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1 FRAGESTELLUNG UND ZIELE DIESER ARBEIT

Nuclear factor-kB (NF-kB) ist ein Oberbegriff fur eine Familie von Transkriptionsfaktoren, die
an der Regulation einer Vielzahl von biologischen Prozessen beteiligt sind. Uber die Funktion
des NF-kB wahrend der Skelettmuskelzelldifferenzierung wird in der Literatur kontrovers
diskutiert. Einige Autoren konnten eine differenzierungsfordernde Funktion, andere Autoren
eine differenzierungshemmende Funktion und wieder andere Autoren eine sowohl férdernde
als auch hemmende Funktion des NF-kB bei der Skelettmuskelzelldifferenzierung
nachweisen.

Rhabdomyosarkome sind eine Gruppe von Weichgewebstumoren, die Anzeichen von
Skelettmuskelzelldifferenzierung zeigen. Bei ihnen kann jedoch nur selten eine terminale
Differenzierung beobachtet werden. Uber eine mogliche Rolle des NF-kB bei der
Pathogenese des Rhabdomyosarkoms ist bisher nichts bekannt. Es besteht jedoch ein
Zusammenhang zwischen dem Differenzierungspotential der Rhabdomyosarkomzellen und
ihrer Malignitdt — ein hoherer Differenzierungsstatus fuhrt zu einem Verlust der
Metastasierungsfahigkeit. Aufgrund des regulatorischen Einflusses von NF-kB auf die
Muskelzelldifferenzierung kdénnte daher ein Zusammenhang zwischen der unvollstandigen
Differenzierung von Rhabdomyosarkomen und einer Fehlregulation der NF-kB-Aktivitat
bestehen.

Weiterhin konnte in einer Vielzahl von Tumoren eine im Vergleich zum entsprechenden
Normalgewebe abweichende NF-kB-Aktivitat festgestellt werden: In einigen Tumoren ist die
NF-kB-Aktivitat erhoht, wodurch die Chemo- und Bestrahlungsresistenz erhdht sind. Im
Gegensatz hierzu hat NF-kB in anderen Tumoren eine proapoptotische Wirkung und wirkt
somit tumorigenesehemmend. Auch diese allgemeinen Befunde zu NF-kB und
Tumorigenese sprechen daflir, dass NF-kB auch fur die Pathogenese des
Rhabdomyosarkoms relevant sein konnte.

Tumor necrosis factor receptor associated factor 6 (TRAFG6) ist ein zytoplasmatisches
Adaptorprotein, das an der Aktivierung des NF-kB in vielen Zellen beteiligt ist. Weiterhin ist
TRAF6 an der Aktivierung der Mitogen-aktivierten Proteinkinasen JNK (c-Jun N-terminale
Kinase) und p38 beteiligt.

Frihere Ergebnisse unserer Arbeitsgruppe deuteten an, dass eine Repression der traf6-
Expression wahrend der Skelettmuskelzelldifferenzierung in nichttransformierten Myoblasten
stattfinden konnte. Zusatzlich gab es Hinweise darauf, dass ein Zusammenhang zwischen
der NF-kB-Aktivitat und der traf6-Expression bestehen kénnte, also dass das traf6-Gen der
Regulation durch NF-kB unterliegt. Da TRAF6 die NF-kB-Aktivierung vermitteln kann, konnte
eine differentielle Expression des traf6-Gens letztendlich zu einer differentiellen Aktivierung
von NF-kB flihren. Hierbei ist anzumerken, dass hohe Mengen von TNFR (Tumor necrosis
factor receptor)-assoziierten zytoplasmatischen Adaptorproteinen auch unabhangig von
aktivierten TNFR-Komplexen die entsprechenden nachgeschalteten Effekte, wie die
Aktivierung von NF-kB oder die Modulation apoptotischer Prozesse, vermitteln kénnen.

Es ist jedoch denkbar, dass TRAF6 auch Effekte auf die Myogenese hat, welche
NF-kB-unabhangig sind.



Fragestellung und Ziele dieser Arbeit

Weiterhin gab es aus vorausgegangenen Arbeiten unserer Arbeitsgruppe Hinweise darauf,
dass in Rhabdomyosarkomzellen (im Gegensatz zu nichttransformierten Myoblasten) die
traf6-Expression nach Induktion der Differenzierung nicht reprimiert wird. Dies konnte
ein bedeutender Unterschied zwischen nichttransformierten  Myoblasten  und
Rhabdomyosarkomzellen sein, der zumindest zum Teil fir die Hemmung des
Differenzierungsprozesses in Rhabdomyosarkomzellen verantwortlich sein konnte.

Fir diese Arbeit ergaben sich daher folgende Fragen:

1. Wie verhalt sich die NF-kB-Aktivitat wahrend der Differenzierung in nichttransformierten
Muskelzellen und Rhabdomyosarkomzellen?

2. Welche Auswirkungen hat eine Hemmung der NF-kB-Aktivitat auf die Differenzierung von
nichttransformierten Muskelzellen und Rhabdomyosarkomzellen?

3. Kann die Repression der traf6-Expression wahrend der Differenzierung in
nichttransformierten Myoblasten bestatigt werden? Verhalt sich die traf6-Expression in
Rhabdomyosarkomzellen tatsachlich davon abweichend?

4. Unterliegt die Expression des traf6-Gens der Regulation durch NF-kB?

Falls ja, gibt es Unterschiede bezuglich dieser Regulation zwischen nichttransformierten
Myoblasten und Rhabdomyosarkomzellen?

Zur Beantwortung dieser Fragen wurde zunachst die NF-kB-Aktivitdt wahrend der
Differenzierung von  nichttransformierten = Myoblasten und drei verschiedenen
Rhabdomyosarkomzelllinien mit Hilfe des Western Blot-, ELISA- und Immunfluoreszenz-
Verfahrens untersucht. AnschlieRend wurde die NF-kB-Aktivitadt in den gleichen Zelllinien
durch zwei unterschiedlich wirkende NF-kB-Inhibitoren gehemmt. Die Auswirkungen dieser
Hemmung auf den Differenzierungsprozess wurden lichtmikroskopisch und anhand der
Expression verschiedener Differenzierungsmarker analysiert. Die Untersuchung der
Differenzierungsmarker erfolgte mit Hilfe des Western Blot- und des Northern Blot-
Verfahrens.

Die Expression des traf6-Gens wahrend der Differenzierung wurde in nichttransformierten
Myoblasten und drei Rhabdomyosarkomzelllinien mit Hilfe des Western Blot-Verfahrens
analysiert. Um zu untersuchen, ob das traf6-Gen der Regulation durch NF-kB unterliegt,
wurde die NF-kB-Aktivitat durch NF-kB-Inhibitoren gehemmt und anschlieRend die traf6-
Expression auf Proteinebene unter Verwendung des Western Blot-Verfahrens untersucht.

Insgesamt war das Ubergeordnete Ziel dieser Arbeit, mdgliche Unterschiede bezlglich der
NF-kB-Aktivitat und der fraf6-Expression zwischen nichttransformierten Myoblasten und
Rhabdomyosarkomzellen — insbesondere im Verlauf der Differenzierung — zu finden. Darauf
aufbauend sollte festgestellt werden, ob sich Uber eine Beeinflussung dieser Faktoren das
Differenzierungspotential von Rhabdomyosarkomzellen verandern |asst.

Aufgrund des engen inversen Zusammenhangs zwischen Differenzierungspotential und
Malignitat bei Rhabdomyosarkomzellen war unsere Vision zu Beginn der Arbeit, hier
mdglicherweise neue therapeutische Ansatzpunkte zu finden.



2 EINLEITUNG
2.1 Myoblastendifferenzierung

2.1.1 Physiologische Myoblastendifferenzierung
2.1.1.1 Molekulare Mechanismen der Myogenese

Die Myogenese ist die Formierung der Skelettmuskulatur wahrend der embryonalen
Entwicklung. Sie lauft in zwei Schritten ab: zunachst erfolgt die myogene Determinierung
multipotenter Stammzellen, anschlielend erfolgt die Differenzierung zu mehrkernigen
Myotuben.

Die Skelettmuskulatur der Saugetiere kann in Kérper- und Kopfmuskeln unterteilt werden,
wobei die Myogenese an den Kérpermuskeln am ausfuhrlichsten untersucht worden ist. Alle
Skelettmuskeln des Koérpers stammen aus Stammzellen, die in den Somiten liegen. Dies
sind temporare mesodermale Strukturen, die sich paarig auf beiden Seiten des Neuralrohrs
befinden. Wahrend der Somitenreifung entsteht das Dermomyotom, welches multipotente
Zellen enthalt, die diverse Zelltypen, inklusive aller Skelettmuskeln des Stammes, bilden
kénnen (Tajbakhsh, 2009). Bei diesen Zellen erfolgt die Regulierung der Zellreifung durch
eine Reihe von Signalen, die schliel3lich zur Expression der myogenen Regulationsfaktoren
(MRFs) flihren (Bryson-Richardson und Currie, 2008). Hierzu gehdren auch die paired box
Transkriptionsfaktoren Pax3 und Pax7, die den Eintritt von myogenen Vorlauferzellen in die
Skelettmuskelzelldifferenzierung regulieren (Buckingham und Relaix, 2007). So reguliert z.B.
Pax3 die MRFs MyoD und Myf5. Weiterhin gehéren die sezernierten Proteine Sonic
hedgehog (SHH) und die verschiedenen Wnt-Faktoren zu diesen Signalen. Sie werden von
den umgebenden Geweben, wie der Chorda dorsalis, dem Neuralrohr und dem darlber
liegenden Ektoderm freigesetzt. SHH erhalt z.B. die Expression des MRFs Myf5 aufrecht.
Weiterhin induziert Wnt1 die Myogenese durch die Aktivierung des MRFs Myf5 und Wnt7A
durch die Aktivierung des MRFs MyoD (Bryson-Richardson und Currie, 2008).

Die MRFs selbst sind zusammen mit einer Vielzahl von Kofaktoren fiir die Steuerung der
Expression von Genen, die fir die Bildung von kontraktilen Skelettmuskeln bendtigt werden,
verantwortlich (Bryson-Richardson und Currie, 2008). Zu den MRFs gehdren Myf5, Mrf4,
MyoD und Myogenin. Myf5, Mrf4 und MyoD sind fir die Determinierung der
Skelettmuskelidentitat notwendig (Tajbakhsh, 2009), wahrend Myogenin und auch Mrf4
fur die terminale Differenzierung der Myoblasten essentiell sind (siehe hierzu Abb. 1)
(Bryson-Richardson und Currie, 2008). Determinierte, proliferierende Myoblasten
exprimieren kein myogenin. Nach Entzug von Wachstumsfaktoren beginnen die Myoblasten
jedoch schnell myogenin zu exprimieren. Hierauf erfolgt die Induktion des Zyklin-abhangigen
Kinase-Inhibitors p27, der den Austritt der Zellen aus dem Zellzyklus verursacht. Dieser
postmitotische Status der Zellen wird fur die Induktion der Synthese von kontraktilen
Proteinen, wie z.B. Myosin heavy chain (MHC), bendtigt. Hieran schlief3t sich die Fusion der
Zellen zu multinuklearen Myotuben an (Walsh und Periman, 1997).



Einleitung
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Abb. 1: Prozess der Myogenese auf zellularer Ebene

(Modifiziert nach Walsh und Perlman, 1997; Perry und Rudnicki, 2000)

Faktoren wie Pax, SHH und Wnt sind an der Regulation der MRFs MyoD, Myf5 und Mrf4
beteiligt. Diese drei MRFs sind fir die Determinierung somitischer Zellen notwendig. Fur
die Differenzierung der Myoblasten ist die Induktion des MRFs Myogenin essentiell. In
Myogenin-positiven Zellen kommt es zur Expression des Zyklin-abhangigen Kinase-
Inhibitors p21, der den Austritt der Myoblasten aus dem Zellzyklus verursacht. Hierauf
folgt die Induktion kontraktiler Muskelproteine wie MHC und schlief3lich die Zellfusion zu
mehrkernigen Myotuben.

Wahrend des myogenen Differenzierungsprozesses verandert somit eine Vielzahl von
Genen ihr Expressionsmuster, diese koénnen folglich als Marker zur Kontrolle des
ordnungsgemafen Ablaufs der Differenzierung herangezogen werden. Die in dieser Arbeit
verwendeten ,Differenzierungsmarker” sind in Tabelle 1 zusammengefasst.

Differenzierungsmarker, die Transkriptionsfaktoren sind

e Myogenin

Differenzierungsmarker, die mit dem Zellzyklus in Zusammenhang stehen

o p21

Differenzierungsmarker, die am Aufbau des Zytoskeletts beteiligt sind

e Desmin

e Vimentin

e (Caveolin-3

Tab. 1: Ubersicht iiber die in dieser Arbeit verwendeten Differenzierungsmarker

Mit dem Begriff ,Differenzierungsmarker” sind Gene, die im Verlauf der myogenen
Differenzierung ihr Expressionsmuster dndern, gemeint. In der Tabelle sind diese Marker
nach ihrer Funktion in der Zelle eingeordnet.



Einleitung

2.1.1.2 In vitro-Modellsysteme zur Untersuchung der physiologischen
Myoblastendifferenzierung

Viele Myoblastenzelllinien und auch primare Myoblasten kénnen in vitro differenziert werden.
Die in diesen Zellen ablaufenden Mechanismen spiegeln die in vivo ablaufenden Prozesse
gut wider.

Als in vitro-Modellsystem zur Untersuchung der Myoblastendifferenzierung wurde in dieser
Arbeit die skelettale Myoblastenzelllinie C2C12, die murinen Ursprungs ist, verwendet.
Wahrend der myogenen Differenzierung fusionieren C2C12-Zellen und bilden kontraktile
Myotuben (www.stanford.edu/group/blau). Zur Uberwachung des Differenzierungserfolges
der C2C12-Zellen wurden die Expressionsmuster von myogenin, p21, desmin und caveolin-3
untersucht.

2.1.2 Pathologische Myoblastendifferenzierung
2.1.2.1 Rhabdomyosarkome

Rhabdomyosarkome sind eine Gruppe von Weichgewebstumoren, die Anzeichen von
Skelettmuskelzelldifferenzierung zeigen. Bei ihnen kann jedoch nur selten eine terminale
Differenzierung beobachtet werden und die Hinweise auf eine rhabdomyogene
Differenzierung sind meist nur auf eine kleine Anzahl von Zellen beschrankt. Jedoch kann
bei allen Rhabdomyosarkomen die Expression von muskelspezifischen Markern
nachgewiesen werden.

Bei Kindern unter 15 Jahren sind Rhabdomyosarkome die am haufigsten auftretenden
Weichgewebstumoren, wobei sie etwas zahlreicher in mannlichen als in weiblichen Kindern
auftreten (Verhaltnis: 1,4:1) (De Giovanni et al., 2009). Der genaue Ursprung der
Rhabdomyosarkome ist bisher nicht geklart. Einerseits sind spezifische und charakteristische
genetische Veranderungen dieser Zellen bekannt (s.u.), andererseits kdnnte aber auch eine
aberrante  Lokalisation von  Muskelvorlauferzellen an der Entstehung der
Rhabdomyosarkome beteiligt sein (Parham und Ellison, 2006). Histologisch k&énnen
Rhabdomyosarkome in zwei Hauptformen (embryonales und alveolares Rhabdomyosarkom)
unterteilt werden. Weiterhin gibt es die weniger haufig vorkommenden botryoiden
Rhabdomyosarkome (die auch als Untergruppe der embryonalen Rhabdomyosarkome
betrachtet werden kénnen) und die pleomorphen Rhabdomyosarkome.

Embryonale Rhabdomyosarkomzellen dhneln histologisch unreifen Muskelzellen. Sie treten
Uberwiegend bei Kindern auf und machen mit etwa 60-70% einen Grolteil aller
Rhabdomyosarkome aus. Sie treten vor allem im Kopf- und Halsbereich sowie im
Urogenitaltrakt auf.

Alveoldare Rhabdomyosarkome sind mit einer Haufigkeit von ca. 20% seltener als
embryonale Rhabdomyosarkome. Sie erinnern histologisch an Lungenalveolen, wobei es
jedoch auch Varianten ohne die Ausbildung von alveolenartigen Hohlrdumen gibt. In erster
Linie treten alveoldare Rhabdomyosarkome bei Jugendlichen und jungen Erwachsenen auf
und sind hauptsachlich am Stamm und an den Extremitaten lokalisiert (Xia et al., 2002;
De Giovanni et al., 2009).

Embryonale Rhabdomyosarkome zeigen als haufigste genetische Veranderung den Verlust
eines Allels auf Chromosom 11 in der Region 11p15.5. Eine derartig charakteristische
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chromosomale Deletion weist in vielen Fallen darauf hin, dass in der entsprechenden Region
Tumorsuppressorgene inaktiviert wurden. In der Tat befinden sich in der 11p15.5-Region
z.B. das H19- und CDKN1C-Gen, die in Zusammenhang mit der Zelldifferenzierung und dem
Zellzyklus stehen (Xia et al., 2002). Im Gegensatz hierzu zeigen 70-80% der alveolaren
Rhabdomyosarkome eine spezielle Translokation zwischen Chromosom 1 oder 2 und
Chromosom 13. Dies fuhrt zur Expression von zwei chimaren Transkriptionsfaktoren,
Pax3-FKHR oder Pax7-FKHR. FKHR (Forkhead related transcription factor) ist ein Mitglied
der Forkhead-Transkriptionsfaktorfamilie. Die Pax-FKHR-Fusionsprodukte sind tumor-
spezifische Transkriptionsfaktoren, die starker wirksam (10-100fach) und in héherer Menge
exprimiert werden als die endogenen Pax-Transkriptionsfaktoren, wodurch die onkogene
Transformation induziert wird (De Giovanni et al., 2009). Zusatzlich zu diesen primaren
Mutationen wurden in beiden Rhabdomyosarkomtypen genetische Veranderungen in
anderen Onkogenen und Tumorsuppressorgenen beobachtet (Xia et al., 2002).

Da die histologischen Hinweise auf eine rhabdomyogene Differenzierung haufig nur bei
wenigen Zellen innerhalb eines Rhabdomyosarkoms zu finden sind, kénnen zur
Diagnosestellung immunhistochemische Methoden hilfreich sein. Hierdurch kdnnen mit der
Myogenese assoziierte Proteine wie Desmin, Myogenin und MyoD nachgewiesen werden
(Davicioni et al., 2009). Weiterhin tragen der Nachweis von rhabdomyosarkomspezifischen
Genfusionen und chromosomalen Veranderungen sowie die Analyse von Genexpressions-
profilen zur Diagnose bei.

Alveolare Rhabdomyosarkome zeigen generell ein aggressiveres Verhalten. Sie sind bei
Diagnosestellung oft schon metastatisch. Somit betragt die 5-Jahrestberlebensrate lediglich
48%, wahrend sie bei embryonalen Rhabdomyosarkomen bei ca. 73% liegt (De Giovanni
et al., 2009). Generell werden bei allen Patienten bei Diagnosestellung Mikrometastasen
vermutet, daher besteht die Behandlung der Rhabdomyosarkome aus einer Kombination von
Chirurgie, Bestrahlung und Chemotherapie (Breitfeld und Meyer, 2005).

Rhabdomyosarkome in der Tiermedizin

Rhabdomyosarkome sind in der Tiermedizin eher selten, sie machen in domestizierten
Tieren weniger als ein Prozent aller Tumore aus. Wie im Mensch werden sie in Tieren
histopathologisch in alveolares, embryonales (inklusive botryoides Rhabdomyosarkom) und
pleomorphes Rhabdomyosarkom unterteilt. Am haufigsten kommen Rhabdomyosarkome bei
Hunden vor, das Geschlechterverhaltnis der betroffenen Hunde ist im Gegensatz zum
Mensch ausgeglichen. Auch Rasse- oder regionale Pradispositionen sind nicht bekannt (Bae
et al., 2007; Yhee et al.,, 2008). Bei Hunden sind botryoide Rhabdomyosarkome der
Harnblase am haufigsten. Sie wurden beim Golden Retriever (Bae et al., 2007),
Labradormischling (Gerber et al., 2009), Rottweiler (Kim et al., 1996), St. Bernards (Kelly
et al., 1973), Malteser (Takiguchi et al., 2002) und Neufundlander (Kuwamura et al., 1998)
diagnostiziert. Weiterhin wurden Rhabdomyosarkome im Oropharynx (Kim et al., 1996;
Brockus und Myers, 2004), im Larynx (Madewell et al., 1988; Block et al., 1995), vaginal
(Suzuki et al., 2006), parameningeal (lllanes, 2002) und im Herzen (Krotje et al., 1990) bei
verschiedenen Hunderassen nachgewiesen.
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Rhabdomyosarkome konnten auch als Einzelfélle bei Katze (Moon et al., 1990; Simon et al.,
2000; Venco et al., 2001), Pferd (Clegg und Coumbe, 1993; Turnquist et al., 1993; Aupperle
et al., 2004), Rind (Yohei et al., 1998; Jimma et al., 1999; Aoyagi et al., 2001), Schwein (Vos
et al., 1993), Schaf (Tanaka und Stromberg, 1993) und Tapir (Bonar et al., 2007)
nachgewiesen werden.

2.1.2.2 In vitro-Modellsysteme zur Untersuchung des Rhabdomyosarkoms

Wie nichttransformierte Myoblasten kdnnen auch Rhabdomyosarkomzellen in vitro vermehrt
und differenziert werden. Auch hier spiegeln die in diesen Zellen ablaufenden Mechanismen
die in vivo ablaufenden Prozesse mechanistisch recht genau wider.

Als in vitro-Modellsysteme wurden in dieser Arbeit die embryonalen Rhabdomyosarkom-
zelllinien RD/18, RD/12 und CCA untersucht.

RD/18- und RD/12-Zellen sind embryonale Rhabdomyosarkomzellen humanen Ursprungs.
Es handelt sich um Subklone der gleichen Zelllinie, die ein unterschiedliches
Differenzierungsverhalten aufweisen. Wahrend RD/18-Zellen fusionieren und mehrkernige,
myotubenadhnliche Strukturen bilden, zeigen RD/12-Zellen keine derartigen Differenzierungs-
anzeichen. Das unterschiedliche morphologische Differenzierungsverhalten der beiden
Subklone spiegelt sich auch im Expressionsmuster der wahrend der Differenzierung
induzierten Gene wider. Bei Zellen des RD/18-Subklons werden wahrend des
Differenzierungsprozesses sowohl Gene induziert, die mit der myogenen Differenzierung in
Zusammenhang stehen, als auch Gene, die nicht mit dem Differenzierungsprozess assoziiert
sind (Astolfi et al., 2001). Zur Kontrolle des Differenzierungserfolges wurden bei diesem
Subklon im Rahmen der vorliegenden Arbeit Myogenin, p21 und Desmin als
Differenzierungsmarker untersucht. Im Gegensatz dazu werden bei RD/12-Zellen wahrend
des Differenzierungsprozesses nur Gene induziert, die generell fur mesenchymale Zellen
typisch sind oder die mit der frihen myogenen Determinierung assoziiert sind, aber nicht
diejenigen, die mit der myogenen Differenzierung in Zusammenhang stehen (Astolfi et al.,
2001). Ein Differenzierungsprozess im eigentlichen Sinne findet hier also nicht statt. Um
daher den Erfolg der ,Differenzierung” bei den RD/12-Zellen zu Uberprifen, wurden in dieser
Arbeit Vimentin und Desmin als Marker untersucht. Von besonderer Bedeutung ist, dass das
unterschiedliche Differenzierungspotential der beiden Zelllinien Einfluss auf ihre Malignitat
hat. Ein hoherer Differenzierungsstatus fuhrt dabei zu einem Verlust der Metastasierungs-
fahigkeit (Astolfi et al., 2001). So verlieren die RD/18-Zellen im Zuge der Differenzierung ihre
Fahigkeit, Metastasen zu bilden, wahrend sie bei RD/12-Zellen auch nach Induktion der
.Differenzierung“ erhalten bleibt (Lollini et al, 1991).

CCA-Zellen sind humane embryonale Rhabdomyosarkomzellen. Sie besitzen nicht die
Fahigkeit, wahrend des Differenzierungsprozesses mehrkernige myotubendhnliche
Strukturen zu bilden und exprimieren nur sehr frihe myogene Differenzierungsmarker. Wie
bei den RD12-Zellen wurden daher in dieser Arbeit Desmin und Vimentin zur Kontrolle einer
erfolgreichen Induktion der ,Differenzierung® untersucht. Die ebenfalls nur in sehr geringem
Ausmal} differenzierenden CCA-Zellen besitzen wie RD/12- und mit Einschrankungen auch
RD/18-Zellen die Fahigkeit, Metastasen zu bilden (De Giovanni et al., 1989).
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2.2 NF-kB
2.2.1 Der NF-kB-Signalweg

Nuclear factor-kB (NF-kB) ist ein Transkriptionsfaktor, der vor mehr als 20 Jahren als
Regulator der Immunglobulin-kB-leichten Kette in B-Zellen entdeckt wurde. Heute ist
bekannt, dass NF-kB bei einer Vielzahl von biologischen Prozessen eine wichtige Rolle
spielt. So reguliert NF-kB unter anderem die Expression von vielen Komponenten des
Immunsystems und ist an der Modulation apoptosehemmender und zellproliferations-
fordernder Proteine beteiligt. NF-kB ist ein Oberbegriff fir eine Gruppe, die aus finf
Mitgliedern besteht: p50, p52, p65 (RelA), cRel und RelB. Sie bilden Homo- oder
Heterodimere, bei denen p50/p65 die haufigste Kombination ist. Allen Mitgliedern dieser
NF-kB-Familie ist gemeinsam, dass sie eine Rel homolgy domain (RHD) besitzen, die fur die
Homo- und Heterodimerisierung, die nukledre Translokation und die DNA-Bindung der
Dimere verantwortlich ist. Im inaktiven Zustand sind die NF-kB-Dimere an eines der drei
inhibitorischen-NF-kB (IkB)-Proteine (IkB-a, IkB-B oder IkB-¢) gebunden. Moglich ist auch,
dass die NF-kB-Untereinheiten p50 oder p52 noch in ihrer Vorlauferform (p105 oder p100)
vorliegen und damit inaktiv sind. Inaktive NF-kB-Dimere sind fast ausschlief3lich im
Zytoplasma der Zellen lokalisiert.

IkB-a ist das am umfangreichsten untersuchte inhibitorische Protein. Es bindet an p65/p50-
Dimere und maskiert hierdurch die Kernlokalisierungssequenz (Nuclear localization
sequence, NLS) der p65-Untereinheit. Die NLS der p50-Untereinheit wird durch IkB-a jedoch
nicht blockiert — hierdurch kann der p65/p50-IkB-a-Komplex in den Zellkern gelangen. Da
aber IkB-a eine zusatzliche Kernexportsequenz (Nuclear export sequence, NES) besitzt,
gelangt der Komplex zurtick ins Zytoplasma — somit wird die Akkumulation des p65/p50-
IkB-a-Kompexes im Zellkern verhindert.

Die Aktivierung des NF-kB erfolgt durch eine Vielzahl von Stimuli, so z.B. durch Stress,
Wachstumsfaktoren, inflammatorische Zytokine, Mitogene, virale oder bakterielle Produkte
und viele mehr. Diese Stimuli fihren zur Aktivierung des NF-kB Uber zwei unterschiedliche
Signalwege: zum einen Uber den sogenannten klassischen und zum anderen Uber den
alternativen Signalweg.

Klassischer Signalweg (siehe Abb. 2):

Die Bindung von Liganden an Toll-like-Rezeptoren (TLRs), an Interleukin-1 (IL-1)- und IL-18-
Rezeptoren, an Rezeptoren der TNF (Tumor necrosis factor)-Superfamilie und an T- und
B-Zell-Rezeptoren fuhrt zur Aktivierung des klassischen Signalweges. Hierbei wird IkB
letztendlich mit Hilfe der IkB-Kinase (IKK) und des Proteasoms abgebaut. Die IKK ist ein
Proteinkomplex, der aus zwei katalytischen Untereinheiten (IKKa und IKKB) und einer
regulierenden Untereinheit (IKKy) aufgebaut ist. Die IKK fiihrt zur Phosphorylierung des IkBs.
Diese Phosphorylierung ist notwendig, damit ein Ligase-Komplex IkB polyubiquitinieren
kann. Hierdurch wird IkB zum Ziel des 26S-Proteasoms, welches ein Enzymkomplex ist, der
mit Ubiquitin konjugierte Proteine abbaut. Durch den Abbau des IkBs wird NF-kB freigesetzt,
gelangt in den Zellkern und bindet an die Promotorregion seiner Zielgene.

Alternativer Signalweqg:
Der alternative Signalweg wird durch die Bindung von Liganden an eine Untergruppe der
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TNF-Rezeptor-Superfamilie (CD40 (Cluster of differentiation 40)-Rezeptor, LTB
(Lymphotoxin B)-Rezeptor, BAFF (B-cell activating factor)-Rezeptor) ausgeldst. Die Bindung
fuhrt zur Aktivierung der NF-kB-induzierenden Kinase (NIK), die die Homodimerisierung von
IKKa bewirkt. IKKa-Homodimere phosphorylieren p100-NF-kB-Untereinheiten. Dies sind
inaktive Vorlauferproteine der aktiven NF-kB-Untereinheit p52. p100 fungiert somit als IkB-
Protein und NF-kB-Transkriptionsfaktor in einem. Die Phosphorylierung der p100-
Untereinheit durch das IKKa-Homodimer leitet die Proteolyse von p100 zu p52 durch das
Proteasom ein. Die freigesetzten, p52-Protein enthaltenden NF-kB-Dimere gelangen in den
Zellkern und filhren zu einer Transkriptionsantwort, die sich von der des klassischen
Signalweges unterscheidet (Moynagh, 2005; Hayden und Ghosh, 2008; Mourkioti und
Rosenthal, 2008).

Wachstums- Inflammatorische
faktoren i Zytokine
\  Miogene ", ey bakterielle
\ | / Produkte

reaktive Sauerstoffspezies ‘-lr b Y P,

Felliberleben Entzindung Immunitdt Zellproliferation

Abb. 2: Der klassische NF-kB-Signalweg (modifiziert nach Kumar et al., 2004)

Das NF-kB-Heterodimer p65/p50 ist im inaktiven Zustand an IkB-a gebunden. Die durch
diese Bindung inaktivierten Komplexe sind fast ausschlie3lich im Zytoplasma der Zellen
lokalisiert. Die Aktivierung des klassischen NF-kB-Signalweges durch eine Vielzahl von
Stimuli  fihrt zur Aktivierung der IKK. Diese phosphoryliert IkB-a, worauf die
Ubiquitinierung von IkB-a erfolgt. Hierdurch wird IkB-a zum 26S-Proteasom, das IkB-a
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abbaut und das p65/p50-NF-kB-Dimer freisetzt, verschoben. Dies hat die unmittelbare
Translokation des NF-kB in den Zellkern und die Bindung an die Promotorregion seiner
Zielgene zur Folge.

2.2.2 NF-kB und Skelettmuskelzelldifferenzierung

Die Funktion des NF-kB bei der Muskelzelldifferenzierung wird in der Literatur kontrovers
diskutiert. Wahrend einige Arbeitsgruppen einen Anstieg der NF-kB-Aktivitat im Verlauf der
Myoblastendifferenzierung nachweisen konnten, sprechen andere Arbeiten flir ein Absinken
der NF-kB-Aktivitdt im Laufe der Myogenese. Weiterhin konnten einige Forscher zeigen,
dass die NF-kB-Aktivitdt wahrend der Muskelzelldifferenzierung nur voribergehend ansteigt.
Méglicherweise ist die Ursache flir diese heterogenen Ergebnisse in der unterschiedlichen
Versuchsanordnung zu suchen: Es wurde mit unterschiedlichen Myoblastenzelllinien, mit
verschiedenen Differenzierungssystemen und mit unterschiedlichen Analysemethoden
gearbeitet.

Eine Zusammenfassung dieser teilweise widersprichlichen Ergebnisse ist in Tabelle 3
dargestellt.

Arbeiten, die daflir sprechen, dass die NF-kB-Aktivitat wahrend der Muskelzelldifferenzierung
abnimmt bzw. NF-kB die Myogenese hemmt

Autoren untersuchte untersuchter Forschungsergebnis

Zellen Signalweg
Lehtinen e (C2C12 e keine e Absinken der NF-kB-Aktivitat nach
et al., 1996 (Maus) Angabe Differenzierungseinleitung

e L6 (Ratte)

Mac Lachlan |e¢ C2C12

klassisch e Absinken der gesamten NF-kB-

und (Maus) Aktivitat
Giordano, e Ansteigen der durch TNF-o-
1998 induzierten NF-kB-Aktivitat wahrend

der Muskelzelldifferenzierung

Guttridge e (C2C12 klassisch e Absinken der NF-kB-Aktivitat;
etal., 1999 (Maus) NF-kB ist ein Inhibitor der myogenen
Differenzierung

Guttridge e (C2C12 klassisch e Durch TNF-a aktiviertes NF-kB
et al., 2000 (Maus) hemmt die Muskelzelldifferenzierung

Langen e (C2C12 klassisch e Durch TNF-a aktiviertes NF-kB
et al., 2001 (Maus) hemmt die Muskelzelldifferenzierung

Tab. 3 (Teil1): Ubersicht iiber die kontroversen Forschungsergebnisse zur NF-kB-
Aktivitat wahrend der Skelettmuskelzelldifferenzierung
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Munzetal., |e C2C12 e klassisch e Absinken des fiir RIP2 (Receptor
2002 (Maus) interacting protein 2) kodierenden
e (C57,C3H Gens
(primare e Eine rip2-Uberexpression ist mit
Myoblasten, einer gesteigerten NF-kB-Aktivitat
Maus) assoziiert und verhindert die
Myogenese
Bakkaretal, |e C2C12 e klassisch e Absinken der klassischen NF-kB-
2008 (Maus) e alternativ Signalaktivierung

Ansteigen der alternativen NF-kB-
Signalaktivierung

Arbeiten, die daflir sprechen, dass die NF-kB-Aktivitat wahrend der Muskelzelldifferenzierung
vorubergehend ansteigt

Autor untersuchte untersuchter Forschungsergebnis
Zellen Signalweg
Kaliman e L6E9 (Ratte) | e klassisch e VorUbergehendes Ansteigen der
etal, 1999 |e Myoblasten NF-kB-Aktivitat bei der durch IGF-II
aus Biopsie (Insulin-like growth factor-II)
(Mensch) induzierten Differenzierung
e Hemmung der IGF-Il induzierten
Muskelzelldifferenzierung durch
Blockierung der NF-kB-Aktivitat
Li und e (C2C12 e Kklassisch e Vorubergehendes Ansteigen der
Schwartz, (Maus) NF-kB-Aktivitat
2001 (zw. 10 und 24-48 Stunden nach

Differenzierungseinleitung)

Arbeiten, die daflr sprechen, dass die NF-kB-Aktivitdt wahrend der Muskelzelldifferenzierung
kontinuierlich ansteigt

Autor untersuchte untersuchter Forschungsergebnis
Zellen Signalweg
Lee et al, e embryonale |e keine e Ansteigen der NF-kB-Aktivitat
1997 Myoblasten Angabe
(Huhn)
Canicio e LG6E9 (Ratte) | e klassisch e Ansteigen der NF-kB-Aktivitat bei der
et al., 2001 durch IGF-II stimulierten Myogenese

e alternativ

Conejo et al.,
2002

C2C12
(Maus)

e Kklassisch

Ansteigen der NF-kB-Aktivitat bei der
durch Insulin stimulierten Myogenese

Tab. 3 (Teil 2): Ubersicht iiber die kontroversen Forschungsergebnisse zur NF-kB-

Aktivitat wahrend der Skelettmuskelzelldifferenzierung

Die Tabelle gibt einen Uberblick Uber die teilweise widerspriichlichen Forschungs-

ergebnisse zur NF-kB-Aktivitat wahrend der Myogenese.
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2.2.3 NF-kB und Tumorigenese

NF-kB reguliert eine Vielzahl von Genen, die mit der Tumorigenese in Verbindung stehen.
So steuert dieser Transkriptionsfaktor die Expression zahlreicher antiapoptotischer Gene
sowie von Genen, die die Invasion und die Angiogenese von Tumorzellen férdern. Weiterhin
fordert NF-kB die Zellzyklusprogression durch die Regulation von Genen, die in den
Zellzyklus involviert sind.

verdanderte IKE-Akftivitat,
kirzere IkBa-HWZ

- genetische
Zellulare und B
i Veranderungen
virale Onkogene von NE-kB-
Untereinheiten

Abb. 3: Die mégliche Beteiligung des NF-kB an der Tumorentstehung

Dieses Schaubild soll die mdgliche Beteiligung des NF-kB an der Tumorentstehung
verdeutlichen. Grin dargestellt sind die bereits in Tumoren nachgewiesenen Ursachen
fur eine veranderte NF-kB-Aktivitat. In Rot sind die mdglichen Einflisse des NF-kB auf
die Tumorentstehung dargestellt.

