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Einleitung 1

1. Einleitung

1.1. Muskeldifferenzierung

Allen S&augetieren ist gemein, dass sie drei Arten an Muskelzellen besitzen: glatte
Muskelzellen, Herzmuskelzellen und Skelettmuskelzellen. Letztere stellen dabei den
groRten Anteil dar und sind mit ca. 40% am Korpergewicht beteiligt (Motohashi &
Asakura 2014). Auf Grund der Thematik der vorliegenden Arbeit fokussiert sich dieser
Abschnitt auf Skelettmuskelzellen und deren Differenzierungsprozesse.

Reife Skelettmuskelzellen bilden polynukledre Muskelfasern aus, welche durch
Kontraktion Bewegungen ermdglichen (Motohashi & Asakura 2014). Anders als glatte
Muskelzellen durchlaufen Skelettmuskelzellen eine irreversible Differenzierung
(Okazaki & Holtzer 1966, Latella et al. 2000). Fir eine Muskelregeneration nach
Verletzungen besitzt das Skelettmuskelgewebe Satellitenzellen (Mauro et al. 1961).
Hierbei handelt es sich um mitotisch ruhende Zellen, die an der Basallamina lokalisiert
sind. Bei adulten Tieren betragt der Anteil an Sattelitenzellen 2,5 - 6% (Schultz et al.
1974, Hawke & Garry 2001). Kommt es zu einer Muskelverletzung verlassen die
Satellitenzellen den ruhenden Zustand und beginnen zu proliferieren. Proliferierende
Zellen werden Myoblasten genannt (Chargé & Rudnicki 2004). Myaoblasten durchlaufen
mehrere Proliferationszyklen um ausreichend Zellen fir die Wundbehandlung zur
Verfugung zu stellen. AnschlieBend differenzieren sie irreversibel (terminal) zu
Myozyten, was auch den Stopp der Proliferation bedeutet. Als Myozyten fusionieren sie
zu mehrkernigen Myotuben und letztendlich zu Muskelfasern, wobei sie auch mit
bestehenden Muskelfasern fusionieren und so das beschéadigte Gewebe regenerieren.
Wahrend die meisten Myoblasten eine terminale Differenzierung durchlaufen wird ein
kleiner Anteil an Myoblasten wieder zu mitotisch ruhenden Satellitenzellen. Auf diese
Weise wird das Reservoir an Satellitenzellen konstant gehalten (Collins et al. 2005).
Pax7, ein Homooboxtranskriptionsfaktor, ist sowohl in ruhenden als auch in
proliferierenden Satellitenzellen/Myoblasten exprimiert und ist, wie verschieden Studien
zeigten, essenziell fur die Entwicklung und das Uberleben der Satellitenzellen (Seale et
al. 2000, Oustanina et al. 2004, Kuang et al. 2006, Lepper et al. 2009). Zusammen mit
Pax3, ein homologer Transkriptionsfaktor von Pax7, halten sie die Proliferation in
Myoblasten aufrecht und verhindern eine verfrihte Differenzierung oder Apoptose
(Montarras et al. 2005, Relaix et al. 2006, Hirai et al. 2010, Abb.1-1). Weitere wichtige
Transkriptionsfaktoren fir die Muskeldifferenzierung sind MYOD (myoblast
determination protein), MYF5 (myogenic factor 5), MRF4 (muscle specific regulatory
factor 4) und Myogenin (Tapscott et al. 2005).
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Abb. 1-1: Schematische Darstellung der Differenzierung von Skelettmuskelzellen

Satellitenzellen werden aktiviert und bilden proliferierende Myoblasten. Myoblasten differenzieren terminal
Uber Myozyten zu polynukledren Myotuben, welche Muskelfasern ausbilden und sich mit bestehendem
Gewebe verbinden und auf diese Weise beschadigtes Muskelgewebe regenerieren. An diesem Prozess
sind mehrere Proteine und miRNAs beteiligt. Die Rolle von MRTF-A in diesem Prozess ist hingegen nur
wenig untersucht.

Von MYF5 kann nur die mRNA in Satellitenzellen gefunden werden. Die Translation
wird durch miR-31 inhibiert (Cornelison & Wold 1997, Crist et al. 2012). MYOD st
weder auf mRNA noch auf Proteinebene in Satellitenzellen exprimiert (Cornelison et al.
2000). Kommt es zu einer Muskelverletzung wird das myogene Programm durch die
Expression von MYOD gestartet, wodurch die Satellitenzellen anfangen zu
proliferieren. Dies verringert die Expression von miR-31, wodurch wiederrum die
Translation von MYF5 ermdglicht wird und das myogene Programm weiter fordert
(Crist et al. 2012). Die Expression von MYOD und MYF5 legt die Entwicklung einer
Zelle zu Muskelgewebe fest und ist daher essenziell fir die Muskelentwicklung (Braun
& Gautel 2011). Myogenin ist fir die terminale Differenzierung der Myozyten wichtig.
MRF4 besitzt eine duale Rolle. Es wird sowohl in differenzierenden Zellen exprimiert,
aber auch in proliferierenden Zellen und agiert ahnlich wie MYOD und MYF5.

Wahrend der Bildung von Myoblasten kann man die Satellitenzellen folgendermal3en
unterteilen: Ruhende Zellen sind Pax7 positiv, aber MYOD negativ. Proliferierende
Zellen sind positiv fir Pax7 und MYOD. Differenzierende Zellen sind nur MYOD positiv
(Olguin & Olwin 2004, Zammit et al. 2004). Einige der proliferierenden Zellen werden
wieder MYOD negative, ruhende Zellen und erhalten so das Reservoir an
Satellitenzellen (Baroffio et al. 1996, Yoshida et al. 1998).

Die genauen Funktionsweisen von Pax7 und Pax3 sind noch nicht vollstandig
verstanden. Studien zeigten, dass Pax3 wahrend der Entwicklung die Expression von
MYOD, mdoglicherweise Uber den WNT-Signalweg, nur auf der dorsalen Seite
unterstitzt. Die Expression von MYF5 wird dagegen sowohl dorsal aus auch ventral
durch Pax3 gefordert. Fur Pax7 wurde bisher nur MYF5 als Zielgen in diesem
Zusammenhang identifiziert (Brunelli et al. 2007, Sato et al. 2010, Braun & Gautel
2011). Untersuchungen von Relaix et al. 2005 zeigten, dass eine Inhibierung von Pax3
und Pax7 in Muskelvorlauferzellen die Muskelentwicklung stért. Dies fuhrte zu einer
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verringerten Population an Muskelzellen und unterstreicht die Rolle von Pax3 und
Pax 7 fur die Entwicklung und Differenzierung von Skelettmuskelzellen.

1.2. MiRNAS

Neben den Transkriptionsfaktoren spielen auch miRNAs eine wichtige Rolle in der
Muskeldifferenzierung. Erste Erfahrungen mit miRNAs sammelte die Wissenschaft in
den 1990er bei der Regulation von lin-14 in C. elegans. (Arasu et al. 1991, Reinhart et
al. 2001, Ruvkun et al. 1991, Wightman et al. 1993). Deren Untersuchungen haben
gezeigt, dass lin-14 posttranskriptional reguliert ist und dafir sowohl die
nichtkodierende RNA lin-4 als auch die 3'UTR von der lin-14 mRNA notwendig ist. Zu
dieser Zeit hielt man die Regulation Uber lin-4 fir ein C. elegans spezifisches
Phanomen. Dies anderte sich mit der Entdeckung von let-7 in C. elegans. (Pasquinelli
et al. 2000). Genau wie lin-4 ist let-7 ca. 21 nt lang und reprimiert lin-41
posttranskriptional. Allerdings ist let-7 stark konserviert und somit auch in vielen
anderen Organismen zu finden, was zeigte, dass eine posttranskriptionale Regulation
mit Hilfe von miRNAs kein Phanomen von C. elegans allein ist. Aktuelle Studien
zeigen, dass die meisten mRNAs durch miRNAs reguliert werden (Kozomara et al.
2014, Friedman et al. 2009, Ha & Kim 2014).

Die Biogenese ist in mehrere Schritte unterteilt, die wiederum in verschiedenen
Zellkompartimenten ablaufen (Lee et al. 2002, Lee et al. 2004, Cai et al. 2004). Die
mMiRNAs werden zunéchst als Primartranskripte, sog. pri-miRNA (Primar-miRNA) mit
5'-Capping-Struktur und 3‘-Poly-A-Schwanz durch die Polymerase Il synthetisiert.
Diese Primartranskripte sind dabei oft in Introns von proteinkodierenden Genen kodiert
und werden daher oft zusammen mit Proteinen exprimiert (Rodriguez et al. 2004,
Baskerville & Bartel 2005). Im Zellkern bildet die pri-miRNA eine Stemloop-Struktur
aus, welche von dem Microprocessor complex erkannt wird. Dieser Komplex besteht
aus der RNase Il Endonuklease Drosha und dem Doppelstrang-RNA-Bindeprotein
DGCRS8 (Gregory et al. 2004, Landthaler et al. 2004). DGCRS8 bindet die Stemloop-
Struktur und fihrt Drosha an die vorgesehene Schnittstelle, wodurch aufgrund der
Endonukleaseaktivitat eine 70-100 nt lange RNA mit Hairpin-Struktur entsteht, die sog.
pre-miRNA (precursor miRNA) (Han et al. 2006). Mit Hilfe von Exportin 5 wird die
pre-miRNA aus dem Zellkern in das Zytoplasma transportiert (Bohnsack et al. 2004,
Yi et al. 2003). Im Zytoplasma schneidet die RNase Il Endonuklease DICER die
pre-miRNA, dadurch entsteht eine 22 nt lange doppelstrangige miRNA (Macrae et al.
2006). Ein Strang wird nun in den Multiproteinkomplex miRISC, ahnlich dem RISC
(RNA induced silencing complex), aufgenommen, welcher unter anderem auch ein
Argonautenprotein (RNA-Bindeprotein) beinhaltet. Die miRNA dirigiert den miRISC an
die Bindestelle in der 3'UTR der Ziel-mRNA und bindet diese Uber die
Komplementaritat der ersten 7-8 Nukleotide der miRNA, der sogenannten
seed-Sequenz (Lewis et al. 2003, Brennecke et al. 2005). AnschlieRend kommt es
entweder zu einer Translationsinhibierung oder zu einem Abbau der Ziel-mRNA
(Pasquinelli et al. 2012, Rosenberg et al. 2006). Welcher dieser beiden Wege
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eingeschlagen wird, hangt von der Komplementaritdt zwischen miRNA und mRNA,
sowie dem Argonautenprotein des miRISC ab. Bei einer hohen Komplementaritéat kann
es zu einem Abbau der mRNA kommen. Dies ist aber nur mdoglich, wenn das
Argonautenprotein  AGO2 im miRISC beteiligt ist, da es als Einziges in der
Proteinfamilie eine Endonukleaseaktivitat besitzt (Hammond et al. 2005, Hammond et
al. 2001, Meister et al. 2004, Liu et al. 2004). Eine niedrige Komplementaritat zwischen
MRNA und miRNA fihrt hingegen zur Translationsinhibierung, wobei der genaue
Prozess noch nicht abschlieRend aufgeklart ist (Hutvagner & Zamore 2002, Doench et
al. 2003, Saxena et al. 2003, Zeng et al. 2002). Es ist allerdings zu erwéhnen, dass ein
direkter Abbau der mRNA, wie am Beispiel der HOXB8 mRNA und miR-196 seltener
vorkommt als die Translationsinhibierung (Mansfield et al. 2004, Yekta et al. 2004).

Die miRNAs sind in verschiedene Prozesse involviert, wie z.B. Apoptose, Autophagie
oder Zellsignalwege (Rane et al. 2009, Boon et al. 2013, de Leon et al. 2008). Eine
wichtige Funktion haben die miRNAs lin-4 und let-7 wéhrend der Entwicklung von C.
elegans, da sie die Expression verschiedener Entwicklungsgene zeitlich auf bestimmte
Entwicklungsstadien beschranken (Lee et al. 1993, Reinhart et al. 2000). In D.
melanogaster regulieren die miRNAs Bantam und miR-14 unter anderem die Apoptose
(Brennecke et al. 2003, Xu et al 2003). Die Relevanz von miRNAs wéahrend der
Entwicklung wird auch dadurch verdeutlicht, dass ES-Zellen ohne DICER nicht mehr in
der Lage sind zu differenzieren (Kanellopoulou et al. 2005). Ein DICER Knockout im
Zebrafisch flhrte zu einem kompletten Entwicklungsarrest nach spatestens 8 Tagen,
nachdem das maternal vorhandene Reservoir an DICER aufgebraucht war (Bernstein
et al. 2003). Auch in der spateren Entwicklung spielen miRNAs eine wichtige Rolle.
Eine Uberexpression von miR-1 im Herzen wahrend der Mausembryogenese ist letal.
Die Kardiomyozyten dieser transgenen Mause initiierten die Differenzierung friher als
der Wildtyp, wodurch es zu einem Entwicklungsarrest an Tag E13.5 kam und diinnere
Herzkammerwéande ausgebildet wurden, was letztlich zum Herzversagen fihrte (Zhao
et al. 2005).

Die miRNAs wurden bisher nur in multizellularen Organismen gefunden, was Wienhold
und Plasterk 2005 zu der Theorie fihrte, dass es miRNAs sind, welche die
Differenzierung in verschiedene Zell- und Gewebearten ermdglichen bzw. die
Differenzierung der Zellen aufrecht halten. Hinweise fir diese Theorie sind unter
anderem, dass undifferenzierte Zellen auch ohne miRNAs Uberleben kénnen. So
waren murine ES-Zellen mit inaktivem DICER-Gen vital, aber nicht mehr in der Lage zu
differenzieren (Kanellopoulou et al. 2005). In der friihen Entwicklung des Zebrafischs,
wenn der Differenzierungsgrad niedrig ist, sind nur wenige miRNAs exprimiert. Mit
steigendem Differenzierungsgrad nimmt auch die miRNA Expression zu (Wienholds
et al. 2005b, Chen et al. 2005). Eine weitere Studie fand heraus, dass viele Krebsarten
eine geringere mMiRNA Expression aufweisen als die Gewebe aus denen sie
entstammen (Lim et al. 2005). AuR3erdem fuhrte die Expression der muskelspezifischen
miR-1 oder neuronalspezifischen miR-124 in HelLa-Zellen zu Expressionsprofilen,
welche denen von Muskel- bzw. Nervengewebe ahnlich waren (Bartel & Chen 2004).
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Allgemein ist festzustellen, dass nur wenige miRNAs wie let-7 ubiquitéar exprimiert sind.
Die meisten miRNAs sind gewebespezifisch exprimiert. So wird miR-1 z.B. in
Kardiomyozyten und anderen Muskelgewebe exprimiert, aber nicht in Niere, Leber
oder Lunge (Lagos-Quintana et al. 2001, Lau et al. 2001, Lee & Ambros 2001). Die
muskelspezifischen miRNAs miR-1, -133a, -206 und -208 werden auf Grund ihrer
Gewebespezifitat auch myomiRNAs genannt und spielen neben den bereits erwahnten
Transkriptionsfaktoren essenzielle Rollen wahrend der Skelettmuskeldifferenzierung
(Sempere et al. 2004, Chen et al. 2006, Rao et al. 2006, Sokol et al. 2005, Zhao et al.
2005, McCarthy et al. 2008, Luo et al. 2013). So binden MYOD und Myogenin die
Promoterregion von miR-1 und -133 (Rao et al. 2006). Mausen ohne MYF5 fehlte in
der frihen Entwicklung die Expression von miR-1 und miR-206 in den Somiten. Mause
ohne MYOD zeigten in diesem Zusammenhang eine normale miRNA Expression
(Sweetman et al. 2008).

miR-206 zeigt eine starke Abundanz in Skelettmuskelzellen. Die Transkription von
miR-206 wird durch MYOD und Myogenin initiiert (Baskerville & Bartel 2005,
Wienholds et al. 2005b, Liang et al. 2007, McDaneld et al. 2009, Rao et al. 2006). Sie
besitzt dabei ein temporales Expressionsprofil. miR-206 wird erstmals an Tag E9.5 in
der Embryogenese der Maus detektiert. Die Expression nimmt anschlieend
kontinuierlich bis zum dritten postnatalen Tag zu und sinkt danach wieder ab (Takada
et al. 2006, Anderson et al. 2006, McCarthy et al. 2008). Ahnliche Beobachtungen
hatten Wienholds et al. 2005b im Zebrafisch gemacht, was zu der Uberlegung fiihrte,
dass miR-206 ein wichtiger Faktor fir die embryonale Entwicklung des Muskelgewebes
darstellt (Luo et al. 2013). Dass miR-206 als myomiR essenziell fir die
Muskeldifferenzierung ist, wird durch die Inhibierung von POLA1 verdeutlicht. POLA1
ist eine Untereinheit der DNA Polymerase a und essenziell fir die DNA Synthese. Fur
die Differenzierung ist ein Zellzyklusarrest in Verbindung mit einer verringerten DNA
Synthese wesentlich (Kim et al. 2006). Weiterhin zeigten Studien, dass miR-206 Pax3
und Pax 7 als Antagonisten der Differenzierung inhibiert (Chen et al. 2010, Hirai et al.
2010).

Interessanterweise besitzt miR-1 dieselbe seed-Sequenz wie miR-206, was sich auch
in den Zielgenen wie Pax3 und Pax7 wiederspiegelt (Luo et al. 2013). Allerdings liegt
miR-1 auf Chromosom 2 und 18 und miR-206 auf Chromosom 1 im murinen Genom,
was verdeutlicht, dass sie unterschiedlich reguliert werden. Zusétzlich zu MYOD und
Myogenin wird die Transkription von miR-1 auch durch SRF, MEF2 und TWIST initiiert
(Chen et al. 2006, Liu et al. 2007). Die Expressionsmuster von miR-1 und miR-206
unterscheiden sich ebenfalls. Wahrend miR-206 ausschlief3lich in Skelettmuskelzellen
exprimiert wird, kann miR-1 auch in glatten Muskel- sowie Herzmuskelzellen gefunden
werden (Jiang et al. 2010, Minami et al. 2012). Studien Uber weitere Zielgene wie
HDAC4, eine Klasse Il Histondeacetylase und starker Repressor myogener
Genexpression und YY1, ein Zinkfingertranskriptionsfaktor, welcher ebenfalls die
Myogentranskription negativ beeinflusst, belegen die Bedeutung von miR-1 fir die
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Muskeldifferenzierung (Lu et al. 2012, Chen et al. 2006). Des Weiteren zeigten diese
Studien, dass ein Knockdown von miR-1 zu einer Inhibierung der Differenzierung fuhrt.

miR-133 ist wie miR-1 auf Chromosom 2 und 18 kodiert und wird auch mit dieser
zusammen transkribiert. Daher fallt die Regulation &hnlich wie bei miR-1 aus (Luo et al.
2013). Bekannte Zielgene sind MAML1, IGF-1R oder nPTB, welche bei einer normalen
Differenzierung inhibiert werden (Chen et al. 2006, Rao et al. 2006). Zusatzlich haben
Chen et al. 2006 auch SRF als Zielgen identifiziert. Die Inhibierung von SRF fihrte laut
den Untersuchungen zu einer verbesserten Proliferation von Myoblasten und inhibiert
somit indirekt die Differenzierung.

miR-486 ist auf dem Intron 40 des Anhyrin-1-Gens kodiert und wird Uber einen
alternativen Promoter exprimiert. Obwohl miR-486 Uber Pax7 an der Differenzierung
von Skelettmuskelzellen beteiligt ist, z&ahlt sie nicht zur den myomiRNAs (Dey et al.
2011). Weitere Untersuchungen zeigten, dass neben MYOD auch SRF und SRF-Co-
Aktivatoren an der Regulation von miR-486 beteiligt sind (Small et al. 2010).

1.3. SRF

Als Greenberg und Ziff 1984 entdeckten, dass das Protoonkogen c-fos in ruhenden
Fibroblasten durch eine Stimulation mit Serum verstarkt exprimiert wird, wussten sie
noch nicht, dass sie damit einen Transkriptionsfaktor entdeckten, fir den ca. 20 Jahre
spater 300 mdgliche Zielgene beschrieben werden und der mit tber 60 Co-Aktivatoren
zu einem der am besten untersuchten Transkriptionsfaktoren gehdért (Sun et al. 2006,
Miano et al. 2003). Die Tatsache, dass ein Serumstimulus die Transkription aktivierte,
fuhrte zu dem Namen serum response faktor (SRF) (Treisman et al.1985). Ca. 300 bp
vor dem c-fos Promoter befindet sich eine konservierte DNA Sequenz, welche fir die
Bindung von SRF notwendig ist und seither als serum response element (SRE)
bezeichnet wird (Treisman 1986, Deschamps et al. 1985, Prywes & Roeder 1986).

Treisman (1986) beschrieb das SRE des c-fos Gens als eine 23 bp lange Sequenz.
Diese Sequenz besitzt eine 6 bp lange Kernsequenz. Flankiert wird diese Kernsequenz
an beiden Seiten von symmetrisch invertierten, repetitiven Sequenzen. Unabhangig
davon entdeckten Minty und Kedes im selben Jahr im Promoter des kardialen a-Aktins
eine 10 bp lange Sequenz, die in verschiedenen Spezies (u.a. Maus und Mensch)
konserviert ist. Mit der Zeit wurde diese 10 bp lange Sequenz auch in weiteren
Promotern, wie z.B. a-Myosin schwere Kette (MHC) sowie leichte Kette (MLC) und in
a-Aktin des Skelettmuskels (ACTA1l) entdeckt. Auf Grund ihrer Nukleotidsequenz
wurde diese 10 bp lange Sequenz als CCArGG-Box bezeichnet. Studien zeigten, dass
ein Austausch des SRE des c-fos Gens gegen die CCArGG-Box ebenfalls zu einer
SRF-vermittelten Transkription des c-fos Gens fihrt (Phan-Dihn-Tuy et al. 1988, Boxer
et al. 1989, Taylor et al. 1989). Weitere Untersuchungen fuhrten zur Definierung der
Konsensussequenz CC(A/T)sGG, welche heute nicht CCArGG- sondern CArG-Box
genannt wird. Des Weiteren gibt es CArG-Box ahnliche Elemente, welche durch eine
Substitution von C oder G im A/T-Kern gekennzeichnet sind, aber dennoch durch SRF



Einleitung 7

gebunden werden kdnnen (Miano et al. 2003). Die CArG-Box darf dabei nicht mit dem
SRE verwechselt werden. Die CArG-Box stellt vielmehr die Kernsequenz des SRE dar
und besitzt anders als das SRE keine flankierenden Sequenzen (Miano et al. 2003,
Norman et al. 1988).

Der murine SRF ist auf Chromosom 17 kodiert. Der ca. 11 kb lange Genlocus besteht
aus 7 Exons und 6 Introns (Belaguli et al. 1997). Je nach Gewebe kann es durch
alternatives SpleiBen zu unterschiedlichen Isoformen von SRF kommen (Chai &
Tarnawaski 2002). Dem Aorta-spezifischen SRF-S fehlt Exon 4 und 5. SRF-I ist mit
Exon 1, 2, 6 und 7 die kirzeste Form und wurde als solches nur in embryonalem
Gewebe exprimiert. Durch das Fehlen von Exon 5 entsteht die dominant negativ
agierende Mutante SRF-M (Chai & Tarnawaski 2002).

Der vollstandig exprimierte SRF ist 508 AS lang, ca. 67 kDa grof3 und besitzt 3
Domanen (Abb. 1-2). Die DNA-Bindedoméne befindet sich in der Mitte des Proteins
(AS133-222) (Norman et al. 1988). Diese Doméane besitzt eine starke Konservierung
zwischen den Spezies und wurde erstmals in MCM-1(Hefe), Agamous, Deficiens
(Pflanze) und SRF (Tier) beschrieben, weshalb diese DNA-Bindedoméane heute als
MADS-Box (MCM-1, Agamous, Deficiens, SRF) bezeichnet wird (Shore & Sharrocks
1995, Sommer et al. 1990). In SRF dient die MADS-Box zur SRF-Dimerisierung und
zur Interaktion von SRF mit Co-Aktivatoren (Affolter et al. 1994, Shore & Sharrocks
1995). C-Terminal besitzt SRF eine Transkriptionsaktivierungsdoméne (Johansen &
Prywes 1993). N-Terminal befinden sich multiple Phosphorylierungsstellen, welche die
Aktivitdt von SRF modulieren kdnnen. So fiihrt eine Phosphorylierung von Serin103 zu
einer erhdhten SRF-Aktivitat (Norman et al. 1988, Misra et al. 1991, Rivera et al. 1993,
lyer et al. 2003, lyer et al. 2006).

SRF fihrt zu unterschiedlichen Genexpressionen, die zum Teil gegenlaufige Effekte
besitzen. So kann SRF Gene aktivieren, welche die Zellproliferation unterstitzen, aber
auch Gene welche die Differenzierung foérdern (Treisman et al. 1994, Shore &
Sharrocks 1995). Dies zeigt, dass SRF in seiner Aktivitat einen sehr komplexen
Regulationsmechanismus besitzt. Die Aktivierung von SRF kann Uber verschiedene
Agenzien erfolgen, z.B. Serum, Lysophosphatidsaure und Anisomycin (Chai &
Tarnawaski 2002). Da die Aktivierung von SRF durch Serum unabhéngig von der
Neusynthese ist, wird es zu den immediate early growth response Genen gezéhlt
(Norman et al. 1988). Aul3erdem besitzt der Promoter von SRF selbst auch eine CArG-
Box, was zu einer positiven Autoregulation von SRF fihrt (Belaguli et al. 1997,
Spencer & Misra 1996). Weitere Regulationsmdglichkeiten bieten die
phosphorylierungsabhangige DNA-Bindung (Manak & Prywes 1991), alternatives
SpleiBen (Kemp & Metcalfe 2000, Belaguli et al. 1999), nukledre Translokation
(Camoretti-Mercado et al. 2000), sowie die Assoziation mit Co-Aktivatoren (Treisman
et al. 1994). Mit Uber 60 SRF-Co-Aktivatoren ergeben sich vielfaltige
Regulationsmoglichkeiten (Miano et al. 2003). So ist unter anderem bekannt, dass SRF
mit Homéodomanenproteinen wie PHOX1 interagiert, was die DNA-Bindung und damit
letztlich die SRF-Aktivitat erhoht (Grueneberg et al. 1992). Das Tinman-homologe
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NKX-2.5 wird durch SRF an den Promoter des kardialen a-Aktins rekrutiert (Chen &
Schwartz 1996). Zusammen mit GATA4 bildet SRF einen Komplex Uber die
angrenzenden SRF- und GATA-Bindestelle des kardialen ANF Promoters (Morin et al.
2001). Die erste grofiere Gruppe an SRF-Co-Aktivatoren, die entdeckt wurde, waren
die ternary complex factors (TCF).

MADS
SRF | | ] | 508

1 132 ol Bl Bll all 223

B2
RPEL1-3 B1Q SAP LZ

MRTF-A M [ [ | NAE oz

-
e N N I N O L | 1883
(int(1.22)) "~ gawi-s  spoc ?]]:l]
Breakpoint

MRTF-B B | 1
|

Myocardin | 1]/ B8 | NAEA oo
|

Abb. 1-2: Schematische Darstellung von SRF, MRTF-A, OTT-MRTF-A, MRTF-B und Myocardin
Abbkirzungen der Doméanen: B1/2= Basisdomadne, Q= glutaminreiche Doméane, LZ= Leucin-Zipper,
RRM= RNA-Erkennungsmotiv, SPOC= Spen orthologe c-terminale Doméne.

Abbildung modifiziert nach Posern und Treisman 2006

SREF ist ein ubiquitéar exprimiertes Protein. Einer SRF Knockout Maus ist es wahrend
der Embryogenese nicht mehr moglich Mesoderm auszubilden, die Maus stirbt
zwischen Tag E8.5 und E12.5. Dies fihrte Arsenian et al. 1998 zu dem Schluss, dass
SRF eine wichtige Rolle in der frihen embryonalen Entwicklung besitzt. Bei dem SRF
Knockout liegt kein zellautonomer Effekt vor, da ES-Zellen ohne SRF in vivo und in
vitro in der Lage sind in Zellen zu differenzieren, welche Mesodermmarkergene
exprimieren (Weinhold et al. 2000). Der genaue Mechanismus ist allerdings noch
unbekannt. ES-Zellen ohne SRF besitzen Defekte in der Zellspreizung, Adhasion und
Migration (Schratt et al. 2001, Schratt et al. 2002). Mit Hilfe von gewebespezifischen
Deletionen von SRF konnte gezeigt werden, dass SRF fiur die Entwicklung
verschiedener Gewebe essenziell ist, z.B. fur das kardiovaskuléare System (Parlakian et
al. 2004), die Haut (Verdoni et al. 2010), die Leber (Sun et al. 2009) oder das zentrale
Nervensystem (Alberti et al. 2005). Zusammen mit Myocardin, einem wichtigen SRF-
Co-Aktivator aus der Myocardin-Familie, ist SRF fur die Expression der meisten
Markergene der glatten Muskulatur essenziell (Cen et al. 2004, Owens et al. 2004, Sun
et al. 2005, Wang et al. 2001, Li et al. 2003, Wang et al. 2003).

SRF ist ebenfalls ein wichtiger Transkriptionsfaktor in Skelettmuskelzellen. So konnten
Soulez et al. 1996 und Gauthier et al. 1996 zeigen, dass ein Knockdown von SRF die
Differenzierung von Skelettmuskelzellen inhibierte. Wurde der SRF Knockdown noch
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weiter erhoht, wurde auch die Proliferation der Zellen blockiert, was mit einer
Reduktion von Cyclin A Kkorrelierte. Diese Erkenntnisse konnten auch in der Maus
bestatigt werden, wo ein SRF Knockout zu einer verringerten Muskelmasse und
herabregulierten ACTA1 und IL-4 fihrte (Li et al. 2005, Charvet et al. 2006). Allerdings
widersprachen diese Daten teilweise den Ergebnissen von Chen et al. 2006, welche
SRF eine reine antiproliferative Wirkung nachsagten. Dies zeigt, dass bei komplexen
Regulationsnetzwerken, wie der Muskeldifferenzierung, noch viele unbekannte
Faktoren involviert sind und noch viel Aufklarungsarbeit geleistet werden muss. Ein
Knockdown von SRF in konfluenten, nicht mehr proliferierenden Zellen, blockierte die
Zellfusion und Synthese der Differenzierungsmarker MYOD, Myogenin und MHC
(Soulez et al. 1996, Gauthier et al. 1996). Dies fuhrte zu dem Schluss, dass SRF
sowohl fur die Proliferation, als auch fir die Differenzierung notwendig ist. Der genaue
Mechanismus ist noch unklar und legt die Vermutung nahe, dass weitere SRF-Co-
Aktivatoren an der Muskeldifferenzierung beteiligt sein konnten.

1.4. MRTFs

1995 wurde gezeigt, dass eine Inhibierung des RhoA Signalwegs auch die
Seruminduktion der SRE-Reportergene verhindert. Ein konstitutiv aktives RhoA
aktivierte diese SRE-Reportergene (Hill et al. 1995). Eine Inhibierung der TCF hatte
allerdings nur geringen Einfluss auf die seruminduzierten SRE-Reportergene. Dies
fihrte zu der Theorie, dass noch mindestens ein weiterer, TCF unabhéangiger,
Signalweg existieren muss, welcher im Gegenzug RhoA abhangig ist (Johansen &
Prywes 1995). Da keine Modifikationen an SRF gefunden wurden und dieser
kernlokalisiert ist, ging man davon aus, dass ein weiterer Co-Aktivator von SRF flr
diesen Effekt verantwortlich sein muss (Johansen & Prywes 1995). Die Entdeckung
von Myocardin als SRF-Co-Aktivator bestarkte diese Theorie. Myocardin bindet stabil
an SRF, aktiviert CArG-Box-Reportergene und ist in glatten Muskelzellen, sowie in
Herzmuskelzellen exprimiert, wo auch SRF eine hohe Aktivitat aufweist (Wang et al.
2001, Wang et al. 2002, Chen et al. 2002, Du et al. 2003, Yoshida et al. 2003). Ferner
besitzt Myocardin keinen Einfluss auf Zellen, in denen SRF inhibiert ist (Wang et al.
2002). Allerdings ist Myocardin nicht in allen Zelltypen exprimiert. Immediate early
genes sind ubiquitdr exprimiert und kénnen daher nicht durch Myocardin reguliert
werden (Cen et al. 2004). Zur selben Zeit wurde ein Myocardin-&hnliches Gen
entdeckt, das sog. myocardin related transcription factor (MRTF), welches durch eine
Translokation entstand. Diese Translokation tritt nur bei akuter megakaryoblastarer
Leuk&mie auf (Ma et al. 2001, Mercher et al. 2001). Hierbei ist MRTF-A (Synonyme:
MKL1, MAL, BSAC) durch eine Translokation t(1;22) an RBM15 (RNA binding motife
protein 15/ OTT) fusioniert und erhalt so onkogene Eigenschaften (Ma et al. 2001,
Mercher et al. 2001, Sasazuki et al. 2002, Wang et al. 2002). Mehrere Gruppen
konnten anschlieBend eine humane und murine cDNA von MRTF-A unabhéngig von
OTT nachweisen. MRTF-A besitzt dabei genau wie Myocardin die Fahigkeit SRE-
Reportergene zu aktivieren und SRF zu binden, weshalb die MRTFs als eine
Untergruppe zu der Myocardin-Familie gezéhlt werden (Sasazuki et al. 2002, Wang et
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al. 2002, Cen et al. 2003, Miralles et al. 2003). MRTF-B ist ein weiteres Mitglied der
MRTFs und wurde kurze Zeit spater mit denselben Eigenschaften entdeckt (Wang et
al. 2002, Selvaraj & Prywes 2003). Obwohl MRTF-A/B ubiquitéar in embryonalen und
adulten Gewebe, sowie in ES-Zellen exprimiert werden (Du et al. 2004, Sasazuki et al.
2002, Wang et al. 2002), gibt es bezogen auf einzelne Gewebe unterschiedliche
Expressionsmuster. MRTF-A zeigt eine starkere Expression in mesenchymalen,
muskularen und epithelialen Zellen verschiedener Organe (Wang et al. 2002, Pipes et
al. 2006). MRTF-B hingegen zeigt eine hohe Expression in den Arterien, die sich aus
der Neuralleiste bilden und in neuralen Strukturen wahrend der Embryogenese der
Maus (Oh et al. 2005).

