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Abstract

Entactin-1 and -2 are two proteins in the extracellular matrix and are localized
in all basal laminas. Recently they have been discussed to be involved in
functional control within the differentiation of muscle cells. Their regulation
during this process is shown to be diametral: whereas entactin-1 is mainly
expressed in proliferating cells entactin-2 is expressed in differenciating cells.
The aim of this study was to analyze the expression patterns of both genes in
different types of muscle cell strains in vitro and in vivo. This confirmed a
relationship between the ability of cells to differentiate on one hand and the
expression level of the correspondent gene on the other hand. A possible
feedback between both genes could be excluded after further examination,
which included the analysis of overexpressing cell strains and later the
repression of entactin-expression in C2C12-cells using siRNA. The latter
approach could also show that both genes influence the proliferative rate of
skeletal muscle cells. The effect of this repression on the expression patterns
of some markers of muscle cell differentiation were inconsistent. These
results suggest an involvement of both genes in certain but not all aspects of
muscle cell differentiation. Tissue obtained from heart und muscles of
dystrophic mice revealed a distinct expression pattern of entactin-1. Finally
the data indicates that entactin-1 and -2 function in a different mode during
muscle cell differentiation. Furthermore their expression pattern seems to be
connected to the potential for differentiation appearing in muscle cells.
Additionally Entactin-1 might be involved in regenerative processes within the

basal lamina of muscle cells.
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Abstract Deutsch

Die beiden ubiquitaren Basalmembran-Proteine Entactin-1 und -2 gehoren zu
einer kleinen Proteinfamilie, die in jungerer Zeit mit funktionellen Aufgaben
innerhalb der Skelettmuskelzelldifferenzierung in Zusammenhang gebracht
wurde. Es konnte gezeigt werden, dass beide Isoformen wahrend der
Muskelzelldifferenzierung gegenlaufig reguliert werden: Das entactin-1-Gen
ist vermehrt in proliferierenden, das entactin-2-Gen in differenzierenden
Zellen exprimiert. In dieser Arbeit wurden die Expressionsmuster beider
Gene in verschiedenen Muskelzelltypen in vitro und in vivo untersucht. Dabei
konnte in vitro die Korrelation zwischen Differenzierungpotential von
Skelettmuskelzellen und der Expression der jeweiligen entactin-Gene
bestatigt und naher charakterisiert werden. Desweiteren konnte eine direkte
Crossregulation der beiden entactin-Gene aufgrund von Untersuchungen an
Uberexprimierenden Zellinien und Studien mit entactin-spezifischer siRNA
weitgehend ausgeschlossen werden. Untersuchungen zur
Zellproliferationsrate nach Repression eines der Gene mittels siRNA-Technik
konnten auRerdem einen Einfluss beider Gene auf die Proliferationsfahigkeit
von Myoblasten zeigen. Die Auswirkungen einer Hemmung der entactin-1-
Expression auf verschiedene Differenzierungsmarker lieferte
widerspruchliche Ergebnisse, die die Vermutung nahe legen, dass die beiden
Entactine nur in bestimmte Aspekte der Muskelzelldifferenzierung eingreifen.
Aulerdem konnte gezeigt werden, dass entactin-1 im geschadigten Herz-
und Skelettmuskel der Maus differentiell exprimiert wird. Insgesamt zeigen
diese Ergebnisse an, dass Entactin-1 und -2 unterschiedliche Funktionen bei
der Muskelzelldifferenzierung ausiben und in noch naher zu untersuchender
Weise mit dem Differenzierungspotential dieses Zell-Typus assoziiert sind.
Es wurden weiterhin Hinweise darauf erhalten, dass Entactin-1 bei
reparativen Vorgangen innerhalb der muskularen Basalmembran beteiligt

sein konnte.
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1

Einleitung

1.1

1.1.1

Die Basalmembran

Als Basalmembran wird die extrazellulare Matrix verstanden, die alle
parenchymatésen Gewebe umgibt und diese vom benachbarten
Bindegewebe trennt. Ihre Bestandteile werden von den Zellen produziert, die
sie umgibt (wie bei Muskel-, Fett- und Nervenzellen) bzw. denen sie einseitig
unterliegt (wie bei Epithel und Endothel). Sie kommt ubiquitar vor und ist
schichtartig organisiert. Dieser Aufbau ermdglicht ihre vielfaltigen Funktionen

(Junqueria et al., 1996).
Aufbau und Struktur der Basalmembran

Der genaue Aufbau der Basalmembran konnte durch die
Elektronenmikroskopie geklart werden (Kopf-Maier und Merker, 1989). Es

werden unterschieden:

a) die Basallamina, bestehend aus Lamina lucida und Lamina densa
entsprechend ihrem Aussehen im Elektronenmikroskop: diese ist

direkt mit der Zellmembran verbunden

b) die Lamina fibroreticularis, die in das darunterliegende Bindegewebe

inseriert

Die Basalmembran bestent aus Kollagen Typ 1V, Lamininen und
verschiedenen anderen Proteinen, darunter auch das Entactin, auf die spater
naher eingegangen wird. Zum strukturellen Feinaufbau der Basalmembran
wurde ein Modell entwickelt, in welchem Netzwerke aus Kollagen und
verschiedenen Lamininen miteinander polymerisieren, wobei Entactin die
Verbindung herstellt (Yurchenco und Schittny, 1990).

1.1.2 Funktionen der Basalmembran

Die Basalmembran hat viele und sehr verschiedene Funktionen, die in ihrer
Bedeutung gewebsspezifisch differieren konnen. Daher werden im Rahmen
dieser Einleitung nur die wichtigsten und generell gultigen kurz dargestellt
(Aumailley et al., 1993; lozzo, 2005; Timpl und Dziadek, 1986).
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1. Die Basalmembran vermittelt die Adhasion von Zellen an das sie
umgebende Bindegewebe. Dabei werden einerseits spezifische und
unspezifische Verbindungen zwischen Komponenten der Zellmembran
und denen der Basalmembran eingegangen, andererseits entstehen

Verbindungen zwischen der Basalmembran und dem Bindegewebe.

2. Die Basalmembran kann den Stoffaustausch zwischen den
Kompartimenten, die sie trennt, steuern oder unterbinden. In manchen
Organen ist dies die vorherrschende Funktion (z.B. in den Blut-Organ-

Schranken).

3. Basalmembranen konnen Wachstumsfaktoren, Hormone und andere
Botenstoffe binden. Sie tragen damit zu einer konstanten Konzentration
dieser Substanzen an der Zellmembran bei und konnen auftretende

Schwankungen schnell ausgleichen oder modulieren.

4. Basalmembranen beeinflussen das Wachstums- und
Differenzierungsverhalten von Zellen. Sie kdnnen beispielsweise als
Leitschiene bei der Migration und Adhasion von Zellen oder Zellfortsatzen
dienen. Die Kommunikation zwischen Zelle und extrazellularer Matrix wird
in vielen Fallen durch so genannte Integrine vermittelt, einer Klasse von
Proteinen, die durch sehr vielfaltige Bindungsmoglichkeiten
gekennzeichnet ist. Sie sind Bestandteil der Zellmembran und kdnnen
intrazellulare Signalkaskaden ausldsen, aber auch Signalweiterleitung
aus der Zelle heraus oder in sie hinein vermitteln.

Die Proteine der Basalmembran werden schon sehr frih in der
embryonalen Entwicklung gebildet; dies ist ein Hinweis auf ihre

Bedeutung bei Entwicklungsprozessen (Godfrey und Gradall, 1998).

1.1.3 Basalmembranproteine

1.1.3.1 Kollagene

Die Kollagene sind eine sehr vielfaltige Gruppe von Strukturproteinen, die in
allen mehrzelligen Organismen in grof3er Zahl vorkommen und das haufigste
Protein des Menschen sind. Bis heute wurden allein 28 verschiedene
Kollagentypen beschrieben. Nach ihrem Feinaufbau werden sie in fibrillare,

fibrillenassoziierte, retikulare, verankernde, perlenkettenartige Kollagene und

14



zusatzlich Kollagene, die transmembrane Domanen tragen, unterteilt. Sie
sind essentieller Bestandteil aller Stutzgewebe wie Haut, Knochen und
Knorpel und verleihen auch anderen Geweben mechanische Stabilitat
(BlutgefaRe, Bindegewebe). lhre Funktion ist nicht auf strukturgebende
Aufgaben beschrankt (Ortega und Werb, 2002).

1.1.3.2 Laminine

Laminin ist ein relativ groes Glykoprotein, das sich aus drei
Polypeptidketten (a1-5, B1-3, y1-3) zusammensetzt, die zu einem Kreuz
zusammengelagert sind. Es wurden bisher 15 Isoformen beschrieben. Allen
gemein ist ihre groRe Flexibilitat und die Tatsache, dass sie mehrere
funktionelle Domanen aufweisen, die Verbindungen zu zahlreichen anderen
Molekulen eingehen konnen. Eine davon bindet z.B. an Perlecan, andere an
Laminin-Rezeptormolekule auf Zelloberflachen oder an Entactine (Gersdorff
et al., 2005). Laminine bilden selbstpolymerisierende Netzwerke und sind
wichtig bei der Ausbildung und Formation von Basalmembranen wahrend der
embryonalen Entwicklung. Stérungen in ihren Peptidketten flhren zu

schweren Missbildungen oder sogar zur Letalitat (Miner et al., 2004).
1.1.3.3 Proteoglykane

Proteoglykane stellen einen Komplex aus einem Proteinkern mit kovalent
daran gebundenen Glykosaminoglykanen dar. Das haufigste und grofdte
Proteoglykan der Basalmembran ist das Perlecan. Es besteht aus einem 400
kDa schweren Kern und ist aus sechs globularen Regionen aufgebaut (lozzo,
2005). Es verfugt uber viele Bindungsmoglichkeiten und kann unter anderem
eine Bindung zu Entactin eingehen (Hopf et al.,, 1999). Bei der
Embryogenese der Maus ist es bereits im Zwei-Zell-Stadium nachweisbar
und hier bedeutsam durch seine Fahigkeit, Wachstumsfaktoren zu binden
(Erickson und Couchman, 2000).
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Abbildung 1: Modell der molekularen Zusammensetzung von Basalmembranen.
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Integrin

Die Netzwerke aus Kollagen Typ IV und Laminin werden Uber Entactin miteinander
verknUpft. Perlecan bindet sowohl an Kollagen Typ IV, Laminin und Entactin als auch an
sich selbst (Timpl et al., 1984; Yurchenco und Schittny, 1990). Integrine vermitteln die
Adhasion an die Plasmamembran (enthommen aus (Bose, 2005)).

1.1.3.4 Entactin/Nidogen
I. Sequenz- und Strukturdaten

Da das Protein Entactin Thema dieser Arbeit ist, wird hier ein ausfuhrlicherer
Uberblick zu den bisher publizierten Daten gegeben. Bisher sind zwei

Entactin-Isoformen bekannt:

Entactin-1 wurde erstmals 1977 in der extrazellularen Matrix der Mauslinie
M1563-B3 entdeckt (Chung et al., 1977). 1983 wurde aus dem Engelbreth-
Holm-Swarm (EHS) Tumor der Maus eine degradierte Form von Entactin
isoliert, die zunachst fur ein neues Protein gehalten und Nidogen genannt
wurde (Timpl et al., 1983); das entsprechende Gen flr entactin-1 wurde 1988

(Durkin et al., 1988), das fur nidogen-1 praktisch zeitgleich von einer anderen
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Arbeitsgruppe sequenziert (Mann et al., 1989; Nagayoshi et al., 1989).
Obwohl Sequenzidentitat der beiden Proteine festgestellt wurde, werden in
der Literatur die Namen Entactin und Nidogen weiterhin nebeneinander
verwendet. Das Gen fur entactin-2 wurde 1998 kloniert und sequenziert
(Kimura et al.,, 1998). Entactin-1 und -2 sind ubiquitar in fast allen
Basalmembranen vorkommende Proteine, deren spatiale Expressionsmuster
beim Embryo zum grof3en Teil Ubereinstimmen, im adulten Organismus aber
in manchen Organen bzw. Geweben deutliche Unterschiede zeigen (Dziadek
und Timpl, 1985; Gersdorff et al., 2005; Kimura et al., 1998; Miosge et al.,
2001; Salmivirta et al., 2002). Beide Entactine werden Uberwiegend in
mesenchymalen Geweben exprimiert und treten sehr frGh in der
embryonalen  Entwicklung auf (16-Zell-Stadium der Morula, ein

Entwicklungszustand weit vor der Organogenese (Dziadek und Timpl, 1985).

Ubersichtshalber sind nachfolgend einige Daten zu den beiden humanen und

murinen Entactinen tabellarisch dargestellt (Tab.1).

humanes humanes murines murines

Entactin-1 Entactin-2 Entactin-1 Entactin-2
Aminosauren 1247 1375 1245 1403
Lange Protein 30 nm 40 nm 30 nm 40 nm
Molekulargewicht 148 kDA 200 kDA 148 kDA 180 kDa
mRNA linear 5903 bp 5063 bp 5959 bp 4913 bp
Chromosom 1 14 13 14

Tab.1: Ubersicht zu den humanen und murinen Entactin-1- und Entactin-2-
Proteinen (aus (NCBI, 2007)).

Die Aminosaure-Sequenzen von Entactin-1 bei Mensch und Maus stimmen
zu 85% uberein (Kimura et al., 1998). Schon bei Wirbellosen konnte Entactin
nachgewiesen werden. Dies ist ein Hinweis darauf, dass das Gen in der
Evolution gut konserviert wurde und schon sehr alt ist. Zwischen den beiden
humanen entactin-Genen liegt eine Ubereinstimmung von 46% vor, zwischen
den beiden murinen entactin-Genen betragt sie nur 27,4% (Kimura et al.,
1998; Kohfeldt et al., 1998). Dennoch unterscheiden sie sich in ihrem Aufbau
nur wenig. Sie liegen als Protein in Form einer einzelnen, mehrfach

gefalteten Polypeptidkette mit zahlreichen Sulfat- und Glykosylresten vor.
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Untersuchungen zum molekularen Aufbau zeigten drei globulare Domanen
(G1-G3), welche durch zwei langliche Domanen verbunden sind (Aumailley
et al.,, 1993). Die Hauptdomanen tragen Module, die verschiedene
Bindungsmaoglichkeiten der Entactine reprasentieren. Diese Module sind
wiederkehrende Elemente in zahlreichen Proteinen der extrazellularen Matrix
(Hohenester und Engel, 2002).

Schematisch werden hier beide Entactine dargestellt:

Entactin-1 \ \ \ 0900
G2

N-Terminus — G1 G3 — C-Terminus
Entactin-2 / / 0080
. RGD-Sequenz . EGF Thyroglobulin . LDLR-YWTD Ca?-Bindungsstelle

Abbildung 2: Schematischer Aufbau von Entactin-1 und Entactin-2.
Die Proteinstruktur beider Entactine ist sehr ahnlich und unterscheidet sich geringfligig in
der Anzahl der Module und der Lange. In eines der sechs bzw. finf EGF-Module ist jeweils
eine RGD-Sequenz zur Zellerkennung mittels Integrinen eingefiigt. Die Ca?'-
Bindungsstellen fehlen Entactin-2, dafiir besitzt es ein weiteres Thyroglobulin-dhnliches
Modul. Beide Proteine haben eine Region mit hoher Homologie zum LDL-Rezeptor, die
repetitive YWTD-Sequenzen enthalt. Die G2-Doméane vermittelt die Bindung an Kollagen
Typ IV und Perlecan, wahrend die G3-Domane u.a. an Laminin y1 bindet. Die G1-Doméane
kann um die G2-Domaéne frei rotieren, wahrend die G2- und die G3-Doméane starr

miteinander verbunden sind.
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II. Bindungsmaoglichkeiten der Entactine an andere Proteine

Uber die genaue biologische Bedeutung der Entactine kann nach wie vor nur
spekuliert werden. Wahrend die Bindungen, die Entactin zu den
Hauptbestandteilen der Basalmembran eingeht, vergleichsweise gut
charakterisiert sind, ist Uber seine anderen Funktionen noch nicht viel

bekannt.

Beide Entactine binden stark an Perlecan und Kollagen Typ IV. Laminin wird
ebenfalls von beiden Proteinen gebunden, aber wesentlich starker von
Entactin-1 (Fox et al., 1991). Da Laminine und Kollagene selbststandig
polymerisieren kdnnen, nicht aber miteinander, wurde fur Entactin eine Rolle
als raumlicher Organisator diskutiert, indem es Uber stabile jedoch nicht
kovalente Bindungen eine VerknlUpfung der Laminin-Netzwerke mit den
Kollagen-Netzwerken vermittelt und so eine Bildung von Dreifachkomplexen
ermoglicht (siehe Abbildung 1 (Aumailley et al., 1993; Yurchenco und
Schittny, 1990)). Kultiviert man Muskelzellen auf einer Matrix aus
extrazellularen Komponenten bis zur Kontraktionsreife und behandelt die
Matrix dann mit Entactin-Antikorpern, konnen die Zellen nach Kontraktion
nicht mehr an die Matrix binden (Funanage et al., 1992). Dies weist auf eine

funktionelle Bedeutung der Entactine bei der Myogenese hin.

Beide Entactine sind sehr sensibel fur Proteasen, was ein Hinweis auf
modellierende Aufgaben in der Organisation der extrazellularen Matrix ist
(Dziadek und Timpl, 1985; Timpl et al., 1987). Durch Bindung an Laminin
wird die Laminin-Bindungsstelle des Entactins vor proteolytischem Abbau
geschutzt und das Netzwerk stabilisiert (Ekblom et al., 1994). Diese Bindung
erfolgt Calcium-abhangig und ist daher vermutlich einer Regulation
unterworfen (Paulsson, 1988; Yurchenco et al., 1985), ein Mechanismus, den
auch andere Proteine der extrazellularen Matrix benutzen (Maurer et al.,
1996). Interessant ist in diesem Zusammenhang, dass Entactin-2 keine

zusatzliche Bindungsstelle fur Calcium besitzt.

Beide Entactine besitzen eine sogenannte RGD-Sequenz (Arg-Gly-Asp), die
uber zellulare transmembrane Integrine Kontakt zwischen Zelle und

extrazellularer Matrix vermitteln kann (Chakravarti et al., 1990; Kimura et al.,

19



1998; Yelian et al.,, 1993). Diese Sequenz wird von vielen verschiedenen
Integrinen erkannt, um Bestandteile der extrazellularen Matrix zu binden.
Eine zweite Zellbindungsstelle des Entactin-1 ist postuliert worden. Hierbei ist
bemerkenswert, dass die Morphologie der Zellen stark variierte in
Abhangigkeit von der eingenommenen Bindungsstelle des Entactin-1. Ein
Einfluss der Zellbindungsmodule auf die Konfiguration des Cytoskeletts ist zu

vermuten (Dong et al., 1995).

Ebenfalls Uber ein Integrin (leukocyte response integrin) wirkt Entactin-1
chemotaktisch auf neutrophile Granulozyten (Gresham et al., 1996; Senior et
al., 1992). Diese Zellen stehen am Anfang der Immunabwehr und wandern

friih und massiv in zerstortes oder infiziertes Gewebe ein.

Einige Proteine des Blutgerinnungssystems vermitteln Uber dasselbe Integrin
Chemotaxis (Gresham et al., 1989). Mit mindestens drei dieser Proteine
(Kollagen Typ 1V, Fibronectin, Fibrinogen) kann Entactin-1 selbst eine
Bindung eingehen (Chung et al., 1993; Wu und Chung, 1991; Wu et al.,
1991).

Ob Entactin-2 dieselben Bindungsmoglichkeiten hat, ist nicht naher
untersucht aber aufgrund der strukturellen Ahnlichkeit anzunehmen.
Entactin-2 kann aulerdem exklusiv Tropoelastin und Endostatin binden. Eine

Beteiligung bei der Angiogenese wird vermutet (Schymeinsky et al., 2002).

Beide Entactine haben mehrere EGF-ahnliche Epitope, deren
Bindungspartner allerdings noch nicht bekannt sind. EGF ist ein ubiquitarer
Wachstumsfaktor, der im Zusammenspiel mit Kofaktoren die Proliferation von
Zellen fordert. Durch EGF selbst wiederum wird die Produktion von

Entactin-1 im Mesenchym angeregt (Kadoya et al., 1997).

Ausserdem verfugen beide Entactine Uber ein Modul, das dem LDL-Rezeptor
ahnelt, und ein weiteres Modul, das strukturelle Ahnlichkeit mit dem
Schilddrisenhormon Thyroglobulin hat (Durkin et al., 1988); von letzterem
besitzt Entactin-2 zwei. Uber ihre Bedeutung ist bisher nichts bekannt
(Kimura et al., 1998; Kohfeldt et al., 1998).
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lll. Expression der entactin-Gene im embryonalen und adulten

Organismus

Beide Entactine werden von zahlreichen Organen und Geweben gebildet,
sind aber exklusiv in Basalmembranen zu finden. Alle Ergebnisse
darzustellen wirde den Rahmen dieser Einleitung sprengen; daher soll hier
auf die fur diese Arbeit relevanten Daten eingegangen werden. Signifikante
Unterschiede zwischen den spatialen Expressionsmustern des entactin-1-
und -2-Gens bei der adulten Maus konnten sowohl auf RNA- als auch auf
Proteinebene vor allem in der Skelett- und Herzmuskulatur gefunden werden.
Eine hohe Konzentration von Entactin-2 in der endothelialen Basalmembran
und um Nervenfasern ist kennzeichnend fur beide Organe, wahrend in der
muskularen Basalmembran kaum Entactin-2 nachweisbar ist. Entactin-1
dagegen ist mit deutlichem molaren Uberschuf® sowohl in der Basalmembran
von Muskelzellen anzutreffen als auch um Gefalke und Nerven (Kohfeldt et
al., 1998). Dies ist sehr bemerkenswert, da in anderen Organen bezlglich
des raumlichen Expressionsmusters der beiden entactin-Gene keine
derartigen Unterschiede gefunden wurden. Zusatzlich konnten wahrend der
Embryonalentwicklung abweichende Expressionsdaten fir entactin-1 im
Bereich der Skelettmuskulatur gezeigt werden; hier unterscheiden sich aber
vor allem die temporalen Expressionsmuster (Miosge et al., 2002). In diesem
Zusammenhang ist interessant, dass kurzlich von unserer Arbeitsgruppe
auch bei der in vitro-Differenzierung von Myoblasten eine zeitlich
gegenlaufige Regulation der Expression beider entactin-Gene festgestellt
wurde: Wahrend die Expression von entactin-2 nach Induktion der
Differenzierung stark ansteigt, kommt es gleichzeitig zu einer Repression der

entactin-1-Expression (Neu et al., 2006).

IV. Transgene Mausmodelle zur Untersuchung der Funktionen der

Entactine in vivo

Um Informationen Uber die Funktion der einzelnen Entactine zu erhalten,
wurden Knockout-Mause generiert, denen jeweils eines der Entactine in
ihrem Genom fehlte (Bader et al., 2005; Miosge et al., 2002; Murshed et al.,
2000; Schymeinsky et al., 2002). Beide Knockout-Mause zeigten jedoch

erstaunlicherweise keinen offensichtlichen Phanotyp. Sie waren nicht nur
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lebensfahig, sondern auch fruchtbar und hatten keine anatomischen
Missbildungen. Erst in spateren Untersuchungen fanden sich subtile
neurologische Defekte (Dong et al., 2002; Kohling et al., 2006). In diesem
Kontext ist es bedeutsam, dass die Ausschaltung des einzigen entactin-Gens
bei C.elegans zu Stérungen des Axonwachstums fihrt (Kim und Wadsworth,
2000) und die Empfindlichkeit fur cholinerge Analoga beeinflusst (Ackley et
al., 2003).

