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1 EINLEITUNG

1.1 Receptor Interacting Protein (RIP)-Familie

RIP-Proteine konnten als zytoplasmatische Adaptorproteine von Rezeptoren der
Tumornekrosefaktor-Rezeptor- (TNFR-) Superfamilie identifiziert werden. Inzwischen sind
funf Mitglieder aus der Familie der RIP-Proteine naher bekannt.

Bei der Familie der TNF-Rezeptoren handelt es sich um ein transmembranéares Liganden-
Rezeptor-System, welches in unterschiedliche physiologische Prozesse involviert ist
(Ubersicht bei Aggarwal, 2003). Die Mitglieder der TNFR-Superfamilie besitzen keine eigene
endogene Enzymaktivitét, daher erfolgt die Weiterleitung der extrazellularen Signale Uber
eine  schrittweise  Rekrutierung von Signalproteinen an die zytoplasmatische
Rezeptordoméane. Diese Adaptorproteine lassen sich insbesondere zwei Gruppen zuordnen:
Entweder der TRAF-(TNF receptor associated factor)-Familie oder der Gruppe der Death-
Domain (DD)-Proteine. Bei der DD handelt es sich um ein spezielles Motiv, welches haufig
an der Induktion von apoptotischen Prozessen beteiligt ist.

Ligand

TNF-
Rezeptor 1

Zellmembran

Caspase 8

APOPTOSE

Differenzierung
Proliferation ANTIAPOPTOSE
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Abb. 1. Signaltransduktionsweg des TNF-Rezeptors 1 im
Zusammenhang mit ausgewabhlten zytoplasmatischen
Adaptorproteinen (modifiziert nach Baker und Reddy 1998)

Durch die Bindung eines Liganden, z.B. TNFa, an einen Rezeptor der
TNF-Rezeptor-Superfamilie  (hier: TNFR-1) werden intrazelluléar
verschiedene Adaptorproteine an eine sogenannte ,death domain®
(Todesdoméne) gebunden. In Abhéngigkeit von den rekrutierten Proteinen
kénnen sowohl zytotoxische als auch zytoprotektive Signale Ubermittelt
werden. Proapoptotische Signale werden zum einen tUber TRADD (TNF
receptor associated death domain) und zum anderen Uber FADD (FAS
associated death domain) vermittelt. FADD kann durch die Spaltung von
Caspase 8-Proenzymen eine Caspasenkaskade auslésen, an deren Ende
die Zerstérung der chromosomalen DNA durch Endonukleasen und der
apoptotische Zelltod stehen. Durch die Bindung weiterer Faktoren wie
TRAF2 (TNFR associated factor-2) und insbesondere RIP (receptor
interacting protein) an die intrazellulare Domane des Rezeptors kommt es
durch die Phosphorylierung des IkB-(inhibitor of kB)-Komplexes zur
Aktivierung des nukleéren Transkriptionsfaktors NF-kB (nuklear factor kB).
NF-kB kann daraufhin in den Zellkern eindringen und die Transkription
derjenigen Gene aktivieren, welche in erster Linie antiapoptotische,
immunregulatorische und entziindungsférdernde Effekte vermitteln. Des
weiteren wurde festgestellt, dass auch Proteine der Familie der MAPKs
(Mitogen-aktivierte Proteinkinasen) aktiviert werden konnen. Bei den
aktivierten MAPKs handelt es sich um JNK (c-Jun-NH2-terminal activated
kinase), p38 und ERK (extracellular-signal-regulated kinase); durch sie
kénnen in Abhangigkeit vom Liganden Signale der Zellproliferation, -
differenzierung und Apoptose vermittelt werden.

In Abhangigkeit von der molekularen Zusammensetzung der an den intrazellularen
Rezeptorteil rekrutierten Multiprotein-Signalkomplexe werden entweder Zellproliferation oder
-differenzierung, sowie Nuclear Transcription Factor-kB (NF-kB)-Aktivierung (Wiegmann et al.
1992; Rothe et al. 1994; Hsu et al. 1995) und Apoptose (Tartaglia et al. 1993; Grell et al.
1993) induziert.

1.1.1 Strukturen der RIPs

Inzwischen sind funf verschiedene RIPs naher beschrieben worden. Das gemeinsame
Strukturmerkmal von RIP, RIP2, RIP3 und RIP4 ist eine homologe aminoterminale Serin-
Threonin-Kinase-Doméane. Das Kernstiick der jeweiligen RIP-Struktur bilden die
carboxyterminalen Enden, an welchen unterschiedliche, fir die einzelnen Proteine
spezifische, Domanen lokalisiert sind. Alle RIPs weisen eine spezielle -strukturell &hnliche-
Intermediardoméane auf.

RIP1 (auch RIP genannt) ist das erste beschriebene Mitglied aus der RIP-Familie. An
seinem carboxyterminalen Ende weist es eine Todesdomane DD (death domain) auf, welche
als Bindungsstelle an TNF-Rezeptoren, wie z.B. TNFR-1 oder Fas (CD95, Apol) und an
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andere Adaptormolekiile, wie TRADD (TNF receptor associated death domain), FADD (FAS
associated death domain) sowie TRAF1, TRAF2, TRAF3 (TNFR associated factor) (Hsu et
al. 1996, Stanger et al. 1995) fungiert.

C-terminal konnte au3erdem eine 35 Aminosauren lange Region identifiziert werden, die als
RHIM (RIP homotypic interaction motif) bezeichnet wird und u.a. der Interaktion mit anderen
Proteinen, speziell RIP3 dient.

RIP1

RIP2

RIP3

RIP4

RIP5

Kinase . ANK (Ankyrin)
Death Domain
CARD (Caspase recruitment domain)

RHIM (RIP homotypic interaction motif)

Abb. 2. Familie der Receptor interacting proteins: Schematische
Darstellung ihrer Doméanenstrukturen (modifiziert nach Meylan und
Tschopp 2005)

Schematisch dargestellt sind die Proteine RIP1 bis 5. Zur
Veranschaulichung der einzelnen Doménen sind diese in
unterschiedlicher Farbe und Form abgebildet. Die Zahlenangaben rechts
neben den jeweiligen schematischen Proteinstrukturen kennzeichnen die
Anzahl der im jeweiligen Protein enthaltenen Aminoséauren.

Die intermedidare Domane mit einer a-Helix-Struktur ist sowohl fir die Bindung als auch fir
die Rekrutierung der IKKs (IkB kinases) zum aktivierten TNFR-1-Komplex (Hsu et al. 1996)
notwendig.

In vitro wurde nachgewiesen, dass eine Uberexpression des ripl-Gens sowohl eine
Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-kB (Hsu et al. 1996) als auch Apoptose (Stanger et
al. 1995, Grimm et al. 1996, Hsu et al. 1996) induzieren kann.

RIP2 — in der Literatur auch als RICK (RIP-like-interacting CLARP kinase) oder CARDIAK
(caspase-recruitment-domain(CARD)-containing IL-1R converting enzyme(ICE)-associated
kinase) bezeichnet — interagiert ebenfalls mit den intrazellularen Doménen von Rezeptoren
der Todesrezeptorfamilie, wie z.B. TNFR-1 oder TLR (toll-like receptor). RIP2 weist im
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Gegensatz zu RIP1 eine a-helikale CARD (caspase activation and recruitment domain)-
Doméane am C-terminalen Ende auf. CARD-Doménen konnen entsprechend der DD von
RIP1 Uber die Anlagerung von spezifischen Adaptorproteinen die Induktion von
apoptotischen Prozessen vermitteln (Inohara et al. 1998, McCarthy et al. 1998, Thome et al.
1998).

Es konnte gezeigt werden, dass neben NF-kB Uber eine Komplexbildung mit TRAF1-, -5-, -6-
oder -2-Molekilen auch die MAPKs (Mitogen-aktivierte Proteinkinasen) JNK (c-Jun-NH,-
terminal activated kinase) kinaseunabhangig und ERK2 (extracellular signal-regulated
kinase) kinaseabhangig (Thome et al. 1998, Navas et al. 1999) aktiviert werden.

RIP3 unterscheidet sich von den anderen RIP-Proteinen durch eine einzigartige C-terminale
Domane, deren Sequenz keinerlei Homologie zu anderen bekannten Proteinen aufweist
(Padzernik et al. 1999, Sun et al. 1999, Yu et al. 1999).

Aufgrund der Ahnlichkeit zu DD-Strukturen interagiert RIP3 mit den proapoptotischen
Rezeptoren FAS, FADD und TNF-R1 und auch Adaptorproteinen, wie TRAF2 und den
Caspasen-2, -8, -9, und -10. Eine Bindung an RIP1 erfolgt mit Hilfe des am Carboxylende
lokalisierten homotypischen Interaktionsmotives RHIM.

Es konnte gezeigt werden, dass RIP3 eine TNFa-vermittelte NF-kB-Aktivierung sowie
Apoptose auslost. Wie bei den anderen RIPs wird die Kinaseaktivitat fir die NF-kB-
Aktivierung und Apoptose nicht bengotigt.

RIP4 wurde zunachst unabh&angig voneinander bei der Maus und beim Menschen
beschrieben, daher sind in der Literatur auch die Bezeichnungen DIK (PKCé-interacting
protein kinase) (Bahr et al. 2000) fir humanes RIP4 und PKK (protein kinase C-associated
kinase) (Chen et al. 2001) fur Maus-RIP4 gebréuchlich. Die Besonderheit von RIP4 zeigt
sich in der carboxyterminalen Domane, sie enthdlt 11 Ankyrineinheiten (Béahr et al. 2000,
Chen et al. 2001, Holland et al. 2002, Meylan et al. 2002). Interessanterweise kénnen die
aminoterminale Kinasedoméne und die Ankyrineinheiten homodimerisieren und in Folge
dessen die Kinaseaktivitat beeinflussen (Meylan et al. 2002).

Experimentell konnte gezeigt werden, dass RIP4 kinaseabhéngig - mit Hilfe von
Adaptorproteinen der TRAF-Familie — NF-kB (Meylan et al. 2002; Moran et al. 2002), sowie
den JNK-AP-1 Signaltransduktionsweg induziert.

Erst kdrzlich wurde RIP5 identifiziert. Die Besonderheit der Struktur von RIP5 ist die
carboxyterminale, RIP-spezifische Kinasedomane (Zha et al. 2004), die eine groRRe
Homologie zu RIP1 aufweist. Sowohl die intermediére, als auch die aminoterminale Doméane
zeigen wenig Homologie zu anderen bekannten Proteinen. Am N-terminalen Ende konnten
einige Ankyrineinheiten — ahnlich RIP4 — identifiziert werden (Zha et al. 2004; Meylan et al.
2005). In vitro wurde gezeigt, dass die Uberexpression von RIP5 sowohl caspaseabhangigen
als auch caspaseunabhangigen Zelltod induzieren kann.

1.1.2 Physiologische Funktionen der RIPs

Um die physiologischen Funktionen der einzelnen RIPs weiter charakterisieren zu koénnen,
wurden von verschiedenen Arbeitsgruppen spezifische knockout-Mause generiert. Den
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Mausen wurde dabei jeweils das kodierende Gen fir RIP1, RIP2, RIP3 und RIP4 vollstandig
entfernt.

RIP1 knockout-Mé&use scheinen bei der Geburt normal entwickelt zu sein, bleiben aber
sogleich in der Entwicklung zuriick und sterben spatestens drei Tage nach der Geburt. Bei
der Sektion konnten Odeme am Hals, in den Achselregionen und in der Leistengegend
nachgewiesen werden, wahrend sich die inneren Organe ohne Auffalligkeiten darstellten.
Veranderungen zeigten sich insbesondere im Lymph- und Fettgewebe: Histologisch waren
massiver Zelltod, Nekrosen und Granulozyteninfiltration vor allem im Thymus und in den
Lymphknoten, aber auch in der Unterhaut und im braunen Fettgewebe nachweisbar.

Es liegt daher nahe, dass die primare physiologische Funktion von RIP1, insbesondere in
Lymph- und Fettgeweben, eine TNFa-induzierte NF-kB-Aktivierung ist (Kelliher et al. 1998),
um proinflammatorische und antiapoptotische Signale zu aktivieren.

RIP2-defiziente Mause zeigen im Gegensatz zu RIP1 knockout-Mausen eine normale
Uberlebensrate und Fruchtbarkeit. Es konnte jedoch anhand dieser Tiere gezeigt werden,
dass RIP2 eine entscheidende Rolle bei der Immunantwort der Zellen spielt: Gegeniber
einer Infektion mit dem intrazellularen Erreger Listeria monozytogenes zeigten die RIP2
knockout-M&ause eine verminderte Abwehrfahigkeit sowie eine herabgesetzte Aktivierung von
NF-kB. Andererseits waren die Mause gegenuber dem durch Lipopolysaccharide (LPS)
induzierten endotoxischen Schock resistent. In vitro konnte gezeigt werden, dass RIP2-
defiziente Makrophagen sowohl Defekte beziiglich der T-Zell-Rezeptorinduzierten NF-kB-
oder MAPK-Aktivierung, als auch der Produktion proinflammatorischer Zytokinen - wie z.B.
Interleukin 2 oder TNF - und der T-Zell-Proliferation aufweisen. In vivo resultieren hieraus
Defekte bei der T-Zell-abhangigen Immunantwort.

AbschlieRend lasst sich sagen, dass ein Fehlen von RIP2 sowohl Defizite bei der
Ubertragung von Signalen der Rezeptoren fiir die angeborenen Immunitat, wie z.B. Toll-like
receptor (TLR), als auch bei den antigenspezifischen Rezeptoren der erworbenen Immunitéat,
herrihrend aus dem Fehlen von Antigen induzierter T-Zell-Proliferation und NF-kB-
Aktivierung, verursachen kann. Die Funktion von RIP2 scheint also die Koordination der
angeborenen und der erworbenen Immunitat zu sein (Chin et al. 2002, Kobayashi et al.
2002, Ruefli-Brasse et al. 2004).

RIP3 knockout-Mause sind gesund, fruchtbar und normal entwickelt. Bei der histologischen
Untersuchung der Hauptorgane waren keine Abweichungen im Vergleich zu Wildtyp-Mausen
nachweisbar. Es wurden keine Anzeichen einer NF-kB-Aktivierungsdysregulation im Rahmen
des TNF-R1- und TLR-Signaltransduktionsweges nachgewiesen. RIP3 scheint also sowohl
fur die normale Mausentwicklung, als auch fir die Entwicklung von Makrophagen,
Lymphozyten und natirliche Killerzellen erlasslich zu sein. RIP3-defiziente Zellen zeigen
eine normale Sensivitat gegeniiber apoptotischen Stimuli: in rip3” Thymozyten konnte keine
von Wildtyp abweichende Apoptose festgestellt werden (Newton et al. 2004).

RIP4-defiziente Mause sterben innerhalb kiirzester Zeit nach der Geburt, da das Epithel an
samtlichen externen Koérperoffnungen (Nase, Mund, Anus) weiterhin fusioniert ist und sie
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daher nach der Geburt nicht in der Lage sind, zu atmen. Immunhistochemisch und
histologisch konnte gezeigt werden, dass die gesamte Haut eine abnormale epidermale
Differenzierung sowie starke morphologische Defekte aufweist. Diese Abnormalitdten weisen
starke Parallelen zu IKKa-knockout Mausen auf. Es zeigte sich somit, dass RIP4 einen
wichtigen Faktor fur das Wachstum und die Differenzierung der Epidermis, sowie eine
essentielle Komponente des Signalweges darstellt, welcher die Keratinozytendifferenzierung
kontrolliert (Holland et al. 2002).

1.2 Muskelzelldifferenzierung

Die Muskelzelldifferenzierung ist ein komplexer Vorgang, der sich aus zahlreichen
molekularen und zelluldren Ereignissen zusammensetzt.

1.2.1 Embryonale Entwicklung der Muskelzellen

Bei Vertebraten bilden die paarweise entlang des Neuralrohres liegenden Somiten den
Ausgangspunkt fir die Muskelzelldifferenzierung. Diese zunéchst noch multipotenten Zellen
besitzen die Fahigkeit, sich zu Knorpel, Skelettmuskel, Haut, Endothel, glatter Muskulatur
und Bindegewebe weiterzuentwickeln (Christ und Ordahl 1995).

dorsal

medial lateral

ventral

¥
Muskeln des Muskeln der
Kdérpers Exremitaten

Dorsaler medialer

I Dermomyotom H Hypaxiales Myotom Rand

Ventraler lateraler

Rand ﬂ Epaxiales Myotom 4 Sklerotom

Migrierende Muskel-
vorlauferzellen

NR Neuralrohr CD Chorda dorsalis DE Dorsales Ektoderm

Abb. 3: Skelettmuskelentwicklung aus den Somiten gezeigt an einem
schematisierten Embryoquerschnitt (modifiziert nach Perry und
Rudnicki 2000)
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Das Wachstum des Dermomyotoms fihrt durch Zellwanderung des
dorsomedialen Randes und ventrolateralen Randes zu der Bildung des
epaxialen bzw. hypaxialen Myotoms. In den Regionen der
Extremitatenknospen  wandern  Muskelvorlauferzellen aus  dem
ventrolateralen Rand aus, um die Muskeln der Extremitaten zu formen.
Die Muskeln des Korpers entspringen dem in der Embryonalentwicklung
sich sténdig erweiternden ventralen Myotom.

Durch den Einfluss verschiedener intra- und extrazellularer Faktoren, wie z.B.
Wachstumsfaktoren oder Zytokinen, teilen sich die Somiten in das ventrale mesenchymale
Sklerotom und das dorsale epitheliale Dermomyotom. Das direkt unter dem Ektoderm
liegende Dermomyotom bildet die zellulare Grundlage fir die Hautentwicklung und die
Muskeln des Koérpers und der Extremitaten (Christ und Ordahl 1995, Brand-Saberi und Christ
2000).

Durch Zellwanderung vom Rand des dorsomedialen Dermomyotoms bildet sich das epaxiale
Myotom, welches aus einer Ansammlung von postmitotischen Muskelvorlauferzellen besteht.
In ahnlicher Weise migrieren auch die Zellen vom ventrolateralen Rand des Myotoms, und
bilden das hypaxiale Myotom.

Wahrend der weiteren Muskeldifferenzierung bilden sich aus dem epaxialen Teil des
Myotoms die tiefen Muskeln des Riickens (Huang und Christ 2000).

Ein Teil der Muskelvorlauferzellen migriert in einem proliferierenden undifferenzierten
Zustand aus dem ventro-lateralen Anteil des Dermomyotoms in Richtung der
Extremitatenknospen, um dort die GliedmaBenmuskulatur auszubilden (Ordahl und Le
Duoarin 1992, Christ und Ordahl 1995). Erst nach Erreichen ihrer jeweiligen Zielregion
differenzieren sie zu Myozyten. Der laterale Anteil des Dermomyotoms ist auch der Ursprung
der ventralen Kérpermuskulatur.

1.2.2 Regulation der Muskelzelldifferenzierung

Die koordinierte Regulation der Myoblastenproliferation und -differenzierung deutet auf einen
komplizierten Komplex von Signalinteraktionen hin, durch welche Wachstum und
Regeneration wahrend der Embryonalentwicklung streng kontrolliert werden.

Am Anfang der epaxialen Myogenese, also der Spezifizierung von Muskelzellen, werden
Signalmolekile aus den umliegenden Geweben — insbesondere vom Neuralrohr und der
Chorda dorsalis (Brand-Saberi et al. 1993) - ausgesandt (Tajbakhsh und Buckingham 2000).
Es handelt sich hierbei um die Signalmolekiile Sonic hedgehog (Shh) und Wnt. Durch sie
wird die Expression von Schlisselregulatorgenen wie den Homeobox-/ paired box-
Transkriptionsfaktoren Pax3 und Pax7 (Mansouri et al. 1999), sowie der friihen
Muskelregulationsfaktoren (MRFs), wie z.B. Myf 5 (Tajbakhsh et al. 1998), induziert.

Eine besondere Rolle bei der Migration der Vorlauferzellen zu den Gliedmal3enknospen
spielt Pax3: Mause, die eine spontane Mutation von Pax3 aufweisen, zeigen eine reduzierte
Proliferation und eine gesttrte Migration der Muskelvorlauferzellen im Dermomyotom. Daher
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sind insbesondere Stérungen bei der Bildung der Skelettmuskeln von Extremitaten,
Zwerchfell und Zunge zu beobachten (Bober et al. 1994, Goulding et al. 1994).

Pax7 wird insbesondere in proliferierenden Myoblasten der zentralen und dorsomedialen
Region des Dermomyotoms exprimiert, von wo aus die epaxiale Muskulatur gebildet wird
(Seale et al. 2000). Pax7-knockout Mause zeigen einen geringeren Durchmesser der
Muskelfibrillen, vor allem in den Extremitatenmuskeln und dem Diaphragma, sowie Fehlen
von Satellitenzellen, welche fir Regenerationsprozesse wichtig sind.

Eine Schliisselrolle bei der Muskelentwicklung spielen vier Proteine: MyoD1 (Myogenic
Determination Factor 1, Myf3), Myf5, Myogenin (Myfl) und MRF4 (Myf6/ Herkulin), die auch
als Muskelregulationsfaktoren (MRFs) bezeichnet werden. Sie gehdren zur Familie der DNA-
bindenden Transkriptionsfaktoren mit dem basischen Helix-Schleife-Helix-Strukturmotiv
(basic  helix-loop-helix, bHLH). lhre Aufgabe ist es, die Aktivierung von
skelettmuskelspezifischen Genen zu kontrollieren: MyoD und Myf5 determinieren eine
multipotente Vorlauferzelle zum Myoblasten (Tajbakhsh und Buckingham 2000).

Durch Expression der fur die MRFs kodierenden Gene werden weitere Gene, die den
Ausstieg aus dem Zellzyklus im irreversibel spezifizierten, aber noch undifferenzierten,
proliferierenden und migrierenden Myoblasten vorbereiten, aktiviert. Um das
Differenzierungsprogramm zu Myozyten zu starten, spielt die Expression des p21-Gens,
welches fur einen Inhibitor von cyclin dependent kinases (CDKs) kodiert und die
Dephosphorylierung des Retinoblastoma- (Rb-) Proteins induziert, eine entscheidende Rolle.

DETERMINIERUNG DIFFERENZIERUNG

B == =
MyoD @ genin
Myotube

Stammzelle Myoblasten erM

Primare und Sekundéare
Muskelfasern

Abb. 4. Schema der Muskeldifferenzierung (modifizie rt nach
Sabourin und Rudnicki 2000)

Aus einer multipotenten Mesenchymzelle entstehen durch Determinierung
mit Hilfe der Muskelregulationsfaktoren Myf5 und MyoD Myoblasten.
Unter dem Einfluss des Differenzierungsfaktors Myogenin andert sich
durch Fusion der Myoblasten der Phanotyp der Zellen zu vielkernigen
Myotuben. MRF4 bewirkt die weitere Differenzierung zu primaren und
sekundaren Muskelfasern.
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Im Anschluss daran fordern Myogenin und MRF4 die Differenzierung der aus dem Zellzyklus
ausgeschiedenen Myoblasten zu terminal differenzierten multinukledren Myotuben
(Tajbakhsh und Buckingham 2000).

Durch Maturation der Myotuben entstehen primare Muskelfasern. Sie exprimieren Gene, die
fur kontraktile Proteine kodieren, wie z.B. myosin heavy chain (MHC) (Ontell et al. 1993).
Diese auch als embryonale Muskelfasern bezeichneten Muskelzellen sind dafir zustandig,
den Muskeltyp sowie die Muskelform und -lokalisation zu bestimmen (Arnold und Winter
1998).

Einige Muskelvorlauferzellen bilden ein Reservoir von ruhenden undifferenzierten
Stammzellen (Satellitenzellen) aus, welche fir Wachstum und Reparatur der
Skelettmuskulatur in der spaten prénatalen und postnatalen Phase benétigt werden (Charge
und Rudnicki 2004).

1.3 RIP-Proteine und Myoblastendifferenzierung

Munz et al. (2002) konnten durch Genexpressionsanalysen von differenzierten und
undifferenzierten C2C12-Myoblasten zeigen, dass nach der Induktion der Differenzierung die
Expression einer Vielzahl von Genen ansteigt oder absinkt. Als besonders interessant im
Zusammenhang mit der vorliegenden Arbeit ist dabei die Repression des Gens zu bewerten,
welches fir RIP2 kodiert:

RIP2 ist ein Aktivator der MAPKs JNK und ERK2 (Thome et al. 1998, Navas et al. 1999).
Uber diese Signaltransduktionswege kann eine Regulation der myogenen Differenzierung
erfolgen. Im Gegensatz dazu hat die Regulation des Apoptosepfades durch RIP-Proteine
keinen Einfluss auf die Muskelzelldifferenzierung (Munz et al. 2002).

AulBerdem ist bekannt, dass RIP2 ein Aktivatorprotein von NF-kB ist (Inohara et al. 1998,
McCarthy et al. 1998, Thome et al. 1998). In Myoblasten ist der Transkriptionsfaktor NF-kB
ein wichtiger Stimulator der Zellproliferation und ein Inhibitor von Differenzierungsprozessen
(Guttridge et al. 1999), was bedeutet, dass eine Repression der NF-kB-Aktivitat eine wichtige
Voraussetzung fur die myogene Differenzierung ist. Es liegt also die Vermutung nahe, dass
dieser Signaltransduktionsweg bei der Muskelzelldifferenzierung eine sehr bedeutende Rolle
spielt.

In den von Munz et al. (2002) durchgefiihrten Experimenten wurde - um die Rolle von RIP2
bei der Muskelzelldifferenzierung néher charakterisieren zu kdénnen - in C2C12-Myoblasten
durch Kultivierung der Zellen in einem Medium mit geringem Serumanteil die Differenzierung
induziert und zu bestimmten Zeitpunkten die gesamtzellulare RNA isoliert. Mittels cDNA-
Microarrays und subtraktiver cDNA-Hybridisierung konnte dabei gezeigt werden, dass
C2C12-Zellen vor der Induktion der Differenzierung eine sehr hohe Basalexpression des
rip2-Gens aufwiesen, sich jedoch schon 16 Stunden nach Induktion der Differenzierung eine
stark reprimierte rip2-Expression zeigte, die auch im weiteren Differenzierungsverlauf stetig
abnahm. Die Uberpriifung des Differenzierungsstatus der Zellen erfolgte dabei zum einen
lichtmikroskopisch, sowie zum anderen durch die Analyse der Expression myogener
Differenzierungsmarker, wie z.B. des myogenin-Gens.
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Da es sich bei C2C12-Zellen um eine immortalisierte Zelllinie handelt, wurden die
Ergebnisse zusatzlich an kultivierten primaren Mausemyoblasten Uberprift: Auch hier zeigte
sich zunachst eine hohe rip2-Basalexpression, welche dann nach Induktion der
Differenzierung sehr schnell herunterreguliert wurde (Munz et al. 2002).

Um die Funktion von RIP2 in Myoblasten zu untersuchen, fihrten Munz et al. im Anschluss
daran Uberexpressionsstudien mit Hilfe eines retroviralen Expressionssystems durch, wobei
das rip2-Gen in C2C12-Myoblasten uberexprimiert wurde. Dabei zeigte sich, dass diese rip2-
Uberexprimierenden Muskelzellen nicht wie die unveradnderten Kontrollmyoblasten in der
Lage waren, in Differenzierungsmedium zu differenzieren; bei ihnen blieb der proliferierende
Status erhalten. Hieraus lasst sich schlieRen, dass die Repression der rip2-Genexpression
als ein sehr kritischer Punkt fur die Initiation der myogenen Differenzierung anzusehen ist.

