Der skNAC-Smyd1-Komplex:

Ein multifunktioneller Regulator der Myogenese?

Dissertation
zur Erlangung des akademischen Grades
des Doktors der Naturwissenschaften

(Dr. rer. nat.)

eingereicht im Fachbereich Biologie, Chemie, Pharmazie

der Freien Universitat Berlin

vorgelegt von
Janine Berkholz
aus Berlin

2014



Die vorliegende Arbeit wurde in der Zeit von September 2010 bis September 2014 am Institut fir
Physiologie der Charité - Universitdatsmedizin Berlin, im Rahmen des Graduiertenkollegs GRK1631:

Internationales Graduiertenkolleg fiir Myologie, unter Leitung von Frau Prof. Dr. Munz angefertigt.

1. Gutachter: Prof. Dr. Barbara Munz

2. Gutachter: Prof. Dr. Sigmar Stricker

Disputation am 26.02.2015






Die vorliegende Doktorarbeit fasst meine Ergebnisse zur Untersuchung der Funktion des skNAC-
Smyd1-Komplexes im Skelettmuskel zusammen und wurde als kumulative Arbeit eingereicht. Als
Erstautorin habe ich bei allen beiliegenden Manuskripten an der Konzeption und speziell bei den
Manuskripten 3, 4 und 5 an der Berichtabfassung mitgewirkt. Ich habe mit Ausnahme von Manuskript
1 ca. 90% der Experimente durchgefiihrt. Bei Manuskript 1 war ich etwa zu 50% an der Durchfiihrung
der Experimente beteiligt. Grundlage fir die kumulative Promotion sind die folgenden

veroffentlichten Publikationen:

Berger*, F., Berkholz*, J., Breustedt, T., Ploen, D., Munz, B.

Skeletal muscle-specific variant of nascent polypeptide associated complex alpha (skNAC):
Implications for a specific role in mammalian myoblast differentiation.

Eur. J. Cell Biol. 2012, 91, 150-5.

http://dx.doi.org/10.1016/].ejcb.2011.10.004

* equal contribution

Berkholz, J., Zakrzewicz, A., Munz, B.

skNAC depletion stimulates myoblast migration and perturbs sarcomerogenesis by enhancing calpain
1 and 3 activity.

Biochem. J. 2013, 453, 303-10.

http://dx.doi.org/10.1042/BJ20130195

Berkholz, J., Orgeur M., Stricker S., Munz B.
skNAC and Smyd1 in transcriptional control.
Exp. Cell Res. 2015, 336, 182-91.
http://dx.doi.org/10.1016/j.yexcr.2015.06.019

Berkholz, J., Michalick, L., Munz, B.

The E3 SUMO ligase Nse2 regulates sumoylation and nuclear-to-cytoplasmic translocation of skNAC-
Smyd1 in myogenesis.

J. Cell Sci. 2014, 127, 3794-804.

http://dx.doi.org/10.1242/jcs.150334

Berkholz, J., Kuzyniak, W., Hoepfner, M., and Munz, B.

Overexpression of the skNAC gene in human rhabdomyosarcoma cells enhances their differentiation
potential and inhibits tumor cell growth and spreading.

Clin. Exp. Metastasis, 2014, 31, 869-79.

http://dx.doi.org/10.1007/s10585-014-9676-z



http://dx.doi.org/10.1016/j.ejcb.2011.10.004
http://dx.doi.org/10.1042/BJ20130195
http://dx.doi.org/10.1016/j.yexcr.2015.06.019
http://dx.doi.org/10.1242/jcs.150334
http://dx.doi.org/10.1007/s10585-014-9676-z

Inhaltsverzeichnis

Inhaltsverzeichnis

Inhaltsverzeichnis |

Abbildungsverzeichnis v
Tabellenverzeichnis v
Abkilrzungsverzeichnis VI
1. Einleitung 1
1.1 Aufbau des Skelettmuskels und Myogenese 1
1.1.1 Aufbau des Skelettmuskels 1
1.1.1.1 Fasertypen 2
1.1.2 Molekulare und zellulare Grundlagen der Myogenese 4
1.1.2.1 In vitro-Modellsysteme zur Untersuchung der

Myoblastendifferenzierung 5
1.1.2.2 Myofibrillogenese 6
1.2 Rhabdomyosarkome 8
1.2.1 Klassifikation 8
1.2.2 In vitro-Modellsysteme zur Untersuchung des Rhabdomyosarkoms 10
1.3 skNAC und Smyd1 10
1.3.1 NAC 11
1.3.1.1 aNAC 12
1.3.1.2 BNAC 12
1.3.2 Entdeckung von skNAC 13
1.3.2.1 Struktur von skNAC 13
1.3.2.2 Expression des skNAC-Gens 14
1.3.2.3 skNAC als Transkriptionsfaktor bzw. transkriptioneller Koaktivator 15

1.3.2.4 Einfluss des skNAC-Proteins auf Muskelentwicklung und -
regeneration 15
1.3.2.5 Einfluss von skNAC auf die Myofibrillogenese 17
1.3.3 Der skNAC-Bindungspartner Smyd1 18
1.3.3.1 Struktur und Funktion der Smyd-Proteine 19

1.3.3.1.1 SET-Domane 19



Inhaltsverzeichnis

1.3.3.1.2 MYND-Domane
1.3.3.1.3 Charakteristika spezifischer Smyd-Proteine
1.3.3.2 Expressionsmuster des Smyd1- und skNAC-Gens und
intrazellulare Lokalisation des Smyd1 und skNAC-Proteins
1.3.3.3 Regulation der Smyd1-Expression
1.3.3.4 Einfluss von Smyd1 auf die Herz- und Skelettmuskelentwicklung
1.3.3.5 Einfluss von Smyd1 auf die Sarkomerogenese
1.3.3.6 Smyd1 als Transkriptionsfaktor bzw. Chromatin-remodelling
Faktor

1.4 Fragestellung und Zielsetzung der Arbeit

2. Ergebnisse

2.1 Manuskript: “Skeletal muscle-specific variant of nascent polypeptide
associated complex alpha (skNAC): Implications for a specific role in
mammalian myoblast differentiation”

2.1.1 Zusammenfassung
2.1.2 Manuskript

2.2 Manuskript: “skNAC depletion stimulates myoblast migration and perturbs
sarcomerogenesis by enhancing calpain 1 and calpain 3 activity”
2.2.1 Zusammenfassung
2.2.2 Manuskript

2.3 Manuskript: “skNAC and Smyd1 in transcriptional control”

2.3.1 Zusammenfassung
2.3.2 Manuskript

2.4 Manuskript: “The E3 SUMO ligase Nse2 regulates sumoylation and
nuclear-to-cytoplasmic translocation of skNAC-Smyd1 in myogenesis”
2.4.1 Zusammenfassung

2.4.2 Manuskript

2.5 Manuskript: “Overexpression of the skNAC gene in human rhabdomyosarcoma

cells enhances their differentiation potential and inhibits tumor cell
growth and spreading”
2.5.1 Zusammenfassung

2.5.2 Manuskript

20
20

21
22
23
24

25
27
29

29
29
30

31
31
33
33
33
35

35
35
37

37
37
39



Inhaltsverzeichnis

3. Diskussion
3.1 Regulation der skNAC-Expression

3.1.1 Die skNAC-Expression wird auf transkriptioneller Ebene unter Beteiligung

des p38 MAPK-Signalweges reguliert

3.2 Funktion von skNAC und Smyd1 im Skelettmuskel

3.2.1 Inhibierung von skNAC hat keinen Effekte auf die Expression
myogener Differenzierungsmarker oder die Bildung von

Myozyten und Myotuben

3.2.2 skNAC iibt im murinen System, dhnlich wie im Zebrafisch-Modellsystem,

einen Einfluss auf die Sarkomerogenese aus
3.2.3 skNAC ubt keinen signifikanten Einfluss auf die Expression
spezifischer Gene aus, welche fiir molekulare Chaperone
oder Ubiquitin-Ligasen kodieren
3.2.4 skNAC beeinflusst Gber Regulation der Calpain-Aktivitat
die Sarkomerogenese
3.2.5 Existieren weitere Mechanismen, auf deren Basis skNAC
und Smyd1 die Sarkomerogenese beeinflussen kdnnten?
3.2.6 skNAC reguliert auch die Myoblastenmigration dabei sind
ebenfalls Calpaine beteiligt
3.2.7 Die Regulation der Calpainexpression durch skNAC-Smyd1 erfolgt
zumindest zum Teil auf der Basis von Histon-Modifikationen
3.2.8 Mithilfe eines cDNA-Microarrays lieRen sich neue mogliche
Zielgene des skNAC-Proteins identifizieren
3.2.9 skNAC beeinflusst die Myoglobin-Expression und die
Fasertypspezifizierung
3.2.10 Eine Hemmung der skNAC-Expression beeinflusst die Expression
metabolischer Markergene in Skelettmuskelzellen
3.2.11 Depletion von skNAC beeinflusst die Expression von Genen,
die fur spezifische Zytokine kodieren

3.2.12 skNAC - ein myogener Transkriptionsfaktor?

3.3 Regulation des skNAC-Smyd1-Komplexes durch Sumoylierung

3.3.1 Die SUMO-Ligase Nse2, der neu identifzierte Interaktionspartner

40
40

41
42

43

44

44

46

46

48

49

51

53

54

55

57
57



Inhaltsverzeichnis

des skNAC-Smyd1-Komplexes, beeinflusst die Expression myogener
Differenzierungsmarker in C2C12-Zellen und Ubt - dhnlich wie skNAC
und Smyd1 - einen Einfluss auf die Sarkomerogenese aus
3.3.2 Hemmung der globalen Sumoylierung reduziert das
Differenzierungspotential von C2C12-Zellen
3.3.3 Hemmung der Nse2-Expression flihrt zu einem Verbleib von skNAC und
Smyd1 in nukledren PML-Korperchen und damit zu einem gestorten Kern-
Austransport des skNAC-Smyd1-Komplexes im Verlauf der Myogenese
3.3.4 Smyd1 stellt im skNAC-Smyd1-Komplex das Sumoylierungssubstrat dar
3.3.5 Beeinflusst Sumoylierung weitere Funktionen von skNAC und Smyd1?
3.4 Spielt skNAC eine Rolle bei der Pathogenese des Rhabdomyosarkoms?
3.4.1 Das skNAC-Expressionsmuster einer spezifischen Rhabdomyosarkom
Zelllinie korreliert nicht mit deren histologischen Subtyp oder
Differenzierungspotential
3.4.2 Uberexpression des skNAC-Gens inhibiert die Proliferation und
steigert gleichzeitig die Apoptose bei Rh30-Rhabdomyosakomzellen
3.4.3 Uberexpression des skNAC-Gens fordert die myogene Differenzierung
von Rh30-Rhabdomyosarkomzellen
3.4.4 Uberexpression des skNAC-Gens verringert das Metastasierungspotential
von Rh30-Rhabdomyosarkomzellen
4. Zusammenfassung
5. Summary
6. Literaturverzeichnis
7. Selbststandigkeitserklarung

8. Lebenslauf

9. Danksagung

ANHANG der veroffentlichten Publikationen

58

59

59
61
62
63

63

64

65

66

68

70

73

94

95

96



Abbildungs- und Tabellenverzeichnis

Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1: Schematische Darstellung der Skelettmuskulatur und der mit dieser assoziierten

Strukturen.

Abbildung 2: Darstellung des Zusammenwirkens von Sarkomer-spezifischen Chaperonen und

Ubiquitin-Ligasen.

Abbildung 3: Schematische Darstellung des skNAC-Proteins in verschiedenen Organismen.

Abbildung 4: Schematische Darstellung der Domanen-Struktur der Smyd-Proteinfamilie in

Saugetieren.

Abbildung 5: Hypothetisches Modell tiber die Funktionen von skNAC und Smyd1 in

Skelettmuskelzellen.

Tabellenverzeichnis

Tabelle 1: Metabolische, kontraktile und morphologische Charakteristika der verschiedenen Fasertypen im

Skelettmuskel.



Abkirzungsverzeichnis

Abkiirzungsverzeichnis

ALLN
AMPK
ATF4
bHLH
BMPs
BrdU
BTF3
cDNA
Chip
CHIP
CIITA
DNA
EDG1
EGD1
ELISA
ER
FACS
FBX4
FIAT
FHL
FKHR
FoxO1
Hand
HDACs
HMTase
HSP90
IGF2

INFy
Irx

kDA

N-Acetyl-L-leucyl-L-leucyl-L-norleucinal
AMP-aktivierte Proteinkinase

Activating transcription factor 4

Basic helix-loop-helix

Bone morphogenetic proteins
Bromdesoxyuridin

Basic transcription factor 3

copy oder complementary DNA
Chromatin-Immunoprazipitation

C terminus of Hsc70-interacting protein
Major histocompatibility complex (MHC) class Il transactivator
Desoxyribonucleinsdure

Endothelial differentiation gene 1

Enhancer of GAL4 DNA binding

Enzyme linked immunosorbent assay
Endoplasmatisches Retikulum
Fluorescence-activated cell sorting

F-box protein 4

Factor inhibiting ATF4-mediated transcription
Four and a half LIM domain

Forkhead in rhabdomyosarcoma

Forkhead box protein O1

Heart and neural crest derivatives expressed
Histone deacetylases

Histone methyltransferase

Heat shock protein 90

Insulin growth factor 2

Interleukin

Interferon gamma

Iroquois Homeobox Protein

Kilodalton

Vi



Abkirzungsverzeichnis

LGMD2a
LSD1
MARCKS
MDM?2
Mef
MICAL
MRFs
Mrf5
Msx1
MuRF
MyHC
UM
NAC
Nedd4
p38 MAPK
PAX
PBMCs
PGCla
PIAS1
PML
qPCR
RNA
rRNA
tRNA
SDH
Shh
Shox2
siRNAs
Sirtl
skNAC

Smyd
SNF1

Limb girdle muscular dystrophy 2a

Lysin-specific demethylase-1

Myristoylated alanine rich C kinase substrate

Mouse double minute 2 homolog

Myocyte enhancer factor

Microtubule associated monooxygenase, calponin and LIM domain containing
Myogenic regulatory factors

Myogenic factor 5

Msh Homeobox 1

Muscle RING-finger protein

Myosin heavy chain

mikromolar

Nascent polypeptide associated complex

Neural precursor cell expressed developmentally down-regulated protein 4
p38 mitogen-activated protein kinase

Paired box

peripheral blood mononuclear cells

Peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1o
Protein inhibitor of activated STAT-1

Promyelocytic leukemia

quantitative real-time PCR

Ribonukleinsdure

ribosomale Ribonukleinsdure

Transfer-RNA

Succinat-Dehydrogenase

Sonic hedgehog

Short stature homeobox 2

short-interfering-RNAs

Sirtuin 1

skeletal and heart muscle-specific variant of nascent polypeptide-associated
complex

SET and MYND domain containing

Sucrose non-fermenting 1

VIl



Abkirzungsverzeichnis

SnoN
SRF
SRP
SUMO
TCP1
UCP3
UFD2
TBP
TSA
UPS
VEGFR1

Ski-related novel protein N

Serum response factor

Signal recognition particle

Small ubiquitin related modifier
T-complex protein 1

Mitochondrial uncoupling protein 3
Ubiquitin fusion degradation protein 2
TATA Box-Bindungs-Protein
Trichostatin A
Ubiquitin-Proteasom-System

Vascular endothelial growth factor receptor 1

Vil



Einleitung

1. Einleitung

1.1 Aufbau des Skelettmuskels und Myogenese

Ein wesentliches Kennzeichen von Lebewesen ist aktive Bewegung. Diese wird bei allen Tieren mit
Hilfe von Muskelzellen, die sich bei komplexeren Organismen zu Muskeln zusammenschlieRen,
ermoglicht.

Muskeln lassen sich aufgrund morphologischer und funktioneller Eigenschaften in zwei Haupttypen
einteilen: glatte und quergestreifte Muskeln.

Der Skelettmuskel zdhlt neben dem Herzmuskel aufgrund seiner lichtmikroskopisch sichtbaren,
charakteristischen Anordnung der Myofibrillen zur quergestreiften Muskulatur. Im Gegensatz zur
Herz- und auch zur glatten Muskulatur, welche ausschlieRlich vegetativ gesteuert werden, ist fiir die
Reizauslosung im Skelettmuskel das somatische Nervensystem verantwortlich. Er unterliegt damit

dem Konzept der bewussten Steuerung und dient der willkirlichen, aktiven Bewegung.

1.1.1 Aufbau des Skelettmuskels

Die Skelettmuskulatur von Vertebraten besteht aus zahlreichen geblndelten, vielkernigen
Muskelfasern, deren Lange zwischen wenigen Millimetern und mehreren Zentimetern variiert. Dabei
werden zunachst mehrere Muskelfasern von einer Bindegewebsmembran (Perimysium) umschlossen
und bilden ein sogenanntes Faser- oder Primarblindel. Aus mehreren Priméarbiindeln entstehen
wiederum die Sekundéarbiindel, die von Bindegewebe (Epimysium) und einer zuséatzlichen elastischen
Muskelhille (Muskelfaszie) umgeben sind. Diese, aus mehreren Fasergruppen bestehenden Biindel,
stellen dann die eigentlichen Skelettmuskeln dar, die durch feste Bindegewebsbander, die Sehnen, an
den Knochen verankert werden. Die Muskelfasern selbst sind durch Verschmelzen vieler
Muskelvorlduferzellen, den sogenannten Myoblasten, wahrend der Embryonalentwicklung
entstanden. Sie enthalten zahlreiche randstdndige Zellkerne, die sich direkt unter der Zellmembran
(Sarkolemma) befinden. Die vielkernigen Muskelfasern werden daher auch als Synzytium bezeichnet.
Sie sind von einer Hille aus Bindegewebe (Endomysium) umgeben. Das Zellplasma (Sarkoplasma)
jeder Muskelfaser enthilt fadenformige Myofibrillen. Die parallele Anordnung der Muskelfibrillen
bewirkt die charakteristische Querstreifung des Skelettmuskels und ermdglicht letztendlich die
Muskelkontraktion. Die kleinste funktionelle Einheit des kontraktilen Apparats wird als Sarkomer
bezeichnet (Ubersicht bei Clark et al., 2002). Den Hauptbestandteil des Sarkomers bilden die zwei
kontraktilen Proteine Aktin und Myosin, die sich gemeinsam mit weiteren Proteinen zu den

sogenannten dinnen (Aktin-) bzw. dicken (Myosin-) Filamenten zusammenlagern. Die diinnen

1
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Filamente sind in den Z-Scheiben verankert, welche die Sarkomere seitlich voneinander abgrenzen.
Das von dem Motorprotein Myosin und assoziierten Proteinen gebildete System dicker Filamente ist
mit seinen Schwanzen in der M-Bande verankert, die sich in der Mitte des Sarkomers befindet. Die
Kopfbereiche ragen dagegen in den Bereich der diinnen Filamente hinein. Durch Ineinandergleiten
der dicken und diinnen Myofilamente kommt es zur Muskelkontraktion, wobei sich das Sarkomer
verkilirzt. Ein drittes Filamentsystem des Muskels, dessen Hauptkomponente Titin darstellt,

gewahrleistet die elastische Verknlipfung von Z-Scheibe und M-Bande (Wang et al., 1984, 1991).
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der Skelettmuskulatur und der mit dieser assoziierten Strukturen.

Die Verankerung des Skelettmuskels an die Knochen erfolgt (iber die Sehnen. Skelettmuskeln bestehen aus Biindeln von
Muskelfasern, die Uber Motorneurone mit dem Zentralnervensystem verbunden sind. Zwischen der Plasma- und
Basalmembran einer Muskelfaser kdnnen sich Muskelstammzellen (Satellitenzellen) befinden. Eine einzelne Muskelfaser
beinhaltet wiederum eine Vielzahl von Myofibrillen, die sich liber die gesamte Liange des Muskels erstrecken. Die
Myofibrillen enthalten in einer hochorganisierten Anordnung diinne Aktin- und dicke Myosinfilamente, welche in

funktionellen Einheiten, den Sarkomeren, angeordnet sind. Abbildung modifiziert nach Tajbakhsh, 2009.

1.1.1.1 Fasertypen

Skelettmuskel zeigen eine breite Diversitat, da jeder Muskel an seine spezielle Aufgabe im Korper
angepasst ist. Die strukturellen und funktionellen Eigenschaften einzelner Muskeln kénnen sich
zudem u.a. auch in Antwort auf kdrperliches Training (Baumann et al., 1987; Adams et al., 1993;
Caiozzo et al., 1996; Egan und Zierath, 2013) verdndern bzw. anpassen. Dieser Vorgang wird als

Plastizitdt bezeichnet (Ubersicht bei Harridge, 2007).



Einleitung

Mittlerweile ist bekannt, dass die Heterogenitit der Skelettmuskulatur in der Vielfalt ihrer
Muskelfasern begriindet ist. Die Klassifizierung der Fasertypen hat sich im Laufe der letzten 40 Jahre
stark weiterentwickelt. Die urspriingliche Differenzierung basierte auf der unterschiedlichen Farbung
der Fasern - man unterschied rote (hoher Myoglobingehalt) und weilRe (niedriger Myoglobingehalt)
Fasern -, sowie auf deren unterschiedlichen kontraktilen Eigenschaften. Diese grundlegende
Einteilung entwickelte sich auf Basis der immunhistochemischen Detektion spezifischer
metabolischer Enzyme weiter. Danach werden die Muskelfasern in schnelle glykolytische (FG, fast
glykolytic), schnelle oxidative glykolytische (FOG, fast oxidative glykolytic) und langsame oxidative
Fasern (SO, slow oxidative) unterteilt (Barnard et al., 1971; Peter et al., 1972). Eine weitere
Klassifizierung beruht auf der charakteristischen Myosin-ATPase-Aktivitat der jeweiligen Fasern (Guth
und Samaha, 1969; Brooke und Kaiser, 1970; Staron und Pette, 1986; Gorza, 1990), wobei sich die
Skelettmuskelfasern von Sdugetieren in Typ |, Typ IA und Typ IIX (Reihenfolge geordnet nach
zunehmender Kontraktionsgeschwindigkeit) klassifizieren lassen. Vornehmlich in Nagetieren kann
auch noch eine weiterer Fastertyp, Typ |IB, detektiert werden. Da die Myosin-ATPase-Aktivitdt von
den schweren Myosinketten (Myosin-Heavy-Chain; MyHC) bestimmt wird, kdnnen den Fasern die
definierten MyHC-Isoformen — MyHC I, MyHC lla, MyHC lIx und MyHC IIb - zugeordnet werden (Lutz
et al., 1979; Staron und Pette, 1986; Gorza, 1990). Zusatzlich zu den vier adulten MyHC-Isoformen
gibt es dartiber hinaus noch eine embryonale (MyHC-emb) und eine neonatale (MyHC-neo) Isoform,
die gewodhnlich in Skelettmuskelfasern wahrend der embryonalen und der frilhen postnatalen
Entwicklung in Sdugetieren gebildet werden. Aufgrund der Tatsache, dass Myosin zum einen als
molekulares Motorprotein eine zentrale Rolle zukommt und zum anderen die bekannten MyHC-
Isoformen charakteristisch fir die verschiedenen Fasertypen sind, werden heutzutage Fasertypen vor
allem auf Grundlage der MyHC-Isoformen klassifiziert. Einzelfasern bestehen jedoch nicht immer nur
aus einer MyHC-Isoform, sondern koénnen auch mehrere unterschiedliche MyHC-Isoformen
enthalten. Solche Fasern werden als Hybridfasern bezeichnet und werden Uberwiegend wahrend
Muskelfaserumwandlungen gefunden (Wada et al., 1996; Brummer et al., 2013). Die Transformation
der MyHC-Isoformen stellt einen der wichtigsten Mechanismen bei der muskuldaren Anpassung an
verdanderte Bedingungen dar. So kommt es beispielsweise bei Ausdauertraining zu einer vermehrten
Expression von langsamem MyHC I. Krafttraining flihrt dagegen zur Zunahme der schnellen oxidativen
Isoform MyHC lla (Ubersicht bei Pette und Staron, 1997, 2000, 2001; Harridge, 2007). Obwohl der
entsprechende Mechanismus noch stark diskutiert wird und klare Beweise fehlen (Booth et al., 2010),
geht man davon aus, dass dabei die schweren Myosinketten in einer geordneten Reihenfolge
ausgetauscht werden, so dass schnelle Muskelfasern in langsamere umgewandelt werden oder
umgekehrt. Dabei wird vor allem der ,schnell-zu-langsam“ Ubergang kontrovers diskutiert, da es in

vielen untersuchten Studien mit unterschiedlichen Trainingssituationen, speziell auch bei solchen, bei
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denen vor allem die Schnellkraft trainiert wird, zu einer Abnahme von MyHC IIx kommt (Pette und
Staron, 1997; Hakkinen et al., 1998; Liu et al., 2003).

Eine Auflistung aller genannten adulten MyHC-Isoformen im Skelettmuskel mit der Zuordnung zu
Fasern und deren charakteristischen Eigenschaften ist in Tabelle 1 dargestellt (Ubersicht bei Scott et

al., 2001; Schiaffino and Reggiani, 2011; Greising et al., 2012; Egan und Zierath, 2013).

Fasertyp | A X 11B
Vorkommen Mensch/ Mensch/ Mensch/ Nagetier
Nagetier Nagetier Nagetier
MyHC-Isoform I lla [Ix llb
Kontraktionstyp langsam schnell schnell sehr schnell
Ermiidbarkeit niedrig mittel hoch sehr hoch
Myoglobingehalt hoch mittel gering gering
Kapillardichte hoch mittel gering gering
Mitochondriendichte hoch mittel gering gering
Oxidative Kapizitat hoch hoch mittel niedrig
Glykolytische Kapazitat niedrig mittel hoch hoch
Fettstoffwechsel hoch mittel niedrig niedrig

Tabelle 1: Metabolische, kontraktile und morphologische Charakteristika der verschiedenen Fasertypen im Skelettmuskel.

1.1.2 Molekulare und zellulare Grundlagen der Myogenese

Unabhdngig von den aufgefiihrten spezifischen Eigenschaften der einzelnen Muskelfasern haben alle
Skelettmuskelzellen ihren Ursprung im Mesoderm. Die Entwicklung von mesenchymalen Stammzellen
zur fertigen Skelettmuskelfaser wird als Myogenese bezeichnet und kann in zahlreiche
unterschiedliche Phasen unterteilt werden (Tajbakhsh, 2009). Der gesamte Prozess ist hochkomplex;
es bedarf einer temporal und spatial hierarchisch genau koordinierten Interaktion vieler
verschiedener Transkriptionsfaktoren, regulatorischer RNA-Molekiile, Chromatin-modellierender
Faktoren sowie verschiedener Mediatoren von Signaltransduktionsprozessen. Signalmolekiile aus
dem umliegenden Gewebe, wie Sonic hedgehog (Shh) und Mitglieder der Wnt Familie, kdnnen dabei
die Expression von Genen, die fiir verschiedene Regulationsfaktoren kodieren, induzieren (Ubersicht
bei Brand-Saberi, 2005; Bryson-Richardson und Currie, 2008; von Maltzahn et al., 2012). Weiterhin
wird die Myogenese maRgeblich durch den Notch- und den Bmp-Signalweg kontrolliert (Ubersicht bei
Buas und Kadesch, 2010; Sartori et al., 2014). Als essentielle Transkriptionsfaktoren hat sich die

Gruppe der myogenen Regulationsfaktoren (myogenic regulatory factors = MRFs), welche sich aus
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den basischen Helix-Loop-Helix (bHLH)-Proteinen MyoD, Myf5, MRF4 und Myogenin zusammensetzt,
herauskristallisiert (Weintraub, 1993; Olson und Klein, 1994). Diese konnen dabei durch ihr
namensgebendes Strukturmotiv an DNA binden. Hervorzuheben sind des Weiteren die Mef2-
Proteine, die zur Familie der MADS-Box-Proteine gehdren und als Homo- oder Heterodimere an DNA
binden kénnen (Yu et al., 1992; Shore und Sharrocks, 1995; Olson et al. 1995). Zudem stellen die
paired box-Transkriptionsfaktoren PAX3 und PAX7 wichtige Regulatoren dar (Buckingham und Relaix,
2007). Diese sind an der frihen Muskelentwicklung, wahrend der die mesenchymalen, pluripotenten
Zellen in ihrem Entwicklungspotential sukzessive eingeschrankt werden, ursachlich beteiligt. Dieser
Vorgang wird als Determinierung bezeichnet. Die Prasenz von PAX3 und PAX7 in myogenen
Vorlauferzellen fordert durch Aktivierung der Transkriptionsfaktoren Myf5 und MyoD die
Determinierung zu Myoblasten. Am Ende der Determinierung haben sich aus myogenen
Vorlauferzellen irreversibel spezifizierte, aber noch nicht differenzierte, proliferierende und
migrierende Myoblasten entwickelt. Unter dem Einfluss des myogenen Regulationsfaktors Myogenin
wird anschlieBend die Differenzierung der Myoblasten zu Myozyten vorangetrieben. Die
Differenzierung der Myoblasten geht dabei mit dem Ende ihrer Proliferationsfahigkeit einher und
flihrt zur Expression muskelspezifischer Gene. Die differenzierten Myoblasten fusionieren schlieBlich
miteinander zu langgestreckten, vielkernigen Zellen, den sogenannten Synzytien. Im Anschluss bilden
sich aus diesen primaren Muskelfasern durch Fusion mit weiteren Myoblasten die sekundaren Fasern,
die letztendlich zu grofen Muskelfasern reifen. An dieser Maturation ist maRgeblich der myogene
Regulationsfaktor MRF4 beteiligt. Neben den erwdhnten Transkriptionsfaktoren sind in spateren
Entwicklungsphasen eine Vielzahl weiterer Faktoren an der Regulation der Myogenese beteiligt, wie
z.B. verschiedene Wachstumsfaktoren. Erwdhnenswert ist schlielich, dass nicht alle
Muskelvorlduferzellen den eben beschriebenen Prozess durchlaufen. Einige verbleiben als
Stammzellreservoir unter der Basallamina von Muskelfasern. Diese als Satellitenzellen bezeichnete
Zellpopulation besitzt die Fahigkeit, zu einem spateren Zeitpunkt erneut zu proliferieren und zu
neuen Muskelfasern zu differenzieren. Sie gewadhrleistet somit die Regenerationsfahigkeit der

Skelettmuskulatur (Ubersicht bei Bentzinger et al., 2012; Relaix und Zammit, 2012; Yin et al., 2013).

1.1.2.1 In vitro-Modellsysteme zur Untersuchung der Myoblastendifferenzierung

Zur Generierung von funktionalen Muskelfasern in vitro kénnen verschiedene Myoblastenzelllinien
und auch primare Myoblasten dienen. Dabei entstehen nach Induktion der Differenzierung aus in
vitro kultivierten und expandierten Myoblasten durch Fusion und Reifung vielkernige Muskelfasern.
Verschiedene Stimuli sind dabei beschrieben worden, die diesen Vorgang in vitro steuern kdnnen. Bei

immortalisierten Zelllinien, wie der C2C12-Zelllinie, und bei primaren, nicht expandierten Zellen, kann
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das Differenzierungsprogramm durch eine Reduktion des Serumanteils im Kulturmedium von
normalerweise 10-20% fotalen Kalberserum auf 2% Pferdeserum gestartet werden. Die in diesen
Zellen bei der Differenzierung ablaufenden Vorgange spiegeln dabei mechanistisch in etwa die in vivo
ablaufenden Prozesse wider. Als in vitro-Modellsystem wurde in der vorliegenden Arbeit vor allem die
skelettale Myoblastenzelllinie C2C12, welche urspriinglich aus einem Maus-Inzuchtstamm isoliert
wurde, verwendet (Yaffe und Saxel, 1977). Wahrend der myogenen Differenzierung fusionieren
C2C12-Zellen und bilden nach etwa vier Tagen kontraktile Myotuben (Blau et al., 1985). Im Vergleich
zu Primarkulturen von Muskelzellen differenzieren C2C12-Zellen aber langsamer und nicht zu 100%

zu Myozyten.

