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1. Mein personlicher Beitrag zu den Publikationen

1.1

Beitrag zu Paper I

Meinen personlichen Beitrag an der Verdffentlichung ,,Isolation and Characterization of

Primary DMDpig Muscle Cells as an in-vitro Model for Preclinical Research on

Duchenne Muscular Dystrophy* (Donandt et al. 2022) kann man zusammenfassend wie

folgt darstellen:

1.

Entnahme von verschiedenem Muskelgewebe bei zahlreichen Schweinen mit
Duchenne Muskeldystrophie (DMDpigs) und deren Wildtyp-Geschwistern (WT) und
dessen Kryokonservierung fiir den Aufbau einer Muskelbank fiir das translationale
Groftiermodell DMDpig am Friedrich-Baur-Institut (FBI) (Abbildung 1 & 2 des Pa-
pers I).

Ansetzen zahlreicher primérer Satellitenzellkulturen aus zuvor entnommenem por-
cinem Muskelgewebe und dabei eine fortschreitende Optimierung der Methodik fiir
das Anlegen von porcinen Myoblasten-Primérkulturen (siche Methodenteil in Paper
D).

Test von 36 verschiedenen Beschichtungsvarianten fiir einen optimalen Differenzie-
rungsprozess und danach Etablierung der vielversprechendsten Beschichtungsme-
thode (Fibronektin) als Standard-Protokoll fiir porcine Muskelzellkulturen (Ergebnis:
Abbildung 6 & 7 des Papers I).

Anzucht und Differenzierung von porcinen Zelllinien des WTs {iber 45 Tage hinweg,
um den optimalen Zellernte-Zeitpunkt zu identifizieren, an welchem Dystrophin im
Zelllysat via Western Blot (WB) nachweisbar ist (Ergebnis: 4. — 6. Tag der Differen-
zierung, siche Abbildung 5 des Papers I).

Anzucht von je zwei Zelllinien des porcinen WTs und DMDpigs iiber je acht Passa-
gen und danach Differenzierung jeder Zelllinie bis zu Tag acht mit téglicher Doku-
mentation durch Fotoaufnahmen unter dem Lichtmikroskop (Ergebnis: Abbildung 3
& 5 des Papers ).

Charakterisierung der in-vitro Kulturen durch Myogenitét, Proliferation und Diffe-
renzierungsgrad liber acht Passagen hinweg mittels Immunfluoreszenzfarbung (IF)
nach vorangehender Etablierung der Methode fiir einen Myosin, Desmin und Ki-67-
Antikorper (Ergebnis: Abbildung 4 & 5 des Papers I).

Vergleich von Myogenitét und Proliferation verschiedener Kulturen auf Unterschiede
in Bezug auf WT vs. DMDpig, Muskeltyp, Alter der Tiere bei Probenentnahme und
Entwicklung der Kulturen iiber mehrere Passagen hinweg mittels IF (Ergebnis: Ab-
bildung 1 & 4 des Papers I).
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10.
11.
12.

13.

Optimierung der WB-Methodik zum Protein-Nachweis von Dystrophin und Utrophin
mit Testung und Etablierung verschiedener Dystrophin- und Utrophin-Antikorper auf
deren Anwendbarkeit und Funktionalitit in der Spezies Schwein (als Vorbereitung
der Ergebnisse in Abbildung 5 & 8 des Papers I).

Systematischer Test von myogenen Zelllysaten von WT und DMDpigs im Western
Blot auf mogliche Unterschiede im Proteingehalt (Dystrophin & Utrophin) nach Alter
der Tiere, Dauer der Differenzierung und Anzahl der Passagen vor Zellernte (Ergeb-
nis: Abbildung 5 & 8 des Papers I).

Auswahl und Zusammenfassung der Ergebnisse fiir die Verdffentlichung.

Entwurf der Darstellungen fiir den Ergebnisteil.

Verfassen des ersten Entwurfs des Manuskripts fiir die weitere Bearbeitung durch
meine Koautoren.

Fortlaufende Mitarbeit bei der Erginzung der gewiinschten Anderungen am Manu-

skript, beim Einreichungsprozess und beim Revisionsprozess.
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1.2

Beitrag zu Paper 11

Meinen personlichen Beitrag an der Verdffentlichung ,,Nuclear Small Dystrophin

Isoforms during Muscle Differentiation* (Donandt et al. 2023) kann man zusammenfas-

send wie folgt darstellen:

1.

Anziichten von porcinen, murinen und humanen myogenen Zellkulturen bis hin
zu Tag sechs der Differenzierung mit tiglichem Ernten von Coverslips jeder Zell-
linie und tiglicher Ernte von Zelllysaten je Zelllinie (als Vorbereitung der Ergeb-
nisse in Abbildung 1 & 2 des Papers II).

Etablierung eines Protokolls fiir IF mit verschiedenen Dystrophin-Antikdrpern in
murinen, porcinen und humanen Myoblasten (als Vorbereitung des Ergebnisses
in Abbildung 1 des Papers II).

Fixieren und IF von bewachsenen Coverslips (Reihenfarbung jeder der drei Spe-
zies) mit anschlieBender Fotodokumentation am IF-Mikroskop (Ergebnis: Abbil-
dung 1 des Papers II).

Extraktion und Separierung von Zellkernen zum restlichen Zelllysat je Differen-
zierungstag und Spezies mit zuvor angepasster Methode (als Vorbereitung des
Ergebnisses in Abbildung 2 des Papers II).

Anpassen des Protokolls fiir den WB zum Nachweis von Dystrophin in Zellkernen
(als Vorbereitung des Ergebnisses in Abbildung 2 des Papers II).

Reihentest von murinen, humanen und porcinen Zellkernlysaten im WB je Diffe-
renzierungstag zum Nachweis der Entwicklung des Dystrophin-Gehalts in
myogenen Zellkernen (Ergebnis: Abbildung 2 des Papers II).

Auswahl und Zusammenfassung der Ergebnisse fiir die Verdffentlichung und Ent-
wurf der Darstellungen fiir den Ergebnisteil.

Verfassen des ersten Entwurfs des Manuskripts fiir die weitere Bearbeitung durch

meine Koautoren.

. Fortlaufende Mitarbeit bei der Ergéinzung der gewiinschten Anderungen am Ma-

nuskript, beim Einreichungsprozess und beim Revisionsprozess.
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2. Einleitung: Ein translationales Grof3tiermodell fiir die

Duchenne Muskeldystrophie

2.1 Die Duchenne Muskeldystrophie

Die Duchenne Muskeldystrophie (DMD) ist eine seltene X-chromosomal vererbte, pro-
gressiv verlaufende neuromuskuldre Erkrankung, welche sich durch eine starke fort-
schreitende Muskelschwiche mit todlichem Verlauf dufert und fast nur Jungen betriftt.
Die Erkrankung wird durch ein Defizit oder auch nur unzureichende Expression des
Cytoskelett-Proteins Dystrophin verursacht, welches Kraft, Stabilitidt und Funktionalitét
der Muskelfasern ermdglicht (Birnkrant et al. 2018b).

DMD ist die am héufigsten auftretende seltene neuromuskuldre Erkrankung mit
1:3.600-6.000 Fillen (Duan et al. 2021; Fox et al. 2020). In Deutschland (D) wird von
etwa 1.500-2.000 Betroffenen ausgegangen. Eine retroperspektivische Studie ergab fiir
das Jahr 2001 in D die hochste Inzidenz fiir DMD mit einem Fall pro 3.891 ménnlichen
Lebendgeburten (Konig et al. 2019). Internationale Studien geben eine Pridvalenz fiir
DMD von 1:6.289 bzw. 1:5.128 an (Mendell et al. 2012; Moat et al. 2013; Ryder et al.
2017). In D gibt es fiir DMD-Patienten ein Patientenregister (TREAT-NMD: www.dmd-
register.de), welches mit Stand Juli 2023 766 Patienten im Alter von 0 — 45 Jahren und
mit genetisch bestétigter Diagnose DMD umfasste. Anhand dieser Daten konnte be-
stimmt werden, dass in D im Durchschnitt im Alter von 3 Jahren die ersten Symptome
auftraten und die Diagnose DMD dann durchschnittlich im Alter von 3,5 Jahren gestellt
wurde. Internationale Studien ergaben, dass sich erste Symptome im Durchschnitt schon
ab 2,5 Jahren zeigten, aber die bestitigte Diagnose DMD durchschnittlich erst im Alter
von 5 Jahren gestellt wurde (Hiebeler et al. 2023).

Bei der milderen allelischen Form der Erkrankung, der Becker Muskeldystrophie
(BMD), liegt ebenfalls eine Mutation im DMD-Gen vor. Dabei handelt es sich aber um
eine sogenannte ,,in-frame Mutation®, bei der der Leserahmen erhalten bleibt (kein sog.
»frameshift). Somit werden verkiirzte und damit partiell funktionelle Formen des Pro-
teins Dystrophin exprimiert, was in Folge zu einem milderen Phénotyp fiihrt. Daher ist
BMD die mildere Form der DMD, aber mit einer groferen Variabilitdt an Symptomen
und deutlich langsamerem Verfall des Muskelgewebes (Bushby et al. 1993; Comi et al.
1994). Die Pravalenz von BMD liegt bei 1:20.000 (Moat et al. 2013).

2.1.1 Krankheitsbild und Verlauf

Innerhalb der ersten zwei Lebensjahre haben DMD-Patienten in der Regel - mit Aus-
nahme einer eventuellen unspezifischen Entwicklungsverzogerung - keine motorischen

Einschrankungen. Erste motorische Probleme treten dann meist im Alter von 3 - 10 Jahren
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in Form von Muskelschwiche beim Laufen, Aufstehen (Gowers-Manover) und beim
Treppensteigen auf (Birnkrant et al. 2018b). Teilweise zeigen die Jungen schon friih in
der Entwicklung auch kognitive Einschrdnkungen oder erlernen das Sprechen schlechter
als gleichaltrige Kinder (Ziegler et al. 2023). Gelegentlich wird die DMD im friihkindli-
chen Alter als Zufallsbefund nach der Diagnose einer deutlich erh6hten Kreatinkinase
(CK-Werte) entdeckt (Hiebeler et al. 2023). Heutzutage werden 80 % aller Diagnosen
iiber einen molekulargenetischen Test gestellt, sehr selten nur noch tiber den klassischen
Weg der Muskelbiopsie (Hiebeler et al. 2023; Birnkrant et al. 2018b). Idealerweise sollten
die Patienten spatestens nach Diagnosestellung an ein spezialisiertes Zentrum tiberwiesen
werden, wo eine umfangreiche symptomatische Therapie und notwendige Folgeuntersu-
chungen (kardiologisch, orthopddisch, eventuell chirurgisch, endokrinologisch, urolo-
gisch, psychologisch, physiotherapeutisch und erndhrungsberatend) angewiesen und ge-
steuert werden konnen (Birnkrant et al. 2018a).

Die meisten DMD-Patienten verlieren im Alter von 8 - 12 Jahren die Gehfahigkeit
und haben erste erhebliche Verdnderungen am Skelett (Skoliosen), nach der ersten De-
kade ldsst die Funktion der oberen Extremitéten nach. Ab dem Alter von ca. 15 Jahren
wird meist eine nédchtliche nicht-invasive Beatmung erforderlich. Ab dem 20. Lebensjahr
wird vornehmlich eine 24-stiindige, ggf. auch invasive Beatmung notwendig und damit
steigt zunehmend das Risiko an kardinalen oder respiratorischen Komplikationen zu ver-
sterben (Walter et al. 2017). Die Lebenserwartung von DMD-Patienten lag vor einigen
Jahren noch bei unter 20 Jahren, stieg aber inzwischen dank verschiedener — nicht-kau-
saler - Therapiemdglichkeiten auf bis zu tiber 40 Jahre an (Birnkrant et al. 2018c; Saito
etal. 2017).

Histologische Farbungen der Skelettmuskulatur aus Muskelbiopsien von DMD-Pati-
enten zeigten Entziindungsparameter, Hypertrophie der Muskelfasern und einen fettigen-
fibrotischen Umbau der Muskulatur (Guiraud et al. 2015a; Gao et al. 2015), ebenso wie
im Durchmesser kleinere, sich regenerierende Muskelfasern mit zentral-liegenden Zell-

kernen und immunhistochemisch das Fehlen von Dystrophin (Blake et al. 2002).

2.1.2 Genetik

Das Dystrophin-kodierende Gen (DMD) auf dem X-Chromosom ist mit ca. 2,5 Millionen
Basenpaaren (Mb) und 79 Exons, entsprechend ca. 1-5 % des gesamten X-Chromosoms,
das groBite Gen des menschlichen Erbguts (Muntoni et al. 2003). Dystrophin wird haupt-
sdchlich in Skelett- und Herzmuskulatur sowie im Gehirn exprimiert (Bies et al. 1992;
Torelli et al. 1999).

DMD wird gonosomal-rezessiv vererbt. Ein deutlicher Phéanotyp tritt bei weiblichen
DMD-Patientinnen daher aufgrund der Inaktivierung eines X-Chromosoms nur selten auf
(Duan et al. 2021). Meist sind die Miitter der DMD-Patienten Ubertriiger, sogenannte

Carrier, und werden erst nach der Befundung ihrer S6hne als DMD-Carrier diagnostiziert.
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Selten wird bei ihnen erst dann z. B. eine Kardiomyopathie aufgrund von spezielleren
Untersuchungen als DMD-Befund diagnostiziert (Ishizaki et al. 2018). In der Regel haben
Konduktorinnen neben einer fakultativen Kardiomyopathie keine oder nur milde Sym-
ptome von DMD (Sarkozy et al. 2023).

Es sind mehr als 7.000 individuelle kausative Mutationen fiir DMD identifiziert wor-
den, welche grofBitenteils in Form von Deletionen sowie Duplikationen und Punktmuta-
tionen vorkommen (Ziegler et al. 2023). Die individuellen Mutationen fallen in zwei Ka-
tegorien: Grof3e Mutationen mit einem oder mehreren beteiligten Exon(s), die ca. 75 %
der Mutationen ausmachen, und kleine Mutationen, sogenannte Nonsense-Mutationen,
die weniger als ein Exon beinhalten (Bladen et al. 2015). Der Bereich mit dem héchsten
Anteil an Mutationen liegt zwischen Exon 45 —55, weshalb erste Gentherapieansitze auch
genau fiir diesen Bereich entwickelt wurden, um moglichst viele DMD-Patienten errei-
chen zu kénnen (Nakamura et al. 2017; Walter et al. 2017).