NF-kB ist weiterhin in einer Vielzahl von Tumoren konstitutiv aktiviert. So fihren mehrere
zelluldare und virale Onkogene zu einer Aktivierung des NF-kB. Auch eine veranderte
IKK-Aktivitat und eine kirzere IkB-a-Halbwertszeit, wie sie z.B. beim B-Zell-Lymphom
nachgewiesen wurde, fihren zu einer erhéhten NF-kB-Aktivitat. Weiterhin konnten in vielen
Tumoren chromosomale Amplifikationen, Neuanordnungen und andere genetische
Veranderungen von Genen, die fur NF-kB-Untereinheiten kodieren, nachgewiesen werden.

Tumore mit einer konstitutiven NF-kB-Aktivitdt zeigen eine erhdhte Resistenz gegen
Chemotherapeutika und Bestrahlung. Weiterhin induzieren einige Chemotherapeutika in
manchen Tumoren einen Anstieg der NF-kB-Aktivitat, was eine erhéhte Chemotherapie-
resistenz zur Folge hat (Garg und Aggarwal, 2002; Greten und Karin, 2004; Lee et al., 2007).

Einige mogliche Ursachen fir eine abweichende NF-kB-Aktivitdt in Tumoren und ihre
potentiellen tumorinduzierenden und -promovierenden Folgen sind in Abbildung 3
dargestellt.

Andererseits konnten aber auch eine Vielzahl von Studien zeigen, dass in einigen Tumoren
NF-kB proapoptotisch wirkt (Pikarsky und Ben-Neriah, 2006; Lee et al., 2007).
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Um NF-kB als mdglichen Ansatzpunkt fir eine Therapie bzw. Therapieverbesserung nutzen
zu koénnen, ist es daher wichtig, Kenntnisse Uber die NF-kB-Aktivitat in dem jeweiligen
Tumortyp und Uber die Wirkung dieses Transkriptionsfaktors auf den jeweiligen Tumortyp zu
gewinnen.

Uber eine mogliche Rolle des NF-kB beim Rhabdomyosarkom war zu Beginn dieser Arbeit
nichts bekannt. Lollini et al. konnten jedoch bereits 1991 zeigen, dass der Differenzierungs-
status die Malignitdt von Rhabdomyosarkomen beeinflussen kann. So fuhrt ein hoherer
Differenzierungsstatus zu einer Abnahme der Malignitat. Dies ist vor allem vor dem
Hintergrund interessant, dass die NF-kB-Aktivitat Einfluss auf die Muskelzelldifferenzierung
hat. NF-kB kdnnte somit auch beim Rhabdomyosarkom ein moglicher Ansatzpunkt fur eine
Therapie sein.

2.3 TRAF6

Tumor necrosis factor receptor associated factor (TRAF)- Proteine sind zytoplasmatische
Adaptorproteine, die direkt mit der intrazellularen Domane von Zelloberflachenrezeptoren
vom TNFR-Typ interagieren und die Signalweiterleitung in die Zelle vermitteln kdnnen.
TRAF-vermittelte Signale spielen eine wichtige Rolle in der Regulierung des Zelliiberlebens,
der Zellproliferation und der Stressantwort. Zurzeit sind sechs verschiedene TRAF-Proteine
(TRAF1-TRAF6) bekannt. Alle Mitglieder der TRAF-Familie besitzen eine TRAF-Domane,
die in eine carboxyterminale TRAF-C- und aminoterminale TRAF-N-Region unterteilt ist. Alle
TRAF-Proteine, auler TRAF4, sind im Zytoplasma der Zellen lokalisiert.

Das TRAF6-Protein vermittelt Signale von Mitgliedern der TNF-Rezeptorsuperfamilie (CD40,
RANK (Receptor activator of NF-kB)) und von Mitgliedern der Toll/lL-1-Rezeptorfamilie (IL-1-
Rezeptor, TLR2, TLR4).

TRAF6 unterscheidet sich von den anderen TRAF-Proteinen: zum einen strukturell in der
TRAF-C-Region, zum anderen besitzt TRAF6 eine eigene Bindungsstelle innerhalb des
CD40-Rezeptors (Inoue et al., 2000; Lee und Lee, 2002). Weiterhin ist TRAF6 in vielen
Zelltypen an der Aktivierung des NF-kB Uber die TL-, IL-1- sowie Uber die TNF-Rezeptoren
beteiligt. AulRerdem spielt TRAF6 eine Rolle bei der Aktivierung der Mitogen-aktivierten
Proteinkinasen JNK und p38 (Arch et al., 1998; Bradley und Pober, 2001; Moynagh, 2005).

2.3.1 TRAF6 und Skelettmuskelzelldifferenzierung

Das Receptor interacting protein 2 (RIP2) ist wie TRAF6 ein zytoplasmatisches Rezeptor-
Adaptorprotein. Dieses Rezeptor-Adaptorprotein ist wie TRAF6 an der Aktivierung des
NF-kB an TNF-Rezeptoren beteiligt. Munz et al. (2002) konnten zeigen, dass zum einen die
rip2-Expression wahrend der myogenen Differenzierung reprimiert wird, zum anderen, dass
eine kontinuierliche rip2-Expression die Differenzierung nichttransformierter Myoblasten
verhindert — zusammengenommen also eine Repression der rip2-Genexpression fur die
myogene Differenzierung notwendig ist. Unsere Arbeitsgruppe konnte zumindest auf mRNA-
Ebene auch flr fraf6 eine Repression der Genexpression wahrend der Myogenese
nachweisen. Weiterhin konnte hier gezeigt werden, dass die traf6-Expression in
Abhangigkeit vom NF-kB-Signalweg reguliert wird (Mueck et al., 2011).
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Vor Beginn dieser Arbeit waren dies die einzigen Daten, die zur Rolle des TRAF6-Proteins
bei der Myogenese vorlagen. Da TRAF6 aber auch an der Aktivierung der Mitogen-
aktivierten Proteinkinasen JNK und p38, die beide eine wichtige Rolle bei der myogenen
Differenzierung spielen, beteiligt ist, sind hier weitere Zusammenhange zu vermuten (Keren
et al., 2006; Perdiguero et al., 2007).

2.3.2 TRAF6 und Tumorigenese

Da TRAF6 die NF-kB-Aktivierung vermitteln kann, kénnte eine differentielle Expression des
traf6-Gens letztendlich zu einer differentiellen Aktivierung von NF-kB fuhren. Hierbei ist
anzumerken, dass hohe Mengen von TNFR-assoziierten zytoplasmatischen Adaptor-
proteinen auch unabhangig von aktivierten TNFR-Komplexen die entsprechenden
nachgeschalteten Effekte, wie die Aktivierung von NF-kB oder die Modulation apoptotischer
Prozesse, vermitteln kénnen.

So kann z.B. eine gesteigerte NF-kB-Aktivierung, die durch eine im Vergleich zum
Normalgewebe erhdhte fraf6-Expression vermittelt wird, die Bildung von Knochenmetastasen
bei Brustkrebs begulnstigen (Inoue et al., 2007).

Weiterhin ist, wie im vorangehenden Abschnitt flr die Myogenese dargestellt, auch denkbar,
dass TRAF6 auch Effekte auf die Tumorigenese hat, welche NF-kB-unabhangig sind.
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3 MATERIAL UND METHODEN

3.1 Material

3.1.1 Chemikalien und Verbrauchsmaterialien

Acrylamid (29:1)

Agarose MP

6-Aminocapronsaure
Ammoniumperoxodisulfat (APS)
Blockierungsreagenz

Bromphenolblau
Chemilumineszenz-Substrat CDP-Star
Chemilumineszenz-Film
Chromatographiepapier

Complete
(Protease inhibitor cocktail tablets)

Curcumin, Curcuma longa L.

4,6-Diamidin-2-Phenylindol-Dihydrochlorid
(DAPI)

Deckglaser (18mm)
Diethylpyrocarbonat (DEPC)
Dimethylsulfoxid (DMSO)

Dulbecco’s modified eagle's medium
(DMEM)

Dulbecco’s PBS (1x)
ECL-Detektionsreagenz
Einmalpipetten (5ml, 10ml, 25ml)
Essigsaure

Ethanol, reinst

Ethanol, vergallt
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Roth, Karlsruhe

Roche, Mannheim

Sigma Aldrich, Steinheim

Roth, Karlsruhe

Roche, Mannheim

Roth, Karlsruhe

Roche, Mannheim

GE Healthcare, Freiburg

Whatman International, Maidstone, GB

Roche, Mannheim

Calbiochem, Darmstadt

Roche, Mannheim

Menzel, Braunschweig
Roth, Karlsruhe
Sigma Aldrich, Steinheim

Biochrom, Berlin

PAA Laboratories, Colbe

GE Healthcare, Freiburg

Corning Incorporated, Corning, USA
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
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Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)
Fetal bovine serum
Formaldehyd-Lésung (37%)
Formamid

Glycerin

Glycin

Horse serum
Hybond-N-Membran
Hybond-ECL-Membran
Hybridisierungsbeutel
Kodak-Entwickler
Kodak-Fixierer
Kryoréhrchen

Lactacystin
Magnesiumchlorid
Maleinsaure

Methanol

Methylenblau

Milchpulver
(N-Morpholino)-Propansulfonsaure (MOPS)
2-Mercaptoethanol
N-Lauroylsarcosin
Natriumacetat
Natriumchlorid

Natriumcitrat

Natriumhydroxid

Roth, Karlsruhe
Biochrom, Berlin

Roth, Karlsruhe

Roche, Mannheim

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Sigma Aldrich, Steinheim
GE-Healthcare, Freiburg
GE Healthcare, Freiburg
Roche, Mannheim
Sigma Aldrich, Steinheim
Sigma Aldrich, Steinheim
Nunc, Roskilde, Danemark
Calbiochem, Darmstadt
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Sigma Aldrich, Steinheim
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Fagron, Barsbittel

Roth, Karlsruhe
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Natriumlaurylsulfat (SDS) (20%)
Objekttrager

Parafilm

PBS Dulbecco’s (Pulver)
Penicillin/Streptomycin
Pipettenspitzen (10ul, 100ul, 1000ul)
Ponceau S

Precision plus protein™ standards
Dual color-marker

Precision plus protein™ standards
Kaleidoscope-marker

Probenréhrchen (1,5ml, 2ml)

Salzsaure

Sulfosalicylsaure
Tetramethylethylenediamin (TEMED)
Trichloressigsaure
Tris-Hydroxymethyl-aminomethan (Tris)
Triton X-100

Trypsin/EDTA (10x)

Tween-20

Ultra pure water

Vectashield mounting medium
Zentrifugenréhrchen (12,5ml, 50ml)
Zelleinfriermedium

Zellkulturflaschen

Zellkultur-Testplatten

18

Roth, Karlsruhe
Langenbrinck, Emmendingen
Sigma Aldrich, Steinheim
Biochrom, Berlin

Biochrom, Berlin

Sarstedt, Nimbrecht

Roth, Karlsruhe

Bio-Rad, Mlnchen

Bio-Rad, Mlnchen

Eppendorf, Hamburg
Sarstedt, NUmbrecht

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Sigma Aldrich, Steinheim
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Biochrom, Berlin

Roth, Karlsruhe
Biochrom, Berlin

Vector Laboratories, Peterborough, UK
Sarstedt, Niumbrecht
Sigma Aldrich, Steinheim

TPP, Trasadingen, Schweiz
Sarstedt, Nimbrecht

TPP, Trasadingen, Schweiz
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3.1.2 Antikorper
Anti-Digoxigenin-AP Fab fragments

Anti-Caveolin-3, Maus
Anti-Desmin, Kaninchen
Anti-IkB-a, Kaninchen
Anti-NF-kB (p65), Kaninchen
Anti-p21, Maus

Anti-TRAF®6, Kaninchen
Anti-a-Tubulin, Kaninchen
Anti-Vimentin, Maus

Maus-Anti-Kaninchen IgG,
FITC-gekoppelt

Esel-Anti-Kaninchen IgG,
Meerrettichperoxidase-gekoppelt (ECL)

Schaf-Anti-Maus IgG,
Meerrettichperoxidase-gekoppelt (ECL)

3.1.3 Sonden
Myogenin-Sonde

(Digoxigenin-markierte antisense RNA-Sonde)

3.1.4 Kommerzielle Kits

Amersham ECL™ advance western blotting
detection kit

BCA™ protein assay kit
Nuclear extract kit
RNeasy kit

TransAM™ NF-kB p65 kit

3.1.5 Eukaryontische Zelllinien
C2C12

Roche, Mannheim

Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA
Abcam, Cambridge, UK

Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA
Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA
Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA
Abcam, Cambridge, UK

Cell Signaling Technology, Danvers, USA
Abcam, Cambridge, UK

Sigma Aldrich, Steinheim

GE Healthcare, Freiburg

GE Healthcare, Freiburg

Felicitas Berger, Charite Berlin

GE Healthcare, Freiburg

Pierce, Rockford, USA
Active Motif, Rixensart, Belgien
Qiagen, Hilden

Active Motif, Rixensart, Belgien

nichttransformierte Mausemyoblasten, Helen Blau, Stanford University
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RD/18 Humane Rhabdomyosarkomzellen, Pier-Luigi Lollini, Bologna University
RD/12 Humane Rhabdomyosarkomzellen, Pier-Luigi Lollini, Bologna University
CCA Humane Rhabdomyosarkomzellen, Pier-Luigi Lollini, Bologna University

3.2 Methoden

3.2.1 Zellbiologische Methoden
3.2.1.1 Kultivierung und Aufbewahrung eukaryontischer Zellen

Alle in dieser Arbeit verwendeten Zelllinien wurden im Brutschrank bei 95% relativer Luft-
feuchtigkeit, 5% CO, und 37°C kultiviert. Zur Anzucht wurde Dulbecco’s modified eagle’s
medium (DMEM) mit dem Zusatz von Penicillin/Streptomycin (je 100U/ml) und Serum vom
fotalen Kalb (FKS) als Proliferationsmedium verwendet. Bei der nichttransformierten
Myoblastenzelllinie C2C12 enthielt das Medium 1,0g/l Glucose und bei den
Rhabdomysarkomzelllinien RD/18, RD/12 und CCA 4,59/l Glucose. Bei C2C12-Zellen betrug
die FKS-Konzentration 20%. Dem Proliferationsmedium der Rhabdomyosarkomzelllinien
wurden 10% FKS zugesetzt.

Bei einer fur die jeweilige Zelllinie kritischen Konfluenz wurden die Zellen passagiert. Dazu
wurde das Proliferationsmedium entfernt und die Zellen wurden mit steriler Phosphat-
gepufferter Salzlésung (PBS) gewaschen. Die adharenten Zellen wurden durch flnf-
mindtiges Einwirken von Trypsin/EDTA vom Boden der Zellkulturflasche abgelost. Die
Enzymwirkung wurde durch Zugabe von Proliferationsmedium beendet. Die Zellsuspension
wurde zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das verbleibende Zellsediment wurde in
Proliferationsmedium resuspendiert und anschlieltend weiterkultiviert.

Proliferationsmedium C2C12-Zellen
DMEM (1g/I Glucose) 1x

FKS 20%
Penicillin/Streptomycin Je 100U/ml

Proliferationsmedium RD/12-, RD/18- und CCA-Zellen
DMEM (4,5¢g/l Glucose) 1x

FKS 10%
Penicillin/Streptomycin Je 100U/ml

Trypsin/EDTA
Ultra Pure Water 1x
Trypsin/EDTA 0,05%

Die langfristige Aufbewahrung der Zellen erfolgte in flissigem Stickstoff bei -196 C. Hierfir
wurden die Zellen nach dem Passagieren in DMSO-haltiges Einfriermedium aufgenommen
und in spezielle Einfriergefallen (Kryotubes) Uberfuhrt. Um eine langsame Abklhlung von
ca. 1 C pro Stunde zu gewahrleisten, wurden die Zellen zunachst auf Eis inkubiert. Nach
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einer sich daran anschlieRenden mindestens 24-stiindigen Abkiihlphase bei -80 C folgte die
Einlagerung in flussigen Stickstoff.

Zur erneuten Kultivierung wurden die Zellen zilgig im 37 C warmen Wasserbad aufgetaut,
mit Proliferationsmedium gewaschen und in geeignete Zellkulturflaschen eingefilit.

3.2.1.2 Induktion der myogenen Differenzierung

Die Zellen der C2C12-, RD/18- und RD/12-Zelllinien wurden bis zu einer ca. 80-90%igen
Konfluenz in Proliferationsmedium gehalten. Die Zellen der CCA-Zelllinie wurden bis zu einer
Konfluenz von ca. 90-100% in Proliferationsmedium gehalten. Zur Induktion der
Differenzierung wurde das FKS-haltige Proliferationsmedium durch ein Differenzierungs-
medium ersetzt. Die Zusammensetzung des Differenzierungsmediums entsprach dabei
bezlglich der Zusammensetzung dem Proliferationsmedium, wobei jedoch statt FKS 2%
Pferdeserum verwendet wurde.

Der Differenzierungsprozess wurde fotografisch festgehalten und durch die Expressions-
muster der fiir die Zelllinien spezifischen Differenzierungsmarker tberprift.

3.2.1.3 Behandlung der Zellen mit Lactacystin

Im Verlaufe dieser Arbeit wurden die Zellen mit dem Proteasominhibitor Lactacystin
behandelt. Durch die Hemmung des Proteasoms wird der Abbau von IkB-a und somit die
Aktivierung von NF-kB verhindert (Shirley et al., 2005).

Fir die Behandlung wurden die Zellen auf Zellkulturplatten mit sechs Vertiefungen ausgesat.
Beim Erreichen einer Konfluenz von ca. 80-90% erfolgte die Behandlung mit Lactacystin. Zu
den vorgelegten 1ml Proliferationsmedium wurden 9,41ul einer 1,0627mM Lactacystin-
Lésung gegeben, so dass die vom Hersteller empfohlene Endkonzentration von 10uM
erreicht wurde. Nach einer Stunde wurde das lactacystinhaltige Proliferationsmedium durch
Differenzierungsmedium ersetzt.

Fur die Herstellung der Lactacystin-Lésung wurde Lactacystin in DMSO gelést. Da DMSO
das Differenzierungsverhalten der Zellen beeinflussen kann (Orzechowski et al., 2001),
wurde parallel eine Kontrollbehandlung der Zellen mit der aquivalenten Menge DMSO
durchgefihrt.

3.2.1.4 Behandlung der Zellen mit Curcumin

Curcumin ist die hauptaktive Komponente der Gelbwurzel (Curcuma longa) (Singh und
Aggarwal, 1995). Curcumin inhibiert den NF-kB-Signalweg durch die Hemmung der IKK.
Curcumin hemmt aber auch andere Signalwege wie z.B. den Akt-, den JNK- und den MAPK-
Signalweg (Aggarwal und Shishodia, 2006).

Zur Behandlung der Zellen mit Curcumin wurden diese auf Zellkulturplatten mit sechs
Vertiefungen ausgesat. Der Curcuminzusatz erfolgte, nachdem die Zellen eine Konfluenz
von ca. 80-90% erreicht hatten. Hierzu wurden zu den bereits vorgelegten 2ml
Proliferationsmedium 10yl einer 20mM Curcumin-Lésung pipettiert, so dass eine
Endkonzentration von 100uM pro Vertiefung erreicht wurde. Nach einstlindiger
Behandlungsdauer wurde das curcuminhaltige Proliferationsmedium gegen Differenzierungs-
medium ausgetauscht.
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Die Curcumin-Lésung bestand aus in DMSO geldstem Curcumin. Aus diesem Grund wurde,
wie bei der Behandlung mit Lactacystin, eine Kontrollbehandlung mit DMSO durchgeflihrt.

3.2.2 Molekularbiologische Methoden
3.2.2.1 Allgemeine Richtlinien fiir das Arbeiten mit RNA

Wahrend der Arbeit mit RNA kénnen Kontaminationen mit RNAsen zur Degradation der RNA
fuhren. Um diese zu vermeiden wurden die folgenden Mallinahmen ergriffen.

Es wurden wahrend der gesamten Arbeit Einmalhandschuhe getragen und es wurden nur
sterile Plastik- oder gebackene Glasgefalle (200°C, 8 Stunden) verwendet. Um die
Gebrauchslosungen von RNAsen zu befreien, wurden diese mit Diethylpyrocarbonat (DEPC)
behandelt. Zu diesem Zweck wurde den Losungen 0,1% DEPC zugesetzt und anschliefend
wurden sie fir mindestens 16 Stunden bei Raumtemperatur unter Rihren inkubiert. Zur
Inaktivierung des DEPC wurden die Lésungen nachfolgend autoklaviert. Da Tris-haltige
Lésungen nicht mit aktivem DEPC in Beriihrung kommen dirfen, wurden diese in
gebackenen GefalRen mit bereits autoklaviertem DEPC-Wasser (DEPC-H,0) angesetzt.

3.2.2.2 Isolierung gesamtzelluldrer RNA

Zur Isolierung von gesamtzellularer RNA wurde das RNeasy kit der Firma Qiagen
verwendet. Die Konzentration der RNA wurde anschlieRend photometrisch bestimmt.

3.2.2.3 Konzentrationsbestimmung von Nukleinséduren

Zur Konzentrationsbestimmung der RNA (in wassriger Losung) wurde die Absorption bei
einer Wellenlange von 260nm gemessen. Die Messungen wurden in wiederverwendbaren
Quarzklvetten durchgefihrt. Als Referenzwert wurde doppelt destilliertes Wasser (ddH,0)
bzw. DEPC-H,O verwendet. Als Malistab flr die Reinheit der Nukleinsduren wurde das
Verhaltnis der Absorptionswerte bei 260nm zu denen bei 280nm verwendet.

3.2.2.4 Northern Blot

Die Northern Blot-Analyse dient dem Nachweis spezifischer RNA-Sequenzen. Hierfur wird
die RNA gelelektrophoretisch aufgetrennt und dann auf eine Membran transferiert. Auf dieser
Membran lassen sich die spezifischen RNA-Sequenzen mittels komplementarer Gensonden
markieren.

Fur die Gelelektrophorese wurde pro Probe je ein Volumen, das einer Menge von 0,5ug
RNA entsprach, aliquotiert. Dieses Volumen wurde mit DEPC-Wasser auf 13l aufgefillt und
10ul RNA-Ladepuffer hinzugegeben. Um die RNA zu denaturieren, wurden die aliquotierten
Proben fir eine Minute auf 85°C erhitzt. AnschlieRend wurden die Proben auf ein
formaldehydhaltiges Agarosegel aufgetragen. Als Laufpuffer diente 1x MOPS-Puffer. Die
Dauer der Elektrophorese war ca. eine Stunde bei 100V (40mA). Nachfolgend wurden die
Proben mittels Kapillarblotverfahren auf eine Nylonmembran (Hybond-N) transferiert. Hierzu
wurde eine ca. 15x25cm groRe Schale mit 20x SSC gefillt. Auf der Schale wurde eine
Glasplatte befestigt. Auf diese Platte wurde eine ca. 12x25cm grof3e Briucke aus mit 20x
SSC befeuchtetem Elektrophoresepapier gelegt. Darauf wurden drei in 20x SSC getauchte
Elektrophoresepapiere, das ebenfalls in 20x SSC angefeuchtete Gel, die Nylonmembran
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(zuerst in DEPC-Wasser und dann in 20x SSC getaucht), drei weitere trockene
Elektrophoresepapiere und darauf eine groRe Menge saugfahigen Materials gelegt. Der
Transfer erfolgte Uber Nacht. Nach dem Transfer wurde die Membran fur einige Minuten in
2x SSC gewaschen. Die Fixierung der RNA auf der Membran erfolgte durch dreiminitige
UV-Bestrahlung mit 120mJ. Zur Uberprifung der gleichmaRigen Auftragsmenge wurde die
Membran zuerst mit Methylenblau-Lésung gefarbt und dann mit DEPC-Wasser entfarbt.
AnschlieRend wurde die Membran in einen wasserdichten Hybridisierungsbeutel inklusive
Hybridisierungslésung eingeschweildt. Die Vorhybridisierung erfolgte flir eine Stunde im 68°C
warmen Wasserbad unter leichtem Schwenken. Fir die folgende Hybridisierung wurde die
zu verwendende Digoxigenin-markierte RNA-Sonde in 500ul Hybridisierungsldsung verdunnt
und flr zehn Minuten auf 68°C erhitzt. Nach Zugabe der Sonde in den Hybridisierungsbeutel
(Endkonzentration der Myogenin-Sonde: 1:5000) erfolgte die Hybridisierung tber Nacht.
Diese fand ebenfalls im 68°C warmen Wasserbad unter leichtem Schwenken statt.

Nach der Hybridisierung wurden die folgenden Wasch- und Inkubationsschritte durchgefihrt:

Waschlésung 1 2x 5 Minuten bei Raumtemperatur (RT)
Waschlésung 2 2x 20 Minuten bei 68°C
Puffer 1 5 Minuten bei RT
1% Blockierungslésung 1 Stunde bei RT
Anti-Digoxigenin-AP 30 Minuten bei RT
(1:15000 in 1% Blockierungslésung)
Puffer 1 mit 0,3% Tween 20 5 Minuten bei RT
2x 20 Minuten bei RT
Puffer 2 5 Minuten bei RT

Anschlielend wurde die Membran in Haushaltsfolie eingeschlagen und fur funf Minuten mit
in Puffer 2 verdinntem Chemilumineszenz-Substrat inkubiert. Nachfolgend wurde die Nylon-
membran in eine neue Haushaltsfolie eingeschlagen und ein Chemilumineszenzfilm zum
Belichten aufgelegt. Die Belichtungsdauer betrug ca. 20 Minuten.

Agarosegel (100ml)

Agarose MP 19
DEPC-H,O 84,6ml
10x MOPS-Puffer 10ml
Formaldehyd 37% 5,4mi
RNA-Ladepuffer (15ml)

Formamid 100% 7,2ml
Formaldehyd 37% 2,6ml
DEPC-H,O 1,8ml
10x MOPS-Puffer 1,6ml
Glycerin 80% 1ml
gesattigtes Bromphenolblau 0,8ml

Der RNA-Ladepuffer wurde in 1ml-Portionen aliquotiert und bei -20°C aufbewahrt.
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20x SSC

NaCl 3M
Na-Citrat 300mM
In DEPC-H,O

10x MOPS-Puffer

MOPS 200mM
Na-Acetat 50mM
EDTA 0,01N
In DEPC-H,O

Der 10x MOPS-Puffer wurde in einer lichtundurchlassigen Flasche aufbewahrt.

RNA-Hybridisationslésung (50ml)

Formamid 100% 25ml
20x SSC 12,5ml
10% Blockierungslésung 10ml
20% N-Lauroylsarcosine 0,25ml
10% SDS 0,1ml
DEPC-H,O 2,15ml

Die RNA-Hybridisationsldsung wurde in 25ml-Portionen aliquotiert und bei -20°C aufbewahrt.
Waschlosung Nr.1

20x SSC 10ml
10% SDS Sml
DEPC-H,O 445ml

Es wurde zuerst das 20x SSC mit DEPC-H,O verdinnt. Erst anschlieRend wurde SDS
hinzugefugt, um ein Ausfallen von SSC und SDS zu vermeiden.

Waschlosung Nr.2

20x SSC 2,5ml
10% SDS 5ml
DEPC-H,O 492,5ml
Puffer 1 (11)

Maleinsaure 11,69
NaCl 8,75¢g
NaOH bis zum Erreichen von pH 7,5
DEPC-H,O ad 1l
Puffer 2 (50ml)

1M Tris-HCI pH 9,5 5ml

5M NaCl Tml

5M MgCI 0,5ml
DEPC-H,O 43,5ml

Puffer 2 wurde vor jedem Gebrauch frisch angesetzt.
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3.2.3 Proteinchemische Methoden

3.2.3.1 Herstellung von Proteinlysaten aus kultivierten Zellen

3.2.3.1.1 Herstellung von zytosolischen Proteinlysaten

Fir die Gewinnung zytosolischer Proteinlysate wurden die Zellen nach Abnahme des
Mediums zweimal mit PBS gewaschen. Zum Aufschluss der Zellmembranen wurden die
Zellen mit einem proteaseinhibitorhaltigem Zelllysispuffer inkubiert. Die Inkubation erfolgte
fur zehn Minuten unter leichtem Schwenken bei 4°C. Das zytosolische Lysat wurde in ein
Reaktionsgefal® pipettiert und zur Entfernung von Zelltrimmern fir funf Minuten zentrifugiert
(4°C, 19800*g). Der Uberstand wurde in ein neues Reaktionsgefal Uberfihrt und bis zur
weiteren Verwendung bei -80°C gelagert.

Zelllysispuffer

Triton X-100 1%
Glycerin 10%
Tris-HCI pH 8,0 20mM
NaCl 137mM
EDTA 2mM

3.2.3.2 Bestimmung von Proteinkonzentrationen

Die Proteinkonzentrationsbestimmung erfolgte unter Verwendung des BCA™ protein assay
kit der Firma Pierce entsprechend den Angaben des Herstellers. Die Absorption wurde
photometrisch bei 562nm bestimmt.

3.2.3.3 Diskontinuierliche SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Zur Analyse wurden die jeweiligen zytosolischen Proteinlysate zuerst denaturiert und
anschlielend mittels diskontinuierlicher SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese aufgetrennt.
Es wurde mit dem Puffersystem nach Laemmli (1970; Glycin als Zwitterion) gearbeitet, wobei
die Elektrophorese in vertikaler Richtung in Gelen erfolgte. Die Gele bestanden jeweils aus
einem ca. 2cm breiten Sammelgel, sowie einem sich daran anschlieenden ca. 5cm breiten
Trenngel. Die Polyacrylamidkonzentration des Trenngels variierte in Abhangigkeit zur GroRe
des zu untersuchenden Proteins zwischen 10% und 15%.

In Abhangigkeit vom nachzuweisenden Protein wurden Mengen von 5-40ug Protein mit
PBS-Losung auf ein geeignetes Volumen aufgefillt und mit Proben-Auftragspuffer
(5x konzentriert) versetzt. Diese Proben wurden zur Denaturierung fur finf Minuten im
Heizblock auf 95°C erhitzt und unmittelbar danach auf das Gel aufgetragen. Es wurde ein
gefarbter Protein-Marker (Molekulargewichts-Marker) eingesetzt. Die elektrophoretische
Auftrennung erfolgte bei 100V (50mA), bis die Lauffront das Gelende erreicht hatte (ca. 1,5
bis 2 Stunden).
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Zusammensetzung des Trenngels

Acrylamid Konzentration

Rotiphorese Gel 40 (29:1)
1M Tris-HCI pH 8,8

10% SDS
87% Glycerin
H,O

10% APS
TEMED

10% 12,5%
2mi 2,5ml
1,5ml 1,5ml
80ul 80ul
900yl 900ul
3,4ml 2,9ml
80ul 80ul
4ul 4ul

Zusammensetzung des Sammelgels

Rotiphorese Gel 40 (29:1)
1M Tris-HCI pH 6,8

10% SDS
H,O

10% APS
TEMED

750ul
750l
60ul
4,4ml
60ul
4l

Proben-Auftragspuffer (5x konzentriert)

Glycerin

2-Mercaptoethanol

SDS
Tris-HCI pH 8,0
Bromphenolblau

SDS-PAGE-Laufpuffer

Tris
Glycerin
SDS

50%
12,5%
7,59/l
250mM
0,5mg/ml

25mM
192mM
0,1%

3.2.3.4 Immunologische Methoden

3.2.3.4.1 Western Blot

Diese Methode dient dem spezifischen Nachweis von Proteinen mit Hilfe von Antikdrpern.
Zunachst erfolgte der Transfer der Proteine vom Polyacrylamidgel auf eine Nitrocellulose-
membran. Dieser Transfer erfolgte elektrisch unter Verwendung einer halbtrockenen
Bindungsstellen wurde die Membran
nachfolgend zunachst mit einer hochprozentigen Proteinldsung und anschliellend mit dem in
geeigneter Weise verdiinnten ersten, proteinspezifischen Antikorper inkubiert. Die Detektion
erfolgte mit Hilfe eines enzymgekoppelten zweiten Antikdrpers, wobei das Enzym eine

Blotapparatur.

Zur Absattigung unspezifischer

geeignete Nachweisreaktion katalysierte.
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Transfer:

Zunachst wurde die Anode der Blotapparatur mit Wasser benetzt. Auf die Anode wurden die
folgenden Komponenten in der angegebenen Reihenfolge aufgeschichtet:

6 Chromatographiepapiere

4 Chromatographiepapiere

Nitrocellulose-Membran

Trenngel

6 Chromatographiepapiere

in Anodenpuffer 1 getrankt

in Anodenpuffer 2 getrankt

in Anodenpuffer 2 getrankt

in Kathodenpuffer getrankt

in Kathodenpuffer getrankt

Der Transfer erfolgte bei einer Stromstérke von 1-2 mA/cm? innerhalb von 60 Minuten. Zur
Beurteilung der Transfereffizienz wurde die Membran anschlieBend mit Ponceau S gefarbt
und mit 0,1%iger Essigsaure entfarbt.

