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Zusammenfassung

1. Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde eine in vivo und in vitro Charakterisierung der muskelspezifischen
transkriptionellen Co-Regulatoren der VITO-Genfamile durchgefuhrt. Dabei zeigte sich, dass die
beiden identifizierten cDNAs Mitglieder einer neuen Genfamilie sind, welche durch das Vorhandensein
einer Protein-Interaktionsdoméne (SID) gekennzeichnet sind. Die biochemische Untersuchung der
beiden Proteine zeigte, dass die SID die VITO Proteine zur Interaktion mit Vertretern der TEF
Transkriptionsfaktoren  beféhigt und zu einer Erhéhung des Transaktivierungspotentials
TEF-abhéangiger Reporter fohrt. Aufgrund der muskelspezifischen Expression der beiden Gene
wahrend der Embryogenese kann angenommen werden, dass es sich bei den VITO Proteinen um
neuartige Co-Regulatoren der muskelspezifischen TEF-abhéngigen Transkription handelt. Neben der
biochemischen Charakterisierung dieser neuen Faktoren, wurde im Rahmen dieser Arbeit durch die
Herstellung entsprechender Mausmutanten fiir die beiden Gene die Vorraussetzung fur die Analyse
der biologischen Funktion der Proteine im lebenden Organismus gelegt. Durch die Insertion eines
B-Galaktosidase Reportergens in den VITO-1 Locus kann die native Expression des Gens bei
gleichzeitiger Generierung einer Nullmutation beobachtet werden, wahrend das konditionelle Knock
Out Allel von VITO-2 ein kombiniertes Ausschalten beider Faktoren - zur Uberpriifung eventueller
kompensatorischer Effekte - ermdglicht.

Fir den myogenen Faktor Pax7 wurde im Rahmen dieser Arbeit ein weiteres Mausmodell generiert.
Auch hier ist durch die Generierung eines loxP-abhangigen konditionellen Allels eine rdumliche und
zeitliche Deaktivierung des Gens mdglich. Dadurch sollte die exakte Funktion des Transkriptionsfaktors
fur die Aufrechterhaltung und Determinierung der Satellitenzellpopulation und die damit verbundene
Beeinflussung der Muskelregeneration untersucht werden kénnen. Die zur Kontrolle hergestellte
Nullmutation zeigt dabei einen ahnlichen Phé&notyp wie das bereits beschriebene konstitutive Knock
Out Allel mit einer - im Laufe der postnatalen Entwicklung - stetig abnehmenden
Satellitenzellpopulation, wéhrend die konditionelle Mauslinie gegenliber der Wildtyp-Situation keine
Unterschiede im Phénotyp aufweist. Die Funktionalitdt des Pax7 Gens, auch nach Insertion von loxP
Erkennungsstellen, ist die Vorraussetzung fir eine zukinftige funktionelle Untersuchung von Pax7.
Neben dem konditionellen Allel konnte auch eine Mauslinie mit hypomorphen Phénotyp etabliert
werden, welche weitere in vivo Untersuchungen des Transkriptionsfaktors erlaubt.

In einem weiteren, nicht-genetischen Ansatz wurden verschiedene niedermolekulare Substanzen
mittels einer neu etablierten in vitro Screening-Methode untersucht, um aktivierende bzw. stimulierende
Wirkungen auf die terminale Differenzierung von C,Ci> Myoblasten zu identifizieren. Fur die meisten
der positiv getesteten Substanzen wurde eine solche Wirkung bislang noch nicht beschrieben. Somit
ermdglichen die Aktivatoren einen neuen Ansatz zur Untersuchung der molekularen Abldufe wahrend
der Myogenese und bieten mdglicherweise neue therapeutische Ansétze zur Behandlung

verschiedener Muskelerkrankungen.



Einleitung

2. Einleitung

Ein Ziel der heutigen molekularbiologischen Forschung ist die Identifizierung und Charakterisierung
von Genen, die bei der Regulation bestimmter Entwicklungsprozesse wéahrend der Embryogenese -
wie z.B. die Myogenese oder Neurogenese - beteiligt sind. Ein Schwerpunkt liegt dabei in der
Aufklarung der komplexen zelluldren Prozesse und molekularen Interaktionen die zu den
Schlisselprozessen wie Determination und Differenzierung fuhren.

Trotz der Tatsache, dass fir viele dieser Entwicklungsprozesse bereits eine Vielzahl von Faktoren,
Signalkaskaden und Netzwerken identifiziert worden sind, werden stetig neue Faktoren entdeckt, deren
Funktionen noch nicht bekannt sind oder noch nicht in bestehende Schemata eingebunden werden
kdnnen. Ebenso ist die Regulation bestimmter Schlisselfaktoren noch weitestgehend unbekannt und
die fur ihre Spezifitdt verantwortlichen, sog. Co-Regulatoren wurden zwar postuliert, konnten jedoch in
ihrer Existenz und Funktion noch nicht nachgewiesen werden.

In dieser Arbeit wird die Funktion bzw. Auswirkung bestimmter Faktoren in der Entwicklung und
Regeneration der Vertebraten-Muskulatur untersucht. Grundsatzlich kann man in Vertebraten drei
verschiedene Arten von Muskeln unterscheiden: Quergestreifte Skelettmuskulatur, Herzmuskulatur und
glatte Muskulatur. Diese Muskeltypen unterscheiden sich sowohl in ihrer Morphologie, Funktion und
Entwicklung. Da diese Arbeit sich auf die Vorgénge in der Skelettmuskulatur beschrankt, werden der

Aufbau und die Funktion einleitend ndher beschrieben.

2.1. Die embryonale Entwicklung der Skelettmuskulatur in Vertebraten

2.1.1. Somitogenese und frithe Myogenese

In Vertebraten werden die Skelettmuskelzellen des Kérperrumpfes, der Extremitaten und Teilen des
Kopfes aus dem paraxialen Mesoderm gebildet, dass sich angrenzend zum Neuralrohr und Notochord
befindet. Wahrend der Somitogenese werden aus mesenchymalen Zellen des paraxialen Mesoderms
rechts und links des Neuralrohres epitheliale Strukturen gebildet, die Somiten (Christ und Ordahl
1995). Die kugelartige Struktur der Somiten 16st sich in der weiteren Entwicklung in drei Bereiche auf:
das Dermamyotom, das Myotom und das Sklerotom (Abbildung 1A).

Zellen aus dem ventralen Bereich der Somiten delaminieren und bilden das mesenchymale Sklerotom,
aus welchen sich spater die Wirbel- und Rippenknochen sowie die Bandscheiben entwickeln
(Abbildung 1B). Das Dermamyotom, welches sich aus der dorsalen Halfte des Somiten entwickelt,
verbleibt in einem epithelialen Zellverband. Die Zellen des Dermamyotoms bilden den Ursprung der
epaxialen und hypaxialen Muskulatur (Ordahl und Le Douarin 1992) und zeichnen sich durch einen
weiterhin proliferativen und undifferenzierten Zustand aus.

Der mediale Teil des Dermamyotoms, welches spéater Bestandteile der Dermis bildet, wird als
Dermatom bezeichnet und verbleibt als mesenchymaler Zellverband. Die Zellen am dorso-medialen

Rand des Dermamyotoms deepithelialisieren und formen durch Delamination das - medial zwischen
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Abbildung 1: Die schematische transversale Darstellung differenzierender Somiten. Wéhrend der
Myogenese entwickelt sich aus den undifferenzierten, kugelférmigen und epithelialen Somiten (A),
durch Delamination die ventro-medialen Zellen des Sklerotoms (B). Durch weitere
epitheliale-mesenchymale Transformationen entstehen aus der dorso-medialen Lippe des
verbleibenden Dermamyotoms das epaxiale Myotom und aus der ventero-lateralen Lippe die
hypaxialen Muskelvorlduferzellen (C). Ubernommen aus Gilbert 1997.

dem Dermamyotom und Sklerotom gelegene - Myotom, aus dem spater die epaxiale Muskulatur
hervorgeht und aus Interkostalmuskulatur und tiefer Riickenmuskulatur besteht (Abbildung 1C). Durch
die Expression von Genen der MyoD-Familie (Myf5, MyoD, Myogenin und Myf6) (Ott et al. 1991; Braun
et al. 1992) findet hier die erste myogene Differenzierung in der embryonalen
Skelettmuskelentwicklung statt und wird als frihe Myogenese bezeichnet (Denetclaw et al. 1997;
Williams und Ordahl 1997).

Im Bereich der ventro-lateralen Lippe des Dermamyotoms entstehen - nach einer
epithelial-mesenchymalen Transformation - die Zellen der hypaxialen Muskulatur (Abbildung 1C).
Diese Zellen bilden spater die Muskeln der Extremitdten, der Zunge und der Kérperwand. Die
Migration dieser hypaxialen Muskelvorlduferzellen in ihre Zielbereiche ist durch eine Expression der
Transkriptionsfaktoren Pax3 (Bober et al. 1994; Goulding et al. 1994), Lbx1 (Mennerich et al. 1998;
Schéfer und Braun 1999) und c-met (Bladt et al. 1995) gekennzeichnet. Nach Beendigung der
Migration wird mit der Expression der MyoD-Familie die myogene Differenzierung der hypaxialen
Muskulatur eingeleitet (Sassoon et al. 1989; Braun et al. 1994; Tajbakhsh und Buckingham 1994).

2.1.2. Die Regulation der frithen Myogenese

Zu Beginn der Myogenese spielen Signale aus dem Neuralrohr und dem Notochord eine
entscheidende Rolle fir die Ausbildung der Somiten. Die entscheidenden Prozesse konnten bereits
von verschiedenen Gruppen hauptsédchlich mit Ablations- und Transplantationsversuchen an
Huhnchen-Embryonen aufgeklart werden (Buffinger und Stockdale 1994; Stern und Hauschka 1995;
Stern et al. 1995; Spence et al. 1996). Es zeigte sich dabei, dass das Hauptpotential der Aktivierung im
dorsalen Neuralrohr zu finden ist, wédhrend vom ventralen Neuralrohr und vom Notochord nur eine
schwache myogene Aktivitat ausgeht. Experimente, in denen das Neuralrohr und/oder das Notochord
entfernt wurde(n), resultierten jedoch in einem totalen Verlust der myogenen Muskelentwicklung, was

zeigt, dass erst die Kombination aller Signale aus dorsalem und ventralem Neuralrohr sowie Notochord

6



Einleitung

zu einer vollstdndigen Induktion der Myogenese fuhrt (Christ et al. 1992). Allerdings konnte auch
gezeigt werden, dass diese Signale nur im pre-somitischen Mesoderm und in jungen Somiten zur
Stimulation der Muskelentwicklung nétig sind, wahrend sich reife Somiten unabhéngig von diesen
Geweben entwickeln. Des Weiteren sind in jungen Somiten nur die epaxialen Bereiche abhangig von
den axialen Signalen. Die hypaxialen Muskelvorldufer zeigen hingegen eine Abhéngigkeit von Signalen
aus dem dorsalen Ektoderm (Rong et al. 1992).

Wichtige Induktoren der Somitogenese sind Sonic Hedgehog (Shh), Noggin sowie Mitglieder der TGFp
Familie (BMPs) und der Wnt-Familie. Daneben spielen auch die fibroblast growth factors (FGFs), als
Regulatoren der Proliferation und Differenzierung der Muskelvorlduferzellen eine wichtige Rolle (ltoh et
al. 1996; Flanagan-Steet et al. 2000). Shh ist sowohl im ventralen Neuralrohr (neurale Grundplatte) als
auch im Notochord exprimiert, wahrend die Sekretion der restlichen Signalmolekile im dorsalen
Neuralrohr bzw. im lateralen Mesoderm erfolgt. Explantierungsversuche im Huhnchen-Embryonen
zeigten tatsachlich, dass die Induktion der Myogenese mittels axialer Strukturen durch die
kombinatorische Aktivitdt von Shh und Vertretern der Wnt-Familie ersetzt werden kann (Minsterberg
und Lassar 1995; Stern et al. 1995).

Die Sekretion von Shh und BMP4 fuhrt ferner zur Ausbildung des Sklerotoms, das sich durch die
Prasenz des Transkriptionsfaktors Pax1 auszeichnet, welcher Knorpel-spezifische Gene aktiviert, die
wiederum fur die spatere Bildung der Wirbel verantwortlich sind. Dagegen sind die dermamyotomalen
Marker Pax3 und Pax7 im Sklerotom durch beide Faktoren inhibiert (Fan und Tessier-Lavigne 1994).
Wie bereits erwéhnt, fuhrt eine Ablation des Neuralrohrs und des Notochords zur Abwesenheit der
epaxialen Muskulatur, weshalb Shh hauptséchlich fir die Determination der epaxialen Myoblasten und
weniger flr die Ausbildung der hypaxialen Vorlaufer verantwortlich gemacht wird (Borycki et al. 1999).
WeiterflUhrende Experimente zeigten jedoch, das Shh auch fir die Expression der myogenic regulatory
factors (MRFs) in den hypaxialen Muskeln und die Ausbildung der Myotuben der
Extremitdtenmuskulatur verantwortlich ist (Duprez et al. 1998). Die Untersuchungen an
Maus-Shh-Null-Mutanten zeigten eine starke Beeintrdchtigung bei der Bildung der hypaxialen
Muskulatur in den Extremitédten, wobei die ersten Schritte der hypaxialen Muskelentwicklung jedoch
kaum beeinflusst, sondern hdchstens temporar verzégert waren (Kriger et al. 2001). Daher ist
anzunehmen, dass Shh nicht der Hauptregulator der Myogenese, sondern ein Proliferationsfaktor fur
die epaxialen sowie hypaxialen Bereiche des Dermamyotoms ist.

Die Aufgabe der Wnt Signalmolekile in der Skelettmuskelentwicklung besteht in der dorso-ventralen
Unterteilung der Somiten und der Determination zwischen sklerotomer und dermamyotomaler
Entwicklung der Somitenzellen (Minsterberg und Lassar 1995; Marcelle et al. 1997). Dabei scheint
Whnti1, und vermutlich auch andere Vertreter der Wnt-Familie (Wnt4, Wnt5a, Wnt6), ausgehend vom
dorsalen Neuralrohr und zusammen mit Shh die Myogenese Uber einen Myf5-abhéngigen Signalweg
zu stimulieren. Dagegen bewirkt Wnt7a, ausgehend vom lateralen dermalen Ektoderm, eine

Aktivierung der Muskelentwicklung Uber eine MyoD-abhéngige Kaskade.
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Neben der Funktion von BMP4 bei der Ausbildung des Sklerotoms, liegt die Hauptaufgabe der BMPs
wahrend der Myogenese in der Aufrechterhaltung des undifferenzierten Zustands der migrierenden
Myoblasten, bis diese ihre Zielgebiete erreicht haben (Pourquie et al. 1996; Amthor et al. 1999).

Neben den genannten Faktoren ist die Funktion bzw. die Existenz einer Vielzahl von Genen - die
ebenfalls in den Prozess der Determination, Proliferation, Migration und Differenzierung von
Vorlauferzellen in den Somiten eingebunden sind - noch nicht nachgewiesen. Fir ein vollstandiges
Versténdnis der Abldufe wahrend der Muskelentwicklung ist die Suche bzw. die funktionelle Analyse

dieser Faktoren jedoch notwendig.

2.1.3. Bildung der embryonalen Extremitaten

Auf der H6he der Extremitaten delaminieren MyoD-negative Zellen aus dem Epithelium des hypaxialen
Dermamyotoms und migrieren in die Extremitédtsknospen, wo sie zunéchst weiter proliferieren und
schlieBlich zu Skelettmuskeln differenzieren. In diesen Prozess sind eine Vielzahl von Faktoren
eingebunden, wie z.B. Pax3, c-met, Tbx1, Mox2, Six1, Six2, Pitx2 und Lbx1 (Buckingham et al. 2003).
Der Prozess der Delamination sowie der Migration ist von der Expression des
Tyrosin-Kinase-Rezeptors c-met und seinem Liganden HGF (auch scatter factor genannt) abhéngig.
HGF wird entlang des Migrationsweges von nicht-somitischen mesodermalen Zellen sekretiert (Dietrich
et al. 1999). Sowohl c-met wie HGF Knock out Mutanten in der Maus zeigen einen totalen Verlust der
Skelettmuskeln in den Extremitaten (Bladt et al. 1995; Schmidt et al. 1995). Die Transkription von
c-met ist wiederum abhangig vom Transkriptionsfaktor Pax3, der bereits sehr friih im Embryo - schon
wahrend der Formung des paraxialen Mesoderms und spéater im dorsalen Neuralrohr sowie
Dermamyotom - exprimiert wird. Pax3 Maus-Mutanten (auch splofch-Mause genannt) zeigen wie
c-met- und HGF-Mutanten einen Verlust der Extremitdtenmuskulatur, da keine Zellen vom hypaxialen
Dermamyotom delaminieren (Tajbakhsh et al. 1997), obwohl ihr Differenzierungspotential nicht
eingeschréankt ist (Daston et al. 1996; Bober et al. 1994). Dartber hinaus zeigte sich in Pax3/Myf5
Doppelmutanten eine fehlende Expression von MyoD und ein damit verbundenes Fehlen der
Kdérpermuskeln. Daraus lasst sich schlieBen, dass beide Faktoren zeitlich vor MyoD agieren und Pax3
ein entscheidender Regulator der MyoD-abhé&ngigen Entwicklung der Kérpermuskulatur ist.

Der Transkriptionsfaktor Lbx1 ist ebenfalls an der Migration der Muskelvorlduferzellen aus den Somiten
beteiligt. Die Rolle in der Myogenese wurde ebenfalls Uber Lbx1-Mausmutanten nachgewiesen. Diese
zeigen zwar noch eine Delamination der Myoblasten vom Dermamyotom, jedoch verbleiben diese in
der Umgebung der Somiten und migrieren nicht in ihre Zielorte (Schéafer und Braun 1999). Die
Expression von Lbx1 scheint hauptsachlich von Pax3 abhangig zu sein, da in den splotch-M&usen die
Lbx1-Expression vollstdndig aufgehoben ist. Es mulssen jedoch noch ein oder mehrere weitere
Faktoren an der Regulation von Lbx1 beteiligt sein, da in den Bereichen zwischen den Extremitaten
von Huhnchen-Embryonen, trotz Pax3 Expression, kein Lbx1 epxremiert wird. Auch weitere
beobachtete Eigenschaften von Lbx1 sind noch weitestgehend ungekléart; So ruft das Fehlen von Lbx1

interessanterweise unterschiedliche Effekte in den vorderen und hinteren Extremitdten hervor und es
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bleibt auBerdem ungeklért in welchem Zusammenhang der zellautonome Effekt von Lbx7 mit der
Kontrolle der Migration durch das c-met/HGF System steht.

Ein weiterer Faktor, der in den Muskelvorlduferzellen exprimiert wird, ist Mox2 (mesenchyme
homeobox 2). In Knock Out Mutanten von Mox2 ist die Expression von Myf5 und Pax3, jedoch nicht
von MyoD reduziert. Dies lasst darauf schlieBen, dass dieser Transkriptionsfaktor die Myf5-abhéngige
Differenzierung kontrolliert (Mankoo et al. 1999), wahrend die MyoD Expression in den Extremitaten
vermutlich von den Six-Homeo-Proteinen Six7 und Six4, zusammen mit ihren Cofaktoren Eya und

Dach, kontrolliert wird (Relaix und Buckingham 1999).

2.1.4. Die myogenic regulatory factors (MRFs)

Wahrend die bisher genannten Faktoren hauptséchlich fur die Aufrechterhaltung der Migration der
Vorlauferzellen von den Somiten in die spateren Muskelanlagen verantwortlich sind, erfolgt nach dem
Erreichen eine Aktivierung der myogenen Determinierung durch Expression der basischen
helix-loop-helix (bHLH) Transkriptionsfaktoren Myf5 und MyoD (Tajbakhsh and Buckingham 1994).
Beim Fehlen dieser beiden Faktoren bleiben die Zellen zun&chst multipotent und nehmen auch
nicht-muskelspezifische Identitdten an (Kablar et al. 1999). Aufgrund dieser Eigenschaften werden
Myf5 und MyoD auch als myogenic regulatory factors (MRFs) bezeichnet, zu denen auch Myogenin
und Myf6 gehéren. Alle Mitglieder dieser Familie bilden mit anderen ubiquitdr exprimierten bHLHs
(E12, E47) Heterodimere und aktivieren so ihre Zielgene (Lassar ef al. 1991). Eine weitere wichtige
Interaktion der MRFs erfolgt mit den MEF2 (myocyte enhancer factor-2) Faktoren, die zusammen mit
MyoD den Endpunkt vieler intrazelluldrer Signalkaskaden darstellen und somit auch eine Vielzahl
muskelspezifischer Gene aktivieren (Molkentin et al. 1995; Black und Olson 1998).

Die MRFs zeigen dariberhinaus eine Expression im Myotom wéhrend der Embryonalentwicklung der
Maus, wobei Myf5 das erste Transkript ist, welches ab dem Embryonalstadium E8.0 - wahrscheinlich
ausgeldst von Shh - exprimiert wird (Ott et al. 1991). Ab E8.5 folgen die Expression von Myogenin und
anschlieBend die transiente Transkription von Myf6 zwischen E9.0 und E11.5 (Sassoon et al. 1989;
Bober et al. 1991; Hinterberger et al. 1991). Als letzter Vertreter der MRFs, wird ab E9.75 bis zum
Ende der Embryonalentwicklung MyoD exprimiert.

Entscheidende Erkenntnisse Uber die Rolle der MRFs in der Regulation der Myogenese haben
verschiedene Maus-Knock out Mutanten geliefert. Weder die Nullmutation von Myf5 noch von MyoD
zeigten gréBere Verdnderung der Muskeln in adulten Tieren. Ein Fehlen von Myoblasten ist nur in
homozygoten Myf5 Mutanten wahrend der frihen Somiten-Entwicklung zu beobachten. Mit dem
Einsetzen der MyoD Expression ab E10.5 wird dies jedoch kompensiert, so dass zur Geburt kein
nennenswertes Defizit an Muskeln existiert (Braun et al. 1992; Rudnicki et al. 1992). Homozygote
MyoD Mutanten zeigen dagegen auch wahrend der Embryogenese keine auffalligen Verédnderungen.
Jedoch besitzen diese Mause, nach Einkreuzung in den Dystrophin defizienten Mausstamm mdx und

akuter Verletzung der Muskeln, eine verschlechterte Regenerationsféhigkeit (Megeney et al. 1996).
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Dies legt nahe, dass MyoD auch bei der Aktivierung und Differenzierung der Satellitenzellen, welche
fur die Regeneration der Muskeln verantwortlich sind, beteiligt ist.

Erst das Ausschalten beider Gene fuhrte zu einem Totalverlust muskel-spezifischer mMRNAs und damit
auch zum Fehlen von Vorlduferzellen. Aufgrund dieses Phanotyps sterben die Doppelmutanten sofort
nach der Geburt und zeigen in den Bereichen, in denen normalerweise die Skelettmuskeln vorhanden
sind, amorphes Binde- und Fettgewebe (Rudnicki et al. 1993). Diese Erkenntnisse sowie Ergebnisse
weiterer Versuche legen nahe, dass die Expression von MyoD und Myf5 zwei verschiedene
Muskel-Zelllinien kennzeichnet, die sich aus unabh&ngigen Stammzellen rekrutieren (Braun und Arnold
1996). Aufgrund redundanter zelluldrer Funktionen koénnen die Myf5-abhéngigen medialen und
MyoD-abhéngigen lateralen Myoblasten sich gegenseitig ersetzen und einen Verlust kompensieren.
Wahrend Myf5 und MyoD in proliferierenden Muskelvorlauferzellen aktiv sind, erfolgt die Expression
von Myogenin und Myf6 erst bei der terminalen Differenzierung der Myoblasten und in den Myotuben
(Megeney und Rudnicki 1995). Knock out Mutanten fir Myogenin zeigen in den frihen Stadien der
Embryonalentwicklung noch keine Veranderungen der Myogenese, aber ab Embryonalstadium E13.0
kommt die weitere Entwicklung der Muskeln zum Erliegen (Hasty et al. 1993; Nabeshima et al. 1993).
Dies lasst darauf schlieBen, dass Myogenin eine entscheidende Rolle bei der terminalen
Differenzierung der Myoblasten spielt und dies nicht - wie bei Myf5/MyoD - von anderen Faktoren
kompensiert werden kann. Fir Myf6 existieren verschiedene Mausmodelle, die sich sowohl in ihrer
Knock Out Strategie als auch in ihren Phénotypen unterscheiden (Braun und Arnold 1995; Patapoutian
et al. 1995; Zhang et al. 1995). Allen drei Modellen ist jedoch gemeinsam, dass sie trotz einer erhdhten
Myogenin Expression und einer Veradnderung in der Bildung verschiedener Protein-Isoformen des
kontraktilen Apparats, eine kaum abweichende Entwicklung der Skelettmuskeln zeigen.
Zusammenfassend l&sst sich also feststellen, dass zu Beginn der Myogenese eine Rekrutierung der
Muskelvorlduferzellen aus den epithelialen Somiten erfolgt. Diese findet Uber zwei unabhangige Wege
statt; zum einen Uber Myf5, bedingt durch Signale aus dem Neuralrohr und dem Notochord, und zum
Zweiten Uber die MyoD-abhangige Signalkaskade, ausgehend von Faktoren aus dermalen Ektoderm.
Dabei kann jeder Signalweg durch den anderen kompensiert werden und die Muskelentwicklung
erfolgt, bis auf eine zeitliche Verzégerung, normal. Die Initialisierung der Myogenese wird also uber
diese beiden Transkriptionsfaktoren geregelt, wahrend die Migration und terminale Differenzierung von
einer Vielzahl weiterer Faktoren abhangig sind. Dabei zeigt sich, wie am Beispiel von Myogenin, dass
viele Signalmolekile zwar eine entscheidende, aber nicht exklusive Rolle spielen. Es kann also davon

ausgegangen werden, dass noch weitere Faktoren an der Regulation dieser Vorgénge beteiligt sind.
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2.2. Satellitenzellen und Regeneration der Muskulatur

Reife kontraktile Myotuben gehen aus der Fusion von ca. 300 Myoblasten hervor. Da die Myotuben
postmitotisch, und somit nicht mehr teilungsfahig sind, kénnen sie sich im Falle einer Verletzung nicht
selber ersetzen. In Vertebraten existieren daher Pax3/Pax7-positive Satellitenzellen, die als separate
Zellen innerhalb der Basallaminamembran, welche die Muskelfaser umgibt, lokalisiert sind (Seale et al.
2000; Relaix et al. 2005). Nach Aktivierung durch Dehnung bzw. Beanspruchung beginnen die
Satellitenzellen sich zu teilen und bilden einen Pool von Muskelvorlduferzellen, der zur Fusion mit
defekten Myotuben oder zur Bildung neuer Myotuben genutzt wird (Appell et al. 1988; Winchester et al
1991; Schulz und McCormick 1994). Es wird vermutet, dass durch eine asymetrische Teilung einer
Satellitenzelle eine der Tochterzellen als Muskelstammzelle erhalten bleibt, wéhrend die Zweite als
Muskelvorlaufer weiter proliferieren kann um den Pool an Myoblasten zu erweitern oder in die
myogene Differenzierung eintritt (Conboy und Rando 2002; Zammit et al. 2004; Shinin et al. 2006;
Kuang et al. 2007).

Wie die embryonale Myogenese ist auch die Regeneration von Skelettmuskeln durch die spezifische
Kontrolle der Proliferation von Muskelvorlauferzellen, ihrer myogenen Differenzierung und der
anschlieBenden Fusion der Myoblasten zu multinuklearen Myotuben charakterisiert. Dabei fallt auf,
dass einer Vielzahl von Signalmolekulen, die auch wahrend der embryonalen Entwicklung aktiv sind,
bei der Regeneration eine wichtige Rolle zukommt. So bedarf es unter anderem der Expression der
MRF-Familienmitglieder Myf5, MyoD und Myogenin zum korrekten Ablauf der regenerativen Prozesse
(Abbildung 2). Zum Beispiel fiihrt die Abwesenheit von MyoD zu einer gewissen Anh&ufung von
Muskelvorlauferzellen, da ihre Proliferationsphase durch das fehlende Eingreifen von MyoD in den
Zellzyklus nicht beendet wird. Die Myoblasten bleiben aber Myf6 negativ und die Muskelregeneration

wird nicht effektiv abgeschlossen (Rudnicki et al. 1992; Megeney et al. 1996; Cornelison et al. 2000).

s 2
Myf6 Myf6 Myf6 Myf6
Oh 24h 48h 96h

Abbildung 2. Zeitprofil der Expression der 4 MRF-Familienmitglieder in aktivierten Satellitenzellen. Vor
der Aktivierung exprimieren nur wenige Zellen Myf5 und MyoD. 24h spéter sind die Zellen mitotisch
aktiv und bilden initial Myf5 und/oder MyoD. Nach weiteren 24h werden zusétzlich die
differenzierenden myogenen Faktoren Myogenin und Myf6 exprimiert. 96h nach der Aktivierung
Uberwiegt der Anteil aktivierter Satellitenzellen, die fiir alle MRFs positiv sind. (Nach Cornelison et al.
2000)
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Eine Einschrankung der Regenerationsfahigkeit adulter Muskulatur findet sich auch beim Fehlen von
Myf5 (Ustanina et al. 2007). Hier scheint der Haupteffekt in einer verminderten Proliferationsfahigkeit
von aktivierten Muskelstammzellen zu liegen.

Auch bei der Muskelregeneration wird vermutet, dass noch weitere Signalmolekile an der Regulation
der Prozesse beteiligt sind. Als gesichert gilt, dass die Transkriptionsfaktoren der MyoD-Familie in der
Induktion der myogenen Differenzierung eine entscheidende Rolle spielen. Die genaue Kontrolle dieser
Faktoren sowie die Suche nach weiteren Schlisselfaktoren sind auch weiterhin Gegenstand der
Forschung (Megeney et al. 1996; Seale et al. 2004; Buckingham 2006).

2.2.1. Die Bedeutung von Pax7 wiahrend der Embryogenese und Muskelregeneration

Der Transkriptionsfaktor Pax7 ist eines der neun Mitglieder der Familie der Paired Box Gene, welche
wahrend der Embryonalentwicklung auf transkriptioneller Ebene die Ausprdgung des embryonalen
Grundmusters steuern. Alle Mitglieder der Familie zeichnen sich durch das Vorhandensein einer paired
box DNA-Binde-Doméane aus und zeigen eine sehr hohe Homologie untereinander sowie eine starke
evolutiondre Konservierung. Die Expression der einzelnen Pax Gene erfolgt zeitlich und rédumlich
individuell, wobei diese hauptsachlich wahrend der Embryogenese stattfindet. Ferner werden einige
Vertreter der Pax-Familie auch in adulten Stadien exprimiert. So lassen sich beispielsweise Transkripte
von Pax1 im Thymus oder Pax5 in adulten B-Zellen und in den Hoden nachweisen (Strachan und
Read 1994).

Aufgrund des Expressionsmusters besteht die vermutliche Hauptaufgabe von Pax7 wéhrend der
Embryogenese vorwiegend in der korrekten Ausbildung der Skelettmuskeln des Rumpfes und der
Extremitaten sowie die Entwicklung von Teilen des Zentralnervensystems (Mansouri et al. 1996a;
Mansouri et al. 1999; Chi und Epstein 2002). Die Expression von Pax7 beginnt im Embryonalstadium
E8.5 im Bereich der Hirnvesikel sowie in migrierenden Zellen der Neuralleiste und ist ab E11.5 im
Mittelhirn im Bereich der hinteren Kommissur - die Verbindungsbahn von Mittelhirnkernen im Bereich
des Epithalamus - nachweisbar. Im sich entwickelnden Neuralrohr wird Pax7 ausschlieBlich im
dorsalen Teil, nach dem SchlieBen des neuralen Epithels, exprimiert. In den Somiten erfolgt die Pax7
Expression zuerst im Dermamyotom und ist in der spateren Entwicklung auf die Interkostalmuskulatur
beschrankt. Eine weitere Expression findet in der nasalen Grube sowie im nasalen Neuroepithelium
statt (Jostes et al. 1990). Umstritten bleibt jedoch weiterhin die Frage, ob und wie weit Pax7 und/oder
Pax3 direkt wéhrend der embryonalen Myogenese bendtigt werden (Tajbakhsh et al. 1997; Relaix et
al. 2005; Horst et al. 2006).

Neben der Rolle von Pax7 wéhrend der Embryogenese, konnte ebenfalls eine Expression und
Funktion im adulten Organismus nachgewiesen werden (Seale et al. 2000). In einer RDA-Analyse
(representational difference analysis) von cDNAs aus Myoblasten, welche aus Satellitenzellen kultiviert
wurden, konnte eine spezifische Expression von Pax7 gezeigt werden. Weitere Untersuchungen mit
Hilfe von Northern-Blot- und In-Situ-Hybridisierungen konnten diese Beobachtung bestéatigen und

zeigten zusétzlich eine niedrige Expression von Pax7 in proliferierenden C,C,>-Myoblasten sowie in
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ruhenden Satellitenzellen von adulten Skelettmuskeln. Daher dient Pax7, neben CD34, m-Cadherin,
Msx1, cMet, MNFor Foxk1 (Garry et al. 2000) und Snyndecan-4 (Cornelison et al. 2001) als
molekularer Marker fir Satellitenzellen in den Vertebratenmuskeln (Beauchamp et al. 2000).

Fur drei Mitglieder der Pax-Genfamilie, Pax1, Pax3 und Pax6, existieren natlrliche Mutationen die als
undulated (=gewellt), Splotch und Small-eye Mutanten bezeichnet werden. Auch im Menschen gibt es
eine natirliche Mutation von Pax3, die als Waardenburg-Syndrom Typ | bezeichnet wird sowie eine
Mutation des Pax6 Gens, welche die familidre und sporadische Irideremie bzw. Peters-Anomalie
verursacht. Fir die anderen Vertreter der Pax-Familie wurden kinstliche Mutationen erzeugt, um die
Funktion der Gene naher zu untersuchen. Pax7-Mutanten zeigen in den Bereichen des Mittelhirns, des
Rhombencephalons, des Neuralrohrs und im adulten Hirn, in denen normalerweise eine starke
Expression zu finden ist, keine auffalligen Verdnderungen (Mansouri et al. 1996b). Ebenso zeigt sich
kein Defekt in der Entwicklung der Skelettmuskulatur, obwohl Pax7 auch in den Muskelvorldufern
exprimiert wird (Jostes et al. 1990; Tajbakhsh et al. 1997). Die einzigen Auffalligkeiten der
neugeborenen Mutanten sind ein verkirzter Kiefer und morphologische Verédnderungen der Nase und
anderer fascialer Strukturen. Ein méglicher Grund daflr kdnnte in der Uberlappenden Expression von
Pax3 und Pax7 liegen, wodurch das Fehlen von Pax7 durch Pax3 kompensiert werden kann. In den
Bereichen ohne uberlappende Expression resultiert der Verlust von Pax7 in dem beobachteten
Phéanotyp (Mansouri und Gruss 1998). Nach der Geburt zeigt das Fehlen von Pax7 jedoch
dramatischere Auswirkungen, denn 97% der neugeborenen Mause sterben innerhalb der ersten 3
Wochen. Untersuchungen von Seale und Mitarbeitern zeigten, dass die M&use eine reduzierte
Muskelmasse sowie einen kompletten Verlust myogener Satellitenzellen aufwiesen. Es konnte zudem
gezeigt werden, dass die Primérkulturen der Pax7"-Skelettmuskeln unfahig sind Myoblasten zu bilden
und besitzen stattdessen ein erhdhtes Potential zur Bildung hdmatopoetischer Zelllinien. Diese Daten
lieBen darauf schlieBen, dass Pax7 eine entscheidende Rolle in der Determinierung und Spezifizierung
der Satellitenzellen spielt (Seale et al. 2000). Neuere Untersuchungen zeigen jedoch, dass der
frihzeitige Tod der Mause vermutlich eher auf die fehlende Expression von Pax7 in der Neuralleiste
zurtickzufuihren ist, denn das postnatale Wachstum der Muskeln in Pax7’ Mausen ist nicht gestort und
es existiert auBerdem eine ausreichende Menge an Satellitenzellen nach der Geburt. Die Anzahl dieser
Satellitenzellen nimmt jedoch im Verlauf der weiteren Entwicklung stetig ab, weshalb die spéatere
Regeneration der Skelettmuskeln beeintrachtigt ist (Kuang et al. 2006; Horst et al. 2006). Somit
besteht die Aufgabe von Pax7 eher in der Erneuerung und Aufrechterhaltung der Satellitenzelllinie, als
in ihrer Determination und Spezifikation (Oustanina et al. 2004).

Die Generierung von Pax Knock Out Mausen stellt ein wichtiges Werkzeug zur Analyse der Pax-Gene
dar. Die funktionelle Redundanz zwischen den verschiedenen Mitgliedern sowie die Existenz
alternativer Spliceformen und komplexer Promotoren erschweren jedoch die Untersuchungen. Knock
In- und konditionelle Knock Out-Strategien erlauben es jedoch, bestimmte Pax-Gene zu definierten
Zeiten in ausgewdhlten Geweben oder Zelltypen auszuschalten und sind somit einer der n&chsten

Schritte zur funktionellen Analyse der Pax-Genfamilie.
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2.3. Transkriptionelle Steuerung wichtiger Entwicklungsprozesse

Wie bereits beschrieben, werden Entwicklung und Differenzierung der Herz- und Skelettmuskeln durch
eine Reihe von Transkriptionsfaktoren gesteuert, die an verschiedene cis-regulatorische Elemente
innerhalb der Promotoren der Zielgene binden. Solche Elemente sind z.B. E-Boxen und A/T-reiche
Elemente, die mit Vertretern der bHLH-Familie (z.B. MyoD) oder den MADS Faktoren (z.B. MEF-2)
interagieren. Eine der Funktionen der MyoD Familie ist hauptsachlich die Regulation der
Skelettmuskelentwicklung (Weintraub 1993; Olson 1993), wahrend die Mitglieder der MEF-2 Familie
auch an der Entwicklung der Herzmuskeln beteiligt sind (Chambers et al. 1994; Lilly et al. 1994; Mar
und Ordahl 1990). Die Vertreter der MyoD-Familie zeigen eine muskelspezifische Expression, weshalb
sich eine gewebespezifische Regulation durch diese Signalmolekiile leicht erklaren lasst (Braun et al.
1990; Braun et al. 1992; Weintraub 1991). Neben den genannten Erkennungssequenzen sind noch
weitere cis-regulatorische Elemente an der Entwicklung der Skelettmuskeln beteiligt, wie z.B. das
Serum Response Protein (SRP), das SP-1 Element und die MCAT (muscle specific CAT) Bindemotive.
An Letztere binden die Transkriptionsfaktoren der TEF-Familie. Im Gegensatz zu den Vertretern der
MyoD-Familie ist die Expression der TEFs nicht auf muskelspezifische Bereiche beschrankt, sondern
zeigt ein ausgedehntes Expressionsmuster. In solchen Féllen wird vermutet, dass die
muskelspezifische Transkription durch eine Ausbildung von Transkriptions-Komplexen mit
gewebespezifischen Ko- oder Uberbriickungsfaktoren erreicht wird (Carson et al. 1996; Mannervik et
al. 1999).

2.3.1. Die TEF Proteine, eine Familie von MCAT bindenden Faktoren

Die Transkriptions Enhancer Faktoren (TEFs) der Vertebraten gehdren zu einer Familie von Proteinen,
die sich alle durch die Existenz einer TEA/ATTS Doméne auszeichnen und in Entwicklungsvorgénge
der Pflanzen und Tiere eingebunden sind. Bisherige Analysen der TEA-Doméne deuten auf drei
a-Helices (Birglin 1991) oder auf eine a-Helix und zwei p-Faltblatter (Xiau et al. 1991) als GrundgerUst
hin. Mutagenisierungsstudien der Helices bzw. Faltblatter zeigten, dass sowohl die erste und dritte
Helix/Faltblatt fur die DNA-Bindung von entscheidender Bedeutung sind, wéhrend die Mutagenese der
zweiten Helix/Faltblatt keinen Effekt auf die Bindungseigenschaften ausibt (Hwang et al. 1993). Der
Grad der evolutiondren Konservierung der TEA/ATTS Doméne ist sehr hoch und so finden sich auch
Proteine mit homologer Doméne in der Hefe (TECT1), oder in Aspergillus nidulans (AbaA)
(Andrianopoulus und Timberlake 1991, 1994; Mirabito ef al. 1989). Das in Drosophila melanogaster
existierende homologe scalloped (sd) wird in der Region der Fligelscheibe exprimiert und ist fiir die
korrekte Entwicklung der Flugel verantwortlich. Durch Inaktivierung des sd in Drosophila konnten
verschiedene Mutanten erzeugt werden, die keine funktionsfahigen Fligel mehr ausbilden kénnen
(Campbell et al. 1992). Neben dieser Funktion Idsst sich auch eine Expression von sd im zentralen

Nervensystem sowie in den peripheren Sinnesorganen nachweisen. Im adulten Hirn ist die Expression
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auf Zellareale beschrankt, die fur die Ausbildung des Geschmacksinns verantwortlich sind. Auch diese
Beobachtungen konnten mit Hilfe von Mutanten verifiziert werden (Inamdar et al. 1993). Es konnte
ebenso gezeigt werden, dass die hohe evolutiondre Konservierung der TEA Doméne auf Proteinebene
auch eine hohe funktionelle Konservierung bedingt, denn die Expression des humanen NTEF-1 kann
das Fehlen von sd in Drosophila kompensieren (Deshpande et al. 1997).

Die meisten Untersuchungen der TEA/ATTS-Familie wurden am TEF-1 durchgefuhrt. Es wurde zum
ersten Mal in HeLa Zellen durch Bindung an die MCAT Motive GT-IIC und Sph(l+Il) im SV40 (Simian
Virus 40) Enhancer identifiziert (Davidson et al. 1988; Xiau et al. 1987). Im Hihnchen konnten zudem
erstmalig die cDNAs von drei verschiedenen Isoformen des TEF-1 identifiziert und kloniert werden
(Azakie et al. 1996). Diese TEF-1 Multigenfamilie des Hihnchens wurde deshalb als Referenz zur
Einordnung der in anderen Organismen identifizierten cDNAs benutzt (siehe Tabelle 1).

Bis heute wurden insgesamt vier Mitglieder der TEF-1 Familie beschrieben, wobei vermutet wird, dass
jedoch moglicherweise noch mehr TEF homologe Gene existieren. Zwei Mitglieder der TEF-1 Familie,
NTEF-1 (nominal TEF) und RTEF-1 (related TEF), sind hauptséchlich im Skelettmuskel exprimiert,
wahrend DTEF-1 (divergent TEF) Uberwiegend im Herzmuskel gebildet wird (Tabelle 2). ETEF-1
(embryonal TEF) hat ein zeitlich und rdumlich abgegrenztes Expressionsmuster im embryonalen
Nervengewebe.

Um die Bedeutung von TEF-1 in der Entwicklung genauer zu analysieren, wurden mit Hilfe von
Genetrap Vektoren Null-Mutationen fiir TEF-1 erzeugt. Die homozygoten Mause weisen schwere
Fehler bei der Herzmuskelentwicklung auf, weshalb die Embryonen zwischen E10.5 und E11.5
aufgrund von myokardialen Defekten sterben (Melin et al. 1993; Chen et al. 1994). Da die einzelnen
TEFs jedoch nicht ausschlieBlich in Herz- oder Muskelgewebe exprimiert werden, wird von den
Autoren die Existenz von Cofaktoren postuliert, welche die gewebsspezifische Aktivitdt der
Transkriptionsfaktoren - durch Bildung gréBerer Proteinkomplexe - steuern kénnen (McKenna und
O’Malley 2002).

Tabelle 1. Systematische Nomenklatur der Mitglieder der TEF-1 Familie in den
Vertebraten. Die Einordnung orientiert sich an publizierten (Xiau et al. 1991 ?, Blatt und
DePamphilis 1993 b Shimizu et al.1993, Jaquemin et al. 1994 und 1996 °, Stewart et al.
1994 und 1996 °, Yasunami et al. 1996 ©, Akazie et al. 1996 ', Hsu et al. 1996 %, Yockey et
al. 1996 '7), und vermuteten Daten (Larkin und Ordahl 1999).

Organismus NTEF-1 RTEF-1 DTEF-1 ETEF-1
Huhnchen cNTEF-1' cRTEF-1’ cDTEF-1’ —
Mensch hTEF-1 hTEF-3°° hTEF-5° hTEF-4°
Maus mTEF-1° mTEF-3° mTEF-5° mTEF-4°
FR-19° ETF°
TEFR-1"
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2.3.2. Transkriptionelle Steuerung durch MCAT Motive

Die MCAT Elemente gehéren zu einer eigenstédndigen Klasse von transkriptions-regulatorischen
DNA-Sequenzen, die an der Regulation von mindestens zwei Transkriptionsprozessen beteiligt sind.
Dies ist zum einen die nicht-zellspezifische Kontrolle der Genexpression des SV40 Virus, bzw.
verwandter Viren, in welchen die MCAT-abhéngige Transkription an die Kontrollsysteme des
Zellwachstums und der Zellteilung gekoppelt ist. Das zweite regulatorische System ist eine gewebe-
bzw. zellspezifische Kontrolle, denn die MCAT Motive regulieren die Expression einer groBen Anzahl
von muskelspezifischen Genen, abhangig von Hormonen, Wachstums- und Hypertrophiesignalen.
Eines dieser MCAT kontrollierten Gene ist das cTNT (cardiac Troponin 1), welches in den friihen
Stadien der Herz- und Skelettmuskelentwicklung aktiviert ist, in der weiteren Entwicklung jedoch nur
noch im Herzgewebe exprimiert wird (Cooper und Ordahl 1984, 1985). Im Promotor des ¢TNT Gens
befinden sich zwei konservierte Kopien des MCAT Motivs, die fur die Transkription des Gens im
embryonalen Skelett- sowie Herzmuskel verantwortlich sind (Mar und Ordahl 1988; lannello et al.
1991). Eine Vielzahl von weiteren Promotoren besitzen ebenfalls MCAT Motive in unterschiedlicher
Kopienzahl, die zur Aktivierung der entsprechenden Gene wichtig sind. Dies sind z.B. Promotoren des
a-Aktins des Skelettmuskels (MaclLellan et al. 1994; Karns et al. 1995), der schweren Kette des
B-Myosins (Thompson et al. 1991; Shimizu et al. 1992; Flink et al. 1992; Kariya et al. 1994), der
schweren Kette des a-Myosins (Guptta et al. 1994; Molkentin und Markham 1994), des a-Aktins der
glatten GefaBmuskulatur (Cogan et al. 1995; Sun et al. 1995) sowie der Promotor des
B-Acetylcholinrezeptors (Berberich et al. 1993). Die MCAT Elemente besitzen innerhalb dieser
Promotoren verschiedene Positionen und Funktionen, die von den weiteren Promotoreigenschaften
sowie anderen Elementen verstarkt oder kompensiert werden. Durch DNase | ,footprinting
Experimente sowie EMSAs (Electrophoretic Mobility Shift Assays) konnte zudem die Bindung einer
Reihe von zellularen Faktoren an die MCAT Motive nachgewiesen werden, unter anderem auch die
Interaktion mit TEF-1 (Farrance et al. 1992, Farrance und Ordahl 1996; Gupta et al. 2001).

Tabelle 2. Expression der Mitglieder der TEF-1 Familie in verschiedenen Geweben. (nach Yasunami
et al. 1995; Azakie et al. 1996)

TEF-1 iso-mRNAs und Gewebe

Name  Herz-musk Skelett-mu langsamer Gehirn Lunge Leber Niere
el skel Muskel
RTEF-1 +++ +++ + - + - -
DTEF-1 +++ + ++ - ++ - -
NTEF-1 + ++ + + + + +
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2.3.3. Zur Transaktivierung durch TEF-1 werden Koaktivatoren benétigt

Ebenso, wie die Beobachtung, dass TEF-1 trotz seiner ubiquitiren Expression wé&hrend der
embryonalen Entwicklung muskelspezifische Gene regulieren kann, war lange Zeit die Frage
ungekléart, ob TEF-1 eine transaktivierende Funktion besitzt. Erste Untersuchungen des NTEF-1 durch
Transfektion in lymphoide Zellen, in denen das NTEF-1 normalerweise nicht exprimiert wird, ergaben
keine Hinweise auf ein Aktivierungspotential. Diese Ergebnisse wurden wie folgt gedeutet: a) NTEF-1
wirkt als negativer TATA-assoziierter Faktor (Chaudary et al. 1994) oder b) ein positiv wirkender
Faktor, der fur die TEF-1 Transaktivierung benétigt wird, ist nicht in ausreichenden Mengen vorhanden
(Xiau et al. 1991). Weitere Transfektionen von NTEF-1 und RTEF-1 in Zellen, in denen endogenes
TEF-1 produziert wird, fuhrte ebenfalls zu keiner Aktivierung, sondern zu einer Repression jener
Reporter, die TEF Bindemotive enthielten (Xiau et al. 1991; Ishiji et al. 1992; Shimizu et al. 1993;
Hwang et al. 1993; Stewart et al. 1994). Diese beobachtete Repression kénnte jedoch auf die Existenz
eines limitierten  Uberbriickungsfaktors  zuriickzufiihren ~ sein, der die Interaktion der
Trans-kriptionsmaschinerie mit den TEF-Faktoren vermittelt. Diese Faktoren werden ebenfalls als
Koaktivatoren oder TIFs (Transkriptions Intermediar Faktoren) bezeichnet. Proteine, die als solche
Koaktivatoren zu wirken scheinen, konnten bereits flir bestimmte Kernrezeptoren und den
Transkriptionsfaktor CREB (cAMP responsive element binding protein) kloniert werden (Arany et al.
1994; Chiba et al. 1994; Guarente 1995; Luo und Roeder 1995; Meier 1996). Alle bisher isolierten
Proteine sind jedoch nicht in die Gruppe der TATA Box Bindeprotein (TBP)-assoziierten Faktoren
(TAF) einzuordnen, die in héheren Eukaryoten feste Bindungen mit dem TBP eingehen und ein
wichtiger Bestandteil der Transkriptionsmaschinerie darstellen (Tansey und Herr 1997). Eine solche
Repression, die aus einer Kompetition der Koaktivatoren vom Promotor durch eine erhdhte
Konzentration an transfizierten Transaktivatoren resultiert, wird als ,Squelching” bezeichnet und ist
schematisch in Abbildung 3 dargestellit.

Um zu Uberprifen, ob dieser Effekt bei der TEF-abhéngigen Genaktivierung eine Rolle spielt, wurden
Experimente mit GAL-TEF Chiméren durchgefuhrt (Xiau et al. 1991; Hwang et al. 1993; Stewart et al.
1994; Yockey et al. 1996). Die DNA-Bindedoméne des Transkriptionsfaktors GAL4 wurde dazu mit

A Abbildung 3: Schematische Darstellung des
Squelchings. (A) ,Normaler” Zustand, wobei
die Transkriptionsfaktoren (TEF) und die
Koaktivatoren (X) in zell-typischen niedrigen
Konzentrationen  vorliegen. Die beiden
Proteine binden gemeinsam am Promotor
des  Zielgens und  aktivieren die
Transkription. (B) Nach einer
Uberex-pression des Transkriptionsfaktors
werden alle verfligbaren Koaktivatoren
gebunden, wobei nur sehr wenige
Koaktivatoren flir die Bindung am Promotor
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verbleiben. Die Transkription wird dadurch
unterdriickt.

NTEF-1 und RTEF-1 fusioniert und die Chimérenaktivitat mittels UASg (GAL4 Bindestelle) basierenden
Reportern Gberprift. Tatsachlich fuhrten die Chiméren zu einer 60fachen Erhéhung der UASg
Reporteraktivitdt wéhrend es den Chiméaren immer noch moglich war TEF basierende Reporter zu
repremieren. Diese Repression fand zwar nicht mehr in dem MaBe wie das TEF-1 Squelching statt,
jedoch ist diese Verringerung auf einen geringeren Verbrauch an Koaktivator durch eine
Koaktivator-unabhangige Interaktion des GAL-TEF mit der UASg Bindestelle zurlckzufihren. Im
Gegensatz dazu konnte, z.B. in den Promotoren des hCS (humanes Chorionsomatomammotropin)
oder Involucrin Gens tatsachlich eine Funktion des TEF-1 als Repressor nachgewiesen werden und
wird im Falle von hCS durch eine Kompetition mit dem Faktor CSEF-1 um die Bindung am Promotor
bewirkt (Takahashi et al. 1995; Jiang und Eberhardt 1995).

2.3.4. Die VITO Gene sind eine neue Gruppe vestigial verwandter Proteine

Mit Hilfe der subtraktiven Hybridisierung konnte in der Arbeitsgruppe Braun ein humanes
cDNA-Fragment (hVITO-1) isoliert werden, welches ausschliefllich in humanen Skelettmuskeln
exprimiert wird. Nach Sequenzierung der cDNA konnten hohe Homologien zum humanen Tondu und
zum Vestigial (Vg) Gen in Drosophila melanogaster festgestellt werden. Besonders hohe Homologien
zeigten sich dabei in einem Bereich, der im Vg-Protein fir die Bindung des TEF homologen Proteins
Scalloped verantwortlich ist, und deshalb als SID (,scalloped interaction domain®) bezeichnet
wurde (Simmonds et al. 1998; Halder und Carroll 2001) (siehe Abbildung 4).

Durch das Screening einer genomischen Mausbank sowie der Suche nach homologen Maus EST
(expressed sequence tag) Klonen in der Datenbank des NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov) konnte
schlieBlich ein potentieller Kandidat (mVITO-1) fur das homologe Gen in der Maus gefunden werden
(RIKEN full-length enriched, 12 days embryo head; EST name: BB567795;, GenBank gi: 11458703).

A Start Stop
91107 90840 88502 88192 86140 85620 84230 83120

| 1l — Il — v

1 267 269 579 580 1100 1101 2212

132 142 172
B nhviTo-1: '$PEKERPPEA EYINGROVEE NUSOGDESSY NVDEEESRANS OPSKLL
TONDU:  LPKGKQKPIK TEVWNSROVEE [ENVEOCDESSY VDEEESRANS] NIKSPQ
11 55
vg: sASENVE MEnvsEBTASe VPEEESREEN
286

310

Abbildung 4. Die genomische Sequenz des hVITO-1. (A) Die Zahlen geben die Position der
Abschnitte auf der cDNA (unten) und auf der genomischen Sequenz des PAC-Klons (oben; PAC
179P9) an. Der gesamte genomische Locus ist insgesamt 7.987 bp lang. (B) Der offene
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Leserahmen (ORF) zwischen den Basen 293 und 1144 beinhaltet einen Bereich, welcher eine groBe
Homologie zu der SID (Scalloped Interaktionsdoméne) in den Proteinen Vestigial (Vg) und TONDU
(TDU; GenBank Acc: 137387) aufweist. Die Zahlen geben die Position der Aminoséure in der
Proteinsequenz an.

Mit Hilfe von Northern-Blot- und In-Situ-Hybridisierungen, konnte anschlieBend das Expressionsmuster
von mVITO-1 identifiziert werden (Mielcarek et al. 2002). Die Northern-Blot-Analyse offenbart eine
Expression im sich entwickelnden Embryo in den Stadien E12.5, E14.5 und E17.5 sowie in
neugeborenen M&usen im pranatalen Stadium P1. In adulten Geweben konnte ein starkes
Hybridisierungs-Signal ausschlieBlich im Skelettmuskel nachgewiesen werden. In anderen Geweben,
wie Leber, Niere und Herz erfolgte hingegen keine Expression. Zusétzlich konnten auch Transkripte
von mVITO-1 in proliferierenden C,C,, detektiert werden, wobei sich zeigte, dass die Expression in
terminal differenzierten Myoblasten ca. doppelt so hoch war, wie in undifferenzierten C,C4, Zellen. Ein
ahnliches Bild zeigt sich auch im menschlichen Gewebe. Hier findet ebenfalls eine Expression
ausschlieBlich in den Skelettmuskeln statt, wobei in schnellen Skelettmuskeln wesentlich stérkere
Signale auftreten.

Fir eine genauere Bestimmung der Expressionssignale wurden In-Situ-Hybridisierungen an
Méauseembryonen verschiedener Entwicklungsstadien durchgefiihrt (Abbildung 5). Die ersten Signale
findet man hier ab E8.0 im 1. und 2. Kiemenbogen (Abbildung 5A-D) und spater ab E9.5 in der

Abbildung 5. Whole-mount in situ Hybridisierung und Vibratomschnitte von mVITO-1 in
Mausembryonen der Entwicklungsstadien E8.0 bis E11.5. Die Positionen der transversalen
Vibratomschnitte sind durch Pfeile gekennzeichnet. Eine Expression von mVITO-1 ist zwischen E8.0
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und E10.5 im 1. und 2. Kiemenbogen sichtbar (A-H; M-O) sowie bei E9.5 in der Rathkes Tasche (F).
Weitere Signale zeigen sich am E9.5 in den Derivaten des cranialen Pharynx (I-K; P). Die Expression
in den Somiten beginnt bei E9.5 und findet ausschlieBlich im Myotom statt (L; Q; T). Ab E10.5 zeigt
sich zudem eine Expression in den vorderen Extremitdten (R, U). ba, Kiemenbogen; h, Herz; nt,
Neuralrohr; max, maxillérer Teil des Kiemenbogens; mad, mandibulérer Teil des Kiemenbogens; ph,
Pharynx; aos, Aortenbldschen; s, Somit; und fl, vordere Extremitét. (Nach Mielcarek et al. 2004)

Rathkes Tasche (Abbildung 5F) sowie in den Derivaten des cranialen Pharynx (Abbildung 5I-K). Es
zeigte sich auBerdem, dass die muskelspezifische Expression von mVITO-1 ausschlieBlich im Myotom
zu finden ist. Die ersten Signale in den Somiten sind ab E9.5 erkennbar und bleiben bis E11.5 auf das
Myotom beschrankt (Abbildung 5L, Q, T). Die Expression von mVITO-1 ist dabei auf die cranialen
Somiten begrenzt. Obwohl in migrierenden Vorlauferzellen keine Signale identifiziert werden koénnen,
zeigt sich ab E10.5 in den vorderen Extremitdten eine schwache Expression (Abbildung 5R, U). Ab
dem Embryonalstadium E12.5 nehmen die Signale in den Somiten stark ab.

