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Zusammenfassung 

 

 

Das vorliegende Habilitationsprojekt befasst sich mit den molekularen Grundlagen myotoner 

Dystrophien (DMs). Bei DMs handelt es sich um autosomal dominant vererbte 

Multisystemerkrankungen, für die Dekontraktionshemmungen (Myotonie) und 

Muskelschwund namensgebend sind. Patienten leiden unter einer deutlichen Verminderung der 

Lebensqualität und es kommt zu einer verfrühten Letalität. Unterschiedliche Teilmechanismen, 

die das weite Spektrum der Ausprägung der klinischen Symptome der DMs potentiell erklären 

können, sind bereits beschrieben. Trotzdem ist die Molekularpathogenese der DMs weiter in 

vielen Details nicht geklärt. 

 Das Ziel dieses Habilitationsprojektes ist es, weitere Bausteine zu 

molekularpathogenetischen Prozesse in DMs zu erforschen. Ein besonderer Fokus liegt dabei 

auf den multisystemischen Aspekten, die zum klinischen Bild einer vorzeitigen Alterung 

führen. Im Fokus steht auch die molekulare Überlappung zu Erkrankungen der Kernmembran 

– insbesondere Muskeldystrophien und progeroide Syndrome. 

 Diese Arbeit zeigt erstmals im Detail, dass die Kernmembran in myotoner Dystrophie 

Typ 1 (DM1, Curschmann-Steinert´sche Erkrankung) strukturell verändert ist, und dass 

mehrere Kernmembranproteine differentiell exprimiert oder gespleißt sind. Diese 

Veränderungen haben Auswirkungen auf die Proliferationsfähigkeit vieler Zellen, und sind 

somit wahrscheinlich am multisystemischen klinischen Erscheinungsbild des vorzeitigen 

Alterns (segmentale Progerie) beteiligt. Weiterhin ist die gewebsspezifische Genom-

Organisation im Skelettmuskel verändert, was eine molekulare Überlappung zu 

Kernmembranerkrankungen darstellt. Es konnte ebenfalls gezeigt werden, dass es zu 

umfangreicheren Veränderungen beim Spleißen kommt als zuvor angenommen, und dass 

Spleiß-Defekte auch in Muskeldystrophien, die durch Mutationen in Kernmembranproteinen 

verursacht werden, auftreten. Die gewonnenen Ergebnisse erweitert nicht nur das Wissen über 

die Relevanz des Spleißens in Muskelerkrankungen, sondern fügt die Myotone Dystrophie 

Typ 1 auch zur Liste der Kernmembranerkrankungen hinzu.
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Einleitung 

 

 

Myotone Dystrophien 

 

Bei myotonen Dystrophien (Dystrophia myotonica; DM) handelt es sich um hereditäre 

Muskelerkrankungen. Es wird zwischen Typ 1 (DM1, auch Curschmann-Steinert-Erkrankung) 

(Steinert, 1909) und Typ 2 (DM2, auch proximale myotone Myopathie (PROMM) oder 

Ricker´sche Erkrankung) (Ricker et al., 1994) unterschieden. Bei beiden Typen kommt es 

primär zu Muskelsteifheit, Muskelschwäche und Muskelatrophie. Zusätzlich zur 

Skelettmuskulatur sind in der Regel auch das Zentralnervensystem, das Herz, die glatte 

Muskulatur und der Hormonhaushalt betroffen, was die DM zu einer multisystemischen 

Erkrankung macht. In der DM1 variiert das Alter der Erstmanifestation von kongenital, über 

Beginn in der Kindheit, über das Erwachsenenalter, bis hin zu asymptomatischen Individuen. 

Die DM2 verläuft generell etwas moderater, mit Erstmanifestation im Erwachsenenalter. Bei 

den klinischen Symptomen besteht eine extreme Variabilität, es können einzelne Symptome 

oder ein komplexer Phänotyp vorliegen. Während ein milder Verlauf der DM1 eine normale 

oder minimal verkürzte Lebensspanne zur Folge hat, kommt es bei einer klassischen 

Krankheitsausprägung (etwa 70% der Patienten) zu einer deutlich reduzierten Lebensdauer 

(Turner and Hilton-Jones, 2014; Schoser, 2020; Bird, 2021). 

 

 

Symptomatik 

 

Muskelschwäche gehört zu den häufigsten Symptomen der DMs. Bei Betroffenen mit DM1 

tritt dies bei mehr als 45% der Patienten mit Erkrankungsbeginn im Erwachsenenalter auf (De 

Antonio et al., 2016), in DM2 bei 40-55% aller Patienten (Montagnese et al., 2017). Bei DM1 

tritt typischerweise eine distale Muskelschwäche und -atrophie auf. In der Regel sind dabei die 

Finger- und Handgelenkbeuger sowie der Fußstrecker betroffen (Wenninger et al., 2018). Bei 

DM2 kommt es hingegen zu einer proximalen Muskelschwäche, bei der in der Regel 

Nackenbeuger sowie Hüftbeuger und -strecker betroffen sind (Day et al., 2003; Montagnese et 

al., 2017; Schoser, 2020). Auch eine Beteiligung der Atemmuskulatur ist möglich, allerdings 

bei DM1 mit einer größeren Häufigkeit als bei der DM2 (Reardon et al., 1993; Sansone and 

Gagnon, 2015; Wenninger et al., 2018). 
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Ein weiteres häufiges Symptom ist Myotonie, eine verzögerte Entspannung (Dekontraktion) 

und dadurch krankhaft verlängerte, tonische Muskelanspannung. Bei DM1-Patienten sind 

davon hauptsächlich die Finger-, der Kiefer- und die Zungenmuskulatur betroffen (de Swart et 

al., 2004; Wenninger et al., 2018; Bird, 2021). In DM2-Patienten ist Myotonie in den meisten 

Fällen milder oder nicht vorhanden bzw. nur elektromyographisch nachweisbar (Heatwole et 

al., 2015; Schoser, 2020). Weiterhin sind Herzbeteiligungen bei DM-Patienten bekannt, meist 

in Form von Arrhythmien, Vorhofflimmern und Leitungsstörungen, seltener auch als dilatative 

Kardiomyopathie, ischämische Herzkrankheit, Mitralklappenprolaps, oder als Brugada-

Syndrom (Schoser, 2020; Bird, 2021). Herzbeteiligungen in DM1 und DM2 ähnlich sich, 

allerdings treten sie seltener in DM2 auf (Schoser et al., 2004; Wenninger et al., 2018). 

Weitere häufige Symptome in DM betreffen das zentrale Nervensystem. Patienten 

klagen oft über Fatigue, Tagesmüdigkeit und Konzentrationsschwierigkeiten. In sowohl DM1 

als auch DM2 wurden Veränderungen der weißen Substanz im Gehirn gefunden, in DM1 auch 

in der grauen Substanz (Minnerop et al., 2011; Peric et al., 2021; Weijs et al., 2021). 

In mehr als der Hälfte der Patienten manifestiert sich eine Linsentrübung im Auge 

(Katarakt, grauer Star). Dieses Symptom tritt oft in Patienten ohne/vor Beginn muskulärer 

Symptome auf (Kidd et al., 1995; Wenninger et al., 2018). In vielen Patienten kommt es zu 

einer milden bis mäßigen Schwerhörigkeit, welche als früh einsetzende Altersschwerhörigkeit 

interpretiert wurde (Pisani et al., 2011; van Vliet et al., 2018). 

Ein weiterer Aspekt der DMs sind endokrine Funktionsstörungen. Diabetes mellitus, 

Hypothyreose, Hypogonadismus und sekundärer Hyperparathyreoidismus, sowie seltener 

Mindersekretion von Wachstumshormonen sind bekannt (Matsumura et al., 2009; Dahlqvist et 

al., 2015). Gastrointestinale Symptome in DM1 beinhalten ein Spektrum von Obstipation, 

Diarrhoe und Reflux (Brunner et al., 1992; Bellini et al., 2006). Es wurde berichtet, dass DM1-

Patienten anfälliger für Haut-, Schilddrüsen-, Hoden- und Prostatakrebs sind (Gadalla et al., 

2011; Win et al., 2012; Alsaggaf et al., 2018). 

Aufgrund der multisystemischen Beteiligung, bei der mehrere Gewebe/Organe  

Anzeichen einer vorzeitigen Alterung aufweisen, lässt sich DM auch als segmentales 

progeroides Syndrom (Zeichen einer vorzeitigen Alterung in mehr als einem Organ oder 

Gewebe (Martin, 2005)) einordnen (Meinke et al., 2018). 
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Genetik 
 

Sowohl DM1 als auch DM2 werden autosomal dominant vererbt. Bei beiden Formen der 

Erkrankung kommt es zu Expansionen vorhandener Repeat-Elemente. Bei DM1 sind dies 

CTG-Trinukleotid-Repeat-Expansionen in der untranslatierten 3'-Region des DMPK Gens 

(Dystrophia-myotonica-proteinkinase; Genlokus 19q13.32; Abbildung 1) (Fu et al., 1992), bei 

DM2 CCTG-Tetranukleotid-Repeat-Expansionen im Intron 1 des CNBP Gens (CCHC-type 

zinc finger nucleic acid binding protein; Genlokus 3q21.3; Abbildung 2) (Liquori et al., 2001). 

Abbildung 1: Genstruktur und Lokalisierung des Repeats in DMPK (Kästchen = Exons; Linien = 

Introns; leeres Kästchen = nicht kodierender Exonbereich; Pfeil = Leserichtung). 
 

Bei DM1 wird die Expansion des CTG-Repeats diagnostisch in aus Blut gewonnener DNA 

bestimmt. Die Länge der CTG-Trinukleotid-Repeat-Expansionen korreliert ansatzweise mit der 

Schwere und dem Manifestationszeitpunkt der Erkrankung (Tabelle 1) (Cumming et al., 2019; 

Overend et al., 2019). Des Weiteren ist die Repeat-Expansion in Abhängigkeit von Alter und 

Länge der Expansion somatisch instabil (Wong et al., 1995; Morales et al., 2022), was zu 

Gewebsmosaiken führt (Monckton et al., 1995). Repeat-Expansionen in Skelettmuskulatur 

können 3- bis 25-fach länger sein als in Leukozyten (Thornton et al., 1994; Nakamori et al., 

2013). Die Länge der Repeat-Expansionen kann auch bei Vererbung über die Keimbahn 

zunehmen (sogenannte Antizipation), was zu einer Vorverlagerung des Erkrankungsalters in 

aufeinander folgenden Generationen führt (Ashizawa et al., 1992; Tsilfidis et al., 1992). 

Mildere Krankheitsverläufe wurden mit sogenannten Repeat-stabilisierenden 

Sequenzelementen als Unterbrechungen der expandierten CTG-Repeats in Verbindung 

gebracht (CCG, CTC oder GGC-Repeats) (Miller et al., 2020). Die schwerste DM-

Verlaufsform, kongenitale DM (CDM), tritt in den meisten Fällen bei maternaler Vererbung 

der CTG-Repeat-Expansionen auf. 

 

Tabelle 1: Verlauf von DM1 in Abhängigkeit der Länge der CTG-Trinukleotid-Repeat-Expansion 

 CTG-Repeats Verlauf 

Normalallel < 34 --- 

Prämutationsallel 35 - 49 --- 

Pathologisches Allel 50 - ~150 mild 

Pathologisches Allel  ~100 - ~1.000 klassisch 

Pathologisches Allel > ~1.000 kongenital 
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Die Länge der CCTG-Tetranukleotid-Repeat-Expansionen in DM2 wird, wie die DM1 Repeat-

Expansionen, in aus Blut gewonnener DNA bestimmt. Die CCTG-Repeats sind Teil eines 

komplexeren repeathaltigen Bereiches, welcher generell als (TG)n(TCTG)n(CCTG)n 

beschrieben werden kann. Während Normalallele weniger als 25 CCTG-Repeats beinhalten, 

wurden zwischen 75 und 11.000 CCTG-Repeats in DM2 Patienten identifiziert (Liquori et al., 

2001). Im Gegensatz zu DM1 ist bei DM2 keine Korrelation von Repeatlänge und Schwere der 

Erkrankung nachweisbar. Während Expansionen zwischen 25 und 75 CCTG-Repeats 

Prämutationsallele darstellen könnten (Mahyera et al., 2018), sind weder kongenitale Formen 

noch Antizipation beschrieben. 

