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ZUSAMMENFASSUNG

Die Entwicklung und Regeneration der Skelettmuskulatur basieren auf ahnlichen
Prinzipien, zeigen aber auch diverse Unterschiede. In der vorliegenden Promotionsarbeit
wurde der Beitrag unterschiedlicher Zellpopulationen zur Entwicklung der
Skelettmuskulatur sowie die Funktion von Proteinen, welche bei der asymmetrischen
Zellteilung von Muskelstammzellen involviert sind, untersucht.

Die Entstehung von Vorlauferzellen der Skelettmuskulatur ist durch die Expression der
myogenen Faktoren Myf5 und MyoD reguliert. Anhand bisheriger Arbeiten ist bekannt,
dass die Anwesenheit mindestens einer dieser Faktoren fur eine normale
Muskelentwicklung notwendig ist. Bis zur Anfertigung dieser Arbeit war unklar, ob
kompensatorische Aktivitaten dieser Faktoren innerhalb derselben oder von zwei
unabhangigen Zellpopulationen erfolgen. In der vorliegenden Arbeit wurde ein
konditionales Zellablationsmodell in der Maus verwendet, das gezielt Myf5-exprimierende
Zellen aus dem Gewebeverband der frihen entwickelnden Muskulatur entfernt. Die
Analyse Myf5-defizienter Mausembryonen ergab eine verzégerte MyoD Expression in
Muskelvorlauferzellen und eine weitgehend normal entwickelte Skelettmuskulatur in
spateren Embryonalstadien. Damit konnte hier erstmalig gezeigt werden, dass mindestens
zwei autonome Zellpopulationen an der Entstehung von Skelettmuskelvorlauferzellen
beteiligt sind. Der Verlust von differenzierten Muskelfasern nach Ablation von Myogenin-
exprimierenden Zellen zeigt, dass Myogenin als Differenzierungsmarker in allen
myogenen Zellpopulationen essentiell ist und der Verlust nicht kompensiert werden kann.
Neben der Bereitstellung von myogenen Vorlauferzellen ist die Kontrolle der
Selbsterneuerung dieser Zellen von grofer Bedeutung. Ein Kandidat fir die Regulation
dieser Prozesse ist das zytoplasmatische Protein Numb. Die konditionale genetische
Deletion von Numb in Myf5-exprimierenden Muskelzellen in der Maus fihrte zu einer
Reduktion der Muskelstammzellen (Satellitenzellen) in juvenilen Tieren. Der Verlust von
Numb in primaren Satellitenzellen wie auch in der C,C,, Myoblastenvorlauferzelllinie flihrte
zu einem verminderten Differenzierungsverhalten der Zellen. Gleichzeitig konnte eine
erhohte Proliferationsrate von Numb-defizienten Satellitenzellen nachgewiesen werden.
Dies weist darauf hin, dass Numb an der Regulation von myogenen
Proliferationsprozessen beteiligt ist und hierbei das Gleichgewicht zwischen dem Erhalt

des Stammzellcharakters und der myogenen Differenzierung reguliert.
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EINLEITUNG

1 EINLEITUNG

Aktive Bewegung ist die wichtigste und auffalligste Eigenschaft des Lebens. Einzeller
bewegen sich haufig mit Hilfe von GeilReln oder Flagellen voran, wahrend die
Muskelkontraktion fur die Fortbewegung von Vielzellern verantwortlich ist. Nur Uber die
Bewegung kdnnen Lebewesen auf die Umwelt einwirken und sich mit ihr
auseinandersetzen (Bayrhuber et al., 1989; Eckert et al., 2000). Alle Tiere mit Ausnahme
der Einzeller besitzen einkernige Muskelzellen und meist auch vielkernige Muskelfasern.
Diese bilden zusammen mit dem Bindegewebe das Muskelgewebe, wobei die Gesamtheit
der Muskeln eines Organismus als Muskulatur bezeichnet wird (Liebisch, 2000). Neben
den Muskeln bedarf es ein leistungsfahiges Nervensystem, um eine Bewegung
auszufuhren. Die meisten Muskeln kontrahieren aufgrund von Signalen, die von Neuronen
zum Muskel geleitet werden und schlielllich zur Verkirzung des Muskels fuhren. Das
Zusammenspiel aus Kontraktion und Erschlaffen des Muskels ist sowohl Grundlage der
aktiven Bewegung als auch zahlreicher innerer Korperfunktionen. Beispielsweise ist das
Herz ein muskulares Hohlorgan, dessen standige Kontraktion fiir das Uberleben des
Individuums essentiell ist. Die Verdauung funktioniert nur Uber die Kontraktion der
einzelnen Hohlmuskeln wie Speiserdhre, Magen und Darm. Die Skelettmuskulatur ist das
am starksten ausgebildete Organ des Menschen (Eckert et al., 2000). Rund ein Drittel des
Gesamtkorpergewichts einer durchschnittlich gebauten Frau sind Muskeln. Skelettmuskeln
konnen ihre Fahigkeit den Erfordernissen anpassen, sie kénnen sich schnell bewegen und
auch eine betrachtliche Kraft entwickeln. Durch Training vergrofiern sich die einzelnen
Zellen und der Muskel wachst. Dagegen hat fehlende Beanspruchung eine Verminderung
der Skelettmuskelmasse (Muskelatrophie) zur Folge. Dank der guten Muskeldurchblutung
dient der Muskel als Warmespeicher und durch verschiedene Stoffwechselprozesse in den
Muskelzellen als Warmebildner (Eckert et al., 2000; Schmidt & Thews, 1997).
Muskelerkrankungen, wie die Muskeldystrophie vom Typ Duchenne (DMD), flihren zu
einem progressiven Muskelschwund mit letalem Ausgang. Durch die fortlaufende
Degeneration von Muskelzellen sind die Betroffenen nach und nach nicht mehr in der
Lage zu atmen, zu sprechen und zu essen. Obwohl die Heilung dieser Krankheiten noch
nicht mdglich ist, konnte die Grundlagenforschung im Bereich der Entwicklung der
Muskulatur (Myogenese) zum besseren Verstandnis des komplexen Krankheitsbildes

beitragen. Um neue Erkenntnisse Uber Krankheiten zu gewinnen ist es erforderlich die
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Grundlagen des Ursprungs als auch des Regenerationsverhaltens der Muskulatur besser

zu verstehen.

1.1 Muskelaufbau

Aufgrund morphologischer und funktioneller Eigenschaften teilt man Muskeln in zwei
Haupttypen ein: glatte und quergestreifte Muskeln (Schmidt & Thews, 1997). Grundlegend
bestent ein Muskel von Wirbeltieren entweder aus glatten Muskelzellen oder
quergestreiften Muskelfasern, denen die Fahigkeit der Kontraktion gemeinsam ist. Die
Muskeln der Gefalle und der Hohlorgane, mit Ausnahme des Herzens, setzen sich aus
glatten, spindelférmigen Muskelzellen zusammen. Jede Muskelzelle besitzt nur einen
Zellkern und deren Zytoplasma besteht zum gréRten Teil aus Myofibrillen, die in der
Langsrichtung der Zelle verlaufen und die Muskelkontraktion (beispielsweise Peristaltik)
ermoglichen. Glatte Muskeln arbeiten langsam und kénnen die Kontraktion ohne grofien
Energieverbrauch langere Zeit aufrechterhalten. Fir die Reizauslosung (Innervation) ist
das vegetative Nervensystem verantwortlich. Glatte Muskeln unterliegen damit der
unbewussten Steuerung (Eckert et al., 2000; Schmidt & Thews, 1997).

Der quergestreifte Muskel kann in den Skelett- und den Herzmuskel unterteilt werden und
kennzeichnet sich durch eine regelmaflige Banderung der Myofibrillen aus. Unter dem
Lichtmikroskop zeigen diese eine Querstreifung auf. Zellen der Herzmuskulatur besitzen
meist einen zentralen Kern und sind netzartig untereinander zu einem Fasersystem
verbunden. Die Innervation Ubernimmt das herzeigene Reizleitungssystem. Damit
unterliegt das Herz, wie die glatten Muskeln, einer unbewussten Steuerung und eine
Ermudung des Herzmuskels ist nahezu unmdéglich (Eckert et al., 2000).

Die Skelettmuskulatur von Wirbeltieren setzt sich aus zahlreichen geblindelten
Muskelfasern zusammen (Abbildung 1 A). Die Lange der zylindrisch geformten
Muskelfasern variiert zwischen wenigen Millimetern und mehreren Zentimetern. Jede
Faser enthalt zahlreiche randstandige Zellkerne, die direkt unter der Zellmembran
(Sarkolemma) liegen. Die vielkernigen Muskelfasern sind durch Verschmelzen von vielen
einzelnen Muskelzellen entstanden und werden auch als Synzytium bezeichnet. Das
Zellplasma (Sarkoplasma) einer Muskelfaser enthalt zahlreiche Myofibrillen, die als
Struktureinheit so geordnet sind, dass eine Querstreifung erscheint. Die Myofibrillen

ermoglichen die  Muskelkontraktion. Mehrere Muskelfasern sind von einer
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Bindegewebsmembran umgeben und bilden ein sogenanntes Faserbindel oder
Primarbliindel. Mehrere dieser Primarblindel bilden zusammen die Sekundarbiindel,
welche ebenfalls von einer Bindegewebsmembran umgeben sind. Mehrere
Sekundarbindel sind wiederum von einer elastischen Muskelhille (Muskelfaszie)
umschlossen und bilden den Muskel. Skelettmuskeln sind an den Knochen durch sehr
feste Bindegewebsbander, den Sehnen, befestigt.
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Abbildung 1: Aufbau der Skelettmuskulatur.

(A) Schematische Darstellung der Skelettmuskulatur (Tajbakhsh, 2009). Muskeln sind Gber Sehnen
an den Knochen verankert. Der Skelettmuskel besteht aus einer Ansammlung mehrerer
Muskelfaserblindel (Faszikel), die von einer Bindegewebshille (Perimysium) umgeben sind.
Zwischen den Muskelfaserblindeln befinden sich das Epimysium sowie Gefalte und Nerven. In
einem Bundel wird der Raum zwischen benachbarten Muskelfasern vom Endomysium aufgefillt.
Uber Motoneuronen sind Muskelfasern mit dem Zentralnervensystem verbunden. Eine einzelne
Muskelfaser setzt sich aus mehreren fadenférmigen Myofibrillen zusammen. Diese sind durch eine
Plasmamembran (Sarkolemma) und eine Basalmembran umgeben. Unterhalb der Plasmamembran
befinden sich peripher angeordnete Muskelfaserkerne. (B) Elektronenmikroskopische Aufnahme
einer Muskelstammzelle (Satellitenzelle) zwischen der Plasma- und Basalmembran einer
Muskelfaser (Hawke & Garry, 2001).
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Fur die Reizausldésung ist das zentrale und periphere Nervensystem verantwortlich. Die
Skelettmuskulatur unterliegt damit dem Konzept der bewussten Steuerung. Im
Allgemeinen versorgen Motoneuronen Uiber motorische Endplatten mehrere Muskelfasern.
Damit wird gewahrleistet, dass mehrere Muskelfasern gleichzeitig innerviert und stimuliert
werden. Aufgrund des hohen Energieverbrauchs bei den Prozessen der Kontraktion und
Erschlaffung des Muskels, kommt es bei starker Beanspruchung jedoch zur schnellen
Ermidung der Muskelfasern (Bayrhuber et al., 1989; Eckert et al., 2000; Schmidt &
Thews, 1997).

Die Skelettmuskulatur von Saugern lasst sich in drei Hauptgruppen entsprechend der
Muskelfasertypen unterscheiden (Tabelle 1). Typ | Fasern (langsam, oxidativ) weisen eine
langsame Kontraktionsgeschwindigkeit und eine geringe Ermudbarkeit auf. Diese
Eigenschaft der Fasern wird durch einen hohen Gehalt an Mitochondrien und einer guten
Durchblutung gewahrleistet. Muskeln mit einem hohen Anteil an Typ I-Fasern werden
auch als Rote Muskulatur bezeichnet. Sie sind durch eine rétliche Farbung charakterisiert,
da sie hohe Konzentrationen des Sauerstoff-speichernden Proteins Myoglobin enthalten.
Typ |I-Fasern befinden sich in den Stellmuskeln und dienen zur Einhaltung der
Korperstellung und fir langsame, sich wiederholende Bewegungen. Typ lla Fasern
(schnell, oxidativ, glykolytisch) sind durch eine hohe Kontraktions- und
Erschlaffungsgeschwindigkeit auf schnelle sich wiederholende Bewegungen spezialisiert.
Durch eine hohe Anzahl an Mitochondrien kann schnell Energie zur Kontraktion
bereitgestellt werden und die Fasern ermiiden nur langsam. Typ llb Fasern (schnell,
glykolytisch) stellen den am schnellsten reagierenden Muskelfasertyp dar. Diese Fasern
ermuden von allen Fasertypen am schnellsten, kdnnen aber im Gegenzug die meiste Kraft
und Leistung erzeugen. Typ lIb Fasern kommen bei Aktivitidten zum Einsatz, bei denen
man alle Kraft auf einmal und in sehr kurzer Zeit bendtigt. Aufgrund der geringen Anzahl
an Mitochondrien und Myoglobin fiihren diese Fasern haufig eine anaerobe Glykolyse,
infolge der Sauerstoffschuld, zur Energiegewinnung durch (Eckert et al., 2000).

Die Mehrheit der Menschen besitzt eine annahernd gleiche Anzahl von Typ | und Typ Il
Fasern. Es ist bekannt, dass koérperliches Training Einfluss auf die Umbauprozesse der
Skelettmuskulatur hat. Die Gesamteigenschaften der Fasern kénnen sich in Abhangigkeit
von mehr aerobem oder anaerobem Training andern. Spitzensportler kdnnen somit extrem
unterschiedliche Faseranteile aufweisen. Ein Marathonlaufer besitzt vermehrt
Ausdauerfasern vom Typ |, da diese flr langandauernde Aktivitaten von Vorteil sind. Diese

Fasern besitzen aullerdem die geringste Fahigkeit zu wachsen. Dagegen fordert das
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Gewichtstraining die glykolytische (anaerobe) Fahigkeit der Typ llb Muskelfasern. Diese

erzeugen mehr Kraft und haben die grofte Fahigkeit zu wachsen (Eckert et al., 2000).

Tabelle 1: Eigenschaften der Muskelfasertypen
Modifiziert nach Eckert et al., 2000.

langsam schnell schnell
oxodativ oxidativ glykolytisch glykolytisch
Typ | Typ lla Typ lla
Kontraktionsgeschwindigkeit langsam schnell schnell
Ermiidung gering mittel hoch
Mitochondriendichte hoch mittel gering
Myoglobin viel wenig wenig
:2:?;}::; glvkolytische niedrig hoch am héchsten
Kapillardichte hoch mittel niedrig
Faserdurchmesser gering mittel grolR
Fahigkeit Kraft zu entwickeln gering mittel groB

1.2 Muskelentwicklung

Unabhangig von der aufgefuhrten Beschaffenheit, haben alle Skelettmuskelfasertypen
ihren Ursprung im paraxialen und im prechordalen Mesoderm. Die Entwicklung der
Skelettmuskelzellen wird als Myogenese bezeichnet (Abbildung 2). Mesenchymale Zellen
des paraxialen Mesoderms formen im Verlauf der Entwicklung in kranialer nach kaudaler
Richtung lateral neben dem Neuralrohr epitheliale Strukturen, die Somiten (Christ &
Ordahl, 1995). Neugebildete Somiten (Abbildung 2 (a)) bestehen zunachst aus einem
Epithel mit einem mesenchymalen Hohlraum, dem Somitozdl. Ein epithelialisierter Somit
I&sst sich in eine dorso-laterale und eine ventro-mediale Halfte unterteilen. Wahrend der
Reifung der Somiten erfolgt eine epithelial-mesenchymale Transformation der ventro-
medialen Zellen. Diese wandern aus dem Zellverband der Somiten heraus und bilden das
Sklerotom (Abbildung 2 (b), Sc). Dies stellt das Anlagenmaterial fir Rippen und

Wirbelsaule dar. Der dorso-laterale Teil der Somiten bildet das Dermamyotom (Abbildung
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2 (b)-(c)) aus und beinhaltet Zellen, die durch einen undifferenzierten, proliferativen
Zustand gekennzeichnet sind. Aus diesen Zellen entwickelt sich die spatere

Skelettmuskulatur, Dermis sowie subkutanes Gewebe (Christ & Ordahl, 1995).
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Abbildung 2: Entwicklung der Skelettmuskulatur aus den Somiten.

Schematische Darstellung (Tajbakhsh, 2003) von transversalen Schnitten eines Mausembryos 9,75
Tage nach der Empfangnis (E9.75). (a) In neugebildeten Somiten aktivieren Sonic Hedgehog (Shh)
und Whnt (wingless-type mouse mammary tumor virus (MMTV) integration site (Int-1) family
members) Signale, ausgehend vom Neuralrohr (NT) und Notochord (Nc), die Determinierung von
Muskelvorlauferzellen.  Sezernierte  knochenmorphogenetische  Proteine  (BMPs, Bone
Morphogenetic Proteins) aus dem Seitenplattenmesoderm (LPM, lateral plate mesoderm) inhibieren
die Entstehung von Muskelzellen in der ventro-lateralen Halfte der Somiten. Diese Zellen
durchlaufen eine epithelial-mesenchymale Transformation und bilden das Sklerotom (Sc) aus,
wahrend dorso-laterale Zellen das Dermamyotom ausbilden (b). Das epaxiale und hypaxiale
Myotom ((b)-(c)) besteht aus myogenen Zellen, die aus der dorso-medialen Lippe (DML) bzw. der
ventro-lateralen Lippe (VLL) des Dermamyotoms wandern. Auf Hoéhe der Extremitaten wandern
myogene Vorlauferzellen (MPCs, myogenic precursor cells) von der VLL des Dermamyotoms in die
Extremitat. Nach Erreichen der Zielregionen erfolgt die Expression der myogenen
Regulationsfaktoren (Myf5, MyoD, Mrf4) und ab E11.5 (d) die anschlieRende Differenzierung zu
Muskelfasern.
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Der dorsale Teil des Dermamyotoms (nahe dem Neuralrohr) wird als epaxiales
Dermamyotom und der ventrale Bereich als hypaxiales Dermamyotom bezeichnet. Vom
epaxialen Dermamyotom wandern die dorso-medial liegenden Zellen (Abbildung 2 (b),
DML, dorso-mediale Lippe), nach einer epithelial-mesenchymalen Transformation,
zwischen Dermamyotom und Sklerotom und formen das epaxiale Myotom (Denetclaw et
al., 1997; Denetclaw & Ordahl, 2000). Die Zellen des epaxialen Myotoms starten als erste
die myogene Differenzierung und bilden die spétere interkostale sowie die tiefe
Ruickenmuskulatur aus. Aus dem hypaxialen Dermamyotom entwickelt sich die Muskulatur
der Extremitdten, der Zunge und des Rumpfes. Zellen der ventro-lateralen
Dermamyotomlippe (Abbildung 2 (b) und (c), VLL, ventro-laterale Lippe) durchlaufen eine
epithelial-mesenchymale Transformation, wandern in das hypaxiale Myotom und
differenzieren zur Rumpfmuskulatur (Abbildung 2 (c)) (Cinnamon et al., 1999). Auf Héhe
der Extremitaten wandern diese Zellen von der VLL in die Extremitaten hinein (Abbildung
2 (b)). Erst nach Erreichen ihrer Zielregion proliferieren die Zellen, exprimieren myogene
Regulationsfaktoren und differenzieren zu Muskeln (Birchmeier & Brohmann, 2000). Die
zur Differenzierung determinierten Myoblasten fusionieren miteinander zu langestreckten
mehrkernigen Zellen, den Synzytien (Abbildung 2 (d)). In dieser ersten Phase des
Fusionierungsprozesses entstehen die primaren Muskelfasern, die als Grundgerist fiur die
spatere Muskulatur dienen. Im Anschluss bilden sich die sekundaren Fasern durch
Fusionierung weiterer Myoblasten mit den primaren Fasern aus. Dies flhrt zum Anstieg
der Zellkernzahl und der Fasergrofe (Harris et al., 1989; Jansen & Pavlath, 2008).

Die Spezifizierung der multipotenten Zellen in den Somiten erfolgt durch die Expression
von skelettmuskelspezifischen Transkriptionsfaktoren. Die embryonalen Vorlauferzellen
der Muskeln gehen aus dem zentralen Bereich des Dermamyotoms hervor und sind durch
die Expression der Paired-Box Transkriptionsfaktoren Pax3 und Pax7 gekennzeichnet
(Goulding et al., 1991; Kassar-Duchossoy et al.,, 2005; Relaix et al., 2005). Die
Skelettmuskelentwicklung wird durch die vier myogenen Regulationsfaktoren (myogenic
regulatory factors, MRFs) Myf5, MyoD, Myogenin und Mrf4/Myf6é reguliert. In
Mausembryonen ist Myf5 der erste MRF, der beginnend ab Tag 8 der Embryogenese
(E8.0) in der dorso-medialen Lippe des Dermamyotoms (DML) exprimiert wird (Ott et al.,
1991; Summerbell et al., 2000) und bis E13.5 in den Somiten nachweisbar ist. Myogenin
wird direkt nach Myf5 ab E8.5 exprimiert und kann bis zur Geburt in differenzierten

Myoblasten nachgewiesen werden. Die Expression von Mrf4 zeigt hingegen einen
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biphasischen Verlauf. Zwischen E9.0 und E11.5 erfolgt eine transiente Transkription von
Mrf4 im epaxialen Myotom und ab E16.5 bis zur Geburt kann Mrf4 in Myoblasten detektiert
werden (Bober et al., 1991; Sassoon et al., 1989). MyoD ist der letzte MRF, der in den
Somiten ab E10.5 anfanglich von Zellen des ventro-lateralen Dermamyotoms exprimiert
wird und bis zum Ende der Embryonalentwicklung in Muskelzellen nachzuweisen ist
(Smith et al., 1994).

In Zellen, welche in die Extremitdten wandern, ist die Expression der myogenen
Regulationsfaktoren verzdgert. Die Spezifitdt dieser wandernden Zellen ist durch die
Expression von Pax3, c-Met und Lbx1 gekennzeichnet (Tajbakhsh & Buckingham, 1994).
Die Zellen beginnen mit der Expression der MRFs erst nach Erreichen der spateren
Muskelareale (Abbildung 2 (d)). Die Bestimmung der myogenen Identitdt der
Vorlauferzellen erfolgt in den Extremitaten ab E10.5 mit der Expression von Myf5, bevor
ab E11.5 MyoD und Myogenin exprimiert werden (Braun et al., 1992; Rudnicki et al.,
1993). Mrf4 wird als letzter MRF ab E13.5 exprimiert. MyoD, Myogenin und Mrf4 kénnen in

den Extremitaten bis zur Geburt nachgewiesen werden (Abbildung 3).

Somiten | E8.5 | E9.5 | E10.5 | E11.5 | E12.5 | E13.5 | E17.5 | Geburt
Myf5 e ——————————

MyoD ————E———

Myogenin —————————————————

Mrf4 e |

Extremititen | E8.5 | E9.5 | E10.5 | E11.5 | E12.5 | E13.5 | E17.5 | Geburt

Myf5 ——e

MyoD ————
Myogenin e ——
Mrf4 e

Abbildung 3: Zusammenfassung der Expression myogener Regulationsfaktoren im Verlauf
der Embryogenese in Muskelvorldauferzellen in den Somiten und den Extremitaten.

Dargestellt sind Ergebnisse von in situ Hybridisierungen von Mausembryonen unterschiedlichen
Alters. Modifiziert nach Sassoon, 1993.
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Im Verlauf der Muskelentwicklung gehen myogene Zellen in mehreren Schiiben aus den
Somiten hervor. Es werden daher embryonale von fetalen Myoblasten unterschieden.
Durch Erzeugung von Mausen, in denen einzelne myogene Regulationsfaktoren deletiert
(Knockout) wurden, konnte die funktionelle Bedeutung der einzelnen MRFs dargestellt
werden.

Inaktivierung von MyoD (MyoD™) fiihrt zu kaum ersichtlichen Verdnderungen der
Muskulatur im Vergleich zu Wildtypembryonen. In MyoD” Embryonen konnte ein bis zu
vierfacher Anstieg der Myf5 mRNA Expression nachgewiesen werden (Rudnicki et al.,
1992). Mit Hilfe von MyoD"**“ Reportermdusen wurde in MyoD” Embryonen eine um
2,5 Tage verzogerte Entwicklung der hypaxialen Muskeln nachgewiesen (Kablar et al.,
1997).

Die Nullmutation fir Myf5 (Myf5™) weist ebenso eine normal entwickelte
Skelettmuskulatur auf. Aufgrund fehlender myotomaler Zellen zeigen Myf5-defiziente
Embryonen eine verzdgerte Ausbildung epaxialer Muskeln (Braun et al., 1992; Kablar et
al., 1997). Die Myogenese beginnt in diesen Tieren mit einer Verzégerung von etwa zwei
Tagen, nach Einsetzen der MyoD Expression (Braun et al., 1992). Myf5-defiziente Mause
sterben aufgrund schwerwiegender Rippendefekte unmittelbar nach der Geburt. Dabei
konnte die gestdrte Ausbildung des Brustkorbs in Myf5™-defizienten Mausen auf die
Dysregulation eines noch unbekannten Gens zurlickgefuhrt werden (Kaul et al., 2000).

Die kombinierte Ausschaltung von Myf5 und MyoD flihrt zum kompletten Verlust der
Skelettmuskulatur und muskelspezifischer mRNAs. Aufgrund des Fehlens beider
myogener Faktoren werden keine myotomalen Zellen determiniert, was zum Verlust von
Muskelzellen fuhrt (Rudnicki et al., 1993). Neueste Studien konnten zudem zeigen, dass
dieser Phanotyp durch den zusatzlichen Verlust der Mrf4 Expression hervorgerufen wird
(Kassar-Duchossoy et al., 2004). Dies veranschaulicht, dass die Determinierung von
Muskelzellen durch mehrere MRFs vollzogen werden kann.

Obwohl Myogenin Knockout Mause eine normale Anzahl an Myoblasten aufweisen,
sterben die Embryonen aufgrund des Fehlens von differenzierten Muskelfasern (Hasty et
al., 1993; Nabeshima et al., 1993; Venuti et al., 1995). Myogenin ist ein essentieller MRF,
der fur die terminale Differenzierung von myogenen Zellen in der sekundaren Myogenese
erforderlich ist.

Die Inaktivierung von Mrf4 allein fihrt zu einer unveranderten Expression der primaren
MRFs, Myf5 und MyoD. Aufgrund der erhdhten Expression von Myogenin, weisen die

Embryonen eine normal entwickelte Muskulatur auf (Braun & Arnold, 1995; Olson et al.,
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1996; Zhang et al., 1995). Demgegeniiber zeigen Mrf4:MyoD Doppelmutanten
schwerwiegende Muskeldefekte, welche mit Myogenin-defizienten Mausen vergleichbar
sind (Rawls et al., 1998). Es wird angenommen, dass Mrf4 fir die Herunterregulierung von
Myogenin verantwortlich ist (Zhang et al., 1995). Mrf4 gilt somit als Differenzierungsfaktor,
der jedoch auch Determinierungsfunktionen Ubernehmen kann (Braun & Arnold, 1995;

Kassar-Duchossoy et al., 2004).

Mittels der einzelnen Knockout Studien konnte eine hierarchische Beziehung zwischen
den einzelnen MRFs gezeigt werden. Myf5 und MyoD sind fur die myogene Determination
der multipotenten  Somitenzellen verantwortlich und werden als primare
Muskeltranskriptionsfaktoren bezeichnet. Myogenin und Mrf4 sind hingegen fir die
Differenzierung und den Erhalt des terminal differenzierten Zustandes der Zellen
erforderlich (Braun & Arnold, 1996; Megeney & Rudnicki, 1995; Rudnicki et al., 1992;
Rudnicki et al., 1993).

1.3 Regeneration des Skelettmuskels

Es ist bekannt, dass korperliche Betatigung Einfluss auf Umbau- und
Regenerationsprozesse der Skelettmuskulatur hat. Wahrend durch Reize ein
Muskelwachstum beobachtet werden kann, flihrt eine fehlende Beanspruchung zur
Verringerung der Muskelmasse.

Standige intensive Beanspruchung des Muskels kann zur Schadigung von Muskelfasern
fuhren. Die Muskulatur besitzt die Fahigkeit Rupturen von Fasern zu regenerieren. Der
zeitliche Ablauf einer Muskelregeneration kann pathophysiologisch in drei Phasen
eingeteilt werden (Jarvinen et al., 2005).

l. Destruktionsphase: Die erste Phase des Regenerationsprozesses ist durch ein
Muskeltrauma gekennzeichnet. Dies kann von Rissen einzelner Fasern bis hin
zur Ruptur des gesamten Muskels reichen. Neben der Schadigung des
Muskels erfolgt ebenso eine Zerstorung von Gefallen, Nerven und
Bindegewebsstrukturen. Die geschadigten Fasern und Zellen werden
nekrotisch abgebaut, was zu einer verstarkten lokalen Entziindungsreaktion

fuhrt. Nekrotische Muskelfasern sezernieren zahlreiche Wundhormone, welche
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die Einwanderung von Entziindungszellen in den Bereich der Ruptur steigern
(Jarvinen et al., 2005).

Il. Reparaturphase: In dieser Phase wird zerstortes Muskelgewebe durch
einwandernde Makrophagen phagozytotisch abgebaut. Die eingewanderten
Makrophagen  sezernieren  weitere = chemotaktische  Signale, wie
Wachstumshormone und Zytokine/Chemokine, die zirkulierende
Entzindungszellen leiten (Bischoff, 1997). Es erfolgen ein Ersatz von
Muskelfasern sowie die Erneuerung von GefalRen. Das extrazellulare Material
wird durch einsetzende Kollagensynthese erhdht.

Il. Remodulationsphase: Kennzeichen dieser Phase ist der Umbau des Gewebes
mit Reorganisation des Narbengewebes. Die funktionelle Kapazitdt des

Muskelgewebes wird wiederhergestellt.

Im adulten Muskel sind die Muskelfaserkerne nicht in der Lage wieder in den Zellzyklus
einzutreten (postmitotisch). Um eine Regeneration geschadigter Skelettmuskulatur zu
gewahrleisten befinden sich im Muskel myogene Zellen, welche die Fahigkeit besitzen zu
proliferieren und zu neuen Muskelfasern zu differenzieren. Diese, als Satellitenzellen
bezeichnete Zellpopulation (Abbildung 1 B, Abbildung 4), wird durch den Anstieg an
Entziindungsfaktoren infolge eines Muskeltraumas, wie beispielsweise einen
Muskelfaserriss, aktiviert. Satellitenzellen wandern an den Ort der Verletzung und
proliferieren. Die dabei entstehenden von Satellitenzellen abstammenden Tochterzellen
(Myoblasten) verschmelzen wieder zu funktionellen Muskelfasern (Abbildung 4). Die zur
Differenzierung bestimmten Myoblasten fusionieren entweder mit noch bestehenden
Muskelfaserbundeln oder bilden durch Fusion untereinander neue Muskelfasern aus. Im
Verlauf des Regenerations- bzw. Fusionsprozesses lagern sich die Zellkerne, der
miteinander verschmolzenen Myoblasten, zentral in den neugebildeten Muskelfasern an
(Hawke & Garry, 2001). Nach Beendigung der Myoblastenfusion erfolgt ein
Grollenwachstum der Fasern durch Zunahme zytoplasmatischer Strukturen und eine
Neupositionierung der Muskelfaserkerne in eine periphere Region. Der Abschluss der
Muskelregeneration geht mit einem Abbruch der Myoblastenproliferation und der

Expression kontraktiler Proteine einher (Andres & Walsh, 1996).
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Abbildung 4: Muskelregeneration durch Satellitenzellen.

Infolge eines Muskeltraumas (Muskelfaserriss) werden Satellitenzellen aktiviert und proliferieren.
Die von Satellitenzellen abstammenden Myoblasten wandern zu geschadigten Muskelfasern. In
Abhangigkeit der Schwere der Verletzung fusionieren die Myoblasten mit noch bestehenden
Muskelfasern oder fusionieren untereinander und bilden neue Muskelfasern aus. Neugebildete,
regenerierte Muskelfasern sind durch zentral liegende Muskelfaserkerne gekennzeichnet (Hawke &
Garry, 2001).

1.3.1 Satellitenzellen

Satellitenzellen wurden erstmals 1961 von Alexander Mauro entdeckt und aufgrund ihrer
peripheren Lokalisation an der Muskelfasermembran benannt (Mauro, 1961). Hierbei
handelt es sich um ruhende Einzelzellen, die charakteristisch zwischen dem Sarkolemma
und der Basallamina von adulten Muskelfasern zu finden sind (Muir et al., 1965).
Satellitenzellen besitzen im Vergleich zu Muskelfaserkernen einen viel kleineren Zellkern
mit einem erhohten Anteil an Heterochromatin (Abbildung 1 B) sowie nur wenige
Zellorganellen (Schultz & McCormick, 1994).

Es wird vermutet, dass Satellitenzellen eine spezielle Klasse von myogenen Zellen sind.
Jedoch ist es noch unklar, ob Satellitenzellen direkte Nachkommen von embryonalen
Myoblasten sind oder als eigenstandiger Zelltyp durch Migration aus den Somiten
entstehen (Schultz & McCormick, 1994). Erste Satellitenzellen wurden in den Gliedmalien

von E17.5 Mausembryonen nachgewiesen. Diese ersten juvenilen Satellitenzellen sind in

12
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Mausen bis 14 Tage nach der Geburt (pranatales Stadium P14) noch proliferativ aktiv und
am Muskelwachstum beteiligt. Nach Abschluss des Muskelwachstums (ca. drei bis vier
Wochen nach der Geburt) gehen die Zellen in einen Ruhezustand lber. Dieser Zustand ist
durch die Beendigung der Mitose und dem Verlust von Zellorganellen gekennzeichnet
(Seale & Rudnicki, 2000; Tajbakhsh, 2009).

