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1 Einleitung

Der Troponinkomplex ist Teil des dinnen Filamentes der kontraktilen Einheit der
Skelett- und Herzmuskulatur (46, siehe Abbildung 1). Der Troponinkomplex
besteht aus drei Proteinuntereinheiten, die mit den Buchstaben C, T und |

bezeichnet werden (135).

TnC

Abbildung 1: Struktur eines dinnen Filamentes. Anordnung von Tropomyosin
(Tm), Troponin (TnC, Tnl und TnT) und F-Aktin (42).

Troponin C bindet bis zu vier Calciumionen, die bei nervaler Stimulation aus dem
Sarkoplasmatischen Retikulum freigesetzt werden, und hebt dadurch die
hemmende Funktion von Troponin | auf. Troponin | verhindert die Briickenbindung
von Aktin und Myosin, wenn der Muskel nicht nerval stimuliert wird (5, 46).
Troponin T verbindet den Troponinkomplex mit Tropomyosin und transformiert die
calciuminduzierte Konformationsanderung auf das dinne Filament. Aul3erdem ist
es essentiell wichtig fur die calciumregulierte ATPase Aktivitat der Myofibrillen.

Es konnen drei verschiedene Isoformen von Troponin T und | unterschieden
werden, wobei zwei Isoformen im Skelettmuskel (slow-twitch und fast-twitch) und
eine Isoform im Herzmuskel (kardial) exprimiert wird (139). Fur Troponin C
existieren nur zwei Isoformen. Die Herzisoform ist identisch mit der slow-twitch
Skelettmuskelisoform (9, 136, 109, 50). Jede Isoform wird von einem eigenen Gen

kodiert, wobei die Expression muskelfaserspezifisch stattfindet (49, 37, 99).
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Im Gegensatz zu anderen Multigen-Familien gehen die Skelettmuskel- und
Herzmuskelproteine des Troponins nicht durch alternatives Splicen verschiedener

Exons aus einem einzigen Gen hervor (110).

Durch die Entwicklung von monoklonalen Antikdrpern gegen die kardialen
Isoformen von Troponin T (cTnT) und Troponin | (cTnl) ist es moglich, diese
Isoformen mit kommerziell erhaltlichen Immunoassays quantitativ im Serum zu
messen. Sie sind zuverlassige klinisch-chemische Parameter in der Diagnose von
Myokardschadigungen. Auch minimale Herzmuskelschadigungen, die mit anderen
klinisch-chemischen und klinischen Parametern noch nicht nachgewiesen werden
konnen, werden von diesen beiden Parametern erfasst, so dass z.B. bei Patienten
mit instabiler Angina pectoris eine Risikostratefizierung méglich ist (79, 91, 12, 81).
Dagegen ist cTnC kein moglicher herzspezifischer Marker fur die laborchemische
Diagnostik, weil es auch im erwachsenen slow-twitch Skelettmuskel exprimiert
wird (22).

Diese Tatsache ist von grof3er Bedeutung, da ischamische Herzerkrankungen an
erster Stelle in der Mortalitatsstatistik stehen. In 20 — 40% aller Herzinfarkte ist das
EKG unauffallig, so dass die Diagnose mit Hilfe klinisch-chemischer Kenngré3en

im Blut gestellt werden muss (101).

Obwohl cTnT ein sensitiver Marker fir den Herzinfarkt ist, werden in mehreren
Studien erhdhte Werte bei Patienten ohne Herzbeteiligung beschrieben, ahnlich
wie fir die unspezifischen Myokardmarker CK, CK-MB (15) und Myoglobin (91):

- bei polytraumatisierten Patienten mit Verletzungen der Skelettmuskulatur oder
Rhabdomyolyse (91, 79, 89),

- bei Patienten mit verschiedenen Skelettmuskelerkrankungen wie z.B.
Sklerodermie, Polymyositis, Dermatomyositis und Duchenne’scher
Muskeldystrophie (15, 78, 29, 84, 112),

- bei Patienten mit chronischem Nierenversagen und Dialyse (36, 77, 85, 61,
105, 18, 143), besonders bei Diabetikern (86).

Der Grund fur diese falsch positiven Werte konnte in unspezifischen Reaktionen
oder in einer Kreuzreaktivitat der Antikorper mit Skelettmuskel-TnT liegen (144).
Die Kreuzreaktivitatt mit SMTnT wird mit weniger als 2% fur den

8



Erstgenerationsassay beschrieben (9, 80), und spielt fur den weiterentwickelten
Zweitgenerationsassay keine Rolle (<0,1%) mehr (102). Folglich ist die
Unspezifitat nicht durch eine immunologische Kreuzreaktivitat bedingt (79).

Es sind auch andere Griunde fur die falsch positiven Ergebnisse denkbar.
Moglicherweise stammt das gemessene cTnT aus dem Herzmuskel infolge einer
die Myopathie oder das Nierenversagen begleitenden stummen Kardiomyopathie
(86). Eventuell wird auch cTnT nach dem gleichen Muster wie fiur die B-
Untereinheit des Enzyms CK-MB beschrieben freigesetzt (83). Diese wird von
verletzten Skelettmuskelzellen reexprimiert, nachdem sie bereits im embryonalen
Skelettmuskel exprimiert wird (136), wahrend der weiteren Entwicklung jedoch
reprimiert und durch die M-Untereinheit ersetzt wird (73, 95).

Im Gegensatz zu den erhéhten Werten von cTnT bei Patienten mit Myopathie oder
mit Niereninsuffizienz ist cTnl bei diesen Patienten nicht erhoht (2, 137, 25, 143,
97, 89, 68). Auch bei Verletzungen der Skelettmuskulatur sind die Werte von cTnl
nicht erhéht, verglichen mit erhéhten CK-MB und Myoglobin-Werten, die aus dem
Skelettmuskel freigesetzt werden (9, 112, 20, 131, 133). CTnl ist wahrend der
Ontogenese, der neonatalen Entwicklung oder beim Erwachsenen nicht im
Skelettmuskel nachweisbar, auch nicht bei Regeneration nach akuter oder
chronische Schadigung des Skelettmuskels (3, 100, 25, 40). Somit scheint dieser
Parameter dem c¢TnT in seiner diagnostischen Aussagekraft Uberlegen,
insbesondere bei Patienten mit moglicher ,unspezifischer cTnT-Erhéhung®.

Allerdings sind die bisher verfligbaren Assays zur cTnl-Bestimmung im unteren
Messbereich zu unspezifisch im Vergleich zum verfugbaren cTnT-Assay. Auf
Grund dieser geringeren Empfindlichkeit der cTnl-Assays kénnten diese negativen
Ergebnisse auch ,falsch negative® Messwerte sein. Ein minimaler Herz-
muskelschaden wird also deshalb vom eingesetzten cTnl-Assay nicht erkannt,

weil der Assay in diesem tiefsten Messbereich nicht korrekt messen kann.



2 Physiologie und Pathophysiologie

2.1 Muskelphysiologie

Die Skelettmuskelzelle ist eine Faser, die zu 86% (43) aus Myofibrillen besteht.
Die Myofibrillen ihrerseits setzen sich aus sich wiederholenden funktionellen
Einheiten, den Sarkomeren, zusammen. Diese Sarkomere werden von dicken und
dinnen Myofilamenten gebildet. Der Troponinkomplex ist dabei mit dem dinnen
Filament assoziiert. Er transformiert die calciuminduzierten Konformations-
anderungen auf das dunne Filament. Daneben besteht das diinne Filament aus
Aktin und Tropomyosin. Der globulére Troponinmolekulkomplex ist alle 7
Aktinmolekile (124) bzw. alle 38,5nm an Tropomyosin gebunden (siehe
Abbildung 1). Das dicke Filament wird von Myosin gebildet (124) und entspricht
44% des Gesamtproteingehalts des Skelettmuskels, wahrend das Aktin 22%,
Tropomyosin und Troponin jeweils 5% ausmachen (43). Am Kontraktionsvorgang
sind diese vier Proteine direkt beteiligt.

Die Kontraktion lauft im quergestreiften Skelettmuskel folgendermaf3en ab (siehe
Abbildung 2):

1 10sin- \ Myosin
kopfchen | | bindungsstelle
A\

"‘\\ Fi /
DE Iroponin

Abbildung 2: Ablauf der Muskelkontraktion (124)

Nach nervaler Innervation stromen Calciumionen aus dem sarkoplasmatischen
Retikulum und erhéhen die cytosolische Ca®*-Konzentration auf 10uM. Dadurch
kommt es zu einer Konformationsanderung des Troponin C, welche wiederum zu
einer Konformationsanderung der Ubrigen Troponinuntereinheiten fuhrt. Die

hemmende Funktion des Troponin | auf die Wechselwirkung zwischen Aktin und
10



Myosin wird aufgehoben. Uber Troponin T resultiert eine Seitwartsbewegung des

Tropomyosins. Diese deblockierende Bewegung des Tropomyosins in seine
aktivierte Position (125) ermoéglicht die Ausbildung von Querbriicken zwischen
Myosin und den Aktinfilamenten, indem sich der Tropomyosin-Faden in die Rinne
zwischen zwei Aktin-Ketten legt und dabei deren Bindungsstellen fir das Myosin
freigibt (124). Die Muskelkontraktion im quergestreiften Skelettmuskel erfolgt somit
im Sinne der elektromechanischen Koppelung dber einen allosterischen
Mechanismus mit folgendem Informationsfluss: Ca?* — Troponinkomplex —

Tropomyosin — Aktin — Myosin.

Die aus allen o.g. molekularen Proteinen bestehenden Muskelzellen bilden
gré3ere Einheiten, die motorischen Einheiten. Eine motorische Einheit besteht aus
einem sie versorgenden motorischen Neuron und allen von ihm versorgten
Muskelfasern. Es konnen insgesamt drei verschiedene Muskelfasertypen der
quergestreiften Skelettmuskulatur unterschieden werden (123) (Tabelle 1):

Typ-1-Fasern | Typ-2A-Fasern Typ-2B-Fasern
(rot) (intermediar) (weild)
Slow-twitch Fast-twitch
Physiologie |langsam schnell kontrahierend schnell
kontrahierend kontrahierend
ausdauernd ausdauernd rasch ermidend
Stoffwechsel | oxidativ oxidativ/glykolytisch glykolytisch

Tabelle 1 : Muskelfasertypen

Zu welchem Typ eine motorische Einheit gehort, entscheidet sich um den
Zeitpunkt der Geburt. Slow-twitch Muskelfasern, die langsamer ermudbar aber
auch empfindlicher fur Sauerstoffmangel sind, Uberwiegen in sog. ,roten“ Muskeln
wie dem M. soleus. In den ,weil3en“ Muskeln wie im M. gastrocnemius Uberwiegen
fast-twitch Muskelfasern, die raschen Bewegungen dienen. Es gibt beim
Menschen aber auch eine Zwischenform (127).

Neben der quergestreiften Skelettmuskulatur lassen sich beim Menschen zwei
weitere Muskelgewebe unterscheiden: die quergestreifte Herzmuskulatur und die
glatte Muskulatur.
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Die Herzmuskulatur besteht aus quergestreiften, parallel verlaufenden und ver-
zweigten Einzelzellen, deren Kontraktion unwillkirlich und rhythmisch verlauft.
Das Prinzip dieser Kontraktion entspricht dem der quergestreiften Skelett-
muskulatur, findet jedoch langsamer statt. Der Wirkort der Calciumionen am TnC
ist identisch mit dem Skelettmuskel, aufgrund der geringeren Speichermoglichkeit
ist lediglich ein zusétzlicher transmembrandser Ca®-Einstrom fiir den
Kontraktionsablauf unabdingbar (43, 124).

Die glatte Muskulatur besteht dagegen aus nicht quergestreiften, spindelférmigen
Zellen. Die Kontraktionsfahigkeit ist auch hier an Aktin- und Myosinfilamente
gebunden, die im Gegensatz zur Herz- und Skelettmuskulatur jedoch gitterahnlich
verlaufen. Dem glatten Muskel fehlt Troponin, die Calciumionen wirken direkt Uber

eine Proteinkinase am Myosinkopf (43, 124).

2.2 Molekulargenetische Grundlagen der Troponinexpression und

Seqguenzen

Bei Troponin T und | kdnnen drei Isoformen unterschieden werden: die kardiale,
die fast-twitch und die slow-twitch Isoform (139). In Untersuchungen zur
Aminosauresequenz der Troponine T und | bei Ochse, Ratte und Huhn konnte
gezeigt werden, dass diese drei Isoformen von verschiedenen Genen codiert
werden (139). Dabei kann jede dieser drei Isoformen in verschiedenen Subformen
auftreten, d.h. durch alternatives Splicen kbnnen aus einem einzigen Gen
verschiedene Varianten entstehen (siehe Abbildung 3). Dies ist bei mehreren
Tierspezies der Fall. Interessanterweise gibt es fur jede Isoform ein einzigartiges
splicing-Muster, was bei keiner anderen Multigen-Familie bekannt ist und somit als

Besonderheit der Troponin-Familie anzusehen ist (49).
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cDNA

(exons)

experimentell:

«— -
rev. Transkription

DNA L . MRNA (exons) Struktur-
————~| Primartranskript p——n —
(introns+exons), . mehrere pro protein
(introns+exons)
1 Gen pro Isoform Isoform
Transkription alternatives Splicen, Translation

entwicklungsgeschicht-

lich reguliert

Abbildung 3: Genexpression

Zwischen den zwei verschiedenen Troponinuntereinheiten T und | gibt es trotz

ihrer gemeinsamen Zugehorigkeit zu einer Multigenfamilie einige deutliche

Unterschiede:

- Es existieren von allen drei Troponin T-Isoformen mehr durch alternatives
Splicen zustandegekommene Isoformen als von Troponin I.

- Troponin T weist grof3ere Homologien zwischen seinen Isoformen auf als
Troponin I.

- Troponin | ist interspeziesspezifisch starker konserviert.

- Die kardiale Isoform von Troponin T wird im embryonalen fast-twitch
Skelettmuskel exprimiert (109).

Das Troponin C unterscheidet sich deutlich von den beiden anderen

Troponinuntereinheiten:

- Es existieren nur zwei Isoformen: die fast-twitch Isoform und die slow-twitch
Isoform, die mit der kardialen Isoform identisch ist. Diese kardiale bzw. slow-
twitch Isoform wird, wie das kardiale Troponin T, auch im embryonalen fast-
twitch Skelettmuskel exprimiert (109). Auch konnte beim erwachsenen
Kaninchen gezeigt werden, dass nach chronischer elektrischer Stimulation
cTnC im fast-twitch Skelettmuskel reexprimiert wird. Somit wére eine

Reexpression der kardialen Isoform im myopathischen Skelettmuskel mdglich.
13



- Es ist nicht muskelspezifisch, sondern die Isoform SMTnCs kann auch in

Nichtmuskelzellen wie Fibroblasten nachgewiesen werden (50).

Wegen seiner mangelnden Herzspezifitat findet das Troponin C keine

Verwendung als kardialer Marker und hat somit keine klinische Relevanz.

Von verschiedenen Arbeitsgruppen (139, 5, 141, 49, 146, 145) konnte auf
Proteinebene die Sequenz der humanen Troponine durch den Vergleich der
Aminosauresequenzen der Troponinisoformen untereinander und mit denen
anderer Spezies identifiziert werden. Somit war es maoglich, spezifische Primer zur
Amplifizierung der mRNA zu identifizieren. Im folgenden werden die cDNA-
Sequenzen der einzelnen nachgewiesenen Troponin T- und I-Isoformen kurz

vorgestellt.

2.2.1 Sequenz der cDNA der kardialen Isoform von Troponin | (cTnl)

Die bei Vallins (139) beschriebene Gensequenz der cDNA der kardialen Isoform
des Troponin | diente als Grundlage fur die Auswahl der Primer. Seine
Bezeichnung lautet HSTROPIA (706 bp, 176 A, 190 C, 232 G, 108 T). Der
Genlocus wird als TNNI3 bezeichnet. Das Protein hat eine Lange von 209

Aminosauren und ein Molekulargewicht von 23876 Da.

Sequenz 1: cTnl

GTCTCAGCAT GGOGGAT GGGAGCAGCGAT GOGGCT AGGGAACCT CGCCCT GCACCAGCCCCAAT CAGACGCCG
CTCCTCCAACT ACCGOGCT TAT GCCACGGAGCCGCACGOCAAGAAAAAAT CTAAGAT CTCCGCCTCGAGAAAA
TTGCAGCTGAAG| ACTCTGCT GCT GCAGAT TGCAAAGCAAGAGCT GGAGOGAGAGGCGGAGGAGOGGOGOGGA
GAGAAGGGGOGOGCT CTGAGCACCCOGCT GOCAGCCGCT GGAGT TGGC|| CBGGECT GRGRCT TCGCGGAGCTGCAG
GACT TGT GCOGACAGCT CCACGOCCGT GT GGACAAGGT GGAT GAAGAGAGATACGACATAGAGGCAAAAGT CA
CCAAGAACAT CACGGAGAT TGCAGATCTG| ACTCAGAAGAT CTTTGACCT TCGAGGCAAGT TTAAGOGGCCCA
COCT GCGGAGAGT GAGGAT CTCT GCAGAT GOCAT GAT GCAGGCGCT GCT GGGEGGECC | CGBGCTAAGG| AGTCC
CTGGACCT GOGGGECOCACCT CAAGCAGGT GAAGAAGGAGGACACCGAGAAGGAAAAC|| CGGGAGGT GBGAGAC

TGGCGCAAGAACAT CGAT GCACT GAGT GGAAT GGAGGGCCGCAAGAAAAAGT TTGAGAGCT GAGCCTTCCTGC

Primer 1s. 40 —57 |Primer las. 691 —673 |Hinfl ||

Primer 2s. 76 —94 | Primer 2as. 656 —638 |[Msp| ||
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Wahrend der Embryonalentwicklung exprimiert der Herzmuskel des Hihnchens
eine spezifische embryonale Form des cTnl und zusatzlich die langsame
Skelettmuskelisoform (136). Dabei ist diese slow-twitch Isoform die pradominante
Form des Troponin | im Herzen zu dieser Zeit. Auch im fetalen menschlichen
Herzen entspricht die kardiale Isoform der ontogenetisch &lteren slow-twitch
Skelettmuskelisoform des Troponin | (60, 72). Antikdrperstudien bei Ratte, Huhn
und Rind ergaben, dass sich in diesen Spezies wahrend der Herzentwicklung um
die Geburt bis zum ersten postnatalen Monat ein Switch in der Isoform-Expression
von slow-twitch Tnl zu kardialem Tnl abspielt (ahnliches gilt auch fir die Myosin-
Schwerkette) (121). Beim Menschen existiert das cTnl neben SMTnls bereits bei
20 Wochen Gestationsalter im fetalen Herzen. Ein Switch zur alleinigen
Expression des adulten cTnl findet mit stetigen Konzentrationsanderungen
zwischen der zwanzigsten fetalen Woche und dem neunten postnatalen Monat
statt (21). Dadurch erhoht sich die Reaktionsfahigkeit des Myokards auf adrenerge
Stimulation mit erhohter Relaxationsfahigkeit.

cTnl ist dabei sehr spezifisch fur das Myokard. Wahrend der Entwicklung wird es
nur im Myokard produziert. Diese Spezifitat beruht vor allem auf den grof3en
Unterschieden im N-terminalen Ende, welches im Vergleich zur Skelettmuskelform
verlangert ist. In der restlichen Sequenz besteht groBe Ahnlichkeit zu anderen

Spezies und zu den anderen Isoformen (139).

2.2.2 Sequenz der cDNA der kardialen Isoform von Troponin T (cTnT)

Von Troponin T entstehen aufgrund des Mechanismus des kombinatorischen
alternativen Splicens aus einem Gen vier verschiedene Isoformen (6, 7). Im
fetalen Herzen kommen alle diese vier Isoformen von Troponin T vor, wéhrend im
erwachsenen Herzen nur zwei Isoformen exprimiert werden. In der Literatur
werden diese Isoformen unterschiedlich benannt. Hier wurde die Bezeichnung von
Anderson tbernommen (5). Anderson gliedert die vier Isoformen in absteigender
Molekulgro3e und benennt sie cTnT1 bis 4. cTnT2 hat 15bp, cTnT3 hat 30bp und
cTnT4 hat 45bp weniger als ¢TnT1l. ¢cTnTl und 2 werden im fetalen Herzen

exprimiert, wobei cTnT2 nur in sehr geringer Konzentration vorkommt. Im adulten
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Herzen sind beide Isoformen nicht nachweisbar. Beim Switch der fetalen
Isoformen in die erwachsenen Isoformen wird die Expression von cTnTl
herunterreguliert und gleichzeitig die Expression von cTnT3 hochreguliert. cTnT3
ist im erwachsenen Herzen die dominante Isoform. Die Isoform cTnT4, die zu
einer erhohten Calciumsensitivitat der ATPase-Aktivitat fuhrt, kann sowohl im
fetalen als auch im geschadigten erwachsenen Herzen im Sinne einer

Anpassungsreaktion gefunden werden.

Die Sequenzen stammen von Anderson (5). Das Gen fiur cTnT3 wird als HSTROP
bezeichnet (1104 bp, 324 A; 254 C; 370 G, 156 T), das Gen fur cTnT4 als
HSTNT4 (1043bp, 301 A; 247 C; 351 G, 144 T). Das Gen der adulten und der
fetalen Isoformen liegt auf Chromosom 132 (98), der Genlocus hat den Namen
TNNT2. Das Molekulargewicht des Proteins liegt bei 34459 Da.
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Sequenz 2: cTnT

cTnT3 —spezifische Sequenz

> genei nsane Sequenz
cTnT4 —-spezifische Sequenz

CCCCAT GACAGCCGCAGCCT GCTCCCCACCT GCAAACT TCAGCCCCT TCTGEECCT CGT CCGCGCCC

CCAGGATCTGT CGGCAGCT GCTGI TCT GAGGGAGAGCAGAGACCAT GT CTGACATAGAAGAGGT GGTGGAAGA

GTI' ACGAGGAGGAGGAGCAGGAAGAAGCAGCT GT TGAAGAGCAGGAGGAGGECAGCGGAAGAGEA <

TNAGACGA

TGCTGAAGCAGAGGECT GAGACCGAGGAGACCAGGGECAGAAGA <
GCAGGAGGAGGCAGCGGAAGA!