Die drei Mitglieder der Myocardin-Familie haben eine Homologie von ca. 35%, wobei
die einzelnen Doménen starker konserviert sein konnen (Abb. 1-2) (Cen et al. 2004).
Wahrend MRTF-A die Basis-1-Domane verwendet, um mit SRF zu interagieren,
benotigt Myocardin hierfiir zusétzlich die Glutamin-reiche Doméne (Wang et al. 2001,
Cen et al. 2003). Die Leucinzipper-dhnliche Doméne wird zur Homo- und
Heterodimerisierung der MRTF-Mitglieder verwendet. Eine Deletion der Leucinzipper-
ahnlichen Domane fihrt bei Myocardin zu einem starken Aktivitatsverlust. In MRTF-A/B
hat solch eine Deletion nur geringe Einflisse auf die Aktivitat (Cen et al. 2003, Selvaraj
& Prywes 2003, Wang et al. 2003). Weiterhin besitzen alle Mitglieder der Myocardin-
Familie eine SAP-Domane. Dabei handelt es sich um ein 35 AS langes konserviertes
Motiv, welches aus zwei amphiphilen a-Helices, in Form einer Helix-Linker-Helix-
Struktur, besteht. Auf diese Weise bildet die SAP-Domane, mit vereinzelten
Ausnahmen, Homeodomanen ohne DNA-Erkennungsmotiv (Goéhring et al. 1997, Kipp
et al. 2000, Sachdev et al. 2001, Bohm et al. 2005). Die SAP-Doméne ist aus vielen
nuklear lokalisierten Proteinen wie SAF-A/B, Acinus oder PIAS bekannt. In SAF-B und
PIAS dient die SAP-Doméane zur Interaktion mit nukledren Matrixanlagerungsregionen.
Es wird vermutet, dass SAF-B und PIAS auf diese Weise helfen, die DNA in
Chromatinschleifen zu organisieren und mit der nuklaren Matrix zu verknipfen (Kipp et
al. 2000, Sachdev et al. 2001). Zusatzlich konnte gezeigt werden, dass Proteine mit
SAP-Domanen auch in Prozessen der chromosomalen Dynamik, des nukledren
Abbaus sowie in der apoptotischen DNA-Fragmentierung involviert sind (Aravind &
Koonin 2000). Die Funktion dieser Domane in der Myocardin-Familie ist bis heute noch
unbekannt. Eine Deletion in MRTF-A hat weder einen Einfluss auf die
Transkriptionsaktivitat, noch auf die Komplexbildung mit SRF (Cen et al. 2003, Miralles
et al. 2003). Ebenso wenig zeigten Punktmutationen in Myocardin einen Effekt auf die
Bindung zu SRF, wogegen die Aktivierung von Muskel-spezifischen Reportergenen
inhibiert wurde (Wang et al. 2001). Dies lasst vermuten, dass Myocardin die SAP-
Doméne zur Bindung an spezielle Promoter benétigt. Im C-Terminus liegt in allen drei
Myocardin-Mitgliedern die Transkriptionsaktivierungsdoméne (TAD). Untersuchungen
zeigten, dass die TAD von MRTF-A durch die TAD von VP16 ohne Aktivitatsverlust
ersetzt werden konnte, was bedeutet, dass die TAD in MRTF-A eine generelle
Aktivierungsdomaéne ist, welche keinen Einfluss auf die Spezifitdt oder die Bindung von
MRTF-A an SRF hat (Wang et al. 2001). Erste Untersuchungen der N-terminalen
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Region zeigten, dass in diesem Bereich Regulationseinheiten vorhanden sein missen.
So fihrte eine Deletion dieses Bereiches zu einer erhdhten Aktivitdt von SRE-
Reportergenen (Wang et al. 2001, Cen et al. 2003, Selvaraj & Prywes 2003). Die
Kernlokalisierung erfolgt bei MRTF-A Uber die zwei Basisdomanen. Werden beide
Domaéanen deletiert findet keine Kerntranslokation mehr statt und MRTF-A verbleibt
ohne Funktion im Zytoplasma (Miralles et al. 2003). AuRerdem besitzen alle drei
Mitglieder der Myocardin-Familie N-terminal drei RPEL-Motive. MRTF-A bindet mit
diesen Motiven freies Aktin, wodurch erstmals eine Verbindung von MRTF-A und damit
auch von der SRF-Aktivitat zu Zytoskelettsignalen aufgezeigt wurde (Miralles et al.
2003).

Die Entdeckungen, dass die SRF-Aktivitat von der RhoA-Aktivitat und der Bildung von
Aktinfilamenten abhangig ist, waren erste Hinweise auf eine Verbindung der SRF-
Aktivitat mit dem Zytoskelett (Hill et al. 1995, Sotiropoulos et al. 1999). Die Aktivierung
der SRE-Reportergene durch Serum oder aktivierten RhoA konnte durch ein dominant
negatives MRTF-A geblockt werden (Cen et al. 2003, Miralles et al. 2003). Fur eine
vollstandige Inhibierung dieses Signalweges musste auch MRTF-B deaktiviert werden,
was zeigte, dass MRTF-A und -B zu bestimmten Teilen eine redundante Funktion
haben. Sotiropoulos et al. beobachteten 1999, dass die RhoA-Aktivitat zur Ausbildung
von Stressfasern fuhrte. Dies flhrte zu der Frage, ob die Stressfaserbildung ebenfalls
einen Einfluss auf die SRF-Aktivitat besitzt. Mit Hilfe von Latrunculin B konnte die
Ausbildung von Aktinstressfasern blockiert werden, was ebenfalls zu einer inhibierten
SRF-Aktivitat fuhrte. Eine Uberexpression von Aktin hatte denselben Effekt. Dies fiihrte
zu der Theorie, dass freies Aktin die SRF-Aktivitdt reguliert. Untersuchungen von
Posern et al. 2002 mit Aktinmutanten unterstiitzten diese Theorie. Mutanten, die nicht
in der Lage waren Aktinfilamente zu bilden, inhibierten die SRF-Aktivitdt. Mutanten die
Aktinfilamente stabilisierten und auf diese Weise den Anteil freien Aktins verringerten,
erhdhten die SRF-Aktivitat.

Untersuchungen zeigten, dass in NIH3T3-Zellen eine Serumstimulation zur
Translokation von MRTF-A in den Zellkern fuhrt, einer weiteren wichtigen Erkenntnis
zum Verstdndnis der Regulation der SRF-Aktivitdt (Miralles et al. 2003). Die
Translokation ist dabei von dem RhoA/Aktin-Signalweg abhangig. Zusammen mit dem
Wissen, dass MRTF-A Uber die RPEL-Motive freies Aktin bindet und eine Deletion
dieser Motive zu einer konstitutiven Kernlokalisierung von MRTF-A fuhrt, erklarten
diese Beobachtungen die Sensitivitdt von SRF gegeniiber dem RhoA/Aktin-Signalweg
(Miralles et al. 2003, Posern et al. 2004). Daraus entstand folgendes Regulations-
modell: MRTF-A bindet tber die RPEL-Motive freies Aktin und kann auf diese Weise
im Zytoplasma lokalisiert werden. Kommt es uber den RhoA/Aktin-Signalweg zur
Ausbildung von Aktinfilamenten, wird freies Aktin aufgebraucht, was zur Dissoziation
des Aktins von MRTF-A fuhrt. MRTF-A kann daraufhin in den Zellkern translokalisieren
und zusammen mit SRF die Transkription von Zielgenen aktivieren (Abb. 1-3).
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Die Translokation von MRTF-A in den Zellkern wird dabei von Importin-a und
vermittelt (Miralles et al. 2003, Posern et al. 2004, Pawlowski et al. 2010, Hirano et al.
2011). Mit Hilfe von nukledrem freien Aktin, welches MRTF-A uber die RPEL-Motive
bindet, erfolgt ein CRM-1 abhangiger Export von MRTF-A, was letztlich wieder zur
Inaktivierung der MRTF-A/SRF-Aktivitdt fohrt  (Vartiainen et al. 2007).
Interessanterweise ist Myocardin immer im Kern lokalisiert und nicht durch Aktin
reguliert, was auf eine andere Sequenz der RPEL-Motive zurtickzufiihren ist (Wang et
al. 2001, Miralles et al. 2003). Weiterhin konnte gezeigt werden, dass die Verwendung
von Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA) zu einer ERK-vermittelten Phosphorylierung
von MRTF-A an Serind454 fihrt. Die Phosphorylierung hat eine inhibierende Wirkung
auf die MRTF-A Aktivitat, da sie die Bindung von MRTF-A an freies Aktin verstarkt
(Muehlich et al. 2008).

Untersuchungen zeigten, dass Myocardin Knockout Mause embryonal letal waren und
spatestens an Tag E10.5 starben, da sie kein differenziertes glattes Muskelgewebe
besalRen. Diese Daten zeigten, dass Myocardin essenziell fir die Entwicklung von
glattem Muskelgewebe ist (Li et al. 2003). Eine Untersuchung zeigte aber, dass der
Verlust von glattem Muskelgewebe nicht auf Grund einer defekten Differenzierung
entsteht. ES-Zellen ohne Myocardin konnten, injiziert in Wildtypmause, differenzieren
und in vaskulares Gewebe mit normaler Morphologie inkorporieren (Pipes et al. 2005).
Die Rolle von MRTF-A sowie dessen Regulation in Muskelgewebe ist hingegen noch
wenig untersucht. Studien zum MRTF-A Knockout zeigten hingegen zum Teil
unterschiedliche Ergebnisse. Wahrend Li et al. 2006 eine normale mendelsche
Verteilung unter den neugeborenen Mausen beobachteten, sahen Sun et al. 2006
weniger MRTF-A Knockout M&use als es die mendelsche Verteilung vermuten lasst.
Sie fuhrten dies auf die beobachtete Nekrose in Herzzellen bei einem Teil der
Embryonen zurick, die bis Tag E10.5 starben. Beiden Studien gemein ist die
Erkenntnis, dass die weiblichen MRTF-A Knockout Mause nicht in der Lage waren
ihren Nachwuchs zu stillen, da die Myoepithelzellen, die fir die Kontraktion der
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Milchdriisen verantwortlich sind, nicht ausdifferenzierten und tber Apoptose abgebaut
wurden. Da MRTF-B diesen Phéanotyp nicht kompensieren konnte, ist keine 100%ige
Redundanz der beiden Faktoren gegeben, was Uber unterschiedliche Regulation bzw.
Interaktionspartner oder gewebespezifische Expressionsunterschiede zu erklaren ware
(Pipes et al. 2006). Mause mit einem MRTF-B Knockout zeigten hingegen eine defekte
Differenzierung von glatten Muskelzellen, die der Neuralleiste entstammen (Li et al.
2005b). Wahrend ACTAZ2 im Herzen und der Aorta normal exprimiert war, war es in
glatten Muskelzellen der Neuralleiste runterreguliert. Diese Ergebnisse filhrten zu der
Vermutung, dass MRTF-B in diesen Zellen eine wichtige Rolle Gbernimmt, wogegen in
glatten Muskelzellen, die einen anderen Ursprung besitzen, Myocardin und MRTF-A
diese Rolle einnehmen. Der genaue Mechanismus ist in diesem Zusammenhang noch
unbekannt.

Fur MRTF-A konnte ferner gezeigt werden, dass es viele muskelspezifische Zielgene
wie SM22, ACTA2, glattmuskel-MHC, ACTA1, skeletmuskel-a-MHC besitzt (Cen et al.
2003, Du et al. 2004, Selvaraj & Prywes 2003). Indem Jiang et al 2010 zeigten, dass
SM22 und ACTA2 durch miR-1 reguliert werden, lieferten sie erste Hinweise fur die
Regulation von MRTF-A in glatten Muskelzellen. Die Verbindung zu MRTF-A wurde
zwei Jahre spater durch Minami et al. hergestellt. Sie zeigten, dass MRTF-A in
synthetischen und damit proliferativen glatten Muskelzellen exprimiert wird und
essenziell ist, um diesen Phanotyp aufrechtzuerhalten. miR-1 ist im kontraktilen
Phanotyp verstarkt exprimiert. Die posttranskriptionale Regulation von MRTF-A durch
miR-1 wurde mittels Luciferase Reporterassay bewiesen (Minami et al. 2012). Ein
Knockdown von MRTF-A in glatten Muskelzellen flihrte zu einer verminderten
Proliferationsrate nach Serumstimulation.

In Skelettmuskelzellen ist die Datenlage zum Teil widerspriichlich. So haben Selvaraj
und Prywes 2003 gezeigt, dass eine Inhibierung von MRTF die Differenzierung von
Skelettmuskelzellen (C2C12-Zellen) reprimiert. Ein Knockout von MRTF-A in
Skelettmuskelzellen der Maus fiuihrte ebenfalls zu kleineren Muskeln, wobei dies nicht
an der Differenzierungsfahigkeit der Zellen lag, sondern an einer Hypoplasie (Li et al.
2005). Untersuchungen von Iwasaki et al. 2008 kamen dagegen zu dem Ergebnis,
dass eine Uberexpression von MRTF-A die Differenzierung von C2C12-Zellen inhibiert.
Eine weitere Studie zeigte, dass MRTF-A zusammen mit SRF die Expression von
miR-486 fordert (Small et al. 2010) und damit ebenfalls Einfluss auf die Differenzierung
von Skelettmuskelzellen haben kénnte.

1.5. Zielstellung

Die Skelettmuskelentwicklung und Differenzierung stellen komplexe Prozesse dar, die
noch weit davon entfernt sind, vollstandig verstanden zu werden. Dass die Rolle von
MRTF-A in diesem Zusammenhang grof3er sein konnte als bisher vermutet, zeigen die
Erkenntnisse Uber MRTF-A in glatten Muskelzellen. Die posttranskriptionale Regulation
ist dabei ein Novum fir dieses Protein. Obwohl miR-1 sowie MRTF-A in
Skelettmuskelgewebe exprimiert werden, ist die Regulation von MRTF-A in



Einleitung 14

Skelettmuskelzellen wenig erforscht und die Erkenntnisse zum Teil widersprtchlich.
Aus diesem Grund befasst sich die vorliegende Arbeit mit der Frage, wird MRTF-A in
Skelettmuskelzellen posttranskriptional reguliert und welche Aufgabe hat MRTF-A in
Skelettmuskelzellen?

Um erste Hinweise flr eine posttranskitptionale Regulation zu finden wurde das
Expressionslevel von MRTF-A auf mRNA und Proteinebene, sowohl in Myoblasten als
auch in Myotuben vergleichend untersucht. AnschlieBend wurde mit C2C12-Zellen ein
MiTRAP durchgefuhrt um miRNAs zu identifizieren, welche die MRTF-A mRNA binden.
Der Einfluss der miRNAs auf die MRTF-A-Expression, sowie die C2C12-
Differenzierung wurde mittels Uberexpressions- und Knockdown-Versuchen genauer
analysiert. Zur Bestétigung der Assoziation der miRNAs an die MRTF-A mRNA wurden
die Bindestellen mutiert und MRTF-A mRNA ohne 3’'UTR in C2C12-Zellen exprimiert.
Fur die Untersuchung der Funktion von MRTF-A wurden C2C12-Zellen mit einer
erhohten MRTF-A-Expression erzeugt. Die Expression von Differenzierungsmarkern,
die Myotubenbildung sowie die Wachstumsrate dieser Zellen wurden anschliel3end mit
Wildtypzellen verglichen. Eine posttranslationale Regulation von MRTF-A wurde durch
Bestimmung der MRTF-A Halbwertszeit in Myoblasten und Myotuben vergleichend
untersucht.

Ziel dieser Arbeit war es neue Erkenntnisse Uber die Regulation sowie die Rolle von
MRTF-A in Skelettmuskeln zu erlangen und diese in das bestehende Konzept des
(komplexen) Transkriptionsnetzwerks zu integrieren.
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2. Materialien

2.1. Laborgerate

Nachfolgend sind die Gerate aufgelistet, welche im Rahmen dieser Arbeit verwendet

wurden:

Geréat

-150 °C Kihltruhe

-80 °C Kuhltruhe

-20 °C Kuhlschrank MedLine

4 °C Kuhlschrank MedLine

96-Well Plattenleser Multiskan RC
Allegra 6KR Centrifuge
Blotting-Kammer fur Western-Blot
Brutschrank HERAcell 150i
Brutschrank WB 120 K 37 °C
Brutschank 60 °C

Concentrator plus
Fluoreszenz-Mikroskop Axio Imager.M1
GloMax 96 Microplate Luminometer
Gelelektrophoresekammern
Gelelektrophoresekammern flir Western-Blot
Gelkamme

Gelschlitten

GelStick ,Touch” UV-Transilluminator
Homogenisator

Inkubator mit Schiittelvorrichtung 126
Kidhlkombination Comfort
Kihlkombination MedLine
Lichtmikroskop EVOS xI core

Lichtmikroskop EVOS fl

LightCycler 480 Il
Magnetriihrer MR Hei-Standard
Magnetrihrer R100

Mikrowelle

Odyssey CLx infrared Imaging System
pH Meter FiveEasy

Plattformschuttler Duomax 1030
Plattformschuttler Rotamax

Hersteller

Sanyo (Munchen)

Thermo Scientific (Braunschweig)
Liebherr (Bulle, Schweiz)
Liebherr (Bulle, Schweiz)

Thermo Scientific (Braunschweig)
Beckman Coulter (Miami, FL, USA)
Biorad (Hercules, CA, USA)
Thermo Scientific (Braunschweig)
Mytron (Heilbad)

Memmert (Schwabach)
Eppendorf (Hamburg)

Carl Zeiss (Jena)

Promega (Madison, WI, USA)
Werkstatt/Eigenbau

Biorad (Hercules, CA, USA)
Werkstatt/Eigenbau
Werkstatt/Eigenbau

Intas (Géttingen)

A. Hartenstein (Wirzburg)
Eppendorf (Hamburg)

Liebherr (Bulle, Schweiz)
Liebherr (Bulle, Schweiz)

Life Technologies (Carlsbad, CA,
USA)

Life Technologies (Carlsbad, CA,
USA)

Roche (Basel, Schweiz)

Heidolph (Schwabach)

Carl Roth (Karlsruhe)

Panasonic (Oaza Kadoma, Osaka,
Japan)

LI-COR (Bad Homburg)

Mettler Toledo (Giel3en)

Heidolph (Schwabach)

Heidolph (Schwabach)
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Gerét Hersteller

Pipetten Gilson (Middleton, WI, USA)
Pipetboy Integra (Zizers, Schweiz)

NALGENE Freezing Container
Rollenmischer CAT RM 5
Spannungsgerat EV261
Spannungsgerat pegPower
Spektrophotometer Nanodrop 2000c
Sprout Minizentrifuge
Sterilwerkbank Hera Safe
Thermocycler T3000
Thermomixer confort
Thermocell MiXingBlock
Vakuumsystem Vacuu Hand Control
Pumpe HLC

Pumpe

Vortex Genie 3

Waage Kern 572

Waage Kern ABS

Wasserbad 1003

Wasserbad WNB 7

Zellzahler CASY TT
Zentrifuge 5417R

Zentrifuge 5417C

Zentrifuge Universal 320
Zentrifuge Universal 320R

2.2. Verbrauchsmaterialien

Thermo Scientific (Braunschweig)
neolLab (Heidelberg)
Peqlab (Erlangen)
Peglab (Erlangen)
Peqlab (Erlangen)
Biozym (Oldendorf)
Thermo Scientific (Braunschweig)
Biometra ( Gottingen)
Eppendorf (Hamburg)
Bioer (Binjiang, China)
Vacuubrand (Wertheim)
DITABIS (Pforzheim)
KNF (Freiburg)

IKA (Staufen)

Kern & Sohn (Balingen)
Kern & Sohn (Balingen)
GFL (Burgwedel)
Memmert (Schwabach)
Roche (Basel, Schweiz)
Eppendorf (Hamburg)
Eppendorf (Hamburg)
Hettich (Tuttlingen)
Hettich (Tuttlingen)

Zur Durchfihrung der Untersuchungen im Rahmen der vorgelegten Arbeit wurden

folgenden Verbrauchsmaterialien verwendet:

Artikel

96-Lochplatten fiir Roch LightCycler
96-Lochplatten fur Luciferase-Assay
Deckglaser

Gel-Blotting-Papier

Handschuhe Peha-soft nitrile
Immobilon-FL Blot-Membran
Kryoréhrchen

Objekttrager

Parafilm

Pasteurpipetten

PCR-Gefalie (0,2ml)

Hersteller

Roche (Basel, Schweiz)

Greiner Bio-One (Frickenhausen)
Menzel-Glaser (Braunschweig)
A. Hartenstein (Wirzburg)
Hartmann (Heidenheim)

Millipore (Tullagreen, Irland)
Greiner Bio-One (Frickenhausen)
Susse (Gudensberg)

Bemis (Oshkush, WI, USA)
Sarstedt (NUmbrecht)

A. Hartenstein (Wirzburg)
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Artikel Hersteller
Petrischalen Greiner Bio-One (Frickenhausen)

Pipettenspitzen

Pipettenspitzen mit Filter

Polypropylene Round-Bottom Tubes (15 ml)
Reaktionsgefalie (0,5-2ml)
Reaktionsgefalie steril (1,5 ml)
Serologische Pipetten Cellstar

Skalpell

Spritzenfilter steril PVDF (0,2 und 0,45 pm)
Sterile Spritze (2 und 10 ml)
Zellkulturflaschen

Zellkulturschalen

Zellschaber

Zentrifugen-Roéhrchen (15 ml und 50 ml)
Zentrifugen-Rohrchen fir SW40-Rotor

Starlab (Hamburg)

Kisker Biotech (Steinfurt)

Greiner Bio-One (Frickenhausen)
Carl Roth (Karlsruhe)

Brand (Wertheim)

Greiner Bio-One (Frickenhausen)
Bayha (Tuttlingen)

Millipore (Tullagreen, Irland)
Becton Dickinson (Heidelberg)
Greiner Bio-One (Frickenhausen)
Greiner Bio-One (Frickenhausen)
TPP (Trasadingen, Schweiz)
Greiner Bio-One (Frickenhausen)
Beckman (Brea, CA, USA)

2.3. Chemikalien und Reagenzien

Folgende Chemikalien wurden zum Anfertigen der Arbeit genutzt:

Chemikalie/Reagenz
2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-
Ethansulfonsaure (HEPES)
2-Mercaptoethanol

2-Propanol
4',6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI)
Acrylamid/Bisacrylamid

Agar Agar

Agarose

Ampicillin

Ammoniumacetat
Ammoniumperoxodisulfat (APS)
Amylose-Beads

Bromphenolblau

Bovines Serumalbumin (BSA)
CacCl,

Cycloheximid

Dimethylsufoxid (DMSO)
Dithiothreitol (DTT)
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)
Ethanol

Ethidiumbromid

G-418/ Geneticin

Hersteller

Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA)
Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA)
Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA)
Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA)
Carl Roth (Karlsruhe)

Carl Roth (Karlsruhe)

Carl Roth (Karlsruhe)

Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA)
Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA)
Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA)
NEB (Ipswich, MA, USA)

Carl Roth (Karlsruhe)

Carl Roth (Karlsruhe)

Merck (Darmstadt)

Carl Roth (Karlsruhe)

Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA)
Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA)
Carl Roth (Karlsruhe)

Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA)
Promega (Madison, WI, USA)
Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA)
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Chemikalie/Reagenz
Glycerol
Glycin
Glykogen

HCI
Hefeextrakt
Heparin
Kanamycin
KCI

KH,PO,
Maltose
Methanol
MG132

MgCl,
Milchpulver
Natriumacetat
NAD+
Na,HPO,
Na,HPO,[x 2 H,0]
NaOH

NacCl

N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin (TEMED)

NP40

PEG6000
Phenol/Chloroform (5:1)
Polybren

Protease Inhibitor Cocktail
SDS (Natriumdodecylsulfat)

Hersteller

Carl Roth (Karlsruhe)

Carl Roth (Karlsruhe)

Roche (Basel, Schweiz)

Carl Roth (Karlsruhe)

Carl Roth (Karlsruhe)

Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA)
Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA)
Carl Roth (Karlsruhe)

Merck (Darmstadt)

Merck (Darmstadt)

Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA)
Carl Roth (Karlsruhe)

Merck (Darmstadt)

Carl Roth (Karlsruhe)

Merck (Darmstadt)

Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA)
Carl Roth (Karlsruhe)

Merck (Darmstadt)

Applichem (St. Louis, MO, USA)
Carl Roth (Karlsruhe)

SERVA (Heidelberg)

Applichem (St. Louis, MO, USA)
Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA)
Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA)
Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA)
Roche (Basel, Schweiz)

Carl Roth (Karlsruhe)

Sucrose Merck (Darmstadt)

Tris Carl Roth (Karlsruhe)

Triton X-100 Carl Roth (Karlsruhe)

Trypton Carl Roth (Karlsruhe)

Tween 20 Carl Roth (Karlsruhe)
24. Enzyme, fertige L6sungen und Reaktionskits

Nachstehende Produkte wurden im Rahmen dieser Arbeit verwendet:

Produkt

6x DNA Loading Dye

Colorimetric Cell Viability Kit |
Casy-Ton

Deoxynucleotide (ANTP) Solution Mix

Hersteller

Thermo Scientific (Braunschweig)
PromoKine (Heidelberg)

Roche (Basel, Schweiz)

NEB (Ipswich, MA, USA)
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Produkt
DMEM

Dual-Luciferase Reporter Assay
DyNAmo ColorFlash SYBR Green gPCR Kit
Fetales Rinderserum (FCS)

GeneRuler 100bp DNA Ladder
GeneRuler 1kb DNA Ladder
Hefe tRNA

LDS-Puffer

L-Glutamin 100x

Lipofectamin 2000

Lipofectamin RNAIMAX

Micro BCA Protein Assay Kit
MinElute Gel Extraction Kit
MiIRCURY RNA Isolation Kit
miScript Il RT Kit

miScript SYBR Green PCR Kit
Opti-MEM 1x

Penicillin/Streptomycin 100x

Pferdeserum

Plasmid Maxi Kit

Precision Plus Protein Standards
ProLong Gold antifade reagent

Protease Inhibitor Cocktail
Proteinase K

Q5 High-Fidelity DNA Polymerase
Q5 Reaction Buffer

QIAquick PCR Purification Kit
QIAprep Spin Miniprep Kit
Restriktionsenzyme & Puffer
RiboLock RNase Inhibitor

Hersteller

Life Technologies (Carlsbad, CA,
USA)

Promega (Madison, WI, USA)
Thermo Scientific (Braunschweig)
Life Technologies (Carlsbad, CA,
USA)

Thermo Scientific (Braunschweig)
Thermo Scientific (Braunschweig)
AG Huttelmaier (Halle/Saale)
Thermo Scientific (Braunschweig)
Life Technologies (Carlsbad, CA,
USA)

Life Technologies (Carlsbad, CA,
USA)

Life Technologies (Carlsbad, CA,
USA)

Thermo Scientific (Braunschweig)
Qiagen (Hilden)

Exigon (Vedbaek, Danemark)
Qiagen (Hilden)

Qiagen (Hilden)

Life Technologies (Carlsbad, CA,
USA)

Life Technologies (Carlsbad, CA,
USA)

Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA)
Qiagen (Hilden)

Biorad (Hercules, CA, USA)

Life Technologies (Carlsbad, CA,
USA)

Roche (Basel, Schweiz)

Life Technologies (Carlsbad, CA,
USA)

NEB (Ipswich, MA, USA)

NEB (Ipswich, MA, USA)

Qiagen (Hilden)

Qiagen (Hilden)

NEB (Ipswich, MA, USA)

Thermo Scientific (Braunschweig)
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Produkt

RiboMAX T7 Kit

RNasin

RNeasy Mini Kit

T4 DNA Ligase

T4 DNA Ligase Puffer 10x

T4 Polynucleotide Kinase

T4 Polynucleotide Kinase Puffer 10x
Taq DNA Ligase
Trypsin/EDTA-LOsung 10x

Verso cDNA Sythesis Kit

Viromer Blue

Viromer Red

Wizard SV Gel and PCR Clean-Up

rekombinantes Protein aus Maltose-Bindeprotein
und MS2-Loop-Bindeprotein

Hersteller

Promega (Madison, WI, USA)
Promega (Madison, WI, USA)
Qiagen (Hilden)

NEB (Ipswich, MA, USA)
NEB (Ipswich, MA, USA)
NEB (Ipswich, MA, USA)
NEB (Ipswich, MA, USA)
NEB (Ipswich, MA, USA)

Life Technologies (Carlsbad, CA,

USA)

Thermo Scientific (Braunschweig)

Lipocalyx (Halle/Saale)
Lipocalyx (Halle/Saale)
Promega (Madison, WI, USA)

AG-Huttelmaier (Halle/Saale)

2.5. Medien und Puffer

2.5.1. Puffer und L6ésungen

Nachstehende Puffer und Losungen wurden im Rahmen dieser Arbeit verwendet:

Annealing-Puffer, pH 7,4 HEPES
NaCl
BB-Puffer Tris, pH 7,5
(Lysis- und Bindungspuffer) NaCl
MgC|2
Glycerol
NP40
Blocking-L6sung FCS
fur Immunfluoreszenz BSA
Triton X-100
In PBS
Blocking-L6sung Milchpulver
fir Western-Blot in TBS-T

Glycerolschock Puffer fir 1 ml

Glycerol (50%)
H,O
2x PP-Puffer

50 mM
100 mM

20 mM

150 mM
1,5mM
8,7% (v/v)
0,05% (v/v)

10% (v/v)
1% (wiv)
0,05% (v/v)

5% (w/v)

300 pl
200 pl
500 pl
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Laufpuffer

Lammlipuffer 3x

PBS, pH7,4

PP-Puffer, 2x pH 7,05

Ripa-Puffer

Sammelgel (SDS-Gel)

TAE, pH 8,0

TBS

TBS-T

TE-Puffer, pH 8,0

Tris
Glycin
SDS

EDTA, pH 8,0
SDS

Gycerol
2-Mercaptoethanol
Bromphenolblau

KCI

NacCl
Na,HPO,
KH,PO,

Na,HPO,[x 2 H,0]
NacCl

KCI

HEPES

Sucrose

Tris, pH 7,4
NacCl

EDTA
Triton X-100
SDS

Acrylamid/Bisacrylamid

Tris-HCI, pH 6,8
Glycerol

SDS

APS

TEMED

Tris
EDTA
Natriumacetat

Tris-HCI, pH 7,5
NacCl

Tris-HCI, pH 7,5
NacCl
Tween 20

Tris-HCI, pH 8,0
EDTA

25 mM
192 mM
0,1% (w/v)

10 mM

3% (W/v)
20% (v/v)
5% (v/v)
0,05% (w/v)

2,7 mM
137 mM
10 mM

1,8 mM

10 mM
280 mM
10 mM
50 mM
12 mM

50 mM
150 mM

2 mM

1% (vIV)
0,1% (v/v)

5% (v/v)
127 mM
4,5% (vIv)
0,1% (v/v)
0,1% (v/v)
0,1% (v/v)

40 mM
1mM
5mM

20 mM
150 mM

20 mM
150 mM
0,1% (v/v)

10mM
1mM
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Transferpuffer Tris 25 mM
Glycin 192 mM
Methanol 20% (vIv)
SDS 0,05% (v/v)

Trenngel (SDS-Gel) Acrylamid/Bisacrylamid 8% (v/v)
Tris-HCI, pH 8,8 375 mM
SDS 0,1% (v/v)
APS 0,1% (v/v)
TEMED 0,1% (v/v)

2.5.2. Nahrmedien fur E.coli-Zellen

LB-Medium (engl. lysogeny broth) wurde fir die Kultivierung des E. coli-Stamms DHb5a
verwendet. 1 | LB-Medium enthélt 10 g Trypton, 5 g Hefeextrakt und 10 g NaCl. Falls
notwendig wurde 100 pg/ml Ampicillin als Selektionsmarker zugesetzt. Zur Herstellung
von LB-Agarplatten wurde dem LB-Medium 1,5% Agar Agar beigemischt.

2.5.3. Zellkulturmedien

Fur alle Zelllinien wurde folgendes Medium verwendet: DMEM, hoher Glukoseanteil
(4,5 g/L), mit L-Glutamin, ohne Pyruvat.

Fur die Kultivierung der einzelnen Zelllinien wurden dem Medium verschiedene
Zuséatze zugegeben, welche nachfolgend aufgelistet sind:

C2C12:
Wachstumsmedium DMEM
10% FCS
1x L-Glutamin
1x Penicillin/Streptomycin
Differenzierungsmedium DMEM
5% Pferdeserum
1x L-Glutamin
Transfectionsmedium DMEM
10% FCS
1x L-Glutamin
HEK?293T:
Wachstumsmedium DMEM

10% FCS
1x L-Glutamin

Fur die Zelllinien A-10, A7r5 und NIH3T3 wurde dasselbe Wachstumsmedium, sowie
dasselbe Transfektionsmedium verwendet wie fir C2C12-Zellen.

T/IG HA-VSM-Zellen wurden in F-12K-Medium kultiviert. Zusatzlich wurden
Ascorbinsaure (0,05 mg/ml), Rinderinsulin (0,1 mg/ml), Transferrin (0,01 mg/ml),
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Natriumselenit (10 ng/ml), ECGS (0,03 mg/ml), HEPES (10 mM), TES (10 mM), 10%
FCS und 1x Penicillin/Streptomycin zugegeben.

