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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Struktur und Myogenese der Skelettmuskulatur

Die Skelettmuskulatur stellt ungefahr die Halftes d&@rpergewichtes dar und spielt damit eine
wichtige Rolle fur den menschlichen Kérper. Dasliddlviduum der Skelettmuskulatur ist die
Muskelfaser, die durch Fusion von einkernigen Zelgen Myoblasten, entsteht. Jede einzelne
Muskelfaser besteht aus mehreren Myofibrillen, dleekontraktilen Proteine Myosin und Actin
beinhalten [1].

Die Entwicklung der Skelettmuskulatur des Vertedmageht von den Somiten aus [2, 3], die aus
dem paraxialen Mesoderm hervorgehen. Durch indektiind inhibierende Signale des
umgebenen Gewebes sowie der Extrazellularmatrixrgem die Somiten eine dorsal - ventrale,
eine anterior - posteriore und eine medial - |[d¢eRolaritat [4]. Aus Regionen des ventralen
Anteils entwickeln sich hierbei unter Deepithelisigg Zellen des Sklerotoms, das durch die
Expression der paired-box-TranskriptionsfaktorenxlPand Pax9 gekennzeichnet sind. Die
Zellen des dorsalen Anteils hingegen exprimierex3Rand Pax7, behalten ihre Epithelisierung
bei und bilden das Dermomyotom [1, 4].

Aus dem Sklerotom entwickeln sich im weiteren VeflKknochen und Knorpel der Wirbelsaule
und der Rippen. Aus dem Dermomyotom entspringtDiiemis der Haut sowie ein grofRer Tell
der Skelettmuskulatur [5]. Das Dermomyotom wird adegum unterteilt in einen epaxialen
Anteil fur die Muskulatur des Ruckens und einen dxyalen Anteil flr die Muskulatur von
Rippen, Extremitaten und Abdomen [1, 3, 6].

Ein wichtiger Schritt in der Formation der Skelatskulatur stellt die Bildung des Myotoms dar,
das durch Delamination von Muskelvorlauferzellers alem Dermomyotom entsteht [7].
Zusatzlich migrieren Muskelvorlauferzellen in dienlAgen fir die Extremitaten, wobei sie
wéahrend der gesamten Migration in einem undiffeieten Stadium verweilen und erst mit
Erreichen ihres endgultigen Zieles differenzier@h [

In Studien wurde gezeigt, dagzax3 eine essenzielle Rolle wahrend der Migration von
Muskelvorlauferzellen einnimmSplotch (Pax3- mutante) - Mause sind durch das Fehlen der
Extremitatenmuskulatur gekennzeichnet, womit die twdadigkeit von Pax3 fir den
Migrationsprozess nachgewiesen werden konnte.

Eine gestdrte Migration von Muskelvorlauferzellemnkte auch in Mausen beobachtet werden,
die eine Mutation vo-Met,dem Rezeptor fir den Hepatozyten-growth-factor (H@&¥er auch
Scatter Factor (SF) genannt, aufwiesen. In weit&fersuchen mitSplotch- Mdusen wurde
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gezeigt, dass auch hier kein c-Met exprimiert wusitglass davon ausgegangen werden kann,
dassPax3in der genetischen Hierarchie héher gelegen ist-det [8, 9].

1.1.2 Funktion von myogenen Regulationsfaktoren wabnd der Myogenese

Nach Migration der hypaxialen Muskelvorlauferzellen die Extremitatenanlagen beginnen
diese Zellen myogene Regulationsfaktoren (MRFsaktivieren, die eine Schlusselrolle in der
Differenzierung der Muskelvorlauferzellen zu Sketetskulatur einnehmen.

Die MRFs gehdren zur Gruppe der basic-helix-loolxh@HLH) Transkriptionsfaktoren, zu
denen das Myf5, das MyoD, das Myogenin und das MREZ4ahlt werden [10-12]. Ihr
myogenes Potenzial bestatigt sich in unterschieeficVersuchen, in denen gezeigt werden
konnte, dass sien vitro die Differenzierung unterschiedlicher Zelltypen Xuskelzellen
induzieren kénnen [10].

Wahrend der Myogenese zeigt sich die ExpressiomMiiIfs in einer zeitlich streng regulierten
Abfolge. Es konnte sowohh vitro als auchin vivo durch Geninaktivierungen in der Maus
gezeigt werden, dass die MRFs die Muskeldifferennig kontrollieren. Die primaren MRFs
Myf5 und MyoD konnten zu einem frihen Zeitpunkt destwicklungsprozesses in den
proliferierenden, somitischen Zellen nachgewieseerden. Sie scheinen wichtig fur die
Spezifizierung der multipotenten Vorlauferzelle myogenen Myoblasten. Im Gegensatz dazu
werden die sekundaren MRFs Myogenin und MRF4 enstdeterminierten Myoblasten
exprimiert und spielen somit eine Rolle in der e Differenzierung der Myoblasten zu

Myotuben und zu reifen Muskelfasern [10, 13, 14].

Primare MRFs Sekundare MRFs

Myf5 Myogenin
. MyoD MRF4

Somitische Zelle Myoblasten Myotuben

v

Abbildung 1: Expression der MRFs wahrend der Myogemse Abgebildet sieht man die zeitliche
Expressionsabfolge der MRFs wahrend der Myogené&erend Myf5 und MyoD eine wichtige Rolle in der
Spezifizierung der multipotenten Vorlauferzellenden Somiten zu myogenen Myoblasten spielen, zgijt die

Expression von Myogenin und MRF4 erst zu einemegpit Zeitpunkt der Myogenese. Sie sind wichtig dig
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weitere Differenzierung der Myoblasten zu reifen diyben. Die Abbildung wurde anlehnend an Sabourin,

Rudnicki, The molecular regulation of myogenesZ)00 [10] erstellt.

1.2 Die Satellitenzelle

1.2.1 Herkunft und Funktion von Satellitenzellen

Die Skelettmuskulatur ist ein einzigartiges Geweldas sich aus hoch spezialisierten,
postmitotischen, mehrkernigen Muskelfasern zusamseten Es ist in der Lage, durch
Kontraktion Kraft und Bewegung zu erzeugen [15]y$Mlogische Prozesse wie Wachstum,
Training oder Verletzungen machen eine kontinuwbdi Regeneration der Muskelfasern notig.
Diese Adaptation geht von einer kleinen Populatimmn Zellen aus, die sich neben den
mehrkernigen Muskelfasern ebenfalls in der aduB&alettmuskulatur nachweisen lassen, den
Satellitenzellen [13].

Vorwiegend wird davon ausgegangen, dass auch tiditemzellen einen somitischen Ursprung
haben. Sie kénnen in den Somiten durch eine Expres®wohl vonPax3 als auchPax7 bei
gleichzeitiger Abwesenheit von MRFs charakterisweerden. lhre typische anatomische Lage
zwischen Sarkolemm und Basallamina der einzelneskiltaser nehmen sie allerdings erst am
Ende der Fetalperiode ein [16].

Satellitenzellen wurden das erste Mal 1961 mithdfs Elektronenmikroskops anhand ihrer
anatomischen Lage und Morphologie beschrieben. v8ieden als mononukleare Zellen
definiert, die ihren Sitz zwischen dem Sarkolemmd uder Basallamina der einzelnen
Muskelfaser aufweisen [17].

Morphologische Besonderheiten der Satellitenzefiend eine erhohte Kern-Plasma-Relation,
eine verminderte Anzahl von Zellorganellen und kdieinerer Zellkern mit einer vermehrten
Menge an Heterochromatin im Gegensatz zu den Zakkeder Faser - assoziierten Zellkerne.
Diese Beobachtungen zeigen, dass Satellitenzellgatisoh quieszent und transkriptional
weniger aktiv sind als die Muskelfaserzellkerne ][1Batellitenzellen kénnen allerdings als
Antwort auf physiologischen Stress wieder in derdizgklus einsteigen. Durch Aktivierung
verandert sich das oben beschriebene morphologBittieler quieszenten Satellitenzelle. Die
mitotische Aktivitat und die Anzahl der Zellorgalesl nehmen zu, wahrend sich die Menge des

Heterochromatins verringert [13].
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Abbildung 2: Anatomische Lage der SatellitenzellenSatellitenzellen zeigen ihre typische anatomischge
zwischen dem Sarkolemm und der Basallamina jeceelrien Muskelfaser. Satellitenzellen liegen noemeatise

in einem quieszenten Stadium vor und zeigen alphwdogische Eigenschaft wie oben beschrieben enmehrte
Menge an Heterochromatin. Sie kénnen aber durclsiplogischen Stress oder Verletzungen der Muskulatu
aktiviert werden. Zeichen der Aktivierung sind eiverminderte Menge an Heterochromatin sowie eineakime
der Zellorganellen. Die Abbildung ist Ubernommers &lawke and GarryMyogenic satellite cells: physiology to

molecular biology.2001 [13].

Die Nachkommen von aktivierten Satellitenzellen degr Myoblasten genannt. Diese sind nach
mehreren Teilungen in der Lage, entweder mit sclearstierenden Muskelfasern oder
untereinander zu verschmelzen und auf diese WeaseMuskel vollstandig zu regenerieren
[19].

Ein Teil der Satellitenzellen kehrt allerdings auchlie Quieszenz zurtick. Diese beiden Schritte
zeigen, dass die Satellitenzelle die DefinitioneeiStammzelle erfillt, indem aus ihr zum einen
differenzierte Zellen hervorgehen, und sie zum esrdéhre Population durch Selbsterneuerung
konstant halt [16].

Unser Wissen zur molekularen Regulation der Pmalifen und Differenzierung von
Satellitenzellen verdanken wir der Arbeit mit védingdenen Tiermodellen. Mithilfe von
Knockout - Mausen ist es durch gezielte Inaktiviigreines Gens mdglich, dessen Funktion zu
untersuchen. Besonders der Einfluss Bex- Gene sowie der MRFs konnte anhand dieser
Mausmodelle bestimmt werden. Gezielte Mutationen @enen in humanen Satellitenzellen
sind bisher nicht bekannt. Hier ist die Immunhisemie eine wichtige Grundlage zur

Charakterisierung der Satellitenzellen.
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1.2.2 Charakterisierung von Satellitenzellen anhandnmunhistochemischer Marker

In frGheren Studien wurde die Satellitenzelle el@kénmikroskopisch aufgrund ihrer
anatomischen Lage identifiziert. Mit Entdeckung amsthiedlicher immunhistochemischer
Marker wurde es mdglich, die Satellitenzelle auchtimikroskopisch zu untersuchen. Aktuell
sind unterschiedliche Satellitenzellmarker bekartg bei Versuchen am murinen Modell
verwendet werden konnen. Im Gegensatz dazu zeigtbgi humanen Satellitenzellen noch ein
grof3er Bedarf der Charakterisierung.

Trotz marginaler Diskrepanzen wird davon ausgegandass die quieszente Satellitenzelle in
der Maus unter anderen Pax7, M - Cadherin und a&i2B4 exprimiert [20, 21]. Einige dieser
Marker wie das CXCR4, c - Met, Syndecan 4, Vcami; Iftegrin und auch CD34 sind
Oberflachenrezeptoren oder Zelladhasionsmolekigesalvohl in der Satellitenzelle als auch in
anderen Typen an Stammzellen identifiziert werd@mien.

Pax7 hingegen zeigt sich als der verlasslichste kétarda es von keiner anderen
muskelspezifischen Zelle exprimiert wird [22].

In humanen Satellitenzellen scheint es im Verglemh murinen Satellitenzellen ein
unterschiedliches Expressionsmuster immunhistocterar Marker zu geben. CD34 definiert
nicht die humane Satellitenzelle und auch M - Cadhist nicht wie in den murinen Zellen
konstant exprimiert. Neben anderen Markern zeigh §§D56 allerdings als effizienter Marker
von Satellitenzellen in humaner Muskulatur [19] wndd neben Pax7 zur Charakterisierung der
Satellitenzelle verwendet.

In der nachfolgenden Tabelle sind Satellitenzelkear aufgefihrt, die aktuell zur

Charakterisierung muriner Zellen verwendet werden.

Tabelle 1: Bekannte murine Satellitenzellmarker. Dargestellt sind immunhistochemische Marker, dig z
Charakterisierung von murinen Satellitenzellen \erdet werden. MSTN: Myostatin, VCAM - 1: vasculallc
adhesion molecule - 1, NCAM: neural cell adhesiaslerule, MNF: myocyte nuclear factor, IRF - 2: nfiégon

regulatory factor - 2, Msx - 1: msh homeobox 1 [28].

Molekulare Marker In quiescenten Zellen In proliferierenden Zellen
Oberflachenmarker

M - Cadherin +/- +

Syndecan 3 +

Syndecan 4 +

C - Met + +

VCAM -1 + +

NCAM (CD56) + +

10



Einleitung

Glycoprotein Leu - 19 + +
CD34 +l- +/-
CXCR4 + +
Zytoskelettmarker

Desmin - +
Transkriptionsfaktoren

Pax7 + +
Myf5 +/- +
MyoD - +
MNF + +
MSTN + +/-
IRF -2 + +
Msx - 1 + -

Von den in Tabelle 1 aufgelisteten Antigenen smhsn dieser Promotionsarbeit neben Pax7
auf das Expressionsmuster von c¢ - Met und CXCR4éwoimiert werden.

C - Met spielt wie in 1.1 beschrieben, eine wichtigolle in der Delamination und Migration
von Muskelvorlauferzellen wahrend der Myogeneses Rezeptor fir HGF nimmt es eine
wichtige Funktion sowohl in der Entwicklung der legbals auch der Extremitaten eim
verschiedenen Mausmodellen konnte beobachtet wediss HGF an der Aktivierung von
Satellitenzellen mitwirkt [23]. Es wird beschriehetass es die Aktivierung und Proliferation
von Satellitenzellen férdert, wahrend es dereneveiDifferenzierung zu hemmen scheint [24].
Der CXC-Motiv-Chemokinrezeptor, kurz CXCRA4, ist &ezeptorprotein aus der Familie der G-
Protein gekoppelten Chemokinrezeptoren. Durch Narnaeh im CXCR4- Gen entstehen
Phanotypen mit Defiziten sowohl in der MyelopoeBe; Lymphopoese, Angiogenese, der
Kardiogenese oder beispielsweise auch der Neursger@iese unterschiedlichen Aspekte
konnen durch Beobachtungen erklart werden, dieereidass CXCR4 eine wichtige Funktion in
der Migration unterschiedlicher Stammzellen einninfi2s].

Auch wéahrend der Myogenese soll CXCR4 eine Rolielsp. Es wurde gesehen, d&$CR4-
mutante Mause sowohl in der Anlage der Zunge atsh aler dorsalen Extremitaten eine
verminderte Anzahl an Muskelvorlauferzellen aufwaid26]. Auch durch Versuche mit den
Mauszelllinien C2C12 und G7 konnte eine Expressmm CXCR4 nachgewiesen werden [27].
Die Charakterisierung dieser beiden Antigene andnen Satellitenzellen ist bisher aber nur in

seinen Anfangen.

11
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1.2.3 Pax7 ist ein wichtiger Faktor in der Generiemng und Erhaltung von
Satellitenzellen

Die Pax -Gene (Paired-box&ene) setzen sich aus einer Familie von neun GéRaxl-9)
zusammen, die fur unterschiedliche Transkripticktsi@n kodieren. Diese sind gekennzeichnet
durch zwei spezifische DNA - bindende Domanen, daired - Domane und der homeo -
Domaéne. Sie spielen eine wichtige Rolle in der &g von Geweben und Organen wahrend der
Embryonalentwicklung.

Pax7 zeigt seine Funktion in der Entwicklung des zdatraNervensystems, der Neuralleiste
sowie des Dermomyotoms und des Myotoms. Es istrdafewichtig in der Generierung von
Satellitenzellen und nimmt damit eine kritische IRdh der Muskelregeneration von adulter
Muskulatur ein [28].

Das Pax7 - Protein wird von quieszenten Satelldéberz exprimiert. Wahrend der Aktivierung
und der darauf folgenden Proliferation von Satsiitellen kann Pax7 im murinen Modell
konstant nachgewiesen werden. Mit Verlassen dedzykéls und Fortschreiten des
Differenzierungsprozesses der entstandenen Myellagsird Pax7 allerdings herunterreguliert
und durch die Expression von MRFs zur weiterenddéhzierung abgeldst [29].