2.1.3 Dystrophin und der DMD-Pathomechanismus

DMD wird durch DMD-Mutationen verursacht, welche in der Regel zu einem vorzeitigen
Stopcodon und damit zum Fehlen von Dystrophin fithren. Der Verlust des Dystro-
phin-Proteins verhindert eine stabile Verbindung zwischen Sarkolemm und Cytoskelett
der Muskelzelle, wodurch die Stabilitdt und Funktionalitit der Muskelfaser beeintriachtigt
werden. Dystrophin verbindet dabei als wesentliche Komponente des sog. Dystrophin-
Glykoprotein-Komplexes (DGC) das cytoskelettidre F-Actin mit der extrazelluliren Ma-
trix (Duan et al. 2021). Das vom DMD-Gen kodierte Dystrophin-Protein ist rod-shaped
und besteht aus vier Doménen: der N-terminalen Aktin-Bindungsdomaéne, einer stabfor-
migen Doméne bestehend aus 24 Spektrin-dhnlichen Wiederholungen und vier Verbin-
dungs- (oder Scharnier-) Doménen, einer Cystein-reichen Domine, die mit Dystroglycan-
und Sarkoglycan-Komplexen interagiert, und der C-terminalen Doméne, die mit dem
Syntrophin-Komplex und Dystrobrevin interagiert (Campbell 1995) (Abbildung 1).

Es wird angenommen, dass der DGC wihrend der Muskelkontraktion als Membran-
stabilisator und/oder als Ubertriiger von Signalen von der extrazelluliren Matrix zum
Muskelcytoplasma {iber intrazelluldre Signalmolekiile fungiert. Der Verlust von Dystro-
phin fiihrt dazu, dass die Membran aufgrund mechanischer oder hypoosmotischer Bela-
stung undicht wird. Folglich wird die Ca®*-Permeabilitit erhoht und verschiedene Ca*'-
abhingige Proteasen wie Calpain werden aufgrund des Dystrophin-Mangels aktiviert
(Nakamura et al. 2011). Dadurch wird der Muskel einem permanenten Stress ausgesetzt,

was ihn letztlich verletzt und somit eine Entziindungsreaktion hervorrutt.
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Abbildung 1: Vereinfachte Darstellung des Dystrophin-Glykoprotein-Komplexes. (Stirm et al. 2022).

Das DMD-Gen kodiert verschiedene Protein-Isoformen (Dystrophin-Protein (Dp)
427, Dp 260, Dp 140, Dp 116, Dp 71, Dp 40) (Blake et al. 2002; Doorenweerd et al.
2017). Es gibt einen Zusammenhang zwischen den Dystrophin-Isoformen Dp 140 und
Dp 70 mit der Ausprigung des kognitiven Phinotyps bei DMD-Patienten (Taylor et al.
2010) und die Schwere der kognitiven Einschrankung steht in positiver Korrelation zum
Fortschritt des motorischen Phénotyps in der kindlichen Entwicklung (Chesshyre et al.
2022). Jedoch bedarf das Verstindnis der genauen Auswirkungen der verschiedenen
DMD-Mutationen auf die Expression der einzelnen Dystrophin-Isoformen und den Phé-

notyp der DMD noch weiterer Forschung.

2.1.4 Utrophin

Bei Utrophin handelt es sich um ein zu Dystrophin homologes Protein, welches funktio-
nell partiell redundant zu Dystrophin vorkommt. Utrophin hat wie auch Dystrophin struk-
turell dhnliche N-terminale, Cystein-reiche und C-terminale Doménen (Love et al. 1989)
und beide Proteine teilen viele Bindungspartner, wie B-Dystroglycan, a-Dystrobrevin-1
und F-Actin (Ervasti 2007). Utrophin und Dystrophin werden jedoch unterschiedlich ex-
primiert: Utrophin wird in der Embryonalphase am Sarkolemm exprimiert und nach der
Geburt durch Dystrophin ersetzt (Schofield et al. 1993). Im Erwachsenenalter wird Utro-
phin in einer Vielzahl von Geweben exprimiert, wie Utrophin (Isoform A) an den
neuromuskuldren Endplatten der Muskeln (Nguyen et al. 1991) und Utrophin (Isoform
B) in den Endothelzellen (Weir et al. 2002). Nach Verletzungen wird die
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Utrophin (Isoform A)-Expression am Sarkolemm in regenerierenden Myofasern wieder
aktiviert (Guiraud et al. 2015b).

In Abwesenheit von Dystrophin ist die Utrophin (Isoform A)-Expression am Sarko-
lemm in Mausmodellen fiir DMD (mdx-Maus) als Teil des Regenerationsprozesses hoch-
reguliert (Helliwell et al. 1992). Mdx-Méuse, die Utrophin im Vergleich zum WT drei-
bis vierfach iiberexprimieren, entwickeln keine Muskeldystrophie (Tinsley et al. 1998).
Auch zeigt eine Uberexpression von Utrophin im murinen Gewebe keine Toxizitit
(Fisher et al. 2001). Des Weiteren haben Studien gezeigt, dass eine friihe Zugabe von
Utrophin in mdx-Méusen pathologische Verdanderungen verhindern kann (Squire et al.
2002; Guiraud et al. 2015b). Aufgrund dieser Ahnlichkeit und dieser vielversprechenden
Ergebnisse spielt das Protein Utrophin bei der Therapieentwicklung fiir DMD eine wich-
tige Rolle (Walter 2018).

2.1.5 Therapiemoglichkeiten

DMD kann bislang nicht urséchlich therapiert werden (Ziegler et al. 2023). Dennoch hat
sich die Lebenserwartung und Lebensqualitdt der DMD-Patienten in den letzten Jahren
deutlich verbessert. Neben der moglichst frithen Diagnosestellung werden Patienten mit
einem koordinierten multidisziplindren Versorgungsansatz behandelt, um Krankheitsma-
nifestationen und moglichen Komplikationen optimal entgegenzuwirken. Eine Betreuung
durch auf DMD spezialisierte Zentren in Kooperation mit Neurologen, Physiotherapeu-
ten, Lungenfachdrzten, Kardiologen, ggf. Chirurgen, Orthopéden sowie psychosozialer
und erndhrungstherapeutischer Beratung ermdglicht eine deutliche Verbesserung des Lei-
dens von DMD-Patienten. Die Behandlung mit Glucocorticoiden, iiberwiegend ab dem
5. Lebensjahr, sowie in spateren Erkrankungsstadien eine Heimbeatmung komplementie-
ren die Situation aktuell fiir die Patienten (Birnkrant et al. 2018b; Birnkrant et al. 2018a;
Birnkrant et al. 2018c).

In den letzten Jahren gab es nun verschiedene neue Therapieansétze, um DMD erst-
mals auch kausal zu behandeln. Dabei gibt es drei Strategien: Die Wiederherstellung der
Dystrophin-Expression durch eine Gen-Regulation, Verfahren der Gen-Editierung, z. B.
durch Einsatz der ,,Genschere* (CRISP/Cas9-Technologie), sowie Gen-Addition, durch
z. B. Einbringen einer funktionsfdhigen Version des DMD-Gens mit Hilfe von Adeno-
assoziierte Dependoparvoviren (AAV) -Vektoren. Vor allem die Genadditionstherapie
mit einem Mini-/Mikrodystrophin bietet sich fiir DMD an, weil man zum einen das 2,5
Mb grofle DMD-Gen aufgrund seiner Grof3e nicht in klassischen AAV-Vektoren verpak-
ken kann und zum anderen von der milderen BMD weil3, dass auch grof3e Mutationen des
DMD-Gens einen milden Verlauf der Erkrankung verursachen kdnnen, solange der Le-
serahmen des DMD-Gens erhalten bleibt (eine sog. ,,in-frame* Mutation) (Deng et al.

2022). Es befinden sich daher vier solcher DMD-Transgenvarianten in der klinischen Prii-
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fung (Ziegler et al. 2023). Eine davon erhielt im Juni 2023 eine bedingte Zulassung (,,con-
ditional approval) der U.S. Food and Drug Administration (FDA) mit der Auflage, wei-
tere Studienergebnisse iiber die Wirksamkeit liefern zu miissen. Elevidys von Sarepta ist
damit die erste fiir DMD zugelassenen Gentherapie, allerdings ist sie vorerst nur fiir vier-
und fiinfjdhrige noch gehfahige Patienten als einmalige Behandlung zugelassen und ent-
hilt eine Kontraindikation bei Patienten mit einer Deletion der Exons 8 und/oder 9 des
DMD-Gens (U.S. Food and Drug Administration, 2023).

Des Weiteren gibt es verschiedenen Exon-Skipping und ,,read-through*-Therapiean-
satze fir DMD. Exon-Skipping-Préparate ermdglichen eine Dystrophin-Expression auf
mRNA-Ebene, indem synthetische Antisense-Oligonukleotide (AON) spezifisch an ein
gezieltes Exon binden, was zum Uberspringen (,,skipping*‘) beim Ablesen des geblockten
Exons fiihrt. Eine Leserahmenverschiebung des DMD-Gens wird somit unter Verlust ei-
nes zusitzlichen Exons in eine ,,in-frame*-Deletion ohne Leserahmenverschiebung um-
gewandelt (Aartsma-Rus et al. 2009). Es gab verschiedene AON-Wirkstoffe in der klini-
schen Priifung, jedoch haben diese ihre klinischen Endpunkte nicht oder nur unzureichend
erreicht. Daher gibt es nun neuere Priparate in klinischen Priifstudien, welche weiterent-
wickelt wurden, um durch Peptidkonjugation eine bessere Wirksamkeit in der querge-
streiften Muskulatur zu erzielen (Ziegler et al. 2023).

Die Europédische Arzneimittel-Agentur (EMA) hat das oral-einzunehmende Medika-
ment Translarna™ (Ataluren) fiir DMD-Patienten mit einer Nonsense-Mutation im Jahr
2014 zugelassen (European Medicines Agency, 2014). Allerdings ist die ,,read-through*-
Therapie, die ein Stopcodon iiberliest und damit zu einer partiellen Dystrophinexpression
fihrt, nur fiir ca. 11% der DMD-Patienten ab einem Alter von zwei Jahren und erhaltener
Gehfahigkeit einsetzbar (McDonald et al. 2017; McDonald et al. 2022).

Daneben gibt es intensive Bemiihungen eine DMD-Therapie zu entwickeln, die die
dystrophe Pathologie verringert und Muskelmasse und -funktion verbessert. Bei diesen
symptomatischen Therapieansidtzen sollen mit anti-inflammatorischen, antioxidativen
oder anti-fibrotischen Wirkstoffen Sekundédrkomplikationen der DMD verhindert werden
(Ziegler et al. 2023). Corticosteroid-Therapien verbessern zwar die Muskelfunktion und
verldngern die Gehfahigkeit der Patienten, jedoch haben sie eine Vielzahl an Nebenwir-
kungen und kénnen DMD nicht kausal therapieren (Zhang et al. 2021; Angelini et al.
2012). Synthetische Steroide neuerer Generationen wie Vamorolone sind vielverspre-
chende zukiinftige Wirkstoffe (Hoffman et al. 2019), die unabhéngig von Dystrophin und
der zugrunde liegenden Mutation wirken. Weitere hoffnungsvolle Therapieansitze fiir
DMD sind auch Inhibitoren von NF-kB als Entziindungshemmer (Vandewalle et al. 2018;
Finanger et al. 2019), anti-Myostatin Antikorper, um das Muskelwachstum anzuregen
(Murphy et al. 2010; Wagner et al. 2020), und anti-CTGF-Antikorper gegen fibrotisches
Wachstum (Morales et al. 2013). Die Hoch-Regulierung von Utrophin als Ersatztherapie

fiir fehlendes Dystrophin ist ein weiterer aussichtsreicher Therapieansatz in Tierversu-
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chen (Muntoni et al. 2019; Verhaart et al. 2019), dessen Wirksamkeit in humanem Ge-
webe bisher leider nicht bewiesen werden konnte (Markati et al. 2022). Die Givinostat
Therapie (ein Histon-Deacetylase-Inhibitor) wurde bereits fiir DMD von der FDA zuge-
lassen, nachdem sich der Muskelanteil gegeniiber fibrotischem Gewebe in Muskelbiop-
sien nach der oralen Gabe des Medikaments erhoht hat (Deng et al. 2022).

Fiir BMD hat das Préparat Follistatin als Inhibitor des Myostatin-Signalwegs vielver-
sprechende Ergebnisse geliefert, was es auch fiir DMD zu einem interessanten Medika-
ment machen konnte (Mendell et al. 2015; Al-Zaidy et al. 2015).

Schlussendlich sind zwar eine Vielzahl an Medikamenten-Studien mit vielféltigen
und vielversprechenden Ansdtzen in verschiedenen Priifphasen, aber keine Medikation
kann DMD aktuell heilen. Die grolen Hemmschwellen fiir den Durchbruch einer erfolg-
reichen DMD-Therapie sind neben der Grofle des DMD-Gens die Vertriglichkeit der
Therapie, der richtige Zeitpunkt der Medikation, die Dosierung sowie die Haufigkeit der
Medikamentengabe und die tatsdchliche Wirksamkeit mit einer Verbesserung der klini-
schen Symptome (Markati et al. 2022; Ziegler et al. 2023).
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2.2 Tiermodelle fiir die Duchenne Muskeldystrophie

Fiir DMD gibt es eine relativ gro3e Auswahl an natiirlichen und kiinstlich hergestellten
Saugetier-Modellen, wie z. B. Tiermodelle von Maus, Ratte, Kaninchen, Katze, Affe,
Hund und Schwein (Nakamura et al. 2011). Fiir die Therapieentwicklung ebenso wie fiir
die Grundlagenforschung sind gute Tiermodelle unerlésslich. Tiermodelle sind von gro-
Ber Bedeutung fiir die Entwicklung neuer zielgerichteter Therapien, um das Fortschreiten
einer Krankheit zu verhindern und ihre pathologischen Mechanismen besser zu verstehen
(Wells 2018). Auch Sicherheits- und Wirksamkeitsprognosen iiber neue Therapeutika er-
fordern zuverldssige Tiermodelle, die die dargestellte Situation am Patienten nachstellen
konnen sowie Hinweise auf Biomarker, physiologische Prozesse, pathologische Verin-
derungen und die Reaktion auf therapeutische Maflnahmen geben konnen (Aigner et al.
2010).

