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1 Zusammenfassung

Die Dysferlin-defiziente Muskeldystrophie ist eine autosomal rezessive seltene Erkrankung,
die im jungen Erwachsenenalter beginnt und innerhalb von 10 bis 15 Jahren zum Verlust
der Gehfahigkeit fihrt. Eine Therapie gibt es nicht.

Ziel der vorliegenden Arbeit war, ein natlrliches Mausmodell der Dysferlin-defizienten
Muskeldystrophie, die SJL/J-Maus, zu charakterisieren und prospektiv in einer
longitudinalen Untersuchung reproduzierbare Parameter des Krankheitsverlaufs zu
definieren. Die SJL/J-Mause wurden mit gesunden C57BL/6-Mausen verglichen. An einer
Gesamtzahl von 50 Tieren (36 SJL/J, 14 C57BL/6) wurden sechs klinische Parameter
(Gewicht, Fellbeschaffenheit, Spontanmotorik, Laufrad und zwei Krafttests) und sechs
histologische Merkmale (Fasersplitting, Nekrose, Entziindung, Faserdurchmesser,
Bindegewebsvermehrung und binnenstandige Nuklei) zu verschiedenen Zeitpunkten
zwischen der 4. und der 42. Lebenswoche untersucht. Nach einer therapeutischen
Intervention mit Komplement-Inhibition (Anti-C5-Antikérper, Isotypen-Kontrolle und
Albumin-Scheinbehandlung) bei 54 SJL/J-Mausen zwischen der 24. und 28. Lebenswoche
wurden in allen Gruppen die histologischen Veranderungen bestimmt.

Die Ergebnisse zeigen, dass wie beim Menschen auch bei der SJL/J-Maus die Krankheit in
der ersten Lebensphase klinisch und histologisch unauffallig ist. Erste histologische
Veranderungen finden sich in der 18. - 20. Lebenswoche. Diese nehmen bis zur 30.
Lebenswoche progredient zu. Von da an zeigt sich das Vollbild einer Muskeldystrophie mit
bindegewebigem Umbau der Muskulatur. Die empfindlichsten Parameter waren die Anzahl
nekrotischer und Split-Fasern. Dagegen war kein klinischer Test so reproduzierbar, dass er
fur die Bestimmung der Krankheitsprogredienz geeignet war. Nach Therapie mit Anti-C5-
Antikérpern war die Anzahl pathologisch veranderter Skelettmuskelbiopsien der SJL/J-
Maus signifikant geringer. Ein interessanter Nebenaspekt der Analysen war, dass ein Tell
der SJL/J-Mause im Krankheitsverlauf AA-Amyloid bildeten. Die SJL/J-Maus ist im Alter
von vielen Komorbiditaten betroffen, die ab der 30. Lebenswoche eine alleinige Beurteilung
der Muskeldystrophie unmaoglich machen.

Diese Untersuchungen lassen die Schlussfolgerungen zu, dass fir einen Zeitraum von der

18. bis zur 30. Lebenswoche die SJL/J-Maus ein gutes Tiermodell ist, um histologisch den
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Krankheitsverlauf zu beurteilen und ggf. therapeutisch zu modifizieren. Die hier
durchgefiuihrten nicht-invasiven klinischen Tests waren dagegen fir longitudinale
Beobachtungen ungeeignet. Inzwischen haben wir auch zeigen konnen, dass
kernspintomographische Untersuchungen der Muskulatur der klinischen Evaluierung bei

der Maus uberlegen sind.

2 Abstrakt

Einleitung: Die SJL/J-Maus hat eine Splice Site Mutation im Dysf und dient daher als
Tiermodell fur die Gliedergurtelmuskeldystrophie 2B (LGMD 2B).

Ziel der Untersuchung: Wir wollten eine detaillierte klinische und histologische
Charakterisierung dieses Mausmodells vornehmen und Alter bei Krankheitsbeginn,
klinische Progression und histopathologische Veranderungen in Skelettmuskel und Herz
beschreiben.

Material und Methoden: Die SJL/J-Mause verschiedenen Alters wurden untersucht und
mit gleichaltrigen C57BL/6-Kontrollen verglichen. Die klinische Untersuchung wurde
gemal eines modifizierten SHIRPA-Protokolls durchgefihrt. Biopsien aus Herz- und
Skelettmuskel wurden entnommen, gefarbt und ausgewertet. Das Amyloid wurde
immunhistologisch  untersucht und mittels Western Blot bestatigt. In einer
Interventionsstudie wurde die Gabe von Anti-C5-Antikérpern mit 1gG-Isotypen-Kontrolle
und Albumin verglichen.

Ergebnisse: Die klinischen Tests ermdglichten keine sichere Differenzierung zwischen
kranken und gesunden Tieren. In der Histologie zeigten 14 - 20 Wochen alte SJL/J-Mause
wenig pathologische Merkmale. Die 30 - 34 Wochen alten SJL/J-Mause wiesen alle
Dystrophiezeichen in hohen Zahlen auf. Einige Mause entwickelten Amyloidablagerungen
in den Herzschnitten, welches als AA-Amyloid charakterisiert wurde. Die Kontrollen zeigten
keine myopathologischen Zeichen. Der Interventionsversuch ergab signifikant weniger
Nekrosen in der Anti-C5-AK-Gruppe als in der Albumin-Gruppe.

Diskussion: Zwischen der 18. und 28. Lebenswoche der SJL/J-Maus sind die
histologischen Parameter geeignet, die Progression der Muskeldystrophie zu monitoren.
Klinische Tests waren zu allen Zeitpunkten nicht zuverlassig. Bei alteren Tieren sind die

Komorbiditaten so ausgepragt, dass ab der 30. Lebenswoche die SJL/J-Maus zur
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Dysferlin-Forschung ungeeignet ist. Dysferlin-Defizienz scheint eine Amyloidbildung zu

begunstigen.
Schlagwoérter: SJL/J-Maus, Dysferlinopathie, Amyloid, Anti-C5-Antikérper

3 Abstract

Introduction: SJL/J mice have a splice site mutation in the Dysferlin gene and thus serve
as an animal model for limb girdle muscular dystrophy type 2B (LGMD 2B).

Aim: We wanted to make a detailed clinical and histopathological characterization of the
SJL/J mouse model determining age at onset, clinical progression and histopathological
changes in skeletal muscle and heart.

Material and Methods: SJL/J mice at different ages were compared to age-matched
C57BL/6 controls. Clinical tests were conducted according to a modified SHIRPA-Protocol.
Biopsies were taken of heart and quadriceps, stained and characterized morphologically.
The amyloid was examined immunohistologically, results confirmed via Western blot. An
interventional trial comparing the effects of anti-C5-antibodies with those of IgG-isotype
control and albumin was performed.

Results: The clinical tests did not allow discrimination between healthy and affected
animals. In muscle histology young SJL/J mice showed little pathological signs. The older
SJL/J mice’s sections displayed in abundance all characteristics of a dystrophic muscle. In
some animals amyloid was found in heart sections, which was characterized as AA-
amyloid. Controls showed no myopathological signs. Mice treated with anti-C5-antibodies
showed significantly less necrotic fibres than those treated with albumin.

Discussion: Between weeks 18 - 28 of age histologic markers are suitable to monitor
muscle dystrophy progression in SJL/J mice. Clinical tests were not reliable at these times.
Older animals display pronounced comorbidities that make them unsuitable for further

dystrophy research. Dysferlin deficiency seems to promote formation of amyloid.
Keywords: SJL/J-Mice, dysferlinopathy, amyloid, anti-C5-antibody
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5 Einleitung

5.1 Neuromuskulare Erkrankungen

Der Begriff ,neuromuskulare Erkrankungen® umfasst eine Vielzahl unterschiedlicher
Krankheitsentitaten. Dazu gehoren die Erkrankungen der Motorneurone der Medulla
oblongata und des Rickenmarks, der peripheren Nerven, der neuromuskularen Synapsen
sowie der Herz- und / oder Skelettmuskulatur.

Erkrankungen der Motorneurone der Medulla oblongata fuhren zur Bulbarparalyse, die der
x-Neurone des Ruckenmarks resultieren in den sehr heterogenen spinalen Muskelatro-
phien. Krankheiten der peripheren Nerven treten in Form von Neuropathien oder Neuriti-
den auf, bei der neuromuskularen Synapse zeigen sich Transmissionsstorungen oder neu-
romuskulare Ubertragungsstorungen. Als Skelett- und / oder Herzmuskelerkrankungen
sind in diesem Zusammenhang Myopathien und Muskeldystrophien zu nennen.

Haufig werden die genetisch bedingten neuromuskularen Erkrankungen durch Mutationen
ausgelost, die zu veranderten Proteinen in Neuronen, am Myelin oder anderen neuronalen
Strukturen, an Enzymen oder Strukturproteinen der Muskelzellen flhren. Die Pravalenz

neuromuskularer Erkrankungen betragt mindestens 1:1500.

5.2 Muskeldystrophien

Kongenitale Myopathien und Muskeldystrophien stellen unter den Muskelerkrankungen
eine diverse Gruppe dar. Sie werden durch gleichartige Beschwerden und physische
Befunde gekennzeichnet. Myopathien werden durch Gendefekte in Genloci des
kontraktilen Apparats des Muskels ausgelost. Sie zeichnen sich durch charakteristische
statische, histochemische oder ultrastrukturelle Veranderungen in der Muskelbiopsie aus.
Hingegen sind bei den Muskeldystrophien das Sarkolemm oder Stltzproteine betroffen,
was sich in einem Nachweis einer pathologischen, andauernden Muskeldegeneration und
—regeneration aullert (1).

In dieser Arbeit wird der Fokus auf die Muskeldystrophien gelegt. Traditionell verstand man
unter dieser Bezeichnung progressive, hereditare, primar degenerative Muskelerkran-

kungen. Da mit molekularen Untersuchungsmethoden immer mehr Gendefekte identifiziert



werden konnen, ist dieser Begriff heute klarer definiert. Heute werden Muskeldystrophien
als genetisch determinierte Erkrankungen definiert, die eine progressive Schwache und
Atrophie der Skelettmuskulatur bewirken (2). Zu dieser Gruppe zahlen u.a. die
Muskeldystrophien Duchenne und Becker, kongenitale Muskeldystrophien, X-
chromosomale Dystrophien wie die Emery-Dreifuss-Muskeldystrophie und die

Gliedergurtelmuskeldystrophien (LGMD).

5.2.1 Atiologie

Das erste auf molekularer Ebene gefundene Substrat der Dystrophien war das Dystrophin-
Protein. 1986 gelang es auf genetischer Ebene, mehrere Deletionen in der mit der Krank-
heit verbundenen Region Xp21 nachzuweisen (3), ein Jahr spater wurde das dazugehdrige
Protein gefunden (4). Seither wurde eine Vielzahl an Strukturproteinen und Enzymen
entdeckt, die bei Mutation in dem zugehdrigen Gen zu einer Muskeldystrophie fuhren.
Dabei ist der Primardefekt unterschiedlich lokalisiert. So findet er sich z.B. am Sarkolemm,
wenn das Dystrophin und Dystrophin-assoziierte Proteine betroffen sind. Die Funktion der

betroffenen Proteine ist noch nicht in allen Fallen vollstandig erforscht.

5.2.2 Gliedergurtelmuskeldystrophien

Die Gliedergurtelmuskeldystrophien sind eine genetisch und phanotypisch sehr heterogene
Gruppe primar degenerativer Myopathien. Gemeinsam ist den LGMDs eine fortschreitende
Schwache der Extremitaten und der Gliedergurtel, eine stark erhdhte Serumkreatinkinase
(CK) und die histologischen Merkmale einer nekrotisierenden Myopathie mit De- und Re-
generation und Bindegewebsinfiltration ohne spezifische ultrastrukturelle Veranderungen
(5,6). Weiter werden die LGMDs in Typ 1 (autosomal dominant) und 2 (autosomal
rezessiv) mit jeweils verschiedenen Unterbezeichnungen - je nach mutiertem Gen -

unterteilt.



5.2.3 Gliedergurtelmuskeldystrophie 2B
5.2.3.1 Atiologie

Die LGMD 2B wurde erstmalig 1994 definiert, als in zwei Familien aus unterschiedlicher
ethnischer Herkunft die Gliederglrtelmuskeldystrophie mit einem Lokus auf Chromosom
2p13 in Verbindung gebracht werden konnte (7). Nur ein Jahr spater konnte gezeigt wer-
den, dass die distal betonte Miyoshi Myopathie ebenfalls auf eine Mutation in diesem Lo-
kus zurtckzufihren ist (8). In zwei grolRen Familien wurde daraufhin die Koexistenz beider
Phanotypen gezeigt (9,10). Das betroffene Gen wurde 1998 identifiziert, und Mutationen in
demselben wurden in Familien mit Miyoshi Myopathie (11) und mit LGMD 2B (12)

beschrieben.

5.2.3.2 Dysferlin

Das Genprodukt, Dysferlin, ist ein Protein mit sieben putativen C2-Domanen und einer C-
terminalen transmembranosen Domane. Es wird ubiquitar exprimiert und ist in der Periphe-
rie der Muskelfasern lokalisiert. In der Immunfluoreszenz zeigt sich Dysferlin sowohl im
Sarkolemm als auch in zytosolischen Vesikeln (12).

Die Dysferlin-RNA wird hauptsachlich in der Skelettmuskulatur exprimiert, kann aber auch
in Herz und Plazenta nachgewiesen werden und wird schwach in Lunge, Leber, Nieren
und Pankreas exprimiert. Dysferlin wurde bereits in dem Carnegie Stadium 15 oder 16
(embryonisches Alter funf bis sechs Wochen) nachgewiesen, daher ist es in einer Ent-
wicklungsstufe anwesend, in der es zur regionalen Differenzierung der Extremitaten kommt
(13).

Zu den Ferlinen gehort auch das Myoferlin, das ebenso wie das Dysferlin besonders im
Skelettmuskel exprimiert wird. Im Microarray-Genexpressionsprofil zeigt sich, dass Myo-
ferlin-mRNA bei der Muskeldystrophie Duchenne stark erhéht ist (14), weshalb es eine
Rolle bei der Membranreparatur spielen kénnte (15). In den C2C12-Zellen, die ein murines
Zellkulturmodell fir die Muskelentwicklung darstellen, wird Myoferlin in elongierten Prafu-
sionsmyoblasten exprimiert, wahrend Dysferlin in hohen Konzentrationen erst nach der
Fusion der Myoblasten zu Myotuben nachweisbar ist (16). Dieses unterschiedliche Expres-

sionsmuster legt nahe, dass die Proteine auf besondere Funktionen spezialisiert sind. Das



Myoferlin kdnnte wahrend der Myogenese wichtig sein, wohingegen Dysferlin reife Mus-
kelfasern reparieren kénnte. lhre starke Homologie suggeriert, dass sie den Verlust des
jeweils Anderen kompensieren kénnten (15). Die biochemischen Daten unterstitzen die
Hypothese, dass die Ferline eine Rolle bei der Fusion innehaben. Fur die erste C2-
Doméne (C2A) von sowohl Dysferlin als auch Myoferlin wurde bewiesen, dass sie Ca*'-
abhangig Phosphatidylserin bindet. Bei einer Mutation, die mit der LGMD 2B assoziiert ist,
der sog. V67D, wird diese Bindung gestort.

Bei Dysferlin-defizienten Patienten zeigen sich ultrastrukturell Plasmamembrandefekte,
Veranderungen in der Basalmembran und abnormale papillare Faserprojektionen. In ver-
einzelten lobulierten Fasern und Ringfasern findet sich eine myofibrillare Desorganisation.
Ein Verlust von Myofilamenten, Veranderungen der Z-Scheibe und andere myofibrillare
Veranderungen kénnen in nekrotischen Fasern nachgewiesen werden. Zwei von funf Pa-
tienten zeigten eine geringe perivaskulare Infiltration mit mononuklearen Zellen (17). Mogli-
cherweise stellen die Plasmamembrandefekte, die kleinen subsarkolemmalen Vakuolen
und die sich desintegrierenden papillaren Projektionen eine friihe Implikation der Plasma-
membran in der Pathogenese der Dysferlin-Defizienz dar. Der Ersatz des Plasmalemms
durch multiple Vesikelschichten und eine Verdickung der Basalmembran ware eine Funk-
tion, um die Muskelfaser vor einem exzessiven Einstrom extrazellularer Flussigkeit zu
schutzen.

C2-Domanen koénnen Kalzium binden und so kalziumabhangige Signaltransduktionen
vermitteln (11,17). Des Weiteren kénnen C2-Domanen Phospholipide, Inositolpo-
lyphosphate und intrazellulare Proteine binden, mit Zellmembranen interagieren und Mole-
kulverkehr, Vesikeltransport, Lipidmodifikationen und Proteinphosphorylierung vermitteln
(17).

Die Liganden von Dysferlin sind noch nicht genau identifiziert. Die Interaktion mit Caveolin-
3 scheint von Bedeutung zu sein (18), eine Assoziation mit Calpain 3 ist ebenfalls
beschrieben worden (19).

Bei der Dysferlinopathie ist im Gegensatz zu DGC-Muskeldystrophien das Sarkolemm
primar stabil (20). Daraus folgt, dass bei der Dysferlinopathie der Membranrepa-
raturmechanismus fehlerhaft ist, da sich beim Farben mit Evan’s Blue, einem membran-

undurchlassigen Farbstoff, Dysferlin-defiziente Zellen anfarben lieRen.



Die Reparatur der Membran ist ein grundlegender zellularer Mechanismus, der erforderlich
ist, um Membranlasionen zu schlielen. Da Skelettmuskelzellen unter physiologischen Be-
dingungen Kraften ausgesetzt sind, die haufig zu Membranlasionen flihren (21,22), kommt
es bei einem fehlerhaften Reparatursystem zur Faserdegeneration. Bansal et al. konnten
weiterhin zeigen, dass Dysferlin-Anreicherungen im Bereich von Membranlasionen vor-
kommen und dass der Verschluss dieser Lasionen ein Ca?*-abhangiger Prozess ist (20). In
Dysferlin-defizienten Fasern war diese Ca®*-abhangige Reparatur gestort. Daher ist wahr-
scheinlich, dass Dysferlin eine Rolle beim Membranfusionsschritt der Reparatur innehat,
was durch die Anwesenheit mehrerer C2-Domanen in seiner Struktur und seine Homologie
zu anderen bekannten Vesikelfusionsproteinen unterstrichen wird. Dysferlin, das auch auf
den Vesikeln zu finden ist, soll Andocken und Fusion der Vesikel mit der Zellmembran
vermitteln - entweder zusammen mit anderen Dysferlin-Molekulen oder unbekannten pro-
teinbindenden Partnern.

