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Zusammenfassung

Die Dysferlin-defiziente Gliedergurteldystrophie Typ 2B (LGMD2B) gehdrt zu den hereditaren
Muskelerkrankungen, die zu schwerwiegender progredienter Schwache der proximalen
(LGMDZ2B) Skelett-Muskulatur fuhren. Histologisch finden sich neben den typischen Zeichen
der Muskeldystrophie entzindliche zellulare Infiltrate sowie Ablagerungen von
Komplementfaktoren, deren Regulation dariber hinaus durch das Fehlen des
membranstandigen Komplement-Inhibitors CD55 (Decay Accelerating Factor) verandert ist.
Um die Bedeutung des Komplementsystems fur den Pathomechanismus der LGMD2B zu
eruieren, wurde zunachst in einer Zellkultur humaner Muskelvorlaufer-Zellen die Toxizitat von
Komplement auf Myoblasten und Myotuben von Muskelgesunden sowie LGMD2B-Patienten
mit oder ohne Blockade von CD55 / CD59 untersucht. Hier zeigte sich anhand
mikroskopischer Auswertung von den Zelltod anzeigenden Propidiumiodid-Signalen eine 2-
bis 4-fach erhdhte Komplement-Empfindlichkeit von LGMD2B-Myotuben gegenuber
Normalkontrollen. Es konnte gezeigt werden, dass diese Empfindlichkeit nur zu einem
geringen Teil von CD55 reguliert wird. AnschlieBend wurde eine Charakterisierung der
Zellkultur in der FACS-Zytometrie versucht, um eine effektive Analyse bei hohem
Zelldurchsatz zu etablieren. Hierbei traten die Grenzen der in vitro Methode bei der
technischen Messung zutage, so dass anschlie3end der Transfer des pathophysiologischen
Modells in ein in vivo System erfolgte. Im Dysferlin-defizienten SJL/J-Mausmodell wurde der
Effekt der Behandlung mit homologem monoklonalen Antikorper gegen C5-Protein auf die
Entwicklung der Muskeldystrophie gepruft. Die histologische Analyse zeigte anhand der Zahl
nekrotischer Muskelfasern eine deutliche Verlangsamung der spontanen Progression der
Muskeldystrophie im Vergleich zur Kontrollgruppe. Die Studie =zeigt erstmals die
fundamentale Bedeutung komplement-vermittelter Zellschadigung in der Pathogenese der
Dysferlin-defizienten Muskeldystrophie und weist auf eine potentielle Therapieoption fur
Patienten mit LGMD2B hin.
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Abstract

Hereditary limb-girdle muscular dystrophy 2B is characterised by Dysferlin-deficiency leading
to severe progressive palsy of proximal musculature. Histological signs comprise dystrophy
findings amongst inflammatory cellular infiltrates and complement deposits. Recently,
complement regulation in LGMD2B has been found to be altered because of the lack of
CD55 decay accelerating factor. The aim of this study was to elucidate the significance of the
complement system in the pathogenesis of LGMD2B by investigating the toxicity of
complement attack with and without inhibition of CD55 / CD59 on cultured muscle progenitor
cells. Microscopic analysis showed 2-4 times elevated complement-susceptibility in myotubes
of LGMD2B patients compared to normal controls. This susceptibility was shown to be only
marginally regulated by CD55. Subsequently, cultured muscle progenitors cells were
characterised in FACS-cytometry to allow for high-throughput cell analysis. As this method
proved to be ineffective the pathogenetic model was transferred to in vivo investigation. SJL/J
mice that suffer from Dysferlin-deficiency were treated with homologous anti-C5-antibody and
screened for the dynamics of muscle dystrophy development. Histological analysis in terms
of necrotic muscle fibre quantification showed marked slowing of dystrophic changes in
muscle biopsies by complement-inhibition compared to normal controls. This study
demonstrates for the first time the fundamental importance of complement regulation in
Dysferlin-deficient muscle diseases and points to possible therapeutic options for LGMD2B

patients.
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1 Einfuhrung

1.1 Einordnung und Klinik der Gliedergiirteldystrophie Typ 2B

Die Gruppe der Muskeldystrophien gehoért zu den primaren Muskelerkrankungen, bei denen
der Pathomechanismus auf die Muskelzelle selbst zuruckzufuhren ist, ohne Beteiligung von

Vorderhornzellen, peripherer Nerven oder der Funktion neuromuskularer Verbindungen.

Gliedergurteldystrophien stellen eine heterogene Gruppe von Erkrankungen mit der
gemeinsamen Charakteristik der Schwache von Schulter- und / oder Beckengurtel-
muskulatur dar. Eine Einteilung der Muskeldystrophien erfolgte friher nach der klinischen
Prasentation (Lokalisation der betroffenen Muskulatur oder dem Vererbungsmodus), heute
erscheint eine Klassifikation anhand des betroffenen Gen-Lokus am sinnvollsten. Tabelle 1.1

gibt einen Uberblick tber die derzeit bekannten Gliedergurteldystrophien.

Zu den autosomal-rezessiv vererbten Gliedergurteldystrophien (limb girdle muscular
dystrophies type 2) gehéren die sogenannten Dysferlinopathien, welche eine Veranderung im
Dysferlin-Gen (DYSF) auf Chromosom 2p13 aufweisen'?. Mutationen im 55 Exone
umspannenden, 150 Kilobasen groRen DYSF-Gen treten nicht an einzelnen wenigen hot

spots, sondern Uber das gesamte Gen verteilt auf**.

Aus Dysferlin-Mutationen gehen zwei unterschiedliche Phanotypen hervor: die distal betonte
Miyoshi-Myopathie (MM) sowie die proximal betonte limb-girdle muscular dystrophy 2B
(LGMD2B)*’. Beide Krankheitsentitaten konnen infolge derselben Mutation in derselben
Familie vorkommen, wobei Geschwister aber haufig denselben Phanotyp entwickeln. Dies
weist auf bisher unbekannte krankheitsmodifizierende Faktoren hin, die die Entwicklung zu
einem bestimmten Phanotyp hin beeinflussen. Zuletzt wurde auf einen ungewdhnlichen
Phanotyp hingewiesen, der mit einer schmerzhaften Hypertrophie der Wadenmuskulatur
sowie einer Mutation des vermutlich extrazellular gelegenen Anteils von Dysferlin-Protein

einhergeht®.



Tab. 1.1: Klassifikation der Gliedergiirteldystrophien (adaptiert nach Spuler, S.
und v. Moers, A. 2004)

Benennung | Vererbung Gen-Ort Gen Genprodukt

LGMD1A 5q31 MYOT Myotilin

LGMD1B 1911-g921 LMNA Lamin A/C
Autosomal

LGMD1C . 3p25 CAV3 Caveolin-3
dominant

LGMD1D 6923 ??7? 2?7

LGMD1E 7q ??7? 2?7

LGMD2A 159015.1 CAPN3 Calpain 3

LGMD2B 2p13 DYSF Dysferlin

LGMD2C 13912 SGCG y-Sarcoglycan

LGMD2D 17912- SGCA a-Sarcoglycan

LGMD2E q21.33

LGMD2F 4q12 SGCB B-Sarcoglycan
Autosomal

LGMD2G . 5q33-q34 SGCD 0-Sarcoglycan

rezessiv

LGMD2H 17912 TCAP Telethonin

LGMD2I 9931-q34 TRIM32 | E3-ubiquitin ligase

LGMD2J 19913.3 FKRP Fukutin related protein

LGMD2K 2931 TTN Titin

9934.1 POMT1 Protein-o-
mannosyltransferase

Die gewohnlich mit einer deutlichen Erhohung der Serum-Creatin-Kinase einhergehende
Muskelschwache in Patienten mit LGMD2B beginnt um das 20. Lebensjahr zuerst in den
Muskeln des Beckengurtels. Unter langsamer Progression der Paresen kommt es spater zu
einer Beteiligung der distalen Muskulatur der unteren Extremitat sowie des proximalen
Schultergurtels. Wahrend eine Beteiligung des Herzmuskels nicht bekannt ist, fuhrt die
Erkrankung aber regelmalig zum Verlust der Gehfahigkeit, spatestens um das 50.

Lebensjahr®.



Bisher ist diese Erkrankung nur unzureichend behandelbar, ebenso existieren keine
allgemeingultigen symptomatischen Therapiekonzepte, um den Verlauf abzumildern.
Grundsatzlich existieren mehrere Ansatze zur kausalen Therapie von Muskelerkrankungen
wie der Gliedergurteldystrophie: die Zelltherapie soll den symptomatischen Ersatz
funktionsloser oder fehlender = Muskelfasern  ermoglichen, die Gen-  bzw.
Transkriptionsreparatur soll DNA bzw. mRNA in ihrer Funktion ersetzen, und die selektive
Genregulation soll durch Beeinflussung von Regulatoren der Myogenese einen
Therapieerfolg erzielen®. Als weiterer potentieller Therapieansatz ist die Immunmodulation
bzw. im engeren Sinne die Regulation des Komplementsystems zu nennen, dessen
Beteiligung an der Pathologie von Gliederglrteldystrophien erst in letzter Zeit deutlich

wurde'®.

1.2 Histologische Veranderungen bei Muskeldystrophien

Als histologische Veranderungen, die im Rahmen von Muskeldystrophien vorkommen,
werden regelhaft beobachtet die Zentralisation der Nuclei, das Aufspalten (Splitting) von
Muskelfasern in kleinere Einheiten, das Auftreten von Zellnekrosen und entziindlichen
Infiltraten, das gehaufte Auftreten von regenerierenden Muskelfasern sowie die zunehmende

Variabilitat des Faserdurchmessers.

In der normalen, reifen Muskelfaser sind die Nuclei an der Peripherie der Muskelfaser
subsarcolemmal angeordnet. Eine Wanderung der Kerne nach zentral stellt hier eine
pathologische, wenn auch unspezifische, Reaktion dar. Diese findet sich besonders haufig im

Rahmen einer muskularen Dystrophie.

Wenn zwei Muskelfasern sich in grofRer Nahe zueinander befinden und dabei einen Raum
einnehmen, den normalerweise nur eine Faser besetzt, kann man davon ausgehen, dass
sich die Muskelfaser hier gespalten hat''. Dieses Fasersplitting ist eine haufige Veranderung
in primaren Muskelerkrankungen und tritt besonders oft bei Dystrophien auf. Im
Muskelquerschnitt zeigt sich das Fasersplitting dadurch, dass sich besonders nahe
benachbarte Fasern innerhalb derselben endomysialen Einscheidung befinden, was dem

Bild von ineinander passenden Puzzleteilen sehr dhnlich ist'".

Nekrosen stellen eine stereotype Antwort des Muskels auf verschiedenartige pathologische
Stimuli dar. Sie entstehen durch Verletzungen aller Zellorganellen, eines Segments oder

einer umschriebenen Region der Muskelfaser. In einer nekrotischen Faser erscheint der



kontraktile Apparat amorph und der striare Charakter geht verloren. Das Sarkolemma ist
unterbrochen und verschwindet, der Faserinhalt wird in der Regel von Phagozyten
abgebaut". In der Gomori Trichrome-Farbung erscheint die nekrotische Zone blass grau

oder griin-blau, wahrend sich die normale Muskelfaser tief blau oder griin farbt'".

Nekrosezonen werden nicht obligat von Makrophagen infiltriert. Die Histiozyten wandern in
das Zytoplasma ein, wahrend die Zellkerne pyknotisch werden und das Sarkolemma
verschwindet''. Dabei ist Komplementaktivierung ein unweigerlicher Begleitumstand der
Muskelfasernekrose'. Die Komplementproteine treten durch die beschadigte Zellmembran
und binden an intrazellulare Organellen. Dann folgt die Bildung des Membran-Attack-
Komplexes C5b-9, welches die membrandsen Organellen lysiert. Komplementaktiverung ist
aullerdem assoziiert mit Faktoren, die die Makrophagen chemotaktisch anziehen und

immobilisieren sowie das Sarkolemma fiir die Makrophagen opsonieren™.

Die exzellente Regenerationsfahigkeit von Muskelgewebe ist unbestritten. Sie hangt im
gestreiften Muskel vom Ausmaly der Nekrose, dem Zurlckbleiben der Innervation, der
Blutversorgung des betreffenden Gebietes sowie dem Restbestand der Muskelarchitektur ab.
Morphologisch zeigt sich die Regeneration typischerweise in einem basophilen Zytoplasma

sowie groRRen, dunklen, prominenten Nucleoli in den ebenfalls vergroRerten Zellkernen.

Ein gesunder Muskel weist eine regelmalige und symmetrische Zellarchitektur auf, die durch
auffallend konstante Durchmesser der einzelnen Muskelfasern verursacht ist. Im normalen
Muskel (iberschreitet der groRte den kleinsten Faserdurchmesser nicht um mehr als 12 % ™.
Strukturelle und funktionelle Beeintrachtigungen des Muskels erhdhen hingegen die Varianz

des Durchmessers in einem histologischen Praparat.

1.3 Molekulare Grundlagen von Dysferlinopathien

Ein Modell der molekularen Grundlagen gangiger Muskeldystrophien bildet der so genannte
Dystrophin-Glykoprotein-Komplex, der durch Defizienz einzelner seiner Proteine zu den
spezifischen Krankheitsbildern der Muskeldystrophien vom Typ Becker, Typ Duchenne sowie
der LGMD2-Typen C bis F fihren™.

Im Falle der Typ B Gliedergurteldystrophie kommt es zu einer Defizienz des Dysferlin-
Proteins, welches allerdings nicht mit dem Dystrophin-Glykoprotein-Komplex assoziiert ist,
sondern sich an der Peripherie der Muskelfaser befindet. Das teilweise oder vollstandige

Fehlen von Dysferlin bei LGMD2B ist vermutlich auf Stérungen der Proteinfaltung sowie
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beschleunigtem Proteinabbau zurlickzufiihren®.

Welche Funktionen Dysferlin im einzelnen zugeschrieben werden kdnnen, ist derzeit unklar.
Bisher gibt es Hinweise, dass es bei Reparaturvorgangen in der Zellmembran mitwirkt:
Schadigungen des Sarkolemmas durch Mikroverletzungen haben normalerweise eine
Akkumulation von Dysferlin am Schadigungsort zur Folge'™'®; im Falle des Fehlens von
Dysferlin-Protein kommt es hingegen zu einer Persistenz der Membranschadigung trotz
Anreicherung von Vesikeln an der Zellmembran, wofur die fehlende Interaktion zwischen
Dysferlin und Annexin A1 und A2 verantwortlich gemacht wird'. Das 230 kDa schwere
Dysferlin ist vermutlich Gberwiegend zytoplasmatisch lokalisiert, da die Gen-Sequenzierung
nur eine kurze transmembrandse Aminosauresequenz mit einem kleinen, extrazellularen C-
terminalen Ende sowie sechs intrazellulare C2-Domanen zeigt, die auch in die intrazellulare

Calcium-Regulation involviert sind'®.

1.4 Grundlagen der Muskelregeneration und Myogenese

Eine aktuelle Theorie Uber die Pathogenese von LGMD2B geht davon aus, dass bei
Dysferlin-Defizienz die Reparatur einer Zellmembran, welche durch physiologische Vorgange
geschadigt wurde, behindert ist’®'°. Als wahrscheinliche Folge geht die Muskelfaser daran
mittelfristig zugrunde und wirde dann in einer lokalisierten Entzindungsreaktion durch

Gewebsmakrophagen abgebaut, um durch eine neue Faser ersetzt zu werden.

Dieser Erneuerungsvorgang des Muskels wird gespeist aus sogenannten Satellitenzellen, die
zwischen Basalmembran und Sarkolemma reifer Muskelfasern liegen?. Satellitenzellen
stellen ruhende Vorlauferzellen von Myoblasten dar und konnen z.B. durch Verletzung des
Muskels aktiviert werden. Sie differenzieren sich dann zu proliferierenden Myoblasten,
welche schlieBlich zu reifen, funktionalen Muskelfasern werden?'. Satellitenzellen lassen sich
durch  enzymatische Dissoziation von  Skelettmuskulatur und Kultivierung in

wachstumsforderndem Medium aktivieren und als Myoblasten in Zellkultur propagieren®.

Das Intermediarfilament Desmin wird von proliferierenden Myoblasten exprimiert?*?® und ist
vorherrschend in reifen Myozyten®. Die Hochregulation von Desmin ist ein Signal fiir die
Differenzierung von Myoblasten. CD56, auch NCAM oder Antigen Leu-19, wird konstitutionell
in proliferierenden Myoblasten exprimiert®>® und ist nicht nachweisbar in reifem Muskel?.
Andere Zellen exprimieren ebenfalls CD56, darunter Lymphozyten, nicht jedoch Fibroblasten.

Desmin und CD56 gelten als zuverlassige Myoblasten-Marker fur Zellkulturen aus
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Skelettmuskel. Die Aktivitat der Creatin-Kinase, die die Energie fur die Muskelkontraktion
Uber ATP bereitstellt, stellt einen etablierten Marker flr die Differenzierung von Myoblasten

dar und korreliert mit der Fusion von Myoblasten?.

Bei der enzymatischen Dissoziation vom bioptierten Muskelgewebe werden auch nicht-
myogene Zellen ausgelost. Der Hauptzelltyp, welcher dann mit Myoblasten zusammen in der
Kultur propagiert wird, sind Fibroblasten, welche potentiell die Kultur dominieren kdnnen?.
An fibroblastischen Stromazellen des Knochenmarks® sowie des Thymus®* bindet der
monoklonale Antikdrper TE7, welcher als Fibroblastenmarker auch flr Myoblastenkulturen

charakterisiert wurde®'.

Die Differenzierung von Myoblasten geht einher mit dem Verlust der Fahigkeit zur
Proliferation®?, was bei serieller Propagation zur Uberwucherung der Kultur mit Fibroblasten
fuhren kann. Induziert wird die Differenzierung durch Reduktion der Serumkonzentration und
anderen Mitogenen im Kulturmedium®. Daneben differenzieren sich einige Zellen

unabhangig hiervon spontan zu Myotuben, besonders bei hoher Zelldichte®'.

1.5 Komplement-vermittelte Pathologie der Dysferlinopathien

Prinzipiell kdnnten Therapien bei allen primaren Muskelerkrankungen auf verschiedenen
Ebenen ansetzen: vor bzw. zum Zeitpunkt der Zellschadigung oder wahrend der spontanen

Muskelregeneration.

Trotz erster Erfolge bei Therapiestudien primarer Muskelerkrankungen  mit
Muskelvorlauferzellen zeigte sich, dass sowohl autologe als auch allogene Myoblasten eine
Entzindungsreaktion im Wirtsmuskel auslosen, die einen groen Teil dieser Zellen
zerstort**3%. Wenngleich die Beteiligung von Natural-Killer-(NK)-Zellen nahe gelegt wurde®,

ist unklar wodurch die Myoblasten im einzelnen geschadigt werden.

Als weitere Ursache flr den Zelltod von injizierten Myoblasten kommt das Komplement-
System in betracht. Dieses ist neben seiner Rolle in der Pathologie der Muskelnekrosen bei
Muskeldystrophien und -entziindungen'? sowie der Myasthenia gravis®’*® maRgeblich bei der
Dermatomyositis beteiligt®***°. Dabei greifen distinkte Faktoren des Komplementsystems in
die Pathologie ganz unterschiedlicher Krankheitsursachen ein: so ist der membranolytische
Komplement-Komplex (Membrane Attack Complex) als Endprodukt der
Komplementaktivierung sowohl bei nekrotisierenden Muskelerkrankungen*' als auch bei

Erkrankungen ohne Muskefasernekrosen auf der Zellmembran nachweisbar*?.
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Befunde an gesunden Muskelzellen weisen auf eine differentielle Wirkung von Komplement
je nach Zelltyp hin: wahrend gesunde Myoblasten gegenuber Komplement als unempfindlich
beschrieben werden, zeigte sich eine deutliche Schadigung von gesunden Myotuben unter
Komplementattacke*. Als ursachlich hierflir wurde das Fehlen der membranstandigen
Komplement-Inhibitoren auf Myotuben angesehen, die auf Myoblasten vorhanden sind, da
bei Antagonisierung der Inhibitoren das Komplement-System auch an Myoblasten spontan

aktiviert wurde®.

Auch bei LGMD2B-Patienten wurde eine konsistente Beteiligung des Komplementsystems
gefunden. Histologisch zeigten sich neben perivaskularen Infiltraten** und zellularen
Gewebsinfiltraten**“*> Ablagerungen des Komplement-komplexes Membrane Attack Complex

(MAC) an nekrotischen Muskelfasern™°,

1.6 Regulation der komplement-vermittelten Zellschadigung

Die Komplement-Entzindungs-Kaskade ist ein phylogenetisch alter Teil des angeborenen
Immunsystems. Das Komplementsystem hat drei fundamentale physiologische
Bedeutungen: Abwehr gegenuber mikrobiellen Infektionen, Vermittlung zwischen
angeborenem und adaptivem Immunsystem via B-Zell-Rezeptoren sowie Beseitigen der
Immunkomplexe und der Endprodukte der Entzindungsreaktion zur Sicherstellung des

Heilungsprozesses.

