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1 Einleitung

1.1 Glykogenspeichererkrankungen

Glykogenspeichererkrankungen bilden eine Gruppe von genetisch bedingten
Erkrankungen, die aufgrund eines Enzymdefektes Einfluss auf den
Glykogenmetabolismus in den menschlichen Korperzellen haben (Chen 2016).

Bisher sind 9 unterschiedliche Glykogenosen beschrieben worden, denen ein
unterschiedlicher Enzymdefekt zu Grunde liegt (Tabelle 1). Die Erkrankungen
unterscheiden sich unter anderem in der Lokalisation der betroffenen Organe, ihrem

Krankheitsverlauf und der Therapie.

Die in der vorliegenden Studie untersuchten Patienten werden der Glykogenose Typ II
(Morbus Pompe) zugeordnet. Bei Morbus Pompe liegt pathogenetisch ein Mangel des
lysosomalen Enzyms ,,saure Maltase* (a-1,4-Glucosidase) zugrunde (Hers 1963). Dies
filhrt in seinem Verlauf zu einer Myopathie mit bei Krankheitsbeginn vor allem
pathologischer intralysosomaler Glykogenablagerung (Hirschhorn 2001).

Aktuell werden zwei Auspriagungsformen des Morbus Pompe unterschieden, die sich
nach dem Erkrankungsalter der Patienten richten: Infantile Patienten, die bereits von
Geburt an Symptomenauspragungen bzw. in frithester Kindheit klinische
Manifestationen zeigen (infantile onset Pompe disease; IOPD) sowie juvenile bzw. adulte
Patienten (late onset Pompe disease; LOPD), die teilweise in spdten Lebensdekaden
erstmals Symptome der Erkrankung aufweisen (Montagnese, Barca et al. 2015).
Insbesondere bei den infantilen Patienten ist ein schwerer klinischer Verlauf bekannt

(Prater, Banugaria et al. 2012).

Tabelle 1: Ubersichtsdarstellung der bekannten Glykogenspeicherkrankheiten; Typ II der
Glykogenosen wird nach seinem Erstbeschreiber auch Morbus Pompe genannt (Hoffmann 2013).

Typ Enzymdefekt Speicherorgan

la Glukose-6-Phosphatase Leber, Niere

| non-a Glukose-6-Phosphat- sowie Phosphattranslokase |Leber

1} lysosomale a-Glucosidase generalisiert

1l Amylo-1,6-Glucosidase Leber, Muskel, Erythrozyten
\Y Brancher-Enzym Leber

\ Phosphorylase Muskel

Vi Phosphorylase/Phosphorylase-b-Kinase Leber, Muskel, Erythrozyten
VI Phosphofructokinase Muskel, Erythrozyten

0 Glykogensynthetase keine Speicherung




1.2 Lysosomale Speichererkrankungen

Die Erkrankung Morbus Pompe zdhlt als Glykogenose ebenfalls zu den iiber 40
bekannten lysosomalen Speichererkrankungen, die je nach Ursache in verschiedene
Untergruppen klassifiziert werden (Tabelle 2). Lysosomale Speichererkrankungen
zeichnen sich als genetisch bedingte Erkrankungen durch eine lysosomale
Enzymdefizienz aus. In den Korperzellen fiihrt dies im jeweiligen Krankheitsverlauf zu
einem gestorten Metabolismus der betroffenen Stoffwechselprodukte und einer
vermehrten Anhdufung dieser Metabolite, die bei gesunden Menschen durch eine
regelhafte Enzymaktivitdt abgebaut werden wiirden (Ferreira and Gahl 2017). Die
klinischen Manifestationen der lysosomalen Speichererkrankungen &hneln sich in
bestimmten Charakteristika. Viele Erkrankungen dieser Gruppe verursachen
Knochendeformititen, Organvergroflerungen sowie Verdnderungen des zentralen und
peripheren Nervensystems. Allen Krankheiten ist gemein, dass sie einen schweren

Verlauf und mitunter frithen Tod der Patienten zur Folge haben (Mehta et al. 2006).

Tabelle 2: Klassifizierung lysosomaler Speichererkrankungen. Morbus Pompe gehort zu den
Glykogenosen (Mehta et al. 2006).

Lysosomale Speichererkrankungen

Mukopolysaccharidosen

Oligosaccharidosen

Mukolipidosen

Sphingolipidosen

Lipidspeichererkrankungen

Lysosomale Glykogenspeicherung

Lysosomale Transportstdrungen




1.3 Morbus Pompe (Glykogenose Typ II)
1.3.1 Pathogenese - Morbus Pompe

Patienten mit Morbus Pompe leiden unter einer compound heterozygot vererbten
Erkrankung, die sich in einem lysosomalen Enzymdefekt (saure alpha-1,4-Glukosidase)
auf dem Chromosom 17q25 im GAA-Gen (alglucosidase alpha) manifestiert (Hirschhorn
2001). Bis heute sind iiber 350 verschiedene Mutationen im GAA-Gen bekannt. Bei
gesunden Menschen wandelt die aktivierte alpha-1,4-Glucosidase im sauren Milieu der
Lysosomen gespeichertes Glykogen in Glucose um (Muller-Felber, Horvath et al. 2007).
Der Enzymdefekt fiihrt bei Morbus Pompe Patienten zu einem gestorten Metabolismus
des Glykogens in den Lysosomen der Muskelzellen und es kommt zu einer
pathologischen Glykogenakkumulation (Hirschhorn 2001). In Studien konnte gezeigt
werden, dass die pathologische Glykogenakkumulation nicht nur auf die
Skelettmuskulatur der Patienten beschrinkt ist. Glykogenablagerungen wurden nicht
zuletzt in postmortalen Untersuchungen auch in der glatten Muskulatur der Hohlorgane
(Osophagus, Magen, Diinn-, Dickdarm, Harntrakt, Gefie), im Herzmuskel, im zentralen
Nervensystem (ZNS) und in den Augenpartien (Muskulatur, Cornea, Linse) der Patienten
gefunden (Hobson-Webb, Proia et al. 2012; Pena, Proia et al. 2015; Schinzer, Gorlach et

al. 2019). Die heterogene klinische Symptomatik korreliert mit diesen Befunden.

1.3.2 Historie — Morbus Pompe

Schon in den 1930er Jahren beschiftigten sich Wissenschaftler aus den Niederlanden mit
dem Thema der Muskelhypertrophie im Herzmuskel und erwéhnten in ihren Berichten
Morbus Pompe, eine Erkrankung, die nach dem gleichnamigen Pathologen Johannes
Cassanius Pompe benannt ist. Dieser beschrieb im Jahre 1932 erstmalig eine
Hypertrophie des Herzens aufgrund einer iiberméBigen Glykogenakkumulation und
lieferte damit eine Erkldrung flir bis dahin unter dem Begriff der idiopathischen
Herzhypertrophie abgehandelte Fallberichte (van Creveld and var der Linde 1939). Ein
Mangel an Glucose-6-Phosphatase, bzw. Amylo-1,6-Glucosidase war damals fiir das
Auslosen von Glykogenspeichererkrankungen bekannt. Beim Morbus Pompe stellte sich
die Situation jedoch anders dar: Bei der in dieser Zeit beobachteten schwersten Form der
Glykogenakkumulation in den Korperzellen, bei denen Patienten unter einer starken

Kardiomegalie litten und in der Regel vor dem 2. Lebensjahr verstarben, zeigten sich
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diese biochemisch bestimmten Enzyme normwertig. Erst im Jahre 1963 gelang der
biochemische Nachweis, dass bei Patienten mit Morbus Pompe (Glykogenose Typ II) im
Vergleich zu gesunden Menschen das Enzym der sauren Maltase (alpha-1,4-Glucosidase)
im Gewebe nicht nachweisbar war (Hers 1963). Die Ergebnisse belegten, dass diese

Glykogenose durch eine vorher unbekannte lysosomale Enzymdefizienz ausgelost wird.

1.3.3 Inzidenz — Morbus Pompe

Bei Morbus Pompe ist die Inzidenz in den einzelnen Léndern bzw. auf den einzelnen
Kontinenten unterschiedlich und abhéngig von der ethnischen Herkunft. In China liegt
die Inzidenz bei ca. 1/50.000, in den Niederlanden bei ca. 1/40.000 und in Australien
dagegen nur bei 1/146.000 (van der Ploeg and Reuser 2008). Das neonatale Screening
Programm mittels Trockenbluttest deckte in Taiwan und Osterreich eine hohere
Krankheitsinzidenz von 1/40.000 auf, als bisher in diesen Populationen angenommen
wurde (Lim, Li and Raben 2014). In Deutschland wird die Inzidenz des late onset Pompe
disease (LOPD) mit 1/100.00-130.000 beziffert (Schuller, Kornblum et al. 2013).

1.3.4 Klinische Phiinotypen

Morbus Pompe ist urspriinglich als infantile onset Pompe disease (IOPD) bekannt
gewesen, bei der Kinder schon einen frithen Tod innerhalb der ersten Lebensjahre
erwarten mussten (Engel, Gomez et al. 1973). In den letzten Jahrzehnten ist jedoch eine
wachsende Zahl von adulten Patienten beschrieben worden, die erst in spéteren
Lebensdekaden klinische Symptome dieser Erkrankung zeigten und zum Beispiel
aufgrund einer isolierten Creatinkinase (CK)-Erhéhung oder einer progressiv
verlaufenden korperstammnahen Muskelschwiéche klinisch auffillig wurden (Muller-
Felber, Horvath et al. 2007; Toscano and Schoser 2013). Nach aktuellem Stand werden

zwei klinische Manifestationen unterschieden (Abb. 1).



1.3.4.1 Infantiler Phinotyp (Infantile onset Pompe disease (IOPD))

Ein infantiler Phénotyp liegt bei Sduglingen vor, die im friilhen Neonatalalter (<12
Monaten) durch Herz-, Zungen- bzw. Lebervergroferung auffallen. Typisch sind eine
generelle Muskelschwiche (Hypotonie) sowie eine hypertrophe Kardiomyopathie. Die
Kinder sterben ohne Therapie in der Regel vor dem 2. Lebensjahr an einem
kardiopulmonalen Organversagen (Engel, Gomez et al. 1973; Hahn, Praetorius et al.
2015) (Abb.1). Laborchemisch lassen sich bei diesen Patienten vor allem erhohte
Transaminasen, eine HyperCKédmie und eine Erhhung der Lactatdehydrogenase (LDH)
dokumentieren (Vill, Schessl et al. 2015). Die Patienten zeigen meist einen homozygoten
Mutationsstatus im GAA-Gen sowie einen fast vollstaindigen Verlust der Enzymaktivitét

der alpha-Glucosidase (Al-Hassnan, Khalifa et al. 2018).

1.3.4.2 Adulter Phéinotyp (Late onset Pompe disease (LOPD))

Morbus Pompe Patienten vom adulten Phinotyp weisen meist erst im Erwachsenenalter
Symptome auf (late onset Pompe disease). Das Auftreten der Symptome ist sehr
heterogen und sie werden teilweise erstmalig in der 6. Lebensdekade manifest
(Hirschhorn 2001). In ca. 90 % der Fille zeigen adulte Morbus Pompe Patienten als erstes
Symptom eine proximal betonte Muskelschwéche. Diese bezieht sich vordergriindig auf
die Muskulatur des Beckens sowie des Rumpfgiirtels (Schuller, Kornblum et al. 2013).
In der klinischen Untersuchung imponieren hédufig auch Auffilligkeiten der axialen
Muskulatur (Scapula alata, Hyperlordose, Skoliose) und bei Befall der Atemmuskulatur
Symptome einer schweren ventilatorischen Insuffizienz (van der Ploeg, Carlier et al.
2016). Seltener sind jedoch auch Anomalien in der Struktur der Herzleitungsorgane
beschrieben (Lee, Qiu et al. 2014; Crescimanno, Modica et al. 2015) (Abb. 1).

Eine im Jahr 2005 durchgefiihrte Studie von Hagemans zeigte, dass von 54 untersuchten
niederlédndischen adulten Morbus Pompe Patienten 48 % auf den Rollstuhl angewiesen
waren und 37 % eine kiinstliche Beatmung benétigten. Uber 60 % der Patienten hatten
Probleme beim Treppensteigen, dem Aufrichten nach vorherigem Vorneiiberbeugen
sowie dem Aufstehen aus dem Sessel. 67 % litten unter Ermiidungserscheinungen und
knapp die Hélfte der Patienten verspiirte insbesondere in der Muskulatur der Extremititen

chronische Schmerzen. Unter den LOPD Patienten gaben iiber die Hélfte der Patienten



retrospektiv an, schon in der Jugend milde muskulidre Symptome gehabt zu haben

(Hagemans, Winkel et al. 2005; Crescimanno, Modica et al. 2015).

- schwere Hypotonie

Kardiomegalie

- Ohne Therapie Tod innerhalb der ersten beiden
Lebensjahre durch kardiopulmonales Organversagen

IOPD

- Progressiv verlaufende Muskelschwéche

- Betonung der proximalen Extremitdten und der axialen
Rumpfmuskulatur

- héaufig Zeichen von diaphragmaler Schwiche mit
ventilatorischer Insuffizienz

LOPD

Abbildung 1: Klinische Phiinotypen des Morbus Pompe

1.3.5 Genetik — Morbus Pompe

Die Erkrankung des Morbus Pompe basiert auf pathologischen Sequenzverdnderungen
im GAA-Gen auf Chromosom 17q25, welches 19 Exone beinhaltet, die fiir verschiedene
Aminosduren codieren. Damit sich die Krankheit in einer reduzierten bzw. fehlenden
Enzymaktivitdt manifestiert, ist eine pathologische Verdnderung in beiden Kopien des
GAA-Gen Voraussetzung (Kroos, Hoogeveen-Westerveld et al. 2012). Es ist bekannt,
dass infantile Morbus Patienten einen fast kompletten Verlust der Restenzymaktivitit
aufweisen. Bei LOPD Patienten kann die residuale Enzymaktivitét der alpha-Glucosidase
allerdings bis zu 40 % betragen (Schuller, Kornblum et al. 2013). Unter den bekannten
iiber 350 Mutationen im GAA-Gen zeigt sich eine grofle Heterogenitit. Es sind Splice
Site Mutationen, Missense Mutationen und Nonsense Mutationen beschrieben
(Hirschhorn 2001). Teilweise gelingt eine Zuordnung zu ethnischen Gruppierungen,
welche sich an der unterschiedlichen Inzidenz der Erkrankung weltweit ablesen ldsst
(Schuller et al. 2013). Die bei adulten Patienten bekannteste Mutation c¢.-32-13G>A ist
als Splice Site Mutation im GAA-Gen bei ca. 90 % der Patienten auf mindestens einem
Allel nachweisbar (Schuller et al. 2013). Bei infantilen Patienten konnte das Auftreten
dieser Mutation in der Mehrzahl bei Jungen nachgewiesen worden (van Capelle, van der
Meijden et al. 2016).

Morbus Pompe Patienten mit identischen Mutationen im GAA-Gen zeigen mitunter einen

unterschiedlichen klinischen Phénotyp. In den letzten Jahren durchgefiihrte Studien
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untersuchten Familien mit mindestens zwei an Morbus Pompe (IOPD sowie LOPD)
erkrankten Geschwistern, die den gleichen Genotyp aufwiesen. Es zeigten sich teilweise
Unterschiede in Verlauf und Schwere der Erkrankung, sodass neben den typischen
Mutationen im GAA-Gen andere Faktoren, die Einfluss auf die klinische Manifestation
sowie den Krankheitsverlauf haben, vermutet werden (Wens, van Gelder et al. 2013;
Schénzer, Giese et al. 2017). Eine Studie aus dem Jahr 2015 analysierte 30 adulte Morbus
Pompe Patienten (LOPD) hinsichtlich ihres Genotyps und klinischen Phéanotyps. Hierbei
bestitigte sich die klinische Heterogenitit der Symptome bei zugleich zahlreichen
Variationen der zugrunde liegenden Mutationen. Eine strikte Korrelation zwischen
Genotyp und klinischem Phénotyp konnte nicht hergestellt werden (Montagnese, Barca
et al. 2015). Seit dem Jahre 2004 werden in der Rotterdamer Datenbank
(www.pompecenter.nl) Daten iiber das Verhiltnis von Genotyp und klinischem Phénotyp
aufgezeichnet, um ein besseres Krankheitsverstindnis und mogliche Genotyp-Phénotyp-
Korrelationen zu dokumentieren. Zum Zeitpunkt des zehnjdhrigen Bestehens im Jahre
2014 waren ca. 1300 Morbus Pompe Patienten aus 34 Léndern registriert (Kishnania,

Chien et al. 2015).

1.3.6 Die Rolle der Autophagie bei Morbus Pompe

Neben einer pathologischen Anhdufung von vor allem intralysosomalem Glykogen und
einer nachfolgenden Ruptur der Lysosomen kommt es bei Morbus Pompe Patienten im
Rahmen des Enzymdefektes zu gestorten Abldufen der Zellautophagie (Schuller,
Kornblum et al. 2013). Die Autophagie stellt sich normalerweise in jeder Zelle als
mehrstufiger dynamischer Zyklus dar. Die Folge der bei Morbus Pompe Patienten
verdnderten Stoffwechselprozesse sind eine zelluldre Dysfunktion und das Auftreten von
irreversiblen Strukturschdden an betroffenen Geweben (Schuller, Kornblum et al. 2013).
Verantwortlich dafiir sind die gestdrte Autophagosomen-Lysosomen Fusion und in der
Folge die massive Anhdufung von autophagischem Material in den Myofibrillen (Raben,
Hill et al. 2008). Es sind in diesem Zusammenhang bei infantilen sowie adulten Pompe
Patienten unter anderem vacuoldre Einschliisse von Lipofuszin entdeckt worden, die
gemeinhin fiir einen Zellalterungsprozess bekannt sind (Feeney, Austin et al. 2014).
Neben den vacuoldren Lipofuszinablagerungen zeigen sich bei den Morbus Pompe
Patienten deutliche Lysosomenerweiterungen sowie eine Anhéufung

doppelmembrantragender Autophagosomen einschlieBlich unverdautem zytosolischen



Material. Bestimmte Markerproteine wie P62, LC-3 oder LAMP-I lassen sich zur
Detektion einer vorliegenden Stérung des Autophagieprozesses bei Morbus Pompe
Patienten nutzen (Lim, Li et al. 2014). Die Anhdufung von Proteinaggregaten und
Autophagiesubstraten (z.B. des SQOSTMI-Proteins) korrelierte in Studien mit der
Faseratrophie und einer Zunahme der Muskelpathologie (Nascimbeni, Fanin et al. 2015).
Dass es Zusammenhédnge und Interaktionen zwischen dem Glykogenmetabolismus und
dem Autophagie-Lysosomen-System gibt, ist ebenfalls in Studien belegt worden (Zirin,
Nieuwenhuis et al. 2013) und bietet fiir die Zukunft Ansatzpunkte fiir weitere
Therapiestrategien. Klinisch relevant ist das Thema der Autophagie unter Betrachtung
der vorhandenen Enzymersatztherapie (ERT), die vor allem iiber den Transportweg der
Endozytose einer fortschreitenden Glykogenakkumulation in den Lysosomen
entgegenwirken soll. Vorhandene Zellbezirke mit gestdrter Autophagie samt
Glykogenakkumulation in autophagischen Vakuolen persistieren jedoch hdufig unter
Therapie, sodass das beste ,,Ansprechen® auf die Therapie bisher bei Morbus Pompe
Patienten mit allenfalls geringen autophagischen Verdnderungen dokumentiert ist
(Fukuda, Ewan et al. 2006). Es gibt Hinweise, dass eine frithzeitig begonnene
Enzymersatztherapie (ERT) vor einem weiteren schweren Krankheitsverlauf und
fortschreitender Muskelatrophie schiitzen kann, da unter anderem der autophagische
Kreislauf noch nicht erheblich gestort sein konnte. Ist der Autophagieprozess jedoch
bereits stark beeinflusst, kommt es unter anderem durch Hochregulation von
Induktionsproteinen zur progredienten Muskelatrophie und Muskelschwéche
(Nascimbeni, Fanin et al. 2012). Eine Studie aus dem Jahr 2017 bestétigte diesen Ansatz,
indem sie zeigte, dass bei infantilen Morbus Pompe Patienten das klinische Ansprechen
auf die Enzymersatztherapie (ERT) bei den Patienten besser war, bei denen die
Muskelpathologie nur wenige Vakuolen sowie eine allenfalls diskret gestorte Autophagie
aufwies (Schinzer, Kaiser et al. 2017).

Es gibt Hinweise, dass die Inaktivierung spezieller an dem Prozess der Autophagie
beteiligter Gene (z.B. Atg7) den Effekt einer folgenden Enzymersatztherapie (ERT) im
Muskelgewebe positiv beeinflussen kann und zu einer signifikanten Reduktion der
pathologischen Glykogenakkumulation fiihrt (Raben, Schreiner et al. 2010; Malicdan and
Nishino 2012). Auch fiir den mTOR (mechanistic target of rapamycin) Signalweg gibt es
Anzeichen, dass bei Morbus Pompe Patienten Signaldefekte vorliegen (Lim, Li et al.
2017). mTOR gilt unter anderem als wichtiger Wachstumsregulator fiir die zelluldre

Homdostase und begrenzt katabole Zellprozesse wie die Autophagie (Laplante and
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Sabatini 2012). Bei Ausschaltung vorliegender Signaldefekte zeigten Studien eine
Reaktivierung des mTOR Komplexes und einen signifikanten Riickgang der

autophagischen Verdnderungen (Lim, Li et al. 2017).

1.3.7 Diagnostik — Morbus Pompe

In vielen Féllen ist die Diagnosestellung eines Morbus Pompe verzogert (Gutierrez-
Rivas, Bautista et al. 2015). Die ausgeprigte klinische Heterogenitit erschwert
insbesondere die Diagnostik bei adulten Morbus Pompe Patienten (LOPD). Primir zeigen
diese Patienten eine Myopathie vom Gliedergiirteltyp. In der klinischen Untersuchung ist
dementsprechend hidufig eine proximal betonte Muskelschwéche der Becken- und
Rumpfmuskulatur zu finden (Schuller, Kornblum et al. 2013). Eine Studie dokumentierte
an 17 LOPD Patienten eine mittlere Zeitspanne zwischen dem Auftreten erster Symptome

und der Diagnosestellung von 5 Jahren (Musumeci, la Marca et al. 2016).

1.3.7.1 Enzymaktivititsmessung

Die Diagnose eines Morbus Pompe kann anhand einer reduzierten bzw. fehlenden
Enzymaktivitit der alpha-1,4-Glucosidase gestellt werden. Die Bestimmung der
Enzymaktivitit erfolgt in der Regel durch einen nichtinvasiven Trockenbluttest (DBS),
welcher in der Praxis ein sehr zuverldssiges sowie sensitives Messinstrument darstellt
(Gutierrez-Rivas, Bautista et al. 2015). Liefert ein erster Test pathologisch niedrige
(GAA-Aktivitdt < 50 % in Leukozyten) Enzymaktivititswerte wird der Test ein zweites
Mal durchgefiihrt, um das Ergebnis zu bestitigen (Schuller, Kornblum et al. 2013). Auch
an kultivierten Fibroblasten oder an einer Muskelbiopsie, bzw. an gereinigten
Lymphozyten ldsst sich die Enzymaktivitdtsmessung durchfiihren. Ebenso ist im Rahmen
der Prénatal-Diagnostik eine Enzymaktivititsmessung in Amnionzellen mdglich
(Hirschhorn 2001). Bei klinischem Verdacht eines Morbus Pompe ist die Durchfiihrung
eines Trockenbluttests (DBS) empfohlen und eine invasive Muskelbiopsie meist nicht
mehr notwendig (Vissing, Lukacs et al. 2013). Eine Untersuchung der GAA-
Enzymaktivitdt ist bisher in Deutschland kein Bestandteil des Neugeborenenscreening

(www.awmf.org).




1.3.7.2 Genetische Diagnostik

Mithilfe einer Gensequenzierung kann eine Mutation im GAA-Gen nachgewiesen
werden (Schuller, Kornblum et al. 2013). Eine Registrierung aller bisher bekannten

Mutationen ist in der Rotterdamer Datenbank seit 2004 moglich (www.pompecenter.nl).

1.3.7.3 Bildgebende Diagnostik

Bildgebende Verfahren wie z.B. eine Muskelsonographie oder eine MRT-Untersuchung
der Muskulatur konnen in der Diagnostik des Morbus Pompe von zusitzlichem Nutzen
sein. Bei adulten Morbus Pompe Patienten sind im TI1-gewichteten MRT
Muskelverdnderungen dokumentiert, die durch fettigen Gewebeersatz hell erscheinen
(Lollert, Stihl et al. 2018). Es zeigt sich bei Patienten mit LOPD eine gute Korrelation
zwischen der Gewebeverdnderung (fat fraction) und klinischen Parametern (z.B. 6-
minute walk-test, Spirometrie). Ultraschalluntersuchungen der Skelettmuskulatur sind
vor allem bei adulten Morbus Pompe Patienten sinnvoll, um eine frithzeitige Diagnose
von LOPD zu stellen, auch bei Patienten mit bisher diskreten klinischen Symptomen. Bei
infantilen Morbus Pompe Patienten ist im Vergleich zu adulten Morbus Pompe Patienten
die Muskelsonographie nicht als frithzeitiges Screening Tool hilfreich, da selbst Patienten
mit klinisch stark ausgeprigter Symptomatik unauffillige Befunde zeigen konnen (Vill,
Schessl et al. 2015). Jedoch sind auch bei infantilen Morbus Pompe Patienten MRT-
Untersuchungen der Abdominal-, bzw. Rumpfmuskulatur sinnvoll, um den

Krankheitsverlauf unter Therapie objektivieren zu konnen (Peng, Hwu et al. 2016).

