1.7. Zielstellung der vorliegenden Arbeit

Bei dem in der vorliegenden Arbeit untersuchten Knaben wurde im dritten Lebensjahr
die Diagnose einer MM und im dreizehnten Lebensjahr die Diagnose einer CCM ge-
stellt. Diese in der vorliegenden Literatur bisher nicht berichtete Konstellation wirft
verschiedene Fragen auf, die im folgenden diskutiert und beantwortet werden sollen:

(1)  Sind beide Diagnosen zum jeweiligen Zeitpunkt plausibel und nachvollzieh-
bar? Handelt es sich um Fehldiagnosen, um eine zufallige Koinzidenz oder stehen
beide Diagnosen in einem pathogenetischen Zusammenhang?

(2)  Wie entstehen ,cores“ und welche Rolle spielen mitochondriale Veranderun-
gen dabei?

(3) In welchem Lebenssalter treten ,cores” auf? Besteht ein Zusammenhang zwi-
schen dem Auftreten von ,cores” und der klinischen Symptomatik?

(4)  Spielt die Typ-I-Faserpradominanz eine Rolle bei die Entstehung von ,cores®?

2. MATERIAL UND METHODEN

21. Myohistologische Untersuchungen

Die erste Muskelbiopsie erfolgte im Jahre 1988 in der Kinderklinik der Technischen
Universitat Minchen. Die weitere Aufarbeitung des Muskelgewebes aus dem rechten
M. quadriceps femoris wurde im Friedrich-Baur-Institut Minchen bei der Medizini-
schen Kilinik der Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen durchgefuhrt. Die lichtmik-
roskopische Befundung wurde unter der Eingangsnummer 314/88 von Herrn Prof.
Dr. Pongratz vorgenommen, der uns freundlicherweise ausgewahlte Schnittpraparate
zur Reanalyse zur Verfigung stellte. Weiterflihrende elektronenmikroskopische Un-
tersuchungen wurden unter der Eingangsnummer EM 11392 von Herrn Prof. Dr.
Hubner im Institut fur Pathologie der Ludwig-Maximilians-Universitat Munchen
durchgefuhrt. Auch von diesen Untersuchungen erhielten wir dankenswerterweise

reprasentative Fotographien zur Einsichtnahme.
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Die zweite Muskelbiopsie wurde im Jahre 1998 im Rahmen des stationaren Aufent-
haltes in der Neurologischen Universitatsklinik der Martin-Luther-Universitat Halle-
Wittenberg entnommen. Nach ausflhrlicher Aufklarung und schriftichem Einver-
standnis erfolgte die Gewebeentnahme als offene Biopsie unter Lokalanasthesie aus
dem linken M. biceps brachii. Ein Teil des Muskelgewebes wurde sofort in Flussig-
stickstoff-gekuhltem Isopentan schockgefroren, eine andere Portion wurde in Gluta-
raldehyd fixiert und nachfolgend in Kakodylatpuffer aufbewahrt. Von dem Nativge-
websstiuck wurden 10 um dicke Kryostatschnitte angefertigt. Nach den ublichen
Standardmethoden (vgl. Dubowitz 1985) wurden HE-, modifizierte Trichrom-, PAS-
und Olrot-O-Farbungen sowie ATPase-Reaktionen bei drei verschiedenen pH-
Werten und aul’erdem mit der NADH-, SDH- und saure Phosphatase-Reaktion wei-
tere enzymhistochemische Reaktionen durchgefuhrt. Aufarbeitung und Befundung
des Glutaraldehyd-fixierten Gewebsanteils fur die elektronenmikroskopischen Unter-
suchungen erfolgten durch Herrn Prof. Dr. Holzhausen im Institut fur Pathologie der
Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg, der uns freundlicherweise einige Foto-

graphien zur Verfugung stellte.