Auch die Expression von rip und rip3 wurde nach der Induktion der Differenzierung in
C2C12-Zellen uberprift: Sowohl rip als auch rip3 waren in proliferierenden Myoblasten
exprimiert. rip zeigte ahnlich wie rip2 eine — wenn auch schwéachere - Repression in
differenzierenden C2C12-Zellen. Die Expression von rip3 war eher schwach und blieb im
Verlaufe des Differenzierungsprozesses mehr oder weniger konstant (Munz et al. 2002).

1.4 Rhabdomyosarkome

Rhabdomyosarkome sind vornehmlich im Kindesalter auftretende Tumorerkrankungen. Bis
zum friihen Erwachsenenalter gehoéren sie zu den haufigsten Weichteiltumoren.

Die Tumoren sind insbesondere im Kopf-Hals-Bereich, im Urogenitalsystem und an den
Extremitaten lokalisiert. Histopathologisch kénnen zwei vorwiegend in der Kindheit
auftretende Haupttypen unterschieden werden: Der alveolare und der weniger aggressive
embryonale Tumortyp (Barr 1997).

Diese klinischen und pathologischen Unterschiede sind auf genetische Verdnderungen in
myogenen Vorlauferzellen, welche unterschiedliche Mechanismen der Tumorigenese
auslosen, zurtickzufiihren (Ubersicht bei Xia et al. 2002).

1.4.1 Atiologie der Rhabdomyosarkome

Das Ursprungsgewebe von Rhabdomyosarkomen ist auf partiell differenziertes, pluripotentes
embryonales mesenchymales Gewebe zuriickzufiihren. Die Tumorentstehung kann daher an
allen Korperstellen erfolgen, an welchen mesenchymales Gewebe vorhanden ist.

Es wird vermutet, dass Rhabdomyosarkome durch eine Unterbrechung des regularen
Wachstums- und Differenzierungsprozesses von Skelettmuskelvorlauferzellen entstehen,
dafur spricht auch, dass die am Tumor beteiligten Muskelzellen einen geringen
Differenzierungsgrad  bzw. ein  Verharren auf einer frlhen  Stufe des
Differenzierungsprogrammes aufweisen (Astolfi et al. 2001, Merlino et al. 1999). Weiterhin
findet man hohe Proliferationsraten, da nicht — wie normalerweise im Zuge des myogenen
Differenzierungsprozesses — eine Induktion von Zellzyklusinhibitoren und damit ein
Ausscheiden aus dem Zellzyklus erfolgt.
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1.4.2 Pathologie und Biologie

Am haufigsten tritt das weniger aggressive embryonale Rhabdomyosarkom auf: Betroffen
sind vor allem Sauglinge und Kinder bis zum 15. Lebensjahr im Kopf-Hals-Bereich (Orbita,
Gehorgang, Nase und Nasennebenhothlen) sowie im Urogenitaltrakt und Retroperitoneum
(Harnblase, Prostata, Hoden, Vagina).

Weniger héufig kommt das alveoldre Rhabdomyosarkom vor, dabei sind die Tumoren
bevorzugt an Rumpf und an den Extremitaten lokalisiert; Gberwiegend sind Heranwachsende
und junge Erwachsene im Alter zwischen dem 10. und 25. Lebensjahr betroffen.

In der Literatur werden zwei weitere Tumortypen beschrieben: Bei dem botryoiden
Rhabdomyosarkom handelt es sich um einen Subtyp des embryonalen Rhabdomyosarkoms,
welches sich an mit Mukosa tiberzogenen Hohlorganen ausbildet, wahrend das pleomorphe
Rhabdomyosarkom wenig Verbindung zu den kongenital auftretenden
Rhabdomyosarkomtypen zu haben scheint, da es erst im spaten Erwachsenenalter auftritt.

Es ist bekannt, dass das alveoldre Rhabdomyosarkom zum einen auf eine t(2,13) (q35;q14)-
Gentranslokation und zum anderen etwas weniger haufig auf eine t(1,13) (p36;q14)-
Translokation zurtickzufuihren ist (Davis et al. 1994). Dadurch werden Fusionsproteine aus
Transkriptionsfaktoren der paired box- und fork head-Familien gebildet: PAX3-FKHR und
PAX7-FKHR. FKHR ist ein Mitglied der fork head transcription faktor-Familie und weist eine
N-terminale DNA-Bindungsdoméne sowie eine C-terminale Transkriptionsaktivationsdomane
auf.

Das PAX3-FKHR-Fusionsprotein ist ein aktiver Transkriptionsfaktor, der in der Lage ist an
dieselben Doméanen wie das Wildtypprotein PAX3 zu binden. Die paired box- und die
homeodomain, d.h. die DNA-Bindungsdomaéne, sowie die C-terminale
Transkriptionsaktivierungsdomane von FKHR sind intakt, wahrend die Forkhead-Domane
verkirzt im Fusionsprotein vorliegt.

Wildtyp-Gene:
DBD TAD E
L ee O | PAX 3 (Chromosom 2)
" " FKHR (Chromosom 13)

D§3D TAD
Chiméare Gene: !

e O [Fd PAX 3-FKHR
@F FKHR-PAX3

Konservierte Strukturen: Funktionelle Doménen:

paired box pep  DNA binding domain
Homeodomain TAD  transcriptional activation domain
Forkhead-domain TID  transcriptional inhibitory domain
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Abb. 5: Beispielhaft dargestellt ist eine t(2;13) ( g35;914)-
chromosomale Translokation beim alveolaren Rhabdomy osarkom
(Abbildung modifiziert nach Xia et al. 2002)

Die PB (paired box), die HD (Homeodomain) und FD (Forkhead-domain)
sind konservierte Strukturen der Gene. Der Fusionspunkt ist mit Hilfe der
vertikalen gestrichelten Linie dargestellt. Die Funktionsdomanen werden
durch horizontale schwarze Balken dargestellt. Jeweils die langen Arme
der Gene pax3 von Chromosom 2, bzw. pax7 von Chromosoml
fusionieren mit fkhr von Chromosom 13 (Barr et al. 1993).

Die Fusionsproteine zeichnen sich im Vergleich zu den entsprechenden Wildtypproteinen
durch eine veranderte Expression der entsprechenden Gene und eine verdnderte DNA-
Bindungs- und Aktivierungsfunktion von PAX3- und PAX7-Zielgenen (Fredericks et al. 1995,
Bennicelli et al. 1996) aus. Dadurch werden Zellproliferation, -differenzierung und -apoptose
moduliert und tragen letztendlich zum tumordsen Verhalten bei: Das PAX3-FKHR-
Fusionsprotein ist insgesamt wesentlich effektiver in der Hemmung der myogenen
Differenzierung als PAX3.

Transgene Mauslinien mit PAX3-FKHR-Fusionsproteinen zeigen zwar Defekte der
Muskulatur an den Hintergliedmal3en, weisen jedoch kein Tumorwachstum auf, was
vermuten lasst, dass PAX3-FKHR nicht alleine fir die Tumorigenese verantwortlich ist,
sondern vielmehr auch noch andere kooperierende genetische Veranderungen erforderlich
sind (Ubersicht bei Xia et al. 2002).

Die t( 2; 13) und t(1; 13)-Gentranslokationen sind bei keinem weiteren Tumor bekannt und
kénnen als spezifischer Marker fur alveoldare Rhabdomyosarkome betrachtet werden (Barr
1997).

Im Gegensatz dazu beruhen Rhabdomyosarkome vom embryonalen Typ meist auf einem
Allelverlust innerhalb der chromosomalen Region 11p15.5.

Des weiteren konnte, wie sich in Allelverluststudien mit Rhabdomyosarkomzellen zeigte, die
Inaktivierung oder Mutation anderer sich innerhalb des Genlokus 11p15.5 befindlicher Gene,
wie z.B. der fur die die Tumorsuppressoren H19 oder CDKN1C kodierenden Gene, eine
entscheidende Rolle bei der Tumorigenese spielen (Ubersicht bei Xia et al. 2002).
Inzwischen werden PAX3-/ PAX7-FKHR Fusionsgene und Allelverluste an der Lokalisation
11p15.5 lediglich als die genetischen Veranderungen betrachtet, die alveolare und
embryonale Rhabdomyosarkome charakterisieren. Es ist jedoch nachgewiesen, dass fir die
Tumorentstehung selbst noch weitere Faktoren eine Rolle spielen missen. Hieraus kann
deutlich abgeleitet werden, dass Rhabdomyosarkome erst durch einen Vielstufenprozess
entstehen:

Fur die Entstehung des alveolaren Subtypus wurden auch héaufig vorkommende
Sekundarmutationen, wie beispielsweise die Amplifikation des mit Wachstumsgenen (z.B.
mdm2 und cdk4) assoziierten chromosomalen Lokus 12q13-15, identifiziert. Bei einer groRen
Anzahl von embryonalen Tumoren konnte ausserdem eine Veranderung der Protoonkogen-
Familie Ras festgestellt werden.
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Alveolares Embryonales
Rhabdomyosarkom Rhabdomyosarkom

PROGHAR R Gle Allelverlust bei
Primére Mutation PAX/-FKHR
) 11p15.5
Genfusion
Genamplifikationen
(2.B. 12013-15) RAS-Mutation
Sekundare p53-Mutation
Mutationen IGF Il Duplikation
CDKN2A/2B Deletion

! !

Effekte | Veranderte Signal- und Expressionspfade |

! !

Phanotypische Veranderungen
Zelleffekte Wachstumsautonomie
unnormale Differenzierung

Abb. 6: Molekulare Pathogenese des embryonalen und des
alveolaren Rhabdomyosarkoms im Uberblick

Hierbei handelt es sich um eine Darstellung derjenigen genetischen
Ereignisse, welche bei Rhabdomyosarkomen identifiziert werden konnten
und eine Rolle bei der Tumorentstehung spielen kdnnten (modifiziert nach
Barr 1997).

Neben genetischen Veranderungen, welche den Genlokus 11p15 des Wachstumsfaktors
IGF 1l (insulin like growth factor) betreffen, konnten sowohl beim alveoldaren als auch beim
embryonalen Rhabdomyosarkom Mutationen des Tumorsuppressorgens p53 identifiziert
werden.

Eine weitere Rolle bei der Tumorigenese wird schlieBlich dem Zellzyklusregulator
CDKN2A/2B, dem Cdk-Inhibitor p16, welcher die Rbl-Funktion (Suppressor der
Zellproliferation) reguliert, sowie dem Rb-Protein selbst zugesprochen.

Aus dem Gesagten wird ersichtlich, dass viele verschiedene molekulare Mechanismen mit
der Entstehung der beiden Rhabdomyosarkomsubtypen verbunden sind: Infolge veranderter
Signaltransduktionswege und abnormer Genexpressionsmuster koénnen phanotypische
Veranderungen, Wachstumsautonomie und abnormale Differenzierung von Zellen zur
Tumorentstehung beitragen (Barr 1997).

1.4.3 Rhabdomyosarkome in der Veterindrmedizin

Rhabdomyosarkome sind in der Veterinarmedizin die am héaufigsten auftretenden Tumoren
mit Skelettmuskelgewebsursprung; sie machen bei Haustieren jedoch weniger als ein
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Prozent aller spontan auftretenden Tumoren aus. Es liegt keinerlei tierartspezifische,
Geschlechts-, Alters-, Rasse- oder regionale Pradisposition vor (Ginel et al. 2002).

Auch in der Veterindrmedizin werden Rhabdomyosarkome aufgrund histologischer Kriterien
in Kategorien eingeteilt: Wie in der Humanmedizin wird zwischen alveolarem und
embryonalem — wozu auch hier der botryoide Typ gehort - Rhabdomyosarkom
unterschieden.

Entsprechend der Humanmedizin werden pluripotente Mesenchymzellen als der
Ursprungsort der Tumoren betrachtet. Es wird vermutet, dass pranatale Vorkommnisse oder
chromosomale Abnormalititen Rhabdomyosarkome schon im Fetus induzieren.
Weitergehende molekularbiologische Daten sind fir den Bereich der Veterinarmedizin
jedoch nicht bekannt.

Das ebenfalls in der Literatur beschriebene pleomorphe Rhabdomyosarkom tritt
insbesondere bei alteren Tieren in Erscheinung (Enzinger und Weiss), dieses lasst einen
nicht kongenitalen Ursprung vermuten.

Bei Tieren konnte das Auftreten des Tumors insbesondere in der Harnblase (Halliwell et al.
1974, Kelly 1973, Kim et al. 1996, Kuwamura et al. 1998, Pletcher et al. 1981, Senior et al.
1993, Stamps et al. 1968, Takiguchi et al. 2002, van Vechten et al. 1990), Pharynx (Ladds
and Webster 1971) und seltener im Herzmuskel (Akkoc et al. 2006, Gonin-Jmaa et al. 1996,
Krotje et al. 1990, Perez et al. 1998), im Larynx (Block et al. 1995, Madewell et al. 1988), in
der Skelettmuskulatur (Sundberg et al. 1991, Ginel et al. 2002), im Zahnfleisch (Kim et al.
1996), in der Urethra (Clark et al.1984) in der Vagina (Suzuki et al. 2006), in der Trachea
(Yanoff et al. 1996), retrobulbar (Necas et al. 2003), perianal (Ueno et al. 2002),
parameningeal (lllanes 2002), in der Zunge (Lascelles et al.1998, Brockus et al. 2004) und
im Uterus (Torbeck et al.1980) nachgewiesen werden.

Das Auftreten von Rhabdomyosarkomen wurde in den letzten Jahrzehnten bei
verschiedenen Tierarten beschrieben, beispielsweise bei Rindern (Aoyagi et al. 2000, Jimma
et al. 1999, Matsui et al. 1991), Schafen (Donnelly et al. 1989, Tanaka et al. 1993), Pferden
(Hamir 1982, Torbeck et al. 1980, Turnquist et al. 1993), Frettchen (Sakai et al. 2004),
Ratten (Conner 1994, Glaister 1981, Kerry et al. 1995, Minato et al. 1983, Radi 2006,
Tageldin et al. 1981), Katzen (Minkus et al. 1997, Patnaik et al. 1986), Mausen (Sundberg et
al. 1991), Affen (Blanchard et al. 1988), Damwild (Holscher et al. 1977, Kidd et al. 1989),
Vogeln (Erer et al. 1989; Raphael et al. 1980), Schweinen (Vos et al. 1993) und
insbesondere beim Hund.

Der Hauptanteil an diagnostizierten und in der Literatur beschriebenen Rhabdomyosarkomen
wurde bei verschiedenen Rassehunden beobachtet, beispielsweise beim Labrador Retriever
(Gonin-Jmaa et al. 1996, lllanes 2002, Kuwamura et al.1998, Senior et al. 1993, Ueno et al.
2002), beim Golden Retriever (Kobayashi et al. 2004, Krotje et al. 1990), bei der Dogge
(Andreasen et al. 1988, Akkoc et al. 2006), beim Terrier (Brockus et al. 2004), beim Basset
(Kim et al. 1996), beim Deutschen Schaferhund (Perez et al. 1998), beim Neufundlander
(Kuwamura et al. 1998), beim Malteser (Takiguchi et al. 2002), beim Staffordshire Bullterrier
(Lascelles et al. 1998), beim Bernhardiner (Kelly 1973), beim Pudel (Kelly 1973), beim Boxer
14
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(Ginel et al. 2002), beim Hovawart (Necas et al. 2003) und beim Irischen Setter (Pletcher et
al. 1981).

15 Fragestellung und Ziele dieser Arbeit

Wie in Abschnitt 1.3 dargestellt, lagen vor Beginn dieser Arbeit in unserer Arbeitsgruppe
bereits Daten zur Expression und Funktion von rip-Genen - insbesondere rip2 - bei der
Muskelzelldifferenzierung vor. Da rip2-Uberexprimiernde Muskelzellen auch unter
Differenzierungsbedingungen nicht differenzierten, war es insbhesondere interessant, zu
Uberprifen, ob das Differenzierungspotential verschiedener Muskelzelllinien auch mit einer
unterschiedlichen rip-Genexpression assoziiert ist.

Daraus ergaben sich im Zusammenhang mit der vorliegenden Arbeit folgende
weiterfihrende Fragen:

(1) Unterscheidet sich das  Expressionsmuster der rip-Gene in
Skelettmuskelzellen mit unterschiedlichem Differenzierungsverhalten?

(2) Welche rip-Gene sind in Rhabdomyosarkomzellen exprimiert? Finden sich

Unterschiede im Vergleich zu anderen Skelettmuskelzellen?

(3) Lasst sich das Proliferations- und Differenzierungsverhalten von normalen
Skelettmuskel- und von Rhabdomyosarkomzellen durch Hemmung der
Expression von rip-Genen beeinflussen?
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien und Verbrauchsmaterialien
Agar-Agar Roth, Karlsruhe
Agarose MP Roche, Mannheim

e-Aminocapronsaure
Ammoniumperoxodisulfat

Ampicillin

Bacto-Pepton

Bacto-Trypton

Blocking Reagent

Bovines Serum Albumin
Bromphenolblau

Calciumchlorid

CDP-Star

Chromatographiepapier (3MM)

DAPI

Deoxynucleoside Triphosphate Set, PCR Grade
Diethylpyrocarbonat (DEPC)
Dimethylsulfoxid
Di-Natriumhydrogenphosphat

DNA Molecular Weight Marker XIV
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM)
ECL-Detektionsreagenzien
Essigsaure

Ethanol

Ethidiumbromid (Etbr)
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)
Falcon Einmalpipetten (5ml, 10ml, 15ml)
Fetales Bovines Serum (FBS)

First strand buffer, 5x

Formaldehyd

Formamid

Glyzerin

Hefeextrakt

Horse Serum

Hybridisations-Beutel

Sigma, Steinheim
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roche, Mannheim
Sigma, Steinheim
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roche, Mannheim

Whatman, Maidstone, GB

Roche, Mannheim
Roche, Mannheim
Roth, Karlsruhe
Sigma, Steinheim
Roth, Karlsruhe
Roche, Mannheim

Biochrom AG, Berlin

Amersham, Braunschweig

Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe

Becton Dickinson, Heidelberg

Biochrom, Berlin
Roche, Mannheim
Roth, Karlsruhe
Roche, Mannheim
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe

Roche, Mannheim
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Hybond-C-Membran
Hybond-N-Membran
Hybond-P-Membran
Hyperfilm ECL

Isopropanol
Isopropylthiogalaktosid (IPTG)
Kaliumchlorid

Kodak Entwickler

Kodak Fixierer
Kryo-Réhrchen
Ligationspuffer, 10x
Lithiumchlorid

L-Glutamin
Magnesiumchlorid
Maleinséure

Methylenblau

MOPS

2-Mercaptoethanol
Natriumacetat
Natriumchlorid
N-Lauroylsarcosin

Oligo d(T)y5-Primer
Oligodesoxynukleotide
Parafilm

PBS Dulbecco (1x)
PCR-Puffer, 10x

Penicillin/ Streptomycin
Phenol

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

Ponceau S

Precision plus Kaleidoskop-Marker
Proteaseinhibitor
ReaktionsgefaRe (1,7ml)
Rnasin Plus RNase Inhibitor
Réhrchen, 50ml

Roti-Mark Prestained-Marker
Rotiphorese Gel 40 (29:1)
SDS / Natriumlauroylsulfat

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

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Sigma, Steinheim

Sigma, Steinheim

TPP, Trasadingen, Schweiz
Roche, Mannheim

Roth, Karlsruhe
Biochrom, Berlin

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Sigma, Steinheim
Promega, Madison, U.S.A.
Bio Tez, Berlin

Sigma, Steinheim
Biochrom, Berlin

Roche, Mannheim
Biochrom, Berlin

Roth, Karlsruhe

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

Biorad, Minchen

Roche, Mannheim

Roth, Karlsruhe

Promega, Madison, USA
Sarstedt, Numbrecht
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
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TEMED Sigma, Steinheim
Trichlormethan (Chloroform) Roth, Karlsruhe
Tri-Natriumcitrat-Dihydrat Roth, Karlsruhe
Tris-Hydroxymethyl-Aminomethan (Tris) Roth, Karlsruhe
Triton-X-100 Sigma, Steinheim
Trizol Invitrogen, Karlsruhe
Trypsin/ EDTA-Solution (10x) Biochrom, Berlin
Tween 20 Roth, Karlsruhe
Ultra Pure Water Biochrom, Berlin

5-Bromo-6-chloro-3-indolyl-R-D-galaktosid (X-Gal) Roche, Mannheim

X-tremeGENE siRNA Transfection Reagent Roche, Mannheim
Zellkulturflaschen Sarstedt, Numbrecht
Zellkulturschalen TPP, Trasadingen, Schweiz
Zellkultur-Testplatten TPP, Trasadingen, Schweiz

2.1.2 Enzyme

Restriktionsenzyme und Puffer Roche, Mannheim
Reverse Transkriptase Roche, Mannheim
Tag-DNA-Polymerase Roche, Mannheim
T4-DNA-Ligase Roche, Mannheim

2.1.3 Antikorper

anti-Digoxigenin-AP Roche, Mannheim

Anti-p21, Maus Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA
Anti-RIP1, Kaninchen Abcam, Cambridge, UK

Anti-RIP2, Kaninchen Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA
Anti-RIP3, Kaninchen ProSci, Poway, USA

Anti-MHC, Ziege Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA
Esel-anti-Kaninchen 1gG, Peroxidase-gekoppelt (ECL) Amersham, Braunschweig

Schaf-anti-Maus IgG, Peroxidase-gekoppelt (ECL) Amersham, Braunschweig
Cy2-Esel-anti-Ziege 1gG Biomol, Hamburg

2.1.4 Oligodesoxynukleotide

Primer zur Klonierung eines 361bp-Fragmentes aus einer humanen RIP2-cDNA:
hRIP2(5’): 5-CG GGATCC CTTGGC CATTGA GATTTC GC-3’

hRIP2(3’): 5-CG GAATTC TGCAAA GGATTG GTGACA TC -3
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2.15 Vektoren

pBluescript SK 1l (-) (Transkriptionsvektor) Stratagene, Heidelberg
2.1.6 Kits*
BCA* Proteinbestimmungssystem Pierce, Rockford, lllinois, USA

5-Bromo-2’-deoxy-uridine Labeling and Detection Kit  Roche, Mannheim

DIG RNA Labeling Kit (SP6/ T7) Roche, Mannheim

EsiWay RNA Resource Kit rzpd, Berlin

Nukleo Spin Extrakt Il Macherey-Nagel, Duren
QIAGEN Plasmid Maxi/ Midi Kits Qiagen, Dusseldorf

RNeasy Kit Qiagen, Dusseldorf

Silencer ® siRNA Transfection Il Kit Ambion Inc., Huntington, UK
X-tremeGene siRNA Dicer Kit Roche, Mannheim

2.1.7 siRNA und Templates zur siRNA-Herstellung

RIPK2 human esiWay Silencing Resources rzpd, Berlin

Silencer pre-designed siRNA mRIP2 Ambion Inc., Huntington, UK
Silencer Negative Control #1siRNA Ambion Inc., Huntington, UK
Allstars Negative Control RNA Qiagen, Disseldorf

2.1.8 Bakterienstamm

E. coli XL1 Blue Statagene, Heidelberg

2.1.9 Eukaryontische Zelllinien

Cc2C12 Méausemyoblasten, Helen Blau, Stanford
University

C2F3 Mausemyoblasten, Helen Blau, Stanford
University

RD/12 Rhabdomyosarkomzellen, Pier-Luigi Lollini,

Bologna University

RD/18 Rhabdomyosarkomzellen, Pier-Luigi Lollini,
Bologna University

HaCaT Epidermale Keratinozyten, Petra Boukamp,
Deutsches Krebsforschungszentrum Heidelberg
(Boukamp et al. 1988)

2.1.10 Versuchstiere

Es wurden mdx-Mause und geeignete Kontrolltiere vom Stamm C57 BL/10SNJ tber Charles
River aus dem Jackson Laboratory (USA) bezogen.
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2.2 Methoden
2.2.1 Zellbiologische Methoden

2211 Kultivierung und Aufbewahrung eukaryontischer Zellen

Alle in dieser Arbeit verwendeten Zelllinien wurden in Proliferationsmedium bestehend aus
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) mit 0,5% Penicillin / Streptomycin, 1% L-
Glutamin (200mM) sowie 10% Serum vom fétalen Kalb (FBS) kultiviert. Die Anzucht erfolgte
im Brutschrank bei 37<C, 95% relativer Luftfeuchtig keit und 5% CO,,

Vor Erreichen vollstandiger Konfluenz wurden die Zelllinien passagiert. Dazu wurden sie
nach Abnahme des Kulturmediums mit sterilem PBS gewaschen und durch Zugabe von
Trypsin / EDTA-L6sung abgelést. Nach finf Minuten wurde diese Reaktion mit
Zellkulturmedium gestoppt und die Zellsuspension in einer Zentrifuge bei 1200Upm
sedimentiert. Durch Aufnahme des Zellsedimentes in frischem Medium konnten die Zellen
weiterkultiviert werden.

Trypsin/ EDTA:

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

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

Einfriermedium:

DMEM 1x
FBS 10%
DMSO 10%

Zur erneuten Kultivierung wurden die Zellen im 37C -Wasserbad aufgetaut, mit 10% FBS in
DMEM gewaschen und in geeignete Kulturflaschen utberfihrt.

2212 Differenzierung von Rhabdomyosarkomzellen

Die beiden Rhabdomyosarkomzelllinien RD/12 und RD/18 wurden bis zu einer Konfluenz
von 80% in Proliferationsmedium gehalten und anschlieend fir bis zu 72 Stunden in einem
Differenzierungsmedium (entspricht Proliferationsmedium, bei dem die 10% FBS durch 2%
Pferdeserum ersetzt wurden) weiterkultiviert.

Der Differenzierungsprozess wurde lichtmikroskopisch und mittels Expressionsanalyse
spezifischer Marker kontrolliert und fotografisch festgehalten.
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2213 Transfektion mit SiRNA

siRNAs (small inhibitory RNAS) sind wichtige Werkzeuge in der Molekular- und Zellbiologie.
Mit Hilfe von speziellen Transfektionsreagenzien ist es maoglich, siRNA in lebende Zellen
einzuschleusen und dadurch spezifisch die Expression bestimmter Gene zu hemmen. Es
handelt sich dabei um kurze, etwa 20bp lange doppelstrangige RNA-Molekile. Die
Basensequenz entspricht der des Gens, welches reprimiert werden soll (Ubersicht bei Sen
und Blau 2006).

Im Zuge dieser Arbeit wurden die C2C12-Zellen mit kommerziell erhéltlicher rip2-spezifischer
siRNA der Firma Ambion transfiziert. Fir die Transfektion wurde ein Kit derselben Firma
entsprechend den Angaben des Herstellers angewendet. Hierzu wurden die Zellen 24
Stunden vor der Transfektion aus einer 75 cm? grof3en Zellkulturflasche mit etwa 50 bis 80%
Konfluenz in Zellkulturplatten mit sechs Vertiefungen so ausgeséat, dass zum
Transfektionszeitpunkt 24 Stunden spater eine Konfluenz von etwa 60 bis 80% gegeben war.
Die Transfektion erfolgte durch Zugabe von je 200ul eines Gemisches aus serumfreien
Zellkulturmedium, Transfektionsreagenz und siRNA zu 2,3ml Zellkulturmedium, welches pro
Vertiefung vorgelegt wurde. Dabei erwies sich die Zugabe von 10ul der
Transfektionsreagenz siPort Amine und von siRNA mit einer Endkonzentration von 100puM
pro Vertiefung als gunstig.