Anodenpuffer1
Tris
Methanol

Anodenpuffer2
Tris
Methanol

Kathodenpuffer

Tris

Methanol
6-Aminocapronsaure

Antikorper-Inkubation:

300mM
20%

25mM
20%

25mM
20%
40mM

Samtliche Inkubationsschritte erfolgten unter leichtem Schwenken bei Raumtemperatur,
lediglich Inkubationen tUber Nacht bei +4°C.

Absattigung

1. Antikérper
Waschen
2. Antikorper

Waschen

3% Milchpulver in TBS-T
oder Blockierungsldsung

geeignete Verdunnung in TBS-T
TBS-T
geeignete Verdinnung in TBS-T
TBS-T

60 Minuten

mindestens 60 Minuten
3x 5 Minuten

30-60 Minuten

3x 5 Minuten
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Antikérper-Konzentrationen:

Anti-Caveolin-3, Maus 1:200
Anti-Desmin, Kaninchen 1:1000
Anti-IkB-a, Kaninchen 1:500
Anti-p21, Maus 1:500
Anti-TRAF6, Kaninchen 1:2000
Anti-a-Tubulin, Kaninchen 1:500
Anti-Vimentin, Maus 1:1000
Esel-Anti-Kaninchen IgG, 1:20000
Meerrettichperoxidase-gekoppelt

Schaf-Anti-Maus IgG, 1:20000

Meerrettichperoxidase-gekoppelt

TBS-T

Tris-HCI pH 8,0 10mM
NaCl 0,15M
Tween-20 0,05%
Detektion:

Prinzip: Die an den sekundaren Antikdrper gekoppelte Meerrettich-Peroxidase katalysiert die
Oxidation von Luminol (3-Aminophthalhydrazid) durch Wasserstoffperoxid, wodurch
3-Aminophthalsdure und Stickstoff entstehen. Bei dieser Reaktion wird Energie in Form von
Licht freigesetzt, wodurch eine Detektion anhand der Schwarzfarbung eines Rdntgenfilms
méglich ist. Es wurde mit dem Amersham ECL™ Advance Western Blotting Detection Kit der
Firma GE Healthcare nach Angaben des Herstellers gearbeitet.

Densitometrische Quantifizierung

Um die Intensitat verschiedener, im Western Blot nachgewiesener Banden zu bestimmen,
wurde eine densitometrische Quantifizierung mithilfe des Adobe Photoshop-Programms
durchgefiihrt. Die entsprechende Bande wurde hierfiir zuerst in Graustufen dargestellt und
daran anschlieBend eine Bildumkehr durchgefihrt (d.h. weiRe Farben als schwarze Farben
und schwarze Farben als weille Farben dargestellt). Mithilfe des Lassowerkzeuges
(Auswahlwerkzeuges) wurden die Banden jeweils gleichmaRig eng umfahren (hierzu war
eine starke VergroRerung des Bildes hilfreich). Mit Hilfe der Histogramm-Funktion des Adobe
Photoshop-Programms konnte nun der Mittelwert der Helligkeit und die Pixelzahl der
umrandeten Flache abgelesen werden. Diese beiden Werte wurden miteinander multipliziert
und waren proportional zur Intensitat der entsprechenden Bande. Das gleiche Prozedere
wurde nun auch mit der Ladekontrolle, also der Ponceau S-Farbung durchgefuhrt, wobei ein
reprasentatives Areal im mittleren Bereich der entsprechenden Blots ausgewahlt wurde.
AnschlieRend wurde der fir die Intensitdt der Bande erhaltene Wert durch den fir die
Ladekontrolle erhaltenen dividiert. Der erhaltene Quotient konnte nun mit Quotienten anderer
Banden, die auf dem gleichen Film entwickelt wurden, verglichen werden.
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3.2.3.4.2 Immunzytochemie

Um die intrazellulare Lokalisation eines Proteins zu bestimmen, wurde eine Immun-
zytochemie durchgefiihrt. Bei dieser Methode erfolgt zu Beginn die Fixierung der Zellen.
AnschlieRend wird das nachzuweisende Protein durch einen Antikdrper markiert. Durch
einen zweiten Antikérper, an den ein fluoreszierender Farbstoff gekoppelt ist, wird der erste
Antikdrper und somit das Protein detektierbar.

Fir den Nachweis in kultivierten Zellen wurden diese zunachst auf geeigneten
Zellkulturschalen, in die jeweils ein Deckglas gelegt wurde, ausgesat. Zum gewlnschten
Zeitpunkt wurde das Medium entfernt. Nach zweimaligem Waschen mit PBS wurden die
Zellen zur Fixierung mit reichlich Methanol bedeckt und fir 20-30 Minuten bei
Raumtemperatur gelagert. Es folgte ein erneutes zweimaliges Waschen mit PBS. Nach
diesem Schritt konnten die fixierten Zellen bis zur weiteren Verwendung bei -20°C gelagert
oder direkt weiter bearbeitet werden. Zur Absattigung unspezifischer Bindungsstellen wurde
fur ca. 20 Minuten eine 10%ige FKS-Ldsung (in PBS) in die Schalen gegeben. Der erste
Antikdrper wurde in geeigneter Weise in 10%iger FKS-Lésung verdunnt. Die Inkubation
erfolgte flr 20-30 Minuten bei Raumtemperatur. Nach erneutem zweimaligem Waschen mit
PBS erfolgte die Inkubation mit dem sekundaren Antikdrper in gleicher Weise. An den
sekundaren Antikorper war der fluoreszierende Farbstoff Fluoresceinisothiocyanat (FITC)
gebunden. Anschlielend wurde der Fluoreszenz-Farbstoff 4,6-Diamidino-2-phenylindol
(DAPI) zur Markierung der DNA zum zweiten Antikdrper hinzugefugt. Nach funf Minuten
Inkubation erfolgte ein weiteres zweimaliges Waschen mit PBS. Zum Erhalt eines Uber
langere Zeit konservierbaren Praparates wurden auf einen Objekitrager ein Tropfen
Mounting medium gegeben und das Deckglas mit der zellbewachsenen Seite nach unten auf
den Objekttrager gelegt. Die Lagerung der Praparate erfolgte unter Ausschluss von Licht.
Die Betrachtung der Praparate erfolgte in einem Fluoreszenzmikroskop mit einer fir den
verwendeten Fluoreszenzfarbstoff geeigneten Anregungswellenlange.

3.2.3.4.3 ELISA

Beim Enzyme-linked immunsorbent assay (ELISA) werden Proteine mit Hilfe von Antikdrpern
spezifisch nachgewiesen. Das nachzuweisende Protein wird durch eine Konsensussequenz
an eine Mikrotiterplatte gebunden. Ein primarer, spezifisch gegen Antigene des Proteins
gerichteter Antikérper, flhrt zur Markierung des Proteins. Durch einen sekundaren,
Meerrettichperoxidase-gekoppelten, Antikérper, erhalt man ein photometrisch bestimmbares
Ergebnis.

Zur Gewinnung von Kernextrakten wurde das Nuclear extract kit der Firma Active Motif
verwendet. Es wurde nach Angaben des Herstellers verfahren.

Die ELISA-Methode wurde mit Hilfe des TransAM™ NF-kB p65 kit der Firma Active Motif
durchgefliihrt. Es wurden je Vertiefung 10ug Kernextrakt aufgetragen. Die Absorption wurde
photometrisch bei 450nm bestimmt. Die erhaltenen Daten wurden mit dem Leerwert
korrigiert.
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4 ERGEBNISSE

Ein Hauptziel dieser Arbeit war es, die Aktivitdt des NF-kB in nichttransformierten
Myoblasten und Rhabdomyosarkomzellen zu untersuchen.

Hierfir wurden die NF-kB-Basalaktivitédt (also in proliferierenden Zellen) und die NF-kB-
Aktivitat im Differenzierungsverlauf analysiert. Daran anschliefiend wurden die Auswirkungen
der Hemmung der NF-kB-Aktivitat auf den Differenzierungsprozess untersucht.

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war es, die traf6-Expression in proliferierenden und
differenzierenden, nichttransformierten Myoblasten und Rhabdomyosarkomzellen zu
analysieren. In diesem Zusammenhang wurde auch der Einfluss der Blockierung des NF-kB
auf die traf6-Expression Uberpruft.

4.1 Vergleich der basalen NF-kB-Aktivitat sowie der basalen
Expression des fur den NF-kB-Aktivator TRAF6
kodierenden Gens in nichttransformierten Myoblasten und
in Rhabdomyosarkomzellen

Zu Beginn dieser Arbeit sollten die basale NF-kB-Aktivitdt und die basale fraf6-Expression in
der nichttransformierten murinen Myoblastenzelllinie C2C12 und den drei humanen
Rhabdomyosarkomzelllinien RD/18, RD/12 und CCA verglichen werden.

4.1.1 Vergleich der basalen NF-kB-Aktivitat der einzelnen Zelllinien

Um Rickschlisse auf die NF-kB-Aktivitdt in nichttransformierten Myoblasten sowie in
Rhabdomyosarkomen ziehen zu kénnen, wurde zunachst die IkB-a-Basalkonzentration der
einzelnen Zelllinien untersucht.

NF-kB ist im inaktiven Zustand an IkB-a gebunden. Hierdurch wird seine nukleare
Akkumulation und somit seine DNA-Bindung verhindert. Nach Aktivierung des NF-kB kommt
es zur Degradation von IkB-a (Hayden und Ghosh, 2008), so dass eine direkte inverse
Korrelation zwischen der IkB-a-Konzentration in einer Zelle und der entsprechenden NF-kB-
Aktivitat besteht. Somit kann mittels Bestimmung der IkB-a-Konzentration in einfacher Weise
eine qualitative Bestimmung der NF-kB-Aktivitat erfolgen.

Fir die Analyse der IkB-a-Basalkonzentration wurden aus proliferierenden Zellen
zytosolische Proteinlysate gewonnen und mit Hilfe des Western Blot-Verfahrens untersucht.
Wie in Abbildung 4 gezeigt, konnte dabei bei RD/18- und RD/12-Zellen eine deutlich
niedrigere |IkB-a-Basalkonzentration als bei C2C12- und CCA-Zellen beobachtet werden.
Dies spricht dafiir, dass erstere eine hdhere und letztere eine geringere NF-kB-Basalaktivitat
aufweisen. Wird die Intensitat der IkB-a-spezifische Bande auf die Intensitat der Ponceau S-
Farbung normiert, werden die groflen Unterschiede der IkB-a-Basalkonzentrationen der
einzelnen Zelllinien besonders gut sichtbar (Abb. 5).
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Abb. 4: Western Blot-Analyse der IkB-a-Proteinkonzentrationen in proliferierenden
C2C12-, RD/18-, RD/12- und CCA-Zellen.

Aus proliferierenden Zellen wurden zytosolische Proteinlysate gewonnen. Je Spur
wurden 40ug Protein aufgetragen, elektrophoretisch aufgetrennt und auf eine Membran
transferiert. Nach Inkubation mit einem IkB-a-Antikérper konnte eine fiir IkB-a spezifische
Bande bei 37kDa detektiert werden (oben). Als Kontrolle fur eine gleichmafige Beladung
der Spuren dienten eine Ponceau S-Farbung (Mitte) und der Nachweis des
Housekeeping-Proteins a-Tubulin (unten).

Deutlich zu sehen sind die geringere Starke der IkB-a-spezifischen Banden bei den
RD/18- und RD/12-Zellen im Vergleich zu den C2C12- und CCA-Zellen.
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Abb. 5: Schematische Darstellung der basalen Konzentration des IkB-a-Proteins in
den einzelnen Zelllinien.

Die Intensitat der IkB-a-spezifischen Bande (Abb. 4) wurde densitometrisch quantifiziert
und in Relation zur Intensitat der entsprechenden Ponceau S-Farbung gesetzt. Im
Saulendiagramm sind die errechneten Mittelwerte der einzelnen Zelllinien dargestellt. Der
Mittelwert der C2C12-Basalexpression wurde mit eins festgelegt und die Mittelwerte der
Rhabdomyosarkomzellen entsprechend umgerechnet.

Man beachte die deutlich niedrigeren Werte der RD/18- und RD/12-Zellen im Vergleich
zu denen der C2C12- und CCA-Zellen, was fir eine erhdhte NF-kB-Basalaktivitat in den
zuerst genannten Zelllinien spricht.
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Insbesondere wurde deutlich, dass CCA-Zellen die héchste [kB-a-Basalkonzentration
besitzen — sie war 1,5-mal héher als die der C2C12-Zellen. Im Gegensatz dazu war die
IkB-a-Basalkonzentration der RD-Zellen deutlich niedriger als die der C2C12-Zellen. So war
sie bei RD/18-Zellen viermal und bei RD/12-Zellen zehnmal niedriger als die IkB-a-
Basalkonzentration der C2C12-Zellen. Dabei ist aber zu betonen, dass ein direkter Vergleich
zwischen Zellen, die keine klonalen Varianten voneinander sind (wie es bei C2C12-, RD- und
CCA-Zellen der Fall ist), nur eingeschrankt moglich ist. Lediglich RD/12- und RD/18-Zellen
entstammen aus demselben Klon und kénnen somit direkt miteinander verglichen werden.

4.1.2 Vergleich der basalen traf6-Expression der einzelnen Zelllinien

In vielen Zelltypen ist TRAF6 an der Aktivierung des NF-kB Uber die TL- und IL-1-
Rezeptoren sowie Uber die TNF-Rezeptoren beteiligt. Aulerdem ist TRAF6 an der
Aktivierung der Mitogen-aktivierten Protein-Kinasen JNK und p38 beteiligt (Bradley und
Pober, 2001; Moynagh, 2005).

Munz et al. (2002) konnten zeigen, dass eine Repression der rip2-Genexpression fur die
myogene Differenzierung notwendig ist. RIP2 ist wie TRAF6 ein zytoplasmatisches
Rezeptor-Adaptorprotein, das an der Signalweiterleitung an TNF-Rezeptoren beteiligt ist.
Aus friiheren Ergebnissen unserer Arbeitsgruppe gab es Hinweise darauf, dass bei TRAF6
ein ahnlicher Zusammenhang bestehen konnte (Mueck et al, 2011), dass also die
Expression des entsprechenden Gens ebenfalls nach Induktion der myogenen
Differenzierung reprimiert wird. Deshalb wurde in dieser Arbeit zusatzlich die traf6-
Genexpression auf Proteinebene untersucht.

Hierfir wurden zytosolische Proteinlysate aus proliferierenden Zellen gewonnen. Diese
wurden elektrophoretisch aufgetrennt, per Western Blot-Verfahren auf eine Nitrocellulose-
membran transferiert und anschlieRend mit einem TRAF6-Antikérper inkubiert. Es wurden
pro Zelllinie jeweils zwei Proteinlysate aufgetragen, die aus unabhangigen Versuchen
stammten. Wie in Abbildung 6 zu sehen ist, war die fraf6-Basalexpression in den
Rhabdomyosarkomzellen RD/18, RD/12 und CCA im Vergleich zur Basalexpression in den
C2C12-Zellen deutlich héher. Indem man die Intensitat der TRAF6-spezifischen Bande auf
die Intensitdt der Ponceau S-Farbung normiert, wird ein Vergleich der {traf6-Basal-
expressionen erleichtert (Abb. 7). Es zeigte sich, dass die fraf6-Basalexpression in
RD-Zellen ca. 3-mal hdher und die in CCA-Zellen ca. 2,5-mal hdher als die Basalexpression
in C2C12-Zellen war. Wie bei dem Vergleich der IkB-a-Basalkonzentrationen ist dieser
Vergleich, aufgrund der unterschiedlichen Herkunft der Zellen, jedoch nur eingeschrankt
maoglich.
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Abb. 6: Western Blot-Analyse der traf6-Expression proliferierender C2C12-, RD/18-,
RD/12- und CCA-Zellen

Pro Zelllinie wurden zwei aus unabhangigen Versuchen stammende Proteinlysatproben
aus proliferierenden Zellen gewonnen. Pro Spur wurden 20ug Protein auf ein
Acrylamidgel aufgetragen und elektrophoretisch aufgetrennt. Nach dem Transfer auf eine
geeignete Membran erfolgte die Inkubation mit einem TRAF6-Antikdrper. Oben zu sehen
ist die fir TRAF6 charakteristische Bande bei 58kDa. Zur Kontrolle der gleichmafigen
Proteinbeladung wurden eine Ponceau S-Farbung (Mitte) und der Nachweis des
Housekeeping-Proteins a-Tubulin (unten) durchgefinhrt.

Man beachte die geringere Intensitat der Schwarzung der in den C2C12-Lysaten
nachgewiesenen Banden.
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Abb. 7: Schematische Darstellung der Basalexpression des traf6-Gens

Die in Abbildung 6 gezeigten TRAF6-spezifischen Banden wurden densitometrisch
quantifiziert und in Bezug zur Intensitat der entsprechenden Ponceau S-Farbung gesetzt.
Die errechneten Mittelwerte sind zur Veranschaulichung in einem Saulendiagramm
dargestellt. Der Mittelwert der C2C12-Zellen wurde mit eins festgelegt und die Mittelwerte
der Rhabdomyosarkomzellen entsprechend umgerechnet.

Deutlich zu sehen ist der niedrigere Wert der C2C12-Zellen im Vergleich zu den
Rhabdomyosarkomzellen RD/18, RD/12 und CCA.
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4.2 NF-kB-Aktivitat und Differenzierungsverhalten:
Untersuchungen an nichttransformierten Myoblasten und
an verschiedenen Rhabdomyosarkomzelllinien

Im zweiten Teil dieser Arbeit sollte bei der nichttransformierten Myoblastenzelllinie C2C12

sowie bei den verschiedenen Rhabdomyosarkomzelllinien der Verlauf der NF-kB-Aktivitat

nach Induktion der myogenen Differenzierung analysiert werden. Des Weiteren sollte

untersucht werden, ob eine Hemmung der NF-kB-Aktivitdt einen Einfluss auf das
Differenzierungsverhalten der Zellen hat.

Die entsprechenden Ergebnisse sind nachfolgend dargestellt.

4.2.1 Untersuchung der nichttransformierten Myoblastenzelllinie C2C12

In den nachfolgend beschriebenen Versuchen wurden C2C12-Zellen jeweils fir 96 Stunden
nach Differenzierungseinleitung kultiviert. Die zu analysierenden Proben wurden von Zellen
in Proliferationsmedium (0 Stunden) und nach 6, 24, 48, 72 und 96 Stunden in
Differenzierungsmedium geerntet.

4.2.1.1 NF-kB-Aktivitdt und traf6-Expression bei der Differenzierung

Um den ordnungsgemalien Ablauf des Differenzierungsprozesses zu uberprifen, wurde
dieser zunachst fotografisch festgehalten und anhand spezifischer Differenzierungsmarker
kontrolliert. Daran anschlielend erfolgten die Untersuchung der NF-kB-Aktivitat und des
traf6-Expressionsmusters.

4.2.1.1.1 Differenzierungsprozess der C2C12-Zellen

Lichtmikroskopische Untersuchung:

Der Ablauf der Differenzierung der C2C12-Zellen ist vergleichbar mit dem der embryonalen
Muskelzelldifferenzierung. Zu Beginn der Differenzierung sind die Myoblasten einkernig. Im
weiteren Differenzierungsverlauf entwickeln sich diese zu einkernigen spindelférmigen
Myozyten, welche spater zu mehrkernigen Myotuben fusionieren.

Die morphologischen Veranderungen der in dieser Arbeit untersuchten C2C12-Zellen im
Laufe der Myogenese wurden fotografisch festgehalten. Vor Beginn der Differenzierung
waren nur rundliche, polygonale Myoblasten vorhanden (Abb. 8: A, Pfeil). 24 Stunden
nachdem die Differenzierung eingeleitet wurde, waren vereinzelt spindelférmige Myozyten
sichtbar (Abb. 8: B, Pfeil), deren Anzahl nach weiteren 24 Stunden deutlich anstieg
(Abb. 8: C, Pfeile). Schliel3lich konnten nach 96-stindigem Differenzierungsprozess deutlich
die langlichen, mehrkernigen und parallel angeordneten Myotuben beobachtet werden
(Abb. 8: D, Pfeile).
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Abb. 8: Lichtmikroskopische Aufnahmen nativer C2C12-Zellen

Die Bilder zeigen proliferierende (A) und differenzierende (B, C, D) C2C12-Zellen zu
unterschiedlichen Zeitpunkten nach Einleitung der Differenzierung. Die Pfeile zeigen auf
die fur den entsprechenden Differenzierungsgrad typischen Zellformen.

Analyse der Differenzierungsmarker Caveolin-3, Desmin, p21 und Myogenin

Wahrend der Differenzierung wird die Expression einer Vielzahl von Genen induziert. Solche
Gene kénnen als Marker dienen, um den Verlauf der Differenzierung zu Gberprifen. In dieser
Arbeit wurden flr C2C12-Zellen das caveolin-3-, das desmin-, das p21- sowie das
myogenin-Gen als Marker verwendet.

Caveolin-3 ist ein muskelspezifisches Strukturprotein, das am Sarkolemm der Myotuben
lokalisiert ist. Wahrend der normalen Muskelzelldifferenzierung steigt die caveolin-3-
Expression parallel zur Myotubenbildung an (Galbiati et al., 1999). Bei den in dieser Arbeit
untersuchten C2C12-Zellen wurde ein Anstieg der Caveolin-3-Proteinkonzentration bereits
24 Stunden nach Einleitung der Differenzierung sichtbar. In den folgenden 72 Stunden
nahm die Konzentration dieses Proteins kontinuierlich zu (Abb. 9: A).

Das muskelspezifische Intermediarfilament Desmin ist in proliferierenden nicht-
transformierten Myoblasten nur in geringer Konzentration vorhanden. Im Gegensatz dazu ist
seine Konzentration in differenzierten Myotuben hoch (Paulin und Li, 2004). In den hier
untersuchten C2C12-Zellen war das Desminprotein ab 24 Stunden nach Differenzierungs-
einleitung nachweisbar und seine Konzentration stieg im Verlauf der Differenzierung weiter
an (Abb. 9: B).

P21 ist ein Zyklin-abhangiger Kinase-Inhibitor, der wahrend der normalen Skelettmuskelzell-
differenzierung am Ausscheiden der Zellen aus dem Zellzyklus beteiligt ist (Halevy et al.,
1995). In proliferierenden Myoblasten ist p21 nicht oder nur in sehr geringen Mengen
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nachweisbar. Seine Expression steigt wahrend der Muskelzelldifferenzierung deutlich an
(Walsh und Perlman, 1997). Bei unseren Versuchen war eine Erhéhung der p27-
Genexpression bereits sechs Stunden nach Differenzierungseinleitung sichtbar. In den
folgenden Stunden erfolgte jedoch nur noch ein leichter Anstieg (Abb. 9: B).

Die Konzentration des muskelspezifischen Transkriptionsfaktors Myogenin ist wahrend der
Myotubenbildung erhéht (Rudnicki und Jaenisch, 1995). In unseren Versuchen war ab 24
Stunden nach Differenzierungseinleitung ein kontinuierlicher Anstieg der Myogenin-mRNA-
Konzentration zu beobachten (Abb. 9: C).

Insgesamt zeigen diese Ergebnisse, dass in unseren Handen der Differenzierungsprozess
der C2C12-Zellen ordnungsgemal® verlief und dass diese daher ein geeignetes
Modellsystem fiir weitere Untersuchungen darstellten.

Abb. 9: Untersuchung der
Differenzierungsmarker Caveolin-3, p21, <o
Desmin und Myogenin in C2C12-Zellen SIS f\y
Nach 0, 6, 24, 48, 72 und 96 Stunden A e |« Caveolin-3
wurden Protein- und RNA-Proben aus

SSEESIRS
w A S

proliferierenden bzw. differenzierenden
C2C12-Zellen gewonnen. Diese wurden per
Western Blot- bzw. Northern Blot-Verfahren
analysiert. Die Proben wurden jeweils von B[ ™ " S5 S5 & & <« p21
links nach rechts auf die Gele aufgetragen,

- e e g Desmin

wobei mit dem O0-Stundenwert begonnen

wurde.
A und B: Western Blot-Analysen, bei denen

10uyg zytosolisches Protein  pro  Spur
aufgetragen wurden. Es konnten die c| - ...." <«— Myogenin
spezifischen Banden fir Caveolin-3 bei
25kDa (A: oben), p21 bei 21kDa (B: oben) :
und Desmin bei 54kDa (B: Mitte) detektiert AR S - [ 155
werden. Zur Kontrolle der gleichmafigen

- AN e e W |« 285

Beladung der Spuren wurden Ponceau S-Farbungen durchgefiihrt (A und B: unten).

C: Northern Blot-Analyse der myogenin-Expression. Pro Spur wurden 0,5ug RNA
aufgetragen und mit einer Myogenin-Sonde hybridisiert. Oben sichtbar sind die
Myogenin-Gentranskripte (1,9kB). Zur Kontrolle der gleichmafigen Beladung der Spuren
wurde eine Methylenblaufarbung durchgeflhrt (unten).

4.2.1.1.2 NF-kB-Aktivitat in C2C12-Zellen

In dieser Arbeit wurde die NF-kB-Aktivitat in den Zellen auf drei unterschiedliche Weisen

bestimmt.

1. Indirekt Uber die Untersuchung der IkB-a-Konzentration

2. Direkt Uber die Untersuchung der Bindung von aktivem NF-kB an die entsprechende
DNA-Konsensussequenz

3. Direkt Gber die Untersuchung der intrazelluldren Lokalisation des NF-kB
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Untersuchung der IkB-a—Konzentration im Differenzierungsverlauf

Hierflr wurden zytosolische Proteinproben aus drei voneinander unabhangigen Versuchen
mit Hilfe des Western Blot-Verfahrens untersucht. Abbildung 10 zeigt ein fiir diese Versuche
reprasentatives Ergebnis: Etwa 24 Stunden nach Differenzierungseinleitung konnte ein
deutlicher Anstieg der IkB-a-Proteinkonzentration beobachtet werden.
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Abb. 10: Western Blot-Analyse der IkB-a-Konzentration in C2C12-Zellen

Nach 0, 6, 24, 48, 72 und 96 Stunden wurden zytosolische Proteinproben aus
proliferierenden (0 Stunden) bzw. differenzierenden C2C12-Zellen gewonnen. Pro Spur
wurden 40ug Protein aufgetragen. Nach Inkubation mit einem IkB-a-Antikérper konnte
eine fir IkB-a spezifische Bande bei 37kDa detektiert werden (oben). Zur Kontrolle der
gleichmafligen Beladung wurde eine Ponceau S-Farbung durchgefihrt (unten).

Deutlich zu sehen ist ein Anstieg der IkB-a-Konzentration im Verlauf der Differenzierung.

Untersuchung der NF-kB-DNA-Bindung im Differenzierungsverlauf

Hierfir wurden nukleare Proteinproben gewonnen und diese mittels ELISA-Verfahren
analysiert. Zunachst wurden Proben aus einem einzelnen Versuch verwendet. Zusatzlich
wurden nach 0, 48 und 72 Stunden Proben aus einem weiteren, unabhangigen Versuch
gewonnen.

Bei dem von uns verwendeten ELISA-Verfahren kdnnen p65-NF-kB-Epitope nachgewiesen
werden, die nur zuganglich sind, wenn NF-kB aktiviert und an seine Ziel-DNA gebunden ist
(www.activemotif.com).

Aus Abbildung 11 wird ersichtlich, dass die NF-kB-Aktivitat, trotz groRer Schwankungen, im
Laufe der Differenzierung tendenziell zunahm. Diese Ergebnisse stehen im Widerspruch zu
den im vorangehenden Abschnitt gezeigten IkB-a-Konzentrationsanalysen, die eine
Abnahme der NF-kB-Aktivitdt im Verlauf der Differenzierung zeigten. Aufgrund der grof3en
Schwankungen innerhalb der einzelnen Versuchskinetiken und der gro3en Unterschiede der
Versuche untereinander (man beachte die hohe Standardabweichung des 72 Stundenwertes
(Abb. 11)), sollten diese Ergebnisse jedoch durch weiterfUhrende Versuche untermauert
werden.
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Abb. 11: ELISA-Analyse der NF-kB-Aktivitat in C2C12-Zellen

Es wurden nukledre Proteinproben aus proliferierenden (0 Stunden) bzw.
differenzierenden (nach 6, 24, 48, 72 und 96 Stunden) C2C12-Zellen gewonnen. Nach 0,
48 und 72 Stunden wurden zusatzliche Proben aus einem unabhangigen Versuch
gewonnen. Die Proben wurden mittels ELISA-Verfahren analysiert und die Absorption bei
450nm bestimmt.

Untersuchung der intrazelluldren Lokalisation des NF-kB im Differenzierungsverlauf

NF-kB ist im inaktiven Zustand fast ausschlieBlich im Zytoplasma der Zellen lokalisiert. Nach
seiner Aktivierung steigt seine Konzentration im Zellkern drastisch an (Hayden und Gosh,
2008). Somit kénnen aus der intrazellularen Lokalisation des NF-kB Ruckschlisse auf die
Aktivitat dieses Transkriptionsfaktors gezogen werden.

Um die intrazellulare Lokalisation des NF-kB zu bestimmen, wurden proliferierende und
differenzierende C2C12-Zellen fixiert und immunzytochemisch untersucht. Hierfur wurde ein
gegen die p65-Untereinheit des NF-kB gerichteter primarer Antikérper verwendet. In
Abbildung 12 sind p65-Immunfluoreszenz-Fotografien zu unterschiedlichen Differenzierungs-
zeitpunkten abgebildet. In proliferierenden Zellen (Abb. 12: B) war NF-kB ausschlieRlich im
Zytoplasma nachweisbar, wahrend 48 Stunden nach Differenzierungseinleitung (Abb. 12: D)
die spezifische NF-kB-Farbung sowohl im Zytoplasma als auch in den Zellkernen der
Myozyten beobachtet werden konnte. Die Farbung der Zellkerne fiel hier jedoch geringer aus
als die des Zytoplasmas. In Myotuben (Abb. 12: F) fiel das stark fluoreszierende Zytoplasma
auf. Weiterhin war in den Zellkernen die NF-kB-spezifische Farbung zu beobachten, sie war
aber von wesentlich geringerer Intensitat.

Der Anstieg der NF-kB-spezifischen Fluoreszenz im Zellkern spricht dabei eher fir eine
NF-kB-Aktivierung nach Induktion der Differenzierung, steht also im Einklang mit den ELISA-
Ergebnissen und ist widersprichlich zu den IkB-a-Western Blot-Analysen.

38



Ergebnisse

Abb. 12: NF-kB-Immunfluoreszenz von C2C12-Zellen

Es wurden proliferierende (0 Stunden) und differenzierende C2C12-Zellen (48 und 96
Stunden nach Differenzierungseinleitung) fixiert. Diese wurden mit einem primaren,
gegen die p65-Unterheit des NF-kB gerichteten Antikérper inkubiert. Durch einen
zweiten, mit dem Fluoreszenzfarbstoff FITC gekoppelten Antikdrper, konnte die
Lokalisation des NF-kB sichtbar gemacht werden. Auf der linken Seite sind zur
Orientierung die durch den Fluoreszenzfarbstoff DAPI sichtbar gemachten Zellkerne
abgebildet. Auf der rechten Seite sind die entsprechenden Immunfluoreszenzfarbungen
zu sehen. Die Pfeile zeigen auf die flr den entsprechenden Differenzierungsgrad
typischen Zellformen.

Man beachte die unterschiedliche Farbung der Zellkerne im Differenzierungsverlauf,
sowie die starke Farbung des Zytoplasmas der Myotuben.

4.2.1.1.3 Expression des traf6-Gens in C2C12-Zellen

Um die Expression des traf6-Gens auf Proteinebene zu untersuchen, wurden zytosolische
Proteinlysate aus drei voneinander unabhangigen Versuchen gewonnen und mittels
Western Blot-Verfahren analysiert. In allen drei Versuchen gab es Schwankungen der
TRAF6-Konzentrationen im Differenzierungsverlauf, es zeichnete sich aber keine klare
Tendenz ab (Daten nicht gezeigt).
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4.2.1.2 Differenzierungsverhalten bei Hemmung der NF-kB-Aktivitét

Um den Einfluss einer Hemmung der NF-kB-Aktivitat auf den Differenzierungsprozess und
die traf6-Expression zu untersuchen, wurden C2C12-Zellen mit zwei unterschiedlich
wirkenden NF-kB-Inhibitoren behandelt. Zum einen erfolgte eine Behandlung mit der
hauptaktiven Komponente der Gelbwurzel, dem Curcumin, zum anderen mit dem synthetisch
hergestellten Proteasominhibitor Lactacystin.

4.2.1.2.1 Hemmung der NF-kB-Aktivitat durch Curcumin

Curcumin inhibiert den NF-kB-Signalweg durch die Hemmung der IKK. Curcumin hemmt
aber auch andere Signalwege wie z.B. den Akt-, den JNK- und den MAPK-Signalweg
(Aggarwal et al., 2006; Aggarwal und Shishodia, 2006).

Vor Differenzierungseinleitung wurden die C2C12-Zellen flr eine Stunde mit einer Curcumin-
Losung behandelt. Diese Losung bestand aus in DMSO geldstem Curcumin. Da DMSO das
Differenzierungsverhalten der Zellen beeinflussen kann (Orzechowski et al., 2001), wurde
parallel eine Kontrollbehandlung der Zellen mit DMSO durchgefuhrt.

Um die Wirksamkeit der Curcumin-Behandlung zu Uberprifen, wurde zunadchst die NF-kB-
Aktivitdt analysiert. Daran anschliefend wurden die Auswirkungen des Curcumins auf den
Differenzierungsprozess und die traf6-Expression Uberprift.

4.2.1.2.1.1 NF-kB-Aktivitat in mit Curcumin behandelten C2C12-Zellen

Untersuchung der IkB-a-Konzentration im Differenzierungsverlauf

Zur Uberpriifung der erfolgreichen Hemmung der NF-kB-Aktivitit anhand der IkB-a-
Konzentration wurden zunachst zytosolische Proteinproben gewonnen. Daran anschliel3end
erfolgte die Analyse der Proben mit Hilfe des Western Blot-Verfahren.

Wie in Abbildung 13 gezeigt, stieg die IkB-a-Proteinkonzentration bei unbehandelten und bei
mit DMSO behandelten Zellen im Differenzierungsverlauf an. Im Gegensatz dazu war bei mit
Curcumin behandelten C2C12-Zellen die IkB-a-Proteinkonzentration schon direkt nach der
Behandlung, also in proliferierenden Zellen, im Vergleich zu den Kontrollen erhdht (Abb. 13).
Bis 24 Stunden nach Differenzierungseinleitung konnte hier ein weiterer Anstieg beobachtet
werden. Anschlief3end sank die IkB-a-Konzentration wieder leicht ab.