1.1.2.2 Myofibrillogenese

Wahrend der Myogenese verandert sich nicht nur die dulRere Zellmorphologie, sondern auch die
Organisation des Zytoskeletts. Dieser Vorgang, der sehr dhnlich im Skelett- und Herzmuskel verlauft,
wird als Myofibrillogenese bezeichnet. Die Myofibrilligonese fuhrt letztendlich zur Entstehung der
oben beschriebenen hochgeordneten, zur Kontraktion befahigten Sarkomerstruktur. Das Sarkomer
stellt dabei auch einen sehr dynamischen Multiproteinkomplex dar, der sich als Antwort auf
mechanische und metabolische Einflisse, im Speziellen nach Training und Verletzung, adaptieren
kann. An dem Prozess der Myofibrillogenese sind eine Vielzahl unterschiedlicher Proteine beteiligt,
die fur die exakte Koordination von Faltung und Zusammenlagerung sowie dem Abbau der fibrillaren
Proteine verantwortlich sind (Ubersicht bei Willis et al., 2009; Kim et al., 2008). Dabei lassen sich die
Proteine, die gemeinsam ein Qualitdtskontrollsystem bilden, hauptsachlich zwei Gruppen zuordnen:
(1.) den molekularen Chaperonen und (2.) dem Ubiquitin-Proteasom-System (UPS). Molekulare
Chaperone sind in der Lage, entfaltete Proteine zu erkennen, zu binden, und auf diese Weise vor
Aggregation zu schitzen. Als wichtige Chaperone im Zusammenhang mit der Faltung und dem
Zusammenbau von Aktin sind die synergistisch wirkenden Proteine Prefoldin und TCP-1 zu nennen.
An der Assemblierung von Myosin sind zahlreiche Chaperone beteiligt, hervorzuheben sind dabei vor
allem UNC45 und Hsp90. UNC45 agiert sowohl als Chaperon fiir Myosin als auch als Ko-Chaperon fiir
Hsp90. Das stark konservierte Hitzeschockprotein Hsp90 ist verantwortlich fur die Faltung und
Aktivierung vieler Substratproteine. Die Hsp90-abhadngige Faltung von Myosin wird dabei durch
UNCA45 aktiviert (Liu et al., 2008). Erst kirzlich konnte die mechanische Funktion von UNC45 genauer
gezeigt werden: Gazda et al., 2013, beschreiben, dass UNCA45 dabei wie ein zelluldres FlieBband
funktioniert und Myosin periodisch anordnet. Diese Myosin-Anordung wird interessanterweise auch
im vollstandig ausgebildeten Muskelfilament beibehalten, so dass angenommen wird, dass UNC45

nicht nur als Chaperon, sondern auch als eine Art GerUsthalter dient, der die spatere Struktur
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bestimmt (Gazda et al., 2013). Die Regulation von UNC45 selbst unterliegt dem UPS und wird durch
die Ubiquitin-Ligasen UFD-2 und CHIP vermittelt. Zahlreiche weitere publizierte Daten, wie
beispielsweise auch die Regulation des kleinen Hitzeschockproteins aBcrystallin, welches u.a. als
Faltungshelfer fiir das intermediare Filament Desmin dient, durch ein Protein namens FBX4, das
Ubiquitin-Ligase-Aktivitat aufweist, kdnnen den direkten und genau gesteuerten Crosstalk zwischen
Chaperonen und dem UPS belegen. Das UPS erkennt und kennzeichnet spezifische Proteine durch
enzymatische Anheftung von mehreren Ubiquitin-Proteinen zum Abbau durch das 26S Proteasom.
Die Spezifitat wird dabei durch die Ubiquitin-Ligasen vermittelt. Zahlreiche Ubiquitin-Ligasen die eine
Rolle bei der Myofibrillogenese spielen, wurden bereits beschrieben. Dabei sind neben dem bereits
erwdhnten CHIP-Protein vor allem die Ligasen aus der MuRF-Familie sowie Atrogin-1 und MDM2 zu
nennen.

Obwohl der Prozess der Myofibrillogenese (iber die letzten 100 Jahre intensiv untersucht wurde, sind
nach wie vor noch viele Details unklar. Es existieren mehrere Modelle, zusammengefasst in Sanger et
al., 2005, mit deren Hilfe die Entstehung einer Myofibrille beschrieben werden kann. Ein ganz neu
beschriebenes Modell fir die Muskelfibrillenbildung basiert auf einer selbstandigen und
gleichzeitigen Anordnung der einzelnen Sarkomerbausteine, die spannungsabhangig gesteuert wird

(Weitkunat et al., 2014).
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Abbildung 2: Darstellung des Zusammenwirkens von Sarkomer-spezifischen Chaperonen und Ubiquitin-Ligasen.
Molekulare Chaperone und das UPS bilden gemeinsam ein Qualitatskontrollsystem, welches essentiell fir die korrekte
Anordnung und den Abbau von Sarkomerproteinen im Verlauf der Myofibrillogenese ist. Die Abbildung illustriert
beispielhaft, dass an der korrekten Faltung von Myosin die beiden Ko-Chaperone UNC45 und Hsp90 beteiligt sind, wahrend
der Abbau durch das 26S Protasom mit Hilfe des UPS, genauer durch die beiden Ubiquitin-Ligasen MuRF1 und MuRF3,
bewerkstelligt wird. Abbildung nach Willis et al., 2009.
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1.2 Rhabdomyosarkome

Rhabdomyosarkome stellen eine Gruppe von Weichteilsarkomen dar, die vorwiegend im Kindes- und
Jugendalter auftreten. Jahrlich entwickeln vier bis sieben von einer Million Kindern unter 15 Jahren
ein Rhabdomyosarkom. Rhabdomyosarkome gehoren daher bis zum Jugendalter zu den haufigsten
bosartigen Tumortypen und sind die am haufigsten auftretenden Weichgewebstumore in dieser
Altersgruppe (Paulino und Okcu, 2008). Wie alle anderen Sarkom-Arten sind sie mesenchymalen
Ursprungs, grenzen sich von anderen Sarkomen aber dadurch ab, dass sie auf partiell differenziertes,
pluripotentes embryonales Skelettmuskelgewebe zuriickzufiihren sind (Merlino und Helman, 1999;
Hayes-Jordan und Andrassy, 2009). Rhabdomyosarkome sind nicht auf die Skelettmuskulatur
beschrankt, sondern konnen prinzipiell tberall dort entstehen, wo mesenchymales Gewebe
vorhanden ist (Liu et al., 2007a). Aufgrund ihrer Morphologie, als auch dadurch, dass sie myogene
Differenzierungsmarker wie MyoD, Myogenin und Desmin exprimieren (Davicioni et al., 2009), dhneln
Rhabdomyosarkomzellen unreifen Muskelzellen. Allerdings ist der Differenzierungsgrad der Zellen
gering; sie verharren auf einer frihen Stufe des myogenen Differenzierungsprogramms (Merlino et

al., 1999; Astolfi et al., 2001; Keller und Guttridge, 2013).

1.2.1 Klassifikation

In den haufigsten Fallen wird das Rhabdomyosarkom, basierend auf internationalen
Klassifizierungskriterien, in die Subtypen embryonal, alveolar und pleomorph eingeteilt, wobei der
zuletzt genannte Subtyp nur zu einem Prozent im Kindesalter vorkommt (Imbach, 2004). Die Tumore
der drei Subtypen weisen unter anderem Unterschiede in Bezug auf die Lokalisation und die
Haufigkeit ihres Auftretens in verschiedenen Altersstufen auf und sind, zumindest zum Teil, auf
unterschiedliche genetische Veranderungen zuriickzufiihren (Ubersicht bei Xia et al., 2002; O'Brien et
al., 2012; Parham und Barr, 2013).

Embryonale Rhabdomyosarkome machen mit einem Anteil von rund 80% der diagnostizierten
Tumore den grofBten Teil der Rhabdomyosarkome aus. Sie treten meist bis zum 10. Lebensjahr auf
und manifestieren sich haufig an Kopf und Hals, im Urogenitaltrakt oder im Bereich der Augenhdhle.
Beim embryonalen Rhabdomyosarkom kommt es hadufig zu einem Allelverlust innerhalb der
chromosomalen Region 11p15.5, welche den IGF2 (Insulin growth factor 2)-Lokus betrifft. Die
dadurch hervorgerufene Uberexpression des fiir den Wachstumsfaktor IGF2 kodierenden Gens
erhoht dabei die Tumorigenitat der Zellen (El Badry et al., 1990; Loh et al., 1992).

Das alveoldare Rhabdomyosarkom stellt mit circa 20% die zweithaufigste Subgruppe dar. Dieses tritt
meist im Jugendalter auf. Bei diesem Typus sind die Tumore in der Regel an Extremitaten oder am

Rumpf lokalisiert. Die Bezeichnung beruht auf der morphologischen Ahnlichkeit der Tumore zu
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Lungenalveolen. Kennzeichnend fiir die Tumore der alvelolaren Subgruppe sind spezifische, reziproke
chromosomale Translokalisationen, welche man bei 70% aller alveoldaren Rhabdomyosarkome findet
(Barr et al., 1992; Xia et al.,, 2002). Diese flihren zu einem Fusionsprodukt aus einem Pax-
Transkriptionsfaktor, und dem FKHR (Forkhead in rhabdomyosarcoma,; Fox01)-Gen auf Chromosom
13. Die haufigste Translokation ist dabei die zwischen PAX3 und FKHR (ca. 50%). Seltener kommt
dagegen die PAX7-FKHR-Translokation (ca. 20%) vor (Barr, 2001; Sorensen et al., 2002). Die aus der
Fusion hervorgegangenen chimaren Fusionsproteine weisen im Vergleich zu den natirlich
vorkommenden Proteinen PAX3 und PAX7 eine stdarkere DNA-Bindungs- und transkriptionelle
Aktivatorfunktion in Bezug auf PAX3- und PAX7-Zielgene auf und sind dadurch zumindest zum Teil an
der Tumorentstehung beteiligt (Fredericks et al., 1995; Xia et al., 2002; De Giovanni et al., 2009).
Zusatzlich zu den beschriebenen Mutationen wurden sowohl beim embryonalen als auch beim
alveoldaren Rhabdomyosarkom genetische Abweichungen in einer Vielzahl von anderen Onkogenen
und Tumorsuppressorgenen nachgewiesen, welche Uber unterschiedliche Mechanismen an der
Tumorentstehung beteiligt sind (Ubersicht bei Xia et al., 2002; Durbin et al., 2009; Lanzano et al.,
2014).

Auch wenn bereits spezifische und charakteristische genetische Veranderungen, welche haufig in
Rhabdomyosarkomzellen auftreten und die Tumorentstehung beglinstigen, bekannt sind, so ist liber
den genauen Ursprung der Rhabdomyosarkomzellen sowie tiber Risikofaktoren dagegen bisher wenig
bekannt. So ist beispielsweise noch unbekannt, ob auch andere Faktoren, wie zum Beispiel eine
aberrante Lokalisation von Muskelvorlduferzellen, ursachlich beteiligt sein konnten (Parham und
Ellison, 2006).

Obwohl sich die Gesamt-5-Jahres-Uberlebensrate fiir Patienten mit Rhabdomyosarkomen in den
letzten 40 Jahren enorm verbessert hat, gibt es deutliche Unterschiede bezliglich der Prognose
zwischen den einzelnen Rhabdomyosarkom-Subtypen. Die Chance auf Heilung ist flr Patienten mit
alveolarem Rhabdomyosarkom deutlich schlechter als fiir die mit einem Tumor des embryonalen
Subtyps, da alveoldre Rhabdomyosarkome tendenziell friihzeitig und groBraumig metastasieren.
Embryonale Rhabdomyosarkome zeigen dagegen meist nur eine geringe Metastasierungstendenz.
Auffallig ist hierbei zudem, dass ein hoherer Differenzierungsstatus von Rhabdomyosarkomzellen
haufig mit einem Verlust der Metastasierungsfahigkeit einhergeht (Lollini et al., 1991). Bei der
prognostischen Einschatzung spielen zudem weitere Faktoren, wie die Lokalisation des Primartumors
und das Alter des Patienten bei der Diagnosestellung eine Rolle. Der Erfolg vieler Therapien, bei
denen idealerweise die chirurgische Komplettresektion zur Anwendung kommt und die zumeist eine
Kombination aus Strahlen- und Polychemotherapie beinhalten, wird oft auch durch Chemotherapie-
Resistenzen der Rhabdomyosarkomzellen verhindert. Daher wird nach wie vor intensiv geforscht, um

spezifischere, effektivere und weniger toxische Behandlungsformen zu entwickeln.
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1.2.2 In vitro-Modellsysteme zur Untersuchung des Rhabdomyosarkoms

Rhabdomyosarkomzellen kénnen wie nichttransformierte Myoblasten in vitro expandiert und in
unterschiedlichem Ausmald auch differenziert werden. In der vorliegenden Studie wurde mit den
embryonalen Rhabdomyosarkomzelllinien RD/12, RD/18 und CCA, sowie mit der alveoldren Zelllinie
Rh30 gearbeitet. Die Charakteristika der vier Zelllinien sind in einer Tabelle in Manuskript 5
zusammengefasst.

Bei RD/12- und RD/18-Zellen handelt es sich um Subklone der gleichen Zelllinie, die urspringlich
einem humanen embryonalen Rhabdomyosarkom entnommen wurden. Die beiden Subklone
unterscheiden sich vorwiegend in Bezug auf ihr unterschiedliches Differenzierungsverhalten (Lollini et
al. 1991; Astolfi et al., 2001): RD/12-Zellen zeigen morphologisch kaum Differenzierungsanzeichen,
wahrend RD/18-Zellen sogar fusionieren und mehrkernige, myotubendhnliche Strukturen bilden.
Auch die Expressionsmuster myogener Differenzierungsmarker spiegeln diese Unterschiede wider:
Von RD/12-Zellen werden wahrend des Differenzierungsvorganges nur solche Gene exprimiert, die
typisch fir mesenychmale Zellen oder mit der friihen Determinierung assoziiert sind. Bei RD/18-
Zellen kann dagegen auch die Expression von Genen, die im Zusammenhang mit der myogenen
Differenzierung stehen, nachgewiesen werden. Beide Subklone unterscheiden sich nicht nur in Bezug
auf ihr Differenzierungspotential, sondern auch in Bezug auf ihre Malignitit: RD/18—Zellen weisen ein
deutlich geringes Potenzial zur Metastasenbildung auf als RD/12-Zellen. CCA-Zellen sind wie die zuvor
beschriebenen RD12- und RD18-Zellen humane embryonale Rhabdomyosarkomzellen. Ahnlich wie
RD12-Zellen sind sie nicht in der Lage, mehrkernige Strukturen auszubilden, exprimieren ebenfalls nur
sehr friihe myogene Differenzierungsmarker und besitzen die Fahigkeit, Metastasen zu bilden (De
Giovanni et al., 1989).

Rh30-Zellen gehéren im Gegensatz zu den anderen in dieser Arbeit untersuchen Zelllinien dem
aggressiveren alveolaren Subtyp an (Douglass et al., 1987). Daher besitzt diese Zelllinie eine relativ
starke Metastasierungstendenz. Dennoch sind diese Zellen im Vergleich zu RD/12- und CCA-Zellen
durch ein relativ hohes Differenzierungspotential gekennzeichnet: Wie RD18-Zellen fusionieren Rh30-
Zellen. Sie bilden dabei vielkernige, myotubendhnliche Strukturen und exprimieren auch spatere

myogene Differenzierungsmarker (Thulasi et al., 1996).

1.3 skNAC und Smyd1

Bei skNAC und Smyd1 handelt es sich um Herz- und Skelettmuskel-spezifische Proteine, die etwa

zeitnah von Gottlieb et al. (1995, 1997) und Yotov und St-Arnaud (1996a) entdeckt wurden und
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dessen Interaktion in Muskelzellen einige Jahre spater beschrieben wurde. In den nachfolgenden
Abschnitten werden die im Vorfeld dieser Arbeit bereits ermittelten Forschungsergebnisse Uber die
Entdeckung, Regulation, Expression sowie Funktionen der beiden Proteine zusammenfassend

dargestellt.

1.3.1 NAC

NAC ist eine Abkirzung fiir nascent polypeptide associated complex. Dieses Protein wurde 1994 von
der Gruppe um Martin Wiedmann identifiziert. Der Name des Proteins steht mit der Tatsache in
Verbindung, dass NAC an neu synthetisierte und gerade aus dem Ribosom austretende
Polypeptidketten binden kann. Es handelt sich bei NAC um einen hochkonservierten, heterodimeren
Proteinkomplex, der in Eukaryoten aus einer 33kDa a- und einer 21kDa B-Untereinheit besteht und
vermutlich in allen Zelltypen und Geweben vorkommt (Ubersicht bei Kogan und Gvozdev, 2013).
Wiedmann et al. postulierten, dass NAC als ribosomenassoziierter Faktor neben SRP (Signal
recognition particle) als zweiter zytosolischer Faktor fiir die korrekte Zielsteuerung der Proteine zum
Endoplasmatischen Retikulum (ER) notwendig ist (Wiedmann et al., 1994; Lauring et al., 1995b,c).
Weitere Studien konnten ebenfalls belegen, dass beide Untereinheiten des heterodimeren NAC-
Komplex mit der wachsenden Proteinkette schon ab einer Kettenldnge von 17aa quervernetzt werden
konnen (Beatrix et al., 2000; Plath and Rapoport, 2000; Raden and Gilmore, 1998; Reimann et al.,
1999; Lauring et al., 1995a,b; Powers and Walter, 1996; Moeller et al., 1998; Wiedmann and Prehn,
1999). Fir die spezifische Bindung ans Ribosom benétigt NAC die B-Untereinheit. Diese ist fur sich in
der Lage, spezifisch ans Ribosom zu binden, wahrend aNAC keine Affinitdt zu Ribosomen zeigt
(Beatrix et al., 2000).

NAC ist dabei wahrscheinlich der erste Faktor, der die wachsende Polypeptidkette kontaktiert
(Wiedmann et al., 1994; Gautschi et al., 2003; Raue et al., 2007; Berndt et al., 2009). Eine Vielzahl an
weiteren Studien folgte, um die genaue Interaktion mit den Ribosomen, das Wechselspiel mit SRP,
sowie die genaue Funktion von NAC in Translokations-, Translations- und Faltungsprozessen zu
untersuchen (Powers and Walter, 1996; Raden and Gilmore, 1998; Wiedmann and Prehn, 1999;
Bukau et al., 2000; Wegrzyn and Deuerlin, 2005; Koplin et al., 2010; Pech et al., 2010; del Alamo et
al., 2011; Arsenovic et al., 2012; Zhang et al., 2012; Preissler and Deuerling, 2012). In einer der
neuesten Veroffentlichungen wird NAC als ein wichtiger Regulator der Proteostase beschrieben
(Kirstein-Miles et al., 2013).

Unter physiologischen Bedingungen liegt der Hauptteil von NAC als zytosolischer heterodimerer
Komplex in einer Konzentration von 3-10uM in Saugetieren vor (Moeller et al., 1998; Beatrix et al.,

2003). Die monomeren Untereinheiten kommen in sehr geringer Konzentration auch individuell in
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den Zellen vor (Rospert et al., 2002). lhnen werden weitere Funktionen, insbesondere in der

Genregulation, zugeschrieben. Hierauf wird in den ndchsten beiden Abschnitten ndher eingegangen.

1.3.1.1 aNAC

Erste Anhaltspunkte dafiir, dass das 33kDa grofRe aNAC-Protein neben seiner Funktion bei der
Translation auch als transkriptioneller Regulator fungiert, wurden von der Arbeitsgruppe um St-
Arnaud prasentiert (Yotov und St-Arnaud, 1996a,b,c; Moreau et al., 1998; Yotov et al., 1998). Die
Arbeitsgruppe postulierte dabei, dass aNAC als ein Knochen-spezifischer transkriptioneller
Koaktivator wirken kann. So konnte zum einen eine Interaktion zwischen aNAC und dem
Transkriptions-Aktivator c-Jun sowie dem TATA Box-Bindungs-Protein (TBP) festgestellt werden
(Moreau et al., 1998; Yotov et al., 1998). Zum anderen konnte eine spezifische Bindung von aNAC an
DNA nachgewiesen werden (Yotov et al., 1996a). Gegen eine sequenzspezifische aNAC-Bindung an
DNA sprechen aber die Ergebnisse einer anderen Studie, die nachweisen konnte, dass die Bindung
unabhangig von der DNA-Sequenz erfolgt und dass auch RNA, z.B. rRNA oder tRNA, an aNAC bindet
(Beatrix et al., 2000). Viele weitere Studien der Gruppe um St-Arnaud folgten, wobei vor allem die
Funktion des aNAC-Proteins als transkriptioneller Koaktivator in Osteoblasten untersucht wurde (St-
Arnaud and Quélo, 1998; Quélo et al., 2002; Akhouayri et al., 2005; Akhouayri and St-Arnaud, 2007,
Meury et al., 2010). Kirzlich veréffentlichte Arbeiten derselben Gruppe zeigen zudem, dass aNAC mit
Histon-Deacetylasen interagiert und auch selbst posttranslationen Modifikationen, wie
Phosphorylierung und Sumoylierung, unterliegt, welche sowohl die subzelluldre Lokalisation des
Proteins als auch seine transkriptionellen Eigenschaften beeinflussen (Quélo et al., 2004a,b; Quelo et

al., 2005; Jafarov et al., 2012; Hekmatnejad et al., 2014).

1.3.1.2 BNAC

Die B-Untereinheit des heterodimeren NAC wurde bereits vor der Identifikation des o/B-NAC-
Komplexes (Wiedmann et al., 1994) aus Hela Zellen isoliert (Zheng et al., 1987) und urspriinglich als
BTF3 (Basic transcription factor 3) bezeichnet. Das BTF3-Gen kodiert fiir zwei Spleissvarianten: BTF3a
(62-NAC) und das am N-Terminus um 44 Aminosauren verklrzte BTF3b (81-NAC) (Zheng et al., 1990;
Kanno et al., 1992). Beide Spleissvarianten gelten als evolutiondr hochkonserviert und kénnen stabile
Komplexe mit aNAC bilden, wobei der a/B2 Komplex bislang noch nicht weiter in vitro charakterisiert
wurde. Zundchst wurde BNAC als Faktor beschrieben, der selbst nicht an DNA binden kann, jedoch
einen Komplex mit RNA-Polymerase |l bildet (Zheng et al., 1987). Es wurde daher angenommen, dass

er die RNA Polymerase ll-abhangige Gentranskription initiieren kann (Zheng et al., 1987; Zheng et al.,
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1990). Spatere Studien widersprechen dieser Annahme und schreiben der Interaktion zwischen BNAC
und der RNA Polymerase Il keine Signifikanz zu (Flores et al., 1992). In Hefe konnte aber etwa
zeitgleich gezeigt werden, dass EGD1, das Hefehomolog zu PBNAC, eine hohe Affinitat zum
Transkriptionsfaktor GAL4 besitzt (Parthun et al., 1992). In vivo-Studien an Mausen, Fadenwiirmern
und Fruchtfliegen verdeutlichen die essenzielle Bedeutung von BNAC in héheren Eukaryoten (Deng
und Behringer, 1995; Markesich et al., 2000; Bloss et al., 2003). Dort fithrten Mutationen des BNAC-

Gens zu embryonal letalen Phanotypen.

1.3.2 Entdeckung von skNAC

1996, zwei Jahre nach der Entdeckung von NAC, wurde von Yotov und St-Arnaud ein weiteres
Transkript des aNAC-Gens beschrieben. Dieses 7kb grofRe Transkript konnte ausschlieBlich im Herz-
und Skelettmuskel detektiert werden. Mithilfe von Immuno-Blot-Analysen konnten die Autoren
nachweisen, dass dieses deutlich langere Transkript fiir ein 220kDa groRes Protein, eine Isoform von
aNAC, kodiert. Aufgrund des spezifischen Vorkommens im quergestreiften Muskel wurde es als
skNAC (skeletal and heart muscle-specific variant of nascent polypeptide-associated complex)
bezeichnet. An dieser Stelle muss darauf hingewiesen werden, dass eigentlich keine Gen-Bezeichnung
fur skNAC existiert, sondern, dass skNAC korrekterweise durch das Naca-Gen kodiert wird. Innerhalb

dieser Arbeit wird aber der Einfachheit halber vom skNAC-Gen gesprochen.

1.3.2.1 Struktur von skNAC

Die Klonierung und anschlieBende Sequenzierung der 7kb langen skNAC-cDNA zeigte, dass das
skNAC-Transkript eine Spleissvariante des aNAC-Transkripts darstellt (Yotov and St-Arnaud, 1996a).
Diese entsteht durch differentielles Einspleissen eines mit 6kb sehr groRen Exons zwischen die aNAC-
spezifischen Exons 2 und 3. Die ersten 23 und die letzten 192 Aminosauren des skNAC-Proteins sind
dabei identisch mit der aNAC-Isoform. Das eingespleisste Exon 3 kodiert fiir eine prolinreiche
Domadne, welche keine signifikanten Homologien zu bekannten Proteinen aufweist. Mithilfe von
bioinformatischen Datenbanken wurden die Struktur und die Expression des skNAC-Gens in
verschiedenen Organismen untersucht (Li et al., 2009a). Diese Analysen zeigten, dass die Expression
von skNAC, im Gegensatz zum ubiquitdr exprimierten aNAC, auf Vertebraten beschrankt zu sein
scheint. Zudem konnte ein skNAC-Transkript nicht bei allen niederen Vertebraten identifiziert werden.
So kommt skNAC beim Zebrafisch, nicht aber in der Fruchtfliege vor. Sowohl die Lénge, als auch die
eigentliche Sequenz des skNAC-spezifischen Exons variieren zudem stark zwischen den verschiedenen

Arten mit der Tendenz, dass héher entwickelten Vertebraten eine langere Spleissvariante besitzen. So
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besitzt Exon 3 in Sdugetieren etwa eine GréRe von 6kb, im Zebrafisch dagegen nur 3kb. Im Gegensatz
dazu scheinen Lange und Sequenz der aNAC-Exons im Laufe der Evolution hoch konserviert worden
zu sein. Diese zeigen beispielsweise zwischen Maus und Zebrafisch 96,3% Ubereinstimmung. Allen
skNAC-Transkriptvarianten der verschiedenen Arten ist aber gemein, dass sie einen hohen Anteil an
Prolinresten aufweisen, der zwischen 9% im Tetraodon- und 23% im humanen Protein ausmacht.
Zudem scheint die Position der Prolinreste zumindest zwischen Maus und Mensch hoch konserviert
zu sein. Schliefllich weist die Sequenz von Exon 3 viele repetitive Sequenzen auf, welche oft ein
Kennzeichen von prolinreichen Regionen darstellen (Williamson, 1994; Kay et al., 2000). Weitere
konservierte Motive innerhalb der repetitiven Elemente konnten jedoch nicht identifiziert werden.

Die biologische Signifikanz der prolinreichen Sequenz von skNAC ist bisher unbekannt.

23aa 244aa 192aa
Totraodon

23aa 328aa 192aa
Fugu ‘T I

23aa 815aa 192aa
Zebrafish FPITITITIIITIITITIIS

23aa 1972aa 192aa
Mouse VIS T TSI T ITI I T I T I ITITIIITTITITIIITIS

23aa 1863aa 192aa

Human "I IT IS ITI I I T I IS I I VI I I I I I IIIIS,

Proline percentage of exon3:

N-terminal: W Tetraodon: 9.4%
. Fugu: 13.5%
C-terminal: NN Zebrafish: 19.4%
Prolinerich domain: Soume: 178%

Human: 23.7%

Abbildung 3: Schematische Darstellung des skNAC-Proteins in verschiedenen Organismen.

Illustriert sind die translatierten Aminosaueresequenzen des skNAC-Proteins, die auf Sequenzstudien in verschiedenen
Organismen beruhen. Die N- und C-terminalen Sequenzen, die auch in der aNAC-Isoform vorkommen, wurden im Laufe der
Evolution hoch konserviert. Dagegen scheint der durch das skNAC-spezifische Exon 3 kodierte Proteinabschnitt, welcher
eine sehr prolinreiche Domane darstellt, drastisch beziiglich Liange und Anteil an Prolinresten zwischen den

unterschiedlichen Arten zu variieren. Abbildung nach Li et al., 2009a.

1.3.2.2 Expression des skNAC-Gens

Yotov und St-Arnaud, 1996, konnten nicht nur zeigen, dass das skNAC-Gen ausschlielich in der
quergestreiften Muskulatur exprimiert wird, sondern auch, dass nur differenzierte Myozyten, nicht
aber undifferenzierte Myoblasten, dieses Gen exprimieren. Genauere Expressionstudien wahrend der
Differenzierung von murinen C2C12-Zellen veranschaulichten, dass skNAC-Transkripte ab ca. 24 bis 30
Stunden nach Differenzierungsinduktion nachzuweisen sind (Munz et al., 1999). Ein Expressions-

maximum wird dabei nach ca. 48 Stunden erreicht, danach nimmt die skNAC-Expression wieder ab.
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Weitere Expressionsstudien folgten einige Jahre spater im Kontext mit dem Herz- und Skelettmuskel-

spezifischen Protein Smyd1. Hierauf wird in einem spéateren Abschnitt (1.3.3.2) eingegangen.

1.3.2.3 skNAC als Transkriptionsfaktor bzw. transkriptioneller Koaktivator

Vor dem Hintergrund, dass prolinreiche Domanen haufig bei Transkriptionsfaktoren zu finden sind,
gingen Yotov und St-Arnaud (1996a) der Frage nach, ob skNAC sequenzspezifisch an DNA binden
kann. Mithilfe von phage display-Bindungsstudien konnten sie in der Tat eine DNA-Bindungs-
Konsensussequenz fiir skNAC identifizieren, an die aber erstaunlicherweise auch aNAC band.
Reportergenassays konnten dann jedoch zeigen, dass nur skNAC die Transkription durch Bindung an
dieses Konsensusmotiv initiieren kann. Auf der Suche nach natlirlichen Promotoren, die die skNAC-
spezifische Bindungssequenz aufweisen, wurde der Myoglobin-Promotor identifiziert. Dieser weist
drei mogliche skNAC-Bindungsstellen auf. Yotov und St-Arnaud, 1996, konnten zudem mit Hilfe von
Reportergenassays demonstrieren, dass skNAC tatsachlich die Transkription vom Myoglobin-
Promotor aus aktivieren kann. Das Einflihren gezielter Mutationen innerhalb der spezifischen skNAC-
Bindungssequenz flhrte hingegen zum vollstandigen Verlust der Expression. Folglich lag die
Hypothese nahe, dass skNAC ein Transkriptionsfaktor oder ein Transkriptionsfaktor-assoziiertes

Protein sein kdnnte. Weitere eindeutige Hinweise hierfiir konnten aber bisher nicht erbracht werden.