 

Abbildung 2: Genstruktur und Lokalisierung des Repeats in CNBP (Kästchen = Exons; Linien = 

Introns; leeres Kästchen = nicht kodierender Exonbereich; Pfeil = Leserichtung). 
 

 

 

Epidemiologie 

 

Mit einer Prävalenz von etwa1/8.000 bis 1/10.000 handelt es sich bei DM1 um die häufigste 

autosomal-dominant vererbte Myopathie im Erwachsenenalter (Faustino and Cooper, 2003; 

Wheeler, 2008; Liao et al., 2022). Es gibt allerdings lokale Unterschiede, ein Neugeborenen-

Screening im US-Bundesstaat New York identifizierte eine Prävalenz von 1/2.100 (Johnson et 

al., 2021). DM2 ist mit einer geschätzten Prävalenz zwischen 1/20.000 und 1/40.000 seltener, 

die meisten Fälle treten in Mitteleuropa und den USA auf, was vermutlich auf einen 

Gründereffekt zurückzuführen ist (Liquori et al., 2001; Liao et al., 2022). 

 

Pathomechanismus 

 

Es sind mehrere unterschiedliche Mechanismen beschrieben, die für die DMs potentiell zur 

Ausprägung der klinischen Symptomatik beitragen können. Dabei ist es wahrscheinlich, dass 

diese Mechanismen nicht exklusiv sind, sondern in Kombination miteinander zur Ausprägung 

des komplexen Phänotyps führen. 
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RNA-Toxizität 

 

Der favorisierte und wohl am besten untersuchte Pathomechanismus in DM ist durch mutante 

RNA induzierte Toxizität. Dabei handelt es sich um das Prinzip des „gain of function“: die 

Repeat-Expansionen in den jeweiligen Genen werden transkribiert, was zu ausgeprägten 

Sekundärstrukturen in der entstehenden RNA führt (sogenannte „Haarnadelstrukturen“) 

(Napierala and Krzyzosiak, 1997; Dere et al., 2004). Diese Sekundärstrukturen rekrutieren 

verschiedene RNA-bindende Proteine, unter denen die MBNL (Muscleblind Like Splicing 

Regulator) -Proteine 1-3 die wohl am besten untersuchten sind (Michalowski et al., 1999; 

Konieczny et al., 2014). Die Anreicherung dieser RNA-bindenden Proteine an die mutanten 

Transkripte („Foci“) resultiert in einem MBNL-Proteinmangel im restlichen Zellkern 

(Abbildung 3). Die doppelsträngigen Sekundärstrukturen der mutanten DMPK-RNA führen 

außerdem zu einer verstärkten Aktivierung der RNA-abhängigen Proteinkinase R (PKR), 

welche in Folge CELF1 (CUGBP Elav-like family member 1) hyperphosphoryliert und damit 

dessen Aktivität moduliert (Tian et al., 2000). Sowohl die MBNL-Proteine als auch CELF1 

sind sogenannte Spleiß-Faktoren, wobei Spleißen als das Entfernen von Introns aus prä-mRNA 

Transkripten definiert ist. Bei diesem hochkomplexen Prozess sind hunderte von Proteinen 

beteiligt, welche je nach Gewebe und Entwicklungsstadium die Expression spezifischer Gen-

Isoformen regulieren, indem unterschiedliche Exons ligiert oder alternative Spleiß-Stellen 

gewählt werden (sogenanntes alternatives Spleißen). 

 

 

 

Abbildung 3: Foci: (A) RNA-Sekundärstrukturen binden MBNL-Proteine, was theoretisch (B) wie (C) 

praktisch zu einer Anreicherung in Foci und zu einem MBNL-Mangel im Rest der Zelle führt. 
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MBNLs und CELFs sind am alternativen Spleißen beteiligt und antagonistisch exprimiert, 

wodurch sie die Embryonalentwicklung von Herz- und Skelettmuskulatur steuern: während 

CELF im Laufe der Entwicklung um ein Vielfaches herunterreguliert wird, wird MBNL 

hochreguliert (Kalsotra et al., 2008). Folglich führt der „loss of function“ von MBNL und „gain 

of function“ von CELF in DM zu einer allgemeinen Verschiebung des Spleiß-Profils zu einem 

embryonalen Spleiß-Muster, auch „Spliceopathy“ genannt (Fardaei et al., 2001; Fardaei et al., 

2002). Diese These wird durch verschiedene Mausmodelle gestützt, welche verschieden lange 

CTG-Repeats in unterschiedlichem genomischen Kontext tragen, oder in denen MBNL-

Proteine ausgeknockt bzw. CELF1 überexprimiert wurden. Die meisten dieser Mausmodelle 

entwickeln einen teilweisen DM-Phänotyp (Gomes-Pereira et al., 2011). Ein Beispiel ist die 

HSALR Maus, welche 250 CTG-Repeats im humanen ACTA1 Gen trägt, und eine Myopathie 

mit Myotonie entwickelt (Mankodi et al., 2000). Alternatives Spleißen kommt am häufigsten 

in muskulärem und neuronalem Gewebe vor (Rodriguez et al., 2020), was erklären könnte 

warum diese Gewebe in DM besonders stark betroffen sind. 

Das Fehlspleißen verschiedener Gene (Tabellen 2 und 3) wird als ursächlich für 

einzelne Aspekte von DM angenommen (López-Martínez et al., 2020). Als erste Beispiele 

waren die Inklusionen von Intron 2 und Exon 7a im CLCN1 (chloride voltage-gated channel 1) 

Transkript, welche zu einer Leserahmenverschiebung und damit einem vorzeitigen Stopcodon 

führen, beschrieben worden (Charlet et al., 2002; Mankodi et al., 2002). Bei CLCN1 handelt es 

sich um den Haupt-Chloridkanal im Skelettmuskel und das trunkierte Protein, welches durch 

das Fehlspleißen gebildet wird, lokalisiert nicht mehr an der Plasmamembran. Das Resultat ist 

eine Membranübererregbarkeit, welche das molekulare Korrelat der klinischen Myotonie 

darstellt (Charlet et al., 2002; Mankodi et al., 2002; Lueck et al., 2007). Andere Beispiele sind 

das Fehlspleißen der Muskeldystrophie-assoziierten Gene DMD (Exklusion der Exons 71 und 

78, (Yamashita et al., 2012; Rau et al., 2015)) oder CAPN3 (Exklusion Exon 16, (Yamashita et 

al., 2012)) in der Muskulatur, was potentiell zur Muskelschwäche beiträgt. Im Herzen wurde 

Fehlspleißen der Kardiomyopathie-assoziierten Gene SCN5A (Inklusion Exon 6a, (Freyermuth 

et al., 2016), TNNT2 (Inklusion Exon 5, (Ho et al., 2004; Dixon et al., 2015)) und LDB3 

(Inklusion Exon 5 und 11, (Nakamori et al., 2013)) identifiziert. Im Gehirn könnte Fehlspleißen 

von MAPT (Exklusion Exon  2, 3 und 10, (Goodwin et al., 2015)) und NMDAR1 (Inklusion 

Exon 5, (Jiang et al., 2004)) zum neuronalen Phänotyp beitragen. 

 

 

 

 



Einleitung                                                                                                                                         Seite 12 

 

 

 

 

Tabelle 2: Im Gehirn von DM-Patienten fehlgespleißte Gene 

 

Gen Protein Fehlspleißen Referenz 

APP Amyloid-beta precursor protein Exon 7 - Exklusion (Jiang et al., 2004) 

MAPT Microtubule associated protein tau 

Exon 2 - Exklusion 

(Goodwin et al., 2015) Exon 3 - Exklusion 

Exon 10 - Exklusion 

MBNL1 Muscleblind-like protein 1 
Exon 6 - Inklusion 

(Dhaenens et al., 2008) 
Exon 8 - Inklusion 

MBNL2 Muscleblind-like protein 2 
Exon 7 - Inklusion (Nakamori et al., 2013) 

Exon 8 - Inklusion (Yamashita et al., 2012) 

NMDAR1 Glutamate ionotropic receptor NMDA type 

subunit 1 

Exon 5 - Inklusion (Jiang et al., 2004) 

 

 

 

 

 

Obwohl DM aufgrund der gefundenen Spleiß-Defekte und der Modellsysteme, die diese These 

bekräftigen, als „Spliceopathy“ gilt, ist es erwähnenswert, dass viele der in DM beschriebenen 

Spleiß-Defekte auch in anderen neuromuskulären Erkrankungen (Bachinski et al., 2014) und 

normaler Muskelregeneration (Orengo et al., 2011) identifiziert wurden. Das deutet darauf hin, 

dass die in DM beobachteten Spleiß-Defekte gegebenenfalls auch einen sekundären Effekt 

darstellen könnten. 
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Tabelle 3: In unterschiedlicher Muskulatur von DM-Patienten fehlgespleißte Gene 

 

Gen Protein Fehlspleißen Referenz 

ALPK3 Alpha-protein kinase 3 Exon 2 - Inklusion (Nakamori et al., 2013) 

ATP2A1 SERCA1 Exon 22 - Exklusion (Kimura et al., 2005) 

ATP2A2 SERCA2 Intron 19 - Inklusion (Kimura et al., 2005) 

BIN1 Myc box-dependent-interacting protein 1 Exon 11 - Exklusion (Fugier et al., 2011) 

CACNA1S 
Voltage-dependent L-type calcium channel 

subunit alpha-1S 
Exon 29 - Exklusion (Tang et al., 2012) 

CAPN3 Calpain-3 Exon 16 - Exklusion (Yamashita et al., 2012) 

CLCN1 Chloride channel protein 1 
Intron 2 - Inklusion (Charlet et al., 2002; Mankodi 

et al., 2002; Lueck et al., 2007) Intron 7a - Inklusion 

DMD Dystrophin 
Exon 71 - Exklusion (Yamashita et al., 2012) 

Exon 78 - Exklusion (Rau et al., 2015) 

DTNA Dystrobrevin alpha 
Exon 11a - Exklusion 

(Nakamori et al., 2013) 
Exon 12 - Exklusion 

FHOD FH1/FH2 domain-containing protein 1 Exon 11a - Exklusion (Yamashita et al., 2012) 

GFPT1 
Glutamine-fructose-6-phosphate 

aminotransferase 1 
Exon 9 - Exklusion (Nakamori et al., 2013) 

INSR Insulin receptor Exon 11 - Exklusion (Savkur et al., 2001) 

LDB3 LIM domain-binding protein 3 
Exon 5 - Inklusion 

(Nakamori et al., 2013) 
Exon 11 - Inklusion 

MBNL1 Muscleblind-like protein 1 

Exon 5 - Inklusion (Konieczny et al., 2014) 

Exon 7 - Inklusion (Nakamori et al., 2013) 

Exon 10 - Inklusion (Yamashita et al., 2012) 

MYOM1 Myomesin-1 Exon 17a - Inklusion (Koebis et al., 2011) 

NCOR2 Nuclear receptor corepressor 2 Exon 10 - Inklusion (Yamashita et al., 2012) 

NEB Nebulin Exon 116 - Inklusion (Yamashita et al., 2012) 

NFIX Nuclear factor 1 X-type Exon 7 - Inklusion (Yamashita et al., 2012) 

NRAP Nebulin-related-anchoring protein Exon 12 - Exklusion (Lin et al., 2006a) 

PKM2 Pyruvate kinase 
Exon 9 - Inklusion 

(Gao and Cooper, 2013) 
Exon 10 - Inklusion 

RBFOX2 RNA binding protein fox-1 homolog 2 Alternatives Exon (Misra et al., 2020) 

RYR1 Ryanodine receptor 1 Exon 70 - Exklusion (Kimura et al., 2005) 

SCN5A Sodium channel protein type 5 subunit 

alpha 

Exon 6a - Inklusion (Freyermuth et al., 2016) 

SMYD1 Histone-lysine N-methyltransferase Exon 39 - Inklusion (Du et al., 2010) 

TNNT2 Troponin T, cardiac muscle Exon 5 - Inklusion (Ho et al., 2004) 

TNNT3 Troponin T, fast skeletal muscle Exon 23 - Inklusion (Yamashita et al., 2012) 

TTN Titin 

Zr4 - Inklusion 

(Lin et al., 2006a) Zr5 - Inklusion 

Mex5 - Inklusion 
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Haploinsuffizienz 

 

Da mutante DMPK bzw. CNBP-Transkripte, welche die Repeat-Expansionen beinhalten, Foci 

formen und somit nicht weiter prozessiert werden, ist die Gesamtmenge der für die Translation 

zur Verfügung stehenden mRNA theoretisch auf etwa die Hälfte reduziert (Novelli et al., 1993). 

