Aus dem
FriedrichBaurInstitut der Neurologischen Klinik und Poliklinik
Institut derUniversitatMinchen

Direktor:
Univ. Prof. Dr. med. Glnter U. Hoglinger, FEAN

Evaluation eines neuen translationalen Grol3tiermodells
fir die Duchenne Muskeldystrophie
in der préklinischen Forschung

Dissertation
zum Erwerb des Doktorgrades ddwmanbiologie
an der Medizinischen Fakultat
derLudwig-Maximilians-Universitat zu Miinchen

vorgelegt von

Tina Tamara Donandt

ausStarnberg

2024




Mit Genehmigung der Medizinischen Fakultat
der Universitat Minchen

Berichterstatter:

Mitberichterstatter:

Mitbetreuung durchid
promovierten Mitarbeiter:

Dekan:

Tag der mundlichen Prifung:

Prof. Dr. Maggie C. Walter

Prof. Dr. Henning Wackerhage
Prof. Dr. Angela Abicht
Prof. Dr. Wolfgang MilletFelber

PD Dr. Peter Meinke
PD Dr. Dr. Sabine Krause

Prof. Dr. Thomas Gudermann

04.03.2024



Af fidavit

TN SSp

LUDWIG- &3

MAXIMILIANS- Promotionsbiiro .
UNIVERSITAT Medizinische Fakultat )
MUNCHEN MIMIRS

EidesstattlicheVersicherung

Donandt,Tina Tamara

Name\Vorname

Ich erklarehiermitanEidesstatt,dassch die vorliegendeDissertatiormit demTitel:

Evaluation eines neuen translationalen Grof3tiermodells

fur die Duchenne Muskeldystrophie in der préklinischen Forschung

selbstandigyerfasstmich auRederangegebenekeinerweiterenHilfsmittel bedientund
alle ErkenntnissedieausdemsSchrifttumganzoderanndherndibernommeind,alssol-
chekenntlichgemachundnachihrer HerkunftunterBezeichnunglerFundstellesinzeln
nachgewiesehabe.

Ich erklaredesweiteren dasdlie hiervorgelegteDissertatiomichtin gleicheroderin ahn-
licher FormbeieinerandererStellezur ErlangungeinesakademischeGradeseinge-
reichtwurde.

Miinchen,18.082023 Tina Donandt

Ort, Datum UnterschriftDoktorandin




| nhaltsverzeichnis
11T F= 1Y PSRRI 3.
INNAIESVEIZEICNNIS ... e e el 4
AbbilduNgSVErZEIChNIS..........cco e 5
ADKUIZUNGSVEIZEICANIS. ...ttt ae e e 6
U0 11 5= Lo LS 1= =SSR 7
1. Mein personlicher Beitrag zu den Publikationen.................ccoiieciiieennen, 9
1.1 Beitrag zU Paper.l......ccceeiiiieeiieeeeeee e 9
1.2 Beitrag zu Paper ll........oooo i 11
2. Einleitung: Ein translationales GroR3tiermodell fur die
Duchenne MUSKeldyStrophi€.............cevvviiiiiiiiiiiceee e 12
2.1  Die Duchennauskeldystrophie...........ccuveeiiiiiiiiiicce e 12
2.1.1 Krankheitsbild und Verlaut..................... oo 12
2.1.2  GNELIK....ceiiie ettt 13
2.1.3 Dystrophin und der DMEPathomechanismus..............cccccevvvvucees 14
2. 1.4 UTOPNIN ..ottt e e 15
2.1.5 TherapiemOglichKeiten..............ccoviiiiiiiiicn e 16
2.2  Tiermodelle fir die Duchenne Muskeldystrophie...........ccccccoeeeiiieeen. 19
2.2.1 MUNNg MOElle.......oooeiieeieeeeeeeeee e 19
2.2.2 Canine Modelle...........ooooiiiiiiiiiiie e 20
2.2.3 Porcines Modell: DMDPIG.........ccouvviiiiiiiiiiiieeeeeeeiceece e 21
3. Darstellung des Forschungsvorhabens............cccccooiiiiiieemiiiiiiiicce 23
4. ErgebniSSe. ... .. 24
4.1 P AT L e —————— 24
4.2 PAPEI L. aaeea 27
5. Diskussion UNd AUSDIICK. ..........eviiiiiiiiiiiiiieeee e 31
6. ZUSAMMENTASSUNG. ... e eieieeiiiiie e e eeee e s e e e e e e e e e e e e e e e arnana e e e s 34
7. Abstract (ENGSh)........oooviiiiiieeeeeeee e 35
8. PAPET | e e 36
9. = 101 1 PP 10
10. LiteraturverZeiChNIs .........ooviiiiiiiiieeeeees e 58

(D= 1] 7= (o U] o PP 67



Abbil dungsverzeichni s

Abbildung 1: Vereinfachte Darstellung des DystropltatykoproteirKomplexes (Stirm et
al. 2022): Open Access Publikation mit @Y Lizenz.........cccccoeevveeiviivivieemenns 15

Abbildung 2: Vier Monate altes DMDpig (links#7074) mit seinem W-Wurfbruder
(rechts#7072) mit im Vergleich deutlichem Groflzemd Muskelmassenunterschied
(GewichtsuNEErsSChied).........cuiiiiiiiiiree e 21

Abbildung 3: Verschiedene Muskeltypen wurden fur die Muskelbank des DMDpigs
verwendet( Donandt et al . 2022) : Open Access
Attribution. . (..CC..BY.) M i, 25

Abbildung 4: Proliferation: (A) Prozentualer Anteil an Myoblasten (Desmin positive Zellen
grin) Uber 8 Passagen und Proliferationsniveau dieser Myoblasten (positive fir Ki
67: pink) mit Standardabweichung, (B) Beispielbild fiir ein Ubersichtsfoto, (C)
Zellkultur eines DMDpiggm. biceps femoris) tber 8 Passagen. Mal3stalizdie

um. (Donandtetal. 2022Dpen Access mit Lizenz ACreati ve

(CC BLY)efheeieeieeieeeeeeeeee e eeee e e eeoeeete s e oeees e 26

Abbildung 5: Differentiation von porcinen Myoblasten und Dystrophin Expression: Die
Anzahl der Myotuben ist zwischen Tag63am hochsten und danach sinkt das
DystrophinLevel ab Tag 6 mit der Anzahl an Myotuben. (B) Der Western Blot zeigt
die Expression von Dystrophin porcinen WTZellkulturen. (C) Quantifizierung
von Volllangen Dystrophin (427 kDa) und (D) der 71 kDa Isoform. (Donandt et al.
2022): Open Access mit Lizenz ACr2fati ve

Abbildung 6: Humane (links), porcine (mitte) und murine (rechts) khgstekulturen
wurden 6 Tage lang differenziert. An Tag O wurde zu Differenzierungsmedium
gewechselt und dann wurden alle 24h Objekttrager fixiert und mit Dystrophin (links)
und DAPI (rechts) gefarbt. Mal3stableiste 20 um. (Donandt et al. 20p8j1 Access

,,,,,,,

mi t Lizenz ACreative CémmépnsgéAté&é&29but i on

Abbildung 7: DystrophinNachweis im WB von Zellkernen jm-vitro Modell (human,
porcine, murine) von Tag 0 (links) bis Tag 6 (rechts) der Differenzierung (A & B)
im Vergleich zu Daten aus der RN®@equenzierung (CYDonandt et al. 2023):
Open Access mit Lizenz ACreadt.i.nv.e..30o0mmons

Co

(

A



Abk¢grzungsverzeichni s

& und
3R 3R-Prinzip (A Bplace Reduce Refinef)
AAV Adencassoziierte Dependoparvoviren
AON AntisenseOligonukleotice
BMD Becker Muskeldystrophie
bzw. beziehungsweise
ca. circa
CKCsSMD Cavalier King Charles Spanimit Muskeldystrophie
Ccol Costof-lliness(deutsch: Krankheitskosten)
CXMDJ Beaglebasiere X-chromosomale Muskeldystrophie in Japan
D Deutschland
DGC DystrophinGlykoproteinKomplex
DMD Duchenne Muskeldystrophie
DMDpig Schwein mitDuchenne Muskeldystrophdurch Deletiornvon Exon 52
( = D M bEsgitwv@in)
Dp DystrophinProtein
ECM ExtraZellulare Matrix
EMA Europaische Arzneimittehgentur( AEur opean Medicines /
FBI FriedrichBaurInstitut
FDA amerikanischérzneimittelBehorde
(A U . FSad and Drug Administratidi
gof. gegebenenfalls
GAPDH Glyceraldehyde phosphate dehydrogenase
GRMD Golden Retriever Muskeldystrophie Hund
kDa Kilodalton (atomareVasserinheit)
IF Immunfluoreszenzfarbung
Mb Million Basenpaaré MegabaséMaleinhei}
mdx fiX -chromosomdinked muscular dystroptiyMaus
PFA Paraformaldehyd
sog. sogenannt
u. a. unter anderem
VS. versus
WB Western Blot
WT Wildtyp

z. B. zum Beispiel



Publi kationsl i ste

Publikationen als Teil dieser kumulativenDissertation:

l. Donandt T, Hintze S, Krause S, Wolf E, Schoser B, Walter MC, Meinkbs®ation
and Characterization of Primary DMD pig Muscle Cells as anin-vitro Model for
Preclinical Research on Duchenne Muscular Dystrophytife i Section: Cell Biology
and Tissue Engineering2022; 12(10): 1668. https://doi.org/10.3390/1ife12101668

II.  Donandt T, Todorow V, Hintze S, Graupner A, Schoser B, Walter MC, Meinke P.
Nuclear Small Dystrophin Isoforms during Muscle Differentiation. Life - Section:
Physiology andPathology 2023 13(6): 1367 https://doi.org/10.3390/life13061367

Preise

Bester Freier Vortrag des 26. Kongress des Medizinis@tissenschatftlichen Beirates der Deut-
schen Gesellschaft fur Muskelkranke (DGM) e.V.i22.03.2023 in Essen, Deutschland.
Vortrag #FV13:solierung und Charakterisierung von primaren DMDpig Muskelzellen als Zell-
kulturmodell fiir die préklinische Forschung fiir Duchenne Muskeldystrophie

Vortrage:

Donandt T: Isolierung und Charakterisierung von primaren DMDpig Muskelzellen als Zellkul-
turmodell furr die préaklinische Forschung fir Duchenne Muskeldystrop@id<ongress des Me-
dizinischWissenschatftlichen Beirates der Deutschen Gesellschaft fur Muskelkranke (DGM) e.V.
22124.03.2023. Essen, Deutschland

Donandt T: Das DMDpig als translationales Grof3tiermodell fir die Duchenne Muskeldystro-
phie in der praklinischen Forschungb. Kongress des Mediziniséhissenschaftlichen Beirates
der Deutschen Gesellschaft fur Muskelkranke (DGM) e.Vi. 2ZA403.2021. Jena, Deutschland;
digital.