1.3.7.4 Laborchemische Diagnostik

Einige Patienten mit LOPD zeigen eine isolierte CK-Erhéhung bis zu 500 — 2000 U/1
(Toscano and Schoser 2013). Vor allem bei Patienten mit Vorliegen einer Myopathie vom
Gliedergiirteltyp oder unklarer, persistierender CK-Erh6hung sollte eine weiterfithrende
Diagnostik (u.a. Trockenbluttest) zum Ausschluss eines Morbus Pompe durchgefiihrt

werden (Klein 2016).
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1.3.7.5 Muskelbiopsie

Seit Etablierung der GAA-Enzymaktivititsmessung mittels Trockenbluttest und der
Moglichkeit der genetischen Untersuchung ist die Muskelbiopsie als invasives Verfahren
nicht mehr zur Diagnosestellung empfohlen. Bei unklaren Fillen kann die
Muskelhistologie jedoch sinnvoll sein. Die Muskelbiopsien von Patienten mit Morbus
Pompe zeigen histologisch eine vakuoldre Myopathie, wobei der Schweregrad sehr
unterschiedlich stark ausfallen kann (Golsari, Nasimzadah et al. 2018). Infantile Morbus
Pompe Patienten zeigen hiufig schwere histopathologische Verdanderungen (Schinzer,
Kaiser et al. 2017). LOPD Patienten mit mitunter milden klinischen Symptomen weisen
hiufig eine geringer ausgepriagte Muskelpathologie auf (Schoser, Muller-Hocker et al.
2007).

Zusammenfassend zeigt sich vor allem bei LOPD Patienten die Muskelpathologie sehr
heterogen (Muller-Felber, Horvath et al. 2007). Eine Vielzahl an Studien hat sich bisher
mit den histopathologischen Verdnderungen bei LOPD Patienten genauer beschéftigt
(Tabelle 3, Abb. 2):
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Tabelle 3: Literaturiibersicht iiber histopathologische Analysen der Skelettmuskulatur bei Patienten mit Morbus Pompe

Autor Patientenkohorte Morphologie der Skelettmuskulatur (licht- und elektronenmikroskopisch)
Hirschhorn et al., 2001 Uberblick LOPD, - gesteigerte Glykogenakkumulation in verschiedenen Gewebearten (Skelettmuskel, glatte Muskulatur)
IOPD
Schoser et al., 2007 38 LOPD - positive saure-Phosphatase Reaktion
- vakuolisierte Muskelfasern
- Beschreibung von lysosomalem sowie extralysosomalem Glykogen
Lewandowska et al., 2008 | 3 LOPD - autophagische Vakuolen
- vergroBerte Lysosomen mit intralysosomaler Glykogenakkumulation + "freiem" (zytoplasmatischem) Glykogen
Angelini et al., 2012 Uberblick LOPD vor ERT:
- positive saure-Phosphatase Vakuolen
nach ERT:
- Riickgang der Vakuolisierung
- geringere saure-Phosphatase Reaktion
Hobbson-Web et al., 2012 | 1 LOPD - vakuoldre Myopathie, v.a. M. quadriceps femoris
- PAS positive membrangebundene Einschliisse
- lysosomales Glykogen, geschwollene Mitochondrien
Tsuburaya et al., 2012 2 LOPD - saure-Phosphatase positive Einschliisse, LAMP-2 und LC-3 positiv, fehlende Vakuolisierung

Werneck et al., 2013

13 LOPD, 6 IOPD

- Vakuolisierung, saure-Phosphatase positive Einschliisse

Feeney et al., 2014

22 LOPD

- autofluorescente Einschliisse, Sudan Black positiv, "muscle lipofuscinosis"
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Raben et al., 2014 Uberblick, - Anstieg des lysosomalen sowie zytoplasmatischen Glykogens
GAA-KO Mouse - Anhdufung von Autophagosomen
- Autofluoreszente Lipofuszin Einschliisse
Schaaf et al., 2015 Uberblick LOPD, - Insuffiziente Aktivierung der Satellitenzellen im Muskelgewebe (Pax7)
IOPD
de la Mata et al., 2016 Uberblick LOPD - Mitochondriale Dysfunktion
- autophagische Vakuolen mit dysmorphen Mitochondrien
Van der Ploeg et al., 2016 | 16 LOPD - Glykogenclearance unter 6-monatiger Enzymersatztherapie: Effekt auf lysosomales Glykogen
Ripolone et al., 2017 18 LOPD - nach ERT bei 15/18 LOPD Patienten Reduzierung der Glykogenakkumulation sowie Vacuolisierung
Golsari et al., 2018 2 LOPD - Vakuolisierung mit Glykogenakkumulation kann bei LOPD fehlen

LOPD= Late onset Pompe disease, IOPD= Infantile onset Pompe disease, ERT = Enzymersatztherapie, PAS= Periodic acid-Schiff reaction
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* Freeney et al.,, 2014
* Raben et al., 2014

e de la Mata et al., 2016
e Hobbson-Web et al., 2012

autofluoreszente
Ablagerungen
(Lipofuszin)

mitochondriale
Dysfunktion

ACP-positive
Einschlisse

autophagische
Vakuolen

e Werneck et al., 2013

* Angelini et al., 2012

¢ Tsuburaya et al., 2012
* Schoser et al., 2007

L ¢ Hirschhorn et al., 2001

¢ Ripolone et al., 2017
* Lewandowska et al., 2008

Abbildung 2: Ubersicht iiber die Skelettmuskelpathologie bei LOPD Patienten
ACP = Acid Phosphatase; saure Phosphatase

Die untersuchten Skelettmuskelzellen weisen pathologische Glykogenablagerungen auf
und zeigen als Hinweis auf eine gesteigerte lysosomale Aktivitit eine erhohte saure
Phosphatase Reaktion (Engel, Gomez et al. 1973). An Kryostatschnitten sind
insbesondere geringe Verdnderungen mittels PAS (periodic-acid schiff reaction) nicht
immer sicher zu beurteilen. Dagegen kann an glutaraldehydfixiertem Gewebe und PAS
gefirbten Semidiinnschnitten das in den Muskelfasern akkumulierte Glykogen besser

dargestellt werden (Schinzer, Kaiser et al. 2017) (Abb. 3).
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Abbildung 3: In PAS gefarbten Semidiinnschnitten von glutaraldehydfixierten Muskelbiopsien stellt sich
Glykogen magentafarben dar. Zwei LOPD Patienten mit unterschiedlich stark ausgeprégter
Muskelpathologie ((A) P6- geringgradige Glykogenakkumulierungen; (B) P13- hochgradige
Glykogenakkumulierungen), Vergréferung x400.

Die Glykogenakkumulation ist hdufig nicht nur intralysosomal, sondern bei rupturierten
Lysosomen auch im Zytoplasma der Muskelzellen zu finden (Abb. 3, B). In diesem
fortschreitenden Prozess der Zellzerstdrung sind viele membrantragende autophagische
Vakuolen beteiligt (Lewandowska, Wierzba-Bobrowicz et al. 2008). Auch
Lipofuszinablagerungen sind histopathologisch bei LOPD Patienten beschrieben worden.
Einige Patienten weisen in der Muskelbiopsie allenfalls eine geringgradige vakuoldre
Myopathie auf, sodass die Diagnose erschwert sein kann. Hilfreich ist die Anfarbung mit
saurer Phosphatase (ACP), die mitunter positiv angefiarbte zytoplasmatische
kugelformige Einschliisse zeigt (Tsuburaya, Monma et al. 2012).

In Muskelbiopsien von infantilen Patienten wurden im Rahmen eines
Therapiemonitorings bereits Verdnderungen unter Enzymersatztherapie beschrieben. Bei
Therapiebeginn noch nicht schwerer beschadigter Muskulatur konnte nach 72 Wochen
der Therapie ein Riickgang der pathologischen Glykogenspeicherung sowie eine
Verbesserung der Zellarchitektur beschrieben werden (Winkel, Kamphoven et al. 2003;
Thurberg, Lynch Maloney et al. 2006). Dies zeigt, dass auf der Suche nach weiteren
Biomarkern fiir das Therapieansprechen, den individuellen Krankheitsverlauf und fiir ein
besseres Verstindnis der Pathomechanismen die Analyse der Muskelbiopsie eine

wichtige Untersuchung bei der Erkrankung des Morbus Pompe ist.
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1.3.8 Therapie — Morbus Pompe
1.3.8.1 Enzymersatztherapie (ERT)

Als eine der wenigen lysosomalen Speichererkrankungen ist Morbus Pompe eine
therapierbare Erkrankung, die nicht nur auf supportiven Maflnahmen beruht, sondern
durch personalisierte Therapiestrategien behandelbar ist. Im Jahre 2004 wurde erstmalig
bei wenigen Patienten eine Therapie mit rekombinantem humanen Enzymersatz aus
Hasenmilch begonnen (Van den Hout, Kamphoven et al. 2004).

Seit 2006 gibt es eine Enzymersatztherapie mit rekombinanter humaner alpha-
Glucosidase, gewonnen aus Ovarienzellen des chinesischen Hamsters, die bei infantilen
und adulten Morbus Pompe Patienten ihren Einsatz findet (Kishnani, Nicolino et al.
2006). Die Therapie wird intravends alle 14 Tage verabreicht (20 mg/kg Korpergewicht)
(Hundsberger, Hohl et al. 2010). Eine Studie aus dem Jahr 2016 hat den Effekt der
Enzymersatztherapie (ERT) mittels rekombinanter humaner alpha-Glucosidase (74-GAA,
Myozyme) bei LOPD Patienten untersucht. Hierbei gelang es neben der Verbesserung
der klinischen Symptome (Muskelkraft, respiratorische Funktion, Beweglichkeit) den
Therapieeffekt auf histopathologischer Ebene zu dokumentieren. Es zeigte sich durch
eine Reduzierung der pathologischen intralysosomalen Glykogenakkumulation eine
signifikante Glycogenclearance im Muskelgewebe (van der Ploeg, Carlier et al. 2016).
Seit der Zulassung der Therapie wurde auch die Tolerierbarkeit fiir die Patienten
beobachtet. Als Nebenwirkungen sind nach der Enzymersatztherapie (ERT) allergische
Reaktionen wie Hautausschlége, Schiittelfrost und Fieber beschrieben (van der Ploeg and
Reuser 2008). Unter der Therapie kann es ebenfalls zu einer vermehrten
Antikorperbildung gegen das infundierte Protein kommen. Bei einer
Enzymersatztherapie > 4 Jahre kann die Antikorperbildung gegen die 74-GAA abnehmen
und sich die Effektivitit der Therapie wieder erhéhen (Masat, Laforet et al. 2016). Eine
komplette Korrektur der Emzymdefizienz ist nicht erforderlich. Vielmehr reicht ein
Zielwert von 30% des Normwertes der GAA-Enzymaktivitit aus, um zu einem Riickgang
der Krankheitserscheinungen zu fiihren (van der Ploeg and Reuser 2008). In
verschiedenen Studien wurde gezeigt, dass ein frither Therapiebeginn bei infantilen
Patienten mit einem guten Ansprechen einhergeht (Thurberg, Lynch Maloney et al.
2006). Allerdings zeigen Einzelfalldarstellungen, dass auch ein frither Beginn der
Enzymersatztherapie (ERT) nicht immer mit einem guten Ansprechen einhergehen muss

(Schinzer, Giese et al. 2017). Die Glykogenclearance unter der Therapie zeigt sich zuerst
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in Endothelzellen bzw. glatten Muskelzellen der Blutgefdle. Erst nach einigen Monaten
der Therapie erfolgt ein Abbau des akkumulierten Glykogens in den Skelettmuskelzellen
(van der Ploeg and Reuser 2008). Das intravends zugefiihrte Enzym kann allerdings nur
in geringem Mafle das Gewebe in der Skelettmuskulatur erreichen. Urséchlich sind eine
mangelnde Durchblutung sowie eine reduzierte Mannose-6-Posphat-Rezeptorexpression
an den Skelettmuskelzellen, welche fiir die endozytotische Aufnahme des Substrats in die
Zellen benoétigt wird (Cardone, Porto et al. 2008). Als bisher dokumentierte Biomarker
sind die Tetra-Saccharidglucose (Glc4), Myostatin sowie der insulin like growth factor-
1 (IGF-1) beschrieben. Patienten mit einem besseren Therapieansprechen scheinen einen
niedrigeren Glc4 Spiegel zu besitzen (Bobillo Lobato, Jiménez Hidalgo et al. 2016).
Neben dem unterschiedlichen Ansprechen sind auch die Wirkmechanismen der Therapie
nicht vollstindig geklédrt. Biomarker zum besseren Therapiemonitoring sind aus diesem
Grunde dringend erforderlich. Neben einer friihzeitigen Diagnose ist der Zeitpunkt des
Therapiebeginns essentiell fiir den weiteren Kranheitsverlauf. Bei LOPD Patienten zeigt
sich, dass das Therapieansprechen bei weit fortgeschrittener Erkrankung schlechter
ausfillt (Alejaldre, Diaz-Manera et al. 2012). Schon seit einiger Zeit wird nach Faktoren
gesucht, welche flir eine mildere Ausprigung der Erkrankung des Morbus Pompe im
Erwachsenenalter verantwortlich sind (Engel, Gomez et al. 1973). Ebenso stellt sich die
Frage, welche Faktoren fiir einen besonders schweren Krankheitsverlauf verantwortlich
sind. Eine positive Korrelation zwischen dem Schweregrad der Erkrankung des Morbus
Pompe und der Restenzymaktivitidt des Enzyms der alpha-Glucosidase ist inzwischen
bekannt. So weisen infantile Morbus Pompe Patienten in der Regel eine GAA-

Restenzymaktivitdt von <1% auf (van der Ploeg and Reuser 2008).
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1.3.8.2 Supportive Mafinahmen

Bei Patienten mit LOPD tritt meist eine fortschreitende Myopathie mit Betonung einer
proximalen Skelettmuskelschwiche auf (Crescimanno, Modica et al. 2015). Ebenso ist
die progressiv verlaufende respiratorische Insuffizienz ein hiufiges Symptom (van der
Ploeg, Carlier et al. 2016). Die unterstiitzenden therapeutischen MaBnahmen zielen
demnach auf eine Stabilisierung der motorischen Funktionen sowie ein Verhindern von
Sekundérkomplikationen wie unter anderem dem Auftreten von respiratorischen Infekten
ab. Mittels manueller Techniken wird das Abhusten von Schleim gefordert und mogliche
Infektionen  werden  friihzeitig  antibiotisch ~ behandelt.  Eine  jdhrliche
Grippeschutzimpfung sowie insbesondere Impfungen gegen Keuchhusten und invasive
Pneumokokken sind bei allen Morbus Pompe Patienten empfohlen
(www.lysosolutions.de). Auch kann bei nédchtlicher Hypoventilation eine BiPAP
Beatmung (,,bilevel positive airway pressure®) hilfreich sein (Schuller, Kornblum et al.

2013).

1.3.8.3 Gentherapie - Neue Therapien zum Teil bereits in klinischer Forschung

Ein bekannter Einflussfaktor der Enzymersatztherapie (ERT) ist die Immunreaktion
gegen das verabreichte Fremdprotein. Neue Ansétze im Bereich der Gentherapie mittels
adeno-assoziiertem Virusvektor konnte diese Immunreaktion unterdriicken und fiir eine
bessere Therapieeffektivitit sorgen (Bond, Kishnani et al. 2017). Eine Studie zeigte im
Tiermodell, dass eine ERT begleitende Gentherapie mittels A4} (adeno-assoziiertem
Virusvektor) die GAA-Aktivitit erhoht und die Glykogenakkumulation sowie die Anti-
GAA Antikorperbildung reduziert werde (Han, Ronzitti et al. 2017). Neben dieser
Therapiestrategie ist der Mannose-6-Phosphat Rezeptor (M6P) ein Zielmolekiil in der
Weiterentwicklung besserer Therapieoptionen. Die Grundlage bildet das Verstindnis
iiber die Verarbeitung des in den Korperzellen hergestellten Proteinmolekiils der alpha-
Glucosidase. Diese durchlduft posttranslationale Modifikationen im zelleigenen
Endoplasmatischen Retikulum, bei denen Prozesse der Glykosylierung bzw.
Phosphorylierung ablaufen. Diese Arbeitsprozesse sorgen unter anderem fiir ein
Mannose-6-Phosphat Geriist, welches als Erkennungssignal fiir das Andocken an das
Lysosom verantwortlich ist. Dies ist Voraussetzung filir einen ungestorten
Transportprozess in das Zellorganell, in welchem das Protein als Enzym seine Funktion

ausiiben soll (Hirschhorn 2001). Bei der Enzymersatztherapie vermutet man eine zu
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geringe Anzahl an M6P-Bindungsmolekiilen, weshalb die Affinitdt des therapeutischen
Enzyms an den M6P-Rezeptor reduziert ist (Cardone, Porto et al. 2008). Eine Studie aus
dem Jahr 2017 zeigte, dass M6P-Analoga, sogenannte AMFA (isosterische Analoga von
MG6P in der anomeren Position) zusdtzlich zur Enzymersatztherapie in Mausmodellen zu
verbesserten Muskelfihigkeiten flihrte (Basile, Da Silva et al. 2018). Ebenso ist bekannt,
dass das Vorhandensein von verschiedenen Enzympolymorphismen im ACE-
(Angiotensin-Converting-Enzym) oder ACTN3- (alpha actinin 3) Molekiil den klinischen
Phénotyp der LOPD Patienten sowie den Therapieerfolg bei Enzymersatztherapie (ERT)
beeinflussen kann (De Filippi, Saeidi et al. 2014; Baek, Palmer et al. 2016).
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2 Zielsetzung der Arbeit

Patienten mit LOPD zeigen einen sehr heterogenen klinischen Phidnotyp, wobei nicht
vollstindig geklart ist, welche Faktoren dafiir verantwortlich sind. Auch die
Muskelpathologie der LOPD Patienten zeigt sich in ihrem Auspridgungsgrad sehr
variabel. Diese ist in bisherigen Studien schon sehr detailliert beschrieben worden
(Hirschhorn 2001; Schoser, Muller-Hocker et al. 2007; Angelini and Semplicini 2012;
Tsuburaya, Monma et al. 2012; Ripolone, Violano et al. 2017) (Tabelle 3, Abb. 2). Neben
der pathologischen Glykogenakkumulation wird auch eine gestorte Autophagie
ursdchlich fiir die Muskelpathologie angesehen (Lewandowska, Wierzba-Bobrowicz et
al. 2008; Feeney, Austin et al. 2014; Lim, Li et al. 2014; de la Mata, Cotan et al. 2016).
An Muskelbiopsien von infantilen Morbus Pompe Patienten wurde ein
myopathologischer Score entwickelt, der an fixierten, sehr kleinen Proben angewendet
werden kann. In dem Score wurden nicht nur Glykogenablagerungen, sondern zusétzlich
pathologische Verdnderungen der myofibrilliren Architektur und einer gestdrten
Autophagie erfasst. Es konnte gezeigt werden, dass eine stark geschidigte
Skelettmuskulatur mit einem schlechteren Ansprechen auf eine Enzymersatztherapie
einhergeht (Schanzer, Kaiser et al. 2017).

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, den Grad der Muskelpathologie bei Patienten mit
LOPD zu untersuchen. Eine systematische morphometrische Analyse der
Muskelpathologie wurde bisher noch nicht an einer groBen Kohorte von LOPD Patienten
durchgefiihrt (Schoser, Muller-Hocker et al. 2007; Werneck, Lorenzoni et al. 2013; Lim,
Li et al. 2014; van der Ploeg, Carlier et al. 2016; Ripolone, Violano et al. 2017) (Tabelle
3). In vorliegender Studie wurde der an infantilen Morbus Pompe Patienten etablierte
Muskelscore weiterentwickelt und fiir die in der Studie eingeschlossenen adulten Morbus
Pompe Patienten erhoben. Die Analysen erfolgten an in Kunststoff eingebettetem
Gewebe von 53 Patienten mit LOPD und 10 Kontrollpatienten. Neben der Bestimmung
der Glykogenakkumulation und dem Ausmaf} pathologischer Vakuolen wurde auch der
Fibrosegrad semiquantitativ bestimmt. Die Ergebnisse des myopathologischen Phinotyps
wurden dann mit klinischen Daten wie z.B. dem Alter bei Erkrankungsbeginn, der
Erkrankungsdauer, dem Geschlecht, Laborparametern wie der Hohe der Creatinkinase
und insbesondere mit dem genetischen Phénotyp von 37 LOPD Patienten korreliert. Bei
einer positiven Korrelation zwischen dem myopathologischen Phinotyp und dem

zugrunde liegenden genetischen Phianotyp wire mitunter, durch das in einigen Lédndern
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bereits etablierte Neugeborenenscreening, die Moglichkeit gegeben eine Vorhersage iiber
die Krankheitsprognose von identifizierten Morbus Pompe Patienten treffen zu konnen.
Neben einem besseren Krankheitsverstindnis konnten diese Erkenntnisse genutzt
werden, um ein besseres Therapiemonitoring zu ermoglichen und Faktoren zu

identifizieren, die einen unterschiedlichen Krankheitsverlauf prognostizieren konnen.
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3 Material und Methoden
3.1 Studienkohorte

In der vorliegenden retrospektiven Studie wurde die Muskelpathologie von 53 Patienten
mit Morbus Pompe im Erwachsenenalter (LOPD) morphometrisch analysiert. Die
Diagnose eines Morbus Pompe wurde durch die Bestimmung der GAA (acid alpha
glucosidase gene) - Enzymaktivitdt und durch die genetische Testung gesichert. Die
Patientenkohorte umfasste 29 minnliche Patienten, im Median 46 (16-78) Jahre alt sowie
24 weibliche Patienten, im Median 41 (14-72) Jahre alt bei Biopsie. Fiir die Studie sind
uns die Muskelbiopsien, klinische Daten und Laborparameter von verschiedenen Pompe
Zentren in Deutschland (Berlin, Halle, Miinchen, Aachen, Magdeburg, Miinster, Bonn)
zur Verfligung gestellt worden. Die Muskelbiopsien wurden zur Diagnostik vor Beginn
einer Enzymersatztherapie (ERT) entnommen. In der Mehrzahl der Fille (31/53
Patienten) erfolgte die Muskelbiopsie aus dem Bereich der proximalen Beinmuskulatur
(M. vastus lateralis). Von 11 Patienten entstammten die Biopsien aus dem Bereich der
proximalen Armmuskulatur, von 5 Patienten aus der Schultermuskulatur, von 2 Patienten
aus dem Bereich der Unterschenkelmuskulatur sowie bei einem Patienten aus der

Brustmuskulatur (Tabelle 4).

Zusitzlich wurden Muskelbiopsien von 10 Patienten ohne Diagnose eines Morbus Pompe
als Kontrollen untersucht (Tabelle 5). Diese Patienten wurden in der Universititsklinik
GieBen/Marburg (UKGM) rekrutiert. Die Kontrollgruppe bildeten 7 ménnliche Patienten,
im Median 52 (32-66) Jahre alt sowie 3 weibliche Patienten, im Median 41 (30-73) Jahre
alt bei Biopsie. 7 Patienten zeigten als Muskelpathologie eine geringgradige
Kalibervariation, zwei Patienten eine Muskelatrophie sowie ein Patient eine

méBiggradige Kalibervariation (Tabelle 5).
Fiir die Studie liegt ein positives Ethikvotum von der Ethikkommission der Justus-Liebig-

Universitit GieBen vor (AZ.:07/09). Die Patientendaten wurden fiir diese Studie

pseudonymisiert und fiir die Doktorarbeit anonymisiert.
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Tabelle 4: Verteilung des Geschlechts, Alter bei Biopsie und Lokalisation der Muskelbiopsie der
LOPD Patienten (n=53)

Patient | Pompe Zentrum Geschlecht Alter bei Lokalisation der Biopsie
Biopsie

P1 Berlin m 36 M. vastus lat.

P2 Berlin m 19 M. quadriceps femoris

P3 Berlin m 33 M. biceps brachii

P4 Berlin w 35 M. vastus lat.

P5 Berlin m 51 M. vastus lat.

P6 Berlin m 45 M. biceps femoris

P7 Berlin m 50 /

P8 Berlin w 42 /

P9 Halle m 37 M. biceps brachii
P10 Halle m 26 M. biceps brachii
P11 Halle m 31 M. vastus lat.
P12 Halle m 46 M. biceps brachii
P13 Halle w 31 M. biceps brachii
P14 Halle w 34 M. tibialis ant.
P15 Halle w 45 M. biceps brachii
P16 Halle m 78 M. vastus lat.
P17 Halle w 62 M. vastus lat.
P18 Miinchen m 49 M. rectus femoris
P19 Miinchen m 28 M. biceps brachii
P20 Miinchen m 51 M. pectineus
P21 Miinchen m 16 M. vastus lat.
P22 Miinchen m 62 M. deltoideus
P23 Aachen w 22 M. vastus lat.
P24 Aachen w 25 M. vastus lat.
P25 Aachen w 22 M. vastus lat.
P26 Magdeburg w 42 M. vastus lat.
P27 Magdeburg w 35 M. vastus lat.
P28 Bonn w 14 M. vastus lat.
P29 Bonn m 61 M. vastus lat.
P30 Bonn w 51 M. vastus lat.
P31 Bonn m 42 M. vastus lat.
P32 Bonn m 50 M. vastus lat.
P33 Bonn m 58 M. vastus lat.
P34 Bonn m 50 M. vastus lat.
P35 Bonn m 30 M. vastus lat.
P36 Bonn m 58 M. vastus lat.
P37 Bonn w 38 M. biceps brachii
P38 Bonn w 50 M. biceps brachii
P39 Bonn m 34 /

P40 Bonn w 49 M.vastus lat.

P41 Bonn w 40 M. vastus lat.
P42 Bonn m 49 M. deltoideus
P43 Bonn m 65 M. biceps brachii
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P44 Bonn W 50 M. deltoideus

P45 Bonn w 45 M. tibialis ant.

P46 Bonn m 31 M. quadriceps femoris
P47 Bonn w 27 M. vastus lat.

P48 Bonn w 53 M. vastus lat.

P49 Bonn w 72 M. vastus lat.

P50 Bonn w 50 M. biceps brachii

P51 Miinster m 37 M. deltoideus

P52 Miinster m 58 M. vastus lat.