Satellitenzellen sind die adulten Stammzellen der Muskulatur und genauso wie alle
Stammzellen weisen sie zwei wichtige Charakteristika auf. Zum einen sind diese Zellen in
der Lage, Uber einen langen Zeitraum hinweg, sich selbst zu erneuern, das heil3t den
Stammzellcharakter zu erhalten, und zum anderen kénnen sie proliferativ aktive
Myoblasten generieren, die zu Muskelfasern ausdifferenzieren (Bischoff & Heintz, 1994).
Satellitenzellen stellen im unverletzten adulten Muskel nur einen kleinen Anteil dar.
Durchschnittlich  entsprechen  diese Zellen weniger als 2% von allen
Muskelfaserzellkernen. Analysen der Satellitenzellzahl von Mausen und Ratten ergaben,
dass die Anzahl dieser Zellen in den ersten Wochen nach der Geburt am hoéchsten ist
(~ 15 %), danach schnell abnimmt und sich kontinuierlich mit zunehmendem Alter
verringert (Allbrook et al., 1971; Schultz, 1974; White et al., 2010). Variationen in der
Satellitenzellzahl wurden in verschiedenen Muskeltypen beobachtet. In oxidativ
arbeitenden quergestreiften Muskeln wurden deutlich héhere Satellitenzellzahlen, als bei
glykolytisch arbeitender oder gemischter quergestreifter Muskulatur nachgewiesen
(Gibson & Schultz, 1982).

1.3.2 Faktoren zur Identifikation von Satellitenzellen

Lange Zeit wurden Satellitenzellen nur elektronenmikroskopisch von Muskelfaserkernen
unterschieden (Abbildung 1 B). Das Genexpressionsprofil von ruhenden, aktivierten und
proliferierenden Satellitenzellen bzw. Myoblasten ist im Fokus des aktuellen
Forschungsbestrebens. Ruhende Satellitenzellen exprimieren eine Vielzahl von Proteinen,
die fur deren Identifizierung genutzt werden kénnen. Am haufigsten verwendet werden: M-
Cadherin, c-Met, Syndecan-3, Syndecan-4, CD34, Caveolin-1 und Pax7.

M-Cadherin ist ein Ca®-abhangiges Zelladhasionsprotein, dass in ruhenden
Satellitenzellen auf Mausmuskelfasern sowie im Verlauf der frilhen Regeneration in

aktivierten Satellitenzellen detektiert werden kann. M-Cadherin befindet sich in der
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Plasmamembran von Satellitenzellen direkt an der Kontaktflache zur Muskelfaser
(Bornemann & Schmalbruch, 1994; Cornelison & Wold, 1997; Irintchev et al., 1994). Es
wird vermutet, dass M-Cadherin eine stabilisierende Rolle im Kontakt zwischen

Satellitenzelle und Muskelfaser besitzt (Irintchev et al., 1994).

Die Rezeptor-Tyrosinkinase c-Met kennzeichnet im nichtgeschadigten Muskel ruhende
und auf kultivierten Muskelfasern aktivierte Satellitenzellen (Cornelison & Wold, 1997). c-
Met-positive Satellitenzellen sind durch eine Oberflachenfarbung unterhalb der
Basallamina charakterisiert. Eine c-Met” Mutation weist einen embryonal letalen Phénotyp
um E16.5 auf (Bladt et al., 1995). Aufgrund des Verlustes von migrationsfahigen
myogenen Vorlduferzellen besitzen c-Met” Embryonen keine Muskulatur in den
Extremitaten und im Diaphragma. Das multifunktionale Zytokin HGF (hepatocyte growth
factor) ist ein physiologischer Ligand des c-Met Rezeptors. Durch ansteigende Expression
von HGF bei einem Muskeltrauma fungiert es als Aktivator von Satellitenzellen und férdert
zudem deren Proliferation (Allen et al., 1995; Hawke & Garry, 2001).

Die Proteoglykane Syndecan-3 und Syndecan-4 wurden in ruhenden und aktivierten c-
Met-positiven Satellitenzellen nachgewiesen (Cornelison et al., 2001). Syndecan-3"
Mause besitzen eine hypertrophe Muskulatur mit einer reduzierten Anzahl an
Satellitenzellen im Vergleich zu Kontrolltieren. Satellitenzellen dieser Tiere weisen eine
verringerte Proliferation und eine verspatete Differenzierung infolge von erhéhtem Zelltod
auf (Cornelison et al., 2004; Pisconti et al., 2010). Wahrend Syndecan-3” Méause eine
normale Muskelregeneration aufweisen, sind Syndecan-4” Mause nicht in der Lage

geschadigte Muskelfasern zu regenerieren (Cornelison et al., 2004).

Das Transmembranglykoprotein CD34 ist ein etablierter Marker flir hamatopoetische
Stammzellen und ruhende Satellitenzellen (Beauchamp et al., 2000; Krause et al., 1996).
Jonathan R. Beauchamp und Mitarbeiter konnten nachweisen, dass CD34 mit M-Cadherin
in ruhenden und proliferierenden Satellitenzellen exprimiert wird. Dabei existieren zwei
Isoformen von CD34, die vermutlich auf unterschiedliche Weise den Erhalt des
Stammzellcharakters und die Aktivierung von Satellitenzellen regulieren. Wahrend die
kiirzere CD34™" |soform in ruhenden Satellitenzellen exprimiert wird, fiihrt die Aktivierung

der Zellen zur Expression der langsten CD34™" Isoform (Beauchamp et al., 2000).
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Der Paired-Box Transkriptionsfaktor Pax7 wurde sowohl in ruhenden, als auch
proliferierenden Satellitenzellen identifiziert (Seale et al., 2000). Seale und Mitarbeiter
zeigten, dass die Deletion von Pax7 zu einer reduzierten Muskelmasse, sowie einen
kompletten Verlust von Satellitenzellen in Pax7”~ Mause fiihrt. Isolierte Skelettmuskelzellen
aus diesen Tieren sind nicht in der Lage c-Met-positive Myoblasten auszubilden (Seale et
al., 2000). Der letale Phénotyp von Pax7” Mause innerhalb der ersten drei Lebenswochen
wird vermutlich auf die embryonale Pax7 Expression in Teilen des Zentralnervensystems
zurtckgefuhrt (Mansouri et al., 1996). Mittels einer transgenen Pax7 Mauslinie, welche
das B-Galaktosidase Gen anstelle des Paired-Box Transkriptionsfaktors exprimiert
(Pax7-24=°%) "konnten Satellitenzellen in juvenilen Pax7-defiziente Mause nachgewiesen
werden (Oustanina et al.,, 2004). Diese Beobachtung sowie die normal entwickelte
Muskulatur in Pax7-2“2“2 Mausen lassen vermuten, dass Pax7 fiir die Spezifizierung von
Satellitenzellen und Skelettmuskelbildung nicht erforderlich ist. Im Verlauf der postnatalen
Muskelentwicklung reduziert sich die Anzahl an Satellitenzellen vermutlich durch
unzureichende mitotische Aktivitdt und erhéhte Apoptose der Zellen (Kuang et al., 2006;
Relaix et al., 2006). Pax7 scheint somit fir den Erhalt des Stammzellcharakters der
Satellitenzellen von entscheidender Bedeutung zu sein. Die absolute Notwendigkeit von
Pax7-positiven Satellitenzellen flir die Muskelregeneration wurde in neuesten Studien
dargestellt. Lepper und Mitarbeiter konnten durch induzierte Ablation von Pax7-positiven
Zellen in adulten Pax7*"“F Rosa®™ Mausen zeigen, dass die Muskeln dieser Tiere nicht zur
Regeneration befahigt sind (Lepper et al., 2011).

Funktionelle Analysen von Pax7 bei der Muskelregeneration und der Aufrechterhaltung
des Satellitenzellpools werden auch in unserer Arbeitsgruppe (AG Braun) durchgefuhrt.
Inaktivierung der Pax7 Expression mittels Gendeletion in frihen mesodermalen
Zellpopulationen ab E7.0 fihrt zu einer massiven Reduktion von Satellitenzellen in adulten
Tieren. Eine Schadigung des Muskels dieser Mause resultiert hingegen in einem Anstieg
der Satellitenzellzahl, was moglicherweise auf eine erhdhte Proliferation restlicher Pax7-
positiver Satellitenzellen zurlckzufiihren ist (S. Gunther, unveréffentlicht). Diese
Beobachtungen lassen ebenso vermuten, dass eine weitere myogene
Satellitenzellpopulation existiert, die einen alternativen embryonalen Ursprung aufweist.
Mausen, in denen die Expression von Pax7 in Myf5-exprimierenden Zellen ausgeschaltet
wurde (Myf5°® Pax7“%), entwickeln eine normale Muskulatur. Im Vergleich zu
Kontrolltieren zeigen Myf5°® Pax7“® Mause jedoch ein Wachstumsdefizit und mit

zunehmenden Alter eine verstarkte Reduktion der Satellitenzellzahl. Dies resultiert in
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einem Verlust der Regenerationsfahigkeit nach Schadigung in adulten Tieren (S. Ginther,
unverdffentlicht). Kuang und Mitarbeiter beschreiben mit Hilfe der Myf5® Rosa26'""
Reportermaus, dass etwa 10 % aller adulten Pax7-positiven Satellitenzellen niemals Myf5
exprimiert haben (Kuang et al., 2007). Es wurde zudem gezeigt, dass aus Pax7-
positiven/Myf5-negativen Satellitenzellen Myf5-positive Zellen hervorgehen kdnnen. Diese
Studien sind jedoch nicht unumstritten, da bei Verwendung anderer Reportermauslinien
divergierende Resultate erzielt wurden. Die Markierung und Verfolgung von MyoD-
exprimierenden Zellen mittels einer MyoD®™ Rosa26""" Reportermaus zeigten, dass fast
alle Satellitenzellen wahrend der Entwicklung einmal MyoD exprimiert haben (Kanisicak et
al., 2009).

Es lasst sich feststellen, dass keiner der oben aufgeflhrten Faktoren ausschliellich
ruhende Satellitenzellen markiert. Dagegen ist bekannt, dass ruhende Satellitenzellen
keine oder nur unerhebliche Mengen der myogenen Regulationsfaktoren exprimieren.
Oftmals dient somit eine Kombination von Stammzell- und Abstammungsmarkern zur

eindeutigen Identifizierung der Muskelstammzellpopulation.

1.3.3 Bedeutung myogener Regulationsfaktoren in Satellitenzellen

Auf der Grundlage von Expressionsstudien werden MRFs in zwei funktionelle Gruppen
eingeteilt. Wahrend Myf5 und MyoD von proliferierenden Satellitenzellen exprimiert
werden, sind erst mit Differenzierung der Zellen Myogenin und Mrf4 nachweisbar. Mit Hilfe
verschiedener transgener Mausmodelle wurde die Wichtigkeit der einzelnen MRFs in
Satellitenzellen untersucht.

Mit Mausen, in denen B-Galaktosidase ausgehend vom Myf5 Promoter exprimiert wird
(Myf5"-2?*) konnte nachgewiesen werden, dass etwa 90 % aller Satellitenzellen Myf5
positiv sind. Myf5"-2*“* Satellitenzellen sind ebenso positiv fir CD34 und M-Cadherin
(Beauchamp et al., 2000). Obwohl in wenigen ruhenden Satellitenzellen Myf5 mRNA
nachgewiesen wurde (Cornelison & Wold, 1997), wird Myf5 als Marker flr aktvierte
Satellitenzellen eingeordnet. Myf5 fungiert als Determinante des myogenen Zellschicksals
und kann vermehrt in proliferierenden Satellitenzellen nachgewiesen werden (Zammit et
al., 2002). Adulte Myf5-defiziente (Myf5~2) Mause besitzen im Vergleich zu Kontrolltieren

eine leicht reduzierte Satellitenzellzahl (Ustanina et al., 2007). Aufgrund verminderter
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Proliferationsaktivitdt der Satellitenzellen weisen Myf5~* Knockout Mutanten eine
verzogerte Regeneration nach Muskelschadigung auf (Ustanina et al., 2007).

Wie fur Myf5 gezeigt wurde, konnten ebenso nur unerhebliche MyoD mRNA Mengen in
einzelnen Satellitenzellen direkt nach der Isolation detektiert werden (Cornelison & Wold,
1997). Der Verlust von MyoD fihrt zur erhdhten Anzahl an Satellitenzellen auf
Muskelfasern von MyoD™" Knockout Mausen (Cornelison et al., 2000). Obwohl MyoD™"
Satellitenzellkulturen erhohte Mengen von Myf5 mRNA und eine vermehrte Proliferation
aufweisen, ist die terminale Differenzierung der Zellen inhibiert (Cornelison et al., 2000;
Sabourin et al., 1999; Yablonka-Reuveni et al., 1999). Es wird daher vermutet, dass der
Verlust von MyoD zu einem intermediaren Zellstatus zwischen ruhenden Satellitenzellen
und determinierten Myoblasten flhrt (Sabourin et al., 1999; Sabourin & Rudnicki, 2000).
Mrf4 wird nicht von Satellitenzellen exprimiert und ist erst mit Beginn der Fusionierung in

MyoD- und Myogenin-positiven Myoblasten nachzuweisen (Zhou & Bornemann, 2001).

Satellitenzellen besitzen die Fahigkeit das Gleichgewicht zwischen dem Erhalt des
Stammzellcharakters und der Differenzierung zu Muskelfasern zu bewahren (Abbildung 5).
Der molekulare Mechanismus, wie Satellitenzellen ihren Stammzellcharakter nach
Aktivierung erhalten kénnen wird von verschiedenen Arbeitsgruppen untersucht. Studien
mit Muskelfaser-assoziierten Satellitenzellen beschreiben, dass eine Teilpopulation von
aktivierten Satellitenzellen die Pax7 Expression beibehalt und die Expression der MRFs
MyoD/Myf5 reduziert (Abbildung 5). Diese Zellen bewahren dadurch ihren
Stammzellcharakter und bleiben als Satellitenzelle erhalten, wahrend die anderen durch
Myogenin Expression zur Differenzierung bestimmt sind (Olguin et al., 2007; Zammit et al.,
2004). Weiterhin wird vermutet, dass sich Satellitenzellen asymmetrisch teilen knnen und
zwei ungleiche Tochterzellen entstehen. Wahrend eine Tochterzelle, die fur den Erhalt des
Stammzellcharakters bestimmt ist in einen Ruhezustand Ubergeht, proliferiert und
differenziert die andere (Kuang et al, 2008). Alternativ wird spekuliert, dass die
symmetrische Zellteilung von Satellitenzellen zwei Tochterzellen mit identischem
Schicksal generiert. Dabei entstehen entweder zwei Stammzellen oder zwei
proliferierende Myoblasten. Eine weitere Theorie basiert auf der zufalligen Bestimmung

des Zellschicksals der Tochterzellen nach symmetrischer Zellteilung (Kuang et al., 2008).
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Abbildung 5: Schematische Darstellung der Expression myogener Regulationsfaktoren und
deren Einfluss auf das Schicksal von Satellitenzellen.

Aktivierte Pax7-positive Satellitenzellen beginnen mit der Expression von Myf5 und/oder MyoD.
Wahrend der Differenzierung wird Pax7 durch Myogenin als Differenzierungsmarker abgelost. Eine
Teilpopulation an Zellen behalt durch kontinuierliche Pax7 Expression ihren Stammzellcharakter.

Der genaue molekulare Mechanismus der Aktivierung und Erhaltung des
Stammzellcharakters sowie Differenzierung von Satellitenzellen, ist jedoch noch nicht
entschlisselt. Unabhangig von den MRFs kdnnen beispielsweise auch intrinsische

zytoplasmatische Faktoren das Zellschicksal von Satellitenzellen beeinflussen.

1.4 Die Zellschicksalsdeterminanten Numb und Numblike

Numb ist ein evolutionar hoch konserviertes Adapterprotein, das bei der Bestimmung des
Zellschicksals sowohl in neuronalen als auch nicht-neuronalen Geweben eine Rolle spielt.
Urspringlich wurde die Funktion von Numb in der Fruchtfliege Drosophila melanogaster
bei der asymmetrischen Zellteilung von Vorlauferzellen im peripheren und zentralen
Nervensystem identifiziert (Rhyu et al., 1994; Spana et al., 1995; Uemura et al., 1989). So
verteilt sich Numb im Verlauf der Zellteilung von Drosophila Neuroblasten vorherrschend
nur in die basal liegende Zelle. Diese asymmetrische Verteilung gewahrleistet, dass die
Numb-positive Zelle als Ganglion Mutterzelle bestimmt wird. Wahrend die Ganglion
Mutterzelle zum postmitotischen Neuron differenziert, behalt die apikal liegende Zelle ihren

Stammzellcharakter als Neuroblast (Jan & Jan, 2001).
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Eine asymmetrische Verteilung des Numb Homologs in Saugern wurde in mitotischen
neuronalen Vorlauferzellen von E12.5 Mausembryonen beschrieben (Zhong et al., 1996).
Dabei ist Numb mit Abschluss der Zellteilung in der apikalen Zelle lokalisiert. Auf diese
Weise wird sichergestellt, dass die Numb-positive Zelle ihren Stammzellcharakter als
neuronale Vorlauferzelle bewahrt und in der ventrikularen Zone des Neocortex verbleibt
(Zhong et al., 1996; Zhong et al., 1997). Mit fortscheitender neuronaler Entwicklung konnte
Numb jedoch auch in postmitotischen Zellen detektiert werden. So wird vermutet, dass
Numb in Saugern, wie auch in Invertebraten, das Gleichgewicht zwischen Erhalt des
Stammzellcharakters und Differenzierung reguliert (Zhong et al., 1997; Zhou et al., 2007).
In Sdugern werden die zwei homologen Gene, Numb und Numblike, in einer Vielzahl von
Geweben exprimiert. Numb und Numblike weisen teilweise Uberlappende
Expressionsmuster im Verlauf der embryonalen Mausentwicklung auf. Ab E8.5 werden
beide Gene in den meisten embryonalen Strukturen, wie den Somiten und dem gesamten
Neuralrohr exprimiert (Petersen et al., 2002; Zhong et al., 1996; Zhong et al., 1997). Erste
Unterschiede im Expressionsmuster von Numb und Numblike wurden ab E12.5 bei der
neuronalen Entwicklung nachgewiesen. Wahrend Numb sowohl in mitotisch aktiven
neuronalen Vorlauferzellen sowie in differenzierten Neuronen exprimiert ist, wurde
Numblike nur in differenzierten Neuronen auf3erhalb der ventrikularen Zone nachgewiesen
(Petersen et al., 2004; Zhong et al., 1996; Zhong et al., 1997). In adulten Mausen wird
Numblike vermehrt im Gehirn und in geringerem MaRe in Lunge und Skelettmuskel
exprimiert (Zhong et al, 1997). Numb zeigt hingegen ein ubiquitar verteiltes
Expressionsmuster in nahezu allen Geweben bzw. Organen, wie beispielsweise Herz,
Gehirn, Lunge etc. (Zhong et al., 1996).

Bisherige Arbeiten in Sdugern weisen auf eine Funktion von Numb beim Erhalt des
Stammzellcharakters sowie bei der Regulierung der Differenzierung hin. So resultiert der
Funktionsverlust von Numb in einem embryonal letalen Phanotyp zwischen E10.5 und
E11.5. Verantwortlich hierflr ist die unvollendete Schliefung des kranialen Neuralrohrs
aufgrund frihzeitiger Differenzierung mitotisch aktiver Epithelzellen (Zhong et al., 2000;
Zilian et al., 2001). Fir das Numb Homolog Numblike kann keine eindeutige Funktion
beschrieben werden. Auler einer verringerten Fertilitdt weiblicher Tiere, weisen Numblike
Nullmutationen keinen offensichtlichen Phanotyp auf (Petersen et al., 2002). Die
gleichzeitige Abwesenheit beider Gene flihrt zu einer friiheren Letalitat ab E9.5 (Petersen
et al., 2002; Petersen et al., 2004). Dies spricht fiir eine funktionelle Uberlappung von

Numblike innerhalb der Numb Familie.
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Numblike ist ein zytoplasmatisches Protein, wahrend Numb zytoplasmatisch, wie auch
membranstandig detektiert werden kann (Zhong et al., 1997). Wahrend fir Numblike keine
ausfuhrlichen Studien Uber Spleil’formen existieren, sind fir Numb vier Protein-Isoformen
in Saugern bekannt (Abbildung 6). Infolge alternativen mRNA SpleilRen unterscheiden sich
die Numb Isoformen in der Proteingréfe: Numb1 (72 kDa), Numb2 (66 kDa), Numb3
(71 kDa) und Numb4 (65 kDa). Die klrzeste Isoform, Numb4, zeigt dabei eine hohe
Homologie zum Drosophila Numb (Verdi et al., 1999). Eine N-terminale Phosphotyrosin-
Bindedoméane (PTB) reguliert die Lokalisation von Numb in der Zelle und dient zur
Interaktion mit Ubiquitinligasen (Dho et al., 1999; Dho et al., 1998; Knoblich et al., 1997,
McGill & McGlade, 2003; Verdi et al., 1999; Yaich et al., 1998). Durch eine um elf
Aminosauren langere PTB Domane (Numb-PTB.) unterscheiden sich die Isoformen
Numb1 und Numb2 von Numb3 und Numb4 (Numb-PTBs, Abbildung 6). So konnte
gezeigt werden, dass nur die Numb-PTB_ Isoformen durch Interaktion mit der E3-
Ubiquitinligase LNX ubiquitinyliert werden und damit deren proteasomaler Abbau vermittelt
wird (Nie et al., 2004). Wahrend die Numb-PTB, Isoformen membranstandig vorzufinden
sind, konnte gezeigt werden, dass die Isoformen mit verkirzter PTBs Domane
zytoplasmatisch lokalisiert sind (Dho et al., 1999; Knoblich et al., 1997). Im Verlauf der
neuronalen Differenzierung wurde beschrieben, dass die Numb-PTBs Isoformen sowohl in
neuronalen Vorlauferzellen als auch in differenzierten Neuronen nachzuweisen sind. Die
Expression der Numb-PTB_ Isoformen reduziert sich hingegen mit zunehmender
Differenzierung und ist im adulten Gehirn nicht nachweisbar (Bani-Yaghoub et al., 2007).
Am C-terminalen Ende von Numb befinden sich konservierte Bindemotive flr
endozytotische Prozesse. So ermoglicht das DPF (Asparaginsaure-Prolin-Phenylalanin)
Bindemotiv die Bindung von a-Adaptin. Uber das NPF (Asparagin-Prolin-Phenylalanin)
Motiv erfolgt die Interaktion mit Proteinen der Esp15-Familie, die bei Clathrin-abhangigen
und -unabhangigen Endozytoseprozessen beteiligt sind (Smith et al., 2004; Zhou et al.,
2007).
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Abbildung 6: Vergleich der Proteinstruktur von Drosophila Numb mit den Maus Homologen
Numb und Numblike.

Vier verschiedene Numb Isoformen existieren durch alternatives mRNA SpleiRen in Saugern.
Numb1 (p72) und Numb2 (p66) enthalten die langste Phosphotyrosin Bindedomane (PTB),
wahrend Numb3 (p71) und Numb4 (p65) eine verkirzte PTB Domane aufweisen. Numb1 und
Numb3 besitzen eine um 48 Aminosauren langere Prolinreiche Region (PRR) als Numb2 und
Numb4. AS = Aminosauren, DPF = Asparaginsaure-Prolin-Phenylalanin Bindemotiv, NPF =
Asparagin-Prolin-Phenylalanin Bindemotiv. Angaben in Klammern entsprechen der Proteingréf3e in
kDa. Abbildung verandert aus Gulino et al., 2010.

Ein weiterer Unterschied in den Numb Isoformen ist durch eine Prolinreiche Region (PRR)
am C-Terminus des Proteins gekennzeichnet. Entsprechend der Lange der PRR Domane,
werden Numb1 und Numb3 mit einer um 48 Aminosauren langeren PRR Doméane (PRR\)
von Numb2 und Numb4 (PRRs) unterschieden. Wahrend die Numb-PRRs Isoformen
ubiquitar im Verlauf der gesamten embryonalen Entwicklung und in adulten Geweben
exprimiert werden, weisen Numb-PRR_ Isoformen ein reguliertes Expressionsmuster auf
(Verdi et al., 1999). Dabei sind Numb-PRR_ Isoformen nur in proliferierenden neuronalen
Vorlauferzellen und nicht in differenzierten Neuronen im adulten Gehirn nachzuweisen
(Bani-Yaghoub et al., 2007; Verdi et al., 1999). Die bisherigen neuronalen Studien weisen
darauf hin, dass die Numb-PRR_ Isoformen flr den Erhalt des Stammzellcharakters bzw.
fur die Proliferation der Vorlauferzellen verantwortlich sind (Tabelle 2). Demgegeniber
konnte gezeigt werden, dass die Numb-PRRs Isoformen die neuronale Differenzierung
fordern (Bani-Yaghoub et al., 2007; Verdi et al., 1999).
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Tabelle 2: Zusammenfassung der Expression und Zellfunktion von Numblike und Numb im
Mausgewebe.

embryonale adulte Gewebe Zellstatus/Funktion
Expression Expression
Numblike E8.5 bis E18.5 ja Gehirn, Lunge, differenzierte Neuronen
(neuronal) Skelettmuskel
Numb1 E8.5 bis E14.5 gering Testis, Erhalt des
(PTB,-PRR,) (neuronal) Prostata, Stammzellcharakters,
72kDa Darm Proliferation
Numb2 E8.5 bis E18.5 ja ubiquitar férdert neuronale
(PTB.-PRRy) (neuronal) Differenzierung
66 kDa
Numb3 E8.5 bisE14.5 gering Testis, Erhalt des
(PTBs-PRR,) (neuronal) Prostata, Stammzellcharakters,
71kDa Darm Proliferation
Numb4 E8.5 bis E18.5 ja ubiquitar férdert neuronale
(PTBs-PRRg) (neuronal) Differenzierung
65 kDa

Neben der asymmetrischen Verteilung in neuronalen Vorlauferzellen wurde ebenso eine
Ungleichverteilung des Proteins in mitotischen Retinazellen (Cayouette et al., 2001;
Dooley et al., 2003) und Skelettmuskelvorlauferzellen (Conboy & Rando, 2002; Jory et al.,
2009) beschrieben, was auf eine weitere Funktion von Numb aullerhalb des
Zentralnervensystems hinweist. Aus Studien in Drosophila ist bekannt, dass die
Abwesenheit von Numb in Muskelvorlauferzellen zum Verlust der Expression von
Muskelgenen und damit einer Muskelzellpopulation fihrt (Ruiz Gomez & Bate, 1997). Eine
asymmetrische Verteilung von Numb in mitotischen Zellen des Dermamyotoms wurde
ebenso in Hihnchen- sowie in Mausembryonen gezeigt (Holowacz et al., 2006; Jory et al.,
2009). In Hihnchenembryonen wurde beschrieben, dass Numb sich an die basale
Membran von Pax3/Pax7-positiven Muskelvorlauferzellen der dorso-medialen Lippe des
Dermamyotoms konzentriert, wahrend in postmitotischen Zellen des Myotoms eine
gleichférmige Verteilung von Numb vorzufinden ist (Holowacz et al., 2006; Venters &
Ordahl, 2005). Es wird vermutet, dass die dorso-mediale Lippe des Dermamyotoms eine
Stammzellnische darstellt, wo das Schicksal der Zellen durch die asymmetrische
Verteilung von Numb bestimmt wird. Die Numb-negative Tochterzelle verbleibt

proliferationsaktiv in der DML, wahrend die Numb-positive Zelle in das Myotom wandert
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und zur Zelldifferenzierung bestimmt ist (Holowacz et al., 2006; Venters & Ordahl, 2005).
Uberexpression von Numb::GFP in Pax3/Pax7-positiven myogenen Vorlauferzellen des
epaxialen Dermamyotoms in Mausembryonen fihrt zur vermehrten symmetrischen
Verteilung von Numb. Dies resultiert in einer Vermehrung der myogenen sowie dermalen
Stammzellpopulation (Jory et al., 2009). Obwohl eine asymmetrische Verteilung von Numb
auch in adulten mitotisch aktiven Satellitenzellen (Conboy & Rando, 2002; Shinin et al.,
2006) gezeigt werden konnte, ist dessen funktionelle Wichtigkeit in diesen Zellen noch

nicht aufgeklart.

1.5 Zielsetzung der Arbeit

Bisherige Arbeiten Uber die embryonale Muskelentwicklung wiesen darauf hin, dass die
myogenen Regulationsfaktoren Myf5 und MyoD sich gegenseitig kompensieren kdnnen.
Untersuchungen in unserem Labor haben gezeigt, dass die Anwesenheit von einem dieser
Regulationsfaktoren flir eine normale Muskelentwicklung erforderlich ist. Fir die
Fragestellung, ob verschiedene embryonale Muskelvorlauferzellpopulationen existieren,
wurden Myf5-exprimierende Zellen mittels eines in vivo Zellablationsmodells aus dem
Zellverband im Verlauf der embryonalen Entwicklung entfernt. Die stetige Ablation der
Myf5-exprimierender Zellen sollte dariiber Aufschluss geben, ob MyoD aus derselben oder
von einer Myf5-negativen Zellpopulation hervorgeht.

Weitere Faktoren, denen eine Beteiligung bei der Bestimmung des Zellschicksals von
Vorlauferzellen zugesprochen wird, sind die Proteine Numb und Numblike. So wurde
bereits eine Expression von Numb in Satellitenzellen nachgewiesen. Um die Rolle beider
Faktoren fur die Differenzierung bzw. der Erhaltung des Zellstatus in Muskelzellen
detaillierter zu analysieren, wurden Untersuchungen in Zellkultur und in vivo
vorgenommen. Zunachst wurde die Auswirkung der Herunterregulierung der Expression
von Numb und/oder Numblike auf das Differenzierungspotential von C,Cy;
Mausmyoblasten untersucht. Um aufzuklaren, welche Rolle Numb und Numblike in
Satellitenzellen besitzen, erfolgte die einzelne sowie kombinierte genetische Inaktivierung

beider Gene in der Maus und deren funktionelle Untersuchung.



2 MATERIAL

2.1 Chemikalien und Enzyme

MATERIAL

Chemikalien wurden, soweit nicht anders angegeben, von den Firmen Sigma-Aldrich

Chemie GmbH (Steinheim), Carl

(Karlsruhe) bezogen.

Tabelle 3: Spezifische Reagenzien

Roth GmbH (Karlsruhe) und Invitrogen GmbH

Reagenz

BM purple AP Substrat

Collagen Typ 1 (#354236)
Collagenase P (#11 213 857 001)
Collagenase Typ 2 (#4176)
Diaminobenzidin (DAB) Substrat Tabletten
Digoxigenin-11-UTP

Dispase (#354235)

DMSO

DNase | (#11 284 932 001)
Dithiothreitol (DTT)

Entelan®

Eosin 2C 140

Ethidiumbromid

Hamatoxylin Gill Nr.3
lonenaustauscher (AG501-X8)
Isotonische NaCl-Lésung 0,9 %
Kardiotoxin (Naja mossambica, #C-9759)
Ketamin 10 %

Magermilchpulver

Mowiol 4-88

Paraformaldehyd (PFA)

Percoll (#P4937)

Ponceau S

Proteinstandard
(Novex® Sharp Protein Standard)

Hersteller

Boehringer Ingelheim Pharma GmbH & Co. KG, Ingelheim
BD Biosciences Pharmingen, San Diego, USA
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

Worthington Biochemical Corporation, Lakewood, USA
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

BD Biosciences Pharmingen, San Diego, USA
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

AppliChem GmbH, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Chroma-Gesellschaft Schmid GmbH & CO., Mlinster
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

BioRad Laboratories GmbH, Miinchen

B. Braun Melsungen AG, Melsungen

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

CEVA Sante Animale, Disseldorf

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Fluka Chemie GmbH, Buchs

Fluka Chemie GmbH, Buchs

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Fluka Chemie GmbH, Buchs

Invitrogen GmbH, Karlsruhe



MATERIAL

Puromycin Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Rimadyl® (Carprofen) Pfizer Inc. (geliefert aus der Apotheke)
Tissue-Tek® O.C.T. PolyfreezeTM Miles Inc., Diagnostic Division, Elkhart, USA
Einfriermedium

TRIZOL Reagenz® Invitrogen GmbH, Karlsruhe

X-Gal Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Xylazin 2 % CEVA Sante Animale, Dusseldorf

2.2 Gerate

Im Folgenden sind nur solche Gerate aufgeflihrt, deren Erwahnung im Rahmen dieser

Arbeit als wichtig erschien.

Tabelle 4: Gerite

Geriat Typ Hersteller

Gewebezerkleinerer Mcllwain™ Tissue Chopper The Mickle Laboratory Engineering
Co. Ltd., Guildford, England

Kryostat Leica CM3050 Leica Microsysteme Vertrieb GmbH,
Bensheim

Mikroplatten-Reader FLUOstar® BMG Labtech GmbH, Ortenberg

Mikroskope Axiophot 2 Carl Zeiss Jena GmbH, Jena
Konfokales Mikroskop Leica Microsysteme Vertrieb GmbH,
(TCS SP2) Bensheim
Z1 Fluoreszenzmikroskop Carl Zeiss Jena GmbH, Jena

PCR Maschinen Thermocycler SensoQuest Biomedizinische

Elektronik GmbH, Géttingen
iCycler iQ Multicolor Real Time PCR Bio-Rad Laboratories GmbH,

Maschine Minchen

Spektralphotometer Nanodrop 2000/2000¢c Thermo Fisher Scientific, Rockford,
USA

Ultraschall-Homogenisator SONOPULS HD 2070/2200 Bandelin electronic GmbH & Co.
KG, Berlin

VersaDoc™ Image System VersaDoc™ 3000 BioRad Laboratories GmbH,
Minchen

Vibratom Leica VT 1000S Leica Microsysteme Vertrieb GmbH,

Bensheim




MATERIAL

2.3 Spezielle Verbrauchsmaterialien

Tabelle 5: Verbrauchsmaterialien

Material Hersteller

Insulinspritze mit Kantule Mercateo AG, Miinchen

Kammer-Objekttrager (Lab Tek™ Chamber Slide™)  Thermo Fisher Scientific, Rockford, USA

Proteinmembran Whatman Inc., New Jersey, USA

(Protran Nitrozellulose Membran, BA85)

SDS Gele (NUPAGE® Novex®) Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Super Frost Ultra Plus Thermo Fisher Scientific, Rockford, USA
Super Signal West™ Femto Thermo Fisher Scientific, Rockford, USA
Tissue-Tek® Einfrierformchen Miles Inc., Diagnostic Division, Elkhart, USA
XCell II™ Western Blot Module Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Zellsiebe (40 um und 100 uym) BD Biosciences Pharmingen, San Diego, USA

2.4 Gebrauchsfertige Reaktionssysteme

Tabelle 6: Verwendete Kits

Kit Hersteller

Click-iT EdU Invitrogen GmbH, Karlsruhe

DC™ Protein Kit BioRad Laboratories GmbH, Miinchen
illustra ProbeQuant™ G-50 Micro Columns GE Healthcare Europe GmbH, Miinchen
Masson-Trichrom Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
TUNEL Apoptose Assay Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
(In Situ Cell Death Detection Kit, TMR red)

Absolut™ SYBR® Green Fluorescein Mix Thermo Fisher Scientific, Rockford, USA

VECTASTAIN Elite ABC Standard Kit - Peroxidase Vector Laboratories, Wiesbaden

Vector Red Alkaline Phosphatase Substrate Kit | Vector Laboratories, Wiesbaden
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2.5 Puffer und Losungen

Alle Puffer und Ldésungen wurden mit Wasser angesetzt, welches zuvor Uber eine
Aufbereitungsanlage (MilliQ Plus Water System, Millipore GmbH, Schwalbach/Ts) bis zum

Qualitatsgrad ,aqua bidest” gereinigt wurde.