AGA
~ TGAAGAAGAAGAGGAAGCAAAGGAGGCT GAAGAT GBCCCAAT GGAGG | AGT CCAAACCAAAGCC

CAT
CAGGT CGT TCATGCCCAACT TGGT GCCTCCCAAGAT CCCCGAT GGAGAGAGAGT GGACT TTGATGA<

CATCCAC|| CGGAAGCGCAT GGAGAAGGACCT GAAT GAGT TGCAGGCGCTGAT TGAGGCT CACT TTGAGAACAG

GAAGAAAGAGGAGGAGGAGCTCGT TTCTCTCAAAGACAGGAT
GAGACGT CGEGECAGAGCGEGECCGAG

CAGCAGCGCATC|| CGGAAT GAGCGGGAGAAGGAGCGGCAGAACCGCCT GGCT GAAGAGAGGGCTCGACGAGAG

GAGGAGGAGAACAGGAGGAAGGCT GAGGAT GAGGCC|| CGGAAGAAGAAGGCT TTGTCCAACATGATGCATTTT

AAGT
GGEEGET TACATCCAGAAGCAGGCCCAGACAGAGCGSM< GAGGCAGACT GAGCGGGAAA

AGAAGAAGAAG| ATTCTGGCT GAGAGGAGGAAGGT GCTGGCCAT TGACCACCT GAATGAAGAT CAGCTGAGGG

AGAAGGCCAAGGAGCT GT GGCAGAGCAT CTATAACT TGGAGGCAGAGAAGT TCGACCT GCAGGAGAAGT TCAA

GCAGCAGAAATATGAGATCAATGT TCTCCGAAACAGGAT CAACGATAACCAGAAAGT CTCCAAGACCCGCAEEG

AAGGCTAAAGT CACCGEGCGCTGGAAATAGAGCCT GECCTCCT TCACCAAAGAT CTGCT CCTCGCTCGCACCT

GCCTCCGECCTGCACT CCCCCAGT TCCCGEECCCT CCTGEECACCCCAGGCAGCT CCTGT TTGGAAAT GGGEA

TGCCTGCCCCCACACCCACTCC

GCTGGCCTAGGT GGGAGCCACCACTCC < > ACACCAGTAATAAAA

AGCC<”
AC
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cTnT3:

Primer 1s;: 32 —49

Primer las. 952 — 933

Hinf |

Primer 2s: 50 — 69

Primer 2as: 782 — 763

Msp |

cTnT4:
Primer 1s: 89—-107  |Primer las. 911-892 |Hinfl ||
Primer 2s: 108 — 127 |Primer 2as. 741 -722 |[Mspl ||

Zwischen den zwei hier interessierenden Isoformen cTnT3 und cTnT4 besteht ein
Langenunterschied von 99 bp, der mit einem Verlust einer Mspl Schnittstelle
einhergeht. Dies kommt durch kombiniertes Splicen am 5‘-Ende zustande, wobei
zwei Exons (15nt und 30nt) (bzw. drei Exons mit 15nt, 3nt und 27nt (135))

unterschiedlich gesplict werden (5).
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2.2.3 Sequenz der cDNA der slow-twitch Skelettmuskelisoform von Troponin |
(SMTnls)

Die Sequenz dieser Isoform (21561 Da) wurde von Wade entnommen (141). Sie
hat den Namen HSTROPI (816 bp, 180 A; 247 C; 244 G, 145 T) und liegt auf dem
Genlocus TNNI1. Dieses Gen ist auf Chromosom 1, q12 lokalisiert (141).

Sequenz 3: SMTnls

TAGT CTGCAGT CTACGGCGAGGCACAGGCCAGCCCAGCT CCACGAGGACT GAACAAGGT GCTGT CTCACTGCC
ACCAT GCOGGAAGT CGAGAGAAAACCCAAGAT CACT GCCTCOCGCAAACT CTTGCT GAAGAGCCTGATGCTGG
CCAAGGCOCAAGGAAT GCT GGGAGCAGGAGCACGAGGAGCGOGAGGCT GAGAAGGT GOGCT ACCT GGCAGAGCG
CAT COCCACGCT GCAGACCOGT GAOCT GT COCT CAGT GOCCT GCAGGACCT GT GCOGGGAGCT GCACGCCAAG
GT GGAGGT GGT GGAT GAGGAGCGATACGACAT TGAGGCCAAAT GCCTCCACAACACCAGGGAGATTAAGGACC
TGAAGCT GAAGGT GATGGACCT COGT GGGAAGT TCAAGCGCCCGOCCCT GCGT CGAGT COGTGT CTCGGCTGA
CGCCAT GCTCCGBGOCCT GCT GBGCT CCAAGCACAAGGT GTCCAT GGAT CTGCGGEGOCAACCT CAAGTCTGTG
AAGAAGGAAGACACAGAGAAGGAGCGGCCT GT GGAGGT GBGT GACT GGA] GGAAGAACGT GGAGGCCATGTCT
GGCATGGAAGGCOGGAAGAAGAT GTTTGAT GCOGCCAAT GCT COGACCT CACAAT AGAGGCCAGCTTGCTGTG
CTGOGCTCTGAGCTCCTGCTTCAT GCT TCT TCTCCAACCCLAGCT CACT CACCT CTCTGOCT GTGT CTGGAGE
ATCCCTTCCCACCTCTCOCCCACT TCTTCCCT CCAGOCT GCAAT GCOCT CCT CTGGAACT GGGATTAAACAGA

TACCCAAGAGGCAGG

Primer 1535 -52  |Primerlas. 792-775 (Bl |l
Primer 2s. 76 — 93 Primer 2as: 745 — 728 Hphl |1

Das SMTnls besteht aus 9 Exons und einem skelettmuskelspezifischen upstream
enhancer (39). Zwischen den SMTnls Isoformen unterschiedlicher Spezies
besteht eine sehr groRe Ahnlichkeit, z.B. 89% Identitat zwischen Mensch und
Kaninchen (141).

Wahrend der Entwicklung wird diese Isoform im Skelettmuskel und im Herzen
exprimiert, bei Erwachsenen allerdings nur noch muskelfasertypenspezifisch in
der langsamen Skelettmuskulatur (121). Diese Anderung in der Expression erfolgt
durch eine mit Hilfe der Muskelinnervation regulierten Entwicklung (141). Wéahrend
der Skelettmuskelentwicklung entziehen sich einige Myoblasten dem Zellzyklus,
fusionieren zu multinuklearen Myotubes und produzieren muskelspezifische
kontraktile Proteine. Die Myofibrillen spezialisieren sich zusammen mit
muskelfasertypenspezifischen kontraktilen Proteinen weiter (39).
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2.2.4 Sequenz der cDNA der slow-twitch Skelettmuskelisoform von Troponin T
(SMTnTs)

Die Sequenz fiur die slow-twitch Isoform des Troponin T beruht auf der Angabe
von Gahlmann (49). Sie wird als HSTNTS bezeichnet (980 bp, 261 A; 253 C; 335
G, 131 T). Das Gen liegt auf Chromosom 19q13.4, auf dem Genlocus TNNT1.
Das Protein hat ein Molekulargewicht von 32817 Da.

Sequenz 4: SMTnTs

AGCAAGGCT CAGCCT CAAGAT TCACAGCAT CTCAGACGCAGCCT AGGCOGCACCAGGAT GTCGGACACCGAGG
AGCAGGAATAT GAGGAGGAGCAGCCGGAAGAGGAGGCT GOGGACGAGGAGGAGGAAGCCCCOGAAGAGTCGGA
GOCGGT GRCAGAGCCAGAAGAGGAACGOCCCAAACCAAGCCGCCCOGT GGT GOCT CCT TTGATCCOGOCAAAG
ATCCCAGAAGGGGAGOGOGT TGACT TCGAT GACAT CCACCGCAAGCOGCAT GGAGAAAGACCT GCTGGAGCTGL
AGACACT CAT CGATGTACAT T TCGAGCAGCGGAAGAAGGAGGAAGAGGAGCT GGTTGCCTTGAAGGAGCGCAT
TGAGOGGCGCOGGT CAGAGAGAGCCGAGCAACAGOGCT TCAGAACT GAGAAGGAACGCGAACGT CAGGCTAAG
CTGGCGGAGGAGAAGAT GAGGAAGGAAGAGGAAGAGGCCAAGAAGOGGGECAGAGGAT GATGCCAAGAAAAAGA
AGGT GCTGT CCAACAT GGGGGECCCAT TTTGGCGGECTACCT GGT CAAGGCAGAACAGAAGOGT GGT AAGOGGCA
GACGGGG0GGGAGAT GAAGGT GCGCAT CCTCTCCGAGCGT AAGAAGCCT CTGGACAT TGACTACATGGGGGAG
GAACAGCTCCGGGECOCGGT CTGCCT GRCT GOCT CCAT CACAGCCCT CCT GCOCT GCCAGGGAGAAAGCCCAGS
AGCTGTCGGACTGGA] TCCACCAGCTGG| AGT CTGAGAAGT TCGACCT GAT GGCGAAGCT GAAACAGCAGAAA
TATGAGAT CAACGT GCT GT ACAACCGCAT CAGCCACGOCCAGAAGT TCOGGAAGGGEGGECAGGGAAGBGOCGCG
TTGGAGGCOGCT GGAAGT GAGGAT GCOGOCCCGGACAGT GGCACCT GGGAAGCCT GRGAGT GT TTGTCCCATC
GGTAGCT TGAAATAAACGCTCOCCTCAGACACC

Primer 1s: 16 —35 | Primer 1as; 962 — 943 Hinf I ||

Primer 2s: 50 — 67 Primer 2as; 855 — 837 Bsr | |

Durch alternatives Splicen kdnnen insgesamt vier Isoformen gebildet werden
(122). Zwischen der fast-twitch und der kardialen Isoform von Troponin T besteht
65% Ubereinstimmung der Aminosauren, vor allem am carboxyl-terminalen Ende.
In der hypervariablen aminoterminalen Region bestehen dagegen grol3e
Unterschiede, sowohl zwischen den Isoformen als auch zu SMTnTs anderer
Spezies.
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2.2.5 Sequenz der cDNA der fast-twitch Skelettmuskelisoform von Troponin |
(SMTnlf)

Die Sequenz fur das smTnlf-Gen wurde von Zhu (146) Ubernommen. In der
Genbank wird die cDNA-Sequenz unter dem Namen HSTROPNIN gefuhrt. Es
besteht aus 701 bp (179 A, 186 C, 242 G, 94 T). Der Genlocus ist TNNI2, das
Molekulargewicht des Proteins 21207 Da.

Sequenz 5: SMTnlf

CTAGGCT CCAAGCT CAGGACCT CAGGAT GGGAGAT GAGGAGAAGCGGAACAGGGCOCAT CACGGCCCGCAGGCA
GCACCT GAAGAGOGT GAT GCT GCAGAT AGCGGCOCACGGAGCT GGAGAAGGAGGAGAGCCGOCGT GAGGCAGAG
AAGCAGAACT ACCT GBCGGAGCACT GOCOGOCGCT GCAT AT CCOGGACT CCAT GT CTGAAGT GCAGGAGCTCT
GCAAACAGCT GCACGCCAAGAT CGAT GOGGCT GAAGAGGAGAAGT ACGACAT GGAGGT GAGGGT GCAGAAGAC
CAGCAAGGAGCT GGAGGACAT GAACCAGAAGCTAT T TGAT CTGOGGGGCAAGT TCAAGOGGCCCCCACT GCGG
AGGGT GOGCAT GT CGGCOGAT GOCAT GCT CAAGGCCCT GCT GBGCT CGAAGCACAAGGT GT GCATGGACCTGA
GGGOCAACCT GAAGCAGGT CAAGAAGGAGGACACAGAGAAGGAGCGGGACCT GCGAGACGT GGGTGACTGGAG
GAAGAACAT CGAGGAGAAGT CTGGCAT GGAGGGECCGGAAGAAGATGTTTG| AGTCCG| AGTCCTAGGCCACTC
GCTGCOCCTACGOCT GOCCCGGT GCOCGRCT COCAGCAGAACAT ACT AGGGAGAT GCACCCAGAGCCT GOCAG

GGAGGGECTGECCTCACCACCACCGT CAATAAAGGATTTGAATCCCC

Primer 1s: 12-29 | Primer las; 683 - 666 Hinf | ||

Primer 2s: 28 - 46 Primer 2as: 645 — 627

Besonders auffallig ist hier eine sehr hohe Sequenzkonservierung zwischen
verschiedenen Spezies, so besteht z.B. 97% Ahnlichkeit zwischen Mensch und
Maus bzw. 82% zwischen Mensch und Vogel (146). Im Gegensatz hierzu gibt es
gro3e Unterschiede zu den anderen beiden Isoformen beim Menschen. Die
Homologie zwischen Tnlf und Tnls bzw. cTnl besteht nur zu 59 bzw. 57%. Die
Unterschiede liegen hierbei vor allem im aminoterminalen Ende, also dem

Bereich, der mit TnT und TnC interagiert.
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2.2.6 Sequenz der cDNA der fast-twitch Skelettmuskelisoform von Troponin T
(SMTnTY)

Diese Sequenz entnahmen wir bei Wu (145). Das Gen heil3t TNNT3. In der
Genbank ist die Sequenz unter dem Namen HSTRT gespeichert. Die Isoform
besteht aus 1000 bp (295 A, 260 C, 323 G, 122 T). Das Molekulargewicht des
entsprechenden Proteins ist 30465 Da.

Sequenz 6: SMTnTf

COCACCTTCACCAT GT CTGACGAGGAAGT TGAACAGGT GGAGGAGCAGT ACGAAGAAGAAGAGGAAGCCCAGG
AGGAAGAGGAAGT TCAAGAAGACACCGCAGAGGAGGACGOGGAAGAGGAGAAACCGAGACCCAAACT CACTGC
TCCTAAGAT COCAGAAGGGGAGAAAGT GGACT TCGAT GACAT CCAGAAGAAGOGT CAGAACAAAGACCTAATG
GAGCT CCHAGGOCCT CATCGACAGCCACT TTGAAGCC || CGGAAGAAGGAGGAGGAGGAGCT GGTCGCTCTCAA
AGAGAG| AAT CGAGAAGCGCOGT GCAGAGAGAGOGGAGCAGCAGAG | GATTCGT GCAGAGAAGGAGAGGGAGC
GOCAGAACAGACT GG0] GGAGGAAAAGGCCAGAAGGGAGGAGGAGGAT GCCAAGAGGAGBGCAGAGGACGACC
TGAAGAAGAAGAAAGOGCT GT CCT CCAT GBGCGCCAACT ACAGCAGCT ACCHTGGOCAAGGCT GACCAGAAGA
GAGGCAAGAAGCAGACAGCCCGAGAGAT GAAGAAGAAG| ATTCTGGCT GAGAGACGCAAGCOGCTCAACATCG
ATCACCTTGGT GAAGACAAACT GAGGGACAAGGCCAAGGAGCT CTGGGAGACCCT GCACCAGCT GGAGATTGA
CAAGTTCGAGT TTGGGGAGAAGCT GAAACGCCAGAAAT AT GACAT CACCACGCT CAGGAGCCGCAT TGACCAG
GOCCAGAAGCACAGCAAGAAGGCT GBGACCCCAGCCAAGGGCAAAGT CGEOGGGOGCT GGAAGT AGAGAGECC
AGAAAGGOCCT CGAGGCAGAGACCCT CCGCCCT CTTGCACACCAGGGCCGCT CGT GGGACT CCACATCCTCCA
GOCCOCACAAT CCT GT CAGGGGT CTCOCCT GACGT CCT GBGGGT GGAGAGGCCAT CCOGGEAE0GT CCOCCGOGT

CTGTGTCCTTGCTGCCTTCATCCCCT GEGEGECCT GT GAATAAAGCT GCAGAACCCCCTT

Primer 1s. 26 —44 Primer 1as; 703—684 | Hinf | |

Primer 2s. 138—156 | Primer 2as. 660—641 |Msp | |

BstNI T
Bsr | |

Das menschliche TnTf ist im fetalen und erwachsenen schnellen Skelettmuskel
gewebespezifisch.

Es existieren durch alternatives Splicen eines einzigen Gens 40 bis 64
verschiedene Varianten, aber 90% entsprechen den 3 Hauptformen TnT1f, TnT3f
und TnT3f* (145). Diese Varianten fiilhren zu einer unterschiedlichen Ca**-
Sensitivitat der dunnen Filamente (31). Es stehen mehr Exons fir das alternative

Splicen zur Verfugung als bei der slow-twitch und der kardialen Isoform, mit
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zusatzlicher unterschiedlicher Kombination der Exons (145). Die zwei Exons des

3'-Endes werden alpha und beta-mRNA genannt, wobei die beta-mRNA in der
Embryonalentwicklung und die alpha-mRNA beim Erwachsenen vorkommt (145).
Die funf Exons im N-terminalen Ende entsprechen einer hypervariablen Region
des Molekils (31). Hier existiert im menschlichen Gen im fetalen, aber nicht im
erwachsenen Muskel ein Exon, das sogenannte fetal exon. Es entspricht aziden
Bestandteilen, die wegen der reduzierten Ca**-Sensitivitat im fetalen Muskel
eingefigt sind. Es bildet die fetalen Isoformen TnT1 und TnT3 (31).

Im Gegensatz zu den variablen Regionen an beiden Enden ist zentral ein
Segment sowohl inter- als auch intraspeziesspezifisch konserviert. Sein Protein-
produkt bindet mit Tropomyosin und mit Troponin I.

Insgesamt existiert etwa 57-60% Ubereinstimmung in der codierenden Region mit
TnTs und cTnT. Die Ahnlichkeit zu SMTnTf anderer Wirbeltiere dagegen ist
groRer, wie z.B. mit 73% zum Huhn, 86% zur Ratte und sogar 93% zu der beta-
Form, d.h. embryonalen Form der Ratte. Auch die Struktur ist speziesspezifisch

Ubergreifend gleich, namlich hydrophil und alpha-helikal.

2.3 Skelettmuskelerkrankungen

2.3.1 Einteilung

Den Myopathie-Syndromen liegen systematische, primar die Muskulatur
betreffende Storungen mit fortschreitendem Faseruntergang zugrunde. Es sind
rein motorische Syndrome, deren Leitsymptom die Muskelschwache ist. Nach
Bodechtel (23) lassen sich die Muskelerkrankungen — ohne neurogen bedingte

Stérungen — folgendermal3en einteilen (siehe Tabelle 2):
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Primére (hereditére) Myopathien:

1)
2)

3)
4)
5)
6)

Sekundéare (erworbene) Myopathien:

© N o gk~ w D PRE

9.

Myotone Syndrome
Storungen der neuromuskularen

Ubertragung

Tabelle 2: Einteilung Myopathien

A. X-chromosomale Muskeldystrophien

Progressive Muskeldystrophi

Kongenitale Myopathien mit strukturellen 1. infantiler maligner

. . N
Besonderheiten Beckengurteltyp: Duchenne

Kongenitale Stoffwechselmyopathien 2. juveniler benigner

Dystrophia myotonica Beckengurteltyp: Becker-Kiener

Periodische Lahmungen 3. skapulo-humero-distaler Typ

B.rez iv mal
Sonderformen ezessiv autosomale

Muskeldystrophien

Polymyositis — Dermatomyositis 1. Gliedergurtel-Muskeldystrophien

Herdmyositis bei anderen Kollagenosen (fimb girdle): Leyden-Mobius

Erregerbedingte Myositis a) fruher Beckengrteltyp

Endokrine Myopathien b) spéater Beckengurteltyp

Nutritive Myopathien ¢) Schultergtrteltyp

Medikamentds-toxische Myopathien d) Sarkoglykanopathien

Vaskuldre Myopathien 2. kongenitale Muskeldystrophien

Muskelaffektionen bei sonstigen internen a) maligner Typ: de Lange

Erkrankungen b) benigner Typ: Batten-Turner

Traumen — Tumoren C. dominant autosomale
Muskeldystrophien
1. fazio-skapulo-humerale
Muskeldystrophie: Erb-
Landouzy-Dejerine
2. distale Muskeldystrophien:
Welander
3. okulare Muskeldystrophien:
Kiloh-Nevin; chronische
progressive Ophthalmoplegie
*bosartigste und haufigste Form, nach G.-B.-

A. Duchenne benannt

Tabelle 3: Einteilung Muskeldystrophien
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Die wichtigste Untergruppe dieser Muskelerkrankungen sind die genetisch
bedingten progressiven Muskeldystrophien, auch Dystrophia musculorum
progressiva genannt, die einen Grof3teil der hier untersuchten Skelettmuskel-
erkrankungen umfassen.

Muskeldystrophische Prozesse sind durch eine primdre Degeneration der
Muskelfasern gekennzeichnet (123). Sie lassen sich nach unterschiedlichem
Verteilungsmuster der Muskelschwachen, ihrer Kombination mit anderen
Symptomen, dem Manifestationsalter, der voneinander abweichenden Progre-
dienz und dem spezifischen Erbgang, also nach klinischen und genetischen
Gesichtspunkten in eine Reihe von selbstédndigen Muskeldystrophien unterteilen
(siehe Tabelle 3).

2.3.2 Pathogenese

In der formalen Pathogenese existieren drei Theorien: die vaskulare, die

neurogene und die Membran-Theorie (123).