Nach acht bis zehn Stunden wurde das Transfektionsmedium durch Proliferationsmedium
ersetzt. Je nach Versuchsaufbau erfolgte 24 Stunden nach der Transfektion der Zellen die
Extraktion von gesamtzellularer RNA und Protein oder zur Weiterkultivierung erneut ein
Austausch des Zellkulturmediums durch Differenzierungsmedium bzw. Proliferationsmedium.

Da bisher kommerziell keine humane rip2-spezifische siRNA erhaltlich ist, wurde diese zur
Transfektion der Rhabdomyosarkomzellen selbst hergestellt. Hierfir wurde das EsiWay RNA
Resource Kit mit einem geeigneten Template (RIPK2 human esiWay Silencing Resources,
rzpd, Berlin) in Verbindung mit dem X-tremeGene siRNA Dicer Kits (Roche, Mannheim)
verwendet.

Fur die Transfektion wurden die Zellen aus einer 70 bis 80% konfluenten 75
Quadratzentimeter grofR3en Zellkulturflasche auf eine Platte mit sechs Vertiefungen ausgesat.
Etwa 24 Stunden spéater konnte die Transfektion der Zellen mit siRNA erfolgen. In diesem
Fall wurden 2,0ml Proliferationsmedium vorgelegt, zu welchem 200ul des Gemisches aus
serumfreien Medium, Transfektionsreagenz und siRNA hinzupipettiert wurden. Pro
Vertiefung stellte sich eine Menge von 9ul X-tremeGENE siRNA Transfection Reagent als
optimal heraus. Von der selbst hergestellten siRNA wurden pro Vertiefung 1,5ug, einer
Konzentration von 0,7ug pro Milliliter Kulturmedium entsprechend, eingesetzt. Die weiteren
Schritte entsprachen der Vorgehensweise bei der Zelllinie C2C12.

2.2.2 Tierexperimentelle Arbeiten

2221 Haltung von Versuchsmausen

Die Betreuung der mdx-Mause sowie entsprechender Kontrolltiere erfolgte im Tierstall der
Physiologie der Charité. Dort wurde eine konstante Raumtemperatur von 22T sowie eine
21



MATERIAL UND METHODEN

relative Luftfeuchtigkeit von 50-60% eingehalten. Der Hell-Dunkelzykus war unabhéngig von
der Jahreszeit taglich zwolf Stunden. Alle Arbeiten mit den M&usen wurden entsprechend
den geltenden Richtlinien der Tierschutzkommission durchgefihrt.

2222 Totung der Versuchsmause

Entsprechend dem Versuchsaufbau wurden mdx- und Kontroliméuse, jeweils gleichen Alters
und Geschlechts im Alter von acht und zwolf Wochen durch zervikale Dislokation getotet.
2.2.2.3 Gewinnung von murinem Gewebe

Nach To6tung wurden die zu untersuchenden Gewebe prapariert und schnell entnommen.
Um die Intaktheit der RNA zu gewahrleisten, war es wichtig, die entnommenen Gewebe
sofort in vorbereiteten Roéhrchen mit flissigem Stickstoff schockzugefrieren. Bis zur
Weiterverwendung der Proben wurden sie bei -80T ge lagert.

2.2.3 Mikrobiologische Methoden
2231 Anzucht und Aufbewahrung von E. coli-Stammen

E. coli-Flissigkulturen in LB-Medium mit 200mg / 1ml Ampicillin wurden unter Schiitteln Gber
Nacht bei 37T inkubiert.

LB-Medium:

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

Ampicillin 100pg/ ml

E. coli-Kulturen auf LB-Agarplatten wurden ebenfalls tber Nacht bei 37<C inkubiert. Zur
Herstellung der Platten wurde LB-Fliissigmedium vor dem Autoklavieren mit 1,5% (w/v) Agar
versetzt, nach dem Autoklavieren auf ca. 50C abgek thlt, mit Antibiotika versetzt und in
sterile Petrischalen gegossen. Nach dem Erkalten konnten die Kulturplatten bei 4 fir
einige Wochen aufbewahrt werden.

Zur langerfristigen Lagerung von E. coli-Zellen wurden 2,5ml einer frischen Ubernachtkultur
mit 0,8ml autoklavierten Glycerin (ca. 87%ige Stammldosung) versetzt und bei —80C
aufbewahrt.

2.2.3.2 Herstellung transformationskompetenter E. coli-Zellen

Zur Vermehrung rekombinanter Plasmide wurden diese in E. coli Zellen eingebracht. Die
Herstellung transformationskompetenter Bakterien des Stammes XL1 blue erfolgte mit Hilfe
einer frischen Ubernachtkultur, welche 1:100 mit LB-Medium verdinnt und unter Schiitteln
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bei 37C so lange inkubiert wurde, bis eine Absorption von 0,4 bis 0,5 bei 620nm erreicht
war. Nach Zentrifugation (10min bei 4C und 2500Upm) wurde das Sediment vorsichtig in
einem Viertel des ursprunglichen Volumens an kalter, steriler 0,1M Magnesiumchloridlésung
resuspendiert. Nach dreiBigmindtiger Inkubation auf Eis wurde wie oben zentrifugiert und
das Sediment in einem Funfzigstel des urspringlichen Volumens an kalter, steriler 0,1M
Calciumchloridlosung aufgenommen. Nach drei bis vier Stunden Inkubation im Eisbad wurde
steriles 87%iges Glycerin bis zu einer Endkonzentration von 30% zu der
Bakteriensuspension hinzugegeben. Aliquotiert konnten die Zellen dann fir mehrere Monate
bei —80<C gelagert werden.

2.2.4 Molekularbiologische Methoden
22.4.1 Umschreiben von RNA in cDNA mittels reverser Transkription

cDNA aus eukaryontischen Zellen wurde durch reverse Transkription aus gesamtzellularer
RNA gewonnen.

Hierzu wurden 5ug RNA in 7ul DEPC-H,O gelost, mit 0,5ul Oligo d(T);s-Primer (=0,5ug)
gemischt, zehn Minuten bei 70T inkubiert und ansch liel3end auf Eis gebracht.

Nach Zugabe des RT-Mixes wurde der Ansatz eine Stunde bei 37<C inkubiert und danach
fur finf Minuten auf 95<C erhitzt.

RT-Mix:

5xPuffer (first strand buffer) 4,0ul
RNAse Inhibitor 1,0ul
dNTP-Mix (je 2,5mM) 4,0ul
Reverse Transkriptase (200U) 0,5ul

2242 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Mittels der Polymerasekettenreaktion ist es madglich, bei Vorhandensein geeigneter
Oligodesoxynukleotid-Primer ein beliebiges Fragment aus einer DNA-Matrize heraus zu
amplifizieren. Die Reaktionen erfolgten mit einem Volumen von 50ul in speziellen, sterilen
Gefal3en in der PCR-Maschine.

Ansatz, allgemein:

DNA-Matrize (chromosomale oder cDNA) 2,0ul

10x Puffer 5,0ul
dNTP-Mix (je 2,5mM) 8,0ul
5'-Primer (50uM) 1,0ul
3'-Primer (50uM) 1,0ul
ddH20 32,5ul
Taq-DNA-Polymerase (1U) 0,5pl

Je nach Konzentration der eingesetzten DNA-Matrize wurden 20 bis 40 Reaktionszyklen
durchlaufen. Es wurde stets eine Kontrolle mit allen oben aufgeflihnrten Komponenten auf3er
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der Matrize mitgefiihrt, um Verunreinigungen der Reagenzien oder der Reaktionsgefalie
nachweisen zu kénnen. Zu Beginn jeder PCR-Reaktion wurde der Ansatz fur fiunf Minuten
auf 95T erhitzt, um die DNA-Strange zu denaturiere n. Die Amplifikationszeit richtete sich
nach der Lange des zu erwartenden Produktes, wobei davon ausgegangen wurde, dass pro
1kb zu synthetisierender DNA ungefdhr eine Minute benétigt wird. Nach Beendigung des
letzten Zyklus wurden die PCR-Reaktionen flir weitere acht Minuten bei 72T inkubiert,
wahrend derer die Enden unvollstandig synthetisierter Fragmente gegebenenfalls aufgefillt
wurden.

Denaturierung der DNA-Strange 5min 95T
Anlagerung der Primer 2min 40-60C } 20-40 Reaktionszyklen
Kettenverlangerung durch Polymerase 0,5-3min 72C

2.2.4.3 Konzentrationsbestimmung von Nukleinséuren

Die Konzentration von DNA und RNA in wassriger Losung wurde durch Absorptionsmessung
bei 260nm bestimmt. Die Messungen erfolgten in Quarzkiivetten gegen DEPC-H,O als
Referenzwert. Das Verhaltnis der Absorptionen 260nm zu 280nm wurde als Mal3stab fir die
Reinheit der Nukleinsduren herangezogen, wobei im Idealfall Werte zwischen 1,6 und 2,0
erreicht wurden.

2244 Reinigung von Nukleinsauren tber Phenolextraktion und Ethanolfallung

Um Nukleinsauren von entsprechenden Verunreinigungen zu séubern, wurden sie einem
Phenol-/Chloroformwaschgang unterzogen und anschlieRend mit Ethanol gefallt.

Dazu wurden die wassrigen DNA- oder RNA-Ldsungen 1:1 mit der unteren Phase des pH-
aquilibrierten Phenol-Chloroformgemisches versetzt und nach kraftigem Vortexen zur
Phasentrennung zentrifugiert (13.000Upm, 1min, RT). Die obere wassrige Phase wurde
vorsichtig abpipettiert und in ein neues Reaktionsgefald Uberfiuihrt. Nachdem die Probe mit
dem 2,5-fachen Volumen an 100%igem Ethanol sowie dem O0,1-fachen Volumen 3M
Natriumacetatlésung versetzt wurde, erfolgte eine Fallung bei —80C fir mindestens 30
Minuten.

AnschlieRend konnte das Prazipitat durch Zentrifugation (13.000Upm, 15min, 4<C)
sedimentiert, mit 70%igem Ethanol gewaschen, kurz getrocknet und in einer entsprechenden
Menge DEPC-H,O resuspendiert werden.

Phenol/ Chloroform, pH 7,5:

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

Alternativ erfolgte eine Reinigung der Nukleinsduren mit dem Nukleo Spin Extrakt Il Kit der
Firma Macherey-Nagel (Diuren) nach Angaben des Herstellers.
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2.2.45 Agarose-Gelelektrophorese von Nukleinséuren

2.2.45.1 Analytische Agarose-Gelelektrophorese

Die Auftrennung von DNA- und RNA Fragmenten erfolgte in 1-2%igen Agarosegelen in TAE
Puffer. Zur Auftrennung gesamtzellularer RNA wurden 1%ige Gele verwendet.
Standardmalfiig enthielten die Agarosegele 1ug Ethidiumbromid pro Milliliter Gel.

Vor dem Auftragen wurden die Proben jeweils mit einem geeigneten Volumen Auftragspuffer
versetzt. Die Elektrophorese erfolgte bei 100V und 60mA.

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

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

Auftragspuffer (10x):

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

2.2.45.2 Préaparative Agarose-Gelelektrophorese

Zur Isolierung von Nukleinsauren aus Agarosegelen wurde standardmafig der Nucleo Spin
Extrakt Il Kit der Firma Macherey-Nagel (Diren) nach Angaben des Herstellers verwendet.

2.2.4.6 Spaltung mit Restriktionsendonukleasen

Die Arbeit mit den Restriktionsendonukleasen erfolgte entsprechend den Angaben des
Herstellers (Roche, Mannheim). Ublicherweise wurden 0,5 bis 1 Einheit der entsprechenden
Restriktionsenzyme pro pg DNA eingesetzt und bei 37<C tber Nacht inkubiert.

2247 Ligation

Fur eine effiziente Ligation ist ein stdchiometrisches Verhaltnis von 1:3 bis 1:4 zwischen
Vektor und dem einzufiigenden DNA-Fragment optimal. Das Herstellen eines 20ul Ansatzes
aus Vektor, dem Uber praparative Agarose-Gelelektrophorese aufgereinigten DNA-
Fragment, sowie 1,5-2ul 10x Ligationspuffer erfolgte auf Eis. Nach Zugabe von 1U T4-DNA-
Ligase wurde 2 bis 20 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert.

2248 Transformation von E. coli-Zellen mit Plasmid-DNA

200ul transformationskompetenter E. coli Zellen (siehe 2.2.3.2) wurden mit einer geeigneten
Menge Ligationsansatz (siehe 2.2.4.7) versetzt, vorsichtig gemischt und mindestens 30
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Minuten im Eisbad inkubiert. Nach einem Warmeschock (90 sec bei 42C) wurde der
Transformationsansatz sofort wieder auf Eis gebracht und funf Minuten spéater mit 600ul LB-
Medium versetzt. Nach 30 Minuten Schitteln bei 37C wurden die Bakterien auf LB-
Ampicillin-Platten ausgestrichen und 16 - 20 Stunden bei 37 inkubiert.

2.2.4.9 Beurteilung der Klonierungseffizienz und Auswahl geeigneter Kolonien fur die
weitere Analyse

Die Bakterien wurden mit Plasmiden transformiert, die die Moglichkeit des ,Blau/Weil3-
Screenings* zur Uberprifung der Klonierungseffizienz boten (z.B. pBluescript SK Il (-)).
Deshalb wurden vor dem Ausstreichen der Bakterien zunachst pro Kulturplatte 100ul X-Gal-
und 40ul IPTG-Stammldsung ausplattiert.

X-Gal-Stammldsung:

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

IPTG-Stammlésung:

0,AM IPTG in H20

Aufgrund der Vektoreigenschaften verfiigten die Bakterien, die den Vektor aufgenommen
hatten, Uber eine Ampicillin-Resistenz. Folglich konnten auf den mit Ampicillin
supplementierten Platten nur erfolgreich transformierte Bakterien wachsen.

Dartber hinaus konnten die Bakterien, die den nativen Vektor ohne Insert besalRen, das
funktionsfahige Enzym [3-Galaktosidase bilden, da dieses Enzym durch die Zugabe von
IPTG induziert wurde. B-Galaktosidase spaltet X-Gal, wobei ein blauer Farbstoff entsteht.
Diese Bakterien konnten an der Ausbildung blauer Kolonien erkannt werden. Demgegeniiber
bildeten die erwiinschten Bakterienklone mit Vektoren, bei denen durch die Aufnahme des
Inserts die kodierende Sequenz fur das Enzym unterbrochen wurde, weif3e Kolonien.

2.2.410 DNA-Praparation

2.2.4.10.1 Plasmid-Schnellpraparation aus 2ml-Kulturen (Mini-Praparation)

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

Es wurde jeweils eine weil3e Einzelkolonie mit einer sterilen Impfose aufgenommen, in 2ml
flissiges LB-Ampicillin-Medium Uberfiihrt und Uber Nacht bei 37T im Schittelinkubator
bebritet. Die Ubernachtkultur wurde zentrifugiert (13.000Upm, 30sec, RT). Mit Hilfe der
Puffer aus dem QIAGEN Plasmid Maxi/Midi Kits konnte das Plasmid aus den Bakterien
gewonnen werden. Hierzu wurde das Sediment in 100ul Puffer P1 resuspendiert. Nach
Zugabe von 100ul Puffer P2 wurde der Ansatz vorsichtig gemischt und dann fliinf Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Zur Neutralisation erfolgte die Zugabe von 100pl eiskaltem Puffer
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P3. Wahrend einer Inkubationszeit von finf Minuten im Eisbad aggregierte die
chromosomale DNA mit Proteinen und Lipiden zu einem unl6slichen Préazipitat, die Plasmid-
DNA blieb in der wassrigen Phase enthalten. Nach kurzer Zentrifugation (13.000Upm, 5min,
4C) konnte die wassrige Phase abpipettiert, einer Phenol-/ Chloroform-Extraktion
unterzogen und die Plasmid-DNA mit Hilfe von 100%igem Ethanol prazipiert werden. Die
gefallte DNA wurde nach einer weiteren Zentrifugation (13.000Upm, 15min, 4<C) in 100ul
wassriger RNase A-Losung (100ug/ pl) aufgenommen. In der Regel wurden davon 10ul fr
einen Restrikitionsverdau eingesetzt.

2.2.4.10.2 Plasmid-Praparation mit dem Qiagen-Plasmidkit (Maxi-Préaparation)

Es wurden 100pl der Ubernachtkultur (siehe 2.2.4.10.1), die die entsprechenden
plasmidtragenden Bakterienklone enthielt, zu 100ml flissigem LB-Ampicillin-Medium
gegeben und in einem Erlenmeyerkolben im Schittelinkubator tber Nacht bei 37T
vermehrt. Mit Hilfe der Plasmid Midi bzw. Maxi Kits der Firma Qiagen konnte hieraus
entsprechend den Angaben des Herstellers Plasmid-DNA in gréReren Mengen isoliert
werden.

2.2.4.11 Sequenzierung von DNA

Die Sequenzierung von Plasmid-DNA (siehe 2.2.4.10.2) erfolgten bei einem kommerziellen
Sequenzierservice (AGOWA, Berlin) unter Verwendung vektorspezifischer Primer (T7- und
SP6-Primer).

2.2.4.12 Generierung einer DIG-markierten antisense-Sonde definierter Lange durch in
vitro-Transkription aus dem isolierten Plasmid

Nach der Linearisierung der Plasmid-DNA mit Restriktionsenzymen erfolgte eine Phenol-/
Chloroform-Extraktion und eine Ethanolfallung, um die DNA zu reinigen.

Anschlieend wurden 1pg der gereinigten, linearisierten Plasmid-DNA fur die Herstellung der
Sonde eingesetzt. Diese musste zu Beginn der Reaktion auf einem Heizblock fir flnf
Minuten bei 65T erhitzt und danach sofort auf Eis gestellt werden. Im Folgenden wurde
nach dem Protokoll des DIG RNA Labeling Kits der Firma Roche verfahren.

2.2.4.13 Allgemeine Richtlinien fir das Arbeiten mit RNA

Beim Arbeiten mit RNA wurden sterile Plastik- oder gebackene GlasgeféaRe (200C, 8h)
verwendet. Alle Losungen wurden durch Zusatz von Diethylpyrocarbonat (DEPC) von
RNasen befreit. Die Losungen wurden dazu mit 0,1% (v/v) DEPC versetzt, mindestens 16
Stunden bei Raumtemperatur inkubiert und anschlieend, um das DEPC zu entfernen,
autoklaviert. Tris-haltige Lésungen, die nicht direkt mit DEPC behandelt werden kdénnen,
wurden in gebackenen Gefalien mit DEPC-Wasser hergestellt.
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2.2.4.13.1 Isolierung gesamtzellularer RNA aus kultivierten Zellen

Die Isolierung der gesamtzellularen RNA wurde mit Hilfe des Qiagen RNeasy Kits der Firma
Qiagen durchgefihrt und anschlieend die Konzentration im Photometer (siehe 2.2.4.3)
gemessen.

2.2.4.13.2 Isolierung gesamtzellularer RNA aus Gewebeproben

Die Isolierung von RNA aus Geweben erfolgte mit Hilfe von Trizol, welches in einer Menge
von 1ml pro 50 - 100 mg gefrorener Probe hinzugefligt wurde. Sofort wurde das Gemisch mit
einem Ultraturrax homogenisiert und im Anschluss mit 12.000Upm fir zehn Minuten bei 4C
zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues ReaktionsgefaR dekantiert und bei
Raumtemperatur fir finf Minuten inkubiert. AnschlieRend konnte ein Funftel der urspriinglich
eingesetzten Menge Trizol an Chloroform hinzugegeben und fir 15 Sekunden kréftig
geschuttelt werden. Nach etwa drei Minuten Inkubation erfolgte eine zweite Zentrifugation
(12.000Upm, 15min, 4C).

Die obere wassrige Phase mit der gelésten RNA wurde in ein neues Reaktionsgefal
Uberfuhrt, wahrend die restlichen Phasen fir eine spatere Isolierung von DNA oder Proteinen
bei -80C Uber einen langeren Zeitraum aufbewahrt werden konnten. Zu der wassrigen
Phase musste die Halfte des Trizolausgangsvolumens an Isopropanol hinzupipettiert und fur
zehn Minuten bei Raumtemperatur inkubiert werden. Um die isolierte RNA zu pelletieren,
wurde bei 12.000Upm und 4T fir zehn Minuten zentrifugiert. Nach dem Verwerfen des
Uberstandes konnte das Sediment mit 75%igem Ethanol gewaschen und fir finf Minuten bei
4T mit 7.500Upm zentrifugiert werden. Durch die Zu gabe von RNAse freiem Wasser wurde
das kurz getrocknete RNA-Pellet resuspendiert. Die Konzentrationsbestimmung der
enthaltenen RNA in der jeweiligen Probe erfolgte photometrisch (siehe 2.2.4.3).

2.2.4.13.3 Northern Blot

0,5-8ug gesamtzellularer RNA wurden mit 10ul Ladepuffer und mit einer entsprechenden
Menge DEPC-Wasser versetzt, um ein einheitliches Probenvolumen zu erhalten. Vor dem
Auftragen wurden die Proben fir eine Minute im Heizblock auf 85<C erhitzt und anschlie3end
sofort auf Eis gestellt.

Es erfolgte eine Elektrophorese bei 100V (50mA) fur ein bis zwei Stunden auf einem 1%igen,
horizontalen Agarosegel mit 1XMOPS als Laufpuffer.

AnschlieRend wurde das mit 20xSSC angefeuchtete Gel mittels des Kapillarblotverfahrens
Uber Nacht auf eine Nylonmembran (N-Hybond) transferiert, welche vorher mit DEPC-
Wasser und 20xSSC benetzt worden war. Zur Aufrechterhaltung der Kapillarwirkung wurde
ein Stapel Whatman-Papiere in geeigneter Menge, sowie ausreichend 20xSSC als Blotpuffer
verwendet.

Nach erfolgtem Transfer wurde die Membran einige Minuten in 2xSSC gewaschen und die
RNA anschlieRend durch eine zwei Minuten lange UV-Bestrahlung mit 120mJ auf der
Nylonmembran fixiert.
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Das Anfarben der RNA erfolgte durch Schwenken in Methylenblau-Farbelésung (0,04g
Methylenblau; 0,5M NaAc pH 5,2). Um spater die GroRe der mRNA-Transkripte besser
abschatzen zu kénnen, wurden die angefarbten 18S- sowie die 28S-RNA-Banden markiert.
Die Vorhybridisierung der Membran wurde flr mindestens eine Stunde bei 68T mit RNA-
Hybridisationslésung im Wasserbad unter Schutteln durchgefiihrt.

Die Hybridisierung erfolgte Giber Nacht ebenfalls bei 68T im Wasserbad im gleichen Puffer,
dem zusatzlich 100ul Hybridisationslésung mit der entsprechenden Menge der markierten
Sonde hinzugeflgt wurden. Dieser Ansatz musste vor der Zugabe zum Hybridisationspuffer
fir zehn Minuten bei 68T im Heizblock erhitzt werd en.

Im Anschluss erfolgen verschiedene Waschschritte. Zuerst wurde die Membran bei
Raumtemperatur auf dem Schuttler dreimal funf Minuten mit Waschldsung Nr.1 gewaschen,
dann zweimal 20 Minuten erneut im Wasserbad bei 68°C in Waschlosung Nr.2.
AnschlieRend wurde bei Raumtemperatur auf dem Schuttler fur funf Minuten in Puffer 1
gewaschen und dann ebenfalls bei Raumtemperatur und auf dem Schittler in 1%
Blockingpuffer. Diesem wurde dann nach einer Stunde Anti-Digoxigenin-AP in einer 1:15000
Verdinnung hinzugegeben. Schliel3lich wurde die Membran dann noch einmal finf Minuten
und zweimal 15 Minuten in Puffer 1 mit 0,3% Tween 20, sowie einmal finf Minuten in Puffer
3 gewaschen.

Der Filter wurde in eine Folie eingeschlagen und funf Minuten in Puffer 3 mit einer 1:100-
Verdinnung der Detektionsreagenz CDP-Star inkubiert. Anschlieend konnten durch
Auflegen eines Rontgenfilmes (Hyperfilm ECL, Ammersham, Braunschweig) in einer
Filmkassette die Signale des in Folie eingeschlagenen Filters in Form von Schwérzungen
des Filmes detektiert werden.

1%iges Agarose Gel:

Agarose 19
DEPC-H,0 84,6ml
10xMOPS 10,0ml
Formaldehyd 5,4ml
Ladepuffer:

Formamid 7,2ml
Formaldehyd 2,6ml
DEPC-H,0 1,8ml
10xMOPS 1,6ml
80% Glycerin 1,0ml
geséttigtes Bromphenolblau 0,8ml
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MOPS(10x):

MOPS 0,20M
Na Acetat 0,05M
EDTA 0,01M
20xSSC:

NacCl 3,0M
NasCitrat 0,3M

RNA-Hybridisationslésung:

Formamid 100% 25,0ml
20xSSC 12,5ml
10% Blocking-Ldsung 10,0ml
20% N-Lauroylsarcosin 0,25ml
10% SDS 0,10ml
DEPC-H,0 2,15ml

Waschlésung Nr.1:

20xSSC 10ml
10% SDS 5ml
DEPC-H20 445m|

Waschlésung Nr.2:

20x SSC 2,5ml

10% SDS 5,0ml

DEPC-H,0O 492,5ml

Puffer 1:

Maleinsaure 11,69

NaCl 8,759

NaOH auf pH 7,5 einstellen
DEPC-H,O auf 1 Liter auffillen
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Puffer 3 (immer frisch angesetzt):

1M Tris pH 9,5 5,0ml

5M NaCl 1,0ml

5M MgCl, 0,5ml

DEPC-H,0 43,5ml
2.25 Proteinchemische Methoden

2251 Herstellung von Proteinlysaten aus kultivierten eukaryontischen Zellen

Nach Abnahme des Mediums und zweimaligem Waschen mit PBS wurde zu den adharenten
kultivierten Zellen direkt in den Kulturschalen 300 bis 500ul Lysispuffer mit Protease-
Inhibitoren zugegeben. Auf Eis wurden die Schalen fiir zehn Minuten geschwenkt, wobei die
Zellkerne an der Kunststoffoberflache der Kulturschalen haften blieben. Das Zelllysat wurde
in ein Reaktionsgefal? pipettiert, fur funf Minuten zentrifugiert (13.000Upm, 4<C) und der
Uberstand in ein neues ReaktionsgefalR uberfihrt. 2ul hiervon konnten zur
Proteinkonzentrationsbestimmung verwendet werden, der Rest des Uberstandes wurde bis
zur weiteren Verwendung bei —80T gelagert.

1xLysispuffer:

Triton X-100 1%
Glycerin 10%
Tris-HCI pH 8,0 200 mM
NaCl 137mM
EDTA 2mM

2252 Bestimmung von Proteinkonzentrationen

Zur Konzentrationsbestimmung wurde mit dem BCA* Protein Kit der Firma Pierce gearbeitet
und nach den Angaben des Herstellers verfahren.
Die Absorption konnte im Photometer bei 562nm gemessen werden.

2.253 Diskontinuierliche SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

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

Vor dem Auftragen wurden die Proben mit einem geeigneten Volumen Proben-
Auftragspuffer (5x konzentriert) versetzt, anschlielBend fur funf Minuten im Heizblock bei
95<C erhitzt und unmittelbar danach auf das Gel auf getragen.