In McKinnell et al. JPax7 activates myogenic genes by recruitment of istore
methyltransferase complex2008 [30] wurde gezeigt, daBax7 Uber eine Bindung an einen
Histon-Methyltransferase-Komplex die Aktivitdt urgehiedlicher Transkriptionsfaktoren
regulieren kann. Besonderes Augenmerk wurde inedi€tudie auf die Regulation der
Transkriptionsaktivitat von Myf5 gelegPax7 scheint Einfluss auf die Erhaltung der Population
von Muskelstammzellen durch eben diese BindungrameHiston-Methyltransferase-Komplex
und der damit verbundenen Regulation sowohl vonSVals auch MyoD zu haben. Auf diese
Weise soll sichergestellt werden, dass einige ddiviarten Satellitenzellen die Pax7 -
Expression beibehalten und nicht terminal differeren [31].

Anhand unterschiedlicher Experimente konnte denni@nstwerden, dass Pax7 eine kritische
Rolle in der Generierung und Erhaltung einer Pdpravon postnatalen Satellitenzellen spielt.
Mithilfe von Pax7- mutanten Mausen konnte die Funktion @7 definiert werden. In der
frihen postnatalen Periode konnten auch in Abwesenion Pax7 Satellitenzellen detektiert
werden. Die Anzahl der SatellitenzellenRiax7- mutanten Mausen ist allerdings im Vergleich
zu den Wildtyptieren reduziert und fallt in dentersLebenstagen der Tiere rapide ab [20, 32,
33]. Diese Abnahme erfolgt durch Defekte des Z&lizy und Apoptose von Satellitenzellen,

sodas$ax7ebenfalls eine anti - apoptotische Rolle zugedmnaverden kann [33].
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1.3 Herausforderung bei der Isolation von humanemt8llitenzellen

Trotz des sehr grof3en Interesses weitere Erkesetriber das Regenerationspotenzial von
Satellitenzellen zu gewinnen, wird die wissensdichit Arbeit an dieser Gruppe von Zellen
erschwert. Nicht nur die Lage der quieszenten HBatetelle zwischen Plasmamembran und
Basallamina der einzelnen Muskelfaser, sondern digcBchwierigkeit nur die reine Population
an Satellitenzellen ohne muskelassoziierte Fibstetg Endothelzellen usw. zu gewinnen zeigt
sich als Problem.

Gerade die Arbeit mit humanen Satellitenzellentzgich als grof3e Herausforderung, denn es ist
zum einen schwierig humane Muskelbiopsien zu eshallum anderen sind erst wenige Marker
bekannt, die es ermdglichen, die Satellitenzelle \amderen muskelassoziierten Zellen zu
unterscheiden [34].

1.4 Aktuelle Ergebnisse in der Charakterisierungrvumanen Satellitenzellen

Die Expression unterschiedlicher Satellitenzellneankurde in den letzten Jahren sehr intensiv
mithilfe von Mausmodellen untersucht. Uber die Esgsion dieser Marker ist in humanen
Satellitenzellen bisher jedoch nur sehr wenig bekan

In vielen Studien sind verschiedene Methoden zalat®n muriner Satellitenzellen etabliert
worden. Die Spanne der Versuche reicht von verwendeKryogewebeschnitten uber
Isolationen durch mechanische Zerkleinerung undrdiefiendem enzymatischen Verdau, sowie
folgender Kultivierung oder FACS Analyse [34].

Eine elegante Methode zur Charakterisierung deell@anzelle innerhalb ihrer anatomischen
Position wurde durch die Isolation der einzelnetakten Muskelfasern etabliert [35]. Auf
diesem Weg ist es mdglich, die isolierten Muskelfasentweder sofort zu fixieren und
immunhistochemisch mit den in 1.2.2 aufgelistetatefitenzellmarkern zu farben oder sie auf
Matrigel gebettet zu kultivieren und die Prolifeoats - und Differenzierungseigenschaften der
sich aus der Faser entwickelnden neuen Myoblastdreabachten [36].

Matrigel ist der Handelsname fiir eine gelatingsetddnmischung, die von Maustumorzellen
(Engelbreth-Holm-Swarm mouse sarcoma cells) sezgrnwird und von der Firma BD
Biosciences vermarktet wird.

In Pawlikowski et al. Analysis of human muscle stem cells reveals aréliffiation - resistant
progenitor cell population expressing Pax7 capatieself-renewal; 2009 [31] wurde mithilfe
unterschiedlicher Isolationsmethoden das Expressioster von humanen Satellitenzellen
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untersucht. Zur Analyse, ob in der Maus bekannteell8anzellmarker auch in humaner
Muskulatur exprimiert werden, wurden Kryogewebesithrsowohl aus fetalem als auch aus
adultem Muskelgewebe angefertigt und immunhistocbeimgefarbt. Es zeigte sich eine Pax7 -
Expression in Zellen, die die anatomische Lage @atellitenzellen einnahmen. Ebenfalls
konnte eine mehrheitliche Koexpression von Pax7 derd HGF - Rezeptor ¢ - Met beobachtet
werden.

Mithilfe eines Antikorpers gegen alpha-7-Integrinrde aul3erdem durch FACS - Analysen eine
Satellitenzellpopulation  gewonnen, die  spater kidit wurde und  deren
Proliferationseigenschaften beurteilt werden konnte

Auch andere Gruppen nutzen FACS - Analysen mithdés alpha-7-Integrins [37]. In dieser
Studie wurde gezeigt, dass die gewonnenen Zellenfells Expressionsmuster fir ¢ - Met und
auch M - Cadherin aufwiesen.

Analysen von NCAM und Pax7 sind ebenfalls Gegenktaieler Analysen und zeigen
vielversprechende Ergebnisse [34].

Trotz dieser vielen Studien zeigen sich immer ndeiskrepanzen bei der Suche nach
verlasslichen Markern fir humane Satellitenzellsogdass diese zukinftig weiter untersucht

werden sollten.

1.5 Zielstellung dieser Promotionsarbeit

Myogene Stammzellen zeigen sowatlvitro als auchin vivo in murinen Modellen ein grof3es
Regenerationspotenzial. Die Isolation mittels kartiameller in der Literatur bekannter
Methoden resultiert allerdings in einer Zellpopigdat deren regenerativer Stammzellcharakter
stark reduziert ist. Dieses Regenerationspoteffiziatine Therapie von dystrophem Muskel zu
nutzen, ist bisher wenig erfolgreich. Die Transfd¢ion dieser Zellressource in dystrophes
Gewebe wird durch Elimination der Zellen durch da@spereigene Immunsystem und die
fehlende Migrationsbereitschaft der Zellen sehitiart.

Ziel dieser Arbeit ist es deshalb eine erstmaligmalfse zum Regenerationspotenzial humaner
myogener Stammzellen durchzufihren, und diese iZdlie einen in der Zukunft moéglichen
therapeutischen Einsatz zu optimieren.

Als ersten Schritt soll daflr eine Methode etabligerden, mit der Satellitenzellen in ihrer
anatomischen Lage zwischen Sarkolemm und Basallandar einzelnen Muskelfasern

identifiziert und charakterisiert werden kénnen.
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Die Muskelbiopsien werden sowohl aus der Hochschildanz fir Muskelerkrankungen als
auch aus einer Kooperation mit der orthopadischeateifing des HELIOS - Klinikum in Berlin,
Buch zur Verfiigung gestellt.

Die Charakterisierung der gewonnenen Zellen sottetsi immunhistochemischer Farbungen
erfolgen. Als Satellitenzellen werden Pax7 - pusitZellen definiert. Anlehnend an die in der
Literatur bekannten murinen Satellitenzellmarkdl gotersucht werden, ob sich eine Variation
im Expressionsprofil von murinen und humanen Sgtaltellen feststellen lasst. Dabei soll vor
allem die Expression von ¢ - Met und CXCR4 chanadiest werden.

AnschlieRend sollen optimale Bedingungen geschafferden, die es erlauben, die isolierten
Satellitenzellen zu kultivieren und deren Prolifemaseigenschaften zu beurteilen. Es soll
beobachtet werden, ob sich aus den isolierten iZ€liigerenzierte Muskelzellen entwickeln, die
myogenes Potenzial aufweisen. Dies soll mithilfeesi Antikdrpers gegen ein fir Muskelzellen
spezifisches Element des Zytoskeletts, das Dedmimiesen werden.

Zur Kontrolle soll der Differenzierungsprozess deultivierten Zellen durch veranderte
Kultivierungsbedingungen forciert werden. Das Fahrteiten dieses Prozesses soll mittels des

Nachweises myogener Regulationsfaktoren gezeiglever
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2 Material

2.1 Chemikalien und Verbrauchsmateriale

Aceton

Ammoniumpersulfat (APS)
Bovines Serum Albumin (BSA)
Bromphenolblau Na-Salz
Chromatografiepapier
Collagenase

Complete Protease Inhibitor Cocktail

Coomassie Blau Farbstoff
Deckglaser 22 x 22 mm
Deckglaser 24 x 60 mm
Deckglaser @ 12 mm
Deckglaser @ 15 mm

Diagnostikobjekttrager mit 8 Vertiefungen

Dispase

Dithiothreitol

Dulbecco's Modified Eagles Medium
Essigsaure

Ethanol

Fetales Kélberserum

fetales Pferdeserum

Fetales Ziegenserum
Gentamicin

Glukose

Glutamax

Glycerin

Glycin

Gum Traganth

Harnstoff

HEPES (2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-
piperazinyl)ethansulfonylsaure)
His

Isopentan

Isopropanol
Kammerobjekttrager
Korkplattchen

Dr.K. Holborn & Séhne, Leipzig, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschlan
Roth, Karlsruhe, Dettaad
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Biochrom AG, Berlin, Deutschland
Roche, Indpaia, USA
neolLab Migge Laborbedarf-Vertriebs GmbH, Heidelberg
Deutschland
Menzel GmbH & Co KG, Braumsgsily, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland
VWR, Lauda-Kénigshofen, Deutsathl
VWR, Lauda-Kénigshofen, Deutsathl
MP Bioneads, Eschwege, Deutschland
Rosch, Pensberg, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland
PAA Laboratoi@sbH, Pasching, Osterreich
Merck Schuchardt OHG, Hohenbrunn, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Lonza, Levallois Perret Fraokre
Lonza, Levallois Perret, Fignhkr
Lonza, Levallois Perret, Fedokr
Gibco (Invitrogen), Karlsruhe, Deutschland
Roth, Karlruhe, Deutschland
Gibco (Invitrogen), Karlsruhe, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland
MERCK, Schuchardt OHG, Hohenbrunn t&land
AppliChem, Darmstadt, Deutschland

Roth, KarlsruheuBehland
Abcam, Cambridge, UK
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Nunc, Rochester, New York, USA
Nunc, Rochester, New York, USA

Instrumenten Manufaktur , Berlin, Esminland
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Laminin

Marker Seeblue®Plus2
Matrigel (Wachstumsfaktor reduziert)
Methanol

Milchpulver

Natriumchlorid
Natriumfluorid
Natriumhydrogenphosphat
Nitrozellulosemembran
Objekttrager

Parafilm

PBS fur Zellkultur
Phenolrot
Phenylmethylsulfonylfluorid
Pinzetten

Pipetten (2,5,10,25 ml)
Poly — L - Lysin

Ponceau S Losung
Reaktionsgefalie 0,5 ml
Reaktionsgefalie 1,5 ml
Rohrchen 50 ml
Roti®-Histofix

Rotiphorese Gel 30
Natriumlaurylsulfat (SDS)
Skeletal Muscle Cell Growth Medium
Supplement Mix

N,N,N",N"-Tetramethylethylendiamin (TEMED)

Thimerosal

Tris

Triton - X

Trypsin - EDTA

Tween 20

Zellkulturplatten mit 12 Vertiefungen
Zellkulturplatten mit 24 Vertiefungen
Zellkulturschalen 10 cm
Zellkulturschalen 6 cm

Zellschaber

Zentrifugenréhrchen 15 ml

rundes Filterpapier

Zellsieb 40 pm

Gibco (Invitrogen), Karlsruhe, Deutschland
BD, Biosciences, HeidelberytBchland
Roth, Karlssubeutschland

AppliChem, Darmstadt, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Whatman GmbH, Dassel, Deutschland

AppliChem, Darmstadt, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschlan
Whatman GmbH, Dassel, Deldasch

Biochrom AG, Berlin, Deutschland

American National Casy Menasha, USA

Biochrom AG, Berlin, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Roche, Indianapolis, NS

Leica, Munchen, Deutschland
Costar, Corning, New Y&EA

Biozym, Oldendorf, Deutschland
Boehringer Mannheim GmbH, MannHeeutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

PromoCell, Heidelberg, Deutsthla
Roth, Karlsruhe, Deutscid
PromocCell, Hélideg, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland
Roth, #Ksruhe, Deutschland

Merck Schuchardt OHG, Hohenbrunn, Deutschland

Gibco (Invitrogen), Karlsruhe, Deutschland

Sigma, Munchen, Deutschland

Scientific Industries, New York, USA

MERCK, Schuchardt OHG, Hohenbrunn, Deutschland
TPP, Trasag#in, Schweiz
TPP, Trasag#in, Schweiz
Sigma, Minchen, Deutschland
TPP, Trasadingen, Schweiz

Herbeta-Arzneimittel, Berlin, Deutschland
TPP, Trasadingen, Schweiz
Sartorius AG, Gottingen, Detitsed

BD, Biosciences, Heidelberg, DeUtsuth
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2.2 Antikorper

2.2.1 Primare Antikorper

Anti—-beta—2-Laminin aus Maus
Anti—c-Met aus Kaninchen
Anti-CXCR4 aus Kaninchen
Anti-Desmin aus Maus

Anti-Myf-5 aus Kaninchen
Anti-MyoD aus Kaninchen
Anti-Myogenin aus Kaninchen

Anti- Myosin-Heavy-Chain aus Maus

Anti-Pax7 aus Maus

2.2.2 sekundare Antikorper

Ziege-gegen-Maus IgG, Alexa 488 gekoppelt
Ziege-gegen-Kaninchen IgG, Cy3 gekoppelt
Ziege-gegen-Maus IgG, IR Dye 800 gekoppelt
Ziege-gegen-Kaninchen IgG, IR Dye 800 gekoppelt
Ziege-gegen-Maus IgG, IR Dye 700 gekoppelt
Ziege-gegen-Kaninchen IgG, IR Dye 700 gekoppelt

2.2.3 Standardpuffer und Medien

10 x PBS NakPO,

Thimerosal
NacCl

pH
PBS NaHPO,
Thimerosal

NacCl
pH

10 x TBS NaCl

Tris
pH

TBS Tris
NaCl

pH
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Chemicon Internatipaimecula, USA
Santa Cruz Biotechnold&pnta Cruz, USA
Abcam, Cambridge, UK
DakoCytomation, Glostrup, Déaek
Santa Cruz Biotechnolo§gnta Cruz, USA
Santa Cruz Biotechnologgnta Cruz, USA
Santa Cruz Biotechngld&ganta Cruz, USA

NovoCastra, Nestiea UK
DSHB, Yokohama, Japan

MolecBlanbes, Inc. Eugene, USA
DianoweanHBurg, Deutschland
Rocklgitbertsville, USA

KR, Gilbertsville, USA
Rocklgitbertsville, USA

KR, Gilbertsville, USA

0,1M
2,4 mM
15M

7,4

10 mM
0,24 mM

150 mM
7,4

14M
100 mM

7,3

10 mM
0,14 M

7,3
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TBST

Muskelbiopsiemedium

Zellkulturmedium

Tris
NaCl

Tween 20
pH

HEPES
NacCl
KCI
Glucose
Phenolrot
pH

Skeletal Muscle Growth Medium
Gentamicin

fetales bovines Serum
Glutamax

19

10 mM
0,14 M
0,05%
7,3

30 mM
0,13 M
3 mM

10 mM
3uM
7,6

500

0,036 mg/ml
10%

15 ml
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3 Methoden

3.1 Ethikantrag

Diese Studie wurde vom Ethikkomitee der Chariténivarsitatsmedizin, Berlin genehmigt. Die
Nummer des Ethikantrages lautet: EA1/203/08. Adriehmer wurden Uber die Untersuchung

aufgeklart und haben ihr schriftliches Einverstaadyegeben.