Tabelle 7: Puffer und Lésungen

Allgemeine Lésungen

2x HBS 50 mM HEPES, 280 mM NaCl, 1,5 mM NazHPO4+2H-0, pH 7,05
1x PBS 137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 4,3 mM Na;HPO4+2H,0,
1,4 mM KH2PO4
4 % PFA/PBS 40 mg/ml Paraformaldehyd (PFA) in PBS, pH 7,4
Mowiol 2,4 g Mowiol 4-88, 6,0 g Glyzerin, 6,0 ml MilliQ-H.O,
12,0 ml Tris-HCI (pH 8,5)
RBC Puffer 150 mM NH.CI, 10 mM KHCOs3, 0,1 mM EDTA, pH 7,35, in MilliQ-H,O
1xTE 10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH 8,0
TENS Lysis Puffer 50 mM Tris-HCI (pH 8,0), 100 mM EDTA, 100 mM NaCl, 1 % SDS,

200 pg/ml Proteinase K (frisch zugeben)

Losungen fiir B-Galaktosidase Farbung (X-Gal)

Fixierlosung 0,2 % Glutaraldehyd, 2 mM MgCl,, 5 mM EGTA (pH 7,5) in SPP Puffer
SPP Puffer 77,4 ml 1 M NazHPOg4, 22,6 ml 1 M NaH,POy4 in 1 | MilliQ-H20, pH 7,4
Waschlésung 2 mM MgCly, 0,01 % Na-Desoxycholat, 0,02 % NP-40 in SPP Puffer

2 % X-Gal 20 mg/ml X-Gal in Dimethylformamid

X-Gal Farbelésung 5 mM KsFeCNsg, 5 mM KsFeCNg, 0,1 % X-Gal in Waschlésung

Losungen fiir histologische Farbung

Alcianblau Lésung 0,03 % Alcianblau 8GS, 80 % Ethanol, 20 % Essigsaure

Alizarin Rot S Losung 1 % Alizarin Red S, 1 % KOH

Losungen fiir SDS-PAGE und Western Blot

MES SDS Laufpuffer 50 mM MES, 50 mM Tris-HCI, 0,1 % SDS, 1 mM EDTA, pH 7,3
Protein Extraktionspuffer 0,1 M Tris-HCI (pH 8,0), 10 % SDS, 1 M EDTA

Proteinase/Phosphatase- 4 pg/ml Aprotinin, 500 ug/ml Benzamidin, 4 pg/ml Leupeptin, 1 mM Na3zV Oy,
Inhibitoren Mix 20 mM NaF, 2 mM PMSF

5x SDS Probenpuffer 66 mM Tris-HCI (pH 6,8), 2 % SDS



5x SDS Probenpuffer mit
Glyzerin

TBST
Tris-Acetat Puffer

Western Blot Transferpuffer

MATERIAL

66 mM Tris-HCI (pH 6,8), 2 % SDS, 27 % (v/v) Glyzerin

20 mM Tris, 140 mM NaCl, 0,1 % Tween-20
50 mM Tricine, 50 mM Tris-Base, 0,1 % SDS, pH 8,24
12,5 mM Bicine, 12,5 mM Bis-Tris, 0,8 mM EDTA, 20 % Methanol

Losungen fiir in situ Hybridisierung

Alkalischer Phosphatase (AP) 100 mM NaCl, 50 mM MgCl,, 100 mM Tris-HCI (pH 9,5), 2 mM Levamisol,

Puffer

Block L6sung

DEPC-H,0

Féarbelosung

Formamid (deionisiert)

Hybridisierungspuffer

Maleinsaure Puffer (MAB)
MABT

PBT

PBT/Glyzin
PFA/Glutaraldehyd
Proteinase K Puffer

RIPA

RNase Lésung

20x SSC (Saline-Sodium-
Citrate)

SSC/FA/Tween20
10x TBS

1x TBST

0,1 % Tween20 in DEPC-H.0

10 % (w/v) Block-Reagenz in Maleinsaure Puffer (MAP) autoklavieren,
0,1 % Tween20 zugeben, aliquotieren und bei -20°C lagern

0,01 % (v/v) Diethylpyrocarbonat (DEPC) tiber Nacht in MilliQ-H20O riihren
und anschlie®end autoklavieren

10 ml BM purple AP Substrat, 2 mM Levamisol, 0,1 % Tween20

10 % (w/v) lonenaustauscher in Formamid mindestens eine Stunde ruhren,
filtern und bei -80°C lagern

50 % Formamid (deionisiert), 0,1 % Tween20 in 1x SSC, pH 6,0 mit
Zitronensaure einstellen

0,1 M Maleinsaure, 1,5 M NaCl, pH 7,5 mit NaOH einstellen
0,1 % Tween20 in MAB

0,1 % Tween20 in PBS

2 mg/ml Glyzin in PBT

4,0 % PFA, 0,2 % Glutaraldehyd in 1x PBS

20 mM Tris-HCI (pH 7,0), 1 mM EDTA

0,05 % SDS, 150 mM NaCl, 1 % NP-40, 0,5 % Na-Desoxycholat,
1 mM EDTA, 5 mM Tris-HCI (pH 8,0) in DEPC-H,0

500 mM NaCl, 10 mM Tris-HCI, pH 7,5, in DEPC-H,0,
0,1 % Tween20 frisch dazu geben

3 M NacCl, 0,3 M Nas-Citrat-Dihydrat in DEPC-H,0, pH 7,0

50 % Formamid (FA, deionisiert), 0,1 % Tween20 in 2x SSC
1,5 M NaCl, 30 mM KCI, 25 mM Tris-HCI, pH 7,5

0,1 % Tween20 in TBS
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2.6 Nahrmedien

Medien und Reagenzien zur Kultivierung tierischer Zellen wurden, wenn nicht anders
vermerkt, von den Firmen Greiner Bio-One GmbH (Frickenhausen), PAA Laboratories

GmbH (Cdlbe) und Invitrogen GmbH (Karlsruhe) bezogen.

Tabelle 8: Nahrmedien

Nahrmedien fiir Zelllinien

Einfriermedium 10 % DMSO, 90 % fotales Kalberserum

Proliferationsmedium DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) mit 4,5 g/l Glukose,
10 % fotales Kalberserum, 100 U/ml Penicillin/Streptomyzin,
20 mM Glutamin

Differenzierungsmedium DMEM mit 4,5 g/l Glukose,
2 % Pferdeserum, 100 U/ml Penicillin/Streptomyzin, 20 mM Glutamin

Nadhrmedien fiir primare Zellen

Proliferationsmedium DMEM GlutaMAX™ mit 4,5 g/l Glukose
30 % fotales Kalberserum, 100 U/ml Penicillin/Streptomyzin

Differenzierungsmedium DMEM GlutaMAX™ mit 4,5 g/l Glukose
2 % Pferdeserum, 100 U/ml Penicillin/Streptomyzin

2.7 Oligonukleotide

Die in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide wurden von Invitrogen GmbH (Karlsruhe)

bezogen.

Tabelle 9: Oligonukleotide fiir Genotypisierungen

Gen Oligonukleotid-Sequenzen von 5° - 3 Annealing
Temp.
Cre 5‘ Cre GAG CAC TAC AGT GGC GAC TC 55°C
3 Cre GCG GTG TCG TAG CCA TTC TG
Myf5°" 5" Myf5°™ TAA AGA GCC CCAACC TCA G 53°C
3" Myf5°™® CCT CAT CAC TCG TTG CAT C
Myogenin®® 5" Myo®"® TGT GCA GCA ACA GCT TAG AG 55°C

3’ Myo®™® AGG CTAAGT GCC TTC TCT ACA G
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Numb 5" Numb GAA GGA GCC TTC CAA AAT CGT ATT C 53°C
3’ Numb TAA GGG CTA CAG AGT AAG TTC AAG GAC AG

Numb 5 NumbP® AGC TTA CAG GGT GCC CCA GTTACT A 63°C
3* NumbP® AGG CTT CTG GGA AAC CTC ACT TAC TC

Numblike 5" Numblike CTG TTT CCT GCC TTC CTT CCTAGT C 62°C
5" Numblike GCA GGC AGT GAA AAA CCA TCT CTC
3’ Numblike CAC TCT GCC ACC TAG CTT CAT GTC

Rosa26'*?  R26-FA AAA GTC GCT CTG AGT TGT TAT 57°C

und R26-RF GGA GCG GGA GAA ATG GAT ATG

Rosa”™ R26-SA CAT CAA GGA AAC CCT GGA CTA CAT G

Tabelle 10: Oligonukleotide fiir quantitative Real-Time PCR

Gen Oligonukleotid-Sequenzen von 5° - 3¢ Annealing
Temp.

ARP 5' ARP CGA CCT GGA AGT CCA ACT AC 60°C
3 ARP ATC TGC TGC ATC TGC TTG

GAPDH 5° GAPDH GTG GCAAAG TGG AGATTGTTG CC 59°C
3 GAPDH GAT GAT GAC CCTTTT GGC TCC

Hes1 5‘Hes1 GTG GGT CCT AAC GCAGTG TC 57°C
3‘ Hes1 ACA AAG GCG CAA TCC AAT ATG

Hey1 5‘Hey1 TGA ATC CAG ATG ACC AGC TAC TGT 57°C
3‘ Hey1 TAC TTT CAG ACT CCG ATC GCT TAC

Mrf4/Myf6 5° Mrf4 ATG GAA GAA AGG CGC TGA AGA CTG 67°C
3 Mrf4 CTG CGC GAA AGG AGG AGA CTA AAG

Myf5 5 Myf5 CGC TGG TCG CTG GAG AG 58°C
3 Myf5 GAG GGA ACA GGT GGA GAACTATTA

MyoD 5 MyoD GGT CTG GGT TCC CTG TTC TGT GT 60°C
3 MyoD CGG CGG CAG AAT GGC TAC G

Myogenin 5 Myogenin AGG AGG CGC TGT GGG AGT T 58°C
3 Myogenin GGG CCC CTG GAA GAA AAG

Numb Exon 1 GAC GTT TAT GTC CCA GAG GCC 60°C
Exon 2 TCT CTT TAC GGC ATC TTC ACA G

Numb Exon 1 AAC TAC GGC AAA GCT TCA GG 60°C
Exon 3 GTT CTT CAAAGG CTT CTT TGG
Exon 5 ACA GCC ATG AAA CAATGA CAG

Numb Exon 8 CTT GTG TTC CCA GAT CAC CAG 60°C
Exon 10 CCG CACACTCTTTGACACTTC

Numblike Exon 2 CTG AAA CCT TCA GGA CGG AG 55°C
Exon 5 CAC AGG ACA GAC TTC ACG GA

Numblike Exon 8 CTCCTTTCG TGG GTT CCC TG 60°C

Exon 9 CAC AGA GCATTG ATG CCA TCG



Pax3 5 Pax3
3' Pax3
Pax7 5 Pax7
3' Pax7

GAT CCG CCT CCT CCTCTT CTC CTT
GCC AGG GCC GAG TCAACC AG

CCA GCC CCT TCC GCC ATC AAC
GTA GCC AGCCACAGGGTCCACACT

MATERIAL

60°C

63°C

Tabelle 11: Oligonukleotide fiir Sequenzierung

Gen

pLKO.1Seq

Oligonukleotid-Sequenzen von 5° > 3¢

CAA GGC TGT TAG AGA GAT AAT TGG A

2.8 Plasmide

Tabelle 12: Verwendete Plasmide

Name

pLKO.1-puro
(SHCO001)

pLKO.1-GFP

pLKO.1-puro-scrambled
shRNA

pLKO.1-puro-Numb
(NM_010949)

pLKO.1-puro-Numblike
(NM_010950)

psPAX2

pMD2.G

Beschreibung

MISSION® TRC lentiviraler Kontrollvektor  mit

Puromycin-Resistenzgen.

MISSION® TRC lentiviraler Kontrollvektor  zur
Expression eines griin fluoreszierenden Proteins (GFP).
Dieser Vektor enthalt kein Puromycin-Resistenzgen.

MISSION® TRC lentiviraler Kontrollvektor — mit
Puromycin-Resistenzgen zur Expression einer shRNA,
die mit keinem bekannten Gen der Maus oder des
Menschen Ubereinstimmt.

Set aus funf verschiedenen MISSION® TRC lentiviralen
Vektoren mit Puromycin-Resistenzgen zur Expression
von shRNA gegen murines Numb.

Set aus funf verschiedenen MISSION® TRC lentivirale
Vektoren mit Puromycin-Resistenzgen zur Expression
von shRNA gegen murines Numblike.

Plasmid zur Expression der Verpackungsgene gag, pol
und rev zur Herstellung von Lentiviren.

Plasmid zur Expression der viralen Hullproteine VSV-G
zur Herstellung von Lentiviren.

Bezugsquelle

Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim

Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim

Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim

Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim

Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim

Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim

Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim




Tabelle 13:

RNA Proben fiir in situ Hybridisierung

MATERIAL

Probe

Myf5
MyoD

Myogenin

Vektor

pBluesript KS I
pBluesript KS I

pBluesript KS Il

Antisense
Transkription

Nco |, T3
Hind lll, T7
Xho |, T3

Bezugsquelle/Referenz

Thomas Béttger (AG Braun)
Thomas Boéttger (AG Braun)

Thomas Bottger (AG Braun)

2.9 Antikorper

Tabelle 14: Auflistung der verwendeten Erstantikorper

Antigen

CD34
MyoD

MyoD
Myf5

MF20 (MyHC, myosin heavy chain)
Notch2 ICD

Notch3

Numb

Numblike

Pax7
Phalloidin-Alexa Fluor® 633

Spezies

Ratte

Kaninchen

Maus

Kaninchen

Maus

Kaninchen

Kaninchen

Kaninchen

Kaninchen

Maus

Verdlnnung

1:200 (IF)
1:200 (IF)

1:500 (IF)
1:250 (IF)

1:10 (IF)
1:1000 (WB)

1:1000 (WB)

1:200 (IF)
1:1000 (WB)

1:200 (IF)
1:1000 (WB)

1:10 (IF)
1:50 (IF)

Bezugsquelle

eBioscience, Frankfurt

Santa Cruz Biotechnology Inc.,
Heidelberg

Dako GmbH, Hamburg

Santa Cruz Biotechnology Inc.,
Heidelberg

DSHB, lowa, USA

Cell Signaling Technology Inc.,
Danvers, USA

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim

Cell Signaling Technology Inc.,
Danvers, USA

ProteinTech Group Inc., Chicago,
USA

DSHB, lowa, USA

Invitrogen GmbH, Karlsruhe

IF: Immunfluoreszenz; WB: Western Blot
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Tabelle 15: Auflistung der verwendeten Zweitantikorper

Name Spezies Konjugation Verdiinnung Bezugsquelle
Alexa Fluor® 594  Ziege Alexa Fluor 594 1:1000 Invitrogen GmbH, Karlsruhe
Alexa Fluor® 488  Ziege Alexa Fluor 488 1:1000 Invitrogen GmbH, Karlsruhe
Cy2™ Esel Cy2 1:100 Dianova GmbH, Hamburg
Cy3™ Esel Cy3 1:300 Dianova GmbH, Hamburg
Biotin Ziege Biotin 1:300 Vector Laboratories, Wiesbaden
HRP Ziege Meerrettichperoxidase 1:1000 Thermo Fisher Scientific,

(HRP) Rockford, USA

Streptavidin-Cy3 -

Cy3 1:1000 Rockland Immunochemicals Inc.,
Gilbertsville, USA

2.10 Zelllinien

C2C12
ATCC CRL-1772™

HEK293T
ATCC CRL-11268™

2.11 Mauslinien

Myfscre

Myogenin®"®

Murine Myoblasten-Zelllinie, die charakteristische Muskelproteine exprimiert
und befahigt ist bei niedriger Serumkonzentration mehrkernige Muskelzellen
(Synzytien) auszubilden (Yaffe & Saxel, 1977).

Humane, embryonale Nierenepithelzelllinie (engl. human embryonic kidney),
die das temperatursensitive Semian-Virus 40 (SV40) large T-Antigen
exprimiert. 293T Zellen eignen sich damit zur Produktion von Virus-Partikeln
(DuBridge et al., 1987).

Diese Mauslinie exprimiert das Cre-Rekombinase Gen unter der Kontrolle
des endogenen Myf5 Promoters. Die Cre cDNA wurde in den 5’UTR Bereich
des ersten Introns des Myf5 Gens eingefligt, wodurch eine Nullmutation
erreicht wird. Homozygote Mause besitzen daher einen perinatal, letalen
Phanotyp und sterben unmittelbar nach der Geburt. Mit Hilfe dieser Linie
(heterozygote Tiere) ist es moglich Gene bzw. Sequenzen von Genen,
welche durch loxP-Seiten flankiert sind spezifisch in der Skelettmuskulatur
auszuschalten (Tallquist et al., 2000).

Die Myogenin®"® Mauslinie exprimiert die Cre-Rekombinase ausgehend vom
Myogenin Promoter und dem Skelettmuskelspezifischen Enhancer des
MEF2C (Myocyte-specific enhancer factor 2C) Gens (Li et al., 2005).



Num bfloxlflox

Numblike™

Rosa26-**

Rosa”™
(RosazsLaCZ/DTA)

ZIAP

2.12 Software

MATERIAL

Bei den Numb™™* Mausen ist im Numb Gen Lokus das erste kodierende
Exon von zwei JloxP-Sequenzen flankiert. Durch Cre-vermittelte
Rekombination kann Numb gewebespezifisch ausgeschaltet werden (Zilian
et al., 2001).

Die Numblike” Knockout Mauslinie wurde durch homologe Rekombination in
ES Zellen generiert. In dieser konstitutiven Knockout Maus wurden Exon 3
bis Exon 5 von Numblike deletiert (Wilson et al., 2007).

LacZ-Reportermauslinie zum Nachweis Cre-vermittelter Rekombination. Das
LacZ Reportergen ist unter der Kontrolle eines ubiquitar aktiven Rosa26
Promoters und liegt stromabwarts einer Stoppsequenz, die mit /oxP-Stellen
flankiert ist. Diese Stoppsequenz wird durch Cre-Rekombination entfernt und
das LacZ-Gen wird abgelesen (Soriano, 1999).

Dieser Mausstamm enthalt eine LacZ™"/DTA Kassette im ubiquitaren
Rosa26 Lokus. Das Diphtheria Toxin A (DTA) Gen wird durch das mit /oxP
Sequenzen flankierte LacZ Gen von seinem ATG Startcodon getrennt. Durch
Cre-vermittelte Rekombination erfolgt eine Exzision des LacZ Gens und
damit eine zeit- und gewebespezifische DTA Expression (Brockschnieder et
al., 2006).

In dieser transgenen Doppelreporter Mauslinie erfolgt eine ubiquitdre und
konstitutive LacZ Expression. Das LacZ Gen ist von loxP Sequenzen
flankiert und fungiert als Stopp-Kassette flir die humane plazentale alkalische
Phosphatase (hPAP). Infolge Cre-vermittelter Rekombination wird die LacZ-
Kassette entfernt und es erfolgt eine zeit- und gewebespezifische Expression
der alkalischen Phosphatase (Lobe et al., 1999).

Tabelle 16: Verwendete Programme

Software

AxioVision® 4.8
DNASTAR Lasergene®
GraphPad Prism®
ImageJ

Office 2007

Photoshop 8.0

Quantity One

Hersteller

Carl Zeiss Imaging Solutions GmbH, Jena
DNASTAR Inc. (USA)

GraphPad Software Inc. (USA)

National Institutes of Health (USA)
Microsoft Corporation (USA)

Adobe Systems Incorporated (USA)

BioRad Laboratories GmbH, Miinchen
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3 METHODEN

3.1 Tierexperimentelle Arbeiten

3.1.1 Haltung von Versuchsmausen

Mause wurden in Plastikkafigen auf Streu gehalten und erhielten Trockenfutter und
Wasser nach Belieben. Der Tag- und Nachtzyklus betrug jeweils zwdlf Stunden. Zur
Identifikation wurden die Tiere im Alter von zwei bis drei Wochen mit einer Ohrmarkierung
durch Kerben versehen und eine Schwanzbiopsie zur DNA-Gewinnung durchgefihrt. Alle
Arbeiten mit den Versuchstieren wurden entsprechend den geltenden Richtlinien der

Tierschutzkommission durchgefihrt.

3.1.2 Toétung von Versuchsmausen

Entsprechend dem Versuchsaufbau wurden die Mause jeweils des angegebenen Alters

durch zervikale Dislokation getotet.

3.1.3 Isolierung von Mausembryonen aus dem Uterus des Muttertieres

Fir die Praparation von Mausembryonen spezifischer Entwicklungsstadien wurden
entsprechende Elterntiere verpaart und die Trachtigkeitsperiode durch die Vaginal-Plug
Methode bestimmt. Der Tag, an dem nach Verpaarung ein Vaginalpfropf festgestellt
werden konnte, wurde als Tag 0,5 nach Empfangnis angenommen. Ausgehend von
diesem Datum wurde der Termin fur die Entnahme der Embryonen berechnet. Die
einzelnen Embryonalstadien werden wie folgt beschrieben: EQ.5.

Trachtige Weibchen wurden durch zervikale Dislokation getétet. Durch einen
Bauchdeckenschnitt wurden die Embryonen aus dem Muttertier entfernt und in kaltem
PBS aus den zwei Uteri herausprapariert. Zur Fixierung wurden die Embryonen in
4 % PFA/1x PBS Uberfuhrt.
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3.1.4 Untersuchung der Regeneration der Skelettmuskulatur adulter Mause

Die Regeneration der Skelettmuskulatur kann durch eine gezielte Verletzung des Muskels
induziert werden. Fir diesen Versuch wurden die zu untersuchenden Tiere entsprechend
ihrem Korpergewicht mit 0,1 ml Ketamin/Xylazin-Lésung pro 10 g Gewicht intraperitoneal
narkotisiert. Die chirurgische Toleranz dieser Applikation lag bei 30 min mit einer

gesamten Schlafdauer von 120 bis 240 min.

Gemisch fir 1-4 Tiere

2 % Xylazin 62,5 ul
10 % Ketamin 125 pl
0,9 % NacCl 1ml

Narkotisierten Mausen wurde der Musculus tibialis anterior (TA) durch einen lateralen
Hautschnitt freigelegt. Mittels einer Einmal-Insulinspritze erfolgte die Kardiotoxin-
Applikation in den Muskel. Hierzu wurden den Mausen 50 pl einer 0,06 mg/ml Kardiotoxin-
Lésung in 0,9 % Kochsalzlésung (NaCl) injiziert. Eine gleichmaRige Verteilung der
Kardiotoxin-Loésung wurde erreicht, in dem die Kanile in einem sehr flachen Winkel
eingestochen und die Einspritzmenge im gesamten Muskel verabreicht wurde. Damit
etwaige Infektionen nicht das Versuchsergebnis verfalschen, wurde ein Wundverschluss
im Anschluss des Eingriffes vorgenommen. Die postoperative Schmerztherapie erfolgte
taglich Uber die nachsten drei Tage durch subkutane Gabe von 5 mg/kg Rimadyl®,
welches eine schmerzlindernde und entzindungshemmende Wirkung besitzt. Am
Versuchsende, zehn Tagen nach der Kardiotoxin-Applikation, wurden die Versuchstiere
durch zervikale Dislokation getdtet und der TA Muskel fir histologische Untersuchungen
entnommen. Fir die Untersuchung der Regenerationsfahigkeit wurden Geschwistertiere

mit entsprechendem Genotyp verwendet.

Auswertung
Von jedem Versuchstier wurden Transversale Gefrierschnitte des obersten Drittels des TA

Muskels angefertigt und mit Hamatoxylin-Eosin gefarbt. Lichtmikroskopische Aufnahmen
wurden mit 200-facher VergroRerung angefertigt und die Durchmesser von Muskelfasern

mit zentral liegendem Zellkern mit Hilfe der AxioVision Software ermittelt.
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3.2 Molekularbiologische Methoden

3.21 Isolierung genomischer DNA aus murinen Schwanzbiopsien und murinem
embryonalem Gewebe

Zur Gewinnung von genomischer DNA wurden etwa 0,5 cm lange Schwanzbiopsien oder
das Nabelblaschen (Vesicula omphaloenterica s. umbilicalis; engl. yolk sac) von noch
ungeborenen Mausen verwendet. Das biologische Material wurde Uber Nacht in 500 pl
TENS Lysis-Puffer bei 55°C unter standigem Schutteln inkubiert. Die Fallung der
genomischen DNA erfolgte durch Zugabe von 500 pl Isopropanol und kraftigem Schatteln.
Die DNA wurde durch Zentrifugation pelletiert und mit 70 % Ethanol gewaschen. Die im
Anschluss getrocknete DNA wurde in 100 yl MilliQ-H,O oder 1x TE bei 55°C unter

Schiutteln geldst.

3.2.2 Isolierung von Gesamt-RNA

Die Isolierung von Gesamt-RNA wurde mit Hilfe des TRIZOL-Reagenz unter Verwendung
des Protokolls von Invitrogen durchgefiihrt.

Fur die Isolierung von Gesamt-RNA aus kultivierten Zellen wurden diese mit 1x PBS
gewaschen, um Reste des Mediums zu entfernen. Anschlielend wurde 1 ml TRIZOL-
Reagenz pro 100-mm Zellkulturschale zugegeben, die Zellen mittels Zellschaber von der
Platte gelost und in ein 1,5 ml Reaktionsgefaly uberfuhrt. Die so lysierten Zellen konnten
bis zur RNA Isolierung bei -80°C gelagert werden oder direkt aufgearbeitet werden. Die
Konzentration der RNA wurde mittels NanoDrop 2000/2000c Spektralphotometer
gemessen. Der Absorptionsquotient 260/280 nm diente zur Qualitatskontrolle der RNA

Praparation und lag zwischen 1,8 und 2,0.

3.2.3 Polymerase Ketten Reaktion

Die Methode der Polymerase-Ketten Reaktion (engl. polymerase chain reaction, PCR)
dient als Verfahren zur exponentiellen Amplifikation von DNA Fragmenten. Die PCR
erfolgte unter Verwendung einer hitzestabilen Taqg DNA-Polymerase (Saiki et al., 1988) zur

Genotypisierung von Jungtieren bzw. von Mausembryonen.
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Der 25 ul Standard PCR-Reaktionsansatz bestand aus einer Unit Taqg DNA Polymerase,
2,5 yl 10x Tag-Puffer, 5 ul 5x Enhancer (optional), 0,5 yl 10 mM dNTP Mix (10 mM dATP,
dCTP, dGTP und dTTP), und je 0,5 ul des sequenzspezifischen Vorwarts- und Riickwarts-
Oligonukleotids (100 pmol/ul). Fir die Genotypisierung wurde 1 uyl der isolierten
genomischen DNA eingesetzt. Das PCR Programm zum Amplifizieren eines

entsprechenden DNA-Fragmentes umfasste folgende Schritte:

Vorgang Temperatur Zeit Anzahl der Zyklen
Initialisierung 95°C 4 min 1 Zyklus
Denaturierung 95°C 0,5-1 min
Oligonukleotid-Anlagerung (Annealing) x°C 0,5-1min 25 - 35 Zyklen
Extension 72°C 1 min/kb

Finale Extension 72°C 5 min 1 Zyklus

Die Oligonukleotid-Hybridisierungstemperatur (engl. Annealing) variiert je nach Lange und
Sequenz der eingesetzten Oligonukleotide und wurde annahernd nach folgender Formel

berechnet:

Temperatur =4 X (G+C)+ 2x(A+T)— 5°C

Dabei bezeichnen G, C, A und T die Basen der DNA. Eine Auflistung der Oligonukleotid-

Sequenzen und verwendeten Annealing Temperaturen ist in Tabelle 9 dargestellt.

3.2.3.1 Reverse Transkription zur Herstellung komplementarer DNA (cDNA)

Vor der Herstellung von cDNA wurden 1 pug Gesamt-RNA fur 30 min bei 37°C mit
einer Unit RQ1 RNase-freier DNase inkubiert, um Reste von DNA zu entfernen. Durch
Zugabe von 1 yl RQ1 DNase Stopp-Puffer und Inkubation bei 65°C fir 10 min wurde der
DNA-Verdau beendet. Die anschlieRende cDNA Synthese erfolgte entsprechend des
SuperScript™ Il Reverse Transkriptase Protokolls von Invitrogen. Die so erhaltene cDNA
wurde als Vorlage (engl. Template) flir semi-quantitative sowie quantitative Echtzeit-PCR
(engl. real-time PCR, RT-PCR) verwendet.
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3.2.3.2 Quantitative Real-Time PCR

Die RT-PCR diente zum Nachweis spezifischer mRNA-Molekiile nach vorheriger reverser
Transkription. Quantitative real-time PCRs (qRT-PCR) ermdglichen es mit Hilfe von
Fluoreszenzmessungen quantitative Unterschiede in der mRNA Expression verschiedener
Gene zu bestimmen. In dieser Arbeit wurde der Absolut™ SYBR® Green Fluoreszein Mix
von Thermo Scientific verwendet. Der Fluoreszenzfarbstoff SYBR® Green | lagert sich
wahrend eines PCR-Zyklus in doppelstrangiger DNA ein. Die Fluoreszenz nimmt dabei
proportional mit der Menge an PCR Produkt zu. Die Messung der gRT-PCR erfolgte mit
Hilfe der iCycleriQ Multicolor Real Time PCR Maschine. Mittels einer
Schmelzkurvenanalyse wurde die Reinheit des PCR Produktes am Ende der PCR
Uberprift. Bei der Schmelzkurvenanalyse wird von 50°C Ausgangstemperatur pro Zyklus
die Temperatur um 0,5°C bis auf 100°C erhoht. Durch das Aufschmelzen der
Doppelstrang-DNA zu zwei Einzelstrangen wird der Fluoreszenzfarbstoff SYBR® Green |
wieder freigesetzt, was in einer Fluoreszenzabnahme resultiert. Damit war es moglich
spezifische PCR Produkte, welche eine hdhere Schmelztemperatur haben, von
unspezifischen Oligonukleotid-Dimeren zu unterscheiden.

Um Ungenauigkeiten zu minimieren wurde die synthetisierte cDNA 1:100 in MilliQ-H,O
verdinnt und 10 pl dieser Verdinnung eingesetzt. Der 25 ul gqRT-PCR Reaktionsansatz
bestand aus 12,5 ul 2x SYBR® Green | Fluoreszein Mix, je 2,5 pmol Oligonukleotid und
10 pl cDNA. Das durchgeflihrte PCR-Programm sah wie folgt aus:

Vorgang Temperatur Zeit Anzahl der Zyklen
Initialisierung 95°C 15 min 1 Zyklus
Denaturierung 95°C 30 sec 50 Zyklen
Oligonukleotid-Anlagerung x°C 30 sec
Extension 72°C 30 sec (Fluoreszenzmessung )
Schmelzkurvenanalyse 50°C 10 sec 100 Zyklen

(Erhdéhung 0,5°C/Zyklus, Fluoreszenzmessung)
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3.2.4 In situ Hybridisierung

3.2.41 |In vitro Transkription und DIG-Markierung von RNA Sonden

Zur Herstellung einer RNA Sonde fir die in situ Hybridisierung wurde das entsprechende
Plasmid mit enthaltener Riboprobe fiir die in vitro Transkription und Digoxiginin(DIG)-
Markierung linearisiert. Die Linearisierung erfolgte mit 5 pg Plasmid-DNA (Tabelle 13) in
einem 50 yl Reaktionsansatz und 5 Units des entsprechenden Enzymes flr zwei Stunden
bei 37°C. Danach wurde die linearisierte DNA mittels Isopropanol/Ammoniumacetat-
Fallung prazipitiert und mit 70 % Ethanol gewaschen. Die getrocknete DNA wurde
anschlieflend in 12 yl MilliQH,O geldst und bei -20°C gelagert. Der Transkriptionsansatz

fur die in vitro Transkription und DIG-Markierung sah wie folgt aus:

Linearisierte Plasmid-DNA 12,0 pl
5x Transkriptionspuffer 4,0 pl
10x DIG-Labeling-Mix 2,0 pl
RNasin (RNase Inhibitor, 40 U/pl) 0,5 pl
RNA-Polymerase (T3, T7; 17 U/ul) 1,5 ul
DEPC-H,0 12,0 pl

Die Synthese der DIG-markierten RNA Sonden erfolgte fir zwei Stunden bei 37°C und
wurde auf Eis gestoppt. AnschlieBend erfolgte der Abbau einzelstrangiger DNA durch
Zugabe von 2 yl RQ1 DNase und Inkubation bei 37°C fur 10 min. Eine Saulenaufreinigung
der DIG-markierten RNA Sonden wurde mit Hilfe der illustra ProbeQuant™ G-50 Micro
Columns gemaly den Herstellerangaben durchgefiihrt und die Sonden bis zur weiteren

Verwendung bei -80°C gelagert.