Aufgrund der hohen Homologien zwischen VITO-1 und TONDU bzw. Vestigial im Bereich der SID,
wurden nochmals Screenings in EST-Datenbanken durchgefihrt, um weitere verwandte Kandidaten zu
identifizieren. Dabei wurde besonders auf Ahnlichkeiten im Bereich der SID geachtet. Es konnte ein
EST-Klon mit einer 93%igen Homologie auf Aminosdureebene in der Interaktionsdomane gefunden
werden, wobei die Gesamthomologie nur 33% betrug (Mus musculus RIKEN cDNA 1700110N18 gene;
EST name: BC042696; cDNA clone IMAGE:3496297). Aufgrund der hohen Ahnlichkeit zu mVITO-1
wurde dieses cDNA Fragment als mVITO-2 bezeichnet. Auch fiir dieses Gen wurden in Mausen
In-Situ-Hybridisierungen zur Analyse des Expressionsmusters durchgefuhrt. Dabei zeigte sich, dass

die Expression von mVITO-2 im Laufe der Embryonalentwicklung ausschlieRlich in den Somiten erfolgt

E105 || ENs

embryonic development

adult heart

Abbildung 6. Whole-mount
In-Situ-Hybridisierung verschiedener

embryonaler Stadien und adulter Gewebe der
Maus flir mVITO-2. Zwischen E9.5 und E11.5
ist die Expression von mVITO-2 auf die
Somiten beschrdnkt (A-C). In adulten
Geweben kénnen Signale auf transversalen
Schnitten des Herzens, im Bereich des
Vorhofs identifiziert werden (D, E). Auch in

adult brain
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Purkinje-Zellen und weiteren Neuronen des
Kleinhirns (G, H) sowie im limbischen
Hippocampus (H) und Neuronen des Kortex
(H, 1) findet eine Expression von mVITO-2
statt. cen, Kleinhirn-Neurone; g, Gliazellen;
con, kortikale Neurone pc, Purkinje-Zellen und
Ih, limbischer Hippo-campus. (Abbildung nach
Mielcarek et al. unverdffentlicht)

(Abbildung 6A-C), wahrend im adulten Organismus Signale in verschiedenen Geweben gefunden

werden kénnen. So findet man eine Expression in Neuronen im Bereich des Vorhofs adulter Herzen
(Abbildung 6D-E) sowie in den Purkinje-Zellen und weiteren Neuronen im Kortex und im Kleinhirn
(Abbildung 6F-1) adulter Mause.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass mVITO-1 und mVITO-2 wéahrend der embryonalen
Entwicklung hauptséchlich in Vorlauferzellen der Skelettmuskulatur aktiv sind. Die muskelspezifische
Expression bleibt bei mVITO-1 auch im adulten Organismus erhalten, da der Skelettmuskel das
einzige Gewebe ist, in dem sich mVITO-1-Transkripte nachweisen lassen. Diese Beobachtungen legen
nahe, dass sowohl mVITO-1 und mVITO-2 bei der embryonalen Entwicklung der Skelettmuskeln
involviert sind und mVITO-1 mdglicherweise auch noch im adulten Skelettmuskel benétigt wird. Die
hohe Homologie im Bereich der SID, lasst vermuten dass diese Doméne groBe Bedeutung fiir die
Funktion der VITO-Gene besitzt und daher evolutionar konserviert wurde. In vorangegangenen Studien
konnte zudem bereits gezeigt werden, dass diese Doméne fiir die Interaktion mit den
Transkriptionsfaktoren der TEF-Familie benétigt wird (Paumard-Rigal et al. 1998). Zusammen mit den
Expressionsdaten kann daher vermutet werden, dass die Mitglieder der VITO-Familie méglicherweise
als Cofaktoren der TEFs, in die MCAT-abhéangige Regulation muskelspezifischer Gene eingebunden
sind.

Neben der Arbeitsgruppe Braun arbeitet noch eine weitere Gruppe um F.R. Stewart an der VITO
Genfamilie. Die Transkripte werden von Stewart et al. als vestigial like bzw. vestigial like homolog (Vg!
bzw. Vgll) Gene bezeichnet (Maeda et al. 2002; Chen et al. 2004). Zur Veranschaulichung der
unterschiedlichen Nomenklatur sowie der Zuordnung weiterer EST-Klone wurden alle bislang
identifizierten Kandidaten in Tabelle 3 zusammengefasst. Die Bezeichnung der Klone erfolgt in dieser
Arbeit nach der Nomenklatur der AG Braun. Eine ndhere Erlduterung der Untersuchungen von Stewart

et al. im Kontext mit dieser Arbeit erfolgt in der Diskussion.

Tabelle 3. Ubersicht der Nomenklatur der VITO bzw. vestigial like Genfamilie sowie der
Bezeichnungen weiterer identischer EST-Klone. In der ersten Zeile befindet sich die
Nomenklatur, welche von Stewart et al. verwendet wird, wobei Vgll als Kurzbezeichnung fir
Vestigial like verwendet wird. Nachstehend ist die Nomenklatur, wie sie von der AG Braun
und in dieser Arbeit verwendet wird sowie weitere identische EST-Klone, die in der NCBI
Datenbank gefunden wurden. (nach Maeda et al. 2002; Chen et al. 2004)

Nomenklatur
Stowert et ar | MVEI-1 | mVglt)}-2 | mVgl)-3 | mVgi)-4 | hVgi)-1 | hVgi()-2 | hVgl()-3
Nomenklatur \ = .\ | mviTo-1 | mviTo-2 - hTONDU | hVITO-1 | hVITO-2
AG Braun
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andere
EST-Klone

AA474871
AA571483

BY752582
BY752534
BB649129
BB662575

XP283372
CN663801
CK794393
CF904858
BG804656
BE332707
BE285904
CN676812
BU917950

BC060305
BC048841

AF137387

BC100798
BC100799
BC118622
BC069316

BC094780
BC062478
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2.4. Ziele der Arbeit

Die vorliegende Arbeit diente der in vivo und in vitro Charakterisierung der muskelspezifischen
transkriptionellen Co-Regulatoren der VITO-Genfamile. Durch in vitro Untersuchungsmethoden, wie
EMSA, Reporter-Assays oder Co-Immunoprazipitation sollte eine nahere biochemische
Charakterisierung der VITO-Gene erfolgen, wahrend die Generierung von genetisch veranderten
Mausen, in denen essentielle Teile des Transkripts konditionell deletiert wurden, eine Untersuchung
der biologischen Funktion der Proteine im lebenden Organismus erlaubte. Ein weiteres Ziel der Arbeit
war es, eine Pax7 defiziente Mauslinie zu generieren, die eine rdumliche und zeitliche Deaktivierung
des Gens erlaubt, um die genaue Funktion des Transkriptionsfaktors fir die Aufrechterhaltung und
Determinierung der Satellitenzellpopulation und die damit verbundene Beeinflussung der
Muskelregeneration untersuchen zu kénnen. AbschlieBend sollte ein Screening einer pharmakologisch
aktiven Stoffbibliothek auf die Beeinflussung der terminalen Differenzierung von C,C;, Myoblasten
erfolgen. Ziel war es, potentielle chemische Aktivatoren oder Inhibitoren zu identifizieren, die eine
genaue Untersuchung der Myogenese erlauben und mdglicherweise therapeutische Anséatze zur

Behandlung von Muskelerkrankungen bieten.
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3. Material

3.1. Chemikalien

Alle Chemikalien wurden — wenn im Text nicht anders bezeichnet - bei den Firmen Merck (Darmstadt),

Serva (Heidelberg), Sigma (Deisenhofen), New England Biolabs (Schwalbach), Invitrogen (Leek, NL),

Promega (Mannheim), Stratagene (Heidelberg) und Boehringer (Mannheim) verwendet. Radioaktive

Substanzen wurden von Amersham Biosciences bezogen.

[%°S]-Methionin
a[*P]-dCTP
8-Hydroxychinolin

ATP

BCIP

Bromphenolblau

BSA

Chlorophan

Digoxygenin Antikérper
Dulbecco’s Mod Eagle Medium (DMEM)
IPTG

Luciferin

Lysispuffer Zellkultur
Messpuffer

Methionin

Natriumsalicylat (C;HsNaOg)
NBT

Paraformaldehyd
Ribonukleotid Triphosphate
Schaf- / Pferde-Serum
SDS

Sepharose G

t-RNA

X-Gal

Amersham Biosciences
Amersham Biosciences
Merck

Boehringer (Mannheim)
Boehringer (Mannheim)
Merck

New England Biolabs
Roth

Fab-Fragmente; Boehringer
Gibco BRL

Roth

Sigma (Deisenhofen)
AppliChem

AppliChem

Roth

Roth

Boehringer (Mannheim)
Sigma (Deisenhofen)
Boehringer (Mannheim)
Sigma (Deisenhofen)
Bio-Rad (Munchen)
Amersham Biosciences
Boehringer (Mannheim)

Sigma (Deisenhofen)
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3.2. Enzyme
Alkalische Phosphatase Boehringer
Klenow-Fragment Promega
Proteinase K Roth
Restriktionsendonukleasen New England Biolabs; Jena Biosciences
Rnase A Boehringer
RNAsin Promega
T3 RNA-Polymerase Promega
T4 DNA Ligase Fermentas
T4 Polynukleotid Kinase Boehringer
Taq DNA Polymerase Eppendorf

3.3. Standardiésungen und Stammlésungen

Alle Standardlésungen und Stammldsungen sind - wenn nicht im Text naher erlautert - im Anhang

aufgefihrt.

3.4. Verbrauchsmaterial

Einmalfilter NML (0,45- und 0,20 ym) Sartorius (Géttingen)
Filterpapier 0858 Schleicher, Schiill

Petrischalen Nunc, Greiner
ReaktionsgefaBe, Plastikwaren Greiner, Nunc, Sarstedt, Schutt
Réntgenfilme Fuji, Kodak

3MM Chromatography Paper Whatman

3.5. Verwendete “Kits”

Nucleobond AX 500 Maxi Kit Macherey-Nagel
Nucleospin Plasmid Mini Kit Macherey-Nagel
DNA Cycle Sequencing Kit Abi, Weiterstadt
TnT® Coupled Reticulocyte Lysate System Promega

QIAEX Il Gel Extraction Kit Qiagen

Creatine Kinase Reagent (UV-Kinetic) BioQuant, San Diego
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3.6. Verwendete Bakterienstamme

XL1-Blue Stratagene; SupE44 hsdR17 recA1 endA1 gyrA46 thi relA1 lac-;
F-[proAB+ lacl® lacZAM15 Tn10 (Tet)];

DH10B mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) AlacX74 deoR endA1 araD139 A(ara,
leu) 7697 rpsL recA1 nupG ®80dlacZAM15 galU galK

DY380 DH10B [Ac1857 (cro-bioA<>Tet] galK™ gal490

EL350 DH10B [Ac1857 (cro-bioA<><>araC-Pgapcre]

SW104 EL350 gal

SW106 SW104 AgalK

JM110 Stratagene; rpsl thr leu thi hsdR17 (r-, m+)lacY galK galT ara tonA

tsx dam dem supE44 ®(lac-proAB) [F’ trad36 proAB lacfZAM15]

3.7. Verwendete Zelllinien

Bezeichnung Organismus Morphologie Gewebe ATCC-Nr.
C.Cq2 Maus Myoblasten Muskel CRL-1772
HEK293 Mensch Nierenzellen Embryo, Niere /
NIH 3T3 Maus Fibroblasten Embryo CRL-1658
C3H/10T"2 Maus Fibroblasten Embryo CCL-226

3.8. Southern Proben fiir Genotypisierung

Verwendung Bezeichnung Erlauterung

Pax7 K.O. Sonde 3.4 614bp PCR-Fragment (Pax7 Sonde 3.4 fw; Pax7
Sonde 3.4 rev) in pGEM-T-EASY; Verdau mit EcoRiI

Pax7 K.O. Sonde 5.1 678bp PCR-Fragment (Pax7 Sonde 5.1 fw; Pax7
Sonde 5.1 rev) in pGEM-T-EASY; Verdau mit EcoRiI

VITO-2 K.O. Sonde llI 505bp Fragment aus Konstrukt #59 (VITO-2

3’-Fragment in pucV2) durch gemeinsamen Verdau
mit Hindlll, Aatll und ApalLl

div. Neo-Sonde 640bp Fragment aus pKJ-1 neo durch Pstl Verdau
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3.9. Verwendete Oligonukleotide

3.9.1. Oligonukleotide fiir Genotypisierungen und Sonden

Bezeichnung Oligonukleotidsequenz (5'=>3")

Vito2 wt fw GGT TGA GTT CGA CTG TCT TGC
Vito2 wt rev GAC ACT GAA AGA GCT CTT AAG AAC
Vito2 flp fw CTC CGT GGC TTA ATG CTA GTG
Vito2 flp rev CTC TGA AGC TGT CCT TAA TAG GC
Pax7 wt fw CTG CGT TTC TCC GAG CTG CAG
Pax7 wt rev GCC CGC TGT GTA GGA AAG CC

Pax7 flp fw GGG GAT GCT AAG GAA GTT AAC C
Pax7 flp rev CTC TCC TGG GGC AGG TCT TTC
Pax7 sonde 3.4 fw AGG AAA GGG GAC AAA AAG AGG ATT
Pax7 sonde 3.4 rev CCA CAG GCC AGG GTT CAT

Flp fw CTG GAG GAT AAC TTG TTT ATT GC
Flp rev CTA ATG TTG TGG GAA ATT GGA GC
Cre fw AGG CTA AGT GCC TTC TCT ACA C
Cre rev GAC CAG GTT CGT TCA CTC ATG G

3.9.2. Oligonukleotide fiir Klonierungen

Bezeichnung Oligonukleotidsequenz (5'=>3")

Vito2 BstAPI loxP fw TTG ACG ATC GAC CGG TAT AAC TTC
GTA TAG CAT ACA TTA TAC GAA GTT
ATG CGC GCT CAA GGT

Vito2 BstAPI loxP rev TTG AGC GCG CAT AAC TTC GTA TAA
TGT ATG CTA TAC GAA GTT ATA CCG
GTC GAT CGT CAA ACC

Pax7 BsaAl loxP fw CTC ATA TGT ACA TAA CTT CGT ATA
GCA TAC ATT ATA CGA AGT TAT AC
Pax7 BsaAl loxP rev GTA TAA CTT CGT ATA ATG TAT GCT

ATA CGA AGT TAT GTA CAT ATG AG

TAC CTC GAG CGA TCA TTC CAC ATG
Box1_fw CGA TCA TTC CAC ATG CGA TCA TTIC
CAC ATG CGA TCA TTC CAC ATG
ATG CTC GAG CAT GTG GAA TGA TCG
Box1_rev CAT GTG GAA TGA TCG CAT GTG GAA
TGA TCG CAT CTG GAA TGA TCG
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3.9.3. Oligonukleotide fiir EMSA (Electrophoretic Mobility Shift Assay)

Bezeichnung

Oligonukleotidsequenz (5'=>3")

BsO1 fw CCG GCG ATC ATT CCA CAT G
Bs02 fw CCG GCG ATC ATT CCC CAT G
Bs03 fw CCG GCG ATC ATT CCT CAT G
Bs01 rev CCG GCA TGT GGA ATG ATC G
Bs02 rev CCG GCA TGG GGA ATG ATC G
Bs03 rev CCG GCA TGA GGA ATG ATC G
3.9.4. Oligonukleotide fiir Sequenzierung und Klonierungskontrolle
Bezeichnung Oligonukleotidsequenz (5'=>3")
Control box1 ATG CTC GAG CAT GTG GAA TGA TC
Control fw CTA ACA TAC GCT CTC CAT CAA AAC
Sp6-Primer CAT ACG ATT TAG GTG ACA CTA TAG
T7 Primer CGC GCG TAA TAC GAC TCA CTA TAG
T3 Primer ATT AAC CCT CAC TAA AG
pKOII-DTA (#332) ACT GAT GAA TGG GAG CAG TGG TG
pKOII-DTA rev CAC TTG TGT AGC GCC AAG TGC C
pKOll-long (#265) CAG GGT TAT TGT CTC ATG AGC GG
pKOll-long rev GGT GGG GTG GGA TTA GAT AAA TGC

Vito2 5’arm fw
Vito2 5’arm rev
Vito2 3’arm rev
Vito2 loxP contr.
Pax7 5’arm fw
Pax7 5’arm rev
Pax7 3’arm fw
Pax7 3’arm rev

Pax7 loxP contr.

GTC GGT GTT CTC TCA CTG GC
GGC GCT CTA AGC GCT GGC G
CAT TCT GTT AAC CTG GCC AGC
GTT CGA ATG TGT GTG CTA TAC
GCT CTG CCA CAG GAG ATA G
ACA CAT CCG GCA GCT TCC

GGG ATG CTA AGG AAG TTA ACC
GGA AGT ATG AGA GAG ATA TCC
GAT TTG CCA GCA TCT CTG G
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3.10. Verwendete Mauslinien

CMYV Cre-Deleter

TG Fip-Deleter

ICR
C57BL/6J

3.11.Verwendete Vektoren

pBluescript KSII+ (pKSIl+)

pGEM-T-Vektor;
pGEM-T-EASY-Vektor

pCS2 + MT;
pCS2 NLS + MT

pTA-Luc

pT7BSal
pRSV-B-Gal

pTA-Luc Myc
pXJ40 mTEF-1
pXJ40 mTEF-3

pIRES2-EGFP

Die konstitutive Cre-Rekombinaseexpression in dieser
Mauslinie vermittelt die Exzision aller gefloxten DNA
Bereiche wahrend der Praimplantationsphase der
Embryogenese. Die Cre-Rekombinaseexpression wird
von einem B-Aktin Enhancer-Element und einem
humanen  Zytomegalieviruspromotor (CMV)  mit
nachgeschalteter B-Globin-Polyadenylierungssequenz
aus dem Kaninchen getrieben (auch CAGG genannt;
Niwa et al., 1991; Thomsen et al., 1984). Das Transgen
ist nach dem Zufallsprinzip in das X-Chromosom
integriert und fluhrt im Falle einer homozygoten
Situation zu verringerter Fertilitdt der Weibchen
(Schwenk et al,, 1995). Freundliche Gabe von Klaus
Rajewsky Uber H. von Melchner (Universitat Frankfurt).
Die konstitutive Flp-Rekombinaseexpression wird durch
ein  humanes B-Aktin Enhancer-Element angetrieben
und vermittelt eine  Rekombination  zwischen
Flp-Erkennungssequenzen in der frihen
Embryogenese (Rodrigues et al. 2000). Freundliche
Gabe von S.M. Dymecki (Boston).

Harlan-Winkelmann (Paderborn)

Harlan-Winkelmann (Paderborn)

(GenBank-Nr.: X52327 [KS(+)]; Stratagene,
Heidelberg)
Promega, Heidelberg

freundlicherweise zur Verfigung gestellt von Prof.
Dr. Braun

BD Biosciences

(Norman et al. 1988)

freundlicherweise zur Verfigung gestellt von Prof.
Dr. Braun

freundlicherweise zur Verfugung gestellt von
Karen Ruschke

freundlicherweise zur Verfigung gestellt von .
Davidson, Strasbourg

freundlicherweise zur Verfligung gestellt von .
Davidson, Strasbourg

freundlicherweise zur Verfugung gestellt von
Karen Ruschke
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pKJ-1 neo

puci8

pk-11
pKOII-DTA

pBluescript | SK(+) mVITO-1

pCMV-Sport6 mVITO-2

pT7BSal myf5;
pT7BSal E2-2
pBluescript \Pax7

Lawrist7 mVITO-2

3.12.Verwendete Antikorper

3.12.1. Erst-Antikérper

Name Wirt
Myc 1-9E10.2 Maus
Anti-TEF-1 Maus
Anti-E2-2 Maus
MF20 Maus
Anti-RalA Maus
Anti-CD34 Ratte
Chicken Maus
Anti-Pax7

Mouse Anti-Pax7 Kaninchen

3.12.2. Zweit-Antikérper

Hrp anti-mouse Pferd
Biotin anti-rat Kaninchen
Alexa 594 .
anti-mouse RSE

Hrp anti-mouse
1gG; TrueBlot

freundlicherweise zur Verfugung gestellt von Mike
McBurney, Ottawa (Adra et al. 1987)

(GenBank-Nr.: L09136; Fermentas)

(Meyers et al. 1998)

freundlicherweise zur Verfugung gestellt von
Nabeel Bardeesy, Boston

RIKEN Fantom-Datenbank: BB649129

RIKEN Fantom3-Datenbank: BC042696

freundlicherweise zur Verfuigung gestellt von Dr.
Bober

freundlicherweise zur Verfigung gestellt von A.
Mansouri

RZPD-Klon: MPMGc121D16799

Quelle
Hybridoma Zellstock ATCC CRL-1729 (1:10)

BD Biosciences Pharmingen (1:250)
freundlicherweise zur Verfliigung gestellt von
Prof. Dr. Braun

freundlicherweise zur Verfliigung gestellt von
Svetlana Oustanina (1:20)

BD Biosciences Pharmingen (1:3000)

eBioscience (1:200)
Developmental Studies Hybridoma Bank (352-523) (1:10)

GeneTex (GTX77888) (1:250)

Cell Signaling Technology (1:3000)
Vector (1:150)

Invitrogen (1:1000)

eBioscience (1:10000)
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4. Methoden

Zell- und molekularbiologische Standardverfahren wurden, soweit im Text nicht n&her erwahnt,

folgenden Standardwerken enthnommen:

Current Protocols in Molecular Biology;
F.M. Ausubel, R. Brent, R.E. Kingston, D.D. Moore, J.G. Seidman, J.A. Smith, K. Struhl;

Wiley Interscience, 1989

Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2nd Edition;
J. Sambrock, E.F. Frisch, T. Maniatis;
Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989

Gene Targeting: A Practical Approach;
A.L. Joyner;
Oxford University Press, 1993

Manipulating the Mouse Embryo;
B. Hogan, R. Beddington, F. Costantini, E. Lacy;
Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1994

The Atlas of Mouse Development;

M. H. Kaufman;

Academic Press, 1999
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4.1. Sterilisation von L6sungen und Geraten

Fiur das Arbeiten mit RNA, DNA, Zellkulturen sowie fur die Durchfuhrung enzymatischer Reaktionen
werden sterile Materialien bendtigt, um Reaktionen mit der gewunschten Effizienz durchzufiihren bzw.
eine Kontaminierung mit Mikroorganismen zu verhindern. Glaswaren wurden bei trockener Hitze mit
180 °C sterilisiert. Plastikwaren, Lésungen und Medien wurden bei 121°C und einem Druck von 2,2 bar
far 30 min. autoklaviert. Nicht hitzestabile Lésungen wurden durch Filtration durch Zelluloseacetatfilter

mit einer PorengréBe von 0,2 ym bzw. 0,45 ym sterilisiert.

4.2. Konstruktion eines konditionalen “Targeting”-Vektors

Konditionelle und gewebsspezifische Mutagenese kénnen helfen frihletale Mutationen oder komplexe
Phénotypen, die zur Anhaufung und Uberlagerung von unterschiedlichen Entwicklungsfehlern fiihren,
zu analysieren (Sauer et al. 1998).

Das wichtigste Werkzeug dafur ist die aus dem Phagen P71 stammende Cre-Rekombinase. Sie bindet
palindromische Erkennungssequenzen, die als loxP-Sequenzen (locus of X-ing-over) bezeichnet
werden (Sternberg and Hamilton, 1981). Die Exzision eines bestimmten DNS-Abschnitts, kann mit
Hilfe der Cre-Rekombinase durch zwei flankierende loxP-Sequenzen der gleichen Orientierung
vermittelt werden (Sauer and Henderson, 1988). Nach erfolgreicher Deletion dieses von
loxP-Sequenzen flankierten (gefloxten) Bereichs, verbleibt eine loxP-Sequenz am Ort der Exzision
zuriick. Die Inversion eines gefloxten Bereichs wird mdglich, indem die Orientierung der flankierenden
loxP-Sequenzen gegenlaufig gewdahlt wird. Chromosomentranslokationen koénnen, durch die
Platzierung der loxP-Sequenzen auf 2 unterschiedlichen Chromosomen, forciert werden. Ein
instruktives Beispiel stellt die induzierbare chromosomale Translokation der Am/1 und ETO Gene dar
(Buchholz et al.; 2000). Durch induzierbare oder gewebespezifische Promotoren, wird es mdglich die
Transgenaktivierung oder aber Beschrankung der Expression eines Zielgens auf bestimmte Gewebe
zu definierten Zeitpunkten zu beschranken.

Ausgangspunkt fir die Herstellung des “Targeting”-Vektors war der pKOII-DTA Vektor, welcher bereits
eine FRT-flankierte Neo-Kassette und eine loxP-Erkennungsstelle enthélt. Die Neo-Kassette enthalt
das Gen fur die Neomyzinphosphotransferase, die eine Resistenz gegenuber dem Antibiotikum G418
verleiht, und somit als Selektionsmarker fiir genomische Rekombinationsereignisse dient. Angetrieben
wird die Neomycin-Resistenz durch regulatorische Elemente der Phosphoglyzerat-Kinase 2. Die
flankierenden FRT-Sequenzen ermoglichen, &hnlich wie die loxP-Sequenzen wund die
Cre-Rekombinase, eine spatere Entfernung des Resistenzgenes durch Flp-Rekombinase. Die
loxP-Erkennungsstelle ist das erste Element fir die spatere Cre-abhéngige Deletion der gewlinschten
Exone.

In die multiplen Klonierungsstellen (MCS), die sich 5’ und 3’ der Neo-Kassette befinden, werden die

genomischen Fragmente kloniert, welche die spéatere locus-spezifische Rekombination in den
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embryonalen Stammzellen (ES-Zellen) ermdglichen. Dabei wird je ein langer (ca. 10 kb) und ein kurzer
(ca. 2 kb) rekombinogener Arm eingefligt um einen asymmetrischen “Targeting”™-Vektor zu schaffen.
Diese asymetrische Verteilung - relativ zur PGK-NEO Kassette - hat sich als die beste Methode
erwiesen, um eine genlgend hohe Wahrscheinlichkeit zur locus-spezifischen Rekombination zu
erzeugen ohne dabei einen Doppelstrangbruch in einem der beiden Arme zu verursachen. Die im
Targeting-Vektor vorhandene Sequenz des Diphtherietoxins A (DTA) dient als negativer
Selektionsmarker zusatzlich der Erhdhung der Rekombinationseffizienz. Sie gewéhrleistet, dass nach
erfolgter Rekombination im langen Arm vor der Neo-Kassette auch eine Rekombination im kurzen Arm,
zwischen Neo- und DTA-Kassette, erfolgt ist und somit keine Reste des Vektors in den Locus
rekombiniert sind. In einem solchen Falle wirde die rekombinierte DTA-Sequenz zur Bildung des
Diphtherietoxins A und somit zum Tod der ES-Zelle fihren.

Die fur die spéatere Deletion notwendige zweite loxP-Erkennungsstelle wird auf dem langen
rekombinogenen Arm in den Intron-Bereich vor das/die entsprechende(n) Exon(e) kloniert. Durch die
Cre-Rekombinase wird somit spater der Bereich zwischen dieser loxP-Sequenz, einschlieBlich der
Neo-Kassette, deletiert. Nach Sequenzanalyse des fertig gestellten “Targeting-Vektors” wurde das
Konstrukt an der am Ende des langen Arms gelegenen Notl Schnittstelle linearisiert und fir die

Elektroporation aufgereinigt.

4.3. Kultur, Transformation und Selektion von ES-Zellen der Maus

Pluripotente, embryonale Stammzellen der ménnlichen Linie R1 (Nagy et al. 1993) wurden in
ES-Zellmedium kultiviert. Fir die Transfektion wurden die aufgereinigten “Gene Targeting”-Vektoren
durch Notl-Restriktionsverdau linearisiert, das Restriktionsenzym anschlieBend fur 20 Minuten bei
65°C hitzeinaktiviert und das DNA-Fragment nach Ethanolprazipitation in 1XTE geldst. Fir die
Elektroporation (BioRad Genepulser mit 500uF und 240V) der vereinzelten ES-Zellen in einer
PBS-Suspension wurden 25ug des linearisierten "Gene Targeting"-Vektors eingesetzt. Die
transformierten Zellen wurden auf mit Gelatine (0.1%) Uberzogenen Kulturplatten fir 8-10 Tage mit
G418 (250ug/ml) selektioniert. G418 resistente ES-Klone wurden isoliert und auf Muldenplatten
Uberfihrt, die entweder fir die spatere DNA-Isolierung mit Gelatine (0.1%) oder zur Expansion der
ES-Zellen mit mitotisch inaktivierten (Mitomycin C) priméren Maus Fibroblasten beschichtet waren. Ein
Teil der Zellen wurde fur die Analyse durch Southern-Blot verwendet. Da die Rekombination im langen
Arm vor oder hinter der einzelnen loxP-Sequenz erfolgen kann, wurden die positiven Klone per PCR
auf die Anwesenheit der IloxP- Erkennungsstelle dberprift. ES-Klone mit richtigem
Rekombinationsereignis wurden expandiert, tiefgefroren (5 x 10° Zellen/ml) und bis zur Injektion in

C57BL/6-Mausblastozysten in flussigem Stickstoff gelagert.
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4.4. Herstellung und Haltung transgener Méause

Mausblastozysten-Injektionen und Embryo-Transfers wurden von Susanne Kreutzer im
Max-Planck-Institut fir Herz- und Lungenforschung durchgefiihrt. Es wurden hierbei je 15-20 ES-Zellen
in Mausblastozysten des Inzuchtstammes C57BIl/6 injiziet und je 8-10 Blastozysten in
scheinschwangere C57BI/6 Mause transplantiert. Die chimdren Nachkommen und in C57Bl/6
rickgekreuzte Folgegenerationen wurden entsprechend dem Tierschutzgesetz in dafiir vorgesehenen
Raumen in der Versuchstierhaltung des MPI gehalten. Die behdrdliche Zulassung der transgenen

Manipulationen erfolgte durch das Regierungsprasidium Giessen.

4.5. Genotypisierung der mutanten Mauslinien

Mausschwanzbiopsien wurden mit Proteinase K (1mg/ml) in TENS-Puffer bei 55°C verdaut. Nach
Préazipitation in 0.8 Volumina Isopropanol und Waschen in 70% Ethanol wurde die genomische DNA in
50-100u! sterilem H,O-Millipore gel6st. Fur die Genotypisierung durch Southern-Blot wurden 20ul der
DNA-L&sung verwendet, wahrend zur PCR-Analyse 2ul einer 1:10 Verdlinnung eingesetzt wurden.

Ein 10ul PCR-Ansatz enthielt PCR-Puffer (Eppendorf), 2mM MgCl,, dNTP-Mix (0.2mM pro Nukleotid),
spezifische Sinn- und Gegensinn-Oligonukleotide (jeweils 100 pmol), 0.2U Tag-Polymerase, und
ddH.O. Einer initialen Denaturierung (10 min., 95°C) folgten 20-35 Zyklen mit je 30s, 95°C
(Denaturierung), 30s, 61-68°C (Oligonukleotid-Anlagerung), 1 min./Kb, 72°C (Extension). Nach dem

letzten Zyklus wurde eine finale Extension (5 min. bei 72°C) durchgefihrt.

4.6. Proteinexpression in Retikulozyten Lysaten

Die gekoppelte in vitro Transkription und Translation ermdglicht die Herstellung der
Expressionsprodukte von klonierten Genprodukten. Dazu wird die gewlnschten cDNA in spezielle
Expressionsvektoren, wie z.B. pT7-b-Sal oder pCS2 kloniert, die alle notwendigen Bedingungen zur
Transkription und Translation der gewlinschten cDNA in eukaryotischen Zellen erfillen.

Wahrend dieser Arbeit wurde ein Kaninchen Retikulozyten Lysate System (TnT® Coupled Reticulocyte
Lysate System, Promega) verwendet. Aus Retikulozyten, d.h. unreifen Erythrozyten wurde ein
Zellextrakt gewonnen, der zur zellfreien Synthese von Proteinen verwendet werden kann (Nicholl
1994).

Fir die Transkription mittels T7 oder T3 RNA-Polymerase musste das Konstrukt in linearisierter Form
vorliegen. Die klonierten Vektoren besitzen hierfir Erkennungssequenzen fir selten schneidende
Restriktionsenzyme im Polylinker 3 der Klonierungsstelle. Bei einer Transkription mit Hilfe der
Sp6-RNA-Polymerase war dies nicht nétig, da fur die Translation die zirkulare Form des Templates die

besten Resultate zeigt.
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Nach erfolgter Konzentrationsabschétzung der linearisierten DNA mit Hilfe photometrischer Messung
wurden die einzelnen Komponenten des TnT Coupled-Systems (Transkription n’ Translation) nach

folgendem Schema pipettiert:

25 ul TnT Retikulozyten Lysat

2 ul TnT Puffer

1 pl RNA-Polymerase [10U/ul]

1 pl RNasin [39U/ul]

1 pl DNA Template [1ug/ul]

1 ul Aminoséaure-Mix (-Methionin) [1mM]

2 ul Methionin [1mM]

2,5l CAP-Strukturanalog (m’G(5 )ppp(5°)G) [10mM]
14,5 pl H,O

50 ul Gesamtvolumen

Die Reaktion wurde je nach benétigter RNA-Polymerase (T3, T7 oder Sp6) fur 90 bzw. 120 min. bei
30°C inkubiert. Eine Lagerung der translatierten Proteine kann bei -20°C erfolgen, jedoch wurden zur
Co-Immunoprézipitation nur frische Translationsanséatze verwendet.

Zur Uberprifung der Translation des Fusionsproteins bzw. fiir die Durchfilhrung der
Co-Immunoprézipitation wurden die Proteine radioaktiv markiert, um einen autoradiographischen
Nachweis zu ermdglichen. Dazu wurde a[35S]—Methionin [10 wCi/ul] anstatt des unmarkierten

Methionins verwendet. Die Synthese erfolgte wie oben beschrieben.

4.7. Co-iImmunoprazipitation

Die Co-Immunoprézipitation wird zum Nachweis von Protein-Protein-Interaktionen eingesetzt. Dabei
wird die Unléslichkeit eines sich bildenden Immun-Komplexes - bestehend aus Protein und
monoklonalem Antikérper, welcher an Protein G Sepharose-,Beads” (Pharmacia) bindet - ausgenutzt.
Zum Nachweis der Interaktion wird das zu untersuchende Protein mit dem potentiellen
Interaktionspartner gemischt und inkubiert. Findet dabei eine Bindung statt, bleibt auch nach den
folgenden Wasch- und Prazipitationsschritten der Interaktionspartner am Immuno-Komplex gebunden
und beide Proteine kénnen in der anschlieBenden Autoradiografie nachgewiesen werden. Findet
jedoch keine Interaktion statt, wird das ungebundene Protein in den Waschschritten entfernt und es
kann in diesem Falle nur das zu untersuchende Protein in der Autoradiografie detektiert werden.

Ist - wie in dieser Arbeit vorliegend - kein spezifischer Antikérper gegen das zu untersuchende Protein

vorhanden, gibt es die Mdglichkeit mit Expressionsvektoren zu arbeiten, welche die Sequenz fir ein
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Antigen enthalten. Das zu exprimierende cDNA-Fragment wird im korrekten Leseraster an die
antigencodierende Sequenz kloniert.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die cDNA des zu untersuchenden Proteins so kloniert, dass nach der
Translation ein Fusionsprotein mit 111 zusatzlichen Aminosduren am C- bzw. am NHy-Terminus
translatiert wurde. Diese 111 AS codieren die sechsfache Sequenz des ,myc-tag” Epitopes, wogegen

ein monoklonaler Antikorper existiert, welcher aus Hybridoma-Zellen gewonnen wird.

4.7.1. Darstellung des Myc1-9E10.2 Antikérpers

Der Hybridoma Zellstock ATCC CRL-1729 (American Type Culture Collection) fur die Darstellung des
monoklonalen Antikérpers Myc 1-9E10.2 wurde im Medium (1xDMEM/ 10% FKS) bei 37°C mit 5%
CO2-Gehalt im Brutschrank kultiviert. Nach 24 Stunden wurde ein Mediumwechsel durchgefihrt und far
weitere 72 Stunden im Brutschrank inkubiert. Der Uberstand wurde abgezogen und die restlichen
Zellen abzentrifugiert. Der nun im Kulturiberstand enthaltene Antikérper konnte direkt fur weitere
Experimente eingesetzt oder durch eine Ammoniumsulfat-Fallung und chromatographische Methoden

konzentriert bzw. aufgereinigt werden. Der Antikérper wurde bei 4°C gelagert.

4.7.2. Inmunoprazipitation

Da die Menge der bei der in vitro Transkription und Translation gebildeten Proteine schwanken kann,
wurden alle gebildeten Produkte auf ein denaturierendes SDS-Gel aufgetragen. Nach anschlieBender
Autoradiografie, konnte die Menge an gebildetem Protein anhand der Starke der Bande abgeschéatzt
werden.

Fiur den Interaktionsnachweis wurden gleiche Mengen an Translationsprodukt eingesetzt, wobei vom
am wenigsten gebildeten Protein 20 pl Translationsansatzes eingesetzt wurden.

Die Inkubation der Proteine erfolgte fiir 15 min. bei 4°C auf dem Drehrad (10 U/min.). Im n&chsten
Schritt wurde 1 Volumen an Solubilisierungs-Puffer sowie 1 ul pre-lmmunserum (Pferde-Serum) zum
Ansatz gegeben.

Die Sepharose-Beads wurden durch dreimaliges Waschen mit Solubilisierungs-Puffer equilibriert und
im Volumenverhaltnis von 1:1 mit Solubilisierungs-Puffer versetzt (,slurry®). 35 pul dieser
Sepharose-Mischung wurden anschlieBend zum Inkubationsansatz gegeben und fir 30 min. bei 4°C
auf dem Drehrad inkubiert. Nach 15 sek. Zentrifugation wurde der Uberstand in ein neues
Reaktionsgefa3 Uberfuhrt und anschlieBend 5 ul Antikérper hinzu gegeben. Im Rahmen dieser Arbeit
wurde fur die Prazipitation des Fusionsproteins der Myc-Antikdrper sowie der TEF-1 Antikérper und fur
die Positivkontrolle (Myf5/E2-2) der E2-2 Antikérper verwendet. Die Inkubation erfolgte ebenfalls flr 45
min. bei 4°C auf dem Drehrad. Zur Prézipitation wurden wiederum 35 ul Sepharose-,Beads” (slurry)
zum Inkubationsansatz gegeben und Uber Nacht bei 4°C auf dem Drehrad inkubiert. Der Ansatz wurde
anschlieBend 3x mit dem Solubilisierungs-Puffer gewaschen und abschlieBend in 40 pl 2x
SDS-Lade-Puffer aufgenommen. Vor dem Auftragen, auf ein denaturierendes 4-12%

SDS-Polyacrylamid-Gel (NuPage Bis-Tris; Invitrogen) wurden die Proben fir 5 min. bei 95°C
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aufgekocht. Nach der elektrophoretischen Trennung wurde das Proteingel 30 min. in 40% Methanol /
10% CH3;COOH-L&ésung fixiert, 30 min. gewassert und 30 min. in 1M Na-Salicylat-Lésung inkubiert.

Nach dem Vakuum-Trocknen wurde das Gel tGber Nacht bei -80°C autoradiographisch exponiert.

4.7.3. Inmunopréazipitation mit iberexprimierten Proteinen aus Zell-Lysaten

Da die zur in vitro Translation verwendeten Expressionskonstrukte neben den Sp6 Promotor auch
einen eukaryotischen sCMV |E94 Promoter besitzen, konnten diese auch zur Uberexpression der
cDNAs in eukaryotischen Zellen verwendet werden.

Hierzu wurden je 150.000 HEK293 Zellen mit 2ug der entsprechenden zirkuldren Plasmide transfiziert
(sieche 4.10.2. Transfektion (Morgan und Darling 1994)) und nach 48stindiger Inkubation mit
NP40-Lysis-Puffer geerntet. Die Gesamtproteinmenge des Lysats wurde durch die Lowry-Methode
(BioRad DC Protein Assay) ermittelt und jeweils 500ug in 200yl Lysis-Puffer fir die
Immunoprazipitation eingesetzt. Nach einstindiger Inkubation mit Sepharose bei 4°C auf dem Drehrad
wurde der Ansatz fur 20 Sekunden bei 12.000g zentrifugiert um unspezifische Préazipitationen mit der
Sepharose auszuschlieBen. Der Uberstand wurde in ein neues ReaktionsgefaB tberfihrt und fir eine
weitere Stunde mit 10yl TEF-1 bzw. 20ul Myc-Antikérper bei 4°C auf dem Drehrad inkubiert. Nach
Zugabe von 35ul Sepharose erfolgte eine weitere Inkubation bei 4°C Gber Nacht auf dem Drehrad. Am
nachsten Tag erfolgte ein dreimaliges Waschen mit dem NP40-Lysis-Puffer, wobei jeweils fur 20
Sekunden bei 12.000g zentrifugiert wurde. Der Uberstand nach dem ersten Waschschritt wurde fiir die
Analyse mit 100ul Protein-Ladepuffer (mit 5% DTT) denaturiert und jeweils 6ul auf ein SDS-Gel
aufgetragen, was gemessen an der Ausgangskonzentration einer Proteinmenge von 10ug entspricht.
Das Sepharose-Pellet wurde nach den Waschschritten in 50ul Protein-Ladepuffer (mit 5% DTT)
aufgenommen, fir 5 Minuten bei 95°C gekocht und jeweils 1yl (~10ug) bzw. 10ul (10facher
Uberschuss) auf das SDS-Gel aufgetragen. Die abschlieBende Analyse erfolgte durch einen Western
Blot.

4.7.4. Western Blot

Je nach Experiment wurden unterschiedliche Proteinmengen aus Protein-Praparationen in 2x
SDS-Ladepuffer fir 5 min. bei 95°C denaturiert und durch SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese
aufgetrennt (NuPage 4%-12% Bis-Tris, Invitrogen). Der Nass-Transfer der Proteine auf eine
Nitrocellulose-Membran erfolgte bei 30V fur 2h (XCell 1l Blot Module, Nitrozellulose Membran,
Invitrogen) in Transferpuffer (25mM Tris; 192mM Glyzin; 10% Methanol). Die getrockneten Membranen
wurden zunéchst mit 1xTBS fur 30 min. geschittelt und mit 5% Milchpulver in 1xTBS fur 30 min. bei
RT geblockt. Die Inkubation mit den spezifischen Primérantikérpern erfolgte ebenfalls in 5%
Milchpulver in 1xTBS Uber Nacht bei 4°C unter leichtem Schutteln. Nach funfmaligem Waschen fir
jeweils 5 min. in 1XTBST erfolgte die Detektion der Primarantikdérper durch speziesspezifische
Meerrettich-Peroxidase gekoppelte anti-lgG Sekundéarantikérper fir 1h in 5% Milchpulver/1xTBS

(1:10000 TrueBlot anti-Kaninchen IgG oder TrueBlot anti-Maus 1gG; eBioscience). Die Detektion der
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Antigen-Antikérperreaktionen erfolgte durch ,Verstarkte Chemilumineszenz® (SuperSignal Femto,

Pierce).

4.8. Gel-Retentionsanalyse (EMSA)

Die Gel-Retentionsanalyse (Electrophoretic Mobility Shift Assay) beschreibt ein elektrophoretisches
Untersuchungsverfahren, in dem die Interaktion zwischen DNA-bindenden Proteinen und einem
DNA-Moleklil mit einer fiir das betreffende Protein spezifischen Bindungsstelle analysiert wird.
Protein-DNA-Komplexe wandern unter nicht-denaturierenden Bedingungen, bei der Verwendung von
Puffern niedriger lonenstarke, in die Gelmatrix eines nativen Polyacrylamidgels hinein und bleiben,
ohne zu dissoziieren, wahrend der Elektrophorese als Komplexe erhalten (Ibelgautz 1993). Das Prinzip
der Retentionsanalyse beruht auf den unterschiedlichen Wanderungsgeschwindigkeiten von
proteinfreien DNA Fragmenten und Protein-DNA-Komplexen. Durch radioaktive Markierung des DNA
Fragments wird bei einer Komplex-Bildung das gebundene Protein durch Autoradiographie sichtbar

gemacht.

4.8.1. Radioaktive Markierung eines doppelstrédngigen Oligonukleotids

Die komplementaren Oligonukleotide wurden so synthetisiert, dass nach der Hybridisierung an den
5-Enden jeweils zwei Guanine und zwei Cytosine Uberhdngen. Im Rahmen der Arbeit wurden 3
Oligonukleotidpaare verwendet, von denen bekannt ist, dass sie an muskelspezifische MCAT-Motive
binden (Farrance und Ordahl 1993; Abbildung 7).

bs0l-fw: 5" -CCGGCGATCATTCCACATG- 37
bsOl-rev: 3’ -GCTAGTAAGGTGTACGGCC-5"
bs02-fw: 5’ -CCGGCGATCATTCCCCATG- 37
bs02-rev: 3’ -GCTAGTAAGGGGTACGGCC-5"
bs03-fw: 5" -CCGGCGATCATTCCTCATG- 37
bs03-rev: 3’ -GCTAGTAAGGAGTACGGCC-5"

Abbildung 7. Die fir den EMSA verwendeten 3 Oligonukleotidpaare
beinhalten 3 verschiedene muskelspezifische MCAT- Bindemotive (rot)
und jeweils am 5°-Ende Uberhdnge, die zur radioaktiven Markierung
bendtigt werden.

Im ersten Schritt erfolgt die Hybridisierung der Oligonukleotidpaare. Der Hybridisierungs-Ansatz wird 2
min. aufgekocht, 15 min. bei 65°C inkubiert, innerhalb von 40 min. auf RT abgekuhlt und weitere 30
min. bei 37°C inkubiert:

1 ul Oligonukleotid | [1ug/ul]

1 ul Oligonukleotid 1l [1ug/ul] (Gegenstrang)
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2 ul 5x Hybridisierungspuffer
16 ul H.O
20 ul Gesamtvolumen

Die radioaktive Markierung wird durch Auffillen der 5’-Uberhdngenden Enden mit dem
Klenow-Fragment der DNA-Polymerase | in Gegenwart von radioaktivem a[**P]-dCTP in folgendem

Ansatz durchgefuhrt:

1 ul doppelstrangiges Oligonukleotid [100ng/ul]
2 ul Klenow-Puffer [10x]

2 ul dNTPs (ohne dCTP) [5mM]

1,5 a[*P]-dCTP

12,5 ul H-O

1 ul Klenow-Enzym [2U/ul]

20 ul Gesamtvolumen

Der Reaktionsansatz wird 20 min. bei RT inkubiert. Um homogene Enden zu erhalten, werden
zuséatzlich 2 pyl unmarkiertes dCTP [5mM] hinzu pipettiert und 5 weitere Minuten inkubiert. Die Reaktion
wird durch Zugabe von 1 ul EDTA [0.5M] gestoppt und bei -20°C gelagert.

Zur Abtrennung der nicht eingebauten radioaktiven Nukleotide und zur Reinigung des
doppelstrangigen Oligonukleotide wird die Probe Uber eine Gelfiltrationssdule (ChromaSpin TE-100;
Clontech) aufgereinigt und anschlieBend die Starke der Markierung im Szintillationszahler (Beckmann)

gemessen.

4.8.2. Gel-Retentionsanalyse

Die Reaktionsansatze werden auf Eis pipettiert und 5 min. prainkubiert:

25 ul EMSA-Bindepuffer
x pl in vitro translatierte(s) Protein(e)
x pl Kompetitor (poly dl/dc bzw. HS-DNA)

Nach Zugabe der radioaktiv markierten Oligonukleotide (70.000-100.000 cpm \ Ansatz) und weiterer 30
mindtiger Inkubation auf Eis werden die Versuchsansatze Uber ein nicht-denaturierendes
Polyacrylamidgel (5%) aufgetrennt. AbschlieBend wird das Gel fur 20 min. in 10% Essigsaure fixiert,
getrocknet und Uber Nacht bei -80°C autoradiographisch exponiert.

Je nach der Art der zu untersuchenden DNA- Proteininteraktion wird die Konzentration der lonen im
Puffer wahrend der Bindungsreaktion variiert. Einige Komplexe bleiben noch bei gesteigerten KCI

Konzentration bestehen, wodurch eine hohe Bindungsspezifitdt nachgewiesen werden kann.
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4.9. Sequenzierungsreaktion mit ABI PRISM™-System 310

Im Rahmen dieser Arbeit wurde mit der Kettenabbruchmethode, nach F. Sanger (Sanger et al. 1977),
und dem ABI PRISMTM-System 310 sequenziert. Diese Methode beruht im Wesentlichen darauf, dass
die vier Didesoxynukleotide mit vier Fluoreszenzfarbstoffen markiert werden und nach einem erfolgten
Einbau einen Kettenabbruch bewirken. Die Auftrennung der DNA in den ABI PRISMTM- System erfolgt
durch Elektrophorese in einer 75um dicken Kapillare. Ein 10mW Argonlaser, dessen Hauptemission
bei Wellenlangen von 488 nm und 514,5 nm, regt die jeweiligen markierten Basen zur Aussendung von

Fluoreszenzstrahlung an.

Markierung der DNA

* 4 ul Premix (DNA-Polymerase, Puffer, dNTPs, fluoreszenzmarkierte ddNTPs)
e 2yl 5x BigDye Terminator Puffer
e 1 ugDNA

* 10 pmol Primer

Der Reaktionsansatz wird in einem Thermocycler mit folgendem Programm fur insgesamt 25 Zyklen

gefahren:
Denaturierung 96°C 30 sek.
Annealing je nach Primer verschieden 30 sek.
Extension 60°C 4 min.
Probenaufbereitung

Die DNA wurde durch Zugabe von 5ul 125mM EDTA pH 8,0 und 75ul 100% unvergélltem Ethanol
geféllt. Nach 15 minltiger Zentrifugation wurde das Pellet mit 70ul 70% Ethanol gewaschen und
anschlieBend bei RT getrocknet. Das Pellet wurde in 12 yl TSR-Sequenz-Puffer aufgenommen und vor

der anschlieBenden automatischen Sequenzierung fur 2 min. denaturiert.

4.10. Zellkulturmethoden

4.10.1. Kultivierung der Zelllinien

Zellkulturen werden durch die Entnahme von Geweben und deren Dissoziation in Einzelzellen
angelegt. Wahrend dieses Prozesses werden die Zellen des Gewebes dispergiert und die in vivo
existierenden Zellverbdnde aufgeldst. Eine solche Zellsuspension kann in vitro unter geeigneten
Bedingungen kultiviert werden. So sind die in dieser Arbeit verwendeten Zellen nur nach der Adhé&sion
an ein geeignetes Substrat fahig, in vitro weiter zu wachsen. Sie haften am GefaBboden und
proliferieren, bis der GefaBboden vollstédndig bedeckt ist. Als Zelllinien etablierte Zellen kénnen Uber

eine nahezu unbegrenzte Generationenzahl propagiert werden.
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Drei Tage vor der Transfektion wurden die Zellen in 100mm Petrischalen mit einer Konzentration von
10° Zellen pro Schale in 10 ml Eagle-Medium (10% FKS) subkultiviert. Flr die C,C4, Zellen wurde das
Eagle-Medium mit 20% FKS benutzt. Einen Tag vor der Transfektion wurden die Zellen abgeerntet,
ausgezéhlt und auf 30mm 6-Well-Platten in 3 ml Medium ausplattiert. Von den C,Ci> und 10T1/2
Kulturen wurden 100.000 Zellen und von der Phoenix Kultur 150.000 Zellen pro Well verwendet. Am
Tag der Versuchsdurchfihrung wurde frihestens drei bzw. spatestens eine Stunde vor der

Transfektion ein erneuter Mediumwechsel durchgefuhrt.

4.10.2. Transfektion (Morgan und Darling 1994)

Die Transfektion ist die generelle Bezeichnung fir ein Verfahren zur Einschleusung von DNA in
eukaryontische Zellen (lbelgautz 1993). Im Prinzip eignen sich alle verfugbaren Zellen von
Mikroorganismen und Eukaryonten als Wirtszellen fir die Aufnahme von Fremd-DNA. In dieser Arbeit
wurden humane Zelllinien (HEK293) wie auch Maus-Zelllinien (Phoenix, C>C42, NIH 2T3 und 10T1/2)
verwendet. In dieser Arbeit wurde mit Hilfe der Kalziumphosphat-Prézipitation transfiziert. Diese beruht
im Wesentlichen auf der Bildung eines DNA-Kalzium-Phosphat-Préazipitats, das direkt an den Zellen
anhaftet und anschlieBend von der Zelle aufgenommen wird. Pro 30mm Well wurden 750ul
2xHBS-Puffer vorgelegt und mit der entsprechenden DNA Menge gemischt. AnschlieBend wurde
tropfenweise 48ul 2M CaCl, zugegeben und der Reaktionsansatz dabei vorsichtig gemischt. Nach
einer 20mindtigen Inkubation bei Raumtemperatur wurde der gesamte Ansatz ebenfalls tropfenweise

auf die Kulturschale pipettiert.

4.10.3. Cotransfektion

Bei der Regulation der Genexpression spielt die Regulation der Transkription die bedeutendste Rolle.
Die wichtigsten Bestandteile sind dabei zum einen die Transkriptionsfaktoren und zum anderen die
Erkennungssequenzen (binding sites) dieser Proteine auf der DNA. Transkriptionsfaktoren bestehen
im Allgemeinen aus zwei verschiedenen Doménen: einem DNA-bindenden Teil und einem Aktivator-
bzw. Repressor-Teil, der den aktivierenden oder reprimierenden Effekt auf den Transkriptionsapparat
ausubt.

Die Analyse der Regulation der Genexpression zielt auf die Identifizierung wichtiger Kontrollelemente
des zu untersuchenden regulierten Promotors ab sowie auf die Faktoren, die an den Strukturelementen
dieses Promotors binden und trans-aktivierend bzw. trans-reprimierend auf das betreffende Gen
wirken. Der Nachweis dieser Promotorelemente als auch der =zellspezifisch benétigten
Transkriptionsfaktoren kann mit Hilfe von DNA-Transfektionsexperimenten an Zellen in Kultur erfolgen.
Bei diesen Untersuchungen werden Kontrollelemente (DNA-Bindungsstellen) synthetisiert und an ein
Reportergen anstatt des urspriinglichen Gens gekoppelt. AnschlieBend in Zellen transfiziert, kann die
Aktivitat des Reportergens als die enzymatische Aktivitit gemessen werden. Wenn ein

Expressionskonstrukt, das vermutlich fir ein Transkriptionsfaktor codiert, mit einem entsprechenden
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Promotor-Reporter-Konstrukt in Zellen cotransfiziert wird, lasst sich die transkriptionelle Aktivitat bzw.
Repression des exprimierenden Proteins messen.

Die Cotransfektion wurde wie die oben beschriebene Transfektion durchgefiihrt. Dabei wurden von
jedem eingesetzten Expressionskonstrukt (z.B. Transkriptionsfaktor(en), Promotor-Reporter-Konstrukt)
2 ug DNA pro Well einer 6-Well-Schale mit Hilfe der Kalziumphosphat-Prézipitation in die Zellen
transfiziert. Zum Ausgleich der Gesamt-DNA-Menge wurde in den entsprechenden Reaktionsansatzen

mit weniger Gesamt-DNA ein leerer pKS/l+ Vektor cotransfiziert.

4.10.4. Abernten und Lyse der Zellen

Das Medium wurde entfernt und die Zellen einmal mit 1x PBS Puffer gewaschen. Nach der Zugabe
von 200 ul ZK-Lysispuffer wurden die Zellen aufgeschlossen. Durch Auf- und Abpipettieren bzw. mit
Hilfe eines Zellkratzers wurden alle Zellbestandteile von der Platte abgelést und in ein Eppendorfgefa
Uberflhrt.

Die Zellsuspension wurde 2 min. bei 2.000 rpm und 4°C zentrifugiert. Im Uberstand befinden sich nun
die von den Zellen produzierten Proteine (Proteinextrakt). Die Lagerung erfolgte bei —20°C.

Diese Methode eignet sich fir die Lyse der Phoenixzellen. Fur den Aufschluss der C,C4,, NIH 3T3 und
10T1/2 Zellen wurde ein alternatives Protokoll benutzt: Das Medium wurde entfernt und die Zellen
wurden einmal mit 1x PBS Puffer gewaschen. Nach der Zugabe von 200 pl 1x Trypsin/EDTA Ldsung
wurden die Zellen zum leichteren Ablésen von der Platte fir 5 min. inkubiert, anschlieBend das Trypsin
mit 800 ul Medium abgestoppt und die Zellen durch Auf- und Abpipettieren von der Platte abgeldst und
in ein Eppendorfgefa Gberfihrt und auf Eis gehalten. Die Zellsuspension wurde 3 min. bei 2.000 rpm
zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Zellsediment mit 1x PBS gewaschen und schlieBlich in
100 pl 0.25M Tris/HCI pH7.5 resuspendiert. Die Zellsuspension kann bei -20°C gelagert werden.

Die Lysis der Zellen erfolgte mechanisch durch wiederholtes Einfrieren auf Trockeneis, Auftauen im
37°C Heizblock und anschlieBendem Vortexen. AbschlieBend wurden die lysierten Zellen fur 5 min.
bei 13.000 rpm in der zentrifugiert. Der Uberstand (Proteinextrakt) wurde in ein neues EppendorfgefaB

Uberfuhrt und kann bei —20°C gelagert werden.

4.10.5. Messung und Nachweis der Enzymaktivitét

Das im Rahmen dieser Arbeit verwendete Reportergen im Vektor pTA-Luc codiert das Enzym
Luciferase, welches Luciferin in der Gegenwart von ATP und Mg2+ zu Licht umsetzt. Die
Lichtproduktion ist proportional zur Luciferasemenge, wodurch eine Quantifizierung des gebildeten
Enzyms moglich wird (Gould und Subramani 1988). Die Vermessung der Lichtreaktion erfolgte im
Mithras LB 940 Mikrotiterplatten-Lesegerat der Firma Berthold. Zum Abgleich der unterschiedlichen
Transfektionseffizienz wurde wahrend des Messvorgangs zuerst ein (-Galaktosidase ,Assay”

durchgefiihrt und damit die anschlieBende Messung der Luciferase-Enzymaktivitat abgeglichen.
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4.10.5.1.B-Galaktosidase Reaktion

Die Zellen wurden zur Uberpriifung der Transfektionseffizienz zusétzlich mit einem internen Standard
cotransfiziert, der aus einem konstitutiv B-Galaktosidase exprimierenden Vektor (pRSV-B-Gal) besteht.
Da sich das exprimierte Protein B-Galaktosidase im Cytosol befindet, kann es im Proteinextrakt der
Zellen durch photometrische Messung nachgewiesen werden. Da die gemessene Menge an
B-Galaktosidase proportional zur transfizieten DNA-Menge ist, kénnen so die einzelnen
Transfektionen untereinander abgeglichen werden. Zur gréBeren Genauigkeit dieser Abgleichmethode
wurden vom pRSV-B-Gal Vektor nur 1/10 (= 0,2 ug) der standartmaBig eingesetzten DNA-Menge
transfiziert.

Das Volumen des Zellextraktes, welches fur die Aktivitdtsmessung der Luciferase eingesetzt wird,
entspricht somit umgekehrt proportional der gemessenen B-Galaktosidase-Menge.

