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“Fibrosis may only be a secondary consequence of the initial necrosis of the muscle 

fibres but its importance in the natural history of muscular dystrophy can probably not 

be overestimated. A greater knowledge of the exact cellular causes and the control of 

fibrosis in skeletal muscle could be extremely important in guiding the success of 

future therapeutic approaches.“ [74] 

 

 

 

1 Einleitung 

 

Muskeldystrophien sind die häufigsten neuromuskulären Krankheiten des Kindes- 

und Jugendalters [95]. Es handelt sich um eine heterogene Gruppe von 

Erkrankungen, die sich hinsichtlich des Manifestationsalters, des klinischen 

Erscheinungsbildes, der Progredienz und des Erbganges unterscheiden 

(Klassifikation bei [172]). Die Muskeldystrophien vom Typ Duchenne (DMD) und 

Becker (BMD) sind verursacht durch Mutationen im DMD-Gen [232,181], die in der 

Regel bei der schweren Verlaufsform DMD zu einem Verlust des Proteins und bei 

der milden Verlaufsform BMD zu einer Verkürzung und quantitativen Reduktion des 

Proteins Dystrophin führen [148,182]. Die Identifikation des Dystrophins führte zur 

Entdeckung des Dystrophin-assoziierten Proteinkomplexes (DAP) [52,161,101] eines 

transmembranösen Komplexes, der die extrazelluläre Matrix (ECM) mit dem 

intrazellulär gelegenen kontraktilen Apparat verbindet. Mutationen in Genen, die 

verschiedene Komponenten dieses DAP wie z. B. die Sarkoglykane kodieren, führen 

zu den so genannten Gliedergürtelmuskeldystrophien (LGMD). Andere LGMD 

werden durch Mutationen in Genen für Intermediärfilamente (Desmin, Dysferlin, 

Telethonin) oder für Kernproteine wie dem Emerin verursacht [102,37,132]. Die 

wahrscheinlich häufigste kongenitale Muskeldystrophie (CMD) beruht auf Mutationen 

des LAMA2 Gens, welches die Laminin-2-Kette des Basalmembran ständigen ECM 

Proteins Laminin2 kodiert (MDC 1A) [317,143]. Laminin2 ist über -Dystroglykan mit 



 

 

Einleitung - Dystrophinopathien 8 

__________________________________________________________________________ 

 

dem DAP verbunden. Eine sekundäre Defizienz von -Dystroglykan und damit eine 

Störung im transmembranösen Proteinkomplex besteht auch bei einer Gruppe 

kongenitaler Muskeldystrophien, die durch Mutationen in Genen bedingt sind, die in 

die O-Glykosylierung involviert sind (Walker-Warburg-Syndrom, Fukuyama CMD, 

Muscle-eye-brain-disease, MDC1C, MDC1D) [218]. Die CMD Typ Ullrich wird durch 

Mutationen im Gen für das basalmembranständige Kollagen VI verursacht [51]. 

Allerdings ist in den letzten Jahren auch deutlich geworden, dass Mutationen in 

einem Gen sowohl zu einem CMD Phänotyp als auch zu einem LGMD Phänotyp 

führen können [132,218].  

 

 

1.1 Dystrophinopathien 

 

Die DMD gehört zu den Dystrophinopathien, einer Gruppe von Erkrankungen, die 

durch Mutationen im DMD-Gen verursacht werden. Das klinische Spektrum reicht 

von der asymptomatischen CK-Erhöhung [25,66], über eine Kardiomyopathie 

[318,238], eine Quadriceps Myopathie [310], eine Myopathie mit 

Belastungsintoleranz und Rhabdomyolyse [106] oder mit Muskelkrämpfen [123], bis 

zur kongenitalen Muskeldystrophie [263,13,70]. Die Kombination einer DMD mit 

einem Morbus Addison und einem Glycerokinasemangel wurde bei Mikrodeletionen 

der Region Xp21 beschrieben [308,279]. Ein sehr ungewöhnlicher Phänotyp lag bei 

einem Jungen mit einer Dystrophinopathie vor, der mit einer schweren globalen 

Retardierung, einer Epilepsie, endokrinologischen Auffälligkeiten und einer massiven 

Makroglossie auffiel [333]. 
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Klinische Klassifikation der Dystrophinopathien:  

Kongenitale Muskeldystrophie 

Muskeldystrophie Typ Duchenne 

Muskeldystrophie Typ Becker 

Kardiomyopathie  

Myopathie mit Muskelkrämpfen  

Belastungsabhängige Rhabdomyolyse und Belastungsintoleranz  

Muskeldystrophie mit Morbus Addison und Glycerokinasemangel  

Symptomatische Konduktorinnen 

Mädchen mit Turner-Syndrom oder X;autosomaler Translokation 

Asymptomatische CK-Erhöhung 

 

 

Die klinische Variabilität zwischen den klassischen Verlaufsformen DMD und BMD 

stimmt bei ca. 90% der Patienten mit der Art der Mutation im DMD-Gen überein. 

Entscheidend ist, ob die Mutation zu einer Verschiebung des Leserahmens (out of 

frame) führt [182,25]. Mutationen, die den Leserahmen verschieben, führen zu einer 

DMD mit hochgradigem Dystrophinmangel (<5 %), Mutationen, bei denen der 

Leserahmen erhalten bleibt (in frame), zu einer BMD mit geringerer Reduktion des 

Dystrophins an der Muskelzellmembran. Ausnahmen von der Leserahmen-

Hypothese weisen darauf hin, dass nicht nur die Menge des noch vorhandenen 

Dystrophins den Phänotyp bestimmt. Diese Ausnahmen treten vermehrt bei 

Mutationen im N-terminalen Abschnitt des DMD-Gens bis zum Exon 13 auf [237], 

besonders häufig bei Mutationen der Exons 3-7 [206]. Entspricht der Phänotyp nicht 

der Leserahmen-Hypothese, muss auch an modifizierende Faktoren gedacht 

werden. Kerst et al. konnten bei einem Patienten mit einer In-frame-Deletion und 

ungewöhnlich schwerem Phänotyp eine weitere Mutation im Myf-6-Gen nachweisen, 

das einen myogenen Transkriptionsfaktor kodiert [174]. Bei Patienten mit isolierter 

Kardiomyopathie konnte die Inaktivierung des Muskelpromotors nachgewiesen 

werden, die an der Skelettmuskulatur durch Hochregulation des C/B- und P-
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Promotors kompensiert werden kann [318,238]. Bei den Jungen mit kongenitaler 

Manifestation der DMD wurden z.T. modifizierende Zweiterkrankungen 

nachgewiesen [263,13,229], die die frühe Manifestation erklären können.  

22 % der Konduktorinnen sind symptomatisch. 17 % haben eine sehr variabel 

ausgeprägte, proximal betonte Muskelschwäche z. T. mit Muskelkrämpfen und 

belastungsabhängigen Muskelschmerzen. 8 % haben zusätzlich oder als einziges 

Symptom eine dilatative Kardiomyopathie. Eine asymptomatische Erweiterung des 

linken Ventrikels wurde sonographisch bei weiteren 18 % der Konduktorinnen 

nachgewiesen [152]. Ein wichtiger pathogenetischer Faktor ist die ungleiche X-

Inaktivierung, die alleine die Ausprägung des Phänotyps jedoch nicht erklärt [15,196]. 

 

 

1.2 Muskeldystrophie Duchenne 

 

1.2.1 Häufigkeit und klinische Symptomatik 

Die X-chromosomal-rezessiv vererbte DMD ist die mit Abstand häufigste 

Muskelerkrankung im Kindesalter. Es sind 1:3.500 männliche Neugeborene betroffen 

[95]. Die Rate von Neumutationen liegt bei 1:10.000 Keimzellen. Für die 

zweithäufigste Dystrophinopathie, die BMD, wird eine Inzidenz von ca. 1:18.500 

Neugeborene angenommen [48].  

Eine verzögerte statomotorische Entwicklung fällt bei 50 % der Jungen mit DMD auf. 

Zwischen dem 2. - 5. Lebensjahr entwickelt sich das charakteristische pendelnde 

Gangbild mit Hyperlordose, Schwierigkeiten beim Rennen und Treppensteigen. 

Derbe muskuläre Pseudohypertrophien treten an den Waden auf, sie können aber 

auch die gluteale Muskulatur, den M. quadriceps vastus lateralis, den M. deltoideus 

oder den M. masseter betreffen. Die Muskelschwäche ist symmetrisch. Sie beginnt 

proximal meist am Beckengürtel, seltener am Schultergürtel. Besonders betroffen 

sind die Mm. glutei, der M. iliopsoas, M. quadriceps, M. pectoralis major, M. 
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brachioradialis, M. biceps brachii und M. triceps. Das Gowers-Manöver ist Ausdruck 

der Schwäche der Hüftstrecker (Abbildung 1.1) [295,97]. 

 

 

Abbildung 1.1 

5-jähriger Junge mit DMD mit positivem Gowers-Phänomen beim Aufrichten vom Boden als 

Ausdruck der Schwäche der Hüftstrecker.  

 

 

Es entwickelt sich ein charakteristisches Verteilungsmuster von Kontrakturen des M. 

rectus femoris, des M. tensor fasciae latae, der medialen Kniebeuger und der 

Achillessehne [275,108]. Von den distalen Muskelgruppen sind die 

Handgelenkstrecker stärker als die -beuger betroffen, der M. tibialis ant. und die Mm 

peronei mehr als der M. tibialis post. und der M. gastrocnemius. Die Funktion der 

externen Sphinkteren bleibt lange erhalten. Die von den Hirnnerven innervierten 

Muskeln sind mit Ausnahme ist der M. sternocleidomastoideus weniger betroffen 

[97]. Bemerkenswerterweise bleiben die externen Augenmuskeln ausgespart [171].  

Die progrediente Muskelschwäche und die Kontrakturen führen zum Gehverlust um 

das 10.-12. Lebensjahr [19]. Nach dem Gehverlust nehmen die Beugekontrakturen 

an den Extremitäten zu, 90 % der Patienten bekommen eine progrediente Skoliose 
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[274,311]. Alle Patienten entwickeln eine restriktive Ventilationsstörung [17,215]. Die 

klinische Relevanz der Kardiomyopathie nimmt mit dem Lebensalter zu [72,178]. Im 

dritten Lebensjahrzehnt haben nahezu alle Patienten eine messbare kardiale 

Funktionsstörung. Schwere Kardiomyopathien treten besonders bei Deletionen der 

Exons 3-7 und 48-49 auf. Die respiratorische und/oder kardiale Insuffizienz führen 

ohne Einsatz einer maschinellen Beatmung um das 20. Lebensjahr zum Tod.  

Der durchschnittliche IQ-Wert bei DMD-Patienten liegt signifikant unter dem von 

Normalkontrollen, 31 % der Jungen haben einen IQ von < 75 [42]. Besonders 

betroffen sind die sprachlichen Fähigkeiten und Gedächtnisleistungen [42,31,71]. 

Mutationen in den C-terminalen Abschnitten des Gens gehen häufiger mit einer 

mentalen Retardierung einher [49]. Ein niedriger Wert auch im Handlungs-IQ 

korreliert mit der Makroglossie [42]. Die mentale Retardierung ist nicht progredient, 

die sprachlichen Fähigkeiten nehmen eher zu [295,71]. 

 

 

1.2.2 Diagnostik  

Die Diagnose wird anhand der Familienanamnese (betroffene männliche Verwandte 

in der mütterlichen Familie), der klinischen Symptomatik und des Krankheitsverlaufs, 

der erhöhten Kreatinkinase-Aktivität im Serum, des molekulargenetischen Befundes 

und des Befundes der Muskelbiopsie gestellt. Mit der molekulargenetischen 

Standarddiagnostik werden ca. 98 % der Deletionen und Duplikationen erfasst 

[97,112]. Die aufwändige Suche nach Punktmutationen wird nicht routinemäßig 

durchgeführt. Wird bei der molekulargenetischen Untersuchung keine Mutation 

nachgewiesen oder ergibt sich eine Diskrepanz zwischen der Mutation und dem 

Phänotyp (DMD-Phänotyp bei einer ‟in-frame‟ Mutation) muss eine Muskelbiopsie 

entnommen werden (Abbildung 1.2). Immunhistochemisch wird mit Antikörpern 

gegen verschiedene Epitope des Proteins das Fehlen bzw. die hochgradige 

Reduktion von Dystrophin (Abbildung 1.3), die Verminderung von -Dystroglykan und 

anderen Komponenten des DAP sowie die Hochregulation von Utrophin 
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nachgewiesen (Abbildung 1.4) [36,247]. In unklaren Fällen kann mit dem Westernblot 

sowohl eine qualitative als auch eine quantitative Analyse des Dystrophins ergänzt 

werden [97].  

 

Hilfreich kann die Ableitung eines Elektroretinogramms sein. Bei einer verminderten 

Expression der Isoform Dp 260 (Dystrophinprotein) (siehe unter 1.2.5), ist die B-

Welle abgeflacht oder negativ [260]. Bei der Pränataldiagnostik kann bei einem 

fehlenden Nachweis einer Mutation im DMD-Gen mittels der Haplotypisierung eine 

Mutation im Bereich des DMD Genorts weitgehend ausgeschlossen werden [272]. 
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Abbildung 1.2 HE Färbung. 

a  DMD-Muskel mit vermehrtem Bindegewebe, 

Faserdegeneration und –regeneration, 

zentralen Kernen, Faser-Splitting, x 200.  

b  Normalkontrolle, x 200. 

 

     

Abbildung 1.3 Immunhistochemie mit Dys2 Antikörper (C-Terminus). 

a  DMD-Muskel, fast vollständiges Fehlen von 

Dystrophin, einzelne revertante Fasern,       

x 200.  

b  Normalkontrolle mit kontinuierlicher 

Darstellung der Muskelzellwand, x 200. 
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Abbildung 1.4 Immunhistochemie mit Utrophin Antikörper. 

a  DMD-Muskel mit gesteigerte Expression im 

Bereich der gesamten Muskelzellwand, 

x 400.  

b  Normalkontrolle mit spärlicher fokaler  

Expression (im Bereich von Endplatten),      

x 400. 

 

1.2.3 Symptomatische Therapie 

Kurative Behandlungsmöglichkeiten stehen für die DMD bisher nicht zur Verfügung. 

Die therapeutischen Möglichkeiten sind daher auf symptomatische Maßnahmen 

beschränkt. Im Frühstadium der Erkrankung kann eine konsequente Lagerungs- und 

Dehnungsbehandlung die Entwicklung von Kontrakturen verzögern. Manifeste 

Kontrakturen können durch eine kombinierte Weichteiloperation gelöst werden, um 

die Steh- und Gehfähigkeit länger zu erhalten und damit der Skolioseentwicklung 

entgegen zu wirken [275,108] (Abbildung 1.5). Der Erhalt des Gehens und Stehens 

kann auch durch Orthesen unterstützt werden [278,18]. Die progrediente Skoliose 

kann nur durch eine stabilisierende Wirbelsäulen-OP aufgehalten werden, um die 

Sitzfähigkeit zu erhalten [274,92]. 
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Abbildung 1.5  5-jähriger Patient mit DMD, Eingriffe bei der kombinierten Weichteiloperation. 

 

Von den zahlreichen Substanzen, die untersucht wurden wie z. B. Vitamin E, Selen, 

Nifedipin oder anabol wirksame Hormone, werden bisher nur die Steroide 

(Prednison, Deflazacort) in der Langzeittherapie eingesetzt. In vielen, häufig 

multizentrischen Therapiestudien konnte eine Verzögerung des Kraftverlustes 

gezeigt werden [222,216,128,271,35,221,30,207]. Die Dauertherapie mit Steroiden 

ist erwartungsgemäß mit erheblichen Nebenwirkungen behaftet. Bei den Patienten 

mit DMD stehen die Gewichtszunahme und Wachstumsstörungen im Vordergrund. 

Zur Reduktion der Nebenwirkungen sind sowohl die Steroidpulstherapie als auch die 

alternierende Steroidgabe mit Erfolg durchgeführt worden [67,87,30]. In einer 

aktuellen multizentrischen Studie wird die Wirksamkeit von Cyclosporin A (CsA) als 

2 

4 

1 

3 

 

 

 

 

 

 

 

1. Ablösung des M. rectus femoris  

2. Teilresektion des M. tensor fasciae latae  

3. Verlängerung der medialen Kniebeuger  

4. Verlängerung der Achillessehne  
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Monotherapie und in Kombination mit einem Steroid untersucht (Leitung Prof. Dr. 

Korinthenberg, Freiburg). In Pilotstudien wurde ein positiver Effekt von CsA auf die 

Kraftentfaltung gezeigt [291,225]. Die progrediente restriktive Ventilationsstörung 

kann sehr effektiv behandelt werden, da keine primäre Lungenerkrankung vorliegt 

[226,17,11,215,91]. Die Etablierung der häuslichen Masken-Beatmung hat zu einer 

mehrjährigen Verlängerung der Lebenserwartung geführt. Erreichte vor der 

Einführung der Heimbeatmung kein DMD-Patient (0 %) das 25. Lebensjahr, so 

werden über die Hälfte aller beatmeten Patienten (53 %) 25 Jahre und älter [91,92]. 

Im Verlauf des dritten Lebensjahrzehnts benötigen viele Patienten wegen der 

zunehmenden Schluckstörung eine perkutane Ernährungssonde.  

 

 

1.2.4 Experimentelle Therapie 

Verschiedene gentherapeutische Behandlungsstrategien sind Gegenstand der 

Forschung. Sie zielen entweder auf einen Ersatz des fehlenden Proteins oder auf 

eine Korrektur des mutierten Gens. Nach zunächst euphorischen Berichten über den 

Myoblastentransfer wurde deutlich, dass wesentliche Probleme noch nicht gelöst 

waren. Das Überleben der transferierten Myoblasten bei Patienten mit DMD war 

unzureichend, es wurde keine relevante Funktionsverbesserung erreicht 

[173,217,225,296,255]. Bislang ist es nicht gelungen, eine praktikable Technik zur 

Implantation von anhaltend vitalen, Dystrophin-positiven Myoblasten zu entwickeln 

[235]. 

Der Transfer des kompletten oder eines verkürzten DMD-Gens erfolgt intramuskulär 

oder parenteral mit viralen Vektoren. Es werden überwiegend Adenoviren oder 

Adenovirus-assoziierte-Viren eingesetzt [188,107,82,343], eine deutliche 

Verbesserung der Dystrophinexpression wurde durch einen parenteralen 

Gentransfer erreicht [151]. Auch die Applikation hochreiner DNA resultierte in einer 

Expression von Dystrophin bei der mdx Maus [200]. Durch einen intrauterinen 

Gentransfer gelang bei der mdx Maus eine anhaltende Expression des DMD-Gens in 



 

 

Einleitung - Muskeldystrophie Duchenne 18 

__________________________________________________________________________ 

 

den Skelettmuskeln, dem Herzmuskel und im Diaphragma [127]. Ziel ist die weitere 

Verbesserung des Gentransfers in den Muskel, um die Dystrophinexpression zu 

erhöhen und länger zu erhalten [89,167].  

 

Bei der mdx Maus konnte durch Stammzelltransplantationen die Expression von 

Dystrophin und eine Verbesserung der Regeneration im Muskel erreicht werden 

[134,191].  Für nicht myogene Stammzellen und für Fibroblasten wurde gezeigt, dass 

sie unter dem Einfluss myogener Wachstumsfaktoren in myogene Zellen 

transformiert werden können [104,118,81]. Die intraarterielle Gabe 

mesangioplastischer Stammzellen verbesserte die Muskelfunktion beim 

Muskeldystrophie kranken Hund [283]. Durch die Untersuchung eines Jungen mit 

einer Dystrophinopathie, der wegen eines kombinierten Immundefektes als Kleinkind 

eine Knochenmarkstransplantation erhalten hatte, wurde allerdings deutlich, dass die 

Einwanderung hämatogener Stammzellen in den Muskel  in vivo quantitativ 

längerfristig nicht von Bedeutung zu sein scheint [135].  

Ein weiteres Behandlungskonzept besteht in der kompensatorischen Hochregulation 

anderer Proteine, die die Dystrophindefizienz kompensieren können [99]. Im 

Tiermodell führt die Stimulation der Expression von Utrophin zu einer Hemmung des 

dystrophischen Umbaus des Muskels [83,316,264]. Die Überexpression der 

Metalloproteinase ADAM12 bewirkt eine vermehrte Expression von Integrin7, 

Utrophin und anderen Glykoproteinen im Muskel der mdx-Maus und vermindert die 

Nekrose der Muskelzellen [231]. Auch die verstärkte Expression der 

glykolysierenden Enzyme „zytotoxische T Zell GalNAc Transferase„, der 

Glykosyltransferase LARGE, oder von IGF-1 führen zu einem milderen Phänotyp bei 

der mdx Maus [242,23,21].  

 

Aminoglykoside können bewirken, dass Nonsense-Mutationen, die zu einem 

vorzeitigen Abbruch der Proteinsynthese führen würden, an den Ribosomen ignoriert 

werden und somit das Gen bis zum Ende abgelesen werden kann [251,155]. Bei 
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Dystrophin negativen mdx Mäusen wurde durch die Gabe von Gentamicin eine 

Expression von Dystrophin induziert [22], allerdings konnten diese Daten nicht von 

anderen Arbeitsgruppen bestätigt werden [90]. In Pilotstudien wurden die 

Dystrophinexpression nach einer Kurzzeittherapie mit Gentamicin und die 

Verträglichkeit bei Patienten mit Dystrophinopathien untersucht. Ototoxizität oder 

Nephrotoxizität wurden nicht nachgewiesen [329,261].  Politano et al. fanden eine 

deutlich gesteigerte Dystrophinexpression [261], Wagner et al. konnten keine 

vermehrte Dystrophinexpression nachweisen [329]. Es liegen keine kontrollierten 

Langzeit-Studien zur Wirksamkeit und zur Oto- und Nephrotoxizität vor. 

 

Die Substanz PTC124 verfügt ebenfalls über die Eigenschaft, das Überlesen von 

Nonsense-Mutationen bedingten vorzeitigen Stopcodons an den Ribosomen zu 

induzieren [334]. Die Phase I Studien ergaben eine gute Verträglichkeit und 

Sicherheit der Substanz bei gesunden Erwachsenen [147]. Möglicherweise steht mit 

PTC124 eine Substanz zur Verfügung, mit der Erkrankungen, die durch Nonsense-

Mutationen verursacht werden, behandelt werden können. 

 

Durch “exon skipping“ („Herausschneiden“ des mutationstragenden Exons im DMD-

Gen durch Antisense-Oligonukleotide) konnte in Muskelzellen von DMD-Patienten 

die Expression eines verkürzten Dystrophins wieder hergestellt werden 

[84,204,214,1]. 

 

1.2.5 DMD-Gen 

Das DMD-Gen liegt in der Region Xp21.1 [232,46]. Es ist mit 2,4 Megabasen eines 

der größten humanen Gene. Die 79 Exons des DMD entsprechen quantitativ nur ca. 

2 % des gesamten Gens, die restlichen 98 % bestehen aus Introns [181,182,276]. 

Das vollständige Protein kann über den Muskel-Promotor (M-Dystrophin), den 

Purkinje-Zell-Promotor (P-Dystrophin) oder den Hirn-Promotor (C-Dystrophin) 

synthetisiert werden, die an verschiedenen Stellen im Exon 1 liegen. Interne 
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Promotoren ermöglichen die Synthese kleinerer Isoformen des Dystrophins, die in 

bestimmten Geweben bevorzugt exprimiert werden [75,201,44]. So werden die 

Isoformen Dp71 ubiquitär (durch alternatives Spleißen Dp40), Dp116 im peripheren 

Nerv, Dp140 im ZNS und in der Niere sowie Dp260 in der Retina und im ZNS 

exprimiert. Durch alternatives Spleißen im Bereich der Exons 71-74 (Herzmuskel) 

und des Exons 68 (glatte Muskulatur) können weitere Isoformen des Dystrophin 

generiert werden [103].  

Die häufigsten Mutationen sind Deletionen (60-65%), seltener Duplikationen (6-10 %) 

[181,182,156] oder Punktmutationen [194]. Die Mutationen sind über alle Exons 

verteilt. Zwei so genannte “hot spots“ gehäuft auftretender Mutationen liegen im 

Bereich der Exons 15-20 und 45-50 [182]. Der Phänotyp hängt sowohl davon ab, ob 

der Leserahmen verschoben wird (meist DMD) oder ob er erhalten bleibt (meist 

BMD), als auch von der Lokalisation der Mutation im Gen [194,195]. Mutationen in 

der Stab-förmigen Domäne, bei denen der N-Terminus und der C-Terminus erhalten 

bleiben, gehen mit einem milderen Phänotyp einher [182]. Abweichungen von der 

Leserahmenhypothese treten besonders bei Mutationen im Bereich der Exons 3-7 

auf [206]. Liegt die Mutation im Bereich C-terminaler Exone, so ist mit einem 

schwereren Phänotyp zu rechnen [195].  

