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yon Skeletmuskelerkrankungen* 
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Myoglobin Radioimmunoassay: 
Experience of the Diagnosis of Skeletal Muscle Disorders 

Summary. Serum myoglobin was measured by a sensitive radioimmunoassay 
in healthy controls and in patients with skeletal muscle disorders such as 
polymyositis and Duchenne type muscular dystrophy. The serum myoglobin 
levels were closely related to the serum creatine kinase (CK) activity, thus 
indicating that myoglobin is a useful adjunct in the assessment of muscle cell 
damage. 
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Zusammenfassung: Die Serum-Myoglobinkonzentration wurde mit einem 
empfindlichen Radioimmunoassay bei gesunden Kontrollpersonen und Pa- 
tienten Nit Polymyositis und progressiver Muskeldystrophie yore Typ Du- 
chenne bestimmt. Die gemessenen Konzentrationen korrelieren eng mit der 
Serum-Kreatin-Kinase, so dab die Myoglobinkonzentration im Serum als 
niitzlicher Parameter bei der Beurteilung von Muskelzellsch~iden herangezogen 
werden kann. 

Sehliisselw6rter: Myoglobin-Radioimmunoassay - Kreatin-Kinase (CK) - 
Polymyositis - Progressive Muskeldystrophie vom Typ Duchenne 

Einleitung 

Myoglobin (MB) ist ein sauerstoffbindendes, niedermolekulares Protein (MG etwa 
18000), das in der Herz- und Skeletmuskulatur synthetisiert wird. Im frisch 
gewonnenen Blutserum l~igt sich MB fiberwiegend als Oxymyoglobin nachweisen, 
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w/~hrend t~ber I/~ngere Zeit gelagerte Serumproben haupts/ichlich Methmyoglobin 
enthalten (Roxin et al. 1979). Das immunreaktive Verhalten dieser beiden 
verschiedenen Myoglobine scheint beim radioimmunologischen Nachweis im 
wesentlichen jedoch identisch zu sein. Entscheidende klinische Bedeutung hat die 
MB-Bestimmung im Serum wghrend der letzten Jahre bei der Fr~hdiagnostik des 
Myokardinfarkts erlangt. Mehrere Untersucher konnten zeigen, dab MB beim 
Infarkt nicht nur frfiher, sondern auch rascher ansteigt als die Kreatin-Kinase 
(CK) (Rosano et al. 1977; Stone et al. 1977; Miyoshi et al. 1978). Da bislang t~ber die 
Wertigkeit der radioimmunologischen MB-Bestimmung bei Skeletmuskelerkran- 
kungen nur wenig Daten vorliegen (Hische und van der Helm 1979; Kiegling und 
Beckmann 1981), haben wir seit Oktober 1979 mit einem kommerziellen Test- 
besteck entsprechende Erfahrungen gesammelt. In der vorliegenden Arbeit soll 
daher zu folgenden Punkten Stellung genommen werden: a) technische Durch- 
ft~hrung des MB-Radioimmunoassays (MB-RIA), b) Untersuchungen zur Quali- 
tfitskontrolle, c) Etablierung eines laboreigenen Normbereichs, d) Uberprt~fung 
der Korrelation zur CK-Aktivit~it im Serum bei gesunden Personen und Patienten 
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Abb. 1. Myoglobin-Radioimmunoassay: Anleitung zur Durchffihrung der verschiedenen Arbeits- 
schritte (I-XI) 
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mit Skeletmuskelaffektionen, e) Besonderheiten bei der Interpretation patholo- 
gischer Befunde. 