Daraus lasst sich schlieBen, dass durch die Curcumin-Behandlung eine wirksame
Blockierung des NF-kB — zumindest in proliferierenden Zellen und wahrend der ersten 24
Stunden nach Induktion der Differenzierung — erreicht worden war.
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Abb. 13: Western Blot-Analyse der IkB-a-Konzentration in unbehandelten, in
DMSO-behandelten und in Curcumin-behandelten C2C12-Zellen

Es wurden zu unterschiedlichen Zeitpunkten zytosolische Proteinproben aus
unbehandelten, aus mit DMSO behandelten und aus mit Curcumin behandelten C2C12-
Zellen gewonnen und mittels Western Blot-Verfahren untersucht. Pro Spur wurden 40ug
Protein aufgetragen. Nach Inkubation mit einem IkB-a-Antikorper konnte die fiir IkB-a
spezifische Bande bei 37kDa detektiert werden (jeweils oben). Die gleichmalige
Beladung der Spuren wurde jeweils durch eine Ponceau S-Farbung uUberpriift (jeweils
unten).

4.2.1.2.1.2 Differenzierungsprozess in mit Curcumin behandelten C2C12-Zellen

Lichtmikroskopische Untersuchung

Wie in Abbildung 14 zu sehen, verursachte die Hemmung der NF-kB-Aktivitat durch
Curcumin keine lichtmikroskopisch erkennbaren morphologischen Veranderungen der Zellen
im Differenzierungsverlauf. Lediglich 48 Stunden nach Differenzierungseinleitung konnten
bei mit Curcumin behandelten Zellen vermehrt Zellen mit apoptotischer oder nekrotischer
Morphologie (Abb. 14: E, Stecknadel) beobachtet werden. Der Differenzierungsstatus der
verbleibenden Zellen entsprach aber dem der unbehandelten Zellen: Sowohl bei mit
Curcumin behandelten als auch bei unbehandelten bzw. DMSO-behandelten Kulturen
konnten 48 Stunden nach Differenzierungsinduktion spindelférmige Myozyten beobachtet
werden (Abb. 14: B, Pfeile; E, Pfeile). Weiterhin waren 96 Stunden nach Differenzierungs-
einleitung bei unbehandelten C2C12-Zellen (Abb. 14: C, Pfeile) und bei Curcumin-
behandelten Zellen (Abb. 14: F, Pfeil) mehrkernige Myotuben sichtbar.
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Abb. 14: Lichtmikroskopische Aufnahmen unbehandelter und Curcumin-

behandelter C2C12-Zellen

Auf der linken Seite sind unbehandelte und auf der rechten Seite mit Curcumin
behandelte C2C12-Zellen abgebildet. Die Bilder zeigen jeweils proliferierende (A bzw. D)
und differenzierende (B und C bzw. E und F) Zellen zu unterschiedlichen Zeitpunkten
nach Einleitung der Differenzierung. Die Pfeile zeigen auf die fur den entsprechenden
Differenzierungsgrad typischen Zellformen. Die Stecknadel weist auf apoptotische bzw.

nekrotische Zellen hin.

Analyse der Differenzierungsmarker Caveolin-3, Desmin, p21 und Myogenin

Aus unbehandelten, aus mit DMSO behandelten und aus mit Curcumin behandelten C2C12-
Zellen wurden Protein- und RNA-Proben gewonnen und mit Hilfe des Western Blot- bzw.
Northern Blot-Verfahrens auf die Expression von myogenen Differenzierungsmarkern hin
untersucht. Spezifisch wurde die Expression der Marker caveolin-3, desmin und p21 auf
Protein-, die des myogenins auf mMRNA-Ebene analysiert.

Wie in Abbildung 15 gezeigt, ergaben sich dabei zwischen den unbehandelten Zellen und
den mit DMSO behandelten Zellen keine gravierenden Unterschiede, was zeigt, dass die von
uns verwendete DMSO-Konzentration den Differenzierungsprozess nicht beeinflusste. Die
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detektierten Veranderungen, welche bei den mit der Curcumin-DMSO-L6sung behandelten
C2C12-Zellen beobachtet wurden, waren folglich allein auf die Curcumin-Wirkung zufihren.
Weiterhin unterschieden sich die p271- und myogenin-Expressionsmuster der mit Curcumin
behandelten Zellen nur wenig von denen der Kontrollzellen (Abb. 15: A und C), lediglich die
myogenin-Induktion war eventuell leicht verzogert.
Der Anstieg der Desmin- und Caveolin-3-Proteinkonzentration erfolgte im Differenzierungs-
verlauf bei mit Curcumin behandelten Zellen im Vergleich zu den Kontrollzellen dagegen
deutlich verzdgert, eventuell auch generell abgeschwacht (Abb. 15: A und B).

ol - ol o ol Sl ol o ol S ol
FTFXTRPAS FFETPAF FFT PP
Al == - - .- e oo o | — p21
- - - :‘t‘— !-l = | 4— Desmin
B - - .- ) ‘“ W | «— Caveolin-3
Cle o | ~~wBEBe | - =998 | o
bl d LA N A - e e e e - e e «— 255
ANy (| e e o-_g_-l,-_«1as
\ ) ) )
Y | |
unbehandelt DMSO Curcumin

Abb. 15: Untersuchung der Differenzierungsmarker p21, Desmin, Caveolin-3 und
Myogenin in unbehandelten, in DMSO-behandelten und in Curcumin-behandelten
C2C12-Zellen

Nach 0, 6, 24, 48, 72 und 96 Stunden wurden Protein- und RNA-Proben aus
proliferierenden bzw. differenzierenden C2C12-Zellen gewonnen. Diese wurden per
Western Blot- bzw. Northern Blot-Verfahren analysiert. Die Autoradiogramme in der
In der Mitte sind die
Autoradiogramme der mit DMSO behandelten Zellen und rechts die der mit Curcumin

linken Spalte zeigen Lysate aus unbehandelten Zellen.

behandelten Zellen zu sehen.

A und B: Western Blot-Analysen, bei denen 10ug zytosolisches Protein pro Spur
aufgetragen wurden. Es konnten die spezifischen Banden fiir p21 bei 21kDa (A: jeweils
oben), Desmin bei 54kDa (A: jeweils Mitte) und Caveolin-3 bei 25kDa (B: jeweils oben)
detektiert werden. Zur Kontrolle der gleichmafiigen Beladung der Spuren wurden
Ponceau S-Farbungen durchgefiihrt (A und B: jeweils unten).
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C: Northern Blot-Analyse der myogenin-Expression. Pro Spur wurden 0,5ug RNA
aufgetragen und mit einer Myogenin-Sonde hybridisiert. Oben sichtbar sind die
Myogenin-Gentranskripte (1,9kB). Zur Kontrolle der gleichmafigen Beladung der Spuren
wurde eine Methylenblaufarbung durchgefihrt (jeweils unten).

Man beachte, dass die desmin- und caveolin-3-Expression im Differenzierungsverlauf bei
mit Curcumin behandelten Zellen verzdgert einsetzte.

4.2.1.2.1.3 traf6-Expression in mit Curcumin behandelten C2C12-Zellen

Da es aus friheren Ergebnissen unserer Arbeitsgruppe Hinweise darauf gab, dass ein
Zusammenhang zwischen der NF-kB-Aktivitdt und der traf6-Expression bestehen kdnnte
(Mueck et al., 2011) — also dass das traf6-Gen der Regulation durch NF-kB unterliegt —
wurde die traf6-Expression nach Hemmung der NF-kB-Aktivitat durch die NF-kB-Inhibitoren
Lactacystin und Curcumin untersucht.

Fir die Analyse der fraf6-Expression in mit Curcumin behandelten Zellen wurden
zytosolische Proteinlysate geerntet und mit Hilfe des Western Blot-Verfahrens untersucht. In
unseren Handen waren dabei sowohl bei unbehandelten C2C12-Zellen als auch bei DMSO-
oder Curcumin-behandelten Myoblasten zwischen einzelnen Experimenten groRle
Schwankungen der traf6-Expression auf Proteinebene zu beobachten (siehe 4.2.1.1.3).
Daher war es hier nicht moglich, eine Aussage zum Einfluss von Curcumin auf die traf6-
Expression zu machen.

4.2.1.2.2 Hemmung der NF-kB-Aktivitat durch Lactacystin

Lactacystin ist ein Proteasominhibitor, der durch die Hemmung des Proteasoms den Abbau
von IkB-a und somit die Aktivierung des NF-kB verhindert (Shirley et al., 2005).

Im Rahmen der nachfolgend beschriebenen Versuche wurden C2C12-Zellen zunéchst fur
eine Stunde mit einer Lactacystin-Loésung behandelt. AnschlieBend wurde die
Differenzierung eingeleitet. Da Lactacystin in DMSO geldst vorlag, wurde wie bei der
Behandlung mit Curcumin eine Kontrollbehandlung der Zellen mit der entsprechenden
Menge DMSO durchgefiihrt. Wie im vorangehenden Abschnitt fir Curcumin beschrieben,
wurde die Wirksamkeit des Lactacystins anhand der NF-kB-Aktivitdt Gberprift. Die
Auswirkungen des Lactacystins auf den Differenzierungsprozess wurden lichtmikroskopisch
und anhand der Expression verschiedener Differenzierungsmarker analysiert. Anschlielend
erfolgte die Untersuchung des Lactacystin-Einflusses auf die traf6-Expression.

4.2.1.2.2.1 NF-kB-Aktivitéat in mit Lactacystin behandelten C2C12-Zellen

Untersuchung der IkB-a-Konzentration im Differenzierungsverlauf

Wie fur Curcumin beschrieben, wurden zur Untersuchung der IkB-a-Konzentration
zytosolische Proteinproben gewonnen und diese mit Hilfe des Western Blot-Verfahrens
analysiert.

In Abbildung 16 ist zu sehen, dass die IkB-a-Konzentrationen bei den unbehandelten und
bei den mit DMSO behandelten C2C12-Zellen im Differenzierungsverlauf anstiegen, was
eine abnehmende NF-kB-Aktivitat reflektiert.
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Bei den Lactacystin-behandelten Zellen war dagegen bereits direkt nach der Behandlung die
IkB-a-Konzentration erhéht und sank erst zu spateren Zeitpunkten wieder ab. Dies zeigt,
dass eine Blockierung der NF-kB-Aktivitdt — zumindest in proliferierenden Zellen und
wahrend der ersten 24-48 Stunden nach Induktion der Differenzierung — in der Tat erfolgte
und die Behandlung somit wirksam war (Abb. 16).
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Abb. 16: Western Blot-Analyse der IkB-a-Konzentration in unbehandelten, in
DMSO-behandelten und in Lactacystin-behandelten C2C12-Zellen

Zu unterschiedlichen Zeitpunkten wurden zytosolische Proteinproben aus unbehandelten,
aus mit DMSO behandelten und aus mit Lactacystin behandelten C2C12-Zellen
gewonnen. Die Analyse der Proben erfolgte mit Hilfe des Western Blot-Verfahrens.
Pro Spur wurden 40ug Protein aufgetragen. Nach Inkubation mit einem IkB-a-Antikdrper
konnte die fur IkB-a spezifische Bande bei 37kDa detektiert werden (jeweils oben). Die
gleichmafRige Beladung der Spuren wurde jeweils durch eine Ponceau S-Farbung
Uberprift (jeweils unten).

Man beachte die hohe IkB-a-Konzentration bei den mit Lactacystin behandelten C2C12-
Zellen zu Versuchsbeginn, also unmittelbar nach der Lactacystin-Behandlung.

4.2.1.2.2.2 Differenzierungsprozess der mit Lactacystin behandelten C2C12-Zellen

Lichtmikroskopische Untersuchung

Nach der Behandlung mit Lactacystin lieR sich lichtmikroskopisch ein verzdgerter
Differenzierungsablauf der C2C12-Zellen beobachten (Abb. 17). So waren 48 Stunden nach
Differenzierungseinleitung bei mit Lactacystin behandelten Zellen noch keine Myozyten,
sondern ausschlieRlich Zellen mit myoblastentypischer Morphologie sichtbar (Abb. 17: E,
Pfeil). Zu diesem Zeitpunkt waren bei unbehandelten Zellen bereits Myozyten zu erkennen
(Abb. 17: B, Pfeil). Weitere 48 Stunden spater konnten dann zwar auch bei mit Lactacystin
behandelten Zellen Myozyten beobachtet werden (Abb. 17: F, Pfeil), bei den unbehandelten
C2C12-Zellen dominierten jedoch zu diesem Zeitpunkt bereits Myotuben das Bild (Abb. 17:
C, Pfeil).
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Abb. 17: Lichtmikroskopische Aufnahmen unbehandelter und mit Lactacystin
behandelter C2C12-Zellen

In der linken Spalte sind unbehandelte und in der rechten Spalte mit Lactacystin
behandelte C2C12-Zellen abgebildet. Die Bilder zeigen jeweils proliferierende (A bzw. D)
und differenzierende Zellen (B und C bzw. E und F) zu unterschiedlichen Zeitpunkten
nach Einleitung der Differenzierung. Die Pfeile weisen auf die Zellformen hin, die zu dem
Zeitpunkt fir den entsprechenden Differenzierungsgrad charakteristisch waren.

Man beachte, dass bei mit Lactacystin behandelten C2C12-Zellen 96 Stunden nach
Differenzierungseinleitung lediglich spindelférmige Myozyten, aber keine mehrkernigen
Myotuben sichtbar waren.

Analyse der Differenzierungsmarker Caveolin-3, Desmin, p21 und Myogenin

Aus unbehandelten, aus mit DMSO behandelten und aus mit Lactacystin behandelten
C2C12-Zellen wurden Protein- und RNA-Proben gewonnen und mit Hilfe des Western Blot-
bzw. Northern Blot-Verfahrens untersucht.

Die Behandlung der C2C12-Zellen mit Lactacystin fuhrte dabei zu einer Veranderung der
Expressionsmuster von caveolin-3, p21 und myogenin.
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Spezifisch war zu beobachten, dass die Induktion der caveolin-3-Expression bei mit
Lactacystin behandelten Zellen erst 48 Stunden spater als bei den Kontrollzellen detektiert
werden konnte (Abb. 18: A). Dagegen war die p27-Expression der mit Lactacystin
behandelten  Zellen bereits nach der Lactacystin-Vorbehandlung, also vor
Differenzierungseinleitung, im Vergleich zu den Kontrollen erhoht (Abb. 18: B). 24 Stunden
spater erfolgte ein Abfall der p21-Proteinkonzentration. Die myogenin-Induktion in den mit
Lactacystin behandelten Zellen war wie die caveolin-3-Induktion im Vergleich zu den
Kontrollen verzégert (Abb. 18: C, 3. Spalte).

Interessanterweise zeigten sich jedoch im Differenzierungsverlauf keine Unterschiede
zwischen den Desmin-Proteinkonzentrationen Lactacystin-behandelter Zellen und denen der
Kontrollzellen (Abb. 18: A).
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Abb. 18: Untersuchung der Differenzierungsmarker Caveolin-3, Desmin, p21 und
Myogenin in unbehandelten, in DMSO-behandelten und in Lactacystin-behandelten
C2C12-Zellen

Es wurden Protein- und RNA-Proben aus proliferierenden bzw. differenzierenden C2C12-
Zellen gewonnen. Diese wurden per Western Blot- bzw. Northern Blot-Verfahren
analysiert. Die Autoradiogramme in der linken Spalte zeigen Lysate aus unbehandelten
Zellen. In der Mitte sind DMSO-behandelte Zellen und rechts Lactacystin-behandelte
Zellen zu sehen.

A und B: Western Blot-Analysen, bei denen 10ug zytosolisches Protein pro Spur
aufgetragen wurden. Es konnten die spezifischen Banden fir Caveolin-3 bei 25kDa (A:
jeweils oben), Desmin bei 54kDa (A: jeweils Mitte) und p21 bei 21kDa (B: jeweils oben)
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detektiert werden. Zur Kontrolle der gleichmaRigen Beladung der Spuren wurden
Ponceau S-Farbungen durchgefiihrt (A und B: jeweils unten).

C: Northern Blot-Analyse der myogenin-Expression. Pro Spur wurden 0,5ug RNA
aufgetragen und mit einer Myogenin-Sonde hybridisiert. Oben sichtbar sind die
Myogenin-Gentranskripte (1,9kB). Zur Kontrolle der gleichmaRigen Beladung der Spuren
wurde eine Methylenblaufarbung durchgeflhrt (jeweils unten).

Man beachte das verzogerte Einsetzen der caveolin-3- und myogenin-Expression in den
mit Lactacystin behandelten Zellen. Weiterhin auffallig war die hohe p2171-
Basalexpression der mit Lactacystin behandelten Zellen.

4.2.1.2.2.3 traf6-Expression in mit Lactacystin behandelten C2C12-Zellen

Wie fur Curcumin beschrieben, wurde auch die fraf-6-Expression untersucht. Die
Behandlung mit Lactacystin verursachte ebenfalls keine Veranderungen, die nicht im Bereich
der Schwankungen des traf6-Expressionsmusters von unbehandelten C2C12-Zellen lagen
(Daten nicht gezeigt).

4.2.2 Untersuchung der Rhabdomyosarkomzelllinie RD/18

Die Untersuchung der Rhabdomyosarkomzelllinie RD/18 erfolgte nach dem gleichen
Schema wie die Untersuchung der C2C12-Zelllinie.

Zur Einleitung der Differenzierung wurden die RD/18-Zellen bis zu einer Konfluenz von
80-90% in serumreichem Proliferationsmedium kultiviert und dann das Proliferationsmedium
durch serumarmes Differenzierungsmedium ersetzt. Die zu analysierenden Proben wurden
von Zellen in Proliferationsmedium (0 Stunden) und nach 6, 24, 48, 72 und 96 Stunden in
Differenzierungsmedium geerntet.

4.2.2.1 NF-kB-Aktivitdt und traf6-Expression bei der Differenzierung

Wie bei der Untersuchung der C2C12-Zellen wurde zuerst der ordnungsgemafe Ablauf des
Differenzierungsprozesses lichtmikroskopisch und anhand spezifischer Differenzierungs-
marker untersucht. Daran anschlielend erfolgten die Untersuchung der NF-kB-Aktivitat und
die Untersuchung des traf6-Expressionsmusters.

4.2.2.1.1 Differenzierungsprozess der RD/18-Zellen

Lichtmikroskopische Untersuchung

Astolfi et al. (2001) konnten zeigen, dass die Zellen der embryonalen Rhabdomyosarkom-
zelllinie RD/18 im Differenzierungsverlauf fusionieren und mehrkernige, myotubenahnliche
Strukturen bilden.

In unseren Handen wies die Uberwiegende Anzahl der RD/18-Zellen vor Differenzierungs-
einleitung eine langliche, aber dennoch uneinheitliche Gestalt auf (Abb. 19: A, Pfeile).
24 Stunden nach Induktion der Differenzierung konnten vereinzelte, weitere 24 Stunden
spater schon zahlreiche spindelférmige, teils mehrkernige Zellen mit langen Auslaufern
beobachtet werden (Abb. 19: B und C, Pfeile). Schliel3lich wurden 96 Stunden nach
Einleitung der Differenzierung die von Astolfi et al. (2001) beschriebenen multinuklearen,
myotubendhnlichen Strukturen sichtbar (Abb. 19: D, Pfeile).
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Insgesamt liefl3 sich die morphologische Struktur der RD/18-Zellen im Differenzierungsverlauf
erschwert fotografisch festhalten, da die Zellen nach Differenzierungseinleitung vermehrt
Ubereinander wachsen (Lollini, persénliche Mitteilung).
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Abb. 19: Lichtmikroskopische Aufnahmen nativer RD/18-Zellen
Die Bilder zeigen proliferierende (A) und differenzierende (B, C, D) RD/18-Zellen zu
unterschiedlichen Zeitpunkten nach Differenzierungseinleitung. Die Pfeile zeigen auf die
fur den entsprechenden Differenzierungsgrad typischen Zellformen.

Analyse der Differenzierungsmarker Desmin, p21 und Myogenin

Um die flir RD/18-Zellen spezifischen Differenzierungsmarker zu untersuchen, wurden
zytosolische Protein- und gesamtzellulare RNA-Proben gewonnen und mit Hilfe des
Western Blot- bzw. Northern Blot-Verfahrens analysiert.

Fir diese Arbeit von Bedeutung war, dass das Intermediarfilament Desmin bei einem
Grolteil der Rhabdomyosarkome ein zuverlassiger Marker fir die Rhabdomyoblasten-
Differenzierung ist (Carter et al., 1989). So konnten Astolfi et al. (2001), auch fir RD/18-
Zellen einen Anstieg der desmin-Expression innerhalb der ersten Tage nach
Differenzierungseinleitung nachweisen. In unseren Handen konnte bei RD/18-Zellen ein
Anstieg der Desmin-Proteinkonzentration 24 Stunden nach Differenzierungseinleitung
beobachtet werden (Abb. 20: A).

Als weitere Marker flr den Differenzierungserfolg wurden p21 und Myogenin verwendet.

Hier konnten Astolfi et al. (2001), zeigen, dass in RD/18-Zellen der myogene Transkriptions-
faktor Myogenin im Differenzierungsverlauf ansteigt. In unseren Versuchen war ab 24
Stunden nach Differenzierungsinduktion ein kontinuierlicher Anstieg der Myogenin-mRNA-
Konzentration zu sehen (Abb. 20: C).
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In Bezug auf p21 konnten frilhere Versuche unserer Arbeitsgruppe bei RD/18-Zellen einen
Anstieg der p21-mRNA-Konzentration im Differenzierungsverlauf nachweisen (Mueck et al.,
2011). Wie in Abbildung 20 (B) gezeigt, war auch bei den in dieser Arbeit analysierten
RD/18-Zellen ein kontinuierlicher Anstieg der p21-Proteinkonzentration sichtbar.

Die Ergebnisse der lichtmikroskopischen Untersuchung und der Analyse der
Differenzierungsmarker zeigten somit, dass der Differenzierungsprozess der RD/18-Zellen in
unseren Handen ordnungsgemald verlief, was die Grundvoraussetzung fur die nachfolgend
gezeigten deskriptiven und funktionellen Studien darstellte.

Abb. 20: Untersuchung der S S (.ég §,§§
Differenzierungsmarker Desmin, p21 und Al - - F-- <« Desmin

Myogenin in RD/18-Zellen

Es wurden Protein- und RNA-Proben
aus proliferierenden bzw. differenzierenden
RD/18-Zellen mit Hilfe des Western Blot- bzw.
Northern Blot-Verfahrens analysiert.
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4.2.2.1.2 NF-kB-Aktivitat in RD/18-Zellen

Die Analyse der NF-kB-Aktivitdt in RD/18-Zellen erfolgte analog zur Untersuchung der
NF-kB-Aktivitat in C2C12-Zellen, das heildt durch die Untersuchung der IkB-a-Konzentration,
durch die Analyse der NF-kB-DNA-Bindung und durch die Untersuchung der intrazellularen
Lokalisation des NF-kB.

Untersuchung der IkB-a-Konzentration im Differenzierungsverlauf

Aus drei voneinander unabhangigen Versuchen wurden zytosolische Proteinproben
gewonnen und unter Verwendung des Western Blot-Verfahrens untersucht.

Abbildung 21 zeigt ein fur diese Versuche reprasentatives Ergebnis. Es konnte ein minimaler
Anstieg der IkB-a-Konzentration im Differenzierungsverlauf beobachtet werden, der jedoch
wesentlich geringer ausfiel als der IkB-a-Konzentrationsanstieg bei den C2C12-Zellen (siehe
4.2.1.1.2).

§F &
e — ‘_IKB'G
. e
P
£ o

Abb. 21: Western Blot-Analyse der IkB-a-Konzentration in RD/18-Zellen
Zu unterschiedlichen Zeitpunkten wurden zytosolische Proteinproben aus

proliferierenden bzw. differenzierenden RD/18-Zellen gewonnen.

Es wurden pro Spur 40ug Protein aufgetragen. Durch Inkubation mit einem IkB-a-
Antikérper konnte eine fir IkB-a spezifische Bande bei 37kDa detektiert werden (oben).
Zur Kontrolle der einheitlichen Beladung der Spuren wurde eine Ponceau S-Farbung
durchgefihrt (Mitte) und das Housekeeping-Protein a-Tubulin (unten) nachgewiesen.

Untersuchung der NF-kB-DNA-Bindung im Differenzierungsverlauf

Hierfir wurden nukleare Proteinproben gewonnen und mit dem bereits fir C2C12-Zellen
beschriebenen ELISA-Verfahren untersucht (siehe 4.2.1.1.2).

Wie in Abbildung 22 gezeigt, schwankte die NF-kB-Aktivitdt der RD/18-Zellen im
Differenzierungsverlauf nur geringfligig im Bereich der Basalaktivitat. Eine kontinuierliche
Aktivitatszunahme oder -abnahme war im Verlauf der Differenzierung nicht zu beobachten.
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Abb. 22: ELISA-Analyse der NF-kB-Aktivitdt in RD/18-Zellen

Es wurden nukleare Proteinproben aus proliferierenden (0 Stunden) und
differenzierenden (nach 6, 24, 48, 72 und 96 Stunden) RD/18-Zellen gewonnen. Die
Analyse der Proben erfolgte mit Hilfe des ELISA-Verfahrens. Die Absorption wurde bei
450nm gemessen. Im Hintergrund ist zum Vergleich die ELISA-Analyse der NF-kB-
Aktivitat der C2C12-Zellen zu sehen.

Untersuchung der intrazellularen Lokalisation des NF-kB im Differenzierungsverlauf

Die Bestimmung der intrazellularen Lokalisation des NF-kB wurde wie fur C2C12-Zellen
beschrieben durchgefiihrt (siehe 4.2.1.1.2).

Vor Beginn der Differenzierung (Abb. 23: B) und 48 Stunden nach Differenzierungsinduktion
(Abb. 23: D) war das Zytoplasma der Zellen stark, aber die Zellkerne nur sehr gering
angefarbt. Auch 96 Stunden nach Differenzierungseinleitung (Abb. 23: F) konnte keine
starkere Kernfarbung beobachtet werden. Die Farbung des Zytoplasmas fiel jedoch etwas
geringer aus.

Die annahernd gleichbleibende NF-kB-spezifische Fluoreszenz im Zellkern stimmt mit den
Ergebnissen der ELISA-Analyse Uberein. Beide Ergebnisse sprechen fur eine anndhernd
gleichbleibende NF-kB-Aktivitat im Differenzierungsverlauf der RD/18-Zellen.

Wie bei der Untersuchung der NF-kB-Aktivitat der C2C12-Zellen stimmten die Ergebnisse
der ELISA- und Immunfluoreszenz-Analysen nicht véllig mit den Western Blot-Analysen der
IkB-a-Konzentration Uberein. Die Western Blot-Analysen der IkB-a-Konzentration zeigten in
RD/18-Zellen jedoch nur einen minimalen Abfall der NF-kB-Aktivitat im Differenzierungs-
verlauf.
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Abb. 23: NF-kB-Immunfluoreszenz von RD/18-Zellen

Es wurden proliferierende (0 Stunden) und differenzierende (48 und 96 Stunden nach
Differenzierungseinleitung) RD/18-Zellen fixiert. Nach der Inkubation mit einem primaren,
gegen die p65-Untereinheit des NF-kB gerichteten Antikérper, konnte durch einen
zweiten Flureszenzfarbstoff-gekoppelten Antikérper die Lokalisation des NF-kB sichtbar
gemacht werden. Auf der linken Seite sind zur Orientierung die durch den
Fluoreszenzfarbstoff DAPI sichtbar gemachten Zellkerne abgebildet. Auf der rechten
Seite sind die entsprechenden Immunfluoreszenzen zu sehen. Die Pfeile zeigen auf die
fur den entsprechenden Differenzierungsgrad typischen Zellformen.

4.2.2.1.3 Expression des traf6-Gens in RD/18-Zellen

Zur Untersuchung der traf6-Expression auf Proteinebene wurden zytosolische Proteinlysate
aus zwei unabhangigen Versuchen mit Hilfe des Western Blot-Verfahrens untersucht.
Die traf6-Expression zeigte in beiden Versuchen einen Anstieg. Einer dieser Versuche ist in
Abbildung 24 dargestellt.

Insgesamt konnte mit diesen Versuchen nachgewiesen werden, dass wahrend der
Differenzierung der RD/18-Zellen ein Anstieg der TRAF6-Proteinkonzentration stattfand.
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Abb. 24: Western Blot-Analyse der traf6-Expression

Proteinproben aus proliferierenden bzw. differenzierenden RD/18-Zellen wurden per
Western Blot-Verfahren untersucht. Es wurden pro Spur 20ug Protein aufgetragen. Mit Hilfe
eines TRAFG6-Antikdrpers konnte eine fir TRAF6 spezifische Bande bei 58kDa detektiert
werden (oben). Die gleichmaRige Beladung der Spuren wurde durch eine Ponceau S-Farbung
(Mitte) und anhand des Housekeeping-Proteins a-Tubulin (unten) Gberprift.

4.2.2.2 Differenzierungsverhalten bei Hemmung der NF-kB-Aktivitat

Wie bei der Untersuchung der C2C12-Zellen wurde der Einfluss der Hemmung der NF-kB-
Aktivitat auf den Differenzierungsprozess mit Hilfe der NF-kB-Inhibitoren Curcumin und
Lactacystin untersucht.

4.2.2.2.1 Hemmung der NF-kB-Aktivitat durch Curcumin

Die Behandlung der RD/18-Zellen mit Curcumin wurde wie flr die C2C12-Zellen beschrieben
durchgefuhrt (siehe 4.2.1.2.1). Der Erfolg dieser Behandlung wurde anhand der IkB-a-
Konzentration Uberprift. Daran anschliellend wurde die Auswirkungen der Blockierung des
NF-kB durch Curcumin auf den Differenzierungsprozess und die traf6-Expression tberprift.

4.2.2.2.1.1 NF-kB-Aktivitat in mit Curcumin behandelten RD/18-Zellen

Untersuchung der IkB-a-Konzentration im Differenzierungsverlauf

Fir die Untersuchung der IkB-a-Konzentration wurden zytosolische Proteinlysate mit Hilfe
des Western Blot-Verfahrens analysiert.

Wie in Abbildung 25 zu sehen, war bei den mit Curcumin behandelten RD/18-Zellen nach
Einleitung der Differenzierung uUberraschenderweise erst eine Abnahme und darauffolgend
ein Anstieg der IkB-a-Konzentration sichtbar. Als Folge dieses Anstiegs war dann auch erst
nach 72 Stunden die IkB-a-Konzentration in den mit Curcumin behandelten Zellen im
Vergleich zu den Kontrollen erhéht. Somit muss, zumindest aufgrund der IkB-a-Analyse,
davon ausgegangen werden, dass die Hemmung der NF-kB-Aktivitat in RD/18-Zellen nur
eingeschrankt erfolgreich war, was bei den nachfolgend beschriebenen Analysen beachtet
werden sollte.
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Abb. 25: Western Blot-Analyse der IkB-a-Konzentration in unbehandelten, in
DMSO-behandelten und in Curcumin-behandelten RD/18-Zellen

Es wurden zu unterschiedlichen Zeitpunkten zytosolische Proteinlysate gewonnen und
unter Anwendung des Western Blot-Verfahrens untersucht. Pro Spur wurden 40ug
Protein aufgetragen. Nach Inkubation mit einem IkB-a-Antikdrper konnte die fir IkB-a
spezifische Bande bei 37kDa detektiert werden (jeweils oben). Die gleichmalige
Beladung der Spuren wurde jeweils durch eine Ponceau S-Farbung (jeweils Mitte) und
anhand des Housekeeping-Proteins a-Tubulin Uberpruft (jeweils unten).

4.2.2.2.1.2 Differenzierungsprozess der mit Curcumin behandelten RD/18-Zellen

Die Effekte der Curcumin-Behandlung auf den Differenzierungsprozess der RD/18-Zellen
wurden wiederum lichtmikroskopisch und anhand der Expression spezifischer
Differenzierungsmarker untersucht.

Lichtmikroskopische Untersuchung

Wie in Abbildung 26 erkennbar, war der einzige durch Curcumin verursachte licht-
mikroskopisch sichtbare Effekt eine erhohte Anzahl apoptotischer und nekrotischer
Zellen 48 Stunden nach Differenzierungseinleitung (Abb. 26: E, Stecknadel).
Der Differenzierungsstatus der verbleibenden Zellen entsprach dem der unbehandelten
Zellen.

Dieses Bild stimmt mit den bei C2C12-Zellen beobachteten Veranderungen, bei denen die
Curcumin-Behandlung ebenfalls keinen Einfluss auf die Morphologie der (berlebenden
Zellen hatte, Uberein.
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Abb. 26: Lichtmikroskopische Aufnahmen unbehandelter und Curcumin-
behandelter RD/18-Zellen

Auf der linken Seite sind unbehandelte und auf der rechten Seite mit Curcumin
behandelte RD/18-Zellen abgebildet. Es sind jeweils proliferierende (A bzw. D) und
differenzierende (B und C bzw. E und F) Zellen zu verschiedenen Zeitpunkten nach
Induktion der Differenzierung zu sehen. Die fur den jeweiligen Differenzierungsgrad
typischen Zellformen sind durch Pfeile gekennzeichnet. Die Stecknadel weist auf
apoptotische bzw. nekrotische Zellen hin.

Analyse der Differenzierungsmarker Desmin, p21 und Myogenin

Aus unbehandelten, aus mit DMSO behandelten und aus mit Curcumin behandelten
RD/18-Zellen wurden Protein- und RNA-Proben gewonnen und unter Zuhilfenahme des
Western Blot- bzw. Northern Blot-Verfahrens auf die Expression der myogenen
Differenzierungsmarker Desmin, p21 und Myogenin hin untersucht.
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Abb. 27: Untersuchung der Differenzierungsmarker Desmin, p21 und Myogenin in
unbehandelten, in DMSO-behandelten und in Curcumin-behandelten RD/18-Zellen
Aus proliferierenden bzw. differenzierenden RD/18-Zellen wurden Protein- und RNA-
Proben gewonnen. Diese wurden per Western Blot- bzw. Northern Blot-Verfahren
analysiert.

Die Autoradiogramme in der linken Spalte zeigen Lysate aus unbehandelten Zellen. In
der Mitte sind die Autoradiogramme der mit DMSO behandelten und rechts die der mit
Curcumin behandelten Zellen zu sehen.

A und B: Western Blot-Analysen, bei denen 10ug zytosolisches Protein aufgetragen
wurden. Fir Desmin konnte eine spezifische Bande bei 53kDa (A: jeweils oben) und fir
p21 bei 21kDa (B: jeweils oben) detektiert werden. Die Uberpriifung der einheitlichen
Beladung der Spuren erfolgte durch Ponceau S-Farbungen (A und B: jeweils Mitte) und
durch den Nachweis des Housekeeping-Proteins a-Tubulin (A und B: jeweils unten).