Da jedoch eine direkte Messung der 3-Galaktosidase Konzentration im Proteinextrakt nicht méglich ist,
wird stattdessen die Aktivitdit Uber die enzymatische Spaltung eines Substrates CPRG
(Chlorphenolrot-B-D-Galaktopyranosid) bestimmt. Der Farbumschlag von gelb nach rot, wurde
ebenfalls im Berthold Mithras LB 940 bei 620 nm quantitativ erfasst und entspricht der B-Galaktosidase
Konzentration. Die Messung erfolgte nach folgendem Schema:

10 pl der CPRG-Stammldsung [50mM] wurden mit 990 pl Z-Puffer versetzt und gemischt. Jeweils 20 pl
des Proteinextraktes wurden in eine 96-Well-Mikrotiterplatte pipettiert und mit 80 ul der CPRG-Ldsung
versetzt. Zusatzlich wurde parallel ein Kontrollansatz ohne Proteinextrakt vorbereitet. Danach wurde
der Ansatz fir 120 sek. bei 37°C inkubiert und fur weitere 60 sek. geschittelt. AnschlieBend erfolgte
eine Absorptionsmessung bei 620nm. Der gesamte Reaktionsansatz wurde danach fiir weitere 240
sek. bei 37°C inkubiert und fiir weitere 60 sek. geschittelt und erneut die Absorption gemessen. Dieser

Vorgang wurde insgesamt 3x wiederholt und die Werte fir den anschlieBenden Abgleich gemittelt.

4.10.5.2.Messung der Luciferase-Aktivitat

Jeweils 50ul Proteinextrakt wurden in 96-Well-Mikrotiterplatten vorgelegt und anschlieBend mit 100 ul
ATP-Lésung (10ul ATP-Stammlidésung [500mM] + 990 pl Luciferase-Mess-Puffer) versetzt. Im Berthold
Mithras LB 940 wurden danach in jedes Well einzeln 50 ul Luciferin-Lédsung (10 pul
Luciferin-Stammlésung [25mM] + 990 ul H,O) injiziert und damit die Lichtreaktion gestartet. Nach 3
sek. Verzdégerung wurde fir 10 sek. die Lumineszenz gemessen. Zum Abgleich von

Messungsschwankungen wurden jeweils 3 Messungen durchgefuhrt und gemittelt.
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4.10.6. Wirkstoff-Screening mit Hilfe einer LOPAC Bibliothek

Eine LOPAC (Library of Pharmacologically Active Compunds) Bibliothek ist eine Sammlung von 1280
pharmakologisch aktiven Sigma-RBI Substanzen in einem 96-Well-Format. Jede Substanz liegt in
einer Konzentration von 10mM in DMSO vor. Die Substanzen umfassen dabei Molekiile
unterschiedlicher Wirkungsklassen aus verschiedenen biologisch relevanten Bereichen, wie z.B. der
Signaltransduktion oder der Neurobiologie.

Mit Hilfe dieses Versuchs sollte die Wirkung verschiedener Substanzen auf die
Differenzierungsfahigkeit von C,C1> Myoblasten getestet werden, um mégliche Stoffe oder Stoffklassen
zu identifizieren, die eine Differenzierung der Muskelvorlaufer férdern oder hemmen. Darlber hinaus
kdnnen auch Rickschlisse auf die Art und Regulation der Prozesse wéhrend der Differenzierung
gezogen werden. Grundlage flr den Versuch ist die Beobachtung, dass C,Cy, Zellen in einem Medium
mit wenig fétalem Serum nach 4-5 Tagen zu Myotuben differenzieren. Durch die Zugabe der
Substanzen bei ,normalen® Medium mit 20% FKS kdnnen somit differenzierungsférdernde Stoffe
identifiziert werden, wahrend bei Kulturen mit 2% Pferde-Serum eine mogliche Inhibierung durch
Mitglieder der LOPAC Bibliothek untersucht werden kann.

Fir das Experiment wurden je 1.500 C,C,, Zellen in DMEM (20% FKS) in 96-Well-Mikrotiterplatten
ausgesat und nach 24h ein Mediumwechsel (DMEM, entweder mit 20%FKS [Proliferationsmedium]
oder 2% Pferde-Serum [Differenzierungsmedium]) durchgefiihrt. AnschlieBend wurden je 1ul (50uM)
bzw. 2ul (100uM) der LOPAC-Substanzen sowie DMSO als Blindprobe, direkt ins Medium pipettiert.
Zur Uberpriifung der Proliferation bzw. Differenzierung wurden jeweils C,C+, Kulturen ausschlieBlich in
Proliferations- bzw. in Differenzierungsmedium inkubiert. Nach 6-7 Tagen wurden die Zellen mit 1x
PBS gewaschen und mit je 100ul ZK-Lysispuffer geerntet. Zur besseren Lyse der Zellen wurde
zusatzlich 100yl destilliertes Wasser gegeben und bei RT fir 15 min. geschuttelt. Das Zellysat kann

anschlieBend bei -20°C gelagert werden.

4.10.6.1.Messung des Differenzierungsgrades

Die Messung des Differenzierungsgrades kann auf zweierlei Wegen durchgefihrt werden. Zum einen
kann durch eine optische Untersuchung nach morphologischen Verdnderungen in den Kulturen und
nach beginnender oder abgeschlossener Differenzierung zu Myotuben gesucht werden. Eine weitere
Untersuchungsmdglichkeit ist die Messung der Muskel-Kreatin-Kinase Aktivitat (engl. MCK). Die MCK
wird fast ausschlieBlich im differenzierten Skelettmuskel und nur in geringen Mengen im Herzen und im
Hirn exprimiert und gilt somit als sicherer Marker fur eine Muskel-Differenzierung (Faulker und Meites
1982). Normalerweise dient die MCK Aktivitaitsmessung der Diagnose von Muskeldystrophie und
anderer Skelettmuskelerkrankungen, der Identifizierung von Herzinfarkten und -hypertrophien sowie

einer Reihe von anderen Erkrankungen (Rosalki 1967).
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Die Messung der MCK Aktivitat erfolgte mit einem Kit der Firma BioQuant, der im Wesentlichen auf der
reversiblen Reaktion zwischen Kreatin-Phosphat und ADP beruht. MCK katalysiert diese Reaktion,
wobei Kreatin und ATP gebildet wird. Durch eine im Reaktionsansatz vorhandene Hexokinase wird der
Phosphatrest des ATPs auf Glukose Ubertragen. Das gebildete Glukose-6-Phosphat wird durch eine
Glukose-6-Phosphat Dehydrogenase oxidiert und NAD dabei zu NADH reduziert. Diese Redoxreaktion
kann dann bei 340nm gemessen und ist proportional zur MCK-Aktivitat.

Die Messung erfolgte im Berthold Mithras LB 940 mit einem 355nm UV-Filter in
96-Well-Mikrotiterplatten, wobei je 100ul Zelllysat vorgelegt und danach fiir 180 sek. bei 37°C inkubiert
wurden. AnschlieBend wurden je 100yl des ebenfalls bei 37°C vorgewarmten MCK-Reaktionspuffers
injiziert. Nach jeweils 60 sek. schitteln wurde der Reaktionsansatz 5x vermessen. Zur Ermittlung der
MCK-Aktivitat wurde die durchschnittliche Anderung der Absorption pro Minute berechnet und mit dem
Faktor 6592 (errechnet aus Reaktionsvolumen, Lichtweg und millimolaren Absorptionsvermdgen von
NADH) multipliziert. Der errechnete Wert ergibt die Aktivitdt der Muskel-Kreatin-Kinase in U/l

(international units pro Liter) an.
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5. Ergebnisse

5.1. Gezielte Veranderung des Pax7 Genlocus

Bereits 1996 konnten Mansouri und Mitarbeiter mit Hilfe eines konstitutiven LacZ Knock In im Pax7
Genlocus die Notwendigkeit dieses Gens fur eine korrekte embryonale und juvenile Entwicklung
zeigen. Die neugeborenen homozygoten M&use waren zwar lebensfahig, starben jedoch zu 97%
innerhalb der ersten 3 Wochen nach der Geburt. Die Mause zeigten zudem aufféllige Veranderungen
im Bereich der Nase und der Kiefer, welche von den Autoren auf das Fehlen von Pax7 im Bereich der
Neuralleiste zurlickzufihren sind. Im zentralen Nervensystem sowie in der Skelettmuskulatur, in denen
Pax7 normalerweise exprimiert wird, fanden sich jedoch keine auffalligen Verénderungen. Diese
Beobachtungen lieBen darauf schlieBen, dass Pax3 - welches ein redundantes Expressionsmuster
zeigt - das Fehlen von Pax7 kompensieren kann. Weitere Untersuchungen zeigten zudem eine
Expression von Pax7 in den Satellitenzellen und es konnte zudem nachgewiesen werden, dass die
Anzahl der Satellitenzellen in den Pax7’ Mausen im Verlauf der weiteren Entwicklung stetig abnimmt,
weshalb die spatere Regeneration der Skelettmuskeln beeintrachtigt ist. Aufgrund dieser
Beobachtungen und der Tatsache, dass die homozygoten Pax7" Méause nur schwer Untersuchungen
in adulten Stadien zulassen, sollte im Rahmen dieser Arbeit ein konditionell induzierbarer Knock Out
des Pax7 Locus kloniert werden und damit eine stabile Mauslinie etabliert werden. Weiterhin erlaubt
eine induzierbarer Knock Out die Untersuchung epistatischer Regulationsbeziehungen, wenn zur
Deletion Promotoren eingesetzt werden, die entweder up- oder downstream des zu deletierenden

Zielgens wirken.

5.1.1. Die Konstruktion des ,,Gene-Targeting“ Vektor

Fir eine gezielte Veranderung des Pax7 Locus wurde zunéchst ein ,Targeting“-Vektor konstruiert, der
linearisiert in embryonale Stammzellen elektroporiert wird und anschlieBend aufgrund eingeflgter
homologer genomischer Abschnitte ins Genom integriert wird und schlieBlich das Wildtyp-Allel ersetzt.

Mit dem ,Targeting”-Vektor fir Pax7 sollten zwei loxP-Elemente, links und rechts der ,paired box“
kodierenden Exone Nummer | bis lll, zusammen mit einem FRT-flankierten synthetischen Gen flr die
Neomyzinphosphotransferase in das Intron 3 des Pax7 Gens eingeflgt werden (Abbildung 8A). Die
Neomyzinphosphotransferase verleiht seiner Wirtszelle Resistenz gegen das Antibiotikum G418 und
erlaubt eine pharmakologische Selektion der Zellen, die den “Targeting”-Vektor in ihr Genom integriert
haben. Die Flankierung von Gensegmenten mit loxP-Elementen ermdglicht die Deletion von
DNA-Sequenzen durch Cre-vermittelte Rekombination (Sternberg et al. 1986; Sauer 1992).
Ausgangspunkt fir die Herstellung des “Targeting”-Vektors war ein genomischer A-Klon, der aus einer
genomischen Balb/c Bibliothek isoliert und anschlieBend in den Vektor pBluescript kloniert wurde

(pBluescript NPax7). Der Klon enthielt eine 18,4 kbp lange genomische DNA-Sequenz, welche den 5’
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untranslatierten Bereich (12,6 kbp), die kodierenden Exone Nummer | bis IV - mit den entsprechenden
Intronen 1 bis 3 - sowie ca. 1,5 kbp des Introns 4 umfasste (Abbildung 8B).

Durch einen Notl/Xhol Restriktionsverdau wurde ein 16,3 kbp Fragment aus dem A-Klon isoliert und in
einen modifizierten pBluescriptll Vektor (pKSG-3) kloniert. Mit Hilfe einer zuséatzlichen Sacll
Schnittstelle, flankierend zum 5’-Ende des Fragments sowie einer internen Sacll Erkennungssequenz
wurde wiederum ein 14,1 kbp groBer DNA-Abschnitt isoliert (=langer Arm). Dieses Fragment wurde
anschlieBend in die Sacll Schnittstelle eines modifizierten puc18 Klonierungsvektors (pucSG-3)
fusioniert. Dieser zusétzliche Schritt wurde durchgefiihrt um die Vorraussetzungen flr die Einfihrung
der ersten loxP Erkennungsstelle zu schaffen. Hierzu war ein BsaAl-Restriktionsverdau im langen Arm
notwendig. Jedoch befindet sich eine weitere Schnittstelle auch in der Ruckrad-Sequenz von
pBluescript, im Bereich des ,f1-Origins®, weshalb dieser Vektor fur diesen Schritt ungeeignet war und
in den pucSG-3 umkloniert werden musste. Fir die Einfuhrung der loxP Erkennungstelle wurden zwei
komplementére Primer entworfen, die sowohl die eigentliche loxP Sequenz und eine zuséatzliche Ndel
Schnittstelle, zur spéateren Uberprifung der Rekombination, enthielten. Die Primer wurden durch
einmaliges Kochen und anschlieBendes langsames Abkuhlen aneinandergelagert und in die BsaAl
Schnittstelle des langen Arms kloniert. Da diese Klonierung ungerichtet ist, wurde die Sequenz der
Primer so gewéhlt, dass bei richtiger Orientierung der loxP Sequenz die benachbarte Afllll Schnittstelle
zerstdrt wird, bei falscher Orientierung jedoch erhalten bleibt. AbschlieBend wurde der 14,1 kbp lange
Arm mit loxP in die Sacll Schnittstelle des pKOII DTA Vektors fusioniert (pKOIl DTA long arm).

A
Start Paired Homeo Stop
Domane Doméne ;
e N~ AN -
1 142>7143 3787379 508™7509 6377638 8377838 1003>71004 120671207 145371454 4022
B
S B X N
f ; | Il ] I} — v —+—

9,3 kbp 2,1 kbp

NS S = =K K
— }7 | T I ] Il Neo Vv —+

Abbildung 8. Schematische Darstellung des Pax7 Genabschnittes im Mausgenom und des daraus
abgeleiteten ,Targeting“Vektors. A: Die genomische Struktur des Pax7 besteht aus 9 Exonen mit 8
dazwischen gelegenen Intronen. Die Genabschnitte wurden in 5’ nach 3’ Orientierung angegeben, der
Start und das Ende des offnen Leserahmens sowie die flir die Funktion entscheidenden Abschnitte
(Paired- und Homeo-Doméne) eingezeichnet. Die Zahlen bezeichnen die Position der Base in der
cDNA-Sequenz. B: Der ,Targeting“Vektor (unten) enthélt neben den Exonen | bis IV, ein FRT
flankiertes Neomyzinphosphotransferase-Gen (Neo) im Intron 3 sowie zwei loxP Erkennungstellen
(rote Dreiecke). Die Rekombination mit der genomischen Wildtyp-DNA (oben) erfolgt lber zwei
homologe Bereiche mit 9,3 kbp bzw. 2,1 kbp Lédnge. Die fir die Klonierung relevanten
Restriktionsschnittstellen wurden eingezeichnet (S, Sacll; B, BsaAl; N, Notl; X, Xhol und K, Kpnl).
Durch Cre-vermittelte Rekombination kénnen spéter die Exone | bis Ill, und damit nahezu die
komplette  Paired-Doméne,  deletiert ~werden (rote  Abschnitte). Ein  Entfernen  der
Neomycin-Selektions-Kassette ist durch eine Flp-Rekombinase-vermittelte Rekombination méglich.
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Fir den kurzen Arm wurde aus dem A-Klon mittels Notl/Xhol Verdau das 2,1 kbp Fragment isoliert und
in einen modifizierten pBluescript Vektor (pKSG-5) kloniert. Damit eine spatere Linearisierung des
fertigen ,Targeting Vektors“ am langen Arm maoglich ist, muss die an dem kurzen Arm befindliche Notl
Schnittstelle zerstért werden. Dazu wurde der Vektor mit Notl/Kpnl gedéffnet und ein passendes kurzes
DNA Fragment aus aneinander gelagerten Primern in die Schnittstelle eingefligt. Die Uberhdngenden
Enden wurden dabei so gewahlt, dass durch die Fusion eine funktionelle Kpnl Schnittstelle entstand,
die Notl Erkennungssequenz jedoch zerstért wurde. Im nachsten Schritt wurde das 2,1 kbp Fragment
mit Hilfe von zwei flankierenden Kpnl Schnittstellen aus dem pKSK-5 ausgeschnitten und in die Kpnl
Schnittstelle des pKOII DTA long arm kloniert. Der fertige “Targeting”-Vektor (Abbildung 8B) umfasste
somit eine Neomycin-FRT-Kassette, flankiert von einem 14,1 kbp langen 5’-Arm sowie einen kurzen
Arm von 2,1 kbp, der die Analyse homologer Rekombinationsereignisse mittels Southern
Hybridisierung ermoglichte. Um eine Unterscheidung von Wildtyp und modifizietem Pax7 Gen auch
auf RNA-Ebene zu ermdglichen, wurden mit dem pKOII-DTA Rekombinationsvektor noch zusétzliche
Bglll, Kpnl, Ndel und Sacll Restriktionsstellen eingefuhrt.

Nach Sequenzanalyse des fertig gestellten “Targeting-Vektors” wurde das Konstrukt an der 5’
gelegenen Notl Schnittstelle linearisiert, aufgereinigt und anschlieBend in embryonale Stammzellen

elektroporiert.

5.1.2. Homologe Rekombination des ,, Targeting-Vektors“ in ES-Zellen

Je 1x10’ embryonale Stammzellen (ES-Zellen) der mannlichen Linie ES-MK-V8.1 wurden mit 25ug
Notl linearisiertem “Targeting”-Plasmid elektroporiert und je 2x10° ES-Zellen auf Feederzell-Platten (&
10cm) ausgesadt. Nach 9-10 Tagen Selektion in G418 enthaltendem ES-Zellkulturmedium wurden
resistente ES-Zellkolonien isoliert. Durch eine Southern-Blot-Hybridisierung mit einer Sonde, die
auBerhalb des ,Targeting“-Vektors bindet (Abbildung 9A), wurden jene Klone identifiziert, die den
verénderten genomischen DNA-Abschnitt durch homologe Rekombination aufgenommen hatten. Dazu
wurde die genomische DNA der ES-Klone nach Verdau mit dem Restriktionsenzym Bglll auf
Nitrocellulosemembranen geblottet. Als radioaktive Sonde wurde ein 614 bp langes DNA-Fragment
verwendet (Sonde 3.4), welches mit Hilfe einer PCR amplifiziert wurde und auf einem Sequenzbereich
3’ auBerhalb des , Targeting“-Vektors hybridisiert. Alternativ zur 3’ gelegenen Sonde, konnte auch eine
weitere 678 bp lange Sonde (Sonde 5.1) verwendet werden, die auBerhalb des Vektors im 5’
untranslatierten Bereich des Pax7 Gens liegt. Fur diese Hybridisierung wurde die DNA mit Ndel
verdaut und geblottet. Die unterschiedlichen FragmentgréBen zwischen Wildtyp und Mutante
entstehen durch eine Ndel Schnittstelle, die zusammen mit dem loxP Element in die BsaAl
Schnittstelle eingefthrt wurde.

Die unterschiedlichen DNA-FragmentgréBen des Pax7 Wildtyps und des Pax7°N*° Allels, detektiert
durch Sonde 3.4, bestétigten die homologen Rekombinationsereignisse. Im Wildtyp-Allel des Pax7

Gens wird ein Fragment von 4,8 kbp hybridisiert, wahrend nach erfolgreicher homologer
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Rekombination ein DNA-Fragment von 2,8 kbp detektiert wird (Abbildung 9B). Um nachzuweisen, dass
die Rekombination im 5’ Bereich des ,Targeting“-Vektors auch wie gewunscht vor der eingeflihrten
einzelnen loxP Erkennungstelle erfolgt ist (siehe Abbildung 8B), wurde mit den potentiell positiven
Klonen eine zusatzliche PCR-Analyse durchgefuhrt. Hierzu wurden die Primer Pax7 wt fw und Pax7 wt
rev verwendet, die eine Amplifikation Gber die BsaAl Schnittstelle im langen homologen Arm erlauben
(Abbildung 9A). Sollte wie im Wildtyp an der Restriktionsschnittstelle keine loxP Sequenz vorhanden
sein, wird ein 264 bp Fragment amplifiziert. Beim Vorhandensein der loxP Erkennungsstelle wird das
PCR-Produkt um die 48 Basen der eingeflihrten loxP Sequenz vergréBert und somit ein 312 bp groBes
Fragment amplifiziert (Abbildung 9C). Aus insgesamt 1536 (4x 384) isolierten ES-Kolonien wurden
insgesamt 16 ES-Klone mittels Southern-Hybridisierung als positiv identifiziert und zur weiteren
PCR-Analyse verwendet. Dabei konnte bei den drei ES-Klonen K2-32, K2-272 und K4-54 ein korrektes
Rekombinationsereignis  nachgewiesen werden. Alle drei ES-Klone wurden fur die

Blastozysten-Injektion vorbereitet.

A
Wildtyp Allel 4.9 kbp
Pax7 f Pax7 1
N 5 WA, BA  — B D 3 BN
t ¥ 4 | ——— _-L ¢ Ma)
Sonde — ¢ Sonde
5.1 Pax7 Pax7 34
1 wtrev 26,9 kbp flp rev |
Pax7'oxNeo Alle] 2,8 kbp
Pax7 N Pax7 f !
N . wtfw B o, 1N B mmmwmmm— 3 BN
Sonde ] Sornde
5.1 Pax7 Pax7 34
13,4 kbp wt rev flp rev
B Cc

312bp

2,8 kbp—, -

Abbildung 9. Strategie zur Identifizierung homologer Rekombinationsereignisse im Pax7 Gen. A:
Schematische Darstellung des Wildtyp- und Pax7°"N®° Allels nach homologer Rekombination. Die
Positionen der Hybridisierungssonden 5.1 und 3.4 wurden mit roten Balken markiert und die
kodierenden Exone | bis IV mit der Paired-Doméne (rot abgesetzt) eingezeichnet. Die zusétzlich in den
»rargeting“-Vektor eingefiihrten loxP-Elemente wurden mit roten Dreiecken sowie das synthetische
Neomyzinphosphotransferase-Gen mit NEO/FRT markiert. Fir die Southern-Blot-Analyse relevante
Restriktionsschnittstellen wurden eingezeichnet (N, Ndel; BA, BsaAl und B, Bglll); und das 5™- bzw.
3-Ende des “Targeting”-Vektors mit griinen Ziffern gekennzeichnet. Die Oligonukleotide fir die PCR
wurden als schwarze Pfeile eingefligt (Pax7 wt fw; Pax7 wt rev; Pax7 flp fw; Pax7 flp rev). B: Southern
Blot Analyse von ES-Klonen nach Bglll-Verdau und Detektion mit der Sonde 3.4. Die
DNA-FragmentgréBen wurden in Kilobasenpaaren (kbp) angegeben. C: Agarosegele der PCR Analyse
von ES-Klonen mit den Oligonukleotiden Pax7 wt fw und Pax7 wt rev. Als GréBenmarker wurde mit
Sau3A geschnittene puc18 DNA verwendet. Die GréBe der Fragmente ist in Basenpaaren (bp)
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angegeben.

5.1.3. Die Etablierung von stabilen Mauslinien mit veradndertem Pax7 Allel

Die positiven Pax7>"® ES-Zell-Klone K2-32, K2-272 und K4-54 wurden fiir die Injektion in C57BI/6
Mausblastozysten eingesetzt. Trotz mehrfacher Injektionen konnten jedoch nur fur den Klon K2-272
drei Chiméren und fur Klon K4-54 zwei Chiméaren erhalten werden. Nur die hochchiméren
Nachkommen aus der Injektion des Klones K4-54 gaben das manipulierte Pax7 Allel in der Keimbahn
weiter und wurden deshalb auch als Grindertiere bezeichnet. Diese Tiere dienten im weiteren Verlauf

als Grundlage zur Etablierung der stabilen Mauslinien Pax7cKO®°, Pax7cKO und Pax7KO.

5.1.3.1. Die Pax7cKO"® Mauslinie enthalt die gefloxten Exone | bis Ill und die FRT-flankierte

Neomycin-Kassette

Zum Aufbau der Pax7cKO"* Mauslinie wurden die hochchimaren Grindertiere mit C57BI/6 Mausen
zurlickgekreuzt, die Nachkommen mit heterozygotem Pax7°N°° Allel selektiert und untereinander
verpaart. Die Uberprifung der Genotypen der Nachkommen erfolgte durch PCR sowie
Southern-Blot-Analyse gemaB den Strategien fir die homologe Rekombination in ES-Zellen (Abbildung
9A).

Es konnten zunachst flir 3 Nachkommen (2 Mannchen [#13656, #13657]; 1 Weibchen [#14862]) die
korrekten Rekombinationsereignisse durch PCR-Analyse (Abbildung 10A) und Southern-Blot
nachgewiesen werden (Abbildung 10B). Die nachweislich heterozygoten Tiere wurden wiederum
untereinander verpaart und die homozygoten Tiere per PCR-Analyse (Abbildung 10C) und
Southern-Blot-Analyse (Abbildung 10D) identifiziert. Zun&chst konnten insgesamt 2 Weibchen erhalten
werden (#16749 und #16750; Abbildung 10C und D), welche die Ursprungstiere fiir die Pax7cKO*

Mauslinie

W — 2,8 kbp
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Abbildung 10. Genotypisierung der Nachkommen der Pax7°"Ne° Chimare nach Riickkreuzung
mit C57BIl/6 durch PCR (A und C) sowie Southern-Blot-Analyse (B und D) und Etablierung der
Mauslinie Pax7cKO"®°. Die PCR Genotypisierung erfolgte mit den Primern Pax7 wt fw und Pax7 wt
rev, wobei eine Mutantenbande von 312 bp und eine Wildtyp-Bande von 264 bp entstand. Der
Southern Blot erfolgte nach Restriktionsverdau mit Bglll und wurde mit der Sonde 3.4 hybridisiert.
Die GréBe des detektierten Wildtyp-Fragments betrdgt dabei 4,8 kbp, wéhrend das hybridisierte
Fragment des Pax7”"""*° Allels ca. 2 kbp kleiner ist.

bilden sollten. Jedoch =zeigten beide Tiere deutliche Beeintrdchtigungen in der postnatalen
Entwicklung, weshalb eine der beiden homozygoten Nachkommen bereits nach 26 Tagen starb (siehe
auch 5.2.1. und Abbildung 13A). Da vom konstitutiven Pax7-“ Knock In bekannt ist, dass 97% der
homozygoten Pax7°®* Mause innerhalb der ersten 3 Wochen nach der Geburt sterben, wurde das
zweite Weibchen 48 Tage nach der Geburt zur Untersuchung der Veradnderungen in der Pax7
Expression bzw. Translation prépariert und verschiedene Muskeln und Organe zur RNA- sowie
Proteinisolation isoliert (siehe auch 5.2.1.).

Da dieser Phanotyp auch in weiteren Wirfen dieser Linie auftrat, wurde die Pax7cKO"® Linie
ausschlieBlich heterozygot gehalten und nur fur definierte Versuchszwecke eine homozygote Zucht
durchgefiihrt. Die standardisierte Genotypisierung der Mauslinie erfolgte dabei durch PCR (siehe
Abbildung 10).

5.1.3.2. Die Etablierung der Pax7cKO Linie durch Deletion der Neomycin-Kassette mit Hilfe der

FIp-Rekombinase

Zeitgleich zur Verkreuzung der heterozygoten Pax7"N°° Tiere untereinander, wurden auch
Verpaarungen mit Flp-Deleter-Mausen durchgefihrt, um die Pax7cKO Mauslinie zu erzeugen, welche
zwar die gefloxten Pax7-Allele besitzt, die Neomycin-FRT-Selektionskassette jedoch bereits wieder
deletiert wurde. Um einen mdglichst gleichméaBigen genetischen Hintergrund zu behalten, wurde hierzu
ausschlieBlich das Mannchen #13657 (siehe Abbildung 10) mit FIp-Deleter Weibchen verpaart.

Die Genotypisierung der Tiere erfolgte sowohl durch PCR als auch durch Southern Hybridisierung. Fiir
die PCR Genotypisierung wurden die Primer Pax7 flp fw und Pax7 flp rev verwendet, die auf dem
Wildtyp-Allel zur Amplifikation eines 90 bp Fragments fihren. Ist die FRT-Neomycin-Kassette noch im
Allel enthalten, wird kein Produkt amplifiziert. Nach Entfernung der Neo-Kassette durch
Flp-Rekombinase ist das erhaltene PCR-Produkt, aufgrund der weiterhin vorhandenen loxP Sequenz
und zusatzlicher, durch die Herstellung des ,Targeting“-Vektors bedingter ,Rest-Sequenzen®, ca. 280
bp groB (Abbildung 11A). Die Richtigkeit der PCR wurde durch einen Southern Blot bestéatigt, woflr die
genomische Mausschwanz-DNA sowohl mit Bglll und Sacll verdaut wurde. Die Hybridisierung erfolgte
in beiden Fallen mit der Sonde 3.4. Die Genotypisierung mit Bglll entspricht der
Standard-Genotypisierung (siehe Abbildung 9), wahrend der Verdau mit Sacll zur Detektion eines ca.
20 kbp Fragments in der Wildtyp-Situation fihrt. Nach korrekter Rekombination des ,Targeting”
Vektors in den Pax7 Locus, sollte ein verkiirztes Fragment von 8,8 kbp entstehen, dass nach Deletion

der Neomycin-Kassette um weitere 2 kbp auf 6,8 kbp Lange reduziert wird (Abbildung 11B).
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Aus der ersten Verpaarung ging zunachst nur ein Mannchen hervor (#17357; siehe Abbildung 11A und
B), welches mit ebenfalls heterozygoten Weibchen aus nachfolgenden Verkreuzungen verpaart wurde.
Der erste homozygote Nachkomme (#143; siehe Abbildung 11C und D) wurde zun&chst mit
heterozygoten Partnern verpaart um weitere homozygote Tiere zu erhalten. Zur Erhaltung und
Verbreiterung der Linie wurden nachfolgend ausschlieBlich homozygote Mé&use verpaart. Die

standardisierte Genotypisierung erfolgte dabei durch PCR (siehe Abbildung 11).
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Abbildung 11. Genotypisierung der Pax7cKO Mauslinie durch PCR (A, C) und Southern Blot (B, D).
Die PCR Genotypisierung erfolgte mit den Primerpaaren Pax7 fip fw/rev (A und C, oben), Pax7 wt
fw/rev (A und C, Mitte) sowie Flp fw/rev (A und C, unten). Die GréBe der entstandenen Mutanten- bzw.
Wildtyp-Banden sind jeweils eingezeichnet. Der Southern Blot erfolgte nach Restriktionsverdau mit
Bglll (rechts) und Sacll (links) und wurde jeweils mit der Sonde 3.4 hybridisiert. Die GréBe des
detektierten Wildtyp-Fragments betrdgt nach Bglll Verdau 4,8 kbp und nach Sacll Verdau 20 kbp. Das
hybridisierte Fragment des Pax7”" Allels ist dagegen nach Bglll Verdau 2,8 kbp und nach Sacll
Verdau 6,6 kbp groB.

5.1.3.3. Funktionelle Ausschaltung von Pax7 durch Cre-vermittelte Rekombination in der Pax7KO

Mauslinie

Um zu untersuchen, ob es sich bei dem konditionellen Pax7* Allel auch um ein funktionelles Knock
Out Konstrukt handelt, wurde durch Einkreuzung von Cre-Deleter Mausen die Pax7KO Linie etabliert.
Durch die konstitutiv exprimierte Cre-Rekombinase sollten im Pax7° Allel die Exone | bis Il deletiert

werden. Die somit erzeugte Pax7-Nullmutation sollte im Phanotyp der konstitutiven Pax7 Knock out
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Maus entsprechen, in welcher durch die Insertion einer B-Galactosidase- und PGK-Neo-Kassette ins
Exon Il die Funktionalitdt des Gens ausgeschaltet ist (Mansouri et al. 1996b). Die neugeborenen
Méause dieser Linie zeigen Veradnderungen in den cranio-fascialen Strukturen und sterben zu 97%
innerhalb der ersten 3 Wochen nach der Geburt. Die Knock out Mause, welche Uberleben, zeigen in
der postnatalen Entwicklung deutliche Wachstumsdefizite und haben eine reduzierte Anzahl an

Satellitenzellen, die sich bis zum Tod der Tiere weiter reduziert.

— 8,9 kb
-8~ - ‘\ 75 kbE
e Geewe -9 @ ~48kbp

—2,8 kbp

. W ~89kbp
W W - 75k0p

. R R B — 4,8 kbp

.‘ - ‘ - - — 2,8 kbp

Abbildung 12. Strategie zur Cre-Rekombinase-vermittelten Inaktivierung des Pax7 Gens. Die
Genotypisierung der Pax7KO Mauslinie erfolgte durch PCR (A, C) und Southern Blot (B, D). Fiir die
PCR wurden die Primerpaare Pax7 wt fw und Pax7 fip rev (A und C, oben), Pax7 wt fw/rev (A und C,
Mitte) sowie Cre fw/rev (A und C, unten) verwendet. Die GréBe der amplifizierten Mutanten- bzw.
Wildtyp-Fragmente sind jeweils angegeben. Der Southern Blot erfolgte nach Restriktionsverdau mit
Bglll (rechts) und Ncol (links) und wurde jeweils mit der Sonde 3.4 hybridisiert. Die GréBe des
detektierten Wildtyp-Fragments betrdgt nach Bglll Verdau 4,8 kbp und nach Ncol Verdau 7,5 kbp. Das
hybridisierte Fragment des Pax7°N¢° Allels ist nach Ncol Verdau - aufgrund interner Schnittstellen -
weiterhin 7,5 kbp groB. Dagegen wird nach Bglll Verdau ein 2,8 kbp Fragment detektiert. Nach
korrekter Deletion der Exone | bis Ill im Pax7°®" Allel hybridisiert die Sonde nach Bglll Verdau
weiterhin ein 2,8 kbp Fragment, wdhrend nach Verdau mit Ncol eine Hybridisierung bei 8,9 kbp erfolgt.

Zur Etablierung der Pax7KO Linie wurde wiederum das chimére Mannchen #13657 (siehe Abbildung
10) verwendet und mit Cre-Deleter Weibchen verpaart. Unter den Nachkommen des 1. Wurfs waren 2
Mannchen [#16331 und #16333] und ein Weibchen [#16338], die eine Deletion der ersten drei Exone
aufwiesen (Abbildung 12). Die Genotypisierung erfolgte zunachst durch PCR und Southern Blot. Fur
die PCR wurden drei verschiedene Primerkombinationen verwendet. Eine Cre-spezifische PCR mit
den Primern Cre fw und Cre rev diente dem Nachweis des transgenen Cre-Deleter Allels (Abbildung
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12A und C, unten), wahrend die beiden anderen PCRs Aufschluss Uber die korrekte Deletion der
Exone | bis Il geben sollten. Die Primerkombination Pax7 wt fw und Pax7 wt rev fihrt beim
Vorhandensein eines Wildtyp-Allels zur Amplifikation eines 264 bp Fragments bzw. zur Bildung eines
312 bp Produkts beim Pax7°*Né° pllel. Sind die Exone | bis Ill durch die Cre-Rekombinase deletiert,
wird kein Produkt amplifiziert (siehe Abbildung 9; Abbildung 12A und C, Mitte). Als zusétzlicher
Nachweis wurde eine PCR mit den Primern Pax7 wt fw und Pax7 flp rev durchgeflhrt, die nach
korrekter Cre-Rekombination zur Amplifikation eines 296 bp Fragments fuhrt (siehe Abbildung 9;
Abbildung 12A und C, oben). Die Genotypisierung durch den Southern Blot erfolgte nach Verdau mit
Bglll und Ncol und Hybridisierung durch die Sonde 3.4. Dabei betrdgt die GréBe der detektierten
Wildtyp-Fragmente nach Bglll Verdau 4,8 kbp und nach Ncol Verdau 7,5 kbp. Aufgrund von Ncol
Schnittstellen innerhalb der Neomycin-Kassette, ist das hybridisierte Fragment des Pax7°¢° Allels
nach Ncol Verdau weiterhin 7,5 kbp groB, wogegen nach Bglll Verdau ein 2,8 kbp Fragment detektiert
wird. Erfolgt eine korrekte Deletion der Exone | bis Ill wobei das Pax7%" Allel entsteht, hybridisiert die
Sonde 3.4 nach Bglll Verdau weiterhin ein 2,8 kbp Fragment, wahrend nach Verdau mit Ncol eine
Hybridisierung bei 8,9 kbp erfolgt.

Die heterozygoten Tiere wurden untereinander verpaart um homozygote Pax7°" Mause zu erhalten.
Nachdem im ersten Wurf bereits ein Jungtier noch vor der Genotypisierung (21 Tage nach Wurf)
verstarb, konnte im zweiten Wurf ein Weibchen mit homozygoten Pax7%" Allel [#3227] identifiziert
werden (Abbildung 12C und D). 40 Tage nach der Geburt wurde die Maus zur Untersuchung und
Vergleich des Phanotyps prépariert und verschiedene Organe zur Analyse der mRNA- und Proteinlevel
entnommen (siehe 5.2.2. und 5.2.3.). Nach weiteren Verpaarungen zeigte sich, analog zum
konstitutiven Pax7-°” Knock In, dass die homozygoten Nachkommen der Pax7KO Linie fast
ausschlieBlich innerhalb des ersten Lebensmonats aufgrund postnataler Entwicklungsstérungen
starben. FUr eine gesicherte statistische Auswertung des letalen Phénotyps waren jedoch zum
Zeitpunkt dieser Arbeit nicht gentugend Tiere vorhanden. Bedingt durch den frihzeitigen Tod der Tiere,
wurde die Pax7KO Linie ausschlieBlich heterozygot gehalten und nur fir definierte Experimente gezielt

homozygote Nachkommen erzeugt. Die Genotypisierung erfolgte dabei durch PCR.

5.2. Analyse des Phénotyps konditionell deletierter Pax7-Méause

Als erste grundlegende Untersuchung der generierten Pax7 Mauslinien sollte eine Analyse der
exprimierten mMBRNA Mengen sowie die daraus resultierenden Proteinlevel durchgefihrt werden. Hierzu
wurden jeweils gleichgeschlechtliche Geschwistertiere verwendet, die einen Wildtypen und ein
heterozygotes sowie homozygotes Tier der Linie umfassten. Nach zervikaler Dislokation wurden den
Tieren verschiedene Organe zur Protein- und RNA-Isolation enthommen sowie eine
Myotuben-Praparation aus dem Musculus flexor, mit anschlieBender CD34 Antikérperanfarbung zur

Untersuchung der Satellitenzellpopulation, durchgefihrt. CD34 fient hierbei als molekularer Marker zur
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loxP/Neo

Identifikation der Satellitenzellen. Aufgrund des letalen Phanotyps der homozygoten Pax7 und

Pax7°"® Mause wurden die Tiere spatestens 48 Tage nach der Geburt analysiert.
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5.2.1. Die Insertion der NeoFRT-Kassette in das 3. Intron resultiert in einem ,hypomorphen”
Pax7 Allel, dass dem Phinotyp der Pax7-* Mause entspricht

Neo Mauslinie. In dieser Mauslinie befindet

Die erste Analyse des Phéanotyps erfolgte mit der Pax7cKO
sich die Neomycin Selektionskassette noch zwischen den Exonen lll und IV. Diese Mauslinie stellt
zwar nur einen Zwischenschritt bei der Generierung der Pax7cKO Linie dar, wurde jedoch aufgrund
von Beobachtungen aus anderen Mausmodellen zur Untersuchung des Phanotyps hinzugezogen. Ein
Beispiel fur eine mogliche phénotypische Verdnderung, ausgelést durch eine inserierte
Selektionskassette, ist der Phanotyp der Myf5"”Knock Out Mutanten (Braun et al. 1992). Durch die
Insertion einer PGK-Neo Kassette in das erste Exon des Myf5 Gens wurde ein Phé&notyp beobachtet,
der durch cis-regulatorische Effekte der Selektionskassette auf das benachbarte MRF-4 ausgelost
wurde und nicht auf das Fehlen von Myf5 zurlickzufihren war (Kaul et al. 2000).

Neo

Die Untersuchung des Phanotyps der Pax7cKO™" Mé&use ist in Abbildung 13 dargestellt. Tatsachlich
lassen sich schon beim Vergleich der postnatalen Entwicklung deutliche Unterschiede zwischen den
Geschwistertieren feststellen. Wéahrend zwischen der Wildtyp-Maus und dem heterozygoten
Pax7°*° Tier keine wesentlichen GroBenunterschiede bestehen, ist die homozygote Mutante fast
1/3 kleiner als ihre Geschwister (Abbildung 13A) und zeigte deutliche Defizite in der
Muskelentwicklung. Zudem zeigt das homozygote Tier ein fast vollstdndiges Fehlen der subkutanen
Fettanlagen, was jedoch mit groBer Wahrscheinlichkeit auf die schlechte Gesamtverfassung des
Tieres und die damit verbundene geringere Nahrungsaufnahme zurlckzufihren ist. Weiterhin konnte
beobachtet werden, dass alle weiteren homozygoten Nachkommen dieser Linie (n=11), aufgrund der
postnatalen Beeintrachtigungen, zwischen dem 20. und 48. Tag nach ihrer Geburt starben. Hinsichtlich

Neo Mause mit dem der bereits

dieser Beobachtungen stimmt der Phanotyp der homozygoten Pax7cKO
beschriebenen konstitutiven Pax7-*** Knock In Mause tiberein.

Da von dieser Mauslinie bekannt ist, dass sich der Satellitenzellpool dieser Tiere nicht erneuert und 60
Tage nach der Geburt véllig erschépft ist, wurde von den untersuchten Pax7cKO"*° Tieren eine
Myotubenpraparation  durchgefihrt und die  assoziierten  Satellitenzellen  durch  eine
immunhistochemische Anfarbung mit einem CD34 Antikdrper sichtbar gemacht (Abbildung 13). Die
Auszdhlung der CD34-positiven Satellitenzellen der Geschwistertiere zeigte keinen signifikanten
Unterschied zwischen der Wildtyp Maus und der heterozygoten Mutante (p > 0.5; Abbildung 13,
rechtes Diagramm), jedoch eine deutliche Abweichung gegentiber dem homozygoten Tier, dass keine
einzige CD34 positive Zelle aufwies (p < 0.0001; Abbildung 13, rechtes Diagramm). Stattdessen
konnten an den Myotuben dieses Tieres nur zelluldre Strukturen identifiziert werden, die mit der
Morphologie den Satellitenzellen Ubereinstimmten, jedoch kein positives Signal fur CD34 zeigten
(Abbildung 13, Pfeile). Diese Zellen wurden als CD34-negative Satellitenzellen bezeichnet und konnten
auch vereinzelt an den Myotuben der Wildtyp Maus und der heterozygoten Mutante gefunden werden.
Eine Auszahlung ergab eine erhéhte Anzahl dieser Zellen in der homozygoten Mutante gegeniber den

anderen beiden Tieren (p < 0.001). Ebenfalls wurde die Verteilung der CD34-positiven und CD34-
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Abbildung 13. Die phédnotypische Auswirkung des ,hypomorphen* Pax7"Ne Allels auf die postnatale
Entwicklung (A) fihrt zum vorzeitigen Tod der Tiere sowie einer verringerten Anzahl an CD34 positiven
Satellitenzellen (B). Die homo- und heterzygoten sowie Wildtyp Tiere eines Wurfes der Pax7cKO"*°
Linie wurden 48 Tage nach der Geburt analysiert. Die homozygoten Nachkommen zeigen deutliche
Defizite in der postnatalen Entwicklung (A) und eindeutige Unterschiede in der Myotuben-assoziierten
Satellitenzellpopulation. Wéhrend Gesamtzahl und Verteilung der Satellitenzellen pro Myotube
zwischen den Wildtyp und heterozygoten Tieren nahezu unverdndert sind, besitzen die homozygoten
Nachkommen keine CD34 positiven Stammzellen (B). Auf den Mpyotuben lassen sich lediglich
Strukturen erkennen, die in der Morphologie den Satellitenzellen dhneln und somit als CD34 negative
Satellitenzellen bezeichnet wurden (Pfeile). SZ, Satellitenzelle(n); Signifikanz: =, p < 0.0001;
##% p < 0.001.

negativen Satellitenzellen pro Myotube ermittelt und jeweils in einem Diagramm dargestellt. Dabei
zeigte sich, dass die Verteilung in der Wildtyp Maus und in der heterozygoten Situation nahezu gleich
ist und im Durchschnitt bei 2-3 Satellitenzellen pro Myotube liegt. Da die homozygoten Tiere keine
CD834-positiven Zellen aufwiesen, konnte hier auch kein Verteilungsmuster ermittelt werden. Im
Gegensatz dazu konnten bei diesen Tieren jedoch mehr CD34-negative Satellitenzellen pro Myotube
beobachtet werden.
Um zu Uberprifen, ob der beobachtete Verlust der Satellitenzellen aus einer verénderten Pax7
Expression resultiert, sollte nachfolgend eine Untersuchung der entsprechenden Protein- und
mRNA-Level erfolgen. Dazu wurde den untersuchten Tieren der Quadriceps femoris, der Musculus
soleus, der Musculus triceps brachii und der Musculus trapezius sowie weitere verschiedene Proben
aus der Skelettmuskulatur (div. Muskeln) enthommen und aufgearbeitet. Fiir Kontrollzwecke wurden
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zuséatzlich Teile der Leber isoliert und zusammen mit den Muskelproben untersucht. Die erste
Untersuchung erfolgte mittels RT-PCR auf RNA-Ebene, um mdgliche Verdnderungen in der Pax7
Transkription zu Uberprifen. Dazu wurden nach der Synthese der cDNAs verschiedene PCRs
durchgefiihrt, die jeweils einen Teil des kompletten Pax7 Transkripts abdeckten und mit Hilfe der
ImagedJ Software ausgewertet wurden (Abbildung 14). Dabei zeigt sich, dass die Transkription von
Pax7, abhéangig von der Anzahl der verédnderten Allele, beeintrachtigt wurde. Hauptséchlich sind davon
jedoch nur die ersten drei Exone betroffen, da alle PCRs, die diese Exone Uberspannen eine
spezifische Verringerung der PCR-Produkte aufweisen. Die gemessenen Signale betragen fur die
heterozygoten Tiere nur noch zwischen 73% und 50% der Wildtyp-Expression und fir die homozygote
Mutante sogar nur noch 1% bis 12% der Ursprungsmenge (Abbildung 14; Exon I - lll, Exon | - IV, Exon
I - VI, Exon Il - IV und Exon Il - VI). Alle PCR-Reaktionen, die alle 3’ vom Intron Il gelegenen Exone
Uberspannen, zeigen hingegen keine Verdnderung der Expression oder weisen nur geringe
Abweichungen zwischen den einzelnen Tieren auf, die wahrscheinlich auf Mess- bzw.
Pipettierungenauigkeiten zurtickzufihren sind (Abbildung 14; Exon IV - VI, Exon IV - VIl und Exon VII -

IX). Da die Neomycin-Selektionskassette genau an dieser Schnittstelle zwischen den Exonen Ill und IV

inseriert ist, wurden die beobachteten Veréanderungen der
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Abbildung 14. Uberpriifung der Expressionslevel verschiedener cDNA-Abschnitte von Pax7 durch
RT-PCR in 48 Tage alten M&usen der Pax7cKO"®° Linie. Die Analyse erfolgte mit verschiedenen
Primerpaaren lber verschiedene Exonabschnitte. Die erhaltenen Banden wurden mittels der ImageJ
Software quantifiziert und als Diagramme dargestellt. Es zeigte sich, dass eine starke Reduktion der
Expression zwischen der Wildtypsituation und der Homo- bzw. heterozygoten Mutante im 5’ Bereich
der cDNA zwischen den Exonen | - lll (+/- 65%; -/- 4%); den Exonen | - IV (+/- 50%; -/- 1%); den
Exonen | - VI (+/- 62%; -/- 2%); den Exonen Il - IV (+/- 73%; -/- 12%) sowie den Exonen Il - VI (+/-
76%; -/- 9%) erfolgte. Die Expression der 3’ vom Intron Ill gelegenen cDNA-Abschnitte ist hingegen nur
gering bzw. gar nicht verdndert (Exon 1V - VI; Exon VI - VIl und Exon VIl - IX). Da sich im Intron Il die
inserierte Neomycin-Selektionskassette befindet, ist die Verdnderung der Pax7 Expression vermutlich
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auf Fehler wédhrend des Splicens der prd-mRNA zuriickzufihren. M., Musculus.; ARBP, saures
ribosomales Phosphoprotein PO.

Pax7 Expression vermutlich durch ein inkorrektes Splicen der pr&-mRNA im Intron Il ausgelést. Um zu
Uberpriifen, ob und welche Veradnderungen der Translation durch die nachweislich veranderte Pax7
Transkription ausgeldst werden, sollte in einem weiteren Versuch die Menge an gebildeten Pax7
Protein in den einzelnen Geweben durch einen Western Blot untersucht werden. Nach Isolation der
Proteine durch Homogenisierung mit einer Kugelmihle und anschlieBender Sonifizierung wurden
jeweils gleiche Mengen des Homogenats in einem SDS-Proteingel aufgetrennt und auf eine
Nitrozellulosemembran Ubertragen. Zur Kontrolle wurde fir einen Teil der Membran ein Erstantikdrper
gegen das RalA Protein verwendet, das als ,housekeeping“ Gen in allen Geweben in gleichen Mengen
exprimiert wird und somit zur qualitativen und qgantitativen Kontrolle der Homogenate dient. Fir die
Analyse der Menge an translatiertem Pax7 wurde ein polyklonaler Antikérper der Firma GeneTex
(Rabbit Polyclonal Pax7, GTX77888) sowie ein monoklonaler Pax7 Antikérper (Chicken Anti-Pax7;
Developmental Studies Hybridoma Bank) verwendet. Wahrend der RalA Western Blot die erwartete
Bande bei 24 kDa zeigte, konnte mit keinem der verwendeten Pax7 Antikdrpern ein spezifischer
Nachweis der Pax7 Proteine erfolgen.

Trotz dieses fehlenden Nachweises kann aufgrund des beobachteten Phénotyps und der Ergebnisse
der RT-PCR davon ausgegangen werden, dass es sich bei der Pax7cKO"®° Linie um ein
-hypomorphes” Pax7 Allel handelt. Dies bedeutet, dass auch ohne loxP vermittelte Deletion und einem
Totalverlust der Pax7 Expression ein vergleichbarer Phé&notyp, wie in den Pax7-** Knock In Mausen,
zu finden war und vermutlich auf ein fehlerhaftes Splicen, ausgelést durch die inserierte
Selektionskassette, zuriickzufihren war. Diese Linie kann daher nicht zur gezielten Ausschaltung von
Pax7 verwendet werden, kénnte aber bei der Aufklarung kompensatorischer Effekte anderer Gene
bzw. bei der Untersuchung eines quantitativ-abhéngigen Phénotyps Verwendung finden; vorausgesetzt

ein spezifischer Nachweis der Translationsprodukte kann in Zukunft etabliert werden.

5.2.2. Die Cre-Rekombinase vermittelte Deletion des Pax7°" Genlocus fiihrt zu einem

volisténdigen Erliegen der Pax7 Transkription und zu einem Verlust der Satellitenzellen

Fir eine zukinftige Nutzung der Pax7cKO Linie, als Ausgangspunkt fir eine zeitlich- bzw.
gewebsspezifische Ausschaltung von Pax7, sollte Uberprift werden, ob nach einer ubiquitdren
Expression der Cre-Rekombinase tatsédchlich ein vollstdndiger Verlust des Transkriptionsfaktors
erfolgt. Dazu wurde durch Einkreuzung von Cre-Deleter Mausen, die Pax7KO Linie erzeugt (siehe
5.1.3.3.). Fur die Untersuchung des Phanotyps wurden erneut gleichgeschlechtliche Geschwistertiere
verwendet, die entweder genotypisch der Wildtypsituation entsprachen, oder ein hetero- bzw.
homozygotes Pax7°®"® Allel trugen. Die Tiere wurden 40 Tage nach der Geburt prapariert und der
Phanotyp in Abbildung 15 dokumentiert. Es zeigte sich, dass - analog zu den Pax7cKO"®° Mausen -

Defizite in der postnatalen Entwicklung zu verzeichnen waren, die nach durchschnittlich 25 Tagen zum
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Tod der Tiere fuhrten. Im Gegensatz zu den Tieren mit heterozygoten Pax7°¢° Allel, weisen die
heterozygoten Pax7KO Mause, im Vergleich zu den Wildtyp Tieren, bereits leichte

GroBenunterschiede auf. Ebenfalls unterschiedlich war die Ausprdgung des Phénotyps der
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Abbildung 15. Die Untersuchung des Phénotyps der Pax7KO Linie 40 Tage nach der Geburt (A) und
Auswirkung auf die Menge und Verteilung der Satellitenzellen im Musculus flexor (B). Die Analyse
erfolgte mit gleichgeschlechtlichen Nachkommen eines Wurfes und zeigte ein Wachstumsdefizit der
homo- und heterozygoten Mutanten (A, oben) sowie die deutliche Ausprdgung einer Kyphose (A,
Pfeilképfe). Ausléser fir diesen Phénotyp ist vermutlich die beobachtete Verringerung an
CD34-positiven Satellitenzellen um 22% in der heterozygoten Mutante sowie der fast vollstdndige
Verlust der Stammzellen im homozygoten Tier (Vermin.derung um 97%). Dagegen ist die Anzahl der
CD34-negativen Satellitenzellen (B, Pfeile) in der homozygoten Maus, gegentiber den anderen beiden
Tieren, leicht erhéht. SZ, Satellitenzelle(n). Signifikanz: =, p < 0.0001; #, p < 0.0005; #*, p < 0.01.

homozygoten Mutanten. Zwar zeigt die Maus gegeniber der Wildtypsituation und dem heterozygoten
Geschwistertier auch einen deutlichen Unterschied in der postnatalen Entwicklung, jedoch fallt dieser
nicht so dramatisch wie in der Pax7cKO"®° Linie aus (Abbildung 15A, oben). Neben dem
Wachstumsunterschied zeigen die beiden Mutanten zudem eine ausgepragte Kyphose, die vermutlich
durch den Muskelschwund und schlechteren Allgemeinzustand der Tiere begrindet ist (Abbildung 15A,
Pfeilkdpfe). In dieser Mauslinie wurden ebenfalls die Auswirkungen des Pax7%" Allels auf die Anzahl
und die Verteilung der Satellitenzellen im Musculus flexor untersucht. Dafur wurden pro Genotyp
mindestens 100 Myotuben isoliert und anschlieBend durch eine CD34 Antikdrper Anférbung

nachgewiesen und ausgewertet (Abbildung 15B). Dabei zeigte sich, gegenuber der Wildtypsituation,
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eine signifikante Abnahme der CD34-positiven Satellitenzellen um 23% in der heterozygoten Mutante
(p < 0.0005) und um 97% im homozygoten Tier (p < 0.0001). An den Myotuben der homozygoten

Pax7KO Maus konnte stattdessen eine groBere Anzahl CD34-negativer Zellen identifiziert werden,
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Abbildung 16. RT-PCR verschiedener Pax7 cDNA Abschnitte in unterschiedlichen Muskelgruppen der
Pax7KO Mauslinie, 40Tage nach der Geburt. Die Expessionslevel der einzelnen Exonabschnitte
wurden mit der ImageJ Software ermittelt und als Diagramme dargestellt. Es zeigte sich dabei eine
Abnahme der Expression fiir alle untersuchten cDNA Abschnitte in beiden Mutanten, wobei im
heterozygoten Tier durchschnittlich nur noch zwischen 54% und 90% der im Wildtyp gebildeten mRNA
vorhanden ist. Im homozygoten Tier ldsst sich fiir fast alle cDNA Abschnitte keine Transkription mehr
feststellen. Nur fiir einige Exonabschnitte, die nicht deletiert wurden, konnten noch geringe Mengen an
mRANA nachgewiesen werden (3% fiir Exon IV - VI; 7% fir Exon VI - VII). M., Musculus.; ARBP, saures
ribosomales Phosphoprotein PO.

die aufgrund ihrer Morphologie und GréBe als CD34-negative Satellitenzellen gewertet wurden (p <
0.01; Abbildung 15B, Pfeile). Eine genaue Identifikation ist aber durch den fehlenden Marker nicht
maoglich, bzw, misste durch einen weiteren Satellitenzellmarker (z.B. Syndecan4) erfolgen. Auch in der
Verteilung der Satellitenzellen pro Myotube konnte bereits zwischen der Wildtyp Maus und der
heterozygoten Mutante ein Unterschied festgestellt werden, da die Myotuben in der heterozygoten
Pax7KO Maus hauptséchlich eine oder zwei assoziierte Satellitenzellen besitzen, wéahrend in der
Wildtypsituation die meisten Myotuben zwei bis drei der Stammzellen aufweisen. Da fur die Pax7
Mutante insgesamt nur vier CD34-positive Satellitenzellen identifiziert werden konnten, kann eine
Bewertung der Verteilung hier nicht erfolgen. In der Verteilung der CD34-negativen Zellen pro Myotube
konnten hingegen keine, bzw. nur eine geringe Verédnderungen festgestellt werden, die jedoch im
Bereich der Normalverteilung liegt.

Die nachfolgende Analyse der Pax7 Expression in den Pax7KO M&usen wies, wie in der zuvor
untersuchten Mauslinie, eine Verringerung der Transkription, abhéngig von der Anzahl der mutierten

Neo

Allele auf. Jedoch zeigte sich, im Gegensatz zu den Pax7cKO ™" Méausen, auch eine starke Reduktion

61



Ergebnisse

der Pax7 cDNA Abschnitte, die 3’ der inserierten Selektionskassette liegen und eigentlich nicht von der
Cre vermittelten Deletion betroffen sind (Abbildung 16). Fir fast alle Exonabschnitte kann in der
homozygoten Mutante ein Totalverlust der Pax7 Expression festgestellt werden. Lediglich zwischen
den Exonen IV - VI und VI - VIl konnten schwache PCR-Signale beobachtet werden, die jedoch nur
3% bzw. 7% der Wildtyp Expression entsprachen. Vermutlich waren diese Signale jedoch in einer
unspezifischen ,Rest-Transkription“ der nicht-deletierten cDNA Bereiche begriindet und resultieren
nicht in funktionellen Pax7 Transkripten, die korrekt translatiert werden kdénnen. Im Falle der
heterozygoten Pax7KO Maus ist die Pax7 Expression durchschnittlich um 34% gesenkt, wobei
zwischen den einzelnen cDNA Abschnitten groBe Schwankungen feststellbar sind. Jedoch sind die
Abschnitte mit einer sehr geringen Verénderung auch jene, in denen in der homozygoten Mutante noch
Restsignale festgestellt werden konnten (Exon IV - VI und Exon VI - VII; siehe Tabelle 4). Daher kann
vermutet werden, dass auch in der heterozygoten Maus noch eine gewisse ,Rest-Transkription“ der
nicht-deletierten cDNA Abschnitte erfolgt und die Abschwéchung der Expression kompensiert.

