Aus dem Friedrich-Baur-Institut der MedizinischeakEltat
an der Neurologischen Klinik und Poliklinik
(Direktorin: Prof. Dr. med. Marianne Dieterich)

der Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen

Neue Strategien molekularer Therapien bei der Duchene

Muskeldystrophie

Dissertation
zum Erwerb des Doktorgrades der Humanbiologie
an der Medizinischen Fakultat der

Ludwig-Maximilians-Universitat zu Minchen

vorgelegt von
Cordula Pertl
aus
Traunstein
2013



Mit Genehmigung der Medizinischen Fakultat

der Universitat Minchen

Berichterstatter: Prof. Dr. med. Maggie C. WalMrA.
Mitberichterstatter: Prof: Dr. Wolfgang Mullerdber
Prof. Dr. Roland Kappler
Priv. Doz. Dr. Burkhard Rolf
Mitbetreuung durch die
promovierten Mitarbeiter: Dr. rer. nat. Christi@hirion
Priv.-Doz. Dr. med. Dr. phil. Sabine Krause

Dekan: Prof. Dr. med. Dr. h.c. M. Reiser, FAGRCR

Tag der mundlichen Prifung: 18.07.2013



meinen Eltern



Teile dieser Arbeit wurden verdffentlicht in:

Pertl, C.*, Giacomotto, J.*, Borrel, C., Walter, M.C., Buls$., Johnsen, B., Baillie, D.L.,
Lochmdller, H., Thirion, C., Ségalat, L. (2009) '&wation of the therapeutic potential of
carbonic anhydrase inhibitors in two animal modefs dystrophin deficient muscular
dystrophy.” Hum Mol Genel8: 4089-4101.

Pertl, C., Eblenkamp, M., Pertl, A., Pfeifer, S., Wintermantél, Lochmdller, H., Walter,
M.C., Krause, S., Thirion, C. (2012) "A new web-b&danethod for automated analysis of
muscle histology.” BMC Musculoskelet Disotd: 26.

Pertl, C., Pertl, A., Thirion, C., Stucka, R., Patterson, ®@alter, M.C., Krause, S.,
Lochmdller, H. (2012) "Reduction of the E3/E4 liga€hip ameliorates functional and
morphological signs of muscular dystrophy in dyshio-deficient mice."_Am J Pathol

eingereicht



Inhaltsverzeichnis

Inhaltsverzeichnis

Inhaltsverzeichnis

Zusammenfassung

1 Einleitung

1.1 Pathologie der Duchenne Muskeldystrophie

111 Genetische Ursachen und Krankheitsbild der Duch&fuskeldystrophie
1.1.2 Gegenuberstellung der Becker und Duchenne Musketghse

1.2 Molekulare Grundlagen der Duchenne Muskeldystrophie

1.2.1 Dystrophin

1.2.2 Der Dystrophin-assoziierte Proteinkomplex (DAPC)

1.2.3 Utrophin

13 Therapieforschung und -entwicklung

13.1 Tiermodelle fir DMD

1311 mdxMaus

1312 Kanine und feline Modelle fir DMD

1.3.1.3 Weitere Tiermodelle

1.3.2 Molekulare Therapie fur DMD

1.3.2.1 Modifikation des Dystrophin mRNA-Spleil3ens: Exolipging

1.3.2.2 Proteinersatztherapie

1.3.2.3 Glukokortikosteroidtherapie der Duchenne Muskelaystie

1.3.24 Zellbasierte Strategien

2 Zielsetzung: Neue Ansatze fur die molekulare Thierbpi der DMD

2.1 Praklinische Validierung zweier CarboanhydraseHdiibren in demdxMaus
2.2 Entwicklung eines neuen Mausmodety$™/chip” bzw.dys™/chip”)

3 Material und Methoden

3.1 Versuchstiere und -haltung

3.2 Isometrische Muskelkraftmessung

3.3 Muskelhistologische Untersuchung

331 Histochemie und Immunohistochemie

3.3.2 Automatisierte quantitative Analyse versdhiger histologischer Parameter
34 Statistische Auswertung

3.5 Préklinische Validierung zweier Carboanhydriasgbitoren in demdxMaus
351 Behandlung dendxMause mit den Carboanhydraseinhibitoren

10

14
16
16
16
17
19
20
21
23
27
30

34
34
36

40

40

40

43

43

43

45

46

46



Inhaltsverzeichnis

3.5.2 Histologische Untersuchungen und isometeiddbskelkraftmessung 46
3.5.2.1 Histochemie und Immunohistochemie 46
3.5.2.2 Automatisierte histologische Analyse derskklschnitte 46
3.5.2.3 Isometrische Muskelkraftmessung a7
3.6 Entwicklung eines neuen Mausmodetigs("/chip” bzw.dys™/chip”) 47
3.6.1 Zucht und Genotypisierung a7
3.6.2 Charakterisierung der Inzucht- und Auszimiet! 51
3.6.2.1 Proteinextraktion aus Muskelgewebe undtévieslot Analyse 51
3.6.2.2 Histochemische und Immunhistochemischerdachungen 52
3.6.2.3 Automatisierte quantitative Analyse des Anteildiarotischem Muskelgewebe 54
3.6.24 Isometrische Muskelkraftmessung 55
4 Ergebnisse 56
4.1 Praklinische Validierung zweier CarboanhydraseHditbren in demdxMaus 56
411 Histochemie und Immunhistologie 56
41.2 Isometrische Muskelkraftmessung 59
4.2 Entwicklung eines neuen Mausmodetly§ /chip” bzw. dys¥/chip”) 62
42.1 Charakterisierung der Aus- und Inzuchtlinie 62
42.1.1  Zucht und Sterblichkeit der Mausliniys”/chip” bzw. dys”/chip” 62
42.1.2 Gewichtsentwicklung und Lebensalter in der AusZirlet 62
4.2.1.3 Gewicht, Grol3e und Lebensalter in der Inzuchtlinie 63
4.2.2 Funktionelle und biochemische Charakterisierungmarcht-Mauslinie 64
4221 Isometrische Muskelkraftmessung 64
4222 Western Blot Analyse 70
4.2.2.3 Histochemie und Immunhistologie 75
5 Diskussion 84
5.1 Praklinische Validierung zweier CarboanhydraseHiibien in demdxMaus 84
5.1.1 Wirkung von MTZ und DCPM aut. elegans 84
5.1.2 Wirkung von MTZ und DCPM auf damdxMausmodell 84
5.1.3 Fazit und Ausblick 87
5.2 Entwicklung eines neuen Mausmodedgs("/chip” bzw. dys™/chip”) 89
5.2.1 Zucht der Knockoutmutanty6™”/chip” bzw. dys™/chip”) 89
5.2.2 Funktionelle und biochemisch Charakterisigrder Knockoutmutante 91
5.2.3 Fazit und Ausblick 102
Literaturverzeichnis 105

Anhang 122



Inhaltsverzeichnis

Abkilrzungsverzeichnis

Danksagung

Veroffentlichungen

Poster

Ehrenwdrtliche Erklarung

122

126

127

127

128



Zusammenfassung

Zusammenfassung

Die grof3en medizinischen Errungenschaften dereetbeiden Jahrhunderte fuhrten dazu,
dass eine Vielzahl von Erkrankungen, darunter lemalinfektionskrankheiten, an Schrecken
verloren haben. Dennoch konnte fir eine grol3e Anaahgenetischen Erkrankungen noch
keine wirksame Behandlung gefunden werden. Die dbwsa fiir diese Erkrankungen liegen
in vererbten oder spontan auftretenden Mutatiodenden vollstandigen Verlust oder eine
Fehlfunktion eines lebensnotwendigen Genprodukiésioh bringt. Eine moégliche Therapie
einer solchen genetischen Erkrankung erfordert dieederherstellung der fehlenden
Funktion. Das Ziel dieser Arbeit war es, zwei Stgatn einer molekularen Therapie flr die
Duchenne Muskeldystrophie (DMD) zu untersuchen. DMt eine schwerwiegende
Erkrankung dar, bei der es zu einem Muskelschwwdrit, der aufgrund von Herz- und
Lungenversagen zum Tode fuhrt. Die urséchliche Nartaist auf dem X-Chromosom im
Dystrophingen lokalisiert, weshalb insbesonderegdarbetroffen sind. Zurzeit besteht noch
keine Mdglichkeit einer kausalen Therapie. Diesbefirstellt wichtige Einblicke in mdgliche
Therapiestrategien fur die DMD zur Verfugung, weldiir zukinftige Forschungsprojekte

und klinische Studien von Nutzen sein kdnnen.

Die hier verfolgten Therapiestrategien basierenEkenntnissen, die in einer Mutante des
NematodenC. elegansgewonnen wurden. Hierbei handelte es sich um dikaMedys-1;
hih-1. In diesem Modell entwickelte der Wurm mit einerutsition desdys-1 Gens in
Verbindung mit einer mildenMyoD-Mutation einen muskeldegenerativen, annahernd
unbeweglichen Phanotyp (Gaetl al.2004; Segala2006; Segalg2007). Die erste Strategie
zur Therapie von DMD beruht auf den ErgebnisseasMedikamentenscreens, der mehr als
1000 zugelassene Medikamente umfasste. Im dystnojdeenatodenmodell sollten Molekiile
identifiziert werden, die fahig sind den dystropl#rénotyp zu verbessern. Zwei von etwa 20
wirksamen Substanzen, Dichlorophenamid (DCPM) urethsizolamid (MTZ), wurden in
der vorliegenden Arbeit im Dystophin-defizienterdxMausmodell darauf getestet, ob sie
auch im hoheren Tiermodell fir die DMDn{xMaus) eine Verbesserung des dystrophen
Phéanotyps bewirken kénnen. Dichlorophenamid und histatlamid sind
Carboanhydraseinhibitoren der Klasse der Sulfonarf@dipuraret al.2003).

Die zweite Strategie stutzt sich auf Untersuchungdie ebenfalls in dieser annahernd
unbeweglichenC. elegans Doppelmutantedys-1; hlh-1 erfolgten. So wurde ein Gen

identifiziert, das an der Regulation des Muskekprabbaus beteiligt ist (Nyamsurest
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al.,2007). Das Gen kodiert die E3/E4 Polyubiquitinlig&HN-1, die an der Regulation des
Abbaus sarkomerer Proteine mitwirkt. Das humane #loghzu CHN-1 ist CHIP (carboxyl
terminus of the Hsp70-interacting protein). Der Kkaout vonchn-1 konnte im Wurm den
unbeweglichen Phanotyp verbessern (Nyamsateh.2007). Diese Erkenntnisse bildeten die
Grundlage fur die Etablierung eines neuen Mausnmdeatelches zusatzlich zumdx
Hintergrund einenchip-Knockout aufweist. Das neue Mausmodetlyg/chip”™ bzw.
dy</chip™) sollte dazu dienen, die Reduktion des Proteinabbien Muskel durch den
Knockout der muskelspezifischen E3/E4-Ligase CHGRtgrminus of Hsp70-interacting
protein) zu untersuchen. Sollten diese Untersuckningn diesem neuen Mausmodell
erfolgversprechende Ergebnisse liefern, dann koRitdtig eine Herunterregulierung der

E3/E4-Ligase CHIP fiir den Einsatz im Patientennwd&ung gezogen werden.

Im Rahmen dieser Arbeit sollte geklart werden, ine wveit die Effekte, die im
Nematodenmodell beobachtet wurden, im hoheren TDdeth auftreten und ob sich dort
Erkenntnisse fur eine spatere Anwendung diesettegiem im Patienten gewinnen lassen.
Dazu wurden die kontraktilen Eigenschaften der Mirskmittels einer auf funktioneller
Ebene des Muskels erfolgenden isometrischen Muskatkessung inM. extensor digitorum
longusder behandelten Mause sowie der entsprechendetndloréiuse durchgefihrt.

Des Weiteren sollten die Effekte der Behandlung aeit Carboanhydraseinhibitoren bzw.
deschip-Knockouts auf histopathologische Merkmale desrdpéten Muskels charakterisiert
werden. Dazu wurde ein Bildanalysesystem entwickeilt dem die Parameter Faseranteil mit
zentral lokalisierten Zellkernen und Feret's Durebser der Muskelfaser automatisch
ermittelt werden kénnen. In delys'/chip’” bzw. dys”/chip”-Knockoutmaus wurde dartiber
hinaus der Anteil an fibrotischem Gewebe im Muskelgchnitt Gber ein weiteres
automatisiertes Bildanalysesystem bestimmt. Derefgsenanteil und die oxidative
Kapazitat der Muskelfasern wurden in der Knockoutsn@benfalls untersucht.

Zur Untersuchung der Wirksamkeit der Carboanhydmnagatoren Dichlorophenamid und
Methazolamid wurden diese Substanzen lUber 120 [BageanmdxMause verfittert. Dabei
wurde Dichlorophenamid in einer 5- und 20-fachersiBaung (5x DCPM bzw. 20x DCPM)
und Methazolamid in einer 1- und 5-fachen Dosier(lhgMTZ bzw. 5x MTZ) eingesetzt.
FUr beide Substanzen wurde in der hoheren Dosieeumg Abnahme der Resistenz der
Muskelfasern  gegenuber  exzentrischen  Kontraktionen  der  isometrischen
Muskelkraftmessung gezeigt. Es konnte auch eingn¢ehspezifische tetanische Muskelkraft
beobachtet werden. Dabei besitzt 5x MTZ das beg3af, da hier der mittlere Kraftabfall
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anndhernd konstant in der Kontrollgruppe und in dmrhandelten Tieren ist. Die
histologischen Untersuchungen waren nur fir did3Z-behandelten Muskeln mdglich, da
die Muskeln aus der Behandlung mit Dichlorophenakaohe ausreichende Qualitat fur die
automatische Auswertung aufwiesen. Im 5x MTZ-beletted M. tibialis anteriornahm der
Faseranteil mit zentral lokalisierten Zellkernegngiikant gegentiber der Kontrollgruppe ab,
wéahrend die FasergroRenvariabilitdt zunahm. Audibldge sich die Anzahl an kleinen
Fasern. Im Diaphragma dagegen konnten keine Uhied& beobachtet werden. Ein groRerer
Varianzkoeffizient und die héhere Anzahl an kleirfeasern sprechen fir eine zunehmende
Degeneration des Muskels. Dem widerspricht jedaehTdtsache, dass der Anteil an Fasern
mit zentral lokalisierten Zellkernen geringer gedem ist. Funktionell spricht auch die
geringere Resistenz dedVl. extensor digitorum longus in der isometrischen
Muskelkraftmessung fur eine Verschlechterung demidi@nintegritat.

Dies macht deutlich, dass el@. elegansScreen gekoppelt mit einer Validierung im
Mausmodell zur Identifikation und Charakterisieryragentieller Medikamente gegen seltene
Krankheiten sinnvoll ist, da Unterschiede der Mbuwejsiologie verschiedener Spezies
unterschiedliche Ergebnisse bedingen, die man bBéemgleich zweier Modelle beachten
muss. Fur die Sulfonamide DCPM und MTZ glauben maht, dass weitere praklinische
Untersuchungen fur die Behandlung von DMD erfolgeerden. Jedoch koénnte die
Entwicklung von isoenzymspezifischen oder zumindesgjanselektiven CA Inhibitoren

hdchst natzlich sein, um deren Wirksamkeit zur Beliang von DMD zu verbessern.

Zur Entwicklung des Mausmodells eingys'/chip”- bzw. dys”/chip”-Knockoutmaus wur-
den weiblichemdxMause mit mannlichechip”-Mausen gekreuzt. Ab der F2-Generation
wurden zwei Zuchtansatze verfolgt, wobei zum einen Wurfgeschwister weiterverpaart
wurden und zum anderen nur Tiere verpaart wurderawus Wirfen verschiedener Elterntiere
stammten. Obwohl es sich hierbei um keine vollsgadn- bzw. Auszucht handelt, sollen
die beiden Zuchtansatze dennoch der Einfachheitehao bezeichnet werden. Nur die In-
zucht lieferte eine kleine Anzahl an homozygoterotkoutméausen, welche zusammen mit
den heterozygoten Geschwistertieren einen Einhficken Einfluss deship-Knockouts auf
den mdxPhanotyp ermdglichten. Die Muskelfasern dbip-Knockoutmause wiesen Veran-
derungen in ihren kontraktilen Eigenschaften unérilResistenz gegenitber Ermidung des
Muskels, in ihrem Stoffwechsel der Fasern, ihreseffgrof3e und ihrem Degenerations- und
Regenerationsgrad auf. Dabei wurde eine VerschgghorRichtung hin zu Eigenschaften
langsamer Muskelfasern festgestellt. Sie zeigeemelner verbesserten Muskelausdauer ge-

genuber den Kontrollméusen auch einen geringerdailan Fasern mit zentral lokalisierten
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Zellkernen und eine erhohte oxidative KapazitatMaskelfasern. Auf Proteinebene wurden
die Expressionsmuster verschiedender Marker urdktswelche Einflisse deship-KO auf
die Membranintegritato-Aktinin-2, a-Dystroglykan, Utrophin) und auf Signalwege, welche
den Metabolismus der Muskelfasern regulieren kdr{oeAktinin-2, Calsarcin-2, Myogenin,
p53), widerspiegeln. So wurde im Rahmen dieser @akbeit gezeigt, dass dehnip-KO im
mdxHintergrund einen verbesserten Ausdauerphanotygangleich zur Kontrolle zur Folge
hatte. Aufgrund der Expressionsmuster der untetesancklarker und aufgrund der histologi-
schen Befunde gehen wir davon aus, dasshigrKO direkt oder indirekt zur Aktivierung
des Calcineurin-Signalweges fihrt, welcher den atwen Stoffwechsel in den Muskelfasern
erhoht. Der genaue Mechanismus konnte hier jedmth aufgeklart werden.

Die hohe Sterblichkeit, die wir in den homozygotemockoutmausen beobachtet haben, er-
schwert den Einsatz dieses Mausmodells. Jedoclewige heterozygoten Knockoutmause
eine normale Lebenserwartung und Fitness auf, Wedtiadie weitere Forschung auf diese
Tiere zurtickgegriffen werden sollte. Ziel diesebéit war es schliel3lich, die Wirksamkeit
eines CHIP-spezifischen Therapieansatzes fur @ate Umsetzung im Patienten zu unter-
suchen. Ein vollstandiger Knockout von CHIP soliteht angestrebt werden. Ein moglicher
muskelspezifischer adenoviraler Knockdown \anip im Menschen ware denkbar. Deshalb
stellen die heterozygoten Knockoutmause ein getegnilausmodell fir weitere Untersu-
chungen dieses Therapieansatzes einer CHIP-Reduktidystrophen Muskel dar.

In dieser Arbeit konnte eindeutig gezeigt werdeassd die Reduktion von CHIP nicht
geeignet ist, um die dystrophe Pathophysiologiesabwu therapieren, da die Effekte
vermutlich eher auf der Aktivierung des CalcineuBignalweges beruhen, die einen
Ausdauerphanotyp fordern und dadurch den dystrogtt@motyp abmildern kdnnen. Zur
Aktivierung dieses Signalweges muss jedoch nichtWmweg tber eine CHIP-Reduktion
gegangen werden, da dies offensichtlich schwerwmigg@&lebenwirkungen mit sich bringt.



Pathologie der Duchenne Muskeldystrophie Einleitung

1 Einleitung
1.1 Pathologie der Duchenne Muskeldystrophie

1.1.1 Genetische Ursachen und Krankheitsbild dehBane Muskeldystrophie

Die Muskeldystrophie Duchenné@OMD; OMIM 310200) wurde zuerst von Duchenne
(Duchenngl868) und Gowers (Gowels879) beschrieben. Dabei handelt es sich um eine
Erkrankung mit fortschreitender Muskeldegeneratiomelche durch Mutationen des
Dystrophingens, das auf dem X-Chromosom lokalisistit hervorgerufen wird. Dadurch
kommt es entweder nur zur Bildung von nicht-funkétlem oder zum vollstandigen Fehlen
des 427-kDa Zytoskelett-Protein®ystrophin. DMD geht hé&ufig mit Entwicklungs- und
Verhaltensstorungen einher und z&hlt zu den h&efiggorherrschenden rezessiv vererbten
neuromuskularen Erkrankungen. Etwa 1 von 3500 Jumgjebetroffen (Blakeet al.2002).
Erkrankte Jungen entwickeln erst zwischen dem @.5urebensjahr klinische Symptome der
Erkrankung. Diese Kinder beginnen spater zu laufeahen Schwierigkeiten Treppen zu
steigen und weisen einen watschelnden Gang auf oithh1978). Charakteristisches
Merkmal fiir die Anpassung der Jungen an die Muskeléche stellt das Gowers-Zeichen
dar. Dabei stutzt sich der Patient mit seinen Armagm seinen Schenkeln ab, um sich
aufzurichten. Das typische Erscheinungsbild der Rdlagegeneration bei der Duchenne
Muskeldystrophie zeichnet sich aus durch eine ps®ymertrophe Wadenmuskulatur,
wahrend alle proximalen Muskeln atrophieren. Ducbhgtlich sind die Patienten im zweiten
Lebensjahrzehnt rollstuhlpflichtig und benétigenrseald spezielle Atemhilfen fur die Nacht.
Ohne diese nicht-invasive nachtliche Beatmung fiitiniengen- und Herzversagen bereits im
zweiten Lebensjahrzehnt zum Tod. Trotz der Einfilgrudieser Atemhilfen versterben
Patienten aufgrund des schwerwiegenden Verlustedidskelfunktion wahrend des dritten
und vierten Lebensjahrzehnts.

Neben der offensichtlichen Rolle von Dystrophin ther Gewahrleistung der Muskelfunktion
spielt es jedoch auch eine wichtige Rolle im Gehithes zeigt sich darin, dass ein
beachtlicher Anteil der Patienten mit einer DuchenrMuskeldystrophie eine
nichtfortschreitende kognitive Beeintrachtigung veeitt (Bresolinet al.1994; Blake et
al.,2000; Mehlej2000; Daouckt al.2009).

Histologische Untersuchungen einer Skelettmuskpthéeines DMD-Patienten weisen eine
Erh6hung der Faserkalibervariation, eine Anhaufoegrotischer Fasern und eine Zunahme

zentral lokalisierter Zellkerne in regenerierendessern auf. Darlber hinaus werden das
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Auftreten von Fibrose und eine Einwanderung von tdpkagen und CD4+ Lymphozyten
beobachtet (McDouallet al.1990; Gorospeet al.1992; Blake et al.2002). Der stark
progressive Charakter der Duchenne Muskeldystropkreiht darauf, dass der betroffene
Muskel nicht mehr fahig ist, die geschadigten Mifsisern zu ersetzen. Hierzu tragt die sich
erschopfende Kapazitat der Muskelvorlauferzellere =vB. Satellitenzellen, bei, unentwegt
neue Fasern zu bilden. Zusatzlich wird das Musketpe allméhlich durch Binde- und
Fettgewebe ersetzt (Reimannet al.2000). Eine starke Erhéhung der
Serumkreatinphosphokinaseaktivitat dient als diaggecher Marker fur die Schadigung der
Skelettmuskelfasern. Eindeutig wird DMD Uber dashl&e von Dystrophin in
Muskelbiopsien oder die molekulare Identifikatiomex Mutation des Dystrophingens
diagnostiziert. Der Grol3teil der identifizierten tdtionen stellen mit 65% grof3e Deletionen
dar. Diese Patienten weisen einen Verlust von eioder mehreren Exons auf. Diese liegen
in zwei ,hot spots* fur Deletionen am 5-Ende bzwn der zentralen Region des
Dystrophingens. Nur wenige Patienten besitzen [Rapbnen (Koenig et al.1989;
Matsuq2002). Die Ubrigen Mutationen sind gleichmalig lUdes gesamte Gen verteilt.
Dabei handelt es sich um 18% Nonsense-Mutatiorf#énkl8ine Deletionen oder Insertionen,
7% Mutationen einer Splei3stelle und 2% Missens¢éakinen. Bei Deletionen und
Duplikationen kommt es haufig zur Verschiebung Heserasters, wodurch ein vorzeitiger
Stopp der Translation verursacht wird (Robegtsal.1994). Dies hat zur Folge, dass das
Dystrophinprotein verklrzt synthetisiert wird ungtht mehr funktionell ist. Des Weiteren
kann davon ausgegangen werden, dass aufgrund ethrgen mRNA- und Proteinstabilitat
bei Mutanten nur eine geringe Menge an Proteiniegitl Jedoch weisen einige dieser
Patienten wenige Fasern auf, welche Dystrophintipasind. Diese revertanten Fasern findet
man in etwa 50% der Patienten mit DMD. Dabei kasrsieh um 0,2 - 4% der Gesamtzahl
der Fasern handeln. Die Ursache fir das Vorkommeged revertanten Fasern liegt in
natdrlichen, alternativen Spleil3vorgangen und h&ogtder Art der Mutation des jeweiligen
Patienten ab (Burrowt al.1991; Nicholsoret al.1993).

1.1.2 Gegeniberstellung der Becker und Duchennédlgstrophie

Eine mildere Form der Muskeldystrophie stellt diecBer Muskeldystrophie (BMDOMIM
300376 dar (Becked955). Die BMD weist zwar sehr dhnliche klinischgrptome auf wie
die DMD, jedoch treten diese erst sehr viel spétdr sodass einige BMD Patienten bis ins
hohe Alter gehfahig bleiben (Englaetal.1990).
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Bei der BMD wird entweder weniger Dystrophin gebtldder das Dystrophinprotein liegt in
veranderter Grof3e vor. InGegensatz zur Duchenne Muskeldystrophie bleibt Bemker
Muskeldystrophie-Patienten das Leseraster unverindeer beschranken sich die relativ
kleinen Genverluste auf Bereiche, welche zu einerht ressentiellen Teil des Molekuls, der
Rod-Domane, gehdren. Je nach Grof3e und PositioDaletion kann das daraus entstandene
Dystrophin einen unterschiedlichen Grad an Funkiitit besitzen. Dies zeigt sich auch in
dem groRRen Spektrum des klinischen Schweregrade€ieankung bei BMD Patienten
(Scheuerbrandt998).

Obwohl der genetische Defekt der DMD und BMD bereieit 1987 bekannt ist, fehlt es
immer noch an wirksamen Behandlungsmethoden, dibt mur symptomatisch zu einer
Verbesserung fuhren, sondern den Verlust der Migidion verhindern (Emer$993).

Daher war es Ziel dieser Arbeit, zur Entwicklunghvdnsatzen fur molekulare Therapien der
DMD beizutragen.

Informationen zur bisherigen Standardbehandlungod¢bd sind im TREAT-NMD Network

zusammengetragen und einzusetidtp://www.treat-nmd.eu/patients/DMD/dmd-care/




Molekulare Grundlageneat Duchenne Muskeldystrophie Einleitung

1.2 Molekulare Grundlagen der Duchenne Muskeldystrphie

Um die verschiedenen Ansatzmdglichkeiten fur einelekulare Therapie der Duchenne
Muskeldystrophie aufzuzeigen, sollen im Folgenden rdolekularen Zusammenhange des

Dystrophins in der Skelettmuskelfaser dargesteditden.

1.2.1 Dystrophin

Die Duchenne Muskeldystrophie (DMD) wird durch Migaen im Dystrophingen
hervorgerufen. i2ses Gen ist das grof3te Gen im menschlichen GeBsramfasst 2,4 MB
und besitzt 79 Exons (Hoffmaat al.2001).

Aufgrund der Rolle als Verbindung zwisch&gtoskelett und extrazellularer Matrix (ECM)
tragt Dystrophin entscheidend zur Stabilisierung &arkolemma und zur Erhaltung der
Muskelfaserintegritdt wéhrend der Muskelkontraktibai (Weller et al.1990; Petrofet
al.,1993; Pasternakt al.1995). Der N-Terminus des Dystrophin bindet an Ei#Akwéhrend
der C-Terminus mit dem Dystrophin-assoziierten énddomplex (DAPC) am Sarkolemma
(Abb. 2) (Blakeet al.2002) verkupft ist.

Darlber hinaus ist Dystrophin auch an der Reguladier intrazellularen Signaltransduktion
und der Kalziumhomoostase beteiligt (Blage al.2002). Des Weiteren gibt es Hinweise
darauf, dass Dystrophin eine Rolle bei der Krafivd uSignalibertragung und bei der
Aggregation von Neurotransmitterrezeptoren einnimimt normalen Muskel assoziiert die
neuronale Stickstoffmonoxid Synthase (NNOS) mit t&phin im DAPC. Jedoch ist bei
DMD Patienten die nNOS nicht im Sarkolemma des &kmalskels verankert (Brenma
al.,1995). Acharyyaet al. zeigten, dass Dystrophin selbst, eventuell Gber BEK/Akt
Signalweg, dazu fahig ist, Signale zu vermittelreloie bei der Muskelatrophie und -
hypertrophie von Bedeutung sind (Achangtaal.2005). So wird vermutet, dass Dystrophin
Einfluss nimmt auf AKT1, welches seinerseits dumie Phosphorylierung des FOXO
Transkriptionsfaktors die Hochregulierung der E@dden MAFbx und MuRFL1 inhibiert.
Eine transkriptionelle Hochregulierung der E3-LigasMAFbx und MuRF1 wurde unter
atrophen Bedingungen beobachtet (Saetdal.2004; Stittet al.2004).

Die haufigste Dystrophinisoform ist Dp71 (71 kDaglche auch in vielen anderen Geweben
nicht nur im Muskel vorkommt. Dazu gehdren untedexem Gehirn, Lunge, Leber und
Nieren. Trotzdem kann Dp71 das Volllangen-Dystrapmicht in seiner Funktion im

Skelettmuskel ersetzen (Coat al.1994). Die verschiedenen Isoformen entstehen durch
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alternatives SpleiRen der mRNA am 3’-Ende, wodudtd Bindung der Dystrophin-
assoziierten Proteine reguliert wird (Crawfetdal. 2000).

Der Anteil an Dystrophin im Skelettmuskel betragts bzu etwa 0,002 % des
Gesamtproteingehalts. Das stabférmige Protein bieates 3685 Aminosauren, welche in vier
verschiedenen funktionellen Domé&nen organisiert! giabb. 1). Die N-terminale Aktin-
Bindungsdoméane, die grofRe Stab-Domane, die Cystethe Domane und die COOH-
terminale Doméane. Die N-terminale Doméane besitzé éiktin-Bindungsstelle (Aminoséauren
1-220). Die dazugehorige Kristallstruktur wurdedits aufgeklart (Norwooet al.2000) und
ist homolog zur Struktur voa-Aktinin andp-Spektrin. Die Stab-Domane (Aminosauren 338-
3055) besteht aus 24 dreifach helikalen Wiederlgdunnvom Spektrin-Typ, welche den
Groldteil des Proteins ausmachen und fir die Stabfeerantwortlich sind (Koeniget
al.,1988). Man geht davon aus, dass die Stab-Domandhkatandhalter zu den anderen
Domanen fungiert. Zusatzlich befinden sich in dedgereich zum einen vier kleine Prolin-
reiche Scharnierregionen, die eine gewisse Flatébiverleihen, und zum anderen eine
zweite Aktin-Bindungsstelle (Koenigt al.1990; Rybakoveaet al.1996). Entscheidend fur
den korrekten Zusammenbau des DAPC ist die Cystgiiie Domane (Aminosauren 3056-
3354). Diese Doméne besitzt einige Proteinbindumgis® und regulatorische Motive. Dazu
gehort die WW-Domane, welche an die Prolin-reicernostrate bindet (Borkt al.1994).
Des Weiteren zahlen dazu die zwei EF-Hand-Motive, denen ina-Aktinin &hneln und
maoglicherweise intrazellulares €zinden. Das dritte Motiv stellt das ZZ-Motiv darad
einem Zinkfinger-Motiv &hnelt und Calmodulin €abhangig bindet (Pontingt al.1996).
Die vierte Doméane des Dystrophinmolekuls ist derGEterminale Bereich (Aminoséuren
3355-3685). Dieser Bereich beinhaltet zwéielikale coiled coil Domanen (Sadoulet-Puccio
et al.1997) und einen Bereich, der in Geweben, wie z.&ifd und Herzmuskel, alternativ

gespleildt wird.
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Abb. 1: Lage des Dystrophinpromoters und Aufbau derfunktionellen Doméanen.Drei Promotoren Gehirn
(B), Muskel (M) und Purkinje Neurone (P)) steueiie &xpression des Volllangen-Dystrophins. Verkirzte
Dystrophingenprodukte werden von vier zusatzliclernen Promotoren (Dp260, Dpl140, Dpl116, Dp71)
gesteuert. Die Rod-Doméane besteht aus 24 dreifatiii-Hinheiten und vier Scharnierregionen (H). Dgphin
besitzt eine Anzahl von Proteindémanen, welche &igdstellen flir Komponenten des Dystrophin-assteiie
Proteinkomplexes darstellen. Dabei handelt es sinhdie WW-Doméne (WW), die ZZ-Doméne (ZZ) in der
Cystein-reichen Region und die coiled-coil Domame @OOH-Terminus (CT) (basierend auf Blage al,
2000).

1.2.2 Der Dystrophin-assoziierte Proteinkomplex HIA

Im Skelettmuskel befindet sich Dystrophin auf dgioplasmatischen Seite des Sarkolemma.
Dystrophin bindet einen Komplex aus Dystrophin-agésden Proteinen (DAPC), welcher
sich Uber das Sarkolemma erstreckt. DystrophinderdDAPC stellen eine Briicke zwischen
der extrazellularen Matrix, dem Aktin-basierten @gkelett und den Intermediarfilamenten
her (Abb. 2).
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Abb. 2: Anordnung der Komponenten des Dystrophin-assoziieen Proteinkomplexes (DAPC) am
Sarkolemma des SkelettmuskeldDer Dystrophin-assoziierte Proteinkomplex im Musketbindet das innere

Zytoskelett mit der extrazellularen Matrix (Nowakal.2004)

Der DAPC wird durch den Verlust von Dystrophin a@éslisiert (Straubket al.1997b).Fehlt
Dystrophin, dann ist zwar die Expression auf mRN#elke der DAPC-Komponenten normal,
jedoch kann sich der Komplex nicht richtig zusambasren und/oder in das Sarkolemma
integrieren oder wird abgebailies wiederum fihrt zu einer fortschreitenden Sanéng der
Fasern und einer erhéhten Membrandurchlassigkadem besitzt der DAPC eine Rolle in
der Signalweiterleitung. Kann diese Funktion dudgm DAPC nicht mehr erflllt werden,
tragt dies ebenfalls zur Pathogenese bei (Blekal.2002). Ein verkirztes Dystrophin,
welches die Cystein-reiche Domane besitzt, abdrt miie N-terminale Aktin-Bindungsstelle,
lasst den Zusammenbau des DAPC zu. Jedoch ist cedevtierstellung des DAPC Uber
dieses mutierte Dystrophin nicht ausreichend, umDEID Phéanotyp zu verhindern (Cet
al.,1994). Dies zeigt, dass die Interaktion mit dem QA&nd die Verknipfung mit dem
Aktin-Zytoskelett Uber die Aktin-Bindungsstelle umtleehrlich sind fur die Funktion des
Dystrophinmolekdls.