C: Northern Blot-Analysen der myogenin-Expression. Pro Spur wurden 0,5ug RNA
aufgetragen und mit einer Myogenin-Sonde hybridisiert. Oben sichtbar sind die
Myogenin-Gentranskripte (1,9kB). Es wurde eine Methylenblaufarbung zur Kontrolle der
gleichmafiigen Beladung der Spuren durchgefuhrt (jeweils unten).

Man beachte den starken p21-Konzentrationsanstieg sechs Stunden nach Induktion der
Differenzierung und das verzdgerte Ansteigen der Myogenin-mRNA-Konzentration in den
mit Curcumin behandelten Zellen.
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Wie in Abbildung 27 B und C zu sehen ist, fuhrte die Behandlung mit Curcumin im
Vergleich zu unbehandelten oder DMSO-behandelten Zellen zu Veranderungen der p21-
und myogenin-Expression. So konnte sechs Stunden nach Differenzierungseinleitung eine
stark erhohte p21-Proteinkonzentration beobachtet werden (Abb. 27: B). Im weiteren
Differenzierungsverlauf kam es bis 48 Stunden nach Induktion der Differenzierung zu einem
Absinken der p21-Konzentration, woran sich ein erneuter Anstieg anschloss.

Unmittelbar nach der Behandlung war die Myogenin-mRNA-Konzentration bei mit DMSO
behandelten und bei mit Curcumin behandelten RD/18-Zellen im Vergleich zu den
unbehandelten Kontrollen leicht erhéht (Abb. 27: C). Im weiteren Differenzierungsprozess
waren aber die Myogenin-Konzentrationen bei den mit DMSO behandelten Zellen wieder mit
denen bei unbehandelten Zellen vergleichbar. Bei Curcumin-behandelten Zellen war jedoch
die Induktion der myogenin-Expression auf mRNA-Ebene im Gegensatz zu den
Kontrollzellen leicht verzdgert (Abb. 27: C).

Die Behandlung der RD/18-Zellen mit Curcumin verursachte demgegeniiber keine
Veranderung der desmin-Expression (Abb. 27: A).

Diese Ergebnisse sind erstaunlich, da die Hemmung der NF-kB-Aktivitdt durch Curcumin bei
C2C12-Zellen im Laufe der Myogenese keine Veranderung der myogenin- und p21-
Expression, wohl aber eine Veranderung der desmin-Expression verursachte (siehe
4.2.1.21.2).

4.2.2.2.1.3 traf6-Expression in mit Curcumin behandelten RD/18-Zellen

Zur Untersuchung der traf6-Expression wurden zytosolische Proteinproben gewonnen und
mit Hilfe des Western Blot-Verfahrens auf die Expression des traf6-Gens hin analysiert.
Auf Proteinebene liel® sich keine auffallende Veranderung des fraf6-Expressionsmusters
feststellen (Daten nicht gezeigt). Dies lasst darauf schlieen, dass die Hemmung der NF-kB-
Aktivitat durch Curcumin keinen Einfluss auf die traf6-Expression hatte.

4.2.2.2.2 Hemmung der NF-kB-Aktivitat durch Lactacystin

Die Behandlung der RD/18-Zellen mit Lactacystin erfolgte wie die Lactacystin-Behandlung
der C2C12-Zellen (siehe 4.2.1.2.2). Wie im vorherigen Abschnitt fur Curcumin beschrieben,
wurde die Wirksamkeit des Lactacystins anhand der NF-kB-Aktivitat Gberpruft. Daran
anschlieflend wurden die Auswirkungen Lactacystins auf den Differenzierungsprozess und
die traf6-Expression analysiert.

4.2.2.2.2.1 NF-kB-Aktivitat in mit Lactacystin behandelten RD/18-Zellen

Untersuchung der IkB-a-Konzentration im Differenzierungsverlauf

Die Untersuchung der IkB-a-Konzentration erfolgte, wie bereits fir Curcumin beschrieben,
unter Anwendung des Western Blot-Verfahrens.

Wie aus Abbildung 28 ersichtlich ist, war die IkB-a-Proteinkonzentration bei Lactacystin-
behandelten RD/18-Zellen unmittelbar nach der Behandlung im Vergleich zu den Kontrollen
erhoht und blieb flir den weiteren Differenzierungsverlauf auf einem hohen Niveau. Im
Gegensatz dazu zeigte die IkB-a-Konzentration der unbehandelten RD/18-Zellen nur einen
minimalen Anstieg im Verlauf der Differenzierung.
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Ein Anstieg der IkB-a-Konzentration unmittelbar nach der Behandlung konnte auch bei mit
DMSO behandelten RD/18-Zellen detektiert werden. Im weiteren Differenzierungsverlauf
ahnelte der Verlauf der IkB-a-Konzentration aber dem der unbehandelten Zellen.

Der unmittelbar nach der Behandlung eintretende und langer andauernde Anstieg der IkB-a-
Konzentration bei den mit Lactacystin behandelten RD/18-Zellen im Vergleich zu den
Kontrollen spricht somit insgesamt daflr, dass die Behandlung mit Lactacystin zu einer
erfolgreichen Hemmung der NF-kB-Aktivitat fuhrte.
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Abb. 28: Western Blot-Analyse der IkB-a-Konzentration in unbehandelten, in
DMSO-behandelten und in Lactacystin-behandelten RD/18-Zellen
Zu unterschiedlichen Zeitpunkten wurden zytosolische Proteinproben gewonnen und mit

Hilfe der Western Blot-Analyse untersucht. Pro Spur wurden 40ug Protein aufgetragen.
Nach Inkubation mit einem IkB-a-Antikbper konnte die fir IkB-a spezifische Bande bei
37kDa detektiert werden (jeweils oben). Die gleichmaRige Beladung der Spuren wurde
jeweils durch eine Ponceau S-Farbung (Mitte) und anhand des Housekeeping-Proteins
a-Tubulin (unten) Gberprift.

4.2.2.2.2.2 Differenzierungsprozess der mit Lactacystin behandelten RD/18-Zellen

Der Einfluss des Lactacystins auf den Differenzierungsprozess wurde wiederum
lichtmikroskopisch und anhand der Differenzierungsmarker untersucht.

Lichtmikroskopische Untersuchung

In Abbildung 29 sind lichtmikroskopische Aufnahmen von unbehandelten und von mit
Lactacystin behandelten RD/18-Zellen abgebildet. Gut zu sehen ist hier, dass die
Lactacystin-Behandlung der RD/18-Zellen zu einer lichtmikroskopisch sichtbaren
Verzégerung des Differenzierungsprozesses flihrte. So konnten 48 Stunden nach
Differenzierungseinleitung bei mit Lactacystin behandelten RD/18-Zellen (Abb. 29: E), im
Gegensatz zu den unbehandelten RD/18-Zellen (Abb. 29: B), noch keine Zellen mit einer
spindelférmigen Morphologie und langen Auslaufern beobachtet werden. Weitere 48
Stunden spater konnten diese dann auch bei mit Lactacystin behandelten RD/18-Zellen
beobachtet werden (Abb. 29: F). Zu diesem Zeitpunkt beherrschten jedoch bei den
unbehandelten RD/18-Zellen bereits Zellen von myotubenahnlicher Morphologie das Bild
(Abb. 29: C).
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Abb. 29: Lichtmikroskopische Aufnahmen unbehandelter und mit Lactacystin
behandelter RD/18-Zellen

In der linken Spalte sind unbehandelte und in der rechten Spalte mit Lactacystin
behandelte RD/18-Zellen abgebildet. Die Bilder zeigen jeweils proliferierende (A bzw. D)
und differenzierende Zellen (B und C bzw. E und F) zu unterschiedlichen Zeitpunkten
nach Einleitung der Differenzierung. Die Pfeile weisen auf die Zellformen hin, die zu dem
Zeitpunkt fir den entsprechenden Differenzierungsgrad charakteristisch waren.

Man beachte, dass bei mit Lactacystin behandelten RD/18-Zellen 96 Stunden (F) nach
Differenzierungseinleitung lediglich spindelférmige Zellen, aber keine mehrkernigen,
myotubenahnlichen Strukturen sichtbar waren.
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Analyse der Differenzierungsmarker Desmin, p21 und Myogenin

Die Analyse der Differenzierungsmarker erfolgte wie bereits flir Curcumin im vorherigen
Abschnitt beschrieben.

Aus Abbildung 30 geht hervor, dass die Behandlung der RD/18-Zellen mit Lactacystin eine
Veranderung der Expressionsmuster aller drei Differenzierungsmarker verursachte.
Spezifisch war bei Lactacystin-behandelten Zellen das desmin-Expressionsmuster auf
Proteinebene sehr unregelmafig (Abb. 30: A). So konnte unmittelbar nach der Behandlung
eine hohe Desmin-Konzentration beobachtet werden, die sechs Stunden spater abfiel und im
weiteren Differenzierungsverlauf wieder anstieg.

Die p21-Proteinkonzentration in den mit Lactacystin behandelten Zellen war demgegeniber
bereits nach der Lactacystin-Behandlung, also schon vor der Differenzierungseinleitung,
stark erhéht (Abb. 30: B). 24 Stunden spater erfolgte ein Abfall der p21-Proteinkonzentration,
auf den weitere 24 Stunden spéater ein erneuter Anstieg folgte.

Die Myogenin-mRNA-Konzentration der mit Lactacystin behandelten Zellen schlieRlich war
im Vergleich zu den Kontrollzellen eventuell leicht herabgesetzt (Abb. 30: C).

Die Ergebnisse der lichtmikroskopischen Untersuchung und die Analyse der
Differenzierungsmarker zeigten somit, dass die Hemmung der NF-kB-Aktivitdt durch
Lactacystin ahnliche Auswirkungen auf RD/18-Zellen wie auf C2C12-Zellen hatte.

Bei beiden Zelllinien fihrte die Hemmung der NF-kB-Aktivitdt durch Lactacystin zu einer
lichtmikroskopisch sichtbaren Verzégerung des Differenzierungsablaufes. Weiterhin konnte
sowohl bei C2C12- als auch bei RD/18-Zellen nach der Lactacystin-Behandlung ein
unmittelbarer Anstieg der p21-Proteinkonzentration und eine abgeschwachte bzw.
verzdgerte myogenin-Induktion im Vergleich zu den jeweiligen Kontrollzellen beobachtet
werden. Lediglich bezlglich des desmin-Expressionsmusters traten nach der Lactacystin-
Behandlung signifikante Unterschiede zwischen den beiden Zelllinien auf.
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Abb. 30: Untersuchung der Differenzierungsmarker Desmin, p21 und Myogenin in
unbehandelten, in DMSO-behandelten und in Lactacystin-behandelten RD/18-Zellen
Es wurden Protein- und RNA-Proben aus proliferierenden bzw. differenzierenden RD/18-
Zellen gewonnen. Diese wurden per Western Blot- bzw. Northern Blot-Verfahren
analysiert. Die Autoradiogramme in der linken Spalte zeigen Lysate aus unbehandelten
Zellen. In der Mitte sind die Autoradiogramme der mit DMSO behandelten Zellen und
rechts die der mit Lactacystin behandelten Zellen zu sehen.

A und B: Western Blot-Analysen, bei denen 10ug zytosolisches Protein pro Spur
aufgetragen wurden. Es konnten die spezifischen Banden fir Desmin bei 54kDa (A:
jeweils oben) und p21 bei 21kDa (B: jeweils oben) detektiert werden. Zur Kontrolle der
gleichmafligen Beladung der Spuren wurden Ponceau S-Farbungen durchgefihrt (A und
B: jeweils unten).

C: Northern Blot-Analyse der myogenin-Expression. Pro Spur wurden 0,5ug RNA
aufgetragen und mit einer Myogenin-Sonde hybridisiert. Oben sichtbar sind die
Myogenin-Gentranskripte (1,9kB). Zur Kontrolle der gleichmafligen Beladung der Spuren
wurde eine Methylenblaufarbung durchgefiihrt (jeweils unten).

Man beachte die hohe p27-Basalexpression der mit Lactacystin behandelten Zellen.
Weiterhin auffallig ist die leicht abgeschwachte myogenin-Induktion.

4.2.2.2.2.3 traf6-Expression in mit Lactacystin behandelten RD/18-Zellen

Wie fur Curcumin beschrieben, wurde die Untersuchung der traf6-Expression auf
Proteinebene mit Hilfe des Western Blot-Verfahrens durchgefiihrt.

Analog zur Curcumin-Behandlung fuhrte jedoch auch die Hemmung der NF-kB-Aktivitat
durch Lactacystin zu keiner auffalligen Veranderung des traf6-Expressionsmusters (Daten
nicht gezeigt).
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Dies untermauert die Vermutung, die bereits nach der Hemmung NF-kBs durch Curcumin
angestellt wurde, dass die Hemmung der NF-kB-Aktivitat bei RD/18-Zellen keinen Einfluss
auf die traf6-Expression hat.

4.2.3 Untersuchung der Rhabdomyosarkomzelllinie RD/12

Die Untersuchung der Rhabdomyosarkomzelllinie RD/12 erfolgte, wie schon die
Untersuchung der RD/18-Zellinie, nach dem gleichen Schema wie die Untersuchung der
C2C12-Zelllinie.

Die RD/12-Zellen durchlaufen keine Differenzierung im eigentlichen Sinne. Trotzdem wird in
den nachfolgenden Ausfuhrungen der Einfachheit halber der Begriff ,Differenzierung®
verwendet. Es soll dabei aber betont werden, dass hiermit lediglich die in den Zellen
ablaufenden Prozesse nach Entzug des serumreichen Mediums gemeint sind und nicht eine
myogene Differenzierung im eigentlichen Sinne gemeint ist.

Zu diesem Zweck wurden die RD/12-Zellen bis zu einer Konfluenz von 80-90% in
serumreichem Proliferationsmedium kultiviert und dann die Differenzierung durch einen
Wechsel des serumreichen Mediums zu serumarmem Differenzierungsmedium eingeleitet.
Die jeweiligen Proben wurden von Zellen in Proliferationsmedium (0 Stunden) und nach 6,
24, 48, 72 und 96 Stunden in Differenzierungsmedium geerntet.

4.2.3.1 NF-kB-Aktivitdt und traf6-Expression bei der Differenzierung

Wie bei der Untersuchung der C2C12- und RD/18-Zellen wurde zuerst der ordnungs-
gemale Ablauf des Differenzierungsprozesses lichtmikroskopisch und anhand spezifischer
Differenzierungsmarker untersucht. Daran anschlieBRend erfolgten die Untersuchung der
NF-kB-Aktivitat und die Untersuchung des traf6-Expressionsmusters.

4.2.3.1.1 Differenzierungsprozess der RD/12-Zellen

Lichtmikroskopische Untersuchung

Wie erwahnt durchlaufen die Zellen der Rhabdomyosarkomzelllinie RD/12 keinen
Differenzierungsprozess im eigentlichen Sinne.

So blieb auch bei den in dieser Arbeit untersuchten RD/12-Zellen das morphologische
Erscheinungsbild der Zellen innerhalb des gesamten Differenzierungsprozesses nahezu
unverandert. Wie in Abbildung 31 zu sehen, zeigten die RD/12-Zellen vor Differenzierungs-
einleitung (Abb. 31: A, Pfeile), sowie 48 (Abb. 31: B, Pfeile) und 96 Stunden (Abb. 31: C,
Pfeile) nach Differenzierungseinleitung eine pleomorphe Gestalt und das Auftreten von
mehrkernigen Riesenzellen. Als einzige morphologische Veranderungen fielen im
Differenzierungsverlauf eine leichte Abnahme der Zellgréfke und eine gewisse Zunahme
apoptotischer bzw. nekrotischer Zellen (Abb. 31: B und C, Stecknadeln) sowie die daraus
resultierende Abnahme der Zelldichte auf.
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Abb. 31: Lichtmikroskopische Aufnahmen
nativer RD/12-Zellen

Die Bilder zeigen RD/12-Zellen kurz vor der
Differenzierungseinleitung (A) und 48 Stunden
(B) bzw. 96 Stunden (C) nach Induktion der
Differenzierung. Die Pfeile zeigen auf die fir
den entsprechenden Differenzierungsgrad
typischen Zellformen. Die Stecknadeln weisen
auf apoptotische bzw. nekrotische Zellen hin.

Analyse der Differenzierungsmarker Desmin und Vimentin

Zur Untersuchung der fir RD/12-Zellen spezifischen Differenzierungsmarker Desmin und
Vimentin wurden zytosolische Proteinproben gewonnen und mit Hilfe des Western Blot-
Verfahrens analysiert. Da Desmin, wie schon bei der Untersuchung der RD/18-Zellen
erwahnt, bei einem Grofteil der Rhabdomyosarkome ein zuverldssiger Marker fir die
Rhadomyoblasten-Differenzierung ist (Carter et al., 1989), wurde auch in RD/12-Zellen die
desmin-Expression untersucht. Wie in Abbildung 32 (A) zu sehen, konnte in den hier
untersuchten RD/12-Zellen ab sechs Stunden nach Differenzierungseinleitung ein Anstieg
der Desmin-Proteinkonzentration beobachtet werden.

Weiterhin wurde bei RD/12-Zellen das Intermediarfilament Vimentin untersucht. Die
Expression des fur dieses Intermediarfilament kodierenden Gens verhalt sich innerhalb des
Differenzierungsverlaufes in RD/12-Zellen invers zu der in nichttransformierten Muskelzellen.
Wahrend es innerhalb des Differenzierungsprozesses nichttransformierter Muskelzellen zu
einer Repression des vimentin-Gens kommt (Sax et al., 1989), steigt die vimentin-Expression
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wahrend der Differenzierung bei RD/12-Zellen an (Astolfi et al., 2001). In Einklang mit diesen
Daten war auch in unseren Handen 24 Stunden nach Differenzierungseinleitung bei
RD/12-Zellen ein Anstieg der Vimentin-Proteinkonzentration zu beobachten (Abb. 32: B).
Insgesamt zeigen diese Ergebnisse, dass der Differenzierungsprozess der RD/12-Zellen in
unseren Handen ordnungsgemal verlief und dass diese daher ein geeignetes Modellsystem
fur weitere Untersuchungen darstellten.
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Abb. 32: Untersuchung der Differenzierungsmarker Desmin und Vimentin in RD/12-
Zellen

Es wurden Proteinproben aus proliferierenden bzw. differenzierenden RD/12-Zellen mit
Hilfe des Western Blot-Verfahrens analysiert. Pro Spur wurden je 10ug Protein
aufgetragen. Nach Inkubation mit dem jeweiligen Antikérper konnte die fir Desmin
charakteristische Bande bei 54kDa (A: oben) und die fir Vimentin charakteristische
Bande bei 53kDa (B: oben) detektiert werden. Die gleichmafige Beladung der Spuren
wurde jeweils durch eine Ponceau S-Farbung (jeweils Mitte) und anhand des
Housekeeping-Proteins a-Tubulin Gberprift.

4.2.3.1.2 NF-kB-Aktivitat in RD/12-Zellen

Die Analyse der NF-kB-Aktivitat in den RD/12-Zellen erfolgte analog zur Untersuchung der
NF-kB-Aktivitat in den C2C12- und RD/18-Zellen, das heil’t durch die Untersuchung der
IkB-a-Konzentration, durch die Untersuchung der NF-kB-DNA-Bindung und durch die
Untersuchung der intrazelluldren Lokalisation des NF-kB.

Untersuchung der IkB-a-Konzentration im Differenzierungsverlauf

Aus drei voneinander unabhangigen Versuchen wurden zytosolische Proteinproben
gewonnen und die IkB-a-Konzentration in den RD/12-Zellen unter Verwendung des
Western Blot-Verfahrens untersucht.

Ein fur diese Versuche reprasentatives Ergebnis ist in Abbildung 33 dargestellt. Insgesamt
zeigte sich, dass die IkB-a-Proteinkonzentration im Verlauf des Differenzierungsprozesses
nahezu unverandert blieb.
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Abb. 33: Western Blot-Analyse der IkB-a-Konzentration in RD/12-Zellen
Zu unterschiedlichen Zeitpunkten wurden zytosolische Proteinproben aus

proliferierenden bzw. differenzierenden RD/12-Zellen gewonnen und mit Hilfe des
Western Blot-Verfahrens untersucht. Es wurden pro Spur 40ug Protein aufgetragen.
Durch Inkubation mit einem IkB-a-Antikérper konnte eine fur IkB-a spezifische Bande bei
37kDa detektiert werden (oben). Zur Kontrolle der einheitlichen Beladung der Spuren
wurde eine Ponceau S-Farbung durchgefiihrt (Mitte) und das Housekeeping-Protein
a-Tubulin nachgewiesen (unten).

Untersuchung der NF-kB-DNA-Bindung im Differenzierungsverlauf

Fur die Analyse der NF-kB-DNA-Bindung wurden nukleare Proteinproben gewonnen und mit
dem bereits fir C2C12-Zellen beschriebenen ELISA-Verfahren untersucht (siehe 4.2.1.1.2).
Wie in Abbildung 34 zu sehen, war die NF-kB-Aktivitat bei RD/12-Zellen (schwarz) im
Vergleich zur NF-kB-Aktivitat bei C2C12-Zellen im gesamten Differenzierungsverlauf sehr

niedrig und schwankte nur minimal.
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Abb. 34: ELISA-Analyse der NF-kB-Aktivitat in RD/12-Zellen

Es wurden nukledre Proteinproben aus proliferierenden (0 Stunden) und
differenzierenden (nach 6, 24, 48, 72 und 96 Stunden) RD/12-Zellen gewonnen. Die
Analyse der Proben erfolgte mit Hilfe des ELISA-Verfahrens. Die Absorption wurde bei
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450nm gemessen. Im Hintergrund ist zum Vergleich die ELISA-Analyse der NF-kB-
Aktivitat der C2C12-Zellen zu sehen.

Untersuchung der intrazelluldren Lokalisation des NF-kB im Differenzierungsverlauf

Die Bestimmung der intrazellularen Lokalisation des NF-kB wurde wie fur C2C12-Zellen
beschrieben durchgefiihrt (siehe 4.2.1.1.2).

Vor Differenzierungseinleitung (Abb. 35: B), sowie 48 (Abb. 35: D) und 96 (Abb. 35: F)
Stunden nach Differenzierungseinleitung war eine geringe, annahernd gleichbleibende
NF-kB-spezifische Fluoreszenz der Zellkerne sichtbar. Auch die Farbung des Zytoplasmas,
die starker war als die der Zellkerne, blieb im Differenzierungsverlauf nahezu gleich.

Sowohl die Ergebnisse der IkB-a-Western Blot-Analyse als auch der ELISA- und
Immunfluoreszenz-Untersuchung wiesen somit darauf hin, dass die NF-kB-Aktivitdt wahrend
des Differenzierungsprozesses in RD/12-Zellen anndhernd gleich bleibt.

Abb. 35: NF-kB-Immunfluoreszenz von RD/12-Zellen

Es wurden proliferierende (0 Stunden) und differenzierende (48 und 96 Stunden nach
Differenzierungseinleitung) RD/12-Zellen fixiert. Nach der Inkubation mit einem primaren,
gegen die p65-Untereinheit des NF-kB gerichteten Antikérper, konnte durch einen
zweiten, Flureszenzfarbstoff-gekoppelten Antikdrper die Lokalisation des NF-kB sichtbar
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gemacht werden. Auf der linken Seite sind zur Orientierung die durch den
Fluoreszenzfarbstoff DAPI sichtbar gemachten Zellkerne abgebildet. Auf der rechten
Seite sind die entsprechenden Immunfluoreszenzen zu sehen. Die Pfeile zeigen auf die
fur den entsprechenden Differenzierungsgrad typischen Zellformen.

4.2.3.1.3 Expression des traf6-Gens in RD/12-Zellen

Zur Untersuchung der traf6-Expression auf Proteinebene wurden zytosolische Proteinlysate
aus drei unabhangigen Versuchen mit Hilfe des Western Blot-Verfahrens untersucht. Ein flr
diese Versuche reprasentatives Ergebnis ist in Abbildung 36 dargestellt. Gut zu erkennen ist

der Anstieg der TRAFG6-Proteinkonzentration im Differenzierungsverlauf.

Diese Ergebnisse lassen darauf schlieRen, dass es bei RD/12-Zellen zu einer Induktion der
traf6-Expression im Verlauf der Differenzierung kommt. In Bezug hierauf ist interessant, dass
bereits fur RD/18-Zellen ein ahnlicher Zusammenhang festgestellt werden konnte (siehe

42.2.1.3).
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Abb. 36: Western Blot-Analyse der traf6-Expression

Proteinproben aus proliferierenden bzw. differenzierenden RD/12-Zellen wurden per
Western Blot-Verfahren untersucht. Es wurden pro Spur 10ug Protein aufgetragen. Mit
Hilfe eines TRAF6-Antikdrpers konnte eine fir TRAF6 spezifische Bande bei 58kDa
detektiert werden (oben). Die gleichmaRige Beladung der Spuren wurde durch eine
Ponceau S-Farbung (Mitte) und anhand des Housekeeping-Proteins a-Tubulin Uberprift
(unten).

Man beachte den Anstieg der TRAF6-Proteinkonzentration im Differenzierungsverlauf.
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4.2.3.2 Differenzierungsverhalten bei Hemmung der NF-kB-Aktivitét

Wie bei der Untersuchung der C2C12- und RD/18-Zellen wurde auch bei RD/12-Zellen der
Einfluss der Hemmung der NF-kB-Aktivitat auf den Differenzierungsprozess mit Hilfe der
NF-kB-Inhibitoren Curcumin und Lactacystin untersucht.

4.2.3.2.1 Hemmung der NF-kB-Aktivitat durch Curcumin

Die Behandlung der RD/12-Zellen mit Curcumin wurde wie fur die C2C12-Zellen beschrieben
durchgefiihrt (siehe 4.2.1.2.1). Die erfolgreiche Hemmung der NF-kB-Aktivitat wurde wieder
anhand der IkB-a-Konzentration Uberprift. Darauf folgend wurde die Auswirkung des
Curcumins auf den Differenzierungsprozess und die traf6-Expression untersucht.

4.2.3.2.1.1 NF-kB-Aktivitat in mit Curcumin behandelten RD/12-Zellen

Untersuchung der IkB-a-Konzentration im Differenzierungsverlauf

Um die IkB-a-Konzentration zu untersuchen, wurden zytosolische Proteinlysate gewonnen
und unter Verwendung des Western Blot-Verfahrens analysiert.

Die Ergebnisse dieser Untersuchung waren jedoch nicht eindeutig, so dass die
nachfolgenden Ergebnisse nur unter Vorbehalt einer eindeutigen Hemmung bewertet werden
kénnen. Um ein eindeutigeres Ergebnis zu erhalten, sollten diese Versuche in einer
grélReren Anzahl wiederholt werden.

4.2.3.2.1.2 Differenzierungsprozess der mit Curcumin behandelten RD/12-Zellen

Der Einfluss der Curcumin-Behandlung auf den Differenzierungsprozess wurde
lichtmikroskopisch und anhand der Expression spezifischer Differenzierungsmarker
untersucht.

Lichtmikroskopische Untersuchung

In Abbildung 37 ist zu sehen, dass die Hemmung der NF-kB-Aktivitdt durch Curcumin keine
lichtmikroskopisch erkennbaren morphologischen Veranderungen der RD/12-Zellen
verursachte. Sowohl 48 Stunden als auch 96 Stunden nach Differenzierungseinleitung waren
bei unbehandelten und bei mit Curcumin behandelten RD/12-Zellen apoptotische bzw.
nekrotische Zellen sichtbar (Abb. 37: B und C bzw. E und F, Stecknadeln). Auch das
morphologische Erscheinungsbild der mit Curcumin behandelten RD/12-Zellen unterschied
sich nicht von dem der unbehandelten RD/12-Zellen.
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Abb. 37: Lichtmikroskopische Aufnahmen unbehandelter und Curcumin-
behandelter RD/12-Zellen

Auf der linken Seite sind unbehandelte und auf der rechten Seite mit Curcumin
behandelte RD/12-Zellen abgebildet. Auf den Bildern sind jeweils proliferierende (A bzw.
D) und differenzierende Zellen (B und C bzw. E und F) zu verschiedenen Zeitpunkten
nach Induktion der Differenzierung zu sehen. Die Pfeile zeigen auf die fir den
entsprechenden Differenzierungsgrad typischen Zellformen. Die Stecknadeln weisen auf
apoptotische bzw. nekrotische Zellen hin.

Analyse der Differenzierungsmarker Desmin und Vimentin

Fur die Untersuchung der Differenzierungsmarker Desmin und Vimentin wurden zytosolische
Proteinproben gewonnen. Diese wurden unter Zuhilfenahme des Western Blot-Verfahrens
analysiert.

Spezifisch war bei mit Curcumin behandelten RD/12-Zellen ein verzdgerter Anstieg der
Desmin-Proteinkonzentration im Vergleich zu den unbehandelten Kontrollzellen zu
beobachten (Abb. 38: A). Dagegen flihrte die Curcumin-Behandlung zu keiner Veranderung
der vimentin-Expression (Abb. 38: B).
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Die Ergebnisse der lichtmikroskopischen Untersuchung und der Analyse der
Differenzierungsmarker zeigen, dass die Blockierung der NF-kB-Aktivitat durch Curcumin
auler einer Verzdgerung der desmin-Induktion scheinbar keinen Einfluss auf den
Differenzierungsprozess der RD/12-Zellen hatte.

Es ist dabei allerdings zu erwahnen, dass die erfolgreiche Hemmung der NF-kB-Aktivitat
anhand der IkB-a-Konzentration nicht eindeutig nachgewiesen werden konnte.
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Abb. 38: Untersuchung der Differenzierungsmarker Desmin und Vimentin in
unbehandelten, in DMSO-behandelten und in Curcumin-behandelten RD/12-Zellen
Aus proliferierenden bzw. differenzierenden RD/12-Zellen wurden zytosolische
Proteinproben gewonnen. Pro Spur wurden 10ug Protein aufgetragen und mit Hilfe des
Western Blot-Verfahrens untersucht.

Die Autoradiogramme in der linken Spalte zeigen Lysate aus unbehandelten Zellen. In
der Mitte sind die Autoradiogramme der mit DMSO behandelten und rechts die der mit
Curcumin behandelten Zellen zu sehen. Nach Inkubation mit dem jeweiligen Antikdrper
konnte die fur Desmin charakteristische Bande bei 54kDa (A: jeweils oben) und die fir
Vimentin charakteristische Bande bei 53kDa (B: jeweils oben) detektiert werden. Die
Uberpriifung der einheitlichen Beladung der Spuren erfolgte durch Ponceau S-Farbungen
(A und B: jeweils Mitte) und durch den Nachweis des Housekeeping-Proteins a-Tubulin
(A und B: jeweils unten).

4.2.3.2.1.3 Expression des traf6-Gens in mit Curcumin behandelten RD/12-Zellen

Um die Auswirkungen der Curcumin-Behandlung auf die traf6-Expression zu untersuchen,
wurden zytosolische Proteinlysate geerntet und mit Hilfe des Western Blot-Verfahrens
analysiert. Die Hemmung der NF-kB-Aktivitat durch Curcumin flhrte bei RD/12-Zellen zu
keiner Veranderung der traf-6-Expression (Daten nicht gezeigt).

Dies entspricht den flir RD/18-Zellen erhaltenen Ergebnissen, bei denen die Blockierung der
NF-kB-Aktivitat ebenfalls keinen Einfluss auf die traf6-Expression hatte.
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4.2.3.2.2 Hemmung der NF-kB-Aktivitat durch Lactacystin

Die Behandlung der RD/12-Zellen mit Lactacystin erfolgte wie die Lactacystin-Behandlung
der C2C12-Zellen (siehe 4.2.1.2.2). Wie im vorherigen Abschnitt fur Curcumin beschrieben,
wurde die Wirksamkeit des Lactacystins anhand der NF-kB-Aktivitat analysiert. Daran
anschlieflend wurden die Auswirkungen des Lactacystins auf den Differenzierungsprozess
und die traf6-Expression untersucht.

4.2.3.2.2.1 NF-kB-Aktivitat in mit Lactacystin behandelten RD/12-Zellen

Untersuchung der IkB-a-Konzentration im Differenzierungsverlauf

Die Analyse der IkB-a-Konzentration erfolgte, wie bereits flir Curcumin beschrieben, unter
Anwendung des Western Blot-Verfahrens.

Wie in Abbildung 39 zu sehen, verursachte die Lactacystin-Behandlung bei RD/12-Zellen
einen Anstieg der IkB-a-Proteinkonzentration im Zeitraum zwischen 48 und 96 Stunden nach
Induktion der Differenzierung. Im Gegensatz dazu blieben die IkB-a-Proteinkonzentrationen
bei den Kontrollzellen wahrend des Differenzierungsprozesses unverandert. Hieraus lasst
sich folgern, dass die Lactacystin-Behandlung den Anstieg der I|kB-a-Konzentration
verursachte, also zu einem Absinken der NF-kB-Aktivitat fuhrte, und somit erfolgreich war.
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Abb. 39: Western Blot-Analyse der IkB-a-Konzentration in unbehandelten, in
DMSO-behandelten und in Lactacystin-behandelten RD/12-Zellen

Zu unterschiedlichen Zeitpunkten wurden zytosolische Proteinproben gewonnen und mit
Hilfe der Western Blot-Analyse untersucht. Pro Spur wurden 40ug Protein aufgetragen.
Nach Inkubation mit einem IkB-a-Antikdper konnte die fiir IkB-a spezifische Bande bei
37kDa detektiert werden (jeweils oben). Die gleichmafRlige Beladung der Spuren wurde
jeweils durch eine Ponceau S-Farbung (Mitte) und durch Nachweis des Housekeeping-
Proteins a-Tubulin (unten) Gberpruift.

4.2.3.2.2.2 Differenzierungsprozess der mit Lactacystin behandelten RD/12-Zellen

Der Einfluss des Lactacystins auf den Differenzierungsprozess wurde ebenfalls
lichtmikroskopisch und anhand der Differenzierungsmarker untersucht.

Lichtmikroskopische Untersuchung

In Abbildung 40 sind lichtmikroskopische Aufnahmen von unbehandelten und von mit
Lactacystin behandelten RD/12-Zellen abgebildet.
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Unmittelbar nach der Behandlung mit Lactacystin, also noch vor der Differenzierungs-
einleitung, war kein Unterschied zwischen unbehandelten (Abb. 40: A) und Lactacystin-
behandelten RD/12-Zellen (Abb. 40: C) sichtbar. 48 Stunden spater waren bei mit
Lactacystin behandelten Zellen (Abb. 40: D, Stecknadel) im Vergleich zu den unbehandelten
(Abb. 40: B, Stecknadel) weniger Zellen von apoptotischer und nekrotischer Morphologie
sichtbar. Weitere 48 Stunden spater konnte auch bei mit Lactacystin behandelten Zellen eine
gréllere Anzahl apoptotischer bzw. nekrotischer Zellen beobachtet werden.
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Abb. 40: Lichtmikroskopische Aufnahmen unbehandelter und mit Lactacystin
behandelter RD/12-Zellen

In der linken Spalte sind unbehandelte und in der rechten Spalte mit Lactacystin
behandelte RD/12-Zellen abgebildet. Die Bilder zeigen jeweils proliferierende (A bzw. C)
und differenzierende (B und D) Zellen 48 Stunden nach Einleitung der Differenzierung.
Die Pfeile weisen auf die Zellformen hin, die zu dem Zeitpunkt fir den entsprechenden
Differenzierungsgrad charakteristisch waren. Die Stecknadeln weisen auf apoptotische
bzw. nekrotische Zellen hin.

