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Neuromuskulare

Erkrankungen und ihre
Wirkebenen

Jede Art willkiirlicher Bewegung,
vom Atmen Uber das Sprechen,
Essen, Gehen bis zum Schreiben
dieser Zeilen, wird durch Skelett-
muskulatur vermittelt. Dement-
sprechend schwerwiegend sind
krankhafte Veranderungen in die-
sem System. Das Interesse ist
groB, diesen Verdnderungen auf
die Spur zu kommen und sie wo
moglich zu beseitigen. Der Weg
dahin ist aufgrund der Komple-
xitédt der Zusammenarbeit ver-
schiedener Gewebetypen sehr
langwierig. Unsere Willkiirmotorik
basiert ndmlich auf einer Interak-
tion zwischen zentralem und peri-
pherem Nervensystem und der
Skelettmuskulatur selbst. Wahrend
in Gehirn und Riickenmark einge-
hende - sensorische — und aus-
gehende — motorische — Reize mit-
einander abgeglichen werden, set-
zen die sogenannten Motoneuro-
ne, welche Rickenmark und Mus-
keln miteinander verbinden, diese
zentralnervésen Signale in mus-
kelstimulierende Erregungsmuster
um. Letztere bewirken die Kon-
traktion der Skelettmuskulatur auf
so erstaunlich feine Weise, dass es
uns moglich ist, komplizierteste
Bewegungsvorgange durchzu-
fihren. Auf jeder der genannten
regulatorischen Ebenen kann es
zu Erkrankungen kommen, de-
ren Schweregrad alleine durch
exemplarische Nennungen deut-
lich wird — z. B. Parkinsonsche
Krankheit fir das Zentralnerven-
system, Multiple Sklerose fiir die
Motoneurone und Duchenne Mus-
keldystrophie fur die Skelettmus-
kulatur.

Muskeldystrophien -
Ursachen und Wirkungen

Wir beschéftigen uns mit Mecha-
nismen, die flir die Ausbildung der
muskelbasierten Erkrankungen
wichtig sind. Unter diesen sind be-
sonders die Muskeldystrophien
bekannt, eine Gruppe von Syn-
dromen, die alle durch progressi-
ven Muskelschwund und damit
einhergehende Einschrdnkungen
der Bewegungsfahigkeit gekenn-
zeichnet sind. In besonders schwe-
ren Fallen, wie zum Beispiel der Du-
chenne Muskeldystrophie, fihrt
die Muskelschwéche bereits im
zweiten oder dritten Lebensjahr-
zehnt zum Tod durch Herzversagen
oder Atemstillstand.

Ein Meilenstein in der Dystrophie-
forschung war die Erkenntnis, dass
alle Patienten, die unter der Du-
chenne-Form leiden, Mutationen
im Dystrophin-Gen aufweisen [1].
Dieses Gen ist verantwortlich fir die
Herstellung von Dystrophin, wel-
ches eines der gréBten menschli-
chen Proteine darstellt. Nachfol-
gend konnte gezeigt werden, dass
Dystrophin Teil eines umfangrei-
chen Proteinkomplexes ist, der die
Muskelzelle mit ihrer Umgebung
verzahnt und ihr so zusétzliche Sta-
bilitdt gegen die hohen Scherkraf-
te verleiht, die wahrend der Mus-
kelkontraktion auftreten [2]. Man
geht deshalb davon aus, dass Fa-
sern, bei denen dieser Proteinkom-
plex nichtintaktist, schon beinor-
maler Beanspruchung Mikrorisse
aufweisen, und nachfolgend das
zelluldre Gleichgewicht so stark
gestort ist, dass die Fasern nach
und nach absterben. Als besonders
problematisch wird bei diesem Ge-
schehen der Einstrom von Calcium-
lonen angesehen [3]. Wahrend die-

se lonen einerseits flr die ganz nor-
male Regulation der Muskelkon-
traktion unentbehrlich sind, kénnen
sie bei UbermaBigem Auftreten auch
den Zelltod bewirken, und im Fal-
le der Entstehung der Muskeldys-
trophien scheint dies ein entschei-
dender Faktor zu sein. Auf mor-
phologischer Ebene fallen im dys-
trophen Muskel neben deutlichen
Anzeichen von Entziindung und
Verdrangung des Muskelgewe-
bes durch Fett- und Bindegewebe
hauptséchlich Verdnderungen im
Zellskelett und der neuromus-
kularen Synapse, der Verbindung
zwischen Nerv und Muskel, auf.