Der DAPC setzt sich aus drei einzelnen Unterkonmgaielasierend auf deren Lage innerhalb
der Zelle sowie deren physischen Verbindung mitedea (Abb. 2) zusammen: der
Dystroglykankomplex, der Sarkoglykankomplex und @gtoplasmatische Komplex (Blake
et al.2002).Mutationen innerhalb, einer dieser Komponentendilru autosomal vererbten
Muskeldystrophien (Dalkilicet al.2003) (Abb. 3).Darlber hinaus steht der DAPC mit
einigen extra- und intrazellularen Proteinen in t&m wie z.B. nNOS (Brenmagt al. 1995)
und Laminin-2 (Hennet al.1996).
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Abb. 3: Durch Mutationen in verschiedenen Bereichen des [Mexes verursachte Muskeldystrophien sind in
obiger Abbildung dargestellt. Tiermodelle fir dier@herapie der Duchenne Muskeldystrophie sind elienf
gezeigt (angepasst aus Allamaatdal,2000).

Die zwei wichtigsten Komponenten des Dystroglykanktexes sindi- und 3-Dystroglykan
(Abb. 2 und 3). Beide werden von einem einzigentidgdykangen kodiert und in mRNA
transkribiert. Anschliel3end wird das Vorlauferpmotproteolytisch prozessiert (Ibraghimov-
Beskrovnayaet al.1992). a-Dystroglykan befindet sich auf der extrazellular8aeite des
Sarkolemma und liegt glykosyliert vor, wodurch dflekilmasse zwischen 120 und 180
kDa, abhangig vom Grad der Glykosylierung, varier&ann. Die B-Dystroglykan
Untereinheit ist ein 43 kDa grol3es Transmembraepromit einer einzigen Membran-
durchspannenden Region. Im Skelettmuskel bieystroglykan intrazellular Gber seinen
C-Terminus dieB-Spektrinb-Aktinin-Repeats des Dystrophin (Huarg al.2000). Die
Kristallstruktur deg3-Dystroglykan/Dystrophin-Komplex zeigte, dgs®ystroglykan mit der
WW-Domane und den EF-Hand-Motiven des DystrophinsWechselwirkung tritt. In

anderen Geweben bindetDystroglykan alternative Proteine, darunter Dyskiaisoformen,
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wie Dp260, Dp140, Dp116 und Dp71 (Jueigal.1995; Finnet al.1998a; Finret al.1998b;
Saito et al.1999), oder Utrophin, das ein autosomal-kodiertesalBg des Dystrophin
darstellt (Matsumurat al.1992; Chuncet al.1999). Auf der extrazellularen Seite interagiert
B-Dystroglykan nicht-kovalent mibi-Dystroglykan (Sciandraet al.2001). a-Dystroglyan
seinerseits bindet extrazellulare Proteine wie Ioamal und -2, Agrin, Biglykan, Perlecan
und Neurexine (Sugiyamet al.1994; Taltset al.1999; Sugiteet al.2001). Dystroglykan und
andere DAPC Proteine werden nicht nur im Muskel ilgeh sondern auch im
Zentralnervensystem (Blakeet al.2000; Cohr2005). Entsprechend zeigt sich bei
Muskeldystrophien haufig ein weites Spektrum an Z¢&aden (Andersoet al.2002). Des
Weiteren binden andere Proteine an den C-Termirars BsDystroglykan. Dazu zahlen
Signalmolekiile wie Grb2, Bestandteile der ERK-MAMa&sekaskade und Rapsyn. Rapsyn
ist ein postsynaptisches Protein, welches an dersamdmenlagerung der
Acetylcholinerezeptoruntereinheiten beteiligt wbei die Rapsynexpression bevorzugt an
der neuromuskularen Endplatte erfolgt (Yagigal.1995; Cartaudet al.1998; Spenceet
al.,2004). Somit kannp-Dystroglykan auch eine Rolle bei der Signallbettomy

zugesprochen werden.

Der Sarkoglykankomplex besteht aus den funf Transibnanproteineru-, -, y- und &-
Sarkoglykan und Sarcospan (Abb. 2 und 3). Viele osamnhal-rezessiv vererbte
Gliedergurteldystrophien werden durch Mutationen 8arkoglykane verursacht (Straeb
al.,1997b; Ozawat al.1998).

Die dritte Komponente des DAPC, der zytoplasmaéisKkbmplex, setzt sich unter anderem
aus Syntrophinen und den Dystrobrevinen zusammeb.(R und 3). Zur Familie der
Syntrophine zéhlen die Protein&, B1, 2, y1 andy2 (Pilusoet al.2000). Diese weisen ein
unterschiedliches Expressionsmuster in den verdehen Muskeln auf, besitzen aber alle
ahnliche funktionelle Domé&nen. PH-Domanen vom RgakTyp, eine Syntrophin unique
region und eine PDZ-Doméane. Die PDZ-Domane tritt ifechselwirkung mit einigen
anderen Proteinen, wie z. B. ErbB4,’NKanalen und nNOS (Brenmagt al.1995; Blakeet
al.,2000). Dystrobrevine weisen deutliche Sequenzhogmetozu dem COOH-Terminus von
Dystrophin auf (Wagneet al.1993; Robert2001). Zwei unabh&ngige Dystrobrevingene
kodieren fur mehrere Isoformen (Petest al.1997b; Sadoulet-Pucciet al.1997). a-
Dystrobrevine werden in den Muskeln und im Zenwgalensystem exprimiert, wahreifid
Dystrobrevin im Muskel nicht vorkommt, jedoch im l@&® und anderen Geweben, wie

Plazenta und Niere, zu finden ist. Die genaue HRonktvon a-Dystrobrevinen im
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Skelettmuskel ist noch unbekannt, aber man vermudats sie eine Rolle bei der

intrazellularen Signalliibertragung besitzen.

1.2.3 Utrophin

Utrophin weist einen hohen Grad an Ahnlichkeit zysfophin auf, besonders beziiglich
funktionell wichtigen Proteindomanen (Tinslegt al.1992; Pearceet al.1993) und
Bindepartnern im Muskel (Matsumued al.1992). Das Utrophingen konnte im Menschen auf
dem Chromosom 6g24 lokalisiert werden (Loge al.1989; Buckle et al.1990). Das
Mausaquivalent liegt auf der proximalen Region @G&ésomosoms 10 (Tinslegt al.1992).
Anfangliche Untersuchungen der Sequenz und deeidsbtuktur von Utrophin legten eine
deutliche Ahnlichkeit mit Dystrophin offen (Tinslest al.1992). Die N-terminale Doméane
von Utrophin, einschlie3lich der ersten 250 Aminosé, bindet F-Aktin mit einer ahnlichen
Affinitat wie Dystrophin, obwohl dieser Prozess til@=f*/Calmodulin reguliert ist (Winder
et al.1995a; Winderet al.1995b; Winderet al.1995c; Morriset al.1999). Neben der
Cystein-reichen und C-terminalen Domaéane ist diesgidh zu 80% identisch mit der
aquivalenten Domane von Dystrophin (Tinsley al.1992). Daher wird erwartet, dass
Utrophin und Dystropin auch gemeinsame C-termiRatgeinbindepartner besitzen (Jareés
al.,1995), wie den Dystrophin-assoziiertem Proteinka@axp(DAPC), einschlie3lich der
Dystroglykane (Jamest al.1996) und Syntrophine (Petee$ al.1997a). Die Stabdomane,
sowohl des Utrophins als auch des Dystrophins,ehesaus einer Zahl von Spektrin-
ahnlichen Wiederholungen mit Prolin-reichen Schemegionen (Tinsleyet al.1992) und
stellt die am wenigsten konservierte Region zwiactlen beiden Proteinen dar (Peaete
al.,1993). Das Utrophinprotein ist ubiquitar exprimi@¢huranaet al.1991; Loveet al.1991;
Nguyenet al.1991; Khuranaet al.1992; Nguyeret al.1992; Blakeet al.1996). Im Muskel
wird Utrophin in intramuskuldren Nerven, Blutgefalleind Muskelfasern exprimiert.
Innerhalb der erwachsenen Muskelfaser ist Utroftainptsachlich im Acetylcholinrezeptor
(ACHR)-reichen Bereich an der neuromuskularen Eattipl(NMJ) lokalisiert. Dort bindet es
an die Komponenten des DAPC (Khurastaal.1991; Ohlendieclet al.1991; Matsumuraet
al.,1992; Nguyeret al.1992; Campanellet al.1994) und der myotendinous junction (MTJ)
(Khuranaet al.1991), wobei Dystrophin am Sarkolemma vorherrdebtwird vermutet, dass
Utrophin eine wichtige Rolle fur die Struktur desspsynaptischen Zytoskeletts spielt (Love
et al.1993). Aufgrund der groRen Ahnlichkeit der Domamérd Utrophin als autosomale,
fotale Form des Dystrophin gesehen. Utrophin konmmmibohen MalRe im sich entwickelnden

fotalen Muskel und in Satellitenzellen vor. Utraphst am Sarkolemma im fétalen Muskel
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lokalisiert, verschwindet im weiteren Verlauf vdort und wird postnatal durch Dystrophin
ersetzt (Clerket al.1993). Es wird vermutet, dass Dystrophin mdglicrese starker
spezialisiert und angepasst ist an die enorme Belgsdes Skelett- und Herzmuskels
wahrend der Geburt. Bis zu diesem Zeitpunkt bewitkbphin moglicherweise in den sich
entwickelnden Myotuben eine Art struktureller Shgdi (Tinsley et al.1996). Trotz der
strukturellen und funktionellen Ahnlichkeit sindite Proteine unterschiedlich im normalen
adulten Gewebe lokalisiert und werden scheinbapmeiz exprimiert, wodurch man auf eine
aufeinander abgestimmte Regulation schliel3en Kamnollentwickelten Muskel finden sich
beide in den neuromuskularen Endplatten (NMJ), @blimit unterschiedlicher Lokalisation
innerhalb der neuromuskularen Endplatte. Beide kemnm unterschiedlichem Muster in
GefaRmuskeln (Rivieet al.1997) und in Herzmuskelzellen vor (Pogtsal.1994). Utrophin
kann madglicherweise funktionell flr eine Dystropdefizienz kompensieren. In bestimmten
Myopathien (einschliel3lich DMD) findet man Utrophireu an das Sarkolemma lokalisiert,
was oft mit einer signifikanten Erhdhung der Utrophenge verbunden ist. Zuséatzlich wird
Utrophin wéhrend Perioden, in denen keine NekraseDystophin-defizienten Muskeln
stattfindet, hochreguliert (Khuramd al.1991; Clerket al.1993; Karpatiet al.1993).

In mdxMausen wird eine einsetzende Muskelnekrose ersh éé@obachtet, wenn die hohe
perinatale Menge an Utrophin auf ein Niveau simds dem Niveau im adulten Muskel
entspricht. Somit lasst dies darauf schlieBen, ddg®phin eine Schutzfunktion in
Abwesenheit von Dystrophin innehat (Khuraetaal.1991). Dieser verzdgerte Beginn von
DMD entspricht den Beobachtungen, in denen hohegéleran fétalem Hamoglobin (HbF)
bei der Geburt Uber eine begrenzte Zeit postnatdektes adultes Hb bei eindd-
Thalassaemia kompensieren konnen. Dadurch wirdAdebruch der Symptome verzogert,
solange bis der fotale Spiegel unterhalb der namngdensierenden Menge abgesunken ist
(Vrettou et al.2000). Der milde Phanotyp in dendxMaus und in Utrophifi-Mausen
(Deconincket al.1997a) entsteht wahrscheinlich durch die funktien8edundanz, welche
jeweils fur die Abwesenheit des anderen Paralogepemsiert. Diese Aussage bestarkend
zeigen Utrophifi-dys” (dko) Mause einen sehr schwerwiegenden myopatisethéanotyp,
der innerhalb weniger Wochen nach der Geburt zucheTahrt. Diese Mause weisen viele
Anzeichen auf, welche typisch fir DMD im Menschemds wie fortschreitende
Muskelschwache, Knochenbriche und Kyphoskoliosec¢bieck et al.1997a; Gradyet
al.,1997).
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1.3 Therapieforschung und -entwicklung

1.3.1 Tiermodelle fir DMD

In der Therapieforschung und -entwicklung spielelermodelle eine grof3e Rolle. Zur
Duchenne Muskeldystrophie existieren sowohl Saegdiermodelle (murine, kanine und
feline), als auch andere Tiermodelle, wie z. B. Zgvrafisch und der Fadenwui elegans
Im nachsten Abschnitt sollen kurz die wichtigsteratdh zu diesen Tiermodellen
zusammengetragen werden, da auch die vorliegenoleitAauf Experimenten in zwei dieser
Tiermodelle, zum einen demdxMausmodell und zum anderen deétn elegansModell,
beruht.

1.3.1.1mdxMaus

Die C57BI/10ScSmdxMaus (murine dystrophy x-linked) (Bulfieldt al.1984) stellt das
gelaufigste und am haufigsten verwendete murinediiddr DMD dar. Dieses Mausmodell
besitzt eine Punktmutatio€AA - TAA) im Dystrophingen an der Position 3185, wodurch
ein frihzeitiges Stop-Codon entsteht (Sicinskial.1989). Damit kann kein funktionelles
Dystrophin gebildet werden, abgesehen von einandde Anzahl revertanter Fasern (etwa
1%) (Gillis,1999). Die Maus weist eine Kyphose im Alter, eineriggere Kapazitat
Muskelgewebe zu regenerieren und kardiomyopatisehialligkeiten im Vergleich mit
Wildtyp-Mausen auf (Mcintoshet al.1998a; Mcintoshet al.1998b). Der Phanotyp der
Erkrankung ist jedoch in dendxMaus schwacher ausgepragt als im Menschen (GHED),

es sei denn, man unterzieht die Maus koérperlichastrangungen (Nakamut al.2001)
oder erhdhex vivooderin vivo die mechanische Belastung (Daniagal. 2001; Kamogawa
et al.2001). Bei demdxMaus beobachtet man nur eine geringe Abnahme elegrisspanne,
wo hingegen DMD Patienten an sehr stark progressiwuskelschwund leiden und
innerhalb des dritten oder vierten Lebensjahrzehregssterben. Es lassen sich zwei
Vermutungen anstellen, die sich nicht unbedingtegegitig ausschlielen mussen. Zum
einen, wirken maoglicherweise andere Proteine, wi®phin, kompensierend auf das Fehlen
von Dystrophin in der Maus, jedoch nicht im Mensthéum anderen, unterliegt die Maus im
Kafig nicht denselben Stressfaktoren wie der Menstibr zeigen sich die Schwierigkeiten
beim Ubergang von der rein genomischen Beschreibimey Krankheit zum Verstandnis des
funktionellen Phanotyps in verschiedenen OrganisnbeEr milde Phanotyp dendxMaus
fuhrt dazu, dass es schwieriger ist, den Erfolg®itmerapeutischen Eingriffes nachzuweisen.

Hierin zeigt sich die Notwendigkeit von Methodere ds ermoglichen Veranderungen dieses
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milderen Phanotyps der Maus im biologischen Konteixies verdnderten Proteoms und
Metaboloms zu erkennen. Darlber hinaus lassenrsdér Maus gefundene Erkenntnisse auf
den Menschen nur eingeschrankt Gbertragen.

Einige Merkmale der DMD kann man jedoch auch in déaus wiederfinden. Die
Kreatinkinaseaktivitat im Serum ist beispielswestark erhdht. Der Nekrose-Regeneration-
Zyklus der Muskelfasern beginnt mit 15-21 Tagen tétt bei diesen Tieren bis zu einem
Alter von mehr als 2 Jahren an. Der H6hepunkt lmgschen 45 und 60 Tagen. Zudem lasst
sich eine deutliche Entziindungsreaktion beobachtahei Immunzellen in den Muskel
einwandern. In der Regel sind einige Muskeln stabedroffen als andere, vor allem das
Diaphragma ist stark beeintrachtigt. Darauf weisestopathologische Befunde und der
Verlust an Muskelkraft im Diaphragma hin. Ein chdesistisches Merkmal sich
regenerierender Muskeln ist das Auftreten zenwdhblisierter Zellkerne. Unter normalen
Bedingungen kehren die Zellkerne wieder in den Rarelch der Muskelfaser zuriick, wenn
der Regenerationsprozess beendet ist.MidxMuskel jedoch bleibt ein hoher Anteil an
zentral lokalisierten bzw. internalisierten Zellken wahrend der gesamten Lebensdauer
bestehen. Es ist nicht bekannt, warum in ghelxMaus die Zellkerne zentral in der Faser
verbleiben (Karpatet al.,1988; Louboutiret al.1993; Briguetet al.2004; Turket al.2005).

1.3.1.2 Kanine und feline Modelle fir DMD

Eine spontane Mutation des Dystrophingens fuhrteimar X-linked Muskeldystrophie und
wurde in einigen Zichtungen der Haushunde GoldemigRer (Cooperet al.1988), dem
Rottweiler (B. Cooper in Patridge997) und dem Deutsch Kurzhaar (Schatzletrgl.1999)
identifiziert. Der dystrophe Golden Retriever (GRMiBt am intensivsten untersucht und am
besten charakterisiert worden. Im Golden Retridirert bereits ein einzelner Basenaustausch
in der Spleil3stelle des Introns 6 zur Erkrankungb& kommt es zum Skipping von Exon 7
und zur Veranderung des Leserasters im Exon 8, mghdein vorzeitiger Stopp entsteht
(Sharpet al.1992). Im Gegensatz zur Dystrophin-defizientedxMaus leidet der GRMD
Hund unter einem schnell fortschreitenden, schwegemden Krankheitsbild &hnlich dem zur
humanen DMD. Allerdings besteht eine grol3e Schwagioreite, was die Schwere der
Erkrankung angeht. So kodnnen drei Phanotypen mierschiedlichem Schweregrad
unterschieden werden. Die Existenz dieser versehen Phanotypen muss in die
Betrachtung der Ergebnisse aus praklinischen Studidt einbezogen werden, da
unterschiedliche Antworten auf die Medikamentengaizker andere Behandlungen zu

erwarten sind (Ambrosicet al.2009). Einige der Welpen Uberleben nur wenige Tage,
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wahrend andere monate- oder sogar jahrelang gghbdiben (Ambrosicet al.2008). Im
Alter von 6-9 Wochen zeigen sich Gangabnormalitaten fortschreitende Schwache
aufgrund nicht vollstandiger Regeneration des Misske GRMD. Mit etwa 6 Monaten
entwickelt sich bereits eine starke Fibrose unkoesmt zu Knochenbriichen, z.B. des Tarsus
(Valentine et al.1988; Kornegayet al.2003). Das Wachstum der erkrankten Tiere ist
verzogert und die Gehfahigkeit eingeschrankt (Maheret al. 1988). Stark betroffene Hunde
haben Schwierigkeiten, sich aufzurichten und kénnenwenige Schritte gehen. Im Alter
von 12 Monaten beginnen sich pharyngeale und Ogmei@ Funktionsstérungen zu
entwickeln und die respiratorische Kapazitat nimabt Eine Kyphose entwickelt sich im
Alter von 6 Monaten. Eine myokardiale Beteiligureggt sich deutlicher im Golden Retriever
als in anderen Tiermodellen. Die kardialen Komglikaen im Hund sind &hnlich zu denen
im DMD Patienten (Valentinet al.,1988; Moiseet al.,1991).

Der GRMD Hund weist Verdnderungen im Muskel aug der Pathogenese im Menschen
besser entsprechen als es in hebxMaus der Fall ist (Coopeat al.1988). Dartiber hinaus
besitzen erwachsene Hunde ein zum DMD Patientegierenbares Korpergewicht (Howell
et al.1997). Deshalb und da es sonst kein Gro3tiermddelDMD bisher gab, wurde das
GRMD Tiermodell in den letzten Jahren favorisidgdoch handelt es sich beim Hund nicht
um das ideale Labortier, da die Haltung sehr kastensiv, die Spezies genetisch nicht
manipulierbar und sehr emotional ist. Kanine Maalélbnnen aus praktischen Grinden sehr
wahrscheinlich dasndxModell in Hochdurchsatzstudien nicht abldsen. Zdem kann das
kanine Modell dazu eingesetzt werden, um Technefggivelche in der Maus entwickelt
wurden, auf ihre Anwendbarkeit in Tieren, die irreth Gr63e und ihrer Pathologie der
Erkrankung dem DMD Patienten starker @hneln, zurtbéen. Positive Ergebnisse von
Gentransferexperimenten im GRMD-Hund fihrten zunfiirung ahnlicher klinischer
Studien im Menschen (Thioudellet al.2002).

Neben den GRMD exisitiert noch ein weiteres kanieslell, CXMDJ, welches jedoch nicht
sehr weit verbreitet ist und hier deshalb nur erwéwerden soll. Beagle wurden mit
betroffenen Golden Retriever Hunden verkreuzt, ime &leinwiichsigere Rasse zu erhalten.
Eine dieser Linien wurde in Japan etabliert (Shsmat al.2003). Der Vollstandigkeit halber
soll hier noch auf weitere Hunde-Modelle fir die ddanne Muskledystrophie verwiesen
werden, auf die hier jedoch nicht naher eingeganged (Walmsleyet al.2010; Smithet
al.,2011).

Darlber hinaus wurde unter den mammalen Modelleh die dystrophe Katze beschrieben,

das “hypertrophe feline muscular dystrophy” (HFM®inandet al. 1994). Aber auch dieses
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Tiermodell kommt kaum zum Einsatz, weshalb hiehnigeiter darauf eingegangen werden
soll.

1.3.1.3 Weitere Tiermodelle

Die komplexe Pathologie der Duchenne Muskeldysie@ann nur im Saugetiermodell
korrekt wiedergegeben werden, welches sich jeddcht rso leicht fir Hochdurchsatz-
Studien einsetzen lasst. Darlber hinaus erschwdiziKomplexitat und die individuellen
Schwankungen die Reproduzierbarkeit der Experimente

Weitere Tiermodelle wie der ZebrafisBranio rerio (Chamberst al.2001; Rubinsteij2003)
und der Nematode&. elegans(Baumeisteret al.2002) weichen von Saugetiermodellen
dahingegen ab, dass sie eine andere MuskulatuPatieblogie der Erkrankung im Vergleich
zum menschlichen Patienten besitzen. Vorteile dehtNMammalia-Modelle sind zum einen,
dass man leicht eine grol3e Anzahl an Tieren h&ém und zum anderen, dass die Tiere
genetisch einfach zu manipulieren sind. Besonderd~alle vonC. elegansbesteht eine
enorme physiologische Einfachheit.

Zebrafisch

Zebrafische sind deshalb ein attraktives ModellNlylopathie, da sie einen hohen Anteil an
Skelettmuskel haben und da sie Orthologe der nmeistenanen DAPC Proteine mit einer
ahnlichen Membranlokalisierung aufweisen (Chamlgtral.2001; Guyonet al.2003). Der
Einsatz von Oligonukleotidanalogen (Morpholinos)elehe die Translation spezifischer
MRNA-Transkripte unterbrechen, ermoglichte die Hgrag eines Dystrophin-defizienten
Zebrafisches. Dieser besitzt einen instabilen DA&Ge gekrimmte Morphologie und zeigt

eine geringere motorische Aktivitat (Guyenal.2003).

C. elegans

Dystrophine wurden in einigen Invertebraten eingfllich C. elegangBessouet al.1998;
Chamberlainet al.2000), Drosophila (Neumaat al.2001) und dem Seeigel (Neuman
al.,2001) identifiziert. Der C. elegans Wurm bewegt sich durch die Kontraktion
longitudinaler, gestreifter Muskeln, die ein Dygtintmhomolog namendys-1 exprimieren
(Bessouet al.1998), fort. Das Dystrophinhomolog interagiert mitderen DAPC Proteinen
(Gieseleret al.1999a; Gieseleet al.1999b; Chamberlaiet al.2000). Mutationen dedys-1
bewirken eine Hyperaktivitdt und Hyperkontraktiomdu eine erhdhte Empfindlichkeit
gegenuber dem Neurotransmitter Acetylcholin undseéednhibitoren (Bessoat al.1998).

Die C. elegansMutantedys-1; hlh-1mit einer Mutation deslys-1Gens in Verbindung mit
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einer milden MyoD-Mutation entwickelt einen muskeldegenerativen, &hennd
unbeweglichen Phanotyp (Gawd al.2004; Segala2006; Segala2007). Die vorliegende
Arbeit basiert zum groB3en Teil auf Ergebnissen dustersuchungen in diesem
Nematodenmodell.

Der herausragende Vorteil der Nematoden gegenuhderer Tiermodelle besteht in der
leichten genetischen Manipulierbarkeit. Zudem ble¢re C. elegans Parthenogenese,
wodurch die Produktion von Klonen sehr viel leichégfolgen kann. Weiter lasst sich.
elegansin groRen Mengen in Mikrotiter-Platten heranziohteodurch sie sich sehr gut fur
die Durchfihrung von Hochdurchsatz-Studien sowohkenegischer, als auch

pharmakologischer Untersuchungen eignen (Baumeitsedr2002).

Tiermodelle liefern sehr wertvolle Anhaltspunktenzwerstandnis der Pathogenese der
DMD. Zudem konnen mittels Tiermodellen therapeliesénséatze entwickelt und Gberpruft
werden (Allamandet al.2000). Einige murine, kanine und feline Arten waiddutationen
des Dystrophingens auf, wodurch es zum Verlust Wwystrophin kommt und sich
Dystrophien mit unterschiedlichem Schweregrad eskeln konnten.

Wahrend eine artspezifische Antwort auf eine Dygtmdefizienz im Hinblick auf die
Funktion des Proteins informativ sein kann (Cullenal.1988), ist diese artspezifische
Antwort jedoch auch ein Hinweis darauf, dass Ergedanaus Tierstudien nur unter Vorbehalt

auf die Erkrankung beim Menschen extrapoliert werkignnen.

1.3.2 Molekulare Therapie fur DMD

Die Erweiterung des Wissenstandes beziglich dektfeumvon Dystrophin und dessen Rolle
im Muskel fihrte zu einem besseren VerstandnisPddinogenese der DMD. Zusammen mit
den Fortschritten in der Entwicklung neuer Methodemd Techniken in der
Molekularbiologie ergeben sich viele verschiederehdhdlungsanséatze. Der Gentherapie
stehen Plasmide oder Viren zur Verfiugung, Mutatiok@inen mittels Chimaeraplasten oder
Zinkfingernukleasen (Urnowet al.2005) korrigiert werden, Exon Skipping kann mittels
Antisense-Oligonucleotide induziert werden und Readthrough von Nonsense-Mutationen
kann via Aminoglykosid-Antibiotika erreicht werdéNowak et al.2004). Die Inhibition des
Abbaus durch das Proteasom ist in der Lage, eirkivetes Dystrophinprotein zu
stabilisieren. Dartber hinaus kénnen andere Pmtéiochreguliert werden, wodurch der
dystrophe Verlauf verhindert wird (Nowa al.2004). Des Weiteren kénnen Muskeln mit
Myoblasten oder Stammzellen wiederhergestellt weitowak et al.2004). Diese Ansatze
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sind sehr vielversprechend fur die Therapie degeiver Erkrankungen und sollen im

Folgenden genauer erlautert werden.

1.3.2.1 Modifikation des Dystrophin mRNA-Spleil3eBgon skipping

Antisense-Oligonukleotide werden dazu benutzt, 8@feillvorgang zu manipulieren und
Exon skipping zu induzieren. In diesem Ansatz werdatisense-Oligonukleotide (AONS)
eingesetzt, welche Spleil3stellen oder Spleil3-Erdra@tellen blockieren. Antisense-
Oligonukleotide hybridisieren an spezifischen Metiy die am SpleiRvorgang beteiligt sind
und fur die Erkennung des Exons in der pra-mRNAOokgh werden. Dadurch wird der
Aufbau eines normalen Spleil3apparates verhindees fihrt dazu, dass das Zielexon nicht
mehr erkannt und somit zusammen mit den angrenmdnttens herausgeschnitten wird. Das
Dystrophingen eignet sich gut fur diese Stratedgedie meisten DMD Patienten (65%) eine
Verschiebung des Leserasters aufgrund einer Deletiter Duplikation (~10%) aufweisen,
was dazu fuhrt, dass nicht-funktionelles Dystropdabildet wird. Deletionen des Dystrophin,
welche das Leseraster erhalten, haben ein intekiinates, aber teilfunktionelles Dystrophin
und damit einen milderen BMD Phanotyp zur Folge.

Deletionen der Exone 32-44, 48-51 oder 48-53 (Matlial.1998) und der Exone 45-55
(Beroudet al.2007) fuhrten zur Bildung von funktionellen Dysthopmolektlen, wie sie in
einigen BMD-Patienten gefunden wurden. Bei der Dkiibnen Exons fur das Exon skipping
ausgewahlt werden, die out-of-frame Deletionen Kiaren. Somit kann das Leseraster
wiederhergestellt und ein verklrztes, aber teilfiomelles Dystrophin wieder gebildet
werden. Die direkte Injektion von Antisense-Oligalaotiden in den Muskel vomdx
Mausen fuhrte zu einer stabilen Wiederherstellumgi/strophinexpression am Sarkolemma
(McClorey et al.2005; Wells2006). Verschiedene chemische Modifikationen detisénse-
Oligonukleotide wurden in diesem Experiment eingagseDabei handelte es sich
urspringlich um 2©-Methylphosphorothioat (20Me), PhosphorodiamidatyMmlino-
Oligomere (PMOs) und Peptid-gekoppelte PMOs (PM@}P&rst kirzlich fihrte eine
systemische Verabreichung von Antisense-Oligondiden (AON) inmdxMausen zu einer
nennenswerten Induzierung von Exon skipping (Akeral.2006; Fletcheret al.2006;
Fletcheret al.2007). Eine Studie von Alteet al. (Alter et al.2006), in der wiederholt
intravenos ein PMO verabreicht wurde, fihrte zuprggsion von Dystrophin in funktionell
ausreichendem Ausmalfl im Skelettmuskel des gesdtitpers vormdxMausen zusammen

mit einer Verbesserung der Muskelfunktion.
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Zu den Limitationen der Antisense-Oligonukleotidehgrt das Vorhandensein verschiedener
Deletionen, wodurch verschiedene Antisense-Oligtauailde bendtigt werden. Zudem ist die
Behandlung nicht dauerhaft. Die Wirkung halt nur $mge an, wie Antisense-
Oligonukleotide im Gewebe vorhanden sind. Daribeads wird die Wirkdauer auch von
der Halbwertszeit der mRNA, in der das Exon skigpstattfindet, und des resultierenden
Proteins bestimmt. Die Therapie mit Antisense-QOligideotiden erfordert eine lebenslange
wiederholte Behandlung des betroffenen IndividuurB@mit kann sich die standige
Verabreichung von Antisense-Oligonukleotiden alsidch erweisen. Jedoch befinden sich
viele Deletionen in spezifischen Hot-Spots des fdtins. Das Skipping von sieben
ausgewéhlten DMD Exons wuirde das Leseraster in at@f% der betroffenen Jungen
wiederherstellen. Die Verabreichung von 20Me-AON mdxMausen konnte die
Dystrophinexpression fir mindesten 8 Wochen aufegbhlten (Lu et al.2003). Die
Lebensdauer der Dystrophinexpression kann auchhddea Einsatz von PMO signifikant
verbessert werden. Bei der Behandlung mit PMO @iditExpression erst nach 14 Wochen in
Folge einer einzelnen intramuskularen Injektion(Akells et al, unveroffentlichte Arbeit).
Obwohl abhéngig und unabhangig von der Hybridisigrdoxizitaten beobachtet wurden,
besitzen Antisense-Oligonukleotide ein gutes Siokigsprofil, das sich aus Daten von
Untersuchungen am Menschen ergeben hat (Muetaadi 2007).

Eine klinische Studie der Phase | liefert den Nazbwiir die Wirksamkeit der Spleil3-
modulation bei der DMD. Das PMO Antisense-Oligorgitid (AVI-4658) wurde unilateral
in denExtensor digitorum breviMuskel von sieben Patienten injiziert. Bei AVI-&bandelt
es sich um eine 30-mer Sequenz zum Skipping desh B5do (Arechavala-Gomezat
al.,2007). Die PMO Antisense-Oligonukleotide wurden \aten Patienten gut vertragen.
Finf der sieben Patienten erhielten hohere Dosen wiesen eine de novo
Drystrophinexpression von bis zu 42% des normalmedlis in Dystrophin-positiven Fasern
auf (Kinali et al.2009). Die Muskeln der Patienten, welche mit ddrdién Dosis behandelt
wurden, zeigten klare qualitative und quantitativ¥’erdnderungen in ihrer
Dystrophinexpression. Diese Veranderungen tratemlocfe nicht zusammen mit
Entziindungen oder einer Immunantwort gegen dierDybin-positiven Fasern auf (Kinadt
al.,2009). Somit konnte auch im Menschen das Potedésal Exon Skipping bei der DMD
gezeigt werden.
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1.3.2.2 Proteinersatztherapie

Adeno-assoziierte virale Vektoren vermittelte Gentkrapie

In den letzten Jahren wurde der adeno-assoziiertes YAAV) als Vektor in der Gentherapie
von Muskeldystrophien etabliert. Beim AAV handel sich um ein replikationsdefektes
kleines Einzelstrang-DNA Virus ohne Hille, welchaght fahig ist, virale Gene zu
exprimieren. Die Produktion des Virus setzt einel@ektion mit einem zweiten “Helfer”-
Virus voraus, um sich replizieren zu konnen. Dewptaorteil des AAV, verglichen mit
anderen Vektoren, besteht in ihrer Effizienz, Sttelend Herzmuskel nach einer intravendsen
Injektion zu transduzieren. Darlber hinaus verursalas Wildtyp-AAV keine bekannten
Erkrankungen im Menschen und induziert nur einevache Immunantwort. Als nachteilig
erweist sich jedoch die geringe Genomgrolie, dieAdaé tragt. Dadurch ist die Insertion
eines groBen Transgens wie Dystrophin nicht mogli@&ei der milden Becker
Muskeldystrophie (BMD) besitzen die Patienten groBeletionen im Bereich nicht-
essentieller Teile des Gens. Einige Studien basidagauf, Minigene herzustellen, die diese
Art von Mutationen nachbilden Aber auch kleinerekiddystrophine mit gré3eren, nicht
zusammenhangenden Deletionen werden eingesetztie®® Mini- und Mikrodystrophine in
Grol3tiermodellen genauso wirksam sind wie es inntigxMaus gezeigt wurde, wird derzeit
noch untersucht (Banlet al.2007).

