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1

Einleitung

Im Rahmen dieser Arbeit soll die Rolle der
Basalmembranproteine Entactin-1 und -2 (auch bekannt
unter dem Namen Nidogen-1 und -2) bei der

Skelettmuskeldifferenzierung untersucht werden.

Daher soll in der Einleitung zunachst kurz auf den Aufbau
der Skelettmuskulatur und anschlieBend auf die
Skelettmuskelzelldifferenzierung eingegangen werden. Im
Anschluss daran wird die Struktur und Funktion der

Basalmembran erlautert.

Aufbau der Skelettmuskulatur

Der menschliche Korper besitzt drei Arten von Muskulatur:
die Skelettmuskulatur, die Herzmuskulatur sowie die glatte

Muskulatur.

Dabei ist die Skelettmuskulatur diejenige, welche fur die
Mobilitat des Menschen unerlasslich ist: durch sie werden

alltagliche Dinge wie Gehen und Stehen erst ermdoglicht.

Ein Skelettmuskel besteht dabei aus einzelnen Fasern,
welche auf unterschiedlichen Organisationsebenen von
Faszien umgeben werden. Eine Ubersicht tiber den Aufbau

eines einzelnen Skelettmuskels gibt Abbildung 1.
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Abb. 1: Ubersicht des Aufbaus eines Skelettmuskels. Bone:
Knochen, Tendo: Sehne, Epi-, Endo-, Perimysium: Epi-, Endo-,
Perimysium, Fascicle: Fibrillenblindel, Muscle fiber: Muskelfibrille, Blood
Vessel: Blutgefall. Aus U.S. National Cancer Institute's Surveillance,
Epidemiology and End Results (SEER) Program

(http://training.seer.cancer.gov).
1.2 Aufbau einer Muskelfaser

Die Skelettmuskelzelle selbst ist ein langes, multinukleares
Synzytium, weshalb sie auch als Skelettmuskelfaser

bezeichnet wird.

In einer Muskelfaser finden sich pro Millimeter
Muskelfaserstrecke ungefahr 50 Zellkerne. Ihr Durchmesser
liegt zwischen 40 und 80 Mikrometern, wohingegen ihre

Lange sehr variabel sein kann.

An ihrer Oberflache werden Skelettmuskelzellen durch das
Plasmalemm  abgeschlossen, welches speziell bei

Muskelzellen auch als Sarkolemm bezeichnet wird.

Das Sarkolemm bildet quer zu seiner Oberflache weit in die
Zelle vordringende Einstllpungen aus, welche als T-Tubuli

(transversale Tubuli) bezeichnet werden.

Die kleinste funktionelle Einheit der Muskelfibrille ist das
Sarkomer. Die Sarkomere haben einen strengen,
regelmaRigen Aufbau aus Aktin- und Myosinfibrillen. Sie sind
in Langsrichtung der Myofibrille angeordnet (Abbildung 2).
Im Ruhezustand haben sie eine Lange von ungefahr zwei
bis zweieinhalb Mikrometern. Bei einer Kontraktion kommt
es zu einer Verkurzung der Sarkomere, weil sich die Aktin-

und Myosinfilamente ineinander schieben.
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Abb. 2: Ubersicht eines Sarkomers. Auf der Abbildung ist der Aufbau

eines Sarkomers zu sehen. Aus Silbernagel und Despopoulus, 2003.
1.3 Muskelzelldifferenzierung

Die Muskelzelldifferenzierung ist ein komplexer und hoch
geordneter Vorgang (Ubersicht bei Sabourin und Rudnicki,
2000). Wahrend der Embryonalentwicklung kommt es unter
dem Einfluss verschiedener intra- und extrazellularer
Faktoren wie Wachstumsfaktoren, Zytokinen, Proteinen der
extrazellularen Matrix und Transkriptionsfaktoren zur
Differenzierung  von  noch  proliferationskompetenten
Myoblasten zu proliferationsinkompetenten  Myozyten.
Letztere kénnen dann miteinander zu reifen Muskelfasern
fusionieren (Ubersicht bei Sabourin und Rudnicki, 2000).
Wenn gleich viele der Faktoren, die die Myogenese
regulieren, bekannt sind (beispielsweise die myogenen
Transkriptionsfaktoren), spricht die Komplexitat des ganzen
Prozesses dafur, dass noch viele Regulatoren unbekannt

sind.
1.4 Die Basalmembran

Basalmembranen stellen eine hochspezialisierte Form der

extrazellularen Matrix dar, die sich in Form beweglicher,



1.4.1

dinner Matten zwischen allen Parenchym-Bindegewebe-
Ubergéngen befindet, das heilt also auch um und an
Muskelzellen (Ubersicht bei Sanes, 2003).

Basalmembranen trennen Gewebe voneinander indem sie
schichtartige Strukturen ausbilden und dienen gleichzeitig
der Verbindung zwischen der extrazellularen Matrix des
Bindegewebes und denjenigen Zellen, welche die

Komponenten der Basalmembran produzieren.

Basalmembranen sind ubiquitar vorkommende Strukturen,
die entweder unter Zellen abgelagert werden (wie bei Epithel
und Endothel) oder Zellen vollstandig umgeben (wie bei
Muskel-, Fett- und Nervenzellen) (Ubersicht in Erickson und
Couchman, 2000).

Struktur und Aufbau von Basalmembranen

Die Basalmembran besteht, wie mit Hilfe der
Elektronenmikroskopie nachgewiesen werden konnte, aus
zwei Schichten: der direkt mit der Plasmamembran in
Verbindung stehenden, inneren Basallamina, sowie der

aulRen liegenden Lamina fibroreticularis.

Die Basallamina unterteilt sich weiterhin in die Lamina lucida
(auch Lamina rara externa genannt) und die Lamina densa
(Ubersicht bei Lillmann-Rauch, 2003).

Das derzeitige Basalmembranmodell beruht auf der
Vorstellung von zwei selbstpolymerisierenden Netzwerken
aus Kollagen Typ IV beziehungsweise verschiedenen
Lamininen die duch Entactin-1 zusammengehalten werden
(Ubersicht bei Erickson und Couchman, 2000).
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1.4.2 Funktionen der Basalmembran

Die Funktionen der Basalmembran sind zahlreich und
vielfaltig, weshalb im Rahmen dieser Einleitung nur auf die

wichtigsten Aspekte hingewiesen werden kann.

1) Basalmembranen dienen der Adhasion von Zellen an das
Bindegewebe. Diese Adhasion wird durch spezifische und
unspezifische Verbindungen zwischen Zellmembranen und
Basalmembran sowie Basalmembran und Bindegewebe
gewabhrleistet (Ubersicht bei Alberts et al., 2004).

2) Basalmembranen koénnen Filterfunktionen Ubernehmen.
Diese Eigenschaft ist zwar ubiquitar, findet sich jedoch in der
deutlichsten Auspragung in den renalen Glomerula
(Ubersicht bei Alberts et al., 2004).

3) Basalmembranen dienen der Bindung von
Wachstumsfaktoren ~und  Hormonen.  Dadurch st
gewahrleistet, dass an Zellmembranen immer eine
konstante Konzentration dieser Substanzen herrscht und
etwaige Abweichungen schnell ausgeglichen werden

kdnnen.

4) Basalmembranen beeinflussen aulRerdem das Verhalten
von Zellen in verschiedenen Entwicklungsprozessen, wie
etwa der Zellproliferation und Zelldifferenzierung. Sie wirken
als Leitschiene fur Migration und Adhasion von Zellen,
Axonwachstum und Zellpolarisierung, erflillen also so
genannte  ,morphogenetische  Funktionen®, was im
Zusammenhang mit der vorliegenden Arbeit wichtig ist. Die
Basalmembran-Zell-Interaktionen werden vermutlich durch
verschiedene Arten von Integrinen vermittelt. Integrine sind
eine Klasse von Adhasionsmediatoren in der Lamina densa,
die die Kommunikation zwischen dem Zellinneren und der
extrazellularen Matrix ermoglichen. Wirksam werden

Integrine durch Bindung an das Zytoskelett beziehungsweise
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diverse ,second messenger‘-Systeme (intrazellular), aber
vor allem auch durch Bindung von Zelladhasionsmolekulen
an ihre die extrazellulare Domane, wodurch
Signalweiterleitung in beide Richtungen realisiert wird
(Ubersicht bei Alberts et al., 2004)

Der frihzeitige Nachweis von Basalmembranen in der
Embryonalentwicklung, vor allem von  Laminin-1,
unterstreicht die Wichtigkeit der Basalmembran bei

Entwicklungsprozessen (Ubersicht bei Sasaki et al., 2004).
1.4.3 Die Proteine der Basalmembran

1.4.3.1 Kollagene

Die Kollagene sind eine Familie von Faserproteinen, die in
allen vielzelligen Organismen vorkommen. Sie sind wichtiger
Strukturbestandteil von Haut, Knochen, Sehnen, Knorpel,
Blutgefallen und Zahnen. Bis heute sind 20 verschiedene
Kollagene beschrieben worden. Nach ihrer Struktur werden
sie in  fibrilldre, fibrillen-assoziierte,  netzbildende,
verankernde und perlenkettenartige Kollagene eingeteilt
(Ubersicht bei Alberts et al., 2004).

1.4.3.2 Laminine

Laminin ist das haufigste Glykoprotein der Basalmembran,
und wurde bis heute in mehreren verschiedenen Formen
charakterisiert. Bei Laminin handelt es sich um ein grol3es,
gut verformbares Protein, das sich aus drei Polypeptidketten
(a, B, y) zusammensetzt, die zu einem asymmetrischen
Kreuz zusammengelagert sind (Ubersicht bei Alberts et al.,
2004).

Laminine weisen mehrere funktionelle Doméanen auf, Gber
die Verbindungen zu anderen Molekulen gestellt werden
konnen. Eine davon bindet beispielsweise an Perlecan,

andere wiederum binden an Laminin-Rezeptormolekile auf



der Zelloberflache oder an Entactin. Da sich sowohl die
Entactine als auch Perlecan an Laminin anlagern konnen,

sieht man sie als eine Art Verbindungsmolekul an.

Laminine spielen in der Embryonalentwicklung sowie bei
Regenerationsprozessen und Initilerung der Ausbildung von

Basalmembranen eine wichtige Rolle (Foster et al. 1987).
1.4.3.3 Proteoglykane

Proteoglykane bestehen aus Glykosaminoglykanketten, die

kovalent an einen Proteinkern (Core-Protein) gebunden sind.

Das haufigste Proteoglykan ist das Perlecan, welches hier
Erwahnung finden soll, weil es eine Bindung zu Entactin
eingeht. Perlecan besteht aus einem ungefahr 400
Kilodalton schweren Kernprotein und ist aus sechs
globuldren Regionen aufgebaut (Ubersicht bei Alberts et al.,
2004). Es ist wahrend der Embryogenese der Maus schon
im 2-Zell-Stadium nachweisbar. Hierbei ist vor allem seine
Fahigkeit Wachstumsfaktoren zu binden von Bedeutung
(Ubersicht bei Erickson und Couchman, 2000).

1.4.3.4 Entactin (Nidogen)

Die bei dieser Arbeit zu untersuchenden Glykoproteine
Entactin-1 und -2 sind ubiquitar in Basalmembranen
vorkommende Proteine (Ubersicht bei Erickson und
Couchman, 2000). Die erstmalige Isolierung des Entactin-1
erfolgte aus dem Engelbreth-Holm-Swarm (EHS) Tumor
einer Maus (Timpl et al., 1983).

Die Entactin-1 Proteine haben eine Grof3e von 1245 (Maus),
beziehungsweise 1247 (Mensch) Aminosauren und sind zu
85 Prozent identisch (Ubersicht bei Erickson und Couchman,
2000).



1998 wurde dann das Gen fur das homologe Entactin-2
kloniert (Kohfeldt et al., 1998; Kimura et al., 1998). Dieses
Gen kodiert flr ein Polypeptid mit 1375 Aminosauren
(Kohfeldt et al.,, 1998). Die Aminosauresequenzen von
humanem Entactin-1 und -2 zeigen eine Ubereinstimmung
von 46 Prozent (Kohfeldt et al., 1998). Das murine Entactin-
2 hingegen hat nur 27,4 Prozent Sequenzgleichheit zu dem
murinen Entactin-1, besitzt jedoch viele strukturelle
Ahnlichkeiten.

Durch Ultrazentrifugation konnte fur Entactin-1 ein
Molekulargewicht von 148 Kilodalton beziehungsweise
mittels SDS-PAGE (sodium dodecylsulfate polyacrylamide
gel electrophoresis) ein  Molekulargewicht von 141
beziehungsweise 158 Kilodalton (im  reduzierten
beziehungsweise nichtreduziertem Zustand) ermittelt
werden. Bei weiteren elektronenmikroskopischen
Untersuchungen konnte eine gezeigt werden, dass Entactin-
1 aus einer einzelnen Polypeptidkette besteht, die sich zu
einer langlichen Struktur faltet und aus drei globularen
Doméanen (G1-G3) besteht, die durch zwei gestreckte
Domanen verbunden werden (Paulsson et al., 1986, Fox et
al., 1991). Die Verbindungsregion zwischen der G1 und der
G2 Domane zeigt eine gewisse Flexibilitat, wahrend die
Verbindung zwischen der G2 und der G3 Domane starr ist
(siehe Abbildung 3).

Die Gesamtlange des Glykoproteins wurde auf ungefahr 30

Nanometer geschatzt.

Des weiten konnte gezeigt werden, dass Entactin-1 sechs
Domanen besitzt, die Ahnlichkeit mit dem epidermalen
Wachstumsfaktor (epidermal growth factor, EGF) besitzen,
sowie zwei Domanen, die Ahnlichkeit mit Thyreoglobulin
(TY) besitzen: EGF-ahnliche Domanen und TY-ahnliche

Domanen. Am C-terminalen Ende konnte aulerdem eine
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Domane ermittelt werden, die Ahnlichkeit mit dem Rezeptor
fur Lipoproteine geringer Dichte (LDLR) aufweist (zur
Ubersichtsdarstellung charakteristischer Doméanen, die bei
verschiedenen Proteinen auftreten siehe Hohenester und
Engel, 2001). Die LDLR-&hnliche Domaéane sitzt zwischen
einer TY- und einer EGF-ahnlichen Domane. Ebenfalls in
dieser Region befinden sich sechs YWTD-Wiederholungen
(YWTD ist der Einbuchstabencode der Aminosauren
Tyrosin-Tryptophan-Threonin-Asparaginsaure; Springer,
1998).