Somit würde sich auch die Menge an jeweiligem Protein reduzieren. 

Bei DMPK handelt es sich um eine Serin-Threonin-Kinase, die sowohl an der 

Kernmembran als auch im Zytoplasma, an der Plasmamembran und an der neuromuskulären 

Endplatte gefunden wurde (van der Ven et al., 1993; Harmon et al., 2008; Harmon et al., 2011). 

Es konnte gezeigt werden, dass DMPK die Calciumaufnahme in Kardiomyozyten durch die 

Phosphorylierung von Phospholamban, einem Inhibitor von SERCA2a (einer Calciumpumpe 

im Sarkoplasmatischen Retikulum) reguliert (Kaliman et al., 2005). Ein weiteres Substrat für 

DMPK ist Phospholemman, ein Regulator der Na+/K+-ATPase (Mounsey et al., 2000). Es 

konnte auch gezeigt werden, dass DMPK die Myosin-bindende Untereinheit der Myosin-

Phosphatase MYPT1 phosphorylieren kann, was zu einer Inhibition der Aktivität der Myosin-

Phosphatase PP1c führt (Murányi et al., 2001). In DM1 konnte gezeigt werden, dass die Präsenz 

der CTG-Repeat-Expansion in einer reduzierten Expression des mutanten Allels resultiert. In 

Patientenproben wurden reduzierte DMPK-Proteinmengen nachgewiesen (Fu et al., 1993). 

Mausmodelle, welche die Auswirkung des Verlusts der DMPK-Expression untersuchen, 

kommen zu unterschiedlichen Ergebnissen. Während ein Dmpk-/- Mausmodell eine milde 

Myopathie entwickelte (Reddy et al., 1996), wurden in einer weiteren Dmpk-/- Maus keine 

muskulären oder kardialen Defekte festgestellt (Carrell et al., 2016). Als Ursache für die 

widersprüchlichen Ergebnisse wird der unterschiedliche Zuchtstamm der für den Knockout 

verwendeten Mäuse diskutiert (Carrell et al., 2016). 

CNBP bindet hauptsächlich einzelsträngige DNA und RNA und reguliert die 

Expression von Genen des Wnt-Signalwegs (Margarit et al., 2014). Es wird vermutet, dass 

CNBP die Effizienz der Translation von mRNAs beeinflusst, indem es stabile 

Sekundärstrukturen von mRNA auflöst (Benhalevy et al., 2017). Es scheint dabei eine Rolle in 

der zellulären Stressantwort zu spielen (Rojas et al., 2012). Eine von RNA-Regulation 

unabhängige weitere Funktion von CNBP scheint an der Plasmamembran durch Interaktionen 

mit dem Dystroglycan-Komplex zu existieren (Wei et al., 2018). Untersuchungen der CNBP-

Proteinmenge in DM2 ergaben widersprüchliche Ergebnisse, einerseits wurden unveränderte 

Proteinmengen (Botta et al., 2006; Margolis et al., 2006; Massa et al., 2010), andererseits 

reduzierte CNBP-Mengen identifiziert (Huichalaf et al., 2009; Pelletier et al., 2009; Raheem et 

al., 2010). Es wurde allerdings eine durch die CCTG-Repeat-Expansion hervorgerufene 
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Retention von Intron 1 identifiziert (Sznajder Ł et al., 2018), was den Verlust der 

Proteinexpression vom mutanten Allel unterstützt. Dass Haploinsuffizienz in DM2 zum 

Phänotyp beiträgt, wird ebenfalls durch ein Cnbp+/- Mausmodell impliziert. Der Verlust eines 

Allels resultierte in einem DM2-ähnlichen multisystemischen Phänotyp mit Muskelschwund, 

Myotonie, Herzproblemen und Katarakten (Chen et al., 2007; Wei et al., 2018). 

 

Expressionsveränderungen benachbarter Gene 

 

Eine weitere Vermutung zur Entstehung des DM-Phänotyps resultiert aus der Beobachtung, 

dass CTG-Repeat-Expansionen zu lokalen Veränderungen der Chromatinstruktur führen. 

Expandierte Repeats resultieren in einer effizienteren Nukleosomen-Bildung im Bereich der 

Repeats, was zu einer Kondensation des Chromatins führt (Wang et al., 1994). Als 

wahrscheinliche Auswirkungen wird die Expression benachbarter Gene verändert, und in der 

Tat konnte für die mit DMPK benachbarten Gene Six5 (SIX homeobox 5; Genlokus 19q13.32) 

und DMWD (Dystrophia myotonica WD repeat-containing protein; Genlokus 19q13.32) eine 

reduzierte Expression in DM1 nachgewiesen werden (Klesert et al., 1997; Thornton et al., 1997; 

Alwazzan et al., 1999). 

 Tiermodelle lassen vermuten, dass die reduzierte Expression von zumindest Six5 zum 

Phänotyp beiträgt. Sowohl Knockout als auch reduzierte Expression von Six5 im Mausmodell 

führte zu einer erhöhten Wahrscheinlichkeit, Katarakte zu entwickeln, und zu reduzierter 

Fruchtbarkeit in männlichen Tieren  (Klesert et al., 2000; Sarkar et al., 2000; Sarkar et al., 

2004). 

 

RAN-Translation 

 

Im Jahr 2011 wurde von einem Startcodon (ATG) unabhängige Translation von Transkripten 

mit expandierten Repeats beschrieben, die sogenannte RAN-Translation (repeat-associated 

non-AUG translation (Zu et al., 2011)). Diese Variante der Translation wird durch die von den 

expandierten Repeats gebildeten sekundären RNA-Strukturen initiiert. Für DM1 findet die 

Transkription der Repeat-Expansionen bidirektional statt (Cho et al., 2005), wodurch sich sechs 

mögliche Leserahmen für die RAN-Translation ergeben. Die entsprechenden Codons und 

mögliche Polypeptide sind CTG (Poly-Leucin), TGC (Poly-Cystein), AGC (Poly-Serin), CAG 

(Poly-Glutamin) sowie GCT/GCA (Poly-Alanin) (Abbildung 4). Für DM1 konnte von den fünf 

theoretisch möglichen Polypeptiden jedoch nur das vom Antisense-Strang kodierte Poly-

Glutamin nachgewiesen werden. Dabei erfolgte der Nachweis in Kardiomyozyten und 
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Leukozyten eines DM1-Mausmodells sowie in geringer Häufigkeit in Blut, Muskel und 

Muskelzellkultur von einem einzigen DM1 Patienten (Zu et al., 2011). Das gefundene Poly-

Glutamin schien zu aggregieren und kolokalisierte mit Caspase-8, was darauf hindeuten könnte, 

dass es zu einer durch Poly-Glutamin induzierten Apoptose kommt (U et al., 2001). Allerdings 

konnte eine spätere Studie mit größerem Probenumfang (10 Patienten) in primären Zellkulturen 

aus Muskel, Haut und Blut keine DM1-spezifische Anreicherung von Poly-Glutamin 

nachweisen. Eine Untersuchung der Expression der CTG-Repeat-Expansionen vom Antisense-

Strang ergab, dass die Transkripte nur in sehr geringer Menge ins Zytoplasma gelangen und 

damit translatiert werden könnten (Koehorst et al., 2021). 

 

 

 

Abbildung 4: RAN-Translation in DM1: mögliche Leserahmen und Codons im Bereich der 

expandierten CTG-Repeats für Polypeptide in DM1. 
 

 

In DM2 sind aufgrund der Tetranukleotid-Repeat-Expansionen zwei verschiedene Polypeptide 

möglich, Poly-[Leucin-Prolin-Alanin-Cystein] (LPAC, Sense-Strang) und Poly-[Glutamin-

Alanin-Glycin-Arginin] (QAGR, Antisense-Strang) (Abbildung 5). Beide Polypeptide 

konnten in Gehirnen von DM2-Patienten nachgewiesen werden, wobei Poly-LPAC in 

zytoplasmatischen und Poly-QAGR in nukleären Aggregaten gefunden wurden (Zu et al., 

2017). 

 

 

 

Abbildung 5: RAN-Translation in DM2: mögliche Leserahmen und Codons im Bereich der 

expandierten CCTG-Repeats für Polypeptide in DM2. 
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MicroRNA-Fehlregulation 

 

Bei microRNA (miRNA) handelt es sich um kurze, nichtkodierende Ribonukleinsäuren, welche 

an der posttranskriptionalen Regulation der Genexpression beteiligt sind (Chen and Rajewsky, 

2007). Bei der miRNA-Reifung werden primäre miRNA-Transkripte im Zellkern zunächst in 

70 bis 80 Nukleotide große prä-miRNAs zerschnitten. Diese werden dann ins Zytoplasma 

transportiert und dort durch Dicer (eine zytoplasmatische Ribonuklease, die doppelsträngige 

RNA in kurze, doppelsträngige Fragmente schneidet) in 19 bis 25 Nukleotide große miRNA 

Doppelstränge prozessiert, von denen ein Strang degradiert wird und der zweite zur reifen 

miRNA wird. Diese kann sequenzspezifisch an die 3'-UTR von mRNAs binden und entweder 

zum Abbau der mRNA führen oder deren Translation verhindern. 

 Für DM wurden inzwischen mehrere fehlregulierte miRNAs identifiziert (Gambardella 

et al., 2010; Perbellini et al., 2011; Kalsotra et al., 2014; Ambrose et al., 2017; Fritegotto et al., 

2017). In DM1 Muskelbiopsien wurden zum Beispiel miR-1 und miR-335 als hochreguliert 

identifiziert, während miR-29b/c und miR-33 runterreguliert waren. Gene, die durch miR-1 und 

miR-29 reguliert werden, waren in ihrer Expression beeinträchtigt (Perbellini et al., 2011). Eine 

mögliche Erklärung, warum einzelne miRNAs in DM fehlreguliert sind, ist die kompetitive 

Binding von MBNL1 und LIN28 an pre-miR-1. Die Bindung von LIN28 führt zu einer 

Uridylierung der prä-miR-1, was eine Prozessierung durch Dicer blockiert. Die Anreicherung 

von MBNL1 in Foci in DM führt dazu, dass vermehrt LIN28 an pre-miR-1 binden kann. Da 

keine reife miR-1 entsteht, kommt es zu einer verstärkten Expression von miR-1 regulierten 

Genen wie z.B. GJA1 und CACNA1C (Abbildung 6). Diese beiden Gene kodieren wichtige 

Bestandteile der Gap Junctions bzw. Calciumkanäle im Herz, was potentiell zum kardialen 

Phänotyp in DM beiträgt (Rau et al., 2011). 

 

Abbildung 6: miRNA-Fehlregulation in DM: (A) normale Prozessierung von prä-miR1 bei freiem 

MBNL1, (B) blockierte Prozessierung in DM mit Auswirkung auf die Expression von Zielgenen. 

Adaptiert aus (Rau et al., 2011). 
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Epigenetische Veränderungen 

 

Methylierungen gehören zu den häufigsten posttranslationalen Modifikationen von Histonen, 

welche die Chromatinstruktur bestimmen (Bannister and Kouzarides, 2011). 

