proteine identifiziert werden (Liewluck et al. 2013).
Elektronenmikroskopisch waren multifokale Unterbrechungen der sarkolemmalen
Membran zu beobachten (Bolduc et al. 2010). Bei asymptomatischen Patienten zeigte

die Muskelbiopsie oftmals keine pathologischen Veranderungen (Liewluck et al. 2013).

Im Muskel-MRT findet sich in der Oberschenkelmuskulatur oftmals eine asymmetrische
fettige Degenration im posterioren Kompartment. Am starksten ausgepragt waren die
Veranderungen im Bereich der Mm. adductor magnus, semitendinosus et
semimembranosus. Der M. quadriceps femoris zeigte ein eher fleckiges Muster. Bis auf
wenige Ausnahmen von Patienten mit einem generalisierten Befall der
Oberschenkelmuskulatur waren die Mm. rectus femoris, gracilis et sartorius erst im
spateren Verlauf und am wenigsten betroffen (Hick et al. 2011, Sarkozy et al. 2012). Die
Glutealmuskulatur ist meist nur mild bis moderat befallen (Sarkozy et al. 2012). Am
Unterschenkel waren bei den Patienten eine moderate Atrophie des medialen M.
gastrocnemius und des M. soleus nachweisbar. Das anteriore Kompartment des
Unterschenkels war wenig bis gar nicht betroffen (Hick et al. 2011). Auch hier Iasst sich
zwischen dem klinischen Bild und der Auspragung der degenerativen Veranderungen
im MRT keine Korrelation nachweisen (Sarkozy et al. 2012).

Das EMG zeigte myopathische Veranderungen wie Fibrillationen. Es wurden auch

myotone Entladungen beobachtet (Liewluck et al. 2013).



Mittlerweile sind mehr als 200 Mutationen im ANO5-Gen als Ausloser fur LGMD R12
und MMD3 bekannt (Vazquez et al. 2020). Die meisten treten in Exon 5, 15, 19 und 20
auf (Penttila et al. 2012). Die haufigste Mutation weltweit ist c.191dupA in Exon 5 (Hicks
et al. 2011) gefolgt von ¢.2272C>T in Exon 20 (Penttila et al. 2012). Die Mutation
c.191dupA ist zunachst vor allem in Nordeuropa nachgewiesen worden, was sich
vermutlich auf einen Grindereffekt zuriickflihren lasst (Hick et al. 2011). Die Mutation
€.2272C>T wurde vor allem in finnischen Familien gefunden (Penttila et al. 2012). Eine
Assoziation zwischen den einzelnen Mutationen und den Phanotypen konnte bisher
nicht beobachtet werden (Mahjneh et al. 2010, Penttila et al. 2012).

1.5. Anoctamin-5/TMEM16E
1.5.1. Die Anoctamingruppe

Anoctamine, auch TMEM16-Proteine (engl.: TransMEMbrane protein 16) sind eine
Gruppe von Membranproteinen unterschiedlicher Funktion. Der Name Anoctamin leitet
sich vom urspriinglich angenommenen Aufbau aus acht transmembranen Segmenten
(lat. octo = acht) sowie der Annahme ab, dass diese Proteine als Anionenkanale
fungieren (Yang et al. 2008). Heutzutage ist bekannt, dass die Proteine dieser Familie
Homodimere sind, deren Monomere jeweils aus zehn transmembranen Helices und
einer zytosolischen Doméane bestehen (Falzone et al. 2018). Zudem fungieren die
Proteine nicht nur als wie urspriinglich angenommen calcium-abhangige Chloridkanale
(CaCC) (Yang et al. 2008), sondern auch als Phospholipid-Scramblasen (Suzuki et al.
2010) oder als duale nicht-selektive lonenkanale/Phospholipid-Scramblase (Yu et al.
2015).

Aktuell sind zehn verschiedene Proteine (TMEM16A-K exklusive 1) bekannt (Falzone et
al. 2018). Tabelle 3 fasst die jeweilige Funktion der Mitglieder der Familie zusammen.
Die physiologische Rolle der Anoctamine ist vielschichtig und noch nicht bei allen
abschlielten geklart. Anoctamin 6 (TMEM16F) spielt beispielsweise eine Rolle in der
Kontrolle der Blutgerinnung. Durch ein defektes Anoctamin 6 wird das Scott-Syndrom,
eine seltene angeborene Stérung der Gerinnung durch Thrombozyten mit

hamorrhagischen Episoden, ausgelost (Suzuki et al. 2010).



Tab. 3: Ubersicht der Mitglieder der TMEM16/Anoctamin-Familie mit Funktion
Anoctamin/TMEM16 Funktion

Anoctamin 1/TMEM16A CaCC (Yang et al. 2008)

Anoctamin 2/TMEM16B CaCC (Yang et al. 2008)

Anoctamin 3/TMEM16C Phospholipid-Scramblase (Suzuki et al. 2013)

Anoctamin 4/ TMEM16D Phospholipid-Scramblase (Suzuki et al. 2013)

Anoctamin 5/TMEM16E CaCC und Phospholipid-Scramblase (Yu et al. 2015)

Anoctamin 6/ TMEM16F CaCC und Phospholipid-Scramblase (Suzuki et al. 2010, Yu et al. 2015)
Anoctamin 7/ TMEM16G Phospholipid-Scramblase (Suzuki et al. 2013)

Anoctamin 8/ TMEM16H unklar

Anoctamin 9/TMEM16J Phospholipid-Scramblase (Suzuki et al. 2013)

Anoctamin 10/TMEM16K unklar

1.5.2 Anoctamin 5

Anoctamin 5 (TMEM16E) wird vor allem in Herz- und Skelettmuskelzellen und dem
Knochen exprimiert (Mizuta et al. 2007). Wie auch die anderen Anoctamine ist
Anoctamin 5 ein Homodimer, dessen jeweilige Monomere aus 10 transmembranen
Segmenten besteht. Die calcium-bindende Stelle der Monomere befindet sich jeweils
inmitten des Proteins, ist aber von der zytoplasmatischen Seite erreichbar. Jedes
Monomer hat eine der Membran zugewandte hydrophile Grube, welche in den lonen-

und Lipidtransport eingebunden zu sein scheint (Chandra et al. 2019).

Calmodulin binding CBM1 ca’
regulates bicarbonate /RcéM >
permeability %
Calmodulin binding c
modulates channel/
activit . . .
: 7 Domain modulating Glutamate residues
D|mer_|zat|on voltage dependence mediating direct
domain and Ca* sensitivity Ca* binding

Abb. 3: Schematische Darstellung von Anoctamin 5 (nach Benarroch et al. 2017)

Urspringlich wurde angenommen, es handele sich wie bei anderen Anoctaminen um

einen calciumaktivierten Chloridkanal (Yang et al. 2008). Neuere Untersuchungen



lassen aufgrund der hohen Ahnlichkeiten der Aminoséuresequenzen von Anoctamin 5
und Anoctamin 6 jedoch annehmen, dass Anoctamin 5 zusatzlich Eigenschaften einer
Phospholipid-Scramblase besitzt und somit mdoglicherweise bifunktional wie Anoctamin
6 agiert (Whitlock et al. 2018). Der direkte Nachweis im Muskel ist allerdings aufgrund
fehlender geeigneter kommerzieller Antikérper gegen Anoctamin 5 noch nicht gelungen
(Falzone et al. 2018).

Die physiologische Rolle von Anoctamin 5 ist bis heute noch nicht abschlieRend geklart.
Anders als im Mausmodell, in dem sich zuséatzliche Anhaltspunkte auf eine Beteiligung
von Anoctamin 5 bei der Muskeldifferenzierung und Membranreparatur zeigten (Griffin
et al. 2016), scheint humanes Anoctamin 5 nicht an der Fusion von Myoblasten oder der
Myogenese beteiligt zu sein (Jaiswal et al. 2007), sodass eine speziesspezifische
Funktion von Anoctamin 5 mdglich erscheint (Chandra et al. 2019).

Zudem wird eine Rolle in der Strukturerhaltung des endoplasmatischen Retikulums und
in der intrazellularen Calciumhomdostase diskutiert (Chandra et al. 2019). Bei einem
Defizit an Anoctamin 5 zeigte sich eine Fehlregulierung des Abbaus von
verletzungsbedingt erhdhtem zytoplasmatischem Calcium. Nachfolgend kommt es zu
einer vermehrten Fragmentation des endoplasmatischen Retikulums (Chandra et al.
2019). Auch wurde bereits friher beobachtet, dass durch eine intrazellulare
Calciumerhéhung Stress am endoplasmatischen Retikulum ausgeldst wird und somit zur
Bildung von tubularen Aggregaten fuhrt (lkezoe et al. 2003). Auch eine Beteiligung an
Signalwegen der Strukturproteine des Sarkolemms und regulatorischer Proteine wurde
Uberlegt (Penttila et al. 2012). Dartber hinaus scheint durch einen loss-of-function von
Anoctamin 5 die Fusion von Muskelprogenitorzellen gestort (Whitlock et al. 2018). Das
Zellwachstum im Muskel sowie die Zelldifferenzierung scheinen bei einem
Funktionsverlust von Anoctamin 5 nicht gestort zu sein (Chandra et al. 2019).

Wie bereits beschrieben flhrt eine rezessive Mutation im ANO5-Gen zum klinischen Bild
einer Muskeldystrophie mit erhdhter CK und mit oder ohne Myalgien (Bolduc et al. 2010).
Durch eine dominante Mutation entsteht das klinische Bild der gnathodiaphysealen
Dysplasie, einer seltenen Skeletterkankung mit vermehrter Knochenbrichigkeit und

Veranderungen am kndchernden Ober- und Unterkiefer (Mizuta et al. 2007).
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1.6  Amyloid
1.6.1 Amyloidproteine

Amyloidproteine bestehen aus mehreren Homopolymeren in einer Cross-Beta-
Formation (Eisenberg und Sawaya 2017). Amyloide besitzen einen aulerst variablen
Phanotyp mit variabler Toxizitat (Qiang et al. 2017).
Die Synthese des Amyloids durchlauft mehrere Phasen und kann entweder Uber eine
Down-Hill-Polymerisation (Hurshman et al. 2004) oder oder wenn sich Proteine in
Assoziation mit dem Zellkern konformativ. umformen (nucleated conformational
conversation) (Lee et al. 2011) erfolgen.
Nicht alle Amyloide sind toxischer Natur. Es gibt darlber hinaus auch funktionale
Amyloide. Bei diesen ist die Aggregation stark aufeinander abgestimmt und reguliert. Die
pathologischen Amyloide entziehen sich dieser Regulation (Chuang et al. 2018).
Aufgaben der funktionalen Amyloide sind verschieden. Chaperone wie Hsp70 und
Hsp90 sind wichtige Inhibitoren der Amyloidentstehung (Lindberg et al. 2015).
Weitere Aufgaben sind beispielsweise die Pigmentformation in der Haut durch das
Premelanosome protein (PMEL), welches am Melanin-Meatbolismus beteiligt ist (Watt
et al. 2013). Ebenfalls regulieren funktionale Amyloide die mRNA-Translation in
Neuronen durch das Cytoplasmic polyadenylation element-binding protein (CPEB3)
(Chuang et al. 2018).
Die Pathogenitat von Amyloiden ergibt sich nach Juncker und Walker durch ihre hohe
thermodynamische Stabilitat (Jucker und Walker 2013). In der Folge kommt es zu einer
Akkumulation der Proteine und einer Stérung der Proteostase.
Verschiedene  neurodegenerative  Erkrankungen sind mit  pathologischen
Amyloidablagerungen assoziiert. Hierzu zahlen zum einen Morbus Alzheimer, die
frontotemporale Demenz (FTD) Chorea Huntington oder die Familiare Amyloid
Polyneuropathie (FAP) (Chuang et al. 2018).
Dartiber hinaus sind pathologische Amyloide nicht ausschlieBlich neurotoxisch.
Beispielweise wurde 2011 durch Westermark et al. die Degeneration von Beta-Zellen
des Pankreas durch Amylin bei Diabetes Typ Il beschrieben (Westermark et al. 2011).
Warum die verschiedenen pathologischen Amyloide unterschiedliche Toxizitaten
besitzen, ist noch nicht abschlieRend geklart. Es gibt hierzu mehrere Vermutungen:

a) direkt toxische Wirkung der Amyloidfibrillen und der fehlgefalteten Oligomere

(Chuang et al. 2018)
b) Loss-of function durch Fehlfaltung der nativen Proteine (Chuang et al. 2018)
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c) Ausldsung des natirlichen Zelltods durch fehlgefaltetes Amyloid (Olzscha et al.
2011)
d) Gain-of-toxicity durch Amyloid oder Oligomere (Chuang et al. 2018).
Der Abbau von Amyloid erfolgt Gber zwei Wege. Zum einen durch Autophagie, bei der
die Amyloidaggregate von Autophagosomen umgeben werden. Ein weiterer Abbauweg
erfolgt Uber das Ubiquitin-Proteasom System (UPS) (Chuang et al. 2018).

1.6.2. Vorkommen von Amyloid bei Muskelerkrankungen

Das Vorkommen von Amyloid bei Muskelerkrankungen wurde bereits vor der
Entdeckung der Ablagerungen bei Anoctamin-5-Myopathie festgestellt.