 

1.2.6 Dystrophin und der Dystrophin-assoziierte Proteinkomplex 

Dystrophin ist ein essentielles, costamerisch strukturiertes Zytoskeletonprotein, das 

an der inneren Zellmembran liegt [12,36,330,307] und den kontraktilen Apparat über 

den Dystrophin-assoziierten-Proteinkomplex (DAP) mit der extrazellulären Matrix 

verbindet (Abbildung 1.6).  
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Abbildung 1.6 

Schematische Darstellung der Vernetzung von Dystrophin, das den intrazellulär gelegenen 

kontraktilen Apparat über den Dystrophin-assoziierten Glykoproteinkomplex mit der 

Basalmembran und der extrazellulären Matrix verbindet. 

 

 

Es besteht aus dem N-Terminus (Exons 1-8), der großen stabförmigen Domäne 

(Exons 10-63), der zystinreichen Region (Exons 64-67) und dem C-Terminus (Exons 

68-79) [148,335]. Es weist eine hochgradige Homologie der Aminosäuresequenz und 

der Proteinstruktur zu Utrophin auf [315], das physiologisch im Bereich der 

neuromuskulären Endplatte lokalisiert ist. Der N-Terminus des DMD ist über drei 

Bindungsstellen mit -Aktin und damit mit dem submembranösen Zytoskeleton der 

Muskelzelle verbunden [197]. Die zentrale stabförmige Domäne des Dystrophins 
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macht ca. 75 % des Proteins aus [335]. Sie besteht aus einer Tripelhelix Spektrin-

artiger Repeats, die durch Proteolyse-sensitive Bereiche (sog „hinges“) unterbrochen 

sind [183,341]. Es ist ein flexibler, mechanisch belastbarer Bereich [183] zwischen 

den Bindungsstellen für Aktin und dem C-Terminus, der mit der Membranoberfläche 

verknüpft ist. 

Der C-Terminus weist eine komplexe Struktur mit verschiedenen Bindungsdomänen 

auf. Die Funktion der WW/WWP-Domäne ist unklar. Es wird eine Funktion bei der 

Protein-Protein Interaktion diskutiert, da sie in verschiedenen Spezies gut konserviert 

ist und auch in Wachstumsfaktoren nachweisbar ist [335]. Für die Kalziumbindung 

scheint die Tertiärstruktur der Domäne entscheidend zu sein [183,102,335]. Die 

Cystein-reiche Domäne bindet über -Dystroglykan an die Glykoproteine des DAP 

[341,307]. Der Zink-bindenden ZZ-Domäne wird eine Funktion bei der Protein-

Protein-Interaktion zugeschrieben [335]. Die spiralförmige Domäne mit Helix1 und 

Helix2 geht über 1-Synthrophin eine Verbindung mit dem Synthrophin-Komplex und 

der neuronalen NO-Synthetase (nNOS) ein [315,32] (Abbildung 1.7). 

Dystrophin und der DAP tragen entscheidend zur Stabilität und Elastizität der 

Muskelzellmembran bei, sie beeinflussen die biochemischen Eigenschaften des 

Muskels [159,258,265] und spielen eine Rolle bei der Signalübertragung zwischen 

der extrazellulären Matrix und dem intrazellulären Raum [44,139,269].  

 

 

Abbildung 1.7  Schematische Darstellung des Aufbaus von Dystrophin. 
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1.2.7 Pathogenese 

Mutationen im DMD-Gen führen zu einem nahezu vollständigen Verlust des 

Dystrophins oder zur Bildung eines verkürzten Proteins (Abbildung 1.3). Der Verlust 

von Dystrophin geht mit einer Defizienz von Proteinen des DAP [307] und einer 

kompensatorischen Hochregulation des Utrophins einher [315,316] (Abbildung 1.4).  

Neben gesplitteten und degenerierenden Muskelfasern sind eine vermehrte 

Faserkalibervariation, zentrale Kerne und Regenerationsfasern sowie eine zelluläre 

Infiltration nachweisbar [97]. Die Zunahme des endo- und perimysiale Bindegewebes 

führt an der quergestreiften Muskulatur und am Herzmuskel zu einer progredienten 

fibrotischen Degeneration [12,150] (Abbildung 1.2).  

Die genaue Pathogenese dieses Umbauprozesses der Muskulatur ist nicht geklärt. 

Unklar ist auch, warum bestimmte Muskelgruppen früher betroffen sind und warum 

die externen Augenmuskeln weitestgehend ausgespart bleiben (1.2.1). Als Ursache 

für das letztgenannte Phänomen werden eine bessere Kontrolle der intrazellulären 

Kalziumhomeostase und eine bessere Stabilität des Sarkolemms aufgrund einer 

gesteigerten Utrophinexpression diskutiert [8]. Es wurden vaskuläre, neurogene und 

myogene Faktoren als Ursache der Muskelfibrose diskutiert. Die diesen Hypothesen 

zugrunde liegenden Untersuchungsergebnisse konnten zum Teil nicht bestätigt 

werden oder es konnten damit nur Teilaspekte der pathophysiologischen 

Phänomene erklären werden [211]. Unstrittig ist, dass kleine Membranläsionen 

auftreten und dass als wesentliches Sekundärphänomen die Ca2+-Konzentration im 

Muskel erhöht ist [97]. Die intramuskuläre Vermehrung von Ca2+ ist durch einen 

gesteigerten aktiven Ca2+-Einstrom bedingt [212,68]. Durch den Ca2+-Einstrom 

können Ca2+-abhängige Proteasen und andere Proteine aktiviert werden, die 

Veränderungen der Muskelmembran, des Zytoskelets und der myofibrillären 

Strukturen verursachen und schließlich zur Fasernekrose führen [53,4]. Es treten 

entzündliche Veränderungen mit zellulären Infiltraten überwiegend aus CD4(+) und 

CD8(+) T-Lymphozyten und Makrophagen auf. Die zelluläre Immunantwort ist den 

Veränderungen bei der Polymyositis ähnlich. Es ist davon auszugehen, dass diese 
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immunologischen Reaktionen einen eigenständigen Einfluss auf den Verlauf der 

Erkrankung haben [300]. So führt die Depletion von CD4(+) oder CD8(+) T-Zellen bei 

der mdx Maus zu einem deutlichen Rückgang der histologischen Veränderungen im 

Muskel [301]. 

 

Im Bereich von Fasernekrosen im DMD-Muskel wurde eine signifikant gesteigerte 

Infiltration mit Mastzellen nachgewiesen [122]. Mastzellen treten in Zusammenhang 

mit Organfibrosen auf und werden durch TGF-1 chemotaktisch angezogen [130]. Es 

dürfte sich dabei auch um ein Sekundärphänomen in Zusammenhang mit der 

Zunahme von TGF-1 im DMD-Muskel handeln (1.3.4).  

 

Die Reduktion der membranständigen neuronalen NO-Synthase (nNOS) [41] führt zu 

einem verminderten Schutz gegen die oxidative Schädigung von Proteinen [142]. 

Weitere Faktoren, die zur Fibrosierung der Muskulatur beitragen, sind unter 1.3.4 

aufgeführt.  

Es wurde eine Erschöpfung der Regenerationsfähigkeit (“replicative aging“) der 

Muskulatur postuliert [331]. Die Zahl der Satellitenzellen pro Muskelfaser ist bei der 

DMD jedoch im Vergleich zu Befunden gesunder Muskelgewebe fünffach erhöht [97]. 

Die Bestimmung der Telomerlängen im DMD-Muskel ergab keinen Hinweis auf eine 

frühzeitige Verkürzung der Telomere, dieses würde auf eine replikative Alterung 

hinweisen [245]. In der alternden Zelle nimmt der Quotient von Cu/Zn-Superoid 

Dismutase zu Gluthationperoxidase zu [136], im DMD-Muskel war der Quotient 

vermindert [47]. Diese Befunde und die Ergebnisse von Untersuchungen zum 

Wachstums- und Differenzierungsverhalten von DMD-Zellkulturen weisen eher auf 

eine Differenzierungsstörung als auf eine Erschöpfung der Regenerationsfähigkeit 

hin [246].  

Die Untersuchung der Genexpression im DMD-Muskel mittels Microarray Analyse 

kann Daten zum besseren Verständnis der komplexen Pathogenese der 

Muskeldystrophie liefern. Die bisher vorliegenden Ergebnisse weisen auf eine 
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vermehrte Expression von Genen hin, die Komponenten der ECM, Bestandteile des 

Sarkomers, Wachstumsfaktoren und an der Immunantwort beteiligte Faktoren 

kodieren [60,140,244]. 

 

1.3 Extrazelluläre Matrix 

1.3.1 Komponenten der extrazellulären Matrix 

Die wesentlichen Bestandteile der ECM sind Kollagene, Glykoproteine und 

Proteoglykane, wobei diese „klassische“ Unterteilung nur bedingt zutrifft, da im 

Verlauf der Entwicklung durch den Austausch wichtiger Module so genannte 

Mosaikproteine entstanden sind, die verschiedene funktionelle Domänen enthalten. 

So sind zum Beispiel die ca. 200 AS lange A-Domäne des von-Willebrand-Faktors in 

den nicht-kollagenen Anteilen der Kollagene VI und XII und in den -Ketten 

verschiedener Integrine enthalten [65], und Sequenzen des Glykoproteins 

Fibronektin sind Bestandteil von Tenaszin, den Kollagenen XII und XIV und von 

Adhäsionsmolekülen wie dem Contactin [286]. Weitere Proteinfamilien in der ECM 

sind z. B. die Matriline [79] und die Fibuline [93].  

 

Kollagene sind Makromoleküle mit unterschiedlicher Struktur und Funktion, die 

mindestens eine Domäne mit einer Tripelhelixstruktur aufweisen. Bei den Kollagenen 

unterscheidet man fibrilläre Kollagene I-III, V und XI und fibrillenvernetzende 

Kollagene. Letztere werden in Untergruppen wie die membranbildenden Kollagene 

IV oder VIII, die FACITs (fibril-associated collagens with interrupted triple helices), 

das Ankerkollagen VII und das perlschnurartige Filament Kollagen VI unterteilt [324, 

286]. Kollagene bestehen aus 1 bis 5 genetisch unterschiedlichen determinierten 

Ketten, von denen drei eine Tripelhelixstruktur bilden. Während die fibrillären 

Kollagene zu einem Großteil aus Tripelhelixdomänen bestehen, findet man letztere 

mit nur einem Anteil von 10-30 % bei den fibrillenvernetzenden Kollagenen VI, XII 

und XIV. Die nicht-kollagenen Domänen dienen der supramolekularen Vernetzung 
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und Interaktion [324], aber auch Abschnitte der Tripelhelix können Rezeptorfunktion 

z. B. für Wachstumsfaktoren haben [297]. 

Glykoproteine tragen wesentlich zur Komplexität und Plastizität der ECM bei. Sie 

enthalten zahlreiche Domänen, die mit anderen Matrixkomponenten, Zellen und 

Wachstumsfaktoren interagieren können [98,313]. Von Proteinen wie dem Laminin, 

Fibronektin oder Tenaszin existieren mehrere Isoformen, die durch verschiedene 

Gene oder durch Spleißvarianten kodiert werden. Die Laminine bestehen aus jeweils 

drei genetisch unterschiedlich determinierten Ketten, die eine kreuzförmige Struktur 

bilden [321]. Laminine können sowohl über Integrine als auch über den DAP und 

Dystrophin die ECM mittels eines transmembranösen Proteinkomplexes mit dem 

Zytoskeleton verbinden [322], (Abbildung 1.6). Integrine sind transmembranöse 

Heterodimere, die aus einer - und einer -Untereinheit gebildet werden. Die 15-- 

und 8--Untereinheiten bilden in unterschiedlichen Kombinationen die verschiedenen 

Integrine, die spezifische Bindungseigenschaften zu Komponenten der ECM 

aufweisen [286,273]. Integrine sind entscheidend an der Signaltransduktion beteiligt. 

Durch Bindung eines Liganden an die extrazelluläre Domäne kommt es zu einer 

Konformationsänderung der zytoplasmatischen Domäne und zur Aktivierung 

intrazellulärer Stoffwechselprozesse (“outside-in-signaling“). Andererseits kann durch 

Bindung zytoplasmatischer Proteine das Bindungsverhalten der extrazellulären 

Domäne beeinflusst werden (“inside-out-signaling“) [281].  

Die Isoformen des Fibronektins entstehen durch alternatives Spleißen [185]. Dieses 

Mosaikprotein verfügt über zahlreiche Bindungsdomänen und ist an essentiellen 

Funktionen wie ECM-Organisation, Migration und Proliferation beteiligt. 

Proteoglykane (PGs) bestehen aus einem Proteinkern mit verschiedenen 

Bindungsdomänen und mindestens einer Glykosaminoglykan-Seitenkette 

(Chondroitin-/ Dermatan-/ Keratan-/ Heparansulfat) [286]. Beispiele sind das große 

Heparan/Chondroitinsulfat PG Perlecan in der Basalmembran, die kleinen 

interstitiellen Chondroitin/Dermatansulfat PG Decorin und Biglycan oder die 

transmembranösen Heparan/Chondroitinsulfat PG, die Syndecane [138]. PGs 
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interagieren mit verschiedenen anderen Komponenten der ECM und des DAP 

[40,153]. Sie können sowohl Wachstumsfaktoren binden als auch in deren 

Aktivierung involviert sein [179,146,243]. Sie sind damit entscheidend an der 

Regulation von Wachstum und Differenzierung von Geweben beteiligt. 

Beispielsweise wird im Muskel in einem frühen Stadium sowohl der 

Embryonalentwicklung als auch der posttraumatischen Regeneration Decorin 

synthetisiert  [56], das mit verschiedenen Proteine der ECM und Wachstumsfaktoren 

interagiert [146,314] und an der Regulation basaler Funktionen wie der Zelladhäsion 

und Migration beteiligt ist [219,220]. Matriline treten überwiegend in Assoziation mit 

den Proteoglykanen auf [93]. Wichtige Bestandteile der ECM sind sowohl die an 

verschiedene Proteine gebundenen Wachstumsfaktoren und ihre Rezeptoren 

[169,76,292] als auch ECM abbauende Proteasen und deren Inhibitoren [336].  

 

1.3.2 Stoffwechsel und Funktion der extrazellulären Matrix 

Die extrazelluläre Matrix ist eine dynamische supramolekulare Struktur, die in 

permanenter Wechselwirkung mit den Zellen steht und deren Wachstum reguliert 

und Überleben und Differenzierung ermöglicht [58,213,250]. Umfangreiche 

Untersuchungen liegen beispielsweise zur Regulation der Menstruation und der 

Reproduktion [158], zur Embryonalentwicklung [328], zum Knochenstoffwechsel 

[100] und zur Wundheilung [45] vor. 

Die Synthese der ECM-Komponenten wird über Wachstumsfaktoren wie TGF oder 

FGF und über die Integrine und deren Rezeptoren an den Fibroblasten reguliert [93].  

Der Abbau von ECM erfolgt über Metalloproteinasen und weitere Proteasen wie die 

Serin-Proteasen und die Cystein-Proteasen.  

In der großen Gruppe der Metalloproteinasen gehören die Matrix-Metalloproteinasen 

(MMPs) zu den Metzincinen [34], die durch eine identische Struktur für die 

Zinkbindung charakterisiert sind. Es sind 23 MMPs beim Menschen bekannt, die in 

Kollagenasen (MMP-1, MMP-8, MMP-13), Gelatinasen (MMP-2, MMP-9), 

Stromelysine (MMP-3, MMP-10, MMP-11) und Matrilysine (MMP-7, MMP-26) sowie 
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Membran assoziierte MMPs (MMP-14 bis MMP-17, MMP-23-MMP-25) und weitere 

MMPs (MMP-12, MMP-19, MMP-20, MMP-28) unterteilt werden [213]. Die MMPs 

sind Zink- und Kalzium-abhängige Proteasen, die sowohl eine Substratspezifität für 

eine oder mehrere Komponenten der ECM als auch für andere Substrate wie 

Bindungsproteine, Wachstumsfaktoren oder Rezeptoren haben [302]. Zusammen 

können die MMPs alle Bestandteile der ECM abbauen [336,213]. Sie sind durch 

Sequenzhomologien mit der MMP-1 (Kollagenase-1) und die Inhibition durch 

spezifische Gewebeinhibitoren (tissue inhibitor of metalloproteinase, TIMP) 

gekennzeichnet.  

 

Die Mehrzahl der MMPs werden als Proenzym (ProMMP) synthetisiert und 

anschließend aktiviert. Die Aktivierung kann über Proteinasen wie Trypsin, Chymase 

und MMPs oder nicht-proteolytisch durch Metallionen, infolge eines niedrigen pH-

Wertes oder AMPA (4-amino-phenylmercuric acetate) erfolgen [336]. ProMMP-2 

kann an der Zelloberfläche auch durch einen Komplex aus TIMP-2/MT(Membran-

Typ)1-MMP aktiviert werden [50].  

 

Die MMP-Aktivität kann durch EDTA, Acetylcystein oder D-Penicillamin durch 

Chelatbildung mit dem Zink im aktiven Zentrum und dem Ersetzen des Zinkmoleküls 

in einem zweiten Schritt gehemmt werden. Auch Antibiotika (Erythromycin, 

Tetrazykline) hemmen durch Chelatbindung die Enzymaktivität [336]. Im humanen 

Serum werden die MMPs durch die Interaktion mit 2-Makroglobulin inhibiert [240]. 

Die wichtigsten natürlichen Inhibitoren der MMPs sind die TIMPs, die durch eine 

stoichiometrische Bindung der N-terminalen Region an die aktive Zink-bindende 

Domäne der MMPs deren Enzymaktivität hemmen [241,121]. Es wurden bisher 4 

TIMPs identifiziert, die mit unterschiedlicher Affinität alle MMPs hemmen können. 

[336,320]. TIMP-1 und TIMP-2 sind löslich und wurden in den meisten Geweben und 

in den Körperflüssigkeiten nachgewiesen. TIMP-3 ist unlöslich und ist in der ECM 
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lokalisiert  [190], TIMP-4 wird bevorzugt im Herzmuskel und in den Ovarien 

exprimiert [126,266].  

Neben der Hemmung der Enzymaktivität der aktivierten MMPs können TIMPs auch 

die gonadale Steroidsynthese und die embryonale Knochenentwicklung 

beeinflussen. Sie inhibieren die Angioneogenese und können als Wachstumsfaktor 

wirken. Die TIMP-Expression kann durch TGF1, IL-6, EGF (epithelic growth factor) 

oder durch luteinisierendes Hormon stimuliert werden [120].  

Störungen des ECM-Stoffwechsels spielen eine wichtige Rolle für die 

Pathophysiologie einer Vielzahl von Erkrankungen [257]. Die gesteigerte Aktivität von 

MMPs fördert sowohl die Metastasierung als auch das lokal invasive Wachstum von 

Tumoren [64,58]. Beispielsweise kommt es beim Kolonkarzinom durch eine Mutation 

im APC- oder -Catenin-Gen zu einer Aufhebung der Hemmung der MMP-7-

Transkription [234] und die Expression von MMP-3 fördert die Tumorausbreitung in 

der Brustdrüse [306]. Die Aktivierung von MMPs führt bei rheumatischen 

Erkrankungen zur Gelenkdestruktion [267] und zu Gefäßwandveränderungen bei der 

Arteriosklerose [54]. Auch in die Pathogenese der Enzephalitis disseminata und des 

Morbus Alzheimer sind MMPs involviert [340]. Die Hochregulation von TIMP-1 trägt 

zur Entstehung von Organfibrosen wie zum Beispiel der Leberfibrose [144] der 

Lungenfibrose [312] oder der Kollagenösen Colitis [131] bei. 

 

1.3.3 Erkrankungen der extrazellulären Matrix 

Mutationen in Genen, die Komponenten der ECM kodieren, können zu Erkrankungen 

des Muskels, des Bindegewebes und des Knochens führen. Sind die fibrillären 

Kollagene betroffen, treten Erkrankungen wie die Osteogenesis imperfecta I 

(Kollagen I, 1- und 2-Kette), die Spondyloepiphysäre Dysplasie (Kollagen II), das 

Ehlers-Danlos-Syndrom (Kollagen III) oder das Stickler-Syndrom (Kollagen XI) auf. 

Mutationen im Gen für das Fibrillen-assoziierte Kollagen IX gehen mit der multiplen 

epiphysären Dysplasie einher, Mutationen im Gen für das netzbildendes Kollagen X 

führen zu der metaphysären Dysplasie Typ Schmid [187]. 
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Ist Kollagen VI betroffen, können sowohl die autosomal rezessiv vererbte kongenitale 

Muskeldystrophie (CMD) Typ Ullrich als auch die autosomal dominant vererbte 

Bethlem-Myopathie auftreten [168,326]. Auch Mutationen in den Genen, die Integrin 

7 (ITGA7) und die 2-Kette von Laminin2 (MDC1A) kodieren, führen zu einer CMD 

[141,317,337] (Tabelle 1.1). 

 

 

Tabelle 1.1 

Muskelerkrankungen, die durch Mutationen in Genen verursacht werden, die Komponenten der 

ECM/Basalmembran kodieren. AD: autosomal dominant; AR: autosomal rezessiv; CMD: 

kongenitale Muskeldystrophie  

 

Protein    Erkrankung    Erbgang 

Laminin2, -Kette   CMD mit Merosinmangel  AR 

Integrin 7     CMD mit Integrin 7-Mangel AR 

Kollagen VI    CMD Typ Ullrich   AR 

Kollagen VI    Bethlem-Myopathie   AD 

 

 

1.3.4 Extrazelluläre Matrix und Muskeldystrophie Typ Duchenne 

Die progrediente Vermehrung der endo- und perimysialen ECM ist ein 

dominierendes histologisches Merkmal der DMD. Bereits 1959 stellten Bourne und 

Gollarz eine Erkrankung des Bindegewebes als mögliche Ursache der DMD zur 

Diskussion [39]. Die Beobachtung, dass die Fibrose nicht auf eine fokale reaktive 

Bindegewebsvermehrung im Bereich von Fasernekrosen begrenzt ist, sondern wie 

die Fibroblasten diffus endomyseal, einzelne Fasern ummauernd verteilt ist, wurde 

als Kriterium einer aktiven, pathogenetisch bedeutsamen Proliferation des 

Bindegewebes gedeutet [57,88]. Anhand von immunhistochemischen 

Untersuchungen wurde gezeigt, dass an diesem Prozess die Kollagene (I, III, IV, V, 
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VI, XIV) [88,305,137,325], die Glykoproteine (Tenaszin, Fibronektin) [133,137,268] 

und Proteoglykane [29,6] beteiligt sind.  

Untersuchungen zur Kollagensynthese bei DMD blieben widersprüchlich. Einerseits 

wurde von einer vermehrten Kollagensynthese in Myoblasten-Kulturen berichtet 

[163], de Jonge et al. wiesen einen normalen Kollagenstoffwechsel in Myoblasten-

Kulturen nach [170]. In Hautfibroblasten von DMD-Patienten wurden sowohl eine 

verminderte Kollagensynthese [277] als auch eine gesteigerte [164] und eine 

normale Kollagensynthese gefunden [304].  

Im DMD-Muskel wurden eine gesteigerte mRNA-Expression und eine verstärkte 

Proteindarstellung des fibrogenen Wachstumsfaktors TGF(transforming growth 

factor) -1 [339,26] nachgewiesen. Der Serumspiegel von TGF-1 war bei DMD-

Patienten ebenfalls erhöht [165]. Bei der Entstehung von Organfibrosen spielt TGF-

1 eine entscheidende Rolle [38]. Es stimuliert u. a. die Synthese von Bestandteilen 

der ECM [33], beeinflusst die Bildung von TIMPs und MMPs und ist ein potenter 

chemotaktischer Faktor für Mastzellen [130]. Die Proliferation und Degranulation von 

Mastzellen sind für die Pathogenese von Organfibrosen von Bedeutung [198,3]. 

Gorospe et al. konnten eine vermehrte besonders endomyseale Infiltration mit 

Mastzellen im DMD-Muskel nachweisen [122]. Immunhistochemisch war vermehrt 

TGF-2 in nekrotisierenden, regenerierenden und in Fasern mit zentralem Kern 

nachweisbar [239]. Ein erhöhte Serumspiegel von bFGF(basic fibroblast growth 

factor) wurde bei 11 von 18 Patienten mit DMD [77] nachgewiesen.  

Nicht-fibrogene Wachstumsfaktoren und ihre Rezeptoren wie IGF (Insulin like Growth 

Factor)-II, IGF-I-Rezeptor [145] und LNGFR (Low-affinity nerve growth factor 

receptor) [20] wurden in regenerierenden Muskelfasern verstärkt exprimiert. Die 

Microarray Analyse der Genexpression im DMD-Muskel ergab eine Hochregulation 

dieser Wachstumsfaktoren.  
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1.4 Tiermodelle der Dystrophinopathie 

Der Vergleich zwischen verschiedenen Spezies mit einer Dystrophinopathie mit 

hochgradiger Reduktion des Dystrophins (< 5 %) ergibt eine reziproke Relation 

zwischen der Gutartigkeit des Krankheitsverlaufes und dem Grad der Fibrose [149]. 