1.3.2.4 Einfluss des skNAC-Proteins auf Muskelentwicklung und -regeneration

Um eine mogliche Funktion von skNAC bei der Myogenese zu untersuchen, wurden das skNAC- und
das aNAC-Gen in der Maus Myoblasten Zelllinie C2C12 Gberexprimiert (Yotov und St-Arnaud, 1996a).
Diese Untersuchungen zeigten, dass beide Proteine den Differenzierungsverlauf gegensatzlich
beeinflussen: Uberexpression von aNAC hatte eine Inhibierung der Zellfusion und Differenzierung der
C2C12-Zellen zur Folge. Dagegen fiihrte die Uberexpression von skNAC dazu, dass C2C12-Zellen
frihzeitig zu gigantischen, vielkernigen, , hypertrophierten” Myotuben (myosacs) fusionierten. Eine
Uberexpression von skNAC in C3H10T1/2-Fibroblasten hatte in der Studie dagegen keinen Einfluss auf
den Phanotyp der Zellen. Diese Daten sprechen dafiir, dass skNAC eine Rolle bei der Regulierung des
myogenen Differenzierungsprogramms spielt, selbst aber nicht in der Lage ist, dieses zu starten, wie
beispielsweise die Mitglieder der Familie der myogenen Regulationsfaktoren (MRFs).

Um erstmals die Funktion von skNAC wahrend der Muskelentwicklung in vivo zu untersuchen,
schalteten Li et al., 2009a, mithilfe von Morpholino-antisense-Oligonukleotiden die Expression von
SkNAC in Zebrafisch-Embryonen aus. Die so generierten knockdown-Tiere wiesen starke Herz- und

Skelettmuskeldefekte auf, die sich u.a. im Auftreten von Herzddemen, kaum vorhandener
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Muskelkontraktion und Paralysen, sowie ungeordneten Myofilamenten dusserten. Die Embryonen
starben bereits zwischen Tag 5 und 6. Die Expression von Genen, die flir myogene Marker wie MyoD
und Myogenin kodieren, wurde jedoch durch Ausschalten von skNAC nicht beeinflusst.

Eine neuere in vivo-Studie von Park et al., 2010, an skNAC-knockout-Mausen untersuchte den Effekt
von skNAC auf die Herz- und Muskelentwicklung von Saugetieren. Viele Mauseembryonen starben
bereits zwischen E10,5 und E12,5. Mause, die diese Zeitspanne (iberlebten, waren aber lebensfihig,
vergleichsweise genauso aktiv wie Wildtypmause und fruchtbar. Bei der Suche nach den Ursachen fir
die embryonale Letalitdat fand die Gruppe zwar bei einigen Tieren eine leicht verzogerte friihe
Embryonalentwicklung, bei vielen Tieren erschien jedoch die Entwicklung bis E10,5 normal. Etwa die
Halfte der Embryonen wiesen nach diesem Tag typische Anzeichen einer kardialen Dysfunktion auf,
die sich u.a. durch perikardiale Odeme zeigte. Histologische Analysen unterstiitzten diesen Befund,
indem sie nachweisen konnten, dass skNAC(-/-)-Mauseembryonen Anzeichen einer ventrikularen
Hypoplasie zeigten. Nachfolgende Versuche konnte dabei zeigen, dass die ventrikuldre Hypoplasie
durch Proliferationsdefekte der Herzmuskelzellen und nicht durch deren Apoptose verursacht wird. In
einem cDNA-Microarray, der an Herzen von Mausembryonen (E10,5) durchgefiihrt wurde, wurden
im Vergleich zwischen Wildtyp- und knockout-Tieren 17 differentiell exprimierte Gene identifiziert.
Darunter befanden sich die Gene Irx4 (iroquois homeobox protein 4) und Shox2 (short stature
homeobox 2), welche kritische Faktoren fiir eine normale Physiologie des Herzens darstellen.
Interessanterweise konnte auch Myoglobin als eines der am starksten reprimierten Gene im Array
nachgewiesen werden, was die von Yotov und St.-Arnaud, 1996, am in vitro-System gewonnenen
Ergebnisse unterstitzt.

Aufgrund der starken Herzdefekte und dem dadurch verursachten frihen Tod der meisten skNAC(-/-)-
Embryonen konnten Untersuchungen zur Auswirkung des knockouts auf die Skelettmuskulatur nur an
den wenigen Uberlebenden Mausen durchgefiihrt werden. Auffallig war, dass die berlebenden
skNAC(-/-)-Mause bereits etwa eine Woche nach der Geburt im Vergleich zu Wildtyp-Kontrolltieren
deutlich im Wachstum zurilickblieben. Diese GroRenunterschiede hielten dann bis ins
Erwachsenenalter an. Histologische Vergleichsstudien zwischen Kontroll- und skNAC(-/-)-Mausen
zeigten, dass Mause ohne skNAC eine geringere Muskelmasse in der Wadenmuskulatur aufwiesen,
obwohl die Anzahl der individuellen Myofasern die gleiche war, wie bei den Kontrolltieren. Dariliber
hinaus kommt es bei Ausschalten von skNAC im Soleusmuskel zu einer veranderten Muskelfasertyp-
Verteilung, gekennzeichnet durch einen geringeren Anteil an oxidativen und einen héheren Anteil an
glykolytischen Fasern. Getestet wurde dabei das Expressionsniveau der fir die MyHC-Isoformen
MyHC I, MyHC IIA und MyHC 1B kodierenden Gene. Ubereinstimmend zeigte die Skelettmuskulatur
der skNAC(-/-)-Mause ein verringertes oxidatives Potential, gemessen mittels eines Succinat-

Dehydrogenase (SDH)-Aktivitatstests. Aufgrund der Tatsache, dass postnatales Muskelwachstum
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hauptsachlich durch Aktivierung von Satellitenzellen erreicht wird, untersuchten Park et al. (2010)
zusatzlich, ob skNAC auch wahrend der Regeneration nach Verletzung eine Rolle spielen kénnte.
Dafiir injizierten sie Cardiotoxin, ein speziell auf das Herz wirkendes Gift, das in diesem Fall zur
Nekrose des Muskelgewebes fiihrt, in den Wadenmuskel von zwei- bis dreimonatigen Kontroll- und
skNAC(-/-)-Mausen. 12 Tage nach der Injektion zeigten histologische Untersuchungen, dass bei
skNAC(-/-)-Md&usen die Regeneration signifikant gestort war. Dabei konnte Myonekrose, Infiltrierung
von mononukledren Zellen, sowie eine abnormale Fettansammlung beobachtet werden, die auch
noch ein Monat nach Verletzung vorhanden waren. Bei Wildtyp-Mausen waren dagegen zu diesem
Zeitpunkt die verletzten Muskeln nicht mehr von den unverletzten zu unterscheiden.
Muskelquerschnitte zeigten auRerdem, dass zu diesem Zeitpunkt die Fasern in den skNAC(-/-)-
Mausen bezlglich ihrer Querschittsflache deutlich kleiner waren als bei den Kontrolltieren. Daher
gelangten Park und Kollegen zu der Annahme, dass Satellitenzellen in den skNAC(-/-)-M&usen zwar
den Regenerationsprozess initiieren, ihn aber nicht vollenden kénnen. Mithilfe von FACS-Analysen
isolierten sie daher Satellitenzellen und konnten zeigen, dass kein signifikanter Unterschied beziglich
des Proliferationsverhaltens zwischen den Kontroll- und den skNAC(-/-)-Zellen zu beobachten war;
jedoch war bei letzteren der Anteil an apoptotischen Zellen héher, was nahelegt, dass skNAC fiir das
Uberleben von Satellitenzellen wichtig sein kdnnte. Bereits 1999 konnten Munz et al. zudem zeigen,
dass skNAC auch eine Rolle bei der postnatalen Muskelregeneration zu spielen scheint: Nach kutaner
Verwundung von Mausen konnte eine Induktion von skNAC in Skelettmuskelzellen des panniculus
carnosus, einem Skelettmuskel in der Haut von Nagetieren, nachgewiesen werden. Dabei war eine
erhohte skNAC-Expression vor allem in Zellen im Bereich des Wundrandes zu beobachten, die
moglicherweise Muskelfasern oder aktivierte Satellitenzellen darstellen. Wahrend skNAC bereits 12
Stunden nach Verwundung stark iberexprimiert wurde, konnte fir aNAC nur eine geringe Zunahme
und fiir BNAC keine Induktion festgestellt werden. Die friihe und starke Expression von skNAC nach
Verwundung, sowie die Ergebnisse der Regenerationsstudien von Park et al, 2010, lassen daher
vermuten, dass skNAC eine wichtige Rolle bei Regenerationsprozessen im quergestreiften Muskel

spielt.

1.3.2.5 Einfluss von skNAC auf die Myofibrillogenese

Der Einfluss von skNAC auf die Myofibrillogenese wurde vor Beginn der vorliegenden Arbeit bisher
nur von einer Arbeitsgruppe an Zebrafisch-Embryonen untersucht (Li et al., 2009a). Dabei wurde, wie
bereits oben erwahnt, die Expression des skNAC-Gens mit Hilfe von Morpholino-antisense-
Oligonukleotiden gehemmt. Neben den durch skNAC-knockdown ausgelésten und zuvor

beschriebenen Effekten auf die Herz- und Skelettmuskelentwicklung, zeigten die Embryonen starke
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Defekte bezliglich der Organisation der dicken (Myosin-) und der diinnen (Aktin-)Sarkomerfilamente.
Immunfarbungen mit spezifischen Antikérpern gegen a-Aktin und MyHC zeigten dabei zerstorte dicke
und wenige bis keine diinnen Filamente. AuRerdem enthielten die betroffenen Muskelfasern einen
groBen Kern im Zentrum, welcher als Charakteristikum fiir unreife Fasern gilt. Dagegen war die
Organisation der Z-Scheibe und der M-Bande nicht durch die Ausschaltung der skNAC-Expression
beeinflusst. Der molekulare Mechanismus, durch den skNAC die Myofibrillogenese beeinflusst, ist
noch unklar. Li et al., 20093, stellten die Vermutung an, dass skNAC als eine Art Chaperon fir
Sarkomerproteine fungieren konnte, in Analogie zum a/BNAC-Komplex, welcher ja auch als eine Art
Chaperon fir naszierende Polypeptidketten wirkt. Die Grundlage dafiir bildete die Beobachtung, dass
die skNAC—knockout-Embryonen einen geringeren Myosin-Proteingehalt aufwiesen, obwohl die
Konzentration der entsprechenden Transkripte mit der in Wildtyp-Embryonen vergleichbar war. Diese
Ergebnisse lassen vermuten, dass skNAC entweder fiir die MyHC-Translation oder als Chaperon fir
die MyHC-Faltung, den Einbau des Proteins ins Sarkomer oder die Stabilisierung von MyHC benétigt

wird.

1.3.3 Der skNAC-Bindungspartner Smyd1

Im Jahr 2002 konnten Sims et al. mithilfe des Hefe-2-Hybrid-Systems zeigen, dass skNAC in vivo mit
einem Protein namens Smyd1 (in der Maus oft auch als m-Bop bezeichnet) interagiert. Smyd1 wurde
erstmals von Hwang und Gottlieb (1995, 1997) in zytotoxischen T-Zellen (t-Bop) und im Herz- und
Skelettmuskel (m-Bop) entdeckt. Bei der Durchflihrung des Hefe-2-Hybrid-Screens fusionierten Sims
et al. Smyd1 mit der GAL4-DNA-Bindungsdoméane und nutzten eine Skelettmuskel-cDNA-Bibliothek,
um Gene zu identifizieren, die fir Proteine kodieren, welche mit dem gewlinschten Protein einen
Komplex bilden. Die dabei identifizierten Klone kodierten fiir Polypeptide, die dem carboxyterminalen
Ende von skNAC entsprachen. Interessanterweise scheint dabei die aNAC-Region keine Rolle zu
spielen, da auch an Smyd1 gebundene skNAC-Klone identifiziert werden konnten, die keine aNAC-
Reste aufwiesen. Um die so gefundenen Bindungspartner zu verifizieren, wurden zusatzlich
Immunoprazipitationsassays durchgefihrt. Diese zeigten, dass auch in Sdugerzellen eine Interaktion
zwischen den beiden Proteinen stattfindet. Auch in diesem Fall war ein Vorhandensein der ebenfalls
in aNAC vorkommenden Sequenzabschnitte nicht fiir die Bindung notwendig. Essentiell war dagegen
das carboxy-terminale PXLXP—Motiv innerhalb des skNAC-spezifischen Exons. Auch die Studie von
Park et al., 2010, bestétigt die Interaktion von skNAC und Smyd1 mittels eines Hefe-2-Hybrid-Systems:
Auf Grundlage einer cDNA-Expressionsbibliothek von Herzen aus Mausembryonen (E11,5) wurde
neben einigen bis dato unbekannten moglichen Interaktionspartnern skNAC als spezifischer

Bindungspartner von Smyd1 wahrend der Kardiogenese gefunden.

18



Einleitung

1.3.3.1 Struktur und Funktion der Smyd-Proteine

Smyd1 ist ein Mitglied der Smyd-Proteinfamilie, die aus insgesamt flinf Proteinen besteht, welche als
Charakteristikum die namensgebenden SET- und MYND-Domanen enthalten (Gottlieb et al., 2002;
Brown et al., 2006). Ein besonderes Kennzeichen dieser Proteine ist dabei, dass die SET-Domaéane
durch die MYND-Domane und weitere Sequenzen in zwei Segmente unterteilt wird, auf die eine

sogenannte cysteinreiche post-SET-Domane folgt.
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Abbildung 4: Schematische Darstellung der Domanen-Struktur der Smyd-Proteinfamiliein Sdugtieren.
Alle funf Mitglieder der Smyd-Proteinfamilie enthalten sowohl eine MYND-, als auch eine SET-Domane. Als weiteres
Charakteristikum dieser Familie zahlt, dass dabei die SET-Doméane durch die MYND-Domane gespalten wird. Der als post-

SET-Domaéne bezeichnete Abschnitt ist in dunkelgrau dargestellt. Abbildung nach Leinhart und Brown, 2011.

1.3.3.1.1 SET-Domdne

Die SET-Domane wurde nach den drei Proteinen Su(var)3-9, Enhancer of Zeste und Trithorax, in
denen sie urspringlich entdeckt wurden, benannt (Jones and Gelbart, 1993; Tschiersch et al., 1994;
Stassen et al., 1995; Jenuwein et al., 1998). Die Kristallstrukturanalyse von Smyd1, die von Sirinupong
et al., 2010, publiziert wurde, illustriert, dass beide Segmente der SET-Domane trotz Unterbrechung
zusammenkommen, um eine konservierte SET-Domanen-Struktur auszubilden (split SET domain). Die
SET-Domane ist circa 130 Aminosauren lang und stellt das katalytische Motiv dar, welches fir die
Methylierung von unacetylierten Lysinresten an Histonen verantwortlich ist (Rea et al., 2000;
Nakayama et al., 2001; Jenuwein und Allis, 2001). Bisher konnte fiir Smyd 1, 2 und 3 eine katalytische
Aktivitdt der SET-Domdnen gezeigt werden. Diese Aktivitdit kann durch das Chaperon Hsp90
signifikant stimuliert werden (Hamamoto et al., 2004; Tan et al, 2006; Abu-Farha et al., 2008). In den
letzten Jahren konnten mehr als 50 SET-Domanen-beinhaltende Proteine identifiziert werden, und
zahlreiche Publikationen weisen darauf hin, dass SET-Domanen-Proteine auch an der Regulation der
Muskeldifferenzierung beteiligt sind (Kubicek und Jenuwein, 2004; Dillon et al., 2005; Diehl et al.,
2010; Eom et al., 2011). Beispielsweise wurde beschrieben, dass das Polycomb-Protein Ezh2, welches
eine SET-Domaéne enthalt, durch transkriptionelle Repression die Expression von muskelspezifischen

Genen beeinflusst (Caretti et al., 2004).
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1.3.3.1.2 MYND-Domane

Die MYND Domane stellt, wie die SET-Domane, eine konservierte Proteindomane dar, die ebenfalls
nach den Proteinen benannt wurde, in denen sie urspriinglich entdeckt wurde: Myeloid, Nervy, and
DEAF-1 (Gross und McGinnis, 1996; Lutterbach et al., 1998a,b; Spadaccini et al., 2006; Liu et al.,
2007b; Matthews et al., 2009). Sie besteht aus einem Cluster von Cystein- und Histidinresten, die ein
konserviertes Zink-Finger-Motiv ausbilden. Viele verschiedene Transkriptionsfaktoren, wie das
leukdmische Fusionsprotein AML1/ETO und der Tumorsuppressor BS69 (Wang et al., 1998;
Lutterbach et al, 1998a/b; Gelmetti et al., 1998; Masselink und Bernards, 2000), weisen eine MYND-
Domédne auf. MYND-Domanen stellen oft Motive fiir Protein-Protein-Bindungen an prolinreichen
Sequenzen dar. Beispielsweise fungiert die MYND-Domane des Transkriptionsfaktors ETO als Protein-
Protein-Interaktionsdomdne und ermoglicht dadurch u.a. die Bindung von Histon-Deacetylasen
(HDACs) (Wang et al., 1998; Lutterbach et al., 1998a,b; Gelmetti et al., 1998). Auch die Bindung von
skNAC und Smyd1 wird u.a. durch die Smyd1-MYND-Domane vermittelt. Rontgenstrukturanalysen
konnten dabei die strukturelle Basis fiir die Rolle der MYND-Domadne als Protein-Protein-

Bindungsstelle verdeutlichen (Sirinupong et al., 2010).

1.3.3.1.3 Charakteristika spezifischer Smyd-Proteine

Smyd-Proteine sind an der Regulation einer Vielzahl unterschiedlicher biologischer Prozesse wahrend
der Embryonalentwicklung beteiligt, auRerdem scheinen sie eine Rolle bei der Tumorentstehung zu
spielen. Auf die spezifischen Funktionen der einzelnen Proteine soll im folgenden Abschnitt kurz
eingegangen werden (Ubersicht bei Leinhart und Brown, 2011; Du et al., 2014).

Das Gen, welches fiir Smyd1, das erste identifizierte Smyd-Protein, kodiert, wird genau wie das
skNAC-Gen spezifisch im Herzen und im Skelettmuskel exprimiert (Hwang und Gottlieb, 1995; Hwang
und Gottlieb, 1997). Die Ergebnisse verschiedener in vitro- und in vivo-Versuche, die in den nachsten
Abschnitten ndher beschrieben werden, demonstrieren, dass Smyd1l durch seinen grundlegenden
Einfluss auf die Kardiogenese und die Myogenese essentiell fiir die Embryogenese ist (Gottlieb et al.,
2002; Tan et al., 2006; Just et al., 2011; Li et al., 2011; Gao et al., 2014).

Brown et al. publizierten 2006 die Entdeckung und Charakterisierung von Smyd2. Im Gegensatz zu
Smyd1 wird das Smyd2-Gen in vielen Geweben exprimiert, mit besonders starker Expression im
Herzen und im Hypothalamus. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass Smyd2 einen Einfluss auf
die transkriptionelle Genregulation via Methylierung und Beeinflussung von Histon-Deacetylasen
auslibt (Brown et al., 2006). Beispielsweise reprimiert Smyd2 die Expression von p53 durch

Methylierung und agiert auf diese Weise als Tumorsuppressor (Huang et al., 2006).
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Auch fiir Smyd3 konnte eine Funktion als transkriptioneller Regulator gezeigt werden. Es stellt das
erste Mitglied der Smyd-Familie dar, fiir das eine katalytische Aktivitat der SET-Domane demonstriert
werden konnte: Diese Domane weist Histon-Methyltransferaseaktivitat auf, wobei Histon 3 an Lysin 4
methyliert wird (Hamamoto et al., 2004). Eine Uberexpression von Smyd3 konnte in verschiedenen
Karzinomen gefunden werden, wie beispielsweise in kolorektalen Karzinomen, und scheint dort an
der Tumorentstehung beteiligt zu sein (Hamamoto et al., 2004, 2006; Silva et al., 2008; Liu et al.,
2013b; Sponziello et al., 2014).

Smyd4 und 5 sind bisher kaum naher charakterisiert. Sequenzanalysen der einzelnen Smyd-
Familienmitglieder deuten jedoch darauf hin, dass bei diesen beiden Smyd-Proteinen die SET- und

MYND-Domanen weniger gut konserviert sind als bei Smyd1-3.

1.3.3.2 Expressionsmuster des Smyd1- und skNAC-Gens und intrazelluldre Lokalisation des Smyd1

und skNAC-Proteins

Aufbauend auf den Ergebnissen des Hefe-2-Hybrid-Screens untersuchten Sims et al., 2002, auch die
temporalen und spatialen Expressionsmuster des skNAC- und des Smyd1-Gens in differenzierenden
Muskelzellen. Die Studie zeigte, dass das skNAC- und das Smyd1-Gen eine dhnliche Expressionskinetik
in differenzierenden C2C12-Zellen aufweisen. Dabei scheint jedoch Smydl etwas friher nach
Differenzierungsinduktion und auch Uber einen langeren Zeitraum exprimiert zu werden als skNAC.
24 Stunden nach Uberfiilhren von C2C12-Zellen in Differenzierungsmedium kann das Smyd1-
Transkript bereits nachgewiesen werden. Nach 48 Stunden nimmt die Expression zwar langsam ab, ist
aber auch nach zwei Wochen noch detektierbar. Dagegen ist die Expression von skNAC 24 Stunden
nach Induktion der Differenzierung noch sehr schwach, erreicht aber wie die Smyd1-Expression einen
Hohepunkt nach etwa 48 Stunden, und ist nur bis zum sechsten Tag nach Differenzierungsbeginn
noch deutlich nachweisbar. Die gleiche Studie zeigte zudem, dass beide Proteine im Verlauf der
myogenen Differenzierung von C2C12-Myoblasten kolokalisieren, wobei beide eine Kern-zu-Zytosol
Translokation im Verlauf der Differenzierung durchlaufen: 24 Stunden nach Induktion der
Differenzierung konnten skNAC und Smydl sowohl im Kern als auch im Zytoplasma detektiert
werden. Nach 96 Stunden in Differenzierungsmedium befanden sich beide Proteine dagegen fast
ausschlieBlich im Zytoplasma. Im Kern waren zu diesem Zeitpunkt skNAC und Smyd1 fast nicht mehr
nachweisbar (Sims et al., 2002).

Interessanterweise unterscheiden sich Zebrafisch- und Maus-skNAC nicht nur, wie in einem
vorherigen Abschnitt beschrieben, bezlglich ihrer Transkriptlange und -sequenz, sondern auch, wie
durch Li et al., 2009a gezeigt, in ihrer subzelluldren Lokalisation. Im Zebrafisch war skNAC sowohl in

Myoblasten als auch in Myotuben nur im Zytosol nachweisbar (Li et al., 2009a).
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In Mausembryonen wird Smydl bereits in Herzvorlduferzellen (E8) und in den myotomalen
Kompartimenten der Somiten gebildet. Danach wird die Smyd1-Expression im Herzschlauch und in
allen vier Herzkammern aufrechterhalten. Zumindest im differenzierenden Skelettmuskel ist ein
Nachweis von Smyd1 ebenfalls mdglich. Auch im adulten humanen System wird Smyd1 ausschliel3lich
im Herz- und Skelettmuskel exprimiert (Li et al., 2009b).

Bezliglich einer moglichen fasertypspezifischen Lokalisation des Smyd1-Proteins im Skelettmuskel
konnte durch Tan et al., 2006, mittels in situ-Hybridisierungs-Techniken am Zebrafisch-Modell gezeigt
werden, dass Smyd1 sowohl im Herzen als auch in den beiden Skelettmuskelfasertypen slow and fast
exprimiert wird. Dem widerspricht jedoch die Studie von Just et al. (2011): Die Autoren konnten
Smyd1 zwar auch im Zebrafisch-Herzen, aber im Skelettmuskel nur in fast twitch-Fasern detektieren.
Genauere Lokalisationsstudien derselben Gruppe an murinen Herzen ergaben zudem, dass neben
Lokalisation des Smyd1-Proteins im Kern auch eine signifikante Menge an Smyd1-Protein im
Zytoplasma an der sarkomerischen M-Linie von Kardiomyozyten nachweisbar ist, wo es mit Myosin
interagiert. AuBerdem konnte die Gruppe zeigen, dass diese subzelluldre Lokalisation sehr dynamisch
ist: Wahrend der Myofibrillogenese ist Smydl mit der A-Bande assoziiert, wo es mit Myosin
kolokalisiert. Spater, nach Beendigung des Sarkomeraufbaus, ist es mit der M-Linie assoziiert. Eine
Assoziation von Smyd1l mit der M-Linie konnte im selben Jahr auch durch die Gruppe um Li (2011),
ebenfalls am Zebrafisch-Modell, im Skelettmuskel gezeigt werden. Als Erklarungsansatz fiir die
unterschiedlichen publizierten Verteilungsmuster von Smyd1 in den Muskelfasertypen werden die

verschiedenen analysierten Entwicklungszeitpunkte diskutiert (Du et al., 2014).

1.3.3.3 Regulation der Smyd1-Expression

Aufgrund dhnlicher Phanotypen der Méause, bei denen die Expression von Mef2c, Hand2 und Smyd1
ausgeschaltet wurde (Srivastava et al., 1997; Lin et al., 1997; Gottlieb et al., 2002), untersuchten Phan
et al., 2005, einen moglichen Zusammenhang zwischen diesen Transkriptionsfaktoren. Southern-Blot-
Analysen und in situ-Hybridisierungsstudien zeigten dann, dass die SmydI1-Expression im sich
entwickelndem Herzen von Mef2c-defizienten Mausen signifikant vermindert ist. Mithilfe von
biologischen Datenbanken und durch Verwendung von transgenen lacZ-Smyd1-Konstrukten liefen
sich regulatorische Regionen im Smydl-Gen identifizieren, darunter auch ein Mef2c-
Bindungselement, welches die Expression von Smydl im anterioren Herzbereich wahrend der
Embryonalentwicklung kontrolliert. Gel-Mobilitats-Shift-Assays belegten dann eine reale Bindung von
Mef2 an das gefundene Element. Interessanterweise ist dieses Element aber nicht notwendig fiir die

Expression von Smyd1 im Skelettmuskel.
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Auch Li et al. (2009b) untersuchten die Frage, wie die herz- und skelettmuskelspezifische Expression
des Smyd1-Gens zustande kommt. Beim Vergleich der Promotorregionen des Mensch-, des Maus-
und des Ratten-Smydil-Gens fielen zwei konservierte Bindungsstellen fir myogene
Transkriptionsfaktoren auf: ein SRF (Serum response factor)-bindendes Element und eine E-box3. E-
Boxen stellen Promotorsequenzen dar, an die u.a. myogene Regulationsfaktoren (MRFs) binden
kénnen, wodurch die Transkription von spezifischen Targetgenen wahrend der Myogenese aktiviert
werden kann (Aurade et al., 1994; Olson and Klein, 1994; Berkes und Tapscott, 2005). Die Autoren
konnten im Anschluss zeigen, dass SRF, ein Transkriptionsfaktor, der die Expression muskelspezifischer
Gene reguliert (Mohun et al., 1991; Papadopoulos und Crow, 1993; Mack et al., 2000; McDonald et
al., 2006), direkt an das SRF-bindende Element und dass Myogenin an das E-box-Element im Smyd1-
Promotor bindet. Das Vorhandensein beider Transkriptionsfaktoren verstarkt dabei die Smyd1-
Promotoraktivitat. Die daraus resultierende Annahme, dass es sich bei Smyd1 um ein direktes Zielgen
von SRF und Myogenin handelt, wurde durch weitere experimentelle Ergebnisse unterstitzt. Diese
zeigten u.a., dass Uberexpression von SRF und Myogenin in C2C12-Zellen zu einer gesteigerten
Smyd1-Expression fiihrt und dass eine Deletion von SRF in den Herzen von Mdusen dagegen das

Expressionslevel von Smyd1 vermindert.

1.3.3.4 Einfluss von Smyd1 auf die Herz- und Skelettmuskelentwicklung

Gezieltes Ausschalten von Smydl in Mausen zeigte, dass Smydl eine essentielle Rolle bei der
Kardiogenese spielt (Gottlieb et al., 2002). Smyd1(-/-)-Mause sterben bereits an E10,5 intrauterin.
Untersuchungen an den Embryonen zeigten u.a. das vollige Fehlen der rechten Herzkammer, starke
Verdanderungen im linken Ventrikel, sowie groRe Mengen an extrazelluldrer Matrix im gesamten
Herzmuskel (cardiac  jelly). Bei der Untersuchung verschiedener Kardiomyozyten-
Differenzierungsmarker zeigte sich, dass die Expression von Hand1, einem Marker fiir die linke
Herzkammer, durch Ausschalten von Smyd1 nicht beeinflusst wird, aber im Gegensatz dazu die
Expression von Hand2, einem Marker fir die rechte Herzkammer, stark reprimiert ist. Auch die
Expression des Irx4-Gens, welches fiir ein Ventrikel-spezifisches Homeobox-Protein kodiert, war
vermindert. Dieser Phinotyp dhnelt in vielerlei Hinsicht dem der oben beschriebenen skNAC(-/-)-
Mause (Park et al., 2010).

Der Effekt von Smydl auf die Skelettmuskelentwicklung wurde zundchst im Zebrafisch-System
untersucht (Tan et al., 2006). Nach Ausschalten der Expression beider Isoformen wurde Letalitdt am
Tag 5 der Embryonalentwicklung beobachtet. Wenngleich die Embryonen makroskopisch normal
erschienen, lieRen sich zwei unterschiedliche, funktionell-pathologische Phinotypen unterscheiden:

Die Embryonen des Phanotyps 1 konnten keinerlei Schwimmbewegungen mehr ausfiihren und
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reagierten nicht auf Berilhrung, wahrend die Embryonen des Phanotyps 2 keinen messbaren
Herzschlag aufwiesen, obwohl das Herz morphologisch normal erschien. Weitere Versuche zeigten,
dass das Ausschalten beider Isoformen notwendig ist, um die SmydI-Expression komplett zu
inhibieren und damit die beschriebenen Phanotypen zu beobachten. Die Expression von Genen, die
fir frihe myogene Differenzierungsmarker kodieren, sowie von Genen, die fir die Ausbildung von
slow- and fast-Muskeln wichtig sind, war jedoch nach in-situ-Hybridisierung von 24 hpf-Embryonen
unverandert, was vermuten lasst, dass Smydl zumindest im Zebrafisch keinen Einfluss auf die
Myoblastenspezifikation und friihe Differenzierung besitzt, sondern vermutlich eher eine Funktion
bei spateren Differenzierungsvorgangen und der Muskelfaserreifung ausibt (Du et al., 2014). Smyd1-
Uberexpressionsstudien in  murinen Skelettmuskelzellen zeigten dabei eine beschleunigte
Differenzierung, was daflr spricht, dass Smyd1 das Differenzierungspotential der Zellen steigert (Li et

al., 2009b).