3.2 Etablierung einer Methodik zur rein mechanisché-aserisolation

Charlotte A. Collins und Peter S. Zammit beschmelreihrer Veroffentlichung lsolating and
Grafting of Single Muscle Fibers“[38] eine Moglichkeit der Isolation von einzelnen
Muskelfasern anhand eines Mausmodells. Nach Fpmpation des gewinschten Muskels
wurde er fur circa 60-90 Minuten, je nach GroRegimer Kollagenaseltsung bei 35°C inkubiert,
bis der Muskel einen gelockerten, gequollenen kickirmachte. AnschlielRend wurden die
einzelnen Muskelfasern mit Pasteurpipetten, didv@omit 10%igem Pferdeserum beschichtet
wurden, mechanisch auseinander prapariert. Diebikon erfolgte auf mit 10%-Pferdeserum
beschichteten Petrischalen bei 37°C und 5%.CO

Anlehnend an diese Methodik sollte ein Weg zurdsoh von humanen Muskelfasern etabliert
werden. Die Muskelbiopsien stammten sowohl vondpétn aus der Hochschulambulanz fir
Muskelerkrankungen als auch aus einer Kooperatiander orthopadischen Abteilung des
HELIOS - Klinikums, Berlin Buch. Die Entwicklung deMethodik soll nun in den néchsten

Abschnitten beschrieben werden.

3.2.1 Vorbereitung des Arbeitsplatzes

Von sehr groRer Wichtigkeit war die Bewahrung dderitdt wahrend des gesamten
Praparationsprozesses, sodass die Gefahr eineramdordtion minimiert werden konnte.
Gearbeitet wurde mit einem PréparationsmikroskapMedells KL 1500 LCD der Firma Leika.
FUr die mechanische Isolation der einzelnen Fasemden Mikropréaparationspinzetten und
Nadeln verwendet, die vor Beginn der Praparatiorsinfigiert wurden. Als weitere
Vorbereitungen wurden kleine Deckglaschen mit udirentem Matrigel, das eine verminderte
Anzahl an Wachstumsfaktoren besal3, beschichtetnincrca 20-30 pl auf die Deckglaschen
pipettiert und anschliel3end verteilt wurde. Diesgdgn nun fir ungefahr 30 Minuten bei 37°C

und 5% CQ inkubiert. Frisch angesetzt werden musste aulRerdsne 3,7%ige

20



Methoden

Formaldehydl6sung, eine Gentamicin/PBS-Losung @r88/ml) und Skeletal Muscle Growth
Medium (Zusammensetzung siehe im Kapitel 3.3.1).

Abbildung 3: Vorbereitung des Arbeitsplatzes vor dem Beginn derFaserisolation. Abgebildet ist der
Arbeitsplatz zur Faserisolierung. Die Praparatiourde mithilfe eines Préparationsmikroskops des MedeL

1500 LCD der Firma Leika durchgefiihrt. Bendtigt dem aul3erdem autoklavierte kleine Pinzetten uncr@oh
Frisch angesetzt wurde eine PBS — Gentamicinlosim&raparationsldsung und eine 3,7%ige Formaldésyrg
zur sofortigen Fixierung isolierter Muskelfaserketetal Muscle Growth Medium der Firma PromoCellrgai zur

Kultivierung gewonnener Muskelfasern verwendet.

3.2.2 Ankunft des humanen Skelettmuskels aus dem @gationssaal

Die Muskelbiopsien wurden direkt nach Exzision inpe@ationssaal entgegen genommen.
Verwendet wurden Biopsien des M. vastus lateradis M. quadriceps femoris. Ein Teil der

Muskulatur wurde noch im Operationssaal wie im Melikteil unter 3.5 beschrieben eingebettet
und in flissigem Stickstoff zur Anfertigung spatekeyogewebeschnitte eingefroren. Die zur
Faserisolation verwendeten Biopsate wiesen ungefiger Grof3e von 1 cm x 2 cm x 1 cm auf
und konnten in einem frisch angesetzten Muskelléopsdium (30 mM HEPES, 0,13 M NaCl,

3 mM KCI, 10 mM Glucose, 3 uM Phenolrot) vom Openassaal in das Labor transportiert

werden.

Abbildung 4: Ankunft des humanen Skelettmuskels ausdem Operationssaal. Abgebildet ist das frische

Muskelbiopsat in einer PBS - Gentamicinlésung urdem Praparationsmikroskop. Das Muskelbiopsat wies
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ungeféhr eine GréRe von 1cm x 2cm x 1cm auf wndde innerhalb einer Muskelbiopsatlésung vom

Operationssaal in das Labor transportiert.

3.2.3 Préaparation der einzelnen Muskelfasern

Nach Ankunft der Muskelbiopsie aus dem Operaticaissairde sofort mit der Faserisolation
begonnen. Zu Beginn der Arbeit wurde anlehnendi@aiM@thodik von Charlotte A. Collins und
Peter S. Zammit der Muskel in einer Enzymlosungtdiesd aus Collagenase, Trypsin und
Dispase (Zusammensetzung wie in 3.3) angedaut wmsdhkelRend mit der mechanischen
Isolation begonnen. Im Vergleich zum murinen Modeallas von der oben erwéhnten
Arbeitsgruppe verwendet wurde, konnte jedoch geézgeyden, dass die Praparation humanen
Gewebes leichter ohne enzymatischen Vorverdau duféhren war. Das Ziel der
enzymatischen Behandlung war die Aufspaltung vonddgewebigen Verbindungen der
Muskulatur und damit die erleichterte mechanischiép®&ation. Diese Dissoziation der
Muskulatur trat bei den humanen Geweben von alleieh ca. 30-60 Minuten ein, zudem
lieBen sich die einzelnen Muskelfasern aber aucklem Zeitraum vorher mechanisch gut
voneinander l6sen.

Zu Beginn der Isolation wurde das Muskelgeweberustierilen Arbeitsbedingungen mit einer
PBS - Gentamicinlésung von Raumtemperatur gewasctW&amn maoglich sollten schon vor
Uberfiihrung zum Praparationsmikroskop bindegewebigeile abpréapariert werden. Mithilfe
des Mikroskops des Modells KL 1500 LCD von der Frireika wurde nun versucht, erst die
Muskelfaszie von den Muskelfaserbiindel zu entfernemdass anschlieRend entlang der
Langsachse des Muskels einzelne Fasern préaparsedew konnten. Einzelne Fasern wurden
sofort erst in einer PBS - Gentamicinlosung gewaschnd zur Direktfarbung in 3,7%iger
Formaldehydlésung fixiert, wahrend andere Faserfi @&en mit Matrigel beschichteten
Deckglaschen in Kultur gehalten wurden.

Falls die Beschaffenheit des Muskelgewebes es ruchiel, dass einzelne Muskelfasern
prapariert werden konnten, war auch die Moéglichkathanden, kleine Muskelfaserbindel

freizulegen, die dann nach Fixierung voneinandéegat werden konnten.

Wahrend der Entwicklungsphase des Projekts wurdéd~dserisolation unter unterschiedlichen
Bedingungen durchgefuhrt. Wie oben erwahnt, wuodeosl mit enzymatischer Vorbehandlung
als auch ohne gearbeitet. Weiterhin musste abdr diecPraparationslésung optimiert werden.

Die Isolation erfolgte sowohl in PBS, Muscle Growitedium sowie einer PBS/Gentamicin -

22



Methoden

Losung. Letztendlich stellte sich die sofortige ganétion des Gewebes in mit Gentamycin
versetztem PBS als optimale Vorgehensweise dar.

Abbildung 5: Mechanische Isolation der einzelnen Mskelfasern. In Abbildung A Ilasst sich ein Teil des
Muskelbiopsats in einer PBS/Gentamicin - Losungeudiem Praparationsmikroskop erkennen. Die Isaligrder
einzelnen Fasern erfolgte mechanisch mithilfe voikrépraparationspinzetten und Scheren. In Abbilduhg
erkennt man die einzelne isolierte Muskelfaser.sBievurde anschlief3end sofort fixiert und immunluisémisch
gefarbt oder in Skeletal Muscle Growth Medium b&@G und 5%CQ kultiviert.

3.2.4 Kultivierung mechanisch isolierter Muskelfasen

Die wahrend der Praparation gewonnenen Fasern wuzden einen sofort mit 3,7%igem
Formaldehyd fixiert und immunhistochemisch gefarbt andererseits bei 37°C und 5% O
inkubiert und auf mit Matrigel beschichteten Deésghen in Skeletal Muscle Growth Medium
kultiviert. Wahrend der Etablierungsphase wurdebbebtet, dass eine Aussprossung von neuen
Muskelzellen nur bei adharenten Fasern erfolgteheDavar es besonders wichtig, dass die
praparierten Fasern an den Deckglaschen mogliekshaften blieben.

Es lie’ sich erkennen, dass sich der grof3te TeiMieskelfasern, der auf Deckglaschen ohne
Beschichtung gebettet war, nach wenigen Tagen ituKoder schon direkt mit Zugabe des
Nahrmediums abloste. Eine weitere Moéglichkeit zeigine Beschichtung mit Kollagen, was zu
einer etwas besseren Ausbeute fihrte.

Die besten Ergebnisse wurden mit einer Matrigelebtung der Deckglaschen erzielt.
Matrigel ist der Handelsname fiir eine gelatindsetddnmischung, die von Maustumorzellen
(Engelbreth — Holm - Swarm mouse sarcoma cellspregzt wird und von der Firma BD
Biosciences vermarktet wird. Diese Maustumoren s@ich an extrazellularen Matrixproteinen,
dessen Hauptbestandteile Laminin, Kollagen 1V, Eimaund Heparansulfat - Proteoglykane
sind. Es dient zur Anhaftung und Differenzierungnvamormalen und transformierten
verankerungsabhangigen Zellen. Durch diese Bestmghwar es madglich, den isolierten

Muskelfasern eine Umgebung zu schaffen, in deadigrieren konnten.
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3.3 Enzymatische Myoblastenisolation

Enzymlésung
4 ml Collagenase Typ Il in PBS (254 U/ml; sterltriert) + 100 pl Dispasel (100 U/ml; steril

filtriert) + 500 pl Trypsin/EDTA

Durchfiihrung:

Zur Verhinderung einer Kontamination des Gewebesde/udie gesamte Isolation unter der
Sterilbank vorgenommen.

Zuerst wurde das Muskelstick in eine 6-cm-Petrigctiberfihrt, wo es zweimal mit 5 ml kalter
1%iger Penicillin/Streptomycin in PBS - Losung geal@en wurde. AnschlieRend wurde die
Waschlosung abgesaugt und das Muskelstiick mitaider Schere zerkleinert. Dieses wurde
nun mit 2 ml PBS in einer 10-ml-Pipette aufgenommed in ein 15-ml-R6hrchen tberfuhrt.
Die Muskel-PBS-Suspension in dem Réhrchen wurdenathsten Schritt fur 5 min bei 350 g
und 4°C zentrifugiert. AnschlieBend wurde der Utsard abgesaugt. Auch hier war es wichtig,
die Sterilitat zu bewahren, sodass bei allen Senitdie aul3erhalb des sterilen Bereichs
stattfanden, das Roéhrchen mit der Suspension miéfilPa abgedichtet, und es ebenfalls vor
Beginn des nachsten Arbeitsschrittes mit Ethangesapiilt wurde. Nach der Zentrifugation
wurde das Muskelpellet in der oben genannten Enigumg aufgenommen und 45 min im
Wasserbad bei 37°C auf mittlerer Stufe geschuidli. 10 min wurde dabei die Suspension mit
einer Pasteurpipette 8 Mal durchmischt. Nach die$g&min wurde die Suspension durch 4
immer dinner werdende Pasteurpipetten, deren Qffvanher mithilfe eines Bunsenbrenners
anpassend verkleinert wurde, je 8 Mal pipettiemséhlieRend wurde der Verdau mit 5 ml
Muscle Growth Medium abgestoppt. Nach Abstopperdewin weiteres Mal bei 350 g bei 4°C
allerdings fir 10 min zentrifugiert und danach tiserstand abgesaugt. Zum Abschluss wurde
das Pellet in 3 ml Medium resuspendiert und au¢ &ércm-Schale gegeben, die fir 3 Tage im
Brutschrank ruhte. Nach drei Tagen fand dann d&edvlediumwechsel statt, danach alle 2-3

Tage, bis die Zellen passagiert werden konnten.

3.3.1 Kultivierung enzymatisch isolierter Myoblasta

Die Kultivierung der in dieser Arbeit verwendetenydblasten erfolgte in Skeletal Muscle
Growth Medium, welches mit 10% fetalem bovinen $erFBS) und Gentamicin
(0,036 mg/ml) versetzt wurde. Die Gewebekulturftestund — schalen wurden bei 37° C, einer
relativen Luftfeuchtigkeit von 95% und einer 5%ig&02 - Atmosphare im Brutschrank

gehalten. Nach Erreichen einer Konfluenz von ca%/®@urden die Zellen passagiert, indem
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zuerst das Medium entfernt und anschlieBend Tr{eBIiRA auf diese gegeben wurde. Nach
kurzer Inkubation bei 37°C wurde unter einem Liclkioskop kontrolliert, ob sich die

Gesamtzahl der Zellen von der Kulturschale gel@teh War dies nicht der Fall, wurde die
Ablésung durch leichtes Beklopfen gefordert. Na@sispension mit frischem Medium erfolgte

die Aufteilung auf neue Gewebekulturschalen un@w&¥eiterkultivierung.

3.4 Differenzierung kultivierter Myoblasten

Die Kultivierung proliferierender Myoblasten erfedgwie im vorigen Absatz beschrieben in
Skeletal Muscle Growth Medium, das zusétzlich retafem bovinem Serum und Gentamicin
versetzt wurde. Die Induktion der Fusion von Myaslhdam zu Myotuben erfolgte dagegen an 80%
konfluenten Zellen. Hierfir wurden die Zellen in skansmedium kultiviert, welches im
Gegensatz zum Kultivierungsmedium einen 2%igen iRate Pferdeserum enthielt. Der Entzug
der Wachstumsfaktoren im Fusionsmedium vermindelitee Proliferationsrate der Zellen,
induzierte den Austritt aus dem Zellzyklus und dtdt die Fusion zu Myotuben ein. Dieser
Prozess konnte lichtmikroskopisch anhand der Zefimologie beobachtet werden.
Mononukleare Zellen wurden als Myoblasten und Zelfeit mehreren Zellkernen als reife
Myotuben identifiziert. Zur weiteren Analyse im Vauf der Fusionierung wurden die Zellen zu
unterschiedlichen Zeitpunkten fixiert und nach dewiter unten beschriebenen Protokoll

immunhistochemisch gefarbt.

3.5 Herstellung von Kryogewebeschnitten

Nach Entnahme wurde das Muskelgewebsstiick noch perafonssaal in Gum Traganth auf
einem Korkplattchen gebettet und in Isopentan (irssigen Stickstoff gefroren und leicht
angetaut) geschwenkt. Anschliel3end wurde die Piolgissigem Stickstoff gefroren und bei
80°C gelagert. Zur weiterfihrenden Diagnostik wudds Muskelgewebe nun geschnitten und
anschlieend gefarbt. Die Schnitte wurden mit deradd&l CL 30505 der Firma Leika
angefertigt. In diesem Gefriermikrotom wurden b&l0°C Schnitte einer Dicke von 7 pm
erstellt. Die Muskelproben wurden auf kleinen Objglgern fixiert und konnten auf diese

gebettet gefarbt werden.

3.6 Immunhistochemie

Zur Darstellung unterschiedlicher Antigene, seisnspezifische Oberflachenmarker als auch

Transkriptionsfaktoren, wurden die isolierten Faseach 0 h, 2 d und nach 4 d, sowie nach
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Auswachsen von neuen Myoblasten aus den Fasernrimstochemisch gefarbt. Als Vergleich
wurden auferdem Kryogewebeschnitte, sowie Myoblaates der Zellkultur mit den gleichen

Antikdrpern behandelt.

Durchfiihrung von Gewebe-, Faser-, und Myoblastboiigen

Die in 3,7%iger Formaldehydlosung fixierten Muskskrn wurden zu Beginn der Farbung mit
0,2%igem Triton-X-100 in PBS fir 15 min permealdis Nach dreimaligem Waschen von
jeweils 5 Minuten wurde anschlielend fur die Pakarbung eine Ureabehandlung
durchgeflhrt, indem die Fasern in 360 mg/1 ml fidBnuten bei 60°C inkubierten. Es folgten
wiederum drei Waschschritte von jeweils 5 Minutéevor die zu farbenden Gewebe zur
Absattigung unspezifischer Bindungsstellen mit 5%génserum in 1% BSA Uberschichtet
wurden. AnschlieRend wurde der primére Antikdrpergeeigneter Weise mit 1% BSA/PBS
verdunnt und Uber Nacht bei 4°C inkubiert. Am n&shd ag wurden alle weiteren Schritte unter
Ausschluss von Licht durchgefuihrt. Nach einem dadigen Waschen von jeweils 10 Minuten
wurde der mit einem fluoreszierenden Farbstoff pelite zweite Antikérper in einer

geeigneten Verdinnung in 1% BSA/PBS fur 30 Minutébiert. Zum Abschluss wurden die

Zellkerne mit einem Hoechstfarbstoff sichtbar geimaaend die gefarbten Gewebe mit 50%

Glycerin in PBS eingebettet.