Führt die Dystrophindefizienz beim Mensch und beim Hund (cxmd: canine x-linked 

muscular dystrophy / GRMD: Golden Retriever muscular dystrophy) [69,323] zu einer 

schwer verlaufenden Muskeldystrophie mit frühzeitiger Muskelfibrose, so ist bei der 

Maus  (mdx: x-linked muscular dystrophy) ein milder Phänotyp mit spät beginnender, 

mäßig ausgeprägter Muskelfibrose der Extremitätenmuskulatur zu beobachten 

[193,254]. Bei der Katze (hfmd: hypertrophic feline muscular dystrophy) tritt vor allem 

eine Muskelhypertrophie auf, die nicht durch die Muskelschwäche sondern durch 

eine die Atemwege verlegende Muskelhypertrophie lebensbedrohlich sein kann 

[55,111] (Tabelle 1.2).  

 

 

Tabelle 1.2 

Beziehung zwischen Fibrosegrad und Lebenserwartung bei verschiedenen Spezies mit einer 

Dystrophinopathie; cxmd Hund: canine x-linked muscular dystrophy; mdx Maus: x-linked 

muscular dystrophy (mouse); hfmd Katze: hypertrophic feline muscular dystrophy  

 

Spezies Dystrophin  Muskelfibrose   Lebenserwartung 

DMD  <5%  schwere juvenile Fibrose  30 % 

cxmd Hund <5%  schwere juvenile Fibrose  30 % 

mdx Maus <5%  geringe späte Fibrose  70 % 

hfmd Katze <5%  keine Fibrose, Hypertrophie meist keine Einschränkung 

 

Bei dem cxmd Hund treten in den ersten Wochen bis zum 30 Lebenstag zunehmend 

Muskelfasernekrosen und -regenerate sowie hyperkontrahierte Muskelfasern auf. 

[73]. Dabei entsteht frühzeitig eine ausgeprägte Muskelfibrose. Der Prozentsatz 

nekrotisierender Fasern bleibt nach einem passageren Abfall stabil um 2 %, der 
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Prozentsatz regenerierender Fasern fällt von 10 % mit 30 Tagen auf < 0,5 % bei 

älteren Hunden.  

Im Muskel ist die Anzahl der Mastzellen besonders endomyseal stark vermehrt. Sie 

werden bevorzugt im Bereich fokaler Nekrosen nachgewiesen [122].  

Die Zahl der mRNA-Transkripte von TGF-1 ist bis zum Tag 30 signifikant erhöht, 

auch die Expression von CTGF (connective tissue growth factor) ist bis zum Tag 30 

hochreguliert [252]. Diese Zytokine scheinen für die frühe Entstehung der 

Muskelfibrose von entscheidender Bedeutung zu sein. Im Gegensatz zum humanen 

Phänotyp ist bei dem cxmd Hund die Fibrosierung nach der raschen Entwicklung zu 

Beginn der Erkrankung bei älteren Tieren nicht mehr progredient [73].  

Bei der mdx-Maus tritt nach den ersten 3 Lebenswochen eine Phase mit 

ausgeprägter Nekrotisierung und Degeneration von Muskelfasern und einer 

lebhaften Regeneration auf [253]. Es resultiert im Alter von 2 Monaten ein 

myopathisches Gewebesyndrom mit vermehrter Faserkalibervariation und 

zentralständigen Kernen. Eine progrediente Muskelfibrose entwickelt sich zuerst nur 

im Diaphragma [303], die Extremitätenmuskulatur ist erst zu einem wesentlich 

späteren Zeitpunkt betroffen [254]. Es wurde starke Vermehrung von Mastzellen 

besonders bei Gruppen nekrotisierender Muskelfasern nachgewiesen [122].  Die 

Expression von TGF-β1 ist sowohl im Skelettmuskel (M.quadriceps femoris) als auch 

im Diaphragma hochreguliert [160,346]. Beim älteren Tier ist eine gesteigerte 

Expression nur noch im Skelettmuskel nachweisbar aber nicht mehr im Diaphragma 

[346].  

Auch bFGF ist vermehrt im Muskel nachweisbar [86]. 

Kherif et al. [175] konnten eine signifikant erhöhte mRNA-Expression und 

Enzymaktivität von MMP-2 und MMP-9 im mdx-Muskel nachweisen. Die MMP-2 

Aktivität wurde der Regeneration zugeordnet, die MMP-9 Aktivität der entzündlichen 

Reaktion im Muskel. 

Bei der hfmd Katze wurden sowohl eine hochsignifikante Vermehrung von Tryptase-

haltigen Mastzellen im Endomysium im Bereich von Fasernekrosen und sehr 
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unreifen Regeneratfasern als auch eine signifikante Zunahme von bFGF in 

regenerierenden Muskelfasern nachgewiesen [288].  

Die Dystrophindefizienz führt bei den verschiedenen Spezies zu unterschiedlichen 

Schädigungsmustern. Den Tieren ist gemein, dass in den ersten Lebenswochen eine 

Phase sehr aktiver Nekrotisierung und Regeneration auftritt, die bei der Maus in ein 

myopathischen Gewebesyndrom ohne Fibrose der Extremitätenmuskulatur, bei der 

Katze zu einer Muskelhypertrophie und beim Hund zu einer früh ausgeprägten 

Fibrose führt. Der Dystrophinmangel ist sicher Auslöser der pathophysiologischen 

Vorgänge, anscheinend entwickeln sich abhängig von den variablen 

Standortbedingungen unterschiedliche Phänotypen.   

 

1.5 Ziel der Arbeit 

Die fortschreitende Fibrose der quergestreiften Muskulatur ist das dominierende  

histologische Merkmal im Krankheitsverlauf der DMD, wobei der Zusammenhang 

zwischen dem Fehlen von Dystrophin und der Zunahme der endo- und perimysialen 

ECM nicht geklärt ist. Die Schwere der klinischen Symptomatik steht sowohl bei den 

Dystrophinopathien des Menschen als auch bei verschiedenen Spezies mit einer 

Dystrophinopathie in Zusammenhang mit dem Ausmaß der Muskelfibrose. Für die 

DMD lagen überwiegend histochemische und immunhistochemische 

Untersuchungen zur Darstellung der ECM-Komponenten und einzelne Publikationen 

zur Expression fibrogener Wachstumsfaktoren vor.   

Das Ziel dieser Arbeit war es, den Stoffwechsel der ECM im DMD-Muskel genauer 

zu charakterisieren. Im Vordergrund stand dabei die Frage, ob neben der 

gesteigerten Synthese der ECM auch eine Hemmung des ECM-Abbaus von 

Bedeutung für die progrediente Muskelfibrose sein könnte.  

Dafür wurden die Matrix Metalloproteinasen  MMP-1 (Kollagenase) und MMP-2  

(Gelatinase)  sowie die wichtigsten  Gewebeinhibitoren der Matrix Metalloproteinasen 

TIMP-1 und TIMP-2 im DMD-Muskel untersucht. Es sollten sowohl die Lokalisation 
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und Quantifizierung der mRNA-Expression als auch die Proteindarstellung mit 

Bestimmung der Enzymaktivität der MMPs erfolgen.  

 

Mit der Bestimmung der Serumwerte der ECM-Komponenten Kollagen I, Kollagen III, 

Kollagen VI und Tenaszin sowie von dem Basalmembran ständigen Laminin P1 und 

TIMP-1 sollte geprüft werden, ob einfach und im Verlauf wiederholt zu erhebende 

Parameter zur Verfügung stehen, die mit der Muskelfibrose zusammenhängen. 
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2 Patienten 

 

Die Serumproben und Muskelbiopsien stammen von Patienten, die in der Charité 

neuropädiatrisch betreut wurden. Die Diagnose wurde anhand klinischer, 

biochemischer (erhöhte Aktivität der Kreatinkinase im Serum), 

immunhistochemischer (im Muskelbiopsat Dystrophin hochgradig reduziert oder 

fehlend, Utrophin hochreguliert) und molekulargenetischer Befunde (entsprechende 

Mutationen im DMD-Gen) gestellt. In den meisten Fällen wurde eine Multiplex-PCR 

zum Nachweis von Deletionen durchgeführt, nur in wenigen Ausnahmen eine 

weitergehende Analyse zur Identifizierung von Duplikationen oder Punktmutationen. 

Die Untersuchungen erfolgten fortlaufend anhand von Muskelbiopsien und 

Serumproben von Patienten, die sich zur Diagnostik oder zur operativen Therapie in 

stationärer Behandlung befanden. Es erfolgten keine Blutentnahmen oder 

Muskelbiopsien allein zu wissenschaftlichen Zwecken. Die zur Verfügung stehenden 

Untersuchungsmaterialien waren somit begrenzt.  

Allen Untersuchungen, die über die zur Diagnosefindung notwendige Diagnostik 

hinausgingen, hat die Ethikkommission der Charité Campus Virchow zugestimmt. 

 

2.1 Immunhistochemische Untersuchungen 

 

Der qualitative Nachweis wichtiger Proteine der extrazellulären Matrix (ECM) sowie 

von MMPs und TIMPs erfolgte mittels Immunhistochemie an Muskelproben von 21 

Patienten (Tabelle 2.1). Bei 12 Patienten wurden die Kollagene I, III, IV, VI und XIV 

(Undulin) und bei 10 Patienten darüberhinaus Laminin α2, Tenaszin und Fibronectin 

immunhistochemisch untersucht. Die Expression von MMPs und TIMPs wurde bei 11 

Patienten dargestellt.  
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Tabelle 2.1 

Angaben zu Patienten mit DMD, bei denen Proteine der extrazellulären Matrix, MMP-1 und 

MMP-2 sowie TIMP-1 und TIMP-2 im Muskelgewebe dargestellt wurden.  

CIDD OE/UE: Internationale Klassifikation der motorischen Funktionsbeeinträchtigung der 

Arme/Beine;   

: Deletion;  Deletion –: keine Deletion nachgewiesen;    
#
:  Punktmutation;   

*
1
: Kollagen I, Prokollagen III, Kollagen IV, Kollagen VI;   

*
2
: Tenaszin, Laminin α2, Fibronectin;   

*
3
: MMP-1, MMP-2, TIMP-1, TIMP-2.  

 

Patient Biopsie 

[Lebens-

jahre] 

CIDD 

OE/U

E 

Mutations

- 

analyse 

Kollagene*1 Andere 

Proteine*2 

MMP/ 

TIMP*3 

KD 9 2/4 45 + + + 

TE 7 2/4 Deletion - + + + 

GO 9 3/5 Deletion - + + + 

GJ 8 2/4 43 + +  

AM 10 3/7 Deletion - + +  

OB 10 3/7 51 + +  

MD 5 1/2 46-51 + +  

SSV 3 1/1 10-43 + +  

KM 7 2/2 7-39 + +  

BR 2,5 1/1 48-49 + +  

ET 3,5 1/2 Deletion - +  + 

SS 6 1/2 49-52   + 

GD 8 2/ Deletion -   + 

VE 4 1/2 Deletion - +   

PK 8 2/4 Deletion-   + 

WS 8 2/3 51   + 

PB 7 2/4 46-49   + 

Fortsetzung nächste Seite 
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Patient Biopsie 

[Lebens-

jahre] 

CIDD 

OE/U

E 

Mutations

- 

analyse 

Kollagene*1 Andere 

Proteine*2 

MMP/ 

TIMP*3 

MM 7 3/5 46-47   + 

NM 10 3/5 Deletion -   + 

LM 4 1/1 Deletion -    

LMx 4,5 1/2 49-50    

 

Als pathologische Kontrollen standen 9 Muskelproben (1 Gliedergürtelmuskel-

dystrophie (LGMD) 2A,  1 LGMD 2I, 2 Gliedergürtelmuskeldystrophien unklarer 

Ätiologie, 5 Myositiden) zur Verfügung. 

Als Normalkontrollen konnten Muskelproben von 11 Patienten untersucht werden, 

bei denen wegen des Verdachts auf eine Muskelerkrankung eine Muskelbiopsie 

durchgeführt worden war, die jeweils als unauffällig befundet wurde. 

 

2.2 Westernblot und Zymographie 

Die Westernblotanalyse von MMP-1, MMP-2, TIMP-1 und TIMP-2 wurde an 

Muskelproben von 10 Patienten mit DMD durchgeführt. Die Enzymaktivität von MMP-

2 und MMP-9 konnte mittels der Zymographie an 4 Muskelproben gemessen werden 

(Tabelle 2.2).  
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Tabelle 2.2 

Angaben zu Patienten mit DMD, bei denen eine Westernblotanalyse von MMP-1, MMP-2, TIMP-1 

und TIMP-2 und die Messung der Enzymaktivität von MMP-2 und MMP-9 im Muskelgewebe 

durchgeführt wurde.  

CIDD OE/UE: Internationale Klassifikation der motorischen Funktionsbeeinträchtigung der 

Arme/Beine;   

:    Deletion;  Deletion –: keine Deletion nachgewiesen 

#:    Punktmutation 

WB: Westernblot. 

 

Patient Biopsie 

[Lebensjahre] 

CIDD 

OE/UE 

Mutations- 

analyse 

Zymographie WB 

AM 10 3/7 Deletion -  + 

ET 3,5 1/2 Deletion -   + 

GD 8 2/ Deletion -  + 

MD 5 1/2 46-51  + 

FS 4 1/1 Ex 4#  + 

VE 4 1/2 Deletion -  + 

SSV 3 1/1 10-43  + 

NM 10 3/5 Deletion -  + 

KM 7 2/2 7-39  + 

LMx 4,5 1/2 49-50 + + 

LM 4 1/1 Deletion - +  

EO 6 1/2 Deletion - +  

GJ 8 2/4 45 +  

 

 

Als normale Kontrollen standen Muskelproben von 7 Patienten zur Verfügung, bei 

denen wegen des Verdachts auf eine Muskelerkrankung eine Muskelbiopsie 

durchgeführt worden war, die jeweils als unauffällig befundet worden waren. 
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2.3 In situ-Hybridisierung und quantitative mRNA-Bestimmung 

 

Zur Untersuchung der mRNA-Transkripte von PCI (Kollagen I), PCIV (Kollagen IV), 

MMP-1, MMP-2, TIMP-1 und TIMP-2 wurden Muskelproben von 33 Patienten 

untersucht. Eine mRNA in situ-Hybridisierung (ISH) wurde an Gefrierschnitten von 29 

Patienten durchgeführt (12 MMP-1/TIMP-1, 14 MMP-2/TIMP-2, 10 PCI/PCIV). Für 

die quantitative mRNA-Bestimmung standen Muskelbiopsien von 8 Patienten mit 

DMD zur Verfügung (Tabelle 2.3). 

 

Tabelle 2.3 

Angaben zu Patienten mit DMD, bei denen die Zahl der spezifischen mRNA-Transkripte von PCI 

(Kollagen I), PCIV (Kollagen IV), MMP-1, MMP–2, TIMP-1, TIMP–2 und die Enzymaktivität von 

MMP-2 im Muskelgewebe bestimmt wurden.  

CIDD OE/UE: Internationale Klassifikation der motorischen Funktionsbeeinträchtigung der 

Arme/Beine;   

*
1
: Patient mit schwerster mentaler Retardierung, bei dem keine differenzierte Untersuchung 

motorischer Fähigkeiten möglich war;  

: Deletion;  Deletion–: keine Deletion nachgewiesen;   

dupl: Duplikation;  ISH: in situ-Hybridisierung;  

I: MMP-1 und TIMP-1; II: MMP-2 und TIMP-2; III: PCI und PCIV. 

 

Patient Biopsie 

[Lebensjahre] 

CIDD 

OE/UE 

Mutationsanalyse mRNA 

ISH 

mRNA 

quantitativ 

ET 3,5 1/2 Deletion - I, II, III  

BR 2,5 1/1 48-49 I, II,III  

EL 4,5 2/2 dupl 46-47 I, II  

GAD 4 1/1 Deletion - I, III  

UK 4 1/2 Deletion -  I, III  

SM 4,5 1/2 Deletion - I  

MM 7 3/5 46-47 I  

GT 3 1/1 Deletion - I  

KD 9 2/4 51 I  

Fortsetzung nächste Seite 
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Patient Biopsie 

[Lebensjahre] 

CIDD 

OE/UE 

Mutationsanalyse mRNA 

ISH 

mRNA 

quantitativ 

KK 4 1/2 45-47 I  

WS 7 1/3 46-50 I  

ZL 2,5 1/1 Deletion - I  

BE 3,5 1/1 45-50 II  

NM 10 3/6 Deletion - II  

ES 4 1/2 44-47 II  

MA 4 1/2 49-52 II  

LM 3,5 1/2 49-50 II  

GM 4,5 1/2 48-53 II  

BA 4 1/1 46-51 II  

YM 3,5 1/1 Deletion - II  

SC 9 3/5 duplEx10-19 III  

PB 7 2/4 46-49 III  

TE 6 2/3 51 III  

BV 6 2/4 n.u. III  

OH 10 3/7 45 III  

SS 6 1/2 49-52 II + 

KM 7 2/2 7-39 II + 

GD 8 2/3 Deletion - II + 

AM 10 3/7 Deletion - III + 

DA 13 4/10*1 dupEx17-18  + 

LM 4 1/2 Deletion -  + 

GJ 8 2/4 45  + 

LMx 4,5 1/2 49-50  + 
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Als pathologische Kontrollen für die mRNA-Bestimmung wurden Muskelproben von 4 

Patienten mit einer kongenitalen Muskeldystrophie (2 Laminin-2-negativ, 2 Laminin-

2-positiv), von 7 Patienten mit einer LGMD (3 LGMD 2A, 1 LGMD 2C,  1 LGMD 2I, 

2 LGMD unklarer Ätiologie), von 3 Patienten mit einer Mitochondriopathie (MERRF-

Syndrom, Komplex IV-Defizienz, kombinierte Komplex I + IV-Defizienz), von 2 

Patienten mit einer myotubulären Myopathie und von einem Patienten mit einer 

juvenilen Glykogenose Typ 2 untersucht. Bei der Bestimmung der mRNA-Transkripte 

von PCI und PCIV wurden auch 10 Muskelproben von Patienten mit einer spinalen 

Muskelatrophie vom Typ II untersucht. 

Als normale Kontrollen standen Muskelproben von 15 Patienten zur Verfügung, bei 

denen wegen des Verdachts auf eine Muskelerkrankung eine Muskelbiopsie 

durchgeführt worden war, die jeweils als unauffällig befundet worden waren. 
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2.4 Serologische Untersuchungen 

 

Die Serumspiegel von Prokollagen I, Prokollagen III und von Laminin P wurden bei 

18 Patienten, Kollagen VI bei 28 Patienten, Tenaszin bei 26 Patienten und TIMP-1 

bei 29 Patienten mit DMD bestimmt. (Tabellen 2.4 und 2.5). 

 

Tabelle 2.4 

Angaben zu Patienten mit DMD, bei denen serologische Untersuchungen durchgeführt wurden. 

CIDD OE/UE: Internationale Klassifikation der motorischen Funktionsbeeinträchtigung bei DMD 

der Arme/Beine;   

: Deletion;  Deletion-: keine Deletion nachgewiesen;   

*
2
: Punktmutation;  n.u.: nicht untersucht;   

PC I: Prokollagen I;  PC III: Prokollagen III;  PC VI: Kollagen VI;  Lam: Laminin P;  Te.: Tenaszin 

 

Patient  Alter 

[Jahre] 

CIDD

OE/UE 

Mutations- 

analyse 

PC I PC 

III 

PC 

VI 

Lam TIMP-1 Ten 

BR 4 1/2 48-49 + + + + + + 

WS 8 2/3 51 + + + + + + 

FS 4 1/1 Ex 4 *1 + + + +  + 

LM 6 2/2 49-50 + +  + + + 

SSV 3 1/1 10-43 + +  + + + 

SSA 19 5/9 n.u. + + + +   

BA 9 3/4 46-51 + +  +   

KD 11 3/7 45 + +  +   

KF 7 2/3 Deletion - + +  +   

MP 8 3/5 46-48 + +  +   

MA 7 2/3 49-52 + +  +   

PB 7 2/4 46-49 + +  +   

SD 11 3/8 Deletion - + +  +   

Fortsetzung nächste Seite 
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Patient  Alter 

[Jahre] 

CIDD

OE/UE 

Mutations- 

analyse 

PC I PC 

III 

PC 

VI 

Lam TIMP-1 Ten 

WM 12 3/8 Deletion - + +  +   

YE 4 1/2 Deletion - + +  +   

PS 16 4/9 n.u. + +  +   

EM 18 5/9 n.u. + +  +   

WMA 23 5/9 n.u. + +  +   

BF 6 1/2 48-49   +  + + 

KM 8 2/3 7-39   +  + + 

WM 15 4/9 Deletion -   +  + + 

MM 8 3/5 46-47   +  + + 

SP 8 2/3 n.u.   +  +  

TT 4 1/2 50   +  +  

GAN 5 1/2 Deletion -   +  +  

KK 7 2/3 45-47   +  +  

OW 4 1/1 7-21     + + 

FM 8 2/3 51     + + 

TR 7 2/3 Deletion -   +    

 

Im Rahmen einer Kooperation mit der Universitätskinderklinik Bochum wurden 15 

Serumproben von Patienten mit DMD, die eine Steroiddauertherapie erhielten, 

untersucht (Tabelle 2.5). 
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Tabelle 2.5 

Angaben zu Patienten mit DMD, die eine Steroiddauertherapie von mindestens sechs Monaten 

erhielten.;  

: Deletion;  Deletion -: keine Deletion nachgewiesen;   

TIMP-1: tissue inhibitor of metalloproteinases-1. 

 

Patient Alter 

 

[Jahre] 

Mutations- 

analyse 

Steroid-

therapie 

[Monate] 

TIMP-1 

 

Kollagen 

VI 

 

BJ 15 Deletion - 24 + + 

DB 12 8-27 34 + + 

ES 11 44-47 57 + + 

GM 101/2 48-53 25 + + 

GR 7 48-53 25 + + 

HW 121/2 46-48 64 + + 

H 151/2 8-11 57 + + 

KP 61/2 45-50 8 + + 

KJ 10 48-52 60 + + 

MF 9 45 29 + + 

MH 12 Deletion - 61 + + 

SJU 7 3-33 14 + + 

ST 15 2-18 61 + + 

SSE 7 48-50 6 + + 

SJ 8 50 27 + + 

 

Die Patienten erhielten eine Steroiddauertherapie (0,75 mg Prednison/kg KG/Tag 

oder 0,9 mg Deflazacort/kg KG/Tag) über mindestens 6 und maximal 61 Monate. Die 

Altersverteilung der Patientengruppe ohne eine Behandlung entsprach der mit einer 

Steroidtherapie. 
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Als pathologische Kontrollen wurden Serumproben von 5 Patienten mit einer 

Muskeldystrophie vom Typ Becker (BMD) und von jeweils 2 Patienten mit einer 

Gliedergürtelmuskeldystrophie Typ 2A (LGMD2A), einer kongenitalen 

Muskeldystrophie mit Laminin-2-Defizienz (MDC1A) und einer Muskeldystrophie 

unklarer Ätiologie untersucht.  

Für die untersuchten Parameter lagen die Normwerte für das Kindes- und 

Jugendalter vor. 
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3 Material und Methoden  

3.1 Material 

Es wurden Aliquots von Muskelgewebe- und Serumproben verwandt, die den 

Patienten zur Diagnostik bei Manifestation der Erkrankung und/oder im Verlauf zum 

Beispiel im Rahmen eines orthopädischen Eingriffs entnommen wurden. 

 

3.1.1 Muskelgewebe 

Die Mehrzahl der verwandten Gewebeproben waren Nadelbiopsate aus dem M. 

quadriceps femoris vastus lateralis, wenige im Rahmen orthopädischer 

Weichteiloperationen gewonnene Muskelproben waren Biopsate aus dem M. tensor 

fasciae latae oder dem M. rectus femoris. 

 

Das Muskelgewebe wurde sofort nach Entnahme weiterverarbeitet, um den Abbau 

von RNA durch ubiquitär vorhandene RNAsen zu verhindern. Der eine Teil des 

Gewebes wurde in Fixiermedium (Tissue tek) auf einem Korkplättchen eingebettet 

und in flüssigem, in N2 vorgekühltem Methylbutan und anschließend in flüssigem N2 

kryofixiert. Der andere Teil wurde nativ in einem sterilen Reaktionsgefäß in flüssigem 

N2 eingefroren. Bis zur weiteren Verwendung wurden die Muskelproben bei -80°C 

gelagert. 

