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1 Einleitung

1.1 Die Muskeldystrophie Duchenne

Der Begriff Muskeldystrophie beschreibt eine Gruppe von Erbkrankheiten, die durch
progressive Degeneration von Muskelfasern gekennzeichnet sind. Die Muskeldystrophie

vom Typ Duchenne ist dabei eine der haufigsten und schwersten Formen.

1.1.1 Geschichte

Die friihesten Hinweise auf Muskeldystrophien gibt es in dgyptischen Grabmalereien,
die auf ca. 2800-2500 v. Chr. datiert werden [1]. Aukerdem zeigt ein dgyptisches Relief,
das um 1500 v. Chr. entstand, einen moglichen Fall [2]. Im Jahr 1520 n. Chr. schuf
der italienische Maler Raffael das Werk ,Verkldrung Christi“, in dem Duchenne bei der
Betrachtung des dargestellten Jungen einen moglichen Fall pseudohypertropher Mus-
keldystrophie erkannte [1|. 1830 beschrieb der chirurgische Anatom Charles Bell den
Fall eines Jungen, dessen klinische Symptome und Krankengeschichte mit einer Mus-
keldystrophie vereinbar sind [3]. Die erste vollstandige Beschreibung der Krankheit wird
dem Londoner Arzt Edward Meryon zugeschrieben. Meryon beobachtete acht Jungen
aus drei Familien [4] und beschrieb mikroskopische Verdnderungen der Muskeln und des
Riickenmarks [5]. Namensgeber ist jedoch der franzosische Elektrophysiologe Guillaume
Benjamin Amand Duchenne (Duchenne du Bologne), der durch neue Techniken in der
Lage war, Muskelbiopsien zu entnehmen und die Diagnose schon zu Lebzeiten zu stellen.
Auferdem konnte er so die Degeneration der Muskelfasern im Laufe des Lebens des Pa-
tienten beobachten. 1868 wurden seine Studien in mehreren Artikeln veréffentlicht [6].
Der Londoner Arzt William R. Gowers versuchte 1879 einen kompletten Uberblick zu
geben und berticksichtigte insbesondere die klinische Symptomatik, die Prognose und
Therapieansitze |7]. Eines der prominentesten Symptome der Muskeldystrophie hat als

,JGowers-Mandver” Einzug in die Literatur gehalten.
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Abbildung 1: Gowers-Mano6ver. Der abgebildete Junge stiitzt sich beim Aufrichten zu-
néchst am Boden, dann an Unter- und Oberschenkeln ab [7].

Auferdem fiel Gowers’ Augenmerk auf das Vererbungsmuster, das er als das gleiche
wie bei der Himophilie erkannte. 1900 wurden die Mendelschen Regeln als Grundlage
und kurz darauf das X-Chromosom als Genlocus benannt [1]. Bis zu diesem Zeitpunkt
ging man davon aus, dass es sich bei der Muskeldystrophie um eine einzige Krank-
heit handele. Der Heidelberger Neurologe Wilhelm Heinrich Erb bemerkte jedoch solche
Unterschiede zwischen den Fillen, dass er erklirte, es miisse sich um eine Gruppe von
Krankheiten handeln [8]. In diesem Zusammenhang beschrieben Becker und Kiener 1955
einen milderen Verlaufstyp 9], heute sind iiber 50 Muskeldystrophien mit verschiedenen
genetischen Defekten bekannt [10, 11]. 1987 gelang es, das Dystrophingen als das fiir die
Duchenne Muskeldystrophie verantwortliche zu identifizieren, das Genprodukt wurde

Dystrophin genannt [12].

1.1.2 Ursachen und Pathophysiologie

Die Duchenne-Muskeldystrophie tritt mit einer Haufigkeit von 1:3300 bei ménnlichen
Neugeborenen auf. Urséchlich fiir die Erkrankung sind Mutationen im Dystrophin-Gen
auf dem kurzen Arm des X-Chromosoms. Diese sind zu einem Drittel Neumutationen, bei
zwei Dritteln der Patienten wird die Mutation durch die Mutter vererbt. Das Dystrophin
spielt beim Gesunden eine wesentliche Rolle in der Verbindung von Membranproteinen

mit dem kontraktilen Apparat der Muskelzelle (Dystrophin-Glykoprotein-Komplex).

Sein Fehlen fiithrt zum Abbau anderer Proteine des Komplexes, zu Schiden der Zell-
membran, Verlust intrazellularer Substanzen, einer gestérten Calcium-Homd6ostase und
letztlich zum progredienten Verlust von Muskelzellen, die durch Fett- und Bindegewebe
ersetzt werden. [14, 15, 16]
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Abbildung 2: Schematisches Modell des Dystrophin-Glycoprotein-Komplexes modifiziert
nach [13]

1.1.3 Symptomatik und Verlauf

Die betroffenen Jungen zeigen meist von Geburt an muskulére Schwéchen und erlernen
das freie Laufen verzogert und unsicher. Die Symptome sind jedoch oft so schwach aus-
gepragt, dass sie erst im dritten bis vierten Lebensjahr auffallen. Im Kindesalter zeigen
die Waden durch die vermehrte Ausbildung von Fett- und Bindegewebe eine charakte-
ristische Pseudohypertrophie. Die Lendenwirbelsdule erscheint stirker gekriimmt (Hy-
perlordose). Im Blut finden sich erhéhte Creatinkinase-Werte. Wegen der zunehmenden
motorischen Einschriankungen sind die Kinder in der Regel mit 8-10 Jahren auf einen
Rollstuhl angewiesen. Im weiteren Verlauf kommt es zur Generalisierung der Dystrophie,
eine Ausnahme bilden dabei die dufteren Augenmuskeln. Der Herzmuskel ist bei 95% der
18-Jahrigen betroffen, es kommt zu Kardiomyopathien und zu Erregungsleitungsstérun-
gen. Die zunehmende Schwichung der Atemmuskulatur fiithrt zur Ateminsuffizienz, die
Atemwege werden dann héufig von Infektionen befallen. Die Lebenserwartung liegt nach
unterschiedlichen Angaben zwischen 25-40 Jahren [16, 17].

1.1.4 Diagnostik

Die Anamnese, insbesondere die Familienanamnese, liefert erste Hinweise auf die Dia-
gnose. Zudem fallen erhohte Werte der Creatinkinase im Serum (>1000 U/l) auf. Au-
ferdem zeigen sich Verdnderungen im EMG (polyphasische und niedrige Amplituden



der Aktionspotentiale mit dichtem Antwortmuster). In der Muskelbiopsie imponieren
eine Zunahme von Fett und Bindegewebe und Zeichen der Faserneubildung, Degenerati-
on und Regeneration. Die definitive Diagnose wird durch immunhistologische Verfahren
sowie die Sequenzierung des DMD-Gens gestellt [15, 16, 17].

1.1.5 Therapie

Die therapeutischen Méglichkeiten sind begrenzt und symptomatisch. Friihzeitig wird die
Muskulatur physiotherapeutisch beiibt, um die Regeneration zu férdern. Zur Hemmung
der Entziindung ist der Einsatz von Kortikosteroiden indiziert. Diese haben auch einen
positiven Effekt auf die Erhaltung kardialer und respiratorischer Muskelkraft. Zuséitz-
lich kdnnen bei Kontrakturen und starker Kyphoskoliose operative Eingriffe notwendig
werden. Bei fortgeschrittener Schidigung der Atemmuskulatur benotigen die Patienten
auferdem eine nichtinvasive Beatmung iiber Nasen- und Mundmasken [16].

Die aktuelle Forschung fokussiert mehrere Kernprobleme der DMD. So zielt sie auf die
Kontrolle der Fibrose, der Entziindungsreaktionen und der Muskelatrophie sowie auf
die Stimulation von Muskelwachstum und Regeneration. Zudem gibt es bereits Ansétze,

durch Gen- und Zelltherapie funktionelles Dystrophin wiederherzustellen [18, 19).

1.2 Bisherige Erkenntnisse

Wie erwdhnt umfasst die aktuelle Forschung vielfialtige Untersuchungen zur Behandlung
der DMD. Dabei ergaben sich aufschlussreiche Ergebnisse in der histologischen Unter-
suchung der betroffenen Skelett- und Herzmuskelzellen sowie der glatten Muskulatur.
Entsprechende Erkenntnisse hielten Einzug in die Therapie, insbesondere innerhalb der

physiotherapeutischen Beiibung betroffener Muskeln.

Die Entdeckung der gestorten Calcium-Homd&ostase in den Muskelzellen der Erkrank-
ten riickte auch entsprechende Kanéle in den Fokus der Untersuchungen. So wurden
Transkripte fiir Mitglieder der TRPC, TRPV, TRPM und TRPA Subfamilien der TRP-

Kationen-Kanile in unterschiedlichen Geweben der Maus gefunden [20].

1.2.1 Der Muskelaufbau und die Affektion in der Muskeldystrophie Duchenne

Der gesunde Skelettmuskel zeigt im histologischen Querschnitt eine homogene Anord-
nung der einzelnen Muskelzellen (Muskelfasern). Die Zellkerne liegen dabei in charak-

teristischer Weise randsténdig. Der Anteil an Bindegewebe ist gering, die Fasern haben



einen anndhernd einheitlichen Umfang. Die Fasern werden dabei nach verschiedenen
Eigenschaften in Fasertypen eingeteilt. Dabei sind Kontraktionsgeschwindigkeit, die me-
tabolischen Eigenschaften der Faser sowie die exprimierte Isoform der schweren Kette
des Myosins von Bedeutung. Diese Isoformen sind im Mausmodell als MHCI, MHCIIa,
MHCIIx und MHCIIb benannt [21]. In menschlichen Skelettmuskeln wird die Isoform
MHCIIb beim Gesunden nicht exprimiert [22, 23|; interessanterweise findet sich aber
MHCITb-mRNA in fetalen Muskelzellen und in Muskeln von Patienten mit der Mus-
keldystrophie Duchenne [24|. Die Muskelfasern werden folgend als Typ I, Typ IIA, Typ
[IX und Typ IIB bezeichnet, die Typ IIX-Fasern werden in der Fachliteratur teilweise
auch als Typ IID (das Myosin dementsprechend als MHCIId) erwdhnt [25]. Daneben
sind Hybridfasern bekannt, die zwei Myosin-Isoformen exprimieren (I/ITA, ITA /IIX und
[IX/IIB) [26]. Die Fasern lassen sich dann nach Kontraktionsgeschwindigkeit ordnen:

[ < I/TTIA < ITA < ITA/TIX < IIX < IIX/IIB < IIB [27].

Muskelgewebe mit einem hohen Gehalt an Typ I-Fasern ist gut durch durchblutet;
die Fasern weisen einen hohen Gehalt an Mitochondrien auf. Sie zeigen eine geringe
Ermiidbarkeit und eine langsame Kontraktionsgeschwindigkeit. Muskeln mit einem ho-
hen Anteil an Typ I-Fasern werden wegen der dauerhaften Leistungsfahigkeit zur Ein-
haltung der Korperstellung und fiir sich langsam wiederholende Bewegungen bendtigt.
Durch den hohen Myoglobingehalt erscheinen diese Muskeln rétlich gefirbt und werden
deshalb auch als ,rote Muskulatur” bezeichnet.

Die Fasern vom Typ ITA kontrahieren und erschlaffen schnell. Durch eine hohe Anzahl
an Enzymen fiir die anaerobe Glycolyse kann schnell Energie zur Kontraktion bereitge-
stellt werden, durch die gleichzeitig hohe Mitochondriendichte ermiiden die Fasern nur
langsam. Sie werden daher fiir schnelle und wiederholte Bewegungen bendtigt.

Die Fasern vom Typ IIX haben beim Menschen die schnellste Kontraktionsgeschwin-
digkeit. Durch ihren relativ groften physiologischen Querschnitt kénnen sie am mei-
sten Kraft aufbringen, ermiiden aber wegen des hauptsichlich anaeroben Metabolismus’
schnell. Muskeln, die hauptsichlich aus diesen Fasern zusammengesetzt sind, erfiillen
Aufgaben zur kurzfristigen und maximalen Kraftentwicklung [28, 29|.

Die Muskelfasern vom Typ IIB (die beim Menschen nicht vorkommen) weisen eine
noch schnellere Kontraktionsgeschwindigkeit als der Typ IIX auf und sollen im Ubrigen
dhnliche Eigenschaften haben [23].