3.2.4.2 Whole mount in situ Hybridisierung von Embryonen

Praparierte Mausembryonen wurden in 4 % PFA/1x PBS Uber Nacht bei 4°C fixiert,
anschlieftend in 1x PBT gewaschen und in einer aufsteigenden Methanolreihe (je 10 min
in 25 %, 50 %, 75 % Methanol/1x PBT und zweimal 100 % Methanol) bei 4°C dehydriert.
Die Embryonen konnten so bis zum Zeitpunkt der Analyse in 100 % Methanol bei -20°C

gelagert werden.
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Vor der Hybridisierung wurden die Embryonen schrittweise in einer Methanol/1x PBT-
Reihe (je 10 min in 75%, 50%, 25%) bei 4°C rehydriert und zweimal 15 min mit 1x PBT bei
4°C gewaschen. Um den Hintergrund bei der spateren Farbung zu reduzieren wurden
endogene Phosphatasen durch die Behandlung mit Wasserstoffperoxid inaktiviert. Die
Embryonen wurden in 6 % H,O,/1x PBT flr ein Stunde bei 4°C inkubiert und anschliel3end
dreimal 10 min mit PBT gewaschen. Danach wurden die Embryonen fir 3-5 min in
20 yg/ml Proteinase K in Proteinase K Puffer bei RT verdaut und zum Abstoppen der
Reaktion zweimal 5 min mit 1x PBT/Glyzin, zweimal 5 min mit 1x PBT, dreimal 5 min mit
RIPA Puffer und dreimal 5 min mit 1x PBT gewaschen. Nach der Proteinase K
Behandlung ist eine Nachfixierung der Embryonen erforderlich. Daflr wurden die
Embryonen fir 20 min in 4 %PFA/0,2 % Glutaraldehyd/1x PBT bei RT inkubiert und
dreimal 5min mit 1xPBT gewaschen. Dann erfolgte ein Umpuffern in
Hybridisierungslésung durch 10 min waschen in 1:1 Hybridisierungspuffer:PBT bei RT und
10 min in Hybridisierungspuffer bei 65°C. Die Prahybridisierung der Embryonen fand flr
ein bis drei Stunden bei 65°C statt. Vor der Hybridisierung wurden 4 ul DIG-markierte RNA
Sonde pro 700 ul Hybridisierungspuffer/100 pg/ml tRNA Lésung fir 3 min bei 80°C
denaturiert. Die Embryonen wurden mit den DIG-markierten RNA Sonden tber Nacht bei
65°C hybridisiert.
Am nachsten Tag wurden die Embryonen zweimal 30 min mit Hybridisierungspuffer bei
65°C und nach anschlielendem Abkihlen fir 5 min in 1:1 Hybridisierungspuffer:RNase
Lésung bei RT gewaschen. Um eine unspezifische Bindung der Sonde zu reduzieren
erfolgte ein Verdau in 100 ug/ml RNaseA in RNase Lésung fur zweimal 30 min bei 37°C.
Danach wurden die Embryonen mit hoher Stringenz gewaschen. Beginnend mit 5 min in
1:1 RNase L6sung:SSC/FA/Tween20 mit anschlieendem Erhitzen in SSC/FA/Tween20
von RT auf 65°C. Darauf folgten:

e zweimal 5 min mit SSC/FA/Tween20 bei 65°C waschen

e dreimal 10 min mit SSC/FA/Tween20 bei 65°C waschen

e einmal 30 min mit SSC/FA/Tween20 bei 65°C waschen

e flnfmal 1 h mit SSC/FA/Tween20 bei 65°C waschen
Im Anschluss wurden die Embryonen auf RT abgekihlt, 5min in 1:1
SSC/FA/Tween20:1x TBST, zweimal 10 min in 1x TBST und zweimal 10 min in MABT bei
RT gewaschen. Vor der Inkubation der Embryonen mit dem alkalische Phosphatase-
konjugierten anti-DIG (anti-DIG-AP) Antikdrper wurden diese fur eine Stunde in 5 %
Blocklosung/MABT bei RT inkubiert. Wahrend des Blockens erfolgte die Praadsorption
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des anti-DIG-AP Antikérpers in einer 1:5000 Verdinnung in 1 % Blocklésung/MABT bei
4°C. Die Embryonen wurden mit der Antikdrperlosung unter stdndigem Schitteln bei 4°C
Uber Nacht inkubiert. Am folgenden Tag wurde ungebundener Antikoper durch
mehrmaliges Waschen in 1x TBST entfernt. Die Embryonen wurden fir die Farbung
dreimal 20 min in AP Puffer und anschlieRend in der Farbeldsung mehrere Stunden bis zu
drei Tagen bei RT oder 4°C im Dunkeln gefarbt. Die Farbereaktion wurde dabei in
bestimmten Zeitintervallen unter dem Mikroskop beobachtet und durch Waschen (zwei-
bis dreimal 10 min) mit AP Puffer beendet. Die Embryonen wurden Uber Nacht mit
4 %PFA/M1x PBS nachfixiert, mit 1x PBS gewaschen und zur weiteren Verwendung bei 4°C
in 1x PBS gelagert.

3.3 Biochemische Methoden

3.3.1 Proteinisolation aus kultivierten Zellen

Die Proteinisolation aus kultivierten Zellen erfolgte nach angegeben Zeitpunkten. Dazu
wurde zunachst das Zellkulturmedium vollstandig abgesaugt und die Zellen anschliefsend
zweimal mit 1x PBS gewaschen. Nach Zugabe von 300 ul 5x SDS Probenpuffer mit
Zusatz von Proteinase/Phosphatase-Inhibitoren wurden die Zellen mit Hilfe eines
Zellschabers von der Oberflache abgel6ést und in ein 1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefaly
Uberfuihrt. Zum Aufschluss der Zellen wurden diese mit Hilfe eines Ultraschall-
Homogenisators (Amplitude von 15 % bis 20 % fur 10 sec) homogenisiert. Danach erfolgte
eine Zentrifugation des Lysates fiir 5 min bei 14000 g und der Uberstand wurde in ein
neues Eppendorf-Reaktionsgefal® Gberfuihrt. Nach Bestimmung der Proteinkonzentration

wurden die Proteinextrakte bei -80°C gelagert.

3.3.2 Proteinbestimmung

Die Proteinbestimmung diente der quantitativen Analyse der aus den Zellen gewonnenen
Proteine und wurde mit Hilfe des DC™ Protein Kit vorgenommen. Bei dieser Methode
handelt es sich um ein kolorimetrisches Verfahren, entsprechend der Lowry Methode
(Lowry et al., 1951). Das in der Losung enthaltene Kupfer bildet bei einem alkalischen pH-
Wert Komplexe mit den Proteinen und fiihrt in Abhangigkeit von der Proteinkonzentration

zu einem charakteristischen blauen Farbumschlag. Die Messung der Absorption bei
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750 nm erfolgte in einem Dreifachansatz in einer Mikrotiterplatte unter Verwendung eines
Proteinstandards mit definierter Konzentration an Rinderserumalbumin (engl. bovin serum
albumin, BSA)

3.3.3 SDS Polyacrylamid Gel Elektrophorese

Mit Hilfe der SDS-PAGE lassen sich Proteine spezifisch der Grofke nach fraktionieren. Zur
Vorbereitung wurde durch Zugabe von 5x SDS Probenpuffer mit Glyzerin eine einheitliche
Proteinkonzentration von 1 pg/ul eingestellt. Des Weiteren wurden 4 yl 1 M DTT und
2 ul Bromphenolblau pro 100 ul Proteinprobe zugesetzt und nachfolgend fir 5 min bei
95°C denaturiert. Die Auftrennung der Proteine erfolgte mittels kontinuierlicher SDS-PAGE
mit gradiellen Acrylamidanteil von 4-12% bzw. 3-8%. Bis zur Auftrennung der Proben aus
dem Sammelgel wurde die SDS-PAGE bei 70 V durchgeflihrt und anschliellend auf 150 V
erhoht. Fir die Bestimmung des Molekulargewichtes wurde ein Proteinstandard

mitgeflhrt.

3.3.4 Western Blot Analyse

Die durch SDS-PAGE aufgetrennten Proteine wurden durch Elektroblotting mit Hilfe der
XCell II™ Blot Module auf eine Nitrozellulose-Tragermembran fur zwei Stunden bei 30 V
Ubertragen. Dabei binden die Proteine durch hydrophobe Wechselwirkungen an die
Membran. Zur Kontrolle des Proteintransfers erfolgte eine durch Wasser reversible

Ponceau S Rotfarbung der Membran.

Antikbrperbindung

Zum Nachweis der immobilisierten Proteine auf der Nitrozellulose Membran wurden
verschiedene Erstantikbrper (Tabelle 14) eingesetzt, die mit enzymgekoppelten
Zweitantikorpern (Tabelle 15) nachgewiesen wurden.

Zuerst erfolgte eine einstlndige Inkubation der Membran in 5 % Milchpulver in 1x TBST
zum Blocken von unspezifischen Bindungsstellen. Das Milchpulver wurde durch
sechsmaliges Waschen fir je 5 min mit 1x TBST entfernt und die Membran mit dem
Erstantikdrper in 3 % BSA/1x TBST Uber Nacht bei 4°C unter standigem Schitteln

inkubiert. Am nachsten Tag wurde ungebundener Erstantikbrper durch sechsmaliges
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Wachen fir 5 min mit 1x TBST entfernt. Die Inkubation mit dem Meerrettichperoxidase-
(engl. Horseradish Peroxidase, HRP) konjugierten Zweitantikérper erfolgte in
3 % Milchpulver/1x TBST fir eine Stunde bei RT auf dem Schittler. Danach wurde die
Membran erneut mehrmals mit 1x TBST gewaschen. Nach zusatzlichem einstindigem
Waschen mit 1x TBST erfolgte die Entwicklung der Membran durch Messung der

Chemilumineszenz.

Detektion

Zur Chemilumineszenz-Detektion wurde die Membran mit dem SuperSignal West™
Femto-Gemisch nach Angaben des Herstellers dinn beschichtet und mittels des
VersaDoc™3000 Image Systems exponiert. Die an den Zweitantikbrper gekoppelte
Peroxidase katalysiert die Umsetzung von Luminol in seine oxidierte Form, bei der eine
Chemilumineszenz detektiert werden kann. Die Auswertung der Proteinbanden erfolgte

mit der Software Quantity One.

3.4 Histologische Methoden

3.4.1 Farbung von Knochen- und Knorpelsubstanzen

Zur differentiellen Farbung der Knochen und des Knorpels von E18.5 Mausembryonen
wurden diese nach der Isolation aus dem Muttertier fir mindestens 24 Stunden in 90 %
Ethanol bei RT fixiert. Nach dem Entfernen von inneren Organen sowie der Haut erfolgte
eine dreitdgige Alcianblau Farbung einzelner Embryonen unter standigem leichtem
Schutteln. Die so gefarbten Embryonen wurden in einer abfallenden Ethanol-Reihe von
70 % (zweimal), 40 % und 15 % fir je zwei bis drei Stunden bei RT, mit anschlielender
Wasserung in MilliQ-H,O fur 24 Stunden, rehydriert. Hieran schloss sich eine zweittagige
Inkubation in 1 % KOH an. Die Farbung der Knochen wurde mittels Alizarin Rot S Lésung
fur zwei bis drei Tage bei RT und leichtem Schutteln vorgenommen. Durch mehrmaliges
Waschen mit 1 % KOH wurde die Farbelésung entfernt und die Embryonen durch eine
aufsteigende Glyzerin-Reihe (20 %, 50 %, 80 %, und zweimal 100 % fur je 24 Stunden)

gefuihrt, was die anschlieRende Lagerung in 100 % Glyzerin ermdglicht.
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3.4.2 Herstellung von Gefrierschnitten

Mausembryonen wurden in kaltem 1x PBS prapariert, gewaschen und anschlielend Uber
Nacht in 4 % PFA/1x PBS bei 4°C fixiert. Am nachsten Tag erfolgte ein dreimaliges
Waschen flir 10 min der Embryonen in kaltem 1x PBS, bevor diese zur Kryoprotektion in
30 % Saccharose/1x PBS unter stadndigem Schwenken Uber Nacht bei 4°C inkubiert
wurden. Nach Absenken der Embryonen in der Saccharose/PBS Loésung wurden diese
kurz in 1x PBS geschwenkt, in eine Einbettform mit Tissue-Tek® O.C.T. Polyfreeze™
Uberfiihrt, positioniert, auf Trockeneis eingefroren und bei -80°C gelagert.

Isoliertes Muskelgewebe wurde ohne Fixierung in Tissue-Tek® O.C.T. Polyfreeze™
eingebettet. Dazu wurde das frisch praparierte Gewebe direkt in eine Metalleinbettform mit
Tissue-Tek® O.C.T. Polyfreeze™ (berfihrt und in Stickstoffgekihltem Isopentan

eingefroren. Die Lagerung der Praparate erfolgte bei -80°C.

Die Herstellung von Gefrierschnitten von Embryonen sowie Muskelgewebe erfolgte mit
Hilfe eines Kryostaten. Bei einer Blocktemperatur von -18 bis -25°C wurden Gefrierschnitte
mit einer Schnittdicke zwischen 8 und 12 pm angefertigt. Die Schnitte wurden auf
SuperFrost Plus Adhéasions-Objekttrager aufgenommen, Gber Nacht bei RT getrocknet

und anschlielend bei -20°C feuchtigkeitsgeschutzt gelagert.

3.4.3 Hamatoxylin und Eosin Farbung

Die Hamatoxylin-Eosin Farbung ist die Standardfarbung in der Histologie, um eine gute
Darstellung des Gewebes zu erhalten. Dabei wird eine Hamatoxylin-Lésung flr die
Kernfarbung und eine Eosin-Losung fir die Zytoplasmafarbung verwendet. Alle Schritte
des nachstehenden Farbeprotokolls erfolgten, wenn nicht anders beschrieben, bei RT.

Muskelschnitte wurden fiir die Hamatoxylin-Eosin Farbung bei RT aufgetaut, mit eiskalten
100 % Aceton fur 5 min bei -20°C nachfixiert und fur 30 min getrocknet. Im ersten Schritt
wurden die Kerne mit einer Hamalaun-L6sung fur 10 min gefarbt. Das so genannte Blauen
der Schnitte erfolgte anschlieend unter flielliendem Leitungswasser fur 2 min bis sich die
Objekte blau verfarbt hatten. Nach einem kurzen Spilen in MilliQ-H,O wurden die
Gewebeschnitte fur 6 min in Eosin gefarbt. Zum Fixieren der Eosinfarbung und
Entwassern der Schnitte erfolgte ein zweimaliges schnelles Eintauchen der Objekte in
95 % Ethanol sowie 100 % Ethanol mit anschlieRendem Waschen in 100 % Ethanol und
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Klaren in 100 % Xylol. Die so gefarbten Praparate wurden im Anschluss flr

mikroskopische Untersuchungen mit dem Kunstharz Entelan® eingedeckelt.

3.4.4 Masson-Trichrom-Farbung

Mit Hilfe der Trichrom-Farbung kdnnen kollagene Strukturen vom Muskelgewebe
unterschieden werden. Die Farbung von Muskelgefrierschnitten erfolgte, nach
zehnminutiger Fixierung mit 100 % eiskaltem (-20°C) Aceton, nach dem Protokoll des
Herstellers.

Die Masson-Trichrom-Farbung ist dreifarbig. Kollagene Fasern werden mit Aniline Blue
tiefblau gefarbt, die Kerne werden durch Hamatoxylin dunkelrot bis blau und das
Zytoplasma bzw. die Muskelfasern weisen durch die Biebrich Scarlet-Acid Fuchsin Losung

eine rosa bis rote Farbung auf.

3.4.5 pB-Galaktosidase Farbung

Der B-Galaktosidase (X-Gal) Nachweis wurde auf Gefrierschnitten sowie als Whole-
Mount-Farbung von Embryonen angewendet. Fir eine Farbung auf Gefrierschnitten
wurden die entsprechenden Embryonen unfixiert eingebettet. Die angefertigten
Gefrierschnitte wurden fir 10 min in der X-Gal Fixierldsung fixiert und anschlieRend
dreimal mit Waschpuffer gespult. Danach erfolgte die Farbung in der X-Gal Farbeldsung
fur zwei bis drei Stunden bzw. je nach Farbeintensitat tber Nacht bei 37°C. Abschliel3end
wurden die Schnitte mehrmals in 1x PBS gewaschen und mit Mowiol eingedeckelt.

Fur die Whole-Mount-Farbung von Embryonen wurden diese entsprechend dem Alter
(E9.5 bis E12.5) fur 5 bis 15 min in der X-Gal Fixierlésung inkubiert. Darauf folgte ein
dreimaliges Waschen mit anschlieBender Farbung in der X-Gal Farbelésung tber Nacht
bei 37°C. Die Farbung wurde durch Waschen mit 1x PBS beendet und die Embryonen mit
4 % PFA/1x PBS nachfixiert. Die Embryonen wurden in PBS schwimmend fotografiert und

gegebenenfalls fur Vibratomschnitte eingebettet.
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3.4.6 Alkalische Phosphatase Farbung auf Gewebeschnitten

Der Nachweis der alkalischen Phosphatase (AP) erfolgte auf Gefrierschnitten von
Embryonen unter Verwendung des Vector Red Alkaline Phosphatase Substrate Kits nach

Angaben des Herstellers. AP-positive Zellen zeigten dabei ein rotes Farbeergebnis.

3.4.7 Herstellung von Vibratomschnitten

Fir eine detaillierte Analyse des Expressionsmusters von Whole-Mount X-Gal gefarbten
Embryonen wurden Vibratomschnitte angefertigt. Hierzu wurden die Embryonen in
Gelatine/Albumin eingebettet, mit Hilfe eines Gewebeklebers auf einen Halteblock fixiert
und 70-100 ym dicke Querschnitte angefertigt. Die einzelnen Schnitte wurden auf
unbeschichteten Objekttragern aufgenommen und mit Mowiol fir mikroskopische

Analysen eingedeckelt.

3.4.8 Immunologische Farbungen

Fir immunologische Farbungen wurden Gefrierschnitte von Embryonen, kultivierte Zellen
bzw. Muskelfasern mit 1x PBS gewaschen und mit 4 % PFA/1x PBS fur 10 min bei RT
fixiert. Eine Permeabilisierung der Zellmembranen erfolgte fir 5 min mit 0,5 % TritonX-
100/1x PBS, anschlieBend wurden die Praparate zweimal mit 1x PBS gewaschen. Um
unspezifische Antikdrperreaktionen zu reduzieren, wurden die Objekte in Tag 1 Lésung
(0,5 % BSA/0,1 % TritonX-100/5 % Ziegenserum/1x PBS) fir eine Stunde bei RT blockiert.
Im Anschluss erfolgte die Inkubation mit dem Erstantikorper (Tabelle 14) in Tag 1 Lésung
Uber Nacht bei 4°C. Daraufhin wurden die Praparate mehrmals mit 1x PBS gewaschen
und fir zwei Stunden mit einem Fluorophor-konjugierten Zweitantikorper (Tabelle 15) in
1x PBS inkubiert. Nach mehrmaligem Waschen, um ungebundenen Zweitantikdrper zu
entfernen, erfolgte eine Kernfarbung mit DAPI (4,6 -Diamidino-2-phenylindol) far 10 min.

Die gefarbten Objekte wurden mit Hilfe von Mowiol eingedeckelt.

Diaminobenzidin Farbung

Eine indirekte Antikérperfarbung mit Hilfe von Diaminobenzidin (DAB) wurde zur
Signalverstarkung auf Muskelfasern angewendet. Dazu wurden die Muskelfasern wie

oben beschrieben mit dem Erstantikdrper Uber Nacht inkubiert. Hierauf folgte nach
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mehrmaligem Waschen die Inkubation mit einem Biotin-gekoppelten Zweitantikérper
(Tabelle 15). Nach dreimaligen Wachen wurden die Proben fir eine Stunde mit dem ABC-
Kit laut Hersteller behandelt. Die ABC-LAosung enthalt eine Avidin-gekoppelte Peroxidase,
welche mit dem Biotin ein Komplex bildet. Der Nachweis des gebildeten Komplexes
erfolgte durch Zugabe des Substrates Diaminobenzidin. Fir die Substratldsung wurden
eine DAB-Tablette (10 mg) in 17 ml 0,1 M TrisHCI (pH 7,2) geldst und durch einen
Spritzenfilter filtriert, 1 ml 0,1 M TrisHCI (pH 7,2) + 5pul 30 % H,O, zugegeben und
anschlielend im Dunkeln fur 5 min auf den Muskelfasern inkubiert. Die Enzymreaktion
wurde durch zweimaliges Waschen mit 1x PBS beendet. Abschlielend erfolgten die
Farbung der Kerne mit DAPI und das Eindeckeln mit Mowiol. Das entstandene braune

Prazipitat kann mit Hilfe eines Lichtmikroskopes nachgewiesen werden.

TUNEL Apoptose Assay
Ein wesentliches Kennzeichen der Apoptose ist die Fragmentierung der DNA durch die

Aktivitdt von Endonukleasen. Die an den DNA-Strangbriichen freiwerdenden 3'OH-Enden
kénnen in situ mit Hilfe der TUNEL Methode (Terminal deoxynucleotidyl Transferase
(TdT)-mediated dUTP-biotin nick end labeling) mit markierten Nukleotiden (zum Beispiel
Fluoreszenz) versehen und sichtbar gemacht werden (Gavrieli et al., 1992).

Fur die Untersuchung von apoptotischen Zellen in Mausembryonen wurde in dieser Arbeit
der In Situ Cell Death Detection Kit nach Herstellerangaben auf Gefrierschnitten

angewendet.

3.5 Zellbiologische Methoden

3.5.1 Kultivierung von Zellen

Die Routine-Kultivierung der im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Zellen erfolgte in 60-
mm und 100-mm Zellkulturschalen bei 37°C und 5 % CO,. Die Zellen wurden, in den in
Tabelle 8 aufgefihrten Medien kultiviert. Zum Passagieren wurden die Zellen mit sterilem
1x PBS gewaschen und durch eine 0,05 % Trypsin/0,02 % EDTA-L6sung vom Kulturgefafly
geldst. Die Enzymwirkung der Trypsin/EDTA Lésung wurde durch Zugabe des doppelten
Volumens an serumhaltigem Kultivierungsmedium gestoppt. Die gewlinschte Menge an
Zellen wurde anschlieBend in frischem Medium verdinnt und auf neue Kulturgefalle

verteilt.
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3.5.2 Gefrierkonservierung und Auftauen von Zellen

Zur Gefrierkonservierung wurden die Zellen wie in 3.5.1 beschrieben trypsinisiert und fur
5min bei 500g zentrifugiert. Eine Zellmenge von 2x10° Zellen wurde in 1 ml
Einfriermedium resuspendiert und in ein Einfrierréhrchen tberflhrt. Die Zellsuspension
wurde in daflr vorgesehenen Einfrierbehaltern fir mindestens 24 Stunden bei -80°C
belassen bevor die Zellen anschlieend in flissigem Stickstoff eingelagert wurden.

Ein schnelles Auftauen der Zellen erfolgte im Wasserbad bei 37°C. Die aufgetaute
Zellsuspension wurde in serumhaltiges Medium Gberfihrt und fir 5 min bei 500 g
zentrifugiert. Das DMSO-haltige Einfriermedium wurde so aus der Zellsuspension
herausgewaschen. Nach Abnahme des Uberstandes wurden die Zellen in frischem

Medium wieder in Kultur gebracht.

3.5.3 Lentiviraler Gentransfer von shRNA-kodierenden Vektoren

Fur die stabile Repression (Knockdown) der Genexpression bzw. Translation von Numb
und/oder Numblike in C,C4, Zellen wurde das lentivirale shRNA-Vektorsystem, MISSION®
TRC, von der Firma Sigma-Aldrich Chemie GmbH verwendet. Der pLKO Vektor wurde aus
dem HIV abgeleiteten Vektor pRRL-cppt-hPGKsin entwickelt. Diesem, urspriinglich als
lentihair bezeichneten Vektor wurde im Vergleich zu einem von Moloney Murine
Leucaemia Virus-Vektor abstammenden Virus eine effektivere Infizierung von Zelllinien
und primaren Zellen nachgewiesen (Stewart et al., 2003).

In dieser Arbeit wurden je fiinf verschiedene shRNA-kodierende Vektoren (Tabelle 12) zur
genspezifischen Hemmung von Numb bzw. Numblike getestet und die am effektivsten
wirkende shRNA Sequenz zur Herstellung von stabilen shRNA-exprimierenden C,Cj,
Myoblasten verwendet. Als Kontrolle diente eine scrambled shRNA, die mit keinem
bekannten Gen der Maus oder des Menschen Ubereinstimmt (www.sigmaaldrich.com).
Diese shRNA ist in der Lage den RNAI Signalweg (RNA-Interferenz vermittelte Stilllegung
von Genen) zu aktivieren, wodurch es mdglich war unspezifische Effekte in den shRNA

behandelten Zellen zu berlcksichtigen.
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3.5.3.1 Kalziumphosphat-Transfektion

Die Herstellung von den sich selbst inaktivierenden lentiviralen Partikeln erfolgte in
HEK293T Zellen durch Kotransfektion eines shRNA-kodierenden Vektors (Tabelle 12) mit
dem psPAX2 Plasmid, welches fur die Verpackungsgene (gag, pol und rev) kodiert und
dem pMD2.G Plasmid, welcher die viralen Hullproteine (VSV-G) enthalt.

Am Vortag der Transfektion wurden 7x10° HEK293T Zellen pro Well einer 6-Well-Platte
ausplattiert. Fur die Transfektion wurden 1 pug des shRNA-kondierenden lentiviralen
Vektors (pLKO.1) sowie 0,9 ug und 0,1 ug der Verpackungsplasmide pPAX2 bzw.
pMD2.G mit MilliQ-H,O in einem Gesamtvolumen von 68 pl gemischt. Nach Zugabe von
22 ul 2 M CaCl, und 90 ul 2x HBS Puffer wurde das Gemisch tropfenweise zum Medium
der Zellen gegeben. Die Kulturplatten wurden zur gleichmaligen Verteilung des
Transfektionsgemisches vorsichtig geschwenkt und bei 37°C inkubiert.

Alle nachfolgenden Arbeitsschritte wurden entsprechend dem Gentechnik Gesetz

(GenTG) unter den SicherheitsmalRnahmen der Sicherheitsstufe S2 vorgenommen.

3.5.3.2 Lentivirale Transduktion

Transfizierte HEK293T Zellen wurden fur 24 Stunden im Brutschrank kultiviert. Flr eine
effektive Virusproduktion erfolgte ein Wechsel des Kultivierungsmediums durch Medium
mit 30 % FCS. Nach weiteren 24 Stunden erfolgte die erste Abnahme des Mediums mit
den enthaltenen lentiviralen Partikeln. Die virusproduzierenden Zellen wurden flr weitere
24 Stunden mit neuem Medium versorgt, so dass eine zweite Abnahme des
Virusliberstandes erfolgen konnte. Im Anschluss wurden die Zellen entsprechend dem
Gentechnik Gesetz der Sicherheitsstufe S2 entsorgt. Der virale Uberstand wurde durch
Zentrifugieren bei 2000 g von restlichen Zellbestandteilen getrennt und bei 4°C gelagert.

Fur die virale Transduktion von C,C4, Myoblasten wurden 2x10* Zellen/Well am Tag vor
der Infektion in 24-Well Zellkulturplatten ausplattiert. Am folgenden Tag wurde das
Medium abgenommen und die Zellen mit 2 ml der viralen Suspension versetzt. Um eine
effiziente Virusinfektion zu erhalten, wurde dem Virusmedium 8 pg/ml Polybrene
zugesetzt. Ein Mediumwechsel mit frischem Wachstumsmedium erfolgte 24 Stunden nach
der Infektion. Zur weiteren Kultivierung wurden die Myoblasten in 6-Well Zellkulturplatten

Uberfuhrt und mit der Selektion begonnen.
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Als Kontrolle zur Bestimmung der Transfektions- bzw. Transduktionseffizienz wurde ein
pLKO.1-GFP kodierender Vektor verwendet. Abbildung 7 zeigt exemplarisch transfizierte
HEK293T Zellen 48 Stunden nach Kotransfektion des lentiviralen Vektors und der
Verpackungsplasmide. Mittels Kalziumphosphat-Transfektion konnten effektiv 80 % der
HEK293T Zellen mit dem pLKO.1-GFP Vektor transfiziert werden. Die in den
Zellkulturiberstand abgegebenen Viruspartikel wurden anschlief3end fiir die Infektion von
C,C2 Myoblasten verwendet. In den C,C4, Myoblasten konnte eine Transduktionseffizienz
von etwa 60 % erzielt werden (Abbildung 7 C-D).

| HEK293T

Phasenkontrast
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Abbildung 7: Herstellung von lentiviralen Viruspartikeln in HEK293T und Transduktion von
C,C,, Myoblasten.

(A-B) HEK293T Zellen 48 Stunden nach Co-Transfektion des pLKO.1-GFP Kontrollvektors mit den
Verpackungsplasmiden (psPAX2 und pMD2.G) zur Herstellung von Viruspartikeln. (B) Mittels
Kalziumphosphatmethode wurde eine Transfektionseffizienz von 80 % erzielt. (C-D) Transduzierte
C,C1, Myoblasten 48 Stunden nach Infektion mit dem virushaltigen Uberstand der HEK293T Zellen.
Etwa 60 % der Myoblasten zeigten ein positives GFP Signal (D). A und C: Phasenkontrast; B und
D: fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen (Emission: 520 nm) dargestellt in Grau. GroRenmalistab
betragt 50 ym in allen Bildern.
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3.5.3.3 Selektionieren

Die shRNA-kodierenden pLKO.1 Vektoren enthalten ein Puromycin-Resistenzgen zur
Selektion der transduzierten Zellen. Dies ermdglicht die kontinuierliche Expression der
shRNA und damit die fortdauernde Repression der Zielgene.

Die Selektion der C,Cq, Myoblasten erfolgte zwei Tage nach Infektion der Zellen mit
2 yg/ml Puromycin. Das Sterben von nicht-infizierten Zellen erreichte seinen Héhepunkt
zwei bis drei Tage nach Beginn der Selektion. Die Zellen wurden bei einer Konfluenz von
50 bis 60 % passagiert und gut vereinzelt wieder ausplattiert. Die weitere Kultivierung

dieser Zellen erfolgte routinemafig in Puromycin-haltigem Medium.

3.5.4 Isolierung und Kultivierung von murinen Skelettmuskelzellen

Die Isolierung von primaren Muskelzellen, den so genannten Satellitenzellen, basiert auf
dem Protokoll von Yablonka-Reuveni und Mitarbeitern (Yablonka-Reuveni et al., 1987).
Mause verschiedenen Genotyps wurden durch zervikale Dislokation getétet und die
gesamte Muskulatur der Vorder-, Hintergliedmalen, Brust (M. pectoralis major, minor) und
Ricken (M. erector spinae) entnommen. Fettgewebe, sowie grolere Sehnen wurden
entfernt und das gesauberte Muskelgewebe mit Hilfe eines Gewebezerkleinerers zu einer
homogenen Masse von ca. 1 mm? groRen Stiicken zerhackt. Diese Muskelmasse wurde in
50 ml GlutaMAX/1 % Penicillin/Streptomycin (PS) Uberfuhrt, kurz gemixt und flr 2 min bei
1000 g zentrifugiert um restliche Fettgewebsstiickchen und Lipidtrépfchen abzutrennen.
Alle weiteren Isolierungsschritte wurden an der Sterilbank unter Bedingungen der
Sicherheitsstufe S1 durchgeflhrt. Zuerst erfolgte ein Verdau der pelletierte Muskelmasse
in 10 % Dispase in GlutaMAX/1 % PS fir 30 min bei 37°C. Durch Zugabe von
Collagenase Typ 2 (Endkonzentration: 0,05 %) und weiteren 30 min Inkubation bei 37°C
wurde ein besserer enzymatischer Verdau erreicht. Mehrmaliges mixen wahrend der
Inkubationszeiten sorgte fir eine homogene Verteilung der Enzyme und einen
gleichmaBigen Verdau des Muskelgewebes. Um Satellitenzellen von den Muskelfasern
abzuldsen, wurde die Muskelsuspension zweimal mittels einer 30 ml Spritze durch eine
20G Kanlle gedriickt. Da der gesamte Vorgang der Muskelzellisolation mit der Zerstérung
und Lyse von einigen Zellen einhergeht, wird DNA in das Dissoziationsmedium freigesetzt.
Ein DNA-Gehalt im Medium ist oftmals die Ursache fir das ungewollte Verklumpen von

Zellen. Die Zugabe von 10 uyg/ml DNase |l (5 min bei RT) zum Dissoziationsmedium
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verminderte diesen Effekt. Die verdaute Muskelzellsuspension wurde auf ein Volumen von
50 ml mit GlutaMAX/1 % PS aufgefillt, fir eine Minute bei 500 g zentrifugiert und dann
durch ein 100 ym und ein 40 ym Zellsieb filtriert. Die Zellen wurden durch Zentrifugation
bei 1000 g fur 5 min pelletiert, der Uberstand wurde nochmals bei 3000 g fiir 5 min
zentrifugiert. Die beiden Zellpellets wurden anschlieRend in 10 ml GlutaMAX/1 % PS
wieder suspendiert und erneut Uber ein 100 ym und ein 40 ym Zellsieb gegeben, um
mogliche groRere Muskelzellfragmente zu beseitigen.

Wahrend der Zellisolation war eine Kontamination mit roten Blutzellen unvermeidbar. Eine
Lyse dieser Zellen erfolgte durch einen hypertonischen Schock. Dafiir wurden die Zellen
nach Zentrifugation (5 min fir 1000 g) flr 3 min in 3 ml RBC Puffer auf Eis inkubiert. Die
Lyse der Blutzellen wurde durch Zugabe von GlutaMAX/1 % PS beendet, die Zellen erneut
fir 5 min bei 1000 g zentrifugiert und das Pellet nach Absaugen des Uberstandes in 3 ml
frischen GlutaMAX/1 % PS aufgenommen. Eine sich anschliefende Dichtegradienten-
Zentrifugation ermdglichte die Abtrennung der lebenden Muskelzellen von toten Zellen und
Muskelfragmenten. Dazu wurde ein diskontinuierlicher Percoll-Gradient hergestellt. In
einem 15-ml Falkon wurden 7 ml einer 30%igen Percoll-Lésung mit 3 ml einer 70%igen
Percoll-L6ésung unterschichtet, so das eine Phasentrennung erkennbar war. Die
Zellsuspension (3 ml) wurde anschlieend vorsichtig auf den Gradienten pipettiert und bei
1500 g fiir 15 min bei geringer Beschleunigung und ohne Bremsen zentrifugiert. Nach der
Zentrifugation lagen die Muskelzellen in der Interphase und Zellfragmente auf der
Oberflache des Gradienten vor. Die Zellen aus der Interphase wurden vorsichtig heraus
pipettiert, in GlutaMAX/1 % PS zur Abtrennung von Percoll-Resten gewaschen und bei
1000 g fir 5 min zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in Proliferationsmedium aufgenommen
und auf Collagen-beschichtete 35-mm Zellkulturschalen pipettiert und bei 37°C kultiviert.
Einen Tag nach der Praparation haben sich die schnelladharierenden Fibroblasten an den
Zellkulturschalenboden angeheftet. Muskelzellen hingegen befinden sich als
nichtadharente Zellen im Medium. Das Kulturmedium wurde zum Pelletieren der Zellen
abgenommen und diese in Collagen-beschichtete Objekttrager mit abnehmbarer Kammer

(Chamber Slide™) flir Proliferations- und Differenzierungsversuche kultiviert.

3.5.5 Isolierung von murinen Muskelfasern

Fur die Isolierung einzelner Muskelfasern wurden zwei verschiedene Muskeln ausgewahlt.