In den Untersuchungen mit den Pax7KO Mé&usen konnte somit eindeutig gezeigt werden, dass eine
Cre-vermittelte Rekombination im Pax7*" Allel zu einem Verlust der Pax7 Transkription fuhrt. Zwar
konnte aufgrund des Fehlens eines funktionierenden Antikdrpers der Verlust des Pax7 Proteins nicht
nachgewiesen werden; das vollstidndige Fehlen der CD34-positiven Satellitenzellen stimmt jedoch mit
dem Phéanotyp der bereits beschriebenen Pax7-* Knock In Maus Uberein, die ebenfalls eine
Nullmutation darstellt (Seale et al. 2000). Die generierte Pax7cKO Mauslinie kann somit als
Ausgangspunkt fur eine gewebespezifische und temporédre Ausschaltung des Pax7 Gens genutzt
werden.

Um einen besseren Uberblick Giber die postnatale Entwicklung der Mutanten zu haben und gleichzeitig
einen weiteren phanotypischen Vergleich zur existierenden konstitutiven Pax7 Nullmutation zu ziehen,
wurden fur die Nachkommen mehrerer heterozygoten Verpaarungen der Linie Pax7cKO"® bzw.
Pax7KO ab einem Alter von 7 Tagen Koérpergewichtsmessungen durchgefiuhrt (Abbildung 17). Es
zeigte sich dabei, dass zwischen der Wildtypsituation und den heterozygoten Tieren beider Mauslinien
keine signifikanten Unterschiede messbar waren (p > 0.1 Pax7cKO"; p > 0.1 Pax7KO). Lediglich fur
die Pax7KO Linie zeichnete sich vom Tag 16 beginnend eine geringe Abweichung zwischen den

Tieren ab. Dieser Trend scheint sich weiter fortzusetzen, da auch in den Untersuchungen der 40 Tage

Tabelle 4. Tabellarische Darstellung der relativen Pax7 Expression verschiedener cDNA Abschnitte im
Muskel der Pax7°"™ und Pax7°"N®° Mauslinien. Die Erstellung der Tabelle erfolgte mit Hilfe einer Image
J quantifizierten und normalisierten Menge an PCR-Produkt der RT-PCR verschiedener Muskelgruppen.
(+++, 75%-100% der Basalexpression; ++, 50%-74% der Basalexpression; +, 25%-49% der
Basalexpression; -, 0%-24% der Basalexpression)

PaX7onP Neo/PaX7loxP N

loxP/Ne
Agg}'}ﬁiﬂ wrwT | WT/Pax? WT/Pax7°" e Pax 77" Pax %'
El-1l +++ ++ ++ - -
El-IV +++ ++ ++ - -
El-VI +++ ++ ++ - -
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Ell-IV +++ ++ ++ - -
Ell - VI +++ +++ ++ - -
EIV-VI +++ +++ +++ ++ -
E VI- VI +++ +++ +++ +++ -
E VII - IX +++ +++ ++ ++ -
Pax7 cKOM° | Pax7 KO |
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Abbildung 17. Zusammenfassung der Kérpergewichtsmessungen von Nachkommen der Pax7cKO"*°
(n=65) bzw. Pax7KO (n=90) Mauslinie von Tag 7 bis Tag 20 nach der Geburt. Zwischen den
Wildtyp-Tieren und den heterozygoten Mutanten ist in beiden Linien kein signifikanter Unterschied (p >
0.1 Pax7cKO"®°; p > 0.1 Pax7KO) feststellbar. Die homozygoten Méuse (n = 10 Pax7cKO"*°; n = 3
Pax7KO) zeigen bereits zu Beginn der Messung deutliche Wachstumsdefizite (p < 0.0001
Pax7cKO™°; p < 0.005 Pax7KO), die im Laufe der weiteren Entwicklung konstant bleiben und im
Verhéltnis zur Wildtypsituation durchschnittlich 65% betragen.

(siehe Abbildung
homozygoten Mutanten zeigen gegenuber ihren Geschwistertieren jedoch bereits ab Tag 7 einen
deutlichen Gewichtsunterschied (p < 0.0001 Pax7cKO"°; p < 0.005 Pax7KO), der im Verhéltnis zur

alten Mause ein GrbéBenunterschied beobachtet werden konnte 15). Die

Wildtypsituation ca. 65% betragt und bis zum Tag 20 nahezu konstant bleibt. Vermutlich werden die
Unterschiede ab diesem Zeitraum noch deutlicher, da ab Tag 16 bei beiden Mauslinien eine
Stagnation der Wachstumskurve einsetzte. Fir beide Linien war am Ende der Untersuchung bereits
wieder eine Abnahme des Gewichts feststellbar, die nachfolgend zum Tod der Tiere innerhalb weniger
Tage fuhrte.

Zusammenfassend konnte anhand der Untersuchungen eine Haploinsuffizienz der heterozygoten
Mutanten festgestellt werden, die zwar zu einer signifikanten Reduktion der Satellitenzellen flhrte,

jedoch klinisch nicht aufféllig ist.
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5.2.3. Die Pax7cKO Mauslinie zeigt keine Verdnderung in der Satellitenzellpopulation und eine

Wildtyp-spezifische Pax7 Expression

In einer letzten Untersuchung sollte Uberprift werden, ob die homozygoten Tiere der Pax7cKO
Mauslinie mit Wildtyptieren, die eine ,normale“ Pax7 Expression besitzen, phanotypisch
Ubereinstimmen, oder ob bereits die Insertion der beiden LoxP Erkennungsstellen in den Pax7 Locus
zu Veranderungen in den Tieren fuhrt. Dazu wurden die Nachkommen eines Wurfes dieser Linie, wie
die bereits zuvor untersuchten Tiere, 40 Tage nach der Geburt prépariert und analysiert. Die
untersuchten Tiere wiesen im Gegensatz zu den vorherigen Mauslinien keine erkennbaren
GréBenunterschiede auf (Abbildung 18A) und zeigten auch keine erhdhte Letalitat innerhalb der ersten
Lebensmonate. Auch fir diese Mause wurde eine Isolation von Myotuben aus dem Musculus flexor mit
anschlieBender CD34 Antikdrperanfarbung durchgefihrt (Abbildung 18B). Hier zeigten sich ebenfalls
keine signifikanten Unterschiede in der Anzahl der Satellitenzellen (p > 0.5) zwischen dem Wildtyp und
der Maus mit dem homo- bzw. heterozygoten Pax7°* Allel. Nur in der Verteilung der Satellitenzellen
pro Myotube sind geringfigige Unterschiede zu erkennen, die jedoch auf der natlrlichen Streuung der
Auszdhlung beruht. Von dem isolierten Muskelgewebe der untersuchten Tiere wurde anschlieBend
eine RNA Préparation durchgefihrt und mittels RT-PCR die Pax7 Expression untersucht. Wie in
Abbildung 19 zu erkennen, ist die Transkription in allen cDNA Abschnitten gleich, oder ist nur sehr
gering verdndert. Diese Unterschiede sind jedoch auf Mess- und Pipettierungenauigkeiten

zurlckzufiihren und stellen keine tatséchliche Veranderung der Pax7 Expression dar.
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Abbildung 18. Die Tiere der Pax7cKO Mauslinie zeigen keine Unterschiede in der postnatalen
Entwicklung (A) und zeigen eine normale Prédsenz und Verteilung an Satellitenzellen (B). Die Analyse
der Geschwistertiere erfolgte 40 Tage nach der Geburt und zeigte keine erkennbaren Auffélligkeiten.
Zur Untersuchung der Satellitenzellen wurde eine CD34 Antikérperfdrbung durchgefihrt (B), die jedoch
ebenfalls keine Unterschiede in der Anzahl und Verteilung pro Myotube aufzeigte.
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Da die Untersuchungen des Phanotyps sowie der Transkription der Pax7cKO Mause keine

erkennbaren Auffalligkeiten zeigte, kann davon ausgegangen werden, dass die Insertion der beiden

LoxP Erkennungsstellen in den Pax7 Locus keinen Einfluss auf die Pax7 Expression hat. Zusammen

mit den Ergebnissen der konstitutiv deletierten Pax7KO Linie (5.2.2.) konnte somit erfolgreich

demonstriert werden, dass eine vollstdndige Ausschaltung von Pax7 erst nach Expression der Cre

Rekombinase erfolgt, ansonsten aber dem Wildtyp entspricht.
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Abbildung 19. Die Analyse der Pax7 Expression in verschiedenen Muskelgeweben von
Méusen zeigte keine Verdnderung zwischen der Wildtypsituation sowie der homo- bzw. heterozygoten
Mutante. Die Ermittlung der Expessionslevel verschiedener Exonabschnitte erfolgte 40Tage nach der

Geburt und wurde mit der Imaged Software ausgewertet.

Pax7cKO

Trotz geringfligigerer Schwankungen

innerhalb der einzelnen Gewebe, konnte keine signifikante Abnahme der Expression in den
unter-suchten Tieren festgestellt werden. M., Musculus.; ARBP, saures ribosomales Phosphoprotein

PO.
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5.3. Charakterisierung der VITO-Genfamilie

Durch vorangegangene Untersuchungen konnte mittels subtraktiver Hybridisierung das humane
cDNA-Fragment hVITO-1 (Homo sapiens mRNA for VITOT1 protein, EST name: AJ578053; GenBank
gi: 33235473) isoliert werden, welches beim Menschen ausschlieBlich in Skelettmuskeln exprimiert
wird. Sequenzvergleiche mit der NCBI EST-Datenbank zeigten hohe Homologien zum humanen Tondu
und zum Vestigial Gen in Drosophila melanogaster. Besonders hohe Homologien zeigten sich dabei in
einem Bereich von 28 Aminoséauren - der SID (,scalloped interaction domain®). Diese ist verantwortlich
fur die Bindung von Scalloped bzw. Mitgliedern der TEF Familie.

Durch Sequenzvergleiche von hVITO-1 mit den entsprechenden Maus EST-Klonen konnte ein
Kandidat fur die homologe Maus cDNA gefunden werden (RIKEN full-length enriched, 12 days embryo
head; EST name: BB567795; GenBank gi: 11458703). Mit Hilfe einer erweiterten Suche in der NCBI
Maus-EST-Datenbank konnte zudem ein weiterer EST-Klon mit einer 93% Homologie auf
Aminosaureebene innerhalb der Scalloped Interaktionsdoméne identifiziert werden, der als mVITO-2
bezeichnet wurde (RIKEN cDNA, Mammary tumor. WAP-TGF alpha model. 7 months old, gross tissue;
EST name: BC042696; GenBank gi: 27769075). Fir diesen cDNA-Klon existiert ebenfalls ein humaner
cDNA-Klon, der als hVITO-2 benannt wurde (NIH_MGC_79 Homo sapiens cDNA clone
IMAGE:4731481 5', mRNA sequence, EST name: BG620384,; GenBank gi: 13671755).

Im Rahmen dieser Arbeit sollte Uberprift werden, ob es sich bei diesen Kandidaten tatsdchlich um
Mitglieder einer Gen-Familie handelt und anschlieBend die Eigenschaften und Funktion der VITO

Proteine im Modellorganismus Maus untersucht werden.

5.3.1. Sequenzanalyse und -vergleiche von mVITO-1 und mVITO-2

Die Vektoren mit den verschiedenen cDNA-Klonen wurden aufgereinigt, sequenziert und anschlieBend
mit den Sequenzen aus der NCBI-Datenbank abgeglichen. Mit Hilfe der Sequenzen konnte nun ein
Homologievergleich zwischen den Klonen auf DNA- sowie Aminosdureebene durchgefihrt werden.
Dabei zeigte sich, dass der Bereich der héchsten Homologie im Bereich der Scalloped
Interaktionsdoméne liegt und ein Unterschied in der Aminosduresequenz zwischen allen EST-Klonen
hier nur an 2 Stellen (92,6%) erkennbar ist (siehe Abbildung 20). Zwischen mVITO-1 und hVITO-1
sowie mVITO-2 und hVITO-2 besteht sogar eine 100%ige Ubereinstimmung in der SID. Die Homologie
zwischen VITO-1 und VITO-2 Uber den kompletten offenen Leserahmen liegt auf Aminosdureebene
bei den humanen Sequenzen im Bereich von 41,7%, bzw. von 37,2% bei den Maus-EST-Klonen
(siehe Abbildung 21C). Auf DNA-Ebene betragt die Homologie der humanen cDNAs nur 26,8% sowie
28,3% bei den Maus-Sequenzen (siehe Abbildung 21D).
Zwischen den jeweiligen humanen und murinen Vertretern von VITO-1 und VITO-2 besteht Uber den
vollstandigen ORF jedoch eine deutlichere Ahnlichkeit von 87,3% bzw. 90,5% in der
Aminosauresequenz (siehe Abbildung 21C). Auf DNA-Ebene existiert ebenfalls eine deutlich héhere
Ahnlichkeit von 48,8% fiir VITO-1, bzw. 51,4% bei VITO-2 (siche Abbildung 21D).
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MSCLDVMYQVYGPPQPYFAAAY - —————————— TPY-———————— HQKLAYYSKMQEAQECNASPSSSGSGSSSFSSQTP hVITO-1
MSCLDVMYQVYGPPQPYFAAAY - —————————— TPY-———————— HQKLAYYSKMQEAQEC-ASPGSSASGSSSFSNPTP mVITO-1
MSCLDVMYQVYGPPQPYFAAAY-—————————— TPY-———————— HQKLAYYSKMQEAQEC ASP:SS:SGSSSFS:.TP Kons. VITO-1
MSCAEVMYH----PQPYGASQYLPNPMAATTCPTAYYQPAPQPGQQKKLAVFSKMODSLEV-TLPSKQEEED-——————— hvITO-2
—————————————————————————————————————————————————————— MODSLEV-TLPSKQEEEE------—— mVITO-2
MODSLEV-TLPSKQEEE : ———————— Kons. VITO-2
MSC :VMY: PQPY A:.Y T:Y ::KLA :SKMQ:: E B 185 o008 Kons. gesamt

ASIKEEEG---SPEKERPPEAEYINSRCVLFTYFQGDISSVVDEHFSRALSQPSSYSPSCTSSKAPRSSGP-WR-DCSFP hVITO-1
ASVKEEEG---SPEKERPPEAEYINSRCVLFTYFQGDISSVVDEHFSRALSHPSSYTPSCTSSKAHRSSGP-WRAEGTFP mVITO-1

AS:KEEEG---SPEKERPPEAEYINSRCVLFTYFQGDISSVVDEHFSRALS :PSSY:PSCTSSKA.RSSGP-WR : :FP Kons. VITO-1

-—-—-EEEE---EEEKDQPAEMEYLNSRCVLFTYFQGDIGSVVDEHFSRALGOQAITLHPESAISKSKMGLTPLWRDSSALS hVITO-2
-—-—-EEEEDEEEEEKDQPAEMEYLNSRCVLFTYFQGDIGSVVDEHFSRALGOANTLHPESAISKSKMGLTPLWRDSSALS mVITO-2

—---EEEE---EEEKDQPAEMEYLNSRCVLFTYFQGDIGSVVDEHFSRALGQA TLHPESAISKSKMGLTPLWRDSSALS Kons. VITO-2
EEE. . EK::P:E EY:NSRCVLFTYFQGDIGSVVDEHFSRALG:: : ..: SK: .: .P WR.. ::: Kons. gesamt

MSQRSFPASFWNSAYQAPVPPPLGSPLATAHSELPFAAADPYSPAALHGHLHQGATEPWHHAHPHHAHPHHPYALGGA-- hVITO-1
MSQRSFPASFWNSAYQAPVPAPLGSPLAAAHSELPFA-TDPYSPATLHGHLHQGAAD-WHHAHPHHAHPHHPYALGGA-- mVITO-1

MSQRSFPASFWNSAYQAPVP: PLGSPLA:AHSELPFA: DPYSPA:LHGHLHQGA:: WHHAHPHHAHPHHPYALGGA-- Kons. VITO-1

SORNSFPTSFWTSSYQPPPAPCLGG-—--VHPD-——————— FQVTGPPGTFSAADPSPWPGHNLHQTGPAPPPAVSESWP hVITO-2
SORSNFPTSFWTSSYQPPPAPCLGG-—--VHPD-——————— FQVTAPHGTFTTADPNSWPGHGLHQTGPAPPPTASESWH mVITO-2
SQR: :FPTSFWTSSYQPPPAPCLGG----VHPD=-=—————— FQVT:P.GTF: :ADP: :WPGH.LHQTGPAPPP: .SESW. Kons. VITO-2
:.:FP:SFW.S:YQ:P :P LG: .H:: : t. .G : t... W H:::P .P :.:.: Kons. gesamt
--LGAQAAPYPRPAAVHEVY—————m e APHFDPRYGPLLMPAASGRPARLATAPAPAPGSPP hVITO-1
—--LGAQASAYPRPA-VHEVY———— e e APHFDPRYGPLLMPAATGRPGRLAPASAPAPGSPP mVITO-1
—-LGAQA: :YPRPA VHEVY———m e APHFDPRYGPLLMPAA:GRP:RLA.A:APAPGSPP Kons. VITO-1
YPLTSQVSP-SYSH-MHDVYMRHHHPHAHMHHRHRHHHHHHHPPAGSALDPSYGPLLMPSVHA————— ARIPAPQCDITK hVITO-2
YPLASQVSP-SYSH-MHDMYLRHHHPHAHVHHRH---HHHHHPTAGSALDPAYGHLLMPSVRA————— ARIPAPQCDITK mVITO-2
YPL:SQVSP-SYSH-MHD:Y :RHHHPHAH : HH : H-—-HHHHHP . AGSALDP : YG.LLMPSV : A=———— ARIPAPQCDITK Kons. VITO-2
10 80),88Y¥8 4 tH::Y :: :DP.YG.LLMP:. : A :AP. : . Kons. gesamt
CELSGKGEPAGAAWAGPGGPFASPSGDVAQGLGLSVDSARRYSLCG-———————— ASLLS hVITO-1
CELAAKGEPAGSAWAAPGGPFVSPTGDVAQSLGLSVDSGKRRRECSLPSAPPALYPTLG. mVITO-1
CEL: : KGEPAG:AWA : PGGPF.SP:GDVAQ:LGLSVDS::R . C: Kons. VITO-1
TEPTT-VTSATSAWAGA---FHG-TVDIVPSVGFDTGLQHQODKSKE-———————— SPWY hvITO-2
TDLTT-VTTATSAWAGA---FHG-TVDIVPSVGFDTGLQHQODKSKE-———————— STWY. mVITO-2
T: TT-VT:ATSAWAGA---FHG-TVDIVPSVGFDTGLQHQDKSKE-—====——— S.WY Kons. VITO-2
I ..A.:AWA:: F : : D:..::G:..e e . . Kons. gesamt

Abbildung 20. Der Vergleich der Aminosdurensequenz verschiedener Vertreter der VITO Genfamilie
im Menschen und in der Maus. Flr die einzelnen Vertreter der VITO Genfamilie wurde eine
Konsensussequenz erstellt (Kons. VITO-1 bzw. Kons. VITO-2), welche die Ndhe der Verwandtschaft
zwischen der humanen und der Maus-Sequenz verdeutlicht. Ubereinstimmende Aminoséduren wurden
in der Konsensussequenz beibehalten, wdhrend Fehlpaarungen je nach evolutiondrer Verwandtschaft
(PAM250 Tabelle; Dayhoff et al. 1978) durch ein Leerzeichen (entfernter Verwandtschaftsgrad;
PAM250-Wert < 0), Punkt (neutrale Aminosdure; PAM250-Wert = 0) oder Doppelpunkt (naher
Verwandtschaftsgrad; PAM250-Wert > 0) geédndert wurden. Der Bereich der Scalloped
Interaktionsdoméne wurde mit roten Buchstaben gekennzeichnet. Lediglich zwei Aminoséduren
innerhalb der SID sind verdndert (griine Kennzeichnung) und zeigen zudem eine relativ nahe
Verwandtschaft (PAM250-Wert +1). Die Doméne reprédsentiert gleichzeitig den Bereich der héchsten
Homologie (92,6%) zwischen allen vier VITO Genen (Kons. gesamt; grau hinterlegt). Die Erstellung der
Konsensussequenz erfolgte entsprechend den vorangegangenen Angleichungen. Sequenzabschnitte,
die nur bei einer cDNA vorhanden sind, wurden zusétzlich wei3 gekennzeichnet.
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Aufgrund der Ahnlichkeitsbeziehungen kann fir die einzelnen cDNA Sequenzen der potentiellen
VITO-Gene ein phylogenetischer Baum erstellt werden, der die evolutiondren Beziehungen zwischen
den Sequenzen verdeutlicht. Der entsprechende phylogenetische Baum fir die Nukleotid-Sequenz der
offenen Leserahmen ist in Abbildung 21A dargestellt, wdhrend die verwandtschaftliche Beziehung auf

Aminoséureebene in Abbildung 21B abgebildet ist.

A —— hvITO-1 B [— hVITO-1
L mvito1 L mvito1
) (— hVITO-2 ] [——— mVITO-2
L mviTo2 L hvimo2
| I I | I I I I | I [ [ [ [ I |
160 140 120 100 80 60 40 20 O 600 500 400 300 200 100 0
Nukleotid-Substitutionen [x100] Nukleotid-Substitutionen [x100]
C Identitat D Identitat

hVITO-1 mVITO-2 hVITO-2 mVITO-2 hVITO-1 mVITO-2 hVITO-2 mVITO-2

hVITO-1

48,8% 26,8% 27,0% hVITO-1 hVITO-1 87,3% 41,7% 37,7% hVITO-1

N N
g:‘ mVITO-2 24,4% 28,3% | mviTO-2 g | mvito-2 40,6% 372% | mviTo-2
o o
2| nvito-2 350,0 544% | hvITO-2 2| nviro-2 100,0 hVITO-2
[a} [a}

mVITO-2 350,0 234,8 mVITO-2 mVITO-2 100,0 mVITO-2

Abbildung 21. Berechnete evolutiondre Beziehung der VITO Genfamilie. Flr alle offenen
Leserahmen der VITO cDNAs (A, C) und der daraus resultierenden Aminosduresequenzen (B, D)
wurden jeweils der phylogenetische Baum (oben) und die Identitat sowie Divergenz (unten) mit Hilfe
des Programms ,Megalign” erstellt. A, B: Der phylogenetische Baum verdeutlicht die evolutionédren
Beziehungen zwischen den verschiedenen Sequenzen, wobei die Ldnge jedes Verzweigungspaares
den evolutiondren Abstand zwischen den verglichenen Sequenzpaaren reprdsentiert und die Skala
die Anzahl an Basen-Substitutionen angibt. Dabei zeigt sich sowohl fiir die Aminoséure- wie auch
DNA-Sequenz das typische Bild einer Genfamilie, wobei ersichtlich wird, dass die evolutionédre
Trennung der einzelnen Vertreter noch vor der Trennung der Spezies erfolgt sein muss. C, D:
Tabellarische Darstellung der Identitédt sowie der Divergenz der Vertreter der VITO Genfamilie. Die
Divergenz wird durch den Vergleich der Sequenzpaare unter Berlicksichtigung der berechneten
Phylogenie ermittelt, wédhrend die Identitét ausschlieBlich auf dem Vergleich der Sequenzen beruht.
Auch hier zeigt sich die héchste Ahnlichkeit zwischen den humanen und Maus-Sequenzen der
einzelnen Vertreter der Genfamilie, sowohl auf DNA- wie auch Aminosédure-Ebene, wéhrend die
Unterschiede zwischen VITO-1 und VITO-2 in der Maus und im Menschen deutlich gréBer sind.
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5.4. Nachweis der Interaktion von mVITO-1 und mVITO-2 mit

Transkriptions-faktoren der TEF-Familie

Durch die vorangegangenen Untersuchungen der DNA und Aminosauresequenz von mVITO-1 und
mVITO-2 zeigte sich, dass die hdochste Homologie, sowohl auf Aminosdure- und DNA-Ebene, im
Bereich der Scalloped Interaktionsdoméne liegt. Diese Beobachtungen legen nahe, dass dieser
Abschnitt fur die Funktion der beiden Gene eine entscheidende Rolle spielt und deshalb evolutionar
konserviert wurde. Aus Untersuchungen an Drosophila melanogaster konnte bereits gezeigt werden,
dass das VITO-Homolog Vestigial den Transkriptionsfaktor Scalloped bindet, und dass dieser Prozess
far entscheidende Schritte in der Entwicklung der Fllugel- und Flugmuskulatur notwendig ist. Weiterhin
konnte auch gezeigt werden, dass das Fehlen von Scalloped durch das humane Homolog NTEF-1
kompensiert werden kann. Aufgrund dieser Beobachtungen und der Tatsache, dass auch die
Aminosauresequenz der Scalloped Interaktionsdoméane der VITO cDNAs eine sehr hohe
Konservierung aufzeigt, konnte vermutet werden, dass auch die VITO Proteine mit den
Transkriptionsfaktoren der TEF-Familie interagieren kénnen.

Um zu Uberpriifen, ob diese Vermutung richtig ist und ob der hohen evolutionéren Konservierung der
SID auch tatsachlich eine biologische Funktion zukommt, war das Ziel der ersten biochemischen
Untersuchungen der beiden Genprodukte, der Nachweis einer Interaktion von VITOs mit Vertretern der

TEF-Proteine mit Hilfe einer Co-Immunopréazipitation.
5.4.1. Herstellung der VITO Expressionskonstrukte

Fur die Durchfihrung der Co-Immunopréazipitation war es notwendig die entsprechenden Proteine
mittels einer in vitro Translation in ausreichenden Mengen herzustellen. Die humanen cDNAs von
TEF-1 und TEF-3 wurden bereits von |. Davidson in den pxJ40 Expressionsvektor kloniert und fur
diese Arbeit freundlicherweise zur Verfugung gestellt. Zur Herstellung der VITO Expressionskonstrukte
wurden verschiedene Abschnitte der cDNAs in den pCS2 + MT Vektor kloniert. Dieser Vektor enthalt
neben den Promotersequenzen flur die Sp6- und T7-Polymerase zwei multiple Klonierungsstellen,
zwischen denen sich eine sechsfache Kopie der ,Myc-Tag" Epitopsequenz befindet. Die Sequenz des
Myc-Epitops (5-ATGGAGCAAAAGCTCATTTCTGAAGAGGACTTGAATGAA-3; MEQKLISEEDLNE)
codiert das Myc-Antigen, welches spezifisch vom monoklonalen myc1-9E10.2 Antikdrper erkannt wird.
Durch die Klonierung der cDNA-Abschnitte in das Leseraster der Myc-Sequenz kdnnen somit
Fusionsproteine mit einem N-terminalen Myc-Tag hergestellt werden. Da gegen die VITO Proteine
weder poly- noch monoklonale Antikérper erhéltlich sind, erlauben die eingefihrten Myc-Epitope eine
Detektion der VITO Fusionsproteine durch den Myc-Antikérper und machen somit eine
Immunoprazipitation mdglich.

Die verschiedenen cDNA-Abschnitte wurden mit Hilfe einer PCR amplifiziert, wobei die Primer
zusétzliche EcoRI Restriktionsschnittstellen fir die Klonierung der Fragmente in den pCS2 +MT Vektor

enthielten. Fir den Nachweis der Interaktion wurden insgesamt je 3 verschiedene cDNA-Fragmente
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von mVITO-1 und mVITO-2 verwendet, die entweder die komplette cDNA oder verkirzte Abschnitte
beinhalteten (siehe Abbildung 22). Die verkirzten Konstrukte waren zum Nachweis der Notwendigkeit
der SID fir die TEF-Interaktion erforderlich. Dazu wurde jeweils ein am 5-Ende deletiertes
cDNA-Fragment verwendet, welches in einem verkirzten N-terminalen Protein ohne die Scalloped
Interaktionsdoméne resultiert. Durch die Klonierung von VITO cDNAs mit einer Deletion am 3’-Ende
konnten dagegen Proteine synthetisiert werden, welche die vollstandige SID besitzen, jedoch am

C-terminalen Ende verkUirzt waren.

Start Stop
| vITO-1/2 cDNA

c
MTag VITO-1/2
c

MTag VITO-1/2 ASID

MTag AVITO-1/2

N
N

113

Abbildung 22. Bildliche Darstellung der verschiedenen hergestellten VITO Expressionskonstrukte,
die fir diese Arbeit verwendet wurden. Im oberen Teil wurde noch einmal der schematische Aufbau
der cDNAs von mVITO-1 und mVITO-2 mit der Scalloped Interaktionsdoméne (SID, rot) dargestellt.
Im unteren Teil sind die resultierenden Translationsprodukte, zusammengesetzt aus den
entsprechenden cDNA-Abschnitten und dem Myc-Epitop (blau), aufgefiihrt. Es wurden sowohl die
kompletten cDNAs sowie 5- und 3-verkirzte Fragmente verwendet, die in vollstdndigen bzw. N-
oder C-terminal deletierten Fusionsproteinen resultierten.

5.4.2. Zur Interaktion von mVITO-1 mit TEF-1 in vitro wird die SID benétigt

Zur Durchfihrung der Co-Immunoprézipitation wurden die verschiedenen Expressionskonstrukte der
TEF-Proteine sowie die Fusionskonstrukte von mVITO-1 und mVITO-2 mit Hilfe eines
Retikulozytenlysat-Kits (TnT® Coupled Reticulocyte Lysate System, Promega) in vitro translatiert.

Die in vitro Translation von TEF-1 (Abbildung 23, Bahn 3) und TEF-3 (Abbildung 24, Bahn 3) sowie
den Fusionsproteinen MTag mVITO-1 (Abbildung 23, Bahn 4), MTag mVITO-1 ASID (Abbildung 23,
Bahn 5) und MTag AmVITO-1 (Abbildung 23, Bahn 6) war erfolgreich und resultierte in den erwarteten
Proteingewichten von 45,2kDa fur das vollstdndige VITO-1 Fusionsprotein, bzw. 33,3kDa und 32,6kDa
for die N-terminal und C-terminal verkirzten Konstrukte. Lediglich bei TEF-1 und TEF-3 weicht der
errechnete Wert von 46,3kDa fir TEF-1 bzw. 44kDa fiur TEF-3 vom tats&chlichen Proteingewicht ab
und liegt etwas niedriger bei ca. 40kDa. Diese Beobachtung lasst sich aber damit erklaren, dass die
Berechnung des Proteingewichtes durch einfache Addition der Molekulargewichte der einzelnen
Aminosauren erfolgt und somit spezifische Eigenschaften der Proteine nicht berlcksichtigt werden.

Die Verwendung des Myc-Antikorpers erlaubt eine spezifische Detektion und Préazipitation der VITO
Fusionsproteine (Abbildung 23, Bahnen 9-11), wahrend die TEF-Proteine nicht prazipitiert werden
kénnen (Abbildung 23, Bahn 12; Abbildung 24, Bahn 12). Somit kénnen bei der eigentlichen
Co-Immunoprézipitation detektierte TEFs nur auf direkte Interaktion mit den VITO-Fusionsproteinen
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zurtickzufiuihren sein. Da die erwartete Proteingr6B8e von TEF-1 und TEF-3 mit der vom vollstandigen
MTag-VITO-1 nahezu Ubereinstimmte und somit zu erwarten war, dass die beiden Proteinbanden im
Gel nicht unterschieden werden kénnen, wurde fur die Co-Immunoprézipitation zuséatzlich ein
Fusionsprotein ohne radioaktives Methionin translatiert und verwendet (Abbildung 23, Bahn 2).

Tatséchlich zeigt sich bei der Co-Immunoprazipitation zwischen TEF-1 und dem unmarkierten
unverkirzten VITO Protein eine Interaktion (Abbildung 23, Bahn 13). Zwar konnten aufgrund der
fehlenden radioaktiven Markierung von MTag-VITO-1 nicht beide Proteine gleichzeitig nachgewiesen
werden, jedoch ist durch die Kontroll-Prazipitation von TEF-1 in Abbildung 23, Bahn 12 eine
unspezifische Detektion von TEF-1 ausgeschlossen. Die TEF-1 Proteine konnten somit nur durch

Bindung an das unmarkierte MTag-VITO-1 mit der Sepharose prazipitiert werden. Auch mit dem C-
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Abbildung 23. Die Co-Immunoprézipitation von TEF-1 mit mVITO-1 ist von der Scalloped
Interaktiosdoméne (SID) abhéngig. Autoradiographischer Nachweis einer SDS Gel-Elektrophorese
verschiedener mVITO-1 Myc-Tag Fusionsproteine sowie TEF-1, Myf5 und E2-2. Zur Kontrolle der in
vitro Translation wurde jeweils 1yl der Retikulozytenlysate auf das Gel aufgetragen (Bahnen 2-8). In
einer Kontroll-Prézipitation (Bahnen 9-12) zur Uberpriifung unspezifischer Protein-Antikérper
Wechselwirkungen wurden je 10yl des Translationsansatzes mit 5u1 Myc-Antikérper prézipitiert und
aufgetragen. Fur die Co-Immunoprézipitation wurde ebenfalls je 10ul der translatierten Proteine
miteinander inkubiert und anschlieBend mit dem Myc-Antikérper in Sepharose prézipitiert (Bahnen
13-16). Da die berechneten Proteingewichte von TEF-1 und dem MTag-VITO-1 Fusionsprotein nahezu
gleich waren, wurde fir diese Co-Prézipitation (Bahn 13) ein unmarkiertes VITO Protein (Bahn 2)
eingesetzt. Aufgrund der negativen Kontroll-Prézipitation mit TEF-1 in Bahn 12, demonstriert die
Co-Immunoprézipitation in Bahn 13 eindeutig eine spezifische Interaktion zwischen TEF-1 und
mVITO-1. Bei der Co-Immunoprézipitation von TEF-1 und dem VITO Fusionsprotein ohne die SID
konnte hingegen keine spezifische Interaktion nachgewiesen werden, was die Notwendigkeit der SID
fur die TEF-Bindung unterstreicht (Bande 14). Dagegen hat eine C-terminale Verkirzung des VITO-1
Proteins mit vollstdndiger SID keine Auswirkungen auf die TEF-Bindeeigenschaften (Bahn 15). Als
Positiv-Kontrolle wurden die Proteine Myf5 (Bahn 7) und E2-2 (Bahn 8) mit einem E2-2 Antikérper
coprézipitiert (Bahn 16).
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terminal verklrzten VITO-1 Fusionsprotein war eine Interaktion nachweisbar (Abbildung 23, Bahn 15).
Diese Beobachtung war zu erwarten, da die Scalloped Interaktionsdoméane vollstdndig vorhanden war,
wéhrend eine vollstdndige Deletion der SID im MTag mVITO-1 ASID Fusionsprotein eine
Co-Immunoprézipitation mit TEF-1 verhinderte (Abbildung 23, Bahn 14).

Der gleiche Versuch wurde auch fur TEF-3 durchgefihrt, wobei hier keine Interaktion mit allen
MTag-VITO-1 Fusionsproteinen nachgewiesen wurde (Abbildung 24, Bahnen 13-15), obwohl auch hier
die Positiv- und Negativkontrolle zu den erwarteten Ergebnissen fuhrte. Die Negativkontrolle bestand
auch in diesem Versuch aus einer Prazipitation des translatierten TEF-3 mit dem Myc-Antikérper,
wobei eine Detektion von TEF-3 ausblieb (Abbildung 24, Bahn 12). Als Positivkontrolle wurden jeweils
parallel zur Co-Immunoprézipitation ebenfalls in vitro translatiertes Myf5 und E2-2 mit einem E2-2
Antikorper préazipitiert, da bekannt war, dass beide Proteine in vitro interagieren (Braun und Arnold,
1991). Es konnte dabei in beiden Versuchen eine Interaktion zwischen diesen beiden Proteinen
nachgewiesen werden, was sicherstellt, dass die Reaktionsbedingungen fir eine in vitro

Co-Prazipitation gegeben waren (Abbildung 23, Bahn 16; Abbildung 24, Bahn 16).
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Abbildung 24. Ergebnisse der Co-Immunoprézipitation von TEF-3 mit mVITO-1. Zur Untersuchung
einer mdglichen Interaktion mit TEF-3 wurden drei verschiedene Fusionsproteine von VITO-1
verwendet, die bereits zum Nachweis der TEF-1 Co-Prézipitation genutzt wurden (siehe Abbildung 23).
Zum Nachweis der Spezifitdt des Myc-Antikérpers und somit der ausschlieBlichen Prézipitation der
VITO-1 Fusionsproteine wurde eine Kontroll-Prézipitation mit jeweils 10u1 Translationsprodukt und 5ul
Antikérper durchgefiihrt (Bahnen 9-12). Da auch in diesem Versuch eine Uberschneidung im
Proteingewicht zwischen TEF-3 und dem unverkirzten VITO-1 Fusionsprotein zu erwarten war, wurde
auch hier zur Co-Immunoprézipitation ein unmarkiertes VITO Translationsprodukt verwendet (Bahn 2,
13). In diesem Versuch war es jedoch nicht méglich eine in vitro Interaktion von TEF-3 mit einem der
VITO-1 Proteine nachzuweisen (Bahnen 13-15), obwohl die Positivkontrolle, in Form einer Myf5/E2-2
Co-Prézipitation, das erwartete Resultat zeigte (Bande 16).
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Zusammenfassend konnte durch die Co-Immunoprézipitation eine direkte Interaktion zwischen VITO-1
und TEF-1 nachgewiesen werden. Die Fahigkeit TEF-1 zu binden wird dabei ganz entscheidend von
der Existenz der Scalloped Interaktionsdoméne beeinflusst, da beim Fehlen der SID keine
Co-Prazipitation erfolgt. Eine Interaktion mit TEF-3 konnte nicht nachgewiesen werden, was auf eine
mogliche Selektivitdt von mVITO-1 fur das TEF-1 hindeutet. Jedoch weisen weitere Untersuchungen
im Rahmen dieser Arbeit (siehe 5.5.2. Die Interaktion von mVITO-2 mit TEF-1 und TEF-3 fuhrt zur
Aktivierung MCAT-abhangiger Reporter) sowie die Ergebnisse anderer Arbeitsgruppen (Maeda et al.,
2002) dennoch auf eine Interaktion von VITO-1 mit TEF-3 hin.

5.4.3. Die Bindung von TEF-1 mit mVITO-2 erfolgt durch die SID

Durch die hohe Homologie zwischen mVITO-1 und mVITO-2 auf DNA- und Aminosdureebene, wurde
angenommen, dass auch mVITO-2 zur Bindung der TEF Transkriptionsfaktoren fahig ist. Um diese
These zu Uberprufen, wurden analoge Co-lmmunoprazipitationen mit mVITO-2 durchgefiuhrt. Es
wurden ebenfalls Expressionskonstrukte im pCS2 +MT Vektor hergestellt, die sowohl die vollstandige
cDNA von mVITO-2 sowie 3’ und 5’ verkirzte Fragmente enthielten. Das 5’ verklrzte Konstrukt enthielt
wie bei VITO-1 keine Scalloped Interaktionsdoméne und diente ebenfalls zur Uberpriifung der
Spezifitat der Bindungsreaktion und zum Nachweis der Notwendigkeit der SID flr die TEF-Interaktion
(Abbildung 22).
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Abbildung 25. Zur Co-Immunoprézipitation von TEF-1 durch mVITO-2 wird die SID bendtigt.
Ausgangspunkt flir diesen Versuch waren verschiedene mVITO-2/Myc-Tag Fusionsproteine (Bahnen
2-5), die mit TEF-1 (Bahn 6) durch einen Myc-Antikdrper coprézipitiert wurden. Dabei zeigt sich, dass
sowohl MTag-VITO-2 und MTag-AVITO-2 eine spezifische Bindung mit TEF-1 eingehen (Bahn 13 und
15), wéhrend das Fusionsprotein ohne SID kein TEF-1 coprézipitiert (Bahn 14). Zur Kontrolle wurden
zuvor alle Proteine mit dem Myc-Antikérper prazipitiert (Bahnen 9 - 12), wobei keine unspezifische TEF
Prézipitation beobachtet werden konnte. Als Positiv-Kontrolle wurden zusétzlich E2-2 und Myf5 mit
einem E2-2 Antikérper prézipitiert (Bahn 16).
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Die in vitro translatierten VITO-2 Fusionsproteine entsprachen den erwarteten Molekulargewichten von
45,2 kDa fur MTag-VITO-2 mit der vollstandigen cDNA (Abbildung 25, Bahn 3) sowie 33,4 kDa fir das
5’ verklrzte MTag-ASID VITO-2 ohne Scalloped Interaktionsdoméne (Abbildung 25, Bahn 4) und 27,2
kDa fur das 3’ verkiurzte MTag-AVITO-2 (Abbildung 25, Bahn 5).

Die Co-Immunoprazipitation wurde fir zwei Vertreter der TEF Genfamilie durchgefuhrt: fir TEF-1
(Abbildung 25) sowie fur TEF-3 (Abbildung 26). Zunéchst erfolgte jeweils ein Kontrollversuch, in dem
die verschiedenen VITO-2 Fusionsproteine (Abbildung 25 und Abbildung 26, Bahnen 9-11) sowie die
TEFs (Abbildung 25 sowie Abbildung 26, Bahn12) ausschlieBlich mit den Myc Antikérpern inkubiert
wurden. Eine Préazipitation erfolgte dabei ausschlieBlich mit den VITO-2. Somit war gewéhrleistet, dass
alle wahrend der Co-Immunopréazipitation detektierten TEFs nur durch eine spezifische Interaktion mit
den VITO-2 Proteinen prézipitiert werden konnten. Ahnlich der Co-Immunoprézipitation mit mVITO-1
konnte eine spezifische Interaktion nur mit TEF-1 nachgewiesen werden. Es zeigte sich hierbei, dass
adhnlich zu mVITO-1, der Scalloped Interaktionsdomé&ne eine entscheidende Rolle bei der
Protein-Protein Interaktion zwischen mVITO-2 und TEF-1 zukommt. Wéhrend die Fusionsproteine mit
vollstandiger bzw. 3’ verkurzter cDNA eine Co-Immunoprézipitation mit TEF-1 zeigen (Abbildung 25,
Bahnen 13 und 15), erfolgt beim MTag-ASID VITO-2 ohne SID keine spezifische Interaktion (Abbildung
25, Bahn 14). Verglichen zur mVITO-1/TEF-1 Interaktion ist die Bindung der beiden Proteine jedoch
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Abbildung 26. Autoradiographische Darstellung der Co-Immunoprézipitation von mVITO -2 mit
TEF-3. Der Versuch wurde mit 3 verschiedenen Fusionsproteinen von mVITO-2 durchgefiihrt, wobei
MTag-VITO-2 (Bahn3) die volistidndige cDNA beinhaltete, wdhrend MTag-AVITO-2 (Bahn 5)
C-terminal und MTag-ASID VITO-2 (Bahn 4) N-terminal verkdrzt waren. Als Positivkontrolle wurden
E2-2 (Bahn 7) und Myf5 (Bahn 8) mittels eines E2-2 Antikérpers coprézipitiert (Bahn 16). Gegentiber
der Positivkontrolle, konnte flir keines der VITO-2 Fusionsproteine eine Co-Immunoprézipitation mit
TEF-3 nachgewiesen werden (Bahnen 13-15).
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schwécher (Vergleich Abbildung 23 und Abbildung 25, Bahnen 13 und 15). Zwar scheint in diesem
Versuch auch die Menge an translatierten TEF-1 geringer zu sein, als in der vorangegangen
Co-Immunopréazipitation (siehe Abbildung 23 und Abbildung 25, Bahn 6), jedoch sind - gemessen an
der Ausgangsmenge von TEF-1 - die Signale der prazipitierten Proteine deutlich schwécher. Im Falle
von TEF-3 konnte mit keinem der VITO-2 Fusionsproteine eine spezifische Interaktion nachgewiesen
werden (Abbildung 26, Bahnen 13 - 15). Zur Positivkontrolle wurde auch in diesen beiden Versuchen
eine Co-Préazipitation mit Myf5 und E2-2 mit dem E2-2 Antikdrper durchgeflihrt, die zu den erwarteten
Ergebnissen fuhrte (Abbildung 25 und Abbildung 26, Bahn 16).

Zusammenfassend kann somit festgestellt werden, dass auch fur mVITO-2 eine spezifische Interaktion
mit dem Transkriptionsfaktor TEF-1 stattfindet. Dabei zeigte sich analog zu mVITO-1, dass die
Scalloped Interaktionsdoméne bei dieser Interaktion eine wichtige Rolle spielt, da Fusionsproteine
ohne SID keine Co-Prazipitation von TEF-1 zeigen. Zudem zeigt sich gegeniber mVITO-1 eine
vergleichbar schwachere Co-Immunoprazipitation von TEF-1 durch mVITO-2, was auf eine mogliche
alternative Funktion des Proteins hindeuten kdnnte. Auch im Falle des mVITO-2 konnte keine Bindung
von TEF-3 mit Hilfe der Co-Immunoprézipitation nachgewiesen werden und deutet gleichfalls auf eine
hohe Selektivitat des Proteins fur bestimmte Interaktionspartner hin. Jedoch sei auch an dieser Stelle
hingewiesen, dass in weiteren Versuchen auch ein Einfluss von TEF-3 auf bestimmte Eigenschaften
von mVITO-2 nachgewiesen werden konnte (siehe 5.5.2. Die Interaktion von mVITO-2 mit TEF-1 und
TEF-3 fuhrt zur Erhéhung MCAT-abhéngiger Reporter). Hieraus konnte die Schlussfolgerung
abgeleitet werden, dass in vivo noch weitere Proteine die Interaktion von mVITO-1/2 und TEF-1/3

beeinflussen.

5.4.4. Nachweis der TEF-1 Interaktion mittels liberexprimierter Proteine aus HEK293 Zellen

Zusétzlich zur Co-Immunoprazipitation mit den in vitro translatierten TEF- und VITO-Proteinen wurde
auch ein Versuch mit in HEK293 Zellen Uberexprimierten Proteinen durchgefuhrt. Dieser Versuch sollte
einen weiteren Nachweis der spezifischen VITO/TEF-1 Interaktion erbringen und auBerdem mdgliche,
fur die Interaktion notwendige, Proteinmodifikationen gewahrleisten oder zusatzlich bendtigte
Interaktionspartner zur Verfugung stellen. Zudem l&sst sich anhand der Signalstarken abschétzen, wie
die ungefahre stdchiometrische Verteilung der Proteine bei der Komplexbildung ist. Fir den Versuch
wurden die Expressionskonstrukte aus den vorangegangenen Experimenten  mittels
Kalziumphosphat-Copréazipitation in HEK293 Zellen transfiziert und die Zellen nach 48 h lysiert. Die
Immunoprazipitation sowie die Detektion der Proteine im Western-Blot erfolgte jeweils mit dem TEF-1
und Myc-Antikérper.

Fiar den Versuch wurden jeweils 4 verschiedene Ansétze transfiziert. Je eine Transfektion erfolgte mit
einem der Proteine und pKS als Mengenausgleich. Zusétzlich erfolgte eine Co-Transfektion mit TEF-1
und VITO-1 bzw. VITO-2 und als Kontrolle ein Ansatz ohne eines der Expressionskonstrukte. Nach
Bestimmung der Gesamtproteinmenge wurden jeweils 500ug Protein fur die Immunoprazipitation

eingesetzt und nach erfolgter Immun-Prézipitation je 10ug von den einzelnen Prézipitationsschritten
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Abbildung 27. Co-Immunoprézipitation von TEF-1 mit mVITO-1 (A) und mVITO-2 (B) mit Hilfe von
Uberexprimierten Proteinen. Es wurden 4 verschiedene Transfektionsansétze verwendet, in denen
jeweils VITO und/oder TEF-1 (lberexprimiert wurden; sowie ein Kontrollansatz in dem statt der
Expressionskonstrukte nur pKS transfiziert wurde. Die Immunoprézipitation und Protein-Detektion
erfolgte jeweils mit dem TEF-1 und dem Myc-Antikérper. Neben den erwarteten Banden bei
Prézipitation und Detektion mit dem gleichen Antikérper (A1-A4; A13-A16; B1-B4,; B13-B16) sind auch
Signale sichtbar, die nur aus einer Co-Prézipitation resultieren kénnen (A8; A11; A12; B11 und B12).
Jedoch konnte eine spezifische Interaktion nur nach Co-Prézipitation der beiden VITO Proteine durch
TEF-1 und seinem spezifischen Antikérper nachgewiesen werden (A11; A12; B11 und B12). Dabei
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zeigt sich bei alleiniger Uberexpression der VITO Proteine zunéchst nur ein schwaches Signal, das
vermutlich auf eine Prézipitation mit endogenem TEF-1 zurlickzufihren ist (A11; A12; B11 und B12;
jeweils Bahn 3). Nach der gemeinsamen Uberexpression beider Proteine zeigt sich jedoch ein deutlich
stdrkeres Signal, was auf eine spezifische Interaktion von VITO und TEF-1 hindeutet. Bei der
Co-Prézipitation von mVITO-1 mit dem Myc-Antikérper zeigt sich lediglich ein schwaches TEF-1
Signal im 10fach aufkonzentrierten Prézipitat (A8). Diese Beobachtung legt die Vermutung nahe, dass
eine Interaktion beider Proteine nicht in dquimolaren Mengen erfolgt, sondern TEF-1 mehrere VITO
Proteine binden und prézipitieren kann und im umgekehrten Falle mehre VITO Proteine zur Bindung
und Prézipitation von einem TEF-1 nétig sind.

Proteinmengen der einzelnen Schritte wurden aus dem Verhéltnis von eingesetzter Proteinmenge und
Gesamtvolumen der Préazipitationsschritte berechnet und stellen somit nur ungeféhre Werte dar. Diese
sind aber notwendig, um ann&hernd gleiche Proteinmengen auf das Gel aufzutragen und um die
Effizienz der Co-Immunoprézipitation abzuschatzen. Da nur ein geringer Teil der eingesetzten Proteine
préazipitiert wird, wurde zuséatzlich ein 10fach konzentriertes Prazipitat eingesetzt, das verglichen zur
Ausgangsmenge ca. 1/5 der Gesamtproteine entspricht. Das Proteingel wurde anschlieBend geblottet
und die Proteine mit dem TEF-1 bzw. Myc-Antikérper detektiert.

Wie erwartet, zeigten sich nach der Uberexpression sowie Prézipitation und Detektion mit dem
entsprechenden Antikérper, wie z.B. fir mVITO-2 mit dem Myc-Antikérper in Abbildung 27 (B1 bis B4,
jeweils Bahn 3 und 4) deutliche Signale der Proteine in den Lysaten. Es ist zudem deutlich erkennbar,
dass nur ein geringer Teil der Uberexprimierten Proteine durch die Antikdrper préazipitiert wird, da die
Signale im Prazipitat und sogar im 10fach konzentrierten Prazipitat eindeutig schwécher sind. Dies ist
vermutlich auf die begrenzte ,Prazipitationskapazitat® der Antikérper und der Sepharose
zurtickzufuihren. Interessanter sind jedoch die Beobachtungen, die durch den Einsatz unterschiedlicher
Antikérper fur Prazipitation und Western Blot gemacht werden kdnnen. So lassen sich nach
Prazipitation mit dem TEF-1 Antikdrper und Detektion durch den Myc-Antikérper ebenfalls VITO
Proteine nachweisen (Abbildung 27, A11 und A12, B11 und B12). Da sowohl die Prazipitation als auch
die Detektion durch die Antikérper spezifisch sind (siehe auch Abbildung 23 und Abbildung 25), kénnen
diese Signale nur durch eine Interaktion und Co-Prézipitation mit TEF-1 erzeugt werden. Gegeniber
den Prazipitaten mit ausschlieBlicher Uberexpression von VITO-1/2 zeigt sich zudem ein deutlich
starkeres Signal nach Uberexpression beider Proteine. Die schwache VITO-Bande entsteht vermutlich
durch Préazipitation mit endogen exprimiertem TEF-1, wahrend das eindeutig starkere Signal durch
Prazipitation mit dem uberexprimierten TEF-1 erfolgt und somit ein Nachweis fur die spezifische
Interaktion zwischen TEF-1 und VITO-1 bzw. VITO-2 ist. Im Gegensatz dazu, ist nach einer
Prazipitation mit dem Myc- und Detektion mit dem TEF-1 Antikdrper nur ein sehr schwaches Signal bei
der Co-Prazipitation mit VITO-1 zu sehen (Abbildung 27, A8). Da die Préazipitation durch den
Myc-Antikérper jedoch eindeutig funktioniert (Abbildung 27, A1 bis A4, bzw. B1 bis B4) und auch ein
Nachweis mit dem TEF-1 Antikérper nicht beeintrachtigt ist (Abbildung 27, B5, B6), muss diese
Beobachtung auf eine nicht-dquimolare Interaktion der Proteine zurtickzufiihren sein.
Zusammenfassend lasst sich durch die Co-Immunoprazipitation mit Gberexprimierten TEF-1 und VITO

Proteinen ebenfalls eine spezifische Interaktion nachweisen. Die Tatsache, dass die Interaktion der
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Proteine fast ausschlieBlich durch Co-Prézipitation von VITO durch TEF-1 nachgewiesen werden
konnte, legt die Vermutung nahe, dass die Komplexbildung nicht in &quimolaren Verhaltnissen ablauft.
Ob dies der physiologischen Situation entspricht oder ein Artefakt der experimentellen Situation
(Uberexpression, Verwendung heterologer Zellen) geschuldet ist, lasst sich zur Zeit jedoch nicht

abschlieBend bewerten.

5.5. Die Interaktion der TEFs mit den VITO Proteinen fiihrt zur Transaktivierung

MCAT-abhédngiger Reporter in vivo

Nachdem in den vorangegangenen Experimenten gezeigt werden konnte, dass sowohl mVITO-1 und
mVITO-2 mit TEF-1 in vitro interagieren kdnnen, sollte die funktionelle Rolle der Proteininteraktion in
vivo mit Hilfe von Transaktivierungsversuchen nachgewiesen werden.

Da TEF-1 - trotz seiner erwiesenen Funktion als Transkriptionsfaktor - nicht beféhigt ist, nach
epitopischer Expression TEF-abhéngige Reporter zu aktivieren, wird postuliert, dass fiur die
TEF-abhéngige Transaktivierung weitere Faktoren notwendig sind. Diese werden als Co-Aktivatoren
oder TIFs (Transkriptions Intermediar Faktoren) bezeichnet und konnten bereits flir eine Reihe von
Transkriptionsfaktoren nachgewiesen werden. Ein weiteres Argument flr die Existenz der Cofaktoren
ist die Tatsache, dass TEF-1 trotz seiner nahezu ubiquitdren Expression fur sehr spezifische
Entwicklungsprozesse verantwortlich ist und somit die Aktivitdit des TEF-1 durch einen anderen -
spezifisch exprimierten - Faktor kontrolliert werden muss. Da die in vitro Interaktion mit mVITO-1 und
mVITO-2 bereits nachgewiesen werden konnte, liegt die Vermutung nahe, dass die VITO-Proteine
potentielle Co-Aktivatoren von TEF-1 sind und nach Komplexbildung MCAT-abhangige Gene
transaktivieren kénnen.

Die Versuche zur Untersuchung des Transaktivierungspotentials von mVITO-1 wurden sowohl in
mVITO-1 exprimierenden Zelllinien (C.C1,) sowie in eukaryotischen Zellen ohne endogene Expression
(HEK293) durchgefihrt. Da sich die Transfektion der HEK293 Zelllinie als effektiver erwies, wurden zur
Untersuchung von mVITO-2 ausschlieBlich diese Zellen verwendet. Dafir wurden hier - zur
zuséatzlichen Untersuchung der Rolle der SID fur die Transaktivierung - die verschiedenen
Expressionskonstrukte von mVITO-2 aus den vorangegangenen Experimenten verwendet, welche
entweder keine SID enthalten oder am C-terminalen Ende verkilrzt sind. Als Reporter fir die
MCAT-abhangige Transaktivierung wurde der Vektor pTA-Luc verwendet, der neben einem basalen
Promoter (Pra) und einer nachfolgenden multiplen Klonierungsstelle, das eigentliche Reportergen
(Luciferase) enthalt. In die multiple Klonierungsstelle wurden sowohl eine einfache sowie eine 4-fache
Kopie einer MCAT Bindungssequenz (CATTCCA) aus dem Promoter des Gens fur die schwere Kette
des B-Myosins verschiedender Spezies kloniert. Durch Co-Transfektion dieses Reporterkonstruktes mit
TEFs und potentiellen Cofaktoren, kdnnen diese auf einen mdéglichen transkriptionsaktivierenden bzw.

- reprimierenden Einfluss auf MCAT-abhéngige Promotoren untersucht werden. Dabei ist die Menge

78



Ergebnisse

an
o 400.000 e 00
@' 350.000 'g' %0
3w ¥ a0
Z £
::§ 250.000 E 250 'E
E 200,000 é 20 &)
(a2} X x
&3 i 180.000 i 150 é
e g 100.000 § 100 g
(0] (0]
le:J § £0.000 § 50 )
- o - 00 _II
g‘} QZ\ > O:\ g’} Q)\ > O"\ g} QZ\ o',\ o',\ Qi\ > O"\ Q"\ > O"\ «5\ O‘,\ Oi\ |<—t
K K o
FEEE  SLEE FEES £88  £EE L&Y
& QS N & QS N & QS & Qé\ N '\\é‘ N QS §
« & « & & &
& & & & & &
o - 0-
o e T @
S tao % 35
i.—_:.- 1200 Lo
;‘g 1.000 -g 25 g
g £
~ < 200 < 20 E
~— 9 00 Q s é
Ol £ g !
E= b=
(@] g 200 g 05 -}
- o - 00 _'|
ST oSS ST S dS &SS  Lda =
YL OO YL OO FL OO elyel o o
& QS N <& «QS N & QQ$ 5 QS N «QS & QQS &
& h ; < ; A
& & & & & &
G 16000,0 G 60
g 14000,0 -E- w
1 120000 x
o [ =
5 10000,0 s <€
. g 8000,0 é 30 %
< x
g < sw00 < x
3 g = -
X © 40000 © @)
w % 2000,0 g * =
00 =+ o <
“}«)\ NN ‘('\ NN l('\ RN Q\ NN 'S_
LE IS oS o8 K9S
«N\S & £ 5 S
’ ‘(I «l Q’
& & & &

Abbildung 28. Die Co-Transfektion von mVITO-1 und TEF-1 fihrt zu einer Transaktivierung MCAT
abhéangiger Reporter in HEK293 Zellen (A, B, E und F) und in der Myoblasten-Zellinie C.C, (C
und D). Nach Transfektion von TEF-1 und/oder mVITO-1 sowie einem Reporterkonstrukt mit einer
einzelnen MCAT-Sequenz (E und F) oder 4fach wiederholten Motiven (A-D), wurden die Zellen
nach 48stindiger
Versuchsansatz wurden jeweils 3 Experimente mit jeweilig 5 unabhédngigen Transfektionen
durchgefihrt. Die gemessenen absoluten Luciferase-Werte wurden jeweils im linken Diagramm (A,
C, und E) dargestellt, wogegen in den rechten Diagrammen der Grad der Aktivierung, errechnet
aus dem Verhéltnis von basaler und gemessener Aktivitdt, veranschaulicht wird (B, D und E).
Wéhrend die Uberexpression von mVITO-1 und TEF-1 allein in allen Versuchen zu keiner

Inkubation geerntet und eine Luciferase-Messung durchgefihrt.