In der vaskuldaren Theorie wird das Auftreten kleiner Gruppen nekrotischer
Muskelfasern auf Mikroinfarkte zurlckgefiihrt, was sich bisher allerdings von
Tierversuchen nicht auf den Menschen Ubertragen liel3.

Die neurogene Theorie unterstellt eine Funktionsstérung der Motoneurone, was
wiederum bisher nicht ganzlich bestatigt werden konnte.

Die Membrantheorie stitzt die seit langem bekannte Aktivitatssteigerung vieler
l6slicher Muskelenzyme im Serum der Dystrophiekranken auf einen
Membrandefekt. Vor allem die exzessive Vermehrung der Creatinkinase (CK)
lie@ die Frage aufkommen, ob bei der Pathogenese Anomalien in der
biochemischen Struktur der Muskelproteine und der Enzyme oder

Verdnderungen an den Membranen der Muskelzellen eine Rolle spielen.
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Waéhrend die Aktivitdten der CK, der Aldolasen, der LDH und der Transaminasen
(GOT starker als GPT) im Serum erhoéht sind, ist die Aktivitat der CK im Muskel
vermindert. Dabei ist die CK der empfindlichste Indikator fir eine Lasion der
Skelettmuskulatur, wobei der Serumspiegel dem Schweregrad des Gewebs-
unterganges entspricht (23). Bei Verminderung der Muskelmasse resultieren
eine Kreatinurie sowie eine Verminderung des Serumkreatinins. Der Muskel

erscheint makroskopisch blassgelb (87).

2.3.3 Histologisches Bild der Myopathien

Das histologische Bild wird durch Kalibervariationen der oft abgerundeten
Muskelfasern bestimmt. Es entsteht ein buntes Bild aus durcheinanderliegenden
hypertrophierten und atrophierten Fasern. Kompensatorisch hypertrophierte
Fasern bei myogenen Erkrankungen gehéren meist dem Typ 2 an. Atrophische,
also abgerundete und degenerativ veranderte Fasern betreffen alle drei
Fasertypen.

Weiterhin bieten zahlreiche Muskelfasern als typisches Bild bei Myopathien
degenerative Veranderungen bis hin zur vollstdndigen Nekrose mit konsekutiver
Parenchymrarefizierung. Es entwickeln sich sekundare entzindliche Ver-
anderungen mit lymphohistiozytaren Abrdumreaktionen. Beispielsweise ist fur
Dystrophien die Vermehrung des endomysialen und des perimysialen
Bindegewebes typisch. Besonders bei der Duchenne’schen Form zeigt sich eine
ausgepragte endomysiale Fibrose. Auch existiert eine tropfenformige Fett-
einlagerung. Bei der myotonen Dystrophie und der Gliedergurteldystrophie
gehdren vermehrt binnenstédndig gelegene Muskelzellkerne zum typischen
Befund.
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2.3.4 Merkmale einzelner Skelettmuskelerkrankungen

Im folgenden werden die den in dieser Untersuchung analysierten Biopsien zu
Grunde liegenden Skelettmuskelerkrankungen dargestellt. Dabei wird in der
Reihenfolge Erbgang, betroffenes Geschlecht, Erkrankungsalter, evtl. Todes-
folge, Klinik, Histologie und Laborbefunde néher auf die jeweilige Erkrankung

eingegangen (23, 87, 123).

2.3.4.1 X-chromosomale Muskeldystrophien

2.3.4.1.1 Infantiler maligner Beckengurteltyp: Duchenne

Auf diese hdchst maligne Form, die erstmals im Jahre 1868 beschrieben wurde,
entfallen zwei Drittel aller Muskeldystrophien. Da die Vererbung X-chromosomal
erfolgt (Defekt auf Chromosom Xp21 (71)), manifestiert sich die Krankheit beim
mannlichen Geschlecht. Das Leiden beginnt im frihen Kleinkindesalter (im
Durchschnitt 4. Lebensjahr) und schreitet schnell bis zum Tod zwischen dem 20.
und 30. Lebensjahr fort, der meist durch eine Kardiomyopathie oder eine
Lungenfunktionsstérung verursacht wird. Diese Dystrophie beginnt mit einer
Schwache der Beckengurtelmuskeln. Die Muskelschwache ist bereits in Ruhe
dauerhaft ausgepragt. An den Extremitaten schreiten dann die Paresen von
proximal nach distal fort bis zur Gehunfahigkeit. Kennzeichnend ist eine
Pseudohypertrophie insbesondere der Wadenmuskulatur. In 84% weisen EKG-
Veranderungen auf eine spezifische Form der Kardiomyopathie hin. In der sehr
ausgepragten Histologie sieht man einen massiven Zerfall der Fasern, wobei
Typ-2B-Fasern zuerst abgebaut werden, und eine exzessive Vermehrung des
Bindegewebes. Intrazellular kommt es zu einem Proteinverlust und zu einer
Zunahme der Lipide und des Calziums. Alle Veranderungen zusammen fihren
zu Ahnlichkeiten mit fetaler Muskulatur (71). Entsprechend der pathogenetischen
Membrantheorie ist das Sarkolemm der Muskelfasern unterbrochen und die
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Adenylatzyklase weist ein abnormes biochemisches Verhalten auf. Im
Immunoblot ist die Detektion von Dystrophin negativ. Dieses normalerweise im
Dystrophinglykoproteinkomplex (DGK) vorhandene Dystrophin ist ein Struktur-
protein, welches das Sarkolemm in seiner Struktur stabilisiert. Im Serum sind die
Aktivitaten der Creatinkinase und anderer aus der Muskulatur stammender
Enzyme wie der Transaminasen, der Laktatdehydrogenase und der Aldolase
stark erhéht. Fur die klinische Diagnostik sind vor allem die im Frihstadium stark
erhohten CK-Werte (50-faches der Norm) von Bedeutung, die im Laufe der
Erkrankung durch den Ersatz der Muskulatur durch Fett- und Bindegewebe fast
wieder Normalwerte erreichen. Aul3erdem sind die Isoenzymfraktionen der CK
und der LDH zu Gunsten der phylogenetisch alteren Isoformen (CK-MB, HBDH)
verschoben.

2.3.4.1.2 Juveniler benigner Beckengurteltyp: Becker-Kiener

Dieser gutartigeren Form entsprechen 10% der X-chromosomalen Muskel-
dystrophien. Sie gleicht in Genetik, Verteilung der Muskelschwache und
Aktivitatssteigerung der CK im Serum der Duchenne’schen Dystrophie. Der
Beginn ist jedoch spater (10. Lebensjahr). Sie schreitet langsamer fort mit langer
erhaltener Gehfahigkeit, endet jedoch ebenfalls tddlich (jenseits des 45.

Lebensjahres).

2.3.4.2 Rezessiv autosomale Muskeldystrophien

2.3.4.2.1 Gliedergirtel-Muskeldystrophien: Leyden-Mdobius (limb girdle
dystrophy)

Durch den rezessiv autosomalen Erbgang sind beide Geschlechter gleich haufig

betroffen. Diese Dystrophie ist vermutlich genetisch uneinheitlich, was sich in

dem variablen Erkrankungsbeginn zwischen dem 2. und dem 40. Lebensjahr

zeigt. Die Lebenserwartung ist eingeschrankt. Die Muskelschwéchen treten meist
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zuerst im Beckengurtel auf, seltener beginnen sie im Schultergtirtel. Die CK ist
leicht- bis mittelgradig erhdht, erreicht aber niemals so hohe Werte wie bei der

Duchenne’schen Dystrophie.

2.3.4.2.2 Sarkoglykanopathien

Es werden die Sarkoglykanopathien LGMD 2C, 2D, 2E und 2F unterschieden,
bei denen die Mutationen im Gen des y-, a-, B- bzw. d-Sarkoglykans lokalisiert
sind (71). Die primaren Sarkoglykanopathien sind durch einen priméaren Mangel
des entsprechenden Sarkoglykans aufgrund unterschiedlicher Mutationen
definiert. Im Immunoblot werden sie durch eine fehlende Detektion des
Sarkoglykans oder des Adhalins diagnostiziert. Den Sarkoglykanopathien sind
die Dystrophinopathien in Klinik und Pathogenese ahnlich: sie sind primar durch
einen Mangel an Strukturproteinen im Dystrophinglykoproteinkomplex (DGK)
bedingt. Dieser Komplex garantiert normalerweise die Strukturstabilitdt des
Sarkolemms, und wird von Dystrophin, Dystroglykanen, Sarkoglykanen und
Syntrophinen gebildet. Das Dystrophin ist dabei mit der Aktinkomponente des
Zytoskeletts verbunden. Die genetisch bedingte Schwache des DGK fihrt
sekundar zu einer Schadigung der aul3eren Muskelfasermembran und zu
Stérungen der normalen Signallbertragung. Auch das Zellinnere wird beein-
trachtigt: es kommt zu einer erhohten Rate freier Radikale, zu mechanischen
Strukturschaden und zum Verlust zellularer Substanzen (71).

Die Manifestation der Sarkoglykanopathien liegt in der ersten Lebensdekade. Im
Krankheitsverlauf ist sowohl eine langsame als auch eine schnelle Progression
moglich. Bei langsamem Verlauf tritt eine Gehunfahigkeit ab dem 3.
Lebensjahrzehnt und der Tod nach dem 40. Lebensjahr ein. Rasche Verlaufe
dagegen sind Duchenne-ahnlich. Sie weisen eine Gehunfahigkeit spatestens mit
16 Jahren auf und oftmals ein letales Ende vor dem 20. Lebensjahr.

Einen Phanotyp ahnlich der Duchenne-Form weist v.a. die y-Sarkoglykanopathie
auf. Sie wird als ,Severe Childhood Autosomal Recessive Muscular Dystrophy*

(=SCARMD) beschrieben. Hier kommt es auch haufig zu kardialen
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Funktionsstorungen, die mit dem EKG nachweisbar sind. Die Muskelschwéachen
beginnen proximal. Die CK-Werte sind im Frihstadium 10-100 fach erhéht und

fallen im Verlauf der Erkrankung ab.

2.3.4.3 Dominant autosomale Muskeldystrophien

2.3.4.3.1 Fazio-skapulo-humerale Muskeldystrophie: Erb-Landouzy-Dejerine

Diese dominant autosomale Dystrophie, die bei beiden Geschlechtern gleich
haufig vorkommt, setzt meist zwischen dem 10. und dem 25. Lebensjahr ein. Die
Lebenserwartung ist nicht oder nur geringgradig verkirzt. Die ersten Muskel-
schwachen zeigen sich im Bereich der Gesichtsmuskulatur oder des
Schultergurtels und greifen erst im Spéatstadium auf die untere Extremitét tber.
Die Gehféahigkeit bleibt haufig erhalten. Im histologischen Bild lasst sich diese
Form nicht von einer Gliedergurteldystrophie unterscheiden. Die Aktivitdt der CK

ist nur leicht oder gar nicht erhéht.

2.3.4.3.2 Distale Muskeldystrophien: Welander

Dieses sehr seltene Leiden beginnt erst zwischen dem 40. und dem 60.
Lebensjahr. Im allgemeinen werden die distalen Extensoren an Unterarm und
Unterschenkel betroffen. Aufgrund dieser distalen Manifestation ist die
Abgrenzung zu neurogenen Prozessen sehr schwierig zu treffen. Histologisch
zeigt sich zusatzlich zu den myopathischen Verdnderungen eine Typ-1-
Faseratrophie.

Noch nicht zweifelsfrei lassen sich zwei weitere distal beginnende Krankheiten
unter diesen Punkt einordnen: die Myopathia distalis juvenilis Biemond und die

kongenitale dominant autosomal erbliche Myopathie (23).
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2.3.4.4 Metabolische Myopathien — Glykogenosen

Genetisch verankerte Storungen im Abbau des Glykogens, der wichtigsten
Energiequelle der Muskelfaser, kbnnen zu Myopathien fiihren, deren besonderes
morphologisches Kennzeichen in einer Glykogenspeicherung besteht. Von den
zehn bekannten Glykogenosen verursachen funf muskulare Symptome. Dabei
handelt es sich um zweierlei klinische Syndrome, namlich das Bild
belastungsabhangiger schmerzhafter Muskelkontrakturen (bei Typ V, VII) bzw.
das Bild einer Myopathie (bei Typ I, Ill, IV). In diesem Zusammenhang wird der

jeweils haufigste Vertreter jeder Gruppe dargestellt.

2.3.4.4.1 McArdlesche Erkrankung (Glykogenose Typ V)

Dieses Leiden beruht auf einem Mangel an Muskelphosphorylase. Der Erbgang
ist meist autosomal rezessiv, vereinzelt auch dominant. Manner sind dreimal
haufiger betroffen als Frauen. Ab der frihen Kindheit wird eine rasche
Ermudbarkeit der beanspruchten Muskulatur bemerkt, spéater gefolgt von
Schmerzen, Paresen und Kontrakturen. Nach korperlicher Anstrengung kommt
es zu paroxysmaler Myoglobinurie und zu einem voribergehenden Anstieg der
CK- und LDH-Werte im Serum. Die CK ist im beschwerdefreien Intervall normal.
Sichere Hinweise auf eine Beteiligung der glatten Muskulatur und des
Herzmuskels haben sich bisher nicht ermitteln lassen, obwohl wenigstens eine

geringe Mitbeteiligung des Herzmuskels vermutet wird.

2.3.4.4.2 Pompesche Erkrankung (Glykogenose Typ II)

Auch ,Cardiomegalia glycogenica“ genannt, was zeigt, dass bei dieser Er-
krankung die Myopathie nur selten im Vordergrund steht. Sie beruht auf einem
Mangel an Alpha-1,4-Glukosidase, der sauren Maltase. In schweren Fallen setzt
die Symptomatik bald nach der Geburt ein und fuhrt noch im ersten Lebensjahr

zum Tod. Milder verlaufende Formen zeigen Uberlebenszeiten bis in die zweite
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Lebensdekade. Die Spatformen entwickeln sich als isolierte Muskelglykogenosen
schleichend zwischen dem 20. und dem 40. Lebensjahr. Die Symptomatik
besteht in einer massiven Glykogenablagerung im Herzmuskel, dem ZNS, in
Leber, Zungen- und Skelettmuskulatur. Es entwickeln sich proximal betonte
schlaffe Extremitatenparesen, die an eine Gliedergurteldystrophie erinnern. In
der Biopsie findet sich eine vakuolige Myopathie der Typ-1-Muskelfasern — auch

in klinisch nicht betroffenen Muskeln. Die CK-Aktivitat ist mehrfach erhoht.

2.3.4.5 Myotonia dystrophica / Dystrophia myotonica (Curschmann-Steinert)

Diese Krankheit ist die zweithaufigste hereditare degenerative Myopathie. Sie
folgt einem autosomal dominanten Erbgang. Die Mutation ist auf dem langen
Arm des Chromosoms 19 lokalisiert. Manner sind haufiger betroffen als Frauen.
Meistens liegt das klinische Manifestationsalter zwischen 30 und 50 Jahren,
manchmal ist die Erkrankung schon bei der Geburt vorhanden. Die
Lebenserwartung ist auf durchschnittlich 51 Jahre herabgesetzt. Charakterisiert
ist die Krankheit durch das gemeinsame Auftreten von myodystrophischen und
myotonen Komponenten. Der myodystrophische Prozess aul3ert sich in distalen
und fazialen atrophischen Lahmungen. Die myotone Bewegungsbehinderung
setzt erst Jahre spater ein oder existiert jahrelang unbemerkt. Im spateren
Verlauf kommt es haufig zu einer Herzbeteiligung und einer Einbeziehung der
glatten Muskulatur. Typische zusatzliche Symptome sind Stirnglatze, Katarakt
und Hodenatrophie. Muskelbioptisch zeigen sich eine Typ-2-Faserhypertrophie,
eine Typ-1-Faseratrophie und allgemeine myopathische Veranderungen wie
Bindegewebsvermehrung. Die CK ist nur bei schwerer Form um das 2- bis 3-

fache der Norm erhoht.
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2.3.4.6 Maligne Hyperthermie

Diese Erkrankung kann man sowohl zu den periodischen Lahmungen unter den
hereditaren Myopathien (Tabelle 2, 5)) als auch zu den medikamentds-toxischen
Myopathien der erworbenen Formen (Tabelle 2, 6.) zahlen. Sie kommt familiar
gehauft vor, vornehmlich bei Kindern und jungen Erwachsenen, mit einer
Letalitéat von 73%. Die Bereitschaft zur Entwicklung der malignen Hyperthermie
folgt offenbar einem autosomal dominanten Erbgang. Die meisten Falle wurden
in Zusammenhang mit einer Halothannarkose und nach Gabe von Muskel-
relaxantien wie Succinylcholin beobachtet. Es ist eine akute Rhabdomyolyse mit
Myoglobinurie. Klinisch aufféllig ist eine Hyperthermie bis zu 44°C und eine
Starre der Muskulatur. Als Voraussetzung werden subklinische primare Myo-
pathien erwogen. Der glykolytische Stoffwechsel des Muskels ist erhoht mit
Vermehrung des Glucose-6-phosphats. Bemerkenswert ist die erheblich ge-
steigerte Aktivitat vor allem der Creatinkinase bei klinisch gesunden Bluts-

verwandten der Betroffenen.

2.3.4.7 Neurale Muskelatrophie

Nach den zugrundeliegenden morphologischen Veranderungen am peripheren

Neuron lassen sich die hypertrophe von der neuronalen Form unterscheiden.

2.3.4.7.1 Neuronale Form vom Typ Charcot-Marie-Tooth

Dieses dominant erbliche Leiden manifestiert sich erst im Erwachsenenalter.
Durch die primare Degeneration der distalen Anteile des Axons setzt eine
atrophische Parese vorwiegend der distalen Muskelgruppen der unteren
Extremitaten ein, wobei die Gehfahigkeit bis ins hohe Alter erhalten bleibt. In der
Muskelbiopsie sieht man eine grof3feldrig angeordnete neurogene Atrophie.
Diese Erkrankung stellt keine Myopathie dar und wurde somit in dieser Arbeit als

»,ohne pathologischen Befund” klassifiziert.
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2.4 Troponine in der Diagnostik myokardialer Schadigungen

Bei dem Uberbegriff der myokardialen Schadigung steht die Form der
ischamischen Herzmuskelschadigung im Vordergrund. Dies ist die haufigste
ernsthafte kardiale Schadigung und der Hauptgrund fur kardiovaskulare
Erkrankung und Tod. Daneben kdonnen auch andere Umstéande, wie z. B. Herz-

muskelentziindung oder Trauma zu Schadigungen des Herzens fihren.

Eine ischamische Herzmuskelschadigung wird hauptsachlich durch die
sogenannten ,akuten koronaren Syndrome* verursacht. Der Begriff des ,akuten
Koronarsyndroms® umfasst die lebensbedrohlichen Phasen im Spektrum der
koronaren Herzerkrankung (KHK, 56). Dieses reicht von Patienten mit stabiler
Angina pectoris (AP) Uber Patienten mit instabiler Angina pectoris (UAP) oder mit
nicht transmuralem Herzinfarkt (non-Q-wave Infarkt) bis zu Patienten mit

klassischem akuten Myokardinfarkt (AMI).

Fur die Diagnose eines akuten Myokardinfarktes stehen drei anerkannte
differentialdiagnostische Hilfen zur Verfigung: die klinische Anamnese inklusive
EKG, biochemische Myokardmarker und bildgebende Verfahren (60).

Im Anfangsstadium eines Infarktes ist es fur den Arzt dennoch oft schwierig, die
richtige Diagnose zu stellen, wobei jedoch eine frihzeitige Diagnose und eine
erfolgreiche Reperfusion wahrend eines sich entwickelnden Infarktes die Risiken
des Herzinfarktes reduzieren, da mehr als 50% der Todesfalle wahrend der
ersten zwei Stunden nach Auftreten der Symptome stattfinden.

In 20 — 40% aller Herzinfarkte ist das EKG unauffallig, so dass die Diagnose mit
Hilfe biochemischer Marker im Blut gestellt werden muss (101).

Auch in den friheren Stadien des ,akuten Koronarsyndroms*, vor allem bei der
KHK, der stabilen und der instabilen Angina pectoris, zeigen sich oft keine

Veradnderungen im EKG, sondern nur subjektive Symptome. Hier muss wenn
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invasive Methoden nicht akut verfiigbar sind die Diagnostik auf Grund fehlender

objektivierbarer Alternativen haufig durch laborchemische Parameter erfolgen.

