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1. Einleitung

Das menschliche Genom umfaldt eine geschétzte Anzahl von 80 000 Genen, von denen bisher
nur ein Bruchteill bekannt ist. Trotz der Fortschritte des Humangenom-Projekts, das die
Sequenzierung des kompletten haploiden Genoms des Menschen von ca. 3 Milliarden
Basenpaaren vorsieht, wird man weiterhin verschiedene Ansétze nutzen, um die Funktion(en)
dieser Gene aufzukléren. Ein moglicher Ansatz, die biologische Funktion eines Gens zu
eruieren ist die Analyse von natirlichen Defektmutanten fir dieses Gen, was letztlich eine
Grundlage humangenetischer Forschung ist. Das Forschungsobjekt ist hier der Mensch, die
Defektmutanten sind die Erbkrankheiten des Menschen. Oft erlaubt es die Analyse von
Mutationen eines Gens, Rlckschllisse zu ziehen auf die biologische Funktion dieses Gens bzw.
seines Produktes und man kann so das Verstandnis der untersuchten biologischen Phdnomene

erweitern.

Es gibt prinzipiell vier verschiedene Strategien zur ldentifizierung von Krankheitsgenen
(Strachan & Read, 1996), zwei davon, die funktionsspezifische Klonierung und die
positionsunabhangige Kandidatengenmethode, bendtigen keine Information dber den
genetischen Locus der Erkrankung, wahrend Positionsklonierung und positionsabhéngige
Kandidatengenmethode diese Information als Ausgangspunkt benutzen. Die funktions-
spezifische Klonierung, bei der man einen Umweg Uber das Genprodukt macht, hat heutzutage
praktisch keine Bedeutung mehr. Die positionsunabhéngige Kandidatengen- methode verliert
auch zusehends an Bedeutung, da hiermit nur wenige Erfolge erzielt wurden und mittlerweile
ausreichend genetische Informationen vorliegen, so da3 eher die positionsabhangige
Kandidatengenmethode Anwendung findet. Da es sich hierbel  zundchst um
Datenbankabfragen handelt, brauchen hierfir, zumindest in der Anfangsphase, keine
Experimente durchgefuhrt zu werden. Dieser Ansatz (“In silico cloning”) hat sich in der
letzten Zeit als Standard etabliert, wahrend auch die 4. Methode, die Positionsklonierung,
nach und nach an Bedeutung verliert. Allen Methoden gemeinsam ist jedoch die anschlief3ende
Untersuchung von Patienten auf Mutationen in den gefundenen Kandidatengenen. Das
Vorliegen von Mutationen im Patientenkollektiv im Vergleich zu einer Kontrollgruppe

identifiziert dabel jenes Gen, das fur das Entstehungsgeschehen der Krankheit eine Rolle spielt.

Die Central Core Disease (CCD; deutsch: Zentralfibrillen Myopathie) ist eine neuromuskulére

Erkrankung, die charakterisiert ist durch eine Schwéche der distalen Muskulatur, eine
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verzogerte statomotorische Entwicklung und eine Assoziation mit der genetischen Disposition
zur Malignen Hyperthermie. Ausgehend von der genetischen Assoziation konnte der Locus fur
die CCD mittels Koppelungsanalysen in betroffenen Familien kartiert werden. Aus der
genetischen Kartierung resultierte gleich ein potentielles Kandidatengen, doch mittlerwelle
ergaben sich Zweifel an der Bedeutung dieses Gens fir die Atiologie der Zentralfibrillen
Myopathie. Es sollte daher in der vorliegenden Arbeit versucht werden, unter Anwendung
vom Methoden, die dem Bereich der Positionsklonierung entstammen sowie mit
L ocus-abhéngigen Kandidatengen-Anaysen neue Kandidatengene zu finden und ein Kollektiv
von CCD-Patienten mit einer Screening-Methode auf Mutationen zu untersuchen. Im
Erfolgsfalle sollte die Art der Mutationen nachgewiesen werden sowie die Beschrankung der
Mutationen auf den Kreis der Patienten, um die Relevanz des Gens fiir die Atiologie der

Erkrankung aufzuzeigen.

Mit einer erfolgreichen Kandidatengen-Analyse erhielte man einen tieferen Einblick in die
Molekularbiologie der Genprodukte, die eine funktionelle Rolle in der Skelettmuskulatur
spielen. Da die diagnostischen Moglichkeiten zur Zeit eher eingeschrénkt sind, wére damit

nicht zuletzt auch eine Verbesserung fur die Patienten und ihre Angehérigen verbunden.
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2. Grundlagen

Das Hauptthema der vorliegenden Arbeit ist die Central Core Disease (CCD), aufgrund der
engen symptomatischen und genetischen Assoziation mit der Malignen Hyperthermie (MH),

soll jedoch zuerst die MH besprochen werden.

2.1 Die Veranlagung zur Malignen Hyperthermie (MHYS)

2.1.1 Definition Maligne Hyperthermie (MIM Nr. #145600)

Die Maligne Hyperthermie ist eine pharmakogenetische Veranlagung, die 1960 erstmals von
Denborough und Lovell beschrieben wurde. Sie wird ausgel6st durch flichtige Narkotika und
depolarisierende Muskelrelaxantien und fuhrt zu einem hypermetabolen Syndrom, das
einhergeht mit der namengebenden Erhéhung der Kdrpertemperatur und unbehandelt haufig
zum Tode fuhrt. Ursache ist ein genetischer Defekt, der eine gestdrte Calciumhomoostase des

Muskels zur Folge hat.

2.1.2 Historisches

Die Mitte des letzten Jahrhunderts beginnende Anwendung von Ather als Narkosemittel fiir
Operationen zeigte bald, dal3 eine schmerzfreie Operation auch mit erheblichen
Nebenwirkungen und Komplikationen verbunden sein kann. Bereits um die Jahrhundertwende
wurden erste Falle sogenannter perioperativer “ Hitzschlége” publiziert, deren Ursache nicht
geklart werden konnte (Gibson & Tuttle, 1900). Es folgten weitere Beschreibungen von

hohem Fieber und Tachykardie nach Operationen, von denen meist Kinder und Jugendliche
betroffen waren und man nannte das Syndrom nun “ Atherkrampfe’. Erst 1960 wurde das
Maligne Hyperthermie Syndrom dann as eigenstéandiges Krankheitsbild mit genetischer
Grundlage beschrieben an ener grofRen Familie, in der bereits 10 Personen an

Narkosezwischenféllen verstorben waren (Denborough & Lovell, 1960).

Ein wichtiger Mellenstein der MH-Forschung war die bald darauf folgende Entdeckung eines
Tiermodells fur die Maligne Hyperthermie, namlich des Succinylcholin-induzierten “porcine
stress syndrome’'s’ (PSS) beim Schwein (Hall et al., 1966). Dieses Tiermodell erlaubte unter
anderem die Erprobung des Therapeutikums Dantrolen (Harrison, 1975), mit dem es gelang,
das Mortalitéatsrisiko nach einer MH-Krise von 70 - 80 % auf 10 - 20 % zu senken (Roewer,

1991). Zu Beginn der 70er Jahre wurde ein diagnostisches Verfahren entwickelt, das auf die
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Arbeiten von Kalow et al. (1970) zuriickgeht, der In-Vitro Kontrakturtest (IVCT) mit Koffein
und Halothan, der sich mittlerweile als Standardmethode der MH-Diagnostik etabliert hat
(European Malignant Hyperpyrexia Group, 1984).

Beim Schwein wurde bereits 1977 eine genetische Koppelung des Locus HAL (fir
Halothan-Senditivitdt) mit dem Locus fur die Glucosephosphat-Isomerase (GPI) gefunden
(Andresen & Jensen, 1977). McCarthy et a. (1990) und MacLennan et al. (1990) gelang es
mit dieser Information und dem bekannten Locus fur GPI auf Chromosom 19, das Gen fur die
humane MHS auf Chromosom 19g13.1 zu kartieren. In den beiden Arbeiten wurde das Gen
fUr den sarkoplasmatischen Calciumkanal (Ryanodinrezeptor, RYR1) als Kandidatengen fur die
MHS vorgeschlagen und wenig spater wurde die Mutation C1843T (R615C) beim Schwein
beschrieben, die das PSS hervorruft (Fuji et al., 1991).

Es zeigte sich bald, dal3 die analoge Mutation C1840T auch beim Menschen ursachlich ist fur
MH (Gillard et a., 1991), jedoch nur in 4 % der europa schen MHS Patienten (Manning et a.,
1998 b). Aullerdem fanden sich etliche Familien, in denen die Veranlagung nicht zu dem
Ryanodinrezeptor Gen gekoppelt ist (Levitt et a., 1991; Deufd et al., 1992; Fagerlund et al.,
1992; lles et a., 1992). Mittlerwelle zeigt es sich, da3 nur etwa bei der Hélfte aller
MH-Familien eine Koppelung zum RYR1-Gen vorliegt und da3 es mindestens vier,
wahrscheinlich sechs oder mehr Gene gibt, die eine Maligne Hyperthermie ausl6sen kénnen
(Robinson et a., 1997).