AT
fiii2ellanidisn)
L at
NEHHD
G3
perlecan
collagen IV (?)
perlecan
collagen IV
laminin y1

Abb. 3: Ubersicht iiber den Aufbau von Entactin-1. Entactin-1 besteht
aus drei globuldren Doméanen: G1, G2 und G3. Uber Funktion und
Struktur von G1 ist wenig bekannt. Die fassformige G2-Domaéane wird
durch 11 B-Faltblatter gebildet, durch deren Hohlraum sich eine a-Helix
zieht. Sie ist verantwortlich fur die Bindung an Perlecan und Kollagen IV.
Die Struktur der G3 Doméane wurde als B-Propeller vorhergesagt
(Springer, 1998). Die G3 Domane bildet einen sechsblattrigen [-
Propeller Sie bindet Perlecan, Kollagen IV und die Laminin y1 Kette
(aus: Liddington, 2001)

Innerhalb der Basalmembran vermutet man, dass Entactin
eine wichtige Rolle bei der Verknipfung zwischen Kollagen
IV und Laminin-1, welche selbstandig zu Netzwerken

polymerisieren, zukommt (Fox et al., 1991).

Entactin und Laminin bilden dabei einen stabilen, nicht-
kovalenten Komplex, in dem die G3 Domane des Entactins

mit der y1-Kette des Laminins interagiert (Ubersicht bei
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Mayer et al., 1998). Wahrend die beiden Proteine in der
embryonalen Matrix sowie im EHS (Engelbreth-Holm-
Swarm) Tumor zu gleichen Anteilen vorliegen, findet man in
der Basalmembran adulter Tiere einen Entactin Uberschuss
(Mohan und Spiro, 1986).

Bei dem Entactin-Kollagen IV Komplex konnte eine
Interaktion zwischen der G2 Domane (Ubersicht bei Mayer,
Kohfeldt und Timpl, 1998) und einem ungefahr 80
Nanometer  von der NC1-Domane des Kollagen IV
entfernten Epitop identifiziert werden. Die G3 Domane zeigt
zwar auch Bindungseigenschaften, diese sind aber

wesentlich schwacher als die Laminin Bindung.

Die Summe der in vitro-Analysen flhrte zu einem Modell, in
welchem Entactin eine zentrale Rolle bei der Organisation
der Basalmembran einnimmt. Das Hauptargument hierfur
liefert die Fahigkeit des Entactins, auf Grund der raumlichen
Trennung der Bindungsstellen Dreifachkomplexe mit
Laminin und Kollagen IV zu bilden (Fox et al., 1991). Dieses
vereinfachte Bild wird jedoch der Komplexitat der vielfaltigen
zusatzlichen Bindungsmoglichkeiten des Entactins, zum

Beispiel an Fibuline, nicht gerecht.

Flar das humane Entactin-2 konnte ein Molekulargewicht von
200 kD ermittelt werden (Kohfeldt et al., 1998). Wie auch
das Entactin-1 ist es ein Glykoprotein (Kohfeldt et al., 1998).
Zwar ist es mit 40 Nanometern etwas langer als Entactin-1
(Kohfeldt et al., 1998), aber es lasst sich eine ahnliche
Proteinstruktur erkennen, welche ebenfalls aus drei
Doménen besteht, die zwischen G1 und G2 flexibel, sowie
zwischen G2 und G3 starr verbunden sind (Kohfeldt et al.,
1998).

Sowohl beim menschlichen als auch beim murinen Entactin-

2 konnten innerhalb der G2 Domane eine EGF-ahnliche
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Domane und in dem steifen Verbindungsstick vier EGF-
anliche sowie zwei Thyreoglobulin-ahnliche Domanen (TY)
gezeigt werden (Kohfeldt et al., 1998). Dies ahnelt der
Struktur von Entactin-1, allerdings fehlt die EGF-ahnliche
Domane am C-terminalen Ende (Kohfeldt et al., 1998) und
es konnte nur eine TY-ahnliches Domane identifiziert
werden (Mann et al., 1989).

Es konnte gezeigt werden, dass Entactin-2 ebenfalls an
Kollagen IV und Perlecan bindet (Kohfeldt et al., 1998),
wohingegen die Bindung zu Laminin schwacher ist (Kohfeldt
et al., 1998). AuRerdem zeigt rekombinantes Entactin-2
keine signifikante Bindung an Fibulin-1 und -2 (Kohfeldt et
al., 1998).

Exprimiert wird Entactin hauptsachlich in mesenchymalem
Gewebe (Ekblom et al., 1994) und kann bereits frih

wahrend der Mausentwicklung nachgewiesen werden.

Kohfeldt et al. konnten 1998 weiterhin zeigen, dass beide
Entactine eine ahnliche Verteilung in den Basalmembranen
verschiedener Gewebe aufweisen. Eine Abweichung zeigten
lediglich Skelett- und Herzmuskulaturfasern, in deren
Basalmembranen Entactin-2 nur schwach vertreten war.
Entactin-1 zeigte hierbei keine unterschiedliche Verteilung
(Kohfeld et al., 1998). Dies weist auf unterschiedliche

Funktionen der beiden Entactine in diesen Geweben hin.

Durch in vivo Studien konnte gezeigt werden, dass Entactin-
1 knockout Mause subtile neurologische Defekte und
strukturelle Abweichungen der Basalmembran aufweisen
Dong et al., 2002), obwohl zuvor weder in Entatin-1 noch in
Entactin-2 knockout Mausen offenkundige Phanotypen
nachgewiesen werden konnten (Murshed et al., 2000;
Schymeinsky et al., 2002).

17



Entactin-1 und -2 Doppel-knockout Mause entwickeln sich
bis zur Geburt, sterben jedoch danach an Herz- und
Lungendefekten. Dass unterschiedliche Effekte auf
verschiedene Organe und Gewebe zu finden waren, lasst
auf gewebsspezifisch unterschiedliche Funktionen der
Proteine schliel3en (Bader et al., 2005).

1.5 Fragestellung und Ziele dieser Arbeit

Bereits im Vorfeld dieser Arbeit gab es Hinweise auf eine
Rolle der Entactine bei der Skelettmuskelzelldifferenzierung:
Insbesondere findet man eine starke Anreicherung von
Entactinen in den myogenen Regionen der murinen
Extremitatenknospen (Godfrey und Gradall, 1998). Auf eine
unterschiedliche Funktion der beiden Entactin-Isoformen in
der Skelettmuskulatur weist die Tatsache hin, dass Entactin-
2 in den Basalmembranen von Skelett- und
Herzmuskelfasern nur in sehr geringem Umfang vorhanden
ist, wohingegen Entactin-1 keine unterschiedliche Verteilung
aufweist (Kohfeldt et al., 1998). Schliel3lich konnte unsere
Arbeitsgruppe vor Beginn dieser Arbeit zeigen, dass die
Expression der beiden Entactin-Isoformen wahrend des
Muskelzelldifferenzierungsprozesses gegenlaufig reguliert
wird: die Expression des entactin-1-Gens wird reprimiert,
wahrend die des entactin-2-Gens stark induziert wird (Munz
und Blau, unveroffentlichte Ergebnisse). Diese Ergebnisse
weisen auf eine wichtige aber unterschiedliche Funktion
beider Entactin-Isoformen in der Skelettmuskulatur und bei

der Skelettmuskelzelldifferenzierung hin.

Weiterhin konnte unsere Arbeitsgruppe mittels Northern Blot
zeigen, dass das Expressionsniveau das entactin-2-Gens
ungefahr 24 Stunden nach Induktion der Differenzierung den
Maximalwert (ungefahr 10 mal héher als in proliferierenden

Zellen) erreicht, um nach 48-72 Stunden wieder den
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Basalwert zu erreichen. Die Expression des entactin-1-Gens
hingegen sinkt kontinuierlich ab. Ungefahr 72-96 Stunden
nach der Induktion der Differenzierung ist kaum mehr

Entactin-1 nachzuweisen.

Allerdings ist die absolute Expression des entactin-1-Gens in
proliferierenden Zellen um ein Vielfaches hoher als die des

entactin-2-Gens.

Auf Proteinebene konnte mittels Western Blot mit
entsprechender zeitlicher Verzégerung Ahnliches festgestellt

werden.

Zudem konnte gezeigt werden, dass das ent-2-Gen ein
primary response-Gen ist, was bedeutet dass keine
Neusynthese von Proteinen erforderlich ist, um die Induktion

herbeizufihren.

Ebenfalls gezeigt werden konnte, dass durch Hemmung der
p38 MAP Kinase, welcher eine Schlusselrolle bei der
Myoblastendifferenzierung zukommt, die Induktion der
entactin-2-Expression nicht gehemmt wurde. Das lasst auf
andere, p38-unabhangige, Signaltransduktionswege

schlie®en (Munz und Blau, unveroéffentlichte Ergebnisse).

In der vorliegenden Arbeit sollte nun der Frage
nachgegangen werden, welche Funktion die beiden
Entactin-Proteine bei der Skelettmuskelzelldifferenzierung
haben. Dabei sollten zum einen Muskelzelllinien untersucht
werden, die die beiden entactin-Gene Uberexprimieren, zum
anderen sollte die entactin-Expression in
Skelettmuskelzellen mittels spezifischer siRNAs gehemmt

werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien und Verbrauchsmaterialien

Agar
Agarose MP
Ampicillin

Blocking Reagent
Bromphenolblau
Calciumchlorid

CDP-Star

Chamberslides
Chromatographiepapier (3MM)
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM)
Diethylpyrocarbonat (DEPC)
ECL-Detektionsreagenzien
Ethanol

Ethidiumbromid (EtBr)

Falcon Einmalpipetten (5ml, 10ml, 15ml)
Fetal Bovine Serum (FBS)

first strand buffer, 5x
Formaldehyd

Glutamin

Glycerin

Hybond-N-Membran
Hybond-P-Membran
Isopropanol
Isopropylthiogalaktosid (IPTG)
Kaliumchlorid

Kryo-Rbéhrchen
Ligationspuffer, 10x
Lithiumchlorid
Magnesiumchlorid
Maleinsaure

Methylenblau

MOPS

2-Mercaptoethanol

Natriumchlorid

Roth, Karlsruhe

Roche, Mannheim

Sigma, Steinheim

Roche, Mannheim

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roche, Mannheim

Nunc, Wiesbaden
Whatman, Maidstone, GB
Biochrom AG, Berlin

Roth, Karlsruhe
Amersham, Braunschweig
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Becton Dickinson, Heidelberg
Biochrom, Berlin

Roche, Mannheim

Roth, Karlsruhe
Biochrom, Berlin

Roth, Karlsruhe
Amersham, Braunschweig
Amersham, Braunschweig
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

TPP, Schweiz

Roche, Mannheim

Roth, Karlsruhe

Roth, Karslruhe

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt
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N-Lauroylsarcosine

Oligo d(T)¢5-Primer

PCR-Puffer, 10x
Penicillin/Streptomycin

Phenol

Pipettenspitzen (10pl, 100ul, 1000ul)
Polaroid-Filme

Roéhrchen, 50ml

Roti-Mark Prestained
SDS/Natriumlaurylsulfat

Trichlormethan (Chloroform)
Tris-Hydroxymethyl-aminomethan (Tris)
Trypanblau

Trypsin

Tween20

Ultra Pure Water
5-Bromo-6-chloro-3-indolyl-3-D-galaktosid (X-Gal)
Zellkulturflaschen

Zellkulturschalen

Zellkultur-Testplatten

2.1.2 Enzyme

Restriktionsenzyme + Puffer
Reverse Transkriptase
Taqg-DNA-Polymerase
T4-DNA-Ligase

2.1.3 Antikorper

anti-Aktin, aus Kaninchen

Sigma, Steinheim
Promega, Madison, U.S.A.
Roche, Mannheim
Biochrom, Berlin

Roth, Karlsruhe
Sarstedt, Nimbrecht
Polaroid, St. Albans, UK
Sarstedt, Nimbrecht
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Biochrom, Berlin
Biochrom, Berlin

Roth, Karlsruhe
Biochrom, Berlin
Roche, Mannheim
Sarstedt, Nimbrecht
TPP, Schweiz

TPP, Schweiz

Roche, Mannheim
Roche, Mannheim
Roche, Mannheim

Roche, Mannheim

Sigma-Aldrich, Miinchen

anti-a Tubulin, aus Maus Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA

anti-Caveolin-3, aus Maus Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA
anti-Digoxigenin-AP Roche, Mannheim
anti-Ki67, Ziege
anti-RIP2, Kaninchen
Esel-anti-Kaninchen
(ECL)

Schaf-anti-Maus IgG, Peroxidase-gekoppelt (ECL)

Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA
Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA
IgG,

Peroxidase-gekoppelt Amersham, Braunschweig

Amersham, Braunschweig



Kaninchen-anti-Ziege IgG, Peroxidase-gekoppelt Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA

(ECL)

2.1.4 Oligodesoxynukleotide

Primer zu Klonierung von Entactin 1
Entactin-1, Maus (Durkin et al., 1988)

zur Klonierung eines 501bp-Fragmentes

Ent-1(5’): 5-CG GGATCC GCAAGCTGGT CCTGAAGCAG-3’
Ent-1(3’): 5-CG GAATTC TAGCAAGTCT GCCCGTCTCC-3’

2.1.5 Plasmide

pSPORT1-Entactin-1, verified partial clone
pYX-Asc-Entactin-2, full length clone
pME18S-FL3-MyoD1, EST Clone (sequence-
verified)

pBluescript LION-p21, EST Clone (sequence-
verified)

pBluescript LION-Myogenin, verified partial clone

2.1.5.1 Vektoren

pBluescript SKII(-) (Transkriptionsvektor)

2.1.6 ,Kits"

BCA* Proteinbestimmungssystem
5-Bromo-2’-deoxy-uridine Labeling and Detection
Kit

DIG RNA Labeling Kit (SP6/T7)

QIAGEN Plasmid Maxi/Midi Kits

QlAexll Kit

RNeasy Kit

Silencer ® siRNA Transfection Il Kit

2.1.7 Bakterienstamme

E. coli XL1 Blue

rzpd, Berlin
rzpd, Berlin
rzpd, Berlin

rzpd, Berlin

rzpd, Berlin

Stratagene, Heidelberg

Pierce, Rockford, lllinois, USA

Roche, Mannheim

Roche, Mannheim

Diagen, Dusseldorf

Diagen, Dusseldorf

Diagen, Dusseldorf

Ambion Inc., Huntington, UK

Stratagene, Heidelberg
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2.1.8 Eukaryontische Zelllinien

c2C12
C2C12-ent-1

C2C12-ent-1 antisense
C2C12-ent-2
C2C12-ent-2 antisense

C2C12-lacZ

Mausemyoblasten, Helen Blau, Stanford University
Mausemyoblasten, Barbara Munz und Helen Blau,
Stanford University
M&usemyoblasten, Barbara Munz und Helen Blau,
Stanford University
Mausemyoblasten, Barbara Munz und Helen Blau,
Stanford University
Mausemyoblasten, Barbara Munz und Helen Blau,
Stanford University
Mausemyoblasten, Barbara Munz und Helen Blau,

Stanford University

2.1.9 Standardpuffer und Losungen

PBS

TAE

TBS-T

20xSSC

140mM NaCl
30mM KCI

6,5 mM Na;HPO,
1,4mM KH,PO,

0,04M Tris-Acetat
0,1mM EDTA

0,15M NaCl
10mM Tris HCI pH 8,0
0,05M Tween20

3M NaCl
0,3M NasCitrat
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2.2 Methoden
2.2.1 Zellbiologische Methoden

2.2.1.1 Kultivierung und Aufbewahrung eukaryontischer Zellen

Alle in dieser Arbeit verwendeten Zelllinien wurden in
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) mit
Penicillin/Streptomycin (je 100U/ml) sowie 20% Serum vom
fotalen Kalb (FKS) kultiviert. Die Anzucht erfolgte im
Brutschrank bei 37°C, 95% relativer Luftfeuchtigkeit und 5%
CO,.