Dysferlin bindet unter physiologischen Bedingungen die Annexine A1 und A2. Annexine
sind weit verbreitete Ca®*- und Phospholipid-bindende Proteine, die eine wichtige Rolle
beim Membranverkehr, bei transmembraner Kanalaktivitat, Inhibition der Phospholipase Az
und Zell-Matrix-Interaktionen innehaben. Fur die Annexine A1 und A2 konnte gezeigt wer-
den, dass sie Ca**-abhangig intrazelluldre Vesikel und Lipidschollen an der zytosolischen
Oberflache der Plasmamembran aggregieren. Die Kollokalisation von Dysferlin und den
Annexinen ist im dysferlinopathen Muskel aufgehoben (23). Die Autoren schlagen vor,
dass Dysferlin im Ruhezustand an der Plasmamembran sitzt, wahrend Annexine A1 und
A2 als Monomere oder Oligomere in der subsarkolemmalen Region sitzen, wo sie mit der
zytoplasmatischen Region des Dysferlins reagieren kdnnen. Eine Membranlasion flhrt zu
einem Ca*-Influx entlang eines steilen Konzentrationsgradienten. Die erhéhte
intrazellulare Ca®*-Konzentration setzt eine Reaktionskaskade in Gang, die in der
intrazellularen Vesikelaggregation und daraus in der Bildung eines hydrophoben Patches
resultiert. Dieser Patch wandert zur Zellmembran und fusioniert mit ihr, um weiteren
Zellschaden zu verhindern.

Bei einem Groliteil der Biopsien Dysferlin-defizienter Muskeln sieht man eine starke Ent-
zundungsreaktion, die sich in einer erhéhten MHC-Klasse-I-Expression und / oder

Makrophagenreaktion und T-Lymphozyteninfiltration dulRert (24). Ultrastrukturelle Studien



zeigten, dass die Makrophagen und T-Lymphozyten am Sarkolemm hafteten. Sarkolemm
und Basalmembran zeigten sich verdickt und mehrschichtig. Des Weiteren fanden sich L6-
cher in der Plasmamembran, den Mikrovilli ahnliche Projektionen und Aggregate an amor-
phem elektronendichten Material. Subsarkolemmal fanden sich prominente Ansammlun-
gen von Vesikeln, die wahrscheinlich vom Golgi-Apparat abstammen.

Eine Aktivierung der Komplementkaskade auf der Oberflache nicht-nekrotischer Fasern
konnte bei Patienten mit LGMD (25) sowie im Speziellen bei Patienten mit Dysferlinopathie
(17) nachgewiesen werden. Bei den Patienten mit LGMD wurde ferner die Ablagerung von
Membranangriffskomplexen gezeigt (25). In gesundem Gewebe wird einer Uber-
schieRenden Komplementaktivierung mittels I6slicher und membrangebundener Inhibitoren
entgegengewirkt. Zu den membrangebundenen Faktoren gehoren der ,Decay-Accelerating
Factor” (DAF/CD55), Membran-Kofaktor (CD46) sowie CD59 (26). Sowohl in der Dysferlin-
defizienten Maus (SJL/J, A/J, Dysf ™) als auch bei Patienten mit LGMD 2B zeigte sich eine
deutliche Downregulierung der Expression von CD55, wahrscheinlich bedingt durch eine
Downregulierung des SMAD-Komplexes, der in der Promotorregion des CD55-Gens
bindet. Dadurch sind die Muskelzellen nicht gegen die Komplementaktivierung geschutzt,

es kommt zur Bildung des Membranangriffskomplexes (C5b9-MAC) (27).

6 Herleitung der Aufgabe

In der AG Muskelkrankheiten ist ein Schwerpunkt der Forschung die Dysferlin-defiziente
Muskeldystrophie. Dieser Schwerpunkt hat zu vielen Publikationen Uber Mutationen,
zellbiologische und immunologische Veranderungen bei der DYSF-Muskeldystrophie
gefuhrt. So fand unsere Gruppe 2006 neue Sequenzvarianten bei Patienten mit einer
Dysferlinopathie, die zu einem mRNA-Zerfall und einer moéglichen fehlerhaften Faltelung
von C2-Domanen flhrten. In dieser Untersuchung wurden zwei Mutationen identifiziert, die
diese Proteinfaltung an der zweiten und der finften C2-Domane beeinflussen, sowie drei,
die zu einem Verlust an nachweisbarem Dysferlin fihren. Dabei zeigte sich, dass die flinfte
C2-Domane beim Transport von Dysferlin zum Sarkolemm eine wichtige Rolle spielt, da
eine Mutation in diesem Bereich zu einer Ansammlung von Dysferlin innerhalb der Zelle
fuhrt (28). Diese Untersuchungen waren alle an humanem Skelettmuskel durchgefiihrt

worden. Langfristig sind flr therapierelevante wissenschaftliche Fragestellungen auch



geeignete Tiermodelle unbedingt notwendig. Diese Modelle mussen klinisch und
histologisch gut charakterisiert sein. Um eine Grundlage fur klinische und therapeutische
Tests an einem Tiermodell zu haben, war die Aufgabe, ein Mausmodell fir die Dysferli-
nopathie klinisch sowie histologisch genau zu charakterisieren. Fir diese Aufgabe stehen
prinzipiell mehrere verschiedene Mausmodelle zur Verfligung.

Ein murines Model fur die Dysferlinopathie stellt die SJL/J-Maus dar. Dieser Stamm zeich-
net sich durch eine Anfalligkeit gegenlber induzierten Autoimmunerkrankungen und eine
erhdhte Regenerationskapazitat der Skelettmuskulatur aus. Zusatzlich entwickeln die
Mause eine spontane Myopathie mit entzindlicher Komponente (29,30). Diese Myopathie
zeigt das histologische Bild einer progressiven Muskeldystrophie mit degenerierenden und
regenerierenden Fasern und einer fortschreitenden Fibrose (31). Priméar sind die proxima-
len Muskelgruppen betroffen, wahrend sich die distalen weniger betroffen zeigen.

Diese Myopathie wird autosomal rezessiv vererbt, das betroffene Gen befindet sich auf
dem murinen Chromosom 6 auf einem Lokus, der mit dem humanen Chromosom 2p13,
dem Dysferlin-Gen, syntenisch ist. Im Western Blot zeigte sich eine markante Erniedrigung
der Dysferlin-Werte auf 15% im Muskel der SJL/J-Maus im Vergleich zu Dysferlin-kompe-
tenten Mausen und Menschen. Es konnte eine Deletion in der letzten C2-Domane identifi-
ziert werden, die 171kb mRNA umfasst und in einer partiellen Elimination der C2E-
Domane resultiert (31).

Das murine Dysferlin-Gen besitzt eine >90%ige Homologie zum humanen Gen, wobei die
meisten Unterschiede am 5°-Ende zu finden sind. In verschiedenen Geweben lassen sich
unterschiedlich groRe Transkripts des Dysferlins nachweisen. So ist es im Skelett- und
Herzmuskel 7kb grof, in Herz, Gehirn, Leber, Niere und Skelettmuskel wird noch eine 4kb
Isoform gefunden, wogegen in fast allen untersuchten Mausgeweben noch weitere Isofor-
men von 2kb und 1.35kb nachweisbar waren. Ein Vergleich der murinen mit der humanen
cDNA zeigte, dass die Deletion am Anfang des Exon 45 beginnt und das gesamte Exon
umfasst. Durch Primer, die an das 3'- und das 5°-Ende des Exons binden, und Analyse der
dadurch gewonnenen Sequenz, fand man eine 141kb umfassende Deletion der cDNA, die
ein Tandem-Repeat betrifft, das die 3" Splicing Site verandert. Das bedeutet, dass es sich
um eine Splice Site Mutation handelt, die auf dem cDNA-Level zu einer Deletion flhrt. Es

wird vermutet, dass diese Mutation zu einem Exon Skipping fihrt, wodurch ein Teil der



C2E-Domane fehlt. Da diese Domane stark konserviert ist und in Proteininteraktionen
beteiligt sein soll, kdnnte ein partieller Defekt der Domane in einem instabilen Protein
resultieren (32).

Da zur Untersuchung einer humanen Erkrankung idealerweise ein Modell mit einer nattr-
lich auftretenden analogen Erkrankung bei der Maus herangezogen werden sollte (30),

haben wir die SJL/J-Maus zur Charakterisierung ausgewahlt.
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7 Material und Methoden

7.1 Material

Tab. 1: Material und Bestellnummern.

Mause
SJLJ Charles River Laboratories, Strain Code 478
C57BL/6 Charles River Laboratories, Strain Code 027

Biopsie-Aufarbeitung

Tragacanth-Pulver

Synopharm #226071-0002

Glycerin

Merck #1.040933.1000

Thymol

Synopharm #222575-0003]

Gum Tragacanth

10.5g Tragacanth-Pulver, 4.2ml Glycerin, wenige Krimel Thymol

Korkplattchen

Sigma

Losungsmittel

Formalin 4% pH 7

Herbeta-Arzneimittel #208289

Methanol 80, 100%

Merck #1.06009.2511

Ethanol vergéllt 90, 100%

Herbeta-Arzneimittel #216925

Isopentan Sigma Aldrich #277258-11
Eisessig Merck #1.00063.1011

Xylol reinst Herbeta-Arzneimittel #219507
Grundstoffe

Phosphotungstic Acid (=Wolframatophosphorsaure)

Merck #1.00583.0100

1N Natriumhydroxid

Merck #1.06498.1000

B-NADH, Grad Ill, Disodium Salt, 5mg/Flaschchen

Sigma #N-9410

Natriumchlorid

Merck #1.06404.1000

NaH,PO, Merck #1.06346.0500
Na,HPO, Merck #1.06579.0500
Farbstoffe

Gill's Hematoxylin

Merck #1.05175.0500

Eosin gelblich

Merck #1345

Gomori’s Trichrome

0.6g Chromotrope 2R, 0.3g Fast Green FCF, 0.6g Wolframatophosphor-
saure, 1ml Eisessig und 100ml destilliertes Wasser, mit 1N Natrium-
hydroxid auf einen pH von 3.4 angehoben und vor jedem Gebrauch ge-
filtert

Chromotrope 2R

Sigma #C-3143

Fast Green FCF

Applichem #A.1401.0010

Inkubationsmedium

1 Flaschchen B-NADH, Grad lll, Disodium Salt, 5mg/Flaschchen, 2ml

destilliertes Wasser, 1ml Saline, 1ml Phosphatpuffer

Nitro Blue Tetrazolium (200mg/100ml dH,0)

Sigma #N-6876

Modifiziertes Mayer’s Hematoxylin

Merck #1.09249

Puffer und Lésungen
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Saurer Alkohol

1000ml 80% Methanol und 8ml Eisessig

Lithiumcarbonat gesattigt

Merck #1.05680.0250

Saline

0.85g Natriumchlorid auf 100ml destilliertes Wasser

Phosphatpuffer

19.5ml von 0.343g NaH,PO./25ml dH,O und 80.5ml von

Na,HPO./100ml dH,O, mischen und auf einen pH von 7.4 justieren

1.410g

Working Solution #1

20ml einer gesattigten Natriumchloridlésung, die erst kurz vor der Ver-

wendung mit 200ul 1% NaOH versetzt werden

Working Solution #2

20ml Congorotlésung (0.2g Congorot und 100ml gesattigte Natriumchlo-
ridlésung [s.0.], gut gemischt und 24h gealtert), die erst kurz vor dem
Gebrauch mit 200ul 1% NaOH versetzt werden

Gesattigte NaCl-Losung

Aus 80ml absolutem Ethanol, 20ml dH20 und ~5g NaCl, gut durchmischt
und 24h gealtert

Congorotlésung 0.2g Congorot und 100ml gesattigte NaCl [s.0.], gut gemischt und 24h
gealtert

Eindeckelmedien

Vitro-Clud Langenbrinck #212014

Glycerol Gelatine

Merck #1.09242.0100

Amyloidextraktion

Tris-HCI

Sigma-Aldrich T3253

Dithiothreitol

Sigma D9163

Ultra-Turrax T8-Homogenisator mit einem 58N-8G Disper-

sionsansatz

Windaus, IKA Labortechnik, Deutschland

Eppendorf-Zentrifuge 5403

Eppendorf, Deutschland

Elektrophorese Probenpuffer

150 mM Tris-Hcl, 8 M Urea, 2,5%(w/v) Natriumdodecylsulphat (SDS),
20% (v/v) Glycerol, 10% (v/v) 2-b-Mercaptoethanol, 3% (w/v) Dithiothrei-

tol, pH 6,8
Harnstoff (Urea) Roth X999.1
Natriumdodecylsulphat (SDS) Roth 2326.1
Glycerol Roth 3783.1
2-b-Mercaptoethanol Sigma M7154

SDS-PAGE & Western Blot

Trenngel 4%

1.2ml 40% Acrylamid (Rothiphorese Roth), 4ml SDS Gelpuffer, Oml Gly-
cerol, 6.8ml Wasser, 120pul 10% Ammoniumpersulfat (Sigma-Aldrich
A3678), 9 ul Temed (Sigma T9281)

Sammelgel 16.5%

4.95ml 40% Acrylamid (Rotiphorese Roth), 4ml SDS Gelpuffer, 2ml Gly-
cerol, 1.05ml Wasser, 120ul 10% Ammoniumpersulfat (Sigma-Aldrich
A3678), 3 ul Temed (Sigma T9281)

Coomassie Blau

Serva 17524

Polyvinylidin-Difluorid-Membran

Immobilon-PSQ; PorengréRe 0,1um; Millipore, Bedford, MA, U.S.A.

Tank-Blotting-System

Bio-Rad Mini Protean3 Electrophoresis (165-3322)

Anti-Maus-SAA-Antikérper Pineda

Tween-20 Sigma-Aldrich P9416
Milchpulver Roth T145.2
Ziegen-Anti-Hasen-Antikorper (sekundarer AK) DAKO D0487

BCIP/NBT

Pierce 34042
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7.2 Methoden
7.2.1 Mause

FUr unsere Testreihen verwendeten wir die SJL/J-Maus als zu untersuchenden Stamm und

die C57BL/6-Maus als Kontrolle. Die Mause wurden in einem Alter von 4 Wochen bestellt.

7.2.2 Klinische Untersuchung

Im Altersabstand von zwei Wochen wurden die Tiere untersucht. Dabei orientierten wir uns
bei der Auswahl der Tests am SHIRPA-Protokoll (33). Das SHIRPA besteht aus drei
Phasen, wobei die ersten beiden eine detaillierte Phanotypeinschatzung ermoglichen und
die dritte ein auf neurologische Defizite spezialisiertes Testverfahren darstellt.

Unsere Testbatterie bestand aus einer initialen Inspektion, danach folgten der Laufradtest,
der Stabchentest und der Gittertest. AnschlieRend wurde die Maus per Genickbruch geté-
tet. Das Gewicht wurde bestimmt und Proben aus dem M. quadriceps femoris (quer aufge-
blockt) und das Herz in toto (mit der Herzbasis nach unten orientiert aufgeblockt) entnom-
men.

Die Inspektion beinhaltete Fellqualitat, Haltung, Beweglichkeit, Muskeltonus und Bewe-
gungsart sowie Armut oder Reichtum an spontanen motorischen Reaktionen.

Beim Laufradtest wurde die Maus in ein Laufrad gesetzt und gezahlt, wie viele Umdrehun-
gen sie im Laufrad bewaltigte.

Beim Stabchentest wurde die Maus mit den Vorderpfoten an ein Stabchen gehangt mit frei
hangenden Hinterpfoten und Schwanz. Wir beobachteten, ob die Maus in der Lage war,
die Hinterpfoten hochzuschwingen, um ihren Halt an dem Stabchen zu stabilisieren, und
wie lange sie sich an dem Stabchen halten konnte.

Beim Gittertest wurde subjektiv beurteilt, mit wie viel Kraft sich die Maus an dem horizonta-
len Gitter gegen Zug durch den Untersucher festhalten konnte.

Von einer Maus aus jeder Gruppe wurde zur besseren Darstellung eine Videoaufzeichnung

des Fortganges der Untersuchung gefertigt.
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Tab. 2: Ubersicht iiber die Qualitit der klinischen Tests.

Subjektive klinische Tests Objektive klinische Tests
Fellqualitat Laufradtest
Spontanmotorik Stabchentest
Muskeltonus Gewicht

Gittertest

7.2.3 Histologische Untersuchungen
7.2.3.1 Biopsie-Aufarbeitung

Die Gewebeproben der Mause haben wir mit Gum Tragacanth auf einem Korkplattchen
montiert und erst in gefrorenem Isopentan und dann in flissigem Stickstoff eingefroren und

aufbewahrt.

7.2.3.2 Schnitte

Die Gewebeblocke wurden an einem Kryotom in 5 und 10um dicke Proben geschnitten
und auf Deckglaschen gezogen. Die Schnitte wurden im Tiefkihlfach aufbewahrt.
Es wurden jeweils zwei Schnitte pro Probe routinemalfig nach H.E., Trichrome, NADH und

Congorot gefarbt.

7.2.3.3 Farbungen

7.2.3.3.1 Hematoxylin und Eosin (H.E.)

Die Schnitte wurden in Formalin 4% buffered pH7 flr 1min fixiert. Danach wurden sie 10-
mal in destilliertes Wasser getaucht. Flr die Kernfarbung benutzten wir Gill’'s Hematoxylin,
in das die Schnitte fir 30s eingetaucht wurden. AnschlieRend wurden die Schnitte 2min
lang unter laufendem demineralisierten Wasser gespllt, bis das Wasser klar war. Es
folgten zwei Durchgange a 10-mal Eintauchen in saurem Alkohol. Die Schnitte wurden
dann 5-mal in gesattigtes Lithiumcarbonat eingetaucht und im Anschluss in 80%igem und
100%igem Methanol fixiert. Die Zytoplasmafarbung erfolgte mit Eosin gelblich, in dem die
Schnitte 3min gefarbt wurden. Zum Waschen nach der Eosinfarbung wurden die Schnitte

fur drei Durchgange je 10-mal in Ethanol vergéallt 100% getaucht, bis keine Farbe mehr
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abtropfte. Zum Schluss wurden die Schnitte mit drei Durchgangen Xylol reinst a 10-mal

Eintauchen fixiert und dann mit Vitro-Clud auf einem Objekttrager eingedeckelt.