Die Maus als Modell

fur die Erforschung der
Muskeldystrophien

Aufgrund der genannten Hypo-
thesen zur Krankheitsentstehung
und der beobachteten Symptome
gehen wir besonders zwei Fragen
nach: 1. Inwieweit und an welcher
Stelle ist das zellulare Gleichge-
wicht gestért, und welche Folgen
hat dies fir den Muskel? 2. Welche
Ursachen liegen der veranderten
Morphologie der Synapse zugrun-
de, und welche Rolle spielt dies fur
das Uberleben der Faser? Diese
Vorgénge kdnnen in Zellkultur-
systemen nicht oder nur sehr un-
befriedigend bearbeitet werden,
da dort die Scherkrafte und Sig-
nalmechanismen, die im lebenden
Muskel wirksam und entscheidend
sind, nicht nachgestellt werden
kénnen. Es wurde deshalb nétig,
nach geeigneten Systemen zu su-
chen, die einerseits die molekula-
ren Mechanismen, die den Mus-
keldystrophien zugrunde liegen,
widerspiegelten und die anderer-
seits hinreichend klein waren, um
fur die notwendige mikroskopi-
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sche Analyse verflugbar zu sein.
Beide Bedingungen erfillt die
Maus. Bei dieser Spezies existiert
eine Reihe von Formen, bei denen
dieselben genetischen Defekte auf-
treten, die auch beim Menschen zur
Ausbildung der Muskeldystrophi-
en fuhren. Ausserdem sind eine
Anzahl an oberflachlichen Skelett-
muskeln besonders gut experi-
mentell zugénglich und Uberdies
genetisch manipulierbar. Wir mach-
ten uns deshalb vor wenigen Jah-
ren daran, Modelle zu entwickeln,
die uns einen direkten Einblick die
das Zellgleichgewicht im leben-
den gesunden und kranken Ske-
lettmuskel gewahren wirden.

Technologische Fort-
schritte ermdglichen

neue Einsichten in
der biomedizinischen
Forschung

Aufdem Weg dahin halfen uns be-
sonders technologische Entwick-
lungen auf zwei Gebieten, nam-
lich der Mikroskoptechnologie und
der Entwicklung fluoreszierender
Proteine als molekulare Sonden. Im
Bereich der Mikroskopie wurde
seit Anfang der neunziger Jahre
durch Winfried Denk (Heidelberg)
und Kollegen die sogenannte Zwei-
photonenmikroskopie in die biolo-
gische Forschung eingefiihrt. Diese
Technologie ermdéglicht die nicht-
invasive Visualisierung fluoreszie-
render Objekte tiefim Gewebe und
hat bereits eine Reihe wichtiger
Erkenntnisse Uber physiologische
Vorgange, z. B.im Zusammenhang
mit der Entwicklung des Nerven-
systems, geliefert. Besonders pro-
fitiert hat diese Methode durch die
quasi parallele Entdeckung und
Entwicklung des sogenannten
Grin Fluoreszierenden Protein

(GFP) als genetischer Marker. GFP
ist ein Protein aus Quallen, das
auch nach Bildung in Fremdorga-
nismen selbsttatig zu einer fluo-
reszenten Form heranreift. Zu-
nachst wurde GFP in erster Linie als
Marker fur Proteinbildung und
-verteilung eingesetzt. Inzwischen
kennt man eine ganze Serie von
verschiedenen Formen und Farb-
varianten von GFP und anderen
fluoreszierenden Proteinen, die zu-
sammen ein wichtiges Werkzeug-
arsenal flir biologische und bio-
chemische Labors darstellen. Ge-
meinsam ist all diesen Werkzeugen,
dass sie mit Hilfe gewdhnlicher
genetischer Verfahren in das Un-
tersuchungsobjekt eingefiihrt wer-
den und dort fir die jeweiligen
Zwecke eingesetzt werden kdn-
nen.