Steigerung der Reporteraktivitdt fihrt,

Pro

ist die Menge an gemessener Luciferase nach
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Co-Transfektion um bis zu 32fach erhéht (B) und demonstriert somit die Transaktivierung
MCAT-abhéngiger Promoter durch den TEF-1/VITO-1 Komplex.
gebildeter Luciferase proportional zur Transaktivierung des Promotors und kann durch einen einfachen

chemischen Nachweis gemessen werden.
5.5.1. Zur Transaktivierung MCAT-abhéngiger Reporter durch TEF-1 wird mVITO-1 benétigt

Wie in Abbildung 28 erkennbar ist, kénnen weder das mVITO-1 noch das TEF-1 allein die
pTA-Luc-MCAT-Reporterkonstrukte in einem der verwendeten Zelltypen aktivieren. Dies deckt sich im
Falle des TEF-1 mit den Beobachtungen anderer Arbeitsgruppen (Chaudhary et al., 1994), da eine
Uberexpression von TEF-1 in einer Repression von MCAT-abhdngigen Reportern durch fehlende
Cofaktoren resultiert. Nach der Uberexpression von mVITO-1 sollte es ebenfalls zu keiner Aktivierung
kommen, da die Sequenz der VITO Proteine keinen Hinweis auf eine DNA-Bindedoméne gibt. Nach
Co-Transfektion von mVITO-1 und TEF-1 ist jedoch ein deutlicher Anstieg der Aktivitdt des
Reporterkonstrukts pTA-Luc-4xMCAT mit der vierfach wiederholten Sequenz des MCAT Motivs
messbar. In den HEK293 Zellen ist die Luciferase-Aktivitat im Vergleich zur Basalaktivitat (alleinige
Transfektion des Reporterkonstrukts) zwischen 8fach und 32fach erhéht (Abbildung 28C). Aufgrund
einer deutlich geringeren Transfektionseffizienz und eines héheren basalen Hintergrunds in der C,Cy»
Zelllinie, ist der Anstieg der Reporteraktivitat nach Co-Transfektion der beiden Faktoren hier nicht ganz
so deutlich, fuhrt im Durchschnitt aber dennoch zu einer ca. 3,5fachen Erhdéhung der Luciferase-Werte
(Abbildung 28D). Um zu untersuchen, ob die Transaktivierung durch den mVITO-1/TEF-1 Komplex von
der Anzahl der MCAT Motive abhangig ist, wurden die Transfektionen auch mit dem pTA-Luc-1xMCAT
Reporter durchgefihrt, welcher nur ein einzelnes MCAT-Bindemotiv enthielt. Hier zeigt sich nach
Transfektion in den HEK293 Zellen nur eine sehr schwache Aktivierung des Reporters mit maximal
4fach erhdhten Luciferase-Werten (Abbildung 28F, 1. Gruppe). Durch die vergleichsweise hohe
Hintergrundaktivitat, die geringeren absoluten Luciferase-Werte und deren weite Streuung, ist es in
diesem Versuchsansatz schwierig, eindeutige Aussagen zu treffen. In einer der Versuchsgruppen ist
sogar die Aktivierung durch das mVITO-1 allein anndhernd so stark, wie nach der Co-Transfektion mit
TEF-1 (Abbildung 28F, 2. Gruppe).

Als Ergebnis der Versuche l&dsst sich feststellen, dass die Interaktion von mVITO-1 und TEF-1 eine
deutliche Transaktivierung MCAT-abhangiger Reporter in Myoblastenzellen der Maus und humanen
embryonalen Nierenzellen bewirkt. Die Starke der Transaktivierung héngt dabei von der Anzahl der
MCAT Motive innerhalb des Promoters ab, da einzelne MCAT Sequenzen nur zu einem geringfligigen
Anstieg fuhren, wahrend der Reporter mit der 4fachen MCAT-Kopie 10mal starker aktiviert wird. In
vorangegangenen Untersuchungen konnte ebenfalls gezeigt werden, dass in vergleichbaren
Versuchen mit TEF-3, das ebenfalls im Skelettmuskel exprimiert wird, keine solche Aktivierung
messbar ist. Daraus Ilasst sich schlieBen, dass mVITO-1 exklusiv mit TEF-1 einen

Transaktivierungs-Komplex bildet, der Promotoren mit mehreren MCAT Motiven aktivieren kann.
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5.5.2. Die Interaktion von mVITO-2 mit TEF-1 und TEF-3 fiihrt zur Aktivierung MCAT-abhangiger
Reporter

Die Transaktivierungsversuche mit mVITO-2 wurden entsprechend den vorangegangenen Versuchen
durchgefiihrt (3 Versuchanséatze mit je 5 unabhéngigen Transfektionen), jedoch wurde hier nur die
HEK293 Zelllinie verwendet, da die hohe Hintergrundaktivitdt und niedrige Transfektionsrate in den
C.Ci2 Zellen nur zu ungenauen und nicht reproduzierbaren Ergebnissen fuhrte. Im Gegensatz zu den
Versuchen mit mVITO-1 wurden hier auch die mVITO-2 Expressionskonstrukte mit den verschiedenen
cDNA Deletionen verwendet, um den Einfluss der Scalloped Interaktionsdoméne auf die Féhigkeit zur

Transaktivierung der MCAT Reporter zu verdeutlichen.
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Abbildung 29. Transaktivierung MCAT abhéngiger Luciferase-Reporter durch mVITO-2 und TEF-1
in HEK293 Zellen. Die Versuche wurden jeweils mit einem Luciferase-Reporter mit einer einzelnen
MCAT Sequenz (C und D) sowie mit einer 4fachen Wiederholung des Motivs (A und B) durchgefiihrt.
Jeder der 3 Versuchsansédtze beinhaltete 5 unabhédngige Transfektionen, deren absolute
Luciferase-Werte in den linken Diagrammen (A und C) und der durchschnittliche relative Anstieg der
Aktivierung im jeweils rechten Diagramm (B und D) dargestellt wurde. Die Uberexpression von TEF-1
allein flihrte zu keiner Aktivierung. Erst nach Co-Transfektion mit den mVITO-2 Konstrukten, welche
die SID enthielten, war eine 13fache bzw. 8fache Steigerung der Luciferase-Aktivitdt mit dem
PpTA-Luc-4xMCAT messbar (B). In den Messungen mit dem pTA-Luc-1xMCAT Reporter war die
Aktivierung um die Hélfte schwécher und betrug ca. das 7fache bzw. 4fache der Hintergrundaktivitét

(D).
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Annlich wie bei mVITO-1 fiihrt eine alleinige Transfektion von TEF-1 in keinem der Versuche zu einer
Aktivierung des Luciferase Reporters (Abbildung 29). Im Gegensatz zu den Versuchen mit mVITO-1
zeigt hier die Transfektion der mVITO-2 Expressionskonstrukte - besonders in den Versuchen mit dem
pTA-Luc-1xMCAT Reporter - bereits einen deutlichen Anstieg der Luciferase-Werte (Abbildung 29D).
Jedoch findet sich in fast allen Experimenten ein noch starkerer Anstieg der Reporter-Aktivitét,
nachdem TEF-1 cotransfiziert wurde. Eine Ausnahme bildet ausschlieBlich das ASID-VITO-2
Konstrukt, das keine Scalloped Interaktionsdoméne enthalt und nach Co-Transfektion mit TEF-1
deutlich niedrigere Werte im Bereich der Hintergrundaktivitat zeigt. Diese Beobachtung beweist, dass

die gemessen Verdnderungen in der Luciferaseaktivitdt spezifisch sind und bestatigt
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Abbildung 30. Die Co-Transfektion von mVITO-2 mit TEF-3 fihrt nur zu einer geringfigigen
Transaktivierung TEF-abhdngiger Reporter in HEK293 Zellen. Je 3 Versuchsgruppen mit 5
unabhéngigen Transfektionen von TEF-3 und/oder mVITO-2 sowie dem pTA-Luc-4xMCAT (A und
B) bzw. pTA-Luc-1xMCAT (C und D) wurden durchgefiihrt und die gemessen absoluten
Luciferase-Werte in den linken Diagrammen dargestellt (A und C). Aus dem Verhéltnis von
gemessenen Werten und der basalen Aktivitdt der entsprechenden Reporter wurde ebenfalls die
durchschnittliche Stérke der Transaktivierung errechnet und in einem weiteren Diagramm abgebildet
(B und D). Der pTA-Luc-4xMCAT Reporter wird bereits durch die Transfektion von TEF-3 bzw. der
verschiedenen mVITO-2 Konstrukte aktiviert, erfdhrt jedoch noch einen weiteren Anstieg der
Luciferasemenge nach Co-Transfektion beider Faktoren, wobei der gréBte Anstieg beim C-terminal
verklirzten mVITO-2 zu verzeichnen ist (B). Bei Verwendung des Luciferase Reporters mit dem
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einzelnen MCAT Motiv konnte hingegen keine eindeutige Transaktivierung festgestellt werden (C
und D).

erneut die vorangegangenen Ergebnisse, wonach eine VITO/TEF Interaktion nur beim Vorhandensein
der SID erfolgt. Im Vergleich zu mVITO-1 ist die Transaktivierung jedoch nicht ganz so stark und
betragt durchschnittlich ca. das 13fache der Basalaktivitat des pTA-Luc-4xMCAT Reporters (Abbildung
29B). Wie bei den Versuchen mit mVITO-1, ist auch bei mVITO-2 der Anstieg der Luciferase-Werte
nach der Co-Transfektion deutlich niedriger, wenn der Reporter mit dem einzelnen MCAT-Motiv
verwendet wird. Die gemessene Transaktivierung betrégt hier nur ca. das 4fache der Basalaktivitat
(Abbildung 29D), wobei die Streuung der einzelnen Messwerte sehr grof3 ist und die Unterschiede
somit oft auBerhalb der Signifikanzgrenzen liegen (Abbildung 29C, Gruppe 2 und 3). Wie bereits
erwahnt, bleibt eine Transaktivierung der mVITO-2 Konstrukte ohne SID zusammen mit TEF-1 in
beiden Versuchsanséatzen vdllig aus. Darlber hinaus ist auch eine Verringerung der
Luciferase-Aktivitdt nach Transfektion des C-terminal verkirzten mVITO-2 zu beobachten, wobei die
Werte hier ca. der Halfte der Aktivierung des vollstdndigen mVITO-2 entsprechen. Dies ist beim
pTA-Luc-4xMCAT ca. die 8fache Menge (Abbildung 29B) und beim pTA-Luc-1xMCAT ca. die 3,5fache
Menge an Luciferase (Abbildung 29D).

Im Gegensatz zu mVITO-1 ist im Falle des mVITO-2 auch eine schwache Transaktivierung des
pTA-Luc-4xMCAT Reporters nach Co-Transfektion mit TEF-3 zu beobachten (Abbildung 30). Zwar
zeigt - mit Ausnahme vom C-terminal verklrzten AVITO-2 - bereits die Transfektion der mVITO-2
Expressionskonstrukte eine Aktivierung des Reporters um das 15fache; jedoch wird auch hier die
Reporteraktivitdt nach Co-Transfektion mit TEF-3 noch einmal gesteigert (Abbildung 30B). Dieser
zusétzliche Anstieg beschrankt sich jedoch nur auf die Expressionskonstrukte, welche die Scalloped
Interaktionsdoméane besitzen. Die Co-Transfektion des mVITO-2 Konstrukts ohne SID (ASID-VITO-2)
zusammen mit TEF-3 zeigt hingegen eine Abnahme der Reporteraktivitdt, was die Spezifitat der
anderen Ergebnisse unterstreicht. Erstaunlicherweise scheint das C-terminal verklrzte mVITO-2 allein
nur ein sehr geringes Transaktivierungspotential zu besitzen (ca. 2fach), wahrend nach
Co-Transfektion mit TEF-3 die gemessene Luciferasemenge dem 12fachen der Hintergrundaktivitat
entspricht. Dies ist in diesem Versuchsansatz zwar die gréBte Differenz der Reporteraktivitdt zwischen
alleiniger Transfektion von mVITO-2 und Co-Transfektion mit TEF-3, jedoch ist die Starke der
Transaktivierung immer noch deutlich niedriger, als die 22fache Aktivierung nach der Co-Transfektion
des vollstdndigen mVITO-2 mit TEF-3 (Abbildung 30B). Ob diese Beobachtung nur auf die
auBergewdhnlich niedrigen Luciferasemengen nach Transfektion von AVITO-2 zurlckzufihren ist,
oder tatsachlich eine starkere Transaktivierung des pTA-Luc-4xMCAT Reporters durch das C-terminal
verkirzte mVITO-2 zusammen mit TEF-3 erfolgt, bleibt fraglich, zumal das Verhdltnis der
Transaktivierung zwischen mVITO-2/TEF-8 und AVITO-2/TEF-3 mit dem zwischen mVITO-2/TEF-1
und AVITO-2/TEF-1 nahezu identisch ist (Vergleich Abbildung 29B und Abbildung 30B). Im Vergleich
zu den Beobachtungen mit dem pTA-Luc-4xMCAT Konstrukt, zeigt der Reporter mit nur einem MCAT
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Motiv keine Transaktivierung nach Co-Transfektion von TEF-3 mit einem der mVITO-2
Expressionskonstrukte (Abbildung 30C und D). Nur nach alleiniger Transfektion des AVITO-2
Konstrukts zeigt sich ein maximal 1,8facher Anstieg der Reporteraktivitdt gegentiber dem Hintergrund.
Zusammenfassend konnte mit diesem Versuch gezeigt werden, dass mVITO-2 mit den beiden
untersuchten Transkriptionsfaktoren TEF-1 und TEF-3 MCAT-abhéngige Reporter aktivieren kann.
Wahrend nach Co-Transfektion von mVITO-2 mit TEF-3 die Transaktivierung ausschlieBlich mit dem
pTA-Luc-4xMCAT Konstrukt messbar ist, erfolgt mit TEF-1 bei beiden verwendeten Reportern eine
Aktivierung des Luciferasegens, die sich lediglich in der Starke unterscheidet, jedoch nicht im
Verhaltnis der verschiedenen mVITO-2 Expressionskonstrukte zueinander. Wie in den
vorange-gangenen Versuchen erfolgte bei den VITO Konstrukten ohne die SID weder mit TEF-1 noch
mit TEF-3 eine Transaktivierung vermutlich als Folge der fehlenden Interaktion. Diese Beobachtungen
zeigen erneut die Wichtigkeit der Scalloped Interaktionsdoméne fur die Interaktion mit TEF-1 und
TEF-3 und weisen gleichzeitig auf eine mdgliche biologische Funktion des VITO/TEF Komplexes hin,
namlich der transkriptionellen Aktivierung TEF-abhangiger Gene unter der Kontrolle von mVITO-1 und
mVITO-2.

5.6. Die VITO Proteine @ndern die DNA Bindeeigenschaften der TEFs in vitro

Da mit Hilfe der Co-Immunoprazipitation in vitro und den Transaktivierungsversuchen in vivo eine
Interaktion zwischen den VITO Proteinen und TEF-1 nachgewiesen werden konnte und dariber hinaus
auch eine Stimulation MCAT-abhéngiger Reporterkonstrukte durch den VITO/TEF-1 Komplex erfolgte,
sollte in weiteren Versuchen geklart werden, ob aus der Interaktion der beiden Proteine eine
Veréanderung der TEF-1 DNA-Bindedoméne resultiert, welche die vorherigen Beobachtungen erklart.
Gestutzt wurde diese Vermutung durch die Arbeiten von G. Halder und S.B. Carroll, die im Vorfeld
zeigen konnten, dass die Bindung des Drosophila Cofaktors Vestigial an das TEF-Homolog Scalloped
die DNA-Bindeeigenschaften dieses Enzyms verandert (Halder und Carroll, 2001).

Fir die Untersuchungen der DNA-Bindeeigenschaften von TEF-1 wurde eine Gel-Retentions-Analyse
durchgefiihrt, die auch als EMSA (Electrophoretic Mobility Shift Assay) bezeichnet wird. Diese beruht
im Wesentlichen auf der Elektrophorese eines Protein/DNA Gemisches in einem nativen
Poly-Acylamid-Gel, wobei die verwendeten DNA-Fragmente MCAT Motive enthalten und radioaktiv
markiert sind. Spezifische Protein/DNA Komplexe bleiben wéhrend der Elektrophorese erhalten und
kdnnen autoradiographisch detektiert und quantitative Unterschiede festgestellt werden. Zudem erlaubt
die detektierte GroBe der Protein/DNA Komplexe Riickschlisse auf eine mdgliche Polymerisierung der

Proteine zu ziehen.

5.6.1. Die in vitro Interaktion von mVITO-1 mit den TEF-1 verringert die Bindung an isolierte
MCAT Motive

Zur Untersuchung der DNA-Bindeeigenschaften von TEF-1 wurden EMSAs mit oder ohne mVITO-1
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durchgefiihrt, wobei vom gesamten Translationsansatz von mVITO-1 jeweils 2ul und von TEF-1 je 4ul
eingesetzt wurden, um &quimolare Mengen der Proteine zu erhalten (Abbildung 31A). Zudem wurden
drei verschiedene Oligonukleotide (Bs01, Bs02, Bs03) verwendet, die in den Promoter- bzw.
Enhancerregionen verschiedener muskelspezifischer Gene unterschiedlicher Spezies identifiziert

werden konnten (Larkin und Ordahl, 1999). Es ist eine deutliche Komplex-Formation von TEF-1 mit

TEF-1

AEFL || mviTo1 - {|Retic B | TEF-1 |

unmarkiertes Oligo

A | TEF1

- & '
TEF-1m-]

1 2 3 4 5§ 6 7 8 9 10 1 2 3 4 5 6 7

- -~ TEF-1

Abbildung 31. DNA-Bindung von TEF-1 und mVITO-1 an verschiedene MCAT DNA Motive. (A)
Aquimolare Mengen an in vitro translatierten TEF-1 (Bahn 1-3), mVITO-1 (Bahn 7-9) sowie beiden
Proteinen (Bahn 4-6) wurden jeweils mit den doppelstrdngigen Oligonukleotiden Bs01 (Bahnen 1, 4,
7 und 10), Bs02 (Bahnen 2, 5 und 8) sowie Bs03 (Bahnen 3, 6 und 9) inkubiert und aufgetragen.
Neben einer unspezifischen Bande (Retic), die hauptsédchlich mit dem Bs01 Oligo detektiert wurde
und von Resten des Retikulozytenlysats stammt, ist ein weiterer TEF-1 spezifischer Komplex
(TEF-1) erkennbar. Dieser Komplex wird nicht mit mVITO-1 geformt (Bahn 7-8) und ist deutlich
schwécher nach Inkubation beider Proteine (Bahn 4-6). (B) Um die Spezifitdt der Ergebnisse zu
Uberpriifen, wurde ein Kompetitions-EMSA zwischen markierfen Bs01 und ansteigenden
Konzentrationen von unmarkierten Oligo (Bahn 1, Ong; Bahn 2, 25ng; Bahn 3, 250ng; Bahn 4,
500ng; Bahn 5, 1250ng; Bahn 6, 2500ng; Bahn 7, 5000ng) durchgefiihrt.

den verschiedenen MCAT-Oligos zu beobachten (Abbildung 31A, Bahn1-3), die nach zusétzlicher
Inkubation mit mVITO-1 stark abgeschwécht ist (Abbildung 31A, Bahn 4-6). mVITO-1 zeigt hingegen
keine Komplexbildung mit den MCAT Oligonukleotiden (Abbildung 31A, Bahn 7-9), was beweist, dass
die Abnahme der Bindungsaffinitdt von TEF-1 zu den MCAT Motiven nicht aufgrund einer Kompetition
der beiden Proteine um das selbe Bindungsmotiv erfolgt. Neben diesem spezifischen Signal, wurde
auch eine unspezifische Bande detektiert, die verstérkt mit dem Bs01-Oligo zu beobachten war
(Abbildung 31A, Bahn 1). Dieses Signal konnte jedoch auf eine Reaktion mit Komponenten des
Retikulozytenlysats zurlickgefiinrt werden, da ein EMSA mit reinem Retikulozytenlysat und BsO071
ebenfalls ein sehr starkes Signal mit der gleichen GréBe zeigte (Abbildung 31A, Bahn 10). Zur
Optimierung der EMSAs wurden daher Experimente mit verschiedenen Mengen an
Heringsperma-DNA und Poly dl/dc durchgefiihrt. Dabei erwies sich die Verwendung von 100ng
Heringsperma als ausreichend, um die unspezifische Retikulozyten-Bande zu eliminieren, weshalb in
allen weiteren Experimenten diese Menge als Kompetitor zu jeder Reaktion hinzugeflugt wurde. Als

weiterer Nachweis der Spezifitdit der Beobachtungen in Abbildung 31A, wurde zuséatzlich ein
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Kompetitions-EMSA durchgefihrt (Abbildung 31B). In diesem Versuch wurde zu einer gleich
bleibenden Menge von radioaktiv markierten BsO1 Oligo und TEF-1 eine ansteigende Menge an
unmarkierten Oligos gegeben. Somit entsteht ein 10facher (Abbildung 31B, Bahn 2), 100facher (Bahn
3), 200facher (Bahn 4), 500facher (Bahn 5), 1000facher (Bahn 6) oder 2000facher (Bahn 7)

Uberschuss an unmarkierten MCAT Motiven, welche die markierten Oligos nach und nach verdréngen.

| TEF-1 | TEF-1 |l mviTO-1 |
Myf-5 » mVITO-1 - TEF-1 a
TEF-1=| T 5% o o o » » L R J
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Abbildung 32. Die Verringerung der MCAT Bindungsaffinitdt von TEF-1 wird
spezifisch durch mVITO-1 ausgeldst. Wéhrend eine ansteigende Menge an
mVITO-1 die Bindung von MCAT Motiven an TEF-1 negativ beeinflusst (Bahn
6-10), werden nach Zugabe von Myf5 die DNA-Bindeeigenschaften von TEF-1
nicht verédndert (Bahn 1-5). Umgekehrt kann der negative Einfluss von mVITO-1
durch ansteigende Mengen von TEF-1 wieder kompensiert werden (Bahn 11-15).

Um auszuschlieBen, dass die ansteigenden Konzentrationen an Retikulozytenlysat nach Inkubation
beider Proteine fur die Verdnderungen der Bindungseigenschaften von TEF-1 verantwortlich sind,
wurden weitere Kontrollen durchgeflhrt, die in Abbildung 32 dargestellt sind. Als erste Kontrollreaktion
erfolgte eine Inkubation von TEF-1 mit ansteigenden Mengen des basischen Helix-Loop-Helix Proteins
Myf5 (Abbildung 32, Bahn 1-5), das als Transkriptionsfaktor keine Interaktion mit TEF-1 eingehen
sollte. Tatsdchlich zeigt sich auch bei einem 2fachen Uberschuss von Myf5 im Reaktionsansatz
(Abbildung 32, Bahn 5) keine Veranderung der Menge an gebundenen MCAT Motiven. Ein weiterer
Kontrollversuch war die Inkubation von TEF-1 mit dem Oligo Bs03 und ansteigenden Mengen an
mVITO-1 (Abbildung 32, Bahn 6-10). Es bestatigen sich hier die Beobachtungen aus den
vorangegangen Versuchen, wonach in der Gegenwart von mVITO-1 die Anzahl an MCAT/TEF-1
Komplexen deutlich verringert ist. Bei einem 4fachen Uberschuss von mVITO-1 wird die Bindung der
MCAT Motive durch TEF-1 dann fast véllig unterbunden (Abbildung 32, Bahn 10). Im umgekehrten
Fall, d.h. bei einer unverédnderten Menge an mVITO-1 und einer kontinuierlich ansteigenden TEF-1
Konzentration, zeigt sich beim Fehlen bzw. bei nur geringen Mengen an TEF-1 keine Ausbildung des
TEF-1/MCAT Signals (Abbildung 32, Bahn 11 [kein TEF-1] und Bahn 12 [0,5fache Menge an TEF-1]).
Sobald jedoch die Menge an eingesetzten mVITO-1 und TEF-1 gleich ist, bzw. die Konzentration von
mVITO-1 die Konzentration von TEF-1 Ubertrifft, wird die TEF-1 Komplexbildung wieder hergestellt
(Abbildung 32, Bahnen 13 [TEF-1 = mVITO-1], Bahn 14 [2facher TEF-1 Uberschuss] und Bahn 15

[4facher TEF-1 Uberschuss]).
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Mit den EMSA Versuchen konnte somit erfolgreich ein direkter Einfluss der TEF-1/mVITO-1 Interaktion
auf die DNA Bindeeigenschaften des TEF-1 nachgewiesen werden. Zwar konnte die Interaktion nicht
direkt gezeigt werden, da nach Bildung eines TEF-1/mVITO-1 Komplexes und dem damit verbundenen
gréBeren Molekulargewicht, das detektierte Signal deutlich langsamer laufen misste und somit eine
Verschiebung der Bande zu beobachten wére. Da zum Zeitpunkt der Versuche noch kein TEF-1
Antikdrper kommerziell erhéltlich war, konnte zudem kein ,Supershift* zum Nachweis der spezifischen
Bindung durchgefuhrt werden. Der ,Supershift erfolgt durch Zugabe eines Antikérpers gegen das DNA
bindende Protein. Der Protein/DNA Komplex wird durch das Binden des Antikérpers erneut vergréBert
und zeigt sich durch eine Verschiebung (,Shift) im Proteingel. Es wurde zwar versucht einen
youpershift* mit dem Myc-Antikérper gegen das mVITO-1 Protein durchzuflhren, was aber nicht
gelang. Trotz des Fehlens dieser Kontrolle kann aber davon ausgegangen werden, dass der negative
Einfluss von mVITO-1 auf die Bindungsaffinitdt von TEF-1 fur die MCAT Motive kein Artefakt ist, da
eine Reihe anderer Kontrollversuche die Spezifitit der Beobachtungen auseichend unterstreichen
kdnnen (Abbildung 31B; Abbildung 32).

5.6.2. Die MCAT-Bindung von TEF-3 wird von mVITO-1 nur gering beeinflusst

Analog zu den vorangegangen Bandshift Experimenten wurde auch eine Untersuchung der
DNA-Bindeeigenschaften von TEF-3 durchgefiihrt und eine mdgliche Beeinflussung durch mVITO-1
Uberpruft. Wiederum konnte neben einem spezifischen MCAT/TEF-3 Komplex kein Supershift, sondern
nur eine unspezifische Wechselwirkung mit Komponenten des Retikulozytenlysats beobachtet werden.
Ferner zeigte sich, dass die verwendeten Oligonukleotide von TEF-3 in geringerem MaBe gebunden
wurden, als in den Versuchen mit TEF-1 (Abbildung 33 und vergleichend Abbildung 31A). Ebenfalls
wird deutlich, dass der negative Einfluss von mVITO-1 auf die DNA-Bindungseigenschaften des
Transkriptionsfaktors ebenfalls wesentlich schwécher ausgepragt ist, aber dennoch existiert.
Zusammen mit den Kontrollexperimenten aus den vorherigen Untersuchungen kann davon
ausgegangen werden, dass es sich bei der Abschwachung der MCAT Bindung um einen spezifischen
Einfluss des mVITO-1 handelt und somit eine TEF-3/mVITO-1 Interaktion indirekt nachweist.

TEF-3 —| Abbildung 33. Die Interaktion von TEF-3 und
mVITO-1 mVITO-1 ||Retic| gen MCAT Motiven wird durch mVITO-1 nur
leicht beeinflusst. Fir den Versuch wurden
dquimolare Mengen an in vitro translatierten
TEF-3 (Bahn 1-3), mVITO-1 (Bahn 7-9) sowie
beiden Proteinen (Bahn 4-6) zusammen mit den
. o | MCAT Motiven Bs01 (Bahnen 1, 4, 7 und 10),
Retic | SN S—— ' Bs02 (Bahnen 2, 5 und 8) sowie Bs03 (Bahnen
3, 6 und 9) inkubiert. Mit allen drei Motiven kann

TEF-3p| © eine unspezifische Bande (Retic) sowie ein
spezifischer Protein/MCAT Komplex (TEF-3)
detektiert werden, der nach Inkubation mit
mVITO-1 abgeschwécht wird. Dieser negative

TEF-3
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Einfluss ist jedoch wesentlich geringer ausgeprégt als mit TEF-1 (Abbildung 31).

5.6.3. Die DNA Bindeeigenschaften von TEF-1 werden auch durch mVITO-2 negativ beeinflusst

Zur Untersuchung eines mdglichen Einflusses von mVITO-2 auf die DNA Bindeeigenschaften von
TEF-1 wurden wiederum die verschiedenen Expressionskonstrukte von mVITO-2 mit den
entsprechenden Deletionen der cDNA fur EMSAs mit dem Bs03 Oligo verwendet (Abbildung 34). Die
ersten EMSAs wurden zunéchst ohne die 100ng Heringsperma-DNA als Kompetitor durchgefiihrt
(Abbildung 34A), weshalb hier auch wieder eine Bindung des MCAT Oligos durch Komponenten des
Retikulozytenlysats erfolgte. Dies wurde ebenfalls mit einem Kontroll-EMSA Uberpriift, in dem ein in
vitro Translationsansatz mit Retikulozytenlysat aber ohne Expressionsvektor fir den EMSA eingesetzt
wurde und ebenfalls ein deutliches Signal (Retic) auf Héhe der unspezifischen Bande zu erkennen war
(Abbildung 34A, Bahn 10).

Wie bereits in den vorangegangenen EMSAs mit mVITO-1, zeigt das TEF-1 Protein nach Inkubation
mit dem Bs03 Oligo eine spezifische TEF-1/MCAT Komplexbildung (TEF-1), die deutlich von der
unspezifischen ,Retic-Bande” zu unterscheiden ist (Abbildung 34A, Bahn 1). Die MCAT
Oligonukleotide zeigen dagegen keine Wechselwirkung mit den verschiedenen mVITO-2 Proteinen
(Abbildung 34A, Bahn 2-3), sondern binden verstarkt an die Reste des Retikulozytenlysats (Retic). Da

die eingesetzten mVITO-2 Proteine damit nachweislich keine MCAT Motive binden kénnen, muss die
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Abbildung 34. mVITO-2 beeinflusst die Bindekapazitdt von TEF-1 fir MCAT Motive negativ. (A)
Ein EMSA von TEF-1 und mVITO-2 sowie beiden Proteinen mit dem Oligo Bs03 zeigt eine
eindeutige Komplexbildung (TEF-1) zwischen TEF-1 und dem MCAT Motiv (Bahn 1). Zwischen
den verschiedenen mVITO-2 Proteinen und dem Oligo kommt es hingegen zu keiner Interaktion
(Bahnen 2-4), sondern zu einer verstérkten unspezifischen Komplexbildung (Retic) mit Resten
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des Retikulozytenlysats (Bahn 8). Werden beide Proteine zusammen verwendet, wird die Menge
an gebundenen MCAT Oligos verringert, vorausgesetzt das mVITO-2 Protein besitzt eine SID
(Bahnen 5 und 7). Im Falle des ASID-VITO-2 (Bahn 6) werden die Bindeeigenschaften von TEF-1
hingegen nicht verdndert, was die Wichtigkeit der SID zur TEF/VITO Interaktion unterstreicht. (B)
Die Spezifitit der Beobachtungen konnte durch einen Kompetitions-EMSA mit ansteigenden
Konzentrationen an unmarkierten Bs03 Oligos nachgewiesen werden (Bahn 1, Ong; Bahn 2, 25ng;
Bahn 3, 250ng; Bahn 4, 500ng; Bahn 5, 1250ng; Bahn 6, 2500ng).

Abschwéachung des MCAT Signals nach Inkubation von TEF-1 mit den mVITO-2 Proteinen auf eine
Interaktion der beiden Proteine zurlickzufihren sein, in deren Folge die Bindung vom MCAT Motiven
durch TEF-1 herabgesetzt ist (Abbildung 34A, Bahn 5-7). Allerdings erfolgt diese Abschwéachung nur
mit den mVITO-2 Proteinen mit vollstdndiger oder C-terminal verkirzter cDNA, welche die Scalloped
Interaktionsdoméne besitzen (Abbildung 34A, Bahn 5 bzw. Bahn 7). Das ASID-VITO-2 Protein ohne
SID weist hingegen keine Verringerung der Menge an gebundenen MCAT Oligos auf (Abbildung 34A,
Bahn 6) und zeigt ein unverandertes Bild wie im EMSA mit TEF-1 in Bahn 1. Diese Beobachtung ist
erneut ein Beweis fur die Notwendigkeit der SID fur eine TEF/VITO Interaktion und der damit
verbundene funktionelle Einfluss auf die MCAT Bindungsféhigkeit. Als Kontrollversuch wurde
wiederum ein Kompetitionsansatz mit ansteigenden Konzentrationen von unmarkierten Bs03 Oligos
durchgefiihrt (Abbildung 34B). Dieser erbrachte den Nachweis, dass die Bindung des MCAT
Fragments spezifisch ist, da das radioaktive Signal durch einen Uberschuss an unmarkierten Oligos
nahezu verdréangt werden konnte. Die Ergebnisse weiterer Kontrollexperimente sind in Abbildung 35
dargestellt. So wurde in einem EMSA zu TEF-1 und dem Bs03 Oligo aufsteigende Konzentrationen
des Myf5 Proteins gegeben, um auszuschlieBen, dass die steigende Menge an Retikulozytenlysat in
den Reaktionsansatzen flr die Abschwéchung der MCAT Bindung verantwortlich ist (Abbildung 35,
Bahn 1-5). Wie erwartet, war dabei keine Anderung in der Bindungsstérke feststellbar.

In einem weiteren Versuch mit steigenden Konzentrationen von mVITO-2 oder TEF-1 (Abbildung 35,

Bahn 6-10 bzw. Bahn 11-15) wurden die Beobachtungen aus den vorangegangenen EMSAs bestatigt,
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Abbildung 35. Die Verdnderungen der DNA-Bindeeigenschaften von TEF-1 durch mVITO-2 sind
spezifisch und kénnen durch mVITO-1 nicht beeinflusst werden. Der Kompetitions-EMSA mit Myf5
(Bahn 1-5) zeigt keine Verdnderung der des TEF-1/MCAT Komplexes, wéhrend ansteigende
Konzentrationen von mVITO-2 die Menge an gebunden MCAT Oligos verringert (Bahn 6-10).
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Umgekehrt erfolgt eine Verstdrkung des TEF-1/MCAT Signals, wenn in einer gleich bleibenden
Menge an mVITO-2 ansteigende Konzentrationen von TEF-1 inkubiert werden (Bahn 11-15). In
einem weiteren Versuch wurden verschiedene Kombinationen von mVITO-1 (Bahn 21-25) und
mVITO-2 (Bahn 16-20) zusammen mit TEF-1 in einem EMSA verwendet, um mdgliche
Unterschiede in der Affinitdt der beiden VITO Proteine zu TEF-1 bzw. deren unterschiedliche
Auswirkungen auf die MCAT Bindungseigenschaften zu untersuchen. Dabei zeigte sich, dass eine
Zugabe von mVITO-2 die Menge an TEF-1/MCAT Komplexen weiter verringert (Bahn 16-20),
wéhrend ein Anstieg der mVITO-1 Konzentration das MCAT Signal nicht beeinflusst (Bahn 21-25).

wonach durch die Inkubation beider Proteine die Menge an gebundenen Bs03 Oligos deutlich
herabgesetzt wird, wobei die Abschwéachung im Vergleich zu mVITO-1 (siehe Abbildung 31) nicht ganz
so stark ausgebildet ist. Um diese Beobachtung genauer zu untersuchen, bzw. Unterschiede in der
Bindungsaffinitdt der beiden VITO Proteine zu TEF-1 feststellen zu kénnen, wurden zwei weitere
Versuche mit allen drei Proteinen durchgefihrt (Abbildung 35, Bahn 16-25). Dabei zeigte sich, dass
nach Inkubation von mVITO-1 mit TEF-1 die Menge an gebundenen MCAT Motiven schon reduziert ist
und nach weiterer Zugabe von mVITO-2 noch weiter verringert wird (Abbildung 35, Bahn 16 und Bahn
20). Im Gegensatz dazu ist im umgekehrten Fall, d.h. bei einer gleich bleibenden Menge von TEF-1
und mVITO-2 und anschlieBender Zugabe von ansteigenden Konzentrationen von mVITO-1, diese
Beobachtung nicht zu machen, denn die Menge an gebundenen MCAT Oligos bleibt in allen
Anséatzengleich (Abbildung 35, Bahn 21-25). Zusétzlich Iasst sich in Abbildung 35 in den Bahnen 16-20
und 21-26 eine deutliche Verstarkung der unspezifischen Retic-Bande beobachten, welche auf eine
steigende Verdilinnung des eingesetzten Kompetitors zurlickzufiihren ist.

Zusammenfassend l&sst sich also auch fur mVITO-2 ein Einfluss auf die DNA-Bindungseigenschaften
von TEF-1 nachweisen, wobei diese negative Auswirkung nicht ganz so stark ausgepréagt ist wie bei
mVITO-1. Der Versuch dient somit ebenfalls dem Nachweis der TEF/VITO Interaktion und demonstriert
gleichzeitig eine mogliche biologische Funktion dieser Wechselwirkung, da die Affinitdt des TEF-1
Transkriptionsfaktors fir MCAT Motive, wie sie in den Promotoren verschiedener muskelspezifischer
Gene vorkommen, senkt und somit eine Anderung der TEF-abhéngigen Expression bewirkt. Trotz der
scheinbar geringeren Beeinflussung der DNA-Bindeeigenschaften von TEF-1 durch mVITO-2 scheint
die Affinitdt zwischen diesen beiden Proteinen starker zu sein, als zwischen mVITO-1 und TEF-1, da
eine weitere Zugabe von mVITO-1 zu einem bereits gebildeten TEF-1/mVITO-2 Komplex keine weitere
Auswirkung auf die Bindungseigenschaften von TEF-1 hat. Im Gegensatz dazu kommt es nach
Zugabe von mVITO-1 zu einem bestehenden TEF-1/mVITO-2 Komplex zu keiner weiteren

Beeinflussung des Transkriptionsfaktors.

5.6.4. Die Veranderungen der DNA-Bindeeigenschaften der TEFs werden durch die Anzahl der
MCAT Motive beeinflusst

Die in den vorangegangenen Versuchen festgestellte Verdnderung der DNA-Bindeeigenschaften der
TEF Proteine durch VITO-1/2 scheint im Kontrast zu den Beobachtungen aus den

Transaktivierungs-experimenten zu stehen, da hier eine Erhéhnung der Reporteraktivitdt beobachtet
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wurde. Zudem zeigte sich in den Bandshift Experimenten auch eine Beeinflussung der
Bindeeigenschaften von TEF-3, woraus gleichzeitig auf eine Interaktion der beiden Proteine
geschlossen werden kann, wahrend durch die Co-Immunopréazipitation kein Nachweis der Interaktion
erbracht werden konnte. Eine mdgliche Erklarung fur diese Beobachtungen l&sst sich in der Anzahl der
verwendeten MCAT Motive finden. Fir die Transaktivierungsversuche wurden vierfache
Wiederholungen verwendet, whrend in den Bandshifts Einzelkopien der MCAT Sequenzen genutzt
wurden.

In vorangegangenen Experimenten anderer Arbeitsgruppen konnte bereits gezeigt werden, dass das
Bindungsverhalten von hTEF-3 von der Anzahl der Bindungsmotive abhangig ist. Eine Vermehrung der
Bindungsstellen resultierte in einer relativen Abschwéchung der Bindung zum hTEF-3 (Jacquemin et
al. 1996). Im Falle des hTEF-1 konnte dagegen keine solche Verédnderung festgestellt werden.

Zur Untersuchung der Bindungseigenschaften der Wiederholungen wurden die fur die Herstellung des
pTA-Luc MCAT Reporterkonstrukts verwendeten Oligonukleotide Box71_fw und Box1_rev aneinander
gelagert und anschlieBend mit a[**P]-dCTP radioaktiv markiert. Das doppelstrangige Oligonukleotid
wurde danach mit TEF-1 und TEF-3 sowie den VITO Proteinen auf eine Bindung untersucht. Aufgrund
eines experimentell bedingten starken Hintergrunds der multimeren MCAT Sonde, erbrachten nur die
Versuche mit VITO-1 auswertbare Ergebnisse, die in Abbildung 36 dargestellt sind. Wie bereits
vermutet, lasst sich eine Bindung der multimeren MCAT Motive nur von TEF-1 mit oder ohne VITO-1
beobachten, wéhrend eine Interaktion zwischen dem Oligonukleotid und mTEF-3 oder mVITO-1 nicht
nachgewiesen werden konnte. Weitaus wichtiger ist jedoch die Beobachtung, dass im Gegensatz zu
den einzelnen MCAT Motiven, die DNA-Bindeféhigkeit von TEF-1 zum multimeren MCAT Oligo durch
die Interaktion mit VITO-1 nicht abgeschwéacht wird. Dies legt die Vermutung nahe, dass die
Veranderung der Bindungseigenschaften von TEF-1 je nach Anzahl der Motive unterschiedlich erfolgt
und liefert zudem eine Erklarung fir die scheinbar gegensétzlichen Ergebnisse der Bandshift- und
Transaktivierungsexperimente. DarlUber hinaus kénnte die Unféhigkeit des TEF-3 zur Bindung an
Wiederholungen des MCAT Motivs die Ursache fur eine ausbleibende bzw. geringfiigige

Transaktivierung des TEF-3/VITO Komplexes in den MCAT Reporter-Assays sein.
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Abbildung 36. Die
autoradio-graphische Auswertung der
[ Interaktion zwischen multimeren

MCAT Oligo-nukleotiden und den TEF
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Proteinen  zeigt eine  exklusive
Wechselwirkung mit TEF-1, die im
Gegensatz zu einzelnen Motiven
durch Zugabe von VITO-1 nicht
negativ beeinflusst wird (Pfeil, Bahn 1
und 3). Weder VITO-1 allein (Bahn 2
und 5) noch mTEF-3 (Bahn 4 und 6)
kénnen das Oligo-nukleotid binden
und  unterstreichen damit  die
spezifische Interaktion von TEF-1 mit
multimeren MCAT Motiven. fO, freie
Nukleotide.

5.7. Gezielte Verdnderung des mVITO-2 Genlocus

Mit Hilfe der in vitro Translation konnten mit den VITO Proteinen bereits eine Reihe von
Untersuchungen zu deren biochemischen Funktionen in vitro durchgefuhrt werden. Die daraus
gewonnenen Erkenntnisse lieferten bereits erste Anhaltspunkte fur die biologische Funktion der
Genfamilie. Um jedoch die tatsdchliche Ausgabe der beiden potentiellen Cofaktoren in vivo zu
identifizieren, ist die Entwicklung entsprechender Mausmodelle ein wichtiges Hilfsmittel. So wurde in
unserer Arbeitsgruppe bereits mit den Arbeiten an einem LacZ Knock In fur den mVITO-1 Locus
begonnen. Da jedoch aufgrund der hohen Homologie und der teilweise Uberlappenden
Expressions-muster der beiden Proteine auch eine funktionelle Uberlappung und somit Kompensation
zu erwarten ist, wurde im Rahmen dieser Arbeit ein konditioneller Knock Out Mausstamm fir mVITO-2

hergestellt.

5.7.1. Isolierung von Cosmid-Klonen mit genomischen Fragmenten des mVITO-2 Gens

Da fur die Konstruktion des ,Targeting® Vektors ausreichend lange, genomische DNA-Abschnitte
benétigt werden, musste zunéchst ein geeignetes Screening zur Identifizierung potentieller
genomischer Klone durchgefuhrt werden. Dazu wurde eine Methode verwendet, die vom Deutschen
Ressourcenzentrum fur Genomforschung entwickelt wurde und im wesentlichen auf einer 2-stufigen
PCR-Amplifikation gen-spezifischer Sequenzabschnitte aus einen definierten Klonpool beruht. Dabei
konnten im Screening des Priméarpools (Mouse [Strain, 129/ola] Cosmid, bestehend aus 99
Primérpools) insgesamt 3 positive Signale detektiert werden, welche jeweils den vereinigten
Cosmid-Klonen von acht 384-well Platte entsprachen. Im nachsten Schritt wurden durch jeweils 48

weitere PCRs, die entsprechenden Cosmid-Klone identifiziert.

5.7.2. Konstruktion des ,Targeting”“ Vektors zur Generierung eines konditionellen mVITO-2

Gens

Der zur Konstruktion des “Targeting” Vektors verwendete Cosmid Klon wurde als VC1 bezeichnet und
beinhaltete 48kbp genomische DNA, welche den Promoterbereich sowie die Exone | bis Il von
mVITO-2 umfasste (RZPD-clone: MPMGc121D16799). Zunachst wurde ein 4,3 kbp Fragment,
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welches als kurzer 3’ Rekombinationsarm dienen sollte, durch einen kombinierten Sall und Xhol
Restriktionsverdau isoliert und in einen modifizierten pKSIl Vektor (pKSIIV2N) kloniert. Parallel dazu
wurde durch Verdau mit Sacll und Sall ein 13,9 kbp langes Fragment isoliert, welches den
Promoterbereich des mVITO-2 Gens sowie die ersten beiden Exone enthielt. Dieses Fragment wurde
ebenfalls in einen modifizierten Vektor (pKSIIV2) zwischen kloniert und stellt den langen 5’
Rekombinationsarm dar. Durch Verdau mit dem Restriktionsenzym BstAPI, dessen Erkennungstelle
genau zwischen Exon | und Exon Il liegt, wurde der Vektor wieder gedffnet um die singulare loxP
Sequenz einzufligen. Dazu wurden zwei komplementére Primer generiert, die neben der eigentlichen
loxP Sequenz, Restriktionsschnittstellen zur Identifizierung positiver Rekombinationsereignisse sowie
kompatible Uberhdngende 5 Enden fir die BstAPI Schnittstelle enthielten. Durch 5miniitiges Kochen
bei 95°C und anschlieBendes langsames Abkuhlen auf Raumtemperatur, bildeten die Primer ein
doppelstrangiges DNA Fragment, welches in den pKSIIV2 Vektor kloniert wurde. Der damit neu
entstandene 5’ Rekombinationsarm mit der loxP Sequenz wurde durch erneuten kombinierten Sacll
und Sall Verdau isoliert und in den eigentlichen ,Targeting“ Vektor pKOIIV2 kloniert. Dieser wurde
zuvor aus dem pKOIl Vektor durch Modifizierungen in den beiden multiplen Klonierungsstellen
generiert und somit fir die Konstruktion des mVITO-2 Knock Outs angepasst.

Im letzten Schritt wurde der kurze 3’ Rekombinationsarm aus dem pKSIIV2N Vektor in das , Targeting”
Konstrukt kloniert. Dabei wurde einmal das vollstdndige 4,3 kbp Fragment - durch Verdau mit den
flankierenden Restriktionsenzymen SnaBl und Pacl - verwendet sowie ein kirzeres 2,8 kbp Fragment,
das nach Verdau mit dem flankierenden Xhol und internen Hindlll isoliert wurde.

Somit wurden 2 ,Targeting“ Konstrukte generiert, die jeweils einen 13,9 kbp langen 5’
Rekombinationsarm sowie einen 4,3 kbp (pKOII-mVITO-2 long) bzw. 2,8 kbp (pKOII-mVITO-2 short)
langen 3’ Rekombinationsarm enthielten (Abbildung 37). In beiden Konstrukten wird jeweils das Exon
I, welches die gesamte Scalloped Interaktionsdoméane beinhaltet von den beiden IloxP
Erkennungsstellen flankiert. Nach Rekombination mit Cre-Rekombinase, sollte es somit zu einer
Deletion der SID und einem damit verbundenen Verlust der beobachteten Eigenschaften von mVITO-2
fihren (siehe 5.4. bis 5.6.2.). Die Entwicklung eines mVITO-2 Mausmodells bietet folglich eine ideale
Méglichkeit die biologische Funktion des Gens aufzuklaren. Die Verwendung eines konditionellen
Knock Out Allels ermdglicht zudem, einen potentiellen letalen Phanotyp der Nullmutation genauer zu

untersuchen sowie eine kombinierte Ausschaltung der beiden VITO Gene zu etablieren.
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Abbildung 37. Die Generierung der mVITO-2 ,Targeting” Vektoren. A: Die genomische Struktur von
mVITO-2 setzt sich aus den Exonen | bis IV zusammen. Die GréBe der dazwischen liegenden Introns
betrédgt 11,5 bis 20kbp. Alle Genabschnitte wurden in 5’ nach 3’ Orientierung angegeben. Der Start und
das Ende des offnen Leserahmens sowie die Scalloped Interaktionsdoméne (SID) eingezeichnet. Die
Zahlen bezeichnen die Position der Base in der cDNA-Sequenz. B: Die ,Targeting“-Vektoren (unten)
enthalten, neben den Exonen | und I, ein FRT flankiertes Neomyzinphosphotransferase-Gen (Neo) im
Intron 2 sowie zwei loxP Erkennungstellen (rote Dreiecke). Die Rekombination mit der genomischen
Wildtyp-DNA (oben) erfolgt tber zwei homologe Bereiche mit 9,6 kbp und 4,3 kbp (mVITO-2 long,
orange) bzw. 2,8 kbp (mVITO-2 short, grin) Lédnge. Fir die Klonierung relevante
Restriktions-schnittstellen wurden eingezeichnet (S, Sacll; Bt, BstAPI; N, Notl; X, Xhol; Sn, SnaBI; P,
Pacl und H, Hindlll). Durch Cre-vermittelte Rekombination kann somit das Exon Il, zusammen mit der
SID (rote Abschnitte), deletiert werden. Ein Entfernen der Neomycin-Selektions-Kassette ist durch eine
Flp-Rekombinase-vermittelte Rekombination méglich.

5.7.3. Homologe Rekombination des , Targeting-Vektors“ in ES-Zellen

Fir die homologe Rekombination des mVITO-2 ,Targeting® Vektors wurden 1x10’ embryonale
Stammzellen der mannlichen Linie ES-MK-V8.1 mit 25ug Notl linearisierter DNA vom pKOII-mVITO-2
short Konstrukt elektroporiert und je 2x10° ES-Zellen auf Feederzell-Platten (& 10cm) ausgesét. Nach
9-10 Tagen Selektion in G418 enthaltendem ES-Zellkulturmedium wurden resistente ES-Zell-Kolonien
isoliert. Durch eine Southern-Blot-Hybridisierung mit der Sonde |Ill, die auBerhalb des
»1argeting“-Vektors bindet (Abbildung 38A), wurden alle Klone identifiziert, die den verédnderten
genomischen DNA-Abschnitt durch homologe Rekombination in den mVITO-2 Locus aufgenommen
hatten. Dazu wurde die genomische DNA der ES-Klone nach Verdau mit dem Restritktionsenzym Bglll
auf Nitrocellulosemembranen geblottet. Als radioaktive Sonde wurde ein 505 bp langes DNA-Fragment
verwendet (Sonde Ill), welches durch Restriktionsverdau eines genomischen Fragments (#59; Vito-2 3’
Fragment in pucV2) mit Apall, Aatll und Hindlll isoliert wurde und auf einem Sequenzbereich 3’
auBerhalb des ,Targeting“-Vektors hybridisiert. Im Wildtyp-Allel des Pax7 Gens wird ein Fragment von

12,3 kbp hybridisiert, wahrend nach erfolgreicher homologer Rekombination ein DNA-Fragment von
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Abbildung 38. Identifizierung homologer Rekombinationsereignisse im mVITO-2 Genlocus. A:
Schematische Darstellung des Wildtyp- und mVITO-2°FN Allels nach homologer Rekombination. Die
Position der Hybridisierungssonde Ill wurde mit einem roten Balken markiert und die kodierenden
Exone | bis Ill mit der Scalloped Interaktionsdoméne (rot abgesetzt) eingezeichnet. Die eingefiihrten
loxP-Elemente wurden mit roten Dreiecken sowie das synthetische Neomyzinphosphotransferase-Gen
mit NEO/FRT markiert. Flr die Southern-Blot-Analyse relevante Restriktionsschnittstellen wurden
eingezeichnet (Sp, Spel; Bt, BstAPI und B, Bglll) und das 5°- bzw. 3-Ende des “Targeting”-Vektors mit
griinen Ziffern gekennzeichnet. Die Oligonukleotide fiir die PCR wurden als schwarze Pfeile eingefligt
(Vito2 wt fw; Vito2 wt rev; Vito2 fip fw; Vito2 fip rev). B: Southern Blot Analyse von ES-Klonen nach
Bglll-Verdau und Detektion mit der Sonde Ill. Die DNA-FragmentgréBen wurden in Kilobasenpaaren
(kbp) angegeben. C: Agarosegele der PCR Analyse der ES-Klone mit den Oligonukleotiden Vito2 wt
fw und Vito2 wt rev. Als GréBenmarker wurde mit Sau3A geschnittene puc18 DNA verwendet. Die
GréBe der Fragmente ist in Basenpaaren (bp) angegeben.

6,3 kbp detektiert wird (Abbildung 38B). Um nachzuweisen, dass die Rekombination im 5’ Bereich des
»1argeting“-Vektors auch tatséchlich vor der eingefihrten einzelnen loxP Erkennungstelle erfolgt ist
(siehe Abbildung 37B), wurde zuséatzlich eine PCR-Analyse durchgefuhrt. Hierzu wurden die Primer
Vito2 wt fw und Vito2 wt rev verwendet, die eine Amplifikation Uber die BstAPI Schnittstelle im langen
homologen Arm erlauben (Abbildung 38A). Sollte, wie im Wildtyp, an der Restriktionsschnittstelle keine
loxP Sequenz vorhanden sein, wird ein 263 bp Fragment amplifiziert. Beim Vorhandensein der
eingefiihrten loxP Erkennungsstelle wird das PCR-Produkt um die 63 Basen der eingefiihrten loxP
Sequenz vergrdéBert und somit ein 326 bp groBes Fragment amplifiziert (Abbildung 38C). In den ersten
beiden Elektroporationen wurden insgesamt 768 isolierte ES-Kolonien (2x 384) untersucht und dabei
insgesamt 28 ES-Klone mittels Southern-Hybridisierung als positiv identifiziert. In der nachfolgenden
Untersuchung mittels PCR konnte fiir 16 Klone ein korrektes Rekombinationsereignis nachgewiesen
werden. Die Blastozysten-Injektion dieser Klone resultierte jedoch in keinen oder nur gering chiméren
Nachkommen, weshalb eine erneute Elektroporation mit neuen ES-Zellen (ES-MK-V6.5) durchgefuhrt
wurde. Von den 576 neu isolierten ES-Zell-Kolonien konnte dabei fur 91 Klone ein korrektes

Rekombinationsereignis durch Southern Blot nachgewiesen werden. 24 dieser Klone zeigten auch in
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der PCR-Genotypisierung ein korrektes Bandenmuster und konnten somit flr die weiteren Schritte
verwendet werden. Die Genotypisierung, des fir die Injektion in C57Bl/6 Mausblastozysten
eingesetzten, positiven mVITO-2"N® ES-Zell-Klons K3-01, ist in Abbildung 38 dargestellt.

Insgesamt wurden zwei positive Klone (K3-01 und K3-142) fiir die Blastozysteninjektion eingesetzt. Fir
beide injizierten Klone wurden jeweils 3 Chiméaren geboren. Die hochchiméaren Nachkommen (#15821,
#15830 und #16675) aus der Injektion des Klones K3-01 gaben, nach Ruckkreuzung mit C57BI/6
Tieren das manipuliete mVITO-2 Allel in der Keimbahn weiter und wurden deshalb als Griindertiere
bezeichnet (siehe Abbildung 39). Diese Tiere dienten im weiteren Verlauf als Grundlage zur
Etablierung der Mauslinien mVITO-2cKO und mVITO-2KO.
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Abbildung 39. Genotypisierung von Nachkommen aus der Rickkreuzung des mVITO-2cKO
Griindertieres (#15830) mit C57BI/6 durch PCR (A) und Southern Blot (B). Die PCR Genotypisierung
erfolgte mit den Primern Vito2 wt fw und Vito2 wt rev, wobei eine Mutantenbande von 326 bp und eine
Wildtyp-Bande von 263 bp entstand. Der Southern Blot erfolgte nach Restriktionsverdau mit Bglll und
wurde mit der Sonde Il hybridisiert. Die GréBe des detektierten Wildtyp-Fragments betrdgt dabei
12,3 kbp, wéhrend das hybridisierte Fragment des mVITO-2”"N Allels ca. 6 kbp kleiner ist und ca.
6,3 kbp groB ist.

5.7.4. Etablierung der mVITO-2cKO Mauslinie mit homozygoten mVITO-2Allel

Gleichzeitig zur Ruckkreuzung der hochchiméren Grindertiere, wurden auch Verpaarungen mit
Flp-Deleter-Mausen durchgefihrt, um die mVITO-2cKO Mauslinie zu erzeugen, in der die gefloxten
mVITO-2 Allele zwar vorhanden sind, die Neomycin-FRT-Selektionskassette jedoch bereits wieder
deletiert wurde. Um einen mdglichst gleichméaBigen genetischen Hintergrund zu behalten, wurde hierzu
ausschlieBlich das chimare Mannchen #15821 mit Flp-Deleter Weibchen verpaart (Abbildung 40).

Die Genotypisierung der Tiere erfolgte durch PCR und Southern Hybridisierung. Fur die
PCR-Genotypisierung wurden die Primer Vito2 flp fw und Vito2 flp rev verwendet, die auf dem
Wildtyp-Allel zur Amplifikation eines 218 bp Fragments fuhren. Bei der Anwesenheit der
FRT-Neomycin-Kassette im Allel wird kein Produkt amplifiziert. Nach Deletion der Neo-Kassette durch
die FIp-Rekombinase ist das erhaltene PCR-Produkt, aufgrund der weiterhin vorhandenen loxP

Sequenz und verbliebener
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Abbildung 40. Durch Einkreuzung der konstitutiv Flp-Rekombinase exprimierenden TG Flp-Deleter
Linie wurde die NeoFRT-Kassette aus dem mVITO-2°7N Allel entfernt und somit die mVITO-2¢KO
Mauslinie etabliert. Genotypisierung der Nachkommen der Verkreuzung aus Flp-Deleter Mdusen mit
dem mVITO-2cKO Griindertier #15821 durch PCR (A und C) und Southern Blot (B und D). Die PCR
erfolgte mit den Primerpaaren Vito2 flp fw/rev (A und C, oben), Vito2 wt fw/rev (A und C, Mitte) sowie
Flp fw/rev (A und C, unten). Die GréBen der entstandenen Mutanten- bzw. Wildtyp-Banden sind in der
Abbildung angegeben. Der Southern Blot erfolgte nach Restriktionsverdau mit Bglll (rechts) und Spel
(links) und wurde jeweils mit der Sonde Il hybridisiert. Die GréBe des detektierten Wildtyp-Fragments
betrdgt nach Bglll Verdau 12,3 kbp und nach Spel Verdau 4,5 kbp. Das hybridisierte Fragment des
mVITO-2"N° und mVITO-2°F Allels ist nach Bglll Verdau 2,8 kbp groB. Im Southern Blot nach Spel
Verdau wird im mVITO-2°PN Allel ein 3,6 kbp groBes Fragment hybridisiert, was deutlich als
Doppel-bande zu erkennen ist. Nach Deletion der NeoFRT-Kassette, wird im mVITO-2% Allel ein 4,5
kbp groBes Fragment detektiert, welches jedoch nur als verstdrktes Signal gegentiber der
Wildtyp-Bande zu erkennen ist.