Der Musculus extensor digitorum longus (EDL) oder ,langer Zehenstrecker” befindet sich
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lateral zum Musculus tibialis anterior (TA) direkt auf der Fibula. Der EDL Muskel ist ein
sehr schmaler Muskel mit langen Muskelfasern. Der Musculus flexor digitorum brevis
(FDB) oder ,kurzer Zehenbeuger* ist ein langgestreckter flachiger Muskel im Bereich der
Unterseite des Ful3skelettes. Dieser Muskel ist ebenfalls leicht heraus zu praparieren, und
besitzt im Gegensatz zum EDL Muskel kirzere und zahlenmaRig mehr Muskelfasern. Bei
der Praparation der einzelnen Muskeln wurde darauf geachtet, dass keine starken
Zugkrafte bzw. andere Beschadigungen durch das Praparationsbesteck auf den Muskel
einwirkten.

EDL oder FDB Muskeln wurden in 0,2 % Collagenase P/DMEM fir eine Stunde bei 37°C
verdaut. Die Enzym-Aktivitdt der Collagenase diente zu Dissoziation der einzelnen
Muskelfasern aus dem gesamten Muskelverband. Um die Enzymreaktion beenden
wurden die verdauten Muskelsticke in 10 % FCS/DMEM uberfuhrt. Mit Hilfe einer
Pasteur-Pipette erfolgte durch mehrmaliges hoch und runter Pipettieren die Trennung der
Muskelfasern. Die einzelnen Fasern wurden in Polystyrol Rundboden-Réhrchen Uberflihrt
und mit 1x PBS oder Proliferationsmedium gewaschen, um die dissoziierten Einzelzellen
zu entfernen. Die Muskelfasern wurden sofort mit 4 % PFA/1x PBS fur 10 min bei RT

fixiert oder bei 37°C in Suspension kultiviert.

3.5.6 Bestimmung der Zellproliferation

Zur Visualisierung aktiver DNA-Synthese wurde das Thymidinanalogon 5-ethynyl-2*-
deoxyuridine (EdU) verwendet. EdU ist eine neue Alternative zum BrdU (5-Bromo-2-
deoxyuridin) und wird ebenso wahrend der S-Phase des Zellzyklus in die neu-
synthetisierte DNA eingebaut. Fur die EdU-Markierungen wurden primare Myoblasten
oder FDB Muskelfasern im Verlauf der Kultivierung mit 20 uM EdU fur drei Stunden
inkubiert. Nach dieser Pulse-Phase wurden die Zellen entweder direkt mit 4 % PFA/1x
PBS fir 10 min bei RT fixiert, oder es erfolgte ein Wechsel des Mediums mit
anschlieliender weiterer Kultivierung. Im Verlauf dieser so genannten Chase-Phase, die
zwischen drei und sechs Tage bei primaren Myoblasten und 24 bis 48 Stunden bei
kultivierten FDB Muskelfasern (Abbildung 8) andauerte, erfolgte je nach
Proliferationsgeschwindigkeit eine Verteilung des eingebauten EdJU auf die Tochterzellen.
Der immunologische Nachweis des eingebautem EdU erfolgte mit Hilfe des Click-iT® EdU
Imaging Kits. Fur die Analyse der Proliferation von Satellitenzellen auf FDB Muskelfasern

wurden diese in zwei Gruppen eingeteilt: Einzelzellen und Zellcluster (Abbildung 8).
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Abbildung 8: Schematische Darstellung der Kultivierung von FDB Muskelfasern.

Nach der Isolierung von intakten einzelnen FDB Muskelfasern wurden diese unter normalen
Wachstumsbedingungen fir 24 Stunden kultiviert. Danach erfolgte eine dreistindige Inkubation mit
EdU. Der Einbau von EdU in neu synthetisierte DNA dient zum Nachweis von aktivierten und
proliferierenden Satellitenzellen. Muskelfasern wurden direkt nach EdU Markierung, sowie nach 24
bis 48 Stunden weiterer Kultivierung fixiert. Immunfluoreszenzfarbungen (IF) der kultivierten FDB
Fasern erfolgten mit Hilfe des Click-iT™ EdU Kits und mit dem monoklonalen Pax7 Antikérper. Auf
den Muskelfasern kénnen Einzelzellen sowie Zellcluster von Pax7-positiven Satellitenzellen
beobachtet werden.

3.5.7 Messung der Differenzierungsfahigkeit

Die von  Satellitenzellen  abstammenden  Myoblasten sowie die  C,Cys
Muskelvorlauferzelllinie besitzen die Fahigkeit bei einer Kultivierung unter geringen
Serumkonzentrationen zu Synzytien zu differenzieren. In dieser Arbeit wurde die
Differenzierung der Zellen durch DMEM mit einem Zusatz von 2 % Pferdeserum
(Differenzierungsmedium) induziert.

Fur die Untersuchung der Differenzierungseigenschaften von C,C,, Myoblasten wurden
diese in 12-Well Zellkulturplatten in Proliferationsmedium bis zur vollstandigen Konfluenz
kultiviert und die Differenzierung der Myoblasten durch einen Wechsel zu
Differenzierungsmedium induziert. Nach drei und sechs Tagen erfolgte die Analyse des

Fusionsverhaltens der Myoblasten.
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Fur die Untersuchung der Differenzierungseigenschaften von Satellitenzellen wurden
diese mit einer Zelldichte von 6x10® Zellen in 20 yl Medium in speziellen Kammer-
Objekttragern (Lab Tek™ Chamber Slide™) ausplattiert. Nach dreitagiger Kultivierung in
Proliferationsmedium erfolgte der Wechsel zu Differenzierungsmedium mit anschliefiender

sechstagiger Inkubation.

Auswertung
Der Nachweis von differenzierten C,C, und primaren Myoblasten erfolgte Uber eine

MF20-Antikérperfarbung. Der skelettmuskelspezifische Antikérper MF20 detektiert alle
sarkomeren Myosine (genauer: die schweren Ketten des Myosins), die von differenzierten
Synzytien exprimiert werden. Drei bzw. sechs Tage nach der Induktion der Differenzierung
wurden die Kulturen mit 1x PBS gewaschen und fir 10 min mit 4 % PFA/1x PBS fixiert.
Der Nachweis von MF20 erfolgte Uber eine Immunfluoreszenzfarbung der fixierten
Kulturen. Mittels Fluoreszenzmikroskopie wurden finf bis zehn unabhangige
Bildaufnahmen angefertigt. Die Bestimmung des Fusionsindexes der Myoblasten erfolgte
nach folgender Formel, wobei die Ermittlung der Anzahl an Kernen mit Hilfe der ImageJ

Software durchgefiihrt wurde:

. Anzahl der Kerne in Synzytien
Myoblastenfusion [%] = YZy x 100

gesamte Anzahl an Kernen in Myoblasten und Synzytien
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4 ERGEBNISSE

4.1 Untersuchung der Myf5-abhangigen embryonalen

Skelettmuskelentwicklung

Die Determinierung myogener Zellen wahrend der Embryogenese wird durch die
Expression der myogenen Regulationsfaktoren Myf5 und MyoD reguliert.
Vorangegangene Studien der gezielten Inaktivierung der einzelnen Gene Myf5 und/oder
MyoD in der Maus sowie in embryonalen Stammzellen zeigten, dass nur eine teilweise
funktionelle Uberlappung dieser Faktoren besteht und méglicherweise sich die
Skelettmuskulatur aus zwei unabhangigen Zellpopulationen entwickeln kann (Braun &
Arnold, 1994, 1996; Rudnicki et al., 1993). Obwohl in vitro Analysen mit embryonalen
Stammzellen einige experimentelle Vorteile bieten, fehlt diesen jedoch die in vivo
Komplexitat der embryonalen Entwicklung. Fur weitere Einblicke in die embryonale
Muskelentwicklung in Abhangigkeit von Myf5-exprimierenden Zellen wurde daher eine
konditionale Zellablationsmethode, basierend auf der Cre-Rekombinase-vermittelten
Aktivierung des Diphterie-Toxin A (DTA), in der Maus verwendet. Die Nutzung der Myf5°
Mauslinie (Tallquist et al., 2000) ermdglichte es gezielt Myf5-exprimierende Zellen der
frihen Muskelzellpopulation wahrend der embryonalen Entwicklung durch induzierten

Zelltod aus dem Zellverband zu entfernen.

5Cre

4.1.1 Das Expressionsmuster der Myf Mauslinie

Fir die Visualisierung der Myf5-Promoter vermittelten Cre-Rekombinase Aktivitat wurden
Myf5°® Mause mit der Reportermauslinie Rosa26“?** (Soriano, 1999) verkreuzt. Der
Nachweis der Cre-Aktivitat durch die LacZ Farbung ermdéglichte zum einen die Markierung
Myf5-positiver Zellen und diente zu dem, das weitere Schicksal der Zellen im Verlauf der
Myogenese auch nach Abschalten des Myf5-Promoters zu verfolgen. Vergleichend zu den
LacZ Farbungen wurden in situ Hybridisierungen vom embryonalen Stadium E10.5 und
E15.5 angefertigt, um die Myf5 mRNA Expression darzustellen. Erste LacZ-positive Zellen
zeigten sich bereits in den Somiten am Tag E9.0 (Daten nicht gezeigt). In Abbildung 9 (B-
C) sind die Unterschiede zwischen LacZ-gefarbten Myf5-abstdmmigen Zellen und in situ

markierten Myf5-exprimierenden Zellen gegenubergestellt. Wahrend Myf5-exprimierende
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Zellen am Tag E10.5 nur im Myotom (Abbildung 9 C) nachzuweisen sind, werden Myf5-
abstammende Zellen (LacZ-positiv) neben dem Myotom auch im Sklerotom (Abbildung 9
B) und verteilt in den vorderen Extremitaten detektiert. Am Tag E15.5 formen Myf5-
abstammende Zellen die Muskelfasern der Skelettmuskulatur, wie beispielsweise in den
vorderen Extremitaten zu erkennen ist (Abbildung 9 D-E). Zu diesem Zeitpunkt der
Entwicklung wurden keine Myf5-exprimierenden Zellen mittels in situ Hybridisierung in den

Extremitaten nachgewiesen (Abbildung 9 F).

| Myf5°= Rosa26'= | wr |

(&)

E10.5

Abbildung 9: Verteilung Myf5-abstammiger Zellen wéahrend der embryonalen Entwicklung.
Myf5°® Mause wurden mit Rosa26"“ Reportermausen verkreuzt. (A-B) Whole mount LacZ
Farbung eines E10.5 Myf5°"® Rosa26*“* Embryos zeigt Myf5-abstammige Zellen in den vorderen
Extremitaten, dem Myotom (m) und in Bereichen des Sklerotoms (sk). (C) In situ Hybridisierung
unter Verwendung einer DIG-markierten Myf5 mRNA-Sonde zeigt Myf5-exprimierende Zellen
spezifisch im Myotom (m) eines E10.5 Wildtypembryos. (D-E) Transversaler Schnitt und LacZ
Farbung eines E15.5 Myf5°® Rosa26"** Embryos. Myf5-abstammige Zellen sind in Muskelfasern
der Skelettmuskulatur der Extremitat (E) sowie der Kérperwand zu erkennen. (F) Bei E15.5 wurden
keine Myf5 mRNA-positive Zellen mittels in situ Hybridisierung in den Muskelfasern der vorderen
Extremitat nachgewiesen.

Zusatzlich zu der muskelspezifischen Lokalisation Myf5-abstammender Zellen wurden in
E15.5 Myf5°™ Rosa26-*“ Embryonen, LacZ-positive Knorpelzellen der Rippen und Wirbel,

sowie der dorsalen Wurzelganglien nachgewiesen (Abbildung 10). Vermutlich handelt es
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sich hierbei um Myf5-abstammende Zellen, welche aus dem paraxialen Mesoderm bzw.

aus dem Sklerotom stammen.

| | Myf5¢ Rosa264 |

E15.5

Abbildung 10: Verbreitung Myf5-abstammiger Zellen in verschiedenen Geweben.
LacZ-positive Zellen wurden bei E15.5 Myf5°® Rosa26"*** Embryonen im Knorpelgewebe der
Wirbel (A) und Rippen (B, Pfeil) nachgewiesen. (C) Vereinzelte Myf5-abstammende Zellen sind im
Neuralrohr und in den dorsalen Wurzelganglien zu finden (Pfeile). Pfeilspitzen in (C) verweisen auf
LacZ-positive Chondrozyten in einem Wirbel. GréRenmalstab entspricht 100 pm.

4.1.2 Myf5°° Rosa”™ Mause sterben perinatal aufgrund massiver Fehlentwicklung
des axialen Skelettes

Fir die Ablation Myf5-exprimierender Zellen wurden Myf5°® Mause mit Rosa®™ Tieren
(Brockschnieder et al., 2006) verkreuzt. Myf5°® Rosa®™ Mause (Gensch et al., 2008)
wurden entsprechend der Mendel’'schen Verteilung geboren, starben jedoch kurz nach der
Geburt.

Aufgrund der nachgewiesenen Myf5-abstammigen Zellen im Knorpelgewebe des axialen
Skelettes von E15.5 Embryonen (Abbildung 10), erfolgte die Untersuchung der
Skelettstruktur von E18.5 Myf5°® Rosa®™ Embryonen (Abbildung 11 B). Der perinatal
letale Phanotyp in Myf5°® Rosa®™ Embryonen (Abbildung 11 A) ist auf eine massive
Verformung der Wirbelsaule (Abbildung 11 E), Verschmelzungen von Rippenbégen
(Abbildung 11 F), sowie dem Fehlen distaler Rippen und gesamter Rippenbdgen
(Abbildung 11 B und G) zuriickzufiihren. Dadurch unterscheiden sich Myf5°° Rosa”™
Tiere von Myf5m1 Mutanten, welchen nur die distalen Bereiche der Rippen fehlten (Braun
et al., 1992; Kaul et al., 2000).
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| Myf5° Rosa®™

(A)

E18.5

~ Rosa®™

Abbildung 11: Rippenphinotyp von E18.5 Myf5°" Rosa”™ Embryonen.

Erscheinungsbild von E18.5 Myf5“® Rosa®™ (A) und Wildtypembryonen (C). (B und D)
Skelettfarbung der in A und C gezeigten Embryonen mit Alcianblau/Alizarin Rot verdeutlichen die
Abwesenheit des Brustkorbes in Myf5°® Rosa®™ Mausen. VergroRerte Darstellung der
fehlentwickelten Wirbelsaule (E-F) sowie die verkiirzten und verformten Rippenbdgen (G).

4.1.3 Die Ablation Myf5-exprimierender Zellen fiihrt zur verminderten Expression
der myogenen Marker MyoD und Myogenin in Somiten von E10.5
Myf5° Rosa’™ Embryonen

Die Myf5°-vermittelte Aktivierung von DTA in Myf5°® Rosa®™ Embryonen fiihrt zum
induzierten Zelltod. Apoptotische Zellen wurden vermehrt in den Somiten von E9.5 und
E10.5 Myf5°® Rosa”™ Embryonen mit Hilfe des TUNEL Apoptose Assay nachgewiesen
(Abbildung 12 A-B und E-F). Dies weist auf den Verlust myogener Vorlauferzellen hin. In
E9.5 Myf5°® Rosa®™ Embryonen wurden im epaxialen Dermamyotom (Abbildung 12 A-B)
und ab E10.5 zusatzlich im hypaxialen Dermamyotom (Abbildung 12 E-F) apoptotische
Zellen nachgewiesen. In Wildtypembryonen wurden hingegen keine TUNEL-positiven
Zellen detektiert (Abbildung 12 C-D und G-H).
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| Myf5% RosaP™ | WT

dorsal

lateral —l medial

ventral

I E9.5

E10.5

DAPITUNEL ||  TUNEL | DAPITUNEL |  TUNEL

Abbildung 12: Myf5°re-vermittelte DTA Expression filhrt zum Zelltod in den Somiten von
Myf5°" Rosa’™ Embryonen.

Transversale Schnitte durch die Somiten von E9.5 (A-D) und E10.5 (E-H) Embryonen mit
durchgefiihrter TUNEL Farbung zum Nachweis apoptotischer Zellen. Im Vergleich zu den
Wildtypembryonen (C-D und G-H) wurden vermehrt TUNEL-positive Zellen im Dermamyotom von
Myf5 Rosa”™ Embryonen (A-B und E-F) nachgewiesen. Umrandungen kennzeichnen die
Embryonen sowie das Neuralrohr (NR). Der GrofienmalRstab betragt 200 um.

Der Verlust von Myf5-exprimierenden Zellen geht mit einer reduzierten Anzahl an MyoD-

5 Rosa”™ Embryonen einher

und Myogenin-exprimierenden Zellen in E10.5 Myf
(Abbildung 13 C und E). Aufgrund des gestreuten Musters der verbliebenen MyoD- bzw.
Myogenin-positiven Zellen im Bereich des Dermamyotoms ist anzunehmen, dass die
Ablation Myf5-exprimierender Zellen zum Verlust der geordneten Struktur der Somiten
fuhrt (Abbildung 13 C und E). Die Analyse von Pax7-exprimierenden Zellen, einem
weiteren myogenen Marker, ergab ein Verlust dieser Zellen im epaxialen Dermamyotom
(Abbildung 13 A). Die Expression von Pax7 in neuronalen Gewebe sowie dem hypaxialen
Dermamyotom wurde durch die Ablation Myf5-exprimierender Zellen nicht beeinflusst

(Abbildung 13 A).
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Abbildung 13: Reduzierte Expression myogener Regulationsfaktoren in E10.5 Myf5Clre

Rosa’™ Embryonen.

Immunfluoreszenzfarbung kranial liegender Somiten von Myf5°® Rosa®™ (A, C, E) und
Wildtypembryonen (B, D, F) mit Myf5/Pax7, Myf5/MyoD und Myf5/Myogenin. Eine massive
Reduktion von MyoD und Myogenin-exprimierenden Zellen konnte in Myf5 Rosa”™ Embryonen
beobachtet werden. Die aulere Linie kennzeichnet den AuRenrand der Embryonen, Umrandung
verweist auf das Dermamyotom, NR = Neuralrohr. Gréfienmalstab entspricht 100 um.

Mit Hilfe der in situ Hybridisierung konnte der Verlust von Myf5- und MyoD-exprimierenden
Zellen in kranial liegenden Somiten von E10.5 Myf5°" Rosa®™ Embryonen nachgewiesen
werden (Abbildung 14 A-H). Aufgrund des Entstehungsmusters der Somiten wird eine
kranio-kaudale Orientierung unterschieden. Dabei geben die neuentstehenden Somiten
die kaudale Richtung vor. Diese schnliren sich vom nichtsegmentierten paraxialen
Mesoderm ab und reifen zu den kranial liegenden Somiten. Wahrend in kranial liegenden
Somiten von E10.5 Myf5°® Rosa®™ Embryonen die Deletion Myf5-positiver Zellen
abgeschlossen ist (Abbildung 14 A), konnten in den unreifen kaudal liegenden Somiten

vereinzelt Myf5- und MyoD-positive Zellen detektiert werden (Abbildung 14 B und F).
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Diese Zellen beschreiben den kurzzeitigen Zustand vor der DTA-induzierten Deletion. Im
Gegensatz zum Verlust aller kranial liegenden MyoD-positiven Zellen konnten vereinzelte
Myogenin-exprimierende Zellen in reifen Somiten detektiert werden (Abbildung 14 I-J).

Hierbei handelt es sich um ein ektopisches Expressionsmuster.

| kranial I kaudal | @ E10.5 E 14.5
@ NN A Control [Cre/DT-A|| Control [Cre/DT-A
5é S
=
<
© o

Myf50re
RosaP™

Myf6 | Myogenin| | MyoD | [ Myf5 |

| Pax 3 \

Myf5Cre
Rosa™

\ Pax 7 |

=
| |=<
e
Q
[5]
2
|3

[ ARP |

Abbildung 14: Verlust von Myf5, MyoD und Myogenin mRNA Expression in den kranial
liegenden Somiten von E10.5 Myf5°" Rosa”™® Embryonen.

In situ Hybridisierung von E10.5 Myf5cre Rosa™ und Wildtypembryonen mit RNA Sonden gegen
Myf5 (A-D), MyoD (E-H) und Myogenin (I-L). Gezeigt sind transversale Schnitte durch kranial und
kaudal liegende Somiten. Myf5 und MyoD mRNA exprimierende Zellen wurden in kranial liegenden
Somiten ablatiert, wahrend restliche positive Zellen noch in kaudal liegenden Somiten von Myf5c“°’
Rosa”™ Embryonen nachweisbar sind. GréBenmaRstab entspricht 100 pm. (M) Semi-quantitative
RT-PCR Analyse zum Nachweis der mRNA Expressionsmengen von Myf5, MyoD, Myogenin, Myf6
(Mrf4), Pax3 und Pax7 in E10.5 und E14.5 Myf5°® Rosa”"" (Cre/DT-A) und Wildtypembryonen
(Control). Als Referenzgen diente das acidic ribosomal protein PO (ARP).
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Die Analyse des Expressionslevels myogener Faktoren mittels RT-PCR (Abbildung 14 M)
ergab einen Verlust von Myf5, MyoD und Myogenin auf mRNA Ebene in E10.5 Myf5°®
Rosa®™ Embryonen. Fir die Transkriptionsfaktoren Pax3 und Pax7 wurden keine
veranderten Expressionslevel in Myf5°® Rosa®™ Embryonen im Vergleich zu
Wildtypembryonen beobachtet. Diese von den Immunfluoreszenzfarbungen abweichenden
Ergebnisse fur die Pax7 Expression (Abbildung 13 A) finden die Ursache in der
Aufarbeitung der Embryonen fur die RNA Isolierung. Durch den Einsatz gesamter
Embryonen wurde auch neuronales Gewebe fir die RT-PCR Analyse genutzt. Bei E14.5
Myf5°® Rosa®™ Embryonen zeigten sich keine Verdnderungen der mRNA
Expressionslevel von MyoD, Myogenin und Mrf4/Myf6 im Vergleich zu Wildtypembryonen.

Dies weist auf eine verspatete Anschaltung dieser Gene hin.

Der vollstindige Verlust Myf5-abstammiger Zellen konnte in E15.5 Myf5°° Rosa®™
Embryonen nachgewiesen werden (Abbildung 15). Der Nachweis des gezielten Zelltodes
von Myf5-abstammenden Zellen erfolgte durch Einkreuzen der Z/AP Reportermaus (Lobe
et al., 1999). Die Z/AP Reportermaus exprimiert nach Cre-vermittelter Rekombination die
humane plazentale alkalische Phosphatase (hPLAP). Myf5-abstammende Zellen sind
beispielsweise in der Zunge (Abbildung 15 A) sowie in der vorderen Extremitat (Abbildung
15 C) von E15.5 Myf5°® Z/AP Embryonen als Rotfarbung zuerkennen. In E15.5 Myf5°"®
Z/AP Rosa”™ Embryonen sind alle hPLAP basierenden Signale nicht mehr nachzuweisen
(Abbildung 15 B und D).

| Myf5¢ Z/AP | Myf5°e ZIAP Rosa®™

Abbildung 15: Effiziente DTA-vermittelte
Ablation von Myf5-abstammenden Zellen in
E15.5 Myf5° Rosa”™ Embryonen.
Alkalische Phosphatase (AP) Farbungen von
E15.5 Myf5°® Z/AP Embryonen zeigen Myf5-
abstammende Zellen im Muskel der Zunge (A)
und vorderen Extremitat (C). Die Abwesenheit
der humanen plazentalen alkalischen
Phosphatase-Aktivitt in Myf5°"® Z/AP Rosa®™*
Embryonen verweist auf den Verlust von
Myf5-abstdmmigen Zellen im Muskelgewebe
? der Zunge (B) und Extremitat (D).
b — N GroéRenmalstab entspricht 200 pm.
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4.1.4 Unverianderte fetale Muskelbildung in Myf5°° Rosa®™ Mausen

Die entwickelte Skelettmuskelstruktur von E18.5 Myf5"® Rosa®™ Embryonen (Abbildung
16 A, C und E) wies keine Unterschiede im Vergleich zu Wildtypembryonen (Abbildung 16
B, D und F) auf. Der immunologische Nachweis von differenzierten Muskelfasern erfolgte
mittels MF20 Antikoérperfarbung. Die Ausbildung von Skelettmuskeln in den Extremitaten
(Abbildung 16 A-B), der Rickenmuskulatur (Abbildung 16 C-D) sowie der interkostalen
Muskulatur (Abbildung 16 E-F) von Myf5°® Rosa™ Embryonen zeigten keine
Auffalligkeiten gegentber Wildtypembryonen.

Myf5°< RosaP™

MF20 DAPI

E18.5

Cre DTA

Abbildung 16: Unverdnderte Ausformung der Skelettmuskulatur von Myf5 Rosa
Embryonen.

Immunologischer Nachweis ausdifferenzierter Muskelfasern mittels MF20 Antikérperfarbung von
E18.5 Embryonen. Gezeigt sind transversale Schnitte von den vorderen Extremitaten (A-B), dem
Riicken (C-D) und dem interkostalen Bereich (E-F). Myf5°® Rosa”™ Embryonen (A, C und E)
weisen eine vergleichbare Muskelentwicklung wie Wildtypembryonen (B, D und F) auf.

Grolenmalstab entspricht 200 um.
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4.1.5 Verspatete Myf5-unabhiangige Expression von MyoD

In vitro Studien haben bereits gezeigt, dass die selektive Ablation Myf5-exprimierender
Zellen aus differenzierenden Kulturen von embryonalen Stammzellen zu keiner
Inhibierung der MyoD-abhangigen Differenzierung der Zellen fihrt (Braun & Arnold, 1996).
Es war somit anzunehmen, dass in vivo ebenfalls Myf5-negative MyoD-exprimierende
Zellen existieren.

Wahrend in E10.5 Myf5°® Rosa®™ Embryonen keine MyoD mRNA nachzuweisen war,
wurden vermehrt MyoD-exprimierende Zellen in den Somiten von E11.5 und E12.5 Myf5°™
Rosa”™ Embryonen detektiert (Abbildung 17 B-C). Dabei wurde eine erste MyoD
Expression im hypaxialen Teil des Dermamyotoms von E11.5 Myf5"® Rosa®™ Embryonen
nachgewiesen (Abbildung 17 B). Bei E12.5 konnte kein wesentlicher Unterschied im MyoD
mRNA Expressionsmuster in Myf5°° Rosa®™ Embryonen im Vergleich zu
Wildtypembryonen beobachtet werden (Abbildung 17 C und F). Der Grund fur die
unveranderte Muskelentwicklung von Myf5°® Rosa®™ Mausen liegt mit groRer
Wahrscheinlichkeit in der Vermehrung einer Myf5-negativen MyoD-exprimierenden

Zellpopulation.

Abbildung 17: Anstieg MyoD-
exprimierender Zellen in Myf5°®
Rosa’™ Embryonen.

In situ Hybridisierung gegen MyoD von
Myf5°" Rosa®™  (A-C) und
Wildtypembryonen (D-F) In E10.5
Myf5°"® Rosa”™ Embryonen (A) konnte
keine MyoD Expression nachgewiesen
werden. Bei E11.5 wurden erste MyoD-
exprimierende Zellen im hypaxialen
Dermamyotom von Myf5°° Rosa”™
Embryonen (B) nachgewiesen. Das
MyoD Expressionsmuster von E12.5
Myf5 Rosa”™ Embryonen (C) war
vergleichbar mit Wildtypembryonen (F).
Grolenmalstab entspricht 150 um.

| E105 |

“MnyCre RosaPt™A J

WT
-
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4.1.6 Die Myogenin-exprimierende Zellpopulation ist wahrend der Myogenese
unverzichtbar

Myogenin ist ein weiterer myogener Regulationsfaktor, der im Gegensatz zu Myf5 bei der

Nul Mutationen

terminalen Differenzierung von Myoblasten eine Rolle spielt. In Myogenin
wurde bereits beschrieben, dass der Verlust des Transkriptionsfaktors durch keinen
anderen myogenen Faktor kompensiert werden kann, was zu einem kompletten Verlust
der Muskulatur fuhrt (Hasty et al., 1993; Venuti et al., 1995).

In den Somiten kann Myogenin nach der Myf5 Expression im Myotom ab E8.5 detektiert
werden (Sassoon et al, 1989). Um Myogenin-abgeleitete Zellen wahrend der

€ Rosa26-*** Embryonen

embryonalen Entwicklung darzustellen, wurden E9.5 Myogenin
(Gensch et al., 2008) untersucht, wobei LacZ-positive Zellen nur im Myotom von reifen
kranial liegenden Somiten (Abbildung 18 A-B) nachgewiesen wurden. Am Tag E15.5

(Abbildung 18 C-D) sind alle Muskelzellen und Muskelfasern LacZ-positiv.

EQ.5

E15.5

Abbildung 18: Verteilung Myogenin-abstammender Zellen wahrend der Myogenese.

(A-B) Whole mount LacZ Farbung eines E9.5 Myogenin®® Rosa26“** Embryos zeigt Myogenin-
abstammende Zellen im Myotom in den reiferen kranial liegenden Somiten. (C-D) In transversalen
Schnitten eines E15.5 Myogenin®® Rosa26"*** Embryos sind Myogenin-abstammende Zellen in
allen Muskelfasern der Skelettmuskulatur wie Extremitat (C) sowie der interkostalen Muskulatur (D)
zu erkennen.
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Myogenin-exprimierende Zellen wurden im Verlauf der embryonalen Entwicklung durch

€ (Li et al., 2005) mit Rosa®™ Mausen aus dem myogenen

Kreuzung von Myogenin
Zellverband entfernt. Myogenin®® Rosa®™™ Mause (Gensch et al, 2008) wurden
entsprechend der Mendel’'schen Verteilung geboren, starben jedoch kurz nach der Geburt.
Die Embryonen wiesen eine gekrimmte Haltung (Abbildung 19 A) und keine motorischen
Reaktion auf. Untersuchungen des axialen Skelettes von E18.5 Myogenin®® Rosa”™
Embryonen ergaben keine Verdnderungen der Knochen- bzw. Knorpelstruktur im

Vergleich zu Wildtypembryonen (Abbildung 19 B und D).

IMyogenin® Rosa®™||

(A)

Cre DTA

Abbildung 19: Phanotyp von E18.5 Myogenin~" Rosa™ ~ Embryonen.

Die Ablation von Myogenin-abstammenden Zellen resultiert bei E18.5 Myogenin®® Rosa”™
Embryonen zu einer gekrimmten Haltung (A) und fehlender motorischer Reaktionen. Es wurden
keine Veranderungen des axialen Skelettes von MyogeninCre Rosa”™ Embryonen (B) im Vergleich
zu Wildtypembryonen (D) beobachtet.

Der Myogenin-Promoter ist erst in differenzierenden Myoblasten aktiv. Es wurden daher in
E10.5 Myogenin®® Rosa”™ Embryonen keine Veranderungen des Expressionsmusters
der myogenen Regulationsfaktoren Myf5, MyoD und des Transkriptionsfaktors Pax7 in
noch nicht differenzierenden Myoblasten beobachtet (Abbildung 20 A-B). Die Ausbildung
der Dermamyotomstruktur in diesen Embryonen war vergleichbar mit Wildtypembryonen
(Abbildung 20). Die nachgewiesenen Myogenin-positiven Zellen in den Somiten von E10.5
Myogenin®® Rosa®™ Embryonen lassen eine verspitete Myogenin®®-vermittelte

Aktivierung der DTA Expression vermuten (Abbildung 20 E-F).
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Abbildung 20: Unverdnderte Expression der Transkriptionsfaktoren Myf5, MyoD und Pax7 in
E10.5 Myogenin®"® Rosa”™ Embryonen.

Immunfluoreszenzfarbung kranial liegender Somiten von Myogenin®® Rosa®™ (A, €, E) und
Wildtypembryonen (B, D, F) mit Myf5/Pax7, Myf5/MyoD und Myf5/Myogenin. Unveranderte
Expression von Myf5, MyoD und Pax7 im Dermamyotom von MyogeninCre Rosa”™ Embryonen im
Vergleich zum Wildtyp. Die duf3ere Linie kennzeichnet den Auf3enrand der Embryonen, Umrandung
verweist auf das Dermamyotom, NR = Neuralrohr. GrélRenmalistab entspricht 100 um.

Bei E14.5 und E18.5 Myogenin®® Rosa®™ Embryonen wurden keine differenzierten
Muskelfasern mittels MF20 Antiképerfarbung nachgewiesen (Abbildung 21). Der Verlust
differenzierter Muskulatur, speziell der Riicken- und der interkostalen Muskulatur, resultiert
bei E18.5 Embryonen in einer gekrimmten Haltung (Abbildung 19 A), sowie fehlender
motorischer Reaktionen. Die komplette Abwesenheit der Muskulatur in Myogenin®®
Rosa”™ Embryonen (Abbildung 21 A, C, E und G) bestétigt die effiziente Ablation von
Myogenin-exprimierenden Zellen und zeigt die funktionelle Relevanz von Myogenin bei der

Differenzierung von Myoblasten.
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| Myogenin®e® Rosa®™ || WT

Abbildung 21: Verlust von
(A (5] terminal differenzierten
Muskelfasern in Myogenin®®
Rosa”™ Embryonen.
Immunologischer Nachweis
ausdifferenzierter Muskelfasern
mittels MF20 Antikérperfarbung
von E14.5 (A-B) und E18.5 (C-
‘ E14.5 | H) Embryonen. Gezeigt sind
transversale  Schnitte  vom
Rucken (A-D), den vorderen
Extremitaten (E-F) und dem
interkostalen Bereich (G-H).
E14.5 Myogenin® Rosa®™
Embryonen (A) wiesen einen
Verlust erster differenzierter
Muskelfasern auf. Im Vergleich
zu Wildtypembryonen (D, F und
H) fehlen bei E18.5
Myogenin®™ Rosa”™
Embryonen (C, E und G)
terminal differenzierte
Skelettmuskelfasern.
Grolkenmalistab entspricht
200 pm.

MF20 DAPI

| E18.5 |

Mit Hilfe der DTA-Zellablationsmethode konnte gezeigt werden, dass eine Myfb-
unabhangige Zellpopulation existiert, welche MyoD exprimiert und fiir die vollstandige
Entwicklung der Skelettmuskulatur in Abwesenheit von Myf5-exprimierenden Zellen
verantwortlich ist. Der Verlust von Myogenin-exprimierenden Zellen kann dagegen durch
keine unabhangige Zellpopulation bzw. anderen myogenen Faktor ersetzt werden, was zu

einem vollstandigen Verlust der Skelettmuskulatur flhrt.
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4.2 Untersuchung der Funktion von Numb und Numblike in C,C;,

Myoblasten

4.2.1 Die Zellschicksalsdeterminante Numb

Die Existenz einer zweiten myogenen Zellpopulation, die unabhangig von Myf5 die
Skelettmuskelentwicklung regulieren kann, spiegelt die Komplexitat der Myogenese wider.
Fir die Regulation des Wachstums und der Regeneration von Skelettmuskeln ist neben
der Bereitstellung von myogenen Vorlauferzellen, die durch Myf5 und MyoD determiniert
werden, die Kontrolle der Selbsterneuerung myogener Vorlauferzellen von besonderer
Bedeutung. Ein mdglicher Kandidat fur die Regulation dieses Prozesses ist die
Zellschicksalsdeterminante Numb.