Basierend auf diesen beiden tech-
nologischen Entwicklungen konn-
ten wir schlieBlich ein experimen-
telles System entwickeln, das erst-
mals direkte Einsichten in das zel-
lulare Gleichgewicht mit hoher zeit-
licher und raumlicher Auflésung
gestattete (siehe Abb. 1). Dazu
wurden zunachst die fluoreszenten
Proteinsonden in den Muskel Gber-
tragen und dann, nach einer Rei-
fungszeit der Sonden mithilfe der
Zweiphotonenmikroskopie am be-
taubten Tier die zu bestimmenden
Parameter vermessen. Bevor wir
uns aber an die Untersuchung un-
bekannter physiologischer Pha-
nomene machten, mussten wir si-
cherstellen, dass unsere Prapara-
te intakt sind, das heiBt, dass sie
auf Reize mit bekannter Antwort
entsprechend reagieren wirden.
Zunachst untersuchten wir also,
ob die Muskeln bei Stimulierung
mit zunehmender Stimulationsfre-
quenz zunehmend kontrahierten

und ob dieser Effekt positiv mit der
Konzentration an Calcium-lonen
in den Fasern korrelierte. Fur die
Messung der Calcium-lonendyna-
mik benutzten wir eine spezifische
Fluoreszenzsonde, die inr Leucht-
verhalten in Abhéngigkeit der vor-
handenen Calcium-lonenkonzen-
tration andert. Erfreulicherweise
entsprachen unsere Messergeb-
nisse den Erwartungen und wir
konnten eine direkte Beziehung
zwischen Stimulationsfrequenz,
Muskelkontraktion und Calcium-
lonenspiegel in den Muskelfasern
zeigen.

Beschreibung physio-

logischer Calcium-
Puffersysteme

Als Néachstes wendeten wir uns
der Fragestellung zu, welche zel-
lularen Kompartimente an der Re-
gulierung des Calcium-Spiegels
beteiligt waren. Dies ist von Be-
deutung fir die Ursachenerfor-
schung der Muskeldystrophien,
weil man zwar einerseits davon
ausgeht, dass ein verstarktes Auf-
treten von Calcium-lonen in der
Muskelfaser entscheidend flr die
Krankheitsauslésung sein kdnnte,
andererseits aber unklar ist, Gber
welchen Mechanismus letztlich die
Faserintegritat angegriffen wird.
Wie bereits erwéhnt, bendétigt die
Muskelzelle Calcium-lonen fir die
Kontraktion, reagiert aber auf einen
dauerhaft erhéhten Calcium-Spie-
gel mit dem Absterben der Faser.
Esist also absolut essenziell, dass
die Konzentration dieses lonsin je-
der Situation genau eingestellt ist.
Dazu bedient sich die Muskelzel-
le einer Reihe verschiedener Me-
chanismen, die im wesentlichen
auf einer kontrollierten Separie-
rung von Calcium basieren, das
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Abb. 1: Molekulare Nanosensoren und deren Anwendung in der Muskelforschung. a): Wirkungswei-
se von Ca?- und cAMP-Sensoren. Die Bindung von Calcium-lonen (links) oder cAMP (rechts) fiihrt
durch Molekiilumlagerungen zu einer messbaren Veranderung der Fluoreszenzfarbe. Dunkelblaue Pfei-
le, Anregungslicht; hellblaue/gelbe Kreise, Fluoreszenzfarbe. b) und c): Messung physiologischer Pa-
rameter im Muskel mittels Nanosensoren und Zweiphotonenmikroskopie. Erhéhte Calcium- (b) und
cAMP-Spiegel (c) aufgrund physiologischer Stimuli sind durch Falschfarbenwechsel von griin nach

rot angezeigt.

heiBt sie lagert diese lonen wéhrend
der Ruhephasen in bestimmten
Depots und entlasst es nur zum
Zwecke der Kontraktion und in
portionierten Mengen aus diesen
Depots in das Zellinnere. Zum Be-
endigen der Kontraktion muss das
Calcium freilich wieder zurtick in die
Depots gepumpt werden. Die Mus-
kelzelle bringt das Kunststiick fer-
tig, all diese Vorgange in Millise-
kunden und hochprazise ablaufen

zu lassen. Aber wohin pumpt sie
das freigesetzte Calcium? Bis-
lang war ein réhrenartiges Mem-
brannetzwerk, das sogenannte
Sarcoplasmatische Reticulum, als
Hauptspeicher bekannt. Es ent-
halt lonenkanale, die Calcium auf
die Aktivierung der Muskelzelle hin
aus dem Netzwerk entlassen, und
es enthélt lonenpumpen, die an-
schlieBend das Calcium wieder in
das Netzwerk zurlickbefordern.