Neben dem Ersatz des Dystrophins selbst, existiareséitze, die das kleinere Paralog des
Dystrophins, Utrophin, mittels AAV Vektoren in deéWluskel einbringen sollen. Fur ein
Utrophintransgen konnte eine langer anhaltende dsgpmn von Dystrophin in Folge eines
adenoviralen Transfers in den Muskel von Mausen amitem vollig funktionsfahigen
Immunsystem (Petrdf999) gezeigt werden. Ein erfolgreicher adenovirdleansfer von
Utrophin in den Muskel mit dem Ergebnis einer Vederung des Phanotyps, konnte sowohl
im mdx(Gilbert et al.1999) als auch indko (doppel knockoutMuskel nachgewiesen werden
(Wakefield et al.2000). Um das Problem der limitierten Aufnahmekagazvon AAV
Vektoren zu tUberwinden, wird ein Gen zwischen z&&V Vektoren aufgeteilt, von denen
jeder einen Teil eines Introns mit sowohl einer é&itor- als auch einer Donorsequenz fir
den SpleiRapparat enthalt. Uber die Bildung vondteaail Molekillen wird das gesamte
Transgen rekonstruiert, das durch ein Intron untetien ist. Dabei wird die Eigenschaft von
AAV Vektoren ausgenutzt, als Konkatemere in eineadito-tail Konformation vorzuliegen.
Posttranskriptionales SpleiRen der resultierendBii\ Rntfernt die Introns. Dieser Ansatz
wurde bereits vielversprechend eingesetzt, um emdystrophin in alle Muskeln in dendx
Maus einzubringen (Ghosét al.2007). Um gezielt die richtigen Organe zu erreicbhed
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dadurch die Toxizitdt zu verringern, werden Muskgézifische Promotoren eingesetzt.
Dadurch wird die Expression auf die Muskelzellensdieankt. Dies erniedrigt die
Wahrscheinlichkeit, dass unerwtinschte Immunantwostamuliert werden. Die Generierung
eines sehr vielversprechenden Kreatinkinase Prosjotder dazu fahig ist, hohe
Expressionsraten selektiv im Skelett- und Herzmiugkeerreichen, wurde bereits publiziert
(Salvaet al.2007).

In den pra-klinischen Studien wurden hohe Virust¥erwendet. Somit sind beachtliche
Fortschritte in der Vektorproduktion von Néten,ldatlieser Therapieansatz zum Einsatz in
der Klinik kommt. Darlber hinaus sind Strategien tseheidend, die die
Transduktionseffizienz erhohen und die AAV Doserdumeren. Es wurden bereits
verschiedene Serotypen (AAV6, AAV8 und AAV9) entkett, die eine verbesserte
Gentransporteffizienz zum Muskel aufweisen (Wagtgal.2005; Gregorevicet al.2006;
Inagakiet al.2006).

Eine der wichtigsten Limitierungen von viraler Gegrtapie stellt die mogliche Immunantwort
auf den Vektor und/oder das Transgen dar. Rekomt@nAAV Vektoren enthalten keine
viralen Gene, aber es wird erwartet, dass die Pmtdes Vektor-Capsids eine humorale
Immunantwort hervorrufen. In humanen Populationgm dnfektionen mit dem Wildtyp-
AAV ublich (18-67%). Die Mehrheit der Versuchsoliglbesitzt Antikorper gegen AAV2
(Chirmule et al.1999). Neutralisierende Antikérper koénnen in dererifiodellen die
Transduktion durch AAV Vektoren verhindern oder mardern. Des Weiteren kann die
Verabreichung von AAV eine widerstandsfahige Imnaaktion gegen die Capsidproteine
erzeugen, was sich als grof3es Hindernis fur nagémole Behandlungen erweist. Da das
Capsid nach der Verabreichung relativ schnell emtfevird, sollte eine voribergehende
Immunsuppression eine zellvermittelte Antwort aehdvektor selbst verhindern (Warag
al.,2007). Zusatzlich besteht die Moglichkeit, dass marschiedene Serotypen fir
nachfolgende Anwendungen verwendet.

Die Einfuhrung neuer Epitope durch die Wiederhdtstg der Dystrophinexpression fihrt
eventuell ebenfalls zu Stimulierung des Immunsystemenn gleich dies in der Maus noch
nicht beobachtet wurde (Ferr@t al.2004). Es bleibt jedoch abzuwarten, ob humanes

Dystrophin eine Immunantwort in DMD Patienten herud.

Strategie des Uberlesens der friihzeitigen Stopp-Cods
Das Grundprinzip fur Strategien zum Uberlesen déspBCodons stammt aus der

Beobachtung, dass einige Antibiotika wie Aminoglgkle das Stopp-Codon unterdriicken
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konnten. Ein gewisser Anteil der Mutationen im Dgphin sind Nonsense-Mutationen (~
7%; Muntoni und Abbs, personliche Beobachtungen)ie DVerabreichung von
Aminoglykosiden konnte das Uberlesen des frihzsiti§topp-Codons erlauben und dadurch
die Produktion eines funktionellen Proteins ernciwn.

Barton-Davies und Kollegen zeigten 1999 (BartoniBat al.1999), dass die Behandlung
von mdxMausen mit Gentamicin eine erhéhte Dystrophinesgios zur Folge hatte (bis zu
20%) und auch zur Wiederherstellung des Dystroginimiexes am Sarkolemma zusammen
mit einer verbesserten Resistenz gegeniber Dehkamigaktionen flihrte. Nachfolgende
klinische Untersuchungen waren enttduschend: Waggradr (Wagneret al.2001) behandelte
zwei BMD Patienten und zwei DMD Patienten, die eihgtation des Stopp-Codons trugen,
mit Gentamicin. Den Patienten wurde einmal tagirdhavenos 7,5 mg/kg Gentamicin zwei
Wochen lang verabreicht. Jedoch konnte kein Vaiinlystrophin nachgewiesen werden.
Politanoet al. (Politanoet al.2003) verabreichte vier DMD Patienten zwei 6-Tag&l&n
lang taglich 7,5 mg/kg Gentamicin in einem Intervabn 7 Wochen. Die Behandlung
induzierte die Entwicklung Dystrophin-positiver Eas in einem Patienten. Jedoch wurde
dieselbe Mutation zuvor mit einem milderen Phanaty¥erbindung gebracht. Somit stellt
die Dystrophinproduktion nur das Ergebnis einesnt&pmwen Exon Skippings des Exons mit
der Mutation dar. Aufgrund von Bedenken bezuglieln @oxizitat von Gentamicin bei einer
regelmafigen Verabreichung (Nephrotoxizitat undi@daitat) wird die Suche nach besseren
Alternativen vorangetrieben. PTC124 ist ein kleindslekll, welches oral verabreicht
bioverfugbar ist und die Ribosomen dazu befahighémse-Mutationen in mRNAs zu
Ubergehen. Die Effektivitat von PTC124, die Prodwkteines Volllangendystrophins zu
induzieren, wurde sowohh vitro als auchin vivo in der mdxMaus evaluiert. Neuere
Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Verabreijichwam PTC124 inmdxMausen die
Produktion von Dystrophin auf eine H6he von 20-25%rglichen mit Muskeln von
Kontrollmausen, wiederherstellen kann. Teilweiserdean auch die Muskelkraft und die
Resistenz des Muskels gegentuber exzentrischenehgsingen wiederhergestellt (Weleh
al.,2007). Zudem wurde auch die Serumkreatinphosphs&mange durch diese Behandlung
reduziert, wohingegen kein Nachweis erbracht werklennte, dass die Behandlung zum
Uberlesen normaler Stopp-Codons fiihrt.

Neben den Bedenken, dass sich auf lange SichtTarizitat entwickeln kann, besteht das
Hauptproblem bei Gentamicin in der Wirksamkeit, wexs darum geht verschiedene Stopp-
Codons zu uberlesen. Die Wirksamkeit nimmt dabei WA tGber UAA nach UAG ab
(Bidou et al.2004). Im Falle von PTC124 existiert keine Abhakgigvom Typ des Stopp-
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Codons. Es gibt die theoretische Mdglichkeit, ddiesGenauigkeit der Translation verloren
geht und es dadurch zu umfassenden Fehltransiaticoramt, da auch jede andere mRNA
falsch abgelesen werden kann. Jedoch besitzen @enelerweise mehrere Stopp-Codons
am 3’-Ende. Dadurch wird das Risiko verringert,dag Uberlesen aller physiologischen
Stopp-Codons stattfindet.

Es wurden bereits zwei Phase | Studien zur Siciteuhd Pharmakokinetik von PTC124 in
gesunden freiwilligen Erwachsenen durchgefiihrt. sBieStudien ergaben, dass das
Medikament im Allgemeinen gut vertraglich ist (Welet al.2007). Als Nebenwirkungen
zeigten sich nur leichte Kopfschmerzen, Schwindetl Magen-Darm-Probleme bei der
hochsten Dosis. Eine Phase lla Studie zu PTC124duimgen mit DMD und Nonsense-
Mutationen wurde an drei Standorten in den USA higetiihrt. In dieser Studie erhielten 38
Jungen (5 bis17 Jahre) 28 Tage lang eine Behandhiinginer von drei Dosen PTC124. Vier
von sechs Patienten, die mit einer niedrigeren Hdshandelt wurden und 10 von 20
Patienten, denen eine mittlere Dosis verabreichtdeu zeigten im Anschluss an die
Behandlung in der Immunofarbung eine Zunahme dgrdssion von Dystrophin. Zudem
konnte eine signifikante Verringerung an Serumkngatase beobachtet werden. Jedoch
konnten keine Verbesserungen beziiglich der Muskitlkesehen werden. Bislang konnten
keine signifikanten Unvertraglichkeiten beobackitetden.

Hochregulierung der Utrophinexpression

Zwischen Dystrophin und Utrophin besteht ein beraeskverter Grad an funktioneller

Redundanz, was einen Hinweis darauf gibt, dassvinrgchiedenen Funktionen sich mehr auf
das genaue Expressionsmuster beziehen als aufscimliche biochemische oder

physikalische Eigenschaften. Dies konnte funktibngkzeigt werden, indem eine

Uberexpression von Utrophin den dystrophen Phaniotypdk-Muskeln verbessern konnte.

Neben dem Ansatz des AAV vermittelten Transfers Morophin in den Muskel, wie bereits

im Abschnitt zur Gentherapie mit Adeno-assoziierialen Vektoren beschrieben wurde,
gibt es einen weiteren therapeutischen Ansatz,heeldie Hemmung der Herunter- und/oder
Hochregulierung des endogenen Utrophin im Skeletkmlubeinhaltet. Eine 2- bis 3-fache

Zunahme des stationaren Proteinlevels konnte ddech Einsatz kleiner diffusionsfahiger

chemischer Verbindungen erreicht werden. Der Voheisteht darin, dass eine stabile
Expression von Transgenen im Skelettmuskel umgangerden kann. Im Zuge der

Behandlung von Patienten mit solchen kleinen Mdkkiwelche dazu in der Lage sind, die
Transkription von Genen zu manipulieren, die funiéll &hnliche Proteine kodieren, konnte

klinisch eine Verbesserung nachgewiesen werdenHDa@hregulierung eines Proteins konnte
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das Fehlen des anderen Proteins kompensieren. Baergvh missen pharmakologische
Substanzen nicht notwendigerweise strikt GewebeHsgpeh sein, da eine ubiquitére
Uberexpression des Zielproteins in dedxMaus keine Hinweise auf eine Toxizitat ergab
(Tinsleyet al.1996; Deconinclet al.1997b; Tinsleyet al.1998; Fisheet al.2001).

Aufgrund der Identifizierung und Charakterisierunger Transkriptionsmechanismen
innerhalb der Utrophinpromotoren, konnten kleineldkdle entwickelt werden, die auf diese
Prozesse einwirken konnen (Cordii al.2000; Blottneret al.2001). Untersuchungen von
gesunden adulten Mausen und vomdxMa&ausen sowie zusatzlich in entsprechenden
Myoblastenin vitro weisen darauf hin, dass die Behandlung mit L-ArgirNO oder
Hydroxyurea den Utrophinspiegel erhdht und die liskdion am Sarkolemma férdert
(Chaubourt et al.1999; Chaubourtet al.2002). Die weitere Charakterisierung der
Genregulation von Utrophin ist nétig, um weitere tMalen zu entwickeln, die eine

Hochregulierung des Utrophin im dystrophen Gewebeitken zu kdbnnen.

1.3.2.3 Glukokortikosteroidtherapie der Duchenneskéldystrophie

Die erste Studie, die sich mit der Verwendung vderd&den zur Therapie von DMD
beschaftigt hat und einen positiven Effekt zeigenrke, war die Studie von Drachmeinal.
(Drachmanet al.1974). Seitdem wurden viele Studien durchgefihrigenen Patienten mit
Steroiden behandelt wurden. In einigen Studien essérte sich die Kraft und die
funktionellen Eigenschaften in Folge einer Steralsy bei DMD (Brookeet al.1987;
Mendellet al. 1989; Fenichekt al.1991a; Fenichett al. 1991b; Griggset al.1991; Angelini

et al.1994). In funf Studien wurde den Teilnehmern enwveldrednison/Prednisolon oder
Deflazacort (DFZ) verabreicht und verschiedene En#fe mit denen der Placebogruppe
verglichen. Die Verlangerung der Gehfahigkeit wumle MessgrofRe fir den Erfolg der
Therapie nur in einer Studie eingesetzt (Angebhial.1994). Drei Studien wiesen eine
verbesserte Muskelfunktion und Kraft Gber eine Daven 6 Monaten nach (Brooket
al.,1987; Fenichelet al.1991a; Fenichelet al.1991b). Eine Studie demonstrierte eine
Stabilisierung der Muskelkraft und Muskelfunktiohei einen Zeitraum von bis zu 2 Jahren
(Angelini et al.1994). In dieser Studie wurde Deflazacort eingésdd®Z besitzt einen
geringeren Effekt auf den Verlust von KnochenmasseWirbel, was fur heranwachsende
Kinder besonders wichtig ist. DFZ wurde aufgrundsess ,knochenschonenden® Effekts zur
Therapie von DMD verwendet (Mesat al.1991; Angelini et al.1994) Nachfolgende
Studien zeigten eine &hnliche Wirksamkeit von Pisain unter Umstdnden mit einem

geringeren Risiko der Gewichtszunahme (Bonitgtial.2000; Bonifati et al.2006). Eine
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andere Studie (Biggaat al.2001) untersuchte die Langzeitbehandlung mit Dk zd einer
verbesserten Aufrechterhaltung der Lungenfunktion Wergleich zu unbehandelten
Kontrollen fiihrte. Eine positive Langzeitwirkung Zdglich der Herzfunktion durch DFZ-
Gabe wurde nach einer Behandlung Uber 5 Jahrerableta (Silversidest al.2003).

Somit kann belegt werden, dass die Behandlung tarblen Uber einen klirzeren Zeitraum,
z.B. fur 6 Monate bis zu 2 Jahresignifikant die Muskelkraft und -funktion bei DMD
verbessern konnen. Auch zeigen sich zunehmend kiawelr eine positive
Langzeitwirkung. Die Applikation von Prednisolon und Deflazacort svien Langzeit-
Kohorten-Studien Verbesserungen auf: eine Verlamgerder Gehfahigkeit von einem
mittleren Alter von 10 Jahren auf eine mittlereseAlvon 14,5 Jahren, die Erhaltung der
Lungenfunktion, die seltenere Notwendigkeit eindwl®seoperation und eventuell eine
geringere Haufigkeit einer Kardiomyopathie. Einengzeitbehandlung mit Steroiden fuhrt zu
einem veranderten Verlauf der Erkrankung und digeRn bleiben langer gehféahig, wenn
die Behandlung zu einem Zeitpunkt einsetzt, zu dien Patienten noch eine erhaltene
Gehfahigkeit haben und noch kein signifikanter Wstrlder Funktion besteht (Bonifati
al.,2006).

Dennoch ist eine Langzeitbehandlung mit Glukokaitlen aufgrund der Nebenwirkungen
nur bedingt moglich. In einer aktuellen Studie Warschner ¢ al. wurde als Alternative zur
Behandlung mit Glukokortikoiden das Immunsupressiv@iclosporin A (3,5-4,0 mg/kg pro
Tag) zunéachst fur 3 Monate und anschlielend welt@r&lonate verabreicht (Kirschnet
al.,2010). Zuvor wurde in zwei offenen Studien ein pesr Effekt auf die freigestellte und
stimulierte Kraftentwicklung nach einer taglicherergbreichung von 5 mg/kg bei DMD
Patienten gezeigt (Sharmet al.1993; Miller et al.1997). Es konnte auch eine positive
Wirkung von Ciclosporin A in demdxMaus nachgewiesen werden (De Lwetaal.2005).
Die Verabreichung von Ciclosporin A zeigte in déudie von Kirschnerteal. jedoch keine
Verbesserungen verglichen zur Placebo-Gruppe biehlder Muskelkraft. Gemal diesen
Ergebnissen, wurde auch keine signifikante Wirkbageiner der weiteren Untersuchungen,
einschliel8lich der Dynamometrie, der Fahigkeit wleadt Zeit, sich aus der Rickenlage zu
erheben, der Fahigkeit und der Zeit, ohne Hilfe M0 zu gehen und der KINDL
Lebensqualitatsbeurteilung, beobachtet. Auch dieo@ische Verabreichung von Prednison
kombiniert mit der Gabe von Ciclosporin A liefekeine Ergebnisse, die von der alleinigen
periodischen Verabreichung von Prednison abwicKésd¢hneret al.2010).

Angesichts der langen Zeitspanne, die junge DMDeR&n mit Steroiden behandelt werden,

ist es wichtig, die Pravalenz und den Umgang mibéwevirkungen der Langzeitbehandlung
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anzusprechen, die eine Gewichtszunahme, Verhahidasingen, Osteoporose und Katarakte
einschlieBen (Larsoret al.2000; McDonaldet al.2002; Talim et al.2002; Bianchiet
al.,2003; Quinlivaret al.2005).

Steroide wirken auf die Regulation der Signalweiddre, wobei der genaue
Wirkmechanismus, der zur Verbesserung der Muskielkra DMD Patienten fuhren, noch
nicht klar ist. Mdglicherweise beruht die Wirkungrdslukokortikoide bei dieser Erkrankung
auf Mechanismen, die die Stabilitat der Muskelfasanbranen erhéhen (Jacadisal. 1996),
die myogene Reparatur verbessern (Andersein al.2000) oder die differentielle
Genregulation der Muskelfasern verandern (Fistteal.2005). Im Falle von DFZ ist die
positive Wirkung auf den Muskel assoziiert mit detivitdt des Calcineurin/nuclear factor
des aktivierten T-Zellen (NF-AT) Signalweges (Serire et al.2004). Ein direkter Einfluss
auf die Muskeldegeneration wurde @ elegansbeobachtet (Gauét al.2004). Prednison
reduziert die Muskelzelldegeneration um 40%. Andéftgpothesen beschreiben, dass
Steroide die Muskelnekrose und Inflammation verraind Moégliche alternative Wirkungen
von Steroiden beruhen auf der Modulierung der deNart auf Inflammation. Eine Erhéhung
der Proliferation myogener Vorlauferstammzellen rolfoblasten durch Steroidgabe und
eine Steigerung der Muskelregeneration und des &lwsichstums aufgrund ihrer anabolen
Wirkung wurden beschrieben (Sklat al.1991; Pasquiniet al.1995; Rifai et al.1995).
Skelettmuskulatur entsteht aus mehrkernigen Zelpmstmitotischer Fasern, die aus
mononukledren Vorlaufern wie Satellitenzellen eiteh. An der pathologischen
Veranderung wahrend einer Muskeldystrophie sinduisgéire Inflammationsreaktionen der
Zellen und der Umbau von Muskelfasern zu fibrotesohGewebe beteiligt. Eine Studie zum
Proteinmetabolismus kam zu dem Schluss, dass digvgoWirkung von Steroiden bei DMD
in Verbindung steht mit der erhéhten Muskelmasdgrand der Inhibierung der Proteolyse
(Rifai et al.1995). Steroide wirken moglicherweise als direktedMzierer der Transkription,
um die Dystrophinexpression in “revertanten Fasemu steigern oder die Menge
synergistischer Molekule zu erhdhen, wie die desk&élglykoproteine, welche die Tatigkeit
des Dystrophin ergénzen (Hardimah al.1993). Methylprednisone hat einen selektiven
Einfluss auf Dystrophin in Kultur und erhéht die Mg an Utrophin und Satellitenzellen
(Sklaret al.1991).

Aus den Standards of Care (SOP) des TREAT-NMD Netwst zu entnehmen, dass der
beste Zeitpunkt, um mit der Behandlung der DMD @iiitkokortikosteroiden zu beginnen,
noch vor dem Erreichen des Plateaus der physisthestungsfahigkeit der Kinder liegt.

Dieser Zeitpunkt befindet sich im Alter zwische® 4ahren. Die Ubliche Dosierung liegt bei
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0,75 mg/kg/Tag Prednison/Prednisolon und 0,9 mg#ég/ Deflazacort Http://www.treat-
nmd.eu/patients/DMD/dmd-caje/

1.3.2.4 Zellbasierte Strategien

In den letzten Jahren gewannen Stammzellen alsichégGrundlage zellbasierter Therapien
verschiedener humaner Erkrankungen, wie Leukamwen(likoko et al.2007) und Parkinson
(Singhet al.2007), immer mehr an Bedeutung.

Einige Jahre nach ihrer Entdeckung wurden Sate#lékben als die einzigen Zellen betrachtet,
die fir das Wachstum und den Erhalt der Skelettodaskr verantwortlich sind. In Folge der
Verbesserung der Techniken zur Isolierung von Bel®nnten einige muskuléare- und
nichtmuskulare Subpopulationen identifiziert werdele sich aktiv an der Myogenese
beteiligen konnen. Neuere Arbeiten beschreiben thdweise Identifizierung und
Charakterisierung von Stammzellen, welche in Kukon zahlreichen adulten Geweben
abstammen. Im Skelettmuskel selbst konnten abgesete Satellitenzellen noch weitere
adulte Vorlauferzellpopulationen mit myogenen Egghaften gefunden werden: muskel-
abgeleitete Stammzellen (MDSCs), Muskelnebenzell@dipnen (mSP) und muskel-
abgeleitete CD133+ Vorlaufer (Abb. 4).

g

d CD133+ stem cells
Hematopoietic stem cells

Myofibers
1

Capillary

Muscle derived stem cells

Mesoangioblast

-~ Satellite cells

Abb. 4: Mdgliche Quellen myogener Stammzellen ausl®& und Muskel (Farini et al.,2009).

Einige Arbeiten beschreiben die Beteiligung vonhtimuskularen Stammzellen an der

Myogenese: die Knochenmark-abgeleiteten mesencleyngtbhmmzellen (MSC) kdnnen sich
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in mesodermale Zellen einschliel3lich Myoblasteno¢Rop1997; Pittengeret al.1999)
differenzieren. Aus dem Blut konnte eine Subpopatattn CD133+ Zellen isoliert werden,
die eine wichtige Rolle wéahrend der myogenen Erkluing spielen (Torrentet al.2004).
Des Weiteren wurden in der dorsalen Aorta von Mdgehd S&augetieren sogenannte
gefal3assozierte Mesoangioblasten (Caxtsal.2003) und Perizyten identifiziert (Dellavalle
et al.2007). Somit stellt die Rekrutierung von ortsanggss und zirkulierenden Vorlaufern
zur Myogenese eine zentrale Rolle bei der Untarstig der Funktionalitdt des
Muskelgewebes dar.

Die Stammzelltherapie ist eine attraktive Methode Behandlung von Muskeldystrophien,
da nur eine kleine Anzahl an Zellen zusammen migrai stimulierenden Signal ausreichend
sind, um eine therapeutische Wirkung zu erreiclreic¢ et al.2007). Die klinisch relevanten
Stammzellpopulationen missen einfach zu extrahieegmund sich weiterhin differenzieren
kénnen. Zudem missen sie sich nach der Transptantatden Muskel integrieren kénnen,
um funktionell den dystrophen Phanotyp zu verbessdiPrice et al.2007).
Stammzellpopulationen mit einem myogenen Potektiahen von vielen Kérperregionen in
verschiedenen Entwicklungsstadien abgeleitet werBas Uberleben und die anschlieRende
Migration von der Injektionsstelle zum Muskel sitei vielen Zellpopulationen wenig
optimal. Der Mechanismus, der fiir das UberlebendiadProliferation myogener Zellen nach
der Transplantation verantwortlich ist (Pareteal.2006), und geeignete Wachstumsfaktoren
wurden identifiziert (Chargest al.2004). Dies sollte bald zur Verbesserung zell-lvtesie
Therapien zur Behandlung von Muskeldystrophien diihrMesoangioblasten (Cossi
al.,2003), Muskel-SP (side population) (Asakued al.2002) und aus Blut abgeleitete
CD133+ (Gavineet al.2006) besitzen die Fahigkeit durch das Gefal3sygiemvandern. In
Zukunft sollte sich durch neue Methoden, aufgruncer dldentifikation von
Zelloberflachenmarkern, wie Adhasionsmolekilen (&ote et al.2003b) und geeigneter
Wachstumsfaktoren (Horslest al.2003; Torrenteet al.2003a), die Migrationsfahigkeit von
Stammzellpopulationen verbessern.

Neuere Daten zeigen, dass ein myogenes Potentialellen vorhanden ist, die mit
BlutgefaRen verbunden sind. Tatséchlich scheinerzy®en, die entlang der Kapillaren
lokalisiert sind, Eigenschaften multipotenter mesgmaler Vorlaufer zu besitzen (Schetr
al.,1995; Dohertyet al.1998).

Vergleicht man die potentiellen Stammzellpopulagionscheinen die Mesoangioblasten die
meisten Kriterien fur die Verwendung bei der BeHand von DMD zu erfillen.

Mesoangioblasten besitzen eine ausgedehnte Vagelnd sind in Folge einer Behandlung
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mit Wachstumsfaktoren dazu fahig, den dystropheanBtyp zu verbessern. Allerdings
konnte die Vorbehandlung anderer myogener Stamerzeathit Wachstumsfaktoren auch
deren Fahigkeit erhdhen, den dystrophen Phanotyerhessern.

Bei Satellitenzellen handelt es sich um einen dster Zelltypen, die fir zell-basierte
Therapien der Muskeldystrophie eingesetzt wurdeon(@y et al.1997; Tremblayet
al.,1998). Aufgrund der guten Ergebnisse aus Versucheausmodellen, wurden diese
Stammzellen in einigen klinischen Studien verwendetider wurde deutlich, dass die
Transplantation von Myoblasten eine ineffizienteAmk darstellt. Die geringe Effizienz der
Dystrophinproduktion in Muskelfasern von DMD Patem fihrte zu keiner funktionellen
oder klinischen Verbesserung bei den behandeltemddfn (Peaultet al.2007). Das
Uberleben der Donorzellen wurde durch das Empfamgeunsystem begrenzt. Eine
Immunosuppression war wahrend der Zelltherapiggnéogar wenn die Donormyoblasten an
die humanen Leukozytenantigene angeglichen wuréii\{matched) (Khanet al.1999).
Daraufhin wurde der Fokus darauf gelegt, die Theragu optimieren, indem
Zellpopulationen gesucht wurden, die urspringliciierSatellitenzellen sind. Dazu gehoéren
Muskel-abgeleitete Stammzellen (MDSCs), Muskel-SRlled und hamatopoetisch
abgeleitete Muskelstammzellen. 2007 wurde eine iStud einem 26-jahrigen Duchenne
Muskeldystrophie Patienten (Sku&t al.2007) publiziert. Der Patient erhielt normale
Muskelvorlauferzellen, welchi& vitro vermehrt wurden. Zusétzlich wurde dem Patienten da
Immunsuppressivum Tacrolimus verabreicht. Einen &lomach der Transplantation
exprimierten 27,5% der Muskelfasern auf der behiéenieSeite ded. gastrocnemiusvon
den Donorzellen stammendes Dystrophin und 34,5% fh8dVionaten. Der kontralateraié
gastrocnemiuslieb Dystrophin-negativ. Somit ist eine intramulske Zelltransplantation in
DMD Patienten durchfihrbar und eine Langzeitexpoessdes von den Donorzellen
stammenden Dystrophins konnte beobachtet werdes. Abiwendbarkeit dieser Methode
bleibt dennoch auf Bereiche des Skelettmuskelshbaskt, die Uber die Korperoberflache
zuganglich sind.

Der bereits oben erwdhnte Therapieansatz des Bpphsg ist bei bis zu 70% der DMD
Patienten anwendbar. Zudem koénnen Probleme, die deit Verteilung des grol3en
Volllangendystrophingens oder eines verkirzten,igenfunktionellen Minigens verbunden
sind, vermieden werden. Aus dem peripheren Blutdem Skelettmuskel abgeleitete DMD
CD133+ Zellen wurden zunachst isoliert. AnschlieBamurde tberprift, ob diese nach der
Transduktion mit einem Lentivirus, der ein Konstrakm Exon-skipping von Exon 51 trug,

in der Lage waren, die verkirzte, Exon-geskipptesd@ des humanen Dystrophin zu
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exprimieren (Goyenvallet al.2004; Dentiet al.2006). Die transduzierten, von Blut und
Muskel abgeleiteten Stammzellen konnternvivo mit regenerativen Fasern fusionieren und
exprimierten nicht nur das funktionelle humane Byshin, sondern auch die Dystrophin-
assoziierten Proteiree- und3-Sarkoglykan. Jedoch flihrte die intramuskulare 3péantation
nur zu einer lokalen Regeneration, wohingegen dibdogie der DMD die gesamte Skelett-
und Herzmuskulatur im Korper betrifft. Dadurch edert die wirksame Behandlung der
DMD eine Methode, welche es ermoéglicht die injiteer Zellen zu den entsprechenden
Stellen zu transportieren. Um dieses Problem zuelneg, wurden transduzierte CD133+
Stammzellen intra-arteriell injiziert. Die Analysler Muskelkraft und der Ausdauer nach der
intra-arteriellen Transplantation dieser Zellentdawstark darauf hin, dass die Verteilung der
Zellen Uber diesen Ansatz die Morphologie verbésserd dass in der Maus die
Skelettmuskelfunktion signifikant bis zum annahematmalen Zustand wiederhergestellt
wird.

Der Einsatz des Exon-skipping zur Expression vomdmem Dystrophin in DMD CD133+
Zellen erlaubt die Verwendung Patienten-eigenerm8taellen mit einem wesentlich
verringerten Risiko der immunologischen AbstoRueg d@iransplantats (Rivieet al.2006).
Moglicherweise kdnnen in Zukunft Stammzellen von DNPatienten isoliert unéx vivq
durch lentiviral induziertes Exon Skipping des Ex&i (Benchaouiet al.2007) oder mittels
Zinkfingernukleasen (Zengt al.2008), manipuliert und der Gendefekt korrigiert chear.
Anschlie3end konnten diese Zellen wieder in denddantra-arteriell injiziert werden. Die
intra-arterielle Injektion der Patienten-eigenenan@mnzellen erlaubt die systemische
Verteilung der Zellen in der gesamten Muskulatus d&@rpers. Die vielversprechenden
Entwicklungen, zellbasierte Therapieansatze miere@entherapie zu kombinieren, geben
DMD Patienten und deren Familien Hoffnung fir zulkige autologe Stammzelltherapien.
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2 Zielsetzung: Neue Ansatze fir die molekulare Thapie bei der DMD

Aufbauend auf den eingangs erwéhnten Methoden ursditaen zur Therapie der Duchenne
Muskeldystrophie, wird deutlich, dass nicht alleti®a&en mit diesen Therapieansatzen
behandelt werden kénnen. Oft ist die Wirksamkeit Tieerapien abhéngig von der Art der
Mutation im Dystrophingen. Um nur einige Beispigle erwahnen, konnen im Falle des
Exon-skipping nur Mutationen behandelt werden, dig Verschiebung des Leserasters
fuhren. Zudem reicht ein AON nicht aus, um alle drasterverschiebungen aufheben zu
kénnen, sondern es mussen z.T. verschiedene Exashgpgt werden, um den Phénotyp zu
lindern. Methoden, die darauf basieren vorzeitigepp-Codons zu Uberlesen, miissen in
Folge einer Mutation ein solches Stopp-Codon auderei Die Behandlung mit
Glukokortikoiden ist aufgrund der vielen Nebenwinigen ebenfalls nur eingeschrankt
maoglich. Somit ist es offensichtlich, dass weitAresatze zur Therapie der DMD ndtig sind,
um maoglichst vielen Patientengruppen eine Behamgtlar Erkrankung zu ermdglichen.

Ziel dieser Arbeit ist es daher zwei neue Anséatasidsend auf demmdxMausmodell zu
entwickeln, die geeignet sind, um bei weiteren @eup von Patienten zum Einsatz zu
kommen. Diese beiden neuen Ansatze sollen hieriraaf Plausibilitét und Machbarkeit

Uberprift werden.

2.1 Praklinische Validierung zweier Carboanhydrasdnhibitoren in der mdx-Maus

Carboanhydrasen (CA) sind eine Familie von Metallyenen, die verschiedene
Gewebeverteilungen aufweisen und im Saugetier zeli@dar lokalisiert sind
(Lindskog1997; Supuranet al.2003; Pastorekovaet al.2004). Carboanhydrasen selbst
katalysieren die schnelle Umsetzung von,@@ Bikarbonat und H(Wasserstoffionen).

Es existieren funf zytosolische Isoformen (CA I-IICA VII und CA XIll), funf
membranstandige Isozyme (CA IV, CA DCA Xll, CA XIV und CA XV), zwei
mitochondriale Formen (CA VA und CA VB), sowie dsszernierte CA Isozym, CA VI.
Carboanhydrasen spielen eine entscheidende Rollghysiologischen Prozessen, welche
verbunden sindmit der Atmung und mit dem Transport von £carbonat zwischen
Stoffwechsel-betreibenden Geweben und der Lungelid@a hinaus sind sie an der
Regulation von pH-, C&Homdoostase, Elektrolytsekretion in einer VielzabhvGeweben

und Organen, biosynthetischen Reaktionen, Knockdunig, Verkalkung, Tumorbildung und
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vielen anderen physiologischen und pathologischerozd3sen beteiligt (Hewett-
Emmet{2000; Supuraet al.2000; Supura2008).

Wetzel und Kollegen beschrieben 2007 die Lokalsatder CA XIV im Skelettmuskel.
Dabei wurde ermittelt, dass die membrangebundene I1€%orm, CA XIV, an der
Plasmamembran und an der Membran des sarkoplasmis&etikulums (SR) des
Mausskelettmuskels lokalisiert ist (Wetzel al.2007). Frihere Studien von Sender und
Kollegen (Sendeet al.1994) sowie Decker und Kollegen (Declatral.1996) zeigten, dass
die CA IV in Endothelzellen von Kapillaren und aerd’lasmamembran des Skelettmuskels
von Ratte und Mensch exprimiert wird.