Alle Zellen wurden vor Erreichen vollstandiger Konfluenz
passagiert. Dazu wurden sie nach Abnahme des
Kulturmediums mit sterilem PBS gewaschen und durch
Zusatz von Trypsin/EDTA abgelost. Die Zellen wurden in

frischem Medium aufgenommen und weiterkultiviert.

Trypsin/EDTA:

Trypsin (w/v) 0,05%
EDTA 0,02M
PBS 1x

Zur langerfristigen Lagerung wurden eukaryontische Zellen
nach dem Passagieren in DMSO-haltigem Einfriermedium
aufgenommen, in speziellen Einfriergefalien (Kryotubes)
moglichst langsam (ca. 1°C/min) abgekuhlt und in

Stickstofftirmen aufbewahrt.

Einfriermedium:

DMEM 1x
FKS 10%
DMSO 10%



Zur erneuten Kultivierung wurden die Zellen im 37°C
Wasserbad aufgetaut, mit viel DMEM/20% FKS gewaschen

und in geeignete Kulturflaschen tberfuhrt.
2.2.1.2 Kontrolle transfizierter Zellklone durch G-418-Selektion

Zuweilen wurden dem Kulturmedium der C2C12-ent-1 Zellen
400upg/ml G-418 zugegeben und die Uberlebenden Zellen bis

zum Einfrieren in G-418-haltigem Medium kultiviert.
2.2.1.3 Zellzahlbestimmung mit der Neubauer-Kammer

Um die Anzahl von Zellen in einem Kulturgefal® zu
bestimmen wurden die Zellen trypsiniert und das Sediment
anschlielend in 1ml Zellkulturmedium resuspendiert. Davon
wurden 10pl abgenommen und mit 90yl Trypanblau 0,5%
versetzt, was eine Verdiunnung von 1:10 ergab. Davon
wiederum wurden 10pl auf die Zahlkammer gegeben und die
vier aulReren Eckquadrate, jedes mit einem Volumen von
0,1ul, ausgezahlt, der Mittelwert gebildet und dieser Wert
dann mit 0,1uI*10*1000ul muiltipliziert (Volumen des

Eckquadrates*Verdlinnung*Zellsuspensionsvolumen).
2.2.1.4 Transfektion von Silencer siRNA

Das Kit der Firma Ambion wurde den Angaben des
Herstellers folgend angewended. Es hat sich das
Transfektionsreagent siPort Amine mit einer Konzentration
von 10ul pro Vertiefung einer Zellkulturplatte mit sechs

Vertiefungen als glinstig erwiesen.
2.2.2 Mikrobiologische Methoden

2.2.2.1 Anzucht und Aufbewahrung von E.coli Stdmmen

E.coli Flussigkulturen in LB-Medium (gegebenenfalls mit
Antibiotika versetzt) wurden Uber Nacht unter Schitteln bei
37°C inkubiert.
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LB-Medium:

Bacto Trypton (w/v) 1%
Hefeextrakt (w/v) 0,5%
NaCl (w/v) 1%
Antibiotika:

Ampicillin 100ug/ml

E.coli Kulturen wurden ebenfalls Uber Nacht bei 37°C
inkubiert. Zur Herstellung der Platten wurde LB-
Flussigmedium vor dem Autoklavieren mit 1,5% (w/v) Agar
versetzt, nach dem Autoklavieren auf ca. 50°C abgekuhlt,
bei Bedarf mit Antibiotika versetzt und in sterile Petrischalen
gegossen. Die Platten wurden nach dem Erkalten bei 4°C

aufbewahrt.

Waren die Bakterien mit Plasmiden transformiert, die die
Méglichkeit des ,Blau/WeiR-Screenings® zur Uberpriifung
der Klonierungseffiziens boten (z.B. pBluescript SK Il (-)),
wurden vor dem Ausstreichen der Bakterien zunachst 100l
X-Gal- und 40ul IPTG-Stammlésung pro LB-Ampicillin-Platte

ausplattiert.

X-Gal-Stammldsung:

2% X-Gal (5-Bromo-6-chloro-3-indolyl-beta-D-galaktosid) in  100%
Dimethylformamid (DMF) (w/v)

IPTG-Stammldsung:

0,1M IPTG in H,O

Zur langerfristigen Lagerung von E.coli Zellen wurden 2,5ml

einer frischen Ubernachtkultur mit 0,8ml autoklaviertem



Glycerin (ca.87%ige Stammldsung) versetzt und bei —80°C

aufbewabhrt.
2.2.2.2 Herstellung transformationskompetenter E.coli Zellen

Um rekombinante Plasmide zu vermehren, wurden diese in
E.coli Zellen eingebracht. Zur Herstellung
transformationskompetenter Bakterien des Stammes XLA1
blue wurde eine frische Ubernachtkultur 1:100 mit LB-
Medium verdinnt und unter Schutteln bei 37°C so lange
inkubiert, bis eine Absorption von 0,4 bis 0,5 bei 620nm
erreicht war. Nach Zentrifugation (10min bei 4°C und 2500
Upm) wurde das Sediment vorsichtig in einem Viertel des
ursprunglichen  Volumens an kalter, steriler 0,1M
Magnesiumchloridldsung resuspendiert. Nach 30min
Inkubation auf Eis wurde wie oben zentrifugiert und das
Sediment in einem Finfzigstel des urspringlichen Volumens
an kalter, steriler 0,1M Calciumchloridlésung resuspendiert.
Nach 3-4h Inkubation im Eisbad wurde steriles 87%iges
Glycerin bis zu einer Endkonzentration von 30% zugegeben.
Aliquotiert konnten die Zellen dann uber mehrere Monate

hinweg bei —80°C gelagert werden.
2.2.3 Molekularbiologische Methoden

2.2.3.1 Transformation von E.coli Zellen mit Plasmid-DNA

200ul tranformationskompetenter E.coli Zellen (siehe
2.2.2.2) wurden mit einer geeigneten Menge Plasmid-DNA
oder einem Ligationsansatz versetzt. Es wurde sofort
vorsichtig gemischt und mindestes 30min im Eisbad
inkubiert. Nach einem Warmeschock (90sec bei 42°C)
wurde der Transformationsansatz sofort wieder auf Eis
gebracht und nach weiteren 5min mit 600ul LB-Medium
versetzt. Nach 30min Schutteln wurden die Bakterien auf

LB-Ampicillin-Platten, die gegebenfalls vorher mit X-Gal und



IPTG behandelt worden waren (siehe 2.2.2.1),
ausgestrichen und 16-20h bei 37°C inkubiert.

2.2.3.2 Reinigung von Nukleinsduren (iber Phenolextraktion und

Ethanolféllung

Um Nukleinsauren von entsprechenden Verunreinigungen
zu saubern, wurden sie einem
Phenol/Chloroformwaschgang unterzogen und anschlieend

mit Ethanol gefallt.

Dazu wurden die Proben 1:1 mit der unteren Phase des
Phenol-Chloroformansatzes versetzt und nach gutem
vortexen zur Phasentrennung zentrifugiert (13.000Upm,
1min, RT). Im Folgenden wurden die sich in der wassrigen
(oberen) Phase befindlichen Nukleinsauren mit dem 2,5-
fachen Volumen 100%igem Ethanol, sowie dem 0,1-fachen
Volumen 3M Natriumacetatlosung bei —80°C wahrend einer

halben Stunde gefallt.

SchlieBlich wurde der Ansatz erneut zentrifugiert
(13.000UpM, 15min, RT) und das Sediment, nach einem
Waschgang mit 70%igem Ethanol, in einer entsprechenden
Menge DEPC-H,0 resuspendiert.

Phenol/Chloroform, pH 7.,5:

Phenol 4,5 Volumina
Chloroform 4.5 Volumina
1M Tris-HCI pH 9,5 1 Volumen

2.2.3.3 Konzentrationsbestimmung von Nukleinséuren

Die Konzentration von DNA und RNA in wassriger Losung
wurde durch Absorptionsmessung bei 260nm bestimmt. Die
Messungen wurden in Quarzkuvetten gegen ddH.O als
Referenzwert durchgefuhrt. Das Verhaltnis der Absorptionen

260nm zu 280nm wurde als Mafdstab fur die Reinheit der



Nukleinsaren herangezogen, wobei im Idealfall Werte

zwischen 1,6 und 2,0 erreicht wurden.
2.2.3.4 DNA Préparation

2.2.3.4.1 Plasmid-Schnellpraparation aus 2 ml-Kulturen

Diese Methode diente der schnellen Gewinnung von
Plasmid-DNA in kleinen Mengen, vor allem zum

analytischen Gebrauch.

Eine 2ml  LB-Ubernachtkultur ~ wurde  zentrifugiert
(13.000Upm, 30sec, RT) und anschliefend das Sediment in
100yl Puffer P1 (aus dem QIAGEN Plasmid Maxi/Midi Kit
von Diagene) resuspendiert. Nach Zugabe von weiteren
100ul Puffer P2, ebenfalls aus o.g. Kit, wurde der Ansatz
vorsichtig gemischt und dann bei RT 5min inkubiert. Es
wurden dann 100ul Puffer P3, ebenso aus o.g. Kit, zur
Neutralisation hinzugegeben und wahrend einer weiteren
funf-mindtigen Inkubation im Eisbad aggregiert die
chromosomale DNA mit Proteinen und Lipiden zu einem
unldslichen Prazipitat. Dieser wurde dann auch nach kurzer
Zentrifugation (13.000Upm, 5min, 4°C) abgenommen, einer
Phenol/Chloroform-Extraktion unterzogen und die DNA mit
100%igem Ethanol prazipiert. Die gefallte DNA wurde nach
einer weiteren Zentrifugation (13.000Upm, 15min, 4°C) in
100l wassriger RNase A-Losung (100ug/upl) aufgenommen.
In der Regel wurden davon 10yl fur einen

Restrikitionsverdau eingesetzt.

2.2.3.4.2 Plasmid-Praparation mit dem Qiagen-Plasmidkit

Plasmid-DNA in golkeren Mengen wurde aus 100ml einer
frischen E.coli Ubernachtkultur mit Hilfe der Plasmid Midi
bzw. Maxi Kits der Firma Diagen entsprechend den Angaben

des Herstellers isoliert.



2.2.3.5 Agarose-Gelelektrophorese von Nukleinséuren

2.2.3.5.1 Analytische Agarose-Gelelektrophorese

Die Auftrennung von DNA-Fragmenten erfolgte in 0,7-
2,5%igen Agarosegelen in TAE Puffer. Zur Auftrennung
gesamtzellularer DNA wurden 1%ige Gele verwendet.
Standardmalig wurde 1ug Ethidiumbromid pro ml Gel

hinzugegeben.

Die Proben wurden jeweils mit einem geeigneten Volumen
Auftragspuffer versetzt. Die Elektrophorese erfolgte bei
100V.

Die Gele wurden im UV-Durchlicht betrachtet (256nm) und
mit einer Polaroidkamera (Blende 16, 0,5sec; 3000ASA,
Roffilter) fotografiert.

Auftragspuffer:

Saccharose 40% (w/v)
Bromphenolblau 0,25% (w/v)
Xylencyanol 0,25% (w/v)
Orange G 0,25% (w/v)

2.2.3.5.2 Praparative Agarose-Gelelektrophorese

Zur lIsolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen
wurde standardmafRig das QlAexll-Kit der Firma Diagen

nach Angaben des Herstellers verwendet.

In vitro Reaktionen an DNA

2.2.3.6.1 Spaltung mit Restriktonsendonukleasen

Die Arbeit mit den Restriktionsendonukleasen erfolgte den
Angaben des Herstellers (Roche, Mannheim) entsprechend.
Es wurden 0,5-1 Einheit Restriktionsenzym pro yg DNA

eingesetzt.
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2.2.3.6.2 Ligation

Im Allgemeinen wurde ein stochiometrisches Verhaltnis von
1:3 bis 1:4 zwischen Vektor und dem einzufigenden DNA-
Fragment gewahlt. Das Herstellen des Ansatzes aus Vektor,
dem uber praparative Agarose-Gelektrophorese
aufgereinigten  DNA-Fragment, sowie 1,5-2ul  10x
Ligationspuffer erfolgte auf Eis. Anschliefend wurde 1U T4-
DNA-Ligase hinzugegeben.

Die Inkubationszeit betrug 2-20h bei RT.

2.2.3.6.3 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die PCR erfolgte mit einem Volumen von 50ul in speziellen,

sterilen GefalRen in der PCR-Maschine.

Ansatz, allgemein:

DNA-Matrize (cDNA) 2yl
10x Puffer 5ul
dNTP-Mix (je 2,5mM) 8ul
5’-Primer (50uM) 1ul
3’Primer (50uM) 1ul
ddH20 32,8yl
Tag-DNA-Polymerase (1U) 0,2ul

Je nach Konzentration der eingesetzten DNA-Matritze
wurden 20 bis 40 Reaktionszyklen durchlaufen. Die
Amplifikationszeit richtete sich nach der Lange des zu
erwartenden Produktes, wobei davon ausgegangen wurde

das pro 1kb zu synthetisierender DNA ungefahr eine Minute

bendtigt wird.
Denaturierung 4min 95°C
LAnnealing“ der Primer 2min 40-60°C

Polymerisation 0,5-3min 72°C



2.2.3.7 RNA-Techniken

2.2.3.7.1 Allgemeine Richtlinien flr das Arbeiten mit RNA

Beim Arbeiten mit RNA wurden sterile Plastik- oder
gebackene Glasgefalle (200°C, 8h) verwendet. Alle
Losungen wurden durch Zusatz von Diethylpyrocarbonat
(DEPC) von RNasen befreit. Die Losungen wurden dazu mit
0,1% (v/v) DEPC versetzt, mindestens 16h bei RT inkubiert
und anschlieRend, um das DEPC zu entfernen, autoklaviert.
Tris-haltige Loésungen wurden in gebackenen Gefalden mit
DEPC-Wasser hergestellt.

2.2.3.7.2 lIsolierung gesamtzellularer RNA

Die Isolierung der RNA wurde anhand des Qiagen RNeasy
Kits der Firma Diagen durchgefihrt und anschliellend die

Konzentration im Photometer (siehe 2.2.3.3) gemessen.
2.2.3.7.3 Northern Blot

0,5-8ug gesamtzellulare RNA wurden mit 10-15ul Ladepuffer
und eventuell mit einer entsprechenden Menge DEPC-
Wasser, um ein einheitliches Probenvolumen zu erlangen,
versetzt. Vor dem Auftragen wurden die Proben flr 1min im
Heizblock auf 85°C erhitzt.

Es wurde ein 1%iges, vertikales Agarosegel mit 1x MOPS
als Laufpuffer verwendet und die Elektrophorese dann bei
100-150V (40mA) fur 1-2h durchgefuhrt.