Das evolutiondr hochkonservierte Adapterprotein Numb wirkt antagonistisch zu dem
Transmembranrezeptor Notch und besitzt in Saugern komplexe Funktionen bei der
Proliferation und Differenzierung neuronaler Vorlauferzellen (Verdi et al., 1999). Durch
dessen asymmetrische Verteilung in mitotischen neuronalen Vorlauferzellen (Shen et al.,
2002), aber auch in embryonalen Muskelvorlauferzellen (Carmena et al., 1998; Jory et al.,
2009), wird eine Beteiligung von Numb flir den weiteren Schicksalsverlauf der Zellen in
ihrer Entwicklung vermutet. Fir weitere Einblicke in die molekularen Mechanismen der
Zellerneuerung von Muskelsatellitenzellen wurde die Funktion von Numb in Muskelzellen
naher untersucht. Ein geeignetes Modelsystem fir die Untersuchung der Rolle von Numb

bei der Differenzierung bietet die C,C,, Mausmyoblastenzelllinie.

4.2.1.1 Unverdnderte mRNA Expression von Numb wahrend der Proliferation und

Differenzierung von C,C4, Myoblasten

Zur Uberpriifung der endogenen Expression von Numb in C,Cs, Myoblasten wurden
quantitative Real-Time PCR Analysen von proliferierenden und differenzierenden Zellen
durchgefiihrt. Zwischen proliferierenden und differenzierten C,C;, Myoblasten konnten
keine Veranderungen der mRNA Expression von Numb beobachtet werden (Abbildung
22).
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Abbildung 22: Quantitative RT-PCR Analyse zeigt keine Veranderungen der Expression von
Numb im Verlauf der Differenzierung von C,C,, Myoblasten.

Dargestellt ist die relative Numb mRNA Expression normalisiert auf das Referenzgen ARP (engl.
acidic ribosomal protein P0). Die angegebenen Daten sind relative Werte zum Tag 1 nach Aussaat
in Proliferationsmedium. Es wurde kein signifikanter Anstieg der endogenen Numb mRNA
Expression im Verlauf der Differenzierung von C,C,, Myoblasten nachgewiesen.

4.2.1.2 Die Isoformen Numb2 und Numb4 werden von C,C;, Myoblasten exprimiert

Anders als in Drosophila findet man in Saugetierorganismen vier verschiedene Isoformen
von Numb, welche durch alternatives Spleilten von Exon 3 und Exon 9 (Abbildung 23 A)
entstehen (Dho et al., 1999; Gulino et al., 2010). Fir den Nachweis der unterschiedlichen
mRNA Spleivarianten wurden, die von Corallini und Mitarbeitern (Corallini et al., 2006)
beschriebenen Exon-spezifischen Oligonukleotide (Abbildung 23 B) verwendet. Die RT-
PCR Analysen ergaben, dass die Numb Isoformen Numb2 und Numb4 in proliferierenden
sowie in differenzierten C,Cs, Myoblasten exprimiert werden (Abbildung 23 B). Die aus
diesen Transkripten entstehenden Protein-Isoformen besitzen durch das Fehlen von
Exon 9 eine verkurzte Prolinreiche Region (PRRs, Abbildung 23 C). Numb2 unterscheidet
sich von Numb4 durch ein Insert in der Phosphotyrosin Bindungsdomane (PTB), welches
durch Exon 3 kodiert wird (Abbildung 23 C).
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Abbildung 23: Nachweis der Isoformen Numb2 und Numb4 in C,C,, Myoblasten mittels semi-

quantitativer RT-PCR.

(A) Schematische Darstellung der langsten Protein-Isoform und des kodierenden Genabschnittes
fur Numb. (B) lllustration der Bindestellen der verwendeten Oligonukleotide zum Nachweis des
alternativ gespleiRten Exon 3 sowie Exon 9 (Pfeile). In proliferierenden und differenzierenden C,C;,
Myoblasten konnten mRNA Transkripte mit und ohne Exon 3 nachgewiesen werden. Es wurden
keine mRNA Transkripte mit Exon 9 in den Myoblasten detektiert. (C) Veranschaulichung der
nachgewiesenen Numb Transkripte, Numb2 und Numb4, mit den entsprechenden Protein
Isoformen. Abkurzungen: PTB = Phosphotyrosin Bindungsdomane, NumbF = NUMB Domane,
PRR = C-teriminale Prolinreiche Region, AS = Aminosauren, Prolif. = Proliferation, DM =

Differenzierungsmedium. Modifiziert nach Corallini et al., 2006 und Gulino et al., 2010.
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4.2.2 Keine Veranderung der Numblike mRNA Expression in differenzierenden
C.C,2 Myoblasten

Zusatzlich zu den verschiedenen Numb Isoformen wird in Saugern das funktionelle
Homolog, Numblike, exprimiert. Die Proteine Numb und Numblike besitzen eine hohe
Sequenz-Analogie, weisen aber Unterschiede im Expressionsmuster sowie in der
subzelluldren Lokalisation auf (Zhong et al., 1997). Verschiedene Studien im
Zentralnervensystem deuten darauf hin, dass in Abwesenheit von Numb, Numblike partiell
dessen Funktionsverlust kompensieren kann (Petersen et al., 2002; Petersen et al., 2004).
Vergleichbare Studien Uber Numb und Numblike sind in Muskelzellen noch nicht
beschrieben.

Eine Numblike Expression konnte in C,C,, Myoblasten nachgewiesen werden, wobei in
beiden Zustanden, der Proliferation und der Differenzierung, keine signifikanten

Veranderungen der mRNA Expressionslevel beobachtet werden konnten (Abbildung 24).
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Abbildung 24: Quantitative RT-PCR Analyse zeigt keine Verdnderungen der Expression von
Numblike im Verlauf der Differenzierung von C,C,, Myoblasten.

Dargestellt ist die relative Numblike mRNA Expression normalisiert auf das Referenzgen ARP (engl.
acidic ribosomal protein P0). Die angegebenen Daten sind relative Werte zum Tag 1 nach Aussaat
in Proliferationsmedium. Es wurden keine signifikanten Veranderungen des endogenen Numblike
Expressionslevels detektiert.

4.2.3 Repression von Numb und Numblike in C,C,, Myoblasten mittels RNAIi

Fur die in vitro Untersuchung der Funktion von Numb und Numblike in Muskelzellen wurde

die Translation der endogenen Proteine mit Hilfe der RNA Interferenz (RNAi) Methode
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inhibiert. Da bekannt ist, dass verschiedene, zu einem bestimmten Genabschnitt
komplementare RNA Sequenzen (siRNA, short interfering RNA) mit unterschiedlicher
Effizienz die Funktion des Zielgens herunterregulieren (Knockdown), wurden je finf small
hairpin RNA (shRNA)-kodierende Plasmide gegen Numb bzw. Numblike in C,Ci;
Myoblasten eingebracht und deren Effizienz getestet.

Die genspezifischen Zielsequenzen, sowie die Position der siRNA Sequenzen (Abbildung
25), wurden mittels BLAST Sequenzvergleich Uberprift. Aufgrund der nachgewiesenen
Numb Isoformen (Abbildung 23) war es wichtig, dass keine der siRNA in Exon 3 oder
Exon 9 bindet.

A
AW PRR
Numb (X P8 [  [nNumbF[[[[ [ ] (853AS)
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Abbildung 25: Schematische Darstellung der siRNA Bindestellen fiir Numb und Numblike.
Schematische Darstellung der Domanenstruktur von Numb (A) und Numblike (B) mit den
entsprechenden mRNA Transkripten. Die Bindungsstellen der einzelnen shRNA sind unterhalb der
Genabschnitte dargestellt und mit #1 bis #5 nummeriert. Abkirzungen: PTB = Phosphotyrosin
Bindungsdomane, NumbF = NUMB Domane, PRR = C-terminale Prolinreiche Region, AS =
Aminosauren.

Mit Hilfe des lentiviral-gestiitzten shRNA-Systems (Sigma-Aldrich) wurden die einzelnen
shRNA-kodierenden Vektoren in C,C;, Myoblasten transduziert. Die Effektivitdt der
jeweiligen siRNA-vermittelten Reduktion der endogenen Numb bzw. Numblike
Proteinexpression in den Myoblasten wird im folgenden Abschnitt (4.2.3.1) genauer

beschrieben.
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4.2.3.1 Unterschiedlich effiziente shRNA-vermittelte Reduktion der endogenen

Numb und Numblike Proteinexpression

Als Kontrolle fur die Etablierung einzelner shRNA gegen Numb bzw. Numblike wurde eine
scrambled Kontroll-shRNA verwendet. Dabei handelt es sich um eine kurze siRNA
Sequenz, welche durch einen Austausch von vier Basen zu einer nichtfunktionellen siRNA
gegen humane und murine Gene umgewandelt wurde (Sigma-Aldrich). Durch das in den
shRNA-kodierenden Plasmiden enthaltene Puromycin-Resistenzgen konnten
transduzierte C,C,, Myoblasten selektioniert werden. Western Blot Analysen von C,Cj;
Myoblasten, die mit den einzelnen shRNA-exprimierenden Virionen transduziert wurden,
zeigten eine spezifische siRNA-vermittelte Reduktion der endogenen Numb bzw.
Numblike Proteinexpression auf (Abbildung 26). Keine Veranderungen der Proteinmengen
fir Numb und Numblike wurden in pLKO.1 bzw. scrambled shRNA-exprimierenden C,Cj,

Kontrollmyoblasten detektiert.
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Abbildung 26: Etablierung von C,C,, Myoblasten mit stabiler shRNA Expression.
Verschiedene (#1 bis #5) Numb-spezifische (A-B) und Numblike-spezifische (C-D) shRNA-
exprimierende Vektoren wurden mit Hilfe lentiviraler Partikel in C,C,, Myoblasten transduziert. Als
Kontrolle wurden die Plasmide pLKO.1 und scrambled shRNA verwendet. Nach siebentagiger
Puromycin Selektion erfolgte die Analyse der endogenen Numb (A) bzw. Numblike (C)
Proteinexpression. Es wurden je 20 ug Gesamtproteinextrakt mittels SDS-PAGE aufgetrennt und
die Proteingehalte im Western Blot untersucht. Die Bandenintensitaten fir Numb (B) bzw. Numblike
(D) wurden zum GAPDH Signal normalisiert und als relative Werte zur scrambled shRNA
dargestellt.
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Die Auswertung der Bandenintensitaten, nach Normalisierung zu GAPDH, ergab eine
Reduktion der Numb Proteinmenge um 70 % fir shNumb #5 im Vergleich zur scrambled
shRNA (Abbildung 26 A-B). Der Proteinlevel fir Numblike wurde zu 80 % (shNumblike #4)
bzw. zu 90 % (shNumblike #3) in den transduzierten C,Ci, Myoblasten verringert
(Abbildung 26 C-D). Fur die weitergehenden Analysen wurden stabile shNumb #5 bzw.

shNumblike #3 exprimierende C,C4, Myoblasten durch Puromycin Selektion generiert.

4.2.3.2 Effiziente simultane Unterdriickung von Numb und Numblike

Um die beschriebene mdgliche kompensatorische Wirkung von Numblike auf den
Funktionsverlust von Numb flr die weiteren Untersuchungen zu bertcksichtigen wurde im
Folgenden eine stabile Zelllinie mit kombinierter Unterdriickung von Numb und Numblike
(shNumb/shNumblike) mit den shRNA-kodierenden Vektoren shNumb#5 und
shNumblike #3 (Abbildung 27) etabliert.

Q..
>N =
)
& ¥ &
o L & F 1.5
0‘6\@\) ‘\e\) ~<\e\‘lﬁ ' 3 Numb
e o 9 9 Bl Numblike
80 kDa ==
—_ - Numb 1.0

60 kDa ==
40 kDa =—

80 kDa=—

relativ zur scrambled shRNA

normalisierte Bandenintensitit

g [
=
—]
—

— — . Numblike . ‘
_ S e ] © &
0037 s = W | GAPDH & & & S
e « ~
shRNA

Abbildung 27: Spezifische Repression der Proteinexpression von Numb und Numblike in
C.C,, Myoblasten.

Gezeigt sind Western Blot Analysen zum Nachweis der Numb und Numblike Proteinexpression in
shRNA-exprimierenden (shNumb #5 und/oder shNumblike #3) C.C;, Myoblasten. (B) Fur die
Quantifizierung wurden die Bandenintensitaten fir Numb bzw. Numblike zum GAPDH Signal
normalisiert und relativ zur scrambled shRNA-Kontrolle dargestellt. Im Vergleich zur scrambled
shRNA Kontrolle wurde in den stabilen shNumb/shNumblike exprimierenden Myoblasten eine
Reduktion der Proteinmengen um 60 % fir Numb und 70 % fir Numblike nachgewiesen.
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In shNumb/shNumblike Myoblasten wurden signifikant reduzierte Proteinmengen fir
Numb und Numblike nachgewiesen, wobei die Auswertung der Bandenintensitaten eine
Minderung des Numb Proteinlevels um 60 % und fir Numblike um 70 %, relativ zur
scrambled Kontrolle, ergaben (Abbildung 27). In den Einzelzelllinien (shNumb bzw.
shNumblike) wurden keine erhdhten Proteinmengen des jeweiligen homologen Proteins
detektiert. Die niedrigere Knockdown Effizienz in der shNumb/shNumblike Zelllinie kann
auf die erhdhte Konzentration der verwendeten kombinierten viralen Uberstande

zurtckgefuhrt werden.

4.2.3.3 Verminderte Differenzierung der Myoblastenkulturen nach Repression von
Numblike, Numb und Numb/Numblike

Die C,C, Myoblastenzelllinie eignet sich besonders fiir die Untersuchung der myogenen
Differenzierung in vitro. Unter Mangel von Wachstumsfaktoren und Zell-Zell-Kontakten
stellen Myoblasten ihre Teilungsfahigkeit ein und fusionieren zu langgestreckten
vielkernigen Zellschlauchen, den sogenannten Synzytien, die muskelspezifische Gene und
Proteine exprimieren.

Fur die Untersuchung der Differenzierungseigenschaften der in Abschnitt 4.2.3.2
dargestellten Zelllinien wurden diese wahrend der Proliferation (Abbildung 28 A-D), zum
Zeitpunkt der beginnenden Differenzierung, durch Zugabe von Differenzierungsmedium
(Abbildung 28 E-H), sowie am Tag drei (Abbildung 28 I-L) und sechs (Abbildung 28 M-P)
der Differenzierung dokumentiert.

Erste  Unterschiede im  Fusionsverhalten der shNumb, shNumblike und
shNumb/shNumblike Myoblasten konnten, im Vergleich zu den scrambled Zellen, am
dritten Tag der Differenzierung beobachtet werden (Abbildung 28 I-L). Wahrend in
Kontrollkulturen vermehrt Synzytien zu erkennen waren, wiesen shNumblike Kulturen
weniger Synzytien als scrambled shRNA Myoblasten auf. Demgegeniber wurden nur
vereinzelt fusionierte Zellen in den shNumb und shNumb/shNumblike Myoblastenkulturen
beobachtet (Abbildung 28 K-L). Die sechstagige Kultivierung dieser Zellen in
Differenzierungsmedium ergab keine Annaherung an das Fusionsverhalten von scrambled
(Abbildung 28 M-P) bzw. wildtypischen C,C;, Myoblasten (nicht gezeigt). Dies lasst
vermuten, dass die abschlieRende Differenzierung durch die Repression von Numb

und/oder Numblike gestort ist.
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Abbildung 28: Reduziertes Differenzierungsverhalten von shNumb und shNumb/shNumblike
exprimierenden C,C;, Myoblasten.

(A-D) Unter Proliferationsbedingungen wurden keine Unterschiede zwischen den einzelnen shRNA-
exprimierenden C,C,, Zellen beobachtet. (E-H) Der Wechsel zu Differenzierungsmedium erfolgte
bei 100 % Konfluenz der Myoblasten. (I-L) Nach dreitdgiger Kultivierung der Myoblasten in
Differenzierungsmedium sind Synzytien in scrambled shRNA (I), shNumblike (J) und zu geringerem
Mall in shNumb (K) Kulturen zu erkennen. (M-P) Die sechstagige Kultivierung in
Differenzierungsmedium ergab keine Angleichung im Fusionsverhalten von shNumblike, shNumb
und shNumb/shNumblike Myoblasten zur scrambled shRNA Kontrolle. Abklrzungen:
DM = Differenzierungsmedium. GroRenmalstab: 500 ym.

Bestatigt wurden  diese  Beobachtungen durch die Verwendung eines
Differenzierungsmarkers. MF20 (Abbildung 29) wird nur von differenzierten Myoblasten
exprimiert und detektiert skelettmuskelspezifisch die schweren Ketten von Myosin Il. Der
immunologische Nachweis ergab eine signifikante Reduktion MF20-markierter Zellen in
shNumblike, shNumb und shNumb/shNumblike Kulturen im Vergleich zur scrambled
Kontrolle (Abbildung 29 B-B‘, C-D und C'-D‘). Die Berechnung des Fusionsindex ergab

eine signifikant verminderte Anzahl an Zellkernen in MF20-positiven Zellen, was auf ein
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gestortes Differenzierungs- und damit Fusionsverhalten dieser Myoblasten hinweist
(Abbildung 29 E). Da bereits die Einzelknockdown Zelllinien, shNumblike und shNumb,
eine starke Reduktion des Fusionsverhaltens aufweisen, war die Untersuchung einer
mdglichen Verstarkung des Phanotyps durch Doppelsuppression von Numblike und Numb
nicht moglich (Abbildung 29 E). Der Funktionsverlust jedes einzelnen Proteins besitzt
bereits einen negativen Einfluss auf die Differenzierung von Myoblasten. Numb scheint

dabei das Fusionsverhalten starker zu beeinflussen als Numblike.
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Abbildung 29: Signifikante Reduktion der terminalen Differenzierung von shNumblike,
shNumb und shNumb/shNumblike Myoblasten.

Immunologischer Nachweis von differenzierten Myoblasten mit Hilfe des MF20 Antikdrpers erfolgte
nach dreitagiger (A-D) und sechstagiger (A‘-D‘) Kultivierung in Differenzierungsmedium. Stabile
shNumblike (B-B‘), shNumb (C-C‘) und shNumb/shNumblike (D-D‘) exprimierende Myoblasten
bildeten, im Vergleich zur scrambled shRNA Kontrolle (A-Af), nur wenige MF20-positive
differenzierte Zellen aus. (E) Fir die Quantifizierung der terminalen Differenzierung erfolgte die
Bestimmung des Fusionsindex durch Auszahlung der Zellkerne in MF20-positiven Zellen im
Verhaltnis zu allen Kernen. Dargestellt ist der Mittelwert + Standardfehler, statistische Signifikanz
(Student's t-Test): *p<0,05, **p<0,01, **p<0,005 n=3 Experimente. DM =
Differenzierungsmedium.
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4.2.3.4 Der Notch Signalweg ist durch den Verlust von Numb und/oder Numblike

nicht signifikant hochreguliert

Wie bereits angesprochen, wird eine antagonistische Funktion von Numb auf den Notch
Signalweg postuliert. Durch die Bindung von Numb an die intrazelluldare Doméane des
Notch Rezeptors und die Rekrutierung einer Ubiquitinligase wird der proteolytische Abbau
des Rezeptors vermittelt (Beres et al., 2011; McGill & McGlade, 2003).

In Sdugern werden den drei Notch Rezeptoren Notch1, Notch2 und Notch3 inhibitorische
Funktionen bei der Skelettmuskelentwicklung zugeschrieben. Im Folgenden Teil der Arbeit
wurde untersucht, ob die Unterdriickung von Numb und/oder Numblike Auswirkungen auf
die Konzentration bzw. Aktivierung der Notch Rezeptoren Notch2 und Notch3 (Abbildung
30) haben. Western Blot Analysen zum Nachweis von Notch1 hatten keinen Erfolg, da
diese keine Signale in der Positivkontrolle zeigten, und werden hier nicht aufgefihrt.

Zum Nachweis des aktivierten Notch2 Rezeptor wurde ein spezifischer an die
intrazellulare Domane bindender Antikérper verwendet (Notch2 ICD). Es fand sich eine
Abnahme der Konzentration von Notch2 ICD im Verlauf der Differenzierung der C,Cy;
Myoblastenkulturen (Abbildung 30), was darauf hindeutet, dass Notch2 die Proliferation
fordert und die Differenzierung hemmt und somit bei der Initiation der Differenzierung
herunterreguliert werden muss. Die einzelnen Knockdown Zelllinien zeigten keine
Beeinflussung der Notch2 ICD Proteinmenge im Vergleich zur scrambled Kontrolle.
Aufgrund der gleichbleibenden Proteinmengen des Notch3 Rezeptor in proliferierenden
und differenzierenden Kontrollmyoblastenkulturen (Abbildung 30) kann angenommen
werden, dass Notch3 keine Funktion bei der Proliferation und der Differenzierung von
C,C42 Myoblasten besitzt. In shNumblike, shNumb und shNumb/shNumblike Kulturen
wurde keine veranderten Konzentrationen des Notch3 Rezeptor im Vergleich zur

scrambled Kontrolle beobachtet.
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Abbildung 30: Western Blot Analyse der Notch2 und Notch3 Rezeptoren.

Spezifische Antikbrperfarbung gegen die intrazellulare Domane des Notch2 Rezeptors
(Notch2 ICD) zeigte eine Abnahme in der Proteinmenge im Verlauf der Differenzierung von
Myoblastenkulturen. Im Vergleich zu den scrambled Kontrolizellen konnten keine Anderungen in
der Proteinmenge festgestellt werden. Die shRNA-exprimierenden Myoblastenzelllinien wiesen
ebenso keine Veradnderungen in den Notch3 Rezeptor Proteinmengen im Vergleich zu den
scrambled Kontrollzellen auf. Abkirzungen: DM = Differenzierungsmedium, ICD = intrazellulére
Domane.

In der Wildtypsituation dient die intrazellulare Domane des Notch Rezeptors zur
Signalweiterleitung. In Verbindung mit Kofaktoren erfolgt die Aktivierung der Transkription
von verschiedenen Notch Zielgenen. Um zu Uberprifen, ob der Verlust von Numb
und/oder Numblike zur vermehrten Notch Aktivitat fuhrt, wurde die Expression einiger
Gene der hairy enhancer of split (Hes) Familie untersucht. Es wurden keine signifikanten
Veranderungen im Expressionslevel der Notch Zielgene Hes1 und Hey1 im Verlauf der
Differenzierung von scrambled Myoblasten beobachtet (Abbildung 31). Zudem konnten in
den einzelnen shRNA Myoblastenzelllinien, vergleichend mit der scrambled
Kontrollzelllinie, keine Beeinflussung der Hes1 und Hey1 Expressionslevel nachgewiesen
werden.

MyoD, als Determinierungsfaktor fir die Differenzierung von Myoblasten, zeigte in
scrambled shRNA sowie in den shNumb und/oder shNumb/shNumblike Kulturen eine
Hochregulation mit Beginn der Differenzierung am Tag3 und bleibt konstant in
differenzierten Kulturen erhalten (Abbildung 31). Obwohl die Knockdown Zelllinien
verminderte Fusionierungseigenschaften aufweisen, kann dies nicht auf eine ausbleibende

Determinierung zur Differenzierung zurtickgefiihrt werden.
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Abbildung 31: Der Verlust von Numb und/oder Numblike fiihrt nicht zu einer erh6hten Notch
Aktivitat.

Semi-quantitative RT-PCR  Analysen von proliferierenden und differenzierenden
Myoblastenzelllinien zum Nachweis der Expression von MyoD, Hes1, Hey1, Numblike und Numb.
Als Kontrolle diente das Referenzgen ARP (engl. acidic ribosomal protein P0).

4.3 In vivo Charakterisierung der Funktion von Numb/Numblike in

Muskelgewebe und Satellitenzellen

In vitro Analysen der Muskelzelldifferenzierung bieten in C,C,, Myoblasten experimentelle
Vorteile, jedoch fehlt diesen Zellen die in vivo Komplexitat von Muskelvorlauferzellen und
adulten Stammzellen.

Aufgrund des pranatal letalen Phanotyps Numb defizienter Embryonen erfolgte fir die in
vivo Untersuchung der skelettmuskelspezifischen Funktion von Numb, dessen
konditionale Ausschaltung unter Verwendung der Myf5°" Mauslinie (Tallquist et al., 2000).
Dies erméglichte die selektive Deletion von Numb in Muskelvorlauferzellen sowie adulten

Satellitenzellen.
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4.3.1 Etablierung von Myf5° Numb®”* Numblike”™ Mausen

Fir die Etablierung der Myf5°® Numb®? Numblike” Mauslinie wurden zu Beginn
konditionale Numb Mé&use (Numb™), welche loxP Sequenzen um das erste kodierende
Exon besitzen (Zilian et al., 2001), mit konstitutiven Numblike Knockout Mausen

b" Numblike” Tiere waren wie erwartet

(Numblike™) verkreuzt. Die so erhaltenen Num
lebensfahig, wobei weibliche homozygote Numblike” Mause eine bereits beschriebene
verminderte Fertilitit aufwiesen (Petersen et al., 2002). Nach Einkreuzung der Myf5°™
Tiere, erwies sich die Verpaarung von weiblichen Myf5"® Numb®2 Numblike*~ Mausen mit
Numb™ Numblike”™ Mannchen am effektivsten (Abbildung 32 A). Zu Ubersichtszwecken

werden die erhaltenen Genotypen wie folgt abgekurzt:

Tabelle 17: Ubersicht iiber die erhaltenen Genotypen und den verwendeten Abkiirzungen.

Verwendete Abkiirzung der Genotypen Genotyp

Myf5°"® Numb Numblike
Kontrolle negativ flox/flox +/-
Numblike™ negativ flox/flox -
Myf5°® Numb* positiv NN +/-
Myf5°° Numb”® Numblike™ positiv AN -k

Die Auswertung der Nachkommen beziiglich der Genotypen ergab eine leicht reduzierte
Anzahl an Tieren mit dem Genotyp Myf5°® Numb®2 Numblike” (~ 17 % von zu erwarteten
25 %, Abbildung 32 C). Fir die anderen mdglichen Genotypen wurden keine
Abweichungen vom erwarteten Mendel’schen Verteilungsmuster beobachtet (Abbildung
32 C), wobei zahlenmallig mehr Kontrolltiere geboren wurden (~ 34 % von zu erwarteten
25 %).

Neben der verminderten Fertilitit von weiblichen Numblike” Tieren wurden keine
offensichtlichen phanotypischen Veranderungen beobachtet, was detailliert in Abschnitt
4.3.2 beschrieben wird. Fiir die Analyse der Myf5 Numb®“ Numblike” Doppelmutanten

wurden immer die entsprechenden Geschwistertiere zu Kontrollzwecken verwendet.
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Kreuzungsschema
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Numb®2 X Numb™™
Numblike*" Numblike™

N
S

EE Minnchen
= Weibchen

=y
o
1

Anteil an der Gesamtanzahl
an Mausen [%]
o 3

Kontrolle  Numblike” Myf5°®  Myf5ce
Numb®%  Numb*/

Numblike”
Genotyp Theoretische Erhaltene Verteilung [%]
Verteilung [%] | Gesamt | Mannchen | Weibchen
Kontrolle 25 339 16.9 16,9
Numblike” 25 257 13.7 12,0
My5°"™ Numb®* 25 235 9.3 14.2
Myf5°"™ Numb™* Num blike ™ 25 16.9 6.6 10.4

Abbildung 32: Statistische Verteilung der erhaltenen Genotypen.

(A) Verkreuzt wurden weibliche Myf5°® Numb®® Numblike” Mause mit Numb™ Numblike™
Méannchen. (B) Die prozentuale Verteilung der erhaltenen Genotypen aus der in (A) gezeigten
Verpaarung wurde bezlglich dem Geschlecht dargestellt. (C) Entsprechend den Mendel’'schen
Regeln lag die statistische Wahrscheinlichkeit der einzelnen Genotypen bei jeweils 25 %. Myf5°™
Numb®® Numblike” Mause wurden mit leicht reduzierter Anzahl erhalten (~17 % von allen
erhaltenen Genotypen). n = 28 Wirfe.

4.3.1.1 Myf5°° Rekombinase vermittelte Deletion in vivo fiihrt zu einem kompletten

Verlust von Numb in primaren Myoblasten

Zur Uberprifung der korrekten Exzision, des mit loxP Sequenzen flankierten Exons von
Numb, wurden PCR Analysen mit genomischer DNA durchgefihrt, die aus EDL Muskeln
bzw. isolierten proliferierenden Satellitenzellen (primaren Myoblasten) gewonnen wurde.
Mit Hilfe des DNA-Oligonukleotidpaares NumbP®, welche auRerhalb des gefloxten DNA
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Abschnittes binden, konnte sowohl das loxP flankierte Exon (Numb™) mit einer GréRe von
2,0 Kilobasen (kb), als auch das mutante Numb®® Allel (0,7 kb) detektiert werden. In
Abbildung 33 B ist eine exemplarische PCR Analyse von wildtypischen und Myf5°™®
bA/A

Numb®* Numblike™ EDL Muskel bzw. Myoblasten dargestellt. Das spezifische NumbP"®

Amplifikat, fiir die Cre-vermittelte Exzision, wurde nur detektiert, wenn Myf5°™®
nachgewiesen werden konnte (Abbildung 33 B).
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Abbildung 33: Myf5cre Rekombinase vermittelte Deletion von Numb in primdren Myoblasten
von Myf5°° Numb®2 Numblike™ Tieren.

(A) Dargestellt sind TA Muskeln (Musculus tibialis anterior) und primare Myoblasten einer Kontrolle
und einer Myf5Cre Numb®® Numblike” Maus. (B) PCR Analyse von genomischer DNA aus EDL
Muskel und Myoblasten zum Nachweis der Myf5Cre Rekombinase vermittelten Exzision des mit loxP
Sequenzen flankierten Numb DNA Abschnittes.

4.3.1.2 Immunologischer Nachweis von Numb und Numblike in Satellitenzellen

Eine membranstandige, sowie eine asymmetrische Lokalisation von Numb in mitotischen
Zellen wurde in embryonalen Muskelvorlduferzellen von Drosophila (Carmena et al., 1998;
Ruiz Gomez & Bate, 1997), Maus- (Jory et al., 2009) und Hihnchenembryonen (Holowacz
et al., 2006) beschrieben, wohingegen Numblike in neuronalen Vorlauferzellen eine
symmetrische Verteilung und zytoplasmatische Lokalisation aufweist (Zhong et al., 1997).
Fir den Nachweis des Satellitenzellstatus wurden der Transkriptionsfaktor Pax7 (Seale et
al., 2000) sowie der Oberflachenmarker CD34 (Beauchamp et al., 2000) verwendet.
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Abbildung 34: Immunologischer Nachweis von Numb und Numblike in Muskelfaser-
assoziierten Satellitenzellen.

Immunfluoreszenzfarbung von Kontroll FDB Muskelfasern ergaben eine spezifische
membranstandige Kolokalisation von Numb (A) und Numblike (C) mit dem Oberflachenmarker
CD34. Myf5°® Numb®® Numblike” Muskelfasern weisen keine Numb (B) bzw. Numblike (D)
Farbung in CD34- bzw. Pax7-positiven Satellitenzellen auf. Zur Darstellung der Muskelfasern
wurden diese mit Phalloidin-AlexaFluor®633 und die Muskelfaserkerne mit DAPI gefarbt.




ERGEBNISSE

Bei Immunfluoreszenz Analysen von Muskelfaser-assoziierten Satellitenzellen konnte eine
Kolokalisation von Numb und Numblike mit CD34 nachgewiesen werden (Abbildung 34 A,
C). Der immunhistologische Nachweis von Numb und Numblike in Doppelmutanten ergab
keine positiven Signale innerhalb der CD34- bzw. Pax7-positiven Satellitenzellen
(Abbildung 34 B, D). Die mit filamentaren Aktin angereicherten Regionen der Fasern
(sichtbar durch Phalloidin-Farbung) zeigten eine Hintergrundfarbung des Zweitantikorpers
(Abbildung 34 B).

5Cre

4.3.2 Homozygote Myf5°"° Numb®” Numblike™ Tiere sind phanotypisch unauffillig

Die generierten Doppelmutanten zeigten keine Verstarkung der bis hierhin aufgefiihrten
Phanotypen der Einzelmutanten. In Abbildung 35 (A) sind beispielhaft sechs Wochen alte
Mause mit den entsprechend erhaltenen Genotypen gegenibergestellt. Phanotypische
Analysen von juvenilen Mausen sowie von sieben Monate alten Tieren ergaben keine
Veranderungen des Korpergewichts bzw. der Gesamtmuskelmasse (Abbildung 35 B-C).
Das durchschnittliche Gewicht (Abbildung 35 B) von sechs Wochen alten Doppelmutanten
betrug 17,9 + 0,3 g (Kontrolle 20,9+ 2,3 g) und etwa 33,9+ 3,7 g von adulten Myf5°®
Numb®® Numblike”™ Mausen (Kontrolle 33,0 + 4,0 g).

Detaillierte Analysen der Muskelmasse (Abbildung 35 C), durch Isolation der
Skelettmuskulatur von Gliedmalen und Ricken, ergaben keine signifikanten Unterschiede
zwischen sechs Wochen alten Doppelmutanten (~ 2,5+ 0,09 g), Numb Einzelmutanten
(~3,0£0,04 g) und den Kontrolltieren (~ 3,2 + 0,53 g) bzw. Numblike” (~ 3,6 + 0,41 g).
Fiar adulte, sieben Monate alte Mause wurden ebenso keine signifikanten Abweichungen
der Muskelmasse festgestellt (Abbildung 35 C). Die Ermittlung der Muskelmasse bzw. des
Kdrpergewichtes allein ermdglicht keine quantitative Bewertung des Muskelphanotyps. Die
Berechnung des Verhaltnisses aus Muskelmasse und Koérpergewicht (Abbildung 35 D)
veranschaulicht hingegen den prozentualen Anteil der Muskelmasse am
Gesamtkorpergewicht. Die vergleichende Analyse ergab keine signifikanten Unterschiede
zwischen den einzelnen Mausmutanten im Vergleich zu den Kontrolltieren, was auf eine

normale postnatale Entwicklung der Skelettmuskulatur hinweist.
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Abbildung 35: Phinotypische Analyse von Myf5° Numb® Numblike” Miusen.