Untersuchungen zur Struktur der Basalmembran bei den Knockout-Tieren
lieRen keine Unterschiede in der Verteilung bedeutender Basalmembran-
Proteine (Kollagen Typ IV, Laminin, Perlecan) zum Wildtyp erkennen. Es
konnte allerdings in der Muskulatur von Entactin-1-Knockout-Mausen
vermehrt Entactin-2 nachgewiesen werden (Murshed et al., 2000). Im Herzen
zeigte sich sogar ein Entactin-2-Uberschuss, wenn man die Entactin-1-
Gesamtmengen bei der Wildtyp-Maus als Referenz heranzieht (Miosge et al.,
2002). Interessanterweise zeigten die Entactin-2-Knockout-Mause praktisch
keine Unterschiede zum Wildtyp. Daraus wurde geschlossen, dass den
Entactinen entweder gar keine relevante Aufgabe bei der Formation von
Basalmembranen zukommt und daher auch kein kompensatorischer Bedarf
bestand, oder aber dass sie selbst oder andere Proteine vollstandig
fureinander kompensieren koénnen. Zur weiteren Klarung dieser beiden
Hypothesen wurden die einfachen Knockout-Mause gekreuzt und Doppel-
Knockout-Mause gezuchtet (Bader et al., 2005). Hierbei waren die doppelt
homozygoten Tiere zwar nicht lebensfahig, starben jedoch erst nach der
Geburt an respiratorischem Versagen. Eine Untersuchung von Herz und
Lunge ergab, dass die Organe ausgebildet, aber teilweise nicht voll
ausgereift waren. Sie zeigten unvollstandige, aber immer noch
funktionsfahige Basalmembranen. Im prinzipiell funktionsfahigen Herzen
scheinen daher andere Komponenten der extrazellularen Matrix oder die
Disci intercalares (herzspezifische Zell-Zell-Verbindungen) die Integritat der
Basalmembran aufrechterhalten zu konnen. Es ist zu vermuten, dass den
Entactinen im Herzen eine andere Aufgabe als die Formation der

Basalmembran zukommt (Bader et al., 2005).
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1.2

Auch in der Lunge kommt es erst Stunden nach der Geburt zum Kollaps
aufgrund nicht entfalteter Alveolen. Hier jedoch scheint die vernetzende
Funktion der Entactin-Laminin-Bindung die Ursache fur die Stérung zu sein.
Dafir spricht auch, dass an Mausen mit einer blockierten Entactin-
Bindungstelle der Laminin-y1-Kette analoge Defekte beobachtet werden
konnten (Willem et al., 2002).

Grundsatzlich war bei den transgenen Mausen eine insgesamt geringere
Menge an Basalmembran-Proteinen nachweisbar, was aber vermutlich nicht
auf einer geringeren Synthese derselben, sondern auf einer herabgesetzten
Retention der entsprechenden Proteine in der extrazellularen Matrix beruhte.
Entactine spielen daher eventuell eher einer Rolle bei der Aufrechterhaltung
einer intakten Basalmembran als bei ihrer Bildung. AulRerdem lasst die
morphologische Vielfalt der beobachteten Defekte bei den Doppel-Knockout-
Tieren gewebsspezifisch unterschiedliche Funktionen der Entactine vermuten
(Bader et al., 2005).

Hierfur spricht auch die Entdeckung einer speziellen Entactin-Isoform bei der
Ratte, die exklusiv in der motorischen Endplatte zu finden ist (Chiu und Ko,
1994). Basierend darauf wurden zahlreiche Untersuchungen zur Verteilung
und der Rolle von Basalmembrankomponenten an der motorischen Endplatte
durchgefuhrt. Diese legen nahe, dass Basalmembrankomponenten und
darunter auch das Entactin eine wichtige Rolle bei der Ausbildung der
neuromuskularen Verbindung spielen und hier eventuell auch funktionelle
Aufgaben haben koénnten. (Ackley et al., 2003; Arikawa-Hirasawa et al.,
2002; Kim und Wadsworth, 2000; Kohling et al., 2006).

Skelettmuskelzelldifferenzierung

Die Differenzierung von mesenchymalen Stammzellen zu reifer
Skelettmuskulatur ist ein komplexer Vorgang, der hochgeordnet ablauft und
fein reguliert wird. Wahrend der Entwicklung des Embryos kommt es unter
Beteiligung einer Vielzahl von Faktoren zu einer Transformation pluripotenter

Stammzellen zunachst in determinierte Myoblasten, die sich weiter teilen, um
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1.3

dann als proliferationsinkompetente Myozyten zu gréReren, makroskopisch
erkennbaren Muskelfaserbindeln zu fusionieren (Sabourin und Rudnicki,
2000). Ruhende Satellitenzellen (determinierte Myoblasten) in der adulten
Muskulatur kénnen zeitlebens der Differenzierung ahnliche
Regenerationsprozesse und adaptives Wachstum vermitteln. Einige der
Regulatoren dieses Prozesses sind bereits bekannt, beispielsweise die
myogenen  Transkriptionsfaktoren der MRF- und MEF-2-Familien,
verschiedene Regulatoren von Signaltransduktionswegen,
Wachstumsfaktoren und Zytokine sowie Proteine der extrazellularen Matrix
(Palmer und Rudnicki, 2002). Die Komplexitat des gesamten Vorgangs lasst
jedoch vermuten, dass bei weitem noch nicht alle beteiligten Faktoren
identifiziert wurden (Delgado et al., 2003).

In dieser Arbeit verwendete Modellsysteme zur
Untersuchung der in vivo-Funktion der Entactine in der

Skelett- und Herzmuskulatur

Erkrankungen der Skelett- und Herzmuskulatur gehen haufig mit einer
aberranten Expression der Gene einher, die normalerweise den
Differenzierungsprozess der beteiligten Muskelzellen in der
Embryonalentwicklung, bei Skelettmuskelzellen auch im Zusammenhang mit
regenerativen Prozessen, steuern (Greenberg et al., 2002; Tkatchenko et al.,
2000). Nachdem in unserer Arbeitsgruppe vor Beginn dieser Arbeit Hinweise
darauf erhalten worden waren, dass Entactine eine wichtige Rolle bei der
Regulation der Skelettmuskelzelldifferenzierung in vitro spielen, sollte daher
in dieser Arbeit untersucht werden, ob dies auch in vivo, insbesondere bei

Skelett- und Herzmuskelerkrankungen, zutreffen konnte.

Allgemein stehen zur Untersuchung von Skelett- und
Herzmuskelerkrankungen verschiedene Tiermodelle zur Verfligung, wobei in
dieser Arbeit jeweils ein Modellsystem fur die Skelett- und die
Herzmuskulatur verwendet wurde, worauf nachfolgend kurz eingegangen

werden soll.
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Zum einen handelte es sich um die mdx-Maus, ein Modellsystem flr die
kongenitale x-chromosomal rezessiv vererbte Duchenne-Muskeldystrophie,
und zum anderen um die experimentell durch Coxsackie B3-Viren
verursachte Myokarditis. Beide Modellsyteme entsprechen den jeweiligen

menschlichen Krankheitsbildern.

Bei der relativ haufigen Duchenne-Muskeldystrophie (1 von 3500
neugeborenen Jungen) kommt es schon frih im Kindesalter zu
fortschreitender Degeneration der Skelettmuskulatur mit anschlieBender
bindegewebiger Auffullung der zerstorten Areale. Grund ist ein Defekt in
einem fur ein wichtiges Strukturprotein, dem Dystrophin, kodierenden Gen.
Die Krankheit verlauft stets tddlich, sobald sie die Atemwege erreicht
(Deconinck und Dan, 2007). Die mdx-Maus hat denselben Gendefekt
(Bulfield et al., 1984), wenngleich der Krankheitsverlauf hier weniger
dramatisch als beim Menschen ist, da die regenerativen Leistungen der

Maus wesentlich effektiver sind.

Die nach dem Ort ihrer erstmaligen Identifizierung, einem Vorort bei New
York benannten Coxsackie-Viren konnen sowohl beim Menschen als auch
bei der Maus eine Myokarditis ausldsen (Kim et al., 2001). Dabei kommt es
nach heftigen Entziindungsreaktionen im Herzmuskel zu einer Entfernung
der zerstorten Zellen und einem Ersatz durch Bindegewebsstrukturen. Die
Myokardidits verursacht u.a. Herzrythmusstorungen und -insuffizienz, die
sich in Leistungsschwache auflern und letztendlich zu Herzversagen fuhren

konnen.
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1.4

Fragestellung und Ziele dieser Arbeit

Die oben beschriebenen Ergebnisse deuten bereits an, dass eine genaue
Kontrolle der Expressionsmuster der entactin-Gene in Skelett- und
Herzmuskelzellen wichtig fur die Funktion dieser Gewebe unter
physiologischen und pathologischen Bedingungen sein kdnnte. Aulierdem
gab es vor Beginn dieser Arbeit wie beschrieben Hinweise aus der Literatur
auf eine mogliche funktionelle Redundanz der beiden Entactine in vielen

Geweben, eventuell aber nicht in der Skelett- und Herzmuskulatur.

Im Zuge der vorliegenden Arbeit sollten daher insbesondere die beiden

folgenden Fragen geklart werden:

1. Wie andert sich die Expression der entactin-Gene in Skelett- und
Herzmuskelzellen unter verschiedenen physiologischen und

pathologischen Bedingungen?

Um Antworten auf diese Frage zu finden, sollten die Expressionsmuster der
beiden entactin-Gene in Skelett- und Herzmuskelzellen und —gewebe

untersucht werden.

Als physiologisches Aquivalent sollte die Differenzierung bei verschiedenen
Zelllinien induziert werden, die sich in ihrem Differenzierungspotential
unterscheiden und anschlieRend auf ihre entactin-Expression hin untersucht

werden.

Als pathologisches Aquivalent wurden maligne entartete Zellen sowie

Gewebeproben von myopathischen Mausen untersucht.

2. Gibt es eine Crossregulation der beiden entactin-Gene in

Skelettmuskelzellen?

Dies ware ein erster Hinweis auf funktionelle Redundanz.

Um diese Frage zu beantworten, sollten Genexpressionsstudien an Zellen
durchgefiihrt werden, die entweder eines der beiden entactin-Gene
Uberexprimierten oder in denen die Expression jeweils eines der beiden

Gene mittels spezifischer siRNAs gehemmt worden war.
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2 Material und Methoden
2.1 Material

2.1.1 Chemikalien und Verbrauchsmaterialien

Agar
Agarose MP
Ampicillin

Bovine Serum Albumin (BSA)
Blocking Reagent
Bromphenolblau
Calciumchlorid

CDP-Star
Chromatographiepapier (3MM)
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
(DMEM)

Diethylpyrocarbonat (DEPC)
ECL-Detektionsreagenzien
Ethanol

Ethidiumbromid (EtBr)

Falcon Einmalpipetten (5ml, 10ml,
15ml)

Fetal Bovine Serum (FBS)
Fetal Bovine Serum (FBS)
First strand buffer, 5x
Formaldehyd

Glutamin

Glycerin

Glycin

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

Kryo-Rdéhrchen
Ligationspuffer, 10x
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Roth, Karlsruhe
Roche, Mannheim
Sigma, Steinheim
Sigma, Steinheim
Roche, Mannheim
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roche, Mannheim
Whatman, GB
Biochrom AG, Berlin

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

Becton Dickinson, Heidelberg

Biochrom, Berlin
Invitrogen

Roche, Mannheim

Roth, Karlsruhe
Biochrom, Berlin

Roth, Karlsruhe

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

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

TPP, Schweiz

Roche, Mannheim



Lithiumchlorid
Magnesiumchlorid
Maleinsaure
Methylenblau

MOPS
2-Mercaptoethanol
Natriumchlorid
N-Lauroylsarcosine
Norepinephrin-Bitartrat
Oligo-Primer
PCR-Puffer, 10x
Penicillin/Streptomycin
Phenol

Pipettenspitzen (10ul, 100ul, 1000ul)

Polaroid-Filme
Réhrchen, 50ml
Roti-Mark Prestained
SDS/Natriumlaurylsulfat

Trichlormethan (Chloroform)

Tris-Hydroxymethyl-aminomethan (Tris)

TRIzol®
Trypanblau
Trypsin

Tween20

Ultra Pure Water
Zellkulturflaschen
Zellkulturflaschen
Zellkulturschalen

Zellkultur-Testplatten

2.1.2 Enzyme

Restriktionsenzyme + Puffer

Tag-DNA-Polymerase
T7-RNA-Polymerase
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Roth, Karlsruhe
Roth, Karslruhe
Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Sigma, Steinheim
Sigma, Steinheim
BioTez, Berlin
Roche, Mannheim
Biochrom, Berlin
Roth, Karlsruhe
Sarstedt, Numbrecht
Polaroid, St. Albans, UK
Sarstedt, Niumbrecht
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Biochrom, Berlin
Biochrom, Berlin
Roth, Karlsruhe
Biochrom, Berlin
Sarstedt, Nimbrecht
Nunc, Danemark
TPP, Schweiz

TPP, Schweiz

Roche, Mannheim
Roche, Mannheim

Roche, Mannheim



2.1.3 Antikorper

anti-Nidogen-1, aus Kaninchen Abcam, UK
anti-Digoxigenin-AP Roche, Mannheim

Cy3-gekoppelter _
Dianova, Hamburg
Ziege-anti-Kaninchen IgG

Esel-anti-Kaninchen IgG,

) Amersham, Braunschweig
Peroxidase-gekoppelt (ECL)

2.1.4 Zytokin

Tumor necrosis factor-alpha (TNF-a) Roche, Mannheim

2.1.5 Oligodesoxynukleotide

2.1.5.1 Primer zur Klonierung von entactin-1

entactin-1, Maus (Durkin et al., 1988)

zur Klonierung eines 501 bp-Fragmentes

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

2.1.5.2 Primer zum Nachweis von entactin-2 mittels PCR

entactin-2, Maus und Mensch (Kimura et al., 1998; Kohfeldt et al., 1998)
zur Amplifizierung eines 446 bp-Fragmentes

Ent-2(5’): 5-CG CCCGG CATCT GTGGG CACCT TCCTG-3

Ent-2(3’): 5-CG AAGCTT GGAGC TTCTC TATTC CAGTC-3

2.1.6 Plasmide

pSPORT1-Entactin-1, verified partial clone rzpd, Berlin
2.1.7 Vektoren

pBluescript SKII(-) (Transkriptionsvektor) Stratagene, Heidelberg

2.1.8 Kommerzielle Kits

BCA* Proteinbestimmungssystem Pierce, Rockford, lllinois, USA
5-Bromo-2’-deoxy-uridine Roche, Mannheim

Labeling and Detection Kit
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DIG RNA Labeling Kit (SP6/T7)
QIAGEN Plasmid Maxi/Midi Kits
RNeasy Kit

Silencer ® siRNA Transfection Il Kit

2.1.9 Bakterienstamme

E. coli XL1 Blue

2.1.10 Mausstamme

C57BL/6

A.BY/SnL
C57BL/10ScSnJ
C57BL/10ScSn-Dmd™/J

2.1.11 Eukaryontische Zelllinien

C2C12

C2C12-ent-1

C2C12-ent-1 antisense

C2C12-ent-2

C2C12-ent-2 antisense

C2C12-lacZ

HL1

HUVEC
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Roche, Mannheim

Qiagen, Disseldorf

Qiagen, Disseldorf

Ambion Inc., Huntington, UK

Stratagene, Heidelberg

The Jackson Laboratory, USA
The Jackson Laboratory, USA
The Jackson Laboratory, USA
The Jackson Laboratory, USA

Mausemyoblasten,

Helen Blau, Stanford University
Mausemyoblasten, Barbara Munz
und Helen Blau, Stanford
University

Mausemyoblasten, Barbara Munz
und Helen Blau, Stanford
University

Mausemyoblasten, Barbara Munz
und Helen Blau, Stanford
University

Mausemyoblasten, Barbara Munz
und Helen Blau, Stanford
University

Mausemyoblasten, Barbara Munz
und Helen Blau, Stanford
University

Mausekardiomyozyten,
(Claycomb et al., 1998)

Humane, umbilikale, vendse
Endothelzellen, (Yamaguchi et al.,
1998)



RD12

RD18

PBS

TAE

TBS-T

20xSSC

2.1.13 Software

Photoshop CS2
Microsoft Office 2003
IQ Easy Measure 1.4.1
WebCutter 2.0

NIH Image 1.62b
BLAST

2.1.12 Standardpuffer und Losungen
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Humane
Rhabdomyosarkomzellen,
(Lollini et al., 1991)
Humane
Rhabdomyosarkomzellen,
(Lollini et al., 1991)

140mM NaCl
30mM KCI
6,5mM Na,HPO,
1,4mM KH,PO4

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

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

3M NaCl
0,3M NasCitrat

Adobe®©

Microsoft©

INTEQ GmbH

Copyright by Max Heiman
Copyright by Wayne Rasband
NCBI



2.2 Zellbiologische Methoden

2.2.1 Kultivierung und Aufbewahrung eukaryontischer Zellen

Zellen der Linien C2 und RD Zellen wurden grundsatzlich in Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium (DMEM) mit Penicillin/Streptomycin (je 100U/ml)
sowie Serum vom fotalen Kalb (FKS) als Zusatz (20% fur C2C12-Zellen,
10% fur alle anderen Zellen) kultiviert. Dieses Kulturmedium wird in dieser
Arbeit als Proliferationsmedium bezeichnet. Je nach Zelllinie wurde dem
Medium soviel Serum beigefugt, dass eine 10 oder 20%ige Lésung entstand.
Die Aufzucht erfolgte im Brutschrank bei 37°C, 95% relativer Luftfeuchtigkeit
und 5% CO2. Alle Zellen wurden vor Erreichen einer fur die jeweilige Linie
kritischen Konfluenz passagiert und ausgedinnt. Dazu wurden sie nach
Abnahme des Kulturmediums mit sterilem PBS gewaschen und durch
funfminutige Inkubation im Brutschrank mit Trypsin/EDTA abgelost. Die

Zellen wurden in frischem Medium aufgenommen und weiterkultiviert.

DMEM/FKS (Proliferationsmedium):

FKS 10% (C2) bzw. 20% (RD)
Penicillin/Streptomycin 0,5%
L-Glutamin 1%
Trypsin/EDTA:
Trypsin (w/v) 0,05%
EDTA 0,02M
H20 dest. 1Xx

Zur langfristigen Aufbewahrung wurden die Zellen nach dem Passagieren in
DMSO-haltigem Einfriermedium aufgenommen, in speziellen Einfriergefallen
(Kryotubes) auf Eis mdoglichst langsam (ca. 1°C/min) abgekuhlt und in
Stickstofftlirmen bei -196°C gelagert.
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Einfriermedium:

DMEM 1x
FKS 10%
DMSO 10%

Zur erneuten Kultivierung wurden die Zellen schnell im 37°C warmen
Wasserbad aufgetaut, mit viel DMEM gewaschen und mindestens 24

Stunden in Zellkulturflaschen in absoluter Ruhe belassen.

Kardiomyozyten der Linie HL-1 wurden in einem Claycomb Medium mit

folgenden Zusatzen kultiviert.

Proliferationsmedium K:

Claycomb Medium 1x

FKS 10%
Norepinephrin 1%
Penicillin/Streptomycin je 100U/mi
L-Glutamin 4mM

Die Zellen wurden in speziell beschichteten Kulturflaschen kultiviert. Dazu
wurden die Boden der Flaschen mit 0,005% Gelatine und 25ug Fibronectin in
2ml sterilem Wasser Uberschichtet. AnschlieRend wurden die Flaschen Uber
Nacht im Brutschrank bei 37°C inkubiert. Die FlUssigkeit wurde dann
abgesaugt und die Flaschen mit steriiem PBS gespllt. So vorbereitet
konnten die Kulturflaschen sofort verwendet werden oder bei -20°C bis zu

einen Monat gelagert werden.

HL-1-Zellen wurden analog zu dem Protokoll fur C2-Zellen kultiviert und

eingefroren, jedoch unter Verwendung eines modifizierten Einfriermediums:

HL-1-Einfriermedium:

Claycomb Medium 1x
FKS 10%
DMSO 5%
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Die Induktion mittels Zytokinen erfolgte durch Zugabe nach Erreichen der
kritischen Konfluenz. Wahrend des Induktionsversuchs wurde serumfreies
Medium verwendet, um eine Beeinflussung durch serumeigene

Wachstumsfaktoren und Zytokine zu vermeiden.

HL-1-Hungermedium:

Claycomb Medium 1x

BSA 0,5%
Penicillin/Streptomycin je 100U/mi
L-Glutamin 4mM

2.2.2 Induktion der Differenzierung

Um Zellen der Linien C2 und RD in die Differenzierung eintreten zu lassen,
wurde ihnen Serum entzogen und stattdessen DMEM mit nur 2%
Pferdeserum als Zusatz beigegeben. Dieses Kulturmedium wird in dieser

Arbeit als Differenzierungsmedium bezeichnet.

DMEM/PS (Differenzierungsmedium):

Pferdeserum 2%
Penicillin/Streptomycin 0,5%
L-Glutamin 1%

2.2.3 Transfektion von small interfering RNA (siRNA)

Bei dieser Methode werden synthetisch hergestellte kleine RNA-Fragmente
von ca. 22 Nukleotiden Lange in die Zelle transfiziert. Dort werden sie von
einem Proteinkomplex (RNA-induced silencing complex) aufgenommen, der
durch spezifische Bindung an die Ziel-mRNA diese abbaut und so zu einer
verringerten Translation fuhrt. Sowohl die Abnahme der entsprechenden
mRNA als auch des Proteins kénnen dann bei erfolgreicher Transfektion

nachgewiesen werden.
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Der in dieser Arbeit verwendete Transfektionskit der Firma Ambion wurde in
Zusammenhang mit kommerziellen siRNAs derselben Firma zunachst
gemall dem Herstellerprotokoll angewendet. Da sich verschiedene Zelltypen
unterschiedlich gut transfizieren lassen, mussten einige Parameter des
Herstellerprotokolls variiert werden, um die optimalen Bedingungen fir eine
deutliche Suppression der Genexpression zu ermitteln. Zur Anwendung
kamen je drei siRNA-Typen, die spezifisch fur entactin-1 bzw. entactin-2
waren. Der Transfektionskit umfasste zwei verschiedene
Transfektionsreagenzien. Die verwendete Zelllinie waren C2C12-Myoblasten.
Zunachst wurde die Konzentration des Transfektionsmediums von sechs bis
zehn Mikromol pro Vertiefung variiert. Die Konzentration der eingesetzten
siRNA-Spezies wurde variiert von 50 bis 100 Nanomol pro Vertiefung.
SchlieBlich stellte sich bei den folgenden Versuchen ein Protokoll als optimal
heraus, bei dem eine zu 70-80 Prozent konfluente Zellkulturflasche von 75
Quadratzentimetern auf drei Zellkulturplatten mit jeweils sechs Vertiefungen
verteilt wurde, nachdem die Zellen mit zehn Mikrolitern Transfektionsmedium
siPORT Amine sowie einer siRNA mit einer Endkonzentration von 100
Nanomol pro Vertiefung versetzt worden waren. Als Nahrmedium wurde den
Zellen DMEM/20%FKS beigegeben, das fur Differenzierungsversuche gegen
DMEM/2%PS ausgetauscht wurde. Bei allen siRNA-Transfektionen wurde
auf den Zusatz von Penicillin/Streptomycin verzichtet, um Interaktionen mit

dem Transfektionsreagenz zu vermeiden.
2.3 Mikrobiologische Methoden
2.3.1 Anzucht und Aufbewahrung von E.coli-Stammen

E.coli Flussigkulturen in LB-Medium (gegebenenfalls mit Antibiotika versetzt)

wurden Uber Nacht unter starkem Schiitteln bei 37°C inkubiert.