Scheibe et al. untersuchten mittels konfokaler Laserrastermikopsx (CLSM) die
Lokalisation von CA IV und CA IX innerhalb der Zelim Skelettmuskel, insbesondere im
Sarkolemm. CA IX liegt im Bereich des transversdlgsularen bzw. terminalen Sarkolemms
(Scheibeet al.2008).

Es existieren Untersuchungen zur Carboanhydragéeleti bzw. -inhibition im murinen
Skelettmuskel. Dazu gehéren Untersuchungen isosohet Einzelkontraktionen und
tetanischer Kontraktionen von isolierten Faserbiimdes schnell kontrahierend&xtensor
digitorum longusMuskels (EDL) und des langsam kontrahieren8eteusMuskels (Sol) in
CA-defizienten Tieren ebenso wie Untersuchungen Eesidungsverhaltens (Scheile¢
al.,2008). Muskelfasern, die entweder defizient fur Aoder defizient fir CA IX waren,
zeigten keine von Wildtypmuskelfasern (wt) abwerdie Muskelfunktion. Die
Muskelfunktion von CA IV/XIV Knockout (dko) Mausezeigte eine Abnahme der Anstiegs-
und Relaxationszeit und der Kraft der Einzelkorticalen. Im Gegensatz dazu bewirkt eine
Exposition gegeniber dem CA Inhibitor DorzolamidzjBsowohl bei wt als auch bei CA
IV/IXIV dKO Muskelfasern, die allein CA IX exprimien, eine Zunahme der Anstiegszeit
und der Maximalkraft der Einzelkontraktion. Aufgdidieser Ergebnisse, wird vermutet, dass
eine Inhibition der CA-Isoform am sarkoplasmatisthetikulum (SR-CA) stattfindet. Die
Inhibition von nur einer SR-CA Isoform scheint ineg&nsatz zur Inhibition von allen drei
Isoformen 1V, IX und XIV keinen Einfluss auf die Mdkelkontraktion zu haben (Scheibe
al.,2008; Crocettet al.2009).

Somit stellen diese im Skelettmuskel exprimiergofdrmen 1V, IX und XIV und vor allem
die an das SR-gebundene CA interessante Kanditlatéimerapeutische Ansatze dar, die auf
der Inhibition der CAs im Skelettmuskel beruhen.

Im ersten Ansatz wurden zwei Vertreter der Subgpanpe der Carboanhydrase-Inhibitoren

auf ihre Wirksamkeit im Duchenne Mausmodetdx untersucht. Grundlage zu den
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Experimenten in der vorliegenden Arbeit bilden Brgese eines Medikamentenscreens im
C. elegansModell dys-1; hlh-1 In diesem Modell entwickelte der Fadenwurm mitegi
Mutation des dys-1 Gens in Verbindung mit einer mildeMyoD-Mutation einen
muskeldegenerativen, anndhernd unbeweglichen RigaiGaudet al.2004; Segala2006;
SegalaR007). Dieses Modell wurde fur die Priufung von metts 1000 zugelassenen
Medikamenten herangezogen, um Molekille zu iderdien, die fahig sind diesen Phanotyp
zu verbessern. Schlie3lich erhielt man mehr alsaRive Substanzen, die das Potential
besitzen, den unbeweglichen Phanotyp korrigierenké@nnen. Zwei dieser wirksamen
Substanzen, Methazolamid und Dichlorophenamid, d@atboanhydraseinhibitoren der
Klasse der Sulfonamide, die starke selektive Inbibn von CAs im Menschen darstellen
(Supuranet al.2003). Bei Methazolamid handelt es sich um einemket Inhibitor der
membrangebundenen Isoform CA IX und @erelegansCarboanhydrase cah-4 (Schedte
al.,2008; Crocettiet al.2009). Da CAs an vielfaltigen Prozessen mitwirkstellen sie ein
wichtiges therapeutisches Ziel dar.

In der vorliegenden Arbeit wurden diese im Wurmksamen Substanzen im Dystophin-
defizienten mdxMausmodell getestet. Carboanhydraseinhibitorenlerdtbereits zu den
zugelassen Arzneimitteln. Deshalb erscheint einaiskhe Entwicklung im Menschen
aufgrund der bereits nachgewiesenen Vertraglictdadit vielversprechend zu sein, wenn sich
ein positiver Effekt auf den dystrophen Phénotyphan der Maus bestétigt.

2.2 Entwicklung eines neuen Mausmodellsiys "/chip” bzw. dys™/chip™)

In der Muskeldystrophie Duchenne kommt es zu eéte2he von molekularen pathologischen
Ereignissen, bei denen Muskelgewebe in Fett- umti&jewebe umgewandelt wird. Dabel
werden Muskelproteine verstarkt abgebaut. Diedt sglen wichtigen Teil der Pathogenese
der Muskeldystrophie dar. Der Abbau der Muskulaareignet sich dann, wenn die
Proteindegradationsrate die Proteinsyntheseratestéigt. Eine erhtéhte Proteinabbaurate,
wie sie in der Muskeldystrophie Duchenne zu finggnberuht auf der erhéhten Aktivitat des
Ubiquitin-Proteasom-Systems (Cab al.2005). Verbesserungen der Pathologie inrddx
Maus nach Inhibition des proteasomalen Abbaus ddietSubstanz MG-132 (Bonuccedi
al.,2003) lassen darauf schlie3en, dass das Eingaifieder Ebene des Muskelproteinabbaus
einen weiteren vielversprechenden Ansatz zur Thexdgr DMD darstellt.

Untersuchungen an der annéhernd unbewegliéherlegansDoppelmutantedys-1; hlh-1
charakterisieren ein Gen, das an der Regulation Maskelproteinabbaus beteiligt ist
(Nyamsurenet al.2007). Das Gen kodiert die E3/E4 Polyubiquitinlg&@HN-1, die an der
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Regulation des Abbaus sarkomerer Proteine mitwDigs humane Homolog zu CHN-1 ist
CHIP (carboxyl terminus of the Hsp70-interactingptpm). CHN-1 bildet im Wurm einen
Komplex mit CDC-48 und UFD-2, wortber der Protemmiover des Chaperons UNC-45
gesteuert wird. Dieses spielt eine entscheidendke Rieim Assembly von Myosin in
Myofibrillen (Hoppe et al.2004). Der Knockout vonchn-1 konnte im Wurm den
unbeweglichen Phanotyp verbessern (Nyamseteh 2007).

Im zweiten Ansatz sollen die Ergebnisse aus denensathungen in deC. elegans
Doppelmutantalys-1; hih-1(Nyamsureret al.2007) aufgegriffen und ein neues Mausmodell
etabliert werden, welches zuséatzlich zomdxHintergrund einerchip-Knockout aufweist. In
wie weit ein Knockout vorechip die Sarkomerstabilitdt und somit den Erhalt deiskélkraft
beeinflussen kann, soll in dieser Arbeit durch Kieuzung vonchip™ Mausen mitmdx
Mé&usen untersucht werden.

Das neue Mausmodeltlys'/chip” bzw. dys¥/chip™) soll dazu dienen, die Reduktion des
Proteinabbaus im Muskel durch den Knockout der rigsplezifischen E3/E4-Ligase CHIP zu
untersuchen. Sollten diese Untersuchungen im neddansmodell erfolgversprechende
Ergebnisse liefern, dann kénnte kinftig eine adeat®/ Herunterregulierung der E3/E4-

Ligase CHIP fur den Einsatz im Patienten in Erwd@pgezogen werden.

CHIP wurde urspringlich als ein Hsp70 Cochaperoh emem Tetratricopeptid Repeat
Motiv (TRP) und einer U-Box Domane identifiziertgBnger et al.1999). Das TPR Motiv
am N-Terminus verbindet Hsp70 und Hsp90, wahreedWBox Domane am C-Terminus
eine E3 Ubiquitinligaseaktivitat besitzt (Ballingstral. 1999) (Abb. 5).
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Hop @@ TPR U-box )CHIP

@\ ,/
ATPase CTD
Abb. 5: Die Assoziation von CHIP (carboxyl terminusof the Hsp70-interacting protein) mit molekularen

gD CHlip>
Chaperonen.CHIP bindet den C-Terminus von Hsp90 und Hsp70 dasrTPR Motiv am N-Terminus. Viele
andere Cochaperone sind ebenso mit Hsp90 und HegkOupft (Murateet al.2003).

Hsc70

Aufgrund der Fahigkeit von CHIP mit Hsp70 zu inggesien und als Ubiquitinligase zu
fungieren, hat CHIP eine entscheidende PositiondbeiKontrolle der Proteinqualitéat inne.
Jedoch ist der Mechanismus, wie Hsp70 Substratend@HIP fur die Ubiquitinierung
ausgewahlt werden, noch nicht vollstandig verstar{@®sseet al.2007).

Zur Aufrechterhaltung der zellularen Homoostase das Gleichgewicht zwischen der
Proteinfaltung und der Aktivitat des Ubiquitin-Reasom-Systems entscheidend. Falls das
molekulare Chaperonsystem die Proteinfaltung eBwdsstratproteins in den nativen Zustand
nicht erreicht, ist es notwendig, dass das Sulpsttin fir den Abbau bestimmt wird.
Diesen Prozess bezeichnet man oft als Proteingaiakg (protein triage) (Wickneet
al.,1999; Connellet al.2001). Die Proteinselektierung muss strikt regtlieerden, da das
Entweichen toxischer Proteine aus dem Proteind@uskiontrollsystem (QC) oder eine zu
hohe Aktivitat des Proteinabbausystems zu einelz&iie von Erkrankungen beim Menschen
fuhren (Welck2004). CHIP stellt ein Cochaperon dar, welche€8KJbiquitinligase arbeitet
und die Hsp70 Aktivitat mit dem Ubiquitin-Proteassystem verknipft. Die Bindung von
CHIP an Hsp70 kann die Faltung von Zielproteines #sp70 blockieren (Ballingeet
al.,1999; Meachanet al.2001; Youngeret al.2004) und ermoéglicht gleichzeitig die U-box
abhéangige Ubiquitinierung von Hsp70-gebundenen tgates (Jianget al.2001; Youngeret
al.,2004). Dariiber hinaus scheint CHIP eine zentraldkeRm spielen, um die Zelle gegen
Stress zu schiitzen (Dai al.2003; Kampingaet al.2003; Yanet al.2003). Zudem ist CHIP
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verantwortlich fir den Abbau krankheitsbedingtestBine einschliel3lich dem Cystic fibrosis
transmembrane conductance regulator (CFTR) (Meaclkanal.2001), p53 (Esseret
al.,2005), Huntingtin (Janat al.2005), Ataxin-3 (Janat al.2005), Tau-Protein (Petruce#t
al.,2004; Shimureet al.2004; Sahar&t al.2005), unda-Synuclein (Shiret al.2005) (Abb.
6).

0
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Q ©
aneti § ) - —pdegradation=# maintenance of
?ﬁlm%n x homeostasis
misfolding / proteasome
- guality control ubiquitin ligase )
unfolding

(stress)
—
refolding b neuron death

functional protein (chaperone) (neurodegenerative diseases)

—pinclusion——p( Parkinson's disease
body Alzheimer's disease
Huntington's disease
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aggregation

Abb. 6: Konzept der Proteinqualitatskontrolle durch Ubiquitinligasen in der Pathogenese von
neurodegenerativen Krankheiten. Falsch gefaltete Proteine entstehen, wenn diee Zedirschiedensten
Stressoren der Umwelt, wie Hitze und Oxidation,gasstzt ist. Bei Erbkrankheiten neigen genetisclienta
Genprodukte zu fehlerhafter Faltung. Molekulare ghiane falten diese fehlerhaften oder auch nicfatitgéen
Proteine unter Beteiligung von Cochaperonen. lsiogh die Kapazitat zur Korrektur der Faltung nicht
ausreichend, dann gelangen diese Proteine in detegzomalen Abbau. Ubiquitinligasen spielen eine
entscheidende Rolle in der Proteinqualitatskorgrdiiroteine, die einer Korrektur der Faltung unchdébbau
entgehen, kdnnen Aggregate bilden und mdéglicheeneigische Einschliisse bzw. Einschlusskorper drdate
(Murataet al.2003).

CHIP stellt eine therapeutisch interessante E3dagalar, da sie die Akkumulation
abnormaler Proteine verhindern kann (Murttal. 2003).

Aufgrund dieser Ergebnisse wird angenommen, dasgahigkeit von CHIP als Chaperon zu
wirken, sehr wichtig ist sowohl beim Ablauf der fiaselektionierung als auch zum Schutz

gegen Zellstress.

39



Material und Methoden

3 Material und Methoden

3.1 Versuchstiere und -haltung

Die fur die vorliegende Arbeit verwendetemdxM&use, wurden von Charles River
Laboratories (Luxemburg, Belgien) und die Wildtypirollmause C57BL/10ScSnOlaHsd
(BL10) von Harlan Laboratories (Hilcrest, UK) beeog Diechip”” -Mause wurden von Cam
Patterson, Ph.D. (University of North Carolina, @élaHill, NC, USA) zur Verfiigung
gestellt. Alle Experimente wurden entsprechendBiestimmungen der zustandigen Behorde,
Regierung von Oberbayern, durchgefuihrt (55.2-15312131-06).

Alle Mause wurden unter identischen BedingungetVi@-Racks (Tecniplast Deutschland
GmbH, Hohenpeilenberg, Deutschland) gehalten. Ikheterbringung erfolgte in
Makrolonkafigen des EuroStandard Typs Il long (Tiplast Deutschland GmbH). Fir die
Zucht wurden getdnte Kafige verwendet (Tecniplagtut®chland GmbH). Die Haltung
erfolgte in GruppengrolR3en von 1-5 Tieren auf Laboginstreu aus Weichholzgranulat
(Lignocel Typ: FS 14, Ssniff Spezialdiaten GmbHe&o Deutschland) mit darauf liegendem
Gitterrost unter gleichbleibenden Kklimatischen Begdingen (durchschnittlich 23°C
Raumtemperatur, 45% relative Luftfeuchtigkeit, ltpplogramm mit 12 Stunden dauernder
Tagphase). Die Kafige wurden zusatzlich mit rotemchthauschen aus Makrolon,
Nageholzern und Baumwoll-Nestels ausgestattet.efalies Alleinfuttermittel fur Mause
(Ssniff Spezialdiaten GmbH) sowie Wasser standenTlderenad libitum zur Verfiigung. Die
Zucht wurde mit strahlensterilisiertem, standasdisim Zuchtfutter Typ:M Zucht (Ssniff
Spezialdiagten GmbH) gefiuttert. Die Nachkommen warden Alter von 3-4 Wochen

abgesetzt, durch Ohrlochung markiert und nach Gedatern getrennt gehalten.

3.2 Isometrische Muskelkraftmessung

Das Ziel einer Therapie der Muskeldystrophie beastahin, die normale Muskelfunktion im
Patienten wiederherzustellen. Um den Erfolg eirechen Therapie nachzuweisen, eignet
sich am besten die direkte Kraftmessung im TierrtodBe Kraftmessung am isolierten
Mausmuskel wurde im Wesentlichen, wie bereits betrd® et al., 1993 beschrieben,

durchgeflhrt.
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Die Mause wurden zunachst mit Ketamin (130 mg/ky) Xylazin (20 mg/kg) narkotisiert.
Der gesamte Muskel wurde vorsichtig einschlie3ladr Sehnen entnommen. Die Tiere
wurden im Anschluss an die Messung noch im narieoten Zustand durch zervikale

Dislokation schmerzlos getotet.
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Abb. 7: Aufbau der isometrischen Muskelkraftmessungapparatur (angepasst nach World Precision

Instruments, Berlin, Germany 1999).

Die Muskelkraftmessungen wurden am isolierteh extensor digitorum longu¢EDL)
durchgefluhrt. Dieser wird Uber eine der beiden ehmit einem isometrischen Kraftwandler
(Typ GRA FT-03; FMI, Seeheim, Deutschland) verbundewelcher an einem
Signalverstarker (Modell MIO-0501 DC-BrickenmelRténser; FMI, Seeheim, Deutschland)
gekoppelt ist. Die Muskellange wurde Uber einen @ater-kontrollierten Servomotor
eingestellt. Die supramaximale Stimulierung mitdeual von einer Dauer von 1 ms erfolgte
mittels zweier Platinelektroden eines elektrisclstimulators (Modell 1SG-8834/1-S: FMI,
Seeheim, Deutschland), die an beiden Seiten degéldupositioniert wurden. Wahrend der
Messung wurde der Muskel bei 30°C in einer Ringenhiy inkubiert, welche mit 95%,@nd
5% CQ versetzt wurde (Abb. 7).
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Abb. 8: Darstellung der unterschiedlichen Stimulieungsformen (Dunant2003).

Die maximale Kraft der isometrischen Einzelkontiaktwird Uber die Stimulierung durch
aufeinanderfolgende Einzelreize ermittelt (Abb.liBks). Anschlielend wird die maximale
isometrische tetanische Kraft gemessen, indem deskM bei 125 Hz fur 175 ms stimuliert
wird (Abb. 8, Mitte). Die spezifische tetanischeaKrerhalt man durch die Normalisierung
der maximalen tetanischen Kraft mit der Muskelqciengtsflache (cross sectional area,
CSA).

Es wird jedoch nicht nur die Maximalkraft des Muiskkestimmt, wichtig ist vor allem auch
die Untersuchung der Muskelermidung. Bei der Megsder Muskelermidung wird der
Muskel wahrend der Stimulation verlangert. Diesrfidu Verletzungen der Muskelfasern
(Abb. 8, rechts). Die Muskelfasern daedxMause erleiden dabei einen starkeren Kaftverlust
verglichen mit den Wildtyp-Mausen (Heatlal. 1992; Saccet al.1992).

Zur Ermittlung der Muskelermidung wird der isoleerMuskel bei 125 Hz fur 700 ms
stimuliert, wobei der Muskel anfangs bei der optana_ange k (Lo stellt die Lange dar, bei
welcher eine maximale Einzelkontraktion erreichrdyifir 200 ms belassen wird. Fir die
restlichen 500 ms wird der Muskel zusatzlich betasndem er um 10% vonglgestreckt
wird. Dabei werden funf exzentrischen Kontraktiorggmessen, welche durch 2-minitige
Erholungspausen fur den Muskel bei der Langariterbrochen sind.

Die Messung dieser exzentrischen Kontraktion etéolgn Wesentlichen nach Petref al.
(Petrofet al.1993).
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3.3 Muskelhistologische Untersuchung
3.3.1 Histochemie und Immunohistochemie

Fur die immunhistologische Untersuchung wurden 8 ioke seriell geschnittene
Muskelquerschnitte gefarbt. Die Schnitte wurden dolast mit AntikGrpern gegen die
Myosin-Schwerekette vom langsamen Typ und nachfolgenit AntikGrpern gegen die
Myosin-Schwerekette vom schnellen Typ in einer MBG@ppelfarbung behandelt. Die
Antikdrper gegen langsames und schnelles Myosirvdastra, Newcastle upon Tyne, UK)
wurden 1:100 verdunnt. Jeder Inkubation der Schnitit einem der beiden primaren
Antikorper folgte die Farbung mit dem sekundarertil&imper anti-Maus Ig Meerrettich-
Peroxidase (DAKO, Glostrup, Danemark) in einer Wemtung 1:100. Die verschiedenen
Myosin-Schwerekette Fasertypen wurden mit vers@med Substraten wie 3,3-Diamino-
benzidin (DAB) (Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutsamd bzw. dem kommerziellen Substrat
Vector SG Visualization Solution (Vector Labora&s; Burlingame, USA) sichtbar gemacht.
Dabei zeigen Fasern des langsamen Typs eine bFgrbeng und die Fasern des schnellen
Typs eine blaue Farbung. Im Anschluss an die dratbreaktion wurden die Schnitte mit
fotalem Kélberserum (FCS) geblockt, bevor der zsvprimare Antikérper appliziert wurde.
Die Fasergrenzen wurden mit 100 ng/ml Weizenkeirhaiggn (wheat germ agglutinin,
WGA) konjugiertem Alexa Fluor 488 Farbstoff (Moldéau Probes, Leiden, Niederlande)
gefarbt. Die Kerne wurden mit 10 ng/ml Hoechst 3ZSigma) sichtbar gemacht. Fur
lichtmikroskopische Aufnahmen wurde eine zweite beag der Kerne mit Carazzis’s
Hamatoxylin durchgefiihrt. Schliel3lich wurden dieh@te auf dem Objekttrager mit
DakoCytomation Fluorescent Mounting Medium (DAK@)gedeckt.

3.3.2 Automatisierte quantitative Analyse verschregt histologischer Parameter

Um eine verlassliche und empfindliche Methode zunamiitativen Analyse der
Muskelfaserhistologie zu erreichen, wurde in Koagien mit der Firma S.CO LifeScience
GmbH, Minchen ein  spezielles Modul ,MyoScan® des byasierten
Bildanalyseprogrammes S.CORE zur automatisiertenalyde der Muskelhistologie
entwickelt.

Fur die automatische quantitative Analyse der Mlms&mlogie wurden drei verschiedene
Aufnahmen des zu untersuchenden Bereiches des Maokkétes gemacht: 1. WGA (wheat
germ agglutinin)-Farbung, die der Markierung desdfgrenzen dient (Abb. 9), 2. Hoechst
33258-Farbung zur Anfarbung der Zellkerne und 3.®4Bloppelfarbung zur Differenzierung
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der Fasertypen (langsamer Myosin-Typ bzw. schnéllgosin-Typ). Im ersten Bild werden
alle Membranstrukturen vom Hintergrund getrenntdidah erhalt man eine Maske fir jede
individuelle Muskelfaser, Giber die man den minimafferet’s Durchmesser bestimmen kann.
Der minimale Feret's Durchmesser ist definiert@dds geringst mogliche Abstand zwischen
zwei parallelen Tangenten eines Objekts (z.B. Mifiaker) (Briguetet al.2004). Diese
Maske wird zum einen mit der Hoechst 33258-Aufnahiberlagert, um die Anzahl der
innerhalb der Faser befindlichen Zellkerne zu defnit Zum anderen wird die Maske mit der
MHC-Doppelfarbung tberlagert, um die verschiedeRasertypen zu differenzieren (Abb. 9
und 10). Somit lassen sich aus dieser kombinieftibung vier verschiedene histologische
Parameter ermitteln: der Anteil der Fasern mit i@ Kern, die Fasertypverteilung, die
FasergroRe  (minimaler Feret's Durchmesser) und diasergréf3enverteilung
(Varianzkoeffizient). Bei Abgabe dieser Arbeit wiie Entwicklung des Analysetools soweit
fortgeschritten, dass der Anteil Fasern mit zeatraKern, die Fasergréf3e und daraus die
Fasergrofienverteilung und Varianzkoeffizient autisnh bestimmt werden konnten. Die
Fasertypverteilung wurde von Hand an den vorlieganMHC-doppelgefarbten Schnitten

ausgewertet.

Der Varianzkoeffizient (VC) wurde mittels folgendesrmel berechnet:

VC = 1000 x S.D.minFeret'sDurchmessr

mittlererFeret'sDurchmesse

Abb. 9: Reprasentative Weizenkeimagglutinin Farbung(WGA-Farbung) eines M. tibialis anterior (TA).
(A und B) Alexa Fluor 488 konjugierte WGA-Farbuniges TA Muskels einer mit Kontrollfutter behandalte
(A) und einer mit 5x (Methazolamid) MTZ behandel(@&) mdxMaus. WGA bindetN-Acetylglucosamin- und
SialinséureReste an der Muskelfasermembran.
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Abb. 10: Automatisierte quantitative Analyse der Muwskelhistologie. (A) Originalfoto einer
lichtmikroskopischen Aufnahme der Myosin Heavy @h@/IHC)-Doppelfarbung eines Diaphragmaschnittes
(DIA) einer mdxMaus. Braune Fasern stellen den langsamen MHQHypsend blaue Fasern den schnellen
Fasertyp dar. (B) Prozessiertes Foto desselben3gthittes aus (A). Die gelben Bereiche bezeichiewam
Programm erkannten Fasern (langsamer Fasertypetyatl, schneller Fasertyp: hellgelb). Jede ideiwifte
Faser wurde mit einer blauen Nummer versehen, ussetie ID festzulegen. Bindegewebe wird von dem

Programm nicht erkannt (graue Bereiche). Erkanetik@ne werden durch griine Punkte markiert.

Die Abbildungen 9A und B zeigen die Alexa 488 kawute WGA-Farbung von
Muskelschnitten von 5x MTZ-behandeltemdxMausen und Kontrollen. Die WGA-Farbung
erlaubt eine klare Darstellung der Faserbegrenauyngeoriiber der minimale Feret's
Durchmesser bestimmt werden kann. Die Myosin Hé&lvgin (MHC)-Doppelfarbung (Abb.
10A) stellt Informationen Uber die Fasertypvertegu den Anteil an Fasern mit zentral

lokalisiertem Zellkern und Uber die Fasergro3envanfliigung.

3.4 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte mittels deSSFStatistics 17.0 Software (SPSS GmbH
Software, Minchen, Deutschland). Alle Datensatzedew in einem Kolmogorov-Smirnov-

Test auf Normalverteilung getestet. Diejenigen Ds#tze, welche eine Normalverteilung
aufwiesen wurden in einem Student’s t-Test weitalysiert. An den Ubrigen Datensatzen

wurde ein Mann-Whitney-Test durchgefthrt.
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3.5 Praklinische Validierung zweier Carboanhydrasdnhibitoren in der mdx-Maus

Die therapeutische Wirksamkeit der Carboanhydradaioren (CA) Methazolamid (MTZ)
und Dichlorophenamid (DCPM) sollte in einer Langaeiersuchung in dandxMaus, dem
Mausmodell der DMD, validiert werden. Dazu wurde Anschluss an die Behandlung der
Mause mit den CA-Inhibitoren devl. tibialis anterior und das Diaphragma histologisch
untersucht und dariiber hinaus eine isometrischeké&lkimftmessung dedd. extensor

digitorum longugEDL) durchgefihrt.

3.5.1 Behandlung dendxMause mit den Carboanhydraseinhibitoren

Mannliche mdxMause (70 Tage alt) wurden 120 Tage lang mit Fugefuttert, welches
DCPM bzw. MTZ enthielt oder mit Kontrollfutter mitansonsten identischer
Zusammensetzung. Die Behandlung mit DCPM erfolgté miner geringen Dosis
(15 mg/kg/Tag) oder einer hohen Dosis (60 mg/kg)TBiese Mengen stellen die 5x bzw.
20x der durchschnittlichen Dosierung beim Menschan Bei der Behandlung mit MTZ
stellte sich die 20x Dosierung (86 mg/kg/Tag) atkdl heraus, weswegen nur eine niedrigere
1x Dosierung (4,3 mg/kg/Tag) und als hohe Dosis BkeDosierung (21,5 mg/kg/Tag)
verabreicht wurden. Die Medikamentenkonzentratiomer-utter wurden auf der Grundlage
berechnet, dasmmdxMause ~15% des Koérpergewichts pro Tag fressenrérauSégalat,
personliche Mitteilung). Zum Ende der Behandlungdfien alle Mause ein ahnliches

Gewicht, was darauf hinweist, dass die Futteraufreatergleichbar war.

3.5.2 Histologische Untersuchungen und isometridt¢hgkelkraftmessung

3.5.2.1 Histochemie und Immunohistochemie

Die histochemische und immunhistochemische Farbwmrgle durchgefuhrt wie unter Punkt
3.3.1 beschrieben. Eine reprasentative AbbildumgereMWheat germ agglutinin-Farbung
(WGA-Farbung) einedibialis anterior (TA) Muskels der MTZ Gruppe wird in Abb. 9
gezeigt.

3.5.2.2 Automatisierte histologische Analyse deskilschnitte

Zur histologischen Analyse der Muskelschnitte warderei geeignete Parameter ausgewahlt.
Der minimale Feret's Durchmesser der Fasern und Ateeil der Fasern mit zentral
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lokalisierten bzw. internalisierten Zellkernen (wgisend auf Muskelregeneration) wurden
bestimmt (Brigueet al.2004).

In dieser Arbeit wurden etwa 2000-3000 Fasern Westibialis anterior (TA) bzw.
Diaphragma (DIA) Muskels von je B 5 Tieren der 5x MTZ-Gruppe und zugehdoriger
Kontrollgruppe beziglich beider Parameter ausgeteEine automatisierte histologische
Analyse konnte nur fiur die 5x MTZ-Gruppe und dietsprechende Kontrollgruppe
durchgefuhrt werden, da die Qualitat der Muskels dar DCPM-Gruppe, aufgrund von

Gefrierartefakten, nicht ausreichend war und salmitAnalyse nicht mdglich war.

3.5.2.3 Isometrische Muskelkraftmessung

Die isometrische Muskelkraftmessung erfolgte ertsipend der Angaben unter Punkt 3.2.

3.6 Entwicklung eines neuen Mausmodellsiys "/chip” bzw. dys™/chip™)

3.6.1 Zucht und Genotypisierung

Ziel war es im Rahmen der Doktorarbeit ein neuesugvteodell einer Knockoutmutante
(dys"/chip” bzw. dys”/chip”) zu entwickeln. Es wurden zwei Herangehensweissfolgt,
zum einen der Ansatz einer Auszucht und zum and#ge\nsatz einer Inzucht. Hier ist zu
vermerken, dass in dieser Arbeit keine Aus- bzwudmt per Definition erzeugt wurde, da
dazu eine sehr viel héhere Anzahl an Zuchttieresh @enerationen nétig gewesen ware. Es
war jedoch auch nicht das Ziel dieser Arbeit eitabige Linie zu etablieren, da auch die
Ressourcen fiir die Erhaltung einer solchen Lineatworhanden waren. Vielmehr war es das
Ziel, eine statistisch ausreichende Anzahl an \&rstieren fir die geplanten Experimente zu
erzeugen. Dennoch werden im Weiteren die Begritiszaicht und Inzucht verwendet.
Generell stellte die Parentalgeneration PO beideéchtanséatze eine Hybridzucht zweier
Inzuchtlinien dx bzw. chip™) dar. Dabei besteht fiir beide Loci keine chromasiem
Kopplung. Deshalb und aufgrund der Heterozygotie®ider beiden Elterntiere waren in der
F1-Generation noch keine homozygoten Doppelmutangen erwarten. Nach den
Mendelschen Regeln entstehen, aber bzgl. cl@g-Lokus bzw. desdysLokus 50%
heterozygote Mause abhangig davon, aus welchechtimie das mannliche oder weibliche
Elterntier stammt. Fur den Fall, dass das Mannehanderchip™ -Inzuchtlinie stammt, sind
25% der mannlichen Nachkommen mit dem Genatyg®/chip” und 25% der weiblichen

Nachkommen mit dem Genotgys”/chip” zu erwarten. Stammt dagegen das Weibchen aus
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der chip”-Inzuchtlinie, so besitzen 25% der mannlichen Nachiken den Genotyp
dys™/chip”und 25% der weiblichen Nachkommen den Genatyg’/chip™. In dieser
Arbeit wurde nach dem ersten Zuchtschema vorgegarige so resultierenden, auf dem
chip-Lokus heterozygoten Tiere der F1-Generation, wurgenachst weiterverpaart, wobei
die Zuchtiere nicht immer aus einem Wurf stammi2ie. weitere Zucht mit den Jungtieren
aus der F2-Generation erfolgte in den zwei versignen Zuchtansatzen. Zunachst wurde der
Ansatz einer Auszucht verfolgt, da dieser einfacted schneller durchzufihren ist. Im
spateren Verlauf wurde dann eine Inzuchtstrategiolgt. In beiden Zuchtansatzen sollte der
Geschwistervergleich eine Vergleichbarkeit und agskraftige Ergebnisse sicherstellen, da
sich hier der genetische Pool jeweils heterogeaestellt als in einer Inzucht im engeren
Sinn.

Im Weiteren wurden fur die Auszuchtlinie F2-Nachkoen aus verschiedenen Wirfen und
Zuchtpaaren weiter verpaart, wahrend fur die Inuel nur Geschwister der F2-Generation
verpaart wurden. Die Verpaarung der Auszuchtlinizde bis zur Generation F4 fortgesetzt,
wohingegen die Verpaarung der Inzuchtlinie bis@aneration F3 stattfand.

Die erhaltenen Nachkommen wurden fir beide Labys(bzw. chip) mittels PCR der
genomischen DNA aus Schwanzbiopsien mit spezifiscRgimern genotypisiert. Die
genomische DNA wurde unmittelbar nach Entnahmere8uhwanzprobe gewonnen. Etwa
0,3 cm grof3e Schwanzproben wurden zunachst Ubdnt Mat 56°C in 400 ul Tail-Buffer
(1% SDS, 10 mM Tris pH 7,5, 50 mM EDTA, 150 mM NaCind 24 pl Protease K
(20 mg/ml) verdaut. Anschlielend erfolgte eine Rh&hloroform-Extraktion und
Isopropanol-Fallung der genomischen DNA. Das eenaltPellet wurde in 20 pl 5 mM
Tris/HCI, pH 8,5 unter Schitteln 1 h bei 50°C gel®sir die PCR zur Genotypisierung des
dysLokus (MdxPCR) wurde 1 pl der genomischen DNA eingesetzhimgegen fur die PCR
zur Genotypisierung deghip-Lokus (Chip-PCR) 200 ng genomische DNA verwendetds.

Die spezifischen Primer-Sequenzen lauten wie folgt:

mdx-PCR forward Primer: 5-CTC TGC AAA GTT CTT TGA AAG AGRA-3’;
mdx-PCR reverse Primer: 5-GAA GTT TAT TCA TAT GTT CTT CT&C-3’;

Chip-PCR forward Primer: 5-TAG AGC TAA GGG AAC TGG CTC AR 3,
Chip-PCR reverse Primer: 5-TGA CAC TCC TCC AGT TCC CTG3-

Fur die Chip-PCR wurde die AccuPrifffe Pfx DNA Polymerase (Invitrogen GmbH,

Karlsruhe, Deutschland) verwendet. Die Denaturigrwarfolgte fir 1 min bei 94°C.
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AnschlielRend wurden 35 Zyklen mit jeweils 30 sec3#C, 30 sec bei 60°C und 2 min bei
68°C durchlaufen. Die Elongation der PCR-Produ&telffiir 5 min bei 68°C statt.

Die Chip-PCR liefert unmittelbar den Genotyp deruglaHandelt es sich um eihip™ -Tier
erhielt man zwei Banden (1,6 kb bzw. 1,4kb) auf deyarosegelchip’-Tiere wiesen nur die
Bande bei 1,6 kb auf, wahrenHip”* -Mause nur die Bande bei 1,4 kb zeigten (Abb. 11).