Die Amyloidmyopathie wurde bereits erstmalig 1998 von Spuler et al. beschreiben. Es
handelt sich hierbei um eine Erkrankung mit kongophilen Ablagerungen um die
intramuskularen BlutgefaBe und in Skelettmuskelfasern. Zudem wurden einige
nekrotische und Regeneratfasern sowie milde Denervierungszeichen beschrieben
(Spuler et al. 1998). Eine Voraussetzung fir die Diagnose einer Amyloidmyopathie ist
der Ausschluss einer systemischen Amyloidose, welche durch die zuséatzliche
Anwesenheit einer monoklonalen Gammopathie, Hinweisen auf Amyloidablagerungen
aulerhalb des Muskelgewebes und Organomegalien in der klinischen Untersuchung
oder im CT sowie einer peripheren Neuropathie (klinisch oder im ENG) definiert wird
(Liewluck und Milone 2017). Sowohl klinisch als auch atiologisch besteht eine hohe
Heterogenitat der Amyloidmyopathie. Amyloidablagerungen im Muskelgewebe wurden
jedoch auch bei anderen Muskelerkrankungen gefunden, z.B. bei genetisch bedingten
Myopathien mit Mutationen in den Genen fir Anoctamin 5 und Dysferlin (Liewluck und
Milone 2017). Auch bei der sporadischen Einschlusskdrperchenmyositis sind

Amyloidablagerung in der Muskulatur typisch (Amato et al. 2009).
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2 Zielstellung der Arbeit

Die Anoctamin-5-Myopathie ist eine Erkrankung mit einem variablen klinischen und
histologischen Erscheinungsbild. Die Pathogenese der Erkrankung sowie die
physiologische Rolle von Anoctamin 5 sind bis heute weiterhin nicht eindeutig geklart.
Ziel dieser Arbeit ist es daher, 12 konsekutive Patientinnen und Patienten der
neurologischen Klinik des Universitatsklinikums Halle hinsichtlich ihrer klinischen,
epidemiologischen sowie der histologischen, genetischen und proteomoischen
Auffalligkeiten zu untersuchen, um so ein besseres Verstandnis der Pathogenese zu
erlangen. Insbesondere sollte untersucht werden, inwiefern sich aus der Literatur
bekannte  histologische = Besonderheiten  reproduzieren lassen und ob
Amyloidablagerungen und/oder mitochondriale Auffalligkeiten mit epidemiologischen
Eigenschaften oder bestimmten muskularen proteomischen Mustern assoziiert sind.
Folgende Fragen sollen durch diese Arbeit geklart werden:

- Welche Heterogenitaten gibt es klinisch, histologisch, molekulargenetisch sowie
auf Proteomebene bei den Hallenser Patienten?

- Welche Unterschiede gibt es in der Proteinexpression im Muskelgewebe bei
Patienten mit ANOS-Mutation im Vergleich zu gesunden Kontrollen?

- Spiegelt sich der Schweregrad des klinischen und histologischen Bildes von
Patienten mit Anoctamin-5-Myopathie in der Proteinregulation im Proteom des
Muskels wider?

- Sind Unterschiede der Proteinexpression in Subgruppen der Patienten mit
Anoctamin-5 Myopathie zu finden?

- Ist eine mogliche Pathogenese der Erkrankung anhand der Proteinanalyse im
Muskel ableitbar?
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3 Patienten und Methoden

3.1 Patientenkollektiv

Untersucht wurde eine Kohorte an Patientinnen und Patienten, welche sich in der
Vergangenheit zur Muskeldiagnostik am Muskelzentrum des Universitatsklinikums
Halle/Saale vorstellten. Die klinischen Daten wurden retrospektiv ausgewertet.

Das Patientenkollektiv umfasst insgesamt 4 Patientinnen und 8 Patienten mit
nachgewiesener rezessiver Mutation im ANO5-Gen. Unter den 12 Patientinnen und
Patienten befindet sich ein Bruderpaar (PID3 und PID 9).

Alle Patienten erhielten im Rahmen der Diagnostik ein EMG. Bei 8 Patienten lag ein
MRT-Befund der Muskulatur vor. Eine Lungenfunktion wurde bei 4 Patienten
durchgefihrt Bei 5/11 Patienten wurde eine transthorakale Echokardiographie
durchgeflhrt.

3.2. Histologie
3.2.1 Probenakquise

Die Muskelbiopsien erfolgten im Rahmen der zurickliegenden Routinediagnostik.
Folgende Muskeln wurden hierbei biopsiert:

M. biceps brachii (n=5), M. gastrocnemius (n=2), M. quadriceps femoris, vastus lat. (n=3)
sowie M. tibialis anterior (n=1). Von einer Probe war der Biopsieort nicht bekannt.

Alle Muskeln wurden in einem offen-chirurgischen Verfahren entnommen und sofort bei
-80°C gelagert. Nachfolgend erfolgte das Schneiden am Gefriermikrotom Leica CM 3050
S (Leica Microsystems, Deutschland) bei -20°C. AnschlieRend wurden die
histologischen und immunhistochemischen Farbungen durchgefuhrt.

Fir die elektronenmikroskopische Untersuchungen von 3 Patienten erfolgte am Institut

fur Pathologie der Universitat Halle-Wittenberg durch Prof Holzhausen.

Die Entnahme der Muskelproben der Kontrollen erfolgte offen-chirurgisch im Rahmen
routinemafiger orthopadisch-unfallchirurgischer Operationen. Die Aufarbeitung und
Lagerung sowie Ubersendung der Teilstiicke der Kontrollproben entspricht derer der

Patientenproben.
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3.2.2. Histologische und immunhistochemische Untersuchungen

Die Farbungen erfolgten bereits im Anschluss an die jeweiligen Muskelbiopsien durch
die Mitarbeiter des Muskellabors der neurologischen Klinik des Universitatsklinikums
Halle.

Hé&matoxylin-Eosin

Nach der Entnahme und dem Schneiden der Muskelpraparate werden die
Muskelschnitte gefarbt. Fur die HE-Farbung werden die Schnitte zunachst fur 10min in
eine Hamalaun-Lésung gestellt. Es erfolgt das Spulen mit Leitungswasser, bis das
Wasser klar ist. Danach folgt fur 10min das Blauen in Leitungswasser und daraufhin das
Farben mit Eosin 1% fir 5min. Nach einem erneuten kurzen Spulen mit Leitungswasser,
durchlaufen die Schnitte eine aufsteigende Alkoholreihe (70% Alkohol, 96% Alkohol, 2x
absoluter Alkohol).

Van Gieson-Férbung

1-3 Tage nach Entnahme werden die luftgetrockneten 10um dicken Schnitte fiir 5min in
Weigerts Eisenhamatoxylin fiir 5min gefarbt. Es erfolgt das Spulen mit Aqua. Gefolgt von
der Differenzierung des Zellplasmas durch Salzsaurealkohol (70%iger Isopropanol+25%
Salzsaure) fur 3sec.Hiernach erfolgt die erneute Spilung mit Aqua und nachfolgend das
Blauen in Leitungswasser fir 15min. Danach wird erneut mit Aqua gespult. Die Farbung
durch das  Gieson-Gemisch  (20ml  gesattigte  Pikrinsaure+2ml  1%ige
Saurefuchsinlésung) erfolgt fur 1min. Nach dem erneuten Waschen mit Aqua
durchlaufen die Schnitte eine aufsteigende Alkoholreihe (96%iger Alkohol, 2x absoluter
Alkohol).

Kongorot

Fir die Kongorotfarbung werden die luftgetrockneten Schnitte zunachst in der
Hamatoxylin-Lésung nach Goll Il fir 5min gefarbt und anschliefend mit Leitungswasser
gespult und fur 5min in Leitungswasser geblaut. Es folgt die Inkubation in Stammldsung
I und Il fur jeweils 30min. Danach werden die Schnitte 2x fur jeweils 2min in absoluten
Alkohol gestellt.

COX/SDH

Die 10um dicken Schnitte (Poly-L-Lysin beschichtet) werden bis kurz vor der Farbung
bei -80°C gelagert und erst kurz vor der Farbung auf Zimmertemperatur erwarmt. Vor
der Farbung werden die Schnitte mit dem Diamantschreiber umkreist.

50ul des Inkubationsmediums werden auf die Objekttrager aufgetragen und fir 60min in
einer feuchten Kammer bei 37°C inkubiert. Nachfolgend erfolgt die Splilung mit 0,05M

Natrium-Phosphatpuffer (pH7,4) und die erneute Inkubation in einer feuchten Kammer
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fir 60min bei 37°C. Die SDH-L6sung wird aus 100ul 130mM Natrium-Succinat, 100l
2mM PMS, 10ul 100mM Natrium-Azid und 800ul 1,875mM NTB hergestellt. Nach der
Reaktion durchlaufen die Schnitte eine aufsteigende Alkoholreihe (96%iger Alkohol, 2x
absoluter Alkohol).

Gomori-Trichrom

Fir die Trichrom-Gomori-Farbung werden die Schnitte vor der Verarbeitung auf
Zimmertemperatur gebracht und danach 10min in Hamatoxylin gestellt. Es folgt das
Spulen mit Leitungswasser und anschlie3endes Blauen ebenfalls in Leitungswasser flr
10min. AnschlieRend werden die Schnitte fur 20min in die Gomori-Losung gestellt.
Danach werden die Schnitte flr 5min in 0,2% Essigsaure gestellt. Hiernach werden die
Schnitte mit Aqua dest gesplult und kurz in 96% Alkohol und danach je 2min in absoluten
Alkohol gestellt.

Fir das Trocknen werden die Schnitte aller hier aufgefiihrten Farbungen jeweils 2x 5min
unter dem Abzug in Xylol eingestellt und anschlieBend mit dem Roti Histokitt Il

eingedeckt.

3.2.3 Auswertung

Die lichtmikroskopische Auswertung der Proben erfolgte am Mikroskop Axioplan (Zeiss)
mit dem Okular Zeiss-Plan-NEOFLUAR (5x, 10x, 20x, 40x, 100x). Die angewendete

Software war Axio Vision Version 3.1 (Carl Zeiss Microscopy GmbH, Deutschland).

3.3. Massenspektrometrie
3.3.1 Aufarbeitung der Muskelproben fiir die Massenspektrometrie

Die Aufbereitung der Muskelproben sowie die massenspektrometrische Analyse erfolgte
in Kooperation mit dem Team von Dr. Oliver Klein am BIH Center for Regenerative
Therapies der Charité Universitatsmedizin Berlin. Dazu wurden die Proben auf
Trockeneis Ubersendet und nachfolgend gemeinsam aufgearbeitet.

Das durchschnittliche Gewicht der versendeten Teilstiicke der Muskelproben betragt
32,94q.

Homogenisieren der Muskelproben

Nach Versendung der Proben auf Trockeneis wurden diese umgehend unter Kiihlung

mittels flissigen Stickstoffs mit dem ebenfalls heruntergekihlten Probenpuffer P mit
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Mérser und Pistill zu einem feinen Pulver zerkleinert. Die gemorserten Proben mit dem
Probenpuffer wurden in ein vorgekihltes Eppi Uberfihrt und zum Auftauen auf Eis
gestellt.

Es folgte die weitere Zerkleinerung der Proben durch Ultraschall (10x15 sec, Gerat:
Digweed, DurtyCicle 60%, outputControl 7, 4°C). Nach jedem Ultraschall wurde jede
Probe wenige Sekunden herunterzentrifugiert und fur ca. 1-2 min auf Eis gestellt. Es
erfolgte eine die Zugabe von Benzoase und P-MgCl,. Daraufhin wurden die Proben
erneut fur 1 Stunde auf Eis gestellt. Zu den Suspensionen wurden im Anschluss 6.5M
Harnstoff und 2M Thioharnstoff gewichtsadaptiert hinzugegeben und 10min auf dem
Magnetriihrer gerthrt. Danach wurden die Proben nochmals fir 10min bei
Raumtemperatur stehen gelassen. 5ul jeder Probe wurden auf einen Amicon-Filter
10kDa pipettiert (Amicon-Filter vorher mit 2x50ul mM ABC-Puffer anfeuchten).
Nacheinander wurden nun zu jeder Probe 200ul und zweimal 100ul 50mM ABC-Puffer
zugegeben. Zwischen jedem Hinzufiigen wurden die Proben bei 14.000 U/min bei 20°C
fir 20min (nach Zugabe von 200l ABC-Puffer) sowie zweimal 10min (nach Zugabe von
jeweils 100ul ABC-Puffer) zentrifugiert.

Tryptischer Verdau

Ein Vail Trypsin (Sequncing Grade, Modified Trypsin, Porcin; entsprechen 20ug) werden
in 90ul kaltem 50mM ABC-Puffer geldst. Hiervon wurden jeweils 40ul auf den
Amiconfilter pipettiert. Fir den Verdau wurden die Proben tber Nacht in einer feuchten

Kammer bei 37°C im Brutschrank inkubiert.

ZipTip C18

Nach dem tryptischen Verdau wurden die Proben am Folgetag zunachst fur 10min bei
14.000U/min bei 20°C zentrifugiert. Nachfolgend wurden erneut 50l des 50mM ABC-
Puffers zu den Proben gegeben und bei 14.000U/min fir 20min bei 20°C zentrifugiert.
Es folgt die Einengung der Proben fur 1h30min (durchsichtiges Pellet am Boden jedes
Tubes sichtbar). Die Pellets werden in 40pl 0,1% Trifluoressigsaure (TFA) gel6st. 20yl
der Proben wurden als Backup eingefroren, die anderen 20ul werden mit ZipTip C18
nach dem Standardprotokoll des BCRT Berlin entsalzt.

Die Proben werden nach dem ZipTip C18 erneut im SpeedVac fur 10min eingeengt und
in 10yl 0,1% TFA aufgenommen.