 

3.1.2 Serum 

Das Serum wurde durch Zentrifugieren (1500 x g, 10 min, Raumtemperatur) aus 

Vollblut gewonnen und bei –20°C bis zur weiteren Verwendung tiefgefroren. 
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3.2 Methoden 

 

3.2.1 Immunhistochemie 

Immunhistochemische Untersuchungen dienten der Darstellung  bestimmter 

Komponenten der ECM, regenerierender Muskelfasern, der MMPs und TIMPs sowie 

der Doppelmarkierung in Kombination mit in situ-Hybridisierungen. Überwiegend 

erfolgte die Darstellung der Proteine mit der APAAP (Alkalische Phosphatase-Anti 

Alkalische Phosphatase)-Methode, bei einigen Proteinen auch mit einem AK 

gekoppelten Fluoreszenzfarbstoff. Zum Ausschluss unspezifischer Reaktionen 

erfolgte jeweils eine Untersuchung ohne spezifischen Antikörper. 

Bei der Doppelmarkierung konnte die in situ-Hybridisierung nur mit der APAAP-

Methode kombiniert werden, da die mRNA-Signale mittels einer Fotoemulsion 

sichtbar gemacht wurden. Dabei musste auch die Immunhistochemie unter RNAse-

freien Bedingungen durchgeführt werden (siehe unter "in situ-Hybridisierung"). 

 

APAAP-Methode 

Die an der Luft getrockneten und in Aceton fixierten Gefrierschnitte (6 m) wurden 

mit dem primären Antikörper (siehe Tabelle 3.1) über Nacht bei 4°C und 

anschließend für jeweils 30 min mit Kaninchen-anti-Maus Immunglobulin Antikörper 

(Dako Z 259, Verdünnung 1:20) und mit dem APAAP-Komplex (Dako D 0651, 

Verdünnung 1:50) inkubiert. Der Komplex wurde durch Inkubation mit der 

Entwicklungslösung (Lösung A: 62,5 ml Propandiol 0,2 M, 175 ml Trispuffer (pH 8,7), 

0,1 g Levamisole, Lösung B: 0,12 g Naphthol, 1,7 ml Dimethyformamid, Lösung C: 

0,05 g Na-Nitrit, 1,25 ml A.dest, 500 l Neufuchsin) sichtbar gemacht. Zwischen den 

Inkubationsschritten wurde gespült (Spülpuffer: 100 ml Tris-HCl Puffer 0,5 M; 100 ml 

NaCl 1,5 M; 800 ml A.dest). Zuletzt wurde die Schnitte mit Hämalaun gegengefärbt 

und in Aqua tex eingebettet. 
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Fluoreszenzimmunhistochemie 

Die Gefrierschnitte (6 m) wurden nach Spülung in Methanol bei Raumluft und PBS-

Puffer auf Eis über 45 min mit 10% FCS/PBS/0,1% Triton x-100 (Sigma), 

lichtgeschützt vorinkubiert und anschließend über Nacht mit dem primären Antikörper 

(z. B. Kollagen VI) bei 4°C inkubiert. Der Komplex wurde mit dem 

Fluoreszenzfarbstoff CyTM3 (Jackson Immuno Research Laboratories; Verdünnung 

1:300, Inkubation 60 min) sichtbar gemacht. Zwischen den Inkubationsschritten 

wurde der Schnitt lichtgeschützt und auf Eis mit PBS-Puffer gespült und 

anschließend in Aqua tex eingebettet. 

 

Tabelle 3.1 

Antikörper zur immunhistochemischen Darstellung von Komponenten der extrazellulären 

Matrix (ECM), regenerierender Muskelzellen, von MMP-1, MMP-2, TIMP-1 und TIMP-2. NCAM: 

Neuronales Zelladhäsionsmolekül (Regenerationsmarker für Muskelzellen) 

 

Antikörper Verdünnung Hersteller 

Anti-Kollagen I, 1-Kette 1:2000 Schuppan et al. 1985 

Anti-Prokollagen III 1:2000 Schuppan et al. 1990 

Anti-Kollagen IV 1:500 Dianova 

Anti-Kollagen VI, 1-Kette 1:2500 Chemicon 

Anti-Kollagen XIV (Undulin) 1:2000 Schuppan et al. 1990 

Anti-Elastin 1:100 BioTrend      

Anti-Tenaszin 1:2000 Telios 

Anti-Fibronektin 1:2000 Chemicon 

Anti-MMP-1 1:100 Novus Molecular,  

Anti-MMP-2 1:100 Novus Molecular,  

Anti-TIMP-1 1:100 Novus Molecular,  

Anti-TIMP-2 1:100 Calbiochem 

Anti-N- CAM 1:200 Chemicon 

Anti-Desmin 1:50 DAKO 
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3.2.2 Westernblot 

Mit dem Westernblot wurden die matrixabbauenden Enzyme MMP-1 und MMP-2 

sowie die Gewebeinhibitoren TIMP-1 und TIMP-2 dargestellt. Dafür wurde natives 

Muskelgewebe zerkleinert und mit 1 %-igem SDS auf Eis mit dem Wheaton-

Gewebe-Handhomogenisator homogenisiert. Zur Inaktivierung von Proteasen wurde 

das Gemisch für 5 min. auf 95°C erhitzt und zentrifugiert (12.000 x g, 10 min, 4°C). 

Der Überstand wurde zur weiteren Verarbeitung aliquotiert.  

Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte mit dem BCA Assay (Pierce, 

Illinois, USA). Dabei wird mit der Biuret-Methode die Absorption der Proteinlösung 

bei 600 nm in einem Spektrofotometer gemessen und mit Hilfe der Extinktion und 

einer Eichkurve der Proteingehalt berechnet. Die Verdünnungsreihe wurde mit  Hilfe 

von Serumalbumin erstellt. 

Nach einem weiteren Erhitzungsschritt auf 95°C (5 min) und zentrifugieren bei ( 

12.000 x g, 5 min, 4°C) wurden 40 μg Gesamtprotein in die Tasche des SDS-

Polyacrylamidgels (SDS-PAG) gegeben. Die Gelelektrophorese erfolgte nach 

Laemmli (1970). Es wurden ein 3 %iges Sammelgel und ein 12 %iges Trenngel 

gegossen. Die Auftrennung der Proteine erfolgte mit 80V im Sammelgel und mit 

110V im Trenngel. Die Elektrophorese wurde beendet, wenn die Lauffront den 

unteren Rand des Gels erreicht hatte.  

Bei jeder Gelelektrophorese lief der Proteinstandard BIO-RAD Dual color (Hemel 

Hempstead, UK) zur Beurteilung des Molekulargewichts mit.  

 

Der Proteintransfer auf die Nitrocellulose erfolgte mit dem Semidry-Elektroblotting. 

Dafür wurde die Nitrocellulose zwischen die Anodengraphitplatte mit Filterpapier und 

die Kathodengraphitplatte mit Filterpapier positioniert. Der Transfer vom Gel auf die 

Membran erfolgte über 45 min. bei 40mA/Gel. Die Proteinbanden wurden mit 

Ponceau-Rot markiert. Diese Markierung wurde bei der u.g. Inkubation wieder 

entfernt.  
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Die spezifischen Proteinbanden auf der Nitrocellulosemembran wurden mit dem 

kommerziellen WesternBreeze® Chemiluminescent Immunodetection Kit (Invitrogen, 

Paisley, UK) dargestellt. Die Durchführung erfolgte entsprechend den Angaben des 

Herstellers. Dabei wurden zuerst unspezifische Bindungsstellen mit Kasein geblockt 

(30 min. bei RT).  Nach dem Spülen mit Waschlösung erfolgte eine Inkubation mit 

dem Primärantikörper für 1h bei 4°C. Es wurden die in Tabelle 3.2 aufgelisteten 

Antikörper für MMP-1, MMP-2, TIMP-1 und TIMP-2 in der angegebenen Verdünnung 

eingesetzt. Nach dreimaligem Waschen mit der AK-Waschlösung erfolgte für 30 min. 

die Inkubation mit dem Sekundärantikörper (an Peroxidase gekoppelter anti Maus 

IgG-AK). Überschüssige Antikörper wurden durch Spülen mit der AK-Waschlösung 

entfernt. 

 

 

Tabelle 3.2 

Antikörper gegen MMP-1, MMP-2 sowie TIMP-1 und TIMP-2,  

die für die Westernblot- Analyse eingesetzt  werden. 

 

Antikörper Verdünnung Hersteller 

Anti-MMP-1 1:100 Calbiochem 

Anti-MMP-2 1:100 Quartett 

Anti-TIMP-1 1:100 Calbiochem 

Anti-TIMP-2 1:100 Calbiochem 

 

 

Die Visualisierung der spezifischen Proteinbanden erfolgte mittels 

Chemilumineszenz. Die Nitrocellulosemembran wurde in 2,375 ml CDP-Star-

Substrat und 0,125 ml Nitro-Block II-Lösung für 5 min. entwickelt. Die überflüssige 

Lösung wurde entfernt und die Nitrocellulose Membran wurde zwischen Overhead-

Folien in einer Röntgenkassette auf einen Röntgenfilm (Kodak X-Omat DS) 

aufgebracht. Der Film wurde durch die Signale der markierten spezifischen 
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Antikörper belichtet und automatisiert entwickelt (45compact Protect Gerätebau 

GmbH, Deutschland).  

 

3.2.3 Zymographie  

Die Enzymaktivität von MMP-2 und der anderen Gelatinase MMP-9 wurde mittels der 

Zymographie bestimmt. Dabei wird Muskelprotein auf ein Gelatine-haltiges Gel 

aufgetragen. Im Muskelprotein enthaltene Gelatinasen bauen Gelatine im Gel ab und 

nach der Färbung mit Coomassie brilliant blue fällt die Enzymaktivität als entfärbte 

Bande auf.  

Das native Muskelgewebe wurde auf Eis mit einem Wheaton-Gewebe-

Handhomogenisator in 1 % SDS homogenisiert und anschließend zentrifugiert 

(12.000 x g, 10 min., 4°C). Der Überstand wurde in ein Reaktionsgefäß überführt und 

mit PBS gelöst, die Proteinkonzentration wurde mit dem BCA Assay (Pierce, Illinois, 

USA) gemessen (siehe unter ‟Westernblot‟). Die Auftrennung erfolgte mit einer SDS-

PAGE. Es wurden 40 g Gesamtprotein von Patienten mit DMD und von 

Normalkontrollen sowie 1 ng rekombinantes MMP-2 und 0,1 ng rekombinantes MMP-

9 Antigen (beide Oncogene, San Diego, USA) jeweils in eine Geltasche aufgetragen.  

Es wurden ein 3 % iges Sammelgel und ein 10 %iges Trenngel gegossen. Die 

elektrophoretische Auftrennung erfolgte bei 80 V im Sammelgel und bei 110 V im 

Trenngel, das 0,1 % Gelatine enthielt. Die Elektrophorese wurde beendet, wenn die 

Lauffront den unteren Rand des Gels erreicht hatte. 

Das Gel wurde anschließend für zweimal 10 min und einmal 120 min mit 2,5 % Triton 

X-100, 50 mM Tris pH=7,5 bei RT gewaschen, um SDS zu entfernen und die 

Gelatinasen zu renaturieren. Zur Aktivierung der Enzyme wurde das Gel in 5 mM 

CaCl2, 50 mM Tris pH=7,5 für 18 h bei 37°C unter kontinuierlichem Schütteln 

inkubiert. Nach der Fixierung in Methanol 40 % und Essigsäure 10 % für 30 min. bei 

RT wurde das Gel mit 0,5 % Coomassie brilliant blue G-250 für 1 h gefärbt, dann in 

Aqua bidest. für 2 h gespült und in Essigsäure 7 % entfärbt, bevor es zwischen 

Cellophan getrocknet wurde.  
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Die Enzymaktivität wurde durch die farblosen Banden visualisiert, da die Gelatine im 

Gel durch MMP-2 und MMP-9 abgebaut wurde. Unter den Bedingungen der 

Zymographie sind auch die Pro-MMPs enzymatisch aktiv. Daher treten für MMP-2 

Banden bei 72 und 62 kDa auf und bei MMP-9 Banden bei 92 und 82 kDa. 

 

 

3.2.4 In situ-Hybridisierung  

Es wurden die mRNA-Transkripte von Prokollagen I, Prokollagen IV, MMP-1, MMP-2, 

TIMP-1 und TIMP-2 untersucht. Die Plasmide (Tabelle 3.3)  wurden 

freundlicherweise von Herrn Prof. Dr. Herbst (Berlin) und Herrn Prof. Dr. Schuppan 

(Berlin/Erlangen) zur Verfügung gestellt. Die Kollagene I und IV sowie MMP-1 und -2 

wurden im Plasmid pGEM1 (Promega Biotec) kloniert, TIMP-1 und -2 im Plasmid 

pAMP1 (BRL-Gibco). 
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Tabelle 3.3 

Charakteristika der eingesetzten mRNA-Sonden; kb: Kilobasen  

 

Sonde Restriktionsenzym 

(Linearisierung) 

RNA-

Polymerase 

(Transkription) 

Länge des 

mRNA-

Transkripte 

Referenz 

Prokollagen I 

-antisense 

-sense 

 

HindIII 

EcoRI 

 

T7 

SP6 

 

1,3 kb 

Genovese et 

al. 1984 

Prokollagen IV 

-antisense 

-sense 

 

HindIII 

EcoRI 

 

T7 

SP6 

 

0,5 kb 

Philajaniemi et 

al. 1985 

MMP-1 

-antisense 

-sense 

 

HindIII 

EcoRI 

 

T3 

Sp6 

 

0,7 kb 

Angel et al. 

1987 

MMP-2 

-antisense 

-sense 

 

EcoRI 

HindIII 

 

SP6 

HindIII 

 

0,51 kb 

Huhtala et al. 

1990 

TIMP-1 

-antisense 

-sense 

 

HindIII 

EcoRI 

 

T7 

SP6 

 

0,56 kb 

Herbst et al. 

1997 

TIMP-2 

-antisense 

-sense 

 

HindIII 

EcoRI 

 

T7 

SP6 

 

0,51 kb 

Herbst et al. 

1997 

 

 

Sämtliche Arbeitsschritte der in situ-Hybridisierung (ISH) mussten unter RNAse-

freien Bedingungen erfolgen Die ISH erfolgte in Anlehnung an die Protokolle von 

Milani et al. [223]. 

 



 

 

Material und Methoden - Methoden 55 

__________________________________________________________________________ 

 

Die Plasmide wurden mit den Restriktionsenzymen HindIII oder EcoRI (Tabelle 3.3) 

zur Umschreibung in die sense-Sonde und die anti-sense-Sonde linearisiert. Dafür 

wurden sie  über Nacht bei 37°C mit dem Restriktionsenzym inkubiert (2,5 l 

Restriktionsenzym, 10 l Plasmid-DNA [1 mg/ml], 2,5 l Restriktionsenzympuffer, 10 

l Aqua bidest). Es folgte eine Präzipitation mit 3M Na-Acetat und 100 % Ethanol (30 

min bei -70°C); nach der Zentrifugation (12.000 x g 30 min, 4°C) erneute 

Alkoholpräzipitation (100 % Ethanol) und Zentrifugation, anschließend wurde das 

Plasmid in der Vakuumzentrifuge getrocknet. Das linearisierte Plasmid wurde in 10 l 

DEPC-H2O gelöst (Konzentration 1mg/ml). 

 

Die cDNA wurde mit den RNA-Polymerasen T7, T3 oder SP6 entweder in die RNA 

Antisense-Sonde oder in RNA sense-Sonde überschrieben (siehe Tabelle 3.3) und 

dabei mit [35S]-Uridin radioaktiv markiert. Dabei wurde das linearisierte Plasmid mit 

der RNA-Polymerase über 60 min bei 37° inkubiert  (0,5 l linearisiertes Plasmid, 

4,5 l (= 80-100 Ci) [35S]-markiertes rUTP, 2 l 5x Transkriptionspuffer, 0,5 l 100 

mM DTT, 0,5 ml RNAsin, 1 l 3x Nucleosidtriphosphat (10 mM rCTP, rGTP, rATP), 

1 l RNA-Polymerase, 4,5 l DEPC). Nach der erneuten Zugabe von 0,5 l RNA-

Polymerase erfolgte eine weitere Inkubation über 30 min.. Anschließend wurde die 

DNA-Matritze abgebaut (5 l Hefe-tRNA, 0,5 l RNAsin, 0,5 l DNase I) und die nicht 

eingebauten Nucleotide wurden extrahiert (10 l 3M Na-Acetat, 74 l DEPC-H2O, in 

100 l PCI).  

Es folgten eine Ethanolpräzipitation, Trocknen mittels Vakuumzentrifuge und Lösen 

des Transkripts in 5 l 100 mM DTT und 45 DEPC-H2O. 

Zur Verbesserung der Gewebepenetration der Sonde wurden die Transkripte durch 

eine alkalische Hydrolyse bei 60°C auf 0,15 kb (Kilobasen) verkürzt (Hydrolysepuffer: 

4 l 1M NaHCO3, 6 l 1M Na2CO3, 5 l 0,1M DTT, 35 l DEPC-H2O). Die 

Hydrolysezeit errechnete sich dabei aus der Konstante k= 0,11 kb-1 min-1, der Länge 

des Transkriptes L0 und der angestrebten Länge des Transkriptes Lf wie folgt: t= L0-Lf 

/ k x l0 x Lf.  
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Entsprechend der Transkriptlängen lag die Hydrolysezeit zwischen 42,4 und 53,6 

Minuten. Nach Zugabe eines Stoppuffers erfolgte eine Ethanolpräzipitation. Das 

Pellet wurde getrocknet und in 30 l 0,1 M DTT/DEPC-H2O resuspendiert. Die im 

Szintilationszähler gemessene spezifische Aktivität der Sonden lag bei 1,5-2,4 x106 

cpm/ l Transkript. 

 

Vor der ISH wurden die Gefrierschnitte vorbehandelt, um sowohl eine unspezifische 

Bindung der Sonde an andere Sequenzen oder eine unspezifische Reaktion mit 

anderen Zellbestandteilen zu verhindern als auch um die Penetration der Sonde zu 

verbessern und die spezifische RNA zu stabilisieren. zum  

Dazu wurden die Schnitte in 0,2N HCl gespült und mit Pronase (0,125 mg/ml 1xPBS) 

zur Permeabilisierung des Gewebes inkubiert. Die proteolytische Aktivität der 

Pronase wurde nach 10 Minuten blockiert (0,1 M Glycin/1xPBS; 4 % PFA/1xPBS) 

und die Schnitte wurden in Eiswasser fixiert. Zur Verminderung der unspezifischen 

Hintergrundaktivität erfolgten eine Acetylierung (0,1 M Triethanolamin pH 8,0, mit 

1/250 Volumen Essigsäureanhydrid)  und anschließend die Dehydrierung in einer 

aufsteigenden Alkoholreihe. Zwischen den Reaktionsschritten wurde mit 1xPBS 

gespült.  

Von jedem Patienten wurden 4 Schnitte/Sonde hybridisiert, 3 Schnitte mit der 

Antisense-Sonde um unterschiedliche Expositionszeiten untersuchen zu können, 1 

Schnitt mit der sense-Sonde als Negativkontrolle. Auf jeden Schnitt wurden 25 l 

eines Gemisches aus Sondenmix und Hybridisierungsmix (1ml = 500 l Formamid, 

125 l 10x Salze, 25 l Hefe-tRNA, 100 l 0,1 M DTT, 250 l Dextransulfat 50 %) 

gegeben (1:4). Mit dem Sondenmix wurden 200 000 cpm der [35S]-markierten Sonde 

pro Schnitt aufgebracht. Die Menge der Sonde errechnete sich nach der im 

Szintillationszähler gemessenen Aktivität (siehe bei Transkription) und in erster Linie 

nach der Anzahl der zu untersuchenden Schnitte: 100 l = 50 l Formamid 

deionisiert, 10 l 0,1 M DTT, x l Transkriptionslösung, y l DEPC-H2O (x + y = 

40 l). 
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Bei den im Folgenden kurz dargestellten Waschvorgängen musste nicht mehr unter 

streng RNAse-freien Bedingungen gearbeitet werden, da RNAse nur einsträngige 

RNA abbaut. Alle Schritte wurden unter Temperaturkontrolle in 

Schüttelwasserbädern durchgeführt. Zum Ablösen der silikonisierten Deckgläschen 

wurde bei 52°C für 30 min mit der Posthybridisierungs-Waschlösung (50 % 

Formamid, 1 x Salze, 0,01 M DTT) gespült, dann weitere 4 Stunden in der 

Posthybridisierungs-Waschlösung bei 52°C. Nach Abkühlung in TES-Lösung auf 

37°C Inkubation mit TES/RNAse zum Abbau der verbliebenen Einzelstrang-RNA. 

Nach weiteren Waschvorgängen mit TES (30 min, 37°C) und SSC (45 min bei RT) 

erfolgten eine Dehydrierung mit aufsteigender Alkoholreihe und das Lufttrocknen der 

Schnitte.  

 

Zur Darstellung der radioaktiv markierten mRNA-Transkripte wurden die Schnitte in 

vollständiger Dunkelheit in Fotoemulsion (42°C, Ilford G5 1:1 0,6 M NH4-Acetat-

Lösung) getaucht, getrocknet und lichtdicht bei 4°C gelagert. Die 3 Chargen mit der 

Antisense-Sonde wurden zu drei unterschiedlichen Zeitpunkten (Prokollagen I nach 

5, 10 und 14 Tagen; Prokollagen IV nach 20, 40 und 60 Tagen; MMP-1, MMP-2, 

TIMP-1, TIMP-2 nach 20, 30 und 40 Tagen) entwickelt (3 min Kodak D19 Entwickler, 

1 % Essigsäure) und fixiert (Kodak Fixierer 3000). Vor dem Einbetten  und in 

Glyceringelatine eingedeckt. mit Hämatoxylin-Eosin gegengefärbt 

Die ISH erlaubt eine semiquantitative Beurteilung der Menge der mRNA-Transkripte 

(Milani 1994). Die drei Schnitte/Sonde wurden nach unterschiedlichen 

Expositionszeiten entwickelt. Es wurde die Charge zur Auswertung herangezogen, 

die bei möglichst geringer unspezifischer Hintergrundaktivität die kräftigsten 

spezifischen Signale aufwies. Es wurden am Lichtmikroskop (Vergrößerung 400x) 

fünf repräsentative Gesichtsfelder pro Präparat ausgezählt. Dabei wurden die Anzahl 

der Kerne nicht-myogener Zellen, die Anzahl der radioaktiv markierter, d.h. der die 

spezifische mRNA exprimierenden, "positiven" Zellkerne und die Anzahl der 

Signalpunkte(grains)/Zellkern ausgezählt. Aus diesen Daten wurden der relative 
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Anteil positiver Zellen, die Gesamtexpression pro 5 ausgezählter Gesichtsfelder/ 

Schnitt und die mittlere Expression positiver Zellkerne berechnet.  

Schnitte mit zu hoher Hintergrundaktivität, die keine sichere Zuordnung von 

Signalpunkten zu Zellkernen erlaubt, konnten nicht ausgewertet werden. Als 

Negativkontrollen dienten die mit der sense-Sonde hybridisierten Schnitte.  

 

 

Doppelmarkierung 

Bei der Doppelmarkierung erfolgte unmittelbar vor der ISH eine 

immunhistochemische Färbung mit der APAAP-Methode. Die Doppelmarkierung 

diente der Identifizierung solcher Zellpopulationen, die die mit der ISH dargestellte 

RNA exprimieren. Die Immunhistochemie musste dabei auch unter möglichst 

RNAse-freien Bedingungen durchgeführt werden. Dem Verdünnungspuffer für die 

Antikörper wurde zur Inhibition von RNAse 5000 IU/ml Heparin und 0.6 mg/ml Hefe-

tRNA als Substrat zugesetzt. Durch die vorangestellte immunhistochemische 

Färbung nahm die Anzahl der spezifischen Transkripte bei der Doppelmarkierung ab. 

Zellen, die nur eine leichte Vermehrung von spezifischen mRNA-Transkripten 

aufwiesen, konnten daher bei der Doppelmarkierung übersehen werden. 

Es wurden Antikörper gegen Endothelzellen, Makrophagen, Fibroblasten und 

regenerierende und reife Muskelzellen eingesetzt, deren optimale Konzentration 

durch eine Verdünnungsreihe ermittelt wurde (Tabelle 3.4). Die immun-

histochemische Darstellung der Basalmembran erfolgte zur Abgrenzung von 

Satellitenzellen, die im Gegensatz zu randständig gelegenen Muskelzellkernen 

vollständig von der Basalmembran umschlossen sind. Die ISH wurde dann 

unmittelbar im Anschluss an die immunhistochemische durchgeführt (siehe oben).  
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Tabelle 3.4 

Antikörper zur immunhistologischen Darstellung der mRNA exprimierenden Zellen und der 

Basalmembran bei der Doppelmarkierung Immunhistologie/in situ-Hybridisierung 

 

Antikörper 

 

Verdünnung markierte Zellen/Strukturen Hersteller 

Anti-CD31  1:50 Endothelien Dako 

Anti-CD68 1:50 Makrophagen Dako 

Anti-Vimentin 1:1000 Fibroblasten,  

regenerierende Muskelzellen 

Dako 

Anti-Aktin 1:25 Muskelzellen Dako 

Anti-Desmin 1:50 regenerierende Muskelzellen Dako 

Anti-Laminin 

2-Kette 

1:200 Basalmembran 

 

Chemicon 

 

 

3.2.5 Quantitative mRNA-Bestimmung 

Das sofort nach Entnahme in flüssigem Stickstoff tiefgefrorene Muskelgewebe wurde 

in gefrorenem Zustand zerkleinert und in einem Wheaton-Gewebe-

Handhomogenisator in Tri Reagent (1 ml/50/100 mg Gewebe} homogenisiert.  