Im Rahmen der Erregerabwehr erzeugt das Komplementsystem den membranolytischen
Komplex C5b9 (Synonym: Membrane Attack Complex, MAC) auf der Oberflache des
Pathogens sowie der C-Fragmente (Synonym: Opsonine, z.B. C1q, C3b, iC3b), die mit C-
Rezeptoren auf der Zelloberflache interagieren (CR1, CR3, CR4), um die Phagozytose durch
Makrophagen zu férdern. Die Aktivierung der Komplementkaskade erfolgt durch drei
unterschiedliche Pfade, wobei zuletzt alle in einen gemeinsamen Pfad einmiinden, an
dessen Ende die Formation des MAC steht, welcher die Phospholipid-Doppelschicht der

Zielzelle durchdringt und einen Porus in ihr verursacht, wodurch die Zelle lysiert wird*e.

Da das Komplementsystem jedoch bei inadaquater Aktivierung ebenso effektiv gegen
gesunde korpereigene Zellen vorgeht’, existieren eine Reihe negativ regulatorischer
Molekule, die entweder die Funktion der C3-Spaltungsenzyme oder die Formierung des MAC
inhibieren*®. Losliche Komplement-Inhibitoren sind C1 inhibitor, C4b-Bindungs-Protein,

Faktor H, Faktor |, S-Protein und Clusterin. Die anderen Inhibitoren werden auf
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Zelloberflachen exprimiert und beinhalten Membran-Kofaktor-Protein (MCP, CD46), Decay
Accelerating Faktor (DAF, CD55), Komplementrezeptor 1 (CR1, CD35), Homologer
Restriktionsfaktor und Homologer Restriktionsfaktor 20 (CD59)*.

Die regulatorischen Mechanismen des Komplementsystems sind fein ausbalanciert, damit
einerseits Komplement fokussiert auf der Oberflache von Pathogenen deponiert wird,

wahrend andererseits die Ablagerung auf gesunden, korpereigenen Zellen verhindert wird (s.
Abb. 1.6).
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Abb. 1.6: Schematische Darstellung der Inhibitoren der

(adaptiert nach Gasque, P. 2004)

Kursiv: lisliche Komplement-Inhibitoren

Komplementkaskade

Zentrale Stellung bei der Inhibition aller drei Aktivierungspfade der Komplementkaskade
nehmen die membranstdndigen Komplementinhibitoren CD55, CD46 und CD35 und
CD59 (rot) ein. Neben den loslichen Komplementinhibitoren (kursiv) verursachen sie an

unterschiedlichen Stellen der Kaskade letztlich die Bildung des zytolytischen Membrance

Attack Komplexes (MAC).

Wahrend CD46, CD55 und CD35 in den friihen Phasen der Kaskade inhibitorisch wirken,
wirkt CD59 im terminalen, lytischen Stadium, das durch Bildung des MAC vermittelt wird.

CD35 besitzt sowohl decay accelerating- als auch Kofaktor-Akti

vitdt und inhibiert somit

sowohl die klassische als auch die alternative Aktivierung der Kaskade. CD55 und CD46

inhibieren vornehmlich einen einzelnen Pfad, wobei CD55 den Zerfall der C3/C5 Convertase

direkt beschleunigt und so hauptsachlich die klassische Aktivierung hemmt, wahrend CD46

eine Kofaktor-Aktivitat fur die Inaktivierung von C3b aufweist und so hauptsachlich den
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alternativen Pfad inhibiert®.

Die Regulation der Komplement-Inhibitoren selbst wiederum involviert eine Reihe von
Faktoren, die gewebsspezifisch zu unterschiedlichen Effekten fuhren: so verursacht TGF-f3 in
Keratinozyten eine Hochregulation von CD46 und CDS59, wahrend die CD55-Expression
unbeeinflusst bleibt®'. In orbitalen Fibroblasten hingegen kommt es umgekehrt durch TGF-3
zur Hochregulation von CD55, nicht jedoch von CD46 und CD59%*. Letztere Effekte
verursachen ganz analog auch TNF-a und IFN-y in Endothelzellen®**. SchlieRlich kommt es
auch durch den Einfluss von Vascular Endothelial Growth Factor®>*® und Basic Fibroblast

Growth Factor®® zur Induktion von CD55.

Kirzlich wurde auch die Beteiligung der Komplement-Regulation an der Pathologie von
LGMD2B-Patienten deutlich. Die Dysferlin-defizienten Patienten wiesen auf mRNA- wie
auch auf Protein-Ebene verminderte Spiegel des Komplement-Inhibitors CD55 auf'®. Damit
einhergehend kommt es zu einer Verminderung der Konzentration von SMAD-Proteinen. Da
der Promotor der CD55-Transskription eine Bindungsstelle fir SMAD aufweist, wird derzeit
eine besondere Verbindung zwischen CD55 und SMAD vermutet: durch die Verminderung
der SMAD-Proteine, die normalerweise in einem Proteinkomplex in den Zellkern Ubertreten,
koénnte die Transskription von CD55 verhindert werden, was die defiziente CD55-Expression
erklaren wurde. Unterstutzt wird diese Theorie durch die differentielle Expression von SMAD-
Proteinen in Muskel und Herz von LGMD2B-Patienten bzw. SJL/J-Mausen: im Skelettmuskel
tritt SMAD vermindert, im Herz in normalen Konzentrationen auf. Dies spiegelt die klinische

Situation bei LGMD2B-Patienten wider, die keine kardiale Muskelschwache aufweisen °.

Bislang sind die Mechanismen der Komplement-Regulation im Muskel jedoch wenig
untersucht. Im Falle einer ursachlichen Beteiligung des Komplement-Systems an der
Pathologie von Gliederglrteldystrophien ware allerdings eine lokale oder systemische
Beeinflussung der Komplementkaskade ein viel versprechender therapeutischer Weg, da
heute eine Reihe effektiver pharmakologischer Mittel zur Verfugung steht, um das

Komplement-System auszubremsen.

1.7 Modelle zur Erforschung von Dysferlinopathien

Die Erforschung der Pathologie von Gliedergurteldystrophien erfolgt derzeit fast
ausschlieB3lich in vitro. Sie beinhaltet sowohl tierexperimentelle Modelle®” wie auch die

Nutzung humaner Zellkulturen, wahrend klinische Befunde durch kausale Therapie von
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Gliedergurteldystrophien anders als fir andere Muskeldystrophien® nur anhand von
Einzelfallen durch off-label use von Medikamenten im Rahmen individueller Heilversuche

beschrieben sind.

1.7.1 Humane Zellkulturen in Forschung und Therapie

Muskelvorlauferzellen sind relativ einfach aus Biopsiematerial zu gewinnen und in Kultur zu
expandieren. Aufgrund von Ergebnissen aus mehreren praklinischen und klinischen Studien
zum therapeutischen Effekt bei Applikation autologer humaner Skelettmuskelzellen bei
Residualzustand nach Herzinfarkt wird beispielsweise geschatzt, dass etwa 10° Zellen
verpflanzt werden miissen, um eine effektive Therapie einzuleiten®'. Es wird davon
ausgegangen, dass Muskelvorlauferzellen in vitro vermehrt werden mussen, da die Menge

geeigneter Zellen aus Biopsiematerial begrenzt ist.

Hinsichtlich einer Gentherapie primarer Muskelerkrankungen lasst sich das interessierende
Gen mit hoher Effizienz ex vivo in Muskelvorlauferzellen inkorporieren®-¢'. Nach mehrfachen
Injektionen der Zellen in den vitalen Muskel fusionieren die transformierten Zellen mit den

Skelettmuskeln® und exprimieren das gewlinschte Genprodukt®-°,

Die Bedeutung dieser Befunde fur den klinischen Therapieeffekt ist derzeit noch gering — im
Falle der Herzinfarktbehandlung beispielsweise blieb die Myoblasteninjektion in der Phase-3-
Studie (,MAGIC®) nach bisherigen Ergebnissen ohne oder sogar mit negativem

Behandlungseffekt gegeniliber Placebo®®.

1.7.2 Tierexperimentelle Modelle der Dysferlin-defizienten Muskeldystrophie

Es existieren drei Mausmodelle der Dysferlin-defizienten Muskeldystrophie, welche die
Stamme der SJL/J-Maus, der A/J-Maus sowie der Dysferlin-knockout Maus umfassen®” 8, In
letzterem Stamm wurde die C2E Domane durch ein Neomycin-Gen ersetzt, wahrend in der
A/J-Maus eine ETn Retrotransposon-Insertion im Intron 4 besteht. Die SJL/J-Maus weist
hingegen eine Splice-Mutation im Exon 45 des Dysferlin-Gens auf. Alle drei Mausmodelle
zeigen histopathologisch neben dystrophischen auch diskrete entzindliche Zeichen, welche
ebenso bei LGMD2B-Patienten zu finden sind.

Der SJL/J-Mausstamm wird seit langerem als Modell fur Autoimmunerkrankungen genutzt,
so z.B. als Modell fiir die Multiple Sklerose (experimentelle allergische Encephalomyelitis)®®.

Durch experimentelle genetische Modifikationen durch eine 12 kb Deletion am 3’ Ende des
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DYSF-Gen wurde eine komplette Ausléschung der Dysferlin-Expression erreicht'. Bei der
SJL/J-Maus kommt es spontan zu einer Myopathie, deren Histologie ein dystrophisches
Muster aufweist, das dem von LGMD2B-Patienten sehr ahnlich ist**. Obwohl die Myopathie
von einer Hochregulation der MHC Klasse | - Molekule begleitet wird, ist sie von dieser
unabhangig, da sich die Myopathie auch unter MHC Klasse | - knock-out entwickelte™.
Wahrend also normalerweise die MHC-Hochregulation als Marker inflammatorischer
Myopathien gilt”", ist die Entwicklung der LGMD2B-Myopathie offenbar unabhangig von
zellvermittelter Zytotoxizitat und beruht vermutlich auf der komplement-vermittelten

Zellschadigung.

Histopathologisch zeigen sich im SJL/J-Mausmodell deutliche dystrophische Zeichen
beginnend zwischen der 22. und 26. Lebenswoche®, am deutlichsten als steiler Anstieg der
Zahl von Muskelfasernekrosen (s. Abbildung 1.7). In einer neueren Studie konnte neben der
Beteiligung des Skelettmuskels auch eine Beeintrachtigung der Herzmuskulatur gezeigt
werden: wahrend die Routinehistologie und sogar die Elektronenmikroskopie von SJL/J-
Tieren im Alter von 32 bis 34 Wochen unauffallige Verhaltnisse des Herzmuskels ergaben,
zeigte sich funktionell eine deutlich erhdhte Anfalligkeit gegenltber chemisch-toxischer
Stressbelastung als bei Normalkontrollen’?. Hiermit einher geht eine verringerte
Genexpression von Strukturproteinen sowie eine veranderte Expression von Proteinen, die

im Zusammenhang mit Fibrose und Herzmuskelschadigung stehen’.

Der klinische Auspragungsgrad der Erkrankung jedoch, welcher gewdhnlich flr Labortiere
mithilfe des SHIRPA-Protokolls™ bestimmt wird, konnte bisher flir die Myopathie bei SJL/J-
Mausen nicht zufrieden stellend gemessen werden, da die Abstufungen der motorischen
Leistungsfahigkeit intra- und interindividuell zu stark variierte (Daten aus der Dissertation von

Vieweger, A. an der Klinik flr Neurologie der Charité — Universitatsmedizin Berlin).
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Entwicklung der Muskelfasernekrosen bei der SJL/J Maus
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Abb. 1.7:  Zeitliche Dynamik und Auspragung der Muskelfasernekrosen im

Mausmodell

Die Auspragung von Muskelzellnekrosen im Mausmodell ist altersabhangig. Die relative
Anzahl nekrotischer Fasern zeigt in Abhangigkeit vom Alter der Tiere einen sprunghaften
Anstieg der Nekrosen ab etwa 24 Wochen (rot umrandet). Infolgedessen lasst sich
unterhalb einer Schwelle von 1% nekrotischer Fasern im histologischen Praparat der
Muskel als ,normal“ und oberhalb als ,beeintrachtigt® definieren, da sich die deutliche

Beschleunigung der Auspragung von Nekrosen von diesem Basiswert aus entwickelt.

1.8 Rationale

Unter der Hypothese, dass Komplement in Patienten mit Gliedergurteldystrophie eine
schadigende Wirkung entweder auf Muskelvorlauferzellen oder auf reife Muskelzellen
ausubt, wurde in der vorliegenden Studie zunachst in der humanen Zellkultur die toxische
Komplement-Wirkung auf die einzelnen Zelltypen von Patienten im Vergleich zu

Normalkontrollen verifiziert.

Es wurde angenommen, dass die hierunter erwartete hohere Komplement-Empfindlichkeit
von Dysferlin-defizienten Zellen ahnlich wie bei gesunden Myotuben durch ein konstitutives
Fehlen membranstandiger Komplement-Inhibitoren bei LGMD-Patienten verursacht wurde.

Deshalb wurden anschlieRend zur Identifikation des Mechanismus der
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Komplementschadigung auf dysferlin-defizienten Zellen die Komplement-Inhibitoren CD55
und CD59 pharmakologisch ausgeschaltet, um hierdurch einen verstarkten toxischen Effekt

unter Komplementattacke nachzuweisen.

Zuletzt wurde die Ubertragbarkeit des projizierten Pathogenese-Modells von in vitro- auf in
vivo-Bedingungen getestet: Im Mausmodell der Dysferlin-defizienten Gliedergurteldystrophie
wurde durch spezifische Inhibition des Komplement-Faktors C5 versucht, das Fortschreiten

dystrophischer Veranderungen in der Muskelhistologie zu verhindern.

2 Material und Methoden

2.1 Experimente in der Zellkultur

2.1.1 Patienten und Dysferlin-Mutationen

Die in den Versuchen verwendeten Muskelzellen wurden aus Biopsien von zwei
Muskelgesunden sowie drei LGMD2B-Patienten gewonnen, die in der Sprechstunde der
Muskelambulanz der Charité, Universitatsmedizin Berlin, diagnostiziert wurden. Als
muskelgesund wurden die Patientin (23 Jahre) K.S. sowie der Patient C.N. (19 Jahre)
diagnostiziert. Die LGMD2B-Patienten weisen je unterschiedliche Dysferlin-Mutationen auf,
die sich auf Ebene der Exone, der mRNA sowie der exprimierten Proteine unterscheiden®.
Tabelle 2.1.1 gibt eine Ubersicht Uber die Mutationsorte und deren Folgen auf RNA- und

Proteinebene.

Aus der Familie A weist der aus dem Libanon stammende 50-jahrige Patient S.A. eine
homozygote Missense-Mutation in Exon 38 auf. Er berichtete eine seit dem 24. Lebensjahr
langsam progrediente Verminderung der Muskelkraft, zunachst in der Beckengurtel- und
proximalen Oberschenkelmuskulatur, dann in den Oberarmen. Einige Jahre spater war eine
Verschmachtigung der proximalen Extremitatenmuskulatur hinzugetreten. Die Krankheit
verlief langsam progredient, so dass mit 47 Jahren eine weitreichende Einschrankung der
Gehfahigkeit eintrat. Zum Zeitpunkt der molekulargenetischen Diagnosestellung bewaltigte er
mit Unterstitzung eine Gehstrecke von 50 m. Klinisch wies er dabei eine Beckengurtel-
betonte symmetrische Gliedergurtelparese mit Aussparung der Gesichts- und

Halsmuskulatur auf. Mutter und Onkel des Patienten litten an progressiver Muskelschwache,
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die im Erwachsenenalter begann, wahrend vier seiner Cousins bereits mit 15 Jahren

ebenfalls eine dhnliche Muskelschwéache entwickelten.

Tab.2.1.1:  Ubersicht iiber die Dysferlin-Mutationen der verwendeten

Muskelvorlauferzellen (adaptiert nach Wenzel et al., 2006)

o | w S c % Veranderung auf der Ebene von _ 5
e | 83| £¢ S
i S [ = - - hd
S| S S c § 5 Nukleotid mRNA Protein E g
A | SA 38 homozygot | c.4022T>C r.4022u>c p.L1341P | Missense
B |AL. 8 heterozygot | c.855+1delG | decay p.G299R [ Missense

9 heterozygot | c.895G>A r.895g>a

C [AO. 16 heterozygot | c.1448C>A r.1448c>a p.S483X Nonsense
55 heterozygot | c.*107T>A r.*107u>a

Die 47-jahrige Patientin A. L. aus der Familie B weist eine heterozygote Missense-Mutation in
Exon 8 und 9 auf. Sie bemerkte seit dem 26. Lebensjahr Schwierigkeiten beim Joggen und
wurde in der Folge auf degenerative Arthritis behandelt und mehrfach operiert, bis sie mit
LGMD2B diagnostiziert wurde. Zu diesem Zeitpunkt wies sie einen watschelnden Gang und
eine deutliche Schwache des Beckengurtels ohne Anzeichen fur distale oder
Schulterglrtelbeteiligung sowie Atrophien auf. Wahrend der Bruder der Patientin im 39.
Lebensjahr ebenfalls mit LGMD2B diagnostiziert wurde, zeigten die Mutter und eine
Schwester sowie zwei weitere Familienmitglieder trotz heterozygoter Dysferlin-Mutation keine

klinische Symptomatik auf.

Die 36-jahrige, aus Nigeria stammende, Patientin A.O. weist eine heterozygote Nonesense-
Mutation in Exon 16 und 55 auf. Sie stellte sich mit seit etwa vier Jahren bestehender,
progredienter Schwache des Gliedergurtels mit Betonung der ischiocruralen Muskulatur vor,
die zur Beeintrachtigung beim Treppensteigen fuhrte. Da die Patientin zusatzlich eine
progrediente Schwache der distalen Muskulatur mit Betonung der unteren Extremitat
aufweist, besteht eine Mischform aus der typischen proximalen Manifestation der LGMD2B

sowie der fur die Miyoshi-Myopathie typischen distalen Muskelschwache. Die Eltern sowie
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alle vier Bruder und drei Schwestern der Patientin sind klinisch unauffallig.

2.1.2 Chemikalien

Zellkultur
Einfrier- Enthalt
medium DMEM - 70 Vol.%
FCS - 20 Vol.%
DMSO - 10 Vol. %
DMEM D-Minimal Essential Medium, Fa. Invitrogen
(Karlsruhe), Gibco D-MEM + 4500 mg / |
Glucose + L-Glutamine — Pyruvate, Kat.Nr.
REF 41965-039
FCS Fetal Calf Serum, Fa. PAA (Pasching), Kat. Nr.
A15-043
DMSO Dimethylsulphoxid, Fa. Sigma-Aldrich
(Minchen), Kat.Nr. D2650
Fusions- Enthalt:
medium DMEM - 98 Vol.%
Pferdeserum - 2Vol.%
Pferdeserum Horse Serum, Fa. PAA (Pasching), Kat.Nr.
B15-021
PBS Physiological Buffer Solution, Fa. Invitrogen (Karlsruhe), Gibco

D-PBS + CaCl, + MgCl,, Kat.Nr. REF 14040-091
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Skeletal Enthalt:
Muscle PromoCell Growth Medium - 1 Einheit
Growth FCS, zusatzlich - 5Vol.% (gesamt: 10 Vol.%)
Medium Glutamax - 0,015 %
(SMG- Gentamicin - 40 ug/ mi
Medium) PromoCell PromoCell Skeletal Muscle Cell Growth
Growth Medium + SMG Supplement Pack, Fa.
Medium PromoCell (Heidelberg), Kat.Nr. C-23060 bzw.
C-39360
Enthalt:
FCS - 0,05 mi/ml
bovines Fetuin - 50,0 pg/ml
Humaner epidermaler - 0,01 ug/ml
Wachstumsfaktor
(rekombinant)
Humaner basaler Fibroblasten- - 0,001 pg/ml
wachstumsfaktor
(rekombinant)
Humanes Insulin -10,0 ug/ ml
(rekombinant) Dexamethason - 0,40 pg / ml
Gentamicinsulfat -50,0 ug/ ml
Amphotericin B -0,05 ug/ ml
Phenolrot - 0,62 ng/ ml
Gentamicin Gentamicin, 50 mg / ml, Fa. Invitrogen
(Karlsruhe), Kat.Nr. 15750-037
Glutamax Glutamax, Fa. Invitrogen (Karlsruhe), Kat.Nr.
35050-038
Trypsin Trypsin-EDTA, Fa. Invitrogen (Karlsruhe), Gibco Kat.Nr.