Die Proben werden erneut aufgeteilt: 1. MS-Vail 2ul Probe in 0,1% TFA + 8ul 0,1% TFA
(1:5 verdunnt; 2. MS-Vail 8ul Probe in 0,1% TFA und bis zur Analyse mittels
Massenspektrometrie bei -20°C gelagert.

(Analyse in Anlehnung an Ma et al. 2003)
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3.3.2 Proteomics Analyse der aufgearbeiteten Proben

Fir die Identifikation der Proteine mittels Massenspektrometrie (MS) wurden
aufbereiteten  Proben mit exakt 100pyl  Trypsinlésung  (20ul, 100mM
Ammoniumbicarbonat) tber Nacht bei 37°C inkubiert.

Fir die anschlieRende Messung mittels nUPLC-MS/MS wurden die Peptide mit 20l
0,1%-iger TFA extrahiert (15 min Inkubation bei Raumtemperatur).

1ul jedes Peptidextrakts wurden auf einem 2-44%igen Acetonitril-Gradienten in 0,1%-
iger Ameisensaure unter Nutzung einer analytischen C18 Analysesaule (Acclaim
PepMap RSCL column 100 A, 75m id 150 mm, 2m particle size, Thermo Fisher
Scientific) und einer Saule (C18, 5um, 100 A, 300 ym i.d. x 5mm, Thermo Fisher
Scientific) bei einer Flussrate von 300nl/min tber 60min aufgetrennt. Die UPLC (Dionex
Ultimate 3000, Thermo Fisher Scientific) wurde mittels einer Elektrospray-Quelle (bruker
daltonics) an eine ESI-QTOF-MS (Impact Il, bruker daltonics) angeschlossen. Die
Spannung fir die Inonisation betrug 1600 V, die Temperatur der Quelle 150°C.

Die Aufnahme erfolgte im MS Modus ,Daten-abhangiger Analyse“ (DDA; data
dependent analysis).

Einstellungen am Massenspektrometer:

Scanbreite 150-2200 Da

Spektrenraten: MS-Modus: 2Hz; MS/MS-Modus: 4000-16.000 Hz

Cycle Time (QTOF Reflektionsanalysator): 3 sek.

3.3.3 Protein-ldentifizierung und Markierungsfreie Quantifizierung

Die Proteinidentifizierung und Markierungsfreie Quantifizierung wurden mittels Peaks
Studio Proteomics Software Version 10.6 analysiert. AnschlieRend wurden fir die
Identifizierung eine PEAKS de novo Sequenzierung und im Anschluss eine

Datenbandanalyse mittels folgenden Parameter durchgeflhrt:

De-novo Sequenzierung

Parent Mass Error Tolerance: 20.0 ppm, Fragment Mass Error Tolerance: 0.05 Da,
Enzyme: Trypsin, Variable Modifications: Oxidation (M), Deamidation (NQ) und
Acetylation (N-term), Max Variable PTM Per Peptide: 3.
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Datenbanksuche

Search Engine Name: PEAKS, Parent Mass Error Tolerance: 20.0 ppm, Fragment Mass
Error Tolerance: 0.05 Da, Precursor Mass Search Type: monoisotopic, Enzyme: Trypsin,
Max Missed Cleavages: 3, Digest Mode: Specific, Variable Modifications: Oxidation (M),
Deamidation (NQ) und Acetylation (N-term), Max. Variable PTM Per Peptide: 3,
Database: UniProt_SwissProt, Taxon: Homo sapiens (human Searched Entry 20418)
Der Peptid-Signifikanzfilter wurde auf -IgP>20, der Protein-Signifikanzfilter auf -IgP>15
und der Unique-Peptid-Filter auf 1 gesetzt.

Quantifizierung

Eine markierungsfreie Quantifizierung mit PEAKS Q wurde mit folgenden
Parametereinstellungen durchgefuhrt:

Quantification type: Label free quantification; LFQ method: Feature based; LFQ Mass
Error Tolerance: 10.0 ppm; Retention Time Shift Tolerance; 1.0 min; FDR Threshold:
1%.

Der Protein-Signifikanzfilter wurde auf <0.05, der Protein-Fold-Filter auf 1.5 und der
Unique-Peptid-Filter auf 1 gesetzt. Die Peptid-Features mussten mindestens 1x/Gruppe

und mindestens 1x/Probe nachgewiesen werden.

3.3.4 Gruppierung der Proteine und Pathway-Analyse

Die in der Proteomanalyse fehlregulierten Proteine wurden zunachst anhand ihrer
jeweiligen Funktionen in Gruppen unterteilt. Hierbei wurden zunachst die Proteine
berlcksichtigt, welche bei den Patienten mit nachgewiesener Anoctamin-5-Myopathie
im Vergleich zur Kontrolle um das 1,5-fache vermehrt oder 0,6-fach vermindert waren.
Im Vergleich wurden dann die Gruppen berlcksichtigt, welche aus mindestens zwei
Mitgliedern bestanden. Diese Gruppen wurden in einem weiteren Schritt auch fur den
Vergleich zwischen den Subgruppen verwendet. Einen Sonderfall bildet das
Transthyretin, welches zu den Degenerationsmarkern gehort und im Rahmen der
Amyloidose eine besondere Rolle spielt.

AnschlieRend wurde eine Pathway-Analyse mittels der Bioinformatikdatenbank String
durchgefiihrt, in der sich verschiedene Assoziationen zwischen den veranderten

Proteinen nachweisen lielRen.
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4 Ergebnisse

4.1 Klinische Phanotypen

Das Alter zum Erkrankungsbeginn lag bei den Patienten im Durchschnitt bei 41 Jahren
(n=11). Manner waren friher betroffen als Frauen. Durchschnittlich erfolgte 7 Jahre
(n=11) nach Symptombeginn die Muskelbiopsie. Laborchemisch waren die CK-Werte 2-
50fach erhoht.

Von 11 der 12 Patienten lagen klinische Daten vor: Hierbei prasentierten 7 Patienten
eine Gliedergurteldystrophie, 1 Patient hatte eine distale Myopathie und 1 Patient einen
generalisierten Phanotyp. Bei 2 Patienten fanden sich keine Paresen, sondern eine
isolierte Hyper-CK-amie mit Myalgien. Myalgien wurden von insgesamt 5/11 Patienten

angegeben.

4.2 Elektromyographie

Die vorliegenden EMGs der Patienten waren bei allen Patienten myopathisch verandert,
d.h. es zeigten sich kurze Summenpotenziale mit kleiner Amplitude und erhéhter
Polyphasierate. = Darlber hinaus zeigten 4  Patienten zudem  aktive
Denervierungszeichen im Sinne von Fibrillationen, Faszikulationen und pathologischer
Spontanaktivitat.
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Tab. 4: Zusammenfassung der klinischen Patientendaten; m=ménnlich; w=weiblich;
J=Jahre; LGMD=Gliederglirteldystrophie; MMD=distale; gen = generalisiert;
Myopathie; oE=obere Extremitdten; uE=untere Extremitéten; - = keine Daten
vorhanden

CK-
Alter Erkrankungs- .
Erhéhung

PID Sex bei dauer bis Phéanotyp EMG-Befunde
. . (x-fach des
Onset Biospie (J)

Normwertes)
1 m 40 3 LGMD 15-50 chron. myopathische
Veranderungen

2 w 64 5 LGMD 22 myopathische Veranderungen

3 m 22 28 LGMD 2-12 -

4 m 23 6 MMD 12 chron. myopathische
Veranderungen

5 w 52 3 hyper CK  3-7 -

6 m 59 7 LGMD 27 -

7 w 16 9 hyper CK 15 myopathische Veranderungen
paravertebral und M. vastus lat.

8 m 26 25 gen 16 myopathische Veranderungen
paravertebral und M. vastus

9 m - - - - -

10 m 40 18 LGMD 17 myopathische und neuropathische
Veranderungen nebeneinander

1 w 50 0 LGMD 13 grenzwertig myopathische
Veranderungen im M. vastus med.

12 m 64 10 LGMD 3 myopathische Veranderungen

4.3 Magnetresonanztomographie

Insgesamt erhielten 8 Patienten ein MRT der Muskulatur. In 4 Féllen lag ein Verlaufs-
MRT vor.

Allen gemeinsam war eine asymmetrische Atrophie und teilweise fettige Degeneration
bis Dystrophie. Bei 2 Patienten wurden zudem auch dystrophische Veranderungen der
Schultermuskulatur beschrieben. Die autochthone Ruckenmuskulatur war bei 2

Patienten atrophiert.
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Tab. 5: Ergebnisse der MRT-Untersuchungen; oE=obere Extremitéten; uE=untere

Extremitéten; - = keine Daten vorhanden

PID MRT-Befunde

Asymm. Atrophie und dystrophe Veranderungen in multiplen Muskeln der oE, uk und
autochthonen Ruckenmuskulatur

starkste Degeneration der dorsalen OS&US im Verlauf langsam fortschreitend (li>re; Zeitraum 8
Jahre)

Signalanhebung im M. gastrocnemius links

Dystrophische Veranderungen im dorsalen US bds. sowie M. quadrizeps li

Atrophien in Schulter- und Oberschenkelmuskulatur

Kaliberschwache Beugemuskulatur im OS, im Verlauf auch Glutealmuskulatur betroffen sowie M.
gastrocnemius li (Zeitraum 7 Jahre)
Atrophien und Odeme in OS und US bds. (re>li); im Verlauf fortschreitend (Zeitraum 3 Jahre)

fettige Atrophie in OS und US, im OS nur noch Restfasern vorhanden
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Abb. 4: MRT-Bilder von PID 8 (Dixon-fat). A: Fettiger Umbau der lumbalen
Riickenmuskulatur (Pfeile); B: Atrophie des M. gluteus minimus bds. (Pfeile); C:
Asymmetrische Atrophie der Oberschenkelmuskulatur (Pfeile); D: Atrophie der
Unterschenkelmuskulatur (Pfeile)
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4.4  Kardio-pulmonale Umfelddiagnostik

In der transthorakalen Echokardiographie konnte bei keinem Patienten eine Minderung
der linksventrikularen Ejektionsfraktion nachgewiesen werden. Bei einem Patienten mit
einer arteriellen Hypertonie waren zu dem eine konzentrische linksventrikulare
Hypertrophie sowie eine gering- bis mittelgradige Dilatation des linken Vorhofs
nachgewiesen worden, die am ehesten im Rahmen der Hypertonie gewertet wurden.
Von 6 Patienten lagen EKG-Befunde vor, die alle keinen Anhalt fir
Herzrhythmusstorungen gaben.

Die Lungenfunktionsdiagnostik zeigte bei 2 Patienten aufféllige Parameter: Bei einer
Patientin (PID7) ergab sich eine gering verminderte Starke der Atemmuskulatur (Po,
74% von Normal, MV 84% von Normal). Eine Verlaufskontrolle dieser Patientin lag leider
nicht vor. Eine auffallige Lungenfunktionsuntersuchung eines anderen Patienten mit
bekannter chronisch obstruktiver Lungenerkrankung (COPD Grad lll) zeigte eine
verminderte FeV1 und VC (im Verlauf trotz Medikation zunehmend).

4.5 Histologie

Far alle 12 Patienten lag ein Muskelbiopsieergebnis vor. In der HE-Farbung zeigten alle
Patienten ein myopathisches Gewebesyndrom mit abgerundeten Muskelfasern, einem
erweiterten Faserkaliberspektrum und einer Vermehrung von binnenstandigen
Zellkernen, wie beispielhaft in Abbildung 7a dargestellt. Darlber hinaus zeigten 7/12
Biopsien eine sukzessive Enzymverteilungsstérung in der SDH-Farbung als weitere
unspezifische myopathische Veranderung (Abbildung 7b).

o L8 '.
Abb.5: Unspezifische myopathische Verdnderungen in PID4 - a) HE-Féarbung mit
binnensténdigen Zellkernen und abgerundeten Fasern, Vergré3erung 20fach.

b) SDH-Féarbung mit Enzymverteilungsstérung, Vergré3erung 20fach.
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In der Kongorotfarbung konnte bei 9/12 Patienten Amyloid nachgewiesen werden,
welches sich im polarisierten Licht typischerweise apfelgriin darstellte (Abbildung 8).

Abb. 6: Amyloidablagerungen in PID4, VergréBerung 20fach. — a) Kongorotfarbung b)
Amyloid im polarisierten Licht, VergréBerung 20fach.

Mitochondriale Auffalligkeiten konnten bei 7/12 Patienten gefunden werden. Es waren
bei 7 Patienten Fasern mit negativer Reaktion gegentber der Cytochrom-C-Oxidase
auffallig, wie in Abbildung 9a dargestellt. Bei einem Patienten zeigten sich zuséatzlich
starke subsarkolemmale und plasmatische Mitochondrienakkumulationen, die als
ragged red fibres bezeichnet werden, wie in Abbildung 9b dargestellt.

Abb. 7: Mitochondriale Auélligkeiten in PID3, Vergré3erung 20fach. — a) COX/SDH
Farbung mit COX-negativen Fasern (blau). b) Trichrom-Gomori-Farbung: ragged
red fibre, Vergré3erung 20fach.

Bei 7/12 Patienten war in den Schnitten das interfaszikulare Bindegewebe vermehrt.
Muskelfasernekrosen fanden sich bei einem Patienten. Die Ergebnisse der
myohistologischen Untersuchung sind in Tabelle 6 auf Seite 27 zusammenfassend
dargestellt.
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4.6 Elektronenmikroskopie

Bei 3 Patienten lag dariber hinaus ein elektronenmikroskopischer Befund vor. Hierbei
waren fur die Anoctamin-5-Myopathie typische Plasmamembrandefekte bei 2 Patienten
nachweisbar (Abb. 10). Bei dem dritten Patienten fanden sich keine Auffalligkeiten.