Poster.

Donandt T: Evaluation eines neuen translationalen Grof3tiermodells fur die Duchenne Muskel-
dystrophie in der praklinischen Forschurigd. Kongress deBledizinischWissenschaftlichen
Beirates der Deutschen Gesellschaft fir Muskelkranke (DGM) €i¥195.2019 Géttingen,
Deutschland

Donandt T: Personalized molecular therapy in a nganslational large animal model for Du-
chenne muscular dystrophyl5" International Congress on Neuromuscular Diseases
(ICNMD XV), 6.-10.07.2018Wien, Osterreich.

Donandt T: Personalisierte molekulare Therapie in einem neuen translationalen Grof3tiermodell
fur die Duchenne Muskeldystroph#3. Kongress des Wissenschatftlichen Beirates der Deutschen
Gesellschaft fur Muskelkranke e,\16-18.02.2017Munchen, Deutschland


https://doi.org/10.3390/life12101668
https://doi.org/10.3390/life13061367

Weitere Publikationen:
Konferenz-Abstracts:

Donandt T, Hintze S, Krause S, Wolf E, Schoser B, Walter MC, MeinKsd¥erung und Cha-
rakterisierung von priméaren DMDpig Muskelzellen als Zellkulturmodel fiir die praklinische For-
schung fur Duchenne Muskeldystropltdé. Kongress des Mediziniséissenschaftlichen Bei-
rates der Deutschen Gesellschaft fir Muskelkranke (DGM) e.V/2223.2023. Essen, Deutsch-
land. (OnlineAbstractband: www.DGMKongress.de)

Donandt T, Krause S, Kalbe C, Fonteyne LM, Kessler B, Wolf E, Walter & DMDpig als
translationales Grof3tiermodell flr die Duchenne Muskeldystrophie in der préklinischen For-
schung.25. Kongress des MedizinisaNissenschaftlichen Beirates der Deutschen Gesellschaft
fur Muskelkranke (DGM) e.V. 2427.03.2021. Jend)eutschland digital. Nervenheilkunde
2021; 40:161-195.

Donandt T, Krause S, Schmuck M, Kalbe C, Fonteyne LM, Kessler B, Klymiuk N, Wolf E,
Walter MC. Evaluation eines neuen translationalen Grof3tiermodells fur die Duchenne Muskel-
dystrophie in der praklinischen Forschurigd. Kongress des MediziniséiNissenschaftlichen
Beirates der Deutschen Gesellschaft fir Muskelkranke (DGM) ei\t1®5.2019. Gottingen,
DeutschlandNervenheilkunde 2019; 38(0502.

Donandt T, Reichert S, Schmuck M, Kalbe C, Kessler B, Blutke A, Wolf E, Krause S, Walter
MC. Personalized molecular therapy in a navanslational large animal model for Duchenne
muscular dystrophyl15" International Congress on Neuromuscular Diseases (ICNMD XV),
Wien, OsterreichJournal of Neuromuscular Disea: 8; §1): 155.

Donandt T, Schmuck M, Kalbe C, Reichert S, Kessler B, Blutke A, Wolf E, Krause S, Walter
MC. Personalisierte molekulare Therapie in einem neuen translationalen Grof3tiermgpabéd f
Duchenne Muskeldystrophi23. Kongress des Wissenschaftlichen Beirates der Deutschen Ge-
sellschaft fur Muskelkranke e.V. Miinchen, Deutschland. Nervenheilkunde 2017; 36(91/02);

Krause S, Reichert ®onandt T, Kalbe C, Schmuck M, Klymiuk N, Kessler B, Blutke A, Wolf
E, Schoser B, Walter MQMolecular therapy in a novel translational large animal model for
Duchenne muscular dystrophg22nd International Congress of the World Muscle Society
(WMS), St. Malo,Frankreich Neuromuscuar disorders 2017; 27:188-189.

Reichert S, Schmuck M, Kalbe Dpnandt T, Kessler B, Blutke A, Wolf E, éhoser B, Walter

MC, Krause SMolekulare Therapie im Zellkulturmodell der Duchenne MuskeldystrogBie.
Kongress des Wissenschaftlichen Beirates der DeutsBkerllschaft fir Muskelkranke e.V.
Munchen DeutschlandNervenheilkunde 2017; 36(01/028.

Buch:

Donandt T. Konzept zur Entwicklung der Marke Deutsches Pferd: Neue Wege zur Imageforde-
rung der deutschen PferdezuchtV-Akademikerverlag, Saarbriicken, Deutschland. Taschen-
buch 04/2014; ISBMN.3: 28 978363963364.



9

1.Mei rrp°nBechenagPuzbu idkeant i onen

1.1 Beitr agpezulP

Meinen persénlicha Beitragander Veroéffentlichungsolation and Characterization of
Primary DMDpig Muscle Cells as ann-vitro Model for Preclinical Research on
Duchenne Muscular DystropfiyDonandt et al. 202Rannman zusammenfassende
folgt darstellen:

1. Entnahme vonverschiedenemMuskelgewebe beizahlreichen Schweinen mit
Duchenne Muskeldystroph{i®MDpigs) undderenWildtyp-GeschwisterfWT) und
desserKryokonservierug fur den Aufbaueiner Muskelbank fir dasanslationale
Grol3tiermodelDMDpig am FriedrichBaurInstitut (FBI) (Abbildungl & 2 des Pa-
pers ).

2. Ansetzenzahlreichemprimare Satellitenzellkultuen auszuvor entnommenenpor-
cinem Muskelgewebeind dabei eine fortschreiten@mtimierung der Methodik fir
das Anlegervon porcinenMyoblastenPriméakulturen (siehe Methodenteil in Paper
).

3. Test von 36 verschiedenen Beschichtwagisntenfir einen optimaleifferenzie-
rungsprozess undanachEtablierung dewielversprechetsten Beschichtungme-
thode(Fibronektin) als StandardProtokollfur porcine Muskelzellkulture(Ergebnis:
Abbildung 6 & 7des Paperh.

4. Anzuchtund Differenzierungon porcinenZelllinien desWTs Uber45 Tage hinweg,
um den optimalen ZellerniZeitpunkt zuidentifizieren an welchem Dystrophin im
Zelllysat via Western Blot (WB) nachweisbar iBrgebnis4.7 6. Tag der Differen-
zierung sieheAbbildung5 des Papers.

5. Anzuchtvon je zwei Zellliniendesporcinen WTs und DMDpigs Uberje acht Passa-
gen und danach Differenzierugggler Zelllinie bis zu Tagachtmit taglicher Doku-
mentationdurch FotoaufnahmeminterdemLichtmikroskop(Ergebnis: Abbildung 3
& 5 des Paperh.

6. Charakterisierung den-vitro Kulturen durch Myogenitét Proliferationund Diffe-
renzierungsgradiber acht Passagen hinwegttels Immunfluoreszenzfarbung (IF)
nachvorangehender Etablieruntgr Methodeflir einenMyosin, Desmin und Ki67-
Antikodrper (Ergebnis: Abbildungt & 5 des Paperb.

7. Vergleich von Myogenitat und Proliferation verschiedener Kulturen auf Unterschiede
in Bezug aulWT vs. DMDpig, Muskeltyp, Alter der Tiere bei Probenentnahomel
Entwicklungder KulturenibermehrerePassagen hinweg mittels (Ergebnis: Ab-
bildung1 & 4 des Paperb.
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8. Optimierung deWWB-Methodik zum ProtewiNachweis von Dystrophin und Utrophin
mit Testung und Etablierung verschiedener Dystroplnia UtrophinAntikorper auf
deren Anwendbarkeitnd Funktionalitdin der Spezies Schwefals Vorbereitung
derErgebnise inAbbildung5 & 8 des Papeny.

9. Systematischer Test vanyogenerZelllysaten vonWT und DMDpigs im Western
Blot aufmdgliche Unterschiede ifdroteingehalt (Dystrophin & Utrophin) nach Alter
der Tiere, Dauer der Differenzierung und Anzahl der Passagen vor ZelEenpéd{
nis: Abbildung 5 & 8des Paperb.

10. Auswahl und Zusammenfassgder Ergebnisse fidie Veroffentlichung

11. Entwurf der Darstellungen fitlenErgebnisteil

12.Verfassendes ersten Entwurfs des Manuskripts fur die weitere Bearbeitung durch
meine Kautoren

13.Fortlaufende Mitarbeit bei défrganzungder gewiinschten Anderungen am Manu-
skript, beim Einreichungsprozess und beim Revisionsprozess
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1.2

Beitrag Ilzu Paper

Meinen personliche Beitrag an der Verdffentlichung ANuclear Small Dystrophin
Isoforms during Muscle DifferentiatiGi{Donandt et al. 2023®ann man zusammenfas-
send wie folgt darstellen:

1.

Anzichten von porcinen, murinen und humanen myogenekuftellenbis hin

zu Tag sechs der Differenzierung mit taglichem Ernten von Coverslips jeder Zell-
linie und tagliche Ernte von Zelllysateje Zelllinie (als Vorbereitung deErgeb-
nisse inAbbildung1 & 2 des Paperi).

EtablierungeinesProtokolk furIF mit verschiedene®ystrophirAntikdrpem in
murinen, porcinen und human&fyoblasten (als Vorbereitung dé&sgebnises

in Abbildung1 des Paper8).

Fixieren undF von bewachsene@overslips (Reihenfarbung jeder der drei Spe-
zies) mit anschliel3ender Fotodokumentation asivlikroskop (Ergebnis: Abbil-
dungl des PaperB).

Extraktion undSeparierungon Zellkernereumrestlichen Zelllysat je Differen-
zierungstag und Spezies mit zuvor angepasster Metfaisld/orbereitung de
Ergebnisesin Abbildung2 des PaperB).

Anpassen des Protokolls fienWB zum Nachweis von Dystrophin in Zellkernen
(als Vorbereitung delSrgebnises inAbbildung2 des Paperg).