Fasertyp

I ITA X
Kontraktionsgeschwindigkeit langsam schnell schnell
Kontraktionskraft gering | mittelgradig | stark
Ermiidbarkeit gering | mittelgradig | hoch
Mitochondriendichte hoch mittelgradig | gering
Kapazitat fiir oxidative Phosphorilierung | hoch hoch niedrig
Kapazitit fiir anaerobe Glycolyse niedrig | mittelgradig | hoch
Kapillardichte hoch mittelgradig | niedrig
Myoglobingehalt hoch niedrig niedrig

Tabelle 1: Fasertypen und ihre Eigenschaften modifiziert nach [28|. Gekiirzt um die Fa-
sern vom Typ IIB, die sich im menschlichen Skelettmuskel nicht finden.

Alle Fasern vom Typ II erscheinen wegen des geringen Myoglobingehalts weniger stark
gefiarbt als die Fasern vom Typ I. Sie werden deshalb auch als ,weifse Muskulatur® be-
zeichnet [30]. Der im Muskel vorherrschende Fasertypus ist dabei verénderlich, je nach

Belastung oder Training kann sich die Fasertypenzusammensetzung umbilden [31].

In der Muskeldystrophie Duchenne verdndert sich das histologische Erscheinungsbild
eines betroffenen Muskels. Als Zeichen der Faserdegeneration und -regeneration finden
sich Fasern mit stark variierenden Kalibern und zentral liegenden Zellkernen. Das Bin-
degewebe ist als Zeichen der Fibrose deutlich vermehrt. Zudem imponieren nekrotische
Areale [32|. Zur Veranschaulichung dieser Effekte zeigt die Abbildung 3 zwei Muskel-
querschnitte aus dem Tiermodell (Maus). Sie vergleicht Wildtyp-Muskulatur (BL/10)
mit der der mdz-Maus, einer Mutante, die in der Forschung als Tiermodell fiir die Unter-
suchung der Duchenne Muskeldystrophie verwendet wird. Dieses Modell wird im Kapitel

3.1 genauer erldutert.
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Abbildung 3: Muskelquerschnitte (M. soleus) von der Maus. DMD-Mutante (mdz) im
Vergleich zum Wildtyp (BL/10), Himatoxylin-Eosin-Farbung

Die schnellen Fasern vom Typ II sind stirker von der Degeneration betroffen, sodass
ein ,,Fasertypen-Shift” in Richtung der vermehrten Ausbildung von Typ I-Fasern eintritt
[33].

1.2.2 Die Familie der TRP-Kanale

Erste Hinweise auf die TRP-Proteine erhielten Cosens und Manning in ihrer Forschung
zur Phototransduktion an einer Mutante von Drosophila melanogaster. Sie stieffen auf
einen Kanal, der einen Transmembranstrom trotz weiterbestehendem auslosenden Reiz
nur transient generierte, wihrend dieser Strom im Wildtyp kontinuierlich nachzuweisen
war [34]. 1989 konnte das entsprechende Protein identifiziert werden. Es wurde nach sei-
nen Eigenschaften als Transient-Rezeptor-Potential Kanal bezeichnet [35]. In den folgen-
den Jahren sind diese Kanéle umfangreich untersucht worden. Heute sind 29 Isoformen in

sieben Subfamilien bekannt und nach Liganden oder Eigenschaften benannt[36, 37, 38].
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TRPC TRPN TRPM TRPV TRPA TRPP TRPML
Klassisch | NOMPC | Melastatin | Vanilloid | Ankyrin | Polycystin | Mucolipin
TRPC1 | TRPN1 | TRPMI1 TRPV1 | TRPA1 | TRPP2 | TRPMLI1
TRPC2 TRPM2 | TRPV2 TRPP3 | TRPML2
TRPC3 TRPM3 | TRPV3 TRPP5 | TRPML3
TRPC4 TRPM4 | TRPV4
TRPC5H TRPM5 | TRPV5H
TRPC6 TRPM6 | TRPV6
TRPC7 TRPMT7

TRPMS8

Tabelle 2: Die TRP-Kanile modifiziert nach [39].

Obwohl die meisten Funktionen der Kanile bislang ungekldrt scheinen, konnte ge-
zeigt werden, dass sie in unterschiedlichsten Zellen und Geweben vielfdltige Funktionen
iibernehmen. Sie fungieren als Kationenkanile mit unterschiedlicher Permeabilitit fiir
Natrium-, Kalium-, Magnesium- und Kalziumionen, teilweise sogar fiir grofe organi-
sche Kationen [40, 41, 42]|. Die Regulierung erfolgt dabei iiber diverse Mechanismen.
Einige Kanéle werden direkt durch Verdnderungen der Osmolaritit (TRPV4) oder der
Temperatur (TRPV1,V2), oder durch mechanische Provokation aktiviert [43]. Andere
Kanile werden iiber die Bindung von Liganden und eine spezielle Signalkaskade aktiviert
(TRPC-Subfamilie) [44]. Auch eine speicher-gesteuerte Arbeitsweise zur Regulierung der
Kalzium-Konzentration im sarkoplasmatischen Retikulum wurde diskutiert |45, 46, 47|.
Die Proteine bestehen aus sechs Transmembrandoménen, die Porendoméne befindet sich
dabei zwischen dem fiinften und sechsten Segment. Unmittelbar neben dieser Porendo-
méne findet sich eine in jeder Subfamilie identische Aminoséuresequenz [48]. Sowohl der
Carboxy- als auch der Aminoterminus liegen intrazelluldr [35]. Ein funktioneller Kanal
besteht aus homo- oder heterotetrameren Komlexen dieser Proteine [49]; auch Komplexe

aus mehreren Kanélen sind nachgewiesen worden [50].

1.2.3 Der Kationen-Kanal TRPV4

Im Oktober des Jahres 2000 veroffentlichten die Forschergruppen um Liedtke und Strot-
mann jeweils Arbeiten, in denen denen die DNA des TRPV4-Proteins erstmalig nach-
gewiesen wurde. Der Kanal wurde initial als VR-OAC (vanilloid-receptor related os-
motically activated channel) [51] beziehungsweise OTRPC4 (OSM9-like transient re-
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ceptor potential channel, member 4) [52] bezeichnet. Bereits 2001 konnten Transkripte
der TRPV4-DNA in Speiserohre, Niere, Leber, Lunge, Milz und der Haut des Men-
schen gefunden werden [53]. Heute ist eine breite Expression des Proteins bekannt, es
konnte in Hepatozyten, Pneumozyten, Adipozyten, Keratinozyten, im Geféilendothel,
in der Niere und der Harnblase, der Plazenta, den Hoden, der Speise- und der Luft-
rOhre, im Hypothalamus, im Plexus choroideus, in der Substantia nigra, im Ganglion
trigeminale, den inneren und duferen Haarzellen, den Ganglien der spinalen Hinterwur-
zeln sowie der sympathischen und parasympathischen Neuronen nachgewiesen werden.
[49, 51, 52, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62]. Aukerdem wurde der Kanal in Muskelzellen
von Herz-, Gefif- und Skelettmuskulatur gefunden [63, 64, 65].

Genlocus und Aufbau

Der Genlocus fiir das menschliche Protein liegt auf Chromosom 12q24.11. Das Gen

hat 16 Exons, das vollstindige Protein besteht aus 871 Aminoséduren. Dabei sind acht
Spleifivarianten beschrieben, von denen sechs fiir Proteine codieren [66].
Das Protein TRPV4 ist ein Mitglied der TRPV-Subfamilie und ein nichtselektiver, aus-
wiartsrichtender Kationen-Kanal. Die Permeabilitdt ist dabei fiir Kalzium-Ionen sechs-
fach hoher als die fiir Natrium-Ionen [67]. Wie alle TRP-Kanile besitzt der TRPV4 sechs
Transmembrandoménen, zwischen dem fiinften und sechsten Segment befindet sich eine
Schleife, die die Pore bildet. Vier Untereinheiten bilden den Kanal [68]. Am N-Terminus
befinden sich sechs Ankyrinwiederholungsdoménen (ANK) [69].
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Abbildung 4: Schematische Darstellung von TRPV4 modifiziert nach [70]. Gezeigt sind
die sechs Transmembransegmente als griine Zylinder, mit der Poren-
schleife zwischen dem 5. und dem 6. Segment, das aminoterminale Ende
mit den sechs Ankyrinwiederholungsdoménen (ANK1 - ANK6) sowie die
Calmodulin-Bindungsdoméne (Cam) am carboxyterminalen Ende. Amino-
und carboxyterminales Ende liegen zytoplasmatisch.

Die Mechanosensivitidt des Kanals scheint dabei auf die prolinreiche Region innerhalb
der ersten Ankyrinwiederholungsdoméne zuriickfithrbar zu sein |71, 72]. Im Ruhezustand
soll eine intrazellulire Doméne des N-Terminus einen autoinhibitorischen Komplex mit

einer Calmodulin-bindenden Doméne des C-Terminus bilden [73].
Aktivierung und Hemmung

TRPV4 kann durch mechanische, chemische und osmotische Reize sowie Verdnderun-
gen der Temperatur aktiviert werden. Durch Entziindungsreaktionen kann die Empfind-

lichkeit dabei steigen [68]. Heute sind eine Reihe von Agonisten und Antagonisten be-
kannt. Die publizierten Agonisten sind 4aPDD [74], 5,6-EET [75], Bisandrographolide
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[76], RN-1747 |77] und GSK-1016790A |78]. Die Bindungsdoméne fiir Phorbolesterderi-
vate konnte am N-Terminus des S3-Segmentes bestimmt werden [79].

Die bekannten Antagonisten sind Ruthenium-Rot [74], RN-1734 [77], RN-9893 [80],
HC-067047 [60|, Capsazepin [77], Citral [81] und GSK205 [82]. Das Stickstoffmonoxid
hat eine cGMP-abhéngige inhibitorische Wirkung auf TRPV4 [78]. Auch der Calcium-
Calmodulinkomplex hat eine inhibierende und deaktivierende Wirkung auf den TRPV4
73, 83.

Physiologische Funktionen

TRPV4 spielt eine wesentliche Rolle in vielfachen physiologischen Funktionen des Kor-

pers und auch in der Pathophysiologie vieler Erkrankungen.

In der Nozizeption, insbesondere im Rahmen von Entziindungsreaktionen, werden dem
Kanal die Detektion von Verdnderungen der Osmolaritit zugeschrieben [84].

Die Mechanosensitivitiat des Kanals ist fiir die durch Scherspannung induzierte Vaso-
dilatation notwendig [85].

Der Kanal ist aufserdem an Kollateralenbildung zur Vaskularisation hypoxischer Gewe-
be beteiligt [86]. Auch die Wichtigkeit fiir die pulmonale Vasokonstriktion in hypoxischen
Lungenabschnitten konnte belegt werden [87].

Im Knochengewebe spielt der Kanal eine Rolle in der Regulation der stetigen Umbau-
prozesse und ist an der belastungsabhéngigen Osteoklastenaktivierung beteiligt [88].

Im Endothel ist TRPV4 in die Aufrechterhaltung der zellularen Barriere involviert.
Seine Aktivierung fiihrt dabei zu einer Erhohung der vaskuldren Permeabilitiat |78].

In Adipozyten wurde TRPV4 als Inhibitor des oxidativen Stoffwechsels und Aktivator
eines proinflammatorischen Genprogramms gefunden. TRPV4-defiziente Mause zeigten
dabei reduzierte Entziindungsreaktionen im Fettgewebe sowie eine hohere Sensitivitit
fiir Insulin. [62].

In TRPVA4-defizienten Mausen ist eine stark erhohte Harnblasenkapazitit nachgewie-
sen worden. Zudem zeigten diese Mause Blasenentleerungsstorungen. Eine Aktivierung
des Kanals beim Wildtyp fiihrte zu einer geringeren Blasenkapazitit und einer hoheren
Frequenz der Entleerung. Es wird daher angenommen, dass TRPV4 an den sensorischen
Funktionen des Urothels beteiligt ist [89).

Aufserdem ist TRPV4 ein wichtiger mechanosensitiver Kationenkanal in Muskelfasern,

oder ein relevanter Bestandteil solcher Kanéle [90]. Eine der Mutationen im trpv4-Gen
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hat einen unabhangigen muskuldren Phinotyp mit basophilen Einschliissen in Muskel-
fasern [91]. Im iiber-erregten myotonen Muskel kann die Myotonie mechanisch induziert
werden. Diese Reaktion wird durch TRPV4 vermittelt [92].

