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Einleitung 1

1 Einleitung

Korperliche Bewegung entsteht durch Abwechslung von Anspannung und Entspannung der
Muskeln. Voraussetzung fur eine muskuldare Anspannung ist die Fortleitung des
Nervenpotentials und dessen Umwandlung in eine mechanische Kopplung, die zur
temporaren Verkirzung eines Muskels fuhrt. Dieser Vorgang wird erméglicht durch das
Zusammenspiel einer Vielzahl von Proteinen der Muskulatur, die als Stutzapparat,
Rezeptoren und lonenkandle fungieren. Am Ende der Signalibertragung fiur die
Muskelkontraktion folgt die Ausschiittung von Kalzium ins Zytoplasma der Muskelzelle.
Dies fuhrt zu einem Ineinandergreifen kleinster Muskelfilamente und zur mechanischen
Verkurzung des Muskels. Die Entspannung der Muskulatur ist wiederum durch eine schnelle
Wiederaufnahme von Kalzium in die im Muskel liegenden Kalziumspeicher bedingt.
Muskelbewegung  beruht demnach auf der adaquaten Verdnderung der
Kalziumkonzentration im Zytoplasma der Muskelzelle.

Muskeldystrophien sind erbliche Erkrankungen, bei denen es zu einem progredienten
Verlust und Umbau der Muskulatur mit Schwache und Atrophie kommt (Cohn und
Campbell 2000). Bislang gibt es fur diese Erkrankungen Kkeine heilenden
Therapiemdglichkeiten. Ursachlich sind genetische Defekte, die zu Funktionsverlust
oder -einschrankung eines der Muskelproteine fuihren. Das AusmaR der molekularen Folgen
ist Gegenstand aktueller Forschung. Bekannte Auswirkungen sind unter anderem eine
progrediente Instabilitdt insbesondere der Muskelfasermembran des Muskels durch
Veranderungen der Expression und Interaktion assoziierter Proteine sowie eine Irregularitat
der Kalziumausschittung der Muskelzelle (siehe 1.1.3, 1.1.7).

Neben vielen anderen Proteinen ist das Fehlen von Dysferlin als Ursache verschiedener
Muskeldystrophien bekannt (Bashir et al. 1994 und 1998, Liu et al. 1998). Zu den
Dysferlinopathien zéhlen die Gliedergurtelmuskeldystrophie Typ 2B (engl.: limb girdle
muscular dystrophy, LGMD2B), die Miyoshi-Myopathie (MM) und muskeldystrophische
Erkrankungen mit isoliertem oder kombiniertem Befall einzelner proximaler und distaler
Muskelgruppen (Bashir et al. 1994 und 1998, Liu et al. 1998, Illa et al. 2001). Weiter kann
es bei einer Dysferlindefizienz zum Auftreten einer pseudometabolischen Myopathie mit
Schwellung und Schmerzen der Muskulatur ohne Muskelschwédche oder einer
asymptomatischen Kreatinkinase-Erhéhung kommen (Nguyen et al. 2007). Eine

Besonderheit der Dysferlinopathien im Vergleich zu anderen Muskeldystrophien besteht in
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ihrem Kklinischen Erscheinungsbild. Vor Beginn der progredienten Muskelschwache
zeichnen sich Patienten mit Dysferlinopathien durch Uberdurchschnittliche sportliche
Aktivitat aus (Klinge et al. 2010a). Die Pathogenese der Dysferlinopathien ist bislang nur
ansatzweise verstanden. Bekannt ist bisher, dass Dysferlin zur Aufrechterhaltung und
Bildung von Zellmembranen beitragt (Klinge et al. 2010b, Selcen et al. 2001). Bei
elektronenmikroskopischer Darstellung dysferlindefizienter Muskelzellen zeigen diese
einen irreguldren Aufbau der Membranstrukturen (Klinge et al. 2010Db, Selcen et al. 2001).
Zudem flhrt das Fehlen von Dysferlin zu einer fehlerhaften Reparatur nach Schadigung der
Membran (Chiu et al. 2009, Roche et al. 2008). Genetische Defekte vieler anderer Proteine
im Muskel kénnen zur Ausbildung von Muskeldystrophien fihren (Cohn und Campbell
2000, Emery 2002). Bei einigen konnte bereits nachgewiesen werden, dass es aufgrund
unterschiedlicher Pathomechanismen zu einem unkontrollierten Einstrom von Kalzium tber
die Membran in die Muskelzelle kommt (siehe 1.1.8, Bellinger et al. 2008, Capote et al.
2010, Goonasekera et al. 2011), welches Ursache fur den dystrophischen Umbau der
Muskulatur sein konnte (siehe 1.1.8, Vandebrouck et al. 2002, Millay et al. 2009,
Goonasekera et al. 2011, Edwards et al. 2010). Ob die Dysferlindefizienz ebenfalls zu einem
erhdhten Kalziumeinstrom in die Muskelzelle fiihrt und es einen Zusammenhang mit der
klinischen Besonderheit der Dysferlinopathien gibt, ist noch nicht belegt und Gegenstand

dieser Arbeit.

1.1  Grundlagen

111 Muskelformen

Die Muskulatur von Menschen und anderer Sduger wird in glatte Muskulatur, Herz- und
quergestreifte oder Skelettmuskulatur unterteilt. Glatte Muskulatur, welche fir die
Kontraktilitat der inneren Organe verantwortlich ist, unterliegt der Steuerung des vegetativen
Nervensystems und kann nicht willkirlich kontrahiert werden. Herzmuskulatur gehort
morphologisch zur quergestreiften Muskulatur, die ihre Bezeichnung aufgrund der
quergestreiften Anordnung der Myofibrillen hat (siehe 1.1.2). Herzmuskelzellen sind tiber
Gap-Junctions elektrisch gekoppelt und bilden ein funktionelles Synzytium. Die Kontraktion
der Herzmuskulatur unterliegt speziellen Schrittmacherzellen, welche im Sinusknoten

lokalisiert sind. Skelettmuskulatur zahlt ebenfalls zur quergestreiften Muskulatur und wird
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willkdrlich Gber motorische Nervenfasern innerviert. Sie erzeugt schnell fur kurze Zeit viel
Kraft (vgl. Welsch 2010).

Die Skelettmuskulatur besteht aus vier verschiedenen Typen von Skelettmuskelfasern
(Schiaffino und Reggiani 2011), die sich neben der langsamen (Typ 1) und der schnellen
Isoform (Typ I1) der schweren Myosinketten (MHC, engl.: myosin heavy chain) in ihrer
Kontraktionsgeschwindigkeit, Energiegewinnung, Erscheinung und in ihrem Durchmesser
unterscheiden (Spangenburg und Booth 2003, siehe Tabelle 1). Typ | werden langsame, rote
Fasern mit einem oxidativen Stoffwechsel zugeordnet. Schnelle Fasern werden in Typ IIA,
B und X unterschieden (Schiaffino et al. 1989). Typ IIA erscheint rot und besitzt wie Typ |
einen oxidativen Stoffwechsel. Typ IIB erscheint weil}, gewinnt seine Energie durch
Glykolyse und hat einen deutlich groReren Durchmesser als Typ I und Typ HA. Typ 11X
ahnelt in seinen Eigenschaften Typ IIA, wurde jedoch aufgrund unterschiedlicher MHC-

Isoformen einer eigenstandigen Untergruppe zugeordnet.

Tabelle 1: Muskelfasertypen

Fasertyp Kontraktionsgeschwindigkeit Erscheinung Metabolismus Durchmesser

I Langsam Rot Oxidativ Klein
A Schnell Rot Oxidativ Mittel
1B Schnell Weild Glykolyse Grof
11X Schnell Weild Glykolyse Grof

Tabelle nach Schiaffino und Reggiani 2011.

1.1.2  Aufbau der Skelettmuskulatur

Der Skelettmuskel besteht aus Skelettmuskelfasern, die einen Durchmesser von 10-100 pm
haben und bis zu einigen Zentimetern lang werden koénnen (vgl. Welsch 2010). Eine
Skelettmuskelfaser ist aus mehreren Myofibrillen aufgebaut, welche einen Durchmesser von
ca. 1 pum haben und in ihrer L&nge den Muskelfasern entsprechen. Die Myofibrillen sind
vom Zytoplasma, welches im Muskel als Sarkoplasma bezeichnet wird, umgeben. Im
Sarkoplasma befinden sich unter anderem Zellkerne, Mitochondrien und das im Muskel als
Sauerstoffspeicher dienende Myoglobin. Umhillt sind die Myofibrillen von einer
Zellmembran, dem Sarkolemm wund einer Basalmembran. Das Sarkolemm bildet
Einstllpungen in das Sarkoplasma, sogenannte transversale Tubuli (T-Tubuli), welche die

gesamte Muskelfaser in strikter Anordnung durchziehen und die elektromechanische
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Kopplung zwischen Nervenfaser und Muskel ermdglichen. Ein T-Tubulus mit den
angrenzenden Membranen des Sarkoplasmatischen Retikulum (SR) wird als Triade
bezeichnet. Der Bereich zwischen der Membran des T-Tubulus und der Membran des SR
wird als junktionaler Spalt bezeichnet (siehe 1.1.3).

Die Querstreifung der Skelettmuskulatur ist durch ein regelméliges Bandenmuster
charakterisiert und entsteht infolge der Anordnung verschiedener Filamente. Die hellen
Banden, I-Banden genannt, sind von einer dunkleren Linie, der Z-Linie, durchzogen. Die
dunklen Banden, A-Banden genannt, sind von einer helleren Zone, der H-Zone und einem
mittigem M-Streifen durchzogen (siehe Abbildung 1, vgl. Welsch 2010).
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I-band A-band I-band

Abbildung 1: Darstellung quergestreifter Skelettmuskulatur

Abbildung des charakteristischen Musters quergestreifter Muskulatur. Abbildung a) zeigt eine schematische
Darstellung der quergestreiften Muskulatur zur Verdeutlichung der in Abbildung b) dargestellten
elektronenmikroskopischen Aufnahme. Die dunklen Banden (A-Banden) liegen im Bereich der dicken
Myosinfilamente. Durchzogen sind sie von einer hellen H-Zone mit mittlerem M-Streifen. Die hellen Banden
(1-Banden) sind von einer dunklen Z-Linie durchzogen (engl.: Z-disc). In diesem Bereich sind die
Aktinfilamente verankert. Der Aktin-Myosinkomplex ist durch Titin stabilisiert. Zwischen zwei Z-Linien
erstreckt sich die funktionelle Einheit einer Myofibrille, das Sarkomer. MalRstabsbalken 500nm. (Luther 2009,
CC BY-NC 4.0)

Die funktionelle Einheit einer Myofibrille ist das Sarkomer. Es erstreckt sich zwischen zwei
Z-Linien und wird durch Filamente gebildet, die bei der Kontraktion ineinandergreifen. Die
dicken Myosinfilamente sind im Bereich der A-Banden lokalisiert. Sie enthalten vier leichte
und zwei schwere Polypeptidketten, die wiederum Uber einen mobilen Halsstil mit dem
Kopfteil verbunden sind. Das Kopfteil und der Halsstil ergeben zusammen den Hebelarm
und sind die Verbindungsstelle zwischen den Myosin- und Aktinfilamenten. Stabilisiert

werden die Myosinfilamente durch Titin, ein elastisches, fibrillares Molekdl. Die dinnen
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Aktinfilamente befinden sich im Bereich der I-Banden. Sie reichen von den Z-Linien, an
denen sie verankert sind, bis zwischen die Myosinfilamente. Auf ein Myosinfilament
kommen 6 Aktinfilamente. Die Aktinfilamente bestehen aus 2 Ketten mit denen
Tropomyosin verlduft. Tropomyosin ist mit dem Troponinkomplex, der in drei
Untereinheiten geteilt ist, verbunden und fungiert zusammen mit ihm als Regulatoreinheit.
Troponin T bindet an Tropomyosin, Troponin C bindet Kalzium und Troponin | hemmt im
Ruhezustand die Myosinkopfbindung. Die Aktinfilamente werden durch das fibrillare
Protein Nebulin stabilisiert (vgl. Welsch 2010).

Trepomyosin Troponin l'in
A :h. OO0 d‘ \h&
CAM N T LSS 8.0 = Q.-[' TN
-y -5 -

Myaosin Filament

Abbildung 2: Schematische Darstellung des Aktin-Myosinkomplexes

Darstellung des Sarkomers, der funktionellen Einheit der Myofibrille und die ihm regelmaRig zugeordneten
Filamente Aktin und Myosin. Aktin besteht aus 2 Ketten, die mit dem Tropomyosin verlaufen. Tropomyosin
ist mit dem Tropininkomplex (Troponin T, C und 1) verbunden. Das Ineinandergreifen der Aktin- und
Myosinkomplexe ermdglicht die Kontraktur der Muskulatur. GroRe der Proteine nicht mafstabsgetreu.
(Abbildung Internetquelle 1, freundlicherweise zur Verfligung gestellt von Sigma-Aldrich, Merck KGaA).

Der Ablauf der Muskelkontraktion verlauft im Querbriickenzyklus. Dieser beschreibt die
Muskelkontraktion mit dem Zusammenspiel von Aktin- und Myosinfilamenten und die
daraus  resultierende  Sarkomerverkirzung. Die  steigende  sarkoplasmatische
Kalziumkonzentration ist eine VVoraussetzung dafir (Brenner et al. 2005).

Im relaxierten Muskel ist der Myosinkopf des Myosinfilamentes mit Adenosintriphosphat
(ATP) beladen. Die ATP Spaltung in Adenosindiphosphat und Phosphat (ADP und Pj)
bewirkt eine Anlagerung des Myosinkopfes mit einer Stellungsédnderung des Hebelarms an
ein Aktinfilament in Richtung Z-Linie. Dort ist es zundchst an der niederaffinen
Bindungsstelle an Aktin gebunden. Die hochaffine Bindungsstelle wird durch den

Tropomyosin-Troponinkomplex blockiert. Kommt es nun durch ein fortgeleitetes
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Aktionspotenzial und der Offnung des Ryanodin-Rezeptors (RyR) zur Erhéhung der
Kalziumkonzentration auf iiber 10" mol/l, binden bis zu 4 Kalziumionen an Troponin C.
Dies fuhrt zu einer Umlagerung des Komplexes und zur Bindung zwischen Myosinkopf und
hochaffiner Bindungsstelle an Aktin. Durch die Abdissoziation von Pi kommt es zu einem
ersten Kraftumschlag, der die Filamente 6-8 nm gegeneinander verschiebt. Ein zweiter
Kraftumschlag folgt durch die Abdissoziation von ADP und ermdglicht eine weitere
Verschiebung um 2-4 nm. Eine erneute Bindung von ATP an den Myosinkopf 16st die
hochaffine Bindung auf und der Querbriickenzyklus kann erneut durchlaufen werden (vgl.
Welsch 2010).

1.1.3  Triadenproteine

Als Triaden werden im Muskel die Einstilpung des T-Tubulus mit den jeweils angrenzenden
Membranen des SR bezeichnet. Diesem Komplex ist eine Vielzahl von Proteinen zugeordnet
(siehe Abbildung 3).
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Abbildung 3: Schematische Darstellung der Triadenproteine

Schematische Abbildung der Triadenproteine. Die Triaden werden durch einen sich einstiilpenden T-Tubulus,
Uber den das Aktionspotenzial in die Zelle geleitet wird und zwei ihn umgebende SR gebildet. Der Bereich
zwischen den Membranen des SR und des T-Tubulus wird als junktionaler Spalt bezeichnet. GroR3e der Proteine

nicht maRstabsgetreu. (Eigene Zeichnung, modifiziert nach Al-Qusairi und Laporte 2011)

1.14 Kalzium im Skelettmuskel

Verantwortlich fur den Ablauf und die Steuerung der Muskelkontraktion ist das Einstromen
von Kalzium in die Muskelzelle. Um eine Kontraktion zu Idsen, muss Kalzium wieder aus
dem Sarkoplasma herausgeschleust werden. Dieses gezielte Ein- und Ausschleusen von
Kalzium wird als Kalziumhomdoostase bezeichnet und beruht auf einer Vielzahl streng

regulierter Mechanismen.

1.14.1 ECCundCICR

Der Impuls einer Bewegung entsteht Gber die Fortleitung von Aktionspotenzialen tber
motorische Nervenbahnen, die zum Kalziumeinstrom in Skelettmuskelzellen fiihren. Diesen

Vorgang nennt man elektromechanische Kopplung oder auch Erregungs- Kontraktions-
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Kopplung (engl.: excitation contraction coupling, ECC, Parness et al. 2009). Es ist ein streng
regulierter und komplizierter Prozess, der molekular noch nicht in allen Einzelheiten
verstanden ist.  Aktionspotenziale werden Uber alpha-Motoneurone zu den
Skelettmuskelzellen geleitet. Dort bewirken sie eine Offnung der im Sarkolemm liegenden
spannungsabhangigen Natriumkanale. Deren Offnung filhrt durch Einstrom von Natrium zur
Depolarisation der Zellmembran und zur Fortleitung des Signals Gber T-Tubuli, bis tief in
die Muskelzellen hinein. Angelagert an T-Tubuli, die zwischen der A- und der I-Bande
verlaufen (siehe 1.1.2), liegen terminale Zisternen des SR. Das SR, auch longitudinales
tubulares System genannt, ist der Kalziumspeicher der Muskelzelle und steht Gber
verschiedene Proteine und Rezeptoren mit dem T-Tubulussystem funktional und
morphologisch in Verbindung (siehe 1.1.3, Abbildung 3). Die Fortleitung des
Aktionspotenzials ~ Gber ~ T-Tubuli  fuhrt zur  Konformationsédnderung  des
spannungsabhangigen L-Typ-Kalziumkanals, dem Dihydropyridin-Rezeptor (DHPR), der
in Verbindung mit dem RyR steht. Der RyR ist im SR lokalisiert. Durch die
Konformationsédnderung des DHPR wird der RyR gedffnet und Kalzium strémt aus dem SR
ins Sarkoplasma. Im Skelettmuskel ist der Vorgang des ECC hauptverantwortlich fur die
Kalziumfreisetzung und Konzentrationserhéhung im Sarkoplasma (Calderén et al. 2014).
Ein weiterer Mechanismus, der zum Ausstrom von Kalzium aus dem SR fihrt, ist die
Kalzium induzierte Kalzium Freisetzung (engl.: calcium-induced calcium release, CICR).
Dieser Erregungsmechanismus ist hauptséchlich verantwortlich fiir die Kalziumfreisetzung
aus dem SR in Herzmuskelzellen, wurde jedoch zuerst im Skelettmuskel entdeckt (Endo et
al. 1970). Hierbei kommt es nicht durch eine Konformationsédnderung, sondern durch den
Anstieg der zytoplasmatischen Kalziumkonzentration zu Offnung des RyR und Freisetzung
von Kalzium aus dem SR (Endo 2009).