3.6.1 Immunhistochemische Farbungen nach enzymatiser Myoblastenisolation
und anschlieRender Immobilisierung der Zellen durchZentrifugation

Nach einem &hnlichen Protokoll wurden Zellen immstdthemisch gefarbt, die durch eine
enzymatische Myoblastenisolation gewonnen wurdem. Unterschied zu den kultivierten
Myoblasten waren diese nicht adharent und mussténilfiem von Zentrifugation (Cytospin,
Hettich, Tuttlingen, Deutschland) immobilisiert wlen. Direkt nach der Isolation wurde die
Zellsuspension durch einen 40-ume-Filter pipettidmschlielBend wurden jeweils 150 pl der
Suspension auf einen Objekttrager gegeben und @imid bei 2000 Umdrehungen/Minute
zentrifugiert. Die Zellen waren anschlieRend imrlisigrt und konnten nach dem oben
beschriebenen Standardprotokoll gefarbt werdenmtidem Unterschied, dass bei der Pax7 -

Farbung auf die Vorbehandlung mit Urea verzichiatde.

3.6.2 Verwendete Antikdrperverdinnungen

Anti-beta-2-Laminin aus Maus 1:500 in 1% BSA/PBS
Anti-c-Met aus Kanninchen 1:50 in 1% BSA/PBS
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Anti-CXCR4 aus Kanninchen 1:200 in 1% BSA/PBS
Anti-Desmin aus Maus 1:50 in 1% BSA/PBS
Anti-Myf-5 aus Kanninchen 1:50 in 1% BSA/PBS
Anti-MyoD aus Kanninchen 1:50 in 1% BSA/PBS
Anti-Myogenin aus Kanninchen 1:25in 1% BSA/PBS
Anti- Myosin-Heavy-Chain aus Maus 1:50 in 1% BSASB
Anti-Pax7 aus Maus 1:10 in 1% BSA/PBS

Die sekundaren Antikorper wurden in einer Verdurgiuan 1:600 in 1% BSA/PBS verwendet.
Fur den Hoechstfarbstoff wurde eine Verdinnung /4000 in 1% BSA/PBS angefertigt.

3.7 Proteinchemische Methoden

3.7.1 Herstellung von Proteinlysaten

Nach Abnahme des Mediums und dreimaligem WaschePBf% wurden die Zellkulturgefalle
sofort auf Eis gebettet. Dort wurden sie mit eitkal Lysispuffer inklusive des Complete-
Protease-Inhibitor-Cocktails der Firma Roche, Phmathylsulfonylfluorid (PMSF) und
Dithiothreitol (DTT) Uberschichtet. Anschliel3end nden die Zellen mithilfe eines Zellschabers
von den ZellkulturgefaRen entfernt und in ein Rialgrohrchen dberfuhrt, in dem sie fir 30
Minuten auf Eis inkubierten. Wahrend der Inkubasimgit wurde das Proteinlysat alle 10
Minuten durchmischt. Abschlie3end wurden die LysateEntfernung von Zelltrimmern fir 15
Minuten bei 4°C und 13000 g abzentrifugiert und téerstand in ein neues Reaktionsgefal
dberfuhrt. Nach der Proteinkonzentrationsbestimmkmignten die Lysate nun aliquotiert, mit
einem 6-fach-konzentriertem Probenpuffer versetzt entweder bei - 80°C weggefroren oder

sofort weiterverarbeitet werden.

3.7.2 Bestimmung von Proteinkonzentrationen

Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgteeuVerwendung deBCA™ Protein assay

Kit der Firma Pierce entsprechend den Angaben deseHerst

3.7.3 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

Zur Analyse der jeweiligen Proteinlysate wurdensdi@ach Denaturierung mithilfe einer SDS-
Polyacrylamidgelelektrophorese ihrer Grof3e nachetuénnt. Die Gele bestanden aus einem ca.

1,5 cm breitem Sammelgel, das nach der Elektrogkoneeder entfernt wurde und einem ca.
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5 cm breitem Trenngel, dessen Polyacrylamidargeilgch Grof3e des Proteins zwischen 7% und
15% variierte. Vor dem Auftragen auf das Gel wurake Proben fir 5 Minuten bei 95°C
gekocht und je nach Volumen mit einem 6-fach-kotrzemtem Probenpuffer versetzt. Nach
anschlielendem kurzem Abzentrifugieren wurden didéh auf das Gel aufgetragen.

Die elektrophoretische Auftrennung erfolgte bei mad 200 V und endete mit Erreichen der

Lauffront am Gelende.

Zusammensetzung des Trenngelpuffers:

Tris: 15M
Natriumlaurylsulfat (SDS): 0,4%
pH: 8,8

Zusammensetzung des Sammelgelpuffers:

Tris: 0,5M
Natriumlaurylsulfat (SDS): 0,4%
pH: 6,8

Zusammensetzung des Probenpuffers (6x-konz):

Tris: 350 mM
Natriumlaurylsulfat (SDS): 10%
Dithiothreitol (DTT): 0,6 M
Glyzerin: 30%
Bromphenolblau: 0,012%

Zusammensetzung des Trenngels:

7% 10% 12% 15%
Trenngelpuffer 25ml 25ml 25ml 2,5 ml
Rotiphorese Gel 302,3 ml 3,3 ml 4,0 ml 5,0 ml

Wasser 52ml 41ml 3,5ml 3,0 ml
10 % APS 50l 50l 50 pul 50 pl
TEMED S5ul 5yl 5ul 5yl

Zusammensetzung des SDS — Laufpuffers:

Glycin 200 mM
Tris 2,5 mM
SDS 1%
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Zusammensetzung des Sammelgels:

Sammelgelpuffer 1,25 ml
Rotiphorese Gel 300,55 ml

Wasser 3,15 ml
10 % APS 50 ul
TEMED 5 ul

3.7.4 Westernblot

Diese Methode diente zum semiquantitativen Nachwegmn Proteinen aus SDS-
Polyacrylamidgelen. Der Transfer der Proteine ank eMembran (Blot) erfolgte elektrisch
mithilfe einer halbtrockenen (semidry) Blotapparaiafir wurde die Anode der Blotapparatur
zundchst mit Blotpuffer befeuchtet. AnschlieBendden 2 Lagen mit Blotpuffer getranktes
Chromatografiepapier auf die Anode gebettet. Dakauinte nun eine Nitrozellulosemembran
und zwei weitere Lagen Chromatografiepapier gelegyden, die ebenfalls vorher in Blotpuffer
getrankt wurden.

Der Transfer erfolgte unter 18 V fur 35 Minuten.

Zusammensetzung des Blotpuffers:

Tris 48 mM
SDS 13 mM
Glycin 39 mM
Methanol 20%
pH 7,3

Inkubation mit Antikdrpern

Blockierung: 4% Milchpulver in TBS fir 1h

Primarer Antikorper: MyoD — AK 1:500 in 4% Milchpulver in TBS-T fur 2-16
Waschen: 3 x mit TBS-T

Sekundarer Antikérper: IR Dye 700/800 1: 5000 in 4% Milchpulver in TBSHIr 30 min
Waschen: 2 X mit TBS-T und 1 x mit TBS

Entwicklung mit LiCore

Die Entwicklung der Membran und damit der Nachwapszifischer Proteine wurde mit dem

Odysseusgerat der Firma LiCore vorgenommen. DidgSesat verflugt tUber ein Infrarot-
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Fluoreszenzdetektion Scanning System, dessen Beaasitm unteren Picogrammbereich liegt.
Die hohe Empfindlichkeit wird durch eine Markierudgr Proteine mit Fluoreszenzfarbstoffen
erreicht, die im Infrarotbereich abstrahlen. Hierwendet wurden das IR Dye 800 sowohl gegen

Maus als auch gegen Kaninchen, als auch das IRFD@egegen Maus und Kaninchen.

Darstellung von Kontrollbanden mithilfe einer Co@wi@farbung:

Zusammensetzung Coomassieldsung:

Coomassie: 0,25%
Essigsaure: 10%
Methanol: 50%

Zusammensetzung der Entfarbelésung:

Essigséaure: 5%
Methanol: 10%

Das Polyacrylamidgel wurde nach dem Blotvorgang 30r Minuten im Coomassiefarbstoff
inkubiert. AnschlieBend konnte das Gel mit Leitumgsser abgewaschen und mit der
Entfarbeldsung entfarbt werden. Das Gel konnte entiveder in Leitungswasser gelagert oder

mit dem Odysseusgerat der Firma LiCore (s.0) etiiaverden.

3.8 Auswertung

3.8.1 Auswertung immunhistochemischer Abbildungen

Die Auswertung der immunhistochemisch gefarbteneffasund Zellen erfolgte mit dem
Fluoreszenzmikroskop des Modells CTR 6000 der Fitraka. Zu Beginn konnte sich ein
Uberblick mithilfe einer kleinen mikroskopischen rgedRerung verschafft werden. Fiir eine
detaillierte Auswertung wurde eine groRere Vergrifig verwendet.

Die Auszéhlung der Pax7 - positiven Satellitenzellerfolgte ebenfalls in einer grof3en
VergroBerung. Hierfir wurden jeweils 5 reprasematiBildausschnitte ausgewahlt und
anschlieend sowohl die Pax7 - positiven Zellers, alich die Gesamtzahl der Zellkerne

ausgezahlt und ins Verhaltnis zueinander gestellt.
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3.8.2 Statistische Auswertung

Die Analyse der Daten wurde mit Hilfe von Microsé&cel und IBM SPSS Statistics 19.0 fur
Windows (IBM Deutschland GmbH, Minchen, Deutsch)ashairchgefihrt. Die Auszéhlung der
Pax7 - positiven Satellitenzellen erfolgte wahretead Auswertung der immunhistochemischen
Abbildungen. Hierfir wurden jeweils 5 reprasentatiBildausschnitte ausgewahlt und
anschlieend sowohl die Pax7 - positiven Zellers, alich die Gesamtzahl der Zellkerne
ausgezahlt. Anschliel3end wurde der prozentualeil’dde Pax7 — positiven Zellen als Teil der
Gesamtnuclei berechnet. Aus den fiinf errechnetemtéWewurde danach der Mittelwert
gebildet. Die Abhangigkeit des prozentualen Antdés Pax7 — positiven Zellen vom Alter des
Patienten wurde mithilfe des nicht - parametriscKeuskall — Wallis — Test fur ungebundene
Variablen berechnet. Dafir wurden die 24 Probandedrei unterschiedliche Altersgruppen
eingeteilt. Gruppe 1 enthielt alle Patienten imeAkon 0 — 49 Jahre, Gruppe 2 50 - 69 Jahre und
Gruppe 3 alle Probanden uber 70 Jahre. AnschlieBelitt bestimmt werden, ob es einen
Unterschied im prozentualen Anteil der Pax7 — paesit Zellen zwischen den gesunden und
potenziell erkrankten Patienten gibt. Daftr wurd®nbanden mit ungefahr dem gleichen Alter
aus beiden Gruppen herausgesucht und die Mittedwdst Pax7 — positiven Zellen verglichen.
Eingeschlossen wurden dafiir alle Probanden, des als finf Jahre und junger als 69 Jahre
waren. Getestet wurde dieser Zusammenhang mitliéfe nicht - parametrischen Mann-
Whitney-U-Test fUr nicht — verbundene Variableni &8éen Berechnungen wurde ein

p — Wert < 0,05 als signifikant angesehen.
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4 Ergebnisse

Im Rahmen dieser Promotionsarbeit sollte gezeigtlare durch welche Antigene die humane
Satellitenzelle im Skelettmuskel charakterisientdwDafir sollte eine Methode etabliert werden,
mit der die Moglichkeit gegeben ist, die Satell#elte in ihrer anatomischen Lokalisation
zwischen Plasmamembran und Basallamina einer Maseel zu analysieren. Wie im
Methodikteil unter 3.2 beschrieben, wurde die ragchanische Isolation humaner Muskelfasern
etabliert. Durch eine Kooperation mit der orthogétien Abteilung des HELIOS - Klinikum in
Berlin, Buch war es moglich, Versuche an normaleménen Satellitenzellen durchzufihren
und Ergebnisse zu deren Antigenexpression zu gewindur Verifizierung wurden aul3erdem
Versuche an Zellen durchgefihrt, die durch enzysohén Verdau isoliert wurden sowie an
Kryogewebschnitten. Anschlielend wurde charakatisiwie sich die Expression dieser
Antigene wahrend des Differenzierungsprozesses da@nsSatellitenzelle zur reifen Myotube
verandert. Von grof3er Wichtigkeit war dabei der gleich zu in der Literatur bekannten
Informationen zur Antigenexpression von Satellitdten der Maus.

In den nachfolgenden Kapiteln werden die Ergebrgesednet nach Antigenen prasentiert.

4.1. Pax7 zeigt sich als aussagekraftigster Marker Charakterisierung von
humanen Satellitenzellen

Pax7 zeigt sich in der Literatur als potenter Markiéir Satellitenzellen, da dieser
Transkriptionsfaktor auf3er von der Satellitenzellen keiner anderen Zelle der Muskulatur
exprimiert wird. Deshalb wurde in dieser Promotembeit die Zelle als Satellitenzelle definiert,
die das Pax7-Antigen exprimierte.

Neben der Identifizierung dieses Antigens in frigsblierten humanen Muskelfasern wurde
aul3erdem das Expressionsmuster des Pax7 in frisetierien Myoblasten, die anschlieRend
durch Zentrifugation (Cytospin) immobilisiert wurde sowie in Kryogewebeschnitten

nachgewiesen.
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Pax7/Hoechst

Pax7/Hoechst

Pax7/Hoechst

Pax7/Hoechst

Abbildung 6: Pax7-Expression in humanem Skelettmusi. Verwendet wurde ein anti-Pax7 Antikdrper aus
Maus. Dieser wurde mit einem sekundaren Alexa 43&pgpelten Ziege-gegen-Maus (griin) Antikdrper diétetk

Blau: Hoechstfarbstoff. A-B: Pax7 - Expressionsolierten humanen Muskelfasern, C: Pax7 - Exprassidrisch

33



Ergebnisse

isolierten Myoblasten und Immobilisierung durch @3gin, D: Pax7 - Expression in Kryogewebeschnitifrile:

Pax7 - positive ZellerBalken in A =100 um, in B-D =25 um

Wie in Abbildung 6 zu erkennen, ist es mdglich, dselierte Satellitenzelle mithilfe von
Immunfluoreszenz zu markieren und durch ein Flumesmikroskop zu detektieren. In A
lassen sich Ubersichtsaufnahmen von einzelnen miscaisolierten Muskelfasern erkennen. B
zeigt die gleiche Faser in einer detaillierterenmgv@3erung. Die Pax7 - positive Satellitenzelle
l&sst sich in diesen Abbildungen am Rand der Mdia&ef erkennen. Die zweite Abbildung der
Reihe B zeigt eine Kofarbung des Pax7 mit einemcHstarbstoff, der die Gesamtzahl der
Zellkerne markiert. Es lasst sich erkennen, dassenu kleiner Teil der Faser-assoziierten-
Zellkerne eine Pax7 - Expression aufweist. Die efelh den Abbildungen der Reihe C wurden
durch einen enzymatischen Verdau des Muskelbiopgsadsanschlielender Zentrifugation auf
Objekttrager gewonnen. Im Vergleich zu den Farbordgr isolierten Muskelfasern liel3en sich
die Pax7 - positiven Satellitenzellen schwieriggentifizieren, da sie ein schwacheres Signal
aufwiesen.

Als zweiten Vergleich zu der neu etablierten Metoder mechanischen Isolation von
Muskelfasern und auch als Kontrolle der immunhisemischen Farbungen diente die Arbeit
mit Kryogewebeschnitten. Die Muskelbiopsate stanmraas dem M. vastus lateralis des M.
guadriceps femoris. Die Abbildungen der Reihe [@eeieinen Muskelquerschnitt mit mehreren
Muskelfaserblindeln dieses Muskels. Die Satellitherze lassen sich &hnlich den
faserassoziierten Zellkernen am Rande einer Muss@ifauffinden. Sie sind anhand des griinen
Pax7 - Signals erkennbar. In der zweiten Abbilddeg Reihe D ist wiederum eine Kofarbung
von Pax7 und einem Hoechstfarbstoff zur Kennzeiognder Gesamtzahl der faserassoziierten
Zellkerne aufgefuhrt. Es lasst sich &hnlich wie #en immunhistochemischen Farbungen der
isolierten Muskelfasern erkennen, dass die Paxsitipen Satellitenzellen nur einen kleinen

Teil der faserassoziierten Zellkerne kennzeichnen.