Laborchemisch koénnen viele intrazellulare Substanzen wie Enzyme oder
myofibrillare kontraktile Proteine, die von nekrotisierenden Myokardzellen in die
Blutbahn freigesetzt werden, als klinische Marker fur den Herzinfarkt zur
Diagnostik eingesetzt werden (60):
katalytische Aktivitat der Creatinkinase (Gesamt-CK), ein Enzym, das in Form
von verschiedenen Isoenzymen im Herzmuskel, im Skelettmuskel und im
Gehirn vorhanden ist. Diesem Enzym mangelt es also an Herzspeazifitat,
daraus folgt ein hoher Prozentsatz falsch positiver Ergebnisse (73). Es
existiert keine absolute diagnostische Sensitivitat (wegen eventueller
Verletzung des Skelettmuskels (3)), so dass oft die Quelle des betroffenen
Gewebes nicht eruiert werden kann (24).
Aktivitatsbestimmung des Herz-Isoenzyms CK-MB, das allerdings auch mit
bis zu 3% der Gesamtaktivitat in der Skelettmuskulatur nachweisbar ist. Die
eingesetzte Immuninhibitionsmethode zur Messung der CK-MB-Aktivitat hat
bei geringer Erh6hung der Gesamt-CK eine niedrige Sensitivitat und ergibt
beim Vorhandensein atypischer Isoformen leicht falsch hohe Ergebnisse (19,
79).
Verhaltnis von CK-MB Aktivitdt zur Gesamt-CK Aktivitat. Es besitzt eine
verbesserte Spezifitat, aber eine niedrige Sensitivitat (79). Diese Ratio basiert
auf der Voraussetzung, dass der Prozentsatz der CK-MB im Herzmuskel
hoéher ist als im Skelettmuskel (3). Dennoch ist eine genaue Differenzierung
zwischen einer Verletzung des Skelettmuskels und der des Herzmuskels
nicht moglich (2).
Bis 2001 galt die Aktivitatsbestimmung der Gesamt-CK und der CK-MB als
der Goldstandard in der Diagnostik des akuten Myokardinfarkts.
Massenkonzentration des Isoenzyms CK-MB mit einer Sensitivitat von 100%
und einer Spezifitdt von 49%. Die Messung wird von Makro-CK-Varianten

oder dem Isoenzym CK-BB nicht verfalscht (19). Trotzdem existieren gewisse
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Einschrankungen: interindividuell unterschiedliche Normalwerte (im Skelett-
muskel und im Blut gesunder Probanden gemessen (8)), das Vorkommen
auch im Nicht-Herzmuskel und seine nur kurze Erh6hung im Serum nach
Freisetzung (79). Insgesamt ist es trotzdem spezifischer als die Gesamt-CK.
Konzentration von Myoglobin, ein Hamprotein, das nicht herzmuskel-
spezifisch ist, aber sehr sensitiv. Es wird sehr schnell freigesetzt und ist daher
bei negativem Wert zum Ausschluss in der Friihphase geeignet.

Neben den genannten Parametern gibt es noch andere Marker wie z.B.
Myosin Schwerkette, Glykogenphosphorylase-BB, Fatty Acid Binding Protein
oder BNP (119), die (noch) keinen Eingang in die klinische Routine gefunden
haben, bzw. auf Grund neuerer Marker nicht mehr verwendet werden, wie
z.B. Laktatdehydrogenase (Isoenzym LDH1=HBDH), GOT (ASAT) oder
Aldolase.

Alle diese Parameter sind nicht absolut herzspezifisch. Daher sind die
Ergebnisse dieser kardialen Marker unter Umstanden schwierig zu interpretieren,
zum Beispiel bei Patienten mit verletzter Skelettmuskulatur, nach i.m.
Injektionen, mit Myopathie oder bei Patienten mit chronischem Nierenversagen
(2). Bei diesen letzteren Patienten kdnnen auch ohne offensichtliche Herz-
probleme hohere Serumwerte fir CK (73), CK-MB Aktivitat (82) und Myoglobin
(143) gemessen werden (59).

Auf Grund dieser Unspezifitdt gilt jetzt die Konzentrationsbestimmung der
kardialen Isoformen von Troponin T (cTnT) und Troponin | (cTnl) als der
Goldstandard in der laborchemischen Diagnose von ischamischen Myokard-
schaden (134). Sie sind verlassliche Marker wegen ihrer Spezifitat und
Sensitivitdt. Auch unter Routinebedingungen zeigen sie keine nennenswerten

Unspezifitaten.
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cTnT und cTnl besitzen eine hohe Herzspezifitat (84% - 93% bzw. 93% - 100%
(79, 12, 147)), eine hohe Sensitivitat (87% - 100% bzw. 96% - 98% (79, 91, 12,
81, 147)) und eine gute diagnostische Effizienz (88% (79)). Zusatzlich haben sie
die Vorteile einer sehr niedrigen Konzentration im Serum von Gesunden (53) und
eines bis zu 14 Tage langen diagnostischen Fensters (100, 33). Trotz ihrer
kurzen Halbwertszeit im Serum von 120 Minuten (79) sind ihre Werte langer
erhoht. Die Freisetzung hat (bei cTnT immer und bei cTnl teilweise) zwei
Phasen: ein erster peak 4-6 Stunden nach Auftreten der Symptome (parallel zu
CK-MB (93)), ein zweiter peak bzw. Plateau bis zu 14 Tage. Dies liegt darin
begrindet, dass das Troponin an zwei Orten in der Zelle vorliegt: bis zu ca. 6%
liegen gel6st im Zytosol vor, die restlichen Anteile des Troponins sind in die
Myofibrillen eingebunden. Der geldste Anteil verursacht beim Ausstromen aus
den Myozyten durch ischamiebedingten Verlust der Zellmembranintegritat den
ersten Anstieg. Dessen Hohe hangt von der Reperfusion ab. Bei Reperfusion ist
wegen einem ,Auswaschphanomen® dieser Peak schneller und héher, mit einer
schnelleren Normalisierung, so dass diese Werte auch zur nichtinvasiven
Verlaufskontrolle bei thrombolytischer Therapie eingesetzt werden kdnnen (32,
92, 20, 1). Der an die Myofibrillen gebundene Anteil des Troponins ist fur das
langanhaltende Plateau durch Untergang des kontraktilen Apparates der
irreversibel verletzten Zellen verantwortlich. Dies ist ein Zeichen fur den
irreversiblen Schaden des subzellularen kontraktilen Apparates (32) und héangt
von der GrolRe des akuten Myokardinfarkts ab (80). Der Gewebegehalt an
Troponin T und | nimmt dabei nach einem Infarkt im infarzierten Gebiet

proportional zum Erscheinen im Blut ab (117).
Wegen der lang erhdhten Werte kdnnen allerdings Reinfarkte nicht gut erkannt

werden (51), so dass hier ein zusatzlicher Marker erforderlich ist, z. B. Myoglobin
(54).
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Troponin T und | koénnen nicht nur zur Diagnose, sondern auch zur
Risikostratifizierung von Patienten mit ,akutem Koronarsyndrom*“ herangezogen
werden. Wie seit langerem bekannt ist, kbnnen aus einem Patientenkollektiv mit
instabiler Angina pectoris mit Hilfe erhéhter cTnT-Werte diejenigen identifiziert
werden, die ein hoheres Risiko fir Komplikationen wahrend ihres
Krankenhausaufenthaltes haben. So nimmt z. B. die 30-Tages-Mortalitat (107)
linear und direkt mit zunehmenden Maximalwerten von cTnT zu (Anstieg des
cTnT um 1pg/l entspricht Anstieg der Letalitat um 10% (112)), entsprechend
anderer Risikofaktoren wie geringer Anstieg der CK-MB, hdheres Alter,
Hypertension und Schwere der Ischamie (88). Bei Patienten mit instabiler Angina
pectoris zeigen erhdohte Troponin T Werte entweder Mikroinfarkte an, oder aber
reversible ischamische Myokardschaden (79, 64, 53, 69, 129). Indem kleinere
Myokardzellschadden (sog. ,minor myocardial cell damage®) erkannt werden, die
mit einem erhohten Risiko fur Herzinfarkt und plétzlichen Herztod einhergehen,
konnen Patienten in Hoch- bzw. Niedrigrisiko-Gruppen eingeteilt werden. Hier
erreicht man einen hohen negativen pradiktiven Wert von 98% (100, 52, 144, 65,
51).

Mit é&lteren etablierten Markern wie der CK ist die Erkennung dieser
Patientengruppe mit einem hohen Risiko nicht moglich (65, 114).

Ahnlich wie cTnT weisen erhohte cTnl Werte auf ein hoheres kardiales Risiko hin
(20), so dass auch cTnl als unabhangiger Risikofaktor fur eine hoéhere
Mortalitatsrate gilt (100). Aul3erdem sollen hier neue Marker wie CRP oder BNP
angesprochen werden, die ebenfalls bei Hochrisikopatienten erhéht sind (119).
Zur Risikostratifizierung kénnen auch mehrere Marker in Kombination angewandt
werden, da sich das Risiko mit der Zahl der erhdhten Marker deutlich erhoht
(119).
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Neuere Untersuchungen zeigten, dass Troponin T und | nicht nur zur
Risikostratifizierung beim ,akuten Koronarsyndrom® herangezogen werden
konnen, sondern auch die Therapieentscheidung beeinflussen sollten (56, 30,
62). Patienten mit instabiler Angina pectoris und erhéhten Troponin T Werten, die
somit ein dem klassischen Infarktpatienten vergleichbares Risiko hinsichtlich
Infarkt und Tod haben, profitieren eindeutig von einer Therapie mit anti-
thrombotischen Substanzen wie den Glykoprotein-llb/llla-Rezeptor-antagonisten
(63). Sowohl die Frih- als auch die Langzeitmortalitat l&sst sich so durch
Kombination der neueren Diagnose-Marker mit neuen Therapieanséatzen

reduzieren.

3 Fragestellung

Obwohl die kardialen Isoformen von Troponin T und | zuverlassige Marker fir die
Erkennung von Herzmuskelschéden sind, kdnnen unspezifische Erhéhungen bei
Patienten mit Myopathien oder mit Niereninsuffizienz vor allem fir cTnT nicht
sicher ausgeschlossen werden. Fiur Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz
konnte von zwei Arbeitsgruppen gezeigt werden, dass eine Expression in der
myopathisch verdnderten Skelettmuskulatur dieser Patienten nicht stattfindet
(61) bzw. die exprimierte Isoform des cTnT vom Assay nicht erkannt wird (116).
Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Expression der kardialen Troponine T
und | bei Patienten mit primaren Myopathien zu untersuchen. Dazu wurde in
Skelettmuskelbiopsien von Patienten mit V.a. primare Myopathien die mRNA-
Expression der skelettalen und kardialen Isoformen von TnT und Tnl untersucht.
Die gefundenen Ergebnisse wurden dann mit den histologisch gesicherten

Diagnosen sowie Befunden verglichen und kritisch diskutiert.
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4 Material und Methoden

4.1 Material

4.1.1 Kontrollproben

Als Positivkontrollen dienten fir die kardialen Isoformen zwei Herzmuskelproben
(Herzohr: Herz 23.1., Herz 3.7.), die bei Operationen am offenen Herzen im
Deutschen Herzzentrum gewonnen wurden. Diese Proben wurden freund-

licherweise von Prof. Mendler zur Verfliigung gestellt.

Als Positivkontrollen fur die Skelettmuskelisoformen standen mehrere
Muskelproben (Bein 16.12., SM. Allg., M. Soleus) zur Verfigung, die bei
Unterschenkelamputationen von Patienten ohne Skelettmuskelerkrankungen
gewonnen wurden. Diese Proben wurden freundlicherweise von PD Dr. Brandl

zur Verfigung gestellt.

4.1.2 Patientenproben

Es standen 18 Proben aus der Neurologischen Klinik und Poliklinik des Klinikums
rechts der Isar zur Verfligung, die bei routineméaRigen, diagnostischen Biopsien
1998 gewonnen wurden und, auf Trockeneis, sofort in das Institut fur Klinische
Chemie und Pathobiochemie des Klinikums rechts der Isar transportiert wurden.
Dort wurden sie bis zur Aufarbeitung in flissigem Stickstoff bei —196°C gelagert.
In Tabelle 4 sind die wichtigsten Daten der einzelnen Biopsien aufgelistet. Diese

Biopsien wurden freundlicherweise von Dr. Quasthoff zur Verfigung gestellt.
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Nr|Name, |Geschlecht |Alter |Diagnose

Initialen
1. |F.B. m. 1957 |unauffallig, Ausschluss maligne Hyperthermie
2. |[E.M. m. 1951 |Maligne Hyperthermie
3. [M.R. W. 1932 |unauffallig, neurogene Muskelatrophie
4. |S.D. m. 1976 |Gliedergurteldystrophie
5. |P.P. W. 1970 |Maligne Hyperthermie
6. |J.L. m. 1968 | unauffallig, Ausschluss maligne Hyperthermie
7. |G.P. m. 1938 | Maligne Hyperthermie
8. |AS. m. 1946 |unauffallig, Ausschluss maligne Hyperthermie
9. |E.B. W. 1933 | Familidre CK-Erh6hung unklarer Genese
10, K.P. m. 1971 |unauffallig, Ausschluss maligne Hyperthermie
11, T.H. W. 1948 | Maligne Hyperthermie
12/ G.S. m. 1965 | Maligne Hyperthermie
13/G.M. W. 1964 | unauffallig, Ausschluss maligne Hyperthermie
14, E.J. m. 1972 |unauffallig
15/H.G. m. 1973 | McArdle Glykogenose Typ V
16/R.S. W. 1965 | unauffallig, Ausschluss maligne Hyperthermie
17|R.B. W. 1954 |unauffallig, Ausschluss maligne Hyperthermie
18/J.R.I. m. 1976 | unauffallig, Ausschluss maligne Hyperthermie

Tabelle 4: Proben Neurologie

Die histologisch gesicherten Diagnosen der 8 Patienten mit muskuléren

Erkrankungen sind in Tabelle 4 aufgelistet.

Insgesamt stammten die 18 Proben aus der Neurologie von einem Patienten mit

McArdle Glykogenose, einem Patienten mit Gliedergurteldystrophie, einem

Patienten mit familidarer CK-Erhdéhung unklarer Genese, funf Patienten mit

maligner Hyperthermie und zehn Patienten mit unauffélligem histologischen

Befund, die sich folgendermassen zusammensetzten: ein Patient ohne Myo-

pathie, ein Patient mit neurogener Muskelatrophie, jedoch ohne Muskel-
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erkrankung sowie acht Patienten, bei denen eine maligne Hyperthermie

ausgeschlossen wurde.

Des weiteren wurden 24 Muskelproben aus dem Friedrich-Baur-Institut (Tabelle

5) untersucht, die dort bereits bei —70°C archiviert waren. Diese Biopsien wurden

freundlicherweise von Frau Dr. Fischer zur Verfigung gestellt.

Nr | Name, |Ge- |Alter |Biopsie |Biopsiestelle Diagnose
Initialen | schl. zeitp.

1 |J.M. m. |1950 |1996 M. quadriceps femoris li. | unaufféllig

2 |M.G. W. 1976 |1996 M. deltoideus li. FSH-Dystrophie

3 |[V.P.R. |w. 1986 |1996 M. tibialis ant. li. Dystrophie

4 |l L. W. 1960 |1996 M. vastus medialis re. Distale Myopathie

5 |KW. m. |1951 |1996 M. pectoralis major re. unauffallig

6 |I.Z w. 1959 |1996 M. rectus femoris re. Metabolische Myopathie,
M. Pompe

7 |M.P. w. 1966 |1998 M. gastrocnemius li. unauffallig

8 |T.D. m. 1959 |1998 M. vastus lateralis li. Prim. Sarkoglykanopathie

F.P. m. |1958 |1998 M. biceps brachii Ii. FSH-Dystrophie

10 |S. S. m. 1994 |1998 M. tibialis anterior li. MD Typ Duchenne

11 | S.B. m. |1965 |1998 M. deltoideus re. unauffallig

12 |D. S. m. |1950 |1998 M. rectus femoris re. unauffallig

13 |H.B. m. |1933 |1998 M. biceps brachii re. Myopathie

14 |J.P. m. |1955 |1998 M. biceps brachii li. unauffallig

15 |D.A. m. |1941 |1997 M. rectus femoris li. Degen. Myopathie

16 |D.S. m. |1978 |1996 M. vastus lateralis Gliedergurteldystrophie

17 |M.R.-V. |w. 1955 |1996 M. deltoideus re. unauffallig

18 |U.H. w. 1955 | 1996 Nicht bekannt unauffallig

19 |M. V. m. 1970 |1996 M. gastrocnemius re. MD Typ Becker-Kiener

20 |D.M. m. 1991 |1998 M. tibialis anterior re. MD Typ Duchenne

21 |D.S. m. 1991 |1998 M. tibialis anterior re. MD Typ Duchenne

22 |T.S. m. 1993 |1998 M. tibialis anterior li. MD Typ Duchenne

23 |AV. m. 1994 |1998 Nicht bekannt MD Typ Duchenne

24 | J.P. m. 1997 |1998 Nicht bekannt MD Typ Duchenne

Tabelle 5: Proben Friedrich-Baur-Institut
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Zusammenfassend entsprach dies 8 Proben mit unauffalliger Histologie sowie 16
Proben von Patienten mit einer muskuléaren Erkrankung. Diese setzten sich aus
verschiedenen Dystrophien und Myopathien zusammen: sechs MD Duchenne,
einer MD Becker, einer Gliedergurteldystrophie, einer primaren Sarko-
glykanopathie, zwei Patienten mit FSH-Dystrophie, einer einfachen Dystrophie,
und jeweils einem Patienten mit einer Myopathie, einer distalen Myopathie, einer
degenerativen Myopathie und einem Patienten mit M. Pompe. Hierbei sollte noch
angeflgt werden, dass bei einem Patienten mit FSH-Dystrophie und dem
Patienten mit Myopathie der jeweils biopsierte Muskel histologisch nicht betroffen
war, ansonsten die Krankheit jedoch klinisch nachzuweisen war, so dass die

Zuordnung zu den positiven Proben erfolgte.

Fasst man beide Patientenkollektive zusammen, so wurden insgesamt 18
Proben von Patienten ohne Skelettmuskelerkrankung sowie 24 Proben von

Patienten mit Skelettmuskelerkrankung untersucht.

Demographische Daten der Patienten sind in Tabelle 6,

Grafik 1 und Grafik 2 zusammengefasst.

mit Skelettmuskelerkrankung | ohne Skelettmuskelerkrankung

Anzahl 24 18
Geschlecht m/w | 17/7 11/7

70,8% / 29,2% 61,1% / 38,8%
Alter in Jahren:|29,4 (1 — 65) 39,1 (22 - 66)

Mittel (min-max)

Tabelle 6: demographische Daten
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Grafik 2: Altersverteilung

4.1.3 Serumproben

Bei den 18 Proben aus der Neurologie konnte jeweils gleichzeitig zur
Muskelbiopsie 10ml Blut gewonnen werden. Nach Gerinnung und Zentrifugation

wurde das Serum abgehoben und bei —20°C bis zur Analyse gelagert.
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4.2 Methoden

Die einzelnen Schritte der Experimente sind in Abbildung 4 skizziert.

Muskelprobe :T(> MRNA :T(> cDNA
Homogenisierung rev. Transkription

RNA-Isolierung

Abbildung 4: Methodeniberblick

4.2.1 Homogenisierung und RNA-Isolierung

—————— PCR-Produkt

T

nested PCR

<« Restriktions-

verdau +

Elektrophorese

Fragmentléange

Zur Vermeidung einer Verunreinigung der Proben oder Kontamination mit

RNAsen wurde wahrend allen Arbeitsschritten nur mit Handschuhen gearbeitet

und lediglich sterile bzw. autoclavierte und mit RNAse freiem Wasser

ausgewaschene Materialien verwendet.

Homogenisierung/

l Lyse

Abbildung 5: RNA-Isolierung
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Fur die RNA-Isolierung aus dem Muskelgewebe wurde ein kommerzieller Kit
(RNeasy Mini Kit von QIAGEN, Hilden) entsprechend den Vorschriften des
Herstellers (RNeasy Mini Handbook von QIAGEN 03/97, S. 30 — 32, Protocol
Animal Tissues) verwendet (siehe Abbildung 5). Dieser Kit bestand aus RNase-
freiem Wasser, RPE-Puffer, RW1-Puffer, RLT-Puffer und RNeasy Mini Spin

columns.

Die Homogenisierung des Muskelgewebes erfolgte mit einem Ultra-Turrax T25
mit einer Leerlaufdrehzahl von 24.000/min (von Janke&Kunkel, IKA-Labor-
technik, Staufen). Zur Sduberung und zur Elimination von RNAsen wurde dieser
Homogenisator 24 Stunden vor Gebrauch in 0,1 N NaOH und 0,001 M EDTA-
Losung gelegt. Jeweils etwa 50 - 100 mg Gewebe wurde zuerst mit einem
Skalpell zerteilt und zusammen mit 1ml RLT-Lysepuffer und 10l [-
Mercaptoethanol in einem ebenfalls RNAse freien 10ml Reagenzgefal3 aus
Polypropylen mit dem Homogenisator bei 24 000 Upm zerkleinert, bis die
Viskositat des Lysates reduziert war. Nach einer 10minttigen Zentrifugation bei
14 000 Upm mit einer Eppendorf Zentrifuge wurde der Uberstand abgehoben. Zu
500ul dieses Uberstandes wurde 500ul 70%-iger reinster Alkohol (hergestellt aus
Ethanol absolut von Merck, Darmstadt und RNAse freiem 0,1% DEPC H,0, das
dem RNeasy Mini Handbuch entsprechend 12h bei 37°C unter dem Abzug
inkubiert und dann autoklaviert wurde) zugegeben. Der Alkohol fordert die
selektive Bindung der RNA an die RNeasy membrane der RNeasy mini spin
column. 700ul der Mischung wurde in einem RNeasy mini spin column 15
Sekunden bei 10 000 Upm zentrifugiert. Dabei wurde die RNA auf der S&ule
gebunden. Nach Verwerfen des Eluats folgte ein Waschgang mit 700ul RW1-
Puffer und Zentrifugation 15 s bei 10 000 Upm. Nach Verwerfen des Eluats
folgten zwei Waschschritte mit jeweils 500ul RPE-Puffer (dieser wurde zuvor mit
Ethanol aufgeflllt), wobei nach dem 1. Waschschritt 15 s bei 10 000 Upm
zentrifugiert wurde, nach dem 2. Waschschritt 2 Minuten. Durch diese Wasch-

schritte wurden etwaige Kontaminationen ausgewaschen. AnschlieRend wurde
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auf die RNeasy mini spin column, aufgesetzt auf ein steriles Eppendorf-cup
(Eppendorf, Hamburg), 30ul RNAse freies Wasser pipettiert. Nach erneuter

Zentrifugation (1 min, 10 000 Upm) konnte die RNA im Eluat gewonnen werden.

Die gewonnene RNA wurde bei —70°C gelagert.

4.2.2 Reverse Transkription

Die Reverse Transkription der mRNA zur einstrdngigen cDNA wurde mit
Random Primern und Superscript Il RNase H reverse Transkriptase von Gibco
BRL (Life Technologies, Karlsruhe) entsprechend den Vorgaben des Herstellers
durchgefihrt.