25300-054
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Waschmedium

Waschmedium

Enthalt:
DMEM
FCS - 10 Vol.%
Gentamicin - 40 yg/ ml

Komplement-Assay

Antikérper CD Monoclonal Antibody to Human CD 55, Fa. Acris Antibodies
55 (Hiddenhausen), Kat.Nr. SM1141PS

Antikérper CD Mouse Anti Human CD 59 (MCA1054), Fa. Serotec (Oxford)
59

Normalserum-
Puffer

Enthalt:
Serum einer gesunden Freiwilligen aus der Muskelambulanz
Charité, eingefroren spatestens 1 Stunde nach Blutentnahme,

Lagerung bei -25°C

NHS 1:5 5 Teile VAP/BSA-Puffer + 1 Teil Normalserum
NHS 1:10 10 Teile VAP/BSA-Puffer + 1 Teill
Normalserum
NHS 1:20 20 Teile VAP/BSA-Puffer + 1 Tell
Normalserum
Propidiumiodid Enthalt:
-L6sung PBS
Propidiumiodid - 0,5 pyg/ ml Fa. Sigma-Aldrich (Minchen),
Kat.Nr. P4170
Trypanblau Trypan Blue 0,4 % Stain, Fa. Sigma-Aldrich (Minchen), Kat. Nr.
18154
VAP/BSA- Enthalt:
Puffer VAP - 99 Vol.%
BSA - 1Vol.%
VAP Barbital-Acetat-Puffer Stammlosung A, Fa. Dr.
K. Hollborn & Sohne (Leipzig), Kat.Nr.
B01-0500A
BSA Fa. AppliChem (Darmstadt), Kat. Nr.
A0849,0010
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2.1.3 Material und Gerate

Zellkultur

Brutschrank

Hera Cell, Fa. Heraeus (Hanau)

Einfrierrohrchen

CryoTube Vials, Fa. NUNC (Roskilde), Kat.Nr. 343958

Farbeschalchen

Falcon Easy Grip Tissue Culture Dish 35 x 10 mm, Fa. Becton
Dickinson (Heidelberg), Kat.Nr. 353001

Flakons BD Falcon Flask 75 cm?, Fa. Becton Dickinson (Heidelberg),
Kat.Nr. 353135

Kuhlschrank KF 380, Fa. Eureka (Mumbai)

Klhltruhe Hera freeze, Fa. Heraeus (Hanau)

Mikroskop Wilovert S, Fa. Hund (Wetzlar)

Mikrotiterplatte

Falcon Microtest 96, Fa. Becton Dickinson (Heidelberg),
Kat.Nr. 353072

Pipetten

Falcon serological pipet, 5 ml — 10 ml — 25 ml, Fa. Becton
Dickinson (Heidelberg), Kat.Nr. 357543

Pipettenspitzen

epT.l.P.S, 1000 ul — 200 pl — 20 ul, Fa. Eppendorf (Hamburg)

Pipettierer

Pipetus Junior, Fa. Hirschmann Laborgerate (Heilbronn)

Sterilwerkbank

Hera Safe, Fa. Heraeus (Hanau)

Stickstofftank

Chronos, Fa. Messer (Sulzbach)

50 ml Réhrchen

Polypropylene  Conical Tube, Fa. Becton Dickinson

(Heidelberg), Kat.Nr. BD352070

Wasserbad W 12, Fa. Medingen, Firmengruppe Preiss-Daimler (Dresden)

Zahlkammer Fuchs-Rosenthal-Zahlkammer, Fa. LO- Laboroptik
(Friedrichsdorf)

Zentrifuge Megafuge 1.0 R, Fa. Heraeus (Hanau)

Komplement-Assay

Fluoreszenz-

licht

Quecksilberdampf-Kurzbogenlampe HBO 100 W / DC, Fa.
Osram (Munchen) elektronisches Vorschaltgerat ebq 100 dc,

Fa. Osram (Manchen)
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Kamera CCD Kamera, Leica DC100, Fa. Leica (Bensheim)

Mikroskop Inverses Lichtmikroskop, Leica DMIRB (inverted), Fa. Leica

(Bensheim)

Objektiv: N Plan, 10 x / 0.25, Fa. Leica (Bensheim)

Software Betriebssystem Windows NT, Software Leica DC100 program,

Fa. Leica (Bensheim)

Durchflusszytometrie

FACS-Tubes Fa. BD, BD Falcon (Heidelberg), Kat. Nr. 352053

15 ml Blue Max Jr. Conical Tube, Fa. Becton Dickinson (Heidelberg),
Rohrchen Kat.Nr. BD352096

Zytometer FACScalibur, Fa. Becton Dickinson (Heidelberg)

Software CellQuest, Fa. Becton Dickinson (Heidelberg)

2.1.4 Zellkultur

Aus Muskelbiopsien von Patienten der Muskelambulanz an der Charité, die analog zum
Protokoll in Sektion 2.3.6 durch die Neurochirurgische Abteilung gewonnen wurden, waren
zunachst Primarkulturen humaner Myozytenvorlauferzellen (Synonym: Satellitenzellen,
Myoblasten) im Muscle Tissue Culture Collection Labor vom Muskelzentrum Minchen am
Friedrich-Bauer-Institut der Universitat Munchen hergestellt worden, welche in der
Myoblasten-Bank des Muskeldystrophie-Netzwerkes (MD-NET, www.md-net.org) konserviert
wurden. Myoblasten-Primarkulturen reflektieren viel starker als konstruierte Zelllinien die
wirkliche Myogenese. Allerdings besteht die Gefahr der Kontamination der Primarkultur mit
nicht-myogenen Zellen. Aufgrund dessen wurden Satellitenzellen aus der Biopsie durch
Trypsination  dissoziiert, mit einem Antikbrper gegen NCAM markiert und

durchflusszytometrisch auf eine Reinheit von >99,5 % purifiziert™.
2.1.4.1 Auftauen von Myoblasten

Zu Beginn wurde die Sterilwerkbank Gber mind. 15 Min. in Betrieb genommen und das SMG-
Medium auf 37°C im Wasserbad erwarmt. Dann wurden 10 ml SMG-Medium in einem 75 ml
Flakon vorgelegt und das Einfrierrohrchen mit den entsprechenden Myoblasten aus dem
Stickstofftank enthommen. Sofort nach Entnahme wurde das Einfrierrohrchen bei 37°C unter

Schwenken so lange aufgetaut, dass das Zellpellet gerade dekantiert werden konnte. Dann
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wurde das Zellpellet in den Flakon dekantiert und dieser solange geschwenkt, bis die
Zellsuspension vollstandig gelést war. Zuletzt wurden die Zellen im Brutschrank bei 37°C
sowie 5 % CO; inkubiert. Nach spatestens 24 Std. wurde das SMG-Medium gewechselt, um

die toxischen Reste von DMSO aus der Kultur zu entfernen.
2.1.4.2 Medienwechsel

Ein Medienwechsel wurde alle 2-3 Tage (montags, mittwochs, freitags) vorgenommen. Daftr
wurde zu Beginn die Sterilwerkbank tber mind. 15 Min. in Betrieb genommen und das SMG-
Medium sowie PBS auf 37°C im Wasserbad erwarmt. Dann wurden die Zellen aus dem
Brutschrank entnommen, das alte Medium aus dem Flakon abgesaugt und mit 8 ml PBS
ersetzt. Nach Schwenken wurde PBS abgesaugt und mit 10 ml frischen SMG-Mediums

ersetzt. Zuletzt wurde der Flakon wieder in den Brutschrank transferiert.
2.1.4.3 Expandieren der Kultur

Die Myoblasten wiesen abhangig vom zugrunde liegenden Krankheitsbild eine
Teilungsfahigkeit von ca. 30 Passagen im Gesunden und ca. 20 Passagen im
Dystrophiekranken auf, was eine Uberlebenszeit der urspriinglichen Kultur von ca. 6 bzw. 4
Wochen bedeutet. Nach diesem Zeitpunkt war eine partielle Fusionierung zu Myotuben
sowie ein massives Zellsterben zu verzeichnen. Damit sich nicht spontan Myotuben durch
eine hohe Zelldichte in der Kultur bildeten, wurde die Kultur ab einer Konfluenz der Zellen
von ca. 75 % geteilt. Zu diesem Zweck wurde die Zelldichte sowie die Zellkonstitution bei
jedem Medienwechsel unter dem Mikroskop geprtft und bei einer Bedeckung von ca. 70%

der Flache des Flakons die Kultur gesplittet.

Dazu wurde analog zum Medienwechsel vorgegangen, wobei nach dem Waschen mit PBS 3
ml Trypsin zum Flakon gegeben wurde. Nach Schwenken wurde die Kultur fir 3 - 5 Min.
inkubiert, die Ablosung der Zellen im Mikroskop beurteilt und noch am Flakonboden haftende
Zellen durch tangentiales AnstoRen des Flakons geldst. AnschlieRend wurden 12 ml SMG-
Medium hinzugefligt, um das Trypsin zu inaktivieren. Nach Schwenken wurden je 3,75 ml
Zellsuspension in einen neuen Flakon, in dem zuvor 8 ml SMG-Medium vorgelegt worden

war, transferiert, und die Kultur anschlieend inkubiert.
2.1.4.4 Einfrieren von Myoblasten

Nach zwei- bis dreifacher Expansion der Zellkultur wurde ein Teil der Myoblasten bei ca.
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70% Konfluenz der Zellen zur spateren Verwendung wieder eingefroren. Dazu wurde analog
zu 2.1.3.3 mit PBS gewaschen und trypsiniert. AnschlieRend wurden je Flakon 12 ml
Waschmedium (gekuhlt auf 4°C) zugegeben, geschwenkt und die Zellsuspension in ein 50
ml Tube transferiert. Dieses wurde bei 4°C Uber 5 Min. bei 270 g zentrifugiert und der
Uberstand dekantiert. Das Zellpellet am Boden wurde nun mit 1 ml Einfriermedium je Flakon
durch schnelles Auf- und Abpipettieren suspendiert. Dann wurde je 1 ml dieser
Zellsuspension in ein Einfrierrohrchen gegeben, welches sofort auf Eis zwischengelagert und
direkt im Anschluss in eine -80°C Kuhltruhe transferiert wurde. Nach 24 Stunden wurde das

Einfrierréhrchen in flissigem Stickstoff eingelagert.
2.1.4.5 Differenzierung zu Myotuben

Nach ausreichender Expansion der Zellkultur wurden die Myoblasten zur Durchfihrung des
Komplement-Assays zu Myotuben differenziert. Dazu wurden die Myoblasten bei einer
Konfluenz von ca. 50 % analog zu 2.1.3.4 gewaschen, trypsiniert und im Waschmedium
zentrifugiert. Nach Dekantierung des Uberstandes wurde dann das Zellpellet in 15 ml PBS
(geklhlt auf 4°C) je Flakon suspendiert und erneut zentrifugiert. Dieser Vorgang wurde
einmal wiederholt, um das Waschmedium vollstandig aus dem Zellpellet zu entfernen.
AnschlieRend wurde das Zellpellet mit 3 ml Fusionsmedium (gekuhlt auf 4°C) suspendiert
und die Zahl der lebenden Zellen bestimmt. Zu diesem Zweck wurden 20 pl Zellsuspension
mit 20 ul Trypanblau durch Auf- und Abpipettieren vermischt und anschlielend 20 pl der
Mischung auf eine Fuchs-Rosenthal-Zahlkammer gegeben. Auf wenigstens vier nicht
angrenzenden Zahlfeldern wurden dann die hell leuchtenden Zellen, welche durch ihre
Membranintegritat den Farbstoff nicht aufnehmen, gezahlt und die Konzentration von Zellen
in der Zellsuspension ermittelt (Mittlere Zellzahl in dem von drei Linien begrenztem Areal x 2
x 10* = Zellzahl / ml). AnschlieRend wurden ca. 20000 Zellen in jeweils ein Loch (Flache:
0,32 cm?) einer 96-Loch-Microtiterplatte transferiert und das Volumen je Loch mit
Fusionsmedium (erwarmt auf 37°C) auf 200 pl aufgefillt. Die Microtiterplatte wurde nun fur
zwei Tage inkubiert, dann nach Waschen mit PBS ein Medienwechsel mit Fusionsmedium
vorgenommen. Am vierten Tag wurde die Differenzierung der Myotuben im Mikroskop
anhand der Morphologie kontrolliert. Die Zahl lebender Myotuben wurde am vierten Tag der
Differenzierung durch Zahlen der Zellen nach Trypanblaufarbung in der Zahlkammer

bestimmt. Die Zellzahl betrug durchschnittlich 14 % der Ausgangszellzahl je Loch.
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2.1.5 Mikroskopische Untersuchung

2.1.5.1 Komplement-Assay

Je nach Versuchsanordnung wurde entweder nach oder vor der Differenzierung der Zellen
zu Myotuben das Komplement-Assay durchgefuhrt (s. Tabelle 2.1 A). Hierfir wurden die
Locher der Mikrotiterplatte abgesaugt und zweimal mit 200 ul PBS gewaschen. Dann wurden
in je sechs Locher 200 uyl des Normalserum-Puffers als Behandlungsgruppe oder des
VAP/BSA-Puffers als Kontroligruppe gegeben. Der Normalserum-Puffer enthielt
Normalserum in einer Konzentration von 1:5, 1:10 oder 1:20 verdunnt mit VAP/BSA-Puffer.
Nach einer unterschiedlich langen Inkubationsdauer von 30, 20 oder 5 Minuten bei 37°C
wurden alle Lécher zweimal mit PBS gewaschen, und es wurde 200 pl Propidiumiodid-
Losung je Loch zugegeben. Nach erneuter Inkubation von 30 Minuten wurde wieder zweimal
mit PBS gewaschen und je Loch 200 pyl SMG-Medium zugegeben, um wahrend des
Auszahlens Signalunterschiede zwischen den Lochern durch kontinuierliche Aufnahme von
Propidiumiodid in die Zelle zu vermeiden. Im Anschluss wurde im Fluoreszenzmikroskop die
mittlere Anzahl der beschadigten Zellen bestimmt, die durch Aufnahme von Propidiumiodid

ein leuchtend-rotes Signal im Zellinnern zeigten.
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Tab.2.1 A: Behandlungsschema der Zellen im Komplement-Assay zur

mikroskopischen Analyse

Myoblasten bzw. Myotuben nach Differenzierung im Fusionsmedium

2x Waschen mit PBS

VAP/BSA NHS 1:20 NHS 1:10 NHS 1:5
N=6 N=6 N=6 N=6

Inkubation mit Normalserum [Minuten]
30 | 20| 5 |30]20| 5 [30]2]| 5 |3]2] s
2x Waschen mit PBS

Zugabe von Propidiumiodid

Inkubation, 30 Minuten

2x Waschen mit PBS

Zugabe von SMG-Medium

Zellzahlbestimmung unter dem Mikroskop

Das Komplement-Assay wurde mit Zellen von N = 2 Gesunden sowie N = 2 Patienten mit
LGMD2B durchgefuhrt.

2.1.5.2 Komplement-Assay mit CD55 / CD59-Antikérper

Far das Komplement-Assay mit Antikdrperbehandlung (s. Tabelle 2.1 B) wurden die Lécher

der Mikrotiterplatte abgesaugt und zweimal mit 200 yl PBS gewaschen.
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Tab. 2.1 B: Behandlungsschema der Zellen im Komplement-Assay mit

Antikorperbehandlung zur mikroskopischen Analyse

Myoblasten bzw. Myotuben nach Differenzierung im Fusionsmedium

2x Waschen mit PBS

Ohne Anti-CD55- Anti-CD59- Anti-CD55- +
Antikorper Antikorper Antikorper Anti-CD59-
Antikorper
N=6 N=6 N=6 N=6

Inkubation, 30 Minuten

2x Waschen mit PBS

NHS 1:5 NHS 1:5 NHS 1:5 NHS 1:5

Inkubation, 30 Minuten

2x Waschen mit PBS

Zugabe von Propidiumiodid

Inkubation, 30 Minuten

2x Waschen mit PBS

Zugabe von SMG-Medium

Zellzahlbestimmung unter dem Mikroskop

Dann wurden in je sechs Locher 100 ul Antikérperlésung (Antikérper geldst in PBS) mit
entweder Anti-CD55-Antikorper oder Anti-CD59-Antikorper oder Anti-CD55- + Anti-CD59-
Antikorper gegeben. Die Konzentrationen der Antikdrper betrugen: fur Anti-CD55-Antikorper
5,0 pg / ml — fur Anti-CD59-Antikorper 10,0 ug / ml — far Anti-CD55- + Anti-CD59-Antikorper
50 bzw. 10,0 pug / ml. In einer Versuchsreihe wurde zur Untersuchung einer
Konzentrationsreihe von Anti-CD55-Antikorper derselbe mit einer Dosis von 1,0 pg / ml, 2,5
Mg / ml, 5,0 pyg / ml bzw. 10,0 pyg / ml verwendet. Das vierte Sixplet wurde nicht mit
Antikdrperlosung behandelt. Nach einer Inkubationszeit von 30 Minuten wurden die Lécher
zweimal mit PBS gewaschen. Anschlieend wurden je 200 ul des Normalserum-Puffers in

einer Konzentration von 1:5 zu allen vier Sixplets gegeben. Nach einer Inkubationsdauer von
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30 Minuten wurden die Lécher zweimal mit PBS gewaschen, und es wurde 200 pl
Propidiumiodid-Losung je Loch zugegeben. Nach erneuter Inkubation von 30 Minuten wurde
wieder zweimal mit PBS gewaschen und je Loch 200 yl SMG-Medium zugegeben, um
wahrend des Auszahlens Signalunterschiede zwischen den Ldchern durch kontinuierliche
Aufnahme von Propidiumiodid in die Zelle zu vermeiden. Im Anschluss wurde im
Fluoreszenzmikroskop die mittlere Anzahl der beschadigten Zellen bestimmt, die durch

Aufnahme von Propidiumiodid ein leuchtend-rotes Signal im Zellinnern zeigten.

Das Komplement-Assay mit Antikérperbehandlung wurde mit Zellen von N = 2 Gesunden
sowie N = 2 Patienten mit LGMD2B durchgeftihrt.

2.1.56.3 Statistische Analyse

Der Unterschied der im Mittel der Sixplets beschadigten Zellen zwischen den
Behandlungsgruppen jeweils eines Patienten wurde mittels Varianzanalyse unter Bonferroni-
Korrektur fir Mehrfachvergleiche bestimmt. Der Unterschied der im Mittel beschadigten
Zellen in Gesunden und LGMD2B-Patienten wurde mittels T-Test flr unabhangige

Paarvergleiche bestimmt.

2.1.6 Durchflusszytometrische Untersuchung

2.1.6.1 Préparation der Myotuben

Analog zum Vorgehen in 2.1.3.5 wurden zur Durchfiihrung des Komplement-Assays
Myoblasten zu Myotuben differenziert. Dazu wurden Myoblasten bis zu einer Konfluenz von
ca. 90 % expandiert, dann analog zu 2.1.3.4 gewaschen, trypsiniert, im Waschmedium
zentrifugiert, dann zweimal mit PBS (gekuhlt auf 4°C) unter Zentrifugation gewaschen. Nach
Dekantierung des Uberstandes wurde das Zellpellet nun in 2 ml Fusionsmedium je Flakon
suspendiert und in einen Flakon transferiert, in dem zuvor 8 ml erwarmtes Fusionsmedium
vorgelegt wurden. Der Flakon wurde nun flr zwei Tage inkubiert, bevor nach Waschen mit
PBS ein Medienwechsel mit Fusionsmedium vorgenommen wurde. Am vierten Tag wurde

die Differenzierung der Myotuben im Mikroskop anhand der Morphologie kontrolliert.
2.1.6.2 Charakterisierung von Myotuben und Myoblasten im Zytometer

Jede Einzelmessung wurde mit 10000 gezahlten Ereignissen durch den Zytometer beendet,

so dass sich alle Einzelmessergebnisse auf eine Mittelung von 10000 Auslesevorgangen
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beziehen.

Die epitheliale Natur der Zellen bedingte eine deutliche Adharenz im Messsystem des
Zytometers, so dass nach jeder Messung der Zytometer Uber mindestens 1 Minute solange
gespult wurde, bis die Zellfreiheit im System verifiziert war, indem Uber 30 Sekunden nicht
mehr als 30 Ereignisse gemessen wurden. In ein zweites FACS-RAhrchen mit einer
Myoblasten-Probe wurde 1 pl einer Propidiumiodidldsung mit einer Konzentration von 1 ug /
ml gegeben. Fiur diese so markierte Suspension wurden die Systemvariablen des Zytometers

zur optimalen Zellanalyse gemaf Abschnitt 2.1.6.4 eingestellt.
2.1.6.3 Préparation der Zellen fiir das Komplement-Assay

Am vierten Tag der Differenzierung wurden die Myotuben sowie die entsprechenden
Myoblasten mit PBS gewaschen, durch Trypsination abgelost und mit Waschmedium
(gekuhlt auf 4°C) zentrifugiert. Anschliel3end wurde zweimal mit PBS (gekuhlt auf 4°C) unter
Zentrifugation gewaschen. Dann wurde das Zellpellet wieder mit 12 ml PBS suspendiert und
auf sechs 15 ml Réhrchen aliquotiert. Nach Zentrifugation wurde in je drei Réhrchen je 3 ml
von entweder VAP/BSA-Puffer oder Normalserum-Puffer mit NHS 1:5 bzw. NHS 1:20
gegeben. Die Rohrchen wurden fur 30 Minuten inkubiert und im Anschluss zweimal mit 12 ml
PBS unter Zentrifugation gewaschen. Dann wurde das Zellpellet mit 2 ml PBS suspendiert
und auf Eis gestellt. Zur Messung im Zytometer wurde das mit VAP/BSA-Puffer behandelte
15 ml Réhrchen 1 resuspendiert und 400 ul Zellsuspension in FACS-Rdéhrchen a gegeben.

2.1.6.4 Kalibrierung und Einstellung des Zytometers

Das fur die vorliegende Untersuchung verwendete Messprinzip beruht auf den
unterschiedlichen Absorptions- bzw. Emissionsspektren von Propidiumiodid (PI), welches in
beschadigte Zellen aufgenommen wird, von intakten Zellen aber ausgeschlossen bleibt. Eine
Messprobe wird durch einen Laser mit einem Energiemaximum von 495 nm bestrahlt und
das Maximum des Emissionsspektrums im Bereich von 639 nm registriert. Dieses
sogenannte PI-Signal lasst sich in Beziehung zum Forward- bzw. Sideward Scatter setzen

und erlaubt so eine Quantifizierung der Signale in so genannte Ereignisse.