4.2 Altersabhangige Abnahme des prozentualen Asteliér Pax7 - positiven
Satellitenzellen

Nach Identifizierung und Definition der Satellitetiz als Pax7 - positive Zelle wurde
untersucht, wie hoch der prozentuale Anteil deeltnzelle an der Gesamtzahl der Zellkerne
war, und ob dieser mit dem Alter der Patienten é&@mrte. Daflir wurden von den
immunhistochemisch markierten Muskelfasern jewkils geeignete Abbildungen angefertigt.

AnschlieBend wurden sowohl die Pax7 - positiven alsh die Gesamtzahl der Faser -
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assoziierten Zellkerne gezahlt und zueinanderMeshaltnis gesetzt. In die Auswertung mit
einbezogen wurden sowohl Muskelbiopsien aus der hstwlambulanz  fur
Muskelerkrankungen der Charité als auch aus orthisgden Operationen des HELIOS -

Klinikums Berlin, Buch (spater Normalkontrollen gamt).

Folgende Tabelle zeigt Daten zu den verwendeterk&bi®psien.

Tabelle 2: Verwendete Muskelbiopsien

Anzahl | Geburtsjahr | Muskel Begleiterkrankungen

Normalkontrollen 17 1929-1960 M. vastus Keine neuromuskulare

lateralis Krankheit bekannt

Hochschulambulanz | 7 1941-2004 M. vastus| - Dysferlinopathie
lateralis | _ Neurogene Atrophie
- Minimale Myopathie

- Myopathie mit Typ Il
Faseratrophie

- Partieller

Acetylcholinesterasemange

Fur die Maus wurde gezeigt, dass sich der AnteilSbellitenzellen unter der Gesamtzahl der
Myonuclei altersabhangig verringert [13]. Der Fragb dies auch fur humane Satellitenzellen
zutrifft sollte damit nachgegangen werden.

Es wurden insgesamt 24 Muskelbiopsien ausgeweld@tpn waren 17 gesund und 7 erkrankt.
Das Verhdltnis von Mann zu Frau lag bei 8:16. D#terAvariierte zwischen 5 und 80 Jahren.
Das Durchschnittsalter der Patienten lag bei 6@/eh. Der durchschnittliche prozentuale
Anteil von Satellitenzellen belief sich auf 2,99% 065%.

In Abbildung 7 lasst sich die Abhéangigkeit des mmmalen Anteils Pax7 — positiver
Satellitenzellen vom Alter der Probanden erkenndit. einem p =0,016 zeigte sich eine
signifikante Abnahme der Anzahl der Satellitenzeha&t Zunahme des Alters der Patienten
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Altersgruppe

Abbildung 7: Abhéngigkeit des prozentualen Anteilsder Satellitenzellen vom Alter. Aufgetragen wurde der
prozentuale Anteil der Pax7 — positiven Satelligdlen in Abhangigkeit vom Alter. Das Alter der Ratien ist in

drei Altersgruppen eingeteilt. Gruppe 1: bis 49rdah = 5, Gruppe 2: 50 — 60 Jahre, n =11, Grip@d 70 Jahre,
n = 8. Das Signifikanzniveau wurde mithilfe deshtie parametrischen Kruskal-Wallis-Test fiir unventene

Variablen berechnet. Mit p = 0,016 zeigte sichsgmifikanter Abfall des prozentualen Anteils dexxP — positiven

Satellitenzellen mit Zunahme des Alters der Prokand

Bei Gruppe 1 (bis 49 Jahre, n =5) lag der MedianPax7 — positiven Satellitenzellen bei
3,597%, die aul3eren Enden der Box bildeten die &\B2B87% (25. Perzentile) und 4,561% (75.
Perzentile) mit einem Maximum von 4,8% und einenmiium von 3,2%. Bei Gruppe 2 (50 —
69 Jahre, n =11) ergab sich ein Median von 3,306% 2,518% als Wert der 25. Perzentile
und 3,685% fir die 75. Perzentile. Das Maximum ndfier einen Wert von 4,3% und das
Minimum von 1,6%an. Fur Gruppe 3 (ab 70 Jahre, n = 8) ergab sicMedian von 2,239% mit

den &ufReren Enden der Box von 1,425% (25. Pergentid 3,06% (75. Perzentile) sowie einem

Maximalwert von 3,7% und einem Minimalwert von 0,4%

Bei Auswertungsbeginn wurde vermutet, dass sichpdezentuale Anteil der Pax7 - positiven
Satellitenzellen bei Muskelfasern der Normalkomérol von denen mit potentiell
neuromuskularen Erkrankungen unterscheiden wirde.efgab sich ein Median fur den
prozentualen Anteil der Pax7 — positiven Zellendig Gruppe der gesunden Probanden (n = 8)

von 3,418% mit einem Wert fUr die 25. Perzentile 8002% und fur die 75. Perzentile von
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3,824%. Der Maximalwert belief sich auf 4,3%, waldeler Minimalwert bei 1,6% lag. Fur die
Patienten mit potentiell neuromuskularen Erkranlamgn = 6) ergab sich ein Median von
3,490% mit Werten fur die aul3eren Enden der Box 2@28% (25. Perzentile) und 4,455%
(75.Perzentile). Der Maximalwert lag bei 4,8% uret dinimalwert bei 2,2%. Mithilfe des
nicht — parametrischen Mann — Whitney — U — Testsurd@ das  Signifikanzniveau der
Nullhypothese, dass kein Unterschied zwischen dezelmen Gruppen besteht, berechnet. Mit

einem p = 0,699 konnte kein signifikanter Untersdhilargestellt werden.
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Abbildung 8: Kein signifikanter Unterschied des prozentualen Angils von Pax7 — positiven Satellitenzellen
bei gesunden und potenziell erkrankten ProbandenAufgetragen ist der prozentuale Anteil der Pax sitpen
Satellitenzellen in Abhé&ngigkeit des Gesundheitastader Probanden. Gesund = 8 Probanden, Krank = 6
Probanden. Das Signifikanzniveau wurde mithilfe deght - parametrischen Mann-Whitney-U-Test fir

unverbundene Variablen bestimmt. p = 0,699.

4.3 c-Met charakterisiert eine Pax7 - negative Soipplation an
Muskelvorlauferzellen

Neben der Charakterisierung des ExpressionsmustersPax7 in Satellitenzellen wurde in

dieser Promotionsarbeit auRerdem die Expression Rkzeptors des Hepatozyten-Growth-
Factors, c-Met, beschrieben. Ahnlich wie auch bmi &ersuchen zur Expression von Pax7,
wurde c-Met sowohl in isolierten Muskelfasern, sonlierten Myoblasten, die anschlieRend durch

Zentrifugation immobilisiert wurden und in Kryogelaschnitten beobachtet.
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Erste Schritte zur Charakterisierung der c-Met Aagpng in humanen Satellitenzellen zeigen

Zusammen
Zusammen
—
Zusammen
—

Zusammen

die folgenden Ergebnisse.

A Hoechst

Zusammen

Abbildung 9: c-Met Expression in humanem Skelettmulsel. Verwendet wurde ein anti-Pax7 Antikdrper aus
Maus, ein anti-c-Met Antikdrper aus Kaninchen urid monoclonaler anti-beta-2-Laminin Antikérper. Bée
wurden mit einem sekundaren Cy3-gekoppelten Zieggg-Kaninchen (rot) und einem sekundéren Alexa 488
gekoppelten Ziege-gegen-Maus Antikérper (griin) ktegg. Blau: Hoechstfarbstoff, Grin: Pax7 und b2ta
laminin, Rot: c-Met. A: c-Met Expression in fris@dolierten humanen Muskelfasern, B: c-Met und PBxjgression

in frisch isolierten humanen Muskelfasern, C: c-Med Pax7 Expression in frisch isolierten Myoblastend
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Immobilisierung durch Cytospin, D: c-Met und betéatninin in Kryogewebeschnitten, E: c-Met und Par7
Kryogewebeschnitten. Weil3er Pfeil: Pax 7, graueil Rf-Met. Balken = 25 pum.

Der anti-c-Met Antikdrper hat eine Zellpopulatiorarkiert, die &hnlich lokalisiert ist wie die
Pax7 - positiven Zellen, interessanterweise abehmtmnit ihr identisch ist. Das konnte in allen
Anséatzen - isolierte Muskelfasern, isolierte Myaitéan die durch Zentrifugation immobilisiert
wurden und Gewebsschnitt — bestatigt werden. Odiaksbei den c-Met - positiven Zellen um
Satellitenzellen eines anderen Aktivierungsgradis aom eine separate Zellpopulation handelt,

kann anhand der durchgeflhrten Experimente nodtt aidschieden werden.

4.4 CXCR4 markiert eine eigene Subpopulation an Mab/orlauferzellen

Als drittes Antigen wurde das Expressionsmuster @{CR4 untersucht. Wie auch in den
vorherigen Kapiteln beschrieben, wurde die CXCR#gEssion sowohl in isolierten
Muskelfasern, in isolierten Myoblasten, die ansgbéind durch Cytospin immobilisiert wurden

und in Kryogewebeschnitten beschrieben.
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A CXCR4 CXCR4/Hoechst

CXCR4/Hoechst

C beta-2-Laminin Zusammen

Zusammen

Zusammen

Abbildung 10: CXCR4-Expression in humanen SatellitenzellenvVerwendet wurde ein anti-CXCR4 Antikdrper
aus Kaninchen, ein anti-Pax7 Antikdrper aus Maug @im monoclonaler anti-beta-2-Laminin AntikdrpB&iese
wurden mit einem sekundaren Cy3-gekoppelten Zieggg-Kaninchen (rot) und einem sekundéren Alexa 488
gekoppelten Ziege-gegen-Maus (grin) Antikdrper kteget. Blau: Hoechstfarbstoff, Rot: CXCR4, Grireta-2-
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laminin oder Pax7. A und B: CXCR4 Expression isdh isolierten humanen Muskelfasern, C: CXCR4 wstd -
laminin Expression in frisch isolierten humanen kelfasern, D: CXCR4 und Pax7 Expression in frisstlierten
humanen Myoblasten und Immobilisierung durch CyilgspE: CXCR4 und Pax7 Expression in
Kryogewebeschnitten. WeilRer Pfeil: Pax7, graueil PEXCR4. Balken in Reihe A = 100 um, in ReihédB E =
25 um.

CXCR4 - positive Zellen waren als kleine Zellen edifalb der Faser oder am Faserrand
nachweisbar. Zur Bestimmung, ob diese Zellen dieiche anatomische Lage wie die
Satellitenzellen aufwiesen, ndmlich zwischen desdlamina und der Plasmamembran jeder
einzelnen Faser, wurden weitere Farbungen mit eiremtikdrper gegen beta-2-laminin
durchgefuhrt (Abbildungen der Reihe C). Beta-2-lamiist ein Strukturprotein, das in der
Basallamina exprimiert wird. Auf diese Weise konndie genaue Lokalisation der CXCR4 -
positiven Zellen in der Faser identifiziert werdémden Abbildungen der Reihe C stellt sich das
beta-2-Laminin grin und das CXCR4 rot dar. Es kerddrgestellt werden, dass der Haupttell
der CXCR4 - positiven Zellen auRerhalb der Basattanzu finden war. Ubereinstimmend
wurden diese Ergebnisse bei isolierten Muskelfasbtyoblasten, die nach lIsolation durch
Zentrifugation immobilisiert wurden und in Geweblasitten erzielt. Ahnlich der Ergebnisse zu
der Expression von c-Met in Satellitenzellen zegjtsh auch bei der Expression von CXCR4
keine Korrelation zwischen Pax7 - positiven Satatlzellen und CXCR4 - positiven Zellen.

Vielmehr lassen sich auch hier zwei SubpopulatiorenZellen nachweisen.

4.5 Satellitenzellen zeigen myogenes Regeneratiotesyzial in vitro

Nach Charakterisierung der isolierten Satellitelerebnhand unterschiedlicher in der Literatur
am murinen Modell bekannten Markern, war es dasistécZiel deren Proliferationsverhalten
unter Kultivierungsbedingungen zu beobachten. Baigrten Muskelfasern wurden wie im
Methodikteil unter 3.2.4 beschrieben, auf mit Mgefibeschichtete Deckglaschen gebettet und
in Skeletal Muscle Growth Medium bei 37°C und 5% CRultiviert. Mit taglicher
lichtmikroskopischer Kontrolle wurde beobachtet,vzelchem Zeitpunkt neue Myoblasten aus
den isolierten Muskelfasern auswuchsen. Nach uhgéf® Tagen zeigten sich die ersten Zellen
innerhalb der Faser, nach einigen Wochen konnteddrte von Myoblasten aul3erhalb der Faser
erkannt werden. Diese wurden mit einem Antikdrpegen Desmin immunhistochemisch
gefarbt. Desmin ist ein Intermediarfilament und daein Element des Zytoskeletts von
Myoblasten. Desmin spielt eine wichtige Rolle ir dechitektur der Muskelzelle, indem es
viele Komponenten des Zytoplasmas miteinander \grkn Seine Expression steigt mit

zunehmender Differenzierung der Muskelzellen.
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Desmin/Hoechst 6 d

B Desmin'4 w Desmin/Hoechst 4 w

Abbildung 11: Proliferierende Myoblasten aus isolieten Muskelfasern. Verwendet wurde ein anti-Desmin
Antikdrper aus Maus, der mit einem Alexa 488 Zigggen-Maus (griin) gekoppelten sekundaren Antikérper
detektiert wurde. Blau: Hoechstfarbstoff, Griin: Dés A: Muskelfaser, die 6 d kultiviert wurde, B:ugkelfaser

mit ausgewachsenen Myoblasten, die 4 Wochen keitiwurde. Bar in Reihe A = 25 um, in Reihe B = 100.

Es zeigte sich, dass die mit den Muskelfasernegein Satellitenzelleim vitro ein starkes
myogenes Potenzial aufweisen, durch das neue Mstlaentstehen kénnen. Nach einigen
Tagen liel3en sich erste Zellen erkennen, nach wenigochen stieg deren Anzahl auf ein paar
hundert. Es wurde beobachtet, dass sich Myoblasteaus isolierten Muskelfasern bildeten, die
eine gewisse Adhéarenz zu den fir die Kultivieruegwendeten Deckglaschen zeigten. Losten
sich die Muskelfasern nach der Isolation von ildaterlage, kam es zu keinem Auswachsen
neuer Muskelzellen.

Zusammengefasst war unsere Beobachtung, dassitiideifProliferation von Satellitenzellen
innerhalb der isolierten Muskelfaser begann undduart aus der Faser auswuchsen, wo es zu
einer Verletzung der Basalmembran gekommen war, lickhman der Peripherie des

Muskelfaserpraparats.
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So wurde mit der Etablierung der Methode zur reethanischen Isolation von Satellitenzellen
nicht nur eine Moglichkeit geschaffen, die Satefizelle in ihrem quieszenten Stadium zu
charakterisieren, es ist auRerdem maoglich, derelifétationspotenzial in ihrer physiologischen

Umgebung zu beobachten. Die hier gezeigten Datedemb Mal beobachtet.

4.6 Die Differenzierung von Myoblasten ist abhangign myogenen
Regulationsfaktoren

Nach Charakterisierung der Satellitenzelle zu eifiginen Entwicklungszeitpunkt war es das
nachste Ziel die weitere Differenzierung der Saézikzelle zu Myoblasten und anschlie3end zu
Myotuben zu beobachten. Die Induktion der Myoblasteur Fusion erfolgte, wie im
Methodikteil unter 3.4 beschrieben. Die Zellen wamdanschlieRend zu verschiedenen
Zeitpunkten fixiert und immunhistochemisch mit Adtipern gegen die MRFs Myf5, MyoD
und Myogenin gefarbt. Zusatzlich wurde ein Nachwéisdie Expression von Myosin-Heavy-
Chain (MHC) durchgefihrt.
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Zeitraum in Fusionsmedium
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Abbildung 12: Expression von myogenen Regulationskéoren in fusionierenden Myoblasten aus
Normalkontrollen. Verwendet wurden anti-Myf5, anti-MyoD und anti-Myenin Antikbrper aus Kaninchen,
sowie ein anti-MHC Antikérper aus Maus. Diese wurduait einem sekundaren Cy3-gekoppelten Ziege-gegen-

Kaninchen (rot) und einem sekundéren Alexa 488 pp&lien Ziege-gegen-Maus (griin) Antikdrper detektie
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Blau: Hoechstfarbstoff, Griin: MHC, Rot: Myf5, Myobder Myogenin. A und B: Expression von Myf5 in
Myoblasten nach 0, 3 und 6 d in Fusionsmedium, € DNExpression von MyoD in Myoblasten nach 0, 8 6nd

in Fusionsmedium, E und F: Expression von MyogémiMyoblasten nach 0, 3 und 6 d in Fusionsmediunuyn@
H: Expression von MHC nach 0, 3 und 6 d in Fusioedioom. Balken in Reihe A-F = 25 um, Bar in ReiheHG=
100 pum.