1.1.4.2 Ryanodin/- DHPR Komplex

Der RyR, mit einer Masse von 565 kDa (Takeshima et al. 1989), liegt in der Membran des
SR und fungiert dort als Kalziumkanal. Bisher bekannt sind 3 Isoformen (RyR 1, 2, 3). RyR1
ist skelettmuskelspezifisch und RyR2 ist herzmuskelspezifisch. RyR3 kommt in niedriger
Konzentration auch in der Skelettmuskulatur vor, seine genaue Funktion ist jedoch noch
unbekannt (Fill und Copello 2002). Im Skelettmuskel steht RyR1 mit mehreren Proteinen in
Verbindung. Die Bedeutendste ist die funktionelle Kopplung zwischen RyR1 und dem
DHPR. Der DHPR liegt als membranstandiges Protein im Bereich der Triaden entlang der
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T-Tubuli, gehort zur Familie der spannungsabhangigen L-Typ-Kalziumkanale und besteht
aus mehreren Untereinheiten: ags (auch Cav 1.1), a2, B1a, 81 und y. Zusammen ergeben sie
eine Masse von 437 kDa (Szpyt et al. 2012). Im Skelettmuskel schlie3en sich diese DHPR-
Komplexe zu Tetrameren zusammen, mit denen jeweils ein RyR in Verbindung steht
(Protasi 2002). RyR1 besteht aus zwei Doménen. Ein hydrophober Anteil liegt in der
Membran des SR und formt den Kalziumkanal. Ein hydrophiler Anteil besteht aus vier
Untereinheiten und erstreckt sich Uber den junktionalen Spalt, der sich zwischen den
Membranen des SR und des T-Tubulus befindet. Der hydrophile Anteil macht den Grol3teil
des Proteins aus (Block et al. 1988) und steht in Verbindung mit dem DHPR. Kommt es
durch Fortleitung eines Aktionspotentials zur Konformationsanderung im DHPR, flhrt
dieses zur Offnung des RyR1 und infolgedessen zum Kalziumausstrom aus dem SR ins
Sarkoplasma (Protasi 2002, s. auch Kapitel 1.1.4.1).

RyR1 ist mit weiteren Proteinen im SR gekoppelt. Calsequestrin (CSQ), mit einer Masse
von 44 kDa, wurde von MacLennan und Wong 1971 als Kalzium bindendes Protein im SR
lokalisiert, wo es sich in den terminalen Zisternen befindet (Franzini-Armstrong et al. 1987).
Bisher sind zwei Isoformen bekannt. CSQ1 (auch: sCSQ) kommt in Typ | und Typ Il
Skelettmuskelfasern vor und CSQ2 (auch: cCSQ) findet sich in Herzmuskelzellen. CSQ1 ist
Teil eines Komplexes mit Triadin und Junctin. Diese Proteine liegen in der Membran des
SRs und sind jeweils mit Abschnitten von RyR1 und CSQ1 verbunden (Novak und Soukup
2011). Versuche von Gyorke et al. 2004 fuhrten zu der Annahme, dass CSQ1 als
intraluminaler Kalziumsensor agiert und Triadin und Junctin zwischen RyR1 und CSQ1
vermitteln. Auch Calstabinl (FKBP12), ein 12 kDa grofles Protein, steht mit RyR1 in
funktioneller Verbindung. Es fordert das geschlossene Stadium von RyR1 (Wehrens et al.
2004).

1.1.4.3 Mitsugumin29 (MG29 oder SYPL2)

Mitsugumin29 wurde von Takeshima et al. 1998 als ein weiteres Triadenprotein beschrieben
und aufgrund der Ahnlichkeiten der cDNA der Familie der Synaptophysine zugeordnet. An
den Triaden lokalisiert das 29 kDa groRe Protein an die Membran der terminalen Zisterne
des SR und des T-Tubulussystems (Brandt und Caswell 1999). Die Lokalisation ist abh&ngig
vom Stadium der Muskelentwicklung. Bei Muskelzellen von Kaninchen ist MG29 bereits
am 15. Embryonaltag in der Membran des SR zu finden und am 27. auch an der des T-
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Tubulussystems. In adulten Muskelzellen ist MG29 hingegen strikt auf den Bereich der
Triaden beschrankt (Komazaki et al. 1999).

Die Beteiligung von MG29 an der Entstehung und Reifung des glatten SR bestatigten
Versuche, bei welchen die cRNA von MG29 in embryonale Zellen von Amphibien
eingeschleust wurde. Die Einschleusung der cRNA von MG29 fihrt zur Ausbildung eines
glatten SRs (Komazaki et al. 1999). Eine weitere Bestatigung lieferten Versuche mit
murinen MG29-knockout-Muskelzellen. Ist MG29 ausgeschaltet, fuhrt dies zu einer
abnormalen Membranstruktur der Muskelzelle, sowie zu geschwollenen T-Tubuli und zur
Bildung von Vakuolen im SR (Komazaki et al. 2001). Ein Einfluss auf die
elektromechanische Kopplung im Skelettmuskel lasst sich durch eine funktionelle
Interaktion von MG29 und dem RyR nachweisen. Eine Uberexpression von MG29 in
Ovarienzellen des Hamsters fuihrt zu einer Aktivitatssteigerung von RyR (Pan et al. 2004).
Weiter flhrt eine Co-Expression von MG29 und RyR zur intrazellularen Erhéhung der

Kalziumkonzentration durch Entleerung des SR und daraufhin zum Zelltod (Pan et al. 2004).

1.1.4.4 Binl (Amphiphysin2)

Binl gehort zur Amphiphysin/RVS Protein Familie, welche eine wichtige Rolle bei den
Vorgangen der Endozytose spielen. Es dient als Bindeapparat zwischen Dynamin und
Clathrin bei Clathrin-vermittelter Endozytose (Takei et al. 1999). Im Muskel wird die 60
kDa grolRe Amphiphysin-lsoform Amphiphysin2 (Binl) exprimiert. Dort lokalisiert es
innerhalb der I-Bande entlang der Z-Linie und konzentriert sich um die T-Tubuli (Butler
1997). Zum einen ist Binl fur die Instandhaltung des tubuléren Systems mitverantwortlich.
So zeigt sich in Binl-knockout-Muskelzellen ein ungeordnetes, reduziertes T-
Tubulussystem (Razzaq et al. 2001). Zum anderen bindet Binl Lipidmembranen und fiihrt
bei heterologer Expression in nicht-Muskelzellen zur Ausbildung tubuldrer Strukturen (Lee
et al. 2002).

Dieser Einfluss auf das T-Tubulussystem legt einen Einfluss auf die Kalziumhomoostase
nahe, der sich nach elektrischer Erregung (siehe 1.1.4.1) von murinen Binl-knockout-
Muskelzellen zeigt. Diese weisen eine verminderte Amplitude des Kalziumeinstroms in die
Zelle sowie einen verminderten Kalziumtransienten im SR auf. Die Ergebnisse bestatigen
einen Einfluss auf die elektromechanische Kopplung und demzufolge auf die
Kalziumhomoostase (Tjondrokoesoemo et al. 2011). Dass Binl zudem essenziell fur die

Muskeldifferenzierung ist, zeigt sich in Versuchen, bei denen Binl blockiert wurde und es
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zur gestorten Muskelentwicklung mit fehlender Myaoblastenverschmelzung und
Differenzierung kommt (Lee et al. 2002). Bestatigen konnten dies Wechsler-Reya et al.
1998, die in C2C12 Zellen Binl antisense-RNA injizierten. Auch dies fuhrt zu einer
verminderten Zelldifferenzierung. Zudem fuhren Mutationen im Bin1-Gen zu Formen der

autosomal-rezessiven zentronukledren Myopathie (Nicot et al. 2007).

1.1.45 Caveolin3

Als Caveolae werden kleine Einbuchtungen in Membranen genannt, zu deren Struktur die
Proteine der Caveolin-Familie beitragen. Sie bestehen vor allem aus Sphingolipiden und
Cholesterol und werden nach aktuellem Forschungsstand in drei verschiedene Caveoline
(Caveolinl, -2, -3) unterschieden (Smart et al. 1999). Caveolin3 ist die muskelspezifische
Form mit einer GroRe von 18-20 kDa, welche insbesondere im Herzmuskel und in der
Skelettmuskulatur, aber auch zum Teil in der glatten Muskulatur, exprimiert wird. In adulten
Muskelzellen kolokalisiert es mit Dystrophin, welches die Verbindung zwischen
Aktinfilamenten und der im Sarkolemm liegenden Sarkoglykankomplexe herstellt. Wahrend
der Myoblastendifferenzierung ist Caveolin3 hochreguliert und lokalisiert zunéchst an die
sich entwickelnden T-Tubuli, bevor es im Bereich des Sarkolemms zu finden ist (Song et al.
1996, Parton et al. 1997).

Defekte im Caveolin3-Gen kdnnen zu einer Vielzahl an muskuldaren Erkrankungen fiihren.
Bekannte Folgen sind bisher die Gliederglrtelmuskeldystrophie vom Typ 1C (engl.: limb
girdle muscular dystrophy 1C, LGMD1C, Minetti et al. 1998), eine distale Myopathie, eine
hypertrophe Kardiomyopathie und eine isolierte Erhohung der Kreatinkinase (CK) im Serum
ohne Muskelschwéche oder Zeichen einer Myopathie (Gazzerro et al. 2010). Zudem kann
bei Patienten mit Caveolinopathien ein rippling muscle disease (RMD) vorliegen (Betz et
al. 2001, Dotti et al. 2006). Typischerweise kommt es hier nach rascher Dehnung der
Muskulatur zu einer sich wellenartig ausbreitenden Muskelkontraktion (engl.:
rippling=Krauselung). Es zeigt sich klinisch eine Ubererregbarkeit der Muskulatur, bei der
nach mechanischem Druck auf den Muskel rasche, nicht habituierende Muskelkontraktionen
folgen. Charakteristischerweise ist die Kreatinkinase im Serum erhoht. Selten kommt es zu
Paresen oder Muskelatrophien. Die Pathogenese der Erkrankungen ist noch nicht komplett
verstanden. Elektronenmikroskopische Aufnahmen von Skelettmuskulatur mit Caveolin-
Defizienz zeigen eine fehlerhafte Ausbildung des T-Tubulussystems (Gazzerro et al. 2010).

Zudem wurden die Kolokalisation sowie ein Einfluss auf die Leitfdhigkeit des DHPR
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nachgewiesen. In Caveolin3-defizienten murinen Muskelzellen ist die Leitfahigkeit des
DHPR um die Halfte reduziert und somit die Kalziumhomoostase signifikant alteriert
(Couchoux et al. 2007).

1.1.4.6 Mitsugumin53 (MG53, TRIM72)

Die Familie der TRIM-Proteine (engl.: tripartite motif protein family) wurden von Reddy et
al. 1991 als neue Gruppe von Phosphoproteinen entdeckt. Sie sind an vielerlei zellularen
Vorgangen sowie der antiviralen Abwehr beteiligt (Nisole et al. 2005). Zudem spielen sie
eine wichtige Rolle in membranabh&ngigen Prozessen wie der Exozytose. Wichtig hierflr
ist das muskelspezifische Mitsugumin53 (MG53), welches ohne Transmembrandomane,
vereinigt mit subsarkolemmal gelegenen Vesikeln, in der Muskelzelle zu finden ist und eine
Grolie von 53 kDa hat (Cai et al. 2009b). Fehlt MG53, kommt es zu einer progressiven
Myopathie mit eingeschrankter Belastungsfahigkeit. (Cai et al. 2009a). Mikroskopisch sind
fehlerhafte sarkolemmale Membranreparaturen nachzuweisen (Cai et al. 2009a). Fehlerhafte
Membranreparaturen sind ebenfalls bei Fehlen von Dysferlin (Chiu et al. 2009, Roche et al.
2008) und Caveolin3 (Cai et al. 2009¢) zu sehen. Zudem kommt es bei Mutationen im
Caveolin3 Gen zu einer veranderten intrazelluldren Lokalisation von Dysferlin und MG53
(Cai et al. 2009c). Dartber hinaus ist MG53 notwendig fiir die zielgerichtete Ansammlung
von Dysferlin um die defekte Membranstelle. (Cai et al. 2009c¢). Diese Ergebnisse kdnnten
auf ein Zusammenspiel zwischen MG53, Caveolin3 und Dysferlin hinsichtlich der Vorgange
der Membranreparatur hindeuten.

1.1.4.7 Junctophilin (JP)

Die Gruppe der Junctophiline wurde zuerst von Takeshima et al. 2000 beschrieben. Es gibt
vier Subtypen von Junctophilin. JP-1 und JP-2 werden im Skelettmuskel exprimiert. JP-2 ist
die einzige Untereinheit, die zudem im Herzmuskel und in der glatten Muskulatur
vorkommt. JP-3 und JP-4 sind Neuronen-spezifisch (Nishi et al. 2003).

Im Skelettmuskel ist JP-1 flr die Membranstabilitdat und die regelgerechte Spaltbildung
zwischen den Membranen der Triaden verantwortlich. Es spannt sich zwischen der
Membran der T-Tubuli und der des SRs und ist in beiden Membranen verankert (Nishi et al.
2000). Bei murinen JP-1-knockout-Muskelfasern zeigen sich eine veranderte

Triadenmorphologie sowie eine fehlerhafte postnatalen Entwicklung der Triadenausbildung.
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Im Bereich der terminalen Zisternen im SR bilden sich VVakuolen. Die JP-1-knockout-Mé&use
versterben innerhalb ihres ersten Lebenstages (Komazaki et al. 2002, Ito et al. 2001). Des
Weiteren wurde eine Interaktion zwischen JP-1 und RyR1 (Phimister et al. 2007), sowie JP-
1 und JP-2 und dem DHPR nachgewiesen (Golini et al. 2011).

1.1.4.8 TRPC3 (transient receptor potential channel)

Die TRPC Proteine sind eine Untergruppe der TRP-Superfamilie, die eine Klasse von
Kationkanalen bilden (Montell 2005). Es gibt sieben TRPC-Isoformen, von denen sechs im
Mensch vorkommen. Es werden verschiedene Theorien ber ihre Aktivierung diskutiert.
Neben rezeptorvermittelter oder sensorischer Aktivierung wurde den TRPC-Kanalen eine
Aufgabe im SOCE Mechanismus zugeschrieben (siehe 1.1.8; Clapham 2003). In Versuchen
mit Mé&usen zeigt sich, dass im Skelettmuskel die Isoformen 1, 2, 3, 4, und 6 exprimiert
werden. Auf immunhistochemisch angefertigten Bildern lokalisieren TRPC 1,4 und 6
entlang der Zellmembran, TRPC3 jedoch weiter in der Zelle von der Membran entfernt.
Dieses lasst vermuten, dass TRPC3 entlang des T-Tubulussystems als Kationenkanal
fungiert (Vandebrouck et al. 2002). Es gibt Hinweise dafiir, dass die TRPC-Kanéle eine
wichtige Rolle in der Muskeldifferenzierung spielen, da TRPC1 und TRPC3 wahrend der
Myoblastenphase hochreguliert sind (Gailly 2012). Zudem wurde ein Einfluss von TRPC3
auf die Kalziumhomdostase nachgewiesen. In murinen TRPC Knockout-Muskelzellen
kommt es zu einer signifikant reduzierten Kalziumamplitude nach induzierter Aktivierung
des RyR1 (Lee et al. 2006).

1.1.5  Speichergesteuerte Kalziumstrome (SOCE)

Das regulierte Ein- und Ausstromen von Kalzium in der Muskelzelle ist VVorrausetzung fiir
die Muskelkontraktion und -entspannung. Diese Kalziumhomdostase wird von einer
Vielzahl von Proteinen reguliert. Neben dem Mechanismus der elektromechanischen
Kopplung (siehe 1.1.4.1) kann der fehlerhafte Ablauf des speichergesteuerten,
transsarkolemmalen Kalziumstroms (engl.: store operated calcium release, SOCE) zu einer
Storung der Kalziumhomdostase fiihren.

Der Mechanismus des SOCE in der Muskelzelle wurde zuerst von Kurebayashi und Ogawa
2001 beschrieben. Die an diesem Mechanismus beteiligten Proteine sind STIM1 (engl.:
stromal interaction molecule 1) und Orail (auch: CRACML1) (Liou et al. 2005, Vig et al.
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2006). In Ruhe ist STIM1 gleichméRig als Monomer in der Membran des SRs verankert und
hat auf der transsarkoplasmatischen Seite Kalzium gebunden. Orail-Molekile formen einen
in der T-Tubulusmembran verankerten inaktiven Kanal. Die Voraussetzung fir SOCE ist
eine vollstandige Entleerung des Kalziumspeichers des SRs, welche durch dauerhafte
Stimulation der Muskelzellen in kalziumfreier Losung, Hemmung des Ricktransportes ins
SR oder Agonisierung des RyR erreicht werden kann.

Die Entleerung des SRs flihrt dazu, dass STIM1-Proteine aggregieren und sich als Oligomere
gegenliber den Orail-Kandlen finden. Ein Kontakt dieser beiden Molekile flhrt zur
Aktivierung des Orail-Kanals, der einen Kalziumkanal bildet und tiber den es zum Einstrom
von Kalzium in die Muskelzelle kommt. Die Aktivierung von Orail ist dabei direkt
abhéangig von STIM1 (Park et al. 2009). Die CAD-Doménen in STIM1 binden das N- und
C- Terminale Ende von Orail, 6ffnen den Kanal und ermdglichen den Kalziumeinstrom.
Das sich anreichernde Kalzium im Zytoplasma wird tber die im SR liegenden Kalzium-
ATPasen zuriick ins SR gepumpt und schliellich die intrazellularen Kalziumspeicher wieder
aufgefillt (Launikonis et al. 2010). Die Wiederaufnahme von Kalzium in das SR beendet
SOCE. Kalzium bindet wieder an STIM1-Molekule und I6st deren Aggregation auf. Der
Kontaktverlust zwischen STIM1 und Orail stoppt den Kalziumeinstrom in die Muskelzelle.
Siehe hierzu Abbildung 4.
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1. In Ruhe 2. Entleerung des Kalziumspeichers

3. Vollstiindige Entleerung des SR fiihrt zur 4, Aktivierung von Orail durch Kontakt
Clusterung von STIMI1 mit STIM1-Oligomeren
=0

. Ryanodinl €& DHPR = STIMI @B Orail

. SERCA © Kalzium Richtung Kalzium-Strom

Abbildung 4: Schematische Darstellung der speichergesteuerte Kalziumstréme (SOCE)
Abbildung der speichergesteuerten Kalziumstrome. 1. In Ruhe ist Kalzium im SR der Muskelzelle gespeichert.
Der RyR ist geschlossen. STIM1 Molekile liegen als Kalzium gebundene Monomere in der Membran des SR.
Orail ist als inaktivierter Kalziumkanal in der T-Tubulusmembran vorhanden. 2. Durch Offnung des RyR
kommt es zur Entleerung des SR. Kalzium 16st sich von STIM1. 3. Die vollstdndige Entleerung des SRs fiihrt
zur Oligomerisierung von STIM1. Orail und STIM1 Oligomere finden sich an den Membranen gegeniiber und
Orail wird aktiviert. 4. Kalzium gelangt durch Orail ins Sarkoplasma und wird zur Auffiillung des Speichers
in das SR gepumpt. GroRe der Proteine nicht mal3stabsgetreu. (Eigene Zeichnung, modifiziert nach Launikonis
et al. 2010, Dirksen 2009)
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1.1.5.1 Mitsugumin29 (MG29)

Mitsugumin29 ist wichtig fur die Aufrechterhaltung der Kalziumhomdostase. Das Fehlen
von Mitsugumin29 fihrt zu einer Veranderung der elektromechanischen Kopplung in
Mitsugumin29-knockout-Zellen (Kapitel 1.1.4.1). Zudem haben Mitsugumin29-knockout-
Zellen einen verénderten SOCE-Mechanismus. Werden die Kalziumspeicher vollstandig
entleert und der SOCE-Mechanismus aktiviert, kommt es in Mitsugumin29-knockout-Zellen

zu einem verminderten Kalziumeinstrom im Vergleich zu Wildtyp-Zellen (Pan et al. 2002).