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

Ampicillin 100ug/ml

E.coli Kulturen wurden ebenfalls Uber Nacht bei 37°C inkubiert. Zur
Herstellung der Platten wurde LB-Flissigmedium vor dem Autoklavieren mit
1,5% (w/v) Agar versetzt, nach dem Autoklavieren auf ca. 50°C abgekuhlt,
bei Bedarf mit Antibiotika versetzt und in sterile Petrischalen gegossen. Die
Platten wurden nach dem Erkalten bei 4°C aufbewahrt. Waren die Bakterien
mit Plasmiden transformiert, die die Mdglichkeit des ,Blau/Weil3-Screenings*
zur Uberprifung der Klonierungseffizienz boten (z.B. pBluescript SK Il (-)),
wurden vor dem Ausstreichen der Bakterien zunachst 100ul X-Gal- und 40ul

IPTG-Stammldsung pro LB-Ampicillin-Platte ausplattiert.
X-Gal-Stammlosung:

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

IPTG-Stammldsung:
0, MM IPTG in H,O

Zur langerfristigen Lagerung von E.coli Zellen wurden 2,5ml einer frischen
Ubernachtkultur mit 0,8ml autoklaviertem Glycerin (ca.87%ige Stammlésung)

versetzt und bei —80°C aufbewahrt.
2.3.2 Herstellung transformationskompetenter E.coli-Stamme

Um rekombinante Plasmide zu vermehren, wurden diese in E.coli Zellen
eingebracht. Zur Herstellung transformationskompetenter Bakterien des
Stammes XL1 Blue wurde eine frische Ubernachtkultur 1:100 mit LB-Medium
verdunnt und unter Schutteln bei 37°C so lange inkubiert, bis eine Absorption
von 0,4 bis 0,5 bei 620nm erreicht war. Nach Zentrifugation (10min bei 4°C
und 2500 Upm) wurde das Sediment vorsichtig in einem Viertel des
ursprunglichen Volumens in kalter, steriler 0,1M Magnesiumchloridlosung
resuspendiert. Nach 30min Inkubation auf Eis wurde wie oben zentrifugiert
und das Sediment in einem Funfzigstel des urspringlichen Volumens in

kalter, steriler 0,1M Calciumchloridlésung resuspendiert. Nach 3-4h
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Inkubation im Eisbad wurde steriles 87%iges Glycerin bis zu einer
Endkonzentration von 30% zugegeben. Aliquotiert konnten die Zellen dann

Uber mehrere Monate hinweg bei —80°C gelagert werden.
Molekularbiologische Methoden

Transformation von E.coli Zellen mit Plasmid-DNA

200yl tranformationskompetenter E.coli Zellen ( siehe 2.3.2) wurden mit einer
geeigneten Menge Plasmid-DNA oder einem Ligationsansatz versetzt, sofort
vorsichtig gemischt und mindestes 30min im Eisbad inkubiert. Nach einem
Warmeschock (90sec bei 42°C) wurde der Transformationsansatz sofort
wieder auf Eis gebracht und nach weiteren 5min mit 600ul LB-Medium
versetzt. Nach 30min Schutteln wurden die Bakterien auf LB-Ampicillin-
Platten, die gegebenfalls vorher mit X-Gal und IPTG behandelt worden
waren (siehe Abschnitt 2.2.1), ausgestrichen und 16-20h bei 37°C inkubiert.

2.4.2 Reinigung von Nukleinsauren uber Phenolextraktion und

Ethanolfallung

Um in Wasser geloste Nukleinsauren aufzureinigen, wurden sie mit
Phenol/Chloroform gewaschen und anschlieBend mit Ethanol ausgefallt.
Dazu wurden die Proben 1:1 mit der Phenol-Phase des Phenol-
Chloroformansatzes versetzt und nach sehr grindlichem Vortexen zur
Phasentrennung zentrifugiert (13.000Upm, 1min, RT). Im Folgenden wurden
die in der wassrigen Phase enthaltenen Nukleinsauren mit dem 2,5-fachen
Volumen 100%igen Ethanols sowie dem 0,1-fachen Volumen 3M
Natriumacetatlosung bei —80°C wahrend einer halben Stunde gefallt.
SchlieBlich wurde der Ansatz erneut zentrifugiert (13.000UpM, 15min, RT)
und das Sediment nach einem weiteren Waschgang mit 70%igem Ethanol in

einer entsprechenden Menge DEPC-H,0O wieder aufgenommen.

Phenol/Chloroform, pH 7,5:

Phenol 4.5 Volumina
Cholroform 4.5 Volumina
1M Tris-HCI pH 9,5 1 Volumen
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2.4.3 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren

Die Konzentration von DNA und RNA in wassriger Losung wurde durch
Absorptionsmessung bei einer Wellenlange von 260nm bestimmt. Die
Messungen wurden in wiederverwendbaren Quarzkuvetten gegen ddH,O als
Referenzwert durchgefuhrt. Das Verhaltnis der Absorptionen bei 260nm zu
280nm wurde als Maldstab fir die Reinheit der Nukleinsaren herangezogen,

wobei Werte zwischen 1,6 und 2,0 angestrebt wurden.
2.4.4 DNA-Praparation

2.4.4.1 Plasmid-Préparation mit dem Qiagen-Plasmidkit

Plasmid-DNA in golleren Mengen wurde aus 100ml einer frischen E.coli
Ubernachtkultur mit Hilfe der Plasmid Midi bzw. Maxi Kits der Firma Qiagen

entsprechend den Angaben des Herstellers isoliert.
2.4.4.2 Analytische Agarose-Gelelektrophorese

Die Auftrennung von DNA-Fragmenten erfolgte je nach erwarteter GroRRe in
0,7-2,5%igen Agarosegelen in TAE Puffer; zur Auftrennung gesamtzellularer
RNA wurden 1%ige Gele verwendet. StandardmafRig wurden die Gele mit
1ug Ethidiumbromid pro ml Gel versetzt. Den Proben wurde eine geeignete
Menge Auftragspuffer zugegeben. Die Elektrophorese erfolgte bei 100V.
Anschlielend wurden die Gele im UV-Durchlicht betrachtet (256nm) und mit
einer Polaroidkamera (Blende 16, 0,5sec; 3000 ASA; Raoffilter) fotografiert.

Auftragspuffer:
Saccharose 40% (w/v)
Bromphenolblau 0,25% (w/v)
Xylencyanol 0,25% (w/v)
Orange G 0,25% (w/v)
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2.4.5 In vitro-Reaktionen an DNA

2.4.5.1 Polymerasekettenreaktion

Mithilfe der Polymerasekettenreaktion (PCR) koénnen spezifische DNA-
Fragmente aus einer DNA-Matrize selektiv amplifiziert werden. Die
verwendete DNA-Polymerase stammt aus dem Archaebakterium Thermus
aquaticus (Tag-Polymerase) und ist thermostabil. Dies ist notwendig, da die
DNA auf 94°C erhitzt werden muss, damit sie sich entfalten kann.
Bei der anschlielenden Abkuhlung auf 40-60°C lagern sich Primer an die
einzelstrangigen DNA-Molekllen an. Sie sind kurze zu den Enden der
gewlnschten Sequenz komplementare Oligonukleotide, die vorher
synthetisch hergestellt wurden. Sie markieren die Startpunkte fur die
Polymerase, daher muss ihre Sequenz so ausgewahlt werden, dass sie
moglichst genau an den Enden des gewunschte DNA-Abschnitts binden. Die
Anlagerung ist abhangig von der Schmelztemperatur der jeweiligen Primer,
die sich wiederum aus dem stochiometrischen Verhaltnis ihrer

Nukleotidzusammensetzung ergibt.

Nach der Anlagerungsphase wird der Ansatz auf 72°C erhitzt, was etwas
unter dem Temperaturoptimum der Taqg-Polymerase liegt. Diese kann dann
Uber die Primer an den DNA-Strang binden und aus den dem
Reaktionsansatz beigegebenen Mononukleotiden die Sequenz zwischen den
beiden Primern synthetisieren. Durch mehrmaliges Wiederholen dieses
Temperaturzyklus kommt es zu einer exponentiellen Vermehrung des

gewunschen DNA-Fragments.

Reaktionsansatz:
ddH20 33,8 ul
10xPCR-Puffer 5,0 ul
dNTP-Mix (2,5 mM) 8,0
5’-Primer (20 pM) 2,5 ul
3"-Primer (20 pM) 2,5l
cDNA 2,0 ul
Taqg-Polymerase (1U) 0,2 ul
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Die Reaktion erfolgte in sterilen, DNAse freien Reaktionsgefalen mit einem
Ansatz von 50 pl. Alle Pipettierschritte wurden auf Eis durchgefuhrt. cDNA
und Taqg-Polymerase wurden als letztes unmittelbar vor dem Erhitzen
hinzugefligt. Um eventuelle Verunreinigungen ausschlieBen zu kdnnen,
wurde ein Kontrollansatz mitgeflhrt, der alle Reagenzien auler der DNA-

Matrize enthielt.

Die Reaktion wurde mit dem PCR-Gerat Primus evolution 25/96 der Firma

Clemens nach folgendem Schema durchgefuhrt.

4min 94°C Denaturierung
2min 40-60°C Anlagerung
30s - 2min 72°C Synthese

Die Dauer der Synthesephase richtete sich nach der Lange des zu
erwartenden DNA-Strangs; pro 1kb zu synthetisierender DNA wurde etwa
1min angesetzt. Es wurden 30 Zyklen durchlaufen. Anschlief3end wurden die

Reaktionsansatze fur weitere 10 min bei 72°C inkubiert.
2.4.5.2 Spaltung mit Restriktionsendonukleasen

Zur Spaltung von Nukleinsauren mit Resriktionsendonukleasen wurde den
Angaben des Herstellers (Roche, Mannheim) gefolgt. Es wurden 0,5-1

Einheiten Resriktionsenzym pro ug DNA eingesetzt.
2.4.5.3 Herstellung von RNA-Sonden aus rekombinanten Plasmiden

Alle in dieser Arbeit verwendeten Digoxigenin-markierten antisense-RNA-
Sonden wurden mit dem DIG RNA Labeling Kit (Roche, Mannheim)

hergestellt.

Dazu wurde ein rekombinantes Plamid mit dem gewunschten Insert mit einer
geeigneten Restriktionsendonuklease linearisiert. Anschlielend wurde die
DNA-Matrize mit Phenol/Chloroform gewaschen, durch Ethanol gefallt und

anschlielend in RNAsefreiem H,O aufgenommen.

Die DNA-Matrize wurde durch in vitro-Transkription mit dem DIG RNA

Labeling Kit nach Angaben des Herstellers in RNA umgeschrieben. Dafir
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wurden 0,5-2ug der DNA-Matrize verwendet, die zuvor fir 10min bei 65°C
denaturiert worden war. Je nach Orientierung der Sequenz innerhalb des
Plasmids wurde eine entsprechende RNA-Polymerase (T7, T3, SP6)

verwendet. Es wurde den Angaben des Herstellers gefolgt.

2.4.6 RNA-Techniken

2.4.6.1 Allgemeine Richtlinien fiir das Arbeiten mit RNA

Bei der Arbeit mit RNA ist eine mogliche Verunreinigung mit RNAsen strikt zu
vermeiden, die zur Degradation der RNA fuhren. Daher wurden
ausschlieRlich sterile Plastik- oder gebackene Glasgefalle (200°C, 8h)
verwendet und bei allen Arbeitsschritten Einmalhandschuhe getragen. Allen
Lésungen wurde Diethylpyrocarbonat (DEPC) beigegeben und enthaltene
RNAsen dadurch inaktiviert. Die Losungen wurden dazu mit 0,1% (v/v)
DEPC versetzt, mehrfach stark geschuttelt und mindestens 16h bei RT
inkubiert. Zur anschlie®enden Inaktivierung des DEPC wurden die Lésungen
autoklaviert. Tris-haltige Losungen durfen nicht mit aktivem DEPC in
Berthrung kommen werden und wurden daher in gebackenen Gefallen mit

DEPC-Wasser angesetzt.
2.4.6.2 Isolierung gesamtzelluldrer RNA

Die Isolierung von gesamtzellularer RNA wurde mit dem Qiagen RNeasy Kit

der Firma Qiagen durchgefuhrt. Es wurde dem Herstellerprotokoll gefolgt.
2.4.6.3 Isolierung von RNA mit TRIzol®

Mit dem TRIzol®-Kit der Firma Invitrogen lassen sich DNA, RNA und

Proteine aus einem Gesamtzell- oder Gewebelysat extrahieren.

Dazu wurden max. 100mg gefrorenes Gewebe in 1ml TRIzol®-Reagenz
moglichst zugig durch Homogenisation gelost. Diese erfolgte mit einem Ultra
Turrax® T8 der Firma IKA. Die weiteren Schritte zur Extraktion der RNA

folgten dem Herstellerprotokoll.
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2.4.6.4 Northern Blot

In DEPC-Wasser geloste gesamtzellulare RNA wurde auf eine einheitliche
Menge von 0,5-8ug RNA pro Probe aliquotiert. Anschlieend wurden die
Proben mit 10yl Ladepuffer und einer entsprechenden Menge DEPC-Wasser
versetzt, um ein einheitliches Probenvolumen zu erlangen. Vor dem
Auftragen wurden die Proben zur Denaturierung der Nukleinsauren fir 1min
im Heizblock auf 90°C erhitzt. Es wurde ein 1%iges, horizontales Agarosegel
mit 1x MOPS-Puffer als Laufpuffer verwendet und die Elektrophorese dann
bei 100-150V (40mA) fur 1-2h durchgefuhrt. AnschlieRend wurde das Gel mit
20x SSC angefeuchtet und uber Nacht mittels des Kapillarblotverfahrens auf
eine Nylonmembran (N-Hybond) transferiert, die vorher mit DEPC und 20x
SSC benetzt worden war. Als Puffer wurde 20x SSC verwendet sowie
Chromatographie-Papiere in geeigneter Menge, um eine Kapillarwirkung zu
erhalten. Nach erfolgtem Transfer wurde die Membran einige Minuten in 2x
SSC gewaschen. AnschlieRend wurde die RNA durch 3min UV-Bestrahlung
bei 120mdJ auf der Membran fixiert. Das Anfarben der RNA erfolgte durch 1-
2min Schwenken in Methylenblau-Farbeldsung. Im Folgenden wurde die
Membran mit DEPC-Wasser entfarbt und die 18s- sowie die 28s-RNA-Bande
markiert, um spater einen Grdélenvergleich fur die Banden zu erhalten. Die
Membran wurde anschlielend entweder zur weiteren Verwendung
getrocknet und bei RT aufbewahrt oder sofort eingesetzt. In diesem Fall
wurde die Vorhybridisierung in einem dichten Hybridisationsbeutel flir 1h bei
68°C im Wasserbad unter Schutteln mit Hybridisationslosung durchgeflhrt.
Die Hybridisierung mit der Gen-Sonde erfolgte dann in derselben Lésung.
Die Sonde wurde dafur vorher in 100ul Hybridisationslosung im Heizblock fur
10min auf 68°C erhitzt und dann in den Beutel hinein gegeben. Die
Hybridisierung fand Gber Nacht und ebenfalls bei 68°C im Wasserbad statt.
Im Anschluss erfolgten verschiedene Waschschritte. Zunachst wurde die
Membran bei RT 3x Smin auf dem Schattler mit Waschlésung Nr.1
gewaschen, dann 2x 20min erneut im Wasserbad bei 68°C in Waschlosung
Nr.2. Alle folgenden Schritte fanden bei RT statt. Die Membran wurde fir 5
min auf dem Schittler in Puffer 1 gewaschen und dann fur 1h in 1%

Blockingpuffer geschuttelt. Diesem wurde dann Anti-Digoxigenin-AP in
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1:15000-facher Verdinnung zugegeben. AnschlieRend wurde die Membran
fur 1x 5min und 2x 15min in Puffer 1 plus 0,3% Tween 20 sowie 1x 5min in
Puffer 3 gewaschen. Um eine Lumineszenz der RNA zu erwirken, wurde die
Membran in Folie eingeschlagen und 5min mit Puffer 3 plus 1:100 CDP-Star
inkubiert. AbschlieRend konnte ein Film zur Belichtung aufgelegt werden. Je
nach Signalstarke betrug die Belichtungsdauer 10s bis 20min. Als Kontrolle
fur die gleichmaliige Beladung der Spuren wurde das Signal auf die
Methylenblaufarbung und/oder eine geeignete Ladekontrolle (z.B. -Actin)

normiert.

1%iges Agarose Gel (100ml):

Agarose 1g
DEPC H,0 84,6ml
10x MOPS 10ml
Formaldehyd 5,4ml

Ladepuffer (15ml):

Formamid 7,2ml
Formaldehyd 2,6ml
DEPC-H,0 1,8ml
10x MOPS 1,6ml
80% Glycerin 1ml
gesattigtes
Bromphenolblau 0.8m
RNA-Hybridisationslésung (50ml):
Formamid 100% 25ml
20x SSC 12,5ml
10% Blocking-Lésung 10ml
20% N-L Sarcosin 0,25ml
10% SDS 0,1ml
DEPC-H,O 2,15ml
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Waschlésung Nr.1:

20x SSC
10% SDS
DEPC-H,0

Waschldsung Nr.2:

20x SSC
10% SDS
DEPC-H,0

Puffer 1 (11):

Maleinsaure

NaCl
NaOH
DEPC-H,O

10ml
5ml
445ml|

2,5ml
5ml
492,5ml

11,69
8,759
auf pH 7,5 einstellen

auf 1 Liter aufflillen

Puffer 3 (50ml), immer frisch angesetzt:

1M Tris pH 9,5

5M NaCl
5M MgCl,
DEPC-H,0

5ml
1ml
0,5ml
43,5ml
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Proteinchemische Methoden

Herstellung von Proteinlysaten aus kultivierten Zellen

Nach Abnahme des Mediums und zweimaligem Waschen mit PBS wurden
100-200 pl kaltgestellter Lysispuffer mit Proteaseinhibitoren (Fa. Roche) in
die Kulturschale gegeben. Alle folgenden Schritte erfolgten auf Eis.
Anschlieend wurde die Schale leicht fur 10 min geschwenkt. Das Lysat
wurde mit einer Pipette abgesaugt, in ein Eppendorfbehaltnis Uberfihrt und
bei -80°C aufbewahrt.

Bestimmung von Proteinkonzentrationen

Zur relativen Konzentrationsbestimmung wurde der Kit BCA* Protein der
Firma Pierce verwendet und nach den Angaben des Herstellers verfahren.

Die Absorption wurde im Photometer bei 562nm gemessen.

2.5.3 Diskontinuierliche SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-

PAGE)

Es wurde mit dem Puffersystem nach Laemmli gearbeitet, wobei die
Elektrophorese in vertikaler Richtung in Gelen von ca. 1,5 mm Dicke erfolgte.
Die Gele bestanden aus einem jeweils ca. 1,5 cm breiten Sammelgel sowie
einem sich daran anschlieBenden ca. 5 cm breiten Trenngel. Die Proben
wurden vor dem Auftragen mit einem geeigneten Volumen Proben-
Auftragspuffer (5x konz.) versetzt, anschlielend 5 min im Heizblock auf 95°C
erhitzt und unmittelbar danach auf das Gel aufgetragen. Ein geeigneter
Grollenmarker wurde ebenfalls aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte bei
maximal 35 mA, bis die Lauffront das Gelende erreicht hatte (ungefahr 1 bis
1,5 Stunden).
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Zusammensetzung des Trenngels:

Acrylamid-Konzentration 7.5% 10% 15%
Acrylamid-Bisacrylamid 10ml 13,3ml 20ml
(30:0,8)

1M Tris-HCI pH 8,8 15ml 15ml 15ml
10% (w/v) SDS 0,4ml 0,4ml 0,4ml
87% (v/v) Glycerin 4,5ml 4 5ml 4 5ml
H.O 10ml 6,7ml -
10% (w/v) APS 0,4ml 0,4ml 0,4ml
TEMED 20yl 20pl 20pl

Zusammensetzung des Sammelgels:

Acrylamid-Bisacrylamid 5,0ml
(30:0,8)
1M Tris-HCI pH 6,8 3,75ml
10% (w/v) SDS 0,3ml
H.0 20,7ml
10% (w/v) APS 0,3ml
TEMED 20ul
Proben-Auftragspuffer (5x konz.):
Glycerin 50%
SDS 7,59/1
Tris-HCI pH 8,0 250mM
Bromphenolblau 0,5mg/mi
B-Mercaptoethanol 12,5%
SDS-PAGE-Laufpuffer:
Tris 25mM
Glycin 192mM
SDS 0,1%
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2.5.4 Immunologische Methoden

2.5.4.1 Western Blot

Dies ist eine Methode, die dem Nachweis von Proteinen aus SDS-
Polyacylamidgelen mit Hilfe von Antikérpern dient. Zunachst werden dabei
die Proteine elektrisch auf eine Nitrozellulosemembran transferiert
(.geblottet”). AnschlieRend wird die Membran zur Absattigung unspezifischer
Bindungsstellen mit einer hochkonzentrierten Proteinlosung und dann mit
dem gegen das gesuchte Protein gerichteten primaren Antikdrper inkubiert.
Die Detektion des Proteins erfolgt dann mit Hilfe eines an ein spezifisches
Enzym gekoppelten sekundaren Antikorpers, der gegen den ersten
Antikdrper gerichtet istt Das Enzym katalysiert eine geeignete

Nachweisreaktion, wodurch der Antikorper-Protein-Komplex darstellbar wird.
Transfer:

Auf die feucht gehaltene Anode der Blotapparatur wurden zuerst sechs
Lagen in Anodenpuffer 1 (300mM Tris; 20% Ethanol) sowie vier Lagen in
Anodenpuffer 2 (26mM Tris; 20% Methanol) getrankte Chromatographie-
Papiere gelegt. Darauf wurden die in Anodenpuffer 2 getrankte
Nitrozellulosemembran (Hybond P), das Trenngel sowie sechs Lagen in
Kathodenpuffer (256mM Tris; 20% Methanol; 40mM e-Aminocapronsaure)
getrankten Chromatographie-Papiers gebettet. Die ebenfalls feucht
gehaltene Kathode wurde auf den Stapel gelegt, sodass ein Stromkreislauf
entstand. Es wurde mit einer Stromstarke von 1mA/cm2 geblottet. Die
Membran wurde anschlieBend mit Ponceau S gefarbt und in 0,1%
Essigsaure entfarbt. So konnte der erfolgreiche Transfer der Proteine auf die

Membran tberprift werden.

Inkubation mit den Antikdrpern:

Absattigung 3% Milchpulver in TBS-T; 0,5h
1. Antikérper ~ geeignete Verdinnung in 3% Milchpulver/TBS-T; 1h

Waschen 3x5min in TBS-T
2. Antikérper  geeignete Verdunnung in 3% Milchpulver/TBS-T, 30-60min
Waschen 3x5min in TBS-T
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Alle Inkubationschritte erfolgten unter leichtem Schwenken bei RT.

Als Kontrolle fur eine gleichmalige Beladung der Spuren wurde die

Ponceau-Farbung verwendet.

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

Die an den sekundaren Antikorper gekoppelte Meerrettich-Peroxidase
katalysiert die Oxidation von Luminol (3-Aminophthalhydrazid) durch
Wasserstoffperoxid, wodurch 3-Aminophthalsaure und Stickstoff entstehen.
Bei dieser Reaktion wird Energie in Form von Licht mit einer Wellenlange von
526nm freigesetzt (Lumineszenz). Dadurch wird eine Detektion anhand der
Schwarzung eines Films moglich. Es wurde ein ECL-Kit der Firma Amersham

verwendet.
2.5.4.2 Immunzytochemie

Um Proteine intrazellular nachzuweisen, wurden die Zellen fir einen
immunhistochemischen Nachweis vorbereitet. Hierfur wurde das Medium
abgesaugt und die Zellen mit PBS gespult. Anschlielend wurden sie mit
einem auf -20°C abgekuhlten 1:1-Gemisch aus Methanol und Aceton flr
15min fixiert, das 1/1000 mit dem fluoreszierenden DNA-Farbstoff DAPI
(Diamidino-2-phenylindol) versetzt wurde. Getrocknet konnten die Zellkultur-

Schalen bis zur weiteren Verwendung bei -20°C gelagert werden.