3 ]
S —h i et 3
rew

TH00 bp

1600 bp

Abb. 11: Genotypisierung der Nachkommen aus der Chi x mdx Kreuzung. PCR Analyse deghip-
Knockout. PCR einechip”-Maus zeigte eine Bande bei 1,6 kb. Mause, dieneiv@dtyp-Genotyp auf dem

+/+

chip-Lokus besalRenckip™ ), wiesen eine Bande bei 1,4 kb auf und heterorygbip-Knockout-Mause

(chip™) lieferten beide Banden.

Bei der mdxPCR mit Tag-Polymerase erfolgte die Denaturierding 1 min bei 94°C.
Anschlie3end wurden 35 Zyklen mit jeweils 30 sec34eC, 30 sec bei 55°C und 20 sec bei
72°C durchlaufen und die Endelongation dauerte 2 bai 72°C. Im Falle demdxPCR
lieferte die PCR nicht direkt den Genotyp der Maissgs sich um ein Missmatch Primerpaar
handelte, das sowohl die Wildtyp- als auch die ertgi Sequenz erkennt. Fir jedes Tier
ergibt sich ein PCR-Produkt der Lange 200 bp. Duakémutation in Exon 23 C zu T fuhrt
nicht nur zu einem Stop-Codon, sondern entfernt hawmne Schnittstelle des
Restriktionsenzym Madll. Das PCR-Produkt wird Uber den PCR Aufreinigskid
NucleoSpiff Extract Il (MACHEREY-NAGEL GmbH & Co. KG, Diiren, Deutschlandyrv
den restlichen Primern befreit. AnschlieBend etfoign Restriktionsverdau mit dem
RestriktionenzymMaell (Roche, Mannheim, Deutschland), der tBis™-M&usen nur ein
Restriktionsfragment mit 50 bp liefert. Tiere miterd Genotyp dys'® zeigen im
Restriktionsverdau zwei Restriktionsfragmente (2% Ibzw. 50 bp). Durch den
Restriktionsverdau des PCR-Produkts \dys’*-Mause ergibt sich nur ein Fragment der
GrolRe 25 bp (Abb. 12). Somit lasst erst der Raginkverdau des PCR-Produkts mdiadll
eine eindeutige Aussage uUber den Genotyp zu. Ma@malTiere zeigen entweder das 25 bp
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Restriktionsfragment oder das 50 bp Fragment anéyder zwei moglichen Genotypdigis™

unddys”.

p—

PCR-

A product

-
e R

Ddel
Hpy 188 HpyCHAIl
AlwNI Cvikl-1 Tspd5l TspRI
HpyCH4V BspCNI Maelll Becl
5 . CTCTGCAAAGTTCTTTGAAAGAGTAATAAAATGGCTTCAACTATCTGAGTGACAICTGTEA .3
B F240 F250 1 F260 F270 1 F280 | 1 Heoo
3 _ GAGACEGTTTCAAGAAACTTTCTCATTATTTTACCGAAGTTGATAGACTCACTET|GACACT &
HpyCH4V BspCNI HpyCH4ll!
CviK1-1 Maelll
Tspdsl
TspRI
Ddel
Hpy188l
Ddel
Hpy 1881 HpyCH4III
AlwNI CviKI-1 Tspdsl TspRI
HpyCH4V Maelll BspCNI Maelll Beel
5  CTCTGCAAAGTTCTTTGAAAGAGTAACAAAATGGCTTTC MACTATC'T'CT'GTG'A 3
(03 F240 F250 1 F260 | F270 1 F280 | 00 |
3 . GAGACGTTTCAAGAAACTTTC|TCATTGTTTTACCGAAGTTGATAGAT.CACTGT|GACACT 5
HpyCH4Y Maelll BspCNI HpyCH4lll
CviKl-1 Maelll
Tsp45l

TspRI
Ddel
Hpy 1881
Abb. 12: Genotypisierung desdys-Lokus. (A) Genotypisierung der Nachkommen aus der Chipnckx
Kreuzung.Maedll Restriktionsverdau des PCR-Produkts. Eine Manis homozygoter Punktmutatiordys”
bzw. dys) im Dystrophingen zeigte nur ein Restriktionsfragmbei 50 bp (*) nach dem Verdau rivaelll.

Mause, die einen Wildtyp-Genotyp auf delysLokus besaRerdys™

), wiesen ein Fragment bei 25 bp (**) auf
und auf dentysLokus heterozygote Mausdys'™) leiferten beide Fragmente. Verlust der Restrilgiielle fiir
MadIll (NGTNACN) durch die Punktmutation GT. (B) Sequenz mit Restriktionsschnittstellen der
entsprechenden Stelle auf dem Dystrophingens miPdektmutation im Exon 23 auf dem X-Chromosom an
Position 3185 idxGenotyp). (C) Sequenz mit Restriktionsschnittsteltler entsprechenden Stelle auf dem

Dystrophingen ohne Punktmutation (Wildtyp).
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3.6.2 Charakterisierung der Inzucht- und Auszucistli

Die Auszuchtlinie lieferte keindys'/chip’ bzw. dys”/chip”-Tiere. Gruppen von 3, 6 und 12
Monate alten dys¥/chip” und dysYchip”-Mause wurden mittels isometrischer
Muskelkraftmessung und histologisch  untersucht. efud wurde hier die
Gewichtsentwicklung mannlicher Tiere Uber einentrdem von 12 Monaten dokumentiert.
Zum Vergleich wurde die Gewichtsentwicklung auctCii7BL/10-Mausen unthdxMausen
betrachtet.

In der Inzuchtlinie konnten di®l. extensor digitorum longuder wenigen Uberlebenden
(dys"y/chip"')m-Tiere mit drei Monaten in der isometrischen Muskelkrafssueng untersucht
werden. Gewebeproben wurden histologisch und prisi@chemisch mittels Western Blot-
Analyse untersucht (siehe 3.6.2.2 und 3.6.2.1)w8Bale dort die relative Expression der
Proteinea-Dystroglykan, Utrophinp-Aktinin-2, Calsarcin-2, Myogenin und p53 analysier
Zusatzlich zu dem Anteil der Fasern mit zentralestikérn, der Fasergrol3enverteilung, dem
Varianzkoeffizienten der Fasergroflen und dem Fdgesl, wurden die

Fasertypenzusammensetzung und das oxidative RatdetiMyofasern charakterisiert.

3.6.2.1 Proteinextraktion aus Muskelgewebe und &vedlot Analyse

Der Einfluss der CHIP-Heterozygotie/CHIP-Homozygoivurde auch mittels Western Blot
untersucht. Dazu wurde das Gesamtprotein aus Myskebe extrahiert. Das Gewebe wurde
im Morser unter flussigem Stickstoff zu einem Pulzerrieben und anschliel3end in einem
Homogenisierungspuffer [10 mM T#BICI pH 7,5; 1% SDS, Proteaseinhibitor Cocktail
(Complete Mini, Roche)] lysiert. Daraufhin wurdesd®robe dreimal 5 Minuten lang bei 95°C
erhitzt und jeweils dazwischen homogenisiert. NZemtrifugation (15 min, 14 000 rpm,
4°C) wurde der Uberstand in ein frisches Reaktiefidyy uberfihrt und der
Gesamtproteingehalt der Probe mittels BCA-Assagr@, Rockford, USA) ermittelt. Die
Proben wurden bei -80°C gelagert.

Die Immunodetektion erfolgte fur 10-2%y Proteinextrakt pro Probe. Die Proteine wurden
Uber ein denaturierendes 12% bzw. 5,5% Polyacrgdgehi(SDS-PAGE) aufgetrennt und auf
eine Nitrozellulosemembran transferiert. Die Memiera wurden in 5% Magermilch in
TBS-T-Puffer [8% NaCl, 20 mM TrsHCI (pH 7,6) und 0,1% Tween-20] 1 h geblockt. Die
Blots wurden Uber Nacht bei 4°C mit Verdinnungetgdnder primarer Antikorper in
TBS-T/5%  Magermilch  inkubiert:  ant-Aktinin-2 ~ (1:4000,  Sigma-Aldrich),
anti-a-Dystroglykan  (1:500, Upstate Biotechnology, Inc., asdachusetts, USA),
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anti-Utrophin (1:50, NovoCastra), anti-Myogenin 20, Abcam, Cambridge, UK), anti-
Calsarcin-2/Myozenin-1 (1:1000, Abcam) und anti-g%3L000, Santa Cruz Biotechnology,
Inc., Heidelberg).

Anti-CHIP (Cell Signalling Technology, Beverly, MA,USA) wurde 1:1000 in
TBS-T/5% BSA und ant-Aktin (Santa Cruz Biotechnology) 1:200 in TBS-Tra&nnt und
jeweils auch tber Nacht bei 4°C inkubiert.

Anschliel3end wurden die Blots in TBS-T bei Raumterafur gewaschen und mit einem
entsprechenden isotypspezifischen Peroxidase-kienfeg Sekundarantikérper (Cell
Signalling Technology) in einer Verdinnung von D@&G000 in 5% Magermilchpulver in
TBS-T 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Die immahkteren Banden wurden mittels
Chemilumineszenz (ECL Kit, Amersham, Indianapold, USA) sichtbar gemacht. Jede
Gewebeprobe wurde fur jedes Zielprotein in eineeifachbestimmung analysiert. Die
Bandenintensitat wurde mit Hilfe der Software Imhg@National Institutes of Health, USA)
ermittelt (Schneideet al.2012). Fur die Quantifizierung der relativen Exgres von CHIP,
a-Aktinin-2, Calsarcin-2, Myogenin und p53 diente dandenintensitéat von arfitAktin als
interner Standard zur Normalisierung der aufgetrageProteinmenge. Dagegen wurden zur
Quantifizierung der Proteinexpression varDystroglykan und Utrophin eine prominente
Bande der Ponceau S-Farbung zur Normalisierung Menge an geladenem Protein

verwendet.

3.6.2.2 Histochemische und Immunhistochemischetdnthungen

Die Wirksamkeit des hier verfolgten Therapieansaia@& Reduktion des muskelspezifischen
Proteinabbaus sollte auch mittels histochemischdrionmunhistologischer Untersuchungen
Uberpruft werden. Dabei sollten verschiedene patjisth relevante Parameter bestimmt
werden. Dazu z&hlt der Anteil der Fasern mit zénlkalisiertem Zellkern, der
Varianzkoeffizient der Fasergrof3en, ermittelt Gden minimalen Feret’s Durchmesser, die
Fasergrof3enverteilung, die Fasertypenzusammensggtzdas oxidative Potential der
Muskelfasern und der Anteil an fibrotischem Muskelgbe.

Die drei erstgenannten Parameter wurden Uber dier uRunkt 3.3.1 beschriebene
immunhistochemische Farbung zugénglich und tbeMizdul ,MyoScan“ der Firma S.CO
Lifescience GmbH analysiert, welches unter Purki23beschrieben wurde.

Die Fasertypenzusammensetzung wurde mit Hilfe deort d beschriebenen

MHC-Doppelfarbung sichtbar gemacht, die von Hansbawertet wurde.
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Um zwischen oxidativen und weniger oxidativen Mufdsern zu unterscheiden, wurde eine
Succinat-Dehydrogenase (SDH)-Farbung Ivh tibialis anterior und im Diaphragma
durchgefuhrt. Der Anteil an fibrotischem Muskelg&seaevurde Gber die Van Gieson-Farbung
sichtbar gemacht. Die Analyse des Anteils an fisobtem Muskelgewebe wurde Uber das
Analysetool der Firma Wimasis durchgefiihrt. Einetadkerte Beschreibung dieses
Analysetools erfolgt unter Punkt 3.6.2.3.

Samtliche Bilder wurden mit dem Zeiss Axiovert 200Fluoreszenzmikroskop und der Zeiss

AxioCam HR Kamera mit 10- bzw. 20-facher Vergrobgraufgenommen.

ProbengroRe und Versuchstieranzahl

In der Inzuchtlinie konnten in den drei Monate wlt@lys”/chip”)-Mausen mittels der
MHC-Doppelfarbung etwa 700-4000 Fasern, in derigitgh Knockoutgruppédys”/chip™)
2000-3500 Fasern und in der Kontrollgrupmys(*/chip”) 1500-5000 Fasern analysiert
werden.

In der Van Gieson Farbung wurde der Anteil derdiischen Flache an der Gesamtflache des
Muskelschnittes anhand voren4 Tieren pro Gruppe der Inzuchtlinie ermittelt.deawurde
jeweils der komplette Querschnitt des DIA, Sol aled TA ausgewertet.

Fur die SDH-Farbung wurde ebenfalls der kompletter@chnitt ausgewertet. Dabei handelte
es sich jedoch nur um Material dds tibialis anteriorund Diaphragma von 34 Tieren pro

Gruppe der Inzuchtlinie.

Succinat Dehydrogenase (SDH)-Farbung

Das Enzym Succinat Dehydrogenase ist an der innétembran der Mitochondrien
lokalisiert und ist verantwortlich fir die Oxidatioron Succinat zu Fumarat im Zitratzyklus
(Hagerhal)1997). Durch die Oxidation von Succinat wird NADkbguziert. Succinat stellt
somit das Substrat dar, wahrend NADH das Reaktrodsgxt bildet. Der Elektronenakzeptor
reagiert chemisch mit Nitroblautetrazolium (NBT)elehes der Visualisierung der Reaktion
dient. Proportional zur Anzahl der Mitochondrierdwuter SDH-AKktivitat nimmt die Farbtiefe
zu. Je mehr SDH (und damit Mitochondrien), destensiver ist die Farbung. Daher zeigt
diese histochemische Farbung das relative oxid&otential der Muskelfasern an.

Fur die SDH-Farbung wurden die 8 um Muskelschrittedchst getrocknet und anschlief3end
in einer frisch angesetzten Lésung aus 0,001 mM N#BNitroblautetrazoliumchlorid, Carl
Roth, Karlsruhe, Deutschland) und 100 mM Natriuncétuat (Sigma-Aldrich), geldst in
100 mM Phosphatpuffer, pH 7,2. Die Schnitte wurdesi 37°C fur 2 h inkubiert,
anschlie3end in Aqua dest. gespiilt und in Glycetatme (Sigma-Aldrich) eingedeckt.
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Pro Muskelquerschnitt wurde die Anzahl der Fasarsgazahlt und je nach Intensitat der
SDH-Farbung zu drei Gruppen zusammengefasst. Fasierainer sehr intensiven Farbung
wurden als Gruppe der stark oxidativen Fasern beret. War die Farbung weniger intensiv
wurden die Fasern zu den mittelgradig oxidativeseFa gerechnet. Die hellsten Fasern
wurden als wenig oxidativ bezeichnet. Dabei wurden Gruppen immer in Bezug auf die

Gesamtintensitat der Farbung des kompletten Muakedghnittes relativiert.

Van Gieson-Farbung

8 um dicke Schnitte wurden 5 min in Harris HamatioxySigma-Aldrich) inkubiert und
anschlieBend mindestens 5 min lang mit Leitungssvagespult. Darauf folgte eine 5-
mindtige Inkubation in Pikrofuchsin (Merck KGaA, Dastadt, Deutschland). Die Schnitte
wurden dann 2-3x mit entionisiertem Wasser gewaschenachst in 100% EtOH 30 sec und
anschlieBend fiir 2 min in Xylol entwassert und imee Tropfen Eukitt (Fluk& Analytical,

Seelze, Deutschland) eingedeckt.

3.6.2.3 Automatisierte quantitative Analyse deseflatan fibrotischem Muskelgewebe

Ein entsprechendes Analysetool wurde gemeinsandeniFirma Wimasis, GmbH, Miunchen,
Deutschland im mdxMausmodell mit C57BL/10 Wildtyp-Mausen als Kontgslippe
durchgefuhrt, um den Schwellenwert, ab dem ein Gewas fibrotisch identifiziert werden
soll, zu definieren. Die Methode wurde auf Muskbkistten von Diaphragmayl. tibialis
anterior und M. soleusvon 6 Monate alten mannlichen Mausen beider Gnu@rgewandt,
welche nach der unter Punkt 3.6.2.2. beschrieb®aerGieson-Farbung gefarbt wurden.

Die Abbildung 13 zeigt den Muskelschnitt eines Digggmas einemdxMaus. Die
braunlichen Flachen stellen Muskelfasern dar, wiéthres sich bei den rosa Bereichen um
fibrotisches Gewebe handelt. Dieses fibrotische €®wvird nach der Analyse durch das
Analysetool der Firma Wimasis grin eingefarbt dsrgidé (Abb. 13 B). Gleichzeitig
ermoglicht das Analysetool dem Anwender zu Ubegriibb die richtigen Flachen detektiert
wurden. Dazu wird ein Bild zur Verfigung gestelliglches die als fibrotisch identifizierten
Flachen zunachst grin umrandet anzeigt (Abb. 13#9.Ergebnisse werden als Verhaltnis
von fibrotischer Flache zur Gesamtflache des Musskelittes (Abb. 13 B, blau umrandet)
angegeben. Die Randbereiche der Muskelschnitteemuadis der Analyse herausgenommen,
da es sich hierbei um Teile des Epimysium handett nicht zwingend um fibrotisches

Gewebe. Alle Ergebnisse werden in einer Exceldateammengefasst.
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Abb. 13: Automatisierte quantitative Analyse des Ateils an fibrotischem Muskelgewebe. (A)
Lichtmikroskopische Aufnahme eines Diaphragmastémi{DIA) einermdxMaus nach Van Gieson-Farbung.
Braunliche Bereiche stellen intakte Myofasern undar angefarbte Bereiche fibrotisches Gewebe dam Gr
umrandet sind diejenigen Bereiche dargestelltatiidibrotisches Gewebe identifiziert wurden. Dadtubesteht
fur den Anwender die Moglichkeit, die korrekte Itiimierung zu Uberprifen. (B) Die grinen Flachesigen
das vom Analysetool detektierte fibrotische Gewahe Die blaue Umrandung umfasst die Gesamtflaclse de
analysierten Muskelschnittes. Der Mal3stabsbalkéspenht 100 pm.

3.6.2.4 Isometrische Muskelkraftmessung

Die isometrische Muskelkraftmessung dés extensor digitorum longu$EDL) erfolgte
entsprechend den Angaben unter Punkt 3.2.

Die Muskelkraftmessung der drei Monate altestys{/chip”)-Tiere und zugehoriger
Kontrollgruppen[(dys”/chip™*; dys"/chip™ )., mdx C57BL/10], sowie der drei, sechs und
zwolf Monate altendys”/chip”)ausTiere und der Kontrollgruppendys”/chip™)auws, mdx
C57BL/10] sollten Uber die Wirksamkeit des Ther&prezeptes Aufschluss geben. Die

isometrische Muskelkraftmessung erfolgte s 4 Mausen je Gruppe.

55



Praklinische Validierung zweier CarboanhydraseHiibren Ergebmiss

4 Ergebnisse

4.1 Praklinische Validierung zweier Carboanhydrasdnhibitoren in der mdx-Maus

4.1.1 Histochemie und Immunhistologie

Dystrophe Muskeln weisen typischerweise eine hoh&eabilitét des Muskelfaserdurch-
messers im Vergleich zu normalen Muskeln auf. Daridhzkoeffizient (VC) fur den
minimalen Feret's Durchmesser aller Muskelfaseme®iMuskelquerschnittes stellt einen
numerischen Wert fir die FasergroRenvariabilitdt @iguet et al.2004). Der minimale
Feret's Durchmesser ist sehr widerstandsfahig gdgmnexperimentellen Fehlern, wie z. B.
der Orientierung des Schnittwinkels. Betrachtet maaskeln von Wildtyp-Mausen bezlglich
eines zweiten histologischen Parameters, dem AateilFasern mit zentral lokalisiertem
Zellkern, zeigt sich, dass diese kaum zentral Isiate Zellkerne besitzen, wahrend Muskeln
von mdxMausen einen durchschnittlichen Anteil von bis &80 Fasern mit zentralem
Zellkern nach der ersten Degenerations- und RegBoesphase bereits im Alter von etwa
7 Wochen besitzen (Briguet al.2004).

Der Anteil an Fasern mit zentralem Zellkern nahmTi&) der mit 5x MTZ behandelten Tiere,
signifikant ab, wéhrend sich der Varianzkoeffizierfiohte

Im Vergleich zur unbehandelten Gruppe waren keiffensichtlichen Unterschiede im
histologischen Erscheinungsbild der 5x MTZ behaedeMuskeln ersichtlich (nicht gezeigt).
Jedoch lieferte die automatisierte Analyse der Misghnitte aufschlussreiche Unterschiede.
Die histologische Analyse des TA zeigt eine sidpaifite Abnahme des Anteils an Fasern mit
zentral lokalisiertem Zellkern in der 5x MTZ beheafitdn Gruppe (MTZ: 57,4 14,9%;
Kontrolle: 65,1+ 11,2%; p = 0,03) (Abb. 14 A) und einen nicht-sfdgaint hdheren
Varianzkoeffizienten mit VC = 4874 46 in der Behandlungsgruppe verglichen mit

VC =448+ 22 in der Kontrollgruppe (p > 0,05).

Im TA der mit 5x MTZ-behandelten Gruppe wurde &eeschiebung des minimalen Feret’s
Durchmessers beobachtet

Gemal} des hdheren VC in der 5x MTZ-behandelten ig&rdqonnte eine Verschiebung des
minimalen Feret’'s Durchmessers hin zu kleinerereFasit Durchmessern bis zu 20 pum
(Abb. 14 C) in der 5x MTZ-behandelten Gruppe erkamerden (p = 0,03). Dagegen ist die
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Anzahl der Fasern mit einem Durchmesser zwischenr@D40 um in der Kontrollgruppe
héher (p = 0,02) (Abb. 14 C).

Der Anteil an Fasern mit zentralem Zellkern, der risazkoeffizient und die
Fasergrof3enverteilung unterschieden sich im DIAnkawischen behandelter Gruppe und
Kontrollgruppe

Im DIA wurde kein signifikanter Unterschied des Aitg an Fasern mit zentral lokalisierten
Zellkernen zwischen der 5x MTZ behandelten Grupi#&lz 6,7%) und der Kontrollgruppe
beobachtet (75, 7,0%; p = 0,085) (Abb. 14 B). Der VC der Muskedfago3enverteilung
im Diaphragma war mit VC = 42% 36 nur etwas niedriger in der Behandlungsgruppe
verglichen mit VC = 43% 10 in der unbehandelten Gruppe (p > 0,05). Dartibesius
wiesen beide Gruppen sehr @hnliche FasergréRerwegen auf (Abb. 14 D).
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Abb. 14: Quantitative Beurteilung der Muskelhistolagie. (A und B) Anteil an Fasern mit zentral lokalisierte
Zellkernen im TA (A) und Diaphragma (B) der Kontgslppe versus5x MTZ-behandeltermdxMa&ausen.
(C und D) FasergroRRenverteilung im TA (C) und DI on Kontrollgruppeversussx MTZ-behandeltemdx
Méausen. Es wurden etwa 3000 Fasern je Muskel dagly®ie Messwerte sind wiedergegeben als mittlere
Anteil an Fasern mit zentral lokalisierten Zellkennbzw. als mittlerer prozentualer Anteil des jdigen
minimalen Feret's Durchmesser an der Gesamtfadetz8tandardabweichung; Abweichung von der Kontrolle
mit * p < 0.05.

Die Immunfarbung regenerierender Fasern mitteleseiAntikdrpers gegen das Neuronale
Zelladhasions-Molekil (NCAM) zeigte qualitativ, dam der 5x MTZ behandelten Gruppe
mehr NCAM-positive Fasern auftraten (Abb. 15).

Abb. 15: Representative NCAM-Immunfluoreszenzfarbury der regenerierenden FasernNCAM Farbung
der Kontroll-Gruppe (A) und der 5x MTZ behandelt@ruppe (B).
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4.1.2 Isometrische Muskelkraftmessung

Das Vermdgen therapeutischer Substanzen, die Ktefigklung zu verbessern, wurde
mittels der isometrischen Muskelkraftmessung artieiden Skelettmuskel und verschiedener
Protokolle bestimmt, die es ermdglichen zwischenimaler Kraftentwicklung (tetanische
Kraft) und der Resistenz gegenuber exzentrischentrigktionen zu unterscheiden. Die
Behandlung der Mause mit DCPM (20x Dosierung) ethdhe spezifische tetanische Kraft
im rechtenM. extensor digitorum longu@EDL) signifikant um 40% (DCPM: 282 64 mN,;
Kontrolle: 198+ 53 mN; p = 0,034) (Abb. 16 B). Vergleicht man dgezifische tetanische
Kraft der behandelten Gruppe und der Kontrollgryppebei man linken und den rechten
EDL zusammen nimmt, dann ergibt sich keine sigaifile Verbesserung der
Muskelkraftentwicklung (DCPM: 24% 73 mN; Kontrolle: 208 62 mN) (Abb. 16 D). Eine
Verbesserung der Muskelkraftentwicklung konnte ar dweiten Behandlungsgruppe mit
niedrigerer Dosierung nicht beobachtet werden. 8gten sich in den mit 5x DCPM
behandelten Mausen keine signifikanten Unterschigele spezifischen tetanischen Kraft
(DCPM: 91+ 22 mN; Kontrolle: 97+ 26 mN), gegeniiber den unbehandelten Tieren. Des
Weiteren wurde im EDL Muskel die maximale Krafterdiung mittels eines exzentrischen
Kontraktionsprotokolls ermittelt, wobei eine Verismung des Muskels um 10% der
Ruhelange stattfand. Dieses Protokoll sollte Ubas &rmidungsverhalten des Muskels
Aufschluss geben, welches ein indirektes Mal} fi@ Biembranstabilitat bei dystrophen
Muskeln darstellt. Die Behandlung mit DCPM beidaysizrungen konnte diesen Parameter
jedoch nicht verbessern. Der mittlere Kraftabfaltim exzentrischer Kontraktion ergab fir die
5x Dosierung von DCPM keine signifikanten Unterseda (DCPM: 56t 7%; Kontrolle:
59+ 8%). Jedoch zeigen die Ergebnisse aus Abb. 16nénesignifikant hoheren mittleren
Kraftabfall (p = 0,034) in den mit 20x DCPM behahléle mdxM&ausen (67+ 14%) im
Vergleich zu mdxKontrollmédusen (46+ 15%). Diese Ergebnisse belegen, dass die
Behandlung mit DCPM die effektive Muskelkraft zwasrhohen, aber nicht das
Ermidungsverhalten der Muskelfasern bei Belastuagoessern konnte. Die 5x MTZ
Behandlungsgruppe wies einen nicht-signifikant méhenittleren Kraftabfall auf (5% 17%
versus 49+ 15% in der Kontrollgruppe) (Abb. 17 A), wéhrence dipezifische tetanische
Kraft in den 5x MTZ behandeltemdxM&ausen, wie in Abb. 17 B gezeigt, um 35% zunahm
(MTZ: 264+ 57 mN; Kontrolle: 194 86 mN; p = 0,05).
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Abb. 16: Muskelkraftmessung des EDL mit CA-Inhibitor-behandelter und mit Kontrollfutter behandelter
mdx-Mause. (A und B) Muskelkraftmessung des rechten EDL-Musl&Monate alter mannlichendxMause

im Anschluss an die 120-tagige Behandlung mit 2BPM (Nkontroe = 14, hepm = 12). (A) Mittlerer Kraftabfall
nach exzentrischer Kontraktion und (B) mittlere Afigche tetanische Kraft nach der Normalisierurey d
tetanischen Maximalkraft Uber die CSA (cross seetioarea). (C und D) Muskelkraftmessung beider
EDL-Muskeln 6 Monate alter mannlichendxM&use im Anschluss an die 120-tdgige Behandlung mi
20x DCPM (Rontroe = 14, bepm = 12). (C) Mittlerer Kraftabfall nach exzentrischi¢ontraktion (D) mittlere
spezifische tetanische Kraft nach der Normalisigruter tetanischen Maximalkraft Gber die CSA (cross
sectional area). Die Messwerte sind wiedergegebisn asithmetisches Mittel+ Standardabweichung;

Abweichung von der Kontrolle mit * p < 0,05.
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Abb. 17: Muskelkraftmessung des EDL CA-Inhibitor-behandelter und mit Kontrollfutter behandelter
mdx-Mause. (A und B) Muskelkraftmessung des EDL 6 Monate alteiblichermdxMause im Anschluss an
die 120-tagige Behandlung mit 5x MTZ{Roie = 12, 1z = 10). (A) Mittlerer Kraftabfall nach exzentrisahe
Kontraktion vonmdxKontrollmausen und 5x MTZ-behandelterdxMausen (B) mittlere spezifische tetanische
Kraft nach der Normalisierung der tetanischen Matkmaft Uber die CSA. Messwerte sind wiedergegedden

mittlere + Standardabweichung.

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse, dass mmalAue der Parameter aus dem
exzentrischen Kontraktionstest, diese Substanzen dader Lage waren den dystrophen

Phanotyp demdxMaus zu verbessern.
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4.2 Entwicklung eines neuen Mausmodellsiys’/chip” bzw. dys”/chip™)

4.2.1 Charakterisierung der Aus- und Inzuchtlinie

4.2.1.1 Zucht und Sterblichkeit der Mauslidigs/chip”™ bzw. dys”/chip”

Bei beiden Zuchtansatzen wurde die Kontrollgrupmevejls aus Geschwister-Tieren
rekrutiert. Durch den Geschwistervergleich wurde\argleichbarer genetischer Hintergrund
in der Knockoutgruppe und den Kontrollen gewahtr&isDadurch sollten die Ergebnisse
valider und aussagekraftiger werden.

Nach Mendel wére folgende Genotypenverteilung profu erwarten: 12,5%lys’/chip"”*
bzw. dys®/chip”*, 12,5% dys’/chip” bzw. dys¥/chip” und 25% dys"/chip” bzw.
dys”/chip”". Die durchschnittliche WurfgroRe in beiden Zugtih betrug 5-10 Tiere. Somit
sollten pro Wurf etwa 0,63-1,25 homozygote Knockaduise beiderlei Geschlechts auftreten.
Die Zucht einerdys/chip”- bzw. dys®/chip”-Mauslinie war nur in der Inzuchtlinie
erfolgreich, in der allerdings nur weniggs”/chip” Tiere (n = 4) das Alter von 3 Monaten
erreichten. Die Auszuchtlinie lieferte keine fuUmdghip-Knockout homozygoten Tiere. Auch
die Aufzucht mit Ammen der Linie Hsd:ICR (CO®L(Harlan Labotatories Inc.) konnte die

Uberlebensrate nicht verbessern.

4.2.1.2 Gewichtsentwicklung und Lebensalter inAlgszuchtlinie

Fur die Auszuchtlinie wurde die Gewichtsentwickluwn dys”/chip™ - und dys”/chip™"-
M&ausen uber einen Zeitraum von 12 Monaten dokumenthls Kontrollen wurden auch
C57BL/10-Mause undndxMause Uber die gleiche Zeitspanne hinweg gewod@bel
wurde beobachtet, dass die Tiere der Auszuchtbeieits im Alter von einem Monat ein
hoheres Anfangsgewicht besitzen als die C57BL/16er andxMause @ys”/chip™*:
22,3+ 4,0qg; dys”/chip”: 21,5+ 4,2g; C57BL/10; 18,6+ 3,5 g; mdx 18,2 + 2,7g). Die
Gewichtszunahme innerhalb von 12 Monaten entwickeh jedoch bei allen Gruppen analog
(dys”/chip”: 36,0+ 9,1%; dys”/chip”: 36,4 + 12,4%; C57BL/10: 38,& 11,6%; mdx
39,7+ 9,0%). Diese Ergebnisse sind in Abbildung 18 zusanygestellt.

Weiterhin zeigt sich, dass die Mause der Auszudbktliein mit Wildtyp-Mausen

vergleichbares Lebensalter erreichen.
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Abb. 18: Zeitlicher Verlauf der Gewichtszunahme tbe 12 Monate in den C57BL/10- (schwarz),
max- (rot), (dys™/chip™)aus ~ (griin) und (dys™/chip™)a.s-Mausen (blau).

4.2.1.3 Gewicht, GrofRe und Lebensalter in der Ihizinte

In der Inzuchtlinie konnte aufgrund der hohen Siehkeit der homozygoten Knockout-
Mause keine Gewichtsentwicklung Uber einen langefeitraum dokumentiert werden.
Daher wurden die GrolRe und das Gewicht neugeborbfiarse der drei Genotypen
dys®/chip™, dys/chip” und dys¥/chip” bestimmt. Bei den drei Monate alten Mausen
wurde lediglich das Gewicht ermittelt. Aufféllig wadass die heterozygoten Tiere schon bei
der Geburt grol3er waren als die Kontrollmause. lmozygoten Knockout-Mause waren

jedoch noch kleiner als die Kontrollméuse (Abb..19)

63



Entwicklung eines neuen Mausmodetiy</chip’ bzw.dysY/chip’) Ergebnisse

A dys™/chip** dys/chip*- dys™/chip”

333

B ®mneugeboren™ 3 Monate alt

1.5

*

1.0

0.5
=
% 0 —
2 *
H
(0] ¥ - 40

20
dys™/chip™* ‘ dys*/chip™ dys™”/chip”

Abb. 19: GroRenvergleich (A) neugeborener Wurfgeschwister wh Gewichtsvergleich (B) neugeborener
und 3 Monate alter Mause verschiedenen Genotyps démzuchtlinie. Neugeborene MausegQyychip++ = 3;
Nays-tyichip+- = 4, Miys-yrchip-= 3; 3 Monate alte Mause:gyichip++= 9; Miysyichipr-= 10, Mysyrchip- = 4. Die
Messwerte sind wiedergegeben als arithmetischeelMitStandardabweichung; Abweichung von der Kontrolle
mit * p < 0,05.

Das Lebensalter von Kontrollmédusen und heterozygdf@ockoutméausen erreicht das
Lebensalter von Wildtyp-Mausen, wahrend die homosig Knockoutmause oftmals wenige
Tage nach oder wéhrend der Geburt starben. Nurvgetige dieser Tiere (n = 4) erreichten
ein Alter von 3 Monaten.

4.2.2 Funktionelle und biochemische Charakterisigrder Inzucht-Mauslinie

4.2.2.1 Isometrische Muskelkraftmessung

Die isometrische Muskelkraftmessung stellt eine iggete Methode dar, um im
physiologischen Kontext funktionelle Unterschiede Miuskel aufzuzeigen. Um abschatzen
zu konnen, welchen Einfluss der genetische Hintergjin den verschiedenen Zuchtansatzen
besall, wurden auch Messungen in C57BL/10 Wildtypddd undmdxMausen fiur alle
Zeitpunkte (3, 6 und 12 Monate) durchgefuhrt.
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Die mittlere spezifische tetanische Kraft und deittlene Kraftabfall sind signifikant
unterschiedlich zwischen Wildtyp-Mausen und mdx<dau

Betrachtet man Wildtyp-Mause C57BL/10 umddxM&ause, so liefert der Vergleich des
mittleren Kraftabfalls und der mittleren spezifischtetanischen Kraft fur alle Alterstufen
(3, 6 und 12 Monate) signifikante Unterschiede (f,801) (Abb. 20 C bzw. 20 F). Dabei
erhohte sich der mittlere Kraftabfall in dendxM&usen auf 45+ 11% gegeniber der
Wildtyp-Gruppe mit einem mittleren Kraftabfall v@i + 8% (Abb. 20 C). Der Parameter des
mittleren Kraftabfalls spiegelt das Ausmaf} der Edomg des Muskels wieder. Bezlglich
dieses Parameters unterschieden sich Wildtyp-Mausd mdxMause betrachtlich.
Ausgewachsene (45 Wochen aitjixMause weisen einen Verlust an Muskelkraft vonzois
65% auf, wahrend Wildtyp-M&use einen geringeren lu&r von etwa 2% zeigen
(Headet al.1992).