1.3.3.5 Einfluss von Smyd1 auf die Sarkomerogenese

Obwohl in Smyd1-defizienten Zebrafischen zunachst kein Effekt auf die Expression von Genen, die fir
verschiedene myogene Marker kodieren, zu beobachten war, zeigten jedoch Immunfarbungen mit
einem anti-Myosin-Antikorper, dass die Ausbildung der Myofibrillen in den slow-Myofasern gestort
war (Tan et al., 2006). Dagegen waren die Sarkomer-assoziierten Proteine Titin und Nebulin regular
angeordnet. Elektronenmikroskopische Aufnahmen verdeutlichten, dass der knockdown von Smyd1
in Zebrafischembryonen den Einbau der Myofibrillen in die Sarkomere und dadurch auch die
Sarkomerausbildung selbst stort (Tan et al., 2006). Finf Jahre spater wurde bei der Untersuchung der
Zebrafisch-Mutante flatline (Warren und Fishman, 1998), die zahlreiche Herz- und
Skelettmuskeldefekte aufweist, interessanterweise eine Mutation im Smyd1-Gen identifiziert, welche
fir den gezeigten Phanotyp verantwortlich ist. Eine gestorte Sarkomerogenese war hier ebenfalls zu
beobachten. Um zu untersuchen, ob die Transkription von Genen, welche fiir Sarkomerproteine
kodieren, in der flatline-Mutante gestort ist, wurde die Expression zahlreicher Gene analysiert,
welche fir myofibrillare Proteine im Bereich der dicken und der diinnen Filamente kodieren.
Interessanterweise war jedoch keines dieser Gene in der flatline-Mutante im Vergleich zum Wildtyp
Uber- oder unterexprimiert, mit Ausnahme von Myosin. Dessen Konzentration war in der flatline-
Mutante vermindert, obwohl das Transkriptionslevel unbeeinflusst erschien. Im Kontext mit Myosin
konnte aulRerdem eine Induktion der Gene, die firr die Myosin-assoziierten Chaperone Hsp90 und
UNCA45b kodieren, in der flatline-Mutante und in Smyd1-knockout-Embryonen beobachtet werden.
Interessanterweise ist in Hsp90- und UNC45b-defizienten Zebrafischembryonen Smyd1 induziert (Just

et al., 2011). Diese Ergebnisse deuten auf eine Koregulation dieser drei Proteine wahrend der
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Sarkomerogenese hin. Unterstlitzt wurde diese Annahme dadurch, dass Smydl mit Hsp90 und
UNC45b koimmunoprazipitiert werden konnte (Just et al., 2011). Daher wird weiterhin angenommen,
dass der bei den Smyd1b-defizienten Zebrafisch-Embryonen und auch bei der flatline-Mutante
beobachtete verminderte Myosingehalt bei gleichbleibender Transkriptionsrate durch das
Zusammenwirken von Smyd1 mit myosinspezifischen Chaperonen zustande kommen kénnte, welche
an der Faltung, dem Abbau oder dem Einbau von Myosin in die Sarkomere beteiligt sind. Eine andere
Hypothese nimmt dagegen an, dass an dem Prozess die HMTase (Histone methyltransferase)-Aktivitat
von Smyd1 beteiligt ist , da zum einen gezeigt werden konnte, dass Smyd1 physikalisch mit Myosin
interagiert und zum anderen eine verminderte Myosinmethylierung in Smyd1l-defizienten
Zebrafischen nachgewiesen werden konnte (Just et al., 2011; Li et al., 2013).

Auch wenn der genaue Mechanismus noch unklar ist, konnte eine Beteiligung der beiden Smyd1-
Isoformen an der Sarkomerogenese zudem durch zwei weitere Publikationen untermauert werden (Li
et al. 2013; Gao et al., 2014). Uberraschenderweise wird in einer der beiden kiirzlich erschienenen
Studien - kontrovers zu den anderen Studien - auerdem auch ein Effekt von Smyd1 auf den Aufbau

der Z-Scheibe und M-Bande beschrieben (Li et al., 2013).

1.3.3.6 Smyd1 als Transkriptionsfaktor bzw. Chromatin-remodelling Faktor

Die in allen Smyd-Proteinen vorhandenen SET- und MYND-Domanen, die an Histon—
Methylierungsprozessen bzw. der Rekrutierung von HDACs beteiligt sind, lassen darauf schlieRen,
dass Mitglieder dieser Familie eine Rolle bei der transkriptionellen Kontrolle {ber
Chromatinmodifikationen spielen (Rice and Allis, 2001).

In der Tat konnten Tan et al., 2006, erstmals die Lysin-Methyltransferaseaktivitdit von Smyd1
nachweisen, wobei Histon 3 an Lysin 4 methyliert wird. AuRerdem konnten die Autoren mithilfe von
Mutationsstudien nachweisen, dass hierfiir die Smyd1-SET-Domane essentiell ist. Durch Zugabe von
Hsp90 konnte die Methyltransferase-Aktivitdt gesteigert werden. Hsp90 kann somit als moglicher
Kofaktor fiir die Histonmethylierung angesehen werden. Interessanterweise sind mutierte Smyd1-
Proteine mit defizienter HMTase-Aktivitdt nicht dazu fahig, die durch einen Smydl-knockdown
verursachten Myofibrillogenese-Defekte in Zebrafisch-Embryonen zu kompensieren, was dafir
spricht, dass die Smyd1-HMTase-Aktivitat fiir die Ausreifung der Myofibrillen essentiell ist (Tan et al.,
2006). Zu dieser Hypothese im Widerspruch steht jedoch die Studie von Just et al., 2011, die Daten
prasentiert, welche dafiir sprechen, dass auch durch ektopische Expression einer HMTase-defizienten
Smyd1-Mutante, der Aufbau der Myofibrillen wiederhergestellt werden kann. Diese Gruppe stellte
vielmehr die Hypothese auf, dass Smyd1 an der M-Linie des Sarkomers als Methyltransferase wirkt,

und dass seine Substrate M-Linien-Proteine sind. Die Methylierung von Nicht-Histonproteine konnte
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bereits fiir andere Mitglieder der Smyd-Familie gezeigt werden: So methyliert Smyd2 beispielsweise
direkt p53 (Huang et al.,, 2006) und Smyd3 den Vascular endothelial growth factor receptor 1
(VEGFR1) (Kunizaki et al., 2007). Kirzlich konnte auRerdem gezeigt werden, dass Smyd2 Hsp90
methyliert und dabei eine kritische Rolle bei der Sarkomer-Organisation spielt (Abu-Farha et al., 2011;
Donlin et al., 2012; Voelkel et al., 2013). Da Just et al., 2011, wie bereits beschrieben, nicht nur eine
Lokalisation des Smyd1-Proteins an der M-Linie des Sarkomers, sondern auch eine Smyd1-Bindung an
MyHC zeigen konnten, ist in diesem Zusammenhang auch interessant, dass bereits seit (iber vierzig
Jahren eine Methylierung von Myosin selbst bekannt ist. Die Funktion dieser Modifikation ist aber
noch unklar ist (Huszar und Elzinga, 1972). Kiirzlich konnte zudem von Li und Kollegen, 2013, gezeigt
werden, dass MyHC in Zebrafischembryonen methyliert ist und dass der Methylierungsstatus des
Proteins drastisch abnimmt, wenn Smydl in den Embryonen durch antisense-Oligonukleotide
ausgeschaltet wird, was ebenfalls zu der Vermutung fiihrte, dass Smyd1 durch Myosin-Methylierung
die Myofibrillogenese beeinflussen kdnnte.

Im Jahr 2002 konnte erstmals gezeigt werden, dass Smyd1, dhnlich wie der ebenfalls MYND-Domanen
enthaltende Transkriptionsfaktor ETO (Lutterbach et al., 1998), durch Hinzuziehen von HDACs als
transkriptioneller Repressor fungieren kann (Gottlieb et al., 2002). Ein weiterer Mechanismus durch
den Smyd1 seine Funktion in Muskelzellen ausiiben kdnnte. Mithilfe von Luciferase-Reportergen-
Assays wurde nachgewiesen, dass Smyd1 aktiv als Transkriptionsrepressor wirken kann. Unter
Verwendung des HDAC-Inhibtors Trichostatin A (TSA) konnte demonstriert werden, dass dieser
reprimierende Effekt auf die Genexpression durch Hinzuziehen von HDACs vermittelt wird.
Immunprazipitationsstudien zeigten auflerdem, dass Smyd1l direkt mit allen drei Klasse I-HDACs,
sowie mit HDAC 4 & 5, welche zu den Klasse [I-HDACs gehoren, assoziieren kann. Im Jahr 2006 konnte
weiterhin gezeigt werden, dass Smydl durch Interaktion mit Irx5, einem Protein das u.a. den
ventrikularen Repolarisationsgradienten im Herzen herstellt, und dem Rekrutieren von HDACs, die
Expression eines fur einen Kaliumkanal kodierenden Gens, Kcnd2, reprimiert (Costantini et al., 2005).

Die beiden Gene Hand2 und Irx4, die fiur das ventrikuldre Kardiomyozytenwachstum und die
Kardiomyozytendifferenzierung bendtigt werden, konnten bisher als spezifische Zielgene des Smyd1-
Proteins identifiziert werden (Gottlieb et al., 2002). Sowohl die Aufklarung des genauen molekularen
Mechanismus’, durch den Smyd1 die Expression der beiden Gene reguliert, als auch die Entdeckung

weiterer Zielgene, steht aber bislang noch aus.
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1.4 Fragestellung und Zielsetzung der Arbeit

Die in den vorangegangenen Abschnitten beschriebenen Forschungsergebnisse sprechen fiir eine
Rolle des skNAC- und des Smyd1-Proteins bei der Skelettmuskelentwicklung. Insbesondere kdnnten
die beiden Proteine als transkriptionelle Modulatoren und/oder als Regulatoren der
Sarkomerogenese wirken. Die Beobachtung, dass beide Proteine im Verlauf der Myogenese eine
Translokation vom Zellkern ins Zytoplasma durchlaufen, unterstiitzt dabei die Annahme, dass sie
unterschiedliche Funktionen im Kern und im Zytoplasma haben kdnnten. Dieser Hypothese sollte im
Rahmen der vorliegenden Arbeit nachgegangen werden. Dabei lag der Schwerpunkt auf der
funktionellen Charakterisierung des skNAC-Proteins. Zudem sollte die physiologische Funktion des
skNAC-Proteins bei der Regulation der myogenen Differenzierung exemplarisch am Beispiel des
Rhabdomyosarkoms genauer analysiert werden.

Insgesamt ergaben sich daher zu Beginn der Arbeit folgende Fragen:

1. Wie wird die skNAC-Expression in Skelettmuskelzellen reguliert?

Um diese Frage beantworten zu koénnen, sollte zundchst untersucht werden, auf welcher
Genregulationsebene die skNAC-Expression gesteuert wird, um dann weiterhin zu testen, ob dabei
spezifische Signalwege, denen eine Rolle bei der Skelettmuskeldifferenzierung zukommt, einen

Einfluss besitzen.

2. Wie beeinflusst skNAC das Differenzierungsverhalten von Skelettmuskelzellen? Gibt es einen
Einfluss auf die Regulation von Transkriptionsvorgdangen? Sind Effekte auf die Sarkomerogenese zu

beobachten?

Mittels spezifischer siRNAs sollte die Expression des skNAC-Gens in murinen Myoblasten gehemmt
werden, um zu (berprifen, ob die Beeinflussung der Genexpression von skNAC das
Differenzierungsverhalten bzw. die Sarkomerogenese beeinflusst. Um einen ersten Hinweis auf
mogliche Zielgene und damit auf transkriptionelle Regulatorfunktionen von skNAC zu erhalten, sollte

auBRerdem nach Inhibierung der skNAC-Expression, ein cDNA-Microarray durchgefiihrt werden.

3. Wie wird die Translokation des skNAC-Smyd1-Komplexes vom Zellkern ins Zytosol gesteuert?

Ein im Vorfeld der Arbeit durchgefiihrter Hefe-2-Hybrid-Screen der Arbeitsgruppe gab Hinweise
darauf, dass skNAC eine potentielle Interaktion mit einer E3-SUMO-Ligase namens Nse2 eingehen

kann. Da ein Zusammenhang zwischen Sumoylierung, einer posttranslationalen Proteinmodifikation,
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bei der durch drei enzymatische Schritte kleine SUMO-Proteine kovalent an Zielproteine gekniipft
werden, und Kerntransportprozessen bekannt ist, sollte diese Bindung verifiziert werden. Darauf
aufbauend sollte untersucht werden, ob ein mdglicher Einfluss der identifizierten SUMO-Ligase auf

den Transportvorgang des skNAC-Smyd1-Komplexes besteht.

4. Spielt skNAC eine Rolle bei der Pathogenese des Rhabdomyosarkoms?

Zur Beantwortung dieser Frage sollte die skNAC-Expression sowie die Funktion des skNAC-Proteins in

verschiedenen Rhabdomyosarkomzelllinien analysiert werden.
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2. Ergebnisse

2.1 Manuskript 1: Skeletal muscle-specific variant of nascent polypeptide associated complex alpha

(skNAC): Implications for a specific role in mammalian myoblast differentiation

2.1.1 Zusammenfassung

Zu Beginn der vorliegenden Arbeit war Uber die spezifische Funktion des skNAC-Proteins bei der
Skelettmuskeldifferenzierung erst wenig bekannt. Zu diesem Zeitpunkt existierten drei
Veroffentlichungen, die Hinweise darauf gaben, dass skNAC ein positiver Regulator der Myogenese
sein kdnnte und an Regenerationsprozessen nach Verletzung der quergestreiften Muskulatur beteiligt
ist (Yotov und St-Arnaud, 1996a; Munz et al., 1999; Sims et al., 2002). Weiterhin erschien im Jahr
2009 eine Publikation, die zeigte, dass skNAC im Zebrafischmodellsystem einen Einfluss auf die
Sarkomerogenese hat (Li et al., 2009a). Das Ziel der oben genannten Studie bestand daher zunachst
darin, zu testen, ob und welche Effekte skNAC auf die Myogenese ausilibt und im Speziellen, ob auch
im murinen System der Aufbau der Myofibrillen durch skNAC beeinflusst wird. Dabei wurde mit der
murinen Myoblastenzelllinie C2C12 gearbeitet.

Zunachst wurde die Regulation der Expression des skNAC-Gens analysiert. Durch Behandlung von
C2C12-Zellen mit Actinomycin D und anschlieRender Differenzierungsinduktion konnte dabei gezeigt
werden, dass skNAC auf transkriptioneller Ebene reguliert ist. Der Einsatz des Translationshemmers
Cycloheximid verdeutlichte des Weiteren, dass fir die Expression des skNAC-Gens de novo-
Proteinsynthese notwendig ist und dass dieses Gen demnach nicht zu den sogenannten primary
response-Genen zdhlt. Um Signalwege zu erforschen, welche fiir die starke Induktion von skNAC im
Verlauf der myogenen Differenzierung verantwortlich sein kénnten, wurden die Zellen mit
verschiedenen p38 MAPK (p38 mitogen-activated protein kinase-)-Inhibitoren behandelt, wodurch
die skNAC-Induktion im Verlauf der Myogenese fast vollstindig ausblieb. Diese Ergebnisse
verdeutlichen eine wichtige Rolle der p38 MAPK-Kaskade bei der Regulation der skNAC-Expression.
Um den Einfluss des skNAC-Proteins auf das Differenzierungsverhalten von Saugetier-Myoblasten zu
untersuchen, wurde mit Hilfe spezifischer siRNAs (short-interfering-RNAs) die Expression des skNAC-
Gens in C2C12-Zellen unterdriickt. Dabei zeigte sich, dass das Ausschalten von skNAC weder die
Expression friiher myogener Differenzierungsmarker, wie Myogenin, noch die spater Marker, wie
MyHC, beeinflusst. Zudem war die Morphologie der skNAC-siRNA-transfizierten Zellen im Vergleich zu
entsprechenden Kontrollen nicht verandert, was dafiir spricht, dass skNAC keinen Einfluss auf die
Myozytenfusion ausiibt. Um einen moglichen Effekt des skNAC-Proteins auf die Sarkomerogenese zu
testen, wurden siRNA-transfizierte Zellen 96 Stunden nach Induktion der Differenzierung fixiert und
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die intrazellulare Lokalisation des Sarkomerproteins MyHC mittels Immunfluoreszenz untersucht.
Hierbei ergab sich ein auffdlliges Muster: Die Myosin-Farbung erschien deutlich schwacher und
diffuser als bei den Kontrollen. Dies war zunachst (iberraschend, hatten doch wie oben erwahnt
Expressionsanalysen ergeben, dass der Gehalt an MyHC-Protein in den transfizierten Zellen nicht
verandert war. Konfokale Aufnahmen illustrierten jedoch, dass die transfizierten Zellen im Gegensatz
zu den Kontrollzellen haufig durch eine charakteristische starke MyHC-Farbung nahe der
Zytoplasmamembran und im Gegensatz dazu einer geringen Farbeintensitat im Zentrum der Zellen
gekennzeichnet waren. Ein solches MyHC-Farbemuster scheint typisch fir differenzierende
Myoblasten zu sein, bei denen die Myofibrillogenese und/oder die Sarkomerogenese gestort sind
(McGrath et al., 2006). Kontrollzellen wiesen dagegen eine homogene, aus vielen kleinen Fozi
bestehende Farbung im Zytoplasma auf. Diese Strukturen sind charakteristisch fiir sich neu
formierende Sarkomere (Srikakulam und Winkelmann, 2004; Kontrogianni-Konstantopoulos et al.,
2006; McGrath et al., 2006). Interessanterweise wurde ein &dhnliches immunfluorimetrisches
Farbemuster mit einem anti-a-Aktin Antikorper detektiert, wahrend bei Verwendung eines anti-a-
Aktinin Antikorpers keine Unterschiede zu Kontrollzellen beobachtet wurden. Diese Ergebnisse
sprechen dafiir, dass skNAC wichtig fir die Organisation der dicken und diinnen Filamente im
Sarkomer ist, wahrend es wohl fiir die Formierung der Z-Scheiben nicht notwendig ist. In ihren
Grundziigen stimmen diese Daten mit dem Uiberein, was zuvor am Zebrafisch-Modellsystem gezeigt
werden konnte: Auch hier war der Einbau von MyHC und Aktin, nicht aber der von a-Aktinin, durch
Inhibierung von skNAC beeintrachtigt (Li et al., 2009a). Zusammengenommen deuten die Ergebnisse
folglich darauf hin, dass skNAC sowohl im murinen, als auch im Zebrafisch-System, wichtig fur die

Organisation der dicken und diinnen Filamente im Sarkomer ist.

2.1.2 Manuskript

Berger*, F., Berkholz*, J., Breustedt, T., Ploen, D., Munz, B.

Skeletal muscle-specific variant of nascent polypeptide associated complex alpha (skNAC):
Implications for a specific role in mammalian myoblast differentiation.

Eur. J. Cell Biol. 2012, 91, 150-5.

doi: 10.1016/j.ejch.2011.10.004

* equal contribution
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2.2. Manuskript 2: skNAC depletion stimulates myoblast migration and perturbs sarcomerogenesis

by enhancing calpain 1 and calpain 3 activity

2.2.1 Zusammenfassung

Aufgrund der Hypothese, dass skNAC moglicherweise den Einbau, die Faltung bzw. den Abbau von
Sarkomerproteinen wie MyHC und Aktin beeinflusst, wurde das Expressionsmuster von Genen die an
diesen Prozessen beteiligt sind, in den mit skNAC-spezifischer siRNA-transfizierten Zellen untersucht.
Unter den getesteten Genen befanden sich insbesondere solche, die fiir Chaperone kodieren, welche
fir die Faltung myofibrillarer Proteine und deren Einbau ins Sarkomer notwendig sind, wie UNC45b,
Hsp90, ab-Crystallin, Prefoldin und TCP1 (Berkholz und Munz, unveroffentlichte Daten). AuBerdem
wurde das Expressionsmuster von Genen analysiert, welche fiir Proteine kodieren, die an Sarkomer-
Abbauprozessen beteiligt sind, wie Atroginl, Murfl, Nedd4, CHIP, UFD2 (Berkholz und Munz,
unveroéffentlichte Daten). Interessanterweise zeigte sich nur flir UNC45b und Nedd4 auf-RNA Ebene
eine leichte Induktion in den skNAC-siRNA-transfizierten Zellen. Die Expression aller anderer Gene
wurde durch die Hemmung der skNAC-Expression nicht beeinflusst, was dafiir spricht, dass die
Funktion dieses Proteins bei der Sarkomerogenese nicht primar in einer transkriptionellen Kontrolle
der Expression von Genen besteht, welche fiir Sarkomer-assoziierte molekulare Chaperone kodieren.
Auf der Suche nach weiteren moglichen Zielgenen, die fiir den Einfluss des skNAC-Proteins auf die
Sarkomerogenese verantwortlich sein kdnnten, wurde in der vorliegenden Arbeit das Calpain 1-Gen
identifiziert. Dabei konnte gezeigt werden, dass das Ausschalten von skNAC zu einer Steigerung der
Calpain 1-Expression und der Calpain 3-Expression fihrt. Calpaine sind zytosolische Kalzium-
abhidngige Cystein-Proteasen, die an der Regulation einer Vielzahl von biologischen Prozessen, wie
beispielsweise Signaltransduktion, Zellproliferation, Differenzierung und Apoptose, beteiligt sind.
Zusatzlich war vor Beginn dieser Arbeit zumindest fiir das skelettmuskelspezifische Calpain 3 bekannt,
dass es die Zellmigration und den Abbau von myofibrilliren Proteinen beeinflusst (Dedieu et al.,
2003; Dedieu et al., 2004; Leloup et al.,, 2006; Beckmann und Spencer, 2008). Ein Calpain-
Aktivitatsassay verdeutlichte dann auch, dass es nach Hemmung der skNAC-Expression nicht nur zu
einem Anstieg der Calpain 1 und -3-Expression kommt, sondern dass auch die enzymatische Calpain-
Aktivitit in den skNAC-defizienten Zellen verstirkt ist. Umgekehrt fiihrte eine Uberexpression des
skNAC-Gens zu einer verminderten Calpain 1- und Calpain 3-Expression. Schliellich konnte gezeigt
werden, dass vermutlich aufgrund erhdhter Calpain-Aktvitat, eine Hemmung der skNAC-Expression
auch die Gesamt-Proteinmenge des bekannten Calpain-Substrates MARCKS (myristoylated alanine
rich C kinase substrate) vermindert. MARCKS kann durch die Proteinkinase C phosphoryliert werden

und ist vor allem an der Vernetzung von Aktinfilamenten beteiligt, aber auch eine Mitwirkung an der
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Regulation der Myoblastenmigration wurde beschrieben (Dedieu et al., 2003; Dedieu et al., 2004,
Mazeres et al., 2006; Louis et al., 2008).

Aufgrund des Zusammenhangs zwischen Calpainen und dem Aufbau der Myofibrillen in
Skelettmuskelzellen wurde untersucht, ob der durch skNAC-Depletion verursachte, im ersten
Manuskript beschriebene Phanotyp der unvollstandig ablaufenden Sarkomerogenese in
Zusammenhang mit der ebenfalls nach skNAC-Depletion beobachteten erh6hten Calpain-Aktivitat
steht. Hierflr wurden C2C12-Zellen mit dem zellpermeablen Calpaininhibitor ALLN (N-Acetyl-L-leucyl-
L-leucyl-L-norleucinal), der vorwiegend Calpain 1 hemmt, behandelt. In der Tat ergab sich dabei, dass
nach Behandlung mit dem Calpain-Inhibitor die Sarkomerogenese auch in skNAC-defizienten Zellen
wieder weitgehend normal ablief, dass also der Sarkomerogenese-Defekt dieser Zellen durch Calpain-
Hemmung kompensiert wurde: Sowohl die Aktin-Farbung als auch die MyHC-Farbung waren von der
bei Wildtyp-Zellen beobachteten Farbung nicht mehr zu unterscheiden. Dieses Ergebnis legt nahe,
dass skNAC die Sarkomerogenese (iber eine Regulation der Calpain-Expression und damit der
Calpain-Aktivitat beeinflusst.

Dariber hinaus wurde der Frage nachgegangen, ob eine Hemmung der skNAC-Expression und die
damit verbundene erhéhte Calpain-Aktivitat auch einen Einfluss auf die Myoblastenmigration hat, da
Calpaine, wie erwdhnt, neben der Sarkomerogenese auch die Myoblastenmigration regulieren
(Dedieu et al., 2003; Dedieu et al., 2004; Leloup et al.,, 2006). Fur die Untersuchung von
Migrationsvorgangen wurde ein von der Firma Roche entwickeltes System verwendet, welches unter
Verwendung einer speziellen Zellkammer die Echtzeitmessung von Zellmigration ermoglicht. Zunachst
wurde dabei untersucht, ob skNAC grundsatzlich einen Einfluss auf die Migration von Myoblasten
auslibt. Dabei zeigte sich, dass die mit der spezifischen skNAC-siRNA behandelten Zellen ein héheres
Migrationspotential und im Umkehrschluss skNAC-lUberexprimierende Zellen ein verringertes
Migrationspotential als Kontrollzellen aufwiesen. Wie bereits bei den vorherigen Experimenten zur
Untersuchung der Sarkomerogenese wurden transfizierte Zellen zusatzlich mit dem Calpain-Inhibitor
ALLN behandelt und die Migration analysiert. Hierbei ergab sich, dass die gesteigerte
Myoblastenmigration nach skNAC-Depletion tatsachlich das Resultat einer gesteigerten Calpain-
Aktivitat ist, da nach Hemmung der Calpain-Aktivitdt keine gesteigerte Migrationsrate dieser Zellen
mehr zu beobachten war. Diese Ergebnisse liefern Hinweise dafiir, dass skNAC Uber eine
Beeinflussung der Expression von Calpain-Genen und damit der Calpain-Aktivitdt nicht nur die

Sarkomerogenese, sondern auch die Migration von Myoblasten reguliert.
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2.2.2 Manuskript

Berkholz, J., Zakrzewicz, A., Munz, B.

skNAC depletion stimulates myoblast migration and perturbs sarcomerogenesis by enhancing calpain
1 and 3 activity.

Biochem. J. 2013, 453, 303-10.

doi: 10.1042/BJ20130195

2.3 Manuskript 3: The skNAC-Smyd1-complex as a transcriptional regulator

2.3.1 Zusammenfassung

Das Ziel der vorliegenden Studie bestand darin, ein besseres Verstandnis fiir die durch den skNAC-
Smyd1-Komplex vermittelte transkriptionelle Regulation spezifischer Gene im Verlauf der Myogenese
zu erlangen. Fir beide Proteine wird aufgrund im Vorfeld dargestellter Daten eine Rolle als
Transkriptionsfaktoren oder zumindest als transkriptionelle Koaktivatoren angenommen (Yotov und
St-Arnaud, 1996a; Gottlieb et al., 2002). Fir das Smyd1-Protein konnte zudem gezeigt werden, dass
es als epigenetischer Faktor durch seine Funktion als Histonmethyltransferase bzw. durch das
Rekrutieren von Histondeacetylasen an Genregulationsprozessen beteiligt ist (Gottlieb et al., 2002;
Costantini et al., 2005; Tan et al., 2006). In Bezug auf die Modifizierung von Histonen konnte bisher
nachgewiesen werden, dass Smyd1 Methylgruppen an Lysin 4 von Histon 3 knlipfen kann, wobei noch
nicht eindeutig geklart ist, wie viele Methylgruppen bei diesem Prozess tatsdchlich Ubertragen
werden (Tan et al., 2006).

Zu Beginn der Studie wurde zundchst mithilfe eines Microarrays das Expressionsprofil des gesamten
Mausgenoms nach Inhibierung der skNAC-Expression in kultivierten, differenzierenden Myoblasten
analysiert. 100 Gene wiesen dabei eine Foldchange von Uber 2,9 auf. Die ndhere Untersuchung der
differentiell exprimierten Gene ergab, dass eine Vielzahl der identifizierten Gene fiir Proteine, die im
Zusammenhang mit der Immunabwehr stehen, flir Carrier- und Tunnelproteine, aber auch fir viele
bisher nicht ndher charakterisierte Proteine kodieren. Fir Gene, die als besonders relevant im
Kontext der Myogenese angesehen wurden und die im Zuge der Arbeit detaillierter untersucht
wurden, wurde die differentielle Expression mittels qPCR (quantitative real-time PCR)- oder Northern
Blot-Analyse verifiziert.

Da im Microarray eine Vielzahl von Proteinen nachgewiesen werden konnte, die im Zusammenhang
mit der Immunantwort stehen, darunter auch Interleukin 17B und CIITA, welches eine essentielle

Rolle bei der Expression der MHC-Klasse Il Gene besitzt, wurde die Expression weiterer flir Zytokine
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kodierender Gene nach Hemmung der skNAC-Expression getestet. Hierbei zeigte sich auch fir /L4, IL6
und INFy eine skNAC-abhangige Regulation.

Weiterhin erfolgte die Expressionsanalyse von Genen, die im Zusammenhang mit metabolischen
Muskeleigenschaften und Fasertypspezifikation stehen, da mehrere Publikationen Hinweise darauf
lieferten, dass skNAC an diesen Prozessen beteiligt sein konnte (Yotov und St-Arnaud, 1996a; Park et
al.,, 2010). Im Gegensatz zu den im Vorfeld publizierten Daten, die demonstrierten, dass die
Uberexpression von skNAC in murinen Myoblasten bzw. die Hemmung der skNAC-Expression in
murinen Herzen die Promotoraktivitit des Myoglobingens induzieren kann bzw. die
Myoglobinexpression vermindert, konnte in der vorliegenden Studie kein negativer Effekt auf die
Expression des Myglobingens nach Unterdriickung der skNAC-Expression in murinen Myoblasten
nachgewiesen werden. Ebenso zeigte die Analyse der Fasertypverteilung nach Hemmung der skNAC-
Expression in C2C12-Zellen keine Transformation hin zu mehr glykolytischen Fasern, wie nach
knockout von skNAC in Mausen am Soleusmuskel beobachtet. Vielmehr lieR sich durch
Expressionstudien auf RNA- und Proteinebene nachweisen, dass es in C2C12-Zellen nach Hemmung
der skNAC-Genexpression eher zu einem Shift hin zu einem mehr oxidativen Phanotyp kommt. Dieser
Befund wurde dahingehend weiter untermauert, als dass auch eine erhohte Expression
verschiedener mitochondrialer Markergene nachgewiesen werden konnte.

Um der Frage nachzugehen, ob fiir die Transkriptionskontrolle des skNAC-Smydl-Komplexes
moglicherweise die durch die SET-Domane von Smydl vermittelte Methylierung von Histonen
verantwortlich sein konnte, wurde das globale H3K4me2-Methylierungsmuster nach Hemmung der
Expression beider Gene untersucht. Es wurde zunadchst die Untersuchung des H3K4me2-
Methylierungsmuster ausgewahlt, da im Vorfeld dieser Arbeit publizierte Daten eher dafiir sprachen,
dass zumindest Smyd3 die Ubertragung von zwei bzw. drei Methylgruppen katalysiert (Kim et al.,
2009; Xu et al., 2011; Foreman et al., 2011). Der verwendete ELISA zeigte, dass nach Inhibierung von
Smyd1 und auch von skNAC die globale H3K4me2-Methylierung vermindert war. Western Blot-
Analysen mit spezifischen H3K4mel-, H3K4me2- und H3K4me3-Antikorper lieferten weitere Hinweise
darauf, dass tatsachlich Histonmodifikationen bei der Smydl-assoziierten Regulation der
Genexpression eine Rolle spielen kdnnten, da vor allem fir H3K4me2 und H3K4me3 eine verminderte
Expression in den Smyd1-siRNA-transfizierten Zellen beobachtet werden konnte. Aufbauend auf die
bisher erwdhnten Daten wurden Chromatin-lImmunoprazipitations (ChlP)-Analysen mit H3K4me2-
und H3K4me3-spezifischen Antikérpern an den Promotoren ausgewdhlter skNAC- und Smyd1-
Zielgene durchgefiihrt. Diese Analysen zeigten, dass es bei einigen der untersuchten Gene, wie
beispielsweise bei Calpain 1, nach Repression oder Uberexpression von Wildtyp-Smyd1 und von
Smyd1, welches eine Mutation innerhalb der fir die Methylierungsfunktion wichtigen SET-Domane

beinhaltet, tatsachlich zu einer Veranderung des Methylierungsmusters kommt. Wahrend nach
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Hemmung der Smyd1-Expression bei beiden ChIP-Analysen (H3K4me2 und H3K4me3) ein dhnlicher
Effekt auf den entsprechenden Methylierungsstatus zu beobachten war, zeigten die Ergebnisse der
Uberexpressionsstudien dagegen keine signifikanten Effekte in Bezug auf den H3K4me3-Status bei
allen untersuchten Promotorregionen. Auch wenn weitere Versuche folgen mussen, lieferten diese
Untersuchungen erstmals einen Hinweis darauf, dass Smydl, zumindest in Sdugetieren, durch
Modifzierung der Histonmethylierung direkt die Expression von Genen beeinflussen konnte.
Aullerdem zeigte ein zuséatzlich durchgefiihrter HDAC-ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay),
dass vermutlich auch dieser epigenetische Mechanismus an der durch Smydl vermittelten
Genregulation beteiligt ist, da eine Unterdriickung der Smyd1-Expression in C2C12-Zellen die globale

HDAC-Aktivitat zu senken scheint.