(A) Aufnahmen von sechs Wochen alten Geschwistertieren ergaben eine weitgehend unauffallige
postnatale Skelettmuskelentwicklung. Durchschnittliches Korpergewicht (B) und
Gesamtmuskelmasse aus Gliedmaflen und Ricken (C). Das Verhalinis Gesamtmuskelmasse zu
Korpergewicht (D) ergab im Vergleich zu den Kontrolltieren keine signifikanten Unterschiede.
Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardfehler, n = 3 Tiere pro Genotyp.
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4.3.3 Reduzierte Satellitenzellzahl in juvenilen Myf5°"° Numb®® Numblike” Mausen

Wie einleitend beschrieben, wird vermutet, dass Numb bei der asymmetrischen Zellteilung
von Satellitenzellen und damit beim Erhalt des Muskelstammzellpools beteiligt ist. Somit
kann vermutet werden, dass die Ausschaltung von Numb in eine veranderte Anzahl an
Satellitenzellen resultiert.

Als erste grundlegende Untersuchung erfolgte die Analyse der Satellitenzellpopulation von
Tieren unterschiedlichen Alters. Die Tiere wurden daflr in drei Altersgruppen, von sechs
Wochen, sieben bis acht Monaten und elf bis zwo6lf Monaten, eingeteilt und die Anzahl an
Satellitenzellen pro FDB Muskelfaser ermittelt (Abbildung 36 A). Auszahlungen (Abbildung
36 B) ergaben eine signifikant verringerte Anzahl an Pax7-positiven Satellitenzellen in
sechs Wochen alten Myf5°® Numb®* Numblike™ Tieren (0,7 + 0,03 Zellen pro FDB Faser)
im Vergleich zu Kontrolltieren (1,3 + 0,2 Zellen). Die Numblike” Mutanten wiesen eine
leicht erhdhte Anzahl von 1,5+ 0,2 Satellitenzellen pro FDB Muskelfaser auf. Myf5°®

Numb®2

Einzelmutanten zeigten deutlich weniger Satellitenzellen (0,9 £ 0,1 Pax7-positive
Zellen pro FDB Faser) als die Kontrolltiere und Numblike”™ Mutanten auf. Es kann vermutet
werden, dass die Verminderung der Stammzellpopulation auf das Fehlen von Numb
zurUckzufuhren ist (Abbildung 36 B).

Bei der Betrachtung der Verteilung der Satellitenzellen pro FDB Muskelfaser konnten rund
20 % mehr Fasern ohne Pax7-positive Zellen in sechs Wochen alten Myf5 Numb®
Numblike”™ und Myf5°® Numb®* Tieren als in Kontrolltieren und Numblike” Mutanten
nachgewiesen werden (Abbildung 36 C). Bei den sieben bis acht Monate alten Myf5°®
Numb®2 Mausen sowie Doppelmutanten wurde eine Tendenz zur vermehrten Anzahl an
FDB Muskelfaser ohne Satellitenzellen beobachtet (Abbildung 36 C). Es konnte aber kein
signifikanter Unterschied ermittelt werden.

Wahrend die Anzahl der FDB Muskelfaserkerne von juvenilen sowie adulten Numblike™
Mutanten mit den Kontrolltieren vergleichbar waren, zeigten sechs Wochen und sieben
Monate alte Doppelmutanten eine signifikant verringerte Muskelfaserkernzahl im Vergleich
zur Kontrolle (Abbildung 36 D, Tabelle 18). Eine reduziertere Anzahl an Kernen wurde
zudem in adulten sieben Monate alten Myf5°® Numb®“ Tieren nachgewiesen. Es ist
mdglich, dass Numb bei der Myoblastenfusion im Verlauf der Skelettmuskelentwicklung
eine Rolle spielt und der Verlust von Numb zu einer verminderten Fusion der Myoblasten
fuhrt.
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Abbildung 36: Analyse der Satellitenzellzahl und FDB Muskelfaserkerne.

(A) Nachweis von Muskelfaser-assoziierten Satellitenzellen (Pfeile) mittels Pax7-Antikdrperfarbung,
erkennbar als ovale braune Zellen (DAB Farbung). (B) Auszahlung von Pax7-positiven Zellen pro
FDB Muskelfaser von verschiedenen Altersgruppen zeigt signifikant weniger Satellitenzellen in
sechs Wochen alten Myf5°® Numb®® Numblike” M&usen im Vergleich zur Kontrolle. (C) Die
verringerte durchschnittliche Anzahl an Satellitenzellen auf My1’5Cre Numb®* Numblike” FDB
Muskelfasern resultiert aus der vermehrten Anzahl an Fasern, welche keine Pax7-positiven Zellen
enthalten. (D) Verteilung der Zellkerne pro FDB Muskelfaser deutet auf eine verminderte Fusion
von Myf5°® Numb®” Numblike” Myoblasten bei der Skelettmuskelentwicklung hin. Dargestellt sind
die Mittelwerte + Standardfehler, statistische Signifikanz (Student’s t-Test): * p < 0,05, ** p < 0,01,
n = 4-6 Tiere pro Genotyp.
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Tabelle 18: Durchschnittliche Anzahl an Zellkernen pro FDB Muskelfaser.

Genotyp Durchschnittliche Anzahl an Signifikanz zur Kontrolle
Muskelfaserkerne

6 Wochen 7-8 Monate 6 Wochen 7-8 Monate

Kontrolle 53,2+ 4,2 60,5+ 1,8 - -
Numblike™ 542 +26 59,4 +1,2 n.s. n.s.
Myf5°"® Numb* 492+20 52,8+2,3 n.s. **p < 0,01
Myf5°° Numb®” Numblike™ 429+14 54,2 +1,6 *p <0,05 **p < 0,01

Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardfehler, statistische Signifikanz (Student’'s t-Test): n.s. = nicht
signifikant, n = 4-6 Tiere pro Genotyp.

4.3.4 Erhohte Proliferationsrate isolierter Myf5°® Numb®? Numblike™
Satellitenzellen im Vergleich zu Kontrollzellen

Aufgrund der reduzierten Satellitenzellzahl, sowie der verringerten Anzahl an
Muskelfaserzellkernen von  Myf5°®  Numb®®  Numblike” Tieren, wurde die
Proliferationsaktivitat der Satellitenzellen untersucht. Dabei diente das Thymidin-Analogon
EdU (5-ethynyl-2-deoxyuridine), was wahrend der S-Phase des Zellzyklus in neu
synthetisiete DNA anstelle von Thymidin eingebaut wird, als Marker fir die
Proliferationsaktivitat der Satellitenzellen (Abbildung 37 A).

In einem Pulse-Chase-Experiment wurden die isolierten Satellitenzellen fir drei Stunden
mit EdU inkubiert (Pulse) und fixiert. Dabei inkorporierten prozentual mehr Pax7-positive
Myf5°® Numb®“ Numblike” Satellitenzellen EdU als Kontrollzellen (Abbildung 37 B, 0 h).
Nach dreitagiger Kultivierung (Chase) unter normalen Wachstumsbedingungen erfolgte
eine schnellere Ausdiinnung des inkorporierten EdU in Myf5°® Numb®2 Numblike™
Satellitenzellkulturen im Vergleich zur Kontrolle, was auf eine erhéhte Proliferationsrate
der Satellitenzellen von Doppelmutanten hinweist. In diesen Kulturen wurden 10 %
weniger EdU/Pax7-doppelpositive  Satellitenzellen  nachgewiesen als in den
Kontrollkulturen (Abbildung 37 B). Weiterhin konnten in den Myf5°® Numb®® Numblike™
Kulturen aufgrund der erhdhten Proliferationsrate 10 % mehr EdU-negative/MyoD-positive
(Abbildung 37 C) und EdU-negative/Myogenin-positive (Abbildung 37 D) Myoblasten
beobachtet werden.  Aufgrund der Expression der Proliferations-  bzw.

Differenzierungsmarker MyoD und Myogenin kann angenommen werden, dass die



schneller proliferierenden Myf5°® Numb®* Numblike™

Differenzierungsmarker Myogenin anschalten.
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Abbildung 37: Erhéhte Proliferationsrate von primiren Myf5°° Numb®* Numblike™

Myoblasten.

(A) Immunologischer Nachweis proliferierender primarer Myoblasten nach dreistiindiger Inkubation
mit EdU, erkennbar durch Pax7- und EdU-doppelpositive Zellen (Pfeile). Quantitative Auswertung
EdU-markierter Pax7- (B), MyoD- (C) oder Myogenin-positiver (D) primarer Myoblasten direkt (0 h)
oder nach drei- und sechstagiger Kultivierung nach EdU Inkubation. Darstellung der Mittelwerte +
Standardfehler, statistische Signifikanz (Student’s t-Test): * p < 0,05. n = 3 Tiere je Genotyp, n.b. =

nicht bestimmt.
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4.3.5 Vermindertes Differenzierungsvermégen von Myf5°° Numb®* Numblike™
Myoblasten

Obwohl Myf5°® Numb®2 Numblike” Satellitenzellen hdéhere Proliferationsraten als
Kontrollzellen aufwiesen (4.3.4), lieRen die geringere Anzahl an FDB Muskelfaserkernen
(4.3.3), sowie die in vitro Studien der Repression von Numb und Numblike in C,Cy;
Myoblasten  (4.2.3.3) vermuten, dass Numb und Numblike bei der
Muskelzelldifferenzierung eine Rolle spielen. Um einen méglichen Differenzierungsdefekt
naher zu analysieren, wurde die terminale Differenzierung der Satellitenzellen mittels
immunologischer MF20-Farbung untersucht (Abbildung 38).

Finf Tage nach Induktion der Differenzierung konnten signifikante Unterschiede im
Differenzierungsverhalten von Myf5°® Numb®* und Myf5°° Numb®* Numblike™
Myoblasten, im Vergleich zu Kontrolizellen und Numblike” Zellen beobachtet werden
(Abbildung 38). Kontroll- und Numblike™ Myoblasten fusionierten zu einem Netzwerk von
funktionellen Synzytien (Abbildung 38 A-B), wobei Myf5°® Numb®® und Myf5°® Numb®2
Numblike” Myoblasten deutlich weniger mehrkernige MF20-positive Zellen ausbildeten
(Abbildung 38 C-D). Die Berechnung des Fusionsindex ergab eine signifikant verminderte
Anzahl an Zellkernen in Myf5°® Numb®2 und Myf5°® Numb®? Numblike” MF20-positiven
Zellen, was auf ein gestortes Fusionsverhalten der Myoblasten hinweist (Abbildung 38 E).
Keine Einschrankungen des Fusionsverhaltens wurden in den Numblike” Kulturen
beobachten (Abbildung 38 B-B* und E).
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Abbildung 38: Verminderte Differenzierung primarer Myf5°° Numb®” und Myf5°° Numb**
Numblike™ Myoblasten.

Kontrolle (A-A*) und Numblike” (B-B*“) Myoblasten bilden nach finftagiger Kultivierung in
Differenzierungsmedium ein Netzwerk aus funktionellen Synzytien aus. Im Vergleich dazu weisen
Kulturen von Myf5°® Numb®® (C-C*) und Myf5°® Numb™* Numblike” (D-D*) Myoblasten eine
geringe Anzahl an mehrkernigen MF20-positiven Zellen auf. #1 —#3 = individuelle
Differenzierungskulturen aus drei verschiedenen Tieren je Genotyp. GréRenmalstab entspricht
200 um. (E) Quantitative Auswertung der Differenzierung. Nach funftagiger Kultivierung in
Differenzierungsmedium zeigen Myf5°® Numb®® und Myf5°® Numb®* Numblike” Kulturen eine
signifikant verminderte Anzahl an Kernen in MF20-positiven Zellen. Darstellung der Mittelwerte +
Standardfehler, statistische Signifikanz (Student’s t-Test): * p < 0,05, n = 4-6 Tiere pro Genotyp.
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4.3.6 Verzogerte Aktivierung von Myf5°® Numb®” Numblike” Satellitenzellen auf
isolierten Muskelfasern

Die Kultivierung von Myoblasten in Zellkulturschalen stellt eine artifizielle Umgebung fir
die Zellen dar. Die Kultivierung von isolierten Muskelfasern bietet hingegen die Mdglichkeit
die Aktivierung und Proliferation von Satellitenzellen in ihrer natirlichen Umgebung der
Stammzellnische unterhalb der Basallamina der Muskelfaser zu untersuchen. Diese
Kultivierungsmethode bewahrt die potentiell wichtigen Wechselwirkungen zwischen
Satellitenzelle und Muskelfaser.

Nach 24-stiindiger Kultivierung in Wachstumsmedium sind Pax7-positive Satellitenzellen
als Einzelzellen sowie vereinzelt in kleinen Gruppen von zwei Zellen (Zellcluster) auf
Muskelfasern von Kontrolltieren, Einzel- und Doppelmutanten zu beobachten (Abbildung
39 A). Nach 48 Stunden befanden sich etwa die Halfte aller Pax7-positiven Zellen
(47 £ 10 % Kontrolle und Numblike”, 53 + 5 % Myf5°® Numb®* und 44 + 10 % Myf5°®
Numb®2 Numblike™) in Zellclustern auf den Muskelfasern (Abbildung 39 B), was auf eine

Aktivierung der Satellitenzellen hinweist.
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Abbildung 39: Prozentuale Verteilung Pax7-positiver Zellen in Einzelzellen und Zellclustern.
Die Kultivierung von einzelnen FDB Muskelfasern erfolgte fir 24 (A), 48 (B) und 72 Stunden (C) in
Suspension unter normalen Wachstumsbedingungen. Die Auszahlung Pax7-positiver Zellen in
Zellclustern oder als Einzelzellen auf den Muskelfasern ergab keine signifikanten Unterschiede
(Student's t-Test) zwischen den einzelnen Genotypen. Dargestellt sind Mittelwerte +
Standardfehler, n = 3-5 Tiere pro Genotyp.
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Nach insgesamt 72-stindiger Kultivierung wurden Pax7-positive Zellen mehrheitlich in
Gruppen von zwei bis sechs Zellen auf den in Suspension kultivierten FDB Muskelfasern
nachgewiesen (Abbildung 39 C). Dabei konnten keine signifikanten Abweichungen in der
Anzahl Pax7-positiver Zellen in Zellclustern auf den Muskelfasern von Kontrollkulturen
(2,6 £0,2 Zellen) sowie Einzel- (2,7 +0,1 Numblike”, 2,7 +0,2 Myf5°® Numb**) und
Doppelmutanten (2,7 + 0,2) ermittelt werden.

Mittels des EdU-Pulse-Chase-Experimentes konnten aktivierte Muskelfaser-assoziierte
Satellitenzellen in einzelnen Suspensionskulturen nachgewiesen werden (Abbildung 40).

Wahrend prozentual weniger Numblike™ (4,6 %) und Myf5°® Numb®® (3,2 %)

5Cre bA/A

Satellitenzellen EdU inkorporierten, war die EdU-Inkorporationsrate von Myf Num
Numblike” Satellitenzellen (13,3 %) vergleichbar mit den Kontrollzellen (11 %, Abbildung
40 F). Fur die weiterfihrende Analyse erfolgte eine Einteilung der Muskelfaser-
assoziierten Satellitenzellen in Einzelzellen und Zellcluster (Abbildung 40).

Nach 24-stindiger Kultivierung nach EdU Inkorporation wurde eine signifikant héhere
Anzahl an Pax7-positiven/EdU-negativen Einzelzellen (Abbildung 40 G) auf Myf5°™®
Numb®® (38 %) und Myf5°" Numb®® Numblike” (34 %) Muskelfasern im Vergleich zur
Kontrolle (16,6 %) detektiert, was auf eine verzogerte Aktivierung der Satellitenzellen
weist. Da diese Zellen wahrend der Pulse-Phase kein EdU inkorporierten und ebenso
keine Teilungsaktivitat zeigten, kann vermutet werden, dass diese ruhende Satellitenzellen
darstellen. Auch nach 48-stiindiger Chase Phase (Abbildung 40 H) wurden tendenziell
mehr EdU-negative Satellitenzellen auf Myf5“® Numb®”* (22,3 %) und Myf5°® Numb®*
Numblike™ (14,5 %) Muskelfasern beobachtet als auf Kontrollfasern (10 %). Nur ca. 4 %
aller Pax7-positiven Numblike” Satellitenzellen, verteilt als Einzelzellen, zeigten zu diesem
Zeitpunkt keine EdU Markierung (Abbildung 40 H). Nach 24- sowie 48-stundiger Chase
Phase konnte zudem eine erhohte Anzahl Pax7-positiver/EdU-negativer Satellitenzellen in
Zellclustern auf Myf5° Numb®2 und Myf5° Numb®® Numblike™ Muskelfasern detektiert
werden (Abbildung 40 I-J).

In den einzelnen Muskelfaserkulturen konnten aktivierte, sich teilende Satellitenzellen in
verschiedener Orientierung sowohl planar entlang der Muskelfaser (Abbildung 40 D) als
auch in einer apikal-basalen Ausrichtung zur Muskelfaser beobachtet werden. Es wird
postuliert, dass entsprechend der Orientierung der Zellteilungsachse die Tochterzellen der
Satellitenzelle ein unterschiedliches Zellschicksal annehmen (Kuang et al., 2008; Kuang et
al., 2007). Die Zelle mit Kontakt zur Stammzellnische behalt den Stammzellcharakter,

wahrend die andere zur Proliferation und spateren Differenzierung bestimmt ist. Da nur ein
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geringer Anteil sich ,aktiv“ teilender Zellen in Kulturen von Mutanten sowie den Kontrollen

beobachtet werden konnte, erfolgte keine Auswertung der Orientierung der Zellteilung.

Einzelzellen
@
12}
©
= o
o ® 0 h Chase
& ) 1 EdU positiy
positiv
g i M EdU negativ
E 100
— 'ﬁ
18
X 10
o
@ g
E 1
o Kontrolle Numblike™ Myf5®®  Myf5S
= Numb™*  Numb*/*
Numblike™
&
= )
(c)] 24 h Chase H 48 h Chase
— [ EdU positiv [ EdU positiv
M EdU negativ M EdU negativ

,u—‘
g 10 = 100
3 k]
] 5 3
a i i
© % 10 % 10
S o o
- £ £
<
o 1 s = Cre Cre 1 —r 2 Cre Cre
Kontrolle Numblike™ Nyfs' Myfs Kontrolle Numblike™ Myfs Myfs
Numb**  Numb** Numb®  Numb**
Numblike” Numblike™
B Zellcluster
1%}
@
£
o
£
< i =
N 24 h Chase @ 48 h Chase
v W/
[ EdU positiv [ EdU positiv
. M EdU negativ M EdU negativ
5 100- E 100-
@ & K|
E E 10 % o
o a o
£
@ 1 7 Ci 1 T Cre Cro
< Kontrolle Numblike”™ Myf5°™®  Myf5©™® Kontrolle Numblike™ Myf5’ Myf5'
Numb™*  Numb*/* Numb™*  Numb**
Numblike™ Numblike™

Abbildung 40: Nachweis von aktivierten Satellitenzellen auf kultivierten FDB Muskelfasern
mittels EdU.

(A-E) Immunologischer Nachweis aktivierter Satellitenzellen auf kultivierten FDB Muskelfasern nach
24-stiindiger Kultivierung und einer dreistiindigen Inkubation mit EdU. Muskelfasern wurden direkt
nach der EdU-Markierung fixiert (0 h Chase) oder fiir weitere 24 bzw. 48 Stunden (Chase) kultiviert.
Pax7-positive Satellitenzellen wurden verteilt auf den Muskelfasern als Einzelzellen oder in
Gruppen von zwei bis sechs Zellen (Zellcluster) beobachtet. EdU-negative/Pax7-positive Zellen
konnten vermehrt auf Myf5°° Numb®* und Myf5°® Numb™* Numblike” Muskelfasern als
Einzelzellen (G) sowie in Zellclustern (D und I) nach 24-stiindiger Chase Phase nachgewiesen
werden. Wahrend auf Muskelfasern von Kontroll- und Numblike” Mausen keine EdU-negativen
Zellen in Zellclustern nach 48 Stunden Chase ermittelt werden konnten, waren ~ 2 % aller Pax7-
positiven Zellen in den Clustern auf Myf5" Numb®2 und Myf5°® Numb®* Numblike”™ Muskelfasern
EdU-negativ (J). Dargestellt sind Mittelwerte + Standardfehler, statistische Signifikanz (Student’s t-
Test): * p < 0,05, ** p < 0,01, n = 3-5 Tiere pro Genotyp.



ERGEBNISSE

4.3.7 Keine Beeintriachtigung des Regenerationsverhaltens nach Schadigung

Morphologische Untersuchungen der Muskulatur von Myf5°® Numb®2, Myf5°® Numb®“
Numblike” sowie Numblike” Mausen zeigten peripher liegende Muskelfaserkerne, was auf
eine normal entwickelte Skelettmuskulatur der Einzel- und Doppelmutanten hinweist
(Abbildung 41 B-E).

Um zu Uberprifen, welche Effekte die Deletion von Numb und Numblike auf die
Regenerationsfahigkeit hat, wurden die M. tibialis anterior (TA) Muskeln von Numblike™,
Myf5" Numb®® und Myf5°" Numb®® Numblike” Mausen, sowie von Kontrolltieren durch
intramuskulare Injektion von Kardiotoxin (CTX, engl. cardiotoxin) geschadigt (Abbildung 41
A). Es ist bekannt, dass eine komplette Erneuerung eines Wildtypmuskels innerhalb von
drei bis vier Wochen nach Schadigung erfolgt. Dabei werden Satellitenzellen aktiviert,
proliferieren und differenzieren zu funktionellen Muskelfasern (Couteaux et al., 1988;
Hawke & Garry, 2001). In transversalen Muskelschnitten sind neu-regenerierte
Muskelfasern durch zentral liegende Zellkerne gekennzeichnet. Diese entstehen im
Fusionierungsprozess der Myoblasten, welche sich hintereinander anordnen und
miteinander verschmelzen.

Zehn Tage nach Kardiotoxin Schadigung erfolgten histologische Hamatoxylin und Eosin
Farbungen der regenerierten TA Muskeln. Muskeln von Numblike”, Myf5°® Numb®* und
Myf5°® Numb®* Numblike™ Mause waren, wie die Kontrollmuskeln, durch zahlreiche
neugebildete Muskelfasern gekennzeichnet (Abbildung 41 F-1). Es wurde kein
vermindertes Differenzierungsverhalten der Muskeln von Einzel- und Doppelmutanten
beobachtet. Die Ermittlung der Muskelfaserdurchmesser ergab eine Normalverteilung der
neugebildeten Fasern mit zentral liegendem Kern von Myf5°® Numb®* und Myf5°®
Numb®2 Numblike™ Mausen im Vergleich zu Kontrolltieren (Abbildung 41 J-K). Der
durchschnittliche Faserdurchmesser von Doppelmutanten (23,3 +0,6 um) und Myf5°™
Numb®? Mé&usen (22,0 + 1,2 um) war vergleichbar mit Kontrolltieren (23,9 + 1,1 um).
Vermehrt kleinere Muskelfasern (15,1 £ 0,9 ym) wurden hingegen im regenerierten TA

Muskel von Numblike” Mutanten beobachtet.
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Abbildung 41: Normale Skelettmuskelregeneration von Myf5cre Numb®® Numblike™ nach
einmaliger Schadigung.

(A) Fir die Untersuchung des Regenerationsvermdgens adulter, drei Monate alter Tiere erfolgte
eine intramuskulare Kardiotoxin (CTX) Applikation in den M. tibialis anterior (TA) und die Analyse
des geschadigten Muskels nach zehn Tagen. (B-E) Hamatoxylin und Eosin Farbungen von
transversalen Muskelschnitten des nicht geschadigten Muskels zeigen eine normale Muskelstruktur
mit peripheren Muskelfaserkernen. (F-l) Im geschadigten TA Muskel sind regenerierte Muskelfasern
durch  zentral liegende Faserkerne  gekennzeichnet. (J-K)  Quantifizierung  der
Muskelfaserdurchmesser mit zentral liegendem Kern deutet auf ein leicht verzogertes
Regenerationsvermégen von Numblike”™ Mausen hin. Darstellung der Mittelwerte + Standardfehler,
statistische Signifikanz (Student’s t-Test): * p < 0,05, n = 2-3 Tiere pro Genotyp.
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Wahrend der Regeneration des Skelettmuskels ist es nicht nur erforderlich, dass neue
Muskelfasern gebildet werden, sondern auch, dass der Stammzellpool an Satellitenzellen
wieder hergestellt wird. Verschiedene Arbeiten postulieren, dass der Erhalt des
Satellitenzellpools in der Muskulatur durch asymmetrische Zellteilung gewahrleistet wird
(Kuang et al., 2008; Shinin et al., 2006). Anhand wiederholter Schadigungen des TA
Muskels (Abbildung 42 A) wurde im Folgenden untersucht, ob die Deletion der
Zellschicksalsdeterminanten Numb und Numblike Auswirkungen auf den Erhalt des
Satellitenzellpools haben.

Durch wiederholte Schadigungen erfolgte eine komplette Neustrukturierung des TA
Muskels, wodurch vermehrt Muskelfasern mit zentral liegendem Kern beobachtet werden
konnten (Abbildung 42 B-E). GroRe klar abgegrenzte Fasern mit zentral liegendem Kern
weisen auf eine beendende Regeneration hin (Abbildung 42 B-E), wobei
Entziindungsreaktionen, im direkt betroffenen Umfeld der Kardiotoxin-Injektionsstelle,
durch eine vermehrte Anzahl an Hamatoxylin-positiven Kerne gekennzeichnet sind
(Abbildung 42 B*-E‘). Diese sind auf die massive Einwanderung von Makrophagen und
Leukozyten zurickzufihren (Hawke & Garry, 2001). Die Hamatoxylin und Eosin
Farbungen nach vierfacher Schadigung zeigten keine offensichtlichen Unterschiede im
Regenerationsverhalten von Einzel- und Doppelmutanten im Vergleich zu Kontrolltieren
(Abbildung 42 B-E und B‘-E‘), was auf eine normale Rekonstruktion der Stammzellnische
in Einzel- und Doppelmutanten hinweist. Die Quantifizierung der Faserdurchmesser ergab,
wie bei einfacher Schadigung des Muskels, eine Normalverteilung der
Muskelfaserdurchmesser, was im Gegensatz zu den Differenzierungsversuchen primarer
Myoblasten (siehe 4.3.5, Abbildung 38) auf ein normales Fusionsverhalten der Zellen

schlief3en lasst.
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Abbildung 42: Normale Regeneration nach mehrfacher Muskelschadigung.

(A) Eine viermalige intramuskulare Applikation von Kardiotoxin (CTX) erfolgte in einem Abstand von
drei Wochen. Zehn Tage nach der vierten Injektion wurden die TA (M. tibialis anterior) Muskeln
isoliert und histologisch untersucht. (B-E) Zentral liegende Faserkerne deuten auf neu gebildete
Muskelfasern hin, wobei in stark entziindeten Bereichen eine vermehrte Anzahl von Kernen (blau-
lila Farbung) beobachtet wurde, welche auf eingewanderte Makrophagen und Leukozyten
hinweisen (B‘-E‘). Die Auszahlung der Muskelfaserdurchmesser (F-G) weist nahezu vergleichbare
Regenerationsfahigkeiten zwischen den einzelnen Genotypen auf. Darstellung der Mittelwerte *
Standardfehler, statistische Signifikanz (Student’s t-Test): * p < 0,05, n = 3 Tiere pro Genotyp.
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Um mdgliche Veranderungen in den regenerierten Muskeln zu erkennen wurde zusatzlich
eine Bindegewebsfarbung durchgefihrt. Bei einer mangelhaften Regeneration der
Muskulatur, aber auch bei unterschiedlichen Erkrankungen (beispielsweise bei Sklerose),
kann es zur gesteigerten Synthese und Einbau von Kollagen kommen, was zu
Funktionseinschrankungen des Muskels fuhren kann. Trichrom Farbungen von TA
Muskeln nach vierfacher Schadigung zeigten vergleichbare regenerationsbedingte

Einlagerungen von Kollagen in Muskeln von Mutanten und Kontrolltieren (Abbildung 43).

Kontrolle Numblike* || Myf5c Numb~ || MyfS' Numb®

4x CTX TA

Masson-Trichrom Farbung

Abbildung 43: Masson-Trichrom Farbung von Kardiotoxin geschadigten Muskeln.

Kollagene Fasern sind tiefblau, die Kerne leuchtend rot und das Zytoplasma rosa gefarbt. Nach
vierfacher Schadigung des TA (M. tibialis anterior) Muskels mit Kardiotoxin (CTX) sind keine
signifikanten Veranderungen in der Menge des eingelagerten Kollagens zu erkennen.

Um zu Uberprufen, ob Numb und Numblike bei der Erneuerung bzw. dem Erhalt des
Satellitenzellpools beteiligt sind, wurde die Satellitenzellzahl nach vierfacher Schadigung
ermittelt.

Die Kardiotoxin-induzierte Schadigung flhrt zur Aktivierung und Proliferation der
Satellitenzellen im TA Muskel sowie im benachbarten M. extensor digitorum longus (EDL)
Muskel, der im Folgenden flir die Bestimmung der Satellitenzellzahl verwendet wurde. Die
Auszahlung Pax7-positiver Zellen pro EDL Muskelfaser ergab vergleichbare Anstiege der
Satellitenzellzahl nach Regeneration zwischen Mutanten und Kontrolltieren (Abbildung
43). Dies deutet darauf hin, dass die Abschaltung von Numb/Numblike in Satellitenzellen

keinen Einfluss auf deren Erhalt des Stammzellcharakters hat.
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Abbildung 44: Vergleichbare Satellitenzellzahl pro EDL Muskelfaser nach vierfacher
Schadigung des TA Muskels von Numb-defizienten Mausen.

Intramuskulare Applikation von Kardiotoxin (CTX) in den M. tibialis anterior (TA) fuhrt zur
Aktivierung von Satellitenzellen im M. extensor digitorum longus (EDL). Fir die Untersuchung der
Satellitenzellzahl nach Muskelschadigung wurden einzelne EDL Muskelfasern isoliert und
Satellitenzellen mittels Pax7 Antikorperfarbung nachgewiesen. Eine Schadigung des Muskels fuhrt
zu einem Anstieg der Anzahl an Satellitenzellen pro EDL Muskelfaser. Es wurden keine
signifikanten Unterschiede (Student’s t-Test: p >0,05) in der Satellitenzellzahl nach vierfacher
Muskelschadigung zwischen Kontrolle, Einzel- und Doppelmutanten detektiert. Dargestellt sind
Mittelwerte + Standardfehler, n = 3 Tiere pro Genotyp.
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5 DISKUSSION

Die gesamte Skelettmuskulatur von Wirbeltieren geht aus den Somiten hervor. Somiten
segmentieren sich aus dem paraxialen Mesoderm in das Dermamyotom und das
Sklerotom. Die Zellen des Sklerotoms bilden dabei das Anlagenmaterial fur Rippen und
Wirbelsaule. Das Dermamyotom unterteilt sich in Myotom und das Dermatom aus dem die
Skelettmuskulatur bzw. die Haut hervorgeht. Im Verlauf der embryonalen
Muskelentwicklung sind die myogenen Regulationsfaktoren (MRF) Myf5, MyoD, Myogenin
und Mrf4 fir die Determinierung des myogenen Zellschicksals, sowie fir die
Differenzierung der Zellen verantwortlich. Myf5 ist der erste MRF, der beginnend mit E8.5

in neugebildeten Somiten im dorsalen Dermamyotom und Myotom exprimiert wird.

5.1 Myf5-abstammende Zellen sind uneingeschrankt fiir die Bildung

der Rippen verantwortlich

Obwohl die MRFs Myf5 und Mrf4 weder in Knorpelgeweben noch in
Knorpelvorlauferzellen exprimiert werden, zeigen Knockout Mause flr diese Faktoren
Fehlbildungen des Brustkorbs. So resultiert der Funktionsverlust von Myf5 in Myf5™
Knockout (Braun et al., 1992) und Myf5"**“ Knockin (Tajbakhsh et al., 1996) Mausen in
einem Fehlen distaler Rippen und einem perinatal letalen Phanotyp. Weitere
Rippenphanotypen im variablen Umfang sind aus verschiedenen Mrf4 Mutanten bekannt.
Eine Nullmutation weist nur geringe Verformungen der Rippen auf (Zhang et al., 1995) und
ist homozygot lebensfahig, wahrend die anderen Mutationen eine perinatale Letalitat
aufweisen. Diese zeigen unterschiedlich verkurzte distale Rippen und sind vergleichbar
mit dem Myf5 Phanotyp (Braun & Arnold, 1995) oder besitzen starkere Verschmelzungen
der Rippen mit fehlerhafter Anbindung dieser an das Sternum (Patapoutian et al., 1995).
Myf5 und Mrf4 liegen direkt benachbart auf demselben Chromosom und weisen Elemente
fur die Regulation des jeweils anderen Gens auf. So wurde vermutet, dass cis-
Interaktionen der beiden Gene Ursache fir die Rippenphanotypen sind. Kaul und
Mitarbeiter konnten durch die Generierung von verschiedenen Knockout Mausen zeigen,
dass der beobachtete Rippenphdnotyp von Myf5™ Knockout Mausen auf die
Dysregulation eines unbekannten Gens zurlickzuflihren ist (Kaul et al., 2000). Die in

diesem Zusammenhang durch Einkreuzen eines Cre-Deleters generierten Myf5A/oxF/AlxP
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Knockout Mutanten weisen keine Veranderung in der Rippenbildung auf. Die Expression
des Myf5-Gens ist somit vermutlich nicht fiir die Ausbildung der Rippen verantwortlich.