In den letzten Jahren haben sich hauptséchlich drei Tiermodelle fiir die Forschung an
DMD manifestiert: erstens die ,,X-Chromosom-linked Muskeldystrophie-Maus* (,,mdx-
Maus*), zweitens der ,,Golden Retriever Muskeldystrophie Hund* (,, GRMD-Hund*) und
zum Dritten das von unserer Arbeitsgruppe neu entwickelte Schweinemodell mit Deletion
des Exon 52 im DMD-Gen (,,DMDpig®).

2.2.1 Murine Modelle

Bei der mdx-Maus besteht eine spontan entstandene Nonsense-Mutation in Exon 23 des
DMD-Gens (Bulfield et al. 1984). Dieses Modell wurde seit {iber 30 Jahren umfangreich
charakterisiert und untersucht, auch weil sich Nagetiere einfach halten und reproduzieren
lassen und weil Mausmuskelzellen in-vifro unkompliziert zu bearbeiten sind
(Zaynitdinova et al. 2021). Obwohl die mdx-Maus ein gutes biomedizinisches Modell fiir
DMD ist, zeigen diese Méuse keine eindeutigen klinischen Anzeichen einer Muskeldy-
strophie (Wells 2018). Der Phianotyp der mdx-Maus ist viel milder als bei DMD-Patienten
(Bulfield et al. 1984). Histopathologische Merkmale von DMD, wie eine Reduzierung
von Muskelfasern, Fibrose- und Fettablagerungen im Muskelgewebe sowie Anzeichen
von Muskelregeneration, finden sich nur im Zwerchfell der mdx-Maus, aber nicht in ihrer
Skelettmuskulatur (Fukada et al. 2010). Im Vergleich zu Wildtyp-Méusen haben mdx-
Miuse eine leicht verkiirzte Lebenserwartung. Altere mdx-Miuse neigten zusitzlich
dazu, Muskeltumore zu entwickeln, die der menschlichen Form des alveoldaren Rhabdo-
myosarkoms dhnelten. Diese Form von Tumor wurde bisher bei Wildtyp-Méusen nicht
beobachtet (Chamberlain et al. 2007).

Es wurden zudem mehrere andere mdx-Maus-Stdmme mit patientenrelevanten Muta-
tionen durch Gen-Targeting erzeugt (Yucel et al. 2018), einschlieBlich einer mdx-Maus
mit einer Deletion von DMD Exon 52 (Araki et al. 1997). Jedoch zeigten auch diese
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mdx-Méuse mit Dystrophin-Mangel nur einen geringen Phanotyp und eine leicht ver-
kiirzte Lebensdauer. Eine mdgliche Kompensation des fehlenden Dystrophins durch die
Hochregulierung seines Homologs Utrophin in mdx-M&usen konnte zu dem geringeren
Phéanotyp flihren (Deconinck et al. 1997). Interessanterweise verschlechtern Inaktivierun-
gen von z. B. Utrophin (Utrn), a-Dystrobrevin (Dtna), a7-Integrin (Itga7) oder myogene
Differenzierung 1 (Myod1) den Phénotyp des jeweiligen mdx-Mausmodells (Yucel et al.
2018). Allerdings kommen diese doppelten Knockouts beim Menschen nicht vor und da-
her sind diese Tiermodelle fiir die DMD-Forschung limitiert (Wells 2018).

Das breite Spektrum an mdx-Mausmodellen brachte groe Fortschritte flir das Ver-
staindnis der DMD-Krankheitsmechanismen und ermdglichte zahlreiche Studien neuer
Therapieansitze fiir die praklinische Forschung. Allerdings sind aufgrund der Schwach-
punkte dieses DMD-Tiermodells zusitzlich Grofitiermodelle fiir translationale Studien
erforderlich (Stirm et al. 2022).

2.2.2 Canine Modelle

Es gibt mehrere DMD-Hundemodelle mit natiirlichem oder kiinstlichem Dystrophinver-
lust: Am bekanntesten und weltweit am hédufigsten fiir die DMD-Forschung eingesetzt
wird der Golden Retriever Muskeldystrophie Hund (GRMD), der im DMD-Gen eine
Punktmutation an der 3'-Spleif3stelle von Intron 6 aufweist und dadurch Exon 7 {iber-
sprungen wird, wodurch ein Stopcodon in Exon 8 vorliegt (Sharp et.al. 1992). Dies fiihrt
zu einer Dystrophindefizienz (Kornegay et al. 1988). GRMD-Hunde haben, verursacht
durch eine ausgeprigte Muskelatrophie und -Fibrose, einen deutlichen progressiven Pha-
notyp, wie z. B. Wachstumsverzogerungen, Muskelschwiche und Gangstorungen. Bei
diesen Hunden sind die CK-Werte deutlich erhoht (Valentine et al. 1988), aber sie zeigen
klinische Symptome einer Kardiomyopathie frithestens im Alter von 2,5 Jahren, wodurch
die Eignung als DMD-Tiermodell eingeschrénkt ist (Guo et al. 2019).

Dartiber hinaus gibt es eine Beagle-basierte X-chromosomale Muskeldystrophie bei
Hunden in Japan (CXMD)J). Sie weisen den gleichen Phinotyp wie GRMD-Hunde auf,
aber die kleineren Hunde sind aufgrund ihrer geringeren Grof3e und Gewichts giinstiger
zu halten (Shimatsu et al. 2003; Shimatsu et al. 2005). Bei diesen Hunden sind keine
dystrophischen Verdnderungen des Myokards bis zum Alter von 13 Monaten erkennbar,
dafiir zeigen sie bereits im Alter von vier Monaten vakuoldre Degenerationen der kardia-
len Purkinje-Fasern (Yugeta et al. 2006; Echigoya et al. 2017; Urasawa et al. 2008).

Es gibt zahlreiche weitere DMD-Hundemodelle (Kornegay et al. 2012): ein hier noch
erwahnenswertes canines Modell ist der Cavalier King Charles Spaniel (CKCS-MD) mit
einer Missense-Mutation an der 5'-Spleil3stelle von Exon 50 des DMD-Gens mit daraus
resultierender Deletion von Exon 50. Durch in-vitro Exon-Skipping von Exon 51 mit
AONSs konnte ein intakter Leserahmen wiederhergestellt werden, der zu einer Dystro-

phin-Expression im Western Blot von behandelten myogenen Zellen fiihrte (Walmsley et
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al. 2010). Dieses Tiermodell konnte fiir einen gewissen Anteil an DMD-Patienten (mit
Deletion von Exon 50) in der préklinischen Forschung eingesetzt werden.

Alle DMD-Hundemodelle haben dhnliche Limitationen: Die einzelnen Tiere variie-
ren stark im individuellen Phianotyp und viele dieser Hunde sterben aufgrund der Erkran-
kungsschwere, bevor sie das Alter von sechs Monaten erreichen. Das erschwert es, eine
ausreichende Anzahl an Tieren fiir Studienergebnisse mit klarer statistischer Signifikanz
zu erzeugen (Wells 2018). AuBerdem ist die Reproduktion von Hunden aufwendig und
teuer. Hunde sind aus ethischer Sicht als Versuchstiere problematisch, weil sie als Hau-
stiere und nicht als landwirtschaftliche Nutztiere wahrgenommen werden (Kornegay et
al. 2011). Zusammenfassend sind Hundemodelle mit DMD-Mutationen vielverspre-
chende Tiermodelle, jedoch mit gewissen Limitationen in Bezug auf ihre Anwendbarkeit

in der praklinischen Forschung.

2.2.3 Porcines Modell: DMDpig

Unsere Forschungsgruppe entwickelte mithilfe von Gen-Targeting ein skalierbares Grof3-
tiermodell fiir DMD, das DMDpig (Abbildung 2). Bei diesem Modell wurde das Exon
52 des porcinen DMD-Gens deletiert, weshalb die Tiere kein Dystrophin produzieren
(Klymiuk et al. 2013). Mutation im Bereich von Exon 45 — 55 sind die Hotspot-Regionen
fiir DMD verursachende Mutationen auf dem X-Chromosom und die Deletion von Exon
52 ist eine der hiufigsten Mutationen, die DMD verursachen (Aartsma-Rus et al. 2006).
Eine potenzielle Therapie fiir DMD in diesem Bereich konnte einem grof3en Anteil der
Betroffenen helfen (Muntoni et al. 2003; Stirm et al. 2023).

Abbildung 2: Vier Monate altes DMDpig (links: #7074) mit seinem WT-Wurfbruder (rechts: #7072) mit
im Vergleich deutlichem Grofen- und Muskelmassenunterschied (Gewichtsunterschied).

DMDpigs haben aufgrund ihrer Dystrophindefizienz und daraus resultierenden dege-
nerativen Verdnderungen der Skelettmuskulatur eine fortschreitende Muskelschwiche,

Muskelatrophie, eingeschriankte Beweglichkeit und einen verminderten Bewegungsdrang
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(Stirm et al. 2021). Histologische Untersuchungen ihres Muskelgewebes zeigten einen
progressiven Verlauf von fibrotischem und entziindlichem Umbau der Skelettmuskulatur
sowie eine fortschreitende Kardiomyopathie (Klymiuk et al. 2013; Stirm et al. 2021).

Schweinmodelle sind eine bevorzugte Option fiir translationale Studien, da diese
Tiere u. a. in KorpergroBe und Physiologie dem Menschen sehr dhnlich sind (Lunney et
al. 2021). Daher sind sie sehr gut geeignet, eine neue Therapie auf mogliche Nebenwir-
kungen und Wirksamkeit zu testen, bevor sie beim Menschen angewendet wird (Wells
2018).

Das Schweinemodell fiir DMD ist in der Literatur inzwischen umfangreich beschrie-
ben (Stirm et al. 2022; Klymiuk et al. 2013; Stirm et al. 2021) und ermdglichte bereits
erste Vergleichsstudien fiir verschiedene therapeutische und diagnostische Ansédtze. Ein
CRISPR/Cas9-basierter Ansatz zur Wiederherstellung eines intakten Leserahmens bei
DMDpigs wurde erfolgreich in-vivo getestet (Moretti et al. 2020) und eine Methode zur
multispektralen opto-akustischen Tomographie als neuem nicht-invasivem bildgebendem
Biomarker zur Beurteilung des DMD-Krankheitsverlaufs (Regensburger et al. 2019)
konnte an diesem Modell validiert werden (Stirm et al. 2021). Auch die Anwendung von
Exon-Skipping wurde an diesem in-vivo Modell erfolgreich etabliert und anhand der gen-
verdanderten Tiere konnen nun die Langzeitwirkung und -Wirksamkeit von Exon-

Skipping in einem Grofitiermodell untersucht werden (Stirm et al. 2023).
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3. Darstellung des Forschungsvorhabens

Nachdem unsere Arbeitsgruppe in Kooperation mit dem Team von Herrn Prof. Eckhard
Wolf vom Genzentrum der LMU Miinchen das translationale GrofBtiermodell DMDpig
entwickelt hat (Klymiuk et al. 2013), sollte als ndchster Schritt des Projekts neben dem
in-vivo Modell auch ein in-vitro Modell fiir das DMDpig etabliert werden. Ein valides
Zellkulturmodell ist fiir ein Tiermodell — besonders Grof3tiermodell - aus Kosten-, Effizi-
enz- und Effektivitatsgriinden fiir die préklinische Forschung unabdingbar; speziell auf-
grund der geringen Patientenfallzahlen bei seltenen Erkrankungen wie der DMD. Zudem
machte das 3R-Prinzip fiir Tierversuche ein Zellkulturmodell notwendig. Dessen Vorsatz
ist es, Tierversuche zu vermeiden (,,Replacement™) und die Anzahl der Versuchstiere
(,,Reduction*) sowie ihr Leiden durch Tierversuche (,,Refinement*) auf das unerldssliche
MaB zu reduzieren.

Unser Anspruch an ein ,,valides Zellkulturmodell* fiir das DMDpig war eine allzei-
tige Wiederholbarkeit, eine gleichbleibende Qualitit der Zellkulturen und eine gute Cha-
rakterisierung mit validen und einfach messbaren Read-Outs, um physiologische und pa-
thologische Vorginge der DMD untersuchen sowie Wirkungsweisen von moglichen
DMD-Therapieansitzen vor einer in-vivo Testung in-vitro testen zu kdnnen.

Parallel dazu sollte eine Muskelbank mit Proben von DMDpigs, den zugehdrigen
Wildtyp-Geschwistern und weiblichen DMDpig Carriern angelegt werden, um auch bei
grofer angelegten Versuchsreihen fiir die préklinische Forschung ausreichend Probenma-
terial fiir mehrere Versuchsreihen am Standort vorrdtig lagernd zu haben.

Nachdem das in-vivo Tiermodell DMDpig den humanen Phianotyp hervorragend ab-
bildet, wollten wir wissen, ob dies auch fiir unser Zellkulturmodell gilt. Dazu verglichen
wir unser in-vitro Modell mit den beiden in der préklinischen DMD-Forschung haupt-
sdchlich verwendeten Zellkulturmodellen (human & murin) wihrend der Differenzie-
rungsphase.

Das DMD-Gen kodiert fiir mehrere Dystrophin-Isoformen. Eine weitere Fragestel-
lung war, inwiefern unser Zellkulturmodell geeignet ist, eventuelle Isoform-spezifische
Funktionen zu untersuchen. Dabei wollten wir insbesondere die Muskeldifferenzierung
untersuchen, um zu verstehen, ob es hier - dhnlich wie in Neuronen - potenziell wichtige
Rollen von Dystrophin-Isoformen gibt, die entsprechend potenziell wichtig fiir die DMD-
Pathogenese sind und folglich bei Therapieansitzen in Erwdgung gezogen werden soll-

ten.
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4. Ergebnisse

Insgesamt ist die Publikation ,,Isolation and Characterization of Primary DMDpig Muscle
Cells as an in-vitro Model for Preclinical Research on Duchenne Muscular Dystrophy*
(Donandt et al. 2022) als Grundlage fiir die nachfolgenden in-vitro Forschungsprojekte
am translationalen GrofBtiermodell DMDpig einzuordnen. Diese Ergebnisse ermdglichen
eine verbesserte Anwendung des Tiermodells fiir die préklinische Forschung geméf dem
3R-Prinzip fiir Tierversuche. Sie bieten eine Grundlage, physiologische und pathologi-
sche Vorgidnge der DMD besser zu verstehen und Therapieansétze in-vitro auf Ihre Wir-
kungsweise, Toxizitdt und Wirksamkeit untersuchen zu kénnen, bevor diese in-vivo am
Tiermodell getestet werden.