Abb. 8: Ultrastruktureller Nachweis von Plasmamembrandefekten bei Anoctamin-5-
Myopathie in PID3, VergréBerung 30°000fach, dankenswerterweise zur
Verfligung gestellt von Prof. Holzhausen (Institut fiir Pathologie
Universitétsklinikum Halle (Saale))
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Tab. 6: Myohistologische Befunde: - = unaufféllig; (+) = gering; + = vermehrt; ++ = hochgradig vermehrt

PID Muskel Hamatoxilin-Eosin (HE) Amyloid SDH Gomori-Trichrom COX-neg. Bindegewebs-
Fasern vermehrung

1 MG moderate myopathische Veranderungen - eine Faser mit + + (HE)

Verbreiterung des Bindegewebes Vakuolen
MBB moderate myopathische Veranderungen reduzierte Enzymaktivitat - ++ (+) (V. Gieson)
MVL myopathische Veranderungen und viele subsarkolemmale Enzymakkumulation ragged red fibers + (+) (V. Gieson)

Regeneratfasern

4 MG ausgepragte myopathische - - (+) + (V. Gieson)
Veranderungen, nekrotische Fasern

5 MTA milde myopathische Veranderungen fokales Enzymdefizit - - (+) (V. Gieson)

6 MVL moderate bis starke myopathische einige Fasern mit reduzierter - - + (V. Gieson)
Veranderungen Enzymaktivitat

7 MVL milde myopathische Veranderungen einige Fasern mit prominenter - - - (V. Gieson)

subsarkolemmaler mitochondrialer
Enzymaktivitat

8 MBB milde myopathische Veranderungen partiell reduzierte Enzymaktivitat - - - (HE)
keine Bindegewebswucherung

9 MBB myopathische Veranderungen und viele - - + - (V. Gieson)
Regeneratfasern

10 unbekannt moderate myopathische Veranderungen - erhohte + - (HE)
keine Bindegewebswucherungen Mitochondrienanzahl

1 MBB milde myopathische Veranderungen - - - - (HE)

12 MBB dystrophe Veranderungen mit lobulierten Typ-1-Muskelfasern mit einige Fasern mit + ++ (V. Gieson)

Fasern

subsarkolemmaler Enzymakkumulation

Vakuolen
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4.7 Genetische Charakterisierung

Genetisch lag bei den meisten Patienten (11/12) die Mutation ¢.191dupA auf mindestens
einem Allel des ANO5-Gens vor. Vier dieser Patienten waren homozygot, 7 Patienten
waren compound heterozygot. Bei einem Patienten war die Mutation ¢.2387C>T auf
einem Allel im ANO5-Gen nachweisbar. Auf dem anderen Allel konnte bis dato keine mit
einer ANO5-Myopathie assoziierte Mutation gefunden werden. Eine Patientin (PID 7)
wies zusatzlich eine GAA-Mutation (IVS1-12T>G) im Gen der Glukosidase Alpha auf.

Als rezessive Mutation ist die mit der Glykogenose Typ 2 (M. Pompe) assoziiert.

Tab. 7: Ubersicht (iber die Mutationen der
Patienten mit Anoctamin 5-Myopathie der
Hallenser Kohorte;
m=ménnlich, w=weiblich

PID Sex Mutation

1 m ¢.191dupA/c.817C>T

2 w c.191dupA/c.191dupA

3 m ¢.191dupA/c.1898+1G>A
4 m ¢.191dupA/p.R758C

5 w ¢.191dupA/c.155A>G

6 m c.191dupA/c.191dupA

7 w ¢.191dupA/c.191dupA

8 m ¢.191dupA/c.119+1G>T
9 m ¢.191dupA/c.1898+1G>A
10 m ¢.191dupA/c.1643C>T
1 w ¢.191dupA/c.191dupA
12 m heterozygot ¢.2387C>T
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4.8 Proteomics

Im Vergleich zu den Kontrollbiopsien zeigten sich bei den Patienten mit Anochtamin-5-
Myopathie verschiedene Proteine fehlreguliert.
Die Zuordnung der Proteine (s. Kapitel 3.3.4) erfolgte in folgende Gruppen:
1) Zytoskelett und Muskelkontraktion
Stoffwechsel
Genregulation
Calciumstoffwechsel

Degenerationsmarker

Zytoskelett und Muskelkontraktion

In der Gruppe der Proteine des Zytoskeletts und der Muskelkontraktion ergab der
Vergleich der Patientengruppe mit den Kontrollen, dass Actin (ACTN) sowie mit ihm
interagierende Proteine wie Twinfilin-2 (TWF2) und Moesin (MSN) bei den Patienten mit
Anoctamin-5-Myopathie im Vergleich zu den Kontrollen vermehrt exprimiert werden.
Dies lief3 sich ebenfalls flir Myoglobin (MB) sowie verschiedene Ketten von Myosin (MYH
2, MYL6B, MYLPF) beobachten. Herunterreguliert waren bei den Patienten hingegen
Elastin (ELN), Prolargin (PRELP), Tenascin-X (TNXB), Biglycan (BGN),
Thrombospondine (THBS1, THBS4) sowie das Cartilage intermediate layer protein
(CLIP) und Decorin (DCN).

Stoffwechselprozesse

In der Gruppe der an Stoffwechselprozessen beteiligten Proteine waren bei den
Patienten mit Anoctamin-5-Myopathie mehrere Enzyme des Glucose- und des
Fettstoffwechsels fehlreguliert. Im Rahmen des Glucosestoffwechsels waren dies die
Fructose-1,6-bisphosphatase (FBP2; Gluconeogenese), die Glycerinaldehyd-3-
Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH; Glykolyse) sowie die Lactatdehydrogenase (LDHA;
anaerobe Glykolyse) heraufreguliert. Die Carnitin-O-Palmitoyltransferase (CPT1;
Betaoxidation) war ebenfalls vermehrt exprimiert. Dartber hinaus waren sowohl die
Proteinkinase A (PRKACA,; allgemeine Phosphorylierung) als auch die Adenylatkinase
1 (AK1; ATP-Metabolismus) heraufreguliert. Das Mitochondrial 2-Oxoglutarat/Malat
Carrier Protein (SLC25A11; Malat-Aspartat-Shuttle) war herunterreguliert.
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Genregulation
In der Gruppe der an der Genregulation beteiligten Proteine waren mehrere Histone und

Proteasome bei den Patienten heraufreguliert.

Calciumhomdéostase

Von den an der Calciumhomdostase beteiligten Proteinen sind die SERCA (ATP2A1),
das Sarcalumenin (SRL), das S100-Calciumbindende Protein A (S100A1) und das
Synaptophysin-like protein (SYPL2) bei den Patienten mit ANO5-Mutation vermehrt

exprimiert.
Transthyretin

Auffallig war, dass bei den Patienten mit Anoctamin-5-Myopathie das Transthyretin
(TTR) ebenfalls erhdht war.
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Tab. 8: Proteinverénderungen im Muskel von Patienten mit nachgewiesener
ANOS-Mutation im Vergleich zum Kontrollmuskel

Gruppierung der Proteine

Heraufreguliert

Herunterreguliert

Zytoskelett und

Muskelkontraktion

Stoffwechsel

Genregulation

Calciumhomoostase

Degenerationsmarker

Actin (ACTN)
Twinfilin-2 (TWF2)
Moesin (MSN)
Myoglobin (MB)

Myosin (MYH2, MYL6B,
MYLPF)

Fructose-1,6-Bisphosphatase
(FBP2)
Glycerinaldehyd-3-Phosphat-
Dehydrogenase (GAPDH)
Lactatdehydrogenase (LDHA)
Carnitin-O-Palmitoytransferase
(CPT1)

Proteinkinase A (PRKACA)
Adenylatkinase 1 (AK1)
Histone

60S ribosomal protein L9
(RPL9)
Sarcoplasmic/endoplasmic
reticulum calcium ATPase
(ATP2A1)

Sarcalumenin (SRL)

S100 Calciumbindendes Protein

A (S100A1)
Transtyretin (TTR)

Elastin (ELN)
Thrombospondin (THBS1 und
THBS4)

Biglycan (BGN)

Cartilage intermediate layer
Protein 1 (CILP)

Prolargin (PRELP)
Tenascin-X (TNXB)
Decorin (DCN)
Mitochondrial 2-
Oxoglutarat/Malat Carrier
Protein (SLC25A11)

Die bioinformatische Analyse mittels der String Datenbank (String-db.org) verdeutlicht
die bekannten oder angenommenen Assoziationen zwischen den Proteinen (Abbildung
11).
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Abb. 9: Pathwayanalyse der fehlregulierten Proteine im Muskel von Patienten mit
ANOS-Mutation im Vergleich zu Kontrollmuskel (Assoziationen: Literatur,
Datenbanken und experimentell ermittelt) (erstellt mit String-db.org)

4.8.1 Subgruppenanalysen

Die Ergebnisse der Subgruppenanalyse von Muskelproben von Patienten mit ANOS5-
Mutation und Amyloidablagerungen im Vergleich zu Muskelproben von Patienten ohne

Amyloidnachweis sind in Tabelle 9 aufgefihrt.
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Tab. 9: Proteinverénderungen im Muskel von Patienten mit ANO5-Mutation und
Amyloidnachweis im Vergleich zu den Proben von Patienten ohne

Amyloidnachweis

Gruppierung der Proteine

Heraufreguliert

Herunterreguliert

Zytoskelett und
Muskelkontraktion

Stoffwechsel

Genregulation

Degenerationsmarker

Kollagene

Kreatinkinase B (CKB)
Keratin (KRTI)

Tropomyosin (TPM2, TPM3)
Myosin (MYL6B)

Actin (ACTA1)

Troponin | (TNNI)

Carnitine-O-Acetyltransferase
(CRAT)

Protein 14-3-3 (YWHAB)

Thrombospondin (THBS1 und
THBS4)

Biglycan (BGN)

Cartilage intermediate layer
Protein 1 (CILP)

Prolargin (PRELP)

Spectrin (SPTA1)
Tenascin-X (TNXB)
Fructose-1,6-Bisphosphatase
(FBP2)

ATP-Citrat Synthase
Tryptophan—tRNA ligase
(WARS)

Muskelkontraktion
und
Zytoskelett

COL6A2

Tryptophan- -tRNA Ligase

Stoffwechsel @ )
CRAT
N/
1/@%WARS QYWHAB
4 2

Protein 14-3-3

Abb. 10: Pathwayanalyse der fehlregulierten Proteine der Patienten mit ANOS
Mutation und Amyloidablagerungen im Vergleich zu den Patienten ohne
Amyloidnachweis (Assoziationen: Literatur, Datenbanken und

experimentell ermittelt) (erstellt mit String-db.org)
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SchlieBlich erfolgte der Vergleich der Ergebnisse von Muskelproben von Patienten mit
Anoctamin-5-Myopathie, die mitochondriale Auffalligkeiten aufwiesen mit den Proben
von diesbezlglich unauffalligen Patienten. Eine zusammenfassende Darstellung liefert
Tabelle 10. Auch hier ergaben sich bei den Patienten mit Mitopathie vermehrt Proteine
des Zytoskeletts und der Muskelkontraktion sowie Stoffwechselenzyme fehlreguliert.
Auffallig war zudem eine vermehrte Expression von Histonen. Bei den Proteinen der
Calciumhomadostase war lediglich Sarcalumenin (SRL) vermehrt exprimiert. Auffallig war
ebenfalls die verminderte Expression einiger Hitzeschockproteine. Transthyretin (TTR)
und war bei den Patienten mit mitochondrialen Auffalligkeiten weniger exprimiert als bei

denen ohne.
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Tab. 10: Proteinverdnderungen im Muskel von Patienten mit ANO5-Mutation und
mitochondrialen Auffélligkeiten im Vergleich zu Patienten ohne Mitopathie

Gruppierung der
PP g Heraufreguliert

Herunterreguliert

Proteine
Zytoskelett und Cartilage intermediate layer Biglycan (BGN)
Muskelkontraktion protein (CLIP) Kollagen VI (COLABA1, COLAGA3)
Thrombospondin (THBS4) Myosin (MYL1, MYL6B)
Prolargin (PRELP) Plectin (PLEC)
Vinculin (VCL) Tropomyosin (TPM1, TPM2)
Keratin (KRT1) Microtubule-associated protein 4 (MAP4)
Vitronectin (VTN) Profilin-2 (PFN2)
Dystrophin (DMD) Thrombospondin-1 (THBS1)
Tenascin-X (TNXB) Filamin-A (FLNA)
Myosin (MHY2, MYH7)
Desmin (DES)
Myozenin-2 (MYOZ2)
Myoglobin (MB)
Actin (ACTC)
Elastin (ELN)
Troponin (TNNI, TNNT3, TNNC1)
Stoffwechsel ATP-Citrat-Synthase (ACLY) Carbonic anhydrase 3 (CA3)
Apolipoprotein B100 (APOB) Carnitin-O-Palmitoyltransferase (CPT1B)
Hexokinase-1 (HK1) ATP-Synthase (ATP5MG)
Pyruvat dehydrogenase L-lactat Dehydropgenase (LDHA)
Protein X (PDHX) Fructose-1,6-bisphosphatase (FLNA)
Mitochondrial 2-Oxoglutarat/Malat Carrier
Protein (SLC25A11)
Pyruvatkinase (PKM)
Glycerinaldehyd-3-Phosphat
Dehydrogenase (GADPH)
Glucose-6-Phosphat Isomerase (GPI)
Fructosebisphosphat Aldolase A
(ALDOA)
Genregulation Histone