Dagegen ist die mittlere spezifische tetanischdtkKnaden Wildtyp-Tieren etwa 23% hoéher
als in demmdxMausen (Abb.20 F, C57BL/10: 28459mN;mdx 231+ 36mN).

Die isometrische Muskelkraftmessung zeigt genetdfiterschiede zwischen Auszucht- und
Inzuchtlinie

Da fur die Inzuchtlinie nur drei Monate alte Tiegemessen wurden, soll auch nur dieser
Zeitpunkt im Folgenden verglichen werden. Die Irzilinie wies in allen Gruppen einen
héheren mittleren Kraftabfall in Folge einer exzechen Stimulation in  den
(dys”/chip”)i- (55 + 18%) und in dendys”/chip™”),-Mausen(41 + 10%) auf als die
entsprechenden Mause der Auszuchtlinidy$t/chip” )aws 30 + 12%; @ys”/chip”)aus
25+ 11%)]. Die Ergebnisse sind in den Abbildungen 20n&l 21 A dargestellt.

Die spezifische tetanische Kraftentwicklung warallen Gruppen der Inzuchtlinie héher als
in den drei Monate alten Auszuchttieren (vgl. Thbel: Inzuchtlinie und Tabelle 2:
Auszuchtlinie). Siehe dazu die Abbildungen 20 D aad.

In der isometrischen Muskelkraftmessung wurde eid3grer Unterschied zwischen
dys”/chip”*-Mausen der Auszuchtlinie und mdx-Mausen als zeiscy&/chip”* -Mausen
der Inzuchtlinie und mdx-Mausen festgestellt

Interessant ist auch der Vergleich der Tiere deudht- und Auszuchtlinie, die den Genotyp
dys”®/chip”* besitzen, mimdxMausen, die denselben Genotyp beziiglich dieselehdioki
aufweisen. Der Vergleich des mittleren Kraftabfallmd der mittleren spezifischen

tetanischen Kraftentwicklung, lasst fur die Inzliche fir beide Parameter eine starkere
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Annaherung an die Werte in demdxTieren erkennen [siehe Tabelle: Inzuchtlinie;
mdx 45+ 11%, 231+ 36mN)]. In den Abbildungen 20 B bzw. E und 21 BvbE sind der
mittlere Kraftabfall bzw. die mittlere spezifischéetanische Kraftentwicklung der
(dys"/chip™),-Tiere bzw. @dysY/chip”)asTiere jeweils gegen die entsprechendedx-

Mause aufgetragen.

Trends und Relationen verhalten sich innerhalbdaschiedenen Gruppen fir die einzelnen
Zuchtlinien gleich

Generell zeigt sich, dass die Mause der Auszugctt-lnzuchtlinie im Alter von drei Monaten
dieselben Trends und Relationen in der isometrisdd@skelkraftmessung innerhalb der
verschiedenen Gruppen der einzelnen Zuchtlinieweisén. So wurde fur beide Zuchtlinien
eine Abnahme des Muskelkraftabfalls hin zehp-Knockout beobachtet (Abb. 20 A und
21 A), wahrend die mittlere spezifische tetanisdfm@ft in den verglichenen Gruppen
konstant blieb (Abb. 20 D und Abb. 21 D).

Der mittlere Kraftabfall zeigte keine signifikantéeranderung in den Mausen der
Auszuchtlinie

Durch die exzentrische Stimulation lie3 sich denfladss deschip-Knockouts auf die
Muskelermidung beurteilen. In der Auszuchtliniegkeaich keine signifikante Veranderung
des mittleren Kraftabfalls fir die Zeitpunkte dreiechs und zwolf Monate zwischen
(dys/chip”)aus und @ys”/chip”)asMausen. Dabei verdoppelte sich der Kraftverlust vo
drei Uber sechs nach zwdlf Monaten in beiden Gmpdb. 20 A). Wahrend der mittlere
Kraftabfall zu den beiden Zeitpunkten bei drei smths Monaten in demlys”/chip™)aus
Mausen geringer war als in dedy§”/chip”"ausTieren (siehe Tabelle 1: Auszuchtlinie),
zeigte sich dieser Parameter in zwolf Monate aftezren in beiden Gruppen etwa gleich
((dys”/chip”)aus: 62+ 17% und dys”/chip™)aus 58t 13%).

Der heterozygote und der homozygote Knockout vignvelbesserte signifikant die Resistenz
gegenuber Ermidung des Muskels der Inzuchttiere

In der Inzuchtlinie wurde nach einer exzentrisch&imulation eine signifikante
Verbesserung der Muskelermiidung (p < 0,01) in ars™(chip™),.-Tieren (55+ 18%),
verglichen sowohl mit den dys¥/chip”),-Mausen (41 + 10%) als auch mit den
(dys¥/chip”),-Mausen (34 + 7%)festgestellt (Abb. 21 A; siehe auch Tabelle 2:

Inzuchtlinie).
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Die spezifische tetanische Kraftentwicklung des B¢b in allen Gruppen der Inzucht- und
Auszuchtlinie konstant

Vergleicht man die mittlere spezifische tetaniscKeaftentwicklung innerhalb beider
Gruppen der Auszuchtliniedys”/chip™)aus und @ys”/chip™)auws SO zeigen sich fiir alle
Zeitpunkte sehr geringe Abweichungen (Abb. 20 [2hsiauch Tabelle 1: Auszuchtlinie).
Sehr ahnlich verhielt es sich in der Inzuchtlinie allen drei Guppen,dgs”/chip™)in
(262 £ 56mN), dys”/chip”)in (284 + 45mN) unddys”/chip”)n (260 + 35mN) (Abb. 21 D;

siehe Tabelle 2: Inzuchtlinie).
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Abb. 20: Isometrische Muskelkraftmessung der EDL va drei, sechs und zwolf Monate alten mannlichendys™/chip™-, dys™/chip™)aus- Mdusen, sowie vormdx- und
C57BL/10-Mé&usen. (A-C) Mittlerer Kraftabfall nach exzentrischer Komktion (A) der @ys”/chip”)a.s-Mause aufgetragen gegen Messwerte dgs¥{/chip”)a.s-Mause,
(B) der @ys"/chip™)asMéuse aufgetragen gegen Messwerte méxMause und (C) der C57BL/iIMlause aufgetragen gegen Messwerte mdxMause. (D-F) Mittlere
spezifische tetanische Kraft (D) dedy6”/chip”™)asMause aufgetragen gegen Messwerte dgs¥{chip”)as-Mause, (E) derdys”/chip”)asMause aufgetragen gegen
Messwerte demdxMéause und (F) der C57BL/iMause aufgetragen gegen Messwerte rddxMause. (Bys-yichip++ = 16, Rysyrchipy= 16, Mhax = 16, Rkszeuno = 16). Die

Messwerte sind wiedergegeben als arithmetischegIMiStandardabweichung; Abweichung mit *p < 0,02; *9,001.
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Abb. 21: Muskelkraftmessung der EDL von drei Monatealten mannlichen @ys®/chip**-, dys®/chip*-, dys”/chip”),,- Mausen, sowie vomdx- und C57BL/10-Mausen.
(A-C) Mittlerer Kraftabfall nach exzentrischer Koaktion (A) der dys®/chip”),.,-Mause, @ys¥/chip”),- und @ys”/chip”),-Mause, (B) der dys®/chip”),,-Mause
aufgetragen gegen Messwerte deixMause und (C) der C57BL/AMause aufgetragen gegen MesswerterddxMause. (D-F) Mittlere spezifische tetanische K& der
(dys”/chip”).-Méause, dys”/chip”),,- und @ys¥/chip”),-Mause, (E) derdys®/chip”™),,-Mause aufgetragen gegen MesswerterdéxMéause und (F) der C57BL/AAuse

aufgetragen gegen Messwerte dedxMause. (Bysyichip++ = 16, Mysyichip = 16, Mhax = 16, Rks7eLno = 16). Messwerte sind wiedergegeben als arithotets Mittel +
Standardabweichung; Abweichung mit * p < 0,02; *.©,001.
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Auszuchtlinie
mittlerer Kraftabfall [%]

3 Monate 6 Monate 12 Monate
dys¥/chip”™ | dysYchip”™ | dysYchip™ | dys¥ichip” | dys¥ichip”™ | dysY/chip™”
30+ 12 25+ 11 60+ 17 48+ 19 62+ 17 58+ 13

mittlere spezifische tetanische Kraft [mN]

3 Monate 6 Monate 12 Monate
dys¥/chip”™ | dysYchip”™ | dysYchip”™ | dys”ichip” | dys¥ichip”™ | dysY/chip”
190+ 49 218+ 68 226+ 67 221+ 53 208+ 37 201+ 54

Tabelle 1: Ergebnisse der isometrischen Muskelkrafbessung der Auszuchtlinie

Inzuchtlinie
mittlerer Kraftabfall [%]
dys”/chip™* dys”/chip” dys”/chip”
55+ 18 41+ 10 34+ 7
mittlere spezifische tetanische Kraft [mN]
dys”/chip™ dys”/chip” dys”/chip”
262+ 56 284+ 45 260+ 35

Tabelle 2: Ergebnisse der isometrischen Muskelkrafbiessung der Inzuchtlinie.

4.2.2.2 Western Blot Analyse

Aufgrund der Beobachtung in der isometrischen Mlkskémessung bei der Inzuchtlinie, dass
sich die Resistenz gegentber Ermudung Uber derelpartbis zum vollstandigen Knockout von
chip verbessert (Abb. 21), sollten die Expressionsmuseschiedener Proteine mittels Western
Blot Analyse ermittelt werden. Dabei bezog sich é&ieswahl der Proteine, deren Muster
bestimmt werden sollten, zunachst auf Kandidaténethen Beitrag zur Sarkolemmastabilitat
leisten. Als indirekte Marker fur den Sarkomergélaw. fir die Sarkolemmastabilitat dienten
die Proteinea-Aktinin-2 und a-Dystroglykan. Des Weiteren wurde Uberprift, obhstie
Expression des Dystrophin-Paralogs Utrophin in €algr CHIP-Reduktion andert. Damit sollte
untersucht werden, ob eine Verringerung des muséeisschen proteasomalen Abbaus zu einer
Anderung der Expression kompensatorischer Proteifidiren kann, welche die
Membranstabilitdt wiederherstellen koénnen. Die [Esgronsmuster wurden in den vier
verschiedenen Muskelgruppen Diaphragrivh, tibialis anterior, M. soleusund M. extensor
digitorum longusuntersucht.

Die Western Blot Analyse wurde im DIA und EDL noabf weitere Proteine ausgeweitet, da fur
dasa-Aktinin-2 eine signifikant erhohte Expression inADund EDL der Tiere mit partiellem
und vollstandigenchip-Knockout zu finden war (siehe Abb. 23). Folglichrde die Expression
weiterer Proteine untersucht, welche im Zusammemhanit a-Aktinin-2 und/oder einem
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Ausdauerphénotyp stehen kdénnen. Dazu gehoéren CalsafFreyet al.2000; Freyet al.2004;
Frey et al.2008), Myogenin (Hughest al.1999; Li et al.2004; Tintignacet al.2005; Jogoet
al.,2009) und p53 (Parkt al.2009). Bei p53 handelt es sich ebenfalls um eitefrowelches
direkt von CHIP abhéngt (Essetral.2005).

Quantitativ wurde die relative Expression der Hraen-Dystroglykan, Utrophing-Aktinin-2,
Myogenin, Calsarcin-2 und p53 mit Hilfe der Imaggaftware ermittelt. Die Expression wurde
auf die Expression der internen KontrdhéAktin bzw. auf eine prominente Bande in der
Ponceau S-Farbung normalisiert. Generell zeigteVdestern Blot Analyse z. T. sehr hohe
Standardabweichungen.

a) Reprasentative Western Blot Analyse
Die Abbildung 22 zeigt einen representativen Wesilot des Diaphragmas drei Monate alter
Tiere der Inzuchtlinie. Die verschiedenen Exprassiouster wurden immer relativ zur internen
Ladekontrolle3-Aktin bzw. der Ponceau S-Farbung betrachtet.
Die Western Blot Analyse bestatigte die Ergebnts=eGenotypisierung tber PCR. Somit waren
der partielle und der komplette Knockout vdmip erfolgreich. Als Nachweis fur den partiellen
und vollstandigen Knockout vorchip nahm die CHIP-Expression in der Gruppe der
(dys”/chip™)-Tiere verglichen mit der Gruppe dedty&”/chip”*).-Tiere ab und war in den
(dys”/chip”™)n-Tieren nicht mehr detektierbar (Abb.22).

dys™/chip** dys™/chip™ dys™/chip™”

- GlD v o= o= e— CHIP
——————— — a-Aktinin-2
— ————— — — — Calsarcin-2
Myogenin
p53

B-Aktin

a-Dystroglykan

- T S . - o s wa Utrophin

S G S s e ) e G @ Ponceau S.

Abb. 22: Western Blot Analyse der Inzuchtlinie. Repesentativer Western Blot des Diaphragma von drei

S

Monate alten mannlichendys”/chip™*-, dys™/chip*- und dys®/chip”- Mausen der Inzuchtlinie. Dargestellt ist
die Proteinexpression von CHIR;Aktinin-2, Calsarcin-2, Myogenim53, 3-Aktin, a-Dystroglykan und Utrophin.
Die Expression von CHIPg-Aktinin-2, Calsarcin-2, Myogenin und p53 wurde adif [3-Aktin Expression
normalisiert. Die Expression vom-Dystroglykan und Utrophin wurde gegenlber einernd&a der

Ponceau S-Farbung normalisierty{fychip++= 3, Niys-yrchip+ = 3, Miys-yrchip- = 3)-
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Um eine prazisere Aussage Uber die Expressionideeleen Proteine treffen zu kdnnen wurde
eine Analyse mittels der ImageJ Software durchgefibie entsprechenden Ergebnisse sind im

Folgenden zusammengefasst.

b) Expressionsmuster der Marker fir einen Ausdauerpanotyp
Die Western Blot Analyse zeigt eine signifikanteaatume vona-Aktinin-2 in DIA und EDL in
Inzuchtmausen
Im M. soleuswurde eine nicht-signifikante Zunahme der Exp@ssiona-Aktinin-2 zwischen
den Inzuchtmausen verschiedenen Genotyps beobadlitys”/chip”*).: 0,88 + 0,23;
(dys®/chip”)m: 1,12 + 0,30; (dys”/chip”)m: 1,14 + 0,20). Dagegen wiesen Diaphragma
(p=0,026) undM. extensor digitorum longugp = 0,005) eine signifikante Zunahme der
Expression vona-Aktinin-2 zwischen dys”/chip”*)-Tieren (DIA: 0,72 + 0,18; EDL:
0,66+ 0,05) und dys”/chip)n-Tieren (DIA: 1,18+ 0,14; EDL: 1,21+ 0,51) auf (Abb. 23).
Auch zwischen dys”/chip"),-Tieren (0,66+ 0,05) und dys”/chip™)n-Tieren (1,15+ 0,11)
zeigte sich eine signifikante (p = 0,002) Erh6hdeg relativera-Aktinin-2 Expression im EDL
(Abb. 23).
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Abb. 23: Relative Quantifizierung der a-Aktinin-2 Expression in der Inzuchtlinie. a-Aktinin-2 Expression im
Diaphragma (DIA) M. tibialis anterior(TA), M. soleugSol) undM. extensor digitorum longu&DL) drei Monate
alter mannlicher dys”/chip”),,, (dys¥/chip”)i,- und (dys®/chip”),, Méuse der Inzuchtlinie. g ychip++ = 3,
Nays-iyichip+ = 3, Miys-yichip- = 3). Die Messwerte sind wiedergegeben als aritisciegs Mittek: Standardabweichung;

Abweichung mit * p < 0,05.
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Calsarcin-2 ist im EDL homozygoter chip-Kockoutng&sgynifikant geringer exprimiert als in
den heterozygoten Mausen und in den Kontrollméusen

Im DIA und EDL wurde eine erniedrigte Expressiomv@alsarcin-2 indys”/chip’)n-Mausen
(DIA: 1,19 + 0,27; EDL: 0,68+ 0,07) gegeniiber jeweils derdy§”/chip”*),,- oder
(dys"/chip™)i,-Mausen (DIA: dys”/chip™: 1,46 + 0,07; dys”/chip”: 1,59 + 0,18; EDL:
dys¥/chip”: 1,09+ 0,23;dys”/chip”: 1,21+ 0,24) nachgewiesen (Abb. 24). Zunachst nahm
die Calsarcin-2 Expression in dedy§”/chip”),- Mausen gegeniiber dedy&”/chip”)n-
Méausen nicht-signifikant zu, fiel aber anschlieReéndden (dys”/chip”).-Mausen unter den
Wert der Kontrolle. Die Erniedrigung der Calsar2hii=xpression war im EDL signifikant
sowohl zwischen dys”/chip™),- und (dys/chip”),-Méausen (p = 0,04), als auch zwischen
(dys”Ichip™)n- und(dys”®/chip,yn.Mausen (p = 0,02) (Abb. 24 B).

Die Proteinexpression von Myogenin nimmt im DIAgigant zu

Das Expressionsmuster von Myogenin zeigte einerdnderte Expression im EDL in allen drei
Genotypen der Inzuchtlinielys”/chip™”: 1,06 + 0,23;dysY/chip™: 1,01+ 0,05; dys”/chip’:
0,95 + 0,06) (Abb. 24). Dagegen beobachtete man mit zueeder CHIP-Reduktion eine
signifikante Zunahme der Expression von Myogenin DA (dys”/chip”*: 0,99 + 0,10;
dys®/chip™: 1,53+ 0,11; dys¥/chip™: 1,74+ 0,22) (Abb. 24 A). Fur die Zunahme zwischen
(dys”/chip™*)i,-Mausen und dys”/chip”),-Mausen ergibt sich ein Signifikanzwert von
p = 0,003 und fur die Zunahme zwischelygY/chip”*),-Mausen und dys”/chip”).-Mausen
ein Wert von p = 0,004.

Das Expressionsmuster fiir p53 wies sehr grof3e Stdabbweichungen auf

Die Expression von p53 zeigte sowohl im DIA als raum EDL der Inzuchtlinie grol3e
Standardabweichungen, welche meist tUber 40% demteadhen Messwertes lagen oder z. T.
diesen sogar Ubertrafen (Abb. 24). Dadurch konrkeime weiteren Aussagen zuverlassig
getroffen werden (DIA:dysY/chip”*: 1,13 + 0,44; dys”/chip": 1,97 + 1,08; dys"/chip”:
1,14+ 0,65; EDL: dys”/chip”™: 0,42 + 0,44; dys¥/chip”: 0,77 + 0,15; dys®/chip’:
1,84+ 1,66).
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A Diaphragma B M. extensor digitorum longus
35 35
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é 2 . é 2D * @ dys-fichip+
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Abb. 24: Relative Quantifizierung der Calsarcin-2, Myogenin und p53 Expression in der Inzuchtlinie.
(A) Calsarcin-2, Myogenin und p53 Expression im @ieagma (DIA) und (B) inM. extensor digitorum longus
(EDL) drei Monate alter mannlichedys”/chip™ .-, (dys¥/chip™),, und (dys¥/chip”).-Méuse der Inzuchtlinie.
(Nays-tyichip+is = 3, Miysayichip# = 3, Miysyichip- = 3). Die Messwerte sind wiedergegeben als aritisoctets

Mittel + Standardabweichung; Abweichungen mit * p < 0,05 ¥< 0,05.

C) Expressionsmuster der Marker fir die Membranstallitat

Die Western Blot Analyse aller untersuchten Muskeigte keine auffélligen oder signifikanten
Veréanderungen der Expression vatbystroglykan und Utrophin

Die quantitative Analyse der Expression der PretarDystroglykan und Utrophin in den
Muskeln DiaphragmalM. tibialis anterior und M. soleusund M. extensor digitorum longus
lieferte keine signifikanten Unterschiede zwisch@ys”/chip”")n-, (dys¥/chip”)n- und
(dys”/chip”)in-Tieren (Abb. 25).
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Abb. 25: Relative Quantifizierung der a-Dystroglykan-und Utrophin-Expression in der Inzuchtlinie.
(A) a-Dystroglykan im Diaphragma (DIAWM. tibialis anterior (TA), M. soleus(Sol) undM. extensor digitorum
longus (EDL) drei Monate alter mannlicherdys”/chip”™),.-, (dys¥/chip”),,- und @ys¥/chip”),,-Méuse der
Inzuchtlinie. (B) Utrophin im Diaphragma (DIAM. tibialis anterior (TA), M. soleus(Sol) und M. extensor
digitorum longus(EDL) drei Monate alter mannlichedys”/chip”),-, (dys®/chip”),,- und dys”/chip”),,-Mause
der Inzuchtlinie. (Ryswyichipr+ = 3, Miysayichip# = 3, Miysyichip- = 3). Die Messwerte sind wiedergegeben als

arithmetisches Mittet Standardabweichung.
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Zusammenfassend lieferte die Western Blot Analgégehde Ergebnisse: Wahrend sich in der
Inzuchtlinie die Marker fur die Membranstabilitéd-Dystroklykan und Utrophin, in den
Kontrollmausen und in den Tieren mit partiellem umolistandigem chip-KO kaum
unterschieden (Abb. 25), zeigten die Marker fureainAusdauerphanotypa-Aktinin-2
(Abb. 23), Calsarcin-2 (Abb. 24) und Myogenin (AldM) eindeutige Trends bezlglich der
relativen Expression je nach Genotyp. So nahktinin-2 sowohl im DIA als auch im EDL
signifikant mit zunehmendenchip-KO zu. Die relative Expression von Calsarcin-2 mah
dagegen im EDL signifikant und im DIA nicht-sighi#int ab. Myogenin wies im DIA eine
signifikante Zunahme der relativen Expression nubehmendenchip-KO auf, wahrend die
relative Expression im EDL etwa konsant blieb. p@&lches ebenfalls zu der Gruppe der
Marker fur einen Ausdauerphdnotyp gezahlt wurdeefette aufgrund hoher

Standardabweichungen keine aussagekraftigen Dabdm 24).

4.2.2.3 Histochemie und Immunhistologie

Kennzeichen einer schwerwiegenden Muskeldystrogimd das Vorhandensein eines hohen
Anteils an Fasern mit zentral lokalisierten Zelhem, ebenso vieler kleiner Fasern und ein hoher
Grad an pathologischer Bindegewebsvermehrung (§&roAufgrund der vielversprechenden
Ergebnisse aus der isometrischen Muskelkraftmesgndgler Western Blot Analyse wurde hier
noch eine histologische Untersuchung verschiedéimsopathologisch relevanter Parameter
durchgefuhrt und mittels des Moduls ,MyoScan“ dekl&alyseprogramms S.CORE und mit
Hilfe des Analysetools der Firma Wimasis quantitatisgewertet. Der Einsatz des Analysetools
.MyoScan“ lieferte die Parameter Anteil der Fasemnit zentral lokalisiertem Kern, die
FasergroRenverteilung und den VarianzkoeffizientC)V Die Analyse des Anteils an
fibrotischem Muskelgewebe wurde tber das AnalysetenFirma Wimasis durchgefihrt.

Um den in den heterozygoten und homozygoten Tigrefundenen, starker ausgepragten
Ausdauerphanotyp zu erklaren, wurden zusatzlich Flisertypenzusammensetzung und der
oxidative Status der Fasern von Hand ausgezahltzuDaurden zum einen die
MHC-Doppelfarbung und zum anderen eine SDH-Farbdeg Inzuchttiere herangezogen.
Betrachtet wurden diese ParameteMimtibialis anterior, Diaphragma und irvl. soleuswobei

die SDH-Farbung nur im DIA und TA analysiert wurde.

Die Analyse mittels ,MyoScan” und die ErmittlungsdEibrosegrades mittels des Analysetools

der Firma Wimasis wurden nur in der Inzuchtlinie rahgefihrt. Die Analyse der
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Fasertypenzusammensetzung und des oxidativen StatuBasern erfolgte wiederum nur an

Tieren aus der Auszuchtlinie.

a) Anteil an Fasern mit zentralem Zellkern
Abnahme des Anteils an Fasern mit zentralem Kerralian untersuchten Muskeln der
Inzuchtlinie
In allen drei Muskeln wurde eine Verringerung destedls an Fasern mit zentralen Kernen
ermittelt. ImM. tibialis anteriorlag die Verringerung bei einem Wert von 30%, im@hegma
zwischen 40-50% und irkl. soleuszwischen 20-30% (Abb. 26). Dabei ist der AnteilFasern
mit zentralem Kern inM. tibialis anterior signifikant niedriger in dendys”/chip”).-Tieren im
Vergleich zu den (dys”/chip”),-Tieren @ys”/chip”™: 45,88 + 6,45%; dys”/chip’:
31,11+ 6,84%; p = 0,013). Das Diaphragma wies eine skamte Erniedrigung des Anteils
zentral lokalisierter Fasern zwischen sowahts(*/chip”)-Tieren und(dys”/chip”)-Tieren
(dys”/chip™: 40,01+ 4,57%;dys”/chip”: 23,63+ 2,72%; p = 0,0004) als auch zwischen
(dys"/chip™)n-Tieren und(dys”/chip”)-Tieren @ys¥/chip™: 44,93%+ 7,75; dys”/chip’:
23,63 2,72%; p = 0,001) auf. Dé. soleuszeigte ebenfalls eine Verringerung des Anteils an
Fasern mit zentralem Kern im Vergleich der Wildlijere sowie der heterozygoten Gruppe
jeweils mit den homozygoten Mausen, jedoch war eli®&erringerung nicht signifikant
(dys¥/chip™: 34,25+ 7,99%; dys”/chip”: 39,14 + 12,93%; dys¥/chip’: 27,71+ 5,97%;
p > 0,05).
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Abb. 26: Anteil an Fasern mit zentral lokalisiertenKernen in der Inzuchtlinie. Untersucht wurden die Muskeln
M. tibialis anterior, Diaphragma undV. soleusvon drei Monate alten mannlichedy§”/chip” ).~ (dunkelgrau),
(dys/chip),- (hellgrau) und(dys¥/chip”),,-Méusen (schraffiert) der Inzuchtlinie. Es wurdem pAuskel und
Gruppe zwischen 700 und 5000 Fasern ausgewertgt.s(Bhip++;n = S, Ndys-iy/chiptiin = Oy Ndys-iyrchip-hin = 4). Die
Daten sind wiedergegeben als arithmetisches MittSitandardabweichung; Abweichung mit * p < 0,05 dgnd
p <0,002.
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b) FasergroRenverteilung und Varianzkoeffizient
Uber die Bestimmung des minimalen Feret’s Durchemsskonnten die FasergroRenverteilung

und der Varianzkoeffizient (VC) ermittelt werden.

Zunahme Kkleinerer Muskelfasern und gleichzeitigeahime mittelgrof3er Fasern zwischen
(dys”/chip™ )in- und (dy@/chip’)--Mausen ohne Veranderung des Varianzkoeffizienten
Abbildung 27 stellt die FasergrofRenverteilung in deei untersuchten Muskeln der Inzuchtlinie
dar. Im Diaphragma konnten keine Unterschiede in BasergréRenverteilung festgestellt
werden. Dagegen zeigte ddr tibialis anterior eine Verschiebung hin zu kleineren Fasern und
damit eine Zunahme von Fasern im Grof3enbereichl@e80 um und eine Abnahme im Bereich
von 40-70 um (Abb. 27 A). Die Zunahme kleiner Fasan Bereich von 10-20 pm war
zwischen dys”/chip™ )in- und dys”/chip”)n-Mausen signifikantdys”/chip™”*: 17,81+ 2,07%;
dys®/chip”: 21,63+ 0,53%; p = 0,009). Im Bereich von 40-50 pm vereing sich die
Fasergrofie in den Muskeln dey$”/chip™)i- und @ys”®/chip’),-Mause ebenfalls signifikant
(dys"/chip™™: 15,42+ 1,19%;dys”/chip”: 11,31+ 1,74%; p = 0,004). Auch . soleusnahm

die Anzahl kleinerer Fasern, hier im Bereich < 1M, pin den (dys”/chip”),-Mausen im
Vergleich zu den Kontrolltieren zu und im Bereidi20 pm ab. Die Anzahl der Fasern mit dem
minimalen Feret's Durchmesser von 10-20 pm war e (lysY/chip”).- und
(dy™/chip™).-Mausen signifikant erniedrigt dys®/chip”: 25,19 + 6,11%; dys”/chip™:
16,94+ 4,95%:; p = 0,038).

Wie in Abbildung 28 erkennbar ist, bestanden kegignifikanten Unterschiede bei den
einzelnen Varianzkoeffizienten der verschiedenam@en in den untersuchten Muskeln.

Im M. tibialis anterior wurde der Varianzkoeffizient in derdys”/chip”*),,-Mausen mit
463+ 31, in den dys”/chip”)i,-Mausen mit 47% 37 und in den(dys”/chip’),-Mausen mit
476 + 29 bestimmt. Die Varianzkoeffizienten des Diaphmaglagen in dendys”/chip”*);.-
Mausen bei einem Wert von 4%712, in den dys”/chip™),-Mausen bei 43% 28 und in den
(dys”/chip”).-Mausen bei 427 21. M. soleuszeigte die groRten Unterschiede beziiglich des
Varianzkoeffizienten, wobei auch hier keine sidafite Veranderung aufgrund einer z. T. sehr
groBen Standardabweichung vorlagsY/chip”*: 450+ 39 dys”Y/chip”": 435+ 15 dys”/chip’:
531+ 114; p > 0,05).
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Abb. 27: FasergroRenverteilung in der Inzuchtlinie.Untersucht wurden die MuskeM. tibialis anterior (A),

Diaphragma (B) undM. soleus (C) von drei Monate alten mannlicherdy§”/chip™),.-(dunkelgrau),

(dys"/chip™),,- (hellgrau) und dys®/chip”),,-Mausen (schraffiert) der Inzuchtlinie. Es wurdemm puskel und

Gruppe zwischen 700 und 5000 Fasern ausgewertgt.s(Ehip++;n = S, Ndys-iy/chiptiin = Oy Ndys-iyrchip-hin = 4). Die

Messwerte sind wiedergegeben als arithmetischeIMitStandardabweichung; Abweichung mit * p < 0,05 und

**p < 0,01.
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Abb. 28: Varianzkoeffizienten in der Inzuchtlinie. Untersucht wurden die MuskelM. tibialis anterior,
Diaphragma undM. soleusvon drei Monate alten mannlichemly&®/chip™),.-(dunkelgrau), dys®/chip™).-
(heligrau) und dys”/chip”),,-Méusen (schraffiert) der Inzuchtlinie. Es wurdew pMuskel und Gruppe zwischen
700 und 5000 Fasern ausgewertelaydRichip++n = S, Ndys-iyichip+hin = O, Naysyrchip-pn = 4). Die Messwerte sind

wiedergegeben als arithmetisches Mittedtandardabweichung.

c) Anteil an fibrotischem Gewebe
Muskeln vonmdxMausen zeigen starke Anzeichen von Degeneratidnagisen einen Umbau
von Muskelgewebe zu vorwiegend fibrotischen Gewabt (Torreset al.1987; Jejurikaret
al.,2003). Das fibrotische Gewebe wird in der Van GieBarbung rosa angefarbt und ist somit

vom eher braunlich gefarbten intakten Muskelgewetierscheidbar.

Die Van Gieson-Farbung zeigte nur im M. tibialistemor der Inzuchtlinie einen erhdhten

Anteil an fibrotischem Muskelgewebe in den Mausgnatistandigem chip-Knockout

Generell beobachtete man bei der Auswertung de®ildnan fibrotischem Gewebe hohe

Standardabweichungen von meist Uber 30% des Messyavodurch die Ergebnisse keine

zuverlassige Aussage zulassen (Abb. 29). Dennaglkezsich allein im TA der Inzuchtlinie eine

signifikante Erhohung des Anteils an fibrotischenew@be zwischen dendys”/chip”*).-
++

Méausen und den homozygoten Knockout Tierdgs¥/chip”": 5,43 + 3,26%; dys”/chip’:
12,03+ 3,78%; p = 0,026) (Abb. 29).
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Abb. 29: Anteil an fibrotischem Gewebe der Muskelnvon Mausen der Inzuchtlinie. Untersucht wurden die
Muskeln DiaphragmaM. tibialis anterior und M. soleusvon 3 Monate alten mannlicherdy&”/chip”*)-
(dunkelgrau), dys®/chip™),,- (hellgrau) und dys”/chip”),,-Mausen (schraffiert) der Inzuchtlinie. Es wurdewo p
Gruppe die kompletten Muskelquerschnitte vore Méausen ausgewertet. offyichip++= S, Miysyichipsy = S,
Nays-iyichip-- = 4). Die Messwerte sind wiedergegeben als aritisciges Mittex Standardabweichung; Abweichung
mit * p < 0,05.

d) Fasertypenzusammensetzung und oxidativer Statuker Fasern
Zusatzlich wurden die Fasertypenverteilung und aledative Status der Fasern von Hand
ermittelt. Dazu wurden zum einen die MHC-Doppeltarp und zum anderen eine

SDH-Farbung der Muskeln der Inzuchttiere herangezog

Die Fasertypenzusammensetzung zeigt einen leidnémd hin zu einer Zunahme an langsamen
Fasern mit partiellem und vollstandigem chip-Knaadko

Bei der Auswertung der FasertypenzusammensetzungVidskeln DiaphragmaM. tibialis
anterior und M. soleuswurden nur geringe Unterschiede zwischen den Grumerschiedenen

[+

Genotyps gefunden (Abb. 30). Im Diaphragma lageindys”/chip"* -Inzuchtmausen ein Anteil
von 7.87+ 2,83% an langsamen Fasern vor (Abb. 30 A). Diddieb in den Tieren mit
partiellemchip-Knockout konstant, nahm aber in den Tieren mitstéhdigemchip-Knockout
geringfiigig, aber nicht signifikant, zdys"/chip™: 7,58+ 4,55%:dys"”/chip’: 9,17+ 1,30%).