Einfriermedium

DMEM
10% FCS

1x L-Glutamin

5% (v/v) DMSO

2.6. Plasmide
2.6.1. vorhandene Vektoren
Plasmid Beschreibung Quelle

pCDNA 3.1 (+) MS2-tag

pEGFP-N1-MAL f.| [ATG]

pEF-plink
pLVX-puro (new MSC)

pLVX GFP

pMD2.G

psSPAX2

pMIR-Glo

P3D.A-Luc

ptkRL

pSuper-miR1

pcDNA 3.1-Plasmid, welches zwei MS2-
Sequenzen besitzt
Fusionsprotein aus MRTF-A und GFP
Start mit ATG-Codon unter Kontrolle
eines CMV-Promoters
Leerer Expressionsvektor
Expressionsplasmid, welches zur
lentiviralen Infektion verwendet werden
kann. MSC wurde verandert
GFP unter Kontrolle eines CMV-
Promoters
Verpackungsplasmid zur Synthese von
lentiviralen Partikeln
Verpackungsplasmid zur Synthese von
lentiviralen Partikeln
Reporterplasmid mit PGK-Promoter
regulierter Firefly-Luciferase und einer
MSC dahinter. SV40-Promoter regulierte
Renilla-Luciferase zur Normalisierung.
Verwendet zur Untersuchung
potentieller miRNA-Bindestellen.
Drei Kopien der SRF-Bindestelle des c-
fos-Promoter vor einer Xenopus-Typ-5-
TATA-Box und
Transkriptionsinitiationsstelle.
Basisplasmid ist pGL3
Renilla-Luciferase unter Kontrolle von
Thymidin-Kinase-Promoter. Verwendet
zur internen Kontrolle des pGL3-
Reporterplasmids
sh-RNA zur Expression von muriner pre-
miRNAla-3p

Juliane Braun

(Braun et al 2014)
Dmitry Shaposhnikov,
AG Posern, Halle

Guido Posern
Marcel Lederer,
AG Hiittelmaier, Halle

Marcel Lederer,

AG Huttelmaier, Halle
Marcel Lederer,

AG Huttelmaier, Halle
Marcel Lederer,

AG Huttelmaier, Halle
Promega

(Madison, WI, USA)

Guido Posern
(Geneste et al., 2002)

Promega
(Madison, W1, USA)

Laura Leitner,
AG Posern,
Martinsried
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2.6.2. erstellte Vektoren
Plasmid Beschreibung Quelle
pCDNA 3.1 (+) MS2-tag 3'UTR des murinen MRTF-A in Fusion mit zwei diese Arbeit
3'UTR-MAL mouse MS2-Loop-Sequenzen dahinter
pLVX-AN MRTF-A Murines MRTF-A ohne die ersten 173 AS. CMV- diese Arbeit
Promoter reguliert
pLVX-AN MRTF-A HA- Murines MRTF-A ohne die ersten 173 AS mit HA-  diese Arbeit
Tag Tag. CMV-Promoter reguliert
pLVX- MRTF-A Murines MRTF-A. CMV-Promoter reguliert diese Arbeit
pLVX- MRTF-A HA-Tag Murines MRTF-A mit HA-Tag. CMV-Promoter diese Arbeit
reguliert
pLVX- MRTF-A met Murines MRTF-A ohne die ersten 92 AS. CMV- diese Arbeit
Promoter reguliert
pLVX- MRTF-A met HA-  Murines MRTF-A ohne die ersten 92 AS mit HA- diese Arbeit
Tag Tag. CMV-Promoter reguliert
pMIR-Glo MAL 3'UTR PMIR-Glo mit muriner 3’UTR von MRTF-A hinter diese Arbeit
Fireflygen
pMIR-Glo MAL 3’'UTR pPMIR-Glo mit muriner 3’'UTR von MRTF-A hinter diese Arbeit
AmiR1/206 Fireflygen. Mogliche miRNAla-3p Bindestellen
(Nukleotide 330-351, 753-776) wurde deletiert
pMIR-Glo MAL 3’'UTR pPMIR-Glo mit muriner 3’UTR von MRTF-A hinter diese Arbeit
AmiR1/206/24 Fireflygen. Mogliche Bindestellen fir
miRNAla-3p und miRNA24-3p (Nukleotide 58-79,
330-351, 753-776) wurde deletiert
pMIR-Glo MAL 3’'UTR PMIR-Glo mit muriner 3’'UTR von MRTF-A hinter diese Arbeit
AmiR1/206/486 Firefly-Gen. Mogliche Bindestellen fir
miRNAla-3p und miRNA486-5p (Nukleotide 330-
351, 545-579, 753-776) wurde deletiert
pMIR-Glo miR1as pPMIR-Glo mit miRNAla-3p Antisense-Sequenz diese Arbeit
Positivkontrolle hinter Firefly-Gen. Positivkontrolle
pLVX-AN MRTF-A + Murines MRTF-A ohne die ersten 173 AS und mit  diese Arbeit
3'UTR muriner MRTF-A 3'UTR. CMV-Promoter reguliert
pLVX- MRTF-A + 3’UTR Murines MRTF-A mit muriner MRTF-A 3’'UTR. diese Arbeit
CMV-Promoter reguliert
pLVX- MRTF-A met + Murines MRTF-A ohne die ersten 92 AS und mit diese Arbeit

3UTR

muriner MRTF-A 3'UTR. CMV-Promoter reguliert
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2.7. Oligonukleotide
2.7.1. QgRT-PCR Primer
Gen Spezies Primername Sequenz 5°-3°
MRTF-A Homo MAL_hum for TGTGTCTCAACTTCCGATGG
sapiens MAL_hum rev CCCTGTCCTGCTTCTGGTC
MRTF-B Homo MRTF-B_hum for AATTATAGGCGTTGGGAAGGAG
sapiens MRTF-B_hum rev CTGCGCTGGAGTGTTTGTAGTCA
ALAS1 Homo ALAS1 hum for CTGCAAAGATCTGACCCCTC
sapiens ALAS1 hum rev CCTCATCCACGAAGGTGATT
MYCOD Homo MYOCD_hum for CTCTGGAGCCCAAGCAGACA
sapiens MYOCD_hum rev TCCGGGTCATTTGCTGCTTTAC
TAGLN Homo TAGLN_hum for TGGCTGAAGAATGGCGTGAT
sapiens TAGLN_hum rev GCTGCCATGTCTTTGCCTTC
SMA2 Homo SMA2_hum for CGGTGCTGTCTCTCTATGCC
sapiens SMA2_hum for AGCAGTAGTAACGAAGGAATAGCCA
Smoothelin Homo SmoothA-hum for CAGACCCGAGTGAACAAAGC
A sapiens SmoothA-hum rev CTGATCCAGCATCTTGTCCA
Smoothelin Homo SmoothB-hum for TTGACTGCACTGTTGCGAAG
B sapiens SmoothB-hum rev TGGCACCTCACACTGTTC
MRTF-A Rattus MRTF-A-RAT-for CAGACAGTTCCTCCTTTGAC
norvegicus MRTF-A-RAT-rev GCTGAGAAAGAACCTGAGTG
ALAS1 Rattus ALAS-RAT-1 for CATTCTTATCCCGAGTCCCT
norvegicus ALAS-RAT-1 rev TTTCTCTTTCTCATTGGCTGG
SMA Rattus SMA-RAT-1 for ATGACCCAGATTATGTTTGAGACC
norvegicus SMA-RAT-1 rev CAGAGTCCAGCACAATACCAG
TAGLN Rattus TAGLN-RAT-1for  TTTATGAAGAAAGCCCAGGAG
norvegicus TAGLN-RAT-1rev  CATCTTTGCCCAGTGATACC
MYOCD Rattus MYOCD-RAT-1 for GTGAAACAGCAAATGACTCGG
norvegicus MYOCD-RAT-1rev TAACATCGCTCACCTTCCCA
Smoothelin Rattus Smooth-RAT for GGCTCGTCCACTCCAATG
Norvegicus Smooth-RAT rev GGATGAGGAAGAGGAAGAGG
sm-MHC Rattus sm-MHC-RAT for AATCACACCATGTTCATCCTG
norvegicus sm-MHC-RAT rev TATAGTCCACCTTCCCAGCA
sm-MHC Homo sm-MHC-hum for ATTTGATCAGTTGTTAGCCGAG
sapiens sm-MHC-hum rev CGTCTTCATCTCCTCCATCTG
HPRT Mus ADM1.HPRT.rev GGGGCTGTACTGCTTAACCAG
musculus ADM1.HPRT.for TCAGTCAACGGGGGACATAAA
MYOCD Mus MYOCD_mus_for AGAAGGAAGTTCCGATCAGTC
musculus MYOCD_mus_rev  AATCTTCAGTCTTGGCACTATCC
SMA Mus SMA _mus_for TGACGCTGAAGTATCCGATAGA

musculus

SMA_mus_rev

GTACGTCCAGAGGCATAGAGG




Materialien 26
Gen Spezies Primername Sequenz 5°-3¢
ACTA1 Mus ACTA1-mus for TCAGAGCAGCAGAAACTAGAC
musculus ACTA1-mus rev TCATCACCCACGTAGGAG
MRTF-A Mus MRTF-A-mus-for GAGAAGAATATCCTGCCTGTG
musculus MRTF-A-mus-rev GAGTTGAGAAAGAACCTGAGTG
MRTF-B Mus MRTF-B-mus-for ATGACCTGAACGAGAAGATTGC
musculus MRTF-B-mus-rev TTCACCACACCTATAATCGCT
ALAS1 Mus ALAS mus for CTCCTCGAACCCTGTCCAC
musculus ALAS mus rev GCCATCTGGGACTCGTCAG
sm-MHC Mus sm-MHC-mus for CTATGCCATTGCCGACAC
musculus sSm-MHC-mus rev GAATGAACTTGCCAAAGCGA
MYH4 Mus MYH4 mus for CAGGACTTGGTGGACAAACTACA
musculus MYH4 mus rev TTTAGTGTGAACCTCTCGGCTC
YWHAZ Mus YWHAZ-mus_for TGAAGCCATTGCTGAACTTG
musculus YWHAZ-mus_rev GTTGGAAGGCCGGTTAATTT
RPS29 Mus DSQ.RPS29.for TGAAGGCAAGATGGGTCAC
musculus DSQ.RPS29.rev GCACATGTTCAGCCCGTATT
MYH2 Mus MYH2 mus for GAGCAAAGATGCAGGGAAAG
musculus MYH2 mus rev TAAGGGTTGACGGTGACACA
MYH1 Mus MYH21 mus for CCTGGATGATCTACACCTACTC
musculus MYH1 mus rev AAATAGACTGGTTCTCCCGA
DICER1 Mus DICER1 mus for ATGCAAAAAGGACCGTGTTC
musculus DICER1 mus rev CAAGGCGACATAGCAAGTCA
MYH11 Mus MYH11 mus for 2 AGCCGGAAAGACAGAGAACA
musculus MYH11 mus rev 2 CCAAAGCGAGAGGAGTTGTC
Smoothelin Mus Smooth-mus for GATGGCAGACGAGGCTTTAG
musculus smooth-mus rev TCAGCTTCTCGCTGTTGAGA
TAGLN Mus TAGLN-mus for AAGCCTTCTCTGCCTCAACA
musculus TAGLN-mus rev TCGATCCCTCAGGATACAGG
GFP Aequorea GFP_check_for ACATGAAGCAGCACGACTTCT
victoria GFP_check_rev ACGTTGTGGCTGTTGTAGTTGT
AGO2 Mus AGO2_mus_for AAGTCGGACAGGAGCAGAAA
musculus AGO2_mus_rev GAAACTTGCACTTCGCATCA
miR1a-3p Homo miR1-for-hum_2 GCGGCGTGGAATGTAAAGAA
sapiens uni-rev-Chen GTGCAGGGTCCGAGGT
miR206-3p Homo miR206-for-hum GCGGACTGGAATGTAAGGAAGT
sapiens uni-rev-Chen GTGCAGGGTCCGAGGT
miR219a-5p Homo miR219-for-hum CGGCGTGATTGTCCAAACG
sapiens uni-rev-Chen GTGCAGGGTCCGAGGT
MiR124-5p Homo MiR124-for-hum CGTGTTCACAGCGGACC
sapiens uni-rev-Chen GTGCAGGGTCCGAGGT
miRNAs miScript Primer Primer wurden von Qiagen bezogen.

Assay
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2.7.2. Stemloop-Primer

Gen Primername Sequenz 5°-3¢

miRNA-1a-3p miR1-Chen GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCA
CTGGATACGACATACAT

miR206-3p miR206_Chen GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATCCGCA
CTGGATACGACCCACAC

miR219a-5p miR219 Chen GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATCCGCA
CTGGATACGACAGAATT

miR-124-5p miR124 _Chen GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCA
CTGGATACGACATCAAG

2.7.3. small interfering RNA

Fur einen Knockdown der Genexpression wurde ON-TARGET plus siRNA von
Dharmacon (Lafayette, CO, USA) verwendet. Hierbei handelt es sich jeweils um einen
Pool von 4 verschiedenen siRNAs, welche in der nachfolgenden Tabelle aufgelistet
sind.

Gen SiRNA Nr. Sequenz 5-3¢

MRTF-A GCACAUGGAUGAUCUGUUU
GGUCAGCUCUUGUAACAGC
GCUGCGUCCUGCUGUCUAA
GGACCGAGGACUAUUUGAA
GGUAGACUGUGGACCGUUU
GGAAAUACCUGUACAACCA
GCAAUUUGGUGGUUCGUUU
ACAGGAAUCAGGAUAAUUA
GUGUGUGGGACAUGCGAAA
CGUGUUUACAAGUCGGACA
UGAGAAACGCCCUCGGAGA
GUUGUAUUGUUUAGCGAUU
UGGUUUACAUGUCGACUAA
UGGUUUACAUGUUGUGUGA
UGGUUUACAUGUUUUCUGA
UGGUUUACAUGUUUUCCUA

DICER1

AGO2

Kontrolle

A W NPEFEP B ODNMNEPPMMODNE BB DN P

Fur die Uberexpression von miRNAs basierend auf small interfering RNAs wurde in
dieser Arbeit das mirVana® miRNA Mimic System von Life Technologies (Carlsbad,
CA, USA) verwendet.
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2.7.4. Klonierungsprimer
Name Bemerkung Sequenz 5°-3° Enzyme
miR-1 as for Oligonukleotid fur Antisense- CTAGATACATACTTC Nhel
Strang von miRNA1a-3p TTTACATTCCA
miR-1 as rev Oligonukleotid fur Antisense- AATTTGGAATGTAAA EcoRI
Strang von miRNAla-3p GAAGTATGTAT
MAL _UTR_mus2_for  Forward-Primer fir 3UTR von CTGAGCTAGCCAGA Nhel
muriner MRTF-A mRNA zur CATGCGCTAGGGAA
Klonierung in pMIR-Glo GGGTCAGA
MAL_UTR_mus2_rev  Revers-Primer fir 3UTR von CATGGAATTCTGGC EcoRl
muriner MRTF-A mRNA zur AAGTCAGTGTTTTTG
Klonierung in pMIR-Glo TTTTATT
DS.f.I.Notl.for Forward-Primer fur murines GGCCGCGGCCGCA Notl
MRTF-A Transkript CCATGCTGCCCCCT
TCCGTCATTGCTGT
DS.dN.Notl.for Forward-Primer fur murines GGCCGCGGCCGCA Notl
AN MRTF-A Transkript CCATGGAGCTGGTG
GAGAAGAATATCC
mmu-MAL met_Notl Forward-Primer fir murines GGCCGCGGCCGCA Notl
MRTF-A met Transkript CCATGCCGCCTTTG
AAAAGCCCCG
mms_MAL-rev_Xho2 Reverse-Primer fir murines GGGGCTCGAGGTAC Xhol
MRTF-A Transkript CCTACAAGCAGGAA
TCCCAGTGGAGCTG
CAA
DS.MAL.Xho.HA.R Reverse-Primer fir murines CCGGCTCGAGCTAA Xhol
MRTF-A Transkript mit HA- GCGTAGTCTGGCAC
Tag C-Terminal GTCGTATGGGTACA
AGCAGGAATCCC
mm_MAL_UTR_D25 Mutagenesprimer zur Deletion CCTCCTGTCCTCCG
der Nukleotide 753-776 in der CCAGCATCCCACCT
3'UTR von muriner MRTF-A CCCCACTGCATC
mMRNA
MAL-miR1-mut_mo3 Mutagenesprimer zur Deletion CTGCAAGGAAGAAA
der Nukleotide 330-351 in der CTAGCCTATTTTAGC
3'UTR von muriner MRTF-A CAGTCCCAGGA
MRNA
MAL-miR1-mut_mo7 Mutagenesprimer zur Deletion =~ CACACAACCATACC
der Nukleotide 58-79 in der CAGTGTCGACAATC
3'UTR von muriner MRTF-A ACAGTCCCTAGG

MRNA
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Name Bemerkung Sequenz 5°-3° Enzyme
MAL-miR1-mut_mo8 Mutagenesprimer zur Deletion TGCTTTCACAACGTA
der Nukleotide 544-579 in der AAAAGTGTGAGAAG
3'UTR von muriner MRTF-A TGTGCTATATG
mRNA
UTR_Xhol_for Forward-Primer fur 3UTR von CTGACTCGAGCAGA Xhol
muriner MRTF-A mRNA zur CATGCGCTAGGGAA
Klonierung in pLVX G
UTR_Pmel_rev Reverse-Primer fir 3’UTR von GCATGGTTTAAAC Pmel
muriner MRTF-A mRNA zur TGGCAAGTCAGTGT
Klonierung in pLVX TTTTGT
2.8. Antikorper
2.8.1. primarer Antikorper
Zielprotein Beschreibung Quelle Verdlinnung
anti-MRTF-A/B Kaninchen Hergestellt von Sina Pleiner WB: 1:1000
polyklonal IF: 1:100
anti-MYH 1/2/4/6 Maus monoklonal Santa Cruz cat. sc-32732 WAB: 1:1000
19G; IF: 1:100
anti-a-Tubulin Maus monoklonal Sigma Aldrichcat. T9026 WB: 1:2000
IgG; (DM1A)
anti-AGO2 Kaninchen Abcam cat. ab156870 WB: 1:1000
monoklonal IgG,
anti-Vinculin Maus monoklonal Sigma Aldrich cat. V9131 WB: 1:1000
IgG, (hVIN-1)
anti-HA-Tag Kaninchen Sigma Aldrich cat. H6908 WB: 1:1000
polyklonal IF: 1:100
anti-p53 Kaninchen Santa Cruz cat. sc-6243 WAB: 1:1000
polyklonal
anti-Ubiquitin Kaninchen Santa Cruz cat. sc-9133 WAB: 1:1000
polyklonal
DAPI 4' 6-Diamidin-2- Sigma Aldrich IF: 1:50000
phenylindol
2.8.2. sekundarer Antikorper
Beschreibung Quelle Verdinnung
IRDye® 800CW Goat anti-Rabbit IgG LI-COR WB: 1:15000
cat. 925-32211 (Bad Homburg)
IRDye® 680RD Goat anti-Mouse 1gG LI-COR WAB: 1:15000

cat. 926-68070

(Bad Homburg)
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Beschreibung Quelle Verdinnung
Alexa 488-goat anti-mouse IgG Life Technologies IF: 1:200
cat. A11001 (Carlsbad, CA, USA)
Alexa-488 donkey anti-rabbit 1IgG Life Technologies IF: 1:200
cat. A21206 (Carlsbad, CA, USA)
Alexa 546-goat anti-mouse 1gG Life Technologies IF: 1:200
cat. A11030 (Carlsbad, CA, USA)
Alexa 546 donkey anti rabbit Life Technologies IF: 1:200
cat. A10040 (Carlsbad, CA, USA)
2.9. Zellmaterial
2.9.1. Bakterienstamme
Bakterienstamm Beschreibung Quelle
E. coli DH5a F- ¢80/lacZ AM15 A(lacZYA-argF) U169 deoR Life Technologies
recAl endAl endAl hsdR17(rK-, mK+) phoA (Carlsbad,
SUpPE44 thi-1 gyrA96 relA1 A- CA, USA)
2.9.2. Zelllinien
Name Beschreibung Quelle
C2C12 murine Myoblasten, differenzieren zu Myotuben AG Hatzfeld
wenn in Pferdeserum kultiviert. (Halle/Saale)
T/G HA-VSMC humane glatte Muskelzellen mit morphologischen ATCC
(ATCC Nr.: Eigenschaften von Fibroblasten, Modell fur glatte (Manassas, VA, USA)
CRL-1999) Muskelzellen
A-10 Zelllinie etabliert aus Zellen der Aorta thoracica von ATCC
Rattus norvegicus, Modell fur glatte Muskelzellen (Manassas, VA, USA)
A7r5 Zelllinie etabliert aus Zellen der Aorta thoracica von  AG Gekle
Rattus norvegicus, Modell fur glatte Muskelzellen (Halle/Saale)
NIH3T3 murine embryonale Fibroblasten AG Treisman
(London, UK)
HEK293T humane embryonale Nierenzellen mit epithelialer AG Huttelmaier

Morphologie, genetisch modifiziert, um das Sv40 T-
Antigen zu exprimieren

(Halle/Saale)
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3. Methoden

3.1. Mikrobiologische Methoden

3.1.1. Herstellung chemisch kompetenter Zellen

Zur Herstellung chemisch kompetenter Zellen wurden 500 pl einer Ubernachtkultur
angezogen. Am nachsten Tag wurde diese in 50 ml frischem LB-Medium verdiinnt und
weitere 2 h bei 37°C und 200 rpm inkubiert, bis eine ODgy von 0,5-0,6 erreicht wurde.
Die Zellen wurden anschlieRend bei 3200 xg und 4°C fur 10 min pelletiert. Der
Uberstand wurde verworfen und die Zellen auf Eis gelagert. Das Pellet wurde in 10 ml
gekihlten MgCl, (100 mM) resuspendiert und 30 min auf Eis inkubiert. Die Zellen
wurden danach 10 min bei 4°C und 3200 xg pelletiert. Der Uberstand wurde verworfen,
das Pellet in 1 ml gekiuhlten CaCl, (100 mM mit 15% Glycerol) resuspendiert, zu je 100
ul aliguotiert und bei -80°C gelagert.

3.1.2. Kultivierung von Bakterienstammen

Die verwendeten E. coli-Zellen DH5a wurden in LB-Medium bzw. auf LB-haltigen
Agarplatten kultiviert. Fir die Selektion wurde ein entsprechendes Antibiotikum dem
LB-Medium zugesetzt. Fir die Kurzzeitlagerung wurden die Zellkulturen bei 4°C
gelagert. Fur die Langzeitlagerung wurden die Zellen in LB-Medium mit 50% (v/v)
Glycerol aufgenommen und bei -80°C gelagert.

3.1.3. Transformation chemisch kompetenter Zellen

50 ul chemisch kompetente E. coli-Zellen wurden auf Eis aufgetaut. 10 pl Ligations-
ansatz oder 1 pl des gewunschten Plasmides wurden zu den Zellen gegeben, mit der
Pipettenspitze verriihrt und 30 min auf Eis inkubiert. Es folgte ein Hitzeschock fiir 45 s
bei 42°C und eine anschlieBende 2 mindtige Inkubation auf Eis. Zu den Zellen wurde
500 pl vorgewarmtes LB-Medium gegeben. Darauf folgend wurde das Gemisch 1h bei
37°C schuttelnd inkubiert. 100 pl wurden auf einer LB-Agarplatte mit entsprechendem
Antibiotikum ausgestrichen. Die restlichen Zellen wurden 3 min bei 2500 xg zentrifu-
giert, das entstandene Pellet in 100l resuspendiert und ebenfalls auf einer entsprech-
enden LB-Agarplatte ausgestrichen. Die Platten wurden bei 37°C 0.N. inkubiert.

3.2. Zellbiologische Methoden

3.2.1. Allgemeine Zellkultivierung

Alle verwendeten Zelllinien wurden bei 37°C und 5% CO, kultiviert. Fir alle Arbeiten
zur Zellkultivierung wurde unter einer Sterilwerkbank gearbeitet. Sobald die Zellen
konfluent waren, wurden sie im Verhdaltnis 1:3 passagiert, dies erfolgte durch eine
Behandlung mit Trypsin. Nachdem sich die Zellen von der Zellkulturplastik gelost
haben, wurde die Reaktion mit Zellkulturmedium gestoppt. Falls erforderlich, wurde zur
Zellzahlbestimmung 100 pl Zellsuspension in 10 ml Casy-Ton verdinnt und mit Hilfe
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des CASY-TT die Zellzahl bestimmt. Die Zellen wurden entsprechend dem oben
genannten Verhaltnis in einer neuen Zellkulturschale bzw. —flasche weiter kultiviert.

Um Zellen wegzufrieren wurde die Zellsuspension nach Abstoppen der
Trypsinbehandlung fir 5 min bei 100 xg zentrifugiert, der Uberstand abgenommen, in
Einfriermedium aufgenommen, zu je 1 Mio. Zellen in Kryoréhrchen aliquotiert und
zunéachst bei -80°C gelagert. Nach 24 h wurden die Kryoréhrchen in eine Kihltruhe mit
-150°C zur Langzeitlagerung gestellt. Zum Auftauen von Zellen wurde das
Kryoréhrchen 2-3 min im 37°C Wasserbad inkubiert, die Zellen in frisches
Kulturmedium aufgenommen und in Zellkulturschalen bzw. —flaschen kultiviert.

3.2.2. Kultivierung von C2C12-Zellen

Fur die Kultivierung der C2C12-Zellen ergaben sich einige gesonderte Vorgehens-
weisen. Die Zellkultur erfolgte in T-175er Zellkulturflaschen. Um die Zellen subkon-
fluent zu halten, wurden fur die Passagierung tber 2 Tage 280.000 Zellen bzw. fur 3
Tage 50.000 Zellen in eine neue Zellkulturflasche eingesat. Fir die Differenzierung
wurden 300.000 Zellen in ein Well einer 6-Well-Platte eingesat. Nach 24 h wurden die
Zellen zweimal mit PBS gewaschen und im Differenzierungsmedium Kkultiviert. Die
Zellen wurden jeden Tag einmal mit PBS gewaschen und in neuem Differenzierungs-
medium fur die Dauer der Differenzierung bzw. des Experiments kultiviert.

3.2.3. Methoden der DNA- und RNA-Transfektion

3.2.3.1. Lipofectamin

Die Transfektion von Plasmiden und siRNA erfolgte mit Hilfe von Lipofectamin 2000
bzw. Lipofectamin RNAIMAX nach Herstellerangaben.

3.2.3.2. Viromer

Fur die Plasmidtransfektion wurde Viromer Red nach Herstellerangaben verwendet.
Verschiedene Mengen an C2C12-Zellen wurden entsprechend der Experimente in
unterschiedlichen Zellkulturschalen 24 h vor der Transfektion eingesat (Tabelle 3-1).
Am Tag der Transfektion wurde das Medium gegen Transfektionsmedium getauscht.
Das Plasmid wurde mit Puffer E auf eine Konzentration von 18 ng/ul eingestellt.
Viromer Red wurde im Verhéltnis 1:25 mit Puffer E verdinnt. Ein Teil Viromer Red-
Verdiinnung wurde mit 6,8 Teilen Plasmidverdinnung (z.B. 170 pl Plasmidverdiinnung
und 25 pl Viromer Red-Verdinnung) gemischt und 15 min bei RT inkubiert. Zu den
Zellen wurden anschlieRend entsprechend der Zellkulturschale und Zellzahl
verschiedene Mengen Reaktionsmix pipettiert, welche in der Tabelle 3-1 aufgefihrt
sind. Nach 24 h wurde das Medium gewechselt und ggf. differenziert (siehe 3.2.2).

Zellkulturschale Zellzahl Tansfektionsmedium Reaktionsmix
96-Well 6000 100 pl 10 ul
12-Well 87500 900 ul 100 pl
6-Well 150.000 1,8 mi 200 pl

Tabelle 3-1: Angaben zur Transfektion von C2C12-Zellen mit Viromer Red
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Fur die Transfektion von siRNA bzw. miRNA mimics wurde Viromer Blue nach
Herstellerangaben verwendet. 150.000 C2C12-Zellen wurden 24 h vor der Transfektion
pro Well in 6-Well-Platten eingesat. Am Tag der Transfektion wurde das Medium
gegen 1,8 ml Transfektionsmedium getauscht. 100 pmol siRNA wurden mit Puffer F
auf 22 pl eingestellt. 2,2 pl Viromer Blue wurden mit 197,8 ul Puffer F verdinnt. Die 22
pl siRNA-Verdunnung wurde mit 198 pl Viromer Blue-Verdinnung gemischt und 5 min
bei RT inkubiert. Zu den Zellen wurde anschlieBend 200 pl Reaktionsmix pipettiert.
Nach 24 h wurde das Medium gewechselt und ggf. differenziert (siehe 3.2.2).

3.2.3.3. Lentiviral

6 Mio. HEK293T-Zellen wurden 24 h vor Transfektion in einer 10 cm-Schale eingesat.
77 ug Plasmid (50% pLVX, 37% psPAX2, 13% pMD2.G) wurden mit 840 ul dest.
Wasser, 120 pl CaCl, (2 M) und 940 pl 2x PP-Puffer gemischt und 20 min bei RT
inkubiert. 1800 pl des Reaktionsgemischs wurden tropfenweise auf die Zellen
gegeben. Nach 6 h erfolgte ein Glycerolschock mit 3 ml Glycerolschockpuffer fir 3 min.
Am néchsten Tag wurde das alte Medium verworfen und gegen neues ersetzt. An den
zwei darauf folgenden Tagen wurde das virushaltige Medium gesammelt. 10 ml
Medium wurden mit 2,5 ml 50%igen PEG6000, 1,06 ml NaCl (4 M) und 1,14 ml PBS
versetzt, fir 1,5 h bei 4°C inkubiert und fir 10 min bei 7000 xg zentrifugiert. Das
virushaltige Pellet wurde in 500 pl Tris-HCI (50 mM, pH 7,4) aufgenommen, um eine
20x konzentrierte Viruslésung zu erhalten. 20.000 C2C12-Zellen wurden 24 h vor der
Infektion pro Well in 24-Well-Platten eingesét. Die Zellen wurden mit 10x konzentrierter
Viruslésung und 10 pg/ml Polybren flr 24 h inkubiert. Anschlieend wurde die
Differenzierung der Zellen initiiert.

3.2.4. Zellproliferationsassay

C2C12-Zellen wurden hierfiir in 96-Well transfiziert (siehe 3.2.3.2) und in 100 pl
Medium kultiviert. Zur Bestimmung der vitalen Zellen wurde pro Well 10 pl CCVK-I-
Ldsung zugegeben und 90 min bei 37°C und 5% CO, inkubiert. AnschlieRend wurde
die Extinktion bei 450 nm bestimmt. Da die Extinktion bei 450 nm proportional zur
Anzahl vitaler Zellen ist, lasst sich eine relative Aussage Uber die Menge an vitalen
Zellen treffen.

3.2.5. Immunfluoreszenzfarbung

C2C12-Zellen wurden in 12-Well-Platten auf Deckglasern eingesat und wie unter
3.2.3.2 beschrieben transfiziert und kultiviert. Das Deckglas mit den Zellen wurde mit
PBS gewaschen und mit Formaldehyd G.N. bei 4°C fixiert. AnschlieRend folgte ein
weiterer Waschschritt mit PBS, eine Inkubation in Triton X100 (0,2%) fur 10 min bei RT
und die Inkubation fir 30 min in Blocking-Lésung bei RT. Danach wurden die Zellen
1 h mit primarem Antikérper in Blocking-Losung bei RT inkubiert. Es folgten drei
Waschschritte in PBS. AnschlieBend wurden die Zellen 45 min mit sekundarem
Antikorper in Blocking-Losung bei RT inkubiert. Die Proben wurden danach in dest.
Wasser und Ethanol getaucht und 10 min getrocknet. Auf einem Objektréager wurden
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20 ul ProLong Gold antifade aufgetragen und das Deckglas mit der Zellseite auf den
Objektrager gelegt, 30 min trocknen gelassen und anschlieend mit Nagellack
versiegelt.

3.2.1. Mikroskopie

Mikroskopieaufnahmen der Zellkulturen erfolgten mit dem Lichtmikroskop EVOS xI
core unter Verwendung folgender Objektive:

e LPlan PH2 4x/0,13
e LPlan FL PH2 10x/0,25

Mikroskopieaufnahmen von Immunfluoreszenz gefarbten Préaparaten wurden mit dem
Fluoreszenz-Mikroskop Axio Imager.M1 unter Verwendung folgender Objektive
aufgenommen:

e ECPlan-NEOFLUAR 10x/0,3 PH1
e Plan-NEOFLUAR 20x/0,5

3.3. Biochemische Methoden

3.3.1. Proteinextraktion mit RIPA-Puffer

Verwendete Zellen wurden einmal mit kalten PBS gewaschen. AnschlieRend wurde
RIPA-Puffer, welcher mit Protease Inhibitor Cocktail (1x) versetzt war, zu den Zellen
gegeben, mit Hilfe eines Zellschabers die Zellen geltést und in ein Reaktionsgefald
Uberfiihrt. Die Proben wurden 10 min bei 20.000 xg und 4°C zentrifugiert und der
Uberstand in ein neues ReaktionsgefaR lberfiihrt.

3.3.1. Proteinkonzentrationsbestimmung

Die Konzentration wurde mit Hilfe des Micro BCA Protein Assay Kit nach
Herstellerangaben in 96-Well-Platten bestimmt. Die Proteinlysate wurden nach der
Messung mit LAmmlipuffer versetzt und bis zur Verwendung bei -20°C gelagert.

3.3.1. SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Fur die Proteinauftrennung wurden SDS-Polyacrylamidgele verwendet, welche aus
einem 5%igen Sammelgel und einem 8%igen Trenngel bestehen (siehe 2.5.1). Die
Proteinlysate wurden 5 min bei 95°C aufgekocht um mogliche sekundare, tertiare oder
quartare Strukturen zu entfernen. 30 pg Lysat pro Probe wurden auf einem Gel
aufgetragen. Die Auftrennung erfolgte in Laufpuffer bei 130 V bis die Bande aus
Bromphenolblau das Ende des Gels erreicht hatte.
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3.3.1. Western-Blot und Entwicklung

Die aufgetrennten Proteine wurden mit Hilfe einer Blotting-Kammer von BioRad auf
eine Immobilon-FL Blot-Membran unter Verwendung des Transferpuffers bei 100 V fir
1,25 h Ubertragen.

Die Membran wurde 1 h in Blocking-Losung bei RT inkubiert, danach erfolgte die
Inkubation mit primaren Antikorper in Blocking-Losung U.N. bei 4°C. Am nachsten Tag
wurde die Membran dreimal 10 min bei RT mit TBS-T gewaschen und anschliel3end
mit dem sekundaren Antikdrper in Blocking-Lésung 1 h bei RT inkubiert. Nach drei
weiteren Waschschritten mit TBS-T wurde die Membran mit Hilfe des Odyssey CLx
infrared Imaging Systems entwickelt und quantifiziert.

3.4. Molekularbiologische Methoden

3.4.1. gRT-PCR

3.4.1.1. mRNA Quantifizierung

RNA wurde nach Herstellerangaben mit Hilfe des miRCURY RNA Isolation Kit isoliert.
Die Konzentration wurde mit Hilfe des Nanodrop 2000c Spektrophotometers bestimmt.
Im Anschluss fand die cDNA-Synthese mittels miScript I RT Kit nach
Herstellerangaben statt. Die cDNA wurde 1:5 verdiinnt. Die qRT-PCR erfolgte mit dem
DyNAmo ColorFlash SYBR Green und folgenden Reaktionsansatz sowie
Reaktionsprogramm:

Reaktionsansatz PCR-Programm
SYBR Green 5ul 95°C 10 min
Primermix for/rev (10 uM) 0,25 ul 45 Zyklen
H,O 3,25 pl 95°C 10s
Probe 1,5 pl 60°C 30s

Fir die Auswertung der Daten am Computer wurde die 224°-Methode angewandt
(Livak et al., 2001).

3.4.1.2. miRNA Quantifizierung

RNA wurde nach Herstellerangaben mit Hilfe des miRCURY RNA Isolation Kit isoliert.
Die Konzentration wurde mit Hilfe des Nanodrop 2000c Spektrophotometers bestimmt.
AnschlieBend erfolgte die cDNA-Synthese mittels miScript I RT Kit nach
Herstellerangaben. Die cDNA wurde 1:10 verdunnt. Fur die gRT-PCR wurde mit dem
miScript SYBR Green PCR Kit und folgenden Reaktionsansatz sowie
Reaktionsprogramm gearbeitet:

Reaktionsansatz PCR-Programm
SYBR Green 5ul 95°C 15 min
Vorwartsprimer 1l 45 Zyklen
Ruckwartsprimer 1l 94°C 15s
H,O 2.ul 55°C 30s

Probe 1l 70°C 30s
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Fur die reverse Transkription von miRNAs mit Stemloop-Primern wurde folgender
Ansatz und Reaktionsprogramm verwendet:

Reaktionsansatz PCR-Programm

RNA 1 ug 16 °C 30 min
Stemloop-Primer (10 uM) 1l 60 Zyklen
Ruckwartsprimer HPRT (10 uM) 1 16°C 30s
H,O 13 pl 42°C 30s
5 min bei 70°C, danach auf Eis lagern 50°C 1ls
Reaktionspuffer 5X 4 ul AbschlieRend

dNTPs 2ul 85°C 5 min
reverse Transkriptase 1u

Alle weiteren Reagenzien stammen aus dem Verso cDNA Sythesis Kit. Die cDNA
wurde anschlieBend 1:500 verdiinnt. Die gRT-PCR erfolgte mit dem DyNAmo
ColorFlash SYBR Green und folgendem Reaktionsansatz sowie Reaktionsprogramm:

Reaktionsansatz PCR-Programm
SYBR Green 5ul 95°C 15 min
Vorwartsprimer (20 uM) 0,25 ul 45 Zyklen
Ruckwartsprimer (20 uM) 0,25yl 94°C 15s
H.O 3ul 55°C 30s
Probe 1,5 pl 72°C 30s

Die Auswertung der Daten erfolgte im Anschluss am Computer nach der 2%4¢.

Methode (Livak et al., 2001).

3.4.2. DNA-Modifizierung und Klonierung

3.4.2.1. Plasmidpraparation

Zur Plasmidaufreinigung von Bakterienkulturen wurde entweder das QIlAprep Spin
Miniprep Kit oder das Qiagen Plasmid Maxi Kit nach Herstellerangaben verwendet. Die
Konzentration wurde mit Hilfe des Nanodrop 2000c Spektrophotometers bestimmt.