Krankheitsassoziationen

Storungen in der Kanalexprimierung und -regulation fithren erwartungsgeméf zu viel-
faltigen Storungen im Organismus. Angeborene Mutationen im TRPV4-Gen haben dabei

Skelettdysplasien und neuromuskulére Stérungen zur Folge [93].
Skelettdysplasien

Eine gain-of-function-Mutation im TRPV4-Gen fiihrt zur Brachyolmie Typ 3 [94],
einer dysplastischen Erkrankung der Wirbelsdule [95]. Eine geringere Zelloberflichenex-
pression des Kanals verursacht die familidre digitale Arthropathie und Brachydaktylie
[96]. Weitere assoziierte Skelettdysplasien sind die spondylometaphyseale Dysplasie vom
Kozlowski-Typ [97], die spondyloepiphyseale Dysplasie vom Maroteaux-Typ, der para-
stremmatische Kleinwuchs [98] und die metatrope Dysplasie [95, 99].

Neuromuskulire Storungen

Landoure und Kollegen fanden 2010 einen Zusammenhang zwischen gestorter Expres-
sion von TRPV4 und der Charcot-Marie-Tooth-Krankheit vom Typ 2C (CMT2C) [100].
Auer-Grumbach und Kollegen identifizierten die Mutationen, die zu den drei bekannten
neuromuskuléren Storungen fiihren. In ihren Experimenten konnten sie zeigen, dass Zel-
len, die mit den entsprechenden Mutanten tranfiziert waren, auf keinerlei Stimulation
von TRPV4 reagierten. Die Genprodukte kumulierten im Zytoplasma dieser Zellen. So
konnten sie die genetischen Ursachen der CMT2C, der scapuloperonealen spinalen Mus-
kelatrophie (SPSMA) und der kongenitalen distalen spinalen Muskelatrophie (CDSMA)
aufkldren [70].

Weitere assoziierte Erkrankungen und Syndrome

TRPV4 kann eine Rolle in vielen weiteren Storungen zugeschrieben werden. Fiir di-

verse Erkrankungen des Respirationstrakts wurden Fehlfunktionen der TRPV4-Proteine
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postuliert. So ist der Kanal wesentlich an der Entstehung der idiopathischen Lungen-
fibrose beteiligt [101]|. Baxter und Kollegen zeigten auerdem, dass TRPV4 die Patho-
physiologie der COPD beeinflusst [102]. Auch fiir die Vasokonstriktion im Rahmen des
Asthma bronchiale ist ein Zusammenhang anzunehmen [103|. Dazu tragen sie vermutlich
zur Aufrechterhaltung der chronischen Sinusitis bei [104].

Die Zystenbildung in der autosomal-rezessiven polyzystischen Nierenerkrankung wird
durch Fehlfunktionen von TRPV4 unterhalten [105]. Der Kanal scheint dabei die Ba-
lance zwischen Natrium und Wasser als Osmorezeptor zu regulieren [106]. Eine loss-of-
funktion-Mutation ist mit einer allgemeinen Hyponatridmie assoziiert[107].

Weiterhin verursachen TRPV4-Dysregulationen Harnblasenentleerungsstérungen [108],
Horminderung [109], Thermhyperalgesie [110] und eine Verdnderung der metabolischen

Kapazitit sowie der Fasertypenzusammensetzung im Skelettmuskel [111].

Neuere Forschungen belegen auferdem eine gewichtige Rolle in der Entstehung der me-
chanisch induzierten Myotonie (Myotonia congenita Thomsen). Dupont und Kollegen
konnten am Tiermodell zeigen, dass die Aktivierung von TRPV4 die Entstehung der
Myotonie begiinstigt, wiahrend die pharmakologische Hemmung des Kanals die Schwe-
re der Erkrankung deutlich abmildern kann [92]. Nicht zuletzt aus diesen Ergebnissen

ergeben sich weitere Fragen iiber die Rolle des Kanals in der Skelettmuskelphysiologie.
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2 Fragestellung

Die Forschung der letzten Jahre hat erhebliche Erkenntnisse iiber die Bedeutung der
TRP-Kanile geliefert. So konnte auch ihre Rolle in einer Vielzahl von Erkrankungen
gezeigt werden [112]. Es ist zudem bekannt, dass die TRP-Kanile ubiquitér exprimiert
werden. Das macht sie einerseits als pharmakotherapeutisches Ziel relevant, birgt aber

andererseits ein mogliches Risiko vielfaltiger Nebenwirkungen.

Der Einfluss auf die Pathophysiologie neuromuskuldrer Erkrankungen wie der Mus-
keldystrophie Duchenne, die wesentlich durch eine gestorte Kalzium-Homdoostase be-
stimmt ist, ist dabei besonders interessant. Es konnte bereits nachgewiesen werden, dass
der TRPV4 im Sarkolemm von Wildtyp-M#ausen lokalisiert ist und dort den Calcium-
Einstrom und die Ermiidbarkeit der Muskelzelle beeinflusst [65]. Im Mausmodell fiir
die Muskeldystrophie Duchenne (mdz-Maus) konnte eine vermehrte Expression in der
Kernmembran festgestellt werden [113].

Die Zusammenschau der Erkenntnisse wirft unter anderem die Frage auf, welche wei-
teren physiologischen Aufgaben TRPV4 im Skelettmuskel iibernimmt und welche Kon-
sequenzen mit einem Mangel an funktionstiichtigem Protein einhergehen. Letztere Frage
ist dabei insbesondere relevant, um mogliche Nebenwirkungen einer Pharmakotherapie
mit TRPV4-Blockern einschitzen zu kénnen.

Aufserdem ist im Mausmodell fiir die DMD eine fortschreitende Verdnderung der Mus-
kelstruktur bekannt (siehe Kapitel 1.2.1 und Abbildung 3). Diese Arbeit versucht, einen
Beitrag zur Aufklarung der Rolle von TRPV4 in den dieser Entwicklung zugrunde liegen-
den pathophysiologischen Prozessen zu leisten. Hierzu werden die Konsequenzen eines
Mangels an funktionsfihigem TRPV4-Protein untersucht. Es werden Faserkaliber, Kol-
lagengehalt und Fasertypenzusammensetzung in TRPV4-defizienten Mausen analysiert
und mit dem korrespondierenden Wildtyp verglichen. Danach werden diese Parameter
auch an mdz-Mausen untersucht und dem entsprechenden Wildtyp gegeniiber gestellt.
Auf diesem Weg kann eine generelle Aussage dariiber getroffen werden, welche Auswir-
kung das Fehlen von TRPV4 auf die Muskelstruktur hat. Auferdem kénnen Unterschiede

und Gemeinsamkeiten mit dystropher Muskulatur der mdz-Maus gezeigt werden.
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3 Material und Methoden

3.1 Versuchstiere

Fiir die histologischen und immunhistochemischen Untersuchungen wurde das Mausmo-
dell gewidhlt und ausschlieflich ménnliche Versuchstiere im Alter von 100 Tagen ver-
wendet. Die mdz-Maus ist das allgemein akzeptierte Tiermodell fiir die Erforschung
der Duchenne Muskeldystrophie. Die Punktmutation des Nukleotids 3185 im Exon 23
des fiir Dystrophin codierenden Gens erzeugt ein Stoppcodon [114]. Dadurch wird die
Dystrophinsynthese nach 27% vorzeitig beendet und es entsteht ein verkiirztes, nicht
funktionales Dystrophin [12]. Auch die Proteine des Dystroglykan-Komplexes, der ei-
ne Verbindung zwischen Zytosklelett und extrazelluldrer Matrix bildet, sind in diesem
Modell um bis zu 80% reduziert [115]. Dennoch weisen die Skelettmuskeln der Versuch-
stiere kurz nach der Geburt keine histologischen Auffalligkeiten auf. Erst nach drei bis
vier Wochen zeigen sich vermehrt zentrale Zellkerne als Zeichen der Faserregeneration
[116] und erhohte intrazelluldre Kalziumspiegel sowie erhohte Werte der Creatinkina-
se (CK) im Blutplasma [117]. Die hier verwendete mdz-Maus entstand urspriinglich aus
dem C57BL/10-Stamm (Wildtyp), mit dem die Ergebnisse der Versuche an mdz-Mausen
dieser Studie verglichen werden [118].

Der Arbeitsgruppe um Wolfgang Liedtke (Durham, USA) gelang die Entwicklung und
Ziichtung einer TRPV4-defizienten Maus (trpv4~/~) aus dem C57BL/6J-Stamm [119].
Die Ergebnisse der Versuche an den trpv4—/~-Modellen werden mit diesem Wildtyp ver-
glichen. Tm Folgenden werden fiir C57BL/6J und C57BL/10 die Abkiirzungen BL/6J
und BL/10 verwendet.

Die Tiere wurden dem Institut fiir Pathophysiologie freundlicherweise zur Verfiigung
gestellt und im Institut fiir Versuchstierkunde weitergeziichtet. Sie wurden in Standard-
kifigen gehalten und erhielten Trockenfutter und Frischwasser aus Futterspendern zur
Selbstentnahme. Das Institut besitzt eine entsprechende Genehmigung zur Verwendung

der Mause.

3.2 Probenentnahme und Konservierung

Fiir die Untersuchungen wurden folgende Muskeln ausgewihlt: M. tibialis anterior, M.
soleus, M. extensor digitorum longus und das Diaphragma (Zwerchfell). Die drei Un-
terschenkelmuskeln wurden aufgrund ihrer bereits bekannten Diversitédt in ihren funkti-

onsmorphologischen Eigenschaften ausgewahlt. Das Zwerchfell als primérer Atemmuskel
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ist im Krankheitsverlauf der Muskeldystrophie Duchenne besonders relevant (s. Kapitel
1.1.3).

Die Méuse (n—4 fiir jeden der vier untersuchten Stdmme) wurden durch zervikale Dislo-
kation nach Diethylether-Anésthesie (Roth, Karlsruhe, Deutschland) getotet und jedem
Tier die vier Muskeln entnommen. Um eine spétere autolytische Zersetzung zu verhin-
dern, wurde das Gewebe vor dem Einfrieren in Shandon Cryomatrix”™ (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) eingebettet. Die anschliefende Konservierung
der Muskeln erfolgte in fliissigem Stickstoff (Air Liquide Medical GmbH, Diisseldorf,
Deutschland). Zur Reduzierung von Einfrierartefakten [120, 121] wurde der jeweilige
Muskel in einem mit Petrolether (2-Methylbutan, Avantor, Radnor, Pennsylvania, USA)
gefiillten Einfriergefaf in den Stickstoff abgesenkt. Der Stickstoff kiihlt den Petrolether
auf —110°C bis —120°C ab. Die Temperatur wurde mit einem Kélte-Laborthermometer
der Firma Roth bestimmt. Die so eingefrorenen Proben konnten im Anschluss bei —80°C

gelagert werden.

3.3 Anfertigung von Kryoschnitten

Die konservierten Muskelproben wurden im Kryostaten des Mikrotoms (Leica Frigo-
cut 2800N, Reichert-Jung, Leica Microsystems, Wetzlar, Deutschland) zunéchst mit
Shandon Cryomatrix”*-Fliissigkeit umorientiert. So konnten Muskelquerschnitte von
12pum Schichtdicke erzeugt und auf Superfrost-Objekttrager (Langenbrinck, Emmen-
dingen, Deutschland) aufgezogen werden. Derselbe Muskel konnte dabei fiir alle vier
untersuchten Mausstdmme auf denselben Objekttriager aufgebracht werden. So wurde
sichergestellt, dass alle Praparate spéater nach exakt demselben Protokoll gefarbt werden

wiirden. Die Objekttrager wurden nach kurzer Trocknung erneut bei —80 °C eingefroren.

3.4 Hamatoxylin-Eosin-Farbung (HE)

Die Hamatoxilin-Eosin-Farbung (HE-Féarbung) ist eine der wichtigsten Farbemethoden
der Standardhistologie. Sie liefert kontrastreiche Ubersichtsfirbungen, die auf der unter-
schiedlichen Affinitdt der beiden Farbstoffe zu verschiedenen Zellkompartimenten beru-
hen. Hamatoxilin ist ein basischer (kationischer) Farbstoff, bindet an anionische Kompo-
nenten wie DNA, RNA und sulfatierte Glykosaminoglykane und wird zur Kernfirbung
eingesetzt. Das Eosin bindet als saurer, anionischer Farbstoff an die kationischen Kom-
ponenten des Zytoplasmas (Proteine, Mitochondrien, Granula). Im fertigen Priparat

erscheinen die Kerne blau, das Zytoplasma je nach Anteilen der verschiedenen Kompo-
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nenten in unterschiedlichen Abstufungen rétlich [122].