Reihentest von murinen, humanen und porciteikernlysatenm WB je Diffe-
renzierungstag zum Nachweis der Entwicklung des Dystrehimalts in
myogenen Zellkerne(Ergebnis: Abbildung des Paper8).

Auswahl und Zusammenfassyder Ergebnisse fitlie VeroffentlichungundEnt-
wurf der Darstellungen fir den Ergebnisteil

Verfasserdes ersten Entwurfs des Manuskripts fur die weitere Bearbeitung durch
meine Kautoren

Fortlaufende Mitarbeit bei dé&trganzungler gewiinschten Anderungen am Ma-
nuskript beim Einreichungsprozessid beim Revisionsprozess
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2Einl eEtonags!| ational es dGre Ct |

Duchenne Muskeldystrophi e

21 DiBuchenne Musikeel dystroph

Die Duchenne Muskeldystrophie (DMt eine seltene XXhromosomal vererbtgro-
gressv verlaufendeneuromuskuléare Erkrankung, welche sich durch eine starke fort-
schreitende Muskelschwéache mit tddlichem Verku®ertund fast nur Jungen betrifft
Die Erkrankung wird durclein Defizit oder auch nur unzureichende Expression des
CytoskelettProteins Dystrophin verursachtelchesKraft, Stabilitdt und Funktionalitat
der Muskelfasern ermoglickBirnkrant et al. 2018hb)

DMD ist die am haufigsten auftretendelteneneuromuskulare Erkrankungpit
1:3.6006.000 Fallen(Duan et al. 2021; Fox et al. 2020 DeutschlandD) wird von
etwa 1.500-2.000 Betroffenerausgegangertine retroperspektiische Studiesrgabfir
dasJahr 2001n D die hdchsténzidenzfir DMD mit einem Fall prd3.891mannlichen
LebendgeburterfKonig et al. 2019) Internationale Studien geben eine Préavalémz
DMD von 1:6.289bzw. 1:5.128an (Mendell et al. 2012; Moat et al. 2013; Ryder et al.
2017) In D gibt es fur DMDPatienten ein PatientenregisEREAT-NMD: www.dmd
register.de)welcheamit Stand Juli 202366 Patienten im Alter von 045 Jahrerund
mit genetisch bestatigter Diagnose DMiinfasse. Anhand dieser Daten konnte be-
stimmt werden, dass in [n Durchschnitt im Alter vor8 Jahren die ersten Symptome
auftratenund die Diagnose DMD dardgurchschnittlichim Alter von 3,5 Jahrergestellt
wurde Internationale Studieergabendasssicherste Symptome im Durchschnitt schon
ab 2,5 Jahrenzeigten aberdie bestétigte Diagnose DM@urchschnittlicherst im Alter
von 5 Jahren gestelivurde (Hiebeler et al. 2023)

Bei dermilderenallelischenForm der Erkrankung, deBecker Muskeldystrophie
(BMD), liegt ebenfalls eine Mutatiorm DMD-Gen vor Dabei handelt es sich aber um
ei ne s o indrame Matdtiedi ,A b der Lesemmmen erhaltéleibt (kein sog.
Arameshiffi). Somit werderverkiirzte und damit partiell funktionelle Formdes Pro-
teinsDystrophin exprimiertwas in Folge zu einem milderen Phanotyp fubdher ist
BMD die mildere Form der DMPabermit einer grél3eren Variabilitdt an Symptomen
unddeutlich kengsamerem Verfall des Muskelgewelisshby et al. 1993; Comi et al.
1994) Die Pravalenz von BMD liegt bei 1:20.00@oat et al. 2013)

2.1.1 Krankheitsbild und Verlauf

Innerhalb der ersten zwei Lebensjahre haben ERéilentenn der Regel mit Aus-
nahme einer eartuellenunspezifischen Entwicklungsverzdogerungeine motorischen
Einschrankungen. Ersteotorischeé”robleme treten dann meiist Alter von3- 10Jahren

r
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in Form von Muskelschwache beim Laufen, Aufstehen (Gowamstver) und beim
Treppensteige auf (Birnkrant et al. 2018b)Teilweise zeigen die Jungen schon frih in
der Entwicklung auch kognitive Einschrankungen aatarnendas Sprechen schlechter
als gleichaltrige KindefZiegler et al. 2023)Gelegentlichwird die DMD im frihkindli-

chen Alterals Zufallsbefundnach der Diagnoseinerdeutlich erhéhterKreatinkinase
(CK-Wertg entdeckt(Hiebeler et al. 2023)Heutzutage werden 8% aller Diagnosen
Uber einermolekulargenetischen Tegeéstellt, sehr selten nur noch tber den klassischen
Weg der Muskelbiopsi@Hiebeler et al. 2023; Birnkrant et al. 2018bpalerweise sollten

die Patienten spatestemschDiagnosestellung an ein spezialisiertes Zentrum tiberwiesen
werden, waeineumfangreichesymptomatisch&herapie und notwendige Folgeuntersu-
chungen (kardiologisch, orthopadisch, eventuell chirurgisch, endokrinologisch, urolo-
gisch, psychologisch, physiotherapeutisch und erndhrungsberatend) angewiesen und ge-
steuert werdeROnnen(Birnkrant et al. 2018a)

Die meisten DMDPatienten verliererm Alter von8 - 12 Jahren die Gehfahigkeit
und haben erste erhebliche Veranderungen am Sk8lailigsen), nach der ersten De-
kade lasst die Funktion der oberen Extremitaten nach. Ab dem Alter von ca. 15 Jahren
wird meisteine nachtlichaichtinvasiveBeatmungerforderlich Ab dem 20. Lebensjahr
wird vornehmlicheine 24stiindige ggf. auch invasiv8eatmung notwendig und damit
steigtzunehmendlas Risiko akardinalenoderrespiratorischen Komplikationeau ver-
sterben(Walter et al. 2017)Die Lebenserwartungon DMD-Patienten lagor einigen
Jahren noclbei unter 20 Jahren, stieg al@zwischendank verschiedemé& nichtkau-
sale - Therapiemoglichkeiten auf bis Ziber40 Jahre aiiBirnkrant et al. 2018c; Saito
et al. 2017)

Histologische Farbungen der Skelettmuskulatur aus Muskelbiopsien vorEa4D
enten zeitenEntziindungsparameter, Hypertrophie der Muskelfasern und fatigen
fibrotischen Umbawer Muskulatu(Guiraud et al. 2015a; Gao et al. 201&)enso wie
im Durchmesser kleinere, sich regenerierende Muskelfasern mit ZegeaidenZell-
kernenund immunhistochemisch das Fehlen von DystrofBiake et al. 2002)

2.1.2 Genetik

Das Dystrophirkodierende Ge(DMD) auf dem XChromosonist mit ca. 25 Millionen
Basenpaare(Mb) und 79 Exons,entsprechenda. 15 % des gesamten-REhromosoms
dasgrofiteGen de menschlichererbguts(Muntoni et al. 2003)Dystrophin wird haupt-
sachlich n Skelett und Herzmusllatur sowie im Gehirn exprimiertBies et al. 1992;
Torelli et al. 1999)

DMD wird gonosomatezessiv vererbt. Ein deutlicher Phanotyp trittweiblichen
DMD-Patientinnemaher aufgrund dénaktivierungeinesX-Chromosomsur selten auf
(Duan et al. 2021)Meist sind die Mitter der DMiPatientenUbertrager, sogenannte
Carrier,und werden erst nach der Befundung ihrer S6hrieMI3-Carrier diagnostiziert.
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Selten wird bei ihnerrst danre. B. eine Kardiomyopathie aufgrund von spezielleren
Untersuchungen als DMBefund diagnostiziefishizaki et al. 2018)n der Regehaben
Konduktorinnenneben einer fakultativen Kardiomyopatlkeine oder nur milde Sym-
ptome von DMD(Sarkozy et al. 2023)

Es sind mehr als 7.000 individuekausativeMutationen furDMD identifiziert wor-
den welchegrol3tenteildn Form von Deletionesowie Duplikationen und Punktmuta-
tionenvorkommen(Ziegler et al. 2023Die individuellen Mutationen fallem zwei Ka-
tegorien Grol3e Mutationen meinemoder meherenbeteiligten Exon(s), die ca. Bb
der Mutationen ausmacheund kleine Mutationen, sogenanri@nsenseéMutationen,
die weniger algin Exon beinhalteriBladen et al. 2015PDer Bereich mit dem hdchsten
Anteil an Mutationetiegt zwischen Exon 4555, weshalkerste Gentherapieansatze auch
genau fur diesen Bereich entwickeltinden,um mdglichst vieleDMD-Patientererrei-
chen zu konne{Nakamura et al. 2017; Walter et al. 2017)

2.1.3 Dystrophin und der DMD -Pathomechanismus

DMD wird durchDMD-Mutationenverursacht, welche in der Regeleinemvorzeitigen
Stgpcodon und damit zum Fehlen von Dystrophin fuhréder Verlust des Dystro-
phin-Proteins verhinderine stabileVerbindung zwische®arkolemmund Cytoskelett
der Muskelzellewodurchdie Stabilitat und Funktionalitat der Muskelfabeeintrachtigt
werden Dystrophin verbindet dabeils wesentliche Komponente desysDystrophin
GlykoproteinKomplexes(DGC) dascytoskeletéire F-Actin mit der extrazellularen Ma-
trix (Duan et al. 2021)Das vomDMD-Gen kodierte Dystrophirotein ist roeshaped
und besteht aus vier Domanen: detekminalen AktinBindungsdoméne, einstabfor-
migenDomé&ne bestehend aus 3dektrindhnlichenWiederholungemund vier Verbin-
dungs- (oderScharnier) DomaneneinerCysteinreichenDomane, die mit Dystroglycan
und SarkoglycaiiKomplexen interagiert, und der-t€rminalen Doméne, die mit dem
SyntrophinKomplex und Dystrobrevin interagigi€ampbell 1995§Abbildung 1).