2.1.3 Die Maligne Hyperthermiekrise
2.1.3.1 Trigger substanzen

Neben der genetischen Disposition bedarf es einer oder mehrerer Triggersubstanzen, um eine
Maligne Hyperthermiekrise hervorzurufen. Die bekanntesten Trigger sind zum Einen fluchtige
Inhal ationsnarkotika wie Chloroform, Ather, Halothan, Isofluran, Sevofluran und Defluran,

zum Anderen depolarisierende Muskelrelaxantien, z.B. Suxamethonium (Ellis & Heffron,
1985). Selten wurde auch Uber Narkoseunabhangige Hyperthermie-Krisen berichtet, die z.B.

durch Uberwarmung und/oder physischen oder psychischen StreR? ausgeldst wurden (Olthoff

& Vonderlind, 1997).

Beim Schwein hingegen ist Strel3 und Aufregung (z.B. bel Transport, Paarung, Rivalen-
kémpfen, Geburt etc.) als Ausléser des PSS ein lange bekanntes Phanomen (Gronert, 1980).
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Nicht-triggernde Anasthetika sind Lachgas, nicht-depolarisierende Muskelrelaxantien sowie
L okalanasthetika, die daher auch bei MH-veranlagten Personen zur Narkotisierung verwendet

werden konnen.

2.1.3.2 Symptomatik

Die Maligne Hyperthermie féllt auf durch eine variable Symptomatik, die sich durchweg aus
einer gestorten Calciumhoméostase ableiten [a3t. Zur genaueren Diagnose einer MH-Krise
wurde eine Punktewertung eingeftihrt, bei der jedem aufgetretenen Symptom ein bestimmter
Punktewert zugewiesen wird, um letztlich den Verdacht einer vorliegenden MH-Krise
bestétigen zu konnen. Neben einer schwacher ausgeprégten “abortiven” bzw. “possiblen”
Verlaufsform, spricht man im Vollbild von einer “fulminanten” Krise. Erstes Anzeichen der
Kriseist haufig ein Masseterspasmus, der jedoch auch unspezifisch auftreten oder fehlen kann.
Weitere frihe Zeichen sind: Sinus-Tachycardie, Anstieg der endexpiratorischen CO,-
Konzentration, metabolische Azidose, Hypoxamie (Abfal des Blut-Sauerstoffpartialdrucks),
Muskelsteifigkeit und Hautrétung. Im spateren Verlauf kdnnen komplexe Arrhythmien,
Zyanose, Hyperkalidmie, Hypertonie, Rhabdomyolyse und Hyperthermie hinzukommen. Die
spezifischsten Symptome sind der Anstieg des endexpiratorischen CO, sowie die metabole
Azidose. Die Hyperthermie, die bei 50 % der Falle unter einer Korpertemperatur von 39 °C
bleibt, im Extremfal jedoch auch 43 °C erreichen kann, ist ein Spatsymptom und kein
obligatorisches (Mauritz et al., 1986). Spezifisch ist jedoch der schnelle Anstieg der
Korpertemperatur (Gronert, 1980), dessen Rate sich etwa auf 1 °C pro 5 Min. belauft. Ohne
Behandlung fiihren 70 - 80 % der fulminanten Krisen zum Exitus (Roewer, 1991). Je nach
Uberwiegender Symptomatik, kann der Tod durch Kammerflimmern innerhalb Minuten, durch
Lungenddeme oder eine Koagulopathie nach einigen Stunden oder durch neurologische

Schéaden bzw. Nierenversagen nach Tagen eintreten (MacLennan & Phillips, 1992).

2.1.3.3 Therapie

Eine erste therapeutische Mal3nahme nach Erkennen einer Malignen Hyperthermiekrise ist das
sofortige Absetzen der Triggersubstanz(en) und der Wechsel zu einem MH-sicheren
Anasthetikum, mit dem die Narkose vertieft wird. Ein potentes Gegenmittel bel MH ist
Dantrolen-Natrium-3 1/2-Hydrat, das intravends in Einzeldosen (2,5 mg/kg KG) solange
verabreicht wird, bis der Hypermetabolismus beendet ist. Der Patient wird mit 100 % O,

hyperventiliert, um den endexpiratorischen CO, zu senken und Hypoxamie zu verhindern. Mit



[2. Grundlagen 16 ]

Natriumbikarbonat versucht man die Aziditéat des Blutes zu mindern. Im Falle einer abortiven

Krise kann unter bestimmten V oraussetzungen sogar die Operation fortgesetzt werden.

2.1.4 Diagnostik

Die Diagnostik der Veranlagung zur MH wird i.d.R. bei Angehdrigen eines Patienten, der
bereits eine Maligne Hyperthermiekrise erlitten hat, durchgefthrt. Obwohl es eine Reithe von
Versuchen gab, ene MHSDiagnostik auf biochemischer, neurologischer oder
morphologischer Ebene (Ubersicht bei Hartung, 1995) durchzufiihren, gibt es bis heute keine
Alternative zum invasiven und teuren, aber verlaichen In-vitro Kontrakturtest (IVCT). Die
Grundlagen fur den Test wurden von Kalow et a. (1970) und Ellis et a. (1971) erarbeitet, die
Messungen der Kontrakturschwellenwerte an isolierten Muskelfasern durchfiihrten. Der Test
wurde durch die europdische Maligne Hyperthermie-Gruppe standardisiert fir den
europdischen Raum (EMHG, 1984), daneben gibt es fir Nordamerika einen ahnlichen
Standard, der als Koffein-Hal othan-Kontrakturtest (CHCT) bezeichnet wird.

Fur den IVCT wird eine Muskelbiopsie des M. quadriceps, bevorzugt vom Vastus medials
entnommen, die eine Lange von 15 - 25 mm und einen Durchmesser von 2 - 3 mm haben
sollte. Die Biopsie wird sofort nach Entnahme in Krebs-Ringer-L6sung Uberfahrt und mit
Carbogen (95 % O, 5 % CO,) durchperlt. Die Biopsie wird auf einem Trager am einen Ende
fixiert und am anderen Ende ein Mef3gerét zur Messung des Muskeltonus angeschlossen. Zur
Messung befindet sich die Probe in einem auf 37 °C temperierten Gewebebad mit
Krebs-Ringer-Losung und Carbogen-Begasung, in das auch die Triggersubstanzen appliziert
werden. Die Muskelfasern werden elektrisch so stimuliert, dal? eine tber 10 Min. konstante,
horizontale Kontraktionsbasislinie von etwa 2 g gehalten wird. Dann erfolgt die Zugabe von
Koffein (0,5 - 32 mMol) bzw. Halothan (0,11 - 0,44 mMol oder 0,5 - 3 % v/v) in mehreren
Schritten und man mif% die jeweilige, resultierende Muskelspannung. Als Ergebnis des
Kontrakturtests erhdt man digenige Koffein- bzw. Halothan-Konzentration, die eine

Muskel spannung erzeugt, die um mind. 0,2 g hoher liegt a's die Kontraktionsbasislinie.

Je nach den resultierenden Schwellenwerten, teilt man die Patienten in 3 Klassen ein bezuglich
des MH-Risikos:

MHS (Malignant Hyperthermia susceptible): Ein Koffein-Schwellenwert von 2

mMol oder weniger und ein Hal othan-Schwellenwert von 0,44 mMol oder weniger
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(E 2% v/v) wurden erreicht. Beide Tests sind positiv ausgefallen, die Patienten

haben eine gesicherte Veranlagung zu MH.

MHN (Maignant Hyperthermia negative): Die Schwellenkonzentration fir Koffein
liegt bei 3 mMol oder mehr und fur Halothan tber 0,44 mMol (> 2 % v/v). Die Tests
sind negativ ausgefallen, der Proband hat kein MH-Risiko.

MHE (Malignant Hyperthermia equivocal): Esist nur einer von beiden Tests
positiv, welcher durch ein zusétzliches Kiirzel, MHE;, bzw. MHE., angegeben
werden kann. Der jeweils andere Test fiel negativ aus. In Bezug auf das

Narkoserisiko, werden diese Probanden dem MHS-Phénotyp gleichgestellt.

2.1.5 Pathobiologie

Wie bereits beschrieben, kann die Symptomatik der Malignen Hyperthermie im wesentlichen
auf eine genetische bedingte Stérung der Calciumregulation im Muskel zurtickgefhrt werden.
Hierzu gibt es eine Reihe von Untersuchungen (Ubersicht bei Mickelson & Louis, 1996), die

hauptsachlich an Hal othan-sensitiven Schweinen durchgefiihrt wurden.