34.22. PCR
Eine PCR wurde mit folgendem Reaktionsansatz und PCR-Programm durchgefuhrt:
Reaktionsansatz PCR-Programm
Q5 Reaktionspuffer (5x) 10 pl 98°C 30s
Vorwartsprimer (10 pM) 2,5 ul 35 Zyklen
Ruckwartsprimer (10 pM) 2,5ul 98°C 10s
dNTPs Mix (10 uM) 1yl 58°C 20 s
Q5 Polymerase 0,5 ul 72°C 40 s
cDNA 3,5 ul Abschlie3end
H,O 30 72°C 2 min

Die Primer wurden so designt, dass eine optimale Amplifikation bei 58°C durchgefihrt
werden konnte.
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3.4.2.3. Plasmidklonierung

Plasmide und PCR-Amplifikate wurden mit Enzymen von New England Biolabs (NEB)
nach folgendem Ansatz verdaut: 1-3 pg Plasmid bzw. das gesamte gelgereinigte PCR-
Amplifikat, 3 pl Cut smart Puffer, jeweils 1 pl der gewlinschten Enzyme, dest. Wasser
um ein Endvolumen von 30 pl zu erreichen. Die Inkubation erfolgte fur 1 h bei 37°C.
AnschlieBend folgte eine Gelaufreinigung mittels MinElute Gel Extraction Kit nach
Herstellerangaben. Die so erhaltenen DNA-Fragmente wurden danach mit Hilfe der T4
DNA Ligase nach folgendem Ansatz ligiert: 2 ul Insert, 6 ul Plasmid, 1 ul Ligasepuffer
(10x), 0,5 ul T4 DNA Ligase, 0,5 ul dest. Wasser. Die Ligation erfolgte 0.N. bei 16°C.
Der gesamte Ligationsansatz wurde zur Transformation von chemisch kompetenten
Zellen verwendet (siehe 3.1.3).

3.4.24. Agarose-Gelelektrophorese

Zur Herstellung eines 1%igen Agarosegels wurde 1 g Agarose abgewogen und mit
TAE-Puffer auf 100 ml aufgefillt. Dieses Gemisch wurde in der Mikrowelle aufgekocht.
Anschlieend wurde Ethidiumbromid zugegeben (0,01% v/v) und die Agaroseldsung in
eine Gelkammer gegossen, in der sich ein Kamm befand. Es wurde gewartet bis die
Agarose eine gallertartige Konsistenz annahm. Die Proben wurden mit 6x DNA
Loading Dye versetzt und auf das Gel aufgetragen. Die Auftrennung erfolgte bei 100 V.
Zur Visualisierung und Dokumentation wurde der GelStick ,,Touch* UV-Transilluminator
verwendet. Falls notwendig wurden DNA-Banden mit Hilfe eines Skalpells
ausgeschnitten und in ein Reaktionsgefald Gberfihrt.

3.4.25. SOMA-Mutagenese

Die Mutagenese wurde entsprechend der Prublikation von Pfirrmann et al. 2013
durchgefihrt. Fir die Mutagenesereaktion wurde zuerst der Mutageneseprimer am
5’-Ende phosphoryliert. Hierfir wurden 200 pmol Primer in einen 50 ul Reaktionsansatz
mit 5 pl Reaktionspuffer (10x), 0,25 pl ATP (200 mM) und 1 pl T4 Polynucleotidkinase
gemischt und 30 min bei 37°C inkubiert. Zur Inaktivierung der Reaktion folgte eine 10
mindtige Inkubation bei 65°C.

Fur  die Mutagenesereaktion  wurde  folgender Reaktionsansatz und
Reaktionsprogramm verwendet:

Reaktionsansatz PCR-Programm

Q5 Reaktionspuffer (5x): 10 pl 98°C: 1 min
dNTPs (10 uM) 1l 30 Zyklen
NAD" (5 mM) 10 98°C: 1 min
Plasmid (100 ng/ul) 1l 65°C: 1 min
Primer (10 uM) 1l 72°C: 5 min
Q5 Polymerase 1l

Taq DNA Ligase 1l

H,O 25 ul

Danach wurde der PCR-Ansatz mit 2 pl Dpnl und 5 pl Dpnl-Puffer versetzt und 5 h bei
37°C inkubiert um das Ausgangsplasmid abzubauen. Zum Schluss wurde der
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Reaktionsansatz mit Hilfe des QIAquick PCR Purification Kit aufgereinigt und fir eine
Transformation verwendet (siehe 3.1.3).

3.4.26. Sequenzierung

Die Sequenzierung der Proben Ubernahm eurofins MWG Operon,
Anzinger Stral3e 7a, 85560 Edersberg.

3.4.3. Luciferase Reporterassay

Der Luciferase Reporterassay wurde mit Hilfe des Dual-Luciferase Reporter Assay
durchgefuhrt. Die Zellen wurden zweimal mit kalten PBS gewaschen und zur Lyse mit
100 pl passiven Lysepuffer fur 15 min auf einen Schittler bei RT inkubiert.
AnschlieRend wurden die Proben fur 30 min bei -80°C gelagert. Danach wurden die
Proben bei 20.000 xg fiir 10 min bei 4°C zentrifugiert. 20 pl des Uberstands wurden in
eine 96-Lochplatte fur Luciferase-Assay uberfuhrt und die Platte in das GloMax 96
Microplate Luminometer gestellt. Durch Zugabe von 50 pl LARII-Lésung durch das
Luminometer wurde die Fireflyaktivitat bestimmt. Anschlieend wurde durch das
Luminometer Stop & Glo-Ldsung zu der Probe zugegeben und die Renillaaktivitat
gemessen. Zur Bestimmung der Reporteraktivitat wurde die Fireflyaktivitat auf die
Renillaaktivitat normalisiert.

Fur den Luciferase Reporterassay wurden die Zellen entsprechend dem Protokoll von
Abschnitt 3.2.3.2 entweder mit 1,5 ng pMIR-Glo Plasmid oder 500 ng p3D.A-Luc und
50 ng ptkRL transfiziert. Um die Plasmidmenge zu erreichen, welche standardmé&Rig
transfiziert wurde, wurde mit pEF-plink aufgefullt.

3.44. miTRAP

20 pg des Plasmids pCDNA 3.1 (+) MS2-tag 3 UTR-MAL mouse wurden mit 5 pl Xhol
und 10 pl Puffer in einem 100 pl Ansatz U.N. linearisiert. Am néchsten Tag wurde die
Probe mit Hilfe des Wizard SV Gel and PCR Clean-Up Kit nach Herstellerangaben
aufgereinigt und in 30 ul Nukleasen-freiem Wasser eluiert. AnschlieBend wurde mit
Hilfe des RiboMAX T7 Kit eine in vitro Transkription der MRTF-A 3'UTR mit MS2-Loop-
Sequenz in einen 50 pl Ansatz nach Herstellerangaben durchgefiihrt. Danach wurden
5 pl DNase zugegeben und 30 min bei 37°C inkubiert. Zum Schluss fand eine
Aufreinigung der RNA mittels Wizard SV Gel and PCR Clean-Up Kit statt.

Um die RNA an die Amylose-Beads zu binden wurden 30 ul Amylose-Beads zunachst
viermal mit BB-Puffer gewaschen. Die Amylose-Beads wurden anschlieRend mit 1 ml
BB-Puffer und 50 pmol rekombinanten Maltose-Bindeprotein und MS2-Loop-
Bindeprotein (MBP-MS2BP) versetzt und 30 min bei RT rotierend inkubiert. Danach
wurden die Amylose-Beads mit 50 ul BSA (10 mg/ml), 950 ul BB-Puffer und 4 ul Hefe
tRNA (10 pg/ml) erneut 30 min bei RT rotierend inkubiert. Nach 3 Waschschritten mit
BB-Puffer wurden 20 pl MRTF-A 3'UTR mit MS2-Loop-Sequenz RNA mit Heparin
(11pg/ml) in je 1 ml BB-Puffer zu den Amylose-Beads gegeben und 1 h bei RT
rotierend inkubiert. Als Kontrolle wurde die MS2-Loop-Sequenzen allein verwendet.
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In der Zwischenzeit wurden ca. 6 Mio. C2C12-Zellen in 1,2 ml BB-Puffer lysiert,
welcher mit Proteaseinhibitor erganzt war. Anschlielend erfolgte eine 15 min(tige
Inkubation auf Eis. Das Lysat wurde anschlieend 10 min bei 12.000 xg und 4 °C
zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues ReaktionsgefaR tberfihrt.

Die Amylose-Beads, mit der nun immobilisierten RNA, wurden mit 500 pl BB-Puffer
(mit 11 pg/ml Herparin versetzt) gewaschen. AnschlieRend wurde dieser Ansatz mit
500 pl Zelllysat, 500ul BB-Puffer (mit 11 pg/ml Herparin versetzt), 2 mM DTT und 4 ul
(240 U) RNasin versetzt und 30 min bei RT rotierend inkubiert. In dieser Zeit binden
miRNAs und Proteine an die MRTF-A 3'UTR. Danach wurde die Probe viermal mit 500
pl BB-Puffer (mit 11 pg/ml Herparin versetzt) gewaschen.

Fur die Elution der RNA wurden 150 ul 15 mM Maltose zugegeben und 12 min bei RT
rotierend inkubiert. Das Maltoseeluat wurde in ein neues Reaktionsgefal? tberflhrt.
Der Elutionsschritt wurde ein weiteres Mal wiederholt.

Zur Isolation der RNA wurden 280 pl des Maltoseeluats mit 80 pl Nukleasen-freiem
Wasser, 80 ul NHs-Acetat (5 M) und 400 pl Phenol/Chloroform (5:1) versetzt, gut
gemischt und 15 min bei 15.000 xg und 4°C zentrifugiert. Die obere Phase wurde in ein
neues Reaktionsgefald Gberfihrt und mit 1 ml 100%igen Ethanol und 1 pl Glykogen
versetzt. Der Ansatz wurde 10 min bei -20°C inkubiert und danach 10 min bei 4°C und
15.000 xg zentrifugiert. Das RNA-Pellet wurde mit 80%igen Ethanol gewaschen und
anschlie3end in 24 pl Nuklease-freiem Wasser aufgenommen.

Als unbehandelte Vergleichsprobe wurden 200 pl des Zelllysats 15 min mit Proteinase
K (20 mg/ml) verdaut und anschlieBend nach demselben Protokoll fir die RNA-
Isolation verwendet.

Fur die Proteinextraktion wurden die Amylose-Beads mit gebundener RNA und
Proteinen direkt in 25 pl LDS-Puffer (mit 10% B-Mercaptoethanol) aufgenommen.

3.5. Fehlerberechnung und Statistik

Die Darstellung der Fehlerbalken in dieser Arbeit erfolgt als Standardfehler des
Mittelwerts und errechnet sich nach folgender Formel:

Standardabweichung
\/Anzahl biologischer Replikate

Standardfehler =

Der Standardfehler stellt damit ein Mal3 fur die durchschnittliche Abweichung des
durchschnittlich errechneten Wertes zum wahren Wert dar.

Fur die Bestimmung der statistischen Signifikanz wurde ein Einstichproben-t-Test
verwendet, wenn der Kontrollwert auf 1 normalisiert wurde. Andernfalls wurde ein
Zweistichproben-t-Test zur Bestimmung der statistischen Signifikanz verwendet.
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4. Ergebnisse

41. Etablierung eines Modellsystems zur Untersuchung
der Expressionsregulation von MRTF-A

4.1.1. Untersuchung von Muskelzelllinien

MRTF-A ist ein ubiquitar exprimierter Transkriptionsfaktor, der Uber Zielgene wie
SM22a, Glattmuskelmyosin, Glattmuskel-a-Aktin (ACTA2), Skelettmuskel-a-Aktin
(ACTAL) und Skelettmuskel-a-MHC auch an der Differenzierung von Muskelgewebe
beteiligt ist (Du et al. 2004, Scharenberg et al. 2010, Sakuma et al. 2008). Die
Regulation von MRTF-A erfolgt dabei Uber das Mengenverhéltnis von freiem Aktin und
Aktinfilamenten in der Zelle (Posern & Treisman 2006). Uber die Genexpression von
MRTF-A ist hingegen noch nicht sehr viel bekannt. Jiang et al. konnten 2010 zeigen,
dass miR-1a-3p die Zielgene SM22a und ACTA2 reguliert. Dies flhrte die
Arbeitsgruppe zu der Annahme, dass MRTF-A durch miR-1a-3p posttranskriptional
reguliert sein kdnnte und somit an der Differenzierung von glatten Muskelzellen
beteiligt ist. Um dies zu untersuchen ist ein geeignetes Modellsystem notwendig, in
dem neben MRTF-A auch miRNAs exprimiert werden. Weiterhin muss das
Modellsystem einen undifferenzierten und einen differenzierten Zustand besitzen, um
mdgliche Unterschiede vergleichen zu kénnen.

Hierfir wurde mit der Untersuchung der Zelllinie T/G HA-VSMC begonnen, welche
auch von Jiang et al. verwendet wurde. Neben T/G HA-VSMC wurden auch die
Zelllinien A7r5 sowie A10 untersucht. All diese Zelllinien entstammen glattem
Muskelgewebe. Zunéchst wurde die Expression von MRTF-A und verschiedener
glattmuskelspezifischer Gene auf MRNA Ebene mittels gRT-PCR untersucht.

In allen drei Zelllinien sind SM22 und ACTA2 am starksten exprimiert. Diese Gene
werden sowohl im synthetischen als auch kontraktiien Phanotyp von glatten
Muskelzellen exprimiert (Rensen et al. 2006). Smoothelin und MYH11 sind beides
Zytoskelettproteine. Da sie vermehrt im kontraktilen Phanotyp von glatten Muskelzellen
exprimiert werden, werden sie als Marker flir die Differenzierung von glatten
Muskelzellen verwendet (van der Loop et al. 1996, Aikawa et al. 1993). Die
Expressionen von Smoothelin und MYH11 (Glattmuskel-MHC) sind im Vergleich zu
SM22a und ACTAZ2 ca.10-fach geringer. Aufféllig ist, dass die Expression von MRTF-A
in allen drei Zelllinien, im Vergleich zu den anderen Genen, am geringsten ausfallt
(Abb. 4-1).
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Zusatzlich zu den glatten Muskelzellen wurde die Zelllinie C2C12 untersucht. C2C12
wurde aus Skelettmuskelgewebe gewonnen. Genau wie bei den ersten Zelllinien

wurde auch C2C12 mittels gRT-PCR auf die Expression von MRTF-A und
Markergenen untersucht.
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Abb. 4-2: Expressionsprofil von C2C12

Von der Zelllinie C2C12 wurde RNA isoliert. Mittels reverser Transkription und qRT-PCR wurde die
Genexpression von MRTF-A und Markergenen fur glatte und Skelettmuskelzellen untersucht. Dargestellt
sind die relativen Expressionen bezogen auf die Referenzgene HPRT, YWHAZ und RPS29. Fehlerbalken

kennzeichnen den Standardfehler (n=3).

MYH1, MYH2 und MYH4 sind die kodierenden Gene fir die schweren Ketten der
Myosine 2X, 2A und 2B und kommen als solches nur in Skelettmuskeln vor (Schiaffino
& Reggiani 2011). Ferner konnte gezeigt werden, dass MYH4 auch als Marker flr



Ergebnisse 42

differenzierte C2C12 verwendet werden kann (Wang et al. 2013). Es fallt auf, dass
diese Gene in kultivierten C2C12 eine sehr schwache Expression aufweisen. Die
Expression von ACTAL, welches in Skelettmuskeln exprimiert wird (Akkari et al. 1994),
zeigt im Vergleich dazu eine weitaus hohere Expression. Die Glattmuskelmarker
ACTA2 und MYH11 werden hingegen sehr unterschiedlich exprimiert. ACTA2 zeigt
eine vergleichbare Expression wie die verwendeten Referenzgene auf. Wogegen
MYH11 eine vielfach schwachere Expression besitzt. Bezogen auf die Glatt- und
Skelettmuskelmarker besitzt MRTF-A eine vergleichbare Expression wie ACTAl
(Abb. 4-2).

Neben der Expression der mRNA wurde auch die Expression auf Proteinebene von
MRTF-A untersucht. Zu diesem Zweck wurden Proteinlysate der vier untersuchten
Zelllinien mit Hilfe des Western-Blots auf Ihre MRTF-A Vorkommen analysiert
(Abb. 4-3).

®0 Abb. 4-3: Proteinexpression von MRTF-A

2) v in glatten Muskel- und Skelettmuskelzellen

O ,\{0 ¥ "\/O Von den Zelllinien A-10, A7r5, T/G HA-VSMC
¥ < e O und C2C12 wurden 30 pg eines Proteinlysats

mittels Western-Blot analysiert. Untersucht

' wurde die Expression von MRTF-A mit einem

a MRTF-A anti-MRTF-A Antikérper. Als Ladekontrolle
wurde Tubulin  mit einem anti-Tubulin

a Tubulin S S _- | — Antikorper detektiert.

Die Western-Blot Analyse zeigte, dass fir die Zelllinien A-10, A7r5 und C2C12
MRTF-A Protein detektiert werden kann. In der Zelllinie T/G HA-VSMC hingegen
konnte kein MRTF-A gefunden werden (Abb. 4-3).

4.1.2. Quantifizierung von miRNA in Muskelzellen

Neben Markergenen und im besonderen MRTF-A, muss ein passendes Modellsystem
auch miRNAs exprimieren. Eine Mdglichkeit stellt dabei die Verwendung des Northern-
Blots dar (Varallyay et al. 2008). Die Entwicklung des Gels erlaubt eine semi-
quantitative Auswertung. Fir diese Arbeit war eine Echtzeit-Quantifizierung notwendig.
Zu diesem Zweck wurde die gRT-PCR-Methode fiir die miRNA Quantifizierung
angepasst. Die Signaldetektion erfolgte weiterhin mit dem SYBR-Green-Farbstoff.
Nach mehreren Etablierungsarbeiten und Austestung verschiedener Systeme wurde
entschieden, auf Grund der Sensitivitdt, das miScript-PCR-Kit von Qiagen zu
verwenden

Der nachste Schritt war die miRNA Messung in den Kandidatenzelllinien. Eine der
prominentesten mMiRNAs in Muskelgewebe ist dabei miR-1, welche sich an
Differenzierungsprozessen sowohl in glatten als auch Skelettmuskelgewebe beteilig
(Jiang et al. 2010, Minami et al. 2012, Braun & Gautel 2011). Nach Voruntersuchungen
an der 3'UTR von MRTF-A mRNA wurden miR-1a-3p und miR-206-3p als mogliche
Kandidaten fur eine posttranskriptionale Regulation identifiziert (pers. Mitteilung Leitner
& Posern). Zusammen mit den Daten von Jiang et al. 2010 stellte miR-1a-3p zum
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damaligen Zeitpunkt den interessantesten Kandidaten dar. Daher wurde fir die ersten
Untersuchungen die Expression von miR-1a-3p in den Kandidatenzelllinien analysiert.
Als Positivkontrolle wurden NIH3T3-Zellen mit dem Plasmid pSuper-miR1 transfiziert.
Die Daten zu diesem Versuch sind in Abb. 4-4 zusammengefasst und zeigen, dass
keine Zelllinie bezogen auf die Kontrolle miR-1a-3p exprimierte.

1 - Abb. 4-4: Quantifizierung von
miR-1a-3p in verschiedenen

Zelllinien
0,75 - RNA wurde aus den

dargestellten  Zelllinien isoliert
und auf ihren miR-1a-3p-Gehalt
mittels  miScript-PCR-Kit  und
gRT-PCR untersucht. Als
Positivkontrolle wurden NIH3T3-
Zellen mit einem miR-1a-3p-
Expressionsplasmid transfiziert.
0 - Dargestellt ist die relative
T T T T 1 . .
Expression von miR-1a-3p
NIH3T3 + A-10 A7r5 HA-VSMC C2C12 bezogen auf die Positivkontrolle.
miR-1 Die Normalisierung erfolgte auf
das Referenzgen U6.

relative miR-1a-3p Menge
o
N o
(6} (@)

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass bis auf T/G HA-VSMC in allen Zelllinien
MRTF-A sowohl auf mRNA als auch auf Proteinebene zu finden ist (vergleiche Abb. 4-
1, 4-2, 4-3). Bei Betrachtung der Differenzierungsmarker fur Skelettmuskelzellen, zeigt
sich, dass diese bezogen auf Referenzgene nur schwach exprimiert sind (Abb. 4-2).
Dies trifft auch auf Smoothelin und MYH11 in den glatten Muskelzellen zu (Abb. 4-1).
Weiterhin handelt es sich bei allen Zelllinien um proliferierende Zellen. Die Tatsache,
dass die Differenzierungsmarker nur schwach exprimiert sind und differenzierte Zellen
nicht proliferieren, filhrten zu den Schluss, dass es sich hier um undifferenzierte glatte
Muskelzellen (Owens et al. 2004, Kang & Hata 2012) bzw. Skelettmuskelzellen handelt
(Latella et al. 2000, Nadal-Ginard 1978, Caravatti et al. 1982). Die fehlende Expression
von miR-1a-3p ist ein weiterer Hinweis fur undifferenzierte Zellen (Abb. 4-4) (Jiang et
al. 2010, Minami et al. 2012, Braun & Gautel 2011).

Da fur die weiteren Versuche die Rolle von MRTF-A wéhrend der Differenzierung
naher betrachtet werden soll, ist eine Untersuchung des undifferenzierten und
differenzierten Zustands von Zellen essenziell. Im Falle der glatten Muskelzellen sind
bisher keine Protokolle zur Differenzierung in den kontraktilen Phanotyp bekannt. Die
Verwendung von primaren Kulturen ist diffizil, da beschrieben ist, dass glatte
Muskelzellen aus dem kontraktiien spontan in den synthetischen Phanotyp
dedifferenzieren (Owens et al. 2004, Kang & Hata 2012). C2C12-Zellen sind ein
Modellsystem fur Skelettmuskeldifferenzierung mit etabliertem Protokoll fir eine
irreversible Differenzierung zu polynukledren Myotuben (Okazaki & Holtzer 1966,
Latella et al. 2000). Aus diesem Grund wurde flir die weiteren Versuche mit C2C12-
Zellen gearbeitet.
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4.2, MRTF-A in der Differenzierung von C2C12-Zellen

4.2.1. Expressionsprofil differenzierender C2C12-Zellen
Fur die Arbeit wurde zunachst die Differenzierung von C2C12-Myoblasten zu
polynuklearen Myotuben untersucht und mit Hilfe von Markergenen die Differenzierung
Uberpruft. Hierzu wurden C2C12-Zellen fir sieben Tage differenziert. An den
Zeitpunkten Tag 0, 4 und 7 wurde jeweils die mRNA Expression mittels qRT-PCR
gemessen, sowie Aufnahmen von den morphologischen Veranderungen gemacht.
Diese Daten sind in Abb. 4-5 dargestellt.
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Abb. 4-5: C2C12-Differenzierung induziert die Expression von Skelettmuskelmarkern

A) Abgebildet sind Aufnahmen von C2C12-Zellen im Verlauf der Differenzierung tber 7 Tage. Zu den
angegebenen Zeitpunkten wurde RNA isoliert und mittels qRT-PCR auf die Expression verschiedener
Differenzierungsmarker fir glatte und Skelettmuskelzellen untersucht. B) Dargestellt ist die relative
Genexpression normalisiert auf die Referenzgene HPRT, YWHAZ und RPS29. Statistische Signifikanz
wurde mit Zweistichproben-t-Test bezogen auf die jeweilige Tag-0-Probe bestimmt: *P<0,05, **P<0.01,
***P<0.001. Fehlerbalken kennzeichnen den Standardfehler (n=3).

Die Differenzierung von C2C12 fuihrt zu morphologischen Anderungen der Zellen. An
Tag 0 ist ein konfluenter Zellrasen zu erkennen, welcher nach 4 Tagen erste Myotuben
aufzeigt, die im weiteren Verlauf der Differenzierung stetig wachsen und so den
Grofteil der Zellen ausmachen (Abb. 4-5A vergleiche Tag O, 4 und 7). In dieser Zeit
andert sich auch das Expressionsverhalten der Zellen (Abb. 4-5B). Die Expression von
ACTA2 und MYH11 als Glattmuskelmarker bleibt unverandert. ACTA1, MYH1, MYH2
und MYH4 als Skeletmuskelmarker zeigen hingegen eine signifikant erhdhte
Expression an Tag 4 und 7 im Vergleich zu Tag 0, was durch eine Differenzierung der
Myoblasten zu kontrahierenden Myotuben zu erklaren ist. Diese Gene wurden im
weiteren Verlauf der Arbeit als Differenzierungsmarker verwendet.
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4.2.2. Veranderte MRTF-A-Expression wahrend
Differenzierung

Sollte eine Regulation von MRTF-A wahrend der C2C12-Differenzierung stattfinden,
musste sich dies in einer veranderten Expression von MRTF-A wiederspiegeln. Um
diesem Aspekt auf den Grund zu gehen, wurde die Expression von MRTF-A wahrend
der C2C12-Differenzierung untersucht. Bei einer posttranskriptionalen Regulation
durch miRNAs kann eine Reprimierung des Zielgens auf zwei Arten entstehen:
entweder es kommt zu einer Translationsinhibierung oder die gebundene mRNA wird
degradiert (Doench et al. 2003, Hutvagner & Zamore 2002, Hutvagner 2005, Saxena et
al. 2003, Zeng et al. 2003). Die Entscheidung Uber welchen Weg die Reprimierung
erfolgt hangt zum Einem vom Grad der Komplementaritat zwischen miRNA und mRNA
ab und zum Andern davon welches Argonautenprotein beteiligt ist. Je hdher die
Komplementaritét, desto hdher ist die Wahrscheinlichkeit einer Degradation der mRNA.
Aus diesem Grund wurde sowohl die Transkriptebene als auch die Proteinebene von
C2C12 fur MRTF-A untersucht.
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Abb. 4-6: MRTF-A-Expression wéahrend der C2C12-
0,03 A Differenzierung unterscheidet sich nur auf Proteinebene

C2C12-Zellen wurden 7 Tage differenziert. Zu den angegebenen

Zeitpunkten wurde RNA bzw. Proteinlysat isoliert und mittels

gRT-PCR bzw. Western-Blot auf die Expression von MRTF-A
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Dargestellt ist die Proteinexpression mittels Western-Blot fir

MRTF-A und Myosin. Quantifiziertes MRTF-A Protein normalisiert auf die Tag-0-Probe ist unter der
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mit Einstichproben-t-Test bezogen auf die Tag-0-Probe bestimmt: *P<0,05. (n=4)

relative MRTF-A mRNA

Dabei ist zu erkennen, dass sich die Menge an MRTF-A mRNA wahrend der Differen-
zierung nicht &ndert (Abb. 4-6). Der Proteingehalt von MRTF-A bleibt bis Tag 3 nahezu
unverandert. An Tag 4 reduziert sich der Proteingehalt um ca. 50% und verringert sich
bis Tag 7 weiter auf ca. 30%. Der stetig zunehmende Myosin Gehalt spiegelt
unterdessen die Differenzierung der Zellen zu kontraktilen Myotuben wieder. Myosin
wurde im weiteren Verlauf als Differenzierungsmarker auf Proteinebene verwendet.

Allerdings kénnen von der Proteinmenge keine genauen Rickschlisse zu der MRTF-A
Aktivitdit geschlossen werden. Somit ware es denkbar, dass MRTF-A in
undifferenzierten Zellen inaktiv im Zytoplasma vorliegt, wogegen es in differenzierten
Zellen im Kern lokalisiert ist und dort entsprechende Zielgene aktiviert. Aus diesem
Grund wurde als nachstes die Aktivitdit von MRTF-A bestimmt. Hierfir wéare die
Untersuchung der Expression von Zielgenen von MRTF-A, z.B. ACTAL1 (Scharenberg
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et al. 2010), mdglich. Allerdings koénnen diese Zielgene auch durch andere
Transkriptionsfaktoren reguliert werden. Dies wird durch die Tatsache sichtbar, dass
die Expression von ACTAL wahrend der Differenzierung zunimmt, obwohl das MRTF-A
Protein abnimmt (vergleiche Abb. 4-5 und 4-6). Die Aktivitat wurde deshalb mit Hilfe
der Promotoraktivitat gemessen. Dafir wurden die Zellen nach 6-tagiger Differenzier-
ung mit den Reporterplasmiden p3D.A-Luc und ptkRL zur Normalisierung transfiziert.
Nach 24 h wurde die Aktivitat der Fireflyluciferase bestimmt. Die Aktivitat wurde mit
undifferenzierten Zellen verglichen, die auf dieselbe Weise transfiziert wurden.

40 -

35 - Abb. 4-7. MRTF-A Aktivitat verringert sich in
E differenzierenden C2C12-Zellen.
= 30 ~ C2C12-Zellen wurden nach 6-tagiger Differenzierung
S ® und undifferenziert mit SRF/MRTF-A Reporterplasmid
o = 25 (P3D.A-Luc, exprimiert Fireflyluciferase) und ptkRL
S QO (exprimiert  Renillaluciferase  zur  Normalisierung)
o n\; 20 - transfiziert. Nach 24 h wurde die Luciferaseaktivitat
S S gemessen. Dargestellt ist die relative Aktivitat der
-4 = 15 - *hk Fireflyluciferase normalisiert auf die Aktivitat der
2 - Renillaluciferase. Statistische Signifikanz wurde mit
® 10 - Zweistichproben-t-Test bezogen auf die Tag-0-Probe
© bestimmt: ***P<0.001. Fehlerbalken kennzeichnen den

5 - Standardfehler (n=5).
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Dabei konnte festgestellt werden, dass die undifferenzierten C2C12-Zellen eine
signifikant hohere Reporteraktivitat zeigen als die differenzierten Zellen (Abb. 4-7).

4.3. Untersuchung einer moglichen posttranskriptionalen
Regulation von MRTF-A im Differenzierungsprozess
von C2C12-Zellen

4.3.1. Identifizierung potenzieller MRTF-A regulierender
MiRNAs durch miTRAP

In glatten Muskelzellen ist MRTF-A ein wichtiger Faktor um den synthetischen
Phanotyp aufrecht zu erhalten (Minami et al. 2012). Durch die Expression von
miR-1a-3p kommt es zu einer Reduktion von MRTF-A, die glatten Muskelzellen
differenzieren in den kontraktilen Phanotyp. Damit konnte Minami et al. zeigen, dass
MRTF-A eine wichtige Rolle im Differenzierungsprozess von glatten Muskelzellen spielt
und direkt durch miRNAs reguliert wird. Der Ansatz fur diese Arbeit war deshalb,
MiRNAs in Skelettmuskelzellen zu identifizieren, die MRTF-A regulieren. Bis vor
einigen Jahren beschrankte sich diese Suche auf in silico basierte Recherchen mit
Hilfe verschiedener Algorithmen. Diese basieren auf der Entdeckung, dass viele
mMiRNAs mit den Nukleotiden 2-7, die sog. seed-Sequenz, vollstandig komplementar an
die mRNA binden (Lewis et al. 2003, Brennecke et al. 2005). Allerdings gibt es bereits
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einige Gegenbeispiele (Pasquinelli et al. 2012). Ein weiterer Nachteil solcher
Untersuchungen ist, dass sie abgekoppelt von den Vorgangen in den Zellen
stattfinden. Aus diesem Grund wurde eine neue Methode angewendet um miRNAs zu
identifizieren, welche die MRTF-A mRNA binden, der miTRAP (Braun et al. 2014).
Hierbei handelt es sich um eine Affinitatsreinigung, bei der eine in vitro transkribierte
Ziel-RNA als Kdder verwendet wird (Abb. 4-8). Der Vorteil dieser Methode ist, dass die
MiRNA-Suche, durch die Verwendung eines Zelllysates, direkt in einem Zellsystem von
Interesse stattfindet. Weiterhin koénnen, unabhéngig von bereits bekannten
Bindungsmodellen, alle gebundenen miRNAs identifiziert werden. Der miTRAP wurde
in Kooperation mit Juliane Braun in der AG-Huttelmaier durchgefihrt (MLU, Halle).

Amylose-Beads

MBP-MS2BP | A
MS2-Loop | —_— —_> —_> RNA_'
x Sequenzierung
< <

MRTF-A 3'UTR %

gebundene
miRNA + RNP
Abb. 4-8: Darstellung des Arbeitsschemas von miTRAP

Fur den miTRAP wurde die murine MRTF-A 3'UTR in das pCDNA 3.1 Plasmid hinter
zwei MS2-Loop-Sequenzen kloniert (Abb. 4-8). Mit Hilfe eines Fusionsproteins aus
Maltosebindeprotein und MS2-Loop-Bindeprotein kann die 3'UTR als in vitro
transkribierte RNA an Amylose-Beads immobilisiert werden. Die so gebundene 3'UTR
wurde einmal mit einem Zelllysat aus 6 Mio. undifferenzierten C2C12-Zellen inkubiert
und einmal mit einem Zelllysat aus 6 Mio. 7 Tage differenzierten C2C12-Zellen.
Wahrend dieser Inkubation haben miRNAs und RNPs spezifisch an die 3'UTR von
MRTF-A gebunden. AnschlieBend wurde die Probe gewaschen, um unspezifische
Bindungen zu entfernen. Die spezifisch gebundenen RNPs und miRNAs wurden im
letzten Schritt eluiert.

Zur Uberpriifung, ob der miTRAP erfolgreich war, wurden die Zelllysate und Proben
des miTRAP in einem Western-Blot auf die Anreicherung von RNPs untersucht. AGO2
ist Teil des RISC (Meister et al. 2004). Daher wurde der miTRAP auf eine
Anreicherung von AGO2 untersucht (Abb. 4-9). AGO2 ist sowohl in undifferenzierten
als auch in differenzierten Zellen detektierbar. Auch in den miTRAP-Proben ist AGO2
vorhanden. In dem miTRAP-Versuch mit MRTF-A 3'UTR und Zelllysat differenzierter
Zellen ist mehr AGO2 vorhanden als im miTRAP-Versuch mit MRTF-A 3'UTR und
Zelllysat undifferenzierter Zellen. Wurde der Versuch mit den MS2-Loop-Sequenzen
durchgefuhrt, konnte kein (differenzierte Zellen) bzw. sehr wenig (undifferenzierte
Zellen) AGO2 gefunden werden.
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Abb. 4-9: Western-Blot von Zelllysat und miTRAP-Proben

Zelllysate von undifferenzierten und 7 Tage differenzierten C2C12-Zellen wurden fur einen miTRAP-
Versuch verwendet. Dargestellt ist die Proteinexpression mittels Western-Blot fur AGO2,
Maltosebindeprotein (MBP) und Vinculin (VCL). Uberprift wird die Anreicherung von AGO2 in den
miTRAP-Proben vergleichend zwischen differenzierten und undifferenzierten Zellen (Zelllysat in
verschiedenen Verdinnungen) sowie zwischen der Verwendung der MRTF-A 3'UTR (MAL) und als
Kontrolle der MS2-Loop-Sequenz (MS2). Maltosebindeprotein dient als Positivkontrolle sowie als
Ladekontrolle fir den miTRAP. Vinculin wurde als Negativkontrolle verwendet.

Daraus lasst sich schlieRen, dass in differenzierten Zellen AGO2 an die 3'UTR der
MRTF-A mRNA bindet. Im Vergleich dazu lagert sich in undifferenzierten Zellen
weniger AGO2 an die 3'UTR der MRTF-A mRNA an. Das Maltosebindeprotein kann
wie erwartet nur in den miTRAP-Proben detektiert werden. Vinculin als Bestandteil von
Adherens Junctions ist kein RNA-bindendes Protein (Ziegler et al. 2006) und wird
daher als Negativkontrolle fiir den miTRAP verwendet. Wie erwartet ist es nicht in den
MiTRAP-Proben detektierbar. Der miTRAP kann daher als erfolgreich betrachtet
werden, da sich die Positiv- und Negativkontrolle wie erwartet verhalten haben. Die
Anreicherung von AGO2 deutet auf eine Anlagerung des RISC und somit auch von

miRNAs an die MRTF-A 3’'UTR hin.

Als nachstes wurden die Proben von PD Dr. Knut Krohn im interdisziplinaren Zentrum
fur Klinische Forschung (IZKF) Core Unit DNA-Technologien in Leipzig mittels RNA-
Seq sequenziert und gleichzeitig quantifiziert. Als Kontrolle wurden die MS2-Loop-
Sequenzen ohne MRTF-A 3'UTR verwendet. Fir die weitere Auswertung wurden auch
RNA-Proben von undifferenzierten und differenzierten C2C12-Zellen sequenziert.
Diese Sequenzierung wurde von drei unabhéngigen miTRAP-Versuchen durchgefihrt.
Die sequenzierten Fragmente wurde mittels des Bowtie2 aligner gegen die murinen
MiRNA Sequenzen der Datenbank miRBase v20 abgeglichen.