Wir konnten zeigen, dass der Verlust von Myf5-abstammenden Zellen im Sklerotom zu
einem starkeren Rippenphanotyp fuhrt, als die bis dato beschriebenen
Rippendeformationen der Myf5 Mutanten. Ursache flr diesen ausgepragten Phanotyp ist
die frihe Aktivitat des Myf5-Promoters im nichtsegmentierten paraxialen Mesoderm. So
zeigen Zebrafisch- und HUhnchenembryonen eine signifikante Myf5 Expression im
paraxialen Mesoderm (Chen et al., 2001; Kiefer & Hauschka, 2001). Myf5-abstammenden
Zellen im Sklerotom sprechen fiir eine friihe Aktivitat der Myf5°® Mauslinie, da es im
Allgemeinen ein bis zwei Tage bendtigt, bis die Cre-vermittelte Rekombination
abgeschlossen und eine Zellmarkierung nachzuweisen ist. Eine unspezifische Aktivitat der
Myf5°® Mauslinie kann hinsichtlich der spezifischen Verteilung Myf5-abstammender Zellen
in Geweben die aus dem paraxialen Mesoderm stammen ausgeschlossen werden. Der
Nachweis von Myf5-abstammenden Zellen in Knorpelgewebe deckt sich mit beobachteten
Myf5-Vorlauferzellen in den Rippen von Myf5%" Knockout Mausen, die ein nlLacZ
Reportergen tragen (Tajbakhsh et al., 1996). Bei der Entwicklung der Embryonen kommt
es zu einer unorganisierten Verteilung der Vorlauferzellen im Sklerotom. Diese Zellen
stellen vermutlich in Abwesenheit von Myf5 ihr genetisches Programm um und nehmen
das Schicksal von Mesenchymzellen im Sklerotom an. Mesenchymzellen differenzieren zu
Chondrozyten oder Osteoblasten und liefern das Anlagenmaterial der Wirbelsaule und
Rippen. Wir konnten zeigen, dass die Ablation von Myf5-abstammenden
Mesenchymzellen im Sklerotom zu einer erheblichen Fehlbildung von Wirbeln und Rippen
fuhrt. Es kann angenommen werden, dass der Verlust einer solchen Zellpopulation nicht
ersetzt werden kann. Die Prasenz von Myf5-abstammenden Zellen in dieser Zellpopulation
wurde in einer vergleichbaren Zellablationsstudie bestatigt (Haldar et al., 2008). Dabei
wurden, unter Verwendung von unterschiedlichen Myf5°® Mauslinien, weniger
schwerwiegende Rippenphanotypen beschrieben. Die Myf5'Y Rosa26°™ Embryonen
weisen einen anndhernd normalen Brustkorb auf, wahrend Myf5"" Rosa26°™ Embryonen
Fusionierung der Rippen zeigen (Haldar et al., 2008). Diese weniger ausgepragten
Phanotypen sind vermutlich auf eine eingeschrankte Aktivitat der fir die betreffende
Studie verwandten Myf5°™ Mauslinie zuriickzufiihren.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte bestatigt werden, dass die Ablation von Myf5-

abstammenden Zellen fir die fehlerhafte Ausbildung der Rippen verantwortlich ist. Dabei
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wurde gezeigt, dass Myf5- aber nicht Myogenin-abstammige Zellen an der Bildung von

Rippen beteiligt sind.

5.2 Eine Myf5-unabhangige Zellpopulation sorgt fiir eine normale
Entwicklung der Skelettmuskulatur nach Ablation von Myf5-

exprimierenden Zellen

Die Skelettmuskulatur entwickelt sich aus Pax3/Pax7-positiven embryonalen multipotenten
Vorlauferzellen des Dermamyotoms. Die Spezifizierung und Differenzierung dieser
Vorlauferzellen wird durch die Expression der MRFs gesteuert. Im Verlauf der Myogenese
zeigen die MRFs Uberlappende, aber zeitlich streng regulierte Expressionsmuster. Myf5
und MyoD determinieren multipopente Vorlauferzellen zu Myoblasten, wahrend die
terminale Differenzierung der Myoblasten durch die Expression von Myogenin und Mrf4
gesteuert wird. Trotz der einzigartigen Funktion der MRFs zeigen Knockout Studien, dass
einzelne Faktoren ersetzbar sind. Die genetische Redundanz zwischen Myf5 und MyoD
wurde in Nullmutationen dieser MRFs beschrieben. Wahrend Doppelknockout Embryonen
keine  Muskulatur besitzen, weisen Einzelmutanten vollstdndig ausgebildete
Skelettmuskeln auf (Braun et al., 1992; Rudnicki et al., 1992; Rudnicki et al., 1993). Die
Anwesenheit eines dieser Faktoren, Myf5 oder MyoD, ist somit fiir die Entwicklung von

Skelettmuskeln essentiell.

Wir konnten zeigen, dass eine Myf5-unabhangige Myoblastenpopulation existiert, welche
MyoD exprimiert und fir eine normale Bildung der Skelettmuskulatur sorgt.

Die Ablation von Myf5-exprimierenden Zellen fiihrt zu einer verspateten Ausbildung des
Myotoms, vermutlich aufgrund des Fehlens erster Myf5-determinierter Myoblasten. Dies
deckt sich mit Beobachtungen aus Myf5 Knockout Embryonen, in denen der
Funktionsverlust von Myf5 durch eine verspatete MyoD-Expression beantwortet wird und
eine verzogerte Determinierung der Myoblasten hervorruft (Braun et al., 1992). Das
Wildtyp-Expressionsmuster von Myf5 und MyoD weist jedoch zeitliche Unterschiede auf.
Myf5 wird ab E8.5 ausgehend vom epaxialen Dermamyotom exprimiert und ist ab E14.5
nicht mehr nachweisbar (Ott et al., 1991; Summerbell et al., 2000). Mit beginnender Myf5
Expression werden Myoblasten determiniert, verlassen den Zellverband des

Dermamyotoms und bilden das Myotom aus. MyoD determiniert hingegen beginnend ab
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E10.5 die hypaxialen Myoblasten und kann bis zum Ende der Muskelentwicklung in
Myoblasten nachgewiesen werden (Sassoon, 1993). Uberraschenderweise zeigte die
Ablation von Myf5-exprimierenden Zellen einen erhéhten Zelltod von MyoD-positiven
Zellen in den Somiten. Die reduzierte Anzahl MyoD- und Myogenin-exprimierender Zellen
kann damit begriindet werden, dass in den Somiten MyoD und Myogenin direkt nach Myf5
exprimiert werden. Die Ablation von Myf5-exprimierenden Zellen geht folglich mit dem

Verlust von Myogenin- und MyoD-positiven Zellen einher.

Die Kapazitat der Skelettmuskulatur den Verlust einer Zellpopulation bzw. der Expression
eines MRFs zu kompensieren, zeichnet diese als eine heterogene Population aus. So
fuhrt der Verlust von Myf5 Transkript zu einer normal entwickelten Muskulatur in adulten
Myf5 Knockout Mausen (Gayraud-Morel et al., 2007; Ustanina et al., 2007). Aus der hier
gezeigten Ablationsstudie ist ersichtlich, dass eine Myf5-unabhangige Zellpopulation
existiert, die MyoD exprimiert, den Verlust der Myf5-positiven Zellpopulation ersetzt und fiir
eine normale Muskelentwicklung sorgt. Es stellt sich damit die Frage nach der
Notwendigkeit der Myf5-exprimierenden Zellpopulation bei der Muskelentwicklung. Myf5
ist der erste MRF, der mit Beginn der Myogenese exprimiert wird. In dessen Anwesenheit
verlauft die Entwicklung der Muskulatur primar ausgehend von der Myf5-positiven
Zellpopulation. Dies konnte durch die vollstandige Markierung der Skelettmuskeln mit
Myf5-abstammenden Zellen aufgezeigt werden (Abbildung 45, Myf5°" Rosa26%). Fehlt
jedoch die Myf5-abhangige Population wird diese durch eine Myf5-unabhangige MyoD-
exprimierende Myoblastenpopulation ersetzt. Diese Myf5-unabhangige Zellpopulation ist in
der Wildtypsituation nicht fur die Muskelentwicklung verantwortlich. Erst durch den Verlust
Myf5-exprimierender Zellen expandiert diese Myoblastenpopulation und erméglicht eine
vollstandige Entwicklung der Skelettmuskeln (Abbildung 45, Myf5°™ Rosa®™). Im Fall der
Generierung spaterer Satellitenzellen kdénnte diese Myf5-negative Zellpopulation jedoch
einen natlrlichen Beitrag leisten. Dies wirde eine Erklarung flr das Vorhandensein Myf5-
negativer Satellitenzellen (Kuang et al., 2007) in Wildtypmausen liefern. Fehlen Myf5 und
MyoD-exprimierende Zellen kdénnen keine Vorlauferzellen zu Myoblasten determiniert
werden, was zum Verlust der Muskelentwicklung in Myf5:MyoD Doppelknockout
Embryonen flihrt (Abbildung 45, Myf5:MyoD KO). Beide MRFs, Myf5 und MyoD, sind
grundlegende Faktoren fir die Myogenese, werden jedoch partiell von autonomen

Zellpopulationen exprimiert.
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Abbildung 45: Eine Myf5-abhidngige und eine Myf5-unabhange Zellpopulation ist bei der
embryonalen Skelettmuskelentwicklung der Maus beteiligt.

In der Wildtypsituation entwickelt sich die Gesamtheit der Muskulatur aus Myf5-abstammigen
myogenen Zellen (Myf5°"® Rosa26*%). Die Ablation Myf5-exprimierender Zellen (Myf5°"® Rosa"™")
fuhrt zur verzégerten Vermehrung einer myogenen Myf5-unabhangen Zellpopulation. Diese ist in
der Lage Uber die MyoD Expression autonom eine normal entwickelte Skelettmuskulatur zu bilden.
Der Funktionsverlust beider Zellpopulation (Myf5:MyoD KO = Doppelknockout) kann nicht ersetzt
werden und fuhrt zum Verlust aller Skelettmuskeln. Abklrzungen: NR = Neuralrohr, NC =
Notochord, DM = Dermamyotom, DML = dorso-mediale Lippe, VLL = ventro-laterale Lippe.
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5.3 Numb, eine Determinante der myogenen Differenzierung?

Weitere Faktoren, die mdgliche Funktionen bei der Muskelentwicklung haben und bereits
im Dermamyotom exprimiert werden, sind die homologen Proteine Numb und Numblike.
Neben der Expression im Dermamyotom weisen Numb und Numblike starke mRNA
Expressionslevel im Zentralnervensystem ab E9.5 auf. Der Verlust von Numb resultiert in
einem letalen Phanotyp zwischen E10.5 und E11.5, wobei eine frihzeitige Differenzierung
neuronaler Vorlauferzellen in den Embryonen nachgewiesen wurde (Zhong et al., 2000;
Zilian et al., 2001). Die zusatzliche Deletion von Numblike verstarkt diese neuronalen
Defekte (Petersen et al., 2002). In Abhangigkeit verwendeter Cre-Mauslinien wurden
unterschiedliche Phanotypen beobachtet. Daher ist es noch unklar, ob Numb fir die
Proliferation oder die Differenzierung von neuronalen Vorlauferzellen verantwortlich ist.
Wahrend der friihen Neurogenese wird Numb eine Funktion beim Erhalt des

Stammzellcharakters von neuronalen Vorlauferzellen zugesprochen (Zilian et al., 2001).

Unsere Arbeitsgruppe interessiert die Funktion von Numb wahrend der embryonalen
Muskelentwicklung und dem Erhalt von adulten Muskelstammzellen. Durch
Uberexpressionen von Numb im epaxialen Dermamyotom unter der Kontrolle des
epaxialen Enhancer Elements des Myf5-Promoters konnten Jory und Mitarbeiter eine
vermehrte symmetrische Verteilung von Numb zeigen. Dies fihrt zur erhéhten Anzahl an
dermalen und myogenen Vorlauferzellen (Jory et al., 2009). Es wird daher vermutet, dass
Numb in Prozessen der Entstehung dieser Vorlauferzellen involviert ist und deren
Proliferation fordert. Dafiir spricht auch die vermutete Funktion von Numb. Als Antagonist
der Notch Aktivitat sollte Gber die Unterdriickung der Hes1 Expression die MyoD Aktivitat
und damit die Differenzierung von Myoblasten geférdert werden. Der gleichzeitige Verlust
von Numb und Numblike sollte somit Uber den aktivierten Notch Signalweg die MyoD
Aktivitat und damit verbundene Differenzierung von Myoblasten hemmen.
Uberraschenderweise filhrt der selektive Verlust von Numb und Numblike in Myf5-
exprimierenden Zellen zu einer Reduktion von Satellitenzellen im juvenilen Stadium.
Dagegen fihrt der Verlust von MyoD zur erhéhten Anzahl von Satellitenzellen sowie durch
verminderte Differenzierung von Satellitenzellen zur Anhaufung von Zellen mit
Stammzellcharakter (Cornelison et al., 2000). Dies lasst vermuten, dass die Deletion von
Numb und Numblike nicht zwangslaufig den Notch Signalweg beeinflusst. Dafur spricht,

dass in den durchgefuhrten Experimenten keine Veranderungen in den Proteinmengen



DISKUSSION

der aktvierten Form der Notch Rezeptoren, sowie der Notch Zielgene Hes1 und Hey1
beobachtet werden konnten. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass trotz der gestorten
Differenzierung, der MyoD Expressionslevel nicht verandert ist. Dies deckt sich mit den
Untersuchungen von Buas und Mitarbeitern. Die Inhibierung der myogenen
Differenzierung, infolge der Uberexpression von Hey1, geht mit einer unveranderten MyoD
Expression einher (Buas et al., 2010). Wesentlich dramatischere Phanotypen als durch die
Deletion von Numb und Numblike in Muskelzellen beobachtet werden konnten, zeigen
konstitutive Aktivierungen des Notch Signalwegs. Ektopische Expression von aktvierten
Notch Rezeptor (Notch ICD) in Xenopus Embryonen (Kopan et al., 1994) oder
Uberexpression des Notch Liganden Delta in Hilhnchenembryonen (Delfini et al., 2000)
inhibieren die terminale Differenzierung von Muskelzellen, was zu einer unorganisierten
Muskelstruktur flihrt. Diese Beobachtungen lassen vermuten, dass Numb/Numblike im
Muskel den Notch Signalweg nur marginal beeinflussen.

Andererseits zeigen die Zellkulturexperimente, dass der Verlust von Numb und Numblike
zu einer verminderten Differenzierung bzw. Fusionierung von Myoblasten flhrt. Hierbei ist
anzumerken, dass nur die Herunterregulierung der Numb Isoformen Numb2 und Numb4
diese verringerte Differenzierung zeigen. Dies deckt sich mit der beobachteten Funktion im
Gehirn, wo Numb2 und Numb4 ausschlie3lich in differenzierenden und ausdifferenzierten
adulten neuronalen Zellen exprimiert werden (Bani-Yaghoub et al., 2007; Verdi et al.,
1999). Diese beiden Isoformen sind wahrscheinlich, wie fir neuronale Zellen (Pedersen et
al., 2002), auch fir die Differenzierungsprozesse von myogenen Zellen verantwortlich. Die
Zellkulturergebnisse lassen die Annahmen zu, dass Numb sowie Numblike in die Gruppe
von differenzierungsférdernden Faktoren eingeordnet werden konnen. Juvenile Numb-
und Numblike-defiziente Mause weisen eine reduzierte Anzahl an Satellitenzellen auf.
Obwohl dies auf eine direkte oder indirekte Beteiligung von Numb und Numblike auf die
Entstehung und den Erhalt des Stammzellcharakters hinweist, zeigen sich Unterschiede
im  Vergleich mit anderen Differenzierungsfaktoren. Obwohl MyoD-defiziente
Satellitenzellen nicht zur Differenzierung beféhigt sind, weisen MyoD” Mause eine erhéhte
Anzahl an Satellitenzellen pro Muskelfaser auf (Cornelison et al., 2000). Aufgrund des
gesteigerten Proliferationsverhaltens von MyoD-defizienten Satellitenzellen unter
Differenzierungsbedingungen wird vermutet, dass diese Zellen den Erhalt des
Stammzellcharakters anstelle der Differenzierung bzw. Fusionierung bevorzugen
(Sabourin et al.,, 1999). Beide Faktoren, Numb und Numblike, zeigen neben einer

Expression wahrend der Myogenese eine dauerhafte Aktivitat in adulten Satellitenzellen
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auf. Die erhohte Proliferation isolierter Satellitenzellen von Doppelmutanten weisen auf
verwandte Funktionen wahrend adulter Stadien hin (Abbildung 46). Hierbei bleibt jedoch

noch zu klaren, welchen myogenen Charakter die Differenzierungs-defizienten Zellen

besitzen.
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Abbildung 46: Modell der Funktion von Numb in ex vivo Satellitenzellkulturen.

In der Wildtypsituation ermdglicht die Numb Expression die Fusionierung von Myoblasten zu
Synzytien. Das verminderte Fusionierungsverhalten infolge des Verlustes von Numb (Numb™*)
kann vermutlich auf eine erhéhte Notch oder Shh/Gli Aktivitat in den Myoblasten zuriickgefihrt
werden. Daher weisen Numb-negative Myoblasten im Gegensatz zu Wildtypmyoblasten vermutlich
eine erhohte Proliferationsaktivitat auf.

Wenn der Verlust von Numb nicht zwangslaufig Einfluss auf den Notch Signalweg nimmt,

stellt sich weiterhin die Frage, welche Signalwege in Verbindung mit Numb die myogene
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Differenzierung regulieren. Im Verlauf der neuronalen Entwicklung wurde Numb als ein
Inhibitor des Sonic Hedgehog (Shh/Gli) Signalweges nachgewiesen (Di Marcotullio et al.,
2006). So fordert die Aktivitat des Shh Signalweges den Erhalt des Stammzellcharakters
von neuronalen Vorlauferzellen und unterbindet deren Differenzierung. Das Adapterprotein
Numb vermittelt dabei in Verbindung mit der E3 Ubiquitinligase ltch den proteasomalen
Abbau des Hedghog Trankriptionsfaktors Gli1, was zur Inhibierung des Shh Signalweges
fuhrt und die Differenzierung neuronaler Vorlauferzellen ermdglicht (Di Marcotullio et al.,
2006; Di Marcotullio et al., 2011). In erwachsenen Organismen reguliert der Shh/Gli
Signalweg die Zellteilung adulter Stammzellen. Es ist daher mdglich, dass die gesteigerte
Proliferationsrate und das verminderte Differenzierungsverhalten Numb-defizienter
Myoblasten fir eine erhdhte Aktivitat des Shh/Gli Signalweges sprechen. Dies wiirde sich
mit Zellkulturstudien von Koleva und Mitarbeitern decken. Die verstarkte Aktivierung des
Signalweges flhrt zur Inhibierung der Differenzierung von C,C1, Myoblasten sowie adulten
Satellitenzellen (Koleva et al., 2005). Weiterfihrende Untersuchungen sollten daher
zeigen, dass durch den Verlust von Numb der Shh/Gli Signalweg nicht gehemmt werden
kann und dies zu einer verminderten Myoblastendifferenzierung fihrt (Abbildung 46).

Jedoch kann anhand der gewonnen Daten keine konkrete Aussage Uber die genaue
Funktion der beiden Faktoren, Numb und Numblike, getroffen werden. Die ausbleibende
Differenzierung isolierter Satellitenzellen von Numb/Numblike-defizienten Mause spricht
zwar fur den Charakter eines Differenzierungsfaktors (Abbildung 46). Dennoch sollte
Vorsicht bei der Ubertragung auf das in vivo Modell geboten sein. So ist es nicht méglich,
aufgrund des Fehlens wichtiger Signalfaktoren aus der Muskelfaser (beispielsweise
Wachstumsfaktoren und Entzindungsfaktoren), Satellitenzellen Uber einen langeren
Zeitraum proliferativ-aktiv zu halten. Im Verlauf der Kultivierung verlieren diese Zellen
ihren Stammzellcharakter, wodurch sich eine abschlieRende Differenzierung zu Synzytien
anschlie3t. Des Weiteren lassen experimentell limitierende Faktoren, wie die vermehrte
Anhaufung von Fibroblasten, keine langere Kultivierung zu. So kann nicht ausgeschlossen
werden, dass Numb-defiziente Satellitenzellen durch die erhdhte Proliferationsaktivitat ihr
Differenzierungsprogramm zu  einem  spateren  Zeitpunkt, aulerhalb  des
kultivierungsfahigen Zeitraums, anschalten. Dafur sprache der unauffallige Phanotyp
geschadigter Doppelmutanten. Frihere Isolation und anschlieliende morphologische
Untersuchungen geschadigter Muskeln kénnten darlber Aufschluss geben. Ebenso
konnten Numb/Numblike-unabhangige Mechanismen ein mogliches Regenerationsdefizit

aufheben, welches durch die homogene Kultivierung von Satellitenzellen nicht zum Tragen
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kommt. Ein mdglicher Numb-unabhangiger Prozess soll hier im Folgenden vorgestellt

werden.

5.4 Modell der binaren Funktion von Numb in Muskelzellen

Wahrend der Entwicklung der Muskulatur und Satellitenzellen erfolgt eine dynamische
Verteilung von Numb in proliferierenden und differenzierenden Myoblasten. In sich
teilenden embryonalen dermamyotomalen Muskelvorlauferzellen erfolgt vermutlich eine
asymmetrische Verteilung von Numb auf die Tochterzellen. Die Zelle, welche Numb behalt
bewahrt ihren Stammzellcharakter und verbleibt im Dermamyotom. Diese kénnen ebenso
einen embryonalen Ursprung von adulten Satellitenzellen darstellen. Demgegentber
nimmt die Numb-negative Tochterzelle einen intermediaren Zellstatus an und wird durch
Expression der myogenen Regulationsfaktoren zum Myoblasten determiniert (Abbildung
47, WT). So kann vermutet werden, dass determinierte Myoblasten aufgrund erhdhter
Notch Aktivitat proliferativ-aktiv sind und die myogene Zellpopulation erweitern. Die
terminale Differenzierung der Myoblasten wird jedoch durch eine erhdhte Notch Aktivitat
inhibiert. Aus diesem Grund erfolgt eine erneute Expression von Numb in zur
Differenzierung determinierten Myoblasten. Die Anhaufung von Numb wirkt antagonistisch
auf die Notch Aktivitat, was die Fusionierung der Myoblasten zu Synzytien bzw.
Muskelfasern erméglicht (Abbildung 47, WT).

Anhand der gewonnen Daten der embryonalen Muskelentwicklung kann vermutet werden,
dass in Numb-defizienten Mausen eine Teilpopulation an Vorlauferzellen existiert, welche
Myf5-negativ sind, Numb exprimieren und den Verlust der Satellitenzellen umgeht
(Abbildung 47, Numb®2). Mit Hilfe der Myf5°® Rosa™ Mé&use konnte gezeigt werden,
dass eine Myf5-negative MyoD-exprimierende Zellpopulation flr die Muskelentwicklung
und mdglicherweise ebenso fur die Generierung von Satellitenzellen verantwortlich ist. Es
ist jedoch nicht bekannt, ob durch den Verlust Myf5-exprimierender Zellen die
Satellitenzellzahl beeinflusst wird. Somit kdnnte eine reduzierte Anzahl an Satellitenzellen
in Myf5° Rosa™ Tieren eine mdgliche Erkldrung fiir die verringerte Satellitenzellzahl in
Numb-defizienten M&ausen sein. Es wéare zudem interessant zu untersuchen, ob die
erhdhte Anzahl an myogenen Stammzellen durch Uberexpression von Numb in
Vorlauferzellen des epxialen Dermamyotoms (Jory et al., 2009) ebenso zu einer

vermehrten Satellitenzellzahl flhrt. In dem hier aufgezeigten Modell (Abbildung 47) wird
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vermutet, dass Numb-negative Vorlauferzellen zu Muskelzellen determiniert werden,
jedoch aufgrund der verminderten Fusionseigenschaft durch Apoptose oder andere
Prozesse aus dem Zellverband entfernt werden. Der hier beobachtete Phanotyp Numb-
defizienter Tiere lasst die Annahme zu, dass Numb in unterschiedlichen Zellphasen,
sowohl beim Erhalt des Stammzellcharakters, als auch bei der myogenen Differenzierung
eine Rolle spielt. Es kann somit gesagt werden, dass Numb binar das Schicksal von

Myoblasten beeinflusst.
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Abbildung 47: Modell der bindren Funktion von Numb im Verlauf der Muskelentwicklung.

In myogenen Vorlduferzellen aus den Somiten ist Numb fiur den Erhalt des Stammzellcharakters
erforderlich. Die Zellen, welche Numb exprimieren kénnen der Ursprung von adulten
Satellitenzellen sein. Erhdhte Notch Aktivitdt in Numb-negativen Myoblasten ermdglicht deren
Proliferation und Erweiterung der Muskelzellpopulation. Myoblasten, die zur Differenzierung
bestimmt sind exprimieren erneut Numb, was antagonistisch zur Notch Aktivitat fungiert und die
Fusionierung von Myoblasten ermdglicht. In Numb-defizienten Mausen (NumbA’A) wird die normale
Muskelentwicklung maéglicherweise durch die autonome Myf5-unabhangige Zellpopulation
gewabhrleistet. Da nur diese Zellen in der Lage sind Numb zu exprimieren, aus denen sowohl
Satellitenzellen als auch Muskelfasern generiert werden, weisen Numb-defiziente Mause eine
verringerte Anzahl an Satellitenzellen auf.
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5.5 Ausblick

Im Rahmen dieser Arbeit konnten wir zeigen, dass durch Expression von Myf5 und MyoD
zwei Subpopulationen von embryonalen Muskelvorlauferzellen existieren. Die
Zusammensetzung der Skelettmuskulatur aus einer heterogenen Zellpopulation verweist
auf dessen Anpassungsfahigkeit infolge des Verlusts einzelner Faktoren. Es ist jedoch
noch unklar, welche Signale notwendig sind, um das Gleichgewicht zwischen den beiden
myogenen Zellpopulationen aufrechtzuerhalten und welche nach Ablation Myf5-
exprimierender Zellen zum Anstieg der MyoD Population fiihren. Diesbeziglich wird
postuliert, dass auch Mrf4, neben Myf5 und Pax3, MyoD aktivieren kann und damit zur
embryonalen Muskelentwicklung beitragt (Kassar-Duchossoy et al., 2004). Die
Beobachtung, dass Myf5 eine Subpopulation an myogenen Vorlauferzellen darstellt,
spricht ebenso flir die beschriebene heterogene Population adulter Satellitenzellen
(Zammit, 2008). Diesbeziglich sollten weitere Analysen Aufschluss dariber geben, ob
mdgliche Myf5-negative Satellitenzellen (Kuang et al., 2008) aus MyoD- oder Mrf4-

exprimierenden myogenen Vorlduferzellen stammen.

Die in dieser Arbeit etablierte Myf5° Numb®* Numblike” Mauslinie bietet eine Grundlage
zur Untersuchung der in vivo Funktion des Adapterproteins Numb in Muskelzellen. Die hier
gezeigten Ergebnisse weisen darauf hin, dass Numb funktionell an der Differenzierung
von Myoblasten beteiligt ist. Die detaillierten molekularen Wirkungsmechanismen von
Numb konnten in dieser Arbeit jedoch nicht aufgeklart werden. Aus den prasentierten
Daten ergaben sich verschiedene weiterfuhrende Fragen. Wie beeinflusst Numb (bisher
nicht als myogener Faktor bekannt) das Differenzierungsverhalten von Myoblasten? Wie
wirkt sich das Fehlen von Numb auf den Erhalt des Satellitenstammzellpools aus?
Beeinflusst Numb die asymmetrische Zellteilung von Satellitenzellen?

Im Hinblick der erhaltenen Ergebnisse des verminderten Fusionierungsverhaltens von
Numb-defizienten Myoblasten ware es interessant das Regenerationsverhalten Numb-
mutanter Tiere infolge einer Muskelschwachung zu untersuchen. Ein etabliertes
Tiermodell der Muskeldystrophie Duchenne stellt die mdx-Maus dar. Eine Punktmutation
im Dystrophin-Gen fihrt zur Defizienz von Dystrophin in der Muskulatur der Tiere. Ein
charakteristisches Merkmal der Tiere ist die fortlaufende Aktivierung von Satellitenzellen
und Regeneration des Muskels. Demnach kénnte durch Verkreuzung der mdx-Maus mit

Myf5°® Numb®® Numblike”™ Tieren die Frage geklart werden, ob Numb ein essentieller
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Faktor fir die Differenzierung von Satellitenzellen ist. So konnte bereits mittels der
mdx:MyoD  Doppelknockout Maus, MyoD als ein wichtiger Faktor der
Satellitenzelldifferenzierung nachgewiesen werden (Megeney et al., 1996). Des Weiteren
kénnten mdx:Numb Mause genutzt werden, um zu analysieren, ob Numb fir den Erhalt
des Stammzellcharakters notwendig ist. Eine Hypothese Uber den Erhalt des
Satellitenzellpools beruht auf der asymmetrischen Verteilung von Numb in mitotisch-
aktiven Satellitenzellen (Shinin et al.,, 2006). Nach dieser Annahme sollte durch
Ausschaltung von Numb und statiger Aktivierung der Satellitenzellen in mdx-mutanten
Mausen eine kontinuierliche Abnahme der Satellitenzellpopulation zu beobachten sein.

Im Zusammenhang mit der Aktivierung und asymmetrischen Zellteilung von
Satellitenzellen ist ebenso eine Beteiligung des Notch Signalwegs beschrieben worden
(Conboy & Rando, 2002; Kuang et al., 2008). So ist bekannt, dass eine hohe Notch
Aktivitdt zu einer verminderten Differenzierung von Myoblasten und damit zu einer
reduzierten Muskelregeneration fiihrt (Conboy et al., 2003). Im Vordergrund der weiteren
Arbeit sollte daher detailliert die endogene Notch Aktivitat in Numb-defizienten Myoblasten
analysiert werden. Neueste Arbeiten zeigen, dass die einzelnen Numb Isoformen
unterschiedliche inhibitorische Funktionen auf die Notch Rezeptoren aufweisen. So wirken
alle Numb Isoformen antagonistisch auf den Rezeptor Notch1, wahrend die Notch3
Aktivitdt durch Numb nicht inhibiert wird (Beres et al., 2011). Aufgrund dieser differentiellen
Funktion von Numb auf Notch kann vermutet werden, dass andere Signalwege als Notch,
wie zum Beispiel der Sonic Hedgehog (Shh/Gli) Signalweg, durch Numb beeinflusst
werden, die zur Inhibierung der Differenzierung fuhren. C,C4, Knockdown Myoblasten
stellen ein effizientes in vitro Modell zur Analyse der Notch Aktivitdt dar. Die Aktivierung
des Notch Signalwegs, infolge der Bindung eines Liganden, flhrt zur proteolytischen
Abspaltung der intrazellularen Doméane (NotchlCD) des Notch Rezeptors. NotchlCD
wandert in den Zellkern und bindet an Transkriptionsfaktoren der CSL-Familie
(CBF1/RBP-Jk, Su(h), LAG-1). Dies fuhrt zur Aktivierung der Transkription verschiedener
Zielgene, wie der E(sp)/Hes Familie (Artavanis-Tsakonas et al., 1999). Um untersuchen zu
kdénnen, ob die Abschaltung von Numb/Numblike zur erhdhten Notch Aktivitat fuhrt, soll ein
DsRed-Reporterkonstrukt mit CSL-Bindungsstellen (10xCSL-DsRed) verwendet werden.
Damit ist es moglich die Notch Signalaktivierung Uber den transkriptionellen Aktivator
NotchICD/CSL in vitro zu visualisieren und zu quantifizieren. Weitere Versuche sollten die
Analyse des Shh Signalwegs zum Gegenstand haben, von dem bekannt ist, dass er die

Differenzierung von Myoblasten beeinflusst (Gerber et al., 2007; Koleva et al., 2005). Mit
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Hilfe eines Shh/Gli-Reporterkonstruktes mit Bindungsstellen fiir den Hedgehog
Transkriptionsfaktor Gli (6xGli-Luciferase) ist es moglich die Shh Signalaktivierung tber
eine Luciferase-Reporter Aktivitat (Liu et al.,, 2011) in Numb-defizienten Myoblasten zu
untersuchen.

DarlUber hinaus bleibt auch zu klaren, ob die bislang gewonnen Erkenntnisse tber Numb
innerhalb Myf5-exprimierender Zellen spezifisch auch auf ruhende Satellitenzellen

7" Mauslinie weitere

Ubertragbar sind. So kdnnte zum Beispiel die Verwendung einer Pax
Hinweise Uber die Funktion von Numb liefern. Aufgrund der neuronalen Expression von
Pax7 im Verlauf der embryonalen Entwicklung ist es jedoch notwendig, dass eine
induzierbare Cre-Linie verwendet wird. In diesem Hintergrund wurde damit begonnen
Numb™ Numblike™ Tiere mit Pax7°"R™2 Mausen (Lepper et al., 2009) zu verkreuzen.
Dieses Mausmodell ermdglicht durch temporale Applikation von Tamoxifen, Numb
spezifisch in adulten Satellitenzellen zu inaktivieren. Nach der Hypothese von Shinin und
Mitarbeitern dirfte die genetische Ablation von Numb in Pax7-positiven Satellitenzellen zu
einer kontinuierlichen Abnahme der Population an Satellitenzellen fiihren. Mit Hilfe von
Muskelfaser-assoziierten Satellitenzellkulturen koénnten detaillierte  Untersuchungen
bezlglich der Aktivierung und asymmetrischen Zellteilung durchgefiihrt werden. Damit
ware es zudem auch moglich die Orientierung der Zellteilungsachse zu untersuchen.
Diesbezuglich postulieren Kuang und Mitarbeiter, dass eine asymmetrische Zellteilung
vorherrschend in einer apikal-basalen Orientierung zur Muskelfaser zu beobachten ist. Die
Zelle, welche Kontakt zur Muskelfaser besitzt, behalt ihren Stammzellcharakter, wahrend
die apikale Tochterzelle zur Proliferation und anschlielender Differenzierung bestimmt ist
(Kuang et al., 2008). Bereits erste durchgefiihrte Analysen von Myf5°® Numb®“ Numblike™
Satellitenzellen ergaben keine Hinweise auf eine bevorzugte planare Zellteilungsachse
infolge der Ausschaltung von Numb. In diesem Zusammenhang sollten weitere
Untersuchungen mit Hilfe von Zeitraffervideomikroskopie Aufschluss darlber geben, wie
sich das Fehlen von Numb auf die Orientierung der Zellteilungsachse und den Erhalt des
Stammzellcharakters von Satellitenzellen auswirkt. Kulturen von Muskelfaser mit
assoziierten Satellitenzellen ergaben eine verzégerte Aktivierung von Myf5° Numb®2 und
Myf5°® Numb®® Numblike”~ Satellitenzellen. Die erhdhte Anzahl an nicht mitotisch aktiven
Satellitenzellen in Numb-defizienten Zellclustern kann auf eine weitere Funktion von Numb
bei der Migration von Satellitenzellen hinweisen. Es ist bekannt, dass Satellitenzellen im
Muskel infolge einer Schadigung aktiviert werden und zur geschadigten Muskelfaser

migrieren konnen. So zeigen neueste Studien, dass verschiedene exogene Faktoren, wie



DISKUSSION

HGF (hepatocyte growth factor) oder FGF (fibroblast growth factor) sowie
Migrationssignalwege, wie der Ephrin/Eph Signalweg das Bewegungsvermdgen von
Satellitenzellen regulieren (Siegel et al., 2009; Stark et al., 2011). Weiterfihrende
Untersuchungen mit Hilfe der Zeitraffermikroskopie sollten daher zeigen, ob die mdgliche
verzogerte initiale Aktivierung zur erhohten migratorischen Aktivitat Numb-defizienter

Satellitenzellen flhrt, um den Funktionsverlust von Numb zu kompensieren.
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