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Referat und bibliographische Beschreibung

Zielsetzung: Das Enzym AMP-Deaminase baut unter kurzzeitiger, hochintensiver
Belastung AMP zu IMP und Ammoniak ab. Die homozygote ¢.34C>T Stopmutation im
AMPD1 Gen, das fir die muskelspezifische Isoform der AMP-Deaminase kodiert, ist
fur den groften Teil eines biochemisch und histologisch nachweisbaren AMP-
Deaminasemangels im Skelettmuskel verantwortlich. Es ist nicht geklart, ob eine
homozygote  ¢.34C>T  Mutation zu  klinischen  Beschwerden (z. B.
belastungsabhangigen Myalgien) fuhrt. Ebenso sind Kompensationsmechanismen bei
AMP-Deaminasemangel unbekannt.

Zielstellung: Die Haufigkeit der ¢.34C>T Mutation wurde in verschiedenen
Populationen bestimmt, um anhand von Genotyp-Phanotyp-Vergleichen zu
untersuchen, ob ein AMP-Deaminasemangel mit belastungsabhangigen Beschwerden
korreliert oder bei Vorliegen einer anderen definierten Myopathie die AMP-Deaminase
sekundar vermindert ist. AuRerdem wurden erstmalig Fraktionen der 5’-Nukleotidasen
im Skelettmuskel analysiert, um zu untersuchen, inwieweit der der Abbau von AMP zu
Adenosin als alternativer Abbauweg bei AMP-Deaminasemangel eine Rolle spielt.
Mittels eines funktionellen Tests wurde der Rolle von Ammoniak als positiver Effektor
der Glykogenolyse untersucht.

Methoden: 294 Patienten und 107 gesunde Blutspender wurden auf das Vorliegen der
¢.34C>T Mutation gescreent. Klinische Daten der muskelbiopsierten Patienten wurden
mit den biochemischen und histologischen Daten korreliert. Bei einer Subgruppe der
Patienten wurden Fraktionen der 5’-Nukleotidase im Skelettmuskel bestimmt. Ein Teil
der Patienten sowie gesunde Kontrollen unterzogen sich einer standardisierten
Handkraftdynamometer-Untersuchung.

Ergebnisse: Die vorliegende Studie zeigt keine Unterschiede in den Allelfrequenzen
fur die ¢.34C>T Mutation bei gesunden Kontrollen, Patienten mit Myalgien und
definierten Myopathien. Ein AMP-Deaminasemangel scheint nicht mit einem héheren
Auftreten von belastungsabhéngigen Beschwerden und Myalgien oder einem anderen
abgrenzbaren Phé&notyp assoziiert zu sein. Es gibt keinen biochemischen Anhalt dafur,
dass eine sekundare AMP-Deaminasedefizienz im Gefolge einer anderen
neuromuskularen Erkrankung auftritt. Kompound Heterozygotie bei heterozygoter
¢.34C>T Mutation ist selten und resultierte in unserer Kohorte nicht in biochemischen
Aktivitaten, wie sie typisch fur den homozygoten Karrierstatus sind. Es lieRen sich
keine Unterschiede in den Aktivitdten der Gesamt 5-Nukleotidase, der zytosolischen
AMP 5’-Nukleotidase und der Ekto-Nukleotidase im Skelettmuskel bei Patienten mit
und ohne ¢.34C>T nachweisen. Faktoren wie die Fasertypenzusammensetzung, das
Alter und Geschlecht, scheinen an Hand der Daten unserer Kohorte keinen Einfluss
auf die Aktivitdt der zytosolischen AMP 5’-Nukleotidase oder AMP-Deaminase zu
haben. Ein AMP-Deaminasemangel scheint in-vivo bei kurzzeitiger und hochintensiver
Belastung weder den Citratzyklus (anaplerotische Funktion), noch die Glykolyse durch
verminderte allosterische Aktivierung der Phosphofruktokinase infolge verringerter
Ammoniak-Erhdéhung zu beeinflussen.

Schlussfolgerungen: Anhand der Ergebnisse unserer Studie lasst sich keine
klinische Relevanz eines biochemisch und genetisch nachweisbaren AMP-
Deaminasemangels ableiten. Die in vorherigen Studien berichtete vermehrte Bildung
von Adenosin im Skelettmuskel bei kurzzeitiger, hochintensiver Belastung scheint nicht
durch eine erhdhte Expression oder eine veranderte Kinetik der zytosolischen AMP 5’-
Nukleotidase bei AMP-Deaminasemangel bedingt zu sein. Eher scheint der Umsatz
des akkumulierten AMP durch eine hoéhere Aktivitat der zytosolischen AMP 5’-
Nukleotidase bei einer erhéhten Substratverfugbarkeit an AMP erhoht zu sein. Die
Kompensation eines AMP-Deaminasemangels unter hochintensiver, kurzzeitiger
anaerober Aktivitaten der Skelettmuskulatur bleibt unklar.
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X Verzeichnis der Abkirzungen und Symbole

ADP Adenosindiphosphat
AMP Adenosinmonophosphat
AMPD AMP-Deaminase

AMPD1 Gen fur Skelettmuskelisoform der AMPD (syn.
Myoadenylatdeaminase)

AMPD2 Gen fiur Leberisoform der AMPD

AMPD3 Gen fur Erythrozytenisoform der AMPD

ATP Adenosintriphosphat

AUC Area under the Curve (Flache unter der Kurve)

bp Base Pair (Basenpaar)

CC Homozygotie fur Wildtyp in Position 34 des Exon 2 im AMPD1
CT Heterozygotie fir AMPD1 ¢.34C>T Mutation

DNA Desoxyribonukleinséure

g Gravitationskonstante

Hz Hertz

IFET ischemic forearm exercise test

IMP Inosinmonophosphat

kDa KiloDalton

Km Michealis-Menten-Konstante

MAF mutant allel frequency (Haufigkeit eines mutierten Allels)
MCF maximal contraction force (maximale Kontraktionskraft)
mM Millimolar

MRNA Messenger Ribonukleinsaure

NCP Nichtkollagenes Protein

NH3 Ammoniak



pH

T

pH-Wert

Homozygotie fur AMPD1 ¢.34C>T Mutation
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1. EINLEITUNG

1.1 Die AMP-Deaminase (syn. Myoadenylatdesaminase) — ein Enzym des

Purinnukleotidzyklus

1.1.1 Die AMP-Deaminase

Die Beziehung zwischen Muskelarbeit und der Bildung von Ammoniak (NH53)
wurde bereits in den 20iger Jahren in den Laboratorien von Parnas und
Embden untersucht (Parnas et al. 1927, Embden et al. 1928). Beide Gruppen
erkannten die Adenylatdesaminasereaktion (AMP-Desaminase, EC 3.5.4.6). als
Hauptquelle der NH3-Bildung im Muskel (Schmidt 1928):

AMP + H,O - IMP + NH3

Die  AMP-Deaminase katalysiert die Hydrolyse von AMP zu
Inosinmonophosphate (IMP) und Ammoniak (NHz). Wird also AMP aus dem
Gleichgewicht entfernt, kann diese die Myokinasereaktion unter
Belastungsbedingungen in  Richtung ATP Bildung, d. h. einer

Energietragerproduktion verschieben.

Diese Reaktion ist unter physiologischen Bedingungen nicht reversibel. Es
wurde geschlussfolgert, dass andere Reaktionen existieren mussen, die IMP zu
AMP zuruckverwandeln. Diese Reaktionen wurden erst 1955 identifiziert und
stellen in ihrer Gesamtheit den Purinnukleotidzyklus dar, der Anfang der 70er

Jahre diese Bezeichnung erhielt (Lowenstein et al. 1972).

AMP Deaminase

Reaktion 2: IMP + Aspartat + GTP = Adenylosuccinat + GDP + Pi

Adenylosuccinatsynthase

Reaktion 3: Adenylosuccinat — AMP + Fumarat

Adenylosuccinatlyase



Die durch die AMP-Deaminase Kkatalysierte  Reaktion ist der
geschwindigkeitsbestimmende Schritt far den Eintritt in den
Purinnukleotidzyklus. IMP wiederum wird durch die Adenylosuccinatsynthetase
(EC 6.3.4.4) in Adenylosuccinat umgewandelt. Im dritten Schritt des Zyklus wird
Adenylosuccinat unter Freistetzung von von Fumarat wieder in AMP

umgewandelt (Van den Berghe et al. 1992).

1971 wurde aus Skelettmuskelhomogenaten der Ratte gezeigt, das diese aus
Aspartat NH3z unter Verbrauch von ATP bilden, das heif3t unter Bedingungen,
die den Vorgangen bei Muskelarbeit entsprechen (Lowenstein 1971).
AnschlieBend wurde in in vivo Experimenten an den Hinterlaufen der Ratte
gezeigt, dass Adenylatsuccinat im ruhenden Muskel nicht nachweisbar ist und
IMP nur in geringen Konzentrationen und dass beide Substanzen unter
hochintensiver Muskelarbeit steil ansteigen, Es wurde gezeigt, dass NH;
stoichometrisch mit IMP ansteigt, das heif3t, beide Substanzen langsam aus

dem Muskel diffundieren (Lowenstein et al. 1978).

Wahrend kurzzeitiger, hochintensiver Belastung der Skelettmuskulatur
Ubersteigt die Rate des ATP Verbrauches (die ATP Hydrolyse) das Vermégen
der Muskelzelle, mittels Glykolyse und oxidativer Phosphorylierung ATP zu
generieren. Dies trifft besonders auf Muskeln mit geringer aerobischer Kapazitat
(Typ-Il Muskeln) zu. Kreatinphosphat agiert als kurzzeitiger Puffer, mit dem
hohe ATP Konzentrationen Uber die Kreatinkinasereaktion aufrechterhalten

werden:

Kreatinphosphat + ADP > Kreatin + ATP

Normalerweise handelt es sich um eine Gleichgewichtsreaktion in Ruhe und
unter Belastung, die Aktivitat der Kreatinkinase im Skelettmuskel ist sehr hoch.
Wenn jedoch die Kapazitat des Kreatinphosphatpuffers tberschritten wird, wie
dies bei hochintensiver anerober Belastung der Fall ist, d. h. wenn
Kreatinphosphat aufgebraucht ist, steigt ADP an, das wahrend der
Muskelkontraktionen anfallt. Dies fuhrt zu einer vermehrten Bildung von AMP

Uber die Myokinase-Reaktion



2ADP &— ATP + AMP

Auch diese Reaktion ist unter den meisten physiologischen Bedingungen im
Gleichgewicht, die hohe Konzentration der Myokinase im Skelettmuskel spricht
dafur. Folglich steigen ADP und AMP parallel an. ADP wiederum ist der
wirkungsvollste Aktivator der AMP-Deaminase.

AulRRerdem steigt Laktat unter den Bedingungen anerober Belastung an. Die
dadurch bedingte intramuskuléare Verringerung des pH Wertes dient ebenfalls
der Aktivierung der Adenylatdeaminase. Das pH Optimum dieses Enzyms liegt
bei 6.2 (Wheeler und Lowenstein et al. 1979)

Die Aktivierung der Adenylatdeaminase fihrt zum Entfernen von AMP, mit dem
Ergebnis, dass die AMP-Deaminasereaktion nach rechts verschoben wird und
ein hoher ATP/ADP-Quotient erreicht wird. IMP hingegen akkumuliert kurzzeitig
unter den Bedingungen hochintensiver anerober Belastung, da die AMP-
Deaminase eine weitaus hohere Aktivitat als die anderen beiden Enzyme des
Purinnukleotidzyklus, die Adenylatsuccinatsynthase und die Adenylosuccinase,

haben.

1.1.2 Unterschiedliche Isotypen der AMP-Deaminase

Die oben beschriebenen Vorgange gelten ubiquitdr, dennoch sind sie von
groBer Bedeutung fur den arbeitenden Skelettmuskel. Es gibt jedoch drei
gewebsspezifische =~ AMP-Deaminase  Isoenzyme, die auf jeweils
unterschiedlichen Genen kodiert sind und die gewebsspezifisch exprimiert

werden:

AMPD1 auf Genlocus 11p21-p13 (accession number NM_000036), das aus 16
Exonen besteht, kodiert fur die Skelettmuskel-Isoform der AMP-Deaminase
(&ltere Synonyma: Myoadenylatdeaminase, Isoform M, mMAMPD) (Morisaki et al.
1990, Sabina et al. 1990). Es gibt eine groRe Ahnlichkeit in den
Nukleotidsequenzen zum AMPD2, zudem liegen beide Gene relativ benachbart
auf dem gleichen Gen, so dass entwickliungsgeschichtlich davon auszugehen
ist, dass beide Gene (AMPD1 und AMPD2) aus einem gemeinsamen

Ursprungs- oder Vorlaufergen durch Duplikation entstanden sind.
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Diese Isoform ist weitgehend auf den Skelettmuskel beschrankt, wo eine starke
Expression dieses Enzyms nachzuweisen ist (Bausch-Jurken et al. 1982,
Ogasawara et al. 1982, Kaletha et al. 1988). Die Aktivitat dieser Isoform ist
zudem ca. 100-fach hoéher im Skelettmuskel als in andere Geweben
(Marquetant et al. 1987, Ogasawara et al. 1978, Sabina et al. 1989).

Die gereinigte Isoform weist eine hyperbolische Substratsattigungskurve auf mit
einer K, von 0.6-1 mM bei einem pH Optimum von 6.3-6.7 (Ogasawara et al.
1982).

AMPD2 auf Chromosom 1p13.3 (accession number NM_004037) enthalt 19
Exone und kodiert fur die Isoform L oder Leberisoform, die in nichtmuskuléren
Geweben exprimiert wird, aber auch in glatter GefalBmuskulatur und in
undifferenzierten Myoblasten (Ogasawara et al. 1982, Mahnke-Zizelman et al.
1986, Bausch-Jurken et al. 1992, Eddy et al. 1993). Die K, betragt 4-6.6 mM
bei einem pH-Optimum von 6.3-6.6.

AMPD3 auf dem Genlokus 1lper-pl3 (accession number NM_001025390)
kodiert fur die zwei Erythrozyten-Isoformen E1 und E2.

Diese Isoform wird ubiquitar exprimiert. Es ist die vorherrschende Isoform im
Herzmuskel und sie wird geringfligig auch im Skelettmuskel exprimiert (Yun et
al. 1978, Ogasawara et al. 1982, Ogasawara et al. 1987, Nowak und Kaletha
1991, Mahnke-Zizelman und Sabina 1992, Yamada et al. 1992, Eddy 1993,
Yamada et al. 1994).

Die Ky, betragt 0.6-0.8 mM bei einem ph-Optimum von 7.0-7.1.

1.1.3 Skeletmuskel-Fasertypen und AMP-Deaminase-Aktivitat

Es gibt Unterschiede in der Aktivitat der AMP-Deaminase in den zwei
Hauptfasertypen im Skelettmuskel:

Beim Kaninchen, bei Tauben und Ratten konnte gezeigt werden, dass die
sogenannten weiRen Muskeln, die einen hohen Anteil glykolytischer Typ-lI
Fasern aufweisen, eine hohere AMP-Deaminaseaktivitat aufweisen als
sogenannte rote Muskeln, die einen hohen Anteil oxidativer Typ-l Fasern
aufweisen (Gerez und Kirsten 1965, Raggi et al. 1969, Ogasawara et al. 1983,
Norman et al. 1998).

11



In der Ratte wies der M. quadriceps, der zu einem hohen Anteil aus Typ-II
Fasern besteht, eine zweieinhalbfach hohere AMP-Deamninaseaktivitat im
Vergleich zum M. soleus, der hauptsachlich aus Typ- | Fasern besteht, auf
(Winder et al. 1974).

In humanen Muskelproben wurde eine 2.8-fach hdhere AMP-
Deaminaseaktivitat in Typ-ll als Typ-l Fasern gemessen. Fur die
Adenylatkinase lag das Verhaltnis sogar bei 4.5 zu 1 (Fishbein et al. 1984,
1986).

In Ubereinstimmung mit den oben aufgefiihrten Befunden wurde gezeigt, dass
die AMPD1 mRNA der Ratte am hochsten im M. gastrocnemius (Uberwiegend
Typ-ll-Fasern) und am geringsten im M. soleus (fast ausschlie3lich Typ-I
Fasern) (Sabina et al. 1987).

1.2 Der AMP-Deaminasemangel

1978 wurden 5 Patienten mit einer Muskelschwache und belastungsinduzierten
Crampi beschrieben, bei denen histologisch die AMP-Deaminase nicht
nachweisbar war (Fishbein et al. 1978). Wenig spater stand auch die
biochemische Bestimmung der AMP-Deaminase zur Verfigung (Fishbein et al
1978, 1980, 1980a, 1983). Parallel dazu entwickelte Fishbein den Laktat-
Ischamie-Test (ischemic forearm exercise test, IFET) als Kklinischen
Screeningtest fir den AMP-Deaminasemangel (Fishbein et al. 1978, 1980,
1980a). Dieser Test wurde zunachst 1951 von McArdle zur Diagnostik von
Glykogenosen eingefiihrt - bei diesen Erkrankungen kommt es zu einem
verringerten oder fehlenden Laktatanstieg. Erst Fishbein fihrte den
gleichsinnigen Anstieg von Laktat und Ammoniak unter Belastungsbedingungen
als diagnostisches Kriterium ein und charakterisierte den fehlenden oder
hochgradig verringerten NHs-Anstieg bei kurzzeitiger, hochintensiver Belastung

als diagnostisch wegweisend fur einen AMP-Deaminasemangel.