~Konstruktions-Sequenzen®, um 185 bp auf eine GesamtgréBe von 403 bp vergréBert (Abbildung 40,

A). Die Richtigkeit der PCR wurde durch einen Southern Blot bestatigt, woflr die genomische
Mausschwanz-DNA mit Bglll und zusétzlich mit Spel verdaut wurde. Die Hybridisierung erfolgte in
beiden Féllen mit der Sonde Ill. Der Southern Blot mit Bglll entspricht der Standard-Genotypisierung
(siehe Abbildung 39), wahrend in der Wildtyp-Situation der Verdau mit Spel zur Detektion eines 4,2 kbp
Fragments fuhrt. Nach korrekter Rekombination des ,Targeting” Vektors in den mVITO-2 Locus, sollte
ein verklrztes Fragment von 3,6 kbp entstehen, dass nach Deletion der Neomycin-Kassette wiederum
auf 4,5 kbp Lange vergrdBert wird (Abbildung 40B). Aufgrund der eingeschrénkten Auflésung des
Southern Blots ist die 4,2 / 4,5 kbp Doppelbande des mVITO-2°7 Allels nur als starkeres Signal
gegenuber der Wildtyp-Bande zu erkennen, kann jedoch deutlich von der 4,2 / 3,6 kbp Doppelbande
des mVITO-2°"N° Allels unterschieden werden (Abbildung 40B, rechts, Bahnen #109 und #114). In
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Kombination mit dem Bglll Southern Blot und der PCR-Genotypisierung kénnen die verschiedenen
mVITO-2 Allele eindeutig identifiziert werden.

Aus der ersten Verpaarung ging zunachst nur ein Mannchen hervor (#109; siehe Abbildung 40A und
B), welches mit ebenfalls heterozygoten Weibchen aus nachfolgenden Verkreuzungen verpaart wurde.
Der erste homozygote Nachkomme (#8639; siehe Abbildung 40C und D) wurde zundchst mit
heterozygoten Partnern verpaart um weitere homozygote Tiere zu erhalten. Zur Erhaltung und
Verbreiterung der Linie wurden nachfolgend ausschlieBlich homozygote Maéause verpaart. Die

Genotypisierung erfolgte dabei durch PCR (siehe Abbildung 40).

5.7.5. Die funktionelle Ausschaltung des mVITO-2 Gens durch Cre-vermittelte Rekombination

Zur funktionellen Ausschaltung des mVITO-2 Gens wurde durch Einkreuzung des Cre-Deleter Allels
die mVITO-2KO Linie etabliert. Die im Cre-Deleter Transgen konstitutiv exprimierte Cre-Rekombinase
deletiert im mVITO-2°7 bzw. mVITO-2”7N° Allel das zweite Exon, welches die fiir die TEF-1
Interaktion notwendige Scalloped Interaktionsdoméne enthélt. Die somit erzeugte mVITO-2 Mutation
sollte entweder zur Translation eines Proteins ohne die SID fUhren, oder eine Nullmutation hervorrufen.
Fur die Herstellung dieser Mauslinie wurde erneut das hochchiméare Mannchen #15821 mit Cre-Deleter
Weibchen verpaart, um einen méglichst gleichméBigen genetischen Hintergrund zu erhalten.

Unter den Nachkommen des ersten Wurfs waren 2 Weibchen [#3019 und #3020], die eine Deletion
des zweiten Exons aufwiesen (Abbildung 41). Die Uberpriifung des Genotyps erfolgte zunéchst durch
PCR und Southern Blot. Fir die PCR wurden drei verschiedene Primerkombinationen verwendet: Die
Cre-spezifische PCR mit den Primern Cre fw und Cre rev diente dem Nachweis des transgenen
Cre-Deleter Allels (Abbildung 41A und C, unten), wéhrend die zwei weiteren PCRs die korrekte
Deletion nachweisen sollten. Die Primerkombination Vito2 wt fw und Vito2 wt rev weist das
Wildtyp-Allel durch die Amplifikation eines 263 bp Fragments nach und fihrt dagegen beim
Vorhandensein des mutierten mVITO-2°7° Allels zur Bildung eines 326 bp groBen Produkts
(Abbildung 41A und C, Mitte). Nach korrekter Deletion des zweiten Exons wird indessen keines der
beiden Produkte amplifiziert. Als weiterer Nachweis wurde eine PCR mit den Primern Vito2 wt fw und

Vito2 flp rev durchgefihrt, die
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Abbildung 41. Die Deletion des zweiten Exons von mVITO-2 durch Cre-vermittelte Rekombination in
der mVITO-2 KO Mauslinie. (A, C) Die Bestimmung des Genotyps erfolgte durch PCR mit drei
Primerkombinationen fiir den Nachweis des CMV-Cre Allels (unten), der mVITO-2°C bzw.
mVITO-22"NCAllele (Mitte) und des mVITO-2""Allels (unten). Die GréBe der PCR-Produkte wurden
jeweils angegeben. (B, D) Zur Uberpriifung der PCR wurde ein Southern Blot mit der Sonde Il nach
Bglll und EcoRV Verdau durchgefihrt, der tibereinstimmende Ergebnisse erbrachte.

nach korrekter Cre-Rekombination zur Amplifikation eines 382 bp Fragments flhrt (siehe Abbildung 38;
Abbildung 41A und C, oben). Die Southern Blot Genotypisierung erfolgte nach Verdau mit Bglll und
EcoRV und Hybridisierung durch die Sonde Ill. Die GréBen der detektierten Fragmente nach Bglll
Verdau entsprechen der Standardgenotypsierung (siehe Abbildung 39). Nach Verdau mit EcoRV
betragt die GroBe des hybridisierten Wildtyp-Fragments 4,8 kbp, wéhrend im mVITO-27"¢ Allel ein
3,5 kbp groBes Fragment detektiert wird. Erfolgt eine korrekte Deletion des zweiten Exons, hybridisiert
die Sonde Ill im somit entstandenen mVITO-2°" Allel nach Bglll Verdau mit einem 12,3 kbp Fragment,
wéhrend nach Verdau mit EcoRV eine Hybridisierung bei 4,8 kbp erfolgt. Eine eindeutige
Genotypisierung mittels Southern Blot kann somit nur durch eine kombinierte Analyse erfolgen.

Um homozygote mVITO-2*" Mause zu erhalten, wurden die heterozygoten Weibchen wiederum mit
dem chiméaren Méannchen #15821 zurlckgekreuzt. Unter den Nachkommen dieser Wirfe waren
insgesamt 2 homozygote Tiere (Abbildung 41C und D). Alle Nachkommen zeigten eine normale
postnatale Entwicklung und keine offensichtlichen Verdnderungen im Phénotyp. Daher wurden zur
Aufrechterhaltung der Linie nachfolgend nur homozygote Tiere verpaart, wobei die standardisierte
Genotypisierung durch PCR erfolgte. Eine detailierte Analyse der VITO-2 homozygoten Mutanten
befindet sich zur Zeit in Arbeit, konnte jedoch aus Zeitgrinden nicht mehr in die vorliegende

Dissertation eingeschlossen werden.
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5.8.Suche nach muskeldifferenzierungs-férdernden Substanzen in einer

pharmakologischen Stoffbibliothek

Im Rahmen dieser Arbeit sollte ein Zell-basierendes Screening einer pharmakologischen
Substanzbibliothek (LOPAC) auf muskeldifferenzierungsférdernde Eigenschaften durchgefihrt werden.
Das Experiment beruht im Wesentlichen auf der Beobachtung, dass die Myoblasten-Linie C.C;, unter
niedrigen Serumkonzentrationen durch Beginn der terminalen Differenzierung zunéchst Synzytien und
spéater Myotuben bildet. In einem vorangegangenen Experiment konnte dieser Vorgang auch durch
Zugabe von Kinetin und Benzyladenin unter ,normalen® Proliferationsbedingungen beobachtet werden.
Diese beiden Stoffe gehdren zu der Stoffklasse der Zytokinine und waren bislang ausschlieBlich als
Pflanzenhormone bekannt, welche die Balance zwischen Wachstum und Nahrstoffangebot regulieren
(Kakimoto 1998; Sakakibara 2005). Die Idee der Untersuchung war somit, durch ein Screening einer
Substanzbibliothek weitere niedermolekulare Stoffe, mit bislang unbekannten

muskeldifferenzierungs-férdernden Eigenschaften, zu identifizieren.

5.8.1. Screening der LOPAC'*® Bibliothek durch Messung der MCK-Enzymaktivitét

Die fur das Screening eingesetzte LOPAC Bibliothek umfasst insgesamt 1280 aktive Substanzen, die
mit der Myoblasten-Zellinie C,C,, getestet wurden. Die Proliferation dieser Zelllinie erfolgt unter 20%
FKS, wahrend sich die Differenzierung der C,Cio Zellen zu Myotuben nur unter geringen
Serumkonzentrationen (2% Pferde-Serum) ereignet. Die Substanzen wurden daher unter 20% FKS zu
den Zellen gegeben und anschlieBend fur 7 Tage inkubiert. Als Positiv- bzw. Negativkontrollen wurden
jeweils Zellen ausschlieBlich mit 20% FKS und 2% Pferde-Serum inkubiert.

Die Messung des Differenzierungsgrades erfolgte durch Messung der Muskel-Kreatin-Kinase Aktivitat
(engl.: MCK). Die MCK wird fast ausschlieBlich im differenzierten Skelettmuskel und nur in geringen
Mengen im Herzen und im Hirn exprimiert und gilt somit als sicherer Marker fir eine
Muskel-Differenzierung (Faulker und Meites 1982).

Das gesamte Screening wurde in 96-well Mikrotiterplatten durchgefiihrt, wobei auf jeder Platte jeweils
10 Reihen mit insgesamt 80 Substanzen untersucht wurden und je eine Reihe als Positiv- und
Negativkontrolle vorhanden waren. Da die Substanzen in DMSO gelést waren, wurden je 4 Wells der
Positiv- bzw. Negativkontrollreihe zusétzlich mit den entsprechenden Konzentrationen an reinem
DMSO inkubiert. Da fir den Versuch jeweils 50 ymol und 100 ymol der Substanzen eingesetzt wurden,
ergab sich somit eine Gesamtzahl von 2 x 16 Mikrotiterplatten.

Nach 7-tagiger Inkubation wurden die Zellen durch Zugabe von NP40-Lysis-Puffer und 2maligem
Einfrieren und Auftauen lysiert und mit dem MCK Aktivitatstest der Firma BioQuant im Berthold Mithras
LB940 Plattenreader vermessen. Exemplarisch flr alle Messungen ist die Auswertung der ersten drei
Platten in Abbildung 42 dargestellt. Die ersten acht Messungen (X-Achse, Reihe 1) stellen jeweils die
Negativkontrolle und die letzten acht Messungen (X-Achse, Reihe 12) die Positivkontrolle dar, wobei

jeweils die ersten vier Werte der Inkubation mit DMSO und die letzten vier Werte der Inkubation ohne
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Abbildung 42. Exemplarische Darstellung des Screenings der LOPAC’280 Stoffbibliothek mit der C-C12
Myoblasten-Zellinie. Untersucht wurden Verdnderungen der terminalen Differenzierung durch Messung
der Muskel-Kreatin-Kinase Aktivitdt. Gezeigt wird die Auswertung der Messungen von drei der
sechzehn 96-Well Mikrotiterplatten mit zwei verschiedenen Substanz-Konzentrationen (50 ymol und
100 ymol). Jede der Mikrotiterplatten setzt sich aus jeweils 80 verschiedenen Substanzen (Reihen 2 -
11), acht Negativkontrollen (Reihe 1) und acht Positivkontrollen (Reihe 12) zusammen. Da die
Substanzen in DMSO geldst waren, wurden jeweils die ersten vier Ansétze der Positiv- und
Negativkontrollen mit der entsprechenden Konzentration an DMSO inkubiert. Beispiele fiir einen
Anstieg der MCK-Aktivitdt nach Inkubation mit den LOPAC Substanzen wurden mit roten und griinen
Markierungen gekennzeichnet und geben demzufolge Hinweise auf eine mdgliche terminale
Differenzierung der C>C;2 Zellen unter ,normalen” Wachstumsbedingungen.

DMSO entsprechen. Der Vergleich dieser Werte in den einzelnen Messungen zeigt bereits eine
Erhdhung der MCK-Aktivitdt nach Inkubation mit DMSO, was auf eine Beeinflussung der
Muskel-Kreatin-Kinase durch das dipolare Losungsmittel hinweist. Jedoch ist im Falle der
Negativkontrolle nur eine sehr geringe Beeinflussung gegenuber der Hintergrundaktivitét feststellbar,
so dass die deutlichen Verdnderungen der MCK-Aktivitit nach Zugabe bestimmter
LOPAC-Substanzen (siehe Abbildung 42, rote und grine Markierungen) nicht nur auf das
Vorhandensein des DMSO zuriickzufihren sind. Jedoch sind die gemessenen Unterschiede in der
Positivkontrolle deutlich gréBer. Nachdem alle Platten gemessen wurden, erfolgte eine Auswertung der
Messwerte durch Berechnung des Anstiegs der MCK-Aktivitdt nach Zugabe der verschiedenen Stoffe
gegenlber den durchschnittichen Messwerten der Negativkontrollen jeder Mikrotiterplatte. Als
Ergebnis dieser Auswertungen konnten insgesamt 40 verschiedene Substanzen identifiziert werden,
die in den C,C,, Zellen eine erhdhte MCK-Aktivitat bewirken. Die Stoffe sowie ihre bereits annotierten
Eigenschaften und Klassifizierung sind in Tabelle 5 angegeben (Zur Vereinheitlichung wurden in der
Arbeit die englischen Original- bzw. Eigennamen beibehalten und kursiv gekennzeichnet). Die meisten
der Substanzen (30 Stuck) wurden bei einer eingesetzten Stoffkonzentration von 50 ymol identifiziert
und weitere 12 bei 100 ymol. Dies ist vermutlich auf die erhdhte Konzentration des Lésungsmittels und

damit erhéhten Hintergrundaktivitdten zurlckzuflihren (siehe Abbildung 42, untere Diagramme). Fir
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Tabelle 5. Durch ein Screening der LOPAC™® Bibliothek konnten insgesamt 40 verschiedene
Substanzen identifiziert werden, welche zu Verdnderungen in der Muskel-Kreatin-Kinase Aktivitdt der
CoCy2 Zellen fiihren. Fir jede der Substanzen ist jeweils die Nummer der LOPAC-Platte sowie die
Position auf der Platte und die verwendete Konzentration angegeben. Das Verhéltnis der gemessenen
MCK-AKktivitdt gegentiber der durchschnittlichen Hintergrundaktivitét ist in der Spalte ,MCK* angegeben.
Falls zu den verwendeten Substanzen bereits Informationen zu der Stoffklasse, Wirkung und Selektivitét
bekannt waren, sind diese in der Tabelle angegeben. Farbig hinterlegte Stoffe konnten in beiden
untersuchten Konzentrationen (50 pmol, 100 ymol) mit erhéhten MCK-Werten identifiziert werden.

Platte | Position | Menge | MCK Bezeichnung Stoffklasse Enzym | Wirkung Selektivitat
13 G9 50umol | 552% | PD 98,059 Phosphorylierung X Inhibitor MEK2
3 A4 50pmol | 350% | (+-)-Baclofen GABA Agonist GABA-B
5 B4 50pmol | 314% | CGS-12066A maleate Phosphorylierung X Inhibitor ROCK
3 | c5 | 50umol |279% | 8-Bromo-cAMP sodium zyklische x | Aktivator
Nucleotide
3 F4 50umol | 239% | Betamethasone Hormone Glucocorticoid
3 C9 50pmol | 213% | Carmustine DNA Interkalator
10 | B9 | 50umol | 2049 | &Methyl-2-(phenylethynyl)-pyridine Glutamat Antagonist | mGIuRS
hydrochloride
3 A9 50umol | 202% | Ciprofibrate Transkription Ligand PPAR-alpha
3 F11 50pumol | 202% | Corticosterone Hormone Glucocorticoid
3 G4 50pmol | 196% | Buspirone hydrochloride Serotonin Agonist 5-HT1A
3 E3 50umol | 194% | BWB70C Leukotriene X Inhibitor 5-lipoxygenase
8 G4 50umol | 185% | Hydrocortisone 21-hemisuccinate sodium Hormone Cortisol
1 B7 100pmol | 174% | AC 915 oxalate Opioid Ligand sigmal
14 E2 50pumol | 172% | 13-cis-retinoic acid Transkription Regulator | RAR-alpha, beta
3 B11 | 50umol | 168% | Choline bromide Cholinergic x | Substrate | Choline
acetyltransferase
1 F4 100pmol | 162% | (+-)-Norepinephrine(+)bitartrate salt Adrenoceptor Agonist
1 G3 50pmol | 160% | Arcaine Sulfate Glutamate Antagonist | NMDA-Polyamine
2 Al1 50pmol | 156% | 2,3-Butanedionemonoxime K+ Channel Blocker ATP-sensitiv
1-(5-Isoquinolinylsulfonyl)-3-methylpiperazine ) -
()
9 C3 50pumol | 156% dihydrochloride Phosphorylierung X Inhibitor PKC
8 H6 50pmol | 153% | HE-NECA Adenosin Agonist A2
6 D2 50umol | 148% | Diethylenetriaminepentaacetic acid Biochemie X Inhibitor
8 D5 50pmol | 145% | Hydrocortisone Hormone Cortisol
o ] . zyklische o Adenylate
4 D4 50umol | 144% | 9-cyclopentyladenine Nucleotide X Inhibitor cyclase
6 C5 50umol | 144% | Dantrolene sodium Intra_zellulares Inhibitor Release
Calcium
1 D7 100pmol | 139% | 9-Amino-1,2,3,4-tetrahydroacridinehydrochloride | Cholinergic X Inhibitor Cholinesterase
6 H10 50umol | 136% | Etodolac Prostaglandin X Inhibitor COX
11 D4 50umol | 134% | Metolazone lonen Pumpe Inhibitor Na+/Cl-
transporter
13 G9 100umol | 130% | PD 98,059 Phosphorylierung X Inhibitor MEK2
14 Cc2 50umol | 126% | Retinoic acid Apoptose X Aktivator
13 B3 100pumol | 122% | Putrescine dihydrochloride Glutamat Agonist NMDA-Polyamine
7 C4 50pumol | 120% | beta-Estradiol Hormone Estrogen
3 B9 100pmol | 118% | 6-Chloromelatonin Melatonin Agonist
6 F10 50pumol | 116% | Vanillic acid diethylamide Vanilloid Agonist
2 B11 50umol | 112% | SB 222200 Tachykinin Antagonist | NK3
6 H10 100pumol | 110% | Etodolac Prostaglandin X Inhibitor COX
7 H7 50pumol | 110% | Fenoldopam bromide Dopamin Agonist D1
15 G10 100pmol | 110% | S(-)-Timolol maleate Adrenoceptor Antagonist | beta
3 C11 100pmol | 108% | Ceramide Phosphorylierung X Inhibitor B:i:sy‘laglycerol
13 H7 100pumol | 101% | N6-Phenyladenosine Adenosin Agonist A1l
3 B11 | 100umol | 101% | Choline bromide Cholinergic x | Substrate | Choline
acetyltransferase
3 | ©5 |100umol| 99% |8-Bromo-cAMP sodium zyklische x | Aktivator
Nucleotide
3 A9 100umol | 98% | Ciprofibrate Transkription Ligand PPAR-alpha
2 Al1 100pmol | 98% | 2,3-Butanedionemonoxime K+ Channel Blocker ATP-sensitiv
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Substanzen konnte sogar bei beiden verwendeten Konzentrationen eine Erhéhung der MCK-Aktivitat
nachgewiesen werden, wobei zwei Stoffe (PD98,059 und Triamincinolone) jeweils MCK-Werte von
Uber 100% zeigen. Die anderen drei Substanzen (8-Bromo-cAMP sodium, Ciprofibrate und
2,3-Butanedionemonoxime) bewirken bei einer eingesetzten Konzentration von 100 ymol ,rechnerisch”
keine Erhohung, was jedoch auf die bereits erwdhnte Beeinflussung der Negativkontrollen durch
DMSO zuriickzufihren ist. Im Diagramm zeigen die Stoffe gegenlber dem Hintergrund der anderen
Substanzen jedoch auch einen leichten Anstieg der MCK-Aktivitat (Abbildung 42, untere Diagramme

und griine Markierungen), der bei den anderen Substanzen im Schnitt unter 80% liegt.

5.8.2. Uberpriifung von Kandidaten der LOPAC'*® Bibliothek mit potentiellem Einfluss auf die

Differenzierung von Myoblasten

Die im Screening der LOPAC-Bibliothek identifizierten Substanzen wurden im né&chsten Schritt noch
einmal intensiver untersucht, denn es war davon auszugehen, dass sich, aufgrund des niedrigen
Untersuchungsvolumens bzw. der geringen Oberflache der Mikrotiterplatten und der teilweise starken
Schwankungen in der MCK-Aktivitdt der Positiv- und Negativkontrollen, sich einige der positiv
getesteten Substanzen als Artefakt herausstellen wirden.

Fir diesen Versuch wurden 6-Well Platten verwendet um eine gréBere Oberflache zu gewéhrleisten,
damit eine mdgliche Synzytien- bzw. Myotubenbildung gut zu beobachten ist. Pro Well wurden jeweils
10.000 Zellen unter Proliferationsmedium (20% FKS) ausplattiert und am né&chsten Tag die
Behandlung mit den Substanzen begonnen. Dazu wurde zunéchst fir jeden Stoff eine 10mM
Stammldsung in dem entsprechenden L&sungsmittel hergestellt und diese dann 1:200 (50 ymol) oder
1:100 (100 pymol) mit Proliferationsmedium verdinnt und zu den Zellen gegeben, wobei taglich ein
Mediumwechsel durchgefihrt wurde. Der Einfluss der Substanzen wurde durch photografische
Auswertung nach finf, sechs und sieben Tagen Behandlung dokumentiert. In Abbildung 43 sind die
Ergebnisse fiir 16 der insgesamt 33 untersuchten Stoffe, die eine morphologische Veranderung der
C,Cy, Zellen auslésten, zusammengefasst. Nach Beendigung der optischen Auswertung wurden auch
die Zellen aller Ansétze lysiert und eine erneute MCK-Messung durchgefiihrt (Abbildung 44).

Wie bereits erwdhnt, konnte nur fir 16 Substanzen ein Einfluss auf die Morphologie der C,C4, Zellen
beobachtet werden. Fur die restlichen 17 Substanzen waren entweder gar keine Verdnderungen
feststellbar, oder die Stoffe I6sten, wie im Falle des CGS-12066A maleate, eine toxische Reaktion aus,
die zum Tod der Zellen fuhrte. Die Messung der MCK-Aktivitét der einzelnen Versuchsansétze zeigte,
dass 8 der 17 Substanzen Artefakte des ersten Screenings waren, da hier die Messwerte im Bereich
der Negativkontrolle oder darunter lagen (Abbildung 44). Im Gegensatz dazu zeigten die Stoffe
Corticosterone,  Ceramide, 6-Methyl-2-(phenylethynyl)pyridine  hydrochloride,  Beta-Estradiol,
Hydrocortisone 21-hemisuccinate sodium, Diethylenetriaminepentaacetic acid, Dantrolene sodium,

Etodolac und Fenoldopam bromide eine deutlich erhéhte MCK-Aktivitét, die in den meisten Fallen
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sogar bis an die Messwerte der Positivkontrolle heranreicht, oder sogar grdBer ist. Méglicherweise wird

PD 98,059

Betamethasone

Ciprofibrate

AC915 oxalate

13-cis-Retinoic Acid

20% FKS

2% Pferdeserum
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1-(5-1soquinolinylsulfonyl)-3-methylpiperazine dihydrochloride

2,3-Butanedionmonoxime; Methylpiperazine™ =

Butanedione*
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Triamcinolone

Retinoic acid

Putrecine*

Vanillic acid*

S(-)-Timolol*

2% Pferdeserum

Putrescine™ = Putrescine dihydrochloride; Vanillic acid* = Vanillic acid diethylamide; S(-)-Timolol* = S(-)-Timolol maleate
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Kinetin

DMSO

20% FKS

2% Pferdeserum

Abbildung 43. (und vorherige 3 Seiten) Zusammengefasste mikroskopische Auswertung der
morphologischen Verdnderungen von C-C;» Myoblasten durch verschiedene Substanzen der
LOPAC™®  Bibliothek. ~Fiir Kontrollzwecke wurden zusétzlich Zellen —ausschlieBlich — mit
Proliferationsmedium, Differenzierungsmedium sowie mit 50ymol DMSO inkubiert und die
Verdnderungen dokumentiert. Von den 40 im Screening identifizierten Substanzen wurden insgesamt
33 Stoffe fir ein weiteres Screening auf 6-Well-Platten verwendet. 17 Substanzen zeigten dabei keine
Auswirkungen auf die Morphologie (Carmustine; (+-)-Baclofen; 8-Bromo-cAMP sodium; Ceramide;
Acraine sulfate; 9-Amino-1,2,3,4-tetrahydroacridinehydrochloride; Corticosterone; Hydrocortisone
21-hemisuccinate sodium; 6-Methyl-2-(phenylethynyl)pyridine hydrochloride; Buspirone hydrochloride;
Etodolac; (+-)-Norepinephrine (+)bitartate salt; Diethylenetriaminepentaacetic acid; Dantrolene sodium;
Beta-Estradiol; Fenoldopam bromide), bzw. fiihrten zum Absterben der Zellen (CGS-12066A maleate)
und werden daher nicht in der Abbildung aufgefiihrt. Fir 5 Substanzen (PD 98,059; AC915 oxalate;
13-cis-Retinoic Acid; BWB70C; Retinoic Acid) konnten morphologische Verdnderungen der C-Ci.
Zellen beobachtet werden, welche jedoch mit groBer Wahrscheinlichkeit auf das, als Lésungsmittel
verwendete, DMSO zuriickzufiihren sind (siehe DMSO-Kontrolle) oder toxischen Ursprungs sind. Fir
die restlichen 11 getesteten Stoffe konnten die Bildung von Synzytien beobachtet werden, wobei im
Falle von 8 Substanzen (Ciprofibrate; 2,3-Butanedionemonoxime; Hydrocortisone; Kinetin;
1-(5-Isoquinolinylsulfonyl)-3-methyipiperazine  dihydrochloride;  9-cyclopentyladenine;  Putrescine
dihydrochloride; Vanillic acid diethylamide) nur eine geringe Anzahl an Myotuben gefunden werden
konnten. Nach Behandlung mit Betamethasone, Triamcinolone und S(-)-Timolol maleate zeigte sich
dagegen eine terminale Differenzierung der C.C;o Zellen, die mit der Positivkontrolle qualitativ und
quantitativ vergleichbar war.
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bei diesen Stoffen der MCK-Signalweg aktiviert, ohne weitere fir die terminale Differenzierung wichtige
Signalwege oder Prozesse mit einzubeziehen. Es ist auch denkbar, dass die Steigerung der
MCK-Aktivitdt nur ein sekundarer Effekt ist, der aufgrund der toxischen oder regulatorischen
Eigenschaften der untersuchten Stoffe ausgeldst wird.

Von den 16 Substanzen, die eine Anderung der Morphologie auslésen, zeigen 8 Stoffe nach 7tagiger
Inkubation  eine  vereinzelte  Bildung von  Synzytien  (Abbildung 43; Ciprofibrate,
2,3-Butanedione-monoxime, Hydrocortisone, Kinetin, 1-(5-Isoquinolinylsulfonyl)-3-methylpiperazine
dihydrochloride, 9-cyclopentyladenine, Putrescine dihydrochloride und Vanillic acid diethylamide), die
morphologisch mit den Myotuben der Positivkontrolle identisch sind. Alle diese Stoffe flihren auch zu
einem deutlichen Anstieg der MCK-Aktivitdt in  den C,Cy, Zellen. Lediglich das
2,3-Butanedionemonoxime zeigt nur einen geringen Anstieg des MCK-Werts, welcher jedoch eindeutig

noch Uber dem Messwert der

3000

Acridine* = 9-Amino-1,2,3,4-tetrahydroacridinehydrochloride

MPEP* = 6-Methyl-2-(phenylethynyl)pyridine hydrochloride

Hydrocortisone 21* = Hydrocortisone 21-hemisuccinate sodium

Norepinephrine* = (+-)-Norepinephrine(+)bitartate salt

Methylpiperazine* = 1-(5-Isoquinolinylsulfonyl)-3-methylpiperazine dihydrochloride
DETAPAA™ = Diethylenetriaminepentaacetic acid
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Abbildung 44. Auswertung der Muskel-Kreatin-Kinase-Aktivitédt der C,C;, Zellen nach Behandlung mit
ausgewahlten Substanzen der LOPAC'?®° Bibliothek. Die durchschnittlichen Werte der Positivkontrolle
(Behandlung mit 2% Pferdeserum; n=6) und der Negativkontrolle (Behandlung mit 20% FKS; n=6)
wurden als graue bzw. weiBBe Balken eingezeichnet. Die C.C, Zellen wurden in 6-Well-Platten fir 7
Tage mit den 33 im ersten Screening identifizierten Substanzen inkubiert, anschlieBend lysiert und die
MCK-Aktivitdt gemessen. 12 der getesteten Substanzen zeigten Messwerte, die im Bereich der
Negativkontrolle (ohne Substanzzugabe) liegen, wéhrend die restlichen 21 Stoffe zu einem Anstieg der
Messwerte fihrten. Besonders stark ist dabei die Erhéhung bei AC 915 oxalate, Triamcinolone,
Hydrocortisone und Hydrocortisone 21 hemisuccinate sodium. Zur Kontrolle der Spezifitdt der
Ergebnisse wurde zusétzlich ein Ansatz, der ausschlieBlich mit 50 ymol DMSO behandelt wurde,
gemessen. Auch hier zeigt sich ein Anstieg der MCK-Aktivitdt, was auf einen Einfluss des
Lésungsmittels schlieBen ldsst. Zusammen mit den Beobachtungen aus Abbildung 43 kann jedoch
davon ausgegangen werden, dass es sich dabei um einen Sekundéreffekt handelt. Zur besseren
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Visualisierung wurde der durchschnittliche Bereich der Negativkontrollen durch rote Balken
gekennzeichnet.

Negativkontrolle liegt (Abbildung 44). Einen wesentlich starkeren Einfluss auf die terminale
Differenzierung der C,C,» Myoblasten haben die Stoffe Betamethasone, Triamcinolone und
S(-)-Timolol maleate, welche eine deutliche Myotubenbildung auslésen, die in ihrer Intensitat im
Bereich der Positivkontrolle liegen. Auch die gemessenen MCK-Werte der Zellen nach Behandlung mit
diesen Stoffen deuten auf den Prozess der terminalen Differenzierung hin, da die Messwerte fir
Betamethasone und S(-)-Timolol maleate den Werten der Positivkontrolle entsprechen und die MCK-
Aktivitdt nach Zugabe von Triamcinolone sogar um etwa 1/3 gegenlber dem Kontrollversuch mit 20%
FKS erhoht ist (Abbildung 44). Um einen unspezifischen Effekt des im ersten Screening verwendeten
DMSO als Ldsungsmittel zu untersuchen bzw. auszuschlieBen, wurden in diesem Versuchsansatz
auch Zellen mit 50 pymol DMSO behandelt und dokumentiert. Die MCK-Werte nach dieser Behandlung
zeigen tatsachlich einen Anstieg der MCK-Aktivitat, die im Bereich der Positivkontrolle liegt. Da bereits
bekannt ist, dass eine Behandlung mit DMSO verschiedenste zelluldre Reaktionen auslést, kann
davon ausgegangen werden, dass der Anstieg der MCK-Werte auf einen sekundaren Effekt
zurtickzufiihren sind. Dafur spricht auch die Tatsache, dass wahrend der DMSO-Behandlung keine
Bildung von Synzytien zu beobachten war. Zwar zeigen die Zellen leichte morphologische
Veranderungen gegenlber der Negativkontrolle, diese scheinen jedoch aufgrund einer veradnderten
Proliferation bzw. einer erhdhten Apoptoserate zu entstehen (Abbildung 43). Eine &hnliche
Morphologie der Zellen zeigt sich auch nach Behandlung mit PD 98,059, AC915 oxalate,
13-cis-Retinoic Acid, BWB70C und Retinoic Acid. Es ist zu vermuten, dass die ausgelésten Effekte auf
das als Losungsmittel verwendete DMSO zurickzufihren sind. Jedoch lasst sich durch einen
Vergleich mit den gemessenen MCK-Werten nur fur das PD 98,059 eine Beeinflussung durch das
DMSO nachweisen, denn 1.) wurde fir das AC915 oxalate in Wasser geldst und 2.) lasst sich flr die
drei anderen Stoffe trotz der morphologischen Veradnderungen kein Anstieg der MCK-Aktivitat
nachweisen (Abbildung 44). Somit ist anzunehmen, dass AC915 oxalate, 13-cis-Retinoic Acid,
BWB70C und Retinoic Acid ebenfalls Effekte innerhalb der C,C4, Zellen auslésen, die jedoch nicht in
einer Differenzierung zu Myotuben resultieren.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass mit Hilfe des etablierten Screenings aus einer 1280
Substanzen umfassenden Stoffbibliothek zundchst 40 Kandidaten identifiziert werden konnten, die
einen Einfluss auf die terminale Differenzierung der C,Ci>, Myoblasten vermuten lieBen. Durch eine
weitere Untersuchung der Kandidaten konnte fir insgesamt 11 Stoffe tatsachlich eine Bildung von
Synzytien unter Proliferationsbedingungen gezeigt werden, wobei die Quantitdt und Qualitat der
Differenzierung sehr unterschiedlich war. Um zu Uberprifen, ob es sich bei den beobachteten
Synzytien tatsachlich um Myotuben handelt, sollte in einem weiteren Versuch ein Nachweis durch

einen muskelspezifischen Antikdrper erfolgen.

109



Ergebnisse

5.8.2.1. Nachweis der terminalen Differenzierung durch immunhistochemische Anfarbung mit dem
MF20 Antikérper

Alle Substanzen, die im zweiten, mikroskopischen Screening (Abbildung 43) morphologische
Veranderungen in den C,Ci» Zellkulturen ausldsten bzw. zu einer Synzytienbildung fuhrten, wurden in
diesem Versuch nochmals untersucht. Mit Hilfe des skelettmuskelspezifischen MF20 Antikérpers, der
die Myosin schwere Kette detektiert, sollte der Nachweis erbracht werden, dass es sich bei den
beobachteten Zellfusionen tatsachlich um Myotuben handelt. Dafir wurden die Zellen auf
Objekttrager-Kammern kultiviert und mit insgesamt 15 Substanzen behandelt [PD 98,059;
Betamethasone; Ciprofibrate; AC915 oxalate; 13-cis-Retinoic Acid; 2,3-Butanedionemonoxime;
1-(5-Isoquinolinyl-sulfonyl)-3-methylpiperazine dihydrochloride; Hydrocortisone; 9-cyclopentyladenine;
Triamcinolone; Retinoic Acid; Putrescine dihydrochloride; Vanillic acid diethylamide; S(-)-Timolol;
Kinetin], die entsprechend der ermittelten Wirkungskonzentration in 20% FKS Proliferationsmedium
geldést wurden. Zur Kontrolle wurden zusatzlich Zellen ausschlieBlich mit Proliferationsmedium, mit
Differenzierungsmedium (2% Pferdeserum) sowie mit DMSO, das fir einige Substanzen als
Losungsmittel verwendet wurde, inkubiert. Wéahrend der 7tdgigen Behandlung erfolgte taglich ein
Mediumwechsel. Die Zellen wurden anschlieBend mit PFA fixiert und Uber Nacht mit einem
monoklonalen MF20 Antikérper inkubiert. FiUr die Detektion des Erstantikdérpers wurde ein
fluoreszenz-markierter Anti-Maus Antikdrper der Firma Invitrogen (Alexa 594 anti-mouse) verwendet.
Zur besseren Visualisierung der Zellen bzw. Synzytien erfolgte zusatzlich eine DAPI-Farbung, die eine
Detektion der Zellkerne durch Fluoreszenz erlaubt. Die Dokumentation der Antikdrperfarbung erfolgte
am Fluoreszenzmikroskop und wurde in Abbildung 45 zusammengefasst. Jene Stoffe, die bereits in
den vorangegangenen Versuchen eine Synzytienbildung bewirkten, zeigen erneut fusionierte Zellen.
Dies sind Betamethasone, Ciprofibrate, 2,3-Butanedionemonoxime,
1-(5-Isoquinolinylsulfonyl)-3-methylpiperazine dihydrochloride, Hydrocortisone, 9-cyclopentyladenine,
Triamcinolone, Putrescine dihydrochloride, Vanillic acid diethylamide, S(-)-Timolol und Kinetin.
Gegenuber den Vorversuchen, ist
Abbildung 45. (ndchste Seite) Die immunhistochemische Auswertung der morphologischen
Verdnderungen von C,C;» Myoblasten durch ausgewdhlte Substanzen der LOPAC'?*° Bibliothek. Die
C-.Cy> Zellen wurden unter Proliferationsbedingungen (20% FKS) fir 7 Tage mit den
niedermolekularen Stoffen inkubiert. Fir Kontrollzwecke erfolgte eine zusétzliche Behandlung
ausschlieBlich mit Proliferationsmedium, mit Differenzierungsmedium (2% Pferdeserum) sowie mit
50umol DMSO, das als Lésungsmittel fiir die Substanzen genutzt wurde. Die immunhistochemische
Anfdrbung erfolgte mit dem MF20 Antikérper (Myosin, schwere Kette) und einem
fluoreszenz-markierter Zweitantikérper (Alexa 594) sowie einer DAPI Farbung der Zellkerne. Wéhrend
in der Negativkontrolle und nach der Inkubation mit DMSO keine spezifische Anfdrbung beobachtet
werden konnte, zeigen die Zellen nach Behandlung mit Betamethasone; Ciprofibrate;
2,3-Butan-edionemonoxime; 1-(5-Isoquinolinylsulfonyl)-3-methylpiperazine dihydrochloride;
Hydrocortisone; 9-cyclopentyladenine; Triamcinolone; Putrescine dihydrochloride; Vanillic acid

diethylamide; S(-)-Timolol maleate und Kinetin eine spezifische Reaktion in den gebildeten Synzytien,
die auch in der Positivkontrolle erfolgt. Da der MF20 Antikérper ausschlieBlich an das
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skelettmuskelspezifische Myosin bindet, muss es sich bei den gefdrbten Synzytien folglich um
Myotuben  handeln.  Butanedione* =  2,3-Butanedionmonoxime;  Methylpiperazine™ =
1-(5-1soquinolinylsulfonyl)-3-methyipiperazine dihydro-chloride; Putrescine* = Putrescine
dihydrochloride; Vanillic acid* = Vanillic acid diethylamide; S(-)-Timolol* = S(-)-Timolol maleate
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Tabelle 6. Zusammengefasste Darstellung der Ergebnisse aller Screenings der LOPAC

1280

Stoffbibliothek auf Substanzen mit muskeldifferenzierungsférdernden Eigenschaften. Die Erstellung
der Tabelle erfolgte anhand der Stdrke der Muskel-Kreatin-Kinase (MCK) Aktivitdt (Spalte ,MCK
Messung®; +++, MCK-Aktivitdt > 200%, ++, MCK-Aktivitdt > 150%; +, MCK-Aktivitdt > 100%) sowie
durch Auszdhlung der Synzytien/Myotuben pro 3 zuféllig ausgewdhlten mikroskopischen
Bildausschnitten (Spalte ,Mikroskopische Auswertung” und ,,Antikérperfdrbung®; +++, Anzahl Synzytien
> 100; ++, Anzahl Synzytien > 50; +, Anzahl Synzytien > 1; negativ, Anzahl Synzytien < 1; n.n., nicht
untersucht). Erfolgte im gewdhlten Bildausschnitt keine Bildung von Synzytien/Myotuben, wurden
stattdessen die entsprechenden Beobachtungen in der Tabelle angegeben.

Substanz MCK mikroskopische Antikdérper-farb
Messung Auswertung ung

PD 98,059 +++ Morphologie negativ
(+-)-Baclofen +++ keine Verdnderung n.n.
CGS-12066A maleate +++ Zelltod n.n.
8-Bromo-cAMP sodium +++ keine Veranderung n.n.
Betamethasone +++ +++ +++
Carmustine +++ keine Veranderung n.n.
6-Methyl-2-(phenylethynyl)-pyridine 44 keine Veridnderung n.n.
hydrochloride
Ciprofibrate +++ ++ +
Corticosterone +++ keine Veranderung n.n.
Buspirone hydrochloride ++ keine Verdnderung n.n.
BWB70C ++ Morphologie n.n.
Hydrocortisone 21-hemisuccinate sodium ++ keine Veranderung n.n.
AC 915 oxalate ++ Morphologie negativ
13-cis-retinoic acid ++ Morphologie negativ
Choline bromide ++ n.n. n.n.
(+-)-Norepinephrine(+)bitartrate salt ++ keine Verdnderung n.n.
Arcaine Sulfate ++ keine Veranderung n.n.
2,3-Butanedionemonoxime ++ + ++
1-(5-.IsoqL.||noI|nylsulf.onyl)-3-methylp|p -+ e e
erazine dihydrochloride
HE-NECA ++ n.n. n.n.
Diethylenetriaminepentaacetic acid + keine Verdnderung n.n.
Hydrocortisone + ++ ++
9-cyclopentyladenine + ++ ++
Dantrolene sodium + keine Veranderung n.n.
9-Amino-1,2,3,4-tetrahydroacridinehydroc . -

. + keine Veranderung n.n.
hloride
Etodolac + keine Veranderung n.n.
Metolazone + n.n. n.n.
Triamcinolone + +++ ++
Retinoic acid + Morphologie negativ
Putrescine dihydrochloride + ++ +
beta-Estradiol + keine Veranderung n.n.
6-Chloromelatonin + n.n. n.n.
Vanillic acid diethylamide + +++ ++
SB 222200 + n.n. n.n.
Fenoldopam bromide + keine Veranderung n.n.
S(-)-Timolol maleate + ++ ++
Ceramide + keine Veranderung n.n.
N6-Phenyladenosine + n.n. n.n.
Choline bromide + n.n. n.n.
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die Anzahl der beobachteten Synzytien zwar etwas geringer; jedoch zeigt auch die Positivkontrolle
eine geringere Differenzierungsrate. Mdglicherweise ist dies jedoch auf die abweichende Beschichtung
der Objektrdger-Kammern zurlckzufihren, die zu einer generell schlechteren Differenzierung der
C.Ci2 Zellen fuhrt.

Die Ergebnisse der MF20 Antikdrperfarbung bestatigen die Beobachtungen der vorherigen
Untersuchungen, wonach die Zugabe bestimmter niedermolekularer Stoffe zu einer Einleitung der
terminalen Differenzierung von C,Ci. Myoblasten fuhrt. Der immunhistochemische Nachweis der
schweren Kette des Myosins in den gebildeten Synzytien zeigt ferner, dass es sich dabei tatséchlich
um Myotuben handelt. Die festgestellten hoheren Muskel-Keratinkinase Aktivitditen in den
entsprechenden Zellysaten unterstltzen diese Beobachtungen zusétzlich. Zusammenfassend wurden
die Ergebnisse der einzelnen Screeningschritte in Tabelle 6 noch einmal gegeniibergestellt und alle
Substanzen mit einem nachweisbaren Einfluss auf die terminale Differenzierung der Myoblastenzellinie
C,C4, zusétzlich hervorgehoben. Die Klassifizierung der einzelnen Stoffe erfolgte durch die in der
enzymatischen Messung ermittelten MCK-Aktivitdten sowie durch eine Auszahlung der gebildeten
Synzytien. Dazu wurden pro Ansatz 3 zuféllige Bildausschnitte gewéhlt und anschlieBend die Anzahl

aller mehrkernigen Zellen ermittelt.
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6. Diskussion

In der vorliegenden Arbeit sollten durch verschiedene molekularbiologische und biochemische Anséatze
neue Erkenntnisse Uber die Skelettmuskelentwicklung und -regeneration in Vertebraten gewonnen
werden, bzw. Grundlagen fir neue Untersuchungsmdglichkeiten geschaffen werden. Durch die
Etablierung von Mausmodellen kann z.B. die Funktion von Proteinen innerhalb ihrer natirlichen und
geordneten Umgebung untersucht werden, wahrend durch biochemische Untersuchungen in vitro
genaue Erkenntnisse Uber Bindungs- und Interaktionseigenschaften der Proteine gewonnen werden
kébnnen. In der vorliegenden Arbeit wurden nach diesen Prinzipien zwei verschiedene
muskel-spezifische Gene der Maus untersucht. Um die genaue Funktion, des in den Satellitenzellen
exprimierten, und somit fur die Muskelregeneration entscheidenden Transkriptionsfaktors Pax7 zu
ermitteln, wurde eine Mauslinie generiert, die eine zeitliche und gewebespezifische Inaktivierung des
Gens erlaubt. Eine vergleichbare Mauslinie wurde auch fir das mVITO-2 etabliert, dem Mitglied einer
neuen Genfamilie muskelspezifisch exprimierter Gene, welche in dieser Dissertation genetisch und
biochemisch untersucht wurden und als Cofaktoren der TEF-vermittelten Transkription identifiziert
werden konnten.

Eine weitere Mdglichkeit, die Prozesse der Muskelentwicklung besser zu verstehen und
moglicherweise daraus therapeutische Ansatze zu entwickeln, war das im letzten Teil der Arbeit
durchgefiihrte Screening einer Stoffbibliothek mit niedermolekularen Substanzen. Ziel war es, Stoffe zu
identifizieren, welche die terminale Differenzierung von C,C,, Myoblasten férdern bzw. hemmen, um
somit Einblicke in die molekularen Kontrollmechanismen dieses entscheidenden Prozesses zu

gewinnen.

6.1. Der konditionelle Knock Out von Pax7 erlaubt eine gezielte Untersuchung
des letalen postnatalen Phinotyps der Pax7-**? Nullmutation und eine
genaue Analyse der Bedeutung von Pax7 wahrend der Muskelentwicklung

und Regeneration

Die etablierte Mauslinie Pax7cKO ermdglicht ein zell- und entwicklungsspezifisches Ausschalten der
Pax7 Expression. Um dies zu gewahrleisten, missen die verdnderten homozygoten M&use eine
korrekte Prozessierung sowie eine, zur Wildtypsituation vergleichbare, Transkription und Translation
aufweisen. Zwar war es nicht méglich durch einen Western Blot mit einem spezifischen Antikérper
gegen Pax7 den direkten Nachweis des Proteins in den Wildtyp-M&usen und die Verringerung der
Expression in den Mutanten zu fihren, jedoch konnte durch eine RT-PCR die korrekte Prozessierung
der pr&-mRNA nachgewiesen werden. Die hetero- und homozygoten Mause der Pax7cKO Linie zeigen
keine signifikante Verédnderung in der Expression in allen Exonabschnitten der Pax7 cDNA (Abbildung
19). Zudem konnten auch keine generellen Beeintrachtigungen lebensnotwendiger Kérperfunktionen,

des Zuchtverhaltens oder der Lebensdauer gegenlber den Wildtyp-Geschwistertieren beobachtet
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werden (Abbildung 18A). Da die Expression von Pax7 im adulten Organismus auf die ruhenden und
frihen aktivierten Satellitenzellen beschrankt ist, und allgemein angenommen wird, dass die Prasenz
von Pax7 fur die Spezifizierung und Aufrechterhaltung der Satellitenzelllinie notwendig ist (Seale et al.
2000; Oustanina et al. 2004), wurde als weiterer Nachweis der korrekten Expression und
Prozessierung von Pax7 die Anzahl und die statistische Verteilung der Satellitenzellen in den Muskeln
Uberpruft. Auch hier zeigte sich zwischen den Geschwistertieren der Pax7cKO Linie kein signifikanter
Unterschied, weder in der totalen Anzahl der Satellitenzellen, noch in der Verteilung der Zellen pro
Myotube (Abbildung 18B). Aus diesen Beobachtungen kann somit geschlossen werden, dass kein
erkennbarer Unterschied zwischen dem Phénotyp der Pax7cKO Tiere und Wildtyp-Mausen besteht

und diese Linie folglich zur konditionellen Ausschaltung von Pax7 verwendet werden kann.

6.1.1. Die Cre-Vermittelte Rekombination im Pax7cKO Locus erméglicht die funktionelle

Ausschaltung der Pax7 Expression

Durch Verpaarung der Ausgangslinie Pax7cKO"*° mit Mausen, welche die Cre-Rekombinase transient
in einem sehr frthen Embryonalstadium exprimieren, wurde die Pax7KO Mauslinie generiert. Diese
Mauslinie diente vorrangig der Kontrolle der korrekten Funktionsweise der eingefihrten LoxP
Elemente. Nach erfolgter Cre-vermittelter Rekombination sollten die ersten drei Exone der Pax7 cDNA
deletiert werden und eine native Funktion des Proteins, durch Fehlen der in diesen Exonen
lokalisierten ,Paired Box“Doméne, nicht mehr méglich sein (Jostes ef al. 1990; Chalepakis et al. 1994;
Epstein et al. 1994). Tats&chlich zeigen die Mause deutliche Auffélligkeiten, die im Phanotyp den
bereits beschriebenen konstitutiven Pax7-*** Knock In Mausen &hneln (Mansouri et al. 1996b; Seale et
al. 2000). Die homozygoten Tiere der Pax7KO Linie zeigen analog zur konstitutiven Nullmutation ein
Defizit in der postnatalen Entwicklung, die sich deutlich in der unterschiedlichen KérpergréBe der
Geschwistertiere widerspiegelt (Abbildung 15A). Aufgrund der Tatsache, dass 93% aller homozygoten
Nachkommen des konstitutiven Pax7 Knock Out innerhalb der ersten 3 Wochen nach der Geburt
sterben, wurde von Seale und Mitarbeitern der Phénotyp der Mause mit einem Alter von 7 bzw. 14
Tagen dokumentiert. Hier zeigte sich zu Beginn der Untersuchungen eine Reduktion des
Kérpergewichts um ca. 50%, die im Laufe der weiteren Entwicklung stetig zunimmt und nach 14 Tagen
bereits 67% betragt. Die homozygoten Mutanten der Pax7KO Mauslinie zeigten ebenfalls am Tag 7
nach der Geburt einen deutlichen Unterschied im Kdrpergewicht gegenuber den heterozygoten oder
Wildtyp-Geschwistertieren, der mit Uber 60% jedoch etwas starker ausgepragt war, als von Seale und
Mitarbeitern beschrieben. Im Laufe der weiteren Messungen blieb dieser Unterschied - im Gegensatz
zu den Beobachtungen von Seale et al. - weitestgehend konstant. Erst ab Tag 17 erfolgte eine
deutliche VergréBerung der Unterschiede, resultierend aus einer beginnenden negativen
Wachstumskurve. Es bleibt somit festzuhalten, dass trotz einiger geringer Unterschiede in der friihen
postnatalen Entwicklung zwischen den konditionellen Knock Out und konstitutiven Knock In Mutanten

eine weitestgehende Ubereinstimmung im Phénotyp existiert.
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Ahnlich verhalt es sich fiir die Existenz von Satellitenzellen an den Myotuben homozygoter Mutanten.

Lz Knock In Mause von verschiedenen

Zwar wurden in vorangegangenen Untersuchungen der Pax7
Arbeitsgruppen unterschiedliche Beobachtungen Uber den Zeitpunkt des Verlusts der Satellitenzellen
gemacht, jedoch konnte eindeutig gezeigt werden, dass nach der Geburt Satellitenzellen existieren,
deren Anzahl wahrend der postnatalen Entwicklung jedoch stetig abnimmt und spétestens 2 Monate
nach der Geburt in einem vollstdndigen Fehlen der Zellen resultiert (Seale et al. 2000; Oustanina et al.
2004). Die in der vorliegenden Arbeit untersuchten homozygoten Mutanten der Pax7KO Linie zeigten
mit einem Alter von 40 Tagen bereits einen fast vollstindigen Verlust der Satellitenzellen.
Interessanterweise weisen bereits die heterozygoten Tiere eine signifikante Reduktion der
CD34-positiven Satellitenzellen, eine Ausbildung einer Kyphose und eine geringere KoérpergréBe
gegeniber den Wildtyp Geschwistertieren auf. Eine solche Haploinsuffizienz wurde zwar bislang noch
nicht beschrieben, jedoch weist auch die Wachstumskurve der Pax7KO Jungtiere ab Tag 16 einen
beginnenden Unterschied im Kdrpergewicht zwischen den Wildtyp und heterozygoten Mutanten auf.
Ob die Veranderungen des Koérpergewichts jedoch tatsachlich eine direkte Auswirkung der Pax7
Inaktivierung sind, oder nur indirekte Folge eines bislang nicht identifizierten Phanotyps, bleibt
weiterhin unklar. Wie beim konstitutiven LacZ Knock In Giberleben einige Tiere das ,kritische Alter” von
3 Wochen und sind fahig, die anféanglichen Wachstumsdefizite im begrenzten MaBe zu kompensieren.
Vermutlich reichen die bei der Geburt noch vorhandenen Satellitenzellen aus, um ein realativ stabiles
postnatales Muskelwachstum zu gewéhrleisten bis der Satellitenzellpool vollstandig verbraucht ist. Da
jedoch alle Mutanten anfangs die gleiche Anzahl an Satellitenzellen beitzen, misste bei dieser
Hypothese ein weiterer Faktor liber das Uberleben der homozygoten Pax7 Mutanten entscheiden. Dies
kénnte beispielsweise auch der genetische Hintergrund der Mauslinie sein, denn auch im konstitutiven
Pax7"*** Knock In ist die Uberlebensfahigkeit der Mutanten von der Art der Riickkreuzung abbhéngig
(Oustanina et al. 2004; Kuang et al. 2006). Nach mehrfacher Ruckkreuzung in einen SV129
Hintergrund konnte die Anzahl an Tieren, die ein adultes Stadium erreichen, auf bis zu 10% gesteigert
werden. Aus diesem Grund wurde mit den generierten Pax7-Linien ebenfalls mit der Ruckkreuzung
sowohl in einen SV129 und C57BI/6 Hintergrund begonnen. Zum Zeitpunkt der Beendigung der Arbeit
lag bereits die dritte Generation dieser Kreuzungen vor, so dass in naher Zukunft eine Auswertung
Uber den Einfluss des Hintergrunds auf die Auspragung des Phanotyps erfolgen kann. Darlber hinaus
sollte mit diesen Tieren eine Wiederholung der in der Arbeit durchgeflhrten phénotypischen Analysen
erfolgen, da nicht ausgeschlossen werden kann, dass die festgestellten Unterschiede im Phanotyp
zwischen den konstitutiven und konditionellen Knock Out Mutanten auf einem noch ungleichméBigen
genetischen Hintergrund der konditionellen Pax7 Mauslinien beruht. Ahnlich verhélt es sich auch mit
dem beobachteten abgeschwéchten Phénotyp der hypomorphen Pax7cKO"° Linie, der trotz fehlender

Deletion bereits Merkmale der Pax7 Nullmutation aufweist (siehe Abschnitt 6.2.).
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6.1.2. Die Aufkldrung der Funktion von Pax7 wéahrend der neuronalen und embryonalen

Entwicklung im Kontext des letalen Phanotyps kann durch die Pax7cKO Linie erfolgen

Vermutlich ist der genetische Hintergrund jedoch nicht der einzige bzw. der entscheidende Faktor fir
das Uberleben der homozygoten Pax7 Mutanten, da auch nach Riickkreuzung in den SV129
Hintergrund nur ein geringer Anteil an M&usen ein adultes Stadium erreicht (Kuang et al. 2006). Da
Pax7 wahrend der Embryonalentwicklung auch im Neuralrohr und in Zellen der Neuralleiste exprimiert
wird, aus denen eine Reihe von verschiedenen Zelltypen - wie Neuronen und Gliazellen des
peripheren Nervensystems sowie Melanozyten - hervorgehen, wurde bereits von Mansouri und
Mitarbeitern vermutet, dass ein Fehlen von Pax7 in diesen Zellen fir den friihzeitigen Tod der Tiere
verantwortlich ist (Jostes et al. 1990; Mansouri et al. 1996b). Zwar erfolgt in den meisten Bereichen der
Pax7 Expression ein kompensatorischer Effekt des Paralogs Pax3, jedoch ist diese Uberlappung nicht
vollstdndig, wie von Mansouri und Mitarbeitern bereits fur Teile des Rhombencephalons gezeigt
werden konnte und zu cranio-fascialen Veranderungen der Mutanten fihrt (Mansouri et al. 1996b;
Mansouri und Gruss 1998). Es konnte also vermutet werden, dass Pax7 auch flr die korrekte
Entwicklung von Derivaten der Neuralleiste benétigt wird und das Fehlen des Transkriptionsfaktors in
diesen Strukturen flr den letalen Phanotyp verantwortlich ist. Eine Untersuchung dieser Hypothese
kdnnte mit Hilfe der konditionellen Pax7 Nullmutation erfolgen. Durch Verkreuzungen mit
mesodermspezifischen Cre-Rekombinase Linien, die eine frihe Inaktivierung von Pax7 wéahrend der
Embryonalentwicklung gewéhrleisten, kénnte die Funktion von Pax7 ausschlieBlich im pradsomitischen
Mesoderm (PSM) und in den Somiten ausgeschaltet werden. Alle neuronalen Zellen und daraus
abgeleiteten Strukturen werden von dieser Inaktivierung jedoch nicht betroffen, da diese wahrend der
Neurulation aus dem Ektoderm gebildet werden. Zwei Cre-Linien, die zu diesem Zweck eingesetzt
werden kénnen, sind die msd:Cre und die T(s)::Cre, die beide in der Arbeitsgruppe von Achim Gossler
generiert wurden. Fir die T(s)::Cre Linie wurde die Cre-Rekombinase unter die Kontrolle von
regulatorischen Elementen des Brachyury Gens gestellt. Dieses T-Box Gen ist im embryonalen
Mesoderm (Primitivstreifen) aktiv und steuert dort die zelluldre Differenzierung. Mit Hilfe einer
ROSA-LacZ Reportermaus konnte bereits die exklusive Expression der Cre-Rekombinase im PSM und
in den Somiten nachgeweisen werden (Feller et al. 2008). Auch fur die msd:Cre Linie wurde durch eine
Gtrosa26™'S" Reportermaus, die Expression der Cre-Rekombinase zwischen den Embryonalstadien
E9.5 und E12.5 im paraxialen Mesoderm gezeigt werden (Ji et al. 2006). Mit Hilfe der beschriebenen
Cre Linien kénnte somit die Bedeutung von Pax7 firr die nicht-mesodermale postnatale Entwicklung
untersucht und mdéglicherweise der Grund fir den frihzeitigen Tod der Jungtiere weiter eingegrenzt
werden, da die cranio-fascialen Verédnderungen - ausgeldst durch eine fehlende Expression von Pax7
im Rhombencephalon - nicht mehr auftreten sollten.