1.1.6  Hinausschleusen von Kalzium aus dem Sarkoplasma

Einen weiteren Einfluss auf die Kalziumhomoostase haben Kanéle und ATPasen, welche im
Austausch oder unter Energieverbrauch Kalzium aus der Zelle schleusen, um die

intrazelluldre Konzentration gering zu halten.

1.1.6.1 SERCA (sarcoplasmic/endoplasmic reticulum calcium ATPase)

Als SERCA wird die in der Membran des Sarco-/ Endoplasmatischen Retikulums liegende
Kalzium-ATPase bezeichnet. lhre Funktion beruht auf dem aktiven Rucktransport von
Kalzium aus dem Sarkoplasma in den Kalziumspeicher, das SR. Bisher wurden 3
verschiedene SERCA-Gene (SERCAL, SERCA2 und SERCAB3) identifiziert, die durch
alternatives SpleiRen in eine Mehrzahl an Untergruppen unterschieden werden. SERCAL,
mit einer GroRe von ungefahr 110 kDa, befindet sich hauptséchlich in Skelettmuskelfasern
vom Typ Il mit schneller Kontraktionsgeschwindigkeit. SERCA2 wird in SERCA2a, welche
mafgeblich im Herzmuskel, glatter Muskulatur und Skelettmuskulatur vom Typ | exprimiert
wird und SERCA2Db, welche ebenfalls vorwiegend im Herzmuskel, Skelettmuskel und in

nicht-Muskelzellen vorkommt, unterteilt (Chemaly et al. 2013).

1.1.6.2 PMCA (plasma membrane calcium-ATPase)

PMCAs sind ATPasen, die in der junktionalen Plasmamembran liegen und unter Verbrauch
von ATP Kalzium aus dem Zytoplasma schleusen, um dessen Konzentration in der Zelle
niedrig zu halten (Cully et al. 2012).
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1.1.6.3 NCX (Natrium/ Kalziumaustauschkandle)

Zu dieser Gruppe gehdren Natrium/ Kalziumaustauschkandle, die in Zellmembranen
verankert und fur den Ausstrom von Kalzium mitverantwortliche sind. Sie werden in drei
Gruppen unterteilt. NCX1 wird ubiquitdr sowie vermehrt in Herz-, Gehirn- und
Nierengewebe exprimiert. NCX3 kommt in der Skelettmuskulatur und neben NCX2 auch
im Gehirn vor (Lytton 2007).

1.1.7  Muskeldystrophien

Muskeldystrophen sind eine Gruppe genetisch determinierter Erkrankungen, die zu einem
fortschreitenden Untergang von Muskelmasse und damit zu einer Muskelschwéche fiihren
(Cohn und Campbell 2000). Haufig werden sie bereits im Kindes- und Jugendalter
symptomatisch. Urséchlich ist der Verlust oder eine fehlerhafte Produktion bestimmter
Muskelproteine aufgrund von Genmutationen. Tabelle 2 gibt eine Ubersicht (iber die fiir

diese Arbeit relevanten Muskeldystrophien.

Tabelle 2: Ubersicht Muskeldystrophien

Gen/ Protein Vererbung Erkrankung Mausmodell

Dystrophin XR Duchenne/ Becker Muskeldystrophie Mdx

Dysferlin AR Miyoshi-Myopathie Dysf tmitcam
AR Gliedergurtelmuskeldystrophie (LGMD2B)

Caveolin3 AD Gliedergurtelmuskeldystrophie (LGMD1C)

Calpain3 AR Gliedergurtelmuskeldystrophie (LGMD2A)

Sarcoglycan AR Gliedergtrtelmuskeldystrophie (LGMD2C-F)  Scgd™”

(v,0,B.9)

Die Tabelle zeigt eine Ubersicht der fiir diese Arbeit relevanten Muskeldystrophien und deren Proteine, die bei
Mutation zur Ausprdgung der Dystrophie fuhren. Fir einige Muskeldystrophien gibt es zudem ein
entsprechendes Mausmodell. Die Vererbungsformen sind X-chromosomal-rezessiv (XR), autosomal-rezessiv
(AR) und autosomal-dominant (AD). Tabelle nach Cohn und Campbell 2000.

1.1.8 Die Rolle der Kalziumhomoostase

Das fein abgestimmte Ein- und Ausstromen von Kalzium ins Sarkoplasma ist die
Voraussetzung fir den Ablauf einer gleichméRigen Muskelkontraktion (siehe 1.1.4.1, 1.1.5)

und Dbietet einen Ansatzpunkt zur Ursachenforschung fur die Entstehung von
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Muskeldystrophien. Viele Untersuchungen zu Muskeldystrophien haben gezeigt, dass eine
unkontrollierte, erhdhte intrazelluldare Kalziumkonzentration zu einem dystrophen Umbau
der Muskulatur fihrt. Diese werden im Folgenden erléutert.

Ein wichtiges Protein fur die Kalziumfreisetzung der Zelle ist der im SR gelegene RyR1.
Sein geschlossener Zustand wird durch ein weiteres Protein, Calstabinl, unterstitzt
(Wehrens et al. 2004). Fehlt Calstabinl, kommt es durch die erhohte
Offenwahrscheinlichkeit von RyR1 in murinen Skelettmuskelzellen zur Entstehung
sogenannter leaky channels (engl.: durchldssige, undichte Kandle). Die Folge ist ein
gestorter Kalziumausstrom aus dem SR ins Sarkoplasma und dauerhafte Erhéhung der
intrazellularen  Kalziumkonzentration. Dies fluhrt neben der Veranderung des
Membranpotenzials und der Erregbarkeit der Zelle zu einer Muskelfaserschadigung und
einer verminderten muskuldren Belastbarkeit. Symptome, welche kennzeichnend fir
Muskeldystrophien sind (Bellinger et al. 2008). Ein dystropher Umbau kann ebenfalls durch
eine Uberexprimierung von MG29 hervorgerufen werden. Die vermehrte Expression dieses
Proteins fuhrt zu einer erhéhten Erregbarkeit des RyR und somit zu einem erhohten
Kalziumeinstrom in die Zelle. Die Folge ist Apoptose (Pan et al. 2004).

Das am besten untersuchte Mausmodell fir Muskeldystrophien ist das Modell der Mdx-
Maus (engl.: murine X chromosome-linked muscular dystrophy). Wiederholt konnten bei
diesem Mausmodell verschiedene Ursachen einer verénderten Kalziumhomoostase
nachgewiesen werden. Mehrere Studien zeigen, dass die elektromechanische Kopplung zu
einem signifikant verminderten Kalziumeinstrom in die Muskelzelle der Mdx-Maus fiihrt
(Hollingworth et al. 2008, Capote et al. 2010). Ebenfalls ist der SOCE-Mechanismus in
Muskelzellen von Mdx-Mausen verandert. Der Schwellenwert fur die Kalziumkonzentration
im SR zur Auslésung des SOCE-Mechanismus ist erhoht (Edwards et al. 2010). Es kommt
dementsprechend schneller zur Aktivierung von SOCE und Kalziumeinstrom in die murine
Muskelzelle. Erganzend dazu sind die beiden Proteine des SOCE-Mechanismus (STIM1 und
Orail) im Skelettmuskel von Mdx-Mé&usen hochreguliert (Edwards et al. 2010). Weitere
Proteine, deren Aktivierung im Zusammenhang mit dem SOCE Mechanismus diskutiert
werden, sind die TRPC-Proteine (Clapham 2003). Neben Orail und STIM1 ist auch TRPC
in Mdx-Muskelzellen vermehrt exprimiert. Blockierung der TRPC-Kanéle fihrt zu einer
Reduzierung um neun Zehntel des Kalziumeinstroms des SOCE-Mechanismus
(Vandebrouck et al. 2002). Werden die TRPC-Kandle in murinen Skelettmuskelzellen

uberexprimiert, kommt es zu einem erh6hten Kalziumeinstrom in die Muskelzelle und zum
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dystrophen Umbau (Millay et al. 2009). Ein weiteres Protein, SERCA, ist fur die
Wiederaufnahme von Kalzium ins Sarkoplasma verantwortlich und in Mdx-Muskelzellen
funktionell verandert (Kargacin und Kargacin 1996). Umgekehrt fiinrt eine Uberexpression
von SERCA, die eine Erniedrigung der zytoplasmatischen Kalziumkonzentration zur Folge
hat, zur Linderung des dystrophen Umbaus der Muskulatur von Mdx- und Sgcd™-M&usen
(Goonasekera et al. 2011). Letztere sind das entsprechende Mausmodell fur die
Gliedergirtelmuskeldystrophie Typ LGMD2C-F (siehe Tabelle 2). Nachgewiesen werden
konnte zudem ein Mechanismus zur Gegenregulation der erhéhten intrazelluléren
Kalziumkonzentration in Mdx-Muskelzellen. Die Kalzium-ATPase PMCA ist hier im
Vergleich zu Wildtyp-Muskelzellen hochreguliert und fihrt folglich zum vermehrten

Hinausschleusen von Kalzium aus der murinen Muskelzelle (Cully et al. 2012).

1.1.9 Dysferlin

1994 konnte von Bashir et al. ein Gen auf Chromosom 2p13 als Ursache fir eine autosomal
rezessiv vererbte Gliedergurtelmuskeldystrophie Typ 2B (LGMD2B, siehe 1.1.7)
identifiziert werden. Aufgrund der Ahnlichkeit zum Protein Fer-1 aus der Familie der Ferline
(Bashir et al. 1998) entstand der Name Fer-1-like 1 Protein (FER1L1) oder Dysferlin
(Dys=Dystrophie). Dysferlin ist ein Transmembranprotein mit einer molekularen Masse von
237 kDa, bestehend aus einer C-terminalen Transmembrandomane, sieben C2-Domaénen
(C2A- C2G) und zwei charakteristischen DysF-Domanen (Britton et al. 2000, Ponting et al
2001).

In Sdugetieren konnten bis jetzt sechs FER1L Proteine nachgewiesen werden. Mutationen
in Otoferlin, welches hauptsachlich im Vestibularorgan und der Cochlea exprimiert wird
(FER1LZ2), fiihren zu einer Form eines autosomal rezessiv vererbten Horverlustes. Myoferlin
(FER1L3) ist unter anderem notwendig fiir Myoblastenregeneration und -fusion. FER1L4-6
konnten bislang, abgesehen von der Genlokalisation, weder ph&notypische Merkmale im
Falle einer Mutation noch physiologische Funktionen zugeordnet werden (Lek et al. 2012).
Gemeinsames strukturelles Merkmal der FER1L Proteine sind ihre C2-Domanen. Dieses
sind Abschnitte verschiedener Proteine mit unterschiedlichen Bindungseigenschaften,
welche an membrangebundenen Prozessen beteiligt sind (Nalefski und Falke 1996).

Die Klinischen Erscheinungsbilder der dysferlindefizienten Muskeldystrophie sind
heterogen und bilden eine Gruppe progressiver Muskelerkrankungen mit Schwéche,

Atrophie und einer inflammatorischen Komponente. Neben der LGMD2B (engl.: limb-
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girdle muscular dystrophy 2B, LGMD2B), bei der die Muskelschwache malgeblich in den
proximalen Muskelgruppen der unteren oder oberen Extremitat auftritt, kdnnen Mutationen
im Dysferlin-Gen zur Miyoshi-Myopathie mit hauptsdchlichem Befall der distalen
posterioren Kompartimente der Beine fuhren (Liu et al. 1998). Weiter beschreiben Illa et al.
2001 eine bis dahin unbekannte Muskelerkrankung. Bei dieser fiihrt die Dysferlindefizienz
zur Schwaéche der distal-anterioren Muskelgruppen. In einer Studie mit 40 Patienten konnten
zudem ein proximodistaler Typ mit gleichzeitigem Auftreten von Symptomen in den
proximalen und distalen Muskelgruppen der unteren und oberen Extremitdt, eine
pseudometabolische Myopathie mit Schwellung und Schmerzen ohne Muskelschwéache und
eine asymptomatische CK-Erhohung als klinische Manifestation der Dysferlinopathien
beschrieben werden (Nguyen et al. 2007). Die phanotypischen Auspragungen gehen haufig
ineinander Uber und sind klinisch nicht immer eindeutig voneinander abzugrenzen. Neben
einer weiten Altersspanne der Erstmanifestation der Symptome mit einer Haufung im spaten
Jugend- und frilhen Erwachsenenalter, ist eine Kklinische Gemeinsamkeit der
Dysferlinopathien, die in deutlichem Gegensatz zu anderen Muskeldystrophien steht, die
meist Uberdurchschnittliche sportliche Aktivitit der Patienten vor Beginn der Symptome
(Klinge et al. 2010a).

Bis heute ist die Pathogenese der dysferlindefizienten Muskeldystrophie nicht vollstandig
verstanden. Immunhistochemisch lokalisiert Dysferlin in ausgereiften Zellen an die
Plasmamembran (Anderson et al. 1999) wund T-Tubuli (Kerr et al. 2013).
Elektronenmikroskopische Bilder von dysferlindefizienten Muskelfasern zeigen einen
erweiterten, irreguldr geformten, z.T. longitudinal ausgerichteten T-Tubulusapparat (Klinge
et al. 2010b). Dies deutet darauf hin, dass Dysferlin fir Ausbildung und Erhalt der
Membranen von Muskelzellen mitverantwortlich ist. So lokalisiert es wahrend friiher
Stadien der Myogenese zunéchst entlang des T-Tubulussystems, bevor es in ausgereiften
Zellen zusétzlich entlang des Plasmalemms zu finden ist (Klinge et al. 2007, Hofhuis et al.
2017, siehe Abbildung 3). Auch elektronenmikroskopische Untersuchungen friihester
Muskelverénderungen aufgrund der Dysferlindefizienz zeigen Membraninstabilitaten durch
kleine plasmalemmale Defekte und Membranersatz durch mehrere Schichten kleiner
Vesikel (Selcen et al. 2001).

Erganzend hierzu kommt es bei Dysferlindefizienz zu einer fehlerhaften, verzogerten
Regeneration beschadigter muriner Muskelfasern (Chiu et al. 2009, Roche et al. 2008).

Unterstutzt wird diese Beobachtung durch eine Interaktion zwischen Dysferlin mit alpha-
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Tubulin (Azakir et al. 2010). Dieses Protein bildet den Hauptbestandteil der Mikrotubuli, die
eine Einheit des Zytoskeletts bilden und hauptverantwortlich fur die Organisation innerhalb
der Zelle sind. Bei einem Zellmembrandefekt kommt es zu einer Neuordnung von
Mikrotubuli um die defekte Stelle (Togo 2006). Genauso reichert sich Dysferlin wahrend
eines Reparaturvorgangs einer Membranverletzung um die unterbrochene Stelle an (Bansal
et al. 2003, Bansal und Campbell 2004, Klinge et al. 2007).

Viele Proteine, die im Triadenkomplex angeordnet sind, kolokalisieren oder stehen in
funktionellem Zusammenhang mit Dysferlin (siehe Abbildung 3). Es konnte gezeigt werden,
dass Mutationen von Caveolin3 sowie Mitsugumin53 (MG53) ebenfalls zu einer
fehlerhaften Membranreparatur im murinen Skelettmuskel fihren (Cai et al. 2009¢). Da
Dysferlin direkt mit MG53 und indirekt mit Caveolin3 in Verbindung steht (Matsuda et al.
2001, Flix et al. 2013) wird postuliert, dass ein Komplex aus Proteinen fir die
Membranreparatur verantwortlich ist. Ein enger Zusammenhang zwischen Caveolin3 und
Dysferlin besteht zudem durch die funktionelle Verbindung beider Proteine zum DHPR.
Denn wie Dysferlin kolokalisiert Caveolin3 mit dem DHPR (Couchoux et al. 2007). Dieser
ist, wie in 1.1.3 beschrieben, verantwortlich fiir die elektromechanische Kopplung und
daraus resultierendem Kalziumeinstrom in die Muskelzelle. Dieser Einstrom kann mittels
Fluoreszenzmessungen als Amplitude dargestellt werden. In murinen Muskelzellen, in
denen Dysferlin inaktiviert ist (Dysferlin-knockout-Zellen), kommt es nach Belastung neben
einer erhohten zytosolischen Kalziumkonzentration zu einer deutlichen Abnahme dieser
Kalziumamplituden. Da dieser Prozess durch eine niedrige extrazellulére
Kalziumkonzentration oder die Hinzugabe von Diltiazem, einem L-Typ-Kalziumkanal-
Hemmer, gemildert werden kann, ist anzunehmen, dass Dysferlin in Verbindung mit DHPR
fur die Aufrechterhaltung der Kalziumhomdostase mitverantwortlich ist (Kerr et al. 2013).