In Bezug auf die Funktion und die Kenntnisse Uber die Aktivierung der AMP-
Deaminase wurden zunadchst belastungsabhangige Beschwerden und
Symptome — belastungsabhangige Myalgien, Crampi und Fatigue - einem AMP-
Deaminasemangel zugeschrieben (Fishbein et al. 1978, Kar et al. 1981, Hayes
et al. 1982, Kelemen et al. 1982, Rossi et al. 1984, Sabina et al. 1984, Ashwal
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et al. 1985, Lally et al. 1985, Goebel et al. 1986). Kurzgefasst wurde daftr
folgendes Szenario als Erklarung herangezogen: Die AMP- Deaminasereaktion
|6st die Adenylatkinasereaktion ab in Richtung der ATP Bildung unter Belastung
ab. Dies verhindert einerseits eine groRere ADP Akkumulation und liefert
zusatzliche Energie. Eine hohe ATP / ADP Ratio ist auch vorteilhaft fir die
Aufrechterhaltung von Muskelarbeit. Die ADP Akkumulation bei intensiver
Belastung kann zu einer reduzierten maximalen Verkirzungsgeschwindigkeit
(shortening velocity) und zu einer verlangsamten Relaxationszeit fihren, wie bei
Nagetieren (Ratten, Kaninchen) gezeigt wurde (Cooke et al. 1985, Westerblad
et al. 1994, 1998). Deshalb wurde vermutet, dass der AMP-Deaminasemangel
zu einer frihzeitigen Inhibition der Muskelkontraktion und zu einer schnelleren
Entwicklung von Fatigue fuihren konnte. Die haufige Assoziation von
belastungsinduzierten Myalgien, Fatigue und Crampi in frGhen Berichten Uber

AMP Deaminasemangel sprachen fir diese Hypothese.

Im Verlauf wurden zu einer Zeit, in der noch nicht oder kaum
molekulargenetische und immunhistochemische Untersuchungsmethoden im
Bereich der Myologie zur Verfugung standen, eine Vielzahl ho6chst
unterschiedlicher Erkrankungen, darunter nicht ausschlief3lich
Muskelerkrankungen, in Fallserien und Einzelfallberichten in Assoziation mit
einem  biochemischen oder histologischen = AMP-Deaminasemangel
beschrieben.

Dies betraf: u. a. Mausmodelle (Pennington et al. 1962), diverse
Muskelerkrankunge wie Duchenne Muskeldystrophie (Kar und Pearson 1973,
Nagao et al.1986), Gliedergirteldystrophie (Mercelis et al. 1981),
Dermatomyositis (Kar et al. 1981), kongenitale Myopathie,
Fazioskapulohumerale Muskeldystrophie, Polymyositis (Mercelis et al. 1987),
Myotone Dystrophie (Mercelis et al. 1987, Scola et al. 2003), Carnithin-
Palmitoyl-Transferase-ll-Mangel =~ (Reuschenbach  und  Zierz. 1988),
Mitochondriopathie (Tsao et al. 1990, Fricker et al. 2002), Rhabdomyolyse
(Zimmer et al. 1991, Baumeister et al. 1993), McArdle-Glykogenose Typ V
(Heller et al. 1987, Tsujino et al. 1995, Rubio et al. 1997, 2000),
Phosphofruktokinase-Mangel (Bruno et al. 1998), idiopathische Hyper Ckamia
(Brewster und de Visser 1988), neurologische, nichtmyopathische

Erkrankungen wie olivopontozerebellare Degeneration (Uziel et al. 1986),
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Polyneuropathie, spinale Muskelatrophie (Nagao et al. 1986, Skyllouriotis et al.
1997), hypertrophe Kardiomyopathie (Skyllouriotis et al. 1997), andere
Erkrankungen zumeist aus dem rheumatologischen Formenkreis wie
progressive systemische Sklerose (Kar et al. 1981, Gertler und Jacobs 1984),
Gicht (Di Mauro et al. 1980), Polyarthralgien (Lally et al. 1985), Myofasziales
Schmerzsyndrom (Marin et al. 1997).

Schon bald nach der Entdeckung des AMP-Deaminase-Mangels hatte sich
jedoch gezeigt, dass es sich bei diesem um den haufigsten Enzymdefekt im
Skelettmuskel handelt. In histochemischen Untersuchungen fand sich in 1.1 -
2.9% der Skelettmuskelproben ein AMP-Deaminasemangel (Fishbein et al.
1978, Keleman et al. 1982, Mercelis et al. 1987, Kar et al. 1981).
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Abbildung 1. Der Purinnukletidzyklus und dessen Interaktion mit anderen Stoffwechselwegen (rot)
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1.3. Die Funktionen des Purinnukleotidzyklus und madgliche

Pathomechanismen des AMP-Deaminasemangels

Folgende Funktionen und Interaktionen des Purinnukleotidzyklus werden
postuliert (Lowenstein 1990) (Abbildung 1):

1. Regulation der AMP-, ADP- und ATP-Konzentrationen und
Aufrechterhaltung eines hohen ATP/ADP-Quotienten.

Wahrend tetanischer Stimulation von Rattenmuskeln in situ nimmt der
Gesamtadeninnukleotidgehalt im M. gastrocnemius (Uberwiegend Typ |l
Fasern) um 50%, im M. solus (Uberwiegend Typ | Fasern) nur um 10% ab
(Meyer und Terjung 1979). Der Abfall der Adeninnukleotide unter Belastung
entsprach stoichometrisch dem Anstieg von IMP und NHj;. Wéhrend der
Erholungsphase korrespondierte die abnehmende IMP-Konzentration mit der
Adeninnukleotid-Resynthese. Ahnliche Befunde wurden auch beim Menschen
erhoben (Katz et al. 1986), so dass der AMP-Deaminierung eine wichtige Rolle
in der Regulation und Erhaltung der Adenylatenergieladung und der Adenylat-
PoolgroRe zugewiesen wurde. In einem Mausmodel, dem ein Inhibitor der
Adenylatsuccinatlyase infundiert wurde, kam es zu einer Akkumulation von
Metaboliten des Purinzyklus (Anstieg von IMP und Adenylatsuccinatlyase) und
zu einer muskularen Dysfunktion bei Stimulation im Vergleich zu unbehandelten
Kontrollen (Swain et al. 1984). Der ATP Pool wird in der Regel nach Belastung

in Ruhe innerhalb von 15-30 min aufgefillt und wiederhergestellit.

2. Lieferant von Fumarat zur Bildung von Intermediaten des Citratzyklus
(anaplerotische Funktion)

Fumarat, das im 3. Schritt des Purinnukleotidzyklus durch die
Adenylosuccinatlyase gebildet wird, kann in Malat umgewandelt werden, somit
in die Mitochondrien eingeschleust werden und zur Aktivierung der aeroben
Energieproduktion beitragen. Damit konnten Metabolite des
Purinnukleotidzyklus Uber die Produktion von Intermediaten des Citratzyklus

wahrend aerober Belastung den oxidativen Metabolismus fordern.
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3. NH; dient als Gegenegulator des laktatbedingten intramuskuléaren
pH-Abfalls.

Wahrend hochintensiver anaerober Muskelarbeit fallen Laktat durch die
aktivierte Glykolyse und H* durch die ATP-Hydrolyse an. Dies fiihrt zu einem
azidotischen Milieu in kontrahierenden Myozyten, das zur Aktivierung der AMP-
Deaminase fihrt, deren pH Opimum bei 6.5 liegt. In funktionellen
Untersuchungen an Kontrollen, die sowohl dynamische Kontraktionen und
Ubungen mit isometrischer Kontraktion ausfiihrten, wurde festgestellt, dass
durch das dabei anfallende NH3z nur 3% der Wasserstoffionen und des Laktats
gepuffert werden kénnen (Sahlin et al. 1978, Katz et al. 1986). Es wurde
geschlussfolgert, dass dieser Pufferungsmechanismus nur von untergeordneter

Bedeutung in humanen Muskelzellen ist.

4. AMP dient als Aktivator der Phosphofruktokinase und damit als
Regulator der Glykolyse

Es wurde vermutet, dass der Purinnukleotidzyklus Uber die Bildung von
Effektormolekilen mit dem Glykogenolysepfad interagiert. Der lokale NHj;
Anstieg und der ATP-Abfall stimulieren die Phosphofruktokinase. Auf3erdem
konnte die Erhéhung der IMP-Konzentration die Glykogen-Phosphorylase b
aktivieren. Sowohl IMP als auch NHj sind positive in vitro Effektoren der
Myophosphorylase b und der Phosphofruktokinase (Abraham et al. 1971).

Allerdings wird sofort nach Beginn anaerober Tatigkeit Laktat gebildet, wahrend

NH; erst nach 30 s beginnt zu akkumulieren.

1.4. Hypothesen zur Erklarung der klinischen und biochemischen Folgen

des AMP-Deaminasemangels im Skelettmuskel

1.4.2 Der AMP-Deaminasemangel als harmloser Polymorphismus

Nach der Entdeckung des AMPD1 Genes, das fur die Skelettmuskelisoform
kodiert, zeigte sich rasch, dass eine Stopmutation ¢.34C>T fur fast alle
biochemisch und histochemisch nachweisbaren Falle verantwortlich ist. Es
zeigte sich aber auch, dass diese Mutation homozygot und heterozygot in der
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Normalbevolkerung zu finden ist. (Sabina et al. 1990, Morisaki et al. 1992,
Gross et al. 1994, 1994, 1994b, Verzijl et al. 1998).

Der Mangel eines definierbaren klininschen Musters an konsistenten und
nachweisbaren neuromuskuldren Symptomen, die hohe Pravalenz des
Defektes in der Gesamtbevolkerung und der hohe Anteil asymptomatischer
Individuen verfuhrte schon bald einige Wissenschaftler dazu, die AMP-
Deaminasedefizienz als ,zufalligen Befund®, ,eine harmlose genetische
Variante® oder ,eher als eine normale Variante denn eine Erkrankung®
einzuordnen (Shumate et al. 1979, Joosten et al. 1984, Serratrice et al. 1986,
Verzijl et al. 1998).

Bis in die Gegenwatrt ist die klinische Relevanz des genetisch und biochemisch
nachweisbaren AMP-Deaminasemangels umstritten.
Mechanismen, die die AMP Deaminasedefizienz kompensieren, wurden bisher

nicht gefunden.

1.42 Die Hypothese vom primaren und sekundaren AMP-

Deaminasemangel

1986, vor der Beschreibung des AMPD1 Gens, schlug Fishbein zwei Typen der
AMP-Deaminase-Defizienz im Skelettmuskel vor Fishbein 1986, 1999):

1. eine primare oder genetische Form (autosomal-rezessiver Erbgang) mit
hochgradig verringerten AMP-Deaminase-Aktivitadten und

2. eine Form mit intermedidren AMP-Deaminase-Aktivitaten, die einerseits dem
Heterozygotenstatus entsprechen konnte oder einer sekundaren, erworbenen
Form, in der die AMP-Deaminase im Rahmen einer anderen neuromuskularen
Erkrankung (sogenannter ,double trouble®) verringert ist.

Die Hypothese beruhte darauf, dass er einen hochgradigen AMP-
Deaminsemangel (<1% der normalen AMP-Deaminaseaktivitat) bei Patienten
mit normaler Muskelbiopsie fand, die er der primaren Form zuordnete und eine
mafRiggradig verminderte Aktivitatt der AMP-Deaminase (2.1-10.3% des
Normalwertes) bei Patienten mit myositischen und myopathisch/dystrophen
Veranderungen in der Muskelbiopsie, die er einer erworbenen Form zuordnete.

Spater wurde auch der verringerte Gehalt der AMPD1 mRNA in Patienten mit
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histologischen Zeichen einer Myositis im Vergleich zu Kontrollen mit
unspezifischen Veranderungen in der Muskelbiopsie als Argument fur diese
Hypothese herangezogen (Sabina et a. 1992), allerdings konnte dieser Befund
nicht bestatigt werden (Morisaki et al. 1992).

1.4.3 Alternatives Splei3en von AMPD1 Exon 2

Alternatives Splei3en kann das Exon 2 in AMPD1 mRNA Transkripten aus dem
humanen Skelettmuskel in 0.6-2.0% der Falle reduzieren. Allerdings zeigten
Expressionsstudien, dass AMPD1 mRNA mit entferntem Exon 2 fir ein
funktionsfahiges AMP-Deaminasepeptid kodiert (Mineo et al. 1990, Morisaki et
al. 1993a, 2000a). Potentielle Splei3-Varianten sollten zur Variabilitat der
klinischen Symptome beizutragen.

Die SpleiRvorgdnge im AMPD1 sind jedoch entwicklungsgeschichtlich
gesteuert: In Myoblasten und im fetalen Muskel wird das Exon 2 tberwiegend
gesplei3t, wahrend es im erwachsenen, reifen Muskel weitgehend erhalten
bleibt (Sabina et al. 1989, Morisaki et al. 1993a).

Andere Einflisse scheinen ebenfalls das Spleildverhalten zu beeinflussen: Bei
Ratten stieg die SpleiRrate von AMPD1 Exon 2 von 20% in normalen M.
gastrocnemius auf 36% im M. gastrocnemius nach Denervation an (Fortuin et
al. 1996).

1.4.4 Die Aufregulation der Isoformen L und E im Skelettmuskel

Hohere AMP-Deaminaseaktivitdten lassen sich in Muskeln mit einem hoheren
Gehalt an glykolytischen Typ-ll Muskelfasern finden (Siehe Kapitel 1.1.3). Die
vermehrte Expression anderer AMP-Deaminase-Isoformen (Isoform L kodiert
auf AMPD2, Isoform E kodiert auf AMPD3) kdnnte hypothetisch einen Mangel
der sonst dominierenden AMPD1 Skelettmuskelisoform kompensieren. Morisaki
et al. (1992) postulierte, dass die Restaktivitat im Skelettmuskelhomogenat von
Patienten mit  homozygotem  AMP-Deaminasemangel die  AMP-
Deaminaseaktivitat der anderen Isoformen in Nichtmyozyten wiederspiegelt, da
diese Aktivitat nicht reaktiv auf Antiseren war, die spezifisch fur das AMPD1
Genprodukt waren (Fishbein et al. 1985, Sabina et al. 1992). Es wurde
berichtet, dass die Isoform E (Siehe auch Kapitel 1.12) zu 18-76% zur
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Residualaktivitat der AMP-Deaminase bei symptomatischen Patienten mit
homozygoter ¢.34C>T Mutation beitragt (Fishbein et al. 1993, Van Kuppevelt et
al. 1994). Ein kompensatorischer Anstieg der AMPD2 und AMPD3
Genexpression in AMP-Deaminase defizienten Patienten wurde jedoch nicht
gefunden (Mahnke-Zizelmann und Sabina 1992).

Es wurde jedoch eine umgekehrte Korrelation zwischen der AMP-
Deaminaseaktivitat und dem Gehalt an Typ-I Muskelfasern bei Probanden mit
AMPD1 Wildtyp und Heterozygoten fir die Mutation ¢.34C>T und eine positive
Korrelation zwischen der AMP-Restaktivitdit und dem Gehalt an Typ-lI Fasern
homozygoter Probanden fur die ¢.34C>T Mutation gefunden (Norman et al.
1998). Dies kdnnte diese Hypothese stiitzen.

1.45 AMP-Abbau dber die zytosolische AMP-5-Nukleotidase als
Umgehungskreislauf

Zunachst wurden in einer Fahrradbelastungsuntersuchung mit hoher Intensitét
nach Belastung dahnliche Plasmakonzentrationserhbhungen von Laktat,
Pyruvat, Inosin, Hypoxanthin und Xanthin bei Patienten mit AMP-
Deaminasemangel und Vergleich zu Kontrollen mit normaler AMP-
Deaminseaktivitdt gemessen. Die Werte fur Laktat, Inosin und Hypoxanthin
lagen nichtsignifikant geringer bei Patienten mit AMP-Deaminasedefizienz im
Vergleich zu Kontrollen mit normaler Aktivitat (Wagner et al. 1991). Nach
Laktat-Ischamietest wurden Adenosin, Inosin und Hypoxanthin im Plasma bei
gesunden Kontrollen und Patienten mit AMP-Desaminasemangel und McArdle
Erkrankung gemessen. Es konnte kein Unterschied im Plasmaadenosinanstieg

zwischen den drei Gruppen gefunden werden (Sinkeler et al. 1986).