P53 Miinster W 55 M. deltoideus

w= weiblich, m = minnlich, M. = Musculus

Tabelle 5: Verteilung des Geschlechts, Alter bei Biopsie und Lokalisation der Muskelbiopsie der
Kontrollpatienten (n=10)

Patient Geschlecht Alter bei Lokalisation der Muskelpathologie
Biopsie (J) Biopsie

K1 w 41 M. deltoideus geringgradige Kalibervariation
K2 m 63 M. quadriceps geringgradige Kalibervariation
K3 m 50 M. gastrocnemius geringgradige Kalibervariation
K4 m 34 M. vastus lat. geringgradige Kalibervariation
K5 m 32 M. deltoideus geringgradige Kalibervariation
K6 W 73 M. gastrocnemius neurogene Muskelatrophie
K7 m 66 - méBige Kalibervariation
K8 m 57 - geringgradige Kalibervariation
K9 m 52 - Muskelatrophie
K10 w 30 M. vastus lat. geringgradige Kalibervariation
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3.2 Klinische Befunde der LOPD Patienten

Die klinischen und laborchemischen Befunde der Patienten wurden retrospektiv erhoben
(Tabelle 6). Die angegebene GAA-Restenzymaktivitdt wurde von den Pompe Zentren
mittels Trockenbluttest bzw. im Muskelgewebe bestimmt. Es gelang hiernach eine
Normierung der verschiedenen Einheiten in eine Prozentangabe des jeweiligen
Sollwertes, sodass die Parameter untereinander im Verlauf verglichen werden konnten.
Bei den klinischen Parametern standen vor allem das Alter der Patienten bei
Symptombeginn, das Alter der Patienten bei Biopsieentnahme/Diagnose und die hieraus

resultierende individuelle Krankheitsdauer im Vordergrund (Tabelle 7).

Die genetische Untersuchung des GAA-Gens wurde jeweils in den Pompe
Spezialambulanzen durchgefiihrt. Fiir die Erkrankung des Morbus Pompe im
Erwachsenenalter (LOPD) sind zwei pathologische Mutationen auf zwei verschiedenen
Allelen des Chromosom 17 des GAA-Gens verantwortlich. In dieser Studie wurden die
Befunde mit den Angaben aus der Literatur und der Rotterdamer Datenbank
(http://cluster15.erasmusme.nl/klgn/pompe/mutations.html) verglichen. Von 37 LOPD

Patienten standen uns Informationen iiber die Mutationen im GAA-Gen zur Verfiigung.
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Tabelle 6: Vorlage zur retrospektiven Erfassung der klinischen Befunde und Laborparameter der LOPD Patienten

Nummer

Geschlecht

Allel 1

Allel 2

Alter bei Symptombeginn (J)

Alter bei Biopsie (J)

Krankheitsdauer (J)

Biopsieort

CK (U/L) *

GAA-Restenzymaktivitit **

J=Jahre, *CK in Units pro Liter gemessen zum Biopsiezeitpunkt, ** in %/Normwert
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Tabelle 7: Klinische Angaben und Laborparameter von 53 LOPD Patienten

Geschlecht Allel 1 Allel 2 Alter bei Alter bei Krankheitsdauer | Biopsieort | CK (U/L) * | GAA Restenzym-
Symptombeginn Biopsie (J) (0)) aktivitit **
P1 M c.-32-13T>G c.1076-1G>A (32 36 6 MQF 1148 /
P2 M / / 8 19 11 MQF 860 /
P3 M c.-32-13T>G c.525delT 31 33 2 MBF 1767 /
P4 F c.-32-13T>G c.2407C>T / 34 / MVL 317 /
P5 M / / 39 51 12 MVL 208 /
P6 M c.-32-13T>G bpDellVS16+102 TVS17+31) 43 44 1 MBF 492 /
P7 M / / / 50 / / / /
P8 F c.-32-13T>G c.1548G>A 26 42 16 / 536 /
P9 M c.-32-13T>G ¢.794delG 36 37 1 MBB 1062 /
P10 M c.-32-13T>G ¢.794delG 13 26 13 MBB 1734 /
P11 M c.-32-13T>G c.1495T>A / 31 / MVL 1542 /
P12 M c.-32-13T>G c.307T>G / 46 / MBB 690 /
P13 4 c.-32-13T>G ¢.2078_insA / 31 / MBB 96 /
P14 4 c.1655T>C c.1478C>T 27 34 7 MTA 522 /
P15 4 c.-32-13T>G c.1655T>C 35 45 10 MBB 564 /
P16 M c.-32-13T>G c.925G>A 73 78 5 MVL 156 /
P17 4 c.-32-13T>G c.525delT 45 62 17 MVL 246 /
P18 M c.-32-13T>G c.1942G>A 47 49 2 MRF 644 39%
P19 M c.-32-13T>G c.2055C>A 24 28 4 MBF 1372 24%
P20 M c.-32-13T>G c.1829C>T 49 51 2 MP 541 30%
P21 M c.-32-13T>G c.1064T>C 15 16 1 MVL 712 21%
P22 M c.-32-13T>G c.1075G>A 55 62 7 MD 347 27%
P23 4 c.-32-13T>G] / 12 22 10 MVL 502 7,4%
P24 4 c.-32-13T>G] c.525delT 20 25 5 MVL 645 /
P25 4 c.-32-13T>G c.2608C>T 20 22 2 MVL 580 9,09%

27




P26 4 / / 40 42 2 MVL 103 17,48%
P27 4 c.-32-13T>G / 32 35 3 MVL 540 3,84%
P28 4 c.-32-13T>G c.1822C>T / 14 / MVL 900 13,11%
P29 M c.-32-13T>G ¢.1127delGinsc 58 61 3 MVL 310 18,03%
P30 4 c.-32-13T>G c.525delT 47 51 4 MVL 681 5,90%
P31 M / / / 42 / MVL / 18,03%
P32 M c.-32-13T>G c.1655T>C 43 50 7 MVL 352 4,59%
P33 M / / / 58 / MVL / 11,48%
P34 M c.-32-13T>G c.118C>T 49 50 1 MVL 428 16,39%
P35 M / / / 30 / MVL / /
P36 M c.-32-13T>G c.655G>A 39 65 26 MVL 656 31,15%
P37 4 c.-32-13T>G c.2242G>T 38 38 0 MBF 524 /
P38 W / / / 50 / MBF / 13,11%
P39 M / / / 34 / / / 24,59%
P 40 4 c.1478C>T / / 49 / MVL 691 21,31%
P41 4 c.-32-13T>G c.271delG / 40 / MVL 435 22,95%
P42 M c.-32-13T>G c.118C>T 45 49 4 MD 293 /
P43 M / / / 65 / MBF / 18,03%
P 44 4 / / / 50 / MD / /
P 45 4 / / / 45 / MTA / /
P 46 M / / / 31 / MQF / 18,03%
P 47 \\ / / / 27 / MVL / 19,67%
P 48 4 c.-32-13T>G c.525delT 48 53 5 MVL 220 24,59%
P 49 4 / / / 72 / MVL / /
P50 W / / / 50 / MBF / 18,03%
P51 M c.-32-13T>G c.525delT 30 37 7 MD / /
P52 M c.-32-13T>G c.525delT 55 58 3 MVL 344 /
P53 4 536bpDel c.-32-13T>G 40 55 15 MD 290 /

28




*CK gemessen zum Biopsiezeitpunkt, J=Jahre, ** in %/Normwert; MQF= Musculus quadriceps femoris,
MVL=Musculus vastus lateralis, MBF= Musculus biceps femoris, MBB=Musculus biceps brachialis,
MTA= Musculus tibialis anterior, MRF= Musculus rectus femoris, MP= Musculus pectineus, MD=

Musculus deltoideus, M= méannlich, W= weiblich

3.3 Analyse der Muskelpathologie

3.3.1 Anfertigung der Gewebeschnitte

Fir die Studie ist in Glutaraldehyd fixiertes und in Kunststoff eingebettetes
Skeletmuskelgewebe untersucht worden. Von den Gewebeblocken wurden mit einem
Ultramikrotom (Reichert-Jung Ultracut E Ultramicrotome) 1,5 pm dicke
Semidiinnschnitte angefertigt. Die Schnitte wurden mit verschiedenen Methoden
angefarbt, um die Gewebemorphologie, die Glykogenablagerungen und die
Lipidablagerungen darzustellen. Fiir die Analyse der Glykogenablagerungen sowie
groflen leeren Vakuolen (LEV) wurden PAS gefarbte Semidiinnschnitte hergestellt (Abb.
4, A). Die Lipidablagerungen der autophagischen Vakuolen lieen sich vor allem in PPD
(p-Phenylenediamin) gefarbten Semidiinnschnitten gut darstellen (Schénzer, Kaiser et al.

2017) (Abb. 4, B). (Protokolle s. Anhang, S.96).

Abbildung 4: Semidiinnschnitte einer Muskelbiopsie von einem LOPD Patienten (P 2)
In der PAS-Féarbung kommen die ausgepragten Glykogenablagerungen in den Muskelfasern magentafarben

zwischen den blau gefirbten Myofibrillen gut zur Darstellung (A). In der PPD- Farbung werden die
lipophilen Einschliisse in den autophagischen Vakuolen schwarz angefirbt (B), VergroBBerung x400.
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3.3.2 Quantifizierung der Muskelpathologie

Die Quantifizierung der Muskelpathologie basierte in vorliegender Studie auf einer
bereits an infantilen Morbus Pompe Patienten etablierten Methode (Schénzer, Kaiser et
al. 2017).

Im Vergleich zu morphometrischen Analysen anderer bisher publizierter Studien
(Thurberg, Lynch Maloney et al. 2006) beinhaltet die in dieser Studie durchgefiihrte
Quantifizierung der Muskelpathologie neben der prozentualen Bestimmung des
(lysosomalen und extralysosomalen) Glykogens des Muskelgewebes auch das
Vorkommen grof3er entleerter Vakuolen (LEV). Zusétzlich wurden an der vorliegenden
Kohorte von LOPD Patienten semiquantitativ der Fibrosegrad und das Ausmal3 der
autophagischen Vakuolen im Rahmen der Doktorarbeit von Lara Viergutz bestimmt.
Die modifizierte Analyse der Muskelbiopsien erfolgte an PAS gefirbten
Semidiinnschnitten am Lichtmikroskop Nikon Eclipse 80 mit Hilfe einer unterstiitzenden
,New CAST*“ (ComputerAssistedStereologyTool) Software. Anhand dieses
Softwareprogramms (Visiopharm) mit motorisiertem Objekttisch (Nikon Eclipse 80)
gelang eine mafstabsgerechte Untersuchung des Gewebes, bei der 100% der Flidche an
Muskelgewebe ausgewertet werden konnte. Nichtmuskuldres Gewebe wurde dabei
ausgespart.

In einem ersten Schritt wurde die Fldche der kompletten Muskelbiopsie (100%
Muskelgewebe) umfahren (12,5-fache VergroBerung), durch das Softwareprogramm in
einzelne Schnittbilder unterteilt (Sampling) und digitalisiert. Die Anzahl der einzelnen zu
analysierenden Schnittbilder pro Patient richtete sich nach der GréBe der urspriinglichen
Biopsie und erfolgte immer nach identischem Grid (Kreuzrastereinstellung: 4er Gruppe,
4x4 Kreuze). Die einzelnen Bilder wurden in 400-facher VergroBerung nach festgelegten

Kriterien analysiert.
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3.3.3 Quantitative Analyse der Glykogenakkumulation und large empty vacuoles
(LEV) der Muskelfasern pro Fliche mittels Kreuzraster

Zur besseren Erfassung der im Vergleich zu infantilen Pompe Patienten mitunter geringer
ausgeprigten Pathologie erfolgte die Untersuchung der Muskelbiopsien der LOPD
Patienten an einem angepassten, engmaschigeren Kreuzraster.

Bei der durchgefiihrten Analyse wurden im Vergleich zur Etablierung an IOPD Patienten
(81 Kreuze/Bild) mittels Kreuzrastermethode 256 Kreuze/Bild ausgewertet (Schénzer,
Kaiser et al. 2017). Es wurden dabei das Ausmall der PAS positiven Flidchen
(Glykogengehalt), der PAS negativen Flichen und der leeren grolen Vakuolen (LEV)
der Muskelfaser pro Flidche bestimmt. Jedes eindeutig auf Muskelgewebe liegende Kreuz

wurde in die Analyse miteinbezogen und gezdhlt (Abb. 5).

Abbildung 5: Muskelpathologie von einem LOPD- und einem Kontrollpatient

PAS gefarbte Semidiinnschnitte von einem Patienten mit LOPD (P9) (A) und eines Kontrollpatienten (K9)
(B) mit Darstellung des Auswertungsrasters (256 Kreuze/Bild, Sampling 100%), VergroBerung x400.

Beispielschema:

Analyse der Muskelbiopsie (Glykogen und LEV) eines LOPD Patienten (P9):

PAS + Gewebe PAS - Gewebe leere Vakuole gesamt
633 Kreuze 1807 Kreuze 38 Kreuze 2478 Kreuze
25.54% 72.92% 1.54% 100%
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Analyse der Muskelbiopsie (Glykogen und LEV) eines Kontrollpatienten (K9):

PAS + Gewebe PAS - Gewebe leere Vakuole gesamt
7 Kreuze 2623 Kreuze 0 Kreuze 2630 Kreuze
0.30% 99.70% 0% 100%

3.3.4 Ermittlung des Muskelscores

Bei der Analyse der Muskelpathologie wurde neben der Bestimmung des
Glykogengehaltes des Muskelgewebes fiir jeden Patienten ein individueller Muskelscore
ermittelt. Diese Auswertung wurde an Muskelbiopsien von Kindern mit Morbus Pompe
etabliert (Schédnzer, Kaiser et al. 2017) und ist nun erstmals in angepasster Form an einer
groflen Kohorte (n=53) von Patienten mit LOPD durchgefiihrt worden.

In einem ersten Schritt wurde die Flidche unter den auszuwertenden Kreuzen des Rasters
einem der pathologischen Stadien (Stadien 1-5) bzw. dem physiologischen Stadium
(Stadium 0) zugeordnet und prozentual zum Gesamtschnitt bestimmt (Abb. 6).

Anhand dieser prozentualen Flichenangaben konnte ein Muskelscore fiir jeden Patienten
individuell ermittelt werden. Die prozentualen Anteile der einzelnen Stadien wurden mit
ihren Stadienziffern multipliziert und anschlieBend als Summe notiert (Beispiel P9, S.34).
Je hoher der Muskelscore, desto stirker sind die pathologischen Verdnderungen in der
Muskelbiopsie der Patienten.

Durch diesen Score ist es moglich die Muskelpathologie anhand eines Zahlenwertes
auszudriicken. Diese Quantifizierung der Histopathologie ermoglicht z.B. eine

Korrelation mit klinischen Daten und Laborparametern.
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Stadium 0
normale Muskelfaser
Stadium 1
feintropfig PAS <10%
Stadium 2
grobtropfig PAS 10-80%
Stadium 3
4| konfluierend PAS >80%
Stadium 4
: gemischte Vakuolen
% % (PAS +und PAS -)
Stadium 5
leere Vakuolen (PAS -)
gestorte myofibrillare
Architektur

Abbildung 6: Darstellung der verschiedenen Stadien der Muskelpathologie

PAS gefirbte Semidiinnschnitte, VergroBerung x400.
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Beispielschema:

Analyse der Muskelbiopsie (Muskelscore) eines LOPD Patienten (P9):

Stadium 0 Stadium 1 Stadium 2 | Stadium 3 | Stadium4 | Stadium5 | gesamt

170 Kreuze 1175 Kreuze | 329 Kreuze | 570 Kreuze | 82 Kreuze | 29 Kreuze | 2355 Kreuze

7.22% 49.90% 13.97% 24.20% 3.48% 1.23% 100%
Beispielrechnung:

(0.722%0) + (0.499%1) + (0.1397*2) + (0.2420*3) + (0.0348*4) + (0.0123*5) = 1.70

Bei dem LOPD Patient (P9) wurde ein Muskelscore von 1,70 ermittelt.
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3.3.5 Semiquantitative Analyse des Fibrosegrades des Muskelgewebes

Die Ausprigung des Fibrosegrades wurde an PAS gefirbten Semidiinnschnitten
semiquantitativ untersucht. Die Daten wurden im Rahmen der Doktorarbeit von Lara
Viergutz erhoben und sind in der dortigen Dissertationsschrift genau erldutert.

Es wurden 4 Stadien definiert und die Muskelbiopsien wie folgt charakterisiert (Abb.7):
0 — keine Fibrose

1 — geringer Fibrosegrad

2 — miBiger Fibrosegrad

3 — starker Fibrosegrad

keine Fibrose

mifiger Fibrosegrad

Abbildung 7: PAS gefirbte Semidiinnschnitte mit Darstellung eines unterschiedlichen
Fibrosegrades

Die LOPD Patienten zeigen eine hohe Variabilitit zwischen kaum vorhandenen (A), geringen (B) oder
maifBigen (C) fibrotischen Verdnderungen. FEin starker bindegewebiger Umbau, ausgeprigte
Kalibervariationen sowie breite Bindegewebssepten charakterisieren das Bild einer Biopsie mit starken
fibrotischen Verdnderungen bzw. einem Fibrosegrad 3 (D), VergroBerung x400.
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3.3.6 Quantitative Analyse der autophagischen Vakuolen

Das Ausmall der autophagischen Vakuolen wurde an PPD gefarbten Semidiinnschnitten
untersucht (Abb.8). Die autophagischen Vakuolen wurden quantitativ pro
Muskelfaserfliche bestimmt. Die Daten wurden im Rahmen der Doktorarbeit von Lara

Viergutz erhoben und sind in der Dissertationsschrift genau erldutert.

Abbildung 8: Autophagische Vakuolen an PPD gefirbtem Semidiinnschnitt

Bei den LOPD Patienten (Bildbeispiel: P 24) stellen sich die autophagischen Vakuolen als Vakuolen mit
dunklen Einschliissen dar (Pfeile), VergroBerung x400.
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3.4 Angaben zur Statistik

In vorliegender Studie erfolgte die Untersuchung signifikanter statistischer
Zusammenhédnge mit dem Computerprogramm Graph Pad Prism. Die angegebenen

gemittelten Werte entsprechen jeweils dem Median der untersuchten Stichprobe.

Als Analyseverfahren wurden verschiedene Methoden verwendet:

1) Korrelationsanalyse zweier Parameter (X/Y) mittels Spearman-Korrelation (in
logarithmierter sowie entlogarithmierter Darstellung).

2) Korrelationsanalyse von 2 Kohorten mittels Mann-Whitney Test.

3) Korrelationsanalyse von mehreren Kohorten mittels Kruskal-Wallis Test.

Als signifikante Unterschiede wurden Ergebnisse von p<0.05 gewertet. In den
Korrelationsanalysen (Spearman-Korrelation) wurde der Jjeweilige
Korrelationskoeffizient (r) bestimmt. Ein schwacher linearer Zusammenhang lisst sich
bei Werten von r<0.5 interpretieren. Eine mindestens mittlere Stirke ist bei Werten von

r>0.5 anzunehmen.
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4 Ergebnisse

4.1 Darstellung der Studienkohorte

In der vorliegenden retrospektiven Studie wurde die Muskelpathologie von 53 late onset
Pompe disease Patienten (LOPD) systematisch morphometrisch untersucht. Anhand der
vorliegenden klinischen Daten zeigte sich eine Verteilung von 29 (54,7%) ménnlichen
und 24 (45,3%) weiblichen Patienten (Abb. 9A).

Zum Biopsiezeitpunkt waren die ménnlichen Patienten (n=29) 46 Jahre (16-78) und die
weiblichen Patienten (n=24) 41 Jahre (14-72) alt (Abb. 1b). Zum Zeitpunkt der Biopsie
lag das Alter von allen 53 Patienten bei 44 Jahren (14-78) (Abb. 9C). Der jiingste Patient
war 14 Jahre, der élteste Patient 78 Jahre alt bei Biopsie. Die Altersstruktur der
Studienkohorte zeigte eine fiir die Erkrankung typische Verteilung (Ripolone et al.,
2017). Bei einem Alter von im Mittel 39 Jahren (8-73) zeigten die Patienten der Studie
erstmals Symptome der Erkrankung (disease onset, Abb. 9). Zu diesem Parameter lagen
Angaben von 33 Patienten vor. Die durchschnittliche Krankheitsdauer vom Beginn der
ersten Symptome bis zum Biopsiezeitpunkt lag bei den 33 untersuchten Patienten bei 5

Jahren (0-26) (Abb. 9C).
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Abbildung 9: Alters- und Geschlechtsverteilung der untersuchten LOPD Patienten
Die untersuchte Kohorte setzte sich zu 54,7% aus ménnlichen LOPD Patienten zusammen (A). Diese

(n=29) waren zum Zeitpunkt der Biopsie nicht signifikant &lter als die weiblichen Patientinnen (B) (p=0.38).
Im Mittel lagen zwischen Symptombeginn und Biopsieentnahme 5 Jahre (duration) (C) (n=33, p=0.06).

4.2 Quantifizierung der Muskelpathologie

4.2.1 Muskelscore (Score), Glykogenakkumulation (PAS+%/MF), large empty
vacuoles (LEV%/MF), autophagische Vakuolen (AV%/MF), Fibrose

An 53 Muskelbiopsien von LOPD Patienten wurde anhand der Flichenbestimmung von
PAS+%/ Muskelfaser und LEV (large empty vacuoles) %/ Muskelfaser ein individueller
Muskelscore erhoben sowie das Vorkommen von AV (autophagische Vakuolen) %/

Muskelfaser und ein Fibrosegrad bestimmt (Tabelle 8):
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Tabelle 8: Ubersicht iiber die Ergebnisse der morphologischen Analyse der untersuchten LOPD Patienten

Score PAS+%/MF LEV %/MF AV %/MF Fibrose
P1 0.17 1.61 0.14 0 2
P2 3,77 44.62 10.09 18.43 2
P3 0.14 2.19 0 7.53 1
P4 0.13 0.24 0 1.35 1
P5 0.29 5.54 4.83 23.78 2
P6 0.59 8.72 0.89 27.93 1
P7 0.57 8.29 0 / 1
P8 1.97 36.38 0 8.69 3
P9 0.63 6.54 0.01 0 1
P10 0.8 4.73 0.42 7.09 1
P11 0.51 2.35 0 0 1
P12 0.38 1.76 0 0 0
P13 1.71 25.45 1.54 8.73 2
P14 1.57 14 9.22 491 2
P15 0.52 8.63 0.06 2.49 1
P16 1.02 7.04 0.48 0.45 1
P17 0.23 4 0 0.75 1
P18 0.07 0.77 0.01 0 0
P19 1.12 18.68 0.69 0 1
P20 291 38.11 0.97 0 3
P21 1.89 9.34 0 5.13 1
P22 0.13 1.65 0 0 1
P23 1.84 13.64 2.87 2.76 2
P24 0.34 4.66 0 / 1
P25 0.39 4.48 0 / 2
P26 0.48 4.59 0 0 1
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P27 0.94 17.5 0.52 1.15 1
P28 0.38 4.19 0.21 10.27 1
P29 0.15 0.65 0.49 2.59 1
P30 223 19.29 3.41 27.56 3
P31 1.02 1.8 1.4 6.75 1
P32 0.68 6.9 0.4 7.31 1
P33 0.32 2.14 0 0.34 1
P34 0.19 1.7 0 / -
P35 0.24 1.7 0.4 0 1
P36 0.53 8.09 0.82 1.58 1
P37 0.77 3.46 2.06 9.70 2
P38 0.4 3.6 0.5 3.64 2
P39 0.17 0.73 0.07 2.33 3
P40 0.87 5.94 0.23 / -
P41 0.93 7.62 0.46 18.68 2
P42 0.14 0.42 0 1.58 1
P43 0.13 0.6 0 0 1
P44 1.02 3.8 0 10.77 2
P45 2.24 26 0 22.5 3
P46 0.11 2.35 0 21.64 1
P47 1.59 30.1 0.05 23.51 1
P48 1.23 18.6 0.1 9.85 2
P 49 1.05 3.1 0 8.85 1
P50 0.25 0.4 0 6.30 1
P51 2 29.54 0.31 1.85 1
P52 0.94 4.88 0 0 3
P53 0.71 5.89 0 0 2
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4.2.2 Muskelscore (Score), Glykogenakkumulation (PAS+%/MF) bei Patienten mit
LOPD im Vergleich zu Kontrollfillen

Alle in der Studie untersuchten Muskelbiopsien sind vor dem Beginn -einer
Enzymersatztherapie (ERT) entnommen worden. Die morphometrischen Analysen
wurden zusétzlich an 10 Kontrollpatienten durchgefiihrt. Die Kontrollgruppe bildeten 3
(30%) weibliche Patienten (Median 41 Jahre (30-73)) und 7 (70%) ménnliche Patienten
(Median 52 Jahre (32-66)).

Bei den LOPD Patienten (n=53) zeigten sich im Vergleich zu Kontrollpatienten (n=10)
signifikante histopathologische Verédnderungen (Abb. 10). Es zeigten sich signifikante
Unterschiede im Muskelscore (Score) (Kontrollen Median 0.04; LOPD Median 0.59,
p<0.0001) und im Glykogengehalt (PAS+%/MF) (Kontrollen Median 0.35; LOPD
Median 4.73, p<0.0001).

Der Muskelscore (Score) und der Glykogengehalt (PAS+%/MF) zeigten innerhalb der
LOPD Patienten eine grofe Variabilitit (Muskelscore Median 0.59 (0.07-3.77);
Glykogengehalt Median 4.73 (0.24-44.62)). Diese grof3e Variabilitit der Histopathologie
ist gut vereinbar mit bisher publizierten Daten (Schoser et al., 2007; Tsuburaya et al.,
2012; Ripolone et al., 2017). Die Auswertungen zeigten, dass 75,5% (n=40) der LOPD
Patienten <10% PAS+%/MF und 67,9% (n=36) ecinen Muskelscore <1 in den
Muskelbiopsien aufwiesen. Im Vergleich zu infantilen Pompe Patienten (Schinzer,
Kaiser et al. 2017) zeigten die LOPD Patienten damit deutlich geringere
Glykogenablagerungen.
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Abbildung 10: Vergleich der Muskelpathologie zwischen LOPD Patienten und Kontrollpatienten

LOPD Patienten wiesen im Vergleich zu den Kontrollpatienten einen signifikant hoheren Muskelscore
(p<0,0001) (A) und signifikant mehr Glykogenablagerungen (p<0,0001) (B) auf. Die Muskelpathologie bei
den LOPD Patienten zeigte eine starke Variabilitit. PAS gefdrbte Semidiinnschnitte von zwei LOPD
Patienten. LOPD mit hohem Muskelscore (C) (P 47, Score=1.59), LOPD mit geringem Muskelscore (D)
(P 17, Score=0.23). Mann-Whitney Test, VergroBBerung x400.
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Zusammenfassung der bisherigen Ergebnisse:

1. Die untersuchten LOPD Patienten zeigten im Vergleich zu Kontrollféllen signifikant

(p<0,0001) hohere Werte im Muskelscore (Score) und im Glykogengehalt (PAS+%/MF).