Calciumhomoostase Sarcalumenin (SRL)

Degenerationsmarker

Hitzeschockproteine

Transthyretin (TTR)
Protein 14-3-3 (YWHAB)
HSPA1A

HSPA1B

HSPB6
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Abb. 11: Pathwayanalyse der fehlregulierten Proteine im Muskel der Patienten mit
ANOS-Mutation und mit mitochondrialen Auffélligkeiten im Vergleich zu
denen ohne Mitopathie (Assoziationen: Literatur, Datenbanken und
experimentell ermittelt) (erstellt mit String-db.org)

Zusammenfassend zeigt sich Fehlregulationen in verschiedenen Proteingruppen. Dabei
sind folgende Aspekte besonders hervorzuheben:
1) Sowohl der Vergleich zwischen den Patienten mit Anoctamin-5-Myoapthie und

der Kontrollgruppe als auch die Subgruppenvergleiche zeigten ahnliche
Veranderungen in den Proteinspektren

2) Im Subgruppenvergleich zwischen Patienten mit und ohne mitochondriale
Auffalligkeiten zeigten sich Transthyretin vermindert exprimiert
3) Inden entsprechenden Pathwayanalysen konnten die Assoziation zwischen den

Proteinen der jeweiligen Gruppen verdeutlicht werden
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5 Diskussion

5.1 Klinische Charakteristika

Es ist bekannt, dass die Anoctamin-5-Myopathie einen variablen klinischen Phanotyp
hat (Bolduc et al 2010). Die typischen klinischen Prasentationstypen fanden sich dabei
auch in der untersuchten Hallenser Kohorte, wobei sich Uberwiegend das Bild einer
Gliedergurteldystrophie (58%) darstellte. Mit einer distalen Myopathie (MMD3)
prasentierte sich 1 Patient (8%), ein weiterer Patient zeigte eine generalisierte
Schwéche. Eine Hyper-CK-amie fand sich in 17% der Falle. Eine ahnliche Verteilung mit
Uberwiegen des LGMD-Typs mit 67,5% bei 34 Patienten mit Anoctamin-5-Myoapthie
ergab sich auch in einer brasilianischen Kohorte. Ein distaler Typ war bei Silva et al. bei
1/34 Patienten bestehend (Silva et al. 2019).

Ebenfalls konnten in der Hallenser Kohorte die Angaben aus der Literatur bestatigt
werden, dass vor allem Manner (67%) betroffen sind (Sarkozy et al. 2013).
Moglicherweise kann dies daran liegen, dass Frauen eher zu einem leichteren,
pseudometabolischen Verlauf mit erhéhter Serum-CK mit und ohne Myalgien neigen und
daher unterdiagnostiziert sind (Penttila et al. 2012; Hicks et al. 2011). Auch in der
Hallenser Kohorte waren beide Patienten mit einer isolierten Hyper-CK-amie weiblich.
Unterschiede in der Geschlechterverteilung konnten auch fiir andere LGMD beobachtet
werden. Fir die LGMD R1 und LGMD R2 berichteten Fanin und Kollegen ebenfalls tiber
ein vermehrtes Auftreten bei Mannern (Fanin et al. 2014).

Das Erkrankungsalter liegt bei der Hallenser Kohorte im Durchschnitt bei 41 Jahren
(range 16-64 Jahre) und damit im Rahmen der aus der Literatur bekannten Daten, wo
ein Symptombeginn zwischen 34,4 Jahre (Bolduc et al. 2010) und 36,7Jahren (Penttila
et al. 2012) angegeben wurde.

Grund fur die spatere Diagnosestellung kdnnte sein, dass die Erkrankung histologisch
keine spezifischen Phanomene aufweist, sondern die Diagnose genetisch gestellt
werden muss. Mit der Einfihrung der breiteren genetischen Testmdglichkeiten mittels
Paneldiagnostik ist hier in der Zukunft mdglicherweise eine Verkirzung der

Diagnosestellung zu erwarten (Sainio et al. 2022).

Das EMG der Patienten zeigte Uberwiegend myopathische und teils neurogene
Veranderungen. Dies stimmt mit den Ergebnissen der Arbeit von Silva et al. aus 2019
Uberein. Daruber hinaus wurden in der Literatur auch myotone Phanomene bei Patienten

mit Anoctamin-5-Myopathie gefunden (Liewluck et al. 2013), die sich in der hiesigen
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Kohorte jedoch nicht zeigten. Es ist jedoch bekannt, dass zahlreiche, insbesondere
chronische neuromuskulare Erkrankungen mit myotonen EMG-Veranderungen

einhergehen kdnnen (Hanisch et al. 2014).

Das Ganzkorper-MRT hat sich als geeignete Methode fir den Nachweis von
Muskelbefall ~sowie einer  Krankheitsprogression im  Verlauf fur die
Gliedergurteldystrophien und bei zahlreichen anderen Muskelerkrankungen
herausgestellt (Warman Chardon et al. 2019). Aus der Literatur ist bei der Anoctamin-5-
Myopathie ein Auftreten von unspezifischen STIR-positiven Lasionen in multiplen
Muskeln und Lokalisationen innerhalb des Muskels der unteren Extremitat bekannt.
Zudem zeigte sich bei einem Patienten der Hallenser Kohorte auch eine fettige Atrophie
der betroffenen Muskeln, wie bereits aus der Literatur vorbekannt (Holm-Yildiz et al.
2021). Kirzlich zeigten Khawajazada et al. in einer gro3en Kohorte von 17 Patienten mit
Anoctamin-5-Mutation (davon 7 weiblich), dass sich muskulare Veranderungen
besonders schwer bei Mannern darstellten und hier bevorzugt die
Oberschenkelrickseite, die Adduktoren und die Waden betreffen, wahrend die
paraspinale Muskulatur eher gering betroffen scheint. Zudem waren Frauen eher
weniger betroffen und hatte Auffalligkeiten vor allem in Form einer fettigen Degeneration
der Glutealmuskulatur und an den Waden mit Betonung des medialen Kopfes des M.
gastrocnemius (Khawajazada et al. 2021).

Im MRT der Muskulatur von 6 mannlichen und 2 weiblichen Hallenser Patienten liel sich
die Betonung der dorsalseitigen Ober- und Unterschenkelmuskulatur nachvollziehen.
Ein weitaus geringerer Muskel-Befall bei Frauen, wie in der oben genannten Studie
beschrieben, lie sich im MRT nicht reproduzieren. Dies ist aber vor allem auf die
geringe Anzahl an vorhandenen MRT-Befunden von weiblichen Patienten
zurlickzufiihren, da insgesamt nur von 2 der 4 untersuchten Frauen eine Muskel-MRT-
Untersuchung vorlag. Insgesamt ist auch in der aktuellen Hallenser Studie ein
Uberwiegend asymmetrisches Bild von Atrophien und dystrophischen Veranderungen zu
finden, was die Daten der Literatur bestatigt.

Vereinzelt wurden auch MRT-Auffalligkeiten an den oberen Extremitaten beschrieben
(Mahjneh et al. 2010), welche bei der Hallenser Kohorte nur bei einem Patienten
nachgewiesen werden konnten.

Eine Beteiligung der autochthonen Ruckenmuskulatur konnten nur bei einem
mannlichen Patienten gefunden werden. Allerdings hatten nur 4/8 Hallenser Patienten
ein Ganzkorper-Muskel-MRT. Silva und Kollegen konnten bei der brasilianischen
Kohorte zeigen, dass im Ganzkdérper-MRT auch die paraspinalen Muskeln bei 8/12 und

die abdominellen Muskeln bei 7/12 Patienten auffallig waren. Bei drei dieser 12 Patienten
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waren diese Muskelverdnderungen schwergradig, ansonsten Uberwiegend mild bis
moderat. Ein Patient der Studie hatte sogar eine ausschlielliche axiale
Muskelbeteiligung (Silva et al. 2019). Dennoch sind diese Muskelgruppen im MRT
insgesamt geringradiger betroffen, was zum klinischen Bild einer seltenen und eher
geringen Beteiligung der paraspinalen Muskulatur bei den Patienten mit Anoctamin-5-
Myoapthie passt. Dies unterscheidet die Erkrankung bedeutend von anderen LGMD,
zum Beispiel von der autosomal dominant oder rezessiv vererbten Calpainopathie
(LGMD R1 und LGMD D4) (Vissing et al. 2020).

Letztlich konnte weder in den eigenen Untersuchungen noch in der Literatur ein
pathognomonisches Verteilungsmuster fir die Anoctaminopathie oder ein
Zusammenhang zwischen MRT-Veranderungen und einem spezifischen Phanotyp
dargestellt werden (Sarkozy et al. 2012, Holm-Yildiz et al. 2021, Khawajazada et al.
2021). Daruber hinaus beschrieben Depuydt et al. in ihrer Arbeit eine Zunahme der
degenerativen Veranderungen im Muskel von Anoctamin-5-Patienten im Verlauf der
Erkrankung (Depuydt et al. 2022). Auch bei den 4 Patienten mit Verlaufs-MRTs zeigte
sich in 2 Fallen ein Progress im Krankheitsverlauf.

Auch differenzialdiagnostisch ist das MRT nur begrenzt einsetzbar, da beispielsweise
die Betonung der dorsalen Ober- und Unterschenkelmuskulatur bei Anoctamin-5-
Myopathie nicht spezifisch fiir diese Erkrankung ist. Ahnliche Veranderungen lieRen sich

auch bei einem Patienten mit Calpainopathie nachweisen (Vissing et al. 2020).

Eine Herzbeteiligung der Anoctamin-5-Myopathie wurde bislang nur selten beschrieben.
In der Studie von Liewluck et al. 2013 zeigten 3 Patienten Herzrhythmusstérungen.
Diese waren zum einen eine Sinusbradykardie, ein paroxysmales Vorhofflimmern sowie
ein Patient mit einer paroxysmalen supraventrikularen Tachykardie. Die
Herzrhythmusstérungen traten alle vor dem Einsetzen der Muskelschwache auf
(Liewluck et al. 2013). Die vorliegenden EKG-Befunde in der Hallenser Kohorte ergaben
keinen Anhalt auf derartige Herzrhythmusstérungen.

Auch die transthorakalen Echokardiographien (TTE), die bei 5/12 Patienten durchgefuhrt
wurden, ergaben keinen Anhalt fir eine kardiale Beteiligung im Rahmen der
Muskelerkrankung. Es konnten bei 2 Patienten geringgradige Klappenvitien
nachgewiesen werden. Wahbi und Kollegen haben 2013 bei 3 Patienten mit Anoctamin-
5-Myopathie linksventrikulare Dilatationen in der Echokardiographie nachweisen kénnen
(Wahbi et al. 2013). Papadopoulos et al. fanden darlber hinaus bei 2 Patienten eine
ventrikulare Dysfunktion (Papadopoulos et al. 2017). All diese echokardiographischen
Veranderungen fanden sich in der Hallenser Kohorte nicht. Eine kardiale Beteiligung ist

daher als eher selten anzusehen (Papadopoulos et al. 2017).
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Ein Befall der Atemmuskulatur ist im Rahmen der Anoctamin-5-Myopathie nicht bekannt
(Bouquet et al. 2012). In diesem Kollektiv fand sich eine gering verminderte Starke der
Atemmuskulatur bei einer Patientin (PID7). Bei dieser Frau lag zusatzlich eine
heterozygote GAA-Mutation vor, die als homozygote GAA-Mutation zur Glykogenose
Typ Il (Morbus Pompe) fuhrt. Ein Befall der Atemmuskulatur ist ein charakteristisches
Merkmal der Pompe-Erkrankung (Schoser et al. 2015). Da bei dieser Patientin trotz
heterozygoter Mutation auch eine gering verminderte Aktivitat der alpha-Glukosidase im
Trockenbluttest festgestellt wurde, konnte die subklinische Beeintrachtigung der
Atemfunktion durch die heterozygote GAA-Mutation bedingt sein (im Sinne einer

Pseudodominanz der GAA-Mutation oder durch epigenetische Faktoren).

5.2 Histologische Charakteristika

Wie auch in anderen Arbeiten konnten in den Muskelbiopsien der Hallenser Patienten
mit ANOS5-Mutation Uberwiegend myopathische Veranderungen wie abgerundete
Muskelfasern, ein erweitertes Faserkaliberspektrum und vermehrt binnenstandige
Zellkerne nachgewiesen werden (Mahjneh et al. 2010, Hick et al. 2011). Daruber hinaus
konnte ebenfalls in der SDH-Farbung eine Enzymverteilungsstorung als weiteres
myopathisches Merkmal nachgewiesen werden. Die Vermehrung von intramuskularem
Bindegewebe ist ebenfalls fir die Erkrankung bekannt (Hick et al. 2011, Liewluck et al.
2013) und wurde bei einem Teil der Patienten aus dieser Studie ebenfalls gefunden.
Diese unspezifischen myopathischen Veranderungen kommen bei der Anoctamin-5-
Myopathie in verschiedenen Schweregraden ohne Einfluss auf den klinischen
Krankheitsverlauf oder Zusammenhang mit einem bestimmten Genotyp vor (Hick et al.
2011, Depuydt et al. 2022). Vereinzelt in der Literatur beschriebene inflammatorische
Infiltrate wurden in dieser Untersuchung nicht gefunden (Hick et al. 2011). Wie bereits in
einer anderen Arbeit publiziert wurde, zeigten sich bei einem Patienten (PID4) eine
Vielzahl von nekrotischen Fasern mit dem Bild einer nekrotisierenden Myopathie
(Schneider et al. 2014). Fasernekrosen wurden zudem auch vereinzelt bei anderen
Patienten mit Anoctamin-5-Myoapthie gefunden (Milone et al. 2012, Penttila et al. 2012),
sie scheinen aber ein eher seltenes Phanomen zu sein.

