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Zusammenfassung

Kardiales Troponin T (cTnT) ist vor allem aufgrund seiner hohen Spezifitat der
bevorzugte Biomarker fur die Diagnose myokardialer Schadigung. Die Spezifitat
der ersten Generation der von Roche Diagnostics produzierten cTnT-Assays
wurde in Frage gestellt, als erhdhte cTnT-Konzentrationen bei Patienten mit
Nierenversagen und Myopathien festgestellt wurden. Roche Diagnostics
entwickelte einen neuen Antikorper, um diese re-exprimierten Skelettmuskel-
Isoformen von cTnT nicht mehr zu detektieren. Die hohe kardiale Spezifitat der
neuen Generation der cTnT-Assays wurde in ausfuhrlichen Studien bestatigt.

Dr. Windpassinger und Dr. Quasthoff entdeckten 2007 eine bisher unbekannte
Form einer Myopathie (XMPMA), die auller dem Skelettmuskel auch die
Herzmuskulatur befiel. Die betroffenen Patienten zeigten neben erhdhten Werten
der Skelettmuskel-Creatinkinase (CK) auch einen Anstieg von cTnT, einem
Marker fur ischamische Kardiomyopathie, ohne jedoch die entsprechende
klinische Symptomatik hierfur aufzuweisen.

Um eine mogliche Herzbeteiligung im Rahmen dieser Myopathie nachweisen zu
konnen, wurde der Zusammenhang des fur XMPMA spezifischen FHL1-Genotyps
mit dem kardialen Phanotyp untersucht und eine neuartige Form der hypertrophen
Kardiomyopathie entdeckt, die mit ausgepragten Veranderungen der Morphologie,
der Funktion und des Reizleitungssystems einhergeht.

Es ist anzunehmen, dass diese Veranderungen nicht zu einer klassischen
Ischamie der grolen Gefale fuhren, sondern Uber den Befall kleiner Gefalle eine
Erhohung des cTnT-Spiegels verursachen. Es kann allerdings nicht mit absoluter
Sicherheit davon ausgegangen werden, dass die erhohten cTnT-Werte kardialen
Ursprungs sind, diese konnten auch durch degenerierte Skelettmuskulatur
verursacht werden.

Die Spezifitat von cTnT wurde erneut in Frage gestellt, als entdeckt wurde, dass
die mRNA der kardialen Isoformen von Troponin T und | in der Skelettmuskulatur
von Myopathie-Patienten exprimiert wurde. Die klinischen Auswirkungen dieser
Entdeckung blieben allerdings unklar. Die erhohten cTnT-Werte waren entweder
auf die kardiale Beteiligung im Rahmen der Myopathie zurtckzufuhren, oder die

Exprimierung der mRNA fur die kardialen Troponine, die im degenerierten und




sich regenerierenden Skelettmuskel stattfindet, war dafur verantwortlich und fuhrte
zur cTnT-Erhohung.

Das Ziel dieser Arbeit ist es, einen Uberblick Uber die kardiale Beteiligung
verschiedener Myopathien zu geben und die in fruherer und aktueller
medizinischer Fachliteratur zu findenden Hypothesen fur die Erhdhung der cTnT-
Werte zu diskutieren.

Um die Klarung der Frage nach der Spezifitat moderner cTnT-Assays weiter
voranzutreiben ist es notig, eine Studie durchzufuhren. Hierfur werden die Labor-
und Untersuchungswerte von Myopathie-Patienten der neurologischen Ambulanz
am Uniklinikum Graz erhoben und ausgewertet.

Die Ergebnisse dieser Studie werden direkte Auswirkungen auf das klinische
Management und die Beratung von Myopathie-Patienten haben, da sie zeigen
werden, ob eine Kardiomyopathie vorhanden ist und ob kardiales Troponin T auch

in diesem Setting eine Daseinsberechtigung als herzspezifischer Marker hat.

i



Abstract

Cardiac troponin T (cTnT) is the biomarker of choice for the diagnosis of cardiac
injury, largely because of its unique tissue specificity. The specificity of the first
generation cTnT assay from Roche Diagnostics was initially questioned when
increased concentrations of cTnT were found in patients with renal failure and
skeletal muscle diseases. A new antibody was developed by Roche Diagnostics
and validated to not detect these re-expressed skeletal muscle cTnT isoforms.
Extensive experimental studies ultimately resulted in the conclusion that cTnT had
unique cardiac specificity.

In 2007, Drs. Windpassinger and Quasthoff discovered a new form of muscular
dystrophy (XMPMA) that involved not only skeletal muscle but also the heart
muscle. The affected patients showed elevated levels of both skeletal muscle CK
and of cardiac troponin T, a marker for ischemic heart disease, in the absence of
any signs of ischemic heart disease. In order to establish a potential cardiac
involvement in the disease, the correlation of the specific FHL1 genotype with the
cardiac phenotype was examined and a novel phenotype of hypertrophic
cardiomyopathy with distinct morphological, functional and electrical abnormalities
was discovered.

It can be assumed that these pathologies cause myocardial injury not by classical
large vessel ischemia but perhaps by a small vessel disease that increases cTnT
concentrations in the blood samples. The origin of the highly elevated cTnT may
predominantly be of cardiac origin; however, it cannot be ruled out that it may also
come from the degenerating skeletal muscle.

There are some reports about the specificity of cTnT tests since expression of
MRNA of the cardiac isoforms of troponin T and | in myopathic skeletal muscle has
been found. Cardiac troponin T appears to be released from the regenerating
skeletal muscle. The clinical significance of these findings remains unclear. Either
the elevated cTnT values were due to involvement of heart muscle in skeletal
muscle disease, or degenerating or regenerating skeletal muscles alone
expressed mRNA for cTnT that could lead to a false positive cTnT test for
ischemic heart disease in these patients.

The purpose of this thesis is to provide an overview of the cardiac involvement
discovered in some myopathies and discuss different hypotheses for the origin of




the elevated cTnT levels by reviewing medical literature up to the present. In order
to further improve the understanding of the aforementioned matters, it is essential
to create a study with data collected from myopathy patients who present at the
Neuromuscular Outpatient Clinic of the Department of Neurology, Medical
University of Graz.

The study will have a direct effect on clinical management and counseling as the
findings will show whether or not a cardiomyopathy is present, and whether the
troponin T test is still valid as a marker for muscular diseases.

i



1 Einleitung

Kardiales Troponin T (cardiac Troponin T, cTnT) ist ein elementarer
Testparameter im Rahmen der Herzinfarktdiagnostik. Die kommerzielle
Verfugbarkeit der ersten cTnT-Assays in den fruhen 1990er Jahren fuhrte bald zur
Abkehr von der bisherigen diagnostischen Referenz bei Verdacht auf akuten
Myokardinfarkt (AMI), der Bestimmung der Kreatinkinase-MB-Isoenzyme (CK-MB)
im Serum. Variable Normalwerte der CK-MB, fehlende absolute Herzspezifitat
(CK-MB kann auch in der Skelettmuskulatur, im Gastrointestinaltrakt sowie im
Uterus Schwangerer gefunden werden!”) und der nur kurz wahrende Anstieg der
Serumwerte bei AMI schranken den diagnostischen Wert der Enzymbestimmung
empfindlich ein.®

Das cTnT-Protein wird hingegen nur im Herzmuskel exprimiert, ebenso ist der
Anteil von c¢TnT im Myokard hoher als der von CK-MB. Dies fuhrt zu den
wesentlichen Vorteilen der kardialen Troponin T-Assays — ihrer hohen Spezifitat
und Sensitivitat.®** Im Jahr 2000 wurden die kardialen Troponine schlieRlich von
der Europaischen Gesellschaft fur Kardiologie und dem American College of
Cardiology zur Referenz im Bereich der biochemischen Marker fur
Myokardnekrosen ernannt.®

Durch konsequente Weiterentwicklung bis zur aktuell vierten Generation der
Assays konnten die positiven Eigenschaften der Testverfahren ausgebaut werden.
Kreuzreaktionen mit Troponinen der Skelettmuskulatur wurden beseitigt,®® und
seit 2009 ist ein Troponin T ,high sensitive” Assay verfugbar, der auch die
Erkennung geringstgradiger Myokardnekrosen ermdglichen soll."

Trotz der vielfach belegten hohen Sensitivitat dieses diagnostischen Markers und
der erfolgreichen Anwendung in einem breit gefacherten klinischen Gebiet gibt es
jedoch auch Berichte uber falsch positive cTnT-Tests bei genetisch determinierten
Myopathien ohne bestehenden Herzinfarkt. Dies warf die Frage nach der
Spezifitat dieses Tests im Rahmen der Herzinfarktdiagnostik bei Myopathien auf
und gab Anlass zur Entstehung der vorliegenden Diplomarbeit.

Der Neuigkeitswert dieser Arbeit besteht darin, dass zum Zeitpunkt des
Verfassens nur wenige Fachartikel zum erwahnten Thema existierten, die zu

keinem eindeutigen Ergebnis kamen.




Als Ergebnis ist zu erwarten, dass cTnT entweder weiterhin ein herzspezifischer
Marker bleibt und auch bei Myopathien im Sinne einer mdglichen
Herzmuskelpathologie nachweisbar ist, oder durch den Nachweis falsch positiver
Testergebnisse die Spezifitat des Markers bei Myopathien neu diskutiert werden

muss.




2 Troponin T

2.1 Struktur und Funktion

Die Troponin-Proteine sind wichtige Bestandteile in der Regulierung des
kontraktilen Apparates der Skelett- und Herzmuskulatur. Der Troponin-Komplex
befindet sich am dunnen Filament der kontraktilen Muskelfaser und besteht aus
den drei Untereinheiten C (,Calcium bindend®), T (,Tropomyosin bindend®) und |
(,Inhibitorisch®).®

Troponin C bindet an Kalzium, das nach der neuronalen Stimulation aus dem
sarkoplasmatischen Retikulum freigesetzt wird. Troponin T verbindet den
Troponin-Komplex mit Tropomyosin und ist wichtig fur die Aktivitat der Kalzium-
regulierten  myofibrillaren  Adenosintriphosphatase. Troponin | wiederum
verhindert, dass es ohne entsprechenden neuronalen Stimulus zur Koppelung
zwischen Aktin und Myosin kommt.

Troponin T und | existieren jeweils in einer kardialen und in zwei auf die
Skelettmuskulatur beschrankten Isoformen (fur langsam und schnell zuckende
Fasern, ,slow twitch® und ,fast twitch*).""” Troponin C hingegen besteht nur aus
zwei Isoformen, da die kardiale mit der ,slow twitch“-Form im Skelettmuskel
identisch ist. Jede Isoform wird von einem eigenen Gen reguliert. cTnT wird zwar
im fetalen Skelettmuskel exprimiert, aber pranatal hinunterreguliert; in der
Skelettmuskulatur des gesunden Neugeborenen ist keine Spur der kardialen Form

von Troponin T zu finden.!(12:(13)

2.2 Auswirkungen der strukturellen Unterschiede

Die Unterschiede im Aminosaureaufbau zwischen den kardialen (cTnT bzw. cTnl)
und den im Skelettmuskel vorkommenden Formen von Troponin T und |
ermoglichen die Herstellung von monoklonalen Antikorpern, die fur
herzspezifische Immunoassays verwendet werden kénnen. ™)

cTnl und cTnT unterscheiden sich untereinander durch ihre biochemischen

Eigenschaften und damit auch in ihrer Nachweisbarkeit. Einerseits enthalt das




Myokard deutlich mehr cTnT als cTnl (10.8 zu 4.6mg/g Feuchtgewicht),('®

andererseits werden die beiden kardialen Troponine im Blutkreislauf durch
Proteolyse, Oxidation, Reduktion, Phosphorylierung und Fragmentierung
unterschiedlich stark abgebaut, was die Testergebnisse dementsprechend
beeinflusst.!"

Das cTnl-Molekul besteht aus Bereichen unterschiedlicher Stabilitat, vor allem der
C- und N-terminale (herzspezifische) Teil sind proteolytischem Abbau ausgesetzt.
Verschiedene Tests kdnnen dadurch beeinflusst werden, da die fur die Erkennung
durch die Antikorper nétigen Epitope auf dem Molekul weit auseinander liegen und
so im Falle proteolytischen Abbaus in einem dieser Bereiche geringere Mengen
von cTnl erkannt werden kénnten, als tatsachlich in der Probe vorhanden sind.!"®
Insofern ist davon auszugehen, dass die Sensitivitat der von dieser Problematik
betroffenen cTnl-Tests durch die geringe Stabilitdt des Moleklls negativ
beeinflusst wird."

Da die Epitope fur die Antikorper des cTnT-Tests von Roche (dem einzigen
Anbieter von cTnT-Assays fur die in vitro Diagnostik) direkt nebeneinander
lokalisiert sind, werden die Ergebnisse durch eine eventuelle Proteolyse des cTnT-
Molekdils nur in sehr geringem Ausmaf verfalscht.”)

cTnl und cTnT unterscheiden sich auch in ihrer Anfalligkeit fur Komplexbildung
voneinander. Wahrend es bei cTnT keine Hinweise auf dadurch beeinflusste
Testergebnisse gibt,!"® wurde nachgewiesen, dass cTnl eine hohe Affinitat dafiir
besitzt, mit TnC Komplexe zu bilden, was wiederum zur Beeinflussung der
Antikorperbindung und somit zur Verfalschung der cTnl-Testergebnisse
fihren kann.("®(19)

Ahnliche Erkenntnisse liefert die Frage nach der Beeinflussung der Antikorpertests
durch Phosphorylierung des Troponin-Molekuls: Wahrend bei cTnT keine
Phosphorylierungsstelle vorhanden und dementsprechend keine Beeinflussung
moglich ist, ist die Immunreaktivitat von cTnl mit verschiedenen Antikorpertests

abhangig von der Phosphorylierung des Molekiils,?”

was bei gleichem
Probenmaterial zu unterschiedlichen Ergebnissen der verschiedenen
cTnl-Tests fuhrt.