2.3.2 Manuskript

Berkholz, J., Orgeur M., Stricker S., Munz B.
skNAC and Smyd1 in transcriptional control.
Exp. Cell Res. 2015, 336, 182-91.
doi: 10.1016/j.yexcr.2015.06.019

2.4 Manuskript 4: The E3 SUMO ligase Nse2 regulates sumoylation and nuclear-to-cytoplasmic

translocation of skNAC-Smyd1 in myogenesis

2.4.1 Zusammenfassung

Im Jahr 2002 konnten Sims und Kollegen erstmals demonstrieren, dass skNAC eine Interaktion mit
dem SET- und MYND-Domanen beinhaltenden Protein Smydl eingeht. Das skNAC- und das Smyd1-
Gen zeigen wahrend der Differenzierung muriner Myoblasten eine dhnliche Expressionskinetik;
weiterhin translozieren sowohl skNAC als auch Smyd1 im Verlauf der Differenzierung vom Nukleus ins
Zytosol (Sims et al., 2002): Wahrend in frithen Myozyten skNAC und Smyd1 hauptsadchlich im Kern
vorkommen, befindet sich ein Grofteil der Proteine in reifen Myozyten im Zytoplasma. In der
vorliegenden Arbeit wurde untersucht, wie dieser Transport aus dem Kern reguliert wird. Dabei zeigte
sich, dass ,,.Sumoylierung” hier eine entscheidende Rolle spielt. Der Begriff Sumoylierung bezeichnet
spezielle posttranslationale Modifikationen, bei denen kleine Proteine, sogenannte SUMOs (small
ubiquitin related modifier), in drei enzymatischen Schritten kovalent an Lysinreste von Proteine
geknipft werden. Im Gegensatz zur Ubiquitinierung werden Proteine dabei nicht zum Abbau im

Proteosom markiert, sondern kénnen eine Reihe von biologischen Prozessen beeinflussen. SUMO-
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Reste kdnnen auch durch spezifische Proteasen wieder entfernt werden. Neben einer Beeinflussung
von Genexpression und Proteinstabilitdat spielt Sumoylierung vor allem auch bei Transportprozessen
in und aus dem Zellkern eine Rolle (Garcia-Dominguez und Reyes, 2009; Hannoun et al., 2010). Im
Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte zunachst in vitro gezeigt werden, dass skNAC eine Bindung
mit der E3-SUMO-Ligase Nse2 eingeht. Nse2 stellt das Sdugerhomologe des Hefeproteins MMS21 dar,
das bereits recht gut charakterisiert ist. So ist MMS21 an DNA-Reparaturprozessen, an der DNA-
Rekombination, an der Schwesterchromatid-Kohadsion und an der Integritdt der Telomere beteiligt
(Potts, 2009; Stephan et al., 2011). Uber mogliche Funktionen des Homologs Nse2, speziell in
Skelettmuskelzellen, war jedoch vor Beginn dieser Arbeit nichts bekannt. Daher wurden zunéachst die
Regulation der Nse2-Expression, die intrazelluldre Lokalisation des Nse2-Proteins, sowie sein Einfluss
auf die Myogenese in murinen Zellen untersucht. Dabei zeigte sich, dass die Nse2-Expression im Laufe
der Myoblastendifferenzierung abnimmt, dass Nse2, dhnlich wie der skNAC-Smyd1-Komplex, im
Verlauf der Myogenese aus dem Kern ins Zytoplasma transportiert wird, und dass die Expression
spezifischer myogener Markergene bei Inhibierung von Nse2 reprimiert wird. AuRerdem konnte eine
Hemmung der Expression spezifischer skNAC-Zielgene nachgewiesen werden, darunter Calpain 1.
Ahnlich wie in skNAC-defizienten Zellen konnten auch in Nse2-defizienten Zellen Stérungen der
Sarkomerogenese beobachtet werden, welche durch zusatzliche Behandlung der Zellen mit dem
Calpaininhibitor ALLN kompensiert wurden. Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass die Effekte auf
die Sarkomerogenese - wie nach einer Hemmung der skNAC - oder der Smyd1-Expression - vor allem
das Resultat einer GiberschieRenden Calpain-Produktion sind. Zudem fiihrte das Ausschalten von Nse2
zu einer verminderten Translokation sowohl von skNAC als auch von Smydl aus dem Zellkern ins
Zytosol wahrend spéterer Differenzierungsstadien. Ferner war auffallig, dass Nse2 im Zellkern in
immunfluorimetrisch anfarbbaren fokalen Strukturen (etwa 6-10 Punkte pro Zellkern) lokalisiert war,
wobei eine Kolokalisation mit skNAC/Smyd1 beobachtet wurde. Durch Koimmunfluoreszenzstudien
konnte demonstriert werden, dass es sich bei diesen Strukturen um sogenannte PML (Promyelocytic
Leukemia)-Korperchen handelt. PML-Kérperchen stellen subnukledre Multiproteinkomplexe dar,
welche verschiedene nukledre Funktionen, wie Replikation, Transkription, DNA-Reparaturprozesse
und epigenetische Veranderungen beeinflussen (Lallemand-Breitenbach und de Thé, 2010).
Weiterhin stellen sie Bereiche dar, an denen Sumoylierungsvorgange stattfinden. Neben PML selbst
und Spl00 stellt SUMO1 ein konstitutives Protein innerhalb dieses Komplexes dar. Insgesamt
sprechen die Daten dafiir, dass eine Nse2-abhangige Sumoylierung des skNAC-Smyd1-Komplexes
wichtig fur den Transport der beiden Proteine aus dem Kern ins Zytosol ist. In Einklang damit konnte
eine Inhibition des Kern-Austransports von skNAC und Smydl auch nach Hemmung der globalen
Sumoylierung gezeigt werden. Daflir wurde zum einen das bisher einzige bekannte SUMO-

konjugierende E2-Enym Ubc9 mithilfe von spezifischen siRNAs ausgeschaltet und zum anderen die
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Zellen mit Ginkgolsdaure, einem generellen Sumoylierungs-Inhibitor, behandelt. Eine globale
Inhibierung der Sumoylierung filihrte weiterhin zu einer Hemmung der Myogenese allgemein,
gekennzeichnet durch eine verminderte Menge an vielkernigen Myozyten und einer verringerten
Expression vieler myogenen Differenzierungsmarker. Bei der Suche nach dem méglichen Zielsubstrat
der E3-SUMO-Ligase Nse2 innerhalb des skNAC-Smydl-Komplexes zeigte sich anhand von
Sequenzstudien, dass Smydl, im Gegensatz zu skNAC, ein charakteristisches Sumoylierungs-
Konsensus-Motiv (LKDD) aufweist. Mittels Koimmunoprazipitationsexperimenten und speziellen
Sumoylierungsassays konnte gezeigt werden, dass in Skelettmuskelzellen tatsachlich sumoyliertes
Smyd1 vorkommt und dass dessen Konzentration durch Inhibierung der Nse2-Expression oder durch
Koexpression des fir die SUMO-Protease SuPrl kodierenden Gens gesenkt wird. Zusammenfassend
lasst sich also sagen, dass Smydl Nse2-abhdngig sumoyliert wird, was wesentlich fir die

Translokation des skNAC-Smyd1-Komplexes vom Zellkern ins Zytosol zu sein scheint.

2.4.2 Manuskript

Berkholz, J., Michalick, L., Munz, B.

The E3 SUMO ligase Nse2 regulates sumoylation and nuclear-to-cytoplasmic translocation of skNAC-
Smyd1 in myogenesis.

J. Cell Sci. 2014, 127, 3794-804.

doi: 10.1242/jcs. 150334

2.5 Manuskript 5: Overexpression of the skNAC gene in human rhabdomyosarcoma cells enhances

their differentiation potential and inhibits tumor cell growth and spreading

2.5.1 Zusammenfassung

Ein weiteres Ziel der Arbeit bestand darin, zu untersuchen, ob skNAC bei der Pathogenese des
Rhabdomyosarkoms eine Rolle spielt. Rhabdomysarkome sind vornehmlich im Kindesalter
auftretende Tumorerkrankungen, die auf partiell differenziertes Muskelgewebe zuriickzufiihren sind.
In der vorliegenden Studie wurde daher mit verschiedenen Rhabdomyosarkomzelllinien gearbeitet,
darunter die bereits gut charakterisierten drei embryonalen Zelllinien RD/12, RD/18 und CCA und die
ebenfalls weitreichend untersuchte alveolaere Zelllinie Rh30.

Um erste Daten zu den skNAC-Expressionsmustern in den untersuchten Zelllinien zu erhalten, wurde
bei diesen zunachst in vitro die Differenzierung initiiert. Dabei ist anzumerken, dass der Begriff der
Differenzierung hier nur bedingt zutrifft, da Rhabdomyosarkomzellen zwar initiale Schritte der

Differenzierung durchlaufen, aber normalerweise nicht mehr die Fahigkeit besitzen vollstindig
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terminal zu differenzieren. Um den ordnungsgemalRen Ablauf des Differenzierungsprozesses zu
Uberprifen, wurde dieser lichtmikroskopisch und anhand der Expression spezifischer
Differenzierungsmarker kontrolliert. Daran anschliefend erfolgte die Untersuchung der skNAC-
Expression in den differenzierenden Rhabdomyosarkomzelllinien. Interessanterweise zeigte sich, dass
die skNAC-Expression in den Zelllinien RD/12 und RD/18, dhnlich wie in nichttransformierten C2C12-
Muskelzellen, nach etwa 48 Stunden induziert wird, wohingegen diese Induktion bei den anderen
beiden Zelllinien, CCA und Rh30, ausblieb. Bei diesen Zelllinien konnte zudem nahezu keine
Basalexpression von skNAC nachgewiesen werden. Aufgrund dieses Befundes und der bereits
beschriebenen Annahme, dass es sich bei skNAC um einen Faktor handelt, der die myogene
Differenzierung steuert, entwickelte sich die Hypothese, dass eine Uberexpression des skNAC-Gens
moglicherweise das Differenzierungspotential von CCA- und Rh30-Zellen steigern kdonnte. Daher
wurde das full-length-skNAC-Gen in diesen beiden Zelllinien tGberexprimiert. Dabei zeigte sich, dass
skNAC-Uberexprimierende Zellen nach circa 48 Stunden eine deutlich geringere Zelldichte aufwiesen
als Kontrollzellen, obwohl gleich viele Zellen am Anfang des Experimentes ausgesdt worden waren.
Um die Teilungsrate der Zellen zu Uberprifen, wurde die BrdU (Bromdesoxyuridin)-Methode
angewandt, die zeigte, dass die skNAC-liberexprimierenden Zellen tatsachlich eine deutlich
verminderte Proliferationsrate im Vergleich zu den Kontrollzellen aufwiesen. Zudem konnte eine
gesenkte Expression des Proliferationsmarker Ki-67 in den Zellen beobachtet werden. Zellzyklus-
Untersuchungen untermauerten dieses Ergebnis, da diese darstellten, dass die skNAC-
Uberexprimierenden Zellen durch eine verminderte Expression des fiir das Zellzyklus-Protein Cyclin
D2-kodierenden Gens und eine gesteigerte Expression des p21-Gens, welches fiir einen Zellzyklus-
Inhibitor kodiert, gekennzeichnet sind. Weiterhin konnte demonstriert werden, dass auch eine
gesteigerte Apoptoserate dazu beitragt, da ein Caspase-3-Aktivitats-Assay eine um 50% erhohte
Caspase-Aktivitat in den mit dem skNAC-Expressionskonstrukt transfizierten Zellen im Vergleich zu
den Kontrollzellen dokumentierte. Trotz der geringeren Zelldichte fiel bereits lichtmikroskopisch auf,
dass die skNAC-liberexprimierenden Rh30-Zellen, in deutlich h6herem AusmaR als die Kontrollen,
nach einigen Tagen im Differenzierungsmedium lange, spindelférmige, mehrkernige Strukturen
bildeten. Die Analyse myogener Differenzierungsmarker deutete ferner darauf hin, dass durch
Uberexpression von skNAC das Differenzierungspotential von Rh30-Zellen gesteigert werden kann.
Aufgrund des engen inversen Zusammenhangs zwischen Differenzierungspotential und der
Befahigung zur Metastasierung bei Rhabdomyosarkomzellen (Lollini et al., 1991), wurde in einem
Softagarassay die Malignitat der skNAC-Uberexprimierenden Zellen untersucht. Dabei konnte
beobachtet werden, dass diese deutlich weniger als entsprechende Kontrollen dazu befidhigt waren,
im Softagar zu wachsen und Kolonien zu bilden. Dies spricht dafir, dass ihr Metastasierungspotential

tatsachlich eingeschrankt ist. Insgesamt zeigen die Daten der Studie, dass Uberexpression von skNAC
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das Differenzierungspotenzial bestimmter Rhabdomyosarkomzelllinien steigern kann und dabei
gleichzeitig deren Fahigkeit zur Metastasenbildung verringert. Diese Ergebnisse kdnnten somit einen

ersten Schritt in Richtung eines neuen therapeutischen Ansatzes darstellen.

2.5.2 Manuskript

Berkholz, J., Kuzyniak, W., Hoepfner, M., and Munz, B.

Overexpression of the skNAC gene in human rhabdomyosarcoma cells enhances their differentiation
potential and inhibits tumor cell growth and spreading.

Clin. Exp. Metastasis, 2014, 31, 869-79.

doi: 10.1007/s10585-014-9676-z
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3. Diskussion

Die Myogenese, der Vorgang, bei dem aus mesenchymalen Vorlauferzellen differenzierte
Muskelfasern entstehen, wird durch eine Vielzahl von Faktoren genau koordiniert (Ubersicht bei
Bentzinger et al., 2012). Im Laufe der letzten 100 Jahre wurden zahlreiche Studien veroffentlicht, die
maRgeblich zum Verstdandnis dieses komplexen Vorgangs beigetragen habe. Mittlerweile sind eine
Vielzahl von myogenen Transkriptionsfaktoren und Signalmolekilen als Regulatoren der Myogenese
bekannt, doch noch immer werden permanent neue Molekiile entdeckt, die eine Rolle bei der
Skelettmuskelentwicklung spielen. Die Herz- und Skelettmuskel-spezifischen Proteine Smydl und
skNAC wurden von Hwang und Gottlieb (1995, 1997) und Yotov und St-Arnaud (1996a) etwa
zeitgleich entdeckt. Einige Jahre spater wurde dann die Interaktion beider Proteine in Muskelzellen
beschrieben (Sims et al., 2002). Die im Vorfeld dieser Arbeit publizierten Studien zu skNAC und
Smyd1 lieferten bereits Hinweise darauf, dass beiden Proteinen eine entscheidende Funktion bei der
Muskelentwicklung zukommt. Die zugrundeliegenden Mechanismen waren jedoch voéllig unbekannt

und wurden daher im Rahmen der vorliegenden Arbeit ndher untersucht.

3.1 Regulation der skNAC-Expression

Uber die Regulation der skNAC-Expression war vor Beginn dieser Arbeit nichts bekannt gewesen.
Allerdings konnte fiir das Smyd1-Gen, welches fir den skNAC-Interaktionspartner Smyd1 kodiert, im
Vorfeld dieser Arbeit bereits eine Regulation auf transkriptioneller Ebene durch den myogenen
Regulationsfaktor Myogenin sowie durch den Serum response factor (SRF), einem weiteren wichtigen
Transkriptionsfaktor der Myogenese, nachgewiesen werden (Phan et al., 2005; Li et al., 2009b).
Sowohl bei der Regulation der skNAC- als auch der Smyd1-Expression spielt interessanterweise neben
der transkriptionellen Kontrolle noch ein anderer Regulationsmechanismus eine Rolle: Das alternative
Spleissen. Dieser Vorgang filihrt zu der Expression gewebsspezifischer Varianten. Alternatives
Spleissen ist im Muskel kein ungewdhnlicher Vorgang, so existieren beispielsweise drei Isoformen des
FHL (Four and a half LIM domain)-Proteins, die durch alternatives Spleissen des Primartranskripts
entstehen und in unterschiedlichen Geweben, so auch dem Skelettmuskel, vorkommen. Weitere
bekannte Beispiele fiir alternatives Spleissen von fir Muskelproteine kodierende Transkripte sind:
Tropomyosin, Troponin und Titin (Ubersicht bei Schiaffino und Reggiani, 1996). Wie genau das
alternative Spleissen von skNAC und Smyd1 reguliert wird, das im Fall von skNAC zu dem Einspleissen
eines relativ grofRen, 6kb langen Exons fiihrt, ist bisher unklar. Interessant ist, dass sowohl aNAC als

auch BNAC zusatzlich zu der Herz- und Skelettmuskel-spezifischen Spleissvariante skNAC im
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quergestreiften Muskel existieren und zumindest aNAC im Skelettmuskel eher eine hemmende

Wirkung auf die Myogenese ausibt (Yotov und St-Arnaud, 1996a).

3.1.1 Die skNAC-Expression wird auf transkriptioneller Ebene unter Beteiligung des p38 MAPK-

Signalweges reguliert

Flr skNAC konnte im Rahmen der vorliegenden Arbeit, wie bereits fiir Smyd1 im Vorfeld gezeigt, eine
Regulation auf Transkriptionsebene nachgewiesen werden (Phan et al., 2005; Li et al., 2009b). Im
Gegensatz zu Smyd1 wurden jedoch innerhalb des skNAC-Gens bisher keine regulatorischen DNA-
Sequenzen beschrieben, an die myogene Transkriptionsfaktoren binden kénnten. Im Zuge der
vorliegenden Arbeit stellte sich jedoch heraus, dass der p38 MAPK-Signalweg an der
transkriptionellen Regulation der skNAC-Expression beteiligt ist. Dieser Signalweg ist fur den
regelgerechten Ablauf der Skelettmuskeldifferenzierung essentiell, wie im Vorfeld dieser Arbeit
bereits mehrfach beschrieben wurde (Ubersichten bei Keren et al., 2006; Lluis et al., 2006;
Perdiquero et al., 2007). Verschiedene Studien belegen dabei, dass die Aktivitdt der p38-Kinase im
Verlauf der Myognese zunimmt und fir die vollstandige Ausdifferenzierung und Fusion der
Muskelzellen notwendig ist (Cuenda and Cohen, 1999; Zetser et al., 1999; Wu et al., 2000). Dabei
scheint p38 vor allem fiir den ordnungsgemalen Ablauf spaterer Stadien der Muskeldifferenzierung
wichtig zu sein, insbesondere durch Einfluss auf die Expression muskelspezifischer Gene (Keren et al.,
2006). Daher reguliert skNAC, als p38-Zielgen, vermutlich eher spatere Differenzierungsstadien. Die
wahrend dieser Arbeit gewonnenen Daten lassen jedoch keine Schlussfolgerung dariiber zu, ob die
skNAC-Expression direkt oder indirekt durch den p38 MAPK-Signalweg beeinflusst wird. Um dies
feststellen zu kénnen, missten weitere Untersuchungen folgen. Weiterhin konnte gezeigt werden,
dass skNAC bei der myogenen Differenzierung nicht zu den sogenannten primary response-Genen
gehort, dass also die de novo-Synthese von Proteinen wie z.B. von Transkriptionsfaktoren erforderlich
ist, um die skNAC-Expression zu induzieren. Auch dieses Ergebnis passt gut zu einem Denkmodell, bei
dem skNAC nicht an der Regulation der initialen Schritte der Differenzierung beteiligt ist, sondern
eher spatere Phasen der Myogenese koordiniert. Unterstiitzt wird diese Annahme auch durch den
Befund, dass eine Uberexpression von skNAC in C3H10T1/2-Fibroblasten keinen Einfluss auf den
Phanotyp der Zellen hat (Yotov und St-Arnaud, 1996a) und somit de novo selbst nicht in der Lage ist
das myogene Differenzierungsprogramm zu initiieren, wie es beispielsweise den Mitglieder der
Familie der myogenen Regulationsfaktoren (MRFs) moglich ist (Ubersicht bei Olson und Klein, 1994;
Rudnicki et al., 2008).
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3.2 Funktion von skNAC und Smyd1 im Skelettmuskel

Fiir skNAC und auch fiir Smyd1 konnte im Verlauf der Myogenese eine Translokation aus dem Zellkern
in das Zytoplasma der Muskelzellen nachgewiesen werden (Sims et al., 2002). Aufgrund dieser
Tatsache wird angenommen, dass die beiden Proteine wahrend verschiedener Stadien der
Myogenese unterschiedliche Aufgaben innerhalb dieser beiden subzelluldaren Kompartimente
erflllen. Frihere Studien unterstiitzen diese Hypothese dahingehend, als dass sie zum einen fiir eine
Rolle der beiden Proteine als Transkriptionsfaktoren bzw. transkriptionelle Koaktivatoren sprechen —
eine potentielle nukledre Funktion - und zum anderen auch einen Einfluss sowohl von skNAC als auch
von Smydl auf die Sarkomerogenese beschreiben, welche im Zytoplasma ablduft (Yotov und St-
Arnaud, 1996a; Gottlieb et al., 1996; Tan et al., 2006; Li et al., 2009a,b; Just et al., 2011; Li et al.,
2011; Li et al., 2013; Gao et al., 2014; Du et al., 2014). Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde
daher zum einen genauer untersucht, welche Funktionen skNAC und Smyd1 in Skelettmuskelzellen
haben, zum anderen wurde die Translokation der beiden Proteine vom Nukleus ins Zytosol

mechanistisch analysiert.
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Abbildung 5: Hypothetisches Modell iiber die Funktionen von skNAC und Smyd1 in Skelettmuskelzellen.

skNAC und Smyd1 durchlaufen im Zuge der Myogenese einen Transportprozess aus dem Kern in das Zytosol. Es wird daher
vermutet, dass diese duale Funktionen innerhalb der verschiedenen Kompartimente erflllen. Im Kern steuern sie
moglicherweise als transkriptionelle Modulatoren die Expression spezifischer Gene. Dabei kdnnte vor allem der SET- und
der MYND-Doméane von Smydl eine wichtige Rolle zukommen, wobei erstere als Histon-Methyltransferase wirken und
letztere HDACs rekrutieren kann. Durch skNAC regulierte Gene sind z.B. die Calpaingene, verschiedene fasertypspezifsche
Gene, metabolische Markergene und Gene, die fiir Zytokine kodieren. Somit kdnnte skNAC Prozesse wie Sarkomerogenese,
Migration, Fasertypspezifitat, Energiehaushalt, Regeneration nach Verletzung oder Trainingsanpassung beeinflussen. Der zu
einem spateren Differenzierungszeitpunkt stattfindende Transport des skNAC-Smyd1-Komplexes aus dem Zellkern wird
vermutlich durch Sumoylierung von Smyd1 kontrolliert. Diese Modifikation wird maRgeblich durch die E3-SUMO-Ligase
Nse2 gefordert. Im Zytoplasma interagiert Smyd1 physikalisch mit Myosin und kénnte dadurch moglicherweise direkt an der

Regulation der Sarkomerogenese beteiligt sein. Abbildung modifiziert nach Berkholz et al., 2014a.
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3.2.1 Inhibierung von skNAC hat keinen Effekte auf die Expression myogener

Differenzierungsmarker oder die Bildung von Myozyten und Myotuben

Die Daten der ersten zu skNAC publizierten Studie (Yotov und St-Arnaud, 1996a) lieferten einen
Hinweis darauf, dass skNAC ein positiver Regulator der Myogenese sein konnte. Als Grundlage dieser
Hypothese dienten Uberexpressionsstudien des skNAC-Gens in C2C12-Zellen, wobei die
Uberexpression zu einer frithzeitigen Fusion der Zellen und zur Ausbildung sogenannter Myosacs, d.h.
sehr breiter, vielkerniger Myotuben, fiihrte. Daher wurde im Verlauf dieser Arbeit zunachst getestet,
inwieweit eine Hemmung der skNAC-Expression in C2C12-Zellen unter Verwendung spezifischer
siRNAs das Differenzierungspotential dieser Zellen beeinflusst. Erstaunlicherweise konnte weder
morphologisch noch in Bezug auf die Expression bekannter myogener Differenzierungsmarker, wie
beispielsweise Myogenin und MyHC, ein Effekt des skNAC-knockdowns beobachtet werden. Die
transfizierten- und die Kontrollzellen wiesen zudem ahnliche Fusions- und Differenzierungsindizes auf.
Dies zeigt, dass auch spatere Phasen der Myogenese nicht beeintrachtigt waren. Interessanterweise
wurden im Vorfeld der Arbeit analoge Ergebnisse in Bezug auf Untersuchungen an Smyd1 erhalten:
Uberexpression von Smyd1 in C2C12-Zellen lieferte Hinweise darauf, dass Smyd1 als ein Induktor der
Myogenese fungiert (Li et al., 2009b), wahrend eine Hemmung der Smyd1-Expression mittels eines
antisense-Oligonukleotid-vermittelten Ansatzes keinen Effekt auf die Expression zumindest friiher
myogener Regulationsfaktoren hatte (Tan et al., 2006). An dieser Stelle muss aber darauf hingewiesen
werden, dass knockdown-Studien von Smyd1 bisher nur im Zebrafischmodellsystem durchgefiihrt
wurden und daher nur bedingt mit den skNAC-Daten vergleichbar sind. Jedoch deuten neuere
unveroéffentlichte Studien (Berkholz und Munz) an C2C12-Zellen an, dass auch eine Hemmung der
Smyd1-Expression in  Sdugetieren keinen  Einfluss auf die Expression myogener
Differenzierungsmarker ausibt. Eine mogliche Ursache fiir den Befund, dass sowohl in Bezug auf
skNAC als auch auf Smyd1 eine Hemmung der Genexpression im Gegensatz zu einer Uberexpression
keinen Effekt auf das Differenzierungsverhalten der Zellen zeigt, konnte darin begriindet liegen, dass
die Hemmung mittels siRNA, aber auch Morpholino Oligos, meist nicht ganz vollstandig verlduft.
Dadurch sind die entsprechenden Proteine immer noch in geringen Konzentrationen in der Zelle
vorhanden, was moglicherweise ausreichen kénnte, damit diese ihre spezifische Funktion erfiillen

kénnen.
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3.2.2 skNAC libt im murinen System, dhnlich wie im Zebrafisch-Modellsystem, einen Einfluss auf die

Sarkomerogenese aus

Ein erster Hinweis darauf, dass skNAC, dhnlich wie Smyd1, an der Regulation der Sarkomerogenese
beteiligt sein konnte, ergab sich aus einer Studie an Zebrafisch-Embryonen. Bei dieser wurde die
skNAC-Expression mittels genspezifischer Morpholino Oligos gehemmt: Die skNAC-defizienten Tiere
wiesen keine organisierten Sarkomere auf (Li et al., 2009a). Da sich Zebrafisch- und Sauger-skNAC
jedoch sehr stark unterscheiden und auch Unterschiede bezlglich der subzelluldren Lokalisation der
beiden Proteine beschrieben wurden (Sims et al.,, 2002; Li et al, 2009a), wurde der Frage
nachgegangen, ob skNAC auch in Sdugetieren einen Einfluss auf die Sarkomerogenese ausiibt (Berger
et al., 2010). Vergleichbar zum Zebrafischmodell konnte in der vorliegenden Arbeit auch in murinen
Zellen eine kritische Rolle des skNAC-Proteins bei der Organisation der dicken und diinnen Filamente,
jedoch kein oder nur ein geringer Einfluss auf die Organisation der Z-Scheibe und der M-Bande
beobachtet werden. Bei Immunfluoreszenz-Untersuchungen in Hinblick auf die diinnen und dicken
Filamente Aktin und Myosin fiel auf, dass die typische homogene, aus vielen kleinen Fozi bestehende
Farbung der Kontrollzellen, welche charakteristisch fiir sich neu formierende Sarkomere ist, in Zellen,
welche mit skNAC-spezifischer siRNA transfiziert worden waren, fast vollstandig ausblieb. Die
transfizierten Zellen waren dagegen durch eine auffillig starke Farbung nahe der
Zytoplasmamembran und eine nur schwache Farbung des Zytosols gekennzeichnet. Ein dhnliches
Aktin- und Myosin-Farbemuster wurde bereits in anderen Kontexten beschrieben und ist
wahrscheinlich fir eine gestorte Inkorporation der Filamente in das Sarkomer charakteristisch
(Srikakulam und Winkelmann, 2004; Kontrogianni-Konstantopoulos et al., 2006; McGrath et al.,
2006). Aufbauend auf diese Ergebnisse ware es in Zukunft aufschlussreich, zu untersuchen, ob noch
weitere Sarkomer- oder Sarkomer-assoziierte Proteine, wie beispielsweise das wichtige
Strukturprotein Titin, nach Hemmung der skNAC-Expression nicht mehr korrekt ins Sarkomer
inkorporiert werden kénnen. Vor diesem Hintergrund ist zudem interessant, dass eine kirzlich
erschienene Publikation neben den bereits bekannten Effekt des Smyd1-Proteins auf den Aufbau der
dicken und dinnen Filamente auch beschreibt, dass die Z-Scheibe und M-Bande in Smydi(b)-

defizienten Zebrafisch-Embryos betroffen sind (Li et al., 2013).