Das Paper ,Nuclear Small Dystrophin Isoforms during Muscle Differentiation
(Donandt et al. 2023) ist eine Veroffentlichung von Studienergebnissen zur Expression
von Dystrophin-Isoformen wéhrend der Differenzierungsphase in verschiedenen Spezies.
Es verglich das DMDpig-Zellkulturmodell mit humanen und murinen Zellkulturen, wor-
aus sich interessante und wertvolle Informationen iiber die Anwendbarkeit von den in-

vitro Tiermodellen Maus bzw. Schwein fiir die préklinische DMD-Forschung ergaben.

4.1 Paper I

Komplementierend zum translationalen Groftiermodell DMDpig wurde von uns ein Zell-
kulturmodell fiir das DMDpig etabliert und charakterisiert. Da zu Beginn dieses Projekts
die Tiere sehr empfindlich waren und daher oftmals frith bzw. unerwartet starben (Stirm
et al. 2021), bendtigte diese Aufgabenstellung einen gewissen Zeitrahmen. Die Zucht mit
DMDpig-Carriern als Muttertiere anstelle des Klonens der DMDpigs ermdoglichte eine
sehr viel hohere Anzahl an lebenden DMDpigs; zudem waren diese Tiere widerstandsfa-
higer und iiberlebten mit entsprechendem Management lédnger (Stirm et al. 2021).
Insbesondere in Bezug auf die ausreichende Differenzierung der porcinen Zellkultu-
ren gab es zu Beginn Schwierigkeiten, was aber in der Literatur ein bereits bekanntes
Problem war (Sebastian et al. 2015). Anfangs sollte eine mdglichst lange Differenzie-
rungsphase (bis zu 45 Tagen) erzielt werden, um ausreichend Myotuben in den Kulturen
zu erhalten. Dieses zeitintensive Protokoll, mit Laufzeiten {iber mehrere Wochen bis zur
Zellernte, war sehr aufwendig und zeitraubend. Ein weiteres Problem war ein nur unzu-
reichender bis kein Proteinnachweis von Dystrophin im WB von Lysaten aus porcinen
WT-Zellkulturen. Der erfolgreiche Nachweis des Proteins Dystrophin im WT — dessen
Verlust ursichlich fiir die Erkrankung DMD ist (Birnkrant et al. 2018b) - ist jedoch un-
abdingbar fiir die erfolgreiche Etablierung einer validen Zellkulturmethode. Nur dann
konnen in praklinischen Vorversuchen am in-vitro Modell die therapeutische Wiederher-
stellung von Dystrophin in Proben von erkrankten Tieren nachgewiesen, gemessen und

beurteilt werden. Diese Problematik erforderte, bisherige Methoden fiir das Anlegen und
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Anziichten von porcinen Zellkulturen und den Proteinnachweis von Dystrophin grundle-
gend zu hinterfragen und jeden einzelnen Vorgang einzeln zu untersuchen und ggf. neu
zu etablieren. Dies geschah auf Basis einer Gradienten-Methode zur Extraktion von Sa-
tellitenzellen aus porcinem Muskelgewebe vom Forschungsinstitut fiir Nutztierbiologie
in Dummerstorf (Mau et al. 2008; Metzger et al. 2020). Es wurden darauf aufbauend
Protokolle etabliert, um porcine Muskelbiopsien zu entnehmen, aufzubereiten (Aufblok-
ken fiir Muskelschnitte, Kryoreserven einlagern, Proben fiir Atmungsketten einlagern)
und eine primére Zellkultur, gewonnen aus Satellitenzellen, anzulegen (vgl. Methodenteil
und Abbildungen 2 von Paper I (Donandt et al. 2022)). Dabei wurden verschiedene Mus-
keltypen verwendet (M. masseter, M. semitendinosus, M. biceps femoris und M. triceps
brachii) (Abbildung 3). Ein Vergleich der daraus gewonnen Zelllinien hinsichtlich mog-
licher Unterschiede zwischen einzelnen Muskeltypen, dem Alter der Tiere bei der Biopsie
und der Anzahl der Passagen in-vitro ergab keine wesentlichen Unterschiede zwischen
diesen Faktoren (Donandt et al. 2022).

Insgesamt wurde Probenmaterial von DMDpigs und mindestens einem zugehorigen
méannlichen Wurfgeschwister als Kontrolltier im Alter von wenigen Tagen (jlinger als
eine Woche), einigen Wochen (vier und acht Wochen), drei und neun Monaten (nach
Eintritt der Geschlechtsreife) in der Muskelbank des FBI eingelagert.

Biceps femoris Masseter

Triceps brachii

Abbildung 3: Verschiedene Muskeltypen wurden fiir die Muskelbank des DMDpigs verwendet. (Donandt
et al. 2022).

Die mit diesen Protokollen entnommenen und verarbeiteten Muskelbiopsien hatten
iber acht Passagen hinweg eine knapp 70-90 %ige Myogenitit (Anteil der Muskelzellen
gegeniiber der Gesamtzellzahl) und einen iiber 20-40 %igen Proliferationsanteil der
myogenen Zellen (Abbildung 4) (Donandt et al. 2022).
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Abbildung 4: Proliferation: (A) Prozentualer Anteil an Myoblasten (Desmin positive Zellen: griin) iiber 8
Passagen und Proliferationsniveau dieser Myoblasten (positive fiir Ki-67: pink) mit Standardabweichung,
(B) Beispielbild fiir ein Ubersichtsfoto, (C) Zellkultur eines DMDpigs (m. biceps femoris) iiber 8 Passagen.
MaBstableisten 200 pm (Donandt et al. 2022).

Der Nachweis der Proteine Dystrophin, Utrophin, Desmin, Myosin, Fibronektin und
Ki-67 kann als Read-out fiir potenzielle Therapieansitze in der praklinischen Forschung
fiir DMD genutzt werden. Das Protein Fibronektin wirkt in-vitro katalysierend auf das
Wachstum und die Differenzierungsfahigkeit von porcinen Moyblasten (Donandt et al.
2022).

Die Methode des Western Blots (urspriinglich ausgehend vom Protokoll der Diagno-
stikabteilung des FBIs) wurde weiterentwickelt, um Vollldngen-Dystrophin im Extrakt
der DMDpig Zellkulturen nachweisen zu konnen. Ein systematischer Test von Zelllysa-
ten aus Myotuben verschiedener porciner WT-Zelllinien ergab, dass die Differenzierung
iiber vier bis sechs Tage ausreichend ist, um Dystrophin im Western Blot nachzuweisen
(Abbildung 5) (Donandt et al. 2022).
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Abbildung 5: Differentiation von porcinen Myoblasten und Dystrophin Expression: Die Anzahl der My-
otuben ist zwischen Tag 3-6 am hochsten und danach sinkt das Dystrophin-Level ab Tag 6 mit der Anzahl
an Myotuben. (B) Der Western Blot zeigt die Expression von Dystrophin in porcinen WT-Zellkulturen. (C)
Quantifizierung von Vollldngen Dystrophin (427 kDa) und (D) der 71 kDa Isoform. (Donandt et al. 2022).

Um das Tiermodell DMDpig optimal fiir die praklinische Forschung nutzen zu kon-
nen, ergab sich zudem die Fragestellung nach dem Nachweis des Proteins Utrophin im
Zellkulturextrakt. Das Protein Utrophin ist dem Protein Dystrophin sehr dhnlich und er-
setzt dieses in der Embryonalphase (Helliwell et al. 1992; Clerk et al. 1993; Guiraud et
al. 2017). Utrophin ist bei mdx-Médusen hochreguliert und wahrscheinlich ursédchlich fiir
den ihren milden Phénotyp (Tinsley et al. 1998). Daher gibt es in der aktuellen Diskussion
um die Entwicklung einer potenziellen Therapie fiir DMD den Ansatz, Utrophin als Er-
satztherapie hochzuregulieren (Walter 2018; Guiraud et al. 2017; Guiraud et al. 2019).
Die neu etablierte Nachweismethode zur Messung von Utrophin in porcinen Zelllysaten
zeigte, dass die Utrophin-Expression in Myotuben von DMDpigs im Vergleich zu den
WT-Geschwistern nicht hochreguliert ist und somit der Situation in DMD-Patienten ent-
spricht (vgl. Abbildung 8 (Donandt et al. 2022)).

4.2 Paper I1

Um das Zellkulturmodell des DMDpigs mit humanen und murinen Zellkulturmodellen
zu vergleichen, wurde der Differenzierungsprozess aller drei Modelle verglichen und die
Expression von verschiedenen Dystrophin-Isoformen von Tag null bis sechs der Diffe-
renzierung beobachtet.

Das Protein Dystrophin ist ein Teil des Multiproteinkomplexes DGC und hauptséch-
lich im Cytoplasma von Herz- und Skelettmuskulatur lokalisiert; dort verbindet es wie

ein Geriist die Innenseite einer Muskelfaser mit dessen Aulenseite (Muntoni et al. 2003;
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Blake et al. 2002). Die Ergebnisse unserer IFs zeigten jedoch neben der Dystrophin-Lo-
kalisierung im Cytoplasma der Myotuben auch eine Dystrophin-Férbung an der Kern-
membran und innerhalb der Zellkerne von Myoblasten und Myotuben verschiedener Spe-
zies. Diese Farbung ist je nach Entwicklungsstand der einzelnen Muskelzelle unterschied-
lich lokalisiert. Um auszuschlie3en, dass es sich um Artefakte handelte, wurde die Far-
bung mit verschiedenen Beschichtungen (Methanol und Paraformaldehyd (PFA)) und
verschiedenen Dystrophin-Antikérpern wiederholt. Diese Farbungen unterschieden sich
zwar in Intensitdt und Qualitdt, zeigten jedoch alle ein IF-Signal an der Kernmembran
und teilweise auch innerhalb der Zellkerne (Abbildung 6). Somit konnten methodische

Artefakte nahezu ausgeschlossen werden (Donandt et al. 2023).
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Abbildung 6: Humane (links), porcine (mitte) und murine (rechts) Myoblastenkulturen wurden 6 Tage
lang differenziert. An Tag 0 wurde zu Differenzierungsmedium gewechselt und dann wurden alle 24h Ob-
jekttrager fixiert und mit Dystrophin (links) und DAPI (rechts) gefarbt. Ma@stableiste 20 pm.
(Donandt et al. 2023).

Diese Ergebnisse wurden mit den Daten aus der RNA-Sequenzierung verglichen, um
mogliche Kernmembran-gédngige Isoformen von Dystrophin zu bestimmen. Zusétzlich
wurde im WB die Dystrophin-Expression wihrend der Differenzierung in den Zellkernen
von humanen, porcinen und murinen WT-Zellkulturen im zeitlichen Verlauf zwischen
Tag null bis Tag sechs verglichen. Dabei konnten zwei Isoformen (Dp 70 & Dp 40) als
potenziell Kernmembran-gingig identifiziert werden (Abbildung 7) (Donandt et al.
2023).
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Abbildung 7: Dystrophin-Nachweis im WB von Zellkernen je in-vitro Modell (human, porcine, murine)
von Tag 0 (links) bis Tag 6 (rechts) der Differenzierung (A & B) im Vergleich zu Daten aus der RNA-
Sequenzierung (C). (Donandt et al. 2023).
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5. Diskussion und Ausblick

Es gibt aktuell noch keine kausale Therapie fiir DMD, die nachgewiesenermal3en die Er-
krankung heilt. Zwar sind inzwischen eine Vielzahl an verschiedenen Therapieansétzen
in verschiedenen Phasen der Zulassungsstudien — eine erste Gentherapie (Elevidys) ist
sogar bereits in den USA vorldufig zugelassen (U.S. Food and Drug Administration,
2023) — jedoch kann bisher keine dieser Therapieansdtze DMD urséchlich heilen. Es ist
daher zu erwarten, dass fiir diese erbliche Erkrankung in Zukunft wohl nur ein ganzer
Cocktail von Substanzen hilfreich sein wird, um eine sichtbare Verdnderung des Phino-
typs zu erzielen (Walter 2018). Neue Entwicklungen im Bereich der personalisierten Gen-
therapie sind zwar vielversprechend, aber es wird noch einige Zeit dauern, bis diese Me-
thode Pathologie und Phinotyp der DMD-Patienten tatsdchlich verbessern kann (Walter
2018). Erste Ansitze fiir erfolgreiche Gentherapien wurden bereits in Maus-, Hunde- und
Schweinemodellen durchgefiihrt und lassen auf Fortschritte in der Forschung hoffen
(Kupatt et al. 2021).

So vielversprechend Gentherapien fiir DMD auch klingen modgen, gibt es dennoch
noch grofle Hiirden zu meistern. Sowohl bei DMD-Patienten (Mendell et al. 2010) als
auch bei Tiermodellen mit Dystrophindefizienz (Gilchrist et al. 2002) gibt es Hinweise
darauf, dass die Dystrophin-Wiederherstellung zu einer anti-Dystrophin-Immunantwort
fiihren kann. Ebenso gibt es Immunititen gegen potenzielle Vektoren, die eine Behand-
lung verhindern (Verdera et al. 2020). Des Weiteren ist die Grofle von Dystrophin ein
limitierender Faktor, weil es nur in verkiirzter Form, als Mini-Dystrophin, in einen Vektor
verpackt werden kann (Kupatt et al. 2021). Zusétzlich stellt sich speziell bei einer syste-
mischen Erkrankung wie DMD die grundsitzliche Frage nach der richtigen Dosis und
deren moglicher Toxizitdt. Ebenso ist unklar, wie viele Zellen ,,infiziert* werden miissen,
um eine sichtbare klinische Verbesserung zu erreichen. Fragen wie: ,,Was passiert nach
einer erfolgreichen Therapie, wie lange hilt das Ergebnis an, muss die Behandlung wie-
derholt werden und was kommt als Folge des neuen Phinotyps, entstehen ggf. neue
Krankheitsbilder?, miissen in der Folge adressiert werden (Duan et al. 2021).