7.2.3.3.2 Trichrome

Fur diese Farbung haben wir zuerst die Schnitte in gefiltertem Gill’'s Hematoxylin flr 5min
farben lassen. Anschlielend wurden die Schnitte unter laufendem demineralisierten Was-
ser gespult, bis das abtropfende Wasser klar war. Die gesplilten Schnitte wurden dann in
Gomori’s Trichrome 5min lang gefarbt. Es folgte die Differenzierung in 0.2%igem Eisessig,
bis keine Farbe mehr abtropfte. Zum Schluss wurden die Schnitte in 95%igem (schnell)
und 100%igem Ethanol dehydriert und in Xylol fixiert. Eingedeckelt wurden die Schnitte mit
Vitro-Clud auf Objekttragern.

7.2.3.3.3 NADH

Die Schnitte wurden flr 30min bei 37°C in dem Inkubationsmedium und 5ml NBT bebrutet.
Anschlieflend wurden die Schnitte mit 30%igem - 60%igem - 30%igem Aceton gespllt, da-
nach in destilliertem Wasser. Eingedeckelt wurden die Schnitte mit Glycerol Gelatine auf

Objekttragern.

7.2.3.3.4 Congorot — alkaline Methode

Die Schnitte wurden 30s lang in modifizietem Mayer’'s Hematoxylin gefarbt und an-
schlielend unter laufendem destillierten Wasser gesplilt. Die Schnitte wurden dann 10min
lang in der Working Solution #1 inkubiert. Nach der Inkubation wurden die Schnitte mit der
Working Solution #2 10min lang gefarbt. Danach wurden sie schnell dreimal in je frischem
absoluten Ethanol dehydriert und in Xylol fixiert. Eingedeckelt wurden die Schnitte auf Ob-
jekttragern mit Vitro-Clud.

7.2.4 Amyloid-Charakterisierung
7.2.4.1 Extraktion

Das Amyloid wurde aus nicht fixierten Proben prapariert. Dabei wurde das Gewebe Uber

Nacht in deionisiertem Wasser inkubiert und anschlief3end in funf Volumina (w/v) beste-
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hend aus 50mM Tris-HCI und 1 mM Dithiothreitol, pH 7.5, 2min lang mit dem Ultra-Turrax
T8-Homogenisator und einem 58N-8G Dispersionsansatz homogenisiert. Das Homogeni-
sat wurde fir 15min mit 11000 rpm zentrifugiert. Der Niederschlag wurde in 2.5 Volumina
des Elektrophorese-Probenpuffers geldst, fur 20min auf 90°C erhitzt und erneut 15min lang
mit 11000 rpm zentrifugiert. Der das Protein enthaltende Uberstand wurde durch die SDS-
PAGE weiter aufgetrennt (34).

7.2.4.2 SDS-PAGE und Western Blot

Die Proteine wurden in Polyacrylamidgels (4% Sammelgel, 10% und 16.5% Trenngel) auf-
getrennt und mittels Farbung mit Coomassie-Blau sichtbar gemacht (35). Fir den Western
Blot wurden die Proteine von ungefarbtem Polyacrylamidgel auf eine Polyvinylidin-Difluo-
rid-Membran mittels des Tank-Blotting-Systems von Bio-Rad Laboratories nach Hersteller-
angaben Ubertragen. Die Immunfarbung der Proteine wurde mit einem polyklonalen Anti-
Maus-SAA-Antikdrper durchgefihrt (36). Freie Bindungsorte wurden mit Tris-gepufferter
Saline, der 0.05%igem Tween-20 und 5%igem Milchpulver zugesetzt worden waren, Uber
Nacht bei Raumtemperatur geblockt. Die Inkubation mit dem primaren Antikorper erfolgte
Uber 60min bei Raumtemperatur. AnschlieRend wurde grindlich mit Tris-gepufferter Saline
gewaschen, der 0.05%igem Tween-20 zugesetzt worden war. Danach wurde der
sekundare Antikorper, ein biotinylierter Ziegen-Anti-Hasen-Antikorper in der Verdunnung
1:1000, dazugegeben und die Probe fir 60min bei Raumtemperatur inkubiert. Die

Immunfarbung wurde mittels BCIP/NBT sichtbar gemacht.

7.2.5 Mikroskopische Auswertung

Die Schnitte wurden unter dem Mikroskop ausgewertet. Dabei wurde die Anzahl der Fa-
sern mit zentralisierten Kernen, der nekrotischen Fasern sowie die Anzahl der Fasern, die
Fasersplitting aufwiesen, bestimmt. Des Weiteren wurden jeweils der kleinste und der
grolte Faserdurchmesser im Querschnitt ausgemessen. Subjektiv wurden die Fett- und
Bindegewebseinlagerung sowie die entzliindliche Infiltration bewertet. Fur diese Bestim-

mungen eignete sich am besten die 20-fache VergréRerung der Trichrome-Farbung. Von
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allen Farbungen wurden in verschiedenen Vergrolierungen (4/10x, 20x, 40x, 100x) Photo-

graphien angefertigt.

Tab. 3: Ubersicht iiber die Qualitit der histologischen Methoden.

Subjektive histologische Tests Objektive histologische Tests
Entzuindliches Infiltrat Zentralisierte Kerne
Fett- und Bindegewebseinlagerung Nekrotische Fasern

Fasersplitting

Faserdurchschnitt

7.2.6 Anti-C5-Antikdrper-Therapieversuch

Auf der Basis der durchgefiuihrten Beobachtungen an den SJL/J-Mausen wahlten wir das
Alter zwischen der 22. und 26. Lebenswoche flr eine therapeutische Intervention, da in
diesem Zeitfenster ein starker Anstieg der nekrotischen Fasern im Muskelgewebe der
SJL/J-Mause zu verzeichnen war. Insgesamt wurden 54 Mause untersucht. Davon erhiel-
ten sechs Mause keine Therapie. Intraperitoneale Injektionen des Anti-Maus-C5-Antikor-
pers (n=21), der Isotypenkontrolle Maus-IgG1-Antikdrper (n=21) oder von Albumin (n=6)
von je einer Dosierung von 40mg/kg Kdérpergewicht wurden alle drei Tage uber vier Wo-
chen durchgefihrt. Danach wurden Biopsien von allen Tieren entnommen und die Anzahl
der nekrotischen Fasern bestimmt. Zur Objektivierung wurden die Muskelschnitte (n=54)
durch zwei Untersucher blind ausgewertet. Pro Schnitt wurden 300 Fasern ausgezahilt,
<1% nekrotische Fasern wurden als milde Abnormalitat eingestuft, wogegen =1% nekroti-

sche Fasern als dystrophe Veranderung gewertet wurden.

7.2.7 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung wurde unter Verwendung des Programms SPSS for Windows
Version 13.0.0 durchgeflihrt. Dabei wurde flir die objektiven Tests (zentralisierte Kerne,
nekrotische Fasern, Fasersplitting, Faserdurchmesser) eine parametrische Auswertung
vorgenommen, da trotz geringer Fallzahlen von einer Gauld’schen Verteilung dieser Merk-

male in einer grof3en Population auszugehen ist.
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Zur Ermittlung der Signifikanzen wurden der Mann-Whitney- respektive der T-Test

verwendet. Bei Anwendung des T-Tests wurde die Prifung auf Homoskedastizitat mittels
Levene Test durchgefihrt.

Der Anti-C5-Antikérper-Therapieversuch wurde mittels Chi-Quadrat-Test ausgewertet.

7.2.8 Bildbearbeitung

Die Bildbearbeitung wurde mit Adobe Photoshop for Windows Version 7.0 durchgefuhrt.
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8 Ergebnisse

8.1 Allgemeines
Insgesamt wurden 50 Mause untersucht. Davon waren 36 Tiere vom Stamm SJL/J und 14

vom Stamm C57BL/6. Die Mause sind in verschiedenen Altersstufen untersucht worden.

8.1.1 Altersverteilung in den Mausgruppen

I
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Abb. 1: Altersverteilung der untersuchten SJL/J-Mause.

Das durchschnittliche Alter der untersuchten SJL/J-Mause betrug 25.03 Wochen (SD

9.802). Das jlungste Tier wurde mit sechs Wochen untersucht, das alteste mit 43 Wochen.
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Abb. 2: Altersverteilung der untersuchten CS7BL/6-Miuse.

Das durchschnittliche Alter der Kontrollmause betrug 25.21 Wochen (SD 13.273). Die
jungste untersuchte Maus aus dieser Gruppe war sechs Wochen alt, die alteste 42

Wochen.

8.2 Klinische Ergebnisse
8.2.1 Fell

Von den acht SJL/J-Mausen in der alten Gruppe (Alter 31 bis 43 Lebenswochen) hatten
sieben ein struppiges und eine ein glattes Fell. Bei ihren jungeren Artgenossen (Alter 6 bis
15 Lebenswochen) zeigten sieben von sieben glattes Fell. Die Kontrollmause hatten

ungeachtet ihres Alters alle ein glattes Fell.

8.2.2 Spontanmotorik

Bei der Spontanmotorik zeigten alle Kontrollen (14/14) eine normale Kraft und einen nor-
malen Muskeltonus. Von den jungen SJL/J-Mausen zeigten nur drei eine normale Spon-
tanmotorik, vier zeigten eine Reduktion von Kraft und Muskeltonus. Von den alteren SJL/J-

Mausen zeigten alle acht eine Reduktion von Kraft und Muskeltonus, sie waren insgesamt
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Fur die

Kontrollmause und die alten SJL/J-Mause kann aufgrund der Variablenkonstanz keine

verlangsamt und bewegungsarmer, ihre Haltung am Becken eingeknickt.
Signifikanz berechnet werden. Die Kontrollmduse waren gesund und die alten SJL/J-
Mause alle pathologisch auffallig. Fur die jungen SJL/J-Mause ergibt sich im Chi-Quadrat
eine Signifikanz von p=0.705, das heil3t nicht signifikant, da sich die Mause in gesunde und

kranke mit fast gleichen Zahlen teilten.

Tab. 4: Resultate der klinischen Tests in Abhéngigkeit von Alter und Genetik.

Maus- Alter Fell- Kraft/Tonus | Laufrad (in | Stdbchen- Gittertest
8.2.3 Lanrad stamm Wochen | qualitat U) test
SJLd 6 Glatt Normal - - -
Nur Wenige Mause lern- | (ung) 8 Glatt Patholog. - 1-2s gefal- | MaBig
len
ten. das Laufrad zu be- 10 Glatt Normal 10 >35s stabil Gut
’ 12 Glatt Patholog. - Os gefallen Schwach
nutzen. Daher war dieser 13 Glatt Patholog. 14 5s gefallen | MaRig
. . 14 Glatt Patholog. 4+5 - Gut
Test nicht verwertbar. Die 15 Ghatt Normal > - Gut
. . SJL/J 31 Struppi Patholog. - 10s efal- | Schwach
Ergebnisse stellten sich uPPig 9 o v
L. (alt) 33 Struppig | Patholog. 1 7s gefallen Schwach
wie in Tab. 4 festgehalten 34.1 Glatt Patholog. | - 6s stabil Gut
dar 34.2 Struppig | Patholog. - - Schwach
’ 34.3 Struppig | Patholog. - 10s stabil MaRig
37 Struppig | Patholog. - 20s gefal- | MaRig
len
. 39 Struppig | Patholog. 5+12 30s gefal- | Schwach
8.2.4 Stabchentest len
43 Struppig | Patholog. - - Gut
|m Stabchentest Zelgten C57BL/ 6 Glatt Normal - - Gut
6
die é&lteren SJL/J-Méause |9 |8 Glatt | Normal § - out
10 Glatt Normal - 13s stabil Gut
eine bessere Leistung als 12 Glatt Normal - - Gut
. . 18 Glatt Normal - 15s stabil Gut
ihre jungen Artgenossen 27 Glatt Normal - 26s gefal- | Gut
len
und sogar als die Kon- | C57BL/ |29 Glatt Normal - 10s gefal- | Gut
6 len
trollmause gleich welchen | () 33 Glatt Normal - - Gut
35 Glatt Normal - 8s gefallen Gut
Alters. Dabei erreichten 37 Glatt Normal - 8s gefallen | Gut
. o 39 Glatt Normal - 2s gefallen MaRig
alte SJL/J-Mause hanlger 40 Glatt Normal - 3s gefallen Gut
eine stabile Position. Beim 4 Glatt | Normal - - Gut
42 Glatt Normal - - Gut

Vergleich junger und alter
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Kontrollen deutete sich an, dass junge C57BL/6-Mause, wenn der Test durchfihrbar war,
eher eine Stabilitdt erreichten als ihre alten Stammesgenossen. Insgesamt reichen die

Daten jedoch flr eine abschlieRende Beurteilung nicht aus.

8.2.5 Gittertest

Hier deutete sich an, dass SJL/J-Mause insgesamt schlechter abschnitten als die
Kontrollen gleich welchen Alters. Ein Trend, dass junge SJL/J-Mause mehr Kraft in diesem

Test als ihre alten Stammesgenossen aufwiesen, kann ebenfalls interpretiert werden.

8.2.6 Gewicht

Beim Gewicht zeigte sich sowohl bei den SJL/J-Mausen als auch bei den Kontrollmausen
eine Korrelation mit dem Alter. Bei den SJL/J-Mausen lag jedoch eine weitere Streuung der
Werte vor als bei den C57BL/6-Mausen.
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Abb. 3: Auftragung des Gewichts iiber der Zeit (Alter); (A) SJL/J-Miuse, (B) C57BL/6-
Miuse.

Daher stellte sich der Zusammenhang zwischen Alter und Gewicht bei den Kontrollmausen
deutlicher dar.

Fur die jungen SJL/J-Mause ergab sich einen Mittelwert flir das Gewicht von 20.3714g
(95% Konfidenzintervall 17.9706-22.7723g) mit einer Standardabweichung von
SD=2.59597g. Bei den alteren SJL/J-Mausen betrug der Mittelwert 26.2429g (95% Konfi-
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denzintervall 23.2205-29.2652g), wobei die Standardabweichung bei SD=3.26795g lag.
Die jungen Kontrollen erreichten einen Mittelwert von 19.1000g (95% Konfidenzintervall
14.4284-23.7716g) bei einer Standardabweichung von SD=4.45152g. Bei ihren alteren
Stammesgenossen stieg der Mittelwert auf 30.0875g (95% Konfidenzintervall 26.9862-
33.1888q), die Standardabweichung betrug hier SD=3.70962g.
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Abb. 4: Verteilung der Gewichtswerte in den verschiedenen
Gruppen.

Die Mittelwerte unabhangiger Stichproben wurden anhand des T-Testes auf Signifikanz
verglichen.

Beim Vergleich junger und alter SJL/J-Mause ergab der Levene-Test eine Signifikanz von
p=0.635, weshalb im T-Test die Signifikanz flr Varianzengleichheit p=0.003 gewertet
wurde. Der Unterschied junger SJL/J-Mause mit ihren gleichaltrigen Kontrollen ergab im T-
Test eine Signifikanz fir Gleichheit der Varianzen von p=0.534, der Wert im Levene-Test
betrug p=0.444. Wurden alte Mause beider Gruppen verglichen, ergab der Wert im
Levene-Test p=0.694, weshalb im T-Test die Signifikanz fir Varianzengleichheit von
p=0.054 beachtet wurde. Der Vergleich junger und alter C57BL/6-Mause erzielte im
Levene-Test eine Signifikanz von p=0.904, weshalb im T-Test der Wert flr Varianzen-

gleichheit von p=0.000 gewertet wurde.
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Daraus folgt, dass alte SJL/J-Mause signifikant schwerer waren als ihre jungen Stammes-
genossen. Ebenso verhielt es sich bei den Kontrollen. In beiden Fallen waren die Unter-
schiede hoch signifikant. Der Unterschied zwischen jungen SJL/J-Mausen und ihren
gleichaltrigen Kontrollen ergab keinen signifikanten Unterschied. Der Gewichtsunterschied
zwischen alten Tieren beider Gruppen Uberschritt das Signifikanzniveau lediglich um 0.04,
wobei die SJL/J-Mause weniger wogen als ihre gesunden Kontrollen. Mdglicherweise ware

mit einer groReren Stichprobe hier eine Signifikanz erreicht worden.

8.3 Histologische Ergebnisse

Es wurden histologische Schnitte in der Trichrome-Farbung in 20-facher Vergréf3erung
ausgewertet und die Anzahl der Ereignisse (Fasersplittings, zentralisierte Kerne,
nekrotische Fasern) pro 100 Fasern festgehalten. Zusatzlich wurde die Faserkalibervarianz
gemessen, indem der Minimal- und der Maximalwert der Durchmesser der
angeschnittenen Fasern bestimmt wurden. Fett- und Bindegewebseinlagerung sowie
entzindliches Infiltrat wurden subjektiv mit Werten von 0 (kein Infiltrat / keine Fetteinlage-

rung) bis 3 (starkes Infiltrat / starke Fetteinlagerung) beschrieben.

8.3.1 Photographien

Im Vergleich war mikroskopisch schon ein qualitativer Unterschied zwischen den SJL/J-
Mausen und Kontrollen sowie jungen und alten SJL/J-Mausen erkennbar.

Wie man in Abb. 5 (A) sehen kann, zeigt die junge SJL/J-Maus nur wenige histologische
Pathologien. Es sind vereinzelt zentralisierte Kerne (Pfeile) erkennbar, Fasersplitting liegt
hier nicht vor. Die Fasern zeigen wenig Kalibervarianz, es liegt kein entztndliches Infiltrat

und keine Fett- oder Bindegewebsvermehrung vor.
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Abb. 5: Trichrome-Firbung des Muskels von SJL/J-Miusen. (A) 12 Wochen alte Maus. Die
Pfeile markieren zentralisierte Kerne. (B) 33 Wochen alte Maus. Die kleinen dicken Pfeile
zeigen zentralisierte Kerne, der dicke lange Pfeil zeigt Fasersplitting, der diinne lange Pfeil
eine nekrotische Faser.