Zuerst wurde die Konzentration des RNA-Eluates ermittelt, indem die Extinktion
von 2ul Eluat, gemischt mit 98ul RNAse freiem Wasser, bei 260nm (ODg0) und
280nm (OD2gp) gegen 100ul dest. Wasser gemessen wurde (Unicam UV/Vis
Spectrometer UV2). Der Quotient ODygo / OD>gp zeigte die Qualitéat der RNA an.
Die Quantitat der RNA wurde mit der Formel ,0ODy5 x 100 / Dil'n Factor”
berechnet, wobei der Verdiinnungsfaktor 50 betrug. Die Ausbeute wurde durch
Multiplikation der Konzentration mit dem Volumen (30pl) berechnet. 1ug der RNA

entsprach dem Kehrwert der Konzentration in pl (siehe Tabelle 15 auf Seite 59).

Fur die reverse Transkription wurde 1pg RNA entsprechend Spalte 10, Tabelle
15 in pl umgerechnet, mit Wasser auf 11pl verdinnt und mit 1pl Random Primer
(250 ng/ul) versetzt. Nach 10mindtiger Inkubation bei 70°C im Wasserbad wurde
die Losung in Eis gekuhlt, wahrend der RT Master Mix entsprechend Tabelle 7

angesetzt wurde.
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Reagenz Pro Reaktion (ul)
First Strand Buffer 4

0,1 MDTT 2
Superscript Il RT 1
dNTP Mix 0,5
H,O 0,5

Tabelle 7: RT Master Mix

Zu den 12ul aus RNA und Random Primer wurden 8ul des RT Master Mix (siehe
Tabelle 7) hinzugegeben und die Mischung zur reversen Transkription 60
Minuten bei 37°C inkubiert. Anschliel3end wurde das Superscript I| RT-Enzym 10

Minuten lang bei 70°C deaktiviert und somit die reverse Transkription terminiert.

Die gewonnene cDNA wurde in Aliquots von 20ul bei —20°C gelagert.

4.2.3 PCR

) Primer‘
DNA
W AOO0OK = ¥/ :>T

T T

Denaturierung Annealing Elongation

| —= =

| —— | e——

-

|é

4—
|
|
|
|
|
|
|
|
|

Abbildung 6: Ablauf der PCR
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Die PCR ist eine in-vitro Reaktion, die kleinste Mengen DNA in wenigen Stunden
millionenfach vermehren kann. Dies geschieht durch die repetitive Durchfiihrung
von drei Reaktionsschritten mit verschiedenen Temperaturen. Bendtigt werden
dafir die Ziel-DNA, zwei zu den 5-Enden der beiden Strange komplementare
Oligonukleotide (Primer), Desoxyribonukleosid-Triphosphate und hitzestabile
Polymerase (Tag-DNA-Polymerase des thermophilen Bakteriums Thermus
aquaticus, 106). Im ersten Schritt (Denaturierung) wird die DNA bei etwa 94°C zu
EinzelstrAngen aufgetrennt, an welche sich die Primer bei Temperaturen
zwischen 37°C und 65°C im nachsten Schritt (Annealing) anheften. Von diesen
ausgehend synthetisiert die Polymerase neue DNA-Doppelstrange (Elongation).
Diese drei Reaktionsschritte werden ca. 30-40x wiederholt, bis millionenfach

amplifizierte DNA vorliegt.

Die Methode der rt-PCR testet die Transkription d.h. die Expression auf mRNA
Ebene. Da allerdings als Template fur die PCR eine DNA notig ist, wird die
MRNA in cDNA umgeschrieben. Da diese cDNA nur Exons enthalt, kann sie

ausschlie3lich Informationen Uber exprimierte Gene geben (siehe Abbildung 3).

4.2.3.1 Ansatz

4.2.3.1.1 Kontrolle der reversen Transkription
Zur Kontrolle der stattgefundenen reversen Transkription wurde eine PCR mit
Primern eines sog. ,house keeping gene* durchgefuhrt. Amplifiziert wurde das

»house keeping gene“ ABL mit spezifischen Primern.

4.2.3.1.2 Spezifische Nachweisreaktion

In methodischen Vorversuchen wurden verschiedene Programme des Cyclers
bezlglich Temperaturen, Zeitdauer und Cyclezahl getestet. AuRerdem wurden
unterschiedliche Ansatze durchgefuhrt in Bezug auf die Konzentration der
eingesetzten cDNA, einfache PCR versus nested PCR, Vorverdiinnungen vor
der 2. PCR, die Magnesium- und die Nukleotidkonzentration.
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Im folgenden werden die fUr die einzelnen Isoformen optimierten Bedingungen
dargestellt. In manchen Ansatzen wurden 18ul cDNA in der Wiederholung

eingesetzt, um ein negatives Ergebnis zu verifizieren.

4.2.3.2 Durchfiihrung

Als Enzym wurde die Tag DNA Polymerase (5000 units per ml) von Appligene
Oncor (Heidelberg) benutzt. Als Puffer fur das Enzym wurde der Appligene
Incubation Mix T.Pol. verwendet. Die Nukleotide stammten von Eurogentec, Kéln
(dNTP Master Mix, 20pmol, je 5umol von dATP, dGTP, dCTP, dTTP, jeweils
Konzentration 5mM, pH 7,0). Ebenfalls von Eurogentec stammte das MgCl, (Sol.
1,5mL, Konzentration 25mM). In der 1. PCR betrug die MgCl,-Zielkonzentration
1,5mMol, in der 2. PCR 2,5mMol. Das Wasser fur die Reaktion war steril
abgefllltes Aqua bidest (pH 5,3 - 7,0, Aqua Spullésung Delta-Pharma,
Pfullingen). Als Primer wurden spezifische cDNA Abschnitte flr die einzelnen
kardialen und Skelettmuskel-Troponine | und T (siehe Sequenz 1 bis Sequenz
6) gewahlt, so dass das PCR-Produkt jeweils im Bereich zwischen 500 und 900
bp lang war. In Tabelle 8 sind die verwendeten Primer in 5'-3'-Richtung
aufgelistet. Die Synthese erfolgte durch Eurogentec. Die lyophilisierten Primer
wurden bis auf die Zielkonzentration von 25uMol/l verdiinnt und in 80pul Portionen
bei — 20°C aufbewahrt.

cTnT 1.PCR |cTnT1s 5' GTTCTGAGGGAGAGCAGA 3
cTnTlas 5 AGGAGCAGATCTTTGGTGAA 3
2.PCR |cTnT2s 5' GACCATGTCTGACATAGAAG 3
cTnT2as 5' CAAGTTATAGATGCTCTGCC 3¢
cTnl 1.PCR |cTnlls 5° AACCTCGCCCTGCACCAG 3
cTnllas 5 GCTTTATTCCTCAGGGCCC 3
2.PCR [cTnl2s 5 CCTCCAACTACCGCGCTTA 3
cTnl2as 5 AGTAGGCAGGAAGGCTCAG 3
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SMTnTf 1.PCR |SMTnTfls 5' AAGTTGAACAGGTGGAGGA 3f
SMTnTflas |5 GCGTGGTGATGTCATATTTC 3
2.PCR |SMTnTf2s 5' ACTCACTGCTCCTAAGATC 3
SMTnTf2as |5' CTCGAACTTGTCAATCTCCA 3
SMTnlf 1.PCR |SMTnlfls 5' GCTCAGGACCTCAGGATG 3
SMTnlflas |5 TTGACGGTGGTGGTGAGG 3
2.PCR |SMTnlf2s 5' GGGAGATGAGGAGAAGCG 3
SMTnlf2as |5 CTGGGTGCATCTCCCTAG 3
SMTnTs 1.PCR |SMTnTsls |5 CAAGATTCACAGCATCTCAG 3
SMTnTslas |5 TTATTTCAAGCTACCGATGG 3
2.PCR |SMTnTs2s |5 GCACCAGGATGTCGGACA 3’
SMTnTs2as |5 CTTCCGGAACTTCTGGGC 3
SMTnls 1.PCR |SMTnlsls 5' CAGCTCCACGAGGACTGA 3
SMTnlslas |5 TCCCAGTTCCAGAGGAGG 3
2.PCR |SMTnis2s 5 CATGCCGGAAGTCGAGAG 3'
SMTnls2as |5' GAGAGGTGGGAAGGGATG 3

Tabelle 8: Primer

Alle 0.g. Reagentien wurden bei — 20°C aufbewahrt und unmittelbar vor Be-

nutzung aufgetaut und grindlich gevortext.

In ein steriles Eppendorf-Cup wurden die in Tabelle 9 und Tabelle 10
aufgefuhrten Komponenten zusammenpipettiert, wobei die Stocklésung vor
Zugabe der Tag Polymerase gemixt wurde. Die Polymerase wurde direkt aus
dem TiefkUhlfach zugegeben, anschlieend wurde erneut gemischt und
zentrifugiert. Die Stocklésung wurde in 200ul Tubes entsprechend der jeweiligen
Gesamtmenge von 45 bzw. 49ul aufgeteilt. Dann wurde die entsprechende
cDNA (bzw. das entsprechende Produkt aus der 1. PCR) sowie fur die
Leerkontrolle die entsprechende Menge Wasser zugegeben. Die Ansatze

wurden mit jeweils einem Tropfen Mineraldl (Fa. Sigma, Steinheim) bedeckt und
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ohne Verzdgerung schnellstmdglich in den Cycler (Perkin Elmer, Gene Amp.
PCR System 9700, Norwalk, USA) gegeben und mit den in Tabelle 11

angegebenen spezifischen Programmen amplifiziert.

Reagentien in pl: fir SMTnTH, fir cTnT: fur SMTnTs,
SMTnlf, cTnl: SMTnls:

H,O 41,25 37,25 36,75

Puffer (MgCl,) 5 5 5

dNTP (5mMol) 0,5 0,5 1

Primer sense (25uMol/l) 1 1 1

Primer antisense (25uMol/l) 1 1 1

Taqg Polymerase (5.000 U/ml) 0,25 0,25 0,25

Gesamt: 49 45 45

Zugesetzte cDNA: 1 5 5

Tabelle 9: Stocklésung fur 1. PCR

Reagentien in pl:

fir alle Isoformen:

H,O 39,25
Puffer (MgCl,) 5
dNTP (5mMol) 0,5
Primer sense (25uMol/l) 1
Primer antisense (25uMol/l) 1
MgCl, (25mMol) 2

Taq Polymerase (5.000 U/ml) 0,25
Gesamt: 49
Produkt aus 1.PCR: 1

Tabelle 10: Stockldsung fur 2. PCR
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PCR-Programm fur SMTnTf, SMTnlf, cTnT, cTnl:

Denaturie- Cycle- | Denaturie- | Annealing | Elongation | Abschliel3. Temp. bis
rung Zahl rung Elongation Entnahme
94°C 10min 30x 94°C 30s | 60°C 30s | 72°C 1min | 72°C 5min 4°C
PCR-Programm fur SMTnTs, SMTnls:
94°C 4min 30x 94°C 30s | 58°C 30s | 72°C 1min 72°C 5min 4°C

Tabelle 11: PCR-Programme fiir die verschiedenen Isoformen

4.2.4 Gelelektrophorese

4.2.4.1 Herstellung des Geles

Fur ein 1,5% Agarosegel von 30ml wurde in einen sterilen Erlenmeyerkolben
0,45g Agarose (Molecular Biology Grade Agarose, Fa. Eurogentec, melting
temperature 88,7°C, gelling temp. 36,4°C, gel strength 1,270 g/cm3 (1%Gel),
150nm Poren (1%Gel)) eingewogen. Dazu wurden 30ml 0,5x TBE-Puffer (1:20
mit Aqua bidest. verdinnter 10x TBE-Puffer, Fa. Gibco BRL, Concentration:
1,0M Tris, 0,9M Boric Acid, 0,001M EDTA; pH(25°C)) zugegeben. Mit
Wachspapier bedeckt wurde diese Mischung in der Mikrowelle etwa 2 Minuten
erhitzt, bis alle Luftblasen aufgestiegen waren. Anschliel3end wurde zu den 30ml|
unter dem Abzug zur Sichtbarmachung 3ul Ethidiumbromid (1:100 mit Wasser
verdinnt) hinzupipettiert. Die FlUssigkeit wurde auf den in einer Schale liegenden
Geltrager gegossen und mit einem Raster versehen. Nach 15 Minuten wurde das
nun feste und kalte Gel mit 10ml 0,5x TBE-Puffer, versetzt mit 1ul Ethidium-
bromid, Uberschichtet und zum Aushérten unter einer Aluminiumfolie in den

Kihlschrank gestellt.
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4.2.4.2 Probenvorbereitung und Auftrag

In den ersten Versuchen wurden die Produkte sowohl der 1., als auch der 2.
PCR elektrophoretisch ausgewertet. Als sich im Laufe der Versuche
herausstellte, dass nach der 1. PCR grundsétzlich keine Banden zu detektieren
waren, wurden lediglich die Produkte aus der 2. PCR elektrophoretisch

aufgetrennt.

Jeweils 10ul einer amplifizierten Probe wurden in einem sterilen Tube vor dem
Auftragen mit 2ul Auftragspuffer (5+1) versetzt. Dieser bestand aus 10mg
Xylenecyanol, 10mg Bromphenolblau und 4g D(+)-Sucrose auf 10 ml Wasser.
Zur Identifizierung der Lange der PCR-Produkte liefen auf den Gelen jeweils
Marker von 100 und 250bp Léange (Oligonucleotide Sizing Markers, Pharmacia
Biotech, Ebersberg) auf separaten Spuren mit. Das Gel wurde in die
Elektrophoresekammer (Mupid 2, Mini Gel Migration Trough, Cosmo Bio, Tokio,
Japan, V=30 ml, 11 x 6 x 0,45 cm, 17 Spuren) eingesetzt, wobei der Geltrager an
seiner Unterseite sorgféaltig von Gelresten gereinigt wurde. Von der Proben-
Auftragspuffer-Mischung wurden nach Vortexen und Zentrifugieren in jede Spur
des Gels kathodenseitig 5ul hineinpipettiert. Von den LAngenmarkern wurde pro

Spur 1ul verwendet.

4.2.4.3 Elektrophorese

Die Laufzeit eines Gels betrug bei 100V 30min. Dies entspricht auf die
Laufstrecke umgerechnet etwa 8,3 V/cm. Die negativ geladenen Nukleinséduren
wanderten von der Kathode zur Anode, wobei sich die Nukleotide entsprechend
ihrer FragmentgréRe auftrennten. Die Dokumentation der Fluoreszenz der mit
Ethidiumbromid markierten DNA nach Anregung bei einer Wellenlange von

302nm in UV B-Licht erfolgte mit einem Polaroid-Film.
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4.2.5 Restriktionsverdau

4.2.5.1 Durchfiihrung

Zum Nachweis des amplifizierten PCR-Produkts wurde ein Verdau mit den in

Tabelle 12 aufgefihrten Restriktionsenzymen durchgefiihrt (Schnittstellen der

Isoformen siehe Sequenz 1 bis Sequenz 6). Alle Restriktionsenzyme und Puffer

wurden von der Fa. New England BioLabs (Schwalbach) bezogen.

Restriktions-|  Aktivitat Puffer Erkennungssequenz | Restriktionsstelle

enzym
Bsr | 5.000 U/ml NEB 3 ACTGGN nach 6. Nukleotid
BstN | 10.000 U/ml| NEB 2 + CCWGG nach 2. Nukleotid

BSA, 10+1,
60°C
Hinf | 10.000 U/ml NEB 2 GANTC nach 1. Nukleotid
Hph | 5.000 U/mi NEB 4 NNNNNNNTCACC | vor Erkennungs-
sequenz

Msp | 20.000 U/ml NEB 2 CCGG nach 1. Nukleotid

Tabelle 12 : Restriktionsenzyme

Entsprechend Tabelle 13 wurde in ein steriles Eppendorfgefald die fur das

jeweilige Enzym entsprechende Menge an destilliertem Wasser, Enzympuffer

und Enzym pipettiert. Nach Mischen und Zentrifugation wurden jeweils 10pl der

Stocklésung in sterile Tubes gegeben, zu denen 10ul der Probe hinzupipettiert

wurden. AnschlieBend folgte — bei BstN | mit Mineral6liberschichtung — die 60
bis 90 mindtige Inkubation bei 37°C bzw. 60°C.
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Hinf I, Hph I, Msp | [Bsr | BstN |
Stock- |H0O 7,85l 7,4ul 7,5ul
|6sung | Enzympuffer | 2l 2l 2l
10pl Enzym 0,15pl 0,6l 0,5ul
Probe 10pl 10pl 10pl
Inkubationszeit 60 bis 90 min 60 bis 90 min |60 min
Temperatur 37°C 37°C 60°C (Uberschichtet

mit Mineralol)

Tabelle 13: Restriktionsverdau

4.2.5.2 Elektrophorese

Die Auswertung erfolgte mit Hilfe der Agarosegelelektrophorese, wobei analog

der Elektrophorese der PCR-Produkte vorgegangen wurde (siehe 4.2.4).

Verwendet wurde ein 3%iges Agarosegel (0,9g Agarose auf 30ml 0,5x TBE-

Puffer). Zu den 20ul Anséatzen wurde jeweils 4ul Auftragspuffer zugegeben.

Davon wurden je 5ul auf das Gel aufgetragen. Die Laufzeit eines Gels betrug

40min.

4.2.6 Auswertung

Die Auswertung der Gele erfolgte visuell sowie ein zweites Mal durch Aus-

wertung der Fotografien. Dabei mussten die stets mitgefihrten negativen und

positiven Kontrollen korrekt sein. Zur Vermeidung evtl. systemischer Fehler

wurden alle Ansétze 5 bis 7 Mal unabh&ngig voneinander durchgefihrt.
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4.2.7 Vergleich der PCR-Ergebnisse mit den histologisch-klinischen Befunden.

Der Vergleich mit den klinisch erhobenen und histologisch gesicherten Befunden

erfolgte nach Abschluss der Experimente.

4.2.8 Serum

Nach der Gewinnung von Serum aus den Blutproben der Patienten der

Neurologie wurde in diesen mit den routineméssigen Methoden des Labors fir

Klinische Chemie folgende Parameter bestimmt: cTnT, cTnl, CK, CK-MB-

Aktivitat, Myoglobin und Kreatinin (siehe Tabelle 14).

analyzer manufacturer |Test principle Cut-off | Upper reference
limit

cTnT Elecsys® Roche Elektrolumineszenz | 0,1pg/l | 0,03ug/l

cTnl Dimension® RxL | Dade Behring | Elektrolumineszenz | 0,4pg/l | 0,05ug/l

CK Vitros® 950 IRC | Ortho Multilayer- 80U/ & (25°C)
Filmtechnik 70U/l Q (25°C)

CK-MB- | Vitros® 950 IRC |Ortho Multilayer- 10U/l (25°C)

Aktivitat Filmtechnik

Myoglobin | BN II Dade Behring | Nephelometrie 70ug/l

Kreatinin | Vitros® 950 IRC | Ortho Multilayer- 1,3mg/dl
Filmtechnik

Tabelle 14: Methoden fur die Messung der Serumparameter
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5 Ergebnisse

5.1 Ergebnisse der RNA-Isolierung

Tabelle 15 zeigt die Ergebnisse der RNA-Isolierung (siehe 4.2.1 und 4.2.2). Die
Qualitat der RNA, ausgedriickt in dem Quotienten ODys / OD2go (Spalte 6),
schwankte fur die verschiedenen Proben zwischen 0,98 und 1,09, wobei die
Probe FBI 17 auf den Wert 1,45 nach oben abwich. Die Quantitat der RNA
(Spalte 8) schwankte zwischen 0,75 pg/ul und 1,20 pg/ul, ebenfalls mit einer
Abweichung der Probe FBI 17 auf 1,40 pg/pl. Dies wurde durch die erhdhte
Ausbeute der Probe FBI 17 mit 42,12 im Vergleich zu den Werten der anderen
Proben (,Yield*) zwischen 22,62 und 36,06 bestatigt (Spalte 9).