Weitere funktionelle Gemeinsamkeiten weisen Dysferlin und Binl auf. Beide Proteine
lokalisieren im Bereich des T-Tubulussystems (Anderson et al. 1999, Kerr et al. 2013, Butler
1997). Fur beide Proteine wurde eine Funktion zur Ausbildung und Aufrechterhaltung
tubuldrer Strukturen nachgewiesen (Lee et al. 2002, Razzaq et al. 2001, Selcen et al. 2001,
Klinge et al. 2010b). Weiter dienen beide Proteine der Aufrechterhaltung der
Kalziumhomoostase (Tjondrokoesoemo et al. 2011, Kerr et al. 2013). Diese Vielzahl an
uberschneidenden Eigenschaften legt synergistische Funktionen von Dysferlin und Binl

nahe.
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Zum jetzigen Zeitpunkt gibt es keine kurative Therapie der Dysferlinopathien.
Unterschiedliche  Therapieansdtze sind Gegenstand der aktuellen Forschung.
dysferlindefiziente Muskulatur ist histologisch durch eine erhthte Inflammation mit
Infiltration insbesondere von Makrophagen, CD4" und CD8" Zellen gekennzeichnet.
Passend dazu zeigen die Infiltrate vermehrte Expression von MHC I-Molekilen (engl.:
major histocompatibility complex, Fanin und Angelini 2002, Gallardo et al. 2001,
Confalonieri et al. 2003). Diese Strukturen sind Teil der T-Zell-vermittelten Immunantwort
und legen eine Involvierung der T-Zellen in die erhéhte Inflammation der Muskulatur
dysferlindefizienter Muskeln nahe. Gegensatzlich zu der Annahme, dass T-Zellen
verantwortlich fur die Inflammation der Dysferlinopathien sind, ist eine Studie von Lerario
et al. 2010 mit Rituximab. Rituximab ist ein monoklonaler Antikdrper gegen CD20* B-
Zellen des Immunsystems. Eine Behandlung erbrachte bei 2 Patienten mit
dysferlindefizienter Muskeldystrophie eine leichte Muskelkraftzunahme und legt ebenfalls
eine Involvierung von B-Zellen nahe (Lerario et al. 2010). Aufgrund der vermehrten
Infiltration von Makrophagen wurden Untersuchungen hinsichtlich ihrer Aktivitatskette
durchgefihrt. Ein wichtiger Bestandteil der Signalkette der Makrophagenaktivierung ist die
Familie der Rho-Proteine (GTPase, RhoA, Racl, Cdc42), deren Expression in
dysferlindefizienten murinen Muskelzellen gesteigert ist (Nagaraju et al. 2008). Eine
Hemmung der in dem Signalweg involvierten Rho-Kinase durch Fasudil reduziert zwar den
Anteil infiltrierender Makrophagen im Muskelgewebe, erbringt jedoch keine Besserung
hinsichtlich der Muskelregeneration oder Kraftverbesserung (Rayavarapu et al. 2010). Da
belegt ist, dass ein erhdhter Kalziumeinstrom in die Zelle zu einem dystrophen Umbau der
Zelle fuhren kann (Pan et al. 2004, Millay et al. 2009), wurden Versuche mit Dantrolen
durchgefuhrt. Dantrolen hemmt den RyR und verhindert die Freisetzung von Kalzium aus
dem SR (Krause et al. 2004). Bei einem Patienten mit einer Miyoshi-Myopathie aufgrund
eines Dysferlinmangels fiihrte Dantrolen zu einer Schmerzlinderung und senkte die zuvor
deutlich erhdhte Kreatinkinase (Hattori et al. 2007).

Die Behandlung mit Glukokortikoiden fuhrt bei einigen Muskeldystrophien, insbesondere
bei der Muskeldystrophie Duchenne, zu einer klinischen und histopathologischen
Verbesserung des Krankheitsbildes (Matthews et al. 2016). Eine ahnliche Verbesserung
konnte in Studien mit Glukokortikoiden wie Deflazacort (Walter et al. 2013) oder
Prednisolon (Sreetama et al. 2018) bei den Dysferlinopathien nicht erreicht werden.

Hingegen fuhrte eine Behandlung bei Dysferlindefizienz mit einem neuen, synthetisch
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hergestellten  Glukokortikoid, Vamorolon, zur Stabilisierung der Zellmembran,
Verbesserung der Zellmembranreparatur, Erhohung der Muskelkraft und Verminderung der
Einwanderung von Fettzellen in die Muskulatur (Streetama et al. 2018). Vamorolon ist ein
seit 2014 bekanntes Glukokortikoid, welches antiinflammatorisch und nicht mehr
immunsuppressiv wirkt (Reeves et al. 2014). Die Nebenwirkungen der Langzeit-
Steroidtherapie sollen daher reduziert sein.

Neben antiinflammatorischen Therapieversuchen gibt es experimentelle Studien zu
Genersatztherapien. Diese gestalten sich aufgrund der GroRe von Dysferlin (237 kDa, 55
Exone, 233140 Basenpaare) als schwierig und waren bisher nicht erfolgreich. Auch die
Identifikation einer grofien homozygoten Deletion bei Dysferlindefizienz und recht mildem
Phénotyp und daraufhin Synthetisierung und heterologe Expression eines Minidysferlins
konnte den voranschreitenden dystrophischen Umbau des Muskels nicht verhindern (Lostal
etal. 2012, Krahn et al. 2010).

1.2 Fragestellung

Im Zuge der Forschung an Muskeldystrophien konnte belegt werden, dass eine Veranderung
im Gleichgewicht der Kalziumhomdostase mit einem erhéhten oder unkontrollierten
Kalziumeinstrom zu einem dystrophen Umbau von Skelettmuskulatur fihrt (Bellinger et al.
2008, Edwards et al. 2010, Millay et al. 2009). Die Lokalisation von Dysferlin im Bereich
der T-Tubuli, legt einen Einfluss auf die Kalziumhomdostase nahe. In Bezug auf
Dysferlinopathien ist bereits bekannt, dass Dysferlin bei der elektromechanischen Kopplung
fur die Aufrechterhaltung der Kalziumhomgostase mitverantwortlich ist (Kerr et al. 2013).
Unklar ist, welchen Einfluss die Dysferlindefizienz auf den transsarkolemmalen
Kalziumeinstrom (SOCE) hat. Dieser konnte bereits bei Versuchen mit
dystrophindefizienten Mé&usen (engl.: X chromosome-linked muscular dystrophy, Mdx) als
erhoht nachgewiesen werden (Vandebrouck et al. 2002). Bei dieser Art der
Muskeldystrophie kommt es zu einer stetig voranschreitenden Muskelschwéche.
Gegensatzlich dazu beginnen die klinischen Symptome der dysferlindefizienten
Muskeldystrophie deutlich spater und nach einer vorangegangenen Phase erhohter
muskulérer Belastbarkeit. Aufgrund dieser klinischen Divergenz ist ein unterschiedlicher

Einfluss auf die Kalziumhomdostase bei Dysferlinopathien zu erwarten.
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In dieser Arbeit soll deshalb untersucht werden, welchen Einfluss Dysferlin auf den
transsarkolemmalen Kalziumeinstrom ausibt. Die Proteine, die dem T-Tubulussystem
zugeordnet sind, stehen haufig funktionell miteinander in Verbindung und beeinflussen ihre
Expression. Aus diesem Grund untersucht diese Arbeit weiter, ob die Dysferlindefizienz
einen Einfluss auf andere T-Tubulusproteine (MRNA- und Protein-Ebene) hat. Erkenntnisse
darliber konnten neue Hinweise fir die Entstehung der progredient verlaufenden

Muskelerkrankung geben und Ansatzpunkte hinsichtlich therapeutischer Strategien bieten.
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2 Material und Methoden

2.1 Kalziumstrommessungen am Epifluoreszenzmikroskop

Zur Untersuchung der Auswirkung von Dysferlin auf die Kalziumhom@ostase wurden
Epifluoreszenzmessungen an isolierten Muskelzellen von Wildtyp- und Dysferlin-knockout-
Mausen angefertigt. Diese Methode ermdglichte eine Echtzeitmessung der
Kalziumverteilung uber den Triaden. Zur Uberpriifung der Messmethode wurden zudem
Messungen an Muskelzellen von Mdx-Mé&usen durchgefuhrt, bei denen bereits ein erhohter
transsarkolemmaler Kalziumeinstrom gezeigt werden konnte (Edwards et al. 2010,
Vandebrouck et al. 2002). Die Messungen am Epifluoreszenzmikroskop wurden in
Kooperation mit dem Labor von Prof. Dr. Lars Maier durchgefihrt (UMG, Abteilung
Kardiologie).

2.1.1 Mausmodelle

Die Versuche erfolgten an Muskelzellen junger, mannlicher Mause. Das Durchschnittsalter
der Dysferlin-knockout-Méause lag bei 8,9 Wochen, der Wildtyp-Méuse bei 12,6 Wochen
und der Mdx-Méuse bei 11,8 Wochen. Die Dysferlin-knockout-Tiere wurden von Kate
Bushby (Newcastle, UK), die Mdx-Tiere von Jens Schmidt (UMG) zur Verfligung gestellt.
Murine Muskelzellen altersentsprechender, mannlicher Wildtyp-Tiere eigneten sich zur
Erstellung der Kontroll- und Referenzwerte. Die Tiere wurden in der Zentralen
Tierexperimentellen Einrichtung (ZTE) in der UMG gehalten und nach den Richtlinien des
National Institutes of Health versorgt. In die Auswertung der Wildtyp-Muskelzellen gingen
29 Zellen von 8 verschiedenen mannlichen Tieren ein (n=29). Bei den Dysferlin-knockout-
Muskelzellen waren es 27 Zellen von 8 Tieren (n=27) und von den Mdx-Muskelzellen 15

Zellen von 5 Tieren (n=15).

2.1.2  Losungen und Material

Chemikalien
BTS in DMSO, Sigma
Koffein Sigma

Fura-2 (AM) in DMSO, MoBiTec
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Isofluran

Kollagenase

Laminin

Pluoronic F-127, 20% (w/v)
Tapsigargin

Verapamil hydrochlorid

Ldsungen

Ringer Lésung mit Kalzium:

AbbVie
Worthington
Sigma

in DMSO, Sigma
Sigma-Aldrich

Sigma

145 mM NaCl
2,5mM KCI
10 mM HEPES
1 mM MgSO, x 7H,0
10 mM Glucose
2mM CaCl, x 2H,0

pH 7,4
Ringer L6sung ohne Kalzium: 145 mM NaCl
2,5mM KCI

Kollagenase Lésung:

Verapamil Losung:

Tapsigargin Lésung:

Farbstoff Losung:

10 mM HEPES

1mM MgSO, x 7TH,0
10 mM Glucose
0,5mM EGTA
pH 7,4

4 mg/ml Kollagenase Typ 2 in Ringer Losung mit Kalzium

50 uM in Ringer Lésung mit Kalzium

5 UM in Ringer Losung ohne Kalzium

10 uM Fura-2 AM und 0,04% Pluronic F-127 in Ringer

Losung ohne Kalzium
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2.1.3  Fluoreszenz-Setup

Fur die Messungen wurde das Epifluoreszenzmikroskop Nikon Eclipse TE300 Optical
setup, lonWizard benutzt. Das Mikroskop projizierte die Bilder tber die MyoCam auf den
Computer, in dem sie mit dem Computerprogramm lonWizard von ION OPTIX
aufgezeichnet wurden. Zur Auswertung der Messungen wurde die Software IONWizard
Analyze Version 5.0 (ION OPTIX) verwendet.

Fur Messungen am Epifluoreszenzmikroskop wurden fluoreszierende Farbstoffe bendtigt.
Zur Messung der Kalziumkonzentration in murinen Skelettmuskelzellen diente Fura-2-AM
als Fluoreszenzfarbstoff. Fura-2 eignete sich als Kalzium bindender Fluoreszenzfarbstoff.
Es war an Acetomethylester gebunden und konnte per Diffusion in die Zelle gelangen. Durch
Abspaltung des AM-Anteils durch Esterasen wurde der Farbstoff in der Zelle reaktiv und
konnte nicht mehr aus der Zelle heraus. Dies verhinderte stérende Signale aus dem
Zytoplasma. Gemessen wurde bei 340 und 380 nm. Dabei wurde freies Fura-2 bei 380 nm
und gesattigtes, also an Kalzium gebundenes Fura-2, bei 340 nm gemessen. Stieg die
intrazelluldre Kalziumkonzentration, verschob sich somit das Absorptionsmaximum von
Fura-2. Dieses Verhaltnis von 340/380 nm wurde als Ratio bezeichnet und ermdoglichte eine

Messung der Anderung der intrazellularen Kalziumkonzentration (Grynkiewicz et al. 1985).

214 Isolation von Skelettmuskelzellen

Die Gewinnung einzelner Skelettmuskelzellen orientierte sich an einer etablierten Methode
nach Capote et al. 2005. Nach vollstandiger Narkotisierung der Tiere mit Isofluran und
Durchtrennung des zervikalen Riickenmarks wurde der Flexor Digitorum Brevis (FDB)
Muskel an den HinterfifRen herausgetrennt und fir 50 Minuten bei 37°C in einer
Kollagenaseldsung inkubiert. Dieses fuhrte zur proteolytischen Abldsung der Muskelzellen
von den Sehnen. Nach Herauswaschung der Kollagenaseldsung mittels Ringerlésung mit
Kalzium konnte der Muskel durch auf und ab pipettieren in einzelne Zellen aufgetrennt und
auf Messkammern, die jeweils mit 2 ul des Bindungsproteins Laminin beschichtet waren,
verteilt werden. Zum Absinken der Zellen wurden sie bei Raumtemperatur fur 30 Minuten
stehen gelassen. Nach Verwerfung des Uberstandes erfolgte die Inkubation in Fura-2 Lésung
fur 20 Minuten bei Raumtemperatur ohne Lichteinstrahlung.
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2.1.5 Messung des transsarkolemmalen Kalziumeinstroms

Die Messungen am Epifluoreszenzmikroskop zur Erfassung des transsarkolemmalen
Kalziumeinstroms in die murine Muskelzelle wurden neben Muskelzellen von Mdusen vom
Dysferlin-knockout-Typ (Dysf™mLeam - Dysferlin-knockout-Maus) mit Muskelzellen von
Wildtyp-Kontrollméusen und Mdx-Mausen durchgefiihrt und verglichen.

Die Messungen fanden bei Raumtemperatur in einer Dunkelkammer statt, in der rotes Licht
als Lichtquelle diente. Die Aufzeichnung auf dem Computer geschah durch das Programm
lonWizard, von ION OPTIX.

Nach Anschalten der Gerate wurde die Kammer mit den isolierten Muskelzellen auf die
Halterung am Mikroskop aufgebracht. Die VergroRerung erfolgte mit einem 40-fachem Ol-
Immersionsobjektiv. Alle Losungen dieses Versuches erhielten 20 uM BTS (N-Benzyl-p-
toluenesulfonamide), ein Kontraktionshemmstoff, der die MHC 11 blockierte, (Pinniger et
al. 2005), da sich in Probeversuchen gezeigt hatte, dass die zum Teil starke
Muskelfaserkontraktion zur Ablésung der Zellen von der Kammer flihren konnte. Bevor die
Messung startete, wurde der Zulauf auf der einen Seite der Kammer mit Ringer Lsung mit
Kalzium auf 90 ml/h gestellt, auf der anderen Seite die Pumpe fiir den Ablauf angestellt und
die Stimulation auf 20 mV und 1 Hz eingestellt. Die erste Messung erfolgte ohne
Farbstoffbeladung der Kammer, um die Eigenfluoreszenz der Zelle feststellen und spater bei
der Auswertung von den farbstoffbeladenen Zellen abziehen zu kénnen. Nach Aufsuchen
einer geeigneten Zelle, lief die Messung fiir 60 Sekunden. Die darauffolgenden Messungen
erfolgten, wie in 2.1.4 beschrieben, nach 20-min(tiger Inkubation der Kammern in Fura-2
AM-L6sung. Bevor die Aufzeichnung der Messung am Computer begann, wurden die
Kammern zun&chst fur einige Minuten mit Ringer Losung ohne Kalzium gespilt, um den
uberschissigen, ungebundenen Farbstoff von der Kammer zu waschen. AnschlieRend
konnte mit einer geeigneten Zelle, deren Kontraktion anhand der Kalziumamplitude
festgestellt wurde, die Messung gestartet werden. Fur die ersten 60 Sekunden der Messung
lief die Ringer Losung mit Kalzium, um die Kontraktion der Muskelzelle unter reguléren
Bedingungen aufzuzeichnen. Danach wurde auf Ringer Lésung ohne Kalzium umgestellt
und damit dem Medium das Kalzium entzogen. Die Losung lief entweder bis sich die
Kalziumamplituden deutlich verkleinerten oder maximal fiir 300 Sekunden. Um sicher zu
gehen, dass nicht nur das Medium, sondern auch die Zelle mit ihrem Kalziumspeicher, dem
SR, frei von Kalzium waren, schloss sich die Hinzugabe von Thapsigargin in einer

Konzentration von 5 uM, an. (Lytton et al. 1991). Thapsigargin diente als ein irreversibler
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Inhibitor von SERCA (siehe 1.1.3) einer lonenpumpe, die Kalzium in das SR zurlick
transportiert. Mit Thapsigargin konnte das bei jeder Kontraktion frei werdende Kalzium
nicht mehr in das SR aufgenommen werden und wurde Uber das Sarkolemm aus der Zelle
geschleust. Dies flhrte zu einer Abnahme der Kalziumamplituden. Erreichte die Ratio die
Baseline (Basisfluoreszenz der Zelle), war die Zelle Kalzium frei. Die Stimulation wurde
abgestellt und der transsarkolemmale Kalziumeinstrom in die Zelle fiir 10 Minuten mit einer
Verapamil Losung mit Kalzium beobachtet und die Fluoreszenz aufgezeichnet. Verapamil
ist ein L-Typ-Kalziumkanal-Antagonist mit dessen Hinzugabe der Einstrom von Kalzium
uber den DHPR Rezeptor (siehe 1.1.3) verhindert wurde.

Ratio

Kalzium kein Kalzium TG Kalzium und Verapamil (fiir 10 Min)

A 4
Y
v

>~

L
l t in Minuten

Stimulation aus

Abbildung 5: Darstellung der Epifluoreszenzmessungen im murinen Skelettmuskel

Schematische Darstellung der Messung des Kalziumeinstroms in eine murine Skelettmuskelzelle. Die mit
Fura-2-AM beladene Zelle wurde unter kontinuierlicher Stimulation mit Ringer Lésung ohne Kalzium und 5
MM Tapsigargin (TG), ein SERCA Antagonist, von Kalzium entleert. Anschlielend Beendigung der
Stimulation und wieder Hinzugabe von Ringer Ldsung mit Kalzium sowie Verapamil, einem L-Typ-
Kalziumkanal-Antagonisten. Die Auswertung der Messung des transsarkolemmalen Kalziumeinstroms begann

ab dem Zeitpunkt der Zugabe von Kalzium und Verapamil.