2.1.5.1 Elektromechanische K oppelung

Die myoplasmatische Calcium-Konzentration stellt einen wichtigen Regulator fir die
Muskelkontraktion und den Zellmetabolismus dar (Mickelson & Louis, 1996). Eine Stérung
der Calciumregulation wird verursacht durch eine Mutation in einem Protein, das in die
elektromechanische Koppelung (ECC, “excitation-contraction coupling”) zwischen Nerv und
Muskel involviert ist, ndmlich der Ryanodinrezeptor (RYR1), en sarkoplasmatischer
Calciumkanal (Abb. 2.1.5.1 und 2.1.5.2). Die elektromechanische Koppelung ist der Prozef3,
der ein Aktionspotential eines motorischen Nerven “Ubersetzt” in mechanische Energie in
Form einer Gleitbewegung von Aktin- und Myosinfilamenten. Ein an der motorischen
Endplatte einer Muskelfaser ankommendes Aktionspotential fihrt dabel zu ener
Depolarisierung des Sarcolemma, die sich Uber die Einstilpungen der Transversaltubuli rasch
bis ins Innere der Muskelfaser ausbreitet. Nach Detektion der Membrandepolarisierung durch
einen Spannungssensor wird das Signal weitergeleitet an das Sarkoplasmatische Retikulum
(SR), was in der Freisetzung von Ca* aus dessen terminalen Zisternen resultiert. Im
Sarcoplasma bindet das Ca* an die Troponin-C-Molekiile eines diinnen Aktinfilaments und

|0st das eigentliche Filamentgleiten aus.
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Als Ca?*-Kanal und Spannungssensor der Muskelzelle fungiert der Dihydropyridinrezeptor
(DHPR), der in den Membranen der Transversaltubuli angesiedelt ist und in Verbindung steht
mit dem eigentlichen Ca?*-Freisetzungskanal, dem Ryanodinrezeptor (Abb. 2.1.5.1). Im
Ruhezustand sorgen verschiedene aktive und passive Transportsysteme fur die
Aufrechterhaltung eines  Calcium-armen  Milieus im  Zélinneen  mit  einer
Calcium-Konzentration im nanomolaren Bereich (Ervasti et al., 1989). Daran beteiligt sind
auch die Ca**-ATPasen, die von den Genen SERCA1 und SERCA2 codiert werden, und die
hauptsachlich der schnellen Reakkumulation von Calcium im SR in der Relaxationsphase nach
einer Faserkontraktion dienen. Diese machen etwa die Halfte der gesamten SR-Proteine aus
(Meissner et a., 1988). Die Membrandepolarisierung durch ein ankommendes
Aktionspotential 16st einen langsamen Calcium-Einstrom (“ L-current”) in das Sarcoplasma
aus, der von der al-Untereinheit des DHPR vermittelt wird und der fur die
Calcium-Freisetzung aus dem SR erforderlich ist (Tanabe et al., 1988). Durch den Anstieg des
myoplasmatischen Calciums wird der Ryanodinrezeptor aktiviert und setzt nun massiv
Calcium frei. Der Mechanismus wird auch as Cacium-induzierte Calcium Ausschiittung
(CICR, “calcium-induced calcium release”) bezeichnet (Endo et a., 1970; Ford & Podolsky,
1970). Der DHP-Rezeptor steht wahrscheinlich in Kontakt mit Triadin, das seinerseits mit
dem Ryanodinrezeptor in Verbindung steht, der die Muskelkontraktion initiiert, indem er
Calcium aus dem SR in das Sarcoplasma freisetzt. Der Ryanodinrezeptor ist assoziiert mit dem

Protein Calsequestrin, das al's Speicher fir das Calcium dient (Ikemoto et al., 1993).

Die Cacium-induzierte Calcium Ausschittung ist wahrscheinlich der Mechanismus der
elektromechanischen Koppelung im Herzmuskel, daneben spielt sie auch eine Rolle fir die
Entstehung einer Malignen Hyperthermiekrise (Ogawa, 1994). Im Skelettmuskel jedoch wird
fur die Aktionspotential-induzierte Ausschittung von Calcium ein anderer Mechanismus
diskutiert: das mechanische Modell der eektromechanischen Koppelung (Franzini-
Armstrong, 1975). Nach diesem Modell wirde die Pore des Calciumkanas (RYR1) durch
einen Stempel verschlossen und dieser durch ein spannungssensorisches Molekil (DHPR) hin-
und herbewegt. Demnach wirde eine Membrandepolarisierung des Sarcolemma eine
Konformationsdnderung des DHPR hervorrufen, die auf nicht bekannte Weise auf den

Ryanodinrezeptor tbertragen wird und den Kana mechanisch 6ffnet.
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Meissner (1994) postuliert eine Kombination des mechanischen und des chemischen Modells,
nach der nur ein Tell der Ryanodinrezeptoren mechanisch mit DHP-Rezeptoren gekoppelt
sind, die Ubrigen wirden iber den Ca?*-Einstrom des DHPR aktiviert.

2.1.5.2 Der Ryanodinrezeptor

Der Ryanodinrezeptor ist ein homotetrameres Protein aus einer Untereinheit von 565 kDa, das
in der Membran der terminalen Zisternen des sarkoplasmatischen Retikulums lokalisiert ist
(Fleischer & Inui, 1989; Abb. 2.1.5.1 und 2.1.5.2). Ein Funftel des COOH-Endes bildet die
Transmembrandomanen, die das Protein in der Membran des Retikulums verankern, wahrend
der Rest die grof3e cytoplasmatische Domane bildet, die man als “Ful3’-Struktur bezeichnet
hat und die den Spalt zwischen terminaler Zisterne und Transversaltubulus Uberbriickt
(Meissner, 1994; Abb. 2.1.5.2). Uber die genaue Anzahl an Transmembrandoménen gibt es
verschiedene Ansichten, nach Takeshima et al. (1989) sind es vier, Zorzato et a. (1990)
hingegen halten sechs bis acht zusétzliche Doméanen fir wahrscheinlich. Der Membrananteil
der Kanapore wird wahrscheinlich aus den transmembranen Anteillen jeder der vier
Untereinheiten gebildet, wadhrend in der cytoplasmatischen Domane vier Kande radiér

ausstrahlen (Franzini-Armstrong & Jorgensen, 1994).

Mikromolare Calciumkonzentrationen, Koffein und ATP aktivieren die Calciumausschittung
durch den Ryanodinrezeptor, wahrend Magnesium, Calmodulin und millimolares Calcium
inhibitorisch wirken (Meissner et a., 1986; Meissner, 1994). Wenig bekannt ist dariber,
welche Molekile in der Zelle die Calciumausschittung regulieren und wo diese am
Ryanodinrezeptor wirken. Auch die Bindungsstellen fir die 0.g. Modulatoren wurden nicht
eindeutig festgelegt (Ogawa, 1994). Dagegen wurde ein sogenannter Leucin-Reif3verschiufd
gefunden, der vermutlich neben den hydrophoben Wechselwirkungen einiger oder aler
Transmembrandoménen, zur Polymerisierung der Untereinheiten beitrégt. Weiterhin wurde
ein, bel den bisher bekannten RYR-Isoformen evolutiondar konserviertes, RGD-Motiv
identifiziert, das bei Proteinen der Zelladhasion oder der Zellerkennung vorkommt und

moglicherwelse die Verbindung zwischen RY R und DHPR erméglicht. (Ogawa, 1994).

Der Ryanodinrezeptor kommt in drei 1soformen im Muskelgewebe und Gehirn der Sauger
bzw. in zwei Isoformen bei den Ubrigen Vertebraten vor (Ogawa, 1994). RYRL1, die hier
diskutierte Isoform, wird vom entsprechenden Gen RYR1 auf Chromosom 19g13.1 codiert

und ist im Skelettmuskel und in Purkinje-Zellen im Cerebellum exprimiert (McCarthy et al.,
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1990; Otsu et al., 1990). RYR2, dessen Gen auf Chromosom 1g41.2-g43 kartiert, wird im
Ventrikelmuskel, im Gehirn und in Endothelzellen exprimiert (Otsu et a., 1990; Hakamata et
al., 1992). Die 3. Isoform wird hauptsachlich im Gehirn und in der glatten Muskulatur
exprimiert, das Gen dafur liegt auf Chromosom 15qg14 - ql5 (Hakamata et al., 1992
Sorrentino et al., 1993). Die drei Formen beim Kaninchen sind evolutiondr gut konserviert,
besonders das C-terminale Zehntel des Proteins, die Homologie des gesamten Molekils

belauft sich auf 66 - 70 % bezogen auf die Aminosduresequenz (Ogawa, 1994).

Jede Untereinheit des Ryanodinrezeptors ist mit einem Molekil FKBP12 (FK506-bindendes
Protein mit M, = 12 kDa) assoziiert, das eine funktionale Bedeutung fir den Calciumkanal hat
(Jayaraman et al., 1992; Brillantes et al., 1994). Mit einer Groéf3e von tber 2,3 Millionen Da,
inklusive assoziierter Proteine, imponiert der Ryanodinrezeptor als der grofde bislang
sequenzierte lonenkanal (Orlova et al., 1996). Das Gen ist nicht minder imposant mit einer
codierenden Sequenz von 15,3 kb organisiert in 106 Exons (Phillips et al., 1996).

2.1.5.3 BiochemiedesMHS-Muskels

Im MHS-Muskel entgleist die Regulation des Calciums unter bestimmten Umstanden und

fuhrt zu den beschriebenen Symptomen einer MH-Krise. Wahrend der Ryanodinrezeptor im
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Abb. 2.1.5.3 Biochemie des normalen und des MHS-Muskels (aus: MacLennan & Phillips, 1992).
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normalen Muskel eine relativ geringe Offnungswahrscheinlichkeit hat, ist beim mutierten
Rezeptor (R615C beim Schwein) die Offnungswahrscheinlichkeit erhoht und der Kanal
schliefd langsamer (Mickelson & Louis, 1996). Auch die Freisetzungsrate fir
sarkoplasmatisches Calcium durch den Ryanodinrezeptor ist erhéht, wodurch das Myoplasma
mit Ca®*-lonen Uberschwemmt wird. Der hohe Calciumeinstrom ins Myoplasma regt den
kontraktilen Apparat zu maximaer Aktivitdt an, was die Muskelsteifheit und den
Masseterspasmus  erklart. Calcium verstdrkt auch die Glykogenolyse, indem es die
Phosphorylase-Kinase aktiviert und erhtht damit den Katabolismus (ATP-Produktion,
Warme). Die mitochondridlen Enzyme der Atmungskette, Pyruvat-Dehydrogenase,

| socitrat-Dehydrogenase und 2-Oxoglutarat-Dehydrogenase scheinen durch Calcium aktiviert

zu werden (Denton & McCormack, 1990) und tragen zur Erhéhung des Metabolismus bei.