Zur Anfertigung des Préiparats wurde der kurz bei Zimmertemperatur aufgetaute Ob-
jekttriger zunéchst fiir 10 Minuten in H&dmalaunlésung (Roth) verbracht und danach
fiir 10 Minuten unter laufendem Leitungswasser gespiilt (gebldut). Nach Spiilung mit
destilliertem Wasser fiir 30 Sekunden wurde mit Eosin (Roth) fiir 3 Minuten geférbt. Im
Anschluss wurden die Préparate mit 96%igem Ethanol (CHEMSOLUTE, Renningen,
Deutschland) und 100%igem Propanolol (CHEMSOLUTE) entwissert, mit Xylol (Ro-
tipuran®), Roth) geklirt und mit Clarion”™ Mounting Medium (Biomeda, Singapur)

und einem Deckglas (Langenbrinck) eingedeckt.

3.5 Auswertung der HE-gefarbten Schnitte

Die HE-geférbten Schnitte dienten zur Ermittlung des Feret-Durchmessers der Muskelfa-
sern. Der Feret-Durchmesser ist definiert als kleinstmdglicher Abstand zweier paralleler

Tangenten, die an die gegeniiberliegenden Seiten einer Muskelfaser angelegt sind [123].

Abbildung 5: Beispielhafte Ermittlung des Feret-Durchmessers (FD) am M. soleus der
Maus

Die Aufnahmen der Priparate wurden mit einem Lichtmikroskop (Nikon Eclipse E400,
Nikon, Japan; HV-C20M, Hitachi Denshi Ltd., Japan) in 200-facher Vergrokerung an-

gefertigt und digitalisiert. Die Messung der Feret-Durchmesser erfolgte mit dem experi-
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mentellen Bildbearbeitungsprogramm Image J. Dieses Programm wurde an den National
Institutes of Health (USA) entwickelt und wird ohne Urheberrechtsschutz angeboten. Die
Feret-Durchmesser werden dabei als Strecke fiir jede Muskelfaser eingezeichnet und vom
Programm nach entsprechender Kalibrierung vermessen. Auf diese Weise wurden Areale

von 250 pm x 250 pm jedes Muskels ausgewertet.

3.6 Sirius-Rot-Farbung

Mit der Sirius-Rot-Farbung lassen sich Kollagenstrukturen in histologischen Praparaten
nachweisen. Der anionische Farbstoff Sirius Rot reagiert iiber seine sauren Sulfonséure-
Gruppen mit basischen Gruppen des Kollagenmolekiils. Die linglichen Farbstoffmolekiile
lagern sich parallel an die Kollagenfasern an. Diese Beziehung zwischen Farbstoff und
Kollagen fiihrt zu einer Verstarkung der natiirlichen Doppelbrechung des Lichts im Be-
reich der Kollagenfasern, dieser erscheint dann unter dem Mikroskop intensiv rot gefarbt.
Die Zugabe von Pikrinsdure ermoglicht die kontrastreiche Darstellung des restlichen Ge-
webes [124].

Zur Herstellung der Farbelosung wurden 0.5g des Farbstoffes SiriusRed F3B (Sigma
Aldrich, Taufenkirchen, Deutschland) in 500 ml 1,2%iger fliissiger Pikrinsdure (2,4,6-
Trinitrophenol, Fagron, Glinde, Deutschland) geldst. Die Losung wurde fiir mindestens
30 Minuten iiber 60 °C erhitzt und iiber Nacht bei Zimmertemperatur abgekiihlt. An-
schlieflend wurde mit ca. 5mg Pikrinsdure-Pulver (Sigma Aldrich) bis zum Ausfallen
von Kristallen aufgeséttigt.

Die zur Fiarbung vorgesehenen Objekttrager wurden zunéchst bei Zimmertemperatur
aufgetaut und fiir 30 Sekunden in 96%igem Ethanol fixiert. Nach kurzer Trocknung
wurde unter Verwendung eines Schiittlers (VXR basic, IKA, Staufen, Deutschland) fiir
60 Minuten in der Farbelosung inkubiert. Danach wurde zweifach in 0,5%iger Essigsdure
gewaschen und nach der bereits fiir die HE-Féarbung beschriebenen Methode entwéssert,

geklart und eingedeckt.

3.7 Auswertung der Sirius-Rot-gefarbten Schnitte

Die Sirius-Rot-gefirbten Schnitte wurden mit der Licht-/Polarisationsmikroskopie-Funktion
eines Fluoreszenzmikroskops (Microscope BZ-X, Keyence, Japan) aufgenommen und di-
gitalisiert und mit der zugehdrigen Software BZ-II Analyser ausgewertet. Das Programm
stellt dazu eine Funktion zur Flichenkontrastierung und -vermessung bereit. Pro Tier

wurden fiinf Areale zu je 200pm x 200pm ausgewertet und gemittelt. Auf diese Weise
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wurde der Anteil von Bindegewebe fiir alle Priparate ermittelt.

3.8 Immunhistochemische Farbung

Die immunhistochemische Farbung erlaubt die Fasertypisierung im murinen Skelett-
muskel. Das Prinzip der Farbung beruht dabei auf der Markierung eines fiir einen be-
stimmten Fasertypen spezifischen MHC-Molekiils (Myosin schwere Kette) durch einen
entsprechenden Antikoérper (primérer Antikoérper), an den wiederum ein zweiter, mit
Fluoreszenzfarbstoffen markierter Antikorper bindet (sekundérer Antikorper). Bei Be-
trachtung unter einem Fluoreszenzmikroskop erscheinen dann die unterschiedlichen Fa-
sertypen farblich codiert. Auf diese Weise kénnen die Fastertypen I, IIA, IIB und IIX

differenziert werden.

Fasertyp
I ITA 1B 11X
Antigen MHCI MHCIIa MHCIIb MHCIIx
primérer Antikorper BA-F8 SC-71 BF-F3 6H1
Verdiinnung 1:100 1:100 1:50 1:50
sekundarer Antikorper | Alexa Fluor 350 IgGoy, | Alexa Fluor 488 IgG; | Alexa Fluor 555 IgM | Alexa Fluor 555 IgM
Verdiinnung 1:500 1:500 1:500 1:500
‘ Farbe ‘ blau ‘ griin ‘ rot ‘ rot ‘

Tabelle 3: Farbeprotokoll zur immunhistochemischen Fasertypisierung, modifiziert nach
[26]

Zur Anfertigung der Fluoreszenzpriparate wurden die verwendeten Objekttriger zu-
néchst bei Zimmertemperatur aufgetaut und die darauf aufgebrachten Praparate gemein-
sam mit einem Fettstifft umrandet und zweimal fiir fiinf Minuten in phosphatgepufferter
Salzlosung (PBS, Biochrom, Berlin, Deutschland) gewaschen. Zur Abséttigung unspe-
zifisch proteinbindender Flichen erfolgte eine Blockierung mit bovinem Serumalbumin
(BSA, Sigma Aldrich) iiber Nacht (4% BSA in PBS). Im Anschluss wurde mit dem pri-
méren Antikorper nach der in der Tabelle 3 aufgefiihrten Verdiinnung (in 4% BSA /PBS)
fiir eine Stunde in feuchter Kammer bei Raumtemperatur inkubiert und dann fiir 3 x 15
Minuten mit PBS gewaschen. Die priméren Antikorper wurden aus der Developmental
Studies Hybridma Bank (DSHB, Towa, USA) bezogen. Danach konnte mit dem sekun-
dédren Antikorper (Verdiinnung nach Tabelle 3 in 4% BSA/PBS, Bezug der sekundéren
Antikoérper von Thermo Fisher Scientific) ebenfalls fiir eine Stunde bei Raumtemperatur

und Dunkelheit inkubiert werden. In diesem Schritt wurde der Inkubationsldsung au-
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ferdem der DNA-Farbstoff 4’,6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI, Roth) zugegeben. Nach
erneutem Waschen fiir 3 x 15 Minuten mit PBS und Spiilung fiir 5 Minuten unter Lei-

tungswasser erfolgte die Eindeckung mit einem glycerolbasierenden mounting-Medium
(DABCO™  Merck, Darmstadt, Deutschland).

3.9 Auswertung der immunhistochemisch gefdarbten Schnitte

Die Begutachtung der so gefarbten Muskelquerschnitte erfolgte mit einem Fluoreszenz-
mikroskop (Microscope BZ-X, Keyence). Da dieses Mikroskop vier Kanéle zur Fluores-
zenzmikroskopie bereitstellt, zur Auswertung hier jedoch fiinf (BA-F8, SC-71, BF-F3,
6H1, DAPI) benétigt wurden, wurde die Untersuchung in einem ersten Durchgang unter
Verwendung von BF-F3, SC-71, BA-F8 und DAPI durchgefiihrt und in einem zwei-
ten Durchgang an einem folgenden Muskelschnitt unter Verwendung vom SC-71, 6H1
und DAPI wiederholt. Durch die Auswahl direkt benachbarter Muskelschnitte konn-
te sichergestellt werden, dass die ausgewerteten Muskelfasern auf den verschiedenen
Objekttragern nachvollziehbar und vergleichbar blieben. Die Auswahl der Antikoérper-
Konstellation in den Inkubationslésungen ermdoglichte eine Auswertung auch in Hinblick
auf die weiter oben beschriebenen Fasertypen-Hybriden. Die Aufnahmen konnten mit
der Software BZ-II Analyser erstellt und gespeichert werden. Hier wurden vergleichbare

Areale von 250 pm x 250 pm jedes Muskelquerschnitts ausgewertet.

3.10 Digitalisierung und Erstellung der Diagramme und
Abbildungen

Die erhobenen Daten wurden im Programm Microsoft@®Office Excel®)2007 in Tabel-
lenform eingetragen. Mittelwerte und Standardabweichungen konnten mit den entspre-
chenden Funktionen des Programms berechnet werden. Die im Ergebnisteil verwendeten
Diagramme zur Ergebnisdarstellung wurden ebenfalls mit diesem Programm erstellt und
zur Formatierung und Ergidnzung der statistischen Auswertung mit der Gafiksoftware
Microsoft®Paint bearbeitet. Die gezeigten Bildbeispiele der Muskelquerschnitte wurden
mit Microsoft@®Office PowerPoint@®)2007 arrangiert. Das vorliegende Dokument wurde
mit dem LaTeX Texmaker erzeugt und die Literaturdatenbank aus dem frei verfiigbaren

Literaturverwaltungsprogramm JabRef eingebettet (BibTex).
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3.11 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der Faserkaliber erfolgte durch Uberpriifung von Abwei-
chungen der Varianz mittels F-Test [125] der jeweiligen Mutanten im Vergleich mit ihren
Wildtypen auf einem Signifikanzniveau von p < 0,05 - sofern nicht anders angegeben.
Die Uberpriifung auf Normalverteilung der Messwerte erfolgte zuvor mittels Shapiro-
Wilk-Test.

Die statistische Auswertung der Analyse des Kollagengehalts erfolgte mit dem ,nonpara-
metric test of location” nach Rosenbaum [126] auf dem Signifikanzniveau von p < 0,05.
Statistisch signifikante Abweichungen sind in den Abbildungen durch ein Sternchen (x)
hervorgehoben.

Zur statistischen Auswertung der Fasertypisierung wurde ebenfalls Rosenbaums Schnell-
test mit dem Signifikanzniveau p < 0,05 herangezogen und ein Sternchen () zur Ver-

anschaulichung signifikanter Unterschiede in den Diagrammen platziert.

3.12 Fehlerbetrachtung

Die zur Auswertung herangezogenen Versuchsobjekte wurden nach hochsten wissen-
schaftlichen Standards gezogen und bearbeitet. Grobe Fehler in der Anfertigung und
Interpretation der Priparate konnen dank grofter Sorgfalt in der Umsetzung der oben
beschriebenen Materialgewinnung sowie Anfertigung und Farbung der Proben ausge-
schlossen werden.

Aufgrund des hohen experimentellen Aufwands ist die Stichprobe der Tiere (4 pro
Stamm) dabei relativ gering gewéhlt. Diese Versuchsanordnung ist anfillig fiir Ergeb-
nisverfialschungen durch extrem hohe oder niedrige Stichproben (,Ausreiffer). Diesem
Problem wurde begegnet, indem in jedem Stamm vergleichbare und sehr grofe Areale
ausgewertet wurden, um eine hohe Anzahl an Stichproben pro Tier zu gewinnen.