Die Erfassung der Daten fiir die Auswertung erfolgte anhand der mindtlich erfassten
ratiometrischen Werte, als Aquivalenz der zellularen Kalziumkonzentration. Die Messung
und Aufzeichnung des Kalziumeinstroms Uber die sarkolemmale Membran begann,
nachdem die Zelle voéllig Kalzium frei war und fur 10 Minuten von einer Losung aus
Kalzium und Verapamil umspult wurde. Zur besseren Vergleichbarkeit wurde die jeweilige
Baseline der Zelle als Startwert auf 1 festgelegt und nachfolgende Werte entsprechend

umgerechnet.
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In Tabelle 3 sind die Versuchsgruppen sowie die einzelnen Muskelzellen, die zu den
bestimmten Zeitpunkten in die Wertung mit eingeflossen sind, dargelegt. Wahrend der
Versuche kam es vereinzelt zum Ablésen der fixierten Zellen, vor allem bei den Zellen der
Mdx-Muskelzellen. Da ein Abldsen der Zelle die ratiometrischen Werte beeinflusste und es
deutliche Abweichungen zu den Werten der Zellen gab, die unbeeintrachtigt blieben, wurden
die Zellen ab dem Zeitpunkt der Ablésung aus der Wertung genommen. Dies flihrte dazu,
dass es mit voranschreiten der Versuche zu einer Abnahme der Zellzahl kam, die

untereinander verglichen wurden.

Tabelle 3: Ubersicht der Versuchsgruppen

Gruppe  Anzahl Muskelzellen Min Min Min  Min Min Min Min Min Min Min
Maus Mause insgesamtn 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Wildtyp 8 29 29 29 28 28 28 25 25 25 22 21
Dysferlin- 8 27 27 271 27 271 24 24 23 21 21 19
knockout

Mdx 5 15 15 15 14 11 11 10 9 7 7 7

2.2 Quantitative real time PCR

Die Auswirkung der Dysferlindefizienz auf MRNA-Ebene der Triadenproteine im murinen
Muskel wurden mittels quantitativer Messungen der mRNA ermittelt.

Die quantitative real time PCR (kurz gPCR) wurde im Labor von Prof. Dr. Thomas Paul
durchgefuhrt (Abteilung P&diatrische Kardiologie und Intensivmedizin, UMG).

Mit dieser Methode konnten PCR Produkte direkt wahrend ihrer Bildung erfasst und
guantitativ bestimmt werden. Dieses wurde durch den Einsatz von Fluoreszenzfarbstoffen
ermoglicht, welche an die zu amplifizierende DNA banden und gleichermalien bei jedem
Zyklus vervielfacht wurden. Dementsprechend war die Fluoreszenzaktivitét proportional zu
der Menge an gebildeten PCR-Produkten. Sie wurde in jedem Zyklus der PCR gemessen.
Der Ct-Wert (engl.: threshold cycle, Ct) entstand, sobald ein erhdhtes Fluoreszenzsignal im
Vergleich zum Hintergrund gemessen wurde. Fir eine absolute Quantifizierung wurde eine
Standardkurve als externer Standard, die anhand von Verdinnungsreihen von In vitro-
Transkripten erstellt werden konnte, benétigt. Danach wurden die Cr-Werte der
Standardprobe und der unbekannten Probe bestimmt und anhand der erstellten

Standardkurve konnte auf die Ausgangsmenge der unbekannten Probe geschlossen werden
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(Bangsow et al. 2012). Fir eine relative Quantifizierung wurde ein Verhaltnis zwischen dem
zu untersuchenden Gentranskript und einem sogenannten Housekeeping-Gen hergestellt
(Radonic¢ et al. 2005).

Die einzelnen Arbeitsschritte der gPCR wurden in die Extraktion der RNA, die Herstellung
der cDNA und den Ablauf der gPCR unterteilt. Diese werden im Folgenden schrittweise

erlautert.

221 Extraktion der RNA

Fur die Methode der gPCR wurde die RNA aus dem Quadrizeps Femoris Muskel (QF) von
jeweils 3 mannlichen Dysferlin-knockout- und 3 Wildtyp-Mausen isoliert. Die Extraktion
der RNA aus Skelettmuskelfasern erfolgte nach der Arbeitsanleitung von PEQLAB
Biotechnologie GmbH, peqGold TriFast™ in funf Schritten. Nach Lysieren des Muskels mit
einem Handhomogenisator und 800 pl peqGold TriFast folgte die Reinigung mit DEPC-
Wasser und anschliefender Ruhigstellung fur 5 Minuten bei Raumtemperatur. Durch 200 pl
eiskaltes Chloroform und nachtraglichem Schitteln der Probe fiir 15 Sekunden konnte die
Voraussetzung zur Phasentrennung erreicht werden. Dazu wurde die Probe erneut fir 10
Minuten bei Raumtemperatur stehen gelassen und anschief3end fir 10 Minuten zentrifugiert
(12000xg, Raumtemperatur). Hierdurch bildeten sich drei Phasen: eine untere Phase, die
DNA enthielt, eine Interphase, die Proteine enthielt und eine wassrige obere Phase, die RNA
enthielt. Diese obere wéssrige Phase wurde abgetragen, zur RNA-Prazipitation mit 500 pl
2-Propanol fir 15 Minuten bei 4°C inkubiert und anschlieBend 10 Minuten zentrifugiert
(12000 x g, 4°C). Nach dem Abnehmen des 2-Propanoliiberstandes wurde die Probe zwei
Mal mit 1 ml 75% Ethanol/25% DEPC-Wasser durch vortexen und darauffolgende 10-
minitige Zentrifugation (12.000 x g, 4°C) gewaschen. Zum L&sen der RNA trocknete das
Pellet zunéchst an der Luft, wurde im Anschluss mit 20 pul DEPC-Wasser gemischt und zur
besseren Losbarkeit auf 55-60°C erhitzt.

SchlieBlich erfolgte die Kontrolle der RNA Konzentration, welche mit dem
Spectrophotometer und dem Computerprogramm BioDoc Analyze 2.0 ermittelt wurde.

Angestrebt war ein Wert >1 pg/pl.

Material und Arbeitsgerdte der RNA-Extraktion
peqGold TriFast™ peglab, 30-20XX
DEPC Sigma
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Chloroform Merck KGaA
2-Propanol Merck KGaA
Ethanol Merck KGaA

DEPC-Wasser

DEPC ist ein starker Inhibitor fir RNAsen. Die Herstellung erfolgte nach dem
RNeasy®Mini Handbook von QIAGEN, September 2010. Zur Anwendung kam 0,1%iges
DEPC-Wasser. Dieses wurde zundchst fiir 12 h bei 37°C inkubiert und anschliefend fir 15

Minuten autoklaviert.

Handhomogenisator: TissueRuptor (Qiagen)
Zentrifuge: Mikro 200 R (Hettich)
3-16P (Sigma)
Spectrophotometer: Nanodrop®, ND-1000, V3.7.0, Thermo Scientific

2.2.2  Herstellung der cDNA

Die cDNA Synthese fand mittels der Materialien und anhand der Anleitung des Superscript
[11, Invitrogen im Thermocycler statt. Die RNA-Konzentration wurde zunachst auf 1 pg/ul
gebracht und dafir entsprechend mit DEPC-Wasser verdinnt. Nach Herstellung eines
Mastermix 1 pro Probe wurde dieser im Thermocycler fur 5 Minuten erhitzt und
anschlieBend fur 1 Minute auf Eis gelegt. Danach wurde zu dieser Probe 10 pl des Mastermix
2 pipettiert und im Thermocycler fir 50 Minuten auf 50°C, anschlieRend fir 5 Minuten auf
85°C erhitzt und schliel3lich wieder auf das Eis gelegt. Nach kurzer Zentrifugation und
Hinzugabe von 1 pl von RNase H erfolgte ein letzter Zyklus fiir 20 Minuten bei 37°C im

Thermocycler.

Material und Arbeitsgerate der cDNA-Herstellung

Superscript 111 Invitrogen

MasterMix 1: 1ul  RNA
1ul  Oligo-dT-Primer
1ul  dNTP Mix
ad 10 pl Wasser
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MasterMix 2: 2 Ul 10xRT buffer
4ul 25 mM MgCl,
2ul 01MDTT
1ul  RNaseOUT (40 U/ul)
1 ul  Superscript I RT (200/ul)

Thermocycler: t3000 Thermocycler (Biometra)

2.2.3  Ablauf der gPCR

Die gPCR erfolgte mit jeweils 3 Dysferlin-knockout-/ Wildtyp-Paaren und insgesamt 13
Proteinen. Die jungen Dysferlin-knockout-Tiere waren finf, elf und zw6lf Wochen alt, die
Wildtyp-Méuse fur die spatere Auswertung altersentsprechend. Pro Tier und pro Protein
wurde ein dreifacher Ansatz durchgefiihrt (n=9).

Fur jeden Ansatz wurde fiir jede erhaltene DNA eines Proteins der oben genannte
Standardansatz mit SYBR Green Mix, dem forward und dem reverse Primer des Proteins
und Wasser angesetzt. Der Standardansatz ergab ein Gesamtvolumen von 25 ul und wurde
auf eine 96 Well-Platte pipettiert. Diese konnte ins real time PCR Detection System
eingebracht werden. Verbunden mit der MyiQ-Software konnte die qPCR mit Zyklen
zwischen einer und 30 Minuten gestartet werden (siehe Tabelle 5).

Zur Auswertung der gPCR wurden die drei durch die MyiQ-Software erhaltenen Ct-Werte
(siehe 2.2) pro Protein jeder Dysferlin-knockout- und Wildtyp-Skelettmuskelprobe
herangezogen. Zunachst wurde der Cr-Mittelwert der Dreifach-Ansétze gebildet und die
Mittelwerte, die eine Standardabweichung von Gber 0,3 hatten, aus der Wertung genommen.
Zur relativen Quantifizierung wurden die Proben mit einem Housekeeping-Gen (GAPDH,

Kontroll-Cr) verglichen und die Auswertung anhand des folgenden Schemas durchgefhrt:

Bildung A Cr: Wildtyp-C+ - Kontroll-Ct = A Ct Wildtyp
Dysferlin-knockout-C+ - Kontroll-Ct = A Ct Dysferlin-knockout
Bildung AA Cr: A Ct Dysferlin-knockout - A Ct Wildtyp

27-(AA Cr)
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Dadurch konnte der Wildtyp-Wert jedes Proteins normalisiert als 1 angenommen werden.

AnschlieRend wurde zur Berechnung der Signifikanz ein t-Test durchgefihrt und der p-Wert

der drei Dysferlin-knockout-Tiere ermittelt (siehe 3.2.1).

Material und Arbeitsgerate der gPCR

QuantiFast SYBR® Green PCR Kit

Standard- Einfach Ansatz:

gPCR:

Qiagen

12,5 uISYBR Green Mix

0,5 pl Primer A (1:10 verdiinnt)
0,5 pl Primer B (1:10 verdinnt)
6,5 ul Wasser

5,0 ul DNA

MyiQ™ Single-Color Real-Time PCR Detection System

(BioRad)

Tabelle 4: Ubersicht der Primer

Primer OST Sequenz
Ryanodinl (metabion) 875 forward 5¢- CAGTTTTTGCGGACGGATGAT -3’

786 reverse 5‘- CACCGGCCTCCACAGTATTG -3’
STIM1 (metabion) 873 forward 5- TGAAGAGTCTACCGAAGC -3’

874 reverse 5- AGGTGCTATGTTTCACTGTTGG -3’
Calstabinl (metabion) 889 forward 5‘- GATTCCTCTCGGGACAGAAACA -3¢

890 reverse 5‘- GACCCACACTCATCTGGGCTA -3¢
Calstabin2 (metabion) 891 forward 5‘- TGACCTGCACCCCTGATGT -3¢

892 reverse 5¢- GGCATTGGGAGGGATGACAC -3¢
Mitsugumin29 (metabion) 883 forward 5¢- CGCACCTCGGACAAGTCTC -3¢

884 reverse 5‘- CCCGAAGGCGAAAATAGCAAA -3¢
Junctophilinl (metabion) 893 forward 5¢- CAGCGGCAACACCTACCAG -3¢

894 reverse 5‘- GTAGCGCCCCTTGAAACCAT -3¢
Junctophilin2 (metabion) 895 forward 5¢- CCAAGGGCCAGGGTGAATAC -3¢

896 reverse 5‘- TGGCTCCAATATCCCTCAAAGG -3¢
SERCA1 (metabion) 885 forward 5-TGTTTGTCCTATTTCGGGGTG -3¢

886 reverse

5¢- AATCCGCACAAGCAGGTCTTC -3¢
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Primer OST Sequenz

SERCAZ2 (metabion) 887 forward 5‘- GAGAACGCTCACACAAAGACC -3¢
888 reverse 5°- CAATTCGTTGGAGCCCCAT -3¢

NCX1 (metabion) 913 forward 5¢- ACCAAGACGACGGTGAGAATC -3¢
914 reverse 5¢- GTTATGGCCGCACACTTCAAT -3¢

NCX3 (metabion) 915 forward 5‘- CCTGAATTGTCTTCGAGCAGAG -3¢
916 reverse 5¢- TCCCCAAGGGAAGGGTTCT -3¢

DHPR=Cavl.1 (metabion) 917 forward 5‘- TCAGCATCGTGGAATGGAAAC -3¢
918 reverse 5¢- GTTCAGAGTGTTGTTGTCATCCT -3¢

TRPC3 (metabion) 919 forward 5’- TCGAGAGGCCACACGACTA -3¢
920 reverse 5‘- CTGGACAGCGACAAGTATGC -3¢

GAPDH (metabion) 79 forward 5¢- CCCCACTAACATCAAATGGG -3’
80 reverse 5‘- CATCCACAGTCTTCTGGGT -3’

Tabelle 5: Zyklen der gPCR

Zeit Temperatur (C°) Phase Wiederholungen

3 Minuten 95 1x

10 Sekunden 95 Denaturierung

30 Sekunden 55 Annealing 40 x

30 Sekunden 72 Extension

1 Minute 95 3X

2.3 Immunfluoreszenzen

Zur Untersuchung des Einflusses von Dysferlin auf die Protein-Ebene, der den Triaden

zugeordneten Proteinen, wurden Fluoreszenzfarbungen der murinen Skelettmuskulatur

angefertigt und Dysferlin-knockout- und Wildtyp-Muskelfasern verglichen.

2.3.1 Material fur die Immunfluoreszenzen

Chemikalien
Kollagenase

Laminin

DMEM high Glucose
Ethanol

Worthington
Sigma

PAA Laboratories
Merck
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BSA Roth
Triton Roth
Vectashield Hard Set Mounting Medium mit DAPI Vector Laboratories
Ldsungen
Kollagenase Losung: 4 mg/ml Kollagenase Typ 2 in Ringer Losung mit
Kalzium
Fixierungslésung: 100% (v/v) Ethanol
Medium: DMEM high Glucose 10% FCS
1% P/S
1% L-Glut
PBS: 8 g NaCl
0,2 g KCI

1,44 g NazHPO4 x 2H20
0,24 g KH2POq4
pH 7,4

Blocklésung (in PBS): 5% (w/v) BSA
0,5% (w/v) Triton

Tabelle 6: Antikérper Immunfluoreszenzen

Antikorper Verdinnung Spezies Firma

Junctophilinl 1:100 Kaninchen Thermo, PA5-20640
Mitsugumin29 1:100 Kaninchen Abcam, ab106438

Binl 1:100 Maus Santa Cruz, sc-103588
TRPC3 1:100 Kaninchen Abcam, ab51560
FKBP12 (Calstabinl) 1:100 Kaninchen Abcam, ab24373

DHPR 1:20 Ziege Santa Cruz, sc-103588
Ryanodinl 1:100 Maus Thermo, MA3-925, 34C
Orail 1:100 Kaninchen Abcam, ab59330

Dysferlin 1:10 Kaninchen Abcam, ab15108
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Antikorper Verdinnung Spezies Firma

PMCA 1:250 Maus Abcam, ab2825

SERCA 1:500 Maus Abcam, ab2518

STIM1 1:100 Maus BD Biosciences, 610954
Cy3 anti rabbit 1:100 Ziege Jackson

Cy3 anti mouse 1:100 Esel Jackson

AlexaFluor 488 anti rabbit 1:100 Ziege Life technologies
AlexaFluor488 anti mouse 1:100 Esel Life technologies

Epifluoreszenzmikroskop
Axioimager M1 (Zeiss), Ol-Immersions-Objektiv Plan-Neofluar 100x/1.3. AxioCam HRm

(Zeiss) und Axiovision 4.8 Software (Zeiss) wurden zur Auswertung der Bilder verwendet.

2.3.2  Kultivierung der FDB Fasern

Fur die Immunfluoreszenzen wurden Muskelfasern des Musculus Flexor digitorum brevis
(FBD) aus weiblichen Dysferlin-knockout-Tieren, welche zwischen 13 und 18 Wochen und
Wildtyp-Tieren, die zwischen 13 und 29 Wochen alt waren, isoliert. Nach Entnahme des
FDB erfolgte die Auftrennung der Muskelfasern, wie in Kapitel 2.1.4 beschrieben. Die
Kollagenaselosung wurde mit DMEM high Glucose Medium herausgewaschen und die
einzelnen Muskelzellen mit der Pipette aufgetrennt. Vor Auftragen der Zellen auf
Deckglaser sind diese mit 5 pl Laminin beschichtet und zur Sterilisation fur 30 Minuten mit
UV-Licht bestrahlt worden. Zum Absinken standen die Zellen Giber Nacht in 0,5 ml Medium
bei 37°C und 5% CO». Auf anschlieBendes Waschen mit kaltem PBS folgte die Fixation mit
kaltem Ethanol bei -20°C fur 20 Minuten. Es folgte erneutes Waschen mit PBS und 60-
mindtiges Inkubieren in der Blocklésung. Die Antikdrper wurden mit Blocklosung verdinnt.
Der erste Antikorper verblieb fiir 120 Minuten in einer Feuchtkammer bei Raumtemperatur
auf den Zellen und der zweite Antikdrper fur 90 Minuten. Nach Waschung der Zellen mit
PBS erfolgte die Eindeckelung mit Vectashield Hard.

Die Erstellung der Bilder der Einzel- und Koférbungen erfolgte bei abgedunkeltem Raum
am Epifluoreszenzmikroskop. Nach aufsuchen einer jeweils geeigneten Zelle wurden die

Bilder angefertigt und dekonvolutiert.
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2.4 Statistische Analysen

Die Erstellung statistischer Analysen geschah mit Microsoft Excel 2010 sowie der GraphPad
Prism 5 Software. Bei den transsarkolemmalen Kalziumstrommessungen (3.1) wurde eine
univariate zweifaktorielle Varianzanalyse mit der GraphPad Prism 5 Software berechnet. Es
erfolgten multiple Vergleiche der Ergebnisse der Gruppen (Wildtyp, Dysferlin-knockout,
Mdx) mit der Annahme einer Irrtumswahrscheinlichkeit von 5% (alpha= <0,05%), korrigiert
nach Bonferroni (siehe Anhang, Tabelle A4).