Analyse der Differenzierungsmarker Desmin und Vimentin

Die Analyse der Differenzierungsmarker bei mit Lactacystin behandelten RD/12-Zellen
erfolgte wie bereits fir Curcumin im vorherigen Abschnitt beschrieben. Als Folge der
Lactacystin-Behandlung kam es, im Vergleich zu den unbehandelten Kontrollzellen, zu
einem verzdgerten Anstieg der Desmin- und Vimentin-Proteinkonzentration wahrend der
Differenzierung (Abb. 41: A und B).
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Zusammenfassend konnte mit diesen Versuchen nachgewiesen werden, dass die

Behandlung mit Lactacystin hinsichtlich der Differenzierungsmarker zu einer Verzdgerung

des Differenzierungsprozesses und weiterhin zu einer lichtmikroskopisch sichtbaren

Verzdgerung des Auftretens apoptotischer und nekrotischer Zellen filhrte.
SETETE ssFFFTE ssFFSS

Al * - - - - — - — © = W o« | 4— Desmin

— = —
-— -

[(FUDBAD | [N lE |[Sweowe |« mun

B .-.. bl & B -— --‘; +— \/imentin
o .
i RES|[ESSSC
r'_"m —'_“_“_'_ WA W e |+ o-Tubulin
\ y )\ ' ) | ' )
unbehandelt DMSC Lactacystin

Abb. 41: Untersuchung der Differenzierungsmarker Desmin und Vimentin in
unbehandelten, in DMSO-behandelten und in Lactacystin-behandelten RD/12-Zellen
Es wurden zytosolische Proteinproben aus proliferierenden bzw. differenzierenden
RD/12-Zellen gewonnen. Hiervon wurden 10ug Protein pro Spur aufgetragen und unter
Verwendung des Western Blot-Verfahren analysiert. Die Autoradiogramme in der linken
Spalte zeigen Lysate aus unbehandelten Zellen. In der Mitte sind die Autoradiogramme
der mit DMSO behandelten Zellen und rechts die der mit Lactacystin behandelten Zellen
zu sehen. Es konnten die spezifischen Banden fir Desmin bei 54kDa (A: jeweils oben)
und Vimentin bei 53kDa (B: jeweils oben) detektiert werden. Die gleichmaRige Beladung
der Spuren wurde jeweils durch eine Ponceau S-Farbung (A und B: Mitte) und anhand
des Housekeeping-Proteins a-Tubulin (A und B: unten) Uberpriift.

4.2.3.2.2.3 Expression des traf6-Gens in mit Lactacystin behandelten RD/12-Zellen

Die Untersuchung der traf6-Expression wurde auf Proteinebene mit Hilfe des Western Blot-
Verfahrens durchgefiihrt.

Wie bereits fir RD/18-Zellen beschrieben, bewirkte auch in RD/12-Zellen die Lactacystin-
Behandlung keine Veranderung der intrazelluldaren TRAF6-Proteinkonzentration (Daten nicht
gezeigt).
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4.2.4 Untersuchung der Rhabdomyosarkomzelllinie CCA

Die Untersuchung der Rhabdomyosarkomzelllinie CCA erfolgte, wie schon die Untersuchung
der RD/18- und RD/12-Zellinie, nach dem gleichen Schema wie die Untersuchung der
C2C12-Zelllinie. Zu diesem Zweck wurden die CCA-Zellen bis zu einer Konfluenz von
90-100% in serumreichem Proliferationsmedium kultiviert und dann die Differenzierung durch
einen Wechsel des serumreichen Mediums zu serumarmem Differenzierungsmedium
eingeleitet. Wie zuvor bei den anderen Zelllinien, wurde kurz vor Einleitung der
Differenzierung die erste zu analysierende Probe gewonnen (0 Stunden). Die nachfolgenden
Proben wurden ebenfalls nach 6, 24, 48, 72 und 96 Stunden in Differenzierungsmedium
geerntet.

Wie RD/12-Zellen durchlaufen auch CCA-Zellen keine Differenzierung im eigentlichen Sinne.
Trotzdem wird in den nachfolgenden Ausfiihrungen wie bei den RD/12-Zellen der Einfachheit
halber der Begriff ,Differenzierung” verwendet. Es soll dabei aber nochmals betont werden,
dass hiermit lediglich die in den Zellen ablaufenden Prozesse nach Entzug des serumreichen
Mediums und nicht eine myogene Differenzierung im eigentlichen Sinne gemeint sind.

4.2.4.1 NF-kB-Aktivitdt und traf6-Expression bei der Differenzierung

Wie bei der Untersuchung der C2C12-Zellen und der Zellen der Rhabdomyosarkomzelllinien
RD/18 und RD/12 wurde zuerst der ordnungsgemalie Ablauf des Differenzierungsprozesses
lichtmikroskopisch und anhand der Expression spezifischer Differenzierungsmarker
untersucht. Daran anschlieRend erfolgten die Untersuchung der NF-kB-Aktivitdt und die
Untersuchung des traf6-Expressionsmusters.

4.2.41.1 Differenzierungsprozess der CCA-Zellen

Lichtmikroskopische Untersuchung

Das morphologische Erscheinungsbild der CCA-Zellen wurde von De Giovanni et al. (1989)
folgendermallen beschrieben: ,sie haben ein heterogenes, fibroblastenahnliches Aussehen,
sind oft granuliert, sind teilweise zweikernig und sind zum Teil von langer und dinner
Gestalt“. Weiterhin konnten De Giovanni et al. (1989) nachweisen, dass bei CCA-Zellen
keine Fusion der Zellen zu mehrkernigen, myotubendhnlichen Strukturen stattfindet.

Wie in Abbildung 42 (A) zu sehen, hatten auch die hier untersuchten CCA-Zellen vor
Einleitung der Differenzierung eine uneinheitliche Gestalt, bei einem Grofteil der Zellen war
ein granuliertes Zytoplasma zu beobachten und zum Teil waren zwei Zellkerne in einer Zelle
sichtbar (Abb. 42: A, Pfeil). AuRerdem waren auch einige langliche Zellen zu beobachten. 48
Stunden nach Differenzierungseinleitung war die Gestalt der CCA-Zellen nach wie vor
uneinheitlich. Allerdings konnten vermehrt langliche Zellen (Abb. 42: B, Pfeil) sowie die
Zunahme der Zelldichte und eine GroRenabnahme der CCA-Zellen beobachtet werden.
Weitere 48 Stunden spater war eine grofere Anzahl langlicher Zellen erkennbar (Abb. 42: C,
Pfeile), die scheinbar parallel angeordnet waren. Zusatzlich hatte die Zelldichte weiter
zugenommen.
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Abb. 42: Lichtmikroskopische Aufnahmen
nativer CCA-Zellen

Die Bilder zeigen CCA-Zellen kurz vor der
Differenzierungseinleitung (A) und 48 Stunden
(B) bzw. 96 Stunden (C) nach Induktion der
Differenzierung. Die Pfeile zeigen auf die fir
den entsprechenden Differenzierungsgrad
typischen Zellformen.

Analyse der Differenzierungsmarker Desmin und Vimentin

De Giovanni et al. (1989) konnten einen Anstieg der desmin- und vimentin-Expression im
Differenzierungsverlauf der CCA-Zellen nachweisen.

Um diese fir CCA-Zellen spezifischen Differenzierungsmarker zu untersuchen, wurden
zytosolische Proteinproben gewonnen und mit Hilfe des Western Blot-Verfahrens analysiert.
In Abbildung 43 (A) ist deutlich erkennbar, dass auch in den hier untersuchten CCA-Zellen
ein Anstieg der Desmin-Proteinkonzentration ab etwa 24 Stunden nach Einleitung der
Differenzierung erfolgte. Des Weiteren ist in Abbildung 43 (B) zu sehen, dass auch die
Vimentin-Proteinkonzentration nach Differenzierungseinleitung anstieg.

Die Ergebnisse der lichtmikroskopischen Untersuchung und der Analyse der
Differenzierungsmarker zeigten somit, dass der Differenzierungsprozess der CCA-Zellen in
unseren Handen ordnungsgeman verlief.
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Abb. 43: Untersuchung der Differenzierungsmarker Desmin und Vimentin in
CCA-Zellen
Es wurden Proteinproben aus proliferierenden bzw. differenzierenden CCA-Zellen mit

Hilfe des Western Blot-Verfahrens analysiert. Pro Spur wurden je 10ug Protein
aufgetragen. Nach Inkubation mit dem jeweiligen Antikérper konnte die fir Desmin
charakteristische Bande bei 54kDa (A: oben) und die fir Vimentin charakteristische
Bande bei 53kDa (B: oben) detektiert werden. Die Kontrolle der gleichmaRigen Beladung
der Spuren erfolgte durch eine Ponceau S-Farbung (jeweils Mitte) und anhand des
Housekeeping-Proteins a-Tubulin (jeweils unten).

4.2.4.1.2 NF-kB-Aktivitat in CCA-Zellen

Die Analyse der NF-kB-Aktivitat in den CCA-Zellen erfolgte analog zur Untersuchung der
NF-kB-Aktivitat in den C2C12-, RD/18- und RD/12-Zellen, also durch die Untersuchung der
IkB-a-Konzentration, durch die Untersuchung der NF-kB-DNA-Bindung und durch die
Untersuchung der intrazelluldren Lokalisation des NF-kB.

Untersuchung der IkB-a-Konzentration im Differenzierungsverlauf

Fir die Untersuchung der IkB-a-Proteinkonzentration in CCA-Zellen wurden zytosolische
Proteinproben aus drei voneinander unabhangigen Versuchen gewonnen und unter
Zuhilfenahme des Western Blot-Verfahrens analysiert. Die Ergebnisse dieser Versuche
wurden verglichen und ein reprasentatives Beispiel in Abbildung 44 dargestellt.
Zusammenfassend zeigte sich, dass die IkB-a-Proteinkonzentration im Differenzierungs-
verlauf in CCA-Zellen annahernd unverandert blieb.
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Abb. 44: Western Blot-Analyse der IkB-a-Konzentration in CCA-Zellen
Zu unterschiedlichen Zeitpunkten wurden zytosolische Proteinproben aus

proliferierenden bzw. differenzierenden CCA-Zellen gewonnen und mit Hilfe des
Western Blot-Verfahrens untersucht. Es wurden pro Spur 40ug Protein aufgetragen.
Durch Inkubation mit einem IkB-a-Antikérper konnte eine fir IkB-a spezifische Bande bei
37kDa detektiert werden (oben). Zur Kontrolle der einheitlichen Beladung der Spuren
wurde eine Ponceau S-Farbung durchgefiihrt (Mitte) und das Housekeeping-Protein
a-Tubulin herangezogen (unten).

Untersuchung der NF-kB-DNA-Bindung im Differenzierungsverlauf

Zur Analyse der NF-kB-DNA-Bindung wurden nukledre Proteinproben gewonnen und mit
dem bereits fir C2C12-Zellen beschriebenen ELISA-Verfahren untersucht (siehe 4.2.1.1.2).
Wahrend des Differenzierungsverlaufes der CCA-Zellen waren gewisse Schwankungen der
NF-kB-Aktivitat zu beobachten (Abb. 45: schwarz). Im Vergleich zum Anstieg der NF-kB-
Aktivitdt im Differenzierungsverlauf der C2C12-Zellen (grau) waren diese Schwankungen
jedoch sehr gering und hatten keine eindeutige Tendenz im Verlauf der Differenzierung.
Somit kann davon ausgegangen werden, dass die NF-kB-Aktivitdt wahrend der
Differenzierung in CCA-Zellen nahezu gleich und im Vergleich zu den C2C12-Zellen auf

einem niedrigen Niveau blieb.
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Abb. 45: ELISA-Analyse der NF-kB-Aktivitiat in CCA-Zellen

Es wurden nukledre Proteinproben aus proliferierenden (0 Stunden) und
differenzierenden (nach 6, 24, 48, 72 und 96 Stunden) CCA-Zellen gewonnen. Die
Analyse der Proben erfolgte mit Hilfe des ELISA-Verfahrens. Die Absorption wurde bei
450nm gemessen.

Im Hintergrund ist zum Vergleich die ELISA-Analyse der NF-kB-Aktivitat der C2C12-
Zellen zu sehen.

Untersuchung der intrazelluldren Lokalisation des NF-kB im Differenzierungsverlauf

Die Bestimmung der intrazellularen Lokalisation des NF-kB wurde wie fir C2C12-Zellen
beschrieben durchgefiihrt (siehe 4.2.1.1.2).

Vor Einleitung der Differenzierung (Abb. 46: B) war im Zytoplasma der CCA-Zellen eine
starke, in den Zellkernen jedoch nur eine sehr schwache NF-kB-spezifische Fluoreszenz
sichtbar. Hierdurch lieRBen sich die Zellkerne gut vom Zytoplasma der Zellen abgrenzen.
48 Stunden nach Differenzierungseinleitung war eine Abnahme der ZellgréRe sowie eine
Zunahme der Zelldichte zu beobachten. Wie in Abbildung 46 (D) zu erkennen, lagen die
Zellen zusatzlich geschichtet Ubereinander, wodurch eine intrazellulare Zuordnung der
NF-kB-spezifischen Fluoreszenz sehr schwierig wurde. An einigen Zellen konnte jedoch ein
starker gefarbtes Zytoplasma von einem sehr gering gefarbten Zellkern abgegrenzt werden
(Pfeil). Nach weiteren 48 Stunden in Differenzierungsmedium war ein noch starkerer Anstieg
der Zelldichte sichtbar (Abb. 46: F). Zu diesem Zeitpunkt war es daher unmdglich, eine
Aussage beziglich der Lokalisation der NF-kB-spezifischen Fluoreszenz zu treffen.
Insgesamt weisen diese Ergebnisse darauf hin, dass zumindest bis 48 Stunden nach
Differenzierungseinleitung die NF-kB-Aktivitat unverandert blieb.

Zusammengenommen zeigen die Ergebnisse der Untersuchung der IkB-a-Konzentration, der
Untersuchung der NF-kB-DNA-Bindung und der Analyse der intrazellularen Lokalisation des
NF-kB somit eine unveranderte NF-kB-Aktivitat innerhalb des Differenzierungsprozesses der
CCA-Zellen.
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Abb. 46: NF-kB-Immunfluoreszenz von CCA-Zellen

Es wurden proliferierende (0 Stunden) und differenzierende (48 und 96 Stunden nach
Differenzierungseinleitung) CCA-Zellen fixiert. Nach der Inkubation mit einem priméaren,
gegen die p65-Untereinheit des NF-kB gerichteten Antikérper, konnte durch einen
zweiten, Fluoreszenzfarbstoff-gekoppelten Antikérper die Lokalisation des NF-kB sichtbar
gemacht werden. Auf der linken Seite sind zur Orientierung die durch den
Fluoreszenzfarbstoff DAPI sichtbar gemachten Zellkerne abgebildet. Auf der rechten
Seite sind die entsprechenden Immunfluoreszenzen zu sehen.

4.2.4.1.3 Expression des traf6-Gens in CCA-Zellen

Die Untersuchung der Expression des traf6-Gens wurde auf Proteinebene durchgefihrt.
Hierflr wurden zytosolische Proteinproben aus drei voneinander unabhangigen Versuchen
gewonnen und unter Zuhilfenahme des Western Blot-Verfahrens analysiert.

In allen drei Versuchen wurde ein Anstieg der TRAF6-Proteinkonzentration im Zuge der
Differenzierung sichtbar. Ein fir diese Versuche charakteristisches Ergebnis ist in Abbildung
47 abgebildet — es ist ein deutlicher Anstieg der TRAF6-Proteinkonzentration etwa 24
Stunden nach Differenzierungseinleitung sichtbar.
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Somit konnte auch fir die letzte der drei in dieser Arbeit untersuchten Rhabdomyosarkom-
zelllinien ein  Anstieg der TRAF6-Proteinkonzentration im Differenzierungsverlauf
nachgewiesen werden.
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Abb. 47: Western Blot-Analyse der traf6-Expression

Proteinproben aus proliferierenden bzw. differenzierenden CCA-Zellen wurden per
Western Blot-Verfahren untersucht. Es wurden pro Spur 10ug Protein aufgetragen. Mit Hilfe
eines TRAF6-Antikorpers konnte eine flir TRAF6 spezifische Bande bei 58kDa detektiert
werden (oben). Die gleichmaRige Beladung der Spuren wurde durch eine Ponceau S-Farbung
(Mitte) und anhand des Housekeeping-Proteins a-Tubulin (unten) Uberprift.

Man beachte den Anstieg der TRAF6-Proteinkonzentration im Differenzierungsverlauf.

4.2.4.2 Differenzierungsverhalten bei Hemmung der NF-kB-Aktivitét

Wie zuvor bei der Untersuchung der C2C12-, RD/18- und RD/12-Zellen wurde auch bei
CCA-Zellen der Einfluss der Hemmung der NF-kB-Aktivitat auf den Differenzierungsprozess
mit Hilfe der NF-kB-Inhibitoren Curcumin und Lactacystin untersucht.

4.2.4.2.1 Hemmung der NF-kB-Aktivitat durch Curcumin

Die Behandlung der CCA-Zellen mit Curcumin wurde wie fir die C2C12-Zellen beschrieben
durchgefiihrt (siehe 4.2.1.2.1). Die erfolgreiche Hemmung der NF-kB-Aktivitdt wurde anhand
der IkB-a-Konzentration Uberpruft. Darauf folgend wurde die Auswirkung von Curcumin auf
den Differenzierungsprozess und die fraf6-Expression untersucht.

4.2.4.2.1.1 NF-kB-Aktivitat in mit Curcumin behandelten CCA-Zellen

Untersuchung der IkB-a-Konzentration im Differenzierungsverlauf

Fir die Untersuchung der IkB-a-Konzentration in CCA-Zellen wurden zytosolische
Proteinlysate gewonnen und unter Verwendung des Western Blot-Verfahrens analysiert.
AnschlieRend wurde die Intensitat der IkB-a-spezifischen Banden in Relation zu der
entsprechenden Ladekontrolle gesetzt (Abb. 48). Hierdurch wurde deutlich, dass die IkB-a-
Konzentration bei den unbehandelten CCA-Zellen im Differenzierungsverlauf nahezu
unverandert blieb und im Gegensatz hierzu die IkB-a-Konzentration in den mit Curcumin
behandelten Zellen ab 48 Stunden nach Behandlung kontinuierlich anstieg. Hieraus lasst
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sich folgern, dass der Anstieg der IkB-a-Konzentration ein Resultat der Behandlung mit
Curcumin war und dass diese somit erfolgreich war.

25 Kontrolle 25 DMSO 25 Curcumin
2 2 2
L5 1,5 L5
1 1 1
0,5 0,5 0,5 —
0 0 - 0 -
Oh 6h 24h 48h 72h 96h Oh 6h 24h 48h 72h 96h 0Oh 6h 24h 48h 72h 96h

Abb. 48: Schematische Darstellung der IkB-a-Konzentration in unbehandelten, in
mit DMSO behandelten und in mit Curcumin behandelten CCA-Zellen

Die Intensitat der IkB-a-spezifischen Banden wurde densitometrisch quantifiziert und in
Relation zur Intensitdt der Ponceau S-Farbungen gesetzt. Die Ergebnisse fir die
unterschiedlichen Zeitwerte wurden im Saulendiagramm dargestellt. Hierbei wurde der
0-Stundenwert mit eins festgelegt und die anderen Werte entsprechend umgerechnet.

4.2.4.2.1.2 Differenzierungsprozess der mit Curcumin behandelten CCA-Zellen

Der Einfluss der Curcumin-Behandlung auf den Differenzierungsprozess wurde wiederum
lichtmikroskopisch und anhand der Expression spezifischer Differenzierungsmarker
untersucht.

Lichtmikroskopische Untersuchung

Die Behandlung mit Curcumin verursachte eine Zunahme apoptotischer bzw. nekrotischer
CCA-Zellen 48 Stunden nach Differenzierungseinleitung (Abb. 49: D, Stecknadel). Dies war
jedoch die einzige lichtmikroskopisch sichtbare Veranderung, die durch die Behandlung mit
Curcumin hervorgerufen wurde. Unmittelbar nach der Behandlung (also noch vor
Differenzierungseinleitung), sowie 48 und 96 Stunden nach Einleitung der Differenzierung
waren keine morphologischen Unterschiede zwischen den unbehandelten und den mit
Curcumin behandelten CCA-Zellen sichtbar.
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Abb. 49:

Lichtmikroskopische Aufnahmen unbehandelter

behandelter CCA-Zellen
Auf der linken Seite sind unbehandelte und auf der rechten Seite mit Curcumin

und Curcumin-

behandelte CCA-Zellen abgebildet. Auf den Bildern sind jeweils proliferierende (A bzw.

C) und differenzierende (B bzw. D) Zellen zu verschiedenen Zeitpunkten nach Induktion

der Differenzierung zu sehen. Die Pfeile zeigen auf die fir den entsprechenden

Differenzierungsgrad typischen Zellformen. Die Stecknadel weist auf apoptotische bzw.
nekrotische Zellen hin.

Analyse der Differenzierungsmarker Desmin und Vimentin

Um die Auswirkungen der Curcumin-Behandlung auf die Expression der fir Desmin und
Vimentin kodierenden Gene auf Proteinebene zu untersuchen, wurden zytosolische
Proteinlysate geerntet und mit Hilfe des Western Blot-Verfahrens analysiert.

In Abbildung 50 ist gut zu sehen, dass in den mit Curcumin behandelten Zellen erst 24
Stunden nach Induktion der Differenzierung ein langsamer Anstieg der Desmin- und
Vimentin-Proteinkonzentration erfolgte, wahrend bei den Kontrollzellen unmittelbar nach
Einleitung der Differenzierung ein kontinuierlicher Anstieg der Desmin- und Vimentin-
Proteinkonzentration sichtbar war. Weiterhin konnte in den mit Curcumin behandelten Zellen
eine deutlich verringerte Desmin- und Vimentin-Basalkonzentration (Abb. 50: Oh) im
Vergleich zu den Kontrollzellen beobachtet werden.
Diese Ergebnisse zeigen, dass die Curcumin-Behandlung hinsichtlich der Differenzierungs-
marker zu einer Verzogerung der Differenzierung fuhrte.
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Abb. 50: Untersuchung der Differenzierungsmarker Desmin und Vimentin in
unbehandelten, in DMSO-behandelten und in Curcumin-behandelten CCA-Zellen
Aus CCA-Zellen

Proteinproben gewonnen. Pro Spur wurden 10ug Protein aufgetragen und mit Hilfe des

proliferierenden bzw. differenzierenden wurden  zytosolische
Western Blot-Verfahrens untersucht. Die Autoradiogramme in der linken Spalte zeigen
Lysate aus unbehandelten Zellen. In der Mitte sind die Autoradiogramme der mit DMSO
behandelten und rechts die der mit Curcumin behandelten Zellen zu sehen. Nach
Inkubation mit dem jeweiligen Antikdrper konnte die fir Desmin charakteristische Bande
bei 54kDa (A: jeweils oben) und die fir Vimentin charakteristische Bande bei 53kDa (B:
jeweils oben) detektiert werden. Die Uberprifung der einheitlichen Beladung der Spuren
erfolgte durch Ponceau S-Farbungen (A und B: jeweils Mitte) und anhand des

Housekeeping-Proteins a-Tubulin (A und B: jeweils unten).

4.2.4.2.1.3 Expression des traf6-Gens in mit Curcumin behandelten CCA-Zellen

Die Analyse der fraf6-Expression erfolgte auf Proteinebene. Wie auch bei den zuvor
untersuchten Zelllinien erzeugte bei CCA-Zellen die Blockierung des NF-kB durch Curcumin
keine auf Proteinebene nachweisbare Veranderung der traf6-Expression (Daten nicht

gezeigt).

4.2.4.2.2 Hemmung der NF-kB-Aktivitat durch Lactacystin

Die Behandlung der CCA-Zellen mit Lactacystin wurde wie die Lactacystin-Behandlung der
C2C12-Zellen durchgefiihrt (siehe 4.2.1.2.2). Die Ergebnisse dieser Versuche waren jedoch
zu heterogen, um zum jetzigen Zeitpunkt eine Aussage Uber mdgliche Effekte machen zu

konnen.
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4.3 Tabellarische Zusammenfassung der Ergebnisse

Nachfolgend sind die Ergebnisse aus den in den vorangehenden Abschnitten beschriebenen
Untersuchungen (4.1-4.2) tabellarisch zusammengefasst. Der Schwerpunkt soll dabei auf
dem Vergleich der vier in dieser Arbeit untersuchten Zelllinien, deren Eigenschaften in den
vorangegangenen Abschnitten separat dargestellt wurden, liegen. Im Folgenden soll
zunadchst auf die Untersuchungen zur NF-kB-Aktivitat in proliferierenden und
differenzierenden Zellen eingegangen werden. Im Anschluss daran werden die Studien zur
Regulation der fraf6-Genexpression vergleichend dargestellit.

4.3.1 NF-kB-Aktivitat in unbehandelten, nichttransformierten Myoblasten
und Rhabdomyosarkomzellen

Ein Hauptziel dieser Arbeit war es, die Aktivitit des NF-kB in nichttransformierten
Myoblasten und Rhabdomyosarkomzellen zu untersuchen. Hierfir wurden die NF-kB-
Basalaktivitat (also in proliferierenden Zellen) und die NF-kB-Aktivitat im Differenzierungs-
verlauf bestimmt. In Tabelle 4 sind die Ergebnisse zur Untersuchung der NF-kB-
Basalaktivitat, wie sie mit Hilfe der IkB-a-Konzentration bestimmt wurde, dargestellt (die
NF-kB-Aktivitat verhalt sich invers zur IkB-a-Konzentration). Die Ergebnisse zeigen, dass die
Hohe der NF-kB-Basalaktivitat der C2C12-Zellen in der Mitte, zwischen der Basalaktivitat der
RD- und CCA-Zellen lag. In RD-Zellen war die NF-kB-Aktivitdt deutlich hoher als in den
C2C12-Zellen und in CCA-Zellen war die NF-kB-Aktivitat etwas niedriger als in den C2C12-
Zellen.

Es ist aber noch einmal darauf hinzuweisen, dass ein Vergleich zwischen den untersuchten
Zelllinien nur eingeschrankt maoglich ist, da sie keine klonalen Varianten voneinander sind
und teilweise aus verschiedenen Spezies stammen (Maus bzw. Mensch). Lediglich RD/12-
und RD/18-Zellen entstammen aus demselben Klon und kénnen somit direkt miteinander
verglichen werden.

NF-kB-Basalaktivitat:

C2C12 RD/18 RD/12 CCA

e [kB-a-Konzentration
(im Vergleich zur basalen
Konzentration in C2C12- 1 0,25 0,1 1,5
Zellen, die mit 1 festgelegt
wurde)

Tab. 4: Ubersicht iiber die Untersuchungsergebnisse zur NF-kB-Basalaktivitit in
den einzelnen Zelllinien.

Die NF-kB-Basalaktivitat der Zellen wurde durch die Untersuchung der IkB-a-
Konzentration bestimmt. Da sich die NF-kB-Aktivitat invers zur IkB-a-Konzentration
verhalt, ist die NF-kB-Aktivitdt in den Zellen mit den niedrigsten IkB-a-Konzentrationen
(RD/12 und RD/18) am hochsten.
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In dieser Arbeit wurden drei verschiedene Methoden zur Analyse der NF-kB-Aktivitat im
Differenzierungsverlauf herangezogen. Die qualitative Zusammenfassung dieser Ergebnisse
ist in Tabelle 5 abgebildet. Wie in der ersten Spalte zu sehen, waren die Ergebnisse
der NF-kB-Aktivitdtsuntersuchung bei den C2C12-Zellen im Differenzierungsverlauf
widersprichlich. Wahrend die Untersuchung der IkB-a-Konzentration auf ein Absinken
der NF-kB-Aktivitdt hinwies, zeigten die Untersuchung der NF-kB-DNA-Bindung und der
intrazellularen Lokalisation des NF-kB einen Anstieg der NF-kB-Aktivitdt nach Induktion
der Differenzierung.

Im Gegensatz dazu konnte bei den Rhabdomyosarkomzelllinien RD/18, RD/12 und CCA
durch alle drei Methoden eine anndhernd gleichbleibende NF-kB-Aktivitdt nachgewiesen
werden. Lediglich bei RD/18-Zellen deutete die Untersuchung der IkB-a-Konzentration einen
leichten Abfall der NF-kB-Aktivitat im Differenzierungsverlauf an.

NF-kB-Aktivitat wahrend der Differenzierung:

Cc2C12 RD/18 RD/12 CCA
e |kB-a-Konzentration 1 ! PN PN
¢ NF-kB-DNA-Bindung " < PN PN
e Intrazellulare Lokalisation " < PN PN

des NF-kB

Tab. 5: Ubersicht iiber die Untersuchungsergebnisse zur Regulation der NF-kB-
Aktivitat im Differenzierungsverlauf

Die Ergebnisse zur Untersuchung der NF-kB-Aktivitit aus den vorangehenden
Abschnitten wurden tabellarisch zusammengefasst. In der ersten Spalte ist die jeweilige
Untersuchungsmethode aufgefiihrt. In den vier folgenden Spalten sind die
entsprechenden Ergebnisse fir die jeweiligen Zelllinien in qualitativer Bewertung
dargestellt. Hierzu wurden die Untersuchungsergebnisse jeweils mit Pfeilen bewertet,
wobei eine starke Zu- oder Abnahme mit drei Pfeilen und eine schwache Zu- oder
Abnahme nur mit einem Pfeil bewertet wurde. Die Pfeile in dieser Tabelle beziehen sich
auf die Zu- oder Abnahme der NF-kB-Aktivitdt. So war z.B. bei C2C12-Zellen ein
deutlicher Anstieg der IkB-a-Konzentration zu sehen, da dieser aber mit der
entsprechenden Abnahme der NF-kB-Aktivitat gleichzusetzen ist, wurde die NF-kB-
Aktivitat in der Tabelle mit drei abwartsgerichtete Pfeilen bewertet. Der waagerechte Pfeil
steht fur eine unveranderte NF-kB-Aktivitat im Differenzierungsverlauf.

Besonders auffallige oder widersprichliche Ergebnisse wurden grau unterlegt.

86



Ergebnisse

4.3.2 Auswirkung der Hemmung der NF-kB-Aktivitat auf die
Differenzierung von nichttransformierten Myoblasten und
Rhabdomyosarkomzellen

Nach der Untersuchung der NF-kB-Basalaktivitat und der Analyse der NF-kB-Aktivitat im
Differenzierungsverlauf wurden die Auswirkungen der Hemmung der NF-kB-Aktivitat auf den
Differenzierungsprozess lichtmikroskopisch und anhand der Analyse der Expression
ausgewahlter, fur die jeweiligen Zelllinien geeigneter Differenzierungsmarker, untersucht.

Wie aus Tabelle 6 hervorgeht, fihrte die Hemmung der NF-kB-Aktivitdt durch Curcumin
haufig zu einem Anstieg apoptotischer bzw. nekrotischer Zellen (nicht bei RD/12-Zellen) und
bei allen Zelllinien mit Ausnahme der RD/18-Zellen zu einem verzogerten Einsetzen der
desmin-Expression. Weiterhin konnte bei C2C12-Zellen eine leichte und bei RD/18-Zellen
eine deutlichere Verzdgerung der myogenin-Induktion beobachtet werden. In C2C12-Zellen
setzte die caveolin-3-Expression im Vergleich zu den unbehandelten Zellen stark verzogert
ein. Bei RD/18-Zellen war unmittelbar nach der Behandlung ein starker Anstieg der
p21-Expression sichtbar. Unmittelbar nach der Behandlung mit Curcumin, also bereits vor
Differenzierungseinleitung, konnte bei RD/12- und CCA-Zellen ein Abfall der desmin- und
vimentin-Expression unter die Basalexpression der unbehandelten Zellen beobachtet werden
(nicht in der Tabelle gezeigt). Weiterhin fihrte bei CCA-Zellen die Curcumin-Behandlung zu
einem stark verzogerten Einsetzen der vimentin-Expression.

Die Blockierung der NF-kB-Aktivitat durch Lactacystin (Tab. 7) verursachte bei C2C12- und
RD/18-Zellen eine lichtmikroskopisch sichtbare Verzdgerung des Differenzierungsprozesses.
Des Weiteren erfolgte bei C2C12-Zellen die myogenin-Induktion stark und bei RD/18-Zellen
leicht verzdgert. Zusatzlich war bei beiden Zelllinien die p271-Expression unmittelbar nach der
Lactacystin-Behandlung stark erhoht. Als einzige Unterschiede zwischen diesen beiden
Zelllinien waren bei C2C12-Zellen eine verzégerte caveolin-3-Induktion (dieser Marker wurde
jedoch fur RD/18-Zellen nicht untersucht) und bei RD/18-Zellen eine unregelmallige desmin-
Expression sichtbar.

Bei RD/12-Zellen fiihrte die Lactacystin-Behandlung zu einem stark verzdogerten Einsetzen
der desmin- und vimentin-Expression. Zusatzlich sank in den mit Lactacystin behandelten
RD/12-Zellen die desmin-Expression schon unmittelbar nach der Behandlung unter die
desmin-Basalexpression der unbehandelten RD/12-Zellen (nicht in der Tabelle gezeigt).

87



Ergebnisse

Hemmung der NF-kB-Aktivitat durch Curcumin:

C2C12 RD/18 RD/12 CCA
Lichtmikroskopisch sichtbare
Veranderungen:
e apoptotische bzw. nekrotische
Zellen " " VN "
e verzogerte Differenzierung
<> <> <«—> <«
Veranderung in der Expression
der Differenzierungsmarker:
(fiir jede Zelllinie wurden nur die
jeweils charakteristischen Marker
untersucht)
e Desmin Induktionszeitpunkt L o 1 1
Expressionsstarke ! > ! >
e Myogenin Induktionszeitpunkt ! 1
Expressionsstarke — g
e p21 Induktionszeitpunkt — "M
Expressionsstarke - ™
e Caveolin-3  |nduktionszeitpunkt LI
Expressionsstarke l
e Vimentin Induktionszeitpunkt > L
Expressionsstarke v —
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Tab. 6: Ubersicht iiber die Auswirkungen der Hemmung der NF-kB-Aktivitit durch
Curcumin auf den Differenzierungsprozess

Die Auswirkungen der Hemmung der NF-kB-Aktivitdt durch Curcumin auf den
Differenzierungsprozess der untersuchten Zelllinien sind in der Tabelle
zusammengefasst. In der ersten Spalte sind die untersuchten Eigenschaften aufgefihrt.
In den folgenden vier Spalten sind die entsprechenden Ergebnisse fiir die jeweiligen
Zelllinien in qualitativer Bewertung dargestellt. Hierzu wurden die Untersuchungs-
ergebnisse jeweils mit Pfeilen bewertet, wobei eine starke Zu- oder Abnahme mit drei
Pfeilen und eine schwache Zu- oder Abnahme nur mit einem Pfeil bewertet wurde. Der
waagerechte Pfeil steht flr eine unveranderte Induktion bzw. Expression im
Differenzierungsverlauf.