Die Elektrophorese erfolgte bei 100V (50mA) bis die Lauffront der Proben das Gelende
erreicht hatte (ungefahr zwei Stunden).
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Zusammensetzung des Trenngels:

Acrylamid Konzentration 7,5% 10% 15%

Rotiphorese Gel 40 (29:1) 10,0ml  13,3ml 20,0ml
1M Tris-HCI pH 8,8 15,0ml  15,0ml 15,0ml
10% (w/v) SDS 0,4ml 0,4ml 0,4ml
87% (v/v) Glycerin 4,5ml 4,5ml 4,5ml
H>O 10,0ml 6,7ml -

10% (w/v) APS 0,4ml 0,4ml  0,4ml
TEMED 20ul 20l 20ul

Zusammensetzung des Sammelgels:

Rotiphorese Gel 40 (29:1) 5,0ml
1M Tris-HCI pH 6,8 3,8ml
10% (w/v) SDS 0,3ml
H.O 20,7ml
10% (wiv) APS 0,3ml
TEMED 20pl

Proben-Auftragspuffer (5x konz.):

Glycerin 50%
B-Mercaptoethanol 12,5%
SDS 7,59/l
Tris-HCI pH 8,0 250mM
Bromphenolblau 0,5mg/mi

SDS-PAGE-Laufpuffer:

Tris 25mM
Glycin 192mM
SDS 0,1%
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2254 Immunologische Methoden

2.2.5.4.1 \Western Blot

Dieses ist eine Methode, die dem Nachweis von Proteinen aus SDS-Polyacrylamidgelen mit
Hilfe von Antikdrpern dient. Zunachst wurden die Proteine elektrisch auf eine Nitrozellulose-
(Hybond C) oder eine PVDF-Membran (Hybond P) transferiert (,geblottet). Anschlieend
musste die Membran zur Absattigung unspezifischer Bindungsstellen mit einer
hochkonzentrierten Proteinlosung und dann mit dem ersten Antikdrper, welcher das
nachzuweisende Protein erkennt, inkubiert werden. Die Detektion erfolgte mit Hilfe eines an
ein spezifisches Enzym gekoppelten zweiten Antikorpers, welcher eine geeignete
Nachweisreaktion katalysiert.

Transfer:

Auf die Anode der Blotapparatur wurden zuerst sechs Lagen in Anodenpuffer 1 (300mM Tris;
20% Ethanol) sowie vier Lagen in Anodenpuffer 2 (25mM Tris; 20% Methanol) getréankte
Chromatographiepapiere gelegt. Daran schlossen sich die in Anodenpuffer 2 getrénkte
Membran, das Trenngel, sowie sechs Lagen in Kathodenpuffer (25mM Tris; 20% Methanol;
40mM e-Aminocapronsaure) getrankte Chromatographiepapiere an, wodurch eine
Verbindung zur Kathode hergestellt wurde. Die Stromstarke beim mindestens fur eine
Stunde durchgefiihrten Blotten der Membran betrug 1mA/ cm?.

Zur Uberprufung der gleichmaRigen Beladung der einzelnen Proteinspuren konnten die
Membranen vor Inkubation mit den Antikérpern mit Ponceau S angefarbt werden.

Inkubation mit den Antikdrpern:

Alle Inkubationsschritte erfolgten unter leichtem Schwenken bei Raumtemperatur.

Abséttigung 3% bis 5% Milchpulver in TBS-T 30min
1. Antikdrper geeignete Verdinnung in 3% Milchpulver in TBS-T 120min
Waschen TBS-T 3x5min
2. Antikdrper geeignete Verdinnung in 3% Milchpulver in TBS-T ~ 30-60min
Waschen TBS-T 3x5min

TBS-T:

NacCl 0,15M

Tris HCI pH 8,0 10mM

Tween20 0,05%

Entwicklung:

ECL: Die Antikorper-gekoppelte Meerrettich-Peroxidase katalysiert die Oxidation von
Luminol (3-Aminophthalhydrazid) durch Wasserstoffperoxid, wodurch 3-Aminophthalsaure

33



MATERIAL UND METHODEN

und Stickstoff entstehen. Bei dieser Reaktion wird Energie in Form von Licht (425nm)
freigesetzt, welches den Ro&ntgenfilm schwarzt und somit eine spezifische Detektion
ermoglicht. Es wurde ein entprechender Kit der Firma Amersham verwendet.

2.25.4.2 |Immunzytochemie

Die intrazellulare Lokalisation spezifischer Proteine wurde mittels Immunfluoreszenz in situ
nachgewiesen. Hierfur wurde zu bestimmten Zeitpunkten von den in Kulturschalen
kultivierten Zellen das Medium abgenommen und die Zellen griundlich mit PBS gewaschen.
AnschlieRend erfolgte fur zehn Minuten eine Fixation mit einem auf —20C abgekulhlten 1:1
Gemisch aus Methanol und Aceton bei Raumtemperatur. Zusétzlich in der Fixationslésung
enthalten war im Verhdaltnis 1:1000 der Fluoreszenzfarbstoff DAPI, um spater auch die
Zellkerne betrachten zu kdnnen. Nach dem Trocknen konnten die Schalen bis zur weiteren
Verwendung bei -20C gelagert werden. Vor den weiteren Schritten des
immunzytochemischen Nachweises wurden die Schalen kurz mit PBS aquilibriert.

PBS:

NacCl 0,14M
KCI 30mM
Na;HPO4 6,5mM
KH.PO 1,5mM
PBS-T

NacCl 0,14M
KCI 30mM
Na,HPO4 6,5mM
KH.PO 1,5mM
Tween20 0,05%

Fur den Immunfluoreszenz-Nachweis wurde der erste Antikorper in geeigneter Weise in
einer Losung aus 1%igen BSA in PBS-T verdinnt und auf die Schalen aufgebracht. Die
Anfangsverdiinnung betrug hier in der Regel 1:100. Die Inkubation der mit einem Parafilm
abgedeckten Schalen erfolgte bei 4C in einer Feuch tkammer fir mindestens zwei Stunden
bis Uber Nacht. AnschlieRend wurde unter leichtem Schwenken dreimal zehn Minuten mit
PBS-T gewaschen. Der zweite Antikérper, der mit den fluoreszierenden Farbstoffen Cy2
oder Cy3 gekoppelt war, wurde in der Losung aus PBS-T und 1%igen BSA verdinnt
(Verhaltnis zu Beginn meist 1:400). Nach dem Aufbringen des fluoreszierenden Antikorpers
erfolgten alle weiteren Schritte unter weitgehendem Ausschluss von Licht. Der einstlindigen
Inkubation mit dem Antikdrper bei RT in der feuchten Kammer folgte erneut ein Waschschritt,
der wie oben dreimal flir zehn Minuten mit PBS-T durchgefihrt wurde. AnschlieRend konnten
die Praparate mit Mounting Medium (10% Glycerol, 10% PBS) Uberschichtet und mit einem
Deckglas eingedeckt werden. Die Uber einen langeren Zeitraum konservierbaren Praparate
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wurden im Fluoreszenzmikroskop bei einer fir den verwendeten Farbstoff geeigneten
Anregungswellenlange betrachtet und fotografiert.

2.2.5.4.3 5-Bromo-2'-deoxy-uridin Markierung

Zur Ermittlung der zellularen Proliferationsrate wurde ein Kit der Firma Roche verwendet, mit
dessen Hilfe die zu untersuchenden Zellen wéahrend der Replikation BrdU anstelle von
Thymidin in ihr Genom einbauen. Hierflr war es notwendig die in Kulturschalen kultivierten
Zellen fur einen definierten Zeitraum mit dem Thymidinanalogon 5-Bromo-2’-desoxy-Uridin
zu inkubieren. Die Zellen, die BrdU in ihre DNA eingebaut hatten, konnten mit Hilfe eines
monoklonalen Antikorpers gegen BrdU und einem Fluorchrom-konjugierten sekundaren
Antikdrper im Fluoreszenzmikroskop detektiert werden. Zusatzlich wurden alle Zellkerne mit
dem Fluoreszenzfarbstoff DAPI gefarbt, um im Nachhinein eine Unterscheidung zwischen
proliferierenden und nicht proliferierenden Zellen treffen zu kbnnen.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Expression der rip-Gene in C2C12- und C2F3-Zelllinien

Ausgehend von friheren Daten unserer Arbeitsgruppe (Munz et al. 2002), die einen
Zusammenhang zwischen der Expression von rip-Genen und der Differenzierung von
Myoblasten zeigten, sollte im ersten Teil meiner Arbeit die Expression der rip-Gene in
proliferierenden und differenzierenden C2F3- und C2C12-Zelllinien untersucht werden.

Sowohl bei C2F3- als auch bei C2C12-Zellen handelt es sich um Mausemyoblastenzelllinien.
Beide Zelllinien besitzen den gleichen klonalen Ursprung, unterscheiden sich jedoch in ihrem
Differenzierungsverhalten: C2F3-Zellen differenzieren langsamer und weniger komplett als
C2C12-Zellen (Helen Blau, Stanford University, personliche Mitteilung). Daher war es
interessant zu untersuchen, ob das unterschiedliche Differenzierungsverhalten mit
Unterschieden beziglich der rip-Genexpression korreliert.

C2F3- und C2C12-Zellen kénnen wie viele andere Skelettmuskelzelllinien in Kultur zur
Differenzierung gebracht werden, indem der normalerweise im Kulturmedium vorhandene
Anteil von 10% fotalem Kalberserum durch 2% Pferdeserum ersetzt wird. Der Verlauf dieses
Differenzierungsprozesses ahnelt mechanistisch dem, der in vivo wahrend der
Embryonalentwicklung beobachtet wird. Aufgrund dieser Eigenschaften stellen C2F3- und
C2C12-Zellen ein gutes in vitro Untersuchungssystem zur Muskelzelldifferenzierung dar.

C2F3- und C2C12-Zellen wurden in Proliferationsmedium bis zum Erreichen einer 80-
90%igen Konfluenz kultiviert und dann mit Differenzierungsmedium versetzt. Aus Zellen in
Proliferationsmedium (0 Tage) sowie zu verschiedenen Zeitpunkten nach Induktion der
Differenzierung (1, 2, 3 und 4 Tage) wurde gesamtzellulare RNA isoliert. Diese wurde Uber
ein Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt und mit Hilfe des Northern Blot-Verfahrens auf
eine Nylonmembran aufgebracht. Anschlielend erfolgte eine Hybridisierung der Membran
mit den fur die einzelnen rip-Gene spezifischen antisense RNA-Sonden.

Fur alle der nachfolgend beschriebenen Genexpressionsanalysen wurden mindestens zwei
voneinander unabhdngige Experimente durchgefiihrt, gezeigt sind jeweils reprasentative
Ergebnisse.

Abbildung 7 zeigt, dass sich die Expressionsmuster der einzelnen rip-Gene in
proliferierenden und differenzierenden C2F3- und C2C12-Zellen sehr deutlich voneinander
unterschieden.

Im Einzelnen betrachtet zeigte sich, dass ripl sowohl bei den C2F3- als auch bei den
C2C12-Zellen im Verlauf der Differenzierung eine sehr leichte Abnahme der Expression
aufwies. Folglich waren hier keine Unterschiede zwischen den beiden Zelllinien zu
beobachten.
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Abb. 7: Untersuchung der Expression der  ripl-, rip2-, rip3- und rip4-
Gene in proliferierenden und differenzierenden C2F3 - und C2C12-
Zellen mit Hilfe der Northern Blot-Analyse.

Es wurden jeweils 3ug RNA aufgetragen und mit den entsprechenden
Maus-antisense RNA-Sonden gegen ripl, rip2, rip3 und rip4 hybridisiert.
(A) Sichtbar sind die beiden ripl-Transkripte mit einer Gré3e von 3,8kb
und 2,5kb. (B) Hier sind die beiden Banden des rip2-Genes mit einer
GrolRe von 2,5kb und 2,0kb gezeigt. (C) Fur rip3 zeigen sich zwei Banden
mit 2,6kb und 2,1kb, wobei die benutzte Maus-rip3-RNA-Sonde die zweite
Bande immer nur sehr schwach darstellt. (D) rip4 lie3 sich deutlich auf
einer Hohe von 3,9kb nachweisen. (E,F) Zur Kontrolle der gleichmé&Rigen
Beladung der Spuren wird hier die Methylenblaufarbung der verwendeten
Membranen, die jeweils zweimal benutzt wurden, gezeigt. Hierbei gehort
die Abb. E zu den in A und D gezeigten Northern Blots und Abb. F zu den
in B und C gezeigten Membranen.

Im Gegensatz dazu zeigte das rip2-Gen &ufBerst deutliche Unterschiede im
Expressionsmuster. Aufféllig war, dass die C2C12-Zellen im Vergleich zu den C2F3-Zellen
eine hohere rip2-Basalexpression in Proliferationsmedium aufwiesen. Schon einen Tag nach
Induktion der Differenzierung war jedoch, wie bereits frilher von unserer Arbeitsgruppe
beschrieben (Munz et al., 2002), eine sehr deutliche Abnahme des Expressionsniveaus von
rp2 zu beobachten. Im Vergleich dazu zeigten C2F3-Zellen nach Induktion der
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Differenzierung zunachst keine Abnahme der rip2-Expression. Erst ab dem zweiten Tag in
Differenzierungsmedium war eine ganz leichte Repression zu verzeichnen.

Ein deutlicher Unterschied zwischen den beiden Zelllinien konnte auch bei der Analyse der
Expression des rip3-Gens nachgewiesen werden: C2F3-Zellen zeigten keine Expression, im
Vergleich hierzu wiesen C2C12-Zellen eine geringe Basalexpression auf, die im Verlauf des
Differenzierungsprozesses bis zum Tag vier allm&hlich abnahm.

Bezlglich der Expression von rip4 waren kaum Unterschiede zwischen den beiden Zelllinien
zu beobachten: Sowohl in den C2F3-, als auch in den C2C12-Zellen zeigte sich eine
Abnahme der Expression zwischen dem ersten und zweiten Tag nach Induktion der
Differenzierung. Etwa 24 Stunden spater war bei beiden Zelllinien eine erneute Zunahme der
Expression zu verzeichnen, die sich schliel3lich etwa in HOhe der Basalexpression
einpendelte.

Diese Ergebnisse zeigen, dass sich C2F3- und C2C12-Zellen beziiglich der Expression des
rp2- und des rip3-Gens unterscheiden, was mit dem unterschiedlichen
Differenzierungsverhalten dieser beiden Myoblastenzelllinien zusammenhéngen kénnte.

3.2 Untersuchung der Expression der rip-Gene in Rhabdomyosarkom-
Zelllinien

Die im vorangegangenen Abschnitt beschriebenen Ergebnisse legten nahe, dass eine
differentielle Expression von rip-Genen mit dem Proliferations- und Differenzierungspotential
von Skelettmuskelzellen assoziiert sein kdnnte. Darauf aufbauend stellte sich die Frage, ob
auch in Rhabdomyosarkomzellen, also Tumorzellen vom Skelettmuskelzelltyp, ein von
normalen Muskelzellen abweichendes Expressionsmuster der verschiedenen rip-Gene
beobachtet werden kann.

Im weiteren Verlauf dieser Arbeit wurde daher die Expression von ripl, rip2, rip3, rip4 und
rip5 in zwei unterschiedlichen Rhabdomyosarkomzelllinien analysiert.

3.21 Differenzierung von Rhabdomyosarkomzellen in vitro

Bei den verwendeten humanen Rhabdomyosarkomzelllinien vom embryonalen Typus
handelte es sich um RD/12- und RD/18-Zellen, welche wie die im vorherigen Abschnitt
beschriebenen C2F3- und C2C12-Zellen aus demselben Klon stammen und daher direkt
miteinander vergleichbar sind. Diese Tatsache ist deshalb besonders wichtig, weil
Rhabdomyosarkome sich meistens nicht in der Skelettmuskulatur selbst, sondern in anderen
Geweben ausbilden. Es ist daher in der Regel unmdbglich, nicht transformierte
Skelettmuskelzellen aus demselben Patienten zu isolieren, aus dessen Tumor die jeweilige
Rhabdomyosarkomzelllinie stammt. Wie C2F3- und C2C12-Zellen unterscheiden sich
RD/12- und RD/18-Zellen in Hinblick auf ihr Differenzierungspotential: W&hrend RD/18-
Zellen noch in der Lage sind in Medium mit 2% Pferdeserum frihe Differenzierungsschritte,
wie beispielsweise die Expression verschiedener myogener Differenzierungsmarker, zu
durchlaufen, weisen RD/12-Zellen nur noch ein sehr geringes Differenzierungspotential auf
(Ubersicht bei Astolfi et al. 2001).
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Da die Kultivierung von Rhabdomyosarkomzellen zu Beginn meiner Arbeit in unserer
Arbeitsgruppe  nicht  etabliert ~war, wurden  zunachst die  Kultur- und
Differenzierungsbedingungen fir RD/12- und RD/18-Zellen optimiert. Hierbei stellte es sich
als besonders vorteilhaft heraus, die Zellen so in Zellkulturschalen auszusaen, dass sie 24
Stunden spater bei der Induktion der Differenzierung einen Konfluenzgrad von mindestens
70 bis 80% aufwiesen. Die nachfolgenden Abschnitte stellen dar, dass unter diesen
Bedingungen eine standardisierte Kultur dieser beiden Zelllinien in Proliferations- und
Differenzierungsmedium maoglich war.

3.2.11 Lichtmikroskopische Untersuchungen

Fur die lichtmikroskopische Darstellung des Verhaltens von RD/12- und RD/18-Zelllinien in
Proliferations- und Differenzierungsmedium wurden die Zellen in Zellkulturschalen kultiviert
und gegebenenfalls mit Differenzierungsmedium versetzt. Nach dem Absaugen des
Zellkulturmediums zu den entsprechenden Zeitpunkten konnten die Zellen unfixiert mit dem
Lichtmikroskop betrachtet und ihr Erscheinungsbild fotografisch festgehalten werden.

Wie in Abbildung 8 gezeigt, fiel dabei auf, dass beide Zelllinien eine deutlich pleomorphe
Gestalt aufwiesen, wobei insbesondere bei den RD/12-Zellen Riesen- und multinukleére
Zellen vorherrschend waren. Beim Vergleich des Wachstumsverhaltens beider Zelllinien
mittels Zellz&hlung (Daten nicht gezeigt), liel3 sich deutlich erkennen, dass RD/12-Zellen im
Vergleich zu RD/18-Zellen in etwa die doppelte Verdopplungszeit aufwiesen. Diese
Charakteristika entsprechen den fur RD/12- und RD/18-Zellen in der Literatur beschriebenen
Merkmalen (Ubersicht bei Croci et al. 2004), so dass davon ausgegangen werden konnte,
dass mit den oben beschriebenen Kulturbedingungen gearbeitet werden kann.
In Abbildung 8 A sind RD/18 Zellen in Proliferationsmedium (null Stunden) gezeigt, deutlich
sichtbar sind die Zell-Zell-Kontakte (siehe beide rechten Pfeile) der einzelnen Zellen. Die
Zellkerne sind in der Regel zentral gelegen (siehe linker Pfeil).
24 Stunden nach der Induktion der Differenzierung (Abb. 8 B) war deutlich zu erkennen,
dass die Zellen untereinander vermehrt Zell-Zell-Kontakte gebildet haben. In der Bildmitte
sind mehrere langgestreckte Zellen direkt nebeneinander erkennbar, die die Tendenz haben,
mit weiteren Zellen zu fusionieren (siehe Pfeile).
Abbildung 8 C zeigt RD/18-Zellen, die 48 Stunden in Differenzierungsmedium Kkultiviert
worden waren. Deutlich sichtbar sind neben einer besonders langgestreckten Zelle mit zwei
sehr weitlaufigen Zytoplasmafortsatzen (siehe Pfeile) weitere Zellen, die vermehrt
Zellfortsatze ausgebildet haben, sowie die Tendenz zur Ausbildung von Myotubes. Bei
Myotubes handelt es sich entsprechend dem Verlauf von Muskelzelldifferenzierung um die
Produkte der Fusion von Myoblasten zu langen Muskelzellschlduchen, die dann mehrere
Zellkerne enthalten.
Nach 72 Stunden Kultivierung in Differenzierungsmedium liel3en sich in RD/18-Zellen (Abb. 8
D) vermehrt parallel angeordnete Zellen mit spindelférmigen Zellauslaufern und mehreren
Zellkernen nachweisen (siehe Pfeile). Diese morphologischen Merkmale sind sehr deutliche
Hinweise auf das in der Literatur beschriebene myogene Differenzierungspotential von
RD/18-Zellen.
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Abb. 8: Lichtmikroskopische Darstellung von unfixierten RD/18- und
RD/12-Zelllinien in Proliferations- und Differenzierungsmedium

Dargestellt sind zum einen jeweils Zellen in Proliferationsmedium (Tag
null), zum anderen Zellen in Differenzierungsmedium, fotografiert zu
verschiedenen Zeitpunkten nach Induktion der Differenzierung:. A: null
Stunden (RD/18); B: 24 Stunden (RD/18); C: 48 Stunden (RD/18); D: 72
Stunden (RD/18); E: null Stunden (RD/12); F: 48 Stunden (RD/12). Man
beachte die unterschiedliche Morphologie der beiden Zelllinien unter den
verschiedenen Kulturbedingungen. Die Pfeile (1) deuten jeweils auf die im
Text beschriebenen Merkmale hin.

In Abbildung 8 E sind RD/12-Zellen in Proliferationsmedium dargestellt. Deutlich zeigt sich
deren pleomorphe Gestalt sowie das Vorkommen von mehreren Zellkernen (siehe Pfeil oben
links) in einer Zelle. Dem Betrachter erscheint inr Gesamtbild sehr uneinheitlich.
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48 Stunden nach Kultivierung in Differenzierungsmedium (Abb. 8 F) zeigten RD/12-Zellen
eine grof3e Neigung zum Ausbilden von Riesenzellen (linker Pfeil) und wenig Tendenz zur
gerichteten Differenzierung. Die Zellen besaBen morphologisch wenig Ahnlichkeit mit
Myozyten oder Myotubes.

3.2.1.2 Untersuchung der Expression von Genen, die mit der Regulation von
Proliferationsprozessen assoziert sind

3.2.1.2.1 Untersuchung der Expression des p21-Gens auf RNA- und Proteinebene

Neben der lichtmikroskopischen Betrachtung der morphologischen Veranderungen bei
Rhabdomyosarkomzelllinien nach Induktion der Differenzierung wurde auch die Expression
von bestimmten Genen, deren differentielle Expression in Myoblasten mit Proliferations- und
Differenzierungsvorgéngen assoziiert ist, untersucht. Dieses sollte weiter untermauern, dass
sich RD/12- und RD/18-Zellen unter den von uns gewahlten Kulturbedingungen authentisch,
also wie in der Literatur beschrieben, verhalten.

Das Protein p21 ist ein Inhibitor von cyclin dependent kinases (CDK-Inhibitor). Die
Expression des p21-Gens steigt in der Mausemyoblastenzellllinie C2C12 24 Stunden nach
Induktion der Differenzierung sehr stark an. Rhabdomyosarkomzelllinien zeigen auch einen
Anstieg der Expression von p21 nach Induktion der Differenzierung. Im Gegensatz zu
C2C12-Zellen ist dieser, wie auch die Basalexpression des Gens vor der Induktion der
Differenzierung, wesentlich niedriger (Otten et al. 1997).

Zur Untersuchung der Expression von p21 in Rhabdomyosarkomzellen wurden zu
definierten Zeitpunkten gesamtzellulare RNA und gesamtzellulares Protein aus den Zellen
extrahiert und mit Hilfe des Northern und Western Blot-Verfahrens analysiert.
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Abb. 9: Northern Blot-Analyse der p21-Genexpresion

Es wurden jeweils 3ug RNA aufgetragen und mit der entsprechenden
antisense-RNA-Sonde gegen p21 hybridisiert. Es sind Banden auf Hohe
von 1,8kb zu erkennen. Zur Kontrolle der gleichmafigen Beladung ist die
Methylenblaufarbung (unteres Bild) gezeigt. Man beachte die Induktion
der p21-Genexpression 24 Stunden nach Induktion der Differenzierung.
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In Proliferationsmedium war bei den RD/18-Zellen eine sehr niedrige Basalexpression von
p21 zu erkennen (siehe Abb. 9). 24 Stunden nach der Induktion der Differenzierung liel3 sich
ein leichter Anstieg der Genexpression erkennen, welcher auch nach 48 Stunden erhalten
blieb.
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Abb. 10: Western Blot-Analyse der p21-Expression.

Proteinlysate aus RD/18- und RD/12-Zellen wurden auf ein 15%iges SDS-
Polyacrylamid-Gel aufgetragen und das 21kDa grofRe Protein mit Hilfe
seines  spezifischen Antikdrpers detektiert. Zur Kontrolle der
gleichmafiigen Beladung wurde die Ponceaufarbung der Membran
angewendet (unteres Bild).

Es ist deutlich erkennbar, dass p21 sowohl in RD/18- als auch in RD/12-Zellen auf
Proteinebene exprimiert wird (Abb. 10). Insgesamt gesehen war in den RD/12-Zellen eine
viel niedrigere Basalexpression als in den RD/18-Zellen zu beobachten. Das p21-Protein
zeigte bei den RD/18 Zellen eine ganz leichte Zunahme im Laufe der Differenzierung,
wahrend bei den RD/12-Zellen zu den verschiedenen Zeitwerten keine Unterschiede der
Expressionsstarke nachgewiesen werden konnten.

3.2.2 Expression der rip-Gene in RD/12- und RD/18-Zellen

Nach Etablierung der Kultur- und Differenzierungsbedingungen fir die beiden
Rhabdomyosarkomzelllinien sollte nun die Expression der rip-Gene wahrend der
Proliferation und Differenzierung derselben mit Hilfe des Northern- und Western Blot-
Verfahrens analysiert werden.

Hierzu wurden die Zellen in Zellkulturschalen ausgeséat und bei einer Konfluenz von 70 bis
80 Prozent die Differenzierung induziert. Entsprechend den Versuchsbedingungen wurden
an vorgegebenen Zeitpunkten gesamtzellulare RNA und gesamtzellulares Protein extrahiert.

42



ERGEBNISSE

3.2.2.1 Expression von ripl in Rhabdomyosarkomzelllinien

Fir die Untersuchung der Expression von ripl wurden RD/18- und RD/12-Zellen fir 72 bzw.
48 Stunden nach Induktion der Differenzierung in Zellkulturschalchen kultiviert und zu
bestimmten Zeitpunkten gesamtzellulare RNA geerntet.
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Abb. 11: Northern Blot-Analyse des ripl-Gens in RD/18 und RD/12-
Zelllinien

Nach Induktion der Differenzierung und RNA-Extraktion konnten jeweils
3u1g RNA auf ein Agarosegel aufgetragen werden. Im Anschluss an das
Blotten wurde die Membran mit einer humanen ripl antisense-RNA Sonde
hybridisiert. Man beachte die rip1-spezifische Bande bei 3,8kb. Die untere
Bande bei 2,5kb ist, wie in diesem Fall, bei ripl haufig schwach, so dass
sie kaum zu detektieren ist. Die gleichmaRige Beladung war mit Hilfe der
Methylenblaufarbung nachweisbar (unteres Bild).

Wie aus Abbildung 11 ersichtlich, zeigten RD/18-Zellen eine gleichmafige Expression des
ripl-Gens, welche nur zu sehr spéaten Zeitpunkten nach Induktion der Differenzierung leicht
induziert war. Bei RD/12-Zellen war insgesamt eine etwas hohere Basalexpression
nachweisbar, die sich jedoch bis 48 Stunden nach Induktion der Differenzierung nicht
veranderte. Spatere Zeitpunkte wurden hier nicht untersucht.

Erganzend zu den RNA-Daten wurde die Expression des ripl-Gens auch auf Proteinebene
mit Hilfe eines spezifischen Antikorpers untersucht (Abb. 12).