AnschlieRend wurde das Gel mit 20x SSC angefeuchtet und
uber Nacht mittels des Kapillarblotverfahrens auf eine
Nylonmembran (N-Hybond) transferiert, welche vorher mit
DEPC und 20x SSC benetzt worden ist. Als Puffer wurde
20x SSC verwendet, sowie Chromatographie-Papiere in
geeigneter Menge um die Kapillarwirkung aufrecht zu

erhalten.



Nach erfolgtem Transfer wurde die Membran einige Minuten
in 2x SSC gewaschen und danach durch 3min UV-
Bestrahlung bei 120mJ die RNA auf der Membran fixiert.

Das Anfarben der RNA erfolgte durch 1-2min Schwenken in
Methylenblau-Farbelosung. Im Folgenden wurde die
Membran mit DEPC-Wasser entfarbt und die 18S- sowie die
28S-RNA-Bande markiert um spater die Grolle der mRNA

abschatzen zu konnen.

Die Vorhybridisierung wurde fir 1h bei 68°C im Wasserbad,

unter Schutteln, mit Hybridisationslésung durchgefuhrt.

Die Hybridisierung erfolgte dann im gleichen Puffer, welcher
zusatzlich die entsprechende Sonde enthielt. Diese wurde
vorher in 100pl Hybridisationslésung im Heizblock 10min auf
68°C erhitzt. Die Hybridisierung fand Uber Nacht und
ebenfalls bei 68°C im Wasserbad statt.

Im Anschluss erfolgten verschiedene Wasch-Schritte. Zuerst
wurde die Membran bei RT 3x 5min auf dem Schattler mit
Waschlosung Nr.1 gewaschen, dann 2x 20min erneut im
Wasserbad bei 68°C in Waschlésung Nr.2. Anschliel3end
wurde bei RT fur 5§ min auf dem Schuttler in Puffer 1
gewaschen und dann fur 1h, ebenfalls bei RT und auf dem
Schuttler, in Blockingpuffer 1%. Diesem wurde dann Anti-
Digoxigenin-AP  in  1:15000 Verdinnung zugegeben.
Letztendlich wurde die Membran dann noch 1x 5min, 2x
15min in Puffer 1 plus 0,3% Tween 20 sowie 1x 5min in

Puffer 3 gewaschen.

Zum Entwickeln wurde die Membran dann in Folie
eingeschlagen und 5min mit Puffer 3 plus 1:100 CDP-Star
inkubiert.

Abschlie®end konnte ein Film aufgelegt werden.
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Als Kontrolle fur gleichmafRige Beladung der Spuren wurde

eine Hybridisierung mit einer gegen die fur das ribosomale

Protein rpl32 kodierende mRNA verwendet oder das Signal

auf die Methylenblaufarbung normiert

1%iges Agarose Gel (100ml):

Agarose

DEPC H,O

10x MOPS
Formaldehyd

Ladepuffer (15ml):

Formamid
Formaldehyd
DEPC-H,0
10x MOPS
80% Glycerin

gesattigtes Brompenolblau

19
84,6ml

10ml
5,4ml

7,2ml
2,6ml
1,8ml
1,6ml
1ml

0,8ml

RNA-Hybridisationslosung (50ml):

Formamid 100%

20x SSC

10% Blocking-Lésung
20% N-L Sarcosin
10% SDS

DEPC-H,0

Waschlosung Nr.1:

20x SSC
10% SDS
DEPC-H,0

Waschlosung Nr.2:

25ml
12,5ml
10ml
0,25ml
0,1ml
2,15ml

10ml
5ml
445ml|
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20x SSC 2,5ml

10% SDS 5ml

DEPC-H,0O 492,5ml

Puffer 1 (11):

Maleinsaure 11,69

NaCl 8,759

NaOH auf pH 7,5 einstellen
DEPC-H,0O auf 1 Liter auffillen

Puffer 3 (50ml), immer frisch angesetzt:

1M Tris pH 9,5 5ml
5M NaCl 1ml
5M MgCl, 0,5ml
DEPC-H,0 43,5ml

2.2.3.7.4 Umschreiben von RNA in cDNA mittels reverser Transkription

5ug RNA wurden in 7yl DEPC-H,O gelost, mit 0,5ul Oligo
d(T)1s-Primer (=0,5ug) gemischt, 10min bei 70°C inkubiert
und anschlieflend auf Eis gebracht.

Nach Zugabe des RT-Mixes wurde der Ansatz 60min bei

37°C inkubiert und danach 5min auf 95°C erhitzt.

RT-Mix:

5xPuffer (first strand buffer) 4ul
RNAse Inhibitor 1l
dNTP-Mix (je 2,5mM) 4ul

Reverse Transkriptase (200U)  0,5pl
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2.2.4 Proteinchemische Methoden

2.2.4.4

2.2.4.5

2.2.4.6

Herstellung von Proteinlysaten aus kultivierten Zellen

Nach Abnahme des Mediums und zweimaligem Waschen
mit PBS wurde das Zellsediment in 100-200ul Lysispuffer mit

Protease Inhibitor resuspendiert.

Anschlieend wurde die Losung einer Ultraschallbehandlung
unterzogen. Danach wurden die restlichen Zelltrimmer bei
4°C 1min herunterzentrifugiert, der Uberstand abgenommen
und davon 1yl zur Proteinkonzentrationsbestimmung

weiterverwendet.
Bestimmung von Proteinkonzentrationen

Zur Konzentrationsbestimmung wurde mit dem Kit BCA*
Protein der Firma Pierce gearbeitet und nach den Angaben

des Herstellers verfahren.

Die Absorbtion wurde im Photometer bei 562nm gemessen.

Diskontinuierliche SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-

PAGE)

Es wurde mit dem Puffersystem nach Laemmli (1970; Glycin
als Zwitterion) gearbeitet, wobei die Elektrophorese in
vertikaler Richtung in Gelen von ca. 1,5mm Dicke erfolgte.
Die Gele bestanden aus einem jeweils ca. 1,5cm breitem
Sammelgel, sowie einem sich daran anschlieRenden ca.

5cm breitem Trenngel.

Die Proben wurden vor dem Auftragen mit einem geeigneten
Volumen Proben-Auftragspuffer (5x konz.) versetzt,
anschlieBend 5min im Heizblock auf 95°C erhitzt und

unmittelbar danach auf das Gel aufgetragen.

Die Elektrophorese erfolgte bei maximal 35mA bis die

Lauffront das Gelende erreicht hatte (ungefahr 1 bis 1,5h).
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Zusammensetzung des Trenngels:

Acrylamid Konzentration

Acrylamid-Bisacrylamid

(30:0,8)

1M Tris-HCI pH 8,8

10% (w/v) SDS

87% (v/v) Glycerin

H.O
10% (w/v) APS
TEMED

7,5% 10%

10ml 13,3ml
15ml 15ml
0,4ml  0,4ml
4,5ml  4,5ml
10ml 6,7ml
0,4ml  0,4ml
20ul 20ul

Zusammensetzung des Sammelgels:

Acrylamid-Bisacrylamid

(30:0,8)

1M Tris-HCI pH 6,8

10% (w/v) SDS
H,O

10% (w/v) APS
TEMED

5,0ml

3,75ml
0,3ml
20,7ml
0,3ml
20yl

Proben-Auftragspuffer (5x konz.):

Glycerin
SDS
Tris-HCI pH 8,0

Bromphenolblau

B-Mercaptoethanol

SDS-PAGE-Laufpuffer:

Tris
Glycin
SDS

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

25mM
192mM
0,1%

15%

20ml
15ml
0,4ml

4,5ml

0,4ml
20ul
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2.24.7

Immunologische Methoden

2.2.4.7.1 Western Blot

Dies ist eine Methode, die dem Nachweis von Proteinen aus
SDS-Polyacrylamidgelen mit Hilfe von Antikérpern dient.
Zunachst wurden die Proteine elektrisch auf eine
Nitrozellulosemembran transferiert (,geblottet").
AnschlieBend wurde die Membran zur Absattigung
unspezifischer Bindungsstellen mit einer hochkonzentrierten
Proteinlésung und dann mit dem ersten Antikdrper, welcher
das nachzuweisende Protein erkennt, inkubiert. Die
Detektion erfolgte dann mit Hilfe eines an ein spezifisches
Enzym gekoppelten zweiten Antikorpers, welcher eine

geeignete Nachweisreaktion katalysiert.
Transfer:

Auf die Anode der Blotapparatur wurden zuerst sechs Lagen
in Anodenpuffer 1 (300mM Tris; 20% Ethanol) sowie vier
Lagen in Anodenpuffer 2 (25mM Tris; 20% Methanol)
getrankte Chromatographiepapiere gelegt. Daran schlossen
sich die in Anodenpuffer 2 getrankte Nitrozellulosemembran
(Hybond P), das Trenngel sowie sechs Lagen in
Kathodenpuffer (25mM Tris; 20% Methanol; 40mM e-
Aminocapronsaure) getrankten Chromatographiepapiers an,
wodurch die Verbindung zur Kathode hergestellt wurde. Es

wurde mit einer Stromstarke von 1TmA/cm2 geblottet.

Inkubation mit den Antikdrpern:

Alle Inkubationschritte erfolgten unter leichtem Schwenken
bei RT.
Absattigung 3% Milchpulver in TBS-T; 0,5h

1. Antikérper geeignete Verdlnnung in 3%
Milchpulver/TBS-T; 1h
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Waschen 3x5min in TBS-T

2. Antikorper geeignete Verdinnung in 3%
Milchpulver/TBS-T; 30-60min

Waschen 3x5min

TBS-T 0,15M NaCl
10mM Tris-HCI pH 8,0
0,05% (v/v) Tween 20

Als Kontrolle flr eine gleichmallige Beladung der Spuren
wurde die Inkubation mit einem a-Tubulin Antikorper

verwendet.

Entwicklung:

ECL: Die Antikorper-gekoppelte Meerrettich-Peroxidase
katalysiert die Oxidation von Luminol (3-
Aminophthalhydrazid) durch Wasserstoffperoxid, wodurch 3-
Aminophthalsdaure und Stickstoff entstehen. Bei dieser
Reaktion wird Energie in Form von Licht (425nm) freigesetzt,
wodurch eine Detektion anhand der Schwarzung auf dem
Roéntgenfilm moglich ist. Es wurde ein entprechender Kit der

Firma Amersham verwendet.

2.2.4.7.2 5-Bromo-2’-deoxy-uridin Markierung

Zur Proliferationsbestimmung wurde ein Kit der Firma Roche
verwendet, mit dessen Hilfe die zu untersuchenden Zellen
wahrend der Replikation BrdU anstelle von Thymidin in ihr

Genom einbauen.

Proliferierende Zellen konnten nun einfach Uber einen
monoklonalen  Antikorper gegen BrdU und einem
sekundaren, mit Fluorochrom konjugiertem Antikorper mit

Hilfe eines Fluoreszenzmikroskopes visualisiert werden.



3 Ergebnisse

3.1 Untersuchungen an C2C12-Zellinien, die das entactin-1 bzw.

das entactin-2-Gen uberexprimieren

Im ersten Teil dieser Arbeit sollte das Proliferations- und
Differenzierungsverhalten von C2C12-Zelllinien, welche die

entactin-Gene Uberexprimieren, untersucht werden.

Dazu wurde die murine Myoblasten-Zelllinie C2C12

verwendet.

Die Induktion der Differenzierung bei C2C12-Zellen erfolgt
generell durch Zugabe von Medium mit zwei-prozentigem
Pferdeserum. Der Ablauf der Differenzierung bei diesen
Zellen gleicht mechanistisch sehr stark der
Muskeldifferenzierung wahrend der Embryonalzeit. Daher
stellt diese Zelllinie ein gutes in vitro Untersuchungssystem
zur Muskeldifferenzierung dar und wurde aus diesem

Grunde fur die vorliegende Arbeit verwendet.

3.1.1 Analyse der Expression von rekombinantem und endogenen

entactin-1 und -2 in den Zelllinien

Zu Beginn dieser Arbeit wurden zunachst verschiedene
Zelllinien in Kultur genommen, welche sich durch die
Uberexpression von entactin-1 und entactin-2 in sense- und
antisense-Orientierung auszeichneten. In sense-
Orientierung bedeutet dabei, dass die Zellen das Gen in der
ursprunglichen Ablese-Richtung Uberexprimieren, wahrend
es bei antisense-Orientierung entgegen der urspringlichen
Ablese-Richtung exprimiert wird. Die antisense-RNA bindet
an die bereits in der Zelle vorhandene mRNA, wodurch
doppelstrangige RNA entsteht. Diese wird in der Zelle
abgebaut, was letztlich zu einer geringeren Proteinmenge
fahrt.



Diese Zelllinien waren bereits vor Beginn dieser Arbeit
mittels Transduktion mit geeigneten retroviralen Vektoren
hergestellt worden (Munz und Blau, unveroffentlichte
Ergebnisse), jedoch nicht genauer charakterisiert worden.
Als Kontrollen diente die Zelllinie C2C12 selbst, sowie
C2C12-Zellen, die das lacZ-Gen, welches fur die bakterielle

R-Galaktosidase kodiert, Gberexprimieren.

Aus Zellen in Proliferationsmedium (null Stunden) bzw. 24
und 48 Stunden nach Induktion der Differenzierung wurde

die gesamtzellulare RNA extrahiert.

Die extrahierte RNA wurde dann mittels eines Agarose-Gels
aufgetrennt und anschliefiend anhand des Northern Blot-
Verfahrens auf eine entsprechende Membran transferiert

und mit spezifischen antisense RNA-Sonden hybridisiert.

Letztere wurden hergestellt, indem die gewlinschte Sequenz
mittels Standard-Klonierungstechniken in einen geeigneten
Transkriptionsvektor eingefugt wurde. Nach Linearisierung
diente dieses Konstrukt dann als Matritze fur die
Transkription in antisense-Orientierung durch eine geeignete

RNA-Polymerase.

Falls nicht anders vermerkt, wurden bei allen hier
beschriebenen Genexpressionsanalysen mindestens zwei
unabhangige Experimente durchgefiihrt. Gezeigt sind

reprasentative Ergebnisse.
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Abb. 4.: Untersuchung der Expressionskinetik des entactin-1-Gens
mit Hilfe einer Northern Blot-Analyse. Es wurden jeweils 8 g
gesamtzellulare RNA aufgetragen und mit einer entsprechenden
antisense-RNA-Sonde gegen entactin-1 hybridisiert. Zu sehen ist hier
das rekombinante Transkript mit einer GréRe von 7 kb. Als Kontrolle zur
gleichmafigen Beladung der Spuren diente die Hybridisierung mit einer
Sonde gegen die mRNA des ribosomalen Proteins rpl32. Man beachte
das Abnehmen der Expression des rekombinanten entactin-1 im Verlauf

der Differenzierung.

Zuerst wurde die Expression des entactin-1-Gens im Verlauf
der Differenzierungskinetik betrachtet (siehe Abbildung 4).
Die Abbildung zeigt in diesem Falle nur das Signal, das dem
rekombinanten entactin-1 entspricht, da das endogene
entactin-1 viel schwacher exprimiert ist und auf Grund der

kurzen Expositionsdauer des Films nicht zu sehen war.