Eine erfolgreiche Therapie von DMD wird wahrscheinlich zwischen dem zweiten und
dritten Lebensjahr beginnen miissen, um den fortschreitenden Verlust von Muskulatur
und motorischen Funktionen zu verhindern. Jedoch konnen klinische Studien mit End-
punkten wie dem ,,6-Minute-Walk-Test* oder dem ,,North Star Ambulatory Assessment
dann noch nicht durchgefiihrt werden. Dies ist eine grof3e Schwierigkeit fiir die Wirksam-
keitspriifung neuer Substanzen (Verhaart et al. 2019; Shieh 2018). Da ein frither Thera-
piebeginn vor Eintritt der ersten Symptome von DMD wahrscheinlich notwendig sein
wird, miisste im Neugeborenen-Screening auf erhohte CK-Werte untersucht werden, um
daraufhin ggf. einen molekulargenetischen Test fiir DMD durchzufiihren (Duan et al.

2021). Alternativ kdme auch bei unspezifischer Entwicklungsverzogerung ein CK-



32

Screening im Rahmen der U7-Untersuchung beim Kinderarzt im Alter von zwei Jahren
in Frage (Walter et al. 2019). Dieses Dilemma fiihrt dazu, dass geeignete Tiermodelle
entscheidend fiir den Erfolg der translationalen DMD-Forschung sein werden. Nagetier-
modelle sind weit verbreitet, bilden aber die menschliche Krankheit oft nicht genau ab,
sodass gute Grofitiermodelle fiir DMD notwendig werden (Wolf et al. 2023).

Fasst man die Vor- und Nachteile der verschiedenen Tiermodelle fiir DMD zusam-
men, erscheint das Schwein als Tiermodell hinsichtlich Genetik, Anatomie und Physio-
logie dem Menschen am nichsten (Klymiuk et al. 2016; Lunney et al. 2021). Schweine-
modelle kdnnen eine Vorhersage der Effizienz und Sicherheit neuer Therapien oder the-
rapeutischer Gerédte am Menschen simulieren (Aigner et al. 2010). Schweine sind wie der
Mensch Omnivore, im Gegensatz zu vielen anderen Tieren. Zum Menschen weisen sie
zahlreiche Ahnlichkeiten in Anatomie, Physiologie, Pathologie und Stoffwechsel auf.
Das Herz-Kreislauf- und Immunsystem sowie die Atem- und Skelettmuskulatur von
Schwein und Mensch sind einander sehr dhnlich (Lunney et al. 2021). Zudem sind
Schweinemodelle ethisch eher akzeptiert als Hundemodelle, weil das Schwein in unserem
Kulturkreis in erster Linie ein landwirtschaftliches Nutztier ist und weniger ein Haustier
wie der Hund (Stirm et al. 2022).

Ein gutes Tiermodell wird durch ein valide charakterisiertes und etabliertes Zellkul-
turmodell komplementiert, um aus Effizienz- und Effektivititsgriinden manche Studien
in-vitro durchfiihren zu kénnen und somit Kosten zu sparen. Auch kénnen dadurch grof3
angelegte Studien zu Toxizitdt und Wirksamkeit einfacher und schneller durchgefiihrt
werden. Dartiiber hinaus ist aus ethischem Verantwortungsbewusstsein ein Umgang mit
Versuchstieren nach dem 3R-Prinzip (,,Replace, Reduce, Refine*) notwendig. Das in-vi-
tro Modell fiir das DMDpig in Verbindung mit dem Aufbau der dazugehorigen Muskel-
bank am FBI ermdglicht die Nutzung des translationalen Tiermodells DMDpig nach die-
sem Prinzip (Donandt et al. 2022). Ein nichster Schritt fiir dieses Zellkulturmodell konnte
neben der Erforschung von einzelnen Therapieansétzen auch die Immortalisierung von
Myoblasten sein, damit einzelne Zelllinien noch ldnger genutzt werden konnen.

Ein Handicap des DMDpig-Modells ist, wie bei allen Grofitiermodellen in der prik-
linischen Forschung, die aufwindige und teure Haltung und Reproduktion der Tiere,
ebenso wie die lange Reproduktionsdauer und dadurch verursacht geringere Nachkom-
menzahl im Vergleich zu Nagetiermodellen (Zaynitdinova et al. 2021). Durch dieses Zell-
kulturmodell kénnen grof3 angelegte Versuchsreihen bereits vorab in-vitro durchgefiihrt
werden, wodurch weniger Versuchstiere benotigt werden und diese Schwéche des Tier-
modells iiberwunden werden kann. Denn genetisch mafigeschneiderte Groftiermodelle
konnen dazu beitragen, die Liicke zwischen Proof-of-Concept-Studien in Nagetiermodel-
len und klinischen Versuchen an menschlichen Patienten zu schlieBen (Wolf et al. 2023).

Aufgrund groBer Erwartungen an einen kurz bevorstehenden Durchbruch der Genthe-

rapie fiir DMD werden eventuell andere Therapieoptionen fiir diese Erkrankung zu wenig
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betrachtet. Insbesondere die zunehmende Bedeutung von einzelnen Dystrophin-Isofor-
men in Bezug auf die unterschiedliche Ausprigung des DMD-Phénotyps und deren Po-
tenzial fiir mogliche Therapieansétze lassen hier noch Raum fiir zukiinftige Fragestellun-
gen. Die Isoform Dp 140 des Dystrophin-Gens steht in Zusammenhang mit kognitiver
Entwicklung (Doorenweerd et al. 2017); bei der Isoform Dp 71, die sowohl im Muskel
als auch im Gehirn exprimiert wird, wird ein Zusammenhang mit neuropsychiatrischen
Syndromen vermutet (Naidoo et al. 2020). Zudem gibt es einige wenige Publikationen,
die die kurzfristige Expression von Dystrophin im Zellkern von Muskelzellen in-vivo
(Morin et al. 2023) und in-vitro (Donandt et al. 2023) beschreiben. Es besteht hier weite-
rer Forschungsbedarf, um zu kldren, warum und wie in einzelnen Zellen — eventuell unter
Stress — das cytoplasmatische Protein Dystrophin ein Signal im Myonucleus verschiede-
ner Spezies erzeugt und was das fiir mogliche Therapieansétze bedeuten konnte.
Abschlielend sollte auch auf die sozial-6konomische Dringlichkeit fiir die préklini-
sche Forschung an DMD hingewiesen werden. Unter dem Begriff ,,Cost-of-Illness*
(COI) versteht man die Kosten, welche durch eine Erkrankung verursacht werden. Dar-
unter fallen Kosten fiir Medikamente, Therapie, medizinische Alltagshilfen, aber auch
der Arbeitsausfall der Patienten selbst und seiner pflegenden Angehorigen. Diese COI
sind gemaf einer Studie fiir DMD doppelt so hoch wie fiir BMD (Schreiber-Katz et al.
2014). Gerade in Bezug auf eine mogliche Therapieentwicklung fir DMD und deren
Dringlichkeit aus sozial-6konomischer Sicht sind diese COI ein wichtiges Argument, was
bei aller ethischen Problematik nicht auler Acht gelassen werden darf. Denn bereits eine
therapeutische Verbesserung von einem DMD-Patienten zu einem BMD-Patienten wiirde
die COI halbieren und erhoht damit neben dem unmittelbaren Patientenleid den dringen-

den Bedarf zur raschen Entwicklung einer kausalen Therapie fiir DMD.
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6. Zusammenfassung

Die Duchenne Muskeldystrophie (DMD) ist eine letale, progressiv voranschreitende
neuromuskulédre Erkrankung. Sie wird X-chromosomal vererbt und durch Mutationen im
DMD-Gen, einem der grofiten Gene des menschlichen Erbguts, verursacht. Obwohl in-
zwischen eine Vielzahl an Therapieansétzen in klinischen Studien untersucht werden und
erste Therapieansitze bereits fiir bestimmte Subgruppen von DMD-Patienten zugelassen
sind, gibt es nach wie vor keine kausale Therapie der Erkrankung. Durch eine sympto-
matische Behandlung konnte die Lebenserwartung der DMD-Patienten zwar in den letz-
ten Jahren verdoppelt werden, aber keiner der kausalen Therapieansdtze flihrt zu einer
Heilung der Erkrankung. Aufgrund der hiufig spdten Diagnosestellung mit Eintreten der
ersten Symptome im Kindergartenalter und dem typischen Behandlungsbeginn in einer
Hochplateau-Phase der Erkrankung im Vorschulalter der Kinder ist es schwierig, die Er-
gebnisse von potenziellen Therapien fiir DMD im frithen Behandlungsstadium zu mes-
sen. Daher war die Entwicklung des translationalen Groftiermodells DMDpig von unse-
rer Forschungsgruppe fiir die priklinische Forschung an DMD von hoher Bedeutung. Das
DMDpig zeigt einen nahezu identischen Phianotyp wie DMD-Patienten (u. a. eine dege-
nerative Myopathie, Kardiomyopathie, kognitive Einschrankungen), dabei aber einen ak-
zelerierten Krankheitsverlauf. Erste Therapieansétze wie Exon-Skipping und die Genthe-
rapie CRISP-Cas9 mit AAV-Vektoren konnten bereits an dem Tiermodell in-vivo getestet
werden. Allerdings ist es aus ethischer und 6konomischer Sicht wesentlich, dass neben
einem Tiermodell auch ein valides Zellkulturmodell etablieren wird. Die Entwicklung
dieses Zellkulturmodells flir das neue translationale GroBtiermodell DMDpig war zur
Einhaltung des 3R-Prinzips (,,Replace, Reduce, Refine*) bei Tierversuchen und um die
Hindernisse von Grofitiermodellen (hohe Kosten, lange Reproduktionszeiten, geringere
Nachkommenzahl als bei Nagetieren) zu iiberwinden von grofler Bedeutung. Die erfolg-
reiche praktische Anwendbarkeit dieses in-vitro Modells in der priklinischen Grundla-
genforschung konnte anhand der zeitlichen Entwicklung von einzelnen Dystrophin-
Isoformen (Dp 71 & Dp 40) wihrend der Differenzierung demonstriert werden. Interes-
santerweise konnte dabei gezeigt werden, dass myogene DMDpig Zellen in-vitro huma-
nen Zellen dhnlicher sind als murine Zellen. Eine bisher wenig erforschte nukleédre Loka-
lisation des an der extrazelluldren Matrix befindlichen Proteins Dystrophin konnte wéh-
rend der in-vitro Differenzierung von myogenen Zellen gezeigt werden. Insbesondere in
Bezug auf die Beteiligung von bestimmten Dystrophin-Isoformen an der Auspragung un-
terschiedlicher Phénotypen bei DMD besteht hier weiterer Forschungsbedarf, um die ge-
nauen physiologischen Abldufe am Zellkern durch die unterschiedlichen Proteine besser

zu verstehen.
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7. Abstract (English)

Duchenne muscular dystrophy (DMD) is a progressive and fatal neuromuscular disease.
DMD is X-chromosomal inherited and caused by mutations in the DMD-gene, one of the
largest genes in the human genome. Although many therapeutic approaches are in clinical
trials, and the first therapeutic approaches have already been approved for a subgroup of
patients, there is still no cure for this disease. Within the last years, the life expectancy of
DMD patients could be duplicated by symptomatic treatment, but even causative thera-
peutic approaches are mainly disease-modifying. However, measuring the outcomes of
potential therapies for DMD in the early stages of therapy is still difficult, due to the
frequently delayed diagnosis along with the onset of the first unspecific symptoms in
early childhood. Therefore, our research group’s development of the translational large
animal model DMDpig constitutes a hallmark in conducting preclinical studies to further
investigate DMD. The DMDpig nicely mirrors the phenotype of DMD patients (including
a degenerative muscle disease, cardiomyopathy, and cognitive impairments), but with an
accelerated disease course. Therapeutic approaches such as exon-skipping and CRISP-
Cas9 gene therapy via AAV-vectors have already been tested in-vivo in this animal
model. However, from an ethical and economic point of view, every good animal model
needs a valid cell culture model as well. The development of our cell culture model for
this new translational large animal model was a milestone in DMD research for respecting
the 3Rs (,,Replace, Reduce, Refine*) in animal experiments, and for overcoming the
drawbacks of large animal models (high-cost, long reproductive cycles, lower number of
offspring than rodents). The successful application of this in-vitro model for preclinical
research of DMD was shown by the examination of the development of dystrophin-
isoforms (Dp 71 & Dp 40) during the differentiation process of myoblasts into myotubes.
Interestingly, myogenic DMDpig cells behave in-vitro more similarly to human cells than
murine cells. Nuclear localization of the protein dystrophin, normally located in the ex-
tracellular matrix, could be shown during the differentiation of myogenic cells. Regarding
the involvement of certain isoforms in the expression of different phenotypes in DMD,
there is a large unmet need for research to understand the physiological processes of dif-

ferent proteins in the nucleus and how those impact the phenotype of DMD.
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Abstract: Duchenne muscular dystrophy (DMD) is the most frequent genetic myopathy in childhood
and leads to progressive muscle atrophy, weakness, and premature death. So far, there is no curative
treatment available. Therapeutic development from bench to bedside takes time, and promising
thnrapios need o be tested in suitable pm('iiniral animal models prinr to clinical trials in DMD
patients. Existing mouse and dog models are limited with regard to the comparability of the clinical
phenotype and the underlying mutation. Therefore, our group established a tailored large animal
model of DMD, the DMD pig, mirroring the human size, anatomy, and physiology. For testing
novel approaches, we developed a corresponding in vitro model, facilitating preclinical testing for
toxicity, dosing, and efficacy, which we describe here. We first extracted primary muscle cells from
wild-type and DM pigs of different age groups and characterized those cells, then improved their
differentiation process for identification of dystrophin and utrophin in myotubes. Our porcine in vifro
model represents an important step for the development of novel therapeutic approaches, which
should be validated further to minimize the need for living animals for bioassays, and thereby
support the ‘3R’ (replace, reduce, refine) principle, as fewer animals have to be raised and treated for
preclinical trials.