Hypermethylierung führt zu einer dichteren Packung des Chromatins, wodurch Gene in diesem 

Bereich vermindert oder nicht transkribiert werden können, während Hypomethylierung eine 

losere Struktur und höhere Transkriptionsrate nach sich zieht. In der Nähe der expandierten 

CTG-Repeats in DM1 wurden in mehreren Studien Hypermethylierungen identifiziert 

(Steinbach et al., 1998; López Castel et al., 2011; Brouwer et al., 2013; Yanovsky-Dagan et al., 

2015; Barbé et al., 2017). Dabei wurde die Hypermethylierung von Bindestellen für das 

Transkriptions-Repressorprotein CTCF beidseits des Repeats fast ausschließlich in CDM 

nachgewiesen. Eine Untersuchung in embryonalen Stammzellen betroffener Eltern (DM1) 

konnte die Methylierung dieser Bindestelle nur in erkrankten Müttern von CDM-Patienten 

nachweisen, daher scheint eine funktionelle Rolle dieser Hypermethylierung in CDM sehr 

wahrscheinlich (Barbé et al., 2017). Dementsprechend wird Hypermethylierung der Repeat-

flankierenden CTCF-Bindestellen als möglicher Biomarker für CDM diskutiert (Morales et al., 

2021). Weitere Hinweise auf eine mögliche funktionale Beteiligung von veränderter DNA-

Methylierung zum DM1-Phänotyp kommen von Studien, die gewebsspezifische 

Methylierungen untersucht haben. Zelltypen des zentralen Nervensystems, in denen die CTG-

Repeat Expansionen instabiler sind, wiesen erhöhte Methylierungen auf (Nakamori et al., 

2022), und in Skelettmuskulatur wurde ein spezifisches Methylierungsmuster identifiziert, bei 

dem Hypermethylierung der CTCF-Bindestellen mit Demethylierung einer alternativen 

Promoter-Region für DMPK einhergeht, was zu Veränderungen der Expression führen könnte 

(Koehorst et al., 2022). 

 CTCF-Proteine spielen eine Rolle in der Bildung und Erhaltung von topologisch 

assoziierten Domänen (TADs) (Rowley and Corces, 2018). Bei TADs handelt es sich um selbst-

interagierende genomische Regionen. DNA-Sequenzen innerhalb einer TAD wechselwirken 

folglich häufiger miteinander als mit Sequenzen außerhalb der TAD (Pombo and Dillon, 2015). 

Zudem können sich TADs gewebsspezifisch bilden (Phillips-Cremins et al., 2013). Bereits 

kleine Veränderungen dieser 3D-Organisation des Genoms können zu Veränderungen der 

Genexpression als auch verschiedenen Erkrankungen führen (Spielmann et al., 2018; Xiao et 

al., 2021). Zusätzlich zur Hypermethylierung von CTCF-Bindestellen, welche die Bildung oder 

Erhaltung von TADs beeinflussen könnte, liefert eine Studie zur Lokalisierung von Genen mit 

Repeat-Expansionen Hinweise, dass die 3D-Organisation des Genoms in DM1 relevant sein 

könnte: Gene, in denen Repeats expandieren, sind oft an den Grenzen von TADs lokalisiert 
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(Sun et al., 2018). Das trifft auch für DMPK zu, wonach eine Expansion des CTG-Repeats das 

Potential hat, die TAD-Struktur zu zerstören und damit die Genomorganisation und die 

Genexpression zu verändern (Sun et al., 2018). In einer Genomorganisationsstudie in 

lymphoblastoiden DM1 Zelllinien konnte allerdings keine Veränderung im Vergleich zu 

Kontrollen festgestellt werden (Ruiz Buendía et al., 2020), was aber keine Aussagekraft für 

tatsächlich betroffene Gewebe hat. 

 Im Gegensatz zu DM1 scheint es in DM2 nicht zu Veränderungen der DNA-

Methylierung aufgrund der Repeat-Expansion zu kommen, was eine Auswirkung auf den 

Phänotyp damit unwahrscheinlich macht (Santoro et al., 2018). 

 

Fehlregulation zirkulärer RNAs 

 

Bei zirkulärer RNA (circRNA) handelt es sich um einzelsträngige, kovalent geschlossene 

RNA-Ringe (Memczak et al., 2013), die in ihrer Länge von etwa 100 bis zu einigen Tausend 

Basenpaare variieren können. Dabei können sie aus einem oder mehrere Exons und den 

flankierenden Introns bestehen (Jeck et al., 2013). Es gibt verschiedene Theorien wie sie 

gebildet werden, z.B. (i) „Zurück-Spleißen“ (back-splicing), wobei eine 5′-liegende 

Spleißakzeptorstelle mit einer 3′-lokalisierten Spleißdonorstelle durch Hybridisierung 

flankierender Introns in räumliche Nähe gebracht werden, interagiert und es zur Ringbildung 

kommt, und (ii) eine Lasso-vermittelte Zirkularisierung, bei der durch Überspringen einzelner 

Exons im Spleißvorgang eine Exon-enthaltende Lassostruktur (lariat) entsteht, in welcher 

ebenfalls eine 5′-liegende Spleißakzeptorstelle mit einer 3′-lokalisierten Spleißdonorstelle 

interagiert, was zur Ringbildung führt (Santer et al., 2018). Welche Funktionen circRNAs haben 

ist bisher kaum erforscht, aber es wird vermutet, dass sie als Inhibitoren von miRNAs wirken, 

indem sie wie eine Art Schwamm fungieren (Zheng et al., 2016; Wang et al., 2019c). 

Alternatives Spleißen in DM resultiert unter Anderem in vermehrtem Exonskipping, 

also in exonhaltigen RNAs, welche nicht zu mRNA prozessiert werden. Das erhöht theoretisch 

die Möglichkeit von veränderten circRNAs in DM. Es wurde in der Tat gezeigt, dass circRNAs 

in DM1 fehlreguliert sind (Czubak et al., 2019; Voellenkle et al., 2019). 

 

RNA-Interferenz 

 

Eine weitere Möglichkeit, wie expandierte Repeats zur zellulären Pathologie beitragen können, 

ist RNA-Interferenz. Dabei werden die Haarnadelstrukturen der mutanten Transkripte durch 

Dicer zerschnitten (Krol et al., 2007). Die dabei entstehenden kurzen RNA-Stücke sind etwa 

21 Nukleotide lang. Tatsächlich wurde in DM1 Fibroblasten eine Anreicherung von CUG-
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Repeat haltigen RNA-Stücken der entsprechenden Länge gefunden (Krol et al., 2007), welche 

an komplementäre Sequenzen anderer Gene binden und diese regulieren könnten. In der Tat 

sind einzelne Gene, in deren Sequenz CTG/CAG-Repeats (als Ziele für RNA-Fragmente, die 

vom Strang bzw. Gegenstrang transkribiert werden) vorkommen, in DM1-Muskelbiopsien im 

Vergleich zu Kontrollen differentiell exprimiert. Allerdings wurden sowohl erhöhte als auch 

verringerte Expression in den potentiellen Zielgenen festgestellt (Braun et al., 2022). Da 

wahrscheinlich ein Großteil der mutanten Transkripte im Zellkern verbleibt, ist der Beitrag zur 

Molekularpathogenese zumindest in final differenziertem Gewebe vermutlich dennoch gering. 

 

Mechanismus der Repeat-Expansion 

 

Der Mechanismus, der zur somatischen Instabilität der Repeat-Expansionen (Wong et al., 1995) 

führt, ist noch nicht vollständig verstanden. Es scheint insbesondere in teilungsinaktiven 

Geweben (Muskel und Gehirn) zur Expansion der Repeats zu kommen. Weiterhin ist 

beschrieben worden, dass Transkription zu einer erhöhten Instabilität von CTG/CAG-Repeats 

führt (Lin et al., 2006b; Nakamori et al., 2011). Daher wird vermutet, dass die transkriptions-

gekoppelte Nukleotidexzisionsreparatur (TC-NER) eine relevante Rolle spielt. In der Tat 

konnte TC-NER in verschiedenen Modellsystemen mit der Instabilität von CTG/CAG-Repeats 

in Verbindung gebracht werden (Lin et al., 2006b; Jung and Bonini, 2007; Lin and Wilson, 

2007; Hubert et al., 2011b). Dies steht mit dem zuvor beschriebenen Gewebsmosaik im 

Einklang, in Geweben mit erhöhter DMPK Expression kommt es zu einer erhöhten 

Repeatinstabilität und damit zu längeren Repeats (Monckton et al., 1995). 

 Allerdings kann TC-NER nicht vollständig erklären, wie es zur Repeatinstabilität in DM 

kommt, da die mRNA-Level nicht in allen Geweben mit der Instabilität der Repeat-

Expansionen korrelieren (Lia et al., 1998; Lee et al., 2011). Das deutet auf ein komplexes 

Zusammenspiel mehrerer Reparaturmechanismen hin, und in der Tat wurden Proteine der 

Fehlpaarungsreparatur (MMR) (Manley et al., 1999; Foiry et al., 2006; Dragileva et al., 2009; 

Kovalenko et al., 2012; Pinto et al., 2013), Interstrang-Vernetzungs-Reparatur (ICL) (Goold et 

al., 2019; Kim et al., 2020), Einzelstrangbruch-Reparatur (SSBR) und Basen-

Exzisionsreparatur (BER) (Kovtun et al., 2007; Goula et al., 2009; Liu et al., 2009; Hubert et 

al., 2011a; Goula et al., 2012) mit CTG/CAG-Repeat-Instabilität in Verbindung gebracht. Da 

die meisten Experimente in nicht-relevanten Zelltypen durchgeführt wurden, ist der Anteil der 

jeweiligen Systeme an der Stabilität bzw. Instabilität der CTG/CAG-Repeats bisher nicht 

vollständig zu klären (Wheeler and Dion, 2021). 
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Therapeutische Strategien 

 

Es gibt aktuell noch keine spezifische Therapie für DM1 oder DM2, allerdings werden 

Symptome wie Myotonie, Schmerz oder Hypersomnie separat behandelt (Timchenko, 2022). 

Die verschiedenen beschriebenen Pathomechanismen bieten mehrere Ansatzpunkte für 

potentielle Therapien (Pascual-Gilabert et al., 2023). Unter anderem bietet das Entfernen der 

Repeat-Expansionen auf DNA-Ebene eine Option, die bereits mit Hilfe der CRISPR/Cas9 

„Genschere“ getestet wurde (Provenzano et al., 2017; van Agtmaal et al., 2017; Dastidar et al., 

2018; Wang et al., 2018; Lo Scrudato et al., 2019). Allerdings existieren limitierende Faktoren 

für diesen Ansatz: Die expandierten Repeats bilden auch auf DNA-Ebene Sekundärstrukturen, 

die Bindung von CRISPR/Cas Komponenten beeinträchtigen könnten (Richard, 2015), des 

Weiteren wurden beträchtliche Off-Target Effekte beobachtet (Ikeda et al., 2020), und 

veränderte Methylierungsmuster ließen sich in Myoblasten durch das  Entfernen der Repeat-

Expansion nicht revertieren (Yanovsky-Dagan et al., 2019). 

 Ein weiterer Ansatz auf DNA-Ebene ist die Nutzung einer deaktivierten Caspase 9 

(dCas9), die zwar an die Zielsequenz binden kann, aber die DNA nicht schneidet. Durch die 

Präsenz von dCas9 auf dem Gen wird eine Transkription verhindert da die Bindung anderer 

Proteine blockiert wird. Dieser Ansatz führte in DM1 und DM2 Zellkulturen zu einer Reduktion 

der Transkription und von Fehlspleißen (Pinto et al., 2017). 

 Das Entfernen der mutanten RNA stellt eine weitere Option dar. Dafür wurden 

antisense-Oligonukleotide (Mulders et al., 2009; Lee et al., 2012; Wheeler et al., 2012; Yadava 

et al., 2020), siRNAs (Langlois et al., 2005; Sobczak et al., 2013), shRNA (Langlois et al., 

2005) und antisense RNAs (Furling et al., 2003; François et al., 2011) sowohl gegen den Repeat 

selbst, als auch gegen flankierende Bereiche verwendet. Obwohl diese Experimente präklinisch 

erfolgreich waren, wurde in klinischen Studien eine mangelhafte Aufnahme in die relevanten 

Gewebe festgestellt (LoRusso et al., 2018). Neue Ansätze untersuchen die Nutzung von Peptid- 

oder Liganden-gekoppelten Oligonukleotiden, um dieses Problem zu beheben (Hu et al., 2018; 

Klein et al., 2019; Ait Benichou et al., 2022). Während das Entfernen der mutanten RNA in 

DM1 aktuell als therapeutisch sinnvoll angesehen wird (Carrell et al., 2016), ist die Situation 

in DM2 noch ungewiss. Da der Verlust der CNBP-Expression in DM2 möglicherweise relevant 

zur Pathologie beiträgt (Chen et al., 2007; Wei et al., 2018), ist es möglich, dass für DM2 andere 

Therapieoptionen benötigt werden. 