Datum Probe Dil'n | A260 | A280 | A260/A280 * [Vol|[Conc'n?] Yield® | 1 ug=pl*
Factor
16.12.97 Bein 50 |0,377 | 0,368 1,02 30| 0,75 [2262| 1,33
23.01.98 Herz 50 | 0,391 | 0,385 1,02 30| 0,78 [2346| 1,28
02.03.98 | SM, N1 50 | 0,431 | 0,438 0,98 30| 0,86 [2586| 1,16
02.03.98 | SM, N2 50 |0,471 ] 0,459 1,03 30| 0,94 [2826| 1,06
04.03.98 | SM, N3 50 | 0,423 | 0,408 1,04 30| 085 [2538]| 1,18
06.03.98 | SM, N4 50 | 0,504 | 0,493 1,02 30| 1,01 [30,24| 0,99
06.03.98 | SM, N5 50 | 0,471 | 0,463 1,02 30| 094 [2826]| 1,06
16.03.98 | SM,FBI1 | 50 [0,377 | 0,368 1,02 30| 0,75 [2262] 1,33
16.03.98 | SM,FBI2 | 50 | 0,48 | 0,467 1,03 30| 096 |2880]| 1,04
16.03.98 | SM,FBI3 | 50 |0,431 0,418 1,03 30| 086 |[2586| 1,16
25.03.98 | SM, N6 50 | 0,468 | 0,451 1,04 30| 094 |[2808]| 1,07
25.03.98 | SM, N7 50 | 0,486 | 0,461 1,05 30| 097 [29,16| 1,03
14.04.98 | SM, N8 50 | 0,423 | 0,395 1,07 30| 085 [2538]| 1,18
14.04.98 | SM,FBI4 | 50 [0,381 0,369 1,03 30| 0,76 [2286| 1,31
15.04.98 | SM,FBI5 | 50 [0,438 0,416 1,05 30| 088 |[2628]| 1,14
15.04.98 | SM,FBI6 | 50 |0,483 (0,473 1,02 30| 0,97 |[2898| 1,04
15.06.98 | SM, N9 50 | 0,471 | 0,458 1,03 30| 0,94 [2826| 1,06
15.06.98 | SM, N10 50 |0,537 | 0,524 1,02 30| 1,07 [3222] 0,93

58



15.06.98 | SM, N11 50 |0,445| 0,43 1,03 30| 0,89 |26,70 1,12
15.06.98 | SM, N12 50 |0,585]| 0,578 1,01 30| 1,17 | 35,10 0,85
03.07.98 | SM, N13 50 |0,427 | 0411 1,04 30| 0,85 | 25,62 1,17
03.07.98 | SM, N14 50 |0,447 | 0,431 1,04 30| 0,89 |26,82 1,12
03.07.98 | SM, N15 50 | 0,459 | 0,447 1,03 30| 0,92 |2754 1,09
03.07.98 Herzohr 50 | 0,411 0,398 1,03 30| 0,82 | 24,66 1,22
03.07.98 | M.soleus 50 |0,589 | 0,575 1,02 30| 1,18 | 3534 0,85
04.08.98 | SM, FBI 7 50 | 0,439 | 0,422 1,04 30| 0,88 |26,34 1,14
04.08.98 | SM, FBI 8 50 | 0,394 | 0,382 1,03 30| 0,79 | 23,64 1,27
04.08.98 | SM, FBI 9 50 | 0,397 0,383 1,04 30| 0,79 | 23,82 1,26
04.08.98 | SM,FBI'10| 50 | 0,401 | 0,393 1,02 30| 0,80 |24,06 1,25
04.08.98 | SM,FBI11| 50 | 0,554 | 0,532 1,04 30| 1,11 | 3324 0,90
04.08.98 | SM,FBI12| 50 |0,385| 0,377 1,02 30| 0,77 | 23,10 1,30
04.08.98 | SM,FBI13| 50 | 0,384 | 0,376 1,02 30| 0,77 | 23,04 1,30
04.08.98 | SM, FBI 14| 50 | 0,388 | 0,376 1,03 30| 0,78 | 23,28 1,29
04.08.98 | SM, N16 50 | 0,398 | 0,387 1,03 30| 0,80 | 23,88 1,26
04.08.98 | SM, N18 50 |0,382 0,376 1,02 30| 0,76 |22,92 1,31
21.09.98 | SM, N17 50 |0,418 | 0,41 1,02 30| 0,84 | 25,08 1,20
21.09.98 SM allg. 50 | 0,545 0,516 1,06 30| 1,09 |32,70 0,92
03.11.98 | SM,FBI15| 50 | 0,601 | 0,563 1,07 30| 1,20 | 36,06 0,83
03.11.98 | SM,FBI16 | 50 | 0,497 | 0,457 1,09 30| 0,99 |29,82 1,01
03.11.98 | SM, FBI17| 50 | 0,702 | 0,483 1,45 30| 1,40 |42,12 0,71
03.11.98 | SM, FBI18 | 50 | 0,413 | 0,407 1,01 30| 0,83 |24,78 1,21
03.11.98 | SM,FBI19 | 50 | 0,421 | 0,402 1,05 30| 0,84 | 2526 1,19
30.06.99 | SM,FBI20| 50 |0,429 | 0,411 1,04 30| 0,86 |2574 1,17
30.06.99 | SM,FBI21| 50 |0,422 | 0,414 1,02 30| 0,84 |2532 1,18
30.06.99 | SM, FBI 22 | 50 | 0,399 | 0,387 1,03 30| 0,80 |2394 1,25
30.06.99 | SM, FBI 23| 50 | 0,394 | 0,385 1,02 30| 0,79 | 23,64 1,27
30.06.99 | SM, FBI 24| 50 | 0,389 | 0,375 1,04 30| 0,78 |23,34 1,29

Tabelle 15: Umrechnung RNA Extinktion in Konzentration

l:ngeo / OD 280 — Qua“tat der RNA
’=A260 x 100 /Dil'n Factor = Quantitat der RNA
%=Vol x Conc'n

=1/ Conc’n
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5.2 Ergebnisse fur Skelettmuskelisoformen

5.2.1 Schnelle Skelettmuskelisoformen

Fur SMTnTf wurde die erwartete Bande bei 523bp, fur SMTnIf bei 617bp
gefunden.

Die Isoformen SMTnTf (523bp) und SMTnIf (617bp) konnten in beiden
Positivkontrollen ,Bein 16.12.“ und ,SM. Allg.“ nachgewiesen werden. In der
Probe ,M. Soleus*, die eine Positivkontrolle fir langsame Muskulatur darstellte,
und in einer der beiden Herzproben lie3 sich keine fast-twitch Isoform finden.
Jedoch waren diese in der zweiten Herzmuskelprobe nachweisbar.

Die Form SMTnTf wurde in allen 42 Proben (100%) gefunden, die Form SMTnlf
in 39 (92,9%).

Ein Patient mit M. Pompe (FBI 6) und ein Patient mit distaler Myopathie (FBI 4)
wiesen kleinere Fragmente auf, ein Patient, bei dem eine maligne Hyperthermie
ausgeschlossen wurde (N 13), war negativ fur SMTnif.

Kleinere Fragmente neben der erwarteten L&nge wiesen ein Patient ohne
pathologischen Befund fur SMTnIf (N 17) und ein Patient mit Duchenne’scher
Muskeldystrophie fur SMTnTf auf (FBI 22).

5.2.2 Langsame Skelettmuskelisoformen

SMTnTs zeigte wie erwartet eine Bande bei 806bp, SMTnls bei 670bp.

In der Positivkontrolle “M. Soleus” waren beide Isoformen darstellbar. Sie lie3en
sich auch in den anderen beiden Skelettmuskelkontrollproben nachweisen. In
den beiden Herzmuskelproben waren sie in einer Kontrolle negativ, in der
zweiten positiv.

SMTnTs konnte in vier Proben (9,5%) nicht nachgewiesen werden. Drei dieser
Proben waren als maligne Hyperthermie diagnostiziert (N 2, 5, 7), eine als
McArdle Glykogenose (N 15).
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Drei dieser negativen Proben (N 2, 5, 15) waren auch fir SMTnls negativ (7,1%).

Zwei Proben (eine mit maligner Hyperthermie, eine ohne Befund (N 12, 1))

waren erst mit vermehrter cDNA-Zugabe positiv fir SMTnTs, wahrend sieben

Proben noch ein zusatzliches kleineres Fragment zeigten (drei Proben mit

Duchenne’scher Muskeldystrophie, eine Gliedergurteldystrophie, eine distale
Myopathie und zwei Proben ohne Befund (FBI 20, 21, 22, 16, 4, N 17, 18)). Zwei

dieser Proben (FBI 4, N 17) wiesen diese kleineren Fragmente auch fir SMTnls

auf.

In Tabelle 16 sind die Ergebnisse fiur die Skelettmuskelisoformen der Troponine

T und | fur alle Patienten aufgelistet.

Skelettmuskelisoform
Einteilung der Diagnose Her- |Nr. [smTnT |smTnl smTnT smTnl
Myopathien (2.3.1) kunft fast fast slow slow
Soll 523 617 806 670
Kontrolle Beinl16.12. | 523 617 806 670
Herz 23.1. |neg. neg. neg. neg.
Herz 3.7. |523 617 806 670
M. soleus | neg. neg. 806 670
SM. allg. |523 617 806 670
X-chromosomale MD Duchenne FBI 10 |523 617 806 670
Muskeldystrophien FBI 20 | 523 617 90+806 |670
FBI 21 |523 617 140+806 |670
FBI 22 |150+523 | 617 120+806 |670
FBI 23 |523 280+617 |806 670
FBI 24 |523 617 806 670
MD Becker FBI 19 | 523 617 806 670
rezessiv autosomale | Gliedergurteldystrophie | N 4 |523 617 806 670
Muskeldystrophien FBI 16 |523 617 100+806 |670
Pr. Sarkoglykanopathie | FBI 8 |523 617 806 670
dominant autosomale | FSH-Dystrophie FBI 2 |523 617 806 670
Muskeldystrophien FBI 523 617 806 670
Distale Myopathie FBI 4 |523 200,180 |400+806 |130+670
Muskelspeicher- McArdle Glykogenose |N 15 | 523 617 Neg. Neg.
krankheiten M. Pompe FBI 6 |523 210 806 670
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Dystrophia Dystrophie FBI 3 |523 617 806 670
myotonica
Maligne Mal. Hyperthermie N 2 |523 617 Neg. Neg.
Hyperthermie N 5 |523 617 Neg. Neg.
N 523 617 Neg. 670
N 11 |523 617 806 670
N 12 |523 617 806! 670
andere Degen. Myopathie FBI 15 | 523 617 806 670
Muskelerkrankungen | Myopathie FBI 13 [523 617 806 670
Familiare unklare CK- | N 9 |523 617 806 670
Erh6hung
Proben ohne Befund | unauffallig N 14 | 523 617 806 670
N 1 |523 617 806! 670
N 6 |523 617 806 670
N 523 617 806 670
N 10 |523 617 806 670
N 13 |523 Neg. 806 670
N 16 |523 617 806 670
N 17 |523 150+617 |220+806 |100+670
N 18 |523 617 100+806 |670
FBI 1 |523 617 806 670
FBI 5 |523 617 806 670
FBI 7 |523 617 806 670
FBI 11 | 523 617 806 670
FBI 12 | 523 617 806 670
FBI 14 | 523 617 806 670
FBI 17 | 523 617 806 670
unauffallig, neurogene | N 3 |523 617 806 670
Muskelatrophie

I': Probe nach Wiederholung mit vermehrter cDNA-Zugabe
grau hinterlegt: aufféllige Befunde

Tabelle 16: Ergebnisse fir Skelettmuskelisoformen

In Abbildung 7 bis Abbildung 10 sind beispielhaft Ergebnisse fur die

verschiedenen Skelettmuskelisoformen dargestellt.
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523 bp

—150 bp
Abbildung 7: Skelettmuskelisoformen SMTnTf
Spur 1: Positivkontrolle SM. allg. Spur 6: FBI 21 MD Duchenne
Spur 2: Kontrolle Herz 3.7. Spur 7: FBI 22 MD Duchenne
Spur 3: N13 unauffallig Spur 8: FBI 23 MD Duchenne
Spur 4: FBI 8 pr. Sarkoglykanopathie  Spur 9: Negativkontrolle
Spur 5: FBI 20 MD Duchenne Spur 10: Langenmarker 100bp

— 617 bp
280 bp
150 bp
Abbildung 8: Skelettmuskelisoformen SMTnlf
Spur 1: N17 unauffallig Spur 6: N13 unauffallig
Spur 2: FBI 8 pr. Sarkoglykanopathie  Spur 7: Positivkontrolle SM. allg.
Spur 3: FBI 22 MD Duchenne Spur 8: Negativkontrolle
Spur 4: FBI 23 MD Duchenne Spur 9: Langenmarker 250bp
Spur 5: FBI 24 MD Duchenne Spur 10: Langenmarker 100bp
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220 bp
—140 bp
120 bp
Abbildung 9: Skelettmuskelisoformen SMTnTs
Spur 1: Positivkontrolle M. soleus Spur 6: FBI 8 pr. Sarkoglykanopthie
Spur 2: Kontrolle Herz 3.7. Spur 7: N17 unauffallig
Spur 3: FBI 22 MD Duchenne Spur 8: FBI 21 MD Duchenne
Spur 4: FBI 23 MD Duchenne Spur 9: Negativkontrolle
Spur 5: FBI 24 MD Duchenne Spur 10: Langenmarker 100bp
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
— 670 bp
— 130 bp
100 bp

Abbildung 10: Skelettmuskelisoformen SMTnls

Spur 1: Positivkontrolle M. soleus Spur 6: FBI 22 MD Duchenne

Spur 2: N17 unauffallig Spur 7: FBI 23 MD Duchenne

Spur 3: N15 McArdle Glykogenose Spur 8: FBI 8 pr. Sarkoglykanopathie
Spur 4: FBI 4 Distale Myopathie Spur 9: Negativkontrolle

Spur 5: FBI 21 MD Duchenne Spur 10: Langenmarker 100bp
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5.2.3 Restriktionsverdau der Skelettmuskelisoformen

Zur Bestéatigung der korrekten Amplifikation wurden die gefundenen Fragmente
mit spezifischen Restriktionsenzymen verdaut und die gefundenen mit den
erwarteten Fragmentlangen verglichen. In Tabelle 17 sind die erwarteten und die

tatsachlichen Fragmentlangen fur die einzelnen Isoformen sowie die jeweils

verwendeten Restriktionsenzyme aufgeschlisselt.

Die Restriktionsstellen der jeweiligen Enzyme sind aus den Gensequenzen

Sequenz 3 bis Sequenz 6 unter Punkt 2.2 ersichtlich.

Isoform Enzym Fragmente(soll) Fragmente(ist)
SMTnTf |Msp | 2:118,405 3:120,123,280, Summe o.k.
Bsr | 2: 240,283 2. 240,283
Bst NI 3: 89,258,176 3: 89,258,176
Hinf | 4:159,40,207,117 4:159,40,207,117
SmTnlf Hinf | 3:533,6,78 3:533,6,78
SMTnTs |Hinfl 2: 708,98 2: 708,98
Bsr | 2:696,110 2: 696,110
SMTnls Bsr | 2: 485,185 2: 485,185
Hph | 2:621,49| 4: 35,135,180,320, Summe o0.k.

Tabelle 17: Fragmentlangen der Skelettmuskelisoformen

Abbildung 11 bis Abbildung 14 zeigen Beispiele der Gelelektrophoresen des

Restriktionsverdaus der Skelettmuskelisoformen.
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— 280 bp

—123 bp
—120 bp

523 bp

283 bp_258 bp

240 bp 207 bp
— 176 bp-159 bp
117 bp

89 bp

40 bp

Abbildung 11: Restriktionsverdau Skelettmuskelisoformen SMTnTf

FBI 21 MD Duchenne: Spur 4: Bsr | — Verdau

Spur 1: Msp | — Verdau Spur 5: Bst NI — Verdau
Spur 2: Langenmarker 250bp Spur 6: Hinf | — Verdau

Spur 3: Langenmarker 100bp Spur 7: Langenmarker 100bp

— 533 bp

— 78 bp

Abbildung 12: Restriktionsverdau Skelettmuskelisoformen SMTnlf

Spur 1: Langenmarker 100bp Spur 2: leere Spur
Spur 3: FBI 22 MD Duchenne Hinf | — Verdau
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806 bp
708 bp_696 bp

110 bp
98 bp

Abbildung 13: Restriktionsverdau Skelettmuskelisoformen SMTnTs

Spur 1: Langenmarker 100bp Spur 4: Bsr | — Verdau
Spur 2: FBI 24 MD Duchenne Spur 5: Langenmarker 25bp
Spur 3: Hinf | — Verdau

485 bp

320 bp

185 bp_180 bp
135 bp

35 bp

Abbildung 14: Restriktionsverdau Skelettmuskelisoformen SMTnls

Spur 1: Langenmarker 25bp Spur 4: Hph | — Verdau
Spur 2: FBI 22 MD Duchenne Spur 5: Langenmarker 100bp
Spur 3: Bsr | — Verdau
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5.3 Ergebnisse fur Herzmuskelisoformen

In Tabelle 18 und Tabelle 20 sind die Ergebnisse fir die kardialen Isoformen
von Troponin T und | fur alle Patienten dargestellt. Die zwei verschiedenen cTnT-
Isoformen von 634 und 733 bp Lange bzw. die cTnl-Isoform mit 581 bp Lange
wurden in beiden Herzproben, die als Positivkontrollen verwendet wurden,
gefunden.

In den drei Skelettmuskelproben ohne Skelettmuskelerkrankung, die fur die
Skelettmuskelisoformen als Positivkontrollen dienten, fanden sich keine
Herzisoformen.

Im Vergleich zu den Positivkontrollen wurden in acht Proben (19,1%) die fur die

Herzisoformen erwarteten Banden gefunden.

5.3.1 Ergebnisse fur cTnT

In Tabelle 18 sind die Ergebnisse fur die kardiale Isoform von Troponin T fir alle

Patienten aufgefuhrt.

Einteilung der Diagnose Herkunft |Nr. |cTnT
Myopathien (2.3.1)
Soll 634/733
Kontrolle Bein 16.12. neg.
Herz 23.1. 634
Herz 3.7. 733
M. Soleus neg.
SM. allg. neg.
X-chromosomale MD Duchenne FBI 10 |634/733
Muskeldystrophien FBI 20 |733
FBI 21 |733
FBI 22 |634/733
FBI 23 |733
FBI 24 1634/733
MD Becker FBI 19 |Neg.
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rezessiv autosomale Gliedergurteldystrophie | N 4 Neg.

Muskeldystrophien FBI 16 |Neg.
Pr. Sarkoglykanopathie |FBI 8 634/ 733

dominant autosomale FSH-Dystrophie FBI 2 Neg.

Muskeldystrophien FBI Neg.

Distale Myopathie FBI 4 Neg.

Muskelspeicher- McArdle Glykogenose |N 15 |Neg.

krankheiten M. Pompe FBI 6 Neg.

Dystrophia myotonica Dystrophie FBI 3 Neg.

Maligne Hyperthermie Mal. Hyperthermie N 2 Neg.

N 5 Neg.

N 7 Neg.

N 11 | Neg.

N 12 | Neg.

andere Degen. Myopathie FBI 15 |Neg.

Muskelerkrankungen Myopathie FBI 13 |Neg.

fam. CK-Erhéhung N 9 Neg.

Proben ohne Befund unauffallig N 14 | Neg.

N 1 Neg.

N 6 Neg.

N 8 Neg.

N 10 | Neg.

N 13 | Neg.

N 16 | Neg.

N 17 | Neg.

N 18 | Neg.

FBI 1 Neg.

FBI 5 Neg.

FBI 7 Neg.

FBI 11 |Neg.

FBI 12 |Neg.

FBI 14 [Neg.

FBI 17 | Neg.

unauffallig, neurogene | N 3 Neg.

Muskelatrophie

Tabelle 18: Ergebnisse fur cTnT
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Sieben Proben (16,7%) waren positiv fir cTnT, wobei in vier Proben beide
Isoformen von cTnT exprimiert wurden und in den restlichen drei nur cTnT3 mit
733 bp.

Gleichzeitige Expression von c¢TnT und cTnl konnte in funf (11,9%) der sechs
Patienten mit Duchenne’scher Muskeldystrophie gezeigt werden (FBI 10, 20, 22,
23, 24).

Nur die mRNA von cTnT wurde in zwei Proben gefunden, namlich in einem
Patienten mit Duchenne’scher Muskeldystrophie (FBI 21) und in einem Patienten
mit primarer Sarkoglykanopathie (FBI 8).

Die Ergebnisse fur cTnT sind in Abbildung 15 dargestelit.

3 4
g e

733 bp
— 634 bp

Abbildung 15: Ergebnisse cTnT

Spur 1: Langenmarker 100bp Spur 8: FBI 24 MD Duchenne

Spur 2: Positivkontrolle Herz 3.7. Spur 9: Negativkontrolle

Spur 3: FBI 10 MD Duchenne Spur 10: Langenmarker 100bp

Spur 4: FBI 20 MD Duchenne Spur 11: Langenmarker 250bp

Spur 5: FBI 21 MD Duchenne Spur 12: FBI 8 pr. Sarkoglykanopathie
Spur 6: FBI 22 MD Duchenne Spur 13: FBI 11 unauffallig

Spur 7: FBI 23 MD Duchenne
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5.3.2 Restriktionsverdau cTnT

In Tabelle 19 sind die erwarteten und die tatsdchlichen Fragmentlangen fir die
Isoformen von c¢TnT sowie die jeweils verwendeten Restriktionsenzyme auf-
geschlusselt. Ein Beispiel gibt Abbildung 16.

Die Schnittstellen der Enzyme sind in Sequenz 2 unter Punkt 2.2.2 mit Symbolen

eingezeichnet.

cTnT Enzym Fragmente(soll) = Fragmente(ist)
733: | Hinfl 3:188,446,99
Msp | 4:277,147,96,213

634: |Hinfl 3:215,320,99
Msp | 3: 334, 96,204

Tabelle 19 : Fragmentlangen cTnT

—733 bp

446 bp

277 bp
213 bp

188 bp
147 bp

99 bp— 96 bp

Abbildung 16 : Restriktionsverdau cTnT

Spur 1: Langenmarker 100bp Spur 5: FBI 23 MD Duchenne
Spur 2: Positivkontrolle Herz 3.7. Spur 6: Hinf | — Verdau
Spur 3: Hinf | — Verdau Spur 7: Msp | — Verdau

Spur 4: Msp | — Verdau
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5.3.3 Ergebnisse fur cTnl

In Tabelle 20 sind die Ergebnisse der kardialen Isoform von Troponin | fur alle
Patienten aufgefuhrt und in Abbildung 17 teilweise abgebildet.

Einteilung der Diagnose Herkunft |Nr. | cTnl
Myopathien (2.3.1)

Soll 581

Kontrolle Bein 16.12. neg.

Herz 23.1. 581

Herz 3.7. 581

M. Soleus neg.

SM. allg. neg.

X-chromosomale MD Duchenne FBI 10 (581

Muskeldystrophien FBI 20 |581

FBI 21 | Neg.

FBI 22 |581

FBI 23 |581

FBI 24 |581

MD Becker FBI 19 |Neg.

rezessiv autosomale Gliedergurteldystrophie | N 4 Neg.

Muskeldystrophien FBI 16 |Neg.

Pr. Sarkoglykanopathie |FBI 8 Neg.

dominant autosomale FSH-Dystrophie FBI 2 Neg.