Keywords: Duchenne muscular dystrophy; muscle cell culture; DMD pig: DMD; dystlﬂphi.n; porcine

muscle cells

1. Introduction

Duchenne muscular dystrophy (DMD) is the most frequent genetic myopathy in
childhood and leads to progressive muscle atrophy, weakness, and premature death. DMD
is caused by mutations in the DMD gene encoding dystrophin, a cytoplasmic protein that
enables the strength, stability, and functionality of myofibers. Disease-causing mutations,
most frequently deletions, typically result in loss of dystrophin [1]. Patients frequently lose
ambulation between age 9 and 12. With the loss of ambulation, cardiac and respiratory
involvement occurs. Life expectancy is reduced to 30-40 years, although multidisciplinary
symptomatic and surgical treatment has considerably improved survival within the last
two decades, mainly by standard of care treatment with corticosteroids and non-invasive
ventilation [2].

Until today, there is no cure, although DMD is within the target focus of new gene-
based therapies [3]. There are two predominant strategies for future treatment, dystrophin-
restoring and dystrophin-independent treatment approaches. So far, there are numerous
dystrophin-restoring strategies under investigation [4]: exon skipping via antisense oligonu-
cleotides (AONs) in patients with specific out-of-frame deletions that can be spliced to
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a shorter but in-frame mRNA [5]; stop-codon read-through targeting nonsense muta-
tions [6]; gene replacement therapies via AAV vectors [7], and gene editing approaches via
CRISPR/Cas9 systems [8,9]; or replacement of dystrophin with a surrogate protein, e.g.,
utrophin [10]. New generation steroids such as vamorolone, histone deacetylase- and NF
kappa B-inhibitors, myosin modulators, and agents along the myostatin inhibiting pathway
are promising future agents independent of dystrophin and the underlying mutation [11].

Existing mouse and dog models have been crucial to understand the pathophysiologic
background of DM} and to develop treatment strategies, but are limited in mirroring the
clinical phenotype and the type of mutation [12]. The DMD pig lacking DMD exon 52,
which has been developed by our group, displays a progressive and markedly acceler-
ated muscular dystrophy, and a similar phenotype compared to the human disease with
proximal muscle weakness, cardiac and respiratory involvement [11].

The development of molecular therapies usually requires the usage of in vitro models
before they are being tested in animal models. This allows an early assessment and, if nec-
essary, modification of the respective approach, thus reducing the number of animals used.
Therefore, the choice of the in vifro model to be used is an important one. While muscle
cells are the obvious choice for DMD, it becomes more complicated choosing the species
the muscle cells are gained from. Muscle cell cultures gained directly from DMD patients
appear to be the preferred choice, but there is very limited access to these as diagnosis for
DMD today does no longer require a muscle biopsy but is based on genetic diagnosis [13].
Thus, methods like immortalization of human muscle cells [14], CRISPR/Cas9 gene edit-
ing to create DMD models, using immortalized cells [15], or reprogramming of different
cell types (e.g., urine derived cells, [16]) have been employed [17]. However, benefits of
these model systems should be weighed against possible disadvantages, since cellular
senescence is a contributing factor in DMD [18], a readout that will be lost in immortalized
cells. Another consideration is the animal model used later on—it is preferable testing
the respective therapy in a model system derived from the animal model of choice due
to possible species-specific characteristics. Here, we describe our experience in extracting,
cultivating, and differentiating primary muscle cell cultures from DMD and wild-type pigs
as an in vitro model for DMD.

2. Materials and Methods
2.1. Animals

The generation and characterization of the DMD pig have been published else-
where [12,19]. In short, a German Landrace and Swabian-Hall mix sow with a heterozygous
DMD exon 52 deletion (DMDAS2) was interbred with wild-type boars, resulting in the
following offspring: male DMDAS52 pigs (DMDY/~ or DMD pig), heterozygous DMDA52
carrier pigs (DMD*/ ), and male and female wild-type pigs (WT). Tissues of male pigs of
different age groups (3 days up to 9 months) were used to build up a muscle bank with
myoblasts of DMD pigs and their wild-type siblings.

2.2. Isolation of Different Muscle Groups

To adapt for potential differences between muscle groups, we decided to isolate
muscle cells from four different muscle groups with different characteristics. These mus-
cles were Musculus biceps femoris, Musculus triceps brachii, Musculus semilendinosus, and
Musculus masseter (Figure 1).

Muscle biopsies have been taken within three hours after the death of the respective
animal. To ensure sterile conditions, the area of extraction was cleaned with water and then
disinfected properly with Braunol® (Figure 2). The extraction of the respective muscle was
performed using scalpels. Depending on the age and size of the pig or piglet, the whole
muscle or only a part of each muscle were extracted. Each biopsy was divided into two
samples, one for cryo-conservation and one to generate the cell culture. ldeally, at least 10 g
of each muscle where available. The sample used for cryo-conservation was transferred
into a sterile 50-mL centrifugation tube. The other biopsy sample intended for cell culture
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was also transferred into a 50-mL centrifugation tube completely filled with solution A
(30 mM HEPES, 123 mM NaCl, 3 mM KCl, 10 mM glucose, 1 nM phenol red, 100 pg/ul.
penicillin/ streptomycin sulfate, 250 ng/mL amphotericin B).

Figure 1. Different muscles used for primary muscle cell culture: Musculus biceps femoris and Musculus
semilendinosus from the pig's hind leg, Musculus triceps brachii from the pig's front leg, and Musculus
masseter from the pig’s head.

Figure 2. Taking a muscle biopsy of a DMD pig on the example of the M. masseter: (A) set-up of
animal and cleaning with water, (B) disinfection of areas of extraction with Braunol®, (C) skinning of
the area, (D) arca after extraction (left side), (E) extracted M. masseter in a sterile dish.

2.3. Isolation of Salellite Cells
The isolation and enrichment of satellite cells were performed according to the adapted
protocols from [20,21]. Briefly, the following steps were performed:
#  Using a laminar flow cabinet, solution A was removed from the sample.
s Muscle tissue was separated from connective and fat tissue using a sterile scalpel.
&  Then, remaining muscle was weighed, a minimum of 3 g, but if possible, 5-20 g of
muscle were used for each primary culture.
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The piece of muscle was cut into very small pieces.

e  The cut muscle pieces were magnetically stirred for 20 min at 37 “C in a 500 mL Schott®
bottle in 25 mL. of Hank's balanced salt solution (HBSS) containing 0.2% collagenase I,
0.01% DNase 1, and 0.025% trypsin.

» TFollowing, the bottle was chilled in an ice bath for 2 min.

#  The supernatant was transferred into fresh tubes and mixed with an equal amount
(1:1) of growth medium (o-MEM, 10% FCS, 1% Glutamax, 0.2% amphotericin B, 0.2%
gentamicin). For the remaining muscle piece, the steps from the magnetic stirring to
the transfer of the supernatant were repeated two times.

#  This mix was filtered through a 100 wm micro strainer and then centrifuged (800 g,
10 min, 4 °C).

»  The supernatant was discarded and the pellet was resuspended in 15 mL of growth
medium (4 °C).

« The suspension was then filtered through a 70 um micro strainer and centrifuged
(800 g, 10 min, 4 °C).

#  The supernatant was discarded and the pellet resuspended in 12 mL of PBS.

#  The suspension was slowly and carefully given on top of a step gradient [(50-mL tube
containing 3 mL of a 60% Percoll-solution (Easycoll and PBS, lower layer) and 35 mL
of a 20% Percoll-solution (upper layer)].

s This 50 mL tube was centrifuged (4800 g, 45 min, 4 °C, no brake)

s  The boundary layer between the 20% and the 60% Percoll-solution was taken out
by a sterile Pasteur pipette (approx. 8-12 mlL)}, transferred into a new sterile tube,
and mixed with 15 mL of growth medium. This suspension was centrifuged (500 g,
10 min, 4 *C), the supernatant was discarded, and the pellet resuspended in 10 mL
growth medium.

e  Depending on the size of the pellet, approx. 1 mL cell-pellet was transferred with
18 mL of additional growth medium into one 75 em? cell culture bottle.

#  The newly harvested satellite cells were grown in growth medium in a 37 °C incubator
with 5% CO, for 24 h. The growth medium was changed after one day.

e A mycoplasma infection test was made regularly with the cells, using the MycoAlert™
Mycoplasma Detection Kit (LT07-118, Lonza, Basel, Switzerland).

2.4, Cell Growth, Storage, and Differentiation

Cells were grown at 37 °C and 5% CO» until they reached a confluency of 60-70%.
Passaging cells were split at the confluency 1:2 using trypsin, and during passaging,
coverslips were added at this stage for later fixation if necessary. Storage cells were frozen
in freezing medium consisting of 90% FCS and 10% DMSO. Cells were brought slowly to

80 *C using Nalgcnc® Mr. Frosry"M (Thermo Fisher, Waltham, MA, USA) and transferred
into liquid nitrogen after 48 h for long-term storage.

For differentiation, dishes were coated using a Matrigel-based coating mixture (0.5%
Maxgel ECM solution and (.04% pig skin gelatine solution in Dulbecco’s modified Eagle’s
medium). Myoblasts were seeded in growth medium on the coated plates. At about
80 to 90% confluence, the growth medium was replaced by the differentiation medium
{DMEM high glucose with 0.4% Ultroser G, 0.22% amphotericin B, and 0.2% gentamicin).
Mpyotubes were differentiated for 4-12 days, depending on the needs of cach project. The
differentiation medium was exchanged partially every 2 days.

For the coating experiments, the MicroMatrix™ 36 plate from MicroStem was used.
According to the manufacturer’s protocol, the MicroMatrix™ 36 slide was washed once
with 5 mL PBS and once with 5 mL growth medium. Then, 150,000 cells were seeded out
in 5 mL of growth medium and incubated at 37 °C with 5% CO,. After 24 h, the slide
(containing 36 different coating areas, each having nine coated spots and including a field as
negative control) was imaged. For this experiment, we used myoblasts of a four-month-old
DMD pig and its male wild-type sibling at passage 9.
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2.5. Western Blot

Western blot was performed using BioRad's Tetra clectrophoresis chamber and the
TransBlot Turbo® system for the actual protein blotting. Whole cell lysates were generated
with RIPA buffer (50 mM Tris/HC] pH 8.0, 150 mM NaCl 1% NP40 0.5% sodium deoxy-
cholate, 0.1% SDS, freshly added protease inhibitor tablet from Roche (Complete Ultra
protease inhibitors #05 892 970 001)), a MagNA Lyser (Roche) or a Bandelin Sonopuls ultra
sonicator. Then, 25 pg whole protein was used per lane in the different blots. For normal-
ization and quantification, we used GAPDH as a loading control (antibodies Cell Signalling
D16H11; Millipore MAB374, 1:10,000). The following primary antibodies were used for the
utrophin (Santa Cruz 8A4 #5C-33700, 1:500 in 5% BSA/TBST) or dystrophin (ab15266, 1:500
in 1% CWS/TBST) blots. All Western blots were detected in the LiCor Odyssey Fec Imaging
System using fluorescent secondary antibodies (Donkey anti-rabbit 800 CW 926-32213,
Donkey anti-mouse 680RD 926-68072, Donkey anti-rabbit 680 RD 926-68073, and Donkey
anti-mouse 800 CW 926-32212).

2.6. Inomunofluorescence Staining

Proliferating cells were fixed on a coverslip at about 70% confluence, differentiating
cells at the respective timepoints of interest. The cells were fixed with ice-cold methanol
or 4% PTA in PBS for 15 min. Before staining, PFA fixed cells were permeabilized with
0.1% Triton X-100 for 5 min. As a myogenic marker, cells were stained for desmin (NBP1-
45143, 1:50; or N5J-R31530, 1:50). To check the proliferation status, cells were stained for
Ki-67 (SAB5500134, 1:1000). To differentiate between myoblasts and fibroblasts, we also
stained against fibronectin (5C-59826, 1:50). For myoblast differentiation, we stained at
different timepoints for myosin heavy chain (Novocastra™, NCL-MHCH, 1:100) and PCM1
(Sigma HPA023370, 1:100). Immunofluorescence pictures were taken with an Olympus
IX83 microscope and U Plan X Apo 40x or U Plan X Apo 10x objective. The cell counter
function of Tmage ] [22] was used to determine the number of cells (DAPT), as well as the
number of cells which were positive for desmin and /or Ki-67.

3. Results
3.1. Characterization of Cell Growth and Myogenic Content

One of the main questions was, if there is a difference between the myoblast cultures
gained from different muscle types. To investigate this, we monitored the development
of the cultures over several passages. We could not see any difference between myoblasts
of wild-type pigs and DMD pigs as well as the age of the animals (data not shown). The
muscle used as starting material for the myoblast culture had no effect on the development
of the culture (Figure 3). Myoblasts of a four-month-old DMD pig and its male wild-type
sibling were grown over cight passages. For this, four different muscle types were used
from each animal. When the myoblasts reached 60-70% confluence, they were passaged
and coverslips were fixed for immunofluorescence staining. Myoblast cultures of all four
muscle types grew at the same level and showed no differences in the day-to-day handling.
Within all muscle types as well as age groups, the cell size increased in early passages and
the speed of growing decreased from passage five onwards (a confluency of 60-70% was
reached after 24 h for the first five passages and for passages six—eight, it took 48 to 72 h).

To test the myogenic and proliferative character of the cell cultures, we cultivated eight
different cell lines (four different muscle types of each, a DMD pig and a wild-type pig)
over eight passages. We observed very similar data for all eight cell lines: the percentage
of myoblasts increased from roughly 60% up to over 90% in passage seven. The size of
myoblasts increased up to passage four and kept then at a constant range. However, from
passage seven onwards, the cells grew slower. The number of proliferating myoblasts
increased up to passage seven to over 40% and then dropped slowly (Figure 4). There was
no difference between the four different muscle types or DMD pigs and wild-type pigs.
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2. Passage

5. Passage

Figure 3. Comparison of cell growth between primary myoblast cultures gained from Musculus biceps,
Iriceps, semilendinosus, and masseter of a four-month-old DMD pig. Pictures were taken 24 h after each

passaging. Scale bar 100 pm.