Das cTnl-Protein ist Veranderungen durch verschiedene biochemische
Einflussfaktoren unterworfen, die abhangig von den im Assay verwendeten

Antikorpern zu mehr oder weniger stark verfalschten Ergebnissen und daher auch




zu mangelnder Vergleichbarkeit der Resultate der cTnl-Assays untereinander
fuhren. Da cTnT weit weniger anfallig fur Veranderungen durch auferliche
Einflusse ist und schlichtweg keine alternativen Antikrperpaare als die von Roche
Diagnostics angebotenen zur Verfugung stehen, lassen sich die Ergebnisse der
cTnT-Tests untereinander vergleichen und Ergebnisbeeinflussung durch oben

angefiihrte Faktoren weitestgehend ausschlieRen.('¥

2.3 Die Troponin-Tests

Troponin-Tests basieren auf der Fahigkeit spezifischer monoklonaler Antikorper,
bestimmte vordefinierte Aminosauresequenzen am jeweiligen Troponinmolekul als
Epitope zu erkennen und daran zu binden. Man verwendet AntikOrperpaare, die
zwei verschiedene Epitope auf dem Analyten erkennen.

Roche Diagnostics ist der einzige Anbieter von Antikorpern fur in vitro cTnT-Tests
(MAB M7 und MAB M11.7 Antikorper, u.a. verwendet in Enzymun-Test Troponin
T, Elecsys Troponin T, TROPT sensitive, CARDIAC T quantitative), was die
Vergleichbarkeit der darauf basierenden Testsysteme von verschiedenen
Herstellern ermoglicht.

Da es cTnl-Tests von mehreren Firmen gibt (Stratus/Dade, Opus/Behring,
Access/Sanofi u.a.), diese unterschiedliche Antikdrperpaare verwenden und bis
dato keine Standardisierung erreicht werden konnte, ergibt sich das im vorigen
Unterkapitel bereits erwahnte Problem der mangelhaften Vergleichbarkeit der
cTnl-Testergebnisse verschiedener Assays untereinander.

Ein weiterer Unterschied der verschiedenen cTnl-Testverfahren verglichen mit den
cTnT-Assays liegt darin, dass es bei ersteren je nach Hersteller eigene Normal-
und Cut-off-Werte zu beachten gibt, wahrend das bei cTnT nicht der Fall ist.
Weiters liegen die cTnl-Normalwerte zum Teil deutlich Uber denen von cTnT; der

Grund hierfiir ist jedoch nicht bekannt.!"®




2.4 Die Spezifitat von Troponin T

Der grofRe Vorteil der Nutzung der kardialen Troponine T und | (cTnT und cTnl)
zur Diagnostik des akuten Koronarsyndroms besteht darin, dass sie im Vergleich
zu den in den letzten Jahrzehnten genutzten Markern, allen voran den
Isoenzymen der Kreatinkinase (CK-MB), sowohl eine hohere Sensitivitat als auch
Spezifitat aufweisen. Die hohere Sensitivitat ergibt sich aus dem hoéheren cTnT-
bzw. cTnl-Gehalt des Myokards verglichen mit CK-MB (10.8 bzw. 4.6mg/g
zu 1.4mg/g Feuchtgewicht), wahrend die hohere Spezifitat dadurch erklart wird,
dass sich die kardialen Isoformen der Troponine derart von den muskularen
unterscheiden, dass die monoklonalen Antikorper der Troponin-Tests keine
Kreuzreaktionen mit den muskularen Isoformen zeigen. Die Isoformen der CK-MB
zeigen diesen Vorteil nicht, sodass sich fur Troponin-Assays die Nutzung
geringerer  Cut-off-Konzentrationen und somit eine hohere Spezifitat
ergibt.('P®

2.4.1 Vergleich von cTnl zu cTnT bei klinischen Fragestellungen

Verschiedene Publikationen haben sich seit den 1990er Jahren mit der Frage
nach moglichen Unterschieden in der Spezifitat von cTnl und cTnT bei bestimmten
klinischen Fragestellungen beschaftigt, ,Troponin T ist wohl der am intensivsten
medizinisch erforschte Herzmarker der letzten 10 Jahre*.("

Die hohere Anfalligkeit von cTnl gegenuber die Proteinstruktur beeinflussenden
Faktoren (Proteolyse, Komplexbildung, Oxidation und Phosphorylierung) oder
auch der hohere cTnT-Gehalt des Myokards wurden bereits ausfuhrlich erlautert.
Bei Bestimmung von cTnl mit verschiedenen Testmethoden fuhrt die
unterschiedliche Qualitat der angebotenen Tests gemeinsam mit den (durch die
fehlende Standardisierung bedingten) von 0,1 bis Uber 2 ng/ml schwankenden
Cut-off-Werten zu Gefahren beim Vergleich und der Interpretation der
Testergebnisse untereinander, wie bereits diskutiert, bieten die cTnT-Assays diese

Problematik nicht.




Ein im Jahr 2000 veroffentlichter Artikel beschreibt einen Vergleich von
histologischen Autopsie-Befunden mit vor dem Tod enthommenen Serumproben
von 78 Patienten, die ohne klinische Hinweise auf einen Herzinfarkt verstorben
waren. cTnT (Elecsys) wurde in diesem Setting als sensitiverer Indikator fur einen
Myokardinfarkt als cTnl (AxSYM) bewertet.?" Auch bei der Diagnostik und
Risikostratifizierung der instabilen Angina pectoris ist ¢cTnT cTnl uberlegen -
.kardiales Troponin T unterscheidet besser zwischen Patienten mit hohem und
niedrigem Risiko als kardiales Troponin 1“.?? Minimale Myokardverletzungen, wie
sie im Rahmen einer Biopsie des Endomyokards auftreten, waren im Rahmen
einer Studie bei der Halfte der Patientin durch cTnT-Tests (Labor- als auch
Schnelltests) nachweisbar, der cTnl-Schnelltest zeigte keine erhdhten Werte.?®
Weiters kann cTnT im Gegensatz zu cTnl auch als Marker fur die frihe

Identifizierung eines Transplantatverschlusses nach CABG dienen.®?

2.4.2 Kritische Stimmen zur Spezifitat

Die hohe Spezifitat von cTnT wurde des ofteren in Frage gestellt. Bei bis zu 30%
der Patienten mit Nierenversagen im Endstadium wurden in zwischen 1995 und
1996 veroffentlichten Fachartikeln erhohte cTnT-Serumspiegel gemessen, ebenso
bei Fallen von Duchenne Muskeldystrophie (DMD), Polymyositis und
Dermatomyositis, jeweils ohne klinische Hinweise auf eine myokardiale
Schadigung, die den Anstieg der Werte hatte rechtfertigen konnen. Verglichen
dazu =zeigte cTnl nur beim Nierenversagen eine leichte Erhdohung der

251(26)1(2)) Man nahm an, dass die kardialen Isoformen der Troponine im

Spiegel.!
geschadigten Skelettmuskel neu gebildet werden (wie das z.B. bei Ratten der Fall
ist),?® da cTnT die erste Troponin-Isoform ist, die im fetalen Muskel gebildet wird
und dieser Vorgang analog zur Neubildung des B-Gens des CK (Kreatinkinase) -
Enzyms im sich regenerierenden Skelettmuskel ware, das ebenfalls eine Frihform
der CK darstellt.**®Y Eine weitere Theorie war, dass die im Skelettmuskel
vorkommende Troponin-lsoform T4 Uber eine Kreuzreaktivitat mit den
monoklonalen cTnT-Antikorpern der Troponin-Assays zu falsch positiven Werten

fuhren konnte.@@1




Die TnT-Tests der ersten Generation (ELISA Trop T 1991, TROPT Schnelltest
1994) verfugten noch uUber eine Kombination zweier Antikorper (1 MAB und 1
PAK, ein monoklonaler und ein polyklonaler Antikorper), die die beschriebene

vermutete Kreuzreaktion mit TnT der Skelettmuskulatur zeigten.

2.4.3 Weiterentwicklung der Testverfahren und Erklarungsmodelle fur
falsch-positive Ergebnisse

Roche Diagnostics entwickelte einen neuen Antikorper, der die fetalen Isoformen
von cTnT, die im geschadigten Skelettmuskel reexprimiert werden, nicht mehr
detektierte.®® Die zweite und dritte Generation der cTnT-Assays (TROPT
sensitive 1996, CARDIAC T quantitative 1997, Enzymun-Test Troponin T 1995,
Elecsys Troponin T 1996) zeigten dadurch nicht mehr das durch die oben
beschriebene Kreuzreaktion verursachte Fehlverhalten, die Reproduktion der
falsch positiven Resultate war nicht moglich.

Mit den neueren Testverfahren sank auch die Rate positiver cTnT-Werte bei
Patienten mit chronischem Nierenversagen.”) Ebenso konnte mit den Tests der
zweiten  Generation weder bei Rhabdomyolyse-Patienten noch  bei
Marathonlaufern nach Absolvierung eines dreitagigen Laufs ein cTnT-Anstieg
nachgewiesen werden, klinisch nachweisbare Schaden an der Skelettmuskulatur
fuhren also nicht zu einer Beeinflussung der kardialen Troponin-Tests der neueren
Generation.

Weiters konnte der cTnT-Anstieg bei terminalem Nierenversagen durch Re-
Expression von cTnT im Rahmen einer begleitenden Myopathie (uramische

Polyneuropathie) erklart werden,®34

genauso gibt es aber auch Studien, die
weder cTnT-mRNA noch das finale Protein im Skelettmuskel von Patienten mit
Nierenversagen im Endstadium nachweisen konnten.®® Die fetalen Isoformen von
cTnT, die bei chronisch Nierenkranken in der Skelettmuskulatur gebildet werden,
werden von Tests der zweiten Generation ebenfalls nicht nachgewiesen, was
wiederum fiir die Herzspexzifitat der Testverfahren spricht.®

Eine weitere mogliche Ursache fur das Zustandekommen falsch positiver Troponin
T-Ergebnisse liegt im Umgang mit dem Probenmaterial: Fibrin kann dazu fuhren,

dass die Trennung der gebundenen von den freien Analyten verzogert und damit
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das Ergebnis falsch positiv beeinflusst wird, was bei vorzeitiger Bearbeitung der
Proben durchaus passieren kann und bei den zunehmend unter Zeitdruck
stehenden Laboranten keine allzu grole Seltenheit mehr darstellt.
Die Bestimmungsgrenze fur cTnT im Serum liegt aktuell bei 0,03 ug/L, was die
hohe Sensitivitat dieser Testmethode bestatigt. So kann dieser Marker bei
Patienten ohne eindeutige klinische Symptomatik ein Hinweis auf
Mikroinfarzierungen sein, da er schon auf kleinste Schadigungen des Myokards
reagiert.('¥

Mit der EinfUhrung des hochsensitiven cTnT-Assays (cTnT-hs, Elecsys® Troponin
T high-sensitive) parallel zur aktuell vierten Generation der Standard-Assays gibt
es seit 2009 die Moglichkeit, ,minor myocardial damage” noch friuher nachweisen
zu konnen. Die Bestimmungsgrenze fur cTnT liegt mit diesem Testverfahren
bei < 0,013ug/L.®"

3 Myopathien

Myopathien sind Erkrankungen der quergestreiften Skelettmuskulatur, die mit
struktureller oder funktioneller Beeintrachtigung des Muskelgewebes einhergehen.
Die Einteilung erfolgt in primare und symptomatische (als Teilsymptom einer
anderen Grunderkrankung) Formen (Tab. 1).

Die Gruppe der primaren Myopathien lasst sich weiter gliedern in genetisch
bedingte (z.B. Dystrophinopathien) und autoimmunologisch verursachte, wie die
Dermatomyositis, Polymyositis und Myasthenia gravis pseudoparalytica.
Die allgemeine Symptomatik der Myopathien ist durch motorische Schwache
gekennzeichnet, der Verlauf meist Uber Jahre hinweg langsam progredient. Die

Muskulatur ist in der Regel atrophiert, kann

Tabelle 1: Systematik der Myopathien (38)

aber ebenso durch binde- und fettgewebigen -muskeiaystrophien

- spinale Muskelatrophie und andere Motoneuronerkrankungen

ErsatZ aIS PseudOhypertrOph Ie (Z B . - Myotonien und periodische Lahmungen (,Channelopathien)

- metabolische Myopathien

,,G nomenwaden“) |mp0n|eren, dle LO kallsatlon - mitochondriale Myopathien und Enzephalomyopathien

- kongenitale Myopathien

ist meist symmetrisch (Abb. 1). Die Sensibilitat -entzindiche Myopathien

- Myopathien bei Endokrinopathien

ist intakt, Reflexe vermindert bis fehlend, in den - muskeisymptome bei Etektrolytstorungen

- toxische und medikamentése Myopathien

meisten Fallen entwickeln sich nach Jahren -simungen der neuromuskuiéren Ubertragung

- Tumoren

Kontrakturen.®® Einige Formen der primaren -veretungen
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Myopathien beschranken sich nicht rein auf die Skelettmuskulatur, sondern greifen
auch auf andere Organe Uber. Das Herz ist aufgrund seiner ahnlichen Struktur
und Funktion eines der am haufigsten mitbetroffenen Organe (Tab. 2).

Die Herzbeteiligung kann lange vor, gleichzeitig mit oder auch erst lange nach
dem ersten Auftreten der Myopathie symptomatisch werden. Noch ist nicht geklart,
weshalb nicht alle Patienten innerhalb einer Krankheitsgruppe gleichermalien
betroffen sind, eventuell ist der Grad der Herzbeteiligung je nach Mutation
verschieden.

Die Folgen reichen von Reizbildungs- und Reizleitungsstorungen, Myokard-
verdickung, Dilatation der Herzhohlen mit eventueller Klappeninsuffizienz,
Endo-/Myokardfibrose (kongenitale Muskeldystrophie Fukuyama, Barth-Syndrom),
Angina pectoris durch Reduktion der Koronarreserve (Dystrophinopathien, Emery-

Dreifuss-Muskeldystrophie, myotone Dystrophie), regionalen Wandbewegungs-

stérungen und systolischen oder diastolischen Funktionsstorungen bis hin zur
39)

Herzinsuffizienz.'

(@) s (d) &> (e) &> (f)

Abbildung 1: Verteilungsmuster der Muskelschwéache bei verschiedenen Formen der Muskeldystrophie. (40)
(a) Duchenne- und Becker-Typ (b) Emery-Dreifuss-Typ (c) Gliederglirtel-Typ (d) facioscapulohumeraler Typ (e) distaler Typ (f) oculopharyngealer Typ
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3.1 X-chromosomal vererbte Myopathien mit kardialer
Beteiligung

Die haufigste Form der X-chromosomal vererbten Myopathien ist die vom Typ
Duchenne (DMD, Genlocus Xp21.2, Inzidenz 20-30/100.000, Pravalenz
4/100.000), die gemeinsam mit der Becker-Dystrophie die Gruppe der
sogenannten Dystrophinopathien bildet.