 

Das sofort nach Entnahme in flüssigem Stickstoff tiefgefrorene Muskelgewebe wurde 

in gefrorenem Zustand zerkleinert und in einem Wheaton-Gewebe-

Handhomogenisator in TRI ReagentTM (Sigma, Saint Louis, USA) (1 ml/50-100 mg 

Gewebe) für 1-2 min. homogenisiert. Das Homogenisat wurde in ein steriles 

Eppendorfgefäß überführt und für 5 min auf Eis stehen gelassen, nach Zugabe von 

0,2 ml Chloroform 15 sec kräftig per Hand geschüttelt, weitere 2-15 min stehen 

gelassen und zentrifugiert (12.000 x g, 15 min, 4°C). Die obere Phase wurde 

vorsichtig abgenommen und in ein steriles Eppendorfgefäß überführt, es wurde 
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0,5 ml Isopropanol dazugegeben, vorsichtig vermischt und über Nacht bei -20°C 

gefällt. Der Ansatz wurde zentrifugiert (12.000 x g, 10 min, 4°C), der Überstand 

verworfen und das RNA Pellet wurde 2 x mit je 1 ml 70 % Ethanol gewaschen. Das 

Pellet wurde bei 55°C luftgetrocknet und anschließend in DEPC Wasser gelöst (10-

15 min, 55°C).  Die Konzentration der Gesamt-RNA wurde spektroskopisch ermittelt 

(BioPhotometer, Fa. Eppendorf, Hamburg). Die Qualität der RNA wurde mittels 

Elektrophorese (1 % Agarose-Gel, 0,5-1 μg Gesamt-RNA/Spur) überprüft (Abbildung 

3.1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 3.1 

Agarosegelelektrophorese von Gesamt-RNA aus humaner Skelettmuskulatur mit der 5S Bande, 

der 18S Bande und der 28S Bande; S: Svedberg-Einheiten. 

 

Für die Umschreibung in cDNA mit dem ThermoScriptTM RT-PCR System (invitrogen, 

Carlsbad, California, USA) wurden 2 μg Gesamt-RNA eingesetzt.  Die Kontrolle der 

Umschreibung erfolgte mit einer PCR für das HPRT-Gen.  

 

Die Quantifizierung von TGF1-cDNA-Transkripten wurde mit einem 5‟-Nuklease-

Assay in Kombination mit einer TaqMan Sonde (Applied Biosystems, Weiterstadt) 

durchgeführt. Um zu verhindern, dass genomische DNA amplifiziert wird, wurde das 

TaqMan-System für TGF1 (GenBank NM_000660) so gestaltet, dass der 

Vorwärts-Primer 5'-ACA TTG ACT TCC GCA AGG ACC-3' (S550) und der 

 

28s 

18s 

 

 5s 
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Rückwärtsprimer 5'- CCC GGG TTA TGC TGG TTG TA-3' (S551) gegenüber einem 

großen Intron von 1749 bp lagen. Zusätzlich wurde die TaqMan-Sonde FAM-ACG 

CAG TAC AGC AAG GTC CTG GCC-X-TAMRA (S552) so gestaltet, dass sie mit 

dem Grenzbereich Exon 6/ Exon 7 hybridisiert, wodurch jede Hybridisierung mit 

einem PCR-Produkt genomischer DNA nahezu ausgeschlossen wird. Um 

sicherzustellen, dass ausschließlich cDNA in unserem System amplifiziert werden 

kann, wurde die PCR mit dem Primer Set S550-S551 sowohl mit cDNA als auch mit 

genomischer DNA durchgeführt. Mit genomischer DNA waren nach 45 PCR-Zyklen 

keine Signale nachweisbar (Abbildung 3.2 ).  

 

 

 

Abbildung 3.2 

Darstellung der spezifischen PCR-Produkte der cDNA von MMP-1, TIMP-1, MMP-2, TIMP-2, 

TGF-β1, HPRT und β-Actin; gDNA: genomische DNA, jeweils als Negativkontrolle. 

 

Für die Quantifizierung wurde durch Einklonieren [TA-cloning] des S550-S551 PCR-

Produktes (=151 bp) in den pGEM-T Vektor (Promega, Mannheim) ein interner 

Standard hergestellt. Es wurde eine Verdünnungsreihe des Plasmids von 107 

Kopien/l bis 1 Kopie/l hergestellt. Die PCR wurde mit dem ABI PRISM 7700 
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Sequence Detection System (Applied Biosystems, Weiterstadt, Germany) mit einer 

Taq-Polymerase (Invitrogen) durchgeführt. Nach Denaturation bei 95°C über 10 min 

folgten 45 Zyklen in jeweils zwei Schritten: Denaturierung bei 95°C für 30 sec und 

Annealing/Extension bei 65°C für 60 sec. Die TaqMan-Daten wurden mit dem 

“Sequence Detector” v1.6.3 Software (Applied Biosystems, Weiterstadt) ausgewertet 

und auf die Werte der Kalibrierungskurve bezogen. 

Die Überlegungen zu der Gestaltung der TaqMan-Systeme für die anderen Gene 

entsprachen den bereits geschilderten Kriterien soweit wie möglich.  

Es wurden folgende Sequenzen verwendet:  

MMP1 (Genbank NM_002421) PCR Produkt = 206 bp, vorwärts 5‟-CAC AAA TCC 

CTT CTA CCC GGA-3‟ (S381), rückwärts 5‟-TTC TAG GGA AGC CAA AGG AGC-3‟ 

(S374), TaqMan-Sonde FAM-TGT GCT ACA CGG ATA CCC CAA GGA CAT C -X-

TAMRA (S407);  

TIMP1 (Genbank NM_003254) PCR Produkt = 122 bp, vorwärts 5‟-TGA GAT CAA 

GAT GAC CAA GAT GTA TAA A-3‟ (S607), rückwärts 5‟-GGT TGT GGG ACC TGT 

GGA AGT-3‟ (S377), TaqMan-Sonde FAM-CGC CAT GGA GAG TGT CTG CGG 

A-X-TAMRA (S409);  

MMP2 (Genbank NM_004530) PCR Produkt = 101 bp, vorwärts 5‟-ATA ACC TGG 

ATG CCG TCG TG-3‟ (S457), rückwärts 5‟-CAC GCT CTT CAG ACT TTG GTT CT-

3‟ (S458), TaqMan-Sonde FAM-TGC AGG GCG GCG GTC ACA-X-TAMRA 

(S459);  

TIMP2 (Genbank NM_003255) PCR Produkt = 151 bp, vorwärts 5‟-CAC CAC CCA 

GAA GAA GAG CC-3‟ (S454); rückwärts 5‟-CTG GTG CCC GTT GAT GTT C-3‟ 

(S455), TaqMan-Sonde FAM-CGA GTG CAA GAT CAC GCG CTG C-X-TAMRA 

(S456) 

 

Als interner Standard sollte ein sogenanntes “house-keeping” Gen als Bezugsgröße 

parallel mitamplifiziert werden. Wir haben das Hypoxanthine Phosphoribosyl-

transferase 1 (HPRT)-Gene (GenBank NM_000194) gewählt.  
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Das HPRT TaqMan-System wurde wie folgt gestaltet: PCR Produkt = 101 bp, 

vorwärts 5'-GAG GAT TTG GAA AGG GTG TTT ATT C-3' (S556), rückwärts 5'-ACA 

ATG TGA TGG CCT CCC A-3' (S557), TaqMan-Sonde FAM-CAT GGA CTA ATT 

ATG GAC AGG ACT GAA CGT CTT G-X-TAMRA (S558).  

 

 

3.2.6 Serologische Untersuchungen 

Die Serumspiegel der fibrillären Kollagene Prokollagen I (PICP) und Prokollagen III 

(PIIINP) wurden mit dem kommerziellen Farmos„ Radioimmunoassay (Farmos 

Diagnostica, Turku, Finland) bestimmt. Als Normalwerte für PICP wurden die Daten 

von Saggese et al. [282] und für PIIINP die von Trivedi et al. [319] verwandt. Das an 

der Basalmembran lokalisierte Glykoprotein Laminin wurde mit dem spezifischen 

Radioimmunoassay nach Brocks et al. [43] gemessen, als normale Referenzwerte 

dienten die Ergebnisse von Danne [78]. Die Serumspiegel von TIMP-1 und des im 

Bereich von Makrophageninfiltraten hochregulierten Glykoproteins Tenaszin wurden 

beide ebenfalls mit einem kommerziellen Immunoassay (Bayer AG, Uerdingen, BRD) 

gemessen, als Normalwerte dienten für TIMP-1 die Werte nach Hörstrup et al. [154], 

für Tenaszin wurden die die Daten von Ropers et al. [280] verwandt.   

Die Bestimmung des Filament-bildenden Kollagen VI erfolgte mit dem modifizierten 

ELISA  nach Schuppan et al. [284] und Shahin M et al. [289]. Die Normalwerte für 

das Kindes- und Jugendalter wurden von Gerling et al. [115] ermittelt. 
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3.2.7 Statistische Analyse 

 

Die Ergebnisse der serologischen Untersuchungen, der semiquantitativen 

Auswertung der in situ-Hybridisierung und der quantitativen RT-PCR wurden als 

Median mit Interquartilen (25-75 %) und Interdecilen (10-90 %)-Abstände dargestellt, 

da nicht von einer Normalverteilung der Werte ausgegangen werden konnte. Die 

Unterschiede zwischen den DMD-Patienten und den Normalkontrollen wurden mit 

dem nicht-parametrischen Mann-Whitney-Rang-Summen-Test berechnet. 

Unterschiede der verglichenen Mediane galten bei p < 0,01 als signifikant. 
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4 Ergebnisse 

4.1 Immunhistochemische Untersuchungen 

Es wurden verschiedene Komponenten der extrazellulären Matrix (ECM) 

immunhistochemisch dargestellt.  

 

4.1.1 Kollagene und Glykoproteine 

Von den Kollagenen wurden die fibrillären Kollagene I und III untersucht, das an der 

Basalmembran lokalisierte Kollagen IV, das Filament-bildende Kollagen VI und das 

FACIT (Fibril-associated collagens with interrupted triple helices)-Kollagen XIV 

(Undulin).  

Die fibrillären Kollagene I und III waren entsprechend des Ausmaßes der 

Muskelfibrose in der endo- und perimysialen ECM vermehrt nachweisbar. Sie waren 

homogen im gesamten endo- und perimysialen Raum verteilt und wiesen die 

charakteristische fibrilläre Struktur auf. (siehe unter Abbildung 4.1).  
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Abbildung 4.1 Immunhistochemische Darstellung von Kollagen I und Kollagen III im DMD-

Muskel (APAAP-Methode). 

 
a   Antikörper gegen Kollagen I, x 200. b    Antikörper gegen Kollagen III, x 200. 

 
 
Kollagen IV war kontinuierlich entlang der Basalmembran der Muskelzellen 

nachweisbar. Das ubiquitär vorhandene Kollagen VI war entsprechend der Verteilung 

von Kollagen I und III homogen in allen Bereichen der endo- und perimysialen ECM 

dargestellt (Abbildung 4.2).  

 

  

Abbildung 4.2   Immunhistochemische Darstellung von Kollagen VI im Muskel. 

 
a   DMD-Muskel, Immunhistochemie 

(Immunfluoreszenz), Antikörper gegen 
Kollagen VI, x 400; Darstellung der 
Basalmembran und der vermehrten 
endo- und perimysialen ECM. 

b   Normalkontrolle, Immunhistochemie 
(Immunfluoreszenz), Antikörper gegen 
Kollagen VI, x 400; Darstellung der 
Basalmembran und der physiologischen 
Bindegewebsstrukturen. 
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Kollagen XIV wurde hier erstmals am DMD-Muskel dargestellt. Es trat assoziiert mit 

reifen Kollagenfibrillen auf. Es wurde in der endo- und perimysialen ECM 

nachgewiesen, wobei eine flächige Darstellung ähnlich der des Kollagen VI 

imponierte, ohne dass hier die Basalmembran angefärbt wurde (Abbildung 4.3).  

 

 

Abbildung 4.3 

Immunhistochemische Darstellung (APAAP-Methode) von Kollagen XIV, DMD-Muskel, x 400. 

Kollagen XIV ist an die fibrillären Kollagene in der endo- und perimysialen ECM gebunden, die 

Basalmembran ist nicht dargestellt. 

 

Das Glykoprotein Tenaszin C wurde fokal im Endomysium nekrotisierender 

Muskelfasern im Bereich zellulärer Infiltrate nachgewiesen (Abbildung 4.4). 

 

 

Abbildung 4.4  

Immunhistochemische Darstellung (APAAP-Methode) von Tenaszin C, DMD-Muskel, x 200. 

Tenaszin C ist überwiegend endomyseal im Bereich zellulärer Infiltrate nachweisbar. 
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Fibronektin war mit einer fleckig-netzförmigen Struktur in der endo- und perimysialen 

ECM dargestellt und war entsprechend der Proliferation der ECM vermehrt. 

(Abbildung 4.5) 

 

 

Abbildung 4.5  

Immunhistochemische  Darstellung (APAAP-Methode) von Fibronektin, DMD-Muskel, x 200. 

Fibronektin ist netzförmig in der endo- und perimysialen ECM nachweisbar, z.T. zellulär 

gebunden. 

 

Elastin war als Ausdruck reifen Bindegewebes mit normaler Struktur und in normaler 

Lokalisation nachweisbar. Entsprechend der Zunahme der ECM war auch Elastin 

vermehrt. 

 

4.1.2 Desmin, Vimentin, NCAM 

Der ursprünglich zur Markierung neuronaler Zellen verwendete Antikörper (AK) 

gegen N-CAM (neuronal cell adhesion molecule) ist auch zur Markierung 

regenerierender und degenerierender Muskelfasern geeignet [236] (Abbildung 4.6 

und 4.7).  Es handelt sich um ein Adhäsionsprotein, das in verschiedenen Isoformen 

vorkommt. 
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Abbildung 4.6 

Immunhistochemische Färbung mit dem Antikörper gegen NCAM (neuronal cell adhesion 

molecule) im DMD-Muskel, x 400. Es ist eine intensive Färbung überwiegend kleinerer Fasern 

erkennbar. 

 

 

Wird in einer Muskelfaser neben N-CAM  auch Desmin und Vimentin nachgewiesen 

spricht dies dafür, dass es sich um eine regenerierende Faser handelt [236]. Werden 

in einer Vimentin-negativen Faser  N-CAM und Desmin nachgewiesen, handelt es 

sich um eine degenerierende Faser (Abbildung 4.7).  

 

   

a  Vimentin Antikörper b  Desmin Antikörper c  NCAM Antikörper 

Abbildung 4.7 

Serienschnitte eines DMD-Muskels, immunhistochemische Färbung mit Antikörpern gegen 
Vimentin, Desmin und NCAM (neuronal cell adhesion molecule), x 200; Darstellung einer 
Gruppe kleiner regenerierender Muskelfasern, die positiv für Vimentin, Desmin und NCAM 
sind. 
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Im DMD-Muskel konnten mit dieser AK-Kombination Zeichen der Regeneration auch 

in weit fortgeschrittenem Stadium der Erkrankung nachgewiesen werden. 

 

4.1.3 MMP-1  

Mit den Antikörpern gegen MMP-1 und MMP-2 wurden sowohl die enzymatisch 

inaktiven Pro-MMPs als auch die proteolytisch aktivierten Formen abgebildet.  

 

MMP-1 wurde in Zellen der endo- und perimysialen ECM dargestellt (Abbildung 4.8), 

bei denen es sich ganz überwiegend um Fibroblasten gehandelt hat. Mit dem MMP-1 

AK wurde zum Teil auch die Basalmembran angefärbt. 

 

 
 

Abbildung 4.8 Immunhistochemische Färbung mit Antikörpern (AK) gegen MMP-1.  

a  DMD-Muskel; MMP-1 wird in Zellen der 

ECM und entlang der Basalmembran 

angefärbt, x 400. 

b  Normalkontrolle; Anfärbung einzelner 

Zellen der ECM, x 400. 

 

 

4.1.4 MMP-2 

Mit dem MMP-2 Antikörper wurden Zellen der endo- und perimysialen ECM 

angefärbt (Abbildung 4.9), Lokalisation und Morphologie weisen darauf hin, dass es 

sich überwiegend um endomyseal gelegene Fibroblasten handelt. 
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Abbildung 4.9  Immunhistochemische Darstellung von MMP-2. 

a  DMD-Muskel, MMP-2-AK, x 400. Vermehrte 

Darstellung MMP-2 positiver Zellen im 

Bereich zellulärer Infiltrate. 

a  Normalkontrolle, MMP-2-AK, x 400. 

Darstellung einzelner MMP-2 positiver 

endomysealer Zellen. 

 

4.1.5 TIMP-1  

Die Markierung mit AK gegen TIMP-1 und TIMP-2 ergab sehr unterschiedliche 

Verteilungsmuster der beiden Proteine. Mit dem TIMP-1-AK wurde die gesamte 

endo- und perimysiale ECM angefärbt. Dieser Befund war auch bei Verkürzung der 

Inkubationszeit und verkürzter Entwicklungsdauer reproduzierbar und spezifisch. Im 

Kontrollmuskel waren keine eindeutig TIMP-1 positiven Strukturen darstellbar 

(Abbildung 4.10) 
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Abbildung 4.10 Immunhistochemische Darstellung von TIMP-1 (APAAP-Methode) im Muskel. 

 

a  DMD-Muskel, TIMP-1-AK, x 200; Anfärbung 

in der gesamten endo- und perimysialen 

ECM. 

b  Normalkontrolle, TIMP-1-AK, x 200;  keine 

eindeutig, TIMP-1-positive Strukturen. 

 

 

4.1.6 TIMP-2 

Mit den TIMP-2-AK wurden einzelne endomyseale Fibroblasten in der ECM markiert. 

(Abbildung 4.11)   

 

  

Abbildung 4.11 Immunhistochemische Färbung mit Antikörpern TIMP-2 (APAAP-Methode) im 

Muskel. 

 

a  DMD-Muskel, TIMP-2, x 200. Darstellung 

einzelner Fibroblasten in der ECM. 

b   Normalkontrolle, TIMP-2, x 200. 

Darstellung weniger endomyseal 

gelegener Zellen. 
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4.2 Westernblot 

Im Westernblot konnten MMP-1, MMP-2 und TIMP-1 reproduzierbar nachgewiesen 

werden. Die Darstellung von TIMP-2 ist trotz des Einsatzes verschiedener 

kommerzieller Antikörper im Muskelgewebe nicht gelungen. 

 

4.2.1 MMP-1  

MMP-1 war im DMD-Muskel in geringerer Menge nachweisbar, die dem Proenzym 

Pro-MMP-1 entsprechende Bande bei 52 kDa erschien schwächer ausgeprägt als im 

Kontrollmuskel, die dem aktiven Enzym entsprechende Bande bei 43 kDa war nicht 

nachweisbar (Abbildung. 4.12).    

 

 

 

Abbildung 4.12 

Westernblot zum Nachweis von MMP-1 im Muskel. Spur 2-4: Normalkontrollen; Spur 5-7: DMD-

Muskeln; Längenstandard (Rainbow Marker, Amersham, UK); die Bande ist im DMD-Muskel 

schwächer ausgeprägt. 
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4.2.2 MMP-2 

MMP-2 war im DMD-Muskel vermehrt vorhanden, wobei überwiegend das inaktive 

Proenzym Pro-MMP-2 bei 72 kDa nachgewiesen wurde. Die aktive Form des 

Enzyms bei 62 kDa lag in geringer Menge vor und war in der Normalkontrolle kaum 

nachweisbar. (Abbildung 4.13).  

 

 

Abbildung 4.13 

Westernblot zum Nachweis von MMP-2 im Muskel. Spur 1: MMP-2 Antigen, Spur 4:  

Normalkontrollen, Spur 5+6: DMD-Muskeln. Längenstandard (Rainbow Marker, Amersham, UK). 
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4.2.3 TIMP-1 

Die TIMP-1 Bande bei 28 kDa war im DMD-Muskel deutlich stärker ausgeprägt als 

bei den Normalkontrollen (Abbildung 4.14).   

 

 

Abbildung 4.14 

Westernblot zum Nachweis von TIMP-1 im Muskel. Spur 1-3: Normalkontrollen, Spur 5-7: DMD-

Muskeln, Spur 9: TIMP-1-Antigen, Spur 4: Längenstandard (Rainbow Marker, Amersham, UK). 
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4.3 Zymographie 

Bei der Zymographie wurden durch die Versuchsbedingungen auch die Pro-MMPs 

aktiviert, die Gelatine abbauen können. Es traten deshalb sowohl die Banden für die 

in vivo inaktive Form (MMP-2 bei 72 kDa, MMP-9 bei 92 kDa) als auch für die 

biologisch aktive Form auf (MMP-2 bei 62 kDa, MMP-9 bei 82 kDa). In der Spur 2, in 

der das MMP-2 Antigen aufgetragen wurde, war eine zusätzliche Bande bei 46 kDa 

nachweisbar, die einer bekannten Isoform des aktivierten  MMP-2 entspricht. Die 

Enzymaktivität der Gelatinase MMP-2 war im Muskel von Patienten mit DMD 

gesteigert (Abbildung 4.15), wobei überwiegend Pro-MMP-2 vorlag. Im gesunden 

Muskel war in deutlich geringerer Menge ausschließlich Pro-MMP-2 nachweisbar, bei 

62 kDa war keine Bande erkennbar. Auch die MMP-9 Aktivität (Bande bei 82 kDa) 

war im Muskel von DMD-Patienten im Vergleich zu Normalkontrollen verstärkt. 
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Abbildung 4.15 

Zymographie von drei DMD-Muskeln (Spur 3-5), vier pathologischen Kontroll-Muskeln (Spur 6-

9) und 2 Normalkontrollen (Spur 9,10); Spur 1: Längenstandard, Spur 2: MMP-2 Antigen; Spur 

12: MMP-9 Antigen; die Enzymaktivität von MMP-2 ist im DMD-Muskel erhöht. Die pro-MMP-2 

Bande (geschlossene Linie) erscheint bei den DMD-Muskeln stärker ausgeprägt als in den 

pathologischen und den normalen Kontroll-Muskeln; die aktivierte Form von MMP-2 

(gestrichelte Linie, Bande bei 62 kDa) ist nur im DMD-Muskel nachweisbar;  MERRF: 

Myoklonus-Epilepsie mit Ragged-Red-Fibres; FTD: kongenitale Myopathie mit Faser-Typen- 

Dysproportion; LGMD: Gliedergürtelmuskeldystrophie; CMD: kongenitale Muskeldystrophie. 
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4.4 In situ-Hybridisierung 

Bei der in situ-Hybridisierung (ISH) konnten mit allen 35S-markierten Sonden 

spezifische Signale über Zellkernen nachgewiesen werden, die mRNA-Transkripte 

wurden in nicht-myogenen Zellen lokalisiert. Mit der Doppelmarkierung (IH und ISH) 

konnte gezeigt werden, dass es sich dabei ganz überwiegend um Vimentin-positive 

Zellen handelt, die anhand der Morphologie und Lokalisation als Fibroblasten 

identifiziert werden konnten. Die Hybridisierung mit der sequenzhomologen Sense-

Sonde als Negativkontrolle ergab in keinem Fall eine relevante Menge falsch-

positiver Signale, die die Auswertung beeinträchtigt hätten. Die Zahl der mRNA-

Transkripte wurde semiquantitative analysiert.  

 

 

4.4.1 Prokollagen I  

Die Anzahl der mRNA-Transkripte von Prokollagen I war besonders fokal im Bereich 

zellulärer Infiltration und Faserdegeneration/-regeneration stark erhöht (Abbildung 

4.16a), aber auch in Abschnitten ohne diese Umbauvorgänge wurden Zellen der 

ECM mit vermehrten mRNA-Transkripten nachgewiesen. Bei Normalkontrollen 

wurden nur geringe Mengen mRNA-Transkripte gefunden (Abbildung 4.16b).  
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Abbildung 4.16 In situ-Hybridisierung mit 35S-markierter RNA Sonde für Prokollagen I.  

a DMD-Muskel, starke mRNA-Expression mit 

der Antisense-Sonde in Kernen nicht-

myogener Zellen, x 200. 

b  Normalkontrolle mit der Antisense-Sonde, 

geringe Expression von Prokollagen I 

mRNA in endomyseal gelegenen 

Zellkernen, x 200. 

 

 

In Abbildung 4.17 wird gezeigt, dass bei der Hybridisierung mit der Sense-Sonde 

keine unspezifischen Hintergrundsignale auftreten, die die Auswertung 

beeinträchtigen würden. 