3.2.3 skNAC iibt keinen signifikanten Einfluss auf die Expression spezifischer Gene aus, welche fiir

molekulare Chaperone oder Ubiquitin-Ligasen kodieren

Der molekulare Mechanismus, der hinter dem Einfluss von skNAC auf Myofibrillogenese und

Sarkomerogenese steht, war vor Beginn dieser Arbeit noch voéllig unklar. Li et al., 2009a, vermuteten,
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dass skNAC, ahnlich wie der a/BNAC-Komplex, als eine Art molekulares Chaperon fungiert, welches
fiir die Faltung bzw. die Stabilisation neusynthetisierter Sarkomerproteine, speziell Myosin, und deren
Einbau ins Sarkomer, wichtig ist, oder aber bereits die Translation dieser Proteine beeinflusst (Li et al.,
2009a). Unterstltzt wurde diese Hypothese durch den Befund, dass eine Hemmung der skNAC-
Expression in Zebrafisch-Embryonen zu einem verminderten MyHC-Proteingehalt fihrt, obwohl die
Transkriptionsrate des entsprechenden Gens mit der in Wildtyp-Embryonen vergleichbar war (Li et
al., 2009a). Ahnliche Befunde ergaben sich auch in Smydi-knockout-Embryonen (Li et al., 2013). Bei
den in dieser Arbeit als Modellsystem verwendeten murinen Myoblasten war die absolute Menge an
Myosin-Protein dagegen nach Hemmung der skNAC-Expression nicht reduziert. Es wurden dagegen
eher leicht erhohte Myosin-Proteinmengen beobachtet, wobei die Konzentration des MyHC-
Transkripts durch den skNAC-knockdown nicht beeinflusst wurde. Die erhéhte Myosinkonzentration
spiegelt dabei moglicherweise einen kompensatorischen Mechanismus wider, der durch den
fehlerhaften Einbau oder den verstarkten Abbau von Myosinfilamenten ausgelost wird. Diese Daten
sprechen insgesamt dagegen, dass skNAC fiir die Transkription von Genen, die fir Sarkomerproteine
kodieren, oder aber fiir die Translation der entsprechenden Transkripte erforderlich ist. Daher wurde
in einem nachsten Schritt der urspriinglich schon von Li et al., 2009a, aufgrund der am Zebrafisch-
Modellsystem erhaltenen Daten aufgestellten Hypothese nachgegangen, dass skNAC entweder selbst
ein molekulares Chaperon fiir Sarkomerproteine oder Sarkomer-assoziierte Proteine ist oder die
Konzentration solcher Chaperone in der Zelle reguliert. Da die erste Teilhypothese, also die Annahme,
dass skNAC selbst ein solches Chaperon ist, experimentell schwierig zu beweisen ist, wurde zunachst
der Frage nachgegangen, ob skNAC die Expression von Genen beeinflusst, die fir bekannte Sarkomer-
assoziierte Chaperone kodieren. Hierfir wurde sowohl auf RNA- als auch auf Proteinebene die
Expression einer Vielzahl solcher Gene in den mit skNAC-spezifischer siRNA-transfizierten Zellen
untersucht. Dabei konnte kein Effekt des skNAC-knockdowns nachgewiesen werden. Lediglich fir das
UNC45b-Gen und das Nedd4-Gen, welche fir einen ,Myosinfaltungshelfer” bzw. eine Ubiquitin-
Ligase kodieren, konnte eine leicht verstarkte Expression auf RNA-Ebene registriert werden.
Interessanterweise konnte eine gesteigerte Expression des UNC45b-Gens sowie auch des Hsp90-
Gens, welches zu den Hitzeschockproteinen zdhlt und fiir ein essentielles molekulares Chaperon
kodiert, kirzlich auch in Smydl-defizienten Zebrafisch-Embryonen beobachtet werden (Li et al.,
2013). Hier fuhrten die Ergebnisse verschiedener Experimente zu der Annahme, dass Smyd1, UNC45b
und Hsp90 einen trimeren Komplex bilden, welcher die Faltung des Myosinproteins und den
Sarkomeraufbau reguliert. Ob ein dhnlicher Mechanismus in Saugerzellen besteht, ist noch unklar. Im
Fall von skNAC sprechen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit aufgrund der geringen Effekte der
skNAC-Depletion auf die UNC45b-Expression und der fehlenden Effekte auf die Hsp90-Expression

jedoch eher gegen eine direkte funktionelle Assoziation mit diesen beiden Chaperonen.
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3.2.4 skNAC beeinflusst liber Regulation der Calpain-Aktivitit die Sarkomerogenese

Auf der Suche nach weiteren mechanistischen Ansdtzen, mit deren Hilfe eine moégliche Funktion von
skNAC und Smyd1 bei der Sarkomerogenese erklart werden kdnnte, ergab sich der experimentelle
Befund, dass die Expression der fiir die Kalzium-abhangigen Proteasen Calpain 1 und 3 kodierenden
Gene in den mit skNAC-spezifischer siRNA-transfizierten C2C12-Zellen erhéht war, was
erwartungsgemall mit einer erhéhten Calpain-Aktivitat einherging. Zumindest fir Calpain 3 ist in dem
Zusammenhang bekannt, dass es auch Sarkomer- oder Sarkomer-assoziierte Proteine durch Spaltung
beeinflusst (Duguez et al., 2006; Beckmann und Spencer, 2008). Ein bekanntes Calpain 3-Substrat ist
dabei das Sarkomerprotein Titin (Beckmann und Spencer, 2008). Aufbauend auf diese Daten konnte
in der vorliegenden Arbeit durch zusatzliche Verwendung eines Calpain-Inhibitors gezeigt werden,
dass der Einfluss des skNAC-Proteins auf die Sarkomerogenese Calpain-abhangig ist. Da der
verwendete Calpain-Inhibitor ALLN zwar vorwiegend Calpain 1, aber auch Calpain 2, Cathepsin B und
L sowie andere neutrale Cysteinproteasen und das Proteasom hemmt, kann allerdings nicht
vollstandig ausgeschlossen werden, dass auch die proteolytische Aktivitdt dieser Proteine bzw.
Proteinkomplexe eine Rolle bei der Regulierung der Sarkomerogenese durch skNAC spielt. Ahnliches
gilt auch fur den im nachsten Abschnitt beschriebenen, Calpain-vermittelten positiven Effekt einer
skNAC-Depletion auf die Myoblastenmigration. Der Mechanismus, nach dem skNAC die
transkriptionelle Expression von Calpain 1 und 3 reguliert, ist dabei noch nicht geklart. Es gibt
allerdings einige Hypothesen, denen im Zuge der vorliegenden Arbeit auch bereits zum Teil

nachgegangen wurde und auf die in einem spateren Abschnitt (3.2.7) eingegangen wird.

3.2.5 Existieren weitere Mechanismen, auf deren Basis skNAC und Smyd1 die Sarkomerogenese

beeinflussen konnten?

Auf der Basis des Befunds, dass die Regulation der Sarkomerogenese durch skNAC zumindest zum Teil
Uber transkriptionelle Regulation, namlich der Expression von Calpaingenen, erfolgt, ergibt sich die
Frage, ob das Protein auch direkt einen Einfluss auf die Sarkomerogenese ausiiben kann,
insbesondere aufgrund der zytosolischen skNAC-Lokalisation wahrend spaterer Stadien der
Myogenese. Zumindest flr Smydl konnte darliber hinaus im Zebrafisch-Modellsystem eine
Sarkomerassoziation demonstriert werden (Just et al., 2011). Dabei war Smyd1 zunachst wahrend
friher Phasen der Sarkomerogenese im Bereich der A-Bande, kolokalisiert mit Myosin, zu finden.
Spater, nach Beendigung des Sarkomeraufbaus, konnte das Protein im Bereich der M-Linie gefunden
werden. Weitere Experimente lieferten Hinweise darauf, dass Smyd1 und Myosin direkt miteinander

interagieren und dass Smyd1 moglicherweise direkt durch Methylierung von Sarkomerproteinen wie
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Myosin die Sarkomerogenese beeinflusst (Just et al., 2011; Li et al., 2013). Aus diesem Grund wére es
interessant zu untersuchen, ob auch skNAC eine Sarkomer-assoziierte Lokalisation aufweist. Dies
ware durchaus denkbar, da eine Kolokalisation von Smydl und skNAC wahrend der Myogenese
bereits gezeigt wurde (Sims et al., 2002). Die erzielten Ergebnisse beziiglich der sarkomerischen
Lokalisation des Smyd1-Proteins einerseits und der Kolokalisation von skNAC und Smyd1 andererseits
stammen aber aus unterschiedlichen Modellsystemen und sind daher moglicherweise nicht
Ubertragbar. Bei C2C12-Zellen vergehen beispielsweise einige Tage, bis die Zellen in vitro vollstandig
differenziert sind, wohingegen im Zebrafisch-Embryo dieser Prozess nur einige Stunden dauert. So
konnte beispielsweise gezeigt werden, dass die intrazelluldre Lokalisation von skNAC im Zebrafisch
und in murinen Myoblasten nicht identisch ist: Im Zebrafisch konnte skNAC nur im Zytosol
nachgewiesen werden (Li et al., 2009a), wohingegen skNAC in murinen Myoblasten aus dem Kern ins
Zytosol transloziert (Sims et al., 2002). Ahnliches konnte auch in Bezug auf den subzelluldren
Aufenthaltsort des Smyd1-Proteins beobachtet werden (Li et al.,, 2011). Dabei wurde aber die
Vermutung angestellt, dass der Nachweis von Smyd1 im Nukleus der Zebrafisch-Embryonen bisher
nicht gelang, weil die Smydl-Konzentration hier zu gering sein kénnte, um detektiert werden zu
konnen (Li et al., 2011). Um dies zu testen, wurde das flr die Zebrafisch-Smyd1-Isoform Smydib
kodierende Gen in C2C12-Zellen {iberexprimiert. Bei diesen Experimenten lieR sich das Zebrafisch-
Smyd1 in der Tat im Kern nachweisen, insbesondere dann, wenn zuséatzlich ein Kerntransport-
Inhibitor (Leptomycin B) zugegeben wurde. SchlieRlich konnten Just und Kollegen, im Widerspruch zu
anderen Publikationen (Tan et al., 2006; Li et al., 2009b, Li et al., 2013), Smyd1 nur in fast-twitch-
Fasern, nicht aber in slow-twitch-Fasern nachweisen (Just et al., 2011). Einige dieser kontroversen
Befunde beziiglich der subzelluldren Lokalisation des Smyd1-Proteins kdnnten moéglicherweise neben
der bereits angesprochenen Verwendung unterschiedlicher Modellsysteme, auch darin begriindet
sein, dass nicht immer die gleiche(n) Smyd1-Isoform(en) analysiert wurden. Grundsatzlich kann aber
natiirlich auch nicht ausgeschlossen werden, dass skNAC und Smyd1 im Zebrafisch und in Sdugern
eine unterschiedliche subzelluldre Lokalisation und moglicherweise auch Funktion besitzen. Dafir
wirde auch die geringe Konservierung zumindest der skNAC-Sequenz in den verschiedenen Spezies
sprechen. Fir eine funktionelle Redundanz der beiden Proteine spricht dagegen aber zumindest im
Fall von Smydl das Ergebnis einer neuen Studie, wonach die durch knockdown von Smydlb
verursachten Muskeldefekte in Zebrafisch-Embryonen durch Einbringen des murinen Smyd1
kompensiert werden kénnen (Gao et al., 2014).

In weiteren Studien sollte ferner der Einfluss des skNAC-Proteins auf die Sarkomerogenese genauer
analysiert werden. Dabei kdnnten in Zukunft elektronenmikroskopische Aufnahmen hilfreich sein,
wobei es moglicherweise sinnvoll ware, primare Sdugermyoblasten oder besser noch Gewebeschnitte

zu verwenden, bei denen bekanntermafen eine detailliertere Sarkomerstruktur ersichtlich ist als bei
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Myoblasten-Zelllinien (Tagawa et al., 2008; Rui et al., 2010; Sander et al., 2013, Franke et al., 2014).
Fir ein besseres Verstandnis der Smydl-Funktion bei der Sarkomerogenese miissten zunachst
Studien in Sadugerzellen durchgefiihrt werden, um insbesondere auch die Frage zu beantworten,
inwieweit eine Ubertragbarkeit der Zebrafischdaten auf hdhere Vertebraten gegeben ist. Aufbauend
darauf sollte analysiert werden, ob skNAC und Smyd1 gemeinsam - hierfiir sprechen die Bindung der
beiden Proteine aneinander, ihre Kolokalisation und die ahnlichen Phanotypen der Zebrafisch-skNAC-

und Smyd1-knockdown-Embryonen - die Sarkomerogenese beeinflussen.

3.2.6 skNAC reguliert auch die Myoblastenmigration - dabei sind ebenfalls Calpaine beteiligt

Flr skNAC konnte in dieser Arbeit nicht nur ein Einfluss auf die Sarkomerogenese, sondern auch auf
die Myoblastenmigration beschrieben werden. Dieser Befund ergab sich auf der Grundlage, dass
Calpaine als potentielle Induktoren der Myoblastenmigration gelten (Dedieu et al., 2003; Dedieu et
al., 2004), wobei jedoch etwas widerspriichlich ist, dass durch dieselbe Gruppe auch gezeigt werden
konnte, dass Uberexpression der Calpaingene zu einer Hemmung der Migration fiihrt (Leloup et al.,
2006). Mechanistisch scheint eine Beeinflussung der Myoblastenmigration durch Calpaine
hauptséachlich Uber eine regulierte Spaltung des Calpain-Substrates MARCKS zu erfolgen (Dedieu et
al., 2003). Dabei konnte gezeigt werden, dass es bei einem verminderten Expressionsniveau der
Calpain 1- und 2-Gene zu einer Akkumulation von MARCKS an der Plasmamembran kommt,
einhergehend mit einer erniedrigten Migrationsrate der C2C12-Zellen. An der Plasmamembran ist
MARCKS an der Vernetzung von Aktinfilamenten und an der Anbindung dieser Filamente an die
Zellmembran beteiligt (Thelen et al., 1991; Hartwig et al., 1992). Um den Zusammenhang zwischen
der Ansammlung von MARCKS an der Plasmamembran und der Migration zu untersuchen, wurde
MARCKS in den Zellen Uberexprimiert, was eine geringere Migration der Zellen zur Folge hatte
(Dedieu et al., 2003). Intaktes MARCKS scheint also tatsdchlich die Myoblastenmigration zu hemmen,
wahrend eine Spaltung dieses Proteins, vermutlich zumindest u.a. durch Calpaine, die Zellmigration
fordert. In mit skNAC-spezifischer siRNA-transfizierten Zellen, die, wie in dieser Arbeit gezeigt werden
konnte, eine erhdhte Calpain-Aktivitdit und eine verminderte MARCKS-Proteinkonzentration
aufweisen, konnte eine gesteigerte Migrationsrate im Gegensatz zu den Kontrollzellen beobachtet
werden. Dieses erhohte Migrationspotenzial war nach Verwendung des Calpain-Inhibitors ALLN nicht
mehr vorhanden. Diese Ergebnisse sprechen dafilir, dass skNAC durch seinen Effekt auf die
Calpainexpression nicht nur die Sarkomerogenese, sondern auch die Myoblastenmigration
beeinflusst. Ein weiteres Protein, dem auch eine Beteiligung an der Regulation der
Myoblastenmigration zukommen kénnte, ist MICAL1. Dieses konnte erst kiirzlich in einem Hefe-2-

Hybrid-System als moglicher Bindungspartner des Smyd1-Proteins identifiziert werden (Park et al.,
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2010). Es war im Zuge der vorliegenden Arbeit auRerdem mittels Koimmunoprazipitations-
experimenten moglich, eine Interaktion von skNAC und MICAL1 in Mausmyoblasten nachzuweisen
(Berkholz und Munz, unveroffentlichte Daten). Bisher ist wenig lber die Funktion von MICAL1 in
Saugetieren bekannt, jedoch weiR man, dass dieses Protein bei der Fruchtfliege eine wichtige
Funktion als Regulator der Formation von Aktin-Stressfasern hat (Giridharan et al., 2012). Weitere
Versuche missten folgen, um die genaue Funktion dieses Proteins in Myoblasten zu klaren.

Zudem ist der Calpain-abhangige Effekt von skNAC auf die Myoblastenmigration auch im Kontext mit
der publizierten Expression von skNAC nach Verwundung der quergestreiften Muskulatur und der
damit einhergehenden Reparatur des Muskels interessant (Munz et al., 1999). Der Skelettmuskel ist
bei Reparaturprozessen auf die Migration von aktivierten Satellitenzellen (Myoblasten) angewiesen
(Ubersicht bei Goetsch et al., 2013). Dabei konnte zum einen gezeigt werden, dass eine intakte
Aktivitat der Calpaine fiir die Wundheilung notwendig zu sein scheint und zum anderen beschreiben
andere Publikationen auch einen Zusammenhang zwischen der Funktion von Satellitenzellen und
dem Vorhandensein von Calpainen (Nassar et al., 2012; Dargelos et al., 2010; Stuelsatz et al., 2010).
Weiterhin konnten Park et al., 2010, zeigen, dass skNAC(-/-)-Mause auch durch Survival-Defekte von

Satellitenzellen gekennzeichnet waren. Auch hierbei kdnnten Calpaine eine Rolle spielen.

3.2.7 Die Regulation der Calpainexpression durch skNAC-Smyd1 erfolgt zumindest zum Teil auf der

Basis von Histon-Modifikationen

Um der Frage nachzugehen, welcher Mechanismus der transkriptionellen Kontrolle der Calpaingene
durch skNAC zugrunde liegt, wurde zunachst untersucht, ob ein Effekt auf die Calpainexpression auch
nach knockdown der Smyd1-Expression in C2C12-Zellen zu beobachten ist. Dies war zumindest 72
Stunden nach Induktion der Differenzierung der Fall. Daher wurde spekuliert, dass moglicherweise
die Fahigkeit des Smyd1-Proteins, mithilfe seiner SET-Domane, Histonmodifizierungen durchzufiihren,
eine Rolle bei der Regulation der Transkription durch den skNAC-Smyd1-Komplex spielen kénnte.
Sowohl in Abhangigkeit davon, welche Lysinreste oder Argininreste an Histonen modifiziert werden,
als auch davon, welche genaue Anzahl an Methylgruppen (ibertragen wird, kann durch eine
Histonmethylierung die Transkription von Genen positiv oder negativ reguliert werden. Im Vorfeld
dieser Arbeit war nur sicher bekannt gewesen, dass Smyd1 Methylgruppen auf das Lysin 4 von Histon
3 transferieren kann, nicht aber, wieviele Methylgruppen dabei ibertragen werden (Tan et al., 2006;
Sirinupong et al., 2010). Da zumindest fiir Smyd3 bereits im Vorfeld dieser Arbeit bekannt gewesen
war, dass das Protein zwei bzw. drei Methylgruppen auf Lysin Ubertragt (Hamamoto et al., 2004; Kim
et al.,, 2009; Xu et al., 2011, Foreman et al., 2011), wurde im Rahmen der Arbeit zundchst ein

H3K4me2-spezifischer ELISA durchgefiihrt, bei dem das globale H3K4me?2-
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Histonmethylierungsmuster von skNAC- und Smyd1-defizienten Zellen mit dem von Kontrollzellen
verglichen wurde. Die anfangliche Hypothese einer Regulation der H3K4-Dimethylierung durch
skNAC-Smyd1 wurde dabei durch die Ergebnisse des ELISAs unterstiitzt, da dieser zeigte, dass durch
knockdown der Smyd1-Expression und auch in einem etwas geringeren Malie der skNAC-Expression,
die globale H3K4me2-Methylierung in den Zellen gehemmt wird. Dies spricht, gemeinsam mit
Western Blot-Ergebnissen, bei denen spezifische, gegen die verschiedenen H3K4-Methylgruppen
gerichtete Antikérper verwendet wurden, dafiir, dass Smyd1, moglicherweise in Zusammenarbeit mit
skNAC, vor allem die Histon-Di- und -Tri-Methylierung katalysiert. Allerdings werden sowohl
H3K4me2 als auch H3K4me3 eher mit aktiver Transkription als mit transkriptioneller Repression
assoziiert, so dass die beobachtete Steigerung der Calpain 1- und auch die der SRF-Expression nach
knockdown der skNAC- und Smyd1-Expression zunachst widerspriichlich erscheinen. Allerdings sind
die Effekte von Histonmethylierungen bisher nur unzureichend verstanden und es ist wahrscheinlich,
dass identische Methylierungsmuster in verschiedenen Kontexten unterschiedliche Effekte haben
konnen (Deb et al., 2014). Um die aufgestellte Hypothese einer transkriptionellen Kontrolle durch den
skNAC-Smyd1-Komplex via Histonmodifizierung intensiver zu analysieren, wurden auflerdem
Chromatin-Immunoprézipitation (ChlP)-Experimente durchgefiihrt. Hierbei wurde insbesondere die
Calpain 1-Promotorregion auf Veranderungen beziiglich des H3K4me2-Methylierungsmusters nach
Hemmung der SmydI-Expression bzw. nach Uberexpression eines fiir Wildtyp-Smyd1 kodierenden
Vektors und eines Vektors, welcher fir eine Smyd1-Mutante, welche eine inaktivierende Mutation
innerhalb der SET-Domane aufweist, hin untersucht. Weiterhin wurden auch die Promotorregionen
des SRF-, des skNAC- und des Calpain 3-Gens getestet. Dabei zeigten sich dhnliche Ergebnisse fir die
Calpain 1- und SRF-Promotorregionen: Hier konnte eine geringere H3K4-Di-Methylierung nach
knockdown der Smyd1-Expression bzw. nach Uberexpression des fiir die HMTase-defiziente Smyd1-
Mutante kodierenden Gens registriert werden. An der Calpain 3-Promotorregion konnten dagegen
nur minimale Effekte festgestellt werden, auch die Effekte auf den Methylierungsgrad der skNAC-
Promotorregion waren gering. Zusatzlich wurde ein ChIP-Experiment mit einem H3K4me3-
spezifischen Antikorper durchgefuhrt. Hierbei ergaben sich zum Teil dhnliche, zum Teil aber auch
abweichende Ergebnisse im Vergleich zur H3K4me2-Analyse: So hatte beispielsweise weder eine
Uberexpression des unmutierten, noch des mutierten Smydi-Gens einen Effekt auf die H3K4me3-
Methylierung im Bereich der untersuchten Promotorregionen. Eine Erklarung hierflir kbnnte sein,
dass der Grad der Uberexpression bzw. die Sensitivitat des Assays nicht ausreichen, um hier Effekte zu
sehen. Allgemein missten weitere Untersuchungen folgen, um die beobachteten Effekte detaillierter
zu analysieren und zu bestdtigen, insbesondere, da die gefundenen Unterschiede beziiglich der
Methylierungsmuster fiir die meisten der untersuchten Promotoren relativ gering waren. Allerdings

muss hier angemerkt werden, dass in einer vergleichbaren Studie, bei der das LSD1 (Lysin-specific
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demethylase-1)-Gen mittels RNA-Interferenz ausgeschaltet wurde, signifikante Effekte auf das H3K4-
Methylierungsmuster im Bereich einer dhnlichen GréRenordnung lagen (Hino et al., 2012). Folglich
kann man annehmen, dass die erwartbaren Unterschiede voraussichtlich nicht besonders grof$ sind.
Ansonsten ware es auch denkbar, dass Smydl noch weitere Lysine an Histon 3 methylieren kann,
vielleicht sogar in héherem MaRe als Lysin 4. Moglicherweise ware es zudem sinnvoll, in Zukunft
einen H3K27-ChlP-Assay durchzufiihren, da eine kiirzlich erschienene Studie zeigt, dass eine Vielzahl
an muskelspezifischen-Promotoren, wie der Myogenin- und der Ckm (Creatine kinase, muscle)-
Promotor, bivalente Stellen fur H3K4me3 und H3K27 aufweisen (Bernstein et al., 2006; Seenundun et
al., 2010; Gu und Lee, 2013; Liu et al., 2013a). Es ist auBerdem nicht auszuschliefen, dass Smyd1
auch direkt Zielproteine methyliert, wie es bereits fir andere Mitglieder der Smyd-Familie gezeigt
werden konnte (Huang et al., 2006; Kunizaki et al., 2007; Abu-Farha et al., 2011; Donlin et al., 2012;
Voelkel et al., 2013) Interessant in diesem Zusammenhang ist insbesondere, dass fir Smyd1 Hinweise
darauf bestehen, dass Myosin ein Methylierungssubstrat darstellt (Li et al., 2013).

Interessant ist zudem, dass Smyd1, wie bereits in der Einleitung erwdhnt, neben der SET-Domaéne
noch eine MYND-Domaéne aufweist, und dadurch die Fahigkeit besitzt, HDACs zu rekrutieren (Gottlieb
et al., 2002; Costanini et al., 2005), so dass der skNAC-Smydl1-Komplex die Transkription seiner
Zielgene auch auf diesem Wege steuern kdnnte. Ein im Zuge dieser Arbeit durchgefiihrter HDAC-
ELISA, mit dessen Hilfe die Gesamt-HDAC-Aktivitdt der untersuchten Zellen quantifiziert wurde,
zeigte, dass eine Hemmung der skNAC- und der Smyd1-Expression auch zur einer Verminderung der
HDAC-Aktivitat in Muskelzellen fihrt. Daher lasst sich nicht ausschlieRen, dass skNAC und Smyd1

auch iber eine Beeinflussung von Histon-Acetylierungsmustern Prozesse der Genexpression steuern.

3.2.8 Mithilfe eines cDNA-Microarrays lieBen sich neue maogliche Zielgene des skNAC-Proteins

identifizieren

Bei einem im Rahmen dieser Arbeit durchgefihrten cDNA-Microarray, der dazu dienen sollte, neue
Zielgene des skNAC-Proteins zu identifizieren, wurden differenzierende Kontroll-Myoblasten mit
solchen Zellen verglichen, bei denen die Expression des skNAC-Gens mittels spezifischer siRNA
gehemmt worden war. Hierbei konnten 100 Gene identifiziert werden, die eine Foldchange zwischen
2,9 und 21,5 aufwiesen. 51 Gene waren in den Zellen induziert, in denen die skNAC-Expression
gehemmt worden war, 49 Gene dagegen reprimiert. Auffillig war, dass eine Reihe von Genen
identifiziert werden konnte, die normalerweise bei der Immunantwort aktiviert werden. Darunter
befanden sich solche, die fiir eine T-Zell-spezifische GTPase (Tgtpl), das transkriptionsregulierende
Protein CIITA (Major histocompatibility complex (MHC) class Il transactivator) oder das Zytokin

Interleukin IL17B kodieren. Desweiteren wurde eine Vielzahl von Genen identifiziert, die fur Carrier-
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und Tunnelproteine (z.B. Accn3, SIic30a3) sowie bisher unbeschriebene Gene (z.B. GM14316)
kodieren. Fir eine Vielzahl der im Microarray regulierten Gene wurden die Array-Daten mit Hilfe von
semiquantitativen-RT-PCR- und Northern Blot-Analysen verifiziert.

Eines der im Microarray mit am starksten regulierten Gene war das bereits erwahnte CIITA, welches
fliir einen Transkriptionsmodulator kodiert. Dieses Gen, bzw. das Protein CIITA, spielt eine
Schlisselrolle bei einer Vielzahl von Pathologien, darunter Arteriosklerose, Lungenfibrose,
Sklerodermie und Krebs (Wu et al., 2009). In vorherigen Studien konnte gezeigt werden, dass die
ClITA-Expression durch das proinflammatorische Zytokin INFy stimuliert wird und CITA so einen
Mediator flr viele durch INFy vermittelte transkriptionelle Effekte darstellt (Morris et al., 2002;
Piskurich, 1999; Piskurich et al., 1998). CIITA selbst fehlt DNA-Bindungsaffinitdt, das Protein kann
jedoch durch Interaktion mit DNA-bindenden Faktoren an Promotoren rekrutiert werden (DeSandro
et al., 2000; Masternak et al., 2000; Scholl et al., 1997; Zhu et al., 2000). Dabei wird CIITA konstitutiv
in B-Zellen exprimiert, die Expression des Gens wird aber auch als Antwort auf eine INFy-Stimulation
in zahlreichen Zellytpen induziert, darunter auch im Skelettmuskel (Buttice et al., 2006; Dong et al.,
1999; Xu et al., 2004). Ferner wurde gezeigt, dass CIITA die Myogenese durch Unterdriickung der
Myogenin-Aktivitdit hemmen kann (Londhe und Davie, 2012). Zudem kann INFy in Abhangigkeit von
CIITA die Expression des Sirt1-Gens hemmen, wobei CIITA die Promotorregion von Sirtl deacetyliert
(Li et al., 2011). Da es sich bei Sirtl um eine Klasse ll-Histon-Deacetylase handelt, die durch
Deacteylierung vieler wichtiger metabolischer Marker als eine Art Sensor fungiert, flihrt eine
Hemmung der Sirt1-Expression zu einer Veranderung der muskularen Stoffwechselaktivitat und des
Energieumsatzes (Liang et al., 2009). CIITA stellt somit im Kontext mit der Skelettmuskulatur ein
durchaus interessantes Gen dar, dessen mogliche Regulation durch skNAC weiter untersucht werden
sollte.

Als ein weiteres Resultat des im Zuge dieser Arbeit durchgefiihrten Microarrays ist auRerdem
festzuhalten, dass erstaunlicherweise keine Ubereinstimmungen zu dem zuvor an Herzmuskelgewebe
von skNAC(-/-)-Embryonen durchgefiihrten Microarray gefunden wurden (Park et al., 2010). Dies
kdnnte zum einen an gewebsspezifischen Unterschieden zwischen Herz- und Skelettmuskel liegen,
zum anderen ist es wahrscheinlich, dass bei den knockout-Tieren bereits im Vorfeld der Analyse
verschiedene Gene in komplexer Art und Weise kompensatorisch induziert oder reprimiert wurden,
was bei dem in dieser Arbeit analysierten in vitro-Versuchsaufbau zwar durchaus auch maoglich, aber
weniger wahrscheinlich ist. Um kompensatorische Effekte zu minimieren, ware es daher in Zukunft

interessant, mit einem induzierbaren in vivo- oder in vitro-System zu arbeiten.
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3.2.9 skNAC beeinflusst die Myoglobin-Expression und die Fasertypspezifizierung.

Yotov und St-Arnaud konnten 1996 eine skNAC-abhdngige Stimulation der Myoglobin-
Promotoraktivitat nachweisen. Daher wadre bei der in dieser Arbeit durchgefiihrten siRNA-
vermittelten Hemmung der skNAC-Expression eine Verminderung der Konzentration Myoglobin-
spezifischer Transkripte zu erwarten gewesen. Eine solche Hemmung der Myoglobin-Expression
konnte jedoch nicht nachgewiesen werden, obwohl die gleiche Zelllinie wie in der erwahnten
Publikation verwendet worden war. Es kam dagegen nach Hemmung der skNAC-Expression sogar zu
einer leichten Induktion der Myoglobinexpression. Fir diese zunachst widersprichlichen Ergebnisse
gibt es grundsatzlich drei Erklarungsmoglichkeiten: (1.) Yotov und St-Arnaud (berpriften die
Myoglobin-Promotoraktivitdt, nicht aber die Gesamtmenge an Myoglobin-Transkripten und
Myoglobinprotein wie in der vorliegenden Arbeit; (2.) Es handelt sich um zwei verschiedene
Herangehensweisen, wobei in einem Fall skNAC (berexprimiert wurde und im anderen Fall die
Expression dieses Gens durch RNA-Interferenz ausgeschaltet wurde; und (3.) Es ist moglich, dass
weitere Faktoren an der Regulation der Myoglobin-Transkription beteiligt sind und dass skNAC
moglicherweise nur als zusatzlicher Faktor unter bestimmten Bedingungen die Transkription vom
Myoglobin-Promotor aus verstarken kann, so dass eine Verminderung der skNAC-Menge nicht
unbedingt Auswirkungen auf die absolute Myoglobinmenge haben muss.