 Ein weiteres mögliches Ziel für therapeutische Interventionen ist die Interaktion von 

RNA-bindenden Proteinen mit der mutanten RNA. Verschiedene Studien haben gezeigt, dass 

es small molecules gibt, welche die Interaktion von MBNL Proteinen mit den expandierten 
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Repeats aufbrechen und damit die MBNL Aktivität wiederherstellen können, wodurch 

Fehlspleißen korrigiert wird (Warf et al., 2009; Nakamori et al., 2016; Zhang et al., 2017; 

Bassez et al., 2018; Chakraborty et al., 2018; Angelbello et al., 2019; Bargiela et al., 2019; 

Jenquin et al., 2019; Lee et al., 2019; Reddy et al., 2019; Horrigan et al., 2020; Angelbello et 

al., 2021; Heatwole et al., 2021; Ondono et al., 2021). Trotz dieser Vielzahl an Studien ist 

vergleichsweise wenig über die in vivo Effekte dieser small molecules bekannt und es sind 

weiterführende Studien notwendig bevor sie therapeutisch eingesetzt werden können 

(Timchenko, 2022). 

 Verschiedene weitere therapeutische Ansätze sind gegen andere pathologische Aspekte 

gerichtet, zum Beispiel small molecules, die als Kinase-Inhibitoren wirken, und verschiedene 

molekulare Aspekte von DM verbessern können (Ketley et al., 2014; Wang et al., 2019b; Ketley 

et al., 2020). Allerdings ist hier der Wirkmechanismus noch nicht vollständig bekannt. 

 

 

Kernmembran-assoziierte hereditäre Erkrankungen 

 

Interessanterweise wurde DMPK an der Kernmembran identifiziert und mit ihrer Stabilität 

assoziiert (Harmon et al., 2011). Das ist potentiell von Relevanz für DM, da verschiedene 

Erberkrankungen, welche Proteine der Kernmembran betreffen, zu klinisch ähnlichen 

Erkrankungen führen (Meinke and Schirmer, 2016). Ein Großteil der Kernmembran-

assoziierten Erkrankungen betreffen die Muskulatur, aber es sind auch neuronale Erkrankungen 

und progeroide Syndrome unter den Kernmembranerkrankungen zu finden (Tabelle 4). 

 Insbesondere Emery-Dreifuss Muskeldystrophie (EDMD) ist als eine Erkrankung der 

Kernmembran anzusehen, da alle Gene, in denen bisher kausative Mutationen gefunden 

wurden, Kernmembranproteine kodieren (Meinke, 2018). Bei EDMD handelt es sich um eine 

seltene neuromuskuläre Erkrankung, bei der es zu frühen Kontrakturen der Achillessehne und 

der Ellenbogen, einer langsam voranschreitenden Muskelschwäche und -atrophie, sowie 

Herzrhythmusstörungen kommt. Letzteres kann sich zu einer dilatativen Kardiomyopathie 

entwickeln (Emery and Dreifuss, 1966). Dabei ist eine intra- und interfamiliäre Variabilität 

hinsichtlich Erstmanifestation sowie Schwere der Erkrankung zu beobachten (Bonne et al., 

2000). 

Die progeroiden Aspekte von DM sind bisher kaum verstanden. Durch 

Kernmembranproteine verursachte progeroide Syndrome werden oft als Modellsysteme für 

Alterung angesehen (Mounkes and Stewart, 2004; Burtner and Kennedy, 2010) und 

insbesondere die Muskelschwäche in DM wurde bereits als vorzeitige Alterung diskutiert 

(Mateos-Aierdi et al., 2015). Aufgrund der Vielfältigkeit der in DM identifizierten 
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Pathomechanismen, der klinischen Überlappung hinsichtlich Progerie und Muskelbeteiligung, 

sowie der möglichen Funktion von DMPK an der Kernmembran, sind gemeinsame molekulare 

Pathomechanismen denkbar. 

 

Tabelle 4: In muskulären, neuronalen oder progeroiden Erkrankungen mutierte Kernmembranproteine 

Gen Protein Erkrankung Referenz 

Muskeldystrophien und Kardiomyopathien 

LMNA Lamin A/C 

Kardiomyopathie (Fatkin et al., 1999) 

Kongenitale Muskeldystrophie (Quijano-Roy et al., 2008) 

Gliedergürtelmuskeldystrophie (Muchir et al., 2000) 

Emery-Dreifuss Muskeldystrophie (Bonne et al., 1999) 

EMD Emerin Emery-Dreifuss Muskeldystrophie (Bione et al., 1994) 

SYNE1 Nesprin 1 Emery-Dreifuss Muskeldystrophie (Zhang et al., 2007) 

SYNE2 Nesprin 2 Emery-Dreifuss Muskeldystrophie (Zhang et al., 2007) 

SUN1 SUN1 Emery-Dreifuss Muskeldystrophie (Meinke et al., 2014) 

SUN2 SUN2 Emery-Dreifuss Muskeldystrophie (Modifier) (Meinke et al., 2014) 

FHL1 
Four-and-a-half 

LIM domains 1 

Emery-Dreifuss Muskeldystrophie (Gueneau et al., 2009) 

Reducing-Body-Myopathie (Schessl et al., 2008) 

Scapuloperoneale Myopathie (Quinzii et al., 2008) 

TOR1AIP1 LAP1 Gliedergürtelmuskeldystrophie 
(Kayman-Kurekci et al., 

2014) 

TMPO LAP2 Kardiomyopathie (Taylor et al., 2005) 

TMEM43 LUMA Kardiomyopathie (Merner et al., 2008) 

LEMD2 LEMD2 Kardiomyopathie (Abdelfatah et al., 2019) 

Progeroide Syndrome 

LMNA Lamin A/C 

Hutchinson-Gilford Syndrom 
(De Sandre-Giovannoli et al., 

2003; Eriksson et al., 2003) 

Mandibuloakrale Dysplasie (Novelli et al., 2002) 

Restriktive Dermopathie (Navarro et al., 2004) 

Malouf-Syndrom (Chen et al., 2003) 

Atypische Progeroide Syndrome 

(Starke et al., 2013; Guo et 

al., 2016; Magno et al., 2020; 

Yukina et al., 2021)… 

BANF1 BAF Nestor-Guillermo-Progerie-Syndrom (Puente et al., 2011) 

TOR1AIP1 LAP1 Progeroides Syndrom (Fichtman et al., 2019) 

LEMD2 LEMD2 Marbach-Rustad Progeroides Syndrom (Marbach et al., 2019) 

Neuronale Erkrankungen 

LMNA Lamin A/C Charcot-Marie-Tooth 
(De Sandre-Giovannoli et al., 

2002) 

SYNE1 Nesprin 1 Spinozerebelläre Ataxie (Gros-Louis et al., 2007) 
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Aufbau der Kernmembran 

 

Die Kernmembran ist eine Doppelmembran, die den Zellkern eukaryotischer Zellen 

umschließt. In der Kernmembran befinden sich zahlreiche Kernporen, welche beide 

Membranschichten durchdringen und den Transport großer Moleküle (z.B. mRNA und 

Proteine) zwischen Zytoplasma und Kernplasma ermöglichen. Die äußere Kernmembran geht 

in das endoplasmatische Retikulum über. Unterhalb der inneren Kernmembran befindet sich 

ein Netzwerk aus Intermediärfilamenten, die Lamina, welche an den meisten nukleären 

Prozessen beteiligt ist (unter anderem DNA Replikation, Transkription, Chromatinorganisation 

und nukleäre Migration (Gruenbaum et al., 2003)). Transmembranproteine (nuclear envelope 

transmembrane proteins; NETs) sind sowohl in der äußeren als auch in der inneren 

Kernmembran zu finden, wobei sie in der äußeren Kernmembran den Zellkern mit dem 

Zytoskelett verbinden. NETs der äußeren und inneren Kernmembran interagieren im Lumen 

miteinander, und NETs der inneren Kernmembran interagieren sowohl mit der Lamina als auch 

mit dem Chromatin (Abbildung 7). So entstehen Verbindungen von der Plasmamembran bis 

zum Chromatin (de Las Heras et al., 2013; Meinke and Schirmer, 2015). 

Es gibt NETs, die in nahezu allen Geweben exprimiert werden, während andere 

gewebsspezifisch sind. NETs und Lamine (Proteine der Lamina) sind an verschiedensten 

Signalwegen, aber auch an der Organisation des Chromatins beteiligt. Gewebsspezifische 

NETs können einzelne Gene an die Kernmembran rekrutieren und damit zur Kontrolle ihrer 

Expression beitragen. Somit tragen sie zur Charakteristik einzelner Gewebe bei (de Las Heras 

et al., 2013). 

 

Abbildung 7: Schematische Darstellung der Kernmembran. Adaptiert aus (Meinke et al., 2015).
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Zielsetzung der habilitationsrelevanten Arbeiten 

 

Zielsetzung dieser Arbeit ist es, das Wissen über die molekulare Pathogenese bei myotonen 

Dystrophien (DMs) zu erweitern. Dabei liegt der Fokus insbesondere auf potentiellen 

Überlappungen mit Kernmembranerkrankungen. Da sowohl bei DM als auch bei 

Kernmembranerkrankungen die molekularen Pathologien noch nicht vollständig verstanden 

sind, hat eine Untersuchung molekularer Überlappungen das Potential das molekulare 

Verständnis beider Erkrankungsgruppen parallel zu verbessern. Spezifische Ziele dieser Arbeit 

waren: 

 

(I) Mutationsanalyse muskelspezifischer Kernmembranproteine in EDMD-Patienten 

ohne bekannten genetischen Defekt. 

 

(II) Die Etablierung und Charakterisierung primärer humaner Muskelzellkulturen als 

Modellsystem für DM. 

 

(III) Die Untersuchung bekannter und bisher unbekannter Pathomechanismen in diesem 

Modellsystem. 

 

(IV) Untersuchung der Funktion struktureller Veränderungen der Kernmembran. 

 

(V) Vergleich molekularer Pathologien in EDMD und DM. 

 

 

 

Das übergeordnete Ziel war es, die Bausteine der molekularen Pathogenese in DM zu klären, 

potentielle Biomarker zu identifizieren, und somit eine Modellplattform für die präklinische 

Forschung zur Therapieentwicklung zu charakterisieren und zu etablieren.
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Ergebnisse und Diskussion der habilitationsrelevanten Arbeiten 

 

CTG-repeat detection in primary human myoblasts of myotonic dystrophy type 1 

Stefan Hintze*, Raphaela Mensel*, Lisa Knaier, Benedikt Schoser & Peter Meinke† (2021) 

Frontiers in Neuroscience, 15:686735. doi: 10.3389/fnins.2021.686735. 

(*shared first/last authorship; †corresponding author) 

 

 

Die Länge der CTG-Repeat Expansionen in DM1 wird diagnostisch in aus Blut gewonnener 

DNA bestimmt. Aufgrund der Gewebsmosaike (mit einer 3- bis 25-fachen Länge des Repeats 

in Muskel verglichen mit Blut) ist die Repeatlänge nicht nur im Muskel, sondern auch in den 

Satellitenzellen, welche als Ursprung primärer Muskelzellkulturen genutzt werden, unbekannt. 

Primäre Muskelzellkulturen stellen ein exzellentes Modell für Muskeldifferenzierung dar, sind 

allerdings auf etwa 15 bis 20 Zellteilungen (startend aus einer Satellitenzelle) limitiert (Renault 

et al., 2000). Da die Schwere der Erkrankung in DM1 mit der Länge der Repeat Expansionen 

korreliert (Cumming et al., 2019; Overend et al., 2019), ist eine Kenntnis über ihre exakte Länge 

für eine Einschätzung molekularer Daten aus primären DM1 Zellkulturen notwendig. 