Die Interpretation der Priparate wurde fiir die Vermessung der Faserkaliber und die
Berechnung des Kollagengehalts nach oben beschriebenem Verfahren computergestiitzt
durchgefiihrt. Dabei war das Prozedere fiir jeden Muskel jedes Tieres standardisiert und
dadurch vergleichbar. Fehler, die hier im technischen Messvorgang selbst liegen, lassen
sich nur iiber eine Erhéhung der Stichprobe kompensieren. Die Auswertung der Prépara-
te zur Fasertypisierung erfolgte unter grofter Sorgfalt durch manuelles Auszéhlen vorher
definierter Areale. Dabei lasst sich eine Unvollkommenheit des Untersuchers nie mit letz-
ter Gewissheit ausschlieffen. Zur Minimierung des Risikos zufilliger Fehler erfolgte die

Auszéhlung jeweils mehrfach.
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4 Ergebnisse

Die folgenden Ergebnisse wurden am 03. Marz 2016 auf der 95. Jahrestagung der ,,Deut-
sche Physiologische Gesellschaft” in Liibeck vorgetragen und von Fachpublikum disku-

tiert.

Die Ergebnisse der Analysen von Faserkaliber, Kollagengehalt und Fasertypisierung wer-
den fiir die vier untersuchten Muskeln und Genotypen jeweils nacheinander préisentiert.
Dabei wird an dieser Stelle zur Verbesserung der Ubersicht und Lesbarkeit weitestge-
hend auf die Darstellung von Zahlenwerten in den Grafiken verzichtet. Diese werden im

Anhang tabellarisch aufgefiihrt.

4.1 Faserkaliber

Die Abbildung 6 zeigt beispielhaft Muskelquerschnitte des M. soleus, an denen die Mes-

sungen durchgefiihrt wurden.

Abbildung 6: Die Abbildung zeigt fiir jeden untersuchten Stamm beispielhaft ausgewéhl-
te Muskelareale (M. soleus, Himatoxylin-Eosin-Farbung) im Querschnitt,
an denen die Messungen der Feret-Durchmesser erfolgten.

Bereits an den beispielhaft ausgewahlten Querschnitten imponiert in der mdz-Mutante
ein heterogenes Bild in Bezug auf Faserkaliber, Kollagengehalt und Lokalisation der Zell-
kerne.

Die Vermessung der Faserkaliber erfolgte wie im Methodenteil beschrieben. Die Er-
gebnisse werden fiir jeden untersuchten Muskel der 4 untersuchten Mausstdmme grafisch

aufgetragen. Dabei wird der Anteil von Muskelfasern eines auf der X-Achse definierten
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Durchmessers in Prozent unter ebenfalls grafisch dargestellter Angabe der Standardahb-

weichung bei n=4 angegeben.

4.1.1 M. soleus

In der Ermittlung der Faserkaliber (Minimaler Feret-Durchmesser) ergaben sich fiir den
M. soleus der vier untersuchten Mausstiamme am h#ufigsten mittlere Durchmesser zwi-
schen 30 und 40 Mikrometern. Fiir die mdz-Mutante wurde die vorbeschriebene Disse-
mination als Ausdruck schwankender Faserkaliber (wiederum Ausdruck aktiver regene-

rativer Prozesse) nachgewiesen.

70 70 7
60 - 60 -
s mmdx mBL/10
= trpv4-/- mBL/6J ., | f
=
2w [
[
g 30 1 30 -
w
% 20 '|' 20
E 10 - ADES
= T
0 : 0

% o, Yo Yo Yo 9o % b Y, o, % Yo Yo %o % B
o \-9 \ w ~ \6 N \r_‘i) [#] N TiNae N S N ~
o Yo Y% Y% % b % v % % % % B B
Minimaler Feret-Durchmesser in pum Minimaler Feret-Durchmesser in pm

Abbildung 7: Haufigkeitsverteilung der Faserkaliber in den Mm. solei der vier Geno-
typen. Fiir die Auswertung wurden Himatoxylin-Eosin-gefarbte Muskel-
querschnitte (s. Abb. 6) herangezogen und Mittelwerte +/- SD von n=4
Muskeln pro Genotyp dargestellt. Minimale Feret-Durchmesser von n=200
Fasern wurden bestimmt. Die statistische Auswertung zur Uberpriifung
von Abweichungen der Varianz erfolgte mittels F-Test. Auf dem Signifi-
kanzniveau von p<0,05 ergibt sich ein signifikanter Unterschied der Varianz
sowohl fiir den Vergleich von mdz und BL/10 als auch fiir den Vergleich
zwischen trpv4~/~ und BL/6.

Das Diagramm in Abbildung 7 veranschaulicht das vermehrte Auftreten von Fa-
sern mit geringerem (10-20pm) und groferem (50-60pm) Feret-Durchmesser in der mdz-
Mutante. Dabei ergab sich in der statistischen Auswertung ein signifikanter Unterschied
der Varianz (F-Test) sowohl auf dem Signifikanzniveau von 0,05, als auch auf dem Ni-
veau von 0,01 (p = 0,0001072). Fiir den Vergleich der TRPV4-defizienten Mutante mit

27



ihrem Wildtyp ergab sich ein signifikanter Unterschied auf dem Niveau von 0,05, aber
nicht auf dem Niveau von 0,01 (p = 0,02065).

4.1.2 M. tibialis anterior
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Abbildung 8: Haufigkeitsverteilung der Faserkaliber im M. tibialis anterior. Die Auswer-
tung erfolgte wie unter Abb. 7 beschrieben. Auf dem Signifikanzniveau von
p<<0,05 ergibt sich ein signifikanter Unterschied der Varianz fiir den Ver-
gleich von mdz und BL/10, aber kein signifikanter Unterschied zwischen
trpv4~/~ und BL/6.

Im M. tibialis anterior ergaben sich am héufigsten Faserkaliber zwischen 30-50pm
ohne statistisch signifikante Unterschiede im Vergleich der trpv4~/~-Mutante mit ihrem
Wildtyp (p = 0,128). In der mdz-Mutante zeigt sich im Vergleich zum Wildtyp erneut
eine signifikant ausgeprigtere Dissemination der Faserkaliber mit erhdhtem Auftreten

von sehr schmalen und sehr breiten Fasern (p = 3,056 - 1077)
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4.1.3 M. extensor digitorum longus
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Abbildung 9: Haufigkeitsverteilung der Faserkaliber im M. extensor digitorum longus.
Die Auswertung erfolgte wie unter Abb. 7 beschrieben. Auf dem Signifi-
kanzniveau von p<<0,05 ergibt sich ein signifikanter Unterschied der Varianz
fiir den Vergleich von mdz und BL /10, aber kein signifikanter Unterschied
zwischen trpv4~/~ und BL/6.

Im musculus extensor digitorum longus fand sich in allen vier untersuchten Maus-
stdmmen eine dhnliche Verteilung der Faserkaliber. Im Vergleich der TRPV4-defizienten
Mutante mit ihrem Wildtyp ergab sich dabei kein statistisch signifikanter Unterschied
der Varianz (p = 0,5313). Fiir die mdz-Mutante ergab sich ein signifikanter Unterschied
(p = 0,007922), der sich im Diagramm der Abbildung 9 an einem deutlich hoheren Anteil

an Fasern mit groferem Feret-Durchmesser (50 - 70 pm) nachvollziehen lésst.

4.1.4 Diaphragma

Das Zwerchfell unterscheidet sich von den untersuchten Unterschenkelmuskeln durch ein
insgesamt geringeres Faserkaliber (mittlerer minimaler Feret-Durchmesser zwischen 20-
30pm in allen 4 Stdmmen). In der mdz-Mutante konnte ein geringer Anteil von Fasern
mit einem Feret-Durchmesser von <10pm nachgewiesen werden, der in dem korrespon-
dierenden Wildtyp nicht auftrat.
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Abbildung 10: Haufigkeitsverteilung der Faserkaliber im Diaphragma. Die Auswertung
erfolgte wie unter Abb. 7 beschrieben. Auf dem Signifikanzniveau von
p<0,05 ergibt sich ein signifikanter Unterschied der Varianz fiir den Ver-
gleich von mdz und BL/10, aber kein signifikanter Unterschied zwischen
trpv4~/~ und BL/6.

In der statistischen Auswertung ergab sich kein signifikanter Unterschied der Varianz
zwischen trpv4—/~-Mutante und ihrem Wildtyp (p = 0,1559). Im Vergleich der mdz-
Mutante mit ihrem Wildtyp ergab sich ein signifikanter Unterschied (p = 0,004285).
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4.2 Kollagengehalt

Die Abbildung zeigt beispielhaft Sirius-Rot-gefarbte Muskelquerschnitte des M. soleus,

an denen die Messungen durchgefiihrt wurden.

BL/6

Abbildung 11: Kollagengehalt am Beispiel Sirius-Rot-gefarbter Muskelquerschnitte der
Mm. solei der 4 Genotypen

Das Ausmafs der so zu messenden fibrotischen Areale ldsst einen Riickschluss auf bin-
degewebige Faserdegeneration zu. Fiir alle vier untersuchten Muskeln wurde der Anteil
an Kollagen an der Gesamtfliche nach oben beschriebener Methode untersucht und die
beiden betrachteten Mutanten mit ihrem korrespondierenden Wildtyp verglichen. Die

Ergebnisse sind dabei fiir die vier Stamme in einem Diagramm aufgetragen.

4.2.1 M. soleus

Fiir den musculus soleus ergab sich in der mdz-Mutante erwartungsgeméf ein etwa
doppelt so grofer prozentualer Anteil an kollagenhaltigem (fibrotischem) Areal wie im
entsprechenden Wildtyp (BL/10). Fiir den Vergleich der TRPV4-defizienten Maus mit
threm Wildtyp (BL/6J) lief sich kein statistisch signifikanter Unterschied feststellen.
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Kollagengehaltin %

WBL/6J mtrpv4-/- mBL/10 mmdx

Abbildung 12: Kollagengehalt M. soleus. Die Daten basieren auf der Sirius-Rot gefiarbten
Flache im Vergleich zur gesamten Querschnittsfliche (s. Abb. 11) in den
Mm. solei der vier Genotypen. Angegeben wird die Sirius-Rot gefirbte
Flidche in Prozent als Mittelwert +/- SD von n=4 Muskeln pro Genotyp.
Es wurden pro Tier fiinf vergleichbare Flichen von 200pm x 200pm aus-
gewertet. Signifikante Unterschiede auf dem Signifikanzniveau von p <
0,05 werden durch * gekennzeichnet.

4.2.2 M. tibialis anterior

Im musculus tibialis anterior zeigte sich in den untersuchten Stimmen eine dhnliche
prozentuale Verteilung fibrotischer Areale wie im zuvor untersuchten musculus soleus.
Im Vergleich der mdz-Mutante mit ihrem Wildtyp ergab sich ebenso ein etwa doppelt
so grofser Anteil an kollagenhaltigen Arealen, wihrend die TRPV4-defiziente Mutante

hier keinen signifikanten Unterschied gegeniiber ihrem Wildtyp aufwies.
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Abbildung 13: Kollagengehalt M. tibialis anterior. Die Auswertung erfolgte wie unter
Abb. 12 beschrieben.

4.2.3 M. extensor digitorum longus

Auch im musculus extensor digitorum longus ergab sich in der TRPV4-defizienten Mu-
tante kein signifikanter Unterschied zu ihrem Wildtyp, wihrend sich in der mdz-Mutante

ein signifikant erhdhtes Ausmaf an kollagenhaltigem Gewebe feststellen liefs.

Kollagengehaltin %

BBEL/6J mtrpv4-/- mBL/10 mmdx

Abbildung 14: Kollagengehalt M. extensor digitorum longus. Die Auswertung erfolgte
wie unter Abb. 12 beschrieben.
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4.2.4 Diaphragma

Im Diaphragma konnte in der trpv4d—/~-Mutante ein leicht erhdhter Anteil an Kollagen
gegeniiber ihrem Wildtyp ermittelt werden (5,36% gegentiber 4,30%). Dieser Unterschied
war in der statistischen Auswertung nicht signifikant. Im Diaphragma war der fibrotische
Anteil in der mdz-Mutante, verglichen mit ihrem Wildtyp dabei noch stiarker erhoht als
in den untersuchten Unterschenkelmuskeln (11,47% gegeniiber 4,46%).

Kollagengehaltin %

BBEL/6J mtrpv4-/- EBL/1i0 mmdx

Abbildung 15: Kollagengehalt Diaphragma. Die Auswertung erfolgte wie unter Abb. 12
beschrieben.
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4.3 Fasertypisierung

Die Abbildung 16 zeigt beispielhaft Querschnitte des Diaphragmas, die nach oben be-
schriebenem Protokoll mit den Antikérpern BA-F8 (Typ I), SC-71 (Typ IIA), BF-F3
(Typ 1IB) und DAPI (DNA) inkubiert wurden. Die Fasern des Typs IIX waren in einer

zweiten Farbung nach Inkubation mit dem Antikorper 6H1 identifiziert worden.