Letztendlich Ubersteigt jedoch der ATP-Bedarf die Synthese bei weitem und der Stoffwechsel

schaltet um auf die ineffizientere, anaerobe ATP-Gewinnung durch Glykolyse, was die
metabolische Azidose, den Anstieg des expiratorischen CO,, und das Sauerstoffdefizit im Blut
erklart (MacLennan & Phillips, 1992). Der Hypermetabolismus fuhrt auch zu den
Herz-/Kreislaufsymptomen mit Hypertonie, Arrhythmie und Tachycardie (Hartung, 1995). Im
fortgeschrittenen Stadium kommt es zur Schadigung der Zellmembran, verbunden mit einer
zunehmenden Permeabilitdt fir lonen und Enzyme sowie andere Molekile, die zu
Hyperkalidmie, Hypercalciamie, einem Anstieg der Creatinphosphokinase (CK) und von
Myoglobin im Blut und Rhabdomyolyse fihren. Untherapiert minden diese Vorgange
aufgrund der sich autokatalytisch aufschaukelnden Pathomechanismen letztlich in den

irreversiblen Zelluntergang (Roewer, 1991).

2.1.6 Genetik
2.1.6.1 Erbgang und Haufigkeit

Der Erbgang der MH-Veranlagung des Menschen wurde zunéchst als autosomal dominant
beschrieben (Kalow, 1970), nach neueren Erkenntnissen trifft dies zwar in vielen Falen zu,
jedoch geht man in einigen Falen auch von einer multifaktoriellen Vererbung aus. Das
Stref3syndrom beim Schwein (PSS) dagegen wird rezessiv bzw. intermedidr vererbt. Der
Erbgang ist autosomal rezessv im Bezug auf die Streffanfdligkeit und die
Halothan-Sensitivitdt im Halothan-Challenge-Test (Eikelenboom & Minkema, 1974), die fast
nur bei homozygoten Tréagern der Mutation R615C beobachtet wird, intermediar dagegen im

Bezug auf andere Merkmale. Die Mutation R615C wurde bei allen Schweine-Zuchtrassen, bei
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denen das PSS vorkommt, gefunden, und konnte auf einen Grindereffekt zurtickgefthrt
werden. Die Mutation wurde deshalb so weit verbreitet, weil das PSS mit einem
Heterozygoten-"Vortell” assoziiert ist, der sich in einem niedrigeren Fettanteil und einem
hohen Anteil an magerem Muskelfleisch niederschléagt, weshalb diese Tiere wohl bevorzugt
weitergeziichtet wurden (MacLennan & Phillips, 1992). Der Effekt beruht auf einer
Muskelhypertrophie, die durch das heterozygote Vorliegen der Mutation bewirkt wird und
man konnte diesen Phanotyp als intermediér ansehen zwischen normaem Phanotyp und PSS.
Letztlich jedoch kann der Erbgang sowohl beim Menschen as auch beim Schwein, nicht in
eines der klassischen Mendelschen Schemata zur Vererbung eingepaldt werden, aufgrund der
beschriebenen Probleme. Lediglich die Homogenitdt der MHS beim Schwein scheint
festzustehen, demgegeniber steht allerdings eine betréchtliche Heterogenitét bei  der

menschlichen MHS.

Die Veranlagung zur Malignen Hyperthermie wurde in vielen ethnischen Gruppen und allen
Altersstadien beobachtet. Eine deutliche Haufung findet sich jedoch unter Kindern und jungen
Erwachsenen (ca. 3 - 30 Jahre), bei der Geschlechterverteilung Uberwiegen die Méanner
(Mauritz et al., 1986). Eine anndhernd genaue Bestimmung der Inzidenz des MH-Syndrom
scheitert daran, dal3 die Veranlagten keine klinischen Symptome zeigen und die Disposition
erst durch eine unter Narkose aufgetretene MH-Episode zu Tage tritt. Dementsprechend
unterschiedlich sind die Angaben der verschiedenen Autoren zur Haufigkeit (Ubersicht bei de
Vries et a., 1993). Wahrend in einer Studie @rding (1985) eine Inzidenz von 1 : 250000
Anésthesieereignissen in Danemark berichtet, wurde im Osterreichischen Voralberg, wo MHS
endemisch auftritt, eine Inzidenz von 1 : 1300 unter Jugendlichen beobachtet (Mauritz et al.,
1986). Im Allgemeinen nimmt man eine klinische Inzidenz von 1 : 10000 bis 1 : 20000
Anésthesien an, fur die fulminante Krise gilt ein Bereich von etwa 1 : 25000 bis 1 : 50000,
wéhrend man die Anzahl genetisch disponierter Personen auf ca. 1 : 10000 schétzt (Hartung,
1995). Die Diskrepanz rihrt daher, dal3 das MH-Syndrom eine reduzierte Penetranz aufwelst:
eine Narkose mit einer oder mehreren Triggersubstanzen muf3 bei einer disponierten Person
nicht zwangdéaufig zur MH-Krise fuhren. Eine oder sogar mehrere komplikationslos
Uberstandene Narkosen besagen nicht, dal3 keine Pradisposition vorliegt; ein Patient wurde
beschrieben, der erst nach der 13. Narkose eine Hyperthermiekrise manifestierte (Plschel et
al., 1978). Dieser Aspekt ist gerade fur CCD-Patienten wichtig, ist doch die CCD oft
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vergesellschaftet mit operationspflichtigen Skoliosen, so dal? dieser Personenkreis mit erhohter
Wahrscheinlichkeit einer Anésthesie unterworfen wird (NN, 1988).

Weliter erschwert wird die Feststellung der Inzidenz dadurch, dal3 es andere neuromuskulére

Krankheiten gibt, die ungewdhnliche Anasthesieereignisse hervorrufen konnen, deren
Symptome einer MH-Episode dhneln: Muskeldystrophie Duchenne, Myotone Dystrophie,

Hyperkal@amische Periodische Paralyse, King Denborough Syndrom und Central Core Disease.

Hierbel handelt es sich meist um sporadische Einzelfdlle, die in keinem systematischen
Zusammenhang mit der MH-Dispostion stehen. Lediglich die beiden letztgenannten
Erkrankungen sind regelméidig mit MHS assoziiert (Brownell, 1988; Mortier, 1990).

2.1.6.2 Genetische Kartierung

Die Maligne Hyperthermie ist eine der ersten Erbkrankheiten, die aufgrund der evolutionéren
Konservierung einer gekoppelten Gruppe von Genen kartiert wurde. Ausgangspunkt war die
von Andresen & Jensen (1977) beschriebene Koppelung zwischen der Halothan-Sensitivitat
(PSS) beim Schwein zum Locus GPI, der wiederum 1988 durch Davies et al. mittels in situ
Hybridisierung auf Chromosom 612 kartiert wurde (Abb. 2.1.6.1). Mit dem GPI-Locus as
Anker gelang es McCarthy das Gen fur die menschliche MH-Veranlagung MHSL auf
Chromosom 19912 - g13.2 zu lokalisieren (McCarthy et al., 1989; McCarthy et al., 1990).
MacL ennan und Mitarbeiter fanden zur selben Zeit eine Koppelung zwischen MHS-Familien
und dem RYR1-Locus (MacLennan et a., 1990), und MacKenzie et a. (1990) konnten das
Gen fir RYR1 mit Somazellhybriden auf Chromosom 19g13.1 kartieren. Die
Koppelungsgruppe mit den Genen RYR1 (CRC), COX6B, SCN1B, ZFP36, ATP4A ist auch bel
der Maus als Cluster von gekoppelten Genen auf Chromosom 7 reprasentiert, jedoch in einer
invertierten Orientierung beztglich der Achse Centromer - Telomer (Stubbs et al., 1996; Abb.
2.1.6.2, vgl. auch Abb. 4.1.3.1). Beim Rind ist die synténe Koppelungsgruppe GPI, CRC
(RYR1), APOE auf Chromosom 1802.2 - g2.6 lokalisiert (Mohrenweiser et al., 1996). In der
Tierzichtung wird fir das Ryanodinrezeptorgen auch das Symbol CRC fir “ Calcium release

channel” benutzt.

Mittlerweile hat es sich jedoch gezeigt, dald lediglich die Héalfte der MHS-Familien zu
Chromosom 19g13.1 gekoppelt sind, d.h. es liegt genetische Heterogenitét vor. Es dauerte
daher nicht lange, bis erste Familien vom MHSL Locus ausgeschlossen wurden (Levitt et al.,

1991) und ein zweiter Locus auf Chromosom 1711 - 24 gefunden wurde, zu dem funf
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Abb. 2.1.6.1 Homologiekarte der Chromosomen 6 (Schwein) und 19 (Mensch). HSA: Homo sapiens,
SSC: Sus scrofa (aus Yerle et al., 1997).

Familien gekoppelt sind (Levitt et al., 1992)". lles et al., (1994) beschrieben Familien, die
weder zu Chromosom 17 noch 19 gekoppelt waren und fanden einen dritten Locus MHS3 auf
Chromosom 7 mit flankierenden Markern fur das Gen fir CACNL2A, eine Untereinheit des

DHPR. Durch die Kartierung ergab sich auch gleich ein potentielles Kandidatengen, das

! Eine Koppelung zu Chromosom 17 in européischen MHS-Familien konnte von anderen Arbeitsgruppen
nicht bestétigt werden (lles et al., 1993). Riickblickend wurden auch Zweifel an der methodischen Korrektheit
der Linkage-Berechnung laut, dain der zitierten Arbeit lod scores mehrerer kleiner Familien addiert wurden,
was bei einer derart heterogenen genetischen Ursache nicht zuléssig ist (C.R. Mller-Reible, personl.