Muskeldystrophien FBI 9 Neg.

Distale Myopathie FBI 4 Neg.

Muskelspeicher- McArdle Glykogenose N 15 |Neg.

krankheiten M. Pompe FBI 6 Neg.

Dystrophia myotonica Dystrophie FBI 3 Neg.

Maligne Hyperthermie Mal. Hyperthermie N 2 Neg.

N 5 Neg.

N 7 Neg.

N 11 | Neg.

N 12 | Neg.
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andere Degen. Myopathie FBI 15 |Neg.
Muskelerkrankungen Myopathie FBI 13 | Neg.
familiare unklare CK- N 9 Neg.
Erhdhung
Proben ohne Befund unauffallig N 14 | Neg.
N Neg.
N Neg.
N 8 Neg.
N 10 |Neg.
N 13 |Neg.
N 16 |Neg.
N 17 | Neg.
N 18 | Neg.
FBI 1 Neg.
FBI 5 Neg.
FBI 7 Neg.
FBI 11 |581
FBI 12 | Neg.
FBI 14 |Neg.
FBI 17 |Neg.
unaufféllig, neurogene | N 3 Neg.
Muskelatrophie

Tabelle 20: Ergebnisse fir cTnl

In sechs Proben (14,3%) konnte cTnl nachgewiesen werden.

Neben den Proben, die sowohl cTnT als auch cTnl enthielten, wurde nur die
MRNA von cTnl in einem Patienten gefunden, der zwar histologisch keine
Myopathie hatte und folglich zu den Proben ohne Befund gerechnet wurde, aber

Klinisch typische Zeichen einer peripheren Myopathie aufwies (FBI 11).
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Abbildung 17: Ergebnisse cTnl

Spur 1: Langenmarker 100bp
Spur 2: Positivkontrolle Herz 3.7.
Spur 3: FBI 10 MD Duchenne
Spur 4: FBI 20 MD Duchenne
Spur 5: FBI 21 MD Duchenne
Spur 6: FBI 22 MD Duchenne
Spur 7: FBI 23 MD Duchenne

5.3.4 Restriktionsverdau cTnl

581bp

} 1R

}

Spur 8: FBI 24 MD Duchenne

Spur 9: Negativkontrolle

Spur 10: Langenmarker 100bp

Spur 11: Langenmarker 250bp

Spur 12: FBI 8 pr. Sarkoglykanopathie
Spur 13: FBI 11 unaufféllig

In Tabelle 21 sind die erwarteten und die tatsdchlichen Fragmentlangen fir die

kardiale Isoform von Troponin | sowie die jeweils verwendeten Restriktions-

enzyme aufgeschlisselt. Ein Beispiel gibt Abbildung 18. Die Restriktionsstellen

der Enzyme sind an den Symbolen in Sequenz 1 unter Punkt 2.2.1 zu erkennen.
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cTnl Enzym Fragmente(soll) = Fragmente(ist)

Hinf | 4:83,234,109,155
Msp | 4:190,226,72,93
Bsr | 2: 696,110

Tabelle 21 : Fragmentlangen cTnl

Abbildung 18 : Restriktionsverdau cTnl

Spur 1: LAngenmarker 100bp Spur 5: FBI 23 MD Duchenne
Spur 2: Positivkontrolle Herz 3.7. Spur 6: Hinf | — Verdau
Spur 3: Hinf | — Verdau Spur 7: Msp | — Verdau

Spur 4: Msp | — Verdau

5.4 Serumproben

Die Messergebnisse der 18 Blutproben aus der Neurologischen Klinik sind in

Tabelle 22 nach Befunden geordnet dargestellt.

In 8 Seren zeigte sich eine CK-Erhdhung, die bei funf Proben (N1, N6, N3, N12,
N9) isoliert war. Bei zwei Patientenproben (N4 = Gliedergurteldystrophie, N15 =
McArdle Glykogenose) wurden zusatzlich erhéhte CK-MB-Werte, erhohte

Myoglobin-Werte sowie leicht erhohte, jedoch unter der diagnostischen Ent-
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scheidungsgrenze liegende cTnT-Konzentrationen gemessen. Eine Probe (N2)
wies neben einer CK-Erhdéhung einen erhdhten Myoglobin-Wert auf. In einer

Serumprobe (N18) wurden erhdhte Werte fir Myoglobin sowie Kreatinin nach-

gewiesen.
Befund Nr. | CK CK-MB- CK- cTnT |cTnl | Myoglobin Kreatinin
uny | Akt (UM MB/CK | (ug/l) | (na/l) | (na/l) (mg/dl)
unauffallig 14 |44 nd* <0,01 [<0,03 |<27,8 0,9
98 nd* <0,01 |<0,03 (44,5 11
244 <8 <3,3% |<0,01 |<0,03 |<27,8 1,1
8 |78 nd* <0,01 |<0,03 |<27,8 0,9
10 |37 nd* <0,01 |<0,03 |<27,8 0,9
13 (34 nd* <0,01 |<0,03 |<27,8 0,7
16 (44 nd* <0,01 |<0,03 [<27,8 0,9
17 |28 nd* <0,01 |<0,03 [<27,8 0,8
18 |36 nd* <0,01 [<0,03 | 190 14,5
unauffallig, 3 |97 nd* <0,01 |<0,03 | 37,8 0,8
neurogene
Muskelatrophie
Mal. Hyperthermie |2 [530 |10 1,9% <0,01 [<0,03 | 72,5 1,1
5 10 nd* <0,01 |<0,03 [<27,8 11
7 |77 nd* <0,01 |<0,03 |38,2 0,9
11 |45 nd* <0,01 |<0,03 [<27,8 1,0
12 | 284 <8 <2,8% |<0,01 |<0,03 |31,4 1,3
Gliedergurtel- 4 1431 14 3,2% 0,03 |[<0,03 | 205 0,6
dystrophie
McArdle 15 | 3457 |34 0,98% |0,03 |<0,03 |116 1,0
Glykogenose
familidre unklare |9 [131 |<8 <6,1% |<0,01 |<0,03 |35,9 11
CK-Erhéhung
* not done
Erhohter
Wert

Tabelle 22: Serumwerte
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6 Diskussion

Im Rahmen dieser Arbeit sollte die mogliche Expression der kardialen Isoformen
von Troponin T und Troponin | in erkrankter Skelettmuskulatur untersucht

werden.

6.1 Praanalytische Einflussfaktoren

Im folgenden werden zunachst die Faktoren diskutiert, welche die Qualitat der

Muskelbiopsien bzw. der daraus gewonnenen RNA beeinflussen kénnen.

Die Muskelbiopsie diente der Gewinnung der Skelettmuskelzellen. Sie ist eine
wichtige diagnostische Methode zur Abgrenzung einer Myopathie von einer
Neuropathie, einer entztindlichen Myopathie von einer degenerativen Form und
einer Muskeldystrophie von einer metabolischen Myopathie.

Bei der Biopsie ist die Wahl des richtigen Muskels von entscheidender
Bedeutung (23): bei akuten Prozessen sollte ein stark betroffener Muskel
gewahlt werden, bei chronischen Myopathien dagegen ein nicht so stark
betroffener, nur leicht paretischer Muskel, der noch im Stadium der Degeneration
sein sollte und noch nicht in den Endzustand einer narbigen Fibrose (vollstandig
in Fett- und Bindegewebe) umgebaut ist. Auch sollte immer die fur die
entsprechende Krankheit typische Muskelgruppe biopsiert werden: progressive
Muskeldystrophien treten meistens an den proximalen Muskeln auf, rein distal
werden Veranderungen bei den sog. distalen Myopathien angetroffen (123). Bei
proximal lokalisierten Prozessen sollten der M. quadriceps femoris, M. biceps
brachii oder M. deltoideus biopsiert werden, bei distaler Manifestation der M.
triceps surae, M. tibialis anterior oder der M. extensor carpi radialis. In einer
Studie, in der die Expression von cTnT im Skelettmuskel auf mRNA und auf

Proteinebene bei Patienten mit chronischem Nierenversagen untersucht wurde,
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war die fehlende Expression in Rumpfmuskeln nicht aussagekraftig, da bei der
urdmischen Myopathie hauptsachlich die proximalen Extremitatenmuskeln
betroffen sind (61).

Da uns die Biopsien von zwei erfahrenen Institutionen zur Verfligung gestellt
wurden, kann davon ausgegangen werden, dass die Patienten an den fur die
vermutete Krankheit richtigen (proximale bzw. distale Muskelgruppen) bzw. an
Klinisch betroffenen Muskeln biopsiert wurden. Bei etwa der Halfte der Proben
war die genaue Biopsiestelle nicht bekannt. Bei den anderen Proben (Tabelle 5)
stimmt die Lokalisation mit den theoretisch am stéarksten befallenen
Muskelgruppen Uberein:
Dystrophia myotonica: . tibialis anterior = distal
M. Pompe:
FSH-Dystrophie:

. rectus femoris = proximal

. deltoideus bzw. M. biceps brachii = proximal

Sarkoglykanopathie:

M
M
M

Gliedergurteldystrophie: M. vastus lateralis = proximal
M. vastus lateralis = proximal
M

MD Duchenne

MD Becker M. gastrocnemius = distal,

. tibialis anterior = distal

wobei bei den beiden letztgenannten Muskeldystrophien das Leiden in der
Beckengurtelmuskulatur proximal beginnt und dann nach distal fortschreitet. In
diesen Fallen waren bereits distale Muskeln betroffen, wobei der Grad des
Ausbreitens nach distal variierte.

Die folgende Biopsiestelle entspricht nicht der im Lehrbuch vorgeschlagenen,
aber vermutlich der klinisch am meisten betroffenen Muskelgruppe. Dies wird
durch den positiven morphologischen Befund bestatigt:

Distale Myopathie: M. vastus medialis = proximal statt distal

Die meisten untersuchten Muskelproben bestanden sowohl aus schnellen als
auch aus langsamen Muskelfasern. Eine Mischung ist nicht ungewdhnlich. Der
M. quadriceps femoris z. B. setzt sich aus jeweils 50% langsamen und schnellen
Fasern zusammen. Zudem sind auch in langsamen Muskeln die zu den ,fast-

twitch* gehorigen Typ-2A Fasern zu finden (121). Unsere Kontrolle fur die
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langsamen Muskelfasern (M. soleus) beinhaltete dagegen keine schnellen
Muskelfasern. Drei der Proben, von denen die Biopsiestelle nicht bekannt war,

wiesen nur die fast-twitch Isoformen auf.

Bei den untersuchten Muskelproben waren grof3e Unterschiede in der Menge
und der Qualitat der Proben zu bemerken. In manchen Biopsien war der Muskel
noch mit Fett und Bindegewebsfasern versetzt, die schwer abzupraparieren
waren. Ebenso schwierig war bei den Proben des Friedrich-Baur-Institutes die
Trennung von einem Klebstoff, der bei der Aufbewahrung zur Fixation an die
identifizierende Korkplatte diente. So standen bei der RNA-Isolierung
unterschiedliche Mengen unterschiedlicher Qualitat zur Verfigung (siehe Tabelle
15). Bei molekularbiologischen Techniken wie der PCR ist die Qualitat als
wichtiger zu erachten als die Quantitat. Die Qualitat der extrahierten RNA kann
jedoch einfach mittels Spektrophotometrie ermittelt werden. Der Quotient OD 250 /
OD g0 steht fur die Qualitdt der RNA und variierte in den hier untersuchten
Biopsaten von 0,98 bis 1,45, wobei die Extinktion bei 260nm die RNA-Menge
bestimmt, und die Extinktion bei 280nm die Proteinmenge misst. Die Quantitét
wird durch die Konzentration in [pug/pl] ausgedrickt, die zwischen 0,75 pg/ul und
1,40 pg/ul lag. Unterschiedliche Konzentrationen der gewonnenen cDNA wurden
durch die unterschiedliche Menge an eingesetzter RNA bei der reversen

Transkription ausgeglichen.

Nach der Biopsie spielten Lagerung und Transport fur die Qualitat der

gewonnenen Probe eine Rolle.
Eine Unterbrechung der Kuhlkette wahrend der Lagerung bzw. des Transportes,
die zeitliche Dauer der Lagerung oder die Kontamination mit RNAsen kénnen zu

einer Degradation der empfindlichen RNA fihren.

In manchen Proben fanden sich negative Ergebnisse, kleinere Banden oder auch

die erwarteten Banden fir die Skelettmuskelisoformen der Troponine zusammen
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mit kleineren Bruchstiicken. Diese wiesen meist Langen zwischen 100 und
280bp auf und kdénnten Abbauprodukte der RNA darstellen.

In einer friheren Studie konnte in etwa 80% der normalen und erkrankten
Muskelproben nach einer SDS-Gel-Elektrophorese ein kleineres Fragment des
Troponin T gefunden werden. Dies wurde ebenfalls als Degradationsprodukt der
myofibrillaren Proteine und nicht als eine spezielle Proteinform gedeutet (78).
Auch Troponin | ist sehr anfallig fur Proteolyse. In nekrotischem Gewebe und im

Serum wurden proteolytische Peptide unterschiedlicher Stabilitdt gefunden (76).

Die altesten untersuchten Biopsien stammten aus dem Jahr 1996 (FBI 1 — FBI 6,
FBI 16 — FBI 19), lagerten also maximal zwei Jahre bis zur Aufarbeitung 1998.
Die Proben aus der Neurologischen Klinik dagegen wurden sofort (bis maximal
eine Woche nach Entnahme) weiterverarbeitet. In den Proben von 1996 traten
vermehrt kleinere Fragmente auf. Alle Proben mit kleineren Banden ohne
entsprechende Isoform aus dem Friedrich-Baur-Institut stammen aus dieser

Gruppe. Moglicherweise spielt also die Lagerungsdauer eine Rolle.

Denkbar ist auch, dass bei manchen Erkrankungen kleinere Isoformen gefunden
werden koénnen. So gibt es z. B. bei der familidren hypertrophen Kardio-

myopathie unterschiedliche Isoformen des cTnT in der Herzmuskulatur (132).

Zuletzt kann auch die Aufarbeitung der Proben deren Qualitat beeinflussen.
Wahrend der PCR kodnnen theoretisch unspezifische Amplifikationen durch
Kontaminationen oder aufgrund nicht optimaler PCR-Bedingungen auftreten,
auch wenn diese zum grofRen Teil durch sauberes Arbeiten und Vorversuche

vermieden wurden.
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6.2 Skelettmuskelisoformen

Wie unter dem Kapitel Ergebnisse 5.1 dargestellt, konnten in den meisten
untersuchten Skelettmuskelbiopsien die erwarteten Banden fir die schnellen und
langsamen skelettalen Isoformen von Troponin T und Troponin | gefunden
werden. Mit Hilfe des Restriktionsverdaus wurden die gefundenen Banden
verifiziert. Restriktionsenzyme spalten DNA an definierten Stellen und es
entstehen fur dieses Enzym spezifische Fragmentlangen der DNA (siehe Tabelle
21 und Sequenzen unter 2.2). Teilweise wurden andere als die erwarteten
Fragmente nachgewiesen. So wurden fir die Isoform SMTnTf in den unauf-
falligen Proben N1 und N2 fur das Enzym Msp | drei andere Fragmente
gefunden. In der Probe N18 und in einer Herzprobe wurden fir SMTnls mit dem
Enzym Hph | nicht die erwarteten Banden nachgewiesen, sondern vier
Fragmente, die zusammen die richtige Summe bildeten. Da die Gesamtlange der
Sequenz der Isoform entsprach und fur die anderen Restriktionsenzyme die
erwarteten Teillangen gefunden wurden, lasst sich vermuten, dass nur wenige
Basen ausgetauscht sind. Diese Punktmutationen betreffen genau die
ensprechenden Schnittstellen, durften aber fur die Funktion der so veréanderten

Isoformen keine Folgen haben.

Auch in den acht Biopsien, in denen kardiale Isoformen nachgewiesen werden
konnten, wurden die erwarteten Skelettmuskelisoformen nachgewiesen. Dies
zeigt einerseits, dass die Muskelbiopsien ohne Unterbrechung der Kihlkette
gelagert wurden und bei der Aufarbeitung keine Fehler auftraten. Andererseits
bedeutet es, dass verletzter bzw. sich regenerierender Skelettmuskel seine
gewebsspezifischen Isoformen immer noch exprimiert, unabhangig einer
eventuell auftretenden zusatzlichen Expression anderer Isoformen. Dies konnte
auch von einer anderen Arbeitsgruppe durch Messung von SMTnIf bei
Duchenne’scher Muskeldystrophie und Polymyositis nachgewiesen werden
(131).
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Die fast-twitch wie auch die slow-twitch Isoformen von Troponin T und | wurden
auch in einer Herzprobe gefunden. Dies hat vermutlich seine Ursache in der
Probenqualitéat. Mdoglicherweise wurde die Biopsie mit Skelettmuskelanteilen

(interkostale Muskulatur) intraoperativ ,verunreinigt".

6.3 Kardiale Isoformen

Die Ergebnisse zeigen, dass es mit der hochst sensitiven Technik der rt-PCR
maoglich ist;, mMRNA der kardialen Isoformen von Troponin T und | im quer-
gestreiften Skelettmuskel von Patienten mit Myopathien nachzuweisen. Dies ist
nicht auf cTnT beschrankt, sondern kann auch fir cTnl gezeigt werden, sogar

wenn cTnT selbst nicht exprimiert wird.

Die Banden beider kardialer Isoformen wurden in den Biopsien von funf
Patienten mit Duchenne’scher Muskeldystrophie gefunden. Die mRNA von cTnT
konnte bei einem Patienten mit primarer Sarkoglykanopathie und bei einem
weiteren Patienten mit Duchenne’scher Dystrophie nachgewiesen werden. Die
MRNA von cTnl allein war bei einem Patienten vorhanden, der zwar klinische

Beschwerden hatte, aber keine histologisch nachweisbare Myopathie.

In der Positivkontrolle fur Skelettmuskelisoformen waren keine Herzisoformen
nachzuweisen. Dies zeigt, dass die kardialen Isoformen von Troponin T und

Troponin | nicht im gesunden Skelettmuskel exprimiert werden.

Die positiven Kontrollproben fiir die kardialen Isoformen stammten von Biopsien
bei Operationen am offenen Herzen. Eine Probe stammte aus dem Herzohr, bei
der anderen Probe ist nicht bekannt, ob sie aus dem Vorhof oder dem Ventrikel
stammt. Mdglicherweise gibt es jedoch Unterschiede in der Expression. Fur cTnT

konnte gezeigt werden, dass es im fetalen Herzen im Atrium starker exprimiert
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wird als im Ventrikel, wahrend es im erwachsenen Herzen umgekehrt im

Ventrikel in einer hoheren Konzentration exprimiert wird als im Atrium (99).

6.3.1 cTnT

cTnT wird nicht nur bei Patienten mit einer klinisch nachweisbaren Herz-
muskelschadigung erhéht gemessen (86). Erhohte Werte fur cTnT wurden in
mehreren Studien auch bei anderen Erkrankungen, bei denen nicht priméar an
eine Herzmuskelschadigung gedacht wird, beschrieben: bei verschiedenen
Skelettmuskelerkrankungen (78, 29), z. B. bei Duchenne’scher Muskeldystrophie
(112), Polymyositis, Dermatomyositis (84), bei Verletzungen der Skelett-
muskulatur (79, 91), bei Patienten mit Rhabdomyolyse (89) oder Sklerodermie
(15), und in bis zu 40% bei chronischem Nierenversagen (36, 77, 85, 61, 105,

18), besonders bei Diabetes mellitus (86).

Dieser cTnT-Nachweis bei Patienten ohne klinischen Hinweis auf eine
Herzmuskelschadigung wurde mit verschiedenen Erklarungsanséatzen begriindet:
Kreuzreaktivitat der AntikGrper im eingesetzten Immunoassay
Freisetzung aus dem Herzen infolge von Schéadigungen der Herz-
muskulatur, die mit den bisherigen Methoden nicht nachweisbar sind
Reexpression der kardialen Isoformen im myopathisch veranderten
Skelettmuskel

In frlheren Studien konnte gezeigt werden, dass mit einem modifizierten
Zweitgenerationsassay, der zwei monoklonale anti-cTnT-Antikdrper zum Nach-
weis einsetzt, ohne nennenswerte Kreuzreaktivitat (< 0,001%) erhfhte Serum-
werte fur cTnT bei Patienten mit Nierenversagen oder mit Duchenne’scher
Muskeldystrophie nachweisbar sind, was gegen eine ,unspezifische* Erhéhung
spricht (102, 16, 116).
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Eine kardiale Freisetzung ist bei den hier untersuchten Patienten mit
Muskeldystrophie sehr unwahrscheinlich (123, 71). Im Gegensatz dazu ist bei
Patienten mit Nierenversagen ein kardialer Ursprung auf Grund einer uramischen
Kardiomyositis oder des hamodynamischen Stresses bei chronischer Dialyse
wahrscheinlich (116, 77, 61).