BL/6J trpvg-/- BL/10

Abbildung 16: Fasertypisierung am Beispiel immunhistochemisch gefarbter Muskelquer-
schnitte des Diaphragmas der 4 Genotypen. Fiir diese beispielhafte Ab-
bildung wurde das Diaphragma ausgewahlt, bei dem die Verdnderungen
im mdz-Modell besonders eindriicklich nachvollziehbar sind. Gezeigt ist
die Identifikation der Fasertypen mit den priméren Antikérpern BA-FS,
SC-71, BF-F3 und DAPI. Die Fasern vom Typ 1 erscheinen blau, Typ
ITa griin, Typ IIb rot und die Zellkerne tiirkis. Die Fasern vom Typ IIx
erscheinen ungefirbt und wurden in einer zweiten Farbung mit dem pri-
méren Antikorper 6H1 identifiziert.

In den verwendeten Diagrammen werden die Vergleiche der trpv4~/—-Mutante mit
ihrem Wildtyp BL/6J und der mdz-Mutante mit BL/10 separat dargestellt. Dabei ist
auf der X-Achse das zur Fasertypisierung nachgewiesene MHC-Molekiil angegeben. Die
Sortierung erfolgte nach Kontraktionsgeschwindigkeit von links nach rechts unter Be-
riicksichtigung der beschriebenen Fasertypen-Hybriden. Die Y-Achse ist mit dem pro-

zentualen Anteil der entsprechenden Fasern definiert.
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43.1

M. soleus

Der musculus soleus zeichnet sich bekanntermafen durch einen hohen Anteil an Typ-I-

und Typ-IIA-Fasern aus und erfiillt daher im Wesentlichen Funktionen, die eine dauer-
hafte Kraftentwicklung erfordern (Haltungsstabilitét) [26].
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Abbildung 17: Haufigkeitsverteilung der Fasertypen in den Mm. solei der 4 Genotypen.

Fiir die Auswertung wurden immunhistochemisch gefarbte Muskelquer-
schnitte (s. Abb. 16) herangezogen und Mittelwerte +/- SD von n=4
Muskeln pro Genotyp dargestellt. Pro Muskelquerschnitt wurden Areale
von 250pum x 250pm ausgewertet. Es werden die untersuchten Mutanten
(trpv4_/ ~ und mdz) ihrem korrespondierendem Wildtyp gegeniiberge-
stellt. Signifikante Unterschiede (p<<0,05) werden durch * hervorgehoben.

Das Diagramm der Abbildung 17 suggeriert den in der mdz-Mutante bekannten

Fasertypen-Shift in Richtung langsamerer Typ-I-Fasern. In der statistischen Auswer-

tung war fiir diese Versuchsanordnung die Zunahme der Typ-I-Fasern nicht grof genug,
um signifikant zu sein. Im Vergleich der TRPV4-defizienten Mutante mit ihrem Wild-

typ BL/6J zeigte sich diese Umverteilung nicht, allerdings fand sich in der Mutante ein
geringer Anteil an schnellen Fasern der Typen IIX und IIX/IIB, die im Wildtyp nicht

nachgewiesen wurden.

4.3.2

M. tibialis anterior

Im musculus tibialis anterior dominieren Typ-ITX-Fasern (hohe Kontraktionsgeschwin-

digkeit, schnelle Ermiidung). Der Muskel erfiillt daher Aufgaben, die schnelle und kurze
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Aktionen erfordern (hauptsichlich Fufhebung beim Laufen). In der Literatur wird der
Muskel in einen roten (geringer Anteil von Typ-I-Fasern) und einen weifsen (ausschliefs-
lich Typ-II-Fasern) Bereich unterteilt [26]. Um eine Vergleichbarkeit sicherzustellen, wur-
de in allen Muskeln der rote Bereich ausgewihlt.

In allen untersuchten Muskeln wurde dabei die erwartete Dominanz von Typ-II-Fasern
nachgewiesen, die durch die Masse an schnellen Typ-IIX- und Typ-lIB-Fasern gebildet
wird. Typ-I-Fasern wurden in geringer Zahl in der mdz-Mutante und -in noch geringe-
rem Ausmak- in ihrem zugehorigen Wildtyp nachgewiesen.

Das Diagramm in Abbildung 18 belegt dabei die Verteilung iiber die Typ-II-Fasern mit
Dominanz der Typ-1IX-Gruppe. Dabei finden sich in beiden Mutanten keine signifikanten
Unterschiede in der Verteilung der Fasertypen im Vergleich zu ihren korrespondierenden
Wildtypen. Zudem konnten in allen vier Genotypen Hyprid-Fasern (vornehmlich Typ
ITA/TIX und Typ IIX/IIB) detektiert werden, ebenfalls ohne signifikanten Unterschied

zwischen Wildtypen und untersuchten Mutanten.
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Abbildung 18: Haufigkeitsverteilung der Fasertypen in den Mm. tibiales anteriores der
4 Genotypen. Die Auswertung erfolgte wie unter Abb. 17 beschrieben.

4.3.3 M. extensor digitorum longus

Im musculus extensor digitorum longus iiberwiegen anteilig die schnellsten Fasern vom
Typ IIX. Typ-I-Fasern kommen in den Wildtypen nicht vor. Der Muskel erfiillt damit

Aufgaben, die einer raschen Kontraktion bediirfen (Zehen- und Fufhebung beim Laufen).
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Abbildung 19: Haufigkeitsverteilung der Fasertypen in den Mm. extensores digitorum
longi der 4 Genotypen. Die Auswertung erfolgte wie unter Abb. 17
beschrieben.

Das Diagramm in Abbildung 19 veranschaulicht die Verschiebung der Fasertypen in
Richtung langsamerer Fasern in der mdz-Mutante im Vergleich mit ihrem Wildtyp. Als
Ausdruck dieser Verschiebung wurden in dieser Mutante langsam kontrahierende Typ-I-
Fasern nachgewiesen, die sich in den {ibrigen Stdmmen nicht fanden. Allerdings ergab sich
auch ein hoherer Anteil an schnellen Typ-IIB-Fasern (in der statistischen Uberpriifung
nicht signifikant), der ein Ausdruck fiir regenerative und kompensatorische Prozesse sein
kénnte. Fiir die trpv4~/~-Mutante ergab sich kein statistisch signifikanter Unterschied

der Fasertypen-Zusammensetzung im Vergleich mit dem Wildtyp.

4.3.4 Diaphragma

Im Diaphragma als wichtigstem Atemmuskel finden sich in den Wildtypen iiberwiegend
(<90%) Typ-II-Fasern, die sich groftenteils aus den Typen ITA und IIX zusammenset-
zen. Dabei ist aber auch ein ausgeprigter Anteil an Typ-I-Fasern vorhanden, um die

unterschiedlichen Anforderungen an die Zwerchfellatmung erfiillen zu kénnen.
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Abbildung 20: Haufigkeitsverteilung der Fasertypen in den Diaphragmata der 4 Geno-
typen. Die Auswertung erfolgte wie unter Abb. 17 beschrieben.

Das Diagramm in Abbildung 20 stellt eine nahezu identische Zusammensetzung des
Diaphragmas fiir die TRPV4-defiziente Mutante und ihren Wildtyp dar. In der mdz-
Mutante suggeriert die Grafik einen leichten Shift von Typ IIX zu Typ IIA, der in der

statistischen Uberpriifung nicht signifikant war. Der Anteil der ausdauernden Typ-I-

Fasern stellte sich konstant dar.
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5 Diskussion

Die gewichtige Rolle der TRP-Kanile in vielfdltigen Krankheitsbildern ist aktuell Ge-
genstand verschiedenster Forschung. Dabei ist das therapeutische Potential vielverspre-
chend, insbesondere bei Lungenerkrankungen wie Husten, Brocnchokonstriktion, pul-
monaler Hypertension und akuter respiratorischer Insuffizienz. Aber auch bei chroni-
schen Schmerzerkrankungen, Odemen und gastrointestinalen Stérungen bestehen mogli-
che pharmakologische Behandlungsansitze [103|. Die Bedeutung der TRP-Kanéle fiir die
Physiologie der Skelettmuskulatur sowie die fiir die Pathophysiologie ihrer Erkrankun-
gen ist hingegen weitestgehend ungeklart. Der Nachweis seiner Mechanosensitivitét [43]
riickt das TRPV4-Protein innerhalb dieser Gruppe in den Fokus der Muskeldystrophie-

Forschung.

Bekanntermafsen ist die Erhéhung der Kalziumionen-Konzentration in der Muskelzelle
unbedigte Voraussetzung fiir die Kontraktion des Muskels. Nach dem Nachweis funk-
tioneller TRPV4-Proteine als Kationen-Kanile [65] sollte sich deren Stellenwert fiir die
physiologischen Prozesse und die funktionsmorphologische Entwicklung des Skelettmus-
kels in dieser Arbeit weiter gendhert werden. Diese Untersuchungen sind dabei aus zwei
Griinden interessant. Zum einen in Bezug auf die direkte Beteiligung des Kanals an pa-
thophysiologischen Prozessen und zum anderen zur Aufklérung unerwiinschter Wirkun-
gen einer (pharmakologischen) Hemmung. Zu diesem Zweck sind hier die oben beschrie-
benen histologischen Untersuchungen sowohl an einem TRPV4-defizienten Mausmodell,
als auch an einem Modell fiir eine der hdufigsten genetischen Skelettmuskelerkrankungen
-der Muskeldystrophie vom Typ Duchenne- durchgefiihrt worden.

In der Muskeldystrophie vom Typ Duchenne folgt die aktuelle Hypothese zur Atiologie
zwei Hauptkonzepten. Zum Einen verursacht die Dystrophin-Defizienz Schéden an der
Zellmembran [127], die iiber einen vermehrten Kalziumeinstrom zur Aktivierung von
Proteasen und Lipasen fiihrt [128]. Daraus resultiert eine zusétzliche Schidigung der
Zellmembran. Zum Anderen wurde eine verinderte Aktivitat von Kalzium-Kanélen be-
schrieben, die eine Kalzium-Uberlastung in der Zelle verursacht [129]. Beide Wege enden
in einer gestorten Kalzium-Homdoostase, die iiber den Einfluss mechanosensitiver Kanéle
bei Muskelaktivitit noch verstarkt wird [130] und letztlich zur Apotose oder Nekrose
der Zelle fiihrt [14]. Die Kalzium-Uberlastung der Muskelfaser stellt dabei ein mogliches
Target einer symptomatischen Therapie dar.

Wir wissen heute um eine Vielzahl an Auswirkungen dieses Zelluntergangs auf die Phy-
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siologie des gesamten Skelettmuskels. Dieser bildet als Reaktion auf den Zelluntergang
verstirkt neue Myozyten, was sich im histologischen Bild anhand einer Zunahme der Va-
rianz der Faserkaliber und einer Zunahme von Zellkernen mit Lokalisation in der Mitte
des Faserquerschnitts abbildet. Zudem lassen sich vermehrt fibrotische Areale als Aus-
druck untergegangener Fasern nachweisen [116]. In unseren Untersuchungen zur Varianz
der Faserkaliber ergaben sich nach statistischer Auswertung unter Verwendung des F-
Tests signifikante Abweichungen in allen untersuchten Muskeln der mdz-Mutante. In der
trpv4~/~-Mutante ergab sich im Wesentlichen kein statistisch signifikanter Unterschied
im Vergleich zum korrespondierenden Wildtyp. Unsere Ergebnisse der Untersuchungen
zur Faserdegeneration (Fibrotische Areale) lieferten gleichartige Ergebnisse. Nach stati-
stischer Auswertung mittels Rosenbaums ,JQuick test of Location* ergaben sich signifi-
kant erhohte Werte fiir die mdz-Mutante, wihrend sich in der trpv4—/~-Mutante keine
Unterschiede zum Wildtyp darstellten.

In den immunhistochemischen Experimenten zur Fasertypisierung ergaben sich (im sta-
tistisch nicht signifikanten Rahmen bei n=4) Hinweise auf den bekannten ,Fasertypen-
Shift* bei vorrangiger Affektion von Fasern mit hoher Kontraktionsgeschwindigkeit [33].
Wesentliche Abweichungen in der Verteilung der Fasertypen fielen in der trpv4—/—-
Mutante nicht auf.