Hierbei konnte fur das ripl-Gen Uber einen Zeitraum von 72 Stunden sowohl in RD/12- als
auch in RD/18-Zellen eine gleichm&Rige Expression nachgewiesen werden. Der leichte
Anstieg der ripl-Expression in RD/18-Zellen zwei bis drei Tage nach Induktion der
Differenzierung sowie die hohere ripl-Basalexpression in RD/12-Zellen, die auf RNA-Ebene
nachgewiesen worden war, wurde auf Proteinebene nicht beobachtet.
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Abb. 12: Western Blot-Analyse der Expression von ripl in Rhabdo-
myosarkomzellen

Nach Extraktion von Proteinlysaten aus den Kkultivierten Zellen zu
verschiedenen Zeitpunkten innerhalb eines Zeitraumes von drei Tagen
wurden diese mit Hilfe eines 10%igen SDS-Polyacrylamid-Geles
elektrophoretisch aufgetrennt und auf eine geeignete Membran
transferiert. Nach Inkubation mit einem RIP1-spezifischen Antikdrper
konnte eine deutliche Bande bei 74kDa detektiert werden. Die
Uberpriifung der gleichmaRigen Beladung erfolgte durch die
Ponceaufarbung der Membran (unteres Bild).

Insgesamt zeigen diese Daten keine oder nur eine geringe Regulation des ripl-Gens nach
Induktion der Differenzierung in Rhabdomyosarkomzellen, &hnlich wie dieses auch in
C2C12- und C2F3-Zellen beobachtet wurde (Abb. 7). Daraus lasst sich schlieRen, dass einer
differentiellen Expression von ripl vermutlich keine entscheidende Rolle bei der Regulation
der Myoblastendifferenzierung zukommt.

3.2.2.2 Expression von rip2 in RD/12- und RD/18-Zelllinien

3.2.2.2.1 Vorarbeiten zur Untersuchung der rip2-Genexpression in
Rhabdomyosarkomzellen

Bei der Untersuchung der Expression von rip2 gelang uns zunachst nur der Nachweis des
Proteins (Abb. 13), nicht jedoch der des entsprechenden Transkripts.

In den Proteinlysaten aus den RD/18-Zellen und den Positivkontrollen (C2C12- und HaCaT-
Zellen) konnten mit dem RIP2-Antikorper deutliche Banden in Hoéhe von 61kDa detektiert
werden (Abb. 13). Dabei war die Expression von rip2 in den RD/18-Zellen nach Induktion der
Differenzierung Uber den untersuchten Zeitraum unverandert. Insgesamt war die rip2-
Basalexpression in den C2C12-Zellen deutlich héher als in den Rhabdomyosarkomzellen,
wahrend in HaCaT-Zellen (epidermale Keratinozyten) nur geringe RIP2-Mengen gefunden
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wurden. Auf Proteinebene war daher der Nachweis von RIP2 in Rhabdomyosarkomzellen
gelungen.
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Abb. 13: Western Blot-Analyse der Expression von rip2

Aus RD/18-, C2C12- und HaCaT-Zellen wurden Proteinlysate gewonnen.
Diese wurden auf ein 10%iges SDS-Polyacrylamid-Gel aufgetragen,
elektrophoretisch aufgetrennt, auf eine geeignete Membran transferiert
und mit einem RIP2-spezifischen Antikrper inkubiert. Es konnten Banden
mit der fur das RIP2-Protein charakteristischen GréRe von 61 kDa bei
allen aufgetragenen Proben detektiert werden. Zur Kontrolle der
gleichmafigen Beladung diente die Ponceaufarbung (unteres Bild).

Auf RNA-Ebene jedoch war es zunachst nicht moglich, mit der schon im Labor vorhandenen
Maus-rip2-antisense-RNA-Sonde die Expression von rip2 bei RD/18-Zellen zu detektieren.
Wie Abbildung 14 A sehr deutlich zeigt, waren mit dieser Sonde die beiden fir rip2-
spezifischen Banden von 2,5 und 2,0 kb nur in den als Positivkontrolle aufgetragenen
C2C12-Zellen und nicht in den Rhabdomyosarkomzellen nachweisbar.

Wie konnte es also sein, dass das RIP2-Protein eindeutig in Rhabdomyosarkomzellen
nachweisbar war, nicht jedoch das entsprechende Transkript?

Dadurch, dass beim Northern Blot-Verfahren bei den C2C12-Zellen rip2-spezifische Banden
sichtbar waren, konnte ein technischer Fehler zunéachst ausgeschlossen werden. Die Lésung
des Problems lag vielmehr in der Basensequenz der Maus-rip2-antisense-RNA-Sonde, die
nur zu einem sehr geringen Anteil mit dem humanen rip2-Gen homolog war. Nach der
Generierung einer humanen rip2-antisense-RNA-Sonde im Rahmen meiner Arbeit konnte
das rip2-Gen auch in den RD/18-Zellen detektiert werden (Abbildung 14 B).
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Abb. 14: Northern Blot-Analyse der rip2-Expression

Nach Extraktion von gesamtzellularer RNA wurden jeweils 2pg auf ein
1%iges Agarosegel aufgetragen. (A) zeigt den mit der Maus rip2-
antisense-RNA-Sonde hybridisierten Blot und (B) den gleichen Blot
hybridisiert mit der humanen rip2-antisense-RNA-Sonde. Zur Uberpriifung
der gleichmaRigen Beladung ist die Methylenblaufarbung der Membran
gezeigt (unteres Bild).

3.2.2.2.2 Untersuchung der rip2-Expression in Rhabdomyosarkomzellen

Mit der im Rahmen meiner Arbeit generierten humanen rip2-antisense-RNA-Sonde konnten
im Folgenden weitere Zeitwerte nach Induktion der Differenzierung bei den RD/18- und
RD/12-Zellen hinsichtlich der Expression von rip2 untersucht werden.
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Abb. 15: Northern Blot-Analyse der rip2-Expression wahrend der
Differenzierung.

Es wurden nach Extraktion gesamtzellularer RNA aus kultivierten Zellen
jeweils 3ug auf ein Agarosegel aufgetragen. Nach dem Transfer auf eine
geeignete Membran konnte diese mit einer humanen rip2-antisense-RNA-
Sonde hybridisiert werden. Deutlich zu sehen ist die charakteristische
Doppelbande fir rip2 bei 2,5kb und 2,0kb. Die gleichméfige Beladung der
Membran konnte mit der Methylenblaufarbung nachgewiesen werden
(unteres Bild).
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Sowohl bei RD/18- als auch bei RD/12-Zellen war mit Hilfe des Northern Blot-Verfahrens bei
allen analysierten Zeitwerten eine sehr gleichmaflige Expression des rip2-Gens zu
verzeichnen (siehe Abb.15). Weiterhin war kein Unterschied beziglich der rip2-Expression
zwischen den beiden Rhabdomyosarkomzelllinien zu detektieren.

In diesem Ergebnis liegt offensichtlich ein bedeutender Unterschied im Vergleich zu den
C2C12-Zellen vor, da bei diesen das Expressionsniveau von rip2 nach Induktion der
Differenzierung sehr schnell absinkt (vergleiche Abb. 7), wahrend es bei den
Rhabdomyosarkomzellen konstant blieb. Insgesamt schien die rip2-Basalexpression
allerdings bei den Tumorzellen niedriger zu sein (Abb. 14 A und B).

Es wurde deutlich, dass die Expression von rip2 auch auf Proteinebene nach Induktion der
Differenzierung konstant bleibt (siehe Abb. 16). Weiterhin waren keine Unterschiede
zwischen den beiden Rhabdomyosarkomzelllinien nachweisbar.

Diese Ergebnisse zeigen, dass in Rhabdomyosarkomzellen im Gegensatz zu normalen
Muskelzellen keine Repression der rip2-Genexpression nach Induktion der Differenzierung
stattfindet.
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Abb. 16: Western Blot-Analyse des RIP2-Proteins in RD/18- und
RD/12-Zellen

Nach Extraktion von Proteinlysaten aus kultivierten
Rhabdomyosarkomzellen zu definierten Zeitpunkten wurden diese auf ein
10% SDS-Polyacrylamid-Gel aufgetragen und im Anschluss daran auf
eine Membran transferiert. Durch Inkubation mit einem RIP2-spezifischen
Antikdrper konnten Banden mit einer Grol3e von 61kDa detektiert werden.
Zur Uberpriifung der gleichméaRigen Beladung wurde die Ponceaufarbung
verwendet (unteres Bild).

3.2.2.3 Expression von rip3 in Rhabdomyosarkomzellen

Bei der Analyse der rip3-Expression in Rhabdomyosarkomzellen lief3 sich auf RNA-Ebene
kein Transkript nachweisen, obwohl bekannt war, dass die entsprechende Sonde sowohl das
Mensch- als auch das Maus-Transkript erkennt und sich eine deutliche rip3-Expression in
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C2C12-Zellen, welche als Positivkontrolle mitgeftihrt worden waren, nachweisen liel3 (Abb.
17). Es zeigten sich zwei Banden, wobei anzumerken ist, dass mit der verwendeten rip3-
antisense-RNA-Sonde die zweite Bande bei 2,6kb immer nur sehr schwach sichtbar ist und
beide Banden oft wenig fokussiert erscheinen.
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Abb. 17: Northern Blot-Analyse der Expression von rip3 in RD18-
Zellen.

Nach Extraktion von gesamtzellularer RNA aus RD/18-, C2C12- und
HaCaT-Zellen wurden jeweils 5ug auf ein 1%iges Agarosegel
aufgetragen. Im Anschluss erfolgte der Transfer und die Fixation der RNA
auf einer geeigneten Membran, die dann mit einer Maus rip3-antisense-
RNA-Sonde hybridisiert wurde. Es konnten bei den C2C12-Zellen Banden
mit einer GrolRe von 2,1kb und 2,6kb detektiert werden. Die Bande bei
2,6kb ist jedoch immer nur sehr schwach sichtbar. Die Kontrolle der

gleichmafigen Beladung erfolgte mit der Methylenblaufarbung (unteres
Bild).

Auch auf Proteinebene konnte RIP3 in Rhabdomyosarkomzellen nicht nachgewiesen werden
(Abb. 18).
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Abb. 18: Western Blot-Analyse der rip3-Expression in RD/18-Zellen.
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Nach Extraktion des gesamtzellularen Proteins und elektrophoretischer
Auftrennung mit Hilfe eines 10%igen SDS-Polyacrylamid-Geles wurden
die Proteine auf eine Membran transferiert und mit einem RIP3-Antikorper
inkubiert. Es konnte eine schwache Bande bei den als Postivkontrolle
aufgetragenen C2C12-Zellen mit einer GroRe von 57 kDa detektiert
werden. Die Ponceaufarbung diente zur Kontrolle der gleichmaRigen
Beladung (unteres Bild).

Daraus lasst sich schlieRen, dass Rhabdomyosarkomzellen im Gegensatz zu C2C12-Zellen,
wie die C2F3-Zellen keine Expression von rip3 zeigen.

3.2.2.4 Expression von rip4 in Rhabdomyosarkomzellen

Sowohl bei den RD/18- als auch bei den RD/12-Zellen war keine Expression des rip4-Genes
nachweisbar, im Gegensatz dazu zeigte sich bei den als Positivkontrolle aufgetragenen
HaCaT-Zellen eine deutlich angefarbte Bande der Grofze 3,9 kb (Abb. 19).
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Abb. 19:  Northern Blot-Analyse der rip4-Expression in
Rhabdomyosarkomzellen

Nach Extraktion von gesamtzellularer RNA konnten jeweils 3ug auf ein
Agarosegel aufgetragen werden. Im Anschluss daran erfolgte der Transfer
auf eine Nylonmembran und die Inkubation mit einer humanen rip4-
antisense-RNA-Sonde. Es konnte eine deutliche Bande der Grof3e 3,9kb
bei den als Positivkontrolle aufgetragenen HaCaT-Zellen detektiert
werden. Im Gegensatz dazu zeigten die beiden
Rhabdomyosarkomzelllinien keine Expression von rip4. Die Kontrolle der
gleichmaligen Beladung erfolgte mit Hilfe der Methylenblaufarbung
(unteres Bild).

Diese Daten zeigen, dass rip4 in Rhabdomyosarkomzellen im Gegensatz zu C2F3- und
C2C12-Zellen (siehe Abb. 7) nicht exprimiert wird.

3.2.25 Expression von rip5 in RD/18- und C2C12-Zellen

Die fur das rip5-Transkript typischen Banden waren sowohl bei den RD/18- als auch bei den
C2C12-Zellen nachweisbar (siehe Abb. 20). Rhabdomyosarkom- und C2C12-Zellen zeigten

49



ERGEBNISSE

kaum Unterschiede bezliglich der rip5-Expression, jedoch schien bei den C2C12-Zellen das
Expressionsniveau von rip5 etwas hoher zu liegen.
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Abb. 20: Northern Blot-Analyse der rip5 Expression in RD/18- und
C2C12-Zellen.

Es wurde gesamtzellulare RNA aus kultivierten Zellen extrahiert und auf
ein 1%iges Agarosegel aufgetragen. Nach dem Transfer auf eine
geeignete Membran konnte diese mit einer humanen rip5-antisense RNA-
Sonde inkubiert werden. Sowohl bei den RD/18- als auch bei den C2C12-
Zellen konnten die fir das rip5-Gen typischen Banden mit einer Grol3e
von 7,5kb und 3,0kb detektiert werden. Mit Hilfe der Methylenblaufarbung
konnte die gleichméaRige Beladung der einzelnen Geltaschen
nachgewiesen werden (unteres Bild).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass in den beiden untersuchten
Rhabdomyosarkomzelllinien im Gegensatz zu den Mausemyoblasten nur ripl, rip2 und rip5
exprimiert wurden.

Weiterhin zeigte die Kinetik der rip2-Expression in Rhabdomyosarkomzellen einen
grundlegend anderen Verlauf als in C2C12-Zellen, wéhrend es beziglich der Expression von
ripl und rip5 keine Unterschiede gab.

Daher und aufgrund verschiedener Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe, die eine besondere
Rolle von RIP2 bei der Skelettmuskelzelldifferenzierung zeigten (Munz et al. 2002), sollte in
den im Folgenden beschriebenen Experimenten insbesondere die Rolle von RIP2 bei der
Skelettmuskelzelldifferenzierung unter besonderer Berlicksichtigung der Rolle dieses
Proteins in Rhabdomyosarkomzellen analysiert werden.
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3.2.3 Expression von rip2 in Muskeln von mdx-Mausen im Vergleich zu Wildtyp-
Tieren

Wie oben erwéhnt, legen die in den vorangegangenen Abschnitten dargestellten Ergebnisse
nahe, dass rip-Gene, insbesondere das rip2-Gen, zumindest in vitro bedeutende
Regulatoren der Skelettmuskelzellproliferation und —differenzierung darstellen kénnten. Um
daher der Frage nachzugehen, ob eine differentielle Expression von rip-Genen auch in vivo
mit Skelettmuskelzellproliferations- und —differenzierungsprozessen assoziiert sein kdnnte,
wurde die Expression des rip2-Gens im mdx-Mausmodell analysiert.

mdx-Mause bilden eine genetisch bedingte Muskeldystrophie aus, die der menschlichen
Muskeldystrophie vom Typ Duchenne entspricht. Bei der Maus wie beim Menschen ist das
Vererbungsmuster der verantwortlichen Mutation im Gen fur das Strukturprotein Dystrophin
x-chromosomal rezessiv. Wenngleich die Symptomatik bei der Maus aus noch weitgehend
unbekannten Grinden weit weniger dramatisch ist als beim Menschen, ist bei beiden der
Grad der Muskelverédnderung altersabhangig. Dabei werden bei der Maus kontinuierliche
Zyklen von Muskeldegeneration und —regeneration beobachtet, welche sich einem engen
Zeitfenster in Bezug auf das Alter der Tiere mit geringen interindividuellen Schwankungen
zuordnen lassen: Nach Lagrota-Candido et al. (2002) zeigen die M&use im Alter von vier
Wochen den hochsten Grad der Muskelnekrose, mit einem Alter von etwa zwdlf Wochen
erscheint die Nekrose neben hypertrophen Muskelfasern durch Regeneration verbessert und
mit 24 Wochen sind neben Muskelhypertrophie Fibrosen vorherrschend, wobei die einzelnen
Muskelpartien jeweils unterschiedlich betroffen sein kénnen.

Pro Altersgruppe und Versuch wurden je eine weibliche und eine méannliche mdx-Maus,
sowie eine entsprechende geschlechts- und altersgleiche Wildtypmaus analysiert. Der Grad
der Muskelnekrose wurde histologisch Uberprift (nicht gezeigt).

Fur die Untersuchung der rip2-Genexpression wurden der Musculus quadriceps, der
Musculus gastrocnemius, das Zwerchfell und das Herz entnommen. Aus den Geweben
wurde mit Hilfe von Trizol gesamtzellulare RNA extrahiert und mittels Northern Blot
analysiert.
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Abb. 21: Expression des rip2-Gens in ausgewahlten Geweben von
mdx-Mausen und entsprechenden Kontrolltieren

Es wurden jeweils 3ug RNA auf ein 1%iges Agarosegel aufgetragen.
Nach Transfer auf eine Nylonmembran wurde mit einer Maus rip2-
antisense-RNA-Sonde hybridisiert. (A) Hier wurde die RNA von Musculus
guadriceps und gastrocnemius jeweils im Vergleich zwischen mdx- und
Wildtyp (WT)-Maus aufgetragen. Es wurden jeweils Proben von
mannlichen (m) und weiblichen (f) Tieren im Alter von acht (8w) und zwolf
(12w) Wochen verwendet. (B) In diesem Fall wurde aus Herzmuskel und
Zwerchfell extrahierte RNA aufgetragen, die entnommenen Proben
korrelieren mit den Tieren aus (A). Die Uberprifung der gleichméaRigen
Beladung erfolgte durch Anfarbung mit Methylenblau (jeweils unteres
Bild). Man beachte die insgesamt hohere rip2-Genexpression im
Zwerchfell.

Die Expression von rip2 konnte in allen entnommenen Muskelgeweben nachgewiesen
werden, jedoch ergaben sich geringe Unterschiede in der Expressionsstarke (siehe Abb. 21).
Bei der aus dem Musculus quadriceps extrahierten RNA fiel auf, dass eine sehr
gleichméalige Expression von rip2 unabhangig vom Alter, Geschlecht und Typ vorlag,
woraus sich allerdings die acht Wochen alten mannlichen und weiblichen mdx-M&ause durch
eine leicht héhere Expression von rip2 hervorhoben.

rip2 im Musculus gastrocnemius war in der Gesamtheit gleichmaRig exprimiert, jedoch
wiesen beide Altersstufen der mdx-Mause eine etwas hdhere Genexpression von rip2 als die
dazugehorigen Wildtypmause auf.

Mit Hilfe des Northern Blot-Verfahrens konnte detektiert werden, dass rip2 im Herzmuskel
geringer exprimiert wurde als im Zwerchfell, sich jedoch keine Unterschiede innerhalb der
Altersstufen oder zwischen den Geschlechtern nachweisen liel3en.

Zwischen den einzelnen Muskeltypen ergaben sich Unterschiede in der rip2-Genexpression,
insbesondere wurde eine erhohte rip2-Genexpression im Zwerchfell gefunden. Vorerst sind
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die Ergebnisse als praliminar zu betrachten. Um sichere Aussagen zu der Rolle von rip2 in
mdx-Mausen machen zu kénnen, missten noch weitere Tiere untersucht werden.

3.3 Hemmung der Expression des rip2-Gens in C2C12-Zellen mittels
spezifischer siRNAs

Im zweiten Teil meiner Arbeit sollte das Verhalten der Mausemyoblasten nach Hemmung der
Expression des rip2-Genes mit Hilfe von spezifischen siRNAs untersucht werden. Munz et al.
(2002) konnten nachweisen, dass C2C12-Zellen, die rip2 Uberexprimieren, ihre Fahigkeit zur
Differenzierung verlieren. Gelange es im umgekehrten Fall nun, durch Hemmung der rip2-
Expression das myogene Differenzierungspotential der Zellen zu steigern, so konnte dieses
einen wichtigen therapeutischen Ansatzpunkt, beispielsweise fiir das Rhabdomyosarkom,
darstellen.

Aufgrund des schnellen Wachstums und der hervorragenden Transfizierbarkeit wurden die
Versuche zunachst mit der murinen Zelllinie C2C12, im Anschluss daran aber auch mit den
klinisch relevanten Rhabdomyosarkomzellen durchgefuhrt (siehe Abschnitt 3.4).

3.3.1 Optimierung der Transfektionsbedingungen

Hierzu wurden C2C12-Zellen in Zellkulturschalen so ausgesat, dass sie 24 Stunden spater
zum Transfektionszeitpunkt eine Konfluenz von etwa 60 bis 80% aufwiesen. Fur die
Transfektion erwies sich dabei nach dem Austesten verschiedener Bedingungen eine siRNA-
Endkonzentration von 100 uM in Kombination mit der Zugabe von 4l Transfektionsmedium
pro Milliliter Kulturmedium als besonders effektiv. Aus friheren Versuchen mit C2C12-Zellen
in unserem Labor war bereits bekannt, dass sich mit dem Transfektionsreagenz siPort Amine
der Firma Ambion bei dieser Zelllinie die besten Hemmeffekte erzielen liel3en.

24 Stunden nach Transfektion der Zellen mit der spezifischen siRNA wurden die ersten
Zellextrakte geerntet, was in den nachfolgend beschriebenen Versuchsreihen dem Zeitpunkt
null Stunden entspricht. Falls die Zellen mit Differenzierungsmedium versetzt werden sollten,
wurde zu diesem Zeitpunkt das Wachstumsmedium gegen Zellkulturmedium mit 2%
Pferdeserum ausgetauscht.

3.3.2 Uberprifung der silencer-Effektivitat der verschiedenen rip2-siRNAs

Neben der Optimierung der Transfektionsbedingungen sollten drei unterschiedliche, von der
Firma Ambion hergestellte, rip2-spezifische siRNA-Spezies auf ihre silencer-Effektivitat
untersucht werden. Hierfir wurde 24 Stunden nach erfolgter Transfektion aus den
transfizierten Zellen, aus nur mit Transfektionsreagenz behandelten Zellen und aus
unbehandelten C2C12-Zellen die gesamtzellulare RNA extrahiert. Die RNA konnte mit Hilfe
des Northern Blot-Verfahrens elektrophoretisch aufgetrennt und auf eine Nylonmembran
aufgebracht werden. Mit Hilfe einer Maus rip2-antisense-RNA-Sonde konnten die typischen
Banden detektiert werden.
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Abb. 22: Vergleich der silencer-Effektivitat der verschiedenen  rip2-
SiRNAs

Die gesamtzellulare RNA wurde 24 Stunden nach Transfektion der
C2C12-Zellen isoliert und die rip2-Genexpression mittels Northern Blot
analysiert. Es wurden jeweils 3ug RNA auf ein 1%iges Agarosegel
aufgetragen. Man beachte die fur die rip2-Transkripte spezifischen
Banden bei 2,5kb und 2,0kb. Die gleichmaflige Beladung der einzelnen
Bahnen konnte mit der Methylenblaufarbung Gberprift werden (unteres
Bild).

Es war deutlich zu erkennen (Abb. 22), dass siRNA 2 zur starksten Hemmung der rip2-
Genexpression fihrte. Eine geringere Hemmung wurde nach Behandlung mit siRNA 3
beobachtet. Bei sSiRNA 1 war kein Unterschied im Vergleich zu den verschiedenen anderen,
als Negativkontrollen aufgetragenen Proben zu detektieren, was zeigt, dass diese Spezies
nicht zu einer Hemmung der rip2-Genexpression fihrt. Auch eine unspezifische (scrambled)
siRNA hatte keinen Einfluss auf die rip2-Genexpression (Daten nicht gezeigt).

Mit diesem Versuch konnte eindeutig nachgewiesen werden, dass siRNA 2 den groR3ten
silencer-Effekt besitzt: sie wurde daher fur alle weiteren siRNA-Versuche mit C2C12-Zellen
verwendet.

3.3.3 rip2-siRNA-Transfektion  bei C2C12-Zellen und Induktion der
Differenzierung

Im Anschluss an die Optimierung der Transfektionsbedingungen wurde der Einfluss der
Hemmung der rip2-Genexpression auf das Differenzierungsverhalten der C2C12-Zellen
analysiert. Hierflir wurde wie oben beschrieben 24 Stunden nach Transfektion aus einem
Teil der Zellen gesamtzellulare RNA isoliert (0 Stunden-Wert). Weitere Transfektanden und
Kontrollen wurden mit Differenzierungsmedium versetzt oder in Proliferationsmedium
weiterkultiviert. Ein, zwei und drei Tage spater wurde jeweils aus einem Teil der kultivierten
Zellen gesamtzellulare RNA extrahiert und zunachst mittels Northern Blot die Effektivitat der
Hemmung der rip2-Expression in Proliferations- und Differenzierungsmedium tberprdift.
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Abb. 23: Northern Blot-Analyse der Hemmung der rip2-
Genexpression in Proliferations- und Differenzierun gsmedium.

Aus den mit rip2-spezifischer siRNA transfizierten und in
unterschiedlichen Kulturmedien gehaltenen C2C12-Zellen wurde zu
bestimmten Zeitpunkten gesamtzellulare RNA extrahiert. Nach dem
Auftragen von je 2ug auf ein 1%iges Agarosegel und dem anschlieRenden
Transfer auf eine Nylonmembran wurde diese mit einer Maus rip2-
antisense-RNA-Sonde hybridisiert. Es konnten die rip2-spezifischen
Banden der Grole 2,5kb und 2,0kb detektiert werden. Anhand der
Methylenblaufarbung konnte die gleichméafiige Beladung der einzelnen
Bahnen nachgewiesen werden (unteres Bild). Man beachte die starke
Hemmung der rip2-Genexpression in den transfizierten Zellen in
Proliferations- wie auch in Differenzierungsmedium. DM:
Differenzierungsmedium, PM: Proliferationsmedium

Abbildung 23 zeigt in unbehandelten Zellen (Zellen DM: Spur 1 - 4) zunéchst die erwartete
hohe rip2-Basalexpression und eine rasche Abnahme der Expression nach Induktion der
Differenzierung (Munz et al. 2002). Nach Transfektion mit rip2-spezifischer siRNA (siRNA
DM: Spur 5 - 8) war die Basalexpression von rip2 wesentlich geringer als bei den
unbehandelten Zellen. In Differenzierungsmedium war sie dann wie bei den unbehandelten
Kontrollen sehr gering. Die Behandlung mit einer unspezifischen (scrambled) siRNA hatte
wie erwartet keinen Effekt. Bei den im Proliferationsmedium weiterkultivierten Zellen (Spur
10 - 15) zeigten sowohl die unbehandelten (Zellen PM), als auch die mit sSiRNA behandelten
Zellen (siRNA PM) eine Abnahme der rip2-Genexpression im Vergleich zu den jeweiligen
null Stunden-Werten, welche vermutlich auf eine erhohte Zelldichte und damit arretierte
Zellproliferation zurtckzufiihren ist. Dabei wiesen die mit SiRNA behandelten Zellen jeweils
eine etwas geringere rip2-Genexpression auf. Eine Behandlung von Zellen nur mit
Transfektionsmedium alleine (Zellen DM Transfektionsreagenz: Spur 16 - 19) hatte auch in
Differenzierungsmedium keinen Effekt auf die rip2-Genexpression.