Im M. tibialis anterior (Abb. 30 B) undM. soleus(Abb. 30 C) zeigte sich ein ahnliches Bild,
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wobei im Sol eine deutlichere Zunahme an langsaResern um etwa 7% im Vergleich der
Kontrollmause mit den homozygoten Mausen beobaahtete. Auch hier war die Zunahme
jedoch statistisch nicht signifikant (TAtysY/chip™”*:1,02 + 0,60%:;dys"/chip”": 0,89+ 0,6%;
dys®/chip”: 1,17 + 0,49%:; Sol:dys”/chip”*:40,72+ 11,05%;dys"Y/chip”": 45,91+ 12,85%;
dys®/chip’: 47,14+ 10,31%). Dabei handelt es sich beim TA um einémsit kontrahierenden
Muskel, der hauptsachlich Fasern des schnellen MydgMy) enthalt. DeM. soleusdagegen

ist ein langsam kontrahierender Muskel, der aunkrehohen Anteil an Fasern mit langsamem

Myosin (sMy) besitzt.
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100 100 -
£ 80 @ % :§
= y SRS R
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o 60 e ) . 5 B dvs. h
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Abb. 30: Anteil an Fasern mit schnellem und langsaem Myosintyp pro Muskelquerschnitt von M&usen der

Inzuchtlinie. Untersucht wurden die Muskeln Diaphragrih,tibialis anteriorund M. soleusvon drei Monate alten
mannlichen dys”/chip”)i.-(dunkelgrau), dys®/chip”)n-(hellgrau) und dys¥/chip”).-Mausen (schraffiert) der
Inzuchtlinie. Es wurden pro Gruppe die kompletteruskklquerschnitte von = 4 M&usen ausgewertet.

(Nays-tyichip++= Sy Miysyrchipr- = O, Miys-yrichip- = 4). Messwerte sind wiedergegeben als arithniedisc

Mittel + Standardabweichung.
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Der oxidative Status der Fasern erfahrt eine Veisoshng zu einem héheren Anteil an starker
oxidativen Fasern in den hetero- und homozygotescKoutmausen

Der Anteil an Fasern, welche einen starker oxidéatibtoffwechsel betreiben, nimmt in den
heterozygoten Inzuchtmausen ded. tibialis anterior um ca. 13% gegeniber den
Kontrollmausen nicht-signifikant zu dysY/chip”*: 47,15 + 7,58%; dys”/chip™:
60,10+ 11,07%). Dabei nahmen die Fasern mit mittelstark&idativen Phanotyp zu etwa dem
gleichen Anteil alfdys”/chip™*: 51,26+ 8,65%;dys”/chip™": 38,33+ 9,21%) (Abb. 31).

In den homozygoten Knockoutmausen war der Anteil Fasern mit starker oxidativem
Stoffwechsel noch um etwa 6% gegeniber den Kongalsen nicht-signifikant erhéht, aber
etwa 7% geringer verglichen mit den heterozygotesusén dys”/chip”: 47,15+ 7,58%;
dys"/chip™: 53,65+ 4,25%). Auch hier ergab sich die Differenz aus Werschiebung von
mittelstark oxidativen Fasern hin zu starker oxidat Fasern (Abb. 31).

Wenig oxidative Fasern waren im TA bei allen drenGtypen relativ gering vertreten und
trugen kaum zu den Verschiebungen belyst/chip”™: 1,59% + 1,45; dys"/chip™:
3,40+ 1,91%;dys”/chip”: 2,17+ 0,52%) (Abb. 31 A).

Im Diaphragma war die Verschiebung hin zu einemehéh Anteil an starker oxidativen Fasern
in den homozygoten Knockoutmausen deutlicher awégels im TA (Abb. 31 B). Wahrend
Kontrollmause und heterozygote Tieren vergleichbargeile an Fasern mit einem starker
oxidativen Stoffwechsel aufwiesen, war der Anteih #&asern mit stérker oxidativem
Stoffwechsel in den homozygoten Knockoutmdusen utwae18% gegeniber den
Kontrollmausen nicht-signifikant erhdht. Verglichemit den heterozygoten Mausen ist dieser
um etwa 20% ebenfalls nicht-signifikant erhodygY/chip”: 27,10%+ 5,14; dys”/chip™:
25,04+ 5,96%:dys”/chip’: 44,89+ 10,18%). Gleichzeitig verringerte sich der Anteil Fasern
mit einem mittelstarken oxidativen Stoffwechselden homozygoten Mausen gegeniber den
Kontrollmausen statistisch signifikant (p = 0,016» ca. 18% und in den heterozygoten Tieren
gegenuber den homozygoten Mausen ebenfalls signifi{p = 0,034) um etwa 20%
(dys”/chip”: 69,89+ 3,81%:;dys”/chip”": 72,31+ 3,59%;dys"/chip’: 51,51+ 7,03%). Auch
hier ergab sich die Differenz aus der Verschiebuag mittelstark oxidativen Fasern hin zu
starker oxidativen Fasern (Abb. 31). Wenig oxidatihasern waren auch im DIA bei allen drei
Genotypen relativ selten und trugen zu den Verbcimgen wenig bei d@/s"y/chip”*:
3,01+ 2,01%;dys”/chip™: 11,21+ 11,66%;dys”/chip’: 3,71+ 3,00%) (Abb.31 B).
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Abb. 31: Oxidative Eigenschaften der Muskelquerschitte von Mausen der Inzuchtlinie. Untersucht wurden

die Muskelquerschnitte voM. tibialis anterior (A) und Diaphragma (B) von drei Monate alten mannlichen

(dys”/chip”).-(schwarz), dys”¥/chip™).-(grau) und dys”/chip”),,-Mausen (weiR) der Inzuchtlinie. Dabei wurde

zwischen stark, mittel und wenig oxidativen Fasemterschieden. Es wurden pro Gruppe die kompletten

Muskelguerschnitte von » 4 Mausen ausgewertet.o{fychip+/+= 5, Miys-fyrchipt- = O, Niys-iyichip--= 4). Die Messwerte

sind wiedergegeben adgithmetisches Mittet Standardabweichung; Abweichung mit * p < 0,05.
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5 Diskussion

5.1 Préklinische Validierung zweier Carboanhydrasdnhibitoren in der mdx-Maus

Insgesamt bestéatigen die vorliegenden Ergebnisse Netzen von C. elegans als
Modellorganismus fur die Selektion, die Identifiket und die Charakterisierung potentieller
pharmakologischer Wirkstoffe. In dieser Studie veurdas therapeutische Potential der

Substanzklasse der Sulfonamide zur Behandlung Wb Dntersucht.

5.1.1 Wirkung von MTZ und DCPM a@. elegans

Sulfonamide stellen starke Inhibitoren einiger @arthydrasen im Menschen dar (Supuean
al.,2003). Mittels RNAi Knockdown Experimenten konnta&ld-4 als Muskel-CA inC. elegans
identifiziert werden, da die Inhibition der Trangkion von cah-4 Gber RNAI die
Muskeldegeneration im dystrophen Wurm vergleichbeduzieren konnte (Giacomottet
al.,2009). Dariber hinaus spiegelt diah-4 Inhibition im C. elegansModell den Effekt einer
Sulfonamidbehandlung am besten wieder. Dies spdafiir, dass diese Substanzen auf CAH-4
in C. eleganswirken (Giacomottoet al.2009). Zusammengefasst lassen diese Ergebnisse
vermuten, dass die Verbesserung des degeneratindno®ps im Dystrophin-defizienten
C. elegandModell auf einer Inhibition der CAH-4 Aktivitat dch Sulfonamide beruht. Obwohl
es formell nicht gezeigt wurde, ist es wahrscheimlidass Sulfonamide direkt auf die
Muskulatur wirken. Dafir sprechen folgende Grunda) die Substanzen schrankten die
Fortbewegung dedys-t und Wildtyp-Wurms nicht ein, was darauf hinweidss sie keinen
Effekt auf das Zentralnervensystem haben. (b) RMAInur schwach im Nervensystem von

C. elegansvirksam (Kennedgt al.2004).

5.1.2 Wirkung von MTZ und DCPM auf dasdxMausmodell

Trotz der Tatsache, dass sich die Muskelpatholegier Dystrophindefizienz zwischendx
Mausmodell und humanen Patienten unterscheidelit, dés mdxMausmodell dennoch das
wichtigste Tiermodell fur préklinische Studien iardMD Forschung dar (Spurney al.2009;
Willmann et al.2009). Die vorliegende Arbeit umfasst Methoden firaklinische
Untersuchungen der DMD, wie die isometrische Mugledimessung am isolierten Muskel und

histologische Untersuchungen. Die histologischenafater wie der Anteil an Fasern mit
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zentral lokalisierten Kernen und der Variationskiaeinten (VC) der FasergrofRe spiegeln
Degenerations- und Regenerationsprozesse wieder.

Die histologische Analyse des TA Muskels lieferireestatistisch signifikante Abnahme des
Anteils an Fasern mit zentralen Zellkernen in deh5x MTZ behandelten M&usen. Dies lasst
auf weniger Degenerations- und Regenerationsvogganghrend der Behandlungsperiode
schlieBen. Dem gegentuber zeigte die automatidmstelogische Analyse des TA jedoch eine
Erhbéhung der FasergrofRenvariabilitdt in der 5x MBefrandlungsgruppe, welche bei einer
einfachen visuellen Kontrolle der entsprechendengetarbten Schnitte nicht offensichtlich ist.
Die Erhohung der Fasergro3envariabilitat spracblessen fur eine Zunahme an Degenerations-
und Regenerationsvorgangen. Eine detaillierte Assatler Fasergrof3enverteilung zeigte, dass in
der Gruppe der 5x MTZ-behandelten Tiere mehr kleined groRere Fasern, die typischerweise
wahrend Regenerations- und Degenerationszyklerregerit vorkommen. Diese beobachtete,
hohere Anzahl kleiner Fasern wurde durch die Féybregenerierender Fasern mittels des
Neuronalen Zelladhasionsmolekiils (NCAM) bestéatlgt,hier mehr NCAM-positive Fasern in
der 5x MTZ behandelten Gruppe auftraten (siehe Adh.

Das Diaphragma stellt den am starksten betroffémeskel dermdxMause dar. In dieser Arbeit
konnte die Behandlung demdxMause mit 5x MTZ die histologischen Parameter des
Diaphragmas nicht verbessern. Moglicherweise istr d8chaden aufgrund der
Dystrophindefizienz im Diaphragma zu grof3, als dasgurch die Behandlung, wie sie in dieser
Studie angewandt wurde, abgemildert werden kanfReAdem konnte der Behandlungsbeginn,
der hier gewahlt wurde, zu spat erfolgt sein, umeeVerbesserung fur das Diaphragma zu
bewirken. Die Behandlung wurde erst in einem ANen 70 Tagen begonnen. Zu diesem
Zeitpunkt hat jedoch imdxMausen bereits eine starke degenerative und resereeAktivitat

im Skelettmuskel stattgefunden (Carnwatlal.1987; Torreset al.1987; Coultoret al.1988).

Neben der histologischen Untersuchung der Muskelmde eine funktionelle Analyse, die
Muskelkraftmessung des Extremitatenmusk®ls extensor digitorum longusdurchgefihrt.
Signifikante Unterschiede zwischendx und Wildtyp-Mausen sind dabei leichter in &lteren
Mausen zu beobachten (McKeneial.2006). Die Daten der Muskelkraftmessung der mit den
Carboanhydrase-Inhibitoren DCPM und MTZ mit hohessierung behandelte Tiere zeigten
eine Erhéhung sowohl der spezifischen tetanischraftéhtwicklung als auch des Kraftabfalls in
jeweils der behandelten Gruppe gegeniber der Kitgrnppe (Abb. 16 und 17). Betrachtet man
im Falle der Behandlung mit DCPM nur den rechtenLEdd erhielt man eine signifikante
Abweichung zwischen den beiden Gruppen (Abb. 16D1.Zunahme der Muskelkraft beruht

dabei nicht auf Unterschiede im Muskelgewicht odier Muskelgrol3e, da eine Normalisierung
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des isolierten Muskels in Hinblick auf diese beidBarameter erfolgte. Die spezifische
Kraftentwicklung, jedoch nicht die Resistenz desskkis gegentiber einem Ausdauerprotokoll,
wurde erhoht.

Als Erklarung fur den erhéhten Kraftabfall, was einverschlechterung der Resistenz des
Muskels gegentber Ermudung bedeutet, ist ein mt@sekuMechanismus denkbar, bei dem eine
Verstarkung der degenerativen Prozesse aufgrurithenh[C&']; eintritt.

Generell konnte in mdxMausen in Folge einer Stimulation eine erhohte *{a
(Allen et al.2010) nachgewiesen werden. Dieser Erhéhung déf]j&ann durch die Gabe von
Carboanhydrase-Inhibitoren vermutlich noch erhobitden. So diskutiert Wetzet al, dass die
CAs auRerhalb des sarkoplasmatischen Retikulunislomén durch das CEHCOs*-
Puffersystem bilden. Diese lonen treiben den ge&ddep C4'—H" bidirektionalen Transport
durch die SR-Membran an und somit auch dié"Eeeisetzung aus dem SR. Die Katalyse der
umgekehrten Reaktion bewirkt dagegen die Wiedesufre des CA ins SR
(Wetzelet al.2002a). Jedoch kann das £8CO;*-Puffersystem diese Aufgabe nur ausfiihren,
wenn es durch die CA katalysiert wird. Die Halbweeit der unkatalysierten Reaktion betragt
etwa 7 s und ist zu langsam, um die schnelle Kinder C&"-Strome zu erklaren. Die
Cd*-Freisetzung dauert nur 20-50 ms, wahrend di¢" @4ederaufnahme nur 200-300 ms
dauert (Wetzekt al.1990). Brunset al. wiesen eine Beschleunigung der £8CO;*-Reaktion
um das ~1000-fache durch die SR-CA nach (Beitred.,1986).

Die Inhibition der CAs durch Sulfonamide verursachteine Verlangsamung der
Cd*-Freisetzung vom SR, aber auch eine Verlangsameng\Viederaufnahme von €an das
SR, was bei einer ohnehin schon erhdhterf[Cdie Verweildauer des €ain der Muskelzelle
verlangert. Diese erhohte [ER konnte ursachlich fir degenerative Prozesse und die
Erniedrigung der Membranstabilitdt sein, welche ener geringeren Resistenz gegenuber
Muskelermidung fuhren konnen, wie sie in der Grugpe mit CA-Inhibitoren behandelten
mdxMause beobachtet wurde. Dabei kdnnen verschielmohanismen diskutiert werden. Es
scheint, dass die erhohte f(Ja zur Aktivierung der Phospholipase, Aiihrt, welche die
Permeabilitait der Membran heraufsetzt. Eine weitkt&glichkeit stellt die Bildung von
reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) dar, welche Manlipide peroxidieren. Dazu muss aber
erst eine bestimmte [€3; erreicht sein, was mehrere Minuten dauert (Aeal.2010). Jedoch
erstreckt sich die isometrische Muskelkraftmessarder vorliegenden Arbeit Gber etwa 45 min
pro Muskel. Die Zunahme reaktiver SauerstoffspeZiR®S) aktiviert zudem den NEB
Signalweg, welcher Entzindungsprozesse, Fibrose wah Proteinabbau stimuliert
(Allen et al.2010).
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Des Weiteren wurde gezeigt, dass p-Calpain, ein&-#ivierte Protease, eine erhohte
Aktivitdt im mdxMuskel aufweist, was dieser Protease eine Rolle de®m degenerativen
Prozessen der Erkrankung zuspricht (Speetal.1995). Darlber hinaus intensiviert Calpain
die Aktivitat der C&'-Leckkanale (Turneret al.1993) und erniedrigt die Aktivitat der
Cd*-ATPase (Salamincet al.1994). Zusammengenommen filhren moglicherweise meshre
aufeinanderfolgende Ereignisse zu degenerativepeBsen und somit zur Verschlechterung der
Resistenz gegeniiber Ermiidung des Muskels: erhGaféEinstrom, Anhaufung des &aund
Aktivierung von Proteasen, Aktivierung der Phospgtade A und Zunahme von ROS, wodurch
weiter der C&-Einstrom gesteigert wird. Die zuvor diskutiertaatblogischen Daten sprechen
ebenfalls fur die Annahme, dass in den MTZ- und D#ehandelten mdxMausen
degenerative Prozesse zugenommen haben.

Neben der Erniedrigung der Resistenz gegentber dmgj konnten wir auch eine Zunahme
der mittleren spezifischen Kraftentwicklung in Felgines tetanischen Reizes beobachten. In der
Publikation von Wetzeét al. wurde gezeigt, dass die Behandlung isolierter Mibbskelel mit
einem speziellen Inhibitor L-645151 oder 6-Ethoxgmnuid das Maximalsignal der Kraft nach
der Einzelreizung des EDL und dbk soleusin der Ratte erhoht (Wetzelt al.2002b). Die
Inhibition der CAs durch Sulfonamide verursacheeiferlangsamung der EaFreisetzung vom
SR. Folglich ist die Freisetzung und Aufnahme voa‘Gebenso wie die Anstiegszeit der
Einzelreize (Zunahme der Kraft) verlangert. Diesfdit eine plausible Erklarung fir die
Zunahme der spezifischen tetanischen Kraft durehGibe von CA-Inhibitoren, auch wenn in
dieser Arbeit nicht die maximale Kraft nach einemzglreiz, sondern nach einem tetansichen
Reiz betrachtet wird. In der vorliegenden Arbeit rder jedoch keine Veranderung der
Anstiegszeit in Folge eines Einzelreizes oder dgsRelaxationszeit beobachtet. Ein Grund
liegt vermutlich darin, dass wir uns imdxMausmodell befinden, in dem bereits eine erhéhte
[Ca®"]; vorliegt (Allen et al.2010). Dagegen wurden die Untersuchungen von Weitnél
Kollegen in der Ratte durchgefuhrt.

5.1.3 Fazit und Ausblick

Fur die analysierten Substanzen DCPM und MTZ komirtie Wirksamkeit auch in dendx
Maus gezeigt werden. Neben der Abnahme der Reszistlam Muskelfasern gegentber
exzentrischen Kontraktionen wurde auch eine Zunatenspezifischen tetanischen Muskelkraft
nachgewiesen. Dabei besitzt MTZ das bessere Pdaihier der mittlere Kraftabfall weniger
stark ausgepragt ist und ahnlich dem der Kontrofige ist. Dies beweist, dass €n elegans

Screen gekoppelt mit einer Validierung im Mausmbdet Identifikation und Charakterisierung
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potentieller Medikamente gegen seltene Krankhesi@nvoll ist. Unterschiede bezuglich der
Ziel-CA und der Modellphysiologie bedingen wahrdoheh unterschiedliche Ergebnisse in den
verschiedenen Modellen und mussen immer bertckgioherden. Fur Sulfonamide wie MTZ

und DCPM werden wahrscheinlich keine weiteren pnéddhen Untersuchungen fir die
Behandlung von DMD erfolgen. Jedoch kann die Erkluiog von isoenzymspezifischen oder
zumindest organselektiven CA-Inhibitoren erfolgpeeshend sein, um deren Wirksamkeit zur

Behandlung von DMD zu verbessern.

88



Entwicklung eines neuen Mausmodetly€ /chip” bzw. dysY/chip”) Diskussion

5.2 Entwicklung eines neuen Mausmodellslys /chip” bzw. dys™/chip™)

Fur eine Vielzahl von Erkrankungen beim Menschet gs bereits ein entsprechendes Maus-
modell, so auch fir die Duchenne MuskeldystropBier Phanotyp demdxMaus ist zwar
vergleichsweise schwach ausgepragt, jedoch stielied Modell immer noch das wichtigste
Modell fur diese Erkrankung dar (Gilll999). Ansatze flir eine Therapie der Duchenne Muske
dystrophie kdénnen in diesem Tiermodell auf unteestiichste Art und Weise getestet werden.
So kénnen wirksame Substanzen Uber die Nahrundpregcat oder per Injektion in die Maus
eingebracht werden. Daruber hinaus kann auch diaeikt genetischer Ebene eingegriffen
werden. Zur Genmodifikation zahlen die gezielte &dadtung einzelner Gene, sowie das

gezielte Einbringen arteigener oder artfremder Gene

5.2.1 Zucht der Knockoutmutantdys™/chip” bzw. dys™/chip”)

In dieser Arbeit sollte ein Therapieansatz auf geadeer Ebene getestet werden. Ziel war es
einen vollstandigen Knockout dehip-Gens im genetischen Hintergrund dedxMaus zu
erzeugen, um das therapeutische Potential dieses @&l des daraus resultierenden Verlust des
CHIP (carboxyl terminus of Hsp7{ateractingprotein)-Proteins zu prifen. Dabei sollte der
Knockout nicht direkt in demdxMaus gentechnisch durchgefihrt werden, sondern éipe
Kreuzung (Hybridzucht) einer heterozygotdnp-Knockout Maus mitndxMausen.

Die Etablierung der dys¥/chip”- bzw. dys'/chip”-Knockoutmause war nur mit
Einschrankungen erfolgreich, da homozygote Knoakdéuwise eine hohe peri- und postnatale
Sterblichkeit aufwiesen. Dabei konnten homozygoteodkoutmé&use nur in der Inzuchtlinie
erzeugt werden. Die Auszuchtlinie lieferte keiner&i mit vollstandigencthip-Knockout. Die
wenigen homozygoten Knockoutmause waren schondyeGéburt kleiner und leichter als die
Wurfgeschwister der beiden anderen Genotypen. Bid3efizit konnte auch nicht mehr
aufgeholt werden. Die wenigen uberlebenden homdeyg&nockouttiere erreichten auch nur
ein geringes Lebensalter, weshalb die ExperimemteAiter von drei Monaten durchgeftihrt
wurden. Die Arbeitsgruppe um Cam Patterson beobselin denchip”-Mausen eine erhohte
Sterblichkeit (Zhanget al.2005). Cam Patterson und Kollegen erkannten, dasi’ Gils
Cochaperon/Ubiquitinligase mit Hsp70 interagiert durdabei die Ruckfaltung von
stressgeschadigten Proteineim vivo erhoht (Kampinga et al.2003). CHIP besitzt
Ubiquitinligaseaktivitat und fuhrt zum Proteasoniiabgigen Abbau irreversibel geschadigter
Proteine, wodurch deren zellulare Toxizitat untedmn wird (Connell et al.2001;
Demandet al.2001; Jianget al.2001). Bei CHIP handelt es sich auch um einen plogischen
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Regulator der stressabhangigen Apoptose (J. Huamy @. Patterson, unveroéffentlichte
Beobachtungen). Des Weiteren induziert CHIP diemé&risierung und transkriptionelle
Aktivierung des Heat shock factor 1. Dieser stéénh Hauptregulator der Hitzeschockantwort
auf Transkriptionsebene dar. Daher ist CHIP fur dieximale Hsp70 Induktion in allen
Geweben von Bedeutung (Deti al.2003). CHIP spielt somit als Cochaperon und E3/if&de

in Prozessen der Stressantwort eine wichtige Rolle.

Die Rolle von CHIP macht deutlich, dass ein votlisiger Knockout entscheidend in die

Stressantwort und damit verbunden in andere plogisdhe Prozesse eingreift. Dies scheint in

den homozygoten Knockouttieren dazu zu fihren, deesee nur eingeschrankt lebensfahig sind.
So stellt die Geburt fir den Organismus eine giiftesssituation dar, welche fur die Mause mit
fehlendem CHIP nur schwer zu bewaltigen ist, wokdwliese schon wéhrend der Geburt sterben
kénnen. Auch die korperliche Schwéache der homozrygdfnockouttiere lasst sich auf die
wesentliche Rolle von CHIP in der Stressantwortizkizufiihren.

Zusatzlich zu den Mausen, die wahrend der Gebaneh ist es denkbar, dass es auch zu einer
Padophagie durch die Elterntiere kommt. Vor alleas Mannchen stellt hierfir ein Risiko dar,
weshalb wir die Mannchen versuchsweise nach demuBeung aus den Zuchtkafigen entfernt
haben. Dies fiihrte jedoch zu keiner Verbesserurmjigiieh der Uberlebensrate, was dafiir
spricht, dass auch das Muttertier die Jungtierentéiann, welche es fur lebensunfahig oder zu
schwach erachtet. In einem weiteren Versuch wurdaher Ammen eingesetzt, welchen
maoglichst bald nach der Geburt der vollstandigareiwurf zum eigenen Wurf gegeben wurde.
Aber auch hier konnte keine Verbesserung erreienten. Es ist anzunehmen, dass der Grol3teil
der homozygoten Knockouttiere aufgrund einer Koratiam von perinataler Sterblichkeit,
Padophagie oder infolge der Verdrangung durch ghsuader weniger beeintrachtigte
Geschwister starb.

Den wenigen Uberlebenden homozygoten Knockouttidegrnzuchtlinie standen dagegen keine
Uberlebenden homozygoten Knockouttiere in der Acistimie gegeniber. Der Grund hierfur
lag wahrscheinlich im unterschiedlichen Vorgehen der Zucht. Generell ist im Falle einer
Hybridzucht zu beobachten, dass die F1-Generatbn obust ist (Hein@998). Die spateren
Generationen sind jedoch weniger robust. In deliegenden Arbeit wurde der Auszuchtansatz
als erstes verfolgt. Da keine homozygoten Knockéwe erzeugt werden konnten, wurden die
Experimente zunachst midysY/chip”-Mausen und den entsprechendetys”/chip™* -
Kontrollmausen der Alterstufen drei, sechs und fWtidnate durchgefiihrt. Parallel wurde auch
ein Inzuchtansatz verfolgt. Hier wurde bei der Kneng eineship”-Mannchens mit weiblichen

mdxMausen in der Parentalgeneration begonnen. Digtidne der F1- und der weiteren
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Generation wurden nur mit Geschwistertieren wedryaart. In der F2- und F3-Generation
konnten dann auch homozygote Knockoutmause ideetifiwverden. In spateren Generationen
war dies nicht mehr der Fall. Der Grund dafir, dags die Inzuchtlinie im Gegensatz zum
Auszuchtansatz homozygote Knockoutmause erzeugentéoliegt vermutlich darin, dass im
Inzuchtansatz die F2- und F3-Nachkommen der Hybahktznoch robuster waren. Dafir spricht
auch die Tatsache, dass ab der F4-Generation kemezygoten Knockoutmause mehr geboren

wurden.

5.2.2 Funktionelle und biochemisch Charakterisigrder Knockoutmutante

Das Fehlen von Dystrophin fuhrt im Menschen, ebesigoin dermdxMaus, zu einer Storung
der Membranintegritdt des Sarkolemms (Mokti al.1975; Weller et al.1990; Menkeet
al.,1991; Clarkeet al.1993; Petrokt al.1993; Matsudaet al.1995; Strautet al.1997a; Duclos
et al.1998; Coteet al.1999), zur Auflésung von Costameren (Minetdti al.1992; Porteret
al.,1992; Minetti et al.1994; Ehmeret al.1997; Williams et al.1999), zu Muskelschwache
(Carlsonet al.1990; Coxet al.1993) und Nekrose (Torres al.1987).

Im Skelettmuskel liegt Dystrophin assoziiert in em oligomeren, transsarkolemmalen
Proteinkomplex vor. Dieser umfasst Proteine, wistipglykane, Sarkoglykane, Dystrobrevine,
Syntrophine und Sarcospan (Straeb al.1997a) und verbindet Aktin im Sarkomer mit
Laminin-2 der extrazellularen Matrix der Muskelfase(Ervasti et al.1993). Es wird
angenommen, dass eine wichtige Funktion des Dystaplykoproteinkomplex (DGC) darin
besteht, das Sarkolemm mechanisch gegenlber S&ftterkzu stabilisieren, welche wahrend
einer exzentrischen Kontraktion des Muskels audtréPetrofet al. 1993).

Der mdxMuskel weist eine erhohte Anfalligkeit fur Verletmen wahrend wiederholten
Kontraktionen mit gleichzeitiger Verlangerung desidWels auf (Heacdkt al.1992; Moenset
al.,1993; Petrofet al.1993; Deconinclet al.1996; Deconinclet al.1997b; Brookds 998; Gillis

et al.1998).

In dieser Arbeit wurde die isometrische Muskelkradssung eingesetzt, um den Einfluss des
partiellen und vollstdndigen Knockouts vohip im mdxHintergrund auf die Kraftentwicklung
und die Resistenz gegentber Muskelermidung zusuaieen.

In der isometrischen Muskelkraftmessung zeigterddefuchtlinien fur die auf die CSA
normierte maximale tetanische Kraft (spezifischéartische Kraft) keinen signifikanten
Unterschied zwischendysY/chip” )waus-Kontrolle und den Tieren mit partiellem bzw.
vollstandigemchip-Knockout (siehe Tabelle 1 und 2, Abbildungen 2Quigl 21 B). Jedoch

beobachtete man fiir den Kraftabfall nach exzerteisdontraktion eine Verbesserung der
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Resistenz gegeniiber einer Muskelermiidung in dis”(chip” )iwaws-Mausen und in den
(dys”/chip™)n-Mausen (siehe Tabelle 1 und 2, Abbildungen 20 4 2h A). Die Verringerung
des Kraftabfalls zwischendys”/chip”*)as-Mausen und dys”/chip™)asMéausen lag in der
Auszuchtlinie zwischen 6,5% und 20% in den untaestiithen Altersgruppen (siehe Tabelle 1).
Zwischen @ys”/chip™),-Mausen und dys”/chip”),-Mausen der Inzuchtlinie beobachtete
man sogar eine signifikante Verringerung des Khiftls um etwa 26% und zwischen
(dys”/chip”),,-Mausen unddys”/chip”)n-Mausen der Inzuchtlinie um 38%.

Zur Begrindung der Ergebnisse der isometrischenk®iasftmessung kénnen verschiedene
Ansatze diskutiert werden: (1) Die Verbesserung Sekolemmintegritat durch Stabilisierung
des DGC gegenuber dem proteasomalen Abbau undkoadepensatorischer Expression und
Einbau von Utrophin in den DGC, (2) die Verbessgruter Sarkolemmaintegritdt durch
Stabilisierung oder Verstarkung des zweiten, dasoskelett und die extrazellulare Matrix
verbindenden Komplexes, da3p1D Integrin-Komplexes, (3) ein Einfluss delsip Knockouts
auf die Myofibrillogenese Uber den Spiegel von UBEund (4) ein veranderter Metabolismus
in Richtung eines langsamen oxidativen Fasertyps.

Um Hinweise auf den zugrunde liegenden Mechanismeerhalten, wurde auf Proteinebene
mittels Western Blot Analyse die relative Proteipssion voro-Dystroglykan,a-Aktinin-2,
Calsarcin-2, Myogenin, p53 und Utrophin in den ketzitieren untersucht, da hier die starkeren
Effekte gesehen wurden.

o-Dystroglykan ist eine Komponente des DGC, wahrerdktinin-2 einen Bestandteil des
a7B1D Integrin-Komplexes darstellt. Neben dem DGChisert auch der7B31D Integrin-
Komplex das Sarkolemm, indem es die extrazellulsliarix (ECM) und das Zytoskelett
verbindet (von der Marlet al.1991; Songet al.1992; Songet al.1993; Hodged 996).Als Teill
desa7B1D Integrin-Komplex an der Z-Scheibe vernetzAktinin-2 Aktinfilamente und ist ein
wichtiger Bestandteil der Z-Scheibe (Beggsl.,1992).

Im Skelettmuskel fungierera-Dystroglykan im DGC unda7B1D Integrin im Integrin
assoziierten Komplex als Teil von Costameren algeR®ren fir Laminire2 (Colognatoet
al.,2000; Yurchencoet al.2004). Costamere stellen eine subsarkolemmale Awnog von
Proteinen dar, welche, ausgerichtet an der Z-Sehelle Sarkomere an das Sarkolemm koppeln
(Ervastj2003). Street (Stred©983), Craig und Kollegen (Pardd al.1983) sowie Sanger und
Kollegen (Danowskiet al.1992) nahmen an, dass Costamere die kontraktilé Kataral vom
Sarkomer Uber das Sarkolemm zur ECM ubertragerseDiereiche lateraler Kraftibertragung
Uber das Sarkolemm muissen mechanisch verstarktigairdie Beanspruchung fur die relativ

schwache Lipiddoppelschicht wahrend der Kontraktiml Dehnung zu minimieren und die
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Sarkomerintegritat zu erhalten. Burlehal, 2001 konnten zeigen, dass eine erhdhte Expression
von a7Bl Integrin zu einer Verbesserung der Muskeldysteph mdx/utf” -Mausen fiihrt.
Diese Ergebnisse legen nahe, dass die Modulatiom @&l Integrin-vermittelten Assoziation
der Muskelzellen mit der extrazellularen Matrix @gmptome der Muskeldystrophie abmildern
und kompensatorisch auf das Fehlen von Dystrophoh Wtrophin wirken kanm-Aktinin-2,
sollte hier als Marker fur den Gehalt deg31D Integrin-Komplex dienernWeiterhin sollte in
dieser Arbeit tberprift werden, @bDystroglykan als reprasentatives Protein des D@&€ch
den partiellen und vollstandigen Knockout veimip im mdxHintergrund stabilisiert wird und
somit nicht Uber das Proteasom abgebaut wird. Didseatz greift auf Ergebnisse von
Ohlendieck und Kollegen zuriick. Diese zeigten fas ddarkolemm ausdxMausen eine
Reduktion der Proteine des DGC um etwa 80-90% adssKquenz fir das Fehlen von
Dystrophin (Ohlendieclet al.1991). Die Reduktion beruht nicht auf einer gernregeSynthese
dieser Proteine, sondern darauf, dass diese Peotécht richtig zusammengefugt und/oder im
Sarkolemm integriert wurden oder in der Abwesenh&h Dystrophin abgebaut wurden
(Ibraghimov-Beskrovnaya&t al.1992). Jedoch konnte bislang nicht nachgewiesememerob
die Komponenten des DGC Zielproteine fur die Udigierung durch CHIP darstellen. Neben
a-Dystroglykan wurde auch die relative Expression irophin ermittelt, um zu untersuchen,
ob eine verringerte proteosomale Degradation zbblig dieses kompensatorischen Proteins
fuhrt, wodurch anstelle des Dystrophin-Glykoprokemplexes (DGC) der Utrophin-
Glykoproteinkomplex (UGC) gebildet werden konntesr ddie Integritat des Sarkolemmas
ebenfalls wiederherstellen kann.

Weder fura-Dystroglykan noch fir Utrophin wurden in diesetbAit signifikante Unterschiede
in der relativen Expression zwischen den verschmedeGenotypen der beiden Zuchtlinien
gefunden (siehe Abb. 25). Dies spricht daflr, deszu keiner nennenswerten Reorganisation
des DGC gekommen ist oder dass Utrophin kompenselofiir die Dystrophin-Defizienz in
den transsarkolemmalen Proteinkomplex eingebautdeyuwas zu einer Verbesserung der
Sarkolemmestabilitat gefuhrt hatte.