Es wird angenommen, dass der O@ahrend der Muskelkontraktion als Membran-
stabilisator und/oder als Ubertrager von Signalen von der extrazellularen Matrix zum
Muskekytoplasma Uber intrazellulare Signalmolekule fungiert. Der Verlust von Dystro-
phin fihrt dazu, dass die Membran aufgrund mechanischer oder hypoosmotischer Bela-
stung undicht wird. Folglich wird die €aPermeabilitat erhoht und verschiedené*Ca
abhangige Proteasen wie Calpain werdeifgrund dedDystrophinMangels aktiviert
(Nakamura et al. 2011padurch wird der Muskel einem permanenten Stress ausgesetzt,
was ihn letztlich verletzt und song@ine Entziindungsreaktion hervorruft.
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Abbildung 1: Vereinfachte Darstellung des DystropttykoproteinKomplexes(Stirm et al. 2022)

Das DMD-Gen kodiert verschiedenéroteirlsoformen DystrophirProtein (Dp)
427, Dp 260, Dp 140, Dpl6, Dp 71 Dp 40) (Blake et al. 2002; Doorenweerd et al.
2017) Es gibt einen Zusammenhang zwiscliem DystrophiAsoformenDp 140 und
Dp 70 mit der Auspragung des kognitiven Phanotyps bei EmdbentenTaylor et al.
2010)und die Schwere der kognitiven Einschranksteht inpositiverKorrelation zum
Fortschritt des motorischen Phanotyps in der kindlichen EntwicklGhgsshyre et al.
2022) Jedoch bedartlas Verstandnisder genaua Auswirkungen der verschiedenen
DMD-Mutationen auf die Expression der einzelnen Dystrofgofiormenund den Phé-
notyp derDMD noch weitere Forschung.

2.1.4 Utrophin

Bei Utrophinhandelt es sich um ein faystrophinhomologes Protein, welches funktio-

nell partiell redundant zu Dystrophiorkommt Utrophin hat wie aucBystrophin struk-

turell &hnliche Nterminale Cysteinreiche und @erminale Domane(Love et al. 1989)

undbeide Proteiné ei | en vi el e B i-DnydsutnrgosgiDggtrctaenmt , U wi e
und FActin (Ervasti 2007)Utrophin und Dystrophimwerden jedochunterschiedlictex-

primiert Utrophin wird inder Embryonalphasgém Sarkolemm exprimiert unthch der
Geburtdurch Dystrophin erset¢Schofield et al. 1993)m Erwachsenenalter wird Utro-

phin in einer Vielzahl von Geweben exprimjewtie Utrophin (Isoform A) an den
neuromuskulareiEndplatten deMuskeln(Nguyen et al. 1991)nd Utrophin (Isoform

B) in den Endothelzellen(Weir et al. 2002) Nach Verletzungenwird die
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Utrophin (Isoform A)-Expression am Sarkolemm in regenerielemMyofasern wieder
aktiviert (Guiraud et al. 2015b)

In Abwesenheit von Dystrophin ist digtrophin (IsoformA)-Expression ansarko-
lemmin Mausmodellen fur DMDrodxMaus) als Teil defRegenerationsprozesdesch-
reguliert(Helliwell et al. 1992) Mdx-Mause, die Utrophin im Vergleich zurvT drer
bis vierfachiibeexprimieren entwickeh keine Muskeldystrophi€Tinsley et al. 1998)
Auch zeigt eineUberexpression von Utrophin im murinen Gewebe keine Toxizitat
(Fisher et al. 2001)Des Weitererhaben Studien gezeigt, dass eine frdngabe von
Utrophin in mdxMausen pathologische Veranderungen verhindern k&qgnoire et al.
2002; Guiraud et al. 20156ufgrund dieser Ahnlichkeit und dieser vielversprechenden
Ergebnisse spieltad Protein Utrophin bei der Therapieentwicklung fir DMD eine wich-
tige Rolle(Walter 2018)

2.1.5 Therapiemoglichkeiten

DMD kannbislangnicht urséchlich therapiert werdé€diegler et al. 2023)Dennoch hat
sich die Lebenserwartung und Lebensqualitat der BR&ilenten in den letzten Jahren
deutlich verbessert. Neben der mdglichst frihen DiagnosestallerdenPatientermit
einemkoordinierten multidisziplindren Versorgungsansat'ehandeltum Krankheitsma-
nifestationen und maglicnkomplikationen optimal entgegenzuwirken. Eine Betreuung
durch auf DMD spezialisierte Zentren in Kooperation mit Neurologen, Physiotherapeu-
ten, LungenfacharzterKardiologen, ggf. Chirurgen, Orthopéadsowie psychosoaler
und erndhrungstherapeutiscBeratungermaoglichteine deutliche Verbesserung des Lei-
densvon DMD-Patienten Die Behandlung mit Glwocorticoiden Gberwiegend ab dem
5. Lebensjahrsowie in spateren Erkrankungsstadien eine Heimbeatkamglementie-
ren die Situation aktuell fir die Patient@irnkrant et al. 2018b; Birnkrant et al. 2018a;
Birnkrant et al. 2018c)

In denletzten Jahregabes nun verschiedemeueTherapieansatze, um DMD erst-
mals auch kausalu behandelrDabeigibt es drei Strategien: Die Wiederherstellaieg
DystrophinExpression durch eine Gd&tegulation, Verfahren der Gefditierung z. B.
durch Einsatz der Aé&hmwlegeisemeCanAddidR Husck/ Ca s 9
z. B. Einbringen einer funktionsfahigen Version d@sID-Gensmit Hilfe von Adenc
assoziierte Dependoparvovir¢AAV ) -Vektoren Vor allem de Genadditionstherapie
mit einemMini-/Mikrodystrophin bietet sich fir DMD an, weil man zum einen das 2,
Mb groReDMD-Genaufgrund seiner Grofdecht in klassischen AAWektoren verpak-
ken kanrundzum anderen von der milderen BMD wgildss auch grof3e Mutationen des
DMD-Gers einen milden Verlauf der Erkrankung verursackénnen solange der Le-
serahmerdesDMD-Genserhalten bleibt (eine sodin-framei Mutation) (Deng et all.
2022) Esbefinden sicldahervier solche DMD-Transgenvarianten in der klinischen Pri-
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fung(Ziegler et al. 2023)Eine davonerhielt im Juni 2023 eineedingteZulassund d®n-
ditional approvdi YlerU.S. Food and Drug AdministratiggDA) mit der Auflage wei-

tere Studienergebnisse Uber die Wirksamkeit liefern zu miSkandysvon Sarepta ist
damit die erste fir DMD zugelassenen Gentherapie, allerdings ist sie vorerstwieur-flr
undfunfjahrige nochgehféahige Patientesls einmalige Behandlung zugelassen und ent-
halt eine Kontraindikation bei Patienten mit einexléionder Exons 8 und/oder 9 des
DMD-Gens (U.S. Food and Drug Administratipp023.

DesWeiterengibt es verschiedenen Ex@&kipping undieadthroughitTherapian-
satzefir DMD. Exon-Skipping-Praparateermoglichen ein®ystrophinExpression auf
MRNA-Ebeneg indem synthetische Antiseng&iigonukleotide(AON) spezifisch an ein
gezieltes Exon binden, waam! ber s pr i n g e leimpBesan des geblotidef )
Exonsfuhrt. Eine LesemhmewerschiebunglesDMD-Genswird somit unter Verlust ei-
nes zuséatzlichen Exoms eine An-frameiDeletion ohnd_eserahmenverschiebumign-
gewandel{AartsmaRus et al. 2009)Es gab verschiedenegON-Wirkstoffe in der Klini-
schen Prifung, jedoch haben diese ihre klinischen Endpunkte nicht oder nur unzureichend
erreicht. Daher gibt es nun neuere Praparaténischen Prufsidien, welche weiterent-
wickelt wurden um durch Peptidkonjugation eine bessere Wirksamkeit in der querge-
streiften Muskudtur zu erzieler{Ziegler et al. 2023)

Die Europaische Arzneimittehgentur(EMA) hat das orakinzunehmende Medika-
mentTranslarnd" (Ataluren) fir DMD-Patienten mit einer Nonsenbgutationim Jahr
2014zugelassefEuropean Medicines Agency, 201A) | er d i nmgadthrougr di e
Therapie die ein Stopodon Uberliest und damit zu einer partiellen Dystrophinexpression
fuhrt, nur furca. 11% der DMEPatienterab einem Alter von zwei Jahren und erhaltener
Gehfahigkeitinsetzba(McDonald et al. 2017; McDonald et al. 2022)

Daneben gibt es intensive Bemihungen &MWD-Therapie zu entwicke|rdie die
dystrophe Pathologie verringamd Muskelmasse undunktion verbesseérBei diesen
symptomatischen Therapieansatzmilen mit antinflammatorischen, antioxidativen
oder antifibrotischen WirkstofénSekundarkomplikationen der DMD verhindert werden
(Ziegler et al. 2023)CorticosteroidTherapierverbesserzwardie Muskelfunktion und
verlangerndie Gehféhigkeit der Patienten, jedoch haben sie eine Vielzahl an Nebenwir-
kungen und kénnen DMD nicht kausal therapiefZmang et al. 2021; Angelini et al.
2012) SynthetischeSteroideneueer Generatiorn wie Vamorolonesind vielverspre-
chende zukunftige Wirkstoff@Hoffman et al. 2019)die unabhangig von Dystrophin und
der zugrunde liegenden Mutatiavirken. Weitere hoffnungsvolleTherapieansatze fur
DMD sind auchmhhibitoren vorNF-a Bals Entzindungshemm@randewalle et al. 2018;
Finanger et al. 2019antiMyostatin Antikbrper,um das Muskelwachstum anzges
(Murphy et al. 2010; Wagner et al. 2020nd anti-CTGFAnNtikorpergegen fibrotisches
Wachstum(Morales et al. 2013Die Hoch-Regulierungvon Utrophinals Ersatztherapie
fur fehlends Dystrophinist einweitere aussichtsreichefFherapiearaz in Tierversu-

p >
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chen(Muntoni et al. 2019; Verhaart et al. 2018gssen Wirksamkeih humanem Ge-
webebisher leide nicht bewiesen werden konnfi®larkati et al. 202 Die Givinostat
Therapig(ein HistorDeacetylasénhibitor) wurde bereits fir DMD von der FDA zuge-
lassen nachdensich der Muskelanteil gegentber fibrotischem Gewebe in Muskelbiop-
siennachder oralen Gabe des Medikameetkohthat(Deng et al. 2022)

Fur BMD hat das Praparat Follistatin als Inhibitor des Myostagnalwegs vielver-
sprechende Ergebnisse geliefert, was es auch fir DMD zu einem interessanten Medika-
ment machen konni@endell et al. 2015; AFaidy et al. 2015)