Vor der weiteren Verwendung wurden die Schalen funf Minuten bei RT in
PBS aquilibriert. Fir den Immunfluoreszenz-Nachweis wurde der primare
Antikorper (Entactin-1) in einer 1:100-Verdinnung mit PBS-T angesetzt und
in geeigneter Menge auf die getrockneten Schalen aufgetragen. Die Schalen
wurden dann fir 3h in den Kihlschrank zur Inkubation gestellt. Nach
dreimaligem Waschen mit PBS wurde der sekundare Antikorper (Cy3) in
einer 1:400-Verdunnung mit PBS+1%BSA auf die Schalen aufgetragen. Die
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Schalen wurden in einer dunklen Feuchtkammer flr 1h zur Inkubation in den
4°C-Kuhlschrank gestellt. Nach dreimaligem Waschen mit PBS fur je 5min
wurden die Schalen mit Mounting-Medium bedeckt und der behandelte
Ausschnitt unter einem Deckglaschen eingeschlossen. Im Anschluss wurden
die Zellen unter dem Fluoreszenz-Mikroskop fotografiert und ausgewertet.

In dieser Form konnen die Schalen fur einige Wochen im Dunklen

aufbewahrt werden, bevor sie die Leuchtkraft verlieren.

PBS-T:
NaCl 140mM
Na2HPO4 6,5mM
KH2PO4 1,5mM
KCL 30mM
Tween 20 0,05% (v/v)

2.5.4.3 5-Bromo-2’-desoxy-Uridin Markierung

Zur Proliferationsbestimmung kultivierter Zellen wurde ein Kit der Firma
Roche verwendet. Das Prinzip beruht auf der Tatsache, dass die zu
untersuchenden Zellen wahrend der Replikation das Analogon BrdU anstelle
von Thymidin in ihr Genom einbauen. Die Zellen, die in diesem Zeitfenster
proliferiert hatten, konnten dann anschliessend uber einen monoklonalen
Antikorper gegen BrdU und einen sekundaren, mit Fluoreszin konjugierten
Antikdrper mit Hilfe eines Fluoreszenzmikroskops visualisiert werden. Uber
eine Zahlung aller BrdU-markierten Zellen und samtlicher DAPI-markierter

Zellen kann dann mittels Dreisatz die Proliferationsrate ermittelt werden.
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2.6 Arbeit mit Tieren

2.6.1 Haltung der Tiere

Acht Mause vom Zuchtstamm C57BL/10ScSn-Dmd™™J ("mdx-Mause") und
acht weitere Kontrolltiere vom Zuchtstamm C57BL/10SnJ wurden im Alter
von vier Wochen geliefert. Die Haltung erfolgte in Einzelkafigen, die vor der
Benutzung desinfiziert worden waren. Im Abstand von vier Wochen wurde je
ein Paar mdx-Mause und ein Paar Kontrolltiere getotet und aufbereitet. Bis
dahin erhielten sie eine Standarddiat und Wasser ad libitum in einer
genormten Umgebung (20°C Umgebungstemperatur, Tag/Nacht-Rhythmus

im Wechsel von 12 h).
2.6.2 Gewinnung von Gewebeproben

Alle Mause wurden durch zervikale Dislokation getdtet und die Muskeln im
Anschluss prapariert. Die enthommenen Gewebepraparate wurden sofort in
flissigem Stickstoff schockgefroren. In dieser Form wurden sie bis zur

weiteren Aufbereitung bei -80°C aufbewahrt.
2.6.3 Coxsackie B3-Virus infizierte Mause und Kontrolltiere

Fir den Versuch wurden 20 Mause vom Zuchtstamm C57BL/6 und 20
Mause vom Zuchtstamm A.BY/SnL eingesetzt. Aus jeder Gruppe wurden
jeweils zehn Tiere im Alter von drei Wochen mit dem Coxsackie B3-Virus
infiziert. Die andere Halfte der Tiere erhielt eine Placebo-Injektion mit
physiologischer Kochsalzlésung. Acht Tage nach Infektion wurden alle Tiere

durch zervikale Dislokation getotet und die Herzen prapariert.

Da der Umgang mit infekticsem Material auf Labore mit einer S2-Ausweisung
beschrankt ist, wurden die Tiere im Labor von PD Dr. Karin Klingel gehalten,
infiziert, getdtet und die Proben ebenfalls dort aufbereitet. Die isolierte RNA

wurde anschliel3end Uberfuhrt.
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3

3.1

Ergebnisse

Herstellung und Test der entactin-1-Gensonde

Zu Beginn dieser Arbeit stand im Labor keine geeignete Sonde zum
Nachweis der entactin-1-Genexpression zur Verfugung. Daher wurde sie im
Verlauf dieser Arbeit hergestellt. Hierfir wurde ein Plasmid, welches die
gesamte murine entactin-1-cDNA enthielt (zur Verfligung gestellt vom Max-
Planck-Institut fur Biochemie in Martinsried), in Bakterien transformiert,
amplifiziert und aufgereinigt. Das Plasmid diente dann nach Linearisierung
als Matrize flUr die Transkription einer antisense-RNA-Sonde durch eine
geeignete RNA-Polymerase. Um die Spezifitdt der entactin-1-Sonde zu
Uberprufen, wurde gesamtzellulare RNA aus verschiedenen Zelllinien
extrahiert, welche die beiden entactin-Gene in sense- und antisense-
Orientierung Uberexprimieren. Die Generierung derselben wird in Abschnitt
3.4.1 naher erlautert. Im Anschluss daran wurde die RNA mittels Agarose-Gel
aufgetrennt, mit dem Northern-Blot-Verfahren auf eine geeignete Membran

transferiert und diese dann mit der zu testenden Sonde hybridisiert.

- rekombinantes Transkripf
<+ endogenes ent-1

-— 28s

w— 1855

Abbildung 3: Northern Blot-Analyse der entactin-1-Genexpression in
verschiedenen C2C12-Zellinien. Es wurden jeweils 8 pg gesamizelluldare RNA
aufgetragen und mit einer antisense-RNA-Sonde gegen entactin-1 hybridisiert.  Als
Kontrolle fiir die gleichmaRige Beladung der Spuren und die Intaktheit der RNA diente die
Methylenblau-Farbung.

Deutlich zu sehen war hierbei das starke Signal in den Zellen, die das

entactin-1-Gen in sense-Richtung Uberexprimierten (Abbildung 3). Diese
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3.2

Zellen weisen zwei entactin-1-spezifische Transkripte auf: ein endogenes mit

5,9 kb und ein rekombinantes mit ca. 7 kb Lange.

Die Verlangerung des letzteren hangt mit der spezifischen Konstruktion des
retroviralen Expressionsvektors zusammen, der zur Herstellung der Zellinien
verwendet worden war (siehe 3.3): In diesem wurde das entactin-1-Gen mit
einem neomycin-Resistenzgen fusioniert, um die Selektion produktiv
transduzierter Zellen zu ermoglichen. Eine zwischen dem entactin-1-Gen und
dem neomycin-Gen liegende Ires (internal ribosome entry site) ermoglicht
dabei eine separate Translation des neomycin-Resistenzgens, so dass die
Zellen ausgehend von einem einzigen Transkript beide Proteine getrennt
synthetisieren kdnnen. Als Promotor flr die Transkription dient der virale LTR

(long terminal repeat) am 5’-Ende des retroviralen Konstrukts.

Dadurch waren bei der Northern Blot-Analyse das rekombinante und das
endogene Transkript aufgrund des GroRRenunterschiedes theoretisch
voneinander zu unterscheiden. Praktisch lieRen sie sich jedoch selten
auftrennen, da das starke rekombinante Signal das endogene meist
Uberlagerte. Die Auftrennung der beiden Transkripte kdnnte dabei durch
Verwendung eines Gels mit geringerem Agarosegehalt sowie eine langere
Gellaufstrecke verbessert werden. Praktisch sind beide Optionen jedoch
limitiert.

In nicht modifizierten Zellen war lediglich das endogene Transkript von

entactin-1 als einzelne Bande darstellbar.

Expression der entactin-Gene in Muskelzellen

Um Hinweise auf eine mogliche Rolle der Entactine bei der
Muskelzelldifferenzierung zu erhalten, sollte zu Beginn dieser Arbeit das
Expressionsmuster der entactin-Gene in Muskelzellen mit verschiedenem
Differenzierungspotential verglichen werden. Im Anschluss daran sollten die
beiden entactin-Gene in Myoblasten Uberexprimiert bzw. ihre Expression
mittels spezifischer siRNAs gehemmt werden und der Einfluss dieser

Manipulationen auf das Proliferations- und Differenzierungsverhalten der
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3.2.1

Zellen sowie auf die Expression des jeweils anderen entactin-Gens

untersucht werden.
entactin-Expression in differenzierenden C2C12-Zellen

Zunachst wurde die entactin-Expression in der gut charakterisierten murinen
Myoblasten-Zellinie C2C12 untersucht. Der Ablauf der Differenzierung bei
diesen Zellen ist vergleichbar mit der Muskeldifferenzierung wahrend der
Embryonalzeit. Daher stellt diese Zellinie ein gutes in vitro

Untersuchungssystem zur Muskeldifferenzierung dar.

Vor Beginn dieser Arbeit war unbekannt gewesen, wie das
Expressionsmuster der beiden entactin-Gene nach langerer Kultur in
Differenzierungsmedium, also in weitgehend vollstandig ausdifferenzierten
Myozyten und Myotuben, aussieht. Um diese Frage zu klaren, wurden
C2C12-Zellen in Kultur genommen und nach Erreichen einer 80-90%igen
Konfluenz Uber sieben Tage in Differenzierungsmedium Kkultiviert. Hierbei
lieRen sich im Lichtmikroskop zunachst spindelférmige Myozyten und spater
parallel angeordnete, mehrkernige = Myotuben  beobachten. Aus
proliferierenden Zellen sowie im Abstand von 24h nach Induktion der
Differenzierung wurde gesamtzellulare RNA isoliert und die Expression der

beiden entactin-Gene im Northern Blot analysiert.
Zunachst ist die entactin-1-Expression dargestellt.
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Abbildung 4: Northern Blot-Analyse der Expression von entactin-1 in
differenzierenden C2C12-Zellen. Es wurden jeweils 1uyg gesamtzellulare RNA
aufgetragen und mit antisense-RNA-Sonden gegen entactin-1 hybridisiert. Als Kontrolle zur
gleichmafRigen Beladung der Spuren und der Intaktheit der RNA diente die Methylenblau-
Farbung.

53



Hierbei zeigte sich, dass die entactin-1-Expression im Verlauf des
Differenzierungsprozesses immer weiter abnahm und wahrend spaterer
Differenzierungsstadien kaum noch nachweisbar war. AnschlieRend wurde

die entactin-2-Expression untersucht.
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Abbildung 5: Northern Blot-Analyse der Expression von entactin-2 in
differenzierenden C2C12-Zellen. Es wurden jeweils 1ug gesamtzellulare RNA
aufgetragen und mit antisense-RNA-Sonden gegen entactin-2 hybridisiert. Als Kontrolle zur
gleichmafligen Beladung der Spuren und der Intaktheit der RNA diente die Methylenblau-
Farbung.

Im Gegensatz zur Kinetik der entactin-1-Expression nahm die entactin-2-
Expression wahrend der ersten Tage nach Induktion der Differenzierung stark
zu und blieb dann auf einem hohen Niveau, um dann erst gegen Ende des
Untersuchungszeitraums  wieder leicht abzusinken. In  normalen
differenzierenden C2C12-Zellen scheint daher eine reziproke Beziehung

zwischen dem Expressionsmuster der beiden entactin-Gene zu bestehen.

3.2.2 entactin-Expression in differenzierenden C2C12- und C2F3-

Zellen

Parallel zu obigen Versuchen wurden C2F3-Myoblasten in Kultur genommen,
eine klonale Variante von C2C12-Zellen, die aber langsamer und weniger
effizient als diese differenziert (H.M. Blau, Stanford University, persdnliche
Mitteilung). Aus proliferierenden Zellen sowie einen, zwei, drei und vier Tage
nach Versuchsbeginn wurde aus Parallelkulturen die gesamtzellulare RNA
extrahiert. Die extrahierte RNA wurde dann mittels eines Agarose-Gels

aufgetrennt und anschlieRend anhand des Northern Blot-Verfahrens auf eine
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entsprechende Membran transferiert und mit spezifischen antisense RNA-
Sonden hybridisiert.
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Abbildung 6: Northern Blot-Analyse der Expression von entactin-1 in
differenzierenden C2C12 und C2F3-Zellen. Es wurden jeweils 8ug gesamtzelluldre RNA
aufgetragen und mit antisense-RNA-Sonden gegen entactin-1 hybridisiert. Gut erkennbar
ist die starkere Repression der entactin-1-Expression in den C2C12- gegentber den C2F3-

Zellen.

Sowohl C2C12- als auch C2F3-Zellen zeigten zu Beginn des Versuchs eine
maximale entactin-1-Expression, welche dann innerhalb eines Zeitraums von
bis zu drei Tagen nach Versuchsbeginn stetig abnahm. Dies bestatigt frihere
Ergebnisse unserer Arbeitsgruppe (Neu et al., 2006; Neu, 2006). Auffallig
war, dass die Repression der entactin-1-Expression in den C2F3-Zellen
gegenuber den C2C12-Zellen verlangsamt war, was mit dem verminderten

Differenzierungspotential dieser Zellen assoziiert sein konnte.

Im Anschluss wurden dieselben Proben auf ihre entactin-2-Expression hin

untersucht.

55



C2C12 C2F3

A : A
r N it

QN BB O NP B B

KR EUIUIKID 4 5% R X R

SEEE e e — ent-2
VOO YPRPRReN — 23s

oo Peee — 18s

Abbildung 7: Northern Blot-Analyse der Expression von entactin-2 in
differenzierenden C2C12 und C2F3-Zellen. Es wurden jeweils 8ug gesamtzelluldre RNA
aufgetragen und mit antisense-RNA-Sonden gegen entactin-2 hybridisiert. Sehr deutlich
wird die starkere Induktion der enfactin-2-Expression in den C2C12- gegenuber den C2F3-

Zellen.

Bemerkenswert war hier, dass C2F3-Zellen im Gegensatz zu C2C12-Zellen
keine Induktion der entactin-2-Genexpression nach Eintreten in die
Differenzierungsphase zeigten. Moglicherweise korreliert auch diese
Tatsache mit dem geringeren Differenzierungspotential von C2F3- gegenuber
C2C12-Zellen.

Diese Daten zeigen, dass das Expressionsmuster der beiden entactin-Gene

in Skelettmuskelzellen mit deren Differenzierungspotential korreliert.
3.2.3 entactin-Expression in RD/12- und RD/18-Zellen

Die im vorangehenden Abschnitt vorgestellten Ergebnisse warfen die Frage
auf, ob eine aberrante Expression der entactin-Gene mit einem gestorten
Differenzierungsprozess von Skelettmuskelzellen assoziiert sein konnte. Als
Modellsystem diente hierbei das Rhabdomyosarkom, ein Tumor, der aus
unzureichend differenzierten quergestreiffen Muskelzellen hervorgeht
(Merlino und Helman, 1999).

Im Zuge dieser Arbeit wurden die beiden Rhabdomyosarkomzellinien RD/12
und RD/18 auf ihre entactin-Expression hin untersucht. Diese Zellinien sind
klonale Derivate einer einzigen Rhabdomyosarkomlinie. Dabei handelt es

sich bei der Linie RD/12 um Zellen mit einem sehr geringen
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Differenzierungspotential. Die Linie RD/18 besitzt dagegen noch die
Fahigkeit, initiale Schritte des myogenen Differenzierungsprogramms zu

durchlaufen.

Wie bereits fir C2C12- und C2F3-Zellen beschrieben, wurden die Zellen in
Kultur genommen und dann durch Serumentzug zur Differenzierung
angeregt. Zu Versuchsbeginn und an den folgenden Tagen wurde
gesamtzellulare RNA extrahiert und mittels des Northern-Blot-Verfahrens auf

die Expression der beiden entactin-Gene hin untersucht.
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Abbildung 8: Northern Blot-Analyse der entactin-1 Genexpression bei RD/18 und
bei RD/12-Zellen. Es wurde jeweils 1 ug gesamtzellulare RNA aufgetragen und mit einer
antisense-RNA-Sonde gegen entactin-1 hybridisiert. Als Kontrolle fir eine gleichmaRige

Beladung der einzelnen Spuren diente die Methylenblaufarbung.

Da RD/12-Zellen eine sehr geringe Proliferationsrate aufweisen (Croci et al.,
2004), war es hier nicht moglich, genigend Material fur langere

Differenzierungkinetiken zu erhalten.

Dennoch wurde bei beiden Zellinien im Vergleich zur Kinetik von normalen
C2C12-Zellen deutlich, dass die Expression von entactin-1 wesentlich
langsamer als bei diesen abfallt, was in Zusammenhang mit dem geringen

Differenzierungspotential von Rhabdomyosarkomzellen stehen kénnte.

Auch bei diesen Zellen sollte die Expression von entactin-2 Gberpruft werden.
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Abbildung 9: Northern Blot-Analyse der entactin-2 Genexpression bei RD/18-
Zellen. Es wurde jeweils 1 pg gesamtzellulare RNA aufgetragen und mit einer antisense-
RNA-Sonde gegen entactin-2 hybridisiert. Als Positivkontrolle wurde eine Probe von RNA
aus differenzierten C2C12-Zellen mit aufgetragen. Als Kontrolle fiir eine gleichmaRige

Beladung der Spuren diente die Methylenblaufarbung.

Eine Expression des entactin-2-Gens war weder bei RD/18-Zellen noch bei

RD/12-Zellen (Daten nicht gezeigt) nachweisbar.

Dadurch stellte sich die Frage, ob die RNA-Sonde die humane Sequenz
eventuell nicht erkannte, da sie auf der Grundlage des murinen entactin-2-
Gens hergestellt worden war. Es wurde daher mittels Sequenzvergleich die
Homologie des zur Sonde komplementaren Abschnitts zwischen Mensch und
Maus ermittelt. Diese ergab eine ca. 84%ige Ubereinstimmung, was

normalerweise fir eine Kreuzreaktivitat ausreichend ist.

Um daher sicherzustellen, dass entactin-2 tatsachlich weder in RD/18 noch in
RD/12-Zellen exprimiert wird, wurde eine entsprechende RT-PCR
durchgefihrt, da diese Methode eine hdhere Sensitivitat als die Northern

Blot-Analyse aufweist.

Hierbei wird die RNA der zu untersuchenden Zellen mittels reverser
Transkriptase in  cDNA umgeschrieben. Diese kann dann mit
sequenzspezifischen Primern in der PCR analysiert werden. Die Primer
wurden dabei so ausgewahlt, dass sie sowohl zu der Mensch- als auch zu

der Maus-Sequenz 100% kompatibel waren. Dies war notwendig, da keine
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geeignete cDNA humaner Zellen (d.h. mit sicher nachgewiesener

entactin-2-Expression) als Positivkontrolle zur Verfugung stand.

Nach erfolgter Amplifizierung der PCR-Produkte wurden diese in einer

Gelelektrophorese aufgetrennt und auf eine spezifische Bande hin Uberprift.

— 2642 bp

~— 1000 bp

— 500 bp
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Abbildung 10: Gelelektrophorese der PCR-Produkte von RD/18-Zellen bei
Verwendung von entactin-2 sequenzspezifischen Primern. Fir die PCR wurden zwei
identische Ansatze mit cDNA humaner RD/18-Zellen und ein Ansatz mit cdNA muriner,
entactin-2 Uberexprimierender Zellen als Positivkontrolle mitgefiihrt. Ein Ansatz enthielt
cDNA von RD/18-Zellen, deren Funktionalitdt mittels eines bereits getesteten Primers
Uberprift werden sollte (Daten nicht gezeigt). Ein Ansatz enthielt nur die PCR-Reagenzien
ohne cDNA. Die amplifiziete DNA wurde anschliessend in einem 1%igen
Ethidiumbromidgel aufgetrennt.

Allerdings konnte auch hier praktisch keine entactin-2-Expression in den
RD/18-Zellen nachgewiesen werden. Diese Zellen scheinen daher im
Gegensatz zu normalen Myoblasten entactin-2 nur in sehr geringem Umfang

oder Uberhaupt nicht zu exprimieren.
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3.2.4 entactin-Expression in HL1-Zellen und HUVEC's

Vor Beginn dieser Arbeit war aus immunhistochemischen Untersuchungen an
Herzschnitten und dem Nachweis der entsprechenden mRNA in
Gesamtherz-Proben bekannt gewesen, dass sowohl das entactin-1-Gen als
auch das entactin-2-Gen in diesem Gewebe exprimiert werden (Miosge et
al., 2001; Salmivirta et al., 2002). Darauf aufbauend sollte nun geklart
werden, welche Zelltypen innerhalb des Herzens diese Gene exprimieren.
Hierfir wurde RNA aus in Kultur gehaltenen murinen HL1-Zellen und

HUVEC’s gewonnen.

HL1-Zellen sind relativ authentische Herzmuskelzellen, d.h. sie zeigen
zahlreiche biochemische und elektrophysiologische Eigenschaften, die diese

Zellen auch in vivo aufweisen.

HUVEC’s (human umbilical vein endothelial cells) sind Primarzellen aus dem
Endothel der Vene in der menschlichen Nabelschnur. Sie wurden kultiviert

und anschlieliend gesamtzellulare RNA extrahiert.

HL-1-Zellen wurden mit Tumornekrosefaktor-o. stimuliert, da dieses Zytokin
ein wichtiger Mediator bei vielen kardiovaskularen Erkrankungen ist und
Hinweise darauf erhalten werden sollten, ob eine differentielle Expression der
entactin-Gene bei diesen Krankheiten eine Rolle spielen kdnnte. Daflr
wurden die Zellen einerseits in serumhaltigem Medium und andererseits

nach Serumentzug mit dem Zytokin stimuliert.

Dargestellt ist die entactin-1-Expression in HL1-Zellen.
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Abbildung 11: Northern Blot-Analyse der Expression von entactin-1 in HL1-Zellen
und HUVEC’s. Es wurden jeweils 2ug gesamtzellulare RNA aufgetragen und mit einer
antisense-RNA-Sonde gegen entactin-1 und nachfolgend mit einer antisense-RNA-Sonde
gegen B-Aktin hybridisiert. Die Hybridisierung mit der B-Aktin-antisense-RNA-Sonde sowie
die unten gezeigte Methylenblaufarbung dienten dabei dem Nachweis der Intaktheit der
aus den HL1-Zellen isolierten RNA sowie einer gleichmafigen Beladung der Spuren. Als
Positivkontrolle fir die Funktionalitdt der verwendeten entactin-1-Gensonde und als

GréRenmarker wurde zusatzlich RNA aus C2C12-Zellen aufgetragen.

Entgegen der Erwartung liel3 sich keine entactin-1-Expression in den HL1-
Kardiomyozyten nachweisen. Der in der Literatur beschriebene Nachweis
von Entactin-1-Protein in Gesamtherz-Proben konnte daher auf eine
Produktion dieses Proteins durch Endothelzellen zurlickgehen, da HUVEC’s
eine deutliche entactin-1-Expression zeigten (Abbildung 11). Auch andere
Zelltypen wie Fibroblasten kdnnten fur die im Herzen beobachtete entactin-1-

Expression verantwortlich sein.

Die entactin-2-Expression wurde ebenfalls untersucht.
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3.3
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Abbildung 12: Northern Blot-Analyse der Expression von entactin-2 in HL1-Zellen
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und HUVEC’s. Es wurden jeweils 2ug gesamtzellulare RNA aufgetragen und mit einer
antisense-RNA-Sonde gegen entactin-2 und nachfolgend mit einer antisense-RNA-Sonde
gegen B-Aktin hybridisiert. Die Hybridisierung mit der B-Aktin-antisense-RNA-Sonde sowie
die unten gezeigte Methylenblaufarbung dienten dabei dem Nachweis der Intaktheit der

aus den HL1-Zellen isolierten RNA sowie einer gleichmaRigen Beladung der Spuren.