Diese Daten zeigen, dass die Hemmung der rip2-Expression mittels siRNA sowohl in
proiliferierenden als auch in differenzierenden C2C12-Zellen effektiv war.
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3.3.3.1 Lichtmikroskopische Untersuchung der mit rip2-siRNA-behandelten C2C12-
Zellen

Zu Beginn der Analyse des Proliferations- und Differenzierungsverhaltens der transfizierten
Zellen sollten diese zunéchst lichtmikroskopisch untersucht werden. Hierflr wurde die Halfte
der in Zellkulturschalen ausgesaten C2C12-Zellen mit rip2-siRNA behandelt und der andere
Teil als Kontrollzellen mitgefuhrt. Einen Tag nach der Transfektion wurde bei den Zellen das
Proliferationsmedium (null Stunden) durch Differenzierungsmedium ausgetauscht. Nach 24
Stunden und 48 Stunden wurde jeweils von den behandelten und den Kontrollzellen das
Medium abgenommen, unfixiert mit dem Lichtmikroskop betrachtet und fotografisch
festgehalten.
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Abb. 24: Lichtmikroskopische Analyse von unbehandelten und
transfizierten C2C12-Zellen

Dargestellt sind unbehandelte und mit rip2-siRNA behandelte C2C12-
Zellen, die 48 Stunden in Differenzierungsmedium kultiviert wurden. (A)
zeigt unbehandelte C2C12-Zellen, die 48 Stunden in
Differenzierungsmedium kultiviert wurden. Die Pfeile deuten auf
differenzierte Myoblasten (Myotubes). In (B) werden die mit rip2-siRNA
behandelten Mausemyoblasten dargestellt. Die zahlreichen Myotubes
sind mit Pfeilen gekennzeichnet. Man beachte die groRere Zahl der
differenzierten Muskelzellen bei den mit siRNA behandelten Zellen.

Bei der lichtmikroskopischen Analyse der Zellen konnte schon 24 Stunden und, wie
Abbildung 24 zeigt, sehr deutlich 48 Stunden nach Induktion der Differenzierung bei den mit
siRNA behandelten Zellen ein deutlich hoherer Anteil von differenzierten Myoblasten (Abb.
24 B) im Vergleich zu den unbehandelten C2C12-Zellen (Abb. 24 A) beobachtet werden.
Dieses deutet bereits an, dass eine Hemmung der rip2-Genexpression die Differenzierung
von C2C12-Zellen férdern kann.

Darauf aufbauend sollen weitere Untersuchungen, insbesondere eine Quantifizierung der
Zellproliferation und eine genaue Analyse der Expression myogener Differenzierungsmarker
in den behandelten Zellen durchgefiihrt werden.
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3.3.3.2 Proliferationsrate von unbehandelten und siRNA-behandelten C2C12-Zellen

3.3.3.2.1 Bestimmung der Proliferationsrate mittels BrdU-Markierung: Qualitative
Darstellun

Zur Bestimmung der Proliferationsrate wurden die unbehandelten und die mit rip2-siRNA
behandelten C2C12-Zellen in Zellkulturschalen ausgesat und mit dem BrdU labeling kit der
Firma Roche behandelt.

Die Zellen wurden hierfir Gber einen definierten Zeitraum mit dem Thymidinanalogon 5-
Bromo-2' desoxy-Uridin inkubiert. Das Analogon konnte dadurch anstelle von Thymidin in
das Genom der Zellen eingebaut und mit Hilfe eines monoklonalen Antikdrpers gegen BrdU
und einem Fluorchrom-konjugierten sekundaren Antikérper im Fluoreszenzmikroskop
detektiert werden.

Alle Zellkerne wurden zusatzlich mit dem Fluoreszenzfarbstoff DAPI gefarbt, dadurch ist es
mdoglich, proliferierende und nicht proliferierende Zellen voneinander zu unterscheiden.

Ein Teil der ausgesaten Zellen wurde zum Zeitpunkt null Stunden fixiert, wahrend der andere
Teil far 48 Stunden zum einen in Proliferationsmedium und zum anderen in
Differenzierungsmedium kultiviert wurde.

Insgesamt zeigten sich deutliche Unterschiede beziglich des Anteils der proliferierenden
Zellen zwischen unbehandelten und mit rip2-spezifischer siRNA behandelten
Mausemyoblasten. Zu den Zeitpunkten null Stunden und 48 Stunden war deutlich zu
erkennen, dass die Zahl der proliferierenden Zellen bei denjenigen Myoblasten, die rip2-
siRNA behandelt worden waren geringer war [Abb. 25 1) und Il) jeweils B und D]. Dieses
sollte, wie im nachsten Abschnitt dargestellt, durch Auszéhlen der markierten Zellen
guantifiziert werden.
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Abb. 25: Unbehandelte und siRNA-behandelte C2C12-Zellen mit
DAPI- und BrdU-Féarbung

Die Zellen wurden mit dem BrdU labeling kit behandelt und gleichzeitig
mit DAPI gefarbt. Jeweils auf der linken Seite ist die Gesamtheit der
Zellkerne (DAPI-Farbung) sichtbar, wahrend auf der rechten Seite genau
die Zellkerne in der BrdU-Farbung angefarbt sind, die sich wahrend der
Markierungszeit geteilt haben. 1) A bis D stellt unbehandelte und
transfizierte C2C12-Zellen zum  Zeitpunkt der Induktion der
Differenzierung (null Stunden) dar. In II) A bis D sind die entsprechenden
Zellen 48 Stunden nach Kultivierung in Differenzierungsmedium gezeigt.
Man beachte die Unterschiede in der Anzahl an BrdU-gefarbten Zellkerne
zum Zeitpunkt null Stunden und 48 Stunden und zwischen den
behandelten und unbehandelten Mausemyoblasten. PM:
Proliferationsmedium; DM: Differenzierungsmedium.
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3.3.3.2.2 Grafische Darstellung der Proliferationsrate bei C2C12-Zellen

Zur Auswertung der Proliferationsrate wurden jeweils funf reprasentative Gesichtsfelder mit
einer entsprechend a&hnlichen Anzahl an DAPI-gefarbten Zellkernen unter dem
Fluoreszenzmikroskop ausgezahlt. Jeweils in dem gleichen Gesichtsfeld wurden auch
diejenigen Zellen ausgezahlt, die BrdU in ihr Zellgenom eingebaut hatten. Aus diesen Daten
konnte die Proliferationsrate berechnet und im Diagramm dargestellt werden.
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Abb. 26: Proliferationsverhalten der mit rip2-siRNA behandelten im
Vergleich zu C2C12-Kontrollzellen.

Mit rip2-siRNA transfizierte und unbehandelte C2C12-Zellen wurden mit
Hilfe des BrdU labeling kits auf ihr Proliferationsverhalten in Proliferations-
(PM) und Differenzierungsmedium (DM) zu unterschiedlichen Zeitwerten
(null Stunden und 48 Stunden) untersucht. Man beachte die deutlich
niedrigere Proliferationsrate der behandelten Zellen bei null Stunden und
48 Stunden Differenzierungsmedium.

In dem gezeigten Balkendiagramm (Abb. 26) sind die Proliferationsraten von unbehandelten
und siRNA-behandelten  M&ausemyoblasten zum  Zeitpunkt null  Stunden in
Proliferationsmedium und zum Zeitpunkt 48 Stunden in Proliferations- und
Differenzierungsmedium dargestellt. Es war sehr deutlich zu sehen, dass bei null und 48
Stunden in Differenzierungsmedium die transfizierten C2C12-Zellen eine deutlich geringere
Proliferationsrate als die unbehandelten Kontrollzellen aufwiesen. Diejenigen mit siRNA
behandelten Muskelzellen, die bis 48 Stunden weiter im Proliferationsmedium Kkultiviert
worden waren, wiesen eine wesentlich héhere Proliferationsrate als die entsprechenden
Kontrollzellen auf. Dieses kénnte damit zusammenhéangen, dass die behandelten Zellen
aufgrund einer geringeren Proliferationsrate zu Beginn des Versuchs im Vergleich zu
unbehandelten C2C12-Zellen zum Zeitpunkt 48 Stunden noch eine geringere Zelldichte
aufwiesen, was sich forderlich auf ihre Proliferationsrate auswirkt.
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3.4 Hemmung der Expression des rip2-Gens in RD/18-Zellen mittels
spezifischer sSIRNA

3.4.1 Optimierung der Transfektionsbedingungen bei RD/18-Zellen

Im Anschluss an die im vorangegangenen Abschnitt beschriebenen Experimente mit C2C12-
Zellen sollte nun untersucht werden, ob mittels spezifischer siRNAs auch eine Hemmung der
rip2-Genexpression in Rhabdomyosarkomzellen erreicht werden kann und ob diese
gegebenenfalls Einfluss auf das Proliferations- und Differenzierungsverhalten dieser Zellen
hat.
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Abb. 27: Northern Blot-Analyse der Hemmung der rip2-
Genexpression mit Hilfe einer spezifischen siRNA in RD/18-Zellen.

Es wurde gesamtzellulare RNA aus rip2-siRNA transfizierten RD18-Zellen
extrahiert. Auf das 1%ige Agarosegel wurden jeweils 2ug RNA
aufgetragen, elektrophoretisch aufgetrennt und auf eine geeignete
Membran transferiert. Die Membran konnte in Anschluss daran mit einer
humanen rip2-antisense-RNA-Sonde hybridisiert werden. Es konnten die
fur rip2-spezifischen Banden mit einer GréRe von 2,5kb und 2,0kb
detektiert werden. Als Positivkontrolle sind C2C12-Zellen aufgetragen. Die
anderen Spuren stellen RD/18-Zellen dar, deren gesamtzellulare RNA
zum Zeitpunkt null und 24 Stunden extrahiert worden war. Die Zellen aus
Spur 1 und 7 waren mit je 1,5ug spezifischer siRNA und 9ul
Transfektionreagenz behandelt worden. Spur 2 und 8 stellen diejenigen
Zellen dar, die ebenfalls mit 1,5ug siRNA, jedoch nur mit 4,5ul
Transfektionsreagenz behandelt worden sind. Bei den Spuren 3,4,9 und
10 waren die Zellen mit 0,5ug siRNA behandelt und entweder mit 9ul
(Spur 3 und 9) oder mit 4,5ul (Spur 4 und 10) Transfektionsreagenz
transfiziert worden. In den Spuren 5 und 11 wurde RNA aus Kontrollzellen
aufgetragen, die nur mit Transfektionsreagenz (9ul) behandelt worden
waren. Die Spuren 6 und 12 entsprechen unbehandelten RD/18-Zellen.
Die gleichméafige Beladung wurde mit Hilfe der Methylenblaufarbung
Uberprift (unteres Bild). Man beachte, dass in den Spuren mit 1,5ug
(entspricht der Konzentration von 0,7ug pro Milliliter Kulturmedium) siRNA
(Spur 1,2,7 und 8) die starkste Hemmung erreicht wurde.
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Wie fir C2C12-Zellen beschrieben, mussten hierfiir zunachst die Transfektionsbedingungen
optimiert werden. Dafur wurden RD/18-Zellen so in Kulturschalen ausgesat, dass zum
Transfektionszeitpunkt 24 Stunden spéter eine Konfluenz von 70 bis 80% erreicht war. Da
humane rip2-spezifische siRNA bisher nicht kommerziell erhaltlich ist, wurde diese mit Hilfe
des siRNA Dicer Kits der Firma Roche und eines entsprechenden Templates selbst
hergestellt. Als optimal erwies sich hierbei eine siRNA-Konzentration von 0,7ug pro Milliliter
Kulturmedium. Das Transfektionsreagenz der Firma Roche wurde in einer Menge von 4yl
pro Milliliter Kulturmedium hinzugefigt.

Entsprechend den Versuchsmodalitaten bei den C2C12-Zellen wurde 24 Stunden nach der
Transfektion erstmals gesamtzellulare RNA aus einem Teil der Transfektanden isoliert (0
Stunden-Wert). Die verbleibenden Zellen wurden dann mit Differenzierungsmedium versetzt
und zu definierten Zeitpunkten die gesamtzellulare RNA extrahiert.

Es ist deutlich zu erkennen (Abb. 27), dass die starkste Hemmung der rip2-Genexpression
bei den RD/18-Zellen, die mit 1,5ug spezifischer siRNA transfiziert (entsprechend einer
Endkonzentration von 0,7ug pro Milliliter Kulturmedium) wurden, zu beobachten war. Bei
einer Menge von 0,5g siRNA (entsprechend einer Endkonzentration von 0,25ug pro Milliliter
Kulturmedium) oder weniger pro Zellkulturschalchen war kein Unterschied mehr zu den
aufgetragenen Kontrollzellen zu verzeichnen.

Hierdurch konnte eindeutig nachgewiesen werden, dass eine Konzentration von 0,7ug rip2-
spezifischer siRNA pro Milliliter Kulturmedium den groften silencer-Effekt besitzt, daher
wurde in den nachfolgenden Versuchen mit RD/18-Zellen jeweils diese Konzentration
eingesetzt.

3.4.2 rip2-siRNA-Transfektion  bei  RD/18-Zellen und Induktion  der
Differenzierung

Entsprechend den C2C12-Zellen wurde im Anschluss an die Optimierung der
Transfektionsbedingungen der Einfluss der Hemmung der rip2-Genexpression auf das
Differenzierungsverhalten der RD/18-Zellen analysiert. Wie in Abschnitt 3.3.3. fur
Mausemyoblasten beschrieben, wurde im weiteren auch bei den Rhabdomyosarkomzellen
vorgegangen und die Effektivitat der Hemmung der rip2-Expression in
Differenzierungsmedium mittels Northern Blot-Verfahrens tberprift.

In Abbildung 28 sind in den ersten vier Spuren Rhabdomyosarkomzellen gezeigt, bei denen
am Tag O die Differenzierung induziert wurde. Es ist deutlich zu sehen, dass die rip2-
Genexpression bis zum Tag drei der Differenzierung auf Hohe der Basalexpression blieb
(vergleiche Abschnitt 3.2.2.2.2.). Die mit rip2-spezifischer siRNA behandelten Zellen (Spur 5-
8) zeigten schon bei null Tagen eine geringere rip2-Basalexpression, die im Gegensatz zu
den unbehandelten Zellen im weiteren Verlauf der Differenzierung weiter abnahm. Die
Behandlung mit einer unspezifischen (scrambled) siRNA und mit Transfektionsmedium
alleine hatte wie erwartet keinen Effekt auf die rip2-Genexpression.
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Abb. 28: Northern Blot-Analyse der Hemmung der rip2-
Genexpression in Proliferations- und Differenzierungsmedium.

Aus den mit rip2-spezifischer siRNA transfizierten RD/18-Zellen wurde zu
bestimmten Zeitpunkten gesamtzellulare RNA extrahiert. Nach dem
Auftragen von jeweils 3ug auf ein 1%iges Agarosegel und dem
anschlieBenden Transfer auf eine Nylonmembran wurde diese mit einer
Mensch-rip2-antisense-RNA-Sonde hybridisiert. Es konnten die rip2-
spezifischen Banden der Grofl3e 2,5kb und 2,0kb detektiert werden.
Anhand der Methylenblaufarbung konnte die gleichmaRige Beladung der
einzelnen Bahnen nachgewiesen werden (unteres Bild). DM:
Differenzierungsmedium. Man beachte die deutliche Abnahme der rip2-
Expression bei den mit sSiRNA behandelten Rhabdomyosarkomzellen.

Diese Ergebnisse zeigen, dass eine Hemmung der rip2-Genexpression in
Rhabdomyosarkomzellen mittels spezifischer siRNAs sowohl in proliferierenden als auch in
differenzierenden Zellen erfolgt.

3.4.2.1 Lichtmikroskopische Untersuchung der mit rip2-siRNA-behandelten RD/18-Zellen

Entsprechend den Mausemyoblasten (siehe Abschnitt 3.3.3.1) wurden auch die
unbehandelten und mit rip2-siRNA transfizierten Rhabdomyosarkomzellen unfixiert mit dem
Lichtmikroskop betrachtet und ihr Erscheinungsbild fotografisch festgehalten.
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Abb. 29: Lichtmikroskopische Analyse von unbehandel ten und
transfizierten RD/18-Zellen

Dargestellt sind unbehandelte und mit rip2-siRNA behandelte RD/18-
Zellen, die 48 Stunden in Differenzierungsmedium kultiviert wurden. (A)
Zeigt Kontroll-RD/18-Zellen, die 48 Stunden in Differenzierungsmedium
kultiviert wurden. Die Pfeile deuten auf differenzierte Myoblasten
(Myotubes) hin. In (B) sind die mit rip2-siRNA behandelten
Rhabdomyosarkomzellen dargestellt. Die zahlreichen Myotubes sind mit
Pfeilen gekennzeichnet. Man beachte die grof3e Anzahl der differenzierten
Muskelzellen bei den mit rip2-spezifischer sSiRNA behandelten Zellen.

Bei der lichtmikroskopischen Analyse von Rhabdomyosarkomzellen konnte 48 Stunden nach
Induktion der Differenzierung ein deutlich hoherer Anteil von differenzierten Myoblasten bei
den mit rip2-spezifischer siRNA behandelten Zellen (Abb. 29 B) im Vergleich zu den
unbehandelten Kontrollzellen (Abb. 29 A) nachgewiesen werden.

Dieses deutet an, dass eine Hemmung der rip2-Genexpression die Differenzierung nicht nur
bei den normalen Mausemyoblasten, sondern auch bei Rhabdomyosarkomzellen férdern
kann. Dieses konnte einen wichtigen therapeutischen Ansatzpunkt fir Rhabdomyosarkome
darstellen.

3.4.2.2 Proliferationsrate von unbehandelten und mit rip2-siRNA-behandelten RD/18-
Zellen

3.4.2.2.1 Bestimmung der Proliferationsrate mittels BrdU-Markierung: Qualitative
Darstellung

Wie bei den C2C12-Mausemyoblasten (Abschnitt 3.3.3.2) wurde auch bei den mit rip2-
spezifischer siRNA transfizierten RD/18-Zellen mit Hilfe des BrdU labeling kits der Firma
Roche die Zellproliferationsrate bestimmit.

Entsprechend den C2C12-Zellen wurde ein Teil der ausgeséaten Zellen zum Zeitpunkt null
Stunden fixiert, wahrend der andere Teil fur 48 Stunden in Differenzierungsmedium
weiterkultiviert wurde.

Die mit Hilfe der Fluoreszenzmikroskopie dargestellten unbehandelten und mit rip2-
spezifischer siRNA behandelten Rhabdomyosarkomzellen zeigten deutliche Unterschiede
beziglich ihres Anteils an proliferierenden Zellen. Zu den Zeitpunkten null Stunden und 48
Stunden war sehr deutlich zu erkennen, dass die Zahl der proliferierenden Zellen bei
denjenigen RD/18-Zellen, die rip2-siRNA behandelt worden waren, sehr viel geringer war
[Abb. 30 1) und 2) jeweils B und D] als bei den entsprechenden Kontrollzellen [Abb.30 1) und
2) jeweils A und C].
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Abb. 30: Unbehandelte und siRNA-behandelte RD/18-Zellen mit
DAPI- und BrdU-Farbung.

Die Zellen wurden mit dem BrdU labeling kit behandelt und gleichzeitig
mit DAPI gefarbt. Jeweils auf der linken Seite ist die Gesamtheit der
Zellkerne in der DAPI-Farbung sichtbar, wahrend auf der rechten Seite
genau die Zellkerne in der BrdU-Farbung angeféarbt sind, die sich wahrend
der Markierungszeit geteilt haben. 1) A bis D stellt unbehandelte und
transfizierte RD/18-Zellen zum Zeitpunkt der Induktion der Differenzierung
(null Stunden) dar. In 2) A bis D sind die entsprechenden Zellen 48
Stunden nach Kultivierung in Differenzierungsmedium gezeigt. Man
beachte die Unterschiede in der Anzahl an BrdU gefarbten Zellkerne zum
Zeitpunkt null Stunden und 48 Stunden. PM: Proliferationsmedium; DM:
Differenzierungsmedium
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3.4.2.2.2 Grafische Darstellung der Proliferationsrate bei RD/18-Zellen

Die Auswertung der Proliferationsrate bei den Rhabdomyosarkomzellen erfolgte
entsprechend der fir die C2C12-Mausemyoblasten beschriebenen Strategie (Abschnitt
3.3.3.2.2).
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30% T

25%

20% T

Prozent

. RD/18-Zellen
|:| RD/18-Zellen mit

15% 7

10% A [ rip2-siRNA
i |
5% I
0% -
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Oh PM 48h DM

Abb. 31: Proliferationsverhalten der mit rip2-siRNA behandelten im
Vergleich zu unbehandelten RD/18-Kontrollzellen

Unbehandelte und mit rip2-siRNA transfizierte Rhabdomyosarkomzellen
wurden mit Hilfe des BrdU labeling kits auf ihr Proliferationsverhalten in
Proliferations- (PM) und Differenzierungsmedium (DM) zZu
unterschiedlichen Zeitwerten (null Stunden und 48 Stunden) untersucht.
Man beachte die deutlich niedrigere Proliferationsrate der behandelten
Zellen bei null Stunden und 48 Stunden.

In dem Balkendiagramm (Abb. 31) sind die Proliferationsraten von unbehandelten und rip2-
siRNA-behandelten = Rhabdomyosarkomzellen zum  Zeitpunkt null  Stunden in
Proliferationsmedium und zum Zeitpunkt 48 Stunden in Differenzierungsmedium dargestellt.
Es war sehr deutlich zu sehen, dass bei null und 48 Stunden die transfizierten RD/18-Zellen
eine deutlich geringere Proliferationsrate als die unbehandelten Kontrollzellen aufwiesen.

Diese Ergebnisse zeigen, dass durch eine Behandlung mit rip2-spezifischer siRNA eine
Hemmung der Proliferationsrate von Rhabdomyosarkomzellen erreicht werden kann.

3.5 Immunzytochemische Untersuchung der Expression von myosin
heavy chain (MHC) in C2C12- und RD/18-Zellen

Einige Gene verandern im Verlauf der Muskeldifferenzierung ihre Expressionsstarke, sie
werden als myogene Differenzierungsmarker bezeichnet. Aus der Literatur ist bekannt, dass
die Expression des muskelspezifischen Proteins myosin heavy chain (MHC) sowohl bei
C2C12-Zellen (Langley et al. 2002), als auch bei RD/18-Zellen (Astolfi et al. 2001) wahrend
der Differenzierung stark ansteigt.
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3.5.1 Immunzytochemische Untersuchung der unbehandelten und mit rip2-
spezifischer siRNA behandelten C2C12- und RD/18-Zellen zum Nachweis
von myosin heavy chain

Um den Einfluss der Behandlung mit rip2-spezifischen siRNAs auf die Expression des
myosin heavy chain-Gens zu untersuchen, wurden jeweils unbehandelte und mit rip2-
spezifischer SiRNA behandelte C2C12-Mausemyoblasten und RD/18-
Rhabdomyosarkomzellen in Zellkulturschalen kultiviert und durch den Austausch des
Kulturmediums die Differenzierung induziert. Nach 48 Stunden wurde das Medium komplett
abgesaugt und die Zellen mit einem Aceton-Methanol-Gemisch, dem der
Fluoreszenzfarbstoff DAPI zur Markierung der Zellkerne beigefigt worden war, fixiert.
AnschlieRend konnten die fixierten Zellen zur Uberprifung der Differenzierung mit einem
Anti-MHC (myosin heavy chain) Antikdrper und einem zweiten fluoreszierenden Antikorper
inkubiert und mit Hilfe des Fluoreszenzmikroskopes betrachtet werden.

1) C2C12-Zellen 48h DM

- Si + si
A- C-
B- D-
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2) RD/18-Zellen 48h DM

- Si + Sj
A- C-
B- D-

Abb. 32: Immunfluoreszenzen von differenzierten unbehandelten

und mit rip2-spezifischer siRNA behandelten C2C12- [1)] und RD/18-
Zellen [2)]

Die beiden Zelllinien wurden 48 Stunden nach Induktion der
Differenzierung fixiert und mit dem ersten Antikdrper anti-MHC-Ziege und
einem zweiten fluoreszierenden Antikérper Cy3 Esel anti-Ziege inkubiert.
Mit Hilfe des Fluoreszenzmikroskopes und einer entsprechenden
Anregungswellenlange konnten die Cy3-spezifischen Signale fur MHC im
Cytosol der Zellen detektiert werden. Man beachte die spezifischen
Anfarbung von Myozyten und Myotuben sowie die insgesamt vermehrte
Anfarbung von Zellen in den Praparaten, die mit rip2-spezifischer siRNA
behandelt worden waren.

Hierdurch konnte, wie in Abb. 32 gezeigt, eine spezifische Anfarbung insbesondere
derjenigen Zellen erreicht werden, welche die Morphologie von Myozyten und Myotuben
zeigten. AulRerdem wurde deutlich, dass sowohl bei den C2C12- als auch bei den RD/18-
Zellen jeweils die mit rip2-spezifischer siRNA behandelten Zellen im Vergleich zu den
unbehandelten Zellen eine wesentlich gréRere Anzahl von myosin heavy chain-positiven
Zellen aufwiesen. Dieses spricht dafir, dass die Hemmung von rip2 sowohl in den
Mausemyoblasten, als auch in den Rhabdomyosarkomzellen zu einer verbesserten
Differenzierung fuhrt. Diese Ergebnisse kdnnten einen wichtigen Ansatzpunkt in Hinblick auf
die Therapie von Rhabdomyosarkomen darstellen.
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3.5.2 Grafische Auswertung der mit einem myosin heavy chain-Antikorper
inkubierten differenzierten C2C12- und RD/18-Zellen — ein Vergleich
zwischen unbehandelten und mit rip2-spezifischer siRNA behandelten
Zellen

Es wurde eine bestimmte Anzahl von Gesichtsfeldern der mit einem MHC-Antikorper
inkubierten und im Fluoreszenzmikroskop betrachteten Zellen (siehe Abschnitt 3.5.1)
ausgewertet, um ihre Differenzierungseigenschaften grafisch darzustellen.

Dafur wurden zunachst diejenigen Zellen ausgezahlt, die MHC-positiv waren. Aul3erdem
wurde im selben Gesichtsfeld die Anzahl der Zellkerne, die mit Hilfe der DAPI-Farbung
angefarbt worden waren, bestimmt.

35%
GC) 0 RD/18-Zellen
g T 30% i . ohne siRNA
= N i
X qc:) 25% RD/18-Zellen
E R mit SIRNA
=
— (/)
% 8_ 15% - C2C12-Zellen
6 % 10% | ohne siRNA
o
c
<= 5%- C2C12-Zellen
= o
c 0% J mit SIRNA
SIRNA - + - +

Abb. 33: Anteil der Zellkerne in MHC-positiven Zellen im Vergleich
zwischen unbehandelten und mit rip2-spezifischer  siRNA
behandelten RD/18- und C2C12-Zellen

Bei mit rip2-siRNA transfizierten und unbehandelten RD/18- und C2C12-
Zellen, welche fir 48 Stunden in Differenzierungsmedium kultiviert worden
sind, wurden zum einen die Zahl der MHC-positiven Zellen und zum
anderen die Anzahl der Zellkerne in genau diesen Zellen ausgezahlt. Man
beachte den allgemein geringeren Anteil an MHC-positiven Zellkernen bei
den RD/18-Zellen im Vergleich zu den C2C12-Zellen, und auf3erdem in
den beiden untersuchten Zelllinien den jeweils hoheren Anteil an
Zellkernen in MHC-positiven Zellen bei denjenigen Muskelzellen welche
mit SiRNA transfiziert worden waren.