Mitteilung).
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Abb. 2.1.6.2 Homologiekarte der Chromosomen 7 (Maus) und 19 (Mensch). Die Skala auf der linken
Seite gibt die Kartenposition in ¢cM an, rechts von der Karte sind die Gene der Maus angegeben,
rechts davon die homologen Gene beim Menschen mit der chromosomalen Zuordnung. Mouse
Genome Database (Oktober, 1998).

ursdchlich fur diese Form der MH sein konnte, bisher wurden aber keine Mutationen
beschrieben. Ein weiterer MH-Locus wurde von Sudbrak et al. (1995) beschrieben auf
Chromosom 3g13.1 (MH$A), hier findet sich jedoch aufgrund des grof3en Kandidatenintervalls
kein geeignetes Kandidatengen, so dal3 man versucht, das verantwortliche Gen mit
Positionsklonierung zu finden. In einer genomweiten Suche nach weiteren MH-Loci wurde in
einer franzosischen Familie eine Koppelung zu Chromosom 1932 gefunden (Robinson et al.,
1997). Der Locus MHS5 liegt in der Ndhe des Gens fir CACNL1A3, einer weiteren
Untereinheit des DHPR. Monnier et al. (1997) haben schlief3dlich in der Familie eine Mutation
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Argl086His gefunden, die wahrscheinlich kausal fur MH in dieser Familie ist. In der
genannten Arbeit von Robinson et al. (1997) wurde noch ein weiterer Locus auf dem kurzen
Arm von Chromosom 5 vermutet, jedoch in einem sehr grofRen Kandidatenintervall und,
bedingt durch eine Rekombinante, auch nicht mit einem signifikanten Lodscore. Darliber

hinaus blieb noch eine weitere Familie, fir die noch kein Locus gefunden wurde.

In Anbetracht der zahlreichen Proteine, die an der elektromechanischen Koppelung beteiligt
sind, ist die beobachtete grof3e Heterogenitd der Malignen Hyperthermie nicht ver-

wunderlich.

2.1.6.3 Physikalische Kartierung

Eine wesentliche Grundlage der vorliegenden Arbeit ist eine Publikation von Rouquier et al.
(1993), sowie die darin vorgestellten Ressourcen, ndmlich ein ~ 800 kb Cosmid-/
YAC-Contig, das das komplette Ryanodinrezeptorgen enthdt (Abb. 2.1.6.3). Dieses Contig
war ebenfalls die Basis fur die Etablierung der Exon-Intron Struktur von RYRL durch Phillips
et al. (1996).

Am Lawrence Livermore National Laboratory (LLNL) wurden menschliche Chromosomen 19
mittels Durchflul3cytometrie isoliert (deJong et al., 1989) und fur die Erstellung mehrerer
Cosmid-Bibliotheken mit ca. 30000 Cosmiden benutzt. Auf}erdem bediente man sich bei der
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Abb. 2.1.6.3 Physikalische Karte des RYR1 Cosmid- und YAC-Klon Contig des Lawrence Livermore
National Laboratory (Rouquier et al., 1993). Die genomische Region des RYR1-Gens wird abgedeckt
durch 23 Cosmidklone, reprasentiert durch eine horizontale Linie. Die Pfeile darlber bezeichnen die
YAC-Klone, die durchgehenden Linien den zum RYR1-Contig gehdrenden Anteil der YACs,
unterbrochene Linien bezeichnen den chimarischen Anteil. Die vier- bis funfstellige Nummer neber
jedem Cosmidklon ist die Originalbezeichnung des Klons, die Nummern im Kreis sind eine
Kurznomenklatur (vereinfacht, nach Rouquier et al., 1993).
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Erstellung des Contigs einer YAC-Bibliothek des Imperial Cancer Research Fund, London
(18000 Klone; Larin et al., 1991). Eine Ryanodinrezeptor-cDNA (Zorzato et al., 1990) diente

als Sonde, um die Bibliotheken nach genomischen Klonen mit dem Ryanodinrezeptorgen zu
durchsuchen. Die Cosmide wurden mittels einer automatisierten Restriktionsfragment-
“Fingerprint” Prozedur in Uberlappende Abschnitte (* Contigs’) angeordnet (Carrano et al.,

1989). In der Publikation von Rouquier et a. (1993) wurde die Grof3e des

Ryanodinrezeptorgens noch mit ~ 205 kb angegeben, wahrend Phillips et al. eine Grof3e von
160 kb ermittelten.

Das dargestellte Cosmid-/YAC-Contig (Abb. 2.1.6.3) gehtrt zu einem Teilprojekt des
Humangenom-Projekts am LLNL, das die Klonierung, Kartierung und Sequenzierung des
menschlichen Chromosoms 19 vorsieht. Zum derzeitigen Zeitpunkt (Oktober 1998) sind ca.
54 Mb genomische DNA in Form von YACs, PACs, BACs und Cosmiden kloniert, das sind
etwa 98 % des ganzen Chromosoms, davon ist ein Sechstel (9,3 Mb) bereits sequenziert.
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2.2 Die Central Core Disease (CCD)

2.2.1 Definition

Die Central Core Disease (CCD, MIM #117000) ist eine seltene, kongenitale Myopathie, die
einhergeht mit allgemeiner Hypotonie und Muskelschwache hauptsachlich der proximalen,
unteren Extremitéten. Namengebend sind die, nur im histologischen Préparat sichtbaren,
amorphen, scharf begrenzten Areale (“cores’), die i.d.R. zentral (“central”) in den meisten
Typ I-Muskelfasern liegen. Im Deutschen wird die Krankheit als Zentrafibrillen-Myopathie
bezeichnet. Die Erstbeschreibung erfolgte 1956 durch Shy & Magee, der Name “ Central Core
Disease” wurde von Greenfield et al. (1958) erstmals erwahnt. Die CCD wird den
kongenitalen Myopathien bzw. Strukturmyopathien zugerechnet und damit von den
metabolischen und den mitochondrialen Myopathien differenziert (Wallgren-Pettersson &
Clarke, 1997). Kongenitale Myopathien beruhen auf strukturellen Abnormitdten des
Skelettmuskels, die nach enzymatischer Anférbung histologischer Schnitte zu Tage treten.

2.2.2 Klinik

Der Schweregrad der klinischen Symptome der Central Core Erkrankung ist extrem variabel,
das Spektrum reicht dabei von praktisch gesunden, asymptomatischen Tragern bis zur
lebenslangen Gehunfadhigkeit. In der Regel fallen betroffene Kinder bereits in den ersten
Lebengahren auf durch eine verzégerte Entwicklung der motorischen Fahigkeiten, Hypotonie
und eine milde, nicht oder schwach progressive Muskelschwéche (Shy & Magee, 1956).
Durch die verzogerte statomotorische Entwicklung lernen die Kinder oft erst im Alter von 3
oder 4 Jahren laufen. Im spéteren Leben treten oft Probleme auf beim Rennen, Treppensteigen

oder beim Aufstehen aus einer sitzenden Position.

Das Alter der Erstdiagnose liegt entweder zwischen O - 5 Jahren (12 Félle, n = 75) oder im
jugendlichen oder Erwachsenenalter (39/75 zwischen 11 und 40). Die Erstdiagnose erfolgt
dagegen eher seltener Uber 40 (11 Patienten) oder zwischen 5 und 10 Lebengahren (8 Félle)
(Ubersicht bei Shuaib et al., 1987).

Die Intelligenz ist normalerweise nicht reduziert, die Lebenserwartung ist, von besonders
schweren Verlaufsformen abgesehen, nicht erniedrigt (Wallgren-Pettersson & Clarke, 1997) .
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2.2.2.1 Muskulatur

Uber 40 % der Patienten (n = 75) berichten Uber eine generalisierte Muskelschwéche, bei
weiteren 27 % sind die oberen und unteren Extremitéten betroffen (Ubersicht bei Shuaib et al.,
1987), wahrend eine Beteiligung der Gesichtsmuskulatur nur selten zu beobachten ist. In der
Mehrzahl der Félle sind die proximalen Muskeln stérker betroffen as die distalen, die Beine
mehr as die Arme (Dubowitz & Roy, 1970; Shuaib et al., 1987). In ener Studie an 13
CCD-Patienten von Shuaib et al. (1987) waren jedoch bel vier von acht Patienten mit einer
Muskelschwéche auch die Gesichtsmuskeln betroffen und bei drei die Nackenmuskulatur. Die
restlichen funf Patienten hingegen hatten tberhaupt keine Muskelschwéche. Selbst wenn eine
Muskel schwéache vorhanden ist, sind die Symptome insgesamt jedoch meist mild, so dai die
Patienten hierdurch nicht sehr stark eingeschrénkt sind. Die Schwéache der Muskulatur bleibt
im Normalfall Gber l&ngere Zeit stationér, gelegentlich verschlechtert sich die Symptomatik
allméhlich, andererseits wurde auch eine leichte Verbesserung in manchen Fallen beobachtet.
In seltenen Fallen jedoch, verlauft die Erkrankung stark progredient. Shuaib et al. (1987)
berichten von einem Patienten (n=13), der nie selbststandig laufen lernte und im Alter von vier

Jahren bereits an den Rollstuhl gebunden war.