Eine schwache basale Expression von entactin-2, induziert durch TNF-o, war
in den HL1-Kardiomyozyten nachweisbar. Dies legt nahe, dass im Gegensatz
zum entactin-1-Gen das entactin-2-Gen im Herzen von Kardiomyozyten
exprimiert wird. In den Endothelzellen (HUVEC’s) hingegen war keine

Expression von entactin-2 nachweisbar.

Diese Ergebnisse deuten an, dass entactin-1 und entactin-2 im

Herzmuskelgewebe von verschiedenen Zelltypen exprimiert werden.

Funktionelle Studien zur Regulation der entactin-

Genexpression in Muskelzellen

Knockout-Studien in Bezug auf beide entactin-Gene flhrten zu der Annahme,
dass beide Proteine flureinander kompensieren kénnen (Bader et al., 2005;
Schymeinsky et al., 2002).

Um daher die zweite eingangs gestellte Frage, namlich die einer moglichen

Crossregulation von entactin-1 und -2, zu beantworten, wurden Systeme
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3.3.1

eingesetzt, die sich durch eine Suppression bzw. Induktion der Expression
jeweils eines der beiden Gene auszeichnen. Indem die Auswirkungen dieser
Manipulationen auf das jeweils andere entactin untersucht wurden, sollte

eine mogliche Redundanz bzw. Crossregulation festgestellt werden.

Dies waren zum einen C2C12-Zellinien, die entactin-1 bzw. -2 in sense- bzw.
antisense-Orientierung Uberexprimierten. Diese Zellinien waren bereits vor
Beginn dieser Arbeit von B. Munz auf der Basis retroviraler Vektoren
hergestellt worden (Neu et al., 2006). Sense-Richtung bedeutet hierbei, dass
das entsprechende Gen in 5’-3’-Orientierung transkribiert wird, so dass ein
funktionelles, mit dem endogenen identisches Protein gebildet werden kann.
Aufgrund des starken retroviralen Promotors werden dabei grolle Mengen
des rekombinanten Proteins gebildet. Die Uberexpression der Gene in
antisense-Orientierung fuhrt dagegen zu mRNA, die sich komplementar zu
der entsprechenden endogenen mRNA verhalt. Da sich komplementare
Einzelstrang-Nukleinsduren aneinanderlagern und ahnlich der DNA
Doppelstrange ausbilden, ist eine Translation der endogenen mRNA dann
nicht mehr moglich. Dadurch kommt es zu einer Repression der

Genexpression.

Weiterhin wurde die Expression der beiden entactin-Gene in C2C12-Zellen
mittels spezifischer sSiRNAs gehemmt. Das Prinzip ihrer Wirkungsweise wird

im nachsten Abschnitt eingehender erlautert.
siRNA-Versuche

siRNA wurde zunachst in Pflanzen als regulatorisches Element zur
Steuerung der Genexpression entdeckt. Nachdem bekannt wurde, das sie
auch in tierischen Zellen vorkommt, wurden bald ihre vielseitigen
Einsatzmdoglichkeiten in der experimentellen Molekularbiologie deutlich (Denli
und Hannon, 2003).

siRNA besteht aus kurzen, genspezifischen Sequenzen von ca. 22
Nukleotiden. In der lebenden Zelle werden siRNA-Abschnitte von einem
Proteinkomplex RISC (RNA-induced silencing complex) erkannt, der dann
gezielt an die zur siRNA komplementare mRNA binden kann. Prinzipiell

beruht also der Wirkmechanismus ahnlich der antisense-Technik auf der
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Tatsache, dass sich komplementare Nukleinsauren aneinanderlagern. Nach
erfolgter Anlagerung an die mRNA wird die Translation des Zielgens
verhindert (siehe Abschnitt 2.2.3).

Aufgrund der Kirze und vergleichsweise hohen Stabilitat von siRNA ist es
moglich, sie direkt in die jeweiligen Zielzellen zu transfizieren. Diese mussen
daher im Gegensatz zur Vorgehensweise bei antisense-Strategien nicht
zunachst mit geeigneten Expressionsvektoren transfiziert werden. Zudem ist
die siRNA-Methode deutlich effektiver. Mittlerweise ist eine grosse Anzahl

von verschiedenen siRNA-Spezies kommerziell verfugbar.

Im Zuge dieser Arbeit sollten C2C12-Myoblasten mit entactin-1 und -2
spezifischer siRNA behandelt werden und der Einfluss dieser Manipulation
auf das Proliferations- und Differenzierungsverhalten der Zellen und auf die

Expression des jeweils anderen entactin-Gens hin untersucht werden.
3.3.2 Optimierung der Bedingungen

Zunachst sollten die Bedingungen flir eine effiziente Transfektion mit
entactin-1-spezifischer siRNA (wird in dieser Arbeit als Ent-1 siRNA
bezeichnet) ermittelt werden. Ein Protokoll zur Transfektion mit entactin-2-
spezifischer siRNA (wird in dieser Arbeit als Ent-2 siRNA bezeichnet) stand
vor Beginn dieser Arbeit bereits zur Verfugung (Neu, 2006).

Da jedoch fur die Versuche in dieser Arbeit eine neue Charge C2C12-Zellen
zum Einsatz kam, wurden die Bedingungen des Protokolls fir eine

Transfektion mit Ent-2 siRNA nochmals Uberpruft.

Fur beide entactin-Gene wurden entsprechend dem Herstellerprotokoll drei
verschiedene siRNA-Spezies sowie zwei verschiedene
Transfektionsreagenzien getestet, welche im Methodenteil genauer
beschrieben werden. Eine scrambled siRNA ohne Homologie zu einem
murinen Gen wurde ebenfalls bei allen Versuchen als Kontrolle mitgefuhrt,

um die Spezifitat der siRNA flr die entactine zu Uberprifen.

Zunachst wurden die Bedingungen fur die Transfektion mit Ent-1 siRNA

optimiert.
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Abbildung 13: Northern Blot-Analyse der entactin-1 Genexpression bei siRNA-

behandelten Zellen Es wurde jeweils 1 ug gesamtzellulare RNA aufgetragen und mit einer
antisense-RNA-Sonde gegen entactin-1 hybridisiert. Als Kontrolle fur die gleichmaRige
Beladung der Spuren diente die Methylenblaufarbung. Die Zellen wurden mit drei
verschiedenen siRNA-Spezies und zwei verschiedenen Transfektionsreagenzien
behandelt. Ein Teil der Zellen wurde nur den beiden Transfektionsreagenzien in Medium
(TM NeoFX und TM siPORT Amine) ausgesetzt, nicht aber einer zusatzlichen siRNA.
Hiermit sollte eine mdgliche Beeinflussung durch das Reagenz ausgeschlossen werden.
Die Kitr-Spur enthalt RNA von Zellen, die gar nicht behandelt worden waren. Eine

unspezifische (scrambled) RNA hatte keinen Effekt (nicht gezeigt).

Abbildung 13 zeigt, dass die siRNA-Spezies Typ | und Typ Il in Kombination
mit beiden Transfektionsmedien zur starksten Repression der entactin-1-
Genexpression fuhrten. siRNA vom Typ Il zeigte hingegen keinen oder kaum
einen  Effekt. siPORT Amine erwies sich als gunstigeres
Transfektionsreagenz, da es zusammen mit Ent-1 Typ I-siRNA zur starksten
Repression der entactin-1-Expression fuhrte. Im Anschluss daran wurden die

Bedingungen fur die Transfektion mit Ent-2 siRNA optimiert.
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Abbildung 14: Northern Blot-Analyse der entactin-2 Genexpression bei siRNA-
behandelten Zellen. Es wurde jeweils 1 ug gesamtzellulare RNA aufgetragen und mit
einer antisense-RNA-Sonde gegen entactin-2 hybridisiert. Als Kontrolle fur die
gleichmafRige Beladung der Spuren diente die Methylenblaufarbung. Man beachte die
geringe Expression bei den mit siRNA Typ | behandelten Zellen in der siPORT Amine-
Gruppe. Nicht mit siRNA behandelte Zellen sind in der Kontrollspur aufgetragen, nur dem
jeweiligen Transfektionsmedium (TM siPORT Amine und TM NeoFX) ausgesetzte Zellen im

Anschluss. Eine unspezifische (scrambled) RNA hatte keinen Effekt (nicht gezeigt).

Wie Abbildung 14 zeigt, fihrten auch in Bezug auf entactin-2 die sSiRNAs vom
Typ | und Typ Il zu einer starken Repression der Genexpression. Weiterhin
erwies sich auch hier siPORT Amine als das geeignetere
Transfektionsreagenz — Transfektionen unter Verwendung von NeoFX
hatten in Kombination mit keiner der siRNAs einen hemmenden Einfluss auf

die entactin-2-Genexpression.

Behandlung mit den Transfektionsreagenzien alleine oder mit einer
unspezifischen (scrambled) siRNA (nicht gezeigt) hatte in keinem der Falle

einen Einfluss auf die Expression der entactin-Gene.

Die bisher beschriebenen Optimierungsversuche waren ausschliefdlich an
proliferierenden Zellen durchgefuhrt worden. Da im Verlauf dieser Arbeit
jedoch vor allem auch die Funktion der Entactine in differenzierenden Zellen
interessierte, sollte auch untersucht werden, ob sich die ermittelten

Bedingungen auch auf diese Zellen Ubertragen lieRen. Als
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Transfektionsreagenz wurde in den nachfolgend beschriebenen Versuchen

ausschlief3lich siPORT Amine verwendet.
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Abbildung 15: Northern Blot-Analyse der entactin-1-Genexpression bei siRNA-
behandelten Zellen in Proliferations- und Differenzierungsmedium. Es wurde jeweils 1
Mg gesamizelluldare RNA aufgetragen und mit einer antisense-RNA-Sonde gegen entactin-1
hybridisiert. Als Kontrolle fiir eine gleichmaRige Beladung der Spuren diente die
Methylenblaufarbung. Ein Teil der Zellen war mit unspezifischer scrambled-siRNA in
Transfektionsmedium behandelt worden. Die Kontrolle reprasentiert wieder ganzlich

unbehandelte Zellen.

Wie Abbildung 15 zeigt, war sowohl bei proliferierenden als auch bei
differenzierenden Zellen eine Hemmung der entactin-1-Genexpression durch
siRNA Ent-1 Typ I+l zu beobachten. Zwischen den Kontrollzellen und den
mit scrambled siRNA behandelten Zellen war kein Unterschied zu erkennen.
Wie erwartet war nach Induktion der Differenzierung auch in unbehandelten
Zellen eine Repression der entactin-1 Genexpression zu beobachten (Neu et
al., 2006). Jedoch war diese bei den behandelten Zellen deutlich starker,
wodurch die Effektivitat der siRNA auch unter Differenzierungsbedingungen

belegt wird.

Gleichzeitig wurden wahrend dieses Versuches Protein-Proben gewonnen,
um zu uberprufen, ob die Hemmung der Genexpression auch auf

Proteinebene nachzuweisen war.
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Daflr wurden zytosolische Proteinlysate aus den Zellen gewonnen. Von
einer zusatzlichen Immunprazipitation aus dem Kulturmedium, welche zur
Analyse des sezernierten Entactin-1 notwendig gewesen ware, musste
abgesehen werden, da diese mit dem zur Verflgung stehenden

kommerziellen Antikdrper nicht durchzufihren war.
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Abbildung 16: Western Blot-Analyse der Entactin-1-Expression bei siRNA-
behandelten Zellen in Proliferations- und Differenzierungsmedium. Entactin-1 hat ein
Molekulargewicht von 148 kDa. Als Kontrolle fir eine gleichmafige Beladung der Spuren
diente die Ponceaufarbung. Ein Teil der Zellen war mit unspezifischer scrambled-siRNA in
Transfektionsmedium behandelt worden. Die Kontrolle reprasentiert die unbehandelten

Zellen.

Die Analyse auf Proteinniveau bestatigte die fir mMRNA gewonnenen Daten.

3.3.3 Immunhistochemische Darstellung von Zellen nach siRNA-

Behandlung

Um das Entactin-1-Protein auch direkt in den transfizierten Zellen
nachweisen zu kénnen, wurden diese auch fur eine immunhistochemische
Farbung fixiert, mit dem Entactin-1 Antikbrper und im Anschluss daran mit
einem sekundaren, mit einem Fluoreszenz-Farbstoff gekoppelten Antikdrper
behandelt. Die Praparate wurden mithilfe des Fluoreszenzmikroskops

untersucht und reprasentative Bildausschnitte fotografiert.
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Abbildung 17 zeigt eine Entactin-1-Immunfluoreszenz von transfizierten

C2C12-Zellen und entsprechenden Kontrollen in Proliferationsmedium.

Abbildung 17: Darstellung der Entactin-1-Verteilung in mit Ent-1 siRNA-
behandelten Zellen in Proliferationsmedium nach immunhistochemischer Farbung
mit einem Entactin-1-spezifischen primaren und einem Cy3-gekoppelten sekundéren
Antikorper. Zusatzlich wurden alle Zellkerne mit DAPI angefarbt (B+D). Bild A zeigt Zellen
nach Behandlung mit Ent-1 siRNA. Bild C zeigt entsprechende Kontrollzellen ohne
Behandlung. Mit scrambled-siRNA behandelte Zellen unterschieden sich nicht von
Kontrollen (Daten nicht gezeigt). Eine Farbung nur mit sek. AK ergab kein spezifisches

Signal (Daten nicht gezeigt).

Gut zu sehen war hier, dass die mit Ent-1 siRNA behandelten Zellen ein sehr
viel schwacheres und diffuseres Signal zeigten als die Kontrollgruppen.
AuRerdem war die Farbung heterogener — einige Zellen zeigten ein starkeres
Signal, in anderen war nur wenig Entactin-1 zu erkennen. Dies konnte auf die
nicht vollstandige Transfektion mit Ent-1 siRNA zurlckgehen, die in der

Regel nicht alle Zellen erfasst.

Anschlieftend wurde Uberpruft, wie sich die Zellen im

Differenzierungsmedium darstellten.
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Abbildung 18: Darstellung der Entactin-1-Verteilung in mit Ent-1 siRNA-

behandelten Zellen in Differenzierungsmedium nach immunhistochemischer

Farbung. Zusatzlich zur spezifischen Farbung mit dem Entactin-1-Antikdrper und einem
Cy3-gekoppelten sekundaren Antikorper wurden alle Zellkerne mit DAPI angefarbt (B+D).
Bild A zeigt Zellen nach Behandlung mit Ent-1 siRNA. Bild D zeigt nicht mit siRNA
behandelte Zellen. Mit scrambled-siRNA behandelte Zellen unterschieden sich nicht von

den Kontrollzellen (Daten nicht gezeigt).

Zu erkennen war, dass die Zellen sich jetzt nicht mehr rund bis dreieckig,
sondern eher langlich prasentierten. Dies wird besonders deutlich in Bild A.
Hier kann man bereits erkennen, dass die Zellen begonnen hatten, sich
parallel anzuordnen. Beides ist fur differenzierende Muskelzellen typisch. Zu
beachten ist die sehr diffuse Verteilung von Entactin-1 in den mit siRNA
behandelten Zellen im Gegensatz zu der punktuellen Anreicherung in den
Kontrollzellen. Morphologische Unterschiede zwischen den transfizierten und
den nichttransfizierten Zellen waren jedoch nicht erkennbar. Auffallig war
allerdings, dass die mit Ent-1 siRNA behandelten Zellen insgesamt weniger
dicht waren und weniger hell leuchteten. Diese Unterschiede liessen sich
fotografisch allerdings kaum darstellen, da mit der verwendeten

Digitalkamera nur limitierte Ausschnitte zu fotografieren waren.

70



3.4

3.4.1

Untersuchung einer moglichen Crossregulation zwischen

entactin-1 und entactin-2

Um die eingangs gestellte Frage einer mdglichen Crossregulation zwischen
den beiden entactin-Genen zu beantworten, wurden Studien an C2C12-
Zellen durchgefluhrt, die entweder eines dieser beiden Gene
uberexprimierten oder in denen mittels antisense- oder siRNA-Strategien die

Expression der entactin-Gene gehemmt war.

Untersuchungen an C2C12-Zelllinien, die entactin-1 oder

entactin-2 Uberexprimieren

Aus Zellen, die aufgrund einer Infektion mit geeigneten retroviralen Vektoren
jeweils eines der beiden entactin-Gene in sense oder antisense-Richtung
Uberexprimierten (Neu et al., 2006), sowie Kontrollzellen, wurde zu
Versuchsbeginn, 24h und 48h nach Induktion der Differenzierung
gesamtzellulare RNA gewonnen. Diese wurde im Northern Blot mit
entsprechenden RNA-Sonden gegen entactin-1 und entactin-2 hybridisiert.
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Abbildung 19: Northern Blot-Analyse der entactin-1-Genexpression in
verschiedenen C2C12-Zellinien. Es wurden jeweils 8 pg gesamtzelluldre RNA
aufgetragen und mit einer antisense-RNA-Sonde gegen entactin-1 hybridisiert. Als
Kontrolle fur eine gleichmafige Beladung der Spuren und fur die Intaktheit der RNA diente
die Methylenblau-Farbung. Die Zelllinien exprimierten entweder das enfactin-1- oder -2-
Gen in sense (s) bzw. antisense (as) -Richtung verstarkt (rekombinantes Transkript). Die
eingesetzten Kontrollzellen waren die urspriingliche C2C12-Zelllinie selbst und eine
Variante derselben (LacZ), die das fiir die bakterielle R-Galaktosidase kodierende Gen

Uberexprimiert.
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Wie bereits gezeigt (Neu et al., 2006) war das hohe Expressionsniveau des
rekombinanten Gens in den das entactin-1-Gen in sense—Richtung
Uberexprimierenden Zellen sehr deutlich. Auch nach Induktion der
Differenzierung blieb das Niveau im Vergleich zu den Kontrollzellen relativ
hoch. Die das entactin-1-Gen in antisense-Richtung Uberexprimierenden
Zellen zeigten dagegen unter Proliferationsbedingungen wie erwartet ein

niedrigeres Expressionsniveau als die entsprechenden Kontrollzellen.

Allerdings war die Expression des endogenen entactin-1-Gens in den mit
dem antisense-Konstrukt infizierten Zellen kaum reprimiert. Dies ist ein
haufiges Problem im Zusammenhang mit der Generierung speziell von
antisense-RNA, weswegen in dieser Arbeit weitestgehend siRNA-Strategien

zur Hemmung der Expression der beiden entactin-Gene eingesetzt wurden.

Im Laufe der Differenzierung nahm dann die Expression sowohl des
rekombinanten als auch des endogenen Transkripts stark ab, was im Falle
von ersterem auf ein Silencing des viralen LTR unter serumarmen
Kulturbedingungen (C.R. Ozawa und B. Munz, unveroffentlichte Ergebnisse)
zuruckzufuhren ist. Das endogene Transkript hingegen wird wie oben gezeigt

von allen Myoblasten im Laufe der Differenzierung reprimiert.

Insgesamt zeigten die entactin-2-Uberexprimierenden Zellen keinen
Unterschied bezuglich ihrer entactin-1-Expression im Vergleich zu
Kontrollzellen, was ein erster Hinweis ist, dass moglicherweise kein direkter

Mechanismus zur Crossregulation der beiden Gene existiert.

In denselben Proben wurde nun auch die Expression des entactin-2-Gens

unter Proliferations-und Differenzierungsbedingungen hin untersucht.

Hierfir wurde eine Abbildung aus der Veroéffentlichung von (Neu et al., 2006)
entnommen, um sie unter dem Aspekt einer mdglichen Crossregulation

auszuwerten, was vor Beginn dieser Arbeit noch nicht erfolgt war.

72



«— ent-2
¥ - ' » —end. ent-2

vy 7""’""‘
— pl32
A A & A A e b B A b A A A 4

Abbildung 20: Northern Blot-Analyse der entactin-2-Genexpression in
verschiedenen C2C12-Zellinien. Es wurden jeweils 8 ug gesamizellulare RNA
aufgetragen und mit einer antisense-RNA-Sonde gegen entactin-2 hybridisiert. Als
Kontrolle fur eine gleichmafige Beladung der Spuren und fir die Intaktheit der RNA diente
die Hybridisierung mit einer Sonde gegen die mRNA des ribosomalen Proteins rpl32. Die
Zelllinien exprimierten entweder das entactin-1- oder -2-Gen in sense (s) bzw. antisense
(as) -Richtung verstarkt (rekombinantes Transkript). Die eingesetzten Kontrollzellen waren
die urspringliche C2C12-Zelllinie selbst und eine Variante derselben (LacZ), die das fir die

bakterielle R-Galaktosidase kodierende Gen iberexprimiert.

Wie Abbildung 20 zeigt, wurde wieder die Induktion des endogenen entactin-
2-Gens unter Differenzierungsbedingungen  deutlich, wahrend in
Ubereinstimmung zu den in Abschnitt 3.3 gemachten Aussagen zum
Silencing des viralen LTR’s das rekombinante Gen nach 48h nicht mehr

nachweisbar war.

In Ubereinstimmung zu den fiir das entactin-1-Gen erhaltenen Daten
ergaben sich jedoch keine Hinweise auf eine Repression der entactin-2-
Expression durch eine Uberexpression von entactin-1. Insgesamt sprechen
diese Ergebnisse daflr, dass in Muskelzellen kein direkter Mechanismus zur

Crossregulation der entactin-1- und der entactin-2-Expression existiert.
3.4.2 Untersuchungen an Zellen, die mit siRNA behandelt wurden

Nachdem der Einfluss einer Uberexpression eines der entactin-Gene auf die
Expression des jeweils anderen entactin-Gens untersucht worden war,
sollten nun maogliche Wirkungen einer Hemmung der Expression analysiert

werden. Hierzu wurden C2C12-Zellen einer siRNA-Behandlung unterzogen,
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nach 24h in Proliferationsmedium gesamtzellulare RNA extrahiert und eine
Parallelkultur far weitere 24h in Differenzierungsmedium belassen.
AnschlieRend wurde auch hier gesamtzellulare RNA extrahiert und mit Hilfe

des Northern Blot-Verfahrens die Expression der entactin-Gene untersucht.
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Abbildung 21: Northern Blot-Analyse der entactin-1-Genexpression bei siRNA-
behandelten Zellen in Differenzierungsmedium. Es wurde jeweils 1 ug gesamtzellulare
RNA aufgetragen und mit einer antisense-RNA-Sonde gegen entactin-1 hybridisiert. Als
Kontrolle fiir eine gleichmaRige Beladung der Spuren diente die Methylenblaufarbung. Die
Zellen wurden jeweils mit Ent-1 siRNA und Ent-2 siRNA behandelt. Die Kontrollzellen

wurden nicht behandelt.

Wie aus Abbildung 21 deutlich wird, zeigten die mit Ent-2 siRNA behandelten
Zellen eine starkere entactin-1-Expression als entsprechende Kontrollen. Um
zu uberprufen, ob dieser Effekt auch im umgekehrten Fall auftritt, ob also
eine Hemmung der entactin-1-Expression einen Effekt auf die Expression
des entactin-2-Gens hat, wurden dieselben Proben erneut aufgetragen und

mit einer antisense RNA-Sonde gegen entactin-2 hybridisiert.
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3.5

nach 24hin + weiteren 24hin
Proliferationsmedium Differenzierungsmedium

Relative Expression

Abbildung 22: Northern Blot-Analyse der entactin-2-Genexpression bei Ent-1
siRNA-behandelten Zellen. Es wurde jeweils 0,5 ug gesamtzellulare RNA aufgetragen
und mit einer antisense-RNA-Sonde gegen entactin-2 hybridisiert. Als Kontrolle wurden
unbehandelte C2C12-Zellen sowie C2C12-Zellen, die dem Transfektionsreagenz siPORT
Amine ausgesetzt worden waren, verwendet. Wegen der ungleichmafigen Beladung der
Spuren wurde die Signalintensitat auf die 28s RNA normiert und die Expressionsstarke

grafisch und relativ dargestellt.

Ein aquivalenter Anstieg der entactin-2-Expression nach Ent-1 siRNA-
Behandlung, wie sie im umgekehrten Fall aufgetreten war, konnte nicht
festgestellt werden. Die entactin-2-Expression zeigte sich hier ahnlich im

Vergleich zu den nicht behandelten Kontrollzellen, allerdings leicht erniedrigt.