Besonders auffallige oder widerspriichliche Ergebnisse wurden dabei grau unterlegt.
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Hemmung der NF-kB-Aktivitat durch Lactacystin:

C2C12 RD/18 RD/12 CCA
Lichtmikroskopisch sichtbare
Veranderungen:
e apoptotische bzw. nekrotische o - N/V
Zellen (_)
e verzOgerte Differenzierung . M NV
<«
Veranderung in der Expression
der Differenzierungsmarker:
(fiir jede Zelllinie wurden nur die
jeweils charakteristischen Marker
untersucht)
e Desmin Induktionszeitpunkt <> > L N/V
Expressionsstarke > 11 > N/V
e Myogenin |nquktionszeitpunkt ||| !
Expressionsstarke - l
e p21 Induktionszeitpunkt 111 "
Expressionsstarke ™ ™

Caveolin-3  |nduktionszeitpunkt ||}

Expressionsstarke >
e Vimentin Induktionszeitpunkt L N/V
Expressionsstarke “ N/V

Tab. 7: Ubersicht iiber die Auswirkungen der Hemmung der NF-kB-Aktivitit durch
Lactacystin auf den Differenzierungsprozess

Die Auswirkungen der Hemmung der NF-kB-Aktivitat durch Lactacystin auf den
Differenzierungsprozess der untersuchten Zelllinien sind in der Tabelle
zusammengefasst. In der ersten Spalte sind die untersuchten Eigenschaften aufgefiihrt.
In den folgenden vier Spalten sind die entsprechenden Ergebnisse fiir die jeweiligen
Zelllinien in qualitativer Bewertung dargestellt. Hierzu wurden die Untersuchungs-
ergebnisse jeweils mit Pfeilen bewertet, wobei eine starke Zu- oder Abnahme mit drei
Pfeilen und eine schwache Zu- oder Abnahme nur mit einem Pfeil bewertet wurde. Der
waagerechte Pfeil steht fur eine unveradnderte Induktion bzw. Expression im
Differenzierungsverlauf. N/V bedeutet ,nicht verfligbar®.

Besonders auffallige oder widerspriichliche Ergebnisse wurden dabei grau unterlegt.
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4.3.3 Expression des fraf6-Gens in unbehandelten, nichttransformierten
Myoblasten und Rhabdomyosarkomzellen

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war es, die traf6-Expression in proliferierenden und
differenzierenden, nichttransformierten Myoblasten bzw. Rhabdosarkomzellen zu
analysieren. Wie in Tabelle 8 zu sehen, war insgesamt die traf6-Basalexpression der
Rhabdomyosarkomzelllinien deutlich hoher als die der C2C12-Zellen. Es wird jedoch erneut
darauf hingewiesen, dass ein Vergleich zwischen den untersuchten Zelllinien nur
eingeschrankt maoglich ist.

Weiterhin konnte bei allen drei Rhabdomyosarkomzelllinien ein Anstieg der traf6-Expression
im Differenzierungsverlauf beobachtet werden, wahrend bei C2C12-Zellen keine klare
Tendenz bezuglich der traf6-Expression nach Induktion der Differenzierung sichtbar war.

C2C12 RD/18 RD/12 CCA
traf6-Basalexpression
) , 1 ~3 ~3 ~2,5
(im Vergleich zur C2C12-
Basalexpression, die mit 1
festgelegt wurde)
traf6-Expression wahrend
der Differenzierung u " " 1

Tab. 8: Ubersicht iiber Untersuchungsergebnisse zur traf6-Basalexpression und
der traf6-Expression im Differenzierungsverlauf

Die traf6-Basalexpression der einzelnen Zelllinien ist in der oberen Tabellenhalfte
dargestellt. Hierbei ist das jeweilige Ergebnis in Relation zur Basalexpression der C2C12-
Zellen (die gleich eins gesetzt wurde), zu sehen. Die Veranderungen der fraf6-Expression
im Differenzierungsverlauf sind in der unteren Tabellenhalfte zusammengefasst. Die
Untersuchungsergebnisse wurden jeweils mit Pfeilen bewertet, wobei eine starke Zu-
oder Abnahme mit drei Pfeilen und eine schwache Zu- oder Abnahme nur mit einem Pfeil
bewertet wurde.
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4.3.4 Auswirkung der Hemmung der NF-kB-Aktivitat auf die fraf6-
Expression in nichttransformierten Myoblasten und
Rhabdomyosarkomzellen

Da es aufgrund friiherer Ergebnisse unserer Arbeitsgruppe Hinweise darauf gab, dass ein
Zusammenhang zwischen der NF-kB-Aktivitdt und der traf6-Expression bestehen kdnnte
(Mueck et al., 2011), wurde die fraf6-Expression nach Hemmung der NF-kB-Aktivitat in allen
vier Zelllinien analysiert. Tabelle 9 zeigt jedoch, dass bei keiner der untersuchten Zelllinien
die Hemmung der NF-kB-Aktivitat einen Einfluss auf die traf6-Expression hatte.

C2C12 RD/18 RD/12 CCA
Unterschiede der traf6-
Expression in mit Curcumin < < <
behandelten Zellen
Unterschiede der traf6-
o VN N/V

Expression in mit Lactacystin
behandelten Zellen

Tab. 9: Ubersicht iiber die Auswirkungen der Hemmung der NF-kB-Aktivitit auf die
traf6-Expression

Die Unterschiede beziglich der traf6-Expression, welche durch die Hemmung der NF-kB-
Aktivitdt durch Curcumin hervorgerufen wurden, sind in der oberen Tabellenhélfte zu
sehen. In der unteren Halfte sind die Veradnderungen, die durch die Lactacystin-
Behandlung verursacht wurden, zusammengefasst. Die Untersuchungsergebnisse
wurden mit Pfeilen bewertet, wobei eine starke Zu- oder Abnahme mit drei Pfeilen und
eine schwache Zu- oder Abnahme nur mit einem Pfeil bewertet wurde. Der waagerechte
Pfeil steht fir eine unveranderte Expression im Differenzierungsverlauf. N/V bedeutet
Lhicht verfigbar*.
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5 DISKUSSION

Aufgrund kontroverser Untersuchungsergebnisse zur NF-kB-Aktivitat wahrend der normalen
Myoblastendifferenzierung und des ganzlichen Fehlens von Untersuchungsergebnissen zur
NF-kB-Aktivitat wahrend der Differenzierung von Rhabdomyosarkomzellen, wurde in dieser
Arbeit zunachst die NF-kB-Aktivitdt in proliferierenden und differenzierenden nicht-
transformierten Myoblasten und Rhabdomyosarkomzellen untersucht. Daran anschlieend
erfolgte die Untersuchung der Auswirkungen der Hemmung der NF-kB-Aktivitat auf den
Differenzierungsprozess von nichttransformierten Myoblasten und Rhabdomyosarkomzellen.

Frihere Ergebnisse unserer Arbeitsgruppe gaben Grund zu der Annahme, dass sich die
traf6-Expression in  nichttransformierten Myoblasten und Rhabdomyosarkomzellen
unterscheidet. Aus diesem Grund wurde in dieser Arbeit die traf6-Expression wahrend des
Differenzierungsprozesses in nichttransformierten Myoblasten und Rhabdomyosarkomzellen
analysiert. Zusatzlich deuteten diese vorangegangenen Untersuchungen an, dass das fraf6-
Gen der Regulation durch NF-kB unterliegen kdnnte. In diesem Zusammenhang wurde dann
der Einfluss der Blockierung des NF-kB auf die traf6-Expression wahrend des
Differenzierungsprozesses in nichttransformierten Myoblasten und Rhabdomyosarkomzellen
analysiert.

5.1 Wie verhalt sich die NF-kB-Aktivitat in nichttransformierten
Myoblasten und Rhabdomyosarkomzellen?

In dieser Arbeit wurde mit der murinen nichttransformierten Myoblastenzelllinie C2C12 und
den humanen Rhabdomyosarkomzelllinien RD/18, RD/12 und CCA gearbeitet. Die beiden
RD-Zelllinien entstammen aus dem gleichen Klon, unterscheiden sich aber hinsichtlich ihres
Differenzierungspotentials: RD/18-Zellen besitzen ein hohes Differenzierungspotential,
wahrend RD/12-Zellen kaum mehr differenzierungskompetent sind (Astolfi et al., 2001). Auch
CCA-Zellen besitzen nur ein geringes Differenzierungspotential (De Giovanni et al., 1989).
Die NF-kB-Aktivitat wurde anhand der NF-kB-Basalaktivitdt und der NF-kB-Aktivitat wahrend
des Differenzierungsprozesses der einzelnen Zellen untersucht.

5.1.1 Wie verhalt sich die NF-kB-Aktivitat in proliferierenden,
nichttransformierten Myoblasten und Rhabdomyosarkomzellen?

Die Untersuchung der NF-kB-Basalaktivitat offenbarte starke Unterschiede zwischen den
einzelnen Zelllinien. So war die NF-kB-Basalaktivitdt in den beiden RD-Zelllinien deutlich
héher als in den C2C12-Zellen. Im Gegensatz hierzu war die NF-kB-Basalaktivitat in den
CCA-Zellen geringer als in den C2C12-Zellen. Aber auch zwischen den beiden RD-Zelllinien
gab es starke Unterschiede bezilglich der NF-kB-Aktivitdt. In RD/12-Zellen war sie
betrachtlich hdher als in RD/18-Zellen.

Auf den ersten Blick scheint somit kein Zusammenhang zwischen der NF-kB-Basalaktivitat
und dem Differenzierungsverhalten zu bestehen. RD/12- und CCA-Zellen verfiigen beide
Uber ein sehr niedriges Differenzierungspotential, RD/12-Zellen besitzen aber die hdchste
und CCA-Zellen die niedrigste NF-kB-Basalaktivitat.
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An diesem Punkt ist jedoch erneut darauf hinzuweisen, dass ein direkter Vergleich zwischen
Zellen, die keine klonalen Varianten voneinander sind, wie es bei C2C12-, RD- und CCA-
Zellen der Fall ist, nur eingeschrankt mdglich ist. Lediglich RD/12- und RD/18-Zellen
entstammen aus demselben Klon und kénnen somit direkt miteinander verglichen werden.
Die starken Unterschiede bezilglich der NF-kB-Basalaktivitat lassen sich also
moglicherweise mit der unterschiedlichen Herkunft der Zellen erklaren.

Betrachtet man jedoch nur die NF-kB-Basalaktivitdt in den RD-Zellen, kdnnte ein
Zusammenhang zwischen der NF-kB-Aktivitdt und dem Differenzierungspotential der Zellen
angenommen werden. So besitzen die RD/12-Zellen mit einem geringen Differenzierungs-
potential eine hohe NF-kB-Basalaktivitdt und RD/18-Zellen mit einem hdheren
Differenzierungspotential eine vergleichsweise deutlich niedrigere NF-kB-Basalaktivitat.
Einen ahnlichen Zusammenhang konnten Ehlers et al. (2008) flr das an der Aktivierung des
NF-kB beteiligte RIP2-Protein nachweisen. So war die rip2-Basalexpression in RD/12-Zellen
im Vergleich zu der in RD/18-Zellen deutlich héher.

5.1.2 Wie verhalt sich die NF-kB-Aktivitat in differenzierenden,
nichttransformierten Myoblasten und Rhabdomyosarkomzellen?

Aufgrund der kontroversen Untersuchungsergebnisse zur NF-kB-Aktivitdt wahrend der
normalen Muskelzelldifferenzierung, die in der Literatur beschrieben sind, wurde zu Beginn
dieser Arbeit die NF-kB-Aktivitdt nach Induktion der Differenzierung in der
nichttransformierten Myoblastenzelllinie C2C12 mit drei unterschiedlichen Methoden
(Western Blot, ELISA und Immunfluoreszenz) bestimmt. Im Anschluss wurde auf gleiche
Weise die NF-kB-Aktivitdt in den Rhabdomyosarkomzellen RD/18, RD/12 und CCA
untersucht.

5.1.2.1 Die NF-kB-Aktivitat sinkt im Differenzierungsverlauf von
nichttransformierten Myoblasten ab

In C2C12-Zellen zeigten die Ergebnisse der IkB-a-Western Blot-Untersuchung einen klaren
Rickgang der NF-kB-Aktivitat wahrend des Differenzierungsprozesses.

Im ELISA- und Immunfluoreszenz-Verfahren wurde die NF-kB-Aktivitat anhand der p65-
Untereinheit, die in Muskelzellen am haufigsten auftritt (Mourkioti und Rosenthal, 2008),
direkt bestimmt. Diese Methoden offenbarten im Gegensatz zu den Ergebnissen der IkB-a-
Western Blot-Untersuchung ein gegensatzliches Ergebnis. Es wurde ein Anstieg der NF-kB-
Aktivitat im Differenzierungsverlauf beobachtet. Jedoch wiesen die Ergebnisse der NF-kB-
ELISA-Untersuchung intra- und interexperimentell erhebliche Schwankungen auf, welche
vermutlich auf technische Aspekte zuriickzufiihren sind.

Auch mit Hilfe der Immunfluoreszenz-Methode konnte ein Anstieg der NF-kB-Aktivitat
nachgewiesen werden. Es konnte dabei jedoch sowohl eine zunehmende NF-kB-spezifische
Farbung des Zellkerns als auch des Zytoplasmas im Differenzierungsverlauf beobachtet
werden. Die starker erscheinende Farbung des Zytoplasmas ist wahrscheinlich auf den
zunehmenden Durchmesser der Zellen im Differenzierungsverlauf zurlckzuflihren.
Méglicherweise kénnte es sich also lediglich um eine starkere Farbung des Zytoplasmas
handeln, die scheinbar auf den vom Zytoplasma umgebenen Zellkern ,abstrahlt®.
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Um einen solchen Artefakt auszuschlieRen, ware es mdglich, die exakte Lokalisierung der
NF-kB-spezifischen Farbung mit Hilfe eines Konfokalmikroskopes zu bestimmen.

Weiterhin besitzt die von uns durchgeflhrte Immunfluoreszenz-Methode nur eine geringe
Sensitivitat. Sie ist gut geeignet fir den Nachweis von starken NF-kB-Aktivierungen und von
ausgepragten Unterschieden, jedoch weniger gut fiir die Differenzierung zwischen geringen
Unterschieden beziiglich der NF-kB-Aktivitat.

Im Moment sind daher die Ergebnisse der IkB-a-Western Blot-Untersuchung, die auf ein
Absinken der NF-kB-Aktivitat im Differenzierungsverlauf hindeuten, am verlasslichsten.

NFKB-
Aktivitit

L L L L Y
L] L] L}

06 24 48 72 95 Zeit (h)

Abb. 51: Schematische Darstellung unserer Ergebnisse zur NF-kB-Aktivitit im
Differenzierungsverlauf in nichttransformierten Myoblasten

C2C12-Zellen wurden fir einen Zeitraum von 96 Stunden in Differenzierungsmedium
kultiviert und zu unterschiedlichen Zeitpunkten die NF-kB-Aktivitdt bestimmt. Die
erhaltenen Ergebnisse deuten auf ein Absinken der NF-kB-Aktivitat im Differenzierungs-
verlauf hin. Dies wurde in dieser Abbildung schematisch dargestellit.

Dies stimmt mit den Forschungsergebnissen von Lehtinen et al. (1996); Guttridge et al.
(1999) und Bakkar et al. (2008) Uberein, die ebenfalls ein Absinken der NF-kB-Aktivitat im
Differenzierungsverlauf nachweisen konnten.

Lehtinen et al. (1996) konnten 12-24 Stunden nach Differenzierungsinduktion einen
Ruckgang der NF-kB-Aktivitat mittels EMSA (Electrophoretic mobility shift assay) in C2C12-
Zellen nachweisen. Mit diesem Verfahren konnten auch Guttridge et al. (1999) ein Absinken
der NF-kB-Aktivitdt 24 Stunden nach Differenzierungseinleitung in C2C12-Zellen zeigen.
Weiterhin konnten Guttridge et al. dieses Ergebnis zusétzlich mit IkB-a-Northern Blots
und Reporter assays untermauern. Bakkar et al. (2008) konnten zudem mit Hilfe der
Western Blot-Methode zeigen, dass es wahrend der Differenzierung zu einem Anstieg des
phosphorylierten IkB-a und p65 kommt.

Hingegen konnten Li und Schwartz (2001) einen voribergehenden Anstieg der NF-kB-
Aktivitdt 24 Stunden nach Differenzierungsinduktion in C2C12-Zellen mit Hilfe des EMSA-
Verfahrens zeigen. Ebenfalls mit diesem Verfahren wiesen Kaliman et al. (1999) in
nichttransformierten L6E9-Myoblasten (Ratte) und in nichttransformierten humanen
Myoblasten (Biopsie) einen vorubergehenden Anstieg der NF-kB-Aktivitdt zehn Stunden
nach Einleitung der IGF-ll-induzierten Differenzierung nach. Auch diese Ergebnisse stehen
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nicht im direkten Widerspruch zu dem in dieser Arbeit per Western Blot-Methode
nachgewiesenen Absinken der NF-kB-Aktivitat. So ware es denkbar, dass ein
voribergehender Anstieg der NF-kB-Aktivitdt auferhalb des von uns untersuchten
Zeitrahmens, zwischen sechs und 24 Stunden, erfolgte.

Im direkten Widerspruch zu unseren und verschiedenen Literaturdaten steht jedoch der von
Lee et al. (1997) per EMSA-Methode nachgewiesene Anstieg der NF-kB-Aktivitat wahrend
des Differenzierungsprozesses in nichttransfomierten embryonalen Hihnermyoblasten. Auch
die Ergebnisse von Canicio et al. (2001) und Conejo et al. (2002) widersprechen dem
in dieser Arbeit mittels Western Blot nachgewiesenen Absinken der NF-kB-Aktivitat.
Canicio et al. (2001) konnten zeigen, dass die Stimulierung der Myogenese durch IGF-Il in
nichttransformierten L6E9-Myoblasten (Ratte) zu einem Anstieg der NF-kB-Aktivitat fihrt,
wahrend Conejo et al. (2002) ahnliches fur die Stimulierung der Myogenese durch Insulin in
C2C12-Zellen beschrieben. Sowohl Canicio et al. (2001) als auch Conejo et al. (2002)
untersuchten dabei die NF-kB-Aktivitat unter Verwendung des EMSA-Verfahrens.
Méglicherweise lassen sich diese abweichenden Ergebnisse durch die Verwendung von
unterschiedlichen Myoblastenzelllinien, abweichenden Untersuchungsmethoden oder durch
einen unterschiedlichen Versuchsaufbau (wie z.B. die Stimulierung der Myogenese durch
IGF-II oder Insulin) erklaren.

5.1.2.2 Die NF-kB-Aktivitat bleibt im Differenzierungsverlauf von
Rhabdomyosarkomzellen unverandert

Die NF-kB-Aktivitat wahrend der Differenzierung wurde in den Rhabdomyosarkomzelllinien
RD/18, RD/12 und CCA ebenfalls mit Hilfe des Western Blot-, des ELISA- und des
Immunfluoreszenz-Verfahrens bestimmt.

In RD/18-Zellen konnte mittels IkB-a-Western Blot-Analyse ein minimaler Abfall der NF-kB-
Aktivitdt im Differenzierungsverlauf festgestellt werden. Die Ergebnisse der ELISA- und
Immunfluoreszenz-Versuche zeigten eine nahezu unveranderte NF-kB-Aktivitat im
Differenzierungsverlauf. Somit ergaben hier alle drei Methoden zur Bestimmung der NF-kB-
Aktivitdt ein ahnliches Ergebnis. Da die drei Methoden jedoch bei der Untersuchung der
NF-kB-Aktivitat in C2C12-Zellen inkonsistente Ergebnisse ergeben hatten, sollten diese
Resultate in weiteren Experimenten reproduziert werden.

In RD/12-Zellen wiesen sowohl die Ergebnisse der IkB-a-Western Blot-Untersuchung als
auch die der ELISA- und Immunfluoreszenz-Methode auf eine gleichbleibende NF-kB-
Aktivitat wahrend der Differenzierung hin. Auch in den CCA-Zellen zeigten die drei Methoden
eine unveranderte NF-kB-Aktivitat innerhalb des gesamten Differenzierungsverlaufes.

Diese Ergebnisse deuten an, dass ein genereller Unterschied beziiglich der NF-kB-Aktivitat
zwischen nichttransformierten Myoblasten und Rhabdomyosarkomzellen bestehen kénnte.
Wahrend die NF-kB-Aktivitdt in den nichttransformierten C2C12-Zellen innerhalb des
Differenzierungsverlaufes abnimmt, bleibt sie in Rhabdomyosarkomzellen unverandert.
Diese Unterschiede konnten Ursache oder Folge des unterschiedlichen Differenzierungs-
potentials der einzelnen Zelllinien sein.
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Abb. 52: Schematische Darstellung unserer Ergebnisse zur NF-kB-Aktivitit im
Differenzierungsverlauf in Rhabdomyosarkomzellen

Die Rhabdomyosarkomzelllinien RD/18, RD/12 und CCA wurden fiir einen Zeitraum von
96 Stunden in Differenzierungsmedium kultiviert und zu unterschiedlichen Zeitpunkten
die NF-kB-Aktivitdt bestimmt. Die erhaltenen Ergebnisse deuten bei allen drei Zelllinien
auf eine konstant bleibende NF-kB-Aktivitat im Differenzierungsverlauf hin. Dies wurde in
dieser Abbildung schematisch dargestellt.

Guttridge et al. (1999, 2000) und Langen et al. (2001) konnten zeigen, dass eine erhéhte
NF-kB-Aktivitat in C2C12-Zellen differenzierungshemmend wirkt. Auch Munz et al. (2002)
konnten nachweisen, dass die Expression des NF-kB-Aktivators rip2 wahrend der
Muskelzelldifferenzierung in C2C12-Zellen reprimiert wird und eine Uberexpression von
rip2 differenzierungshemmend wirkt. In diesem Zusammenhang konnten Ehlers et al.
(2008) weiterhin nachweisen, dass die Expression des NF-kB-Aktivators rip2 in
Rhabdomyosarkomen, im Gegensatz zu nichttransformierten  Muskelzellen, im
Differenzierungsverlauf unverandert bleibt. Diese Ergebnisse harmonieren mit der in dieser
Arbeit nachgewiesenen gleichbleibenden NF-kB-Aktivitat im Differenzierungsverlauf von
Rhabdomyosarkomzellen. Auch in anderen Tumorzellen konnte bereits eine abberante
NF-kB-Aktivitat im Vergleich zu nichttransformierten Zellen beobachtet werden. So konnte
z.B. beim B-Zell- und T-Zell-Lymphom, bei Eierstockkrebs, bei Blasenkrebs, bei
Lungenkrebs, bei Brustkrebs und vielen anderen Krebsarten eine konstitutive NF-kB-Aktivitat
nachgewiesen werden (Garg und Aggarwal, 2002). Bei einem Teil dieser Tumore gibt es
dabei bereits erfolgversprechende Ansatze, NF-kB als Ziel in die Therapie bzw.
Therapieunterstitzung (z.B. Verminderung der Chemotherapieresistenz) dieser Tumore
einzubeziehen (Lee et al., 2007).

Méglicherweise eroffnen sich auch fir Rhabdomyosarkome ahnliche Ansatzpunkte zur
Behandlung oder Therapieunterstitzung.
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5.2 Welche Auswirkungen hat eine Hemmung der NF-kB-
Aktivitat auf die Differenzierung von nichttransformierten
Muskelzellen und Rhabdomyosarkomzellen?

Nachdem gezeigt werden konnte, dass sich die NF-kB-Aktivitat im Differenzierungsverlauf
in nichttransformierten Myoblasten und in Rhabdomyosarkomzellen unterscheidet, wurden
die Auswirkungen der Hemmung der NF-kB-Aktivitait auf den Differenzierungsprozess
untersucht. Hierflr wurden die Zellen mit zwei unterschiedlich wirksamen NF-kB-Inhibitoren
behandelt. Zum einen erfolgte eine Behandlung mit der hauptaktiven Komponente der
Gelbwurzel, dem Curcumin, zum anderen mit dem synthetisch hergestellten
Proteasominhibitor Lactacystin.

5.2.1 Wie wirkt sich die Hemmung der NF-kB-Aktivitat durch Curcumin
auf den Differenzierungsprozess von nichttransformierten
Myoblasten und Rhabdomyosarkomzellen aus?

Curcumin (Diferulomethane) ist eine weitreichend erforschte Komponente der Gelbwurzel mit
antiinflammatorischen, antioxidativen und antikarzinogenen Eigenschaften. Alle bisherigen
Studien weisen darauf hin, dass Curcumin ein grof3es Potential bei der Krebspravention und
-behandlung haben koénnte.

Die Hemmung der NF-kB-Aktivitdt durch Curcumin erfolgt durch die Blockierung der IKK,
hierdurch wird der Abbau des IkB-as verhindert und somit die Aktivierung des NF-kB
gehemmt. Curcumin blockiert jedoch auch andere Signalwege wie z.B. den Akt-, den JNK-
und den MAPK-Signalweg (Aggarwal et al., 2006; Aggarwal und Shishodia, 2006).

Die Auswirkungen der Hemmung der NF-kB-Aktivitdt durch Curcumin wurden
lichtmikroskopisch und anhand der Analyse der Expression ausgewabhlter, fir die jeweilige
Zelllinie geeigneter, Differenzierungsmarker untersucht.

5.2.1.1 Die Hemmung der NF-kB-Aktivitdt durch Curcumin wirkt in C2C12-
Zellen differenzierungshemmend

Lichtmikroskopisch konnte nach der Behandlung mit Curcumin bei C2C12-Zellen ein Anstieg
des Anteils apoptotischer und nekrotischer Zellen beobachtet werden. Dies lasst sich
wahrscheinlich durch die zytotoxische Wirkung des Curcumins erklaren, die bereits flr eine
Vielzahl von Zellen nachgewiesen wurde (Chen und Huang, 1998; Woo et al., 2003; Chan
et al., 2006).

Als Markergene flir den Verlauf der myogenen Differenzierung wurden bei C2C12-Zellen
caveolin-3, desmin, myogenin und p21 ausgewahlt. Dabei sind Caveolin-3, Desmin und
Myogenin muskelspezifische Differenzierungsmarker, wahrend p21 ein Marker fir die
Hemmung der Proliferation und damit ein indirekter Differenzierungsmarker ist.

Die Curcumin-Behandlung fuhrte zu einer deutlich verzégerten Induktion und zusatzlich zu
einer abgeschwachten Expression von caveolin-3 und desmin. Weiterhin war eine leicht
verzdgerte myogenin-Induktion zu beobachten. Dies lasst vermuten, dass NF-kB fiir die
Induktion dieser Marker benétigt wird. Somit kann man schlussfolgern, dass NF-kB in Bezug
auf diese Differenzierungsmarker eine differenzierungsfordernde Funktion besitzt.
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Dies widerspricht den Ergebnissen unserer Experimente zur NF-kB-Aktivitat im
Differenzierungsverlauf, in denen ein Absinken der NF-kB-Aktivitdt nachgewiesen worden
war.

Es ware jedoch denkbar, dass tatsachlich ein initialer Anstieg der NF-kB-Aktivitat fir die
Differenzierung notwendig ist, wie er von Kaliman et al. (1999) und Li und Schwartz (2001)
nachgewiesen wurde. Mdglicherweise wurde dieser initiale Anstieg durch die Curcumin-
Behandlung unmittelbar vor Differenzierungseinleitung verhindert und erklart somit den
verzdgerten Anstieg dieser Differenzierungsmarker.

Um diese Hypothese zu untersuchen, ware es interessant, die Zellen erst einige Stunden
nach Differenzierungseinleitung mit dem NF-kB-Inhibitor Curcumin zu behandeln und die
Auswirkungen dieser Hemmung auf den Differenzierungsprozess zu untersuchen.
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Abb. 53: Schematische Darstellung unserer Hypothese zur NF-kB-Aktivitat im
Differenzierungsverlauf in nichttransformierten Myoblasten

Die Ergebnisse zur Untersuchung der NF-kB-Aktivitat im Differenzierungsverlauf wiesen
in C2C12-Zellen auf ein Absinken der NF-kB-Aktivitdt wahrend der Differenzierung hin.
Jedoch wirkte sich die Blockierung der NF-kB-Aktivitat durch Curcumin hemmend auf den
Differenzierungsprozess aus. Hieraus ergab sich die Hypothese eines initialen Anstiegs
der NF-kB-Aktivitat. Dies wurde in dieser Abbildung schematisch dargestellt.

Wie bereits erwahnt, sind die bisher publizierten Daten nicht nur zum Verlauf der NF-kB-
Aktivitat wahrend des Differenzierungsprozesses, sondern auch zu den Auswirkungen einer
Hemmung dieses Transkriptionsfaktors auf die myogene Differenzierung kontrovers. So
konnten z.B. Guttridge et al. (1999) und Langen et al. (2001) zeigen, dass eine Hemmung
der NF-kB-Aktivitat differenzierungsférdernd wirkt. Im Gegensatz dazu konnten Kim et al.
(1998) und Kaliman et al. (1999) nachweisen, dass NF-kB fiur die IGF-ll-induzierte
Expression von muskelspezifischen Genen wie myosin heavy chain und caveolin-3 essentiell
ist und somit die Blockierung des NF-kB differenzierungshemmend wirkt.

Spezifisch fur die Hemmung der NF-kB-Aktivitdt durch Curcumin konnten Thaloor et al.
(1999) zeigen, dass nach Muskelverletzungen diese Hemmung differenzierungsférdernd
wirkt. Dies bezieht sich jedoch auf die Differenzierung von adulten Zellen und nicht wie bei
C2C12-Zellen auf eine embryonale Differenzierung.
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5.2.1.2 Die Hemmung der NF-kB-Aktivitdt durch Curcumin wirkt in
Rhabdomyosarkomzellen differenzierungshemmend

Nach der Hemmung der NF-kB-Aktivitat durch Curcumin in nichttransformierten Muskel-
zellen wurde auch in den Rhabdomyosarkomzellen die NF-kB-Aktivitat auf die gleiche Weise
blockiert. Die Auswirkungen dieser Hemmung wurden ebenfalls lichtmikroskopisch und
anhand ausgewahlter Differenzierungsmarker untersucht. Hierbei wurden bei RD/18-Zellen
mit Ausnahme von Caveolin-3 die gleichen Differenzierungsmarker wie bei C2C12-Zellen
verwendet, ndmlich Desmin, Myogenin und p21. Im Gegensatz hierzu wurden bei RD/12-
und CCA-Zellen, die wie bereits zuvor erwahnt, keine Differenzierung im eigentlichen Sinn
durchlaufen, Desmin und Vimentin untersucht.

Lichtmikroskopisch konnte nach der Behandlung mit Curcumin bei RD/18- und CCA-Zellen
ein Anstieg des Anteils apoptotischer und nekrotischer Zellen beobachtet werden. Dieser
Anstieg ist vermutlich genau wie bei C2C12-Zellen auf die Zytotoxizitdt des Curcumins
zurtckzufiihren. Bei RD/12-Zellen war ein solcher Anstieg nicht zu beobachten, jedoch
zeigen diese Zellen generell, also auch schon ohne die Curcumin-Behandlung, etwa 24
Stunden nach der Differenzierungseinleitung eine erhéhte Anzahl apoptotischer bzw.
nekrotischer Zellen. Hier konnte daher nicht genau unterschieden werden, ob die Curcumin-
Behandlung tatsachlich keine Apoptose oder Nekrose der Zellen ausldste oder ob diese nur
wegen der generell erhdhten Anzahl solcher Zellen nicht deutlich abgrenzbar war.

Wie schon zuvor bei C2C12-Zellen beobachtet, war auch bei RD/18-Zellen eine verzégerte
myogenin-Induktion zu beobachten. Vermutlich flhrte also auch in RD/18-Zellen die
Hemmung der NF-kB-Aktivitdt durch Curcumin zu einer verzdgerten Induktion dieses
Differenzierungsmarkers. Dies lasst wie zuvor bei den C2C12-Zellen darauf schlielRen,
dass NF-kB fir die Induktion dieses Differenzierungsmarkers bendtigt wird und die
Blockierung des NF-kB auch in RD/18-Zellen in Bezug auf diesen Differenzierungsmarker
differenzierungshemmend wirkt.

Des Weiteren konnte in RD/18-Zellen sechs Stunden nach der Curcumin-Behandlung ein
Expressionsanstieg des muskelunspezifischen Differenzierungsmarkers p271 beobachtet
werden. P21 ist am Ausscheiden der Zellen aus dem Zellzyklus beteiligt (Halevy et al.,
1995). Die erhdhte p271-Expression lasst daher vermuten, dass die Curcumin-Behandlung zu
einem Austritt der Zellen aus dem Zellzyklus flihrte. Dies bedeutet jedoch nicht zwangslaufig
eine beschleunigte Differenzierung, es bedeutet lediglich, dass die Zellen nicht weiter
proliferieren, also scheint die Hemmung der NF-kB-Aktivitait in RD/18-Zellen
differenzierungshemmend und zusatzlich auch proliferationshemmend zu wirken.
Interessanterweise wurde in RD/18-Zellen die desmin-Induktion durch Curcumin nicht
verzogert, wahrend dieser Inhibitor sowohl in C2C12 als auch in RD/12 und CCA-Zellen
(s.u.) zu einer stark verzogerten Induktion dieses Differenzierungsmarkers fiihrte. Weshalb
Curcumin nur in RD/18-Zellen keine Auswirkung auf die desmin-Expression hatte, kdnnen
wir zum jetzigen Zeitpunkt noch nicht schltssig erklaren.

In RD/12-Zellen konnte keine eindeutige Hemmung der NF-kB-Aktivitdt durch Curcumin
nachgewiesen werden. Da jedoch auch in diesen Zellen nach der Behandlung, wie in
C2C12- und CCA-Zellen, eine verzogerte desmin-Induktion zu beobachten war, ist davon
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auszugehen, dass die Behandlung mit Curcumin zwar in Bezug auf die Hemmung
bestimmter anderer Signalwege, jedoch nicht in Bezug auf die Hemmung der NF-kB-Aktivitat
erfolgreich war.

Auch in CCA-Zellen verursachte die Hemmung der NF-kB-Aktivitat durch Curcumin eine
verzogerte desmin-Induktion und zusatzlich eine verzégerte vimentin-Expression.

Der zuvor in C2C12-Zellen und RD/18-Zellen beobachtete differenzierungshemmende Effekt
des Curcumins war also auch bei RD/12- und CCA-Zellen, die kaum mehr differenzierungs-
kompetent sind, zu beobachten.