Schlussendlich sind zwar eine Vielzahl an Medikamefterien mit vielfaltigen
und vielversprechendefinséatzen in verschiedenen Prifphasamer keine Medikation
kann DMD aktuelheilen Die groRen Hemmschwellen fir den Durchbruch einer erfolg-
reichen DMDTherapie sind @ben der Grof3e dd3MD-Gens die Vertraglichkeider
Therapig der richtige Zeitpunkt der Medikation, die Dosierwogviedie Haufigkeit der
Medikamentengabend dietatsachlicheNirksamkeitmit einerVerbesserung der Klini-
schen Symptom(Markati et al. 2022; Ziegler et al. 2023)
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22 Ti er modigrlleuec henne Muskel dystrophi e

Fur DMD gibt es eine relativ groRe Auswahl an natirlichen und kinsticdestellten
SaugetieiModellen, wie z. B. Tiermodelle von Maus, Ratte, Kaninchen, Katze, Affe,
Hund und SchweifNakamura et al. 2011 ur die Therapieentwicklung ebenso wie fur
die Grundlagenforschurgind gute Tiermodelle unerlasslich. Tierdele snd von gro-

Rer Bedeutung fir die Entwicklung neuer zielgerichteter Theramedas Fortschreiten
einerKrankheit zu verhinderand ihrepathologische Mechanismetvesseru verstehen
(Wells 2018) Auch SicherheitsundWirksamkeitsprognoseiiberneueTherapeutika er-
fordern zuverlassige Tiermodelle, die die dargestellte Situatiofatienten nachstellen
kénnensowie Hinweise aufBiomarker physiologische Prozesse, pathologische Veran-
derungen und die Reaktion auf therapeutische MalRnageiemkonnen(Aigner et al.
2010)

In den letzten Jahrdraben siclhauptsachlich drei Tiermodelfér die Forschung an
DMD manifestiert erstengdie AX-Chromosordlinked Muskeldystrophidlaudi (Andx
Maus), zweitensder AGolden RetrieveMuskeldystrophie Huri(AGRMD-H u n)duriid
zumDrittendas von unserer Arbeitsgruppe neu entwickelte Schweinenmoit€lkletion
des Exon 52 inDMD-Gen(ADMDpigf).

2.2.1 Murine M odelle

Bei dermdxMausbestehiinespontan entstandeMonsenséViutation in Exon 23 des
DMD-Gens(Bulfield et al. 1984)Dieses Modelivurde seitiber30 Jahren umfangreich
charakterisiert und untersucht, auch weil sich Nagetiere einfach halten und reproduzieren
lassen und weil Mausmuskelzellenin-vitro unkompliziert zu bearbeiten sind
(Zaynitdinova et al. 2021Pbwohl diemdxMausein gutes biomedizinisches Modell fur
DMD ist, zeigendiese Mause keine eindeutigen klinischen Anzeichen einer Muskeldy-
strophig(Wells 2018) Der PhanotyplermdxMausist viel milder als bei DMDBPatienten
(Bulfield et al. 1984) Histopathologische Merkmale vdMD, wie eine Reduzierung
von Muskefasern, Fibroseund Fettablagerungen im Muskelgewebe sofwieeichen
von Musketegeneration, finden sich nur im ZwerchigdrmdxMaus aber nichtn ihrer
SkelettmuskulatufFukada et al. 2010)m Vergleich zu WildtypMausen habermdx
Mause eine leicht verkiirzte Lebensartung Altere mdxMause neigterzusatzlich
dazu, Muskeltumore zu entwickeln, die der menschlichen Form des alveolaren Rhabdo-
myosarkoms ahnelten. Diese Form vilmmorwurde bishebei Wildtyp-Mausennicht
beobachte(Chamberlain et al. 2007)

Es wurden zudem mehrere anderdxMaus Stamme mit patientenrelevanten Muta-
tionen durch GefTargeting erzeudfYucel et al. 2018)einschliel3lich einemdxMaus
mit einer Deletion vorDMD Exon 52(Araki et al. 1997) Jedoch zeign auch diese
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mdxMause mit Dystroph#Mangel nur einen geringen Phéanotyp und eine leicht ver-
kirzte LebensdaueEine mdgliche Kompensatiates fehlenden Dystrophimirch die
Hochregulierungseines HomologtJtrophin inmdxMa&ausen kénnte zdem geringeren
Phanotyp fuhre(Deconinck et al. 1997)nteressanterweise verschlechteraktivierun-
genvonz.B.Ut r op hi nDyY Utt r mb r, e Wintegrirf (ByaModeymyogeh@
Differenzierung 1 (Myodljlen Phanotypes jeweiligermdxMausmodel (Yucel et al.
2018) Allerdings kommen diese doppelten Knockouts beim Menschen nicht valtaund
hersind dieselTiermodelle fur die DMDBForschung limitier{Wells 2018)

Das breite Spektrum amdxMausanodellen brachte grof3e Fortschrittér das Ver-
standnisder DMD-Krankheitsmechanismen uredmaoglichte zahlreiche Studiereue
Therapieansatziir die praklinischeForschungAllerdingssind aufgrund der Schwach-
punktedieses DMDBTiermodells zusétzlich Groldtiermodelfér translationale Studien
erforderlich(Stirm et al. 2022)

2.2.2 Canine Modelle

Es gibt mehrer®MD-Hundemodelle mitnaturlichen oder kiinstlichenDystrophnver-
lust Am bekanntesten und weltweit am haufigsténdie DMD-Forschungeingesetzt
wird der Golden Retriever Muskeldystrophitind (GRMD), derim DMD-Gen eine
Punktmuaation ander 3 -Spleifstelle von Intron 6 aufweist unddadurchExon 7 tber-
sprungen wird, wodurch ein Stopcodon in Exon 8 vorli8giarp et.al. 1992Pies fuhrt
zu einer DystrophindefiziengKornegay et al. 1988 GRMD-Hunde habenverursacht
durch eineausgepragt®uskelatrophie undribrose einendeutlichenprogressiven Pha-
notyp, wie z. B. Wachstumsverzdgeruag, Muskelshwache und Gangstérungen. Bei
diesen Hundegind dieCK-Wertedeutlich erhdh{Valentine et al. 1988pber sie zeigen
klinische Symptome einer Kardiomyopathie frihestens im Alter von 2,5 Jalodarch
die Eignung al®MD-Tiermodell eingeschrankt i§Guo et al. 2019)

Daruber hinaus gibt es eifB®aglebasiere X-chromosomale Muskeldystrophie bei
Hunden in Japan (CXMDJgpie weisenden gleichen Phanotyp wie GRMBundeau,
aber die kleineren Hunde sind aufgrund ilgeringererGrol3e und Gewichtglnstiger
zu halten(Shimatsu et al. 2003; Shimatsu et al. 20@8i diesen Hunden sind keine
dystrophischen Veranderungen des Myokards bis zum Alter von 13 Monaten erkennbar,
daflir zeigen sie bereits im Alter von vier Monatekwolare Degeneratiender kardia-
len PurkinjeFasern(Yugeta et al. 2006; Echigoya et al. 2017; Urasawa et al. 2008)

Es gibt zahlreiche weitere DMBlundemodelléKornegay et al. 2012in hiernoch
erwahnenswertesaninesModell ist derCavalier King CharleSpani¢ (CKCSMD) mit
einerMissenseMu t at i o n-SpkifRstelb®m Exoh BpdesDMD-Gens mitdaraus
resultierendeDeletion von Exon 50Durch in-vitro Exon-Skipping von Exon 51 mit
AONSs konnteein intakter Leserahmen wiederhergestellt werdiem zueiner Dystro-
phin-Expression im Western Blot von behandelten myogenen Zellen {ifiaensley et
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al. 2010) DiesesTiermodell kdnntefir einengewissen Anteibn DMD-Patienten (mit
Deletion von Exon 50 der préklinische Forschung eingesetzt werden.

Alle DMD-Hundemodellehabendhnliche LimitationenDie einzelnen Tiere variie-
ren stark im individuellen Phanotyp un@le dieser Hunde sterbanfgrundderErkran-
kungsschwerebevor sie das Alter von sechs Monaten erreicBas erschwert egine
ausreichende Anzahl an Tieren fur Studienergebnissklang statistischer Signifikanz
zu erzeugen(Wells 2018) Aul3erdem ist dig&Reproduktion von Hundeaufwendig und
teuer. Hundesind aus ethischer Siclals Versuchstierproblematischyveil sie als Hau-
stiere und nicht als landwirtschaftliche Nutztiere wahrgenommen wékagnegay et
al. 2011) Zusammenfassend sind Hundemodelle BMD-Mutationen vielverspre-
chendeTiermodelle jedochmit gewisserLimitationenin Bezug auf ihre Anwendbarkeit
in der praklinischen Forschung

2.2.3 Porcines Modell: DMDpig

Unsere Forschungsgruppe entwickeltehitig von GenTargetingein skalierbare&rol3-
tiermodell fur DMD, dasDMDpig (Abbildung 2). Bei diesem Modell wurde das<&n
52 desporcinenDMD-Gensdeletiert weshalbdie Tierekein Dystrophin produzieren
(Klymiuk et al. 2013)Mutationim Bereich von Exon 4b 55 sinddie Hotspot-Regioren
fur DMD verursachende Mutationen auf derCXromosonunddie Deletion von Exon
52ist eine der haufigsten Mutatien, die DMD verursache(AartsmaRus et al. 2006)
Eine potenzielleTherapiefir DMD in diesem Bereiclkénnteeinemgrof3en Anteil der
Betroffenen helfefiMuntoni et al. 2003; Stirm et al. 2023)

Abbildung 2: Vier Monate altes DMDpig (links: #7074) mit seinem WMurfbruder (rechts: #7072) mit
im Vergleich deutlichem Grofennd Muskelmassenunterschied (Gewichtsunterschied)

DMDpigshaberaufgrundihrer Dystrophndefizienzund daraus resultierenden dege-
nerativen Veranderungen der Skelettmuskulatoe fortschreitende Muskelschwéache
Muskelatrophiegingeschrankte Beweglichkeit uathen verminderten Bewegungsdrang
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(Stirm et al. 2021)Histologische Untersuchueg ihres Muskelgewebegeigen einen
progressiven Verlauf votibrotischem unentzindlichem Umbader Skelettmuskulatur
sowieeine fortschreitende Kardiomyopatltfidymiuk et al. 2013; Stirm et al. 2021)