Einfluss der Hemmung der entactin-1- und -2-
Genexpression auf das Proliferationsverhalten von C2C12-

Zellen

Aus vorherigen Untersuchungen (Neu, 2006) war bereits vor Beginn dieser
Arbeit bekannt gewesen, dass entactin-1-Uberexprimierende Zellen

gegenuber Kontroll-Myoblasten eine erhohte Proliferationsrate aufweisen.
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Um daher zu untersuchen, inwieweit auch eine Repression der entactin-1
oder entactin-2-Expression Einfluss auf die Proliferationrate nimmt, wurden
C2C12-Zellen in Kultur genommen und wie oben beschrieben mit
spezifischen siRNAs behandelt. Nach einem Tag in Proliferationsmedium und
einem weiteren in Differenzierungsmedium wurde die Proliferationsrate der
Zellen mit der BrdU-Technik ermittelt.

Bei dieser Methode werden die Zellen fur einen definierten Zeitraum 5-
Bromo-2’-desoxy-Uridin ausgesetzt, einem Analogon fir das Nucleosid
Thymidin. Das Analogon wird wahrend der Teilung anstelle von Thymidin in
das zellulare Genom eingebaut und ermdéglicht so den Nachweis von
proliferierenden Zellen. Hierzu werden die Zellen nach der Markierung
zunachst mit einem primaren Antikorper gegen BrdU und anschlieliend mit
einem sekundaren, Fluorchrom-konjugierten Antikorper behandelt. Die
markierten Zellkerne konnen dann im Fluoreszenzmikroskop dargestellt

werden.

Um die Gesamtzahl der Zellen im gewahlten Bildausschnitt zu bestimmen
und so den Prozentsatz der markierten Zellen berechnen zu konnen, wurden

zusatzlich alle Zellkerne mit dem Fluoreszenzfarbstoff DAPI gefarbt.

Abbildung 23: Nachweis proliferierender Zellen mit der BrdU-Methode. Links ist die

DAPI-Farbung zu sehen, die alle Zellkerne des Bildausschnitts darstellt. Rechts wurden mit
Hilfe eines BrdU-spezifischen, Fluorochrom-konjugierten Antikérpers nur diejenigen Kerne

sichtbar gemacht, die sich wahrend der BrdU-Exposition geteilt hatten.
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3.5.1

Zur Auswertung wurden jeweils mindestens sechs reprasentative
Gesichtsfelder unter dem Mikroskop ausgewahlt und alle DAPI-gefarbten
Zellkerne in dem jeweiligen Bereich gezahlt. AnschlieRend wurden mit einer
anderen Wellenlange nur die Zellkerne sichtbar gemacht, die BrdU in ihre
DNA eingebaut hatten und ebenfalls ausgezahlt. Aus diesen Daten konnte

dann die Proliferationsrate ermittelt werden.

Einfluss einer Behandlung mit Ent-1 siRNA auf die

Proliferationsrate von C2C12-Zellen

Zunachst wurde die entactin-1-Expression in den C2C12-Zellen gehemmt
und daraufhin die Proliferationsrate in dieser und der unbehandelten Kontroll-
Population ermittelt. Ein Teil der Zellen wurde mit scrambled siRNA

behandelt (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 24: Diagramm zum Proliferationsverhalten der mit Ent-1 siRNA
behandelten Zellen im Vergleich zu unbehandelten C2C12-Zellen. Mit Hilfe des BrdU-
labeling-kits wurde das Proliferationsverhalten der Zellen unter Proliferationsbedingungen
(links) und Differenzierungsbedingungen (rechts) untersucht. Deutlich ist zu sehen, dass die
mit Ent-1 siRNA behandelten Zellen eine niedrigere Proliferationsrate als die Kontrollzellen

aufwiesen.

Im Diagramm
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Abbildung 24 ist zu erkennen, dass die mit Ent-1 siRNA behandelten Zellen
generell langsamer proliferierten als die Kontrollzellen. Besonders deutlich
wurde das unter Differenzierungsbedingungen. Dies weist darauf hin, dass
die Proliferationsrate von Myoblasten tatsachlich positiv von Entactin-1

beeinflusst wird.

3.5.2 Einfluss einer Behandlung mit Ent-2 siRNA auf die

Proliferationsrate von C2C12-Zellen

Anschlieltend wurde mit derselben Versuchsanordnung die Proliferationsrate

von Zellen ermittelt, die mit Ent-2 siRNA behandelt worden waren.
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Abbildung 25: Diagramm zum Proliferationsverhaltens der mit Ent-2 siRNA
behandelten Zellen im Vergleich zu unbehandelten C2C12-Zellen. Mit Hilfe des BrdU-
labeling-kits wurde das Proliferationsverhalten der Zellen unter Proliferationsbedingungen
(links) und Differenzierungsbedingungen (rechts) untersucht. Deutlich ist zu sehen, dass
die mit Ent-2 siRNA behandelten Zellen eine hohere Proliferationsrate als die Kontrollzellen

aufwiesen.

Zur Auswertung wurden dabei wiederum mindestens funf Gesichtsfelder
unter dem Mikroskop ausgewahlt. Es =zeigte sich, dass unter
Proliferationsbedingungen eine Behandlung mit Ent-2 siRNA keinen Einfluss

auf die Proliferationsrate hatte. Dies war zu erwarten, da entactin-2 in
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proliferierenden Zellen kaum oder gar nicht exprimiert wird und daher eine
Repression auch keinen zusatzlichen Effekt haben sollte. Unter
Differenzierungsbedingungen jedoch fuhrte eine Behandlung mit Ent-2 siRNA
im Vergleich zu den Kontrollzellen zu einer stark erhdhten Proliferationsrate.
Dies bestatigte sich auch fur die mit scrambled siRNA behandelten Zellen
(Daten nicht gezeigt). Dies ist ein Hinweis auf die Beteiligung von entactin-2

bei der Regulation der Myoblastenproliferation.

Einfluss einer Ent-1 siRNA-Behandlung auf die Expression
von Genen, die mit der Muskelzelldifferenzierung assoziiert

sind

Nachdem die Wirkung einer Behandlung mit entactin-1- und entactin-2-
spezifischer siRNA auf das Proliferationsverhalten der Myoblasten untersucht
worden war, sollte geklart werden, inwieweit das Differenzierungsverhalten
der Zellen von einer Hemmung der Expression dieser beiden Gene
beeinflusst wird. Hierzu wurden mittels Northern Blot-Analyse das
Expressionsmuster verschiedener Gene analysiert, die fur myogene

Differenzierungsmarker kodieren.
Untersuchung der p27-Expression

Das Protein p21 ist ein Cyclin-abhangiger Kinase-Inhibitor und flhrt dadurch
zum Austritt der Zellen aus dem Zellteilungszyklus (Loffler et al., 2006). Da
seine Expression 24h nach Einleitung der Differenzierung ansteigt, ist es ein
guter Differenzierungsmarker (Moran et al., 2002; Tomczak et al., 2004). Vor
Beginn dieser Arbeit konnte in unserer Arbeitsgruppe bereits gezeigt werden,
dass eine Hemmung von entactin-2 zu einer Repression der p271-Expression
fuhrt (Neu, 2006).

Es sollte nun der Einfluss einer Hemmung der entactin-1-Expression

untersucht werden.
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Abbildung 26: Northern Blot-Analyse der p21-Genexpression bei Ent-1 siRNA-
behandelten Zellen. Es wurden jeweils 5ug gesamtzellulare RNA aufgetragen und mit
einer antisense-RNA-Sonde gegen p271 hybridisiert. Als Kontrolle zur gleichmaRigen
Beladung der Spuren und der Intaktheit der RNA diente die Methylenblau-Farbung. Nicht
mit siRNA behandelte Zellen wurden in der Kontrollspur aufgetragen. Eine scrambled-
siRNA hatte keinen Effekt (Daten nicht gezeigt).

Die Behandlung mit Ent-1 siRNA fihrte zu einer aullerordentlich starken
Induktion der p271-Expression sowohl unter Proliferations- als auch
Differenzierungsbedingungen. Die Kontrollzellen zeigten die normalerweise
beobachtete Kinetik mit einer sehr geringen Expression in den
proliferierenden Zellen und einem Anstieg nach Induktion der

Differenzierung.

Dies legt einen Zusammenhang zwischen der entactin-1- und p21-

Expression nahe.
3.6.2 Untersuchung der rip2-Expression

RIP2 (receptor interacting protein) ist eine intrazellulares Protein, das mit der
zytoplasmatischen Domane von Transmembran-Rezeptoren des TNF-
Rezeptor- (Tumor-Nekrose-Faktor-Rezeptor)-Typs interagiert und so
intrazellulare Signaltransduktionswege anschaltet. Es konnte gezeigt werden,
dass eine Uberexpression des rip2-Gens in C2C12-Myoblasten effektiv die

Muskelzelldifferenzierung hemmt (Munz et al., 2002). Darauf aufbauend
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konnte unsere Arbeitsgruppe kurzlich nachweisen, dass eine Hemmung der
Expression dieses Gens das Differenzierungspotential von C2C12- und
RD/18-Rhabdomyosarkom-Zellen erhdht und einen negativen Einfluss auf

die Proliferationsrate dieser Zellen hat (Ehlers et al.).

hach 24h in + weiteren 24h in
Proliferationsmedium  Differenzierungsmedium

S e — s

- e e 8

Abbildung 27: Northern Blot-Analyse der rip2-Genexpression bei Ent-1 siRNA-
behandelten Zellen. Es wurden jeweils 2ug gesamtzellulare RNA aufgetragen und mit
einer antisense-RNA-Sonde gegen rip2 hybridisiert. Als Kontrolle zur gleichmaRigen
Beladung der Spuren und der Intaktheit der RNA diente die Methylenblau-Farbung. Nicht
mit siRNA behandelte Zellen wurden in der Kontrollspur aufgetragen. Eine scrambled-
siRNA hatte keinen Effekt (Daten nicht gezeigt).

Wie Abbildung 27 zeigt, war unter Proliferationsbedingungen kein Einfluss
der Behandlung mit Ent-1-spezifischer siRNA auf die rip2-Expression zu
erkennen. In Differenzierungsmedium waren demgegenuber deutliche
Unterschiede sichtbar; allerdings zeigte sich nicht wie erwartet eine Abnahme
der rip2-Expression nach Behandlung mit Ent-1-spezifischer siRNA, sondern
Uberraschenderweise eine im Vergleich zu den Kontrollzellen erhdhte
Genexpression. Dies war deshalb erstaunlich, weil eine Hemmung der
entactin-1-Expression wie oben gezeigt einen negativen Effekt auf die

Proliferation von Zellen hatte.
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3.6.3 Untersuchung der cyclinD1-Expression

CyclinD1 ist ein Aktivator zweier Kinasen des Zellteilungszyklus und dient
daher als Proliferationsmarker (Loffler et al., 2006). Die Expression des
entsprechenden Gens nimmt daher nach Induktion der Differenzierung stark
ab. Somit stellt dieses Gen einen guten Marker dar, um den

Differenzierungsprozess von Myoblasten verfolgen zu kénnen.

Im Zuge dieser Arbeit wurde die Expression dieses Gens bei den mit Ent-1-

spezifischer siRNA behandelten Myoblasten analysiert.
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Abbildung 28: Northern Blot-Analyse der cyclinD1-Genexpression bei Ent-1 siRNA-
behandelten Zellen. Es wurden jeweils 8ug gesamtzellulare RNA aufgetragen und mit
einer antisense-RNA-Sonde gegen cyclinD1 hybridisiert. Als Kontrolle fiir eine
gleichmaRige Beladung der Spuren und fir die Intaktheit der RNA diente die Methylenblau-
Farbung. RNA aus nicht mit siRNA behandelte Zellen wurde in der Kontrollspur

aufgetragen.

Die cyclinD1-Expression nahm wie erwartet nach Induktion der
Differenzierung sowohl in behandelten als auch in unbehandelten C2C12-
Zellen stark ab. Auffallig war demgegenuber eine erhohte Expression von
cyclinD1 in proliferierenden mit Ent-1 siRNA behandelten Zellen, was
Uberrascht, da auch hier zu erwarten war, dass eine Hemmung der entactin-
1-Expression einen negativen Einfluss auf die Proliferation und damit auch

auf entsprechende Marker haben wurde.
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3.6.4 Untersuchung der tis11b-Expression

Tis11b gehort zu einer Gruppe von hochkonservierten Genen (TPA induced
sequences), die flr Proteine kodieren, welche sich durch zwei gemeinsame
Tandem-Zinkfinger-Motive auszeichnen. Diese Strukturen konnen an
Nukleinsauren binden und sind daher haufig in Proteinen zu finden, die als
Transkriptionsfaktoren wirken oder sekundar Uber eine Bindung an mRNA
die Expression der jeweiligen Gene beeinflussen. Unsere Arbeitsgruppe
konnte kurzlich nachweisen, dass die Expression des tis711B-Gens bei der
Myogenese sehr stark induziert wird (Busse et al., 2007). Daher stellt dieses
Gen einen geeigneten Marker fur das  Fortschreiten des

Differenzierungsprozesses dar.

Vor Beginn dieser Arbeit lagen keine Daten zum Einfluss von entactin-2 auf
tis11b vor, wie dies fur rip2 und p21 der Fall ist (Neu, 2006).

Aus diesem Grund wurde hier zusatzlich ein Teil der Zellen mit Ent-2 siRNA

behandelt.
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Abbildung 29: Northern Blot-Analyse der tis11b-Genexpression bei Ent-1 und Ent-2
siRNA-behandelten Zellen unter Proliferationsbedingungen. Es wurden jeweils 2ug
gesamtizellulare RNA aufgetragen und mit einer antisense-RNA-Sonde gegen tis11b
hybridisiert. Als Kontrolle fiir eine gleichmaRige Beladung der Spuren und fiir die Intaktheit
der RNA diente die Methylenblau-Farbung. RNA aus nicht mit siRNA behandelten Zellen
wurde in der Kontrollspur aufgetragen. Eine Transfektion mit einer unspezifischen

scrambled siRNA hatte keinen Effekt (Daten nicht gezeigt).
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Wie Abbildung 29 zeigt, konnte jedoch weder bei den Ent-1- noch bei den
Ent-2 siRNA-behandelten Zellen ein signifikanter Einfluss auf die tis11b-
Expression festgestellt werden. Eine differentielle entactin-Expression
scheint daher lediglich die Expression einzelner, spezifischer Gene, die mit

der Myoblastendifferenzierung assoziiert sind, zu beeinflussen.
Untersuchungen zur entactin-1-Expression in vivo

Die bisher vorgestellten Daten legten eine Funktion der beiden Entactine bei
der Regulation der Muskelzelldifferenzierung nahe. Es sollte nun geklart
werden, ob auch eine Beteiligung bei der Muskelzellregeneration, also in
vivo, wahrscheinlich ist. Um Hinweise darauf zu erhalten, wurde die entactin-
1-Expression in  murinem Skelett- und Herzmuskelgewebe unter

physiologischen und pathologischen Bedingungen analysiert.

entactin-1-Expression im Herzmuskelgewebe Coxsackie B3-

Virus infizierter Mause

Das Coxsackie-Virus gehort zur Familie der Picornaviren und 16st bei ca. 1%
seiner Wirte eine inflammatorische Kardiomyopathie aus, Viren des B-
Stammes bei bis zu 4%. Immerhin ein Viertel aller inflammatorischen
Kardiomyopathien gehen auf eine Infektion mit Coxsackie-Viren zurlck (Kim
et al., 2001).

Um gesunde Herzen mit erkranktem Gewebe vergleichen zu kdnnen, wurden
zwei verschiedene Mausstamme dem Virus ausgesetzt. Wahrend der eine
Stamm (C57BL/6) Uber vollstandige Immunkompetenz verfigt und es daher
nur in etwa jedem hundertsten Fall zu einer Myokarditis kommt, entwickelt
der andere untersuchte Stamm (A.BY/SnL) daraufhin regelmalig eine
Herzmuskelentzindung aufgrund einer genetischen Pradisposition. Die
Halfte der Tiere diente jeweils als nicht infizierte Kontrollen; ihnen wurde
Kochsalzlosung injiziert. Alle Mause wurden im Alter von vier Wochen acht
Tage nach erfolgter Infektion getdtet und RNA aus Gesamtherz-Proben
gewonnen. Diese wurde mittels des Northern Blot-Verfahrens auf eine

differentielle entactin-1-Expression hin untersucht.
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Abbildung 30: Northern Blot-Analyse der entactin-1-Genexpression bei infizierten

Mausen und Kontrolltieren des Stammes C57BL/6. Es wurden jeweils 2ug
gesamtzellulare RNA aufgetragen und mit einer antisense-RNA-Sonde gegen entactin-1
hybridisiert. Als Kontrolle fir die Intaktheit der RNA diente die Methylenblau-Farbung.
Wegen der ungleichmaRigen Beladung der Spuren wurde die Signalintensitat auf die 28s

RNA normiert und grafisch dargestellt. Die Expressionsunterschiede sind relativ.

Es zeigte sich kein Unterschied zwischen den infizierten Tieren und den nicht
infizierten Tieren. Auch nach quantitativer Auswertung waren relevante
Unterschiede zwischen den beiden Gruppen nicht auszumachen. Einzelne
Individuen untereinander unterschieden sich wohl in der entactin-1-
Expression, allerdings sowohl in der infizierten Gruppe als auch der

Kontrollgruppe.

Im Anschluss ist die entactin-1-Expression in dem Mausstamm mit erhdhter

Pradisposition fur eine Myokarditis dargestellt.
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Abbildung 31 : Northern Blot-Analyse der entactin-1-Genexpression bei infizierten

Mausen und Kontrolltieren des Stammes A.BY/SnL Es wurden jeweils 2ug
gesamtzellulare RNA aufgetragen und mit einer antisense-RNA-Sonde gegen entactin-1
hybridisiert. Als Kontrolle flr die Intaktheit der RNA diente die Methylenblau-Farbung.
Wegen der ungleichmaRigen Beladung der Spuren wurde die Signalintensitat auf die 28s

RNA normiert und grafisch dargestellt. Die Expressionsunterschiede sind relativ.

Auch hier waren keine relevanten Unterschiede zwischen den infizierten und
den nicht infizierten Tieren zu sehen. Tendenziell schienen die nicht

infizierten Tiere mehr entactin-1 zu exprimieren.

Ein Vergleich beider Mausstamme miteinander zeigte ebenfalls ein ahnliches
Expressionsniveau; tendenziell war beim Wildtyp-Stamm eine hohere

entactin-1-Expression zu beobachten.
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3.7.2 entactin-1-Expression in der Muskulatur von mdx-Mausen

Mdx-Mause stellen ein tierisches Modell zur humanen Duchenne-
Muskeldystrophie dar. Wie beim Menschen liegt hierbei eine Mutation des
dystrophin-Gens vor, die 1977 spontan auftrat und seitdem in dieser
Mauslinie fortgefuhrt wird (Bulfield et al., 1984).

Dabei kommt es in der dritten Lebenswoche der mdx-Maus zu
charakteristischen Veranderungen im Bereich der Muskulatur — diese
degeneriert aufgrund der unzureichenden Stabilisierung durch Dystrophin. Im
Gegensatz zum Menschen kann die mdx-Maus dies jedoch durch effektivere
Regeneration gut kompensieren. Nach drei Monaten ist die Regeneration
vollstandig abgeschlossen, was dem Menschen nicht gelingt. Die mdx-Maus
zeigt somit ein im Vergleich zum Menschen abgemildertes Krankheitsbild.
Lediglich im Zwerchfell der Maus wird im Anschluss an die Zerstérung des
Muskelgewebes eine dem Menschen vergleichbar starke Fibrose statt einer
Regeneration der Muskelfasern beobachtet. Daher eignet sich das Zwerchfell
besonders gut, um die Auswirkungen dieses Gendefekts auf die Muskulatur
zu untersuchen. Weiterhin wurden das Herz und zwei periphere Muskeln des
Beines (M. gastrocnemius und M. quadriceps) untersucht, die beim

Menschen zuerst befallen werden.

Um einen mdglichen Einfluss der Vorgange in der betroffenen Muskulatur auf
die entactin-1-Expression festzustellen, wurde Muskelgewebe aus Mausen
unterschiedlicher Altersgruppen auf RNA-Ebene untersucht; damit sollte
sichergestellt werden, dass sowohl Phasen der Degeneration als auch der
Regeneration erfasst wurden. Jede Altersgruppe umfasste je zwei madx-
Mause (Stamm:C57BL/10ScSn-Dmdmdx/J) und zwei Wildtyp-Mause
(Stamm:C57BL/10ScSnJ) beiderlei Geschlechts. Die weiblichen Mutanten
waren homozygot, die mannlichen Tiere hemizygot in Bezug auf das

ausgeschaltete dystrophin-Gen.

Die Daten flr das Zwerchfell werden hier exemplarisch dargestellt.
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Abbildung 32: Northern Blot-Analyse der entactin-1-Genexpression im Zwerchfell

24 Wochen

4 \Wochen

bei mdx und Wildtyp-Mausen. Es wurden jeweils 2ug gesamtzellulare RNA aufgetragen
und mit einer antisense-RNA-Sonde gegen entactin-1 hybridisiert. Als Kontrolle fir die
Intaktheit der RNA diente die Methylenblau-Farbung. Wegen der ungleichmafigen
Beladung der Spuren wurde die Signalintensitat auf die 18s RNA normiert und grafisch

dargestellt, wobei relative Werte gezeigt sind.

Sowohl die 4 als auch 24 Wochen alten mdx-Mause exprimierten weniger
entactin-1 als die Wildtyp-Tiere. Bei den alteren Mausen war dieser

Unterschied noch ausgepragter.

Auch im M. gastrocnemius liessen sich zwischen mdx-Mausen und Kontroll-

Tieren unterschiedliche Expressionsmuster flr entactin-1 feststellen.
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Abbildung 33: Northern Blot-Analyse der entactin-1-Genexpression im
M. gastrocnemius bei mdx- und Wildtyp- Mausen. Es wurden jeweils 2ug
gesamtzellulare RNA aufgetragen und mit einer antisense-RNA-Sonde gegen entactin-1
hybridisiert. Als Kontrolle fiir die Intaktheit der RNA diente die Methylenblau-Farbung.
Wegen der ungleichmaRigen Beladung der Spuren wurde die Signalintensitat auf die 18s

RNA normiert und grafisch dargestellt, wobei relative Werte gezeigt sind.
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In diesem peripheren Muskel exprimierten die Wildtyptiere im Alter von vier
Wochen noch mehr entactin-1 als die mdx-Mause. Bei den 24 Wochen alten
Tieren exprimierten dann allerdings die mdx-Mause mehr entactin-1 als die

entsprechenden Kontrolltiere.

Im Rahmen einer parallelen Untersuchung zur Rolle von TIS11B in der
Muskulatur (Schwarzburger, 2007) wurden Teile der enthommenen
Muskulatur flr eine spatere histologische Farbung fixiert. Die Auswertung der
Muskelschnitte zeigte in den meisten untersuchten Muskeln vereinzelte
Anhaufungen von Granulozyten, die fur lokale Entzundungen sprechen.
Zeichen einer Fibrose lagen nicht vor. Nur im Zwerchfell der 24 Wochen alten
mdx-Mause waren deutliche Bindegewebsstrange und ebenfalls

Granulozyten zu erkennen.

Die Northern-Blot-Analyse des M. quadriceps und des Herzens ergab keine
konsistenten Unterschiede weder zwischen den mdx-Mausen und den
Wildtyp-Tieren noch zwischen den einzelnen Altersgruppen (Daten nicht

gezeigt).

Diese Daten sprechen daflr, dass in Abhangigkeit vom Alter und der Art des
Muskels der bei der mdx-Maus vorliegende Defekt im dystrophin-Gen auch
Auswirkungen auf die Regulation der entactin-1-Expression in den

entsprechenden Muskeln hat.