Dagegen konnte inM. extensor digitorum longusind im Diaphragma indys”/chip™ )
Méausen und indys”Y/chip”),-Mausen gegeniiber der Kontroligy§ Ychip”*), eine signifikant
erhohte relative Expression vamAktinin-2 nachgewiesen werden (siehe Abb. 23). Bom
finden sich Hinweise, dass die Expression wpiiktinin-2 direkt oder indirekt von der
vorhandenen Menge an CHIP abhangen kaniktinin-2 wird sehr frih wahrend der
Myofibrillogenese in Premyofibrillen organisiertt@t et al.2008) und kann daher auch als

Marker fur die Myofibrillogenese gesehen werden.QJ#b spielt eine wichtige Rolle bei der
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Myofibrillogenese. Bei UNC-45 handelt es sich umn eMyosin-Chaperon und ein
Hsp90 Co-chaperon, welches ein Zielprotein furldléquitinierung durch CHIP darstellt. CHIP
greift somit bei der Regulation des Abbaus von UMEC-ein. Fir eine normale
Myofibrillenorganisation ist eine genaue Regulatdmr UNC-45b-Expression von wesentlicher
Bedeutung (Landsverlet al.2007; Bernick et al.2010). Bernicket al, 2010 zeigten im
Zebrafisch, dass eine Uberexpression von UNC-45mssb wie der Knockdown zu einer
fehlerhaften Myofibrillenorganisation fuhrt. In deorliegenden Arbeit betrachten wir jedoch ein
Mausmodell mit mdxHintergrund. Dystrophin spielt eine wichtige Rolléei der
Aufrechterhaltung der Membranzytoskelettorganisaiim normalen Muskel. Das Fehlen von
Dystrohin fuhrt zur Stérung dieser Organisation lMfs et al.1999). Ob in unserem
Mausmodell aufgrund deship-Knockouts UNC-45b vermehrt vorliegt und wie siciesdim
mdxHintergrund auswirkt, kann hier nicht abschliel3dpeantwortet werden. Dennoch ist
aufgrund der bekannten Wechselwirkung zwischen Qhhé® UNC-45b von einem Einfluss der
CHIP-Reduktion auf den Gehalt an UNC-45b und die ofibyilogenese auszugehen.
Entsprechend dieser Ausfihrungen besteht zum edrerMoglichkeit, dassx-Aktinin-2 ein
direktes Zielprotein fur die Ubiquitinierung dur@HIP und den anschliel3enden proteasomalen
Abbau darstellt, zum anderen ist es denkbar, da8B @direkt Gber die Regulation der Menge
an UNC-45b den Einbau vom-Aktinin-2 in die Z-Scheibe der Myofibrillen steweDarutber
hinaus besteht die Mdglichkeit, dass die erhoht@réssion vona-Aktinin-2 durch eine
gesteigerte Akt-Aktivitat verursacht wird. Fir mete E3 Ligasen, als solche CHIP, stellt Akt
nachweislich ein Substrat fir die Ubiquitinierunghdu den proteasomale Abbau dar
(Dickey et al.2008). Blaauwet al. zeigten inmdxM&ausen, welche ein induzierbares, aktiviertes
Akt besalRen, dass die erhohte Aktivitat von Akt emem Kraftabfall in Folge einer
ekzentrischen Kontraktion fuhrte, welcher dem voidpmausen gleicht (Blaauet al.2008).
Mikroarray und PCR Analysen weisen darauf hin, dagse Akt-Aktivierung zu einer
Hochregulierung von Genen flhrt, die flr Z-Schaibe Costamer assoziierte Proteine kodieren
(Blaauw et al.2008), was eine erhohi-Aktinin-2 Expression erklaren kénnte. Mehr noch
verursachte die systemische Verabreichung von I@ié& Verschiebung hin zu einem starker
oxidativen Fasertypzusammensetzung und einem ygerten Kraftabfall nach Kontraktion in
mdx Mausen (Schertzeat al.2006). Die bisherigen Ausfihrungen weisen daranf tiass eine
verstarkte Aktivitdt des IGF-1/PI3K/Akt Signalwegamd eine erhdhte Expression von
o-Aktinin-2 den dystrophen Phanotyp verbessern kiin@b und lUber welchen Mechanismus
die Aktivitat des IGF-1/PI3K/Akt Signalweges erhdmtirde und ob damit ein Einfluss auf den

o-Aktinin-2-Spiegel besteht, kann hier nur spektlieverden. Zur Aufklarung sind
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weiterfiihrende Experimente noétig, die dieAktinin-2-Funktion im Skelettmuskel eingehender
analysieren. Hier soll nun versucht werden daranegwie eine erhthte Expression des
o-Aktinin-2 das Sarkolemm stabilisieren und verstéirkkann bzw. worauf die verbesserte
Resistenz gegeniber einer Ermiudung beruhen koBrikenntnisse aus verschiedenen anderen
Mausmodellen sollen dazu herangezogen werden. BatetBnuskelisoformen-Aktinin-2 und

-3 wurden lange Zeit vornehmlich als Strukturpnoa¢ebetrachtet (Beggst al.1992). Jedoch
handelt es sich bex-Aktinin um ein Protein mit multiplen Funktionen,elehes neben der
Biundelung von Aktinflamenten auch eine vielseitigPlattform fur verschiedene
Proteininteraktionen darstellt. Neben der Funkas Strukturproteine interagierenAktinin-2
und -3 auch mit einer Reihe von Membran-, Signalkd uStoffwechselproteinen
(MacArthuret al.2004). Sarkomerischex-Aktinine spielen eine Rolle fir die Regulation
bezuglich der Anzahl, Lokalisation und Aktivierusgewelle verschiedener Sensoren
(Itoh-Satohet al.2002; Mohapatrat al.2003; Gehmlichet al.2004). Die Veranderungen dieser
Sensoren in der Z-Scheibe kdnnten mdoglicherweise plianotypisches Bild &hnlich dem
Phanotyp den-Aktinin-3 Defizienz ergeben. Studien RCTN3Knockoutmausen zeigen eine
Hochregulierung vom-Aktinin-2 und eine erhdhte Muskelausdauer. Zugdtzt in isolierten
Muskeln der ACTN3 Knockoutméuse eine langere Halbrelaxationszeit ente bessere
Erholung von Ermidung im Vergleich zu Wildtypmaugenbeobachten (Chaat al.2008). Auf
molekularer Ebene konnte in deMCTN3 Knockoutmausen ein erhéhter Glykogengehalt
nachgewiesen werden, wéahrend schnelle Fasern emedegte Aktivitdt der Enzyme des
anaeroben Stoffwechselweges und eine starkere i&ittivmitochondrialer Enzyme des
oxidativen Stoffwechselweges besitzen (MacArtbtial.2007; MacArthuret al.2008). Diese
Beobachtungen lassen eine Verschiebung zu einegsdaren oxidativen Muskelphéanotyp
vermuten, wobei keine Veranderung des Fasertypanieiden KO-Mausen gezeigt wurde.
Gleichzeitig beobachtet man in diesen Tieren eireb¥sserung der Resistenz gegentber
Ermudung. Die Hochregulierung vanAktinin-2 kann gegebenenfalls die Stéchiometree d
Proteinkomplexe beeintrachtigen oder zu neuendktiemen mita-Aktinin-2 fihren. Ahnlich
wie fir denACTN3KO wurde auch in Calsarcin-2 Knockoutmausen egrbpesserte Ausdauer
beobachtet (Frewt al.2008). Calsarcin (Cn) inhibiert und lokalisiert d@slcineurin an der
Z-Scheibe Uber Interaktion natAktinin-2 (Freyet al.2000; Freyet al.2004; Freyet al.2008).
o-Aktinin-2 und Calcineurin besitzen eine UberlappeBindestelle am Calsarcin, um welche
beide konkurrieren. Wenn nun dm-Aktinin-2 Expression, wie in dieser Arbeit gezeigt

gesteigert ist, ist es denkbar, dass verstard&ktinin-2 an Calsarcin-2 bindet und nicht
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Calcineurin, wodurch dieses nicht durch Calsarcem2der Z-Scheibe lokalisiert und inhibiert
werden kann. Neben einer erhéhteAktinin-2 Expression kann auch eine verringertesrod
fehlende Expression von Calsarcin-2, wie sie in @aitsarcin-2 Knockoutmausen vorliegt, zur
verstarkten Aktivierung des Calcineurin-Signalwefijdgsen.

Der Calcineurin Signalweg ist essentiell fur die dWelregeneration (Sakumet al.2003;
Sakuma et al.2005). Calcinerurin reguliert die Differenzierung erd Myoblasten
(Abbottet al.1998), die Transkription und/oder Aktivierung voegulatorischen Faktoren und
von Wachstumsfaktoren, z. B. MEF-2A, MyoD, Myogenimd Insulin-like IGF-I (Xu et
al.,2002; Fridayet al.2003; Alfieri et al.2007), die Fusion von Myoblasten zu Myofasern
(Charge et al.2003) und die Expression MHC-Isoformen (Rausthal.2005). Calcineurin
reguliert auch die kontraktilen und metabolischégekschaften der Skelettmuskulatur, indem es
die Expression von Genen aktiviert, die spezifid¢in langsame oxidative Fasern sind
(Anguset al.2005; Longet al.2007).

Ein weiteres Protein, welches durarAktinin-2 an der Z-Scheibe lokalisiert wird, ist
Atrogin-1/MAFbx. Dabei handelt es sich um eine E&ase, welche den Calcineurin-Signalweg
beeinflusst, indem es Calcineurin A (CnA) ubiguém und dadurch fir den Abbau lber das
Ubiquitin-Proteasom-System bestimmt (lat al.2004). Calsarcin bildet zusammen mit
Atrogin-1 einen wichtigen Komplex zur Modulation sdeCalcineurin-Signalweges in der
Z-Scheibe.a-Aktinin besitzt am Atrogin-1 eine Interaktions$¢gelwelche nahe am nuklearen
Lokalisationssignal (NLS) und der Calcineurin A Bastelle liegt. Dies lasst vermuten, dass
a-Aktinin die Wechselwirkung des Atrogin-1 mit Caleurin A und die Translokalisation des
Atrogin-1 in den Zellkern regulieren kann. Im Zetk bestimmt Atrogin-1 MyoD und
Myogenin fur den proteasomalen Abbau. Die ernigdrigenge an Atrogin-1 ist urséachlich fur
eine geringere MyoD- und Myogenin-Degradation unthee erhohte CnA Aktivitat.
Interessanterweise wurde Myogenin ebenfalls einke @i der Entwicklung eines oxidativen
Faserphanotyps nachgewiesen (Hugétkal.1999). So induziert Myogenin eine Verschiebung
der Enzymaktivitdten von einem glykolytischen Si@fthsel hin zu einem oxidativen
Stoffwechsel im Muskel transgener Mause (Hugéteal.1999). Die Menge an Atrogin-1 wird
durch FOXO-Signalwege reguliert. FOXO3a wirkt a@ndAtrogin-1-Promoter und fuhrt zur
Transkription von Atrogin-1 (Sandmet al.2004). FOXO3a-induzierte Promoteraktiviat wird
direkt durch Hsp70 inhibiert (Senfet al.2010), welches mit CHIP interagiert
(Ballingeret al.1999). Die Transkription von FOXO3 kann durch di&tidierung von Akt
gehemmt werden (Sandet al.2004). Zudem zeigten Belovat al. eine CHIP-vermittele

Regulation der SGK-1 Menge (Below al.2006). Experimente inCaenorhabditis elegans
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zeigten, dass SGK-1 einen wichtigen Vermittler ¢fesulinsignals via Phosphorylierung und
Inaktivierung des FOXO3a Homologs DAF-16 (decayetaating factor 16) darstellt
(Hertwecket al.2004; Lamitinaet al.2005).

Aufgrund der oben geschilderten Zusammenhange wardeser Arbeit zusatzlich die relative
Expression des Calsarcin-2 und Myogenin mittels t&fasBlot Analyse Uberprift. Tats&chlich
konnte im DIA (p > 0,05) und EDL (p < 0,05) einer¥egerung der Calsarcin-2 Expression in
den homozygoten Knockoutmausen der Inzuchtlinieeigézverden (Abb. 24). Dagegen ist die
relative Expression des Myogenin im DIA sowohl teterozygoten als auch der homozygoten
Inzuchtméause signifikant erhoht. Im EDL ist die Mgminexpression jedoch unverandert
(Abb. 24). Da in Calsarcin-2-KO Mausen ein verstddkidativer Stoffwechsel in den
Muskelfasern gezeigt wurde und da fir Myogenin einduktion der Verschiebung der
Enzymaktivitaten von einem glykolytischen Stoffwsehhin zu einem oxidativen Stoffwechsel
im Muskel nachgewiesen wurde, sprechen die Beobaghh in den Knockoutmausen in dieser
Arbeit dafur, dass ein verstarkter oxidativer Stafthsels in den Muskelfasern dieser Tiere
stattfindet und dies zum verbesserten Ausdauerpyg@ficghren kann.

Nebena-Aktinin-2, Calsarcin-2 und Myogenin ist auch p53 Skelettmuskel an Mechanismen
beteiligt, die auf den aeroben Metabolismus undidaut die Muskelausdauer wirken. Es wurde
nachgewiesen, dass p53 den aeroben Metabolismusdiendusdauerbelastbarkeit férdert
(Parket al.2009).

Diese Zusammenhéange wurden in Studien, unter amderg53-defizienten Mausen, gezeigt
(Ibrahim et al.1998; Papadopoulowet al.1999; Bensaadet al.2006; Chenet al.2006;
Matobaet al.2006; Saleenet al.2009). Interessanterweise ist p53 ein direktesprogdin flr
die Ubiquitinierung durch CHIP und einen dadurchdunerten proteasomalen Abbau
(Esseret al.2005). Aufgrund grof3er Standardabweichungen warerEdyebnisse der Western
Blot Analyse der relativen Expression von p53 negsagekraftig.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Ergelmis der Western Blot Analyse einige
Hinweise ergeben, welche in den untersuchten Muoslethrk fur eine Verschiebung des
Fasertyps hin zu einem erhdhten oxidativen Stoffisetsprechen. Um diesen Hinweisen weiter
nachzugehen, wurde zusatzlich im DIA, TA und Sol derschiedenen Genotypen der
Inzuchtlinie der Anteil an Fasern mit schnellem yyjMund langsamem Myosin-Typ (sMy)
ermittelt und im DIA und TA ebenfalls noch eine SIBArbung durchgefuhrt. Die Ergebnisse
werden nachfolgend diskutiert.

97



Entwicklung eines neuen Mausmodetly€ /chip” bzw. dysY/chip”) Diskussion

5.2.3 Histochemie und Immunhistologie

Fasertypenkomposition und oxidativer Status der Kdlfiasern in allen drei Genotypen der
Inzuchtlinie
Zur Klarung, ob der partielle und vollstandigehip-KO einen Einfluss auf die
Fasertypenzusammensetzung der Muskeln besitztewwtiskelschnitte der Muskeln DIA, TA
und Sol von Kontrollméusen, heterozygoten Mauseth momozygoten Knockoutmausen der
Inzuchtlinie in einer MHC-Doppelfarbung angefartsh DIA und TA waren nur geringflgige
Veranderungen zu erkennen. Im Sol waren diese Yerdngen deutlicher ausgepragt, wenn
auch relativ schwach. So lasst sich in allen dreskélgruppen ein statistisch nicht-signifikanter
Trend hin zu einer Zunahme an Fasern des langsMyesintyps erkennen, wobei im Sol die
Zunahme etwa 7% betrug (Abb. 30).
Die SDH-Farbung zeigte eindeutigere Ergebnisseb&mbachtete man im TA eine geringe
Abnahme mittelstark-oxidativer Fasern, bei einegidjizeitigen Zunahme starker oxidativer
Fasern von 6 bzw. 13% zwischen Kontrollmausen undcKoutméusen bzw. Kontrollmausen
und heterozygoten Knockoutméausen (Abb. 31 A). Did&aschiebung von mittelstark-
oxidativen Fasern hin zu starker oxidativen Fagdasst sich auch im DIA beobachten (Abb.
31 B), wobei diese hier starker ausgepragt ist. Bbgeebnisse sowohl der MHC-Doppelfarbung
als auch aus der SDH-Farbung bekraftigen die Varngjtdass aufgrund desip-Knockouts
eine Verschiebung des Stoffwechsels innerhalb deskiélfasern zu einem starker oxidativen
Stoffwechsel stattgefunden hat, der den verbessektesdauerphanotyp erklaren kann. Der
Grund hierfur liegt vermutlich in einer erhdhten pgeassion desa-Aktinin-2 und dadurch
maoglicherweise bedingt, einer Verringerung an Qalea2, das infolgedessen weniger den
Calcineurin-Signalweg inhibiert. Hier soll nochmalif Studien inACTN3 Knockoutmausen
bzw. in Calsarcin-2 Knockoutmausen verwiesen werdanzeigten, dass eine Hochregulierung
von o-Aktinin-2 bzw. ein Knockout von Calsarcin-2 mitner erhéhten Muskelausdauer
einhergingen (Chaat al.2008; Freyet al.2008). Auf molekularer Ebene konnte in d®GTN3
Knockoutmausen ein erhéhter Glykogengehalt nachegem werden (MacArthuet al.2007;
MacArthur et al.2008). In den Calsarcin-2 Knockoutméusen wurde giridere Anzahl an
Typ lla Fasern und Fasern, welche eine positive $aHbung aufwiesen, aufgezeigt werden
(Freyet al.2008). Beide Studien fuhrten diese Beobachtungériaan gesteigerten oxidativen
Metabolismus in den Muskelfasern zuriick. Die MH@d ulie SDH-Farbungen konnten nicht im
EDL durchgefuhrt werden, da dieser in Folge der nBpauchungen der isometrischen
Muskelkraftmessung nicht auszuwerten war. Aufgrdadhohen Sterblichkeit der homozygoten
Knockoutmause konnte auch nicht auf entsprechendsk&n anderer Tiere zurtickgegriffen
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werden. Jedoch zeigte die Western Blot Analyse anciDIA eine erhdhtex-Aktinin-2 bzw.

eine erniedrigte Calsarcin-2 Expression.

Weitere wichtige histopathologische Parameter eilrskeldystrophie: Anteil an Fasern mit
zentral lokalisiertem Zellkern, Fasergrof3e und “adkoeffizient und Anteil an fibrotischem
Gewebe

Normale Muskelfasern besitzen periphere Zellkerne und sitakies Sarkolemma. Dagegen
finden sich in nekrotischen Muskeln eine Infiltcati mit inflammatorischen Zellen und
degenerierende Muskelfasern mit fragmentiertem dgdakma. Regenerierende Nagermuskeln
zeigen im spéateren Verlauf Muskelfasern mit zentokalisierten Zellkernen (regenerierte
Fasern). Zentrale Zellkerne sind eine charakteosg Eigenschaft regenerierter Nagermuskeln.
In anderen Spezies, einschliel3lich des Menschemdeva die Zellkerne wieder in die Peripherie
der Muskelfaser zuriick und sind daher dort nichtweadigerweise ein Marker fir eine
Regeneration (Karpatet al.1988; Turk et al.2005). Muskelfaserzellkerne von erst kirzlich
regenerierten Muskelfasern imdxMausen bleiben in der zentralen Position fir etwa
50-100 Tage. AnschlieBend wandern 3-4% der Zekkerar peripheren subsarkolemmalen
Position (Louboutinet al.1993). mdxMuskelfasern mit zentralem Zellkern stellen einen
verlasslichen Indikator fur zuvor stattgefundenekrotische bzw. regenerative Veranderungen
des Gewebes dar und konnen fir die Wirksamkeitseirteerapieansatzes als Marker dienen.
Bezuglich des Anteils an Fasern mit zentral lokatiesm Zellkern konnte in der Inzuchtlinie in
allen drei untersuchten Muskeln, DiaphragnM, tibilais anterior und M. soleus eine
Verringerung im Vergleich der Kontrollméuse mit demmozygoten Knockoutmausen gezeigt
werden. Im DIA und im TA ist diese Verringerungti&asch signifikant und betragt 40-50%
bzw. 30%. Im Sol sind es immerhin noch 20-30% wenkgasern mit zentralem Zellkern (siehe
Abb. 26). Stupka und Kollegen Uberexprimierten @sdcineurin Ax-Transgen (Cn&) im
Skelettmuskel vormdxMausen hdx CnAa*). Dies hatte eine Aktivierung des Calcineurin
Signalwegs zur Folge. Die Arbeitsgruppe beobactgete Abmilderung der Muskelpathologie
der mdxMause, vor allem der hinteren Extremitdtenmuskddabei wurde neben einer
verminderten Anfalligkeit der Muskeln fir eine Sdigung durch Kontraktion und eine erhéhte
Resistenz gegeniber einer Ermidung des MuskelseaneAbnahme des Anteils an Fasern mit
zentral lokalisierten Zellkernen in demdx CnAa*- gegeniber demdxMausen nachgewiesen.
Die Ubereinstimmung der Ergebnisse dieser Studié umiseren eigenen Beobachtungen
sprechen sehr daflr, dass auch in unserem MaudnaetelCalcineurin Signalweg aktiviert

wurde und einen langsamen, oxidativen Muskelfaserptyp verursacht (Stuplet al.2008).
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Oxidative Fasern (Typ 1 und Il A) und glykolytisckasern (Typllb) unterscheiden sich auch in
ihrer Querschnittsflache (Hamalaineh al.1993). So besitzen oxidative Fasern eine geringere
Fasergrol3e, da diese eine schnellere DiffusionSaarerstoff aus den umgebenden Kapillaren in
das Innere der Faser ermoglicht (Hughes al.1999). In Calsarcin-2 undACTN3
Knockoutméusen wurde eine verringerte Grol3e déwbftischen Typllb Fasern nachgewiesen,
wobei jedoch keine Anderung der Fasertypanteilebaelatet wurden (MacArthuet al.2007;
Frey et al.2008). Die Abnahme des Durchmessers von Typ lllefra Knockoutmausen der
Studiensind vereinbar mit einer Veranderung der Fasers@ften hin zu einem Phéanotyp
typisch fur langsame FasertypemNeben der Studie in derCalsarcin-2 und ACTN3
Knockoutmausen wurde auch in Myogenin-tuberexpriemden Mausen (MMg) zusatzlich zu
einem erhohten oxidativen Stoffwechsel der Muskelfa eine Reduktion der Fasergréf3e ohne
Veréanderung der Expression der Fasertyp-spezifischdyosinschwerekette-Isoformen
beobachten (Hughest al.1999).In der vorliegenden Arbeit wurdae den Muskeln Diaphragma,
M. tibialis anterior und M. soleusder Inzuchtlinie die Fasergréf3enverteilung errtitten DIA
ergaben sich keine Veranderungen des Feret's Dwasbens zwischen den verschiedenen
Genotypen, wahrend im TA Fasern mit dem Feret'scbmesser 10-30 um um etwa 15%
zunahmen (Abb. 27 A und B). Auch iM. soleusnimmt die Anzahl kleinerer Fasern, hier im
Bereich < 10 um, in defdys”/chip”),-Mausen im Vergleich zu den Kontrolltieren zu. Deer

in der MHC-Farbung nachgewiesen wurde, dass nuSah eine geringfigige Zunahme an
langsamen Fasern stattgefunden hat (Abb. 30), amdére Mechanismen fur die Verringerung
der Faserdurchmesser zu diskutierénch in den Calsarcin-2 undCTN3 Knockoutmausen
wurde keineAnderung der Fasertypanteile beobachtet (MacArgal. 2007; Freyet al.2008).

In unserer Arbeit wurde eine Faserdurchmesserabmdtamptsachlich im TA gezeigt, wahrend
das Diaphragma keine Veranderung der Fasergrofieiueg aufweist. Daher kann man
vermuten, dass es sich bei den betroffenen FasernTyp Illb Fasern handelt, da das
Diaphragma irmdxMausen kaum Fasern des Typs llb besitzt (Gedal.2010) und dagegen
der TA von Wildtyp-Mausen einen Anteil von etwa 90% an Typ llb Fasern hat
(Hugheset al.;1999).

Gleichzeitig zur beobachteten Zunahme an klein€gsern konnten wir keine Veranderung der
FasergroRenvarianz zeigen (Abb. 28). Dystrophe klaslweisen im Vergleich mit Wildtyp-
Mausen typischerweise eine erhohte Variabilitdt de&saserdurchmessers auf. Der
Varianzkoeffizient (VC) aller Muskelfaserdurchmeasseines Muskelschnittes stellt einen

numerischen Wert fur die Muskelfasergréf3envaritdtitiar (Brigueet al.2004).
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In einer Studie von Stupka und Kollegen wurde Ieeic(Stupkeaet al.2008), dassndxMéause,
die das Transgen Cm& exprimierten, wodurch eine Aktivierung des Catainin-Signalweges
vorlag, eine Verringerung der mittleren Faserquerdtsflache aufwiesen. Zugleich wurde aber
kein signifikanter Effekt auf die FasergréRenvazialokumentiert. Diese Beobachtungen sind
wiederum sehr ahnlich zu den Beobachtungen in ansetudie und bekréftigen erneut die
Annahme, dass auch hier in Folge der CHIP-Redukti@glicherweise eine Aktivierung des
Calcineurin-Signalweges stattgefunden hat.

Degeneration und Regeneration findet bei der DMRrgge statt, bis das Regenerationspotential
des Muskels erschopft ist. Dann wird das Muskeldpmnaturch fibrotisches Gewebe, Fettgewebe
und Bindegewebe ersetzt (Torresal.1987; Jejurikaret al.2003). Hier wurde der Anteil der
Fasern mit zentral lokalisierten Zellkernen, die dWeifasergrof3e, der Varianzkoeffizient und
der Anteil an fibrotischem Gewebe bestimmt. Dadwsalite Uberprift werden, ob der partielle
und vollstandigechip-Knockout immdxHintergund eine Veranderung histologischer Merlanal
dystropher Muskeln bewirkt.

Wir konnten eine deutliche Abnahme des Faseramatizentral lokalisierten Zellkernen, vor
allem im Diaphragma und TA, nachweisen (Abb. 26gitéfhin sollte mittels einer Van Gieson-
Farbung der tatsachliche Anteil an fibrotischem €lesvsichtbar gemacht werden. Dabei zeigte
die Van Gieson-Farbung nur iM. tibialis anterior der Inzuchtlinie einen erhdhten Anteil an
fibrotischem Muskelgewebe in den Mausen mit volldigem chip-Knockout. (Abb. 29),
obwohl auch hier eine signifikante Abnahme des eadeils mit zentral lokalisierten Zellkernen
zu beobachten war (Abb. 26). Ansonsten ist der iRrde fibrotischem Gewebe in den
verschiedenen Genotypen der anderen beiden untéesubluskeln unverandert. Es ergab sich
somit fur die beiden Parameter Anteil an fibrotesth Gewebe und Faseranteil mit zentral
lokalisierten Zellkerne kein Ubereinstimmendes Bildufgrund einer sehr hohen
Standardabweichung bei der Auswertung des Anteildilaotischem Gewebe, werden diese
Ergebnisse als weniger zuverlassig und aussagekeifigestuft. Eventuell ist die Van Gieson-
Farbung auch nicht sensitiv genug, da Bereiche imfittrierenden mononuklearen und
inflammatorischen Zellen im degenerierenden Gewstl® angefarbt werden. Die Bestimmung
des Anteils an Fasern mit zentral lokalisiertenlkéehen stellt womaglich in dieser Arbeit die
verlasslichere Methode dar, um den Degeneratiomst Regenrationsgrad zu beurteilen.

Demnach konnte dehip-Knockout die DegenerationsprozessemuaixHintergrund reduzieren.
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5.2.3 Fazit und Ausblick

Die Entwicklung des Mausmodells eindys’/chip’- bzw. dys”/chip”-Knockoutmaus war
teilweise erfolgreich, da nur wenige homozygote ¢mutmause Uberlebt haben, die fur die
Experimente zur Verflgung standen. Dennoch wares wenigen Uberlebenden Mause
ausreichend, um sich ein Bild vom Einfluss d#sp-Knockouts auf demmdxPhanotyp zu
verschaffen. Zusammenfassend zeigen die Musketfaseler chip-Knockoutméause
Ubereinstimmende Veranderungen verschiedener Paame der kontraktilen Eigenschaften
und Resistenz gegenuber Ermudung des Muskels, tdésv&hsel der Fasern, der Fasergrof3e
und des Degenerations- und RegenerationsgradesicimuRg einer Verschiebung hin zu
Eigenschaften langsamer Muskelfasern, ohne dass da&sei zu einer verdnderten
MHC-Expression kommt. Zusatzlich ahnelt der Phamoiy einem hohen Ausmall dem
Phanotyp verschiedener anderer transgener Mausimodetiche einen verstarkt oxidativen
Stoffwechsel und/oder eine verbesserte Muskelaesdawfwiesen. Dabei handelt es sich um
ACTN3 bzw. Calsarcin-2 Knockoutméause, um Calcineura: Amdx CnAa*) bzw. Myogenin-
Uberexprimierende Mause (MMg) und ummdxMause, in denen die Aktivitat des
IGF-1/PI3K/Akt Signalweges erhoht war. In den vestgenannten transgenen Mausmodellen
wurde eine Aktivierung des Calcineurin-Signalwegds ursachlich fir den beobachteten
Phanotyp diskutiert (Hugheset al.1999; MacArthur et al.2007; Frey et al.2008;
Stupkaet al.2008).Diese Tatsache lasst vermuten, dass CHIP als H3¢a4e und Cochaperon
einen Regulator dieses Signalweges entweder doédt indirekt beeinflusst. Als Kandidaten
bietet sich UNC-45b unda-Aktinin-2 an. UNC-45b stellt ein direktes Ziel fudie
Ubiquitinierung durch  CHIP und den anschlieBendemotgasomalen Abbau dar
(Hoppeet al.2004). So lasst sich spekulieren, dass CHIP tbeZ4bb dern-Aktinin-2 Gehalt

an der Z-Scheibe bestimmen kann. Es kann jedodir@aht ausgeschlossen werden, dass CHIP
direkt auf dero-Aktinin-2-Spiegel Einfluss nimmt. Wir hatten didiert, dasx-Aktinin-2 tber
eine Vielzahl von Interaktionen mit dem Calcinetfignalweg in Verbindung steht und dessen
Aktivitat beeinflussen kann. Ein moglicher Einflassauf die kontraktilen Eigenschaften und
den a-Aktinin-2-Spiegel in unserem Mausmodell kann auem IGF-1/PI3K/Akt Signalweg
zugeschrieben werdehldx-Mause, in denen eine erhohte Akt-Aktivitat indukzigurde, wiesen
einen Kraftabfall im Anschluss an eine exzentris¢fmntraktion auf, der ann&hernd dem
Wildtypniveau entsprach. Zudem waren Gene hochiagulwelche fir Proteine in der
Z-Scheibe kodierten (Blaauvet al.2008). Man konnte vermuten, dass auwtAktinin-2

aufgrund der Akt-Aktivierung starker exprimiert wiar. Akt stellt ein direktes Ziel von CHIP dar

102



Entwicklung eines neuen Mausmodetly€ /chip” bzw. dysY/chip”) Diskussion

(Dickey et al.2008), weshalb wir auch in dieser Arbeit einen Zuseenhang mit einer
Aktivierung desIGF-1/PI3K/Akt Signalweges sehen. CHIP, ein Cochapevon Hsp70, und
Akt sind auch an der Regulation der Wirkung von EIB4 bzw. FOXO3 auf den Atrogin-1
Promotor beteiligt (Sandret al.2004; Senfet al.2010). FOXO3a bzw. FOXO3 wird durch
Hsp70 (Senfet al.2010) bzw. durch Akt inhibiert (Sandet al.2004). Eine erniedrigte
Expression von Atrogin-1 fihrt dazu, dass Myogemitht abbgebaut wird. Erhohte
Myogeninmengen wurden ebenfalls mit einem verstéxidativen Stoffwechsel in Verbindung
gebracht (Hughe®t al.1999). Dartberhinaus konnte {D.elegansgezeigt werden, dass das
CHIP-Substrat SGK-1 ein FOXO3a Homolog inaktivierfHertweck et al.2004;
Lamitinaet al.2005). Zusammengenommen scheint eine Verschiebungu einem starker
oxidativen Stoffwechsel in unserem Mausmodell weleslich, ob nun aufgrund einer
Aktivierung des Calcineurin- oder des IGF-1/PI3KIAignalweges oder anderer Mechanismen,
konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht geklart werden

Es wurde eindeutig gezeigt, dass das EingreifedienExpression von Proteinen wie CHIP,
welche an einer Vielzahl von Prozessen im Korpéeiligt sind, einen erfolgreichen Einsatz als
Therapie einschrénkt oder verhindert. Die Reduktmm CHIP ist nicht geeignet, um die
dystrophe Pathophysiologie kausal zu therapieren.

Interessanterweise konnten die beschriebenen Effakt funktioneller Ebene auch in den
heterozygoten Knockoutmausen gezeigt werden, waoh atwas schwacher ausgepragt. Auch
die Expressionsmuster der verschiedenen Mark&ktinin-2, Calsarcin-2 und Myogenin waren
in den heterozygoten Knockoutm&usen nahezu idéntsc den Expressionsmustern in den
homozygoten Knockoutmausen. Histologische und nwogische Eigenschaften der
Muskelfasern waren in den heterozygoten Knockousedéallerdings eher vergleichbar mit den
Kontrollmausen. Eine Ausnahme stellte hier die Fa®8enverteilung dar, welche in den
heterozygoten Knockoutméusen wieder eher der Vemtgi in den homozygoten
Knockoutmausen entspricht. Jedoch ist an diesdlie $tech zu betonen, dass die funktionellen
Effekte bedeutender sind, da sie eine tatséachlidfebesserung der Muskelfunktion
dokumentieren. Ein Vorteil der heterozygoten Knadkwduse besteht darin, dass sie eine
normale Lebenserwartung und Fitness aufwiesen. dieder Arbeit war es schlief3lich, einen
Therapieansatz fur eine spatere Translation in Batienten auf seine Tauglichkeit zu
untersuchen. Es ware ohnehin nicht wiinschensweet Enerapie zu entwickeln, welche den
vollstdndigen Knockout eines so essentiellen Pusteiie CHIP zur Folge hat. Ein moglicher
muskelspezifischer adenoviraler Knockdown abip im Menschen wirde eher der Situation in

den heterozygoten Knockoutméausen entsprechen. [Deské@nnen die heterozygoten

103



Entwicklung eines neuen Mausmodetly€ /chip” bzw. dysY/chip”) Diskussion

Knockoutméuse durchaus das geeignetere Mausmoailelwéitere Untersuchungen dieses
Therapiensatzes einer CHIP-Reduktion im dystropveskel darstellen.
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