 

 

 

Abbildung 8: Detektion der CTG-Repeat Länge in primären Kontroll- und DM1-Muskelzellkulturen. 

Pro Bahn ist die Menge an eingesetzter DNA in Pikogramm (pg) angegeben. Adaptiert aus (Hintze et 

al., 2021). 
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Die klassische Standardmethode, dass Southern Blotting, benötigt vergleichsweise viel DNA 

(5-10 µg) als Ausgangsmaterial. Da durch die geringe Kultivierungsspanne nur wenig DNA zur 

Verfügung steht, haben wir die Methode der Small-Pool-PCR einem Southern Blotting 

vorgeschaltet. Zusätzlich haben wir die üblicherweise genutzte radioaktive Markierung durch 

eine unbedenklichere nicht-radioaktive DIG-Markierung ersetzt. Diese Methode ermöglichte 

uns die Bestimmung der Länge der Repeat Expansionen in primären DM1-Muskelzellkulturen 

und den Vergleich zu den Muskelbiopsien, aus welchen die Zellkulturen gewonnen wurden. 

Wir konnten zeigen, dass die Muskelzellkulturen (I) keine einheitliche Repeatlänge, sondern 

variable Längen innerhalb einer Kultur aufweisen (Abbildung 8) und (II) die Repeats sich in 

der Größenordnung der ursprünglichen Muskelbiopsie bewegen (Abbildung 9). Damit konnten 

wir primäre DM1-Muskelzellkulturen als Modell für DM1 verifizieren. 

 

 

 

 

Abbildung 9: Detektion der CTG-Repeat Länge in DM1 vergleichend zwischen Zellkultur und 

ursprünglicher Muskelbiopsie. Pro Bahn ist die Menge an eingesetzter DNA in Pikogramm (pg) 

angegeben. Adaptiert aus (Hintze et al., 2021). 
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Myotonic Dystrophy—A Progeroid Disease? 

Peter Meinke†, Stefan Hintze, Sarah Limmer & Benedikt Schoser (2018) 

Frontiers in Neurology, 9:601. doi: 10.3389/fneur.2018.00601. 

(†corresponding author) 

 

 

Klinisch weisen DMs eine multisystemische Beteiligung auf, bei der mehrere Gewebe 

Anzeichen vorzeitiger Alterung aufweisen. In dieser Arbeit haben wir bekannte molekulare 

Pathologien und das klinische Erscheinungsbild von DMs und „typischen“ progeroiden 

Erkrankungen verglichen. Des Weiteren haben wir primäre DM-Muskelzellkulturen 

vergleichend zu Kontroll-Muskelzellkulturen auf molekulare Marker, die auf ein 

beschleunigtes Altern der Zellkulturen hindeuten könnten, untersucht. 

 Wir konnten in DM1 Muskelzellkulturen eine verringerte Expression von Lamin B1 

nachweisen (Abbildung 10). Eine reduzierte Expression von Lamin B1 ist in zellulärer 

Seneszenz, Hutchinson-Gilford Progerie Syndrom und normaler Alterung beschrieben. Ein 

weiteres Ergebnis der Untersuchungen war die Präsenz von strukturellen Veränderungen der 

Kernmembran in DM1 Muskelzellkulturen (Abbildung 11A). Die Länge der Repeat 

Expansionen korrelierte dabei mit dem prozentuellen Anteil der Zellkerne, die Einkerbungen 

der Kernmembran aufwiesen (Abbildung 11B). Zellkerne mit Einkerbungen der Kernmembran 

waren immer negativ für den Proliferationsmarker Ki-67 (Abbildung 11A). 

 

 

Abbildung 10: Lamin B1 Protein vergleichend in primären Kontroll- und DM1/DM2-

Muskelzellkulturen. Western Blot (links) und Quantifizierung relativ zu GAPDH (rechts). Adaptiert aus 

(Meinke et al., 2018). 
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Zusammenfassend qualifizieren sich DMs als segmentale progeroide Erkrankung. In DM1 

Muskelzellkulturen sind zudem Veränderungen der Kernmembran vorhanden, welche mit 

einem Verlust der Proliferationsfähigkeit einhergehen. Falls diese in vitro nachweisbaren 

Veränderungen auch in vivo während der Muskelregeneration vorkommen, könnte das den Pool 

an Zellen, die zur Muskelregeneration beitragen, reduzieren und damit zur in DM1 (im 

Vergleich zu DM2) schweren Betroffenheit der Muskulatur beitragen. Diese Daten warfen die 

Frage auf, wie genau die Veränderungen der Kernmembran hervorgerufen werden und was ihre 

Relevanz für DM1 ist – und welche möglichen Implikationen für klassische 

Kernmembranerkrankungen daraus entstehen. 

 

Abbildung 11: Strukturelle Veränderungen der Kernmembran korrelieren in DM1 mit der Länge der 

DMPK-CTG-Repeat Expansion. (A) Färbungen für das Kernmembranprotein Emerin, den 

Proliferationsmarker Ki-67 und DAPI. (B) Quantifizierung der Zellkerne mit Einkerbungen der 

Membran in primären Kontroll- und DM1/DM2-Muskelzellkulturen. Maßstabsbalken: 10 µm. Adaptiert 

aus (Meinke et al., 2018). 
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The cell wide web coordinates cellular processes by directing site-specific Ca2+ flux through 

cytoplasmic nanocourses 

Jingxian Duan, Jorge Navarro-Dorado, Jill H. Clark, Nicholas P. Kinnear, Peter Meinke,  

Eric C. Schirmer & A. Mark Evans (2019) 

Nature Communications, 10(1):2299. doi: 10.1038/s41467-019-10055-w. 

 

 

In dieser Studie haben wir Kernmembraneinkerbungen in primären arteriellen glatten 

Muskelzellen untersucht. Diese Zellen können zwischen einem differenzierten und 

proliferierenden Zustand hin- und herwechseln, während die meisten anderen Zelltypen final 

differenziert sind. In arteriellen glatten Muskelzellen im differenzierten Zustand sind 

Einkerbungen der Kernmembran sowie Kernmembran-ummantelte Tunnel durch den Zellkern 

sehr häufig (Abbildung 12). 

 

Abbildung 12: Elektronenmikroskopische Aufnahme des Zellkerns einer arteriellen glatten 

Muskelzelle die Kernmembraneinkerbungen zeigt. Maßstabsbalken: Abbildung links 2 µm, Abbildung 

rechts 250 nm. Adaptiert aus (Duan et al., 2019). 
 

 

In diesen Strukturen des Zellkerns konnten wir ein von der restlichen Zelle (und dem restlichen 

Zellkern) unabhängiges Ca2+-Signal feststellen. Auf der nukleoplasmatischen Seite dieser 

Strukturen konnten wir Lamin A/C – H3K9me2 (Dimethylierung der neunten Aminosäure – 

Lysin – des Histons 3) und Emerin – BAF Kluster identifizieren, auf der zytoplasmatischen 

Seite SERCA1 (eine Ca2+-Pumpe) und Ryanodin-Rezeptor 1 (RyR1; ein Calciumkanal) 

(Abbildung 13). 
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Abbildung 13: Hellfeldaufnahmen der Zellen und Fluoreszenzfärbungen für SERCA1 (oben links) und 

RyR1 (oben rechts) und Fluoreszenzfärbungen und 3D-Rekonstruktionen für Lamin A/C + H3K9me2 

(unten links) sowie Emerin + BAF (unten rechts). Adaptiert aus (Duan et al., 2019). 

 

H3K9me2 in Kombination mit H3K9me3 (Trimethylierung der neunten Aminosäure – Lysin – 

des Histons 3) ist eine Umgebung, die üblicherweise zur Repression von Genexpression führt. 

Die Abwesenheit von H3K9me3 an den Kernmembraneinkerbungen bei gleichzeitiger 

Anwesenheit von H3K9me2 ließ uns vermuten, dass Gene in dieser Umgebung in einer Art 

„ready-state“ vorliegen, und eine Kombination mit Ca2+-Signalen zu Expression bzw. 

Repression führen könnte. Wir zeigten, dass die Expression der Gene Mlhl1 (durch H3K9me2 

reprimiert) und S100a9 (durch BAF reprimiert) durch die Blockierung des Ca2+-Signals 

(blocken der Ryanodin-Rezeptoren mittels Tetracain) in den Kernmembraneinkerbungen 

signifikant reduziert wurde (Abbildung 14). 

 

Zusammenfassend konnten wir feststellen, dass 

Einkerbungen der Kernmembran spezifische 

Funktionen haben können. Sie scheinen 

zelltypspezifisch zu einer Regulation der 

Genexpression basierend auf äußeren Einflüssen 

beizutragen und einzelnen Zellen zu erlauben, 

variabler auf externe Einflüsse zu reagieren (z.B. 

Wechsel zwischen Proliferation und 

Differenzierung in glatter Muskulatur). Für 

zukünftige Studien wird es interessant sein, was 

die Ausbildungen solcher strukturellen 

Veränderungen der Kernmembran in anderen 

Zelltypen bewirken. 

Abbildung 14: Quantifizierung 

(qPCR) von Expressionsänderungen 

der Gene Mlhl1 (links) und S100a9 

(rechts) in differenzierten und 

unbehandelten bzw. Tetracain 

(TTC) behandelten arteriellen 

glatten Muskelzellen. Adaptiert aus 

(Duan et al., 2019). 
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Nuclear envelope transmembrane proteins in myotonic dystrophy type 1 

Stefan Hintze, Lisa Knaier, Sarah Limmer, Benedikt Schoser & Peter Meinke† (2018) 

Frontiers in Physiology, 9:1532. doi: 10.3389/fphys.2018.01532. 

(†corresponding author) 

 

 

Nachdem wir eine Anreicherung von strukturellen Veränderungen der Kernmembran in DM1 

identifiziert hatten (Meinke et al., 2018), haben wir in dieser Studie verschiedene 

Kernmembranproteine in proliferierenden Myoblasten und differenzierten Myotuben aus 

primären Kontroll- und DM1-Muskelzellkulturen untersucht. In Myoblasten stellten wir eine 

verringerte Expression der Kernmembranproteine TMEM70, SUN2 und TMEM38a bei 

zunehmender Länge der DMPK-CTG-Repeat Expansionen fest. In differenzierten DM1-

Myotuben wiesen wir außerdem eine Fehlregulation verschiedener Isoformen der Muli-

Isoform-Proteine Nesprin 1 und Nesprin 2, welche den Zellkern mit dem Zytoskelett verbinden, 

nach (Abbildung 15). 

 

Abbildung 15: Vergleichende Quantifizierung der Expression von Nesprin 1 und 2 Isoformen per 

Western Blots differenzierter Myotuben (Kontrollen und DM1). 
 

Dies zeigt, dass die Kernmembran nicht nur in proliferierenden Myoblasten (mit Auswirkung 

auf die Proliferationsfähigkeit) sondern auch in differenzierten Myotuben in DM1 potentiell 

pathologisch verändert ist. Des Weiteren konnten wir auch in differenzierten DM1-Myotuben 

Einkerbungen der Kernmembran nachweisen (Abbildung 16). 

 

 

Abbildung 16: Fluoreszenzfärbung für Emerin in Kontroll- und DM1-Myotuben, Pfeil: Einkerbung der 

Kernmembran. 
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A multistage sequencing strategy pinpoints novel candidate alleles for Emery-Dreifuss 

muscular dystrophy and supports gene misregulation as its pathomechanism 

Peter Meinke, Alastair R.W. Kerr, Rafal Czapiewski, Jose I. de las Heras, Charles R. Dixon, 

Elizabeth Harris, Heike Kölbel, Francesco Muntoni, Ulrike Schara, Volker Straub,  

Benedikt Schoser, Manfred Wehnert & Eric C. Schirmer (2020) 

EBioMedicine, 51:102587. doi: 10.1016/j.ebiom.2019.11.048. 