Die DMD tritt aufgrund des Vererbungsmodus fast nur bei Knaben auf, die Mutter
sind meist (gesunde) Konduktorinnen. Das Krankheitsbild manifestiert sich
zwischen dem zweiten und dritten Lebensjahr, ist durch einen volligen Mangel an
funktionellem Dystrophin (einem Strukturprotein der Muskelfasermembran)
gekennzeichnet und fuhrt aufgrund der raschen Progredienz bei den Betroffenen
zu einer Lebenserwartung von 20-25 Jahren. Die Atrophie der Skelettmuskulatur
beginnt im Beckengurtel und breitet sich bald auf die stammnahe Muskulatur der
Beine sowie auf die Arme aus.

Erkrankte fallen spatestens ab dem Vorschulalter durch Muihe beim
Treppensteigen, Hohlkreuzbildung, Pseudohypertrophie der Waden durch
Fetteinlagerung sowie das typische Duchenne- bzw. Trendelenburg-Hinken
(,Watschelgang®) auf. Die Skoliose fuhrt zu sekundaren Atemproblemen, die
Patienten sterben an Ateminsuffizienz oder sekundaren Komplikationen.

Bei der Form der Becker-Muskeldystrophie (BMD, Genlocus Xp21.2, Inzidenz
3/100.000, Pravalenz ca. 1/100.000) hingegen fuhrt eine nicht vollstandig gestorte
Proteinbildung zu reduzierten Spiegeln funktionellen Dystrophins oder zur
Expression von nur teilweise funktionellem Protein.

Das klinische Erscheinungsbild ist ident zur DMD, aber weniger schwer
ausgepragt und mit dementsprechend deutlich geringerem negativen Einfluss auf
die Lebenserwartung (40-50 Jahre).“"“#? Dije Krankheit manifestiert sich
zwischen dem ersten und zweiten Lebensjahrzehnt, bedingt durch die im
Vergleich zur DMD weniger rasche Progression sind die Patienten oft noch bis in
die vierte Lebensdekade gehfihig.®®

In bis zu 90% der Falle sind Dystrophinopathien mit Herzbeteiligung verbunden,
bei Konduktorinnen kann diese vollig fehlen oder aber auch sehr ausgepragt
sein.“® Die Herzbeteiligung kann zu Reizbildungs- und Reizleitungsstérungen,

Wandverdickung, Dilatationen mit oder ohne sekundarer Klappeninsuffizienz und
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systolischer/diastolischer Funktionsstorung mit oder ohne Herzinsuffizienz
fihren.*4

Die Emery-Dreifuss-Muskeldystrophie (EMD, Genlocus Xq28, selten aber auch
autosomal dominant vererbt, Inzidenz 1/100.000, Pravalenz ca. 1-9/1.000.000)
wird durch Mutationen im Emerin-Protein verursacht.

Die Erkrankung manifestiert sich ab der Kindheit oder der frihen Adoleszenz mit
skapulo-humero-peronealer Pseudohypertrophie, Kontrakturen der Achillessehnen
und im Bereich des Ellenbogens sowie einer ,rigid spine“-Symptomatik, die sie
phanotypisch von den bereits erwahnten X-chromosomal vererbten Myopathien
unterscheidbar macht.“>“®) Die Gehfahigkeit bleibt bis zur dritten Lebensdekade
oder auch lebenslang erhalten.®®

Die EMD ist haufig mit kardialen Reizbildungs- und Reizleitungsstorungen
assoziiert. Vor allem bradykarde Herzrhythmusstorungen treten plotzlich und ohne
vorhergehende Symptomatik auf und gelten als die haufigste mit EMD assoziierte
Todesursache, weshalb die fruhzeitige Implantation eines Schrittmachers
empfohlen wird. In selteneren Fallen kann die EMD auch zur Herzinsuffizienz
fihren und so eine Transplantation erforderlich machen.“”

Das McLeod-Akanthozytose-Syndrom (MLS, Genlocus Xp21.1, weltweit erst ca.
150 bekannte Falle) wird durch abnorme Expression der Kell-Blutgruppenantigene
verursacht und fuhrt zu Akanthozytose, Anamie, psychiatrischen und
neuromuskularen Stérungen wie Areflexie, neurogener Muskelatrophie, Myopathie
und Kardiomyopathie, wobei die Herzbeteiligung nur in einem einzigen Fall

konkret beschrieben wurde.#®)49).(50).51)
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Tabelle 2: Myopathien mit Herzbeteiligung (52)

Myopathie-Typ Erbgang Genlokalisation Genprodukt
Dystrophinopathien (Duchenne, Becker) Xr Xp21.2 Dystrophin
Emery-Dreifuss-Muskeldystrophie Xr Xq28 Emerin

ad 1911-23 Lamin A/C
Fazioskapulohumerale Muskeldystrophie ad 4935 ub
Gliederglirtel-Muskeldystrophie 1B [20] ad Lamin A/C
Gliedergurtel-Muskeldystrophie 2C [62] ar 13q12 y-Sarcoglycan
Gliederglrtel-Muskeldystrophie 2D ar 17912-q21.33 a-Sarcoglycan
Gliedergurtel-Muskeldystrophie 2E ar 4q12 B-Sarcoglycan
Gliedergurtel-Muskeldystrophie 2F ar 5q33-34 §-Sarcoglycan
Kongenitale Muskeldystrophie Fukuyama ar 9qg31-33 Fukutin
Myotone Dystrophie Typ 1 ad 19913.3 Myotone Dystrophie Phosphokinase
Myotone Dystrophie Typ 2 ad 3q ub
Glykogenose Il (Pompe) ar 17923 a-Glucosidase
Glykogenose Il (Forbes) ar 1p21 Debranching Enzyme
Glykogenose IV (Andersen) ar ub Branching Enzyme
Glykogenose VII (Tarui) ar 1cen-q32 Phosphofructokinase
Glykogenose IX Xr Xq13 Phosphoglyceratkinase
Systemischer Carnitinmangel ar 5q31 OCTN2
Myoadenylat-Deaminase-Mangel ar 5q31 Myoadenylat-Deaminase
Acyl-CoA-Dehydrogenase-Mangel ub ub Acyl-CoA-Dehydrogenase
Lysosomale Glykogen-Speichererkrankung ub ub ub
Mitochondriopathien mv, ad, ar mtDNA, nDNA Atmungskettenenzyme, RNA
Desminopathien:
- granulofilamentdser Typ [49] ad 2qg35 Desmin
- myofibrillarer Typ ad 10922.3 ub
- mit zytoplasmatischen Einschlusskorpern ad 11922 ap-Cristallin
- mit Mallory-Einschlusskérpern ar 12q ub
Nemalin-Myopathie ar, ad 1g42 a-Actin

ar 1921-23 a-Tropomyosin

ar 2q21.2-22 Nebulin
Central-Core-Erkrankung ad 19913.1 Kardiales Myosin
Kongenitale Fasertypen-Dysproportion ub ub ub
Barth-Syndrom Xr Xq28 Tafazzin
Bethlem-Myopathie ad 21g22.3 Kollagen VI a.1,2-Subunit

ad 2q37 Kollagen VI a3-Subunit
McLeod-Syndrom Xr Xp21.1 Kell-Antigen

ad: autosomal dominant, ar: autosomal rezessiv, Xr: X-chromosomal rezessiv, mv: maternal vererbt,
ub: unbekannt, OCTN: organic cation/carnithine transporter
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3.2 Autosomal vererbte Myopathien mit kardialer Beteiligung

Die Dystrophia myotonica Curschmann-Steinert oder myotone Dystrophie Typ 1
(DM1, Genlocus 19913.3, autosomal dominanter Erbmodus, Inzidenz
13,5/100.000, Pravalenz 5/100.000) ist die haufigste Myopathie des
Erwachsenenalters. Sie bildet gemeinsam mit der proximalen myotonen
Myopathie (PROMM) die Gruppe der myotonen Dystrophien.

Eine instabile Expansion von CTG-Trinukleotid-Sequenzen fuhrt zur verminderten
Produktion der Myotonin-Proteinkinase und dadurch in weiterer Folge zu Schaden
an der Muskelfasermembran und der Calciumpumpe SERCA.®® Bei maternaler
Vererbung nimmt die Lange der Expansionen zu und fuhrt so bei nachfolgenden
Generationen zu immer fruher einsetzender Manifestation der Erkrankung.

Die DM1 wird meist ab dem fruhen Erwachsenenalter symptomatisch. Der
Muskelbefall steht im Vordergrund und aul3ert sich vor allem durch Schwache der
Gesichtsmuskeln (,Facies myopathica®) und der distalen Extremitatenmuskulatur.
Nach festem Griff um einen Gegenstand kann der Patient diesen nur mit viel Mihe
wieder loslassen (verzogerte muskulare Erschlaffung, Myotonie).

Der Befall anderer Organe kann zu weiteren Krankheitssymptomen wie Katarakt,
Dysphagien, Kardiomyopathien, Diabetes, Hodenatrophie und Fertilitatsstorungen
fuhren, die Patienten haben eine Lebenserwartung von ca. 50 Jahren.

Die proximale myotone Myopathie oder myotone Dystrophie Typ 2 (PROMM oder
DM2, Genlocus 3g21, autosomal dominanter Erbmodus, Inzidenz 0,5/100.000,
Pravalenz n.b.) imponiert ahnlich wie die DM1 durch Muskelschwache und -
atrophie (allerdings mit proximalem Verteilungsmuster), Myotonie und Katarakt,
der Verlauf ist aber milder.®®

Die Herzbeteiligung bei den myotonen Dystrophien aufert sich haufig durch
Reizbildungs- und Reizleitungsstorungen (bei DM1 mit im Laufe der Erkrankung
zunehmender Haufigkeit), seltener durch Wandverdickung, Herzinsuffizienz oder
Befall der glatten Muskulatur der Koronarien. ®4-(52)(56)(37)

Die fazio-skapulo-humerale Dystrophie (FSHD, Dystrophie Duchenne-Landouzy-
Déjérine, Genlocus 4q35, autosomal dominanter Erbmodus, Inzidenz 5/100.000,
Pravalenz 1-5/100.000) manifestiert sich im zweiten bis dritten Lebensjahrzehnt,
die Lebenserwartung ist nicht verringert.
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Zu Beginn imponiert sie durch Schwache der Gesichtsmuskeln und der
Schultergurtelmuskulatur, im weiteren Verlauf werden dann uUber die nachsten
Jahrzehnte hindurch Beckengurtel- und Extremitatenmuskulatur befallen. Eine
Herzbeteiligung kann sich durch Reizbildungs- und Reizleitungsstorungen,

Verminderung der Koronarreserve oder Wandverdickung duBern.®2

3.3 Myositiden mit kardialer Beteiligung

Wie bei einigen der bereits beschriebenen Myopathien kann auch bei Myositiden,
entzundlich bedingten Erkrankungen der quergestreiften Muskulatur, das Herz
mitbetroffen sein. Die Krankheitsgruppe lasst sich in autoimmunologisch bedingte,
infektiose und durch chronisch-entzindliche Erkrankungen ausgeloste Formen
unterteilen. Die allgemeine Symptomatik der Myositiden umfasst den meist
symmetrischen Muskelbefall, rasche Progredienz, Fehlen von sensiblen Ausfallen,
gelegentlich stark erhohte Serum-CK-Werte, lokale Schmerzen und Fehlen
familiarer Belastung.

Bei der Polymyositis sind zellulare, bei der Dermatomyoitis hingegen humorale
Immunmechanismen ursachlich fur die jeweilige Erkrankung. Die Inzidenzraten
bewegen sich jeweils zwischen funf und zehn Fallen pro 100.000 Einwohner und
Jahr, Frauen sind haufiger betroffen als Manner.

Ab der Kindheit oder dem fruhen Erwachsenenalter entwickeln sich bei beiden
Formen Allgemeinsymptome wie Mudigkeit, Myalgien, Arthralgien, haufig auch
Fieber; im weiteren Verlauf dann proximal betonte Muskelschwache und
druckschmerzhafte Muskulatur.

Die Dermatomyositis wird zusatzlich durch rotlich-livide Hautverfarbungen v.a. im
Gesichtsbereich, auf der Brust oder beiden Handricken symptomatisch.
Eine kardiale Mitbeteiligung ist moglich und kann zu Extrasystolen und
Herzinsuffizienz fithren.®®

Die Einschlusskorperchenmyositis (Inclusion Body Myositis, IBM, Inzidenz ca.
1/100.000) stellt die haufigste Form einer entzindlichen Myopathie bei Patienten
ab dem 50. Lebensjahr dar. Manner sind dreimal haufiger betroffen als Frauen.
Die muskulare Atrophie ist oft asymmetrisch und betrifft haufig die Fingerflexoren

oder den M. quadriceps femoris, Myalgien stehen nicht im Vordergrund.
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Eosinophile sarkoplasmatische Einschlusse sind typisch fur die Histologie der
IBM. Die Herzbeteiligung kann zu atrioventrikuldren Uberleitungsstérungen,

Tachyarrhythmie und dilatativer Kardiomyopathie fiihren. -9

4 XMPMA - eine neu entdeckte X-chromosomal vererbte
Myopathie

Im Januar 2008 erschien im ,American Journal of Human Genetics“ ein Artikel
unter dem Namen ,An X-Linked Myopathy with Postural Muscle Atrophy and
Generalized Hypertrophy, Termed XMPMA, Is Caused by Mutations in FHL1“%®),
der eine am LKH Graz im Jahr 2007 entdeckte oOsterreichische Familie beschrieb,
die Symptome einer bis dahin unbekannten X-chromosomal rezessiv vererbten
Myopathie zeigte.

Die sechs ausschlieldlich mannlichen Betroffenen imponierten durch
scapuloperoneale Muskelschwache, Atrophie des M. soleus, peroneus longus,
tibialis anterior, vastus medialis, biceps femoris, erector spinae, und des unteren
Anteils des M. latissimus dorsi. Parallel zur Atrophie fanden sich auch
hypertrophierte Muskeln, unter anderem der M. biceps brachii, rectus abdominis
und sternocleido-mastoideus. Generell zeigten Muskeln mit vorrangig Typ I-
Fasern ein atrophes, Muskeln mit Uberwiegend Typ llI-Faseranteil hingegen ein
hypertrophes Erscheinungsbild.