Schweinmodelle sind eine bevorzugte Option fir translationale Studien, da diese
Tiere u. a. in KorpergréR3e und Physiologie dem Menschen sehr ahnlidhsmuey et
al. 2021) Daher sind sie sehr gut geeignet, eine neue Therapie auf mogliche Nebenwir-
kungen und Wirksamkeit zu testen, bevor sie beim Menschen angewendéiiellsl
2018)

DasSchweinemodell fir DMDst in der Literatur inzwischen umfangreich beschrie-
ben(Stirm et al. 2022; Klymiuk et al. 2013; Stirm et al. 20RBhH ermoégliche bereits
ersteVergleichsstudien flverschiedene therapeutische und diagnostiseiséitze Ein
CRISPR/Cas%asierter Ansatz zur Wiederherstellung eines intakten Leserahmens bei
DMDpigswurde erfolgreichn-vivo geteste{Moretti et al. 2020und eine Methode zur
multispektral@ opto-akustischa Tomogrghie alsneuan nicht-invasiven bildgebendm
Biomarker zur Beurteilung des DMRrankheitsverlauf§fRegensburger et al. 2019)
konnteandiesemModell validiert werden(Stirm et al. 2021)Auch die Anwendung von
Exon-Skipping wurde an diesem-vivo Modell erfolgreich etablietind anhand der gen-
veranderten Tier&kdnnen nun die Langzeitwirkungund -Wirksamkeit von Exon
Skippingin einem Grof3tiermodelintersucht werde(stirm et al. 2023)
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3.Darstellung des Forschungsvorh

Nachdem unsere Arbeitsgruppe in Kooperationdaih Team vorderrn Prof. Eckhard
Wolf vom Genzentrum der LMU Minchedas translationale Grofdtiermodell DMDpig
entwickelthat (Klymiuk et al. 2013) sollte ds nachste Schrittdes Projektsieben dem
in-vivo Modell auch einin-vitro Modell fur das DMDpigetabliert werdenEin valides
Zellkulturmodellist fir ein Tiermodell besondersrof3tiermodelt aus Kosten Effizi-
enz und Effektivitdtsgrinden fur die praklinische Forschung unabdingparziellauf-
grund der geringen Patientenfallzahlen bei seltenen Erkrankwigeler DMD Zudem
machtedas 3RPrinzipfir Tierversuchein Zellkulturmodelhotwendig Desse/orsatz
ist es, Tierversuche zu vermeidedReplacemerf) und die Anzahl derVersuchsiere
(AReductiorii) sowieihr Leidendurch TieversuchdARefinemenf) auf das unerléassliche
Mal3 zureduzieren

Unser Anspvalidestebah kel huAmodel | feinefalizei- das
tige Wiederholbarkeit, eingleichbleibende Qualitat der Zellkultureandeine gute Cha-
rakterisierung mit validen und einfach messbaren Raatd, umphysiologische und pa-
thologische Vorgange der DMD untersuch&mwie Wirkungsweisen von mdglichen
DMD-Therapiansétzewor einerin-vivo Testungn-vitro testernzu kbnnen

Parallel dazu sollte eine Muskelbank mit Proben von DMDpigs, zugehérigen
Wildtyp-Geschwistern undreiblichenDMDpig Carrien angelegt werden, um auch bei
grofRer angelegten Versuchsreihen fur die préklinische Forschung ausreichend Probenma-
terial fur mehrere Versuchsreiham Standorvorrétig lagernd zu haben.

Nachdem das-vivo Tiermodell DMDpig den humanen Phanotyp hervorragend ab-
bildet, wollten wirwissen ob dies auch fur unser Zellkulturmodell gifazu verglichen
wir unserin-vitro Modell mit den beiden in desréklinischenDMD-Forschung haupt-
sachlich verwendeten Zellkulturmodellen (human & mur@hrend der Differenzie-
rungsphase

Das DMD-Genkodiert fir mehrere Dystrophihsoformen Eine weitereFragestel-
lung war,inwiefernunser Zellkulturmodell geeignet ist, eventudBeformspezifische
Funktionen zu untersucheDabei wollten wir insbesondere diduskeldifferenzierung
untersuchen, um aeerstehenobes hier- &hnlich wie in Neuronenpotenziellwichtige
Rollen von Dystrophirisoformen gibtdie entsprechend potenziell wichtig fir @D -
Pathogenese sind und folglich bei Therapieansatzen in Erwagung gezogen werden soll-
ten
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4. Ergebni sse

| nsgesamt i s tsolationand Bhatadterizataon of RrimaryDpIB Muscle
Cells as ann-vitro Model for Preclinical Research on Duchenne Muscular Dystiophy
(Donandt et al. 2022)ls Grundlage fudie nacliolgenda in-vitro Forschungsprojekte
am translationalen GrofR3tiermodell DMDpig einzuordrigieseErgebnisse ermdglichen
eineverbessde Anwendung dsTiermodellsfir die praklinisché-orschung geman de
3R-Prinzip fur TierversucheSiebieten eine Grundlag@hysiologische und pathologi-
sche Vorgange der DMD besserversteherund Therapieansatze-vitro auf Ihre Wir-
kungsweise, Toxizitatind Wirksamkeit untersuchen zu kdnnen, bevor diasavo am
Tiermodell getestet werden.

Das P a p éNucleaA Small Dystrophin Isoforms during Muscle Differentiafion
(Donandt et al. 2023}t eine Veroffentlichung von Studienergebnisgen Expression
von Dystrophinlsoformen wéahrend der Differenzierispgiaseén verschiedenen Spezies.
Es verglichdasDMDpig-Zellkulturmodellmit humanen und murinefellkulturen wor-
aus sichinteressante und wertvolle Informationen tber die Anwendbarkeit voimeen
vitro Tiermodellen Maus bzw. Schwein fur die praklinis€dD-Forschung ergan

41  Paperl

Komplementierend zum translationalen GrofR3tiermodell DMDpig wurde von uns ein Zell-
kulturmodell fur das DMDpig etabliert und charakterisiBx. zu Beginn ses Projekts
die Tiere sehr empfindlich waren uddheroftmals friih bzw. unerwartet starbétirm
et al. 2021)bendtigte diese Aufgabenstellung einen gewissen Zeitrahmen. Die Zucht mit
DMDpig-Carrien alsMuttertiere anstelle des Klonens deMDpigs ermdglichte eine
sehr viel hohere Anzahl an lebenden DMDpiggdlem waren diese Tiere widerstandsfa-
higer und tberlebten mit entsprechendem Management |&Bigyen et al. 2021)
Insbesondere in Bezug auf die ausreichende Differenzielemgorcinen Zellkultu-
rengab es zu Beginn Schwierigkeitemasaberin der Literaturein bereitsbekanntes
Problem war(Sebastian et al. 2015\nfangssollte eine moglichst lange Differenzie-
rungsphase (bis zu 45 Tagen) etargtrden um ausreichend Myotubenden Kulturen
zu erhalten DieseszeitintensiveProtokoll mit Laufzeiteniiber mehrere Wochen bis zur
Zellernte, war sehr aufwendig und zeitraubdfid. weiteresProblem warin nurunzu-
reichener bis kein Proteinnachweis von Dystrophimn WB von Lysaten aus porcinen
WT-Zellkulturen. Der erfolgreiche Nachweis des Proteins Dystrophidvimi dessen
Verlust ursachlich fur die ErkrankurigMD ist (Birnkrant et al. 2018b) ist jedoch un-
abdingbar fur die erfolgreiche Etablierung einatiden Zellkulturmethode Nur dann
kénnenin préklinischen Vorversuchem in-vitro Modell die therapeutische Wiederher-
stellung von Dystrophin in Proben von erkrankten Tieren geciesen gemesserund
beurteit werden Diese Problematik erforderteisherige Methoden fir das Anlegen und
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Anzichtervon porcinerZellkulturen und den Proteinnachwesn Dystrophingrundle-

gend zu hinterfragen und jeden einzelnen Vorgang einzeln zu untersuchen und ggf. neu
zu etablierenDies geschah auf Basis ein@radienteAViethodezur Extraktion von Sa-
tellitenzellen aus porcinem Muskelgewelmm Forschungsinstitut fir Nutztierbiologie

in Dummerstorf(Mau et al. 2008; Metzger et al. 202@&s wurdendarauf aufbauend
Protokolle etabliert, um porcinduskelbiopsierzu entnehmenaufzubereiten (Aufblok-

ken flr MuskelschnitteKryoreserven einlagern, Proben fir Atmungsketten einlagern)
und eine primargellkultur, gewonnen aus Satellitenzell@mzulegen (vgl. Methodenteil

und Abbildung@n2 vonPaper I(Donandt et al. 2022) Dabeiwurdenverschiedene Mus-
keltypen verwendet. massetenyl. semitendinosudvl. biceps femoris unt¥l. triceps
brachii) (Abbildung 3). Ein Vergleich der daraus gewonnen Zelllinfensichtlichmog-
licherUnterschiedewischereinzelne MuskeltypendemAlter der Tiere bederBiopsie

und der Anzahl der Passagen-vitro ergab keine wesentlichen Unterschiede zwischen
diesen Faktore(Donandt et al. 2022)

Insgesamt wurde Probenmaterial von DMDpigs und mindestens einem zugehdrigen
mannlichen Wurfgeschwister als Kontrolltier im Alter von wenigen Tagen (junger als
eine Woche), einigen Wochen (vier und acht Wochen), drei und neun Monaten (nach
Eintritt der Gesblechtsreife) in der Muskelb&mes FBI eingelagert.