Die Signifikanziberpriifung der gPCR Ergebnisse (3.2) erfolgte durch einen t-Test fiir
unabhéngige Stichproben.

Tabelle 7: statistische Signifikanzniveaus

Signifikanzniveau

p=<0.05 signifikant ™
p=<0.01 sehr signifikant (**)
p=<0.001 hochst signifikant (***)

2.5 Eigene Zeichnungen und Tabellen

Eigene Zeichnungen und Tabellen wurden mit dem Zeichenprogramm Inkscape 0.91 sowie

Microsoft Office 13 angefertigt.
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3 Ergebnisse

3.1 Messungen des transsarkolemmalen Kalziumeinstroms

In  Voruntersuchungen konnte gezeigt werden, dass ein Ungleichgewicht der
Kalziumhomoostase zu einem dystrophischen Umbau der Skelettmuskulatur fiihrt (Bellinger
et al. 2008, Pan et al. 2004). Dieses Ungleichgewicht kann durch die Beeinflussung
unterschiedlicher Faktoren entstehen. Zu diesen gehoren die elektromechanische Kopplung,
der transsarkolemmale Kalziumeinstrom (SOCE-Mechanismus, Edwards et al. 2010) oder
verschiedene Kalziumkanale in der Skelettmuskulatur (Millay et al. 2009, Kargacin und
Kargacin 1996, Cully et al. 2012). Uber Dysferlin ist bereits bekannt, dass es Einfluss auf
die elektromechanische Kopplung hat (Kerr et al. 2013). Unklar ist bisher, ob Dysferlin zu
einer Verénderung des transsarkolemmalen Kalziumeinstroms fiihrt, dessen Alteration
bereits bei Mdx-Muskelzellen nachgewiesen werden konnte (Vandebrouck et al. 2013).
Um dieser These nachzugehen, wurden im Rahmen dieser Dissertation
Kalziumstrommessungen am Epifluoreszenzmikroskop mit Muskelzellen von Wildtyp-
Mausen, Dysferlin-knockout-M&ausen und Mdx-Madusen durchgefiihrt und verglichen. Die
statistische Auswertung erfolgte mittels univariater zweifaktorieller Varianzanalyse.
Insgesamt wurden Uber die drei Gruppen (Wildtyp, Dysferlin-knockout, Mdx) und tber die
Zeit (Minute 0 bis 10) 677 einzelne ratiometrische Messwerte erhoben. Die ratiometrischen
Werte entstanden durch den Kalziumeinstrom in die Muskelzelle und bildeten den
abhangigen Faktor der Varianzanalyse. Der erste unabhangige Hauptfaktor war die Gruppe
(Wildtyp, Dysferlin-knockout, Mdx) der zweite unabhangige Hauptfaktor war die Zeit
(Minute 0 bis 10). Durch die Auswertung der VVarianzanalyse konnten die Effekte der beiden
Hauptfaktoren und deren Interaktion analysiert werden.

Es zeigte sich ein hochst signifikanter Effekt des Hauptfaktors Gruppe auf den
Kalziumeinstrom in die murine Muskelzelle (F(2,644)=56,43, p<0,0001), welcher auf den
signifikanten Unterschied zwischen den Gruppen Wildtyp und Mdx (t(644)=9,264,
p<0,0001) sowie Dysferlin-knockout und Mdx (t(644)=10,25, p<0,0001) zurtickzufuhren
war. Zwischen den Gruppen Wildtyp und Dysferlin-knockout ergaben sich keine
signifikanten Gruppenunterschiede (t(644)=1,448, p=0,4443).

Ebenso ergab sich anhand der Auswertung der Varianzanalyse ein hochst signifikanter
Effekt des Hauptfaktors Zeit auf den Kalziumeinstrom in die murine Muskelzelle
(F(10,644)=8,595, p<0,0001). Auch die Interaktion, der Wechselwirkungseffekt zwischen
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den beiden Hauptfaktoren Gruppe und Zeit, ergab eine Signifikanz (F(20,644)=1,677,
p<0,05). Eine detaillierte Darstellung der statistischen Ergebnisse befindet sich im Anhang

Tabelle Al bis A4. Alle Signifikanzen wurden nach Bonferroni korrigiert.

3.1.1 Die Dysferlindefizienz fihrte nicht zu einem signifikant erhohten
transsarkolemmalen Kalziumeinstrom in die dysferlindefiziente murine

Muskelzelle

Abbildung 6 zeigt die Auswertung des transsarkolemmalen Kalziumstroms im murinen
Skelettmuskel in Dysferlin-knockout-Muskelzellen im Vergleich zu Wildtyp-Muskelzellen.
In die Auswertung der Dysferlin-knockout-Muskelzellen gingen 27 Zellen von 8 ménnlichen
Tieren ein (n=27). Bei den Wildtyp-Muskelzellen waren es 29 Zellen von 8 mannlichen
Tieren ein (n=29). Die Messungen liefen Gber 10 Minuten und mindtlich wurden
ratiometrische Werte und damit der transsarkolemmale Kalziumeinstrom, erhoben. Es zeigte
sich ein stetiger transsarkolemmaler Kalziumeinstrom im Verlauf der Messungen beider
Gruppen, der sich bis zur 6. Minute kaum sichtbar unterschied. Bei den Dysferlin-knockout-
Muskelzellen zeigte sich eine Stagnation der ratiometrischen Werte ab der 7. Minute. Die
ratiometrischen Werte der Wildtyp-Muskelzellen stiegen weiter an und zeigten bei Minute
10 einen sichtbar héheren Mittelwert des Kalziumeinstroms als die der Dysferlin-knockout-
Muskelzellen (siehe Abbildung 6). Die multiplen Vergleiche der mindtlich erfassten
Mittelwerte ergaben jedoch keinen signifikanten Unterschied des Kalziumeinstroms
zwischen den Zellen der Dysferlin-knockout-Méause und die der Wildtyp-Méuse (siehe
Anhang, Tabelle A2). Das Ergebnis war einhergehend mit der Auswertung des
Gruppenfaktors der univariaten zweifaktoriellen Varianzanalyse, welcher ebenfalls keinen
signifikanten Unterschied zwischen den Gruppen Dysferlin-knockout und Wildtyp ergab.
Zusammenfassend konnte anhand der Epifluoreszenzmessungen kein signifikant
veranderter Kalziumeinstrom in die murine Dysferlin-knockout-Muskelzelle im Vergleich

zur Wildtyp-Muskelzelle festgestellt werden.
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Abbildung 6: Kalziumeinstrom muriner Dysferlin-knockout- versus Wildtyp-Muskelzellen
Messung des speichergesteuerten transsarkolemmalen Kalziumeinstroms in Fura2-AM beladene murine
Skelettmuskelzellen. Verwendet wurden murine Wildtyp-Muskelzellen (=WT, n=29) und Dysferlin-knockout-
Muskelzellen (knockout=KO, n=27). Nach Entleerung der Zelle von Kalzium wurde die Wiederaufnahme von
Kalzium, die transsarkolemmalen Kalziumstrome, ab Minute O bis Minute 10 mittels ratiometrischer Werte
gemessen. Minitlich wurden die ratiometrischen Werte der murinen Dysferlin-knockout und Wildtyp-
Muskelzellen verglichen. Es bestand kein signifikanter Unterschied des transsarkolemmalen Kalziumeinstroms
Uber 10 Minuten zwischen murinen dysferlindefizienten Muskelzellen im Vergleich zu Muskelzellen der
Wildtyp-Maus. Signifikanzniveau: * =p<0,05, ** =p<0,01, *** =p<0,001.

Abbildung 7 zeigt die Auswertung des transsarkolemmalen Kalziumstroms im murinen
Skelettmuskel in Mdx-Muskelzellen im Vergleich zu Wildtyp-Muskelzellen. In die
Auswertung der Mdx-Muskelzellen gingen 15 Zellen von 5 Tieren (n=15) und in die der
Wildtyp-Muskelzellen 29 Zellen von 8 Tieren (n=29) ein.

Zu sehen war ein stetiger Anstieg des transsarkolemmalen Kalziumeinstroms in murine
Wildtyp-Muskelzellen sowie ein im Vergleich deutlich erhdhter Kalziumeinstrom bei den
murinen Mdx-Muskelzellen. Die minutlich gemessenen Mittelwerte des Kalziumeinstroms

zwischen den murinen Mdx-Muskelzellen und den Wildtyp-Muskelzellen unterschieden
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sich bei Minute 2 bis 7 signifikant (Minute 2: t(42)=3,098, p=<0,05; Minute 3: t(40)=4,048,
p=<0,01; Minute 4: t(37)=3,107, p=<0,05; Minute 5: t(37)=4,063, p=<0,01; Minute 6:
t(33)=4,571, p=<0,001; Minute 7: t(32)=4,58, p=<0,001). Es konnte demnach ein signifikant
erhohter transsarkolemmaler Kalziumeinstrom in murine Mdx-Muskelzellen im Vergleich
zu murinen Wildtyp-Muskelzellen festgestellt werden. Bei Minute 8 bis 10 gab es weiterhin
einen deutlich sichtbaren Unterschied der Mittelwerte der beiden Gruppen, jedoch waren die
Vergleiche nach Bonferroni-Korrektur nicht signifikant (Minute 8: t(30)=2,083, p=>0,05;
Minute 9: t(27)=2,094, p=>0,05; Minute 10: t(26)=1,904, p=>0,05). Das Absinken der
Mittelwerte der Mdx-Muskelzellen ab Minute 7 wurde durch das Wegfallen abgelGster

Zellen bei den darauffolgenden Messungen bedingt (Minute 8 bis 10 n=7, siehe Tabelle 3).
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Abbildung 7: Kalziumeinstrom muriner Mdx- versus Wildtyp- Muskelzellen

Messung des speichergesteuerten transsarkolemmalen Kalziumeinstroms in Fura2-AM beladene murine
Skelettmuskelzellen. Verwendet wurden murine Wildtyp-Muskelzellen (=WT, n=29) und Mdx-Muskelzellen
(=Mdx, n=15). Nach Entleerung der Zelle von Kalzium wurde die Wiederaufnahme von Kalzium, die
transsarkolemmalen Kalziumstréme, ab Minute 0 bis Minute 10 mittels ratiometrischer Werte gemessen.
Mindtlich wurden die ratiometrischen Werte der murinen Muskelzellen von Mdx- und Wildtyp-Mausen
verglichen. Es bestand ein signifikant erhohter transsarkolemmaler Kalziumeinstrom in die murinen Mdx-
Muskelzellen im Vergleich zu den Zellen der Wildtyp-M&use bei Minute 2 bis Minute 7. Signifikanzniveau:
* =p<0,05, ** =p<0,01, *** =p<0,001.

3.2  Quantitative real time PCR

Es konnte vielfach gezeigt werden, dass die Triadenproteine einander beeinflussen (siehe
1.1.3). Mittels quantitativer real time PCR sollte in dieser Arbeit untersucht werden, welchen

Einfluss Dysferlin auf die RNA-Expression verschiedener Triadenproteine austibt.
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3.2.1  Dysferlin beeinflusste die RNA-Expression von Junctophilinl und STIM1

Die gqPCR erfolgte mit RNA aus murinen Skelettmuskelzellen von jeweils 3 Dysferlin-
knockout-/ Wildtyp-Paaren. Jede Messung erfolgte mit einem dreifachen Ansatz, sodass sich
pro Protein n=9 ergab. Insgesamt wurden 13 Proteine untersucht. Die erhobenen Cr-Werte
(engl.: threshold cycle, Ct) der RNA wurden zur relativen Quantifizierung mit der RNA
eines Housekeeping-Gens (GAPDH) und schliellich mit der zugehérigen Wildtyp-RNA
verrechnet (siene 2.2.3). Der Wert jeder Wildtyp-RNA konnte normalisiert als 1
angenommen werden. Anschlielend wurden mittels t-Test die Messergebnisse der murinen
Dysferlin-knockout-Muskelzellen mit denen der Wildtyp-Muskelzellen verglichen. Es
wurden vorwiegend mRNA-Level der Proteine quantitativ untersucht, die einen Einfluss auf
die Kalziumhomg@ostase (SERCA1 und 2, Calstabinl und 2, Mitsugumin29, NCX1 und 3,
STIM1, TRPC3, DHPR, RyR, siehe 1.1.4) oder die Triadenformation (Junctophilinl und 2
und wiederum Mitsugumin29, siehe 1.1.4) haben. Die Auswertungen ergaben eine
signifikant reduzierte mRNA-Expression im murinen Dysferlin-knockout-Muskel im
Vergleich zum Wildtyp-Muskel fir STIM1 (t(4)=-3,18, p=0,03). Auch die RNA fur
Junctophilinl war im murinen Dysferlin-knockout-Muskel hdchst signifikant vermindert
exprimiert im Vergleich zum Wildtyp-Muskel (t(4)=-22,19, p<0,001).

STIML1 ist notwendig fur die Aktivierung von SOCE. Eine reduzierte Expression fihrt
demnach zu einer geringeren Aktivierung von Orail und einem verringerten
Kalziumeinstrom in die murine Muskelzelle. Dieser mdoglicherweise verringerte
Kalziumeinstrom deutete sich ebenfalls in den transsarkolemmalen
Kalziumstrommessungen der Dysferlin-knockout-Zellen im Vergleich zu den Wildtyp-
Zellen an (Abbildung 6). Die Ergebnisse der gPCR und der transsarkolemmalen
Kalziumstrommessungen stimmten demzufolge Uberein. Die Auswertungen der gPCR-
Messungen sind in Abbildung 8 dargestellt. Eine tabellarische Darstellung der Ergebnisse
befindet sich im Anhang, Tabelle A5.
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Abbildung 8: RNA-Expression triadenassoziierter Proteine im murinen Dysferlin-knockout-
Muskel im Vergleich zum Wildtyp-Muskel

Darstellung der 13 Proteine mit denen eine qPCR durchgefiihrt wurde. Gemessen wurden die RNA-Level der
triadenassoziierten Proteine, die vorwiegend an der Kalziumhom@ostase sowie der Triadenformation beteiligt
sind. Der Wert jeder Wildtyp-RNA konnte nach Verrechnung mit dem Housekeeping-Gen (GAPDH) und dem
zugehdorigen Knockout-Paar normalisiert als 1 angenommen werden und ist fir den direkten Vergleich als rot-
gestrichelte Linie dargestellt (WT=1). Mittels t-Test wurden die RNA-Expression der murinen Dysferlin-
knockout-Zellen (n=9) mit den Wildtyp-Zellen verglichen. Die RNA-Expression von Junctophilinl und
STIM1 war im Vergleich zu murinen Wildtyp-Muskelzellen in Dysferlin-knockout-Muskelzellen signifikant
vermindert. Signifikanzniveau: * =p<0,05, ** =p<0,01, *** =p<0,001.

3.3  Analyse der Triadenproteinexpression im murinen Skelettmuskel

anhand von Immunfluoreszenzen

Nach Untersuchung der VVorstufe der Proteine, der RNA, mittels quantitativer real time PCR,
wurde anhand von Immunfluoreszenzfarbungen der Einfluss von Dysferlin auf die
Triadenproteinexpression analysiert.

Die Fluoreszenzfarbungen der murinen Skelettmuskelfasern des Flexor Digitorum Brevis
sind mit den in Tabelle 6 genannten Antikdérpern flr insgesamt 12 Triadenproteine in Einzel-
und Kofarbungen durchgefuhrt worden. Die Farbungen mit Antikérpern gegen DHPR und
PMCA zeigten keinen Unterschied im Fluoreszenzsignal zwischen murinen Wildtyp- und
Dysferlin-knockout-Skelettmuskelfasern. Der Antikorper gegen FKBP12 (Calstabinl) ergab
aufgrund einer fehlenden Bindung des Antikorpers kein Fluoreszenzsignal. Die TRPC3-
Farbungen zeigten ein starkes Signal im Bereich der Verankerung der Aktinfilamente der Z-
Linie bei alpha-Aktinin (vergleiche Anhang, Abbildung A1 mit Wei-LaPierre et al. 2013,
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Figur 1). Dies deutete auf eine unspezifische Bindung des Antikdrpers hin, sodass die
Farbungen in der Auswertung nicht bertcksichtigt wurden. Die Féarbungen mit den
Antikorpern gegen Mitsugumin29, Binl, SERCA und STIM1 zeigten qualitativ keine
eindeutig verwertbaren Ergebnisse, sodass sie bei fehlender Genauigkeit nicht analysiert

werden konnten.

3.3.1  Dysferlin beeinflusste das Fluoreszenzmuster von Junctophilinl und Orail im

murinen Skelettmuskel

Neben einer verminderten mRNA-Expression von Junctophilinl in murinen Dysferlin-
knockout-Skelettmuskelfasern im Vergleich zum Wildtyp-Muskel deuteten auch die
Immunfluoreszenzfarbung der murinen Skelettmuskelzelle auf einen Unterschied zwischen
Dysferlin-knockout- und Wildtyp-Tieren hin (siehe Abbildung 9). Die Fluoreszenzbanden
von Junctophilinl im murinen Wildtyp-Muskel erschienen als zwei eng parallel
nebeneinander verlaufende Linien. Die Fluoreszenzbanden von Junctophilinl im Dysferlin-
knockout-Muskelzellen wirkten im Vergleich schmaler und optisch weniger voneinander zu
trennen. Sie erschienen vermindert kontinuierlich verlaufend im Vergleich zu den Wildtyp-
Muskelzellen.

Die Immunfluoreszenzfarbung mit Antikérpern gegen Orail erschien in der murinen
Dysferlin-knockout-Muskelzelle im Vergleich zur Wildtyp-Zelle als deutlich verstarktes,

linear verlaufendes Signal.
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Abbildung 9: Verandertes Fluoreszenzmuster im murinen Dysferlin-knockout-Muskel im
Vergleich zum Wildtyp-Muskel fiir Junctophilinl und Orail

Immunfluoreszenzfarbungen mit Junctophilinl (oben) und Orail (unten). Links ist jeweils der Wildtyp-Muskel
(FWT), rechts der Dysferlin-knockout-Muskel (=KO) abgebildet. Im Dysferlin-knockout-Muskel deuteten sich
die parallel zueinander verlaufenden Fluoreszenzbanden fiir Junctophilinl schmaler und unterbrochener an als
im Wildtyp-Muskel. Das Fluoreszenzmuster im murinen Skelettmuskel fur Orail erschien im Dysferlin-
knockout-Muskel im Vergleich zum Wildtyp-Muskel deutlich verstarkt. MaRstabsbalken 10 pum.