Durch eine zeitlich gesteuerte Pax7 Inaktivierung, nach Erreichen des Erwachsenenalters, kénnte ein
ahnlicher Ansatz zur Aufklarung dieser Frage erfolgen. Dazu wurde im Rahmen dieser Arbeit bereits

mit der Konstruktion einer Pax7 MerCreMer (Pax7MCM) Mauslinie begonnen. Die Aktivitat der Cre
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Rekombinase wird in diesem Mausmodell durch zwei Mechanismen kontrolliert. Zum einen durch die
native Pax7 Expression, da die MerCreMer Kassette in den Translationsstart des Pax7 Gens kloniert
wurde, und zum zweiten durch die Zugabe eines selektiven Estrogenrezeptormodulators (Tamoxifen),
der nach Translation der MerCreMer Kassette, die Translokation der Cre-Rekombinase in den Zellkern
ermdglicht. Zwar ist mit diesem Modell eine Keimblatt-spezifische Ausschaltung nicht méglich, da die
Cre Exression in allen Pax7 positiven Zellen erfolgt, jedoch kann der frihe letale Phénotyp
moglicherweise durch eine zeitlich verschobene Inaktivierung im frihen adulten Stadium umgangen
und damit die Bedeutung von Pax7 im adulten Organimus aufgeklart werden. Zu erwarten wére hier
ebenfalls ein Ausbleiben der cranio-fascialen Fehlbildungen, da die Entwicklung dieser Strukturen in
adulten Tieren bereits abgeschlossen ist. Im Gegensatz dazu, sollte der muskelspezifische Phanotyp -
nach der gangigen Vorstellung der satellitenzellabhdngigen Muskelregeneration - weiterhin erhalten
bleiben, da eine Pax7 Expression und damit die Inaktivierung in allen Satellitenzellen erfolgt (Seale et
al. 2000). Ein Rescue des Muskel-Ph&notyps wére nur mit einer Pax7-unabhangigen Population von
Stammzellen maoglich, deren Existenz bereits von einigen Arbeitsgruppen postuliert worden ist. So
wurde von Minasi und Mitarbeitern gezeigt, dass aus BlutgefdBen abgeleitete Stammzellen
(Meso-Angioblasten) ebenfalls ein myogenes Potential besitzen und nach Injektion in die Blutbahn zur
Reperatur von Musklen befahigt sind (Minasi et al. 2002; Sampaolesi et al. 2003). Eine Bedeutung
dieser Zellen wahrend des normalen Muskelwachstums und Regeneration konnte aber bislang noch
nicht gezeigt werden. Gegen eine Beteiligung dieser Zellen an der Skelettmuskelregeneration spricht
jedoch auch die Tatsache, dass keine der bisherigen Untersuchungen am konstitutiven Pax7-% Knock
In einen Hinweis auf einen alternativen Regenerationsweg liefern konnte (Sherwood et al. 2004;
Oustanina et al. 2004; Kuang et al. 2006).

Von verschiedenen Arbeitsgruppen wurden im Zusammenhang mit Untersuchungen der
Muskelregeneration in Pax7 defizienten Mausen, Pax3-positive Zellen identifiziert (Kassar-Duchossoy
et al. 2005; Relaix et al. 2006; Horst et al. 2006; Kuang et al. 2006). Um genauer Uberprifen zu
kénnen, welche Rolle dem Paralog Pax3 bei der embryonalen Myogenese und der Regeneration im

€ Mausen

adulten Organismus zukommt, wurde bereits damit begonnen, die Pax7cKO Linie mit Pax3
zu verkreuzen. Die resultierenden Mause wirden demnach in allen Pax3-positiven Zellen kein natives
Pax7 mehr bilden kénnen. Mit diesem Modell kann zum einen Uberprift werden, ob Pax3-positive
Myoblasten tatséchlich existieren bzw. welche Bedeutung diesen Zellen wahrend der adulten
Muskelregeneration zukommt und daruber hinaus, wie weit die kompensatorische Wirkung von Pax3
ausreicht, um Pax7-abhéngige Prozesse weiter ablaufen zu lassen. Somit kénnen alle Vorgange
identifiziert werden, die ausschlieBlich auf der Wirkung von Pax7 positiven Zellen beruhen und auf
diese Weise die zellulare Wirkung des Transkriptionsfaktors weiter eingegrenzen. Interessant ist in
diesem Zusammenhang auch die Entwicklung der Muskeln des Kopfes, da dort keine Expression von
Pax3 erfolgt und Pax7 - im Gegensatz zu den restlichen Skelettmuskeln - erst nach den Faktoren Myf5

und MyoD (MRFs) gebildet wird (Horst et al. 2006). Das Fehlen von Pax7 in diesen Bereichen scheint
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zwar nicht essentiell fur die Myogenese zu sein, da in den Pax7 Nullmutanten die Bildung der
Kopfmuskulatur normal verlduft (Relaix et al. 2004; Noden und Francis-West 2006), obwohl die
Muskelvorlauferzellen des Kopfes wahrend der embryonalen Entwicklung, durch die Expression von

Pax7 gekennzeichnet sind (Buckingham und Relaix 2007).

6.1.3. Der konditionelle Pax7 Knock Out erlaubt neue Elnblicke in die Rolle der MRFs wahrend

der Muskelentwicklung und Regeneration

Die Aufklarung der Funktion der MRFs fiir die embryonale Myogenese ist jedoch auch fir die restliche
Skelettmuskulatur und insbesondere fiir die spatere satellitenspezifische Regeneration von groBer
Bedeutung. Ein besonderes Augenmerk liegt in diesem Kontext auch auf der Klarung der Hierarchie
dieser Determinationsfaktoren im Bezug auf die Expression von Pax7 und Pax3. Die Bedeutung der
MRFs fur die embryonale Myogenese wurde bereits in verschiedenen Arbeiten untersucht, da diese
Faktoren den Grundmechanismus der Skelettmuskelbildung darstellen. Im Gegensatz dazu sind nur
wenige Erkenntnisse Uber die Funktion und Rolle der Faktoren in der Homdostase und Regeneration
der adulten Muskulatur vorhanden. Mit Hilfe von Transkriptomanalysen nach einer
Cardiotoxin-Schadigung konnte bereits die Induktion von MyoD und Myf6 nachgeweisen werden (Zhao
und Hoffmann 2004), die auf eine Rolle der beiden Faktoren flr die Aktivierung der Satellitenzellen
hindeutet (Megeney et al. 1996; Nicolas et al. 1996). Daher soll, durch Verkreuzung der Pax7cKO Linie

mit Myo [CreERT

Tieren, ein Mausmodell generiert werden, das eine Inaktivierung des Pax7 unter
Kontrolle der MyoD Expression und zusétzlicher temporaler Applikation von Tamoxifen erlaubt. Nach
den momentanen Erkenntnissen sollte bei Tamoxifenzugabe in adulten Mausen nur eine Induktion der
Cre-Rekombinase in aktivierten Satellitenzellen erfolgen. Demnach kénnte mit Hilfe dieses Ansatzes
die Frage geklart werden, ob Pax7 ausschlieBlich fir die Spezifizierung und Aufrechterhaltung des
Satellitenzellstatus verantworlich ist, oder auch noch uber den Zustand der Aktivierung der
Satellitenzellen hinaus benétigt wird. Dies kdénnte z.B. eine antiapoptotische Funktion wéahrend der
Proliferationsphase der aktivierten Satellitenzellen sein (Relaix et al. 2006), oder aber die
Aufrechterhaltung des Satellitenzellpools. Bislang wurde angenommen, dass ein Teil der aktivierten
Satellitenzellen, anstatt die Expression von Pax7 zu verringern und anschlieBend zu differenzieren,
ihre MyoD Aktivitat verlieren und einen Reseve-ahnlichen Zustand annehmen (Zammit et al. 2004).

D“**T/Pax7cKO Mausen ein ahnlicher Phanotyp, wie bei

Nach dieser Hypothese misste in den Myo
der konstitutiven Pax7-*“ Linie beobachtet werden, da eine normale embryonale Myogenese und
Anlage des Satellitenzellpools erfolgen sollte, sich dieser aber im Laufe der postnatalen Entwicklung
sowie adulten Myogensese und Regeneration langsam erschépft. Ob in diesem Zusammenhang auch
die Regenerationsfahigkeit der Skelettmuskulatur beeintrachtigt ist, kann jedoch nur spekuliert werden,
da - wie bereits erwahnt - noch nicht eindeutig geklart ist, wie weit der Einfluss von Pax7 nach der
Aktivierung der Satellitenzellen reicht und ob damit der Verlust von Pax7 zu diesem Zeitpunkt noch
Auswirkungen auf die Regenerationsprozesse hat (Zammit et al. 2006). Fraglich ist dabei auch, ob das
Zeitfenster zwischen beginnender MyoD Induktion in den aktivierten Satellitenzellen und der
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abnehmenden Expression von Pax7 groB genug ist, um einen Effekt auszulésen, da die notwendigen
Rekombinationsereignisse mit einer zeitlichen Verzdgerung stattfinden.

Eine weitere Hypothese der Satellitenzell-Erneuerung beruht auf der Expression eines weiteren MRF:
Myf5. Durch LacZ Knock In Mauslinien im Myf5 Locus war bereits seit I&ngeren bekannt, dass ca. 90%
der ruhenden Satellitenzellen auch Myf5-positiv sind (Beauchamp et al. 2000; Zammit et al. 2004). In
einer kirzlichen Publikation von Kuang und Mitarbeitern konnte mit Hilfe von verschiedenen
Reporterstimmen und Zeitrafferstudien gezeigt werden, dass 10% aller Pax7-positiven Satellitenzellen
niemals Myf5 exprimiert haben, jedoch Uber unterschiedlich gerichtete Zellteilungsvorgénge, sowohl
Myf5-positive und Myf5-negative Subpopulationen, gebildet werden (Kuang et al. 2007). Die Authoren
schlieBen aus diesen Beobachtungen, dass die Myf5-positiven Satellitenzellen einen bereits
determinierten Pool von Muskel-Vorlduferzellen darstellen, der proliferiert und anschlieBend
differenziert, wahrend die Myf5-negative Population als Stammzellen fungieren und fur die
Aufrechterhaltung des Satellitenzellpools verantwortlich sind. Im Hintergrund dieser Ergebnisse wurde
ebenfalls damit begonnen die Pax7cKO Mause mit der Myf5"® Linie zu verkreuzen (Tallquist et al.
2000). Nach der Hypothese von Kuang und Mitarbeitern durfte die Ausschaltung von Pax7 somit nur in
den - durch apikal-basale Zellteilung - entstandenen Myf5-positiven Satellitenzellen von Bedeutung
sein, da wahrend der embryonalen Myogenese die Spezifizierung der Muskelvorlduferzellen zwar
durch Myf5 und Mrf4 gesteuert wird, aber von Pax7 unabhé&ngig ist (Mansouri et al. 1996b). Ebenso
sollte keine kontinuierliche Abnahme des Satellitenzellpools - wie in der konstitutiven Pax7-%%
Nullmutation - zu beobachten sein, da die verbleibende Subpopulation an stammzelldhnlichen
Satellitenzellen immer Myf5-negativ bleibt und somit keine Ablation von Pax7 erfolgt. Wie bei der

DY*EFT/Pax7cKO Mauslinie kann nur vermutet werden, ob der Verlust der Pax7 Expression

Myo
Auswirkungen auf die proliferierenden (Myf5-positiven) Satellitenzellen hat, oder ob auch hier der
Zeitraum zwischen Aktivierung der Cre-Rekombinase und Determinierung der Vorlauferzellen zu
gering ist, um eine Auswirkung auf die Regenerationsprozesse zu haben. Zum Zeitpunkt der

Beendigung dieser Arbeit konnten bereits die ersten homozygoten Pax7cKO und Myf5C'e

-positiven
Méause erhalten werden. Diese Tiere sind lebensfahig und zeigen keine morphologischen
Auffélligkeiten. Jedoch konnte bereits bei den ersten homozygoten Doppelmutanten ein
Wachstumsdefizit von ca. 33% festgestellt werden. Dieser - gegenlber der konstitutiven Nullmutation -
abgeschwéachte Phanotyp, kénnte durch das ausschlieBliche Fehlen von Pax7 in den mesodermalen
Zelllinien hervorgerufen werden und fuhrt nur zu einer Verzégerung des postnatalen Wachstums und
nicht zum Tod der homozygoten Tiere. Zudem scheint diese Beobachtung im Kontrast zu den
Vermutungen von Kuang und Mitarbeitern zu stehen, da nach dieser Theorie kein Phanotyp zu
erwarten ist. Jedoch muss erst die Anzahl der Tiere erhdéht und eine genauere Untersuchung der
Méause durchgefihrt werden (Immunhistochemie der Muskeln, Verteilung und Anzahl der
Satellitenzellen zu verschiedenen Zeitpunkten, Primérkulturen der Satellitenzellen mit anschlieBenden

Proliferationstests und Antikérperfarbungen, etc.), ehe eine endgultige Beurteilung erfolgen kann.
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Im Zusammenhang mit den beobachteten asymmetrischen Zellteilungen der Satellitenzellpopulation,
wurde von Kuang und Mitarbeitern auch eine Involvierung des Notch Signalweges diskutiert, da in den
Untersuchungen eine Steigerung der Expression von Notch-3 in den Myf5-negativen Zellen sowie eine
erhdhte Aktivitat des Notch-Liganden Delta-1 in den aktivierten Myf5-positiven Satellitenzellen
dokumentiert werden konnte (Kuang et al. 2006). Die Bedeutung von Notch und seinem negativen
Regulator Numb fur die asymmetrische Zellteilung im Bezug auf verschiedene Entwicklungsprozesse
ist bereits seit einiger Zeit bekannt (Horvitz und Herskowitz 1992; Rhyu et al. 1994) und konnte auch
schon flr die Satellitenzellen nachgewiesen werden (Conboy et al. 2005; Shinin et al. 2006). Von
Kuang und Mitarbeitern wurde deshalb eine Inhibition des Notch Signalwegs im Zellkultursystem
durchgefiihrt, die nachweislich eine Verringerung der Pax7-positiven und Myf5-negativen
Subpopulation zur Folge hatte. Durch die in dieser Arbeit generierten Pax7cKO Linie sowie des bereits
erwahnten und demnéchst zur Verfigung stehenden Pax7"™ Mausstamms, kann jedoch eine
Uberpriifung der Ergebnisse und Vermutungen direkt im biologischen System erfolgen. So kénnte
beispielsweise durch Verkreuzung der Pax7"““ und konditionellen Delta-1 Knock Out Mausen
(D/I1”"1M’°; Hozumi et al. 2004) ein Modell generiert werden, in dem eine Inaktivierung des Notch
Signalwegs durch temporare Tamoxifen Applikation ausschlieBlich in den adulten Satellitenzellen
erfolgt. Dieser Versuchsansatz ist notwendig, da eine frihere Inaktivierung von Delta-1 zur Blockade
der terminalen Differenzierung der Myoblasten wahrend der embryonalen Myogenese und zum
frihzeitigen Tod der Tiere auf Grund von Blutungen in das Neuralrohr bei E10.5 fuhrt (Hrabé de
Angelis et al. 1997; Delfini et al. 2000). Allternativ kénnte auch der konditionelle Knock Out (Rbpj""’”o";
Han et al. 2002) des durch Notch aktivierten Transkriptionsfaktors CBF-1 (RBP-Jk) verwendet werden,
der eine Blockade des kanonischen Notch Signalwegs zur Folge héatte. Ein vice versa Ansatz wére die
Erstellung eines weiteren Mausmodells durch die Verkreuzung der Pax7““" und ROSA"" Mause
(Murtaugh et al. 2003). Hier wirde durch die Pax7-abhéngige Induktion der Cre-Rekombinase eine
Uberexpression der intrazelluldren Doméne von Notch-1 (NICD) erfolgen, die auch eine Aktivierung
des Notch-3 Signalweges zur Folge hétte, da die Spezifitat der einzelnen Notch Signalwege durch die
Interaktion von Ligand und Rezeptor bestimmt wird und weniger durch die Abspaltung der NICD.
Korreliert nach der Hypothese von Kuang und Mitarbeitern tatséchlich die Notch-3 Expression mit dem
.Stammzell-Status“ der Satellitenzellen, sollten an den Myotuben hauptsachlich Myf5-negative
Stammzellen beobachtet werden und die Regenerationsfahigkeit der M&use eingeschréankt sein, da
diese Zellen im geringeren MaBe an der Proliferation und Differenzierung zu Myotuben teilhaben
(Kuang et al. 2006). Kombiniert mit einem Allel der Pax7cKO Linie kénnte bei einer Bestatigung dieser
Vermutungen gleichzeitig die Bedeutung der Pax7 Expression fir das Uberleben bzw. fir die
Aufrechterhaltung dieser Subpopulationen Uberprift werden. Da nur wenige Molekile NICD
ausreichen, um die Notch Signalkaskade zu aktivieren, stellt die Uberexpression von NICD im ROSA
Locus eine relativ unphysiologische Situation dar, weshalb die Inaktivierung von NICD Inhibitoren, wie
z.b. SPEN/MINT wahrscheinlich einen spezifischeren Phanotyp auslést (Oswald et al. 2002, 2005). Mit
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Hilfe von Kkonstitutiven Knock Out Konstrukten fir diese Inhibitoren konnte bereits ein
Ubereinstimmender Phanotyp mit dem konstitutiven Notch Knock Out dokumentiert werden (Kuroda et
al. 2003). In der Arbeitsgruppe um Tasuku Honjo wurde kirzlich ein konditioneller Knock Out von MINT
generiert (Spen™“"°": Yabe et al. 2007), welcher wie die ROSA""" Mause, zusammen mit der
Pax7""™ Linie eine fortwahrende Aktivierung des kanonalen Notch Signalwegs in den Myf5-negativen
Satellitenzellen erlaubt.

Die Generierung der Pax7cKO Mauslinie stellt ein Uberaus hilfreiches Werkzeug dar, um verschiedene
aktuelle Fragestellungen zu Pax7 im Zusammenhang mit der embryonalen und postnatalen
Myogenese sowie der adulten Regenerationsprozesse zu untersuchen. Dabei zeichnen sich zwei
Schwerpunkte ab: Zum einen die genaue Identifikation der Prozesse, die zum frihzeitigen Tod eines
GroBteils der Mutanten fiohren, des Weiteren die Analyse der Bedeutung von Pax7 wéhrend der
postnatalen Entwicklung und Regeneration im Zusammenhang mit den MRFs, welche bislang durch
diesen frihen lethalen Phanotyp erschwert wurde. Darlber hinaus bleibt auch zu klaren, ob sich die,
mit Hilfe des konstitutiven Knock In, bislang gewonnenen Erkenntnisse Uber die Bedeutung von Pax7
wéhrend der adulten Regeneration im Bezug auf die mdglicherweise exklusive Rolle der wenigen
Uberlebenden Tiere faktisch bestétigen lassen. Mdglicherweise kann auch die Frage beantwortet
werden, ob die Satellitenzellen eine seperate myogene Linie darstellen, die wahrend der Emryogenese
angelegt wird, um als Reservoir fur spate Aufgaben zu dienen, oder sich diese von embryonalen oder
fétalen Myoblasten ableiten, die durch eine temporére Blockade der Differenzierung ihre Funktion als

Vorlauferzellen wahrend der embryonalen Myogenese erhalten.

123



Diskussion

6.2. Die Inaktivierung von Pax7 durch das ,hypomorphe“ Pax7-PNeo pjjel
erfolgt durch fehlerhafte Prozessierung der pra&-mRNA und fiihrt zu einer

leicht verdnderten Kopie des Phénotyps der Nullmutation.

Im Verlauf der Generierung der Pax7cKO bzw. Pax7KO Mauslinie wurden durch Verpaarungen der
chiméren Grindertiere untereinander bzw. mit deren Transmittern auch Mause mit homozygoten
Pax7°" Allel erhalten. Alle diese Tiere zeichneten sich, trotz der Tatsache, dass in diesen Mausen
noch keine Deletion von Teilen des Pax7 Locus stattigefunden hatte, durch postnatale
Entwicklungsstérungen aus, die dem Phéanotyp der Pax7-*** Nullmutation glich und spétestens nach
sieben Wochen zum Tod der Tiere fluhrte (Mansouri et al. 1996b; Seale et al. 2000). Bei naherer
Betrachtung des Phanotyps, konnten jedoch - wenn auch nur geringe - Unterschiede zwischen den
einzelnen Mauslinien festgestellt werden. So zeigen die heterozygoten Pax7cKO"®° Mause im
Gegensatz zur Pax7KO Linie, wahrend der gesamten postnatalen Entwicklung, keinen Unterschied zu
ihren Wildtyp-Geschwistertieren. Dagegen ist das Wachstumsdefizit der homozygoten Pax7cKO"®°
Tiere mit einem Alter von 40 Tagen gegenlber der Nullmutation wesentlich starker ausgeprégt. Eine
Ubereinstimmung zwischen den Mausstdmmen stellt jedoch der vermeintliche Grund der postnatalen
Wachstumsstdrungen dar, denn beide Linien zeichnen sich 40 Tage nach der Geburt durch einen fast
vollstdndigen Verlust der Satellitenzellen aus. Da, wie bereits erwéhnt, kein spezifischer Pax7
Antikérper fir eine Westernblot-Analyse zur Verfligung stand, wurde mittels einer RT-PCR, die
Prozessierung der pr&-mRNA Uberpruft. Dabei zeigte sich ein weiterer Unterschied zur Pax7KO Linie,
und dariiber hinaus auch ein méglicher Grund fiir den beobachteten Phanotyp der Pax7cKO"*° Mause.
Aus den Untersuchungen anderer Knock Out Modelle zeigte sich, dass die Insertion der
Neomycin-Selektionskassette zu Verédnderungen in benachbarten Genen fihrt und durch diesen Effekt
ein Phénotyp entsteht (Braun et al. 1992; Kaul et al. 2000). Im vorliegenden Fall zeigte sich jedoch,
dass die Pax7 Expression im Bereich der Exone zwischen den eingefuhrten loxP Erkennungsstellen
bereits ohne Deletion véllig unterdrickt wird, wahrend in den Exonabschnitten, die 3’ der
Neomycinkassette liegen, eine mit dem Wildtyp vergleichbare Menge an PCR Produkt nachgewiesen
werden konnte. Vermutlich wird in diesem Bereich, aufgrund des in der Neomycin-Kassette
enthaltenen starken PGK-Promoters, eine trunkierte Form der Pax7 cDNA gebildet. Ob dieses
SpleiBprodukt jedoch noch in der Lage ist, Ausgangspunkt fir ein stabiles oder sogar eingeschrankt
funktionsfahiges Translationsprodukt zu sein, kann nur mit einem spezifisch funktionierenden Pax7
Antikorper eindeutig geklart werden. Tatsache ist jedoch, dass sich in den verbleibenden Exonen IV bis
VIIl sowohl eine Oktapeptid Region als auch die Homeodoméane befinden (Mansouri et al. 1994).
Letztere ist als DNA-Bindedoméne, wie die deletierte Paired Doméne, fur die Regulation wichtiger
Entwicklungsprozesse zusténdig, wahrend das Oktapeptid Motiv fur die Interaktion mit den
Korepressoren der Groucho (Gro/TLE) Familie und somit fir eine korrekte Musterung des Neuralrohrs

verantwortlich ist (Muhr et al. 2001; Chi und Epstein 2002). Eine weitere Funktion, die von der
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Oktapeptidregion ausgeht, ist die Methylierung des Pax7 Proteins (Gruss und Walther 1992; Ziman
und Kay 1998). Neben den bereits geschilderten Unterschieden, scheint auch die Lebenserwartung
der homozygoten Mutanten zwischen den beiden Linien zu variieren, da die meisten Pax7KO Tiere
bereits nach 3 Wochen sterben, wihrend die Vertreter der Pax7cKO“®® Mauslinie haufig ein Alter
zwischen 5 und 7 Wochen erreichen. Da die Satellitenzellen in der Pax7cKO"® Linie bereits am Tag 40
fast komplett verschwunden waren, weist dieses Resultat daraufhin, dass der Satellitenzell-Phanotyp
nicht die primére Todesursache darstellt. Die Anzahl der homozygoten Tiere beider Linien ist jedoch
noch zu gering um genaue statistische Aussagen zu treffen.

Momentan lasst sich nur schwer abschatzen, welche Bedeutung der Beobachtung dieses
»hypomorphen® Pax7 Allels fur die Aufklarung der bereits diskutierten Fragestellungen, im Bezug auf
die Funktion von Pax7, zukommen wird. Mdglicherweise kann durch die Ruckkreuzung dieser Linie in
einen SV129 Hintergrund die Lebenserwartung der homozygoten Tiere weiter gesteigert werden.
AuBerdem wére es denkbar, dass durch eine intensivere Analyse der Anzahl und Verteilung der
Satellitenzellen an verschiedenen Zeitpunkten, neue Erkenntnisse Uber die Dynamik des Verlustes

Neo auftretenden Proteine zu

gewonnen werden kénnen. Interessant ware auch die in der Pax7cKO
isolieren und diese mit den naturlich vorkommenden Splice-Formen zu vergleichen. Hierdurch wéren
gegebenfalls Rickschlusse auf die Rolle dieser Splice-Formen in der Wildtypsituation mdglich. Da in
Folge des letztlich letalen Phéanotyps, fir die Pax7cKO"*° Linie die gleichen Probleme wie fir den
konstitutiven LacZ Knock In bestehen, wird der Schwerpunkt der weiterfiihrenden Arbeiten jedoch

hauptséachlich in der Verwendung der konditionellen Knock Out Linie Pax7cKO liegen.

6.3. mVITO-1 und mVITO-2 sind Mitglieder einer neuen Genfamilie, welche
durch die Scalloped Interaktionsdoméne mit Vertretern der TEF-Familie

interagieren kdnnen

In vorangegangen Arbeiten der Arbeitsgruppe Braun konnte ein humanes cDNA Fragment isoliert
werden, dass exklusiv im Muskelgewebe exprimiert wird. Nach dem Vergleich der Aminoséuresequenz
des Klons mit den Sequenzen bereits bekannter Proteine konnte eine Homologie zu dem humanen
TONDU und dem Vestigial aus Drosophila melanogaster gefunden werden, weshalb der Name VITO-1
(fir Vestigial und TONDU verwandt) gewahlt wurde. Die gréBte Ahnlichkeit wurde dabei in einem Motiv
gefunden, das als SID (Scalloped interaction domain) beschrieben ist (Vaudin ef al. 1999; Mielcarek et
al. 2002).

Durch weitere Sequenzvergleiche konnten zwei unterschiedliche Maus EST-Klone mit eindeutigen
Homologien lokalisiert werden. Ein Klon wurde, mit einer Identitdt Uber die gesamte cDNA von fast
70% auf DNA- und Uber 80% auf Aminosaureebene, als das homologe VITO-1 Gen der Maus
identifiziert und als mVITO-1 bezeichnet. Der zweite EST-Klon zeigte ausschlieBlich im Bereich der
SID eindeutige Ahnlichkeiten mit den Sequenzen von mVITO-1 und hVITO-1; sowohl auf DNA-
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(92,6 %) und Aminosaureebene (100%). Fir diesen cDNA-Klon konnte ebenfalls ein humanes
Homolog nachgewiesen werden, das als hVITO-2 bezeichnet wurde. Die groBe Ahnlichkeit in der
DNA- und Aminoséuresequenz der jeweiligen Kandidaten von Maus und Mensch (siehe Abbildung 20)
zeigt eindeutig, dass es sich bei den identifizierten Klonen tatséchlich um die homologen Vertreter
eines Gens handelt. Die Beschrankung eines hohen Konservierungsgrades auf das Scalloped
Interaktions-Motiv zeigt ferner, dass die evolutiondre Trennung von VITO-1 und VITO-2 noch vor der
Aufteilung der Spezies erfolgt sein muss (siehe Abbildung 21). Dies wirde darauf hinweisen, dass die
VITO Gene zu einer phylogenetisch alten Gruppe gehdren. Die dennoch sehr hohe evolutionare
Konservierung in der SID weist in diesem Kontext eindeutig auf die hohe Bedeutung der Doméne flr
die Funktion der VITO Proteine hin. Die Vermutung, dass die Entstehung der beiden Gene vor der
Speziestrennung erfolgt sein muss, wird zusétzlich von der Beobachtung gestitzt, dass die Aufteilung
in hVITO-1 und mVITO-1 bzw. hVITO-2 und mVITO-2 im gleichen phylogenetischen Zeitrahmen
geschehen sein muss, da flr die Vertreter der beiden Gene nahezu die gleichen Sequenzunterschiede
feststellbar sind und somit die Lange der Aste im Dendrogramm annahernd gleich ist (Abbildung 21A
und B).

Es gibt keine einheitliche Definition fur Genfamilien, auch keine konsistenten Angaben, ab welcher
Sequenzéhnlichkeit ein Gen einer Genfamilie zugeordnet werden kann. Auch die GréBe von
Genfamilien variiert stark. So gehéren z. B. die Oberflachen-Glykoproteine aus Trypanosomen zu einer
Multigenfamilie mit mehr als 1000 Mitgliedern und sind damit verantwortlich fur die antigenische
Variabilitat dieser humanpathogenen Organismen (Song et al. 1997). Grundsétzlich kdnnte man eine
Genfamilie jedoch als zwei oder mehrere Genorte mit &hnlichen Nukleotidsequenzen, die von einer
gemeinsamen Stammsequenz abgeleitet sind, definieren. Danach lasst sich aus den Ergebnissen der
Homologieuntersuchung und dem daraus hergeleiteten phylogenetischen Baum eindeutig ein
gemeinsamer Ursprung herleiten und der Schluss ziehen, dass es sich bei den beiden Sequenzen
tatsachlich um Mitglieder einer Gen-Familie handelt.

Aufgrund der hohen Konservierung innerhalb der Scalloped Interaktionsdoméne zwischen VITO-1 und
VITO-2 erfolgte ein weiterer Sequenzvergleich mit den NCBI Datenbanken, um weitere exprimierte
Sequenzen mit einer Homologie zur SID zu finden. Dazu wurde nur die Aminosduresequenz der SID
von mVITO-1 verwendet und mit dem blastx Programm (http://www.ncbi.nim.nih.gov/blast) nach
Uber-einstimmungen in den translatierten Leserastern der EST-Klone gesucht (Tabelle 7). Unter den
identifizierten Sequenzen befand sich eine bereits annotierte cDNA, die als vestigial related angefiihrt
wird. Als Referenz wird ein nicht-verdffentlichtes Papier von 2000 zitiert, dass durch den Titel ,/solation
of a cDNA encoding mouse vestigial-related factor that interacts with the TEAD family transcription
factors”den Schluss zulasst, dass dhnlich zu dieser Arbeit durch Sequenzéhnlichkeiten zum Vestigial
Gen auf eine mégliche Funktion als Cofaktoren der TEFs geschlossen wurde (Yasunami 2000). Far
diese cDNA Sequenz sowie einigen weiteren Kandidaten aus der Tabelle 7 wurden entsprechende

EST-Klone Uber das RZPD und die RIKEN Fantom Bank bezogen. Zunéichst wurde damit begonnen,
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die Expressionsmuster der einzelnen Kandidaten zu UOberprifen, um festzustellen ob es sich
tatsachlich um exprimierte Sequenzen handelt und gegebenenfalls erste Hinweise auf die Funktion der
codierten Proteine als Cofaktoren der TEFs in den entsprechenden Geweben zu finden. Besonders
interessant ware es dabei, einen Kandidaten zu identifizieren, der eine spezifisch im Herzen lokalisierte
Expression zeigt. Vermutlich wére ein solcher Kandidat einer der potentiellen Cofaktoren fur die
herz-spezifische Aktivitdt des TEF-1, dessen Notwendigkeit fur die korrekte myokardiale Entwicklung
und Differenzierung bereits gezeigt werden konnte (Melin et al. 1993; Chen et al. 1994). Tatsachlich
konnte in einer ersten in-situ Hybridisierung eine putative Lokalisation von vestigial related
ausschlieBlich in den Herzanlagen von M&auseembryonen gefunden werden. Diese Beobachtungen
mussen jedoch noch durch weitere experimentelle Untersuchungen verifiziert werden. Sollte sich
jedoch die herz-spezifische Expression bestatigen, ware das vestigial related Gen ein interessantes
neues Mitglied der VITO-Familie und wirde die Bedeutung dieser Genfamilie, Uber eine Beteiligung bei

der muskelspezifischen Entwicklung hinaus, erweitern.

Tabelle 7. Die Suche nach weiteren Maus EST-Klonen mit einer Homologie zur Scalloped
Interaktions-doméne, die in den beiden Vertretern der VITO Gen-Familie hoch konserviert ist. Mit Hilfe
des blastx Programms und der mVITO-1 SID als Referenz, konnten verschiedene EST-Klone
identifiziert werden (grau hinterlegt). Bereits annotierte Gene der Maus sowie das Drosophila Vestigial
(Drosp-Vg) als zusétzlicher Vergleich, wurden weiB hinterlegt. Ubereinstimmende Aminoséduren
wurden griin markiert und nah verwandte Aminosduren (PAM250 Wert > 0) gelb gekennzeichnet sowie
die Héhe der Konservierung berechnet (Konsensus). Das Raster gibt das Leseraster der cDNA an, in
welchen die Homologie zur SID gefunden wurde.

Name Raster SID Domane Konsensus Andere Klone
mVITO-1 NSRCVLFTYFQGDISS-V-VDEHFSRALS 100,0%
mVITO-2 NSRCVLFTYFQGDIGS-V-VDEHFSRALG 92,6%
Vestigial AA475599
relatod NAGSVIETYFEGDINS-M-VDEHESRALR 75,0% AB036708
Drosp-Vg SASCVVETNYSGDTAS-Q-VDEHFSRALN 61,1%
BU917950 +1 LLSSGVPNLXQGDIGS-V-VDEHESRALG 58,3%
XM195012 +1 CYHPAPQPGQQGDIGS-V-VDEHFSRALG 58,3%
AC074042 +1 TPRCLIVSFEQDELAL-V-VQCHVVKYFN 38,0%
BB519485 +1 FSKTFLETYFPN-SNISPTFHPLTPTALC 33,3%
BE573657 +2 NSRCVLEHRASRDWTFHVLFRPRLFLPAQ 31,5%
BY709817 +3 NSRCVLEHRASRDWTXHVLFRPKLFLPAQ 30,6%
AC074042 +2 VSRCVWSTYSPGV-TLAKNLAIAILNLLI 30,6%
BE284599 -1 NSRCVLEHRASRDWTFHVLFRPRLFLPAQ 30,6%
AA638146 +1 AFRCGL--QFLGNVASRNERSQSIVWVHA 27,8%
AC074042 +3 ISREVRETYLT-LYTKRNPEQVTQDKI.-K 23,2%
AV221203 +2 -YIILPFIIKWDDILE-I-SENMERFLLS 23,2%
BG176252 +3 NSLCVLEGS-SSQCTTWTFGYQDPYVTKQ 23,2%
CF748488 +1 VFHCLKYL-IRFNSVS-I-VALRIKQTAA 22.2%
BB290982 +3 VITCVLETWLFMHCRGGSLTSFSTRNCTA 21,3%
BF583094 +1 VKHRDAETYFQFLANHPSSPFAVEFTCLN 21,3%
CF748488 +2 QLRNGLC-AFQGN-TTANHQEQPFIVLIS 20,4%
BF149586 +1 ARLTTTRKTPQGPPEI-Y-SDTQFPSLQS 20,4%
BF118140 +2 YNTFPL-TYFPHNIQYLTPKAILNTFKPI 20,4%
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Die, beim Vergleich der Basen- und Aminosauresequenz der mVITO-1 cDNA identifizierte SID, ist - wie
bereits vermutet - flir eine Interaktion mit den TEF Faktoren notwendig, was durch
Co-Immunoprézipitationen eindeutig dokumentiert werden konnte. Zusammen mit diesem Nachweis,
konnte gleichzeitig die Notwendigkeit der SID fir die Interaktion der Proteine gezeigt werden, da bei
den hergestellten VITO-Fusionsproteinen ohne die SID kein TEF coprézipitiert werden konnte. Es
wurde darUber hinaus nachgewiesen, dass eine Verkirzung des C-terminalen Bereichs der VITO
Proteine keinen Einfluss auf die Interaktion von TEFs und VITOs hat.

Eindeutig lies sich fir die beiden VITO Proteine eine Komplexbildung mit TEF-1 nachweisen
(Abbildung 23 und Abbildung 25), die beim Vergleich der beiden Prazipitationen im Falle des mVITO-1
zunéchst starker erscheint als die mVITO-2/TEF-1 Interaktion. Jedoch wurden die beiden Experimente
nicht gleichzeitig durchgefiihrt und bereits bei der Menge der eingesetzten in vitro translatierten
Proteine konnten Unterschiede festgestellt werden, weshalb die Stérke der Co-Immunoprézipitationen
unterschiedlich ausfallen kann. Eine unterschiedliche Affinitat von VITO-1 und VITO-2 zu TEF-1 wirde
auch den Ergebnissen der Sequenzanalyse der beiden Gene widersprechen, da eine Homologie
innerhalb der SID mit 93% gegen eine unterschiedliche Funktionsweise spricht. Dennoch kann nicht
ausgeschlossen werden, dass auch Bereiche auBerhalb des SID Motivs fur die Funktionsweise der
Doméne und somit der Selektivitdt gegeniber den potentiellen Bindungspartnern verantwortlich sind.
Von Simmonds und Mitarbeitern sowie von Vaudin et al. wurden bereits Untersuchungen zu den
Bindeeigenschaften der SID in Vestigial durch Verwendung verschiedener Deletionskonstrukte
durchgefiihrt (Simmonds et al. 1998; Vaudin et al. 1999). Jedoch beschrankten sich die
Untersuchungen auf Deletionen innerhalb der Doméne, bzw. wurde in den Analysen hauptséchlich auf
die Fragestellung geachtet, ob eine Interaktion stattfindet oder nicht. Jedoch kénnen auch in den
verodffentlichten Western Blots deutliche Unterschiede in der Starke der Interaktion zwischen TEF-1
und den verschiedenen Vestigial Konstrukten festgestellt werden (Simmonds et al. 1998), was eine
Abhangigkeit der Proteinwechselwirkung von den umgebenden Sequenzen beweist. In dieser Arbeit
konnte bereits gezeigt werden, dass dabei der C-terminale Teil der VITO Proteine vermutlich keine
Rolle spielt, da die Co-Immunoprazipitationen mit diesen verkirzten Konstrukten keinen Unterschied
zu den Fusionsproteinen mit vollstandiger cDNA zeigten. Zur genauen Uberpriifung der beobachteten
Unterschiede zwischen mVITO-1 und mVITO-2 wurde nachtraglich eine weitere parallele Prazipitation
mit TEF-1 durchgefihrt, die zwar nur sehr geringe Unterschiede zwischen beiden VITO Proteinen
zeigte, jedoch die vorherigen Beobachtungen nicht véllig widerlegte. Es ist also nicht auszuschlieBen,
dass den beiden Vertretern der VITO Genfamilie durch eine unterschiedliche Selektivitdt gegenuber
TEF-1 auch eine alternative Funktion als Cofaktor zukommt. Um diese These zu verifizieren mussten
weitere  VITO-Fusionsproteine mit unterschiedlichen Deletionen erzeugt und auf ihre
Bindungseigenschaften mit TEF-1 untersucht werden. Ferner wére auch eine Substitution der SID
zwischen mVITO-1 und mVITO-2 nétig, um die beobachteten Unterschiede in der Intensitat der

Komplexbildung zu bestétigen und den Einfluss der umgebenden Sequenzen genauer zu bestimmen.
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Neben der Co-Immunoprézipitation mit TEF-1 wurde versucht, eine Interaktion zwischen den VITO
Proteinen und TEF-3 nachzuweisen. Trotz mehrfacher Wiederholungen des Versuchs und der
Verwendung verschiedener Protokolle und Reaktionsbedingungen konnte jedoch keine physikalische
Interaktion zwischen den Proteinen festgestellt werden. Zwar kann in der Co-Immunopréazipitation mit
dem C-terminal verklrzten mVITO-2 eine zweite Bande beobachtet werden, die auch der GréBe des
TEF-3 entspricht (Abbildung 26, Bahn 15), jedoch kann diese Bande auch schon bei der alleinigen
Prazipitaion des mVITO-2 Proteins beobachtet werden. Vermutlich stammt diese Bande von
Komponenten des Retikulozytenlysats oder stellt ein sekundéares Produkt der in vitro Translation dar.
Nachfolgende Untersuchungen mit TEF-3 konnten jedoch einen indirekten Nachweis der
Proteinwechselwirkung mit den VITO Proteinen aufzeigen. Neben der Beobachtung, dass die
Co-Transfektion von mVITO-2 und TEF-3 eine Transaktivierung MCAT-abhangiger Reporter bewirkt
(siehe 5.5.2. und 6.4.), konnte von anderen Mitarbeitern der AG Braun in verschiedenen Zelllinien eine
Translokation Uberexprimierter VITO Konstrukte mit TEF-1 bzw. TEF-3 in den Zellkern beobachtet
werden. In der 293T Fibroblastenzelllinie 1asst sich diese Translokation sogar nur exklusiv fir mVITO-1
und TEF-3 nachweisen (Mielcarek et al. unveroéffentlicht). Auch Maeda und Mitarbeiter zeigen in ihrer
Arbeit mit Hilfe eines mammalian two-hybrid Assays eine direkte Interaktion zwischen TEF-1 und
mVITO-1, bzw. Vgl-2 nach der Nomenklatur von Stewart et al. (siehe Tabelle 3). Ferner konnte eine
indirekte Beeinflussung der DNA-Bindeeigenschaften von TEF-3 durch mVITO-1 (Vgl-2) beobachtet
werden, was von den Autoren auf eine direkte Wechselwirkung zwischen den beiden Proteinen
zurickgefthrt wird (Chen et al. 2004). In einer weiteren Publikation dieser Arbeitsgruppe werden
dariber hinaus die Beobachtungen unserer Arbeitsgruppe bestatigt, dass wéahrend der
Muskeldifferenzierung ein Anstieg der mVITO-1 (Vgl-2) Expression zu verzeichnen ist und mit einer
gleichzeitigen vermehrten Bildung von TEF-3 einhergeht (Yockey et al. 1996; Meada et al. 2002).

Ein mdglicher Grund fiir die Tatsache, dass eine VITO/TEF-3 Komplexbildung durch eine
Co-Immunoprézipitation nicht direkt nachgewiesen werden konnte, ist die Verwendung in vitro
translatierter Proteine. Die Herstellung der Proteine durch das Retikulozytenlysat gewéhrleistet zwar
eine stabile Translation der Expressionskonstrukte, alle weiteren postranslationalen Prozesse, die sich
normalerweise in vivo ereignen, kénnen jedoch nicht stattfinden und sich so mdéglicherweise negativ
auf die Bindeeigenschaften zu den TEFs auswirken. Diese Tatsache kdnnte auch ein Grund dafir sein,
warum Unterschiede zwischen den VITO Proteinen im Bindungsverhalten zu TEF-1 beobachtet
werden konnten. Aus diesem Grund wurde eine weitere Co-Immunoprazipitation mit Gberexprimierten
Proteinen in vivo durchgeflhrt. Da bis vor kurzem keine kommerziellen Antikérper fir TEF-3 erhéltlich
waren, konnte diese ,In vivo Co-Immunoprézipitation“ jedoch nur fir einen weiteren Nachweis der
Interaktion mit TEF-1 genutzt werden. Nach Prazipitation der Zellysate mit dem TEF-1 Antikérper und
anschlieBender Detektion der VITO Proteine durch das fusionierte Myc-Antigen, konnte eine deutlich
erhbhte Menge an mVITO-1 bzw. mVITO-2 in den Ansédtzen mit Co-Transfektion der

Expressionskonstrukte beider untersuchten Proteine festgestellt werden. Da in den entsprechenden
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Kontrollansatzen keine oder nur eine geringe Prazipitation der VITO Proteine zu verzeichnen war, kann
diese Erh6hung nur durch eine gemeinsame Fallung mit TEF-1 erfolgt sein und stellt einen eindeutigen
Beweis fur die TEF-1/VITO Komplexbildung dar (Abbildung 27). Es lassen sich jedoch auch hier
Unterschiede in der Intensitéat der Wechselwirkung feststellen. Vergleicht man die Starke der Western
Blot Signale zwischen den Ausgangslysaten und den Préazipitaten, kann fir mVITO-1 eine
verhéltnisméBig gréBere Menge an Protein detektiert werden (Abbildung 27, A9-A12), wihrend das
Verhéltnis zwischen préazipitierten und dem im Lysat bereits vorhandenen mVITO-2 nahezu gleich ist
(Abbildung 27, B9-B12). Dies bestatigt die Beobachtungen aus den vorangegangenen
Co-Immunopréazipitationen mit den in vitro translatierten VITO Proteinen, welche ebenfalls
Unterschiede im Bindungsverhalten zu TEF-1 aufzeigten. Da die ,/n vivo Co-Immunoprazipitationen®
vice versa durchgefihrt wurden, kann aus den Ergebnissen noch eine weitere Schlussfolgerung
gezogen werden, denn der Nachweis von TEF-1 nach umgekehrter Prazipitation der VITO Proteine
aus den Zellysaten durch den Myc Antikdrper zeigt keine spezifischen Signale. Daraus kann entweder
geschlossen werden, dass keine Interaktion erfolgt - was den vorangegangenen Ergebnissen jedoch
vollig widersprechen wirde; oder, dass die Komplexbildung der beiden Proteine in nicht-Aquimolaren
Verhéaltnissen erfolgt. Dies wurde bedeuten, dass ein TEF-1 Protein mit mehreren VITO Proteinen
gleichzeitig interagieren kann, und somit zur Préazipitation von TEF-1 mehrere VITO Fusionsproteine
notwendig sind. Daher kdnnte die Menge an gebildeten VITO Proteinen nicht ausreichen, um eine
genligend groBe Anzahl an TEF-1 zu préazipitieren und immunhistochemisch nachzuweisen.

Mit Hilfe zweier verschiedener Ansatze konnte in der vorliegenden Arbeit die vorhergesagte
Wechselwirkung zwischen dem Transkriptionsfaktor TEF-1 und den beiden VITO Proteinen
nachgewiesen werden, was einen ersten Beweis der postulierten Funktion der VITO Genfamilie als
Cofaktoren der TEF-spezifischen Genregulation darstellt. Zwar konnte in dieser Arbeit noch kein
direkter experimenteller Nachweis fir eine Interaktion zwischen TEF-3 und den Vertretern der VITO
Genfamilie erfolgen, jedoch ist, auf Grund der hohen Homologien zwischen den VITO Proteinen -
besonders innerhalb der SID - die Wahrscheinlichkeit sehr hoch, dass auch hier eine Wechselwirkung
stattfindet. Vermutlich sind fir diesen Nachweis andere Reaktionsbedingungen notwendig, weshalb die
Anwendung weiterer Pulldown Assays oder eine Co-Immunprézipitation mit einem TEF-3 Antikdrper
und zellular exprimierter Proteine zu den erwarteten Ergebnissen fihren kénnte. Alternativ wére auch
eine weitere ,in vivo“ Co-Immunoprazipitation denkbar, in der eine Interaktion indirekt - durch
Kompetition zwischen TEF-1 und TEF-3 um die Bindung zu VITO-1/2 - nachgewiesen werden kdnnte.
Ebenfalls ungeklart bleibt die Frage, ob die hier nicht-untersuchten Vertreter der TEF Familie, TEF-4
und TEF-5, ebenfalls zur Bindung der VITO Proteine befahigt sind, oder ob eine Interaktion auf TEF-1
und mdglicherweise TEF-3 beschrénkt ist und damit eine selektive Steuerung der TEF-spezifischen

Genregulation ermdglicht wird.
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6.4. Die Interaktion zwischen den TEF und VITO Proteinen verandert die
DNA-Bindeeigenschaften der Transkriptionsfaktoren und fiihrt zu einer

Transaktivierung MCAT-abhangiger Reporter

Ausgehend von der Beobachtung, dass die VITO Proteine nachweislich mit TEF-1 und vermutlich mit
TEF-3 interagieren konnen, stellte sich die Frage nach der biologischen Funktion dieser
Wechselwirkung. Von den TEF Faktoren ist bekannt, dass sie als Transkriptionsfaktoren eine
DNA-Bindedoméne besitzen, die sie zur Interaktion mit unterschiedlichen DNA Motiven beféahigt
(Davidson et al. 1988; Xiau et al. 1987; Hwang et al. 1993). Eines dieser Bindungsmotive gehért zur
Gruppe der MCAT Sequenzen, die in den Promotoren verschiedener herz- und muskelspezifischer
Gene in verschiedener Kopienezahl vorhanden sind (Cooper und Ordahl 1984, 1985; Mar und Ordahl
1988). Da die Expression der TEFs - insbesondere von TEF-1 - jedoch nicht ausschlieBlich auf diese
Gewebe beschrankt ist, wurde schon l&dnger die Existenz von Cofaktoren gefordert, welche die Aktivitat
der Transkriptionsfaktoren auf bestimmte Gewebe begrenzt (Guarente 1995; McKenna und O Malley
2002). Anhand dieser Feststellungen konnte vermutet werden, dass die VITO Proteine mdglicherweise
eine Gruppe solcher Cofaktoren darstellt. Daraus l&asst sich schlussfolgern, dass es durch die VITO
Proteine zu einer veranderten Wechselwirkung der TEFs mit der Transkriptionsmaschinerie kommen
muss. Dies kann durch mehrere Mdglichkeiten erfolgen. Zum einen kdnnte es sich bei den VITOs um
sogenannte Bridging Faktoren handeln, die eine direkte Verbindung zwischen den TEFs und dem
Transkriptionsapparat herstellen. Eine weitere Mdglichkeit kénnte die Veradnderung der
DNA-Bindeeigenschaften der TEA/ATTS Domaéne durch interaktionsbedingte
Konformationsénderungen sein. Diese Veranderung kann zur Abschwéchung oder zur Verstarkung der
Bindungsaffinitat fihren, was wiederum eine Veranderung der Transkription zur Folge hatte. Ebenso ist
es vorstellbar, dass die VITO Proteine als negative Cofaktoren fungieren und eine Repression der
TEF-abhéangigen Genaktivierung bewirken.

Eine Moglichkeit diese Hypothesen zu verifizieren, war die Durchfihrung von Bandshift Experimenten,
um mdgliche Veranderungen der DNA-Bindungseigenschaften der TEA/ATTS Domane zu Uberprifen
sowie Transaktivierungsversuche mit MCAT-abhangigen Reporterkonstrukten. Die in den Bandshift
Experimenten erwartete gemeinsame Interaktion der MCAT Motive zusammen mit den VITO und den
TEF Proteinen konnte jedoch nicht beobachtet werden. Dieser so genannte ,Supershift‘ sollte durch
eine verlangsamte Bewegung des markierten MCAT Motivs durch Bindung beider Proteine entstehen.
Mégliche Ursachen koénnten beispielsweise die verwendeten Reaktionsbedingungen oder das Fehlern
weiterer - fur die Komplexbildung notwendiger - Cofaktoren sein. Trotz Verwendung verschiedener
Reaktionspuffer und Konditionen sowie Reaktionstemperatur und Kompetitor-konzentration konnte im
Rahmen dieser Arbeit kein Supershift beobachtet werden. Jedoch koénnten noch als weitere
Méglichkeiten Veranderungen des pH-Werts oder der im Puffer verwendeten Salzkonzentration in
Betracht kommen. Ebenso ware auch ein Zusatz von Zelllysaten, die das Fehlen weiterer potentieller

Cofaktoren kompensieren, denkbar.
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Trotz der Tatsache, dass keine direkte Interaktion der VITO Proteine mit den TEFs und den MCAT
Motiven in vitro nachgewiesen werden konnte, lasst sich trotzdem eine indirekte Wechselwirkung
beobachten. Im Vergleich der Menge der gebundenen radioaktiv markierten Oligos zwischen der
Inkubation mit dem TEF/VITO Gemisch und den TEFs allein, sind deutliche Veranderungen erkennbar.
Es werden deutlich weniger MCAT Motive durch die Transkriptionsfaktoren gebunden, wenn eine
Inkubation mit den VITO Proteinen erfolgt. Da ein direktes Binden der MCAT Motive an die VITO
Proteine ausgeschlossen werden konnte, musste die beobachtete Verringerung der MCAT Bindung
durch die TEF Proteine folglich auf einen Einfluss der potentiellen Cofaktoren zuriickzufiihren sein. Zur
Kontrolle dieser Behauptung wurde das Experiment mit einem anderen Transkriptionsfaktor (Myf5)
wiederholt, der nachweislich keine Interaktion mit den TEF Faktoren eingeht. Wie erwartet, konnte hier
keine Veranderung in den Bindungseigenschaften von TEF-1 beobachtet werden. In einem weiteren
Vorversuch wurde zudem der Einfluss des mVITO-1 Proteins auf die Interaktion des E2-2
Transkriptionsfaktors mit dem MCK Oligonukleotid untersucht (Apone und Hauschka 1995), wobei
keine Veranderung in der Bindungsaffinitdt des E2-2 zu verzeichnen war. Dies schlief3t eine generelle
Beeinflussung der Bindungseigenschaften zwischen Transkriptionsfaktoren und ihren Bindemotiven
durch die VITO Proteine oder durch Reste des in vitro Translationsansatzes aus und belegt die
Spezifitat der gewonnenen Ergebnisse. Aus den Bandshift Experimenten mit mVITO-2 kann noch eine
weitere Schlussfolgerung gezogen werden, denn in diesen Versuchen wurden zuséatzlich die
trunkierten mVITO-2 Expressionskonstrukte verwendet. Die Verringerung der MCAT/TEF-1
Komplexbildung kann hier nur bei den Konstrukten mit vollstdndiger cDNA bzw. den C-terminal
verkurzten VITO-2 Proteinen beobachtet werden. Bei Verwendung des Expressionskonstrukts mit
deletierter SID bleibt die Menge an gebundenen MCAT Motiven hingegen unverandert. Daraus kann
eindeutig abgeleitet werden, dass die Beeinflussung der DNA-Bindeeigenschaften von TEF-1 durch
eine direkte Wechselwirkung mit den VITO Proteinen erfolgt und dazu die SID von entscheidender
Bedeutung ist. In weiteren Versuchen fanden sich zusétzlich auch Hinweise fiir eine unterschiedlich
starke Bindungsaffinitdt zwischen TEF-1 und den VITO Proteinen, denn nachweislich fihrt die Zugabe
von mVITO-2 zu einem bestehenden mVITO-1/TEF-1 Komplex zu einer weiteren Abnahme an
gebundenen MCAT Motiven, wahrend im umgekehrten Fall keine Beeinflussung erfolgt. Zusammen
mit den Erkenntnissen aus den Co-Immunoprazipitationen ware ein Modell denkbar, wie es
schematisch in Abbildung 46 dargestellt ist. Demnach ware mVITO-2 nur durch eine Homo- oder
Heterodimerbildung in der Lage, das TEF-1 zu binden, wahrend mVITO-1 bereits als Monomer zur
Interaktion fahig ist. Dies wirde die Beobachtungen aus den Co-Immunopréazipitationen erklaren,
wonach mVITO-1 immer eine gréRere Menge von TEF-1 prazipitieren kann als mVITO-2. Das Modell
wirde zudem die Ergebnisse des Kompetitions-Bandshifts erklaren, da die Zugabe von mVITO-2 zum
bestehenden mVITO-1/TEF-1 Komplex zur Bildung eines Heterodimers fiuhren kénnte, der zu einer
weiteren Veranderung der DNA-Bindeeigenschaften der TEA/ATTS Domaéane fihrt (Abbildung 46, A).
Im Gegensatz dazu, wirde die zuséatzliche Inkubation von mVITO-1 mit einem mVITO-2/TEF-1
Komplex keine Verdrangung von mVITO-2 hervorrufen und damitt zu keiner Veranderung im Bandshift
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Abbildung 46. Die Interpretation der
Co-Immunoprézipitationen  und  der
EMSA Experimente fihrt zu einem
VITO/TEF-1  Interaktionsmodell — mit
unterschiedlichen  Komplexbildungen.
(A) mVITO-1 kann nur als Monomer an
TEF-1 binden. Eine Zugabe von
mVITO-2 fihrt zur Bildung eines
Heterodimers und zu einer weiteren
Abnahme der MCAT Bindung. (B) Das
mVITO-2 bindet als Homodimer an
TEF-1 und kann durch mVITO-1 nicht
verdrdngt werden. Daher erfolgt keine
weitere Abschwdchung der MCAT
Bindung durch TEF-1 nach mVITO-1

om<?E
Bu @

fuhren (Abbildung 46B). Unterstitzt wird dieses Modell durch die Arbeiten von Halder und Carroll, die

Zugabe und eine geringere
Co-Pra-zipitation von TEF-1 durch
mVITO-2.

ebenfalls in Bandshift Experimenten eine Bildung von multimeren Komplexen der homologen
Drosophila Proteine Scalloped und Vestigial nhachweisen konnten (Halder und Carroll 2001). Fir die
Uberpriifung dieser Hypothese sind jedoch weitere Konstrukte notwendig, die verschiedene Deletionen
sowie Substitutionen ausgewahlter Bereiche zwischen mVITO-1 und mVITO-2 besitzen.