Bereits die GréRen der nicht normalisierten Bibliotheken weichen stark voneinander ab.
So wurden fur die Bibliotheken mit MRTF-A 3'UTR in beiden Zustdnden durchschnitt-
lich deutlich mehr miRNA Fragmente sequenziert, als fir die Bibliotheken mit der MS2-
Loop-Sequenz (Tabelle 4-1). Dies deutet darauf hin, dass es mit Hilfe der MRTF-A
3’'UTR zu einer spezifischen Assoziation von miRNAs im Vergleich zu der MS2-Loop-
Sequenz kam. Interessant ist aber auch, dass die Bibliothek mit der MRTF-A 3’'UTR im
differenzierten Zustand mit 421520 sequenzierten Fragmenten doppelt so grof3 ist, wie
im undifferenzierten Zustand mit 200311 sequenzierten Fragmenten. Dies verdeutlicht
ebenfalls, dass es wahrend der Differenzierung zu einer erhéhten Anlagerung von
MiRNAs an die MRTF-A 3UTR kommt und unterstitzt die Ergebnisse des Western-
Blots (Abb. 4-9, Tabelle 4-1).
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nicht normalisierte Sequenzbibliothek

Gesamt-RNA | MRTF-A 3’UTR MS2

Anzahl gelisteter sequenzierter | 1890 502233 200311 28197
miRNA-Fragmente Tag 7 392607 421520 20527

Tabelle 4-1: Auflistung der Anzahl sequenzierter miRNA Fragmente der Sequenzbibliotheken

Die Eluate von drei unabhangigen miTRAP-Versuchen aus undifferenzierten und differenzierten C2C12-
Zellen mit MRTF-A 3'UTR, MS2-Loop-Sequenz (MS2) sowie die Gesamt-RNA wurden sequenziert und
gegen die murine miRNA Sequenz der Datenbank miRBase v20 abgeglichen.

Zur Auswertung der Daten wurden zunachst, in Absprache mit Juliane Braun,
Grenzwerte festgelegt, ab welchen eine miRNA als detektierbar definiert wird. Fir die
Gesamt-RNA wurde dieser Wert auf 500 festgelegt. Fur die Anreicherung der miRNAs
mit Hilfe des miTRAP wurde der Wert auf 1000 festgelegt. Wenn eine miRNA diesen
Wert unterschreitet gilt sie als nicht detektierbar (n.d.). Danach wurden die Daten nach
der TMM-Methode (trimmed mean of M-values) normalisiert (Robinson & Oshlack
2010). Bei dieser Methode wird vorausgesetzt, dass mindestens 70% der miRNA
Population zwischen zwei zu vergleichenden Proben nicht differenziell exprimiert wird.
Mit Hilfe der Normalisierung wurden aus den Daten fir die miRNAs normalisierte
.pseudo” CPM (Counts per Million) errechnet, welche fir die weiteren Analysen
verwendet wurden.

Aus den Daten wurden anschlieRend miRNAs nach folgenden Kriterien herausgefiltert:
1. Die CPM-Werte einer miRNA von undifferenzierten zu differenzierten Zellen
mussten eine fold change von mind. 2 besitzen.
Da die verringerte MRTF-A-Expression in differenzierten Zellen beobachtet
wurde (Abb. 4-6 & 4-7), waren fUr die Arbeit nur die miRNAs von Interesse, die
wahrend der Differenzierung vermehrt exprimiert wurden.

2. Das miTRAP-Verhaltnis (miTRAP-Ratio) von differenzierten Zellen in Bezug auf
undifferenzierte Zellen musste eine fold change von mind. 1,5 besitzen. Das
mMiTRAP-Verhaltnis berechnet sich wie folgt:

CPM aus dem miTRAP-Versuch mit MRTF-A 3'UTR
CPM aus Gesamt-RNA

Dieses Verhéltnis gibt an, ob und wie stark die Anreicherung einer miRNA mit
Hilfe der MRTF-A 3'UTR erfolgt ist. Ist der Wert fur den miTRAP mit MRTF-A
3'UTR als nicht detektierbar definiert, ist keine Anreicherung, unabhangig vom
miTRAP-Verhéltnis der miRNA, erfolgt.

Das Kriterium sollte ebenfalls den Fokus auf die miRNAs legen, welche
wahrend der Differenzierung an die 3’'UTR der MRTF-A mRNA binden, um die
Ergebnisse aus Abb. 4-6 & 4-7 zu erklaren. Ist dieses Verhdltnis in differen-
zierten Zellen gréRer, wurde mehr miRNA gebunden, als in undifferenzierten.

3. Die CPM-Werte einer mittels MRTF-A 3’'UTR angereicherten miRNA mussten,
bezogen auf die CPM-Werte mit Kontrollsequenz (nur MS2-Loop-Sequenz),
einen fold change von mind. 4 besitzen. Ferner durfte das Signifikanzniveau,
welches mit einem Poisson-Exakt-Test bestimmt wurde, nicht grél3er als 0,05
sein.
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Dies ermoglicht eine Aussage Uber die Spezifitdt der miRNA-Bindung. An die
MS2-Loop-Sequenz sollte theoretisch keine miRNA binden. In dem Versuch
kann es dennoch zu Anreicherungen von miRNAs an diese Kontrollsequenz
kommen. Diese Bindung wéare jedoch keine MRTF-A 3'UTR-spezifische
Bindung und muss daher herausgefiltert werden.

Die Primardaten der miRNAs sind im Anhang in Tabelle 8-1, 8-2 und 8-3 hinterlegt.
Entsprechend der Grenzwerte wurden in der Gesamt-RNA von undifferenzierten
C2C12-Zellen 51 miRNAs und in differenzierten Zellen 52 miRNAs exprimiert (Tabelle
8-1). Auffallig ist dabei, dass 43 miRNAs in beiden Zustéanden exprimiert wurden. In
undifferenzierten Zellen wurden 8 miRNAs exprimiert, welche im differenzierten
Zustand nicht mehr vorgefunden wurden. Durch die Differenzierung wurde die
Expression von 9 miRNAs initiiert (Abb. 4-10, Tabelle 8-1).

miTRAP  miTRAP
Tag0(7) Tag7 (16)

1

Input Tag 0 (51) 3 Input Tag 7 (52)

Abb. 4-10: Verteilung identifizierter miRNAs des miTRAP-Experiments

Dargestellt ist ein Venn-Diagramm Uber die Mengenverteilung der spezifisch angereicherten miRNAs aus
dem mIiTRAP-Experiment. Die Daten entstammen den Tabellen 8-1 und 8-2. Die miRNAs
undifferenzierter (rot) und differenzierter (blau) Zellen haben eine gemeinsame Schnittmenge (violett). Die
spezifisch angereicherten miRNAs in undifferenzierten und differenzierten Zellen sind griin bzw. orange
dargestellt. Die Zahlen in Klammern geben die Gesamtmenge an identifizierten miRNAs der
entsprechenden Experimente wieder. Die weiteren Zahlen représentieren die entsprechenden
Schnittmengen.

In undifferenzierten Zellen konnten mit Hilfe der MRTF-A 3‘UTR 7 miRNAs ange-
reichert werden (Tabelle 8-2). Darunter sind Mitglieder der let-7-Familie, sowie
mMiR-183-5p, miR-31-5p und miR-34c-5p. Die let-7-Familie ist in viele Differenzierungs-
prozesse involviert und wird daher auch als Tumormarker diskutiert (Wang et al. 2012).
Auch miR-31 und -34 werden im Zusammenhang mit der Suppression von Tumoren
Uber den Eingriff in den Zellzyklus und der Apoptose diskutiert (Valastyan & Weinberg
2010, Misso et al. 2014). miR-183 wird zwar in Verbindung mit der Entwicklung von
sensorischen Organen beschrieben, eine Verbindung zur Muskeldifferenzierung konnte
bisher aber noch nicht gezeigt werden (Dambal et al. 2015). Bis auf miR-183-5p
wurden diese miRNAs auch in differenzierten Zellen durch die MRTF-A 3'UTR ange-
reichert. AuRerdem wurden weitere Vertreter der let-7-Familie angereichert, genauso
wie miR-3107-5p und die Kandidaten-miRNAs von Interesse (siehe Tabelle 8-2,
Tabelle 4-2). Drei der Kandidaten-miRNAs (miR-1a-3p, miR-133a-3p und miR-206-3p)
werden erst wahrend der Differenzierung exprimiert (Tabelle 8-1, Abb. 4-10).
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Die mittels MRTF-A 3'UTR angereicherten miRNAs wurden anschlielend
entsprechend der oben genannten Kriterien ausgewertet, wodurch nachfolgende
Kandidaten-miRNAs herausgefiltert wurden, welche anschlieend naher untersucht
wurden (Tabelle 4-2).

Kriterium 1 Kriterium 2 Kriterium 3
Gesamt-RNA miTRAP-Verhaltnis CPM MRTF-A/
Name Tag 7/Tag 0 CPM MS2

fold change | Tag7/Tag0 | fold change Tag 0 Tag 7
mmu-miR-1a-3p 9986 /0 75,32/ O* 75,32/ 0* n.d. 106,4
mmu-miR-24-3p 2,24 4,75 [ 2,94* 1,61* n.d. 33,92
mmu-miR-133a-3p 110,79 0,32/ 0,04* 7,45* n.d. 8,1
mmu-miR-206-3p 17,54 13,61/ 4,28* 3,18* n.d. 73,39
mmu-miR-378a-3p 4,76 1,02/0,25* 4,17* n.d. 11,16
mmu-miR-378d 3,24 0,75/0,2* 3,7* n.d. 8,59
mmu-miR-486-5p 11,23 1,6/0,67* 2,38* n.d. 5,79

Tabelle 4-2: Aufgelistete miRNAs binden 3°’UTR von MRTF-A wahrend C2C12-Differenzierung
Aufgelistet sind die miRNAs, welche die oben genannten Kriterien erfiillen. Sortiert nach diesen Kriterien
sind fir die miRNAs der fold change der miRNA Expression (Kriterium 1), das miTRAP-Verhaltnis, sowie
dessen fold change (Kriterium 2) und der fold change von miTRAP mit MRTF-A 3'UTR und MS2-Loop-
Sequenz (Kriterium 3) aufgelistet. Die Primardaten dieser miRNAs sind im Anhang hinterlegt.

* Die Werte des miTRAP mit MRTF-A 3'UTR, zur Berechnung des miTRAP-Verhaltnisses, unterschreiten
den Grenzwert von 1000 und gelten als nicht detektierbar

Die Werte des miTRAP mit MRTF-A 3'UTR, zur Berechnung der Spezifitat, unterschreiten den Grenzwert
von 1000. Daher wurde die Spezifitat als nicht detektierbar (n.d.) gekennzeichnet.

Neben den postulierten miRNAs miR-1a-3p sowie miR-206-3p wurden durch den
miTRAP noch weitere miRNAs identifiziert, welche die 3’'UTR der MRTF-A mRNA
wahrend der C2C12-Differenzierung binden: miR-133a-3p, miR-486-5p, miR-378a-3p,
mMiR-378d und miR-24-3p. Aus der Literatur ist bekannt, dass miR-133a-3p, miR-486-
5p, miR-378a-3p und miR-24-3p ebenfalls an der Differenzierung von Myoblasten
beteiligt sind (Dey et al 2011, Chen et al. 2006, Gagan et al. 2011, Sun et al. 2008).
Allerdings sind die genauen Regulationsmechanismen noch nicht bekannt. Uber miR-
378d gibt es bisher noch keine Literatur. Allerdings zeigen die Eintrage auf der
Internetseite www.mirbase.org, dass miR-378d bis auf ein Nukleotid identisch ist mit
miR-378a-3p (vergleiche Eintragsnummer MIMATO0003151 und MIMAT0025167).
Obwohl die let-7-Familie in viele Differenzierungsprozesse involviert ist, werden diese
mMiRNAs wahrend der C2C12-Differenzierung nicht verstarkt exprimiert und erfillen
damit nicht das Kriterium 1.

Die Daten der RNA-Seq zeigen, dass alle identifizierten miRNAs eine signifikant
erhohte Expression in differenzierten Zellen aufweisen (Abb. 4-11 & Tabelle 4-2
Kriterium 1, Tabelle 8-1). Der Grad der erhdhten Expression unterscheidet sich
zwischen den miRNAs. Da miR-1a-3p, miR-133a-3p und miR-206-3p in
undifferenzierten Zellen nicht detektierbar waren, kommen sie auf die hdchste
Expressionsinduktion. Danach folgt miR-486-5p mit einer 11-fachen Induktion. Am
schwachsten andert sich die Expression von miR-378a-3p, miR-378d und miR-24-3p
mit einer 5-fach, 3-fach bzw. 2-fach erhdhten Expression. Unabh&ngig von der
Expressionsinduktion zeigen miR-133a-3p, miR-378a-3p und miR-486-5p in
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differenzierten C2C12-Zellen die hochsten Expressionen auf, wogegen miR-206-3p die
niedrigste Expression in differenzierten C2C12-Zellen besitzt (Abb. 4-11).
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Abb. 4-11: Expression der im miTRAP identifizierten miRNAs wahrend der C2C12-Differenzierung
Die Daten aus der RNA-Seq wurden nach verschiedenen Kriterien gefiltert um die MRTF-A-bindenden
miRNAs zu erhalten, welche wéhrend der Differenzierung verstarkt exprimiert werden. In dem Diagramm
sind die Expressionswerte der identifizierten miRNAs als relative Expression in TMM-normalisierte CPM
aus den RNA-Seq-Daten abgebildet. Gegenubergestellt sind die Expressionen in undifferenzierten (Tag
0) und differenzierten Zellen (Tag 7). Statistische Signifikanz wurde mit Zweistichproben-t-Test bezogen
auf die jeweilige Tag-0-Probe bestimmt: **P<0.01, ***P<0.001. Fehlerbalken kennzeichnen den
Standardfehler (n=3).

Die Werte der identifizierten miRNAs fur den miTRAP mit der MRTF-A 3‘'UTR liegen in
undifferenzierten Zellen unter dem Grenzwert von 1000 und gelten damit als nicht
detektierbar (Tabelle 8-2). Um ein fold change entsprechend des Kriteriums 2 zu
erhalten, wurde dennoch mit den ,nicht detektierbaren“ Werten ein miTRAP-Verhaltnis
errechnet. Der erhaltene fold change des miTRAP-Verhéltnisses von undifferenzierten
und differenzierten C2C12-Zellen sollte daher als Mindestwert betrachtet werden, da
der tatsachliche fold change auf Grund der Werte in undifferenzierten C2C12-Zellen
undefinierbar gréRer ist. Auf dieser Basis lassen sich Uber die miTRAP-Verhéltnisse
der einzelnen miRNAs wahrend der Differenzierung folgende angenéherte Aussagen
treffen (Tabelle 4-2 Kriterium 2, Tabelle 8-2). miR-1a-3p zeigt den grol3ten fold change.
miR-133a-3p zeigt eine 7-fache Zunahme des mITRAP-Verhaltnisses. Die weiteren
MiRNAS zeigen eine 2- bis 4-fache Zunahme des miTRAP-Verhaltnisses. Unabhéngig
davon zeigt sich, dass miR-1a-3p in differenzierten C2C12-Zellen das gré3te miTRAP-
Verhaltnis und damit die groRte Anreicherung an der MRTF-A 3'UTR besitzt, gefolgt
von miR-206-3p, miR-24-3p und miR-486-3p. miR-133a-3p zeigt die geringste
Anreicherung.
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Die Anreicherung der miRNAs an die MRTF-A 3'UTR lasst sich auch Uber eine
Verschiebung der Mengenverhaltnisse darstellen. In den differenzierten C2C12-Zellen
betragt der Anteil an miR-1a-3p unter den 7 Kandidaten-miRNAs 6 % (Abb. 4-12A). In
dem miTRAP-Versuch erhoht sich dieser Anteil auf 80 %, was auf eine starke
Anreicherung an die MRTF-A 3‘UTR hindeutet (Abb. 4-12B).

Gesamt-RNA

B miR-1a-3p

B miR-133a-3p

= miR-206-3p

B miR-24-3p

m miR-378a-3p

m miR-378d
miR-486-5p

Abb. 4-12: Mengenverhdéltnis der prazipitierten miRNAs in differenzierten C2C12-Zellen
entsprechend der Gesamt-RNA und des miTRAP-Versuchs

Die prozentualen Mengenverhéltnisse wurden entsprechend der TTM-normalisierten CPM aus der
miTRAP-Bibliothek der differenzierten C2C12-Zellen erstellt. Dargestellt sind die Mengenverhaltnisse der,
den Kriterien entsprechenden, miRNAs aus der Gesamt-RNA (A) bzw. aus der miTRAP-Prazipitation (B).
Die prozentualen Angaben beziehen sich jeweils nur auf die 7 angegebenen miRNAs zueinander.
miR-206-3p wird durch den miTRAP ebenfalls um das 3-fache angereichert, wobei der
Anteil im miTRAP-Versuch unabhéangig von miR-1a-3p nochmals gréRer ist (Abb.
4-12A & B). miR-24-3p zeigt in beiden Mengenverhéltnissen mit 2 % den gleichen
Anteil. Allerdings ist zu beachten, dass unabhangig von miR-1a-3p der Anteil an miR-
24-3p im miTRAP-Versuch gegentber den restlichen miRNAs zunimmt (Abb. 4-12B)
und damit auch auf eine erhdhte Anreicherung hindeutet. Interessant sind auch die
Anteile von miR-378a-3p, miR-378d und mIR-486-5p. Verglichen mit der Gesamt-RNA
nimmt ihr Anteil in dem miTRAP-Versuch ab, was fir eine schwache Anreicherung der
MiRNA spricht. Betrachtet man diese Anteile allerdings unabhangig von miR-1a-3p,
andern sich diese Werte nur marginal gegentber der Gesamt-RNA (Abb. 4-12A & B).

Die Spezifitaten entsprechend Kriterium 3 konnte in undifferenzierten Zellen ebenfalls
nicht genau bestimmt werden, da die Primardaten unter dem Grenzwert von 1000
liegen (Tabelle 4-2 Kriterium 3, Tabelle 8-3). Daher ist fir alle miRNAs in
undifferenzierten C2C12-Zellen von keiner bzw. nur einer unspezifischen Anreicherung
auszugehen. Da es in differenzierten C2C12-Zellen, entsprechend Kriterium 3, zu einer
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spezifischen Anreicherung der miRNAs kommt, wurde Kriterium 3 fir alle identifizierten
miRNAs erflillt (Tabelle 8-3).

Zur Validierung der Expressionsdaten aus dem miTRAP wurde die Expression der
miRNAs in der C2C12-Differenzierung unabhéngig von der RNA-Seq untersucht.
Hierzu wurden C2C12-Zellen differenziert. An den Tagen 0, 4 und 7 wurde die miRNA
Expression mit Hilfe von gRT-PCR untersucht.
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Abb. 4-13: Validierung der RNA-Seq-Daten zeigt induzierte miRNAs

C2C12-Zellen wurden 7 Tage differenziert. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurde RNA isoliert und
mittels gRT-PCR auf die Expression verschiedener miRNAs untersucht. Dargestellt ist die relative
Genexpression normalisiert auf das Referenzgen U6. Die Tabelle zeigt die Zunahme der miRNAs
ausgehend von Tag 0 zu Tag 7. Statistische Signifikanz wurde mit Zweistichproben-t-Test bezogen auf die
jeweilige Tag-0-Probe bestimmt: *P<0,05, **P<0.01, ***P<0.001. Fehlerbalken kennzeichnen den
Standardfehler (n=3).

In Abb. 4-13 ist zu erkennen, dass sich die Daten des RNA-Seq (Abb. 4-11) mit
gRT-PCR reproduzieren lassen. Auch in diesen Daten zeigt miR-1a-3p die starkste
Expressionsinduktion wahrend der Differenzierung, was verdeutlicht, dass die
Expression dieser miRNA erst wéhrend der Differenzierung stattfindet und erklart
warum sie in den undifferenzierten glatten und Skelettmuskelzellen nicht detektiert
werden konnte (vergleiche mit Abb. 4-4). Ebenfalls hohe Expressionsinduktionen
kénnen bei miR-133a-3p und miR-206-3p beobachtet werden. Die restlichen miRNAs
zeigen ebenfalls eine signifikante Expressionsinduktion wahrend der Differenzierung,
wenn auch nicht in derselben Hohe wie die Erstgenannten. Da miR-378a-3p und
miR-378d sich nur in einem Nukleotid unterscheiden, ist eine getrennte Betrachtung in
der gRT-PCR nicht méglich. Daher wurden sie unter miR-378 zusammengefasst.
Auler fir miR-1a-3p ist die Expressionsinduktion in den gRT-PCR-Daten hoher als in
den RNA-Seg-Daten. Unterschiedlich fallen die Expressionslevel der einzelnen
mMiRNAs an Tag 7, verglichen mit den RNA-Seq-Daten, aus (vergleiche Abb. 4-11 &
4-13). miR-133a-3p und miR-378a-3p sind in den RNA-Seqg-Daten die am starksten
exprimierten  miRNAs in differenzierten Zellen. In den RT-PCR-Daten zeigt
miR-206-3p die hochste Expression in differenzierten Zellen, wogegen sie in den
RNA-Seg-Daten die niedrigste Expression besitzt.
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4.3.2. Einfluss von miRNA auf die Expression von MRTF-A

Wahrend der Differenzierung sinkt die MRTF-A-Expression und Aktivitat um ca. 70 %
(Abb. 4-6 & 4-7). Der miTRAP hat gezeigt, dass mehrere miRNAs die MRTF-A mRNA
binden kénnen. Wie stark die einzelnen miRNAs die MRTF-A-Expression inhibieren,
sollte mit Hilfe einer miRNA Uberexpression untersucht werden. Eine Moglichkeit dazu
stellt die Verwendung von siRNAs dar, welche miRNAs simulieren (miR mimic). Zur
Etablierung einer  Uberexpression von miRNAs wurden verschiedene
Transfektionsparameter getestet: Zellzahl, siRNA-Menge, Transfektionsdauer,
Transfektionsreagenz und Reagenzmenge. Wahrend der Etablierungsarbeit stellte sich
heraus, dass C2C12-Zellen sehr anfallig bezlglich dieser Parameter sind und die
Vitalitat der Zellen sehr schnell abnimmt. Da fir spatere Versuche auch eine
mehrmalige Transfektion von Zellen geplant war, war die Vitalitdt besonders wichtig.
Sehr gut haben die Zellen die Transfektion mit Viromer Blue vertragen und eine gute
Expression der miRNAs gezeigt (Abb. 4-14). Die Zellen wurden 24 h mit den
mMiR mimics transfiziert und nach weiteren 24 h fir die weitere Untersuchung geerntet.
Die Proben wurden sowohl auf Transkript-, als auch auf Proteinebene analysiert. Eine
ungewollte Uberexpression anderer miRNAs konnte mit dieser Methode nicht
beobachtet werden.
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Abb. 4-15: Uberexpression von miR-1a-3p und miR-206-3p reduzieren MRTF-A mRNA und Protein
C2C12-Zellen wurden mit miR mimics flr 24 h transfiziert. Nach weiteren 24 h wurden die Zellen mittels

gRT-PCR bzw. Western-Blots auf die MRTF-A-Expression untersucht. Als Positivkontrolle wurde eine
siRNA gegen MRTF-A verwendet. A) Dargestellt ist die relative Genexpression bezogen auf die Probe mit
Kontroll-siRNA. Die Normalisierung erfolgte auf das Referenzgen HPRT. B) Dargestellt ist die Protein-
expression mittels Western-Blots fur MRTF-A. Als Ladekontrolle wurde Tubulin verwendet. Quantifiziertes
MRTF-A Protein normalisiert auf die Probe mit Kontroll-siRNA ist unter der MRTF-A-Bande angegeben.
Statistische Signifikanz wurde mit Einstichproben-t-Test bezogen auf die jeweilige Kontrollprobe
bestimmt: *P<0,05, **P<0.01. Fehlerbalken kennzeichnen den Standardfehler (n=3).

Als nachstes wurde die Expression von MRTF-A mittels gqRT-PCR und Western-Blot
untersucht. Dabei zeigte sich sowohl fur die miR-1a-3p-, als auch fur die miR-206-3p-
Uberexpression auf mRNA und Proteinebene eine signifikant verringerte MRTF-A-
Expression (Abb. 4-15). Die Uberexpression von miR-219-5p fiihrte zu einer nicht
signifikant verringerten mRNA Expression von MRTF-A. Die Proteinexpression blieb
unverandert. Nach Betrachtung der in silico identifizierten miRNAs, wurden als
nachstes die miRNAs Uberexprimiert, die mit Hilfe des miTRAP identifiziert wurden.
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Abb. 4-16: Einfluss der neuen miRNAs aus miTRAP auf MRTF-A

C2C12-Zellen wurden mit miR mimics fiir 24 h transfiziert. Nach weiteren 24 h wurden die Zellen mittels
gRT-PCR bzw. Western-Blots auf MRTF-A-Expression untersucht. Als Positivkontrolle wurde eine siRNA
gegen MRTF-A verwendet. A) Dargestellt ist die relative miRNA Induktion bezogen auf die Probe mit
Kontroll-siRNA. Die Normalisierung erfolgte auf das Referenzgen U6. B) Dargestellt ist die relative
Genexpression bezogen auf die Probe mit Kontroll-siRNA. Die Normalisierung erfolgte auf das
Referenzgen HPRT. C) Dargestellt ist die Proteinexpression mittels Western-Blots fir MRTF-A. Als
Ladekontrolle wurde Tubulin verwendet. Quantifiziertes MRTF-A Protein normalisiert auf die Probe mit
Kontroll-siRNA ist unter der MRTF-A-Bande angegeben. Statistische Signifikanz wurde mit
Einstichproben-t-Test bezogen auf die jeweilige Kontrollprobe bestimmt: *P<0,05, **P<0.01, ***P<0.001.
Fehlerbalken kennzeichnen den Standardfehler (n=3).

Wie in Abb. 4-16A zu erkennen ist, war fir alle miRNAs eine Uberexpression
detektierbar. Dabei zeigte sich, dass die miRNA-486-5p-Uberexpression eine
signifikante Reduktion von MRTF-A sowohl auf mRNA als auch auf Proteinebene
hervorrief (Abb. 4-16B & C). AufRerdem waren fur miR-378d- und miR-24-3p-
Uberexpression die MRTF-A Proteinmenge reduziert. Interessanterweise kommt es bei
diesen miRNAs nicht zu einer Reduktion der mRNA. Bei miR-133a-3p und miR-378a-
3p zeigte sich keine veranderte MRTF-A-Expression.
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4.3.3. Einfluss der posttranskriptionalen Regulation auf die
Expression von MRTF-A

Mit keiner der identifizierten miRNAs alleine konnte die 70%ig verringerte MRTF-A-
Expression wahrend der Differenzierung reproduziert werden. Daher wurde
anschliel3end untersucht, wie hoch der Anteil der posttranskriptionalen Regulation an
der MRTF-A-Reduktion wahrend der C2C12-Differenzierung ist. Zu diesem Zweck
sollte die gesamte miRNA-basierte Regulation inhibiert werden, da die Mdglichkeit
besteht, dass noch unbekannte MRTF-A regulierende miRNAs existieren. Um dies zu
erreichen wurde ein Knockdown von AGO2 gemacht. AGO2 gehdrt zur Familie der
Argonautenproteine und stellt das katalytische Zentrum des RISC dar (Meister et al.
2004, Liu et al. 2004). Ein Knockdown von AGO2 sollte die miRNA vermittelte
Genrepression inhibieren und damit auch die miRNA vermittelte posttranskriptionale
Regulation. Um einen konstanten Knockdown von AGO2 wahrend der 7-tdgigen
Differenzierung sicherzustellen, wurden die Zellen aller 2 Tage erneut mit SiRNA gegen
AGO2 transfiziert. Die Genexpression wurde mit Hilfe von gRT-PCR und Western-Blot
an Tag 0, 4 und 7 untersucht.
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Abb. 4-17: AGO2 Knockdown hemmt die MRTF-A Reduktion wahrend der C2C12-Differenzierung
C2C12-Zellen wurden 1 Tag vor der Differenzierung mit SiRNA gegen AGO?2 transfiziert. Wéhrend der
Differenzierung wurden die Zellen erneut an Tag 1, 3 und 5 transfiziert. Proben von Tag 0, 4 und 7
wurden mittels qRT-PCR bzw. Western-Blots auf MRTF-A und AGO2 Expression untersucht. A)
Dargestellt ist die relative MRTF-A bzw. AGO2 Expression bezogen auf die Tag-O-Probe mit Kontroll-
siRNA. Die Normalisierung erfolgte auf die Referenzgene HPRT, YWHAZ und RPS29. B) Dargestellt ist
die Proteinexpression mittels Western-Blots fur MRTF-A und AGO2. Als Ladekontrolle wurde Tubulin
verwendet. Quantifiziertes MRTF-A Protein normalisiert auf die Tag-0-Probe mit Kontroll-siRNA ist unter
der MRTF-A-Bande angegeben. Statistische Signifikanz wurde mit Ein- bzw. Zweistichproben-t-Test
bezogen auf die jeweilige Kontrollprobe bestimmt, wenn nicht anders angegeben: *P<0,05. Fehlerbalken
kennzeichnen den Standardfehler (n=3).
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Dabei stellte sich heraus, dass die mRNA von AGO2 wahrend der Differenzierung
signifikant starker exprimiert wird. Dies lie3 sich auf Proteinebene allerdings nicht
bestatigen (Abb. 4-17). Der Knockdown von AGO2 konnte (ber den
Differenzierungszeitraum konstant gehalten werden. In diesem Zeitraum &ndert sich
die mRNA von MRTF-A nicht. Auf Proteinebene ist mit der Kontroll-siRNA wieder eine
Reduktion von MRTF-A zu sehen. Der AGO2 Knockdown zeigt fiir die Tag-7-Probe
allerdings signifikant mehr MRTF-A als die Kontrollprobe (Abb. 4-17B). Somit kommt

es im AGO2 Knockdown zu einer verringerten Reduktion von MRTF-A wahrend der
C2C12-Differenzierung.
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Abb. 4-18: AGO2 Knockdown hemmt die miRNA Expression wahrend der C2C12-Differenzierung
C2C12-Zellen wurden 1 Tag vor der Differenzierung mit sSiRNA gegen AGO?2 transfiziert. Wahrend der
Differenzierung wurden die Zellen erneut an Tag 1, 3 und 5 transfiziert. Proben von Tag O, 4 und 7
wurden mittels gRT-PCR bzw. Western-Blots auf Differenzierungsmarker untersucht. A) Dargestellt ist die
relative miRNA Expression normalisiert auf das Referenzgen U6. B) Dargestellt ist die relative Expression
der Differenzierungsmarker normalisiert auf die Referenzgene HPRT, YWHAZ und RPS29. C) Dargestellt
ist die Proteinexpression mittels Western-Blots fur Myosin. Als Ladekontrolle wurde Tubulin verwendet.
Quantifiziertes Myosin Protein normalisiert auf die Tag-4-Probe mit Kontroll-siRNA ist unter der Myosin-
Bande angegeben. Fehlerbalken kennzeichnen den Standardfehler (n=3).

Interessanterweise fuhrte der AGO2 Knockdown in allen getesteten miRNAs zu einer
reduzierten Expression, wie exemplarisch an miR-1a-3p, -206-3p, -486-5p und -24-3p
zu sehen ist (Abb. 4-18A). Die Differenzierungsmarker zeigen auf mRNA Ebene keine
signifikanten Veradnderungen. Auf Proteinebene fiihrt der AGO2 Knockdown im
Vergleich zur jeweiligen Kontroll-siRNA zu einer leicht verringerten Myosin Expression
(Abb. 4-18B & C).

Eine weitere Moglichkeit alle miRNAs herunter zu regulieren ist die Inhibierung der
miRNA-Reifung. Dieser Prozess lauft in mehreren Schritten ab (Lee et al. 2002). Einer
der wichtigsten Schritte stellt der Verdau der pre-miRNA zu ca. 22 Nukleotide langen
Doppelstrang-miRNAs durch DICER1 im Zytoplasma dar (Grishok et al. 2001,
Hutvagner et al. 2001, Ketting et al. 2001). Aus diesem Grund wurde in C2C12-Zellen
ein DICER1 Knockdown erzeugt, um damit die Daten des AGO2 Knockdowns zu
Uberprifen. Der Versuchsaufbau blieb dabei unverandert. Bereits die Zellen des
DICER1 Knockdowns zeigten im Laufe der Differenzierung grof3e morphologische
Anderungen verglichen mit der Kontrolle (Abb. 4-19). Es sind viel weniger Myotuben im
DICER1 Knockdown, verglichen mit der Kontrolle, zu erkennen.

DICER1 KD

Kontrl.

Abb. 4-19: Weniger Myotubenbildung durch DICER1 Knockdown.

C2C12-Zellen wurden 1 Tag vor der Differenzierung mit siRNA gegen DICER1 transfiziert. Wahrend der
Differenzierung wurden die Zellen erneut an Tag 1, 3 und 5 transfiziert. Dargestellt sind reprasentative
Aufnahmen vom Differenzierungsverlauf von Knockdown-Zellen und Kontrollzellen zu den angegebenen
Zeitpunkten.
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Wie in Abb. 4-20A zu sehen ist, war auch der Knockdown von DICER1 Uber den
gesamten Differenzierungszeitraum stabil. Anders als bei AGO2 verandert sich die
DICER1 Expression nicht signifikant im Zuge der Differenzierung (vergleiche Abb.
4-17A und 4-20A). Die Expression von MRTF-A mRNA zeigt, bezogen auf die Kontrolle
des jeweiligen Tages, ebenfalls keine signifikanten Anderungen wahrend der
Differenzierung. Auf Proteinebene ist fiir die Kontrollproben wieder eine stetige
Abnahme von MRTF-A wahrend der Differenzierung zu erkennen (Abb. 4-20B). Bei
Betrachtung des DICER1 Knockdowns erkennt man, genau wie bei dem AGO2
Knockdown, dass die Tag-7-Probe signifikant mehr MRTF-A aufweist als die
Kontrollprobe am selben Tag.
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Abb. 4-20: DICER1 Knockdown hemmt die MRTF-A Reduktion wahrend der C2C12-Differenzierung
C2C12-Zellen wurden 1 Tag vor der Differenzierung mit siRNA gegen DICER1 transfiziert. Wahrend der
Differenzierung wurden die Zellen erneut an Tag 1, 3 und 5 transfiziert. Proben von Tag O, 4 und 7
wurden mittels qRT-PCR bzw. Western-Blots auf MRTF-A und DICER1 Expression untersucht. A)
Dargestellt ist die relative MRTF-A bzw. DICER1 Expression bezogen auf die Tag-0-Probe mit Kontroll-
siRNA. Die Normalisierung erfolgte auf die Referenzgene HPRT, YWHAZ und RPS29. B) Dargestellt ist
die Proteinexpression mittels Western-Blots flir MRTF-A. Als Ladekontrolle wurde Tubulin verwendet.
Quantifiziertes MRTF-A Protein normalisiert auf die Tag-O-Probe mit Kontroll-siRNA ist unter der
MRTF-A-Bande angegeben. Statistische Signifikanz wurde mit Zweistichproben-t-Test bezogen auf die
jeweilige Kontrollprobe bestimmt: *P<0,05. Fehlerbalken kennzeichnen den Standardfehler (n=3).