Biceps femoris Masseter

Triceps brachii

Abbildung 3: Verschiedene Muskeltypen wurdim die Muskelbankdes DMDpigs verwendet(Donandt
et al. 2022)

Die mit diesen Protokollen entnommenen und verarbeiteten Muskelbidpeitam
uber acht Passagen hinweg eine knapp@@ige Myogenitat (Anteilder Muskelzellen
gegenuberder Gesamtzellzahl) uneinen tiber 2040 %igen Proliferationsanteil der
myogenen ZellefAbbildung 4) (Donandt et al. 2022)
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Abbildung 4: Proliferation: (A) Prozentualer Anteil an Myoblasten (Desmin positive Zellen: griin) tiber 8
Passagen und Proliferationsniveau dieser Myoblasten (positive-&if: Kiink) mit Standardabweichung,
(B) Beispielbild firr ein Ubersichtsfoto, (C) Zellkultur eif@sIDpigs (m. biceps femoris) iiber 8 Passagen.
MaRstableiste 200 um (Donandt et al. 2022)

Der Nachweigler Proteindystrophin, Utrophin, Desmin, Myosin, Fibrdsta und
Ki-67 kann als Readut fur potenzielle Therapieansétze in der praklinischen Forschung
fur DMD genutzt werden. Das Protein Fibr&tia wirkt in-vitro katalysierend auf das
Wachstum und die Differenzierungsfahigkeit von porcinen Moybla@enandt et al.
2022)

Die Methode des Western Blots (ursprtinglich ausgehend vom PradekBliagno-
stikabteilungdes FBIs)wurde weiterentwickelt, unVolllangerDystrophin im Extrakt
der DMDpig Zellkulturen nachweisen zu konndfin systematischer Tegon Zelllysa-
ten aus Myotuben verschiedemarcinerWT-Zelllinien ergab, dasdie Differenzierung
Ubervier bis sechs Tage ausreichend ist, um Dystrophin im Westerm&tbzuweisen
(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@am héchsten und danach sinkt das Dystrephirel ab Tag 6 mit der Anzahl

an Myotuben. (B) Der Western Blot zeigt die Expression von Dystrapipiorcinen WTZellkulturen. (C)
Quantifizierung von Volllangen Dystrophin (427 kDa) und (D) der 71 kDa Isof@@onandt et al. 2022)

Um das Tiermodell DMDpig optimal fur die praklinische Forschung nutzen zu kon-
nen, ergab sich zudem die Fragestellung nach dem NactegBroteind&Jtrophin im
Zellkulturextrakt. Das Protein Utrophin ist dem Protein Dystrophin sehr &hnlich und er-
setzt dieses in der Embryonalphéselliwell et al. 1992; Clerk et al. 1993; Guiraud et
al. 2017) Utrophinist beimdxMausen hochreguliettind wahrscheinlich urséchlich fur
denihrenmildenPhanotyTinsley et al. 1998)Daher gibt es in der aktuellen Diskussion
um die Entwicklung einer potenziellen Therafiie DMD den AnsatzUtrophin als Er-
satztherapie hoduregulieren(Walter 2018; Guiraud et al. 2017; Guiraud et al. 2019)
Die neuetablierteNachweisnethodezur Messung von Utrophin iporcinenZelllysaten
zeigte,dassdie UtrophirExpressionn Myotubenvon DMDpigs im Vergleich zuden
WT-Geschwistermicht hochregulierist und somit der Situation in DM{Patienten ent-
spricht(vgl. Abbildung 8(Donandt et al. 2022)

4.2  Paperll

Um dasZellkulturmodelldesDMDpigs mit humanen und murinen Zellkulturmodsil
zu vergleichenwurdeder Differenzierungsprozess aller drei Modelle verglichen und die
Expression von verschiedenBrystrophirlsoformenvon Tag null bis sechs der Diffe-
renzierung beobachtet

Das Protein Dystrophin ist ein Teil dekiltiproteinkomplexes DG@nd hauptséch-
lich im Cytoplasmavon Herz und Skelettmuskulatuokalisiert dort verbindet esvie
ein Gerist die Innenseite einer Muskelfaser mit dessen Aul3efMaiteoni et al. 2003;
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Blake et al. 2002)Die ErgebnisseinsereiFs zeigtenjedochneben deDystrophinLo-
kalisierungim Cytoplasma der Myotuben audine DystrophinFarbungan der Kern-
membran und innerhalb déellkerne von Myoblasten und Myotubarerschiedener Spe-
zies Diese Farbunggtje nach Entwicklungsstand der einzeihduskelzelle unterschied-
lich lokalisiert. Um auszuschlie3en, dass es sich um Artefakte handettiedie Far-
bung mit verschiedenen Beschichtungen (Methanol und Paraformaldehyd {H#f6A))
verschiedenen Dystrophifintikrpern wiederholt Diese Farbungeanterschieden sich
zwar in Intensitat und Qualitéteigten jedoclalle einlF-Signalan der Kernmembran
und teilweise auch innerhalb der Zellke(Adbildung 6). Somitkonntenmethodische
Artefakte nahezu agsschbsenwerden(Donandt et al. 2023)
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Dystrophin DAPI Dystrophin Dystrophin
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Abbildung 6: Humane (links), porcinémitte) 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. Malstableiste 20 um
(Donandt et al. 2023)

Diese Ergebnisseurdenmit denDatenaus delRNA-Sequenierungverglichen um
madgliche Kernmembrargangigelsoformen von Dystrophin zbestimmen Zusatzlich
wurdeim WB die DystrophirExpressio wahrend der Differenzierurig den Zellkernen
von humanen, porcinen und murinen Yéllkulturenim zeitlichen Verlauf zwischen
Tag null bis Tag sechegerglichen Dabei konnten zwei Isoformen (Dp 70 & Dp 40) als
potenziell Kernmembragangig identifiziert werder{Abbildung 7) (Donandt et al.
2023)
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Abbildung 7: DystrophinNachweis im WB von Zellkernen ja-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 (CjDonandt et al. 2023)
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5 Di skussAwab luindk

Es gibt aktuell noch keine kausale Therapie fir DMD, die nachgewiesenermalien die Er-
krankung heiltZwar sind inzwischen eine Vielzahl an verschiedenen Therapieansatzen
in verschiedenen Phasen der Zulassungsstluidene erste Gentherapie (Elevidyst
sogarbereits in den USArorlaufig zugelasserfU.S. Food and Drug Administratipn
2023 1 jedochkannbisherkeine dieser Therapieansétze DMD ursachlich heilen. Es ist
daher zu erwarten, dasdr dieseerbliche Erkrankung in Zukunft wohl nur ein ganzer
Cocktail von Substanzen hilfreich seuird, um eine sichtbare Veranderung des Phano-
typs zu erziele(Walter 2018) Neue Entwicklungen im Bereich der personalisierten Gen-
therapie sing@warvielversprechendiber es wird noch einige Zeit dauebis diese Me-
thode Pathologie und Phanotyp der DNPAtienten tatséchlich verbesskamn(Walter
2018) Erste Ansatze fir erfolgreiche Gentherapigirden bereits in MadsHunde und
Schweinemodellen durchgefuhrt und lassen auf Fortschritte in der Forschung hoffen
(Kupatt et al. 2021)

So vielversprechend Gentherapien fir DMD auch klingen mdgen, gibt es dennoch
noch grofRe Hirden zu meisteBowohl bei DMDPatientenMendell et al. 2010als
auch bei Tiermodellen mit Dystropliefizienz(Gilchrist et al. 2002fibt es Hinweise
darauf, dass die Dystrophiviederherstellung zu einenti-Dystrophirlmmunantwort
fuhren kannEbenso gibt es Immunitaten gegen potenzielle Vektoren, die eine Behand-
lung verhindernVerdera et al. 2020Des Weiteren ist die Grol3e von Dystrophin ein
limitierender Faktorweil es nuiin verkirzter Formals Mini-Dystrophin in einen Vektor
verpack werden kanrfKupatt et al. 2021)7usatzlichstellt sichspeziell bei einer syste-
mischen Erkrankung wie DMD digrundsétzliche Frage nach der richtigen Dosis und
derenméglicherToxizitat Ebensdst unklar,wie viele ZellerAnfiziertiwerdenmiissen
um einesichtbareklinische Verbesserurzu erreichenFragen wie AVas passiert nach
einer erfolgreichen Therapiwie lange hélt das Ergebnis,anuss die Behandlung wie-
derholt werden und was kommt als Folge des neuen Phanotyps, entstehen ggf. neue
Krankheitshilde?i, mussen in der Folgaleessiert werde(Duan et al. 2021)

Eine erfolgreich& herapie von DMDwird wahrscheinlictewischen demaweitenund
dritten Lebensjahr beginnemussenum den fortschreitenden Verlust von Muskulatur
und motorischen Funkti@m zu verhindern. Jedoch kdnnen klinische Studien mit End-
punkten wie derd6-Minute-Walk-Testioder dem®orth Star Ambulatory Assessmaént
dann noch nicht durchgefuhrt werd@nes ist éne grol3e Schwierigkeit fir die Wirksam-
keitsprifung neuer Substanz@rerhaart et al. 2019; Shieh 2018} ein friher Thera-
piebeginn vor Eintritt der ersten Symptome von DMD wahrscheinlich notwendig sein
wird, musste inNeugeboreneiscreening auf erhohte GWerte untersucht werdeom
daraufhinggf. einen molekulargenetischen Tégt DMD durchzufiihrenDuan et al.
2021) Alternativ kame auch bei unspezifischer Entwicklungsverzégerung ein CK
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Screening im Rahmen der Whtersuchung beim Kinderarzt im Alter von zwahren

in Frage(Walter et al. 2019)Dieses Dilemma fuhrt dazu, dasseggnete Tiermodelle
entscheidend fur den Erfolg der translationdd&hD-Forschungsein werdenNagetier-
modelle sind weit verbreitet, bilden aber die menschliche Krankheit oft nicht gepau ab
sodass gute Grofitiermodelle fir DMD notwendig wer@galf et al. 2023)

Fasst man die Veund Nachteile der verschiedenen Tiermodelle fir DMD zusam-
men,erscheindas Schweirals Tiermodelhinsichtlich Genetik, Anatomie und Physio-
logie demMenscheram néachste(Klymiuk et al. 2016; Lunney et al. 2028chweine-
modelle kdnnen ein€orhersage der Effizienz und Sicherheit neuer Therapientbeder
rapeutischeGerateam Menschen simulierefigner et al. 201Q)Schweine sind wider
MenschOmnivore im Gegensatz zuielen andereieren Zum Menschenveisensie
zahlreiche Ahnlichkeiten in Anatomie, Physiologie, Pathologie und Stoffwechsel auf.
Das HerzKreislaut und Immunsystem sowie die Aterand Skelettmuskulatur von
Schwein und Mensch sind einander sehr ahnfiamney et al. 2021)Zudem sind
Schweinemodelle ethisch eher akzeptiertalsdenodelle, weil das Schwein in unserem
Kulturkreis in erster Linie ein landwirtschaftliches Nutztier ist und weniger ein Haustier
wie derHund(Stirm et al. 2022)

Ein gutes Tiermodell wird durch ewralide charakterisiertes und etabliertes Zellkul-
turmodellkomplementiertum aus Effizienzund Effektivitatsgrinden manche Studien
in-vitro durchfiihren zu kénnen und somit Kosten zu sparen. Auch kénnen dadurch grof3
angelegte Studien zu Toxizitat und Wirksamkeit einfacher und schneller durchgefiihrt
werden.Daruber hinaus ist aus ethischem Verantwortungsbewusstsein ein Umgang mit
Versuchstieren nach dem dRinzip (AReplace, Reduce, Refijenotwendig.Dasin-vi-
tro Modell fir das DMDpigin Verbindung mit dem Aufbau der dazugehdrigen Muskel-
bank am FBI erméglicht die Nutzung des translationalen Tiermodells DMDpig nach die-
sem PrinzigDonandt et al. 2022[in nachster Schritt fir dieses Zellkulturmodell kénnte
neben der Erforschung von einzelnen Therapieansatzendaulchmortalisierung von
Myoblasten sein, daméinzelne Zelllinien noch langer genutzt werden kdnnen.