 

 

Emery-Dreifuss Muskeldystrophie lässt sich als eine Erkrankung der Kernmembran 

beschreiben. Obwohl bisher 6 verschiedene Gene identifiziert wurden, in denen Mutationen zu 

EDMD führen, war in etwa der Hälfte der Patienten mit einem EDMD-artigen Phänotyp die 

kausative Mutation unbekannt (Wehnert and Meinke, 2012; Meinke, 2018). Es war zudem 

unklar, wie Mutationen in Genen, die in fast allen Geweben exprimiert sind, zu einer 

gewebsspezifischen Erkrankung führen. Eine Hypothese ist, dass die Interaktion der mutierten 

Proteine mit gewebespezifischen Partnerproteinen durch eben jene Mutation, bzw. den 

Expressionsverlust der jeweiligen Proteine, gestört ist. Das könnte wiederum die relevanten 

gewebsspezifischen molekularen Pathomechanismen verursachen. Stimmt dies, wären diese 

Partnerproteine Kandidaten, die in EDMD-Patienten ohne bisher bekannte Mutation mutiert 

sein könnten. 

 Um diese Theorie zu überprüfen haben wir eine Kohorte von 56 Patienten mit einem 

EDMD-Phänotyp mittels einer Primer-Bibliothek für 301 Gene sequenziert. Die 301 Gene 

beinhalten (I) alle bereits bekannten, in EDMD mutierten Gene, (II) Gene, die in klinisch 

ähnlichen Muskelerkrankungen mutiert sind, (III) Kandidatengene aus einer initialen Exom-

Sequenzierung von 5 Familien, und (IV) funktionelle Kandidatengene. Letzteres sind Gene, die 

mögliche Mediatoren für einen gewebsspezifischen Pathomechanismus sein könnten. In 16 der 

56 Patienten wurden potentiell pathogene Mutationen in Genen identifiziert, die 

muskelspezifische NETs kodieren. Besonderes Interesse riefen die Gene PLPP7 (2 Patienten 

mit Mutationen) und TMEM38A (3 Patienten mit Mutationen) hervor, welche an der 

muskelspezifischen Organisation des Genoms beteiligt sind und deren Verlust zu 

Differenzierungsdefekten führt (Robson et al., 2016). In einem heterologen System (Maus-

Myoblasten) konnten wir nachweisen, dass identifizierte Mutationen (die jeweils nur eine 

Aminosäure betreffen) in diesen beiden Genen ausreichend sind, um die Relokalisation von 

Genen an die Kernmembran zu verhindern (Abbildung 17). 
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Abbildung 17: Mutationen in muskelspezifischen Kernmembranproteinen verändern deren Fähigkeit 

einzelne Gene an die Kernmembran zu rekrutieren. Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) für die 

Gene DDR2 (oberes Panel links) und PTN (unteres Panel links) für Wildtyp und mutiertes TMEM38A 

(oben) und PLPP7 (unten). Mittleres Panel: kumulative Frequenz der Distanz der Genloci zur 

Kernmembran. Rechtes Panel: Quantifizierung der Distanzen. Adaptiert aus (Meinke et al., 2020). 
 

 

Da bekannt ist, dass die Position einzelner Gene innerhalb des Genoms Auswirkungen auf ihre 

Expression hat (Robson et al., 2016), könnten die identifizierten Mutationen in den 

muskelspezifischen Kernmembranproteinen somit möglicherweise eine pathologische Kaskade 

auslösen. 

 Zusammenfassend konnten wir in diesem Projekt erfolgreich neue Gene identifizieren, 

die in EDMD mutiert sind. Weiterhin deuten die identifizierten Gene darauf hin, dass die 

Veränderung der Genomorganisation der primäre pathologische Mechanismus in EDMD ist. 

Diese Daten unterstreichen die Bedeutung muskelspezifischer Kernmembranproteine für eine 

normale Muskelentwicklung und Regeneration. 
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Transcriptome analysis in a primary human muscle cell differentiation model for  

myotonic dystrophy type 1 

Vanessa Todorow*, Stefan Hintze*, Alastair R. W. Kerr, Andreas Hehr,  

Benedikt Schoser & Peter Meinke† (2021) 

International Journal of Molecular Sciences, 22(16):8607. doi: 10.3390/ijms22168607. 

(†corresponding author) 

 

 

In diesem Projekt haben wir das Transkriptom proliferierender Myoblasten und differenzierter 

Myotuben aus primären Kontroll- und DM1-Muskelzellkulturen verglichen. Ziel war es, 

Veränderungen der Genexpression über das gesamte Genom hinweg in DM1 

Muskelzellkulturen zu identifizieren. Falls die von uns beobachtete Veränderung der 

Expression einzelner Kernmembranproteine und die strukturellen Veränderungen der 

Kernmembran funktionell relevant sind, postulierten wir, dass es zu generellen 

Expressionsveränderungen auf genomweiter Ebene kommt. Wir konnten in der Tat eine 

differentielle Expression (log2 fold change > ± 1) von 261 Genen in proliferierenden 

Myoblasten und 195 Genen in differenzierten Myotuben nachweisen (Abbildung 18). Die 

Überlappung der differentiell exprimierten Gene zwischen Myoblasten und Myotuben 

begrenzte sich dabei auf 40 Gene, was aber aufgrund der partiellen Reorganisation des Genoms 

während der Muskeldifferenzierung durchaus in die Hypothese der pathologischen 

Kernmembranveränderungen passen würde. 

Abbildung 18: Vulkan Plots für die differentielle Expression von Genen in DM1 Myoblasten (links) 

und Myotuben (rechts). Adaptiert aus (Todorow et al., 2021). 
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Eine weiterführende Analyse der Funktionen der differentiell exprimierten Gene ergab, dass 

unter anderem die extrazelluläre Matrix, verschiedene Signalwege (inklusive Fibrose) und die 

Organisation des Zytoskeletts betroffen sind – allerdings in Abhängigkeit des Zellzyklus der 

Muskelzellen. Da einerseits DMs aufgrund der MBNL/CELF Fehlregulation als 

„Spliceopathie“ angesehen werden, und andererseits bereits geringe Veränderungen (10%) 

einzelner Spleiß-Faktoren Auswirkungen auf zellulärer Ebene haben können (Anczuków et al., 

2012), haben wir eine „gene set enrichment“ Analyse mit Fokus auf Spleiß-Prozessen 

durchgeführt. Das ergab sowohl in Myoblasten als auch in Myotuben und einem zusätzlich 

genutzten Datensatz aus DM1 Muskelbiopsien eine deutlich komplexere Regulation des Spleiß-

Apparates als bisher angenommen. Gene, die Proteine für alternatives Spleißen kodieren, waren 

tendenziell hochreguliert, während Gene, die am konstitutiven Spleißen beteiligt sind, 

tendenziell runterreguliert waren (Figure 19). 

 

Abbildung 19: „Gene set Enrichment“ Analyse für Gene, die Proteine mit Funktionen im Spleißen 

kodieren, in DM1 Myoblasten, Myotuben und Muskelbiopsien (vergleichend zu gesunden Kontrollen). 

Adaptiert aus (Todorow et al., 2021). 

 

Da Spleißen (und insbesondere alternatives Spleißen) als sehr sensitiver Prozess angesehen 

wird (Chen and Manley, 2009), ist anzunehmen, dass die von uns beobachteten Veränderungen 

zusätzlich zur MBNL/CELF Fehlregulation zum Spleiß-Phänotyp in DM1 beitragen. Weiterhin 

zeigen diese Ergebnisse, dass ein Therapieansatz, der reife Muskulatur als Ziel nutzt, eventuell 

nicht ausreichend sein könnte, da die Fehlregulation bereits in früheren Stadien beginnt. Daher 

sollten auch Satellitenzellen als therapeutisches Ziel in Erwägung gezogen werden. 
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Metabolic, fibrotic and splicing pathways are all altered in Emery-Dreifuss muscular 

dystrophy spectrum patients to differing degrees 

Jose I. de las Heras, Vanessa Todorow, Lejla Krečinić-Balić, Stefan Hintze, 

Rafal Czapiewski, Shaun Webb, Benedikt Schoser, 

Peter Meinke & Eric C. Schirmer (2022) 

Human Molecular Genetics. doi: 10.1093/hmg/ddac264. Online ahead of print. 

 

 

EDMD kann durch Mutationen in mehreren Kernmembranproteinen verursacht werden und ist 

klinisch variabel. Frühere Versuche, mittels Genexpressionsanalyse einen gemeinsamen 

Pathomechanismus zu identifizieren, waren nicht erfolgreich (Bakay et al., 2006). In diesem 

Projekt haben wir primäre Muskelzellkulturen von 10 verschiedenen EDMD-Patienten (mit 

Mutationen in 7 verschiedenen Genen: LMNA, EMD, FHL1, SUN1, SYNE1, TMEM214 und 

PLPP7) und Kontrollen in vitro differenziert und eine Transkriptomanalyse der Myotuben 

durchgeführt. Der Versuchsaufbau wurde so gewählt, dass Effekte wie das Alter der Patienten 

zum Zeitpunkt der Probennahme, Differenzierungsdefekt (die den Anteil an differenzierten 

Zellen ausdünnen könnten) oder Kontamination anderer Gewebe ausgeschlossen wurden. In 

den 10 Zellkulturen konnten nur 3 Gene identifiziert werden, die in allen Proben gleichermaßen 

fehlreguliert waren. Um geteilte Pathomechanismen zu bestimmen, wurde eine Pathway-

Analyse durchgeführt. In allen Patientenzellkulturen waren Fibrose, Metabolismus, myogenes 

Signaling und Spleißen betroffen. Es wurden weiterhin 28 fehlregulierte miRNAs identifiziert. 

Die metabolischen Defekte wurden in einem erweiterten Probensatz in Zellkultur mittels 

SeaHorse-Messungen verifiziert (Abbildung 20A/B). 

 

Abbildung 20: Metabolische Defekte: (A) Expression nukleär kodierter mitochondrialer Gene, (B) 

reduzierte Basalatmung, Glykolyse und ATP-Produktion in primären EDMD-Muskelzellkulturen. 

Adaptiert aus (de Las Heras et al., 2022). 
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Die Expressionsveränderungen von Spleiß-Faktoren wurden weiter untersucht und 

interessanterweise waren sowohl MBNL- als auch CELF-kodierende Gene fehlreguliert, was 

eine überraschend klare Überlappung zu DM darstellt. Auch in EDMD waren alternative 

Spleiß-Faktoren tendenziell hochreguliert, während Gene, die am konstitutiven Spleißen 

beteiligt sind, tendenziell runterreguliert waren (Figure 21A). Sind die 

Expressionsveränderungen dieser Gene pathologisch relevant, so ist ein verändertes Spleißen 

zu erwarten. Wir konnten alternatives Spleißen verschiedener Gene identifizieren, insbesondere 

war das Auslassen einzelner Exons (exon skipping) und die Beibehaltung von Introns (intron 

retention) häufig (Figure 21B). Mehrere der fehlgespleißten Gene waren für die Muskulatur 

relevant, wie z.B. TTN, CAPN3, SGCA oder DMD (Figure 21C). 

Abbildung 21: (A) In EDMD fehlregulierte Gene, die Spleiß-Proteine kodieren; (B) Quantifizierung 

der verschiedenen Arten des differentiellen Spleißens, und (C) Liste der alternativen Spleiß-Events in 

differenzierten primären EDMD-Muskelzellkulturen. Adaptiert aus (de Las Heras et al., 2022). 
 

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass die EDMD-verursachenden Mutationen in 

verschiedenen Genen zur Fehlregulation unterschiedlicher Gene führen, was aber in einer 

Fehlregulation der gleichen Pathways resultiert. Dabei gibt es starke Überlappungen mit 

anderen neuromuskulären Erkrankungen, insbesondere der DM1. 
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Nuclear envelope transmembrane proteins involved in genome organization are misregulated 

in myotonic dystrophy type 1 muscle 

Vanessa Todorow, Stefan Hintze, Benedikt Schoser & Peter Meinke† (2023) 

Frontiers in Cell and Developmental Biology, doi: 10.3389/fcell.2022.1007331. 