Mitochondriale Auffalligkeiten konnten in der aktuellen Untersuchung bei mehr als der
Halfte der Patienten (7/12) nachgewiesen werden. Hierzu zahlte insbesondere die
Vermehrung der COX-negativen Fasern, die die haufigste mitochondriale Stérung

darstellten. Im Muskel von PID3 konnten zudem ragged red fibres nachgewiesen
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werden. Besonders viele ragged red fibres wurden gemeinsam mit einer Reduktion des
Komplex Il der Atmungskette bei auch einem von drei Patienten mit ANO5-Mutation in
einer kleinen Kohorte von Segui et al. gefunden, ohne dass Veranderungen der
mitochondrialen DNA nachgewiesen wurden (Segui et al. 2020). Der beschriebene
Patient zeigte auRerdem eine endomysiale Inflammation und Nekrosen. Vazquez et al.
zeigten bei 2/5 Patienten mit Anoctamin-5-Myopathie = subsarkolemmale
Mitochondrienansammlungen, die bei einem Patienten ca. 70% der Fasern betrafen
(Vazquez et al. 2020). Subsarkolemmale Mitochondrienakkumulationen waren auch ein
charakteristisches Merkmal im Maus-Model bei ANO57/-knockout-Mausen (Griffin et al.
2016). In den hiesigen Untersuchungen waren subsarkolemmale Enzymakkumulationen
eher selten (n= 2) und eine Assoziation von Mitopathie mit entziindlichen Veranderungen

wie bei Segui et al beschrieben, konnten demgegenuber nicht gefunden werden.

Im Elektronenmikroskop sind multifokale Unterbrechungen der Plasmamembran der
Muskelzellen typische Veranderungen (Mahjneh et al. 2010), welche auch bei 2/12
Patienten aus dieser Kohorte bereits zuvor nachgewiesen werden konnten (Deschauer

et al. 2011) und auch bei anderen Kohorten gefunden wurden (Vazquez et al. 2020).

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass die Beobachtungen der
histologischen Veranderungen der Hallenser Kohorte ein gutes Abbild der aus der
Literatur bekannten Veranderungen geben. Dennoch stellt der hohe Anteil von Patienten
mit mitochondrialen Auffélligkeiten in der Hallenser Kohorte sich deutlich présenter dar,
als bislang in der Literatur beschrieben. Die mitochondriale Pathologie konnte demnach

eine Rolle fur die klinischen Beschwerden von belastungsinduzierten Myalgien spielen.

5.2.1 Histologische Auffilligkeiten bei Patienten mit Amyloidablagerungen

Das Auftreten von Amyloidablagerungen im Skelettmuskel bei Patienten mit Anoctamin-
5-Myopathie ist schon lange bekannt (Milone et al. 2012, Liewluck et al 2013). In der Tat
wird die Anoctamin-5-Myopathie als haufigste Ursache einer isolierten
Amyloidablagerung im Skelettmuskel angenommen (Liewluck und Milone 2017).

Der Nachweis von Amyloid gelang bei dem tUberwiegenden Anteil der Muskelbiopsien in
der Hallenser Kohorte und lag bei 9/12 Biopsien (75%). Im Vergleich dazu lag der Anteil
an Amyloid-positiven Patienten in einer retrospektiven Analyse bei 8/15 Patienten (53%)
mit Anoctamin-5-Myopathie, davon zeigten 4 Patienten kardiale Auffalligkeiten und 4

hingegen keine (Anandan et al. 2019). Die Assoziation von Amyloidablagerungen und
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kardialen Pathologien wurde auch in anderen Studien gefunden (Liewluck et al. 2013).
In der aktuellen Untersuchung der hiesigen Patienten war jedoch keine Kardiomyopathie
nachweisbar. Auch ein bevorzugtes Auftreten von Amyloid bei Mannern, wie sie bei
Anandan et al. dargestellt wurde, wobei von den 8 Patienten mit Amyloidnachweis nur 1
weiblicher Patient gefunden wurde, stellte sich in der hier untersuchten Kohorte nicht so
dar. Bei 3/4 eingeschlossenen Frauen wurde Amyloid in der Muskelbiopsie
nachgewiesen. Es fand sich in dieser Studie auch kein Zusammenhang mit einem
bestimmten klinischen Phanotyp oder einer bestimmten Mutation, was die Daten aus
anderen Studien untermauert (Anandan et al. 2019).

Das Alter der Patienten mit Amyloidnachweis war in der Hallenser Kohorte zum
Erkrankungsbeginn mit 37,8 Jahren friiher als beim Kollektiv von Liewluck et al. mit 50,7
Jahren, so dass ein physiologischer Alterseffekt als Ursache eher unwahrscheinlich fir
das haufigere Vorkommen von Amyloid bei den Hallenser Patienten ist. Die
Erkrankungsdauer der Hallenser Patienten zum Zeitpunkt der Muskelbiopsie lag im
Durchschnitt bei 7 Jahren und war damit moglicherweise langer als bei den Patienten
der Kohorte von Liewluck et al., wo jedoch keine diesbezlglichen Angaben aufgefihrt
wurden (Liewluck et al. 2013).

Allerdings ist es auch mdglich, dass Amyloid sowohl im betroffenen Muskel als auch
generell in der Skelettmuskulatur nicht gleichmaRig verteilt auftritt, so dass der
Amyloidnachweis auch durch einen ,Sampling error“ bedingt sein kann (Anandan et al.
2019), weil die Biopsie nur einen sehr kleinen Ausschnitt der Muskulatur zeigt.
Differenzialdiagnostisch muss das vermehrte Auftreten von Amyloid bei den Patienten
im Rahmen einer systemischen Amyloidose in Betracht gezogen werden, fur die sich
jedoch nach den Kriterien von Liewluck und Milone von 2017 bei den Hallenser Patienten
kein Anhalt fand (Liewluck und Milone 2017). Zudem spricht der genetische Nachweis
der ANO5-Mutation bei der hiesigen Kohorte in Zusammenschau mit der klinischen
Prasentation und Krankheitsverlauf fur muskuldre Amyloidablagerungen im Rahmen der
Anoctamin-5-Myopathie.

Amyloidablagerungen wurden zudem auch bei anderen Muskelerkrankungen
nachgewiesen: Bei der Dysferlinopathie handelt es sich um eine autosomal-rezessive
Myopathie, die ebenfalls phanotypisch eine Gliedergirteldystrophie (LGMDR2) sowie
die Miyoshi-Myopathie (Liu et al. 1998) hervorrufen kann. Hier wurden
Amyloidablagerungen bei Patienten in den intramuskularen GefalRwanden, dem
Sarkolemm und im Interstitium des Skelettmuskels gefunden (Spuler et al. 2008, Carl et
al. 2009). Da lediglich das N-terminale Ende des Dysferlinproteins in den
Amyloidablagerungen nachgewiesen werden konnte, wird vermutet, dass dies unter

anderem aus dem nicht abgebauten N-terminalen Ende des durch Mutation
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fehlgefalteten Dysferlins bestehen und nicht aus dem vollstandigen Protein (Carl et al.
2009). Eine massenspektroskopische Untersuchung von Laserdissekaten der
Amyloidablagerungen von 3 Amyloid-positiven Patienten mit ANOS-Mutation von
Liewluck et al. hatten im Gegenzug dazu jedoch keine Anoctamin-Fragmente darstellen
kénnen (Liewluck et al. 2013).

Auch bei der sporadische Einschlusskérpermyositis (sIBM) ist das Auftreten von Amyloid
bekannt. Die sIBM ist eine seltene Form der idiopathischen entzindlichen
Muskelerkrankungen. Typischerweise zeigt sich klinisch eine sich nach dem 50.
Lebensjahr langsam entwickelnde proximale und distale Schwache der Extremitaten.
Manner sind haufiger betroffen als Frauen (Amato et al. 1996). Charakteristische
histologische Merkmale sind endomysiale inflammatorische Infiltrate, eosinophile
zytoplasmatische Einschlisse und Muskelfasern mit einer oder mehreren geranderten
Vakuolen (Amato et al. 1996). Amyloidablagerungen konnten vor allem in den Fasern
mit Vakoulen nachgewiesen werden (Mendell et al. 1991). Ebenfalls finden sich ragged
red fibres sowie COX-negative Fasern, diese kénnten jedoch auch sekundarer Natur
sein (Griggs et al. 1995). Die Ursache der Einschlusskdrper Myositis ist noch nicht
abschlielend geklart. Aufgrund des Nachweises der sogenannten ,Alzheimer-Proteine®
(z.B. R-Amyloid, B-APP, hyperphosphoryliertes tau, Apolipoprotein E) kdnnte es sich bei
der IBM moglicherweise um eine degenerative Muskelerkrankung handeln (Amato et al.
2009).

53 Die Genetik der Hallenser Anoctamin-5-Patienten

Hinsichtlich des genetischen Spektrums zeigte auch die Hallenser Kohorte ein sehr
heterogenes Bild ohne Phanotyp-Genotyp-Korrelation. Die ANO5-Mutation ¢.191dupA
lag am haufigsten vor, wodurch die Dominanz dieser Mutation bei der Anoctamin-5-
Myopathie in der westlichen Welt widergespiegelt wird, die auf einem Grindereffekt
zurtickzufuhren ist (Hicks et al. 2011). Eine weitere haufige Mutation ¢.2272C>G tritt vor

allem in Finnland auf (Penttila et al. 2012) und war in diesem Kollektiv nicht nachweisbar.

54 Das Proteom bei Anoctamin-5-Myopathie

Die massenspektroskopische Analyse von Muskelgewebe von Patienten mit Anoctmain-
5-Myopathie zeigte eine Vielzahl von fehlregulierten Proteinen im Vergleich zum

Kontrollmuskel. Die Proteine lieRen sich anhand ihrer physiologischen Funktion ordnen

43



(Zytoskelett und Muskelkontraktion, Stoffwechsel, Genregulation, Calciumstoffwechsel

und Degenerationsmarker).

5.4.1 Proteine des Zytoskeletts

In der Gruppe der Proteine, welche am Zytoskelett beteiligt sind, zeigten sich Actin und
die mit ihm interagierenden Proteine Twinfilin-2 und Moesin vermehrt exprimiert. Moesin
gehort zur Ezrin-Radixin-Moesin-Familie (ERM) und spielt eine strukturelle und
regulatorische Rolle in der Stabilisierung der Plasmamembran-Interaktion durch seine
Fahigkeit mit Transmembranproteinen und dem Zytoskelett zu interagieren (Fehon et al.
2010).

Im Muskelgewebe von Mausen mit Duchenne-Muskeldystrophie (mdx-/-Maus) wurde
Moesin vermehrt von Myofibroblasten exprimiert, die dystrophische Muskeln infiltrieren
und die Hauptquelle von Extrazellularmatrix bilden (Pines et al. 2017).

Zudem wurden auch erhéhte Moesinlevel sowohl in Muskelfasern von Mausen mit
Dysferlinopathie (dysf /) und CMD (dy*//dy*) als auch in Biopsien von Patienten mit
Duchenne-Muskeldystrophie oder kongenitaler Muskeldystrophie mit Mutation im
COL6A3-Gen (Ullrich-Myopathie) oder LAMA2-Mutation (Merosinopathie), die eine
Assoziation zu Fibrosearealen mit vermehrter Kollagen | -Produktion aufwiesen,
nachgewiesen (Pines et al. 2017). Auch bei Fibrosierungsprozessen in anderen
Organen, wie beispielsweise bei der Entstehung einer Nierenfibrose zeigten sich erhéhte
Moesinlevel (Chen et al. 2014).

Die Moesinerhdhung in den Muskelproben der Patienten mit Anoctmain-5-Myopathie ist
daher als Ausdruck einer Fibrosereaktion zu werten, wie sie ein typisches Merkmal von
Muskeldystrophien darstellt (Thompson und Straub 2016).

Zudem wurde im Mausmodel der Dysferlinopathie auch eine Moesinexpression
innerhalb der Muskelfasern nachgewiesen, sodass vermutet wird, dass Moesin hier auch
eine Rolle bei der Plasmamembranreparatur spielt (Pines et al. 2017). Auch fir die
Anoctaminopathie ergaben sich Hinweise flir eine gestérte Membranreparatur im
Mausmodel der ANOS /-Maus (Griffin et al. 2016), sodass die Moesinerhéhung auch in
diesem Rahmen mdglich ist. Untersuchungen an Muskelfasern von ANO5 Knockout-
Mausen zeigten eine verminderte Fahigkeit zur Reparatur von Laser-induzierten
Membranschaden bei Anoctamin-5-defizienten Muskelzellen, wobei mit der gestorte
Membranreparatur eine Dysfunktion der Bereitstellung des Calcium- und Phospholipid-
bindendem Annexins assoziiert war. Diese Beobachtungen lassen eine Lokalisation von

Anoctamin 5 an der Plasmamembran vermuten (Foltz et al. 2021).
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Eine verminderte Expression zeigte sich zum einen bei Elastin, jedoch auch bei Decorin,
Thrombospondin 1 und 4 sowie bei Biglycan und Cartilage intermediate layer protein 1.
Die Proteingruppe der Thrombospondine ist an vielen unterschiedlichen biologischen
Prozessen beteiligt. Eine Akkumulation von Thrombospondin 1 wurde im Skelettmuskel
von Patienten mit Dysferlinopathie beobachtet, wobei diese Heraufregulation zudem mit
einer erhohten chemotaktischen Kapazitat und Makrophageninfilatration in Verbindung
steht (De Luna et al. 2010, Urao et al. 2016). Da der inflammatorische Anteil im
Muskelgewebe der Anoctamin-5-Patienten nicht so ausgepragt war, kénnte dies
moglicherweise die Differenz der Ergebnisse erklaren.