In einem Drittel aler Falle wird die Muskelschwéche von einer milden Muskelatrophie
begleitet, wobei die beiden Phanomene korreliert sind, die am stérksten atrophierten Muskeln

weisen auch die grofte Schwéche auf.

Die Sehnenreflexe sind haufig nicht auslGsbar oder stark vermindert, im Patientenkollektiv von
Shuaib et a. (1987) hatten jedoch 12 von 13 Patienten normale Reflexe.

Die Werte fur die Serum Creatin-Kinase (CK), ein Enzym des Muskelstoffwechsels, sind
norma oder nur leicht erhoht (Wallgren-Pettersson & Clarke, 1997). Das EMG ist meist
normal, kann aber auch myopathisch ausgepragt sein.

In Einzelfdllen wurde auch Uber zusétzliche, ungewdhnliche Symptome berichtet, wie

Muskelsteifheit nach korperlicher Belastung oder Alkoholgenuf3 sowie Uber Muskelkrampfe.

2.2.2.2 Skelettanomalien

Haufig werden die muskuldren Symptome auch von Fehlbildungen des Skeletts begleitet.
Diese treten auf in Form einer Kyphoskoliose (seitliche Verbiegung der Wirbelsdule sowie

Torsion der Wirbelkérper mit daraus folgender Buckelbildung), Huftgelenksluxation,
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Kontrakturen und Deformationen des Fulles (Wallgren-Pettersson & Clarke, 1997). Die
Skoliose verlauft meist progressiv und wird dann operationspflichtig. Sie ist mit 37 % (26/75
Falle) die haufigste Skelettanomalie bei CCD (Shuaib et al., 1987). Ebenfalls héufig (~ 20 %)
bei CCD-Patienten beobachtet wird die HuUftgelenksluxation, eine Verrenkung des
Huftgelenks, bei der der Kopf des Femurs aus der Gelenkpfanne tritt. Auch die
Huftgelenksluxation  wird  chirurgisch  korrigiert.  Etwa gleich  héufig wie die
Huftgelenksluxation treten Deformationen des Ful3skeletts auf, wie Pes cavus (Hohlfuf3) und
Pes planus (Plattfufd). Ein eher selteneres Phdnomen ist die Hypermobilitét einzelner Gelenke.

2.2.2.3 Herzsymptomatik

Bei einigen anderen Myopathien sind Herzarrhythmien, Kardiomyopathien, Erkrankungen der
Herzklappen oder der pl6tzlich Kindstod (SIDS, “Sudden infant death syndrome”) als
gelegentlich assoziierte Erscheinungen mehrfach beschrieben. Fir die Central Core Disease
gab es nur einzelne Berichte einer kardialen Involvierung. Smith et al. (1976) beschrieben bei
acht von 11 Patienten mit hypertropher Kardiomyopathie strukturelle Verdnderungen in der
Muskelbiopsie, die Halfte hiervon war von CCD betroffen. In einer Arbeit von Fananapazir et
a. (1993) wurde ebenfalls eine Assoziation von CCD und hypertropher Kardiomyopathie
postuliert, die auf Punktmutationen im Gen fur eine Myosin-Isoform beruhen soll. Im
Patientenkollektiv von Shuaib et a. (1987) fand sich bei knapp einem Viertel (3/13) ein
Mitralklappenprolapssyndrom und die Autoren empfahlen daher jeden CCD-Patienten auf eine

kardiae Involvierung zu untersuchen.

2.2.2.4 Assoziation mit anderen Erkrankungen
Maligne Hyperthermie

Bereits 1973 wurde von Denborough und Mitarbeitern eine Assoziation zwischen der Central
Core Disease und Episoden von Maligner Hyperthermie beschrieben. In der darauffolgenden
Zeit wurden weitere Fale gefunden, in denen beide Syndrome assoziiert waren (Eng et al.,
1978; Frank et al., 1980; Wedel, 1992). Harriman (1982) beobachtete das VVorkommen von
CCD mit einer Haufigkeit von 6 % bel MHS-getesten Probanden, alerdings schienen die
Symptome nicht immer der Charakteristik einer “klassischen” CCD zu entsprechen. In der
retrospektiven Studie von Shuaib et al. (1987) wurden 13 Fale von Central Core Disease
unter 750 Muskelbiopsien (entsprechend 1,73 %) gefunden. Bei 11 der 13 Patienten, die aus

vier verschiedenen Familien stammten, wurde eine IVCT-Diagnostik durchgefthrt, und bei
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allen eine Veranlagung zur MH diagnostiziert. Auch hier gab es Abweichungen in der relativen
Haufigkeit einzelner Symptome im Vergleich zu 62 CCD-Féllen aus der Literatur. Auf der
anderen Seite schétzten Krisovic-Horber & Krisovic (1989), dal3 nur 28 % der CCD-Patienten

auch eine Veranlagung fur Maligne Hyperthermie-Krisen haben.

Die genaue Grundlage der Assoziation zwischen CCD und MHS blebt daher unklar. Zwar
wurde ein Locus fur MHS auf Chromosom 19q13.1, im selben Intervall des CCD-Locus
(s. u.) gefunden und eine Allelie beider Loci mit dem RYR1-Gen postuliert, jedoch kann die

genetische Assoziation zwischen CCD und MHS auch zufélliger Natur sein.
Hypertrophe Cardiomyopathie

Wie bereits beschrieben, scheint in einigen Fallen eine Assoziation zwischen CCD und HCM
vorzuliegen. Dies ist jedoch ein eher seltenes Phanomen und die Trennung zwischen priméren

und sekundéren Effekten nicht eindeutig.
Nemaline Myopathie

Die Nemaline Myopathie gehort, ebenso wie die Central Core Disease, zum Formenkreis der

kongenitalen Myopathien (Strukturmyopathien) und ist klinisch bedeutsam fur die
Differentialdiagnostik der CCD, da die Symptome dhnlich sind. Assoziationen zwischen beiden
Erkrankungen sind eher selten. In einem Fall, den Afifi et a. (1965) beschrieben, kamen beide
Erkrankungen bei demselben Patienten vor. Thomas (1997) beschreibt ebenfalls einen
sporadischen Fall mit einer koexistierenden Nemalinen Myopathie und Central Core Disease,
weitere Falle wurden von Fardeau & Tomé (1994) beobachtet. Moglicherweise ist bei beiden

Krankheiten der Entstehungsmechanismus &hnlich, die involvierten Gene muissen jedoch nicht

notwendigerwei se dieselben sein.

2.2.2.5 Differentialdiagnostik

Die Diagnose der Central Core Disease erfolgt in der Zusammenschau der klinischen
Symptomatik mit der Histopathologie (Wallgren-Pettersson & Clarke, 1997), da die klinische
Symptomatik variabel ist und die Expressivitdt, selbst innerhalb einer Familie, sehr
unterschiedlich sein  kann. Am ehesten kann CCD mit anderen kongenitaen
Strukturmyopathien, allen voran die Nemaline Myopathie, sowie die angeborene
Fasertypendisproportion (CFTD, “Congenita fibre type disproportion”) verwechselt werden,
aber auch die Gliedergurteldystrophie (LGMD, “Limb-girdle muscular dystrophy), die
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mitochondrialen Myopathien oder die Spinale Muskelatrophie (SMA) weisen eine dhnliche
Symptomatik auf. Oft ergibt erst die Histopathologie genauen Aufschlu3 tber die
Krankheitsursache, jedoch auch hier kann es Interferenzen mit anderen Myopathien geben, da
einige histologische Merkmale der Krankheit auch mehr oder weniger unspezifisch bei anderen

Myopathien vorkommen konnen (Wallgren-Pettersson & Clarke, 1997).

2.2.3 Histopathologie

Das namengebende Kennzeichen der Erkrankung sind die “central cores’, die man an
histologischen Schnitten von frischen Muskelbiopsaten beobachten kann. Am besten kénnen
die cores dargestellt werden mit Férbetechniken, die auf dem Nachweis mitochondrialer
Enzymaktivitdten beruhen, wie z.B. die NADH-Dehydrogenase- oder Succinat-Dehydro-

genase-Farbung (s. Abb. 2.2.3.1; Fardeau & Tomé, 1994). Im quergeschnittenen Muskel

erkennt man meist zentral, gelegentlich auch exzentrisch liegende, meist scharf abgegrenzte
Aredle, die “cores’ (Greenfield et al., 1958), die frei sind von Mitochondrien und Glykogen.
Diese hellen Bereiche verminderter oder fehlender Enzymaktivitét kontrastieren hierbei mit
den umgebenden, normal reagierenden Bereichen, gelegentlich jedoch sind die cores auch von
einem starker anfarbenden, nicht membrantsen Rand umgeben. Die cores treten meist einzeln,
gelegentlich multipel auf und sind auf Typ |-Muskelfasern beschrénkt. Im Langs- schnitt

erkennt man, dal3 sich die cores tiber die ganze Lénge der Muskelfaser erstrecken.

Meist besteht auch eine erhebliche Abweichung von der normalen Fasertypenverteilung
(Fasertypendisproportion), sowie mehr oder weniger ausgepragte Kaliberschwankungen. Im
normalen quergestreiften Muskel sind ca. 65 % der Fasern vom Typ | und 35 % vom Typ I,

im CCD-Muskel findet man dagegen einen erhdhten Anteil Typ-1 Fasern (Dubovitz & Roy,
1970). Die Faserdominanz kann soweit gehen, dal? praktisch ale Fasern vom Typ | sind. Der
Anteil der Typ-I Fasern mit cores schwankt betréchtlich und reicht von wenigen Prozent bis

hin zur Anwesenheit von cores in praktisch allen Typ-I Fasern.