 

  

 

Abbildung 4.17 

In situ-Hybridisierung mit 
35

S-markierter RNA Sonde für Prokollagen I; DMD-Muskel, Negativ-

Kontrolle mit einer Sense-Sonde, die keine spezifischen Signale ergibt, x 200. 



 

 

Ergebnisse - In situ-Hybridisierung 80 

__________________________________________________________________________ 

 

Anhand der Doppelmarkierung mit Immunhistochemie und in situ-Hybridisierung  

wurde gezeigt, dass die mRNA-Transkripte in Vimentin positiven Zellen exprimiert 

werden (Abbildung 4.18). Dabei handelt es sich ganz überwiegend um endo- oder 

perimysial gelegene Fibroblasten.  

 

 

 

 

Abbildung 4.18 

Doppelmarkierung IH/ISH mit Antikörpern gegen Vimentin (CD68) und der Antisense-Sonde für 

Prokollagen I mRNA, x 1000. Die spezifischen mRNA-Transkripte werden in CD68 positiven 

Zellen nachgewiesen. 

 

Bei der semiquantitativen Analyse wurde die Anzahl der Zellen, in denen die 

spezifischen mRNA-Transkripte nachgewiesen wurden („positive Zellen“) und die 

Stärke der Expression der einzelnen mRNA-positive Zelle ausgezählt. Aus diesen 

Werten konnten der relative Anteil mRNA positiver Zellen und die Expressionsstärke 

pro Schnitt errechnet werden. 

Die Zahl der mRNA-Transkripte von Prokollagen I war im DMD-Muskel sowohl 

gegenüber dem SMA-Muskel (p<0,005) als auch gegenüber den Normalkontrollen 

signifikant erhöht (p<0,0003) (Abbildung 4.19). Dies betraf sowohl die Transkripte/ 

positiver Zelle als auch den Anteil positiver Zellen/Schnitt.  
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Abbildung 4.19 

Graphische Darstellung der semiquantitativen Analyse der mRNA-Transkripte von Prokollagen 

I im Muskel von DMD-Patienten, Patienten mit spinaler Muskelatrophie und Normalkontrollen. 

Die Expression im DMD-Muskel ist gegenüber den Normalkontrollen (p<0,0003)  und 

gegenüber den SMA-Muskeln (p<0,005) signifikant erhöht. 

 

 

4.4.2 Prokollagen IV  

Die Expression der mRNA-Transkripte von Prokollagen IV war im DMD-Muskel 

verstärkt (Abbildung 4.20). Der Unterschied zu den Normalkontrollen war weniger 

ausgeprägt als bei Prokollagen I. Sowohl der Prozentsatz von Zellen, die die 

spezifische mRNA exprimierten, als auch die Zahl der Transkripte pro einzelner 

positiver Zelle lagen bei Prokollagen IV niedriger als bei Prokollagen I. In gesunder 

Muskulatur waren spezifische mRNA-Transkripte in geringer Menge nachweisbar. 

Im SMA-Muskel  war die Zahl der mRNA-Transkripte von Prokollagen IV gegenüber 

den Normalkontrollen signifikant erhöht (Abbildung 4.21) 
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Abbildung 4.20 

In situ-Hybridisierung mit 
35

S-markierter Antisense-RNA Sonde für Prokollagen IV. 

a DMD-Muskel, Expression mit der Anti-

sense-Sonde über Kernen nicht-myogener 

Zellen, x 1000. 

b Normalkontrolle, geringfügige Expression 

von Prokollagen IV mRNA über Kernen 

nicht-myogener Zellen, x 200. 
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Abbildung 4.21 

Semiquantitative Analyse der mRNA-Transkripte von Prokollagen IV im DMD-Muskel, im SMA-

Muskel und im Muskel von Normalkontrollen. Die mRNA-Transkripte von Prokollagen IV sind 

im DMD-Muskel und im SMA-Muskel gegenüber Normalkontrollen signifikant vermehrt 

(p<0,005).  
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4.4.3 MMP-1  

Im DMD-Muskel waren die mRNA-Transkripte von MMP-1 bevorzugt diffus über den 

Schnitt verteilt, die Zahl der mRNA-Transkripte pro Zelle war meist niedrig (Abbildung 

4.22), es waren einzelne fokale Anhäufungen von mRNA-Transkripten vorhanden. 

Bei dieser ISH war eine verstärkte Hintergrundaktivität nachweisbar, die die 

Auswertbarkeit und damit die semiquantitative Analyse der mRNA-Transkripte 

beeinträchtigt. Für die Quantifizierung der mRNA ist dann die quantitative PCR 

entscheidend. Bei den Normalkontrollen waren ebenfalls spezifische mRNA-

Transkripte über mehreren Zellen nachweisbar. 

 

 

  

Abbildung 4.22 In situ-Hybridisierung mit 
35

S-markierter Antisense-RNA Sonde für MMP-1.  

 

a  DMD-Muskel, mRNA-Transkripte über viele 

Zellen verteilt ohne stark erhöhtes 

Expressionsniveau einzelner Zellen; die 

Hintergrundaktivität ist erhöht, so dass die 

Auswertbarkeit eingeschränkt ist, x 400. 

b   Normalkontrolle, spezifische mRNA-

Transkripte sind über mehreren Zellkernen 

dargestellt, x 400.  
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Die semiquantitative Analyse der mRNA-Transkripte von MMP-1 ergab einen 

signifikanten Unterschied zwischen DMD-Patienten und Normalkontrollen (p<0,001). 

 

 

Abbildung 4.23 

Semiquantitative Analyse der mRNA-Transkripte von MMP-1 im DMD-Muskel, anderen 

Myopathien  und bei Normalkontrollen; die mRNA-Transkripte von MMP-1 waren signifikant 

vermehrt (p<0,001).  

 

 

 

 

 



 

 

Ergebnisse - In situ-Hybridisierung 86 

__________________________________________________________________________ 

 

4.4.4 MMP-2 

Die Zahl der MMP-2 mRNA-Transkripte waren im DMD-Muskel stark vermehrt 

(Abbildung 4.24). Es waren sowohl der prozentuale Anteil der mRNA positiven Zellen 

als auch die Expression spezifischer mRNA pro positiver Zelle deutlich gesteigert. In 

allen Abschnitten der Gewebeproben wurden vermehrt mRNA-Transkripte 

nachgewiesen, die Expression erfolgte überwiegend in Vimentin positiven 

endomyseal gelegenen Zellen. 

 

  

Abbildung 4.24   In situ-Hybridisierung mit 
35

S-markierter RNA Sonde für MMP-2.  
 

a  DMD-Muskel, mit der Antisense-Sonde 

werden mRNA-Transkripte über vielen 

nicht-myogenen Zellen dargestellt, z. T. 

stark erhöhte Anzahl von Transkripten, x 

400. 

b  Normalkontrolle; Nachweis spezifischer 

mRNA-Transkripte über einem Zellkern in 

der ECM, x 400. 

 

Abbildung 4.25 

Doppelmarkierung IH/ISH mit Antikörpern gegen Vimentin und MMP-2-Antisense-Sonde. Die 

spezifischen mRNA-Transkripte sind in Vimentin positiven Zellen dargestellt, x 1000.  
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Für MMP-2 wurde ein hochsignifikanter Unterschied zwischen DMD-Patienten und 

Normalkontrollen ermittelt (p<0,0001). Sowohl der relative Anteil der mRNA positiven 

Zellen als auch die mRNA-Expression pro Zelle waren erhöht. Damit war die mRNA- 

Expression pro Schnitt deutlich gesteigert (Abbildung 4.26). 

 

 

 

Abbildung 4.26 

Semiquantitative Analyse der mRNA-Transkripte von MMP-2, DMD-Muskel, anderen 

Myopathien und bei Normalkontrollen; die mRNA-Transkripte von MMP-2 waren bei der DMD 

signifikant erhöht, sowohl gegenüber den Normalkontrollen (p<0,0001) als auch gegenüber den 

anderen Myopathien.  
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4.4.5 TIMP-1  

Die Zahl der spezifischen mRNA-Transkripte von TIMP-1 war deutlich vermehrt. Die 

Transkripte traten fokal betont in Bereichen des Muskels auf, in denen 

Fasernekrosen und regenerierende Muskelfasern nachweisbar waren (Abbildung 

4.27). mRNA-Transkripte von TIMP-1 wurden fast ausschließlich in Vimentin-

positiven Zellen in der ECM nachgewiesen. 

 

  

Abbildung 4.27 In situ-Hybridisierung mit 
35

S-markierter RNA Sonde für TIMP-1. 

 

a  DMD-Muskel, mit der Antisense-Sonde wird 

eine fokal deutlich gesteigerte Anzahl von 

mRNA-Transkripten nachgewiesen, x 400. 

b  Normalkontrolle, Antisense-Sonde, es 

werden wenige unspezifische Signale 

dargestellt, x 200. 

 

 

Abbildung 4.28 

DMD-Muskel, Doppelmarkierung IH/ISH mit Antikörpern gegen Vimentin und TIMP-1-Antisense-

Sonde. Die spezifischen mRNA-Transkripte werden in den Vimentin positiven Zellen exprimiert, 

x 1000. 
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Die semiquantitative Analyse der mRNA-Expression von TIMP-1 ergab einen 

hochsignifikanten Unterschied zwischen den DMD-Muskeln und solchen von 

Kontrollprobanden (p<0,0001). Dabei war bei einem etwa gleich hohen Anteil mRNA 

positiver Zellen die stark gesteigerte Anzahl von mRNA-Transkripten pro Zelle 

ausschlaggebend (Abbildung 4.29). Im Vergleich zwischen den „anderen 

Myopathien“ und den Normalkontrollen war der Unterschied ebenfalls signifikant.  

 

 

Abbildung 4.29 

Semiquantitative Analyse der mRNA-Transkripte von TIMP-1 im DMD-Muskel und bei 

Normalkontrollen; die mRNA-Transkripte von TIMP-1 (p<0,0001) waren bei der DMD signifikant 

erhöht.  
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4.4.6 TIMP-2 

Die Menge an TIMP-2 mRNA-Transkripten war im DMD-Muskel signifikant erhöht 

(p<0,01), es fielen fokale Häufungen von mRNA-Transkripten in Bereichen zellulärer 

Infiltrate auf (Abbildung 4.30). Im gesunden Muskel konnte homogen über den 

Schnitt verteilt eine geringe Zahl von TIMP-2 mRNA-Transkripten nachgewiesen 

werden.  

 

  

 

Abbildung 4.30 In situ-Hybridisierung mit 35S-markierter Antisense-Sonde für TIMP- 2. 

a   DMD-Muskel, fokale Vermehrung 

spezifischer mRNA-Transkripte in nicht-

myogenen Zellen, x 200. 

b  Normalkontrolle, Nachweis von mRNA-

Transkripten über Kernen nicht-myogener 

Zellen, x 200. 
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Abbildung 4.31 

Semiquantitative Analyse der mRNA-Transkripte von TIMP-2 im DMD-Muskel, bei anderen 

Myopathien und bei Normalkontrollen; die Zahl der mRNA-Transkripte von TIMP-2 war 

signifikant erhöht, bei den „anderen Myopathien“ war die Expression nicht gesteigert.  

 

Der relative Anteil mRNA positiver, nicht-myogener Zellen zwischen DMD-Muskeln 

und Normalkontrollen war nicht signifikant unterschiedlich. Die mRNA Expression pro 

Zelle war jedoch gesteigert, so dass die Expression pro Schnitt signifikant erhöht war 

(Abbildung 4.31). 

 

MMP-2 und TIMP-2 können einen Komplex bilden, den “Large Inhibitor of 

Metalloproteinase“ (LIMP), der eine TIMP-1 synergistische hemmende Wirkung auf 
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MMP-1 hat [184]. Es wurde daher in Serienschnitten die Ko-Expression von mRNA-

Transkripten von MMP-2 und TIMP-2 in einer Zelle untersucht. Dabei konnten Zellen 

dargestellt werden, die sowohl Transkripte von MMP-2 als auch von TIMP-2 

aufwiesen (Abbildung 4.32).  

 

  

Abbildung 4.32 Serienschnitt DMD-Muskel, In situ-Hybridisierung mit 
35

S-markierter Antisense-

Sonde für  

 

a  MMP-2 mRNA. b  TIMP- 2 mRNA. 

 

Es können einzelne Zellen identifiziert werden (schwarze Pfeile), die sowohl MMP-2 mRNA-

Transkripte als auch TIMP-2 mRNA-Transkripte exprimieren, x 400. 

 

 

 

4.5 Quantitative mRNA-Bestimmung  

Eine quantitative mRNA-Bestimmung erfolgte von  MMP1, MMP-2, TIMP-1 und 

TIMP-2 sowie als Positivkontrolle von TGF-1 [26]. Als interner Standard zur 

Quantifizierung wurde zunächst HPRT (Hypoxanthin-Phosphoribosyl-Transferase) 

gewählt. Aufgrund der unterschiedlichen Menge der mRNA-Transkripte von HPRT in 

den Muskelproben von DMD-Patienten und Kontrollprobanden erwies sich HPRT 

jedoch als ungeeignet. Es wurde deshalb die Gesamt-RNA als Bezugsgröße gewählt 

[26]. 
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4.5.1 MMP-1 

Die quantitative mRNA-Bestimmung von MMP-1 ergab keinen signifikanten 

Unterschied zwischen dem DMD-Muskel und den Kontrollen. Die absolute Menge 

von mRNA-Transkripten war für MMP-1 niedriger als für die anderen untersuchten 

Gene (Abbildung 4.33).  

 

 

 

 

Abbildung 4.33   Quantitative Bestimmung der mRNA-Transkripte  von MMP-1 im DMD-Muskel. Die 

spezifische mRNA wurde zur Quantifizierung auf die Gesamt-RNA bezogen. Es 

wurde kein signifikanter Unterschied der mRNA-Expression nachgewiesen. 
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4.5.2 MMP-2 

Die MMP-2 mRNA-Transkripte waren im DMD-Muskel signifikant vermehrt (p<0,005; 

Abbildung 4.34).  

 

 

 

 

Abbildung 4.34   Quantitative Bestimmung der mRNA-Transkripte  von MMP-2 im DMD-Muskel.  

 

Die spezifische mRNA wurde zur Quantifizierung auf die Gesamt-RNA bezogen. Es wurden 

signifikant vermehrte mRNA-Transkripte für MMP-2 im DMD-Muskel nachgewiesen. 
  

 



 

 

Ergebnisse - Quantitative mRNA-Bestimmung 95 

__________________________________________________________________________ 

 

 

 

4.5.3 TIMP-1 

Die quantitative mRNA-Analyse ergab eine signifikante Erhöhung der TIMP-1 mRNA-

Transkripte (p<0,001) im DMD-Muskel (Abbildung 4.35).  

 

 

 

 

Abbildung 4.35   Quantitative Bestimmung der mRNA-Transkripte  von TIMP-1 im DMD-Muskel.  

 

Die spezifische mRNA wurde zur Quantifizierung auf die Gesamt-RNA bezogen. Es wurden 

signifikant vermehrte mRNA-Transkripte für TIMP-1 im DMD-Muskel nachgewiesen. 
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4.5.4 TIMP-2 

Die quantitative mRNA-Analyse ergab eine signifikante Erhöhung der TIMP-2 mRNA-

Transkripte (p<0,005) im DMD-Muskel (Abbildung 4.36).  

 

 

 

Abbildung 4.36   Quantitative Bestimmung der mRNA-Transkripte  von TIMP-2 im DMD-Muskel.  

 

Die spezifische mRNA wurde zur Quantifizierung auf die Gesamt-RNA bezogen. Es wurden 

signifikant vermehrte mRNA-Transkripte für TIMP-2 im DMD-Muskel nachgewiesen. 
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4.5.5 TGF-1 

Als Positivkontrolle wurde TGF-1 mit untersucht, in Übereinstimmung mit 

Bernasconi et al. [26] die Anzahl der mRNA-Transkripte im DMD-Muskel signifikant 

erhöht (p<0,005) (Abbildung 4.37).  

 

 

 

 

 

Abbildung 4.37   Quantitative Bestimmung der mRNA-Transkripte  von TGF-ß1 im DMD-Muskel.  

 

Die spezifische mRNA wurde zur Quantifizierung auf die Gesamt-RNA bezogen. Es wurden 

signifikant vermehrte mRNA-Transkripte für TGF-ß1 im DMD-Muskel nachgewiesen. 
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4.5.6 HPRT 

Bemerkenswerterweise war auch die Menge der mRNA-Transkripte von HPRT im 

DMD-Muskel signifikant vermehrt (p<0,005) (Abbildung 4.38). Diese Werte konnten 

daher nicht als Referenzgröße für die Quantifizierung herangezogen werden. 

 

 

 

 

Abbildung 4.38   Quantitative Bestimmung der mRNA-Transkripte  von HPRT im DMD-Muskel.  

 

Die spezifische mRNA wurde zur Quantifizierung auf die Gesamt-RNA bezogen. Es wurden 

signifikant vermehrte mRNA-Transkripte für HPRT im DMD-Muskel nachgewiesen. 
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4.5.7 MMP-1/TIMP-1 

Der Quotient MMP-1/TIMP-1 ist für den DMD-Muskel deutlich zum TIMP-1 hin 

verschoben. Diese Konstellation ist in Übereinstimmung mit einer Hemmung des 

Abbaus fibrillärer Kollagene (Abbildung 4.39).  

 

 

 

 

Abbildung 4.39   Quotient der mRNA-Transkripte  von MMP-1 und TIMP-1 im DMD-Muskel.  

 

Die spezifische mRNA wurde zur Quantifizierung auf die Gesamt-RNA bezogen. Es wurden 

signifikant vermehrte mRNA-Transkripte für MMP-1/TIMP-1 im DMD-Muskel nachgewiesen. 
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4.6 Serologische Untersuchungen 

Es wurden die Serumwerte von Kollagen I, III und VI und von Laminin P1, Tenaszin 

und TIMP-1 bei DMD-Patienten und  gesunden Probanden (Normalkontrollen) 

gemessen (Tabelle 2.4). Die Serumwerte von Kollagen VI und von TIMP-1 wurden 

auch bei einer Gruppe von DMD-Patienten untersucht, die eine Steroidtherapie 

erhielten (Tabelle 2.5)  

 

4.6.1 Serumwerte von Kollagen I und Kollagen III  

Die Serumwerte der fibrillären Kollagene I (PICP) und Kollagen III (PIIINP) waren bei 

DMD-Patienten bis auf eine Ausnahme nicht erhöht. Untersucht wurde die Gruppe 

ohne Steroidtherapie. Nur bei einem siebenjährigen Jungen lag der PICP-Wert 

oberhalb des Normalbereichs.  

 

4.6.2 Serumwerte von Kollagen VI 

Der Median der Serumwerte von Kollagen VI war bei DMD-Patienten ohne 

Steroidtherapie im Vergleich mit dem Wert der Normalkontrollen signifikant erhöht 

(p<0,01). Innerhalb dieser Patientengruppe korrelierten die Kollagen VI-Werte weder 

mit dem Lebens- oder Manifestationsalter (Abbildung 4.40) und dem 

Krankheitsstadium der Patienten noch mit CK-Aktivitäten im Serum der Patienten 

oder deren Mutationen im DMD-Gen. Dies galt entsprechend auch für die DMD-

Patientengruppe unter Steroidtherapie. Der mit Abstand höchste Wert wurde bei 

einem achtjährigen Jungen mit dem charakteristischen Phänotyp einer DMD 

gemessen. 

Es bestanden eine Pseudohypertrophie der Waden, leichte Kontrakturen an den unteren 

Extremitäten, eine deutliche, proximal betonte Muskelschwäche mit positivem Gowers-Zeichen, 

Treppensteigen und Rennen waren nicht mehr möglich. Der CK-Wert war auf > 6000 U/l erhöht, 

in der Immunhistologie des Muskels war nahezu kein Dystrophin nachweisbar, es wurde eine 

“out-of-frame“ Deletion Ex 7-39 im DMD-Gen nachgewiesen. 
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Die anderen Patienten dieses Alters hatten Kollagen VI-Werte, die denen der DMD-

Patienten anderer Altersgruppen entsprachen.  

Bei zwei Patienten lag der Serumspiegel im oberen Normbereich. Einer dieser 

Patienten fiel durch eine bereits im Vorschulalter deutlich ausgeprägte 

Kontrakturneigung auf.  

 

 

 

Abbildung 4.40  Serumspiegel von Kollagen VI; DMD-Patienten ohne Steroidbehandlung; n=13; 

--- : Normalbereich. Der Median ist gegenüber dem Normalbereich signifikant erhöht (p<0.01).  

 

 

Bei den DMD-Patienten unter einer Steroidbehandlung lagen die Serumspiegel von 

Kollagen Typ VI ganz überwiegend im normalen Bereich (Abbildung 4.41). Bei 2 

Patienten wurden leicht erhöhte Werte gemessen. Diese Patienten unterschieden 

sich weder in bezug auf ihre Ansprechbarkeit auf die Steroidbehandlung noch durch 

Besonderheiten des Phänotyps von den anderen Patienten der Therapiegruppe. 

Der Zeitpunkt der Bestimmung des Serumwertes lag 6-61 Monate nach Beginn der 

Steroidbehandlung. 
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Abbildung 4.41   Serumspiegel von Kollagen VI; DMD-Patienten mit Steroidbehandlung; n=15; -

-- : Normalbereich. Die Werte liegen überwiegend im Normalbereich, nur bei zwei Patienten 

liegen die Werte leicht über dem Normalbereich; Normalwerte nach Gerling et al. [115]. 

 

 

4.6.3 Serumwerte von Laminin P1 

Die Serumspiegel des basalmembranständigen Laminins P1 waren bei allen DMD-

Patienten nicht erhöht.   

 

4.6.4 Serumwerte von Tenaszin 

Die Serumwerte  des Tenaszins lagen bis auf eine Ausnahme bei den DMD-

Patienten im Normbereich.  Bei einem vierjährigen DMD-Patienten wurde ein 

erhöhter Serumwert von 818 ng/ml (N < 700 ng/ml) gemessen. Bei dem ebenfalls 

betroffenen dreijährigen Bruder dieses Patienten lag der Wert mit 593 ng/ml im 

Normbereich.  
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4.6.5 Serumwerte von TIMP-1 

Der Median der Serumwerte von TIMP-1 war bei DMD-Patienten nicht signifikant 

erhöht. Bei 4 von 14 DMD-Patienten ohne eine Steroidbehandlung und 1 von 15 

DMD-Patienten mit einer Steroidbehandlung lagen die Werte leicht oberhalb des 

Normalbereichs. Erhöhte Werte wurde nur bei den DMD-Patienten gemessen, die 

jünger als 9 Jahre waren. Bei dem vierjährigen Patienten mit dem erhöhten 

Tenaszinwert war auch der TIMP-1-Wert im Serum erhöht. Die anderen Patienten 

mit einem erhöhtem für TIMP-1-Wert  hatten normale Tenaszinwerte im Serum. 
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5 Diskussion 

Seit den ersten Beschreibungen der Muskeldystrophie Duchenne ist die exzessive 

Akkumulation von ECM ein wesentliches pathologisches Merkmal der Erkrankung 

(‟Recherches sur la paralysie musculaire pseudo-hypertrophique, ou paralysie myo-

sclérosique‟).   Für die vorliegende Arbeit wurden Untersuchungen zum Stoffwechsel 

der  extrazellulären Matrix an Muskel- und Serumproben von Patienten mit einer 

DMD durchgeführt. Es wurde Gewebe von Muskelbiopsien und keine 

Myoblastenkulturen gewählt, um den in vivo-Bedingungen möglichst nahe zu 

kommen. 

Die Gewebeproben wurden nach Abschluss der Diagnostik und Einwilligung der 

Eltern für die hier dargestellten Untersuchungen weiterverwendet. Allen 

Untersuchungen, die über die Diagnostik der Patienten hinausgingen, wurde durch 

die Ethikkommission der Charité Campus Virchow Klinikum zugestimmt. Es wurden 

keine Gewebeproben nur zu Forschungszwecken entnommen. Die Gewebemengen 

waren daher limitiert.  Es konnten nicht alle Parameter in jeder Gewebeprobe 

untersucht werden, wie es wünschenswert gewesen wäre. Die signifikanten 

Unterschiede zwischen den untersuchten Gruppen bei der quantitativen mRNA-

Analyse und die markanten Unterschiede bei der Proteindarstellung im WB machen 

deutlich, dass trotz dieser Limitierungen aussagekräftige Untersuchungsergebnisse 

gewonnen werden konnten.  

Bei der ISH wurde zur Markierung der Sonden der β-Strahler 35S verwendet. 