3.3.2  Lokalisation von Junctophilinl ist in Dysferlin-knockout-Muskelzellen

unverandert in Kofarbung mit RyR1

In der Doppelfarbung mit Junctophilinl und RyR1 zeigte sich eine unverdnderte
Lokalisation von Junctophilinl in der murinen Dysferlin-knockout-Muskelzelle im
Vergleich zur Wildtyp-Zelle (siehe Abbildung 10). Junctophilinl verlief in der Farbung der
Wildtyp- sowie der Dysferlin-knockout-Skelettmuskelzelle im Bereich der Triaden
zwischen jeder zweiten Linie des RyR1-Fluoreszenzmusters. Es bestand keine
Kolokalisation der beiden Proteine. Die einzelnen Banden der Féarbung von Junctophilinl
erschienen erneut im murinen Dysferlin-knockout-Muskel schmaler und diskontinuierlicher

verlaufend als im Wild-Typ Muskel.
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Abbildung 10: Unveranderte Lokalisation von Junctophilinl und RyR1 im Dysferlin-
knockout-Muskel

Immunfluoreszenzfarbung mit Junctophilinl (rot), RyR1 (griin) und zusammengefugt in murinen Wildtyp- und
Dysferlin-knockout-Skelettmuskelzellen. Oben jeweils der murine Wildtyp-Muskel (=WT), unten der
Dysferlin-knockout-Muskel (=KO). Die Lokalisation von Junctophilinl im Bereich der Triaden muriner
Muskelzellen zeigte sich im KO im Vergleich zum WT nicht veréndert. Das Fluoreszenzmuster von
Junctophilinl verlief in beiden Férbungen zwischen jeder zweiten Fluoreszenzlinie des RyR1-Antikdrpers
(siehe dritte Spalte). Die Banden der Junctophilinl-Féarbungen erschienen im Dysferlin-knockout-Muskel

erneut schmaler und weniger kontinuierlich verlaufend als im Wildtyp-Muskel. MaRstabsbalken 10 pm.

3.3.3  Dysferlin kolokalisierte mit RyR1 entlang der Triaden

Die Lokalisation von Dysferlin konnte bereits auf den Bereich der Triaden sowie entlang der
sakolemmalen Membran bestimmt werden (Klinge et al. 2007, Hofhuis et al. 2017).
Uberdies konnte eine Kolokalisation zwischen Dysferlin und dem DHPR nachgewiesen
werden (Kerr et al. 2013), welche die Lokalisation von Dysferlin entlang der Triaden
bestatigte. Die in dieser Arbeit angefertigten Immunfluoreszenzen belegten die partielle

Kolokalisation von Dysferlin und RyR1, einem funktionellen Bindungspartner von DHPR
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(siehe Abbildung 11). Dadurch konnten die vorherigen Forschungsergebnisse hinsichtlich

der Lokalisation von Dysferlin im Skelettmuskel bestétigt werden.

Dysferlin

RyR1 zusammengefligt

€3¢

......

WT

Abbildung 11: Kolokalisation von Dysferlin und RyR1 im murinen Skelettmuskel
Immunfluoreszenzfarbung mit Dysferlin und RyR1 in murinen Wildtyp-Skelettmuskelzellen (=WT). Bildliche
Darstellung der Lokalisation von Dysferlin (=rot) im Bereich der Triaden der Skelettmuskelzelle sowie entlang
des Sarkolemms, der Skelettmuskelmembran am unteren Bildrand. Erganzend dargestellt die Lokalisation von
RyR1 (=grun) im Bereich der Triaden. Zusammengefiigt ergab sich eine erkennbare Kolokalisation von
Dysferlin und RyR1 entlang der Triaden. MafRstabsbalken 10 pm.
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4 Diskussion

4.1 Der Einfluss von Dysferlin auf die Kalziumhomaostase

Fur jede Art von Bewegung durch muskulére Kontraktion ist die prazise Veranderung der
Kalziumkonzentration der Muskelzelle erforderlich. Dieses fein abgestimmte Ein- und
Ausstromen von Kalzium ins Sarkoplasma wird als Kalziumhomoostase bezeichnet. Gerat
die Kalziumhomoostase aus dem Gleichgewicht, kommt es nicht nur zu
Bewegungsstorungen, sondern zu dauerhaften Muskelschaden und Einschrankung der
muskuléren  Funktionen (Bellinger et al. 2008). Zur Aufrechterhaltung der
Kalziumhomoostase existieren verschiedene Mechanismen. Diese kénnen in ECC (engl.:
excitation contraction coupling=elektromechanische Kopplung), SOCE (engl.: store
operated  calcium-entry=speichergesteuerte,  transsarkolemmale  Kalziumstrome),
Hinausschleusen von Kalzium durch Austauschkandle sowie die Wiederaufnahme von
Kalzium ins SR unterteilt werden (siehe 1.1.4).

Symptome von Muskeldystrophien sind dauerhafte Muskelschdden sowie eine
voranschreitende Abnahme der muskuléren Funktion (Cohn und Campbell 2000). Bei
einigen  Muskeldystrophien  sind  Mechanismen  zur  Aufrechterhaltung  der
Kalziumhomoostase verdndert und somit mdoglicherweise an der Pathogenese dieser
Erkrankungen beteiligt (siehe 1.1.8). Auch hinsichtlich Dysferlin ist bekannt, dass es an der
Aufrechterhaltung der Kalziumhomoostase beteiligt ist. Fehlt Dysferlin in der Muskulatur,
zeigt sich eine verénderte Funktion des DHP-Rezeptors und folglich des ECC (Kerr et al.
2013). Unklar war bisher, ob die Dysferlindefizienz einen Einfluss auf den SOCE sowie die

Expression verschiedener Triadenproteine hat.

4.1.1  Speichergesteuerter, transsarkolemmaler Kalziumstrom (SOCE)

Wie in Kapitel 3.1 beschrieben zeigt sich kein signifikanter Einfluss der Dysferlindefizienz
auf den transsarkolemmalen Kalziumeinstrom der murinen Muskelzellen. Der
Kalziumeinstrom in dysferlindefiziente murine Muskelzellen ist im Vergleich zu Wildtyp-
Muskelzellen nicht erhoht. Er ist demnach nicht ursachlich fir eine pathologisch erhéhte
intrazelluldre Kalziumkonzentration. Dieser fehlerhafte Mechanismus eines erhdhten

transsarkolemmalen Kalziumeinstroms ist bisher im Mausmodell der dystrophindefizienten
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Muskeldystrophie, der Mdx-Maus, nachgewiesen. Der erhéhte Kalziumeinstrom der
Muskelzelle flhrt hier zu einer pathologisch erhéhten intrazellularen Kalziumkonzentration
(Vandebrouck et al. 2013). In den in dieser Arbeit angefertigten Kontrollmessungen mit
murinen Wildtyp- und Mdx-Muskelzellen (siehe Abbildung 7) konnte dieses Ergebnis
wiederholt und damit die Messmethode validiert werden. Neben einem erhohten
Kalziumeinstrom durch den SOCE-Mechanismus in die Muskelzelle der Mdx-Maus zeigt
sich passend dazu in Mdx-Muskelzellen eine Hochregulation von STIM1 und Orail, der
Proteine des SOCE-Mechanismus (Edwards et al. 2010). Da die Ergebnisse dieser Arbeit
zeigen, dass es bei dysferlindefizienten murinen Muskelzellen nicht zu einem erhéhten
Kalziumeinstrom durch den SOCE-Mechanismus kommt, wurden die zugehorigen Proteine
STIM1 und Orail ebenfalls untersucht. Es zeigt sich eine signifikant verminderte mRNA-
Expression von STIML1 in dysferlindefizienten murinen Muskelzellen. STIML1 liegt in der
Membran des SR. Sinkt bei Erregung der Zelle der Kalziumgehalt des SR, finden sich die
STIM1 Molekile zu Oligomeren zusammen (siehe 1.1.5) und aktivieren den in der T-
Tubulusmembran gelegenen Orail-Kanal. Die Clusterung von STIM1 Proteinen mit
anschlieBendem Kontakt zu Orail Proteinen ist demnach verantwortlich fur die Aktivierung
und den Ablauf von SOCE. Dieses bestétigen Versuche an der Myopathie mit tubuldren
Aggregaten (engl.: tubular-aggregate Myopathy, TAM). Ursachlich fir diese Art der
kongenitalen Myopathien sind Mutationen im STIM1-Gen. Diese Mutation fihrt zu einer
Beeintrachtigung der Kalziumbindung von STIM1. Folge ist ein gesteigertes Clustering von
STIM1 und Aktivierung von SOCE. Eine signifikante Erhohung der intrazelluldren
Kalziumkonzentration ist auch bei dieser Form der Myopathie zu finden (B6hm et al. 2013).
Wenn STIM1, wie es in dieser Arbeit bei dysferlindefizienten murinen Muskelzellen gezeigt
werden konnte, herunterreguliert ist, konnte dies bedeuten, dass weniger Orail Kandle
aktiviert werden und infolgedessen der Kalziumeinstrom in die Muskelzelle nicht erhoht
oder sogar vermindert ist. Das Ergebnis der verminderten STIM1 Expression in der gPCR
stimmt demnach mit dem  Ergebnis der Kalziumstrommessungen am
Epifluoreszenzmikroskop (berein. Hier zeigt sich der Kalziumeinstrom in die murine
Dysferlin-knockout-Muskelzelle im Vergleich zur Wildtyp-Muskelzelle sichtbar, jedoch
nicht signifikant vermindert. Ursachlich dafur konnte die verminderte Expression von
STIM1 in  dysferlindefizienten ~ Muskelzellen  sein. Die  Ergebnisse  der
Immunfluoreszenzfarbung von Orail deuten auf eine vermehrte Expression dieses Proteins
in dysferlindefizienten Muskelfasern hin. Bei verminderter STIM1 Expression konnte die

vermehrte Orail Expression eine kompensatorische Folge sein.
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Da die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass es bei der Dysferlindefizienz zu keinem
gesteigerten SOCE-Mechanismus kommt, wurden weitere Triadenproteine untersucht,
denen ein Einfluss auf SOCE nahegelegt wird. Die Familie der TRPC-Kanéle wird
hinsichtlich SOCE viel diskutiert (Clapham 2003). So ist fir einige Isoformen (TRPC 1,4
und 6) bekannt, dass sie den SOCE Mechanismus beeinflussen (Vandebrouck et al. 2002).
Bei der Isoform TRPC3 gibt es jedoch unterschiedliche Ergebnisse. Bei Zellen in denen
TRPC3 direkt blockiert wurde, kann ein verminderter SOCE-Mechanismus nachgewiesen
werden (Santillan et al. 2004). Im Gegensatz dazu stehen Untersuchungen zu TRPC3-
knockout-Muskelzellen, die keinen verédnderten SOCE-Mechanismus zeigen (Lee et al.
2006). Die Untersuchungen dieser Arbeit fir TRPC3 im dysferlindefizienten Muskel zeigen
auf MRNA- und Proteinebene keinen Unterschied der Dysferlin-knockout- und Wildtyp-
Zellen.

Ein weiteres Protein der Triaden, welches Einfluss auf den SOCE-Mechanismus hat, ist
Mitsugumin29. In  Mitsugumin29-knockout-Zellen ist der SOCE-Mechanismus
herunterreguliert. Es kommt zu einem verminderten Kalziumeinstrom in die Zelle (Pan et al.
2002). Die Expression von Mitsugumin29 in der dysferlindefizienten Muskelzelle zeigt sich
anhand der qPCR Ergebnisse nicht vermindert und kann daher nicht als Erklarung fir den
mdoglicherweise leicht verminderten Kalziumeinstrom durch den SOCE-Mechanismus in
dysferlindefizienten Muskelzellen herangezogen werden.

Fur die Versuche am Epifluoreszenzmikroskop wurden Muskelzellen von jungen
dysferlindefizienten Mdusen (9-12 Wochen alt) verwendet. In jungen Tieren fuhrt demnach
der SOCE-Mechanismus nicht zu einem signifikant erhohten Kalziumeinstrom und kann in
dem Alter nicht fiir die Pathogenese der Dysferlindefizienz herangezogen werden. Wie
bereits beschrieben, unterscheiden sich die Dysferlinopathien in ihrer Klinik von anderen
Muskeldystrophien durch die haufig Gberdurchschnittliche Sportlichkeit der Patienten vor
Symptombeginn (Klinge et al. 2010a). Diese anamnestischen Angaben der Patienten sind
anhand von Daten eines Laufradexperiments mit M&usen objektiviert worden (Hofhuis
2013). Hier zeigt sich, dass junge dysferlindefiziente Mé&use bis zur 12 Lebenswoche
signifikant schneller und weiter laufen kdnnen, als altersentsprechende Wildtyp-Tiere.
Zudem kommt es in Skelettmuskelzellen dysferlindefizienter Mause nach elektrischer
Stimulation zu einer signifikant erhéhten Kalziumfreisetzung ins Sarkoplasma im Vergleich
zu Wildtyp-Muskelzellen. Im Gegensatz dazu ist die Kalziumfreisetzung ins Sarkoplasma
von Mdx-Muskelzellen signifikant reduziert (Hofhuis 2013). In Zusammenschau dieser

Ergebnisse konnte es einen Zusammenhang zwischen sportlicher Ausdauer und
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Kalziumfreisetzung ins Sarkoplasma geben. Weiter konnten die Uberdurchschnittliche
Kalziumfreisetzung sowie der nicht gesteigerte transsarkolemmale Kalziumstrom urséchlich
fur die spat einsetzende Klinik mit vorangehender guter sportlicher Aktivitat der
dysferlindefizienten =~ Muskeldystrophie  sein.  Dies  bestatigen  Versuche  mit
dysferlindefizienten Méusen, die alter als 80 Wochen waren. Bei gleicher Messmethode gibt
es hier einen signifikant erhéhten Kalziumeinstrom in die Muskelzellen dysferlindefizienter
Mause (nicht publizierte Daten unserer Arbeitsgruppe). Somit konnte hier ein spat
einsetzender erhéhter Kalziumeinstrom mitverantwortlich fur die spat einsetzende Klinik
mit progredientem Verlauf sein.

Die Ergebnisse dieser Arbeit liefern weitere Hinweise zur Erforschung der Pathogenese der
Dysferlindefizienz. Der klinische Unterschied zwischen Dysferlinopathien und anderen
Muskeldystrophien wird durch die Ergebnisse dieser Arbeit auf molekularer Ebene bestatigt.
Unklar bleibt jedoch, welcher Mechanismus Ausloser des dystrophen Umbaus des

Dysferlindefizienz ist.

4.1.2  Excitation contraction coupling (ECC)

Die elektromechanische Kopplung im Skelettmuskel (engl.: excitation contraction coupling,
ECC) beschreibt die Ubertragung eines Nervenpotentials auf den Muskel. Die Kontraktion
entsteht durch das Einstrémen von Kalzium ins Sarkoplasma durch den RyR. Dieser wird
durch den durch das Nervenpotential aktivierten DHPR getffnet. Dass Dysferlin in
Verbindung mit diesem Komplex steht, konnte bereits durch die Kolokalisation mit dem
DHPR im Skelettmuskel (Kerr et al. 2013) und durch die in dieser Arbeit durchgefiihrten
Koimmunfluoreszenz mit RyR bestatigt werden. Ein weiteres wichtiges Protein dieses
Komplexes ist Calstabinl. Es stabilisiert den RyR und verhindert die Entstehung
sogenannter leaky channels (Bellinger et al. 2008), welche durch eine vermehrte
Offenwahrscheinlichkeit die Kalziumhomdostase beeintrachtigen und zum dystrophen
Muskelumbau fuhren. Diese Erkenntnisse flihren zu der Frage, ob Dysferlin einen Einfluss
auf die quantitative Expression dieser Proteine und damit einen Einfluss auf die
elektromechanische Kopplung und folglich auch die Kalziumhomoostase hat. Die im
Rahmen dieser Arbeit durchgefuhrten gPCR Versuche mit DHPR, RyR1 und Calstabinl
zeigen jedoch keinen signifikanten Unterschied zwischen der mRNA-Expression dieser
Proteine  im  Dysferlin-knockout- und  Wildtyp-Skelettmuskel. ~ Auch  die

Immunfluoreszenzfarbungen von DHPR zeigen keinen Unterschied im Fluoreszenzmuster
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(Daten nicht gezeigt). Der bereits nachgewiesene funktionelle Einfluss von Dysferlin auf
den DHPR (Kerr et al. 2013) zeigt sich somit anhand der Ergebnisse dieser Arbeit nicht auf
der Ebene der mRNA oder der Proteine im murinen Skelettmuskel. Ebenfalls zeigt sich keine
Verénderung des Partnerproteins, dem RyR1 oder dessen Stabilisierungsproteins Calstabinl.
Dies konnte darauf hindeuten, dass der Einfluss von Dysferlin auf die Proteine des RyR-/

DHPR- Komplexes auf einer funktionellen Beeinflussung beruht.

4.1.3  Wiederaufnahme von Kalzium aus dem Sarkoplasma

Durch die steigende Kalziumkonzentration im Sarkoplasma der Muskelzelle kommt es zur
Bindung zwischen Myosin- und Aktinfilamenten. Diese Bindung ist VVoraussetzung fur die
Verklrzung und damit Kontraktion der Muskeln. Da Muskelbewegung ein dynamischer
Prozess ist, der aus Anspannung und Entspannung der Muskulatur besteht, sind der
Kalziumeinstrom und der Kalziumausstrom aus dem Sarkoplasma Voraussetzung fir den
Ablauf. Zur Ausschleusung von Kalzium aus dem Sarkoplasma und damit Relaxation der
Skelettmuskelzellen sind vor allem die Proteine SERCA1, NCX3 und PMCA verantwortlich
(siehe 1.1.3). Da eine Beeintrachtigung der Kalziumhomoostase bei Muskeldystrophien
bereits in Zusammenhang mit einer VVerdnderung dieser Proteine gebracht werden konnte
(Kargacin und Kargacin 1996, Cully et al. 2012), wurden diese Proteine in Bezug auf die
dysferlindefiziente Muskeldystrophie mittels gPCR und Immunfluoreszenzmessungen
untersucht.

SERCAZ1 schleust unter Verbrauch von ATP den GroRteil des intrazelluldren Kalziums
zuruck in das SR und ist maRRgeblich verantwortlich fir die Dauer der Entspannung, die
Relaxation, der Muskulatur (Chemaly et al. 2013). Ist SERCAL1 in seiner Funktion
eingeschrankt, verlangert sich die Relaxationszeit der Muskulatur. Versuche an Mdx-
Muskelzellen zeigen eine verminderte SERCA-Funktion (Kargacin und Kargacin 1996). Die
Uberexpression hingegen von SERCAL fiihrt zu einer Milderung des dystrophen Umbaus
der Skelettmuskulatur von Scgd™’- sowie Mdx-Muskelzellen (Goonasekera et al. 2011). Zur
Pravention eines dystrophen Umbaus der Skelettmuskulatur aufgrund eines erhéhten
sarkoplasmatischen Kalziumgehalts ist demnach eine uneingeschrankte Funktion von
SERCAL erforderlich.