Die altere SJL/J-Maus weist alle Pathologien einer Muskeldystrophie auf, angefangen bei
einem erheblichen entzindlichen Infiltrat sowie Fett- und Bindegewebseinlagerung. Die
Faserkaliber variieren hier betrachtlich. Des Weiteren finden sich multiple zentralisierte
Kerne, gelegentlich Fasersplitting und auch nekrotische Fasern. Damit ist der Skelettmus-
kel der alteren Maus histologisch dystroph.

Abb. 6: Trichrome-Farbung des Muskels einer 33
Wochen alten C57BL/6-Maus.
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Der Skelettmuskel der gleichaltrigen Kontrollmaus weist eine normale Altersdegeneration
mit einer leichten Kalibervarianz auf. Es liegt jedoch weder ein entzindliches Infiltrat vor
noch ist es zu einer Fett- oder Bindegewebsvermehrung gekommen. Pathologien finden
sich hier selten. In Abb. 6 sieht man weder zentralisierte Kerne noch nekrotische Fasern

oder Fasersplitting.

Abb. 7: Congorotfirbung des Herzmuskels einer 43
Wochen alten SJL/J-Maus. Die Pfeile zeigen auf das Amyloid.

Die SJL/J-Mause zeigten eine weitere Besonderheit. In den Herzschnitten fanden sich ab
der 27. Lebenswoche in der Congorotfarbung unter der Rhodaminoptik Amyloidablagerun-
gen. Diese fanden sich weder in den Herzschnitten der Kontrollen noch in den Skelettmus-
kelschnitten beider Gruppen. Die Abb. 7 zeigt die Congorotfarbung des Herzmuskel-
schnittes einer 43 Wochen alten SJL/J-Maus. Zwischen den Zellen sieht man unter der
Rhodaminoptik fluoreszierendes Material. Das Amyloid wurde extrahiert und mittels SDS-
PAGE und Western Blot untersucht. Hieraus ergab sich, dass es sich um AA-Amyloid han-
delte.
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8.3.2 Statistische Auswertung

Da das Fasersplitting am besten als histologischer Marker mit der Krankheitsschwere Uber
die Zeit korrelierte, wurden fur die Auswertung der Daten nur die Mause eingeschlossen,
die im Fasersplitting Werte zeigten, die um mindestens eine Standardabweichung vom
Mittelwert abwichen. Die Kontrollmause wurden altersentsprechend den SJL/J-Mausen
gegenubergestellt. Das ergab 15 Mause in der SJL/J-Gruppe, davon sieben in der jungen
Untergruppe und acht in der alten Untergruppe. Die C57BL/6-Gruppe bestand aus 14

Tieren, hier waren sechs in der jungen Untergruppe und acht in der alten Untergruppe.

8.3.2.1 Fasersplitting

Aso‘oo— B 50,00
40,00 40,00
30,00 o o

30,00

20,00 20,00

Fibre Splitting / 100 Fasern
Fibre Splitting / 100 Fasern

10,00 e 10,00~

o
0,00~ (e} 0,00~ 9 0 O O o o o

10 20 30 40 10 20 30 40
Alter in Wochen Alter in Wochen

Abb. 8: Auftragung der Fasersplittings pro 100 Fasern iiber der Zeit (Alter). (A) SJL/J-
Miuse. (B) C57BL/6-Miuse.

Die Ergebnisse aller SJL/J-Mause streuten bei einer Auftragung Uber der Zeit (Alter) um
eine Gerade, was einen linearen Zusammenhang suggeriert. Bei den C57BL/6-Mausen
ergab sich keine Abhangigkeit in diesem Merkmal.

Fur die junge SJL/J-Gruppe ergab sich ein Mittelwert flr das Fasersplitting von 2.4314 Fa-
sersplittings/100 Fasern (95% Konfidenzintervall 1.1793-3.6836). Die Standardabweichung
betrug SD=1.35390. Der Mittelwert in der alten SJL/J-Gruppe lag bei 36.9838 Fasersplit-
tings/100 Fasern (95% Konfidenzintervall 33.4802-40.4873) mit einer Standardabweichung

von SD=4.19079. In den Kontrollgruppen fanden sich insgesamt sehr wenig
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Fasersplittings. So lag der Mittelwert der jungen C57BL/6-Gruppe bei 0.2917 Faser-
splittings/100 Fasern (95% Konfidenzintervall -0.4581-1.0414) mit einer Standardabwei-
chung von SD=0.71443. Bei der alten C57BL/6-Gruppe betrug der Mittelwert 1.6725 Fa-
sersplittings/100 Fasern (95% Konfidenzintervall 0.5688-2.7762), die Standardabweichung
lag bei SD=1.32019.
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Abb. 9: Verteilung der Fasersplittingwerte in den
verschiedenen Gruppen.

Des Weiteren wurden die Gruppen darauf getestet, ob diese Unterschiede zwischen den
Gruppen signifikant sind. Dabei wurden junge und alte SJL/J-Mause, junge SJL/J- und
junge C57BL/6-Mause, alte SJL/J- und alte C57BL/6-Mause sowie junge und alte
C57BL/6-Mause miteinander verglichen.

Es wurden die Mittelwerte unabhangiger Stichproben anhand des T-Testes verglichen.
Beim Vergleich der jungen und alten SJL/J-Gruppen ergab sich im Levene-Test eine
Signifikanz von p=0.061, weshalb im T-Test der Wert flr Varianzengleichheit beachtet
wurde, der eine Signifikanz von p=0.000 aufwies. Fur den Vergleich der jungen SJL/J-
Gruppe mit der jungen Kontrollgruppe lag die Signifikanz im Levene-Test bei p=0.218,
daher wurde im T-Test die Signifikanz von p=0.005 fir die Gleichheit der Varianzen

gewertet. Die Signifikanz im Levene-Test von p=0.044 bei den alten Mausgruppen flhrte
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zu einer Signifikanz der Unterschiede im T-Test fur die Ungleichheit der Varianzen von
p=0.000. Beim Vergleich der Werte der jungen C57BL/6-Gruppe mit denen der alten
C57BL/6-Gruppe ergab sich im Levene-Test der Varianzengleichheit eine Signifikanz von
p=0.221, weshalb im T-Test die Signifikanz fir Varianzengleichheit von p=0.040 gewertet
wurde.

Daraus folgt, dass alte SJL/J-Mause signifikant mehr Fasersplittings/100 Fasern aufwiesen
als ihre jungen Stammesgenossen und die gleichaltrigen Kontrollen. Junge SJL/J-Mause
zeigten signifikant mehr Fasersplittings als gleichaltrige C57BL/6-Mause. Auch der Ver-
gleich junger und alter C57BL/6-Mause ergab einen signifikanten Unterschied, der aller-

dings nicht hoch signifikant war.

8.3.2.2 Zentralisierte Kerne

A 80,00 B 80,00
o
o

c c

@ - @ 6000

@ 6000 o 9 60,

< <

('S w

g i g

- o © o -

@ @

£ £

@ 40,00 @ 40,00

X 4

£ £

@ Q o o

2 2 2

s o s

I o OO e

‘ﬂ:’:" 20,00 ° ::‘:: 20,00

0o © o
N 0.0 ° oo N
[e} o
o
o 00 ©
o
90 _ 0o° o 6 o
0,00 0,00 0090 o0 o @ ¥ o 00O
T T T T T T T T
10 20 30 40 10 20 30 40
Alter in Wochen Alter in Wochen

Abb. 10: Auftragung der zentralisierten Kerne pro 100 Fasern. (A) SJL/J-Mause. (B)
CS57BL/6-Miuse.

Auch bei der Auftragung der Anzahl der zentralisierten Kerne pro 100 Fasern Uber der Zeit

ergab sich bei den SJL/J-Mausen eine Korrelation zum Alter.
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Abb. 11: Verteilung der Anzahl an zentralisierten Kernen
pro 100 Fasern in den einzelnen Gruppen.

Der Mittelwert lag in der jungen SJL/J-Gruppe bei 5.0000 zentralisierten Kernen/100 Fa-
sern (95% Konfidenzintervall 3.0021-6.9979). Die Standardabweichung betrug hier
SD=2.16025. Bei den alteren SJL/J-Mausen ergab der Mittelwert 47.6938 zentralisierten
Kernen/100 Fasern (95% Konfidenzintervall 33.5469-61.8406), wobei die Standard-
abweichung bei SD=16.92165 lag. Bei den jungen Kontrollmausen fand sich der Mittelwert
bei 0.1667 zentralisierten Kernen/100 Fasern (95% Konfidenzintervall -0.2618-0.5951). In
dieser Gruppe betrug die Standardabweichung SD=0.40825. Der Mittelwert der alteren
C57BL/6-Mause lag etwas hoher bei 1.4213 zentralisierten Kernen/100 Fasern (95%
Konfidenzintervall -0.1258-2.9683), die Standardabweichung war hier bei SD=1.85049
angesiedelt.

Bei der Untersuchung der Unterschiede der Gruppen in der Anzahl der zentralisierten
Kerne pro 100 Fasern auf Signifikanz wurde wie bei den Fasersplittings verfahren.

Beim Vergleich der jungen SJL/J-Gruppe mit ihren alten Stammesgenossen ergab sich
eine Signifikanz im Levene-Test von p=0.003, daher wurde im T-Test die Signifikanz far
Varianzenungleichheit von p=0.000 gewertet. Wenn man die Mittelwerte der jungen SJL/J-

Mause mit denen der gleichaltrigen Kontrollen vergleicht, ergibt sich im Levene-Test ein
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Wert von p=0.095, im T-Test wurde daher der Wert fir die Gleichheit der Varianzen mit
einer Signifikanz von p=0.000 genommen. Die Signifikanz des Levene-Tests zwischen den
Mittelwerten der alten Mausgruppen betrug p=0.002, im T-Test lag die Signifikanz der
Varianzenungleichheit bei p=0.000. Der Vergleich der jungen mit den alten C57BL/6-
Mausen ergab eine Signifikanz im Levene-Test von p=0.044, daher beachteten wir im T-
Test den Wert fir Varianzenungleichheit mit einer Signifikanz von p=0.101.

Daraus folgt, dass die Unterschiede zwischen alten SJL/J-Mausen und ihren jungen
Stammesgenossen sowie gleichaltrigen Kontrollen hoch signifikant waren. Auch die jungen
SJL/J-Mause hatten hoch signifikant mehr zentralisierte Kerne als gleichaltrige C57BL/6-

Mause. Der Unterschied zwischen jungen und alten Kontrollen war nicht signifikant.

8.3.2.3 Nekrotische Fasern
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Abb. 12: Die Auftragung der nekrotischen Fasern pro 100 Fasern iiber der Zeit (Alter). (A)
SJL/J-Miuse. (B) C57BL/6-Miuse.

Die Anzahl der nekrotischen Fasern pro 100 Fasern korrelierte bei den SJL/J-Mausen grob
mit dem Alter.

Bei den Kontrollen kann man keine derartige Beziehung erkennen, nekrotische Fasern
kommen in dieser Gruppe selbst im hohen Alter selten vor. In unserer Kontrollgruppe gab
es nur eine Maus, die nekrotische Fasern aufwies. Der Rest zeigte in diesem Parameter

keine Pathologien.
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Abb. 13: Verteilung der Anzahl an nekrotischen Fasern
pro 100 Fasern in den verschiedenen Gruppen.

Der Mittelwert der jungen SJL/J-Gruppe lag bei 0.1429 nekrotischen Fasern/100 Fasern
(95% Konfidenzintervall -0.2067-0.4924) mit einer Standardabweichung von SD=0.37796.
Bei den alten SJL/J-Mausen betrug der Mittelwert 5.6113 nekrotische Fasern/100 Fasern
(95% Konfidenzintervall 4.5453-6.6772). Die Standardabweichung lag hier SD=1.27500.
Die jungen Kontrollmause zeigten einen Mittelwert von 0.2917 nekrotischen Fasern/100
Fasern (95% Konfidenzintervall -0.4581-1.0414). Die Standardabweichung betrug dabei
SD=0.71443. Da die Anzahl der nekrotischen Fasern in der alten C57BL/6-Gruppe
konstant bei 0.000 nekrotischen Fasern/100 Fasern lag, wurden diese zwar in die Boxplots
mit aufgenommen, jedoch in anderen Ausgaben weggelassen.

Die Untersuchung der Unterschiede der Gruppen in der Anzahl der nekrotischen Fasern
pro 100 Fasern auf Signifikanz wurde wie in den vorangegangenen Untersuchungen
durchgefuhrt.

Der Vergleich junger und alter SJL/J-Mause erbrachte dabei eine Signifikanz im Levene-
Test von p=0.086, weshalb im T-Test die Signifikanz der Varianzengleichheit von p=0.000
gewertet wurde. Bei der Untersuchung der Unterschiede zwischen jungen SJL/J-Mausen
und ihren gleichaltrigen Kontrollen ergab im Levene-Test einen Wert von p=0.276, weshalb

im T-Test der Wert fir die Gleichheit der Varianzen mit einer Signifikanz von p=0.640
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beachtet wurde. Die Signifikanz des Levene-Tests bei der Untersuchung des
Unterschiedes zwischen alten SJL/J-Mausen und alten Kontrollen ergab eine Signifikanz
von p=0.012, die Signifikanz fur Varianzenungleichheit im T-Test betrug p=0.000. Dagegen
lag die Signifikanz der Ungleichheit der Varianzen im T-Test - bei einem Wert im Levene-
Test von p=0.013 - beim Vergleich junger und alter C57BL/6-Mause bei p=0.363.

Damit ist der Unterschied der Mittelwerte der nekrotischen Fasern zwischen alten und jun-
gen SJL/J-Mausen hoch signifikant. Gleiches qilt fir den Vergleich alter Mause beider
Stamme. Der Vergleich junger Mause beider Stamme sowie junger und alter Kontroll-

mause ergab keine signifikanten Werte.

8.3.2.4 Entziindliche Infiltrate

Die Starke der entzindlichen Reaktion wurde in den Trichrome-gefarbten Schnitten
anhand einer Ordinalskala mit Bewertungspunkten von 0 bis 3 bewertet. Dabei handelt es
sich um eine subjektive Vergleichseinschatzung.

Abb. 14 zeigt Beispiele fur die Einstufung der Biopsien. Bild (A) zeigt ein Muskelgewebe,
das sowohl flir die Fetteinlagerung als auch fur das entziindliche Infiltrat mit dem Wert 0
bzw. kein Infiltrat und keine Fetteinlagerung bewertet wurde. Bild (B) zeigt eine Histologie,
die fur beide Merkmale den Wert 1 bzw. geringe Pathologien aufwies. Die Biopsie unten
links (C) zeigt einen dystrophen Muskel, der in beiden Belangen den Wert 2 bzw.
mittelgradig erhielt. Die letzte Histologie (D) zeigt beide Merkmale in maximaler Aus-

pragung, die mit dem Wert 3 bzw. schwer bezeichnet wurde.
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Abb. 14: Beispiele fiir die Bewertung von entziindlichem Infiltrat und Fetteinlagerung. (A)-(D)
Trichrome-Firbungen des M. quadriceps femoris verschieden alter Miuse aus beiden
Gruppen. (A) Muskelschnitt einer 6 Wochen alten C57BL/6-Maus. (B) Muskelhistologie einer
31 Wochen alten C57BL/6-Maus. (C) Muskelhistologie einer 31 Wochen alten SJL/J-Maus.
(D) Dystrophes Muskelgewebe einer 43 Wochen alten SJL/J-Maus.

Die Ergebnisse wurden mittels SPSS und dem Mann-Whitney-Test ausgewertet. Der Ver-
gleich der jungen und alten SJL/J-Mause ergab eine exakte Signifikanz von p=0.97. Bei
der Gegenuberstellung der jungen Tiere beider Stdmme erhielten wir eine exakte Signifi-
kanz von p=0.010. Wurden die alten Tiere beider Stamme verglichen, ergab der Mann-
Whitney-Test eine exakte Signifikanz von p=0.000. Der Vergleich der Kontrollmause be-
zuglich der Infiltrate ergab kein signifikantes Ergebnis, die exakte Signifikanz betrug hier
p=0.518.

Daraus folgt, dass kein signifikanter Unterschied zwischen jungen und alten SJL/J-Mausen
bezlglich entzindlicher Infiltrate bestand. Der Unterschied junger Tiere beider Stamme
war signifikant, der zwischen alten Tieren hoch signifikant. Zwischen jungen und alten

Kontrollmausen war kein signifikanter Unterschied nachweisbar.
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Tab. 5: Resultate der Untersuchung auf
entzlindliches Infiltrat und Fetteinlagerung in

Abhéngigkeit von Genetik und Alter.

Mausstamm | Alter Infiltrate | Fettein-
(Wochen) lagerung .
SIL 5 5 5 8.3.2.5 Fetteinlagerung
' 8 2 1
(ung) 10 2 3 Auch diese Qualitdt wurde anhand einer Ordi-
15 f ; nalskala mit den Werten 0 bis 3 eingestuft. Die Er-
1; g g gebnisse wurden mit SPSS und dem Mann-
SJLA 31 2 2 : : - :
i) o 5 5 Whitney-Test ausgewertet. Fur den Vergleich
gj-g g g junger und alter SJL/J-Mause ergab dieser Test
37 2 3 eine exakte Signifikanz p=0.209. Die Gegenulber-
39 3 2
43 3 3 stellung junger Mause beider Stamme lieferte eine
C57BL/6 6 0 0
(jung) 8 0 0 exakte Signifikanz von p=0.073. Wurde der Mann-
10 0 0
12 0 1 Whitney-Test mit den Werten der alten Tiere beider
;? 8 8 Stamme durchgefiihrt, ergab dies eine Signifikanz
(c;?t;BL/B gg 8 g) von p=0.002. Wurden hingegen junge und alte
g? 1 ? C57BL/6-M3use verglichen, ergab dies eine exakte
39 0 1 Signifikanz von p=0.147.
40 0 2
j; 8 ; Daraus folgt, dass lediglich zwischen alten SJL/J-

Mausen und gleichaltrigen Kontrollen ein hoch sig-

nifikanter Unterschied bestand. Alle anderen Unterschiede waren nicht signifikant.