Thrombospondin 4 spielt eine Rolle beim Strukturerhalt und der Funktion von Muskel-
Sehnen-Ubergéngen. In einem Review von Loreti und Sacco zeigen verschiedenen
Studien an Mausen, dass es durch einen Knock-out von Thrombospondin 4 zu einer
verringerten Muskelmasse kommen kann (Loreti and Sacco 2022). Die verminderte
Expression von Thrombospondin 4 kann daher mdglicherweise auch als Marker der
Muskeldystrophie und -atrophie sowie der klinischen Muskelschwache bei den Patienten
mit Anoctamin-5-Myopathie angesehen werden.

Biglycan und Decorin sind leucin-reiche Proteoglykane und wichtige Bestandteile der
interstitiellen Extrazellularmatrix und spielen eine wichtige Rolle in der Kollagensynthese
(Seidler et al. 2006). Im Gegensatz zu den hier vorliegenden Ergebnissen war bei
Duchenne-Mausen die Muskeldystrophie mit einer Hochregulation von Biglycan
assoziiert (Bowe et al. 2000).

Decorin ist zudem noch in die Regulation der Zelladhasion und -migration sowie der
Angiogenese involviert. Mit seiner Dermatansulfatkette bindet Decorin an Tenascin-X.
Eine Mutation in diesem Protein fuhrt unter anderem zum Ehlers-Danlos.Syndrom (EDS)
(Seidler et al. 2006). Ein Funktionsverlust von Decorin und Biglycan fihrt in Versuchen
an Mausen ebenfalls zu schwerwiegenden Veranderungen an der Haut und den
Knochen, welches die beiden am haufigsten betroffenen Gewebe beim EDS sind
(Seidler et al. 2006). Aktuell gibt es in keiner bisher erschienen Arbeit Hinweise auf eine
Beteiligung der Haut beim Patienten mit Anoctamin-5-Mutation. Der Knochen ist jedoch
im Rahmen der durch eine dominante Mutation im ANO5-Gen ausgeldste

Gnathodiaphyseale Dysplasie betroffen (Mizuta et al. 2007).

Vergleicht man die Ergebnisse der Anoctamin-5-Patienten mit und ohne
Amyloidablagerungen untereinander zeigte sich zusatzlich eine verstarke
Hochregulierung von Kollagenen (I und VI). Kollagen VI ist fir den Strukturerhalt sowie
die Differenzierung von Muskelstammzellen bedeutsam (Cescon et al. 2015). Dies

konnte ein Hinweis sein, dass die Storung der Zellarchitektur bei den Patienten mit
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Amyloidablagerungen bereits weiter fortgeschritten ist und daher die vermehrte
Expression der Kollagene ebenso wie die vermehrte Expression der Proteine des
kontraktilen Apparates (Myosin, Actin, Tropomyosin, Troponin |) kompensatorisch
erfolgt. Insgesamt sprechen die Ergebnisse dafir, dass Patienten mit Anoctamin-5-
Myopathie und Amyloidnachweis histologisch eine protrahierte Erscheinung der

Erkrankung aufweisen.

ANObS-Defekt

gestorte
Membranreparatur

gestorte
Membranintegritat

Storung der
Verankerung des
Zytoskeletts

gestorte
Zellarchitektur

gestrote Zellfunktion
und -Stabilitat

Muskeldystrophie

Abb. 12: Flussdiagramm zur Hypothese zur Entstehung der Muskeldystrophie anhand
der Verdnderungen des Zytoskeletts ausgelst durch Mutation von
Anoctamin 5

5.4.2 Proteine des kontraktilen Apparates

Von den Proteinen des kontraktilen Apparates waren bei den Patienten mit Anoctamin-
5-Myopathie Myosinketten erhdht. Im gesunden Mausmuskel zeigten Ohira et al.
ebenfalls eine Hochregulation von verschiedenen Myosinen (7,8 und 9) unter einer
vermehrten Gewichtsbelastung (Ohira et al. 2020). Méglicherweise kennzeichnet die
Hochregulation eine kompensatorische Reaktion der Muskulatur bei den Patienten mit
ANOb5-Mutation. Demgegenuber ergab sich in der Proteomanalyse von
Skelettmuskelproben von Duchenne-Mausen (mdx-4cv) eine Herabregulation der
Proteine des kontraktilen Apparates (Murphy et al. 2019), was mdglicherweise damit zu

erklaren ist, dass es sich bei der Duchenne-Erkrankung um eine rascher progrediente
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Form der Muskeldystrophie als bei der Anoctaminopathie handelt und diese mit einer

geringen Fahigkeit von muskularen Kompensationsmechanismen einhergeht.

5.4.3 Stoffwechsel

Eine weitere Gruppe bilden fehlregulierte Proteine, die an Stoffwechselprozessen
beteiligt sind. Von den Veranderungen waren sowohl Proteine der Glykolyse, der
Gluconeogenese, der Beta-Oxidation als auch der Atmungskette betroffen.

Im Vergleich zur Kontrollgruppe waren bei den Patienten mit Anoctamin-5-Myopathie im
Rahmen des Kohlenhydratstoffwechsels  die  Glycerinaldehyd-3-phosphat-
Dehydrogenase (Glykolyse), die Laktatdehydrogenase (anaerobe Glykolyse) sowie die
Fructose-1,6-bisphosphatase (Gluconeogenese) vermehrt exprimiert.

Die Fructose-bisphosphat Aldolase A, die dominante Isoform der Aldolase im
Skelettmuskel, katalysiert die reversible Reaktion von Fructose-1,6-bisphosphat zu
Glycerinaldehyd-3-Phosphat sowie die Spaltung von Fruktose-1-Phosphat zu
Glyceraldehyd (Papadopoulos et al. 2021). Papadopoulos und Kollegen berichten in
ihrer Arbeit von zwei Fallen, von periodisch auftretenden Rhabdomyolysen, durch
homozygote Mutationen im ALDOA-Gen (Papadopoulos et al. 2021). Bereits zuvor war
das Auftreten von Rhabdomyolysen (teilweise mit hamolytischer Anamie) durch
Fallstudien bekannt (Kreuder et al. 1996). Eine Verminderung der Aldolase konnte in der
hiesigen Kohorte nur in der Gruppe der Patienten mit Mitochondriopathie nachgewiesen
werden. Mdéglicherweise sind die muskularen Veranderungen und der Anstieg der CK
bei einigen der Anoctamin-Patienten der Hallenser Kohorte unter anderem auf eine

verminderte Expression der Aldolase zurtickzufiihren.

Auffallig war ebenfalls die Fehlregulation von Enzymen des Fettstoffwechsels und der
Atmungskette. Hierbei waren die Veranderungen ebenfalls vor allem in der Gruppe der
Patienten mit Mitopathie nachweisbar. Ahnliche Ergebnisse konnten von Coats und
Kollegen anhand einer Proteomanalyse von Herzmuskelgewebe bei Patienten mit
hypertroph obstruktiver Kardiomyopathie (HOCM) nachgewiesen werden (Coats et al.
2018). Wie auch bei den Patienten mit Mitopathie waren Enzyme der Beta-oxidation
sowie die ADP ATP Translokase und auch Untereinheiten der ATP-Synthase
fehlreguliert. Es wird diskutiert, dass eine Stérung innerhalb der Atmungskette und der
oxidativen Phosphorylierung zu einem Fehlen von high-energy-Phosphate in den Zellen
fuhrt, wodurch es zu einem verminderten Energiefluss und mdglicherweise zu einem

Vorantreiben der Erkrankung bei HOCM kommt (Coats et al. 2018). Moglicherweise ist
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dies eine Erklarung fur die jedoch selten vorkommende Herzbeteiligung im Rahmen der
Anoctamin-5-Myopathie. Allerdings waren bei den bisher beschriebenen Fallen dilatative
Kardiomyopathien beobachtet worden (Wahbi et al. 2013), die bei den Patienten der
Hallenser Kohorte aber nicht aufgetreten waren.

Anhand der Untersuchungen am Skelettmuskel von Duchenne-Mausen fanden auch
Murphy und Kollegen Veranderungen in der Expression mitochondrialer Proteine,
welche durch den Verlust von Dystrophin und nachfolgend sekundaren Veranderungen
in verschiedenen Stoffwechselwegen erklart wurde (Murphy et al. 2019). Auch in der
Arbeit von Griffin und Kollegen konnte in den ANO5"-Mausen sowohl strukturelle als
auch funktionelle Stérungen beobachtet werden. Letzteres wurde durch die Messung
der Aktivitat der Citrat-Synthase festgestellt. Griffin und Kollegen duf3ern in dieser Arbeit,
die Uberlegung, dass diese Auffalligkeiten mdglicherweise sekundar aufgrund gestorter
Membranreparaturprozesse bzw. durch eine gestdrte Membranregenration zustande

kommen koénnten (Griffin et al. 2016).

ANObS-Defekt

gestorte
Membranintegritat/-
reparatur

Auswirkungen auf
Mitochondrienmembran

gestorte
Stoffwechselwege

gestorter
Energiestoffwechsel

( Erkrankungsprogress ]
durch fehlende
Stoffwechselmetaboliten

Abb. 13: Flussdiagramm zur Hypothese des gestérten mitochondrialen
Energiestoffwechsels durch gestérte Membranprozesse und sekundére
Auswirkungen auf die Mitochondrien bei loss of function von Anoctamin 5
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5.4.4 Genregulation

Hinsichtlich der an der Genregulation beteiligten Proteine war bei den Patienten mit
Anoctamin-5-Myopathie das 60S ribosomal protein L9 sowie verschiedene Histone
vermehrt exprimiert. In der Analyse von Duchenne-Mausen von Murphy und Kollegen
waren ebenfalls verschiedene ribosomale Proteine vermehrt exprimiert. Dies wurde als
Hinweis auf eine erhohte ribosomale Proteinsynthese als kompensatorischer
Mechanismus gewertet (Murphy et al. 2019). Die Muskelregeneration scheint bei der
Anoctaminopathie nicht so ausgepragt zu sein wie im Rahmen der Muskeldystrophie
Duchenne, weshalb bei den Hallenser Patienten die ribosomalen Proteine

moglicherweise in geringerem Umfang betroffen sind.

5.4.5 Calciumhomoostase

Bei den Patienten mit Anoctamin-5-Myopathie waren des Weiteren verschiedene
Proteine der Calciumhomdostase fehlreguliert. Es wird angenommen, dass Anoctamin
5 als Mitglied der TMEM16-Familie sowohl als Calcium-aktivierter Chloridkanal sowie als
Scramblase fungiert und sowohl fiir die Membranreparatur als auch fir die intrazellulare
Calciumhomodstase bedeutsam ist (Griffin et al., 2016; Jaiswal et al., 2007; Chandra et
al. 2019). Eine Hypothese ist, dass es im Rahmen einer Plasmamembranschadigung
zur einem massiven Calcium-Einstrom in die Muskelfaser kommt. Die SERCA sorgt
physiologischer Weise dafiir, dass die intrasarkoplasmatische Ca®*-Menge reduziert
wird, indem sie Ca?' in das endoplasmatische Retikulum pumpt und somit einen
protektiven Effekt auf das Zelliberleben hat. Anoctamin 5 wird dabei eine Lokalisation
am ER zugeschrieben, wo es als Chloridkanal eine ausreichende Menge an Anionen fir
die SERCA bereitstellt. Im pathologischen Fall einer Anoctamin-5-Defizienz kommt es
somit zu einer Calciumuiberladung der Muskelfaser mit negativen Auswirkungen auf die
Membranreparatur und Mitochondrienfunktion (Chandra et al. 2021). Dazu passend
zeigte sich der Abfall des intrazellularen Calciumanstiegs nach Verletzung der
Plasmamembran in Skelettmuskelfasern von Patienten mit ANO5-Mutation reduziert
(Chandra et al. 2019).

Bei murinen C2C12-Myoblasten mit ANO5-Knockout zeigten Phuong und Kollegen in
vitro eine verminderte Expression des Dihydropyridin-Rezeptors (DHPR) und der
SERCA als Hinweis auf einen gestdrten Calcium-Signalweg (Phuong et al. 2019).
Demgegenuber zeigte sich in der Untersuchung der Hallenser Patienten eine vermehrte

Expression von SERCA, dem Ca?-Shuttle-Protein Sarcalumenin und dem
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Calciumbindenden Protein S100. Die Vergleichbarkeit dieser Untersuchungsergebnisse
mit denen Zellkulturen von Phuong ist durch die Analyse in unterschiedlichen Modellen
nur bedingt gegeben, da bereits bekannt ist, dass sich einige pathologische Phanomene,
die beim Menschen beobachtet wurden, beispielsweise nicht in den murinen ANO5-
knockout-Modellen (C57BL6/J -Mause) rekapitulieren lie3en (Xu et al. 2015).