2. Der Auspriagungsgrad der Muskelpathologie der LOPD Patienten zeigte eine
hohe Variabilitit.

3. Im Vergleich zu infantilen Pompe Patienten zeigte sich bei den LOPD Patienten eine

geringere Muskelpathologie (>65% der LOPD Patienten zeigten bei einem Muskelscore
<1 weniger als 10% PAS+%/MF).
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4.2.3 Analyse der Vakuolen (LEV%/MF, AV %/MF)

Ein Ziel in dieser Studie war es das Ausmal} der Autophagie zu erfassen. Daher wurde in
den Muskelbiopsien das Vorkommen von large empty vacuoles (LEV) und
autophagischen Vakuolen (AV) untersucht. Es zeigte sich, dass bei verstirkter

Muskelpathologie das Vorkommen von LEV sowie von AV erhdht war (Abb.11).

Abbildung 11: LEV und AV bei LOPD Patienten

Darstellung von Muskelfasern mit LEV (large empty vacuoles, diinner Pfeil) in SD- PAS Schnitten (P 14,
LEV%/MF 9.22) (A) und mit AV (autophagische Vakuolen, dicke Pfeile) im EM-Préparat (P 2, AV
%/MF 18.43 ) (B) sowie an SD-PPD Schnitten (P2) (C), VergroBerung SD x400, Vergrolerung EM
x4.400.
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Es zeigte sich, dass die Muskelbiopsien der LOPD Patienten signifikant mehr
autophagische Vakuolen (n=48 Median 2,67 (0-27.56)) als LEV (n=53 Median 0.06 (0-
10.09)) aufwiesen (p<0.0001, Abb. 12).
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Abbildung 12: Hiufigkeitsverteilung von LEV und AV bei LOPD Patienten

Die LOPD Patienten zeigten signifikant mehr autophagische Vakuolen (AV) als large empty vacuoles
(LEV) (p<0.0001, Mann-Whitney Test). Einfache (A) sowie logarithmierte Darstellung (B).

4.2.4 Muskelscore (Score), Glykogenakkumulation (PAS+%/MF) und large empty
vacuoles (LEV%/MF) unter Beriicksichtigung der autophagischen Vakuolen
(AV%/MF)

Es wurde untersucht, ob die Hohe der autophagischen Vakuolen mit dem
Auspriagungsgrad der Muskelpathologie korreliert (Spearman-Korrelation).

Die Analyse (n=48) ergab einen positiven linearen Zusammenhang zwischen der Hohe
der autophagischen Vakuolen und dem Auspriagungsgrad der Muskelpathologie (Score,
Glykogenakkumulation) ((Abb. 13 A, C) r=0.35). Zwischen der Hohe der LEV und den
autophagischen Vakuolen zeigte sich keine signifikante Korrelation ((Abb. 13 E, F)
=0.17).
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Abbildung 13: Abhingigkeit der Muskelpathologie von den autophagischen Vakuolen in
logarithmierter (A, C, E) und entlogarithmierter Darstellung (B, D, F)

Die Anzahl der autophagischen Vakuolen der LOPD Patienten zeigte eine signifikante Korrelation mit

dem Muskelscore ((A,B r=0.35,p=0.01)) sowie den Glykogenablagerungen (C,D r=0.35,p=0.02)), jedoch
nicht mit den leeren grolen Vakuolen (LEV) (E,F r=0.17,p=0.23), Spearman-Korrelation.
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4.2.5 Korrelationsanalyse des Muskelscores (Score) unter Beriicksichtigung
weiterer morphologischer Parameter (Glykogenakkumulation (PAS+%/MF), large
empty vacuoles (LEV%/MF), Fibrose)

Die anhand der Muskelbiopsien untersuchten Parameter (Glykogenakkumulation, LEV,
AV, Fibrose) bilden wesentliche Merkmale der Histopathologie bei LOPD Patienten ab
(Ripolone et al., 2017; Lewandowska et al., 2008; Schoser et al., 2007). Nachfolgend
wurde das Verhalten dieser Parameter zueinander statistisch untersucht. Es zeigte sich,
dass mit der Hohe des Muskelscores auch der Auspriagungsgrad der anderen untersuchten

myopathologischen Parameter anstieg (Abb. 14):
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Abbildung 14: Korrelationsanalyse des Muskelscores mit anderen morphologischen Parametern
in logarithmierter (A, C, E) und entlogarithmierter Darstellung (B, D, F)

LOPD Patienten zeigten bei ansteigendem Muskelscore hohere Glykogenablagerungen im
Muskelgewebe (A,B r=0.86, p<0.0001)), eine hdhere Anzahl an LEV (C,D r=0.35, p<0.0093) und einen
signifikant hoheren Grad der Fibrose (E,F r=0.46, p<0.0007), Spearman-Korrelation.
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Die Analysen der morphometrisch erhobenen myopathologischen Parameter zeigten
signifikant positive Korrelationen zueinander. Die autophagischen Vakuolen (AV) und
die large empty vacuoles (LEV) zeigten untereinander jedoch keine signifikant positive

Korrelation (Tabelle 9).

Tabelle 9: Zusammenfassung der morphologischen Parameter der untersuchten LOPD Patienten

Morphologie Anzahl (n) Median (-/+) Korrelation (r) Signifikanz (p)
Score PAS+%/MF 53 4.73 (0.24-44.62)  0.86 <0.0001 (¥**%*)
LEV%/MF 53 0.06 (0-10.09) 0.35 0.01 (**)
AV%/MF 48 2.68 (0-27.56) 0.35 0.01 (*)
PAS+%/MF  Score 53 0.59 (0.07-3.77) 0.86 <0.0001 (***%*)
LEV%/MF 53 0.06 (0-10.09) 0.31 0.02 (*)
AV%/MF 48 2.68 (0-27.93) 0.35 0.02 (¥)
LEV%/MF Score 53 0.59 (0.07-3.77) 0.35 0.01 (**)
PAS+%/MF 53 4.73 (0.24-44.62)  0.31 0.02 (*)
AV%/MF 48 2.68 (0-27.93) 0.18 0.23 (ns)
AV%/MF Score 48 0.66 (0.07-3.77) 0.35 0.01 (*)
PAS +%/MF 48 4.81 (0.24-44.62)  0.35 0.02 (¥)
LEV%/MF 48 0.09 (0-10.09) 0.18 0.23 (ns)
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Zusammenfassung der bisherigen Ergebnisse:
1. Die untersuchte Studienkohorte rekrutierte sich aus 29 minnlichen sowie 24
weiblichen Patienten und représentierte bei einem medianen Alter bei Biopsie von 39

Jahren eine typische Verteilung bei LOPD Patienten.

2. Bei den untersuchten LOPD Patienten nahm mit zunehmendem Muskelscore die

Glykogenakkumulation signifikant zu.

3. Bei den untersuchten LOPD Patienten nahm mit zunehmendem Muskelscore das

Auftreten von leeren groB3en Vakuolen (LEV) signifikant zu.

4. Bei den untersuchten LOPD Patienten zeigte sich mit zunehmendem Muskelscore ein

signifikant erhdhtes Vorkommen von autophagischen Vakuolen.

5. Bei den untersuchten LOPD Patienten nahm mit zunehmendem Muskelscore der

Fibrosegrad signifikant zu.
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4.3 Fallbeispiele

Die ausgeprigte Variabilitdt der Muskelpathologie der LOPD Patienten wird nachfolgend
an 2 Patienten exemplarisch dargestellt. Insbesondere zeigt sich eine variable lysosomale
sowie extra-lysosomale Glykogenablagerung im Muskelfasergewebe (Fallbeispiel 1,
Abb. 15). Interessant ist, dass LOPD Patienten noch vor dem Auftreten von ausgeprigter
pathologischer Glykogenakkumulation zahlreiche autophagische Vakuolen aufweisen

konnen (Fallbeispiel 2, Abb. 16).
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Fallbeispiel 1:

Abbildung 15: Fallbeispiel 1, P 2

LOPD Patient (P2) mit hohem Muskelscore bei ausgeprigter Muskelpathologie. Schiadigung der
Muskulatur (M. quadriceps femoris) durch Glykogenakkumulation (*) mit begleitender Kalibervariation
(diinner Pfeil) sowie bindegewebigem Umbau in der PAS-Férbung (A). Zahlreiche autophagische
Vakuolen (dicker Pfeil) kommen in der PPD-Férbung zur Darstellung (B).

Morphologische Parameter:

Score 3.77
PAS+%/MF 44.62
LEV %/MF 10.09
Autophagische Vakuolen 6.98 %
Endomysiale Fibrose 2

Klinische Parameter:

Geschlecht minnlich

Beginn der Symptome 11.LJ

Alter bei Biopsie 19LJ

Krankheitsdauer 8J

Biopsie M. quadriceps femoris

Muskuldre Symptome prox. Muskelschwéche der Beine und Arme
CK bei Biopsie 860 U/l

Mutation k.A.
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Fallbeispiel 2:

Abbildung 16: Fallbeispiel 2, P 24

LOPD Patient (P24) mit niedrigem Muskelscore und diskreter Muskelpathologie (M. vastus lateralis)
bei allenfalls gering ausgeprégter Glykogenspeicherung sowie geringer endomysialer Fibrose in der
PAS-Farbung (A). Demgegeniiber zeigt sich eine deutliche Anfarbung autophagischer Vakuolen in der
PPD-Férbung (B, Pfeile).

Morphologische Parameter:

Score 0.34

PAS+%/MF 4.66

LEV %/MF 0

Autophagische Vakuolen 7.52%

Endomysiale Fibrose 1

Klinische Parameter:

Geschlecht weiblich

Beginn der Symptome 20.LJ

Alter bei Biopsie 25]

Krankheitsdauer 6]

Biopsie M. vastus lateralis

Muskulédre Symptome prox. Muskelschwiche der Beine und Arme
CK bei Biopsie 645 U/l

Mutation Homozygote Mutation: c¢.-32-13T>G und c¢.525delT
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4.4 Korrelation der Muskelpathologie mit klinischen Parametern

4.4.1 Muskelscore (Score), Glykogenakkumulation (PAS+%/MF) unter
Beriicksichtigung des Alters der Patienten bei Biopsie

Die Analyse der Muskelpathologie hinsichtlich des Alters der Patienten bei Biopsie
zeigte, dass die meisten (56,6 %) Patienten (n=30) bei Biopsie zwischen 30 und 50 Jahre
alt waren. 80% der Patienten (n=24) in dieser Altersgruppe wiesen weniger als 10%
Glykogen/Muskelfliche und 76,6% (n=23) einen Score < 1 auf (Abb. 17). Untersucht
wurde ebenfalls, ob zum Zeitpunkt der Biopsieentnahme jiingere Patienten eine
signifikant hohere Muskelpathologie zeigen.

Es lieBen sich jedoch zwischen den Altersgruppen (<30J (n=9), 30-50J (n=30), >50J
(n=14)) keine signifikanten Unterschiede in der Muskelpathologie dokumentieren (Abb.
17 (A) Score: n=53, p=0.19; (B) Glykogenakkumulation: n=53, p=0.11).
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Abbildung 17: Abhiéingigkeit der Muskelpathologie vom Alter bei Biopsie

Die jiingste Patientengruppe (<30 Jahre bei Biopsie) wies in Gruppenanalysen (Kruskal-Wallis-Test) keinen
signifikant hoheren Muskelscore (A) (p=0.19) und keine signifikant hoheren Glykogenablagerungen (B)
(p=0.11) als éltere Patientengruppen auf. Diese Ergebnisse zeigten sich ebenfalls in den
Korrelationsanalysen (Spearman-Korrelation) zweier Variablen ((C) Score/Alter bei Biopsie r=-0.15,
p=0.29; (D) PAS%/MF/Alter bei Biopsie r=-0.25, p=0.07).
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4.4.2 Muskelscore (Score), Glykogenakkumulation (PAS+%/MF) und large empty
vacuoles (LEV%/MF) unter Beriicksichtigung des Alters bei Symptombeginn
(disease onset)

Von 33 LOPD Patienten lagen klinische Angaben zum Alter bei Symptombeginn (disease
onset) vor. Patienten mit einem frithen Symptombeginn hatten keine signifikant hohere
Muskelpathologie als Patienten mit hoherem Alter bei Symptombeginn (Score p=0.08;
PAS+%/MF p=0.12; LEV p=0.39) (Abb. 18).
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Abbildung 18: Abhiingigkeit der Muskelpathologie vom Alter bei Symptombeginn
Das Alter der LOPD Patienten bei Auftreten erster Symptome zeigte keine signifikante Korrelation mit

dem Muskelscore ((A,B) p=0.08), den Glykogenablagerungen ((C,D) p=0.12) sowie den leeren grof3en
Vakuolen (LEV) ((E,F) p=0.39, Spearman-Korrelation).
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4.4.3 Muskelscore (Score), Glykogenakkumulation (PAS+%/MF) und large empty
vacuoles (LEV%/MF) unter Beriicksichtigung der Krankheitsdauer in Jahren
(duration)

Die Muskelbiopsien sind zu einem unterschiedlichen Zeitpunkt im Krankheitsverlauf der
Patienten entnommen worden. Die bis zu diesem Zeitpunkt vergangene Krankheitsdauer
(duration) ist bei den untersuchten Patienten individuell verschieden (n=33, Median 5 (0-
26)). Von 33 LOPD Patienten lagen klinische Angaben zur individuellen Krankheitsdauer
(duration) vor. Es zeigte sich, dass Patienten mit einer langen Krankheitsdauer keine
statistisch signifikant hohere Muskelpathologie aufwiesen als Patienten mit einer
kiirzeren Krankheitsdauer (Score (A,B) p=0.46, PAS+%/MF (C,D) p=0.20, LEV%/MF
(E,F) p=0.25) (Abb. 19).
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Abbildung 19: Abhingigkeit der Muskelpathologie von der individuellen Krankheitsdauer vor
Muskelbiopsie

Die individuelle Krankheitsdauer (duration) der LOPD Patienten zeigte keine signifikante Korrelation mit

dem Muskelscore ((A,B) p=0.46), den Glykogenablagerungen ((C,D) p=0.20) sowie den leeren groflen
Vakuolen ((E,F) p=0.25), Spearman-Korrelation.
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Eine Subgruppenanalyse (< 5 Jahre (n=19), 6-10 Jahre (n=7) sowie >10 Jahre (n=7)
Krankheitsdauer) ergab, dass 19 von 33 Patienten (57,57%) eine maximale
Krankheitsdauer (duration) von 5 Jahren zeigten. Die Korrelation mit dem Muskelscore
(A, p=0.82) sowie der Glykogenakkumulation (B, p=0.61) zeigte keine signifikanten
Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen in der Hohe der Muskelpathologie (Abb.
20, Kruskal-Wallis-Test).
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Abbildung 20: Subgruppenanalyse der Abhiingigkeit Muskelpathologie von der Krankheitsdauer

Bei den meisten LOPD Patienten (n=19) lag zwischen dem Auftreten erster Symptome und dem
Biopsiezeitpunkt eine Krankheitsdauer 5 Jahren. Die individuelle Krankheitsdauer zeigte keine
signifikante Korrelation mit der Hohe des Muskelscores (A, p=0.82) bzw. der Hohe der
Glykogenakkumulation (B, p=0.61), Kruskal-Wallis-Test.
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4.44 Muskelscore (Score), Glykogenakkumulation (PAS+%/MF) unter
Beriicksichtigung der Restenzymaktivitiit

Die GAA-Restenzymaktivitdt (REA) der alpha-1,4-Glucosidase wurde bei den Patienten
der Kohorte zum Teil im Muskelgewebe bzw. im Trockenbluttest (DBS) bestimmt. Die
erhobenen Daten (n=26) wurden im Verlauf normiert und sind jeweils in Prozentangaben
vom jeweiligen Sollwert angegeben. Bei den 26 Patienten zeigte sich keine signifikante
Korrelation zwischen der GAA-Restenzymaktivitit und der Muskelpathologie (Score (A,
B) p=0.65, Glykogenakkumulation (C, D) p=0.84) (Abb. 21).
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Abbildung 21: Abhiingigkeit der Muskelpathologie von der GAA-Restenzymaktivitit (REA)

Die GAA-Restenzymaktivitit der LOPD Patienten zeigte keine signifikante Korrelation mit dem
Muskelscore ((A, B) p=0.65) und den Glykogenablagerungen ((C, D) p=0.84), Spearman-Korrelation.
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Bei 15 LOPD Patienten lagen zum Zeitpunkt der Studie Angaben zum Alter bei
Symptombeginn (disease onset) sowie zur GAA-Restenzymaktivitit (REA) vor. Eine
Analyse dieser Daten ergab, dass Patienten mit friihem Symptombeginn keine signifikant
starker reduzierte GAA-Restenzymaktivitit aufwiesen (p=0.25, Spearman-Korrelation)

(Abb. 22).
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Abbildung 22: Abhiingigkeit des Alters bei Symptombeginn von der GAA-Restenzymaktivitit

Die Restenzymaktivitit der LOPD Patienten zeigte keine signifikante Korrelation mit dem Alter bei
Symptombeginn ((A, B) p=0.25), Spearman-Korrelation.

4.4.5 Muskelscore (Score), Glykogenakkumulation (PAS+%/MF) und large empty
vacuoles (LEV%/MF) unter Beriicksichtigung der Creatinkinase (CK)

Die LOPD Patienten zeigen hdufig erhdhte Creatinkinase (CK)-Werte im Serum. Eine
signifikante ~ Abhingigkeit dieses Parameters vom  Ausprigungsgrad der
Muskelpathologie ist denkbar. Eine Analyse der Daten von 38 LOPD Patienten zeigte,
dass Patienten mit einer hohen Creatinkinase keine statistisch signifikant hdhere
Muskelpathologie aufwiesen als Patienten mit, zum Biopsiezeitpunkt gemessenen,
niedrigeren Creatinkinase-Werten (Score (p=0.74), Glykogenakkumulation (p=0.86),
LEV (p=0.86)) (Abb. 23), Spearman-Korrelation.
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Abbildung 23: Abhiingigkeit der Muskelpathologie von der Creatinkinase (CK)
Die Creatinkinase der LOPD Patienten zeigte keine signifikante Korrelation mit dem Muskelscore ((A,B)

p=0.74), den Glykogenablagerungen ((C,D) p=0.86) sowie den leeren groflen Vakuolen (LEV) ((E,F)
p=0.86), Spearman-Korrelation.
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4.4.6 Korrelation der autophagischen Vakuolen (AV%/MF) und large empty
vacuoles (LEV%/MF) mit dem klinischen Phiinotyp

4.4.6.1 Autophagische Vakuolen (AV) und large empty vacuoles (LEV) unter
Beriicksichtigung des Alters bei Biopsie

Es ist untersucht worden, inwiefern das Alter bei Biopsie mit der Hohe der
autophagischen Vakuolen (AV) bzw. large empty vacuoles (LEV) korreliert. Die Analyse
ergab, dass zum Biopsiezeitpunkt &ltere Patienten nicht signifikant mehr autophagische
Vakuolen (n= 47, p=0,22, Median 2.76 (0-27.93)) oder large empty vacuoles (n=53,
p=0.32, Median 0.06 (0-10.09)) aufwiesen als jiingere Patienten (Abb. 24, Spearman-

Korrelation).
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Abbildung 24: Abhingigkeit der autophagischen Vakuolen (AV) und large empty vacuoles (LEV)
vom Alter bei Biopsie

Der Ausprigungsgrad der autophagischen Vakuolen (AV) (p=0.22) bzw. large empty vacuoles (LEV)
(p=0.32) bei den LOPD Patienten zeigte keine signifikante Korrelation mit dem Alter bei Biopsie,
Spearman-Korrelation.
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4.4.6.2 Autophagische Vakuolen (AV%/MF) und large empty vacuoles (LEV %/MF)

unter Beriicksichtigung der Krankheitsdauer vor Biopsie (duration)

Es wurde untersucht, inwiefern die Lange der Krankheitsdauer vor Biopsie (duration)

Einfluss auf die Anzahl an autophagischen Vakuolen (AV) bzw. an large empty vacuoles

(LEV) hat. Eine Analyse ergab, dass bei Biopsie éltere Patienten nicht signifikant mehr
autophagische Vakuolen (n=30, p=0.62, Median 2.17 (0-27.93)) oder large empty
vacuoles (n=33, p=0.45, Median 0.14 (0-10.09)) aufwiesen als jiingere Patienten (Abb.

25, Spearman-Korrelation).
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Abbildung 25: Abhéngigkeit der autophagischen Vakuolen (AV) und large empty vacuoles (LEV)
von der Krankheitsdauer vor Biopsie (duration)

Die Anzahl an autophagischen Vakuolen (AV) (p=0.62) bzw. large empty vacuoles (LEV) (p=0.45) bei
den LOPD Patienten zeigte keine signifikante Korrelation mit der jeweiligen Krankheitsdauer vor Biopsie,
Spearman-Korrelation.
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Zusammenfassung der bisherigen Ergebnisse:

1. Es zeigte sich bei 53 untersuchten LOPD Patienten keine signifikante Korrelation
zwischen der Hohe der Muskelpathologie und dem Alter zum Biopsiezeitpunkt. Die
meisten LOPD Patienten (n=30, 56,6%) waren zum Zeitpunkt der Biopsie zwischen 30
und 50 Jahre alt.

2. Es zeigte sich bei 33 untersuchten LOPD Patienten keine signifikante Korrelation
zwischen der Hohe der Muskelpathologie und dem Alter bei Symptombeginn (disease
onset) bzw. der individuellen Krankheitsdauer (duration). Im Median lag bei den meisten

LOPD Patienten die Krankheitsdauer unter 5 Jahren.

3. Es zeigte sich bei 26 untersuchten LOPD Patienten keine signifikante Korrelation
zwischen der zum Biopsiezeitpunkt laborchemisch bestimmten GA A-Restenzymaktivitét
und der Hohe der Muskelpathologie (Muskelscore, Glykogenakkumulation) (Abb.21).
Auch das Alter bei Symptombeginn (disease onset) zeigte in der Studie keinen

signifikanten Einfluss auf die GAA-Restenzymaktivitit.

4. Es zeigte sich bei 38 untersuchten LOPD Patienten keine signifikante Korrelation
zwischen der zum Biopsiezeitpunkt laborchemisch bestimmten Creatinkinase (CK) und

der Hohe der Muskelpathologie (Muskelscore, Glykogenakkumulation).

5. Es zeigte sich keine signifikante Korrelation zwischen dem Ausprigungsgrad der
autophagischen Vakuolen bzw. der large empty vacuoles (LEV) und dem Alter zum

Biopsiezeitpunkt.
6. Es zeigte sich keine signifikante Korrelation zwischen dem Ausprigungsgrad der

autophagischen Vakuolen bzw. der large empty vacuoles (LEV) und der individuellen

Krankheitsdauer (duration).
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4.5 Genetik - Korrelationsanalyse des myopathologischen Phinotyps mit dem
Genotyp der LOPD Patienten

In den folgenden Analysen wurden die Muskelpathologie der LOPD Patienten sowie
deren klinische Parameter mit dem GA A-Genotyp untersucht. Hierbei sollte insbesondere
die Frage beantwortet werden, ob eine Aussage iiber den Ausprigungsgrad der
Muskelpathologie und damit iiber den Grad der Myopathie anhand der Mutationen im
GAA-Gen (Genotyp) getroffen werden kann.

4.5.1 Genetik der Studienkohorte

In der Literatur sind {iber 350 verschiedene Mutationen im GAA-Gen fiir die Erkrankung
des Morbus Pompe bekannt (http://clusterl5.erasmusmc.nl). Aufgrund des
Vererbungsmusters liegt bei den Patienten auf beiden Allelen jeweils eine pathogene

Mutation vor, die jedoch unterschiedlich sein kann (compound Heterozygotie).