8.3.2.6 Kalibervarianzen

Um die Kalibervarianzen festzustellen, das heift wie sehr sich die Durchmesser einzelner
Fasern in einem Muskel unterscheiden, wurden jeweils der kleinste und der grofte Durch-
messer mikroskopisch bestimmt. Zusatzlich wurde der Mittelwert der Faserdurchschnitte

berechnet.
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8.3.2.6.1 Minimalwert

Bei den SJL/J-Mausen war beim Minimalwert ein abnehmender Trend im Lauf der Zeit zu
erkennen. Dagegen liel3 sich bei den Kontrollen keine derartige Tendenz erkennen, die

Werte gruppierten sich um keine erkennbare Gerade.
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Abb. 15: Verinderung des Minimalwertes in Abhingigkeit vom Alter. (A) SJL/J-Mause. (B)
CS57BL/6-Miuse.

Bei den jungen SJL/J-Mausen ergab sich ein Mittelwert von 31.000um (95% Konfidenz-
intervall 24.30950-37.69050um), wobei die Standardabweichung SD=7.234178um betrug.
Bei den alten SJL/J-Mausen lag der Mittelwert mit 9.87500um (95% Konfidenzintervall
6.31577-13.43423um) sehr viel niedriger als bei den jungen Stammesgenossen. Die Stan-
dardabweichung lag bei SD=4.257347um. Die jungen Kontrollmause lagen mit einem
Mittelwert von 27.91667um (95% Konfidenzintervall 21.40157-34.43177um) in einem
ahnlichen Bereich wie die jungen SJL/J-Mause. Hierbei betrug die Standardabweichung
SD=6.208194um. Bei den alten C57BL/6-Mausen fand sich der Mittelwert bei 29.68750um
(95% Konfidenzintervall 27.08241-32.29259um) und damit ebenfalls in der gleichen Re-
gion wie junge SJL/J-Mause und junge C57BL/6-Mause, bei einer Standardabweichung
von SD=3.116059um. Damit liegen allein die alteren SJL/J-Mause aulRerhalb dieses Berei-

ches.
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Abb. 16: Verteilung der minimalen Durchmesser in den
einzelnen Mausgruppen.

Bei der Untersuchung der Unterschiede im minimalen Durchmesser wurde wie 0.g. vorge-
gangen.

Beim Vergleich junger und alter SJL/J-Mause betrug die Signifikanz im Levene-Test der
Varianzengleichheit p=0.277, daher wurden im T-Test die Werte fir die Gleichheit der
Varianzen genommen. Die Signifikanz betrug hier p=0.000. Bei der Untersuchung der
Unterschiede zwischen jungen SJL/J-Mausen und gleichaltrigen Kontrollen betrug im Le-
vene-Test die Signifikanz p=0.816, weshalb im T-Test die Werte flr die Gleichheit der
Varianzen gewertet wurden. Hier lag die Signifikanz bei p=0.432. Beim Vergleich alter
Mause beider Gruppen lag die Signifikanz im Levene-Test bei p=0.652, die Signifikanz im
T-Test betrug fur die Gleichheit der Varianzen p=0.000. Die Signifikanz im Levene-Test
beim Vergleich junger und alter Kontrollmause fiel auf p=0.157, im T-Test wurde daher die
Signifikanz fir die Gleichheit der Varianzen gewertet, die bei p=0.495 lag.

Bei der Betrachtung der Unterschiede ergaben sich lediglich hoch signifikante Werte beim
Vergleich alter SJL/J-Mause mit ihren jungen Stammesgenossen und gleichaltrigen Kon-

trollen. Alle anderen Werte waren nicht signifikant.
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8.3.2.6.2 Maximalwert

Beim maximalen Durchmesser war weder bei den SJL/J-Mausen noch bei den C57BL/6-

Mausen eine Abhangigkeit vom Alter zu erkennen.

A

140,000~

120,000

100,000~

80,000

60,000 o

Maximalwert des Faserdurchmessers in um
o
o

40,000

T
10 20

T
30

Alter in Wochen

B

s inum

h

t des Faserdur

60,000

140,000

120,000

100,000

80,000

40,000

T T T T
10 20 30 40

Alter in Wochen

Abb. 17: Auftragung der maximalen Durchmesser iiber der Zeit (Alter). (A) SJL/J-Miuse. (B)

C57BL/6-Mause.

Der Mittelwert der maximalen Faserdurchmesser bei den jungen SJL/J-Mausen lag bei ei-
nem Wert von 73.000um (95% Konfidenzintervall 59.38664-86.61336um) mit einer Stan-

dardabweichung von SD=14.719601um. Bei den alten SJL/J-Mausen lag der Mittelwert mit
72.12500um (95% Konfidenzintervall 51.80614-92.44386um) im gleichen Bereich. Die
Standardabweichung betrug hier SD=24.304247um. Bei den jungen Kontrollmausen

betrug der Mittelwert 92.50000um (95% Konfidenzintervall 78.91802-10608198um) mit

einer Standardabweichung von SD=12.942179um. Der Mittelwert der alten C57BL/6-
Mause lag bei 114.68750um (95% Konfidenzintervall 100.53686-128.83814um), ihre
Standardabweichung bei SD=16.926179um. Damit sind die Mittelwerte der Kontrollen in

beiden Gruppen grolier als bei den SJL/J-Mausen.

Im Boxplot stellten sich die Verhaltnisse wie folgt dar.
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Abb. 18: Verteilung der maximalen Faserdurchmesser in den
verschiedenen Mausgruppen.

Die Untersuchung der Unterschiede der Gruppen in den maximalen Faserdurchmessern
auf Signifikanz wurde auf dieselbe Art wie in den vorangegangenen Untersuchungen
durchgefuhrt.

Beim Vergleich junger und alter SJL/J-Mause ergab der Levene-Test eine Signifikanz von
p=0.669, weshalb im T-Test die Signifikanz fir Varianzengleichheit von p=0.935 gewertet
wurde. Der Levene-Test ergab beim Vergleich junger SJL/J-Mause mit gleichaltrigen
Kontrollen einen Wert von p=0.430, im T-Test wurde daher die Signifikanz fur
Varianzengleichheit von p=0.029 beachtet. Bei der Betrachtung alter Mause beider
Gruppen betrug die Signifikanz im Levene-Test p=0.750. Die Signifikanz fir Varianzen-
gleichheit im T-Test lag bei p=0.001. Die Untersuchung der Unterschiede zwischen jungen
und alten Kontrollmausen ergab im Levene-Test eine Signifikanz von p=0.406, im T-Test
lag die Signifikanz der Varianzengleichheit bei p=0.020.

Daraus folgt, dass der Vergleich junger Mause beider Gruppen ein signifikantes Ergebnis
genauso wie der Vergleich junger und alter C57BL/6-Mause lieferte. Der Vergleich alter
Mause beider Stamme ergab eine hohe Signifikanz. Zwischen jungen und alten SJL/J-

Mausen herrschte kein signifikanter Unterschied.
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8.3.2.6.3 Mittelwert

Bei der Betrachtung der Mittelwerte der Faserdurchmesser deutete sich bei den SJL/J-
Mausen eine abnehmende Tendenz an. Trotzdem zeigten sich einige Ausrei3er. Bei den
Kontrolimausen zeigte sich keine deutliche Tendenz. Insgesamt schienen die Mittelwerte

hier im Gegensatz zu den SJL/J-Mausen zuzunehmen.
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Abb. 19: Auftragung der Mittelwerte der Faserdurchmesser iiber der Zeit (Alter). (A) SJL/J-
Miuse. (B) C57BL/6-Miuse.

Fur die jungen SJL/J-Mause ergab sich ein Mittelwert fur die Mittelwerte der Faserdurch-
messer von 52.0000um (95% Konfidenzintervall 42.9818-61.0182um) mit einer Standard-
abweichung SD=9.75107um. Bei den alten SJL/J-Mausen betrug der Mittelwert hier
41.0000um (95% Konfidenzintervall 30.4440-51.5560um) mit einer Standardabweichung
von SD=12.62650um. In der jungen Kontrollgruppe lag der Mittelwert bei 60.2083um (95%
Konfidenzintervall 54.8050-65.6117um). Hier betrug die Standardabweichung
SD=5.14883um. Bei ihren alteren Stammesgenossen war der Mittelwert bei 72.1875um
(95% Konfidenzintervall 65.4902-78.8848um) angesiedelt, die Standardabweichung betrug
SD=8.01087um.

Somit war der Mittelwert am kleinsten in der Gruppe der alten SJL/J-Mause.

Im Boxplot stellten sich die Ergebnisse wie folgt dar.
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Abb. 20: Verteilung der Mittelwerte der Faserdurchmesser
in den einzelnen Altersgruppen.

Bei der Untersuchung auf signifikante Unterschiede im Mittelwert der Faserdurchmesser
wurde wie bei den anderen Parametern verfahren.

Beim Vergleich junger und alter SJL/J-Mause ergab der Levene-Test eine Signifikanz von
p=0.895, daher wurde im T-Test der Wert fir Varianzengleichheit mit p=0.085 gewertet.
Die Ergebnisse der jungen Mause, SJL/J- und Kontrollmause, zeigten bei einem Wert im
Levene-Test von p=0.055 im T-Test eine Signifikanz von p=0.092 fur die Gleichheit der
Varianzen. Die Untersuchung der alten SJL/J-Mause und ihrer gleichaltrigen Kontrollen
ergab im Levene-Test eine Signifikanz von p=0.456, im T-Test betrug die Signifikanz far
die Varianzengleichheit p=0.000. Junge und alte C57BL/6-Mause ergaben eine Signifikanz
fur Gleichheit der Varianzen im T-Test von p=0.008, wobei die Signifikanz im Levene-Test
p=0.325 betrug.

Daher ist der Unterschied zwischen alten Tieren beider Stdamme hoch signifikant, gleiches
gilt fir den Vergleich junger und alter C57BL/6-Mause. Weder der Vergleich junger und

alter SJL/J-Mause noch der junger Tiere beider Stamme ergab signifikante Werte.
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8.4 Anti-C5-Therapieversuch

Nach vier Wochen Therapie mit dem Anti-C5-Antikdrper zeigte die Histologie signifikant
weniger nekrotische Fasern bei den therapierten SJL/J-Mausen als bei den Kontrollmau-
sen, die mit Albumin behandelt wurden, und den unbehandelten Tieren.

Die statistische Auswertung erfolgte mittels des Chi-Quadrat-Tests. Der Unterschied zwi-
schen Anti-C5-Antikérper-Therapie und Albumintherapie war hoch signifikant (p<0.0005).
Der Vergleich von Tieren, die mit Anti-C5-AK behandelt wurden, und denen, die die Isoty-

pen-Kontrolle IgG1 erhalten hatten, zeigte eine Tendenz zu Gunsten der Anti-C5-Therapie,
die jedoch keine statistische Signifikanz erreichte.
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Abb. 21: (A) Muskelproben wurden von den SJL/J-Miusen gewonnen, nachdem sie mit Anti-
C5-AK (links), Isotypenkontrolle (rechts) oder Albumin (Mitte) behandelt worden waren. Bei
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<1% nekrotische Fasern wurde der Muskel als normal bis mild abnormal (grau) eingestuft.
Lagen >1% nekrotische Fasern vor, wurde der Muskel als dystroph (schwarz) charakterisiert.
(B) Links: Gomori Trichrome-Firbung des M. quadriceps femoris einer SJL/J-Maus nach 4
Wochen Anti-C5-AK-Therapie. Rechts: Gomori Trichrome-Fiarbung des M. quadriceps
femoris einer SJL/J-Maus nach 4 Wochen Therapie mit der Isotypen-Kontrollen. Mit (**) ist
der hoch signifikante Unterschied zwischen Anti-C5-AK-Therapie und Albumin-Kontrolle
gekennzeichnet.
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9 Diskussion

Die Gliedergurtelmuskeldystrophie 2B (LGMD 2B), auch Dysferlinopathie genannt, ist eine
Muskeldystrophie des frihen Erwachsenenalters, die mit einer progressiven Muskelschwa-
che und einer starken Erhéhung der Serumkreatinkinase einhergeht. Fir die Erforschung
dieser Erkrankung ist ein gut charakterisiertes Mausmodell Voraussetzung. Die SJL/J-
Maus stellt ein gut definiertes Modell dar, die Erkrankung wird hier durch eine Splice Site
Mutation im Dysferlin-Gen bedingt. Diese Mutation wurde durch Wenzel et al. aus unserer
Arbeitsgruppe bestatigt (37). Diese Arbeit hat als erste dieses Mausmodell klinisch wie
histologisch Gber anndhernd ihr gesamtes Lebensalter untersucht und liefert genaue Daten
zu Krankheitsverlauf und histologischen Veranderungen. Aus diesen Daten ergaben sich
die fUr interventionelle Studien interessanten Altersgruppen von 14 bis 20 Wochen
Lebensalter vor der starken Krankheitsprogression sowie von 30 bis 34 Wochen, nachdem

die Progression an Dynamik abnimmt.

9.1 Diskussion der Methoden
9.1.1 Tierhaltung

Fur die Charakterisierung eines Mausmodells ware eine spezielle Laboreinrichtung zur
Tierhaltung winschenswert, wie sie in Deutschland nur in der German Mouse Clinic (GMC)
in Mldnchen existiert. Die Kafige der von uns untersuchten Tiere befanden sich in der
Kleintierhaltung der Tierexperimentellen Einrichtung der Charité Campus Virchow Klinikum,
einer keimarmen Umgebung. Wir haben die SJL/J-Mause initial in Zehnergruppen in den
Kafigen gehalten. Trotzdem ergaben sich diesbezliglich Probleme. SJL/J-Mause zeichnen
sich durch auto- und auch fremdaggressives Verhalten aus. Diese Eigenschaft wurde
erstmalig durch Crispens (38) deutlicher beschrieben und stellt immer wieder ein Problem
bei Mausmodellen mit SJL/J-Mausen dar. Dagegen fanden Miner at al. (39), dass nur die
von den Jackson Laboratories bezogenen SJL/J-Mause extrem aggressiv waren,
wohingegen die selbst gezlichteten SJL/J-Mause wenig bis gar keine Aggressivitat zeigten.
Ho et al. beschreiben (40), dass es typischerweise die mannlichen Tiere sind, die durch

haufiges Kampfen untereinander oder BeilRen von Weibchen bei Paarungen auffallen.
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Dagegen zeichnen sich die in der gleichen Arbeit beschriebenen Dysf"-Mause und A/J-
Mause durch eine geringe Intraspeziesaggressivitat aus. Moglicherweise hat dieses Ver-
halten auch das Gedeihen und die Entwicklung der Mause behindert. Aus organisatori-
schen Grinden konnten wir die Mause jedoch nicht generell in Einzeltkafigen halten. In
hoéherem Alter wurden sie zu funft pro Kafig gehalten. Wir hatten aus o.g. Griinden nur
weibliche Tiere. Trotzdem mussten wir feststellen, dass viele unserer Versuchstiere Biss-

wunden bis hin zu amputierten Schwanzen aufwiesen - selbst nach Einzelkafighaltung.

9.1.2 Klinische Tests

Mit der Frage einer klinischen Einschatzung von Tiermodellen insbesondere Mausmodel-
len beschaftigt sich die wissenschaftliche Welt schon lange. In den 1960er Jahren
herrschte eine erhitzte Diskussion innerhalb der psychopharmakologischen Gesellschaft.
Schon 1964 vertrat Irwin den beobachtenden Ansatz, da er die gleichzeitige Bestimmung
mehrerer Medikamenteneffekte auf das Verhalten ermdglicht (41). Er verdffentlichte 1966
(42) und 1968 (43) seine Vorschlage fur die Einschatzung von Verhalten und physiologi-
schem Status der Maus. Primar ging es dabei um die Beurteilung von Medikamentenwir-
kungen auf die Versuchstiere, sein beobachtender Ansatz kann aber genauso zur Be-
schreibung von Krankheitsverlaufen verwendet werden. Irwins Beurteilungsskala bezieht
sich dabei auf das Verhaltensprofil, das neurologische und das autonome Profil der Maus.
Dabei konnte der Grad der Wachsamkeit, der Lokomotion, des Affekts, des sozialen Ver-
haltens, der Ausdauer, der Haltung, der Koordination, des Muskeltonus und der Reflexe
genauso beurteilt werden wie die autonomen Funktionen. Sein Ansatz ist ein rein
beobachtender, weshalb es schon damals gewisse Kritikpunkte gab. Lister bemangelte
1964, dass die ,Irwin-Prozeduren“ die Medikamenteneffekte nur an gesunden Tieren
untersuchten, wahrend sie daflr entwickelt worden waren, Praparate zu finden, die die
Symptome abnormen Verhaltens bei Menschen vermindern kénnten (44). Stérungen der
menschlichen Interaktion wie z.B. Aggression konnten mit diesen Tests nicht untersucht
werden (45). Diverse Autoren wie z.B. Warburton und Brown (46), Heise et al. (47) und
Cole et al. (48) kritisierten, dass Bewertungsskalen keine Medikamente, die potentiell
kognitiv steigernd wirken, beurteilen konnen, wohingegen operant konditionierende

Prozeduren auch diese Wirkungen untersuchen. Wie Warburton (45) in seinem
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Kommentar zu Irwins Artikel schreibt, sind die gréf3ten Probleme beobachtender Ansatze
die Konsistenz und Reproduzierbarkeit, die haufig stark untersucherabhangig sind.
Trotzdem haben sich die ,lrwin-Prozeduren bis zum heutigen Tag als erfolgreich
erwiesen, um Medikamente einzuschatzen, die klinisch potentiell als analgetisch,
muskelrelaxierend oder psychotherapeutisch anwendbar sind. Die gleiche Diskussion ist
zur Jahrtausendwende in den Neurowissenschaften gefiuhrt worden. Wahrend Gerlai und
Clayton (49) einen naturalistischen Ansatz beflirworten, der ethologische Methoden
verwendet, pladieren Sarter und Berntson (50) flr eine Vorgehensweise, in der eine
rigorose Kontrolle und systematische Manipulation von Variablen stattfinden, die fir die
Verhaltensforschung essentiell sind. Gerlai und Clayton schreiben, dass Verhaltensanalyse
deshalb schwierig sei, da man vermeintlich leicht durchzufihrende Experimente auf der
einen Seite und auf der anderen Seite schnell zu sammelnde quantitative Daten hat, man
aber verschiedene Schwierigkeiten hat, die Effekte einer Mutation auf das Verhalten zu
analysieren. Dies kann daran liegen, dass grundlegende Leistungsfaktoren das
beobachtete Verhalten beeinflussen koénnen. Daher fordern sie ethologisch relevante
Aufgaben fur die Versuche (51). Bei dieser Forderung berufen sie sich auf Lynn Nadel, die
1995 behauptete, dass samtliche Studien ,natur-blind“ seien, das heil3t, dass kein
erkennbarer Zusammenhang zwischen dem natirlichen, zum Uberleben notwendigen
Verhalten und den in den Versuchen geforderten Verhaltensweisen besteht (52). Gerlai
und Clayton (49) betonen, dass Tiere im Labor Verhaltensweisen zeigen, die schwer zu
interpretieren sind, da sie genetisch pradisponiert sind, selektiv auf bestimmte Reize zu
reagieren, die unter Versuchsbedingungen verandert sind. Sarter und Berntson (50)
antworten darauf, dass der naturalistische Ansatz zwar nutzlich sei, um interessante
Phanomene zu identifizieren, aber haufig die rigorose Kontrolle und die systematische
Manipulation der fur die Forschung wichtigen Variablen ausschlie3t. In ihrer Antwort
schreiben Gerlai und Clayton (51), dass naturalistische Untersuchungen zwar besonders
wichtig seien, um genetische Varianzen darzustellen, sie aber nicht ausschlie3lich
anzuwenden seien. Vielmehr sehen sie die vielversprechendste Variante in der
Kombination von ethologischer Relevanz und rigoroser Kontrolle. 1997 haben Rogers et al.
(33) ein komplexes Protokoll zur Untersuchung von Mausphanotypen vorgestellt. Das