In den in dieser Arbeit durchgefiihrten gPCR-Untersuchungen von SERCAL zeigt sich keine
signifikant veranderte Expression in dysferlindefizienten Skelettmuskelzellen junger Mduse

(9-12 Wochen) im Vergleich zu altersentsprechenden Wildtyp-Tieren. Dieses Ergebnis
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wurde einerseits durch Untersuchungen der Relaxationszeit dysferlindefizienter
Muskelzellen und andererseits durch Western-Blot-Analysen hinsichtlich des Proteingehalts
von SERCAL bestétigt. Beide Untersuchungen ergeben keinen Unterschied zwischen
Dysferlin-knockout- und Wildtyp-Skelettmuskelzellen junger M&use (Hofhuis 2013). Auch
die Untersuchungen der Proteine, welche flr das Ausschleusen von Kalzium aus der
Muskelzelle verantwortlich sind (NCX3 und PMCA), ergeben keine signifikante
Verénderung in dysferlindefizienten Skelettmuskelzellen junger Ma&use. Die fehlende
Beeinflussung der beiden Proteine ist durch Koffein-Experimente von dysferlindefizienten
Skelettmuskelzellen bestatigt worden. Koffein fiihrt bei schneller Applikation zur Offnung
des RyR. Kalzium wird ins das Sarkoplasma entlassen und die Zelle erregt. Das Kalzium,
welches durch SERCA1 wieder ins SR gepumpt wird, wird sofort wieder durch den offenen
RyR ins Sarkoplasma entlassen. Kalzium gelangt Giber die Kalziumkandle NCX3 und PMCA
aus der Zelle heraus. Die Relaxationszeit bei Koffeinexperimenten ist demnach das
Zeitfenster zum Ausschleusen von Kalzium aus der Muskelzelle. Die Relaxationszeit ist
somit ein Indikator fir die Funktion von NCX3 und PMCA im Skelettmuskel. In
Koffeinexperimenten zeigt sich entsprechend den gPCR Experimenten dieser Arbeit weder
eine gesteigerte noch erniedrigte Aktivitdt von NCX3 oder PMCA in dysferlindefizienten
Mausen (Hofhuis 2013).

In Anbetracht dieser Ergebnisse hat die Dysferlindefizienz auf die Expression der Proteine,
die zur Relaxation der Skelettmuskulatur beitragen, in jungen Muskelzellen keinen Einfluss.
Diese Ergebnisse verdeutlichen erneut den Unterschied zwischen der dysferlindefizienten
und der dystrophindefizienten Muskeldystrophie und kénnten eine Erklarung fur die spat
einsetzende Symptomatik der Dysferlinopathien sein. Unklar bleibt jedoch weiterhin der
Ausloser des dystrophen Umbaus der Skelettmuskulatur. Denn wie die bereits erwahnte
verkurzte Muskelausdauer alterer dysferlindefizienter Mause im Laufradexperiment zeigt
sich Ubereinstimmend eine verldngerte Relaxationszeit der Skelettmuskulatur &lterer Tiere
(Hofhuis 2013). Diese Ergebnisse deuten auf eine eingeschrankte Funktion von SERCAL
hin. Da Western-Blot-Untersuchungen keinen Hinweis auf eine verminderte
Proteinexpression von SERCAL liefern (Hofhuis 2013), sollten diese Ergebnisse mittels
gPCR-Skelettmuskeluntersuchungen alterer, dysferlindefizienter Mause bestétigt werden
(nicht publizierte Daten unserer Arbeitsgruppe). In diesem Fall konnte beziglich der
Dysferlinopathien von einem voranschreitenden Funktionsverlust von SERCA1L

ausgegangen werden, dessen Ursache unklar ist.
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Hinsichtlich PMCA zeigt sich anhand dieser Arbeit kein Hinweis auf eine Beeinflussung
durch eine Dysferlindefizienz. Passend dazu ergeben Koffeinexperimente keinen Anhalt fir
eine Funktionseinschrankung dieses Proteins bei Dysferlindefizienz (Hofhuis 2013). Im
Unterschied dazu stehen Untersuchungen anderer Muskeldystrophien. In Mdx-Muskelzellen
zeigt sich eine gesteigerte Aktivitat dieser ATPase (Cully et al. 2012). Weiter kommt es bei
Mdx-Muskelzellen zu einem gesteigerten transsarkolemmalen Kalziumeinstrom
(Vandebrouck et al. 2013), einer reduzierten Kalziumfreisetzung ins Sarkoplasma (Hofhuis
2013) und einer eingeschréankten SERCA1 Funktion (Kargacin und Kargacin 1996).
Aufgrund dieser Ergebnisse ist anzunehmen, dass Mdx-Méuse einen erhohten
intrazellularen Kalziumgehalt in den Skelettmuskelzellen haben. Die nachgewiesene
gesteigerte  Aktivitdit der PMCA in  der Mdx-Muskelzelle konnte ein
Kompensationsmechanismus zum vermehrten Hinausschleusen von Kalzium aus dem
Sarkoplasma sein. Da die gleichen Versuche mit dysferlindefizienten Muskelzelle keine
signifikanten Ergebnisse und damit keinen Anhalt fur eine Erh6éhung des intrazellularen
Kalziums geben, ist keine Beeinflussung der PMCA-AKktivitat bei einer dysferlindefizienten

Zelle anzunehmen.

4.2 Triadenformation

Die Triaden bestehen aus einem longitudinalen T-Tubulusapparat sowie seitlich
angeordneten terminalen Zisternen des SR der Skelettmuskelzelle. Diesem Bereich der Zelle
sind viele Proteine zugeordnet, die fur die regelgerechte Ausrichtung und Spaltbildung der
Triaden verantwortlich sind. Neben Dysferlin konnte fur Binl, Mitsugumin29 und
Junctophilinl bereits nachgewiesen werden, dass ein Ausfall dieser Proteine zu einer
verénderten Triadenmorphologie fuhrt (Klinge et al. 2010b, Selcen et al. 2001, Lee et al.
2002, Komazaki et al. 2001, Komazaki et al. 2002, Ito et al. 2001). Zwischen den Proteinen
der Triaden sind vielerlei funktionelle Interaktionen sowie Beeinflussungen der Expression
bekannt (siehe 1.1.3). Dysferlin ist neben der T-Tubulusmembran auch an der Zellmembran
der Skelettmuskelzellen lokalisiert. Dieses konnte auf unterschiedliche Funktionen
hindeuten und legt Interaktionen mit anderen Proteinen, die den Triaden angeordnet sind,

nahe.



Diskussion 58

4.2.1  Dysferlindefizienz vermindert die Expression von Junctophilinl

Die mittels gPCR untersuchte mRNA-Expression der Proteine, die funktionell der
Aufrechterhaltung der Triadenformation zugeordnet werden kénnen (Junctophilinl und 2
und Mitsugumin29), ergab eine hochst signifikante Verringerung fur Junctophilinl im
murinen Dysferlin-knockout-Skelettmuskel im Vergleich zum Wildtyp-Muskel. Fir
Junctophilinl sowie fir Dysferlin ist bekannt, dass sie fir die regelgerechte Ausbildung der
Triaden notwendig sind (Ito et al. 2001, Klinge et al. 2010b, Hofhuis et al. 2017). Die
Erniedrigung der mRNA-Expression von Junctophilinl im dysferlindefizienten
Skelettmuskel kénnte demnach auf eine funktionelle Abhangigkeit dieser beiden Proteine
bezuglich einer ordnungsgeméalien Ausbildung der Triadenformation hinweisen. Passend zu
dieser Annahme zeigen sich die Ergebnisse der Immunfluoreszenzfarbungen der murinen
Skelettmuskelzellen, die im Zuge dieser Arbeit angefertigt wurden. Die Fluoreszenzmuster
mit AntikOrpern gegen Junctophilinl, welche im Wildtyp als zwei eng parallel verlaufende
Banden im Skelettmuskel erscheinen, sind im Dysferlin-knockout-Muskel optisch weniger
eindeutig voneinander zu trennen. Sie erscheinen schmaler und weniger kontinuierlich
verlaufend als im Wildtyp-Muskel.

Hinsichtlich des Proteingehaltes von Junctophilinl in dysferlindefizienten Muskelzellen gibt
es Analysen anhand von Western-Blot-Experimenten. Diese zeigen eine unverdnderte
Expression flr Junctophilinl in jungen Dysferlin-knockout-Tieren, jedoch eine signifikant
erniedrigte Expression in alten Dysferlin-knockout-Tieren im Vergleich zu Wildtyp-Tieren
(Hofhuis 2013).

In Zusammenschau der Ergebnisse der qPCR-Experimente dieser Arbeit und den bereits
veroffentlichten Western-Blot-Experimenten (Hofhuis 2013) ergibt sich eine Diskrepanz.
Die gPCR-Untersuchungen, welche die mRNA-Ebene dysferlindefizienter Muskelfasern
analysieren, ergeben eine signifikant erniedrigte Expression fur Junctophilinl. Die Western-
Blot-Experimente, zeigen keinen Unterschied des Junctophilinl-Proteingehaltes junger
dysferlindefizienter Muskelzellen verglichen mit Wildtyp-Muskelzellen. Ein erniedrigter
Proteingehalt fur Junctophilinl zeigt sich erst in alteren dysferlindefizienten Tieren (Hofhuis
2013). Zur Aufdeckung dieser Diskrepanz kdnnten héhere Versuchszahlen sowie qPCR-
Untersuchungen verschiedener Altersgruppen nitzlich sein. Deutlich wird jedoch, dass es
eine Beeinflussung zwischen Dysferlin und Junctophilinl gibt, die auf ein Zusammenspiel
diese beiden Proteine bezlglich der Triadenformation hindeutet. Die Lokalisation von

Junctophilinl innerhalb der Triaden wird dabei jedoch nicht von Dysferlin bestimmt. Die im
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Rahmen dieser Arbeit angefertigte Koimmunfluoreszenz von Junctophilinl und RyR1 zeigt

eine unbeeinflusste Lokalisation von Junctophilinl im Dysferlin-knockout-Muskel.
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3) Zusammenfassung

Dysferlinopathien ~ bilden  eine  Gruppe  genetisch  bedingter,  progressiver
Muskelerkrankungen, deren Pathogenese bisher nur unzureichend verstanden ist. Klinische
Symptome wie Muskelschwédche und Atrophie manifestieren sich meist in jungem
Erwachsenenalter. Ein Alleinstellungsmerkmal dieser Erkrankungen innerhalb der Gruppe
von Muskeldystrophien ist eine normale bis Uberdurchschnittliche Sportlichkeit der
betroffenen Patienten, bevor es zum Auftreten von klinischen Symptomen kommt. Diese
Merkmale lassen Unterschiede hinsichtlich der Pathogenese vermuten. Eine wichtige
Komponente der Ursachenforschung an Muskeldystrophien ist der Bereich der Triaden im
Skelettmuskel. Durch eine Vielzahl von Proteinen kommt es hier zu eng regulierten
Verénderungen der Kalziumkonzentration in der Muskelzelle, der Kalziumhomdostase,
welche Voraussetzung fiir den préazisen Ablauf der Muskelkontraktion ist. Flr verschiedene
Muskeldystrophien konnten bereits fehlerhafte Abléufe bei der Aufrechterhaltung der
Kalziumhomdoostase nachgewiesen werden. Zudem fihrt ein pathologisch erhéhter Einstrom
von Kalzium zu einem dystrophen Umbau der Muskelzelle.

Anhand der in dieser Arbeit durchgefiihrten Kalziummessungen von Mausmuskelzellen am
Epifluoreszenzmikroskop ~ wurde der  Mechanismus des  speichergesteuerten,
transsarkolemmalen Kalziumeinstroms (SOCE) bei dysferlindefizienten Mdusen detailliert
untersucht. Es zeigte sich kein pathologisch erhohter Kalziumeinstrom in jungen
dysferlindefiziente Muskelzellen. Diese Ergebnisse kdnnten eine Erklarung fiir das klinische
Merkmal mit spat einsetzenden Symptomen der Dysferlinopathien sein.

Fur viele weitere Proteine, die den Triaden der Muskelzelle zugeordnet sind, ist eine
gegenseitige Beeinflussung bekannt. Aus diesem Grund wurde eine Vielzahl von Proteinen
mittels quantitativer real time PCR (qPCR) und Immunfluoreszenz-Untersuchungen
analysiert, bei denen bereits ein Einfluss auf die Kalziumhomoostase oder die
Triadenformation nachgewiesen werden konnte. Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigten, dass
STIM1, das Startprotein von SOCE in jungen dysferlindefizienten Muskelzellen, signifikant
im Vergleich zu Wildtyp-Muskelzellen vermindert ist. Ubereinstimmend dazu konnte bei
den  Kalziumstrommessungen am  Epifluoreszenzmikroskop ~ kein  erhohter
transsarkolemmaler Kalziumeinstrom (ber die Zellmembran von dysferlindefizienten
Muskelzellen festgestellt werden. Weiter zeigten die Ergebnisse der qPCR Untersuchungen,
dass Junctophilinl signifikant in dysferlindefizienten Muskelzellen vermindert ist. Fir

Dysferlin und Juctophilinl konnte bereits nachgewiesen werden, dass sie fur die Ausbildung
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und Aufrechterhaltung der Triaden erforderlich sind. Demnach kénnte die verminderte
Expression von Junctophilinl in dysferlindefizienten Muskelzellen zur nachgewiesenen

Membraninstabilitat im dysferlindefizienten Skelettmuskel beitragen.
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6 Anhang

Ryanodinl TRPC3 zusammengefiigt

WT

KO

Abbildung Al: Koimmunfluoreszenz von Ryanodinl und TRPC3 im murinen
Windtyp- und Dysferlin-knockout-Skelettmuskel

Die durchgefiihrte Koimmunfluoreszenz von Ryanodinl (=griin) und TRPC3 (=rot) in murinen Wildtyp
(FWT)- und Dysferlin-knockout (=KO)- Skelettmuskelzellen fiihrt zu dem Verdacht einer unspezifischen
Bindung des Antikorpers fir TRPC3 im Bereich der Verankerung der Aktinfilamente der Z-Linie bei alpha-
Aktinin.

Tabelle Al: Univariate zweifaktorielle Varianzanalyse der Kalziumstrommessungen

Faktoren DF F-Wert p-Wert  Signifikanzniveau
(Freiheitsgrade)

Gruppenfaktor 2 F(2,644)=56,43 <0.0001 il

Zeitfaktor 10 F(10,644)=8,595 <0,0001 il

Interaktionsfaktor 20 F(20,644)=1,677 0,0326 *

Abgebildet sind die Auswertungen der Gruppen-, Zeit- und Interaktionsfaktoren der Kalziumstrommessungen.

Verglichen wurden die Ergebnisse der Gruppen Wildtyp, Knockout, Mdx.
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Tabelle A2: Univariate zweifaktorielle Varianzanalyse Wildtyp vs. Dysferlin-knockout

Wildtyp vs.  Dysferlin- n  Wildtyp n tTest Signifikanzniveau
Knockout knockout (Mittelwert Ratio)
(Mittelwert Ratio)

Minute O 1 27 1 29 0 nicht signifikant
Minute 1 1,018 27 1,016 29 0,044  nicht signifikant
Minute 2 1,036 27 1,029 29 0,178  nicht signifikant
Minute 3 1,048 27 1,044 28 0,107  nicht signifikant
Minute 4 1,064 27 1,062 28 0,04 nicht signifikant
Minute 5 1,076 24 1,081 28 0,112  nicht signifikant
Minute 6 1,083 24 1,086 25 0,056 nicht signifikant
Minute 7 1,09 23 1,108 25 0,403 nicht signifikant
Minute 8 1,068 21 1,137 25 1,481 nicht signifikant
Minute 9 1,075 21 1,133 22 1.2 nicht signifikant
Minute 10 1,069 19 1,146 21 1,553 nicht signifikant

Tabelle A3: Univariate zweifaktorielle Varianzanalyse Wildtyp vs. Mdx

Wildtyp vs.  Mdx n  Wildtyp n tTest Signifikanzniveau
Mdx (Mittelwert Ratio) (Mittelwert Ratio)

Minute 0 1 15 1 29 0 nicht signifikant
Minute 1 1,081 15 1,016 29 1,302 nicht signifikant
Minute 2 1,183 15 1,029 29 3,098 *  p=<0.05
Minute 3 1,253 14 1,044 28 4,084 ** p=<0.01
Minute 4 1,235 11 1,062 28 3,107 * p=<0.05
Minute 5 1,307 11 1,081 28 4,063 ** p=<0.01
Minute 6 1,354 10 1,086 25 4571 *** p=<0.001
Minute 7 1,387 9 1,108 25 4,58 *** p=<0.001
Minute 8 1,276 7 1,137 25 2,083 nicht signifikant
Minute 9 1,275 7 1,133 22 2,094 nicht signifikant
Minute 10 1,276 7 1,146 21 1,904 nicht signifikant
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Tabelle A4: Bonferroni-Korrektur

Gruppen- Differenz der Konfidenzintervall Korrigierter Signifikanz-
vergleich Mittelwerte der Differenzen 95%  p-Wert niveau
KO vs. WT -0,01939 -0,05154 his 0,01275 0,4443 nicht signifikant
Mdx vs. WT  0,1625 0,1204 bis 0,2047 <0,0001 falalalel
Mdx vs. KO  0,1819 0,1393 bis 0,2246 <0,0001 folalalel

Tabelle A5: Signifikanzberechnung der gPCR
Protein Mittelwert t-Test p-Wert Signifikanzniveau
Ryanodin 1 0,857 -0,870 0,43 nicht signifikant
STIM1 0,809 -3,180 0,03 * p=<0.05
Calstabinl 1,148 0,450 0,68 nicht signifikant
Calstabin2 1,802 1,380 0,24 nicht signifikant
Mitsugumin29 1,710 1,460 0,22 nicht signifikant
Junctophilinl 0,608 -22,190 <0,00 **% p=<0.001
Junctophilin2 0,642 -2,060 0,11 nicht signifikant
SERCA1l 1,174 1,930 0,13 nicht signifikant
SERCA2 0,477 -1,550 0,20 nicht signifikant
NCX1 0,650 -1,680 0,17 nicht signifikant
NCX3 0,745 -1,130 0,32 nicht signifikant
DHPR 0,669 -2,130 0,10 nicht signifikant
TRPC3 0,615 -2,450 0,07 nicht signifikant
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