Das rekombinante Transkript ist etwas grélker als das
endogene, sieben gegenuber sechs Kilobasen, da es noch
den IRES (internal ribosome entry site) -lacZ-Anteil aus dem
retroviralen Vektorkonstrukt enthalt. Daher koénnen die
beiden Transkripte bei der Northern Blot-Analyse

unterschieden werden.

Bei langerer Expositionszeit des Films konnte aber auch das
endogene entactin-1 Transkript nachgewiesen werden
(Daten nicht gezeigt), wobei auffiel, dass die Expression der
rekombinanten Form keinen Einfluss auf die der endogenen

Variante hatte.
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Eine besonders starke Expression des rekombinaten
entactin-1 konnte bei den Zellen beobachtet werden, die das
Gen in sense-Orientierung Uberexprimieren (siehe Abbildung
1: ent-1 s Oh, ent-1 s 24h und ent-1 s 48h). Auffallig war,
dass das Expressionsniveau des entactin-1-Gens im Verlauf
der Kinetik abnahm. Zu Beginn des Versuchs, also unter
Proliferationsbedingungen, war noch eine sehr hohe
Expression des Gens zu beobachten. 24 Stunden nach
Induktion der Differenzierung wurde das Signal jedoch schon
deutlich schwacher und nach weiteren 24 Stunden (48 h-
Werte) in Differenzierungsmedium war kaum noch ein Signal
zu detektieren. Bei allen anderen Zelllinien war wie erwartet
keine Expression von rekombinantem entactin-1 zu

erkennen.

- o vvvv"'vvy‘
«— rpl32
A A A.4A A b b bbb AA AL

Abb. 5: Untersuchung der Expressionskinetik des entactin-2-Gens
mit Hilfe einer Northern Blot-Analyse. Es wurden jeweils 8 ug
gesamtzelluldare RNA aufgetragen und mit einer antisense-RNA-Sonde
gegen entactin-2 hybridisiert. Die mRNA von Entactin-2 hat eine GroRle
von 5,5 kb, hier als untere Bande zu erkennen. Das rekombinante
Transkript ist etwas groRBer (obere Bande). Als Kontrolle zur
gleichmafigen Beladung der Spuren diente die Hybridisierung mit einer
Sonde gegen die mRNA des ribosomalen Proteins rpl32. Man beachte
die Induktion des endogenen entactin-2 unter

Differenzierungsbedingungen.
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3.1.2

Des Weiteren wurde das Expressionsmuster des entactin-2-
Gens bei dieser Differenzierungskinetik untersucht (siehe
Abbildung 5). Wie erwartet konnte eine starke Expression
von rekombinantem entactin-2 bei den Zelllinien detektiert
werden, die das entactin-2-Gen in sense Richtung
uberexprimieren. Es war allerdings, wie bei den das
entactin-1-Gen Uberexprimierenden Zellen, deutlich ein
Nachlassen der Expression im Verlauf der Differenzierung
zu sehen. Wahrend zu Beginn des Versuchs noch eine
relativ starke Expression zu beobachten war, nahm diese bis
zum 48 Stunden-Wert hin so stark ab, dass kein Signal mehr

zu sehen war.

Das endogene entactin-2-Signal war jedoch in allen Zellen
zu detektieren. Hierbei war aber, im Gegensatz zu dem
rekombiananten Transkript, schon 24 Stunden nach
Serumentzug eine deutliche Induktion der Expression zu
erkennen. Weitere 24 Stunden spater war die Expression

noch hoher.

Nach mehrmaligem Passagieren der Zellen stellte sich
heraus, dass die entactin-2-Uberexprimierenden Zellen in
Proliferationsmedium durch ein rasches Nachlassen der
Expression des rekombinanten entactin-2 charakterisiert
sind. Daher konnen sie nicht lange in Kultur gehalten
werden. Im Folgenden wurde deshalb nur mit den das

entactin-1-Gen uberexprimierenden Zellen weitergearbeitet.

Ergebnisse der Zellzahlung mit der Neubauer-Zahlkammer

Bei der Routine-Kultur der das entactin-1-Gen
Uberexprimierenden Myoblasten fiel bereits auf, dass diese
durch eine schnellere Vermehrung der Zellzahl im Vergleich
zu Kontroll-Myoblasten  charakterisiert waren. Um dies
genauer zu quantifizieren, wurden entactin-1 sense- und

C2C12-Zellen in der gleichen Dichte ausgesat. Nach 24 und
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3.1.3

48 Stunden Kultur in Proliferationsmedium wurden die Zellen
mit Hilfe einer Neubauer-Zahlkammer unter dem Mikroskop

ausgezanhlt.
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Abb. 6: Diagramm zur Darstellung der Zellzahl. Es wurden entactin-1
Uberexprimierende und C2C12-Zellen in gleicher Dichte ausgeséat (0Oh)
und mit Hilfe einer Neubauer-Zahlkammer nach 24 und 48 Stunden

ausgezahlt.

Mit Hilfe der Zellzahlbestimmung konnten, im Vergleich mit
den C2C12 Zellen, sowohl nach 24 als auch nach 48
Stunden in Kultur erhdhte Zellzahlen bei den das entactin-1-
Gen Uberexprimierenden Zellen nachgewiesen werden, wie
Abbildung 6 zeigt.

Ergebnisse des BrdU-Labelings

Die Bestimmung absoluter Zellzahlen lieR jedoch keine
Ruckschlisse darauf zu, ob bei den entactin-1
Uberexprimierenden Zellen eine erhohte Proliferationsrate
vorlag, da auch andere Faktoren wie Zelltod in Form von
Nekrose oder Apoptose auf die absolute Zellzahl Einfluss

nehmen kdnnen.

Daher wurden die entprechenden Zelllinien auf chamber

slides ausgesat und mit dem BrdU labeling kit behandelt.
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Bei dieser Methode werden die Zellen wahrend eines
definierten Zeitraums mit dem Thymidinanalogon 5-Bromo-
2’-desoxy-Uridin behandelt. Die Zellen bauen dieses
Analogon dann anstelle von Thymidin in ihr Genom ein.
Zellen, die BrdU in ihre DNA eingebaut haben, kénnen mit
Hilfe eines monoklonalen Antikérpers gegen BrdU und
einem Fluorchrom-konjugiertem sekundarem Antikorper im

Fluoreszenzmikroskop detektiert werden.

Zudem wurden alle Zellkerne mit dem Fluoreszenzfarbstoff
DAPI gefarbt, um im Nachhinein eine Unterscheidung
zwischen proliferierenden und nicht-proliferierenden Zellen

treffen zu kdnnen.

Der Versuch wurde sowohl unter Proliferations- als auch

unter Differenzierungsbedingungen durchgefuhrt.

Abb. 7: Beispielhafte Darstellung proliferierender, entactin-1
tiberexprimierender Zellen. Es wurden Zellen mit dem BrdU labeling kit
behandelt und gleichzeitig mit DAPI gefarbt. Links sieht man die DAPI-
Farbung, in der alle Zellkerne sichtbar sind. Rechts sind von diesen
Zellen diejenigen zu sehen, die sich wahrend der Markierungszeit geteilt

haben.
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Abb. 8: Diagramm des Proliferationsverhaltens der entactin-1-
tiberexprimierenden Zellen im Vergleich mit Kontroll-C2C12-Zellen.
entactin-1- und C2C12-Zellen wurden mit Hilfe des BrdU labeling kits auf
ihr  Proliferationsverhalten in Proliferationsmedium (links) sowie
Differenzierungsmedium (rechts) hin untersucht. Man beachte die
gesteigerte  Proliferationsrate bei den das  entactin-1-Gen

Uberexprimierenden Zellen gegeniber den Kontrollmyoblasten.

Zur Auswertung wurden jeweils funf reprasentative
Gesichtsfelder mit einer ahnlichen Anzahl an DAPI-gefarbten
Zellkernen unter dem Mikroskop ausgezahlt. Anschliel3end
wurden mit Hilfe des Fluoreszenzmikroskops im gleichen
Gesichtsfeld diejenigen Zellen ausgezahlt, die das BrdU in
ihr Genom eingebaut hatten. Aus den Daten wurde dann die
Proliferationsrate errechnet. Wie man mit Hilfe des
Diagramms (Abbildung 8) sehen kann, war ein deutlicher
Unterschied zwischen den das entactin-1-Gen
Uberexprimierenden Zellen und den C2C12 Zellen zu sehen.
Sowohl unter Proliferations- als auch unter
Differenzierungsbedingungen wiesen die das entactin-1-Gen
Uberexprimierenden Zellen eine offensichtlich hohere
Proliferationsrate auf als die C2C12-Zellen. Dies weist
darauf hin, dass Entactin-1 die Proliferationsrate von

Myoblasten modulieren kann.

47



3.1.4 Untersuchung der Expression von Genen, die mit der Regulation

von Proliferationsvorgangen assoziiert sind

3.1.4.1

Expression von Ki67

Um das Proliferationsverhalten der das entactin-1-Gen
Uberexprimierenden Myoblasten genauer zu untersuchen,
wurde die Expression des im Zellkern lokalisierten
Proliferationsmarkers Ki67 betrachtet. Ki67 zeigt wahrend
der Myoblastendifferenzierung einen Rickgang seiner

Genexpression (Tomczak et al., 2003).

Dazu wurde bei den C2C12 wund den entactin-1-
Uberexprimierenden Zellen die Differenzierung induziert.
Unter Proliferationsbedingungen (null Stunden) sowie nach
26 Stunden wurde dann gesamtzellulares Protein extrahiert.
Dieses wurde anschliefend mittels eines SDS-
Polyacylamidgels der Grdélde nach aufgetrennt. Da Ki67 ein
Molekulargewicht von 395 bzw. 345 Kilodalton besitzt,
wurde ein 7,5-prozentiges Gel verwendet. Anschliel3end
wurden die Proteine mit Hilfe des Western Blot-Verfahrens
auf eine Nitrozellulosemembran transferiert und Ki67 mit

einem spezifischen Antikorper detektiert.
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Abb. 9: Western Blot-Analyse der Expression des

Proliferationsmarkers Ki67 in einer Differenzierungskinetik. Ki67
besitzt ein Molekulargewicht von 395 / 345 kDa. Als Kontrolle zur

gleichmafigen Beladung der Spuren diente die Inkubation desselben
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Filters mit einem gegen das Strukturprotein a-Tubulin gerichteten
Antikérper. Man beachte die geringere Ki67 Menge bei den C2C12-
Zellen nach Differenzierungsinduktion.

Unter Proliferationsbedingungen konnten, wie man in
Abbildung 9 sieht, keine Unterschiede bezuglich der
Proteinmenge von Ki67 zwischen den C2C12- bzw. den
entactin-1-Zellen gefunden werden. 26 Stunden nach
Serumentzug konnte jedoch eine unterschiedliche Ki67
Expression festgestellt werden. Die C2C12-Zellen zeigten
den erwarteten Ruckgang der Expression. Die das entactin-
1-Gen Uberexprimierenden Zellen wiesen dagegen unter
Differenzierungsbedingungen eine ahnlich hohe Ki67

Expression wie unter Proliferationsbedingungen auf.

3.1.4.2 Untersuchung der Expression von Cyclin D1 auf RNA-Ebene

Als weiterer Proliferationsmarker wurde Cyclin D1, ein
Zellzyklusprotein, untersucht. Cyclin D1 aktiviert zwei Cyclin-
abhangige Kinasen (Cdk’s) in der G1-Phase des Zellzyklus
(Alberts et al. 2004).

Dazu wurde aus den verschiedenen Zelllinien unter
Proliferationsbedingungen (null Stunden) und nach Induktion
der Differenzierung gesamtzellulare RNA extrahiert und

mittels Northern Blot analysiert.

Die Cyclin D1-RNA-Sonde wurde dabei durch Klonierung
eines geeigneten Fragments in einem Transkriptionsvektor

im Verlauf dieser Arbeit hergestellt.
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Abb. 10: Northern Blot-Analyse der Expression von Cyclin D1 in
einer Differenzierungskinetik. Bei den C2C12-Zellen sowie bei
entactin-1- und lacZ-Uberexprimierenden Mpyoblasten wurde die
Differenzierung induziert. Es wurden jeweils 8 ug gesamtzelluldre RNA
aufgetragen und mit einer antisense-RNA-Sonde gegen Cyclin D1
hybridisiert. Die mRNA von Cyclin D1 besitzt eine Grée von 1,8 kb. Als
Kontrolle zur gleichmaRigen Beladung der Spuren diente die
Methylenblau-Farbung. Man beachte die Abnahme der Expression im

Verlauf der Differenzierung.

Wie Abbildung 10 zeigt, wurde bei allen Zelllinien das
erwartete Nachlassen der cyclin D1-Genexpression im
Verlauf der Differenzierung beobachtet (Tomczak et al.
2003). Zwischen den C2C12, den lacZ- und den entactin-1-
Zellen waren aber weder unter Proliferationsbedingungen
noch nach Induktion der Differenzierung Unterschiede

bezulglich der Expression des cyclin D1-Gens festzustellen.

3.1.4.3 Untersuchung der Expression des rip-2-Gens

RIP-2 (receptor interacting protein-2) ist ein intrazellulares
Protein, dessen Expression wahrend der
Myoblastendifferenzierung abnimmt. Zellen, die das rip-2-
Gen Uberexprimieren konne auch durch Zugabe von
serumarmen Medium nicht zur Differenzierung gebracht

werden, sondern proliferieren weiter (Munz et al., 2002).

50



Es  wurde bei  verschiedenen Zelllinien unter
Proliferationsbedingungen (null Stunden) und nach Induktion
der Differenzierung (24 Stunden) RNA extrahiert und der
Northern Blot mit einer rip-2 spezifischen RNA-Sonde
hybridisiert.

rip-2
rip-2

tt
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Abb. 11: Northern Blot-Analyse der rip-2-Genexpression. Es wurde
bei den verschiedenen Zelllinien die Differenzierung induziert und RNA
extrahiert. Es wurden jeweils 8 pg gesamtzelluldre RNA aufgetragen und
mit einer rip-2 antisense-RNA-Sonde hybridisiert. rip-2 ist im Northern
Blot als eine Doppelbande in Héhe von 2 und 2,2 kb zu detektieren. Als
Kontrolle zur gleichmaRigen Beladung der Spuren diente die

Methylenblau-Farbung.

Zu Beginn des Versuchs, also unter
Proliferationsbedingungen, waren zwischen den
verschiedenen Zelllinien keine Unterschiede bezuglich der
rip-2-Genexpression zu erkennen, wie Abbildung 11 zeigt.
Wie erwartet war nach Induktion der Differenzierung (24
Stunden) bei allen Zelllinien, sowie den Kontroll-Myoblasten
eine deutlich niedrigere rip-2-Genexpression als unter
Proliferationsbedingungen zu sehen. Generell war die
Expression des rip-2-Gens in den das entactin-1-Gen in
sense- sowie den das entactin-2-Gen in sense- und
antisense-Orientierung Uberexprimierenden Zellen nicht so

stark ausgepragt wie in den Kontrollmyoblasten und den das
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entactin-1-Gen in antisense-Orientierung
Uberexprimierenden Zellen. Diese Ergebnisse weisen darauf
hin, dass entactin-Gene die Expression des rip-2-Gens

modulieren kbnnen.