Zunachst wurde das Messfenster im Zytometer durch Messung der nur mit PBS behandelten
Zellsuspension verifiziert. Dazu wurde das 15 ml Réhrchen 0 resuspendiert und daraus eine
400 pl Probe in FACS-Rohrchen x gegeben. Durch Messung dieser Probe wurde der

Fluoreszenzdetektor FL3 des PI-Signals so adjustiert, dass im Histogramm des gemessenen
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Fluoreszenzsignals die Funktion von Anzahl der Ereignisse und logarithmischer Signalstarke
am ehesten einer Gauss’schen Verteilung mit dem Maximum bei 10" und den Asymptoten
bei 10° bzw. 10? entsprach. Nach Spiilen des Zytometers wurde das 15 ml Rohrchen 0
erneut resuspendiert und daraus eine neue 400 pl Probe in FACS-Rohrchen y gegeben und
durch Messung der Probe die Adjustierung Uberpruft bzw. nachgeregelt. Anschliel3end wurde

analog mit der FACS-Probe z verfahren.

Die Einstellungen des FACSCalibur-Cytometers flr die Messung waren verhaltnismalig
konstant: Sowohl Zellpopulationen aus der Messung von Myoblasten als auch solche, die
nach der Differenzierung von Myotuben bestimmt wurden, lieRen sich gleichermalien mit
derselben Konfiguration darstellen. Diese gewahrleistete auch eine weitestgehende
Unabhangigkeit der Darstellung von Zellen unterschiedlicher Patienten. Je nach Patient
bedurfte es lediglich einer Adjustierung des FL3-Detektors um max. 5-8 %, um eine optimale
Darstellung der Zellpopulationen im Fluoreszenz-Histogramm zu erhalten. Tabelle 2.1. C

zeigt eine Ubersicht (iber die Zytometer-Einstellungen.
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Tab. 2.1 C:

von Myoblasten und Myotuben

Einstellungen des Zytometers zur durchflusszytometrischen Messung

Detectors/Amps
Param Detector Voltage AmpGain | Mode
P1 FSC E-1 2.50 Lin
P2 SSC 350 1.00 Lin
P5 FL3 379 1.00 Log
Threshold
Primary Parameter FSC Value: 0

FL3-H Value: 0
Secondary Paratemer None
Compensation
FL3 - 0.0 % FL2 FL3 -0.0 % FL4

2.1.6.5 Messung der Komplement-Assays im Zytometer

Nach Kalibrierung des Zytometers wurde dieser gespult, und aus dem 15 ml Rdéhrchen 1
wurden nach Resuspendieren 400 pl Suspension sowie 1 pl einer Propidiumiodidlédsung mit
einer Konzentration von 1 pg / ml in das FACS-Réhrchen a gegeben. Diese so markierte
Suspension wurde im Zytometer gemessen. Nach anschlieBRendem Spulen des Zytometers
wurde das 15 ml Roéhrchen 1 erneut resuspendiert, daraus eine neue 400 ul Probe sowie
Propidiumiodidlésung in FACS-Rdhrchen b gegeben und gemessen. Analog wurde mit der
Probe FACS-Rohrchen c verfahren, bevor Proben a, b und ¢ aus dem mit NHS 1:20
behandelten 15 ml Tube 2 auf entsprechende Weise analysiert wurden (s. Tabelle 2.1 D).
Zur Minimierung von Storgrofden durch spontanen Zelltod bisher nicht gemessener Proben

wurden die einzelnen Behandlungsgruppen in folgender Reihenfolge gemessen:

VAP/BSA Rohrchen 1 &> NHS 1:20 Rohrchen 2 - NHS 1:5 Rohrchen 3 - NHS 1:20
Rohrchen 4 &> NHS 1:5 Rohrchen 5 > VAP/BSA Rohrchen 6 = NHS 1:5 Rohrchen 7 >
VAP/BSA Rohrchen 8 2 NHS 1:20 Rohrchen 9.
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Tab. 2.1 D:

Komplement-Assay

Behandlungsschema der Zellen im
durchflusszytometrischen Analyse
Myotuben bzw. Myoblasten
2x Waschen mit PBS
PBS VAP/BSA NHS 1:20 NHS 1:5
o — © © N < o ™ o) ~
— 5|=5|=5 = 6|=5|=5|=5|=5|=5|= 5
E c |E < E c| € S E c| E I E2|EL|E 2| € S
w 2w € v & vw 2l €lw 2w €|lv €8 |lw 2 |wv £
~— £ |+~ < — C — £ |« << - Cc ~— C |+~ <. -~ C — C
:0 :Q o ] :Q o o o) o) :Q
o 1 (1 x o x o (1 o o
Inkubation, 30 Minuten
2x Waschen mit PBS
FACS- | FACS- | FACS-| FACS- | FACS- | FACS- | FACS- | FACS- | FACS- | FACS-
Roéhr- Roéhr- Réhr- Roéhr- Réhr- Roéhr- Réhr- Roéhr- Roéhr- Réhr-
chenx | chena |[chend| cheng | chena | chend | cheng | chena | chend | cheng
FACS- | FACS- | FACS-| FACS- | FACS- | FACS- | FACS- | FACS- | FACS- | FACS-
Réhr- Réhr- Réhr- Réhr- Réhr- Réhr- Réhr- Réhr- Réhr- Réhr-
cheny | chenb |(chene| chenh | chenb | chene | chenh | chenb | chene | chenh
FACS- | FACS- | FACS-| FACS- | FACS- | FACS- | FACS- | FACS- | FACS- | FACS-
Roéhr- Roéhr- Réhr- Réhr- Réhr- Réhr- Réhr- Roéhr- Réhr- Réhr-
chenz | chenc |chenf| cheni | chenc | chenf | cheni [ chenc | chenf chen i
Zugabe von Propidiumiodid
Messung im Zytometer (10000 Ereignisse je Einzelmessung)

Zur

Zur quantitativen Analyse wurde im Histogramm des Fluoreszenzsignals von Propidiumiodid
ein Messgitter (Gate) 2 auf alle Ereignisse unterhalb der Schwelle der Eigenfluoreszenz des

Systems gesetzt. Die Eigenfluoreszenz wurde wie oben beschrieben durch Kalibrierung des

Lasers fur die mit PBS behandelten Zellen der Proben x, y und z angepasst. Gate 2 gab

damit die Ereignisse der gesunden Zellpopulation Pl- wieder. Ein Gate 1 wurde fir alle

Ereignisse oberhalb der Eigenfluoreszenz gesetzt, so dass Gate 1 + Gate 2 = 100% der

Ereignisse ergaben.

Der Anteil toter Zellen, die Propidiumiodid aufgenommen hatten, wurde damit errechnet
durch Pl+ [%] = Gate 1 : Gate 2 x 100.
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2.1.6.6 Statistische Analyse

Aus den Messungen der FACS-Réhrchen a-i wurde der Mittelwert des toten Zellanteils Pl+
gebildet. Dessen Unterschied zwischen den Behandlungsgruppen der Myoblasten bzw.
Myotuben desselben Patienten wurde mittels Varianzanalyse unter Bonferroni-Korrektur fur
Mehrfachvergleiche bestimmt. Der Unterschied der Mittelwerte zwischen Myoblasten und
Myotuben desselben Patienten wurde mittels T-Test flir unabhangige Paarvergleiche
bestimmt. Der Unterschied der Mittelwerte von Myotuben bzw. Myoblasten zwischen
Gesunden und LGMDZ2B-Patienten wurde ebenfalls mittels T-Test fur unabhangige

Paarvergleiche bestimmt.

2.2 Experimente im Mausmodell

Zur Uberprifung des aus den in vitro Experimenten gewonnenen Modells zum
Pathomechanismus der Muskelschadigung in LGMD2B-Patienten wurde im Mausmodell die
therapeutische Wirkung eines monoklonalen Antikérpers gegen den Komplementfaktor C5
unter histologischen Kriterien untersucht. Dazu wurde in einem Vorversuch die Wirkung des
spezifischen Antikérpers mit einer Antikérper-Isotypkontrolle sowie einer Behandlung mit
Albumin verglichen. In einem zweiten Schritt wurden die Fallzahlen erhoht sowie der
Gruppenvergleich auf Anti-C5-Antikdrper-Behandlung sowie Isotypkontrolle beschrankt,

damit eine eindeutige Analyse bei geringem Behandlungseffekt mdglich wird.
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2.2.1 Chemikalien

Biopsie
Gum Enthalt:
Tragacanth Tragacanth-Pulver - 10,5¢
Glycerin - 42ml
Thymol - wenige Stucken
Glycerin Fa. Merck (Darmstadt), Kat.Nr.
1.040933.1000
Thymol Fa. Synopharm  (Barsbuttel),  Kat.Nr.
222575-0003]
Tragacanth- gummiartige Ausscheidung, die aus Stamm
Pulver und Asten von Astragalus gummifer labill.
ausflie®t, Fa. Synopharm (Barsbdttel),
Kat.Nr. 22607 1-0002
Isopentan 2-Methylbutan | Fa. Merck (Darmstadt), Kat.Nr. 1.06056.1000
Féarbung
Ethanol 100% Ethanol vergallt, Fa. Herbeta-Arzneimittel (Berlin),
Kat.Nr. 216925
Gill's Hamatoxylin-Losung modifiziert nach Gill I,
Hematoxylin Fa. Merck (Darmstadt), Kat.Nr. 1.05175.0500
Gomori’s Enthalt:
Trichrome Aqua destillata - 100 ml
Chromotrope 2R - 0649
Eisessig - 1ml
Fast Green FCF - 03¢
Wolframatophosphorsaure - 0,69
Zubereitung:

Ingredienzien vermischen und mit Natriumhydroxid auf einen
pH-Wert von 3,4 anheben. Vor jedem Gebrauch filtern.
Chromotrope Fa. Sigma-Aldrich (Minchen), Kat.Nr.
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2R C-3143

Eisessig 0,2 % Ethansaure, CH;COOH, in Aqua
destillata,
Ethansaure: Fa. Merck (Darmstadt), Kat.Nr.

1.00063.1011

Fast Green Fa. Applichem (Darmstadt), Kat.Nr.
FCF A.1401.0010

Wolframato- Phosphotungstic Acid, Fa. Merck
phosphorsaure | (Darmstadt), Kat.Nr. 1.00583.0100

Natrium- NaOH, 1 M, Fa. Merck (Darmstadt), Kat.Nr.
hydroxid 1.06498.1000

Xylol Xylol > 98%, CeHa(CHs),, Fa. J.T. Baker (Griesheim), Kat.Nr.
8080

Mikroskopie

Eindeck- CytoSeal 60 mounting medium, Fa. Richard-Allan Scientific

medium (Kalamazoo), Kat.Nr. 8310-4

Gefrierkleber Einbettmedium fur Gefrierschnitte, Fa. Leica (Bensheim), Kat.-

Nr. 020108926
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Material und Geréate

Biopsie

Schere Praparierschere nach Mayo, Fa. B. Braun Aesculap
(Melsungen), Kat. Nr. BC544R

Pinzette Anatomische Pinzette, Chirurgische Pinzette, Fa. B. Braun
Aesculap (Melsungen), Kat. Nr. BDO25R bzw. BD527R

Korkplattchen Durchmesser 3 cm, Fa. Knollmeyer (Klosterfelde)

Féarbung

Cryotom MICROM HM 500 OM, Fa. Microm (Walldorf)
Schnittmesser | Cryostatmesser fur Cryostat Microm HM 500,

Fa. Knollmeyer (Klosterfelde), Kat.Nr.
152020

Filterpapier Faltenfilter MN 615 V4, 0 90 mm, Fa. Macherey-Nagel (Duren),
Kat.Nr. 531009

pH-Meter WTW Typ: pH537, Fa. WTW (Weilheim)

Mikroskopie

Objekttrager Super Frost Color, 76 x 26 mm, geschliffen, ISO-Norm 8037,
Fa. Menzel (Bielefeld)

Deckplattchen Menzel Deckglaser #1, 22 x 22 mm, Fa. Menzel (Bielefeld)

Mikroskop Leica DM LB2 Auflichtmikroskop (Bensheim)

2.2.2 Tiere

Alle Schritte des Versuchsprotokolls (Tierversuchsnummer G0127/06) wurden streng nach
den Vorschriften des Tierschutzgesetzes gemall BGBI. | sowie im Einklang mit den
Richtlinien zur Umsetzung des Tierschutzgesetzes an der Charité — Universitatsmedizin

Berlin durchgeflhrt. Die Behandlung der Tiere erfolgte nach bestem Wissen und Gewissen

mit grélter personlicher Sorgfalt und Ricksichtnahme.

In den Versuchsreihen wurden N = 48 weibliche Mause vom Stamm SJL/J mit einem
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Gewicht von ca. 25 g und in einem Alter von 20 Wochen bei Behandlungsbeginn untersucht.

Die Tiere stammten aus der Zucht Charles-River Laboratories, Sulzberg, Deutschland.

2.2.3 Spezifischer Antikorper, Isotypkontrolle und Behandlungskontrolle

BB5.1 ist ein monoklonaler Antikdrper der Maus vom Typ IgG mit einer Wirkung analog zum
humanen Antikérper Eculizumab, welcher am C5 Komplement-Protein angreift. Hier beginnt
die gemeinsame Wegstrecke der unterschiedlichen Komplementaktivierungswege, in deren
Verlauf die Einzelbestandteile sich zum Membran-Angriffs-Komplex zusammensetzen. BB5.1
blockiert spezifisch die Aufspaltung von C5 in pro-inflammtorische Molekiile™ und verhindert

so die Bildung des Membran-Angriffs-Komplexes C5b-9 (MAC) in Mausen’.

In der vorliegenden Studie wurde B55.1 mit einer Dosis von 40 mg / kg Koérpergewicht
eingesetzt, was in in vivo die akute vaskulare AbstoRungsreaktion bei Allotransplantation des

Herzens bei der Maus verhindert””.

Der Antikdrper HFN ist ebenfalls ein monoklonales Mausglobulin vom Typ IgG, hat jedoch
eine Spezifitat fur die die Fc-Region von IgG-Antikdrpern, so dass er als Isotypkontrolle fir

den Ausschluld einer unspezifischen Wirkung im Vergleich zu BB5.1 eingesetzt werden kann.

Der spezifische Antikorper BB5.1 sowie der Antikdrper HFN zur Isotypkontrolle wurden
freundlicherweise zur Verfligung gestellt von der Firma Alexion Pharmaceuticals, Cheshire,
USA. Die mit einer Konzentration von 4,23 mg / ml (BB5.1) bzw. 4,80 mg / ml (HFN) in PBS
gelieferten Substanzen wurden unter sterilen Bedingungen sowie unter Schutz einer
Zellkulturarbeitsbank mit PBS verdinnt bis zu einer Konzentration von 1,62 mg / ml. Das zur
Behandlungskontrolle eingesetzte, aus Mausserum hergestellte, Albumin stammte von der
Fa. Sigma-Aldrich (Kat.-Nr. A-3139) und wurde ebenfalls in PBS zu einer Konzentration von
1,62 mg / ml geldst. Die Injektionslésungen wurden standig auf 8°C gekuhlt gelagert sowie zu

Injektionszwecken auf Eis transportiert.

2.2.4 Behandlungsschema und Injektion

Zunachst wurde in einem Vorversuch mit n = 18 Tieren 3 Gruppen zu je 6 Tieren gebildet:
Gruppe A wurde mit dem C5-spezifischen BB5.1-Antikorper behandelt, Gruppe B mit der
Isotypkontrolle HFN und Gruppe C mit Albumin zur Behandlungskontrolle. In der
anschlielfenden zweiten Versuchsreihe wurden n = 30 Tiere behandelt, wobei je die Halfte

BB5.1 bzw. HFN erhielten. Tabelle 2.2 zeigt eine Ubersicht (iber das Behandlungsschema.
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Tab. 2.2: Ubersicht des Behandlungsschemas der Tiere zur Komplement-blockade

im Mausmodell

1. Versuchsreihe 2. Versuchsreihe
N=6 N=6 N=6 N=15 N=15
Gruppe A Gruppe B Gruppe C Gruppe D Gruppe E
Anti-C5-Ak Isotypkontrolle | Albuminkontroll | Anti-C5-Ak Isotypkontrolle
e
1 mg je Injektion, 10 Injektionen alle 2-3 Tage

Je 1 mg BB5.1, HFN oder Albumin wurden den Tieren dreimal wochentlich alle 2-3 Tage bis
zu einer Gesamtzahl von 10 Injektionen intraperitoneal injiziert. Die Injektionsmenge von 0,62
Ml je Dosis wurde dabei halbiert auf je eine Koérperseite appliziert, um die Kreislauf- und
Gewebebelastung zu minimieren. Die Injektion erfolgte mittels einer 1 ml Einmal-Spritze

sowie einer 27 G Kantile.

2.2.5 Totung, Dissektion und Konservierung

Die Totung der Tiere erfolgte in CO.-Narkose. Unter Spreizung der Faszie mit der Pinzette
wurde anschlieRend der M. quadriceps mdglichst weit proximal in der Inguinalfalte quer zum
Verlauf durchschnitten, bevor der distale Ansatz auf Hohe des Knies ebenfalls quer
durchtrennt wurde. Unter leichtem Zug an der distalen, medialen Seite des Muskels wurde
durch Scherenschlag der riickseitige Anteil von distal nach proximal von der dorsalen Faszie

bis zur volligen Ablosung des Muskels vom Oberschenkel getrennt.

Beim Einbetten der Muskelprobe auf einem Korkplattchen mit Gum Tragacanth wurde die
Infiltration der Muskeloberflache mit Tragacanth vermieden, um Artefakte auszuschlief3en.
AnschlieRend wurde die Probe fir ca. 10 Sekunden in Isopentan geschwenkt, welches durch
Lagerung in flissigem Stickstoff auf ca. —150 °C gekuhlt im gerade noch flussigen
Aggregatzustand war. Dies verhindert das Kochen des Stickstoffs bei anschlieRender
Einbringung der Probe in den Stickstofftank, wodurch sich Gasblasen bilden und das
Gewebe hierdurch isolieren wurden, was eine homogene Durchsetzung verhindert und

Gewebsartefakte verursacht. Nach Temperaturausgleich zwischen Isopentan und
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Muskelprobe wurde diese in flissigen Stickstoff schockgefroren, um Artefakte durch
Eiskristallwachstum bei langsamem Einfrieren zu vermeiden. Zuletzt wurde der Muskel bis

zur mikroskopischen Analyse bei —80°C gelagert.

2.2.6 Farbung der Muskelschnitte

Zunachst wurden Querschnitte der Muskelproben mit einer Schichtdicke von 10 pm mittels
eines Cryotoms angefertigt. Dann wurden jeweils zwei Querschnitte in einem Schichtabstand
von ca. 70 um hergestellt. Bei Zimmertemperatur wurden die Gewebeproben luftgetrocknet

und anschliel3end gefarbt.

Die Deckplattchen mit den Muskelschnitten wurden zunachst Uber 5 Min. in gefiltertem Gill’s
Hematoxylin gefarbt und anschlieRend unter flieRendem Aqua destillata Uber 4 Min. gespuilt,
bis das abtropfende Wasser klar war. Es folgte die Farbung in Gomori's Trichrome Uber 10
Min. und dann die Differenzierung durch UbergieBen der Schnitte mit 0,2 % Eisessig bis der
Ablauf farblos war. Nun wurde mit 100 % Ethanol dehydriert, indem die Deckplattchen
schnell nacheinander in drei Becken je 10 Mal getaucht wurden. AbschlieRend wurde in Xylol
durch je 10-maliges Tauchen nacheinander in zwei Becken fixiert. Die Schnitte wurden dann

mithilfe des Eindeckmediums auf Objekttragern platziert und luftdicht eingedeckt.

2.2.7 Histologische Auswertung

Die N = 96 Muskelschnitte wurden unter dem Auflichtmikroskop bei 20- bzw. 40-facher
VergroRerung analysiert. Als histologische Kriterien, nach denen das Praparat untersucht
wurde, dienten: binnenstandige Nuclei, Fasersplitting, Nekrosen, entzundliche Infiltrate,

regenerierende Fasern, kleinster sowie grofter Faserdurchmesser.

In jedem Praparat wurde das Auftreten dieser Kriterien durch Auszahlen quantifiziert sowie
die absolute Zahl der Muskelfasern im Praparat abzlglich der auftretenden Fasersplittings

bestimmt.

Der minimale und maximal Faserdurchmesser eines Praparats wurde bestimmt durch
Aufsuchen der nach Augenmald jeweils kleinsten bzw. groften intakten Faser. In dieser
wurde die kurzeste Distanz gemessen, die die Faser in der Mitte zweiteilt. Zusatzlich wurde
aus dem minimalen und maximalen Faserdurchmesser eines Praparates das arithmetische

Mittel als Mal} fir die Varianz des Durchmessers bestimmt.

SchlieBlich wurde das Auftreten der Kriterien in jeder Kategorie auf die Zahl der Fasern im
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jeweiligen Praparat bezogen und auf 100 Fasern heruntergerechnet. Dann wurde aus den
Werten der beiden Praparate derselben Maus der Mittelwert dieses Prozentsatzes gebildet,

um Ungenauigkeiten beim Zahlen fur die Auswertung zu minimieren.

2.2.8 Statistische Analyse

Der Unterschied zwischen den Behandlungsgruppen hinsichtlich der Gesamtheit der
histologischen Parameter, die quantitativ metrisch bestimmt wurden, wurde mittels
Varianzanalyse (Analysis of Variance Funktion, ANOVA) mit nachfolgender Bonferroni-
Korrektur bestimmt. Semiquantitativ bestimmte Parameter wurden mit dem Mann-Whitney-U-
Test auf Rangsummengleichheit Gberprift. Bezlglich der Haufigkeit des Auftretens von
Nekrosen wurde zur Bestimmung von Gruppenunterschieden zwischen ,normaler® und
,beeintrachtigter* Muskelbiopsie der Likelihood-Quotient Chi-Quadrat-Test benutzt. Zur

Berechnung der statistischen Gréken wurde die Software SPSS 12.0 verwendet.