In einer anderen Studie wurde jedoch bei Personen mit einem biochemischen
AMP-Deaminasemangel unmittelbar nach Belastung in einer
Muskelstanzbiopsie ein 13-fach hoherer IMP-Gehalt und ein 16-fach héherer
Adenosingehalt sowie ein hoherer Abfall des ATP im Vergleich zu Kontrollen
mit AMP-Deaminaseaktivitditen im Normalbereich gefunden (Sabina et al.
1994). In einer spateren, ahnlich durchgefihrten Untersuchung wurde bei
homozygoten Probanden mit ¢.34C>T Mutation nach kurzzeitiger,

hochintensiver Belastung ein Trend zu einer starkeren Adenosinakkumulation
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im Skelettmuskel im Vergleich zu Personen mit AMPD1 Wildtyp oder
Heterozygotie fur die ¢.34C>T Mutation gefunden. AulRerdem wies der AMP
Gehalt im Skelettmuskel nach Belastung keine signifikanten Unterschiede

zwischen Homozygoten, Heterozyoten und Wildtyp auf (Norman et al. 2001).

Dies wurde als Argument einer Unterbrechung des Purinzyklus bei AMP-
Deaminasemangel und fur die Madoglichkeit eines Umgehungskreislaufes
angesehen. Die Daten lie3en vermuten, dass im AMP-Deaminase defizienten
Skelettmuskel der Abbau von AMP Uber das Enzyme 5’-Nukleotidase vermehrt
zu Adenosin ablauft. Dies kann potentiell durch eine Hochregulation der
Enzymexpression oder eine erhdhte Substratbindungskapazitéat oder durch eine

hohere Umsatzrate mittels vermehrter Substratverfligbarkeit erzielt werden.

Das Enzym 5’-Nukleotidase (EC 3.1.3.5) ist eine Phosphatase, die einerseits
die Hydrolyse von AMP zu Adenosin und Phosphat als auch von IMP zu Inosin
und Phosphat bewirkt (Abbildung 2). Im Skelettmuskel und im Herzmuskel
wurden bislang drei Formen der 5’-Nukleotidase beschrieben: die
membrangebundene Ecto-5-Nukleotidase, und zwei l6sliche zytosolische
Formen, eine mit einer hoheren Affinitdit zu AMP (zytosolische AMP-5'-
Nukleotidase oder cN-I) und eine andere mit einer hoheren Affinitat fur IMP
(zytosolische IMP-5-Nukleotidase oder cN-II) (Tullson et al. 1990, Bockmann
und McKenzie 1993, Hellsten et al. 1999, Radegan und Hellsten 2000,
Zimmermann 2000, Lynge et al. 2001). Die 5’-Nukleotidasen wurden jedoch im

humanen Skelettmuskel bislang nicht beschrieben.
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Abbildung 2. Alternativer Abbauweg des AMP Uber die zytosolische AMP-5-Nukleotidase (aus: themedicobiochemistrypage.org).
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2. ZIELSTELLUNG

Anhand der bisherigen Ausfihrungen lasst sich folgendes feststellen:

Eine homozygote c.34C>T Stop-Mutation im AMPD1 Gen fuhrt zu einem
trunkierten, nichtfunktionierenden AMP-Deaminase-Enzym im Skelettmuskel.
Diese Korrelation lasst sich biochemisch und histochemisch durch eine
hochgradig verringerte Aktiviat der AMP-Deaminase nachweisen, indirekt durch
einen fehlenden Ammoniakanstieg im Laktat-Ischdmie-Test. Die homozygote
c.34C>T Mutation ist fur fast alle bisher beschriebenen Féalle eines AMP-
Deaminasemangels verantwortlich.

Aufgrund der Funktion des Enzyms wurde ein Ph&notyp mit Myalgien und
belastungsabhangigen Beschwerden postuliert. Da ein AMP-Deaminasemangel
relativ haufig vorkommt und offensichtlich auch viele asmptomatische und
sportliche Personen betrifft, konnte bislang kein klinischer Phanotyp dem AMP-
Deaminasemangel zugeordnet werden, so dass der AMP-Deaminasemangel
auch als harmloser Polymorphismus bezeichnet wurde.

Diese Diskrepanz aus genetisch/biochemischem Defekt und fehlender
klinischer Korrelation bzw. Relevanz konnte bisher nicht aufgelést werden.
Uberzeigende Beweise fir Umgehungs- und Kompensationsmechanismen bei

AMP-Deaminasemangel wurden bisher nicht erbracht.

Die folgende Arbeit untersuchte zunachst folgende Aspekte:

1. Unterscheidet sich die Haufigkeit mutierter Allele (bezogen auf die
AMPD1 ¢.34C>T Mutation) in unterschiedlichen Populationen,
insbesondere stratifiziert nach gesunden Personen, Personen mit

Myalgien und Personen mit definierten Myopathien?
2. Lassen sich innerhalb dieser drei Gruppen klinische Unterschiede finden,

d. h. ist bei homozygoter ¢.34C>T Mutation ein klinischer Phanotyp
abgrenzbar?
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3. Gibt es alters- oder geschlechtsbezogene Unterschiede in der

Expression der AMP-Deaminase?

4. Gibt es biochemisch und histochemisch Uberlappungsbereiche zwischen

¢.34C>T Homozygoten und Heterozygoten?

5. Wenn ja, ist eine andere AMPD1 Mutation im Sinne einer Compound

Mutation dafur verantwortlich?

AulRerdem wurden Umgehungskreislaufe und Kompensationsmechanismen

untersucht: unter folgenden Fragestellungen:

6. Gibt es eine Korrelation zwischen Typ-I-Muskelfasern und der AMP-
Deaminaseaktivitat als Hinweis auf eine kompensatorische AMP-

Deaminaseexpression anderer Isoformen (insbesondere Isoform E)?

7. Gibt es einen Anhalt fir ein alternatives Spleiien des AMPD1 Exon 27?

Dies wiirde normale AMP-Deaminaseaktiviitaten trotz Mutation bewirken.

8. Kompensatorisch kdonnte bei AMP-Deaminasemangel ein Abbau von
AMP zu Adenosin durch 5’-Nukleotidasen eine Rolle spielen, deshalb
untersuchten wir Unterschiede in der Expression und dem katalytischen
Verhalten diverser 5’-Nukleotidasen im Skelettmuskel bei Personen mit
unterschiedlichem AMPD1 c¢.34C>T Genotyp. Nukleotidasen wurden

bislang im humanen Skelettmuskel nicht charakterisiert.

9. Falls Ammoniak und Inosinmonophasphat tatsachlich positive Effektoren
glykolytischer Enzyme bei kurzzeitigen, hochintensiven anaeroben
Belastungen darstellen, misste die Laktatproduktion im standardisierten
Laktat-Ischamie-Test bei homozygoten AMPD1 c.34C>T

Mutationstragern geringer ausfallen. Wir untersuchten dies.
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3. PATIENTEN UND METHODEN

3.1 Patienten

Es erfolgte ein Screening von 294 Patienten auf die Mutation ¢.34C>T.
Patienten, die homozygot fur die Mutation ¢.34C>T waren, werden im
Folgenden mit TT abgekurzt, Heterozygote fir die Mutation ¢.34C>T mit
CT und jene, die den Wildtyp aufwiesen mit CC.

Die Analyse umfasste zwei sich zum Teil Uberlappende Patientengruppen:

(A) 174 konsekutive Patienten, die sich an der Klinik fir Neurologie einer
Musklebiopsie bei neuromuskularen Beschwerden unterzogen hatten.

(B) 170 konsekutive Patienten, die sich einer Biopsie an der Klinik fur
Neurologie unterzogen hatten, aber hauptsachlich unter den

Beschwerden Mylgien und Belastungsintoleranz litten.

Alle 294 Patienten wurden in zwei Kategorien unterteilt:
Die Kategorie ,erkrankt“ beinhaltete Patienten mit einer definierten
neuromuskuldren Erkrankung zuséatzlich zum AMPD1 Genotyp. Dies
beeinhaltet 148 Patienten aus Gruppe A und B mit folgenden Erkrankungen:

- hereditare Myopathien (n=116)

- inflammatorische und autoimmunvermittelte Myopathien (n=24)

- endokrinologische Myopathien (n=8)

- unklassifizierte Myopathien (n=12)

Die Kategorie ,,gesund”“ umfasste Patienten mit den Beschwerden Myalgien
und Belastungsintoleranz, bei denen zwar die Mutation ¢.34C>T identifiziert
wurde, aber abgesehen davon keine neuromuskulare Erkankung diagnostiziert
werden konnte. Bei diesen Patienten konnten keine Paresen und Atrophien in
der klinisch-neurologischen  Untersuchung identifiziert werden, die
myohistologische Untersuchung wies normale oder unspezifische Befunde auf,
die Serumkreatinkinase war im Normbereich und die EMG-Untersuchung zeigte
ebenfalls Normalbefunde. Dies beinhaltete 75 Patienten aus Gruppe A und 146

Patienten aus Gruppe B.
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AulRerdem wurden Blutproben von 107 gesunden Blutspendern analysiert.
Fir die Untersuchung der ecto- und zytosolischen 5’-Nukleotidase wurden aus
dem oben geschilderten Kollektiv 41 Muskelbiopsien ausgewahlt. Dies
umfasste sechs Homzygote (TT), sieben Heterozygote (CT), 16 ,erkrankte®
Kontrollen mit Wildtyp (CC) und 12 ,gesunde“ Kontrollen mit Wildtyp (CC):

Fir die Studie zum funktionellen Test mittels standardisiertem ischdmischen
Handkrafttest wurden ebenfalls aus dem oben genannten, als gesund
charakterisierten Kollektiv 29 Personen mit folgenden Genotypen ausgewahlt:
Homozygote (TT, n=6), Heterozygote (CT, n=15) und Wildtyp (CC, n=8).

Die Einverstandniserklarung aller Patienten zur Muskelbiopsie und zur
molekulargenetischen Untersuchung lag vor.

Das positive Votum der Ethikkommission der Martin-Luther-Universitat Halle-
Wittenberg lag ebenfalls vor.

3.2 Standardisierter Handkrafttest

Alle Personen waren niichtern und hatten sich 12 Stunden vor Test keiner
korperlichen Belastung unterzogen oder Nikotin und Kaffee konsumiert. Nach
einer Ruhepause von 30 Minuten wurden Ruheserumspiegel von Laktat und
Ammoniak bestimmt. Die Blutentnahmen erfolgten aus einer Flexile aus der
Vena cubitalis, die 30 min vor Beginn der Untersuchung in der Arm gelegt

wurde, mit dem der Belastungstest durchgefiihrt wurde.

Die Testung erfolgte mit einem Handkraftmessgeréat, das als Prototyp am
Zentrum fur Medizinische Grundlagenforschung (ZMG) der Universitat Halle-
Wittenberg entwickelt, hergestellt und gewartet wurde (Abb. 3A). Es besteht aus
einem Handkraftdynamometer mit Kraftaufnahmesensoren, der mit einem
Laptop verbunden war. Auf dem Laptop befand sich eine spezielle Software zur
Registrierung und Auswertung (Data Aquisition Card: DAQCard-6024E, Data
Aquisition Software: LabView). Auf dem Monitor konnten ein Arbeitsbereich,
definiert durch die individuelle Maximalkraft, eine Taktgebung (akustisches
Feed Back) und die Dauer der Testung programmiert werden (Abbildung 3).

Bereits im Vorfeld waren mehrere unterschiedliche Protokolle in
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Untersuchungen mit  Patienten mit Myopathien validiert  worden:
intermittierender isometrischer Handkraftexercise mit 0.5 Hz bei 80% der
maximalen Kontraktionskraft fur 3 Minuten und 30% der MCF fur 3 und 15
Minuten unter aeroben Bedingungen (Hanisch et al. 2006a). Damit wurde die
Sauerstoffdesaturation bei Mitochondriopathien untersucht. In einer weiteren
Untersuchung wurde die Laktatproduktion bei Patienten mit Myopathien und
gesunden Kontrollen im Kklassischen anaeroben Test (ischemic forearem
exercise test, IEFT) bei 80% der MCF fir 1 Minute mit einem Protokoll unter

aeroben Bedingungen verglichen (Hanisch et al. 2006b, Hanisch et al. 2006c).

Die Einstellung des Handgriffs wurde an die Handgrof3e angepasst. Die
maximale Kontraktionskraft (maximal contraction force, MCF) wurde dreimal vor
der Anlage der Flexule bestimmt. Der hdchste MCF Wert wurde als

Referenzwert genommen.

Jeder Proband fuhrte nach standardisiertem Protokoll bei 1.0 Hz isometrische
rhythmische Kontraktionen bei 80% der jeweiligen eigenen MCF fur 1 Minute
durch (Hanisch et al. 2006). Die Patienten konnten ihre geleistete
Kontraktionskraft anhand von Ausschlagen auf dem Monitor sehen und ihre
Arbeit dahingehend kontrollieren. Der Arbeitsbereich lag bei 60-80% der MCF
(Abbildung 3B und 3C). Wahrend der einminitigen Testung war die
Sphygomanometermanschette um den Oberarm auf 20 mm Hg Uber den
systolischen Blutdruckwert aufgepumpt, um quasi ischamische Verhaltnisse im
Drainagebebiet des arbeitenden Muskels zu erzielen. Die Blutproben (Laktat,
Ammoniak) wurden aus der V. cubitalis des arbeitenden Armes entnommen
unmittelbar vor Beginn der Arbeit, unmittelbar am Ende der Testung (Zeitpunkt
1 Minute) und nach 2, 3 und 5 Minuten. Kein Teilnehmer unterbrach die

Testung.

Die Kontraktionskraft wurde aufgezeichnet und die geleistete Arbeit post hoc als
Flache unter der Kurve (area under the curve, AUC) mit dem
Auswerteprogramm bestimmt (Abbildung 3D). Die Laktatbildung bzw.
Ammoniakbildung wurde auf die geleistete Arbeit bezogen und dann
spezifische Laktatproduktion und spezifische Ammonikproduktion genannt (z. B.
spezifische Laktatproduktion = A Laktat / AUC).
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Abbildung 3. Das Handkraftmessgerat. (A) Handkraftdynamometer mit Kraftaufnehmer und Monitor. (B) Versuchsaufbau. (C) Monitor mit
Darstellung des Arbeitsbereiches und den Amplituden. (D) Flache unter der Kurve im Auswerteprogramm.
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3.3 Muskelbiopsie und Asservierung des Materials

Zur histopathologischen Aufbereitung wurde die entnommene Muskelprobe mit
Hilfe eines speziellen Einbettmediums (Tissue Freezing Medium, Fa. Jung) auf
einer ca 1cm grof3en Korkunterlage fixiert und unter Zuhilfenahme einer langen
Pinzette zuerst fur 30 s in ein mit -80° C Isopenthanlésung gefilltes Gefald
getaucht, das unmittelbar vorher in flussigem Stickstoff abgekuhlt wurde.
Anschliel3end wurde die Probe fir ca. 60 s in ein mit -196° C gefllltes Gefal
mit flissigem Stickstoff getaucht, bis die optimale und durchgehende Gefrierung
gewahrleistet war. Die vorhergehende Behandlung mit Isopenthan macht das
Verfahren schonender und weniger anfallig fur Gefrierartefakte. Im Anschluss
wurde jeder Muskel einzeln in 5 ml grosse, beschriftete Plastikbehalter (Sample
Vial LDPE; Nalgene) verpackt und in flissigem Stickstoff bei konstanten -196°
C in Tanks mit flussigem Stickstoff im Muskellabor der Universitat Halle-
Wittenberg aufbewahrt.

3.4 Histochemische Untersuchungen
3.4.1 myofibrillare ATPase (pH 9.4) Farbung

Um die Verteilung der oxidativen Typ-l und glykolytischen Typ-Il Muskelfasern
zu analysieren, wurde die myofibrillare ATPase (pH 9.4) Farbung verwendet
(Rohnd et al. 1980). Die myofibrillare ATPase Reaktion macht das bei der
Umwandlung entstehende Phosphat sichtbar. Bei der hier verwendeten
Prainkubation von pH 9,4 weisen Typ-I-Fasern eine hellbraune, Typ-lI-Fasern

im allgemeinen eine dunkelbraun bis schwarze Farbung auf (Abbildung .4).

Protokoll

1. ATPase Inkubationslésung herstellen und bei 37°C 1h vorwarmen

5um Schnitte in ATPase pH 9,4 geben und 15min inkubieren

jeweils 3 x 1min in Calciumchlorid geben

5min in Cobalt (I1)-chlorid (10g Cobalt (II)-chlorid/ 500mI Aquadest) belassen

4x spulen in 0,01m Natrium- Barbital- L6sung (0,1M Natrium Barbitallésung

a k~ 0N

1:10 verdinnen mit Aquadest
6. 15-60 s Spilen in Leitungswasser
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7. 20s in Amoniumsulfid (5ml 20%iges Amoniumsulfid in 95ml Aquadest)
belassen
Waschen und Einstellen in Aquadest

9. Eindecken mit Kaiser’s Glyceringelatine

Abbildung 4. Darstellung von oxidativen Typ-I-Muskelfasern (hell) und
glykolytischen Typ-lI-Muskelfasern (dunkel) mit erhaltenem Mosaikmuster.