Es ist vorstellbar, dass es bei Patienten mit Anoctamin-5-Myopathie zu einer vermehrten
Expression von den Proteinen der Calciumhomodstase im Rahmen eines
Kompensationsmechanismus zur Aufrechterhaltung der intrazellularen
Calciumhomodstase kommt, wobei dies aufgrund der gestorten Funktion von Anoctamin
5 letztlich aber nicht gelingt. Hierzu passen die Proteomuntersuchungen an
Skelettmuskeln der Duchenne-Maus (Murphy et al. 2019), die ebenfalls eine

Hochregulation von SERCA zeigen konnten.

5.4.6 Hitzeschockproteine

Ein weiterer interessanter Aspekt war die verminderte Expression von
Hitzeschockproteinen bei den Patienten mit Anoctamin-5-Myopathie mit mitochondrialen
Auffalligkeiten. In anderen Arbeiten an IBM-Patienten und Duchenne (mdx-Knock out)-
Mausen zeigten sich diese im Muskel vermehrt exprimiert (Li et al. 2006, Murphy et al.
2019). Hitzeschockproteine unterstlitzen andere Proteine bei der Faltung und dem Erhalt
ihrer Sekundarstruktur (Javid et al. 2007).

Bekannt ist, dass oxidativer Stress einen Pathomechanismus verschiedener
Muskelerkrankungen darstellt (Heher et al. 2022). Sowohl bei der Muskeldystrophie
Duchenne als auch bei der Dysferlinopathie konnte man eine Peroxidation von Lipiden
und eine Oxidation von Proteinen nachweisen. Bei der Dysferlinopathie waren zuséatzlich
die ROS-Level sowie Antioxidantien erhdht (Terrill et al. 2013). Ebenfalls bekannt ist,
dass die Expression von Hitzeschockproteinen von ROS beeinflusst wird. Die genauen
Pathomechanismen hierzu sind noch nicht geklart. In einem Review von Dimauro und
Kollegen wurde Uber mehrere Studien berichtet, bei denen durch die trainingsinduzierte
Vermehrung von ROS, Hitzeschockproteine vermehrt exprimiert werden (Dimauro et al.
2016). Mdéglicherweise liegt der vermehrten Expression von HSP bei der IBM und der
Muskeldystrophie Duchenne ein ahnlicher Mechanismus zur Kompensation von
erhéhten ROS-Leveln zugrunde.

Hinsichtlich der Anoctamin-5-Myopathie gibt es keine Studien zu den ROS-Leveln im
pathologischen Muskel, sodass aktuell nicht sicher nachzuvollziehen ist, durch welchen

Mechanismus die HSP bei den Patienten mit Mitopathie vermindert sind. Weitere
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Studien an groReren Kohorten sind zum einen aufgrund der geringen GroéRe der
Hallenser Patientengruppe zur Verifizierung der Befunde notwendig. Auch waren
Untersuchungen hinsichtlich der ROS-Level bei Anoctamin-5-Myopathie fiir die weitere

Klarung der Zusammenhange erforderlich.

5.4.7 Transthyretin

Transthyretin ist ein Transportprotein, welches am Transport des Schilddrisenhormons
Thyroxin sowie dem Transport von Retinol beteiligt ist (Bernstein et al. 2002). Eine
Ablagerung von Transthyretin im Gewebe verschiedener Organe fuhrt zur ATTRwt-
Amyloidose (senile Amyloidose), die sich vor allem mit einer Kardiomyopathie
manifestiert (Ueda et al. 2011). Darlber hinaus ist Transthyretin ein negatives Akute-
Phase-Protein, dessen Konzentration sich im Rahmen einer entziindlichen Reaktion
verringert (Gulhar et al. 2022). Transthyretin zeigte sich bei den Hallenser Patienten mit
Anoctamin-5-Myopathie im Vergleich zu den Kontrollgruppen vermehrt exprimiert.

In einer RNA-Transkriptom Analyse von Depuydt et al. konnte eine vermehrte
Expression von Serum- Amyloid A1 nachgewiesen werden (Depuydt et al. 2022). Dieser
Befund gibt in Zusammenschau mit dem Nachweis von Amyloidablagerungen im
Muskelgewebe von Patienten mit Anoctamin-5-Myopathie und der vermehrten
Expression von Transthyretin einen weiteren Hinweis auf eine mdgliche entziindliche
Komponente im Rahmen der Anoctamin-5-Myopathie, fur die es auch Hinweise im MRT
gibt (Holm-Yildiz et al. 2021).

Unklar ist bis heute weiterhin, welche Rolle entziindliche Reaktion im Rahmen der
Entstehung von Muskeldystrophien spielt (Depuydt et al. 2022). Es bleibt fraglich, ob die
entzliindlichen Veranderungen primar zur Muskeldystrophie fihren oder es im Verlauf zu
einer chronisch-entzindlichen Reaktion innerhalb des Muskels durch das Einwandern
von Makrophagen und Monozyten in diesen und durch die andauernde
Verletzungsreaktion kommt (Tidball et al. 2018). Ein Hinweis darauf, dass eine mdgliche
entziindliche Reaktion im Rahmen der Anoctamin-5-Myopathie sekundar entstehen
kdnnte, lasst sich daraus ableiten, dass bei dem Vergleich der ANO5-Patienten mit den
gesunden Kontrollen das Transthyretin erhdht war, wahrend es bei dem Vergleich
zwischen den Patienten mit und ohne Mitopathie vermindert exprimiert war, wenn man
annimmt, dass sich die Patienten mit mitochondrialen Auffalligkeiten im Vergleich zu

denen ohne in einem fortgeschrittenem Krankheitsstadium befinden.
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5.4.8 Einordnung der Proteomdaten im Vergleich zur Transkriptomanalyse

In einer rezenten Analyse des Transkriptoms von 16 mannlichen Patienten mit einer
genetisch gesicherten LGMD R12 fanden Depuydt et al. eine vermehrte Expression von
Genen, welche in die Antwort auf Verletzungen und in Immunantworten involviert waren
(z.B. Osteopontin, Immunglobulin heavy chain constant gamma). Dartber hinaus waren
Muskel-Marker bei den Patienten vermindert exprimiert (Depuydt et al. 2022). Des
Weiteren zeigte sich eine vermehrte Expression von fibroadipogenetischen Progenitoren
und Kollagenmetabolismus, was als Korrelat einer zunehmenden Fibose mit
fettgewebigen Ersatz, was als Hinweis auf die zunehmende Fibrose mit fetgewebigem
Ersatz eingeschatzt wurde und sich auch anhand der Ergebnisse der hiesigen
Untersuchung nachvollziehen lasst. Anders als im Falle der Hallenser Patienten ergab
die Transkriptomanalyse von Depuydt et al. einer Herabregulation von Markern der
Proteinsythese (ribosomale Gene) und von Genen, welche mit der Atmungskette
assoziiert sind.

Als mogliche Ursache kbénnen hier vor allem methodische Unterschiede im
Studienprotokoll zwischen den Arbeiten angefuihrt werden.

Es muss dabei festgestellt werden, dass die fur die Studie von Depuydt und Kollegen
aus Muskelbiopsien extrahierte RNA unter starker standardisierten Bedingungen
gewonnen wurden als die Biopsien der Hallenser Kohorte, bei der ausschlieBlich
diagnostische Muskelbiopsien fiir die Anoctamin-5-Myopathie ausgewertet wurden. So
wurden bei Depuydt et al. nur Manner mit einer genetisch gesicherten LGMD R12
eingeschlossen. In dieser Studie hingegen wurde eine gemischte Kohorte beider
Geschlechter und aller Phanotypen (MMD3, HyperCKamie oder Gliedergurteltyp)
untersucht.

Auch hinsichtlich der Biopsien erfolgte eine hoéhere Standardisierung als bei den
Hallenser Patienten. So wurden bei Depuydt und Kollegen gematchte Kontrollpatienten
und Patienten von drei verschiedenen Proben Muskeln (M. semimembranosus, M.
vastus lateralis, M. rectus femoris) entnommen. Die Biopsie der Patienten mit
Anoctamin-5-Myopathie erfolgte nach einem Ganzkdrper-Muskel-MRT und unter
sonographischer Kontrolle, um eine fettige Degeneration in den Proben zu vermeiden.
Auch wurden alle Proben am Morgen und nach einer einwochigen Pause von intensiver
physischer Aktivitat entnommen, um einen Unterschied der Genexpression aufgrund des
zirkadianen Rhythmus oder dem Einfluss von unterschiedlicher Belastung zu vermeiden.
Die Arbeitsgruppe konnte zudem ein progredientes RNA-Expressions-Muster mit
zunehmenden Schweregrad des fibrotischen Umbaus, ermittelt im Mercuri-Score des

Muskel-MRT-Befundes, nachweisen. Eine diesbezligliche Analyse wurde in der hiesigen
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Untersuchung nicht vorgenommen. Depuydt et al. fanden Uberdies auch in den

unterschiedlichen Muskeln von gesunden Kontroll-Patienten verschiedene Muster der

Gen-Expression (Depuydt et al 2022).
Aufgrund der Heterogenitat der untersuchten Patienten und Muskeln und auch dem

Fehlen einer gematchten Kontrollgruppe sind die Ergebnisse nur bedingt vergleichbar.

53



6 Zusammenfassung

Die untersuchten 12 Patienten mit Anoctamin-5-Myopathie zeigten eine beeindruckende
Variabilitdt in Klinik, Histologie und Proteom. Gleichwohl konnte keine Korrelation
zwischen dem klinischen Schweregrad, der Histologie oder den einzelnen Mutationen
hergestellt werden.

Klinisch ergab sich kein signifikanter Unterschied zwischen den anhand der
histologischen Kriterien eingeteilten Gruppen. Gestitzt wird dies ebenfalls durch die
ahnlichen Ergebnisse im Subgruppenvergleich in der Proteomanalyse. Kardiale
Auffalligkeiten, wie sie in der Literatur beschrieben sind, konnten bei den Hallenser
Patienten nicht nachgewiesen werden.

Histologisch waren bei den Hallenser Patienten haufiger Amyloidablagerungen
nachweisbar als bisher in der Literatur beschrieben. Klinisch und histologisch waren die
Patienten mit Amyloidablagerungen nicht starker betroffen als die Patienten ohne
Amyloidablagerungen, womit die Vermutung bestehen bleibt, dass Amyloid
moglicherweise bei allen Patienten mit Anoctamin-5-Myopathie vorhanden sein konnte
und es sich bei den bisherigen Beobachtungen um einen ,sampling error” handelt. Die
verminderte Expression von Transthyretin auf der Proteomebene bei den Patienten mit
Mitopathie hingegen konnte Hinweise auf eine mogliche sekundare entziindliche
Reaktion im fortgeschrittenen Krankheitsstadium geben, welches sich bei den Hallenser
Patienten jedoch klinisch und histologisch nicht reproduzieren liel3.

In der Proteomanalyse zeigten sich daruber hinaus Veranderungen von Proteinen des
Zytoskeletts sowie von Proteinen, die am intrazellularen Calciumstoffwechsel beteiligt
sind. Beide Beobachtungen unterstutzen daher die bisher existierenden Hypothesen zur
Lokalisation von Anoctamin 5 an der Zellmembran oder am ER. Die Vielzahl von
fehlregulierten Proteinen in der proteomischen Analyse von Muskelgewebe im Vergleich
zu den Kontrollen spiegelt eine fibrotischen Umbau wider, in Ubereinstimmung zu
Befunden aus den Modellen anderer Muskeldystrophien und den Daten einer
Transkriptomanalyse bei Anoctamin-5-Myopathie.

Die gestorten Membranprozesse kdnnten sich sekundar auch Uber eine Stérung der
Mitochondrienmembran auf die Proteine des Energiestoffwechsels auswirken und eine
Fehlregulation dieser bewirken, welche sich dann histologisch anhand von ragged red
fibres und COX-negativen Fasern zeigen. Hinsichtlich der Stoffwechselregulation und
der Calciumhomootase wurden teils widerspriichliche oder diskrepante Daten erhoben,
die moglicherweise ihre Ursache in der Heterogenitat der Hallenser Kohorte von

Patienten mit Anoctamin-5-Myopathie haben.
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Thesen

Anoctamin 5 nimmt maoglicherweise eine Doppelrolle sowohl in der Membran-
reparatur als auch in der Calciumhomoostase ein, wie dies schon bereits in
vorherigen Arbeiten vermutet wurde. (Whitlock et al. 2018, Chandra et al. 2019)
Eine Mutation im Anoctamin-5-Gen und ein damit verbundener loss-off-function
von Anoctamin 5 fihrt zu sekundaren Veranderungen in der Zelle, wie
beispielsweise im Energiestoffwechsel. Hier besteht moglicherweise auch eine
Analogie zur Muskeldystrophie Duchenne.

Im Rahmen der Calciumhomd@ostase besteht eine Synergie zwischen der SERCA
und Anoctamin 5. Auch hier besteht eine Analogie zur Duchenne
Muskeldystrophie.

Obwohl in der Hallenser Kohorte keine Herzbeteiligung nachgewiesen wurde,
kann die in kleineren Fallberichten beschriebene Herzbeteiligung mdglicherweise
auf das Fehlen von high-energy Phosphaten durch die Stérungen in der
Atmungskette zurlickgefiihrt werden.

Die verminderte Expression von Transthyretin bei Patienten mit
Mitochondriopathie gibt einen Hinweis auf eine moglicherweise sekundar
entstehende entziindliche Komponente.

Da die Amyloidablagerungen ungleichmafRig in der Muskulatur der Patienten
verteilt sind, ist es nicht auszuschlieRen, dass alle ANO5-Patienten davon
betroffen sind und die Ablagerungen lediglich durch einen ,sampling error” nicht

erfasst wurden.
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