Unterschiede, die sich nicht durch den Chi-Quadrat-Test abbilden lieRen, wurden mittels der
Effektstarke bewertet. Durch die Effektstarke wird die Starke des Zusammenhangs zwischen
Gruppenzugehorigkeit der Teilnehmer und dem Interventionsergebnis quantifiziert’®. Die
Effektstarke spezifiziert dabei den Wirkungsunterschied zwischen Versuchsgruppe und
Kontrollgruppe. Die Effektstarke d ist analog zur z-Transformation’ und kann somit wie ein z-
Wert interpretiert werden. Das heildt, dass ein Ergebnis von d = 0 kein Effekt ist. Ein positives
Ergebnis zeigt sich bei einem Behandlungserfolg (vorausgesetzt, dass Gruppe 1 bei der
Berechnung die Versuchsgruppe ist). Eine negative Effektstarke findet sich, wenn es bei der
Kontrollgruppe im Verlaufe des Beobachtungszeitraums zu groReren Veranderungen eines

Parameters kommt als in der Gruppe mit einer Behandlung®.

Zur Optimierung der Schatzung von Effektstarken wird die Mittelwertsdifferenz beider
Gruppen standardisiert, indem eine mittlere (gepoolte) Streuung benutzt wird®'. Somit erhalt

man die adjustierte Effektstarke d,, die sich berechnet nach:

(- X,)n + ny -2

(n, - Ds,> + (n, - s,

du =
mit x : Arithmetisches Mittel

n : Stichprobenumfang

s : Standardabweichung
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Ist die Effektstarke kleiner oder gleich d, = 0,2, dann handelt es sich um einen kleinen Effekt.

Bei d, > 0,8 spricht man von groRen Effekten und dazwischen von mittleren Effekten’.

Nach dieser Klassifikation wird gepruft, ob d, signifikant von Null verschieden ist. Hierzu wird

folgende approximativ normalverteilte TestgroRe verwendet:

d

u
_ 2
z= |mtn, d,
nUn, 2(n +n,)

Liegt z im Ablehnungsbereich der Standardnormalverteilung, kann man die Nullhypothese,

welche besagt, dass die Effektstarke gleich Null ist, ablehnen und damit einen Effekt

nachweisen.
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3 Ergebnisse

3.1 Experimente in der Zellkultur

3.1.1 Mikroskopische Merkmale

Die morphologischen Merkmale der Zellen in Kultur entsprachen der ublichen
Charakteristik®, wobei die Zellen der Normalkontrollen und diejenigen der LGMD2B-

Patienten unter Sicht des Auges nicht von einander unterscheidbar waren (s. Abb. 3.1.1 A).

Lediglich im Wachstumsverhalten zeigte sich eine deutliche Einschrankung der
Proliferationsfahigkeit von LGMD2B-Myoblasten gegenuber der Normalkontrolle; unter den
LGMD2B-Zellen vermehrten sich die Zellen des Patienten aus der Familie A besonders

langsam.

Wahrend die im Vergleich zu Myoblasten breitere Gestalt des Myotuben-Somas durch die
vollendete Zellfusion unter dem Mikroskop gut nachvollziehbar war (s. Abb. 3.1.1 A), trat die
Vielzahligkeit der Zellkerne in den Myotuben zumeist erst im Zuge des Komplement-Assays
hervor: hier wurden durch das PI-Signal mehrere Nuclei pro Zelle deutlich sichtbar (s. Abb.
3.1.1A&B).
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LGMOZE (Familie &)

Abb. 3.1.1 A: Morphologie von Myoblasten und Myotuben in der Zellkultur

Lichtmikroskopische  Aufnahme  humaner Muskelzellen in  Zellkultur:  keine
morphologischen Unterschiede zwischen Normalkontrolle und muskeldystrophen
Patienten derselben Differenzierungsstufe (Myoblasten bzw. Myotuben) erkennbar (vgl.
Zellen der oberen bzw. der unteren Reihe); deutlich breitere syncytiale Form der

Myotuben (untere Reihe) im Vergleich zu Myoblasten (obere Reihe).
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LGMD2E (Familie C)

Mycblastan Myotuben

B: Myoblast T: Myotube
S*mononukledras Pl-Signal = polynukleares Pl-Signal

Abb. 3.1.1 B: Signale Pl-positiver Myoblasten und Myotuben im Komplement-Assay

Lichtmikroskopische Aufnahme humaner Muskelzellen im Komplement-Assay nach
Zugabe von PI: geschadigte Muskelzellen nahmen Pl auf, welches im Nucleus kumuliert,
so dass im gefilterten Licht ein leuchtend rotes Signal sichtbar wurde. Wahrend bei den
Myoblasten ein einziges Signal je Zelle auftrat (linke Seite), zeigten mehrzahlige Signale

die Polynuklearitat der Myotuben an (rechte Seite).

3.1.2 Komplement-Assays in der Mikroskopie

Die zur Auswertung der Zellschadigung im Komplement-Assay verwendete PI-Signalanalyse
ermoglichte eine eindeutige Unterscheidung zwischen geschadigten und nicht-geschadigten

Zellen. Hierbei war ebenso der polynukledre Charakter der Myotuben im Vergleich zu den
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Myoblasten deutlich sichtbar, was gleichzeitig der Bestatigung der vollstandigen

Differenzierung der Myotuben aus der Myoblastenkultur diente (s. Abb. 3.1.1 A & B).

Eine Ubersicht der Analyse von Mittelwerten und Standardabweichungen der Zahl PI-
positiver Zellen geordnet nach Mutation, Zelltyp und Behandlungsgruppen geben die Tab.
3.1.2Aund 3.1.2 B.

Tab. 3.1.2 A: Propidiumiodid-positive Zellen aus Normalkontrollen

Patient Zt;;g Behandlungsschema E:i\twwk- E:g:ﬁ"' gllgtt[eo}:]vert *
_ |pBs — |Af 5,456 + 1,061
2 [VAP/BSA 30 Min. | Af 5,036 + 0,558
S [NHS 1:10 10 Min. | A1 8,065 + 1,139
NHS 1:10 30 Min. | A1 10,951 + 0,519
VAP/BSA 30 Min. | A2 0,213 + 0,186
2| oy NHS 1:20 30 Min. | A2 0,137 + 0,061
s | “ | 5 [NHS1:10 30 Min. | A2 0,505 + 0,303
E S [NHS 15 30 Min. | A2 0,187 + 0,126
= S [NHS 15 30 Min. | A3 2,738 + 1,684
g = [NHS 1:5 + CD55 30 Min. | A3 4,296 + 2,567
s NHS 1:5 + CD59 30 Min. | A3 6,548 + 4,814
NHS 1:5 + CD55 & CD59 | 30 Min. | A3 5,884 + 2,224
c | VAP/BSA 30 Min. |B 0,043 + 0,140
S [NHS 15 5Min. |B 0,325 + 0,124
KS. 18 [NHS 1:10 10 Min. | B 0,310 + 0,157
= |NHS 15 20 Min. |B 0,278 + 0,236
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Tab. 3.1.2 B: Propidiumiodid-positive Zellen mit LGMD2B-Mutation

Muta- | Zell- Behandlungsschema Einwirk- | Experi- | Mittelwert +
tion | typ zeit ment SD [%]

PBS — |D 11,646 + 3,207
< s |[VAP/BSA 10 Min. | D 18,008 + 2,164
Q0 2 [ VAP/BSA 30 Min. |D 18,391 + 2,601
E S |[NHS 1:10 10 Min. | D 24,122 + 7,033
T = [NHS1:10 30 Min. |D 86,667 + 9,919
NHS 1:5 30 Min. |D 84,596 + 11,082
m S | VAP/BSA 30 Min. |E 0,193 + 0,143
Q 2 [NHS 15 30 Min. | E 3,357 + 2,805
E 9 |NHS 1:5 + CD55 30 Min. |E 5743 + 1,265
L = | NHS 1:5 + CD59 30 Min. |E 4,901 + 1,298
PBS — |ci1 1,431 + 0,690
VAP/BSA 30 Min. | C1 1,254 + 0,156
c | NHS 1:10 10 Min. | C1 0,115 + 0,387
2 | NHS 1:10 30 Min. | C1 0,642 + 0,190
2 |[NHS 15 30 Min. | C1 3,330 + 1,234
NHS 1:5 + CD55 30 Min. | C1 3,567 + 2,041
NHS 1:5 + CD59 30 Min. | C1 4,403 £ 2,228
NHS 1:5 + CD55 & CD59 | 30 Min. | C1 3,731 £ 2,226
Q PBS —  |c2 12,797 + 1,964
= VAP/BSA 30 Min. | C2 14,091 + 1,033
o NHS 1:20 30 Min. | C2 40,330 + 34,679
NHS 1:10 10 Min. | C2 10,247 + 2,509
NHS 1:10 30 Min. | C2 9,065 + 1,732
© NHS 1:5 30 Min. | C2 58,200 + 19,854
= PBS C3 0,003 + 0,001
ks NHS 1:10 1Min. |C3 0,006 + 0,002
_ [NHs 1:10 3Min. |C3 0,009 + 0,002
8 |NHS 1:10 5Min. |C3 0,014 + 0,008
2 [NHS 1:10 7Min. |C3 0,019 + 0,008
2 [NHS 1:10 10 Min. | C3 0,059 + 0,029
NHS 1:5 30 Min. | C4 0,205 + 0,036
NHS 1:5 + CD55 (1,0 ug) | 30 Min. | C4 0,048 + 0,001
NHS 1:5 + CD55 (2,5 ug) | 30 Min. | C4 0,121 + 0,017
NHS 1:5 + CD55 (5,0 ug) | 30 Min. | C4 0,187 + 0,009
NHS 1:5 + CD55 (10,0 pg) | 30 Min. | C4 0,277 + 0,051
NHS 1:5 30 Min. |C5 2,668 * 1,263
NHS 1:5 + CD55 30 Min. | C5 1,557 + 0,895
NHS 1:5 + CD59 30 Min. |C5 1,454 + 1,391
NHS 1:5 + CD55 & CD59 |30 Min. |C5 2,634 + 2,136
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3.1.2.1 Differentielle Wirkung von Komplement auf Zelltypen und Mutationen

Die Wirkung von Komplement auf Muskelzellen ist abhangig vom Zelltyp und von der

Konzentration sowie der Dauer der Komplement-Attacke.

Der Anteil Pl-positiver Zellen (s. Abb. 3.1.1 B) der Normalkontrolle C.N. lag fur die
Myoblasten unter Komplementattacke deutlich héher als unter Kontrollbedingungen (PBS
bzw. VAP/BSA-Puffer). Unter Kontrollbedingungen war im Vergleich zur langsten
Einwirkdauer des Komplements etwa die Halfte weniger Pl-positive Signale zu finden. Bei
einer Ausgangszahl toter Zellen von ca. 5,5 % unter Kontrollbedingungen bewirkte die
Komplementattacke eine Schadigung von ebenfalls ca. 5,5 % urspringlich vitaler Myoblasten

mit einem Absolutwert von 11% Pl-positiven Zellen (s. Abbildung 3.1.2 A).

Bei Myoblasten aus der LGMD2B-Familie C lag der Ausgangswert toter Zellen niedriger, und
die Komplementattacke bewirkte auf der ersten Konzentrationsstufe keine Erhdéhung Pl-
positiver Signale. Verglichen mit der Kontrollbehandlung (PBS bzw. VAP/BSA-Puffer)
verursachte die Komplementattacke etwa 2,5-mal mehr tote Zellen, wenngleich der Effekt mit
einer Schadigung von absolut ca. 2 % der Zellen geringer ausfiel als bei der Normalkontrolle
C.N. (s. Abbildung 3.1.2 A).

Fir die Myotuben hingegen zeigte sich bei den Normalkontrollen der Patienten C.N. sowie
K.S. keine relevante Schadigung der Zelle durch Komplementattacke. Selbst bei der
héchsten Komplementkonzentration unter der jeweils langsten Einwirkzeit fand sich eine
Schadigung zwischen ca. 0,1 und 0,3 % der Zellen, wobei die relative Zunahme Pl-positiver
Signale zwischen ca. 0,2 und 0,3 % lag (s. Abbildung 3.1.2 B).

Im Gegensatz hierzu reagierten die Myotuben des Patienten aus der LGMD2B-Familie C
sehr empfindlich auf die Komplementattacke. Bereits unter kurzen Einwirkzeiten liel3 sich
eine zunehmende Zellschadigung feststellen, die innerhalb eines Versuchssets in der 10.
Minute der Komplementattacke eine 5-fache Zahl Pl-positiver Signale im Vergleich zur
Kontrollbehandlung erreicht wurde. Der Komplementeffekt blieb dabei mit einer Schadigung
von absolut ca. 0,5 % der Zellen zunachst gering (s. Abbildung 3.1.2 B). Das
unterschiedliche Ausmal} der zellschadigenden Wirkung von Komplement auf Myotuben
zeigte sich nicht nur zwischen Normalkontrollen und LGMD2B-Patienten, sondern war auch

abhangig von der zugrunde liegenden LGMD2B-Mutation:

-51 -



Mormalkontrolle C.N. LGMD2B (Familie C)

12,0 =
]
10,04 1 =
¥ ¥ 1 |
=
%E.ﬂ- L 1
K "
L
L 40+ -
|
20+ -
= |
||
Wz 2 3 = 2 z =
m =
® T » » b Y & & ®
E —_ - E - = -
0 = ) M S b th
= =] = [=] [=] .
3 8 3 8 &
= = £ £ 5
2 3 -] 3
Myoblasten Myoblasten

Abb. 3.1.2 A: Vergleich der Wirkung von Komplement auf Myoblasten aus
Normalkontrolle und LGMD2B-Familie C

Anteil Pl-positiver Myoblasten unter Kontrollbehandlung (PBS, VAP/BSA) und
ansteigenden Komplement-Konzentrationen (NHS): bei der Normalkontrolle C.N. unter
Komplementattacke  deutlich  hoherer  Anteil Pl-positiver Zellen als unter
Kontrollbehandlung. Weiterer Anstieg mit zunehmender Komplementkonzentration (linke
Seite). Fur LGMD2B-Myoblasten der Familie C ab einer NHS-Konzentration von NHS 1:5
vermehrt geschadigte Zellen im Vergleich zur PBS-Behandlung (rechts)

Die Zellen des Patienten aus der Familie A wiesen zunachst einen Anstieg der Pl-positiven
Signale bei zunehmender Einwirkzeit auf und erreichten wunter der mittleren
Komplementkonzentration ein  Maximum, unter dem der Wert bei hochster
Komplementkonzentration nur unwesentlich zuricklag. Bei im Vergleich zu den Myotuben
der anderen LGMD2B-Patienten deutlich hoherer Ausgangszahl toter Zellen von ca. 20 %
verursachte die Komplementattacke eine Vervierfachung der Schadigung auf Gber 85 % der

Zellen im Vergleich zur Kontrollbehandlung (s. Abbildung 3.1.2 C).
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Abb. 3.1.2 B: Vergleich der Wirkung von Komplement auf Myotuben aus
Normalkontrollen und LGMD2B-Familie C

Prozentualer Anteil Pl-positiver Myotuben unter Kontrollbehandlung (PBS, VAP/BSA) und
ansteigenden Komplement-Konzentrationen (NHS): bei den Normalkontrollen C.N. und
K.S. zeigte sich keine relevante Zellschadigung unter Komplementattacke, gemessen an
der geringen Zunahme Pl-positiver Signale im Vergleich zur Kontrollbehandlung (linke
Seite und Mitte). Die LGMD2B-Myoblasten der Familie C reagierten hingegen sehr
empfindlich auf die Komplementattacke, wobei die Schadigung bereits nach wenigen

Minuten deutlich wurde (rechts).

Die Myotuben des Patienten der Familie B erwiesen sich als besonders komplement-
empfindlich: gegenuber der Kontrollbehandlung stieg die Zahl Pl-positiver Zellen um mehr als

das 17-fache auf absolut ca. 3,5 %.

Im Fall der LGMD2B-Familie C verursachten 2zwei Konzentrationsstufen der
Komplementattacke einen Anstieg toter Zellen um das ca. 3- (NHS 1:20) bzw. 4-fache (NHS
1:5) verglichen mit der Kontrolle. Die absolute Zahl Pl-positiver Signale lag hier mit ca. 60 %
zwischen der LGMD2B-Familie A und —Familie B.
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Abb. 3.1.2 C: Vergleich der Wirkung von Komplement auf LGMD2B-Myotuben der
Familien A, Bund C

Prozentualer Anteil Pl-positiver Myotuben unter Kontrollbehandlung (VAP/BSA) und
ansteigenden Komplement-Konzentrationen (NHS): im Vergleich zur Kontrollbehandlung
wiesen die Zellen der unterschiedlichen LGMD2B-Familien eine unterschiedliche
Empfindlichkeit gegeniiber Komplement auf. Die Schadigungsrate der Zellen nahm unter
der héchsten Komplementkonzentration in der Reihenfolge Familie B > Familie A >
Familie C ab.

Zur Darstellung der Unterschiede in der Empfindlichkeit gegenuber Komplement zwischen
den Patientengruppen wurde die Ratio Pl-positiver Zellen (Pl Ratio) aus Komplement-
behandelten gegenuber unbehandelten Mikrotiter-Lochern herangezogen. Hierdurch wurde
die unterschiedliche Empfindlichkeit der Gruppen auf unspezifische Einwirkungen (siehe
unterschiedliche Anteile Pl-positiver Zellen bei Kontrollbehandlung) normiert, so dass ein

direkter Gruppenvergleich moglich wurde (s. Abbildung 3.1.2 D).
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Bei der Aufschlisselung der Pl Ratio nach LGMD2B-Mutationen zeigte sich die hochste
Empfindlichkeit gegeniber Komplement fir die Zellen aus der Familie A, bei denen die PI
Ratio mit 7,8 £ 3,1 (Mittelwert + Standardabweichung) ca. 7-fach Uber der Normalkontrolle
lag (0,95 + 0,67, P < 0,001). Die PI Ratio der Zellen aus der LGMD2B-Familie B lag mit 3,8 +
1,4 fast 4-fach, die der Familie C mit 2,0 + 0,5 ca. 2-fach Uber der Norm (P < 0,01 bzw. P <
0,05).
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Abb. 3.1.2 D: Vergleich der Komplementempfindlichkeit von Myotuben aus
Normalkontrolle und LGMD2B-Familien A, B und C

Verhaltnis der Zahl Pl-positiver Myotuben unter Komplementattacke gegenlber
Kontrollbehandlung: bei der Normalkontrolle annahernd gleiche Zahl geschadigter Zellen
sowohl unter Kontrollbehandlung als auch unter Komplementattacke (griin), deutlich
héhere Empfindlichkeit der LGMD2B-Zellen aller Familien. Statistische Signifikanz: P <
0,05 (*), P < 0,01 (**) oder P < 0,001 (***)
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Die Gesamtbetrachtung der LGMD2B-Mutationen (Pl Ratio 4,8 + 3,1) verglichen mit der
Normalkontrolle zeigte eine nahezu 5-fach erhdhte Empfindlichkeit gegeniber Komplement
(P <0,01).

3.1.2.2 Wirkung von Anti-CD55/59-Antikérpern unter Komplement-Attacke

Die Behandlung von Myotuben mit Anti-CD55- oder Anti-CD59-Antikérpern unter der
Komplement-Attacke zeigte eine Zunahme der Pl-positiven Signale sowohl bei der
Normalkontrolle C.N. als auch bei Zellen der LGMD2B-Familie B.

Fir die Normalkontrolle erhdhte sich der Anteil Pl-positiver Signale unter Vorbehandlung mit
Anti-CD55-Antikdrper um das 1,6-fache auf ca. 4,3 %, mit Anti-CD59-Antikdrper um das 2,4-
fache auf ca. 6,5 % und mit kombinierter Anti-CD55/59-Antikérperbehandlung um das 2,2-
fache auf ca. 5,9 % (s. Abbildung 3.1.2 E).

Der Anteil Pl-positiver Zellen aus der LGMD2B-Familie B erhohte sich von 3,4 % bei reiner
Komplementbehandlung hingegen nur um das 1,7-fache (auf 5,7 %) bzw. 1,4-fache (auf 4,9
%) bei Anti-CD55-Antikdrper- bzw. Anti-CD59-Antikérperbehandlung.