Es lasst sich der immunhistochemische Nachweismpogenen Regulationsfaktoren wahrend
des Differenzierungsprozesses von Myoblasten zerscthiedlichen Zeitpunkten erkennen. Die
Expression von Myf5 (Reihe A und B) charakterigeftiih aktivierte und proliferierende
Myoblasten. Die starkste Signalintensitat liel3 sialch drei Tagen in Fusionsmedium erkennen.
Zu diesem Zeitpunkt lieBen sich neben Myoblasteghauereinzelte bereits fusionierte
Myotuben erkennen. Die Expression von Myf5 besdktgirsich auf die Myoblasten. Mit
Fortschreiten der Kultivierung der Zellen in Fusioredium und der weiteren Differenzierung
konnten keine positiven Signale fur Myf5 mehr erkawerden (Spalte 3, Kultivierung nach
6 d).

MyoD spielt wie auch das Myf5 eine wichtige Rollen ider Myogenese. In den
immunhistochemischen Farbungen lie3 sich ein willemger Expressionsverlauf erkennen.
Ab etwa dem dritten Tag der Fusionierung liel3eh siste Myotuben erkennen, die ein MyoD
positives Signal aufwiesen (Reihe C und D, Spa)teMiat Fortschreiten der Kultivierung lief3
sich ein weiteres Ansteigen der MyoD — Expressiegistrieren, die dann etwa nach dem
sechsten Tag in Kultur wieder abnahm.

Zur Verifizierung der immunhistochemischen Ergebaisvurden die gleichen Zellen nach
unterschiedlich langer Kultivierung in Fusionsmediwzur Gewinnung von Proteinlysaten

verwendet und anschlie3end mithilfe eines Westetsalalnalysiert.

od 2d 3d 4d 6d 8d 10d

T N e ey Kontrolle

Abbildung 13: Westernblot Analyse zur Expression von MyoD in diférenzierenden Zellen Abgebildet ist ein

Westernblot zum Nachweis des MyoD-Proteins in Mgstdn, die unterschiedlich lange in Fusionsmedium
kultiviert wurden. Das 45 kDa grof3e Protein zegjhe deutlichste Expression nach einer Kultivieruog 8 Tagen
in Fusionsmedium. Zu friheren Zeitpunkten ist essair schwach ausgepragt. Nach Erreichen seinespdaktes
nach 8 Tagen nimmt seine Expression im Laufe ddfef@nzierungsprozesses ab. Die Kontrollbande wurde

mithilfe einer Coomassiefarbung dargestellit.
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In Abbildung 13 lasst sich eine solche Westernblalygse erkennen. Die Proteinlysate der
kultivierten Zellen wurden nach 0, 2, 3, 4, 6, 8 d® Tagen gewonnen. Es lasst sich mit Dauer
der Kultivierung eine Zunahme der MyoD — Expressidentifizieren, die ihr Maximum nach
einem Zeitraum von acht Tagen zeigt und danach exietbflacht. Diese Ergebnisse sind
kongruent zu den Auswertungen der immunhistochdmarsé&arbungen.

Die Expression von Myogenin ist erst nach 6 Tagefusionsmedium nachweisbar und auch
hier erst in wenigen Myotuben.

Bei der Expression von MHC konnte gezeigt werdemssd diese proportional zum
Differenzierungsgrad der Myoblasten anstieg (ReiGamd H).

Auch die bereits dargestellten Marker, c-Met, CXCRAd Pax7 wurden wahrend der
Differenzierung untersucht. C-Met und CXCR4 konntam keinem Zeitpunkt identifiziert
werden, Pax7 zeigte seine starkste Expression riquieszenten Satellitenzelle und war mit

Fortschreiten der Differenzierung nicht mehr naakie .

4.7 Die Differenzierung von der Satellitenzelle ztgifen Myotube wird durch
unterschiedliche Antigene charakterisiert

4.7.1 Endzusammenfassung der Ergebnisse

Mithilfe verschiedener Versuche ist es gelungeg, Ekpression von in der Literatur bekannten
Satellitenzellmarkern an humanen Muskelzellen zengachen und ihnen bestimmte Zeitpunkte
in der Differenzierung einer Satellitenzelle zu egimeifen Myotube zuzuordnen. Eine sehr
wichtige Rolle spielte dabei die Etablierung eildethode zur Isolation einzelner humaner
Muskelfasern auf rein mechanische Weise, um dertoamschen Sitz der Satellitenzelle

zwischen der Plasmamembran und der Basallaminaauew und sie in ihrem quieszenten
Stadium zu beurteilen. Die dabei erhobenen Ergebmairden dann in anderen Versuchen, wie
der enzymatischen Isolation und einer anschlieferdgbung der gewonnenen Suspension,
Farbungen von differenzierenden Myoblasten, voroljegvebeschnitten und Auswertungen von
Westernblots verifiziert. Die Abbildung 14 zeigtedExpression der untersuchten Antigene

abschlie3end zusammengefasst.
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Differenzierungsgrad der Muskelzelle Antigenexpression
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Abbildung 14: Antigenexpression im Verlauf der Differenzierung van der Satellitenzelle zur reifen Myotube.

Zu erkennen ist die graphische Darstellung der &gion unterschiedlicher Antigene im Verlauf detvwicklung
von der Satellitenzelle bis zur reifen Myotube. Aef X-Achse ist die Expression verschiedener Asmémit ihren
Maxima zu unterschiedlichen Zeitpunkten der Diffesierung der Muskelzellen dargestellt. Auf der Yh&e ist der
Differenzierungsgrad der Muskelzelle aufgezeichnBie dargestellten Zellen zeigen die morphologische

Veranderung wahrend des Differenzierungsprozesses.

Abbildung 14 zeigt eine Graphik zur Expression tstbkiedlicher Antigene wéahrend des
Differenzierungsprozesses einer Muskelzelle vongieeszenten Satellitenzelle zur Myotube.
Auf der y-Achse ist der Differenzierungsgrad derdWeizelle dargestellt, auf der x-Achse die
Expression untersuchter Antigene mit ihren Maxima unterschiedlichen Zeitpunkten der
Differenzierung. An den dargestellten Zellen I&ssh die morphologische Veranderung derer
wahrend ihrer Entwicklung erkennen. Wahrend siehMuskelzellen im Proliferationsstadium
als kleine Zellen mit einem Zellkern zeigen, sirnd sach Fusion als mehrkernige Zellen
charakterisiert.

Pax7 zeigt sich als potentester Marker zur Ideméifung und Charakterisierung der
Satellitenzelle. Seine Expression zeigte ein Maxmum quieszenten Stadium der
Satellitenzelle. Exprimierte eine Zelle dieses §eti wurde sie als Satellitenzelle definiert.
C-Met und CXCR4 sind in dieser Graphik nicht autdetf, da sich die Expression dieser
Antigene nicht in Zellen nachweisen lie3, die voandPax7 - positiven Satellitenzellen
abstammten. Vielmehr zeigte sich in unterschiedliciVersuchen, dass Zellen mit positiven

Signalen fir c-Met oder CXCR4 eine weitere Subpatoh von Muskelvorlauferzellen
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charakterisierten, die unabh&ngig von der Pax®iigen Satellitenzelle im Muskelgewebe
existierten. Die weitere Untersuchung dieser Zeéxdaher von Bedeutung.

Als Kontrollversuch galt die Charakterisierung wagogenen Regulationsfaktoren wahrend des
Differenzierungsprozesses der isolierten Satelig#éan zu proliferierenden Myoblasten und
anschlieend zu Myotuben. Wie in der Literatur anrinen Modell bekannt, konnte gezeigt
werden, dass die MRFs auch in humanen Muskelzadiee Schlisselrolle wahrend der
Differenzierung spielen. Es liel3 sich auch hiestidien, dass Myf5 sein Expressionsmaximum
in proliferierenden Myoblasten hat, wahrend dietsggin MRFs MyoD und Myogenin erst im
Stadium der fusionierten Myotuben ausgepragt werden

Mit Fortschreiten der Differenzierung konnte auféendein Anstieg der Expression von MHC

beobachtet werden.
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5 Diskussion

5.1 Methodendiskussion

5.1.1 Isolationsmethode

Die aulRergewdhnliche Regenerationsfahigkeit voriefkeuskulatur wurde 1964 von Studitsky
prasentiert, der zeigte, dass sich das Gewebevidlaer Zerstérung wieder regenerieren kann
[39]. Diese Fahigkeit geht hauptsachlich von eireopulation von undifferenzierten
mononukleadren Zellen aus, die unterhalb der Basaik, die jede einzelne Muskelfaser umgibt,
gelegen sind und aufgrund dieser anatomischen Sag@litenzellen genannt werden [17]. Die
ersten Ansatze zur ldentifizierung von Satellitdlere konnten aufgrund dieser anatomisch
beschriebenen Lage mithilfe elektronenmikroskomsdbintersuchungen erzielt werden. Diese
Methode ist technisch schwierig und aufwendig. Atbih konnen wegen der notwendigen
Fixierung die Satellitenzellen nicht mehr in ihgrysiologischen Funktion beobachtet werden
[34].

Zwei Methoden zur Isolation von Satellitenzelleréa sich in den letzten Jahren durchgesetzt
[40]. Dazu zahlen erstens die mechanische Zerkigmgemit anschlieRendem enzymatischen
Verdau und zweitens die Isolation von einzelnen kéifasern.

In dieser Promotionsarbeit wurde von beiden Metho@ebrauch gemacht. Wahrend die
enzymatische Isolation von Myoblasten eine in umselLabor gut etablierte Methodik ist,
musste die Isolation von einzelnen humanen Musseifaerst etabliert werden.

Anlehnend an das Isolationsprotokoll von Collingd ifammit [38] wurde im Rahmen dieser
Promotionsarbeit ein Weg etabliert, der es erlguldlieskelfasern nach enzymatischem Andau
mechanisch zu isolieren. Im Rahmen dieser Expetienamurde jedoch festgestellt, dass der
enzymatische Andau fir humanes Gewebe ungeeignetaises sofort zu einer Desintegration
des Gewebes kommt. Dieses neu entwickelte Protbkathaltet deshalb eine rein mechanische
Préaparation.

Die Muskelfasern wurden direkt nach Entnahme der skdlbiopsie mithilfe eines
Praparationsmikroskops und feinen Pinzetten unceMagrapariert. Die sehr geringe Ausbeute
von ungefdhr 10 - 20 Fasern pro Muskelbiopsie zeiigiss diese Isolationsmethode sehr
aufwendig ist. Es konnte beobachtet werden, dassaha Muskelfasern sehr empfindlich
gegenuber aulleren Stresseinfluss reagieren. \@m allahrend der Préparation resultierte ein

vermehrter Zug an der Muskelfaser in einer Hypettation wie es auch schon von Bonavaud
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et al. [41] beschrieben wurde. Dies fuhrt zu efBenddigung der Muskelfaser, die danach nicht
mehr zur Kultivierung verwendet werden kann.

Trotzdem zeigte sich diese Methode als vorteilbaftder Charakterisierung von Satellitenzellen
in ihrer anatomisch gegebenen Lokalisation.

Zum Vorteil ist dabei, dass nur eine geringe MeageéMuskulatur fur die Praparation einzelner
Muskelfasern bendtigt wird, sodass eventuell auchtetduchungen an Patienten mit
myopathischen Muskelerkrankungen durchgefiihrt wekdenen [41]. Dies zeigte sich gerade
fur diese Promotion sehr vorteilhaft. Es konntewad Patienten mit gesunder Muskulatur als
auch Patienten, die zur weiteren Diagnostik inllechschulambulanz fir Muskelerkrankungen
vorstellig wurden, in die Versuche mit einbezogesrden. Auf diese Weise konnten ebenfalls
erste Aussagen Uber eventuelle Unterschiede inEdpression von Satellitenzellmarkern in
gesunder und potenziell erkrankter Muskulatur gdmaerden.

Es wurde gesehen, dass das Expressionsmuster vtellit&aellmarkern in beiden
Patientengruppen keinen Unterschied zeigte.

5.1.2 Immunzytochemie

Zur Charakterisierung der isolierten Satelliteremelwurden vor allem immunzytochemische
Techniken gewahlt. Durch diese Methodik ist es nebglUntersuchungen auf Einzelzellniveau
durchzufiihren. Dies ist eine gute Voraussetzung, hestimmte Zellen in heterogenen
Zellgemischen zu identifizieren und zu charakterisn.

Gerade fur diese Arbeit war es nicht nur von groBedeutung die einzelnen Zellen zu
detektieren, sondern aul3erdem Aussagen uber diaktbastische Lokalisation von Antigenen
machen zu kénnen, d.h. beurteilen zu kénnen, irclvesl zytoplasmatischen Strukturen das
untersuchte Antigen exprimiert wird. Pax7 zeigteispielsweise eine zellkernzentrierte
Expression, wahrend c-Met und auch CXCR4 im Zytaipia lokalisiert werden konnten.

Ein weiterer Vorteil zeigt sich in der Moglichkeitass wahrend einer Farbung mehrere Antigene
nachgewiesen werden konnen, indem zwei untersatiediAntikdrper auf die zu farbenden
Zellen gegeben werden. Hierdurch kann beurteiltdesy ob in einer Zelle eventuell mehrere
Antigene exprimiert werden. Dies war besonders tigcim Hinblick auf die Charakterisierung
von Satellitenzellen in dieser Arbeit.

Die Immunhistochemie wie hier durchgefuhrt hat au€imschrankungen. Es wurde sich
zunachst auf die Satellitenzellmarker konzentrigtie aus Mausmodellen bekannt sind,
allerdings gab es nur begrenzten Zugang zu Antérpdie ausdricklich fur Untersuchungen

im humanen Gewebe geeignet waren. Es lasst sidht migsschliel3en, dass ein Teil der
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negativen Ergebnisse durch ungeeignete Antikorpereeklaren ist. So wurde z.B. zur
Quantifizierung der Populationen auch an FACS - lygen gedacht, jedoch dafir keine

geeigneten Antikorper gefunden.

Die Immunhistochemie erlaubt eine Quantifizieruregzimglich positiver und negativer Zellen,
aber keine in Hinblick auf die Signalintensitat.zZDast auf Proteinebene der Westernblot, auf
MRNA Ebene die quantitative TagMan RTPCR geeigiveisternblot Analysen wurden z.B. fur
MyoD durchgefthrt. Daftr waren die Myoblasten allags einige Tage proliferierend in Kultur
gehalten worden. Aus frisch isolierten Muskelfas@iheinem Satellitenzellanteil von ungefahr
3% der Gesamtmyonuclei konnte mit keiner zur Venfigy stehenden Methode
Satellitenzellmarker auf Protein - oder mRNA Ebeguantifiziert werden. Single Cell RT PCR
zum Beispiel fur einzelne Purkinjezellen wurde kiglz beschrieben [42], allerdings war eine
Ubertragung auf die humane Satellitenzelle im Rahmieer medizinischen Promotion nicht
durchfihrbar.

5.2 Ergebnisdiskussion

5.2.1 Pax7 als Satellitenzellmarker

Der Transkriptionsfaktor Pax7 spielt wie in der IEitung ndher erlautert eine sehr kritische
Rolle in der Selbsterneuerung und dem Erhalt vaeliBanzellen. Dieses Antigen ist sowohl in
Versuchen mit murinen als auch mit humanen Saefigllen gut etabliert. In murinen
Versuchen werden oft junge erwachsene Mause veetefi8o, 40, 43]. Mit einem
Durchschnittsalter von 60,3 Jahren konnte in diBsemotionsarbeit die Expression von Pax7 in
gealterten Muskelfasern charakterisiert werden.

In murinen Modellen sind viele unterschiedliche &ethe zur Pax7 - Expression in
Satellitenzellen und deren Abkémmlingen, den Mystda, durchgefihrt worden. Bekannte
Studien dazu fuhrte Seale et al. im Jahre 2000hd[#@]. Auf der Basis von Northern Blot
Analysen wurde die Expression von Pax7 in versdrned Geweben und Zelllinien untersucht
Pax7 - mMRNA konnte aul3erdem in Satellitenzellergliferierenden Myoblasten, sowie in
C2C12 - Zellen nachgewiesen werden. C2C12 - Zdlietdh eine murine Myoblastenzellinie, die
haufig fur Versuche an Myoblasten verwendet wird.