Die Resultate lieferten insgesamt erwartete Erkenntnisse im mdz-Mausmodell, wihrend
sich in Bezug auf die untersuchten Parameter Faserkaliber-Varianz, Auspriagung der
Fibrose und Fasertypen-Zusammensetzung in der TRPV4-defizienten Maus (trpv4=—/~)
nahezu keine signifikanten Unterschiede im Vergleich mit ihrem Wildtyp zeigten. Die
untersuchten Parameter in der trpv4—/—-Mutante niherten sich also nicht denen der
mdz-Maus an, was darauf hindeuten kénnte, dass eine verminderte Funktionalitit des
TRPV4-Proteins keine herausragende Rolle in der Krankheitsentstehung der DMD ein-
nimmt. Dabei bleiben die Fragen weiter offen, ob die Funktionen von TRPV4 in der
trpv4d~/~-Mutante durch Verinderung molekularer Prozesse durch andere Proteine kom-
pensiert werden, ob der Kanal im mdz-Mausmodell iiberaktiv (gain of function) oder
fehl-lokalisiert ist, oder ob der Kanal auch im Wildtyp keinen wesentlichen Beitrag zur
Entwicklung der Skelettmuskulatur leistet.

Bereits 2010 postulierte die Gruppe um Pratibha Verma mdgliche Mechanismen der
Expression und Regulation von TRPV4 anhand von Unteruschungen an transfizierten
HEK-Zellen [131]. Inwieweit die Regulation der TRP-Kanile in vivo diesen Mechanismen

unterliegt, bleibt aktuell hypothetisch. Im Rahmen unserer Untersuchungen, insbesonde-
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re auch in den umfangreichen Begleitexperimenten wéhrend der Erstellung und Testung
der Féarbeprotokolle, liefen sich in der intensiven Beobachtung der Préparate keine offen-
sichtlichen Alterationen im Phénotyp der untersuchten Muskeln feststellen. Als mogliche
Erklarung innerhalb dieser Diskussion ist also auch die Frage zu beriicksichtigen, ob der
Kanal in vivo in einem sténdig inaktiven Zustand gehalten wird, um nur im Bedarfsfall
rekrutiert zu werden. Diese Hypothese wiirde sehr gut erkldren, warum unsere Ergebnis-
se fiir die trpv4~/~-Mutante denen ihres Wildtyps dhnelten. Das zusétzliche Vorliegen
einer Muskeldystrophie im Mausmodell kénnte solch einen Bedarfsfall moglicherweise
simulieren. Insofern wiren weitergehende histologische und elektrophysiologische Unter-
suchungen an Doppelmutanten (Dystrophin- und TRPV4-defizient) inklusive verglei-
chender Untersuchungen mit den hier untersuchten Mutanten duferst interessant, da
hier eine Verdnderung der Bedeutung von TRPV4 im Rahmen einer DMD-Erkrankung
erortert werden kdnnte.

Die Mechanismen, die die Zusammensetzung eines Muskels mit den unterschiedlichen
Muskelfasern regulieren, sind heute Gegenstand intensiver Forschung [132]. Dabei sind
die verschiedenen Qualitdten der duferen Beanspruchung (Intensitdt der Kraftanstren-
gung, Dauer der Belastung, Dauer der Ruhephasen) fiir die zellulire Antwortmatrix
relevant. Diese beriicksichtigt dann wiederum intrinsische Informationen (Genotyp, Al-
ter, Geschlecht, Muskelaufbau, Hormonstatus, Erndhrung, Immunstatus) fiir die Signal-
transduktion zur Muskeladaptation [133].

Unsere Ergebnisse lassen insgesamt annehmen, dass eine mogliche spezifische Deakti-
vierung von TRPV4 (z.B. durch pharmakologische Hemmung) der Kanéle keinen we-
sentlichen Finfluss auf die eutrophe Entwicklung der untersuchten Skelettmuskeln aus-
iibt. Die Konsequenzen einer Hemmung von TRPV4 unter Bedingungen einer gestorten
Kalzium-Homdoostase, dauerhafter Kraftbelastung, sowie eines hoheren Lebensalters be-

diirfen weiterer Untersuchung.

Die verwendeten Méause aller Stimme waren zum Zeitpunkt der Untersuchungen 100
Tage alt. Der Beginn histopathologischer Verdnderungen von Skelettmuskulatur und
Diaphragma in der mdz-Maus wird mit 3-4 Wochen angegeben [134], sodass diese in
unseren Proben entsprechend nachweisbar waren. Fiir die trpv4~/~-Mutante existieren
aktuell noch keine Angaben fiir Symptome in der Skelett- und Atemmuskulatur in Ab-
hingigkeit von ihrem Alter oder ihrer korperlichen Belastung. Die Uberlegungen zu
pathophysiologischen Mechanismen in der Entstehung neuromuskuldrer Storungen lasst

daher weitere Fragen aufkommen.
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1.) Fiihrt eine mechanische Belastung in der Skelettmuskulatur des TRPV4-defizienten
Mausmodells zu struktureller Schidigung? Was konnte die molekulare Ursache einer
Schadigung sein?

2.) Kommt es bei alteren Tieren zu spezifischen Symptomen als Ausdruck einer Stérung
der Skelettmuskelphysiologie?

3.) Ist die Kompensationsfihigkeit bei gestorter Kalzium-Homdostase (wie beispielsweise
bei der DMD) in TRPV4-defizienten Tieren reduziert?

Die Gruppe um Hitoshi Yamashita nutze 2012 Enzym-histochemische Methoden zum
Nachweis von Typ-I-Muskelfasern im musculus soleus der trpv4—/~-Maus. Sie fanden ei-
ne signifikante Zunahme dieser Fasern im Vergleich mit dem Wildtyp bei n=4 (p<0.05)
[111]. In unserer Erweiterung dieser Untersuchungen mit immunhistochemischen Me-
thoden konnte diese Zunahme der Typ-I-Fasern nicht gesehen werden. Yamashita und
Kollegen untersuchten M&ause im Alter von sieben Monaten, die unter vergleichbaren
Bedingungen gehalten wurden, wie die von uns verwendeten. Der deutliche Altersunter-
schied der Méuse (7 Monate gegen 100 Tage) ldsst einen moglichen Beginn der Verénde-
rung der Skelettmuskelphysiologie in der trpv4—/~-Mutante zu einem spéteren Zeitpunkt

annehmen.

Entsprechende histologische und elektrophysiologische Untersuchungen an dlteren Tieren
und mdz-trpv4~/~-Doppelmutanten sowie Verlaufsbeobachtungen kénnten zur Aufkli-

rung dieser Fragen beitragen.

Die Gruppe um Wolfgang Liedtke beschreibt in ihrer Publikation mit der Einfiihrung
der trpv4~/~-Maus eine gestorte Fihigkeit der osmotischen Regulation in diesen Méu-
sen und zeigt, dass TRPV4 als osmotischer Sensor im zentralen Nervensystem (ZNS)
arbeitet [119]. Grace und Kollegen stellten in ihrer Veroffentlichung aus dem September
2017 Erkrankungsbilder mit Moglichkeit der therapeutischen Regulation von TRPV4
heraus [103]. Aktuell befindet sich eine klinische Studie zur Behandlung des Lungen-
odems bei Rechtsherzinsuffizienz in der Phase 2 (NCT02119260). Verwendet wird hier
der synthetische Hemmstoff GSK2798745 (GlaxoSmithKline, London, Grofbritannien).
Die Ergebnisse dieser Studie werden - auch in Hinblick auf unerwartete und unerwiinsch-

te Wirkungen - mit Spannung erwartet.
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Zukiinftige Moglichkeiten

Seit den 2000er Jahren riicken molekulare Therapien und die Gentherapie zur Behand-
lung der DMD zunehmend in den Fokus. Die Behandlung beruht auf dem Prinzip, ge-
netisches Material fiir funktionelles Dystrophin in den Skelettmuskel einzubringen. Eine
erste klinische Studie wurde 2010 von Mendell und Kollegen veréffentlicht [135]. Hier
waren sechs Patienten mit einem entsprechenden Vektor behandelt worden. Im Verlauf
konnte kein funktionelles Dystrophin in Muskelbiopsien nachgewiesen werden, die Kol-
legen schlussfolgerten aus einem gemessenen raschen Anstieg spezifischer T-Zellen eine
Autoimmunreaktion. Neuere molekulare Behandlungsansitze beruhen auf dem Prinzip,
die DNA iiber das Stopcodon hinaus ablesbar zu machen. Aktuell werden dabei zwei
Wirkstoffe beschrieben.

Ataluren (PTC-124) kann in Patienten mit bestimmten Mutationen im Dystrophin-Gen
(etwa 10-15% der Patienten) am Ribosom wihrend des Translationsprozesses die Ein-
fiigung einer Aminosédure anstelle des Abbruchs der Translation vermitteln. Es entsteht
eine geringe Menge verkiirztes, aber funktionelles Dystrophin, das den Krankheitsverlauf
positiv beeinflussen kann [136, 137, 138, 139].

FEteplirsen ist ein Phosphorodiamidat-Morpholino-Oligomer (PMO), das als Antisense-
Oligonukleotid selektiv das Splicing an Exon 51 der pra-mRNA beeinflusst. Das Exon
wird iibersprungen oder entfernt (Exon-Skipping), sodass ein funktionelles Dystrophin
entsteht [140]. Aktuell befinden sich mehrere Studien in der klinischen Phase, das Me-
dikament erhielt in den USA bereits 2016 eine Zulassung im Schnellverfahren [141]. Die
Zulassung in Europa wurde 2018 aufgrund mangelhaften Studiendesigns in der Zulas-

sungsstudie vorldufig abgelehnt [142].

Auferdem wird mit BMS-986089 ein Stoff erforscht, der als Adnectin im Muskel an
Myostatin bindet und dessen negative Effekte auf das Muskelwachstum inhibiert. Auf
diese Weise konnten in Tierversuchen Muskelvolumenzunahmen erreicht werden. Der
Ansatz befindet sich aktuell noch in der préklinischen Phase [143].

Auch die aktuellen - und vielversprechenden - Forschungsergebnisse aus dem Bereich
der molekularen Therapien belegen derzeit nur eine Abmilderung der Symptomatik be-
ziehungsweise eine Verlangsamung der Progredienz des Krankheitsverlaufs. Insofern ist
auch die Fortsetzung der bestehenden umfangreichen Forschung an symptomatischen

Behandlungsoptionen sinnvoll.
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6 Zusammenfassung

Die Mechanismen, die zur Adaption quergestreifter Muskulatur an extrinsische und in-
trinsische Bedingungen fiihren, sind heute zu grofen Teilen ungeklart.

In Muskeldystrophien sind die Bedingungen fiir Muskelentwicklung, Wachstum und Ad-
aption verandert, was den Muskel einer progredienten Degeneration unterwirft. Die Rolle
der Familie der TRP-Ionenkanile fiir diese Verdnderung der Bedingungen ist hier Ge-
genstand der Forschung. Aktuell wird die Rolle der ubiquitér exprimierten Kanéle mit
der Sensorik von Geschmack, Temperatur, Osmolaritit, Nozizeption sowie taktiler Reize
angegeben. Mit dem Nachweis der Mechanosensitivitit des TRPV4-Kanals wurde des-
sen Bedeutung in Muskelfasern stiarker erforscht.