Wie Abbildung 33 zeigt, war der Anteil an Zellkernen in MHC-positiven Zellen bei beiden
Zelllinien héher, wenn sie vorher mit rip2-spezifischer siRNA behandelt worden waren. Die
Ergebnisse zeigen einen klaren Trend, sind jedoch statistisch noch nicht signifikant und
mussen durch das Auszahlen weiterer Praparate verifiziert werden.
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Da auch die Fusion zu mehrkernigen Myotuben ein Kriterium flr den Grad der myogenen
Differenzierung ist, wurde aul3erdem auch ausgezahlt, wieviele Zellkerne jeweils in
mehrkernigen Zellen lokalisiert waren.

Anteil der Zellkerne
in mehrkernigen Zellen

35%

30% -

25% - []

20% n

15%

10% ~

5%

RD/18-Zellen
ohne siRNA

RD/18-Zellen
mit SiRNA

C2C12-Zellen
ohne siRNA

C2C12-Zellen
mit SiIRNA

0% -

SIRNA _ n _ n

Abb. 34: Anteil der Zellkerne in mehrkernigen Zellen im Vergleich
zwischen unbehandelten und mit rip2-spezifischer  siRNA
behandelten RD/18- und C2C12-Zellen

Bei mit rip2-siRNA transfizierten und unbehandelten RD/18- und C2C12-
Zellen, welche fur 48 Stunden in Differenzierungsmedium kultiviert worden
waren, wurde die Anzahl der Zellkerne in mehrkernigen Zellen im
Vergleich zur Gesamtzahl der Zellkerne im gleichen Gesichtsfeld
ausgezahlt. Man beachte den insgesamt geringeren Anteil an Zellkernen
in mehrkernigen Myotuben bei den RD/18-Zellen im Vergleich zu den
C2C12-Zellen und zusatzlich bei beiden untersuchten Zelllinien den
jeweils héheren Anteil an Zellkernen in mehrkernigen Zellen, wenn die
Zellen vorher mit rip2-spezifischer siRNA transfiziert worden waren.

Wie in Abbildung 34 gezeigt, war auch der Anteil der Zellkerne in mehrkernigen Zellen bei
beiden Zelllinien gréRer, wenn diese vor Induktion der Differenzierung mit rip2-spezifischer
SsiRNA behandelt wurden.

Insgesamt zeigen diese Daten, dass eine Behandlung mit rip2-spezifischer siRNA die

myogene Differenzierung von RD/18-Rhabdomyosarkomzellen fordert.

interessante therapeutische Optionen erdffnen.
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4 DISKUSSION

In unserer Arbeitsgruppe konnte kirzlich gezeigt werden, dass die Repression der rip2-
Genexpression eine wichtige Voraussetzung fur die Initiation der myogenen Differenzierung
(Munz et al. 2002) darstellt: Durch die Uberexpression des rip2-Gens in C2C12-Myoblasten
konnte die Differenzierung in diesen Zellen inhibiert werden (Munz et al. 2002). Aufbauend
auf diese Daten wurden im Zuge der vorliegenden Arbeit zundchst die Expressionsmuster
der anderen rip-Gene bei der myogenen Differenzierung analysiert. Weiterhin erfolgte ein
Vergleich von den Expressionsmustern der rip-Gene in Myoblasten mit unterschiedlichem
Differenzierungspotential, insbesondere in Rhabdomyosarkomzellen. Im Anschluss daran
wurde analysiert, ob (Uber eine Hemmung der rip2-Genexpression das
Differenzierungspotential dieser Zellen gesteigert und ihre Proliferationsrate reduziert werden
kann.

4.1 Die  Expression von ripl-4 in  Myoblastenzelllinien  mit
unterschiedlichem Differenzierungspotential untersc heidet sich

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden zunachst die Expressionsmuster der einzelnen
rip-Gene in C2F3- und C2C12-Myoblasten miteinander verglichen. Beide Zelllinien
entstammen dem gleichen klonalen Ursprung, zeigen jedoch ein unterschiedliches
Differenzierungspotential: C2F3-Zellen differenzieren langsamer und weniger komplett als
C2C12-Zellen.

Es zeigte sich, dass die Genexpression von ripl nach Induktion der Differenzierung bei
beiden Zelllinien sehr leicht herunterreguliert wurde, wobei bei den C2F3-Zellen nur eine
sehr schwache Repression zu verzeichnen war.

Wie nach Munz et al. (2002) zu erwarten war, wurde die Expression von rip2 in C2C12-
Myoblasten nach Induktion der Differenzierung sehr stark reprimiert. Ganz anders hingegen
verhielten sich die weniger differenzierungskompetenten C2F3-Zellen, die erstaunlicherweise
im Verlauf der Differenzierung eine gleichbleibende rip2-Genexpression zeigten, die dem
Niveau zum Zeitpunkt null Tage (proliferierende Zellen) entsprach. Dieses lasst die
Vermutung zu, dass eine permanent hohe rip2-Genexpression in dieser Myoblastenzelllinie
mit ihrem vergleichsweise geringen Differenzierungspotential assoziiert sein konnte.

Hier fand sich also ein erster Hinweis darauf, dass Muskelzelllinien mit unterschiedlichem
Differenzierungspotential sich auch in ihrem rip-Genexpressionsmuster — speziell beziiglich
des rip2-Gens - unterscheiden.

Eine Erklarung fur den Wirkungsmechanismus von RIP2 als Inhibitor der Myogenese ergibt
sich dabei mdoglicherweise aus den Untersuchungen von McCarthy et al. (1998), die
nachweisen konnten, dass RIP2 ein wichtiger Aktivator des Transkriptionsfaktors NF-kB ist.
Fir die Initiation der myogenen Differenzierung ist es jedoch von sehr grof3er Bedeutung,
dass die NF-kB-Aktivitat herunterreguliert wird (Guttridge et al. 1999), da der
Transkriptionsfaktor NF-kB ein Stimulator der Zellproliferation ist, Differenzierungsprozesse
jedoch inhibiert.
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C2F3-Zellen zeigen also mdglicherweise aufgrund der permanent hohen rip2-Expression
eine geringere Tendenz zu differenzieren als C2C12-Myoblasten, weil das hohe
Aktivierungsniveau von NF-kB die myogene Differenzierung blockiert.

Interessanterweise war das Gen, welches fur rip3 codiert, nur in C2C12- und nicht in C2F3-
Myoblasten exprimiert. In diesem Zusammenhang muss erwéhnt werden, dass RIP3 mit
RIP1 interagiert und so moglicherweise auch dessen Aktivitat reguliert (Sun et al. 1999, Yu
et al. 1999). Es besteht daher also die Mdglichkeit, dass in C2F3-Zellen aufgrund des
Fehlens von RIP3 die Aktivitat von RIP1 fehlreguliert sein kénnte und auf diesem Wege die
Myogenese beeinflusst wird. Bisher liegen jedoch weder zur Rolle von RIP1 noch zu der von
RIP3 bei der Myogenese Daten vor.

Weiterhin ist RIP3 selbst ein Regulator der NF-kB-Aktivitat, da NF-kB normalerweise durch
RIP3 inhibiert wird (Sun et al. 1999). Hieraus ergibt sich mdglicherweise eine weitere
Erklarung fur die geringe Differenzierungsfahigkeit der C2F3-Myoblasten: Aufgrund des
Fehlens von RIP3 koénnte die NF-kB-Aktivitdt in diesen Zellen UbermaRig erhoht sein,
wodurch die Myogenese inhibiert wirde.

Im Unterschied dazu wurden beztiglich der rip4-Genexpression keine Unterschiede zwischen
C2C12- und C2F3-Myoblasten beobachtet, was darauf hindeutet, dass jedes einzelne RIP-
Protein eine sehr spezifische Rolle bei der Regulation der myogenen Differenzierung haben
konnte.

Zusammenfassend lasst sich also nach Analyse der Expressionsmuster der einzelnen rip-
Gene in den beiden Mausemyoblastenzelllinien sagen, dass inshesondere das rip2-Gen im
Zusammenhang mit dem Differenzierungsverhalten von Skelettmuskelzellen stehen kdnnte.

Hieraus ergab sich die Hypothese, dass moglicherweise auch in Rhabdomyosarkomzellen —
Tumorzellen mit Skelettmuskel-Hintergrund — eine aberrante Expression der rip-Gene
vorliegen kdnnte, was mit dem geringen Differenzierungspotential dieser Zellen in
Zusammenhang stehen konnte. In einem nachsten Schritt wurden daher
Rhabdomyosarkomzellen hinsichtlich ihrer rip-Genexpression nach Induktion der
Differenzierung naher betrachtet.

4.2 Die rip-Genexpression in Rhabdomyosarkomzelllinien weicht stark
von der normaler Myoblastenzelllinien ab

4.2.1 Rhabdomyosarkomzellen zeigen lichtmikroskopisch und auf RNA- bzw.
Proteinebene Anfange myogener Differenzierung

Um eine mdogliche Korrelation zwischen dem geringeren Differenzierungspotential von
Rhabdomyosarkomzellen im Vergleich zu normalen Muskelzellen und deren rip-
Genexpressionsmuster aufzuzeigen, musste zunachst untersucht werden, ob sich — wie in
der Literatur (Astolfi et al. 2001) beschrieben — eine partielle Differenzierung der in dieser
Arbeit verwendeten Linien RD/12 und RD/18 durch deren Kultivierung in serumarmem
Differenzierungsmedium erzielen I&sst.
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Bei den beiden verwendeten Rhabdomyosarkomzelllinien RD/12 und RD/18 handelt es sich
— wie bei den C2F3- und C2C12-Myoblasten - um Zelllinien, die von demselben Klon
abstammen. RD/12-Zellen besitzen nur noch ein sehr geringes Differenzierungspotential,
wohingegen RD/18-Zellen noch in der Lage sind, frihe Differenzierungsschritte zu
durchlaufen und sogar frilhe myogene Differenzierungsmarker zu exprimieren (Astolfi et al.
2001).

Sowohl lichtmikroskopisch als auch auf RNA- bzw. Proteinebene konnte dabei in dieser
Arbeit gezeigt werden, dass insbesondere RD/18-Zellen in der Lage sind, die myogene
Differenzierung zu initileren. Sie zeigten nach 72 Stunden Kultivierung in Medium mit einem
geringen Serumanteil die Ausbildung von Myozyten sowie auch einiger Myotuben. RD/12-
Zellen hingegen zeichneten sich schon lichtmikroskopisch durch eine sehr geringe Anzahl
von ausgebildeten Myozyten aus.

Das unterschiedliche Differenzierungsverhalten der beiden Rhabdomyosarkomzelllinien lief3
sich auch mit Hilfe einer Expressionsanalyse des CDK-Inhibitors p21 auf Proteinebene
zeigen: Bei RD/18-Zellen war eine Expression dieses Markers sowohl auf RNA- als auch auf
Proteinebene nachweisbar. Im Gegensatz zu normalen Myoblasten nahm bei diesen die p21
Expression nach Induktion der Differenzierung nur noch geringfugig zu. RD/12-Zellen zeigten
eine insgesamt deutlich schwéachere Expression von p21 als die RD/18-Zellen.

Diese Ergebnisse zeigen, dass die beiden Rhabdomyosarkomzelllinien - wie in der Literatur
beschrieben - in unseren H&anden eine unterschiedliche Differenzierungskompetenz
aufwiesen, so dass sie ein geeignetes Modellsystem fir die geplanten weiterfiihrenden
Experimente zur Expression der rip-Gene in Rhabdomyosarkomzellen darstellten.

4.2.2 Das ripl-Genexpressionsmuster in Rhabdomyosarkomzellen weicht nicht
von dem normaler Myoblasten ab

Auf mRNA-Ebene konnte gezeigt werden, dass sich der Verlauf der ripl-Genexpression in
den beiden Tumorzelllinien nach Induktion der Differenzierung wie bei den normalen
Myoblasten verhielt: Es war keine Regulation der Genexpression zu verzeichnen. Im
Vergleich zu den RD/18-Zellen zeigten die RD/12-Zellen allerdings insgesamt eine etwas
hohere ripl-Basalexpression.

Beim Nachweis von RIP1 auf Proteinebene war nach Induktion der Differenzierung ebenfalls
keine Regulation der Genexpression sowie kein Unterschied zwischen den beiden
Rhabdomyosarkomzelllinien aufzuzeigen.

Hieraus lasst sich schlussfolgern, dass eine differentielle Expression des ripl-Gens
wahrscheinlich keine Rolle bei der Regulation der Myoblastendifferenzierung spielt.

4.2.3 Die rip2-Genexpression in Rhabdomyosarkomzellen weicht stark von der
normaler Myoblasten ab

Im Gegensatz zu normalen Myoblasten konnte auf mRNA-Ebene gezeigt werden, dass rip2
in beiden Rhabdomyosarkomzelllinien nach der Induktion der Differenzierung nicht reprimiert
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wird. Die basale Expression dieses Gens blieb in beiden Tumorzelllinien auch nach 72
Stunden in Differenzierungsmedium konstant.

Wie schon fir das ripl-Gen beobachtet, zeigten RD/12-Zellen auf mRNA-Ebene auch in
Bezug auf rip2 eine etwas starkere Expression als RD/18-Zellen.

Mdglicherweise kann die unterschiedliche Hohe der rip2-Basalexpression bei den beiden
Rhabdomyosarkomzelllinien mit dem von Astolfi et al. (2001) beschriebenen voneinander
abweichenden Differenzierungspotential in Einklang gebracht werden: RD/12-Zellen weisen
ein viel geringeres Differenzierungspotential als RD/18-Zellen auf.

Hier kann eine deutliche Parallele zu den Ergebnissen von Munz et al. (2002) gezogen
werden: Es konnte gezeigt werden, dass rip2-tberexprimierende Myoblasten nicht in der
Lage sind, in Medium mit einem geringen Serumanteil myogene Differenzierungsschritte
auszufiihren. Ubertragen auf die Rhabdomyosarkomzellen lasst sich hieraus moglicherweise
folgern, dass diese potentiellen Tumorzellen vom Skelettmuskeltyp eben aufgrund ihrer
Jnatirlichen®  Uberexpression von rip2 keine bzw. nur eine sehr geringe
Differenzierungsfahigkeit besitzen.

Wie sich im Zusammenhang mit den Analysen zur rip2-Genexpression bei C2C12- und den
weniger differenzierungskompetenten C2F3-Zellen schon andeutete, konnte folglich mit Hilfe
der Rhabdomyosarkomzelllinien gezeigt werden, dass eine Korrelation zwischen der rip2-
Expression von Myoblasten und deren Differenzierungspotential besteht.

Eine Bestatigung dieser auf mRNA-Ebene festgestellten Ergebnisse zeigte sich auch auf
Proteinebene: In beiden Rhabdomyosarkomzelllinien konnte ein permanent hohes Niveau
von RIP2 nachgewiesen werden, wobei entsprechend den Ergebnissen auf RNA-Ebene die
RD/12-Zellen eine etwas hthere Basalexpression als RD/18-Zellen aufwiesen.

Wie schon bei den Ausfihrungen utber den Verlauf der rip2-Genexpression bei C2F3- im
Vergleich zu C2C12-Myoblasten angedeutet, sind bereits eine Vielzahl von
Signaltransduktionswegen bekannt, die das Differenzierungspotential von Muskelzellen
regulieren (Ubersicht bei Munz et al. 2002).

Im Zusammenhang mit RIP2 ist hierbei insbesondere der NF-kB-Weg interessant, da alle
RIP-Proteine Aktivatoren der NF-kB- Aktivitat sind (Inohara et al. 1998; Thome et al. 1998;
McCarthy et al. 1998). Eine hohe NF-kB-Aktivitat inhibiert dabei die myogene Differenzierung
und umgekehrt ist eine Hemmung der NF-kB-Aktivitdt erforderlich, um
Differenzierungsprozesse zu initiieren (Guttridge et al. 1999). NF-kB fungiert dabei in der
frihen Phase des Zellzyklus als Modulator der Zellproliferation und inhibiert in
proliferierenden Myoblasten die Differenzierung (Guttridge et al. 1999).

Interessanterweise ist eines der Zielgene von NF-kB das Zellzyklusregulatorprotein
CyclinD1, welches direkt die Zellproliferation stimuliert. Die Initiation der
Muskelzelldifferenzierung kann erst nach dem Ausscheiden der jeweiligen Zelle aus dem
Zellzyklus beginnen, was zuvor die Herunterregulation von CyclinD1 erfordert. Dieses
bedeutet zum einen also, dass die - durch das hohe rip2-Expressionsniveau hervorgerufene
— NF-kB-Aktivierung ein hohes Level an CyclinD1 zu Folge hat, was den Einstieg in die
Myogenese stark inhibiert (Guttridge et al. 1999). Zum anderen wird durch eine hohe NF-kB-

73



DISKUSSION

Aktivitat auch die Transkription von MyoD, welches bei Muskeldifferenzierungs- und —
regenerationsprozessen von Bedeutung ist (Guttridge et al. 2000) gehemmt.

Insbesondere fir den Transkriptionsfaktor NF-kB konnte gezeigt werden, dass er bei einer
Vielzahl von Tumorerkrankungen von Bedeutung ist, da er einen wichtigen Modulator von
Zellproliferationsprozessen darstellt. NF-kB ist in der Lage, neben der Transkription vieler
antiapoptotischer Zielgene (Sun und Xiao 2003, Greten und Karin 2004) auch die
Transkription von Protoonkogenen zu stimulieren. Des weiteren wird durch ein hohes
Aktivierungsniveau von NF-kB auch die Expression vieler Gene, die fir
Zelladhasionsmolekille  kodieren, reguliert, was auch zu Tumorwachstum und
Metastasierung beitragen kann (Sun und Xiao 2003, Greten und Karin 2004).

Diese Daten sprechen daflir, dass ein Zusammenhang zwischen der mdglicherweise durch
die hohe rip2-Expression in Rhabdomyosarkomzellen ausgeldsten hohen NF-kB-Aktivitat in
Differenzierungsmedium und der mangelnden Differenzierungsfahigkeit dieser Zellen
bestehen konnte.

Weiterhin ist im Zusammenhang mit RIP2 auch der MAPK-Signalweg interessant, der
ebenfalls von RIP2 aktiviert wird und dem eine wichtige Rolle bei der Regulation von
Proliferations- und Differenzierungsprozessen zugeordnet wird (Ubersicht bei Thome et al.
1998; Navas et al. 1999).

Zu der Familie der MAPKs zéhlen JNK (c-Jun-NH,-terminal activated kinase), p38 und ERK
(extracellular-signal-regulated kinase). Sie  sind in der Lage, myogene
Differenzierungsprozesse sowohl zu induzieren, als auch zu inhibieren (Coolican et al. 1997,
Milasinic et al. 1996; Weyman und Wolfman 1998). Olwin et al. (2002) konnten nachweisen,
dass eine Hemmung der MAPK p38 die Expression von Genen, die mit der myogenen
Differenzierung assoziiert sind, sowie auch die Fusion von Myoblasten verhinderte.

Thome et al. (1998) konnten zeigen, dass eine Uberexpression von RIP2 die Aktivierung von
JNK induziert und folglich auch die Aktivitat der JNK-Zielproteine, insbesondere der
Transkriptionsfaktoren c-Jun und Aktivatorprotein 1 (AP-1), stimuliert. AP-1 wird eine
Schlisselrolle bei der Regulation der Zellproliferation und -differenzierung zugeordnet
(Ubersicht bei Baud und Karin 2001).

Bezogen auf die gleichbleibend hohe rip2-Expression in Rhabdomyosarkomzellen auch nach
Induktion der Differenzierung liegt daher in den jeweiligen Zellen wahrscheinlich auch eine
permanent hohe Aktivitdt von AP-1 vor, wodurch mdglicherweise die Induktion myogener
Differenzierungsprozesse erschwert wird.

Ein weiterer RIP2-stimulierter Signalweg, der mdglicherweise die Differenzierungsfahigkeit
von Rhabdomyosarkomzellen beeinflusst, konnte der ERK (extracellular signal regulated
kinase)-Weg sein: RIP2 ist selbst eine Raf-1-aktivierte MAPKK, welche letztendlich den
ERK-Weg aktiviert (Navas et al. 1999). ERK reguliert in der friihen Phase seiner Aktivierung
in Myoblasten zunachst die Zellproliferation und spéter die Zelldifferenzierung (Ubersicht bei
Lechner et al. 1996). Insbesondere konnte nachgewiesen werden, dass eine Uberexpression
von ERK®6 in C2C12-Mausemyoblasten die Differenzierungsfahigkeit deutlich verbessert.
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Diese im ersten Augenblick widersprichlich erscheinenden Aufgaben von ERK kénnen
durch eine differentielle Regulation der Transkription spezifischer Gene erklart werden: Im
Verlauf der Muskelentwicklung wird zundchst durch die Stimulation des Transkriptionsfaktors
AP-1 die Induktion von CyclinD1 vermittelt, welches das Zellwachstum férdert. Zum Ende der
Zellproliferationsphase muss die CyclinD1-Expression herunterreguliert werden, um im
Anschluss daran den Zellzyklusinhibitor p21 und den myogenen Transkriptionsfaktor Myo D
zur Initiation der Differenzierung zu aktivieren.

Es ist daher moglich, dass es in den Rhabdomyosarkomzellen zu einer Fehlregulation der
durch die RIP2-Kinase-Aktivitat Uber ERK ausgeldsten CyclinD1-Transkription kommt, da es
aufgrund der Uberexpression von rip2 in den Zellen wahrscheinlich nach der
Wachstumsphase nicht — wie im Normalfall — zu einer Repression von CyclinD1 kommen
kann. Als Folge daraus kdnnen maoglicherweise zum einen die Zellen den Zellzyklus nicht
verlassen und zum anderen werden potentielle Gene der Muskelzelldifferenzierung gar nicht
erst transkribiert.

Es besteht daher also die Moglichkeit, dass die permanent hohe Expression von rip2 in
Rhabdomyosarkomzellen auch in Differenzierungsmedium zu einer permanenten Aktivierung
von NF-kB oder anderen Signaltransduktionswegen wie dem MAPKs-Weg fuhrt, was eine
Blockade ihres myogenen Differenzierungsprogrammes auslosen konnte.

4.2.4 rip3 wird in Rhabdomyosarkomzellen nicht exprimiert

Im Gegensatz zu C2C12-Zellen exprimierten die beiden Rhabdomyosarkomzelllinien wie
auch C2F3-Zellen das rip3-Gen nicht. Dieses konnte zum einen auf mMRNA-Ebene und zum
anderen auch auf Proteinebene gezeigt und durch geeignete Positivkontrollen bestatigt
werden.

Wie oben schon erwdhnt, weisen sowohl C2F3- als auch die beiden RD-Zelllinien ein
vergleichsweise niedriges Differenzierungspotential auf. Es ist daher mdglich, dass eine
fehlende Expression von rip3 mdglicherweise mit einem geringen Differenzierungspotential
von Skelettmuskelzellen assoziiert ist.

Es ist bekannt, dass RIP3 mit RIP1 interagiert und somit moglicherweise die RIP1-Aktivitat
reguliert. RIP1 ist dabei ein NF-kB-Aktivator, wahrend RIP3 die NF-kB-Aktivierung inhibiert
(Sun et al. 1999). Mdglicherweise fuhrt also die Abwesenheit von RIP3 in den
Rhabdomyosarkomzellen zu einer Stimulation der RIP1- und damit der NF-kB-Aktivitat, was
die myogene Differenzierung negativ beeinflussen kdnnte.

Zusammenfassend lasst sich also sagen, dass sich die Expressionskinetiken der rip-, rip2-
und rip3-Gene interessanterweise nach Induktion der Differenzierung bei den beiden
Rhabdomyosarkomzelllinien und den ebenfalls wenig differenzierungskompetenten C2F3-
Zellen annahernd gleich verhielten. Die differenzierungskompetentere C2C12-Muskelzelllinie
sowie primare Mausemyoblasten (Munz et al. 2002) zeigen hingegen ein stark hiervon
abweichendes Genexpressionsmuster.
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Um jedoch insbesondere in diesem Zusammenhang auch spezies-spezifische Unterschiede
zwischen Maus und Mensch ausschlieBen zu kdénnen, mussten noch weitere Zelllinien
analysiert werden.

4.2.5 rip4 wird in Rhabdomyosarkomzellen nicht exprimiert

Im Gegensatz zu C2C12- und C2F3-Zellen war das rip4-Gen in keiner der beiden
Rhabdomyosarkomzelllinien exprimiert. Es ist jedoch nach dem heutigen Stand der
Wissenschaft sehr schwierig, eine Verbindung zwischen der rip4-Expression und dem
Differenzierungspotential von Rhabdomyosarkomzellen zu ziehen, da bisher noch nichts
Uber die Funktion von rip4 bei der Muskelzelldifferenzierung bekannt ist. Es wére sicherlich
sehr interessant, experimentell zu (iberprufen, ob eine permanente Uberexpression von rip4
in den Rhabdomyosarkomzellen einen Einfluss auf deren Wachstums- und
Differenzierungspotential hat.

4.2.6 rip5 wird in normalen Myoblasten und in Rhabdomyosarkomzellen
exprimiert

Es konnte festgestellt werden, dass rip5 sowohl von RD/18- als auch von C2C12-Zellen
exprimiert wird. Da bislang jedoch noch nicht viel Gber RIP5 bekannt ist, ist es zum jetzigen
Zeitpunkt schwierig, Uber eine mogliche Funktion dieses Faktors bei der Myogenese zu
spekulieren. Zha et al. (2004) konnten jedoch in in vitro-Studien zeigen, dass rip5 eine Rolle
bei der Regulation apoptotischer Prozesse spielt. Aufgrund der engen Verknipfung von
Apoptose und Differenzierung (Ubersicht bei Adams et al. 2001) ist somit auch eine Funktion
als Regulator von Differenzierungsprozessen denkbar.

Aufgrund der Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe (Munz et al. 2002) und insbesondere
anhand der oben diskutierten Experimente, ist zu vermuten, dass in erster Linie RIP2 eine
sehr entscheidende Rolle bei der Regulation der Muskelzelldifferenzierung spielen kdnnte.
Daher wurde im weiteren Verlauf dieser Arbeit die Expression des entsprechenden Gens
sowie die Funktion von RIP2 bei der myogenen Differenzierung in vivo und in vitro genauer
analysiert.

4.2.7 rip2 wird auch in vivo exprimiert

Um das rip2-Genexpressionsmuster bei Skelettmuskelproliferations- und —differenzierungs-
prozessen zu untersuchen, wurde das mdx-Mausmodell ausgewdhlt. Im
Skelettmuskelgewebe dieser Tiere kommt es aufgrund einer Mutation des dystrophin-Gens
altersabhangig kontinuierlich zu Zyklen von Muskeldegeneration und -regeneration
(Ubersicht bei Lagrota-Candido et al. 2002): Den hichsten Grad der Muskelnekrose zeigen
die Mause im Alter von etwa vier Wochen, mit einem Alter von etwa zwolf Wochen erscheint
die Nekrose neben hypertrophen Muskelfasern durch Regeneration verbessert und mit 24
Wochen herrschen neben Muskelhypertrophie Fibrosen vor, wobei die einzelnen
Muskelpartien unterschiedlich betroffen sein kénnen.
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In der vorliegenden Arbeit konnte nachgewiesen werden, dass es zwischen den einzelnen
Altersstufen sowie zwischen den verschiedenen Geweben Unterschiede beziglich der rip2-
Genexpression gibt. So konnte bei der Northern Blot-Analyse der aus dem Musculus
guadriceps extrahierten RNA im Vergleich zu den anderen Altersstufen und den
Wildtypmausen sowohl bei den acht Wochen alten mannlichen als auch bei den weiblichen
mdx-Mausen eine leicht hohere rip2-Genexpression festgestellt werden. Ahnlich verhielt sich
auch die Expression von rip2 im Musculus gastrocnemius, die sich bei den acht und zwolf
Wochen alten mdx-Mausen auch etwas hoher als bei den Wildtypméausen darstellte
(Vergleiche Abschnitt 3.2.3). Keinerlei Unterschiede ergaben sich dagegen bei den
untersuchten Proben aus Zwerchfell und Herz.