3.4.2 p-Nitroblau Tetrazoliumfarbung zur histochemischen AMP-

Deaminase Darstellung

Die Kriterien fur eine pathologische histochemische Darstellung der AMP-
Deaminase sind die abnorm niedrige Farbeintensitat bzw. ganzlich fehlende
Anfarbung und der daraus resultierende Verlust einer Darstellbarkeit von Typ-I
und Typ-1l Muskelfasern.

In Anwesenheit von p-Nitroblau-Tetrazolium, AMP und Kaliumchlorid wird die
AMP Deaminase aktiviert. Der aus der Bildung von Ammoniak resultierende
Anstieg des pH katalysiert die Tetrazoliumreaktion, bei der der blaue Farbstoff
Formazan entsteht, der das Gewebe einfarbt. Typ-I-Fasern zeigen viele
granulédre blaue Densitdten auf einem klaren zytoplasmatischen Hintergrund

und Typ-lI-Fasern zeigen wenige granulare blaue Densitaten auf einem pinken

30



zytoplasmatischen Hintergrund. Allerdings ist die Fasertypendiskriminierung oft
nur eingeschrdnkt mit dieser Farbung mdoglich (Abbildung 5). Die
Unterscheidung zwischen einem CC Wildtypstatus und einem TT
Homzygotenstatus lasst sich mi gro3er Trennscharfe treffen, bei CT
Heterozygoten koénnen sich intermediare Intensitdten, aber trotzdem ganz

eindeutig positive Darstellungen erzielen lassen.

Protokoll der AMP-Deaminaseféarbung

1. Inkubation in AMP-Deaminaselosung bestehend aus 3.6 mM Adenosin-
5’-Monophosphat, 4.5 mM p-Nitroblau-Tetrazolium, 9.6 mM Dithiothreitol
fur 45 min bei 37 °C
Waschen und Einstellen in Aquadest

Eindecken mit Kaiser’s Glyceringelatine

Abbildung 5. p-Nitroblau Tetrazoliumfarbung zur histochemischen AMP
Deaminase Darstellung. (A) Darstellung bei homozygoter ¢.34C>T Mutation
(TT). (B) Darstellung bei CC Wildtyp.
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3.5 Biochemische Untersuchungen

3.5.1 Die biochemische Bestimmung der AMP-Deaminaseaktivitat

In Flussigkstickstoff gelagerter Muskel wurde homogenisiert (1:30 w/v) in
Chappel-Perry Medium A Puffer (pH 7.5), der sich zusammensetzte aus 7.5
mM KCI, 6.0 mM Tris, 1.0 mM MgCl, und 0.4 mM EGTA. Die AMP
Deaminasebestimmung erfolgte nach der modifizierten Methode nach Zdllner et
al. (1986). Das Endvolumen von 1000 pl enthielt 250 mM Imidazolpuffer (pH
6.5, 01 M KCI, 004 M MgCl,, 6mM a-Ketoglutarate, 20 pl
Glutamatdehydrogenase (1:5 Aqua bidest), 0.15 mM NADPH und jeweils 5 pl,
10 pl oder 20 ul Muskelhomogenat. Die Reaktion wurde initiiert, wenn 7.5 mM
AMP hinzugefigt wurde. Die Absorption wurde bei einer Wellenlange von 340

nm gemessen. Jede Messung wurde zweimal wiederholt.

3.5.2 Die biochemische Bestimmung der zytosolischen 5’-
Nukleotidaseaktivitat (cN-I)

Die Nukleotidasefraktionen aus dem Gesamthomogenat beinhalteten die Ekto-
5’-Nukleotidase und die zytosolische Gesamt 5’-Nukleotidase. Die zytosolische
Gesamt 5’-Nukleotidase setzt sich zusammen aus (1) der zytosolischen AMP
5-Nukleotidase (cN-l), (2) der zytosolischen IMP 5’-Nukleotidase (cN-Il) und
unspezifischen Phosphatasen. Die Muskelproben werden in Puffer
homogenisiert (1:20 w/v), der 20 mM Tris-HCI, 250 mM Sucrose, 0.2 mM Na-
EDTA, 0.5 mM MgCl, und die Proteaseinhibitoren Leupeptin, Aprotinin, und
Benzamidin enthéalt. «-Glyzerophosphat wurde wahrend der Messung
dazugegeben, um den Beitrag unspezifischer Phasphatasen zur
Adenosinbildung zu unterdricken (Newby et al. 1975). Die Trennung der
zytosolischen Fraktionen des Homogenates (cN-I und cN-IlI) wurde nach der
Methode von Cheng et al. (2000) ausgefihrt. Dabei wird das Homogenat bei
900 g fur sieben Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wird dann bei 77 000 g fur
60 min bei 4°C zentrifugiert. Das Zytosol dieser Fraktion wird mit dem der

vorherigen Zentrifugation vereinigt und bei -80°C bis zur Analyse gelagert.

Die zytosolische AMP 5’-Nukleotidase (cN-I) und der Proteingehalt wurde in

Gesamthomogenaten als auch in kombinierten zytosolischen Fraktionen gemarf
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der Methode nach Hellsten et al. (1999) bestimmt. Die Aktivitat der
zytosolischen AMP 5’-Nukleotidase (cN-I) wurde in einem Puffer gemessen, der
20 mM Tris-HCI, 10 mM MgCl,, 0.4 mM Na-EDTA, 50 mM a-Glycerophosphat,
50 pM Coformycin und 5 pM Erythro-9-(2-Hydroxy-3-Nonyl)-Adenin (EHNA) bei
pH7.4 enthielt. Die Reaktion wurde initiiert durch Zugabe von AMP bei
Konzentrationen zwischen 0.01 und 2 mM und wurde fiir zehn Minuten bei 37°C
durchgefuhrt. Die Reaktion wurde teminiert durch Zugabe von Perchlorsaure.
Adenosin wurde gemessen mittels Reversed-Phase Chromatographie (Tullson
und Terjung 1999).

Die 5-Nukleotidaseaktivitat wurde gemessen und bezogen auf das
Gesamtproteinhomogenat, d.h. das Homogenat vor der Trennung in die
zytosolische Fraktion mittels Zentrifugation sowie auf das zytosolische Protein.
Die Ekto-Nukleotidase wurde dann berechnet als die Differenz zwischen der
Gesamt 5’-Nukleotidase im Homogenat und der gesamten zyptosolischen
Aktivitat bezogen auf das Gesamtproteinhomogenat.

3.6 Western Blot Untersuchungen

Homogenisierte Proteine wurden mittels 10%igem SDS Polyacrylamidgel (50
Mg pro Tasche) getrennt und auf eine Nitrozellulosemembran (Hybond-PR,
Amersham Biosciences, UK) transferiert. Der Western Blot erfolgte mit dem cN-
I-Antikérper - der von Frau Dr. Sally Hunsucker, University of Carolina, USA,
zur Verfugung gestellt wurde - in einer Verdiinnung von 1:250 und sekundarem
Meerrettichperoxidase-konjugiertem  Anti-Kaninchen-Antikorper  (Amersham
Biosciences) in einer Verdinnung mit 1:5000. Die Banden wurden mittels
verstarkter  Chemoluminiszenz ~ (enhanced  chemoluminiscence, ECL)
(Amersham Biosciences) visualisiert. Die cN-1 Bande wurde bei 40 kDa erwartet
(Hunsucker et al. 2001).
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3.7 Molekulargenetische Untersuchung
3.7.1. Genetische Analyse der ¢.34C>T Mutation

Wenn die AMPD1 c¢.34C>T Mutation, eine Punktmutation auftritt, wird im 1.
Basenpaar des letzten Tripletts im Exon 2 C durch T ersetzt. Dies fuhrt zu einer
Translation von Glutamin, sondern zum Ablesen eines Stop-Codon und zur

Termination der Translation (Abbildung 6)

Abbildung 6. Darstellung des Effektes der ¢.34C>T Mutation. :

Exon 1 Exon 2 Exon 3
...CCAG CT GAA GAG AAAC AA ATT...

A E E K Q
C34>TCAA -> TAA (Stop-Codon)

Q12X Glutamine - Termination Translation

Genomische DNA wurde aus frischem EDTA Blut isoliert. Exon 2 des AMPD1
wurde mit seinen flankierenden intronischen Regionen amplifiziert mittels PCR
unter folgenden Bedingungen: Vorwartsprimer: 5-TGT TCA CAT ATT TTATCT
TG, Ruckwartsprimer: 5-ATA CTC TGA CAA ATG GC; Annealing-Temperatur
45°C, 30 zZyklen; MWG, Munchen). Die Amplifizierung erfolgte mit GeneAmp®
PCR System 2400 (Perkin Elmer, USA). Die PCR Produkte wurden auf ein
8%iges Gel aufgetragen um das zu erwartende 92 Basenpaar grof3e Produkt zu
visualisieren. Diese Amplifikate wurden Ubernacht bei 50°C mit dem
Restriktionsenzym Maell inkubiert, welches das normale (=Wildtyp) Exon
spaltet, indem es die Sequenz ACTG erkennt. Die Mutation ¢.34C>T verandert
jedoch die Sequenz dieser Schnittstelle, so dass das mutierte Allel nicht
gespleifdt wird. SchlieRlich wurden die inkubierten PCR Produkte wiederum auf
ein 8%iges Polyacrylamidgel aufgetragen, um den Genotyp wie folgt zu
bestimmen: TT weist eine 92-Basenpaar Bande auf, CT jeweils eine Bande von
92 Basenpaaren und 52 Basenpaaren, CC nur eine Bande bei 52 Basenpaaren
(Abbildung 7). Die Aufnahme der Gele erfolgte mit Gen Flash Syngene

Bioimaging (VWR International, Osterreich).
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Abbildung 7. 8%iges Polyacrylamidgel mit aufgetrennten PCR Produkten: CT

mit jeweils einer Bande von 92 Basenpaaren und 52 Basenpaaren (Bahn B),

CC mit einer Bande bei 52 Basenpaaren (Bahn C), TT mit einer 92-Basenpaar
Bande auf (Bahn D). Bahn A = 50 bp DNA Marker.
A B ¢ D

92 bp

52 bp

40 bp

3.7.2 Genetische Analyse der ¢.468G>T Mutation

In vorherigen Untersuchungen wurde gezeigt, dass auch die AMPD1 Mutation
c.468G>T die AMP-Deaminaseaktivitat vermindern kann (Gross et al. 2002).
Tritt diese Punktmutation auf, wird in Postion 468 die Base G durch T ersetzt in
der 3. Triplettposition. Dies fuhrt zum Austausch von Glutamin durch Histidin,
das eine andere Imidazolseitenglruppe aufweist. Um diese ursachliche
Moglichkeit einer verminderten AMP-Deaminase auszuschlieBen, wurde auch
das Exon 5 des AMPD1 amplifiziert unter folgenden Bedingungen:
Forwartsprimer: 5-TTT GGC AGG TTA CAG TTG AAG A, Ruckwartsprimer: 5’-
TTG GAA GGG GTT TTA GGG AAC AT; Annealing-Temperatur 55°C, 20
Zyklen, MWG). Diese Unterschung erfolgte bei allen Patienten mit CT (n=63)
durchgefuhrt. Die PCR-Produkte wurden auf ein 8%iges Gel aufgetragen, um
das zu erwartende 118-bp Produkt zu visualisieren. Amplifikate wurden mittels
Einzelstrang-Analyse (Single-Strand-Analysis) sequenziert und auf die

€.468G>T Mutation gescreent (Chromas Version 2.01, Technelysium).

3.7.3 Genetische Analyse der c.860A>T Mutation
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Alle 107 Blutspender und alle 63 CT Falle wurden auf die c.860A>T Mutation
untersicht. Bei dieser Punktmutation kommt es zum Austausch der Base A
durch T in Position 2 des Tripletts und damit zum Ersatz von Lysin durch

Isoleucon in der Aminosaureposition 287 (K287I) (Isackson et al. 2005).

Die PCR Untersuchung erfolgte unter folgenden Bedingungen mit 30 Zyklen bei
61°C: Forwartsprimer: GAG ATG GAC GAG TTA AAG GAG CTT A,
Ruckwartsprimer mit Mismatch: CTT AAC CCT AAC CCA TTG GAC A. Das
PCR Produkt wurde bernacht bei 37°C mit dem Restriktionsenzym Psil
(invitrogen, Carlsbad, USA) verdaut. AnschlieRend wurde die Probe auf ein
8%iges Gel aufgetragen und das Ergebnis mittels Sequenzierung Uberprift
(Abbildung 8).

Abbildung 8. Darstellung einer heterozygoten c.860A>T Mutation (A grin, T
rot).
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3.7.4 Genetische Analyse des gesamten AMPD1

Die Sequanzierung des gesamten AMPD1 mit 16 Exonen erfolgte bei 4 CT und

drei CC mit den niedrigsten AMP-Deaminaseaktivitdten. 2/7, darunter ein CC

hatten eine reduzierte hisotchemische AMP-Deaminasefarbung, 2/7 hatten als

einzige Beschwerden Myalgien und belastungsabhéngige Beschwerden,

darunter ebenfalls ein CT. Die verwendeten 16 intronischen Primerpaare zru

Sequenzierung des AMPDL1 sind in Tabelle 1 aufgefuhrt.

Table 1. Auflistung der 16 intronischen Primerpaare zur Sequenzierung des

AMPD1

Exon Forward primer Reverse primer

1 cag tca ccc cac agt ctc ct caa caaa caa ctg agc tct cca
2 tgt tca cat att tta tct tg ata ctc tga caa atg gc

3 ggc ttg aac act aat atg tg ata cta agc act ccc ctt ac

4 tga aac gcc tga tga aga ca tgg ctt cct ggt tgc taa gt

5 tgc gat aca cag gag agc tg tga ttg gac acg tga gga aa

6 acc gga ttc caa gct aat ga caa tgt gca tga agg gct ta

7 gaa tgc ctg aaa ctt ttt gga aac cct aac cca ttg gac ata a
8 gac cac ctc cac caa ctg tc cgt ggt aag cca aga tgg tt

9 tca cct ctg tcc caa att cc cta cct cct gca aag cca ag
10 aat ccc tgg ctt gga ctt ct ggg gac ttg aag cag atg ag
11 ccc tca tac tgg ggc tat ca acc agg tag gaa ggc tgg tt
12 agt tgg act gaa ccc att gc tcc tag ctc cag ctg tct cc

13 tcc ttc cag agt gtt cac ttt tc ttg cag tgt cga taa tga ctt gt
14 agc tta agg cag acc atg aga tca aat tct gga cgg gaa ac
15 ttt tca ggc agg atg cat att a ccc aac tac ttt ttc ggt att ca
16 gag gca cta gat ggg tgc tt tgg aac atc taa tac ttt cct tgg
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Die Cycle-Sequenzierung wurde mit dem BigDyeR Terminator v1.1 Cycle
Sequencing Kit (Applied Biosystems, Hercules, USA) durchgefihrt. Zuvor
wurden die zu sequenzierenden PCR-Prdukte gereinigt (Montage PCR Filter
Units, Millipore, USA). Die Sequenzierung der Proben erfolgte automatisch
mittels  Laserfluoreszenz-Detektionstechnik  (ABI  Prism 310, Applied
Biosystems, Hercules, USA). Diese Untersuchugn erfolgte am Zentrum fir
medizinische Grundlagenforschung (ZMG) der Univeristat Halle-Wittenberg.

Die Sequenzen wurden auf das Vorliegen von Mutationen gescreent mittels

Chromas Version 2.01, Technelysium.

3.8 Statistische Analyse

Die Herstellung der graphischen Darstellungen (Diagramme) erfolgte mit dem
Programm SigmaPlot (Version 9.0, Schweiz).

Die statistische Analyse erfolgte mit dem Programm SigmaStat (Version 3.0,
SPSS Inc., Chicago, USA). Die Werte sind in der Regel als Mittelwerte + 1
Standardabweichung (SD) und dem Bereich in Klammern (Minimum-Maximum)
angegeben. Statistische Signifikanz wurde bei einem p <0.05 akzeptiert.

Die Daten wurden mittels des Normalitatstests nach Kolmogorov-Smirnov auf
Normalverteilung getestet.

Die statistische Analyse erfolgte mit dem unpaarigen t-Test bei parametrischen
Datenséatzen und dem Wilcoxon Rank Sum Test bei nichtparametrischen
Datensatzen.

Es wurde die einfache lineare Regression bestimmt und der Pearson Produkt
Moment Korrelation berechnet.

Bei der Analyse der Gruppen mit unterschiedlicher Allelfrequenz kamen der y2-
Test und der Fisher Exact Test zur Anwendung.