Bei dem LGMD2B-Patienten aus der Familie C war kein Anstieg von Pl-positiven Zellzahlen
und damit toter Zellen nachweisbar. Wahrend sich hier flr die Myoblasten noch ein 1,1-
facher (Anti-CD55- bzw. Anti-CD55&59-Antikérperbehandlung) bzw. 1,3-facher Anstieg (Anti-
CD59-Antikorperbehandlung) der Pl-positiven Zellen gegenuber reiner Komplementattacke
zeigte, war fur die Myotuben ein Absinken der Pl-positiven Zellzahlen zu beobachten: fur
alleinige Anti-CD55- bzw. Anti-CD59-Antikérperbehandlung sank die Zahl toter Zellen von ca.
2,7 % auf ca. 1,6 % bzw. 1,5 % um 41% bzw. 45%, bei kombinierter Behandlung um 3% im
Vergleich zur reinen Komplementbehandlung. Die Resistenz von Myotuben aus
Normalkontrollen gegenuber Komplementattacken konnte also teilweise aufgehoben werden
sowohl durch Anti-CD55 als auch Anti-CD59-Antikérperbehandlung. Die

Kombinationsbehandlung aus beiden Antikorpern erbrachte keine synergistische Wirkung.
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Abb. 3.1.2 E: Wirkung von Komplement auf Myoblasten und Myotuben nach CDS55,
CD59- oder CD55+CD59-Behandlung

Die fehlende Zunahme der komplement-vermittelten Zellschadigung von Myotuben unter
CD55-Blockade im Vergleich zur reinen Komplementbehandlung beweist die funktionelle
Bedeutung der fehlenden CD55-Expression. Trotz kombinierter CD55- / CD59-Blockade
erfolgt nur ein geringer Zuwachs geschadigter Myotuben aus Normalkontrollen und
LGMD2B-Patienten. Dies weist auf eine von CD59 unabhangige Komplementregulation

von Myotuben hin.

Selbst bei hoher Antikdrperkonzentration von 10,0 ug / ml zeigte sich nur eine minimale
Reduktion der Komplement-Resistenz: im Vergleich zur reinen Komplementbehandlung
nahm der Anteil Pl-positiver Zellen unter Anti-CD55-Antikdrper-Behandlung von 0,21 % auf
0,28 % zu (s. Abbildung 3.1.2 F).
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Abb. 3.1.2 F: Dosisabhdngige Wirkung von Anti-CD55-Antikorpern auf Myotuben

Prozentualer Anteil Pl-positiver Myotuben unter einheitlicher Komplement-Konzentration
(NHS 1:5) und ansteigender anti-CD55-Antikérper-Konzentrationen: im Vergleich zur
Ausgangsbehandlung ohne anti-CD55-Antikérper nimmt die Zahl geschadigter Zellen
zunachst ab, erreicht bei einer anti-CD55-Antikbrper-Konzentration von 5,0 ug/ml den
Ausgangswert und steigt erst bei der dann doppelten Konzentration Uber den
Ausgangswert an. Eine toxische Wirkung des anti-CD55-Antikorpers ist deshalb in der im
restlichen Versuchsprotokoll verwendeten Konzentration von 5,0 pg/ml nicht

nachzuweisen.

DarUber hinaus ergab die Antikorperbehandlung, dass bei der niedrigsten
Antikdrperkonzentration zwar eine deutliche Reduktion des PI-Signals im Vergleich zur
Komplementattacke ohne Antikorper auftrat, die Zahl toter Zellen mit zunehmender
Antikorperkonzentration jedoch nahezu linear zunahm und bei der hochsten
Antikorperkonzentration einen Wert erreichte, der uUber der Kontrollbehandlung ohne
Antikérper lag (s. Abbildung 3.1.2 F). Somit kann eine toxische Wirkung des Antikorpers in

der verwendeten Konzentration ausgeschlossen werden.
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3.2 Durchflusszytometrische Analyse

3.2.1 Morphologie von Zellen und Zellpopulationen

Mit den unter Abschnitt 2.1.6.4 genannten Einstellungen des Zytometers war eine konstante
Zellpopulation sowohl fur Myoblasten wie fur Myotuben abzubilden. Hierbei lie3en sich beide
Zelltypen am deutlichsten mit denselben Gerateeinstellungen darstellen, wobei keine
Differenzierung des Typs anhand der Verteilung im Forward-Sideward-Scatter mdglich war:
Myoblasten wie Myotuben zeigten bei den gegebenen Messeinstellungen die gleiche
Populationsverteilung (s. Abb. 3.2.1 A).

Dabei lieRen sich die durch Komplement geschadigten Zellen als deutliche Population
(Population G1) sowohl im Forward als auch im Sideward Scatter von der Menge vitaler

Zellen (Population G2) abgrenzen.

Dartber hinaus waren keine Unterschiede bei der Darstellung der Zellpopulationen im
Forward-Sideward-Scatter oder im Fluoreszenz-Scatter-Plot von Zellen unterschiedlicher

Patienten aber gleichen Zelltyps auszumachen (s. Abb. 3.2.1 B).

Unabhangig von der PI-Fluoreszenz als Zeichen der Vitalitat der Zellen wurden in allen
Scatter-Plots (Forward-Sideward, Forward-Fluoreszenz, Sideward-Fluoreszenz) drei distinkte
Populationen abgebildet, die sich am deutlichsten in den Fluoreszenz-Scatter-Plots
voneinander abgrenzen lieRen. Die Subpopulation P1 wies bei mittlerer bis hoher ZellgroRe
im Forward-Scatter eine konstant geringe Granularitat im Sideward-Scatter auf, wahrend die
Zellen der P2 bei hoher ZellgroRe eine mittlere bis hohe Granularitat zeigten. Die Zellen der
Subpopulation P3 hingegen waren homogen klein mit unterschiedlich ausgepragter
Granularitat (s. Abb. 3.2.1 B).

Die Einzelanalyse der Subpopulationen P1, P2 und P3 bezuglich des Anteils Pl-positiver
Ereignisse zeigte, dass geschadigte Zellen zwar in allen drei Subpopulationen zu finden
waren, der allergroRte Teil jedoch in der P3-Population auftrat, welche damit den Hauptanteil
toter Zellen an der Gesamtzellpopulation umfasste. Das bedeutet, dass mit zunehmender
Zellschadigung der Probe die Subpopulationen zu einer einzelnen Zellpopulation
zusammentraten, die analog zu P3 am unteren Ende des Forward-Scatters bei diffuser
Sideward-Scatter-Streuung lag (siehe lysierte Zellen im Forward-Sideward-Scatter Abb. 3.2.1
A).
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Abb. 3.2.1 A: Populationen von Myoblasten und Myotuben im Zytometer

Im Forward-Sideward-Scatter (linkes Panel) stellen sich unter Komplementbehandlung
(oben) bei Myoblasten und Myotuben drei distinkte Populationen dar, wahrend nach
vollstdndiger Lyse der Zellen unter Aqua dest. (unten) nur noch eine Population
auszumachen ist. Die Zellpopulation mit signifikanter Fluoreszenz-Aufnahme im
Fluoreszenz-Sideward-Scatter (mittleres Panel) und Fluoreszenz-Forward-Scatter
(rechtes Panel) im Gate G1 nimmt im Vergleich zur Komplement-Behandlung unter Aqua

dest.-Behandlung deutlich zu.
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Abb. 3.2.1 B: Vergleich
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Im Forward-Sideward-Scatter (obere Reihe) kann anhand der Populationen keine
Unterscheidung zwischen Normalkontrollen und LGMD2B-Zellen gemacht werden: es
stellen sich sowohl ohne als auch mit Komplement-Behandlung drei Populationen (P1,
P2, P3) dar. Die im Gate G1 liegenden Zellen im Fluoreszenz-Sideward-Scatter (mittlere

Reihe) und Fluoreszenz-Forward-Scatter (untere Reihe) stellen aufgrund der signifikanten

Pl-Aufnahme geschadigte Zellen dar.
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3.2.2 Komplement-Assays in der Durchflusszytometrie

Die Quantifizierung Komplement-geschadigter Zellen konnte gemaly Abschnitt 2.1.6.5 am

einfachsten im Fluoreszenzhistogramm erfolgen, wobei Gate 2 als Menge vitaler und Gate 1
als Menge toter Zellen definiert wurde (s. Abb. 3.2.2 A).

Normalkontrolle C.N.

chne Komplement-Be handlung
chne Propidiumiodid

aa i

1w w' "

LGMD2B (Familie A)

nach Komplement-Behandiung
mit Propidiumicdid

i % "

e N

! W w
#i

G1 - Population Pl-positiver Zellen
G2 - Population vitaler Zellen

Abb. 3.2.2 A: Fluoreszenz-Histogramm zur quantitativen Analyse toter Zellen

Die Zahl der im Gate G1 auftretenden Events im Fluoreszenz-Histogramm, die aufgrund

der signifikanten PI-Aufnahme geschadigte Zellen darstellen,

wurde, auf 10.000

kumulative Events normiert, fir unterschiedliche Behandlungen und Zelltypen verglichen.

Eine Ubersicht der Mittelwerte und Standardabweichung Pl-positiver Zellen gibt die Tab.

3.2.2 geordnet nach Mutation, Zelltyp und Behandlungsgruppen.
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Tab. 3.2.2: Anteil Pl-positiver Zellen je 10.000 Zellen [%]

o -
S | & |zeltyp |Kontrolle VAP/BSA NHS1:20 | NHS1:10 | NHS 1:5
& | &
. Blasten 8,86 + 4,63 5,33+4,04 5,24 £ 0,28 7,67 £0,57 6,89 +0,13
1 O z_
(_g =° O Myotuben | 945 + 3,24 5,17 £ 0,86 7,46 £1,12 5,73+0,75 4,05+ 0,39
=
S g Blasten 16,97 + 0,57 3,98 £ 0,11 2,45 + 0,26
X Myotuben | 14,88 + 0,95 7,96 + 0,67 4,18 + 0,38
Blasten 411 +0,17 12,32 + 2,06
A
ﬁ Myotuben | 8,83 + 3,65 15,00 + 3,18 18,63 + 2,56
a
‘% Blasten 19,24 + 10,82 | 23,43 7,10 18,43 +£6,57 | 14,72 +5,00 | 13,26 £ 2,55
B
- Myotuben | 16,70 + 12,68 | 28,00 + 18,82 14,21 +£542 | 9,52 + 3,34 6,25+ 0,93
C Blasten 3,23 £ 0,49 7,18 + 1,38 7,05+ 0,07

Fir die Normalkontrollen liel} sich ahnlich wie bei der mikroskopischen Analyse eine
weitgehende Resistenz sowohl der Myoblasten wie der Myotuben gegenuber Komplement
feststellen (s. Abbildung 3.2.2 B).

Mit zunehmender Komplementkonzentration zeigte sich sogar ein sinkender Anteil PI-
positiver Zellen. Dies war fur beide Zelltypen der Fall, wobei der grof3te Anteil toter Zellen
stets bei den unbehandelten Kontrollproben zu finden war. Das heil3t, dass selbst unter der
Komplement-Attacke mit der geringsten Komplementkonzentration noch weniger tote Zellen
gemessen werden konnten als bei der unbehandelten Kontrollprobe (s. Abbildung 3.2.2 B
und C).

Analog zu den Ergebnissen der Normalkontrollen wiesen die Myotuben aus der LGMD2B-
Familie A einen deutlich groReren Anteil Pl-positiver Zellen unter Komplementattacke im
Vergleich zur unbehandelten Kontrollprobe auf: hier kam es zu einem absoluten Anstieg um
etwa 3% Pl-positiver Zellen. (s. Abbildung 3.2.2 D).
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Abb. 3.2.2 B: FACS-Komplement-Assay von Myoblasten und Myotuben der

Normalkontrolle C.N.

Prozentualer Anteil Pl-positiver Myotuben unter Kontrollbehandlung (PBS sowie
VAP/BSA) und ansteigenden Komplement-Konzentrationen (NHS): im Vergleich zur
Kontrollbehandlung steigen die Werte Pl-positiver Zellen mit zunehmender
Komplementkonzentration weder fir Myoblasten (linkes Panel) noch fir Myotuben an
(rechtes Panel), fir Myotuben ist sogar eine Tendenz zur Reduktion geschadigter Zellen

sichtbar.

Fir die Myoblasten aus der LGMD2B-Familie B war entgegen den Ergebnissen aus der
mikroskopischen Analyse keine Zunahme der Pl-positiven Signale unter steigenden

Komplementkonzentrationen nachweisbar (s. Abbildung 3.2.2 E).

Analog zu den Ergebnissen der Mikroskopie ergab sich bei der LGMD2B-Familie A jedoch
eine deutlich nachweisbare Empfindlichkeit gegeniber Komplement, wobei die Rate toter
Zellen von ca. 15 % unter VAP/BSA auf 18 % unter Komplementattacke um relativ 23 %

stieg.
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Abb. 3.2.2 C: FACS-Komplement-Assay von Myoblasten und Myotuben der

Normalkontrolle K.S.

Prozentualer Anteil Pl-positiver Myotuben unter Kontrollbehandlung (PBS) und
ansteigenden Komplement-Konzentrationen (NHS): im Vergleich zur Kontrollbehandlung
fallen die Werte Pl-positiver Zellen mit zunehmender Komplementkonzentration sowohl

bei Myoblasten (linkes Panel) als auch bei Myotuben ab (rechtes Panel).

Diese Beziehung war fur die anderen LGMD2B-Familien nicht zu beobachten. Im Vergleich
zur Kontrollprobe sank hier der Anteil der Pl-positiven Zellen unter Komplementattacke
(Familie B) bzw. blieb konstant (Familie C, s. Abbildung 3.2.2 F), ahnlich wie bei den

Normalkontrollen.
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Abb. 3.2.2 D: FACS-Komplement-Assay von Myoblasten und Myotuben der LGMD2B-

Familie A

Prozentualer Anteil Pl-positiver Myotuben unter Kontrollbehandlung (PBS sowie
VAP/BSA) und Komplement (NHS): im Vergleich zur Kontrollbehandlung liegen die Werte
Pl-positiver Zellen unter Komplement-Attacke sowohl bei Myoblasten (linkes Panel) als
auch bei Myotuben (rechtes Panel) héher, bei den Myotuben um relativ 23% gegenilber
der VAP/BSA-Behandlung.
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Abb. 3.2.2 E: FACS-Komplement-Assay von Myoblasten und Myotuben der LGMD2B-

Familie B

Prozentualer Anteil Pl-positiver Myotuben unter Kontrollbehandlung (PBS sowie
VAP/BSA) und ansteigenden Komplement-Konzentrationen (NHS): im Vergleich zur
Kontrollbehandlung steigen die Werte Pl-positiver Zellen mit zunehmender
Komplementkonzentration weder fiir Myoblasten (links) noch fiir Myotuben an (rechts), fir

beide Zelltypen ist sogar eine Tendenz zur Reduktion geschadigter Zellen sichtbar.

-67 -



LGMD2B (Familie C)

20,0
18,0
16,0

—14,0

= 12,0

10,0

8,0
6,0
4,0
2,0
0,0

e
:

Pl+ Zelle

S8d-
v58/dvA-
0Ll SHH-

Myaoblasten

Abb. 3.2.2 F: FACS-Komplement-Assay von Myoblasten der LGMD2B-Familie C

Prozentualer Anteil Pl-positiver Myotuben unter Kontrollbehandlung (PBS sowie
VAP/BSA) und Komplement-Attacke (NHS): Kontrollbehandlung mit VAP/BSA und

Komplement-Attacke verursachten ahnliche Werte Pl-positiver Zellen.

3.3 Komplement-Blockade in vivo

3.3.1 Parameter der Muskeldystrophie

In der Voruntersuchung mit jeweils n = 6 Mausen zeigte sich fur alle Gruppen eine
durchgehende dystrophe Muskelhistologie, in der alle beobachteten Parameter auffallige
Befunde aufwiesen. Abbildung 3.3.1 A zeigt beispielhaft typische Befunde der

Muskelbiopsien.

Der Gesamteindruck der einzelnen Bioptate vermittelte zumeist einen deutlichen Unterschied
zwischen stark betroffenen und weniger von Dystrophie betroffenen Tieren. Beispielhaft zeigt

Abb. 3.3.1 B den Vergleich zwischen minimaler und deutlicher Dystrophie in der Histologie.
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Abb. 3.3.1 A: Parameter der Muskeldystrophie im histologischen Bild von Muskelbioptaten
in der SJL/J-Maus
Die neun Gesichtsfelder zeigen jeweils identische VergréRerungen aus unterschiedlichen
Bioptaten der Versuchsreihe mit den typischen Darstellungen der Dystrophieparameter

.Nekrose®, ,binnenstandige Nuclei“, ,Fasersplitting® , ,regenerierende Fasern®, ,Entziindliche

Infiltrate®, ,Fettige Degeneration®, ,minimaler und maximaler Faserdurchmesser* (d).
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Abb. 3.3.1 B: Unterschiede im histologischen Gesamteindruck zwischen Praparaten
mit unterschiedlichem Schweregrad der Dystrophie

Die Gesichtsfelder zeigen bei gleicher VergroRerung links ein nur wenig von Dystrophie
betroffenes Bioptat mit regelmaRiger Architektur, fehlenden entziindlichen Infiltraten,
fettiger Atrophie oder Zellnekrosen sowie nur maRiger Zahl an Fasersplittings und
binnenstandiger Nuklei. Auf der rechten Seite deutlich unruhige Architektur, zahlreiche

Nekrosen und fettige Atrophie als Zeichen der schweren Dystrophie.

Fir die Auswertung eigneten sich vor allem die Parameter ,Nekrose®, ,binnenstandige
Nuclei“, ,Fasersplitting“ sowie ,regenerierende Fasern“, da diese Elemente der einzelnen
Faser eindeutig zuzuordnen sowie im Alles-oder-Nichts-Prinzip zahlbar waren. Die
Parameter ,entzindliche Infiltration“ sowie fettige Degeneration waren nur semiquantitativ
auswertbar, da ihr Vorkommen nicht auf einzelne Fasern bezogen werden konnte sowie
durch die Ausbreitungsebenen im Praparat keine einzeln zahlbaren Mengen darstellten. Die
Parameter der Faserdurchmesser (und damit der rechnerisch  ermittelten
Durchmesserspannweite) nahmen eine Zwischenstellung ein, da sie fur die einzelne Faser
zwar eindeutig bestimmbar waren, die Auswahl der jeweils kleinsten bzw. grofdten Faser

jedoch nach subjektivem Eindruck bei Durchsicht des Praparates erfolgte.

Tabelle 3.3 A zeigt Mittelwerte und Standardabweichung bzw. Verteilung aller Parameter im
Uberblick.
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Tabelle 3.3 A: Histologische Parameter der Muskeldystrophie

Anti-C5- Isotyp- Albumin-
[Mittelwert + | Antikorper | kontrolle kontrolle
Standardabweichung] N = 21 N = 21 N=6
Nekrotische Fasern [%] 0,99+0,93 (16+1,8 1,6 +0,3
Binnenstandige Nuclei [%] 13,0+ 4,9 14,3+ 6,8 13,1+1,8
Fasersplitting [%] 53127 6,537 51+0,8
Regenerierende Fasern [%] 0,12+0,09 |0,10+0,09 |0,08 +0,07
Entzindliche Infiltrate [N] [%] [N] [%]
- 2| 95 2|1 95
(-) 9| 429 9| 42,9
+ 6| 28,6 8| 38,1
++ 1 4,8 0 0
+++ 3| 14,3 2| 95
Fettige Degeneration [N] [%] [N] [%]
- 1 4,8 0 0
(-) 5| 23,8 5| 23,8
+ 41 19,0 9| 42,9
++ 6| 28,6 3| 14,3
+++ 5| 23,8 41 19,0
Minimaler Durchmesser [um] 20,3+7,1 19,0+ 5,9 12,1+ 2,5
Maximaler Durchmesser [um] 996+316 |116,9+81,2|78,3%+ 9,6
Durchmesserspannweite [um] 794+306 |[(979+80,3 [66,3+ 9,3

3.3.2 Gruppenunterschiede in den Dystrophieparametern

Die ausgepragtesten Gruppenunterschiede traten bei den nekrotischen Fasern auf, die sich
am seltensten bei den Anti-C5-Antikérper-behandelten Tieren zeigten (0,99 £ 0,93 %),
wahrend die Isotypkontrollen sowie die Albuminkontrollen vergleichbare Werte aufwiesen
(1,6 £ 1,8 bzw. 1,6 £ 0,3 %) (s. Abbildung 3.3.2 A).
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Abb. 3.3.2 A: Haufigkeit der Dystrophieparameter Nekrotische Fasern, Binnenstandige

Nuclei und Fasersplitting nach Behandlungsgruppen

Prozentualer Anteil von Muskelfasern mit den entsprechenden Dystrophieparametern je
100 Muskelfasern des Bioptats. Alle drei Dystrophieparameter fanden sich weniger
haufig in der anti-C5-Antikdrper-behandelten Gruppe (rot) als bei der Isotypkontrolle

(griin), der gréte Unterschied war beim Parameter Nekrotische Fasern erkennbar.

Bei den binnenstandigen Nuclei sowie bei der Zahl der Fasersplittings ergaben sich nur sehr

geringe Unterschiede zwischen der Anti-C5-Antikdrper-behandelten und der Albumin-

behandelten Gruppe. In beiden Fallen wiesen Tiere der Isotypkontrolle leicht hdhere Werte

auf als diejenigen der Anti-C5-Antikdrper-behandelten: flr binnenstandige Nuclei 14,3 + 6,8
bzw. 13,0 + 4,9 % und fur Fasersplitting 6,5 + 3,7 bzw. 5,3 £ 2,7 % (s. Abbildung 3.3.2 A).

Der Anteil regenerierender Fasern nahm von der Albumin-Kontrolle Uber die Isotypkontrolle

bis zur anti-C5-Antikérper-Behandlung zu, was offenbar mit der Abnahme nekrotischer

Fasern im Praparat korrespondierte.

Sowohl fur die Parameter Entzlindliche Infiltrate als auch Fettige Degeneration galt, dass
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mehr Bioptate mit ausgepragten Veranderungen in der Gruppe der Anti-C5-Antikorper-
behandelten Tiere vorkamen, wahrend die Bioptate mit weniger ausgepragten

Veranderungen haufiger bei der Isotypkontrolle auftraten (s. Abbildung 3.3.2 B).