Ein Handicap des DMDp#ylodells ist, wie bei allen Grol3tiermodellen in der prak-
linischen Forschung, die aufwandige und teure Haltung und Reproduktion der Tiere,
ebenso wie die lange Reproduktionsdauer und dadurch verursacht geringere Nachkom-
menzahl im Vertgich zu NagetiermodellgiZaynitdinova et al. 2021purchdiesesZell-
kulturmodell konnen groBngelegte Versuchsreihen bereits varakitro durchgefiihrt
werden, wodurch wenigé&fersuchstierdoendtigt werdemnd diese Schwache des Tier-
modells Uberwunden werdé@nn Denngenetisch mafl3geschneiderte Grol3tiermodelle
kénnendazu beitragen, die Liicke zwischen ProbfConceptStudien in Nagetiermodel-
len und klinischen Versuchen an menschlichen Patienten zu sc/BEret al. 2023)

Aufgrundgrol3er Erwartungeaneinen kurz bevorstehenden DurchbrdeinGenthe-
rapie fur DMD werden eventuell andere Therapigonenfir diese Erkrankungu wenig
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betrachtetinsbesondere die zunehmende Bedeutung von einzelnen Dystieqpioin

men in Bezug audflie unterschiedliche Auspragung des DN?Banotyps und deren Po-

tenzial fur mogliche Therapieansatze ladsiennochRaumfir zukiinftige Fragestellun-

gen. Die IsofornrDp 140 des DystrophiGens steht in Zusammenlgamit kognitiver

Entwicklung(Doorenweerd et al. 201;7hei derlsoform Dp 71, die sowohim Muskel

als auchm Gehirn exprimiert wirdwird ein Zusammenhang nmieuropsychiatrischen

Syndromenvermutet(Naidoo et al. 2020Zudem gibt es einige wenige Publikationen,

die die kurzfristige Expression von Dystrophin im Zellkern von Muskelzefienvo

(Morin et al. 2023undin-vitro (Donandt et al. 2023)eschreiben. Es besteht hier weite-

rer Forschungsbedarf, um zu klaremrum undwie in einzelnen Zelleih eventuell unter

Stress dascytoplasmatisch@rotein Dystrophin ein Signal im Myonucleus verschiede-

ner Spezies erzeughdwas dagdur mogliche Therapieansatbedeuten konnte
Abschliel3end sollte audchuf die sozialokonomischeDringlichkeit fur die praklini-

sche Forschungn DMD hingewieserwerden. Unter dem BegriffACostof-llinessi

(COI) versteht man die Kosten, welche durch eine Erkrankung verursacht werden. Dar-

unter fallen Kosten fur Medikamente, Therapie, medizinische Alltagshilfen, aber auch

der Arbeitsausfall der Patienten selbst und seiner pflegenden Angehotrigen. Diese COI

sind gemal einer Studie fir DMD doppelt so hoch wie fir B{&bhreibeiKatz et al.

2014) Gerade in Bezug auf eine mdgliche Therapieentwicklung fir DMD und deren

Dringlichkeit aus soziabkonomischer Sicht sind diese COI ein wichtiges Argument, was

bei aller ethischen Problematik nicht aul3er Acht gelassen werden darf. Denn bereits eine

therautische Verbesserung von einem DNRBAtienten zu einem BMPatienten wirde

die COI halbieren und erhéht damit neben demmittelbarerPatientefreid den dringen-

den Bedarf zur raschen Entwicklung eikausalerirherapie fir DMD.
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6.Zusammenf assung

Die Duchenne Muskeldystrophie (DMD) ist eine letale, progressiv voranschreitende
neuromuskulére Erkrankung. Sie wirdckromosomavererbt und durch Mutati@mim
DMD-Gen, einem der grof3ten Gene des menschlichen Erbvgutssacht. Obwohl in-
zwischen eine Vielzahl an Therapieansatzen in klinis&tadien untersuckerdenund
erste Therapieansatze bereits fur bestintsutegruppen von DMBPatienterzugelassen
sind, gibt es nach wie vor keine kausale Therapie der Erkrankung. Binecsympto-
matische Behandlurigpnntedie Lebenserwartung der DMBatienten zwain den letz-
ten Jahrerverdoppeltwerden aber keineder kausalen Therapieansatiaart zu einer
Heilung der ErkrankungAufgrund dehaufigspaten Diagnosestellung tnidintreten der
ersten Symptome irKindergartenalteund demtypischenBehandlungsbeginn in einer
HochplateatPhase der Erkrankung im Vorschulalter der Kindeesschwierig die Er-
gebnisse vomotenziellenTherapien fir DMD in frihen Behandlungsadium zu mes-
sen. Daher war die Entwicklung des translationalen Grol3tiermodells DMDpignse-

rer Forschungsgrupgér die praklinische Forschung an DMBn hoher Bedeutun@as
DMDpig zeigteinen nahezu identischen Phanotyp wie DM&tienten (u. aeinedege-
nerative MyopathigKardiomyopathie, kognitive Einschrankungegbei abeeinenak-
zelerierterKrankheitsverlaufErste Therapieansatze wie Ex8kipping und die Genthe-
rapie CRISPCas9 mit AA\tVektoren konnten bereits an dem TiermodeNivogetestet
werden.Allerdings ist es aus ethischer und 6konomischer Sicht wesentlichnelass
einemTiermodell auch eirvalidesZellkulturmodell etablierenwird. Die Entwicklung
diesesZellkulturmodells flirdasneuetranslationale Grol3tiermoddDdMDpig war zur
Einhaltungdes 3R-Prinzips( ARepl ac e, RlgedliergeesyucheRiedfum die i )
Hindernissevon Grof3tiermodellenhpheKosten,lange Reproduktionszeiten, geringere
Nachkommenzahl als bei Nagetieren)iewindenvon grof3er Bedeutun@ie erfolg-
reiche praktische Anwendbarkeit diesessitro Modells in der préklinischen Grundla-
genforschung konnte anhand degitlichen Entwicklung von einzelnen Dystrophin
Isoformen (Dp71 & Dp 40) wahrend der Differenzierudgmonstriertverden.Interes-
santerweis&onntedabeigezeigt werden, dass myogene DMDpig Zellenitro huma-
nen Zelleréhnlicher sindals murine ZellenEine bisher wenig erforschte nukleare Loka-
lisation des an deaxtrazellularen Matrix befindlichen Proteins Dystrophin konnte wéh-
rend derin-vitro Differenzierung von myogenen Zellen gezeigt werden. Insbesondere in
Bezug auf die Beteiligung von bestimmi@ystrophirlsoformen an der Auspragung un-
terschiedlicher Ph&notypen bei DMD besteht hiettererForschungsbedarimdie ge-
nauen physiologischen Ablaufe am Zellkern durch die unterschiedlichen Piloteser

zu verstehen
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Duchenne muscular dystrophy (DMD) is a progresaive fatalneuromuscular disease.
DMD is X-chromosomal inheritednd causgéby mutatiorsin theDMD-geneone of the
largest genes in the human genome. Althaughytherapeutic approaches ameclinical
trials, andthefirst therapeutic approaches hateeady beempproved forla subgroup of
patients, there is still ncurefor this diseaseWithin the last yearshe life expectancy of
DMD patientscould beduplicatedby symptomatic treatment, bevencausé#ve thera-
peutic approachesire mainly diseasmodifying. However, measurinthe outcomes of
potential therapies for DMDnithe early stages otherapyis still difficult, dueto the
frequently delayedliagnosisalongwith the onset of the firsinspecificsymptoms in
early childhood Thereforeour research grodpsgevelopment of the translational large
animal modeDMDpig constitutes a hallmark in conductipgeclinical studieso further
investigate DMD The DMDpignicely mirrors thgphenotypef DMD patients (including
adegenerative muscle diseasardiomyopathyandcognitive impairmers), but withan
accelerated disease courfeerapeutic approaches such as eskipping and CRISP
Cas9 gene therapyia AAV -vectors have already been testaévivo in this animal
model.However, from an ethical and economic point of viewgrygoodanimal model
needs avalid cell culture modeés well The development of our cell culture model for
this new translational large animal modelsamilestonegn DMD research for respecting
the3Rs( ARe p | ac e f R i énfintakexperimentsand for overconing the
drawbackf large animal modelsigh-cost long reproductiveycles lower number of
offspring than rodents). The successfpplicationof thisin-vitro modelfor preclinical
researchof DMD was shownby the examination of thedevelopment of dystrophin
isoforms (Dp71 & Dp 40) during the differentiatigproces®f myoblasts into myotubes.
Interestingly, nyogenic DMDpig cells behava-vitro moresimilarly to human cells than
murine cellsNuclearlocalization of the protein dystrophinprmally locatedin the ex-
tracellular matrix, could be shown during the differentiation of myogenic &algarding
the involvemenbf certain isoforms in the expression of differehenotypes in DMD
thereis alarge unmeneed for research to understand the physiological procekdis
ferent proteinsn the nucleusindhow thoseimpactthe phenotype ddMD.
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Abstract: Duchenne muscular d)ml'rnphy (DMD) is the most anquo.nt gc!nel'i(' m)rnpalhy 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
maodel 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; dy‘stlﬂphi.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-



42

Lifr 2022, 12, 1668

Tofl13

100

[=:)
(=]

I
a

[
(=}

0

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
. . = - = = g = .

-

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.
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