Wurden mehrere Gruppen miteinander vergleichen (wie bei den Werten zum
Laktat-lschamie-Test), wurde die  One-Way-ANOVA Varianzanalyse
durchgefuhrt. Die post-hoc Analyse nach der One-Way-ANOVA Varianzanalyse

wurde mit dem Tukey Test durchgefihrt.
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4. ERGEBNISSE

4.1 Ergebnisse der Kohortenuntersuchung

Es konnten zwischen CC, CT und TT aus den Gruppen A und B keine
Unterschiede  gefinden werden im  Vorkommen von  Myalgien,
Belastungsintoleranz, Parese, HyperCKamie, patholgischem Verédnderungen in
der Muskelbiopsie, pathologischen EMG Veranderungen und anderen
definierten neuromuskularen Erkrankungen (Tabelle 2). Bei 3 von 13 TT
Patienten wurde eine andere neuromuskulare Erkrankung gefunden
(autosomal-dominante ~ Muskeldystrophie =~ Hauptmann-Thannhauser  mit
dystrophen Veranderungen in der Muskelbiopsie, Gliedergurteldystrophie Typ
2A und Myopathie bei schwerer Schilddrisenuberfunktion mit geringfugigen
Veranderungen in der Muskelbiopsie). Weitere drei Patienten mit TT hatten eine
HyperCKamie, fur die keine Ursache in Form einer neuromuskularen
Erkankugn gefunden wurde. Einer dieser Patienten hatte geringflgige
myopathische Veranderungen in der Muskelbiopsie.

Die Mutationsanalyse aller 401 DNA Proben zeigte eine Haufigkeit des
mutierten Allels von 13.3 — 16.8%, wobei es keine statistischen Unterschiede in
der Haufigkeit bei Blutspendern, Patienten mit definierten neuromuskularen
Erkrankungen oder Patienten mit belastungsabhangigen Beschwerden ohne
Anhalt fur eine Myopathie (Tabelle 3) gab. Unter diesen 294 Patienten wurden
63 CT und 13 TT identifiziert.

Mittels biochemischem Assay konnte bie 88 CC, 51 CT und 13 TT die AMP-
Deaminaseaktivitat gemessen werden. Verglichen mit dem Mittelwert der AMP
Deaminase bei CC betrug der Mittelwert der CT 44% und der Mittelwert der CT
5.6%. Diese Unterschiede zwischen den Gruppen waren statistisch signifikant
(p<0.001). Die AMP-Deaminaseaktivitaten zeigten eine betrachtliche
Uberlappung bei zwischen CC und CT, aber nicht mit TT (Abbildung 9). Die
biochemische AMP-Deaminaseaktivitat war nicht unterschiedlich in Individuen
mit einer definierten neuromuskularen Erkrankung und jenen mit

belastungsabhangigen Beschwerden ohne Anhalt fir eine Myopathie bei TT,
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CT und CC (Abbildung 9). Fur den TT genotyp wies die biochemische AMP-
Deaminaseaktivitat eine Sensitivitat als auch Spezifitat von jeweils 100% auf.

Es gab keine Korrelation zwischen dem Alter und der biochemischen AMP-
Deaminaseaktivitat bei TT, CT und CC. Es gab keine geschlechtsspezifischen

Unterschiede in der AMP-Deaminaseaktivitat.

Table 2. Klinische, elektrophysiologische und histologische Parameter der
Patienten aus Gruppe A (174 konsekutive Patienten, die sich einer
Muskelbiiopsie aufgrund neuromuskularer Beschwerden unterzogen). Es gab
keine Unterschiede in der Haufigkeit der Beschwerden und klinischen

Symptome zwischen CC, CT und TT (chi2-Test und Fisher exact Test).

TT (n=6) CT (n=38) CC (n=130)

n % n % n %
Méanner/Frauen 3/3 16/22 65/65
Myalgie 2 33 12 32 40 31
Belastungsintoleranz 2 33 15 39 49 38
Paresen 2 33 8 21 32 25
Myoglobinurie 0 0 2! 5 1> 0.8
HyperCkamie 3 50 14 37 45 35
myopathisches EMG 3 50 15 39 37 28
Biopsiebefunde
normal 3 50 19 50 73 56
myopathisch 3 50 14 37 43 33
myositisch 0 4 11 11
neurogenisch 0 2.6 5 4
definierte neuromuskulare 3 50 19 50 77 59

! medikamenteninduziert und McArdle Glykogenose Typ V

2 medikamenteninduziert
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Die ¢.860A>T Mutation wurde bei 6/107 Blutspendern gefunden (Haufigkeit des
mutierten Allels 2.8%) und bei 1/63 CT (entpricht einer Haufigkeit des mutierten
Allels von 0.8%). In letzterem Fall betrug die AMP-Deaminaseaktivitat 71.7 U/g
NCP. Keiner der Blutspender war compound heterozygot fur die ¢.34C>T und
c.860A>T Mutation. Bei keinem der heterozygoten (CT) Patienten konnte die
c.468G>T Mutation identifiziert werden. Das Screening des gsamten AMPD1
erbrachte aul3er der bereits identifizierten ¢.860C>T Mutation keine neuen

Befunde.

Table 3. Verteilung der ¢.34C > T Mutation in verschiedenen Kohorten. Es gab
keinen Unterschied zwischen den drei Kohorten hinsichtlich der Haufigkeit des
mutierten Allels (mutant allele frequency (MAF)) und der Genotypverteilung (x2-

Test und Fisher exact Test).

n TT CT CC MAF
(%) (%) (%) (%)

Konsekutive Blutspender 107 25 256 719 16.8

Konsekutive Patienten mit Muskelbiopsie 174 34 218 74.8 143
(Gruppe A)

Patienten mit belastungsabhéngigen 146 4.1 185 77.4 133
Beschwerden ohne Anhalt fur definierte

Myopathie

(Untergruppe der Gruppe B)
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Die Analyse von 147 Objekttragern mit der histochemischen AMP-
Deaminasefarbung bot eine Sensitivitat von 86% und eine Spezifitat von 98%
fur die Erkennung eines AMP-Deaminasemangels infolge einer homozygoten
c.34C>T Mutation. Drei Objekttrager (1/101 CC, 2/36 CT) zeigten auffallige
Ergebnisse mit einer pathologisch erniedrigten AMP-Deaminasefarbeintensitat.

Nur 1/14 TT hatte eine positive Farbeintensitat mit abgrenzbaren Typ-I und Typ-
Il Fasern.

Letztlich konnte histochemisch mit Hilfe der AMP-Deaminasefarbung nicht

zwischen Heterozygotie (CT) und dem Wildtyp CC unterschieden werden.

Abbildung 9. AMP-Deaminaseaktivitaten in gesunden und erkrankten
Personen bezogen auf den ¢.34C > T Genotyp (CC und TT: Student’s t-Test,
CT: Man-Whitney-rank-Sum-Test). Die Genotypen wurden unterteilt in gesunde
und erkankte (mit einer neuromuskuldren Erkankung) Kohorten. Die Werte
beziehen sich auf einen Mittelwert + Standardabweichung (Bereich in

Klammern). NCP nichtkollagenes Protein.
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4.2. Ergebnisse der Untersuchung der Nucleotidasen

Die Aktivitat der AMP-Deaminase war signifikant unterschiedlich zwischen
Personen mit TT, die 8% der mittleren Werte von Wildtypkontrollen aufwiesen,
Personen mit CT, die 36% der mittleren Werte von Wildtypkontrollen aufwiesen,
und Personen mit CC (Wildtyp). Es konnte kein Unterschied in der AMP-
Deaminaseaktivitat zwischen erkrankten und gesunden CC Personen gefunden
werden (Tabelle 4): Eine Compoundheterozygotie fur die ¢.468G>T Mutation
war bei keiner der CT Personen zu finden, aber bei einer CC Person mit

abnorm niedriger AMP Deaminaseaktivitat.

Die Gesamtaktivitat der zytosolischen Nukleotidase gemessen an der 5'-
Nukleotidaseaktivitat im Gesamthomogenat machte 57+22% bei gesunden CC,
42+16% bei erkrankten CC, 47+17% bei CT und 55+32% bei TT aus. Es gab
keien signifikanten Unterschied zwischen den 4 Gruppen. Es gab jedoch eine
signifikante positive Korrelation zwischen der zytosolischen AMP-5’-
Nukleotidase (cN-lI) Aktivitat und der Aktivitdt der 5-Nukleotidase im
Gesamthomogenat (p<0.001, r>=0.747).

Die Ky-Werte fur AMP, gemessen mit gepoolten zytosolischen
Nukleotidasefraktionen, betrug 0.40 mM in TT, 0.39 mM in CT und 0.27 mM in
CC. Die zytosolischen AMP-5-Nukleotidase (cN-I) Aktivitat bezogen auf
zytosolisches Protein (Tabelle 4) war ungeféahr dreifach hoher als die
zytosolischen AMP-5-Nukleotidase (cN-I) bezogen auf homogenisiertes Protein
(Daten nicht gezeigt). Die Ursache dafir liegt in der hdheren spezifischen
Aktivitat der gereinigten Fraktion. Es gab keinen signifikanten Unterschied
zwischen den Aktivitdten der zytosolischen AMP-5-Nukleotidase (cN-l), der
Gesamt zytosolischen Nukleotidase, der Ekto-Nukleotidase und der 5'-
Nukleotidaseaktivitat im Gesamthomogenat fur die unterschiedlichen AMPD1

Genotypen (n.s., Tabelle 1).
Eine schwache umgekehrte Korrelation bestand zwischen der zytosolischen
AMP-5’-Nukleotidase (cN-I) Aktivitat und der AMP Deaminaseaktivitat (r=-0.43,

r’=0.18, p<0.01, Power 0.8, Abbildung 10). Wenn jedoch TT, CT, gesunde und
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erkrankte CC separat analysiert wurden, zeigte sich eine signifikante
Korrelation nur fiir die Heterozygoten (r*=0.7, p<0.05). Es gab keine Korrelation
zwischen dem Alter in der Gesamtpopulation fur Manner und Frauen mit der
AMP-Deaminase, der cN-I oder der ecto-5-Nukleotidaseaktivitdt (Abbildung
11). Es war auch keine Korrelation nachzuweisen zwischen der AMP
Deaminaseaktivitdt und den Aktivitaten fur die Gesamt cN und die ecto-5'-

Nukleotidase (Tabelle 4).

Zwischen der Zusammensetzung der Muskelfaser gemessen am Prozentualen
Anteil der oxidativen Typ-I-Fasern und den einzelnen AMPD1 Genotypen wurde
kein Zusammenhang gefunden (Tabelle 4). Es gab auch keine signifikante
Korrelation zwischen der Zusammensetzung der Muskelfasern und der cN-I
Aktivitat (Abbildung 12) oder der AMP Deaminaseaktivitat bei CC, CT und TT
(Daten nicht gezeigt). Es liel3 sich kein signifikanter Unterschied in den
Aktivitaten der AMP Deaminase, der cN-I, der Gesamt cN, der ectoN und der
5’-Nukleotidase im Gesamthomogenat zwischen Mannern und Frauen finden.
(Tabelle 4).

Abbildung 10. Schwache inverse Korrelation zwischen AMP Deaminase und
zytosolischer AMP-5’-Nukleotidaseaktivitat im menschlichen Skelettmuskel. TT
(n=6, weil3e Dreiecke), CT (n=7, schwarze Dreiecke), gesunde CC (n=11,
weilRe Kreise), erkrankte CC (n=17, schwarze Kreise). Gesamt CC: r’=0.18; p-
0.01; power, 0.8.
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Table 4. Alter, Geschlecht, Aktivitaten der AMP Deaminase, der cN-I, der total cN, und der ectoN sowie der Prozentsatz der oxidativen, Typ-1-Fasern bei Patienten

mit unterschiedlichen ¢.34C>T Genotypen und Kontrollen mit normalen oder pathologischen Biopsiebefunden. Values are presented as mean"SD (range).

Parameter CcC CC CT TT
Normal controls Diseased controls

Number 12 16 7 6

Manner/Frauern 10/2 9/7 3/4 3/3

Alter (Jahre) 47.1"13.9 (23-69)

cN-I Aktivitat 0.84"0.25 (0.53-1.43)
(mmol/mg cytosolic protein/min)
Manner 0.85"0.27 (0.53-1.43)
Frauen 0.66 and 0.86

Gsamt cN Aktivitat

(mmol/mg homaogenate protein/min)
Manner 0.27"0.06 (0.18-0.35)
Frauen 0.18 and 0.28

0.26"0.06 (0.18-0.35)

ectoN Aktivitat

mmol/mg homogenate protein/min)
Manner 0.27"0.23 (0.02-0.70)
Frauen 0.41 and 0.64

0.31"0.24 (0.02-0.70)

AMP deaminase activity

(U/g muscle wet tissue)
Méanner 31.4"14.4 (11.9-60.7)
Frauen 16.6"3.7 (13.3-18.6)

28.8"14.4 (11.9-60.7)

Type 1 fibre (%) 38.2"9.3 (27.0-55.4)

41.3"15.1 (18-64)
0.95"0.25 (0.55—1.45)

0.89"0.24 (0.65-1.43)
1.02"0.27 (0.55-1.45)

0.35"0.10 (0.21-0.56)

0.31"0.09 (0.21-0.47)
0.39"0.10 (0.28-0.56)

0.57"0.30 (0.04-1.17)

0.45"0.29 (0.04-1.03)
0.72"0.24 (0.45-1.17)

28.9"16.6 (0.0-55.3)

30.4"18.8 (0.0-55.3)
27.0"14.6 (10.6-52.7)

40.7"18.0 (20-70)

34.2"14.6 (14-60)
0.82"0.11 (0.62-0.92)

0.79"0.14 (0.62—0.85)
0.85"0.09 (0.72-0.92)

0.33"0.11 (0.20-0.48)

0.30"0.14 (0.20-0.46)
0.35"0.11 (0.24-0.48)

0.52"0.36 (0.04—0.95)

0.53"0.46 (0.04-0.95)
0.51"0.34 (0.29-0.84)

10.4"5.2 (0.0-17.1)

9.4"6.8 (0.0-17.1)
11.6"2.4 (9.1-16.5)

44.6"16.9 (12.3-66.2)

47.5"12.9 (30-62)
0.89"0.20 (0.57-1.17)

0.98"0.19 (0.79-1.17)
0.79"0.20 (0.57—0.96)

0.43"0.36 (—0.06-0.95)

0.41"0.21 (0.24-0.65)
0.26"0.07 (0.18-0.32)

0.43"0.37 (~0.06-0.95)

0.68"0.23 (0.52-0.95)
0.18"0.30 (0.06-0.52)

2.4"2.1 (0.0-4.9)

2.5"2.3 (0.0-4.6)
2.3"2.3 (0.9-4.9)

50.4"20.5 (21.1-75.0)
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AulBerdem wurde mittels multipler linearer Regressionsanalyse kein
Zusammenhang zwischen den abhangigen Variablen der Aktivitdten der cN-I,
der Gesamt cN, der ectoN oder der 5’-Nukleotidase im Gesamthomogenat und
den unabhangigen Variablen Alter, Fasertyp und AMPD1 Genotyp gefunden
(Abbildung 12). Die Western Blot Analyse mit dem cN-I Antikérper (der
freundlicherweise von Dr. Sally Hunsucker, University of North Carolina, USA,
zur Verfugung gestellt wurde) zeigt keinen Unterschied in der Immunoreaktivitat
der cN-I Bande bei 40 kDa bei jeweils zwei TT und CC (Abbildung 13).

Abbildung 11. Fehlende Korrelation zwischen Alter und zytosolischer AMP-5'-
Nukleotidase im menschlichen Skelettmuskel. TT (n=6, schwarzer Kreis); CT
(n=7, weil3er Kreis), CC (n=28, schwarzes Dreieck). r’=0.02; p=0.4; Power,
0.13.
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Abbildung 12. Fehlende Korrelation zwischen oxidativen Typ-I-Fasern und
zytosolischer AMP-5’-Nukleotidase im menschlichen Skelettmuskel. TT (n=4,
schwarzer Kreis); CT (n=5, weil3er Kreis), CC (n=25, schwarzes Dreieck).
r’=0.09; p=0.08; Power, 0.42.
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Abbildung 13. Western blot Analyse mit anti-cN-I Antikorper zeigt gleichstarke
Bande bei 40 kDa bei 2 TT und 2 CC.
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4.3. Ergebnisse im standardisierter Handkrafttest

In vorherigen Studien mit dem Handkraftmessgerat konnte gezeigt werden,
dass im herkdmmlichen ischamischen Handkrafttest (IEFT) bei 80% der
individuellen maximalen Kontraktionskraft (MCF) bei gesunden Kontrollen der
Laktatanstieg (A Laktat) 11.4% und die spezifische Laktatproduktion 17.4%
niedriger liegt als im Hankrafttest unter nichtischdmischen Bedingungen, d. h.
die effizientere Testform darstellte. Einschrankend muss jedoch gesagt werden,
dass es weder im ischamischen noch im nichtischdmsichen Handkrafttest
sowohl bei den gesunden Kontrollen (relativ homogener Altersbereich) als auch
bei dem altersméaRig heterogenen Kollektiv von Patienten mit diversen
Myopathien eine Korrelation weder zwischen dem absoluten, noch dem
spezifischen Laktatanstieg und der Arbeit gefunden werden konnte (Hanisch et
al. 2006b).