Radioaktiv markierte Sonden zeichnen sich durch eine hohe Sensitivität aus.  Es 

können auch andere Isotope zur Markierung eingesetzt werden. Diejenigen Isotope 

mit einer höheren Emissionsenergie wie 32P verursachen bei der Autoradiographie 

eine breitere Streuung der Signale mit geringerer Auflösung, günstig dabei ist die 

hohe Sensitivität und die kurze Expositionszeit. Schwache β-Strahler wie 3H 

ermöglichen zwar eine hohe Auflösung, die Sensitivität ist aber geringer und die 

Expositionszeit kann bis zu 12 Wochen betragen. Es wurde daher das Isotop 35S mit 

einer mittleren Emissionsenergie ausgewählt.    
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Die ISH wurde vor allem zur Lokalisation der mRNA-Transkripte eingesetzt. Die 

semiquantitative Analyse der mRNA-Transkripte basiert auf der Auszählung 

spezifischer Signale in repräsentativen  Gesichtsfeldern. Der Vergleich zwischen der 

semiquantitativen Bestimmung mit der ISH und der quantitativen Bestimmung der 

mRNA-Transkripte ergab übereinstimmende Ergebnisse für MMP-2, TIMP-1 und 

TIMP-2. Nur für MMP-1 waren die Ergebnisse diskrepant. Bei der semiquantitativen 

Analyse ergab sich eine signifikante Vermehrung der mRNA-Transkripte von MMP-1, 

dies kann durch die Auswahl der Gesichtsfelder bedingt sein oder durch die 

vermehrte Hintergrundaktivität, die die Auswertung beeinträchtigen kann. Die 

quantitative mRNA-Bestimmung ist dabei die eindeutig überlegene Methode.  Die 

Ergebnisse dieser Untersuchung waren in Übereinstimmung mit  dem Befund der 

WB-Untersuchung, die eine Reduzierung von MMP-1 ergab.  

Als Bezugsgröße bei der quantitativen mRNA-Bestimmung wird üblicherweise ein 

“house keeping“-Gen wie HPRT verwendet. Mit HPRT als Bezugsgröße wurden bei 

dieser Untersuchung keine signifikanten Ergebnisse erzielt. In den letzten Jahren ist 

jedoch deutlich geworden, dass die mRNA-Expression von “house keeping“-Genen 

zwischen verschiedenen Geweben eines Individuums sehr variieren kann [192]. 

Auch die mRNA-Expression im gleichen Gewebe von verschiedenen 

Kontrollpersonen kann durch Aktivierung und Proliferation sehr unterschiedlich sein. 

Dies konnte für Bronchialgewebe bei Patienten mit Asthma bronchiale und den 

Kontrollpersonen  gezeigt werden [117]. Auch wir haben eine signifikant 

unterschiedliche mRNA-Expression von HPRT im DMD-Muskeln im Vergleich zu 

Normalkontrollen nachweisen können und  haben daher die spezifischen mRNA-

Kopien auf die Gesamt-RNA, die in der RT-PCR Reaktion verwendet wurde, 

bezogen; diese Referenz wurde auch von Bernasconi et al. gewählt  [26].  
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5.1 Kollagene und nicht-kollagene Glykoproteine 

Die immunhistochemische Darstellung ergab eine Zunahme aller untersuchten 

Matrixkomponenten im DMD-Muskel, insbesondere der fibrillären Kollagene. Diese 

Befunde entsprachen den publizierten Daten [28,29,305,268,137,236]. Für 

Undulin/Kollagen XIV lagen noch keine Untersuchungen von dystropher oder 

myopathisch veränderter Muskulatur vor. Als Ausdruck der Synthese reifen 

Bindegewebes wurde eine normale Menge von Elastinfasern nachgewiesen (nicht 

dargestellt).  

Die fibrillären Kollagene I und III waren ubiquitär in der endo- und perimysialen ECM 

nachweisbar. Durch die Doppelmarkierung mit IH/ISH konnte eindeutig gezeigt 

werden, dass die  mRNA-Expression von Prokollagen I in Vimentin positiven Zellen 

erfolgt, die anhand ihrer Struktur und der räumlichen Zuordnung als endo- und 

perimysial gelegene Fibroblasten identifiziert werden konnten [227]. Die gesteigerte 

Kollagensynthese ist daher nicht myogenen Zellen zuzuordnen, wie es aufgrund von 

Untersuchungen an Zellkulturen angenommen wurde [163]. Die Synthese von 

Kollagenen, anderen ECM-Proteinen und Adhäsionsproteinen  wird durch TGF-β1 

über die Stimulation von Fibroblasten hochreguliert [186,33].  

Die Patienten <7 Jahre wiesen eine höhere Anzahl von mRNA-Transkripten von 

Prokollagen I auf als die Patienten >7 Jahre. Dieser Unterschied war statistisch nicht 

signifikant, da in der Gruppe >7 Jahren nur drei Muskelproben untersucht werden 

konnten. Diese Beobachtung ist trotzdem bemerkenswert, da sie in 

Übereinstimmung mit den Daten von Bernasconi et al. [26] zum TGF-β1 im DMD-

Muskel ist (s.u.). Die Abnahme der TGF-β1 mRNA-Expression in der Gruppe der 

Patienten ab 7 Jahren und die zeitgleich stark zunehmende Muskelfibrose sprechen 

dafür, dass im Verlauf der Erkrankung nicht nur die TGF-β1 vermittelte Stimulation 

der ECM Synthese für die Muskelfibrose relevant ist. 

Bei der mdx-Maus ist die mRNA-Expression von Prokollagen I und Prokollagen III bei 

jungen Tieren gesteigert [119]. In dieser Phase ist die Fibrose der 

Extremitätenmuskulatur noch sehr gering ausgeprägt [253]. Während die 
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Muskelfibrose im Alter bei der mdx-Maus progredient ist [254] nimmt die mRNA-

Expression von Prokollagen I und III ab [119]. Diese Konstellation spricht dafür, dass 

für die langsam zunehmende Fibrosierung der Muskulatur bei der mdx-Maus auch 

eine Störung des Kollagenabbaus relevant sein kann. Die MMP-1, die bevorzugt die 

fibrillären Kollagene abbaut, wurde bei der mdx-Maus bisher nicht untersucht.  

 

Mit dem Kollagen IV-AK wurden die Basalmembranen der verschiedenen Strukturen 

im Muskelgewebe dargestellt. Die mRNA-Expression von Prokollagen IV wurde in 

endo- und perimysial gelegenen Vimentin-positiven Zellen nachgewiesen. Das 

Expressionsniveau lag deutlich niedriger als das der Prokollagen I-mRNA. 

Gegenüber Normalkontrollen war die Zahl der mRNA-Transkripte als Ausdruck eines 

vermehrten Zellumsatzes erhöht. Für die Zunahme des Bindegewebes im Muskel 

spielte Kollagen IV keine Rolle. 

Im Vergleich zwischen DMD-Muskel und SMA-Muskel ergab sich kein Unterschied 

der mRNA-Expression. Die erhöhte Anzahl von Transkripten von Kollagen IV-mRNA 

bei der SMA ist in Übereinstimmung mit der verstärkten immunhistochemischen 

Darstellung der Basalmembranproteine. 

 

Kollagen VI gehört zur Gruppe der nicht-fibrillären Kollagene, die Mikrofilamente und 

eine  Quervernetzung fibrillärer Kollagene sowie separate Netzwerke bilden können 

[324]. Es besteht aus  α1(VI)-, α2(VI)- und α3(VI)-Ketten, von denen jeweils zwei 

Ketten ein Dimer bilden; zwei Dimere bilden ein Tetramer. Diese Tetramere 

polymerisieren zu Makromolekülen aus denen die Mikrofilamente gebildet werden. 

Die  Expression wird von TGF-1 stimuliert. Kollagen VI interagiert mit anderen 

Matrix-Komponenten wie den Proteoglykanen und ist Bindungsstelle für 

Wachstumsfaktoren und Zytokine wie dem  PDGF [297]. 

Kollagen VI war im DMD-Muskel entsprechend der Verteilung der fibrillären 

Kollagene endo- und perimysial stark vermehrt sowie entlang der Basalmembran 

nachweisbar. In der Zellkultur stimuliert Kollagen VI die Proliferation mesenchymaler 
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Zellen/Fibroblasten [14]. Dieser Effekt kann dazu beitragen, den 

Regenerationsprozess im DMD-Muskel zugunsten der Proliferation des 

Bindegewebes zu verschieben (“misdirected regeneration“).  Mutationen in den 

Genen, die die α-Ketten kodieren, führen zur Bethlem Myopathie oder zur 

kongenitalen Muskeldystrophie Typ Ullrich [317,168]. Diese Myopathien sind durch 

frühzeitige Ausbildung von Kontrakturen gekennzeichnet als Ausdruck einer primären 

Beteiligung der ECM.  

 

Undulin/Kollagen XIV ist ein FACIT-(fibril-assiciated collagens with interrupted 

helices)-Kollagen mit einem sehr komplexen Aufbau mit Bindungsstellen für 

Proteoglykane, Adhäsionsproteine und andere Kollagene [24]. Undulin/Kollagen XIV 

findet sich vorwiegend zwischen dichten Kollagenfibrillen in  ausdifferenziertem 

Bindegewebe. Es wird davon ausgegangen, dass Undulin/Kollagen XIV bei der 

Gewebedifferenzierung und nicht bei der Proliferation eine wichtige Rolle spielt, da 

es in Tumorgewebe und in frühen Phasen der Embryonalentwicklung nahezu nicht 

vorkommt [24]. Im DMD-Muskel war Undulin/Kollagen XIV deutlich vermehrt  

zusammen mit den fibrillären Kollagenen im endo- und perimysialen Bindegewebe 

nachweisbar, die Basalmembran war ausgespart. Das Vorhandensein von 

Undulin/Kollagen XIV weist darauf hin, dass es sich um ausgereiftes Bindegewebe 

handelt. Undulin/Kollagen XIV trägt zur Vermehrung der ECM im DMD-Muskel bei. 

Dabei handelt es sich um eine Zunahme im Rahmen der ECM-Proliferation, der 

keine spezifische Bedeutung zukommt. Es lagen keine Voruntersuchungen zu 

Undulin/Kollagen XIV  bei der DMD oder bei anderen Muskelerkrankungen vor. 

 

Tenaszin ist eines der großen Glykoproteine der ECM, das während der 

Embryonalzeit in den meisten Organen exprimiert wird. Es spielt eine wichtige Rolle  

für die interzelluläre Kommunikation [286]. Es sind vier Gene bekannt, die 

Tenaszin C, Tenaszin R, Tenaszin X und Tenaszin Y kodieren [61]. Die Tenaszine 

werden zu unterschiedlichen Zeiten während der Organogenese und mit 

unterschiedlicher Verteilung in den Geweben nachgewiesen.  Postnatal findet man 
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Tenaszin lediglich im zentralen und peripheren Nervensystem, im gesunden Muskel 

ist es nur am Sehnenansatz der Muskulatur nachweisbar. Eine Zunahme von 

Tenaszin wurde in schnell proliferierendem Mesenchym bei der Wundheilung, bei 

fibrosierenden Prozessen oder bei invasiv wachsenden Karzinomen gezeigt [286]. Im 

DMD-Muskel trat Tenaszin C (Synonyma: Cytotactin, myotendinous antigen, J1) in 

geringer Menge und fokal begrenzt im Bereich  regenerierender Muskelfasern mit 

makrophagozytären Infiltraten auf. Dieser Befund ist in Übereinstimmung mit den 

Ergebnissen von Gulberg et al. [133].  Die Bildung von Tenaszin wird durch die bei 

der DMD hochregulierten Wachstumsfaktoren wie TGF-β1, bFGF, PDGF, 

Interleukine IL-1 und IL-4 oder TNF-α induziert. Die Expression ist an die 

Anwesenheit von Makrophagen gebunden, so dass diese als wichtigste Induktoren 

angesehen werden. Daher ist die Expression von Tenaszin im Makrophagen-reichen 

Myositis-Muskel wesentlich stärker ausgeprägt als bei der DMD [133]. 

 

Die strukturelle und funktionelle Vielfalt von Fibronektin entsteht durch alternatives 

Splicen. Dieses Mosaikprotein verfügt über Interaktionssequenzen für verschiedene 

ECM-Komponenten wie Integrine, Proteoglykane, Kollagene und Fibrinogen [286]. 

Es spielt eine wichtige Rolle bei der Organisation der ECM und ist damit an der 

Regulation von Proliferation und Differenzierung von Geweben  beteiligt. Fibronektin 

ist bei der Myogenese in die Steuerung der  Migration von Muskelvorläuferzellen in 

die Extremitätenanlage involviert [97]. Im DMD-Muskel ist Fibronektin netzförmig in 

der endo- und perimysial ECM stark vermehrt nachweisbar [28,137,268,97]. Die 

Zunahme des Fibronektins erfolgt im Rahmen der hochregulierten ECM-Synthese 

und nicht im Sinne einer  spezifischen Aktivierung. 

 

 

5.2 MMP-1  

Die wichtigsten Substrate der Kollagenase MMP-1 sind die fibrillären Kollagene I und 

III. Trotz der ausgeprägten Vermehrung dieser fibrillären Kollagene im DMD-Muskel 
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wurde weder immunhistochemisch oder im WB noch bei der quantitativen mRNA-

Bestimmung eine vermehrte Expression von MMP-1 nachgewiesen. Im WB erschien 

die MMP-1-Bande im DMD-Muskel schwächer ausgeprägt als bei den 

Normalkontrollen. 

Die Aktivierung der MMP-1 kann durch bFGF, EGF oder TNF-α erfolgen und über 

eine proteolytische Aktivierung durch andere MMPs. MMP-1 wird transcriptional und 

posttranscriptional durch TGF-β1 herunterreguliert [94,248]. Die Hemmung durch 

TIMP-1 erfolgt in stoichiometríscher Bindung im Verhältnis 1:1 [121], auch die 

anderen TIMPs können MMP-1 inhibieren [336]. Im DMD-Muskel waren mRNA-

Expression von TIMP-1 und das TIMP-1-Protein hochreguliert [230]. Dies war bereits 

für TGF-β1 gezeigt worden [26,339]. Beide Faktoren können die Herunterregulierung 

von MMP-1 im DMD-Muskel erklären. MMP-1 kann auch durch den LIMP (large 

inhibitor of metallo proteinases) blockiert werden [184]. LIMP ist ein Komplex aus 

MMP-2 und TIMP-2. In Serienschnitten wurde die Koexpression von MMP-2 mRNA 

und TIMP-2 mRNA gezeigt, d.h. dass auch dieser Mechanismus hier eine Rolle 

spielen kann.  

Das Missverhältnis zwischen der gesteigerten ECM-Synthese mit einem hohen Anteil 

fibrillärer Kollagene und der Hemmung von MMP-1 ist ein wesentlicher  Faktor  für 

die zunehmende Fibrose des Muskels.   

In den wenigen Arbeiten zu MMPs bei Muskelerkrankungen hat MMP-1 kaum 

Beachtung gefunden. Kieseier et al. [176] haben die Expression von MMPs und 

TIMPs bei entzündlichen Myopathien untersucht. Als Kontrollen standen ein DMD-

Patient und vier BMD-Patienten, zwei LGMD-Patienten und ein Patient mit einer 

Miyoshi-Myopathie zur Verfügung. Diese Untersuchung erfolgte nicht im Vergleich zu 

Normalkontrollen.  

Im Vergleich zwischen den beiden Patientengruppen war MMP-1 im Myositis-Muskel 

deutlich vermehrt nachweisbar. Dies kann erklären, warum es bei einer Myositis in 

der Regel nicht zu einer progredienten Muskelfibrose kommt. 

Die Herunterregulation von MMP-1 und die damit verbundene Hemmung des Abbaus 

fibrillärer Kollagene wurde auch bei anderen Organfibrosen wie bei der Leberfibrose 
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[224,144], der kollagenösen Colitis [131], der Haemochromatose [114] oder bei der 

durch Bleomycin induzierten Lungenfibrose [312] beschrieben. Durch die Zugabe 

von MMP-1 kann eine bereits vorhandene Leberfibrose abgemildert werden [162].   

 

5.3 MMP-2 

Die 72 kDa-Gelatinase MMP-2 (Gelatinase A) hat ein breites Substratspektrum u.a. 

die Matrixkomponenten Kollagen IV, V, VII, X, XI, denaturierte fibrilläre Kollagene 

sowie Elastin und Laminin [213,250]. MMP-2 unterliegt einer komplexen Regulation 

durch TIMP-2. In Abhängigkeit von der Bindungsstelle kann entweder eine Inhibition 

von MMP-2 durch Bildung des MMP-2/TIMP-2 Komplexes oder eine Aktivierung 

durch die Bildung eines Komplexes mit MT1-MMP-2/MMP-2/TIMP-2 erfolgen [233]. 

Eine Aktivierung kann auch über MT-MMPs, MMP-1, MMP-7, oder Heparin erfolgen 

[336].   

Die Funktion der MMPs geht über den Abbau von ECM-Komponenten weit hinaus.  

Sie sind bei der Organogenese und der postembryonalen Entwicklung und 

Regeneration involviert und spielen bei einer Vielzahl von Krankheitsprozessen eine 

wichtige Rolle [302,250]. MMP-2 ist durch den Abbau von Basalmembran ständigem 

Kollagen IV und Laminin sowie denaturierten fibrillären Kollagenen (Gelatine) 

entscheidend am sogenannten „remodeling“ von Organen beteiligt [116,302]. Durch 

die proteolytische Spaltung von Komponenten der Basalmembran wird die Migration 

von Zellen ermöglicht [116], im Muskel können Satellitenzellen aktiviert werden.  

Im DMD-Muskel war MMP-2 sowohl bei der quantitativen mRNA Analyse als auch im 

WB und der Zymographie vermehrt nachweisbar. Mit der ISH konnte die mRNA 

Expression den endomyseal gelegenen Fibroblasten zugeordnet werden. Im WB und 

der Zymographie war die 72kDa-Bande der inaktiven proMMP-2 deutlich stärker 

ausgeprägt als die 62 kDa-Bande der aktiven MMP-2.  Im gesunden Muskel wurde 

keine aktivierte MMP-2 nachgewiesen. In der Zymographie wurde auch MMP-9 

(Gelatinase B) in inaktiver und aktivierter Form dargestellt.   
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Bislang lagen nur wenige Daten zu MMP-2 und MMP-9 bei der DMD vor. In den 

Arbeiten von Kieseier et al. [176] und Choi et al. [62] wurden Muskelbiopsien von 

Patienten mit einer DMD oder einer anderen Muskeldystrophie als Kontrollen zu 

entzündlichen Myopathien (PM, DM) untersucht. Bei Choi et al. wurden bei den 

entzündlichen Myopathien und der DMD MMP-2 und MMP-9 vermehrt 

nachgewiesen, beide MMPs wurden im Bereich regenerierender Fasern und von 

Endothelzellen immunhistochemisch dargestellt; MMP-9 wurde besonders in 

endomyseal gelegenen inflammatorischen Infiltraten nachgewiesen. Bei Kieseier et 

al. [176] waren MMP-9 und MMP-1 in den PM/DM-Muskeln im Vergleich zum DMD-

Muskel stark vermehrt nachweisbar. Die fehlende Hochregulierung von MMP-1 im 

DMD-Muskel entspricht den Ergebnissen der hier vorgelegten Untersuchung. Ein 

Grund für den fehlenden Nachweis einer Aktivierung von MMP-2 und MMP-9 im 

DMD-Muskel könnte darin liegen, dass als Bezugsgröße entzündlich veränderter 

Muskel gewählt wurde und keine Normalkontrollen vorliegen. MMP-9 wird in 

entzündlichen Prozessen verstärkt exprimiert [342]. Auch innerhalb eines Dystrophin-

defizienten Muskels wird MMP-9 bevorzugt im Bereich entzündlicher Infiltrate 

nachgewiesen, weniger im Bereich regenerierender Fasern [109,175]. Ob eine 

vermehrte Expression von MMP-9 gegenüber Normalkontrollen bestand bleibt 

unklar. Die mRNA Expression von MMP-2 war im PM/DM-Muskel und im DMD-

Muskel gleich stark, ein Vergleich zu  Normalkontrollen ist hier ebenfalls nicht 

möglich.  

Kherif et al. [175] konnten im Muskel der mdx-Maus ebenfalls eine Hochregulation 

von MMP-2 und MMP-9 nachweisen. Die Aktivierung von MMP-2 war überwiegend 

den regenerierenden Muskelfasern zugeordnet und die Expression von MMP-9 

wurde in Bereichen zellulärer, entzündlicher Infiltrate nachgewiesen.  

Fukushima et al. konnten bei dem cxmd Hund das identische Muster der 

Hochregulation und der Gewebeverteilung von MMP-2 und MMP-9 aufzeigen [109].  

Auch bei anderen Organfibrosen des Menschen konnte eine Hochregulation von 

MMP-2 bzw. MMP-2 und MMP-9 nachgewiesen werden [290,96,144,131]. 
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5.4 TIMP-1 und TIMP-2  

Bisher wurden vier TIMPs beschrieben. Sie regulieren die potentiell gefährliche 

proteolytische Aktivität der MMPs. Damit kommt ihnen eine Schlüsselrolle für das 

Gleichgewicht zwischen Aufbau und Abbau der ECM sowohl bei physiologischen als 

auch bei pathophysiologischen Prozessen zu [120,336]. Sie werden unter anderem 

durch TGF-β1 bFGF, EGF, IL-6 und IL-1 oder Retinoide aktiviert. TNFα wirkt in 

niedriger Konzentration stimulierend auf die Expression von TIMP und in hoher 

Konzentration hemmend.  TIMPs haben über die Inhibition der MMPs hinaus weitere 

wichtige Funktionen. Sie sind als Wachstumsfaktor aktiv, beeinflussen die 

Angiogenese und stimulieren die gonadale Steroidsynthese [177,120].                                      

Im DMD-Muskel waren TIMP-1 und TIMP-2 hochreguliert. Sun et al. [309] konnten 

die vermehrte Expression von TIMP-1 im DMD-Muskel und im CMD-Muskel mit IH 

und WB bestätigen. Das Protein wurde in endo- und perimysial gelegenen 

Fibroblasten, in Makrophagen und in regenerierenden Muskelfasern dargestellt. In 

einer Gruppe aus einem DMD-Patient, drei BMD-Patienten, 2 LGMD-Patienten und 

einem Patienten mit einer Myoshi-Myopathie, die als Kontrollgruppe für Myositis-

Patienten diente, wurde eine vermehrte Expression von TIMP-1, TIMP-2 und TIMP-3 

gezeigt, die Expression von TIMP-1 war am stärksten hochreguliert [176]. Die 

kräftige Expression von TIMP-1 hemmt die Bildung und Aktivierung von MMP-1 und 

damit den Abbau fibrillärer Kollagene. TIMP-2 ist nicht nur bei der Entstehung der  

Fibrose im DMD-Muskel involviert  sondern auch an der physiologischen Entwicklung 

der neuromuskulären Endplatte beteiligt [239,202]. 

Die Konstellation der Aktivierung von TIMP-1, TIMP-2 und MMP-2 ist TGF-β1 

vermittelt und wurde bei verschiedenen Erkrankungen und experimentellen 

Organfibrosen nachgewiesen [144,290,131,312].  
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5.5 TGF-β1  

TGF-β1 ist in vielfältiger Weise sowohl in die Organogenese als auch in 

pathophysiologische Vorgänge involviert. Es hat eine zentrale Bedeutung bei 

Erkrankungen, die mit einer Organfibrose einhergehen  [33,38]. 

Von TGF-β liegen drei Isoformen vor, die Gewebe spezifisch exprimiert werden [33]. 

TGF-β1 wird bevorzugt in Endothelien, hämatopoetischen Zellen und 

Bindegewebszellen exprimiert, TGF-β2 in Epithelien und neuronalen Zellen, TGF-β3 

in mesenchymalen Zellen. TGF-β1 kann proteolytisch durch MMP-9 oder andere 

Endoproteasen aktiviert werden, es wird Plasmin vermittelt aus dem 

Speicherkomplex freigesetzt oder es kann durch Thrombospondin hochreguliert 

werden [342,63,33]. Es wird nach der Sekretion überwiegend in der ECM mit TGF-β1 

Bindungsprotein gespeichert. TGF-β1 kann an verschiedene Rezeptoren binden und 

darüber intrazelluläre Transkriptionsfaktoren aktivieren. Decorin kann TGF-ß1 durch 

Komplexbildung inhibieren [338]. 

Die Expression von TGF-β1 wurde als Positivkontrolle bei der quantitativen mRNA-

Bestimmung mit untersucht. Es fiel eine signifikante Hochregulation der mRNA 

Expression auf, wie es bereits von Bernasconi [26] und Lundberg [205] gezeigt 

wurde. TGF-β1 war auch immunhistochemisch und im WB vermehrt nachweisbar 

[26,339], auch im Serum war TGF-β1 signifikant erhöht im Vergleich zu 

Normalkontrollen [165]. 

Die detailliertesten Angaben sind in der Arbeit von Bernasconi et al. [26] dargestellt.  

Die TGF-β1-Expression hatte in der Altersgruppe von 2-6 Jahren einen deutlichen 

Peak mit einer 5-6-fach erhöhten Anzahl von mRNA-Transkripten um dann auf ein im 

Vergleich zu Normalkontrollen leicht erhöhtes Niveau abzufallen. Diese Dynamik 

macht deutlich, dass bei den älteren Patienten (> 7Jahre), die progredienten Fibrose 

nicht durch eine vermehrte ECM-Synthese zu erklären ist.  