In der untersuchten Studienkohorte lagen genetische Daten von 37 LOPD Patienten vor.
Es konnten 26 verschiedene Mutationen nachgewiesen werden (Abb. 26). Die Splice site
Mutation c.-32-13T>G auf dem Intron 1 lie8 sich am héufigsten (94,6 %) nachweisen
(Abb. 26). Diese Mutation ist auch in der Literatur als hdufige Mutation bei LOPD
Patienten beschrieben (Kroos et al., 2012, Tabelle 10). Als zweithdufigste Mutation zeigte
sich die Deletionsmutation ¢.525delT (18,9 %) (Abb. 26). Die Kombination aus der
Splice site Mutation c¢.-32-13T>G und der Deletionsmutation ¢.525delT stellte mit 7
Patienten (18,9 %) die haufigste Allelkombination dar (Abb. 26). Eine andere
Kombination zeigte sich bei Auftreten der Deletionsmutation ¢.525delT nicht. Insgesamt

konnten 25 verschiedene Allelkombinationen erfasst werden (Tabelle 11).
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Tabelle 10: Genotyp-Phiinotyp Korrelation in der Literatur bei LOPD Patienten: Literaturrecherche

bei LOPD

Autor Pompe Fallzahl (n) | Genotyp Ergebnisse

disease

IOPD (A)

LOPD (B)
Johnson et al., 2017 | B (B)35 ¢.-32-13T>G (17,4%) hohe Heterogenitit im Auspridgungsgrad der verschiedenen Mutationen sowie des klinischen

Phénotyps
Fukuhara et al., A,B (A)6 ¢.546G>T (22,9%), c. 1857C>G | ¢.1857C>G bei japanischen IOPD Patienten haufigste Mutation. ¢.546G>T bei japanischen
2017 (B)32 (14,3%) LOPD Patienten hdufigste Mutation
Nazari F. et al., B (B) 14 ¢.-32-13T>G (60%) ¢.-32-13T>G Mutation bei LOPD Patienten im Iran haufigste Mutation, hohe klinische
2017 Heterogenitét
Bekircan-Kurt et B B)7 ¢.-32-13T>G (57,1%) LOPD Patienten mit homozygoter c.-32-13T>G Mutation mit schwererem Verlauf
al., 2017
Van Capelle etal., |A (A) 31 ¢.-32-13T>G (67,7%) IOPD mit c.-32-13T>G scheinen weniger stark betroffen, mehrheitlich Jungen mit dieser Splice
2016 Site Mutation. Hohe klinische Heterogenitét
Montagnese et al., |B (B) 30 ¢.-32-13T>G (96,6%) > 90% der LOPD Patienten mit c.-32-13T>G und stark ausgeprégter Heterogenitit im
2015 klinischen Phénotyp, keine Genotyp-Phénotyp Korrelation
De Filippi et al., B (B) 85 ¢.-32-13T>G (100%), ¢.525delT | Korrelation Genotyp - klinischer Phénotyp, Einfluss von ACE-, ACTN3-Polmorphismus
2014 (24.7%)
Liu X etal., 2014 B B) 27 ¢.2238G>C (55,6%), c.-32- ¢.2238G>C héufigste Mutation der chinesischen LOPD Population
13T>G (3,7%)
Wens et al., 2013 B (B) 50 ¢.-32-13T>G (100%), ¢.525delT | klinisch heterogener Krankheitsverlauf bei LOPD Patienten, auch in Familien mit dem
(54,5%) identischen GAA-Genotyp
Herzogetal., 2012 | A, B (A)3 ¢.-32-13T>G (79.5%) LOPD Patienten mit c.-32-13T>G Mutation zeigen im Vergleich zu anderen Patienten einen
(B) 39 spéteren Krankheitsbeginn

Kroosetal., 2012 |B overview ¢-32-13T>G héufigste Mutation | Korrelation zwischen GAA-Aktivitdt und klinischem Phénotyp beobachtet. Modifizierende

Faktoren jedoch vor allem bei der c.-32-13T>G Mutation wahrscheinlich, deren Patienten einen
sehr variablen klinischen Phéanotyp aufweisen
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. sonstige

5,4 % c.1655T>C
c.118C>T
c.794delG
c.1478C>T
c.655G>A
c.1548G>A
c.1822C>T
c.1829C>T
c.1942G>A
¢.2078dup
Allel 1 c.2242G>T
€.2407_2412del7
€.2608C>T
c.1064T7>C
°i§5:j" Cc1075G>A
c.271del
c.1495T>A
c.307T>G
c.1076-1G>A
c.925G>A
c.1127delG
536bpDel
Allel 2 bpDel IVS 16/17
c.2055C>A

Abbildung 26: Verteilung der Mutationen im GAA-Gen in der Studienkohorte (Allel 1, Allel 2)

Die Splice-Site Mutation c¢.-32-13T>C sowie die Deletionsmutation ¢.525delT zeigten sich als hiufigste
Allelkombination (18,9%) unter den LOPD Patienten. Insbesondere im 2. Allel zeigte sich eine hohe
Variabilitdt der pathogenen Mutationen.

In der Rotterdamer Datenbank sind die bisher bekannten Mutationen von LOPD Patienten
aufgefiihrt und die resultierenden Krankheitseffekte notiert: Diese Einteilung erfolgte
anhand von GAA-Restenzymaktivititsmessungen und die einzelnen Mutationen werden
unter anderem als "(potentially) less severe", "very severe" oder "unknown" beschrieben
(http.//clusterl5.erasmusme.nl). In der vorliegenden Arbeit haben wir diese Effekte als
mild (blau), schwere (rot) und bisher unbekannte (grau) Krankheitseffekte unterschieden
(Tabelle 11). In der Studie wiesen 11 Patienten (30%) auf beiden Allelen als mild
beschriebene Mutationen auf. 18 Patienten (49%) présentierten eine Allelkombination
mit jeweils einer als mild und einer als schwer beschriebenen Mutation. 6 Patienten (16%)

zeigten Mutationen mit bisher unbekanntem Krankheitseffekt. Bei 3 Patienten (8%)

wurde nur auf dem 1. Allel eine bekannte Mutation gefunden (Tabelle 11):
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Tabelle: 11 Mutationen im GAA-Gen und Zuordnung zu beschriebenen Krankheitseffekten

Patient Allel 1 Allel 2
P3 c.-32-13T>G
P17 c.-32-13T>G
P24 c.-32-13T>G
P30 c.-32-13T>G
P48 c.-32-13T>G
P51 c.-32-13T>G
P52 c.-32-13T>G
P9 c.-32-13T>G
P10 c.-32-13T>G
P34 c.-32-13T>G
P42 c.-32-13T>G
P13 c.-32-13T>G
P25 c.-32-13T>G
P28 c.-32-13T>G
P1 c.-32-13T>G
P37 c.-32-13T>G
P41 c.-32-13T>G
P8 c.-32-13T>G
P15 c.-32-13T>G c.1655T>C
P32 c.-32-13T>G c.1655T>C
P11 c.-32-13T>G c.1495T>A
P16 c.-32-13T>G c.925G>A
P18 c.-32-13T>G c.1942G>A
P19 c.-32-13T>G c.2055C>A
P20 c.-32-13T>G c.1829C>T
P21 c.-32-13T>G c.1064T>C
P22 c.-32-13T>G c.1075 G>A
P12 c.-32-13T>G c.307T>G
P36 c.-32-13T>G c.655G>A
P4 c.-32-13T>G c.2407C>T
P6 c.-32-13T>G bp Del (IVS16+102_IVS17+31)
P29 c.-32-13T>G c.1127delGGinsC
P23 c.-32-13T>G /
P27 c.-32-13T>G /
P40 c.1478C>T /
P14 c.1655T>C c.1478C>T
P53 536bpDel c.-32-13T7>G

Die Krankheitseffekte lassen sich nach der Rotterdamer Pompe Daten Bank in mild (blau), schwer (rot)
und bisher unbekannte (grau) Mutationen unterscheiden. Bei drei Patienten (P23, P27, P40) wurde keine
bekannte pathogene Mutation auf dem 2. Allel im GAA-Gen gefunden.



4.5.2 Analyse des Genotyps anhand morphologischer und klinischer Parameter

4.5.2.1 Analyse der Splice Site Mutation (c.-32-13T>G) - Triger und der restlichen
Kohorte

Die 37 LOPD Patienten sind in der Studie nachfolgend in 3 Subgruppen unterteilt worden.
Eine Gruppe mit der hdufigsten Allelkombination (c.-32-13T>G/c.525delT), eine Gruppe
mit den LOPD Patienten, die zusitzlich zu der Splice Site Mutation c.-32-13T>G eine
andere Mutation zeigten und eine dritte Gruppe, bei der auf keinem Allel die Splice Site
Mutation c.-32-13T>G vorlag. Eine Analyse der Muskelpathologie (Score) der LOPD
Patienten mit c.-32-13T>G/c.525delT Mutation (n=7 Median 0.94 (0.14-2.23)) ergab im
Vergleich mit LOPD Patienten mit ¢.-32-13T>G und anderer Mutation (n=25 Median
0.53 (0.07-2.91)) sowie mit Patienten mit fehlender Splice Site Mutation (non c.-32-
13T>G; n=2 Median 1.22 (0.87-1.57)) keine signifikanten Unterschiede zueinander
(p=0.37) (Abb. 27 A). Ebenso zeigte eine Analyse des Alters bei Symptombeginn der
LOPD Patienten mit -32-13T>G/c.525delT Mutation (n=7 Median 45 (20-55)) im
Vergleich mit LOPD Patienten mit ¢.-32-13T>G und anderer Mutation (n=19 Median 39
(13-73)) sowie mit Patienten mit fehlender Splice Site Mutation (ohne c.-32-13T>G; n=2
Median 33.5 (27-40)) keine signifikanten Unterschiede der einzelnen Subgruppen
zueinander (p=0.79) (Abb. 27 B, Tabelle 12).
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Abbildung 27: Score und Alter bei Symptombeginn in Abhiingigkeit der GAA-Allelkombinationen

Der Vergleich der Allelkombinationen mit dem Muskelscore (p=0.37) und dem Alter bei Symptombeginn
(p=0.79) ergab keine signifikanten Unterschiede (Kruskal-Wallis test).

Tabelle 12: Zusammenfassung der Analysen des Genotyps im Vergleich zum Muskelscore sowie
des Alters bei Symptombeginn

Genetik Anzahl (n) Median (-/+) Signifikanz (p)*
c.-32-13T>G/

Score .525delT 7 0.94 (0.14-2.23) 0.37 (ns)
¢-32-13T>G/ 25 0.53 (0.07-2.91) 0.37 (ns)
andere
ohne c.-32-13T>G 2 1.22 (0.87-1.57) 0.37 (ns)

Alter bei

Symptombeginn c.-32-13T>G/ 45 (20-55) 0.79 (ns)

(0)) c.525delT 7
c.-32-13T>G/
andere 19 39 (13-73) 0.79 (ns)
ohne c.-32-13T>G 2 33.5 (27-40) 0.79 (ns)

n.s.= nicht signifikant
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4.5.2.2 Analyse der Allelkombinationen nach den Krankheitseffekten der
Rotterdamer Datenbank

Eine Analyse der Daten ergab, dass zwischen den Patienten mit zwei als mild
beschriebenen Mutationen (n=11; Score Median 0.53 (0.07-2.91), den Patienten mit einer
als mild und einer als schwer beschriebenen Mutation (n=18; Median 0.70 (0.14-2.23)
sowie Patienten mit einer als mild und einer als unbekannt bezeichneten Mutation (n=5;
Median 0.59 (0.13-1.57) keine signifikanten Unterschiede im Auspridgungsgrad der
Muskelpathologie vorliegen (Score p= 0.48) (Abb. 28 A). Diese Ergebnisse zeigten sich
auch in der Korrelationsanalyse mit dem Alter bei Symptombeginn. Patienten mit zwei
als mild beschriebenen Mutationen (n=9 Median 43 Jahre (15-73)), Patienten mit einer
als mild und einer als schwer beschriebenen Mutation (n=15 Median 36 (13-55)) und
Patienten mit einer als mild und einer als unbekannt bezeichneten Mutation (n=4 Median
41.5 (27-58)) =zeigten hinsichtlich der Muskelpathologie und dem Alter bei
Symptombeginn keine signifikanten Unterschiede zueinander (p=0.57) (Abb. 28 B).
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Abbildung 28: Abhingigkeit der Muskelpathologie sowie des Alters bei Symptombeginn von den
GAA-Allelkombinationen und deren Krankheitseffekten

Der Vergleich der Kombinationen mild/schwer gegeniiber mild/mild sowie mild/unbekannt auf den beiden

Allelen zeigte keinen signifikanten Unterschied im Muskelscore (p=0.78, A) sowie im Alter bei
Symptombeginn (p=0.57, B), Kruskal-Wallis-Test.
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4.5.2.3 Analyse der Allelkombinationen und der GAA-Restenzymaktivitit

Es wurde der Genotyp der LOPD Patienten mit der vorhandenen Restenzymaktivitét
verglichen. Von 7 Patienten mit c.-32-13T>G/c.525delT Allelkombination lagen Daten
von 2 Patienten zur GAA-Restenzymaktivitit vor (Median 15.25 (5.9-24.59)). Im
Vergleich zu den restlichen Patienten mit c.-32-13T>G Mutation (n=12, Median 21.98
(4.59-39.0)) lagen keine signifikanten Unterschiede vor (p=0.66) (Abb. 29 A). In der
Analyse zwischen den Patienten mit mild-schwerer (n=6; Median 14.75 (5.09-24.59))
Allelkombination und Patienten mit mild-milder Allelkombination (n=7; Median 27.0
(4.59-39.0)) konnten ebenfalls keine signifikanten Unterschiede in der GAA-
Restenzymaktivitit gefunden werden. Eine Tendenz zu hdéheren GAA-
Restenzymaktivititswerten bei den Patienten mit mild-milder Allelkombination konnte

allerdings festgestellt werden (Abb. 29 B).
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Abbildung 29: Abhiingigkeit der GAA-Restenzymaktivitit von den GAA-Allelkombinationen und
deren Krankheitseffekten

Patienten mit der hiufigsten Allelkombination c.-32-13T>G/c.525delT zeigten gegeniiber den restlichen
Patienten keine signifikanten Unterschiede in der GAA-Restenzymaktivitit (p=0.66). Der Vergleich der
Allelkombination mild/schwer gegeniiber mild/mild zeigte keinen signifikanten Unterschied in der GAA-
Restenzymaktivitit (p=0.10), Mann-Whithney-Test.
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Zusammenfassung bisheriger Ergebnisse:

1. In vorliegender Kohorte von 37 LOPD Patienten zeigte sich eine fiir LOPD Patienten
typische Haufigkeitsverteilung der Mutationen mit einem Vorkommen der c.-32-13T>G

Mutation > 90%.

2. Es zeigte sich keine signifikante Korrelation des Genotyps mit der Muskelpathologie
(Score) der LOPD Patienten.

3. Es zeigte sich keine signifikante Korrelation der Allelkombinationen mit in der
Rotterdamer Datenbank zugeschriebenen Krankheitseffekten (mild, schwer, unbekannt)

und der Muskelpathologie (Score) der LOPD Patienten.

4. Es zeigte sich keine signifikante Korrelation der Allelkombinationen mit in der
Rotterdamer Datenbank zugeschriebenen Krankheitseffekten (mild, schwer, unbekannt)

auf den individuellen Krankheitsbeginn (disease onset) der LOPD Patienten.
5. Es zeigte sich keine signifikante Korrelation der Allelkombinationen mit in der

Rotterdamer Datenbank zugeschriebenen Krankheitseffekten (mild, schwer, unbekannt)

auf die gemessene GAA-Restenzymaktivitit.
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5 Diskussion

In den letzten Jahren wurde durch genetische Analysen die Diagnostik des Morbus
Pompe verbessert (Savarese, Torella et al. 2018). Allerdings ist die Pathophysiologie der
Erkrankung noch nicht vollstindig verstanden. Insbesondere ist unklar, warum Patienten
mit LOPD (late onset Pompe disease) und identischen Mutationen eine ausgeprigte
Variabilitdit in der klinischen Symptomatik und im Krankheitsprogress aufweisen
(Kishnani, Beckemeyer et al. 2012; Kroos, Hoogeveen-Westerveld et al. 2012; Wens, van
Gelder et al. 2013; Montagnese, Barca et al. 2015). In der vorliegenden Arbeit wurde der
Ansatz verfolgt, dass moglicherweise eine genaue Analyse der Muskelpathologie hilft,
die Erkrankung und ihre Heterogenitét besser zu verstehen. In der vorliegenden Studie
wurden Skelettmuskelbiopsien von LOPD Patienten detailliert untersucht und mit
klinischen Daten, Laborparametern sowie genetischen Befunden korreliert.

Morbus Pompe Patienten haben aufgrund des lysosomalen Enzymdefektes (saure alpha-
1,4-Glukosidase) einen gestorten Glykogenstoffwechsel und konsekutiv eine
pathologische Glykogenakkumulation in den Muskelzellen, sodass es zu einer
fortschreitenden Zerstdrung der Zellstrukturen samt Funktionsverlust der Muskelfasern
kommt (Hirschhorn 2001). Die bei Morbus Pompe Patienten ausgeprigte Variabilitét des
klinischen Phinotyps zeigt sich bereits an den unterschiedlichen Verlaufsformen. Die
infantilen Pompe Patienten (IOPD) haben abhéingig von der GAA-Restenzymaktivitit
sowie der Genetik einen frithen Symptombeginn vor dem Erreichen des 1. Lebensjahres
und zeigen eine ausgeprigte Kardiomyopathie. Dagegen weisen late onset Pompe
Patienten (LOPD) erst nach Ablauf des 1. Lebensjahres erste Krankheitszeichen auf und
zeigen meist keine manifeste kardiale Beteiligung (Kishnani, Beckemeyer et al. 2012).
Aufgrund der groflen Heterogenitit in ihrem klinischen Krankheitsprogress und ihrer
vielfiltigen klinischen Befunde (Schwiche der Gliedergiirtelmuskulatur und
Einschrinkung der motorischen Féhigkeiten, respiratorische Insuffizienz, CK-Elevation,
kardiale Rhythmusstérungen etc.) wird die Erkrankung bei LOPD und IOPD Patienten
auch als Multi-Systemerkrankung bezeichnet (Mueller-Felber et al. 2007; Toscano and
Schoser et al. 2013, Montagnese et. al, 2015).

Vor allem fiir IOPD Patienten ist eine Korrelation zwischen der GAA-Restenzymaktivitit
und dem klinischen Krankheitsverlauf bekannt. Infantile Pompe Patienten (<1%) haben
im Vergleich zu LOPD Patienten (25-45%) eine deutlich reduzierte GAA-

Restenzymaktivitit (Kroos, Hoogeveen-Westerveld et al. 2012). Dieser Einfluss auf den
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klinischen Krankheitsverlauf ist bei den IOPD Patienten auf die zwei vorliegenden
pathologischen Mutationen im GAA-Gen zuriickzufiihren (Kroos, Hoogeveen-
Westerveld et al. 2012). IOPD Patienten mit als "schwer" eingestuften Mutationen in der
Rotterdamer Datenbank zeigen einen schweren Krankheitsverlauf
(http.//clusterl5.erasmusmc.nl). Eine in der Literatur hdufig beschriebene Mutation, die
bei IOPD zu schweren Krankheitserscheinungen fiihrt, ist die Deletionsmutation
c.525delT (Leslie and Bailey 1993; van Capelle, van der Meijden et al. 2016), die auch
bei 18,9% der in der Studie untersuchten LOPD Patienten zu finden war. Bei den LOPD
Patienten zeigten jedoch bisherige Analysen keine strikte Genotyp-Phénotyp Korrelation
(Montagnese et al., 2015). Es ist interessant, dass bisherige Studien die hohe Variabilitét
der klinischen Symptomatik bei LOPD Patienten auch in Geschwisteruntersuchungen mit
identischem Genotyp im GAA-Gen und vergleichbarer Restenzymaktivitit belegen
(Kroos et al., 2012; Wens et al., 2013; Montagnese et al. 2014; Schinzer, Giese et al.
2017).

Bei Patienten mit IOPD geht man davon aus, dass ein frithzeitiger Therapiebeginn zu
einem verbesserten klinischen Outcome der Patienten fiihrt, sodass in einzelnen Landern
bereits ein Neugeborenenscreening (NBS) etabliert ist (Chien, Lee et al. 2009).
Allerdings kann auch bei den IOPD Patienten bereits eine direkt postpartal eingeleitete
Enzymersatztherapie einen schweren klinischen Verlauf mitunter nicht verhindern, da zu
diesem Zeitpunkt bereits stark ausgepragte myopathologische Verdnderungen vorhanden
sein konnen (Schinzer, Giese et al. 2017). Aktuell wird ein Neugeborenenscreening
(NBS) in Osterreich, Italien, Ungarn, Japan, Taiwan und in den USA durchgefiihrt
(Chien, Chiang et al. 2008; Bodamer, Scott et al. 2017). In dem Neugeborenenscreening
(NBS) erfolgt zusitzlich zur GAA-Restenzymaktivititsbestimmung eine genetische
Analyse. Relevant ist jedoch, dass nicht nur IOPD typische Mutationen des GAA-Gens
detektiert werden, sondern zusatzlich auch Mutationen, die mit einer LOPD assoziiert
sind. Im Vergleich zu IOPD Patienten, bei denen typische Mutationen mit einem
schweren klinischen Phénotyp einhergehen, kann bei LOPD Patienten von dem Genotyp
nicht auf den klinischen Phénotyp geschlossen werden. Es stellt sich demnach die Frage,
ob auch bei diagnostizierten LOPD Patienten eine direkt eingeleitete Therapie zu
empfehlen ist, obwohl noch keine Symptome vorliegen (Chien, Lee et al. 2011). Neben
einer fehlenden Prognose iiber den individuellen Krankheitsverlauf sind auch die Folgen
einer moglichen Therapieentscheidung fiir die Patienten zu beriicksichtigen. Diese

beinhalten eine engmaschige zeitaufwendige Anbindung an ein Spezialzentrum, hohe
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Therapiekosten, Nebenwirkungen und einen unsicheren Nutzen fiir die Patienten. Es gibt
aber auch Daten, die zeigen, dass eine friihzeitige Therapie vor Beginn sicherer
Krankheitssymptome bei Patienten mit LOPD sinnvoll sein kann und andernfalls ein
bestmoglicher Therapiezeitpunkt versdumt werden wiirde (Chien, Lee et al. 2011).
Morbus Pompe ist eine der ersten genetisch bedingten Muskelerkrankungen, fiir die ein
kausaler Therapieansatz in Form einer Enzymersatztherapie (ERT) mit rekombinantem
GAA-Enzym zur Verfiigung steht (Van den Hout, Reuser et al. 2000; Amalfitano, Bengur
et al. 2001; Van den Hout, Reuser et al. 2001; Van den Hout, Kamphoven et al. 2004;
Winkel, Van den Hout et al. 2004; Thurberg, Lynch Maloney et al. 2006).

Bei IOPD und LOPD Patienten konnte unter Enzymersatztherapie (ERT) eine gute
Glykogenclearance, das heilt eine  Verminderung der  pathologischen
Glykogenablagerungen im Muskelgewebe sowie eine Verbesserung der Muskelkraft
gezeigt werden (Winkel, Kamphoven et al. 2003; Thurberg, Lynch Maloney et al. 2006;
van der Ploeg, Carlier et al. 2016; Ripolone, Violano et al. 2017; Schinzer, Kaiser et al.
2017). Studien belegen, dass das Herzmuskelgewebe dabei deutlich besser als das
Skelettmuskelgewebe auf die Enzymersatztherapie (ERT) anspricht (Hahn and Schinzer
2019), wobei die Patienten schlechter auf die Enzymersatztherapie (ERT) ansprechen,
wenn der Therapiebeginn zu einem spdten Zeitpunkt erfolgt und die
Glykogenakkumulation, Fibrosierung sowie autophagischen Verdnderungen in einem
fortgeschrittenen Stadium vorliegen (Ripolone, Violano et al. 2017, Schinzer, Giese et
al. 2017). Die Enzymersatztherapie (ERT) kann bisher aufgrund der nicht passierbaren
Bluthirnschranke keine Clearance der Glykogenakkumulation in den Neuronen und
Gliazellen etc. ermoglichen und ist dahingehend therapielimitiert. Eine Gentherapie und
die intrathekale Applikation zeigten am Mausmodell bisher eine verbesserte
neuromuskuldre Symptomatik, sodass neue Therapieansitze die addquate Behandlung
der ZNS-Pathologien (Glykogenakkumulation) miteinschlieen sollten (Hordeaux et al.
2017, Byrne et al. 2019).

5.1 Studiendesign

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, Muskelbiopsien von LOPD Patienten detailliert
zu analysieren und mit verschiedenen klinischen sowie laborchemischen Parametern,
insbesondere dem individuellen Genotyp, zu korrelieren. Im Vergleich zu bisher

publizierten Daten zeichnet sich vorliegende Studie durch die bisher grofite Kohorte
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(n=53) an untersuchten Muskelbiopsien von LOPD Patienten aus (Schoser, Muller-
Hocker et al. 2007; Werneck, Lorenzoni et al. 2013; Feeney, Austin et al. 2014; van der
Ploeg, Carlier et al. 2016; Ripolone, Violano et al. 2017; Golsari, Nasimzadah et al.
2018). Die in dieser Arbeit untersuchten LOPD Patienten zeigten eine Alters- und
Geschlechterverteilung entsprechend anderer Studien (Schoser, Muller-Hocker et al.
2007; Ripolone, Violano et al. 2017; Loscher, Huemer et al. 2018). Das Patientenalter lag
zum Biopsiezeitpunkt bei einer Altersspanne von 14-78 Jahren im Mittel bei 44 Jahren,
wobei Ménner mit 54,7 % geringfiigig gegeniiber Frauen tiberwogen. Beim Auftreten
erster Symptome waren die LOPD Patienten im Mittel 39 (8-73) Jahre alt. Die Zeit
zwischen Krankheitsbeginn und Muskelbiopsieentnahme lag bei ca. 5 (0-26) Jahren.
Diese Ergebnisse korrelieren mit anderen Arbeiten (Loscher, Huemer et al. 2018). Es
sind jedoch auch deutlich ldngere Zeitrdume von bis zu 10 Jahren bis zur
Diagnosestellung beschrieben (Muller-Felber, Horvath et al. 2007; Schuller, Wenninger
et al. 2012), so erhielt auch ein Patient in unserer Studie erst 26 Jahre nach Beginn der
Symptome die Diagnose.

In vorliegender retrospektiver Studie sind zum Teil Patienten aus fritheren Jahren
eingeschlossen. Diese wiirden womdglich heute aufgrund der Entwicklungen in der
Diagnostik, unter anderem durch die Einfithrung eines Trockenbluttestes (DBS), frither
diagnostiziert werden. Die Diagnose wird allerdings bei LOPD Patienten aufgrund des
variablen Krankheitsverlaufs mit zum Teil unspezifischen Symptomen erschwert

(Vissing, Lukacs et al. 2013).