Isoformen von Proteinen und Enzymen, die wahrend der fetalen Entwicklung im
Skelettmuskel exprimiert werden und deren Expression nach Abschluss der
Ontogenese reprimiert wird, werden nach Verletzung des Muskels beim
erwachsenen Organismus oft unspezifisch reexprimiert, wie es fir CK/CK-MB
(73), LDH, die Myosin Leichtkette (2) und Myoglobin (59) bereits gezeigt wurde.
Im folgenden wird beispielhaft die Expression der CK/CK-MB beschrieben:

Wahrend der fetalen Entwicklung dominiert die B-Untereinheit im Skelettmuskel.
Sie wird wahrend der Ontogenese unterdriickt, wahrend nach der Geburt das
Gen der M-Untereinheit verstarkt aktiviert und exprimiert wird. Die B-Untereinheit
existiert im erwachsenen Skelettmuskel nur noch in geringen Mengen im
Isoenzym CK-MB, und — zumindest in der Ratte — in geringster Menge im
Isoenzym CK-BB (83). Pradominant ist jedoch jeweils die Isoform CK-MM. Nach
einer Verletzung des Muskels oder einer Denervierung (95) wird das Gen der B-
Untereinheit verstarkt reexprimiert und die B-Ketten werden wieder vermehrt
synthetisiert, da diese Untereinheit vom energetischen Standpunkt aus ginstiger
zu bewerten ist (11). Bei verschiedenen Muskelerkrankungen ist deshalb die CK-
MB (absolut und proportional) konstant erhéht (23, 82). Auch in chronisch
beanspruchter Muskulatur bei Leistungssportlern ist die CK-MB erhoht. Hierbei

nahert sich das Enzymmuster dem des Herzens an (11).
In mehreren Studien wurden im Tiermodell &ahnliche Expressionsmuster

beschrieben. So wird z. B. im quergestreiften Skelettmuskel der Maus neben

dem Skelettaktin auch das Herzaktin als Herzmuskelbestandteil coexprimiert (4).
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In Ratten und in Hihnchen (136) dedifferenzieren erkrankte oder regenerierende
Skelettmuskelzellen zu fetalen Muskeltypen und reexprimieren kardiale Molekiile
wie die Myosin Schwerketten bei der Ratte oder die Myosin Leichtketten beim

Huhnchen.

Auch fur Troponin T wurde eine Reexpression beim Tier bereits belegt. In der
Ratte wird das cTnT bei Schaden des Skelettmuskels in sich regenerierenden

Fasern reexprimiert (120).

Neben diesem Nachweis einer Reexpression der kardialen Isoform von Troponin
T in verletztem Skelettmuskel beim Tier sprechen beim Menschen die Parall-

elen zwischen CK-MB und cTnT ebenfalls dafir.

Beim Menschen wird ¢cTnT genauso wie die oben angefuhrten kontraktilen
Isoproteine in allen quergestreiften Muskeln, d.h. sowohl im Herz- als auch im
embryonalen Skelettmuskel als erste Isoform exprimiert (38, 99). Es ist die
Isoform, die sich energetisch gunstiger als die Skelettmuskelisoformen verhélt,
da sie eine hoéhere Calcium-Sensitivitat hat (96).

Das Gen, das die kardiale Isoform des Troponin T kodiert, wird wahrend den
frihen Stadien der Skelettmuskelentwicklung vortibergehend exprimiert, bevor
es wahrend der Fetogenese unterdrickt wird. Dies geschieht zum gleichen
Zeitpunkt, an dem seine Expression im Herzmuskel stark erhoéht wird.
Gleichzeitig werden als Ausgleich die Gene anderer kontraktiler Proteine im
Skelettmuskel verstarkt exprimiert. In beiden Muskeltypen wird die Transkription
des cTnT-Gens unterschiedlich reguliert (38, 37). Es wird vermutet, dass die
embryonale Expression von mononukledren Myoblasten ausgeht, die im Muskel
in den frihen Entwicklungsstadien pradominieren. Eine kleine Subpopulation
dieser mononuklearen embryonalen Satellitenzellen (= undifferenzierte Muskel-
zellen, die sich an das embryonale Programm erinnern) bleiben mdglicherweise
im erwachsenen Muskel bestehen, kénnen wie Myoblasten proliferieren und

bilden so authentische Myofibrillen mit entsprechender embryonaler Gen-
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expression (108). Bei dem oben erlauterten ahnlichen Mechanismus der CK/CK-
MB wird die BB-Isoform ebenfalls von Myoblasten gebildet, die aus Satelliten-

zellen hervorgehen (83).

Auch bei chronischem Nierenversagen wurde eine Reexpression von cTnT
diskutiert, da sich eine begleitende generalisierte milde Myopathie, auch
urdmische Polyneuropathie genannt, entwickelt (22, 143). In einer Studie wurde
dies bestétigt: trotz nicht erhéhter Serumwerte fur cTnT und cTnl wurde mit Hilfe
der Westernblot Technik in vier von funf Patienten mit Nierenversagen und
Dialyse eine Expression einer cTnT Isoform nachgewiesen, wahrend cTnl nicht
exprimiert wurde (97). Eine weitere Studie (116) wies ebenfalls verschiedene
cTnT-lIsoformen in der Skelettmuskulatur chronisch Nierenkranker mit Hilfe der
Westernblottechnik nach. In einer anderen Studie wurde dies jedoch durch den
fehlenden Nachweis sowohl der mRNA als auch des Proteins im Skelettmuskel
bei chronischem Nierenversagen angezweifelt (61). Insgesamt scheint die Er-
héhung von cTnT bei Patienten mit chronischem Nierenversagen jedoch nicht
durch eine Reexpression in der Skelettmuskulatur bedingt zu sein. Klinische
Studien zeigen eher, dass die hamodynamische Belastung des Herzens durch
die chronische Dialyse bzw. die uramische Schéadigung des Herzens zu einer
kardialen Freisetzung des cTnT fuhrt (116, 77, 61).

6.3.2 cTnl

cTnl wurde im Vergleich zu cTnT immer als ein hdchst herzspezifischer Marker
betrachtet, der im Skelettmuskel sowohl beim Hilhnchen und der Ratte, als auch
beim Menschen nie exprimiert wird (25), weder wéhrend der Ontogenese, noch
nach einer Verletzung des Skelettmuskels (112, 20, 131, 133) oder wéahrend
seiner Regeneration (3, 100), nicht bei Skelettmuskelerkrankungen wie
Duchenne’scher Muskeldystrophie oder Polymyositis (25, 115), und auch nicht
bei chronischem Nierenversagen (97, 68, 137, 112, 143).
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cTnl wird wahrend der Embryonalentwicklung nur im Myokard produziert. Zu
dieser Zeit synthetisiert z.B. der Herzmuskel des Huhnchens eine embryonale
Form des cTnl, die sich von der adulten Form unterscheidet, sowie zusatzlich
noch die Skelettmuskelform des Troponin | (136). Das fetale menschliche cTnl
im Herzen entspricht der ontogenetisch alteren slow-twitch Skelettmuskelisoform
des Troponin | bis zu dem Switch des smTnls zur erwachsenen Form des cTnl
(60, 72).

Im Gegensatz zu der bisherigen Annahme, dass cTnl im Skelettmuskel nie als
Antwort auf einen pathologischen Stimulus exprimiert werden kann (2, 97, 89),
konnte hier seine Expression in chronischen Myopathien nachgewiesen werden.
Die Expression von cTnl muss auf Grund der fehlenden fetalen Expression nach
einem anderen Mechanismus als die Reexpression von cTnT funktionieren. Die
fur die erstmalige Stimulation des Gens nétigen Regulationsmechanismen und
Enhancer sind noch unbekannt. Dennoch mussen &ahnliche Ausléser fur die
Expression von cTnT und cTnl vorliegen, da meistens beide Isoformen

gleichzeitig exprimiert werden.

Die mRNA von cTnl allein war bei nur einem Patienten vorhanden, der zwar
klinische Beschwerden hatte, aber keine histologisch nachweisbare Myopathie.
Dass in dieser Probe, die histologisch negativ war, die kardiale Form des
Troponin | gefunden wurde, kann unterschiedliche Grinde haben:

Es kann darin begriindet sein, dass dieser Patient klinische Beschwerden und
eine Myopathie hatte, die auf Grund schlechter Wahl des Biopsiezeitpunktes
oder -ortes nicht diagnostiziert wurde. Méglicherweise stammte der Schnitt fur
die histologische Befundung von einem unauffalligen Muskel, wahrend unsere
Biopsie betroffen war.

Vielleicht wurde cTnl in einem gesunden Muskel nachgewiesen. Kardiales
Troponin kénnte auch in gesundem Muskel vorhanden sein, genauso wie CK-MB
und CK-BB in manchen Muskeln wie dem Zwerchfell oder der Zunge in hdherer
Konzentration vorhanden sind (74). Es wurde bereits die immunhistologische

Detektion von cTnT im gesunden Muskel wie dem Zwerchfell beschrieben (26).
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Theoretisch ist es auch moglich, dass dieses Ergebnis ein falsch positives
Ergebnis darstellt. Dies ist aber unwahrscheinlich, da unspezifische, falsch
positive Banden eher nicht die Lange der erwarteten Isoformen hatten. Zudem
konnte in allen Negativkontrollen sowie allen anderen Patienten, bei denen
klinisch und histologisch eine primare Myopathie ausgeschlossen wurde, keine
cTnl-Expression nachgewiesen werden. Auch eine cTnT-Expression wurde

weder in den Negativkontrollen, noch in den unauffalligen Biopsien beobachtet.

6.3.3 cTnT/cTnl-Expression bei Muskeldystrophie Typ Duchenne

cTnT konnte in allen Proben von Patienten mit Duchenne’scher
Muskeldystrophie nachgewiesen werden. Auch cTnl war in finf der sechs

Patienten dieser Diagnosengruppe nachweisbar.

Auffalligerweise wurden in drei Proben mit Duchenne’scher Muskeldystrophie
(FBI 10, FBI 22, FBI 24) zwei Formen von Troponin T, namlich die im adulten
Herzmuskel pradominante Isoform ¢TnT3 mit 733bp und die im fetalen und im
erkrankten erwachsenen Herzen exprimierte Isoform cTnT4 mit 634bp gefunden
(5, siehe Sequenz 2). In den anderen drei Proben mit Duchenne’scher
Muskeldystrophie (FBI 20, FBI 21, FBI 23) konnte hingegen nur das adulte
cTnT3 nachgewiesen werden. Im erkrankten Skelettmuskel scheint die normale
adulte Herzisoform eher exprimiert zu werden als die fetale Isoform. Dies steht
im Gegensatz zur Expression im fetalen Skelettmuskel, in dem die fetale

Herzisoform starker exprimiert wird als die adulte Herzisoform (34).

Die Isoform cTnT4 wird auch im Myokard bei schwerem angeborenen
Herzschaden vermehrt exprimiert (118). Dabei ist die cTnT4 Expression im
Herzen proportional zur Schwere der Erkrankung (118). Eine der cTnT4 ahnliche

Isoform beim Rind hat eine erhdhte Sensitivitat der ATPase gegentiber Calcium,
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so dass die vermehrte Expression von cTnT4 eine Adaptation an veranderte
Bedingungen darstellt (118). Bei Duchenne-Patienten besteht eine
interindividuelle Variationsfahigkeit der adaptativen Kapazitaten. Bei ahnlichen
Fehlern des Dystrophingenes kommen unterschiedlich schwere Krankheits-
formen zustande, da die anderen Komponenten des Muskelsystems unter-
schiedlich stark adaptieren (4). So konnte durchaus ein Zusammenhang
zwischen der unterschiedlichen Expression der Isoformen und der individuellen

Adaptation an den Dystrophin-Defekt bzw. der Schwere der Krankheit bestehen.

Eine andere Erklarung ware eine Analogie zum Expressionsverhalten der CK-MB
oder MLC-1 (cardiale Form der Myosin-Leichtkette 1), die in sich regene-
rierenden, aber nicht in intakten normalen oder schon degenerierten Skelett-
muskelfasern enthalten sind (45). Es ware z. B. immunhistochemisch nach-
zuprifen, ob Troponin nur in sich regenerierenden Fasern — und dies
proportional zum Grad der Regeneration - nachzuweisen ist, oder im Gegensatz
dazu in degenerativen Fasern. Mit immunhistochemischen Methoden konnte
cTnT bereits bei Patienten mit Polymyositis und Duchenne’scher
Muskeldystrophie in der Skelettmuskulatur nachgewiesen werden. Hierbei
variierte die Expressionsdichte und nicht alle Myofibrillen waren positiv (26).

Moglicherweise steht die Expression der verschiedenen Isoformen im
Zusammenhang mit dem Alter der Patienten. Die Patienten mit Expression
beider kardialer Isoformen sind jinger (1, 4 und 5 Jahre) als die Patienten, bei
denen nur die cTnT3 Isoform exprimiert wird (4, 7 und 7 Jahre). Auch das
typische CK-Isoenzymmuster des Erwachsenen stellt sich erst mit vier Jahren
ein. Bei Kindern bis 2 Jahre mit Kardiomyopathie ist im Herzmuskel noch die
embryonale slow-twitch Skelettmuskelisoform des Troponin | statt der adulten

kardialen Form vorhanden (72).
Da die Zahl der Duchenne-Proben nicht allzu grof3 ist, kann hier keine

allgemeine Aussage getroffen werden. Die schon friher aufgeworfene Frage, ob

die adulte oder die fetale Herzisoform von Troponin T im regenerierenden
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Skelettmuskel reexprimiert wird (47, 34), kann nicht endglltig beantwortet

werden.

Da der Verdacht auf eine Duchenne’sche Muskeldystrophie vor allem im
Frihstadium mit Hilfe der bis zu 50fach erhdhten CK-Werte diagnostiziert wird,
stellt sich die Frage, ob ¢cTnT bzw. cTnl auch zur molekularen Diagnosefindung
beitragen kdnnen. Die Mutationen (zu 60% Deletionen) im Dystrophingen lassen
sich mit der PCR-Technik bzw. der cDNA Hybridisierung bereits nachweisen
(71). Interessant ware auch die Mdglichkeit, klinisch unaufféallige Konduktorinnen
zu detektieren, die nur zu 70% mit Hilfe der CK erfasst werden konnen. Bei 30%

sind Biopsie oder aufwendige Stammbaumanalysen notig (123).

Die kardialen Isoformen von cTnT wurden auch bei dem untersuchten Patienten
mit primarer Sarkoglykanopathie gefunden (siehe 2.3.4.2.2).

Die Tatsache, dass bei dem 39jahrigen Patienten beide Formen cTnT3 und
cTnT4 exprimiert werden, spricht gegen die Vermutung der Altersabhangigkeit
und fur die Theorie, dass die unterschiedliche Expression der cTnT-Isoformen in
der unterschiedlichen Schwere des Muskelbefalls bzw. der individuellen
Adaptation begrindet ist.

Den Dystrophino- und Sarkoglykanopathien ist gemeinsam, dass sie priméar
durch einen Mangel von Strukturproteinen im Dystrophinglykoproteinkomplex
(DGK) bedingt sind (71). Beide Krankheitsformen werden sekundér von einem
Mangel des jeweils anderen Proteins des DGK gefolgt. Moglicherweise fiihren
diese Veranderungen der Strukturproteine direkt zu Veranderungen der

Troponinexpression.

Bei dem Patienten mit Becker-Dystrophie, der zweiten untersuchten X-
chromosomal vererbten Muskeldystrophie, und in den anderen Myopathien, bei
denen im Serum erhéhte CK-Werte gemessen werden konnten, wurden keine
kardialen Isoformen von Troponin T bzw. | gefunden. Dies kdnnte in dem

milderen Verlauf dieser Myopathien, die in den morphologischen Befunden meist
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als ,quantitativ nur leicht ausgepragte Myopathie* bezeichnet wurden, begrindet

sein. Die Expression scheint also auch abhangig vom Typ der Myopathie.

Bei den Myopathien, bei denen im Verlauf der Erkrankung eine Herzbeteiligung
haufig ist, namlich bei McArdle Glykogenose, M. Pompe und Dystrophia myo-
tonica, konnte weder cTnT noch cTnl in den Biopsien nachgewiesen werden.
Somit scheinen diese Untersuchungen zu zeigen, dass die kardialen Troponine
im Rahmen der bei diesen Patienten haufigen kardialen Beteiligungen spezifisch
eine Freisetzung aus dem Myokard anzeigen und fir diese Diagnostik einsetzbar
sind.

6.4 Nachweis kardialer Troponine im Serum

In den 18 Seren der Patienten der Neurologischen Klinik konnte in keinem Fall
eine Uber der diagnostischen Entscheidungsgrenze nachweisbare Troponin-
konzentration gemessen werden (siehe Tabelle 22). Dennoch waren in einigen
Seren andere Leitmarker einer Muskelschadigung wie CK und Myoglobin
nachweisbar. Diese erhohten Serumwerte sind bei diesen Patienten auf ihre zu
Grunde liegende Myopathie zuriickzufihren (23, 71, 82). Bei einem Patienten
ohne Myopathie waren die erhdhten Myoglobinwerte durch die bestehende
Niereninsuffizienz verursacht, da dabei die renale Elimination des Myoglobins

gestort ist und es zu einer Akkumulierung im Blut kommt.

Serumproben der untersuchten Patienten mit Duchenne’scher Muskeldystrophie
aus dem Friedrich-Baur-Institut konnten nicht gewonnen werden. Somit kann
nicht sicher dargelegt werden, ob nicht nur eine Transkription in mMRNA
stattfindet, sondern auch eine Translation in das Protein. Fur eine Translation
sprechen allerdings Befunde, die zeigen, dass auch mit dem spezifischen Zweit-
generationsassay fur cTnT in fast allen Seren von Patienten mit Duchenne’scher

Muskeldystrophie cTnT nachweisbar ist (16, 102, 116). Es wurden bei Patienten
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mit Duchenne’scher Muskeldystrophie erhthte Werte fur c¢TnT (112) sowie
erhohte Werte fur cTnl (2), aber auch normale Werte fir cTnl (25) beschrieben.
Diese Widerspriichlichkeit kann mit verschiedenen Erklarungsansatzen gel6st
werden. Bei erhdhten cTnl-Werten war eine kardiale Ursache nicht immer
ausgeschlossen (2, 92). Mdglicherweise findet aber bei cTnl eine Degradation
(75, 126) oder aufgrund seines niedrigeren Molekulargewichts eine schnellere
Elimination statt (54). Oder es wird nach seiner Komplexbildung mit Troponin C
von den zur Verfigung stehenden Assays (33) nicht erkannt (55, 105, 75, 33, 96,
10, 76).

Neuere Studien deuten darauf hin, dass sogar bei Ubertragern der
Duchenne’schen Muskeldystrophie und der Becker-Dystrophie die Werte von
cTnT in bis zu 50 % und seltener die Werte von cTnl erhdht sind (70, 66).
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7 Zusammenfassung

Der Troponinkomplex aus den Untereinheiten T, | und C bildet einen Teil der
kontraktilen Struktur der Skelett- und Herzmuskelzelle. Von Troponin T und
Troponin | existieren jeweils drei Isoformen: die fast-twitch und die slow-twitch
Isoform im Skelettmuskel sowie die kardiale Isoform im Herzmuskel. Die
kardialen Isoformen konnen zur Diagnostik ischdmischer Myokardschaden
verwendet werden. Hierbei sind sie den bisher eingesetzten kardialen Markern
wie CK-MB oder Myoglobin an Sensitivitat und Spezifitdt deutlich tberlegen.

Bei Patienten mit Myopathien oder chronischem Nierenversagen scheinen

jedoch unspezifische Erhéhungen vor allem fur cTnT nachweisbar zu sein.
Es werden verschiedene Theorien diskutiert:

Kreuzreaktivitdt der Antikorper in den eingesetzten Immunoassays mit
Skelettmuskel TnT

Freisetzung aus dem Herzen, wobei auf Grund der sehr hohen
diagnostischen Sensitivitdt und Spezifitdt alle anderen diagnostischen
Maglichkeiten einen Myokardschaden noch nicht erfassen

Reexpression der wahrend der Fetalzeit im Skelettmuskel exprimierten
und spéater reprimierten Isoform c¢TnT im myopathischen Skelettmuskel,

wie im Tiermodell beobachtet.

Ziel der vorliegenden Dissertation war die Untersuchung des dritten
Erklarungsansatzes bei Patienten mit Myopathie. Zu diesem Zweck wurde die
MRNA-Expression der kardialen Isoformen von Troponin T und Troponin | in
myopathischer Skelettmuskulatur mit der hochst sensitiven Technik der nested
rt-PCR untersucht.
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Insgesamt wurden 42 Biopsien von Patienten mit Verdacht auf Myopathie
untersucht: sechs Patienten mit Duchenne’scher Muskeldystrophie, ein Patient
mit Becker-Dystrophie, zwei mit Gliedergurteldystrophie, ein Patient mit primarer
Sarkoglykanopathie, zwei mit Fazio-skapulo-humeraler Muskeldystrophie, ein
Patient mit distaler Myopathie, einer mit degenerativer Myopathie, einer mit
Myopathie, einer mit familiarer unklarer CK-Erhéhung, einer mit McArdlescher
Glykogenose, ein Patient mit M. Pompe, einer mit Dystrophie, finf Patienten mit
maligner Hyperthermie, sowie 17 Patienten, deren Biopsien histologisch unauf-

fallig waren. Als Positivkontrolle diente Gewebe aus dem Herzen.

Nach Isolation der mRNA wurde sie in cDNA umgeschrieben und diese mit Hilfe
von sequenzspezifischen Primern in einer nested PCR amplifiziert. Die daraus
entstehenden Produkte wurden gelelektrophoretisch aufgetrennt und einem

Restriktionsverdau zugefuhrt.

Bei allen sechs Patienten mit Duchenne’scher Muskeldystrophie und dem
Patienten mit primarer Sarkoglykanopathie konnte im quergestreiften
Skelettmuskel die mRNA der kardialen Isoform von Troponin T nachgewiesen
werden. Bei flinf der sechs Patienten mit Duchenne’scher Muskeldystrophie
sowie einem Patienten mit histologisch unauffalligem Befund konnte die mRNA

der kardialen Isoform von Troponin | nachgewiesen werden.

Insgesamt scheint es bei bestimmten priméren Myopathien zu einer
regelmafigen Expression von c¢TnT und/oder cTnl in der erkrankten Skelett-
muskulatur zu kommen. Ob jedoch eine Translation in das Protein stattfindet,
l&sst sich hier nicht eindeutig klaren. Allerdings zeigen Untersuchungen anderer

Arbeitsgruppen, dass eine Translation nicht unwahrscheinlich ist.
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