Material und Methoden 

Personen ohne Skeletmuskelaffektion. Insgesamt 109 gesunde Personen (62 M/~nner und 47 
Frauen, Aiter 19 bis 79 Jahre). 
Patienten mit Skeletmuskelaffektion. Fi~nf Patienten mit Polymyositis. Die Diagnose war 
gesichert durch klinische Untersuchung, EMG und Muskelbiopsie (Prof. Ricker und Dr. Boxler, 
Neurot. Univ.-Klinik, Wfirzburg) sowie durch erh6hte CK-Aktivitgten. Zwanzig Patienten mit 
progressiver Muskeldystrophie vom Typ Duchenne. Die Seren dieser Patienten waren freund- 
licherweise yon Herrn Prof. Beckmann, Abtlg. P/~diat. Muskelerkrankungen, Univ.-Kinder- 
klinik, Freiburg i. Breisgau, zur Verffigung gestellt worden. 
Myoglobin-Radioimmunoassay (MB-RIA). Riamat Myoglobin (Fa. Byk-Mallinckrodt, Dietzen- 
bach, Bundesrepublik Deutschland), ein kommerzieller Kit, der auf einer Doppelantik6rper- 
methode basiert, wobei vom Hersteller folgende Reagenzien geliefert werden: in lyophilisierter 
Form MB aus menschlichem Skeletmuskel (1.0 p.g Human-MB-Standard, zzsI-Human-MB mit 
einer Gesamtaktivitfit yon 1 gCi pro Kit), MB-Antiserum, Phosphatpuffer und in wfil3riger 
L6sung Poly~thylenglykol. Der Versuchsansatz erfolgt am zweckm/~gigsten in 5 ml-Plastik- 
spitzr6hrchen (Fa. Sarstedt, N/~mbrecht, Bundesrepublik Deutschland). 
Kreatin-Kinase-Bestimmung. Die Bestimmung der Serum-CK-Aktivitgt erfolgte in einem halb- 
mechanisierten Photometersystem (Eppendorf Ger/~tebau Netheler und Hinz GmbH, Hamburg, 
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Abb. 2. Myoglobin-Radioimmunoassay: Standardkurve. Die aufder Kurve eingetragenen Punkte 
resultieren aus der mittleren Z~ihlrate (cpm) von jeweils 3 Einzelbestimmungen 
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Bundesrepublik Deutschland) unter Verwendung von Monotest CK NAC (Boehringer Mann- 
heim GmbH, Mannheim, Bundesrepublik Deutschland). Normbereich: 10-80U/1 (Miinner), 
10-70 U/I (Frauen). 
Statistik. ErfaBte Variablen: MB, CK, Alter und Geschlecht. Folgende Tests wurden durch- 
geftihrt: Berechnung yon Mittelwert + Standardabweichung (SD), Priifung auf Normverteilung, 
t-Test nach Student, Variationskoeffizient, Korrelationstests (r = Korrelationskoeffizient), 
Signifikanzgrenze P < 0.05. 

Ergebnisse 

In Abb. 1 sind die verschiedenen Arbeitsschritte sowie die von den Autoren 
gewfihlten Versuchsbedingungen bei der Durchftihrung des MB-RIA zusammen- 
gestellt. Eine reprfisentative Bindungskurve (Standardkurve) ist in Abb. 2 aufge- 
zeigt. Bei Messung hoher und niedriger Konzentrationen (n=20) betrug der 
Variationskoeffizient fiir Intraassaybedingungen 3,8% und ftir Interassaybedin- 
gungen 5,0%. Untersuchungen zur unteren Nachweisgrenze, (Bo-3 SD)-N/Bo-N,  
(n = 23), vgl. Abb. 1, lieBen eine Konzentration von 2,8 ng/ml  erkennen. Die MB- 
Serumkonzentrationen des Normalkollektivs bewegten sich zwischen 4-60 ng/ml  
und wiesen neben einer Normalverteilung sowohl eine Geschlechts- als auch 
Altersabhfingigkeit auf (Tabelle 1). Statistisch signifikant war jedoch lediglich der 
Geschlechtsunterschied ft~r die jeweiligen Gesamtkollektive. Extreme Myoglobin- 
gmie bis zu 5000 ng/ml  war im Falle von Polymyositiden und der progressiven 
Muskeldystrophie vom Typ Duchenne nachweisbar. In Abb. 3 ist die signifikante 
Korrelation zwischen MB und CK dargestellt (r = 0,92, bei nichtlogarithmischer 
Datenerfassung r = 0,68). Die zum Teil sehr hohen MB-Konzentrationen bei den 
genannten Skeletmuskelerkrankungen erfordern h6here Verdt~nnungen der ein- 
gesetzten Serumproben. Diese Notwendigkeit ist eine Fehlerquelle, zumal mit 
zunehmender Verdiinnung die genessenen Konzentrationen wieder abnehmen 
(Tabelle 2). Ein derartiges Verdiinnungsphfinomen ist bei radioimmunologischen 
Methoden bekannt und wird als Ausdruck eines gest6rten Antigen-Antik6rper- 
Gleichgewichts bei unterschiedlichem Antigenangebot gewertet. Aufgrund dieser 
Erfahrung sind die Autoren der Meinung, dab bei der Durchftihrung des MB-RIA 