Bezuglich der Faserdurchmesser ergaben sich die kleinsten Werte sowohl fir den
minimalen, als auch fir den maximalen Durchmesser bei den Albuminkontrollen (12,1 = 2,5
bzw. 78,3 £ 9,6 ym). Wahrend die Minimaldurchmesser der Anti-C5-Antikérper-Behandlung
und der Isotypkontrolle vergleichbar waren (20,3 + 7,1 bzw. 19,0 £ 5,9 um), zeigte sich ein
deutlich groflerer Maximaldurchmesser bei Tieren der Isotypkontrolle (116,9 £+ 81,2

gegenulber 99,6 + 31,6 um bei der Anti-C5-Antikérper-Behandlung).

Somit waren auch die Durchmesserspannweiten der Isotypkontrolle hdher als diejenigen der
Anti-C5-Antikérper-Behandlung (97,9 £ 80,3 bzw. 79,4 £ 30,6 um) (s. Abbildung 3.3.2 C).
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Abb. 3.3.2 B: Haufigkeit der Dystrophieparameter fettige Degeneration

entziindliche Infiltrate nach Behandlungsgruppen

Semiquantitative Analyse der Dystrophieparameter fettige Degeneration (oberes Panel)
und entzindliche Infiltrate (unteres Panel) in den finf Ausprdgungsgraden ,-“ (nicht
vorhanden) bis ,+++“ (am starksten vorhanden). Balken geben den prozentualen Anteil
der Biopsien mit dem entsprechenden Auspragungsgrad an allen Bioptaten wider.

lassen sich keine deutlichen Unterschiede zwischen der anti-C5-Antikdrper-behandelten

Gruppe (rot) und der Isotypkontrolle (griin) ausmachen.
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Abb. 3.3.2 C: Verteilung des Dystrophieparameters Faserdurchmesser nach
Behandlungsgruppen
Verteilung der Mittelwerte und Standardabweichungen der Faserdurchmesser aller
Bioptate einer Behandlungsgruppe fir die Messung von minimalem (blau) und
maximalem Faserdurchmesser (grin) sowie deren arithmetischer Mittelwerte, der
Durchmesserspannweite (rot). In der anti-C5-Antikérper-behandelten Gruppe (linke Seite)

trat aufgrund niedrigerer maximaler Faserdurchmesser auch eine geringere

Durchmesserspannweite auf als bei der Isotypkontrolle (rechte Seite).

Keiner der genannten Gruppenunterschiede war jedoch so ausgepragt, dass ein statistisch
signifikanter Unterschied bei der allgemeinen Datenanalyse zu ermitteln war. Da jedoch unter
Sicht des Auges eindeutig Unterschiede in den Muskelbiopsien zwischen Behandlungs- und
Kontrollgruppen vorlagen (s. Abb. 3.3.1 B), wurden die Daten zusatzlich anhand der sog.

Effektstarke Uberpruft.

3.3.3 Effekt der Behandlung auf die Muskelfasernekrosen

Insgesamt erwies sich die Nekrose als stabilster Analyseparameter der Muskeldystrophie,
sowohl aufgrund der guten Auswertbarkeit des Parameters als auch wegen der aus der von
Voruntersuchungen bekannten Dynamik der Nekrosenentwicklung, woraus sich der spontane

Dystrophieprogress ableiten Iasst.

Die Effektstarken berechnen sich fur die verschiedenen histologischen Parameter auf die in

Tabelle 3.3 B gegebenen Werte.
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Tabelle 3.3 B: Behandlungseffekte auf verschiedene histologische Parameter

Histolog. Priifbe- Kontroll- Effekt- Bewertung Signifi-
Parameter handlung behandlung | starke d, kanz
Nekrosen Anti-C5-Ak Isotyp-Ak -0,60 mittel protektiv | P < 0,05
Anti-C5-Ak Albumin -4,13 hoch protektiv | P < 0,001
Isotyp-Ak Albumin -1,13 hoch protektiv | P < 0,01
Binnen- Anti-C5-Ak Isotyp-Ak -0,04 ohne Effekt n.s.
standige Anti-C5-Ak Albumin -0,01 ohne Effekt n.s.
Nuclei Isotyp-Ak Albumin 0,05 ohne Effekt n.s.
Fasersplitting | Anti-C5-Ak Isotyp-Ak -0,11 ohne Effekt n.s.
Anti-C5-Ak Albumin -1,45 hoch protektiv | P < 0,001
Isotyp-Ak Albumin 0,19 ohne Effekt n.s.
Minimaler Anti-C5-Ak Isotyp-Ak 0,03 ohne Effekt n.s.
Durchmesser | Anti-C5-Ak Albumin 0,27 ohne Effekt n.s.
Isotyp-Ak Albumin 0,35 ohne Effekt n.s.
Maximaler Anti-C5-Ak Isotyp-Ak -0,005 ohne Effekt n.s.
Durchmesser | Anti-C5-Ak Albumin 0,17 ohne Effekt n.s.
Isotyp-Ak Albumin 0,012 ohne Effekt n.s.
Durchmesser | Anti-C5-Ak Isotyp-Ak -0,005 ohne Effekt n.s.
-spannweite | Anti-C5-Ak Albumin 0,14 ohne Effekt n.s.
Isotyp-Ak Albumin 0,01 ohne Effekt n.s.

Ein protektiver Effekt auf die Entwicklung von Nekrosen ergibt sich hiernach sowohl fur die
Anti-C5-Antikdrper-Behandlung gegenuber
Isotypbehandlung gegenuber der Albuminkontrolle. Dies bedeutet, dass der spontane
Progress (Verschlechterung) der Muskelhistologie, der sich aufgrund der fortschreitenden
Dystrophie einstellt, durch die Behandlung vermindert wird. Die Effektivitat der Behandlung

nimmt im Falle der Nekrosen offensichtlich auch mit zunehmender Spezifitat ihres

Angriffspunktes zu.

Ein hochprotektiver Effekt war bezuglich der Entwicklung von Fasersplittings ebenfalls durch
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die Behandlung mit Anti-C5-Antikdrpern gegentber Albumin-Kontrollen zu verzeichnen. Da
gleichzeitig jedoch kein Behandlungseffekt gegenlber der Isotypkontrolle bzw. durch die
Isotyp-Kontrolle gegenuber der Albumin-Kontrolle auftrat, muss von einer differentiellen
Wirkungsweise des spezifischen Antikorpers ausgegangen werden, welche sich hierfur nicht

bei den unspezifischen Antikorpern zeigt.

Bezuglich der ubrigen histologischen Parameter traten keine Behandlungseffekte durch

spezifische oder unspezifische Antikdrperbehandlung gegenuber den Kontrollgruppen auf.

3.3.4 Analyse der Muskelfasernekrosen

Da somit ein Behandlungseffekt auf die spontane Entwicklung der Nekrosen nachweisbar ist,
muss die Ursache der bei der allgemeinen statistischen Analyse geringen
Gruppenunterschiede in der heterogenen Dynamik der Muskeldystrophie der einzelnen

Tieren liegen.

Aufgrund dessen wurden die Biopsiedaten der einzelnen Tiere zusammengefasst und
anhand des Schweregrads der Nekrosen in zwei Gruppen unterteilt: bioptische Praparate,
die weniger als 1% Nekrosen aufwiesen, wurden als ,normal“ definiert, wahrend Praparate
mit 1% oder mehr nekrotischen Fasern als ,beeintrachtigt® eingestuft wurden. Diese
Zuordnung charakterisiert die zunachst moderate ,Grundaktivitat® der Krankheit im
Jugendalter der Mause sowie die darauf folgende, sprunghafte Ausdehnung histologischer
Dystrophiezeichen im mittleren Alter als deutlichen ,Krankheitsschub®. So treten bis zum
Alter von ca. 20-24 Wochen regelhaft Nekrosen von bis zu 1 % auf, anschliellend steigt
dieser Anteil stark an. Durch die so erfolgte Einteilung der Gruppen wurde eine Normierung
der zum Zeitpunkt des Behandlungsbeginns eingetretenen dystrophischen Zeichen
vorgenommen, mit dem Ziel, einen Behandlungseffekt bei kleiner Behandlungsgruppe zu

demaskieren.

Wie Tabelle 3.3 C zeigt, war die Zahl der Biopsien aus der Kategorie ,normaler Muskel“ in
der Gruppe der mit Anti-C5-Antikdrper behandelten Tiere am hochsten, wahrend in der
Isotyp-Kontrolle deutlich weniger und in der Albumin-Kontrolle keine Biopsien der Kategorie
,2hormaler Muskel“ vorkamen. Die Zahl der Biopsien aus der Kategorie ,beeintrachtigter
Muskel“ hingegen war in der Albumin-Kontrolle am hdchsten, wahrend in der Isotypkontrolle
weniger als 2/3 und in der Anti-C5-Antikorper-Behandlung nur knapp 1/3 der Biopsien

,beeintrachtigen Muskel” zeigten.
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Tabelle 3.3. C: Verteilung der bioptischen Praparate nach Normierung der

Dystrophie-Dynamik auf die Behandlungsgruppen

Anti-C5-Anti- Isotyp- Albumin-

korper Kontrolle Kontrolle

N=21 N=21 N=6
Kategorie N % N % N %
Normaler Muskel 13 62 9 43 0 0
Beeintrachtigter 8 38 12 57 6 100
Muskel

Der Gruppenunterschied zwischen der Anti-C5-Antikdrper-Behandlung und der
Albuminkontrolle ist auf dem Niveau P < 0,01 statistisch signifikant, wodurch die protektive
Wirkung der Anti-C5-Antikdrper-Behandlung auf die spontane Entwicklung von
Muskelfasernekrosen deutlich wird. Auch wenn Abbildung 3.3.5 einen deutlichen Unterschied
zwischen der Albuminkontrolle und der Isotypkontrolle zeigt, war eine statistische Signifikanz
nicht nachzuweisen, was offenbar an der geringen Fallzahl der Albuminkontrolle in

Verbindung mit dem geringer ausgepragten Behandlungseffekt der Isotypkontrolle lag.
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Abb. 3.3.5: Haufigkeitsverteilung der Bioptate nach Normierung der Dystrophie-
Dynamik
In den drei Behandlungsgruppen Anti-C5-Antikérper-Behandlung (links), Isotypkontrolle
(Mitte) und Albuminkontrolle (rechts) zeigen sich unterschiedliche Haufigkeiten an
Biopsien, die nach ,nomalem Muskel“ (gruin) oder ,beeintrachigtem Muskel* (rot) normiert
wurden. Der Unterschied zwischen der Anti-C5-Antikérper-Behandlung, welche zu zwei
Dritteln Bioptate mit ,normalen® Veranderungen aufweist, und der Albuminkontrolle,
welche zu 100 % Bioptate aus ,beeintrachtigter Muskulatur® zeigt, ist auf dem Niveau P <
0,01 signifikant.

4 Diskussion

4.1 Myoblasten von LGMD2B-Patienten reagieren empfindlicher auf

Komplement-Angriffe als Normalkontrollen

Die vorliegende Untersuchung hat gezeigt, dass Myoblasten in vitro unabhangig von einer
etwaigen zugrunde liegenden Muskelerkrankung sowohl von steigenden
Komplementkonzentration als auch von steigender Komplementeinwirkzeit in zunehmender
Zahl geschadigt werden (s. Abb. 3.1.2 A). Dies wird auch von Gasque et. al. sowohl fir

adharente als auch fur Zellen in Suspension beschrieben, wobei betont wird, dass dies ohne
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Inhibition von Komplementschutzfaktoren nur in minimaler Auspragung vorkomme*. Obwohl
absolute Zahlen nicht genannt werden, lasst sich aus der Abbildung ein Anstieg der Zahl
geschadigter Zellen von etwa 5% (ohne Komplement) Uber etwa 8%
(Komplementkonzentration = NHS 1:16) bis etwa 12% (NHS 1:4) bei 30-minutiger
Inkubationszeit ablesen. Diese Zahlen werden durch die vorliegende Studie flr das
Normalkollektiv bestatigt. Der fehlende Anstieg der Zahl toter LGMD2B-Myoblasten Uber
zunehmende Komplementkonzentrationen hinweg in LGMD2B-Myoblasten ist sehr
wahrscheinlich experimentell bedingt (s. Abb. 3.1.2 A): Hier ist analog zu den Ergebnissen
der durchflusszytometrischen Untersuchung von einem sehr viel hdheren Anteil an
vollstandig lysierten Zellen auszugehen, deren Fragmente in den folgenden
Waschvorgangen aus der Zahlkammer herausgelost wurden, so dass die Zahl PI-
aufnehmender Zellen artifiziell niedrig ausfallt. Da dies eine deutlich hdhere Empfindlichkeit
von LGMD2B-Myoblasten gegeniber Komplement insinuiert, wurde in einem

durchflusszytometrischen Setting der Nachweis dieser Theorie versucht.

Es zeigte sich jedoch auch unter diesen Bedingungen keine Zunahme der Zahl PI-
aufnehmender Zellen unter Intensivierung der Komplementattacke (s. Abb. 3.2.2 E). Daruber
hinaus war in der Durchflusszytometrie auch keine zunehmende Zellschadigung von
Myotuben unter zunehmender Komplementattacke zu beobachten (s. Abb. 3.2.2 B, C). Da
Gasque et al. die oben beschriecbenen Ergebnisse der Mikroskopie auf die
Durchflusszytometrie mit analogen Ergebnissen Ubertragen konnten®, ist in der vorliegenden
Untersuchungen von experimentellen Unterschieden auszugehen, die entweder zur
vollstandigen Lyse der Zellen vor der Zellzahlbestimmung im FACS-Gerat fuhren, so dass
kein PI-Signal einem Zellzahlsignal im entsprechenden Detektorfenster zuzuordnen ist.
Darlber hinaus ist bei fehlenden Zellgrenzen nach vollstandiger Lyse auch die Inkorporation
und damit die raumliche Lokalisation des Propidiumiodids innerhalb der Zelle nur
eingeschrankt gegeben. Durch die somit fehlende Akkumulation des Farbstoffs in diskreten
Rauminhalten kdnnte die Signalintensitat vermindert und eine falsch niedrige Fluoreszenz
(bei gleich bleibender Gesamtfluoreszenz) gemessen werden. Andererseits besteht im
Gegensatz zu den Ergebnissen aus der Mikroskopie die Moglichkeit eines protektiven
Effektes des Komplementpuffers, der fur die Durchlusszytometrie verwendet wurde, da
bereits durch alleinige Behandlung mit dem VAP/BSA-Puffer die Pl-positiven Zellzahlen im
Vergleich zur Kontrollprobe gesenkt wurden. Da der VAP/BSA-Puffer die Grundlage fir den

Komplementzusatz darstellte, konnten die Zellen bei der experimentellen Handhabung
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unabhangig von der Komplement-Attacke geschutzt worden sein.

4.2 Myotuben von LGMD2B-Patienten reagieren empfindlicher auf

Komplement-Angriffe als Normalkontrollen

Analog zu den Myoblasten kann die vorliegende mikroskopische Untersuchung auch fur
Myotuben eine Schadigung durch Komplement sowohl bei Normalkontrollen als auch bei
LGMD2B-Patienten zeigen (s. Abb. 3.1.2 B, C). Eine zunehmende Schadigung von
Myotuben unter zunehmender Intensitat der Komplement-Attacke liel3 sich jedoch nur bei der
LGMD2B-Mutation zeigen (s. Abb. 3.1.2 C), denn die Zellen der Normalkontrollen nahmen
weitgehend unabhangig von einer Eskalation der Komplementeinwirkung Pl auf (s. Abb.
3.1.2 B). Wie Gasque et al. gezeigt haben, verlieren Myotuben die Fahigkeit zur
Exprimierung bestimmter komplement-protektiver Faktoren **. Unter dieser Voraussetzung
ware eine deutlich steigende Empfindlichkeit gegeniber der Komplementattacke von
Myotuben im Vergleich zu Myoblasten zu erwarten. Dass in der vorliegenden
mikroskopischen Untersuchung die gesunden Myotuben in absoluten Zahlen eine deutlich
niedrigere Rate an Pl-positiven Zellen nach Komplementattacke als die gesunden
Myoblasten aufwiesen (vgl. Abb. 3.1.2 A und Abb. 3.1.2 B), ist auch hier am ehesten mit
einer artifiziellen Reduktion der Gesamtzahl der Zellen durch vollstandige Lyse zu erklaren.
Dies wiederum zeigt die besondere Empfindlichkeit der Myotuben bei der experimentellen
Handhabung sowie die schwierige Aufgabe, in zuklnftigen Untersuchungen zwischen

Myoblasten und Myotuben vergleichbare Bedingungen zu schaffen.

In diesem Zusammenhang weniger interessant sind also die absoluten Zahlen geschadigter
Zellen unter Myotuben, sondern ein Vergleich der relativen Zunahme Pl-positiver Zellen unter

Komplementattacke gegenuber Kontrollbedingungen (s. Abschnitt 4.3).

Im Gegensatz zu den Ergebnissen der mikroskopischen Untersuchung ergibt die Analyse der
durchflusszytometrischen Daten kein klares Bild Uber die Zellschadigung durch Komplement-
Attacke. Fur die Normalkontrollen ergibt sich sowohl fur Myoblasten auch flir Myotuben
entweder eine fehlende Zunahme Pl-positiver Signale mit steigender
Komplementkonzentration (s. Abb. 3.2.2. B) oder sogar eine Abnahme (s. Abb. 3.2.2 C) der
Zahl geschadigter Zellen. Eine deutliche Zellschadigung bei LGMD2B-Zellen unter
Komplement-Attacke kann das verwendete FACS-Protkoll nur fir die LGMD2B-Familie A
zeigen (s. Abb. 3.2.2 D), wahrend auch fur die Zellen der Familien B (s. Abb. 3.2.2 E) und C
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(s. Abb. 3.2.2 F) kein deutliches komplement-abhangiges Schadigungsmuster nachweisbar
ist. Allerdings vollzieht dieses Ergebnis den Befund aus der mikroskopischen Untersuchung
nach, in welcher Zellen der Familie A ebenfalls am empfindlichsten auf die Komplement-
Attacke reagierten (s. Abb. 3.1.2 D).

Warum keine aussagekraftige Ubertragung der mikroskopischen Untersuchung auf die
FACS-Analyse gelang, ist unklar. Dieses ist jedoch am ehesten als technische Limitation im
Experiment zu werten, da sich Myotuben und Myoblasten in der Durchflusszytometrie nicht
klar als Population voneinander abgrenzen lielen. Wahrend eine Durchmischung der Probe
mit Zellen verschiedener Patienten experimentell ausgeschlossen werden kann, besteht in
einer Primarkultur von Myoblasten stets die Moglichkeit einer spontanen Differenzierung zu
Myotuben. Diese steigt mit zunehmender Zahl von Passagen sowie unter bestimmten
Kulturbedingungen (s. Abschnitt 1.4), und lassen sich nicht grundsatzlich ausschlie3en. Im
vorliegenden Experiment wurden Myoblasten mit einer Passagezahl unter 12 und einer
Gesamtkultivierungsdauer von unter 4 Wochen verwendet. Innerhalb dieser Zeitspanne war
mikroskopisch keine signifikante Spontandifferenzierung zu beobachten. Dennoch kdénnten
mdglicherweise in durchflusszytometrischen Proben von Myoblasten auch Myotuben

vorhanden sein.

Deren Ausschluss bzw. Nachweis ware durch zukinftige Messung verschiedener
Oberflachenmarker maglich, die mittels Antikérper markiert werden konnen. Auf diese Weise
lieRe sich auch eine Differenzierung des Zelltyps anhand der Scatter-Morphologie in

Folgeuntersuchungen charakterisieren.

4.3 Komplement-vermittelte Zellschadigung erklart das klinische Bild von

Gliedergiirteldystrophien

Mittels des Vergleiches der relativen Zunahme Pl-positiver Zellen unter Komplementattacke
gegenuber Kontrollbedingungen wurden die Empfindlichkeiten der Myotuben gegenuiber
Komplement normiert, so dass ein Vergleich zwischen Zellen unterschiedlicher Mutationen
moglich war. Die vorliegende Untersuchung zeigt erstmals, dass Myotuben von LGMD2B-
Patienten eine 2- bis 4-fach erhohte Empfindlichkeit gegenuber Komplement-Angriff
aufweisen (s. Abb. 3.1.2 D). Diese Situation zeigt einen plausiblen Pathomechanismus auf,
der unabhangig von dem Dbisher diskutierten = Membranreparatur-Defizit bei

Dysferlinopathien®'® ablauft. Wahrend regular vorkommenden Mikrotraumata der Muskulatur
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kame es demnach zu einer physiologischen Aktivierung des Komplementsystems, welches
die Muskelvorlauferzellen schadigt, die eigentlich die adaquate Regeneration der Lasion
besorgen sollten. Hierdurch kame es zu einem fehlenden Wiederaufbau des Muskels,
welcher in der Folge an Substanz verlieren und somit paretisch wurde. Ebenso wie die
Theorie des Membranreparatur-Defizits kann der vorgelegte Pathomechanismus erklaren,
warum zunachst die Muskelentwicklung durch die Dysferlindefizienz nicht beeintrachtigt wird,
eine Beeintrachtigung des Muskels jedoch durch jahrelangen Gebrauch bei physiologischen
(Mikro-)Traumata ab dem zweiten oder dritten Lebensjahrzehnt auftritt®. Aus der
vorliegenden Studie liele sich zusatzlich die Entwicklung von Atrophien des Muskels durch
kontinuierliche Reduktion des Pools an Muskelvorlauferzellen erklaren. Eine solche
Abnahme von Muskelsubstanz kdonnte auch durch den Abbau von membrangeschadigten
Muskelfasern und Ersatz durch Muskelvorlauferzellen erklart werden, deren Menge begrenzt
ist und somit Uber die Zeit ebenso kein Ausgleich mehr mdglich ist. Das denkbare
Zusammentreffen dieser beiden Situationen, der Depletion von Muskelvorlauferzellen durch
Schadigung der Zellen selbst sowie deren Konsumption durch hohe Umbauraten,
unterstreicht dann das dynamische Geschehen der Pathologie von Dysferlinopathien,
welches neben der bisher Ublichen strukturellen Betrachtungsweise zuklnftig auch eine auf

den Metabolismus des Muskels ausgerichtete Denkart erfordern wirde.