5.2 Muskelpathologie bei LOPD Patienten

Die Muskelpathologie bei Morbus Pompe Patienten ist durch eine vakuoldre Myopathie
mit pathologischer Glykogenakkumulation in lysosomalen sowie extralysosomalen
Zellarealen unter Beteiligung einer gestorten Autophagie gekennzeichnet (Hirschhorn
2001; Schoser, Muller-Hocker et al. 2007; Lim, Li et al. 2014; Schénzer, Kaiser et al.
2017). Die Analyse der Muskelpathologie in der vorliegenden Studie erfolgte an
Glutaraldehyd fixiertem, in Kunststoff eingebettetem Material. Die angefertigten PAS-
Farbungen zeigten eine sehr gute Zellmorphologie sowie eine gute Darstellung der intra-
und extralysosomalen Glykogenablagerungen (Schinzer et al. 2017). Zudem war das
Gewebe durch die Fixierung und Einbettung gut zu versenden und es konnten viele

Schnittpriparate von einer Probe angefertigt werden. Nachteilig ist dagegen der sehr hohe
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Aufwand der Anfertigung von Semidiinnschnitten, welche nur in einem Speziallabor
erfolgen kann. Auch zeigten sich in den Semidiinnschnitten teilweise kleine
Probenabschnitte, die ein Sampling Error beinhalten konnten. Limitiert zeigte sich die
Studie darin, dass bei der Multiorganerkrankung LOPD die Untersuchungen nur an
quergestreifter Skelettmuskulatur erfolgt sind und unter anderem Pathologien an glatter
Muskulatur nicht beriicksichtigt sind.

Die Quantifizierung der Muskelpathologie erfolgte anhand eines definierten
Muskelscores und wurde initial an IOPD Patienten etabliert (Schinzer et. al 2017). In der
vorliegenden Studie sollte untersucht werden, ob sich der Muskelscore auch auf LOPD
Patienten anwenden ldsst. Da die Pathologie meist geringer ausfdllt, wurde das
Kreuzraster im Vergleich zu den Analysen an IOPD Patienten (81 Kreuze/Bild)
engmaschiger angelegt (256 Kreuze/Bild), um auch geringere Veridnderungen
quantifizieren zu konnen. Neben der Quantifizierung der Glykogenablagerungen wurden
zusitzlich autophagische Vakuolen (AV), large empty vacuoles (LEV) sowie fibrotische
Verdnderungen der Muskelbiopsien erfasst. Durch die Erhebung eines standardisierten
Score-Wertes gelang eine quantifizierbare Zusammenfassung dieser -einzelnen
Pathologika. Dies ermdglichte im Folgenden eine Korrelation mit anderen klinischen
sowie laborchemischen Parametern.

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass der Muskelscore zur
Quantifizierung der Muskelpathologie bei den untersuchten LOPD Patienten in hohem
MaBe geeignet war, da alle einzelnen Parameter (Glykogen, autophagische Vakuolen
(AV), large empty vacuoles (LEV), Fibrose) gut miteinander korreliert haben.

Bisherige Untersuchungen an IOPD Patienten zeigten eine stark ausgeprigte
pathologische Glykogenakkumulation (Schénzer et al. 2017). Die in vorliegender Studie
durchgefiihrten Analysen an Muskelbiopsien von LOPD Patienten ergaben im Vergleich
eine deutliche geringere Muskelpathologie: So haben 75 % der LOPD Patienten einen
maximalen Score-Wert von 1 (0.07-3.77) und zeigten eine Glykogenakkumulation von
weniger als 10 %. In einer Arbeit von Schénzer et al. zeigten Analysen an 13 IOPD
Patienten im Vergleich bei 61 % der Patienten einen mittleren (morphologischen) Score
(Mo-Index) von > 3 sowie bei 76% eine Glykogenakkumulation von mindestens 50 %
im untersuchten Muskelgewebe (Schénzer et al. 2017). Korrelierend hierzu lag die GAA-
Restenzymaktivitit der LOPD Patienten in unserer Studie im Median bei 18 % (3-39).
Dies ist ein Restenzymaktivitétswert, der im Vergleich zu IOPD Patienten deutlich hoher

liegt (Kroos, Hoogeveen-Westerveld et al. 2012). Dariiber hinaus zeigte sich auch in
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unserer Arbeit im ermittelten Score-Wert (0.07-3.77) eine ausgeprdgte Variabilitdt der
myopathologischen Befunde. Diese Heterogenitit in der Muskelpathologie bestitigt
bisherige Untersuchungen an LOPD Patienten. Viele Studien dokumentierten unter
anderem im Auspriagungsgrad der intra- bzw. zytoplasmatischen Glykogenakkumulation
sowie im Vorkommen von autophagischen Vakuolen samt autofluorescenten
Lipofuscineinschliissen eine hohe Variabilitit (sieche S. 14, Abb.2) (Muller-Felber,
Horvath et al. 2007; Schoser, Muller-Hocker et al. 2007; Lewandowska, Wierzba-
Bobrowicz et al. 2008; Hobson-Webb, Proia et al. 2012; Feeney, Austin et al. 2014; Lim,
Li et al. 2014; de la Mata, Cotan et al. 2016).

5.2.1 Autophagische Prozesse im Skelettmuskel bei LOPD Patienten

Bei Morbus Pompe Patienten sind moglicherweise zusitzliche Abldufe der zelleigenen
Autophagie fiir die Muskelpathologie verantwortlich. Ein Zusammenhang zwischen
gestorter Autophagie und einer signifikanten Muskelatrophie ist bekannt (Nascimbeni,
Fanin et al. 2012). So dokumentierten auch Raben et al. bei LOPD Patienten eine
deutliche Anhdufung von autophagischem Material mit Zerstorung der Myofibrillen
(Raben, Hill et al. 2008). Es sind vermehrt Ablagerungen an unverdautem zytosolischen
Material, membrangebundene Vesikel und Vakuolen mit autophagischen Markern wie
LC-3 bei LOPD Patienten zu finden (Lim, Li et al. 2014).

Schénzer et al. zeigten, dass bei einem Briiderpaar mit IOPD und identischem Genotyp,
der jiingere Bruder trotz der durch prinatale Diagnostik postpartal eingeleiteten Therapie
einen klinisch schlechteren Verlauf aufwies als sein dlterer Bruder. In Muskelbiopsien
nach 1 Monat zeigten sich hier schon deutliche strukturelle Verdnderungen mit
ausgeprigter Anhdufung von autophagischen Vakuolen, LC-3 und p62 positiven
Einschliissen sowie fortgeschrittener Myofibrillenzerstorung (Schénzer, Giese et al.
2017). Korrelierend zu diesen Befunden ergaben Untersuchungen, dass vor allem
Patienten mit geringen autophagischen Verdnderungen am besten auf eine
Enzymersatztherapie angesprochen haben (Fukuda, Ewan et al. 2006; Schinzer, Giese et
al. 2017; Schénzer, Rupp et al. 2018). Diese Ergebnisse zeigten sich auch bei Betrachtung
der histopathologischen Effekte unter Enzymersatztherapie. Bei Patienten mit nur
geringer Verbesserung der Muskelpathologie konnten in Muskelbiopsien nach Beginn

der Therapie gesteigerte autophagische Markerproteine p62 und LC-3 als Ausdruck der
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fortgeschrittenen Akkumulation von autophagischem Material nachgewiesen werden
(Ripolone, Violano et al. 2017).

In unserer Studie konnten wir zeigen, dass mit steigender Muskelpathologie auch eine
gesteigerte Autophagie vorlag. So lieB sich bei hohem Muskelscore und deutlicher
Glykogenakkumulation eine Zunahme an autophagischen Vakuolen (AV) sowie large
empty vacuoles (LEV) zeigen. Diese Ergebnisse weisen auf die wichtige Funktion der
Autophagie als Bestandteil der Pathophysiologie, vor allem im fortgeschrittenen Stadium
bei LOPD Patienten hin. Interessant ist, dass sich auch in Einzelfdllen bei gering
ausgeprigter Muskelpathologie (niedriger Score, geringe Glykogenakkumulation) schon
ein erhdhtes Vorkommen von autophagischen Vakuolen beobachten ldsst (s. Fallbeispiel
2, S.53). Beziiglich der Modulation der gestdrten Autophagiemechanismen gibt es fiir
Morbus Pompe Patienten in den letzten Jahren neue Therapieansétze. Die Identifizierung
einzelner Strukturen, die an der Autophagie und deren Regulierung beteiligt sind, sowie
die gezielte Steuerung der einzelnen Molekiile kann in Zukunft ein wichtiger Ansatzpunkt
weiterer Therapiemoglichkeiten sein. Unter anderem sind bisher fiir die Verbesserung der
Autophagosomen-Lysosom-Fusion, die Behebung von Defekten im m7TOR-Signalweg
sowie fiir die Inaktivierung von an der Autophagie beteiligter Gene (u.a. A7g7) positive
Auswirkungen auf die pathologischen Zellveranderungen und unter anderem eine bessere
Wirksamkeit der Enzymersatztherapie (ERT) beschrieben worden. (Raben, Schreiner et
al. 2010; Laplante and Sabatini 2012; Malicdan and Nishino 2012; Lim, Li et al. 2017;
Lim, Li et al. 2019). Ebenfalls sind in den letzten Jahren bei Pompe Patienten zunehmend
die Muskelsatellitenzellen untersucht worden. Bekannt ist, dass Muskelsatellitenzellen,
die u.a. bei auftretenden Muskelschdden fiir eine Regeneration des Muskelgewebes
zustindig sind, im direkten Zusammenhang mit der Hohe der autophagischen
Zellaktivitét stehen (Schaaf, Canibano-Fraile et al. 2019). Bei LOPD Patienten scheint
die Aktivierung der Muskelsatellitenzellen unzureichend und dadurch die Reparatur der
Skelettmuskelzelle erheblich gestort zu sein (Schoser et al. 2019). Die Aktivierung und
die Regenerationsfihigkeit der Satellitenzellen durch modulierende Faktoren zu
verbessern konnte in Zukunft ebenfalls ein neuer therapeutischer Ansatzpunkt fiir LOPD
Patienten sein.

In der vorliegenden Studie konnte keine Korrelation zwischen autophagischen
Verdnderungen mit klinischen Parametern wie dem Alter bei Biopsie oder der
individuellen Krankheitsdauer (duration) gezeigt werden. Diese Ergebnisse unterstiitzen

die Hypothese, dass die autophagischen Verdnderungen bei LOPD Patienten primér
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unabhingig von Prozessen der Zellalterung anzusehen sind und einen eigenstindigen
Krankheitscharakter aufweisen. Einschrankend ist zu erwédhnen, dass die Autophagie in
unserer Arbeit anhand von morphologischen Verdnderungen untersucht wurde und
aufgrund des vorhandenen Resin-Gewebes keine weiterfiihrenden
immunhistochemischen Analysen (LC-3, p62 etc.) an den Muskelbiopsien durchgefiihrt
werden konnten.

Fiihrt man die aktuellen Erkenntnisse der Pathophysiologie der Pompe Erkrankung
zusammen ist davon auszugehen, dass eine Kombinationstherapie aus klassischer
Enzymersatztherapie (ERT) und GAA-Gentherapie bzw. Autophagiebehandlung ein

bestmogliches Outcome der Pompe Patienten ermdglicht (Schoser et al. 2019).

5.3 Korrelation Muskelpathologie - klinischer Phanotyp bei LOPD Patienten

In unserer Studie wurde der Muskelscore mit dem Alter bei Biopsie, dem Alter bei
Symptombeginn, der CK-Elevation und anhand der GA A-Restenzymaktivitit untersucht.
Eine Korrelation des Scores mit diesen klinischen sowie laborchemischen Parametern
zeigte sich dabei nicht. Ebenso konnten wir fiir die individuelle Krankheitsdauer keinen
signifikanten Einfluss auf die vorhandene Muskelpathologie nachweisen.

Die Ergebnisse bestdtigen die bei LOPD Patienten vorhandene Variabilitét, die sich nicht
nur in der klinischen Symptomatik, sondern auch in der Ausprigung der
Muskelpathologie zeigt. Die GAA-Restenzymaktivitét der analysierten LOPD Patienten
lagen im Mittel zwischen 10-30 % des Normwertes. Die Daten der prozentualen GAA-
Restenzymaktivitit entsprechen der bekannten residualen GAA-Restenzymaktivitét bei
LOPD Patienten (Schuller, Kornblum et al. 2013). Es ist zu erwdhnen, dass die
verwendeten GAA-Restenzymaktivtititswerte von den einzelnen Pompe Zentren
eigenstindig und nicht zentral bestimmt wurden, sodass Messvariationen zwischen den
Zentren nicht auszuschlieBen sind. Hierbei wurden mitunter verschiedene Gewebe und
Medien zur Bestimmung der GAA-Restenzymaktivitit verwendet. Neben der
Durchfiihrung eines Trockenbluttestes (DBS), der Messung an kultivierten Fibroblasten
wurde die GAA-Restenzymaktivitit auch anhand entnommener Muskelbiopsien
bestimmt.

Morbus Pompe Patienten zeigen hdufig im Rahmen des Muskelfaseruntergangs eine
HyperCKémie (Lim, Li et al. 2014). In unserer Studie konnte jedoch keine signifikante

Korrelation zwischen der Creatinkinase (CK) und der Hohe der Muskelpathologie
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dokumentiert werden. Die vorliegende Variabilitdt der gemessenen CK-Werte ist neben
einem individuellen Krankheitsstadium, einem medikamentds-toxischen Einfluss, auch

mit einer moglichen Altersabhidngigkeit des Enzyms zu erkléren (Ddrner 2009).

5.4 Korrelation Muskelpathologie - Genotyp bei LOPD Patienten

Einen Schwerpunkt in der vorliegenden Studie bildete die Korrelation der
Muskelpathologie mit dem individuellen Genotyp.

Morbus Pompe wird compound heterozygot vererbt, sodass immer zwei pathogene
Mutationen auf dem Chromosom 17 der Patienten zu finden sind. Als hdufigste Mutation
(94,6 %) zeigte sich bei 37 LOPD Patienten auf dem 1. Allel die Splice Site Mutation -
32-13T>G. Diese Mutation ist auch in bisherigen Studien als hédufigste Mutation bei
LOPD Patienten zu finden (Kroos et al. 2004, Savarese et al. 2018) und bestétigt eine
Normverteilung im Genotyp unserer Kohorte. Als hdufigste Allelkombination traten die
Splice Site Mutation -32-13T>G (1. Allel) und die Deletionsmutation ¢.525delT (2.Allel)
auf (18,9 %). Die Deletionsmutation ist in der Literatur vor allem bei IOPD Patienten
beschrieben worden und ist bei diesen Patienten hdufig auf beiden Allelen vorhanden
sowie mit einem schweren Krankheitsverlauf verbunden (Pittis et al. 2007). Da bisher
keine Untersuchungen zum Vergleich des Genotyps mit dem Muskelphénotyp
(Muskelpathologie) vorliegen, waren wir daran interessiert zu untersuchen, ob der
Genotyp mit dem ermittelten Muskelscore korreliert.

Zur Beantwortung dieser Fragestellung haben wir die LOPD Kohorte anhand ihrer
Mutationen zunéchst in Subgruppen unterteilt und die einzelnen Gruppen danach mit dem
Muskelscore sowie dem Alter bei Symptombeginn (disease onset) verglichen. Wir
wollten untersuchen, ob Patienten mit Splice Site Mutation (-32-13T>G) im Vergleich zu
anderen Patienten signifikante Unterschiede in der Muskelpathologie sowie retrospektiv
im Krankheitsbeginn zeigen. Hier zeigten sich jedoch keine signifikanten Unterschiede,
sodass in unserer Studie auch Patienten mit selteneren Mutationen (z.B. ¢.2242G>T oder
¢.307T>G) keinen besonderen Muskelphinotyp darstellten.

Die bekannten Mutationsvarianten im GAA-Gen sind in der Rotterdamer Datenbank
aufgelistet, wobei die pathogenen Effekte einer Mutation an der noch vorhandenen GAA-
Restenzymaktivitit bestimmt wurden und als "(potentially) less severe, very severe bzw.
unknown" klassifiziert sind (Kroos, Pomponio et al. 2008; Kroos, Hoogeveen-Westerveld
et al. 2012). Wir haben daher die einzelnen Allelkombinationen der LOPD Patienten den
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in der Rotterdamer Datenbank zugeschriebenen Krankheitseffekten ("(potentially) less
severe, very severe bzw. unknown") zugeordnet. Es folgten anhand der Krankheitseffekte
Analysen der einzelnen Allelkombinationen mit dem individuellen Muskelscore. In
unserer Studie zeigte sich keine signifikante Korrelation zwischen der Schwere der
Muskelpathologie sowie des Alters bei Symptombeginn (disease onset) und den
beschriebenen Krankheitseffekten. Zusammenfassend ergab sich keine Korrelation
zwischen Muskelpathologie und Genotyp der untersuchten LOPD Patienten. Ergédnzt
wurden die Untersuchungen durch Korrelation der Allelkombinationen mit der GAA-
Restenzymaktivitit. Auch in diesen Analysen zeigten die Subgruppen untereinander
jedoch keine signifikanten Unterschiede. Die erhobenen Befunde entsprechen in ihrer
Variabilitit in histopathologischer Form den bisherigen Analysen des Genotyps mit dem
klinischen Phinotyp bei LOPD Patienten. Auch bei anderen compound heterozygot
vererbten Erkrankungen sind strikte Genotyp-Phénotyp Korrelationen bisher nicht
eindeutig herzuleiten. So zeigen Patienten mit einer zystischen Fibrose (Mukoviszidose)
bei identischem Genotyp dhnlich wie Morbus Pompe sich teilweise stark unterscheidende
Krankheitsverldufe, sodass ein Einfluss epigenetischer Faktoren wahrscheinlich bleibt
(Salvatore, Scudiero et al. 2002). Als Beispiele sei unter anderem ein vorliegender
Enzympolymorphismus im ACE- bzw. ACTN3-Gen genannt (De Filippi, Saeidi et al.
2014; Baek, Palmer et al. 2016). Die Muskelpathologie mit anderen
krankheitsmodifizierenden Faktoren wie dem Enzympolymorphismus im ACE- oder
ACTN3-Gen zu korrelieren kdnnten weitere interessante Analysen in der Zukunft sein.
Dies gilt ebenfalls fiir Korrelationsanalysen der Muskelpathologie bzw. dem klinischen
Phénotyp mit Daten zu micro-RNAs. Aktuelle Studien haben bereits die Rolle von micro-
RNAs als Biomarker bei Morbus Pompe Patienten untersucht. Bei IOPD sowie LOPD
zeigte sich ein erhohtes Vorkommen von micro-RNAs, die an der Pathophysiologie der
Pompe Krankheit (u.a. Autophagie, Atrophie) beteiligt sind. Ein modulierender Einfluss
auf die Genexpression ist beschrieben (Carrasco-Rozas et al. 2019). Bei IOPD gelang es
diese micro-RNAs mit dem klinischen Phéinotyp sowie dem Verhalten unter
Enzymersatztherapie (ERT) zu korrelieren. So zeigten sich ein signifikanter Riickgang
unter Enzymersatztherapie (ERT) sowie eine verbesserte klinische Symptomatik
(Carrasco-Rozas et al. 2019, Tarallo et al. 2019). Die Bestimmung von micro-RNAs
scheint somit als Verlaufsparameter unter Therapie sowie zur Schweregradabschiatzung

in Zukunft ein weiterer interessanter Parameter zu sein.

83



5.5 Bewertung eigener Studienergebnisse

Die Studie zeichnet sich insbesondere dadurch aus, dass an der bisher grofSten Kohorte
von LOPD Patienten die Muskelpathologie mit einem eigens dafiir entwickelten Score an
kleinen fixierten Muskelproben quantifiziert werden konnte. Die Patienten hatten
teilweise einen sehr langen Krankheitsverlauf vor Biopsie von bis zu 26 Jahren. Diese
Befunde sind bei riickldufiger invasiver Diagnostik selten geworden. Obwohl in vielen
Studien die Muskelpathologie bei LOPD untersucht worden ist, sind Korrelationen mit
klinischen und genetischen Daten in dieser Form bisher noch nicht gezeigt worden. Die
bestehende Enzymersatztherapie (ERT) scheint bei Pompe Patienten einen groferen
Einfluss auf akkumuliertes lysosomales Glykogen als auf freies zytoplasmatisches
Glykogen zu haben (Schénzer, Kaiser et al. 2017). Wir konnten anhand unserer Daten
zeigen, dass bei LOPD Patienten freies zytoplasmatisches Glykogen insbesondere bei
fortgeschrittener Erkrankung und gesteigerter Autophagie sowie starkem fibrotischen
Umbau zu beobachten war. In erweiterten elektronenmikroskopischen Untersuchungen
zeigte sich bei den LOPD Patienten mit hohem Muskelscore ebenfalls eine schwere
sarkomere Desorganisation (Kulessa et al. 2019). Bei diesen Patienten wiirden wir
dementsprechend einen zu spiten Therapiebeginn und ein schlechtes Ansprechen auf die
Enzymersatztherapie (ERT) erwarten. Der Muskelscore kdnnte damit auch fiir weitere
Therapiestudien zur Bestimmung der Glykogen- und Autophagieclearance niitzlich sein
und in Zukunft ein wichtiges Tool zur Beurteilung des Therapieerfolges am
Skelettmuskel darstellen. Die Hohe der autophagischen Vakuolen (AV) korrelierte in
unserer Studie mit der Hohe des Muskelscores. Dies Befunde dokumentieren ebenfalls,
dass eine gesteigerte Autophagie insbesondere bei fortgeschrittener Erkrankung vorliegt.
Die Suche nach weiteren Biomarkern, die bereits friihzeitige Verdnderungen im
autophagischen Prozess anzeigen, ist notwendig. In erweiterten Analysen zeigte sich,
dass wu.a. anti-Bcl2-associated athanogene 3 (BAG3) vor allem in frithen
Krankheitsstadien bei LOPD Patienten zu finden ist (Kulessa et al. 2019). Wir konnten
an der grofiten Kohorte von LOPD Patienten die aktuelle Studienlage zur fehlenden
Genotyp-Phénotyp Korrelation auch in Bezug auf den Muskelphénotyp bestitigen.
Unsere Daten zeigen abschlieend, dass Therapieentscheidungen fiir LOPD Patienten
allein anhand einer Genotyp-Bestimmung schwierig sind und Screening Untersuchungen
aufgrund der hohen Heterogenitit der Muskelpathologie und eines zusammenfassend

ungewissen Krankheitsverlaufs weiterhin kritisch zu sehen sind.
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6 Zusammenfassung

Morbus Pompe ist eine autosomal-rezessive Erkrankung, bei der das Vorliegen von
pathogenen Mutationen im Alpha-1,4-Glucosidase-Gen (GAA4) zu einem Defekt der
lysosomalen alpha-Glucosidase fiihrt. Es zeigten sich insbesondere in der quergestreiften
Muskulatur eine pathologische lysosomale und extralysosomale Glykogenakkumulation
sowie im Krankheitsverlauf eine Zerstorung der Muskelfaserarchitektur samt
Funktionsverlust der Muskelzellen.

Klinisch kénnen IOPD (infantile onset Pompe disease) und LOPD (late onset Pompe
disease) unterschieden werden. Wihrend IOPD Patienten hdufig aufgrund einer nahezu
vollstindig fehlenden Restenzymaktivitdt in den ersten Lebensmonaten schwere
Krankheitsverldufe zeigen, liegen bei LOPD Patienten sehr variable Krankheitsverlaufe
vor. Eine in der vorliegenden Studie durchgefiihrte Analyse des Genotyps, des klinischen
Phénotyps sowie der vorhandenen Muskelpathologie ist bisher noch nicht erfolgt. Die in
unserer Studie analysierte Muskelpathologie an der bisher groBten publizierten Kohorte
von LOPD (n=53) zeigte eine hohe Variabilitit, doch waren die Muskelverdnderungen
bei moderater Glykogenakkumulation im Vergleich zu bisher untersuchten IOPD
Patienten insgesamt eher gering ausgeprigt. Diese Befunde korrelieren gut mit der ca.
10-30 % hoheren GAA-Restenzymaktivitit bet LOPD. In unserer Studie gelang eine
Quantifizierung der Muskelpathologie mittels Muskelscore, wobei die wichtige Funktion
der Autophagie bei vor allem fortgeschrittener Pompe Erkrankung dokumentiert werden
konnte. Unter dem Aspekt, dass das in einigen Léndern etablierte Neugeborenen
Screening auch LOPD Patienten miterfasst und strikte Genotyp - Phénotyp Korrelationen
bisher fehlen, hat uns im Besonderen die Korrelation der Muskelpathologie mit dem
individuellen Genotyp der LOPD Patienten interessiert. Die Verteilung des Genotyps mit
der haufigsten Splice Site Mutation c.-32-12T>G entsprach den bisher bekannten
Mutationsfrequenzen bei LOPD Patienten. Anhand der genetischen Daten von 37 LOPD
Patienten konnten wir in unserer Arbeit abschlieBend keine Korrelation zwischen dem
individuellen Genotyp und der vorliegenden Muskelpathologie aufzeigen. Der Einfluss
weiterer krankheitsmodifizierender Faktoren (u.a. ACE- oder ein ACTN3-Gen
Polymorphismus) ist daher wahrscheinlich. Daher sollten weitere Studien ausfiihrlich
nach epigenetischen, autophagischen sowie metabolischen Mechanismen suchen, um

verbesserte Therapieoptionen bei LOPD Patienten zu entwickeln.
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7 Summary

Pompe disease is an autosomal recessive disease in which the presence of pathogenic
mutations in the alpha-1,4-glucosidase (GAA) gene leads to a defect in lysosomal alpha-
glucosidase. Especially in the striated musculature a pathological lysosomal and
extralysosomal glycogen accumulation is observed as well as in the course of the disease
a destruction of the muscle fibre architecture including loss of function of the muscle
cells.