Aufgrund der hier zu beobachtenden differentiellen Expression von rip2 liegt es sehr nahe,
dass RIP2 eine Rolle bei den hier stattfindenden Proliferations- und
Differenzierungsprozessen im Rahmen der Muskelfaserregeneration spielt. Hingegen haben
die geringen Unterschiede der rip2-Expression zwischen allen vier untersuchten
Muskelgeweben — insbesondere zwischen Herz und Zwerchfell — vermutlich ihre Ursache in
der natlrlichen Variation der Genexpressionsmuster in den einzelnen Kdérpergeweben
(McCarthy et al. 1998).

Eine zusatzliche vergleichende Untersuchung von Muskelgewebsproben aus zum einen
hochstens vier Wochen alten und zum anderen mindestens 24 Wochen alten mdx- und
Wildtyp-Méausen konnte mdoglicherweise weiteren Aufschluss dartiber geben, ob rip2
tatséchlich in die Regulation von Muskeldegenerations- und -regenerationsprozessen
involviert ist und sich die festgestellten Unterschiede auch hier weiter fortsetzen.

Aufgrund der relativ geringen Anzahl von Zeitwerten und Proben missen diese Ergebnisse
jedoch noch als vorlaufig betrachtet werden.

4.3 Eine Hemmung der rip2-Genexpression hemmt die Proliferation und
verbessert die Differenzierungsfahigkeit von Myobla  sten

Durch den Einsatz von spezifischen siRNAs ist es moglich, speziell ein Gen in kultivierten
Zellen zu hemmen und so dessen Funktion zu analysieren. Aufgrund der zuvor
beschriebenen Ergebnisse der vorliegenden Arbeit und anderer Vorarbeiten unserer
Arbeitsgruppe erschien es daher sinnvoll, das Gen, welches fir rip2 codiert, zu hemmen und
dann das Proliferations- und Differenzierungsverhalten der Skelettmuskelzellen zu
Uberprifen.

Die spezifische Hemmung von rip2 in Mausemyoblasten und auch Rhabdomyosarkomzellen
erschien dabei interessanter als beispielsweise eine Hemmung des rip-Gens zu sein, da zum
einen bekannt ist, dass RIP2 eine wichtige Funktion bei der myogenen Differenzierung erfullt
(Munz et al. 2002) und sich zum anderen im Rahmen dieser Arbeit ein von dem normaler
Muskelzellen abweichendes rip2-Genexpressionsmuster in den klinisch interessanten
Rhabdomyosarkomzellen zeigte.
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Vor dem Hintergrund der oben beschriebenen Daten bestand die Mdglichkeit, dass durch
eine Inhibition der rip2-Genexpression in C2C12-Zellen wund insbesondere in
Rhabdomyosarkomzellen das Differenzierungspotential der Zellen gesteigert werden kann.
Da das Differenzierungspotential der Rhabdomyosarkomzellen eng mit deren metastatischen
Eigenschaften verbunden ist (Lollini et al. 1991) ware hierdrin auch ein sehr interessanter
therapeutischer Ansatzpunkt in der Tumortherapie von Rhabdomyosarkomen zu sehen.

43.1 Die spezifische Hemmung des rip2-Gens in C2C12-Myoblasten hemmt die
Proliferationsrate dieser Zellen

Zunéchst wurde die rip2-Genexpression spezifisch in C2C12-Zellen gehemmt, um spéter
einen Vergleich zu den durchgefiihrten siRNA-Versuchen bei Rhabdomyosarkomzellen zu
haben. Auf mMRNA-Ebene konnte deutlich gezeigt werden, dass diejenigen Zellen, bei denen
rip2 spezifisch gehemmt wurde, auch wie erwartet eine geringere rip2-Genexpression
aufwiesen. Im Folgenden musste Uberprift werden, ob die mit siRNA behandelten Zellen
auch tatsachlich ein hoheres Differenzierungspotential als unbehandelte Zellen aufwiesen.

Da bei Myoblasten Zellteilungsaktivitdit und Differenzierungsverhalten eng miteinander
verknipft sind — ein Ausscheiden der Zellen aus dem Zellzyklus ist fur die Initiation der
Differenzierung kritisch (Ubersicht bei Tajbakhsh und Buckingham 2000) - wurde die
Proliferationsrate von unbehandelten und mit siRNA behandelten C2C12-Zellen mittels
BrdU-Markierung  bestimmt. Schon ohne Auszahlung der Zellen auf den
fluoreszenzmikroskopischen Bildern zeigte sich, dass jeweils die mit siRNA behandelten
Zellen eine deutlich geringere Proliferationsrate aufwiesen als diejenigen Mausemyoblasten,
die nicht behandelt wurden. In der statistischen Analyse und grafischen Auswertung mittels
Balkendiagramm zeigte sich dann eindeutig, dass die mit rip2-spezifischer siRNA
behandelten Zellen sowohl in Proliferationsmedium als auch nach 48 Stunden Kultivierung
im Differenzierungsmedium eine wesentlich niedrigere Proliferationsrate aufwiesen als
unbehandelte M&ausemyoblasten. In Zusammenhang mit den von Munz et al. (2002)
beschriebenen Untersuchungen an rip2-tiberexprimierenden Myoblasten, welche auch in
Medium mit geringem Serumanteil nicht differenzierten, unterstreichen diese Ergebnisse
weiter, dass die Proliferationsrate von Myoblasten sehr eng mit dem Expressionsniveau des
rip2-Gens verknupft ist.

Interessanterweise zeigen die siRNA-behandelten Mausemyoblasten, welche 48 Stunden in
Proliferationsmedium kultiviert worden waren, im Vergleich zu den unbehandelten
Kontrollzellen eine hdhere Proliferationsrate. Dieses Ergebnis hat sehr wahrscheinlich seine
Ursache darin, dass die behandelten C2C12-Zellen zuvor jeweils sehr niedrige
Proliferationsraten und somit auch eine wesentlich geringere Zelldichte zeigten. Da die
Proliferationsrate von Zellen auch eng mit der Zelldichte verknipft ist — Kontaktinhibition -
(Ubersicht bei Sabourin und Rudnicki 2000; Otten et al. 1997), konnten die behandelten
Myoblasten wabhrscheinlich aufgrund einer geringeren Zelldichte auch zu spateren
Zeitpunkten noch proliferieren.
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Fur C2C12-Mausemyoblasten konnte hier also gezeigt werden, dass ihre Proliferationsrate
durch die Hemmung der rip2-Genexpression mittels spezifischer siRNAs stark beeinflusst
werden kann.

4.3.2 Die spezifische Hemmung des rip2-Gens in C2C12-Myoblasten férdert die
Differenzierung dieser Zellen

Bei dem zun&chst lichtmikroskopisch durchgefiihrten Vergleich zwischen C2C12-
Mausemyoblasten, bei denen die rip2-Genexpression mittels siRNA spezifisch gehemmt
worden war, und unbehandelten Zellen, zeigte sich schon bei der subjektiven Betrachtung,
dass sich in den Zellkulturschalen mit den behandelten C2C12-Zellen viel mehr Myozyten
und Myotuben darstellten als in den Zellkulturschalen mit den unbehandelten Kontrollzellen.

Im Folgenden stellte sich daher die Frage, ob auch quantitativ auf der Basis der Analyse
myogener Differenzierungsmarker in den mit rip2-spezifischer siRNA behandelten
Mausemyoblasten gezeigt werden kann, dass neben der Proliferationsrate zusatzlich auch
das Differenzierungsverhalten durch eine Hemmung der rip2-Genexpression in diesen Zellen
beeinflusst wird.

Wiederum wurde daher bei unbehandelten und bei mit rip2-spezifischer siRNA behandelten
C2C12-Myoblasten durch Kultivierung in Medium mit einem geringen Serumanteil die
Differenzierung induziert. Zum Nachweis der Muskelzelldifferenzierung wurden die Zellen
immunzytochemisch mit Hilfe von MHC-Antikdrpern analysiert. Bei MHC handelt es sich um
einen Marker der myogenen Differenzierung (siehe Abschnitt 3.5), welcher sowohl von
C2C12-Zellen (Langley et al. 2002) als auch von RD/18-Zellen (Astolfi et al. 2001) im Verlauf
der Differenzierung exprimiert wird.

Es zeigte sich dabei zunachst sehr deutlich, dass bei denjenigen C2C12-Mausemyoblasten,
die mit rip2-spezifischer siRNA behandelt worden waren, im Immunfluoreszenzmikroskop
gualitativ vermehrt mit MHC angefarbte Myozyten und Myotuben nachweisbar waren. Hier
deutete sich also bereits an, dass RIP2 bei der Differenzierung von Muskelzellen eine Rolle
spielen konnte.

Eine Bestatigung dieser Vermutungen fand sich in der statistisch-grafischen Auswertung der
Anzahl der Zellkerne in MHC-positiven behandelten und unbehandelten Zellen. Hierbei
zeigten die Mausemyoblasten, die mit rip2-spezifischer siRNA behandelt worden waren,
jeweils einen hoheren Zellkernanteil in MHC-positiven Zellen im Vergleich zu den Zellen, die
unbehandelt kultiviert worden waren. Zusatzlich erfolgte auch noch eine Auszéhlung des
Zellkernanteils in mehrkernigen Zellen, also denjenigen Zellen, welche bereits mit
Nachbarzellen fusioniert waren. Auch hier konnte bestatigt werden, dass die mit siRNA-
behandelten C2C12-Zellen einen hoheren Anteil von Zellkernen in mehrkernigen — also
differenzierten — Zellen aufwiesen. Dieses bedeutet, dass sie im Vergleich zu unbehandelten
Zellen vermehrt Myotuben ausgebildet hatten.
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Dieses steht in einem engen Zusammenhang mit den von Munz et al. (2002), beschriebenen
Ergebnissen, welche mit Hilfe rip2-Uberexprimierender Myoblasten zeigen konnten, dass
eine hohe RIP2-Konzentration die Differenzierung von Muskelzellen verhindert.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde also gewissermalRen im Umkehrschluss gezeigt,
dass diejenigen Muskelzellen, bei denen die rip2-Expression gehemmt worden war, eine
starkere Tendenz zur Differenzierung zeigten als unbehandelte Zellen.

Ein moglicher Mechanismus, durch den RIP2 als Inhibitor der myogenen Differenzierung
wirken kénnte, kdnnte in seiner Funktion als Aktivator des Transkriptionsfaktors NF-kB liegen
(McCarthy et al. 1998). Um das myogene Differenzierungsprogramm zu starten, ist
zwangsweise eine Repression der NF-kB-Aktivitdt notwendig (Guttridge et al. 1999).
Weiterhin besteht auch die Moglichkeit, dass RIP2 Uber seine Aktivitat als MAPK-Regulator
(Coolican et al. 1997; Milasinic et al. 1996; Weyman und Wolfman 1998) die myogene
Differenzierung beeinflusst.

4.3.3 Die spezifische Hemmung des rip2-Gens in RD/18-Zellen hemmt die
Zellproliferation

In Bezug auf die C2C12-Mausemyoblasten konnte somit nachgewiesen werden, dass die
Hemmung der rip2-Genexpression die Proliferationsrate senken und insbesondere das
Differenzierungspotential von Muskelzellen steigern kann.

Es stellte sich also die Frage, ob es auch mdglich ist, in den vergleichsweise wenig
differenzierungskompetenten Rhabdomyosarkomzellen das Differenzierungsverhalten mit
Hilfe rip2-spezifischer siRNA zu beeinflussen. Hieraus konnten sich sehr interessante
therapeutische Optionen ergeben.

Wie oben beschrieben, konnte zu Beginn dieser Arbeit gezeigt werden, dass die rip2-
Genexpression bei Rhabdomyosarkomzellen nicht wie bei C2C12-Zellen nach Induktion der
Differenzierung stetig herunterreguliert wird, sondern auf einem permanent hohen Level
bleibt. Es stellte sich also zunachst die Frage, ob eine rip2-spezifische siRNA auch in der
Lage ist, ein so hohes rip2-Genexpressionslevel zu reprimieren. Da RD/18-Zellen mit einer
hoheren Proliferationsrate im Vergleich zu RD/12-Zellen in der Zellkultur wachsen (Ubersicht
bei Croci et al. 2004), wurden sie bevorzugt ausgewahlt, um die benétigte Probenmenge in
einem angebrachten Zeitfenster gewinnen zu konnen.

Zunachst konnte auf mRNA-Ebene gezeigt werden, dass es tatsachlich mdglich ist, auch in
Rhabdomyosarkomzellen spezifisch das Gen, welches fiur rip2 codiert, zu hemmen. Im
Folgenden war es daher interessant zu untersuchen, ob sich auch das Verhalten der siRNA
behandelten Zellen bezlglich der Proliferation und insbesondere der Differenzierung im
Vergleich zu den unbehandelten Zellen unterscheidet.

Wie bei den C2C12-Zellen wurden die Zellkerne von behandelten und unbehandelten
RD/18-Zellen zunéchst mit BrdU und DAPI markiert, dann jeweils im Fluoreszenzmikroskop
betrachtet sowie zur grafischen Darstellung ausgezéhlt. Aufgrund der Ergebnisse von Munz
et al. 2002 und der Ergebnisse im Rahmen der vorliegenden Arbeit mit den C2C12-Zellen

80



DISKUSSION

ergab sich die Hypothese, dass es moglich ist, auch die Proliferationsrate von
Rhabdomyosarkomzellen mit Hilfe von rip2-spezifischer sSiRNA-Behandlung zu beeinflussen.

Schon bei qualitativer Analyse konnte diese Vermutung fur RD/18-Zellen untermauert
werden: In Proliferationsmedium zeigte sich, dass Rhabdomyosarkomzellen, die nicht mit
spezifischer siRNA behandelt worden waren, Uber einen bestimmten Zeitraum viel mehr sich
teilende Zellkerne aufwiesen als diejenigen RD/18-Zellen, die mit rip2-spezifischer siRNA
behandelt worden waren. Ebenso verhielt es sich bei der weiteren Kultivierung im
Differenzierungsmedium: Auch dort zeigten die mit rip2-spezifischer siRNA behandelten
Rhabdomyosarkomzellen im Vergleich zu den unbehandelten Tumorzellen nur noch eine
sehr geringe Anzahl von sich teilenden Zellkernen. Dieser Eindruck konnte in der statistisch-
grafischen Auswertung bestétigt werden:

Es zeigte sich, dass auch in den wenig differenzierungskompetenten
Rhabdomyosarkomzellen mit Hilfe von rip2-spezifischer siRNA wie in normalen Myoblasten
eine Hemmung der Proliferationsrate erreicht werden konnte. Aufgrund der vorherigen
Ergebnisse ergab sich die weitere Hypothese, dass mit Hilfe der rip2-spezifischen siRNAs
auch die Mdglichkeit bestehen kénnte, bei den Rhabdomyosarkomzellen eine verbesserte
Differenzierungsfahigkeit zu erreichen. Wie bei den C2C12-Myoblasten wurden RD/18-Zellen
daher mit Hilfe von MHC-Antikorpern angefarbt, um differenzierte Muskelzellen auch optisch
darzustellen. Schon die subjektive lichtmikroskopische vergleichende Betrachtung von
differenzierenden RD/18-Zellen, welche zum einen mit rip2-spezifischer siRNA behandelt
worden waren, zum anderen unbehandelt belassen worden waren, deutete an, dass die
behandelten Zellen offensichtlich viel besser in der Lage waren, erste Stufen der
Differenzierung wie die Ausbildung von Myozyten und Myotuben auszufiihren. In den
betrachteten Bildausschnitten konnten jeweils bei den mit siRNA-behandelten
Rhabdomyosarkomzellen eine gré3ere Anzahl von Myotuben dargestellt werden.

Durch Auswertung des Quotienten aus dem Anteil der Zellkerne in MHC-positiven Zellen und
der Anzahl der MHC-positiven Zellen insgesamt liel3 sich diese Beobachtung auch
statistisch-grafisch untermauern: RD/18-Zellen, welche mit siRNA behandelt worden waren,
wiesen einen hoheren Anteil an Zellkernen in MHC-positiven Zellen auf.

Zusatzlich wurde zur weiteren Charakterisierung -wie oben fir normale Myoblasten erlautert-
die Anzahl der Zellkerne in mehrkernigen MHC-positiven Zellen grafisch dargestellt.
Erwartungsgemaf bildeten mit rip2-spezifischer siRNA behandelte Rhabdomyosarkomzellen
im Gegensatz zu unbehandelten RD/18-Zellen vermehrt fusionierte Zellen im Sinne von
Myotuben aus.

Dieses korreliert mit den friheren Ergebnissen unserer Arbeitsgruppe mit C2C12-Zellen:
rip2-tberexprimierende Myoblasten waren - wie die unbehandelten
Rhabdomyosarkomzellen - nicht oder kaum in der Lage, in Medium mit einem geringem
Serumanteil zu differenzieren (Munz et al. 2002). Die mit rip2-spezifischer siRNA
behandelten RD/18-Zellen verhielten sich dagegen &hnlich wie die normalen
Mausemyoblasten, da sie Myozyten sowie Myotuben ausbilden konnten.
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Eine Erklarung ist mdoglicherweise - ahnlich wie weiter oben fir normale Myoblasten
beschrieben - die Tatsache, dass aufgrund der niedrigen rip2-Genexpression die
differenzierungsinhibierende Aktivierung von NF-kB in den Zellen gehemmt ist und daher
eine Initiation der myogenen Differenzierung mdéglich ist. Ausserdem koénnte sich die
experimentelle Repression von rip2 auch — wie oben bereits fir normale Myoblasten
angedeutet - auf den MAPK-Signaltransduktionsweg auswirken.

Experimentell war es also moéglich, mit Hilfe von rip2-spezifischer siRNA in vergleichsweise
differenzierungsinkompetenten Rhabdomyosarkomzellen eine verbesserte
Differenzierungsfahigkeit zu erreichen. Unklar bleibt momentan jedoch noch der genaue
Mechanismus, also in welcher Weise RIP2 das Wachstum und die Differenzierung von
Muskelzellen beeinflusst. Hierzu sind in Zukunft noch weiterfuhrende Studien, insbesondere
in Bezug auf den TNF-a-NF-kB- und den MAPK-Signalweg, notwendig.

4.4 Zusammenfassende Darstellung der  rip2-Genregulation in Muskelzellen
und die Auswirkungen auf die Myogenese

Im Gegensatz zu differenzierungskompetenten Myoblasten (Munz et al. 2002) wird rip2 in
den Rhabdomyosarkomzellen nach Initiation des Differenzierungsprozesses nicht
herunterreguliert. Die rip2-Genexpression befindet sich permanent auf dem gleichen Niveau
wie in proliferierenden Zellen. Dadurch sind der NF-kB- sowie der MAPK-
Signaltransduktionsweg weiterhin aktiv, so dass keine oder nur eine teilweise Differenzierung
erfolgen kann: Beispielsweise werden einige Gene, die normalerweise den Ausstieg einer
Zelle aus dem Zellzyklus ermdglichen, gar nicht erst transkribiert, wahrend andere Gene, die
normalerweise nach Initiation der Differenzierung abgeschaltet werden, z.B. Cyclin D1,
weiterhin transkribiert. Ubereinstimmend hierzu wiesen Munz et al. (2002) nach, dass in rip2-
Uberexprimierenden C2C12-Zellen keine Muskelzelldifferenzierung erfolgt; diese Zellen sind
also direkt mit den Rhabdomyosarkomzellen nicht nur beziglich der rip2-Genexpression
vergleichbar. Wahrend jedoch fest steht, dass Rhabdomyosarkomzellen Tumorzellen sind,
muss an dieser Stelle angemerkt werden, dass rip2-tberexprimierenden Zellen nicht auf ihre
Tumorigenitat (beispielsweise durch Kultivierung in Softagar oder im Nacktmaussystem)
getestet worden sind, zumal auch schon seit geraumer Zeit bekannt ist, dass selbst
»hormale* C2C12-Zellen unter bestimmten Bedingungen tumaorigen sein kénnen.
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DISKUSSION

Abb. 35: Ubersicht tiber mdgliche Auswirkungen einer permanent
hohen rip2-Genexpression in Rhabdomyosarkomzellen im Vergleic h
zu normalen Myoblasten

Schematisiert ist dargestellt, welche Auswirkungen eine permanent hohe
rip2-Genexpression in Rhabdomyosarkomzellen auf die Myogenese
haben konnte. Es werden im Vergleich die rip2-Genexpressionsniveaus
von RD/18-Zellen, rip2-uberexprimierenden C2C12-Zellen, mit rip2-
spezifischer siRNA behandelten RD/18-Zellen und von normalen C2C12-
Zellen dargestellt.

Im unteren Bereich ist die Genexpression normaler C2C12-Myoblasten
und mit rip2-spezifischer siRNA behandelter RD/18-Zellen dargestellt.
Nach Initiation der Differenzierung kommt es zur Repression von rip2 und
myogene Differenzierungsschritte kdnnen erfolgen.

Im oberen Bereich ist schematisch angedeutet, dass es bei RD/18-Zellen
und rip2-Uberexprimierenden C2C12-Zellen zu einem permanent hohem
rip2-Level kommt und in dessen Folge die Zellen nicht adaquat in den
myogenen Differenzierungsprozess eintreten kdnnen. Nach den
bisherigen Ergebnissen sind hierflir insbesondere Fehlregulierungen des
NF-kB- und des MAPK-Signaltransduktionsweges verantwortlich.

Auf der anderen Seite waren C2C12-Zellen, in denen rip2 nach Initiation des
Differenzierungsvorgangs reprimiert wird, weiterhin durch einen normalen - jedoch
beschleunigten -  Differenzierungsprozess  charakterisiert. =~ Auch  bei  RD/18-
Rhabdomyosarkomzellen, bei denen die rip2-Expression durch siRNA-Behandlung
gewissermalien kinstlich® reprimiert war, wurde im Vergleich zu unbehandelten
Rhabdomyosarkomzellen eine deutlich gesteigerte myogene Differenzierung beobachtet
(siehe Abbildung 35).

Zusammenfassend konnte also gezeigt werden, dass es eine wichtige Beziehung zwischen
den Genexpressionsmustern der rip-Gene und dem Differenzierungspotential von normalen
Myoblasten und Rhabdomyosarkomzellen gibt. Weiterhin konnte nachgewiesen werden,
dass eine Repression des rip2-Gens bei normalen Myoblasten und insbesondere bei
Rhabdomyosarkomzellen jeweils ein stark gesteigertes Differenzierungspotential zur Folge
hat. Im Hinblick auf die Relevanz in der Klinik kénnen diese Ergebnisse einen Weg fir
wichtige therapeutische Ansatzpunkte von Rhabdomyosarkomen aufzeigen.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Expression von receptor interacting protein-Genen
in Rhabdomyosarkomzellen

RIP2 (Receptor Interacting Protein 2) — ein Tumornekrosefaktor-Rezeptor-Adaptorprotein —
spielt eine wichtige Rolle bei der Proliferation und Differenzierung von Myoblasten. Kirzlich
konnte sowohl in C2C12-Zellen als auch in primaren Mausemyoblasten gezeigt werden,
dass eine Repression der rip2-Genexpression eine wichtige Vorraussetzung fiir die Initiation
der myogenen Differenzierung darstellt. Zur ndheren Untersuchung der Expression der
anderen bekannten Mitglieder aus der Familie der rip-Gene wurden deren
Genexpressionsmuster in zwei Myoblastenzelllinien — C2C12 und C2F3 — nach Induktion der
Differenzierung miteinander verglichen. Beide Zelllinien entstammen demselben klonalen
Ursprung, weisen jedoch ein unterschiedliches Differenzierungsverhalten auf: Der
Differenzierungsprozess von C2F3-Zellen verlauft langsamer und inkompletter als die
Differenzierung von C2C12-Zellen.
Bei der Analyse der Expression der einzelnen rip-Gene bis zu dem Zeitpunkt vier Tage nach
der Induktion der Differenzierung konnte bei den C2F3-Myoblasten fir das rip2-Gen keine
Repression im Verlaufe der Differenzierung beobachtet werden, was mdglicherweise mit
dem geringen Differenzierungspotential dieser Zellen in Zusammenhang steht. Aul3erdem
war rip3 zusatzlich im Gegensatz zu den C2C12-Zellen in den C2F3-Myoblasten nicht
exprimiert.
Um die Expressionsmuster der rip-Gene bei der Myoblastenproliferation und —differenzierung
genauer zu charakterisieren, wurde die Expression von ripl - 4 in zwei Muskeltumorzelllinien
— den Rhabdomyosarkomzelllinien RD/12 und RD/18 - Uberpriift. Es zeigte sich, dass in
beiden Rhabdomyosarkomzelllinien im Vergleich zu den C2C12-Zellen die Expression von
rip2 nach der Induktion der Differenzierung nicht herunterreguliert wird. Im Vergleich zu
normalen Myoblasten wurden weder rip3 noch rip4 in den Tumorzellen exprimiert.
Aufbauend auf diese Daten wurde die Funktion von RIP2 in Rhabdomyosarkomzellen n&her
untersucht: Es zeigte sich, dass nach Inhibition der rip2 Genexpression mittels spezifischer
siRNAs sowohl bei den C2Cl12-Zellen als auch insbesondere bei den
Rhabdomyosarkomzellen die Zellproliferation gehemmt und Muskelzelldifferenzierung stark
gefordert wurde.
Diese Daten lassen den Schluss zu, dass eine aberrante Expression der rip-Gene — speziell
rip2 - mit abnormem Wachstums- und Differenzierungsverhalten in
Skelettmuskelvorlauferzellen einhergehen kann.

Schlisselworter: RIP Proteine; Skelettmuskel; Muskeldifferenzierung; Rhabdomyosarkom
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6 SUMMERY

Expression of receptor interacting protein-genes
in rhabdomyosarcoma cells

RIP2 is an important regulator of myoblast proliferation and differentiation. It had previoiusly
been demonstrated that in the myoblast cell line C2C12 and in primary myoblasts,
downregulation of rip2 gene expression is a prerequisite for differentiation. To further study
the role of the rip gene family in myogenesis, we compared expression patterns of ripl-4 in
two myoblast cell lines — C2C12 and C2F3 — after the induction of differentiation. These two
cell lines are derived from the same clonal origin, but differ with respect to their differentiation
behaviour: the differentiation process is slower and more incomplete in C2F3 cells.
When analyzing cells up to four days after the induction of differentiation, we found no
downregulation of rip2 gene expression in C2F3 cells, which might be linked to the low
differentiation potential of these cells. In addition, in contrast to C2C12 cells, the rip3 gene
was not expressed in C2F3 cells.
To further study the role of rip genes in the regulation of myoblast growth and differentiation,
the expression patterns of ripl-4 in rhabdomyosarcoma cell lines were analyzed: in contrast
to the C2C12 myoblasts, rip2 expression was not downregulated after the induction of
differentiation in rhabdomyosarcoma cells. Furthermore, in contrast to normal myoblasts,
they did not express the rip3 and rip4 genes.
The focus was now on the functional role of RIP2 in rhabdomyosarcoma cells: inhibition of
rip2 gene expression in C2C12 and in rhabdomyosarcoma cells using specific SiRNAs led to
decreased proliferation and promoted the differentiation process of these cells. These data
indicate that differential expression of rip genes can be associated with abnormal growth and
differentiation behaviour of skeletal myoblasts.

Keywords: RIP proteins; Skeletal muscle, Rhabdomyosarcoma
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