Kontrakturen der Achillessehnen und ein kurzer Nacken mit vermindertem
Flexions- und Extensionsumfang fuhrten mit erstmaligem Auftreten der
Symptomatik ungefahr ab dem 30. Lebensjahr zu Riuckenschmerzen, Skoliose
und Gangstorungen.

Bei sechs im Alter von 45-72 Jahren verstorbenen mannlichen Mitgliedern der
Familie wurde eine kardiologische Todesursache festgestellt. Der Zusammenhang
zwischen Myopathie und Herztod
dieser Patienten blieb ungeklart,
anhand  fruherer  echokardio-
graphischer Untersuchungen be-
stand allerdings der Verdacht auf

hype rtrophe Kardlomyopathle Abbildung 2: Hypertrophie des M. rhomboideus und M. triceps brachii (A und B). (45)
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Aufgrund dieser Familienanamnese wurden auch die Studienteilnehmer
kardiologisch untersucht, bei vier Patienten konnte eine hypertrophe
Kardiomyopathie festgestellt werden.

Ein 35-jahriger Patient aus einer englischen Familie zeigte eine sehr ahnliche
Symptomatik (Huftbeuger-Schwache, Hypertrophien an Armmuskulatur und
Schultergurtel, eingeschrankte Nackenflexion), Uber immunhistochemische
Methoden und Western-Blotting konnten die typischen X-chromosomal vererbten
Myopathien ausgeschlossen werden.

Im familiaren Umfeld dieses Patienten wurden weitere, ausschlieRlich mannliche
Falle mit der gleichen Symptomatik beschrieben, die allerdings bisher (wohl
aufgrund des ahnlichen Krankheitsbildes) unter der Diagnose einer Becker-
Muskeldystrophie bekannt waren. Aufgrund vieler Ubereinstimmungen mit den
Symptomen der bereits beschriebenen neuartigen Myopathie der 6sterreichischen

Familie wurden die Falle aus England in die Studie miteinbezogen.“®

4.1 Methoden der XMPMA-Studie von 2008

Bekannte X-chromosomal vererbte Myopathien wie DMD, BMD und EDMD sowie
autosomal vererbte Gliedergurtel-Muskeldystrophien wurden durch Western-
Blotting und immuncytochemische Farbung als in Frage kommende Diagnosen
ausgeschlossen, ebenso durch molekulargenetische Analysen myotone
Dystrophie Typ | und Il, das Kennedy-Syndrom und die McLeod-Myopathie.

Um auch Varianten der DMD oder BMD als Ursache fur die beschriebene
Symptomatik auszuschliel3en, wurde der DMD-Genlocus mittels
immuncytochemischer Verfahren sowie direkter und indirekter DNA-Analysen
untersucht.

Die Suche nach der dem Krankheitsbild zugrundeliegenden Veranderung im
Erbgut konzentrierte sich nach Durchfihrung von STRP (single-tandem-repeat
Polymorphismus) und SNP (singlenucleotid Polymorphismus)-Analysen auf vier
Gene in der Region um Xg25-g27.1, die fur die Exprimierung von
Strukturproteinen verantwortlich sind: MBNL3, VGLL1, FGF13 und FHL1.

Die DNA-Sequenzierung der kodierenden exonischen Bereiche von FHL1 (,four
and a half LIM-domain 1“ Gen) bei den Betroffenen der Osterreichischen Familie
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ergab eine Transversionsmutation (C224W) an Position 672 auf Xq26.3, die zum
Austausch der Aminosaure Cystein durch Tryptophan fuhrte; am FHL1-Gen der
englischen Familie konnte eine Insertion von drei Basenpaaren nach Nukleotid
381 und daraus resultierend das Einfugen eines Isoleucin-Restes innerhalb der
zweiten LIM-Domane festgestellt werden.

Western-Blotting ergab einen nahezu volligen Verlust der FHL1-Proteinbanden bei
den Patienten im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe.

Da die FHL1-Banden auch in der Kontrollgruppe mit Muskeldystrophie-Patienten
(LGMD und BMD) nur unwesentlich abgeschwacht waren, ergab sich die
Schlussfolgerung, dass die Minderexpression des FHL1-Proteins nicht als typisch
fur die Pathogenese der bereits bekannten Myopathien angesehen werden kann
und somit ein Alleinstellungsmerkmal der beschriebenen Erkrankung darstellt.
Durch immunhistochemische Analysen konnte man zeigen, dass FHL1 beim
Gesunden in allen Skelettmuskelfasern exprimiert wird, mit hdherem Anteil in den
schnellen Fasern. Das Muster bei der Gruppe der XMPMA-Patienten zeigte eine
ahnliche Verteilung bei allerdings geringerer Intensitat, wodurch die verminderte
Bildung von FHL1 veranschaulicht wurde.“®

Bis Ende 2011 wurden im LKH Graz 17 mannliche XMPMA-Patienten und 23
weibliche (heterozygote) Konduktorinnen (Verwandte 1. Grades) untersucht. Zum
Vergleich wurde eine gesunde Kontrollgruppe bestehend aus 22 mannlichen und
23 weiblichen Familienmitgliedern herangezogen.

Es erfolgte eine detaillierte klinische und kardiovaskulare Phanotypisierung der
Patienten mit EKG, Herzultraschall, Strain Rate Imaging zur Untersuchung der
regionalen Myokardfunktion und kardialer Kernspintomographie (cMRI) zur
Abklarung eventueller struktureller Myokardveranderungen. Mithilfe der
Spiroergometrie wurde die kardiale und pulmonale Leistungsfahigkeit gemessen,
ein Langzeit EKG diente der Detektion von Herzrhythmusstorungen, Patienten
mit pathologischem Herzinfarktfermentmuster wurden einer Herzkatheter-
untersuchung bzw. einem Herz CT zur Ischamiediagnostik zugefuhrt.

Bei allen betroffenen mannlichen Patienten waren die Serum-Konzentrationen von
CK, CK-MB, NT-proBNP und cTNT erhoht, die cTNT-Werte sogar um den Faktor
16 - so hoch wie bei keiner anderen Dystrophie. Phanotypisch zeigten alle
mannlichen XMPMA-Patienten die fur das Krankheitsbild typischen und bereits
diskutierten muskuloskeletalen Auffalligkeiten.
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Drei der Konduktorinnen zeigten eine mildere Auspragung der Symptome, wie
Vergrollerung des Finger-Boden-Abstands beim Vorwartsbeugen, Kontrakturen
oder eine ,rigid spine“ Symptomatik; NT-proBNP war als einziger Laborparameter
bei den Gentragerinnen in sieben Fallen gering erhoht.

Die mannlichen Patienten wiesen eine neue Form der hypertrophen
Kardiomyopathie auf, die durch eine asymmetrische Septumhypertrophie mit
Betonung des Apex, intramuraler Fibrose und besonders auffallig, spongidser
Umformung des linksventrikularen Myokards (,swiss cheese-like“) gekennzeichnet
war. Ein Teil der betroffenen Manner zeigte zusatzlich eine rechtsventrikuare
Hypertrophie mit verstarkter Trabekularisierung. Die globale systolische
linksventrikulare Funktion war normal, jedoch die diastolische und regionale
systolische Funktion deutlich reduziert, sodass man von einer komplexen
myokardialen Dysfunktion sprechen kann. Die Einschrankung der regionalen
linksventrikularen Funktion war vor allem in den inferolateralen, septalen und
anterioren Segmenten zu sehen, wo auch die morphologischen Veranderungen
wie lokale Fibrosen am deutlichsten erkennbar waren. Mit Strain Rate Imaging
konnen funktionelle Anomalien des Herzmuskels in einem frihen Stadium der
Krankheit detektiert werden, was den Schluss zulasst, kardiales Screening auf
diese moderne Ultraschalltechnik zu richten, um damit frahzeitig die
phanotypischen Auspragungen erkennen zu konnen.

Kennzeichnend fur die FHL1 Kardiomyopathie waren aulRerdem EKG-
Veranderungen mit pathologischen Q-Zacken und negativen T-Wellen vor allem in
den linksanterioren Ableitungen sowie maligne Rhythmusstorungen. Den Autoren
zufolge kann angenommen werden, dass all diese Pathologien eine Schadigung
des Myokards nicht durch den klassischen Verschluss groRer Gefalle
verursachen, sondern diese moglicherweise durch kleinere Gefallen bedingt ist
und zu einer cTnT-Erhohung in der Zirkulation fuhren. Die 16-fach erhdohte cTnT-
Konzentration wurde bei allen betroffenen Mannern gesehen wund ist
pathognomonisch; da die Troponin T-Werte bei anderen Muskeldystrophien
deutlich weniger stark erhoht sind, konnte so eine bessere Differenzierung zu
XMPMA moglich sein. Klinisch auferten sich diese Befunde in verminderter
korperlicher  Leistungsfahigkeit bedingt durch Reduktion der maximalen

Sauerstoffaufnahmefahigkeit.
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Der Vererbungsmodus von XMPMA wird als X-rezessiv angenommen. Da sich der
kardiale Phanotyp in milder Auspragung auch bei einem Teil der heterozygoten
Frauen zeigte, stellt sich die Frage, ob nicht eher ein X-chromosomal dominanter
Erbgang mit verminderter Penetranz und Expression der Symptome bei
(weiblichen) Merkmalstragerinnen anzudenken ist. Die Autoren sind aber der
Meinung, dass der weibliche Phanotyp eher fur eine zufallige, X-chromosomal
verlinkte Inaktivierung spricht als fur einen dominanten Erbgang.

Mogliche Ansatzpunkte fur die zukunftige Therapie der XMPMA-Kardiomyopathie
waren die diastolische Dysfunktion und Fibrosierung. Antagonisten des RAAS
(Renin-Angiotensin-Aldosteron-System) konnten die Wirkung von Angiotensin auf
die Fibrosierung und die Relaxierung des Myokards beeinflussen, ACE-Hemmer
und AT1-Antagonisten wurden Dbereits erfolgreich bei  hypertropher
Kardiomyopathie im Rahmen von Tierversuchen eingesetzt.®”

Schlussfolgernd konnte postuliert werden, dass Patienten mit den klinischen
Zeichen einer XMPMA fruhzeitig kardial gescreent werden sollten, da der kardiale
noch vor Auftreten des neurologischen Phanotyps evident wird und somit eine
bessere Risikostratifizierung mit fruhzeitigem therapeutischem Management

erfolgen kann.

4.2 Auswirkungen der Mutationen im FHL1-Gen

FHL1 existiert in drei verschiedenen Isoformen. Es wird sowohl in der Skelett- als
auch in der Herzmuskulatur gebildet und soll fir die Synthese und den Aufbau der
Sarkomere verantwortlich sein.®"

Die am haufigsten vorkommende Isoform A (FHL1A) wird am starksten in der
Skelettmuskulatur exprimiert, ist seltener in der Herzmuskulatur und in geringen
Konzentrationen in Plazenta, Ovar, Prostata, Testis, Dunndarm und Colon zu
finden. Isoform B (FHL1B) existiert vorrangig in der Skelettmuskulatur, weniger
haufig in Herz, Colon, Prostata und Dunndarm. Isoform C (FHL1C) wird in Testis,
Herz und Skelettmuskulatur gebildet, allerdings in deutlich geringerem Ausmal} als

Isoform A.(46)'(62)’(63)
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Die C224W-Mutation bei den Betroffenen der Osterreichischen Familie wirkt sich
auf Isoform A und B aus, aber nicht auf C, wahrend die bei den Patienten der
englischen Familie gefundene Insertionsmutation alle drei Isoformen betrifft.

Da die Aminosauresequenzen der Isoformen A und B nicht vollig ident sind, wird
vermutet, dass sich unterschiedliche funktionelle Konsequenzen aus der C224W-
Mutation ergeben. Bei FHL1A durfte dadurch die Proteinbindungsfahigkeit, die
uber die dreidimensionale Konfiguration von Zink-lonen gesteuert wird, funktionell
beeintrachtigt sein, was zu Storungen bei der Interaktion zwischen Proteinen und
zu geringerer struktureller Stabilitdt samt hoherer Anfalligkeit des Proteins fur die
Proteolyse fiihrt.©®4)©%)

Eine vom Mechanismus her ahnliche Mutation im Muskel-LIM-Protein (MLP bzw.
CSRP3, wird in Skelett- und Herzmuskulatur exprimiert ®), bei der ebenfalls die
Konfiguration der durch Zink-lonen gesteuerten Proteinbindungsstellen gestort ist,
ist als Ursache der hypertrophen Kardiomyopathie bekannt. Daher gilt es als sehr
wahrscheinlich, dass eine Mutation in diesem Bereich bei FHL1 zur Hypertrophie
der Skelett- und auch der Herzmuskulatur fiihrt.24®)

Die C224W-Mutation bei FHL1B verursacht eine Beeintrachtigung des
Proteintransports zwischen Nukleus und Cytoplasma.(®?

Die verschiedenen LIM-Doméanen von FHL1 dienen mehreren Myosin-bindenden
Proteinen als Bindestelle, unter anderem SRF, MYBPC1 (Myosin-bindendes
Protein C-Gen, spezifisch fur Muskelfasern vom Typ ), MYBPC3
(Herzmuskulatur) und ERK2. Man vermutet, dass FHL1 Uber die Steuerung von
MYBPC fur den Aufbau der Sarkomere verantwortlich ist, wahrend bekannt ist,
dass Mutationen in MYBP3 die zweithaufigste Ursache der familiaren
hypertrophen Kardiomyopathie darstellen. Mutationen in verschiedenen Bereichen
der Bindungsstellen innerhalb der LIM-Domanen von FHL1 konnten so zu
unterschiedlichen phanotypischen Auspragungen fiihren.©7)(€8)(69).46)

Das pseudoathletische Erscheinungsbild der XMPMA-Patienten in Verbindung mit
der parallel dazu auftretenden Atrophie der posturalen Muskulatur konnte man als
typisch fur FHL1-Mutationen im Bereich der Bindungsstellen fur MYBPC1, SRF
und ERK2 ansehen. Wahrscheinlich tbernimmt FHL1 also eine wichtige Rolle in
der Regulation der Hypertrophie der Skelettmuskulatur.