3.2. Differentiation info Myotubes

One of the most important parts of this project was to develop a DMD cell culture
model, which gives measurable outputs to detect the success of possible therapy trials
in vitro. As the full-length isoform of dystrophin is only starting to get expressed during
differentiation, it is necessary to develop a reproducible and reliable protocol for the
differentiation of porcine myotubes. To determine the level of differentiation, we performed
a co-staining with myosin heavy chain and PCM1. PCM1 (pericentriolar material 1) is a
protein of the centrosome that relocates to the outer nuclear envelope during early muscle
differentiation [23]. Myosin heavy chains get expressed during muscle differentiation and
associate with the cytoskeleton [24]. This allowed the identification of myotubes as well as
the number of nuclei within the myotube. We monitored the differentiation for up to twelve
days after the start. Up to six days, we could identify myotubes in both, DMD pig and wild-
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type pig cultures. In wild-type cultures, we observed at 6 days, in general, more and bigger
myotubes. (Figure 5A), which we confirmed by fusion index (Supplemental Figure 51).
After six days of differentiation, the number of myotubes decreased, which was likely due
to detachment of mature myotubes.

C
100 =
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P1 P2 P3 P4 P5 PG P7 P8
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Figure 4. Proliferation over time. (A) Percentage of myoblasts (desmin positive cells) over 8 passages
(green) and level of proliferating within the myoblasts (positive for Ki-67, red) with standard deviation,
(B) and cell culture of a DMD pig (M. biceps femoris) over 8 passages stained for desmin (green) and
Ki-67 (red). Coverslips of each passage were fixed 24 h after each passaging. (C) Example for overview
pictures (passage 6). Scale bars 200 pum.
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Figure 5. Differentiation of porcine myoblasts and dystrophin expression. The amount of myotubes
is the highest between day 3-6 and the dystrophin level decreases with the amount of myotubes from
day 6 onwards. (A) Pictures taken at day 2, 4, 6, and 8 of differentiation of DMD pig and wild-type
pig cells. At the same time points, an immunofluorescence staining was performed with myosin
(green) and PCM 1 (red) antibodies to show the level of differentiation in the DMD pig culture.
(B) Western blot showing the expression of dystrophin in wild-type pig cultures. (C) Quantification
of full lcng{h dystrophin (~427 kDa) and (D) a ~71 kDa isoform. Scale bar 200 pm and 20 pm for IE.

The main marker needed in this model is the expression of full-length dystrophin. We
performed Western blot on wild-type cultures to identify the level of dystrophin expression
during differentiation. We used only wild-type cultures for this as there is no expres-
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sion of full-length dystrophin in the DMD pig muscle cultures (Supplemental Figure 52).
We identified the strongest expression of full-length dystrophin (~427 kDa) as well as a
shorter dystrophin isoform (~71 kDa) after four days of differentiation with a decrease of
dystrophin afterwards (Figure 5B-D). This correlated with the presence of myotubes.

We observed differences in differentiation efficiency between the different myoblast
cultures, but they were independent of the muscle type used for the biopsy or the age of
the animal. The main factor affecting differentiation was the passage number: the lower
the passage number, the better the differentiation rate. We got the best differentiation rates
during the first four passages. These first passages were also the passages with lower
percentage of myoblasts. To investigate if the differentiation efficiency was only due to
low passage number or if other factors were involved, we co-stained myoblast cultures for
fibronectin and desmin. This showed the presence of fibronectin during early passages, and
especially in arcas with a strongly positive fibronectin staining, myogenic cells accumulated
(Figure 6).

Figure 6. Fibronectin is present in early passages: fibronectin (red) and desmin (green) staining over
eight passages of the same cell culture (DMD pig, 4 months old, M. biceps femoris). Coverslips have
been harvested 24 h after each passaging. Scale bar 200 pm.

3.3. Coating of Dishes

To verify the effect of coating on the growth of porcine myoblasts, we tested a set
of different coating options. This revealed that the biggest number of cells did attach on
fibronectin coating, followed by the collagens type I, V, VI and laminin (Figure 7, complete
panel tested in Supplemental Figure 53). Cells attached on fibronectin did have a regular
shape. After fixation with PFA and staining with DAPI, counting verified that the highest
number of cells attached on fibronectin (Supplemental Figure 54).

3.4. Utrophin Expression

Another important readout is the expression of utrophin. Upregulation of utrophin
is thought to be compensatory for the loss of dystrophin in DMD mice, thus explaining
the relative mild phenotype of these animals [25,26]. We tested myotubes of 3-day and
3-month-old DMD pigs and their male wild-type siblings for utrophin protein expression
by Western bloL. In myotubes, utrophin levels do not differ significantly from wild type
levels (Figurc 8).
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Figure 7. Different coaling options confirm fibronectin to be significantly relevant for porcine
myoblast proliferation. Nine spots of each coating version were imaged for cell attachment (myoblasts
from a four-month-old DMD pig in passage Y m. biceps femoris) have been imaged 24 h after
passaging. Scale bar 20 um.
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Figure 8. Utrophin expression in myotubes at day 4 of differentiation is not significantly altered in
DMD pig myotubes vs. in wild-type myotubes. Myotubes were from a 3-day and a 3-month-old
DMD pig (M. semitendinosus).
4. Discussion

The DMD pig represents a superior animal model closely mirroring the human pheno-
type [19]; therefore, we see the utilization of primary DMD pig muscle cells as an in vitro
model for preclinical research on DMD as an advancement for the scientific community. The
DMD pig muscle cells have the potential to provide a starting point for pipeline therapies
from in vitro testing in cell culture, in wive testing in an animal model, to application in
patients [18]. Usage of DMD pig muscle cells for testing therapies has the benefit that the
number of animals for experiments can be reduced by screening for the most promising
approaches in a way that is directly transferable to the DMD pig, which has been proven to
be an extremely relevant model for DMD [19].
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For identification of the optimal muscle for in vitro cell culture, we tested four different
muscle types with different characteristics. The musculus biceps femoris is one of the biggest
and strongest muscles of a pig. It is located at the hindquarter of the animal directly under
the skin, which makes it easy to extract. Due to its heavy usage, it is likely to show signs of
muscle weakness early on. The musculus triceps brachii is located at the forehand of the pig.
Due to its anatomy, the front legs of a pig carry the most weight and therefore, this muscle
needs a lot of training and it is under a lot of pressure. That means the severity of illness
should be well detectable here. The musculus semitendinosus is a separate muscle located
at the hindquarter of the pig, it is easy extractable. The musculus masseter is—different to
other muscles—served by the cranial nerves and has lots of connective tissue. We found no
major differences between the muscle cell cultures gained from these four different muscles.
This is of potential benefit, as the amount of starting material is therefore not limited by
the size of single muscles. This helps especially with very young animals. We used cells
from young animals (3 days old), as we expected fast cell growth in tissue culture. These
animals also show a similar phenotype to young DMD boys. Furthermore, we used in this
study, mainly cells of animals aged 4 months, as they show a very clear phenotype and
thus represent a representative timepoint for the muscle phenotype. Pigs at nine months
are fully mature, thus completing the spectrum of ages used.

The disease-relevant protein in DMD is full-length dystrophin, which is only starting
to be expressed during muscle differentiation. Therefore, we tested the best differentiation
conditions. We got two main results from this: (i) we identified fibronectin to be a major
factor in differentiation for porcine myoblasts, which confirms recently published data
showing that fibronectin enhances marker expression in porcine myoblasts [27]; and (ii) we
demonstrated that the maximum differentiation in porcine muscle cell culture is achieved
after only 4 days of differentiation. This is in accordance with the observations of other
groups [21]. The positive effect of fibronectin on porcine muscle differentiation shows
another potential benefit of this tissue culture model: it is beneficial to use co-cultures,
therefore a sorting of cell types is not necessary. The relative fast maximum differentiation
time of 4 days might reflect the fast muscle growth in pigs but has the potential benefit to
allow a faster workflow in tissue culture.

In summary, we found coating with fibronectin (or fibronectin-containing coating)
for tissue culture plates and a shortened differentiation time (compared to other species)
provide optimal conditions to investigate full-length dystrophin in primary porcine my-
oblast cultures. Thus, our in vitro DMD pig cell culture model has the potential to speed up
results from assays that require differentiation, while there is at the same time more starting
material available compared to other species like human (only small muscle biopsies, if
any are available) or mouse (in general less muscle mass). Thus, the DMD pig muscle cell
culture can improve velocity and cost-effectiveness of animal studies.

Supplementary Materials: The following supporting information can be downloaded at: https://
www.mdpi.com/article/10.3390,/life12101668 /51, Figure 51: fusion index of DMD pig and W'T
pig muscle cultures at 6 days of differentiation.; Figure 52: expression of full-length dystrophin in
WT pig and DMD pig myotubes._; Figure 53: complete panel of coating options tested_; Figure 54:
quantification of cells attached to coated spots.; Figure 55: full Western blots.
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Abstract: Mutations in the DMD gCNe can cause Duchenne or Becker muscular dysl:mphy (DMD/BMD)
by affecting the giant isoform of dystrophin, a protein encoded by the DMD gene. The role of small
dystrophin isoforms is not well investigated yet, and they may play a role in muscle development
and molecular pathology. Here, we investigated the nuclear localization of short carboxy-terminal
dystrophin isoforms during the in vitro differentiation of human, porcine, and murine myoblast cultures.
We could not only confirm the presence of Dp71 in the nucleoplasm and at the nuclear envelope, but we
could also identify the Dp40 isoform in muscle nuclei. The localization of both isoforms over the first
six days of differentiation was similar between human and porcine myoblasts, but murine myoblasts
behaved differently. This highlights the importance of the porcine model in investigating DMD. We
could also detect a wave-like pattern of nuclear presence of both Dp?1 and Dp40), indicating a direct or
indirect involvement in gene expression control during muscle differentiation.

Keywords: Duchenne muscular dystrophy; muscle cell culture; DMD; dystrophin; porcine muscle
cells; nuclear localization

1. Introduction

The DMD gene (ENSG0O0000198947; Xp21.2-p21.1) gives rise to multiple dystrophin
isoforms, which are expressed in a tissue-specific manner. The usage of different promoters,
alternative splicing, and alternative poly-A addition sites are factors involved in generating
the multiple isoforms described [1-3]. The resulting dystrophin proteins (Dp) have been
named according to their molecular mass. So far, the described proteins include Dp427 (full-
length dystrophin), Dp260, Dp140, Dp116, Dp71, and Dp40, which are found in different
tissues, such as the brain, muscle, retina, kidney, peripheral nerves, liver and lung [1,4].

Dp427 is crucial for the strength and stability of muscle fibers, and its absence results
in fiber degeneration [5]. The loss of full-length dystrophin results in Duchenne muscular
dystrophy (DMD) [6], while a partial loss, leading to a shortened protein with a reduced
function, results in clinically milder Becker muscular dystrophy (BMD) [7]. The role of other
dystrophin isoforms in DMD/BMD is implicated but not yet completely solved [8-12].

The carboxy-terminal isoform Dp71, which is expressed ubiquitously, has been linked
to myoblast proliferation [13] and neural stem / progenitor cell proliferation and differentia-
tion [14]. This isoform has been shown to localize within and closely around the nucleus
of PC12, HeLa, C2C12 and HEK293 cells and human myoblasts [13,15-19], but also to
mitochondria [20]. Depletion of Dp71 alters the distribution of aquaporin-4 channels in
brain macroglial cells, but the question of which function Dp71 fulfils in the nucleus and
how stable it appears there remains unclear.

Life 2023, 13, 1367. https:/ /doi.org/ 10,3390,/ lifel 3061367
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Another short dystrophin isoform, Dp40, is expressed from the same promoter as
Dp71. Dp40 localizes partially to the nucleus in PC12 cells [21,22], appears to be essential
for PC12 neuronal differentiation [23] and has a crucial role in presynaptic function [24].

Here, we studied in vitro the localization and expression of carboxy-terminal dys-
trophin isoforms in differentiating myotubes over the first six days of differentiation in
human, porcine and murine myoblast cultures.

2. Materials and Methods
2.1. Tissue Culture

Primary human myoblasts were obtained from the Muscle Tissue Culture Collec-
tion (MTCC) at the Friedrich-Baur-Institute (Department of Neurology, LMU Klinikum,
Ludwig-Maximilians-University, Munich, Germany). The human myoblast culture was
obtained with written informed consent of the donor. Ethical approval for this study
was obtained from the ethical review committee at the Ludwig-Maximilians-University,
Munich, Germany (reference 45-14). Primary porcine myoblasts were obtained as described
elsewhere [25]. Mouse myoblasts were kindly provided by Nina Raben.

Human myoblasts were cultured in Skeletal Muscle Growth Medium (PELOBiotech,
Munich, Germany) supplemented with GlutaMax, 40 U/mL Penicillin, 0.04 mg/mL Strep-
tomycin, and SkMC supplement. The medium was changed to DMEM containing 5% horse
serum for differentiation. Cells were kept in an incubator at 37 °C and 5% CO,.

Porcine myoblasts were grown in a-MEM supplemented with 10% FCS, 1% Glutamax,
40 U/mlL Penicillin, and 0.04 mg/mlL Streptomycin on plates coated with Fibronectin
(Sigma Aldrich #F0895). For differentiation, the medium was switched to DMEM high
glucose with 0.4% Ultroser G. Cells were kept in an incubator at 37 °C and 5% CO,.

Mouse myoblasts were cultured in high-glucose DMEM supplemented with 10%
FCS, 40 U/mL penicillin, and 0.04 mg/mL Streptomycin at 33 °C with 5% CO,. To start
differentiation, the medium was switched to high-glucose DMEM supplemented with 5%
horse serum, 40 U/mL penicillin, and 0.04 mg/mL Streptomycin. Cells were incubated at
37 °C with 5% CQO,, for differentiation.

During the last passaging before differentiation, several coverslips were placed in
the culture dishes. Myoblasts were grown until they were close to reaching confluence.
Differentiation medium was exchanged every two days, and cells were differentiated over
six days.

2.2, Immunofluorescence Staining

From the starting point of differentiation (day 0) until the last day (day 6), coverslips
were fixed with ice-cold methanol on each day. Cells were stained for dystrophin (abcam ab
15277, 1:50) and DAPIL. The secondary antibody used was Alexa Four Plus 488 (Invitrogen,
Waltham, MA, USA: A32790, anti-rabbit, 1:500). Immunofluorescence pictures were taken
with an Olympus IX83 microscope and U Plan X Apo 40x objective. All experiments were
repeated at least three times.