SHIRPA besteht aus drei Phasen. In der ersten Phase, die auf den Beob-

46



achtungsprozeduren nach Irwin basiert, werden standardisierte Methoden verwendet, um
ein Verhaltens- und Funktionsprofil durch Beobachtung zu erhalten. In dieser Phase
werden Defizite in Gang und Haltung, bei motorischer Kontrolle und Koordination,
Veranderungen in Erregbarkeit und Aggression, Salivation, Lakrimation, Piloerektion,
Defakation, Muskeltonus und Temperatur erfasst. Eine grobe Einschatzung der Analgesie
ist ebenfalls moglich. Die zweite Phase beinhaltet eine komplexe Testbatterie zur
Verhaltensanalyse, Balance und Koordination sowie pathologische Untersuchungen. Die
Tests der dritten Phase sind malgeschneidert flr die Untersuchung existenter oder
potentieller Krankheitsmodelle ebenso wie die Einschatzung phanotypischer Variabilitat,
die das Ergebnis unbekannter genetischer Einflisse sein kdnnten. Im gleichen Jahr haben
auch Crawley und Paylor ihre Vorschlage fur ein komplexes Testprotokoll zur Phano-
typisierung von Mausen vorgestellt (53). Sie legen Wert auf eine allgemeine Gesund-
heitsuntersuchung zu Beginn, da diverse Gesundheitseinschrankungen mit den Anfor-
derungen in den Tests kollidieren kénnten und somit die Auswertung verfalschen wurden.
Dabei werden zunachst das Korpergewicht und die rektale Korpertemperatur bestimmt.
Zusatzlich werden Beobachtungen Uber abnorme Korpereigenschaften in dieser Phase
notiert. Dazu gehdren schlecht gepflegtes Fell, kahle Stellen oder das Fehlen von
Schnurrhaaren (54,55). Als Nachstes wird ein kursorischer neurologischer Status erhoben,
der auf den Irwin-Prozeduren basiert. AnschlieRend werden verschiedene Verhaltens-,
motorische Funktions- sowie Reflextests durchgefiihrt. Mit dem Rotarod und dem Hinter-
pfotenabdrucktest, bei dem das Laufmuster durch Pfotenabdriicke auf einem Papier ent-
lang eines dunklen Tunnels untersucht wird, sollen Koordination, Gleichgewicht und Ataxie
getestet werden. Im Anschluss sollen komplexe Tests, die das Lernverhalten und Ge-
dachtnisprozesse evaluieren, z.B. Morris-Wasserlabyrinth, passives Vermeidungsverhal-
ten, reiz- oder kontext-konditionierte Angst, durchgefihrt werden. Crawley und Paylor (53)
meinen, dass fur jede Funktion mehrere, standardisierte und gut charakterisierte
Verhaltensparadigmen verwendet werden sollten. Auch Lisa Gold hat sich 1999 mit dem
Problem einer hierarchischen Strategie zur phanotypischen Analyse von Mausen be-
schaftigt (56). Hierarchische Strategien kénnen demnach angewendet werden, um Multi-
levelanalysen des Verhaltens von Mausen durchzufiihren. Sie selbst hatte schon 1996 dar-

gestellt, dass eine aussagekraftige Methode, um Verhalten zu verandern bzw. Unter-
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schiede zwischen verschiedenen Gruppen zu verstarken, die Anwendung pharmako-
logischer Substanzen sei (57). Sie schreibt, dass die standardisierten neuroethologischen
Protokolle kurze Prifungsverfahren beinhalten, die an allgemeine neurologische Untersu-
chungen an Patienten erinnern. Auch sie stellt die Phase der Beobachtung an erste Stelle,
um eine grobe Einschatzung von Verbesserung oder Verlust einer Fahigkeit zu ermog-
lichen. Die in den folgenden Tests untersuchten Entitdten sind Erregbarkeit, Nahrungs-
aufnahme, motorische Aktivitat, kognitive Funktionen sowie Sinneswahrnehmungen. Die
Verwendung hierarchischer Strategien, die aus verschiedenen Untersuchungen bestehen,
maximiert die von jedem phanotypisierten Tier gewonnenen Informationen und ermdglicht
die testlbergreifende Interpretation der Ergebnisse. Dabei kbnnen komplexe Merkmale,
die mit normaler oder abweichender neurologischer Funktion und Verhalten zusammen-
hangen, wie z.B. Kognition, zirkadianer Rhythmus, Appetit, hedonistische Kapazitat, moto-
rische Fahigkeiten und Schmerzempfindlichkeit, untersucht werden. Rogers et al. haben
das SHIRPA bei der Untersuchung von sechs Mausstammen angewendet und damit die
Unterschiede zwischen den Stammen dargestellt (58). Dabei ist das Problem des multiplen
Testens durch das Untersuchen von jeweils einem Merkmal pro Test aufgetreten, das fir
umfangreiche Datenstrukturen bekannt ist. Dabei steigt das Risiko, falsche Veranderungen
zu beobachten bzw. relevante Unterschiede nicht zu erkennen. Nur ein Jahr spater haben
Rafael et al. Dmd™- und Dmd™™*'-M&use mit dem SHIRPA untersucht (59). Obwohl
allgemein die Meinung herrscht, dass diese Stamme kaum klinische Zeichen ihrer
Muskeldystrophie zeigen, konnten im SHIRPA Defizite in vier spezifischen Tests nachge-
wiesen werden. Daher vertreten die Autoren die Meinung, dass besonders die erste Phase
des SHIRPA nicht nur zur Identifizierung diskreter neuromuskularer Mutanten, sondern
auch zur Erkennung qualitativer Unterschiede zwischen Mutanten mit neuromuskularen
Abnormalitaten dient. In ihrem genomweiten, phanotypisch orientierten Mutagenese-
programm verwendeten Nolan et al. 2000 (60) das SHIRPA, um die erhaltenen Phanoty-
pen zu untersuchen, und erhielten so auf relativ einfache und schnelle Weise ausfuhrliche
Daten Uber samtliche mutierten Stamme. Van der Staay und Steckler behaupten (61), dass
die Beobachtung des Verhaltens und der Physiologie der Maus der erste Schritt in der
Phanotypisierung des Verhaltens sei. Fur sie stellen die Prozeduren, die auf den urspriing-

lichen Irwin-Prozeduren basieren, wie das SHIRPA oder die Vorschlage von Gold (56)
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sowie Crawley und Paylor (53), Beispiele flr die hierarchische Einschatzung des
Verhaltensphanotyps mutierter Mausstdmme dar. Rogers et al. flhrten (62) eine
longitudinale Studie neuronaler Defizite mittels des SHIRPA durch. Sie sprechen in ihrem
Artikel die Notwendigkeit eines standardisierten Protokolls fir solche Studien besonders in
Bezug auf Medikamentenwirkungen an. In ihrer Studie beobachteten sie eine Dynamik der
Defizite in Abhangigkeit vom Lebensalter der untersuchten Mause. Damit haben sie
erstmalig die Wertigkeit des SHIRPA als effektives Protokoll zur Dokumentation eines
progressiven neurologischen Defizits bewiesen. Gerlai beschreibt das SHIRPA als
standardisierte und weit etablierte Testbatterie zur Verhaltensforschung (63). Den Vorteil
dieser Herangehensweise sieht er in der Standardisierung und damit der Vergleichbarkeit
zwischen verschiedenen Laboratorien.

Auf der Basis dieser Entwicklungen haben wir das SHIRPA als Grundlage fir unsere
Phanotypevaluation ausgewahlt. Da die Tests kontrar zu den Aussagen von Rogers et al.
(33) doch relativ zeit- und materialaufwendig sind und wir die SJL/J-Mause nicht in ihrem
kompletten Phanotyp charakterisieren wollten, haben wir unsere Tests zwar an das
Protokoll angelehnt, uns aber flr einfachere und spezieller auf die motorische
Funktionsbeurteilung abzielende Versuche entschieden. Die klinische Einschatzung erwies
sich als schwierig. Das lag zum einen an der fehlenden Korrelation zwischen Krankheits-
schwere, wie in der Histologie nachgewiesen, und den motorischen Eigenschaften der
Tiere und zum anderen an einer mangelnden Kooperation der Tiere bei bestimmten Test-
verfahren.

Besonders Crawley und Paylor (53) betonen die Fellqualitat als generellen Marker fir den
Gesundheitszustand der Mause. Pachner und Kantor zeigten (64), dass Mause mit experi-
menteller autoimmuner Myasthenia gravis (EAMG) bei starker Krankheitsschwere ein
struppiges Fell aufwiesen. Da hierbei die Beschaffenheit des Felles bezuglich seiner Glatte
und seines Glanzes beurteilt wurde, unterliegt dieser Parameter einer gewissen Subjekti-
vitat, das heildt, er ist untersucherabhangig. Daher sollte bei Anwendung eine Kontinuitat
der Beobachter gewahrt werden, worauf wir in diesem Projekt geachtet haben. Aulierdem
mag diese Eigenschaft abhangig von der Untersuchungszeit sein, da der zirkadiane
Rhythmus einen Einfluss auf den Zeitpunkt der Fellpflege und deren Intensitat haben

konnte.
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Bei Irwin (43) sind Fortbewegung sowie Ausdauer, Kérperhaltung, Koordination und
Muskeltonus Bestandteil des neurologisch-ethologischen Profils. In dem von Rogers et al.
(33) vorgestellten SHIRPA ist die Einschatzung von Gang und Haltung, motorischer Kon-
trolle, Koordination und Muskeltonus in der Beobachtungsphase wesentlich. In der zweiten
Phase wird die Spontanmotorik in horizontaler und vertikaler Ebene gemessen. Crawley
und Paylor (53) haben fir die Beurteilung der Spontanmotorik Mause in einem leeren Kafig
Uber einen Zeitraum von drei Minuten beobachtet, wobei auf ungewdhnliche Verhaltens-
weisen geachtet wurde. Lisa Gold (56) betrachtet die Einschatzung der Spontanmotorik als
Grundlage flr die Bewertung von Mausen in der Mutagenese oder auch der pharmakologi-
schen Forschung. Fir die Untersuchung der Spontanmotorik haben Rogers et al. (58) eine
Apparatur mit acht Perspex-Kafigen verwendet, die alle in einem Netz von Infrarotlasern
standen, wobei die Anzahl der Laserstrahlunterbrechungen als Korrelat fir die Spon-
tanmotorik bestimmt wurde. Auch Nolan et al. (60) verwendeten zur Einschatzung der
Spontanmotorik ein Lasersystem, wobei sie die Strahlunterbrechungen und die Anzahl der
Kafigdurchkreuzungen in einem 35-Minuten-Intervall bewerteten. Wir haben uns aus Prak-
tikabilitatsgrinden fir eine Vorgehensweise entschieden, die sich an Crawley und Paylor
(53) orientiert. Bei den Ergebnissen handelt es sich um einen subjektiven Eindruck, den die
Maus auf den Beobachter macht. Daher ist dieser Parameter vom Beobachter abhangig.
Diesen Fehler haben wir durch Kontinuitat minimiert. Zusatzlich ist dieser Eindruck relativ,
da er von der Leistung der vorher gesehenen Mause abhangig ist. Da nicht alle Mause an
einem Tag beurteilt wurden, ist hier eine potentielle Fehlerquelle vorhanden.

Ebenfalls aus Praktikabilitdtsgriinden haben wir nicht das Rotarod verwendet, wie es Jones
und Roberts (65) beschrieben haben und welches Rogers et al. im SHIRPA (33) verwen-
den, sondern den Tieren ein einfaches Laufrad im Untersuchungskafig angeboten. Wir
konnten diesen Parameter nicht in die Auswertung nehmen, da die meisten Mause das
Laufrad nicht benutzten, und ob alt oder jung, gesund oder krank sich meist nur von aulen
anlehnten, darunter durchkrochen oder durchkrabbelten. Wir vermuten, dass fir diesen
Test eine Gewdhnung an das Laufrad vor dem Untersuchungstag notwendig gewesen
ware, damit die Tiere das Gerat kennen und nutzen wurden.

Im SHIRPA ist das ,Drahtmaneuver” als Teil der motorischen Testbatterie gelistet (33). Ra-

fael et al. (59) beschreiben diesen Test als besonders sensitiven Test, um motorisch einge-
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schrankte Mause, die sonst keine offenkundigen Zeichen der Muskelschwache zeigen, zu
identifizieren. Pachner und Kantor (64) haben bei Mausen mit EAMG und ihren Kontrollen
eine Abwandlung verwendet, wobei die Mause flir 30s Uber ein Gitter gezogen wurden, an
dem sie sich festhalten sollten. Nach dieser Ubung wurde das Gitter mit der Maus
invertiert, was das Tier dazu zwang, sich am Gitter festzuhalten. Im Gegensatz zu ihren
Kontrollen fielen die myasthenischen Mause vom Gitter. Der Stabchentest, bei dem der
einzige Unterschied zum ,Drahtmaneuver” darin lag, dass ein Holzstabchen und kein Draht
verwendet wurde, sollte eine objektive, quantitative Einschatzung der motorischen
Leistungsfahigkeit der zu untersuchenden Mause ermdglichen. Die Durchfihrung erwies
sich jedoch besonders bei den Kontrollen als schwierig. Diese lieRen sich haufig sofort
fallen oder hielten sich erst gar nicht am Stabchen fest. Daraus ergibt sich in der
Auswertung, dass die alten SJL/J-Mause sich langer am Stabchen hielten als ihre jungen
Artgenossen oder die Kontrollmause. Somit ist der Stabchentest nicht geeignet, um das
Stadium der Krankheit zu erkennen bzw. kranke von gesunden Tieren zu unterscheiden.

Bei dem von Crawley und Paylor (53) vorgestellten Protokoll ist das Gewicht einer der
grundlegenden und daher zuerst zu bestimmenden Parametern. Es kann Aufschluss
geben Uber das Ausmal} des binde- und fettgewebigen Umbaus der Muskulatur. Zudem
mag es Hinweise auf Entwicklungsverzogerungen liefern. Aufgrund der auto- und
fremdaggressiven Verhaltensweise kann die Entwicklung der Einzeltiere gehemmt oder
verzogert verlaufen sein, da die schwachen Individuen in einem Kafig einen eingeschrank-
ten Zugang zu Futter und Wasser hatten, entzindete Wunden aufwiesen und optisch
kleiner als ihre starkeren Stammesgenossen wirkten. Auch die geistige und psychosoziale
Entwicklung kann durch dieses Verhalten beeintrachtigt worden sein. Das kénnte sich auf
unsere Untersuchungen dahingehend ausgewirkt haben, dass die Mause nicht heraus-

fanden, wie das Laufrad funktioniert.

9.2 Diskussion der Ergebnisse
9.2.1 Klinische Tests

Fur Crawley und Paylor (53) ist die Fellqualitat bzw. die Fellpflege ein Marker flr den allge-
meinen Gesundheitszustand des Tieres. Howland et al. zeigten (66), dass ihre SOD1

G93A L26H transgenen Ratten, die ein Modell fir die amyotrophe Lateralsklerose

51



darstellen, sich nach Beginn der Erkrankung durch nachlassige Fellpflege und damit
struppigeres Fell auszeichnen. Auch unsere Untersuchung ergab, dass struppiges Fell bei
den alten SJL/J-Mausen fast durchgehend im Gegensatz zu den gesunden Kontrollen oder
den jungen Stammesgenossen vorkam, die alle glattes Fell zeigten. Daraus folgt, dass die
Fellqualitat ein guter Parameter ist, um optisch abzuschatzen, ob es sich um eine kranke
oder eine gesunde Maus handelt. Sie sagt jedoch nichts Uber die Schwere der Krankheit
aus und erlaubt lediglich eine qualitative Einschatzung.