Zukunftig wird im Rahmen der Diagnostik bei genetisch bedingten Myopathien
unklarer Ursache XMPMA differentialdiagnostisch abgeklart werden bzw. von
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anderen X-chromosomal vererbten Muskeldystrophien vom Duchenne-, Becker-,
Emery-Dreifuss-, XMEA- und McLeod-Typ klar abgegrenzt werden mussen.

Da bei zumindest vier XMPMA-Patienten eine Kardiomyopathie bestand, wird
FHL1 somit auch im Bereich der hereditaren CMP eine bedeutendere

Rolle spielen.“®

5 Die Rolle von cTnT bei Myopathien

Der 1997 in ,Clinical Chemistry“ erschienene Artikel ,Cardiac Troponin T

“9 peschaftigt

composition in normal and regenerating human skeletal muscle
sich mit der Frage nach der Spezifitat von cTnT bei Myopathien.
Mittels immunhistochemischer Methoden, Western Blotting und quantitativem
cTnT ELISA wurde der cTnT-Gehalt von gesundem Myokard (n = 3), normalem
Skelettmuskel (n = 6) und der Skelettmuskulatur von Polymyositis- (n = 13) und
Muskeldystrophie Duchenne (DMD)-Patienten (n = 6) bestimmt.

Erwartungsgemal} enthielten alle Myokard-Proben cTnT, man konnte das Protein
aber auch in bis zu 20% der Muskelfasern gesunder Skelettmuskulatur
(Diaphragma) nachweisen, wobei die Autoren vermuten, dass es sich bei diesen
Fasern um sich regenerierende Anteile in ansonsten ,normaler” (gesunder)
Umgebung handelt, die cTnT nach einer Schadigung reexprimieren.
Immunhistochemisch wurde cTnT im Skelettmuskel von acht der Polymyositis-
und bei allen Duchenne-Patienten detektiert, = Western Blotting bestatigte
zumindest die cTnT-Exprimierung bei DMD, die Polymyositis-Proben wurden mit
dieser Methode nicht untersucht.

cTnT wird diesem Artikel zufolge also sowohl im Myokard als auch in
geschadigtem Skelettmuskel exprimiert und ist damit weit weniger herzspezifisch
als angenommen. Zu beachten ist allerdings, dass die cTnT-Assays seit 1997
deutlich weiterentwickelt wurden, vor allem in Hinblick auf die bei fruheren
Generationen der Assays vorhandene Kreuzreaktivitat der Antikorper mit TnT-
Isoformen der Skelettmuskulatur.

Im ,American Journal of Clinical Pathology“ erschien im Oktober 2000 ein Artikel
mit dem Titel ,Expression of messenger RNA of the cardiac isoforms of troponin T
and | in myopathic skeletal muscle“”"), der mithilfe der RT-PCR-Technik (Reverse
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Transkriptase Polymerase Kettenreaktion, hohe Sensitivitat bei gleichzeitiger
Vermeidung von Kreuzreaktionen mit Troponin-Isoformen der Skelettmuskulatur)
zeigen konnte, dass es bei Patienten mit histologisch verifizierter Myopathie (in
diesem Fall Duchenne Muskeldystrophie) in der Skelettmuskulatur zur Bildung von
Messenger-RNA (mRNA) der kardialen Troponine (cTnT und cTnl) kam, die den in
gesundem und geschadigtem Myokard aufzufindenden Isoformen ahnlich waren.
Ob die mRNA wirklich zur Expression der kardialen Troponine in der
Skelettmuskulatur fuhrt, konnte aber nicht eindeutig geklart werden, da mit Hilfe
von Western-Blotting weder das finale Protein noch erhdhte cTnT- bzw. cTnl-
Serumspiegel festgestellt werden konnten.

Eine Anfang 2001 veroffentlichte Studie mit dem Titel ,Clinical and experimental
results on cardiac troponin expression in Duchenne muscular dystrophy“’?
beschaftigte sich ebenfalls mit der Frage nach der mdglichen Re-Expression von
cTnT im Rahmen der Regeneration der Skelettmuskulatur bei DMD.
Western-Blotting der Skelettmuskulatur der im Mittel 7,5 Jahre alten DMD-
Patienten sowie von mdx-Mausen zeigte keinerlei Hinweise auf Bildung von cTnT
oder cTnl, auch die Verwendung zweier zusatzlicher anti-cTnT-Antikdrpertests
lieferte negative Ergebnisse.

Die Plasmaspiegel von cTnl blieben unter dem Schwellenwert; bei der Halfte der
Patienten zeigte sich allerdings eine Erhdhung der cTnT-Konzentration
um 11ug / L, die aber nicht mit einer Erhdhung des kardialen Risikos korrelierte.
Die Autoren merkten jedoch an, dass sie in ihrer Studie nur Proben von Patienten
in der Fruhphase der Erkrankung untersuchen konnten und somit eine Re-
Expression kardialer Troponine in der Skelettmuskulatur von DMD-Patienten in
einem fortgeschritteneren Stadium der Krankheit nicht ausgeschlossen
werden kann.

Die ebenfalls untersuchten mdx-Mause wiesen zwar das Endstadium der DMD auf
und zeigten auch da keine Bildung kardialer Troponine in der Skelettmuskulatur,
da aber die Histopathologie und das Voranschreiten der Erkrankung nicht 1:1 mit
denen des menschlichen Organismus gleichzusetzen sind, kann daraus kein
endgultiger Schluss gezogen werden.

Als mogliche Erklarung fur die gering erhohte cTnT-Plasmakonzentration bei 50%
der Patienten bei gleichzeitig jeglichem Fehlen klinischer Zeichen einer
Kardiomyopathie konnte auch eine Limitierung der klinischen Moglichkeiten der
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Detektierung minimaler kardialer Schadigungen in Frage kommen. Moglicherweise
zeigt cTnT hier eine gegenuber cTnl deutlich hohere Sensitivitat, was den
Unterschied der Plasmakonzentrationen der beiden kardialen Troponine
erklaren wurde.

Im November 2011 erschien im Journal of the American College of Cardiology ein
Artikel mit dem Titel ,Diseased Skeletal Muscle - A Noncardiac Source of
Increased Circulating Concentrations of Cardiac Troponin T“"® in dem die
Autoren ebenfalls der Frage nachgingen, ob eine modgliche cTnT-Expression in
geschadigtem Skelettmuskel zu einer Beeinflussung von cTnT-Assays
fuhren kann.

Dazu wurde bei vier an der Mayo-Klinik behandelten Myopathie-Patienten, bei
denen erhohte cTnT- , aber normale cTnl-Serumspiegel festgestellt worden
waren, eine Skelettmuskelbiopsie angefertigt. Mit Hilfe von Western-Blotting wurde
die Reaktivitat von cTnT-Assays der vierten Generation (Roche Diagnostics
Elecsys E170) im biopsierten Gewebe mit der im normalen Myokard verglichen.
Das Vorhandensein einer Kardiomyopathie wurde durch unauffallige EKG- und
Herzultraschall-Untersuchungen ausgeschlossen, keiner der Patienten hatte in der
Vergangenheit kardiovaskulare Auffalligkeiten zu bieten.

Anzumerken ist aber, dass das reine Fehlen klinischer Hinweise auf eine
Kardiomyopathie genauso wie unauffallige Untersuchungsergebnisse, ob EKG,
Herzecho oder MR, eine minimale Schadigung des Myokards nicht ausschliel3en
kann. Wie bereits mehrfach erwahnt beschranken sich einige Myopathien nicht
ausschlieRlich auf die Skelettmuskulatur, sondern konnen auch zu einer
Schadigung der Herzmuskulatur fuhren. Diese ist jedoch im Anfangsstadium
klinisch unauffallig und mit herkdmmlichen Methoden oft nicht nachweisbar.

Das Ergebnis des Western-Blottings liel3 den Autoren des Artikels zufolge die
Vermutung zu, dass die erhohten cTnT-Werte der untersuchten Patienten eher
durch die Re-Expression des Proteins im geschadigten Skelettmuskel verursacht
wurden als durch eine Schadigung des Myokards. Allerdings lie® sich nicht mit
absoluter Sicherheit sagen, wo der Ursprung der cTnT-Erhdhung lag, eine
(anders als durch cTnT) nicht erfassbare Kardiomyopathie konnte ebenso die
Ursache dafur sein. Auch war nicht eindeutig zu klaren, ob es sich bei dem
Protein, das von den cTnT-Assays detektiert wurde, wirklich um kardiales
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Troponin T handelte, oder um ein strukturell und vom Molekulargewicht her sehr
ahnliches Protein, das von den Assays aber als cTnT erkannt wurde.

Die Frage nach einer moglichen Expression von cTnT in der Skelettmuskulatur
und einer damit verbundenen Erhohung dieses Parameters fur myokardiale
Schadigung ohne zugrundeliegende Kardiomyopathie konnte auch durch diesen

Artikel nicht eindeutig beantwortet werden.

6 Ergebnisse und Diskussion

Anhand der zahlreichen angefuhrten Beispiele Iasst sich seitens der Fachliteratur
kein eindeutiger Ruckschluss auf die Herzspezifitdt von cTnT ziehen. Es gibt keine
zwingenden Beweise fur die Exprimierung von cTnT im (sich regenerierenden)
Skelettmuskel, sondern nur Hinweise in diese Richtung. Andererseits lasst sich
aber auch nicht mit absoluter Sicherheit ausschlieRen, dass jeder Anstieg von
cTnT ein Hinweis auf die hohe Sensitivitat des Parameters und somit auf eine
geringgradige (und mit heutigen Methoden nicht anders feststellbare)
Myokardschadigung ist. Eine Myokardbiopsie konnte diese offenen Fragen
beantworten, lasst sich aber schon rein aus ethischen Grinden nicht durchfuhren.
Am Beispiel der cTnT-Erhdhung bei XMPMA-Patienten lasst sich zeigen, dass
cTnT hier einen Hinweis auf eine Myokardbeteiligung bei einer Myopathie geben
und somit zumindest in diesem Setting einen wertvollen Screeningparameter
darstellen konnte. Die morphologischen Veranderungen des Myokards konnten
durch bildgebende Verfahren nachgewiesen werden und unterscheiden sich durch
ihre typische Auspragung von strukturellen Veranderungen des Herzmuskels, die
bekanntermalen ja auch im Rahmen anderer Myopathien auftreten konnen.

cTnT stellt hier aber moglicherweise keinen Marker fur eine ischamische
Kardiomyopathie dar, sondern entstammt entweder dem degenerierenden und
sich regenerierenden Skelettmuskel oder ist durch eine Kardiomyopathie im
Rahmen der Grunderkrankung bedingt.

Um diesen Fragen weiter nachgehen zu konnen ist die Durchfuhrung einer im
folgenden Abschnitt dargestellten Studie ndétig. Patientinnen und Patienten mit
genetisch gesicherten und erworbenen Muskelerkrankungen, die sich in der
neuromuskularen Ambulanz der neurologischen Klinik der MUG Graz vorgestellt
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hatten und bei denen eindeutig eine Muskelerkrankung nachgewiesen werden
konnte, werden in die Studie eingeschlossen.

Die Patienten werden einer klinischen Untersuchung, einem Laborscreening mit
Bestimmung der cardialen Isoenzyme Trop T und I, CK, CK-MB, NT-proBNP und
Aldolase unterzogen, sowie einem cardialen Screening mit elektrokardio-
graphischer, echokardiographischer und radiologischer Herzdiagnostik.

Die elektrokardiographische Untersuchung umfasst ein 12- Ableitungs-EKG und
ein Langzeit-EKG zur Detektion von Herzrhythmusstorungen; im Rahmen der
Echokardiographie werden standardisierte echokardiographische Messungen
erhoben und Farbdopplerdaten fur die regionale ventrikulare Funktion (Strain und
strain rate) analysiert. Die radiologische Diagnostik umfasst ein Cardiac-MRI um
Late enhancement als Marker fur Fibrose zu detektieren, sowie bei Patienten mit
pathologischem Herzinfarktfermentmuster eine Ischamiediagnostik im Sinne einer
Herzkatheteruntersuchung bzw. eines Herz CTs.

Um die genaue Herkunft des cardialen Troponin T zu eruieren ist eine
biochemische Untersuchung (Western-Blot) der vorhandenen Skelett- und
Herzmuskelbiopsien vorgesehen.

Ziel der Studie ist, die im Rahmen der Labordiagnostik erhobenen Troponin T und
| Werte mit den klinischen Herzdaten zu verbinden, um:

1) Die Herkunft des im Serum gefundenen Troponin T und | zu eruieren
(Herzmuskel versus Skelettmuskel) und mit dem CK Wert zu korrelieren.

2) Eine mogliche Herzmuskelpathologie der Myopathien mittels MRI und
echokardiographischen Messungen fur ventrikulare regionale Funktion (Strain und
strain rate) zu charakterisieren.

Die Resultate und Erkenntnisse der Studie bilden eine entscheidende Grundlage
fur die Beurteilung der Bedeutung des Herzmuskelmarkers Troponin T und | bei
Patientinnen und Patienten mit Skelettmuskelerkrankungen. Sie hat direkte
Auswirkungen auf das klinische Management und Beratung inwieweit bei den
Betroffenen eine ischamische oder myopathische Herzmuskelerkrankung vorliegt
oder nicht und in Zukunft der Troponin T Test bei Muskelerkrankungen als Marker
noch Giiltigkeit hat.
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7 Material und Methoden

Fur die Studie sind folgende Methoden geplant:

- Labordiagnostik: kardiales Troponin T (cTnT) und | (cTnl), CK, CK-MB,
NT-proBNP und Aldolase

- Echokardiographie (inkl. Analyse der regionalen ventrikularen Funktion,
Strain und Strain Rate)

- Elektrokardiographie (12-Ableitungs-EKG und Langzeit-EKG)

- MRI des Herzens

- Herzkatheteruntersuchung bzw. Cardiac-CT (bei Patienten mit
pathologischem Herzinfarktfermentmuster

Die Datenerhebung erfolgt retrospektiv anhand der vorliegenden Daten
neuromuskularer Ambulanzpatienten mit genetisch gesicherten Myopathien.

Der Ethikantrag (siehe Kapitel 9: Anhang — Ethikantrag) wird den zustandigen
Ethikkommissionen vorgelegt und definiert die Eckdaten der Studie (u.a. Art des
Projektes, zugrundeliegende Hypothesen, Ein- und Ausschlusskriterien fur die
Auswahl der Studienteilnehmer, voraussichtlich zu verwendende Arzneimittel,
geplante Untersuchungen, zeitlicher Ablauf, Sponsoren).