2.3. Western Blot

Cell pellets of every differentiation day were resuspended in 1 mL of hypotonic lysis
buffer (10 mM HEPES pH 7.4, 1.5 mM MgCl,, 2 nM DTT) and could swell for 10-15 min
on ice. Nuclei were released by Dounce homogenization of 20 vigorous strokes using a
type B pestle (Wheaton, clearance between 0.1 and 0.15 mm). Thereafter, 100 uL of 1 M KCI
were added. Nuclei were then pelleted at 2000 g in a swinging bucket rotor for 20 min at
4 °C. The supernatant was transferred into a new 1.5 mL Eppendorf tube, and the pellet
was resuspended in 1 mL PBS and pelleted again at 2000 g in a swinging bucket rotor for
20 min at 4 °C. The second supernatant was discarded. The nuclei pellets were dissolved
in 80 pl. RTPA buffer (50 mM Tris/HCI pH 8.0, 150 mM NaCl 1% NP40 0.5% sodium
deoxycholate, 0.1% SDS, freshly added protease inhibitor tablet from Roche (Complete



51

Lif 2023, 13,1367

3of9

Ultra protease inhibitors #05 892 970 001)) and then ultrasonicated with a Bandelin Sonopuls
ultrasonicator (two times 155, 5 x 10%).

Western blot was performed using BioRad’s Tetra electrophoresis chamber and the
TransBlot Turbo® system for protein blotting (BioRad, Hercules, CA, USA). A total of 20 pg
whole protein was used per lane in the different blots. An antibody against lamin A/C
(4C10, provided by Glenn E. Morris, 1:500) was used to control the presence of nuclei.
Dystrophin (Abcam, Cambridge, UK, ab15266, 1:500 or 1:1000 in 3% BSA/TBST) was
used as primary antibody. Desmin (Novus Biological, Littleton, CO, USA, NBP1-45143,
1:1000) was used to control the separation of nuclei. A control for the consistent protein
loading of all lanes Total Protein Stain (LiCor, Lincoln, NE, USA) was used. All Western
blots were detected in the LiCor Odyssey Fc Imaging System using fluorescent secondary
antibodies (Donkey anti-rabbit 800 CW 926-32213, Donkey anti-mouse 680RD 926-68072).
All experiments were repeated at least three times.

2.4. RNA-Sequencing

Human myoblasts were harvested at 50% confluence. During the differentiation, cells
were harvested at day 0 (90% confluence) and then at days 1, 2, 4, and 6. After two washing
steps with 1x PBS, Trizol® was added to the samples. The Trizol®/sample mixture was
used directly to isolate the RNA using the Dircet-zol™ RNA MiniPrep PlusKit (ZYMO
Research, Freiburg, Germany). Library preparation was performed using the TruSeq
Stranded mRNA Kit (Illumina, San Diego, CA, USA) with the TruSeq RNA Single Index Set
A (Hlumina) according, to the recommended procedure. The quality and size distribution
of the generated libraries has been validated using an Agilent 2100 bicanalyzer with a
high-sensitivity DNA chip (Agilent, Santa Clara, CA, USA). DNA yield was measured
using the Qubit dsDNA HS Assay Kit, followed by pooling of the libraries in batches
of 12 and sequencing of 1.2 pM pooled library on an Nextseq 500/High Output Flow
Cell Cartridge using a paired-end, 2 % 76 reads, single-index protocol. Experiments were
performed in triplicates.

A sufficient quality of the RNAseq data from was confirmed using FASTQC. Raw
reads were mapped to the human GRCh38 genome using STAR v2.7 and sorted with the
in-built Sorted ByCoordinate function, while index files were generated with samtools. The
resulting BAM and index files were loaded into the Integrative Genomics Viewer (IGV)
web application. Reads mapping to specific exons were counted and normalized against
the total number of reads per sample.

2.5. Statistical Analysis

Differences between the different timepoints of differentiation (per dystrophin isoform
and per species) were calculated by a non-parametric test (Kruskal-Wallis-Test). The
corresponding p-values as well as a statistical comparison of any pair of groups are included
in Supplementary Figure 53.

3. Results
3.1. Localization of C-Terminal Dys during Muscle Differentiation

We stained dystrophin in human, porcine, and murine differentiating myoblast cul-
tures from day 0 to 6 of differentiation to study the development of dystrophin isoform
localization during differentiation. In all species and during all time points, we could detect
immunofluorescent staining of dystrophin (Figure 1).

In human myoblasts, there was dystrophin staining within the nucleus and in the
cyloplasm at all observer time points. There were, however, differences in the intensity of
the staining at the respective cellular location. In proliferating myoblasts (day 0) and until
day 2 of differentiation, the nucleoplasmic dystrophin staining was more intense than the
cytoplasmic one. At all days, there was also the appearance of nuclear envelope staining in
some nuclei (Supplementary Figure 51). From day 3 on, cytoplasmic staining became more
intense, especially in forming myotubes (Figure 1, left panel).



52

Life 2023, 13, 1367

4 of9

Human Mouse
Dystrophin DAPI straphin Dystrophin DAPI
o
z
[=]
-
)
o
>
Fy
o
: . .
= ’
3
o
: . . . \
>
Ey
o
w
z
a =3
@
H
=]

Figure 1. Human (left), porcine (middle) and murine (right) myoblast cultures were differentiated
over 6 days. While changing to differentiating medium at day 0 and then every 24 h, coverslips were
harvested, fixed and stained with dystrophin (left side) and DAPI (right side). Scale bar, 20 pm.

In porcine myoblast cultures, there was—similar to human myoblasts—more intensive
nucleoplasmic staining from day 0 to day 2 of differentiation. We could also observe a
clear nuclear rim staining at these time points. From day 3 to day 6, there was dystrophin
staining in the cytoplasm and nucleoplasm of myotubes. In single-nucleated cells, dots
within the nuclei were stained (Figure 1, middle panel).

In murine myoblast cultures, we also observed dystrophin staining at all days of dif-
ferentiation. From day 0 to day 2, there was roughly equal cytoplasmic and nucleoplasmic
staining, but from day 3 on, in myotubes, we observed only cytoplasmic staining. Af the
same time, there was no signal within the nuclei (Figure 1, right panel).

Experiments were repeated at least three times, and occasional nuclear-envelope
staining was observed in human as well as porcine cultures up to day 5 of differentiation
(in myotubes) and in murine myoblast cultures up to day 2 of differentiation (single
nucleated cells; Supplementary Figure S1).
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3.2. Quantification of C-Terminal Dystrophin during Muscle Differentiation and RNAseq of
Human Myoblast Differentiation

To identify the nuclear dystrophin isoform/isoforms, we isolated nuclei of human,
porcine, and murine differentiating myoblast cultures from day 0 to day 6 of differentiation.
Separated nuclei were probed via Western blot for the presence of dystrophin isoforms
during differentiation.

In human myoblasts, we identified a dystrophin signal probably originating from
two bands slightly bigger than 70 kDa at all days of differentiation. The size of these
bands fits with Dp71, for which several variants (DP71a, Dp71b, and DP71ab) have been
described. There was also a strong signal at about 32 kDa (running below 40 kDa, as also
shown elsewhere |21]) and a ladder of weaker smaller bands at all days (Figure 2A, left
pancl). We also obtained a clear signal for lamin A at all timepoints, which was used to
normalize the dystrophin isoforms. Quantification of the DP71 and D40 bands showed a
wave-like picture for DP71, with a constantly increasing signal between day 0 and day 3,
a drop on day 4, and an increase until day 6. The DP40 signal also provided a wave-like
picture, with an increase from day 0 to day 1, a constant drop until day 4, and an increase
from thercon until day 6. Only the day 3 signal deviated by being higher than the trend
(Figure 2B, left panel).

As the actual size of the band we identified as Dp40 differs from the expected size
(~32 kDa instead of 40 kDa), we utilized RN A-sequencing data of human myoblast differ-
entiation (days (, 1, 2, 4, 6) to investigate the expression of the exons contributing to the
respective isoforms. Dp40 shares all exons with Dp427, and Dp71 and Dp71 share all except
one exon with Dp427. This results in the following difference: amino acids KVPYYIN (aa
3069 to 3075 in Dp427) are exchanged to MREQLKG (aa 1 to 7 in Dp71). First, we used this
difference to determine the difference between Dp71 and Dp472 expression. As the exons
giving rise to Dp40 are shared with Dp71, we then subtracted the average number of reads
for Dp472 and Dp71 from the reads in the exons encoding all three isoforms, thus obtaining
the average reads for Dp4(). This analysis did show a peak of Dp71 expression at day 2,
while Dp40 expression constantly increased until day 6 (Figure 2C).

In porcine myoblast cultures, there were also dystrophin signals of the same size as
Dp71 and Dp40; overall, the picture was similar to human myoblasts. The lamin A/C
antibody stained both lamin A and lamin C (Figure 2A, middle panel). We used lamin a
for normalization, and the quantification did show—similar to human myoblasts—a peak
of Dp71 in the nucleus at 3 days of differentiation, followed by a drop and increase of the
signal until day 6. Dp40 did, also similar to human myoblasts, show a peak of nuclear
localization at day 2 followed by a drop until day 4 and an increase from day 4 to day 6
(Figure 2B, middle panel).

In murine myoblasts, all the dystrophin bands observed in human and porcine my-
oblasts were present as well. The only difference was a more intense band below the
Dp40 band from day 4 (Figure 2A, right panel). Quantification of nuclear dystrophin did,
however, reveal a different picture than that observed in human and porcine myoblasts.
The nuclear localization of Dp71 was strongest in proliferating myoblasts and dropped
off constantly during differentiation. Dp40 also had the strongest nuclear localization
in proliferating cells, with lower but varying amounts in the following days (Figure 2B,
right panel).

To ensure that the separation of the nuclei worked without contamination of the
respective other fraction, the nuclear and cytoplasmic fractions were both tested for lamin
A /C as a nuclear marker and desmin as a cytoplasmic marker by Western blot. This showed
that lamin A/C was only present in the nuclear fraction and desmin (~53 kDa) only in the
cytoplasmic fraction (examples shown in Figure 2DJ).
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Figure 2. (A) Western blot of separated nuclei from human (left), porcine (middle) and murine (right)
myotubes during differentiation from days (6. Progression of dystrophin signal in Dp 71 and Dp 40
from day 0 (left side) to day 6 (right side). Each Western blot used the nuclear-envelope protein lamin
A as a loading control. (B) Dystrophin signal (Dp 71 and Dp 40) from each species from days 0-6 of
differentiation was quantified. (C) RNAseq of human myoblasts during differentiation from days 0-6.
(D) Samples were tested for the successful separation of nuclei from cytoplasm with cytoplasmic
protein desmin and nuclear-envelope protein lamin A /C (example shown: murine myoblasts). Full
pictures of all Western blots are presented in Supplementary Figure 52.

4. Discussion

Mutations in the DMD gene are causing DMD, BMD, and dilated cardiomyopathy [26,27].
They can be located all over the DMD gene [28], thus potentially affecting different dystrophin
isoforms [1]. While the role of full-length dystrophin in the disease pathology is well investigated,
the: contribution of small isoforms still needs to be solved. The isoform Dp71 is mainly found
in brain tissue, but also in myogenic cells and skeletal muscle [8]. Recent findings indicate an
important role of Dp71 in neuronal tissue [29]. This makes it a main interest in DMD research,
as this is related to a non-progressive cognitive impairment in DMD [30] without always being,
combined with muscle weakness [31,32]. Despite this, the function of short dystrophin isoforms
in muscle is still not completely solved, and its potential influence on the muscle phenotype of
DMD/BMD is unknown.

After noticing varying occurrences of nuclear dystrophin staining using an antibody
against the c-terminus of dystrophin, we systematically investigated the presence and
localization of nuclear short dystrophin isoforms during early differentiation. We could
identify a nuclear localization of Dp71 and Dp40 throughout the first six days of in vitro
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muscle differentiation. Dp71 and Dp40 do not have a nuclear localization signal. Instead,
phosphorylation is thought to be the regulator of nuclear import [29]. Tt has been shown
before that Dp71 enhances the proliferation of myoblasts [13] and can localize to the
nucleus and to the nuclear envelope, where it stabilizes nuclear dystrophin-associated
proteins [15,17]. We could confirm the nuclear and nuclear-envelope localization of Dp71.
However, the increasing nuclear presence until day three of differentiation (and after that
again an increased nuclear presence from day four until day six) in human and porcine
myoblasts indicates a function different to proliferation enhancement, as the myoblasts are
not proliferative anymore from day one of differentiation. The lack of lamin C in human
myoblasts may be due to epitope masking, as has been shown for the nuclear envelope
proteins lamin B1 and emerin before [33].

The nuclear localization of Dpd0 has been shown in PC12 cells [22], and here we can
additionally prove it for muscle cells. As the actual Western blot band was running lower
than 40 kDa, we confirmed the expression of Dp40 using RNAseq data. During muscle
differentiation, the nuclear presence of both human and porcine Dp71 and Dp40 appears to
be in waves and is shifted against one other. This may indicate a distinct function in gene
expression control, which is undergoing major alterations during muscle differentiation.
Expression waves have been described for myogenesis [34], although not in the context
of dystrophin.

Another critical question is which model system should be used to investigate the role
of short dystrophin isoforms in muscle differentiation and disease. For DMD, the DMD
pig is a superior animal model closely mirroring the human phenotype [35], and there is
a cell culture system available [25]. The results presented here highlight the importance
of the porcine model system. The porcine myoblasts show a nuclear localization of short
dystrophin isoforms very similar to human myoblasts during early differentiation. Murine
myoblasts did deviate regarding this nuclear localization, but it must be noted that the madx
mouse also displays a very mild phenotype compared to humans or pigs [36,37].

In summary, we can extend the knowledge about short dystrophin isoforms during
muscle differentiation. Furthermore, it will be helpful to advance research on the function
of Dp71 and Dp40 during differentiation to understand the molecular function and the
relevance of human disease.

Supplementary Materials: The following supporting information can be downloaded at: https://
www.mdpi.oom /article/10.3390/ life13061367 /s1, Figure 51: Examples of nuclear envelope dystrophin
staining; Figure 52: All Western blots used for quantification; Figure S3: Statistical analysis of the
nuclear presence of both Dp#71 and Dip40 for the seven timepoints analyzed per species.
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