Dabei sind die beobachteten Auswirkungen sehr unterschiedlich
dahingehend, dass es sowohl zu einer Induktion als auch zu einer
Repression der entactin-1-Expression kommen kann und dies offenbar vom

untersuchten Muskel abhing.

Um die Ergebnisse zu validieren, sollte diese Untersuchung mit mehr Tieren
wiederholt werden, damit interindividuelle Unterschiede nicht das Ergebnis

verfalschen konnen.
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Diskussion

Zu Beginn dieser Arbeit war bereits bekannt gewesen, dass die Expression
der beiden entactin-Gene im Verlauf der Muskelzelldifferenzierung
gegenlaufig reguliert wird: Wahrend die Expression des entactin-1-Gens
nach Induktion der Differenzierung reprimiert wird, wird die des entactin-2-
Gens induziert (Neu et al., 2006).

AuRerdem konnte von zahlreichen Arbeitsgruppen gezeigt werden, dass fur
die beiden Entactin-Isoformen speziell in den Basalmembranen der Skelett-
und Herzmuskulatur unterschiedliche spatiale und temporale
Verteilungsmuster vorliegen, wohingegen in allen anderen Geweben sehr
ahnliche Muster gefunden wurden (Dziadek und Timpl, 1985; Gersdorff et al.,
2005; Kimura et al., 1998; Miosge et al., 2001; Salmivirta et al., 2002).

Untersuchungen an entactin-1 und -2 Knockout-Mausen fiuhrten zu der
Erkenntnis, dass die beiden Entactine nicht wie angenommen essentiell fur
die Entwicklung der embryonalen Basalmembran sind. Es stellte sich jedoch
heraus, dass es in Herz- und Skelettmuskulatur zu einer kompensatorischen
Erhohung der entactin-2-Expression bei entactin-1 Knockout-Mausen kommt,
nicht jedoch im umgekehrten Fall (Bader et al., 2005; Miosge et al., 2002;
Murshed et al., 2000; Schymeinsky et al., 2002). Diese Daten lassen zum
einen eine unterschiedliche Funktion der beiden Entactine bei der
Muskelzelldifferenzierung vermuten. Zum anderen legen sie aber auch eine
gewisse funktionelle Redundanz dieser beiden Proteine in der Skelett- und

Herzmuskulatur nahe.

In dieser Arbeit sollte daher zunachst die Expressionskinetik beider entactine
bei verschieden Myoblasten-Zellinien untersucht werden, die sich in ihrem
Differenzierungspotential unterscheiden, um eine mdgliche Korrelation
zwischen entactin-Genexpression und Differenzierungspotential

aufzudecken.

AnschlieRend sollte analysiert werden, welchen Einfluss eine Uberexpression

bzw. Repression eines entactin-Gens auf das jeweils andere Gen einerseits
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und auf das Proliferations- und Differenzierungsverhalten der Myoblasten

andererseits nimmt.

AbschlieRend sollte geklart werden, inwieweit eine differentielle entactin-
Expression in vivo mit verschiedenen pathologischen Prozessen in der

Skelett- und Herzmuskulatur assoziiert ist.

Untersuchungen zur entactin-1 und -2-Expression in Skelett-

und Herzmuskelzellen

C2C12-Zellen und C2F3-Zellen unterscheiden sich bezuglich
ihrer entactin-1- und entactin-2-Expressionskinetik nach

Induktion der Differenzierung

C2F3-Zellen, die eine langsamer differenzierende klonale Variante von
C2C12-Zellen darstellen, zeigten nach Induktion der Differenzierung fur
beide entactine eine Expressionskinetik, die sich von der bei C2C12-Zellen
beobachteten unterschied: Zwar war in proliferierenden Zellen die entactin-1-
Expression in beiden Zellinien ahnlich; die Repression der entactin-1-
Expression nach Induktion der Differenzierung war jedoch in den C2F3-
Zellen gegenuber den C2C12-Zellen stark abgeschwacht und verlangsamt.
Dies kdnnte Ursache oder Folge des geringeren Differenzierungspotentials
der C2F3-Zellen sein.

Auch die bei C2C12-Zellen beobachtete starke Induktion der entactin-2-
Expression nach Einleitung der Differenzierung trat bei den C2F3-Zellen nur
sehr schwach und verzogert auf. Auch dies koénnte mit der allgemein

verlangsamten Differenzierung dieser Zellen assoziiert sein.

Insgesamt zeigen diese Ergebnisse, dass bei C2-Zellen ein hohes
Differenzierungspotential mit einer starken und raschen Repression der
entactin-1- und einer deutlichen Zunahme der entactin-2-Expression nach
Induktion der Differenzierung assoziiert ist. Daraus ergab sich die Frage, ob
dies auch auf Rhabdomyosarkomzellen zutreffen kénnte. Dabei handelt es

sich um Tumorzellen der quergestreiften Muskulatur, die sich allgemein durch
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ein geringes Differenzierungspotential auszeichnen. Dies soll im nachsten
Abschnitt behandelt werden.

4.1.2 In Rhabdomyosarkomzellen wird die entactin-1-Expression

wahrend der Differenzierung kaum reprimiert

Aus der Literatur sind bereits zahlreiche Gene bekannt (Astolfi et al., 2001;
Ehlers et al.), deren Expressionsmuster in Rhabdomyosarkomzellen sich von
dem in normalen Myoblasten beobachteten unterscheidet. Es konnte ein
Zusammenhang zwischen dem Differenzierungspotential und der Malignitat
(Fahigkeit, Metastasen zu bilden) dieser Zellen hergestellt werden (Lollini et
al., 1991).

Insbesondere die Tatsache, dass RD/12-Zellen, welche ein geringes
Differenzierungspotential aufweisen, Uberwiegend Marker der fruhen
Differenzierung Uberexprimieren (bestimmte Wachstumsfaktoren und ihre
Rezeptoren), ist eine Bestatigung fur die Hypothese, dass diese Tumor-
Zellen in einem frihen Differenzierungsstadium verharren. Die klonale
Variante RD/18-Zellen weist ein hoheres Differenzierungspotential, exprimiert
also in entsprechendem Medium verstarkt Gene der terminalen myogenen
Differenzierungsphase; diese kodieren z.B. flr Bestandteile des kontraktilen
Apparates der Muskelzelle (z.B. Myosin und Troponin). Vor allem zeigen
diese Zellen bereits kurze Zeit nach Induktion der Differenzierung eine im
Vergleich zu RD/12-Zellen 10x hohere Expressionsrate des myogenin-Gens,
das einen essentiellen myogenen Transkriptionsfaktor darstellt (Astolfi et al.,
2001).

Da Rhabdomyosarkome im Normalfall ausserhalb der Skelettmuskulatur
angesiedelt sind und daher keine nichttransformierten Kontrollzellen des
gleichen Donors existieren, wurde in dieser Arbeit die entactin-
Genexpression zweier klonaler Varianten einer einzigen
Rhabdomyosarkomzellinie, welche sich bezlglich ihres
Differenzierungspotentials unterscheiden, verglichen. Dadurch konnten
Ruckschlisse darauf gezogen werden, inwieweit eine differentielle entactin-
Genexpression mit dem Differenzierungspotential von

Rhabdomyosarkomzellen korreliert.
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Weiterhin konnte kurzlich in unserer Arbeitsgruppe gezeigt werden, dass RD-
Zellen anschlie3end besser differenzieren (Ehlers et al.), wenn bei ihnen die
Expression des rip-2-Gens mittels spezifischer siRNAs gehemmt worden
war. Das rip2-Gen kodiert flir eine Komponente des TNF-
o—Signaltransduktionswegs; seine Repression ist fur die Myogenese

unerlasslich (Munz et al., 2002).

Im Verlauf dieser Arbeit konnte nun gezeigt werden, dass auch die beiden
entactin-Gene in den untersuchten RD-Zellen ein von normalen Myoblasten
abweichendes Expressionsmuster zeigen. Dies aulerte sich als fehlende
Induktion der entactin-2-Expression im Laufe der Differenzierung, die von

einer verlangsamten Repression von entactin-1 begleitet wird.

Dies ist ein Hinweis darauf, dass eine aberrante entactin-Genexpression
Ursache oder Folge des verminderten Differenzierungspotentials von
Rhabdomyosarkomzellen ist. Denkbar ware hierbei, dass durch die
anhaltend hohe Expression von entactin-1 auch in serumarmem Medium
entweder die Zellproliferation geférdert wird — was wiederum den
Differenzierungsprozess behindern wirde — oder dass der Eintritt in die
Differenzierungsphase selbst verzogert oder behindert wird. Die beobachtete
Abweichung des entactin-Expressionsmuster nach Induktion der
Differenzierung von dem bei normalen Myoblasten beobachteten kdnnte aber
auch eine Folge von Prozessen sein, die ursprunglich zur Entartung der RD-

Zellen fuhrten.

Auch die bei Rhabdomyosarkomzellen fehlende Induktion des entactin-2-
Gens — dieses wir in nichttransformierten Muskelzellen bereits kurze Zeit
nach Einleitung der Differenzierungsphase hochreguliert — kénnte mit dem
geringen Differenzierungspotential der Rhabdomyosarkomzellen assoziiert
sein. Es ist aber auch moglich, dass die Expressionsmuster beider entactine
bei Maus und Mensch voneinander abweichen und in humaner Muskulatur

sehr viel weniger entactin-2 exprimiert wird als bei der Maus.

Von den vier Typen des Rhabdomyosarkoms, die auf einer histologischen
Einteilung beruhen, sind der embryonale (ca. 60-70% aller Falle) und der

alveolare Typ (ca. 20% aller Falle) die haufigsten. Bei beiden wurden
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spezifische Veranderungen des Genoms festgestellt, die so konsistent sind,
dass eine Diagnose des Tumortyps aufgrund genetischer Unterschiede
mdglich ist (Parham, 2001; Scrable et al., 1989).

Fur den embryonalen Typ, zu dem auch die verwendeten RD-Zellen
gehoren, wurde eine Deletion auf Chromosom 11 festgestellt (Besnard-
Guerin et al., 1996; Visser et al., 1997). Obwohl dies die Existenz eines
Tumorsuppressorgens nahelegt, wurde ein solches bisher nicht entdeckt.
Allerdings liegt ein fur den Wachstumsfaktor IGF-2 (Insulin-like growth factor)
kodierendes Gen in diesem Bereich (El-Badry et al., 1990; Zhan et al., 1994).
Das entsprechende Gen wird in den meisten Rhabdomyosarkomen
Uberexprimiert (El-Badry et al., 1990; Minniti et al., 1994; Wang et al., 1998)
und konnte eventuell eine unkontrollierte Proliferation auslésen (Merlino und
Helman, 1999). Eine IGF-2-Uberexpression ist mit zahlreichen Tumoren in
Zusammenhang gebracht worden und aktiviert mehrere Signalkaskaden,
unter anderem die PI3-Kinase und FOXO (Foulstone et al., 2005). Da nach
wie vor unklar ist, auf welchem Weg die entactin-1-Expression induziert wird,

konnte dies ein Ansatz fur weitere Untersuchungen sein.

Spezifische Translokationen zwischen den Chromosom 1 oder 2 und 13
scheinen mit dem alveolaren Typ verbunden zu sein (Barr et al., 1993). Eines
der daraus resultierenden Proto-Onkogen PAX3-FKHR (Galili et al., 1993) ist
somit Mitglied zweier Familien von Transkriptionsfaktoren (Paired-box und
Forkhead box proteins), die normalerweise mit der Proliferation,
Differenzierung und Lebensdauer von Zellen assoziiert sind und reprimiert
beim Rhabdomyosarkom vermutlich das Tumorsuppressorgen PTEN (Li et
al., 2007), das ebenfalls in den P13-Weg muindet.

4.1.3 Herzmuskelzellen exprimieren ausschlie3lich entactin-2,

entactin-1 ist nicht nachweisbar

FUr die adulte Maus ist auf RNA-Ebene eine Expression beider entactin-
Gene im Herzen belegt (Bader et al., 2005; Kimura et al., 1998; Salmivirta et
al., 2002; Schymeinsky et al., 2002). Auf Proteinebene konnten ebenfalls
beide Isoformen detektiert werden, hier allerdings mit einem exzessiven

Uberschuss von Entactin-1 gegeniiber Entactin-2 (Bader et al., 2005;
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Salmivirta et al., 2002). In der embryonalen Maus wurde sowohl auf RNA-
(Salmivirta et al., 2002) als auch Proteinebene (Gersdorff et al., 2005) eine

Expression beider entactin-Gene im Herzen nachgewiesen.

Es war daher uberraschend, dass die von uns untersuchten murinen
Kardiomyozyten kein entactin-1 exprimierten. Da jedoch bis heute unklar ist,
welche Zelltypen im Herzen dieses Gen exprimieren, ist es denkbar, dass im
Herzen nicht die Kardiomyozyten selbst, sondern andere Zelltypen fur die
Produktion des dort nachgewiesenen Entactin-1 zustandig sind. In diesem
Zusammenhang ist die Tatsache interessant, dass zumindest in allen
Blutgefallen des adulten Herzens beide Entactine reichlich nachgewiesen
werden konnten (Salmivirta et al., 2002) und auch die von uns untersuchten
Nabelschnur-Endothelzellen (HUVECs) entactin-1 exprimierten. Somit ist
denkbar, dass tatsachlich entweder die Endothelzellen oder noch weitere

Zelltypen innerhalb des Herzens fur die Entactin-1-Produktion zustandig sind.

Im Gegensatz zum entactin-1-Gen konnte in unseren Untersuchungen aber
eine Expression des entactin-2-Gens in den Kardiomyozyten nachgewiesen
werden. Bemerkenswert war dabei, dass eine Stimulation mit
Tumornekrosefaktor-o. zur Induktion der entactin-2-Genexpression fuhrte. Da
dieses Zytokin eine wichtige Rolle bei inflammatorischen Kardiomyopathien
spielt, stellte sich die Frage, ob eine differentielle Expression des entactin-2-
Gens auch bei entzindlichen Erkrankungen des Herzmuskels in vivo
beobachtet werden kann, was im spateren Verlauf dieser Arbeit genauer

untersucht wurde (siehe Abschnitt 3.7).

Eine entactin-2-Expression auch in den untersuchten Endothelzellen
(HUVEC’s) konnte jedoch nicht nachgewiesen werden. Dies ist insbesondere
deshalb erstaunlich, da aufgrund ihrer exklusiven Bindungseigenschaften
(Sasaki et al., 1999) und einer verstarkten Lokalisation innerhalb von
endothelialen Basalmembranen fir die Entactine im Allgemeinen und
Entactin-2 im Besonderen eine Beteiligung bei der Angiogenese diskutiert
wird (Nicosia et al., 1994).

Moglicherweise bedarf es zur entactin-2-Induktion in Endothelzellen noch

weiterer Faktoren, die ein in vitro-Modell nicht liefern kann. Denkbar ware

95



4.2

auch, dass diese Zellen im Verlauf ihrer Differenzierung nur Uber einen
bestimmten Zeitraum hinweg entactin-2 exprimieren und dieses Zeitfenster
von unserem Experiment nicht erfasst wurde. Schliellich ist es moglich, dass
das in BlutgefalRen nachgewiesene Entactin-2 nicht von den Endothelzellen
selbst sondern von anderen Zelltypen, wie z.B. glatten Muskelzellen,

produziert wird.

Nach immunhistochemischer Farbung zeigen siRNA-
behandelte Zellen eine diffusere Entactin-1-Verteilung als

entsprechende Kontrollen

In den mit Ent-1 siRNA behandelten Zellen war erkennbar, dass die
Anfarbung von Entactin-1 diffuser und weniger stark ausfiel als in den
entsprechenden Kontrollen. Dies spricht dafir, dass in zahlreichen aber nicht
allen Zellen die Entactin-1-Proteinsynthese in der Tat unterdrickt worden
war. Diese stellen vermutlich die produktiv transfizierte Zellpopulation dar.
Die Unterschiede in der Anfarbung kdénnen allerdings nicht zu einer
quantitativen Auswertung herangezogen werden, da zum einen Kkeine
Immunprazipitation erfolgt war und daher keine Informationen daruber
vorlagen, wieviel Protein bereits sezerniert worden war. Zum anderen war
keine Normierung hinsichtlich graphischer Bildeigenschaften wie Helligkeit,

Kontrast und Farbsattigung erfolgt.

Ein Vergleich der differenzierenden si-RNA-behandelten mit den
unbehandelten Zellen zeigt, dass in den langlicheren und damit schon weiter
in der Differenzierung fortgeschrittenen Zellen die Anfarbung von Entactin-1
noch schwacher und nicht mehr um die Kernmembran herum (im
Endoplasmatischen Retikulum) konzentriert war. Eine solche Anfarbung war
dagegen in den Kontrollzellen unter den gleichen Bedingungen noch sehr
deutlich zu sehen, was daflir spricht, dass diese in der Tat auch in

Differenzierungsmedium relativ mehr Entactin-1 produzieren.
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4.3

Uberexpression bzw. Repression der entactin-1 und -2-

Expression in Skelettmuskelzellen

Eine weitere zentrale Frage dieser Arbeit war, ob es eine direkte Feedback-
Regulation der Expression der beiden entactin-Gene gibt, welche ihr
weitgehend reziprokes Expressionsmuster bei der
Skelettmuskelzelldifferenzierung erklaren kdnnte. Diese Hypothese wird von
Daten aus den Knockout-Untersuchungen gestutzt, die zumindest fur die
entactin-1-Knockout-Maus eine vermutlich kompensatorische Anreicherung
von Entactin-2 in Herz- und Skelettmuskulatur belegen. Diese zunachst als
Umverteilung interpretierte Anreicherung wurde genauer analysiert und
konnte schlieldlich auf eine induzierte Expression von entactin-2

zuruckgefuhrt werden (Miosge et al., 2002).

Die in dieser Arbeit durchgefuhrten Untersuchungen zu einer moglichen
Crossregulation der beiden entactin-Gene in Skelettmuskelzellen auf der
Basis entactin-1- und entactin-2-Uberexprimierendern Zellinien bzw.
verschiedener siRNA-Strategien lieferten teilweise widersprichliche

Ergebnisse.

So konnte bei den entactin-1- und entactin-2-Uberexprimierenden Zellinien
kein Einfluss des jeweils rekombinant Uberexprimierten Gens auf die
entsprechende endogene Form oder auf das jeweils andere entactin-Gen
festgestellt werden. Dies konnte allerdings auf die schnell nachlassende
Expression der jeweiligen rekombinanten Form aufgrund des Silencing des
viralen LTRs zurickzufuhren sein. Bereits 48h nach Induktion der
Differenzierung war eine deutliche Induktion bzw. Repression von entactin-2
respektive  entactin-1  nicht mehr festzustellen. Zumindest unter
Proliferationsbedingungen wird aber das rekombinante Transkript noch
exprimiert; allerdings war auch hier kein Einfluss auf die anderen Isoformen

festzustellen.

Eine Uberexpression sowohl von entactin-1 als auch entactin-2 scheint also
zumindest in vitro nicht zu einer Crossregulation, also einer abgeschwachten

Expression des fur die andere Isoform kodierenden Gens zu fuhren.
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In vitro hatte eine Hemmung der entactin-1-Expression keinen Einfluss auf
die entactin-2-Expression. Damit widersprechen diese in vitro-Daten den in
vivo-Ergebnissen, bei denen eine starke Induktion der entactin-2-Expression
im Herz- und Skelettmuskelgewebe von entactin-1-Knockout-Mausen

nachgewiesen worden war (Miosge et al., 2002).

Im Gegensatz dazu fuhrte eine Hemmung der entactin-2-Expression mittels
spezifischer siRNAs zu einem starken Anstieg der entactin-1-Expression.
Dies konnte bei der entsprechenden Knockout-Maus ebenfalls nicht
nachvollzogen werden (Schymeinsky et al., 2002). Diese Diskrepanz konnte
darauf zurGckzufuhren sein, dass die erhdhte Produktion von Entactin-2 in
den entactin-1-Knockout-Mausen auf einen anderen, nichtmuskularen Zelltyp
zuruckgeht. Zum Ursprung des Proteins liegen bisher keine Daten vor;
bekannt ist lediglich, dass das entactin-2-Gen von zahlreichen Zellen
mesenchymalen Ursprungs und auch von einigen epithelialen Zellen

exprimiert wird (Dziadek und Timpl, 1985).

Der beobachtete Anstieg der entactin-1-Expression nach Hemmung von
entactin-2 in vitro steht aul’erdem in Widerspruch zu den an entactin-2-
Knockout-Mausen  gewonnenen in vivo-Daten, da hier keine
kompensatorische Induktion der entactin-1-Expression zu beobachten war.
Eine Erklarung konnte sein, dass sich dieser Effekt nur auf RNA-Ebene
beobachten lasst. Mdglicherweise findet keine umfassende Translation statt
oder die Proteine konnen in vivo nicht in die extrazellulare Matrix
aufgenommen bzw. von dieser gebunden und dadurch stabilisiert werden.
Ebenso konnte aber auch das in vitro-Modell einen unphysiologischen
Zustand darstellen, da die hier aufgebaute extrazellulare Matrix sich
bezuglich ihrer Zusammensetzung und Struktur von der in vivo-Situation
unterscheidet und Prozesse wie die Sekretion und nachfolgende Schritte wie

der Einbau der Entactine in die EZM nicht mehr verfolgt werden kdnnen.

Denkbar ist schlieBlich in beiden Fallen, dass ein Gen-Knockout (die
Entfernung eines spezifischen Gens aus dem Genom) nicht in jeder Hinsicht
dieselben Auswirkungen hat wie eine Repression eines Gens mittels siRNA
(vorubergehende  Zerstorung  spezifischer  Transkripte), was die

unterschiedlichen in vivo- und in vitro- Ergebnisse erklaren wurde.
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4.4 Eine Hemmung der entactin-1- und entactin-2-Expression

hat Einfluss auf das Proliferationsverhalten von Myoblasten

Aufgrund der starken Abnahme der entactin-1- und der Zunahme der
entactin-2-Expression nach Induktion der Differenzierung sowie der
Tatsache, dass eine Grundvoraussetzung fur die Differenzierung ein
Austreten aus dem Zellzyklus ist, wurde vermutet, dass Entactin-1 einen
proliferationsfordernden und Entactin-2 einen proliferationshemmenden
Effekt haben konnte. In dieser Arbeit sollte daher mit Hilfe der BrdU-Methode
geklart werden, ob sich eine Hemmung der beiden Gene mittels siRNA auf
die Proliferationsrate von C2C12-Zellen auswirkt. Fur den Fall einer
Uberexpression von entactin-1 konnte dabei bereits vor Beginn dieser Arbeit
eine signifikant hdhere Proliferationsrate der Zellen nachgewiesen werden
(Neu, 2006).

In Wachstumsmedium wiesen Zellen, die weniger entactin-1 exprimierten als
entsprechende Kontrollzellen, eine etwas verringerte Proliferationsrate auf.
Besonders ausgepragt war dieser Effekt allerdings bei differenzierenden
Zellen: Hier proliferierten die Kontrollzellen etwa dreimal so schnell wie die
behandelten Zellen. Denkbar ware, dass durch die Hemmung von entactin-1
auch andere proliferative Reize wegfallen und diese Effekte sich addieren.
Ebenso konnte auch die Hemmung von entactin-1 ein Signal darstellen,
vermehrt differenzierungsfordernde Faktoren zu exprimieren, wodurch die

Zellen noch schlechter proliferieren kénnten.