Zumindest die erste und die zweite Hypothese sind dabei eher unwahrscheinlich, da neuere in vivo-
Daten (Park et al., 2010) ein vermindertes Myoglobin-Transkriptlevel in den Herzen skNAC-defizienter
muriner Embryonen zeigten. Zudem konnte die Gruppe nachweisen, dass es im oxidativen
Soleusmuskel von skNAC(-/-)-Mausen im Vergleich zu Wildtyp-Kontrolltieren zu einer Verschiebung
hin zu einem eher glykolytischen Phanotyp kommt. Dagegen zeigten die in dieser Arbeit analysierten,
mit skNAC-spezifischer siRNA-transfizierten C2C12-Zellen, nicht etwa eine Veranderung hin zu eher
glykolytischen Typ ll-Fasern, was aufgrund der oben beschriebenen Literaturdaten zu erwarten
gewesen ware, sondern eher einen Shift hin zu einem mehr oxidativen Phanotyp. Dieses Ergebnis
stimmt zumindest mit den im Zuge dieser Arbeit gewonnenen und oben beschriebenen
Myoglobindaten nach Hemmung der skNAC-Expression in C2C12-Zellen {iberein, da oxidative Fasern
durch einen hohen Myoglobingehalt gekennzeichnet sind. Um die dritte Hypothese zu analysieren
und dabei insbesondere zu testen, ob skNAC in roten, eher oxidativen Fasern andere Funktionen als
in weillen, eher glykolytischen Fasern hat, wurden Experimente an einer weiteren Zelllinie, den Sol8-
Zellen, durchgefiihrt. Sol8-Zellen sind dabei eher oxidativ, da sie urspriinglich aus Primarkulturen des
vornehmlich oxidativen Soleusmuskels von C3H-Mausen stammen. Bei der Analyse dieser Zelllinie
konnte beobachtet werden, dass es im Gegensatz zu den an C2C12-Zellen gewonnenen Daten zu

einer verminderten Expression von MyHC | in den siRNA-transfizierten Zellen kommt und die
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Expression von MyHC lix sogar leicht erhoht war. Daher konnen die kontroversen Effekte des skNAC-
Proteins auf die Faserspezifitat und damit auf die Myoglobinkonzentration moglicherweise tatsachlich
darauf zuriickzufiihren sein, dass skNAC Teil eines komplexen Regulationsmechanismus ist, dessen
Effekte von den metabolischen Eigenschaften der jeweiligen Muskelzelle abhangen.

Im Zusammenhang mit der Fasertypspezifitait und den in dieser Arbeit ermittelten Effekten des
skNAC-Proteins auf die Calpainexpression ist schlieBlich interessant, dass in der Literatur auch bereits
eine Rolle der Calpaine bei der Skelettmuskel-Fasertypspezifikation beschrieben wurde (Sultan et al.,
2001; Tidball et al., 2002; McMillan et al., 2011; Zhang et al., 2012; Muroya et al., 2012). Eine kirzlich
erschienene Studie spricht dafiir, dass Calpain 3 den CaMKII-Signalweg beeinflusst, der wiederum an
der Transformation von glykolytischen Muskelfasern hin zu einem mehr oxidativen Phanotypus
beteiligt ist (Kramerova et al., 2012). Zudem zeigen Patienten mit LGMD2a (Limb girdle muscular
dystrophy 2a), welche durch eine Mutation im Calpain 3-Gen verursacht wird, eine héhere Anzahl an

Typ I-Fasern (Kramerova et al., 2012).

3.2.10 Eine Hemmung der skNAC-Expression beeinflusst die Expression metabolischer Markergene

in Skelettmuskelzellen

Aufgrund der Tatsache, dass die verschiedenen Muskelfaserypen charakteristische Unterschiede
beziglich ihres Stoffwechsels aufweisen und zudem in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden
konnte, dass es nach Hemmung der skNAC-Expression zu einer Verschiebung hin zu mehr oxidativen
Fasern kommt, wurde weiterhin untersucht, ob auch die Expression von bekannten metabolischen
Markern durch Unterdriickung der skNAC-Expression beeinflusst wird. Dabei zeigten alle getesteten
Markergene, die als charakteristisch fir oxidative Stoffwechselwege angesehen werden kénnen,
darunter SDH (Succinate dehydrogenase), PGCla (Peroxisome proliferator-activated receptor gamma
coactivator 1a) und UCP-3 (Mitochondrial uncoupling protein 3), eine verstarkte Expression nach
Hemmung der skNAC-Expression. SDH ist ein mitochondriales Membranprotein, welches im
Zitratzyklus die Umwandlung von Succinat in Fumarat katalysiert. Bei UCP-3 handelt es sich auch um
ein mitochondriales Protein, das zu einer Gruppe von Anionen-Transportern zahlt. PGCla spielt als
transkriptioneller Koaktivator eine positive Rolle als Hauptkoordinator der mitochondrialen
Biosynthese und kann dabei den oxidativen Zellstoffwechsel steigern (Ubersicht bei Austin und St-
Pierre, 2012). Dadurch stellt PGCla einen Faktor dar, der maRgeblich an der Regulation der
Transformation von Skelettmuskelfasern hin zu einem eher oxidativen Phanotyp beteiligt ist (Lin et
al., 2002; Schuler et al., 2006; Handschin et al., 2007). Die Expression des FoxO1 (Forkhead box
protein 01)-Gens, welches fiir einen Transkriptionsfaktor kodiert, der malgeblich die

Glykogensynthese und die Glykolyse steuert, war dagegen reprimiert (Ubersicht bei Sanchez et al.,
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2014). Fur FoxO1 ist, wie fir PGCla, eine direkte Funktion beim Fasertypswitching bekannt. FoxO1
steuert allerdings eher den Shift in Richtung auf glykolytische, schnelle Fasern (Kamei et al., 2004;
Yuan et al., 2011).

Weiterhin wurde die Proteinkonzentration des mitochondrialem Porin Proteins, welches ein
porenformendes Membranprotein in der duReren Mitochondrienmembran darstellt, bestimmt.
Zudem wurde ein im Zuge dieser Arbeit fir die Zellkultur entwickelter SDH-Aktivitdtsassay
durchgefiihrt, um das oxidative Potential der Zellen zu untersuchen. Dabei zeigte sich sowohl eine
erhohte Porinmenge in den mit skNAC-spezifischer siRNA-transfizierten Zellen, als auch eine leicht
gesteigerte Succinat-Dehydrogenase Aktivitdt. Diese Ergebnisse unterstiitzen somit die oben
beschriebenen Markeranalysen, welche dafiir sprechen, dass die Unterdriickung der skNAC-
Genexpression zu einer Erhéhung der oxidativen Stoffwechselaktivitdt in C2C12-Zellen fihrt.

Auch wenn die in dieser Arbeit gefundenen Ergebnisse in Bezug auf die Fasertypspezifizierung zum
Teil den Ergebnissen friherer Studien widersprechen, kann festgehalten werden, dass diese
zumindest in den untersuchten C2C12-Zellen stimmig sind. Dort fihrt ein knockdown der skNAC-
Expression insgesamt zu einer Verschiebung hin zu Fasern mit einem eher oxidativen Metabolismus,

einem hohen Myoglobingehalt und einer hohen Mitochondriendichte.

3.2.11 Depletion von skNAC beeinflusst die Expression von Genen, die fiir spezifische Zytokine

kodieren

Da verschiedene Stoffwechselwege in Skelettmuskelzellen Uber proinflammatorische Zytokine
moduliert werden und der Skelettmuskel dabei auch selbst Zytokine produzieren kann (Henriksen et
al., 2012), wurde in den mit skNAC-spezifischer siRNA-transfizierten Zellen die Expression
verschiedener Gene untersucht, die fiir proinflammatorische Zytokine kodieren. Dabei zeigte sich 72
Stunden nach Induktion der Differenzierung nicht nur eine Induktion des bereits mittels Microarray
als skNAC-Zielgen identifizierten IL17B, sondern auch eine verstdrkte Expression der Interleukingene
IL4 und IL6. IL6 wurde erstmals als B-Zell- stimulierender Faktor beschrieben (Ubersicht bei Kishimoto
und Hirano, 1988). Spater konnte gezeigt werden, dass IL6 auRerdem eine wichtige Rolle als Regulator
der Skelettmuskelplastizitat in Antwort auf Ausdauertraining besitzt, aber auch die Insulinwirkung
beeinflusst, was im Zusammenhang mit der Pathogenese des Diabetes mellitus interessant ist
(Ubersicht bei Pedersen und Febbraio, 2008; Pedersen, 2012; Mufioz-Canoves et al., 2013). Der
Befund einer Regulation der IL6-Expression durch skNAC kénnte daher von klinischer Relevanz sein.
Aufgrund der Tatsache, dass das SRF-Protein einen wichtigen Regulator im Kontext mit der
Zytokinproduktion im Skelettmuskel darstellt (Charvet et al., 2006; Guerci et al., 2012), wurde ferner

auch die Expression des SRF-Gens in den skNAC-defizienten-Zellen untersucht. Speziell im spateren
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Differenzierungsverlauf konnte dabei eine deutlich gesteigerte SRF-Expression auf RNA- und
Proteineebene registriert werden, welche moglicherweise direkt im Zusammenhang mit der
gesteigerten Zytokinproduktion nach Unterdriickung der skNAC-Expression stehen konnte.
Interessanterweise konnte wahrend der friihen Phase des Differenzierungsvorgangs keine verstarkte
Expression des IL4- und IL6-Gens nach Hemmung der skNAC-Expression beobachtet werden, im Fall
von IL4 fiihrte diese Hemmung sogar zu einer verminderten Expression.

Weiterhin wurde auch der INFy-Proteingehalt im Medium der transfizierten Zellen untersucht, da
bekannt ist, dass INFy die Expression des mittels Microarray identifizierten skNAC-Zielgens CIITA
beeinflusst, so dass IFNy ein Mediator der skNAC-vermittelten Regulation der CIITA-Expression sein
konnte. Dabei zeigte sich, dass eine Hemmung der skNAC-Expression 24 Stunden nach Auslésung des
Differenzierungsprogrammes tatsachlich zu einer verminderten IFNy-Sekretion durch die Muskelzellen
flhrt. Dies spricht dafiir, dass dieses Zytokin tatsachlich die Regulation der CI/ITA-Expression durch
skNAC vermitteln kdnnte. Ahnlich wie fiir die durch skNAC vermittelte Regulation der /L4-Expression
gezeigt, fuhrte die Hemmung der skNAC-Expression auch zu einer biphasischen Regulation der INFy-
Produktion, da ermittelt werden konnte, dass zu spateren Zeitpunkten der Differenzierung eine
deutlich vermehrte IFNy-Sekretion stattfindet. Interessant ware es daher, in einem weiteren Schritt zu
untersuchen, ob wahrend spaterer Stadien des Differenzierungvorgangs auch ein gegenlaufiger Effekt
in Bezug auf die CIITA-Expression auftritt. Die Expression des Sirt1-Gens, welche, wie bereits erwahnt,
durch INFy in Abhangigkeit von CIITA gehemmt werden kann, war, wie aufgrund der genannten
Zusammenhange anfanglich vermutet, eher wahrend friherer Phasen der Myogenese vermindert,
wobei die beobachteten Effekte nicht sehr ausgepragt waren.

Interessanterweise deutet eine kiirzlich erschienene Publikation an, dass auch aNAC die Expression
von IL17 und INFy induzieren kann - dabei wurden mononukledre Zellen des peripheren Blutes
(PBMCs= peripheral blood mononuclear cells) analysiert - sowie die vermehrte Sekretion von IL6 in
Monozyten bewirkt (Hradetzky et al., 2013; Hradetzky et al., 2014). Diese Befunde deuten an, dass
sowohl aNAC als auch skNAC Regulatoren der Zytokinproduktion sein kénnten. Interessant ist in
diesem Zusammenhang auch, dass bereits erwdahnte Daten von Munz et al., 1999, eine Beteiligung
des skNAC-Proteins an der Regeneration der Skelettmuskulatur nach Verwundung nahelegen. Dabei
handelt es sich um einem Prozess, der in hohem MaRe Uber proinflammatorische Zytokine reguliert
wird. Dies wurde insbesondere im Zusammenhang mit IL6 gut untersucht (Kami und Senba, 1998,

Kami et al., 2000; Tidball und Villalta, 2010; Zhang et al., 2013b).
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3.2.12 skNAC - ein myogener Transkriptionsfaktor?

Fir aNAC und auch fiir BNAC wird eine Funktion als Koaktivator bei der transkriptionellen Kontrolle
angenommen (Zheng et al., 1987; Zheng et al., 1990; St-Arnaud and Quelo, 1998; Quelo et al., 2002;
Akhouayri et al., 2005; Akhouayri and St-Arnaud, 2007; Meury et al., 2010). Fir skNAC wurde
lediglich durch Yotov und St-Arnaud, 1996, eine Stimulierung der Transkription vom Myoglobin-
Promotor aus nachgewiesen. Weitere Belege dafiir, dass skNAC direkt an der Regulation der
Transkription, moglicherweise nicht als eigentlicher Transkriptionsfaktor, aber als ein Koaktivator, z.B.
von Smyd1, beteiligt ist, konnten bisher nicht gefunden werden. Es ware daher denkbar, dass Smyd1
innerhalb des skNAC-Smyd1-Komplexes die eigentliche transkriptionsregulierende Aktivitat aufweist,
wahrend skNAC eine eher modulierende Funktion hat. Es ware folglich interessant zu untersuchen,
ob skNAC und Smyd1 unter gleichen Versuchsbedingungen ein identisches Spektrum an Zielgenen
regulieren. Im Rahmen dieser Arbeit konnte zumindest nachgewiesen werden, dass die Calpaingene
Zielgene beider Faktoren in Skelettmuskelzellen sind. Zudem konnte bereits im Vorfeld dieser Arbeit
gezeigt werden, dass beide im Herzen einen Einfluss auf die Trankription von Irx4, einem
Transkriptionsfaktor, der bei der Entwicklung und fiir die Funktion des Herzens eine essentielle Rolle
spielt (Bruneau et al., 2001), ausiiben (Gottlieb et al., 2002; Park et al., 2010). An dieser Stelle muss
jedoch einschrankend erwahnt werden, dass bisher auch fir Smydl eine direkte Rolle als
Transkriptionsfaktor nicht eindeutig gezeigt werden konnte. Wie in Abschnitt 3.2.7 ausgefiihrt,
sprechen die Daten der vorliegenden Arbeit - auch im Zusammenhang mit verschiedenen, von
anderen Autoren veroffentlichten Ergebnissen - eher dafii, dass Smydl die Funktion eines
Chromatin-Remodelling-Faktors haben konnte (Tan et al., 2006; Gottlieb et al., 2002; Costantini et al.,

2005; Li et al, 2013).

3.3 Regulation des skNAC-Smyd1-Komplexes durch Sumoylierung

Auf der Suche nach Regulationsmechanismen, die fiir den Transport des skNAC-Smyd1-Komplexes
vom Kern ins Zytosol wdhrend des Differenzierungsverlauf von Muskelzellen verantwortlich sein
kéonnten, konnte in der vorliegenden Arbeit eine E3-SUMO-Ligase identifiziert werden, die an diesen
Komplex bindet. Diese urspriinglich mittels eines Hefe-2-Hybrid-Systems identifizierte Ligase namens
Nse2 ist Bestandteil einer aus drei Enzymen bestehenden, ATP-abhangigen Enzymkaskade. Diese kann
durch Anheftung von kleinen SUMO-Proteinen die Aktivitdt, Stabilitdt, die Wechselwirkung mit
anderen Proteinen und die intrazelluldre Lokalisation ihrer Zielsubstrate posttranslational
beeinflussen (Ubersicht bei Geiss-Friedlander und Melchior, 2007; Zhao, 2007). Bei Nse2 handelt es

sich dabei um das Endglied der Enzymkette, welches in einem letzten Schritt substratspezifisch die
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Verknipfung des SUMO-Proteins an das Zielprotein bewerkstelligt (Zhao und Blobel, 2005; Potts und
Yu, 2007). Die im Rahmen dieser Arbeit mittels Koimmunoprazipitation verifizierte Interaktion von
Nse2 mit dem skNAC-Smydl-Komplex legt aufgrund der bekannten Funktionen von
Sumoylierungsvorgingen die Vermutung nahe, dass eine Nse2-abhdngige Sumoylierung an der
Regulation der Translokation des skNAC-Smyd1-Komplexes vom Zellkern ins Zytoplasma beteiligt sein
kénnte. Zudem ware es moglich, dass Nse2 einen Einfluss auf die Funktion von skNAC und Smyd1,
speziell auf deren transkriptionsregulierende Aktivitat, ausiibt, oder dass Nse2 Aktivitdten der beiden
Proteine bei der Regulation der Sarkomerogenese und/oder der Myoblastenmigration beeinflusst.
Die Bindung von skNAC an Nse2 kdonnte wiederum aber auch dessen Aktivitat als SUMO-Ligase oder

die Nse2-Bindung an andere Proteine beeinflussen.

3.3.1 Die SUMO-Ligase Nse2, der neu identifzierte Interaktionspartner des skNAC-Smyd1-
Komplexes, beeinflusst die Expression myogener Differenzierungsmarker in C2C12-Zellen und (ibt -

ahnlich wie skNAC und Smyd1 - einen Einfluss auf die Sarkomerogenese aus.

Da vor Beginn dieser Arbeit kaum Informationen (iber die Expression von Nse2 in hdoheren
Eukaryoten vorlagen, wurden im Verlauf der Arbeit verschiedene Expressionsstudien durchgefiihrt.
Bei der Untersuchung unterschiedlicher Mausgewebe konnte dabei nachgewiesen werden, dass Nse2
in der Leber, im Gehirn, in der Haut, im Herzen und auch im Skelettmuskel etwa gleich stark
exprimiert wird. Im Skelettmuskel ist Nse2 sowohl in Myoblasten als auch in Myozyten vorhanden,
die Konzentration sowohl der RNA als auch des Proteins nimmt aber im Verlauf der Entwicklung ab.
Weitere Expressionsstudien verdeutlichten, dass Nse2, wie bereits fir skNAC und Smyd1 gezeigt,
wahrend der Myogenese aus dem Kern ins Zytoplasma transportiert wird. Dieser Befund ldsst den
Rickschluss zu, dass alle drei Proteine einen Komplex bilden und in einem gemeinsamen Signalweg
die Myogenese beeinflussen. Unterstitzt wird diese Hypothese zuséatzlich dadurch, dass gezeigt
werden konnte, dass Nse2, dhnlich wie skNAC und Smyd1, Calpain-abhangig die Sarkomerogenese
beeinflusst. Im Gegensatz zu den Effekten, die nach Hemmung der skNAC- und der Smyd1-Expression
beobachtet wurden, fihrte die siRNA-vermittelte Hemmung der Nse2-Expression jedoch zu einer
Reihe von differentiell exprimierten myogenen Differenzierungsmarkern. Zu nennen sind
diesbezliglich vor allem MyoD, Myf5 und MyHC, deren Expression durch Hemmung der Nse2-
Expression beeinflusst wurde. Diese Ergebnisse sprechen deutlich fiir eine nicht nur physikalische,

sondern auch eine funktionelle Assoziation des Nse2-Proteins mit dem skNAC-Smyd-Komplex.
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3.3.2 Hemmung der globalen Sumoylierung reduziert das Differenzierungspotential von C2C12-

Zellen.

Aufgrund der Tatsache, dass im Vorfeld dieser Arbeit iber die Funktion von Sumoylierungsvorgangen
in Muskelzellen erst sehr wenig bekannt gewesen war, wurde zundchst analysiert, welche Effekte eine
globale Hemmung der zelluldren Sumoylierung auf das Differenzierungverhalten von C2C12-Zellen
hat. Hierflr wurden zwei Ansatze gewahlt: Zum einen wurden die Zellen mit Ginkgolsdure, einem
ubiquitdren Inhibitor der Sumoylierung, behandelt (Fukuda et al., 2009), zum anderen wurde die
Expression des fir das einzige E2-SUMO-konjugierende Enzym Ubc9 kodierenden Gens mittels siRNA-
Transfektion gechemmt. In beiden Fallen war eine deutliche Hemmung der myogenen Differenzierung
zu beobachten. Im Vergleich zu den entsprechenden Kontrollzellen entwickelten sich signifikant
weniger vielkernige Myotuben. Eine ahnliche Hemmung der terminalen Differenzierung durch
Ausschalten von Ubc9 in C2C12-Zellen wurde bereits durch eine andere Arbeitsgruppe im Jahr 2006
dokumentiert (Riquelme et al., 2006). Zudem konnte auch eine Hemmung der Expression
verschiedener myogener Differenzierungsmarker gezeigt werden. Ahnlich wie nach Inhibierung der
Nse2-Expression fuhrte die Unterdriickung der globalen Sumoylierung weiterhin zu einer gesteigerten
Calpainexpression, welche mit Sarkomerogenese-Defekten assoziiert war. Dieser Befund spricht dafdir,
dass bei der Regulation der Calpainexpression auch Sumoylierung eine Rolle spielt, moglicherweise
durch Beeinflussung der HMTase-Aktivitat von Smyd1l. Weiterhin deuten die Ergebnisse darauf hin,
dass Sumoylierung wichtig furr die Differenzierung von Muskelzellen ist, wobei vermutlich neben Nse2

noch weitere SUMO-Ligasen eine Rolle spielen.

3.3.3 Hemmung der Nse2-Expression fiihrt zu einem Verbleib von skNAC und Smyd1 in nukledren
PML-Korperchen und damit zu einem gestorten Kern-Austransport des skNAC-Smyd1-Komplexes im

Verlauf der Myogenese

Die in den vorangehenden Abschnitten beschriebenen Experimente konnten nicht nur eine dhnliche
intrazellulare  Lokalisation von  skNAC, Smydl und Nse2 wahrend verschiedener
Differenzierungsstadien zeigen, sondern zudem auch verdeutlichen, dass die Translokation des
skNAC-Smyd1-Komplexes ins Zytoplasma vom Vorhandensein des Nse2-Proteins abhangig ist. Fir
Hefezellen konnte bereits gezeigt werden, dass das Nse2-Hefehomolog MMS21 die intrazelluldre
Lokalisation eines Importins namens Kapl14 und dessen Aktivitdt beziglich des Transports von
Proteinsubstraten in den Kern, sowie dessen Freisetzung im Nukleus, reguliert (Rothenbusche et al.,
2012, Werner und Melchior, 2012). Diese Ergebnisse legen nahe, dass auch das Sdugerhomolog Nse2

die Translokation von Proteinen zwischen Zellkern und Zytoplasma modulieren kénnte. In der Tat
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zeigen die im Rahmen der vorliegenden Arbeit erhaltenen Daten, dass nach Hemmung der Nse2-
Expression eine hohe Menge an skNAC und Smyd1 im Kern verbleibt, auch zu spateren Zeitpunkten
nach Induktion der Differenzierung, wo normalerweise bereits ein GroRteil der skNAC- und Smyd1-
Proteine aus dem Kern in Zytoplasma transportiert worden ist. Charakteristisch fir diese Zellen ist,
dass das kernstandige skNAC- und Smyd1-Protein in kleinen, punktformigen Strukturen zu finden ist,
ahnlich wie es auch zu friihen Zeitpunkten der Myogenese, wenn skNAC und Smyd1 noch vorwiegend
im Kern lokalisiert sind, der Fall ist. Durch Koimmunfluoreszenzstudien konnte nachgewiesen werden,
dass es sich bei diesen subnukledren Strukturen um sogenannte PML-Kérperchen handelt. Diese
stellen Multiproteinkomplexe dar, deren Name sich von der akuten Promyelozyten-Leukdmie ableitet,
in deren Verlauf sie — wie auch bei verschiedenen Virusinfektionen - zerstért werden (Ubersicht bei
Lallemand-Breitenbach und de Thé, 2010). Die Funktion dieser Kernkorperchen ist noch nicht
eindeutig geklart. Eine Lokalisation von MMS21/Nse2 in PML-Kérperchen konnte bereits in friheren
Studien gezeigt werden (Potts und Yu, 2007; Brouwer et al., 2009, Chung et al., 2011), nicht aber flr
skNAC oder Smydl. Zudem war es im Verlauf dieser Arbeit moglich, auch eine Kolokalisation von
SskNAC und SUMO1 in diesen subnukledren Strukturen nachzuweisen. SUMO1 stellt dabei neben PML
und SP100 eine Hauptkomponente der PML-Korperchen dar. Viele der in PML-Koérperchen
gefundenen Proteine unterliegen einer Modifikation durch SUMO, darunter auch PML selbst, welche
essentiell fiir die Ausbildung dieser Strukturen ist (Boddy et al., 1996; Duprez et al., 1999; Zhong et
al., 2000). Diese Daten sprechen dafiir, dass eine Hemmung der Nse2-Genexpression einen Verbleib
von skNAC und Smyd1 in PML-K&rperchen nach sich zieht und damit die Translokation des Komplexes
ins Zytoplasma gestort wird. Auch nach Inhibierung der globalen Sumoylierung konnte eine dhnliche
Hemmung des Kernaustransports des skNAC- und des Smyd1-Proteins wie nach Hemmung der Nse2-
Expression gezeigt werden. Diese Ergebnisse indizieren, dass Sumoylierung die intrazelluldre
Translokation dieser beiden Proteine reguliert. Der Verbleib von skNAC und Smydl in PML-
Kérperchen bei Hemmung der Nse2-Expression auch wahrend spéaterer Stadien der Differenzierung
eroffnet die Frage, welcher genaue Mechanismus die Grundlage dafiir bildet, dass diese Proteine
sumoyliert werden und dadurch ihre spezifische subzelluldre Lokalisation beeinflusst wird.

AuBerdem ldsst die anscheinend generelle Kolokalisation von skNAC, Smydl und Nse2 in PML-
Koérperchen wahrend friher Stadien der Myogenese eine spezifische Funktion dieses trimeren
Proteinkomplexes in dieser Phase vermuten. Interessant ist in diesem Zusammenhang, dass fiir das
Protein CIITA, welches bei dem in dieser Arbeit durchgefiihrten cDNA-Microarray als nach skNAC-
Hemmung stark reprimiert detektiert werden konnte, eine Rekrutierung an PML-Korperchen gezeigt
werden konnte (Ulbricht et al., 2012). Die Bindungsdauer an diese Strukturen wird dabei durch IFNy
verldangert (Ulbricht et al., 2012), wobei die Expression des IFNy-Gens in Zellen, bei denen die skNAC-

Expression gehemmt war, ebenfalls reprimiert war. Es konnte daher interessant sein, zu untersuchen,
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ob auch ein Zusammenhang zwischen skNAC und der Interaktion von CIITA mit PML-K&rperchen

besteht und ob moglicherweise an diesem Prozess auch Sumoylierungsvorgange beteiligt sind.

3.3.4 Smyd]1 stellt im skNAC-Smyd1-Komplex das Sumoylierungssubstrat dar

Um der Frage nachzugehen, welches Protein im skNAC-Smydl-Komplex als potentielles
Sumoylierungssubstrat in Betracht kommt, wurden Sequenzanalysen durchgefiihrt. Die genaue
Betrachtung der Primarsequenz von Smyd1 in verschiedenen Spezies fihrte dabei zur ldentifikation
eines hoch konservierten SUMO-Konsensus-Motivs  (PKxE). Mithilfe eines speziellen
Sumoylierungsassays und Koimmunoprazipitationsexperimenten liel sich dann auch tatsachlich
sumoyliertes Smyd1 nachweisen. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass die Menge an sumoyliertem
Smyd1 durch Uberexpression des fiir die SUMO-Protease SuPR1 kodierenden Gens sowie durch
Hemmung der Nse2-Expression vermindert wird. Nse2 scheint demnach fiir die Sumoylierung von
Smyd1 wichtig zu sein, eventuell sogar dahingehend, dass Smyd1l ein direktes Nse2-Substrat ist.
Wahrend jedoch mit Ubc9 nur ein einziges SUMO-E2-konjugierendes Enzym bekannt ist, existieren
mehr als zehn E3-SUMO-Ligasen in Saugetieren (Ubersicht bei Wang und Dasso, 2009). Obwohl diese
E3-Ligasen die relative Substratspezifitit des Sumoylierungsvorgangs vermitteln, ist es durchaus
moglich, dass neben Nse2 auch andere E3-SUMO-Ligasen an der Sumoylierung von Smyd1 beteiligt
sind. In Zukunft ware es daher interessant, mittels ortsgerichteter Mutagenese zu untersuchen, ob es
sich bei der hypothetischen Sumoylierungsstelle innerhalb der Smydl-Aminosduresequenz
tatsachlich um ein Sumoylierungsmotiv handelt. Weiterhin lieRe sich mit Hilfe einer solchen Mutante
die spezifische Funktion der Sumoylierung von Smyd1 in Muskelzellen klaren.

Bei der Analyse der skNAC cDNA-Sequenz lieR sich dagegen kein offensichtliches, konserviertes
Sumoylierungs-Motiv finden. Interessanterweise beschreibt eine kirzlich erschiene Publikation
jedoch die Sumoylierung von aNAC in Osteoblasten und die damit einhergehende Interaktion mit
dem transkriptionellen Repressor FIAT (Factor inhibiting ATF4-mediated transcription) (Hekmatnejad
et al., 2014). Dieser reprimiert die Expression der Osteocalcin-Gene und inhibiert die Osteoblasten-
Aktivitat durch Interaktion mit dem Transkriptionsfaktor ATF4 (Activating transcription factor 4), dem
eine wichtige Rolle bei der Osteoblastendifferenzierung zukommt. Da auch skNAC dieses entdeckte
Sumo-Motiv aufweist, ware es moglicherweise sinnvoll, in Zukunft zu untersuchen, ob auch skNAC

wahrend der Myogenese auf diese Weise posttranslational modifiziert wird.
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3.3.5 Beeinflusst Sumoylierung weitere Funktionen von skNAC und Smyd1?

Als Resultat der hier beschriebenen Untersuchungen konnte die Sumoylierung als notwendig fir die
Regulation des intrazelluldren Transportes des skNAC-Smyd1l-Komplex identifiziert werden. Damit
kdnnte eine Regulation durch Sumoylierung auch das relative Ausmal} moglicher unterschiedlicher
Aktivitaten des Komplexes in Kern und Zytosol steuern. Fir diese Annahme spricht der Befund, dass
eine Hemmung der Nse2-Expression den ordnungsgemdfen Ablauf der Sarkomerogenese stort,
eventuell aufgrund einer geringeren Translokation des skNAC-Smyd1-Komplexes ins Zytoplasma. Es ist
aber ebenso moglich, dass Sumoylierung die Funktion des Proteinkomplexes als transkriptioneller
Regulator beeinflusst, was z.B. eine verdnderte Calpainexpression und damit eine Storung der
Sarkomerogenese zur Folge haben konnte. Da die Aktivitat sehr vieler Transkriptionsfaktoren durch
Sumoylierung modifiziert wird, liegt diese Vermutung nahe (Ubersicht bei Girdwood et al., 2004;
Johnson, 2004; Gill, 2005). Beispielsweise konnte bei zwei fir die Myogenese wichtigen
Transkriptionsfaktoren, SnoN und Sharp-1, bereits gezeigt werden, dass sie sumoyliert werden
miissen, um tatsachlich als transkriptionelle Modulatoren zu fungieren (Hsu et al., 2006; Wang et al.,
2013). Sumoylierung von SnoN kontrolliert dabei unter anderem die Transkription des Myogenin-
Gens (Hsu et al., 2006), wahrend sumoyliertes Sharp-1 die transkriptionelle Aktivitdit von MyoD
beeinflusst (Wang et al., 2013). Zudem konnte im Fall von Sharpl eine kritische Rolle der SUMO-
Modifikation bei der Bindung des Korepressors G9a, einer Histonmethyltransferase, nachgewiesen
werden (Wang et al., 2013). Ferner kann im Falle von aNAC die Sumoylierung desselben eine
Interaktion mit HDAC2, einem HDAC der Klasse |, vermitteln. Hierdurch wird dann im Komplex mit
dem Transkriptionsfaktor FIAT die durch ATF4-vermittelte Genrepression beeinflusst (Hekmatnejad et
al., 2014). Ein ahnlicher Mechanismus ware auch fir sumoyliertes Smyd1 denkbar. Dieses besitzt
neben der SET-Doméne auch eine MYND-Domane, fiir die bereits gezeigt werden konnte, dass sie die
Rekrutierung von HDACs vermittelt (Gottlieb et al., 2002; Costantini et al., 2005). Interessant ist in
diesem Zusammenhang auch, dass bereits vor einigen Jahren eine Stabilisierung von HDACs durch
Sumoylierung beschrieben wurde (Garcia-Dominguez und Reyes, 2009). Eine Nse2-abhingige
Sumoylierung konnte auch bei der Modulation metabolischer Prozesse im Skelettmuskel von
Bedeutung sein: Simpson-Lavy und Johnston konnten kiirzlich nachweisen, dass das Nse2-
Hefehomolog MMS21 das SNF1-Protein sumoylieren und dadurch dessen katalytische Aktivitat
inhibieren kann (Simpson-Lavy und Johnston, 2013). SNF1 ist das Sdugetierhomolog der AMP-
aktivierten Proteinkinase (AMPK). AMPK ist im Skelettmuskel von Saugetieren ein zentraler Regulator
von Muskelmetabolismus und Fasertypspezifitat, indem es die Expression und Aktivitat zahlreicher
Gene beeinflusst, die in diese Signalwegen involviert sind (Ubersicht bei Sanchez et al., 2012). Sollte

die AMPK-Aktivitat in Sdugerzellen also analog tiber Nse2-abhangige Sumoylierung reguliert werden,
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lage damit ein Zusammenhang zwischen skNAC-Smyd1l und Fasertypspezifizierung nahe, was ein
interessanter Ansatz flr eine Erklarung der aberranten Fasertypverteilung bei skNAC-knockout-
Mausen sein kdnnte.