Die miRNA Expression ist fur alle getesteten miRNAs im DICER1 Knockdown sowohl
an Tag 4 als auch 7 der Differenzierung deutlich geringer als in der Kontrollprobe, wie
exemplarisch an miR-1a-3p, -206-3p, -486-5p und -24-3p zu sehen ist (Abb. 4-21A).
Daraus lasst sich schlieRen, dass ein DICER1 Knockdown wie erwartet die miRNA
Reifung inhibiert. Weiterhin ist festzustellen, dass die Differenzierungsmarker nach 4-
bzw. 7-tagiger Differenzierung ebenfalls signifikant schwacher exprimiert sind als in der
vergleichbaren Kontrolle (Abb. 4-21B). Diese Beobachtung lasst sich auch auf
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Proteinebene bestétigen. Verglichen mit den jeweiligen DICER1 Knockdown Proben an
Tag 4 bzw. 7 zeigen die Kontrollproben signifikant mehr Myosin, was sich auch mit den
morphologischen Verdnderungen der Zellen des DICER1 Knockdown deckt, die
weniger Myotuben ausbilden und weniger differenziert sind (vergleiche mit Abb. 4-19).

A) miRNA Expression
| Kontrl.
0,03 - 0,04 - 0,16 1 mDICER1 KD
<
Z
€ 0.02 0,03 0,12 -
é b
° 0,02 0,08 -
0,01
0,01 0,04 -
0 0 0 -
Tag OTag 4Tag
miR-206 miR-486 miR-24
B) Differenzierungsmarker
10 0,01 10 4 100 - m Kontrl.
< ] m DICER1 KD
né 10
° 0,001 0,1 -
= 0,1
T 1
2 0,01
0,0001 0,001 -
0,1
0,001
0,0001 0,00001 0,00001 - 0,01
MYH1 MYH2 MYH4 ACTA1
) Tag 0 Tag 4 Tag 7
"Kontrl. DICER1 KD 'Kontrl. DICER1KD 'Kontr. DICER1KD'
o Myosin — —
1 0,14™ 1,37 0,33™

O TUDUIN e— o w— o o ——

Abb. 4-21: DICER1 Knockdown hemmt die miRNA Expression und C2C12-Differenzierung
C2C12-Zellen wurden 1 Tag vor der Differenzierung mit siRNA gegen DICERL transfiziert. Wahrend der
Differenzierung wurden die Zellen erneut an Tag 1, 3 und 5 transfiziert. Proben von Tag 0, 4 und 7
wurden mittels gRT-PCR bzw. Western-Blots auf Differenzierungsmarker untersucht. A) Dargestellt ist die
relative miRNA Expression normalisiert auf das Referenzgen U6. B) Dargestellt ist die relative Expression
der Differenzierungsmarker normalisiert auf die Referenzgene HPRT, YWHAZ und RPS29. C) Dargestellt
ist die Proteinexpression mittels Western-Blot fir Myosin. Als Ladekontrolle wurde Tubulin verwendet.
Quantifiziertes Myosin Protein normalisiert auf die Tag-4-Probe mit Kontroll-siRNA ist unter der Myosin-
Bande angegeben. Statistische Signifikanz wurde mit Ein- bzw. Zweistichproben-t-Test bezogen auf die
jeweilige Kontrollprobe bestimmt: *P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001. Fehlerbalken kennzeichnen den
Standardfehler (n=3).
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4.3.4. Posttranskriptionale Regulation von MRTF-A in der
C2C12-Differenzierung

Die bisherigen Daten haben gezeigt, dass miRNAs einen Einfluss auf die Expression
von MRTF-A besitzen. Deshalb war das nachste Ziel, nachzuweisen, dass es sich
dabei um eine direkte Interaktion von MRTF-A mRNA und miRNA handelt. Aus diesem
Grund sollte zuerst untersucht werden, wie sich die MRTF-A-Expression wahrend der
Differenzierung verhalt, wenn die MRTF-A mRNA keine 3'UTR und damit keine miRNA
Bindestellen besitzt. Um diese Fragestellung zu untersuchen wurde in C2C12-Zellen,
mit Hilfe der Plasmide pLVX- MRTF-A + 3'UTR und pLVX- MRTF-A, MRTF-A mRNA
mit und ohne 3’'UTR transkribiert. AnschlieRend wurden die Zellen differenziert und die
Expression von MRTF-A mittels Western-Blot an Tag 0, 4 und 7 untersucht (Abb.
4-22). Als Kontrolle wurden C2C12-Zellen mit pLVX-GFP transfiziert.

Tag 0 Tag 4 Tag 7
A | A
Kontrl. -UTR +UTR ' Kontl. -UTR +UTR' Kontrl. -UTR +UTR'
a MRTF-A — — — —

1 3,97 3,89 092 397 3,47 0,69 3,37 2,59

O TUDUIN S i o’ s S—" S—" S— — —

Abb. 4-22: MRTF-A wird liber die 3’'UTR wéhrend der Differenzierung reguliert.

C2C12-Zellen wurden 24 h mit pLVX-Plasmiden zur Transkription von MRTF-A mRNA mit bzw. ohne
3'UTR transfiziert. AnschlieRend wurde die Differenzierung gestartet und zu den angegebenen
Zeitpunkten die Expression von MRTF-A untersucht. Als Kontrolle wurden C2C12-Zellen mit einem GFP
exprimierenden pLVX-Plasmid transfiziert. Dargestellt ist die Protein-Expression mittels Western-Blot fiir
MRTF-A. Als Ladekontrolle wurde Tubulin verwendet. Quantifiziertes MRTF-A Protein normalisiert auf die
Tag-0-Probe mit Kontrollplasmid ist unter der MRTF-A-Bande angegeben (n=2).

In der Kontrolltransfektion zeigten die Zellen an Tag 4 und 7 im Vergleich zu Tag 0
weniger MRTF-A Protein und ebenfalls den bereits beschriebenen Verlust von MRTF-A
wahrend der Differenzierung. Die Transfektion mit pLVX- MRTF-A + 3UTR und
pLVX- MRTF-A fuhrte in beiden Féllen zu einer &hnlichen Proteinexpression, die eine
3,97-fache (mit 3'UTR) bzw. 3,89-fache (ohne 3'UTR) Uberexpression von MRTF-A im
Vergleich zur Kontrolle aufwiesen. Die Transfektion von pLVX- MRTF-A + 3'UTR fuhrte
im Verlauf der Differenzierung zu einer Proteinabnahme von ca. 15 % auf eine
3,37-fache Uberexpression bezogen auf die Kontrolle von Tag 0. Die Transfektion von
pLVX- MRTF-A fuhrt im Verlauf der Differenzierung mit ca. 35% zu einer mehr als
doppelt so hohen Abnahme des Proteingehalts und besalR an Tag 7 eine 2,59-fache
hohere Expression als die Kontrolle von Tag 0. Zusammenfassend zeigen diese Daten,
dass die Abnahme der MRTF-A-Expression wahrend der Differenzierung geringer

ausfallt, wenn die mRNA, von der das Protein translatiert wird, keine 3’'UTR besitzt.

Daher stellte sich als nachstes die Frage, wo genau auf der 3’'UTR die miRNA
Bindestellen lokalisiert sind. Um dies zu untersuchen wurde das pMIR-Glo
Reporterplasmid verwendet. Dieses Plasmid besitzt das Fireflyluciferasegen unter
Kontrolle eines Phosphoglyceratkinasel-Promotors (PGK). Hinter die Luciferase ist die
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JUTR der MRTF-A mRNA Kkloniert worden. Die Etablierungsarbeit erfolgte mit
verschiedenen Zelllinien, sowie Transfektionsansétzen und Reagenzien. Zuerst wurde
das Reporterplasmid in HEK293T-Zellen exprimiert. Bei gleichzeitiger Uberexpression
der miRNAs waére eine Reduktion des Luciferasesignals zu erwarten gewesen.
Allerdings war es nach mehreren Optimierungsschritten nicht méglich reproduzierbare
Ergebnisse zu erhalten. Ferner handelt es sich hierbei um einen sehr artifiziellen
Versuchsansatz. Als nachstes wurde eine Expression des Reporterplasmids in C2C12-
Zellen untersucht. Wahrend der Differenzierung werden die MRTF-A bindenden
MiRNAs exprimiert. Diese sollten nun ebenfalls die mRNA der Fireflyluciferase mit dem
MRTF-A 3’'UTR binden und so fiir eine verringerte Expression sorgen. Dies wirde im
Endeffekt zu einem geringeren Reportersignal fuhren. Fur die Plasmidtransfektion in
C2C12 waren weitere Etablierungsarbeiten notwendig, auf die in Abschnitt 4.5.1 naher
eingegangen wird. Nach weiteren Optimierungsschritten sah das Protokoll wie folgt
aus: 1,5 ng Reporterplasmid wurden mit 1,5 pg pEF-plink in C2C12-Zellen transfiziert.
Nach 24h wurden die Zellen auf Differenzierungsmedium gewechselt. Zu den
Zeitpunkten Tag 0, 4 und 7 wurde eine Probe gesammelt und bis zur Messung bei
-20°C aufbewahrt.

Fur die Versuche wurden die miRNAs verwendet, welche die héchste Anreicherung im
mMIiTRAP und die starksten Effekte bei deren Uberexpression zeigten, miR-1a-3p,
-206-3p, -24-3p und -486-3p. Um eine direkte Bindung von miRNAs nachweisen zu
kénnen, musste deren Bindung verhindert werden.

MRTF-A3‘UTR(330-351): mmu-miR-1a-3p MRTF-A3‘UTR(756-777). mmu-miR-1a-3p
3' uauguaugaagaaauGUAAGGu 5' mmu-miR-1 3' uauguaugaagaaaUGUAAGGuU 5' mmu-miR-1
[REEEE [ARRREE
330:5' aggccucuacucaccCAUUCCc 3' MRTE-A 756:5"'" cucuccacucacccACAUUCCg 3' MRTF-A
MRTF-A 3‘UTR(330-351): mmu-miR-206-3p MRTF-A3‘UTR (756-777): mmu-miR-206-3p
3' ggugugugaaggaauGUAAGGU 5' mmu-miR-206 3' gguguGUGAAGGAAUGUAAGGU 5' mmu-miR-206
[REREN (R AN
330:5" aggccucuacucaccCAUUCCc 3' MRTF-A 756:5'" cucucCACUCACCCACAUUCCg 3' MRTF-A
MRTF-A 3'UTR(58-79): mmu-miR-24-3p MRTF-A 3"'UTR(554-573): mmu-miR-486-5p
3' gaCAAGGACGACU-UGACUCGGuU 5' mmu-miR-24 3' gagcccCGUCGAGUCAUGUCCuU 5' mmu-miR-486
CUEe e it [oellle: THLIT
58:5' acGCUCCUG-UGACUGUGAGCCu 3' MRTE-A 554:5" cuguuuGGGGCUUGAUACAGGa 3' MRTF-A

Abb. 4-23: Mogliche Bindungen von miR-1a-3p, -206-3p, -24-3p und 486-5p auf MRTF-A 3’UTR
(nach www.microrna.org)

In Abb. 4-23 sind die potentiellen Bindestellen der genannten miRNAs dargestellt (nach
www.microrna.org). Anders als es Minami et al. 2012 fur die humane 3'UTR
beschrieben hat, gibt es in der murinen 3’'UTR eine weitere potentielle Bindestellen flr
miR-1a-3p. Interessanterweise sind diese Bindestellen mit denen von miR-206-3p
identisch, was an der hohen Sequenzhomologie der beiden miRNAs liegen konnte.
Diese Daten konnten auch durch mindestens eine weitere Datenbank bestatigt werden.
Auf Basis dieser Daten wurden drei Reporterplasmide erstellt, die jeweils verschiedene
Deletionen enthielten, um die potentiellen Bindestellen zu entfernen (Abb. 4-24).
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native MRTF-A 3‘UTR
Firefly [ 1 MRTF-A 3'UTR 993 |

miR-1 antisense (Sequenz 100% komplentare zu miR-1a-3p)

Firefly

. AGGCCTCTACTCACCCATTCCC ACTCTCCACTCACCCACATTCCG
AmiR1/206
Firefly [1 || MRTF-A3UTR L 993 |
ACGCTCCTGTGACTGTGAGC(?
AmiR1/206/24 AGGCCTCTACTCACCCATTCCC ACTCTCCACTCACCCACATTCCG
Firefly [1]] 1 MRTF-A3UTR [ 993 |
Q GGAGGGCTGTTTGGGGCTTGATACAG GATCAT/
AmiR1 / 206 / 486 AGGCCTCTACTCACCCATTCCC ACTCTCCACTCACCCACATTCCG
Firefly [1 | MRTF-A3UTR L] 993 |

Abb. 4-24: Schematische Darstellung der im Luciferaseversuch verwendeten MRTF-A mRNA
3'UTR

Die MRTF-A mRNA 3’'UTR wurde hinter das Fireflygen kloniert (Wildtyp). Als Positivkontrolle wurde die
komplementére Sequenz der miR-1a-3p anstelle der MRTF-A 3’'UTR hinter das Fireflygen kloniert (miR-1
antisense). Anhand der potentiellen Bindestellen aus Abb. 4-23 wurden mittels SOMA-Mutagenese
verschiedene Sequenzen deletiert. In der Mutante AmiR1/206 wurden die Bindestellen von miR-1a-3p
und -206-3p entfernt wurden. In der Mutante AmiR1/206/24 ist zusatzlich noch die Bindestelle von
miR-24-3p entfernt. In der Mutante AmiR1/206/486 ist zusétzlich zu den Deletionen von Mutante
AmiR1/206 noch die Bindestelle von miR-486-5p entfernt.

Neben den Mutanten und der Sequenz der nativen 3'UTR wurde fiir den Versuch auch
eine Positivkontrolle verwendet. Hierbei handelt es sich um die komplementére
miR-1a-3p-Sequenz. Kommt es zur Expression von miR-1a-3p, kann diese vollsténdig
die Positivkontrolle binden, was zu einem verringerten Luciferasesignal fuhrt. Die
Positivkontrolle zeigt auch wie stark die zu erwartende Reduktion der
Luciferaseaktivitat maximal ausfallen kann. Die Daten zu dem Luciferaseversuch sind
in Abb. 4-25 zusammen gefasst.



Ergebnisse 66

miRNA-Luciferasesassay

- 06 -

(T *

= x « B miR-1 anti sense
T @

o = m MRTF-A 3'UTR
5

L 3 0,3 - AmiR1/206
5%

= B AmiR1/206/24
g 1N

5 ¥ AmiR1/206/486
[

= 0 ;.

Tag 4 Tag 7

Abb. 4-25: 3’'UTR-Sequenzen ohne miRNA Bindestellen zeigen hdhere Luciferaseaktivitat
C2C12-Zellen wurden mit den pmiR-Glo Reporterplasmiden, welche die genannten 3’'UTR-Sequenzen
besitzen (vergleiche mit Abb. 4-24), transfiziert. 24 h nach der Transfektion wurden die Zellen auf
Differenzierungsmedium gewechselt. An den Tagen 0, 4 und 7 wurden Proben gesammelt und die
Luciferaseaktivitdt gemessen. Dargestellt ist die relative Aktivitat der Fireflyluciferase bezogen auf die
Aktivitdat der Renillaluciferase. Die Daten wurden auf die jeweilige Tag-0-Probe (nicht gezeigt)
normalisiert. miR-1 antisense wurde als Positivkontrolle verwendet. Statistische Signifikanz wurde mit
Zweistichproben-t-Test bezogen auf die jeweilige Probe mit nativer MRTF-A 3‘UTR bestimmt: *P<0,05.
Fehlerbalken kennzeichnen den Standardfehler (n=4).

Verglichen mit den weiteren Proben zeigte die Positivkontrolle wie erwartet die
niedrigste Luciferaseaktivitdt an Tag 4 und 7. Bezogen auf die Positivkontrolle besaf3
die native MRTF-A-3'UTR an beiden Tagen eine doppelt so hohe Luciferaseaktivitat.
Die Mutanten AmiR1/206 und AmiR1/206/24 zeigten an Tag 4 und 7 eine signifikant
hohere Luciferaseaktivitat als die native MRTF-A-3‘UTR. An Tag 7 war die
Luciferaseaktivitdit von Mutante AmiR1/206/24 gréRer als von AmiR1/206. Mutante
AmiR1/206/486 wies hingegen an Tag 4 und 7 eine vergleichbare Luciferaseaktivitat
wie die native MRTF-A-3'UTR auf. Diese Ergebnisse zeigen, dass die 3’'UTR von
MRTF-A miRNA Bindestellen fur miR-1, -206 und -24 besitzt, wodurch es diesen
miRNAs maoglich ist reprimierend auf die Translation einzuwirken.

4.4, Untersuchung der posttranslationalen Regulation
von MRTF-A in der C2C12-Differenzierung

Neben einer posttranskriptionalen Regulation gibt es weitere Moéglichkeiten, die das
beobachtete Verhalten der MRTF-A-Expression erklaren konnten. So ware es
beispielsweise maoglich, dass wahrend der Differenzierung die Transkription der
MRTF-A mRNA unverandert bliebe, aber posttranslational das MRTF-A Protein
vermehrt abgebaut wird. Um dies genauer zu untersuchen wurde der Proteaseinhibitor
MG132 und der Translationsinhibitor Cycloheximid (CHX) verwendet. Zun&chst wurden
undifferenzierte und 4 Tage differenzierte C2C12-Zellen jeweils 6 h mit MG132 (10 uM)
behandelt bzw. DMSO als Kontrolle (Abb. 4-26). Als Positivkontrolle wurde die
Expression von p53 und Ubiquitin untersucht. p53 wird durch die E3 Ligase ubiquitiert
und auf diese Weise schnell abgebaut. Dadurch ist es in unbehandelten Zellen nicht
detektierbar (Asher & Shaul 2005, Abb. 4-26A). Durch die Behandlung mit MG132 wird
der proteasomale Abbau inhibiert, p53 stabilisiert und detektierbar.
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Abb. 4-26: Vermehrtes MRTF-A Vorkommen nach MG132 Behandlung in differenzierenden C2C12
C2C12-Zellen wurden 4 Tage differenziert oder undifferenziert jeweils 6 h mit MG132 (10 uM) oder als
Kontrolle mit DMSO behandelt. Differenzierende Zellen wurden zusatzlich 6 h ohne weitere Zusatze
inkubiert, um die MRTF-A Reduktion in dieser Zeit zu beobachten. Dargestellt ist die Proteinexpression
mittels Western-Blots fir MRTF-A und p53 als Kontrolle (A) und Ubiquitin als Kontrolle (B). Als
Ladekontrolle wurde Tubulin verwendet. Quantifiziertes MRTF-A Protein normalisiert auf die Tag-0-Probe
mit DMSO Behandlung ist unter der MRTF-A-Bande angegeben. Statistische Signifikanz wurde mit
Zweistichproben-t-Test bezogen auf die jeweilige Kontrollprobe bestimmt: *P<0,05. (n=3).

Durch eine Proteasominhibierung wird auch Ubiquitin akkumuliert und erzeugt, wie in
diesem Experiment beobachtet, ein verstarktes Ubiquitinsignal (Zhang 2011, Abb.
4-26B). Die Reduktion von MRTF-A von Tag 0 auf Tag 4 war auch in diesen Versuch
zu erkennen. Die Probe die zusétzlich 6 h inkubiert wurde, zeigte nochmals einen
geringeren MRTF-A Gehalt. Wurden die Zellen mit MG132 behandelt, waren in
undifferenzierten Zellen bezogen auf die Kontrolle, vergleichbare Mengen an MRTF-A
zu erkennen. In differenzierenden Zellen fuhrte die MG132 Behandlung zu einem
hoheren MRTF-A Gehalt verglichen mit der Kontrolle, was auf einen proteasomalen
Verdau von MRTF-A hinweist.
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Abb. 4-27: Halbwertszeit von MRTF-A andert sich wahrend der Differenzierung nicht

C2C12-Zellen im undifferenzierten (links) und differenzierenden (rechts) Zustand mit CHX bzw. CHX und
MG132 behandelt. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurden die Zellen gesammelt und mittels Western-
Blots auf die MRTF-A-Expression untersucht. Als Ladekontrolle wurde Tubulin verwendet. Zur
Halbwertszeitbestimmung wurden die Banden prozentual auf die 0-h-Probe normalisiert, sodass
0 h=100%. Anschlieend wurde der Logarithmus zur Basis 10 der Prozente bestimmt und gegen die Zeit
aufgetragen. Die Halbwertszeit wurde aus der sich ergebenden Gerade fir logio 50% berechnet.
Dargestellt sind jeweils reprasentative Western-Blots sowie die logarithmierte MRTF-A Menge
aufgetragen gegen die Zeit. Fehlerbalken kennzeichnen den Standardfehler (n=3)

Um herauszufinden ob es wahrend der Differenzierung zu einem vermehrten
proteasomalem Verdau kommt, wurde als néachstes die Halbwertszeit von MRTF-A in
undifferenzierten und differenzierenden C2C12-Zellen bestimmt. Eine vermehrte
MRTF-A Degradation wahrend der Differenzierung musste sich in einer verkirzten
Halbwertszeit zeigen. Undifferenzierte und 4 Tage differenzierte C2C12-Zellen wurden
hierfir mit 100 pg/ml CHX behandelt. Dies fuhrt zu einer Inhibierung der Translation.
Uber die Zeit wurde die MRTF-A Proteinmenge quantifiziert und daraus die
Halbwertszeit berechnet. Als Kontrolle wurden Zellen mit 100 pg/ml CHX und MG132
(10 pM) behandelt. Durch die zusatzliche Proteasominhibierung sollte sich die
Halbwertszeit verlangern. Die Halbwertszeit in undifferenzierten Zellen betragt 6,8 h
und in differenzierenden Zellen 6,3 h (Abb. 4-27). Daraus lasst sich folgern, dass
MRTF-A in undifferenzierten sowie differenzierenden C2C12-Zellen mit einer &hnlichen
Geschwindigkeit abgebaut wird. Die Kontrolle mit CHX und MG132 fiihrte in beiden
Fallen wie erwartet zu einer verlangerten Halbwertszeit und bestatigen damit den
ordnungsmaRigen Ablauf des Versuchs.

4.5, Die Rolle von MRTF-A in der Differenzierung von
C2C12-Zellen

45.1. Etablierung einer MRTF-A Uberexpression

Neben der Regulation von MRTF-A in C2C12-Zellen war eine weitere wichtige Frage,
wieso MRTF-A wahrend der Differenzierung herunterreguliert wird. Diese Frage sollte
mit Hilfe einer stabilen MRTF-A-Uberexpression fiir die Dauer der Differenzierung
(maximal 7 Tage) untersucht werden. Hierfir musste besonders auf die Vitalitat der
Zellen geachtet werden, da die Differenzierung und insbesondere die morphologischen
Anderungen mdogliche Ruickschliisse iiber die Funktion von MRTF-A geben kénnten.
Eine schnelle und einfache Art die Differenzierungsfahigkeit der Zellen zu bestimmen
stellt dabei die Myotubenbildung dar, welche fotographisch dokumentiert werden kann.
Wahrend der Etablierung einer Plasmidtransfektion, die sowohl schonend fir die
Zellen, aber gleichzeitig auch 7 Tage stabil ist, wurden verschiedene Reagenzien und
Methoden getestet und dabei die Myotubenbildung nach 7 Tagen fotographisch
dokumentiert (Abb. 4-28). Zuerst wurde eine transiente Transfektion mit dem Plasmid
PEGFP-N1-MAL fl und den Transfektionsreagenz Lipfectamin 2000 getestet. Als
Kontrolle wurde pEGFP-N1 transfiziert. 24 h nach der Transfektion startete die
Differenzierung. Nach 7-tagiger Differenzierung waren sowohl fiir die Uberexpression
als auch fir die Kontrolle nur geringe Ansatze einer Myotubenbildung im Vergleich zu
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nicht transfizierten Zellen zu erkennen. Da die Transfektion mit direkt anschliel3ender
Differenzierung zu viel Stress fur die Zellen sein konnte, wurde als néchstes versucht
von den transfizierten Zellen eine stabile Linie zu etablieren. Dies hatte als weiteren
Vorteil, dass die Zellen eine hohe Transfektionsrate besal3en. Hierfir wurden Zellen
nach demselben Protokoll transfiziert und anschlieend 2 Wochen mit G-418 (1 mg/ml)
selektiert. Der Zellpool wurde anschlieBend ausgesat und 24h spater startete die
Differenzierung. Nach 7 Tagen zeigte sich sowohl bei der MRTF-A Uberexpression als
auch bei der Kontrolle keine Myotubenbildung. Danach wurde versucht die C2C12-
Zellen mit Lentiviren zu infizieren. Das hierfir verwendete pLVX Plasmid wird wéahrend
der Infektion, aber auch bei einer normalen Transfektion, stabil in das Genom der
Zellen integriert. 24 h nach der Infektion wurde die Differenzierung gestartet. Nach 7
Tagen war fir die Uberexpression und auch fir die Kontrolle keine Myotubenbildung zu
sehen. Da die Zellen fiir siRNA-Transfektion das Viromer Blue sehr gut vertragen
haben, wurde als letztes Viromer Red zur Plasmidtransfektion getestet. Fir eine stabile
Uberexpression fiel die Entscheidungs das pLVX Plasmid zu verwenden. Als Kontrolle
wurde pLVX-GFP transfiziert. Die Auswertung der Daten sind in Abschnitt 4.5.2, Abb.
4-29 dargestellt.

Untransfiziert 1ox

MRTF-A U.E.

Kontrl.

Abb. 4-28: Mit Plasmid transfizierte bzw. infizierte C2C12-Zellen nach 7-tagiger Differenzierung
C2C12-Zellen wurden nach verschiedenen Methoden mit Plasmiden transfiziert bzw. infiziert.
AnschlieBend wurden die Zellen differenziert und nach 7 Tagen mikroskopisch auf Myotubenbildung
untersucht. Zelltransfektion mit anschlieRender Differenzierung = Transient, Zelltransfektion mit 2
Wochen Selektion = Stabiler Zellpool, Zellinfektion mit Lentiviruspartikel = Lentiviren. Untransfizierte
Zellen als Kontrolle. Aufnahmen entstanden mit den angegebenen VergréRerungen.

45.2. Einfluss von MRTF-A auf C2C12-Differenzierung

Die Rolle von MRTF-A in der Skelettmuskeldifferenzierung ist, trotz der Zielgene von
MRTF-A, die in Skelettmuskelzellen exprimiert werden, noch wenig untersucht. Erste
Untersuchungen hierzu haben Selvaraj und Prywes 2003 ver6ffentlicht. Sie kamen zu
dem Schluss, dass eine verminderte MRTF-A/B Aktivitat die Proliferation verringert,
was im weiteren Verlauf zu einer geminderten Differenzierung fuhrt. 2005 zeigten Li
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et al., dass eine verminderte MRTF-A Aktivitdt in der Maus eine gehemmte
Muskelentwicklung zur Folge hat. Die Muskelfasern waren kleiner als in Kontrolltieren,
was durch eine Hypoplasie erklart wurde. Auch konnte gezeigt werden, dass eine
Uberexpression von MRTF-A in differenzierenden C2C12-Zellen eine inhibierende
Wirkung auf die Differenzierung besitzt (lwasaki et al. 2008). Fur die
Uberexpressionsversuche wurden C2C12-Zellen fir 24 h mit dem pLVX Plasmid
transfiziert. AnschlieRend wurde die Differenzierung gestartet. Neben der Expression
mittels gqRT-PCR und Western-Blots wurden auch die morphologischen Anderungen
mit Hilfe von Mikroskopieaufnahmen dokumentiert. Dabei zeigte sich, dass neben
MRTF-A auch die verkurzte Variante (MRTF-A met: erste RPEL-Doméne fehlt) und die
konstitutiv aktive Variante (AN-MRTF-A: alle RPEL-Domanen fehlen) zur Bildung von
Zellaggregationen nach 4-tagiger Differenzierung fuhren (Abb. 4-29). Dadurch kam es
im Vergleich zur Kontrolltransfektion (GFP) zu einer geringeren Myotubenbildung.
Nach 7 Tagen Differenzierung haben sich auch in den MRTF-A transfizierten Zellen
Myotuben ausgebildet. Die Zellaggregationen waren aber auch an Tag 7 noch
erkennbar. Ebenso wirkten die Zellaggregationen der AN-MRTF-A Variante gré3er als
die Aggregationen der anderen beiden Varianten.
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Abb. 4-29: MRTF-A Uberexpression fiihrt zu Zellaggregationen wahrend der C2C12-
Differenzierung

C2C12-Zellen wurden 24 h mit pLVX Plasmiden zur Expression von MRTF-A, AN-MRTF-A und MRTF-A
met transfiziert. Anschlie@Bend wurde die Differenzierung gestartet und die morphologischen
Veranderungen mit Hilfe mikroskopischer Aufnahmen dokumentiert. Als Kontrolle wurden C2C12-Zellen
mit einem GFP exprimierenden pLVX Plasmid transfiziert. Die GFP Fluoreszenz wurde als Indikator fiir
die Transfektionseffizienz mikroskopisch dokumentiert.

Die erfolgreiche und stabile Transfektion der C2C12-Zellen wurde anhand der GFP
Expression in Abb. 4-29 und den Immunfluoreszenzfarbungen von MRTF-A und des

HA-Tags (Abb. 4-30) dokumentiert. Die Immunfluoreszenzfarbung des HA-Tags zeigt
transfizierte Zellen an und weist in den Zellen eine gleichmaRige Verteilung auf. Die
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MRTF-A Farbung ist hingegen in allen Zellen detektierbar, wobei die transfizierten
Zellen eine starkere Farbung aufweisen, was auf eine starkere MRTF-A-Expression
hindeutet. Die Farbung fur Myosin als Differenzierungsmarker zeigt nur eine geringe
Signalintensitat, da Myosin in undifferenzierten Zellen nicht exprimiert ist. Zur Farbung
der Zellkerne wurde der Farbstoff DAPI verwendet.

MRTF-A Myosin DAPI Uberlagert

pLVX MRTF-A HA-Tag

Abb. 4-30: Immunfluoreszenzfarbung zeigt positiv transfizierte undifferenzierte C2C12-Zellen
C2C12-Zellen wurden 24 h mit pLVX-Plasmiden zur Expression von MRTF-A transfiziert. Zur Uberpriifung
der MRTF-A Uberexpression wurde eine Immunfluoreszenzfarbung der Zellen gegen MRT-A, Myosin,
HA-Tag und DNA (DAPI) durchgefihrt. Die Aufnahmen entstanden am Fluoreszenz-Mikroskop Axio
Imager.M1 unter Verwendung eines 20x Objektivs.

Die MRTF-A-Expression dieser Zellen zeigt, dass eine konstante Uberexpression fir
die 7-tagige Differenzierung gegeben war (Abb. 4-31A). Fur die Kontrolle ist
demgegeniiber eine stetig abnehmende MRTF-A-Expression von Tag 0 bis Tag 7 zu
beobachten. An Tag 4 war im Vergleich zur Kontrolle eine signifikant geringere Myosin
Expression zu sehen, was fir eine inhibierte Differenzierung steht und die Daten der
Mikroskopieaufnahmen bestatigt. Die auf die Kontrolltransfektion bezogene, signifikant
verringerte Expression von Differenzierungsmarkern konnte auch auf mRNA Ebene
bestatigt werden (Abb. 4-31C). Genau wie auf Proteinebene war dieser Unterschied an
Tag 7 nur noch teilweise zu erkennen. Ebenfalls konnte festgestellt werden, dass
miR-1a-3p und miR-486-5p nur an Tag 4 eine signifikant verringerte Expression im
Vergleich zur Kontrolle aufweisen. Dies ist vor allem daher interessant, da miR-1a-3p
und miR-486-5p durch SRF bzw. SRF und MRTF-A reguliert werden (Abb. 4-31B,
Zhao et al. 2005, Chen et al. 2010, Small et al. 2010). Eine Uberexpression von
AN-MRTF-A und MRTF-A met fiihrt ebenfalls zu einer verringerten Myosin Expression
an Tag 4 der Differenzierung (Abb. 4-31D).
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Abb. 4-31: MRTF-A Uberexpression inhibiert C2C12-Differenzierung

C2C12-Zellen wurden 24 h mit pLVX Plasmiden zur Expression von MRTF-A und GFP als Kontrolle
transfiziert. AnschlieBend wurde die Differenzierung gestartet und zu den angegebenen Zeitpunkten die
Expression von MRTF-A, Differenzierungsmarkern und miRNAs untersucht. A) Dargestellt ist die Protein-
expression mittels Western-Blots fir MRTF-A und Myosin. Als Ladekontrolle wurde Tubulin verwendet.
Quantifiziertes Myosin Protein normalisiert auf die Tag-4-Probe der Kontrolltransfektion ist unter der
Myosin-Bande angegeben. B) Dargestellt ist die relative miRNA Expression normalisiert auf das
Referenzgen U6. C) Dargestellt ist die relative Expression normalisiert auf die Referenzgene HPRT,
YWHAZ und RPS29. D) Dargestellt ist die Proteinexpression mittels Western-Blots fir AN (AN-MRTF-A)
und met (MRTF-A met). Als Ladekontrolle wurde Tubulin verwendet. Statistische Signifikanz wurde mit
Ein- bzw. Zweistichproben-t-Test bezogen auf die jeweilige Kontrollprobe bestimmt: *P<0,05, **P<0,01,
***P<0,001. Fehlerbalken kennzeichnen den Standardfehler (n=3).

Des Weiteren ist zu erkennen, dass es bei der Uberexpression von AN-MRTF-A und
MRTF-A met, auf Grund ihrer geringeren Gré3e im Vergleich zur Wildtypvariante, zur

Detektion von Doppelbanden im Western-Blot kam. Dies zeigt, dass C2C12-Zellen
womadglich nur die MRTF-A Variante mit drei RPEL-Doméanen exprimieren.
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Verglichen mit den Daten des DICER1 Knockdowns (Abb. 4-20 & 4-21), zeigte sich
sowohl in der MRTF-A Uberexpression, als auch in dem DICER1 Knockdown eine
erhdhte Expression von MRTF-A nach 7-tagiger Differenzierung. In beiden Versuchen
kam es gleichzeitig zu einer verringerten Expression der Differenzierungsmarker.
Daher stellte sich die Frage, ob DICER1 und MRTF-A womdglich tber denselben
Mechanismus auf die Differenzierung von C2C12 einwirken. Die Uberlegung war, dass
ein Knockdown von MRTF-A den Phanotyp des DICER1 Knockdowns retten kénnte.
Dies wirde weitere Einblicke in die Rolle von MRTF-A wahrend der Differenzierung
ermdglichen.
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Abb. 4-32: Doppelter Knockdown zeigt selben Phanotyp wie DICER1 Knockdown

C2C12-Zellen wurden 1 Tag vor der Differenzierung mit siRNA gegen DICER1, MRTF-A oder gegen
beides (doppelter Knockdown) transfiziert. Wahrend der Differenzierung wurden die Zellen erneut an Tag
1, 3 und 5 transfiziert. Dargestellt sind reprasentative Aufnahmen vom Differenzierungsverlauf von
Knockdown-Zellen und Kontrollzellen zu den angegebenen Zeitpunkten.

Fur die Untersuchung wurde ein doppelter Knockdown von MRTF-A und DICERL1 in
C2C12 durchgefuhrt. Die Zellen wurden alle 48 h mit siRNA transfiziert um den
Knockdown stabil fur die 7-tagige Differenzierung zu halten. Zu den Zeitpunkten 0, 4
und 7 Tage wurde die Expression auf mRNA und Proteinebene untersucht, sowie mit
mikroskopischen Aufnahmen morphologische Anderungen der Differenzierung
dokumentiert. Dabei ist zu erkennen, dass sowohl die Kontrollprobe als auch der
MRTF-A Knockdown an Tag 4 Myotubenbildung zeigten, welche bis Tag 7 weiter
zunahm (Abb. 4-32). Der DICER1 Knockdown und der doppelte Knockdown zeigten
stark verringerte Myotubenbildung verglichen mit der Kontrollprobe.