3.1.4.4  Untersuchung der Expression des p21-Gens auf RNA- und

Proteinebene

Zunachst wurde die Expression des Cyclin-abhangigen
Kinase-Inhibitor (CDK-Inhibitor) p21 auf RNA- sowie Protein-
Ebene betrachtet. Dessen Genexpression steigt in C2C12-
Myoblasten 24 Stunden nach Induktion der Differenzierung
steil an (Moran et al. 2002).

Dazu wurden wiederum aus verschiedenen Zelllinien RNA
und Proteine extrahiert, und die Expression von p21 mittels
Northern bzw. Western Blot untersucht. P21 besitzt ein
Molekulargewicht von 21 Kilodalton, weshalb in diesem Fall

mit einem 15-prozentigen Gel gearbeitet wurde.

Die antisense-RNA-Sonde wurde, wie die vorherigen
Sonden ebenfalls, auf der Basis geeigneter Plasmide
hergestellt, welche im Verlauf dieser Arbeit mittels Standard-

Klonierungstechniken hergestellt worden waren.

«— p21
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Abb. 12: Northern Blot-Analyse der Expression des p271-Gens. Bei

den verschiedenen Zelllinien wurde die Differenzierung induziert. Es
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wurden jeweils 8 ug gesamtzellulare RNA aufgetragen und mit einer
antisense-RNA-Sonde gegen p21 hybridisiert. Die mMRNA von p21 besitzt
eine GroRe von 2,3 kb. Als Kontrolle fiir eine gleichmaRige Beladung der
Spuren diente die Methylenblau-Farbung. Man beachte die deutlich
gesteigerte p21-Genexpression bei den das entactin-1-Gen in antisense-

Orientierung Uberexprimierenden Zellen nach 48 Stunden.

Bei der Northern Blot-Analyse (siehe Abbildung 12) fiel
sofort die letzte Spur (entactin-1 antisense, 48 Stunden nach
Induktion der Differenzierung) ins Auge, bei der sich die p21-
Genexpression gegenuber den anderen Zelllinien deutlich
erhoht zeigte. Unter Proliferationsbedingungen (0Oh) waren
zu Beginn keine Unterschiede bezuglich der p217-
Genexpression zu detektieren. Insgesamt stieg die
Expression dann nach Induktion der Differenzierung wie
erwartet (Moran et al. 2002) an. 24 Stunden nach Induktion
der Differenzierung war die Expression bei den entactin-1
sense- sowie bei den entactin-1 antisense-Zellen leicht
erhoht (siehe Abbildung 12). Allerdings fehlt bei diesem
Zeitwert sowohl die C2C12 als auch die lacZ-Kontrolle, da
bei diesen Zelllinien nicht genigend RNA extrahiert werden
konnte. Nach weiteren 24 Stunden unter
Differenzierungbedingungen waren keine Unterschiede
zwischen den C2C12-Zellen, den lacZ- und den entactin-1
sense-Zelllinien beziglich der p271-Genexpression zu
erkennen. Nur die oben bereits erwahnten entactin-1
antisense-Zellen  zeigten eine deutlich  gesteigerte

Expression dieses Markers.
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Abb. 13: Western Blot-Analyse des CDK-Inhibitors p21. p21 hat ein
Molekulargewicht von 21 kDa. Als Nachweis flr gleichmaRige Beladung
der Spuren diente a-Tubulin. Man beachte die geringere p21-

Proteinmenge bei den das entactin-1-Gen Uberexprimierenden Zellen.

Die p21-Expression wurde, wie bereits erwahnt, auch mit
Hilfe des Western Blot-Verfahrens analysiert. Hier fiel sofort
die deutlich geringere Menge an p21 auf, die bei den das
entactin-1-Gen Uberexprimierenden Zellen sowohl unter
Proliferations- als auch unter Differenzierungsbedingungen
zZu erkennen war  (vergleiche  Abbildung 13).
Interessanterweise war diese Tendenz nur auf Protein-
Ebene zu sehen, nicht aber im der Northern Blot-Analyse
(siehe auch Abbildung 12).

3.2 Untersuchung der Expression von Genen, die die Myogenese

kontrollieren

3.2.1 Untersuchung der Expression des myogenin-Gens auf RNA-

Ebene

Myogenin ist ein Transkriptionsfaktor, der in Myoblasten die
Differenzierung einleitet und dementsprechend im Verlauf
derselben eine erhdhte Expression aufweist (Tomczak et al.
2003). Die Expression den myogenin-Gens wurde bei den
entactin-1- und entactin-2-Uberexprimierenden Zellen sowie

geeigneten Kontrollen auf RNA-Ebene mittels einer selbst
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hergestellten antisense RNA-Sonde gegen die mRNA von

Myogenin analysiert.
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Abb. 14: Northern Blot-Analyse der Expression des
Differenzierungsmarkers Myogenin. Es wurden 8ug gesamtzellulare
RNA aufgetragen und mit einer antisense-RNA-Sonde gegen myogenin
hybridisiert. Als Kontrolle zur gleichmaRigen Beladung der Spuren diente
eine Sonde gegen die mRNA fir das ribosomale Protein rpl32. Man
beachte die Induktion der Expression des myogenin-Gens nach

Induktion der Differenzierung.

Wie Abbildung 14 zeigt, war bei allen Zelllinien sowie den
Kontrollen sowohl 24 als auch 48 Stunden nach Induktion
der Differenzierung wie erwartet eine Induktion der
myogenin-Genexpression zu sehen (Tomczak et al., 2003).
Zu Anfang des Versuchs, also wahrend die Zellen im
Proliferationsmedium kultiviert wurden, war keine myogenin-
Genexpression zu sehen. Erst nach Serumentzug konnte
das Signal detektiert werden. Zwischen den verschiedenen
Zelllinien, die die beiden entactin-Gene jeweils in sense- und
antisense-Orientierung Uberexprimieren sowie den lacZ- und
den C2C12-Zellen, die als Kontrolle dienten, waren weder
24 noch 48 Stunden nach Induktion der Differenzierung
Unterschiede bezuglich der myogenin-Genexpression zu

sehen.

POV YW ww gl — myogenin
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Es wurde des Weiteren die Expression von Aktin in den
verschiedenen Zelllinien untersucht. Aktin ist ein wichtiges
Strukturprotein von Muskelfasern und erreicht 48 Stunden
nach Induktion der Differenzierung sein endgliltiges

Expressionsniveau (Tomczak et al., 2003).

Unter Proliferationsbedingungen sowie nach 24 Stunden in
Differenzierungsmedium wurden Proteine extrahiert und

mittels einer Western Blot-Analyse untersucht.

Aktin

f
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Abb. 15: Western Blot-Analyse der Expression von Aktin. Es wurden
jeweils gleiche Mengen Protein aufgetragen. Aktin besitzt ein
Molekulargewicht von 42 kDa und konnte mit Hilfe des ECL-Kits
detektiert werden. Als Kontrolle zur gleichmaRigen Beladung diente die

Ponceau-Farbung.

Bezlglich der Aktin Expression konnten auf Proteinebene
keine Unterschiede zwischen den untersuchten Zelllinien
und den Kontrollen festgestellt werden, wie man in
Abbildung 15 sieht. Die Expression dieses Strukturproteins
war bei den Zellen, die die beiden entactin-Gene jeweils in

sense- und antisense-Orientierung Uberexprimieren sowohl

3.2.2 Untersuchung der Expression des aktin-Gens auf Protein-Ebene
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bei Kultur in Proliferationsmedium als auch nach Umstellung

auf Differenzierungbedingungen gleich.

3.2.3 Untersuchung der Expression von Caveolin-3

Caveolin-3 ist ein in Muskeln vorkommendes Protein,
welches vor allem auf Caveolae vorkommt. Es ist in der

Myogenese stark induziert (Tomczak et al., 2003).

Es wurden sowohl aus Zellen in Proliferationsmedium als
auch 26 Stunden nach Induktion der Differenzierung
Proteine extrahiert und mittels eines 15-prozentigen Gels

aufgetrennt.

- - .==| <« caveolin-3
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Abb. 16: Western Blot-Analyse der Expression von Caveolin-3.
Caveolin-3 hat ein Molekulargewicht von 20 bis 25 kDa und konnte mit
Hilfe des ECL-Kits detektiert werden. Als Kontrolle zur gleichmafRigen
Beladung der Spuren diente o-Tubulin. Man beachte die
unterschiedliche Expression bei den beiden Zelllinien nach Induktion der

Differenzierung.

Interessanterweise konnten auf Protein-Ebene
Expressionsunterschiede zwischen den das entactin-1-Gen
uberexprimierenden Zellen und den Kontrollmyoblasten

nachgewiesen werden (siehe Abbildung 16).

Bei den Zellen in Proliferationsmedium (0h) war, wie
erwartet, keine Expression von Caveolin-3 zu sehen
(Tomczak et al., 2003). Im Verlauf der Differenzierung war
zwar sowohl bei den entactin-1-Uberexprimierenden Zellen

als auch bei den Kontrollen die erwartete
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Expressionsinduktion zu beobachten (Tomczak et al., 2003),
jedoch war diese bei den C2C12-Zellen wesentlich starker

als bei den das entactin-1-Gen uberexprimierenden Zellen.

3.3 Hemmung der Expression des entactin-2-Gens in Myoblasten

mittels spezifischer siRNAs

Im zweiten Teil dieser Arbeit sollte die Expression des
entactin-2-Gens in Myoblasten mittels spezifischer siRNAs
inhibiert und der Einfluss dieser Behandlung auf das
Proliferations- und Differenzierungsverhalten der Zellen

untersucht werden.

siRNAs sind kleine, 21 Basenpaare lange, doppelstrangige
RNA-Molekile. Sie sind komplementar zu dem jeweiligen
Transkript des Gens, dessen Expression unterdrtickt werden

soll, und werden in die lebende Zelle transfiziert.
3.3.1 Optimierung der Transfektionsbedingungen

Im Verlauf dieser Arbeit wurden dabei von der Firma Ambion
hergestellte, entactin-2-spezifische siRNAs verwendet. Die
Transfektion erfolgte mit einem kit derselben Firma. Um eine
mdglichst gute Suppression der entactin-2-Genexpression
zu erlangen, wurde der Versuch mit drei verschiedenen
siRNA Spezies durchgefihrt. Es wurden ebenfalls zwei

verschiedene Transfektionsmedien ausprobiert.

Im Verlauf der Optimierungsversuche wurden verschiedene

Parameter verandert.

Zum einen wurden die Zellen entweder 24 Stunden vor
Beginn des Versuches oder gleichzeitig mit der Transfektion
ausgesat. AulRerdem wurde die Konzentration des
Transfektionsmediums von sechs bis zehn Mikromol pro
Vertiefung, sowie die Konzentration der siRNAs von 50 bis

100 Nanomol pro Vertiefung variiert.
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Bei den initialen Experimenten wurden die transfizierten
Zellen 48 Stunden in Proliferationsmedium kultiviert und
anschlieRend RNA zur Analyse der Expression des entactin-

2-Gens extrahiert.

Bei spateren Versuchen wurden die transfizierten Zellen 24
Stunden in Proliferationsmedium kultiviert und anschliel3end
wurde aus der einen Halfte der Zellen RNA extrahiert (24 h
PM), wahrend bei der anderen Halfte der Zellen die

Differenzierung induziert wurde (48 h DM).

NeoFX siPORT Amine

Abb.17: Northern Blot-Analyse der entactin-2-Genexpression bei
siRNA- behandelten Zellen. C2C12-Zellen wurden mit verschiedenen
siRNAs (Ent-2 si1, -si2 und -si3), sowie mit verschiedenen
Transfektionsmedien (siPORT Amine, NeoFX) versetzt; nach 48
Stunden wurde RNA extrahiert. Die Kontroll-Spur enthdlt RNA von
unbehandelten C2C12-Zellen. Pro Spur wurden jeweils 8ug
gesamtzellulare RNA aufgetragen und mit einer antisense-RNA -Sonde
gegen entactin-2 hybridisiert. Die mRNA von entactin-2 besitzt eine
GrolRe von 5,5 kb. Als Kontrolle zur gleichmaRigen Beladung diente die
Methylenblau-Farbung. Man beachte die verminderte entactin-2-
Genexpression bei den mit siRNA Nummer eins bzw. zwei und siPORT

Amine behandelten Zellen.

Nach mehreren Optimierungsversuchen erwies es sich als

gunstig, jeweils eine 70- bis 80-prozentige konfluente
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Zellkulturflasche von 75 Quadratzentimetern auf drei
Zellkulturplatten mit jeweils sechs Vertiefungen (je
Vertiefung neun Quadratzentimeter) auszusaen, und im
gleichen Schritt mit zehn Mikrolitern Transfektionsmedium
siPORT Amine sowie der passenden siRNA mit einer
Endkonzentration von 100 Nanomol pro Vertiefung zu
versetzen. Als siRNA mit den besten Ergebnissen stellte
sich dabei Nummer 1 (Nr. 155580) heraus. Das ergab die
Uberprifung des Ergebnisses mittels einer entactin-2
antisense-RNA-Sonde (siehe Abbildung 17). Daher wurde
diese siRNA fir die weiteren Experimente verwendet. Eine
scrambled siRNA, das heilt eine siRNA, die keine
Homologie zu einem murinen Gen besitzt und somit als
negative Kontrolle diente, hatte keinen Effekt (Daten nicht

gezeigt).

3.3.2 Untersuchung der Expression verschiedener Markergene in den
siRNA-behandelten Zellen

3.3.2.1 Untersuchung der cyclin D1-Genexpression

Um den Einfluss der verringerten entactin-2-Genexpression
auf Proliferations- und Differenzierungsverhalten der
Myoblasten zu prufen, wurde mit der zuvor hergestellten
antisense-RNA-Sonde  (siehe  Abschnitt 3.2.2) die

Expression des cyclin D1-Gens untersucht.
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Abb. 18: Northern Blot-Analyse der cyclinD1-Gen Expression bei
den mit siRNA behandelten Zellen. C2C12-Zellen wurden mit entactin-
2 siRNA behandelt und in Proliferations- (links)  bzw.
Differenzierungsmedium (rechts) kultiviert; anschlieRend wurde RNA
extrahiert. Es wurden jeweils 1,5 pyg gesamtzelluldre RNA aufgetragen
und mit einer entsprechenden antisense-Sonde hybridisiert. Die mRNA
von Cyclin D1 besitzt eine Grolke von 1,8 kb. Als Kontrolle fir die
gleichmafige Beladung der Spuren diente die Methylenblau-Farbung.
Man beachte die verstarkte cyclin D1-Genexpression bei den siRNA

behandelten Zellen unter Proliferationsbedingungen.