SchlieRlich muss der Tatsache Beachtung geschenkt werden, dass eine Bindung an eine SUMO-Ligase
auch dann regulatorisch wirken kann, wenn es nicht zu einer Sumoylierung des Bindungspartners
kommt: Im Fall des Homeobox-Transkriptionsfaktors Msx1 ist beispielsweise eine Interaktion mit der
E3-SUMO-Ligase PIAS1 essentiell, um die Expression von Genen, die flir myogene Regulatoren wie

MyoD kodieren, zu unterdriicken (Lee et al., 2006).

3.4. Spielt skNAC eine Rolle bei der Pathogenese des Rhabdomyosarkoms?

Rhabdomyosarkome zahlen bei Kindern und Jugendlichen zu den haufigsten Weichteiltumoren. Sie
leiten sich vermutlich von entarteten Vorlduferzellen des Muskelgewebes ab. Obwohl in den letzten
Jahren ein kontinuierlicher Fortschritt bei der Ursachenerkennung und Behandlung zu registrieren
war und die Sterberate deutlich zurlickgegangen ist, sind nach wie vor noch viele Details und
Zusammenhange unklar, die dazu beitragen kénnten, neue therapeutische Optionen zu eroffnen.
Aufbauend auf friihere Arbeiten, welche zeigten, dass skNAC wahrend der Muskelentwicklung einer
starken Induktion unterliegt und in Anbetracht der Tatsache, dass im Vorfeld dieser Arbeit
veroffentlichte Studien einen Hinweis darauf lieferten, dass skNAC an der Regulation der Myogenese
beteiligt sein konnte (Yotov und St-Arnaud, 1996a; Munz et al., 1998; Sims et al., 2002), wurde zu
Beginn dieser Arbeit die Hypothese formuliert, dass das geringe Differenzierungspotential von
Rhabdomyosarkomzellen moglicherweise mit einem nicht regelgerechten skNAC-Expressionsmuster

zusammenhéangen kdnnte.

3.4.1 Das skNAC-Expressionsmuster einer spezifischen Rhabdomyosarkom-Zelllinie korreliert nicht

mit deren histologischen Subtyp oder Differenzierungspotential

Alle im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Zelllinien entstammen humanen Rhabdomyosarkomen.
RD/12-, RD/18- und CCA-Zellen zihlen dabei aufgrund histopathologischer Befunde zum
embryonalen Typus, wahrend Rh30-Zellen histologisch und molekulargenetisch dem alveolaren Typus
zugeordnet werden (Ubersicht bei Hinson et al, 2013). Alle Zelllinien sind gingig und gut
charakterisiert. Wie fiir Rhabdomyosarkomzellen kennzeichnend, verlauft die Muskeldifferenzierung
bei allen vier Zelllinien unvollstandig, obwohl alle - in unterschiedlichem Ausmal? - noch die Fahigkeit
besitzen, initiale Schritte des myogenen Differenzierungsprogramms zu durchlaufen. In Bezug auf die

skNAC-Expression belegen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit, dass alle vier Zelllinien eine relativ
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geringe Basalexpression dieses Gens aufweisen, welche sich in CCA- und Rh30-Zellen durch Induktion
der Differenzierung kaum steigern lieRB, wahrend RD/12- und RD/18-Zellen eine starke skNAC-
Induktion nach Differenzierung zeigten, dhnlich der, die auch in nichttransformierten
Skelettmuskelzellen beobachtet wird (St-Arnaud und Yotov, 1996a; Munz et al., 1999; Sims et al.,
2002; Berger et al., 2012). Die beiden zuletzt genannten Zelllinien sind klonale Varianten, die sich
deutlich in ihrem Differenzierungspotential unterscheiden: RD/12-Zellen exprimieren zwar in hoher
Konzentration friihe Determinierungsmarker, aber, im Gegensatz zu RD/18-Zellen, kaum
Differenzierungsmarker wie Myogenin. Das kann als Anzeichen dafiir angesehen werden, dass diese
Zellen auf einer frihen Stufe des Differenzierungsprogramms verbleiben und daher ein geringeres
Differenzierungspotential als RD/18-Zellen aufweisen. Da nun skNAC in beiden Zelllinien dhnlich
exprimiert wird, kann angenommen werden, dass die Regulation der Expression dieses Gens
zumindest nicht streng mit dem Differenzierungspotential einer bestimmten Rhabdo-
myosarkomzelllinie korreliert. AuBerdem deuten die erzielten Ergebnisse an, dass die Kinetik der
skNAC-Expression nach Initileren der myogenen Differenzierung auch nicht oder wenig mit dem
jeweiligen histopathologischen Rhabdomyosarkom-Subtyp korreliert, da sowohl bei der embryonalen
CCA- als auch bei der alveoldaren Rh30-Zelllinie kaum eine Induktion der skNAC-Expression im Verlauf
der Differenzierung zu beobachten war. Alveoldare Rhabdomyosarkome weisen molekulargenetisch in
70-80% der Fille eine reziproke chromosomale Translokation zwischen den Chromosomen 1 und 13
bzw. 2 und 13 auf (Xia et al., 2002; Barr et al., 1992). Bei Rh30-Zellen liegt dabei das besonders
haufige PAX3/FKHR-Fusionsprotein vor (Fredericks et al., 1995). Es ist somit mdoglich, dass die
ausbleibende skNAC-Induktion nach Einleiten der Differenzierung eine direkte oder indirekte Folge
der aberranten Transkriptionssteuerung durch das Fusionsprotein ist. Daher kénnte es in Zukunft
interessant sein, zusatzlich andere alveoldare Rhabdomyosarkomzelllinien wie die RMZ-C2-Zelllinie, zu
untersuchen, die eine andere, seltenere Translokation besitzen, welche zu einem PAX7/FKHR-
Fusionsprotein fihrt. Zum Mechanismus, durch den es zur Fehlsteuerung der skNAC-Expression bei

der embryonalen Zelllinie CCA kommt, gibt es dagegen noch keine Hypothesen.

3.4.2 Uberexpression des skNAC-Gens inhibiert die Proliferation und steigert gleichzeitig die

Apoptose bei Rh30-Rhabdomyosakomzellen

Rhabdomyosarkomzellen sind meist auch nach Induktion der myogenen Differenzierung durch eine
hohe Proliferationsrate gekennzeichnet, welche auf eine fehlende Induktion von Genen, die fir
Zellzyklusinhibitoren kodieren, zuriickzufiihren ist (Xia et al., 2002). Das normalerweise flir den
Differenzierungsvorgang typische Ausscheiden der Zellen aus dem Zellzyklus bleibt damit aus und die

Zellen vermehren sich unentwegt weiter. Da die in dieser Arbeit untersuchten skNAC-
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Uberexprimierenden  Zellen im Vergleich zu den Kontrollen nach Induktion des
Differenzierungsprogramms eine geringere Zelldichte aufwiesen, wurde zunachst getestet, ob dies
das Resultat einer verminderten Proliferationsrate sein kdnnte. Dies war in der Tat der Fall. Zudem
war die Expression von Genen, die mit einem Voranschreiten des Zellzyklus’ assoziiert sind,
vermindert, wahrend das Gegenteil flir Gene der Fall war, die fiir Zellzyklus-Inhibitoren kodieren, so
dass davon ausgegangen werden kann, dass skNAC den Zellzyklus verlangsamt oder ein Ausscheiden
der Zellen aus demselben fordert. Interessanterweise wurde dagegen nach Hemmung der skNAC-
Expression in nichttransformierten C2C12-Zellen kein Effekt auf deren Proliferationsrate beobachtet
(Berger et al., 2012). Bei der Klarung dieser zunachst kontroversen Ergebnisse kdnnten
unterschiedliche Ansdtze zum Tragen kommen: Zum einen kdnnte dies in erster Linie auf die
Verwendung unterschiedlicher Zelllinien zurlickzufiihren sein, die sich nicht nur darin unterscheiden,
dass es sich um transformierte bzw. nichttransformierte Zellen handelt, sondern auch, dass sie
unterschiedlichen Spezies (Maus versus Mensch) entstammen. Zum anderen handelt es sich um
entgegengesetzte Versuchsaufbauten, die in einem Fall darauf ausgelegt waren die Expression des
skNAC-Gens zu hemmen und im anderem Fall darauf, eine Uberexpression des skNAC-Gens zu
bewirken.

Zudem zeigen die im Rahmen dieser Arbeit erhobenen Daten, dass eine Uberexpression des skNAC-
Gens in Rhabdomyosarkomzellen auch zu einer Stimulation apoptotischer Vorgiange fiihrt. Dieser
Punkt ist besonders interessant, da ein grofles Problem bei der Behandlung von
Rhabodmyosarkomen nach wie vor darin besteht, dass oftmals eine Resistenz gegen die apoptose-
induzierende Wirkung der verabreichten Medikamente entsteht (Ubersicht bei Fulda, 2008). Daher
sollte eine mogliche Funktion des skNAC-Proteins bei der Induktion apoptotischer Vorgidnge in
Rhabdomyosarkomzellen in Zukunft auf jeden Fall weiter untersucht werden. Interessant ist in
diesem Zusammenhang auch, dass fir die skNAC-Isoform aNAC bereits eine Assoziation mit der
Regulation apoptotischer Prozesse gezeigt werden konnte: Dieses Protein reguliert die Funktion von
FADD, einem Apoptoseregulator (Stilo et al., 2005). Auch fir BNAC ist eine Assoziation mit
apoptotischen Vorgidngen bekannt: Dieser Faktor scheint ein Apoptoseinhibitor und/oder ein

konserviertes Caspase-Substrat zu sein (Thiede et al., 2001; Bloss et al., 2003; Creagh et al., 2012).

3.4.3 Uberexpression des skNAC-Gens fordert die myogene Differenzierung von

Rh30-Rhabdomyosarkomzellen

Wie weiter oben dargestellt, zeichnen sich Rhabdomyosarkomzellen durch ein geringes
Differenzierungspotential aus, welches zu einem Verharren der Zellen auf einer frihen Stufe des

myogenen Differenzierungsprogramms fiihrt. Rh30-Zellen verfliigen dabei im Vergleich zu anderen
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RMS-Zelllinien (iber ein noch relativ hohes Differenzierungspotential und exprimieren einen Grol3teil
der frihen und auch einige spatere myogene Differenzierungsmarker wie MyHC. Die im Rahmen
dieser Arbeit erhaltenen Daten zeigen dennoch, dass durch Rekonstitution der skNAC-Expression in
Rh30-Zellen maRgeblich deren Differenzierungspotential erhéht werden kann, ersichtlich aus einer
friheren und verstarkten Expression verschiedener Differenzierungsmarker und einer geringeren
Expression von Genen, deren Expression Ublicherweise im Verlauf der Differenzierung reprimiert
wird. Interessant ist dabei insbesondere, dass die Expression des Gens, das fiir die Klasse 3-
Histondeacetylase Sirt1 kodiert, in den skNAC-liberexprimierenden Rh30-Zellen reprimiert war. Dieses
Resultat ist vor allem vor dem Hintergrund bemerkenswert, dass zum einen, wie bereits weiter oben
erwdhnt, in einem cDNA-Microarray CIITA als durch skNAC positiv reguliertes Gen nachgewiesen
werden konnte, wobei bekannt ist, dass CIITA die SirtlI-Expression inhibieren kann. Zum anderen
konnte kirzlich gezeigt werden, dass CIITA in Rhabdomyosarkomen durch epigenetische
Mechanismen ausgeschaltet wird (Londhe et al., 2012). Aufbauend auf diese Ergebnisse kann die
Hypothese aufgestellt werden, dass skNAC, CHTA und Sirtl zumindest zum Teil in einem
gemeinsamen Signalweg agieren, der in Rhabdomyosarkomen gestort ist. Ein in diesem
Zusammenhang zusatzlich interessanter Befund, der moglicherweise auch bei der Entwicklung neuer
Behandlungsstrategien von Bedeutung sein kénnte, wurde von Kim et al., 2013, publiziert: Eine hohe
Sirt1-Expression ist bei Weichgewebssarkomen mit einer schlechten Prognose assoziiert. Daher sollte
in Zukunft insbesondere die Funktion des Sirtl-Proteins in Rhabdomyosarkomzellen genauer

untersucht werden.

3.4.4 Uberexpression des skNAC-Gens verringert das Metastasierungspotential von Rh30-

Rhabdomyosarkomzellen

Lollini et al. konnten 1991 zeigen, dass in Rhabdomyosarkomzellen ein hoherer Differenzierungsstatus
zu einem Verlust der Metastasierungsfahigkeit fiihrt. So verlieren beispielsweise die RD/18-Zellen im
Zuge der Differenzierung ihre Fihigkeit, Metastasen zu bilden, wahrend bei RD/12-Zellen, die ein
deutlich geringeres Differenzierungspotential aufweisen, die Metastasierungsfahigkeit auch nach
Induktion der Differenzierung erhalten bleibt (Lollini et al, 1991). Rh30-Zellen zdhlen, wie bereits
weiter oben ausgefiihrt, zum aleveoldaren Rhabdomyosarkom-Subtypus, welcher im Vergleich zum
embryonalen Typus meist mit einer hoheren Aggressivitdit und einem verstarkten
Metastasierungspotential einhergeht. In Einklang mit diesen Befunden konnte im Vorfeld dieser
Arbeit bereits durch mehrere Studien belegt werden, dass Rh30-Zellen, trotz vergleichsweise hohem
Differenzierungpotential, auch nach Induktion der Differenzierung (Hu et al., 2013) zur Bildung von

Metastasen befahigt sind (Fredericks et al., 2000; Raimondi et al., 2012; Zhang et al., 2013a). Daher
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wurde diese Zelllinie ausgewahlt, um der Frage nachzugehen, ob eine Rekonstitution der skNAC-
Expression das Metastasierungspotential von Rhabdomyosarkomzellen vermindern kann. Hierfir
wurde ein Softagar-Assay verwendet, welcher ein in vitro-Modell fiir Metastasierung darstellt, wobei
das Anheftungs-unabhangige Wachstum (anchorage-independent growth) von transformierten Zellen
geprift wird: Nur maligne, transformierte Zellen sind in der Lage, ohne festen Untergrund, in diesem
Fall Weichagar, zu proliferieren und Kolonien zu bilden. Hierdurch konnte nachgewiesen werden, dass
Rh30-Zellen nach Uberexpression von skNAC weniger Kolonien bilden als Kontrollzellen, was als erster
Hinweis darauf dienen kann, dass diese Zellen ihre Malignitat verlieren. Darauf aufbauend misste in
der Zukunft auch ein entsprechender in vivo-Nachweis erfolgen, z.B. (iber eine Xenotransplantation
der entsprechenden Zellen in Nacktmause, ein etabliertes Modellsystem fiir Metastasierungsanalysen
bei Rhabdomyosarkomzellen (Ubersicht bei O’Brien et al., 2012). Beziiglich des Mechanismus’, iber
den skNAC die Metastasierung von Rhabdomyosarkomzellen hemmt, ist die Tatsache interessant,
dass 2010 ein Zusammenhang zwischen der Migration und Metastasierung von
Rhabdomyosarkomzellen und deren Calpainexpression entdeckt wurde: Dabei fiihrte eine Hemmung
der Calpaingene zu einer verminderten Migrationsrate der Zellen, welche mit einem Riickgang des
Metastasierungspotentials und einem gestorten Zytoskelett-Aufbau der Zellen einherging (Roumes et
al., 2010). Dieser Zusammenhang zwischen Calpainexpression und Migration/Metastasierung ist
besonders bemerkenswert, da im Rahmen der vorliegenden Arbeit bereits demonstriert werden
konnte, dass bei nichttransformierten Myoblasten eine Hemmung der skNAC-Expression zu einer
gesteigerten Expression von Calpaingenen fihrt, wodurch die migratorische Aktivitdt der Zellen steigt.
Auch fur Rh30-Rhabdomyosarkomzellen konnte dann konsistent nachgewiesen werden, dass eine
Uberexpression des skNAC-Gens in einer verminderten Calpainexpression resultiert. Dies legt nahe,
dass in Rh30-Zellen und moglicherweise auch in anderen Rhabdomyosarkomzellen die fehlende
Induktion der skNAC-Expression im Verlauf der myogenen Differenzierung moglicherweise eine
gleichbleibend hohe Calpainexpression bewirkt, welche wiederum das Migrationspotential und die
Metastasierungsaktivitdt auch nach Induktion der Differenzierung erhalt. Auch dieser Befund kénnte
interessante therapeutische Impulse liefern, insbesondere vor dem Hintergrund, dass eine Inhibition
von Calpainen relativ spezifisch Uber verschiedene niedermolekulare Inhibitoren wie das im Zuge

dieser Arbeit verwendete ALLN, gelingt.
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4. Zusammenfassung

Die Skelett- und Herzmuskel spezifische Variante der a-Untereinheit des Nascent-associated-complex
(skNAC) sowie dessen Interaktionspartner, das SET- umd MYND-Doménen enthaltene Smyd1-Protein
werden ausschliesslich im quergestreiften Muskel exprimiert. Beiden Proteinen wird dabei aufgrund
im Vorfeld der Arbeit veroffentlichten Publikationen eine entscheidene Rolle bei der Myogenese
zugeschrieben. Dabei handelt es sich um einen komplexen und hoch organisierten Prozess, durch den
wahrend der Embryonalentwicklung oder auch durch spatere dullere Einfllisse, wie beispielsweise
nach Verletzung, differenzierte Muskelfasern, mit streng strukturierten Sarkomeren, entstehen und
der durch eine Vielzahl von Proteinen genau zeitlich und raumlich gesteuert wird. Um die implizierten
Funktionen von skNAC und Smydl im Skelettmuskel sowie deren eigentlichen Mechanismus
detaillierter in Sdugetieren zu analysieren, wurden in der vorliegenden Arbeit eine Reihe an

unterschiedlichen Experimenten durchgefihrt.

In einem ersten Schritt konnte gezeigt werden, dass skNAC, wie bereits im Vorfeld fir Smyd1
demonstriert, auf transkriptioneller Ebene reguliert wird, wobei der p38-Signalweg dabei eine
wichtige Rolle zu spielen scheint. Interessanterweise konnte nach Hemmung der skNAC-Expression in
murinen Myoblasten kein Einfluss auf das Differenzierungsverhalten der Zellen nachgewiesen
werden, dargestellt durch die Analyse bekannter Differenzierungsmarker auf RNA, als auch auf
Proteinebene. Jedoch konnte nach knockdown der skNAC-Expression, dhnlich wie bereits fiir skNAC
und Smydl im Zebrafischmodellsystem gezeigt, ein Effekt auf die Sarkomerogense in den
verwendeten Saugetierzellen beobachtet werden. Dieser war gekennzeichnet durch eine gestorte

Anordnung der dicken (Myosin-) und diinnen (Aktin-) Filamente.

Auf der Suche nach dem Mechanismus der fir den beobachteten Phanotyp verantwortlich sein
konnte, wurde das Expressionsmuster einer Reihe von Chaperonen und Ubiquitin-Ligasen nach
Hemmung der skNAC-Expression untersucht, deren Funktionen im Zusammenhang mit der
Myofibrillogenese bereits bekannt sind. Dabei konnten das Calpain 1- und 3-Gen als mogliche
Kandidaten identifiziert werden. Deren Transkript- als auch Aktivitatslevel waren nach Unterdriickung
der skNAC-Expression vor allem fiir Calpain 1 signifikant erhéht. Eine Behandlung der skNAC-siRNA-
transfizierten Zellen mittels eines spezifischen Calpaininhibitors verdeutlichte, dass tatsachlich
Calpaine eine Rolle bei den beobachteten Effekten spielen kdnnten, da die Behandlung dazu fiihrte,
dass skNAC-defiziente Zellen nicht mehr von Wildtyp-Zellen zu unterscheiden waren. Da zudem ein
Zusammenhang zwischen Calpainen und Migrationsvorgangen bekannt ist, wurde auBerdem

untersucht, ob moglicherweise auch skNAC-defiziente Zellen ein verdndertes Migrationspotential
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aufweisen. Dies war tatsachlich zu beobachten. Auch in diesem Fall konnte durch die Zugabe des
Calpaininhibitors ein Migrationspotential wiederhergestellt werden, dass dem der Kontrollzellen

entsprach.

Aufgrund vorangegangener Publikationen wird angenommen, dass sowohl skNAC als auch Smyd1 als
Transkriptionsfaktoren bzw. zumindest als transkriptionelle Aktivatoren agieren. Bisher konnten diese
Annahme jedoch noch nicht eindeutig belegt werden. Ferner sind auch nur wenige spezifischen
Targetgene beider Proteine beschrieben. Um potentielle Zielgene von skNAC zu identifizieren, wurde
daher ein cDNA-Microarray nach Inhibierung der skNAC-Expression in kultivierten, differenzierenden
Myoblasten durchgefiihrt. Unter den analysierten Genen befanden sich dabei auffallig viele Gene, die
vor allem im Kontext mit der Immunantwort bekannt sind. Uberraschenderweise konnte das
Myoglobin-Gen nicht als differentiell exprimiertes Gen ermittelt werden. Uberraschend aufgrund der
Tatsache, dass vorherige Studien u.a. darlegen, dass skNAC die Myoglobin-Promotoraktivitat
stimulieren kann. Insgesamt weisen die in den C2C12-Zellen gewonnen Daten nach Inhibierung der
skNAC-Expression, zum Teil kontrovers zu vorherigen Publikationen, darauf hin, dass skNAC die
Verschiebung hin zu Fasern mit einem eher glykolytischen Metabolismus fordert.

Des Weiteren liefert die Studie erstmals Hinweise darauf, dass als modglicher molekulare
Mechanismus, durch den der skNAC-Smyd1-Komplex die Expression spezifischer Gene beeinflusst,

Histonmethylierungen und Acetylierungen in Frage kommen kdnnten.

Die bisher dargestellten Daten verdeutlichen, dass skNAC und Smyd1 unterschiedliche Funktionen in
der Zelle erfullen. Auch die Tatsache, dass beide Proteine im Verlauf der Differenzierung eine
Translokation aus dem Kern ins Zytosol durchlaufen, untermauert, dass es sich bei diesen vermutlich
um multifunktionale Proteine handelt. Uber den Mechanismus der die Translokation beider Proteine
steuert, war vor Beginn der vorgelegten Studie noch nichts bekannt. Erste Anhaltspunkte wurden
dabei durch die Ergebnisse eines Hefe-2-Hybrid-Screens erlangt, bei dem neben anderen potentiellen
Interaktionspartnern eine E3-SUMO-Ligase namens Nse2 identifiziert werden konnte. Diese ist
Bestandteil eines aus drei enymatischen Schritten bestehenden posttranslationalen
Modifizierungsprozesses, welcher als Sumoylierung bezeichnet wird. Eine wichtiger Vorgang in der
Zelle, der durch Sumoylierung gesteuert wird, stellt der Transportprozess in und aus dem Zellkern dar.
Tatsachlich  fiihrte die Unterdriickung der Nse2-Expression, neben Hemmung des
Differenzierungspotentials der C2C12-Zellen, zu einem gestorten Transport von Smyd1 und skNAC aus
dem Nukleus in das Zytosol. Ein dhnliches Phanomen konnte im weiteren Verlauf auch nach
Hemmung der globalen Sumoylierung beobachtet werden. Ferner konnte in der Studie demonstriert

werden, dass Smyd1 im Skelettmuskel ein Sumoylierungssubstrat darstellt. Sumoylierung spielt somit
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vermutlich eine wichtige Rolle bei der Steuerung der nuklearen und zytosolischen Funktionen von

skNAC und Smyd1.

Ein weiteres Ziel der Arbeit bestand darin, skNAC im Kontext mit muskuldaren Erkrankungen, speziell
im Zusammenhang mit der Pathogenese von Rhabdomyosarkomen, zu untersuchen.
Rhabdomyosarkome stellen die haufigsten Weichteiltumore im Kindesalter dar und leiten sich
hauptsachlich von entarteten Vorlauferzellen des Muskelgewebes ab. Als Ausgangsmaterial der
Studie dienten verschiedene bereits gut charakterisierte Rhabdomyosarkomzelllinien, die sich
aufgrund ihres Ursprungs, ihrer genetischen Aberrationen, ihres Differenzierungsverhalten und
beziiglich ihrer Malignitdt unterscheiden lassen. Interessanterweise zeigten die Ergebnisse der Studie
zum einen, dass die skNAC-Expression nicht in allen untersuchten Rhabdomyosarkomzellen induziert
wird, wie es normalerweise in nichttransformierten Myoblasten der Fall ist. Zum anderen konnten sie
darstellen, dass bei solchen Zelllinien, die kein hohes Basallevel an skNAC nach Initiieren des
Differenzierungsvorganges aufweisen, ein Einbringen von skNAC zu einer Steigerung des
Differenzierungspotentials fuhrt, welches parallel mit einer gehemmten Proliferation einhergeht.
Zudem konnte nach Rekonstitution von skNAC ein Verlust der Malignitat in solchen Zellen beobachtet

werden, ein wichtiger Befund, der moglicherweise einen neuen therapeutischen Ansatz impliziert.

5. Summary

Skeletal and heart muscle-specific variant of the a subunit of nascent polypeptide associated complex
(skNAC) and its interaction partner, the SET and MYND domain containing Smyd1l protein are
exclusively found in striated muscle cells. Prior to this study, several reports had demonstrated that
both proteins regulate myogenesis i.e. the process of new muscle formation, either during embryonic
development or in response to injury. Myogenesis is a complex and tightly organized process during
which, in response to external stimuli, differentiated muscle fibers with structured sarcomeres
develop.

The aim of this study was to mechanistically analyze the function of skNAC and Smyd1 in myogenesis.

Initially, it was shown that skNAC, like Smyd1 expression, is regulated at the transcriptional level
during differentiation of cultured myoblasts, with the p38 MAPK signal transduction pathway playing
an important role. However, after inhibition of skNAC expression in these cells, no effect on their
differentiation behaviour could be observed. Nevertheless - similar to findings of others in the
zebrafish system — it could be demonstrated that knockdown of skNAC expression has an effect on

sarcomerogenesis, i.e. the formation and development of new sarcomeres. This effect was
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characterized by a disturbed assembly of thick (myosin) and thin (actin) filaments in the skNAC-

deficient cells.

In search of the mechanisms which could be responsible for this phenotype, the expression levels of
various genes encoding proteins known to be involved in sarcomerogenesis were analyzed after
inhibition of skNAC expression. And indeed, upregulation of calpain 1 and calpain 3 gene expression
could be observed after inhibition of skNAC expression. Consistently, treatment of skNAC-knockdown
cells with a specific calpain inhibitor revealed that skNAC controls sarcomere architecture in a
calpain-dependent manner. Since calpains are known to be potent inducers of myoblast migration, it
was furthermore tested whether manipulation of skNAC gene expression affects myoblast migration.
This was de facto the case: skNAC-deficient cells were characterized by strongly enhanced myoblast
migration rates when compared to control cells, which was - like the effects on sarcomerogenesis - a

consequence of the elevated calpain activity seen in these cells.

In other previous publications a function of skNAC and Smyd1 as transcription factors or at least as
transcriptional co-activators had been suggested prior to this study. However, their mechanism of
action in regulating transcription and also probably most of their target genes were largely enigmatic
at the beginning of this study.

Thus, to identify novel skNAC target genes, we carried out cDNA microarray analysis after inhibiting
skNAC expression in cultured, differentiating myoblasts. Remarkably, a high proportion of the
differentially expressed genes that were identified corresponded to genes encoding regulators of
inflammation. Surprisingly, however, no negative effect on myoglobin gene expression could be
observed, although earlier studies had demonstrated that skNAC can stimulate transcription from the
myoglobin promoter. Consistently, we also observed upregulation of other genes associated with an
oxidative myofiber phenotype in the skNAC-depleted cells. Thus, our data, contradictory to previously
published results, indicate that skNAC promotes fiber type changes directed towards a more
glycolytic metabolism.

In addition, with regard to a potential mechanism of transcriptional control by the skNAC-Smyd1
complex, we provide evidence indicating that the two proteins might modulate histone methylation

and histone (de)acetylation patterns in myoblasts.

These data suggested that skNAC and Smyd1, potentially as a complex, might act as multifunctional
proteins. In addition, the fact that both proteins undergo nuclear-to-cytoplasmic translocation during
myogenesis supports the idea that they fulfill specific functions in both subcellular compartments.

However, the mechanism that controls this translocation was largely unknown at the beginning of
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this study. Interestingly it could be shown that skNAC binds to the E3 SUMO ligase Nse2, which was
initially identified via a yeast-two-hybrid screen using a C-terminal skNAC fragment as a bait. E3
SUMO ligases catalyze the attachment of a small SUMO protein to a target protein. This post-
translational modification, called sumoylation, is known to be involved in various cellular processes,
including the regulation of nucleocytoplasmic shuttling.

Indeed, knockdown of Nse2 expression in cultured, differentiating myoblasts led to a partial blockade
of the nuclear-to cytoplasmic-translocation of the skNAC-Smyd1 complex, accompanied by inhibition
of specific aspects of myogenic differentiation. Consistently, a similar effect could be observed after
inhibition of global protein sumoylation. In addition, we could show that Smyd1 is a sumoylation
substrate in skeletal muscle cells. These data suggest that sumoylation might play an important role
in regulating skNAC-Smyd1 functions by controlling the balance between nuclear and cytosolic

localization of this protein complex.

Finally, another aim of this study was to investigate a potential role of skNAC in skeletal muscle
diseases, specifically a possible link between skNAC and the pathogenesis of rhabdomyosarcoma.
Rhabdomyosarcoma is the most common sporadic soft-tissue sarcoma of childhood. It is assumed
that the respective tumors might originate from mesenchymal stem cells of the myogenic lineage. In
this study, selected, well-characterized rhabdomyosarcoma cell lines, which differ in their origin, their
genetic aberrations, their differentiation behavior and their metastatic potential, were used to
analyze skNAC expression after the induction of myogenic differentiation. Interestingly on the one
hand, we could demonstrate that in contrast to normal, non-transformed myoblasts, some of the
tested rhabdomyosarcoma cell lines lack inducible skNAC expression. Furthermore, we could show
that overexpression of skNAC in specific rhabdomyosarcoma cell lines leads to upregulation of
specific myogenic differentiation markers, accompanied by a reduced cell proliferation and a loss of

metastatic potential, a finding which might have important therapeutic implications in the future.
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