Die Patienten werden mithilfe eines Informationsblattes Uber die Hintergrinde,
Untersuchungsmethoden und damit verbundene mogliche Risiken aufgeklart
(siehe Kapitel 10: Anhang — Patienteninformation).

Im Studienprotokoll (siehe Kapitel 11: Anhang - Studienprotokoll) werden
Hintergrinde und Ziele der Studie, Studiendesign und -Teilnehmer sowie der zu
erwartende ,clinical impact® in englischer Sprache prasentiert.
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9 Anhang - Ethikantrag

Antrag
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1.1 Projekttitel: "Bedeutung der kardialen Troponin T Isoformen bei erblichen oder erworbenen
Skelettmuskelerkrankungen™
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2. Eckdaten der Studie
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[0 2.1.2 Klinische Priifung eines registrierten Arzneimittels
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2.11 Dauer der Teilnahme der einzelnen Priifungsteilnehmer/innen an der Studie: 2 Jahre
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5. Angaben zur Versicherung (gemiB §32 Abs.1 Z.11 und Z.12 und Abs.2 AMG; §§47 und 48 MPG)

5.1 Eine Versicherung ist erforderlich: [Oja  [nein. Wenn ja:
5.1.1 Versicherungsgesellschaft

5.1.2 Adresse:

5.1.3 Telefon:

5.1.4 Polizzennummer:

5.1.5 Giiltigkeitsdauer:

Diese Angaben miissen in der Patienten- / Probandeninformation enthalten sein!
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6. Angaben zur durchzufiihrenden Therapie und Diagnostik

6.1.Welche MaBnahmen bzw. Behandlungen werden ausschlieBlich studienbezogen durchgefiihrt?

Art Anzahl/Dosis Zeitraum Insgesamt
DNA-Analyse (wenn nicht 1 1. Visite 1
schon vorhanden)

Labor 2 1. Visite, nach 12 2

Monaten

EKG 1 1. Visite 1
USKG 1 1. Visite 1
Strain, Strain Rate 1 1. Visite 1
RR-Holter 1 1. Visite 1
EKG-Holter (1 Tag) 1 1. Visite 1
Cardiac-CT 1 1. Visite 1
MRI Herz 1 1. Visite 1

6.2.Welche speziellen Untersuchungen (nur invasive und strahlenbelastende) werden wihrend des

Studienzeitraumes zu Routinezwecken durchgefiihrt:

Art

Anzahl/Dosis

Zeitraum

Insgesamt
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6.3.Erginzende Informationen zu studienbezogenen Mafinahmen und alle erforderlichen Abweichungen

von der Routinebehandlung:

S553>5535>>3>5>>5>>>>>>> BEISPIELE als AUSFULLHILFE <<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<

Magenbiopsie 1x zu Beginn der Studie
psychologische Tests 1x zu Beginn; 1x zum Abschluss

Art Anzahl/Doesis
Blutabnahmen 5ml fjeden 3. Tag
Insulin s.c. 2x401IE

Thoraxrontgen 1x zu Beginn der Studie
SESESESISSESSSESESESSSSSSS S>> BEISPIELE <<<<<<<<<<<<<<<<L<<L<L<<<<<<<<<

Zeitraum insgesamt
3 Wochen 35ml

- 1

3 Wochen 2

1 Woche 2

1
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7. Strukturierte Kurzfassung des Projektes (in deutscher Sprache, kein Verweis auf das Protokoll)

7.1

Wenn Original-Projekititel nicht in Deutsch: Deutsche Ubersetzung des Titels:

"Bedeutung der kardialen Troponin T Isoformen bei erblichen und erworbenen
Skelettmuskelerkrankungen™

72

Zusammenfassung des Projektes (Rechtfertigung, Relevanz, Design, Manahmen und Vorgehensweise):

Myopathien sind eine Gruppe von erblich bedingten oder erworbenen Muskelerkrankungen, die
durch eine ausgepragte Schwache und Atrophie der Skelettmuskeln charakterisiert sind (1).
Manche Formen zeigen zuséatzlich eine Beteiligung des Herzmuskels. Dies wurde auch bei einer
neuen Form der Muskeldystrophie beobachtet, die erst kiirzlich von Dr. Windpassinger und Dr.
Quasthoff erstmalig beschrieben wurde (2). Auffallig dabei war der erhdhte Wert des kardialen
Troponin T, der als Marker fiir eine ischdmische Herzerkrankung herangezogen wird ohne dass die
betroffenen Patientinnen an einer Herzmuskelischamie litten. Dr.Quasthoff (Neurologie Graz)
konnte schon im Jahr 2000 anhand von Serumproben und Skelettmuskelbiopsien von Patientinnen
mit gesicherten Muskelerkrankungen nachweisen, dass mRNA fiir cardiale Troponin T Isoformen
(eTNT) exprimiert und im Blut nachweisbar waren (3). Das cardiale Troponin T scheint aus dem
sich regenerierenden Skelettmuskel freigesetzt zu werden (4, 5). Troponin T wurde sowohl bei
dystrophen Myopathien als auch erworbenen entziindlichen Myopathien gefunden (6, 7, 9). Bei
entziindlichen Myopathien ist Troponin T, aber kein Troponin | im Serum nachweisbar (8). Die
klinische Bedeutung dieser Befunde blieb jedoch unklar, ndmlich ob die erhéhten cTNT Werte auf
eine Herzmuskeltbeteiligung der Skelettmuskelerkrankungen zuriickzufiihren waren oder ob der
degenerierende bzw. sich regenerierende Skelettmuskel alleine mRNA fiir cTNT exprimiert und
somit zum Nachweis von cTNT im Serum fiihrt. Auch die Korrelation von Troponin T und | und dem
aktuellen CK-Wert als Ausdruck des Skelettmuskeluntergangs ist nicht bekannt.

Patientinnen und Patienten mit genetisch gesicherten und erworbenen Muskelerkrankungen, die
sich in der neuromuskuléren Ambulanz der neurologischen Klinik des LKH Graz vorgestellt hatten
und bei denen eindeutig eine Muskelerkrankung nachgewiesen werden konnte, werden in die
Studie eingeschlossen. Die Patientinnen werden einer klinischen Untersuchung, einem
Laborscreening mit Bestimmung der cardialen Isoenzyme Trop T und |, CK, CK-MB, NT-proBNP
und Aldolase unterzogen, sowie einem cardialen Screening mit elektrokardiographischer,
echokardiographischer und radiologischer Herzdiagnostik. Die elektrokardiographische
Untersuchung umfasst ein 12-Kanal-EKG und ein Langzeit-EKG zur Detektion von
Herzrhythmusstérungen; im Rahmen der Echokardiographie werden standardisierte
echokardiographische Messungen erhoben und Farbdopplerdaten fir die regionale ventrikuldre
Funktion (Strain und strain rate) analysiert. Die radiologische Diagnostik umfasst ein Cardiac-MRI
um Late enhancement als Marker fiir Fibrose zu detektieren. Bei Patientinnen mit pathologischem
Herzinfarktfermentmuster ist eine Ischdmiediagnostik im Sinne einer Herzkatheteruntersuchung
bzw. eines Herz CTs vorgesehen.

Um die genaue Herkunft des cardialen Troponin T zu eruieren ist eine biochemische Untersuchung
(Western-Blot) der vorhandenen Skelett- und Herzmuskelbiopsien vorgesehen.

Ziel der Studie ist die im Rahmen der Labordiagnostik erhobenen Troponin T und | Werte mit den
klinischen Herzdaten zu verbinden um:

1) Die Herkunft des im Serum gefundenen Troponin T und | zu eruieren (Herzmuskel versus
Skelettmuskel) und mit dem CK Wert korrelieren.

2) Eine mégliche Herzmuskelpathologie der Myopathien mittels MRI und echokardiographischen
Messungen flir ventrikulére regionale Funktion (Strain und strain rate) zu charakterisieren.
Die Resultate und Erkenntnisse der Studie bilden eine entscheidende Grundlage fiir die Beurteilung
der Bedeutung des Herzmuskelmarkers Troponin T und | bei Patientinnen und Patienten mit
Skelettmuskelerkrankungen. Sie hat direkte Auswirkungen auf das klinische Management und die
Beratung inwieweit bei den Betroffenen eine ischamische oder myopathische
Herzmuskelerkrankung vorliegt oder nicht und inwieweit in Zukunft der Troponin T Test bei
Muskelerkrankungen als Marker noch Giiltigkeit hat.
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Puschendorf B, Mair J (2001) Clinical and Experimental Results on Cardiac Troponin Expression in
Duchenne Muscular Dystrophy. Clinical Chemistry 47:3 451-458.

7. Lindberg C, Klintberg L, Oldfors A (2006) Raised troponin T in inclusion body myositis is
common and serum levels are persistent over time. Neuromuscul Disord 16:495-497.

8. AGGARWAL R, LEBIEDZ-ODROBINA D, SINHA A, (2009) Serum Cardiac Troponin T, But Not
Troponin |, Is Elevated in Idiopathic Inflammatory Myopathies. J Rheumatol 36;2711-2714.

9. Cox FM, Delgado V, Verschuuren JJ, Ballieux BE, Bax JJ, Wintzen AR, Badrising UA (2010)
The heart in sporadic inclusion body myositis: a study in 51 patients. J Neurol 257:447-451.

7.3

Ergebnisse der pri-klinischen Tests oder Begriindung fiir den Verzicht auf pri-klinischen Tests:

7.4

Primére Hypothese der Studie (wenn relevant auch sekundiire Hypothesen):

Die erhdhten cardialen Troponin T und Troponin | Werte bei Patientinnen und Patienten mit
Skelettmuskelerkrankungen sind nicht auf eine ischamische Herzbeteiligung zurlickzufiihren,
sondem entstammen den degenerierenden und sich regenerierenden Sklettmuskeln oder einer
Kardiomyopathie im Rahmen der Grundkrankheit.

D

Relevante Ein- und Ausschlusskriterien:
Alle Patientinnen und Patienten mit erworbenen und erblichen Muskelerkrankungen.

7.6

Ethische Uberlegungen

(Identifizieren und beschreiben Sie alle méglicherweise aufiretenden Probleme. Beschreiben Sie den mog-
lichen Wissenszuwachs, der durch die Studie erzielt werden soll und seine Bedeutung, sowie mogliche Risi-
ken fiir Schidigungen oderBelastungen der Priifungsteilnehmer/innen. Legen Sie Ihre eigene Bewertung
des Nutzen/Risiko-Verhiiltnisses dar):

Komplikationen bei Cardiac-CT (Strahlenbelastung, KM-Unvertraglichkeit, Nierenkomplikationen)
bzw. MRI (KM-Unvertraglichkeit, Nierenkomplikationen)

Die Resultate und Erkenntnisse der Untersuchungen bilden eine wesentliche und entscheidende
Grundlage fir eine umfassende cardiale Beratung und das klinische Management der Betroffenen.

7

Begriindung fiir den Einschluss von Personen aus geschiitzten Gruppen
(z.B. Minderjihrige, temporir oder permanent nicht-einwilligungsfahige Personen; wenn zutreffend):

Kein Einschluss von Personen aus geschiitzten Gruppen vorgesehen.

7.8

Beschreibung des Rekrutierungsverfahrens
(alle zur Verwendung bestimmte Materialien, z.B. Inserate inkl. Layout miissen beigelegt werden):

Rekrutiert werden Patientinnen und Patienten mit gesicherten Muskelerkrankungen, die sich im
Rahmen einer Abklarung bei bestehender muskularer Beschwerdesymptomatik in der Datenbank
der neuro-muskuldren Ambulanz an der Neurologischen Klinik des LKH Graz zuvor
(studienunabhangig) vorgestellt hatten und nach eingehender Beratung und umfangreicher
Aufklarung ihre Einwilligung zur Teilnahme an der Studie gegeben haben.

7.9

Vorgehensweise an der/den Priifstelle(n) zur Information und Erlangung der informierten Einwil-
ligung von Priifungsteilnehmer/inne/n, bzw. Eltern oder gesetzlichen Vertreter/inne/n, wenn zu-
treffend (wer wird informieren und wann, Erfordernis fiir gesetzliche Vertretung, Zeugen, etc.):

Nicht zutreffend

7.10 Risikoabschétzung, vorhersehbare Risiken der Behandlung und sonstiger Verfahren, die verwendet

werden sollen (inkl. Schmerzen, Unannehmlichkeiten, Verletzung der personlichen Integritiit und MaBnah-
men zur Vermeidung und/oder Versorgung von unvorhergesehenen / unerwiinschten Ereignissen):

Im Rahmen der CT- und MRT-Untersuchungen: Kontrastmittelallergie, Nierenkomplikationen als
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Folge der Kontrastmittelapplikation. Zur Vermeidung der Kontrastmittelreaktion erfolgt die
Erhebung einer genauen Allergieanamnese sowie seitens der Radiologie die Bereitstellung der
Notfallversorgung im Bedarfsfall. Bzgl. der Nierenkomplikationen wird ausschlieRlich im Falle eines
vertretbaren Kreatininwertes (liblicherweise 1,0, im Zweifelsfall obliegt die Letztentscheidung dem
Radiologen) Kontrastmittel appliziert.

7.11 Voraussichtliche Vorteile fiir die eingeschlossenen Priifungsteilnehmer/innen:

Verbesserung des klinischen Managements des Krankheitsbildes, Vorbeugung und Therapie von
moglichen Herzmuskelerkrankungen.