In der vorliegenden Dissertation wurde in diesem Zusammenhang die Frage nach ei-
ner moglichen Rolle der Kanile in der Pathophysiologie von Muskeldystrophien gestellt
und demgeméf sowohl Beobachtungen am TRPV4-defizienten, als auch am Dystrophin-
defizienten Mausmodell durchgefiihrt. Dazu wurden Untersuchungen an représentativen
Unterschenkelmuskeln (m. soleus, m. tibialis anterior, m. extensor digitorum longus) und
dem Haupt-Atemmuskel (Zwerchfell) am trpv4~/~-Mausmodell durchgefiihrt und mit
dem korrespondierenden Wildtyp verglichen. Dieselben Analysen wurden gleichermafen
am allgemein akzeptierten Mausmodell fiir die Duchenne Muskeldystrophie umgesetzt
und ebenfalls dem korrespondierenden Wildtyp gegeniibergestellt. Die im dystrophen
mdz-Modell typischen Verdnderungen der Skelettmuskulatur (Dissemination der Faser-
kaliber, Bindegewebsvermehrung und Fasertypen-Shift) wurden erwartungsgemif nach-
gewiesen. Es ergab sich eine signifikante Abweichung der Varianz der Faserkaliber in
den HE-gefarbten Muskelquerschnitten. Diese Unterschiede konnten beim Vergleich der
TRPV4-defizienten Mutante mit ihrem Wildtyp nicht nachgewiesen werden. Die in der
DMD typische Zunahme von Bindegewebe im Muskelquerschnitt stellte sich in unseren
Versuchen deutlich dar. Fiir alle vier untersuchten Muskeln zeigte sich nach Auswertung
Sirius-Red-gefarbter Muskelquerschnitte ein etwa doppelt so grofer Anteil an Bindege-
webe wie im Wildtyp. Im Vergleich der TRPV4-defizienten Mutante mit ihrem Wildtyp
ergab sich kein signifikanter Unterschied in Bezug auf den Bindegewebsanteil. Der in der
DMD bekannte Untergang schnellerer Muskelfasern und die Neubildung langsamerer
Fasern (Fasertypen-Shift) deutete sich in unseren Untersuchungen zur immunhistoche-
mischen Fasertypisierung an. Bei geringer Grofe der Stichprobe konnten jedoch kaum
statistisch signifikante Unterschiede nachgewiesen werden. Im Vergleich der Fasertypisie-

rung der TRPV4-defizienten Mutante mit ihrem korrespondierenden Wildtyp ergaben

45



sich nahezu keine Unterschiede.

Zusammengefasst ergaben sich in unseren histologischen Untersuchungen im Wesentli-
chen keine signifikanten Unterschiede zwischen der Skelettmuskelkonstitution der trpv4—/~-
Mutante und ihrem Wildtyp. So kann geschlussfolgert werden, dass die Abwesenheit des
TRPV4-Kationenkanals keine Auswirkung auf das Wachstum und die Entwicklung der
untersuchten quergestreiften Muskulatur hat und insbesondere nicht zu den bei der DMD
typischen Verdnderung der Muskelkonstitution fiihrt.

Diese Ergebnisse lassen den generellen therapeutischen Einsatz von spezifischen TRPV4-
Blockern mannigfaltiger Erkrankungen (beispielsweise des Rechtsherz-Insuffizienz-bedingten
Lungenddems) noch verheifungsvoller erscheinen, da zundchst von unerwiinschten Wir-
kungen in Bezug auf die Skelettmuskelkonstitution nicht ausgegangen werden muss.
Im Falle eines noch zu erbringenden Nachweises einer bedeutsamen Rolle fiir die Pa-
thophysiologie in Muskeldystrophien kénnte eine spezifische Hemmung womdéglich zur
Verbesserung der Kalzium-Homdoostase beitragen, ohne dass schwere Fehlentwicklungen

befiirchtet werden miissen.
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9 Anhang

9.1 Ergebnisse Faserkaliber

Angegeben wird die prozentuale Verteilung der Fasern iiber die verschiedenen Feret-

Durchmesser, die in Mikrometer (nm) angegeben sind, sowie die Standardabweichung
(SD).

Minimaler Feret-Durchmesser in pm

<10 | 10-20 | 20-30 30-40 | 40-50 | 50-60 | 60-70 | 70-80 | 80-90 | 90-100
trpvd=/= | 0 0,5 7,951 | 38,265 | 34,333 | 16,451 | 2,5 0 0 0
SD 0 1 5,14 11,457 10 6,47 3 0 0 0
BL/6J 0 0 22,902 | 49,696 | 23,932 | 3,471 0 0 0 0
SD 0 0 15,732 | 7,571 | 16,548 | 1,864 0 0 0 0
mdz 0 3,5 23,592 | 35,745 | 22,551 | 13,112 1 0,5 0 0
SD 0 2,517 | 15,221 | 11,139 | 12,101 | 10,65 2 1 0 0
BL/10 0 0,5 18,843 | 49,304 | 26,853 | 3,5 0,5 0,5 0 0
SD 0 1 11,8321 | 7,536 | 9,251 3 1 1 0 0

Tabelle 4: Ergebnisse Faserkaliber im musculus soleus
Minimaler Feret-Durchmesser in pm

<10 | 10-20 | 20-30 | 30-40 | 40-50 | 50-60 | 60-70 | 70-80 | 80-90 | 90-100
trpvd=/~ | 0,5 0,5 | 14,382 | 25,882 | 32,853 | 18,412 | 5,99 | 1,481 0 0
SD 1 1 7,17 | 9,696 | 6,104 | 6,619 | 4,63 | 1,881 0 0
BL/6J | 0 | 05 | 14,582 | 28,163 | 26,592 | 19,123 | 8,531 | 2,01 | 0,5 0
SD 0 1 | 7,573 | 4529 | 858 | 7,143 | 5,241 | 2,826 | 1 0
mdz 0 | 4,031 | 11,092 | 17,602 | 26,633 | 17,072 | 13,561 | 7,01 2 1

SD 0 | 2858 | 5,923 | 5,573 | 5,25 | 4,703 | 4,409 | 4,147 | 1,633 | 1,155
BL/10 0 1,01 | 15,611 | 39,674 | 22,143 | 15,612 4,5 1 0,5 0
SD 0 | 1,167 | 6,929 | 5,024 | 9,645 | 7,681 | 7,724 2 1 0

Tabelle 5: Ergebnisse Faserkaliber im musculus tibialis anterior
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Minimaler Feret-Durchmesser in pm

<10 | 10-20 | 20-30 | 30-40 | 40-50 | 50-60 | 60-70 | 70-80 | 80-90 | 90-100
trpvd=/~ | 0 | 8,981 | 26,382 | 29,432 | 27,275 | 6,951 | 0,49 | 049 | 0 0
SD 0 |5,796 | 3,137 | 10,639 | 12,359 | 3,408 | 0,981 | 0,981 | 0 0
BL/6J | 0 | 4,99 | 31,275 | 31,324 | 18,932 | 12,481 | 1 0 0 0
SD 0 |5299 | 12,877 | 7,938 | 11,057 | 12,811 | 1,155 | 0 0 0
mdz 0 | 9471 | 20,932 | 27,873 | 27,333 | 10,041 | 3451 | 0 0 0
SD 0 |3456 | 12,11 | 5,236 | 7,717 | 3,443 | 4,339 | 0 0 0
BL/10 | 0 | 9,941 | 31,304 | 30,343 | 24,422 | 349 | 0,5 0 0 0
SD 0 |3962| 6,687 | 7,151 | 9,668 | 3,421 | 1 0 0 0

Tabelle 6: Ergebnisse Faserkaliber im musculus extensor digitorum longus

Minimaler Feret-Durchmesser in pm

<10 | 10-20 | 20-30 | 30-40 | 40-50 | 50-60 | 60-70 | 70-80 | 80-90 | 90-100
trpvd=/~ | 0,5 | 26,882 | 47,765 | 22,863 | 1 | 0,99 | 0 0 0 0
SD 1 | 11,533 | 9,044 | 2,282 | 1,155 | 1,144 | 0 0 0 0
BL/6J | 0,5 | 22,461 | 58,716 | 15,373 | 2,951 | 0 0 0 0 0
SD 1 | 16,407 | 14,321 | 8,01 | 4,665 | 0 0 0 0 0
mdz 2 31,343 | 43,784 | 19,882 | 2,99 | 0 0 0 0 0
SD | 1,633 | 838 | 4,342 | 3,483 | 2,587 | 0 0 0 0 0
BL/10 0 |30,892 | 54,226 | 13,892 | 0,99 | 0 0 0 0 0
SD 0 |10,644 | 9,103 | 6,564 | 1,144 | 0 0 0 0 0

Tabelle 7: Ergebnisse Faserkaliber im Diaphragma
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9.2 Ergebnisse Kollagengehalt

Angegeben wird der Kollagengehalt in Prozent (%) und die Standardabweichung (SD).

Kollagengehalt in % SD
trpvd =/~ 5,64 1,856121
BL/6J 5,48 1,020444
mdz 10,62 2,474574
BL/10 5,16 1,582108

Tabelle 8: Ergebnisse Kollagengehalt im musculus soleus

Kollagengehalt in % SD
trpvd—/~ 5,12 1,413912
BL/6J 4,85 1,121262
mdz 10,2 1,416473
BL/10 5,06 0,869089

Tabelle 9: Ergebnisse Kollagengehalt im musculus tibialis anterior

Kollagengehalt in % SD
trpvd =/~ 5,35 1,336631
BL/6J 5,04 0,838643
mdz 10,48 1,43837
BL/10 5,26 0,951978

Tabelle 10: Ergebnisse Kollagengehalt im musculus extensor digitorum longus

Kollagengehalt in % SD
trpvd =/~ 5,36 1,459826
BL/6J 4,3 1,303382
mdzx 11,47 3,173783
BL/10 4,46 1,725211

Tabelle 11: Ergebnisse Kollagengehalt im Diaphragma
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9.3 Ergebnisse Fasertypisierung

Angegeben ist der prozentuale Anteil fiir jeden Fasertyp sowie die Standardabweichung

(SD).
Fasertyp
I I/ITA ITA ITA /TIX X IIX/11B 1B
trpvd =/~ 34,71 0,2 37,53 0,39 24,87 0,39 1,91
SD 4,258035 0,4065 | 14,621705 | 0,7815 | 12,538273 | 0,7815 | 3,8235
BL/6J 35,54 0,71 44,42 1,56 17,77 0 0
SD 6,305444 | 0,608335 | 19,277011 | 1,64116 | 22,181266 0 0
mdzx 53,1 3,45 31,24 3,84 8,37 0 0
SD 13,026234 | 2,216962 | 11,915323 | 4,881105 | 4,782382 0 0
BL/10 34,96 0,58 47,02 0,68 16,69 0,08 0
SD 3,846815 | 0,960373 | 15,000709 | 0,537183 | 12,6569295 | 0,1505 0
Tabelle 12: Ergebnisse Fasertypisierung musculus soleus
Fasertyp
I I/TTIA ITA ITA /IIX X IIX/1IB 1B
trpvd =/~ 0 0 11,41 1,88 49,12 3,21 34,38
SD 0 0 6,63759572 | 1,538161 | 9,759572 | 2,286132 | 13,450435
BL/6J 0 0 10,99 0,88 56,48 1,35 30,3
SD 0 0 8,475561 | 0,842092 | 6,223813 | 1,722095 | 14,284014
mdz 0,71 0,23 9,07 3,48 57,89 4,82 23,81
SD 0,882743 | 0,4565 | 9,663924 | 2,116212 | 7,949232 | 2,245508 | 8,491035
BL/10 0,09 0,09 11,47 1,59 62,86 2.2 21,68
SD 0,1875 | 0,1875 7,1518 0,97872 | 11,949242 | 2,417331 | 8,993102

Tabelle 13: Ergebnisse Fasertypisierung musculus tibialis anterior
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Fasertyp

I | I/IIA 1A I1A /11X 11X 11X /11B 1B

trpvd~/~ | 0 0 17,06 5,49 17,41 4,71 55,33
SD 0 0 | 7,773432 | 8,414217 | 13,242602 | 3,760048 | 11,269207

BL/6J 0 0 13,31 4,79 26,48 4,06 51,37
SD 0 0 | 2,387388 | 5,575378 | 1,611787 | 2,728889 | 2,862456

mdr | 125 | 0 6,81 2,02 30,95 6,72 52,26
SD | 0,025| 0 | 4,302489 | 2,403838 | 9,745848 | 5,245093 | 7,446802

BL/10 0 0 8,29 2,28 34,28 17,02 38,12
SD 0 0 | 12,824708 | 2,129844 | 11,537869 | 10,023364 | 23,024552

Tabelle 14: Ergebnisse Fasertypisierung musculus extensor digitorum longus

Fasertyp

I I/TIA ITA ITA /TIX 1106 [IX/11B I1B

trpvd =/~ 8,56 0 36,15 4,87 40,03 2,48 7,91
SD 1,270116 0 1,210009 5,00707 | 7,629852 | 3,147518 | 4,26674

BL/6J 10,61 0 38,12 5,44 39,99 2,11 3,73
SD 1,094352 0 7,076933 | 3,711746 | 11,823928 | 1,556177 | 3,256628

mdz 10,08 0,22 41,53 10,5 33,27 2,77 1,62
SD 5,283685 | 0,4385 | 22,391423 | 11,016725 | 24,097454 | 3,991566 | 1,959064

BL/10 9,33 0 33,09 2,52 47,55 1,17 6,33

SD 2,1179 0 8,3126 1,3521 12,5221 1,3061 7,3865

Tabelle 15: Ergebnisse Fasertypisierung im Diaphragma
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