Im elektronenmikroskopischen Bild (Abb. 2.2.3.2) imponieren die cores durch ihren Gehalt an
dicht gepacktem myofibrillarem Material, das seine regelméldige Anordnung verloren hat. Je
nachdem ob die Struktur der Sarcomere erhalten bleibt oder nicht, bezeichnet man die cores
als strukturiert oder unstrukturiert (Neville & Brooke, 1973). Dachte man zunéchst, beide

Formen wuirden unterschiedliche Typen von Patienten reprasentieren, konnte spéter die

Koexistenz bel demselben Patienten, sowie in derselben Muskelbiopsie, ja sogar in derselben
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Abb. 2.2.3.1 Muskelfaserquerschnitt eines
CCD-Patienten. Deutlich erkennbar sind
die Kaliberschwankungen, die Typ-I
Faserdominanz und die zentralen “ cores’
in nahezu allen Typ-l Fasern. Die hellen
Bereiche sind frei von Mitochondrien und
Glykogen, bei einigen cores tritt der Rand
verstarkt hervor. NADH-TR, 250 x (aus:
Byrneet al., 1982).

h-.S!-_':H.‘ \ L

>

<
-

3 %)
51

. - o r “
ol ? f?" T b T Sy ' \ r "
Abb. 2.2.3.2 Longitudinalschnitt durch die Muskelfaser eines CCD-Patienten. Im Bereich des
“cores’ (C) ist die myofibrillare Struktur massiv gestért, die Z-Scheiben sind stark gezackt und die
Struktur der Sarcomere hat sich aufgeldst. Elektronenmikroskopische Aufnahme, 8750 x (aus: Byrne
et al., 1982).



[2. Grundlagen 35 ]

Muskelfaser gezeigt werden (Isaacs et a., 1975). Die Z-Scheiben sind verbreitert und zackig
verformt und das normale Muster der Querstreifung kann vollstandig verschwunden sein. Der
Ubergang zwischen dem core-Bereich und den umliegenden normalen Myofibrillen kann

bisweilen ziemlich abrupt sein.

| mmunohistol ogische Untersuchungen an central cores zeigten eine Uberexpression von Actin,
a-Actinin und dem Actin-bindenden Protein Gelosin (Busby & Squier, 1998). Schon langer
bekannt ist die verénderte Desminexpression, die in den cores vermindert und an den Randern
der cores verstarkt ist (Vita et a., 1994). Die Bedeutung der veranderten Proteinexpression
fur die Atiologie der CCD ist unklar, zumindest bei Desmin jedoch scheint es sich um einen
unspezifischen Effekt zu handeln, der als Sekundérphanomen bei anderen Myopathien
ebenfalls auftreten kann (Busby & Squier, 1998)

2.2.4 Genetik

Bereits Shy & Magee (1956) beschrieben den Erbgang der Central Core Disease als autosomal

dominant. Es folgten zahlreiche Familienstudien, in denen der Erbmodus bestétigt wurde,
unter anderem in einer australische Familie, in der die Segregation Uber finf Generationen
verfolgt werden konnte (Byrne et a., 1982). Zwar wurde gelegentlich ein autosomal

rezessiver Erbgang bel sporadischen Fallen vermutet, oft ist dies jedoch auf eine ungenaue
Familienanamnese zuriickzufiihren (Bodensteiner, 1994). Zumindest sollte von beiden Eltern
des Probanden eine Muskelbiopsie histologisch untersucht werden, um klinisch unauffélige

Ubertrager zu erkennen (Wallgren-Pettersson & Clarke, 1997).

Uber die Haufigkeit der Krankheit gibt es keine verlaRlichen Angaben. Wallgren-Pettersson &
Clarke (1997) schédtzen die Inzidenz aler kongenitalen Myopathien auf 0,06 pro 1000

L ebendgeburten, das entspricht etwa einem Zehntel aller neuromuskul&ren Erkrankungen.

Schon kurz nach der genetischen Kartierung der MHS auf Chromosom 199g13.1 durch
McCarthy et a. (1990) und MacLennan et a. (1990) und der Etablierung von RYR1 als
Kandidatengen, wurden aufgrund der Kklinischen Assoziation der MHS mit CCD
Koppelungsanalysen mit CCD-Familien und Chromosom 19 Markern zur Kartierung des
CCD-Locus durchgefuhrt. Gleichzeitig fanden Haan et a. (1990) sowie Kausch et al. (1991)
unabhéangig voneinander eine statistisch signifikante Koppelung der CCD-Familien zu den

Bereichen 19912 - g13.3 bzw. 19q913.1. Beide Arbeitsgruppen publizierten 1993 eine
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HSA 19 verfeinerte genetische Kartierung, bei

( ) der das Kandidatenintervall — auf
D19S27

13.3 Chromosom 19q13.1 eingegrenzt wurde

D19S7
13.2 - D19S13 zwischen den Markern D19S190 und
p 131 D19S75 D19S191 und damit in der Nahe des
' D19S9 Ryanodinrezeptorgens (Abb. 2.2.4.1).
12
11 N D135151 Kurz nach der genetischen Kartierung
}; RYR1 _ |

erschienen erste Berichte von Muta-
D198190

N

tionen im RYR1-Gen in CCD/MHS-

13.1 / D19S47
q ————CYP2B Familien, namlich die Aminosdureaus-
13.2 - §D1988 tausche Argl63Cys und Ile403Met
13.3 \ ATP1A3 (Quane et al., 1993) sowie Arg2434His
APOC2 (Zhang et a., 1993). Man vermutete,
19.4 - KLK1 dal CCD und MHS, zumindest in

Abb. 2241 Ideogramm des menschlichen einigen Falen, alelische Auspragungen
Chromosoms 19 mit Mikrosatellij[en? und VNTR-  ain und desselben Gens, namlich des
Markern. Der CCD-Locus wurde mit einem Lodscore

von 11.8 bei einem q = 0 in das Intervall D19S191 -  Ryanodinrezeptorgens  (RYR1)  sind,
D19S190 (kursiv) kartiert (Mulley et al., 1993). Zu
den flankierenden Markern gab es Rekombinationen

in der CCD-Familie (reproduziert aus Mulley et al., CCD weitere Gene oder Faktoren eine
1993).

wobel jedoch fur die Auslosung der

Rolle spielen kdnnen.

Das Verhdltnis zwischen MHS und CCD wird zusétzlich kompliziert dadurch, daf3
moglicherweise auch die CCD heterogene Entstehungsmechnismen aufweist. Fananapazir et
a. (1993) fanden in den Skelettmuskelbiopsien von Patienten (17/25) mit familidrer
hypertropher Kardiomyopathie (HCM) cores, die charakteristisch fir CCD erschienen. Diese
HCM-Patienten trugen eine von vier verschiedenen Mutationen im Gen fur die schwere Kette
des b-Myosins (MYH7), alerdings hatten nur zwei eine Muskelschwéache und keiner hatte
Skelettdeformationen. Die Autoren der genannten Arbeit schlossen daraus, dal3 ein Teil der
Patienten mit einer familigren HCM, die auf Mutationen im MY H7-Gen basiert, auch anféllig
fur CCD ist.

Das weite Spektrum der klinischen Symptomatik ist Zeichen einer sehr variablen Expressivitét.
Die Penetranz, d.h. die konditionale Wahrscheinlichkeit beim Vorliegen eines bestimmten
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Genotyps einen entsprechenden Phéanotyp zu beobachten, fir die CCD liegt sicher deutlich

unter 1,0, wenn man die symptomlosen Ubertréger berticksichtigt,.

2.3 Ziel der Arbeit

Im Rahmen der im Institut eingehenden Kasuistiken sollten weitere CCD-Familien gesammelt
und, wo moglich, auch mit Chromosom 19 bzw. 14 Mikrosatelliten untersucht werden. Das

Kandidatenintervall fir die CCD sollte anhand eventuell aufgetretener genetischer

Rekombinationen verkleinert werden, im Hinblick auf die Frage der mutmaldichen Allelie
zwischen CCD und MHS und der Rolle des RYR1-Gens fur die Atiologie der CCD. Mit einer

oder mehreren Rekombinationen wére es moglich, das Kandidatenintervall einzuengen und je
nach Lage der Rekombination(en) das Ryanodinrezeptorgen as Kandidat zu bestéatigen oder

auszuschliefien. Eine moglichst genaue genetische Kartierung ist auch im Hinblick auf eine
Positionsklonierung winschenswert, da hierdurch der physikalisch zu kartierende und zu

untersuchende Bereich auch kleiner wird. Die Feinkartierung hangt im Wesentlichen davon ab,

wie dicht die beiden noch rekombinationsfreien Marker D19S191 und D19S190 beieinander

liegen sowie von der Anzahl der Meiosen, sprich der Anzahl der Familien. Wie die Abb.
2.2.4.1 zeigt, gab es zu Beginn der Arbeit keine Mikrosatelliten-Marker in dieser Region, die

hinreichend genau kartiert waren, deshalb galt es zunéachst, neue Mikrosatelliten-Marker fur

diesen Bereich zu entwickeln, um diese dann fir eine Feinkartierung verwenden zu kdnnen.