Der Knockdown von DICER1, MRTF-A und der doppelte Knockdown zeigten auf
MRNA und Proteinebene zu allen drei Messpunkten deutlich geringere Expression als
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die Kontrollprobe. Somit war der Knockdown in allen drei Anséatzen, flr den Zeitraum
der Messungen, erfolgreich und stabil (Abb. 4-33 & 4-34B). Die mRNAs von MRTF-A
und DICER1 blieben ausgenommen von dem Knockdown unverandert. Auf
Proteinebene war MRTF-A im DICER1 Knockdown verglichen zur Kontrolle nach
4- und 7-tagiger Differenzierung starker exprimiert. Die MRTF-A-Expression des
doppelten Knockdowns war an beiden Messpunkten der Differenzierung starker als die
Expression des MRTF-A Knockdowns aber schwacher als die Expression des DICER1
Knockdowns (Abb. 4-34B). Die Differenzierungsmarker zeigten auf mRNA und auf
Proteinebene im DICER1 sowie im doppelten Knockdown eine verringerte Expression
verglichen mit der Kontrolle und dem MRTF-A Knockdown am jeweiligen Tag.
Zwischen DICER1- und doppelten Knockdown waren zu keinem Zeitpunkt signifikante
Unterschiede zu erkennen. Die Differenzierungsmaker des MRTF-A Knockdowns
verhielten sich wie die der Kontrolle (Abb.4-34A & B).
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Abb. 4-33: Stabiler Knockdown von MRTF-A und DICERL1 bei Doppeltransfektion

C2C12-Zellen wurden 1 Tag vor der Differenzierung mit siRNA gegen DICER1, MRTF-A oder gegen
beides (doppelter Knockdown) transfiziert. Wahrend der Differenzierung wurden die Zellen erneut an Tag
1, 3 und 5 transfiziert. Proben von Tag O, 4 und 7 wurden mittels gRT-PCR auf die Expression von
MRTF-A und DICER1 untersucht. Dargestellt ist die relative MRTF-A bzw. DICER1 Expression bezogen
auf die Tag-0-Probe mit Kontroll-siRNA. Normalisiert wurde auf die Referenzgene HPRT, YWHAZ und
RPS29. Fehlerbalken kennzeichnen den Standardfehler (n=3).
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Abb. 4-34: MRTF-A Knockdown hat keinen Einfluss auf Phéanotyp von DICER1 Knockdown
C2C12-Zellen wurden 1 Tag vor der Differenzierung mit siRNA gegen DICER1, MRTF-A oder gegen
beides (doppelter Knockdown) transfiziert. Wahrend der Differenzierung wurden die Zellen erneut an Tag
1, 3 und 5 transfiziert. Proben von Tag 0, 4 und 7 wurden mittels qRT-PCR bzw. Western-Blots auf die
Expression von MRTF-A und Differenzierungsmarker untersucht. A) Dargestellt ist die relative Expression
von Differenzierungsmarkern normalisiert auf die Referenzgene HPRT, YWHAZ und RPS29. B)
Dargestellt ist die Proteinexpression mittels Western-Blots fir MRTF-A und Myosin. Als Ladekontrolle
wurde Tubulin verwendet. Zur Quantifizierung des Western-Blots wurde auf die Tag-0-Probe (MRTF-A)
bzw. Tag-4-Probe (Myosin) mit Kontroll-siRNA normalisiert und unter der jeweiligen Bande angegeben.
Fehlerbalken kennzeichnen den Standardfehler (n=3).
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45.3. MRTF-A beeinflusst Proliferation in C2C12-Zellen

Die Daten zeigten, dass eine Uberexpression von MRTF-A zur Bildung von
Zellaggregationen fuhrt, welche zur Folge haben, dass die Differenzierung inhibiert
wird. Aus der Literatur ist bekannt, dass sowohl SRF als auch MRTF-A die Proliferation
beeinflussen und somit gezielt in die Differenzierungsprozesse von Zellen eingreifen
(Minami et al. 2012, Selvaraj & Prywes 2003, Soulez et al. 1996, Olson & Nordheim
2010). Wenn C2C12-Zellen differenzieren, fuhrt dies unter anderem auch zum
Proliferationsstopp der Zellen (Okazaki & Holtzer 1966, Caravatti et al. 1982, Nadal-
Ginard 1987, Latella et al. 2000). Daher sollte untersucht werden, ob ein verandertes
Proliferationsverhalten der Zellen fur die verringerte Differenzierung verantwortlich ist.
Hierfir wurden die Zellen mit den verschiedenen Varianten von MRTF-A transfiziert.
Nach 24 h wurde die Differenzierung gestartet und aller 24 h bis einschlie3lich Tag 4
die Extinktion, entsprechend 3.2.4, bei 450 nm bestimmt, da sich zu diesem Zeitpunkt
die Differenzierung der Zellen mit MRTF-A Uberexpression am starksten von der
Kontrolle unterscheidet. Die Extinktion ist proportional zur Menge an vitalen Zellen.
Durch eine Anderung der Menge an vitalen Zellen (iber die Zeit lasst sich eine Aussage
Uber das Proliferationsverhalten der Zellen treffen. Deshalb wurden die Extinktionen
auf Tag 0 normalisiert, wodurch eine Aussage zur Zellpopulation als relative GréRe
bezogen auf Tag O erhalten wurde (Abb.4-35). Dabei erkennt man, dass die
Zellpopulation von Tag 0 zu Tag 4 in der Kontrolle abnahm. Die Zellen, die mit den
MRTF-A Varianten transfiziert wurden, zeigten hingegen eine Zunahme der
Zellpopulation von Tag 0 zu Tag 4. Diese Zunahme ist so grof3, dass spatestens an
Tag 4 alle MRTF-A Varianten eine signifikant grof3ere Zellpopulation als die Kontrolle
aufwiesen.
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Abb. 4-35: GroRRere Zellpopulation wahrend der Differenzierung durch MRTF-A

C2C12-Zellen wurden mit MRTF-A Varianten transfiziert. Nach 24 h startete die Differenzierung. Zu den
angegebenen Zeitpunkten wurde die Extinktion, welche proportional zur Menge an vitalen Zellen ist,
bestimmt. Dargestellt ist die Zellpopulation als relative GroRe fir jeden Tag normalisiert auf Tag O.
Daraus ergibt sich die relative Zellpopulation mit Tag 0=1. Statistische Signifikanz wurde mit
Zweistichproben-t-Test bezogen auf die jeweilige Kontrollprobe bestimmt: *P<0,05, **P<0,01.
Fehlerbalken kennzeichnen den Standardfehler (n=5).
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5. Diskussion

5.1. Das Verhalten von MRTF-A wahrend der
Differenzierung

Die Differenzierung der C2C12-Zellen ist ein komplexer Prozess, welcher letztlich zur
Ausbildung polynukledrer Myotuben fihrt (Abb. 4-5A, Okazaki & Holtzer 1966, Latella
et al. 2000). Wahrend der 7-tdgigen Differenzierung kommt es zu einer vermehrten
Expression verschiedener Gene wie ACTAL, MYH1, 2 und 4, sowohl auf mRNA als
auch auf Proteinebene (Abb. 4-5B und 4-6B). In der Literatur sind diese Gene als
spezifisch flr Skelettmuskeln beschrieben, weshalb die beobachtete Expression eine
erfolgreiche Differenzierung wiederspiegelt (Schiaffino & Reggiani 2011, Wang et al.
2013, Akkari et al. 1994). Die Tatsache, dass die Markergene fir die Differenzierung
glatter Muskelzellen (ACTA2 und MYH11) wéhrend dieses Prozesses nicht different
exprimiert werden, verdeutlicht zusatzlich, dass es sich in diesem Fall um einen
skelettmuskelspezifischen Prozess handelt (Abb. 4-5B).

Die Expression von MRTF-A zeigt wahrend der Differenzierung ein inhomogenes
Verhalten. Auf mRNA Ebene ist keine verénderte Expression wahrend der
Differenzierung festzustellen (Abb. 4-6A). Auf Proteinebene verringert sich der MRTF-A
Gehalt wéahrend der Differenzierung um ca. 70% (Abb. 4-6B). Auf Grund der
Regulation von MRTF-A Uber die Translokation in den Nukleus wéare es mdglich, dass
der Verlust von 70% Proteingehalt keinen Einfluss auf die Aktivitat von MRTF-A als
Transkriptionsfaktor besitzt, wenn man davon ausgeht, dass MRTF-A nur anteilig im
Nukleus vorliegen kodnnte, wo es fur die Transkriptionsaktivitit der Zielgene
verantwortlich ist (Abb. 4-30). Dies kdnnte zur Folge haben, dass der Anteil an
kernlokalisiertem MRTF-A und damit auch die MRTF-A Aktivitdt wahrend der
Differenzierung unverandert bliebe. Deshalb wurde die MRTF-A Aktivitdt wahrend der
Differenzierung untersucht (Abb. 4-7). Die Ergebnisse zeigten einen ca. 70%igen
Verlust der MRTF-A Aktivitat und damit eine dhnliche GrélRenordnung wie die Daten
des MRTF-A Gehalts in der gesamten Zelle (vergleiche Abb. 4-6B & 4-7).

Die Daten zeigen, dass MRTF-A in undifferenzierten C2C12-Zellen eine Funktion
besitzen konnte, welche in differenzierten Myotuben nicht mehr notwendig ist oder
sogar eine inhibierende Wirkung aufweist und deshalb reprimiert werden muss. In der
Literatur ist Uber die Regulation bzw. Aufgabe von MRTF-A wahrend der
Differenzierung von Skelettmuskelzellen nur wenig und zum Teil Widersprichliches
bekannt. So haben Iwasaki et al. 2008 ebenfalls die verringerte Proteinexpression in
C2C12-Zellen festgestellt. Sie zeigten, dass MRTF-A die Expression von 1d3
unterstitzt. 1d3 wird als Inhibitor der myogenen Differenzierung beschrieben (Benezra
et al. 1990). Dies wirde erklaren, warum MRTF-A fir eine erfolgreiche Differenzierung
inhibiert werden muss und unterstitzt das beobachtete Verhalten der MRTF-A-
Expression. Allerdings fuhrten sie keine Analyse der mRNA Expression durch. Li et al.
zeigten 2005 hingegen, dass der Verlust von MRTF-A in Ma&usen zu einer verringerten
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Muskelmasse auf Grund von Hypoplasie fuhrt, was zunachst den beobachteten
Ergebnissen und denen von Iwasaki et al. zu widersprechen scheint. Die
Differenzierungsfahigkeit der Myoblasten blieb, so Li et al. weiter, unveréndert. Selvaraj
und Prywes haben 2003 die mRNA und Proteinexpression von MRTF-A in
Skeletmuskelzellen untersucht und konnten &hnliche Ergebnisse beobachten, wie in
der vorliegenden Arbeit. Da es sich aber um Nebenbeobachtungen von anderen
Experimenten handelt, wurde dieser Zusammenhang nicht weiter diskutiert (Vergleiche
Abb. 6 & 8 in Selvaraj & Prywes 2003). Daher folgerten sie, gegensatzlich, dass ein
Verlust von MRTF-A zu einer verringerten Differenzierung fuhrt. Somit fuhrt die aktuelle
Datenlage zu, zum Teil, kontroversen Theorien Uber die Aufgabe von MRTF-A in
Skelettmuskelzellen.

Die Tatsache, dass die mRNA von MRTF-A unverandert bleibt, aber gleichzeitig der
Proteingehalt abnimmt, deutet des Weiteren auf eine Regulation hin, welche erst nach
der erfolgreichen Transkription der mRNA stattfindet. In der Literatur werden solche
Unterschiede zwischen mRNA und Protein als typische Merkmale einer
posttranskriptionalen Regulation beschrieben (Pillai et al. 2005, Petersen et al. 2006,
Bazzini et al. 2012, Djuranovic et al. 2012, Saxena et al. 2003, Zeng et al. 2003). Somit
ware eine posttranskriptionale Regulation von MRTF-A eine mdgliche Erklarung fir die
beobachteten Expressionen. Eine solche Regulation von MRTF-A konnte durch
Minami et al. 2012 in glatten Muskelzellen beschrieben werden. Sie zeigten, dass
miR-1 die MRTF-A mRNA bindet und sowohl auf mRNA, als auch auf Proteinebene
herunterreguliert. Interessanterweise handelt es sich bei miR-1 um eine sog.
myomiRNA, welche eine muskelspezifische Expression besitzt und ebenfalls wahrend
der Differenzierung von Myoblasten zu Myotuben eine deutliche Expressionsinduktion
vorweist (Abb. 4-11 & 4-13).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Differenzierung von C2C12-Zellen
erfolgreich durchgefiihrt werden konnte und MRTF-A wahrend dieser Differenzierung
von Myoblasten zu Myotuben reprimiert wird, wobei die Regulation einen
posttranskriptionalen Charakter besitzt. Unterstiitzt wird diese Theorie von Ergebnissen
aus glatten Muskelzellen, sowie Skelettmuskelzellen. Somit stellen die C2C12-Zellen
ein geeignetes Modellsystem dar, um die Regulation und die Aufgaben von MRTF-A
wahrend der Differenzierung von Skelettmuskelzellen genauer zu untersuchen. Denn
obwohl Selvaraj und Prywes bereits 2004 zeigten, dass die Expressionen vieler
muskelspezifischer Gene von der MRTF-A Aktivitdt abhéngig sind, ist die Rolle von
MRTF-A in Skelettmuskelzellen nur wenig erforscht. Die Ergebnisse werden in den
folgenden Teilabschnitten diskutiert.

5.2. MRTF-A: Eine posttranskriptionale Regulation?

Das Verhalten von MRTF-A wahrend der C2C12-Differenzierung deutet auf eine
posttranskriptionale Regulation von MRTF-A hin (Abschnitt 5.1). Da die 3UTR von
MRTF-A ca. 1000 nt lang und konserviert ist, besteht die Moglichkeit, dass mehrere
mMiRNA Bindestellen vorhanden sind. Daher stellte sich bereits 2008 in der
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Arbeitsgruppe Posern die grundséatzliche Frage, ob MRTF-A durch miRNAs reguliert
wird (pers. Mitteilung Leitner & Posern). Mit Hilfe verschiedener Algorithmen wurden in
silico drei miRNAs bestimmt, welche potentiell die 3’UTR von MRTF-A binden kénnten:
miR-1a-3p, miR-206-3p, miR-219-5p.

Im Fall von miR-1 und miR-206 handelt es sich um muskelspezifische myomiRNAs
(Dey et al. 2011, McCarthy et al. 2008, van Rooij et al. 2008, Sweetmann et al. 2008),
welche wahrend der Differenzierung eine erhdhte Expression aufweisen (Abb. 4-11 &
4-13). miR-219 hingegen wird vorrangig im Leberzellkarzinom exprimiert (Budhu et al.
2008) und zeigt bei einer Uberexpression in C2C12 keinen signifikanten Einfluss auf
die MRTF-A-Expression (Abb. 4-14B & 4-15). Daher kann davon ausgegangen
werden, dass miR-219 in Bezug auf MRTF-A in C2C12-Zellen keine essenzielle
Aufgabe besitzt.

Neben der in silico basierten Suche nach MRTF-A bindenden miRNAs wurde ein
MIiTRAP durchgefiihrt, mit dessen Hilfe weitere miRNAs identifiziert wurden, welche
wahrend der C2C12-Differenzierung verstarkt exprimiert werden und womadglich die
MRTF-A mRNA binden (Tabelle 4-2 & Abb. 4-11). Interessanterweise wurden mit dem
MiTRAP auch miR-1a-3p und miR-206-3p als MRTF-A bindende miRNAs identifiziert,
was die in silico Suche der Arbeitsgruppe Posern bestatigt. miR-219-5p konnte
hingegen nicht gefunden werden, was die Daten der Uberexpression von miR-219
erneut bestatigen (siehe Abb. 4-15). Mit Hilfe der gRT-PCR wurden die
Expressionsdaten des RNA-Seq uberprift (Abb. 4-13). Es zeigte sich, dass alle
identifizierten miRNAs wahrend der Differenzierung verstarkt exprimiert werden und
bestatigt die Daten des RNA-Seq. Daher ware es moglich, dass die genannten
miRNAs mit einer vermehrten Expression wahrend der Differenzierung den
verringerten MRTF-A Proteingehalt erklaren kdnnten. Allerdings unterscheiden sich die
Expressionsinduktionen der einzelnen miRNAs. So zeigt miR-206 in den RNA-Seq-
Daten, verglichen mit den anderen miRNAs, nur eine geringe Expression. Die gRT-
PCR-Daten zeigten fiur miR-206 hingegen bereits eine hohe Expression in
undifferenzierten Zellen, welche in differenzierten Zellen die hochste Abundanz unter
den identifizierten miRNAs aufweist (vergleiche Abb. 4-11 & 4-13). Da miR-206 zu den
myomiRNAs gehort und bereits wahrend der Embryogenese detektierbar ist, fligen
sich die Daten der gRT-PCR besser in die bestehende Literatur (Takada et al. 2006,
Anderson et al. 2006, McCarthy et al. 2008, Luo et al. 2013). Ausgehend von den
MiTRAP-Verhaltnissen, welche eine Aussage Uber die Bindung der miRNAs an die
MRTF-A 3’'UTR erlauben, lasst sich sagen, dass auch in diesem Fall miR-1 die hochste
Bindung zur MRTF-A mRNA in differenzierten Zellen besitzt. miR-206 zeigt in
differenzierten Zellen ebenfalls eine hohe Bindung an die MRTF-A mRNA. Die Daten
des RNA-Seq lieBen eine genaue Berechnung des miTRAP-Verhéltnisses in
undifferenzierten Zellen nicht zu, da sie unter dem festgelegten Grenzwert lagen.
Allerdings lasst sich aus dem Expressionsprofil von miR-206 aus den qRT-PCR-Daten
schlieffen, dass miR-206 bereits in undifferenzierten Zellen die MRTF-A mRNA binden
konnte (Tabelle 4-2 & Abb. 4.14). Weiterhin besitzen auch miR-24-4p und miR-486-5p
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entsprechend dem miTRAP-Verhéltnis eine starkere Bindung an die MRTF-A mRNA.
Genau wie miR-206 zeigen auch diese miRNAs im Vergleich zu miR-1 eine hohe
Abundanz in undifferenzierten C2C12-Zellen, weshalb auch in diesem Fall nicht
ausgeschlossen werden kann, dass miR-24 und miR-486 die MRTF-A mRNA bereits in
Myoblasten binden konnten (Tabelle 4-2 & Abb. 4.14). Neben den bereits genannten
MiRNAs wurden auRerdem miR-133a-3p, miR-378a-3p und miR-378d mit geringeren
MiTRAP-Verhaltnissen und daher mit niedriger Affinitat zur MRTF-A mRNA identifiziert
(Tabelle 4-2).

Auf Grund ihrer erhdhten Expression kdnnten die, mittels miTRAP entdeckten, miRNAs
eine Erklarung fuar die verminderte MRTF-A Proteinexpression darstellen. Eine
Uberexpression von miR-1 fuihrt zu einer verringerten MRTF-A-Expression sowohl auf
MRNA, als auch auf Proteinebene (Abb. 4-14A & 4-15), was auf eine
posttranskriptionale Regulation von MRTF-A durch miR-1 schlieRen lasst. Unterstiitzt
wird diese Folgerung durch Ergebnisse von Jiang et al. von 2010, die in glatten
Muskelzellen zeigten, dass miR-1 die Expression der MRTF-A-Zielgene SM22 und
ACTAZ2 verringert (Du et al. 2004, Scharenberg et al. 2010). Eine direkte Regulation
von MRTF-A durch miR-1 in glatten Muskelzellen konnte 2012 durch Minami et al.
bestatigt werden. Somit ware eine Regulation von MRTF-A durch miR-1 auch in
Skelettmuskelzellen denkbar. Interessanterweise hat die Uberexpression von miR-206
denselben Effekt auf die MRTF-A-Expression, wie die von miR-1 (Abb. 4-14C & 4-15).
Somit konnte auch miR-206 in der Lage sein, MRTF-A posttranskriptional zu
regulieren. Diese Vermutung wird auch durch die Tatsache unterstitzt, dass die seed-
Sequenz von miR-1 und miR-206 identisch ist. Moglicherweise konkurrieren miR-1 und
mMiR-206 um die Bindestellen auf der MRTF-A mRNA. Da miR-206 bereits in
undifferenzierten Zellen exprimiert wird, ware es gut mdglich, dass es potentielle
Bindestellen blockiert, noch bevor die Expression von miR-1 initiiert wurde und genau
wie miR-486 die Expression von MRTF-A bereits in Myoblasten posttranskriptional
reguliert. Allerdings muss auch angemerkt werden, dass betreffend der Theorie zur
seed-Sequenz bereits Gegenbeispiele existieren, weshalb ein synergistischer Effekt
anstelle der Konkurrenz von miR-1 und miR-206 nicht ausgeschlossen werden sollte
(Pasquinelli et al. 2012). Ferner zeigen auch die Uberexpressionen von miR-24, -486
und -378d, aber nicht von miR-133a oder -378a einen Einfluss auf die MRTF-A
Proteinebene (Abb. 4-16C). Daher muss davon ausgegangen werden, dass nicht alle
MiRNAs, welche die MRTF-A mRNA binden, in der Lage sind die Expression zu
regulieren. Die Uberexpression der einzelnen miRNAs fiihrt im Fall von miR-1, -206
und -486 ebenfalls zu einer reduzierten MRTF-A mRNA (Abb. 4-15A & 4-16B).
Wahrend der normalen Differenzierung ist solch ein Verhalten nicht zu beobachten,
weshalb diese Effekte der artifiziellen Uberexpression der miRNAs verschuldet sein
konnten, welche zu einer héheren Expressionsinduktion der miRNAs in einer kiirzeren
Zeit fuhrt, als es die normale Differenzierung vermag.

Unabhéngig von den Effekten der einzelnen miRNAs auf MRTF-A, ist die Frage, wie
grol3 der Anteil der MRTF-A Repression ist, der durch posttranskriptionale Effekte
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erklart werden kann. Da AGO2 das katalytische Zentrum von RISC ist (Meister et al.
2004, Liu et al. 2004), sollte ein AGO2 Knockdown die posttranskriptionale Regulation
tber miRNAs inhibieren. Wahrend der Differenzierung kam es zu einer vermehrten
AGO2 mRNA Expression (Abb. 4-17). Eine Vermehrung der RISC-Proteine wére eine
logische Folgerung, um das erhéhte miRNA Aufkommen im Rahmen der
Differenzierung zu bedienen. Allerdings war auf Proteinebene keine Zunahme von
AGO2 zu beobachten. Der AGO2 Knockdown fiihrt ebenfalls zu einer verringerten
MiRNA Expression (Abb. 4-18A), was ein unerwartetes Phanomen darstellt, da die
Beteiligung von AGO2 an der miRNA Prozessierung nur in einzelnen Fallen
beschrieben ist (Diederichs et al. 2007). Eine mdgliche Erklarung kénnte im AGO2
Knockdown selbst liegen, welcher moglicherweise dazu fiihrte, dass viele miRNAs
nicht im RISC integriert werden konnten und somit vorzeitig abgebaut wurden. Die
Differenzierungsmarker zeigten hingegen keine Expressionsunterschiede (Abb. 4-18B
& C). Dies lasst vermuten, dass der partielle Knockdown von AGO2 nicht ausreichte,
um die Effekte der miRNA vollstéandig zu inhibieren und die Zellen dennoch in der Lage
waren zu differenzieren. Die MRTF-A mRNA blieb wahrend des AGO2 Knockdowns
unverandert, wogegen die Proteinexpression signifikant mehr MRTF-A in der
Differenzierung zeigte, als die Kontrolle (Abb. 4-17). Da nur AGO2 und die miRNAs
eine veranderte Expression aufwiesen, lasst dieses Ergebnis vermuten, dass die
erhdohte MRTF-A-Expression im AGO2 Knockdown der verringerten miRNA Expression
geschuldet ist, was ebenfalls fiir eine posttranskriptionale Regulation spricht. Ein
DICER1 Knockdown hatte denselben Effekt auf die MRTF-A-Expression (Abb. 4-20).
DICERL1 ist an der Prozessierung der miRNAs beteiligt (Grishok et al. 2001, Hutvagner
et al. 2001, Ketting et al. 2001), so dass ein DICER1 Knockdown die miRNA
Expression inhibiert, was ebenfalls beobachtet wurde (Abb. 4-21A). Der DICERL1
Knockdown hatte weiterhin auch einen Einfluss auf die Differenzierung. So war die
Myotubenbildung  beeintrachtig  (Abb. 4-19) und die Expression der
Differenzierungsmarker war im Vergleich zur Kontrolle reprimiert (Abb. 4-21B & C).
Dieses Ergebnis verdeutlicht erneut die wichtige Rolle von miRNAs fir die
Muskeldifferenzierung, wie sie auch in der Literatur beschrieben ist (Kim et al. 2006, Lu
et al. 2012, Chen et al. 2006). Allerdings konnte sowohl mit dem AGO2 Knockdown,
als auch mit dem DICER1 Knockdown in differenzierten C2C12-Zellen die MRTF-A-
Expression nicht auf das Niveau von undifferenzierten Zellen gebracht werden (Abb. 4-
17 und 4-20). Eine mdgliche Erklarung hierfir konnte einerseits in dem nur partiellen
Knockdown von AGO2 und DICERL1 liegen. Andererseits wéare es mdglich, dass neben
der posttranskriptionalen Regulation noch weitere regulatorische MalRhahmen die
MRTF-A-Expression steuern.

Letztlich stellt sich die Frage, ob die beobachteten Effekte auf einer direkten oder
indirekten Interaktion der miRNAs mit der MRTF-A mRNA beruhen. Ein Western-Blot
der miTRAP-Proben zeigte eine Anreicherung von AGO2 an die 3UTR von MRTF-A in
C2C12-Zellen, welche im differenziertem Zustand nochmals zunahm (Abb. 4-9). AGO2
ist Teil des RISC und gewabhrleistet die Bindung der miRNAs an die mRNA. Aul3erdem
besitzt AGO2 eine Endonukleaseaktivitéat und ermdglicht auf diese Weise neben einer
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Translationsinhibierung auch eine aktive Degradation der Ziel-mRNA. Damit stellt
AGO2 das katalytische Zentrum des RISC dar (Martinez et al. 2002, Hutvagner &
Zamore 2002, Meister et al. 2004, Liu et al. 2004). Die vermehrte Anreicherung von
AGO2 an die MRTF-A mRNA in differenzierten C2C12-Zellen deutet auf eine
Anlagerung des RISC und der miRNAs direkt an die 3’'UTR der MRTF-A mRNA hin
und damit auf eine direkte posttranskriptionale Regulation von MRTF-A wahrend der
Differenzierung. Eine mRNA ohne 3'UTR sollte daher keine Bindestellen fir miRNAs
und den RISC besitzen, was eine direkte posttranskriptionale Regulation unterbinden
musste. Wurde MRTF-A in C2C12-Zellen von einer mRNA mit 3’UTR translatiert, nahm
der Proteingehalt wahrend der Differenzierung starker ab, als wenn die mRNA keine
J'UTR besal? (Abb. 4-21). Der geringere MRTF-A Verlust in der Probe ohne 3’'UTR
wirde sich durch eine fehlende posttranskriptionale Regulation im Vergleich zur Probe
mit 3’'UTR erklaren lassen.

Die Uberexpression der einzelnen miRNAs fiihrte nur fir miR-1, -206, -24 und -486 zu
einer Reduktion des MRTF-A Porteingehalts und damit zu einer posttranskriptionalen
Regulation (Abb. 4-15B & 4-16C). Zur Bestimmung der Bindestelle, mit Hilfe des
Luciferase Reporterassays, ist diese Reduktion essenziell, weshalb nur die Bindestelle
dieser miRNAs untersucht wurde. Ferner wurden fur diese miRNAs in silico in
mindestens zwei verschiedenen Datenbanken identische Bindestellen identifiziert (Abb.
4-23). Minami et al. konnten 2012 eine Bindestelle fir miR-1 in der humanen mRNA
von MRTF-A identifizieren und zeigen, dass MRTF-A uber diese Bindestelle in glatten
Muskelzellen durch miR-1 reguliert wird. Diese Bindestelle entspricht in der murinen
3'UTR der Nukleotide 756-777 (Abb. 4-23). Eine Deletion dieser Bindestelle fuhrte im
Luciferase Reporterassay zu keinem veranderten Signal im Vergleich zur nativen
3‘UTR (Daten nicht gezeigt). Ein Unterschied zu den Daten von Minami et al. von 2012
besteht darin, dass in der murinen MRTF-A mRNA noch eine weitere Bindestelle fr
miR-1 in den Nukleotiden 330-351 der 3‘UTR vorhanden ist (Abb. 4-23,
www.microrna.org). Eine Deletion beider Bindestellen fiihrte im Laufe der C2C12-
Differenzierung zu einer signifikant starkeren Luciferaseaktivitéat als in der Probe mit
der nativen 3‘UTR (Abb. 4-23, www.microrna.org). Das Fehlen der Bindestellen wiirde
eine posttranskriptionale  Regulation verhindern und somit die erhdhte
Luciferaseexpression erklaren und die deletierten Sequenzen als miR-1 Bindestellen
bestatigen. Entsprechend der Theorie zur seed-Sequenz miuisste miR-206 dieselben
Bindestellen besitzen, weshalb miR-206 nicht getrennt betrachtet werden kann. Wurde
zuséatzlich die Bindestelle von miR-24 mit den Nukleotiden 58-79 der 3'UTR deletiert,
fihrte dies nach 7-tagiger Differenzierung zu einer nochmals hodheren
Luciferaseaktivitat im Vergleich zur nativen 3'UTR und zur Deletion der Bindestellen
von miR-1/206 (Abb. 4-25). Diese Daten deuten auf nochmals geringere
posttranskriptionale Regulation hin, was die Nukleotide 58-79 als miR-24 Bindestelle
bestatigen wirde. AulRerdem sprechen diese Daten fir einen synergistischen Effekt
von miR-1, -206 und -24. Unterstlitzt wird diese Theorie durch die Beobachtung, dass
keine miRNA in der Lage war die 70%ige MRTF-A Reduktion wahrend der
Differenzierung alleine zu erklaren (Vergleiche Abb. 4-6, 4-15 & 4-16). Allerdings ist



Diskussion 83

dieser Effekt nur minimal ausgepragt, was bedeuten wiirde, dass noch weitere miRNAs
an diesem synergistischen Effekt beteiligt sein missten. Eine Deletion der Nukleotide
553-575 der 3’'UTR sollte entsprechend www.microrna.org die Bindestelle von miR-486
aus der MRTF-A 3'UTR entfernen. Eine Kombination dieser Deletion mit den
entfernten Bindestellen von miR-1/206 fuhrte erstaunlicher Weise zu einer geringeren
Luciferaseaktivitdt als die alleinige Deletion der miR-1/206 Bindestellen (Abb. 4-25).
Dies lasst auf eine hohere posttranskriptionale Regulation schlieRen, welche auf
vergleichbarem Niveau zur nativen 3’'UTR liegt. Die Vorhersagen zu den Bindestellen
basieren auf der Theorie zur seed-Sequenz. Da bereits Beispiele beschrieben sind, in
denen sich miRNAs nicht entsprechend dieser Theorie verhalten (Pasquinelli et al.
2012), ware es gut mdglich, dass miR-486 eine andere Bindestelle besitzt. Eine
weitere Erklarung konnte in der Deletion selbst liegen. Womdoglich ist durch diese
Deletion eine neue miRNA Bindestelle entstanden, welche von einer anderen miRNA
gebunden werden kann, die im Laufe der C2C12-Differenzierung exprimiert werden
(Luo et al. 2013). Diese Tatsache erschwert die Identifikation der miR-486 Bindestelle
und macht weiterer Untersuchungen notwendig.

Mit Ausnahme von miR-378d wurden alle miRNAs bereits in Verbindung mit der
Muskeldifferenzierung in der Literatur diskutiert. Fir miR-378a ist beschrieben, dass
ihre Expression durch MYOD wéhrend der Differenzierung verstarkt wird und den
Inhibitor von MYOD MYOR (Myogenic repressor) reguliert (Gagan et al. 2011). Die
Folge ist ein positiver Feedback-Loop. Interessanterweise ist die MYOD Expression
ebenfalls von der SRF Aktivitat abhangig, was mittels SRF Knockdown Versuchen in
Muskelzellen gezeigt werden konnte (Soulez et al. 1996). Allerdings ist nicht
beschrieben, dass es sich um eine MRTF-A abhéngige SRF Aktivitat handelt. Da es zu
einem Verlust von MRTF-A wahrend der Differenzierung kommt, ist davon
auszugehen, dass ein anderer SRF-Co-Aktivator in diesem Zusammenhang aktiv ist.
Eine direkte Verbindung von miR-378a und MRTF-A wurde bisher nicht beschrieben.
Ebenfalls liegt tGber miR-378d in der Literatur bisher noch keine Information in
Verbindung mit Muskeldifferenzierung oder MRTF-A vor. Diese miRNA unterscheidet
sich von miR-378a allerdings nur in einem Nukleotid und kdnnte daher eine &hnliche
Wirkung besitzen wie miR-378a. Fir miR-24 konnte bereits gezeigt werden, dass ihre
Expression in C2C12-Zellen in Abhangigkeit von Smad3 durch TGF-B1 inhibiert wird
(Sun et al. 2008). Ein Knockdown von miR-24 fiihrte zu einer reduzierten Expression
von Differenzierungsmarkern, wie MEF2 und Myogenin, wogegen eine Uberexpression
die Differenzierung beschleunigte, was miR-24 als eine Differenzierung fordernde
miRNA beschreibt. Uber mogliche Ziele von miR-24 ist bisher noch nichts bekannt.
Geht man allerdings von einer inhibierenden Wirkung von MRTF-A auf die
Muskeldifferenzierung aus, wirde eine Regulation durch miR-24 eine logische
Erklarung der Daten von Sun et al. (2008) darstellen. miR-486 und miR-206 inhibieren
Pax7 und unterstitzen so die Differenzierung (Dey et al. 2011). Interessant ist auch,
dass die Expression von miR-486 laut Small et al. (2010) durch SRF/MRTF-A in
Herzmuskelzellen aktiviert wird. Wenn eine &hnliche Regulation in C2C12-Zellen
vorausgesetzt werden wirde und miR-486 MRTF-A inhibiert, misste dies zu einem
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negativen Feedback-Loop fur MRTF-A fiihren. Méglich ware, dass sich MRTF-A und
mMiR-486 in undifferenzierten Zellen Uber diesen Weg in einem Gleichgewicht halten.
Allerdings erklart es nicht, warum die miR-486 Expression wahrend der Differenzierung
induziert wird. miR-486 muss also noch durch einen weiteren Faktor induziert werden,
welcher auch die Differenzierung positiv beeinflusst. Da auch MYOD die Expression
von miR-486 férdert (Small et al. 2010), kdnnte die Induktion von miR-486 durch
MYQOD erklart werden. Dies wirde MYOD gleichzeitig zu einem indirekten negativen
Regulator der MRTF-A-Expression machen. miR-206 gehoért zu den myomiRNAs und
wird durch MYOD und Myogenin exprimiert (Baskerville & Bartel 2005, Wienholds et al.
2005b, Liang et al. 2007, McDaneld et al. 2009, Rao et al. 2006). Eine Verbindung zu
MRTF-A ist bisher nicht bekannt. miR-206 unterstitzt die Differenzierung indem es
Pax3 und Pax7 inhibiert (Chen et al. 2010, Hirai et al. 2010). Geht man davon aus,
dass MRTF-A ebenfalls die Differenzierung reprimiert, wirde sich eine Regulation
durch miR-206 in die bestehende Literatur fligen. Interessanterweise besitzt miR-206
und miR-1 dieselbe seed-Sequenz. Fur miR-1 ist bereits bekannt, dass sie in glatten
Muskelzellen MRTF-A posttranskriptional reguliert (Minami et al. 2012). Eine &hnliche
Funktionsweise in Skelettmuskelzellen wére somit moglich. Fraglich bleibt, ob miR-1
und -206 um die Bindestellen an der MRTF-A mRNA konkurrieren oder ein
synergistischer Effekt der beiden miRNAs vorhanden ist. miR-133a hemmt die
Differenzierung indem es SRF und IGF-1R reprimiert (Huang et al. 2011, Chen et al.
2006). Damit unterstiitzt es, im Gegensatz zu den bisher genannten miRNAs, die
Proliferation der Myoblasten und inhibiert die Differenzierung. Da miR-133a und miR-1
auf demselben Genlocus codiert sind und zusammen transkribiert werden, stellen die
gegenlaufigen Wirkungsweisen von miR-1 und -133a eine interessante Kontroverse
dar (Chen et al. 2006). In Bezug auf MRTF-A relativiert sich dieser Sachverhalt
allerdings, da die Daten keinen Hinweis auf eine Reduktion von MRTF-A durch die
Bindung von miR-133a zeigen.