Die standardisierte Handkrafttestung hatte sich auch bewahrt, um einen
neuartigen Test zum klinischen Screening von Patienten mit Mitochondriopathie
zu etablieren (Hanisch et al. 2006a). Es wurde nach einer patholgischen
Sauerstoffentsattigung (AsO2) bei einer standardierten dreiminiitigen Testung
bei 30% der MCF gesucht, die eine Spezifitat von 96% bei einer allerdings nur
geringen Sensitivitdt von 42% zur Erkennung von Mitochondrienstérungen

aufwies.

Es gab keine Unterschiede in der maximalen Kontraktionskraft und in der
Arbeitsleistung zwischen CC, CT und TT. Es wurden keine signifikanten
Unterschiede in dem NHz-Quotientenspiizenweryrunewert UNd dem NHs-Quotienten/
Laktat-Quotienten zwischen CT und CC gefunden. Beide Parameter waren
signifikant niedriger in TT als in CT und CC. Es bestand jedoch kein
Unterschied im Ruhelaktat, Spitzenlaktat, dem Laktat-
Quotientenspizenwerrruhewert  UNA  der  spezifischen  Laktatproduktion  bei
standardisierter Handkaraftmessung zwischen den drei Gruppen (Tabelle 5).

Wurden die CT Individuen nach klinischen Gesichtspunkten stratifiziert in
Gesunde, Patienten mit Myalgien und Belastungsintoleranz sowie definierten
Myopathien, zeigte sich, dass die Gesunden am jiingsten und kraftigsten waren

und damit auch den hochsten Laktat- und NHs-Anstieg aufwiesen. Wurden die



Werte jedoch normalisert und der NH3-Quotienten/ Laktat-Quotienten gebildet,
verschwanden die Unterschiede zwischen den drei klinischen Gruppen (Tabelle
6).

Tabelle 5. Ergebnis des standardisierten ischamischen Handkrafttestes
geordnet nach dem ¢.34C>T Genotyp. Die Ergebnisse sind als Mittelwerte +
Standardabweichung (Range) aufgefihrt.

n 6 15 8

Geschlecht 2/4 5/10 4/4
(méannlich(weiblich)

Alter (Jahre) 41+14 43+13 40+6 n.s.

(21-62) (19-65) (32-50)
AMP Deaminaseaktivitat 2.1+1.8 14.9+4.6 40.9+19.8 p<0.01

[U/g Protein] (0.04-4.6) (10-24) (14-80)

MCV' [N] 320+151 312+129  431+134 n.s.
(118-561) (109-577) (269-642)

Arbeit [kN x s] 5.242.3 5.8+2.3 7.0+2.5 n.s.

(2.2-8.5) (1.2-9.6) (3.2-10.6)
Laktatquotient maximal/Ruhe 3.3+1.4 4,1+1.6 4.6+1.7 n.s.
(1.7-5.7)  (1.5-6.8) (2.7-7.4)
NH3 Quotient yaximal/Ruhe 1.1+0.2 3.5+2.1 4.1+1.4 p<0.01
(0.8-1.3) (1.8-8.3) (2.1-5.6)
Laktatquotient/NH3z Quotient 3.32+1.30 1.90+0.72 1.04+0.54 p<0.01
(1.30-5.50) (1.30-2.50) (1.49-2.20)
Spezifische 0.61+0.32 0.67+0.34 0.63+0.26 n.s.
Laktatproduktion (0.39-1.20) (0.20-1.70) (0.39-1.08)
[mmol x s/ L x kN]
Spezifische NHz-Produktion 0.21+0.10 0.60+0.29 0.56+0.26 p<0.01
[mmol x s/ L x kN] (0.11-0.39) (0.21-1.90) (0.26-1.8)

1 MCV maximal contraction force (maximale Kontraktionskraft)



Tabelle 6. Ergebnis des standardisierten ischamischen Handkrafttestes bei

gesunden CT, CT mit belastungsabhangigen Beschwerden und CT mit einer

definierten Muskelerkrankung.

Die Daten sind als

Mittelwerte+Standardabweichung (Range) angegeben.

CT
Gesund Myalgie & Myopathie
Belastungsintoleranz
Anzahl (n) 6 3 6
Alter (Jahre) ! 33+14 42+5 53+7
(19-52) (31-47) (46-65)
MCV (N)? 402+125 237+56 263+117
(272-577)  (186-292) (109-426)
Arbeit (kN x s) 2 6.9+2.1 4.9+0.1 4.7+2.0
(5.2-9.7) (4.7-5.0) (1.3-6.5)
Lactate- 2 5.1+0.9 4.2+0.3 3.4+1.8
QuotientenSpitzenwert/Ruhewert (3.7'6.1) (3.9'4.5) (1.4'6.4)
NH;- 2 3.0+1.7 2.4+1.4 2.1+1.6
QuotlentenSpnzenwert/Ruhewert (17'61) (15'40) (12'54)
NHs -Quotient/ 2 0.6+0.3 0.6+0.3 0.6+0.2
Laktat-Quotient (0.3-1.1) (0.3-0.9) (0.4-0.9)

! _ One-Way ANOVA (p<0.05), 2_ One-Way ANOVA p n.s.



5. DISKUSSION

5.1 Die Haufigkeit eines mutierten AMPD1 Allels in verschiedenen
Populationen

Die vorliegende Arbeit zeigte keinen Unterschied in der Haufigkeit der mutierten
c.34C>T Allele, d. h. fur CC, CT und TT, bei gesunden Blutspendern, Patienten
mit isolierten Myalgien und belastungsabhangigen Beschwerden sowie
Patienten mit definierten neuromuskularen Erkrankungen. Dieser Befund stimmt
mit den berichteten Haufigkeiten von TT und CT in anderen Populationen mit
gesunden Personen und Patienten mit Muskelbeschwerden tberein (Tabelle 5)
(Verzijl et al. 1998, Rubio et al. 2000, 2005, Norman et al. 1998, Morisaki et al.
1992, Gross et al. 1992, Rico-Sanz et al. 2003, Fischer et al. 2005, Martinuzzi
et al. 2002).

5.2. Der klinische Phanotyp bei homozygoter ¢.34C>T Mutation

In der vorliegenden Arbeit zeigte die Kohorte der Patienten, die sich einer
Muskelbiopsie unterzogen hatten, und die nach dem vorliegen der ¢.34C>T
Mutation in CC, CT und TT stratifiziert wurden, keinen Unterschied hinsichtlich
der Haufigkeit klinischer Symptome, histopathologischer, elektrophysiologischer
und laborchemischer (damit ist der Serumspiegel der Creatinkinase gemeint)
Befunde. Es liel3 sich insbesondere kein Unterschied in der Haurigkeit von
Myalgien und belastungsabhéngigen Beschwerden zwischen TT und CC
finden. Auch wenn die Patienten mit Myalgien und belastugnsabhangigen
Beschwerden nach dem Vorliegen der ¢.34C>T Mutation in CC, CT und TT
stratifiziert wurden, lie3 sich kein Unterschied hinsichtlich der Haufigkeit
klinischer Symptome, histopathologischer, elektrophysiologischer und
laborchemischer Befunde finden. Das heil3t, das Vorliegen einer homozygoten
c.34C>T Mutation (TT) lie3 sich keinem spezifischen bzw, abgrenzbaren

Phanotyp zuordnen. Das entspricht dem bisherigen Kenntnisstand.

Eine erworbene oder sekunddre Form der AMP-Deaminasedefizienz mit
biochemisch nachweisbaren erniedrigten Enzymaktivitaten der AMP-

Deaminase in Patienten mit einer zugrunde liegenden neuromuskularen
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Erkrankung wurde von Fishbein vorgeschlagen (Fishbein 1986, Sabina et al.
1992). In der vorliegenden Untersuchung wurden jedoch keine Unterschiede in
den AMP-Deaminaseaktivitaten zwischen Patienten mit einer definierten
neuromuskuléren Erkrankung und Patienten mit  ausschlie3lich
belastungsabhangigen Beschwerden gefunden. Wenngleich die Streubreite der
gemessenen AMP Deaminaseaktivitaten sehr weit gestreut war, was zu einer
breiten Uberlappung der AMP-Deaminaseaktivitiaten bei CC und CT fiihrte, fiel

jedoch keine dieser Aktivitaten in den Bereich der TT.

Es kann anhand unserer Daten in Zusammenschau mit geschlussfolgert
werden, dass der TT Genotyp nicht mit einem hoheren Auftreten von
belastugnsabhangigen Beschwerden und Myalgien oder einem anderen
abgrenzbaren Phanotyp assoziiert ist. Es gibt keinen biochemischen Anhalt
dafir, dass eine sekundare AMP-Deaminasedefizienz im Gefolge einer anderen

neuromuskularen Erkrankung auftritt.

5.3 Die Restaktivitat bei homozygoten fur die ¢c.34C>T Mutation

Die AMP-Deaminaserestaktivitdten in TT koénnten erklart werden mit den
Aktivitaten der anderen beiden AMP-Deaminaseisoformen, die auf anderen
Genen kodiert sind (AMPD2 fiir die Leber-Isoform; AMPD3 fur die Erythrozyten-
Isoform). Es wurde gezeigt, dass die Erythrozytenisoform zu 18-76% zu der
Restaktivitat an AMP-Deaminase bei AMP-Deaminasedefizienten Individuen
(TT) beitragt (Van Kuppelvelt et al. 1994). Eine kompensatotische Erhéhung der
AMPD2 oder AMPD3 Genexpression wurde jedoch in AMPD-Deaminase

defizienten Individuen bisher nicht gemessen (Mahnke-Zizelmann et al. 1992).

Als weiterer Mechanismus, der die Restakaitivtat erklaren oder beeinflussen
konnte, kdme ein alternatives SpleiRen in Betracht, von dem gezeigt wurde,
dass es in 0.6-2% der AMPD1 mRNA Transkripte im adulten humanen
Skelettmuskel vorkommt (Morisaki et al. 1993). In keinem der TT Falle aus
unserer Kohorte, lie3 sich jedoch biochemisch oder histochemisch ein
Kompensationsmechanismus nachweisen, der mit einer relevanten Erh6hung

der AMP-Deaminaseaktivitat einherging. D. h. mit anderen Worten, alle TT
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Individuen unserer Kohorte hatten die zu erwartenden extrem niedrigen AMP-

Deaminaseaktivitaten.

Das Fehlen von Symptomen in vielen TT Individuen kénnte durch alternative
Abbauwege erklart werden, die die Akkumulation von AMP unter den
Bedingungen koérperlicher Belastung verhindern. Im folgenden Kapitel wird zur
Hypothese Stellung genommen, dass im Skelettmuskel von Personen mit TT
der Abbau des intrazellularen AMP zu Adenosin durch die zytosolische AMP-5’-
Nukleotidase erfolgen kann (Norman et al. 2001). Allerdings konnten wir weder
eine verstarkte Bindungskapazitat fur AMP durch die zytosolische AMP 5'-
Nukleotidase, noch eine erhdhte Expression dieses Enzyms in Personen mit
einem homozygoten AMP-Deaminasemangel nachweisen (Hanisch et al.
2006). Es kann eher vermutet werden, dass die hdhere Verfugbarkeit des AMP
Substrates in AMP Deaminase defizienten Personen zu einem erhéhten
Umsatz des AMP durch die zytosolische AMP 5’-Nukleotidase fuhrt. Ob dieser
Mechanismus ausreichend ist, die fehlenden Symptome in gesunden AMP-

Deaminase defizienten Personen zu erklaren, muss offen bleiben.

5.4 Andere AMPD1 Genotypen

Bei Patienten, die heterozygot fir die ¢.34T>C Mutation (CT) sind, kénnte eine
weitere hetrozygote Mutation auf dem anderen Allel, wie z. B. die ¢.1162C>T
und ¢.1274G>A (Morisaki et al. 2000), die c.860A>T und ¢.930G>T (Toyama et
al. 2004) und IVS2-(4-7)delCTTT | (Isackson et al. 2005) zu einer weiteren
Reduktion der AMP-Deaminaseaktivitat fuhren. Kompound Heterozygote fur
€.34C>T und c.468G>T weisen AMP-Deaminaseaktivitaten auf, die denen
entsprechen, wie sie bei homozygoter ¢.34C>T (TT) gefunden werden (Gross
et al. 2002). Rekombinante Proteine mit der c.860A>T Mutation wiesen eine
AMP-Deaminaseaktivitat auf, die nur einem Drittel oder der Halfte der Aktivitat
des rekombinanten AMPD1 Wildtypes entspricht und einen erhéhten K, Wert
fur das Substrat AMP aufweisen (Isackson et al. 2005). In einer deutschen
Studie wurde bei jedem dritten CT Patienten eine Kompound Heterozygotie mit
der c.468G>T gefunden (Gross et al. 2002). Im Gegensatz zu anderen CT
hatten diese Kompound Heterozygoten eine fehlende histochemische AMP-
Deaminasedarstellung. Diese Arbeit und eine frihere Studie (Fischer et al.
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2005) deuten jedoch darauf hin, dass diese Kombination der Kompound-
Heterozygotie in unselektionierten CT Kohorten sehr selten ist. In der
vorliegenden Arbeit wurde die ¢.860A>T Mutation mit einer Allelfrequenz von
0.8-2.8% gefunden, die den Allelfrequenzen in anderen Arbeiten von 2.5-6.5%
in gesunden Kontrollen und Patienten mit Myopathie entspricht (Toyama et al.
2004).

99 Patienten mit der homozygoten R50X Mutation im PYGM Gen und dem
klinischen Phanotyp einer McArdle Erkrankung wurden hinsichtlich ihres
Genotypes (ACE (I/D), AMPD1 (p.Q12X), PRARGC1A (p.G482S), ACTN3
(p-.R577X) stratifiziert. Es konnte kein Zusammenhang zwischen dem
Schwergrad der McArdle Erkankung und den anderen Genotypen gefunden
werden (Rubio et al. 2007, Rubio 2008). .
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Tabelle 7. Haufigkeit der ¢.34C>T Mutation bei Kaukasiern

Population Ethnische Anzahl TT (%) CT (%) Literaturangabe
Zuordnung
Gesunde Kontrollens Niederlandisch 100 2 18 Verzijl et al. 1998
Spanisch 100 0 17 Rubio et al. 2000
Deutsch 107 2.5 25.6 Hanisch et al. 2008
Top-level endurance athlets Spanisch 104 0 8.7 Rubio et al. 2005
Randomly selected individuals Swedisch 175 1.7 24 Norman et al. 1998
Europ. americans 59 3,3 17 Morisaki et al. 1992
Deutsch 106 2.8 19 Gross et al. 1992
HERITAGE Familienstudie Europ. americans 503 1.2 19.3 Rico-Sanz et al. 2003
Individuen ohne muskulare Beschwerden Deutsch 290 1.4 17 Gross et al. 1995
Individuen mit muskuléren Beschwerden Deutsch 320 1.9 25 Gross et al. 1995
Spanisch 50 0 18 Rubio et al. 2000
Patienten mit Muskelbiopsie wegen Niederlandisch 2388 1.4 n.d. Verzijl et al. 1998
Neuromuskularer Beschwerden Deutsch 1673 1.8 n.d. Fischer et al. 2005
Deutsch 174 34 21.8 Hanisch et al.2008
Spanisch 400 15 n.d. Rubio et al. 2000
Verdacht auf metabolische Myopathie Deutsch 200 4.5 16.3 Hanisch et al.2008

Patienten mit McArdle Glykogenose Italienisch 43 2.1 11.7 Martinuzzi et al.2002




Tabelle 8. Haufigkeit der c.34C>T Mutation bei Hochleistungssportlern

Population Anzahl [n] TT [%] CT [%] CC [%] Literaturangaben

Griechisch

Langstreckenlaufer 438 0.9 21.2 76.7 Tsianos et al. 2009

Polnisch

Ruderer 127 0.0 19.0 88.2 Cieszczyk et al. 2011

Kontrollen 251 1.6 23.1 75.3 Cieszczyk et al. 2011

Spanisch

FuRballprofispieler 54 0 20 80 Juffer et al. 2009

Ruderer 39 2.6 21.1 76.3 Muniesa et al. 2010, Santiago et al. 2010
Radrennfahrer 50 0.0 12 88 Rubio et al. 2005

Langstreckenlaufer 52 0.0 5.8 94.2 Rubio et a. 2005, Lucia et al. 2006
Kontrollen 123 0.8 17.1 82.1 Rubio et al. 2005, Muniesa et al. 2010
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5.5 Die Auswirkungen hochintensiver Belastung in Abhangigkeit vom
AMPD1 Genotyp bei Gesunden

5.5.1 Parameter fur hochintensive, kurzzeitige Belastung in Abhangigkeit

vom AMPD1 Genotyp bei gesunden Probanden

In einer Studie mit kleiner Fallzahl, in der die Ausdauer alterer CC und CT
Frauen (jedoch keine TT) untersucht wurde, fanden sich keine Unterschiede in
Parametern wie der maximalen O,-Aufnahme, der erreichten Maximalkraft und
Leistung oder der submaximalen Ausdauerperformance (Perez et al. 2006). In
einem Fahrradbelastungstest an gesunden, korperlich aktiven, alters-, fitness
und geschlechtsgematchten  Probanden ergaben sich in allen AMPD1
Genotypen vergleichbare Spitzenwerte. Es zeigte sich jedoch ein rascherer
Abfall der Kraft bei den Homozygoten und Kompound Heterozygoten,
resultierend in einer ca. 10 % geringerem Durchschnittkraft bzw. Leistung
(Fischer et al. 2007). Im Rahmen der HERITAGE Studie wurden ebenfalls
statistisch signifikant im Rahmen von Belastungstests geringere Maximalwerte
fur den Poweroutput und den Vo, und Vco, fir Homozygote (TT) gemessen
(Rico-Sanz et al. 2003). Zumindest deuteten diese Untersuchungen darauf hin,
dass zumindest im Bereich hochintensiver Belastungen oder sogar des
Leistungssports (wenn schon nicht im Alltag) Individuen mit TT benachteiligt

und weniger leistungsfahig sein kénnten.