Zellen, bei denen die entactin-2-Expression gehemmt worden war,
proliferierten dagegen in Wachstumsmedium genauso schnell wie
entsprechende Kontrollzellen. Nach Induktion der Differenzierung war ihre
Proliferationsrate allerdings gegentber der Kontrollgruppe erhdht. Weiterhin
konnte eine erhdohte Expression des Proliferationsmarkers cyclinD1 und eine
reduzierte Expression des Differenzierungsmarkers p21 festgestellt werden
(Neu et al., 2006). Beide Ergebnisse wurden die erhdhte Proliferationsrate
der behandelten Zellen erklaren. Auch der in diesem Versuch beobachtete
Anstieg der entactin-1-Expression Uber das Niveau der Kontrollzellen (siehe

Abschnitt 3.4.2) konnte die Proliferationsrate positiv beeinflusst haben.
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4.5 Eine Hemmung der entactin-1-Expression beeinflusst

selektiv die Expression myogener Differenzierungsmarker

4.5.1 p21 wird durch eine Hemmung von entactin-1 induziert

Das Protein p21 wird in der Zelle in Folge einer Signalkaskade vermehrt
produziert, wenn der Zellzyklus aufgehalten werden muss. Aufgetretene
Schaden an der DNA, andere physiologische Prozesse wie der Eintritt in die
Differenzierungsphase oder irreversible Zellschadigungen, die in die
Apoptose munden, konnen dies bedingen. Durch eine Inhibition Cyclin-
abhangiger Kinasen verharrt die Zelle dann in der G1-Phase des
Zellteilungszyklus, wodurch die Replikation der beschadigten DNA verhindert
bzw. Zeit fur die Neusynthese anderer Proteine gewonnen wird (Gartel und
Radhakrishnan, 2005).

In Skelettmuskelzellen wird die p27-Expression 24h nach Induktion der
Differenzierung stark induziert (Moran et al., 2002). Aus diesem Grund eignet

sich p21 als Differenzierungsmarker.

Es gibt allerdings auch paradoxe Wirkungen und offenbar fuhrt eine
Repression bzw. Induktion der p27-Expression zelltypabhangig nicht immer

zur selben Antwort (Kavurma und Khachigian, 2003).

Da das p27-Gen phylogenetisch sehr alt ist und von zahlreichen und sehr
verschiedenartigen Faktoren beeinflusst wird, ist anzunehmen, dass viele

Signalwege Einflul® auf die Expression dieses Gens nehmen (Sandy, 1998).

Die in dieser Arbeit beobachtete starke Induktion von p271 nach Hemmung
von entactin-1 spricht daflr, dass die entsprechenden Zellen im
Zellteilungszyklus arretiert wurden und nicht weiter proliferieren konnten.
Insbesondere das hohe p271-Expressionsniveau bereits in den
proliferierenden Zellen stutzt diese Beobachtung. Die Tatsache, dass sowohl
entactin-1-Uberexprimierende Zellen sowie auch Zellen, bei denen die
entactin-2-Expression mittels spezifischer siRNAs gehemmt worden war
(Neu, 2006), im Vergleich zu Kontrollzellen eine geringere p271-Expression
zeigten, spricht ebenfalls daflir, dass es eine Wechselbeziehung zwischen

der Expression beider entactin-Gene und der p27-Expression gibt. Unsere
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Untersuchungen weisen dabei darauf hin, dass das entactin-1-Gen einen
hemmenden, das entactin-2-Gen hingegen einen fordernden Einfluss auf die

p21-Expression hat.

Fur murine Fibroblasten konnte eine starke Aktivierung der entactin-1
Expression durch Sp1 gezeigt werden (Zedlacher et al., 1999). Sp1 gehort zu
einer Familie von etwa 20 Transkriptionsfaktoren (Sp/KLF-Familie), die uber
gegenseitige Feedbacks durch verschiedene Phophorylierungszustande eine
Feinabstimmung der Transkription ermodglichen und eine Rolle bei der
Regulation der Zellproliferation spielen (Black et al., 2001; Chu und Ferro,
2005; Cook et al.,, 1999). P21 wird zelltypabhangig ebenfalls von Sp1
reguliert (Kavurma und Khachigian, 2004). Bei vaskularen glatten
Muskelzellen wurde (sowohl) eine Repression (als auch Induktion) von p21
durch Sp1 beobachtet (Kavurma und Khachigian, 2003; Santiago et al.,
2007). Es ware daher denkbar, dass die gehemmte Entactin-1-Produktion in
der Zelle regulatorisch Einfluss auf die Aktivitat des Sp1-Faktors hat und
dadurch die p271-Expression beeinflusst. Diese Beeinflussung konnte
allerdings wegen der vielen Wechselwirkungen nicht mehr sehr spezifisch

sein.

4.5.2 rip2 und cyclinD1 werden durch eine Hemmung von entactin-1
induziert; auf tis11b hat weder entactin-1 noch entactin-2 einen

Einfluss

Die RIP-Proteine stellen eine Klasse von Faktoren dar, denen eine Serin-
Threonin-Kinase-Aktivitat gemein ist und die sich durch weitere,
unterschiedliche Domanen auszeichnen. Sie interagieren mit der
intrazellularen Domane von Rezeptoren des Tumor-Nekrose-Faktortyps und
sind an sehr verschiedenen Prozessen wie Immunantwort aber auch

Apoptose beteiligt (Meylan und Tschopp, 2005).

Bei der Skelettmuskelzelldifferenzierung wurde festgestellt, dass die
Expression von rip2 im Rahmen dieses Programms herunterreguliert wird.
Eine anhaltende Uberexpresson von rip2 verhinderte die Differenzierung der
Zellen auch dann, wenn andere differenzierungsférdernde Faktoren vorlagen

(Munz et al., 2002). Analog dazu konnte unsere Arbeitsgruppe zeigen, dass
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eine Hemmung von rip2 in Rhabdomyosarkomzellen zu einer verminderten
Proliferationsrate und au3erdem einer Forderung der Differenzierung fuhrte
(Ehlers et al.).

Vor diesem Hintergrund war es eher erstaunlich, dass eine Hemmung von
entactin-1 nicht auch zu einer Hemmung von rip2 fuhrte, sondern im
Gegenteil zu einer Induktion der Expression dieses Gens. Interessanterweise
zeigte eine Uberexpression von entactin-2 denselben Effekt: Die rip2-
Expression war induziert, obwonhl entactin-2 vermutlich

differenzierungsfordernde Eigenschaften hat (Neu et al., 2006).

CyclinD1 bewirkt Uber eine Phosphorylierung von ihm selbst abhangiger
Kinasen eine Kaskade, die zum Eintritt der Zelle in die S-Phase des
Zellteilungszyklus fuhrt. Damit kann die Replikation der DNA beginnen, was
letztlich zur Mitose und damit Proliferation fihrt (Harbour und Dean, 2000;
Loffler et al., 2006; Sherr und Roberts, 2004). Sogenannte E2F-

Transkriptionsfaktoren sind wichtige Substrate der Cyclin-aktivierten Kinasen.

Unsere Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass eine entactin-1-Uberexpression
keinen Einflull auf die cyclinD1-Expression hatte. Allerdings flhrte eine
Hemmung der Genexpression von entactin-2 zu einem Anstieg der cyclinD1-
Expression (Neu et al., 2006); daher war es uberraschend, dass eine
Hemmung der entactin-1-Expression ebenfalls zu einem Anstieg fuhrte.
Offensichtlich ist, dass eine Hemmung der Expression beider entactin-Gene
zu einer Induktion der cyclinD1-Expression im Rahmen der
Muskelzellproliferation fihrt. Bei mesangialen Zellen wurde beobachtet, dass
diese in Kultur in einem 3D-Kollagen-Netzwerk via E2F-Suppression im
Zellzyklus arretieren — sie differenzieren dann aus (Tsuboi et al., 2000).
Denkbar ist, dass auch andere Bestandteile der extrazellularen Matrix wie
z.B. Entactin auf diese Weise Einfluss auf die mitotische Aktivitat von Zellen
nehmen. Ein Mangel an Entactin wurde dann im Rahmen der Regulation auf
Zellzyklusebene zu einer gesteigerten Proliferation fihren und den Anstieg

der cyclinD1-Expression erklaren.

Es ist bereits langer bekannt, dass die Expression von entactin-1 durch eine

Reihe von Wachstumsfaktoren induziert wird (Kadoya et al., 1997). Diese
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sind essentiell fur den Progress des Zellzyklus. Sie vermitteln unter anderem
uber die MAPK (Mitogen-aktivierte Protein-Kinase) das Signal zur
Proliferation in Richtung Zellkern und beeinflussen direkt CyclinD1 (Cabane
et al., 2003; Hsu et al., 2006).

Zur genaueren Regulation dieser Vorgange existieren zahlreiche
Signaltransduktionswege, die sich sowohl verstarken als auch gegenseitig
hemmen koénnen. Ausserdem I6sen sie jeweils auch unabhangig
voneinander Kaskaden aus und sind in ihrer Komplexitat noch nicht
annahernd erfasst sind (Frederick et al., 2007; Halevy und Cantley, 2004).

Von unserer Arbeitsgruppe konnte bisher zumindest gezeigt werden, dass
entactin-2 und vermutlich auch entactin-1 unabhangig von der p38-MAPK
reguliert wird (Neu et al.,, 2006), fur die eine Schlusselrolle bei der
Muskelzelldifferenzierung angenommen wird (Cabane et al., 2003; Cuenda
und Cohen, 1999).

Moglicherweise spielen andere Signalwege eine Rolle, die einen Anstieg der
cyclinD1-Expression im Zusammenhang mit einer Hemmung der entactin-
Expression erklaren kénnen, wie etwa die PI3-Kinase (Phosphoinositol-3-
Kinase), fir die eine Beteiligung bei der Muskelzelldifferenzierung diskutiert
wird (Li et al., 2001; Li et al., 2000; Tureckova et al., 2001; Wilson et al.,
2004).

Unsere Arbeitsgruppe konnte kirzlich zeigen, dass die Expression von tis11b
wahrend der Muskelzelldifferenzierung stark induziert wird, was eine wichtige
Funktion des entsprechenden Proteins bei der Myogenese vermuten lasst
(Busse et al., 2007). In dieser Arbeit konnte allerdings kein Einfluss einer
differentiellen entactin-Expression auf die Expression dieses Gens

festgestellt werden.

Da keines der beiden Entactine einen Einfluss auf die tis771b-Expression
hatte, ist anzunehmen, dass die Entactine selektiv nur bestimmte

Differenzierungsmarker beeinflussen.

Auf die etablierten Differenzierungsmarker Aktin und Myogenin hatte eine

Uberexpression von entactin-1 ebenfalls keinen Einfluss (Neu, 2006).
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4.6

4.6.1

Dies wurde bedeuten, dass die Entactine nur in bestimmte Aspekte der

Muskelzelldifferenzierung eingreifen.

Das entactin-1-Gens wird bei der murinen Muskeldystrophie

differentiell exprimiert

Die Expression von entactin-1 im Herzen wird durch eine

Coxsackie B3-Virus Infektion nicht beeinflusst

Bei der Coxsackievirus B3-induzierten inflammatorischen Kardiomyopathie
kommt es durch eine T-+B-Zell-vermittelte Immunantwort zu einer Infiltration
des myokardialen Gewebes mit zytotoxischen T-Zellen mit dem Ziel, vom
Virus befallene Zellen zu eliminieren (Schultheiss und Kuhl, 2006). Das
Myokard stellt allerdings nicht das einzige Reservoir fur Viren dar (Klingel et
al., 1996). Verschiedene Virulenzfaktoren dieser Virenfamilie besitzen eine
unterschiedliche Pathogenitat (Tam et al., 2003). Durch vermutlich vom Wirt
abhangige Faktoren kann die Immunreaktion ,entgleisen” und in eine
chronische Kardiomyopathie mit kontinuierlicher Destruktion des Myokards
munden (Doérner et al.,, 2005; Kallwellis-Opara et al., 2007). Statt einer
Elimination des Virus kommt es dann zur Persistenz. Der Mechanismus

dieser Chronifizierung ist nicht sicher bekannt (Tam, 2006).

Da bei dieser Form der Kardiomyopathie ein entzindungsbedingter,
degenerativ-regenerativer Vorgang mit Gewebeumbau zu beobachten ist,
war eigentlich zu erwarten gewesen, dass Auswirkungen auf die Expression
von entactin-1 auftreten wirden. Dies wurde fur andere Proteine der

extrazellularen Matrix bereits beschrieben (Towbin, 2006).

Der Abbau der extrazellularen Matrix, wie sie im Rahmen einer Entzindung
zunachst auftritt, hatte eine differentielle Expression von entactin-1 zumindest
vermuten lassen (Baramova et al., 1989; Kassiri und Khokha, 2005). Durch
den Einfluss von Matrix Metalloproteinasen (MMP) wird die strukturelle
Integritdt der EZM herabgesetzt (Pauschinger et al., 2004), indem sie
Proteine, unter anderem auch das Entactin (d'Ortho et al., 1997), abspalten.

Die Proteinasen wiederum werden durch TIMP (Tissue Inhibitors of Matrix
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Metalloproteinases) gehemmt. Dies dient normalerweise dem regulierten
Umbau der Matrix (Malemud, 2006).

Bei der inflammatorischen Kardiomyopathie kommt es zu einer gesteigerten
Produktion verschiedener MMP’s; dies wurde als einer der
Pathomechanismen dieses Typus der Myopathie identifiziert (Cheung et al.,
2006; Rutschow et al., 2006). Versuche mit Inhibitoren der Matrix
Metalloproteinasen stellen daher vielversprechende Ansatze bei der Therapie
der Myokarditis dar (Heymans et al., 2006; Hu et al., 2007).

Trotz der vermutlich wesentlichen Rolle der EZM bei der Progredienz der
Virus-induzierten Myokarditis liess sich im Rahmen der vorliegenden Arbeit
kein Unterschied bezuglich der entactin-1-Expression zwischen infizierten
und nicht infizierten Tieren feststellen. Moglicherweise tritt eine
kompensatorische Expressionssteigerung in einem spateren Stadium der

Regeneration auf, bleibt aber ohne entsprechende Zeitwerte spekulativ.

Da Entactin-1 chemotaktisch auf neutrophile Granulozyten wirkt und diese
bei jeder akuten Entzindung in grosser Zahl im betroffenen Gewebe
anzutreffen sind, hatte man auch in diesem Zusammenhang einen Einfluss
der CVB3-Infektion auf die entactin-1-Expression erwarten kdnnen (Senior et
al., 1992). Eine der Subpopulationen der Lymphozyten, den Effektoren des
Immunsystems, wurde funktionell mit Entactin-1 in Zusammenhang gebracht,
(Schroen und Cheung, 1996) da es ihre Adhasion, nicht aber Migration
fordert; diese Eigenschaft scheint hier aber nicht von besonderer Bedeutung

ZuU sein.

Offenbar wird die entactin-1-Expression im Gegensatz zu vielen fur andere
EZM-Proteine  kodierenden  Genen durch eine inflammatorische

Kardiomyopathie nicht oder nur unwesentlich beeinflusst.

Der genetische Background scheint dabei sowohl entscheidend fir die
Entwicklung einer chronischen Verlaufsform zu sein (Tam und Messner,
1996) als auch die basale Expression von entactin-1 zu beeinflussen. Zur
Bestatigung der Daten musste allerdings ein grosseres Kollektiv an Mausen

untersucht werden.
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4.6.2 Mdx-Mause zeigen in Abhangigkeit vom untersuchten Muskel

vom Wildtyp abweichende Expressionsmuster fur entactin-1

Bei den X-chromosomal vererbten Muskeldystrophien, der murinen X-
chromosomalen Dystrophie (MDX) und der Duchenne Muskeldystrophie des
Menschen (DMD) fehlt eine funktionsfahige Form des
plasmamembranstandigen Zytoskelett-Proteins Dystrophin. Grund hierfur ist
eine oder mehrere Mutationen im dystrophin-Gen, dem mit 2300 kb langsten
Gen des Menschen. Je nach Mutation und betroffener Doméane tritt ein
vollstandiger oder teilweiser Funktionsverlust des Dystrophin-Proteins auf.
Bisher wurden funf gewebsspezifische Isoformen von Dystrophin identifiziert
(Ervasti, 2007). Dystrophin stabilisiert Aktin und vermittelt im Komplex mit
Dystroglycan eine Verbindung des Zytoskeletts (kontraktiler Apparat) mit der
extrazellularen Matrix (Ervasti und Campbell, 1993). Defekte in diesem
DAPC-Komplex (dystrophin-associated protein complex) fuhren zu
Muskelfasernekrose, Fibrose und Muskelschwache (Ervasti und Campbell,
1993; Klietsch et al., 1993). Der Pathomechanismus der Dystrophin-
Defizienz ist bis heute nicht vollstandig geklart, es wird jedoch vermutet, dass
Dystrophin normalerweise die Plasmamembran gegen mechanischen Stress
wahrend der Muskelfaserkontraktion schatzt und so vor Mikrolasionen
bewahrt (Deconinck und Dan, 2007). Seine Funktionen werden teilweise von
anderen Proteinen der extrazellularen Matrix und des DAPC-Komplexes
kompensiert (Ervasti, 2007)

Generell befinden sich mdx-Mause mit 4 Wochen im Zustand der muskularen
Degeneration: es kommt zur Atrophie, der mit etwa neun Wochen eine
Nekrose folgt. Die zerstorten Areale werden bei der Maus suffizient
regeneriert mit Ausnahme des Zwerchfells, in dem die fur den Menschen fur
alle Skelettmuskeltypen typische Fibrosierung auftritt. Mit steigendem Alter
nimmt daher die Schadigung des Zwerchfells bei der mdx-Maus zu
(Ubersicht bei (Tkatchenko et al., 2000).

Die von uns untersuchten mdx-Mause zeigten mit vier Wochen eine
erniedrigte entactin-1-Expression im Vergleich zu den Kontrolltieren. Zwar

wurde festgestellt, dass Entactin-1 kein Bindungspartner des DAPC-
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Komplexes ist (Ervasti, 2007; Ervasti und Campbell, 1993), aber
verschiedene andere bedeutende Proteine der extrazellularen Matrix wie
Laminin und Perlecan, deren Expression im Laufe  der
Muskelzelldifferenzierung wie auch die von entactin-1 reprimiert wird,
(Larrain et al., 1997) binden an den DAPC-Komplex (Klietsch et al., 1993)
und vermitteln dadurch Adhasion (Ervasti und Campbell, 1993; Schneider et
al., 2006) und Zellpolaritat (Peng et al., 1998). Beides ist Vorraussetzung fur
eine erfolgreiche Regeneration der Muskelzellen. Eventuell beeinflusst
Entactin-1 positiv die Bindungswahrscheinlichkeit seiner eigenen Partner
Perlecan und Laminin an den Dystrophin-Dystroglycan-Komplex und
beschleunigt dadurch die Regeneration. Dies wurde erklaren, warum die
entactin-1-Expression im M. gastrocnemius der 24 Wochen alten Mause bei
den mdx-Tieren (nach langer Regeneration) hoher als bei den Wildtyp-Tieren
war. Eine hohe entactin-1-Expression konnte in diesem gut regenerierten
Muskel die Moleklle in raumliche Nahe zueinander bringen, was ihre
Reaktionswahrscheinlichkeit erhdhen  wurde. Dadurch  ware die
Basalmembran stabilisiert und konnte die Defekte teilweise kompensieren

oder eine Umstrukturierung erleichtern.

Die histologisch beobachtete Fibrosierung im Zwerchfell der adulten mdx-
Mause unterstutzt dieses Konzept, da sie das Versagen der reparativen
Mechanismen im Sinne einer restitio ad integrum (funktionelle
Wiederherstellung) widerspiegelt und in keinem anderen Muskel in dieser

Form zu beobachten war.

Diese Hypothese wurde auch die Befunde beim Zwerchfell erklaren. Wie
beim M. gastrocnemius exprimierten auch hier die mdx-Tiere in der akuten
Phase der Degeneration weniger entactin-1 als die Kontroll-Tiere.
Mit 24 Wochen exprimierten sie allerdings noch weniger entactin-1 als die
Kontroll-Tiere; beim M. gastrocnemius hatte sich dieses Verhaltnis dann

umgekehrt.

Vor dem Hintergrund, dass im Zwerchfell keine effektive Regeneration
vollzogen wird, wirde die Hypothese von Entactin-1 als eine Art ,Katalysator®
erklaren, warum es im Zwerchfell im Gegensatz zu anderen murinen

Muskeln zu umfassenden Destruktionen ohne erfolgreiche Reparatur kommt.
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Um das Expressionsmuster zu verifizieren, misste jedoch in jedem Fall ein
grosseres Kollektiv an Mausen untersucht werden, da in jeder Altersgruppe
nur jeweils zwei Paare zur VerfUgung standen. Aulerdem ware es
interessant, die Muskulatur einer sehr viel alteren mdx-Maus mit einem
Kontroll-Tier zu vergleichen, um festzustellen, ob die beobachteten
Unterschiede zwischen Zwerchfell (regeneriert schlecht) und peripheren

Muskeln (regenerieren gut) konsistent sind.
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5

Zusammenfassung

Der Wissenszuwachs der letzten Jahre Uber die Interaktionen zwischen Zelle
und extrazellularer Matrix hat zunehmend das traditionelle Verstandnis der
Matrix als ,Kitmasse® im interzellularen Bereich aufgehoben und flhrte zu der
Erkenntnis, dass die Proteine der Basalmembran zahlreiche funktionelle
Aufgaben haben, zu denen auch die Beteiligung bei der Steuerung der
embryonalen Entwicklung und Differenzierungsvorgangen im allgemeinen

wie Wachstum und Regeneration gehort.

Die beiden in dieser Arbeit untersuchten ubiquitaren Basalmembran-Proteine
Entactin-1 und -2 gehdren zu einer kleinen Proteinfamilie, fur die bisher vor
allem eine Rolle bei der Stabilisierung des Laminin-Kollagen-Netzwerks der
Basalmembran angenommen wurde. Milde Phanotypen nach Knockout der
Gene und Unterschiede in ihren rdumlichen und zeitlichen
Expressionsmustern fuhrten zur Suche nach weiteren Funktionen. Es konnte
gezeigt werden, dass beide Isoformen wahrend der
Muskelzelldifferenzierung gegenlaufig reguliert werden: Das entactin-1-Gen
ist vermehrt in proliferierenden, das entactin-2-Gen in differenzierenden
Zellen exprimiert. Vor Beginn dieser Arbeit war jedoch unklar, ob die
Entactine selbst eine negative Ruckkopplung auf die jeweils andere Isoform

ausuben.

In dieser Arbeit wurden die Expressionsmuster beider Gene in verschiedenen
Muskelzelltypen in vitro und in vivo untersucht. Dabei konnte in vitro die
Korrelation zwischen Differenzierungpotential von Skelettmuskelzellen und
der Expression der jeweiligen entactin-Gene bestatigt und naher
charakterisiert werden. Desweiteren konnte eine direkte Crossregulation der
beiden entactin-Gene aufgrund von Untersuchungen an entactin-1- und
entactin-2-Uberexprimierenden Zellinien und Studien mit entactin-1- und
entactin-2-spezifischen siRNAs weitgehend ausgeschlossen werden.
Untersuchungen zur Zellproliferationsrate nach Repression eines der Gene
mittels siRNA-Technik konnten auf’erdem einen Einfluss beider Gene auf die
Proliferationsfahigkeit von Myoblasten zeigen, die die zuvor erhaltenen Daten

bestatigten. Die Auswirkungen einer Hemmung der entactin-1-Expression auf
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verschiedene Differenzierungsmarker lieferte widersprichliche Ergebnisse,
die die Vermutung nahe legen, dass die beiden Entactine nur in bestimmte
Aspekte der Muskelzelldifferenzierung eingreifen. Aulderdem konnte gezeigt
werden, dass entactin-1 im geschadigten Herz- und Skelettmuskel
differentiell exprimiert wird. Tiere mit einer angeborenen Myopathie bzw. mit
Pradisposition fur eine erworbene Kardiomyopathie wiesen eine erniedrigte

entactin-1-Expression auf.

Insgesamt zeigen diese Ergebnisse an, dass Entactin-1 und -2
unterschiedliche Funktionen bei der Muskelzelldifferenzierung austuben und
in noch naher zu untersuchender Weise mit dem Differenzierungspotential
dieses Zell-Typus assoziiert sind. Es wurden weiterhin Hinweise darauf
erhalten, dass Entactin-1 bei reparativen Vorgangen innerhalb der

muskularen Basalmembran beteiligt sein konnte.
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