Als Kontrolle dienten die Zelllinien, die nur mit
Transfektionsmedium behandelt worden waren und die
C2C12 Myoblasten selbst. Diese zeigten untereinander

keine Unterschiede bezuglich der cyclin D1-Genexpression.

Insgesamt zeigte sich wie erwartet, dass Cyclin D1 unter
Proliferationsbedingungen wesentlich starker exprimiert
wurde als dies unter Differenzierungsbedingungen der Fall
war (vergleiche Abbildung 18). Weiterhin waren im
Proliferationsmedium besonders offensichtliche
Unterschiede zwischen den mit siRNA behandelten Zellen
und den Kontrollzellen (sowohl mit als auch ohne
Transfektionsmedium) zu beobachten: Das

Expressionsniveau des cyclin D1-Gens war bei den siRNA-
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behandelten Zellen wesentlich hoher als bei den

Kontrollzellen.

Unter Differenzierungsbedingungen war kein Unterschied
zwischen behandelten und den nicht behandelten Zellen

auszumachen (siehe Abbildung 18).

3.3.2.2 Untersuchung der p27-Genexpression

Ebenfalls untersucht wurde die Expression des p27-Gens
(siehe 1.3.1).

24h PM 48h DM

« p21

« 28S
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Abb. 19: Northern Blot-Analyse der p21-Genexpression bei den mit
siRNA behandelten Zellen. C2C12-Zellen wurden mit siRNA behandelt
und in Proliferations- (links) bzw. Differenzierungsmedium (rechts)
kultiviert; anschlieend wurde RNA extrahiert. Es wurden jeweils 1,5 ug
gesamtzelluldare RNA aufgetragen und mit einer entsprechenden
antisense-Sonde hybridisiert. Die MRNA von p21 hat eine Grof3e von 2,3
kb. Als Kontrolle zur gleichmaRigen Beladung der Spuren diente die
Methylenblau-Farbung. Man beachte die geringere Expression bei den
siRNA behandelten Zellen.

Bei diesem Versuch fiel sofort auf (vergleiche Abbildung 19),

dass die siRNA-behandelten Zellen sowohl zu Beginn des
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Versuchs, also unter Proliferationsbedingungen, als auch
nach Serumentzug, also unter Differenzierungbedingungen,
eine wesentlich geringere p271-Genexpression aufwiesen, als
die jeweiligen Kontrollzellen. Die Kontrollzellen, also nur mit
Transfektionsmedium behandelte Myoblasten und C2C12-
Zellen selbst, wiesen untereinander keine unterschiedliche

Expression bezlglich des p27-Gens auf.

Weiterhin wurde insgesamt sowohl bei den siRNA-
behandelten Zellen, als auch bei den Kontrollzellen eine
etwas geringere p21-Genexpression in
Differenzierungsmedium als in  Proliferationsmedium
beobachtet. Die Ursache hierfur ist im Moment noch unklar

und muss mittels weiterer Experimente geklart werden.
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4 Diskussion

4.1 Untersuchungen an C2C12-Zellinien, die das entactin-1 bzw.

das entactin-2-Gen uberexprimieren

Wie bereits erwahnt gab es schon vor Beginn dieser Arbeit
Hinweise auf eine wichtige, aber unterschiedliche Rolle der
Entactin-Isoformen bei der Skelettmuskelzelldifferenzierung.
Zum einen ist Entactin-2 in den Basalmembranen von
Skelett- und Herzmuskulatur nur in sehr geringen Mengen
vorhanden, wohingegen Entactin-1 keine unterschiedliche
Verteilung aufweist (Kohfeldt et al., 1998).

Zum anderen konnte in unserer Arbeitsgruppe vor Beginn
dieser Arbeit gezeigt werden, dass die Expression der
beiden endogenen Entactin-lsoformen wahrend des
Muskelzelldifferenzierungsprozesses gegenlaufig reguliert
wird: die Expression des entactin-1-Gens wird reprimiert,
wahrend die des entactin-2-Gens stark induziert wird (Munz

und Blau, unverodffentlichte Ergebnisse).

Die unterschiedliche Expressionskinetik der beiden Proteine
im Verlauf der Differenzierung lasst unterschiedliche
Funktionen bei diesem Prozess vermuten. Nach diesen
ersten Ergebnissen kdnnte man annehmen, dass Entactin-1
insbesondere in proliferierenden Myoblasten wichtig ist,
wahrend Entactin-2 eine Funktion bei der Induktion der

Differenzierung zukommt.

Im ersten Teil dieser Arbeit sollte nun untersucht werden, in
wie weit die beiden Entactine wirklich Einfluss auf die
Skelettmuskelzelldifferenzierung haben. Dazu wurden
murine Myoblastenzelllinien charakterisiert, die die beiden
entactin-Gene jeweils in sense- und antisense-Orientierung
Uberexprimieren. Diese Zellen waren bereits im Vorfeld der

Arbeit mittels geeigneter retroviraler Vektoren hergestellt



worden (Munz und Blau, unveroffentlichte Ergebnisse). Als
Kontrollzellen dienten C2C12- bzw. lacZ- Gberexprimierende
C2C12-Zellen.

4.1.1 Wahrend der Differenzierung lasst die Expression des

rekombinanten entactin-1 und —2 nach

Es konnte gezeigt werden, dass die Zellen, die das entactin-
1- oder das entactin-2-Gen in sense-Orientierung
uberexprimieren wahrend der Differenzierung durch ein
Abnehmen der Expression des rekombinanten Gens

gekennzeichnet waren.

Die Ursache hierflr ist der virale LTR (long terminal repeat),
ein Promotor am &5’-Ende des retroviralen Konstrukts,
welcher normalerweise fir eine Transkription der viralen
Gene sorgt. Diese LTR-abhangige Transkription wird jedoch
bei Serumentzug, also unter Differenzierungsbedingungen,
reprimiert (Ozawa, Munz und Blau, unveréffentlichte
Ergebnisse), was zu einem Nachlassen der Transkription
und somit zu einer verminderten Expression der

rekombinanten entactin-Gene fuhrt.

4.1.2 entactin-2-Uberexprimierende Zellen kdnnen nur kurzfristig in

Kultur gehalten werden

In Kultur sind entactin-2-Uberexprimierende Zellen durch ein
rasches Nachlassen der Expression des rekombinanten
Gens gekennzeichnet. Dieses Nachlassen kann man
erklaren, wenn man von der Hypothese ausgeht, dass
Entactin-2 die Differenzierung induziert (siehe 4.1). In
diesem Fall macht es Sinn, dass die Zellen, die grole
Mengen des rekombinanten Transkripts exprimieren (direkt
nach erfolgter Infektion also fast alle), langsamer
proliferieren und irgendwann von den Zellen, die von Anfang

an nicht produktiv infiziert waren oder die auf Grund einer



Spontanmutation kein bzw. weniger rekombinantes Entactin-
2 produzieren, Uberwachsen werden. Diese Zellen hatten
somit einen Selektionsvorteil gegenidber denen mit

gelungener Infektion.

4.1.3 Die entactin-1-Uberexprimierenden Zellen zeigen nach 48

Stunden eine erhohte Zellzahl gegenuber den Kontrollzellen

Da wahrend der Routine-Zellkultur die entactin-1-
Uberexprimierenden  Zellen durch eine  schnellere
Zellzahlvermehrung im Vergleich zu den Kontrollzellen
auffielen wurde die Zellzahl mit Hilfe einer Zellzahlung
bestimmt. Nach 24 Stunden war auch wie erwartet eine
erhdhte Zellzahl bei den entactin-1-Uberexprimierenden
Zellen zu sehen. Jedoch hatte theoretisch, wenn man von
einem exponentiellen Wachstum ausgeht, nach 48 Stunden
der Unterschied zwischen den beiden Zelllinien gro3er sein
mussen, als er nach 24 Stunden war. Im Versuch war die

Differenz jedoch ungefahr gleich grof3.

Eine mogliche Erklarung konnte sein, dass die Zellen zu
diesem Zeitpunkt schon so konfluent waren, dass sie nur

noch in geringem Mal3e proliferierten.

4.1.4 entactin-1 Uberexprimierende Zellen proliferieren schneller als die

Kontrollen

Im Anschluss an die Zellzahlungsexperimente wurde
analysiert, ob die schnellere Vermehrung der Zellzahl bei
den entactin-1-Uberexprimierenden  Zellen auf eine
gesteigerte Proliferationsrate zurickzuflihren ist. Mit Hilfe
der BrdU-Methode konnte eine signifikant hohere
Proliferationsrate bei Zellen nachgewiesen werden, die

rekombinantes Entactin-1 in erhéhtem Male produzieren.
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4.1.5 Entactin-1 hat Einfluss auf die Expression verschiedener

Proliferations- und Differenzierungsmarker

Darauf aufbauend sollte in einem nachsten Schritt analysiert
werden, ob und in welcher Weise Entactin-1 die Expression
verschiedener Wachstums- und Differenzierungsmarker
beeinflusst. Dazu wurde die Expression verschiedener

Marker auf RNA- und Protein-Ebene untersucht.

Es konnten bei verschiedenen Markern Unterschiede
bezlglich der Expression festgestellt werden, was auf eine
direkte oder indirekte Regulation dieser Marker durch

Entactin-1 hinweist.
4.1.6 Entactin-1 beeinflusst die Ki67-Expression

Bei der Expression von Ki67 konnte auf Proteinebene bei
den C2C12-Zellen 26 Stunden nach
Differenzierungsinduktion eine erniedrigte = Expression
festgestellt werden, wahrend bei den Entactin-1
uberexprimierenden Zellen kein sichtbares Nachlassen der
Expression zu sehen war. Ki67 ist ein im Zellkern
lokalisierter Proliferationsmarker. Das Nachlassen der Ki67-
Produktion in den Kontrollzellen deutet auf einen Ubergang
der Kontrollzellen in die GO-Phase hin, wahrend die entactin-
1-Uberexprimierenden Zellen sich offenbar noch weiterhin
bevorzugt in einer der anderen Phasen befanden. Der
Serumentzug scheint bei den das entactin-1-Gen
Uberexprimierenden Zellen in geringerem MalRe zu einem

Ausscheiden aus dem Zellzyklus zu fuhren.
4.1.7 Entactin-1 beeinflusst die rip-2-Genexpression

In einem weiteren Versuch konnte gezeigt werden, dass
sowohl die entactin-1-Uberexprimierenden Zellen als auch
entsprechende Kontrollen 26 Stunden nach Induktion der

Differenzierung ein Nachlassen der rip-2-Genexpression



zeigen. Jedoch sinkt die Expression bei diesen Zellen in

wesentlich geringerem Umfang als bei den C2C12-Zellen.

Die erhohte rip-2-Genexpression deutet auf eine im
Vergleich zu den Kontrollzellen erhdhte Proliferationsrate

nach Induktion der Differenzierung hin (Munz et al., 2002).

Ebenfalls eine erhdhte Expressionsrate von rip-2 wahrend
der Differenzierung wiesen die das entactin-2-Gen in sense-
und antisense-Orientierung Uberexprimierenden Myoblasten
auf. Bei den das entactin-2-Gen in antisense-Orientierung
Uberexprimierenden Zellen konnte dieses Verhalten darauf
zurlckzufuhren sein, dass weniger von dem vermutlich
differenzierungsférderndem Entactin-2 vorhanden ist. Bei
den Zellen, die das entactin-2-Gen in sense-Orientierung
Uberexprimieren hatte man allerdings nach der Theorie,
dass Entactin-2 die Differenzierung fordert, ein eher
erniedrigtes  rip-2-Genexpressionsniveau erwartet. Die
Erklarung daflr kénnte in einem kompensatorischen Effekt
zu finden sein. Die das entactin-2-Gen Uberexprimierenden
Zellen haben vermutlich eine starkere Tendenz zur
Differenzierung. Man koénnte daher annehmen, dass bei der
Kultur diejenigen einen Selektionsvorteil haben, die

bestimmte ,proliferationsfordernde“ Faktoren exprimieren.

4.1.8 Entactin-1 beeinflusst die p271-Genexpression

Bei der Untersuchung des Cdk-Inhibitors p21 konnte auf
RNA-Ebene im Verlauf der Differenzierung bei allen
Zelllinien sowie den Kontrollen die erwartete Induktion von
p21 nachgewiesen werden. AuRerdem konnte aber bei den
Zellen, die das entactin-1-Gen in antisense-Orientierung
Uberexprimieren, 48 Stunden nach Induktion der
Differenzierung eine besonders hohe Expression gezeigt
werden. Dies konnte darauf zurickzuflihren sein, dass die

Uberexpression in antisense-Orientierung zu einer Abnahme
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des Proteins fuhrt. Und da somit weniger des vermutlich
differenzierungsinhibierenden Entactin-1 vorhanden ist,
konnen diese Zellen schon weiter im
Differenzierungsprozess fortgeschritten sein als die

Kontrollzellen.

Auf Proteinebene war sowohl unter
Proliferationsbedingungen als auch unter
Differenzierungbedingungen bei den das entactin-1-
uberexprimierenden Zellen eine erniedrigte p21-Expression
im Vergleich zu den Kontrollen zu sehen, was auf eine
erhohte  Proliferationsrate  dieser Zellen sowohl in
Proliferations- als auch in Differenzierungsmedium, hinweist.
Bei den 24 Stunden-Werten hatte man eine Induktion der
p21-Genexpression erwarten kdnnen, jedoch ist bei Wildtyp-
Myoblasten im Bezug auf die p21-Expression wahrend der
Differenzierung aber auch erst nach ca. 24 Stunden und
spater ein steiler Anstieg der Expression zu beobachten
(Moran et al. 2002).

4.1.9 Entactin-1 beeinflusst die caveolin-3-Genexpression

Im Verlauf der Differenzierung war zudem eine geringere
Induktion der caveolin-3-Expression bei den das entactin-1-
Gen Uberexprimierenden Zellen im Vergleich zu den C2C12-
Zellen zu sehen. Dies deutet ebenfalls darauf hin, dass
Entactin-1 das Gleichgewicht zwischen
Myoblastenproliferation und -differenzierung beeinflusst, da
die Expression von caveolin-3 wahrend der Myogenese

normalerweise stark induziert wird (Tomczak et al., 2003).

4.1.10 Entactin-1 hat keinen Einfluss auf die Expression des aktin-, des

myogenin- und des cyclin D1-Gens

In weiteren Versuchen wurde der Einfluss von Entactin-1 auf

die Expression des aktin-, myogenin- und cyclin D1-Gens
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untersucht. Im Bezug auf die Expression dieser Marker
konnten jedoch keine Unterschiede zwischen den das
entactin-1-Gen-uberexprimierenden  Zellen und  den

Kontrollzellen festgestellt werden.

Obwohl eine erhdhte Proliferationsrate in den entactin-1-
Uberexprimierenden Zellen nachgewiesen werden konnte,
scheinen diese Zellen cyclin D1 unter
Proliferationsbedingungen nicht in héherem Male als die
Kontrollzellen zu exprimieren. Entactin-1 scheint also
offensichtlich keinen Einfluss auf die Expression des Cdk
Aktivators zu nehmen. Dies deutet darauf hin, dass Entactin-
1 selektiv die Expression bestimmter Proliferationsmarker

stimuliert.