Die Frage war, ob ein zweites, wich-
tiges Netzwerk bestehend aus so-
genannten Mitochondrien eben-
falls an der Aufnahme von Calcium
nach der Kontraktion beteiligt ist.
Da dieses Netzwerk, das norma-
lerweise fur die Bereitstellung der
Energietrdgermolekiile ATP be-
kannt ist, keine aktiven Pumpen,
sondern nur relativ unsensible, pas-
sive Calcium-lonenkanéle enthalt,
wurde lange eine Rolle dieses Netz-
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werkes am Calciumzyklus von
Muskelzellen bezweifelt. Allerdings
war auch bekannt, dass es so et-
was wie ein Mess- und Regelglied
flr die Zellphysiologie darstellt: In
ihm befinden sich namlich eine
Reihe von Faktoren, die bei Frei-
setzung zum programmierten Zell-
tod fihren; und diese Freisetzung
findet bekanntermaBen in einer
Reihe von Zelltypen (fir Muskel-
zellen war das noch nicht bekannt)
bei unphysiologisch erhéhtem Cal-
cium-Spiegel statt. Also war zu
prifen, ob das Mitochondrien-
netzwerk in Muskelzellen im intak-
ten Gewebe Calcium aufnehmen
und damit Verdnderungen im zel-
luldren Calciumspiegel messen
kénnte. Wir sind dieser Frage an-
hand unseres experimentellen Tier-
modells und unter Ausnutzung ei-
ner Sonde, die Calcium nur in Mi-
tochondrien misst, nachgegangen.
Wir konnten auf diese Weise erst-
mals im lebenden Gewebe nach-
weisen, dass diese Calcium-Auf-
nahme tatsachlich unter verschie-
denen Bedingungen stattfindet,
dass sie aber durch Inaktivierung
des Netzwerkes unterbunden wer-
den kann [4]. Im Nachhinein wur-
den wesentliche Bestandteile die-
ser Befunde auch durch Untersu-
chungen anderer Gruppen be-
statigt und erlauben im Hinblick
auf die Muskeldystrophien eine
theoretische Einbeziehung des Mi-
tochondriennetzwerkes in den Me-
chanismus der Krankheitsentste-
hung.

Durch Kombination unseres Tier-
modells mit der Vielzahl vorhan-
dener und neu zu entwickelnder
Sonden und deren Visualisierung
mittels moderner bildgebender Me-

thoden haben wir eine neue Platt-
form fUr die direkte Beobachtung
hochkomplexer und nur im biolo-
gischen Geflige beantwortbarer
Fragestellungen entwickeln kénnen
[4-6]. Mit dieser Technik konnte
bereits erstmals zweifelsfrei die
Beteiligung eines neuen Calcium-
Depots (der Mitochondrien) im Ske-
lettmuskel beschrieben werden [4]

und Untersuchungen Uber die Be-
teiligung dieses Depots an der Ent-
stehung der Muskeldystrophie sind
derzeit im Gange. Eine zweite
StoBrichtung unseres Labors be-
fasst sich mit Stérungen des Trans-
ports von Proteinen zur Verbin-
dungsstelle zwischen Nerv und
Muskel im dystrophen Muskel
(Abb. 2). Mithilfe des Tiermodells
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Abb. 2: Schaden an der neuromuskularen Synapse in kranken Mus-
keln. Struktur, Form und GréBe der Muskelsynapse im gesunden
(a) und im kranken, dystrophen Saugermuskel (b). Form, Gr6B8e und
Aufbau der Synapsen sind im dystrophen Muskel krankhaft veran-
dert. c): Schema der Mechanismen, die der Aufrechterhaltung der
Muskelsynapse dienen. Komponenten der Synapse werden iiber
Transportvesikel bei Bedarf herangefiihrt und nach Uberalterung
oder bei Inaktivitdt entfernt. Je nach physiologischem Zustand
des Muskels kénnen entfernte Komponenten rezykliert oder defi-
nitivabgebaut werden. Wie diese Transportschritte stattfinden und
in welchem MaB sie in kranken Muskeln gestort sind, ist Gegen-
stand unserer Forschung.
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konnten wir dort erste Hinweise
auf die Beteiligung und Fehlsteue-
rung bestimmter Motorproteine
finden und gehen nun der weiteren
Charakterisierung dieser Effekte
und deren Rolle fiir das dystrophe

Krankheitsbild nach. Wir hoffen,
auf lange Sicht der molekularbio-
logischen und genetischen For-
schung ein wertvolles und physio-
logisch aussagekraftiges Modell
zur Seite stellen und weiterent-

wickeln zu kénnen, um das Ursa-
che-Wirkung-Gefuige von Muskel-
erkrankungen aufzudecken.
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