Alter (Jahre) Serum-Myoglobin (ng/ml) 
Mittelwert _+ SD) 

Mfinner Frauen 

Tabelle 1. Geschlechts- und 
Altersabh~ingigkeit der Myo- 
globinkonzentration bei 109 
gesunden Kontrollpersonen 

<30 28,9+13,0 17,1+ 8,5 
(n = 21) (n = 16) 

<60 31,3+ 12,9 23,9+ 19,3 
(n = 20) (n = 19) 

<90 33,5_+ 13,5 28,9_+ 16,7 
(n = 21) (n = 12) 

_<30-<90 31,2_+ 12,0 22,8_+ 12,1"* 
(n = 62) (n = 47) 

** P< 0.01 
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Abb. 3. Korrelation der Serumkonzentrationen yon Myoglobin (Normbereich 4-60 ng/ml) und 
CK (Normbereich 10-70 U/l) bei einem Kollektiv von gesunden Kontrollpersonen e, Patienten 
mit progressiver Muskeldystrophie vom Typ Duchenne o und Patienten im Verlaufe einer 
Myositis o 

Tabelle 2. Einflul3 der Serum- 
verdt~nnung auf die gemessene 
Myoglobinkonzentration 

Verdfinnung Normalserum Serum bei Myositis 

1 : 2 30 ng/ml 900 ng/ml 

1 : 4 30 ng/ml 1120 ng/ml 

1 : 8 28 ng/ml 1200 ng/ml 

1:16 - -  950ng/ml 

1:32 - -  890 ng/ml 

1 : 64 - -  800 ng/ml 

1 : 128 - -  750ng/ml 

Seren in einer Verdf innung zwischen 1:4 und  1 : 8 eingesetzt werden sollten. Als 

Verdf innungsmedium wird Phosphatpuffer  verwendet  (vgl. Abb.  1). 

Diskuss ion 

Die bisherigen Unte rsuchungen  bei einem k~iuflichen MB-RIA-Ki t  zeigen, dab der 
MB-Nachweis auch bei der Diagnost ik  von Skele tmuskelerkrankungen als 
wertvoller Parameter  angesehen werden kann .  Es wurde gefunden,  dab vor allem 



54 WR. Kiel31ing und K.W. Pflughaupt 

bei entziJndlichen Muskelerkrankungen und bei der progressiven Muskeldystro-  
phie vom Typ Duchenne hohe MB-Konzentra t ionen gemessen werden, die in 
Einzelf~illen vergleichsweise sogar h6her  lagen als die Serum-CK-Aktivit~,ten. 
Beriicksichtigt man  die Serumverdt~nnung als m6gliche Fehlerquelle, so lfil~t sich 
feststellen, dab mit dem angebotenen Testbesteck eine empfindliche und zuver- 
l~issig reproduzierbare laborchemische Methode zur Verffigung steht, die zur 
Beurteilung eines Muskelzellschadens eingesetzt werden kann. Zum jetzigen 
Zeitpunkt bleibt noch abzuwarten,  ob die MB-Best immung bei der Erfassung 
subklinischer Myopathien und bei der Frt ihdiagnostik erblicher Muskelerkran- 
kungen eine weitere ntitzliche Indikat ion darstellt und der alleinigen CK-Bestim- 
mung eventuell iiberlegen ist. 
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