Unter Differenzierungsbedingungen hatte man bei den das
entactin-1-Gen Uberexprimierenden Zellen auch eine
geringere Aktin-Expression erwarten konnen. Aktin wird
normalerweise jedoch erst spat in der
Myoblastendifferenzierung induziert (Tomczak et al., 2003),
weshalb es madglich ist, dass man 26 Stunden nach
Induktion der Differenzierung auf Proteinebene noch keine
Unterschiede zwischen den Zellen sieht. Man musste
gegebenenfalls spatere Zeitwerte untersuchen oder die
aktin-Genexpression auf RNA-Ebene dberprifen, um

genauere Aussagen Uber die Regulation treffen zu kénnen.

Auch auf den myogenen Transkriptionsfaktor Myogenin
scheint Entactin-1 keinen Einfluss zu haben. Seine
Expression ist genauso hoch wie in den Kontrollzellen,
obwohl man aufgrund der gestiegenen Proliferationsrate der
entactin-1-Uberexprimierenden Zellen erwarten konnte, dass
die Induktion dieses Differenzierungsmarkers geringer
ausfallen sollte. Dies deutet gleichfalls an, dass Entactin-1
nur bestimmte Aspekte des myogenen

Differenzierungsprogramms beeinflusst.
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4.1.11 Entactin-1 hat einen positiven Einfluss auf die
Myoblastenproliferation und einen negativen Einfluss auf die

Myoblastendifferenzierung

Zusammenfassend kann man sagen, dass die murinen
Myoblasten, die das entactin-1-Gen Uberexprimieren, sowohl
in Wachstums- als auch in Differenzierungsmedium durch
eine erhohte Proliferationsrate im Vergleich zu Kontrollzellen
charakterisiert sind. Aullerdem fallt bei diesen Zellen die
Induktion myogener Differenzierungsmarker bei Kultur in

serumarmen Medium deutlich geringer aus.

Allerdings wurden wahrend dieser Arbeit hochstens Werte
48 Stunden nach Induzierung der Differenzierung
untersucht. Fur weitere Experimente ware es notwendig,
langere Kinetiken zu untersuchen. AuRerdem mussen
weitere Marker untersucht werden. Auch ist noch zu klaren,
auf welchem Weg Entactin-1 die Proliferation oder
zumindest bestimmte Aspekte der Proliferation dieser Zellen
fordert.

mittels spezifischer siRNAs

Zellen, die das entactin-2-Gen Uberexprimieren, weisen eine
sehr viel geringere Uberexpression des rekombinanten Gens
auf als Zellen, die das entactin-1-Gen Uberexprimieren.
Zudem lasst die Expression des rekombinanten entactin-2 in
Kultur rasch nach, weshalb eine langere Beobachtung von
entactin-2-Gen-uberexprimierenden Zellen nur schlecht

moglich ist.

SchlieBlich wird, wie bereits erwahnt zu Beginn der
Differenzierung die entactin-2-Genexpression
naturlicherweise induziert, wahrend die entactin-1-

Genexpression gehemmt wird, weswegen die

4.2 Hemmung der Expression des entactin-2-Gens in Myoblasten
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Uberexpression des rekombinanten Gens im Verlauf des
Differenzierungsprozesses wohl auch nur geringe Effekte
zeigen sollte. Daraus folgt, dass die entactin-2-
uberexprimierenden Zellen kein geeignetes Modellsystem

fur weitere Untersuchungen waren.

Um nun dennoch auch Erkenntnisse zur Rolle von Entactin-
2 bei der Myogenese zu gewinnen, bot es sich vor diesem
Hintergrund an, parallel zu den Uberexpressionsstudien in
Bezug auf das entactin-1-Gen die entactin-2-Genexpression
zu hemmen, also das entgegengesetzte Experiment zu den
Uberexpressions-Studien durchzufiihren, und den Einfluss
dieser Hemmung auf die Myoblastenproliferation und -

differenzierung zu analysieren.

Daher wurde im zweiten Teil der vorliegenden Arbeit mit
Hilfe der siRNA-Methode die Expression des entactin-2-
Gens bei C2C12-Zellen gehemmt und im Anschluss daran
die Effekte dieser Behandlung in Bezug auf die Myogenese

analysiert.

4.2.1 Optimierung der Bedingungen

Zuerst wurden die Bedingungen fur den Versuch optimiert,
da keine Informationen dartber vorlagen, mit welchem
Transfektionsmedium, welcher siRNA-Konzentration sowie
welcher siRNA-Spezies die Hemmung der entactin-2-
Genexpression am effizientesten ist. In mehreren Versuchen
wurden schliellich die fir C2C12-Zellen optimalen
Bedingungen definiert. Hierbei zeigte sich weiterhin, dass
weder das Transfektionsmedium alleine noch die
Behandlung mit einer unspezifischen siRNA-Spezies

Einfluss auf die entactin-2-Genexpression hatte.

Im Anschluss daran wurde die Expression einiger der oben
schon erwahnten Proliferations- und Differenzierungsmarker
auf RNA-Ebene untersucht. Als Kontrollen dienten C2C12-
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Zellen selbst, sowie C2C12-Zellen, die nur mit

Transfektionsmedium behandelt wurden.

4.2.2 Entactin-2 beeinflusst die cyclin D1 Expression

Bei der Untersuchung der Expression von cyclin D1, einem
Cdk-Aktivator, ergab sich, dass dieses Gen unter
Proliferationsbedingungen eine verstarkte Expression bei
den mit siRNA behandelten Zellen zeigte. Wenn man von
der Theorie ausgeht, dass Entactin-2 die Differenzierung
induziert, wirde man bei den behandelten Zellen durchaus
eine gegenuber den Kontrollzellen gesteigerte
Proliferationsrate erwarten. Interessant ist jedoch, dass
entactin-1-Uberexprimierende Zellen, trotz gesteigerter
Proliferationsrate, keine erhohte cyclin D1-Genexpression
gegenuber den Kontrollzellen aufwiesen. Offensichtlich hat
eine  Hemmung der entactin-2-Genexpression teilweise
andere Effekte als eine Uberexpression des entactin-1-

Gens.

Unter Differenzierungsbedingungen war kein Unterschied
mehr zwischen den mit entactin-2-siRNA behandelten und
den entsprechenden Kontrollzellen bezuglich der cyclin D1-
Expression sehen. Dies konnte darin begrundet sein, dass
unter diesen Bedingungen die Expression des endogenen
entactin-2 stark ansteigt und so die Hemmung durch
Behandlung mit den siRNAs vergleichsweise gering ausfallt.
Aulerdem ist die Expression des cyclin D1-Gens unter
Differenzierungsbedingungen generell geringer, so dass
modgliche Unterschiede nicht mehr so stark ins Gewicht

fallen.

Ein Anstieg der entactin-2-Expression scheint also negativ
mit der cyclin D1-Genexpression verknupft zu sein, d.h. je
mehr Entactin-2 vorhanden ist, desto weniger Cyclin D1 wird

produziert.
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4.2.3 Entactin-2 beeinflusst die p271-Genexpression

Im Bezug auf die p27-Genexpression bei den mit siRNA
behandelten Zellen fiel auf, dass die behandelten Zellen
sowohl in Proliferations- als auch in Differenzierungsmedium
eine wesentlich geringere Expression aufwiesen als die
unbehandelten Kontrollen. Dies weist, wie die erhohte cyclin
D1-Genexpression, auf eine gesteigerte Proliferationsrate
der behandelten Zellen hin, was wiederum auf einen
hemmenden Effekt von Entactin-2 auf die

Myoblastenproliferation hindeutet.

Unter Differenzierungsbedingungen war weder bei den
Kontrollzellen noch bei den mit siRNA behandelten
Myoblasten eine deutliche p271 Induktion zu erkennen, was
dadurch erklart werden konnte, dass die p21-Genexpression
erst ca. 24 Stunden nach Induktion der Differenzierung steil
ansteigt (Moran et al. 2002) und daher moglicherweise
wahrend des Versuchzeitraums noch nicht erfolgt war. Auch
bei den das entactin-1-Gen Uberexprimierenden Zellen und
den entsprechenden Kontrollen war ja keine Induktion der
Expression dieses Markers zu sehen gewesen (siehe
3.1.4.4). Trotzdem war aber insgesamt nach Induktion der
Differenzierung eine deutlich verringerte p27-Genexpression
bei den behandelten Zellen gegenuber den nicht-
behandelten zu sehen. Dies deutet, wie auch die anderen
Ergebnisse, auf ein Verharren der mit entactin-2-siRNA

behandelten Zellen in der Proliferationsphase hin.

4.2.4 Entactin-2 beeinflusst die Myoblastenproliferation

Die Ergebnisse aus den Versuchen mit den mit siRNA
behandelten Zellen weisen auf einen modulierenden Effekt
des Entactin-2 auf Skelettmuskelzellwachstum und -
differenzierung hin. In den Versuchen, bei denen die

entactin-2-Genexpression gehemmt wurde, zeigte die
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erhohte Expression von Proliferationsmarkern, dass die
behandelten Zellen im Gegensatz zu den

Kontrollmyoblasten eine hohere Proliferationsrate aufweisen.

Bis jetzt konnten aber nur zwei Proliferationsmarker
untersucht werden und es ist notig, in weiteren Versuchen
mit den mit siRNA behandelten Zellen andere Marker,
insbesondere spezifische myogene Differenzierungsmarker,
zu bestimmen. AulRerdem konnte man die Proliferationsrate

der Zellen mit Hilfe der BrdU-Methode untersuchen.

4.3 Entactin-1 und -2 konnten unterschiedliche Funktionen bei

der Skelettmuskeldifferenzierung haben

Im Verlauf dieser Arbeit wurden Hinweise darauf erhalten,
dass die beiden Entactin-Isoformen bei der
Skelettmuskeldifferenzierung unterschiedliche Funktionen
haben koénnten. Insbesondere konnte nachgewiesen
werden, dass die beiden Entactine in vitro unterschiedliche
Effekte auf die Proliferation und Differenzierung von

Skelettmuskelzellen haben.

Aus der Literatur ist bekannt, dass die Expression von
Entactin-2 in den Basalmembranen von Herz- und
Skelettmuskelzellen geringer ausgepragt ist, als in anderen
Geweben, wahrend die Entactin-1 Expression keine
unterschiedliche spatiale Verteilung aufweist (Kohfeldt et al.,
1998). Die beiden Isoformen weisen also in Skelett- und
Herzmuskelgewebe ein unterschiedliches
Expressionsmuster auf, wahrend sie in den meisten anderen
Geweben kolokalisiert sind (Kohfeldt et al., 1998). Dies
deutet, ebenso wie die im Verlaufe dieser Arbeit gewonnen
Ergebnisse, darauf hin, dass die beiden Entactine speziell in
Herz- und Skelettmuskulatur im Gegensatz zu den meisten
anderen Geweben unterschiedliche Funktionen haben

konnten.



In vivo-Untersuchungen sprechen allerdings auf den ersten
Blick eher dafur, dass die beiden Entactine auch in Herz-
und Skelettmuskulatur weitgehend redundante Funktionen
haben: Aus der Literatur ist bekannt, dass in entactin-1-
knockout Mausen, in Herz- und Skelettmuskelzellen die
Expression des entactin-2-Gens gesteigert wird (Dong et al.,
2002). In entactin-2-knockout Mausen jedoch findet keine
Anderung der entactin-1-Genexpression statt (Schymeinsky
et al., 2002). Entactin-1-knockout Mause weisen nur geringe
neurologische Defekte sowie einige Basalmembrandefekte
auf (Dong et al., 2002), wahrend entactin-2-knockout Mause
gar keinen offensichtlichen Phanotyp zeigten (Schymeinsky
et al., 2002). Das Fehlen von Entactin-1 scheint folglich in
vivo in hohem Mal3e, aber nicht vollstandig durch Entactin-2
ausgeglichen werden zu konnen, wahrend das Fehlen von
Entactin-2 alleine auf den ersten Blick keine ersichtliche
Auswirkung zu haben scheint. Unklar ist jedoch, ob das
Fehlen von Entactin-1 oder -2 in Herz- und
Skelettmuskelzellen in vivo zu subtilen Abnormalitaten fuhrt.
Dies musste mittels genauerer Untersuchung der knockout-

Mause geklart werden.

SchlieBlich ware es moglich, dass die beiden Entactine in
Herz- und Skelettmuskulatur, aber auch in anderen
Geweben bei ganz spezifischen und pathologischen
Situationen wie Krankheit, Regeneration, Tumorgenese oder
Altern bzw. bei einem bestimmten genetischen Hintergrund
wichtig sind. Auch diese Uberlegungen wirden eine

Grundlage fur weitere Untersuchungen bieten.
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5

Zusammenfassung

Die beiden ubiquitar vorkommenden Basalmembranproteine
Entactin-1 und -2 (auch: Nidogen-1 und -2) dienen
vermutlich als VerknlUpfung zwischen den
selbstaggregierenden  Kollagen V- und Laminin-1-
Netzwerken. Die beiden Isoformen zeigen eine &ahnliche
Verteilung in unterschiedlichen Geweben. Abweichungen
gibt es lediglich bei Herz- und Skelettmuskelfasern, in deren
Basalmembranen Entactin-2 nur schwach vertreten ist,
wahrend Entactin-1 keine unterschiedliche Verteilung
aufweist. Vor Beginn dieser Arbeit konnte von unserer
Arbeitsgruppe gezeigt werden, dass die beiden Isoformen
wahrend des Muskelzelldifferenzierungsprozesses
gegenlaufig reguliert werden: die Expression des entactin-1-
Gens wird reprimiert, wahrend die des entactin-2-Gens stark

induziert wird.

Diese Ergebnisse wiesen bereits auf eine wichtige, aber
unterschiedliche Funktion beider Entactin-Isoformen bei der
Skelettmuskelzelldifferenzierung  hin.  Im  Verlauf der
vorliegenden Arbeit konnte dann anhand von Zellen, die das
entactin-1- und entactin-2-Gen jeweils in sense- und
antisense-Orientierung Uberexprimieren, gezeigt werden,
dass Entactin-1 einen positiven Einfluss auf die
Myoblastenproliferation sowie einen negativen Einfluss auf
den Differenzierungsprozess dieser Zellen hat. Dabei wurde
die Auswirkung der entactin-1-Uberexpression auf die
Expression verschiedener Wachstums- und
Differenzierungsmarker untersucht. Im zweiten Teil wurde
die Expression des entactin-2-Gens durch siRNAs gehemmt
und wiederum der Einfluss dieser Hemmung auf das
Wachstums- und Differenzierungsverhalten der Zellen

untersucht. Dabei konnte festgestellt werden, dass Entactin-
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2 tatsachlich  einen negativen Effekt auf die
Myoblastenproliferation hat. Diese Ergebnisse zeigen, dass

Entactine wichtige Modulatoren der
Myoblastendifferenzierung sind.
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Mikroliter

Mikromol
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Ribonucleic acid, Riconucleinsaure

Ribonuklease
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RT

SDS
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Tris
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w/iv
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