Daneben sollte die Integration von physikalischer und genetischer Karte aus dem Bereich

19913.1 durch STS-Kartierung mit neuen Mikrosatelliten-Markern, die von anderen

Arbeitsgruppen charakterisiert wurden, erreicht werden. Grundlage dieser Arbeit waren die

Klone des von Rouquier et a. (1993) publizierten, in Abb. 2.1.6.3 dargestellten

Cosmid/YAC-Contig.

Um der Frage nach der Allelie von CCD und MHS detaillierter nachzugehen, sollten die
CCD-Familien auf bereits bekannte Mutationen im Ryanodinrezeptorgen untersucht werden.
Im Rickblick war aufgrund der engen genetischen und klinischen Assoziation, die Annahme
naheliegend, dald sowohl CCD as auch MHS auf Mutationen im Gen fir den
Ryanodinrezeptor des Skelettmuskels beruhen. Demzufolge waren bislang auch keine anderen
Gene auf eine &iologische Involvierung hin untersucht worden. Ging man bisher von einem
monogenen Erbgang aus, so deuten neuere Familienuntersuchungen auf einen komplexeren

Entstehungsmechanismus hin. Neben einer genetischen Heterogenitét, die relativ einfach durch
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Koppelungsanalysen Uberprift werden kann, besteht auch die Madoglichkeit des
Zusammenwirkens zweier oder mehrerer benachbarter Gene und letztlich wére es auch
denkbar, dafi’ die Assoziation zwischen CCD und MHS zufdllig ist und dal3 zwei verschiedene,
aber physikalisch benachbarte Gene fir die beiden Krankheiten verantwortlich sind (zumindest

bei der MHS war die genetische Heterogenitét bereits bekannt).

Dementsprechend bestand der zweite Schwerpunkt der Arbeit in der Suche nach potentiellen
Kandidatengenen in der genomischen Region 199g13.1. Ein erster Ansatz hierzu bestand in der
Identifizierung muskulérer Transkripte, die ihren genomischen Ursprung in der
Kandidatenregion haben. Die Technik, die hier angewendet werden sollte, die
cDNA-Selektion, setzt auf die Isolierung von RNA aus dem Zielgewebe, das Umschreiben in
cDNA und die Hybridisierung mit klonierter, genomischer DNA aus der Zielregion. Als
Ergebnis sollte man eine Miniaturbibliothek mit Transkripten erhalten, die spezifisch ist
bezlglich der Expression im gewtinschten Gewebe und der chromosomalen Herkunft und die
dann nadher charakterisiert werden kann, um letztlich die CCD-Patienten auf Mutationen in
diesen Transkripten zu untersuchen. Dieser Teil der Arbeit basierte ebenfalls auf dem bereits
erwdhnten Y AC/Cosmid-Contig von Chromosom 19qg13.1. Ein zweite Moglichkeit zur Suche
nach Kandidatengenen ist, basierend auf dem raschen Voranschreiten des Humangenom
Projektes, die Suche in Datenbanken nach Genen, die im Skelettmuskel exprimiert werden und
von dritter Seite charakterisiert und sequenziert wurden. Dieses Vorgehen bezeichnet man
mittlerweile mit dem Begriff “In silico cloning”. Auch hier steht am Ende die Untersuchung

auf Mutationen in diesen Transkripten bel CCD-Patienten.

Die Beschéftigung mit den molekularen Ursachen der CCD begriindete sich nicht in erster
Linie in der klinischen Relevanz dieser seltenen Myopathie, wenngleich der Leidensdruck der
schwer betroffenen Patienten erheblich sein kann. Vielmehr erschien die molekular- genetische
Analyse von CCD und MHS als ein geeigneter Ansatzpunkt fir die weitere Erforschung der
elektromechanischen Koppelung, eines grundlegenden, komplexen Prozesses der
Muskelfunktion. Die zu Beginn der Arbeit vorherrschende Hypothese der Allelie von CCD
und MHS erschien insofern nicht zwingend, als einerseits die permanente Muskel schwéache der
CCD und andererseits die Ubererregbarkeit des MHS-Muskels durch Mutationen ein- und

desselben Gens erklart werden muissen.
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3. Patienten, Material und M ethoden

3.1 Die CCD-Patienten

Von Fachéarzten und Kliniken wurde Blut von Patienten mit Verdacht auf CCD mit dem

Auftrag fur eine molekulare Diagnostik des RYR1-Gens an das Ingtitut fir Humangenetik

geschickt. Am Ingtitut sind derzeit 151 Personen aus CCD-Familien erfaldt, darunter sind 75

Patienten in 44 Familien, von denen DNA fur molekulargenetische Anaysen zur Verfiigung
steht. Von den 75 Patienten sind 37 mannlichen Geschlechts, 34 sind weiblich, das Geschlecht
der Ubrigen ist nicht bekannt, weil diese Patienten nicht ngher dokumentiert sind. Die
CCD-Patienten und ihre Angehdrigen stammen grofdtenteils aus mitteleuropdischen Landern,

namlich: Deutschland, Britische Inseln, Italien, Danemark, Osterreich, Turkei und eine Familie
stammt aus Indien. Der Altersdurchschnitt der Patienten betragt 35,85 Jahre bei einer

Standardabweichung von 19,08, das Erkrankungsalter ist meist nicht bekannt. Tabelle 3.1 gibt

eine Ubersicht tiber die Patientendaten, soweit vorhanden, die Abbildungen 3.1.1 sowie 3.1.2

zeigen die Stammbaume der Familien. Einige der Familien sind bereits bei Schwemmle et al.
(1993) beschrieben.

CCD- | ID- | Alter | Sex | Bemerkungen

Nr. Nr.

01 "1 41 w | beidseitige Huftdysplasie, Skoliose, Patientin sitzt seit 1989
im Rollstuhl

01 1:3 77 m | ein Bruder 1 Woche nach Geburt verstorben, SIDS ?

01 -2 47 m

02 "1 16 m | “floppy infant”, Gowers Zeichen, hypotrophe Muskulatur

02 1:2 68 w | Muskelschwéache, Hohlkreuz, Patientin geht an Kriicken,
mehrfache Operationen ohne Narkosezwischenfall, ein Kind
verstarb postnatal ® “SIDS’ ? aber: erhdhtes Alter der
Mutter bei der Geburt (40)

02 [1:2 42 m | IVCT-MHS

02 11:3 42 m | IVCT-MHS, hat nie laufen gelernt

02 -3 m | OP wg. Leistenhernien ohne Narkosekomplikation

03 -1 58 m | hypotrophe Muskulatur, Gowers Zeichen
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CCD- | ID- | Alter | Sex | Bemerkungen

Nr. Nr.

03 11:2 34 w

03 11:4 31 w

04 11:2 61 m

04 1 29 m

04 .2 26 m | Muskelbiopsie

05 [:5 60 m

05 2 32 w

06 11:3 61 m | Schwéche der Beckenmuskulatur, erhéhte CK, Gowers
Zeichen, myopathisches EMG, Biopsie mit cores, keine
Komplikationen bei Anéasthesie

06 :2 39 w | CCD und MHS, Schwache der Beckenmuskulatur, erhéhte
CK, Gowers Zeichen, EMG normal,

06 [:3 37 m | erhdhte CK, bisher kein Kontakt mit MH-Triggeragentien

06 [:4 31 m | keine cores, MHS, MH-Krise 1993, EMG und CK normal

07 1:2 w | Biopsie mit cores, Myopathie

08 11:2 39 w

08 -3 19 w

09 11:3 66 m

09 .4 39 m | erhohte CK, IVCT-MHS, Biopsie mit cores

09 [1:6 41 w | 2mal biopsiert, 1 x unklar, 1 x mit cores, Skoliose,
Muskelschwache

09 V:1 13 w | erhohte CK, Hohlriicken, Wadenhypertrophie,
LWS-Skoliose, Gowers Zeichen

10 1:2 w

10 11:2 S7 w | CCD

10 1:4 m

10 2 37 m | Muskelschwéche, V.a. Linksherzhypertrophie

11 m | Watschelgang, Muskel schwéche Schultergurtel, chronische
Diarrhde, Ophthalmoplegie, Biopsie mit cores

12 :1 17 w
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CCD- | ID- | Alter | Sex | Bemerkungen

Nr. Nr.

14 [:2 59 w

14 1:1 32 w | Muskelbiopsie

14 11:2 26 m | EMG myopathisch

15 18 m

16 m | Cardiomyopathie, V.a. CCD

17 :1 50 m

17 [:2 44 m

18 18 m

19 17 w | Skoliose

20 34 m | Histologie fraglich, IVCT-MHS aber Patient nimmt
tricyclische Antidepressiva

21 -1 52 m | Watschelgang, Huftgelenksluxation, milder betroffen als
Tochter

21 :1 22 w | Hiftgelenksluxation, Muskel schwéche, Watschelgang,
Biopsie mit cores, "klassische” CCD

22 21 w | mglw. MH-Krise, IVCT-MHS, Biopsie mit cores,
Einzelpatientin

23 61 m | erhdhte CK, Kyphoskoliose, IVCT-MHS, 2 x biopsiert, 1 x
unklar, 1 Biopsie mit cores

24 m

25 w

26 8 m | CCD "elektronenmikroskopisch gesichert”

27 w | Hiftluxation, Skoliose, Muskelatrophie, Familienanamnese
unauffallig

28 m | Muskelbiopsie, Histologie

29 w | Einzelpatientin

30 1:1 6 w | Differentialdiagnose unklar: CCD oder Centro-nukledre
Myopathie

31 1:1 38 m | CCD,