Ebenso ungeklart bleibt die genaue Ursache fir die Verringerung der MCAT Bindung in TEF-1.
Wahrscheinlich wird die inhibierende Wirkung der VITO Proteine durch eine Konformationsanderung
im TEF-1 ausgeldst, die eine Veranderung der Bindungseigenschaften der TEA/ATTS zur Folge hat.
Ob die DNA-Bindung dabei entweder teilweise oder vollig unterdrickt wird, kann nicht eindeutig
bestimmt werden, da die verbleibenden detektierten MCAT Signale von einer verringerten Menge an
gebundenen Oligos stammen kénnen oder auf einen Rest von TEF-1 Proteinen, die nicht mit den
Cofaktoren interagiert haben, zuriickzufiihren sind. Die Konformationsdnderung kénnte jedoch auch in
einer Anderung des favorisierten Bindemotivs der TEA Doméane resultieren. In diesem Fall wiirde die
Selektivitdt der TEF Faktoren fir bestimmte Promotoren durch die VITO Proteine verandert werden.
Fur diese Hypothese sprechen auch die Ergebnisse der Bandshifts mit multiplen MCAT Bindemotiven.
Diese wurden durchgefihrt um die scheinbar widerspriichlichen Ergebnisse zwischen den
Zellkulturversuchen und den Bandshifts mit singularen MCAT Motiven zu klaren. Es zeigte sich dabei,
dass die beobachtete Verringerung der Bindungsaffinitdt ausschlieBlich auf die Einzel-MCAT-Motive
beschrankt bleibt. Diese Beobachtung erklart gleichzeitig, warum in den Transaktivierungsversuchen
mit den singularen MCAT Sequenzen nur eine vergleichsweise geringe Aktivierung TEF-abhangiger
Reporter erfolgte. Es ist also denkbar, dass die Steuerung der TEF-abhangigen Transkription durch die
VITO Proteine, uber einer Veranderung der Affinitdt der Transkriptionsfaktoren von Promotoren mit
einzelnen MCAT Sequenzen zu Promotoren mit multimeren MCAT Motiven, gesteuert wird. Auf Grund
der Expression der VITO Proteine in frGhen embryonalen Stadien, speziell in den Somiten, kann

vermutet werden, dass die VITO Proteine durch die Regulation der TEF-Bindungseigenschaften und
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der daraus folgenden Regulation muskelspezifischer Gene maligeblich an der Steuerung der
embryonalen Muskelentwicklung beteiligt sind.

Chen und Mitarbeiter, die in ihrer Publikation die Verringerung der MCAT Bindung durch TEF-1 nach
Inkubation mit mVITO-1 (Vgl-2) bestédtigen konnten, ziehen aus den Ergebnissen eine andere
Schlussfolgerung. Mit den von lhnen verwendeten MCAT-Oligonukleotiden zeigt sich mit TEF-3 eine
deutlich stérkere Wechselwirkung, die nach zuséatzlicher Inkubation mit mVITO-1 (Vgl-2) nicht
abgeschwacht wird (Chen et al. 2004). In Bandshift Experimenten mit differenzierenden C,C4, Zellen,
wurde zudem eine Verschiebung der MCAT Bindung von TEF-1 zu TEF-3 beobachtet. Die Autoren
deuten diese Ergebnisse als Folge einer Phosphorylierung des TEF-1 wahrend der Differenzierung
und einer daraus resultierenden hdheren Affinitdt zu mVITO-1. Der regulatorischer Einfluss von
mVITO-1 wéhrend der Muskledifferenzierung erfolgt nach Meinung von Chen und Mitarbeitern
demnach nicht durch eine generelle Verdnderung der Selektivitdt der TEFs gegenuber
muskelspezifischen Bindemotiven, sondern durch Verminderung der TEF-1 abhangigen Transkription.
Auf Grund des, von den Autoren beobachteten, fehlenden negativen Einflusses von mVITO-1
gegenuber TEF-3, wirde daraus eine indirekte TEF-3 spezifische Genaktivierung resultieren.

Es kann also festgestellt werden, dass auch durch die Bandshift Experimente eine Funktion der VITO
Proteine, als Cofaktoren der TEFs nachgewiesen werden konnte. Die Interaktion fiihrt zu einer
spezifischen Verringerung der Bindung von TEF-1 an MCAT Motive, wobei noch nicht eindeutig geklart
werden konnte, worauf diese Veradnderung der Bindungseigenschaften der TEA/ATTS Domaéne
zurickzufuhren ist. Vermutlich kommt es jedoch zu einer Veranderung des Bindemotivs oder einer
vollstandigen Unterdrickung der DNA-Interaktion. Ferner unterstitzen die Ergebnisse des
Kompetitions-Bandshifts zwischen mVITO-1 und mVITO-2 ein Modell der heteromeren TEF/VITO
Komplexbildung, das eine Erklarung fir das unterschiedliche Verhalten der beiden Cofaktoren in den
Co-Immunprazipitationen liefern kann.

Gleich welches der entwickelten Modelle fir die Beeinflussung der TEF-abhangigen Genregulation
durch die VITO Proteine sich in Zukunft als richtig herausstellen sollte, konnte in dieser Arbeit bereits
als Folge der Interaktion eine Erhdhung in der Aktivitdt MCAT abhangiger Promotoren festgestellt
werden. Vermutlich erfolgt diese Aktivierung, wie von Chaudhary und Mitarbeitern bereits postuliert,
durch die Verdrangung eines TEF-spezifischen Korepressors durch die VITO Proteine (Chaudhary et
al. 1994). So war nach der Cotransfektion von TEF-1 und mVITO-1 eine bis zu 30fache Erhéhung der
Reporteraktivitdt messbar, die auch von Maeda et al. in weiteren Zelllinien bestatigt werden konnte
(Meada et al. 2002). Im Falle des mVITO-2 war ebenfalls eine Erhéhung der Luciferaseaktivitat
feststellbar, die gegenuber mVITO-1 zwar etwas geringer war, dafir jedoch auch mit TEF-3 erfolgte.
Die Ergebnisse der Bandshift Experimente wirden eigentlich genau das Gegenteil erwarten lassen, da
die Interaktion zwischen den TEFs und den VITO Proteinen zu einer verringerten Bindung der TEFs an
die MCAT Motive fuhrte. Ein Grund fir diese Beobachtungen kénnte jedoch die Tatsache sein, dass
die Durchfihrung der Bandshift Experimente in vitro und der Aktivierungsstudien in vivo erfolgte. So

kdnnte es in vitro tatsachlich zu einer Abschwéachung der Bindungsaffinitdt der TEFs zu den MCAT
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Motiven kommen. Dieser Effekt kann in der lebenden Zelle jedoch durch einen oder mehrere
unbekannte Faktoren méglicherweise wieder kompensiert werden. Eine Uberprifung kénnte durch
eine Wiederholung der Bandshift Experimente mit einem Proteinextrakt von TEF und/oder VITO
exprimierender Zellkulturen erfolgen. Wird die Abnahme an gebundenen MCAT Motiven dann nicht
mehr beobachtet, deutet dies auf einen weiteren beteiligten Faktor hin, welcher den negativen Einfluss
der VITO Proteine kompensiert und die DNA-Bindung der TEFs wieder stabilisiert.

Ebenso muss bei einem Vergleich der Ergebnisse bericksichtigt werden, dass in den EMSA
Experimenten nur Oligonukelotide mit einer einzelnen Kopie des MCAT Motivs verwendet wurden. Die
groRten Steigerungen der Luciferaseaktiviat sind jedoch in allen Versuchen mit einem 4fach
wiederholten MCAT Motiv beobachtet worden. Bei Verwendung eines Reporterkonstrukts mit den den
Motivsequenzen der Bandshift Experimente, ist die Rate der Transaktivierung durch mVITO-1 um fast
eine Zehnerpotenz und bei mVITO-2 um ca. die Halfte verringert. Daher wéare eine mogliche
Schlussfolgerung, dass eine multiple Anzahl von MCAT Motiven die Bindung der TEFs stabilisiert und
die VITO vermittelte Transaktivierung Uber die, in diesem Kontext sehr gering ausgepragte Reduktion
der Bindungsaffinitat dominiert. Ferner ware es auch méglich, dass die Abnahme der Bindungsaffinitat
zur MCAT Bindestelle die Initiation und Prozession der Transkription erst ermdglicht. Vergleicht man
die Starke der Transaktivierung zwischen den VITO Proteinen, so ist auch hier ein Unterschied
zwischen den Cofaktoren sichtbar. Wahrend die Luciferaseaktivitat durch mVITO-1 um bis zu 30fach
erhéht werden kann, sind die maximalen Signale bei mVITO-2 nur ca. 13mal so stark wie die
Hintergrundaktivitdt. Diese Beobachtungen korrelieren mit den vorangegangenen Ergebnissen der
EMSA Experimente und der Co-Immunoprazipitationen, wonach ebenfalls eine geringere
Wechselwirkung von mVITO-2 gegentber mVITO-1 verzeichnet wurde. Somit figen sich auch die
Resultate der Transaktivierungsversuche in das postulierte Modell der nicht-Aquimolaren Interaktion
zwischen TEF-1 und den VITO Proteinen ein (siehe Abbildung 46). Demnach waren fir eine
aquivalente Transaktivierung MCAT-abhangiger Reporter durch mVITO-2 mehr Molekiile notwendig,
als nach einer Stimulation durch mVITO-1. Da in den Transfektionsansatzen jedoch stets gleiche
Mengen DNA verwendet wurden, ist anzunehmen, dass auch anndhernd die gleiche Anzahl an
Proteinen synthetisiert wurde und dadurch die Transaktivierung durch mVITO-2 in einem geringeren
Male erfolgt.

Es konnte somit erfolgreich gezeigt werden, dass weder die VITO Proteine noch die TEFs allein zur
Aktivierung MCAT-abhéangiger Reporter fahig sind. Dagegen ist nach einer VITO/TEF Interaktion, trotz
der daraus resultierenden Abnahme der Bindung der TEFs an isolierte MCAT Motive, eine deutliche
Erhéhung der Reporteraktivitat in verschiedenen Zellen zu beobachten. Ferner konnte am Beispiel des
mVITO-2 gezeigt werden, dass fur diese Transaktivierung die Existenz der SID unbedingt notwendig
ist. Daraus kann geschlossen werden, dass die VITO Proteine durch die SID als Cofaktoren an der
MCAT-abhangigen Genregulation der TEFs beteiligt sind. Ob die Veranderung der
DNA-Bindeeigenschaften der TEA/ATTS Doméne in den TEFs dabei eine Rolle spielt, oder nur einen

sekundaren Effekt widerspiegelt, konnte im Rahmen der Arbeit nicht eindeutig geklart werden.
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6.5. Die mVITO-2 defiziente Mauslinie zeigt keine Beeintrachtigungen in

lebensnotwendigen Kérperfunktionen

Trotz des beobachteten temporaren und gewebsspezifischen Expressionsmusters der VITO Proteine
wahrend der Embryogenese und der eindeutigen biochemischen und funktionellen Eigenschaften,
zeigen die homozygoten mVITO-2 Knock Out Mutanten keinen letalen Phénotyp und keine
Auffalligkeiten wahrend der postnatalen Entwicklung. Das Gleiche gilt fir die, in unserer Arbeitsgruppe,

tacZ Knock In Mause, in denen die Genfunktion von mVITO-1 durch die Insertion

generierten mVITO-1
eines B-Galaktosidase Transgens ausgeschaltet wurde (Schneider et al. unveréffentlicht). Diese
Beobachtung erscheint sehr ungewdhnlich, da neben den in der vorliegenden Arbeit gezeigten
Ergebnissen, von Mitarbeitern der AG Braun und weiteren Arbeitsgruppen noch zusatzliche
Erkenntnisse gewonnen werden konnten, die eine Involvierung der VITO Proteine in entscheidende
Entwicklungsprozesse vermuten lasst. So wurde durch einen Morpholino vermittelten Knockdown der
beiden VITO Gene die Bildung terminal differenzierter Myotuben in Zellkultur blockiert (Chen et al.
2004; Mielcarek et al. unverdffentlicht). Eine Injektion der mVITO-1 (Vgl-2) Morpholinos in
Huhnchenembryonen zeigte dartber hinaus eine Blockade der Expression fir die schwere Kette des
Myosins, was die Beteiligung von mVITO-1 an der Differenzierung der Skelettmuskulatur vermuten
lasst (Chen et al. 2004). Auf Grund der Expressionsmuster der VITO Gene und weiterer
Translokationsexperimente in der Zellkultur kann zudem vermutet werden, dass mVITO-1 zu Beginn
der Muskelentwicklung benétigt wird, wahrend mVITO-2 scheinbar hauptséachlich in der terminalen
Differenzierung involviert ist (Mielcarek et al. unveréffentlicht). Von Brandenberger und Mitarbeitern
konnte ebenfalls gezeigt werden, dass die Expression eines human Homologs vom mVITO-2 in
differenzierenden embryonalen Stammzellen erhdht ist (Brandenberger et al. 2004).
Ein Grund fur das Fehlen eines offensichtlichen Phé&notyps kann die Tatsache sein, das auf Grund
einer teilweisen Uberlappung der Expressionsmuster und der starken Homologie innerhalb der SID
eine Kompensation zwischen den beiden Mitgliedern der VITO Genfamile erfolgt. Um diese Hypothese
zu untersuchen, wurde bereits damit begonnen, die mVITO-1% und mVITO-2""™ Mause zu
verkreuzen, um Doppelmutanten zu erzeugen. Zum Ende dieser Arbeit waren jedoch noch keine
doppelt homozygoten Tiere aus den Verpaarungen hervorgegangen, weshalb eine Analyse dieser
Tiere noch nicht erfolgen konnte. Da fir das mVITO-2 eine konditionelle Knock Out Strategie gewahlt
wurde, kann im Falle eines letalen Phénotyps der Doppelmutanten auch eine zeitliche und
gewebespezifische Ausschaltung des mVITO-2 erfolgen. Fur diesen Versuchsansatz wurde ebenfalls
mit der Verkreuzung der mVITO-2cKO Mauslinie begonnen. Wie die in silico Analyse potentieller
weiterer Kandidaten der VITO Genfamilie zeigt (siehe 6.3. und Abbildung 46), ist es durchaus méglich,
dass weitere VITO-verwandte Proteine existieren, welche ebenfalls zur Kompensation des mVITO-1
bzw. mVITO-2 Phénotyps fihren. Ein solcher Kandidat kénnte z.B. der vestigial related Faktor sein, zu
dem, wie bereits erwahnt, erste Expressionsanalysen erfolgt sind und die Generierung eines
Mausmodells begonnen wurde.

136



Diskussion

Es kann aber auch nicht ausgeschlossen werden, dass es sich bei der eingefiihrten Deletion im
mVITO-2 Locus um keinen vollstandigen Verlust der Genfunktion handelt. Zur Uberpriifung miissen
Expressionsanalysen analog den generierten Pax7 Mutanten erfolgen (siehe 5.2.). Da fur das
mVITO-2 bislang noch kein Antikdrper zur Verfligung steht, kann sich diese Analyse jedoch nur auf
RNA Ebene beschrénken.

6.6. Verschiedene niedermolekulare Substanzen aus einer LOPAC'%
Bibliothek fordern die terminale Differenzierung der Maus

Myoblasten-Zelllinie C,C1>

Niedermolekulare synthetische Moleklle (engl.: small molecules) sind Substanzen, die ungehindert in
Zellen eindringen kénnen und dort die Funktionen spezifischer Zielproteine beeinflussen kénnen.
Aufgrund dieser Eigenschaften stellen diese Substanzen ein hilfreiches Werkzeug dar, das bei der
Suche nach neuen therapeutischen Stoffen in der Pharmakologie sowie zum Verstandnis
grundlegender Funktionen in der Zellbiologie dient. Auch natlrliche Toxine, die z.B. Actin und Tubulin
mit hoher Spezifitdt und Affinitat beeinflussen, kénnen eine solche Schliisselrolle einnehmen, und im
genannten Beispiel der Erforschung des Zytoskeletts behilflich sein (Cooper 1987; Jordan et al. 1998;
Patocka und Strunecka 1999). Daher wurde schon seit Beginn des 19. Jahrhunderts damit begonnen,
neuartige niedermolekulare Substanzen auf potentielle therapeutische Eigenschaften zu Uberprifen.
Die Stoffe kamen dabei aus zwei verschiedenen Quellen; (1) synthetisch generierte Substanzen aus
der Pharmaindustrie und (2) natlrliche Quellen - Pflanzen, Tiere und Mikroorganismen. Die
bedeutendste Herausforderung in dieser ,chemischen Genetik®, ist dabei die Entdeckung eines
Molekuls, das entweder eine gegebene Proteinfunktion oder einen spezifischen biologischen Phénotyp
(physiologischen Effekt) selektiv verédndern kann (Spring 2005; Smukste und Stockwell 2005; Alaimo et
al. 2001; Walsh und Chang 2006; Schreiber 2003). Die Identifikation solcher Stoffe kann durch ein
systematisches Screening einer groBen Anzahl von niedermolekularen Substanzen (HTS, engl.:
high-throughput screening) ermdglicht werden. Daflr stehen mittlerweile drei unterschiedliche
Versuchsmethoden zur Verfligung: auf der Ebene der Proteine (z.B.: Affinitdts-Chromatographie,
NMR, Massenspektirometrie, FRET), der Zellen (z.B.: Immunabsorption, Reportergen-Assays) oder
gesamter Organismen (z.B.: phanotypische Untersuchungen).

In dieser Arbeit konnte durch ein Screening einer LOPAC™® stoffbibliothek eine Reihe von
Substanzen identifiziert werden, welche die Differenzierung der Myoblasten Zelllinie C.Ci»
beeinflussen. Einige dieser Substanzen zeigen dabei nur morphologische Veradnderungen, wéhrend
andere eindeutig zur terminalen Differenzierung zu Myotuben fihren. Die Analyse erfolgte dabei in 3
Stufen: (1) eine enzymatische Selektion durch Messung der Muskel-Kreatin-Kinase Aktivitat, (2) eine
optische Auswertung einiger ausgewéhlter Kandidaten und (3) ein Nachweis der Myotubenbildung

durch einen muskelspezifischen Antikérper.
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Innerhalb des ersten Selektionsschritts konnten insgesamt 40 Substanzen identifiziert werden, die eine
Erhdhung der MCK-Aktivitat zeigten. Jene Stoffe, welche den starksten Anstieg in der Enzymaktivitat
aufwiesen und kommerziell erhdltlich waren, wurden anschlieBend fiir weitere Untersuchungen
ausgewahlt. An diesem Punkt des Screenings sind sicherlich die meisten Méglichkeiten gegeben, um
noch weitere Kandidaten zu identifizieren. So kdnnte eine Ausweitung der eingesetzten
Konzentrationen der Bibliothek weitere Substanzen offen legen, die in den bislang verwendeten
Stoffmengen entweder noch zu gering konzentriert waren, um einen Einfluss auf die Differenzierung zu
haben, oder bereits eine fir die Zellen letale Dosis Uberschritten hatten. Des Weiteren waren die, durch
die Verwendung des 96-well Formats bedingte, verhaltnismaBig kleine Adhésionsoberflaiche und die
geringen Volumina dafir verantwortlich, dass sich die Selektion der Kandidaten fir die zweite Stufe
des Screenings als sehr schwierig herausstellte, da die Unterschiede in der MCK Aktivitat zwischen
den potentiell positiven Substanzen und den Kontrollen nur sehr gering waren (siehe Abbildung 41).
Trotz dieser Tatsache konnte im anschlieBenden mikroskopischen Screening von den 33
ausgewahlten Stoffen, in 16 Fallen tatsachlich eine morphologische Verénderung der C.C,, Zellen
beobachtet werden, was die generelle Funktionalitdt des anfanglichen Screenings unterstreicht. Die
restlichen 17 Substanzen zeigten dagegen keine Auswirkung auf die Myoblasten oder wirkten toxisch
und sind vermutlich auf Fehlinterpretationen der Ergebnisse der MCK Messung zuruckzufuhren. Da die
Substanzen der LOPAC'™® Bibliothek in DMSO gelost waren und bereits durch Ergebnisse anderer
Arbeitsgruppen ein Einfluss des L&sungsmittels auf die Proliferation und Differenzierung
verschiedenster Zelllinien gezeigt werden konnte, bestand die Vermutung, dass die beobachteten
Veréanderungen der C,Cio Zellen allein durch das DMSO ausgelést wurden (Collins et al. 1978;
McBurney und Rogers 1982; Wang und Scott 1993; Ai et al. 1995; Tsai et al. 1996). Die
Kontrollversuche mit entsprechenden Mengen des Lésungsmittels, die ebenfalls mit den Zellen
inkubiert wurden, zeigten tatsachlich geringe Verdnderungen in der Morphologie, die jedoch nicht mit
den beobachteten Synzytienbildungen der anderen Substanzen vergleichbar waren. Die MCK
Messung zeigte dagegen auch einen deutlichen Anstieg der Proteinaktivitdt in den DMSO behandelten
Zellen, was vermutlich ein weiterer Grund fir die relativ hohe Anzahl an falsch-positiven Treffern im
ersten Selektionsschritt ist. Dennoch lasst sich diese Beeinflussung nur fir eine (PD 98,059) der 16
Substanzen mit morphologischen Auffélligkeiten ausschlieBlich auf das L&sungsmittel zurlckflhren,
denn entweder wurden die Stoffe, die &hnliche Verédnderungen wie das DMSO auslésten, auf eine
andere Art und Weise in Lésung gebracht oder wiesen keine Erhéhung der MCK Aktivitat auf.

Erstaunlicherweise konnte fur 8 der Substanzen, die im zweiten Selektionsschritt keine Auffélligkeiten
zeigten, trotzdem eine erhdéhte MCK Aktivitdt nachgewiesen werden, was wahrscheinlich erklart,
warum diese Stoffe im ersten Screening als positiv identifiziert wurden. Da drei dieser Substanzen im
zweiten Screening ebenfalls in DMSO gel6ést wurden, kann davon ausgegangen werden, dass die

Beeinflussung der MCK Aktivitat durch das Ldésungsmittel bewirkt wurde. Die anderen Stoffe wurden
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dagegen in Wasser oder Alkohol geldst, weshalb der Einfluss von DMSO hier ausgeschlossen werden
kann und die Erhéhung der MCK Aktivitdt somit direkt oder indirekt von den Substanzen ausgeldst
worden sein muss. Es bleibt jedoch in diesen Fallen ungeklart, ob der Anstieg der MCK Aktivitét bereits
eine Initiierung der terminalen Differenzierung darstellt, welche z.B. durch das Fehlen von weiteren
Faktoren oder Stimuli jedoch nicht vollstdndig durchgefihrt wird. Ebenso wéare es mdglich, dass
Veréanderungen in der MCK Aktivitdt nur ein sekundarer Effekt ist, ausgeldst durch Aktivierung von
Signalwegen, welche nicht mit der Myotubenbildung einhergehen. Lediglich das Corticosterone,
welches in Ethanol geldst wurde, l&sst einen zusétzlichen Einfluss des Losungsmittels vermuten, da
auch von Ethanol ausgeldste Veradnderungen der Proliferation und Differenzierung nachgewiesen
werden konnten, wobei diese Beeinflussung bislang hauptsachlich als inhibitorischer Effekt
beschrieben wurde (Garriga et al. 2000; Johnson et al. 2004; Tateno et al. 2004).

Im Gegensatz zu den teilweise widersprichlichen Ergebnissen in der mikroskopischen Auswertung
und der MCK Messung der Substanzen ohne eindeutigen Effekt auf die terminale Differenzierung der
Myoblasten, lasst sich in allen Anséatzen, in denen auch eine Bildung von Synzytien beobachtet wurde,
eine erhdhte MCK Aktivitdt nachweisen. Diese Beobachtung beweist, dass die Messung der MCK
Aktivitat tatsachlich zur Bestimmung des Differenzierungsgrades der C.C, Zellen verwendet werden
kann. Zusétzlich konnte durch den immunhistochemischen Nachweis der schweren Kette des Myosins
durch den MF20 Antikérper eindeutig gezeigt werden, dass es sich bei der beobachteten
Synzytienbildung, um Myotuben handelt und somit tatsdchlich eine Fdérderung der terminalen
Differenzierung von Muskelvorlduferzellen durch die selektierten Stoffe gezeigt werden konnte (Dow
und Stracher 1971; Sréter et al. 1971).

Fir die meisten der identifizierten Substanzen lassen sich in der Literatur bislang noch keine Hinweise
auf eine Involvierung in Differenzierungsprozesse myogener Zelllinien finden. Einzige Ausnahme
stellen die selektierten Glukokortikoide Betamethasone, Triamcinolone und Hydrocortisone dar. Fir die
einzelnen Substanzen erfolgte zwar bislang noch kein Bericht Gber eine mdgliche Beeinflussung der
terminalen Differenzierung, jedoch konnte fur Dexamethasone - einem weiteren Vertreter dieser
Stoffgruppe, der nicht in der Bibliothek enthalten war - bereits eine Erhéhung der MCK-Aktivitat und
beschleunigte Myotubenbildung der C.C4> Myoblasten nachgewiesen werden (Montano und Lim 1997).
Diese Untersuchungen fanden allerdings - anders als in der vorliegenden Arbeit - ausschlieBlich unter
Differenzierungsbedingungen statt und zeigten somit keine Induktion der terminalen Differenzierung. In
der Ratten Myoblastenzelllinie L6 konnte zudem ein synergetischer Effekt von Dexamethasone
zusammen mit Insulin auf die Differenzierung beobachtet werden (Ball und Sanwall 1980). Fur die
isolierten Glukokortikoide in der LOPAC Bibliothek wurde bislang lediglich ein Einfluss auf
verschiedene andere Differenzierungsprozesse nachgewiesen. So wurden flur das Betamethasone,
das bislang als Medikament zur Behandlung von Psoriasis (Schuppenflechte) Anwendung findet
(Charakida et al. 2006), positive Effekte auf die Proliferation und Differenzierung von Keratinozyten und

Praadipozyten gezeigt (Grégoire et al. 1991; Tomlinson et al. 2006). Die Psoriasis ist jedoch mit einer
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signifikanten Reduktion der Kreatin-Kinase-Aktivitat verbunden, weshalb die therapeutische Wirkung
des Betamethasones mdglicherweise auf einer Aktivierung der MCK beruht und das Glukokortikoid nur
deshalb in dem Screening detektiert wurde (Rassner 1973). Fur das Hydrocortisone wurde ebenfalls
eine Stimulation der Kerationozytendifferenzierung nachgewiesen (Ponec und Boonstra 1987).
Weiterhin fihrt eine Zugabe von Hydrocortisone zu einer Zunahme der Differenzierung von
Osteoblasten (Ireland et al. 2004) sowie Melanoblasten (Hirobe 1996), und scheint wiederum
zusammen mit Insulin far eine korrekte neuronale Differenzierung verantwortlich zu sein (Aizenman
und de Vellis 1987; Poduslo et al. 1990). Ob die beiden Glukokortikoide in der Vergangenheit schon
einmal auf eine mdgliche Beeinflussung der Differenzierung von Myoblasten getestet wurden und hier
moglicherweise eine neue Eigenschaft einzelner oder aller Glukokortikoide festgestellt werden konnte,
kann im Kontext der vorliegenden Publikationen jedoch nicht eindeutig geklart werden, wobei die
Untersuchungen, die mit Dexamethasone durchgefihrt wurden, diese Mdglichkeit jedoch nahelegen.
Fir das dritte detektierte Glukokortikoid Triamcinolone lasst sich in der Literatur (auBer flir das
Acetonid-Salz des Hormons) bisher kein Hinweis auf eine Involvierung in Differenzierungsprozesse
finden. Es wird dagegen berichtet, dass Triamcinolone und das verwandte Prednisolone, eingesetzt
zur Behandlung der chronisch obstruktiven Lungenerkrankung (COPD), zu Gewichtsverlusten
zusammen mit einer Schwachung der Muskulatur fihrt (Tobin 1988; Hamilton ef al. 1995; Gosselink et
al. 1996). In weiteren Untersuchungen konnte weiter gezeigt werden, dass das Glukokortikoid zu einer
vorwiegenden  Atrophie  der  Typ-lix/b-Fasern  fuhrt und in  Veradnderungen  des
Karbohydrat-Metabolismus und einem erhdéhten Glykogenspiegel innerhalb der Muskulatur resultiert
(Dekhuijzen et al. 1995; Petrof et al. 1995; Koerts-de Lang et al. 1998, 2000). Diese erhdhte
Glukoseaufnahme kann jedoch auch mit einem Kalzium Influx verbunden sein (Eilam und Othman
1990; Batts 2002; Lees und Williams 2003), der wiederum fir die Differenzierung und Fusion von
Myoblasten bzw. Myoblasten und Myotuben notwendig ist (Shainberg et al. 1969). Mdéglicherweise
kénnen die Glukokortikoide durch metabolische Veranderungen der Myoblasten wahrend der friihen
Myogenese eine férdernde Wirkung haben, die jedoch spéater im adulten Muskel zu einem negativen
Einfluss fihrt. Ob dabei der Glukose- bzw. Kalzium-Influx Ursache oder Auswirkung ist, kann jedoch
nur vermutet werden. Ein denkbarer Ansatz zur Klarung der Hypothese, wére eine Applikation der
Glukokortikoide in ein lebendes System und die Beobachtung mdglicher Verédnderungen wahrend der
embryonalen Myogenese. Als geeignetes Untersuchungsobjekt wiirden sich z.B. Hiihnchenembryonen
anbieten, da eine Injektion der Substanzen in befruchtete Eier und eine anschlieBende gute
Beobachtung der Entwicklungsprozesse in ovo mdéglich ist.

Die Hypothese der erhdhten Kalzium-Konzentration bedingt durch einen Ca-Influx wirde auch eine
mogliche Erklarung fur die Ergebnisse der Kontrollversuche mit dem DMSO liefern, da die Inkubation
des Losungsmittels mit verschiedenen Zelltypen ebenfalls eine Erhéhung der intrazelluldren
Kalziumkonzentrationen auslésen kann (McBurney 1993; Morley und Whitfield 1993; Wilton und

Skerjanc 1999). Da die MCK auch mit dem Sarkoplasmatischen Retikulum (SR) assoziiert ist und
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Hinweise auf eine Beteiligung beim Kalziumtransport in das SR bestehen, ist es durchaus denkbar,
dass auch im umgekehrten Fall - bei einer Veranderung/Auslésen des Ca-Influx - eine Modifikation der
MCK-Aktivitat erfolgen kann (Baskin und Deamer 1970; Rossi ef al. 1990). Die Erhéhung der MCK
Messwerte wilrde in diesem Fall somit durch die Verdnderungen der intrazellularen
Kalziumkonzentrationen ausgeldst werden und ist kein Hinweis auf eine beginnende Differenzierung.
Eine Verédnderung des Karbohydratstoffwechsels wurde ebenfalls bei dem Polyamin Putrescine
(1,4-Diaminobutan) beobachtet (Shelepov et al. 1990). Bei den Untersuchungen von Shelepov und
Mitarbeitern zeigte sich darlber hinaus nach einer Applikation hoher Mengen an Putrescine in Ratten
ein &hnlicher Anstieg der intramuskuldren Glykogenkonzentrationen, der mit dem Effekt der
kombinierten Administration von Insulin und Glukokortikoiden vergleichbar war (siehe Glukokortikoide?
und Koerts-de Lang et al. 1999). Daher ist anzunehmen, dass der Effekt von Putrescine
héchstwahrscheinlich auf dem gleichen metabolischen Mechanismus beruht, wie die der
Glukokortikoide. Dartber hinaus spielen die Polyamide eine groBe Rolle in verschiedenen genetischen
Grundmechanismen, wie DNA-Synthese und Genexpression und steuern somit auch
Schliisselprozesse wie Zellmigration, Proliferation und Differenzierung in Tieren und Pflanzen (Janne
et al. 2004). Fur das Putrescine Derivat Spermin, dass im Stoffwechsel durch Alkylierung der beiden
Aminogruppen durch die Spermidin Synthase und dekarboxyliertes S-Adenosylmethionin gebildet wird,
konnten zudem differenzierungférdernde Eigenschaften nachgewiesen werden. In einer kurzlich
erschienenen Publikation vom Toshiya und Mitarbeitern konnte durch die Inkubation von ES-Zellen mit
Spermin die Bildung eines mehrschichtigen Muskelzellverbands beobachtet werden (Sasaki et al.
2008). Zwar wird von den Autoren diese Eigenschaft ausschlieBlich fir das Spermin beschrieben;
jedoch kann nicht ausgeschlossen werden, dass nach der Zugabe eine Umwandlung in die Derivate
Putrescine und Spermidin durch den gewdhnlichen Aminosaurestoffwechsel der Zellen stattfindet.
9-Cyclopentyladenine ist ein Inhibitor der Adenylatcyclase, die fir die Synthese des zyklischen
Adenosinmonophosphats (CAMP) verantworlich ist. Seit einiger Zeit ist bereits bekannt, dass eine
Erhdéhung der intrazellularen Konzentrationen des sekundaren Botenstoffs cCAMP zu einer Blockade
der Myogenese fihrt (Wahrman et al. 1973; Winter et al. 1993). Dies geschieht entweder durch
Inhibition des endogenen Myogenins bzw. durch Senkung der Transkriptionsaktivitdt des
Myogenin-Promoters (Salminen et al. 1991). Somit kénnte die stimulierende Wirkung des
9-Cyclopentyladenine auf die terminale Differenzierung durch eine Senkung des intrazellularen cAMP
Spiegels und einer dadurch gesteigerten Aktivitdt des Myogenins erklart werden. Diese Vermutung
kdnnte jedoch nur durch eine Wiederholung der Versuche mit weiteren Inhibitoren der Adenylatcyclase
(z.B.: MDL-12330A, SQ-22536) bestatigt werden, da in der verwendeten LOPAC'® Bibliothek, neben
dem 9-Cyclopentyladenine, keine weiteren Adenylatcyclase-Inhibitoren vorhanden sind. Indirekt wird
die Beobachtung jedoch bereits von der Tatsache unterstiitzt, dass der, in der LOPAC'?®® Bibliothek
vorhandene Inhibitor der Phosphodiestherase IV (PDE4) Ibudilast keine Stimulation der Myogenese

zeigt. Dieser Inhibitor greift in den gleichen Signalweg wie 9-Cyclopentyladenine ein, fihrt jedoch zu
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einem Anstieg der intrazelluldaren cAMP Konzentration bzw. zur Aktivierung der Protein Kinase A und
blockiert somit die terminale Differenzierung von Myoblasten (Naro et al. 1999).

Fiur die restlichen Substanzen, die im Screening identifiziert wurden, lassen sich mit Hilfe der
vorhandenen Publikationen bislang noch keine eindeutigen Verbindungen zu den Vorgdngen wahrend
der Myoblastenfusion bzw. der terminalen Differenzierung herstellen. Fur Derivate der Vanillic Acid,
welche gewodhnlich als als Aromastoff verwendet werden, konnte bislang nur eine Funktion als Inhibitor
der Protein Tyrosinphosphatase 1B (PTP1B) nachgewiesen werden (Feng et al. 2007). Darlber hinaus
wird der Vanillic Acid eine antioxidative und antimikrobiologische Wirkung zugeschrieben (Watzl und
Leitzmann 1999; Delaquis et al. 2005).

S(-)-Timolol gehért zur Gruppe der lipophilen Inhibitoren von B-Adrenozeptoren (3-Rezeptorblocker,
B-Sympatholytika; im allgemeinen Sprachgebrauch meist als 3-Blocker bezeichnet), welche bevorzugt
Uber B1-Rezeptoren ablaufen und als Behandlung fir folgende Hauptindikationen etabliert sind:
Koronare Herzkrankheit (KHK), Herzrhythmusstérungen, Hypertonie, Herzinsuffizienz und funktionelle
Herz/Kreislauf-Stérungen. Des Weiteren hat sich S(-)-Timolol auch bei der Therapie des Glaukoms
(Griner Star) bewahrt (Griffin et al. 2004). Ciprofibrate ist ein Agonist des Peroxysom Proliferator
Aktivierten Rezeptors (PPAR), der die Expression von Faktoren der peroxysomalen Beta-Oxidation
und der Cytochrom P-450 Familie aktiviert und in die Metabolisierung von Lipiden involviert ist (Hong
und Yun 1998). Auf Grund dieser Eigenschaften wird es bislang in der medikamentdsen Behandlung
verschiedenster Dyslipiddmien verwendet (Betteridge 1993; Kovacs et al. 2005). Es sind daher auch
kaum Publikationen zu finden, die Ciprofibrate im Kontext von Muskelvorlauferzellen oder
Differenzierungsprozessen diskutieren. Von Bronfman und Mitarbeitern konnte jedoch bereits gezeigt
werden, dass der Peroxysom Proliferator eine erhdhte Differenzierung von HL-60 Leukédmiezellen zu
Makrophagen bedingt (Bronfman et al. 1998). Eine Involvierung in myogene Prozesse wurde bisher
noch nicht publiziert. Jedoch wurde in einem kurzlich verdffentlichten Patent die erfolgreiche
Behandlung von Skelettmuskeldegenerationen mit Agonisten des PPAR beschrieben und unterstreicht
somit die Korrektheit von Ciprofibrate als positives Screening-Resultat (Carmeliet 2008).

Fur die Stoffe 1-(5-Isoquinolinylsulfonyl)-3-methylpiperazine dihydrochloride (H7-dHCI) und
2,3-Butan-edionemonoxime lassen sich ebenfalls keine Hinweise auf eine Beteiligung an myogenen
Differenzierungsprozessen finden. H7-dHCI ist ein Inhibitor der Protein Kinase C (PKC), welche in
zellspezifischen Signalkaskaden die Tyrosinreste nachgeschalteter Proteine phosphoryliert. Prozesse,
die Uber diesen Signalweg gesteuert werden, sind z.B. die Kontraktion der glatten Muskulatur,
Glykolyse und Glukoneogenese in Hepatozyten und Adipozyten oder Aggregation der Thrombozyten
(Rang 2003; Fitzpatrick et al. 2004). Die Pharmaindustrie hat eine Reihe von PKC Inhibitoren
entwickelt, da eine groBe Anzahl wichtiger Prozesse innerhalb verschiedener Erkrankungen -
insbesondere die Bildung benigner Tumore - durch die Aktivitdt der Protein Kinase C ermdglicht
werden und diese Inhibitoren somit potentielle Krebstherapien darstellen (Yoshiji et al., 1999; Shih et

al, 1999). In Zellkulturstudien konnte bislang durch Zugabe von H7-dHCI nur eine Induktion von
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morphologischen Veradnderungen sowie der Differenzierung von humanen und murinen
Neuroblastomazellen beobachtet werden (Mifiana et al. 1989; Parodi 1990). In der humanen
Leukamiezelllinie HL-60 wurde dagegen von zwei Arbeitsgrupen eine inhibitorische Wirkung von
H7-dHCI festgestellt, die mit einer fehlenden PKC Aktivitat begriindet wurde (Nel et al. 1987; Martell et
al. 1989). Das 2,3-Butanedionemonoxime (BDM) ist ein reversibler ATPase Inhibitor mit
Phosphatase-ahnlichen  Eigenschaften.  Urspringlich wurde es zur Regeneration der
Acetylcholinesterase nach Vergiftung mit Phosphosédureestern eingesetzt; jedoch stellte sich die
dephosphorylierende Wirkung als zu unspezifisch heraus (Xiao und McArdle 1995a). Weitere
Untersuchungen zeigten zudem eine signifikante Senkung des Blutdrucks normotoner und
hypertensiver Ratten, durch eine temporére Blockade der Kalziumstréme (Xiao und McArdle 1995b)
sowie weitere positive Eigenschaften zur Erhaltung und Schutz der Kardiomyozyten nach einem
Herzstillstand (Dorman et al. 1996). Diese schitzenden Eigenschaften von BDM sind mit einer
temporaren Reduktion der Kalziumsensitivitdt der Myofilamente und einer Abschwéchung des
Kalziumtransienten durch Inhibierung der L-Typ Ca®*-Kanile sowie Verédnderung der Expression
herzspezifischer lonenkanale verbunden (Eisfeld et al. 1997; Jayawant et al. 1999; Habazettl et al.
1998; Voigtlander et al. 1999; Thum und Borlak 2001). Von Tripathy und Mitarbeitern wurde jedoch
auch eine Aktivierung der Ryanodin-Rezeptoren in Skelett- und Herzmuskelzellen beobachtet (Tripathy
et al. 1999). Die Ryanodin-Rezeptoren sind ebenfalls Kalziumkanéle, die fir den Einstrom von
Kalziumionen aus dem SR ins Zytosol verantwortlich sind, weshalb auch hier eine mdgliche
Verknipfung zur Myoblastendifferenzierung (Uber eine Verdnderung der intrazellularen
Kalziumkonzentrationen mdglich wéare. Im Gegensatz zu den Glukokortikoiden wird fur BDM jedoch
eine inhibitorische Wirkung im Zusammenhang mit Skelettmuskelzellen beschrieben, wodurch
vermutet werden kann, dass eine Veradnderung der Kalziumstréme in den Myoblasten nicht der einzige
bzw. determinierende Ausldser fir eine Fusion und Differenzierung ist (siehe Glukokortikoidet; Higuchi
und Takemori 1989; Soeno et al. 1999; Ostap 2002).

Zusammenfassend lasst sich also feststellen, dass mit Hilfe eines Kreatin-Kinase Assays mehrere
Substanzen identifiziert werden konnten, welche die terminale Differenzierung von C,C,, Myoblasten
beeinflussen. Der Nachweis der Differenzierung erfolgte dabei Uber die immunhistochemische
Identifizierung sarkomerer Proteine (MF20 Antikérperfarbung) und die enzymatische Messung von
Faktoren der Myotubendifferenzierung (MCK Aktivitditsmessung). Die identifizierten Substanzen
umfassen eine Vielzahl von Stoffklassen, welche an den verschiedensten metabolischen Vorgangen
und regulatorischen Signalwegen beteiligt sind und dabei als Inhibitoren, Liganden, Agonisten und
Antagonisten wirken. Fir die meisten Stoffe wurde bislang keine férdernde Wirkung wéahrend der
Muskelentwicklung oder Regeneration beschrieben, weshalb nach weiterfihrenden Experimenten und
Kontrollen durchaus neuartige therapeutische Anwendungen denkbar wéren. Hierzu kénnte z.B. eine
in vivo Applikation der positiv getesteten Substanzen in Hihnchenembryonen durchgefihrt werden.

Durch die Wiederholung der Experimente mit Derivaten bzw. modifizierten Varianten der positiven
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Stoffe konnte zudem eine Eingrenzung der, fir die Differenzierung notwendigen, funktionellen
Molekulgruppen erfolgen und gleichzeitig geklart werden, ob die stimulierende Wirkung nur durch
einzelne oder sogar eine Gruppe von Substanzen ausgeldést werden kann. Neben diesen
Versuchsansétzen wird bereits ein inverses Screening geplant, in dem alle Stoffe identifiziert werden
sollen, die eine inhibitorische Wirkung auf die Myotubendifferenzierung besitzen. Neben der
Bestimmung der MCK Aktivitat ist bei diesem Ansatz jedoch ein zuséatzlicher Schritt notwendig, um
zytotoxische Effekte von der inhibitorischen Wirkung der Substanzen unterscheiden zu konnen.
Denkbar ware ein Toxizitatstest (z.B. CytoTox-One™, Promega), der die Zellviabilitdt durch
Bestimmung der Membranintegritdt ermittelt. Jedoch funktioniert diese Methode bisher im
96-Well-Format nur unbefriedigend, weshalb das Screening noch nicht begonnen werden konnte.

Da sich das Screening am Beispiel der LOPAC'?®® Bibliothek gut bewahrt hat, sind auch weitere
Untersuchungen mit anderen Stoffbibliotheken denkbar. Beispielsweise kénnte ein analoger Versuch
mit einer Naturstoffbibliothek oder einer gréBeren pharmakologischen Stoffsammlung, kombiniert mit

einer roboterunterstitzten Hochdurchsatz-Automatisierung, durchgefuhrt werden.

144



Anhang

7. Anhang

7.1. Curriculum vitae

1984-1995
1995-1997

10/1997 - 11/2002

seit 12/2002

seit 2/2005

Stefan Glnther
*14. Marz 1978 in Riesa

Ernst-Ludwig-Ring 2

61231 Bad Nauheim

Tel.: 06032/507080

Email: stefan.guenther@mpi-bn.mpg.de

Familienstand

ledig, keine Kinder

Schule

Mittelschule mit Realschulabschluss; Pestalozzi-Schule Riesa

Gymnasium mit Abitur; Werner-Heisenberg-Gymnasium Riesa

Studium

Biologiestudium, Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg
Schwerpunkt: Genetik
Nebenfécher: Biochemie

Mikrobiologie

Phytopathologie

Abschluss des Diplom - Studiengangs Biologie

Prafung und Anfertigung der Diplomarbeit

Studiumsinhalt

Thema der Diplomarbeit: ,Molekulare Charakterisierung von
m-VITO1, eines neuen muskelspezifisch exprimierten Gens der

Maus*

Promotion

Promotionsarbeit im Labor von Thomas Braun, Institut far
physiologische Chemie, Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg
Wechsel zum Max-Planck-Institut fir Herz- und Lungenforschung

Bad Nauheim

145



Anhang

7.2. Danksagung

Mein Dank gilt in erster Linie zuné&chst Prof. Dr. Dr. Thomas Braun flr das in mich gesetzte Vertrauen
wéhrend der mittlerweile acht Jahre gemeinsamen Schaffens und das fursorgliche Heranfiihren an die
Rolle eines Wissenschaftlers. Eine wichtige Rolle spielte dabei auch die Auswahl des Themas fur die
vorliegende Dissertation, welches sich vor allem zu Beginn der Arbeit als ,harte Nuss“ herausstellte.
Mit der entsprechenden Rickendeckung und dem geschickien Setzen neuer Impulse konnte diese
letztlich dennoch geknackt werden und beginnt nun endlich Friichte zu tragen, welche vermutlich noch

weit in meine weitere wissenschaftliche Zukunft reichen werden...

Desweiteren mochte ich mich bei Prof. Dr. Reuter und Prof. Dr. Brand fir lhre Mihe und Zeit bei der
Begutachtung dieser Arbeit bedanken. Nicht zuletzt freut es mich, dadurch auch eine Verbindung zu
meiner alten Alma Mater zu erhalten, auf das vielleicht einige alte Freunde und Wegbegleiter das Ende

meiner Doktorarbeit mit mir erleben durfen...

Apropos Freunde und Wegbegleiter... lhr habt natirlich alle beim Gelingen dieser Arbeit in irgendeiner
Weise beigetragen: Thomas ,Schmiddi“ Schmid, Thilo ,Burgi“ Borchardt, Marianne Granz, Katja
,Zabel“ Borchardt, Katja Kolditz, Susanne Kreutzer, Marcus Kruger, André Schneider, Julia, Jia ,Jason®
Shen, Ole, Frau Kirchner, Nicole, Schmolle, Jens-Uwe, Daniela, Katja Schmid, die Beutler-Crew

(Heike, Heiko, Vilma, Bernde, Linda, Jonas), Daniel, Basti, Denis...

Naturlich gilt mein gréBter Dank meinen Eltern und der restlichen Familie fir den Ruckhalt und nicht
zuletzt fir die finanzielle Unterstitzung sowie die Mdglichkeit mich frei zu entfalten... DarUber hinaus
md&chte ich mich auch bei Norma bedanken, die mir Uber all die Jahre die Treue gehalten hat, obwohl

wir es nicht geschafft haben, den Weg gemeinsam bis zum Ende zu gehen...
Der groBvaterliche Rat: ,Hadere nich mit dem Schicksal, denn Du weist nicht wofur es gut ist...“ hat mir

glicklicherweise die Augen gedffnet fiir etwas ganz GroBes und Wundervolles...

Sylvia, Ich liebe Dich...

146



Anhang

7.3. Standardlésungen und Stammlésungen

Lésungen

Annealing-Puffer [10x] 670 mM Tris pH 7.6

130 mM MgCl,

67 mM DTT

13 mM Spermidin

13 mM EDTA
CASTing Bindepuffer 100 mM NaCl

20 mM Hepes pH 7.5

1,5 mM MgCl,

10 mM DTT

1 mM PMSF

10 pg Pepstatin per ml

10 pg Leupeptin per ml

0,1% Triton X-100

20% Glycerol
CASTing Waschpuffer 0,85% NacCl

0,1% NP-40

0,1 mg/ml BSA
Chlorophan Roti-Phenol/Chloroform (Roth)

0,5 g 8-Hydroxychinolin zugeben und mit 1x TE

Uber-schichten
CPRG-Stammlésung 50 mM CPRG

bei —20°C lagern
EMSA-Bindepuffer 50 mM Hepes pH 7.5

50% Glycerin

0.5 mM EDTA

250 mM KCl

20 mM Spermidin

10 mM MgCl,

2.5 mM DTT
GET-Puffer: 50 mM Glukose

10 mM EDTA

25 mM Tris-HCI pH 8.0
Hochsalzlésung: 3 M Kalciumacetat
HBS-Puffer 16 g NaCl

0,74 g KClI

0,25 g NagHPO4(2H20)

10 g Hepes

auf 2 | H,O auffillen (pH 7.05)
Hybridisierungspuffer 50% Formamid

5x SSC pH 4.5

50 pg/ml t-RNA

1% SDS

50 pyg/ml Heparin
IPTG 100 mM IPTG in Aqua bidest

Lagerung bei —20°C
Lysis-Puffer: 0,2 M NaOH

1% SDS
Lésung 1 50% Formamid

5x SSC

1% SDS

pH 4.5
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Lésung 2

Lésung 3

Lysis-Puffer:

NTMT

NP40-Lysispuffer

Paraformaldehyd [4%)]

PBS [10x]

PBT

Prahybridisierungspuffer

Ribonukleotid-Mix

Rnase Ldsung (Dnase-frei)

SDS-Laufpuffer [10x]

Solubilisierungs-Puffer

SSC [20x]

0,5 M NaCl

10 mM TrisHCI pH 4.7
0,1% Tween-20

50% Formamid

2x SSC

pH 4.5

0,2 M NaOH

1% SDS

10 ml 5 M NaCl

50 ml 1 M Tris-HCI pH 9.5
25 ml 1 M MgCl,

500 ul Tween20

1 ml Levamisol

ad 500 ml Aqua bidest
150 mM NaCl

1% IGEPAL CA-630

50 mM TrisHCL pH 8.0
Proteinase-Hemmer-Mix (Promega)
4% Paraformaldehyd in 1x PBS
auf 65°C erhitzen

um die Léslichkeit zu erhéhen, einige Tropfen NaOH
zugeben
pH-Wert-Einstellung mit HCI auf 7.0
Lagerung bei —20°C

40 g NaCl

1 g KCI

7,2 g Na;HPO, (2 H.0)

1 g KH,PO,

ad 500 ml Aqua bidest; autoklavieren
PBS

0,1% Tween20

50% Formamid

5x SSC pH 4.5

50 pg/ml t-RNA

1% SDS

50 pg/ml Heparin

10 mM GTP

10 mM ATP

10 mM CTP;

6,5 mM UTP

3,5 mM Digoxigenin-UTP
10 mg/ml

10 mM TrisHCI pH 7.5

15 mM NaCl

30,2 g Tris-Base

144 g Glycin

10 g SDS

ad 1l Aqua bidest

250 mM NaCl

0,25% NP-40

10 mM Tris

5 mM EDTA

pH 7.5

3 M NaCl

0,3 M Na-Citrat

pH 7.0
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TENS-Puffer 50 mM Tris HCI pH 8.0
100 mM EDTA
100 mM NaCl
1% SDS

TAE [50x] 242 g Tris-Base

57,1 ml Essigséure
100 ml 0,5 M EDTA
ad 1l Aqua bidest
pH 8.0
TBS [10x] 250 mM Tris/ HCI
1.5 M NaCl
pH 7.5
TBST [10x] 8 g NaCl
0,2 g KCI
25 ml1 M Tris pH 7.5
10 ml Tween20
ad 100 ml Aqua bidest

TBST / Levamisol TBST
2 mM Levamisol
TE [10x] 100 ml Tris/HCI pH 7.5

20 ml 0,5 M EDTA

ad 1L Aqua bidest
Transkriptionspuffer 400 mM Tris/HCI pH 8.25

60 mM MgCl,

20 mM Spermidin
X-Gal [2%)] 0,02 g in 1 ml Dimethylformamid

bei -20 °C lagern
Z-Puffer 0.06 M NaHPO,

0.04 M NaH,PO4

0.01 M KCI

1 mM B-Mercaptoethanol

Medien

LB-Medium 1% Bacto-Trypton
0,5% Bacto-Hefeextrakt
1% NaCl
pH 7.5; autoklavieren
LB-Agar 10 g Trypton
5 g Hefeextrakt
10 g NaCl
15 g Agar
auf 11 H,O
pH 7.2; autoklavieren
Lésung B 36% Glycerin
12% PEG 8,000
12 mM MgSO,
in LB-Medium, Ansatz steril filtrieren
Medium A 10 mM MgSO,
0,2% Glucose
in LB-Medium, Ansatz steril filtrieren
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Zellkultur Medien

Einfriermedium

ES-Zellmedium

Kulturmedium

Trypsin/EDTA [10x]

7.4. Glossar

A
Aliquot
Amp
antisense
AP
APS
ATP
BCIP
bp
BSA
C
CAP
Ci
cpm
CPRG
d

Da
dATP
dCTP
ddNTP
dGTP
DMEM
DMSO
DNase
DNS / DNA
dNTP
dsDNA
DTT
dTTP
dUTP
E. coli

DMEM (Dulbecco’s Mod Eagle Medium)
20% FKS

12% DMSO

steril filtrieren

DMEM (Dulbecco’s Mod Eagle Medium)
4 mg/ml Glukose

2 mM Glutamin

0.1 mM nicht essentielle Aminoséuren

1 mM Natriumpyruvat

0.1 mM p-Mercaptoethanol

20% FKS

50 ug/ml Penicillin/Streptomycin

1000 U/ml Leukamie-Inhibitionsfaktor
DMEM (Dulbecco’s Mod Eagle Medium)
10% FKS (20% FKS

100 U/ml Penicillin/ Streptomyzin

20 mM Glutamin

0,5%/0,2% (w/v) in 10x PBS
Adenin
Teilmenge
Ampicilin; ein Antibiotikum

eng: in entgegengesetzter Orientierung
Alkalische Phosphatase
Ammoniumperoxodisulfat

Adenosintriphosphat
5-Brom-4-Chloro-3-indolyl-phosphat
Basenpaare (eng: base pairs)

Bovines Serumalbumin (Rinderserumalbumin)
Cytosin

eng: Kappe; Guaninrest am 5 -Ende der mRNA
Curie

radioaktive Zerfalle pro Minute (eng: counts per minute)
Chlorphenolrot-b-D-Galaktopyranosid

Tag(e)

Dalton; Gewichtseinheit fir Proteine
Desoxyadenosintriphosphat
Desoxycytosintriphosphat
Didesoxynukleotidtriphosphat
Desoxyguanintriphosphat

Dulbecco’s Mod Eagle Medium; ein Zellkulturmedium
Dimethylsulfoxid

Desoxyribonuklease

Desoxyribonukleinséure
Desoxycytosintriphosphat

doppelstranngige DNA

Dithiothreitol

Desoxythymidintriphosphat
Desoxyuridintriphosphat

Escherichia coli
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EDTA
EMSA
EtOH
FKS

GFP

HEK
HS-DNA
IPTG
kb
kDa
Kit

I

LB

mA
MeOH
min..
MKS
mRNA
MT
mV
NBT
NP-40
oD

ORF
PAGE
PCR
PEG
pH
PMSF
Primer
RNA
Rnase
rpm
RT
sek.
SDS
SID

T

TAE
Tag-Polymerase
TBE
TE
TEMED
Tris
tRNA
U

U.N.
U/min.
unit
uv
X-Gal

Ethylendiamintetraessigséure; Chelator von zweiwertigen Kationen
eng: electrophoretic mobility shift assay; Gel-Retensions-Analyse
Ethanol

foetales Kélberserum

Guanin

eng: green fluorescent protein; ein Protein das im UV-Licht zur
Fluoreszenz angeregt wird

Stunde

eng: human embryonal kidney; humane Zelllinie
Heringssperma-DNA

Isopropyl-1-thio-b-D-galactosid; Induktor am /ac-Operon
Kilobasen; 1000 Basenpaare

Kilodalton; 1000 Dalton

Box mit allen Komponenten flr eine bsetimmte Reaktion

Liter

Luria Broth; Medium fir Bakterien

Milliampere

Methanol

Minute(n)

Multiple Klonierungsstelle

eng: messenger RNA; bei der Transkription gebildete Boten-DNA
Myc-Tag; 6-fache Wiederholung des Myc-Epitops

Millivolt

Nitroblautetrazolium

Nondiet P-40; ein Detergenz

optische Dichte; oft im Zusammenhang mit einer Zahl, welche die
Wellenldnge bezeichnet

eng: open reading frame; offenes Leseraster
Polyacrylamidgelelektrophorese

eng: polymerase chain reaction; Polymerasekettenreaktion
Polyethylenglykol

Potentium Hydrogenii (-log[H30%])

Phenylmethylsulfonylfluorid

Oligonukleotid das zum Start der DNA-Synthese benétigt wird
Ribonukleinséure

Ribonuklease

eng: rounds per minute; Umdrehungen pro Minute
Raumtemperatur; 20°C

Sekunden

Natriumdodecylsulfat (eng: Sodiumdodecylsulfate); ein Detergenz
eng: scalloped interaction domain

Thymin

Tris-Acetat-EDTA-Puffer

DNA Polymerase aus Thermus aquaticus
Tris-Broat-EDTA-Puffer

Tris-EDTA-Puffer

N,N,N",N’"-Tetramethylethylendiamin
Tris(hydroxymethyl)aminomethan; Puffersubstanz

Transfer-DNA; wird bei der Translation bendtigt

Uracil

Uber Nacht

Umdrehungen pro Minute

Einheit; Mengenangabe fur Enzyme

Ultraviolett

5-Brom-4-Chlor-3-indolyl-b-D-galactosid; Substrat der b-Galaktosidase
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7.5. Veroéffentlichungen und Poster

Teilergebnisse dieser Arbeit wurden mit Genehmigung von Prof. Braun vorab in folgenden Beitrdgen

veroffentlicht:

Mielcarek M., Gunther S., Kriiger M. and Braun T. (2002). VITO-1, a novel vestigial related protein is

predominantly exprissed in the skeletal muscle lineage., Mech Dev. 119, 269-274

Gunther S., Mielcarek M., Kriger M. and Braun T. (2004). VITO-1 is an essential cofactor of
TEF1-dependent muscle-specific gene regulation., Nucl. Acid Res. 32, 791-802

Mielcarek M., Schneider A., Gunther S. and Braun T. (2008). VITO-2, a new SID-domain protein, is

primarily exprissed in the myogenic lineage during mouse embryonic development., in press.

Ginther S., Mielcarek M. and Braun T. (2008). A distinct role of VITO proteins during myogenesis by
interference of TEF-1 dependent gene regulation., in press

Poster:
The function of transcriptional co-regulators for MCAT-dependent muscle-specific gene activity during

development and disease. 2nd Myores Annual Congress, Prag, 29. September - 03. Oktober 2006.

The VITO gene family is an essential cofactor of TEF-dependent muscle-specific gene regulation. 3rd

Myores Annual Congress, Venedig, 17. - 20. Dezember 2007.
Screening of a LOPAC library for small molecules that enhance differentiation of C,Ci>, myoblasts.

“Remodeling and Reverse Remodeling in the Cardio-Pulmonary System®, Leopoldina-Symposium, Bad
Nauheim, 29. Juni - 02. Juli 2008.
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