Bei mdx-Mausen fanden Bulfield et al. (67) bei der Beschreibung dieses Dystrophiemo-
dells, dass mdx-Mause insgesamt wenig Klinik bzw. motorische Einschrankungen aufwie-
sen. Lediglich bei einer zwdlf Monate alten Maus fanden sich Muskelzittern und eine ge-
stérte Koordination in der Spontanmotorik. Dagegen legen die Studien von Dangain und
Vrbova (68) sowie Torres und Duchen (69) nahe, dass auch mdx-Mause Anzeichen einer
leichten Form der Muskelschwache zeigen. In der Untersuchung von Dangain und Vrbova
zeigten zwei bis vier Wochen alte mdx-Mause eine gestorte Beweglichkeit bei visueller
Inspektion. Torres und Duchen stellten dagegen fest, dass sich mdx-Mause weniger fest
am Gitter festhielten als die Kontrollen. Muntoni et al. (70) fanden in einer quantitativen
Analyse, dass junge mdx-Mause eine gestdrte Spontanmotorik aufwiesen. In der
Nachfolgestudie (71) versuchten sie, eine Korrelation zwischen dem Prozess der
Nekroseinduktion und Regeneration und der in-vivo-Funktionsstorung nachzuweisen.
Dabei ergaben die Untersuchungen, dass nur die jungen mdx-Mause von 15d Lebensalter
eine signifikant reduzierte Spontanmotorik aufwiesen, altere zeigten keinen Unterschied zu
den Kontrollen. Lefaucheur et al. (72) untersuchten den Phanotyp der mdx-Maus im Alter.
Sie stellten fest, dass bis zum Alter von 18 Monaten keine Muskelschwéache zu beobachten
war. Vaillend et al. (73) untersuchten den Einfluss der Dystrophinmutation in elf Wochen
alten mdx-Mausen auf das Verhalten. Unter anderem untersuchten sie die Spontanmotorik
in einem Zweikafigsystem sowie den Traktionsreflex (,Drahtmaneuver”). Sie konnten
jedoch keine signifikanten Unterschiede zwischen mdx- und Kontrollmausen finden.
Heimann et al. (74) untersuchten die Interferenz von Myotonie und Muskeldystrophie. Dazu
verwendeten sie mdx-Mause, A2G-adr-Mause und C57BL/6-Kontrollen. Auch sie
Uberwachten die Spontanmotorik. Hier zeigte sich, dass mdx-Mause eine signifikant

geringere motorische Aktivitat aufwiesen als die C57BL/6-Kontrollen. Coccurello et al. (75)
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zeigten in ihrer Untersuchung des Einflusses der mdx-Mutation auf die Wirkung von
Nikotin, dass mdx-Mause eine signifikant geringere Spontanmotorik aufwiesen. Obwohl die
differenzierteren Arbeiten eine reduzierte Spontanmotorik bei den mdx-Mausen finden, ist
nicht sicher, dass es sich hierbei um einen guten klinischen Parameter zur Untersuchung
der Krankheitsschwere bei diesen Tieren handelt. Daher schlagen manche Autoren andere
Untersuchungen als Verlaufsparameter vor. So untersuchten z.B. Han et al. (76) mdx-
Mause mittels Elektromyographie und konnten dort deutliche dystrophie-typische Poten-
tiale erkennen.

Ein Mausmodell fir die amyotrophe Lateralsklerose haben Ripps et al. (77) mit ihren
SOD1-mutierten Mausen vorgestellt. Diese Tiere zeigten ab dem dritten bis vierten
Lebensmonat in der Spontanmotorik eine generalisierte Muskelschwache, die innerhalb
von 72h bis zur vollstdndigen Immobilisierung voranschritt. Auch Johnston et al. (78)
verwendeten die Spontanmotorik, um ihre SOD G93A transgenen Mause zu untersuchen.
Dabei stellten sie fest, dass diese Tiere eine normale motorische Funktion in den ersten
drei bis vier Monaten aufwiesen. Sie zeigten eine Immobilisierung in mindestens einer
Extremitat im Alter von vier bis finf Monaten. In ihrer Untersuchung von SOD1 transgenen
Ratten haben Howland et al. (66) die Stérung der Spontanmotorik als Marker fur den
Beginn der Motorneuronerkrankung gewertet. Der Krankheitsbeginn stellte sich meist als
abnormaler Gang der Hinterlaufe nach durchschnittlich 115 Lebenstagen dar.

In dieser Studie zeigte sich fur die Spontanmotorik eine Variablenkonstanz bei den alten
SJL/J-Mausen und den Kontrollmausen. Bei den zuerst genannten war die Spontanmotorik
immer herabgesetzt, bei den Kontrollmausen stets normal. Bei den jungen SJL/J-Mausen
waren normale und herabgesetzte Spontanmotorik zu fast gleichen Teilen vertreten.
Daraus folgt, dass die Spontanmotorik im spateren Verlauf ein sicheres Merkmal ist, um
kranke Mause zu identifizieren. Die Veranderung dieses Merkmals verhalt sich jedoch nicht
linear zum Alter, es schlagt vielmehr abrupt um. Die Starke der motorischen Beeintrach-
tigung gibt keinen Hinweis auf die Schwere oder Aktivitat der Erkrankung. Man kann mit
der Beobachtung der Spontanmotorik lediglich die alteren kranken Mause erkennen,
weshalb weitere Untersuchungen notwendig sind, um genauere Aussagen uber die

Krankheitsschwere treffen zu konnen.
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Die Ergebnisse aus dem Laufrad-Test erlauben keine Aussagen zu Erkrankung, Stadium
und Schwere. Es scheint, dass ein gewisses Alter und eine gewisse Entwicklung sowie
eine Gewodhnungsphase vonnéten sind, damit die Mause das Laufrad benutzen kénnen.
Daher ist diese Untersuchung nicht dafir geeignet, in diesem Mausmodell die Klinik zu
beurteilen.

Fur das 1968 von Jones und Roberts (65) eingefihrte Rotarod gibt es hartere Daten. So
zeigten Muntoni et al. (71) fir mdx-Mause, dass junge Tiere (15d) eine extreme Schwache
und eine funfmal reduzierte Ausdauer als die Kontrollen aufwiesen. Die 20 Tage alten mdx-
Mause hatten ebenfalls eine signifikant schlechtere Ausdauer, altere Tiere wiesen immer
noch schlechtere Werte auf als die Kontrollen, zeigten aber keine signifikanten Unter-
schiede.

Im Stabchentest waren die alten SJL/J-Mause soweit beurteilbar - besser als die Kontroll-
mause oder die jungen SJL/J-Mause. Daher ist dieser Test mit seinen Ergebnissen nicht
zur Diagnostik von Muskelerkrankungen geeignet.

Auch bei mdx-Mausen konnten bei der Untersuchung des Traktionsreflexes (,Drahtmaneu-
ver®) durch Vaillend et al. (73) keine Unterschiede zu den Kontrollmausen festgestellt wer-
den.

Weller et al. (30) verwendeten den Gittertest zur Einschatzung der Kraft der SJL/J-Mause.
Hier zeigten die jungen SJL/J-Mause (drei bis finf Monate alt) eine starkere Kraft als die
von Weller verwendeten Balb/c-Kontrollen. Bei Beginn der histopathologisch nachweisba-
ren Veranderungen ab dem sechsten Monat war jedoch ein signifikanter Kraftverlust
nachweisbar, der bis zum neunten Lebensmonat fortschritt. Bei unseren Untersuchungen
zeigte sich, dass alte SJL/J-Mause insgesamt schlechter abschnitten als die Kontrollen.
Auch zeigten erstere tendenziell schlechtere Ergebnisse als junge Stammesgenossen.
Trotzdem ist dieser Test nicht verlasslich, um sicher kranke von gesunden Tieren zu unter-
scheiden.

Es zeigte sich eine klare Altersabhangigkeit des Gewichtes, jedoch keine Abhangigkeit von
der Erkrankung. Da das Gewicht bei jungen Tieren vergleichbar in beiden Stdmmen war
und erst im Alter eine merkliche, jedoch knapp nicht signifikante Differenz zeigte, ware es
madglich, dass mit einer groReren Stichprobe hier ein signifikantes Ergebnis erreicht worden

ware. Dann ware das Gewicht zumindest im Alter ein Diskriminator zwischen gesund und
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krank. So kann das Gewicht nicht als Parameter zur Bestimmung des Krankheitszustandes
gewertet werden, es kann lediglich als Trend genutzt werden. Interessanterweise ist es bei
mdx-Mausen genau umgekehrt (79). Hier zeigten die kranken Tiere sowohl ein hdheres
Korpergewicht als auch schwerere Muskeln. Daraus folgern die Autoren, dass aufgrund
des erhohten Regenerationsprozesses im Rahmen der Duchenne-artigen Muskeldystro-
phie bei der mdx-Maus die Muskeln hypertrophieren und sich daraus ein hoheres Korper-
gewicht als bei den Kontrollmausen ergibt. Hingegen zeigten Howland et al. (66) fur die
SOD1 transgenen Ratten, dass diese nach Beginn der Erkrankung Gewichtsverlust als
eines der klinischen Symptome aufwiesen.

Aus den o.g. Ausflhrungen folgt, dass keines unserer klinischen Testverfahren eine Dia-
gnostik bezuglich der Muskeldystrophie bzw. ein Monitoren der Progression hinreichend
verlasslich ermoglicht. Fur diese Fragestellung mussen weitere, besser standardisierte
Testverfahren entwickelt werden, um eine klinische Diagnose objektiv zu erlangen. Sind
die technischen Voraussetzungen vorhanden, dann sind die Testvorschlage des SHIRPA
(33) eine gute Alternative, um den Phanotyp und die Klinik dieser Mause zu beschreiben.
Eine speziell auf die Eigenschaften der SJL/J-Maus zugeschnittene Testbatterie, die
Fellqualitat, Spontanmotorik, gegebenenfalls das Gewicht sowie sensitivere motorische
Tests beinhaltet, ware zur Einschatzung der klinischen Auspragung der Erkrankung
wunschenswert. Nichtsdestotrotz wird eine rein klinische Einschatzung unzureichend
bleiben, weshalb zur Diagnostik der Muskelerkrankungen und der Beschreibung ihres
Stadiums und ihrer Aktivitat der Goldstandard der Histologie und Immunhistologie

herangezogen werden muss.

9.2.2 Histologische Tests

Die histologischen Untersuchungen haben sich als bessere Parameter zum Monitoren der
Krankheitsprogression in den SJL/J-Mausen erwiesen als die klinischen Tests. Die
klassischen Muskeldystrophiezeichen, Nekrose und Regeneration sowie binnenstandige
Nuklei, wurden noch um den Parameter ,Entziindung® bei der Dysferlin-Defizienz erweitert.
Zusatzlich fanden wir in einigen Mausen Amyloidablagerungen in den Herzschnitten.

Das Fasersplitting ist ein Ausdruck der Uberstlurzten Faserregeneration, die im dystrophen

Muskel neben dem Faseruntergang stattfindet. Schon Bittner et al. (31) zeigten, dass es

55



bei der SJL/J-Maus im hdheren Alter (dort 450d) zu diesem Phanomen als Ausdruck der
Muskelschadigung kommt. Bei Bansal et al. (20) hatten die SJL/J-Mause bis zum achten
Lebensmonat ausgepragte Muskelpathologien, u.a. Fasersplittings, entwickelt.

Auch unsere Ergebnisse zeigen, dass das Merkmal der Fasersplittings ein guter Parameter
ist, um gesunden von krankem Muskel zu unterscheiden. Zudem Iasst sich uber die Anzahl
der Fasersplittings pro 100 Fasern auch eine Aussage uber das Stadium und die Schwere
der Erkrankung treffen, da die Anzahl mit dem Alter steigt.

Muntoni et al. (71) fanden auch bei 20 Monate alten mdx-Mausen Fasersplittings als
histologisches Korrelat der Muskeldystrophie. Auch fiir die Dysf"-Maus fanden Ho et al.
(40) ab dem funften Monat Fasersplittings als Ausdruck der Muskelschadigung, bei der
A/J-Maus war es in milderer Auspragung zu beobachten.

Somit ist die Anzahl der Fasersplittings pro 100 Fasern ein unspezifischer, aber dennoch
verlasslicher Parameter zur Einschatzung der Krankheitsschwere sowie zur Unterschei-
dung zwischen kranken und gesunden Tieren.

Da bei gesunden Muskelfasern die Kerne wandstandig liegen und nur zur regenerativen
Spaltung in das Innere des Zytoplasmas wandern, sind zentralisierte Kerne ein Ausdruck
der Umbauvorgange im dystrophen Muskel. In der Arbeit von Weller et al. (30) zeigte sich,
dass die Zentralisierung von Nuklei eine der friihen histologischen Manifestationen der
Muskeldystrophie bei den SJL/J-Mausen darstellt. Bei ihnen zeigten schon die jungen
Tiere, zwei und vier Monate alt, viele Fasern mit zentralisierten Kernen. Ab dem achten
Lebensmonat wiesen die Ubriggebliebenen Muskelfasern haufig zentralisierte Nuklei auf.
Auch bei Bittner et al. (31) trat dieses Merkmal schon bei sehr jungen (24d) SJL/J-Mausen
auf. Bansal et al. (20) beschreiben das Auftreten von zentralisierten Kernen als sporadisch
ab einem Alter von zwei Monaten, wobei die Anzahl im weiteren Verlauf stieg. Bei den von
uns untersuchten SJL/J-Mausen waren zentralisierte Kerne selbst in den jlingsten Tieren
nachweisbar, die Anzahl nahm mit dem Alter massiv zu.

Auch bei den mdx-Mausen konnten Bulfield et al. (67) ab einem Alter von drei Wochen
zentralisierte Kerne in einigen ansonsten normalen Muskelfasern nachweisen. Ab dem
Alter von neun Lebenswochen waren zentralisierte Kerne die charakteristische Veran-
derung. Bei Anderson et al. (79) waren zentralisierte Kerne in der 32 Wochen alten mdx-

Maus in fast allen Fasern nachweisbar. Ubereinstimmend berichten Tanabe et al. (80),
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Torres und Duchen (69), Carnwath et al. (81), Karpati et al. (82) sowie Woo et al. (83),
dass zentralisierte Kerne in regenerierenden Fasern das Erkennungsmerkmal der mdx-
Maus ist, wobei die Anzahl der zentralisierten Kerne mit dem Alter zunimmt, bis die
Mehrheit der Fasern betroffen ist. Bei Muntoni et al. (71) zeigten die mdx-Mause ab dem
20. Lebenstag in kleinen Faszikeln basophile regenerierende Fasern mit zentralisierten
Kernen. Ab dem 30. Lebenstag war die Mehrheit der Fasern von dieser Pathologie
betroffen. Im sechsten Lebensmonat zeigten >90% der Fasern zentralisierte Kerne. Ho et
al. (40) konnten fiir die Dysf"-Mause zeigen, dass das erste histologische Zeichen der
Muskeldystrophie zentralisierte Kerne ab einem Lebensalter von zwei Monaten war. Bei
den von Ho ebenfalls untersuchten A/J-Mausen kam es zu ahnlichen, wenngleich nicht so
frlhzeitig auftretenden und nicht so progressiv verlaufenden Pathologien.

Daraus folgt, dass das Vorhandensein zentralisierter Kerne ein unspezifischer, aber
sensitiver Marker flr die Diagnose der Erkrankung und zugleich auch zur Einschatzung der
Krankheitsschwere ist.

Nekrotische Fasern sind ein Ausdruck des Faseruntergangs, in gesunden Mausen durften
selbst im Alter nur wenige bzw. keine nekrotische Fasern in den histologischen Schnitten
nachweisbar sein.

Unsere Ergebnisse zeigen, dass das Merkmal der Anzahl der nekrotischen Fasern pro 100
Fasern eine gute Moglichkeit ist, histologisch gesunde und kranke Mause zu unterschei-
den. Einzig einschrankend ist, dass die Anzahl pro Gewebeschnitt nicht sehr hoch ist und
damit groRen Schwankungen je nach gewahltem Ausschnitt bei der mikroskopischen Un-
tersuchung unterliegen kann. Auch bei der Probenentnahme kann zufallig eine Uberdurch-
schnittlich hohe oder niedrige Anzahl an nekrotischen Fasern erfasst werden. So kénnen
grol3e Unterschiede entstehen.

Auch bei mdx-Mausen sind Faserdegeneration sowie Fasernekrosen ab der neunten Le-
benswoche ein haufiges Merkmal der Dystrophie (67). Die von Dangain und Vrbova (68)
untersuchten mdx-Mause zeigten eine abrupt auftretende und stark ausgepragte Faser-
nekrose beginnend ab einem Alter von drei Wochen, der eine schnelle Regeneration bis
zur vollstadndigen Restitution in der finften Lebenswoche folgte. Damit Ubereinstimmend
beobachteten Anderson et al. (79), dass Nekrosen in der 32 Wochen alten mdx-Maus

weniger stark ausgepragt waren als in der vier Wochen alten. Torres und Duchen (69)
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fanden im gleichen Jahr deutliche Nekrosen kombiniert mit einer histiozytaren Infiltration
bei finf Tage alten mdx-Mausen. Das Ausmal’ der Nekrose erreichte seinen Hohepunkt in
der flnften bis sechsten Lebenswoche, sie war jedoch in geringerem Ausmal} durch das
gesamte Leben nachweisbar. Die Regeneration begann im Alter von zehn Tagen und war
in allen Altersstufen nachweisbar. Muntoni et al. (71) fanden bei mdx-Mausen im Alter von
17d erste Nekrosen, am 20. Lebenstag waren sie deutlich ausgepragter, betrafen haufig
mehrere Fasern oder ganze Faszikel. Ab dem 30. Lebenstag war der nekrotische Prozess
weniger aktiv, im Alter von sechs Monaten waren nur noch wenige nekrotische Fasern
nachweisbar. Die Dysf"-Mause von Ho et al. (40) zeigten ab dem fiinften Lebensmonat
durchweg nekrotische Fasern als Ausdruck der zunehmenden Muskeldystrophie. Auch die
A/J-Mause zeigten diese Befunde, nur dass bei ihnen die Dystrophie sehr viel langsamer
ablief.

Somit sind nekrotische Fasern ein guter Marker fur die Diagnose der Erkrankung. Zudem
zeigte sich eine Abhangigkeit vom Alter, was zudem eine Aussage uUber die Krankheits-
schwere erlaubt.