(†corresponding author) 

 

Nachdem wir in DM1 Veränderungen der Expression von Kernmembranproteinen sowohl in 

proliferierenden Myoblasten als auch in differenzierten Myotuben nachweisen konnten (Hintze 

et al., 2018; Meinke et al., 2018), wollten wir nun untersuchen, ob die Kernmembran auch in 

final differenzierten DM1-Muskelfasern betroffen ist. Deshalb haben wir publizierte RNA-

Sequenzierungsdaten aus DM1-Muskeln (Wang et al., 2019a) hinsichtlich einer Beteiligung der 

Kernmembran bioinformatisch reanalysiert. Den Hauptfokus legten wir dabei auf 386 Gene, 

deren Proteine an der Muskelkernmembran identifiziert wurden (Wilkie et al., 2011; Korfali et 

al., 2012), und analysierten diese hinsichtlich Expression und Spleißen in DM1. Der 

vorhandene RNA-Sequenzierungsdatensatz enthielt auch klinische Daten zu Kraftgraden der 

Sprunggelenksmuskulatur als Korrelat einer Musculus tibialis anterior Parese. Entsprechend 

haben wir die Sequenzierungsdaten aus diesem Muskel für unsere Analysen verwendet, und die 

DM1-Patienten basierend auf ihrer Dorsalextensionsstärke in 3 Gruppen eingeteilt (100-75 = 

Proto-DM1; 75-25 = typische DM1; 25-0 = schwere DM1). Je schwerer die Muskelschwäche 

war, umso mehr Muskelkernmembranproteine waren differentiell exprimiert oder gespleißt 

(Abbildung 22). 

 

Abbildung 22: Anzahl an Muskel-Kernmembranproteinen, die in DM1-Muskelbiopsien des Musculus 

tibialis anterior differentiell exprimiert (links) oder gespleißt (rechts) sind. Die Anzahl der Gene ist 

jeweils nach Schweregrad der Muskelschwäche (100-75 = Proto-DM1; 75-25 = typische DM1; 25-0 = 

schwere DM1) in Gruppen eingeteilt, die Kreisdiagramme zeigen jeweils den Anteil an 

Transmembrandomänenproteinen der Kernmembran. Adaptiert aus (Todorow et al., 2023). 
 

Unter den fehlregulierten Kernmembranproteinen waren zwei Gruppen besonders auffällig: 

(I) Kernmembranproteine die den Zellkern mit dem Zytoskelett verbinden und 

(II) Kernmembranproteine die funktionell an der Genomorganisation beteiligt sind. Unter den 

Kernmembranproteinen, die den Zellkern mit dem Zytoskelett verbinden, befindet sich 
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Nesprin 1. Die Expression des Nesprin 1-kodierenden Gens SYNE1 korreliert negativ mit der 

Dorsalextensionsstärke. Je schwächer der Musculus tibialis anterior, umso stärker wurde 

SYNE1 exprimiert (Abbildung 23A). Allerdings waren für diese Hochregulation der 

Expression nicht alle Spleiß-Varianten dieses Multi-Isoform Gens verantwortlich, sondern eine 

komplexe Hoch- und Runterregulation mittlerer Isoformen, was wir auch mittels Western Blot 

in unabhängigen Muskelbiopsien bestätigen konnten (Abbildung 23B). Weiterhin auffällig war 

das Fehlspleißen eines muskelspezifischen Exons in SYNE1 (Simpson and Roberts, 2008; 

Duong et al., 2014) (Abbildung 23C). 

 

 

Abbildung 23: Nesprin 1 in DM1-Muskel, (A) Veränderung der SYNE1 Expression relativ zur 

Betroffenheit des Muskels (links) und Veränderung der Isoform-Expression (rechts). (B) Western Blot 

für eine ~ 70 kDa Nesprin 1-Isoform in unabhängigen DM1-Muskelbiopsien. (C) Auslassen des 

muskelspezifischen SYNE1 Exons „DV23“ in DM1-Muskel. Adaptiert aus (Todorow et al., 2023). 
 

Unter den Kernmembranproteinen, die funktionell an der Genomorganisation beteiligt sind, 

stachen besonders PLPP7 und TMEM38A hervor. Beide sind in EDMD mit Auswirkung auf 

die Genomorganisation mutiert (Meinke et al., 2020) und es gibt einen additiven Effekt, der 

Verlust von beiden Proteinen führt zu einem größeren Defekt als der Verlust nur eines dieser 

Proteine (Robson et al., 2016). Für sowohl PLPP7 als auch TMEM38A korrelierte die 

Expression mit der Dorsalextensionsstärke (Abbildung 24A/B). Wir konnten mittels Western 

Blot in unabhängigen Muskelbiopsien bestätigen, dass nicht nur die RNA, sondern auch die 

Proteinlevel betroffen sind (Abbildung 24A/B). Um zu testen, ob dies funktionell relevant ist, 

haben wir die in Mausmuskelzellen identifizierten Gene, die dort in ihrer Expression von 

PLPP7 und TMEM38a kontrolliert werden, verwendet. Diese Gene wurden mit den differentiell 
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exprimierten Genen in humanen Muskelbiopsien verglichen. Trotz der Unterschiede im 

Differenzierungsgrad (Myoblasten vs. final ausdifferenziertem Muskel) und der Spezies (Maus 

vs. Mensch) fanden wir einen Großteil dieser Gene in DM1 (in Abhängigkeit von der 

Bertoffenheit des Muskels) fehlreguliert (Abbildung 24C). Das deutet darauf hin, dass die 

Expressions-Veränderungen von PLPP7 und TMEM38a relevant die Genomorganisation in 

DM1-Muskel verändern und somit auch pathologisch hochrelevant sind. 

 

 

Abbildung 24: Expressionsveränderungen der Gene (A) PLPP7 und (B) TMEM38A relativ zur 

Betroffenheit des Muskels (links) und Western Blot in unabhängigen DM1-Muskelbiopsien für die 

beiden kodierten Proteine (rechts). (C) Überlappung der durch PLPP7 und TMEM38a in Mausmyotuben 

regulierten Gene mit den in DM1 differentiell exprimierten Genen nach Schwere der Betroffenheit des 

Muskels. Adaptiert aus (Todorow et al., 2023). 
 

Das zeigt, dass die Kernmembran in DM1 nicht nur in Myoblasten und Myotuben mit 

Auswirkungen auf die Erkrankung verändert ist, sondern auch in final ausdifferenziertem 

Muskel. Damit können wir Kernmembranveränderungen der Liste der beschriebenen 

Pathomechanismen in DM1 hinzufügen. Dass insbesondere in EDMD mutierte Gene in DM1 

fehlreguliert (differentiell exprimiert und/oder gespleißt) sind, weist auf die molekularen 

Überlappungen beider Erkrankungen hin. In Zukunft könnten Patienten mit beiden 

Erkrankungen von Therapieansätzen, die auf einzelne Pathomechanismen zielen, profitieren. 
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Zusammenfassung der habilitationsrelevanten Arbeiten 

 

Als Grundlage für die vorliegenden Arbeiten an DM1 war es zunächst notwendig, das von uns 

genutzte in vitro Modellsystem der primären humanen Muskelzellkulturen für myotone 

Dystrophie Typ 1 (DM1) aufgrund der vorliegenden Gewebsmosaike zu verifizieren. Wir 

konnten zeigen, dass die primären Muskelzellkulturen die Repeatlänge im final differenzierten 

Muskel widerspiegeln und sich damit als Modellsystem eignen (Hintze et al., 2021). 

In den folgenden Arbeiten konnte gezeigt werden, dass die Kernmembran in DM1 

während verschiedener Stadien der Muskeldifferenzierung betroffen ist (Abbildung 25). In 

proliferierenden Myoblasten kommt es zu strukturellen Veränderungen der Kernmembran: 

Membraneinkerbungen, welche die Oberfläche der Kernmembran vergrößern und mit einem 

Verlust der Proliferationsfähigkeit einhergehen. Der Anteil an Zellkernen mit diesen 

strukturellen Veränderungen korreliert mit der CTG-Repeatlänge, welche wiederrum mit der 

Schwere und dem Manifestationszeitpunkt der Erkrankung korreliert (Meinke et al., 2018). Die 

Lokalisierung von SERCA- und Ryr- Proteinen (welche beide in DM1 fehlgespleißt werden) 

in ähnlichen, aber funktionellen Strukturen in glatter Muskulatur lässt vermuten, dass 

Kernmembranproteine (NETs) an der Ausbildung dieser Strukturen beteiligt sind (Duan et al., 

2019). In differenzierten Myotuben ließen sich ebenfalls Veränderungen der Kernmembran 

nachweisen, und die differentielle Expression von Nesprin-Isoformen (welche den Zellkern mit 

dem Zytoskelett verbinden und somit strukturell relevant sind) lieferte einen weiteren Hinweis 

darauf, dass die Expression von NETs an diesem Phänotyp beteiligt ist (Hintze et al., 2018). In 

final differenzierten DM1 Muskelfasern waren je schwerer die Muskelschwäche war, umso 

mehr NETs differentiell exprimiert oder gespleißt. Dabei waren insbesondere NETs, welche 

den Zellkern mit dem Zytoskelett verbinden, und muskelspezifische NETs, welche funktionell 

an der gewebsspezifischen Genomorganisation beteiligt sind (insbesondere TMEM38a und 

PLPP7), betroffen (Todorow et al., 2023). Die Auswirkung der Fehlregulation letzterer ließ sich 

mittels Expressionsveränderungen der durch diese muskelspezifischen NETs regulierten Gene 

nachweisen. Diese Arbeiten zeigen, dass die Veränderungen der Kernmembran ein relevanter 

Faktor in der molekularen Pathogenese von DM1 sind. 

 In einem weiteren Teil dieser Arbeit wurden muskelspezifische NETs als funktionelle 

Kandidaten für eine weitere neuromuskuläre Erkrankung, Emery-Dreifuss Muskeldystrophie 

(EDMD), untersucht. Dabei wurden unter anderem Mutationen in TMEM38a und PLPP7 

identifiziert und es konnte gezeigt werden, dass die identifizierten Mutationen in diesen beiden 

Proteinen ausreichend sind, um die Genomorganisation im Muskel zu beeinträchtigen (Meinke 
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et al., 2020). Transkriptomanalysen von primären DM1- und EDMD-Muskelzellkulturen 

zeigten ähnliche betroffene Pathways, insbesondere waren Spleiß-Faktoren in beiden 

Erkrankungen ähnlich fehlreguliert: alternative Spleiß-Faktoren waren tendenziell 

hochreguliert, während Gene, die am konstitutiven Spleißen beteiligt sind, tendenziell 

runterreguliert waren (de Las Heras et al., 2022; Todorow et al., 2023). Das zeigt eine komplexe 

Überlappung der molekularen Pathologie zwischen DM1 und EDMD und wirft die Frage auf, 

was primäre und was sekundäre Effekte in den jeweiligen Erkrankungen sind. Unabhängig 

davon ergeben sich durch diese Arbeiten mögliche Biomarker sowie therapeutische Ziele für 

DM1 und EDMD. 

 

 

 

Abbildung 25: Hypothetisches Zusammenspiel verschiedener Faktoren, die in DM1 zum Phänotyp der 

Muskelschwäche führen. Adaptiert aus (Todorow et al., 2023). 
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CELF1   CUGBP Elav-like family member 1 
 

CDM   kongenitale myotone Dystrophie 
 

circRNA   zirkuläre RNA 
 

CNBP   CCHC-type zinc finger nucleic acid binding protein 
 

DNA   deoxyribonucleic acid (Desoxyribonukleinsäure) 
 

DM   myotone Dystrophien 
 

DM1   myotone Dystrophie Typ 1 
 

DM2   myotone Dystrophie Typ 1 
 

DMPK   Dystrophia-myotonica-proteinkinase 
 

EDMD   Emery-Dreifuss Muskeldystrophie 
 

ER   endoplasmatisches Retikulum 
 

MBNL   Muscleblind Like Splicing Regulator 
 

mRNA   messenger-RNA 
 

miRNA   microRNA 
 

NET   nuclear envelope transmembrane protein (Transmembrandomänen- 

Kernmembran-Protein) 
 

RAN-Translation Repeat-associated non-AUG Translation 
 

RNA   ribonucleic acid (Ribonukleinsäure) 
 

siRNA   small interfering RNA 
 

shRNA   small hairpin RNA 
 

TAD   topologisch assoziierten Domäne 
 

TC-NER   transkriptions-gekoppelte Nukleotidexzisionsreparatur
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