Clinically, IOPD (infantile onset pompe disease) and LOPD (late onset pompe disease)
can be differentiated. While IOPD patients often show severe disease progressions in the
first months of life due to an almost complete lack of restenzyme activity, LOPD patients
have very variable disease progressions. An analysis of the genotype, the clinical
phenotype and the existing muscle pathology has not yet been performed. The muscle
pathology analysed in our study, on the largest published cohort of LOPD (n=53) to date,
showed a high variability, but was rather low in moderate glycogen accumulation
compared to previously investigated IOPD patients. Findings that correlate with the
approximately 10-30 % higher GAA residual enzyme activity in LOPD. Our study
succeeded in quantifying the muscle pathology by means of a muscle score, whereby the
important function of autophagy in advanced Pompe disease could be documented. Under
the aspect that the newborn screening established in some countries also includes LOPD
patients and strict genotype - phenotype correlations are missing so far, we were
particularly interested in the correlation of muscle pathology with the individual genotype
of LOPD patients. The distribution of the genotype with the most common Splice Site
Mutation ¢.-32-12T>G corresponded to previously known mutations in LOPD patients.
Based on the genetic data of 37 LOPD patients we could not show a correlation between
the individual genotype and the muscle pathology. The influence of other disease-
modifying factors (e.g. ACE or ACTN gene polymorphism) is therefore likely. Therefore,
further studies should look for epigenetic, autophagic, and metabolic mechanisms to

develop improved treatment options in LOPD patients.
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8 Abkiirzungsverzeichnis

AAYV - adeno-assoziierter Virusvektor

ACE — angiotensin converting enzyme

ACP - Acid Phosphatase; saure Phosphatase
ACTN3 — alpha actinin 3

AMFA - isosterische Analoga von Mannose-6-Phosphat in der anomeren Position
AV- autophagische Vakuolen

BAG 3 - anti-Bcl2-associated athanogene 3
BiPAP - bilevel positive airway pressure
CK — Creatinkinase

DBT — dry blood test; Trockenbluttest

ERT — Enzymersatztherapie

Glc4 - Tetra-Saccharidglucose

IGF-1 - insulin like growth factor-1

IOPD —infantile onset Pompe disease

y —years; J - Jahre

LC3 - Microtubule-associated protein light chain 3
LS — potentially less severe

LEV - large empty vacuoles

LOPD- late onset Pompe disease

MBB - Musculus biceps brachialis

MBF - Musculus biceps femoris

MD - Musculus deltoideus

MF - Muskelfaser

MP - Musculus pectineus
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MQF - Musculus quadriceps femoris

MTA - Musculus tibialis anterior

MREF - Musculus rectus femoris

MRT - Magnetresonanztomographie

mTOR - mechanistic target of rapamycin

MVL - Musculus vastus lateralis

MG6P - Mannose 6 Phosphat

NBS — newborn screening; Neugeborenenscreening
PAS — Periodic acid Schiff reaction

PPD — p-phenyldiamine

rh-GAA - rekombinante humane alpha-Glucosidase; glucosidase alpha, acid
SD - Semidiinnschnitt

U/L - Units pro Liter
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11 Anhang

11.1 Arbeitsplan zur Gewebeherstellung

1. Gewebefixation mit 6%-igem Glutaraldehyd
2. Gewebeeinbettung mittels 100 Agar Resin Kit
3. Trimmen der hergestellten Epon-Blocke
4. Herstellung von Semidiinnschnitten (ca. 1,5um) am Reichert-Jung
Ultracut E Ultramicrotom
5. PAS-/Richardson-Farbung der Semidiinnschnitte bei gleichzeitiger PAS-Farbung der
Kontrollschnitte (Lebergewebe).
6. PPD-Férbung der Semidiinnschnitte

11.2 Gewebefixation

6%iges Glutaraldehyd fiir Muskelproben

120.0 ml 25%iges Glutaraldehyd
93.8 ml 0.4 mol Phosphatpuffer
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11.3 Resin-Gewebeeinbettung (100 Agar Resin Kit)

10 min

10 min
10 min
10 min
10 min
10 min

10 min

A S R A o S

10 min

—
e

10 min

—
—

10 min

—
»

20 min

—
(98]

20 min

—
b

20 min

—
(9]

20 min

1 Std.

—
@

2,5 Std.

0,1 mol
1%0S1:1
0,1 mol
0,1 mol
25 %
35%
50%
70%
75 %
85 %
abs.
abs.
abs.
abs.
Agar

fertiges

Phosphatpuffer
mit Phosphatpuffer
Phosphatpuffer
Phosphatpuffer
Ethanol
Ethanol
Ethanol
Ethanol
Ethanol
Ethanol
Ethanol
Ethanol
Ethanol
Propylenoxid
Propylenoxid
Agar

11.4 PAS-Férbung fiir Semidiinnschnitte (1.5 pm)

1. Objekttrager auf der Heizplatte bei 58°C vorwérmen

. Richardson-Losung

. mit Aqua dest. abspiilen

. Perjodsédure bei Raumtemperatur

. mit Aqua dest. gut abspiilen

. mit Leitungswasser abspiilen

. in Leitungswasser bldauen

2
3
4
5
6. Schiffsreagenz
7
8
9

. mit Aqua dest. abspiilen

10. bei 58°C auf der Heizplatte trocknen lassen

11. Roticlear

12. Eindecken mit Rotimount
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ca. 10 min

6-7 min

5 min

15 min

10 min

ca. lh
5-10 min



11.5 PPD- Firbung fiir Semidiinnschnitte (1.5 pm)

1. 1g para-Phenyldiamine in 50ml 100%-Ethanol 16sen

2. Losung filtrieren

3. bei Raumtemperatur inkubieren 54 min

4. In zwei Kiivetten mit 100%- Ethanol waschen

5. bei Raumtemperatur trocknen lassen mind. 1 h
6. nach dem Trocknen in Roticlear geben

7. Eindecken mit Rotimount

11.6 Richardson-Firbung fiir Muskel und Nerven

Losung A: 1% Azur A — 1 g auf 100 ml Aqua dest. l6sen (ca. 30 min. rithren)
+
Losung B: 1% Methylenblau — 1g di-Natriumtetraborat-decahydrat in 100ml
Aqua dest. 16sen
—1g Methylenblau in 100ml Natriumtetraborat

Losen (ca. 30 min riihren)

Losung A + B zusammengeben und filtrieren.

Die Losung muss ca. 2 Wochen reifen, bis sie verwendet werden kann. Wenn die Losung

reif ist, erkennt man einen goldenen Rand bei der Inkubation der Losung

Firbung
1. Objekttrager auf der Heizplatte bei 58°C vorwérmen ca. 10 min
2. Richardson-Losung 6-7 min

3. Mit Aqua dest. abspiilen
4. Schnitte vor dem Eindecken auf der Heizplatte trocknen ca. lh
5. Roticlear 5-10 min

6. Mit Rotimount eindecken
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11.7 Geriite- und Substanzliste

- Reichert-Jung Ultracut E Ultramicrotom (Trimmen)
- Leica EM AC20 Version 16209031 (Semidiinnschnitte)
- Lichtmikroskop Nikon Eclipse 80 + ,,New CAST*“(ComputerAssistedStereologyTool)

- Agar 100 Resin Kit (Plano; Artikelnr. R1031)

- Azur A (Sigma-Aldrich; Artikelnr. A6270-10G)

- di-Natriumtetraborat- Decahydrat (Carl Roth GmbH; Artikelnr. T880.1)

- Ethanol (Merck; Artikelnr. 32205-1L-M)

- Methylenblau (Merck; Artikelnr. 159270)

- Osmiumtetroxid 500mg (Carl Roth GmbH; Artikelnr. 8371.2) + 25 ml Aquadest

- Para-Phenyldiamine (Sigma-Aldrich; Artikelnr.: P6001-50G)

- Perjodsédure (Carl Roth GmbH; Artikelnr. 3257.1) —0,5g auf 10ml

- Roticlear (Carl Roth GmbH; Artikelnr. A538.5)

- Roti-Mount (Carl Roth GmbH; Artikelnr. HP68.2) - Schiffsreagenz
(Merck; Artikelnr. 1.09033.0500)
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12 Poster

Posterpriisentation im Rahmen des 22. Kongress des Wissenschaftlichen Beirates
der Deutschen Gesellschaft fiir Muskelkranke e.V. (DGM), Bochum 18.-20.06.2015

Morphometrische Untersuchung der pathologischen Verdanderungen
von Muskelbiopsien von Patienten mit Morbus Pompe im

Erwachsenenalter (late

onset Pompe disease/LOPD)
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Einleitung Ergebnisse
Die ) Morbus Pompe (Gl Typ 1) z&hlt zur 1. und (¢ ten mit LOPD im zu
Gruppe der Patienten leiden unter einem Kontrollfillen

lysosomalen Enzymdefekt (saure alpha-1,4-Glukosidase),
es in den L \ fiihrt. Bei Patienten mit spaterem

Krankheitsbeginn (,late-onset”) sind vor allem die Zellverbande der Skelettmuskulatur

betroffen. Die daraus folgende pi des

fiihrt im Verlauf zu dieser und zum

Verlust der einzelnen Muskelzellen. In Folge dieser fortschreitenden Myopathie zeigt sich

der zu einem gestorten

eine variable der Die Patienten zeigen haufig in der
kllmschen Untersuchung eine symmetrische proximal betonte Muskelschwéche,

i der axialen (Scapula alata Hyperlordos Skoliose) und bei
Befall der der 1z. Eine positive
Korrelation zwischen dem der und der at des Enzyms
ist bekannt. Eine (ERT) mit der humanen

i (rh-GAA, lpha) ist seit dem 2006 in Deutschland

zugelassen. Nicht alle Patienten zeigen eln g\e\ch gutes Ansprechen aul diese Therapie,
weshalb Biomarker zum besseren Tl dringend sind.
In dieser retrospektiven Studie wurde eine Analyse von Skelettmuskelbiopsien von LOPD-
Patienten durchgefuhﬂ bei der die ungen in den und die
mit einem neu Scores wurden.
Es sollte die Frage beantwortet werden, ob diese Methode geeignet ist, die pathologischen
gen der bei Patienten mit LOPD zu quantifizieren. Die
Ergebnisse wurden dann mit den klinischen Daten der Patienten, insbesondere mit dem
Ansprechen auf die ERT um festzustellen, ob der Grad der ologie
mit dem Ansprechen auf die ERT korreliert.

morpt

PAS + % / Fliche

Kontrollen LoPD

Figure 3 Patienten mit LOPD zeigen im Vergleich
zur Kontrolgruppe signifikant hohere Giykog
ablagerungen im Muskelgewebe (&) und cinon
signfiant erhahten ScorelPatien (8)

Aufflg It e hohe Variabitat der Ergebnisse bei
Patenten mit LOPD, welche gut vereinbar ist mit
dor hohen Variabiitatdes Kinischen Phanotyps
(- p<0,0001)

As Beispiel ein LOPD Patient mit _viel
Giykogenablagerungen (=38,11%) und einem
hohen Score (=2,91) (C) sowie ein LOPD Patient
‘mit geringen Glykogenablagerungen (=2,14%) und
einem nisdrigen Score (<0,32). (SD-PAS x400)

Score/Patient

Figues _ Kontrolon

. ion und ie (! ) unter des Alters der
N Patienten bei Biopsie
Material und Methoden P
A s
o B .
In dieser Studie wurden Muskelbiopsien von 30 Patienten mit LOPD und 10 Kontrollfallen . *
mit zwei unterscmedllchen Methoden mit Hllfe elnes Computer gestiitzten Ver'ahren g ® " .
analysiert. umfasste 15 Patienten im & LLl £ H e .
Alter von 49 Jahren und 15 weibliche Patienten von 44 Jahren. Der groBte Anteil der ® 2 . = H " .
Biopsien (n=18) wurde aus dem Musculus quadriceps femoris entnommen. Aus A ) . g i Figue 4 i poteten e 3 Arrsgzpen
Glutaral dehydﬁxlenem in Kunststoff eingebettenen Gewebe wurden mit PAS gefarbte a : —A— . as E‘:?:r‘:cmede o Glykogemanigerngen
nschnitte (SD-PAS) wurden an Hand von PAS 1 L. L] i ScorelPatient  zwischen  den  Alersgruppen
positiven im 4tzlich wurden die o 3050 >50 o 50 rgeben. Die grofte Alersgruppe entspricht c
iy M 30-50 Jahrigen. Es zeigt sich kein signifikanter
der mit einem neu etablierten el L Unterschied der Glykogenablagerungen (&) oder
Score (ng 1) Die i erfolgten Figure 4 dem Score (8) zwischen den Alersgruppen.
unter Priifung der Ergebnisse mit Hilfe des Mann Whitney Tests. Es wurde jeweils der 3 ion und N " unter des
Median anhand der vorliegenden Daten bestimmt. Die erhobenen Daten wurden dariiber -Verlaufs unter ERT v e
hinaus mit klinischen Parametern korreliert, insbesondere mit dem Ansprechen auf die
ERT (recombinant human a-glucosidase, 20 mg/kgKG alle 2 Wochen i.v.). Das Ansprechen A o U 3
auf die Therapie wurde als gut, mittel und schlecht abhangig von der motorischen - "
Entwicklung eingestuft. 2 5 = 5
= g 2
g = -
s <
1. Score/Patient 3 - i - —
P g 1 S
2f . @ . 5 Figue 5 Es zeigt sich kein signifkanter
& . —_— . Unlerschied  zwischen
D - Glykogenablagerungen
» it | schlacht it it schlecht renadione Miscnem Aeprocnon s 96
] An:nrech-n auf ERT Ansprechen auf ERT ERT.
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4. Zeitpunkt der Biopsie und 6 min Gehtest unter Beriicksichtigung des klinischen Verlaufs unter ERT
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. ¥ 200 - P re 6 Es zeigt sich keine Abhangigkeit
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" Fe T £ T 7 o3 e Abhangigkel zwischen der Gehsirecke beim 6 min
CX el hiecht © o ¢ J ¢ J Gehtest und dem Ansprechen auf die ERT besteht

Ansprechen auf ERT Ansprechen auf ebenfalsnich (B)

Figure 6

Figure 1

Figure 1 (A) Definition der einzelnen Stadien je nach Auspragung der Muskelpathologie. Der ermitielte Score/Patient sefzt sich in der
umme aus den prozentualen Anteilen der einzelnenpathologischen Stadien zusammen. Je hoher der Score/Patient, desto starker
do Ausprigung dor veiagenden Wuskagalnooge. (8) Bopil dines FAS gefitisn Somidinrachtes (SD-PAS) snr
ind Muskafssem i patrolgischen
Verandorango 2 shenmen (Swadhm 2. St 8 Dlo vy oo M e oo Keuesasors (356 Kyouse pro B
fache VergroRerung).

2. g der in it vom Alter bei Biopsie

2

k3

4

2

E

— —— Figure 2 Es zeigt sich kein signifikanter Unterschied beim Alter

Figure 2 bei Biopsie zwischen Manner und Frauen

Diskussion
Patienten mit Morbus Pompe zeigen sehr variablen klinischen Verlauf soww ein unterschiedlich gutes Ansprechen
auf die ERT. In dieser Studie sollte untersucht werden, ob die der ologie als ein
Biomarker geeignet ist, das Ansprechen auf die ERT zu beurteilen.
Mit einem neu etablierten Score konnen die der quantifiziert und so
mit klinischen Parametern korreliert werden. Wir konnten zeigen, dass Patienten mit LOPD im Vergleich zu
i mehr sowie einen héheren Score/Patient haben, wobei sich eine sehr
variable von und dem Scol ient zeigt. Diese Werte sind nicht abhangig von
dem Alter bei Biopsie und Geschlecht des Patienten . Die Daten wurden retrospektiv erhoben, so dass in einigen
Fallen die Biopsie lange zuriickliegt (von wenigen Monaten bis zu 27 Jahren) wéhrend die ERT erst seit 2006 Fir
LOPD Patienten etabliert ist. Die bisher erhobenen Ergebnisse zeigen allerdings, dass sich keine Abhangigkeit des
Klinischen Ansprechens auf die ERT von der Zeitspanne zwischen Biopsieentnahme und Beginn der ERT zeigt. Es
lagen zur Zeit der Datenanalyse die klinischen Befunde von nur 13 Patienten vor. Diese Daten zeigen, dass
Patienten mit gutem oder mittlerem Ansprechen auf die ERT keinen signifikanten Unterschied in der
oder den i Es gibt nur einen Patienten mit schlechtem
Ansprechen, so dass Korrelationen mit dieser Gruppe noch nicht méglich sind. Zudem wurde mdglicherweise nicht
immer der am schwersten betroffene Muskel biopsiert.
Um zu untersuchen, ob bei einer groReren Anzahl von untersuchten Patienten ein signifikanter Unterschied
zwischen dem unterschiediichen Ansprechen auf die ERT bestent soll die Patientengruppe vergroBert werden.
Dariber hinaus sollen die erhobenen Daten der mit anderen wie
Befunde oder CK-Werten korreliert werden.

Mit freundlicher Unterstiitzung von x5 \oF| COMPANY
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An integrative correlation of myopathology, phenotype and genotype in late onset Pompe disease

Aims: Pompe disease is caused by pathogenic muta-
tions in the alpha 1,4-glucosidase (GAA) gene and in
patients with late onset Pome disease (LOPD), geno-
type—phenotype correlations are unpredictable. Skeletal
muscle pathology includes glycogen accumulation and
altered autophagy of various degrees. A correlation of
the muscle morphology with clinical features and the
genetic background in GAA may contribute to the
understanding of the phenotypic variability. Methods:
Muscle biopsies taken before enzyme replacement ther-
apy were analysed from 53 patients with LOPD. On
resin sections, glycogen accumulation, fibrosis, autop-
hagic vacuoles and the degree of muscle damage (mor-
phology-score) were analysed and the results were
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compared with clinical findings. Additional autophagy
markers microtubule-associated protein 1A/1B-light
chain 3, p62 and Bcl2-associated athanogene 3 were
analysed on cryosections from 22 LOPD biopsies.
Results: The myopathology showed a high variability
with, in most patients, a moderate glycogen accumula-
tion and a low morphology-score. High morphology-
scores were associated with increased fibrosis and
autophagy highlighting the role of autophagy in severe
stages of skeletal muscle damage. The morphology-
score did not correlate with the patient’s age at biopsy,
disease duration, nor with the residual GAA enzyme
activity or creatine-kinase levels. In 37 patients with
LOPD, genetic analysis identified the most frequent
mutation, c.-32-13T>G, in 95%, most commonly in
combination with ¢.525delT (19%). No significant cor-
relation was found between the different GAA geno-
types and muscle type.

morphology Conclusions:
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Muscle morphology in LOPD patients shows a high
variability with, in most cases, moderate pathology.

Increased pathology is associated with more fibrosis
and autophagy.

Keywords: autophagy, GAA, genotype, GSD II, late onset Pompe disease (LOPD), lysosomal storage disease

Introduction

Pompe disease (OMIM 232300) is an autosomal reces-
sive disease caused by a defect in the lysosomal alpha
glucosidase due to bi-allelic pathogenic mutations in
the alpha 1.4-glucosidase gene (GAA). GAA is located
on chromosome 17g25.2-25.3 and contains 20 exons
resulting in a protein of 952 amino acids [1]. Nowa-
days, more than 500 variants of mutations in GAA are
known, which are listed at the Pompe Disease Mutation
Databank (http://www.pompevariantdatabase.nl/) and
are associated with a severity ranking by determining
GAA enzyme activity [2—4]. However, the clinical phe-
notypes associated with most of the pathogenic vari-
ants show a high variability without clear genotype-
phenotype correlation, which makes prediction of the
disease outcome difficult [2-9].

Infants with infantile onset Pompe disease (IOPD) are
associated with pathogenic variants, e.g. c.525delT,
c.2481+102_2646+13del, that both
severely, resulting in near absence of GAA enzyme
activity (<1%), an age of onset below 12 months,
hypertrophic cardiomyopathy and poor outcome, at
least in the patients not treated with enzyme replace-
ment therapy (ERT) in time [10-14].

In individuals with late onset Pome disease (LOPD),
the pathogenic variant ¢.32-13T>G is the most com-
mon and is associated with a milder phenotype
[9.11,12,15]. In German LOPD patients, the c.-32-
13T>G mutation is also the most common. The mis-

affect alleles

sense mutations ¢.307T>G and ¢.877G>A are more
common in German patients than in the other Euro-
pean patients [16-18]. In individuals with LOPD, treat-
ment with ERT reduces muscle weakness, respiratory
insufficiency and mortality [19.20]. The GAA enzyme
defect leads to lysosomal and extra-lysosomal accumu-
lation of glycogen in striated muscles with disorganiza-
tion of myofibrillar architecture and loss of function of
the muscle cell [17,21-23]. In addition, disturbed
autophagy contributes to the muscle pathology and
autophagic vacuoles (AV) are frequently present in
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muscle biopsies from patients with Pompe disease
[21,24-29]. ERT leads to glycogen clearance in skeletal
muscle from the individuals with IOPD and LOPD. Nev-
ertheless, severely abnormal microscopic findings in
skeletal muscle at the start of therapy are associated
with a worse clinical outcome [21,22,29,30]. Also,
muscle pathology can progress even on ERT, a phe-
nomenon, which is not well understood. The aim of
the present study was to analyse the muscle morphol-
ogy of 53 patients with LOPD in detail and compare
these findings with the clinical data. Histopathological
changes were correlated with individual genotypes in
37 patients. To our knowledge, this is the largest
cohort of detailed muscle biopsy analysis in LOPD, and
individual correlation of detailed muscle morphology
with the GAA genotype has not been described before.

Materials and methods

Patients

Patients with LOPD who underwent a muscle biopsy
were included in this study. In all 53 patients, a muscle
biopsy was taken for diagnostic purposes before ERT
was started. Muscle biopsy location was chosen based
on the presentation of the myopathy
(Table S1). The diagnosis of Pompe disease was con-
firmed by a reduction in GAA enzyme activity and/or
genetic testing. We included all available muscle biopsy
tissue samples from confirmed Pompe patients though
the German Neuromuscular centre network. The
patients have been seen and examined at different
Pompe centres in Germany and resin embedded muscle
tissue and cryosections were provided from the associ-

clinical

ated laboratories. Clinical data were collected retrospec-
tively. Data on enzyme activity levels were available in
26 patients with samples derived from either dried
blood spot or muscle tissue. The GAA enzyme activity
levels were stated as the percentage of normal values.
The GAA mutations were available for 37 patients and
expected effects were categorized according to the



Pompe Disease Mutation Database as potentially mild,
severe or unknown phenotype (Table 1) [4]. Clinical
data on the duration of symptoms prior to biopsy were
available in 30 patients. Serum creatine kinase (CK) at
the time of biopsy was available in 39 patients
(Table S1).

Muscle pathology analysis

Resin sections and transmission electron
microscopy Small samples were taken from open
muscle biopsies and fixed in 4% glutaraldehyde/

Table 1. Mutations in GAA in 37 patients were matched and
ranked according to the Pompe Disease Mutation Database
(http://www.pompevariantdatabase.nl/)

Patient Allele 1 Allele 2

P3

P17
P24
P30

P29
P23
P27
P14
P40
P53

Red = severe; blue = mild; grey = unknown clinical phenotype.
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0.4MPBS and processed
procedures. One to two pm semithin sections were cut
from resin embedded tissue and stained with Periodic
acid-Schiff (PAS) and 2%-p-phenyldiamine (PPD) [21].
Morphometric analysis of glycogen accumulation, large
empty vacuoles (LEV) and pathology score were
performed on PAS-stained resin sections using a light

according to standard

microscope equipped with a motorized stage and digital
camera with newCAST software as described before
[21]. In brief, the section was delineated and a point
grid containing 256 crosses was projected to each field
of view. For estimating glycogen deposits and LEV, the
area below the points were graded as PAS positive,
PAS negative or LEV and estimated as percentage of
total area [%/muscle fibre (MF)]. For estimating the
muscle score, area below the points were graded from
0 to 5 according to the previously described criteria
(grade O = normal, grade 1 = small PAS + vacuoles,
grade 2 = medium PAS + vacuoles, grade 3 = larger
PAS + vacuoles with myofibrillar disruption, grade
4 = larger PAS + vacuoles and LEV with myofibrillar
disruption, grade 5 = LEV with myofibrillar disruption)
(Figure S1A-C). A morpho-score was calculated (x%
gradeO x 0) + (x%gradel x 1) + (x%

grade2 x 2) + (x%grade3 x 3) + (x%

grade4 x 4) + (x%grade5 x 5)/100 from these
findings expressed in grade 1-5 with O as lowest grade
demonstrating normal morphology [21].

Muscle fibres with AV (vacuoles with dark inclu-
sions) were analysed on PPD stained resin sections as
percentage of all MFs. Additionally, the degree of fibro-
sis was estimated semi-quantitatively on PAS stained
resin sections and rated from normal (0) to severe (3)
(Table S2). For contrast in transmission electron micro-
scopy (TEM), ultrathin sections were treated with 3%
lead citrate-3H,0 with a Leica EM AC20 (ultrastain Kit
I, Leica Microsystems, Wetzlar, Germany) and exam-
ined at a Zeiss EM109 TEM (Carl Zeiss Microscopy
GmbH, Jena, Germany) equipped with a sharp eye digi-
tal camera.

and
immunofluorescence microscopy In a smaller cohort
(n=22),
additional enzymatic and immunohistological staining
for autophagy and lysosomal markers. Unfixed tissue
was snap frozen and 6 um cryosections were stained for

Histochemical, immunohistochemical

unfixed muscle tissue was available for

the lysosomal enzyme, acid phosphatase according to
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standard  procedures [31]. Immunohistochemical
analysis was performed on cryosections using a Bench
Mark XT automatic staining platform (Ventana,
Heidelberg, with the following primary
antibodies: mouse monoclonal  anti-microtubule-
associated protein 1A/1B-light chain 3 (LC3) (0231-
100/LC3-5F10, nanoTools, 1:100, Teningen,
Germany); mouse monoclonal anti-p62 (610832, BD
Biosciences, 1:500, Franklin Lakes, NJ, USA). The
following  primary antibodies were used for
immunofluorescence: mouse monoclonal anti-desmin
(M076029-2, Agilent, 1:100, Santa Clara, CA, USA);
rabbit polyclonal anti-Bcl2-associated athanogene 3
(BAG3) (10599-1-AP, Proteintech, 1:500, Manchester,
UK). The secondary antibodies were: Alexa Fluor 568
goat anti-rabbit IgG (Life Technologies, 1:100, Carlsbad,
CA, USA) and Alexa Flour 488 goat anti-mouse (Life
Technologies, 1:500). The sections were mounted with
Fluoroshield mounting medium with DAPI (Abcam,
Cambridge, UK) and examined using a Nikon Eclipse
80i or Leica DM2000 fluorescence microscopes. The
intensity of acid phosphatase staining was estimated
semi-quantitatively and rated from normal or absent (0)
to strong (4), LC3 and p62 was estimated semi-
quantitatively and rated from normal or absent (0) to
strong (3).
against desmin and BAG3 were estimated for BAG3

Germany)

Muscle sections stained with antibodies

positive inclusions and rated from absent (0) to strong
(3).
Statistics Correlations between the morphological
score and clinical data and autophagy markers were
analysed by calculating the Spearman rank correlation
coefficient to asses a possible linear association between
two variables. To analyse differences between the
genetic combination with regard to score, age and
GAA enzyme activity Kruskal-Wallis-test was used.
Data were analysed using the R software package
(version 3.4.3 for Windows; https://CRAN.R-project.
org, R Core Team, [51]).