Schon Weller et al. berichteten (30), dass inflammatorische Veranderungen in allen unter-
suchten sechs und acht Monate alten SJL/J-Mausen nachzuweisen waren. Die Bewertung
dieses Merkmals in der einfachen Histologie trug hier nicht dazu bei, die Schwere der
Erkrankung oder das Stadium zu diagnostizieren. Auch Bansal et al. (20) fanden, dass bei
allen Tieren im achten Lebensmonat entziindliche Infiltrate in Form von Makrophagen
vorlagen. Nemoto et al. (84) untersuchten 20 Mause in vier verschiedenen Altersgruppen
(60d, 120d, 240d und 360d) und konnten zumindest die Tendenz nachweisen, dass der
Grad der Entziindungsreaktion in den alteren Tieren starker war. In immunhistologischen
Farbungen fanden sie, dass die Anzahl der Entzlindungszellen mit fortschreitendem Alter
anstieg, wobei die prozentuale Aufteilung der Subtypen konstant blieb. Somit scheinen
immunhistologische Farbungen vonnoten zu sein, um die Entzindungsaktivitat als
Parameter der Erkrankungsschwere verwenden zu konnen. Dahingegen ist der Unter-
schied in diesem Merkmal in unserer Untersuchung zwischen jungen SJL/J- und jungen
Kontrollmausen hoch signifikant. Da auch im Vergleich der alten Mause beider Stamme ein
hoch signifikanter Unterschied nachzuweisen ist, ist dieses Merkmal daflir geeignet,

gesunde von kranken Mausen zu unterscheiden. Bittner et al. (31) beschreiben ent-
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zundliche Infiltrate in der SJL/J-Maus ab dem siebten Lebensmonat. Bulfield et al. (67)
konnten bei den von ihnen untersuchten mdx-Mausen entzindliche Infiltrate in Form
phagozytischer Zellen ab der dritten Lebenswoche nachweisen, welche im Verlauf
zunahmen. Auch Anderson et al. (79) beschreiben bei vier Wochen alten mdx-Mausen
Flecken blasser und degenerierter extrafusaler Fasern sowie eine Infiltration mit mono-
nuklearen Zellen. Diese Degeneration und Infiltration erwiesen sich in Langsschnitten als
segmental und betrafen nur einen Teil der Faserlange. Die entzindlichen Infiltrate waren
bei der vier Wochen alten Maus starker ausgepragt als bei der 32 Wochen alten. Bei
Muntoni et al. (71) waren ab dem 20. Lebenstag in den untersuchten mdx-Mausen Infiltrate
mit Phagozyten nachweisbar. Lefaucheur et al. (72) untersuchten alte mdx-Mause (mind.
20 Monate alt) und fanden auch dort entzliindliche Infiltrate in vielen untersuchten Muskeln.
Bei den Dysferlin-defizienten Dysf”-Mausen konnten Ho et al. (40) ab dem fiinften Lebens-
monat eine Infiltration durch mononukleare Zellen nachweisen, diese Veranderungen liefen
bei den A/J-Mausen langsamer ab.

Daher eignet sich die Beurteilung der Starke und Anzahl der entziindlichen Infiltrate auf
subjektiver Basis im direkten Vergleich zur Identifizierung der kranken Individuen in einem
Kollektiv. Eine Aussage Uber die Schwere der Erkrankung oder ihre Aktivitat sowie ihr
Stadium lasst sich daraus nicht machen.

Bei der Gliedergurtelmuskeldystrophie kommt es zu einer Atrophie der Muskeln und nach-
folgend zu einem Muskelersatz durch Fett- und Bindegewebe. Weller et al. (30) beschrie-
ben, dass dieser Prozess bei der SJL/J-Maus um den zehnten Lebensmonat begann und
mit fortschreitendem Alter weiter zunahm. Bittner et al. (31) beobachteten hingegen den
Muskelfaserersatz durch Fett- und Bindegewebe schon ab dem siebten Lebensmonat.
Bansal et al. (20) zeigten damit Ubereinstimmend, dass bei SJL/J-Mausen im achten
Lebensmonat schon Fettgewebseinlagerungen nachweisbar waren.

Unsere Ergebnisse zeigen, dass die Gewebszusammensetzung sich in kranken Mausen
zwar verandert, dieser Unterschied zwischen jungen und alten Tieren aber keine
Signifikanz zeigt. Damit ist dieses Merkmal ungeeignet, um eine Aussage Uber das
Krankheitsstadium oder die Aktivitat treffen zu kénnen. Auch der Unterschied zwischen
den jungen Mausen beider Gruppen ist nicht signifikant, weshalb bei jungen Tieren dieses

Merkmal nicht zur Differenzierung zwischen kranken und gesunden Individuen dient. Im
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hoheren Alter und mit Fortschreiten der Erkrankung gewinnt dieses Merkmal an Be-
deutung, bei den alten Tieren kann man mit seiner Hilfe zwischen krank und gesund
unterscheiden.

Die mdx-Mause zeigten schon ab der zwdlften Lebenswoche einzelne Foci von Fettzellen-
ansammlungen (67). Cooper beschreibt die Abwesenheit von relevanten Fetteinlage-
rungen in der mdx-Maus als markanten Unterschied zur humanen Muskeldystrophie
Duchenne (85). Bei Dysf"-Mausen konnten Ho et al. (40) Fetteinlagerungen ab dem fiinf-
ten Lebensmonat nachweisen, bei den A/J-Mausen trat dieses Merkmal wie alle anderen in
einer milderen Auspragung und einem langsameren Verlauf auf.

Daher hilft dieses Merkmal erst im hoheren Lebensalter der Versuchstiere, um zwischen
kranken und gesunden Tieren zu differenzieren. Es erlaubt keine Aussage zu Aktivitat und
Schwere der Erkrankung und hilft bei der Diagnostik erst in den spateren Krankheitssta-
dien.

Ab dem achten Lebensmonat beschrieben Weller et al. (30) Kalibervarianzen in den Faser-
querschnitten der SJL/J-Mause. Diese Varianzen nahmen mit fortschreitendem Alter und
Krankheitsverlauf noch weiter zu. Damit stimmen sie mit den Befunden von Bittner et al.
(31) Uberein, die eine grol’e Faserkalibervarianz bei Mausen mittleren Alters (hier 279d)
bemerkten. Auch bei den mdx-Mausen zeigte sich ab einem Alter von drei Wochen eine
leichte Kalibervarianz, die ab einem Alter von neun Wochen durch VergréRerung einzelner
und Atrophie anderer Fasern deutlich prominent war (67). Anderson et al. (79) beschreiben
bei der 32 Wochen alten mdx-Maus eine extreme Kalibervarianz als dominantes Merkmal.
Muntoni et al. (71) fanden bei den 15d alten mdx-Mausen bereits eine moderate Kaliberva-
rianz, die im Alter zunahm, wobei im jungen Alter nur atrophe neben gesunden Fasern zu
sehen waren, wahrend im héheren Alter auch regenerierte hypertrophe Fasern auftraten.
Bei 20 Monate alten mdx-Mausen fand sich ebenfalls eine starke Variabilitdt der Fa-
serdurchmesser bedingt durch atrophe, gespaltene und hypertrophierte Fasern. Ho et al.
(40) fanden bei ihrer Dysf"-Maus ab dem fiinften Monat eine deutliche Kalibervarianz, bei
den A/J-Mausen waren alle pathologischen Merkmale milder ausgepragt. Um diese Beo-
bachtung zu quantifizieren, mafden wir die Querschnitte der Fasern und bestimmten den

kleinsten und den gréten Durchmesser.
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Ubereinstimmend mit den Ergebnissen der 0.g. Autoren fanden wir, dass die starken Ver-
anderungen des Kaliberdurchschnitts erst im spateren Krankheitsverlauf auftreten, dann
jedoch ein charakteristisches, wenngleich unspezifisches Zeichen der Erkrankung sind.
Dabei treten hypertrophierte, grolRe Fasern relativ friih auf, insgesamt dominieren jedoch

die kleinen, atrophierten Fasern.

9.2.3 Amyloid und Dysferlin

In einigen SJL/J-Mausen fand sich AA-Amyloid in den Herzmuskelschnitten. Diese mut-
mallich nicht immunglobulin assoziierte Amyloidform wurde 1971 erstmalig beschrieben
(86,87,88,89) und wurde als AA-Amyloid bezeichnet, da es durch das Akute-Phase-Protein
Serum-Amyloid A ausgeldst wird (90). Diese Form ist mit chronischen Entziindungs-
(88,92), Malaria (93) und Morbus Waldenstrom (94) vergesellschaftet. Interessanterweise
ist auch bei einigen Patienten mit LGMD 2B Amyloid im Skelettmuskel vorhanden. Dieses
ist jedoch kein AA-Amyloid, sondern scheint vom Dysferlin selbst zu stammen (95). Die
Koinzidenz lasst aber vermuten, dass die Dysferlin-Defizienz zu proamyloidogenen Be-
dingungen im Gewebe flhrt. In diesem Zusammenhang kdnnte auch interessant sein, dass
Dysferlin auller am Skelettmuskel auch in Monozyten besonders exprimiert ist. Die Mono-

zyten sind an der Degradation und dem Abtransport von Amyloid B beteiligt (96).

9.2.4 Anti-C5-Therapieversuch

Unsere Ergebnisse zeigen einen positiven therapeutischen Effekt durch die Gabe von Anti-
C5-Antikérpern. Nach der Gabe der Isotypenkontrolle mit polyklonalem IgG; konnte eben-
falls ein positiver Effekt in der Histologie der Muskulatur gezeigt werden. Dieses Ergebnis
werten wir als unspezifischen Effekt der Immunglobuline, wie er haufig z.B. von Basta et al.
(97) nach der intraven6sen Administration von Immunglobulinen im Rahmen anderer
Erkrankungen beschrieben worden ist. Daraus folgt, dass die Gabe spezifischer Antikérper
bei der Dysferlinopathie nach weiteren Interventionsstudien eine mdgliche Therapieoption

sein konnte.
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9.3 Diskussion des Mausmodells

Wie durch Hohlfeld et al. (29) und Weller et al. (30) schon gezeigt, stellen die SJL/J-Mause
ein gutes Mausmodell fir die spontan auftretende inflammatorische Myopathie dar. Bittner
et al. (31) konnten spater (1999) nachweisen, dass eine Deletion im Dysferlin-Gen zu
dieser Myopathie fuhrt, was die SJL/J-Mause zum einzigen natlrlichen Modell (neben der
A/J-Maus) fur die Dysferlinopathie beziehungsweise die Gliedergurtelmuskeldystrophie Typ
2B (LGMD 2B) macht. Dennoch hat dieses Modell gewisse Nachteile. Laut Angaben des
Zichters (98) neigen die Mause nach einem Lebensjahr zu Retikulumzellsarkomen, die
den M. Hodgkin simulieren. Diese traten bei unseren Tieren friher auf mit zum Teil ausge-
dehnten Tumoren in Leber und Milz. Aulerdem sind diese Tiere empfanglich, eine experi-
mentelle autoimmune Enzephalopathie zu entwickeln, die in der Forschung zur Multiplen
Sklerose ihre Verwendung findet. Beim Zichter findet sich der Hinweis ebenso wie bei
Crispens (38) sowie Ho (40), dass sich die mannlichen Tiere dieser Rasse durch extreme
Aggressivitat auszeichnen. Hingegen fanden Miner et al. (39) nur bei den von JAX
erstandenen Tieren diese Aggressivitat, bei den selbst gezlchteten war sie nicht oder
kaum nachweisbar. Bei unseren Mausen handelte es sich ausschliellich um weibliche In-
dividuen, trotzdem zeigten auch diese ein erhohtes Aggressionsniveau. Dies wurde durch
viele Bisswunden deutlich. Manche Tiere wiesen ein gestortes Sozialverhalten auf, waren
unterernahrt und schreckhaft. Die spatere Unterbringung in kleineren Gruppen verringerte
das Problem zwar, konnte es jedoch nicht I6sen.

Insgesamt muss man sagen, dass SJL/J-Mause kein ideales Modell fir die Dysferlino-
pathie aufgrund der Nebenerkrankungen, ihres aggressiven Verhaltens sowie des Fehlens
einer Kontrolle mit identischem genetischen Hintergrund sind. Es gibt andere Mausmodelle
fur die Dysferlinopathie. Hier ist die A/J-Maus zu nennen, auch von Jackson Laboratories,
die ein ETn—Retrotransposon von 5-6kb in Intron 4 des Dysferlin-Gens eingefligt be-
kommen hat. Diese Mause sind bezuglich der Insertion homozygot. Die Muskelerkrankung
schreitet langsamer fort als bei SJL/J-Mausen, woflr Dysferlin unabhangige genetische
Faktoren verantwortlich gemacht werden. Bei den A/J-Mausen sind gleichfalls die
proximalen Muskeln starker betroffen als die distalen, sie zeigen jedoch auch eine
Beteiligung der abdominellen Muskulatur (40). Auch dieses Mausmodell weist diverse

andere Mutationen auf. A/J-Mause gelten als besonders wenig aggressiv (99). Ein weiteres
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Mausmodell stellt die Dysf"-Maus (B6.129-Dysf™*®™/Mmmbh) dar, die in der Arbeits-
gruppe von Kevin Campbell, University of lowa, hergestellt wurde. Bei diesen Mausen ist
eine Deletion von 12kb, die die letzten drei Exons (Exons 53-55, aa1983-2080) des
Dysferlin-Gens enthalt, durchgeflhrt worden. Diese Deletion fihrt zum Verlust der trans-
membranen Region im Genprodukt. Die Mause haben einen gemischten 129vJ- und
C57BL/6-Hintergrund. Sie sind homozygot fur diese Deletion. Bei diesen Mausen lassen
sich einzelne nekrotische Muskelfasern bereits nach acht Lebenswochen nachweisen, die
aktive Myopathie wird jedoch erst ab der 32. Lebenswoche apparent. Der Krank-
heitsverlauf ist bei diesen Mausen vergleichbar mit dem der SJL/J-Mause und damit
schneller progredient als in der A/J-Maus (20). Eine weitere Dysf"-Maus ist die von der
Arbeitsgruppe von Robert Brown publizierte (40). Bei diesen Dysf’-(Brown)-Mausen wurde
eine 1.8kb grofle Region im Genom deletiert, die das Exon 45 (aa1628-1685) des
Dysferlin-Gens beinhaltet. Durch diese Deletion wird ein Teil der finften C2-Domane (C2E)
des Proteins entfernt. Auch diese Mause besitzen einen gemischten 129vJ- und C57BL/6-
Hintergrund und sind homozygot bezuglich dieser Deletion. Bei diesen Mausen lassen sich
degenerierende Muskelfasern histologisch ab der achten Lebenswoche nachweisen,
vornehmlich in den proximalen und abdominellen Muskeln. Ab der 24. Woche ist eine
aktive Myopathie in allen Skelettmuskeln nachweisbar. Ab einem Alter von 32 Wochen
zeigen einige der Mause eine Muskelschwache in den Hinterlaufen. Die Krankheit verlauft
ahnlich schnell wie bei den SJL/J- und den Dysf"-(Campbell)- und damit schneller als bei
den A/J-Méausen. Ahnlich wie bei den SJL/J- und den A/J- ist bei den Dysf"-(Brown)-
Mausen die proximale Muskulatur schwerer betroffen als die distale. Auch sie zeigen eine
Beteiligung der abdominellen Muskeln, ahnlich wie bei den A/J-Mausen, und zeichnen sich
durch ein niedrigeres Aggressivitatsniveau aus als die SJL/J-Mause (40). Als letztes gibt es
die C57BL/10.SJL-Dysf-Maus aus der Arbeitsgruppe von Dr. R. Bittner, Medical University
of Vienna (100). Die Mutation ist dieselbe wie in den SJL/J-Mausen. Sie wurde auf den
C57BL/10 Hintergrund durch wiederholte Retourkreuzungen Ubertragen. Diese Tiere sind
>99.5% homozygot fur die Dysferlin-Mutation. Histologische Muskelveranderungen und
vereinzelte inflammatorische Infiltrate lassen sich ab der dritten Lebenswoche nachweisen.
Die einzelnen Mause konnen verschiedene Verteilungsmuster der Muskelschwache

zeigen, es sind entweder die proximalen oder die distalen Muskeln schwerer betroffen.
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Auch hier ist der Verlauf der Erkrankung dhnlich dem der SJL/J, Dysf"-(Campbell)- und
Dysf"-(Brown)-Mause und somit schneller als bei den A/J-Mausen. Ein ganz neues
Mausmodell ist die BlaA/J-Maus von Isabelle Richard, Genethon, Frankreich, wobei die
A/J-Mutation auf einen C57BL/6-Hintergrund Ubertragen wurde. Hier liegt also eine
Dysferlin-defiziente Maus mit passender Kontrolle vor. Die Maus ist bislang nur auf einem
Kongress vorgestellt worden und scheint einen sehr milden Phanotyp zu haben.

Bisher sind bei diesen Mausmodellen mit Ausnahme der A/J-Maus weniger Nebenerkran-
kungen beschrieben als bei der SJL/J-Maus, was der Vorteil dieser Modelle ist. Auch ver-
fligen die meisten Uber eine geringer ausgepragte Intraspeziesaggressivitat. Das Problem
der Kontrollen mit demselben genetischen Hintergrund konnte nur teilweise gelost werden.
Der grofl’e Nachteil all dieser neuen Modelle ist, dass eine systematische Charakterisie-
rung der allgemeinen und im Speziellen der motorischen Funktionen sowie der histologi-
schen Veranderungen nicht stattgefunden hat.

Es gabe also gute Argumente, bei der Erfassung der Dysferlin-defizienten Muskel-
dystrophie andere Mausmodelle der SJL/J-Maus vorzuziehen. In der Realitat stehen die
Knockout-Mause anderen Forschern jedoch nicht zur Verfligung. Mit der SJL/J-Maus
haben wir nun ein gut charakterisiertes Modell mit frihem Krankheitsbeginn und gut
quantifizierbarer Progression zwischen der 18. und 28. Lebenswoche. Diese Daten sind
unverzichtbar fur Untersuchungen wie mit dem neuen Kontrastmittel Gadofluorine M im 7T-
MRT. Hier wurde die Kontrastmittelanreicherung im Skelettmuskel von jungen (12-15
Wochen alt) und alten (>30 Wochen alt) SJL/J- und C57BL/6-Mausen flr Gadofluorine M
und Gadomer untersucht. Es zeigte sich, dass das Enhancement mit Gadofluorine M im
Skelettmuskel der alten SJL/J-Mause signifikant starker war als bei den Kontrollmausen.
Dies galt sowohl fir die Uptake-Geschwindigkeit als auch fir die Menge des
aufgenommenen Gadofluorine M. Fir das ebenfalls untersuchte Gadomer liel} sich kein
Unterschied im Enhancement zeigen. In histologischen Untersuchungen zeigte sich, dass
Carbocyanin-markiertes Gadofluorine M in Skelettmuskelfasern der SJL/J-Mause nach-
weisbar war. Bei den Kontrollmausen lief3 sich kein Gadofluorine M im Muskel nachweisen
(101). In seinem Kommentar zu diesem Artikel stellt Unger in Aussicht, dass dies potenziell

die Mdoglichkeit in sich birgt, die Muskeldystrophie nicht-invasiv Uber ihren Verlauf mittels
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MRT im Gegensatz zu der bisher einzig méglichen Uberwachung per Muskelbiopsien zu

monitoren (102).
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