7.12 Relation zwischen Priifungsteilnehmer/in und Priifer/in (z.B. Patient/in - Arztin/Arzt, Student/in -
Lehrer/in, Dienstnehmet/in - Dienstgeber/in, etc.):

Patient/in - Arzt

7.13 Verfahren an der/den Priifstelle(n) zur Feststellung, ob eine einzuschlieBende Person gleichzeitig
an einer anderen Studie teilnimmt oder ob eine erforderliche Zeitspanne seit einer Teilnahme an
einer anderen Studie verstrichen ist
(von besonderer Bedeutung, wenn gesunde Proband/inn/en in pharmakologische Studien eingeschlossen
werden):

Nicht zutreffend

7.14 Methoden, um unerwiinschte Effekte ausfindig zu machen, sie aufzuzeichnen und zu berichten
(Beschreiben Sie wann, von wem und wie, z.B. freies Befragen und/oder an Hand von Listen):
Nicht zutreffend

7.15 Optional: Statistische Uberlegungen und Griinde fiir die Anzahl der Personen, die in die Studie
eingeschlossen werden sollen (erginzende Informationen zu Punkt 8, wenn erforderlich):

7.16 Optional: Verwendete Verfahren zum Schutz der Vertraulichkeit der erhobenen Daten, der Quell-
dokumente und von Proben (erginzende Informationen zu Punkt 8, wenn erforderlich):

7.17 Plan zur Behandlung oder Versorgung nachdem die Personen ihre Teilnahme an der Studie beendet
haben (wer wird verantwortlich sein und wo):
Klinische Abteilung fir Kardiologie, Medizinische Universitatsklinik Graz
Neuromuskulare Ambulanz, Medizinische Universitatsklinik Graz

7.18 Betrag und Verfahren der Entschidigung oder Vergiitung an die Priifungsteilnehmer/innen
(Beschreibung des Betrages, der wihrend der Priifungsteilnahme bezahlt wird und wofiir, z.B. Fahrtspesen,
Einkommensverlust, Schmerzen und Unannehmlichkeiten, etc.):

Nicht zutreffend

7.19 Regeln fiir das Aussetzen oder vorzeitige Beenden der Studie an der/den Priifstelle(n) in diesem
Mitgliedstaat oder der gesamten Studie:
Nicht zutreffend

7.20 Vereinbarung tiber den Zugriff der Priiferin/des Priifers/der Priifer auf Daten, Publikationsricht-
linien, etc. (wenn nicht im Protokoll dargestellt):

7.21 Finanzierung der Studie (wenn nicht im Protokoll dargestellt) und Informationen iiber finanzielle oder
andere Interessen der Priiferin/des Priifers/der Priifer:

7.22 Weitere Informationen (wenn erforderlich):
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8. Biometrie, Datenschutz:
(Hier nur Kurzinformationen in Stichworten, ausfiihrlicher - wenn erforderlich - unter Punkt 7.15 und 7.16)

8.1 Studiendesign (z.B. doppelblind, randomisiert, kontrolliert, Placebo, Parallelgruppen, multizentrisch)

8.1.1 offen [] 8.1.2 randomisiert [] 8.1.3 Parallelgruppen [] 8.1.4 monozentrisch
[ 8.1.5 blind [ 8.1.6 kontrolliert [ 8.1.7 cross-over 8.1.8 multizentrisch
[[] 8.1.9 doppelblind [] 8.1.10 Placebo [X] 8.1.11 faktoriell [[] 8.1.12 Pilotprojekt
[] 8.1.13 observer-blinded [] 8.1.14 Aquivalenzpriifung

8.1.15 sonstiges: prospektive Follow-up Studie

8.1.16 Anzahl der Gruppen: 1

8.1.17 Stratifizierung: I nein [ ja: Kriterien:

8.1.18 Messwiederholungen: [ ] nein [ ja: Zeitpunkte: 2, um Stabilitit der Messwerte anzuzeigen

8.1.19 HauptzielgroBe: Kardiomyopathie mit Hypertrophie des Herzmuskels, reduzierte
Kontraktilitit des Herzmuskels, pathologische systolische und
diastolische Funktion, pathologische Laborwerte

8.1.20 Nullhypothese(n): 1. Betroffene zeigen einen gesunden Herzmuskel.

2. Bei betroffenen Patienten liegt keine pathologische Erhohung der
Herzfermentmarker vor.

3. Cardiales Troponin T ist ausschlieBlich auf den Herzmuskel
zuriickzufiihren.

8.1.21 Alternativhypothese(n): 1. Betroffene zeigen eine Kardiomyopathie mit Hypertrophie des
Herzmuskels, reduzierter Kontraktilitat und patholischer
diastolischer und systolischer Funktion des Herzmuskels;

2. Betroffene zeigen erhdohte Herzfermente

3. Die erhdhten cardialen Troponin T und Troponin | Werte bei
Patientinnen und Patienten mit Skelettmuskelerkrankungen sind
nicht auf eine ischamische Herzbeteiligung zuriickzufiihren,
sondern entstammen den degenerierenden und sich
regenerierenden Sklettmuskeln oder einer Kardiomyopathie im
Rahmen der Grundkrankheit.

8.1.22 NebenzielgroBen:

8.2 Studienplanung

Die Fallzahlberechnung basiert auf (Alpha = Fehler 1. Art, Power = 1 — Beta =1 — Fehler 2. Art):
8.2.1 Alpha: 8.2.2 Power: 8.2.3 Stat. Verfahren:

8.2.4 Multiples Testen: []nein [ ja: Korrekturverfahren.:

8.2.5 Erwartete Anzahl von Studienabbrecher/inne/n (Drop-out-Quote):

8.3 Geplante statistische Analyse

Population: [] 8.3.1 Intention-to-treat [ 8.3.2 Per protocol

8.3.3 Zwischenauswertung: [ nein []ja: Abbruchkriterien:

8.3.4 Geplante statistische Verfahren: explorative Methoden: Korrelation- und Regressionsmethoden

8.4 Dokumentationsbégen / Datenmanagement
8.4.1 Angaben zur Datenqualititspriifung

8.42 Angaben zum Datenmanagement
MS Excel Tabellen

8.5 Verantwortliche und Qualifikation
8.5.1 Wer fiihrte die biometrische Planung durch (ggf. Nachweis der Qualifikation)?
Univ.-Prof. DI. Dr. Andrea Berghold
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8.5.2 Wer wird die statistische Auswertung durchfithren (ggf. Nachweis der Qualifikation)?

Institut f. Med. Informatik, Statistik u. Dokumentation (Frau Univ.-Prof. DI. Dr. Andrea
Berghold)

8.6 Datenschutz
8.6.1 Die Datenverarbeitung erfolgt a) [ personenbezogen  b) [ indirekt personenbezogen
¢) [ nicht personenbezogen
8.62 Wenna): Begriindung:
DVR-Nummer:
8.6.3 Wenn b): Wie erfolgt die Verschliisselung?
Code-Nummern
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9. Liste der eingereichten Unterlagen (wenn nicht gesondert dem Antrag beiliegend):

Dokument Version/Identifikation Datum
Protokoll 1 10.03.13
Kurzfassung

Patienteninformation / Einwilligungserklédrung 1 10.03.13

Priifbogen (Case Report Form, CRF)

Versicherungsbestitigung
Amendment Nr.

Amendment Nr.

Amendment Nr.

Lokales Amendment Nr.

Name und Unterschrift der Antragstellerin/des Antragstellers

9.1 Name: OA Dr. J. Binder / Univ.-Prof. Dr. S. Quasthoff

9.2 Institution/ Firma: Medizinische Univ. Klinik Graz, Klinische Abteilung fiir Kardiologie /
Klinische Abteilung fiir Neurologie

9.3 Position: Oberarzt / Professor

9.4 Antragsteller/in ist [19.4.1 koordinierende/r Priifer/in (multizentrische Studie)
(nur AMG-Studien) [ 9.4.2 Hauptpriifer/in (monozentrische Studie)
[]9.4.3 Sponsor bzw. Vertreter/in des Sponsors
[] 9.4.4 vom Sponsor autorisierte Person/Organisation

Ich bestitige hiermit, dass die in diesem Antrag gemachten Angaben korrekt sind und dass ich der Mein-
ung bin, dass die Durchfiihrung der Studie in Ubereinstimmung mit dem Protokoll, nationalen Regelun-
gen und mit den Prinzipien der Guten Klinischen Praxis m&glich sein wird.

Weiters stimme ich mit meiner Unterschrift zu, dass folgende Daten aus meinem Antrag ggf. durch die
Ethikkommission verdffentlicht werden, um die Antrige nach Zahl und Inhalt transparent zu machen:
EK-Nummer, Einreich-Datum, Projekttitel, Hauptpriifer, Sponsor/CRO, weitere Zentren.

(Im Falle der Nicht-Zustimmung bitte diesen Absatz durchzustreichen)

Unterschrift der Antragstellerin/des Antragstellers Datum
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11! Achtung: Diese Unterschrift ist in jedem Fall erforderlich

!
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Teil B “

Studienkurzbezeichnung: "Bedeutung der kardialen Troponin T Isoformen bei erblichen und
erworbenen Skelettmuskelerkrankungen™

10. Angaben zur Priiferin/zum Priifer
10.1 Name: OA Dr.Binder/Prof. Dr.Quasthoff

10.2 Krankenanstalt/Institut/Abteilung: Medizinische Universitétsklinik Graz, Klinische Abteilung
fiir Kardiologie / Klinische Abteilung fiir Neurologie

10.3 Telefon 10.4 ,,Pieps“/Mobil |10.5 Fax 10.6 e-mail-Adresse:
0316 / 385 80630 josepha.binder@medunigraz.at
0316 /385 81139 stefan.quasthoff@medunigraz.at

10.7 Jus practicandi: [ ja O nein  10.8 Facharzt fiir: Kardiologie, Neurologie

10.9 Priifirztekurs: [Oja [ nein

10.10 Sofern relevant: Priklinische Qualifikation (z.B. Labordiagnostik) bzw. Name der Verantwortlichen:
Univ.-Prof. Dr. Quasthoff

11. Geplante Anzahl der PatientInnen bzw. ProbandInnen an dieser Priifstelle 80

12. Verantwortliche MitarbeiterInnen an der klinischen Studie (an Ihrer Priifstelle)

[Fr/Hr | Titel Vorname Name Institution
Fr. Dr. Nina Hérlesberger Abteilung fiir Kardiologie
Fr. OA Dr. Josepha St. Binder Abteilung fiir Kardiologie
Fr. Prof. Dr. | Andrea Berghold Institut fiir Medizinische Statistik und Informatik
Fr. Doz. Dr. | Tatjana Stojakovic Institut fiir Labormedizin
Hr. Dr. Christoph Oberschneider Abteilung fiir Kardiologie
Hr. Prof. Dr. Burkert M. Pieske Abteilung fiir Kardiologie
Hr. Prof. Dr. | Meinrad Beer Kinderradiologie Graz
OA Dr. Ralph Maderthaner Abteilung fiir Radiologie
Prof. Dr. | Michael Fuchsjager Abteilung fiir Radiologie
Dr.DI Ursula Reiter Abteilunfg fr Radiologie
Hr. Prof. Dr. | Christian Windpassinger Institut fiir Humangenetik
Hr. Prof.Dr. | Stefan Quasthoff Univ. Klinik fiir Neurologie Graz

13. Unterschrift der Priiferin/des Priifers

Ich bestitige hiermit, dass die in diesem Antrag gemachten Angaben korrekt sind und dass ich der Meinung bin, dass die
Durchfithrung der Studie in Ubereinstimmung mit dem Protokoll, nationalen Regelungen und mit den Prinzipien der Guten
Klinischen Praxis moglich sein wird.

Unterschrift der Priiferin/des Priifers Datum

Bei multizentrischen AMG-Studien sind die Teile B von der Hauptpriiferin/dem Hauptpriifer des jeweiligen Zentrums zu unter-
zeichen. Alternativ zur Unterschrift auf den Teilen B kénnen die Unterschriften der Hauptpriifer/innen auch auf den Unter-
schriftenseiten des Protokolls oder der Priifirztevertrige vorgelegt werden. Es muss jedenfalls eine eindeutige - durch Unter-
schrift dokumentierte - Zustimmung aller Hauptpriifer/innen zum Protokoll vorliegen.

14. Name und Unterschrift der Leiterin/des Leiters [X] der Einrichtung* [ des Pflegedienstes*
14.1 Name: Univ.-Prof. Dr. B. Pieske

Unterschrift der Leiterin/des Leiters Datum
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*  Die Unterschrift der Leiterin/des Leiters des Pflegedienstes ist fiir Pflegeforschungsprojekte und die Anwendung neuer
Pflegekonzepte und -methoden erforderlich, ansonsten die Unterschrift der Leiterin/des Leiters der jeweiligen Einrichtung.
Einrichtung: die Klinik (wenn gegliedert: die klinische Abteilung), die Abteilung oder die gemeinsame Einrichtung

11! Achtung: Teil B ist in jedem Fall vollstindig auszufiillen, bei multizentrischen klinischen
Priifungen nach AMG fiir jedes in Osterreich teilnehmende Zentrum separat !1!
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10 Anhang — Patienteninformation

Patienteninformation und Einverstandniserklarung fur
Studienteilnehmer (fur manifest Erkrankte)

Betrifft: Studienprojekt:

,Bedeutung der kardialen Troponin T Isoforme bei erblichen und
erworbenen Skelettmuskelerkrankungen

Studienleiter:
OA Dr. Josepha Binder, Facharzt fur Innere Medizin und Kardiologie, Medizinische
Universitat Graz; Tel: 0316 385 80630

Univ.-Prof. Dr. Stefan Quasthoff, Facharzt fur Neurologie, Medizinische Universitat
Graz; Tel: 0316 385 81139
(Planung und Uberwachung der Studie)

Studienmitarbeiter:

Dr. N. Horlesberger, PD Mag. Dr. Ch. Windpassinger, Doz. Dr. T. Stojakovic, Prof.
Dr. B. Pieske, Prof. Dr. M. Beer, Prof. Dr. A. Berghold sind ebenfalls an Planung,
Durchfiihrung und Uberwachung der Studie beteiligt.

Lieber Patient!

Wir mochten Sie gerne einladen, an einer Studie zur Erforschung der
Herzbeteiligung einer neuen familidaren Muskelerkrankung teilzunehmen.
Selbstverstandlich ist |hre Teilnahme an dieser Studie vdllig freiwillig und Sie
konnen diese auch jederzeit ohne Angabe von Grinden und ohne Nachteile
ablehnen bzw. |hr Einverstandnis zur Teilnahme auch spater zurickziehen. Wir
erwarten, dass die Resultate und Erkenntnisse dieser Studie eine entscheidende
Grundlage fur das klinische Management der betroffenen Patienten darstellen.
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Beschreibung der Studie:

Myopathien sind eine Gruppe von erblich bedingten und erworbenen
Muskelerkrankungen, die durch eine ausgepragte Schwache und Atrophie der
Skelettmuskel charakterisiert sind. Manche Formen zeigen zusatzlich eine
Beteiligung des Herzmuskels. Dies wurde auch bei einer neuen Form der
Muskelerkrankung beobachtet, die erst vor kurzer Zeit von Dr. Windpassinger und
Dr. Quasthoff erstmalig beschrieben wurde. Auffallig dabei war der erhohte Wert
des kardialen Troponin T der als Marker fur eine ischamische Herzerkrankung
herangezogen wird, ohne dass die betroffenen Patienten an einer Herz-
muskelischamie litten.