Zusammenfassend lasst sich aus den Daten schlieBen, dass MRTF-A in
Skelettmuskelzellen posttranskriptional tber miRNAs reguliert wird. Es konnte gezeigt
werden, dass neben der bereits publizierten miR-1 auch weitere miRNAs an dieser
Regulation beteiligt sind. miR-206 und -24 binden dabei an die MRTF-A mRNA. Da
mMiR-206 und -24 bereits in undifferenzierten C2C12-Zellen exprimiert werden, stellt
sich die Frage, ob eine Regulation von MRTF-A auch schon in diesem Zustand
stattfindet und ob miR-1 sich Uberhaupt an die mRNA anlagern kann, oder ob die
Bindestellen nicht bereits durch miR-206 blockiert werden. In diesem Zusammenhang
muss auch bedacht werden, dass die miR-206 nach gRT-PCR Daten die hdchste
Abundanz in C2C12-Zellen im Vergleich zu den anderen miRNAs aufwies (Abb. 4-13).
miR-486 nimmt nachgewiesenermalfien Einfluss auf die MRTF-A-Expression. Da die
Identifikation der miR-486 Bindestelle noch aussteht ist es nicht méglich zu sagen, ob
eine direkte Interaktion zwischen MRTF-A mRNA und miR-486 besteht. Ferner ist es
auch noch nicht ausgeschlossen, dass miR-133a und -378a MRTF-A regulieren.
Allerdings muss in diesen Féllen zun&chst die Bindestelle ermittelt werden, um eine
klare Aussage Uber ihre Beziehung zur MRTF-A mRNA treffen zu kénnen. Dass die
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Entschlisselung solcher Regulationsmechanismen teilweise sehr schwierig ist, zeigt
die Entdeckung von Chen et al. von 2006, welche miR-133a als einen Unterstltzer der
proliferativen und damit undifferenzierten Myoblasten beschreibt. Die Tatsache, dass
andere Paper (Huang et al. 2011, Sweetman et al. 2008, Chen et al. 2006) und die
Daten dieser Arbeit eine Induktion von miR-133a wéahrend der Differenzierung zeigen,
stellt momentan noch einen kontroversen Sachverhalt dar, weil die Differenzierung zu
einem Proliferationsstopp der Zellen fuhrt (Nadal-Ginard 1978, Caravatti et al. 1982).

5.3. MRTF-A unterstitzt die Proliferation von Myoblasten

Die bisherigen Daten haben gezeigt, dass MRTF-A wahrend der C2C12-
Differenzierung auf posttranskriptionaler Ebene inhibiert wird. Bekannt ist, dass
MRTF-A wahrend der Embryogenese in Muskelzellen gefunden werden kann. Die
Notwendigkeit von MRTF-A fir die Muskeldifferenzierung wird auch dadurch deutlich,
dass eine Uberexpression von MRTF-A Glattmuskelgene aktiviert (Du et al. 2004,
Selvaraj & Prywes 2004, Wang et al. 2002). Die Rolle von MRTF-A in der
Differenzierung von Skelettmuskelzellen wird unterdessen kontrovers diskutiert.
Selvaraj & Prywes kamen 2003 zu dem Schluss, dass ein Knockdown von MRTF die
C2C12-Differenzierung inhibiert. Dennoch bleibt die Frage, warum eine verringerte
MRTF-A-Expression die Muskeldifferenzierung inhibieren soll, wenn in dem
Modellsystem C2C12 genau diese Reduktion wéhrend der Differenzierung stattfindet
(Abb. 4-6 & 4-7, lwasaki et al. 2008). Mit Hilfe einer Uberexpression der MRTF-A
Varianten wurde die differenzierungsbedingte Reduktion kompensiert. Die
Uberexpression fiihrte phanotypisch zur Bildung von Zellaggregationen (Abb. 4-29).
Ebenfalls schien die Myotubenbildung bis Tag 4 gehemmt zu sein. Des Weiteren war
die Expression der Differenzierungsmarker bis Tag 4 niedriger als in der Kontrolle
(Abb. 4-31A & C). Diese Ergebnisse deuten auf eine gehemmte Differenzierung der
Zellen hin. Das MRTF-A als Transkriptionsfaktor die Expression verschiedener Gene
direkt inhibiert ist bisher nicht beschrieben. Eine mdgliche Erklarung fir diese
Ergebnisse koénnte darin liegen, dass MRTF-A andere Gene aktiviert bzw. aktiviert halt,
welche wahrend der normalen Differenzierung gar nicht mehr exprimiert werden. Li
et al. zeigten 2005 in einer MRTF-A Knockout Maus eine verringerte Muskelmasse,
was sie auf Hypoplasie und damit auf eine verringerte Proliferation der Zellen
zurlckfihrten. Minami et al. machten 2012 in glatten Muskelzellen ebenfalls die
Beobachtung, dass ein MRTF-A Knockdown zu einer verringerten Proliferation der
Zellen fuhrt. Im Umkehrschluss wirde dies bedeuten, dass eine Uberexpression von
MRTF-A die Proliferation fordert. Dies wirde bedeuten, dass MRTF-A in C2C12-Zellen
den proliferativen Ph&notyp unterstitzt und dadurch, dhnlich wie Pax7 und Pax3, die
Zellen im undifferenzierten Zustand halt (Montarras et al. 2005, Relaix et al. 2006, Hirai
et al. 2010). Dies kdnnte auch erklaren, warum die Expression der Differenzierungs-
marker an Tag 7 wieder auf Wildtypniveau ist (Abb. 4-31A & C). Die Expression der
Differenzierungsmarker wird nicht direkt blockiert. Allerdings wird die Differenzierung
der Zellen durch proliferative Signale gehemmt, was die Expressionsinduktion
verlangsamen koénnte, weshalb das Expressionslevel zunachst niedriger ausfallt und
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erst spater sein Maximum erreicht. Gegen diese Theorie sprechen hingegen
Publikationen, die MRTF-A mit antiproliferativen Eigenschaften beschreiben. So
zeigten Descot et al. 2009, dass MRTF-A in Fibroblasten die Expression von Mig6, ein
negativer Regulator des EGFR Signalwegs, induziert und auf diese Weise die
Proliferation negativ beeinflusst. Auch Sasazuki et al. zeigten 2002 eine
antiproliferative Wirkung von MRTF-A in embryonalen Fibroblasten einer Traf2/Traf5
doppel-knockout Maus. Shaposhnikov et al. zeigten 2012 des Weiteren, dass die
Expression von BOK und NOXA direkt durch MRTF-A induziert werden und MRTF-A
auf diese Weise proapoptotisch in Fibroblasten wirkt. Allerdings muss man bei diesen
Daten berucksichtigen, dass MRTF-A in Fibroblasten eine andere Aufgabe besitzen
konnte, als in Myoblasten, wo die Aufgabe von MRTF-A noch sehr wenig erforscht ist.

Eine anhaltende Proliferation der C2C12-Zellen nach Erreichen der Konfluenz kdnnte
ebenfalls die beobachteten Zellaggregationen wahrend der MRTF-A Uberexpression
erklaren. Die Daten des Proliferationsversuchs zeigen, dass wahrend der
Differenzierung die Zellzahl leicht abnimmt, da die Zellen aufhérten zu proliferieren und
die Differenzierung einleiteten (Abb. 4-35, Nadal-Ginard 1978, Caravatti et al. 1982).
Die Uberexpression der MRTF-A Varianten fiihrte hingegen zu einem leichten Anstieg
der Zellpopulation, welche ab Tag 2 stagnierte (Abb. 4-35). Von daher wére es gut
moglich, dass kurz nach Einleitung der Differenzierung, mit Hilfe des
Differenzierungsmediums, die Zellen die Proliferation einstellen und den
Differenzierungsprozess starten. Wenn eine Uberexpression von MRTF-A aber die
Proliferation unterstiitzen wirde, wirde dies den Proliferationsstopp hinauszégern, was
mehr Zellen zur Folge héatte, dies konnte die Zellaggregation erklaren (Abb. 4-29). Ein
verzogerter Proliferationsstopp wirde eine verspatete Differenzierung verursachen,
was ebenfalls die zeitlich verschobene Expressionsinduktion der
Differenzierungsmarker erklaren wirde (Abb. 4-31A & C), welche, wie bereits erwahnt,
durch Proliferationssignale gehemmt sein konnten. MRTF-A wirde somit die
Differenzierung indirekt behindern, indem es die Proliferation der Myoblasten
unterstiitzt. Diese Erklarung deckt sich ebenfalls mit den Beobachtungen des MRTF-A
Knockouts in der Maus, welcher mit einer Hypoplasie auf Grund fehlender Proliferation
von Myoblasten genau den gegensatzlichen Phanotyp zur Folge hatte (Li et al. 2005).
Die Differenzierung in Form von Zellfusion zur Myotubenbildung war bei diesem
Knockout nicht beeintrachtigt. Kontrovers dazu steht hingegen die Aussage von
Selvaraj und Prywes von 2003. Sie beobachteten ebenfalls eine verringerte
Proliferation nach Inhibierung von MRTF. Allerdings kamen sie zu dem Schluss, dass
dadurch die Differenzierung inhibiert wird. In Abb. 7A ihrer Publikation ist zu erkennen,
dass die Zellen ca. 50% konfluent waren. Fir eine normale Differenzierung sollten
C2C12-Zellen allerdings ca. 90% konfluent sein. Wenn die MRTF bedingte Proliferation
bei 50%iger Konfluenz blockiert wiirde, kdnnen die Zellen die Konfluenz nicht erreichen
und somit auch keine normale Differenzierung initiieren. Diese Daten wirden somit
eher die beobachtete Hypoplasie von Li et al. 2005 unterstitzen, als dass sie die
Notwendigkeit von MRTF fir die Differenzierung von Myoblasten zu Myotuben zeigen.
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Ferner fuhrt die MRTF-A-Expression auch zu einer verringerten Expressionsinduktion
der miRNAs (Abb. 4-31). Eine mogliche Erklarung waére auch hier die gehemmte
Expression der Differenzierungsmarker durch die anhaltenden Proliferationssignale,
wodurch die anschlieBende Expression der miRNAs inhibiert wird. Besonders flr
miR-1 und -486 ist dieses Ergebnis interessant. miR-1 wird durch SRF und Myocardin
in glatten Muskelzellen exprimiert. Allerdings kann Myocardin in Skelettmuskelzellen
nicht detektiert werden, was in diesem Fall einen anderen Transkriptionsfaktor oder
womdglich SRF-Co-Aktivator notwendig macht (Zhao et al. 2005, Chen et al. 2011,
Yoshida et al. 2002, Wang et al. 2002, Wang et al. 2001, van Tuyn et al. 2005, Wang
et al. 2003). Damit ergibt sich fir Skelettmuskelzellen ein &hnliches Verhalten von
miR-1 und MRTF-A wie es von Minami et al. 2012 in glatten Muskelzellen beschrieben
wurde. In kardialen Muskelzellen ist miR-486 durch MRTF-A reguliert (Small et al.
2010). In Skelettmuskelzellen kdnnte MYOD an der Expression von miR-486 beteiligt
sein (Small et al. 2010). Durch die gehemmte Differenzierung auf Grund der MRTF-A-
Expression, wirde dieser Faktor womadglich nicht exprimiert, was die fehlende miR-486
Induktion erklaren kdnnte.

Neben der MRTF-A Uberexpression fiihrte auch der DICER1 Knockdown zu einer
Differenzierungsinhibierung und erhéhten MRTF-A-Expression nach 7-tagiger
Differenzierung (Abb. 4-19, 4-20, 4-21). Dies konnte bedeuten, dass die verringerte
Differenzierung, moglicherweise durch den DICER1 Knockdown, wegen des erhéhten
MRTF-A Proteingehalts zu erklaren ware. Die Ergebnisse des doppelten Knockdowns
von DICER1 und MRTF-A zeigten aber, dass die zusatzliche Reduktion von MRTF-A
im DICER1 Knockdown nicht zu einer erhéhten Expression von Differenzierungsgenen
und damit nicht zu einer verbesserten Differenzierung fihrte (Abb. 4-32 & 4-34).
Daraus lasst sich schlie3en, dass DICER1 und MRTF-A womdglich tber verschiedene
Wege die Differenzierung beeinflussen. Andererseits ware denkbar, dass der MRTF-A
Knockdown zeitlich friher angesetzt werden misste, um eine Kompensation des
DICER1 Knockdowns zu erzeugen. Berucksichtigt man die Tatsache, dass Proteine
eine bestimmte Halbwertszeit besitzen, kénnte bei einem gleichzeitigen Doppel-
Knockdown der Effekt des MRTF-A Knockdowns womdoglich zu spéat einsetzen, als
dass er das Fehlen von DICER1 zu Beginn der Differenzierung kompensieren kann.
Daher wurde auch in diesem Fall die Differenzierung verzdgert ablaufen, wie sie bei
der MRTF-A Uberexpression zu beobachten war. Um diese Frage genauer zu
betrachten, kdnnte der DICER1 Knockdown in Myoblasten, die einen konstitutiven
Knockout von MRTF-A besitzen, wiederholt werden. Zuséatzlich muss man aber auch
bedenken, dass der Knockdown von DICER1 eventuell einen viel umfangreicheren
Einfluss auf die Differenzierung besitzt. Dies kénnte dariber erklart werden, dass durch
den DICER1 Knockdown alle miRNAs der Zelle betroffen sind und eine miRNA auf
Grund ihrer nicht vollstandig komplementaren Bindung mehrere mRNAs reprimieren
kann (Doench et al. 2004, Brennecke et al. 2005). Der Einfluss von MRTF-A wird sich
hingegen vermutlich nur auf einzelne bisher noch unbekannte Faktoren begrenzen.



Diskussion 88

Zusammenfassend bedeutet dies, dass MRTF-A eine wichtige Rolle in der
Muskelbildung besitzen kénnte. So ware MRTF-A, anders als in Fibroblasten, an der
Regulation der Myoblastenproliferation beteiligt, um ausreichend Zellmasse zur
Verfigung zu stellen. Wenn dies nicht der Fall ist, kdnnte es zum Muskelschwund auf
Grund einer Hypoplasie der Muskelzellen kommen. Die terminale Differenzierung fuhrt
die Zellen hingegen in den Proliferationsstopp, die Zellen ruhen in der Gy-Phase. In
diesem Zustand wirden Proliferationssignale Storfaktoren darstellen, was erkléaren
wlrde, weshalb MRTF-A reprimiert werden muss (Abb. 5-1). Zusatzlich kénnte diese
Repression einen indirekten positiven Feedback-Loop fur die Differenzierungsfaktoren
erzeugen, was die Expressionsinduktion zuséatzlich verstarkt und die terminale
Differenzierung beschleunigt. Uber welche Faktoren MRTF-A die Proliferation
unterstitzt ist momentan aber noch unklar. Da zurzeit nur antiproliferative Zielgene von
MRTF-A bekannt sind, zeigt diese Entdeckung wie vielseitig die SRF/MRTF-A-
Expressionsinduktion sein kann.

| MRTF-AmRNA |

MRTF-AmRNA | miR-206
T 777 )
—
Differenzierungs- Differenzierungs- : externe
faktoren M faktoren Differnzierungssignale

Proliferation Differenzierung Differenzierung
Myoblasten Myotuben

Abb. 5-1: Schematische Darstellung der méglichen Rolle von MRTF-A in der Muskeldifferenzierung
In Myoblasten wird u.a. MRTF-A exprimiert, welches den proliferativen Phanotyp der Zellen unterstitzt.
Die proliferativen Faktoren haben eine hemmende Wirkung auf die Expression von
Differenzierungsfaktoren und missen vor einer terminalen Differenzierung reprimiert werden. Wenn uber
externe Signale die terminale Differenzierung initiilert wird, werden initial die Differenzierungsfaktoren
exprimiert, welche wiederum die Expression von antiproliferativen miRNAs induzieren. Die miRNAs
reprimieren die Expression proliferativer Signale u.a. durch eine posttranskriptionale Regulation von
MRTF-A. Ohne Proliferationssignal kann es zur vollen Expressionsinduktion von Differenzierungsfaktoren
und miRNAs kommen und die Myoblasten differenzieren zu Myotuben. Die miRNAs unterstiitzen somit
indirekt die Differenzierung (durch gestrichelten Pfeil gekennzeichnet).

Bis auf miR-133 ist fur alle miRNAs, welche mit dem miTRAP identifiziert wurden, eine
antiproliferative Wirkung in der Literatur beschrieben, was diese Erklarung unterstitzt
(Minami et al. 2012, Chen et al. 2005, Chen et al. 2011, Dey et al. 2011, McCarthy et
al. 2008, van Rooiy et al. 2008, Sweetman et al. 2008, Gagan et al. 2011, Chen et al.
2006, Small et al. 2010, Sun et al. 2008). Fur den Transkriptionsfaktor, HMGA2, konnte
ein dhnliches Verhalten gezeigt werden. In ruhenden Satellitenzellen ist dieser Faktor
nicht exprimiert. Kommt es hingegen zu einer Wundbildung, welche die Bildung neuer
Muskelfasern notwendig macht, werden die Satellitenzellen aktiv und bilden proliferier-
ende Myoblasten. In diesen Zellen wird HMGA2 exprimiert. Kommt es zur Bildung der
Muskelfaser durch terminale Differenzierung wird die Expression von HMGA2 wieder
reduziert (Li et al. 2012). Eine &hnliche Wirkungsweise von MRTF-A konnte alle bisher
gesammelten und zum Teil kontroversen Erkenntnisse in Einklang bringen.
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5.4. MRTF-A: Eine posttranslationale Regulation?

Die Daten in dieser Arbeit haben gezeigt, dass MRTF-A wéhrend der C2C12-
Differenzierung posttranskriptional reguliert wird. Die Knockdown-Versuche von AGO2
und DICERL1 sollten eine posttranskriptionale Regulation von MRTF-A verhindern, was
sich in einer geringeren Repression von MRTF-A im Vergleich zur Kontrolle
wiederspiegelte (Abb. 4-17, 4-20). Obwohl es sich in beiden Fallen um partielle
Knockdowns handelt, fallen die Unterschiede im Vergleich zur Kontrolle zu klein aus,
um den Verlust von ca. 70% MRTF-A wahrend der Differenzierung ausschlie3lich mit
der posttranskriptionalen Regulation zu erklaren. Daher stellt sich die Frage, ob neben
einer posttranskriptionalen auch eine posttranslationale Regulation vorliegen kénnte,
welche ebenfalls eine verringerte Proteinexpression bei konstanter mRNA Expression
erklaren wirde. Eine posttranslationale Regulation von MRTF-A wurde bisher in der
Literatur noch nicht diskutiert. Wurden C2C12-Zellen wahrend der Differenzierung mit
einem Proteaseinhibitor behandelt, fiel die MRTF-A Reduktion geringer aus, als in der
Kontrolle (Abb. 4-26). Auf Grund des Verlustes von MRTF-A wahrend der
Differenzierung ist diese Beobachtung zu erwarten. Ein spezifisch erhdhter Abbau
konnte mittels einer Ubiquitinierung von MRTF-A realisiert werden. Bei einer
Ubiquitinierung wird Ubiquitin, ein kleines stark konserviertes Protein, kovalent an
Proteine gebunden, die mit Hilfe des Proteasoms abgebaut werden sollen (Hershko &
Ciechanover 1998, Hochstrasser 1996). Eine Unbiquitinierung misste sich nach der
Inhibierung des Proteasoms durch weitere MRTF-A Signale im Western-Blot, die
langsamer als das urspringliche Signal laufen, darstellen lassen. Solche Signale
konnten flir MRTF-A nicht gefunden werden, was gegen eine vermehrte
Ubiquitinierung und damit auch gegen einen verstarkten Abbau von MRTF-A wahrend
der Differenzierung sprechen wirde (Abb. 4-26).

Die Halbwertzeit von MRTF-A in undifferenzierten C2C12-Zellen betragt ca. 6,8 h und
ist damit mehr als doppelt so lang wie in COS7-Zellen (Abb. 4-27, Hinson et al. 2008).
Dies kdonnte bedeuten, dass MRTF-A in C2C12-Zellen stabiler ist als in COS7-Zellen.
Interessanterweise andert sich die Halbwertszeit in differenzierenden C2C12-Zellen
nur geringflgig auf 6,3 h. Eine erhéhte Degradation musste sich in einer verkirzten
Halbwertszeit wiederspiegeln. Da sich die Halbwertzeit von MRTF-A wéhrend der
Differenzierung nur marginal verringert, kann aus diesen Daten nicht ohne jeden
Zweifel auf eine posttranslationale Regulation von MRTF-A wahrend der
Differenzierung geschlossen werden.

Die miRNA vermittelte Regulation vermag es nach der aktuellen Datenlage nicht die
70%ige Repression von MRTF-A wahrend der Differenzierung zu erklaren. Deshalb
sollte auf Grund der Daten der Halbwertszeitbestimmung eine posttranslationale
Regulation von MRTF-A in C2C12-Zellen nicht ausgeschlossen werden. Es ware gut
maoglich, dass es dieser geringe Unterschied in der Halbwertszeit von MRTF-A
zwischen undifferenzierten und differenzierenden Zellen ist, welcher Uber den Zeitraum
von 7 Tagen den MRTF-A Gehalt signifikant beeinflusst. Allerdings bedarf es hierfir
noch weitere Untersuchungen um genauere Aussagen treffen zu kénnen.
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6. Zusammenfassung

Da Muskelgewebe mit ca. 40% einen grofRen Anteil unseres Organismus ausmacht,
konnen Defekte in der Entwicklung sowie der Differenzierung dieses Gewebes
weitreichende Folgen haben. Ein besseres Verstandnis dieser Prozesse konnte
hilfreich sein, um auch Myopathien besser verstehen und behandeln zu konnen.
Allerdings sind gerade die Muskelentwicklung und -differenzierung sehr komplexe
Prozesse, die noch viele ungeklarte Fragen aufwerfen. So ist auch die Rolle von SRF
und seinen Co-Aktivatoren in diesen Gewebearten nur zum Teil geklart.

In dieser Arbeit sollte daher die Rolle des SRF-Co-Aktivators MRTF-A wéahrend der
Muskelzelldifferenzierung genauer untersucht werden. Initiale Untersuchungen zeigten,
dass der MRTF-A Proteingehalt wahrend der C2C12-Differenzierung abnimmt.
Versuche zur proteasomalen Degradation sowie der Halbwertszeit brachten allerdings
keine verlasslichen Hinweise flr eine posttranslationale Regulation von MRTF-A,
weshalb eine mogliche posttranskriptionale Regulation von MRTF-A in
Skelettmuskelzellen Untersuchungsschwerpunkt dieser Arbeit ist.

Mit Hilfe des miTRAP, einem Pull-down Assay fiir miRNAs, konnten miRNAs iden-
tifiziert werden, welche wahrend der C2C12-Differenzierung an die 3’UTR von MRTF-A
binden. Dabei konnte vor allem die muskelspezifische miR-1 identifiziert werden.
Weitere miRNAs waren miR-206, miR-24 und miR-486, welche genau wie miR-1 durch
eine Uberexpression MRTF-A sowohl auf Protein- als auch auf RNA-Ebene
reprimieren konnten. Durch ein Luciferase Reporterassay konnte gezeigt werden, dass
MRTF-A wahrend der C2C12-Differenzierung direkt posttranskriptional durch miR-1,
-206 und -24 gebunden und z.T. reprimiert wird. Die Repression der miRNA
Expression mit Hilfe des Knockdowns von AGO2 und DICER1 bestatigten diese
Erkenntnisse und zeigten, dass die genannten miRNAs wahrend der Skelettmuskel-
zelldifferenzierung womdéglich direkt an der Regulation von MRTF-A beteiligt sind.

Die Notwendigkeit der MRTF-A-Repression fur die Muskelzelldifferenzierung konnte
mit MRTF-A-Uberexpressionsversuchen verdeutlicht werden. Zellproliferationsassays
mit C2C12-Zellen zeigten, dass eine Uberexpression von MRTF-A die Proliferation von
Myoblasten Uber die Konfluenz hinaus weiter férdert. Dadurch kam es zur Bildung von
Zellaggregationen. Durch den zeitlich verschobenen Proliferationsstopp wurde letztlich
ebenfalls die Differenzierung behindert. Diese Daten lassen vermuten, dass MRTF-A
womdglich nicht nur in glatten Muskelzellen, sondern auch in Skelettmuskelzellen ein
Schlisselelement in der komplexen Regulation der Differenzierung sein konnte.

Obwohl MRTF-A in anderen Gewebearten antiproliferativ und apoptotisch wirkt, zeigt
diese Arbeit unterstiitzt durch weitere Studien, dass MRTF-A in Muskelgewebe an der
Zellproliferation beteiligt sein kénnte. Mit der posttranskriptionalen Regulation und der
essentiellen Funktion wahrend der Muskelzelldifferenzierung kdnnten in dieser Arbeit
weitere Charakteristika von MRTF-A entdeckt wurden sein, welche die Vielseitigkeit
dieses Proteins unterstreichen und die Basis fur weitere spannende Fragen legen.
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8. Anhang

Gesamt-RNA C2C12 undifferenziert (Tag 0)
Input 1 Input 2 Input 3 Mittelwert
normalisiert normalisiert normalisiert normalisiert
miRNA Input 1 [CPM] Input 2 [CPM] Input 3 [CPM] [CPM] Bemerkung
mmu-let-7a-5p 668 1775 1786 4875 2138 2769
mmu-let-7c-5p 1177 3128 3048 8320 3554 4603 5350
mmu-let-7e-5p 1101 2926 1899 5184 3316 4294 4135
mmu-let-7f-5p 14146 37596 23945 65363 47517 61537 54832
mmu-let-7g-5p 1995 5302 4288 11705 6770 8767 8592
mmu-let-7i-5p 1204 3200 1980 5405 3717 4814 4473
mmu-let-7j 3009 7997 4934 13468 9505 12309 11258
mmu-miR-133a-3p 400 1063 53 145 272 352 520 n.d.
mmu-miR-140-3p 2269 6030 3595 9813 5351 6930 7591
mmu-miR-143-3p 8930 23733 10081 27518 16782 21734 24328
mmu-miR-148b-3p 652 1733 1247 3404 2266 2935 2690
mmu-miR-151-3p 1695 4505 1380 3767 4678 6058 4777
mmu-miR-181c-5p 755 2007 781 2132 2423 3138 2425
mmu-miR-183-5p 2136 5677 661 1804 3648 4724 4068
mmu-miR-186-5p 3752 9972 1906 5203 8008 10371 8515
mmu-miR-196a-5p 528 1403 639 1744 1314 1702 1616
mmu-miR-199a-3p 1894 5034 2048 5590 5498 7120 5915
mmu-miR-199b-3p 1916 5092 2174 5934 5414 7011 6013
mmu-miR-1a-3p 0 0 0 0 0 0 0 n.d.
mmu-miR-206-3p 56 149 28 76 68 88 104 n.d.
mmu-miR-21a-5p 113254 300993 144497 394435 458496 593776 429734
mmu-miR-221-3p 3940 10471 6073 16578 13402 17356 14802
mmu-miR-222-3p 843 2240 1856 5066 2884 3735 3681
mmu-miR-22-3p 8411 22354 8768 23934 22471 29101 25130
mmu-miR-23a-3p 746 1983 689 1881 1728 2238 2034
mmu-miR-24-3p 709 1884 520 1419 1807 2340 1881
mmu-miR-25-3p 1997 5307 3066 8369 5830 7550 7076
mmu-miR-26a-5p 994 2642 816 2227 2348 3041 2637
mmu-miR-27a-3p 1769 4701 1083 2956 3934 5095 4251
mmu-miR-27b-3p 4114 10934 3430 9363 8281 10724 10340
mmu-miR-28a-3p 850 2259 1619 4419 2562 3318 3332
mmu-miR-29a-3p 1328 3529 606 1654 2351 3045 2743
mmu-miR-30a-3p 555 1475 975 2661 1904 2466 2201
mmu-miR-30a-5p 5111 13583 6358 17355 15926 20625 17188
mmu-miR-30d-5p 1848 4911 3176 8670 5913 7658 7080
mmu-miR-30e-5p 946 2514 594 1621 1792 2321 2152
mmu-miR-3107-5p 1290 3428 807 2203 1723 2231 2621
mmu-miR-31-5p 1609 4276 2110 5760 4994 6467 5501
mmu-miR-345-3p 1148 3051 780 2129 2193 2840 2673
mmu-miR-34c-5p 502 1334 490 1338 1260 1632 1434
mmu-miR-378a-3p 5508 14638 4461 12177 12095 15664 14160
mmu-miR-378d 1073 2852 1004 2741 2682 3473 3022
mmu-miR-486-5p 1282 3407 788 2151 1773 2296 2618
mmu-miR-532-5p 921 2448 1083 2956 1932 2502 2635
mmu-miR-6238 664 1765 2520 6879 1899 2459 3701
mmu-miR-6239 1848 4911 3495 9540 3369 4363 6272
mmu-miR-6240 807 2145 930 2539 2167 2806 2497
mmu-miR-6241 12435 33048 10670 29126 9591 12421 24865
mmu-miR-6244 25628 68111 21975 59985 20169 26120 51405
mmu-miR-7680-3p 1112 2955 583 1591 1695 2195 2247
mmu-miR-7680-5p 992 2636 533 1455 1599 2071 2054
mmu-miR-92a-3p 14100 37473 19073 52064 42871 55520 48352
mmu-miR-98-5p 860 2286 1027 2803 2533 3280 2790
mmu-miR-99b-5p 3153 8380 1716 4684 5598 7250 6771

Tabelle 8-1: Primardaten des RNA-Seq aus der Gesamt-RNA

Aufgelistet sind die miRNAs, die im mittels RNA seq in undifferenzierten und differenzierten C2C12 identifiziert wurden. Dargestellt sind
jeweils die Rohwerte (Input) und die normalisierten Werte als CPM der miRNAs. Imput 1, 2 und 3 spiegeln dabei jeweils die drei
biologischen Repilkate wieder, aus denen ein Mittelwert errechnet wurde. Die miRNAs, welche entsprechend den Kriterien aus 4.3.1 gefiltert
wurden, sind grau hinterlegt. In undifferenzierten Zellen haben die Rohwerte von miR-1a-3p, miR-133a-3p und miR-206-3p den
Schwellenwert von 500 nicht erreicht und werden deshalb als nicht detektierbar (n.d.) definiert.
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Fortsetzung Gesamt-RNA C2C12 differenziert (Tag 7)
Tabelle 8-1
Input 1 Input 2 Input 3 Mittelwert

normalisiert normalisiert normalisiert normalisiert
miRNA Input 1 [CPM] Input 2 [CPM] Input 3 [CPM] [CPM]
mmu-let-7a-5p 951 2356 1228 3063 890 2954 2791
mmu-let-7c-5p 1387 3436 1440 3592 1071 3555 3527
mmu-let-7e-5p 891 2207 1087 2711 753 2499 2473
mmu-let-7f-5p 11792 29209 14608 36434 10535 34970 33538
mmu-let-7g-5p 2495 6180 2318 5781 1856 6161 6041
mmu-let-7j 2278 5643 2863 7141 1244 4129 5638
mmu-miR-128-3p 976 2418 1236 3083 1167 3874 3125
mmu-miR-133a-3p 16601 41121 23103 57622 22322 74095 57613
mmu-miR-133b-3p 5337 13220 9267 23113 9569 31763 22699
mmu-miR-140-3p 1524 3775 1672 4170 757 2513 3486
mmu-miR-143-3p 26608 65908 28080 70035 10731 35620 57188
mmu-miR-151-3p 1427 3535 1628 4060 801 2659 3418
mmu-miR-181a-5p 3308 8194 3023 7540 2087 6928 7554
mmu-miR-181¢-5p 1186 2938 1218 3038 1030 3419 3132
mmu-miR-186-5p 1391 3445 1708 4260 928 3080 3595
mmu-miR-199a-3p 3104 7689 3570 8904 2057 6828 7807
mmu-miR-199b-3p 3174 7862 3485 8692 2070 6871 7808
mmu-miR-1a-3p 3864 9571 3431 8557 3564 11830 9986
mmu-miR-206-3p 597 1479 747 1863 649 2154 1832
mmu-miR-21a-5p 73596 182297 75527 188374 48195 159978 176883
mmu-miR-221-3p 1790 4434 2114 5273 973 3230 4312
mmu-miR-22-3p 32256 79898 32778 81753 20985 69657 77103
mmu-miR-23a-3p 901 2232 1015 2532 832 2762 2508
mmu-miR-24-3p 1828 4528 1359 3390 1426 4733 4217
mmu-miR-25-3p 1835 4545 1677 4183 957 3177 3968
mmu-miR-26a-5p 3838 9507 3739 9326 3114 10337 9723
mmu-miR-27a-3p 1298 3215 1234 3078 1001 3323 3205
mmu-miR-27b-3p 10752 26633 10400 25939 7816 25944 26172
mmu-miR-29a-3p 1287 3188 1460 3641 913 3031 3287
mmu-miR-30a-5p 14090 34901 14299 35664 7911 26260 32275
mmu-miR-30d-5p 7061 17490 6951 17337 5436 18044 17624
mmu-miR-30e-5p 1200 2972 1240 3093 922 3060 3042
mmu-miR-3107-5p 12019 29771 12353 30810 8407 27906 29496
mmu-miR-31-5p 743 1840 638 1591 543 1802 1745
mmu-miR-34c-5p 661 1637 696 1736 372 1235 1536
mmu-miR-362-3p 3523 8726 5410 13493 4878 16192 12804
mmu-miR-378a-3p 25822 63961 28682 71537 20086 66673 67390
mmu-miR-378d 3860 9561 4313 10757 2741 9098 9806
mmu-miR-486-5p 11763 29137 12489 31149 8406 27903 29396
mmu-miR-532-5p 1936 4795 1903 4746 1163 3860 4467
mmu-miR-542-3p 1030 2551 1353 3375 919 3051 2992
mmu-miR-6237 541 1340 908 2265 549 1822 1809
mmu-miR-6238 2844 7045 3033 7565 1766 5862 6824
mmu-miR-6239 3963 9816 5067 12638 3249 10785 11080
mmu-miR-6240 3554 8803 4436 11064 3607 11973 10613
mmu-miR-6241 20690 51249 31305 78079 22608 75045 68124
mmu-miR-6244 30047 74426 48056 119858 34753 115358 103214
mmu-miR-7680-3p 592 1466 1603 3998 1066 3538 3001
mmu-miR-7680-5p 589 1459 1537 3833 1049 3482 2925
mmu-miR-92a-3p 4003 9915 4077 10169 1821 6045 8710
mmu-miR-98-5p 546 1352 679 1694 544 1806 1617
mmu-miR-99b-5p 2307 5714 1994 4973 1244 4129 4939
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