Results

Patients

Muscle biopsy specimens from 29 (55%) male, age at
biopsy varying between 16-78 years (median 46 year),
and 24 (45%) female patients, age at biopsy between
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14-72 year (median 42 year), were analysed. The dis-
tribution of gender and age in this study was similar to
those in other studies [29]. Patients were 14—78 years
of age (n = 53, median 44 year) at time of biopsy, with
n =29 (55%) between 30 and 50 years. Disease onset
was at 8-73 years (n = 33; median 39 year) with a
diagnostic delay to the time of biopsy and disease dura-
tion of 0-26 years (n = 33, median 5 year) (Figure 1A
and Table S1).

Muscle pathology

Morpho-score  The analysis of the muscle biopsies
(n=53) showed high variability in the morpho-score
[0.59 (0.07-3.77)], glycogen accumulation [4.73
(0.24-44.62) PAS+ %/MF], LEV [0.06 (0-10.09)
LEV%/MF] and AV [n = 48, 2.68 (0-27.56) AV%/MF].
Forty patients (75%) showed <10% PAS/MF glycogen
accumulation and 68% (36/53) a low morpho-score
(<1) (Figure 1B and Table S2).

The morpho-score significantly correlated with fibro-
sis  (Spearman’s p = 0.46; P =0.0006) showing
remodelling of connective tissue in severe stages. The
analysis of AV showed a significant positive correla-
tion with the morpho-score (Spearman’s p = 0.34;
P =0.0173), highlighting the role of autophagy dur-
ing muscle pathology progression. The morpho-score
significantly correlated with glycogen accumula-
tion (PAS) (Spearman’s p = 0.86; P < 0.0001) and
LEV (Spearman’s p = 0.35; P =0.01) as was to be
expected since both parameters are included in the
morpho-score (Figure 2).

TEM Samples with different degrees of pathology were
examined at the ultrastructural level. Muscle biopsies
with a low morpho-score mainly showed lysosomal
glycogen and normal
(Figure 3A,C.E). Biopsies with high morpho-scores
showed massive lysosomal and non-lysosomal glycogen
deposits with sarcomere disorganization (Figure 3B,D,
F). Additionally, AV were more prominent in biopsies
with high morpho-scores, often accompanied by
abnormal mitochondria with increased variation of size
and disruption of cristae structure (Figure 4A-F). In
many biopsies with low morpho-scores, in addition to
lysosomal glycogen, intermyofibrillar glycogen was
present (Figure 5A,B). In biopsies with higher scores,
extra-lysosomal glycogen surrounding lysosomes was

sarcomeric  architecture
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Figure 1. Analyses of clinical data compared to muscle morphology.

Patients analysed are equally distributed in gender (male 55%) with

no difference at age at biopsy. The age at symptom onset varies from 8 to 73 years (median 39 year) and age at biopsy from 14 to

78 years (median 44 year) with a duration of symptoms before biopsy of 0-26 years (median 5 year) (A). The majority of patients are
between 30-50 years old and have glycogen accumulation < 10 PAS%/muscle fibre (MF) (75%) and a low morpho-score < 1 (68%)
without differences in muscle morphology between different age groups (B). The superimposed box and whisker plots have been
constructed using the quartiles and medians (solid horizontal line within the boxes). The lines add 1.5 times the interquartile range (IQR)
to the 75th percentile or subtract 1.5 times the IQR from the 25th percentile and are expected to include 99.3% of the data. They are
surrounded by violin plots showing the density distribution of the values.

often seen in combination with autophagosomes with
double layered membranes and autophagic material
(Figure 5C,D).

Enzymatic staining for acid phosphatase and expression of
antibodies against autophagy markers p62, LC3
BAG3 Staining intensity of acid phosphatase and
expression of autophagy markers LC3 and p62 in 22

and

© 2019 British Neuropathological Society

muscle biopsies showed a stronger upregulation in
muscle biopsies graded with a higher morpho-score
and increased AV. The analysis of the morpho-score
showed a significant positive correlation with p62
(Spearman’s  p=0.48; P=0.031) and acid
phosphatase  (Spearman’s p = 0.70; P = 0.0006)
compatible with increased autophagy during Pompe
disease progression (Figure S2A,B and Table S3).
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Figure 2. Correlation matrix of morpho-score, glycogen accumulation, large empty vacuoles (LEV), autophagic vacuoles (AV) and
fibrosis obtained from the muscle biopsies. For estimating the muscle pathology PAS and 2%-p-phenyldiamine stained resin sections were
analysed by a recently established morpho-score. Upper triangular part of the matrix shows the Spearman correlation coeflicients
(Spearman’s rho with significance levels associated to a symbol (P-values: ***<0.001, **<0.01, *<0.05) or conditional (split according to
levels) boxplots. The distribution of each variable is shown on the diagonal (green). Lower triangular part of the matrix shows the
bivariate scatterplots (green) with a fitted line (black) and the confidence interval of the line (grey) or histograms were separated
according to levels. The morpho-score significantly correlates with fibrosis and AV showing remodelling of connective tissue and

increased autophagy during muscle pathology progression (bold).

Double immunofluorescent staining against Z-band
proteins desmin and BAG3 was performed at 22 biop-
sies. In the majority of biopsies, small BAG3 positive
aggregates were present mainly in the core of well-pre-
served fibres and were increased in biopsies of high
p62 and LC3 expression. In comparison, in MFs with
large vacuoles (LEV), there was co-expression of desmin
and BAG3 in the peripheral area reflecting remnants of
Z-band structures and no BAG3 positive inclusions
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were detected. At TEM, large autophagosomes were
mainly seen in the core of MFs with normal sarcomere
structures whereas they were not present in MFs with
abundant LEV (Figure S4). These findings suggest that
BAG3 plays a role in early, but not late stage in the
single MF pathology. Interestingly, one patient (P28)
with a high number of AV showed high expression of
LC3, p62 and BAG3 consistent with increased autop-
hagy even at a moderate score (0.38) and glycogen
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Figure 3. Muscle biopsy specimens from two patients with different grade of muscle pathology. P16 demonstrates a low morpho-score of
1.02 with moderate increased spectrum of muscle fibre (MF) diameters without endomysial fibrosis (PAS%/MF = 7.04, LEV = 0.48 and
AV = 0.45) (A). On ultrastructural analysis, P16 shows lysosomal glycogen and small extra-lysosomal glycogen deposits (C). The
sarcomere architecture is mostly well organized with only a few dispersed Z-bands and marginal mitochondrial pathology with
aggregation and deranged cristae (E). P30 shows a high morpho-score of 2.23 with increased MF size variation and pronounced
endomysial fibrosis (PAS%/MF = 19.29, LEV%/MF = 3.41 and AV%/MF = 27.56) (D). On ultrastructural analysis, P30 shows lysosomal
and extra-lysosomal glycogen (D) with disorganization of the sarcomeric structures with Z-band streaming (F) (A,B: PAS stained resin
sections). (PAS, Periodic acid-Schiff; LEV, large empty vacuoles; AV, autophagic vacuoles).

accumulation (4.19%). The biopsy was taken at
14 years of age (the youngest patient in the study)
with the GAA mutations c.-32-13T>G, ¢.1822C>T (Fig-
ure S3 and Table S3).

Muscle pathology and clinical findings The morpho-score
showed no significant correlation with the age at
biopsy, disease duration (years from first symptoms to
biopsy) and GAA enzyme activity (n = 26), 18% (3.8—
39%) (P> 0.3) and CK levels [n = 39, median 536,
(96-1767 U/I)] CK levels showed a significant negative
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correlation with the age at biopsy
p = —0.54; P = 0.0004) (Figure 6).

(Spearman’s

Genotype,
type In 37 patients, 26 known pathogenic mutations
in GAA were detected. Among those, the majority
(95%) were the common splice site mutation c.-32-
13T> G, followed by the deletion mutation c.525delT
(19%). Other mutations were ¢.1655T>C (8%).
c.1478C>T (5%). ¢.118C>T (5%) and c.794delG (5%).
The most common combination (n =7, 19%) was c.-

clinical phenotype and muscle morphology
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500 nm

Figure 4. Estimation of glycogen accumulation and AV in muscle biopsy specimens from a patient with a high morpho-score. Disturbed
autophagy is a hallmark of Pompe discase and AV increase with the morpho-score and glycogen accumulation. On resin sections,
autophagy can be estimated by the amount of the AV and LEV. Patient (P2) with a high morpho-score of 3.77 with an abundant
glycogen accumulation (PAS%/MF = 44.6%), vacuoles (AV = 18.43, LEV = 10.09), and endomysial fibrosis (grade 2): pronounced
muscle pathology and massive glycogen accumulation in PAS-stained sections (A) with prominent AV detectable in PPD stained sections
with dark inclusions (B). Transmission electron microscopy shows AV containing myelin-like structured debris (C,D), and are located
adjacent to the sarcomeres or massive glycogen deposits (C.E). Mitochondria are focally accamulated and swollen with disrupted internal
cristae structures (F). (PAS, Periodic acid-Schiff; LEV, large empty vacuoles; AV, autophagic vacuoles: PPD, p-phenyldiamine).

32-13T>G together with ¢.525delT. In three patients
(8%), only a single mutation on one allele was
identified (Figure 7 and Table 1).

We were interested in comparing genotype data to
the clinical phenotype and muscle morphology data.
Therefore, the mutations in GAA were ranked accord-
ing to the Pompe Disease Mutation Database (http://
www.pompevariantdatabase.nl/) as ‘severe’ (very sev-
ere mutation), ‘mild" (potentially less severe mutation)
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or ‘unknown’ phenotype [2—4]. Applying this ranking
clustered the patients into six different groups (score
and age shown as medians): patients with two muta-
tions predicted to be ‘mild" [n = 11, score: 0.53 (0.07—
29), n=9 age of onset: 43 year (15-73 year)],
patients with one mutation predicted to be ‘mild" and
one to be ‘severe’ [n =18, score 0.70, 0.14-2.23,
n =15, age of onset, 36 (13-55 year)], patients with
one mutation predicted to be ‘mild” and one ‘unknown’



Muscle phenotype in LOPD 9

Figure 5. Lysosomal and extra-lysosomal glycogen deposits and autophagosomes at transmission electron microscopy. Muscle biopsy
P47 with a moderate score = 1.59 and glycogen accumulation of PAS%/MF = 30.1% shows frequent extra-lysosomal glycogen with no
severe disturbance of sarcomeric structures (A,B). Muscle biopsy from P30 with a high score = 2.23 with frequent enlarged glycogen
containing lysosomes, extra-lysosomal glycogen and large autophagosomes (C,D) (Lys, lysosome; AP, autophagosome).

[n =3, score 0.37 (0.13-1.57), n= 3, age of onset:
43 year (27-58 year)| and patients with one mutation
predicted to be ‘mild” only [n =2, score 1.39 (0.94—
1.84), age of onset 22 year (12-32 year)], patient with
one ‘unknown’ and one predicted to be ‘mild" (n =1,
score (.71, age of onset 55 year) and ‘unknown’ muta-
tion at one allele (n =1, score 0.87, age at onset
49 year) (Table 1 and Figure 7). The ranked means of
the allele combinations for morpho-score, disease onset
and GAA enzyme levels were equally distributed as the
p-values did not meet statistical significance (P > 0.4).
In particular, the ranked means of the most common
combination of mutation c¢.-32-13T>G; c¢.525delT
[n =7, score 0.94, 0.14-2.23; age of onset: 45 year,
(20-55 year)] for score, disease onset and GAA enzyme
levels were equally distributed compared to mutation
combination c¢.-32-13T>G and other [n = 28, score:
0.59 (0.07-2.9), n = 22, age of onset: 39 year (13—
73 year)] and combination non c.-32-13T>G and other
[n =3, score 0.87 (0.71-1.57), n =2, age of onset:
33.5 year (27-40 year)] (Figure 7).
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Additionally, no significant differences were detect-
able analysing the vacuoles (AV or LEV) with respect
to the GAA genotype (Figure S5).

Discussion

Investigation of muscle biopsies gives a great opportu-
nity to analyse disease pathogenesis and may add to
the understanding of the broad clinical variability in
LOPD. The aim of our study was a detailed analysis of
muscle morphology from a large cohort of patients
with LOPD before the start of ERT and comparison of
these findings to the clinical, laboratory (GAA enzyme
activity, CK levels) and pathogenic variants in GAA.
For grading the muscle pathology, we used a mor-
pho-score, which we had already established on resin
embedded biopsies from patients with IOPD [21]. The
morpho-score includes, in addition to glycogen accu-
mulation, myofibrillar disruption and LEV as a feature
of disturbed autophagy. In IOPD patients, a lower score
reflecting less pathology is associated with a better
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Figure 6. Correlation matrix of morpho-score, age at biopsy, disease duration, creatine kinase (CK) and alpha 1,4-glucosidase (GAA)
residual enzyme activity obtained from the patients. Upper triangular of the matrix shows the Spearman correlation coefficients
(Spearman’s p) with significance levels associated to a symbol (P-values: ***<0.001, **<0.01, *<0.05). The distribution of each variable is
shown on the diagonal (red). Lower triangular part of the matrix shows the bivariate scatterplots (red) with a fitted line (black) and the
confidence interval of the line (grey). The morpho-score shows no significant correlation with clinical symptoms and GAA residual
enzyme activity, CK levels are significantly negative correlated with the age at biopsy.

response to ERT with recombinant GAA, whereas showing a worse response to therapy in patients with
patients with a high morpho-score have a limited ERT severely damaged MFs with worse pathology indicating
response [21]. The data are in line with other reports the need for early therapy in patients with minor

Figure 7. Analyses of alpha 1,4-glucosidase (GAA) mutations compared to muscle morphology and clinical data. Boxplots of the
individual morpho-score to GAA mutation combination. The combinations for each subject are shown as points, and the box and whisker
plots show the quartiles and medians (solid horizontal line within the boxes). The whiskers add 1.5 times the interquartile range (IQR) to
the 75th percentile or subtract 1.5 times the IQR from the 25th percentile. According to the Pompe Disease Mutation Database,
mutations were ranked as mild (potential less severe mutation); severe, (very severe mutation); unknown, (unknown mutation) and no
single nucleotide polymorphism (SNP). The global differences between the individual scores to mutation combination did not meet
statistical significance (P > 0.1). The ranked means of the GAA allele combinations for (A) morpho-score, (B) disease onset and (C) GAA
residual enzyme activity are equally distributed.
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pathology [30]. But even early therapy does not predict
a good clinical outcome in all patients [10,32,33].
However, the underlying reason why the efficiency of
therapy is restricted is not fully understood. Here, we
translate this morpho-score to the muscle analysis in
LOPD. Although, muscle pathology in LOPD patients
has been reported earlier, our cohort encompasses the
highest number of tissue specimens investigated in
detail so far [17,22,23,29]. In our study, LOPD muscle
biopsy samples show a high variability in muscle mor-
phology. Interestingly, 75% of the specimens have
minor muscle damage with a glycogen accumulation of
<10% and a morpho-score below grade 1. On average,
the morpho-score is much lower in LOPD compared to
10PD, which shows muscle pathology before the start
of ERT with scores up to 4, as expected by a higher
residual GAA enzyme activity in LOPD [17,21]. Muscle
biopsies from LOPD patients can show a subtle pathol-
ogy and sometimes are graded as unspecific on PAS
stained cryosections [34]. In the present study,
although in four patients the morpho-score was low,
glycogen containing vacuoles were present in all of
them on PAS-stained resin sections.

Treatment with recombinant GAA leads to decreased
intra-lysosomal glycogen accumulation [35]. In our
study even in muscle biopsy specimens with a low mor-
pho-score, extra-lysosomal glycogen was detectable, but
without major disruption of the sarcomeric structure.
Whereas high morpho-scores were associated with
large extra-lysosomal glycogen deposits and severe sar-
comeric disorganization. The morpho-score and glyco-
gen accumulation correlated with increased endomysial
fibrosis, informing about severe stages of muscle dam-
age with increased connective tissue replacement.
Recently, analyses of glycogen clearance in LOPD mus-
cle samples showed that free extra-lysosomal cytoplas-
mic glycogen persisted in post-treatment biopsy
specimens, suggesting that ERT treatment may have
been introduced too late, but neither fibrosis nor sar-
comeric disorganisation was described [22].

The age and gender distribution of our cohort reveals
a median age of 41 years, 55% of patients were male
patients and a diagnostic delay of 5 years, consistent
with other reports [9,17,29]. Correlating muscle
pathology with disease duration shows that patients
with longer disease duration do not have more severe
muscle tissue damage. These data underscore the clini-
cal heterogeneity and indicate that additional factors
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may contribute to disease progression and severity.
Interestingly, serum CK levels were lower in older
patients, possibly related to disease associated muscle
atrophy.

In mechanically strained striated MFs, autophagy is
an important process for normal cell function, and dys-
function of autophagy plays a major role in disease
progression in lysosomal myopathies [24,36]. In Pompe
disease, autophagy is impaired with autophagic buildup
of various degree in both IOPD and LOPD showing
large vacuoles and increase of autophagy markers, LC3
and p62, which might accelerate the muscle damage
[37-39]. Large vacuoles and large glycogen deposits
remain unchanged on ERT treatment, whereas a reduc-
tion in glycogen is associated with a reduction in vac-
uolated fibres [29].

Therapeutic benefits by modifying autophagy in
Pompe disease have been demonstrated in several ani-
mal models [40-43]. In our study, buildup of autop-
hagy showed a significant positive correlation with the
morpho-score and glycogen accumulation, highlighting
the role of autophagy in severe stages of LOPD muscle
pathology. The autophagic markers, LC3 and p62 cor-
related with the lysosomal enzyme acid phosphatase
and were increased in muscle biopsies with more severe
pathology. Tension induced accumulation of proteins
in skeletal MFs are degraded by chaperone-assisted
selective autophagy in which the co-chaperone BAG3
plays an important role [44]. Interestingly in our study.
small BAG3 positive inclusions were present mostly in
the core of preserved MFs suggesting that BAG3 is
involved in early events and not at late stage pathol-
ogy. BAG3 has been found to be located inside
autophagosomes and triggers the autophagy of ubiqui-
tinated clients [45], which is in line with large
autophagosomes found at ultrastructural analysis in
MFs in our study. These observations also fit well with
autophagic buildup observed in the core of the MFs in
GAA mice [37]. The autophagic buildup seems to dis-
rupt sarcomere structure and leads to loss of muscle
force rather than buildup of glycogen filled lysosomes
[46]. Further studies are necessary to investigate the
role of BAG3 in the autophagic process in Pompe dis-
ease in more detail.

Countries with new-born screening for Pompe dis-
ease are increasing and in addition, to the early genetic
diagnosis of [OPD, a large number of mutations in GAA
associated with LOPD are being detected and are of an



uncertain clinical outcome [47,48]. Over 500 different
pathogenic GAA mutations are known and affected
individuals show high phenotypic variability despite
sharing the same GAA mutations, even within a family
[3.7.32]. Until now, only a few factors such as angio-
tensin enzyme polymorphisms have been reported to
modify the individual Pompe disease phenotype [5].
The ¢.-32-13T>G mutation is the most common GAA
mutation in Europe. In individuals with compound
heterozygous mutations, disease manifestation may be
highly variable regarding both age of onset and initial
symptoms [4,6,7,16,49,50]. In our cohort of 37 Ger-
man LOPD patients, 95% are compound heterozygous
with the ¢.-32-13T>G mutation on one allele, and
show symptom onset at a mean age of 39 years (12—
73 year), consistent with published data [4]. The high
variability of mutations affecting the second allele, with
the most common combination being with c¢.525delT
in 19% in our patients along with several other less
common mutations, makes correlative analysis difficult.
Our analysis does not show differences in the morpho-
score or disease onset between different allele combina-
tions. Therefore, we ranked the phenotype of the muta-
tions according to the Pompe mutation database. We
studied different allele combinations to elucidate
whether patients with different combinations had dis-
tinct clinical features, ages of onset or muscle pathol-
ogy [2]. The majority of the LOPD patients had a
combination of a mild with a severe GAA (49%). How-
ever, clinical findings and muscle morphology do not
relate to the genetic findings in the investigated patient
group. Therefore, a genotype—phenotype correlation
cannot be defined.

Conclusion

The detailed analysis of muscle morphology in a large
cohort of patients with LOPD reflects high variability of
muscle tissue damage. This variability is accompanied
by moderate glycogen accumulation and a low mor-
pho-score in most patients. High morpho-scores are
associated with increased fibrosis and autophagy. This
highlights the role of autophagy in severe stages of
muscle tissue damage. Comparing muscle morphology
and genetic findings reveals no meaningful genotype—
phenotype correlations. This emphasises the putative
relevance of yet unknown genetic modifiers indepen-
dent of the GAA mutational spectrum. Transcriptomics,
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proteomics and metabolomics studies need to be per-
formed to address these open questions.
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Supporting information

Additional Supporting Information may be found in the
online version of this article at the publisher’s web-site:

Figure S1. For estimating the morpho-score Periodic
acid-Schiff (PAS) stained resin sections were graded
from O to 5: grade O = normal, grade 1 = small
PAS + vacuoles, grade 2 = medium PAS + vacuoles,
grade 3 = larger PAS + vacuoles with myofibrillar dis-
ruption, grade 4 = larger PAS + vacuoles and large
empty vacuoles (LEV) with myofibrillar disruption,
grade 5 = LEV with myofibrillar disruption (A). Muscle
sections show muscle fibres with different grading close
to each other (B,C). (A-C: PAS stained resin sections,
magnification x 400).

Figure S2. Staining intensity of acid phosphatase and
expression of autophagy markers microtubule-associ-
ated protein 1A/1B-light chain 3 and p62 in patients
with different morpho-scores. Muscle biopsies with a
higher morpho-scores shows increased expression com-
pared to muscle biopsies with a lower score (A). Corre-
lation matrix of score, Periodic acid-Schiff’ (PAS), large
empty vacuoles (LEV), autophagic vacuoles (AV) and
fibrosis obtained from the muscle biopsies. Upper trian-
gular part of the matrix shows the spearman correla-
tion coefficients (Spearman’s rho with significance
levels associated to a symbol (P-values: ***<0.001,
**<0.01, *<0.05). The distribution of each variable is
shown on the diagonal (blue). Lower triangular part of
the matrix shows the bivariate scatterplots (blue) with
a fitted line (black) and the confidence interval of the
line (grey) The morpho-score shows a significant posi-
tive correlation with p62 and acid phosphatase com-
patible with increased autophagy and lysosomal
activity during muscle pathology progression (B).
Figure S3. With double immunofluorescent staining
against Z-band proteins desmin (green) and Bcl2-associ-
ated athanogene 3 (BAG3) (red) small BAG3 positive
inclusions in the core of muscle fibres (MFs) can be
detected mostly in well-preserved MFs and are
increased in muscle biopsies with high expression of
microtubule-associated protein 1A/1B-light chain 3
and p62. In vacuolated fibres sarcomeric remnants
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show co-expression of desmin and BAG3 (yellow) and
no larger BAG3 positive inclusions.

Figure S4. Ultrastructural analysis of muscle biopsies in
which immunofluorescence staining against Bcl2-asso-
ciated athanogene 3 (BAG3) was performed: large
autophagosomes are located mainly in the muscle fibre
(MF) core. Only focal loss of Z-bands is noted at higher
magnification accompanied by swollen microtubules,
small vacuoles and intra- and extra-lysosomal glycogen
(P53). In single MFs with more severe sarcomere disar-
ray or large areas of glycogen accumulation no
increased large autophagosomes are present (P33,
P41). Muscle fibres with upregulation of microtubule-
associated protein 1A/1B-light chain 3 expression show
increased numbers of large autophagosomes (P30).
Figure S5. Analyses of alpha 1.4-glucosidase (GAA)
gene mutations compared to muscle morphology and
clinical data: Boxplots of the individual morpho-score
to GAA gene mutation combination. The combinations
for each subject are shown as points, and the box and
whisker plots show the quartiles and medians (solid
horizontal line within the boxes). The whiskers add 1.5
times the interquartile range (IQR) to the 75th per-
centile or subtract 1.5 times the IQR from the 25th
percentile. The global differences between the individ-
ual scores to mutation combination did not met statisti-
cal significance (P > 0.1). According to the Pompe
Disease Mutation Database mutations were ranked as
mild (potential less severe mutation); severe, (very sev-
ere mutation); unknown, (unknown mutation) and no
single nucleotide polymorphism (SNP) (AV, autophagic
vacuoles; LEV, large empty vacuoles). No significant dif-
ferences are detectable analysing the vacuoles (AV or
LEV) with respect to the GAA genotype.

Table S1. Clinical data and genetic background of the
patients with late onset Pome disease.

Table S2. Morphological data of the patients with late
onset Pome disease.

Table S3. Analysis of autophagy markers in patients
with late onset Pome disease.
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weder unmittelbar noch mittelbar geldwerte Leistungen fiir Arbeiten
erhalten haben, die im Zusammenhang mit dem Inhalt der vorgelegten
Dissertation stehen, oder habe diese nachstehend spezifiziert. Die
vorgelegte Arbeit wurde weder im Inland noch im Ausland in gleicher oder
dhnlicher Form einer anderen Priifungsbehorde zum Zweck -einer
Promotion oder eines anderen Priifungsverfahrens vorgelegt. Alles aus
anderen Quellen und von anderen Personen libernommene Material, das in
der Arbeit verwendet wurde oder auf das direkt Bezug genommen wird,
wurde als solches kenntlich gemacht. Insbesondere wurden alle Personen
genannt, die direkt und indirekt an der Entstehung der vorliegenden Arbeit
beteiligt waren. Mit der Uberpriifung meiner Arbeit durch eine
Plagiatserkennungssoftware bzw. ein internetbasiertes Softwareprogramm

erklare ich mich einverstanden.*

Ort, Datum Unterschrift
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