Darlber hinaus wurde in der vorliegenden Arbeit gezeigt, dass die Empfindlichkeit der
Myotuben gegeniber Komplement auch zwischen unterschiedlichen LGMD2B-Mutationen
variiert: am starksten sind demnach Myotuben der Mutation aus Familie A, am wenigstens
jene aus der Familie C-Mutation betroffen. Aufgrund der beschriebenen Rolle von Myotuben
als Vorlauferzellen bei der Muskelregeneration ware diesbezlglich mit unterschiedlich
ausgepragten klinischen Symptomen der einzelnen Patienten zu rechnen. Der Klinische

Verlauf ist diesbeziiglich weiter abzuwarten.

4.4 LGMD2B-Patienten weisen funktionell sowohl eine CD55- als auch eine
CD59-Defizienz auf

Gasque et al. beschreiben als Voraussetzung fiir eine Schadigung gesunder Myoblasten
durch Komplement die Ausschaltung des Komplement-Inhibitors CD59. Die Blockade von
CD55 hingegen bewirkte nicht fur sich allein, sondern nur unter zusatzlicher Ausschaltung

von CD59 eine Schadigung von Myoblasten®.
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Erwartungsgemal} zeigt in der vorliegenden Studie die Blockade von CD55 bei Myoblasten
von LGMD2B-Patienten aufgrund der bekannten CD55-Defizienz keinen statistisch
signifikanten Effekt (s. Abb. 3.1.2 E). Uberraschenderweise bleibt jedoch auch ein deutlicher
toxischer Effekt auf Myoblasten der Typ C-Mutation bei Blockade des Komplement-Inhibitors
CD59 aus (s. Abb. 3.1.2 E). Dies weist darauf hin, dass auch die CDS59-Funktion in
Dysferlinopathien beeintrachtigt ist. Moglicherweise unterliegt auch die CD59-Regulation der
Regulation des SMAD-Protein-Pfades, so dass die potentiell gemeinsame Endstrecke der

Dysferlindefizienz sowohl die Expression von CD55 als auch CD59 betrifft.

Da in der vorliegenden Studie die spezifische CD59-Blockade keine erhdhte Zellschadigung
unter Komplement-Attacke bewirkt (s Abb. 3.1.2 E), obwohl eine Expression von CD59 in
Myotuben belegt ist*®, scheidet auch dieser Komplement-Inhibitor als Defizit der
Komplement-Regulation in LGMD2B-Patienten wie auch Normalkontrollen aus. Dies wird
deutlich anhand der nur sehr diskreten Beteiligung von CD59 am Schutz vor Komplement-
Attacke in Myotuben: trotz kombinierter CD55/CD59-Blockade erfolgt namlich nur ein
geringer Zuwachs geschadigter Myotuben aus Normalkontrollen und LGMD2B-Patienten (s.
Abb. 3.1.2 E, F). Aufgrund dessen muissen zusatzliche regulatorische Einflisse vermutet
werden, die die komplement-vermittelte Zellschadigung von Myotuben garantieren. Die
Bedeutung der Regulationsmechanismen verandert sich also offenbar im Laufe der
Myogenese, da auf der Ebene der Myoblasten sowohl CD55 als auch CD59 noch eine
bedeutende Rolle im Schutz vor komplement-vermittelter Zellschadigung in Normalkontrollen

spielen®,

Sowohl die Beeintrachtigung der CD55- wie auch der CD59-Funktion hangt offenbar von der
zugrunde liegenden LGMD2B-Mutation ab, da sich eine CD55- bzw. CD59Blockade fur die
Myotuben der Typ B-Mutation offenbar noch minimal schadigend auswirkt, wahrend bei der
Typ C-Mutation kein Zuwachs toter Zellen zu verzeichnen ist (s. Abb. 3.1.2 G). Eine mogliche
Restfunktionsweise bzw. —konzentration an CDS55/CD59 koénnte durch eine erhaltene
Restfunktion des SMAD-Pfades in der LGMD2B Typ B-Mutation erklart werden.

4.5 CD55-/CD59-Defizienz spielt fluir die komplement-vermittelte

Zellschadigung von Myotuben eine untergeordnete Rolle

Die vorliegende Studie zeigt, dass Myoblasten von LGMD2B-Patienten eine geringe

Restfunktion der membranstandigen Komplement-Inhibitoren CD55 und CD59 aufweisen, da
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eine Blockade dieser Inhibitoren zu einem, wenn auch geringen, Zuwachs toter Zellen unter
Komplement-Attacke fuhrt (s. Abb. 3.1.2 E). In einem ahnlichen Komplement-Assay wurde
zuvor gezeigt, dass Myoblasten aus Normalkontrollen unter CD59-Blockade zu bis zu 30%,
bei Blockade von CD59 und CD55 zu bis zu 50% der ursprunglichen Zellzahl geschadigt
werden*®. Die in der vorliegenden Studie trotz der differierenden Versuchsanordnung
vergleichsweise minimale Beteiligung von CD55 am Schutz von LGMD2B-Myoblasten vor
Komplement-Attacke spiegelt auf funktioneller Ebene die strukturelle CD55-Defizienz der
Skelettmuskulatur wider, die bei LGMD2B-Patienten gefunden wurde'. Aufgrund dessen ist
davon auszugehen, dass die CD55-Defizienz bei LGMD2B-Patienten analog zu den
Normalkontrollen schon zum Zeitpunkt der frihen Myogenese und nicht erst im Verlaufe der

Zelldifferenzierung zu Myotuben auftritt.

Dass auch zum Zeitpunkt der fortgeschrittenen Myogenese bei den Myotuben eine CD55-
Defizienz in LGMD2B-Patienten vorliegt, zeigt die fehlende Zunahme der komplement-
vermittelten Zellschadigung unter CD55- / CD59-Blockade (s. Abb. 3.1.2 E). Hieraus lasst
sich schlieen, dass die 2- bis 4-fach erhohte komplement-vermittelte Zellschadigung von
LGMD2B-Myotuben (s. Abb. 3.1.2 D) nicht auf dem vdlligen Fehlen von CD55 beruhen
diurfte. Andererseits beschreiben Gasque et al. eine fehlende CD55-Expression auf
gesunden Myotuben®. Ein solches Fehlen konnte in der vorliegenden Studie aus
funktioneller Sicht allerdings nicht nachgehalten werden. Diesbezlglich deutet auch die
nahezu lineare Korrelation der Wirkung unterschiedlicher Dosen von anti-CD55-Antikorpern
auf Myotuben unter Komplement-Attacke eine GesetzmaRigkeit an, die nicht durch das reine
Fehlen von CD55-Antigen erklart werden kann (s. Abb. 3.1.2 F). Grund fur diese lineare
Korrelation kdnnte zwar eine intrinsische toxische Aktivitat des Antikorpers sein, die ab einer
Konzentration von ca. 10,0 ug / ml die spezifische Toxizitat des Komplements Ubersteigt:
Gasque et al. sprechen sogar von einer spontanen Aktivierung des Komplementsystems
durch Myoblasten wahrend der Inkubation mit anti-CD59-Antikérper bzw. anti-CD55-
Antikérper*®, was auch fiir Myotuben gelten konnte. Wie jedoch Abb. 3.1.2 F zeigt, war die
anti-CD55-Antikorper-Konzentration von 5,0 ug/ml nicht geeignet fur eine spontane
Aktivierung des Komplementsystems, da sich hierunter ein im Vergleich zur
Kontrollbehandlung nahezu identischer Wert fur Pl-positive Zellen ergab. Bei dieser im
gesamten ubrigen Versuchsprotokoll jedoch eingesetzten Dosis des Anti-CD55-Antikorpers
kam es zu einer Zunahme toter Zellen aus der LGMD2B-Familie B unter Komplement-

Attacke. Somit ist hier eine gewisse (Rest-)Resistenz gegentiber Komplement anzunehmen,
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die sich durch anti-CD55-Antikdrperbehandlung reduzieren liel3 (s. Abb. 3.1.2 E). Kontrar
hierzu bewirkte die Antikérperbehandlung bei Zellen der LGMD2B-Familie C keine Zunahme
Pl-positiver Signale, so dass hier von einer geringeren Resistenz gegeniber Komplement
ausgegangen werden muss, wodurch die Antikdrperzugabe keinen Einfluss auf die Zahl
geschadigter Zellen hatte. Es ist anzunehmen, dass der Anstieg der Zahlen Pl-positiver
Zellen von Normalkontrollen und LGMD2B-Patienten unter CD55-Inhibition in einigen
Experimenten (s. Abb. 3.1.2 E, F) die Ubergangsweise erhaltene Rest-Expression von CD55

auf dem Wege der Myogenese reprasentiert.

4.6 Funktionell relevante Schadigung von Myotuben kann durch Defizienz

I6slicher Komplement-Regulatoren erklart werden

Die vorliegende Arbeit hat gezeigt, dass bei fortschreitender Differenzierung normaler
Muskelzellen zu mehrkernigen Myotuben die Komplement-Inibitoren CD55 und CDS59 nicht
mehr wie bei Myoblasten als hauptsachlicher Mechanismus vor Komplement-Angriff
schutzen, sondern im Verlauf nur eine untergeordnete Rolle annehmen. Dies kdnnte Folge
derselben Veranderung sein, die eine insgesamt sehr viel geringere Empfindlichkeit von
Komplement auf Myotuben gegenuber Myoblasten im Zuge der Differenzierung bewirkt. So
ist neben der Ausbildung weiterer membranstandiger Komplement-Inhibitoren die vermehrte
Produktion 16slicher Komplement-Inhibitoren denkbar, die bereits zum Zeitpunkt des
Myoblastenalters der Zelle nachgewiesen ist®’, sich jedoch erst bei Differenzierung zu

Myotuben zu einem wichtigen Schutz-Faktor entwickelt.

Vor dem Hintergrund eines bestehenden komplement-spezifischen Schadigungsmusters,
welches aus der vorliegenden Studie vor allem fur Zellen von LGMD2B-Patienten belegt
wurde, mussen zusatzliche Mechanismen der Komplement-Regulation unzulanglich sein:
Der funktionell entscheidende Schutz von Myotuben vor komplement-vermittelter
Zellschadigung konnte von den I6slichen Komplement-Inhibitoren C1-Inhibitor, Faktor H, S-
Protein und Clusterin ausgehen, welche von Myoblasten und Myotuben konstitutionell
exprimiert werden*’. Das Expressionsmuster und damit die Menge produzierter Komplement-
Inhibitoren kénnte sich im Verlauf der Zelldifferenzierung verschieben von den
membranstandigen hin zu den l6slichen Faktoren, welche nach und nach immer starkeren
Anteil am Schutz vor komplement-vermittelter Zellschadigung normaler Muskelzellen

gewinnen wurden.
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Als Konsequenz dieser Hypothese ware die verstarkte Empfindlichkeit von LGMD2B-
Myotuben gegenitber Komplement ebenfalls Folge einer Defizienz I6slicher Komplement-
Inhibitoren und die strukturelle CD55- sowie funktionelle CD59-Defizienz ohne Relevanz
bezliglich der (physiologischen) Komplement-Angriffe. Zur Uberpriifung dieser Hypothese
waren weitere Versuche zur Beteiligung I6slicher Komplement-Inhibitoren an der
komplement-vermittelten Zellschadigung in LGM2B-Patienten angezeigt, um die Dynamik
des Pathomechanismus zu verstehen und so Angriffspunkte fur zuklnftige pharmakologische

Interventionen definieren zu konnen.

4.7 C5-Komplement-Inhibition verzogert im Mausmodell Zeichen der

dysferlin-defizienten Muskeldystrophie

Die vorliegende Studie zeigt erstmals einen therapeutischen Erfolg bei der Behandlung der
LGMD2B im Mausmodell insofern, als dass im histologischen Bild das spontane
Fortschreiten der Muskeldystrophie, ersichtlich an der Zahl nekrotischer Fasern, deutlich

verlangsamt wird.

Erstmals wird hier auch die Effektivitat der C5-Komplement-Inhibition fir die Behandlung
einer Muskelerkrankung beschrieben. Anfanglich wurde die Komplement-Inhibition auf der
Ebene der C3-Konvertase pharmakologisch eingesetzt, um die Rolle von Komplement bei
der Pathogenese von so unterschiedlichen Erkrankungen wie Xenotransplantat-Abstol3ung,
Immunkomplexreaktionen der Lunge und Haut, Experimentelle Allergische Enzephalomyelitis
sowie Gewebsuntergang nach kardiopulmonalem Bypass und Reperfusion nach Ischamie zu

untersuchen®2*,

Der therapeutischen Inhibition der Komplementkaskade auf der Ebene von C3-Konvertase
haften jedoch potentiell schwerwiegende Nebenwirkungen an. So ist die Entstehung von C3b
fur die normale Phagozytose bakterieller Pathogene sowie die Beseitigung zirkulierender
Immunkomplexe mitverantwortlich®, wahrend Patienten mit C3-Gendefekt an rekurrierenden
lebensbedrohlichen Infektionen sowie erhdhtem Risiko einer Erkrankung an Lupus

erythematodes und Autoimmun-Glomerulonephritis leiden®.

Eine Komplementblockade auf der Ebene von C5 hingegen verhindert die Bildung der pro-
inflammatorischen und zytotoxischen Faktoren C5a und MAC, ohne die C3b-Konzentration
zu verringern. Patienten mit genetischer C5-Defizienz erkranken zwar im Vergleich zur

Normalbevolkerung gehauft an Infektionen mit Neisserien, diese verlaufen aber milder als bei
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Patienten ohne C5-Defizienz®®.

Aufgrund fehlender endogener Inhibitoren der C5-Konvertase wurden deshalb im weiteren
Verlauf monoklonale Antikdrper gegen C5 entwickelt, die dessen Spaltung durch die C5-
Konvertase verhindern. Wirkungsvoll haben sich diese Antikorper bereits beim akuten
kardialen Gewebsuntergang an Modellen des perfundierten Herzens, bei Leukozyten- und
Plattchenaktivierung am Modell des kardiopulmonalen Bypasses, bei der Infarkigrof3e am
Modell des Herzinfarkts, bei der Progression der Arthritis am Maus-Modell sowie bei der
Entwicklung der Glomerulonephritis am Modell des Systemischen Lupus erythematodes

erwiesen®84,

Da die im SJL/J-Mausmodell beobachteten histologischen Veranderungen weitgehend denen
von Patienten mit LGMD2B ahneln*®, ist zu erwarten, dass der in der vorliegenden Studie
beschriebene Behandlungseffekt durch C5-Komplement-Inhibition auch auf die Therapie von

Patienten Ubertragbar ist.

Der Nachweis des protektiven Effekts der Anti-C5-Antikérper-Behandlung auf die
Entwicklung der Muskeldystrophie gelingt hier allerdings nur fur die Muskelfasernekrosen.
Dieser Parameter bietet das histologisch auffalligste Bild und eine homogene Verteilung der
Zahlenwerte. Aber auch die Parameter der binnenstandigen Nuclei und des Fasersplittings
sind bei Anti-C5-Antikorper behandelten Tieren tendenziell weniger ausgepragt zu finden. Ein
statistisch Uberzeugender Unterschied liel3 sich hier vermutlich aufgrund der inhomogenen

Verteilung der Zahlenwerte nicht zeigen.

Prinzipiell koénnte der nur minimale Behandlungseffekt einiger Parameter auf eine
unzureichende Dosierung im Behandlungsschema zurtckzufihren sein. Die in der
vorliegenden Studie eingesetzte Antikorper-Dosis war ausreichend, um in vivo die akute
vaskuldre AbstoBungsreaktion bei Allotransplantation des Herzens bei der Maus” zu
verhindern und war hoéher dosiert als zur erfolgreichen Verhinderung der hyperakuten
AbstoRungsreaktion bei Allotransplantation des Mausherzens™ erforderlich war. Beide
Dosierungen liegen zwar 30-60 fach Uber den Ublicherweise beim Menschen eingesetzten
Dosen mit vergleichbarem Anti-C5-Antikérper (Eculizumab) bei der Paroxysmalen
Nachtlichen Hamoglobinurie®” 8. Da Eculizumab jedoch nur intravaskular wirken soll, ist es
als grolRes Molekul angelegt, welches schlecht gewebegangig ist. Monoklonale Antikorper
penetrieren namlich als groRe Molekule sehr viel langsamer ins Gewebe als Fab-

Fragmente®® oder Einzelketten Fv-Molekiile®.
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Durch die hohere Dosierung des Anti-C5-Antikorpers der vorliegenden Studie, der ebenfalls
als grof3es Molekul vorliegt, soll also eine extravaskulare Wirkung im Muskel gewahrleistet
werden. Nichtsdestotrotz besteht fur den Einsatz einer Dosis in der GroRenordnung wie bei
der Maus beim Patienten die Gefahr zusatzlicher unerwlnschter Effekte, so dass die
Verbesserung der Gewebegangigkeit des Antikdrpers durch Entwicklung von
Antikdrperfragmenten vorrangig ware, um eine geringere Dosierung bei gleichem

Behandlungseffekt zu ermoglichen.

Dennoch wird bei der Betrachtung des von Tier zu Tier hoéchst individuellen Verlaufes der
Muskeldystrophie deutlich, dass der Krankheitsprogress interindividuell sowohl zeitlich als
auch in der Intensitat stark variiert. In der Folge wird ein Therapieeffekt auf gleichermalien
inkonstante histologische Parameter durch die unterschiedlichen Ausgangsbedingungen bei
Therapiebeginn deutlich unterschiedlich ausfallen bzw. eine sehr viel groRere Streubreite im

Behandlungseffekt erzielt werden.

Aufgrund dessen muss vermutet werden, dass die Therapie mit Anti-C5-Antikdrpern im
SJL/J-Mausmodell lediglich fur die Entwicklung von Muskelfasernekrosen unabhangig vom
Zeitpunkt des Erkrankungsbeginns bzw. der Schwere des Verlaufs glinstige Effekte aufweist.
Bei LGMD2B Patienten kdnnte deshalb analog zum Mausmodell der Behandlungseffekt auf
die Mehrzahl der dystrophischen Veranderungen abhangig von der rechtzeitigen Diagnose
der Erkrankung sein. Ob diese fruhzeitige Behandlung auch einen hdheren
Behandlungseffekt bewirkt, lieRe sich im Mausmodell anhand von zusatzlichen
Probebiopsien vor Behandlungsbeginn klaren, um eine Eichung der Krankheitsverlaufe zu

gewabhrleisten, die eine zeitliche Zuordnung von Behandlungsbeginn und —effekt ermdglicht.

Bis ein verlassliches Protokoll zur Einschatzung der motorischen Leistung von SJL/J Mausen
unter C5-Komplement-Inhibition existiert, kann jedoch uUber die Auspragung des wichtigsten
Parameters des Behandlungserfolges, des klinischen Benefits, sowohl flr den Tierversuch

als auch fur LGMD2B-Patienten nur spekuliert werden.

4.8 Ausblick: Pathomechanismus der Muskeldystrophie in LGMD2B

Neben den therapeutischen Implikationen bietet der Behandlungserfolg der vorliegenden
Studie auch ein plausibles muskelspezifisches Modell fir den Pathomechanismus in
LGMD2B: die erhdhte Komplement-Toxizitat des Muskels bei Komplement-Inhibitor-Defizienz

fuhrt zur vermehrten Muskelschadigung bei physiologischer subklinischer und Kklinischer
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Traumatisierung des Muskels im Alltag.

Vermutlich existieren dartber hinaus noch weitere, unspezifische Schadigungsmechanismen
des Muskels: im GefalRendothel ist CD55 fur die Aufrechterhaltung der Endothel-Integritat
unter entztiindungsbedingter Zytokinausschittung mitverantwortlich; so verdreifacht sich die
CD55-Expression unter Stimulation mit TNF-a und fihrt damit zu einer Verringerung von
Komplement-Deposition am Endothel um 40%>3. Fir LGMD2B-Patienten ist daher auch eine
Muskelschadigung als Folge einer unspezifischen Entziindungssituation des Organismus,
z.B. bei Erkaltung mit Fieber, denkbar, die durch vaskulare Leckage mit konsekutiver Bildung

entzundlicher Infiltrate im Gewebe entsteht.

Zur Etablierung maoglicher therapeutischer Ansatze sind in der Folge sowohl weitere
Grundlagenforschung zum Verstandnis des Pathomechanismus als auch neue
Therapiestudien mit komplement-regulierenden Faktoren essentiell, um Patienten mit diesem
schwerwiegenden Krankheitsbild der Gliedergurteldystrophie zuklnftig eine effektive

Behandlung zukommen lassen zu kénnen.
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