Aus diesem Grund werden die Patienten einem kardialen Screening unterzogen.
Dieses umfasst die Durchfihrung eines Elektrokardiogramms (EKG), Holter
EKGs', Blutdruck-Holters?, Herzultraschalls, Laborscreenings, sowie eine
Magnetresonanzuntersuchung des Herzens.® Bei Patienten mit pathologischem
Herzinfarktfermentmuster wird eine Ischamiediagnostik im Sinne einer
Herzkatheteruntersuchung bzw. eines Herz CT durchgefuhrt.

Ziel der Studie ist die im Rahmen der Labordiagnostik erhobenen Troponin T und |
Werte mit dem klinischen Herzdaten zu verbinden mit dem Ziel,

1) Die Herkunft des im Serum gefundenen Troponin T und | zu eruieren
(Herzmuskel versus Skeletmuskel) und mit dem CK Wert zu korrelieren.
2) Eine mogliche Herzmuskelpathologie der Myopathien zu charakterisieren.

Zur statistischen Auswertung der erhobenen Daten ist eine systematische
Herzuntersuchung mit denselben kardialen Untersuchungen an einem gesunden
Kollektiv vorgesehen.

Zu dieser Studie wurde von der Ethikkommission der Medizinischen Universitat
Graz eine beflrwortende Stellungnahme abgegeben.

! Holter EKG: Registrierung des Elektrokardiogramms iiber einen lingeren Zeitraum (24—
120 Stunden). Das Langzeit-EKG wird eingesetzt, um das Ausmal} von
Herzrhythmusstorungen aufspiiren zu konnen.

? Blutdruckholter: Der Blutdruck wird iiber einen Zeitraum von 24 Stunden regelmiBig
gemessen und ein Blutdruckprofil erstellt.

? Magnetresonanzuntersuchung des Herzens: Nichtinvasive Darstellung von
morphologischen, strukturellen und funktionellen Verdnderungen des erkrankten Herzens
sowie der groflen Gefille.
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Zur Auswertung der Daten werden in anonymisierter Form folgende Daten
gespeichert:

O Ihre Eigenanamnese
L lhre Familienanamnese
O lhre Untersuchungsergebnisse

Eine Mitteilung der Studienergebnisse ist nicht vorgesehen. Fragen kdnnen Sie
jederzeit an uns (Medizinische Universitat Graz, Abteilung fur Kardiologie,
Auenbruggerplatz 15, 8010 Graz, Tel: 0316 385 80630) stellen.

Bei allen anfallenden Untersuchungen wird |hnen voller Datenschutz unter
Einhaltung des Datenschutzgesetzes gewahrleistet. Fur die wissenschaftliche
Bearbeitung werden alle Daten anonymisiert.

Einverstandniserklarung

Ich habe die obige Patienteninformation gelesen und verstanden und bestatige mit
meiner Unterschrift meine Einwilligung zur freiwilligen Teilnahme an dieser Studie.
Ich bin damit einverstanden, dass die aus dieser Studie erhobenen
wissenschaftlichen Erkenntnisse in anonymisierter Form in medizinischen
Fachzeitschriften veroffentlicht werden. Meine Teilnahme an der Studie kann ich
jederzeit, ohne Angabe von Grunden und ohne dass mir daraus Nachteile
erwachsen, zuruckziehen.

Ich habe eine Kopie der Einverstandniserklarung (Seite 1-3) erhalten.

Name, Geburtsdatum der Probandin Unterschrift der Probandin
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11 Anhang - Studienprotokoll

PROJECT TITLE:

Project / Version 01 "The role of troponin T isoforms in hereditary and acquired

skeletal muscle diseases”

Date of final version: Marz 10, 2013

Coordinating Investigator:

OA Dr. Josepha Binder

Abteilung fur Innere Medizin und Kardiologie
Medizinische Universitat Graz

Medical Study Coordinator:

Dr. Nina Horlesberger

Abteilung fur Innere Medizin und Kardiologie
Medizinische Universitat Graz

Biostatistics:
Univ.-Prof. Dipl. Ing. Dr. Andrea Berghold
Institut fur Medizinische Informatik, Statistik und Dokumentation

Medizinische Universitat Graz
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1 Background

Cardiac troponin(cTnT or CTnl) is the biomarker of choice for the diagnosis of
cardiac injury, largely because of its unique tissue specificity (1, 2). The specificity
of the first generation cTnT assay (Roche Diagnostics, Indianapolis, Indiana) was
initially questioned when an increased concentration of cTnT was found in patients
with renal failure and skeletal muscle diseases (3,4). Subsequent studies
documented a lack of specificity of the capture antibody in the first generation
assay, which detected both cardiac isoforms and some fetal skeletal muscle cTnT
isoforms re-expressed in skeletal muscle in response to injury (3-5). These re-
expressed fetal isoforms were characterized, and a new antibody was developed
by Roche Diagnostics and validated not to detect these re-expressed skeletal
muscle cTnT isoforms (6-9). Two extensive experimental studies conducted by
different groups ultimately resulted in the conclusion that cTnT had unique cardiac
specificity that was equal to that of cTnl (1, 2).

Our interest in the specificity of cTnT assay was stimulated by our experience with
a group of patients with FHL1 mutation (Binder et al.,Cardiovasc Genet. 2012)(10)
as well as with patients with a variety of diseases of the skeletal muscles such as
myotonic dystrophy types | and II, some inflammatory muscle diseases and
muscular dystrophies (Duchenne and Becker).

Drs. Windpassinger and Quasthoff described a new form of muscular dystrophy
(XMPMA) that involved not only skeletal muscle but the heart muscle as well (11).
The affected patients showed elevated levels of skeletal muscle CK but to our
surprise also elevated levels of cardiac Troponin T, a marker for ischemic heart
disease, in the absence of any signs of ischemic heart disease. We examined the
correlation of FHL1 genotype with the cardiac phenotype to establish a potential
cardiac involvement in the disease and found a novel phenotype of hypertrophic
cardiomyopathy with distinct morphological, functional and electrical abnormalities.
It can be assumed that the pathologies cause myocardial injury not by classical
large vessel ischemia but perhaps by a small vessel disease that increases cTnT
concentrations in the blood samples. The origin of the highly elevated cTnT may
be predominantly of cardiac origin; however, it cannot be ruled out that to some
extent, it may also come from the degenerating skeletal muscle. There are some
reports on the specificity of cTnT tests since expression of mMRNA of the cardiac
isoforms of troponin T and | in myopathic skeletal muscle has been found (12, 13).
Cardiac troponin T appears to be released from the regenerating skeletal muscle
(4, 14). The second-generation cTnT assay showed increased cTnT values in 50%
of Duchenne’s muscular dystrophy patients (15) and in acquired inflammatory
myopathies (16, 17) without clinical evidence of cardiac involvement. In
inflammatory myopathies, troponin T is present in the serum but troponin | is not
(18). The clinical significance of these findings remains unclear. Either the
elevated cTnT values were due to involvement of heart muscle in skeletal muscle
disease, or degenerating or regenerating skeletal muscles alone expressed mRNA
for cTnT, which could lead to a false positive cTnT test for ischemic heart disease
in these patients. The correlation between troponin T and | with the corresponding
creatinine kinase (CK) levels in patients with muscle diseases has been discussed
but has not been substantiated by solid data.
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2 Study design

Patients with a diagnosis of genetic or acquired neuromuscular diseases will be
prospectively followed-up to characterize potential cardiac manifestations and to
describe morphological and functional alterations of the heart.

3 Patient Population

About eighty patients of both sexes with a clear diagnosis of genetic or acquired
neuromuscular diseases who presented at the Neuromuscular Outpatient Clinic of
the Department of Neurology, Medical University of Graz since 1993 will be asked
to participate in this follow-up study.

3.1 Inclusion Criteria
Patients > 18 with congenital or acquired musculoskeletal disease.

3.2 Exclusion Criteria

Patients < 18 years

Patients unable to give informed consent

Patients with cardiac pacemakers or metal implants except surgical
osteosynthesis material

Patients with renal dysfunction (creatinine clearance less than 30 ml/min)

Patients with allergy to contrast agents

Patients with hyperthyreosis

4 Aims

The purpose of the study is to clarify whether cardiac TnT and | detected in blood
samples from patients with muscular diseases are released from the heart and
thus reflects elevated cardiac risk or is released from the diseased skeletal muscle
and therefore has no implications for cardiac muscle. For that reason we correlate
troponin T and | in serum to the skeletal muscle specific CK level (myocardium
versus skeletal muscle)

1. Determine whether there is immunoreactive troponin T (cTnT) expression in

diseased skeletal muscle that might cause false-positive increases in cTnT.

2. Describe a possible myocardial myopathy with cardiac MRI and
echocardiographic measurements.
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5 Assessments and Follow-up

All subjects are routinely examined by echocardiography including strain and
strain rate, ECG, 24-hour ECG, 24-hour blood pressure measurement and a
standard laboratory workup including heart specific parameters (e.g. Troponin T,
troponin 1). Specific DNA analyses will also be included if they have not already
been done at the Department of Neurology, Medical University of Graz.

All patients will undergo cardiac MRI to evaluate late enhancement. If patients

have elevated Trop T enzymes, cardiac CT will be performed to exclude ischemia
and/or coronary artery disease.

Standard echocardiography including strain and strain rate

Transthoracic echocardiography is performed with the Vivid 7 3.5 MHz ultrasound
scanner (GE Ultrasound, Horten, Norway). Besides standard echocardiography for
the evaluation of the left and right heart dimensions, strain and strain rate are
assessed. Real-time 2-dimensional color Doppler myocardial imaging data are
recorded from the left and right ventricular walls using a standard apical 4-
chamber view to evaluate longitudinal function. Radial function of the posterior wall
is assessed with parasternal long-axis views. Strain rate curves are extracted for
the basal, mid and apical segments (longitudinal function) and the basal posterior
wall (radial function). From the averaged strain rate and strain data, systolic strain
(which is related to regional stroke volume) and peak systolic strain rate (which is
related to regional contractility) are calculated.

Cardiac magnetic resonance imaging

All patients without contraindications for magnetic resonance undergo 1.5T MR
(Siemens Erlangen, Germany) ECG-gated cardiac magnetic resonance imaging
(CMR) with late gadolinium enhancement (LGE). Investigation will be performed in
a single session lasting not more than 40 min. CMR protocol is performed
according to current guidelines (19, 20). Due to the limited breath-hold and
communication abilities of elderly patients (hearing aids cannot be used in the
MR), protocols are adapted for free breathing (21). Short axis images will be used
to quantify left ventricular global (EDV, ESV, SV, EF, LV myocardial mass) and
regional (wall thickness and wall thickening) function by ARGUS software
(Siemens Erlangen, Germany). During intravenous application of 0.1 mmol/kg
body weight Gd-containing contrast agent at a rate of 4 ml/s followed by a 30 ml
saline flush, rest perfusion images (single shot inversion recovery fast low angle
shot (Flash) sequence) are acquired in 3 short axis and one long axis slices.
Immediately after first pass, a second dose of 0.1 mmol/kg body weight Gd-
containing contrast agent is applied to optimize contrast in late enhancement
imaging. Ten minutes’ time delay between contrast agent application and late
gadolinium enhancement is used to acquire 2D and/or 3D flash based phase
contrast images of left ventricular in- and outflow of blood to evaluate net blood
flow volumes and maximum blood velocities (LV stroke volume, aortic and mitral
maximum velocities and/or regurgitation volumes). Ten minutes after 0.2 mmol/kg
body-weight contrast agent application, single shot inversion-recovery steady state
free precision image sequence with phase sensitive reconstruction (PSIR) will be
obtained to determine LGE images covering the entire heart in gapless short axes,
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4-chamber, LV 2-chamber and 3-chamber slices. Presence/absence of LGE will
be evaluated qualitatively and quantitatively according to the standardized
nomenclature for imaging of the heart (17 segment model).

Laboratory
Screening for elevated CK and cTnT and/or cTnl values in blood from patients with

musculoskeletal diseases (e.g. Dystrophic myotonia types | and Il, muscular
dystrophies, sporadic inclusion body myositis, inflammatory myopathy,
facioscapulohumeral muscular dystrophy (FHSD)). The laboratory values for cTnT
and cTnl will be related to clinical cardiac data and correlated with troponin and
CK values.

1. Western blot (WB) analysis of skeletal muscle biopsy specimen from the
selected patients using cTnT and cTnl specific antibodies. Preferably, 2-D
electrophoresis will be used for protein separation.

2. Sequence analysis of the positive spots obtained in Western blot analysis to
identify the nature of the detected peptides/proteins. Question: is there re-
expression of cTnT in diseased skeletal muscle?

6 Data Collection

Patient data will be entered in a Microsoft Excel® database that can be assessed
only by authorized personnel. Each patient is pseudonymized with a number.

7 Statistical considerations

Explorative analyses will be done for all parameters. Continuous variables will be
presented as mean and standard deviation or median and range, categorical
variables as frequency and percentage. Correlations between Ilaboratory
parameters will be computed using Pearson or Spearman correlation coefficient as
appropriate. Comparison of patients with and without elevated cTnT will be
performed using parametric or non-parametric methods as appropriate. All
significance testing done will be exploratory. The analyses will be performed using
SPSS 20.0

8 Risks and Benefits

The results and information provided by the study will be decisive for the
evaluation of the significance of the cardiac markers troponin T and | in patients
with diseases of the skeletal musculature. The study will have a direct effect on
clinical management and counseling in that the findings will show whether or not a
cardiomyopathy is present, and whether the troponin T test is still valid as a
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marker for muscular diseases. The patients will receive information about all
examinations and will sign consent forms.

The risks include allergic reactions to contrast agents used for cardiac CTs or
MRIs as well as exposure to radiation.

Muscle biopsies if taken could cause soft tissue infection, bleeding, haematomas,
nerve and vascular lesions and wound healing disorders. There can also be
allergic reactions to local anaesthetics.

9 Administrative Agreement

9.1 Publication

The right of publication rests with the coordinating investigator and the other
investigators involved.
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