Wie auch in unterschiedlichen Studien [16, 29] weund dieser Arbeit das Pax7 durch
immunhistochemische Farbungen nachgewiesen. Es ewugkzeigt, dass dieser

Transkriptionsfaktor nur in quieszenten Satellilen und frih aktivierten Zellen
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nachgewiesen werden kann. Mit Fortschreiten defem@ifizierungsprozesses wird die Pax7 -
Expression herunterreguliert und durch das Aufireier MRFs abgelost.
Unabhangig vom Alter der Zellen zeigt sich Pax® ats potenter Marker zur Identifizierung

von Satellitenzellen in humaner Muskulatur.

5.2.2 Veranderung des prozentualen Anteils der Pax7positiven Satellitenzellen mit
Zunahme des Alters

Der Alterungsprozess der Skelettmuskulatur kannobbwnit Abnahme der Muskelmasse, der
Kraft aber auch der Ausdauerfahigkeit assoziierdemr. Diese altersabhangigen Veranderungen
konnten in unterschiedlichen Studien an murinen &lled gezeigt werden [44, 45]. Mit
Zunahme des Alters der Muskulatur kommt es zum reimar Abnahme, aber auch zu
vermehrten Anzeichen von Atrophie in den Muskelfas¢46]. Die Regeneration der
Muskelfasern geht von den Satellitenzellen ausddieh dulRere Einflisse wie Muskelaktivitat
oder Muskelfaserverletzungen aktiviert werden kin@g]. Altersbedingten Veranderungen der
Muskulatur scheinen sowohl durch einen Verlust aateltenzellen als auch durch
Veranderungen in der Satellitenzellnische beeisflas sein. Trotzdem konnte gezeigt werden,
dass die Regenerationsfahigket der Muskulatur nigiistandig mit Zunahme des Alters
verschwindet [45, 48].

Die Anzahl der Satellitenzellen ist weniger von Aet;, sondern mehr vom Alter der Muskulatur
abhangig. In der Maus betragt der prozentuale Awkei Satellitenzellen ungefahr 30% bei
Geburt und sinkt auf 4% in der erwachsenen und ”2%er senilen Maus [13]. In [49] wurde
gezeigt, dass, der prozentuale Anteil der SateHlglen in humaner Muskulatur besonders in
Typ Il Fasern mit Zunahme des Alters der Probandsneinem Mittelwert von 2,9% + 0,4%
bei jungen Patienten auf einem Mittelwert von 1.56%2% bei alteren Patienten sinkt.

Wahrend dieser Promotionsarbeit konnte daran amgelaachgewiesen werden, dass der
prozentuale Anteil humaner Satellitenzellen zurda@beit der faserassoziierten Zellkerne mit
Zunahme des Alters der Patienten abnimmt.

Es wurden sowohl Muskelbiopsien von Patienten raitramuskularen Erkrankungen als auch
von gesunden Patienten verwendet. Wie anfangligermmmen, zeigte sich kein Unterschied
in der Anzahl von Satellitenzellen zwischen kranked gesunder Muskulatur.

In der Literatur wird diese prozentuale Abnahme Gatellitenzellen mit Zunahme des Alters
sehr kontrovers diskutiert. Wahrend einige Arbeitpgen ahnlich den Ergebnissen dieser

Promotionsarbeit beobachten konnten, dass siclprdeentuale Anteil der Satellitenzellen mit
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Zunahme des Alters verringert [45, 49, 50], scheiremndere diese Hypothese nicht zu
unterstitzen [51].

Es stellt sich die Frage, ob es wirklich im Lauésdilters zu einem Verlust von Satellitenzellen
kommt, oder ob es eventuell eher zu einer Zunalenénttasarkolemnalen Zellkerne insgesamt
kommt und sich damit nur das Verhaltnis zwischenel$@nzellen und der Ubrigen
faserassoziierten Zellkerne andert.

In Charlotte A. Collins, Peter S. Zammit et al. [4drd aufgefuhrt, dass sich die Anzahl der
Pax7 - positiven Zellen zwar mit Zunahme des Altegsringert, diese aber quantitativ durch
Zellen ersetzt werden, die keine myogenen Markerieneren. Diese Beobachtung konnte
eventuell die oben gestellte Frage beantwortensmllsrdings noch durch weitere zukinftige
Versuche verifiziert werden.

In dieser Veroffentlichung wird aul3erdem die Thesefgestellt, dass die Menge an
Satellitenzellen im Alter zwar abnimmt, sie allergs nie vollstandig verschwunden sein
werden. Es wird davon ausgegangen, dass zeitledendeiner Teil von Satellitenzellen in der
Muskelfaser vorhanden sein wird, der das Regeneigibtenzial der Muskulatur aufrecht halten
kann.

In dieser Promotionsarbeit waren die beiden alteBtatienten 80 und 76 Jahre alt. Mit einem
prozentualen Anteil von Satellitenzellen von 1,966 ©,4% bildeten sie die niedrigsten Werte
der Vergleichsgruppe. Im Hinblick auf die oben asiglite These wirken diese Daten
unterstitzend, da keine Muskelbiopsien gesehen emyrdn der keine Satellitenzellen
identifiziert werden konnten.

So lasst sich auch mit den Ergebnissen dieser Rimmsarbeit die These unterstitzen, dass zwar
der prozentuale Anteil der Satellitenzellen mit Znme des Alters abnimmt, es aber eine kleine

Zellpopulation gibt, die das RegenerationspoterdgalMuskulatur aufrecht erhalten kann.

5.2.3 Expression von c-Met und CXCR4

HGF ist ein Wachstumsfaktor und zeigt sich essénmeder Bedeutung fur unterschiedliche
Gewebe. Es hat einen wichtigen Einfluss auf dieivigttung von Hepatozyten wahrend der
Entwicklung der Leber und soll auRerdem in der iRn@tion von renalen Tubuluszellen

involviert sein [52].

Jennische et al. [53] beobachteten 1993 als emstpp®, dass HGF - mRNA in regenerierender
Skelettmuskulatur identifiziert werden kann. Im Zosnenhang damit konnte aul3erdem
nachgewiesen werden, dass HGF und sein RezeptortciM der Entwicklung der

Extremitatenmuskulatur eine wichtige Rolle einninjint8, 18].
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In der genetischen Hierarchie UbeMet gelegen ist daBPax3 das die Expression von c-Met
reguliert. Dies konnte anhand vdhax3- mutanten MausenSplotch- Mausen) verifiziert
werden, bei denen weder eine Pax3 noch c-Met-Egjoresiachgewiesen werden konnte. Bei
diesen Mausen konnte beobachtet werden, dass dieentitatenanlagen wéahrend der
Entwicklung nicht von Muskelvorlauferzellen besiktadgerden und sich keine Skelettmuskulatur
ausbildet [8, 9].

Es werden gegenwartig unterschiedliche Rollen fi@FHdiskutiert. Eingeschlossen werden
kobnnen dabei eine Funktion als potenter chemotdidis Faktor, ein Aktivator fur
Satellitenzellen und auch ein Inhibitor flr die f@renzierung von Myoblasten durch
Interaktionen mit den MRFs MyoD und Myogenin [13].

Studien zeigen, dass HGF und sein Rezeptor c-Meotdoin quieszenten als auch aktivierten
murinen Satellitenzellen lokalisiert werden konrj@8, 54]. Im Gegensatz zu Fibroblasten, in
denen diese beiden Faktoren nicht nachgewieserewéahnten [55].

In dieser Arbeit sollte beobachtet werden, ob c-Mmich in quieszenten humanen
Satellitenzellen exprimiert wird. Nach Isolationrveinzelnen humanen Muskelfasern wurde
mithilfe einer immunhistochemischen Farbung die fégpion von c-Met beobachtet. Es zeigten
sich Zellen mit einem positiven Signal fur c-Meh Kombination mit einer Pax7 - Farbung
konnte allerdings gesehen werden, dass diese Zeailbdih zur gleichen Zellpopulation wie die
Pax7 — Satellitenzellen gezahlt werden konnten, dia c-Met - positiven Zellen nicht
gleichzeitig auch den Transkriptionsfaktor Pax7rgrerten.

Diese Ergebnisse weichen von dem Expressionsmusterc-Met ab, dass in der Studie von
Pawlikowski et al. [31] beobachtet wurde. Hier zeigich sowohl in fetaler als auch in adulter
humaner Muskulatur eine Koexpression von Pax7 ulgt Grinde fur diese unterschiedlichen
Beobachtungen kénnen zum einen im Alter der venetmd Muskulatur gesucht werden. Im
Gegensatz zu der in Pawlikowskis Studie, wurdei@set Promotionsarbeit hauptséachlich mit
Muskelfasern aus alteren erwachsenen Patientebagtr Es scheint moglich, dass c-Met, dass
eine wichtige Rolle gerade in der fetalen Muskelecklung spielt, eventuell im Laufe des
Lebens von alteren Satellitenzellen nicht mehr iexiert wird.

Wichtiger Unterschied zeigt sich allerdings aucldén Auswahl der Muskeln. In Pawlikowskis
Studie wurde die adulte Muskulatur aus dem M. stdsidomastoideus gewonnen, wahrend in
dieser Promotionsarbeit hauptséachlich der M. vastieralis verwendet wurde. Eventuelle
Unterschiede in der Faserzusammensetzung koénneurcttaciuch einen Einfluss auf das

Expressionsmuster von c-Met haben.
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Zum anderen besteht die Mdoglichkeit dass die c-Meisitiven Zellen, die in dieser
Promotionsarbeit identifiziert werden konnten ein@ndere Zellpopulation an
Muskelvorlauferzellen bilden, die unabhangig vom Bax7 - Satellitenzelle in der Muskulatur
vorhanden ist.

Ein weiterer Grund fir die fehlende Koexpressiom waMet und Pax7 kann eine zu geringe
Proteinmenge an c-Met darstellen, sodass es dunehimmunhistochemische Farbung nicht
detektiert werden konnte. Dies kann sowohl durchFeihlen des Antigens, durch Instabilitaten
des Antigens oder aber auch einfach durch das fretes geeigneten Antikdrpers gegen das
Protein zustande kommen. Da innerhalb der gleidkeser aber Zellen nachgewiesen werden
konnten, die ein Expressionsmuster fur c-Met audese kann davon ausgegangen werden, dass
der verwendete Antikdrper und auch das Protokallirununhistochemischen Farbung geeignet
waren.

Eine andere Moglichkeit wére auf3erdem, dass c-Mtt won quieszenten sondern erst nach
Aktivierung der Satellitenzellen exprimiert wird.

Diesen Hypothesen sollte in zukiinftigen Studierhneeiter nachgegangen werden.

Ahnlich prasentierten sich auch die ErgebnisseCharakterisierung der CXCR4 - Expression
von humanen Satellitenzellen. Es konnten Zellemtifiziert werden, die eine CXCR4 -
Expression aufwiesen. Diese befanden sich zum gmoliil aul3erhalb der Basallamina. Auch
eine Koexpression mit dem Satellitenzellmarker P&wnnte nicht nachgewiesen werden.
Cerletti et al. [15] konnten mithilfe von FACS - Alysen eine CXCR4 - positive Subpopulation
von murinen Muskelvorlauferzellen isolieren, die grof3es Regenerationspotenzial zeigten.
Diese Zellen waren in der gleichen anatomischeralisktion wie die Satellitenzellen unterhalb
der Basallamina zu finden. In einer Kofarbung mak®P konnte aul3erdem beobachtet werden,
dass ungefahr 80% der Pax7 - positiven Zellen aefereine CXCR4 - Expression aufwies.
Auch in Pawlikowskis Studie wurde an humanen Kryegigeschnitten eine CXCR4 -
Expression von Zellen, die am Rand einer Faselito&e waren, identifiziert [31]. Allerdings
wurde hier auf die schlechte Integritat gerade taduMuskulatur hingewiesen, die die
Auswertung erschwerte.

Diese Ergebnisse zeigen, dass es bei der der Ghasarung von Satellitenzellen durch die
Oberflachenantigene c-Met und CXCR4 noch keine &lbstimmung in wissenschaftlichen
Studien gibt.

Es stellt sich die Frage, ob die unterschiedlicBeobachtungen und Auswertungen eventuell

doch anzeigen, dass die Daten aus murinen Modeitdn direkt auf humane Satellitenzellen
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Ubertragen werden konnen. Vielmehr scheint das dSgppnsmuster von humanen

Satellitenzellen sehr komplex und heterogen zu sein

5.2.4 Myogenes Potenzial von Satellitenzellém vitro

Es konnte in dieser Promotionsarbeit gezeigt werdass die in den humanen Muskelfasern
isolierten Satellitenzellen auch vitro ihr Potenzial zur Proliferation und Differenziegunicht
verloren haben. Nach 6 d lie3en sich zwar lichtoskopisch noch keine aus der Muskelfaser
ausgewachsenen Myoblasten erkennen, es konnterinatmemhistochemisch Zellen innerhalb
der Muskelfaser identifiziert werden, die eine Eegmion von Desmin aufwiesen. Wenige
Stunden bis Tage spater konnten diese neuen Zalleh lichtmikroskopisch nachgewiesen
werden. Nach einigen Wochen in Kultur zeigten sicgar Hunderte von neuen Myoblasten, die
weiter zu reifen Myotuben differenzierten.

Im Vergleich zu in der Literatur bekannten Angaltieen sich die ersten Myoblasten allerdings
erst zu einem spateren Zeitpunkt identifizierenvémsuchen mit murinen Muskelfasern konnten
erste auswachsende Zellen bereits nach ungefdinb@&abachtet werden [40, 56].

Eine Erklarung fur diesen Zusammenhang konnte dielieser Promotionsarbeit fehlende
enzymatische Vorbehandlung der Muskelbiopsien var dPraparation der einzelnen
Muskelfasern sein.

Durch die enzymatische Behandlung kommt es zum alertindegewebiger Strukturen.
Allerdings scheint es auch mdglich, dass die Ste#lelle durch diese Prozedur aus ihrer
anatomischen Umgebung entfernt wird, welche einehtige Rolle in der Funktion dieser
Zellpopulation einnimmt. Es wurde gezeigt, dassaderaus der Satellitenzellnische sowohl
inhibierende als auch aktivierende Einflisse au# @atellitenzelle einwirken und deren
Regenerationsverhalten regulieren [47, 57]. Mit |&ehdieser Umgebung kann es zu einer
frihzeitigen Aktivierung der Satellitenzellen kommelie nun wiederum in den Zellzyklus und
den weiteren Differenzierungsprozess einsteigen.

Durch Fehlen dieser enzymatischen Behandlung koasmiun erst zu einem spateren Zeitpunkt
zur Aktivierung der isolierten Satellitenzellen.

Dies zeigt, dass es durch eine rein mechanischatitso von Satellitenzellen mdglich ist, diese
in ihrer anatomischen Umgebung innerhalb der Saefellnische zu isolieren. Dies stellt eine
wichtige Voraussetzung fur Versuche an der quigdsreBatellitenzelle.
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5.2.5 Heterogenitat von Satellitenzellen

Die historische, rein anatomische Identifizieruram \Satellitenzellen zeigt keine Heterogenitat,
sondern charakterisiert jede mononukleare Zellsawn Basallamina und Plasmamembran der
Muskelfaser liegend, als Mitglied dieser Populatisnverschiedenen Studien wurde allerdings
die Mdglichkeit aufgezeigt, dass Satellitenzellearduell eine gewisse Heterogenitat aufweisen
konnten.

In,, All muscle satellite cells are equal, but are sonwe equal than othe?s [58] wurden zwei
unterschiedliche Modelle zur Selbsterhaltung desli8anzellpools beschrieben.

Diese beiden Modelle sind in der folgenden Abbilgldargestellt:
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Abbildung 15: Heterogenitat von Satellitenzellen.Zwei mdgliche Methoden zur Satellitenzellerneugrun
(Zammit et al. 2008).

Werden quieszente Pax7 - positive Satellitenzellgminer Kern) durch physiologisch
einwirkenden Stress wie z.B. Verletzungen der Mliakern, aktiviert, kommt es zu einer
Koexpression mit MyoD (grin - roter Kern) als Zezohder beginnenden Regenerierung. Die
dabei neu - entstehenden Myoblasten unterziehdn maidtiplen Teilungen. Der Grol3teil der
Myoblasten reguliert aul3erdem die Expression voxi/ Ranter Aufrechterhaltung der MyoD -
Expression herunter und differenziert zu reifen kMipen. Ein kleiner Teil der Zellen halt
allerdings die Pax7 - Expression bei, reguliert Byderunter und verlasst wieder den
Zellzyklus. Diese Zellen sind wichtig fur die Sekrmeuerung der Satellitenzellen (griner Kern)
(Abbildung A).