Auch bei dem cxmd-Hund wurde eine deutliche Abnahme der hochregulierten 

Expression von TGF-β1 nach Tag 60 nachgewiesen, parallel dazu nimmt auch die 

Synthese der Kollagene I,III und IV ab.  Der Fibrosegrad des Muskels hat sein 
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Maximum am 15. Tag mit > 50 % und nimmt dann – im Gegensatz zu der Dynamik 

beim Menschen - auf 30 % ab [252,73]. Bei der mdx-Maus wurde im Alter von 8 

Wochen eine signifikante Erhöhung  der mRNA Expression von TGF-β1 im 

Diaphragma und im M. quadriceps nachgewiesen. Im späteren Alter war im stark 

fibrosierten Diaphragma keine Erhöhung der mRNA Expression mehr nachweisbar, 

dagegen war im nicht fibrosierten M. quadriceps die Expression von TGF-β1 weiter 

signifikant erhöht [346]. Dieser Vergleich verdeutlicht, dass neben der TGF-β1 

vermittelten Aktivierung der TIMPs und MMPs weitere Faktoren einen wesentlichen 

Einfluss auf die Entwicklung der Fibrose im Dystrophin defizienten Muskel haben 

müssen und dass diese Spezies abhängig variieren. 

TGF-β1 ist ein starker chemotaktischer Faktor für Mastzellen. Diese akkumulieren im 

Bereich von fibrotischem Umbau und wurden auch im DMD-Muskel vermehrt 

nachgewiesen [130,122].  Es dürfte sich um ein Sekundärphänomen als Folge der 

TGF-ß1 Aktivierung handeln. 

Neben der profibrotischen Wirkung hat TGF-β1 auch einen direkten Einfluss auf die 

Myogenese. Es hemmt sowohl die Proliferation als auch die Differenzierung von 

Satellitenzellen [5]. Diese Wirkung ist anhängig von der Interaktion mit dem 

myogenen Transkriptionsfaktor MEF2 [80].   

 

5.6 Serologie   

Anhand der Untersuchungsergebnisse wurde deutlich, dass die serologischen 

Untersuchungen nicht hilfreich für die Diagnostik und Verlaufsbeobachtung bei der 

DMD sind.  

Obwohl Kollagen I und Kollagen III Hauptbestandteile der stark vermehrten ECM im 

DMD-Muskel sind lagen die Serumwerte im Normbereich. Lediglich bei einem 

Patienten mit DMD fiel ein deutlich erhöhter PICP-Wert auf, ohne dass Symptome 

einer anderen Erkrankung, insbesondere einer Wachstumsstörung vorlagen. Es ist 

davon auszugehen, dass es sich um eine gutartige genetische Variante handelt, die 

für den PICP-Serumwert bekannt ist [298].  Bei anderen Organfibrosen wurden wie 
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bei der zystischen Fibrose (ohne Leberbeteiligung) oder primäre Lungenfibrosen 

Normalwerte oder leicht erhöht Serumwerte von PICP und PIIINP gemessen [78] 

oder auch deutlich erhöhte Serumwerte wie bei chronischen Nierenerkrankungen 

[299]. Schuppan et al. [285,287] konnten zeigen, dass bei der Leberfibrose die 

Serumwerte zu dem Erkrankungsstadium korrelieren. Dieser Zusammenhang 

besteht, da zirkulierendes PICP und PIIINP von Leberendothelien abgebaut wird 

[293,294]. Diese Funktion ist bei der Leberfibrose in Abhängigkeit vom Grad der 

Erkrankung gestört und spielt bei der Fibrose des Muskels keine Rolle.  

 

Die im DMD-Muskel fokal gesteigerte Expression von Tenaszin ging nicht mit einer 

Erhöhung des Serumwertes einher. Tenaszin war in kleiner Menge überwiegend 

endomyseal gelegen nachweisbar. Bei chronischen Nieren- und Lebererkrankungen, 

die mit einer Vermehrung der ECM einhergehen, wurden signifikant erhöhte 

Serumwerte von Tenaszin gemessen [154,189]. Gleiches traf für Laminin P1 zu 

[154]. Möglicherweise spielt hier auch die unterschiedliche Regenerations-

geschwindigkeit der Organe eine wichtige Rolle. 

 

Der Median der TIMP-1 Serumwerte war bei den DMD-Patienten nicht signifikant 

erhöht. Allerdings wurden bei drei von fünf Patienten im Alter von 4-7,9 Jahren  

erhöhte Werte gemessen. Bei der Untersuchung einer größeren Zahl von Patienten 

könnte die Altersstufe < 7 Jahre als eine Gruppe mit einem erhöhten Serumwert von 

TIMP-1 herausgearbeitet werden. In der Altersgruppe bis 7 Jahre ist auch die 

Expression von TGF-β1 am stärksten hochreguliert [26] und TGF-β1 aktiviert die 

Bildung von TIMP-1. 

Bei chronischen Erkrankungen der Leber  hat sich TIMP-1 als Marker für den Grad 

der Fibrose erwiesen [189]. Auch für die Leberfibrose bei der cystischen Fibrose 

[256] und den Verlauf bei der membranösen Nephropathie [2] ist der TIMP-1 

Serumwert ein aussagekräftiger Parameter. 
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Nur bei der Bestimmung von Kollagen VI im Serum bestand ein signifikanter 

Unterschied zu den Normalkontrollen. Die erhöhten Werte traten altersunabhängig  

auf, d.h. auch unabhängig vom Grad der Muskelfibrose. Erhöhte Kollagen VI Werte 

wurden bei der Leberfibrose [289], bei der cystischen Fibrose als Prädiktor für eine 

Leberfibrose [115] oder bei chronischen Nierenerkrankungen [208] und der 

Pankreatitis nachgewiesen [203].  Dabei wird Kollagen VI als Marker des ECM-

Umsatzes angesehen oder auch als Ausdruck  eines irreversiblen Umbaus im Sinne 

eines „pathologischen remodeling“.  Bemerkenswert  ist, dass in der Gruppe der 

Patienten mit einer Cortisonbehandlung die Serumwerte von Kollagen VI nur bei zwei 

Patienten leicht erhöht waren und bei den übrigen Patienten im Normbereich lagen. 

Dieses Ergebnis muss in einer Longitudinalstudie überprüft werden. Eine 

Normalisierung der Kollagen VI Werte im Serum durch die Behandlung mit Cortison 

wäre Ausdruck einer Verminderung des ECM-Umsatzes. 

 

5.7 Befunde bei anderen Myopathien 

Neben den Normalkontrollen wurde auch eine heterogene Kontrollgruppe von 

Patienten mit anderen Myopathien untersucht. Diese Gruppe umfasste Patienten mit 

kongenitalen Muskeldystrophien (MCD), Gliedergürtelmuskeldystrophien (LGMD), 

kongenitalen Myopathien und Mitochondriopathien. Betrachtete man die gesamte 

Gruppe, ergaben sich keine signifikanten Unterschiede der mRNA Expression von 

MMP-1, MMP-2, TIMP-1, TIMP-2 und TGF-β1 im Vergleich zu den Normalkontrollen. 

Bei einzelnen Patienten bestand jedoch ein auffälliges Expressionsmuster. In 

Abbildung 5.1 ist die mRNA Expression von MMP-2, TIMP-1 und TIMP-2 im Muskel 

einer Patientin mit einer kongenitalen Muskeldystrophie mit Merosinmangel (MCD1A) 

dargestellt. MMP-2-Transkripte sind über den gesamten Schnitt verteilt nachweisbar, 

TIMP-1-Transkripte fokal im Bereich zellulärer Infiltrate bei regenerierenden und 

degenerierenden Muskelfasern und TIMP-2 in geringerer Ausprägung ebenfalls fokal 

betont im Bereich zellulärer Infiltrate.  MMP-1 war nicht hochreguliert (nicht 

dargestellt).  
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Abbildung 5.1  MCD1A-Muskel, in situ-Hybridisierung mit 
35

S-markierten mRNA Sonden. 

a   MMP-2 Antisense-Sonde, x 

200;  verstärkte mRNA 

Expression in Zellen der 

ECM über dem gesamten 

Schnitt 

 

b   TIMP-1 Antisense-Sonde,  

x 200; fokal stark 

vermehrte mRNA 

Expression im Bereich de- 

und regenerierender 

Fasern 

c   TIMP-2 Antisense-Sonde, x 

200; fokal mäßig 

vermehrte mRNA 

Expression im Bereich 

zellulärer Infiltrate 

 

Das Muster der mRNA Expression entspricht den bei DMD-Patienten beobachteten 

Veränderungen im Sinne einer Störung des ECM-Abbaus. Diese Veränderungen  

wurden – weniger ausgeprägt – bei den genetisch wie klinisch heterogenen 

kongenitalen und Gliedergürtelmuskeldystrophien ebenfalls gefunden, nicht aber bei 

den nicht-fibrosierenden unspezifischen Myopathien, den Strukturmyopathien und 

auch nicht  bei den Mitochondriopathien.  

Fidzianska et al. haben bereits 1982 [105] die Bedeutung von Störungen im 

Kollagenstoffwechsel für die kongenitalen Muskeldystrophien diskutiert. Der Merosin-

negativen kongenitalen Muskeldystrophie (MCD1A) liegen Mutationen im Gen der α2 

Kette des Laminin2 zugrunde [317]. Auch bei dieser Muskeldystrophie ist TGF-β1 

signifikant erhöht [27] mit dem o.g. Expressionsprofil von MMP-1, MMP-2, TIMP-1 

und TIMP-2. Die Hochregulation ist weniger ausgeprägt als bei der DMD. Dies hängt 

möglicherweise mit dem Erkrankungsstadium zum Untersuchungszeitpunkt 

zusammen. Bei den Patienten mit einer MCD1A war die Fibrosierung der Muskulatur 

schon weit fortgeschritten. Auch bei der DMD nimmt TGF-β1 im fortgeschrittenen 

Erkrankungsstadium wieder ab [26].  
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Die Untersuchungsergebnisse an nonDMD-Muskeln  (MCD1A, andere LGMD)  

zeigen, dass die TGF-β1 assoziierten Veränderungen bei der DMD zwar besonders 

ausgeprägt sind, sie sind aber nicht spezifisch für die DMD.  

 

5.8 Proliferation und Differenzierung  

Die Muskeldystrophie Duchenne wird durch Mutationen im DMD-Gen verursacht. Die 

Mutationen führen zu einem hochgradigen Mangel an Dystrophin. Das 

subsarkolemmal gelegene Dystrophin spielt für die Stabilität und Funktion von 

Muskelzellen eine entscheidende Rolle. Durch den Dystrophinmangel kommt es zu 

Muskelfasernekrosen und zum intrazellulären Kalziumanstieg. Es tritt eine 

entzündliche Reaktion mit zellulären Infiltraten, Aktivierung von Zytokinen und 

Interleukinen und einer vermehrten ECM-Synthese mit Hochregulation ECM 

abbauender Proteasen und ihrer Inhibitoren auf. Es werden Satellitenzellen aktiviert, 

die proliferieren und bis zu Muskelfasern ausreifen (Abbildung 5.2, Schritte 1-4). 

Diese physiologischen Regenerationsschritte laufen auch nach einem 

mechanischem Muskeltrauma oder bei einer Myositis ab. Es ist bislang nicht geklärt, 

über welche Mechanismen diese Aktivierungsprozesse nach Abschluss der 

Regeneration des Muskels wieder herunter reguliert werden.   

Im DMD-Muskel findet einerseits diese physiologische Regeneration zu reifen 

Muskelfasern statt, andererseits entwickelt sich eine zunehmende Fibrose, die den 

histologischen Befund im Verlauf dominiert und die myogene Regeneration inhibiert 

(Abbildung 5.2, Schritte 5-9). Bei den Dystrophinopathien des Menschen besteht ein 

Zusammenhang zwischen dem Phänotyp und dem Ausmaß des Dystrophinmangels 

und häufig auch zwischen dem Ausmaß des Dystrophinmangels und dem Grad der 

Muskelfibrose. Der Vergleich mit anderen Spezies mit einer Dystrophinopathie 

unterstreicht, dass der Dystrophinmangel allein weder den klinischen 

Krankheitsverlauf noch die morphologischen Veränderungen des Muskels erklärt 

(Tabelle 5.1). 
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Tabelle 5.1 

 

Muskelfibrose, TGF-1-Konzentration, Dystrophinstatus und Verlaufstyp bei verschiedenen 

Dystrophinopathien; cxmd: X-gebundene Muskeldystrophie des Hundes ; mdx: X-gebundene 

Muskeldystrophie der Maus; *Extremitätenmuskel; Dys: Dystrophin 

 

Spezies Histologie TGF 1 Verlauf Dys 

DMD Frühe Fibrose +++ schwer, progredient - 

BMD Späte Fibrose + leicht + 

mdx Maus Späte Fibrose* ++ leicht - 

cxmd Hund  Frühe Fibrose +++ schwer, stabil - 

  

 

Sowohl die mdx-Maus als auch der cxmd-Hund sind Dystrophin-negativ. Bei der mdx 

Maus besteht im Bereich der Extremitätenmuskulatur nach einer Phase intensiver 

Muskeldegeneration und -regeneration in der 4.-8. Woche ein myopathischen Bild 

ohne wesentliche Vermehrung des Bindegewebes. Der klinische Phänotyp ist mild, 

erst bei dem älteren Tier wird die Muskelschwäche deutlicher [253,254].  Im 

Gegensatz dazu besteht am Diaphragma frühzeitig eine ausgeprägte Fibrose [303]. 

Sowohl im Diaphragma als auch im Extremitätenmuskel war TGF-β1 initial 

hochreguliert. Bereits im Alter von 12 Wochen war im Diaphragma keine signifikante 

Erhöhung der mRNA Expression von TGF-β1 mehr nachweisbar [124], dagegen war 

im kaum fibrosierten M. quadriceps die Expression von TGF-β1 weiter signifikant 

erhöht [346].  

Bei dem cxmd-Hund, dessen Phänotyp der DMD am nächsten kommt, wurde nach 

Tag 60 eine Abnahme der Expression von TGF-β1 nachgewiesen. Parallel dazu war 

auch die Synthese der Kollagene I,III und IV rückläufig.  Der Fibrosegrad des 

Muskels nahm  von über 50 % der Schnittfläche am 15. Tag auf 30% ab [252,73]. 

Dagegen sind beim DMD-Patient der klinische Befund und die histologischen 

Veränderungen auch nach Abnahme der TGF-β1 Expression weiter progredient.  
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Abbildung 5.2 

(1) Muskelzellschädigung 

(2) physiologische Regeneration mit zellulärer Reaktion und passagerem Auftreten von Zytokinen, 

Wachstumsfaktoren und ECM-Komponenten 

(3) Stimulation von Satellitenzellen 

(4) Ausreifung von Muskelzellen 

(5) bei rezidivierender Schädigung permanente Stimulation fibrogener Faktoren 

(6) Vermehrung von TGF-ß1hemmt MMP-1 und die Proliferation von Satellitenzellen 

(7) Vermehrung von TIMP-1 und Hemmung von MMP-1 

(8) TIMP-2 und MMP-2 können den LIMP bilden, der MMP-1 hemmt 

(9) das Ungleichgewicht zwischen Fibrogenese und Fibrolyse führt zu progredienter Muskelfibrose. 
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Bei den drei Dystrophin-negativen Spezies kommt es also zu Beginn der Erkrankung 

zu einer Hochregulation von TGF-β1 mit Aktivierung von TIMP-1, TIMP-2, MMP-2 

und MMP-9, wie es auch von anderen Organfibrosen bekannt ist [38,144,131,33]. 

Neben der Aktivierung vom MMPs und TIMPs kann TGF-β1 die Differenzierung von 

myogenen Zellen in fibrogene Zellen induzieren [199]. Bei fortgeschrittener Fibrose 

nimmt die Expression von TGF-β1 im Muskel wieder ab (Diaphragma der mdx-Maus, 

Extremitätenmuskel DMD-Patient und cxmd-Hund). Trotz dieser 

pathophysiologischen Gemeinsamkeiten bestehen deutliche Unterschiede des 

Krankheitsverlaufs bei den distrophin-negativen Spezies. Es müssen daher Spezies 

spezifische modifizierende Faktoren vorhanden sein.   Im kaum fibrotischen Extre-

mitätenmuskel der mdx-Maus persistiert eine signifikant erhöhte Expression von 

TGF-β1, d.h. dass der Stimulus für die Expression von TGF-ß1 an das 

Vorhandensein von ausreichend vorhandenem Muskelgewebe gekoppelt ist und 

dass der mdx-Extremitätenmuskel über eine höhere antifibrotische Kapazität verfügt 

als das Diaphragma. 

Die Expression von bFGF ist bei der mdx-Maus stärker hochreguliert als bei dem 

DMD-Patienten und dem cxmd-Hund; bFGF wird bei der Muskelentwicklung mit 

myogenen Wachstumsfaktoren koexprimiert [110] und wurde in geschädigten und 

regenerierenden Muskelfasern nachgewiesen und nicht in fibrogenen Zellen. Diese 

Proteindarstellung entsprach der der Regeneration nach einem experimentellem 

Trauma [7] und wurde als Ausdruck der proregeneratorischen Aktivität von bFGF 

gewertet. Es wurde gezeigt, dass die Satellitenzellen bei der mdx-Maus sensitiver für 

eine Stimulation mit bFGF sind als die Fibroblasten, so dass eine Aktivierung des 

myogenen Zellpools ohne die Aktivierung der Fibroblasten möglich erscheint [85].  

Auch aFGF war bei der mdx-Maus während der aktiven Degenerations-

/Regenerationsphase massiv hochreguliert; daraus leiteten die Autoren die 

Hypothese ab, dass Mechanismen, mit denen der mdx-Muskel seinen gute 

Regenerationsfähigkeit erhält, den aFGF mit einschließen [248]. 

Die Expression des Proteoglykans Decorin, einem Gegenspieler von TGF-β1, war 

bei der DMD und der MDC1A schwächer ausgeprägt als bei der BMD, 



 

 

Diskussion - Proliferation und Differenzierung 123 

__________________________________________________________________________ 

 

Dysferlinopathien oder Sarkoglykanopathien [344].  Damit ist von einer stärkeren 

Wirkung von TGF-β1 auszugehen. Es wurden auch Unterschiede der MMP-

vermittelten Proteolyse von β-Dystroglykan zwischen verschiedenen 

Muskeldystrophien nachgewiesen [209]. Ein proteolytischer Abbau - und damit eine 

massive Störung des DAP - wurde nur bei der DMD und den Sarkoglykanopathien 

nachgewiesen, nicht bei der BMD, Miyoshi-Myopathie, der kongenitalen Fukuyama 

Muskeldystrophie und anderen Myopathien. 

Die progressiven Veränderungen des Muskels wurden als Erschöpfung der 

myogenen Regenerationsfähigkeit interpretiert. Oexle und Kohlschütter haben diese 

Hypothese detailliert diskutiert und konnten herausarbeiten, dass die Ursache der 

progredienten Muskelfibrose bei der DMD eher Ausdruck einer gestörten 

Differenzierung (“misdirected regeneration“) als Ausdruck einer „replikativen 

Alterung“ der myogenen Regeneration ist [246]. Es entwickelt sich eine „Milieu 

bedingte“ Differenzierungsstörung, die auch erklären würde, warum der Transfer von 

Myoblasten gesunder Verwandter nicht zu einer signifikanten Dystrophinexpression 

führt [217,225]. Interessanterweise ließ sich als Ausdruck eines „fibrogenen Milieus“  

bereits in DMD-Myotuben das gleiche Expressionsmuster für  TGF-β1, Decorin, 

TIMP-1,-2 und -3, MMP-2 und MMP-9 sowie Kollagen I und Kollagen VI wie im reifen 

DMD-Muskel nachweisen [344].   

Die vorgelegten Ergebnisse und die Daten aus der Literatur belegen, dass der 

Störung des ECM-Stoffwechsel eine wichtige Rolle in der Pathogenese der DMD 

zukommt. Entscheidend für den Wechsel von der myogenen zur fibrogenen 

Regeneration scheint die rezidivierende Schädigung zu sein. An der Leber konnte 

gezeigt werden, dass sich die Regeneration erst nach einer wiederholten 

Schädigung von einer restitutio ad integrum zu einem fibrotischen Umbau wandelt 

[144,180].  Es ist bislang nicht bekannt, welche Faktoren diesen „Richtungswechsel“ 

der Regeneration entscheidend beeinflussen. 
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6 Zusammenfassung 

Die  DMD ist die häufigste neuromuskuläre Erkrankung im Kindesalter. Der klinische 

Verlauf ist durch einen kontinuierlichen Verlust der willkürmotorischen Fähigkeiten 

mit einer deutlich verkürzten Lebenserwartung gekennzeichnet. Die Ursache ist das 

Fehlen von Dystrophin aufgrund von Mutationen im DMD-Gen. Dystrophin ist ein 

subsarkolemmal gelegenes Protein, das eine zentrale Rolle für die Stabilität und 

Funktionstüchtigkeit von Muskelfasern spielt. Im Muskel kommt es zu Beginn zu 

einer intensiven De- und Regeneration von Muskelfasern mit einer inflammatorischen 

Reaktion, im Verlauf dominiert der fibrotische Umbau der quergestreiften Muskulatur.  

Der Vergleich zwischen verschiedenen Spezies mit einer Dystrophin-negativen 

Muskeldystrophie ergibt, dass das Fehlen von Dystrophin weder den klinischen 

Phänotyp noch den histologischen Befund allein erklärt.  

Die Fibrose ist Ausdruck einer Störung des ECM Stoffwechsels. In der vorliegenden 

Arbeit wurden zur Charakterisierung des ECM Stoffwechsels Komponenten der ECM 

dargestellt und die Expression von MMP-1 (Kollagenase 1), MMP-2 (Gelatinase A) 

sowie die Gewebeinhibitoren TIMP-1 und TIMP-2 untersucht. Bei der 

hypertrophierten ECM im DMD-Muskel handelt sich um reifes Bindegewebe mit 

einem erhöhten Anteil fibrillärer Kollagene. Es wurde eine Herunterregulation von 

MMP-1 und eine Hochregulation von MMP-2, TIMP-1 und TIMP-2 nachgewiesen. 

Diese Konstellation entspricht dem Aktivierungsmuster durch TGF-β1, das signifikant 

vermehrt im DMD-Muskel ist.  Durch den Mangel an MMP-1 kommt es zu einer 

Störung des Abbaus fibrillärer Kollagene im DMD-Muskel.  Dieses Muster der 

Hemmung und Aktivierung von MMPs und TIMPs wurde auch bei anderen 

Erkrankungen nachgewiesen, die mit einer Organfibrose einhergehen.  

Es hat sich gezeigt, dass die serologischen Untersuchungen von Kollagen I, 

Kollagen III, Tenaszin und TIMP-1 nicht hilfreich für die Erfassung und 

Verlaufsdokumentation der Muskelfibrose sind. Lediglich die Serumwerte von 

Kollagen VI waren bei Patienten mit DMD erhöht, unabhängig vom Grad der 

Muskelfibrose. Eine Kontrollgruppe von DMD-Patienten mit einer Steroidtherapie 
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hatte normale Serumwerte von Kollagen VI. Diese Befunde weisen darauf hin, dass 

die Bestimmung von Kollagen VI im Serum für das Therapiemonitoring hilfreich sein 

kann, sie bedürfen der Überprüfung durch eine Longitudinalstudie.  

 

Die vorliegenden Daten sprechen dafür, dass es bei der DMD zur einer 

fehlgerichteten, fibrogenen Regeneration der quergestreiften Muskulatur kommt. 

Diese ist Folge der rezidivierenden Schädigung der Muskelfasern, die  zu einer 

anhaltenden Entstehung eines „fibrogenen Milieus“ führt.  

Da zur Zeit keine kurative Therapie zur Verfügung steht, ist es sinnvoll über 

Möglichkeiten einer antifibrotischen Behandlung nachzudenken. Die bislang einzig 

wirksamen pharmakologischen Behandlungen mit Kortison oder Ciclosporin A zielen 

auf die entzündlich/immunologischen Reaktionen im Muskel ab. Die Immun-

modulation von TGF-β1 verhinderte bei der mdx-Maus die Proliferation des 

Bindegewebes, führte aber zu einer Verstärkung der entzündlichen Veränderungen 

[9]. Reed et al. konnten zeigen, dass  Decorin als TGF-β1-Inhibitor die Entwicklung 

der Fibrose des Diaphragmas bei der mdx-Maus verhindern kann [270]. Weitere 

Ansatzpunkte wären die Verwendung von Antisense-Oligonukleotiden gegen TGF-β1 

oder TIMP-1 oder der Einsatz des Antiöstrogens Tamoxifen, das über eine 

antifibrotische Wirkung durch die Antagonisierung von TGF-β1 verfügt. 
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