In Muskelbiopsien vor und nach Laktatischamietest in funf AMP
Deaminasedefizeiten und 10 Kontrollen, bei denen kein Unterschied in der
Belastbarkeit festgestellt wurde, konnte in beiden Gruppen eine hohe
Adenylatenergiebelastung aufrechterhalten werden, die auf eine normale
Regulation zwischen ATP Verbrauch und Bildung hindeutete. ATP, ADP und
Gesamtadeninnukleotide waren in AMP defizienten Muskelproben signifikant
erhoht, aber nicht die AMP (Sinkeler et al. 1987).
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5.5.2 NH3 als Effektor der Glykolyse in-vivo

Falls NH3 als Effektor der Glykolyse in-vivo agiert, sollte die Laktatbildung bei
kurzzeitiger und hochintensiver Belastung, wie es im standardisierten
ischamischen Handkrafttest simuliert wird, bei Patienten mit AMP-
Deaminasedefizienz niedriger sein als beim Wildtyp. In der vorliegenden Studie
zeigten sich jedoch keine Unterschiede in der Laktatbildung bezogen auf die
Arbeit bei kurzzeitiger, hochintensiver Belastung bei CC, CT und TT. Die
Ergebnisse dieser Studie stimmen mit friheren Studien Uberein, die keine
unterschiedliche Laktatakkumulation bei verschiedenen Belastungsprotokollen
bei CC und TT finden konnten (Tarnopolsky et al. 2003, Norman et al. 2001). In

diesen Studien war jedoch die Laktatproduktion nicht auf die Arbeit bezogen.

AulRerdem konnte gezeigt werden, dass die Ammoniakproduktion bezogen auf
die Arbeit und auf die Laktatproduktion bei gesunden Heterozygoten sich nicht
von der Ammoniakproduktion bei Patienten mit gesicherter Myopathie
unterscheidet. Dies spricht zusatzlich gegen die von Fishbein 1986 historisch

gedulRerte Vermutung eines Double Trouble.

Zusammenfassend scheint ein AMP-Deaminasemangel weder den Citratzyklus
(Anaplerotische Funktion), noch die Glykolyse durch allosterische Aktivierung
der Phosphofruktokinase infolge NH3 Erhéhung in-vivo bei kurzzeitiger und

hochintensiver Belastung zu beeinflussen.

553 Der AMPD1 Genotyp als Pradiktor zur Eignung fir den

Hochleistungssport

In einer Population aus mannlichen Weltklasse Ausdauersportlern
(Radrennfahrer, Laufer, n=104) fand sich kein Unterschied in
Leistungsparametern (z. B. der maximalen Sauerstoffaufnahme) zwischen
Tragern des mutierten T Allels und dem Wildtyp. Die Haufigkeit des mutierten T
Allels war in bei den Leistungssportlern etwas geringer als bei 100 zuféllig
ausgewahlten gesunden (d. h. asymptomatischen) Kontrollen (Rubio et al.
2005, Lucia et al. 2006).
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In der Tabelle 7 sind die Haufigkeiten des Vorkommens der der ¢.34C>T
Mutation im Heterozygoten- und Homozygotenstatus in einer spanischen
Population bei FuB3ballprofis, Ruderern, Radrennfahrern, Langstreckenlaufern
im Vergleich zu Kontrollen aufgefuihrt. Bei den Sportlerkohorten handelt es sich
ausschlielich um internationale und nationale Spitzensportler. Aul3erdem ist
die Haufigkeit der c¢.34C>T Mutation bei griechischen Langstreckenlaufern
aufgefuhrt, die den Olymp-Berg hinaufrennen (Muniesa et al. 2010, Ruiz et al.
2009, Juffer et al. 2009, Tsianos et al. 2009).

Die Haufigkeiten entsprechen denen der in anderen in der Tabelle 6

aufgefuhrten Populationen.

5.5.4 Der AMPD1 Genotyp im Rahmen eines polygenetischen Profils, das

zu Belastungsintoleranz fuhrt

Man hat versucht, ein polygenetisches Profil zu finden, das beeinflusst, ob ein
Mensch sich zu einem Spitzenathlethen qualifiziert oder eine gréf3ere Neigung

zu belastungabhangigen Beschwerden aufweist.

Polymorphismen aus folgenden Genen wurden analysiert: ACTN3, ACE,
PPARGC1A, AMPD1, CKMM, GDF8, HFE, ADRB2, APOE. Ein
Zusammenhang wurde lediglich fur einen ACE Polymorphismus gefunden, nicht
jedoch fur die Mutation ¢.34C>T im AMPD1 Gen (Muniesa et al. 2010,
Gonzalez-Freire et al 2009, Santiago et al. 2010). Dabei wurden Spitzensportler
verschiedenen Disziplinen mit der Normalbevolkerung verglichen. Es wurde
auch kein Zusammenhang des untersuchten genetischen Profils zur Anzahl
und Art der Medaillien bei nationalen und internationalen Meisterschaften

gefunden (Santiago et al 2010).

In einer amerikanischen Studie an 3783 Teilnehmern der ,Coronary Artery Risk
Develeopement in Young Adults® — Studie wurden 217 verschiedene Single
Nucleotid Polymorphismen untersucht, die einen Zusammenhang zu
belastungsinduzierten Beschwerden haben kdnnten. Im Beobachtungszeitraum
von 20 Jahren scheinen Polymorphismen/Mutationen in folgenden Genen ATG,
AMPD1, ANG und PRARGC1A bei der weil3en, nicht jedoch der
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afroamerikanischen Subgruppe, mit einer verringerten Belastungsdauer

assoziiert zu sein (Sarzynski et al. 2010).

5.6 Der Einfluss der zytosolischen 5’-Nukleotidasen auf den AMP-Abbau

Der Abbau von AMP im Skelettmuskel erfolgt durch die Skelettmuskel-lsoform
der AMP-Deaminase, alternativ besteht jedoch noch die Mdbglichkeit des

Abbaus Uber die zytosolischen 5’-Nukleotidasen.

5.6.1 Der intramuskuldre Adenosinspiegel nach  kurzzeitiger,

hochintensiver Belastung

Im Skelettmuskel der Ratte ist die Affinitdt der AMP-Deaminase fur AMP 50-
fach hoher (K, ca. 0.05 mM) als die der zytosolischen 5’-Nukleotidase (Ky 1.7-
2.8 mM) (Rudell et al. 1992, Tullson und Terjung 1999, Cheng et al. 2000).
Deshalb erscheint ein funktionell relevanter Abbau von AMP zu Adenosin in
Skelettmuskelzellen mit normaler AMP-Deaminaseaktivitdt unwahrscheinlich.
Bei Individuen mit unterschiedlichem AMPD1 Genotyp (CC, CT, TT) wurden
unter Ruhebdingungen im Serum und im Skelettmuskel keine signifikant
unterschiedlichen Adenosinspiegel gemessen (Tarnopolsky et al. 2001,
Andreassi et al. 2005). Wenngleich wir in unserer Studie an humanem
Skelettmuskel einen zehnfach niedrigeren Km Wert im Vergleich zu den
publizierten Km Werten aus dem Skelettmuskel der Ratte fanden, scheint der
Abbau von AMP zu IMP durch die AMP-Deaminase auch im menschlichen
Muskel der vorherrschende Abbauweg zu sein. Dies wird durch den Befund
bestétigt, dass eine deutliche Akkumulation des Abbauproduktes IMP ohne
messbare Akkumulation von AMP in humanen Skelettmuskelbiopsien, die nach
einer Kkurzzeitigen, hochintensiven Belastung entnommen wurden, auftritt
(Hellsten et al. 1999a). In zwei vorherigen Studien wurden Purinnukleotide in
humanen Skelettmuskelbiopsien vor und nach Belastungen in Individuen mit
den Genotypen CC, CT und TT gemessen (Norman et al. 2001, Tarnopolsky et
al. 2001). In beiden Studien wurde erhebliche Anstiege nach Belastung fur IMP
in CC und CT Individuen gefunden, jedoch keine oder nur sehr geringe
Anstiege in TT Individuen. Die AMP Spiegel blieben in den CC und CT
Individuen vor und nach Belastung fast auf dem gleichen Niveau, wahrend sie

bei den TT Individuen um das 6.3-fache nach Belastung anstiegen
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(Tarnopolsky et al. 2001). In der anderen Studie wurde jedoch solch ein Anstieg
nach Belastung bei TT Individuen nicht beobachtet (Norman et al. 2001) Die TT
Individuen wiesen jedoch auch in dieser Studie vor und nach kurzzeitiger und
hochintensiver Belastung einen Trend zu héheren AMP Spiegeln im Vergleich
zu CC und CT Individuen auf. In beiden Studien blieben bei den CC und CT
Individuen die Adenosinwerte nach Belastung unverdndert. Norman et al.
(2001) konnte einen erheblichen Anstieg von Adenosin bei TT Individuen
feststellen. Tarnopolky et al. (2001) fanden jedoch nur einen Anstieg des
Adenosins bei TT Individuen um das 1.2-fache. Die Unterschiede in diesen
Studien durften auf eine verzdgerte Probengewinnnung zuriickzufiihren sein.
Die Adenylatkinase erzeugt nach Belastung im wieder ruhenden Muskel sehr
schnell ein Gleichgewicht im Adenosinnukleotidpool. Wenn dies erreicht wird,
bevor die Muskelproben nach Belastung gewonnen und in flissigen Stickstoff
Uberfuhrt werden, werden Verdnderungen in AMP und seinen Metaboliten nicht
adaquat erfasst abgebildet. Trotz der schienbar begrenzten Bildung von
Adenosin in Skelettmuskelfasern im Vergleich zu Endothelzellen scheint
Skelettmuskel jedoch auch eine wichtige Quelle des extrazellularen Adenosin
zu sein, das durch die Ekto-Nukleotidasen produziert wurd (Lynge et al. 2001).
Es wurde berichtet, dass die Adenosinkonzentration im Interstitium des
humanen  Skelettmuskels wahrend Muskelkontraktion ansteigt. Der
Adenosinspiegel korrelierte mit dem Anstieg der Blutflusses im Skelettmuskel,
so dass Adenosin eine Rolle in der Regulation des Blutflusses am arbeitenden
Muskel zugeschrieben wurde (Hellsten et al. 1998). Es wurde eine starkere
vasodilatative Antwort auf eine Unterarmischamie bei weiblichen Probanden mit
CT im Vergleich zu weiblichen Probanden mit CC gemessen (Hand et al. 2006,
Riksen et al. 2007), allerdings wurden keine TT gemessen. Basierend auf der
Adenosinhypothese  wurde der Blutfluss der Femoralarterie bei
hochintentensiver Fahrradbelastung bei gesunden und nach AMPD1 Genotyp
stratifizierten Probanden gemessen (Norman et al. 2008). Dabei zeigten sich
unter und nach Belastung hohere Sptzenflisse in der A. femoralis bei
Homozygoten (TT), aber auch Heterozygoten (CT) im Vergleich zum Wildtyp.
Dieser rein fokale, in seiner Wirkung auf die arbeitende Skelettmuskulatur
bezogenen Effekt, konnte ein Indiz flir eine kompensatorische Wirkung bei
hochgradigem AMP-Deaminasemangel darstellen, allerdings sollte er nicht bei

Heterozygoten zu erwarten gewesen sein.
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Die technischen Grenzen in der Abbildung von Veranderungen im
Nukleotidpool, die durch die Methode der Muskelbiopsie gegeben sind, kdnnen
durch die Methode der *'P-Magnetresonanzspektroskopie geldst werden, die
eine hohere zeitliche Aufldsung und ein ,online“ Monitoring bei Individuen
erlaubt. Im Gegensatz zu den vorliegenden biochemischen Studien zeigte sich
bei gesunden Individuen in der 3*'P-Magnetresonanzspektroskopie eine
Akkumulation von ADP und AMP nach kurzzeitiger, hochintensiver Belastung
unter ischamischen Bedingungen (Crowther et al. 2002). 3/P-
Magnetresonanzspektroskopie-Daten, die Veradnderungen nach Belastungen

bei TT Individuen untersuchen, liegen bis jetzt nicht vor.

5.6.2 Expression oder Kinetik der zytosolischen AMP 5’-Nukleotidase bei

AMP-Deaminasemangel

Es war unsere Arbeitshypothese, dass die Clearance von AMP durch die
zytosolische AMP 5’-Nukletodase als kompensatorischer Abbauweg bei AMP-
Deaminasemangel, d. h. bei TT Individuen, eine Rolle spielt. Diese Ansicht
wurde auch durch die Ergebnisse der Studie von Norman et al. (2001) gestutzt.
Eine hohere kompetitive Fahigkeit der zytosolischen AMP 5’-Nukleotidase fur
das Substrat AMP konnte einerseits erreicht werden durch Ver&nderungen in
der relativen Proteinexpression oder durch Verdnderungen im katalytischen
Verhalten dieses Enzyms in Individuen mit einer hochgradig verminderten AMP-
Deaminaseaktivitdt. Unsere Ergebnisse zeigen einen Trend zu einer hoheren
Aktivitat (Vmax) der zytosolischen AMP 5’-Nukleotidase bei Personen mit einer
niedrigen AMP-Deaminaseaktivitat. Dies traf jedoch nur auf die untersuchte
Geasmtkohorte zu. Der Effekt verschwand, wenn die Gruppen stratifiziert nach
Genotyp (CC, CT, TT) analysiert wurden. Allerdings war die Subgruppengréi3e
dafir sehr klein. Dazu passt der Befund, dass in der Western Blot Analyse kein
Unterschied in der Expression der zytosolischen AMP 5’-Nukleotidase bei CC

und TT Individuen zu verzeichnen war.

Als andere Erklarung konnte sich eine erhohte Substrataffinitdt der
zytosolischen AMP 5’-Nukleotidase in TT Individuen im Vergleich zu CC und CT
Individuen anbieten. Wir fanden zwar eine Tendenz zu héheren Km Werten fur

die zytosolischen AMP 5’-Nukleotidase bei TT Individuen im Vergleich zu CC
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Individuen, jedoch keinen Unterschied zwischen TT und CT Individuen. Deshalb
kann anhand der vorliegenden Ergebnisse der Adenosinanstieg im
Skelettmuskel nach Belastung bei Individuen mit verminderter AMP-
Deaminaseaktivitat und genetisch nachgewiesener homozygoter c¢.34C>T
Mutation nicht schliissig durch eine Veranderung in der Aktivitat oder Kinetik
der zytosolischen AMP 5’-Nukleotidase Aktivitat oder einer verbesserten AMP

Verfugbarkeit erklart werden (Norman et al. 2001).

Unsere Ergebnisse sprechen eher fir einen erhéhten Umsatz des
akkumulierenden AMP durch eine hohere Aktivitat der zytosolischen AMP 5’-
Nukleotidase durch eine erhdhte Substratverfugbarkeit an AMP.