Abbildung B zeigt dagegen zwei unterschiedliche 7Papositive Zellen. Eine Zelle weist eine

Koexpression mit dem Transkriptionsfaktor Myf5 dgftin - gelber Kern), wahrend die andere
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wiederum nur Pax7 exprimiert und eine Myf5 - Negéit aufweist (griner Kern). Im Laufe des
Regenerationsprozesses entwickelt sich aus der/lgi6/- positiven Zelle ein Pax7/MyoD -
positiver Myoblast (grun - roter Kern), der anseBknd proliferiert, Pax7 herunter reguliert und
differenziert. Im Gegensatz dazu zeigt die Pax7yf@d Zelle (griner Kern) eine
asymmetrische Teilung. Aus ihr entwickeln sich esder neue Pax7 +/Myf5 - negative Zellen
zur Aufrechterhaltung der Satellitenzellpopulatioter eine Pax7/Myf5 - positve Zelle (grin -
gelber Kern), der ebenfalls in den Regeneratiorzge® einsteigt [58].

Wahrend Zammit hier beschrieb, dass es unterschiedliche Popn&tioron Satellitenzellen
wéahrend des Regenerationsprozesses zu geben sdb8ht lasst ich eine eventuelle
Heterogenitat von Satellitenzellen in dieser Proomsiarbeit im Bezug auf die Expression
unterschiedlicher Satellitenzellmarker erkenneneWi 4.3 und 4.4 dargestellt, konnte die
Expression von c-Met und CXCR4, die in der Literatu der Gruppe der Satellitenzellmarker
gezéahlt werden, in den in dieser Arbeit identifi@a Satellitenzellen nicht nachgewiesen
werden. Vielmehr zeigte sich, dass die Pax7 - paesatellitenzelle und die Zellen, die eine
Expression von c-Met und CXCR4 aufwiesen zwei wti@edliche Populationen von
Muskelvorlauferzellen darstellten.

Ahnliche Beobachtungen konnten auch von andererscRungsgruppen gemacht werden,
sodass es noch keinen Konsens zu definitiven Bateléllmarker zu geben scheint.

Wahrend Einigung dariber besteht, dass Pax7 voMdharheit der Satellitenzellen exprimiert
wird [20], lieBen sich allerdings auch Marker idénieren, die nur einen Teil dieser
Zellpopulation detektiert. Beispiele daflr sind €334, das M - Cadherin, das beta -1 -Integrin,
das CXCR4 oder auch der Transkriptionsfaktor My5, [21, 59].

So scheint es moglich, dass eventuell auch die iesed Arbeit unterschiedlichen
Zellpopulationen zur Gruppe der Muskelvorlauferzellgezahlt werden kénnen. Es muss
allerdings noch in zukunftigen Versuchen vermehut den Differenzierungsprozess dieser

Zellen eingegangen werden.

5.3 Bedeutung der Satellitenzellen fur die Medizin

Schon vor einigen Jahren konnte beobachtet werdss kultivierte Myoblasten die
Dystrophinexpression in dystrophindefizienten Maugadx- Mausen) ersetzen kdnnen [60].
Obwohl Myoblasten in vielen verschiedenen klinisti&udien verwendet wurden, scheint es
allerdings immer noch viele Hirden zu geben, die Anwendung von Myoblasten zur

Stammzelltherapie behindern. Die wichtigsten Pnolelesind 1.) Abstol3ungsreaktionen des
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Empfangers, 2.) verringerte Uberlebenszeit der splamtierten Zellen und 3.) fehlende
Migration der Zellen nach intramuskuléarer Injektion

Einige aktuellere Studien deuten an, dass sowabthirisolierte Satellitenzellen als auch
einzelne Muskelfasern, bei denen die Satelliteamelhoch in ihrer anatomischen Lage
identifiziert werden konnen, effizient in transpi@nte Muskulatur einwachsen kénnen und neue
Satellitenzellen produzieren [47, 59, 61]. Im Geggn zur Transplantation von isolierten
Myoblasten, wird von frisch isolierten Satellitefiee eine viel geringere Anzahl bendtigt. So
wurde zum Beispiel gesehen, dass nur eine einzigesk&ifaser mit ungefahr 7 -8
Satellitenzellen in mdxMausen hunderte von Dystrophin - enthaltenden Mifiagern
wiederherstellen konnte [47].

Die Verwendung von Satellitenzellen zur Stammzettipie bei Muskeldystrophien wie der
Muskeldystrophie Duchenne kdnnte die Lebensqualitét eventuelle Lebenserwartung dieser
Patienten stark verbessern. Die Transplantatiooigerdermdx -M&use lassen sich bisher nicht
vollstandig auf den Menschen ubertragen. Es gddevragen, die die medizinische Anwendung
dieser muskularen Stammzellen einschrénken: Warigriaren transplantierte Satellitenzellen
nicht nach intramuskularer Injektion? Warum sinsefassoziierte Satellitenzellen geeigneter als
kultivierte Myoblasten? Welche genaue Rolle smiedtSatellitenzellnische in der Interaktion der
Satellitenzelle mit anderen muskuldren Zellen? G@erdlir genauere Informationen zur
Interaktion der Satellitenzelle mit anderen Zellesh eine genaue Charakterisierung von
Bedeutung. Durch genaue Analysen der Antigenexipres®n humanen Satellitenzellen ist es
damit eventuell mdglich synergistische Effekte mhien verschiedenen Zellen innerhalb des
menschlichen Organismus zu nutzen und die Stamiieedpie mit muskularen Satellitenzellen

Zu optimieren.

5.4 Resumee

Zur erfolgreichen Anwendung von Satellitenzellem tammzelltherapie missen noch Fragen
zur molekularen Regulation, der Proliferation, 8etbsterneuerung und Differenzierung dieser
Zellen geklart werden. Jeder dieser Schritte istadh auf intrinsische als auch auf extrinsische
Signale angewiesen. Gerade die extrinsischen ®igna der Satellitenzellnische scheinen einen
grof3en Einfluss auf die Stammzellfunktion von Sigelzellen zu haben [62, 63].

Aus diesem Grund ist es wichtig, eine Isolationsroéé zu etablieren, die der Satellitenzelle
eine Umgebung schafft, die der intramuskularen &khlich ist.
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Dieser Schritt konnte mit der mechanischen Isafatron einzelnen Muskelfasern in dieser
Promotionsarbeit erzielt werden. Bei dieser Methobieibt die Satellitenzelle in ihrer
anatomischen Lokalisation zwischen Basallamina Blebmamembran. Aul3erdem kommt es
nicht durch vorherige enzymatische Behandlung mareeventuellen Aktivierung der Zelle oder
Veranderung der Zelloberflache durch eventuellekBa@en mit den verwendeten Enzymen.

Die meisten Erkenntnisse Uber die Satellitenzelksidsen auf murinen Modellen. Die
Charakterisierung von humanen Satellitenzellentzaan aktuell noch als Herausforderung fur
die Wissenschaft. Die Verfugbarkeit von humanem Réusst sehr begrenzt.

Weiterhin lassen sich in dieser Arbeit Hinweisedén, dass humane Satellitenzellen sich von
ihren Maus - Analoga in verschiedenen Aspekten raoteiden, die noch im Detail zu
charakterisieren sind.

Auch die Auswahl an Satellitenzellmarkern stelli éer Isolation von humanen Satellitenzellen
eine grol3e Herausforderung. Wie in der Einleitunteu 1.2.2 erwahnt, sind heutzutage sehr
viele potente Antigene bekannt, die die murine I$@tezelle charakterisieren. Leider gibt es fur
humane Zellen noch keine definitive Ubereinstimmiibgr deren Antigenexpressionsmuster, so
dass es viel Zeit in Anspruch nimmt, einen geegmédarker zur Identifizierung von humanen
Satellitenzellen zu definieren.

In dieser Promotionsarbeit zeigte sich Pax7 alsrgester Satellitenzellmarker.

Eine wichtige Aufgabe fir zukinftige Versuche mitntanen Satellitenzellen stellt dabei die
fortflhrende Charakterisierung ihrer Oberflachetgire. Es muss untersucht werden, ob sich
die Antigenexpression von murinen Zellen auch awhéine Zellen Ubertragen lasst oder ob
doch eventuelle Unterschiede aufgezeigt werdenéddnn

In dieser Promotionsarbeit wurde gesehen, dasgessuzlle Unterschiede zu murinen Zellen zu
geben scheint. Wie aber unter 5.2.3 beschriebem ka fir die abweichende Expression von
Antigenen auch andere Grinde geben. In weiterendiédtu sollte vermehrt auf die
Antigenexpression von humanen Satellitenzellen wheken Proliferationseigenschaften
eingegangen werden, um die Verwendung dieser Zetl&tammzelltherapie zu optimieren.
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6 Zusammenfassung

Satellitenzellen garantieren die Regeneration ¢ete8muskels bis ins hohe Alter. Diese Zellen
sind genuine Muskelstammzellen und in einer besemd@natomischen Nische lokalisiert,
namlich zwischen Basalmembran und Sarkolemma deekien Muskelfaser. Auf Proteinebene
sind diese Zellen durch Expression des Transknpfaktors Pax7 sowie der Marker c-Met und
CXCR4 charakterisiert, ein Wissen, das wir im Wésgdren aus Mausmodellen erworben
haben. Da sich besondere Hoffnungen an diese nspsklische Stammzellpopulation in
Bezug auf Therapien von Muskeldystrophien oder tinaédts - induzierte Muskelatrophie
knupfen, wurde in dieser Arbeit Charakterisierungd uDifferenzierung von humanen
Muskelstammzellen erstmals systematisch untersucht.

Aus der Hochschulambulanz fiir Muskelkrankheiten@earité und durch eine Kooperation mit
der Klinik fur Orthopadie des HELIOS - Klinikkums B@&, Buch haben wir 24
Skelettmuskelproben erhalten, durch die eine Chamglerung von humanen
Muskelstammzellen vorgenommen werden konnte. Aesetn Gewebe wurden Einzelfasern
isoliert zur Darstellung von Satellitenzellen imyplologischen und anatomischen Kontext. Zur
Durchfuhrung dieser Isolation wurde eine Methodablketrt, die es erlaubte, humane
Muskelfasern auf rein mechanische Weise zu gewinnen

Es wurden aul3erdem Einzelzellsuspensionen anggfertir Anfarbung nach Cytospin -
Fixierung oder Weiterdifferenzierung in  Kultur, dsew in  Kryostatschnitten
immunhistochemische Farbungen fur Pax7, c-Met, CXQCRd den Differenzierungsmarkern
Myf5, MyoD, Myosin-Schwerekette (MHC), Myogenin ueksmin, durchgefihrt.

Pax7 konnte als zuverlassiger Marker einer Zellpaipn identifiziert werden, der Myonuclei in
der Satellitenzellnische anfarbt, und wurde dakeMarker humaner Satellitenzellen bestétigt.
Altersabhéngig zeigte sich eine Abnahme des AnRabs/ - positiver Zellen mit einem Median
von 3,597% in der Altersgruppe unter 50 Jahre aoére Median von 2,239% in einer
Altersgruppe Uber 70 Jahre.

Wenn Muskelfasern im physiologischen Kontext kudtiv wurden, konnten aus Muskelfasern
auch hochbetagter Donoren Satellitenzellen aktiwegrden und hunderte von Myoblasten
auswachsen. Diese Zellen zeigten das komplette emgodPotenzial (Expression von MHC,
Desmin). Die aus der Maus bekannten Satellitenzegker CXCR4 und c-Met haben im
menschlichen Muskel keine durch Pax7 definiertdptglulation charakterisiert und sind zur

Untersuchung humanen Materials ungeeignet.
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Zusammenfassung

Es kann gefolgert werden, dass Skelettmuskel auckhldetagter Probanden durch
Satellitenzellen ein enormes Regenerationspoternmgaltzt. Humane Satellitenzellen missen
allerdings separat von Nagetier - Modellen betetchtverden. Das Wissen um das
Regenerationspotenzial von humanem  Skelettmuskelnn kaTherapiekonzepte  fir

Muskeldystrophien entscheidend beeinflussen.
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Summary

7 Summary

Satellite cells guarantee the regeneration of $kielmuscle until old age. They are genuine
muscle stem cells that are localized in a charatieranatomic localization between basal
lamina and sarkolemma of each muscle fiber. Oneprdevel they are characterized by their
expression of the transcription factor Pax7 antedght other markers like c-Met and CXCR4.
Most of our knowledge is based on studies with recusdels.

Due to their availability and remarkable capacayrégenerate damaged muscle, satellite cells
are considered potential candidates for cell-bakedapies to treat muscular dystrophies and
other neuromuscular diseases. To improve our krdy@l@bout those muscle stem cells, human
satellite cells were first systematically charazit in this study.

We obtained 24 muscle samples from the ambulanceiscle diseases at Charité, Berlin and
due to a cooperation with the orthopaedic departnoérHELIOS - Klinikum Berlin, Buch.
Immediately after surgery, single muscle fibers avprimed to extract satellite cells in their
typical anatomical localization. In difference t@Mknown enzymatic methods to isolate single
muscle fibres we established a method with juseahanical preparation. Also, we worked with
cell suspensions and cryo muscle sections of humascle and cell culture to observe the
differentiation of satellite cells into mature mybes. To investigate the expression of human
muscle stem cell markers, immunohistochemistry wagormed for Pax7, c-Met, CXCRA4,
differentiation markers like Myf5, MyoD, Myosin -eavy — chain, Myogenin and Desmin.

Pax7 was shown to be the most potent marker tdifgdesatellite cells in their anatomical niche.
The amount of satellite cells in percent decreagstsage from a median of 3,597% in patients
younger than 50 years to a median of 2,239% ireptiolder than 70 years. Culturing human
muscle fibres showed that satellite cells from plolgients were also able to give rise to newly
formed myoblasts which contain the whole myogeroteptial of regeneration (expression of
Desmin and MHC). In difference to the knowledgemirine models satellite cell markers c-Met
and CXCR4 did not show a coexpression with ourllgateell marker Pax7 and are not suitable
for characterising human muscle material.

It can be reasoned, that human satellite cellsldéropatients possess the same regeneration
potential as satellite cells of younger probandst iBis important to examine human satellite
cells separately to murine satellite cells sinest fdifferences were shown. It is important to
learn about the regeneration potential in humaellgatcells since this knowledge can have an

impact of future therapy concepts in treating meisiitease.
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Abklrzungsverzeichnis

8 Abkurzungsverzeichnis

°C

ul

pum

Ak
APS
bHLH
BSA
cm
co2
CXCR4

DNA
DTT
EDTA
FACS
FBS

HEPES
HGF

IRF2
KCI

mg
MHC
min

ml
mm
mM
MNF
MRFs
m-RNA
MSTN
Msx-1
NaCl

Grad Celsius

Mikroliter

Mikrometer

Antikérper

Ammoniumpersulfat

basic-helix-loop-helix

bovines Serum Albumin

Zentimeter

Kohlenstoffdioxid

CXC-Chemokinrezeptor 4

Tag

Desoxyribonukleinsaure

Dithiothreitol

Ethylendiamintetraessigsaure

fluoreszence activated cell sorting (Durchdydgometrie)
fetales bovines Serum

Gramm

Stunde
2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)ethansul§lsaure
Hepatocyte-growth-factor (Hepatozyten-Wachstiraistor)
Immunglobulin

interferon regulatory factor 2

Kaliumchlorid

Liter

Molar

Musculus (Muskel)

Milligramm

Myosin-heavy-chain (Myosin-schwere-Kette)
Minute

Milliliter

Millimeter

Millimolar

myocyte nuclear factor

myogene Regulationsfaktoren
messanger-RNA (Boten-RNA)

Myostatin

Msh homeobox-1

Natriumchlorid
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Abklrzungsverzeichnis

Pax
PBS
PMSF
RNA
RT-PCR
SDS

SF

TBS
TBS-T
TEMED
Tris

VCAM-1
z.B.

paired-box-Transkriptionsfaktoren
phosphate buffer saline (Phosphatgepufferiasaalre)
Phenylmethylsulfonylfluorid

Ribonukleinséaure

Reverse Transkriptase Polymerasekettenogakti
Natriumaurylsulfat

scatter factor

Tris buffered saline (Tris-gepufferte Salingur

Tris buffered saline Tween-20 (Tris-gepuefalinsaure mit Tween-20)
N,N,N",N"-Tetramethylethylendiamid
Tris(hydroxymethyl)-Aminomethan

Unit/Einheit

Volt

vascular cell adhesion molecule-1

zum Beispiel
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