2.2, Molekulargenetische Untersuchungen

Aus Muskelgewebe des Patienten und seiner Mutter erfolgte die Praparation von
DNA mit einem QUIAamp DNA Mini Kit (Fa. Quiagen, Hilden) nach Standardmetho-
den; als Kontrolle diente Muskelgewebe von gesunden Personen. Die Suche nach
den sieben bis dato beschriebenen pathogenen CCM-Punktmutationen wurde mittels
PCR und Sequenzierung vorgenommen. Von der praparierten DNA wurden hierzu
verschieden grofe, Uberlappende Fragmente des RyR-Gens unter Benutzung der in
Tabelle 2 (s. nachste Seite) aufgeflihrten Primer (Fa. Amersham Pharmacia Biotech,

Freiburg) amplifiziert.

Das Reaktionsgemisch (25 ul) enthielt jeweils 100 ng der praparierten genomischen
DNA, 25 pmol der korrespondierenden Vorwarts- und Ruckwarts-Primer, ein Puffer-
gemisch aus 400 nmol (NH4)>,SO,4 und 125 nmol Tris pH 8,8, auBerdem 37,5 nmol
MgCl,, 3,75 nmol dNTP sowie 1 U Tag-Polymerase (Fa. Perkin Elmer, Langen). Bei
den PCR-Reaktionen Nr. 1 und Nr. 2 wurde dem Reaktionsgemisch zusatzlich je-

weils 7,5%iges Dimethylsulfoxid zugefugt.
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Tabelle 2: Primer und PCR-Bedingungen der Amplifizierung

ausgewabhlter Abschnitte des RyR-Gens

PCR-Nr. Exon Mutation Primersequenz Grole Tann
(1. vorwarts 5'>3’) (bp)  (°C)
(2. rickwarts 3'>5’)

1 6 Arg163Cys 1. CCT GCT AGA AGG AGG CTG ACC 187 65
2. GCA GAC CTT CTA CCC CCT GAA

2 12 lle403Met 1. TCT TGG GCATGG CCT GGG T 230 60
2. GGA GCA TGG GAC AGC ACA GGA

3 14 Tyr522Ser 1. TGCCCACTTTGC TGAGTT 418 60
2. ATGTGATTC TCC TGG ATG ATG

4 39 Arg2163His 1. GCG CTG GGC CCAAGAGGACT 241 65
2. AGG GGA AGG GCG GTG TCT CAC

5 45 Arg2436His 1. TCC CGG CCC CCT CCT CAATAG 247 65
2. GGC GTT CAA AGC GGC TGT GC

6 45 Arg2436Leu 1. TCC CGG CCC CCT CCT CAA TAG 247 65
2. GGC GTT CAA AGC GGC TGT GC

7 102 1e4898Thr .TGTTTCACATGTACGTGG GTG T 146 66

N —

. CAG TAG GAC AAC CGG TAG TA

Legende: Tann
bp

Annealing-Temperatur
Basenpaare

Die Amplifikation wurde unter folgenden Bedingungen durchgefuhrt: 5 min Denaturie-

rung bei 94°C, anschlieRend 30 Zyklen mit jeweils 10 s Denaturierung bei 94°C, 45 s

Annealing bei der in Tabelle 2 fur die jeweilige Mutation angegebenen Temperatur

und 45 s Elongation bei 72°C. Die abschlieRende Extension erfolgte bei 72°C.

Die Sequenzierung wurde mit der Kettenabbruch-Methode nach Sanger (Sanger

1981) mittels **Schwefel-markierter Trinukleotide unter Verwendung der in Tabelle 2

aufgefuihrten Primer vorgenommen. Die Auftrennung der Produkte der Sequenzie-

rungsreaktion erfolgte mittels Polyacrylamidgel-Elektrophorese (PAGE). Nach Trock-

nung der Gele wurden die Sequenzierungsprodukte durch Aufbringen auf einen

Roéntgenfilm visualisiert. Die erhaltenen Sequenzen wurden mit den bekannten Se-

quenzen des RyR verglichen (Phillips et al. 1996).
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