Die an den drei Rhabdomyosarkomzelllinien gewonnenen Ergebnisse unterstitzen somit die
Annahme, dass eine gewisse NF-kB-Aktivitat fur die initialen myogenen Differenzierungs-
schritte essentiell ist. Dies geht aus der verzégerten Induktion der Differenzierungsmarker
sowohl in RD/18-Zellen als auch in den nur wenig differenzierungskompetenten RD/12- und
CCA-Zellen hervor. Einschrankend muss jedoch nochmals erwdhnt werden, dass bei RD/12-
Zellen eine Hemmung der NF-kB-Aktivitdt durch Curcumin nicht eindeutig nachgewiesen
werden konnte.

Wie bereits in Bezug auf die C2C12-Zellen erwadhnt, wéare es interessant, in den
Rhabdomyosarkomzellen die NF-kB-Aktivitdt erst einige Stunden nach Differenzierungs-
einleitung zu hemmen. Hierdurch wirde eine initiale NF-kB-Aktivierung ,erlaubt* werden und
eine spatere differenzierungshemmende Wirkung des NF-kB verhindert werden.

Ein Schwachpunkt bei der Behandlung mit Curcumin ist jedoch generell die nicht selektive
Hemmung der NF-kB-Aktivitat. Durch Curcumin wird zusatzlich der Akt-, der JNK- und der
MAPK-Signalweg gehemmt, welche ebenfalls die Muskelzelldifferenzierung beeinflussen
kénnen. Um auszuschliel3en, dass die von uns festgestellten Effekte durch die Hemmung
dieser Signalwege verursacht wurden, sollte versucht werden eine selektivere Hemmung des
NF-kB-Signalweges, wie z.B. durch NF-kB-hemmende zellpermeable Peptide (Lin et al.,
1995) oder durch die Verwendung von IkB-a-SR (Superrepressor) (Brockman et al., 1995),
zu erreichen.

5.2.2 Wie wirkt sich die Hemmung der NF-kB-Aktivitat durch Lactacystin
auf den Differenzierungsprozess von nichttransformierten
Myoblasten und Rhabdomyosarkomzellen aus?

Zusatzlich wurde die NF-kB-Aktivitat mit Hilfe des Proteasominhibitors Lactacystin gehemmt.
Lactacystin unterbindet den Abbau von IkB-a durch das Proteasom und verhindert somit die
Aktivierung von NF-kB (Shirley et al., 2005). Wie bei der Hemmung der NF-kB-Aktivitat durch
Curcumin wurden die Auswirkungen der Lactacystin-Behandlung lichtmikroskopisch und mit
Hilfe der zellspezifischen Differenzierungsmarker untersucht.

5.2.2.1 Die Hemmung der NF-kB-Aktivitat durch Lactacystin wirkt in C2C12-
Zellen differenzierungshemmend

Nach der Behandlung mit Lactacystin war bei C2C12-Zellen lichtmikroskopisch ein um etwa
48 Stunden verzogertes Einsetzen des Differenzierungsprozesses zu beobachten. Auch die
Induktion der Differenzierungsmarker Caveolin-3 und Myogenin erfolgte um etwa 48 Stunden
spater als bei den unbehandelten C2C12-Zellen. Diese deutliche Verzégerung des
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Differenzierungsprozesses deutet darauf hin, dass eine Aktivierung von NF-kB fir die
Differenzierung wichtig ist. Da aus der Literatur bekannt ist, dass nach einer Lactacystin-
Behandlung die durch Lactacystin hervorgerufenen Effekte fur maximal 48 Stunden anhalten
(Fenteany et al., 1995), verwundert es nicht, dass zu spateren Zeitpunkten ein normaler
Ablauf des myogenen Differenzierungsprogramms zu beobachten war.

Im Zusammenhang mit den zuvor diskutierten Ergebnisse dieser Arbeit, im Besonderen den
Daten zur Curcumin-Behandlung, weisen diese Ergebnisse erneut darauf hin, dass eine
gewisse NF-kB-Aktivitat flir den myogenen Differenzierungsprozess notwendig sein kdnnte.
Allerdings stehen hierzu wieder unsere Ergebnisse, die auf eine Deaktivierung des NF-kB
im Verlauf des Differenzierungsprozesses hindeuten, im Widerspruch.

Wie im vorangehenden Abschnitt bereits diskutiert, kdnnten sich alle Befunde dahingehend
erklaren lassen, dass eine initiale, frihe Aktivierung des NF-kB nach Induktion der
Differenzierung und anschlielend eine Repression der NF-kB-Aktivitat erfolgt. Wie bereits
im Zusammenhang mit der Curcumin-Behandlung diskutiert, kénnte auch hier zur
Uberprifung dieser Hypothese versucht werden, die Zellen erst einige Stunden nach
Differenzierungseinleitung mit dem NF-kB-Inhibitor Lactacystin zu behandeln und die
Auswirkungen dieser Hemmung auf den Differenzierungsprozess zu untersuchen.

Auch Mugita et al. (1999) konnten bei C2C12-Zellen, die nach der Differenzierungs-
einleitung kontinuierlich mit Lactacystin behandelten wurden, keine Fusion der Myoblasten
zu mehrkernigen Myotuben beobachten. Nach der Entfernung des Lactacystins durchliefen
diese Zellen jedoch einen normalen Differenzierungsprozess. Diese Ergebnisse bestatigen
unsere Ergebnisse und unterstutzen die Annahme, dass ohne die Aktivierung des NF-kB
eine Differenzierungseinleitung nicht oder nur noch eingeschrankt méglich ist. Des Weiteren
konnten Mugita et al. (1999) lichtmikroskopisch zeigen, dass eine Lactacystin-Behandlung,
die zu einem spateren Differenzierungszeitpunkt eingeleitet wurde, keinen Einfluss auf
bereits gebildete Myotuben hat. Hieraus ergibt sich ein erneuter Hinweis, dass NF-kB flr
initiale Differenzierungsschritte essentiell sein kénnte.

Weiterhin fuhrte die Behandlung mit Lactacystin in unseren Handen in C2C12-Zellen zu
einem unmittelbar einsetzenden und fir etwa 24 Stunden anhaltenden Anstieg der p217-
Expression. Wie schon erwahnt, ist p21 ein Marker flir die Hemmung der Proliferation. Somit
scheint die Lactacystin-Behandlung in C2C12-Zellen zusatzlich auch proliferationshemmend
zu wirken. Eine solche proliferationshemmende Wirkung des Lactacystins konnte bereits in
vielen unterschiedlichen Zelltypen nachgewiesen werden (Fenteany et al., 1995).

Dies ist Uberraschend, da die Hemmung der NF-kB-Aktivitdt durch Lactacystin somit
proliferations- und differenzierungshemmend wirkte. In der Regel geht die Hemmung der
normalen Myoblastenproliferation mit der Induktion der Differenzierung einher. Eine ahnliche,
sowohl proliferations- als auch differenzierungsférdernde Funktion wurde bereits bei den
IGFs (Insulin-like growth factors) und ihren Rezeptoren beschrieben. Bei ihnen bildet ein
zeitlich strikt kontrolliertes Zusammenspiel aus Expressionsaktivierung und nachfolgender
Rezeptoraktivierung die molekulare Basis fur diese Effekte (Florini et al., 1996).

Die zeitlich unterschiedliche Aktivierung von differenzierungsférdernden und -hemmenden
Effekten kédnnte auch beim NF-kB diese gegensatzlichen Ergebnisse erklaren.
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5.2.2.2 Die Hemmung der NF-kB-Aktivitat durch Lactacystin wirkt in
Rhabdomyosarkomzellen differenzierungshemmend

Die Hemmung der NF-kB-Aktivitat durch Lactacystin flihrte bei RD/18-Zellen zu ahnlichen
Veranderungen wie bei C2C12-Zellen. So konnte bei RD/18-Zellen auch eine licht-
mikroskopisch sichtbare Verzégerung des Differenzierungsprozesses, eine herabgesetzte
myogenin-Expression und ein unmittelbar nach der Behandlung stattfindender Anstieg der
p21-Expression beobachtet werden.

Die beiden zuerst erwdhnten Befunde sprechen dabei daflir, dass die Blockierung des NF-kB
auch bei RD/18-Zellen hemmend auf den Differenzierungsprozess wirkte und dass dieser
Transkriptionsfaktor somit vermutlich auch in diesen Zellen zumindest fir die
Differenzierungseinleitung bendtigt wird. Auch Mugita et al. (1999) konnten bei mit
Lactacystin behandelten RD-Zellen lichtmikroskopisch eine Hemmung des Differenzierungs-
prozesses beobachten. Dies bestatigt unsere Ergebnisse und unterstitzt unsere Annahme,
dass NF-kB fur den Differenzierungsprozess von essentieller Bedeutung sein kénnte.

Der unmittelbar nach der Behandlung stattfindende Anstieg der p27-Expression, ist wie
zuvor in C2C12-Zellen vermutlich der proliferationshemmenden Wirkung des Lactacystins
zuzuschreiben.

Bei den nur noch wenig differenzierungskompetenten RD/12-Zellen waren in unseren
Versuchen wahrend ihres normalen Differenzierungsprozesses keine lichtmikroskopisch
sichtbaren morphologischen Veranderungen zu beobachten. Dies war auch nach der
Lactacystin-Behandlung der Fall. In diesen Zellen fiihrte die Lactacystin-Behandlung jedoch
zu einer verzogerten Induktion der Differenzierungsmarker Desmin und Vimentin, also
scheint sich die Hemmung der NF-kB-Aktivitdt auch in RD/12-Zellen negativ auf den
myogenen Differenzierungsprozess auszuwirken.

Die Ergebnisse der Behandlung der CCA-Zellen mit Lactacystin waren zu heterogen, um
zum jetzigen Zeitpunkt eine Aussage Uber mdgliche Effekte machen zu kénnen.

Zusammenfassend lasst sich somit sagen, dass sich die Lactacystin-Behandlung, wie bei
C2C12-Zellen, auch bei den Rhabdomyosarkomzelllinien RD/18 und RD/12 negativ auf
deren Differenzierungsprozess auswirkte. Auch hier ware es daher interessant, die
Lactacystin-Behandlung erst einige Stunden nach der Einleitung der Differenzierung
durchzufiihren und zu Uberprifen, ob dies méglicherweise einen differenzierungsférdernden
Effekt auf die RD/18- und RD/12-Zellen hat.

Wie zuvor fiur die Curcumin-Behandlung beschrieben, ist der Schwachpunkt bei der
Lactacystin-Behandlung die nicht selektive Hemmung der NF-kB-Aktivitat. Nicht nur IkB-q,
sondern auch verschiedene andere Proteine werden durch das Proteasom abgebaut (Olivier
et al., 2006) und kénnen somit durch den Proteasominhibitor Lactacystin beeinflusst werden.
Deshalb sollte auch hier versucht werden, eine spezifischere Hemmung der NF-kB-Aktivitat,
wie z.B. durch NF-kB-hemmende zellpermeable Peptide oder IkB-a-SR, zu erreichen.
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Abschliellend kann gesagt werden, dass sich sowohl die Behandlung mit Curcumin als auch
die Behandlung mit Lactacystin hemmend auf den Differenzierungsprozess auswirkte.
Jedoch unterschieden sich diese differenzierungshemmenden Auswirkungen in Abhangigkeit
vom verwendeten NF-kB-Inhibitor. Da beide Inhibitoren NF-kB auf unterschiedliche Weise
hemmen, jedoch bei beiden Inhibitoren eine spezifische Hemmung der NF-kB-Aktivitdt nicht
gegeben ist, besteht die Moglichkeit, dass andere differenzierungshemmende oder
-férdernde Signalwege durch die Behandlung beeinflusst wurden. Daher sollten, um eine
endglltige Aussage zur NF-kB-Aktivitat im Differenzierungsverlauf treffen zu kénnen, weitere
Experimente mit selektiveren NF-kB-Inhibitoren folgen.

5.3 Findet in nichttransformierten Myoblasten eine Repression
der traf6-Expression nach Induktion der Differenzierung
statt? Verhalt sich die traf6-Expression in
Rhabdomyosarkomzellen abweichend davon?

TRAF6 ist ein zytoplasmatisches Adaptorprotein, das in die Aktivierung des NF-kB in
vielen Zellarten involviert ist. Des Weiteren ist TRAF6 auch an der Aktivierung der
Mitogen-aktivierten Proteinkinasen JNK und p38 beteiligt (Arch et al., 1998; Bradley und
Pober, 2001; Moynagh, 2005). Unsere Arbeitsgruppe konnte auf mRNA-Ebene flr traf6 eine
Repression der Genexpression wahrend der Myogenese nachweisen. Auf der anderen Seite
gab es Hinweise darauf, dass in der Rhabdomyosarkomzelllinie RD/18 die traf6-Expression
nach Induktion der Differenzierung induziert wird (Mueck et al., 2011). Dies konnte
ein bedeutender  Unterschied  zwischen nichttransformierten Myoblasten und
Rhabdomyosarkomzellen sein, der zumindest zum Teil fir die Hemmung des
Differenzierungsprozesses in Rhabdomyosarkomzellen verantwortlich sein konnte.

In dieser Arbeit wurde nun die fraf6-Expression in der nichttransformierten Myoblasten-
zelllinie C2C12 und in den Rhabdomyosarkomzelllinien RD/18, RD/12 und CCA auf
Proteinebene untersucht. Hierflir wurde zunachst die traf6-Basalexpression dieser Zellen
miteinander verglichen und daran anschlieBend die fraf6-Expression im Differenzierungs-
verlauf fur die jeweilige Zelllinie untersucht.

5.3.1 Wie verhilt sich die traf6-Expression in proliferierenden,
nichttransformierten Myoblasten und Rhabdomyosarkomzellen?

Die Untersuchung der traf-6-Basalexpression in nichttransformierten Myoblasten und in
Rhabdomyosarkomzellen offenbarte deutliche Unterschiede zwischen diesen Zellen.

In den Rhabdomyosarkomzellen war die fraf-6-Basalexpression deutlich héher als in den
C2C12-Zellen. So war die traf-6-Basalexpression in den RD-Zellen (RD/18 und RD/12)
dreimal hoher und in den CCA-Zellen 2,5-mal hoher als in den C2C12-Zellen. Diese
Unterschiede kénnten auf die geringere Differenzierungsfahigkeit der Rhabdomyosarkom-
zellen zurlckzufuhren sein. So ist TRAF6 unter anderem an der Aktivierung des NF-kB
beteiligt (Arch et al., 1998; Bradley und Pober, 2001; Moynagh, 2005), welches nach Ansicht
einiger Autoren eine differenzierungshemmende Funktion besitzt (Lehtinen et al., 1996;
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Guttridge et al., 1999; Guttridge et al., 2000; Langen et al., 2001; Munz et al., 2002; Bakkar
et al., 2008).

Fir RIP2, das wie TRAF6 ein zytoplasmatisches Adaptorprotein ist und ebenfalls an
der Aktivierung des NF-kB beteiligt ist, konnten Munz et al. (2002) zeigen, dass eine
konstitutiv erhohte rip2-Expression differenzierungshemmend wirkt und dass verschiedene
Rhabdomyosarkomzelllinien hohe rip2-Basalexpressionen zeigen (Ehlers et al., 2008).
Méglicherweise gilt fir TRAF6 ein ahnlicher Zusammenhang.

Die Unterschiede bezlglich der fraf6-Basalexpression kénnten jedoch auch lediglich auf die
unterschiedliche Herkunft der Zellen zurickzufihren sein: Wie schon beim Vergleich der
NF-kB-Basalaktivitat erwahnt, sind C2C12-, RD- und CCA-Zellen unterschiedlichen klonalen
Ursprungs und kénnen folglich nur eingeschrankt miteinander verglichen werden.

5.3.2 Wie verhilt sich die traf6-Expression in differenzierenden,
nichttransformierten Myoblasten und Rhabdomyosarkomzellen?

Nachdem in Rhabdomyosarkomzellen eine hdhere ftraf6-Basalexpression nachgewiesen
werden konnte, wurden die traf6-Expressionsmuster der verschiedenen Zelllinien im Verlauf
der Differenzierung miteinander verglichen.

5.3.2.1 Die traf6-Expression steigt im Differenzierungsverlauf von
Rhabdomyosarkomzellen an

In C2C12-Zellen waren die Untersuchungsergebnisse der fraf6-Expression auf Proteinebene
widersprichlich, so dass zum jetzigen Zeitpunkt keine eindeutige Aussage Uber die traf-6-
Expression wahrend der Differenzierung in C2C12-Zellen erfolgen kann.

Um eine eindeutige Aussage treffen zu kdnnen, sollten weitere Expressionsanalysen folgen.

In RD/18-, RD/12- und CCA-Zellen war auf Proteinebene jeweils ein eindeutiger Anstieg der
traf6-Expression im Differenzierungsverlauf nachweisbar.

Im Zusammenhang mit den frilheren Ergebnissen unserer Arbeitsgruppe (Mueck et al.,
2011), liegt also die Annahme nahe, dass die traf6-Expression in nichttransformierten
Myoblasten und Rhabdomyosarkomzellen unterschiedlich reguliert wird. Wahrend in
nichttransformierten Myoblasten zumindest auf mMRNA-Ebene eine Repression der traf6-
Expression im Differenzierungsverlauf zu beobachten war, war dieses Gen bei allen
Rhabdomyosarkomzellen deutlich induziert.

Die erhdhte fraf6-Expression in Rhabdomyosarkomzellen kdnnte mdglicherweise also
einer der Griinde sein, weshalb diese Zellen nicht in der Lage sind, eine vollstandige
Differenzierung zu durchlaufen oder aber eine Folge des geringen Differenzierungs-
potentials sein. Wie schon erwahnt, konnte auch fur RIP2, ein anderes zytoplasmatisches
TNFR-Familie-Adaptorprotein, das genau wie TRAF6 an der Aktivierung des NF-kB beteiligt
ist, ein ahnlicher Zusammenhang nachgewiesen werden. Die Expression des rip2-Gens wird
bei der Differenzierung von nichttransformierten Myoblasten reprimiert (Munz et al., 2002),
wahrend flir Rhabdomyosarkomzellen eine erhéhte Basalexpression dieses Gens und keine
oder nur eine geringe Repression der Expression im Differenzierungsverlauf nachgewiesen
werden konnte (Ehlers et al., 2008). Zusatzlich konnten Munz et al. (2002) zeigen, dass eine
konstitutiv erhohte rip2-Expression in nichttransformierten Myoblasten differenzierungs-
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hemmend wirkt. Ahnliches kénnte auch firr das traf6-Gen zutreffen. In Hinblick darauf, dass
bei Rhabdomyosarkomzellen das jeweilige Differenzierungspotential Einfluss auf die
Malignitat der Zellen hat, also ein hdherer Differenzierungsstatus zu einem Verlust der
Metastasierungsfahigkeit fihrt (Astolfi et al., 2001), kdnnte sich hieraus moéglicherweise ein
therapeutischer Ansatzpunkt ergeben.

AbschlieRend kann nach der Untersuchung der traf6-Basalexpression und der {traf6-
Expression im Differenzierungsverlauf gesagt werden, dass die traf6-Expression in
Rhabdomyosarkomzellen im Vergleich zu nichttransformierten Myoblasten sowohl in
proliferierenden als auch in differenzierenden Zellen erhéht ist, wobei nochmals angemerkt
werden muss, dass ein Vergleich aufgrund der unterschiedlichen klonalen Herkunft der
Zellen nur eingeschrankt moglich ist.

5.4 Unterliegt die Expression des traf6-Gens der Regulation
durch NF-kB? Gibt es Unterschiede beziiglich dieser
Regulation zwischen nichttransformierten Myoblasten und
Rhabdomyosarkomzellen?

Aus vorausgegangenen Arbeiten unserer Arbeitsgruppe gab es Hinweise darauf, dass ein
Zusammenhang zwischen der NF-kB-Aktivitdt und der fraf6-Expression bestehen konnte,
also das traf6-Gen der Regulation durch NF-kB unterliegt (Mueck et al., 2011).

Um dies zu Uberprifen, wurden nichttransformierte Myoblasten und Rhabdomyosarkom-
zellen mit zwei unterschiedlich wirksamen NF-kB-Inhibitoren behandelt und nach dieser
Behandlung die traf6-Expression untersucht. Wie zuvor bei der Untersuchung der
Auswirkungen der Hemmung der NF-kB-Aktivitat auf den Differenzierungsprozess, wurden
die NF-kB-Inhibitoren Curcumin und Lactacystin verwendet.

5.4.1 Welche Auswirkung hat die Hemmung der NF-kB-Aktivitat durch
Curcumin auf die traf6-Expression in nichttransformierten
Myoblasten und Rhabdomyosarkomzellen?

5.4.1.1 Die Hemmung der NF-kB-Aktivitdt durch Curcumin hat in

Rhabdomyosarkomzellen keine Auswirkungen auf die traf6-Expression

In unseren Handen waren bei der Analyse der traf6-Expression, sowohl bei unbehandelten
C2C12-Zellen als auch bei Curcumin-behandelten C2C12-Zellen, zwischen den einzelnen
Experimenten grofie Schwankungen der traf6-Expression auf Proteinebene zu beobachten.
Daher war es hier nicht moglich, eine Aussage zum Einfluss der Hemmung der NF-kB-
Aktivitat durch Curcumin auf die traf6-Expression zu machen.

Bei den Rhabdomyosarkomzelllinien RD/18, RD/12 und CCA erzeugte die Blockierung des
NF-kB durch Curcumin keine auf Proteinebene nachweisbare Veranderung der traf6-
Expression.

Demzufolge hat die Hemmung der NF-kB-Aktivitat durch Curcumin zumindest in
Rhabdomyosarkomzellen keinen Einfluss auf die traf6-Expression. Das traf6-Gen unterliegt
somit vermutlich nicht der Regulation durch NF-kB. Hiermit konnten die Hinweise aus
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vorherigen Arbeiten unserer Arbeitsgruppe, dass ein Zusammenhang zwischen der NF-kB-
Aktivitdt und der traf6-Expression besteht (Mueck et al., 2011), auf Proteinebene nicht
bestatigt werden.

5.4.2 Welche Auswirkung hat die Hemmung der NF-kB-Aktivitat durch
Lactacystin auf die traf6-Expression in nichttransformierten
Myoblasten und Rhabdomyosarkomzellen?

5.4.2.1 Die Hemmung der NF-kB-Aktivitdt durch Lactacystin hat in

Rhabdomyosarkomzellen keine Auswirkungen auf die traf6-Expression

Die Analyse der fraf6-Expression nach der Behandlung mit Lactacystin ergab in C2C12-
Zellen ebenfalls stark schwankende Ergebnisse. Daher war es auch hier nicht moglich, eine
Aussage zum Einfluss der Hemmung der NF-kB-Aktivitdt durch Lactacystin auf die traf6-
Expression in C2C12-Zellen zu machen.

Analog zur Curcumin-Behandlung fuhrte auch die Hemmung der NF-kB-Aktivitat durch
Lactacystin auf Proteinebene zu keiner auffalligen Veranderung des traf6-
Expressionsmusters in RD/18- und RD/12-Zellen. Dies untermauert die Vermutung, die
bereits nach der Hemmung der NF-kB-Aktivitdt durch Curcumin angestellt wurde: Eine
Hemmung der NF-kB-Aktivitat hat keinen Einfluss auf die traf6-Expression auf Proteinebene.

Zusammenfassend kann somit gesagt werden, dass eine Regulation des fraf6-Gens durch
NF-kB auf Proteinebene nicht nachweisbar war.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Die Rolle des Transkriptionsfaktors NF-kB bei der
Skelettmuskelzelldifferenzierung:
physiologische und pathologische Aspekte

Die Funktion des Transkriptionsfaktors NF-kB (Nuclear factor-kB) wahrend der normalen
Muskelzelldifferenzierung wird in der Literatur kontrovers diskutiert. Einige Autoren konnten
einen differenzierungsfordernden, andere Autoren einen differenzierungshemmenden und
wieder andere Autoren einen sowohl fordernden als auch hemmenden Effekt von NF-kB auf
den Differenzierungsprozess nachweisen. Uber eine mdgliche Rolle des NF-kB bei der
Pathogenese des Rhabdomyosarkoms war vor Beginn dieser Arbeit nichts bekannt. Von
diesem Tumortyp ist jedoch bekannt, dass ein hdherer Differenzierungsstatus zu einem
Verlust der Metastasierungsfahigkeit der entsprechenden Zellen fiihrt. Es kénnte daher ein
Zusammenhang zwischen der unvollstandigen Differenzierung von Rhabdomyosarkomen
und einer Fehlregulation der NF-kB-Aktivitat bestehen. Fir diese Hypothese spricht auch,
dass bereits in einer Vielzahl von anderen Tumortypen eine vom entsprechenden
Normalgewebe abweichende NF-kB-Aktivitat nachgewiesen werden konnte.

In der vorliegenden Arbeit wurde zunachst die NF-kB-Aktivitat in der nichttransformierten
Myoblastenzelllinie C2C12 und den Rhabdomyosarkomzelllinien RD/18, RD/12 und CCA
nach Induktion der myogenen Differenzierung in vitro analysiert. Die Ergebnisse dieser
Untersuchungen zeigten in C2C12-Zellen eine absinkende NF-kB-Aktivitdt nach Induktion
der Differenzierung. Im Gegensatz dazu konnte in den Rhabdomyosarkomzellen eine
gleichbleibend hohe NF-kB-Aktivitdt wahrend des gesamten Differenzierungsprozesses
beobachtet werden. Diese Ergebnisse sprechen dafiur, dass eine Repression der NF-kB-
Aktivitat flr eine normale myogene Differenzierung notwendig sein koénnte. Die von
nichttransformierten Myoblasten abweichende Regulation der NF-kB-Aktivitat in
Rhabdomyosarkomzellen kdnnte also die Ursache fur das geringe Differenzierungspotential
oder aber die Folge des geringeren Differenzierungspotentials dieser Zellen sein.

Als nachster Schritt wurden die Auswirkungen einer Hemmung der NF-kB-Aktivitat auf den
Differenzierungsprozess der verschiedenen Zelllinien analysiert. Erstaunlicherweise wirkte
sich diese Hemmung sowohl bei den C2C12-Zellen als auch bei den RD/18-, RD/12- und
CCA-Zellen hemmend auf den Differenzierungsprozess aus. Diese Ergebnisse sprechen
somit eher fur eine differenzierungsférdernde Funktion des NF-kB.

Eine mdgliche Erklarung flr diese gegensatzlichen Ergebnisse bietet die Hypothese, dass
NF-kB initial eine differenzierungsférdernde und im weiteren Differenzierungsverlauf eine
differenzierungshemmende Funktion besitzt.
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Zusammenfassung

Tumor necrosis factor receptor associated factor 6 (TRAFG6) ist ein zytoplasmatisches
Adaptorprotein, das an der Aktivierung des NF-kB in vielen Zelltypen beteiligt ist.

Im Vorfeld dieser Arbeit konnte unsere Arbeitsgruppe auf mRNA-Ebene eine Repression der
traf6-Expression wahrend der Muskelzelldifferenzierung in nichttransformierten Myoblasten
zeigen. Im Gegensatz dazu konnte in Rhabdomyosarkomzellen keine Repression der traf6-
Expression nach Induktion der Differenzierung festgestellt werden.

In dieser Arbeit wurde die Expression des flir TRAF6 kodierenden Gens auf Proteinebene in
der nichttransformierten Myoblastenzelllinie C2C12 und den Rhabdomyosarkomzelllinien
RD/18, RD/12 und CCA untersucht. Dabei zeigte sich, dass in proliferierenden Zellen die
traf6-Expression in den Rhabdomyosarkomzellen deutlich hdéher war als in den C2C12-
Zellen.

Aus der Untersuchung der traf6-Expression im Differenzierungsverlauf der C2C12-Zellen
ergaben sich widersprichliche Ergebnisse, so dass die auf mRNA-Ebene erhaltenen
Ergebnisse weder bestatigt noch widerlegt werden konnten. In allen drei Rhabdomyosarkom-
zelllinien zeigte sich hingegen eine eindeutige Induktion der traf6-Expression wahrend der
Differenzierung. Somit konnten die Ergebnisse dieser Arbeit die zuvor erhaltenen Ergebnisse
zum Teil bestatigen. Demnach kénnte ein bedeutender Unterschied in der traf6-Expression
zwischen nichttransformierten Myoblasten und Rhabdomyosarkomzellen bestehen, der
zumindest zum Teil flr die unterschiedliche Regulation der NF-kB-Aktivitat in diesen
Zelltypen verantwortlich sein kdnnte.

Weiterhin gab es aufgrund friiherer Daten unserer Arbeitsgruppe Anzeichen dafir, dass ein
Zusammenhang zwischen der NF-kB-Aktivitdt und der fraf6-Expression bestehen kdnnte,
also dass die Expression des fraf6-Gens selbst der Regulation durch NF-kB unterliegen
kénnte. Zur Uberpriifung dieser Hypothese wurde in dieser Arbeit die NF-kB-Aktivitat
gehemmt und anschlieend die traf6-Expression auf Proteinebene untersucht. Dabei war
jedoch kein Effekt auf die traf6-Expression zu beobachten. Die Regulation des traf6-Gens
durch NF-kB konnte somit in dieser Arbeit nicht bestatigt werden.

Insgesamt zeigen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit, dass die Aktivitdt des
Transkriptionsfaktors NF-kB in nichttransformierten Myoblasten und in Rhabdomyosarkom-
zellen unterschiedlich reguliert wird, was zumindest zum Teil in einer differentiellen
Expression des fur den NF-kB-Aktivator TRAF6 kodierenden Gens begrindet sein kénnte.
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7 SUMMARY

The role of the transcription factor NF-kB in
skeletal muscle cell differentiation:
physiological and pathological aspects

The function of the transcription factor NF-kB (Nuclear factor-kB) in normal muscle cell
differentiation has been discussed controversially in the literature. Various authors could
demonstrate a differentiation-promoting, others found a differentiation-inhibiting effect and
yet others show evidence for both differentiation-promoting and -inhibiting effects of
NF-kB in myogenic differentiation. Prior to this work, nothing was known on a potential role
of NF-kB in rhabdomyosarcoma pathogenesis. However, it has been known for quite a while
that in rhabdomyosarcoma cells, a higher state of differentiation leads to a loss of the
metastatic potential of the respective cells. Therefore, a relation between the incomplete
differentiation of rhabdomyosarcomas and a dysregulation of NF-kB-activity could exist. This
hypothesis is supported by experimental data from a variety of other types of tumors, in
which an abnormal NF-kB-activity could be found.

In the present work, the NF-kB-activity in the normal myoblast cell line C2C12 and the
rhabdomyosarcoma cell lines RD/18, RD/12, and CCA after the induction of differentiation
in vitro was analyzed first. The results of this examination showed a decreasing NF-kB-
activity in C2C12 cells after the induction of differentiation. On the contrary, the analyzed
rhabdomyosarcoma cells showed steady NF-kB-activity during the whole process of
differentiation. These results support the hypothesis that a certain repression of NF-kB-
activity is necessary for normal myogenic differentiation. Furthermore, the different regulation
of NF-kB activity in rhabdomyosarcoma cells when compared to normal myoblasts might be
the cause or a result of the diminished differentiation potential of the former.

In a next step, the effects of an inhibition of NF-kB-activity on the process of differentiation in
the different cell lines were analyzed. Surprisingly, blocking NF-kB-activity had an inhibiting
effect on the differentiation process of C2C12, RD/18, RD/12, and CCA cells. These results
rather argue for a differentiation-promoting effect of NF-«kB.

A possible explanation for these controversial results is provided by the hypothesis that
NF-kB might be differentiation-promoting at early, and differentiation-inhibiting at later stages
of the differentiation process.
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Summary

Tumor necrosis factor receptor associated factor 6 (TRAFG) is a cytoplasmic adaptor protein
that is involved in the activation of NF-kB in many cell types. Prior to this work, our laboratory
could demonstrate a repression of fraf6 expression at the mRNA level in normal muscle cell
differentiation. On the contrary, in rhabdomyosarcoma cells, no repression of trafé
expression after the induction of differentiation was observed.

In this work, we analyzed the expression of the traf6é gene at the protein level both in the
normal myoblast cell line C2C12 and in the rhabdomyosarcoma cell lines RD/18, RD/12, and
CCA. The results showed a higher traf6 expression in proliferating rhabdomyosarcoma cells
than in proliferating normal myoblasts.

The examination of frafé expression in C2C12 differentiation showed controversial results,
thus the abovementioned mRNA results could neither be proved nor disproved at the protein
level. By contrast, in all rhabdomyosarcoma cell lines, a clear induction of traf6 expression in
differentiation was observed. Consequently, these results could partially confirm the prior
results. Specifically, the data indicate that there could be an important difference between the
traf6 expression of normal myoblasts and rhabdomyosarcoma cells. This difference could be
a reason for the differential regulation of the NF-kB-activity in the various cell types.

Finally, prior results of our laboratory had indicated that there could be a link between
NF-kB-activity and the expression of the traf6 gene. To test this hypothesis, we first
inhibited NF-kB-activity and subsequently, we analyzed traf6 expression at the protein level.
However, no effect of this treatment on fraf6 expression could be observed. Consequently,
regulation of the trafé gene by NF-kB couldn’t be confirmed.

Taken together, the results of this work show differences in the regulation of NF-kB activity in
normal myoblasts and rhabdomyosarcoma cells. This could at least in part be the result of
differential expression of the gene encoding the NF-kB activator TRAFG.
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APS

CD

DAPI

DEPC

DMEM

DMSO

EDTA

ELISA

FITC

FKHR

FKS

IGF

kB

IKK

JNK

MOPS

MRF

NNV

NF-kB

NLS

Pax

PBS

RIP2

RT
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Ammoniumperoxodisulfat

Cluster of differentiation
4,6-Diamidin-2-Phenylindol-Dihydrochlorid
Diethylpyrocarbonat

Dulbecco’s modified eagle's medium
Dimethylsulfoxid
Ethylendiamintetraessigsaure
Enzyme-linked immunsorbent assay
Fluoresceinisothiocyanat

Forkhead related transcription factor
Fotales Kalberserum, Fetal bovine serum
Insulin-like growth factor
Inhibitorische-NF-kB-Proteine
IkB-Kinase

Interleukin

c-Jun N-terminale Kinase
(N-Morpholino)-Propansulfonsaure
Myogene Regulationsfaktoren

Nicht verfugbar

Nuclear factor-kB

Nuclear localization sequence
Paired box Transkriptionsfaktoren
Phosphate buffered saline

Receptor interacting protein 2

Raumtemperatur



Abkurzungsverzeichnis

SDS Natriumlaurylsulfat

SHH Sonic hedgehog

SR Superrepressor

TBS Tris buffered saline

TEMED Tetramethylethylendiamin

TLR Toll-like receptor

TNF Tumor necrosis factor

TNFR Tumor necrosis factor receptor

TRAF Tumor necrosis factor receptor associated factor
Tris Tris-Hydroxymethyl-aminomethan
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