5.6.3 Der Einfluss der verschiedenen zytosolischen 5’-Nukleotidasen auf
den AMP-Abbau im Skelettmuskel

Obwohl die Bildung von Adenosin durch unspezifische Phosphatasen durch die
Zugabe von B-Glycerophosphat inhibiert wurde, lasst sich der Betrag dieser
Phosphatasen zur Adenosinbildung nicht ganzlich ausschlielen (Newby et al.
1975). Die Rate der Adenosinbildung aus dem Substrat AMP wurde jedoch fir
den Gesamtpool an zytosolischen 5’-Nukleotidasen bestimmt, ohne zwischen
der AMP bevorzugenden zytosolischen AMP 5’-Nukleotidase (cN-I) und der
IMP  bevorzugenden zytosolischen IMP 5-Nukleotidase (cN-I1l) zu
differenzieren. Bei Patienten mit AMP-Deaminasemangel erscheint jedoch ein
Beitrag der zytosolischen IMP 5’-Nukleotidase zur Adenosinbildung noch
weniger wahrscheinlich. Bis jetzt liegen jedoch noch keine Daten Uber das
Vorkommen der zytosolischen IMP 5’-Nukleotidase im menschlichen
Skelettmuskel vor (Itoh und Yamada 1991, Itoh et al. 1992, Hunsucker et al.
2001). Anhand der aktuell vorliegenden Daten aus der Literatur kann nicht
abgeleitet werden, ob die zytosolischen AMP 5’-Nukleotidase oder die
zytosolischen IMP 5’-Nukleotidase die vorherrschende Form im menschlichen
Skelettmuskel ist. Die Beurteilung der Adenosinbildung anhand eines Assays,
der die kombinierten zytosolischen 5’-Nukleotidasen umfasste, erschien
hinreichend fur die Fragestellung der vorliegenden Studie, die die Fragestellung

bearbeitete, ob eine grél3ere Adenosinbildung bei AMP-Deaminase defizienten
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Patienten durch eine veranderte Kinetik der zytosolischen 5’-Nukleotidase

hervorgerufen wird.

In Tierstudien am Skelettmuskel von Katzen, Hunden und Ratten wurde eine
hdhere Aktivitat der Geamt 5’-Nukleotidaseaktivitdt in den oxidativen Typ-I-
Fasern im Vergleich zu den glykolytischen Typ-llI-Fasern gefunden (Camici et
al. 1985, Arabadjis et al. 1993, Bockman und McKenzie 1993, Tullson und
Terjung 1999). In unserer Kohorte lieR sich am Skelettmuskel eine solche
Korrelation zwischen den Aktivitdten der einzelnen 5’-Nukleotidasefraktionen

und den Fasertypen nicht nachweisen.

5.6.4 Die Adenosinproduktion bei AMP-Deaminasemangel und deren

Auswirkungen auf den Herzmuskel

Interessanterweise zeigten mehrere klinische Studien ein verbessertes
klinisches Outcome (Uberleben, Vermeidung Herztransplantation) bei Patienten
mit dilatativer Kardiomyopathie oder koronarer Herzkrankheit bei Patienten mit
AMPD1 ¢.34C>T Mutation (Feldmann et al. 1999, Loh et al. 1999, Anderson et
al. 2000a, Kalsi et al. 2003, Anderson et al. 2004, Binkley et al. 2004, Finsterer
et al. 2004,Gastmann et al. 2004, Yazaki et al. 2004). Es wurde spekuliert, dass
der Spiegel an systemisch zirkulierendem Adenosin in AMP-Deaminase
defizienten Patienten kompensatorisch erhoht ist und deshalb protektive
vasodilatatorische Effekte auf die Koronararterien zustande kommen (Loh et al.
1999, Anderson et al. 2000a, Kalsi et al. 2003, Gastmann et al. 2004, Yazaki et
al. 2004). Adenosin wurde als geeignete Substanz angesehen, das
Voranschreiten einer Herzinsuffizienz zu hemmen, da es mit einer Vielzahl von
kardioprotektiven Mechanismen in Verbindung gebracht wird (u.a. Induktion von
Vasodilation, Suppression kardialer Arrhythmien, Stimulation der NO-
Freisetzung, Inhibition des Fibroblastenwachstums im Myokard). AuRerdem ist
bekannt, dass unter koronar-/ kardioischamischen Bedingungen vermehrt
Adenosin von der glatten Muskulatur des Myokards freigesetzt wird (Fenton et
al. 1995). Anzumerken ist, dass die AMP-Deaminase funktionell keine Rolle im

Myokard spielt.
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Anhand der Ergebnisse unserer Studie lasst sich in Ubereinstimmung mit den
Ergebnissen der Studie von Norman et al. (2001) nicht ausschliel3en, dass der
arbeitende Skelettmuskel als relvante Quelle von vermehrt anfallendem
Adenosin fungiert. Da Adenosin, das vom Skelettmuskel produziert wird,
innerhalb von Sekunden abgebaut oder von Zellen aufgenommen wird,
erscheint es unwahrscheinlich, dass es den Herzmuskel oder die
Koronararterien erreicht. Wenn dem so ware, so mussten wahrscheinlichere
systemische Effekte des zirkulierenden Adenosin, wie eine orthostatische
Dysregulation, Schwindel, Reflextachykardie, Gesichtsrotung u. a. eine Role
spielen, statt die selektive Wirkung auf die Koronarien. Wenn man zudem die
hohe Prévalenz der ¢.34C>T Mutation in der Population in Betracht zieht,
scheinen andere einflussreiche, aber bislang noch unbekannt Faktoren eher
eine Rolle zu speilen. Die klinschen Studien an kardiologischen Patienten sind
zu kritisieren, da Erkrankungen in Beziehung zum AMP-Deaminasemangel
gesetzt wurden, zu deren Entstehung unterschiedliche pathogentische Faktoren
eine Rolle spielen (koronare Herzkrankheit, dilatative Kardiomyopathie), es sich
Uberwiegend um retrospektive Studien handelte mit zum Teil problematischen
Zeitpunkten fur den Beginn der Erkrankung (z. B. erster stationarer Aufenthalt)
und Endpunkten (Zeitpunkt einer Herztransplantation). Auf3erdem wurde oft
nicht zwischen TT und CT unterschieden (Loh et al. 1999, Anderson et al.
2000a, Kalsi et al. 2003, Anderson et al. 2004, Gastmann et al. 2004, Yazaki et
al. 2004). In spateren Untersuchungen mit gro3en Kohorten konnte der positive
Effekt einer ¢.34C>T Mutation auf das Uberleben von Patienten mit Zustand
nach Myokardinfarkt und chronischer Herzinsuffizienz nicht bestatigt werden,
zum Teil ziegt sich sogar ein Trend zu verringertem Uberleben (Yacoub et al.
2004, Yuen et al. 2005, Kolek et al. 2005, Collins et al. 2006, De Groote et al.
2006, Agewall et al. 2006, Palmer et al. 2007, Letter De Groote et al. 2007,
Taetmeyer et al. 2009).

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass in der Untersuchung der 5'-
Nukleotidasen im Skelettmuskel keine Unterschiede in den Aktivitaten der
Gesamt 5-Nukleotidase aus dem Homogenat, der zytosolischen AMP 5’-
Nukleotidase und der Ekto-Nukleotidase im Skelettmuskel bei Patienten mit CC,
CT und TT nachgewiesen werden konnte. Unsere Daten wiesen nicht darauf
hin, dass die in vorherigen Studien berichtete vermehrte Bildung von Adenosin

65



im Skelettmuskel bei kurzzeitiger, hochintensiver Belastung durch eine erhdhte
Expression oder eine veranderte Kinetik der zytosolischen AMP 5’-Nukleotidase
bei schwerem AMP-Deaminasemangel beruht. Ein hoherer Umsatz des
akkumulierten AMP durch eine hohere Aktivitat der zytosolischen AMP 5'-
Nukleotidase erscheint als ein wahrscheinlicheres Szenario. Faktoren wie die
Fasertypenzusammensetzung, das Alter und Geschlecht, scheinen an Hand
der Daten unserer Kohorte keinen Einfluss auf die Aktivitat der zytosolischen
AMP 5’-Nukleotidase oder AMP-Deaminase zu haben.
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6. SCHLUSSFOLGERUNG

Aus den Ergebnissen der vorliegenden Studie lassen sich folgende

Schlussfolgerungen ziehen:

1. Unsere Ergebnisse zeigen in Ubereinstimmung mit der vorliegenden Literatur
keine Unterschiede in den Allefrequenzen von CC, CT und TT bei gesunden

Kontrollen, Patienten mit Myalgien und definierten Myopathien.

2. Der TT Genotyp scheint nicht nicht mit einem hoheren Auftreten von
belastungsabhangigen Beschwerden und Myalgien oder einem anderen

abgrenzbaren Phanotyp assoziiert zu sein.

3. Es gibt keinen biochemischen Anhalt dafir, dass eine sekundare AMP-
Deaminasedefizienz im Gefolge einer anderen neuromuskularen Erkrankung
auftritt.

4. Histochemische und biochemische Untersuchungen bieten keinen indirekten
Hinweis auf das Vorkommen eines alternativen SpleiBens oder einen
kompensatorischen Anstieg der AMPD3-Genexpression bei AMP-Deaminase

defizienten Personen.

5. Kompound Heterozygotie bei heterozygoter ¢.34C>T Mutation ist selten und
resultierte in unserer Kohorte nicht in biochemischen Aktivitaten, wie sie typisch

fur den homozygoten Karrierstatus sind.

6. Es lielRen sich keine Unterschiede in den Aktivititen der Gesamt 5'-
Nukleotidase, der zytosolischen AMP 5’-Nukleotidase und der Ekto-
Nukleotidase im Skelettmuskel bei Patienten mit CC, CT und TT nachweisen.
Unsere Daten wieisen nicht darauf hin, dass die in vorherigen Studien
berichtete vermehrte Bildung von Adenosin im Skelettmuskel bei kurzzeitiger,
hochintensiver Belastung durch eine erhdhte Expression oder eine veranderte
Kinetik der zytosolischen AMP 5-Nukleotidase bei schwerem AMP-

Deaminasemangel beruht.
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7. Faktoren wie die Fasertypenzusammensetzung, das Alter und Geschlecht,
scheinen an Hand der Daten unserer Kohorte keinen Einfluss auf die Aktivitat
der zytosolischen AMP 5’-Nukleotidase oder AMP-Deaminase zu haben.

8. Es erscheint wahrscheinlicher, dass der Umsatz des akkumulierten AMP
durch eine hohere Aktivitat der zytosolischen AMP 5’-Nukleotidase bei einer
erhdhten Substratverfiigbarkeit an AMP erhoht ist.

9. Ein AMP-Deaminasemangel scheint in-vivo bei kurzzeitiger und
hochintensiver Belastung weder den Citratzyklus (anaplerotische Funktion),
noch die Glykolyse durch verminderte allosterische Aktivierung der
Phosphofruktokinase infolge verringerter NH3-Bildung zu beeinflussen.

10. Anhand der Ergebnisse unserer Studie lasst sich in der Zusammenschau
mit der vorliegenden Literatur keine klinische Relevanz eines biochemisch und
genetisch nachweisbaren AMP-Deaminasemangels ableiten.

Eine Uberzeugende pathogenetische Erklarung fur die Kompensation eines
AMP-Deaminasemangels unter hochintensiven, Kkurzzeitigen anaeroben

Aktivitaten der Skelettmuskulatur konnte jedoch nicht gefunden werden.
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8. VERZEICHNIS DER FREMD- UND FACHWORTERLAUTERUNGEN

Anaplerotische Funktion - (griechisch: auffullen) Umfasst Reaktionen aus
verschiedenen Stoffwechselwegen, die Intermediate des

Citratzyklus bereitstellen.

Citratzyklus — (Synonyma Tricarbonsaurezyklus, Krebs-Zyklus) Das beim
Abbau von Lipiden, Glykogen und Aminosauren als Zwischenprodukt
entstehende Acetyl-CoA wird darin in den Mitochondrien zu CO; und H,O
abgebaut, wobei fur den Anabolismus des  Organismus  nutzbare
Zwischenprodukte gebildet werden und direkt und indirekt Energie in

biochemisch verfligbarer Form als ATP gebildet wird.

Michaelis-Menten-Konstante - (Abklrzung: K;) Beschreibt diejenige
Substratkonzentration, bei der ein Enzym mit der Halfte seiner maximalen
Geschwindigkeit arbeitet, d. h. 50% der Enzymmolekile in einem System als
Enzym-Substrat-Komplex vorliegen. Sie ist somit ein Mal3 fir die Affinitat eines

Enzyms zu seinem Substrat.

Purinnukleotidzyklus — Salvage-Pathway im Zytoplasma zur Bildung von
Mononukleotiden, der energieeffizienter als die De-novo-Biosynthese von

Purinnukleotiden ist.

Typ-l Muskelfaser — (Synonym: oxidative Faser) Langsam kontrahierende und
langsam ermidende Muskelfaser, auch durch die hohe Myoglobinkonzentration

dunkle oder rote Faser genannt. Energiegewinnung vorwiegend aerob.

Typ-ll-Faser — (Synonym glykolytische Faser) Schneller kontrahierende und
rascher ermidende Muskelfasern, die auch helle oder weil3e Faser genannt

wird. Anaerobe Energiegewinnung.
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10. THESEN

1. Das Enzym AMP-Deaminase baut unter kurzzeitiger, hochintensiver
Belastung AMP zu IMP und Ammoniak ab. Die homozygote ¢.34C>T
Stopmutation im AMPD1 Gen, das fur die muskelspezifische Isoform der
AMP-Deaminase kodiert, ist fir den grof3ten Teil eines biochemisch und
histologisch nachweisbaren AMP-Deaminasemangels im Skelettmuskel
verantwortlich.  Aufgrund seiner Funktion, konnte ein AMP-
Deaminasemangel mit belastungsabhangigen Beschwerden assoziiert

sein.

2. Unsere Untersuchung von 401 Proben zeigte in Ubereinstimmung mit
der vorliegenden Literatur keine Unterschiede in der Haufigkeit von
homozygoter und heterozygoter ¢.34C>T Mutation bei gesunden
Kontrollen, Patienten mit Myalgien und belastungsabhangigen

Beschwerden sowie definierten Myopathien.

3. Ein AMP-Deaminasemangel bei homozygoter ¢.34C>T Mutation scheint
nicht nicht mit einem hoheren Auftreten von belastungsabhangigen
Beschwerden und Myalgien oder einem anderen abgrenzbaren Phanotyp

assoziiert zu sein.

4. Es gibt in unserer Kohorte weder einen biochemischen Anhalt, noch
einen laborchemischen Hinweis im Funktionsstest (standardisierte
Handkraftdynamometermessung) dafir, dass eine sekundare AMP-
Deaminasedefizienz im Gefolge einer anderen neuromuskularen

Erkrankung auftritt.

5. Histochemische und biochemische Untersuchungen bieten keinen
indirekten Hinweis auf das Vorkommen eines alternativen SpleiRens im
AMPD1 Gen oder einen kompensatorischen Anstieg anderer AMP-
Deaminase-Isoformen (z. B. der AMPD3-Genexpression) bei AMP-

Deaminase defizienten Personen.

6. Kompound Heterozygotie bei heterozygoter ¢.34C>T Mutation ist selten

und resultierte in unserer Kohorte nicht in biochemischen Aktivitaten, wie
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10.

11.

sie typisch fir den homozygoten Karrierstatus der ¢.34C>T Mutation

sind.

Bei AMP-Deaminasemangel kénnte der Abbau von AMP zu Adenosin
durch zytosolische AMP-5-Nukleotidasen als alternativer Abbauweg bei
AMP-Deaminasemangel eine Rolle spielen, wobei 5’-Nukleotidasen im

menschichen Skelettmuskel bislang biher nicht unersucht waren.

Es lieRen sich keine Unterschiede in den Aktivitaten der Gesamt 5’-
Nukleotidase, der zytosolischen AMP 5’-Nukleotidase und der Ekto-
Nukleotidase im Skelettmuskel bei Patienten mit und ohne c¢.34C>T

Mutation nachweisen.

Die Ergebnisse unserer Studie deuten darauf hin, dass eine vermehrte
Bildung von Adenosin im Skelettmuskel bei kurzzeitiger, hochintensiver
Belastung, wie in friherern Funktionsstudien berichtet, nicht durch eine
erhohte Expression oder eine veranderte Kinetik der zytosolischen AMP
5’-Nukleotidase bei AMP-Deaminasemangel bedingt ist. Eher scheint der
Umsatz des akkumulierten AMP durch eine hohere Aktivitat der
zytosolischen AMP 5’-Nukleotidase bei einer erhohten

Substratverfiigbarkeit an AMP erhdht zu sein.

Faktoren wie die Fasertypenzusammensetzung, das Alter und
Geschlecht, scheinen an Hand der Daten unserer Kohorte weder einen
Einfluss auf die Aktivitat der zytosolischen AMP 5’-Nukleotidase, noch

auf die Aktivitat der AMP-Deaminase zu haben.

In in-vitro Studien wirkte Ammoniak als positiver Effektor der
Glykogenolyse durch allosterische Aktivierung der Phosphofruktokinase.
Im standardisierten ischdmischen Handkrafttest (kurzzeitige und
hochintensive Belastung) zeigte sich in-vivo bei AMP-Deaminasemangel
keine verminderte Laktatproduktion bezogen auf die Muskelarbeit, d. h.
die. Effizienz der Glykogenolyse infolge infolge verminderter Ammoniak-
Produktion war nicht beeintréchtigt.
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